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摘  要 : PARP1 是动物细胞内的一种重要的 DNA 修复酶。近几年 PARP1 作为新型的抗癌靶点，受到广泛的关

注。为了获得高活性的 PARP1，首先将 hPARP1 基因克隆到载体 pFastBacTM1 中，构建转移载体 pFast-hPARP1；

然后转化大肠杆菌 Escherichia coli DH10Bac 感受态细胞中。其次，通过位点特异性转座，将 hPARP1 基因整

合到 Bacmid 穿梭载体中，构建表达质粒 Bacmid-hPARP1。最后，通过脂质体将表达质粒转染 Sf9 昆虫细胞。

Western blotting 和酶活测定法对 hPARP1 的表达和活性进行分析。采用 3-氨基苯甲酰胺亲和层析柱对收获的昆

虫细胞中表达的 hPARP1 酶进行纯化。Western blotting 结果表明在昆虫细胞中 hPARP1 酶表达成功。经 3-氨基

苯甲酰胺亲和层析柱纯化后，Sf9 昆虫细胞表达出的 hPARP1 酶的比活由 0.051 nmol/(min·μg) 提高到了

1.988 nmol/(min·μg)，而且每 100 mL 的细胞中能够收获约 3.2 mg 酶。实验结果为 PARP1 大规模生产和应用提

供了可参考利用的技术。 
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Abstract:  PARP1 is an important part of DNA repair machinery. In recent years, PARP1 as novel anti-cancer therapeutic 
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target has been broadly explored. In this study, we expressed hPARP1 enzyme in the baculovirus system and tested its 
activity. We inserted hPARP1 gene into the pFastBacTM1, a baculovirus transfer vector and then transformed it into 
DH10Bac containing a shuttle vector of Bacmid. After co-transfecting the recombinant plasmid into Sf9 insect cells, the 
expressed hPARP1 was purified by 3-aminobezamide affinity chromatography. The expression of hPARP1 was visualized 
by SDS-PAGE and Western blotting; the activity of expressed and purified hPARP1 was confirmed by the reaction of 
consumption of NAD+ by hPARP1 in vitro. After the purification by 3-aminobezamide affinity column, 3.2 mg protein was 
obtained and its specific activity was 1.988 nmol/(min·μg).  

Keywords:  hPARP1, baculovirus system, expression, affinity purification 

聚 ADP 核 糖 聚 合 酶  (Poly ADP-ribose 

polymerase，PARP)[1]是一种参与 DNA 修复的核

酶，能够以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (NAD+) 为底

物，将聚腺苷二磷酸核糖基转移到受体蛋白的谷

氨酸残基上，催化合成 PAR 聚合物。但在该反

应过程中会消耗大量 ATP 和 NAD+，导致细胞死

亡。由于 PARP 的激活在缺血再灌注、糖尿病、

炎症和肿瘤[2]的病理过程中起着重要作用，这预

示 PARP 抑制剂在治疗这些疾病中方面有着良好

的前景。特别是在肿瘤治疗中，PARP 已成为一

个重要的新的治疗靶点[3]。 

PARP 是一个蛋白超家族，包括 PARP1、

PARP2、PARP3、Vault-PARP、TANK1、TANK2

和 TANK3 等亚型[4]，其中对 PARP1 的研究最为

深入和广泛。PARP1 分子量为 116 kDa，含有 3

个主要区域：N 端为 46 kDa 的 DNA 结合区域，

中间是一个 22 kDa 的自我修饰区域和 C 端是一

个 54 kDa 的催化区域。当 PARP1 的锌指结构检

测到 DNA 单链或双链断裂时，PARP1 形成二聚

体并催化 NAD+合成烟酰胺和聚 ADP 核糖[5]。 

聚 ADP 核糖聚合酶广泛应用于 PARP1 抑制

剂的筛选、PARP1 与其他 DNA 修复蛋白关系研

究等。1986 年，Burtscher 等[6]首次在大肠杆菌中

表达出有活性的 PARP1，此后，一些研究学者纷

纷发现酵母细胞[7]、CHO 细胞[8]及其昆虫细胞[9]

都可以作为 PARP1 的表达宿主，其中昆虫细胞

表达量较高[6-9]，1 L 大肠杆菌仅纯化出 0.3 mg 

hPARP1[6]，而仅仅 100 mL 的昆虫细胞便可纯化

出其 10 倍以上 hPARP[9]。目前，国内尚未见成

功表达纯化 hPARP1 研究的报道。 

本实验室从分子构建开始，利用 Bac-to-bac

昆虫杆状病毒表达系统成功地表达出高活性的

hPARP1，并利用 hPARP1 酶可以被 3-氨基苯甲

酰胺特异性亲和的特点纯化出了高活性的

hPARP1，为 PARP1 抑制剂的筛选奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株、细胞和试剂  
hPARP1 基因购自 OriGene 科技有限公司。

质粒 pFastBacTM1、大肠杆菌 Escherichia coli 

DH10Bac、Escherichia coli DH5α 和草地贪夜蛾

卵巢细胞系 (Spodoptera frugiperda 9，Sf9) 均由

本实验室保存。脂质体转染试剂  (Lipofection 

2000 Reagent) 和 SF900 SFMⅡ 昆虫细胞培养基

购自 GIBCO 公司；琼脂糖回收试剂盒、限制性

内切酶 SgfⅠ和 MiuⅠ购自宝生物工程 (大连) 

有限公司；质粒纯化试剂盒和 T4 DNA 连接酶购

自生物工程  ( 上海 ) 股份有限公司； ECH 
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Sepharose 6B 和 EDC 购自北京韦氏博慧色谱科

技有限公司；3-氨基苯甲酰胺 (3AB) 购自阿拉

丁公司；Anti-PARP1 (sc-74470) 多克隆抗体购自

Santa Cruz Biotechnology，Anti-mouse IgG-HRP

二抗购自 Vector 公司。其他试剂均为国产分析

纯级。 

1.2  重组杆状病毒表达质粒 Bacmid-hPARP1
的构建和鉴定  

用 SgfⅠ/MiuⅠ双酶切 PCMVhPARP1，回收

hPARP1 片段，并克隆至 pFastBacTM1 的相应位

点中，然后转化大肠杆菌 E. coli DH5α 感受态细

胞中。鉴定为阳性的重组子点接在 LB 培养基中

过夜培养，采用质粒纯化试剂盒提取重组质粒

pFast-hPARP1，用 SgfⅠ/MiuⅠ双酶切鉴定，并

送上海生工生物技术服务有限公司进行测序。取

E. coli DH10Bac 感受态细胞，加入 1 ng 的重组

质粒 pFast-hPARP1，42 ℃热击 45 s 后，于 LB

培养基 37 ℃孵育 4 h，涂布在含有抗性的平板上，

并加入 X-gal，将平板于 37 ℃培养 48 h，筛选白

色菌落作为阳性质粒 Bacmid-hPARP1。提取的阳

性质粒可用于下一步转染实验。 

1.3  Sf9 细胞的转染及其高滴度重组杆状病毒

的获得  
采用 Invitrogen 公司的脂质体转染试剂将重

组质粒 Bacmid-hPARP1 转染 Sf9 细胞，操作步骤

按照产品说明书进行。每孔 8 μg 质粒转染 Sf9

细胞 4~6 h 后更换 SF900 SFMⅡ ，同时转染空质

粒，作为阴性对照。6 d 后观察细胞出现病变，

收集细胞上清 12 000 r/min 离心 5 min，收集上清

并 4 ℃避光保存，所获得的细胞即为 P1 代。取

P1 代重组病毒，按照 1∶10 稀释后，感染处于

对数生长期的 Sf9 细胞，27 ℃培养 3 d，细胞出

现明显病变时收集上清，得到 P2 代病毒。同样

方法再传一代，筛选到高滴度的含有 hPARP1 基

因的重组杆状病毒。用 P3 代高滴度的病毒感染

细胞 48 h、56 h、64 h 和 72 h 后，分别收集病变

的细胞。 

1.4  hPARP1 的 Western blotting 检测 
收集病变的细胞，用 PBS 重悬后，超声裂解

细胞，12 000 r/min 离心 10 min，上清进行

SDS-PAGE 电泳，转膜并用 5％的脱脂奶粉封闭

后，用鼠抗 hPARP1 的一抗 4 ℃孵育过夜，经

TBST 洗涤后，二抗为 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 室

温孵育 2 h，洗涤后显色并观察特异性条带。 

1.5  hPARP1 活性测定 
1.5.1  NAD+标准曲线的测定 

黑色 96 孔板中加入 20 μL NAD，使其终浓

度分别为 0.48、0.97、1.95、3.9、7.81、15.625、

31.25、62.5、125 和 250 nmol/L，每个浓度设 4

个孔。然后加入 10 μL 的 PARP 稀释缓冲液 

(50 mmol/L Tris-HCl，2 mmol/L MgCl2，pH 8.0)，

加入 10 μL 的 2 mol/L KOH 和 10 μL 的 20％苯乙

酮，4 ℃反应 10 min；最后加入 45 μL 的 88％甲

酸，110 ℃反应 5 min，待板温度降到常温时，在

激发波长 (360±15) nm，发射波长 (445±15) nm

条件下[10]测荧光强度。 

1.5.2  hPARP1 活性的测定 

在黑色 96 孔板中加入 20 μL 的 125 nmol/L 

NAD+，10 μL 不同含量的溶于 PARP 缓冲液中

hPARP1 和 DNA (终浓度为 15 mg/L) 混合物。反

应 15 min 后，加入 10 μL 2 mol/L KOH 和 10 μL 

20％苯乙酮，4 ℃反应 10 min；最后加入 45 μL 
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88％甲酸，110 ℃反应 5 min，待板温度降到常温

时 ， 在 激 发 波 长  (360±15) nm ， 发 射 波 长 

(445±15) nm 条件下测荧光强度，同时设置空白

对照孔为 20 μL125 nmol/L NAD+，10 μL PARP

缓冲液和 DNA (终浓度为 15 mg/L) 混合物，其

hPARP1 活性为 0％[10-11]。 

1.6  hPARP1 的纯化 
1.6.1  3-氨基苯甲酰胺  (3AB) 亲和层析柱的

合成 

用 0.5 mol/L NaCl 洗涤 25 mLECH Sepharose 

6B，去除乙醇后，用 0.1 mol/L NaOH 将其 pH 调

至 4.5~6.0 之间。在 4 ℃条件下，在 ECH 

Sepharose 6B 中缓慢加入 1 g 的 EDC (N- 

(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide 
hydrochloride) 和 0.5 g 溶于 1 mL 甲醇中的 3-

氨基苯甲酰胺，摇动过夜，并保持其 pH 为

4.5~6.0。用 100 mmol/L 乙酸钠  (pH 4.0) 和

0.5 mol/L NaCl 终止交联，并用 100 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0) 和 0.5 mol/L NaCl 洗涤填料[12]。 

1.6.2  利用 3-氨基苯甲酰胺(3AB)亲和层析柱纯

化 hPARP1 

12 000 r/min 离心 5 min，收集 Sf9 细胞，将

其重悬于缓冲液 A (50 mmol/L 葡萄糖，0.2％ 

Tween 20，0.5 mmol/L EDTA 和 0.5 mmol/L 

PMSF)，超声破碎后 12 000 r/min 离心 30 min，

硫酸鱼精蛋白 (终浓度 1 mg/mL) 去除其 DNA，

上清液中缓慢加入硫酸铵，使硫酸铵的饱和度达

到 70％后，4 ℃静置 1 h。12 000 r/min 离心

20 min ，用缓冲液 B (100 mmol/L Tris-HCl 

pH 7.5， 14 mmol/Lβ-巯基乙醇， 0.5 mmol/L 

EDTA，0.5 mmol/L PMSF) 溶解沉淀。 

在层析柱中装 20 mL ECHsepharose 6B-3AB

亲和填料，并用缓冲液 B 平衡后，以重力速度流

速上样。用含有 100 mmol/L、400 mmol/L 和

800 mmol/L NaCl 不同浓度的缓冲液 B 除去样品

中未结合的蛋白，然后用洗脱液 (100 mmol/L 

Tris-HCl，pH 7.5，400 mmol/L NaCl，1 mmol/L 3-

甲氧基苯甲酰胺，14 mmol/L β-巯基乙醇，

0.5 mmol/L EDTA，0.5 mmol/L PMSF) 进行洗

脱，并收集样品。 

2  结果与分析 

2.1  pFast-hPARP1 昆虫表达载体的构建 
重组质粒 pFast-hPARP1 是通过将 hPARP1

基因插入到质粒 pFastBacTM1 的 SgfⅠ和 MiuⅠ两

个酶切位点间来构建的。获得的重组质粒经

SgfⅠ和 MiuⅠ双酶切进行鉴定，酶切产物进行琼

脂糖凝胶电泳分析 (图 1)。通过双酶切鉴定，理

论预测目的片段约为 3 045 bp。图 1 中泳道 2 可

以看出，质粒酶切后出现 2 条带，有一条带约在 

 

图 1  重组质粒 pFast-hPARP1 双酶切产物的琼脂糖

凝胶电泳分析 
Fig. 1  Identification of recombinant transfer plasmid 
by enzyme digestion. M: DNA marker; 1: recombinant 
transfer plasmid digested with Sgf Ⅰand MiuⅠ. 
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3 000 bp 处出现，可能对应的是 hPARP1 基因片

段，将鉴定为阳性的重组质粒送往上海生工生

物技术服务有限公司进行测序，测序结果发现

重组质粒上的 hPARP1 基因与报道的基因序列

完全一致，表明 hPARP1 基因被正确克隆到质

粒 pFastBacTM1 上，可用于下一步的实验中，将

pFast-hPARP1 导入 E. coli DH10Bac 感受态细胞，

发 生 转 座 后 ， 挑 取 白 色 的 阳 性 质 粒 ， 为

Bacmid-hPARP1。 

2.2  免疫杂交试验验证 hPARP1 的表达 
提取重组质粒  (Bacmid-hPARP1) 并转染

Sf9 细胞，6 d 后可见转染 Bacmid-hPARP1 的细

胞直径增大，细胞核充满整个细胞，细胞发生病

变。将 P3 代病毒接种到对数生长期的 Sf9 细胞

中，分别在 48、56、64 和 72 h 后收集病变细胞。

超声破碎并离心后，取上清将感染细胞和野生病

毒感染的 Sf9 细胞组分别进行 SDS-PAGE 电泳 

(图 2)，图 2 中可在泳道 2、3、4、5 清晰地看见

116 kDa 处 hPARP 的条带。并利用免疫印迹试验 

(Western blotting) 对细胞内的 hPARP1 酶进行结

合特异性检测 (图 3)。从图 3 中可以看出，转染

pFast-hPARP1 的昆虫细胞可以与 hPARP1 抗体发

生特异性反应，而野生病毒感染的 Sf9 细胞组与

hPARP1 抗体并无结合反应。免疫印迹结果表明，

Sf9 昆虫细胞成功表达 hPARP1 酶。 

2.3  hPARP1 活性的测定 
2.3.1  NAD+标准曲线的确定  

选择一系列浓度的底物 NAD+，按照上述方

法测定荧光值，结果显示 (图 4) 在 1 nmol/L 时

候就可以检测生成化合物的荧光，当浓度达到

250 nmol/L 时 仍 然 具 有 良 好 的 线 性 关 系 

(R2=0.9984)。根据标准曲线的测定，选择荧光值

大约一半时的底物浓度，125 nmol/L NAD+作为

酶活测定的标准。 

 
图 2  SDS-PAGE 检测昆虫细胞表达 hPARP1 
Fig. 2  Identification of hPARP1expressed by Sf9 
insect cell by Commassie blue staining. 1: Sf9 insect cell 
transfected with plasmid pFastBacTM1; 2: hPARP1 
enzyme expressed in Sf9 insect cell after 48 h; 3: 
hPARP1 enzyme expressed in Sf9 insect cell after 56 h; 
4: hPARP1 enzyme expressed in Sf9 insect cell after 
64 h; 5: hPARP1 enzyme expressed in Sf9 insect cell 
after 72 h; 6: protein marker. 

 
图 3  Western blotting 分析 hPARP1 抗体与 hPARP1
酶的特异性结合 
Fig. 3  Identification of hPARP1 expressed by Sf9 
insect cell by Western blotting. 1: hPARP1 enzyme 
expressed in Sf9 insect cell identified by Western blotting; 
2:Sf9 insect cell transfected with plasmid pFastBacTM1. 

 
图 4  NAD+标准曲线 
Fig. 4  NAD+ calibration curve. 
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2.3.2  hPARP1 活性的测定 

hPARP1 活性的测定是通过检测其底物 NAD+

的量来间接测定 hPARP1 的活性，NAD+属于 N-

烷基吡啶类化合物，其可以与酮类反应，在过量

酸中加热转化为荧光分子，通过测定荧光值变化

间接反应 hPARP1 活性。根据标准曲线，使用

125 nmol/L NAD+作为酶活测定的底物，分别加

入纯化后的不同量的 hPARP1 酶和相同 DNA，

反应 15 min。结果可见图 5，随着 hPARP1 量增

加，荧光值逐渐降低，说明在相同时间内，随着

hPARP1 酶浓度的增加，底物 NAD+被消耗的越多，

即剩余的 NAD+越少，荧光值越小。 
 

 

图 5  hPARP1 的活性 
Fig. 5  Activity of purified hPARP1. 

 

2.4  hPARP1 酶的纯化  
收集病变的细胞，超声破碎并离心后，利用

硫酸鱼精蛋白去除 DNA。通过 70％硫酸铵沉

淀，一方面富集 hPARP1 酶和去除部分杂蛋白 

(图 6)；另外一方面，通过硫酸铵沉淀使 hPARP1

酶 的 比 活 从 0.051 nmol/(min·μg) 提 高 到

0.072 nmol/(min·μg) (表 1)，纯化倍数提高了 1.4

倍，产率为 91.5％。 

由于 3-氨基苯甲酰胺是 PARP1 的抑制剂，

它可以与 PARP1 的催化结构域特异性结合，所

以我们利用 PARP1 的这一特点交联合成了 3-氨

基苯甲酰胺柱，并用它对 hPARP1 进行纯化。首

先，用不同浓度的盐溶液梯度洗除杂质，然后用

含有 3-甲氧基苯甲酰胺的洗脱液进行洗脱，收集

液用紫外监测仪检测。纯化后的蛋白进行还原性

SDS-PAGE 分析 (图 6)。如图 6 所示，泳道 2 中

可以清晰观察到 116 kDa 附近有一条很深的条

带，经扫描分析，其纯度大于 90％。结果表明通 

 

图 6  SDS-PAGE 检测 hPARP1 酶的纯化 
Fig. 6  Commassie blue staining of the purified poly 
(ADP-ribose) polymerase1 from Sf9 lysate. M: protein 
marker; 1: 3-aminobenzamide affinity chromatography; 
2: ammonium sulfate precipitation; 3: cleared lysate. 
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表 1  hPARP1 纯化活性 
Table 1  hPARP1 activity during the purification 

Step Total protein 
(μg) 

Protein 
concentration 

(μg/mL) 

Total activity 
(nmol/min) 

Specific activity 
(nmol/(min·μg)) 

Volume 
(mL) Yield Fold 

Cell Lysis 172 000 8 600 8 834 0.051 20 1.000  0.00

Ammoniu
m sulfate 111 686 5 584 8 087 0.072 20 0.915  1.40

3-Aminobe
nzamide 3 285 547 6 535 1.988 6 0.808 38.72

     
过利用 hPARP1 酶的亲和层析柱可以实现

hPARP1 酶的分离纯化，并获得到较高纯度的

hPARP1 酶蛋白，同时还可以大大提高 hPARP1

酶的比活，达到 1.988 nmol/(min·μg)。经过亲和

纯化后，hPARP1 酶的纯化倍数提高了 38 倍，并

且产率仍维持在 80％以上。 

3  讨论 

近年来，由于 PARP1 与炎症、肿瘤、缺血

再灌注等病理过程有着密切的联系，PARP1 已经

成为一个新的治疗靶点。目前，PARP1 抑制剂的

筛选已经成为抗肿瘤药物的研究热点 [13-15]，

PARP1 抑制剂 AZD2281[16]，ABT-888[17]等已经

进入临床试验阶段，但是由于其临床用药量比预

期稍大，临床试验陷入了一定的困境[18]，因此，

纯化出大量高活性的 hPARP1 酶有利于我们对

PARP1 晶体结构的探索，进而增加对 PARP 这个

靶点的认识。同时，高活性及纯度的聚 ADP 核

糖聚合酶在 PARP1 抑制剂筛选中的应用具有广

阔的前景。 

由于 E. coli 中有 PARP1 的水解酶及其蛋白

在原核表达系统中的折叠不同[9]，E. coli 中表达

的有活性的 hPARP1 的表达量较低，因此我们采

用杆状病毒表达系统。昆虫表达系统有诸多优

点，如能进行翻译后修饰，酶的活性比较稳定，

产量高，适用性强等[19]。本研究将编码 hPARP1

基因重组于杆状病毒表达载体中，成功构建了能

够表达 hPARP1 酶的重组杆状病毒。Western 

blotting 表明该病毒表达的 hPARP1 酶可被

hPARP1 单克隆抗体识别，表明该系统表达的

hPARP1 具有免疫原性；酶活测定实验表明

hPARP1 有良好的生物活性。 

hPARP1 酶在体外极不稳定，容易降解，其

半衰期极短[20]。本研究仅仅利用一个亲和层析柱

将 hPARP1 纯化，这为工业大规模生产提供了可

能。纯化后的 hPARP1 酶仍具有良好的生物活性，

本研究一方面为 PARP1 抑制剂的筛选创造了条

件；另一方面，从 100 mL 的昆虫细胞中即可纯

化得到 3.2 mg 的 PARP1 酶，表明通过杆状病毒

表达系统生产 PARP1 酶可以获得很高的产量，

这为大规模生产 hPARP1 酶奠定了基础。同时，

大量生产 hPARP1 酶对我们进一步研究 hPARP1

的晶体结构，增加对 PARP1 的认识提供了必要

的条件。 
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