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摘要：目的　拟构建蛋白转导结构域（ＰＴＤ）４铜／锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ）原核表达质粒，纯化制备 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ
融合蛋白，探讨其穿膜能力。方法　设计合成ｈＣｕ／ＺｎＳＯＤ引物，扩增ｈＣｕ／ＺｎＳＯＤｃＤＮＡ片段；采用ＰＣＲ靶向克隆法将扩增产
物与含有相同酶切位点载体质粒ＰＥＴ１６ｂＰＴＤ４进行重组，扩增质粒，双酶切鉴定和 ＤＮＡ测序；获得 ＰＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ
（ＣＤｓ）原核表达载体，导入感受态Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，进行扩增培养，收集菌体，将其裂解离心、Ｎｉ＋２亲和层析、收集目的蛋
白。融合蛋白孵育人心肌细胞，免疫荧光法检测融合蛋白穿膜能力。结果　通过测序证实实验扩增所得的 ＰＴＤ序列与设计
的预期序列一致。设计并简并ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ基因长度为５６７ｂｐ，通过引物进行正反向测序证实该序列与已被登录的ＧＥＮ
ＢＡＮＫ中Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ序列相一致，并构建了相应的原核表达质粒。并在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１进行大量表达，最终收集的 ＰＴＤ４Ｃｕ／Ｚｎ
ＳＯＤ具有良好水溶性。ＳＤＳｐａｇｅ分析显示构建的ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ分子量约为２０ｋＤａ，与预期的蛋白分子量２０．４５ｋＤａ相符
合。融合蛋白可以穿透心肌细胞胞膜，进入细胞后主要分布在胞质和胞核内并具有天然活性。结论　成功地构建了ＰＥＴ１６ｂ
ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ原核表达质粒，获得了可穿透心肌细胞膜的 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ融合蛋白，为应用 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ治疗缺血性疾病
的研究奠定了基础。
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　　铜／锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ）是一种广
泛存在于真核生物细胞质及过氧化物酶体中的大

分子蛋白，是机体内主要的具有特异性的内源性氧

自由基清除剂［１］。因此增加细胞内 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ水
平有望成为防治缺血再灌注损伤的有力措施之一，

但由于 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ在细胞膜上没有专一受体或通
道，外源性 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ难以进入细胞和组织内发挥
生物学作用，因而限制了其临床应用。蛋白转导结

构域（ＰＴＤ）是一种能携带大分子物质无特异性的穿
透哺乳动物细胞膜的阳离子小分子多肽［２３］。研究

发现可以通过优化 ＰＴＤ结构域的空间结构和表面
的电子分布来提高ＰＴＤ结构的内化效率，达到携带
大分子物质高效进入细胞内发挥生物学效应的目

的。本研究拟构建具有高效穿膜特性的人类ＰＴＤ４
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ原核表达质粒，在大肠杆菌中制备和纯
化蛋白，并观察这种 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ融合蛋白穿
膜能力，为利用细胞穿透肽携 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ治疗缺血
性疾病的研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　菌种和质粒　ＰＧＥＭＴ载体购自 Ｐｒｏｍａｇａ
公司。ｐＥＴ１６ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）购于 Ｎｏｖａｇｅｎ公
司。

１．１．２　主要仪器设备　ＰＣＲ仪（ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ，美
国），凝胶数字图像分析仪（ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒＴＭ２２００．
ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ，美国），基因测序仪（ＡＢＩ３１０，美国），
电泳仪 （ＭＩＮＩＰＲＯＴＥＡＮ３ＢＩＯＲＡＤ，德国）。Ｒｏ
ｂｕｓＴ ＲＴＰＣＲ＿ｋｉｔ、限制性内切酶：ＢａｍＨＩ、ＸｈｏＩ、
ＮｄｅⅠ、Ｔ４连接酶、ＰｆｕＵｌｔｒａｔｍｈｉｇｈｆｉｄｅｌｉｔｙ酶、ＴＡＱ
酶、Ｗｉｚａａｄ ＳＶＧｅｌａｎｄＰＣＲＣｌｅａｎＵｐＳｙｓｔｅｍ、Ｗｉｚ
ａｒｄ ＰｌｕｓＳＶｍｉｎｉｐｒｅｐｓＤＮＡ ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ、
ＤＣＦＨＤＡ分别购自 Ｇｉｂｉｃｏｌ、Ｆｉｎｎｚｙｍｅｓ、ＮｅｗＥｎｇ
ｌａｎｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、ＳＡＢＣ、Ｐｒｏｍａｇａ、碧云天公司。ＩＰＴＧ
购自 Ｄｕｃｈｅｆａ公司。Ｎｉ＋２ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅｓｕｐｅｒｆｌｏｗ购自 Ｑｉａｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＰＴＤ４多肽跨膜结构域的设计　根据 ＰＴＤ
多肽跨膜结构域的特点，利用软件设计具有高效跨

膜活性的蛋白结构域ＹＡＲＡＡＡＲＱＡＲ（Ｑ）Ａ，并简并
设计的寡核苷酸序列。在两端修饰添加 Ｎｄｅｌ、ＸｈｏＩ
限制性内切酶位点：５′ＴＡＴＧＡＣＣＴＡＴＧＣＧＣＧＴ
ＧＣＧＧＣＡＧＣＧＣＧＴＣＡＧＧＣＴＣＧＴＧＣＣＣ３′；５′
ＴＣＧＡＧＧＧＧＣＡＣＧＡＧＣＣＴＧＡＣＧＣＧＣＴＧＣＣＧＣ
ＡＣＧＣＧＣＡＴＡＧＧＴＣＡ３′设计扩增人 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ
蛋白全长 ＣＤＳ引物。５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＧＡＣＧ

ＡＡＧＧＣＣＧＴＧＴＧＣＧＴＧ３′；５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＡＴＴ
ＡＴＴＧＧＧＣＧＡＴＣＣＣＡＡＴＴＡＣ３′，两端分别修饰
加入限制性内切酶ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ酶位点。
１．２．２　Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ蛋白全长 ｃＤＮＡ序列的获得及
鉴定　提取胚胎肝脏组织的总ＲＮＡ，以其为模板用
于Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ全长 ＣＤｓ的逆向转录和扩增。ＰＣＲ
总反应体系（２０μＬ）如下：Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５ｐｒｉｍｅｒ（０．５
ｍｇ·Ｌ－１）１μＬ，ｔｏｔａｌＲＮＡｓａｍｐｌｅ１μＬ，ＤＥＰＣｗａｔｅｒ
补足 １２ μＬ，在 反 应 体 系 中 加 入 ｄＮＴＰ（１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ，５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ４μＬ，ＲＮａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（２０Ｕ·μＬ－１）１μＬ，ＭＭμｌＶＲＴ（２００Ｕ·
μＬ－１）１μＬ置于ＰＣＲ仪中４２℃ １ｈ。ＰＣＲ扩增目
的片段扩增体系（５０μＬ）如下：１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）

５μＬ，上游引物１５μＬ，下游引物２５μＬ，ｐｆｕＤＮＡ聚
合酶１μＬ，反转录产物１μＬ，加去离子水至５０μＬ。
将上述各组分混合均匀，预变性９４℃ ３ｍｉｎ、变性
９４℃ ３０ｓ、退火６８℃ ３０ｓ、延伸７２℃ ３０ｓ。经过
３０个循环后在７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物行１％琼脂
糖凝胶电泳检测。将获得的人 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ蛋白全
长ＣＤｓ片段，加腺嘌呤（Ａ）处理纯化后插入 ＰＧＥＭ
Ｔ载体，获得ＰＧＥＭＣｕ／ＺｎＳＯＤ（ＣＤｓ）载体。
１．２．３　ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ蛋白原核表达载
体的构建　用 ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ酶切获得的 ｐＧＥＭＣｕ／
ＺｎＳＯＤ（ＣＤｓ）载体，获得两端带有黏性末端的双链
全长Ｃｕ／ＺｎＳＯＤＣＤｓ片段，同时用同样的酶对 ｐＥＴ
１６ｂ空载体进行双酶切。胶回收两端带有黏性末端
的线性载体及 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ全长 ＣＤｓ片段，将其定向
插入ｐＥＴ１６ｂ空载体，获得 ｐＥＴＣｕ／ＺｎＳＯＤ（ＣＤｓ）
原核表达载体。对上述获得的 ｐＥＴＣｕ／ＺｎＳＯＤ
（ＣＤｓ）原核表达载体进行特异性酶切，并根据ＰＴＤ４
设计的两条简并寡核苷酸序列进行高特异性退火

杂交，获得人工合成的两端带有限制性内切酶黏性

末端的小片段简并双链ＤＮＡ序列，将其插入上述线
性载体中，获得ｐＥＴＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ（ＣＤｓ）原核表
达载体。

１．２．４　重组质粒 ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ酶切鉴
定　选用引物设计时修饰的所带有的酶切位点
ＸｈｏＩ和 ＢａｍＨＩ酶切鉴定正确重组的 ＰＤＣ３１５
ＴＲＡＩＬ载体。酶切体系如下：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，Ｐｌａｓ
ｍｉｄ５μＬ，１００×ＢＳＡ１μＬ，内切酶各２μＬ，加去离
子水至总体积５０μＬ，反应条件３７℃过夜，分别加
入１％琼脂糖凝胶中，在１×ＴＡＥ中进行电泳，观察
酶切结果，选取正确的克隆送上海生工生物技术有

限公司测序鉴定，用 Ｔ７、ＳＰ６测序引物测序与

·１２２·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｆｅｂ，２２（２）



ＧＥＮＥＢＡＮＫＸ０２３１７ＣＤｓ比对。
１．２．５　ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ融合蛋白的诱导、表达与
纯化　将上述原核表达载体导入感受态 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）中，铺叠到含氨苄青霉素（１００ｍｇ·
Ｌ－１）的 ＴＢ固体培养基中培养１６ｈ，挑取单个菌落
至５０ｍＬ含氨苄青霉素（１００ｍｇ·Ｌ－１）的 ＬＢ液体
培养液中３７℃增扩培养。当细菌生长至 ＯＤ６００为
０．６时（大约３ｈ）加入０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ至终浓度
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，置２５℃诱导培养过夜。低温离心收
集细菌，将收集的菌体溶于２５ｍＬ结合缓冲液，然
后冰浴超声破菌，低温离心收集上清。把上清缓慢

通过Ｎｉ＋２亲和层析柱，完毕后，静置１～２ｈ，使融合
蛋白上的ＨｉｓＴａｇ与层析柱内的 Ｎｉ＋２ 结合，再用１０
倍体积的结合缓冲液和６倍体积的漂洗缓冲液（６０
ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ，５００ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ＮａＣｌ，２０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．９）分别过柱，洗脱未结合
的其它蛋白，然后用洗脱缓冲液（１ｍｏｌ·Ｌ－１ｉｍｉｄａｚ
ｏｌｅ，５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ
７．９）洗脱蛋白，分别得到 ＨｉｓＴａｇＨｕｍａｎＣｕ／ＺｎＳＯＤ
和ＨｉｓＴａｇＰＴＤ４ＨｕｍａｎＣｕ／ＺｎＳＯＤ两种融合蛋白。
分别储存于７０℃冰箱内用于以下的实验。
１．２．６　ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ融合蛋白穿膜能力检测　
人心肌细胞株购于ＡＴＣＣ。在细胞的培养液中不加
任何处理因素（对照组），或分别加入１０μｍｏｌ·Ｌ－１

的 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ组）、１０μｍｏｌ·Ｌ－１的
ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ（ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ组），孵育 １０
ｍｉｎ。免疫组织化学法检测融合蛋白穿膜能力：４℃
的４％多聚甲醛固定２４ｈ、ＰＢＳ洗涤后，加入抗 Ｈｉｓ
或抗ＳＯＤ的单克隆抗体，４℃冰箱孵育１２ｈ。ＰＢＳ
洗涤后每孔加入浓度为 ＦＩＴＣ标记二抗，孵育、洗
涤，用 ＤＡＰＩ染色液复染细胞核，用荧光显微镜
照相。

２　结果
２．１　Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ全长 ＣＤｓ的克隆及序列测定　
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤｃＤＮＡ上下游引物扩增后，行琼脂糖凝胶
电泳，可见预期的４８２ｂｐ大小的片段（图１）。
２．２　ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ双酶切鉴定　
ｐＥＴ１６ｂ表达系统为了便于克隆表达蛋白，设计有
ＮｄｅＩ、ＸｈｏＩ、ＢａｍＨ三个酶切位点，将 ｈＣｕ／ＺｎＳＯＤ
ＣＤｓ插入ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ两位点之间，得到 ｐＥＴ１６ｂ
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ原核表达载体。接着把人工设计合成
ＰＴＤ４的核酸片段插入 ＮｄｅＩ、ＸｈｏＩ位点之间，得到
ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ原核表达载体。Ｃｕ／Ｚｎ
ＳＯＤｃＤＮＡ序列有 ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ两个酶切位点，经

过ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ酶切后，出现预期的５６４ｂｐ和５１４８
ｂｐ的２条带（图２）。

　　　　　　　　　　　Ｍ　　　　 Ａ　　　　Ｂ

注：Ｍ分子量范围是１００～１０００ｂｐ，Ａ是内参βａｃｔｉｎ，分子量是

２７９ｂｐ，Ｂ是ｓｏｄＲＴＰＣＲ产物，分子量为４８２ｂｐ。

图１　ＲＴＰＣＲ产物电泳结果

　　　　　　　　　　　　Ｍ　　　　Ａ　　　　Ｂ

注：Ｍ为 ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄＩＩＩ，Ａ为 ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４

Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ用ＮｄｅＩ、ＢａｍＨ双酶切 ，Ｂ为ｐＥＴ１６ｂＣｕ／ＺｎＳＯＤ用ＸｈｏＩ、

ＢａｍＨＩ双酶切。

图２　重组质粒酶切电泳

２．３　ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ质粒测序结果　
将 ＲＴＰＣＲ获得的人 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ全长 ＣＤｓ插入
ＰＧＥＭＴ载体中，酶切，选取正确的克隆。用 Ｔ７、
ＳＰ６引物进行正反向测序获得的序列经过软件对比
显示我们测序的序列与已被登陆的 ＧＥＮＢＡＮＫ“
Ｘ０２３１７”ＣＤＳ序列一致（图３）。
２．４　表达后细菌的蛋白提取物和融合蛋白纯化后
的ＳＤＳＰａｇｅ分析　融合蛋白提取物和融合蛋白纯
化后 ＳＤＳＰＡＧＥ（图４）结果表明，分别在１８．６ｋＤａ
和２０ｋＤａ出现Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ和ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ目标
表达条带，显示目的融合蛋白的表达量在约占宿主

总蛋白表达量的４６％。图象显示洗脱液里含有的纯
化融合蛋白量，提取后分装放置在－７０℃保存。
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图３　ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ原核表达质粒测序结果

　　　　　ＳＯＤ（１８．６ｋＤａ）　　　　　　ＰＳＯＤ（２０ｋＤａ）

图４　蛋白提取物和融合蛋白纯化后的ＳＤＳＰａｇｅ分析

２．５　融合蛋白质穿膜能力检测　与对照组和 Ｃｕ／
ＺｎＳＯＤ组比较，ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ组细胞内绿色荧光
显著增强。显示融合蛋白 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ能穿透
心肌细胞，分布于胞质及胞核中。

３　讨论
Ｇｕ／ＺｎＳＯＤ是一种广泛存在于真核生物细胞的

细胞质、植物的叶绿体及过氧化物酶体中的大分子

蛋白，在胞质内发挥抗氧化作用，是机体内主要的

特异性的内源性氧自由基清除剂［４］。在正常情况

下，细胞内有一定量的表达，以保持机体内氧化还
原的稳态。发生缺血再灌注时，由于氧自由基生成

速度远远超过的清除能力，导致氧自由基的堆积，

从而发生再灌注损伤。因此增加细胞内Ｇｕ／ＺｎＳＯＤ
的水平则有可能成为防治缺血再灌注损伤的有力

措施，但是Ｇｕ／ＺｎＳＯＤ在哺乳动物细胞膜上没有专
一受体或通道，所以外源性的 Ｇｕ／ＺｎＳＯＤ很难进入
细胞和组织内发挥生物学作用的，由此限制了其在

临床的应用。近年研究发现利用病毒载体、脂质体

作为载体转染 ＳＯＤ基因对大鼠心肌缺血再灌注损
伤有明显保护作用。但这些方法存在一些关键问

题尚未解决，主要包括基因导入效率、基因表达的

可控性、安全性等，从而能限制了上述方法在临床

上得应用［５］。因此本研究目的是找到一种合适的

方法将 Ｇｕ／ＺｎＳＯＤ带入到细胞内，为应用 Ｇｕ／Ｚｎ
ＳＯＤ防治心肌缺血再灌注损伤提供参考。

Ｇｒｅｅｎ等和 Ｆｒａｎｋｅｌ等在 １９８８年首次报道了
ＨＩＶ１的反式激活蛋白 Ｔａｔ具有跨膜进入细胞的功
能 ［６７］。进一步研究发现，Ｔａｔ蛋白真正具有转导作

用的是其序列中的４７～５７这１１个氨基酸残基，称
之为ＰＴＤ。在研究这些序列特征与结构后，Ａｌａｎ等
应用生物信息学软件通过改变结构域中疏水氨基

酸和碱性氨基酸的种类和分布、优化表面电子分

布，得到人工设计出比ＴＡＴＰＴＤ具有更高效率的穿
膜活性的ＰＴＤ分子。与此同时，各国的研究者分别
把ＴＡＴＰＴＤ、９Ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ、以及用生物信息学软件设
计的多肽结构引入 ＨｕｍａｎＣｕ／ＺｎＳＯＤ和其它目的
蛋白的透膜实验，显示出逐渐增强的穿膜特性［８］。

随后，ＴＡＴＰＴＤ介导多种大分子跨膜进入细胞的实
验广泛开展［９］，对其生物合成过程，融合蛋白的免

疫活性，毒性，穿膜效能和靶向治疗等进行了深入

研究。本研究中，我们设计并合成一段高效ＰＴＤ序
列用于融合表达的 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ蛋白［１０］，并构

建出 ｐＥＴ１６ｂＣｕ／ＺｎＳＯＤ和 ｐＥＴ１６ｂＰＴＤ４Ｃｕ／Ｚｎ
ＳＯＤ两种原核表达载体。选用ｐＥＴ１６ｂ作为原核表
达载体，使表达的两种蛋白的 Ｎ段含有连续的 １０
个Ｈｉｓ标签融合序列，以便于方便快捷利用 Ｎｉ＋２ 柱
层析进行纯化，方便检测。两种载体可以高效地稳

定表达两种蛋白，其表达效率可达４９％和４２％。蛋
白以可溶的形式表达，有利于重折叠形成有活性的

蛋白，这是其发挥生物学效应的关键［１１］。已有研究

证实正确折叠的 ＴＡＴＧＦＰ蛋白虽可高效转导至细
胞内但其荧光强度显著降低。蛋白使氧自由基的

消除的过程中也同样依赖于过氧化氢酶的作用，

ＰＴＤＣｕ／ＺｎＳＯＤ进入细胞后把氧自由基转化成
Ｈ２Ｏ２，由过氧化氢酶再把 Ｈ２Ｏ２还原为 Ｈ２Ｏ和新生
态氧而转化成 Ｏ２。因此 ＰＴＤＣｕ／ＺｎＳＯＤ蛋白的活
性不仅依赖于蛋白表达时的复性重折叠，也依赖于

细胞内过氧化氢酶的含量。

本研究发现，经 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ处理的心肌
细胞，胞内出现高水平的 Ｈｉｓ，由于正常细胞内几乎
没有Ｈｉｓ结构，说明这种Ｈｉｓ结构是外源性的ＰＴＤ４
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ导入的，并且 ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ处理的细
胞内ＳＯＤ水平显著高于正常心肌细胞，由此可见，
我们实验中构建的ＰＴＤ４Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ具有高效的穿
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