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·基础实验研究论著·

人胱硫醚β合酶Ｉ２７８Ｔ突变体的表达、纯化及鉴定


牛卫宁，许　乐，羊梦林，曹珊珊

（西北工业大学生命学院，陕西西安７１００７２）

　　摘　要：目的　探讨在大肠埃希菌中重组表达和纯化人胱硫醚β合酶ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）突变体。方法　采用重叠延伸聚合酶链反

应（ＰＣＲ）定点突变技术构建突变质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ），在含有３％乙醇的培养基中诱导表达，亲和层析纯化得到突变ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）蛋白，测定纯化蛋白的活性、紫外可见吸收光谱、蛋白粒径及Ｚｅｔａ电位。结果　成功构建了质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）。

ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白产率、比活性及酶活性回收率分别为２．３ｍｇ／Ｌ、２１．４Ｕ／ｍｇ、２２．６％。终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的犛腺苷甲硫氨酸

（ＡｄｏＭｅｔ）对突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白没有激活作用。紫外可见吸收光谱分析显示纯化的突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）存在４２９ｎｍ和５５０ｎｍ

的血红素结合蛋白特征吸收峰。蛋白平均粒径为７．５～１０．１ｎｍ，主要以四聚体形式存在，Ｚｅｔａ电位为－１６．３ｍＶ。结论　成功

建立了在大肠埃希菌中表达、纯化及鉴定突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的方法。
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　　人胱硫醚β合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）是

体内同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）代谢的关键酶，催化体

内 Ｈｃｙ与丝氨酸生成胱硫醚后进一步分解为半胱氨酸，而半

胱氨酸是体内合成重要还原性物质谷胱甘肽的前体［１］。同时

在体内ＣＢＳ也能催化 Ｈｃｙ和半胱氨酸合成信号分子 Ｈ２Ｓ
［２］。

ＣＢＳ突变导致人体内 Ｈｃｙ浓度异常升高而形成高同型半胱氨

酸血症，继而引发心血管疾病、神经管畸形、老年痴呆症等多种

疾病，现已在患者犆犅犛基因中发现１４０多处突变，超过８５％为

错义突变。临床病例中最常见的突变为ｃ．８３３Ｔ＞Ｃ（Ｉ２７８Ｔ），

约占总突变数量的四分之一［３］，迄今为止，还没有治疗ＣＢＳ突

变引起的高同型半胱氨酸血症的有效药物。因此，突变ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）蛋白的表达纯化、活性测定以及性质研究对高同型半

胱氨酸血症的病因及其诊断具有重要的意义，同时也为ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）突变体激活剂的体外筛选提供了蛋白来源。ＣＢＳ是目

前发现的惟一的磷酸吡哆醛依赖的血红素结合蛋白，其单亚基

的相对分子质量为６３０００，该酶由３个部分组成：氨基端的血

红素结合域（１～７０ａａ）、催化域（７１～４１３ａａ）以及羧基端的调

控域（４１４～５５１ａａ）。Ｓ腺苷甲硫氨酸（ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，

ＡｄｏＭｅｔ）结合到ＣＢＳ，可使酶活性提高２～５倍
［４］。由于ＣＢＳ

羧基端调控域的疏水性氨基酸含量较高，所以在大肠埃希菌

（犈．犮狅犾犻）中表达ＣＢＳ易形成没有活性的包涵体，而在酿酒酵母

中表达的ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白，也检测不到活性
［５］。将ＣＢＳ和谷

胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）进行融合表

达是得到可溶性 ＣＢＳ的策略之一
［６］。由于患者体内 ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）突变体表达量和酶活性均很低，且稳定性差，因此，提

高表达量和抑制纯化过程中蛋白聚集沉淀是获得ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）

的关键。本研究通过定点突变得到了犆犅犛（８３３Ｔ＞Ｃ）突变基

因，在 犈．犮狅犾犻中表达和纯化了 ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ），解决了 ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）可溶性蛋白表达量低以及在纯化过程中易聚集沉淀的

问题，测定了纯化蛋白的活性和紫外可见吸收光谱，并通过动

态光散射研究了纯化蛋白的粒径和Ｚｅｔａ电位，为进一步研究

ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的结构功能以及激活剂的筛选奠定了基础。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂和材料　犈．犮狅犾犻ＤＨ５α和犈．犮狅犾犻Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）

均为本院生物化学研究室保存，人野生型 ＣＢＳ表达载体

ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ为本院生物化学研究室构建
［７］。质粒 ＤＮＡ

抽提试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒购自美国 ＯＭＥＧＡ公司；Ｔ４

ＤＮＡ连接酶、犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶和各种限制性内切酶、蛋白

Ｍａｒｋｅｒ购自日本ＴａＫａＲａ公司。Ｄ，Ｌ同型半胱氨酸、ＡｄｏＭ

ｅｔ、５氨基乙酰丙酸（５ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，５ＡＬＡ）、吡哆醇和

磷酸吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）购于美国Ｓｉｇｍａ公司，

ＧＳＴｒａｐ
ＴＭＦａｓｔＦｌｏｗ（５ｍＬ）预装柱和凝血酶购于美国ＧＥ公

司，异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙ

ｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）、牛血清清蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）、

Ｌ丝氨 酸 和 ２，４二 硝 基 苯 肼 （２，４ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅ，

ＤＮＰＨ）购自上海生工生物工程技术服务有限公司，其余试剂

均为国产或进口分析纯。

１．２　重叠延伸聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）法构建ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）突变体　设计扩增人野生型全长

ＣＢＳ基因的上、下游引物，Ａ１：５′ＣＴＣＧＧＡＡＴＴＣＣＣＴＴＣ

ＴＧＡＧＡＣＣＣＣＣＣＡ ＧＧ３′和 Ａ２：５′ＣＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣ

ＴＴＡＣＴＴＣＴＧＧＴＣＣＣＧＣ３′。下划线分别为犈犮狅ＲⅠ和

犖狅ｔⅠ的酶切位点。另外，在犆犅犛（ｃ．８３３Ｔ＞Ｃ）突变位点位置

设计引物，Ｂ１：５′ＣＣＴＴＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＣＣＣＡＧＴＧＡＴＣ

ＣＴＧＣＡＴＣＣＡＧＧＡ３′和Ｂ２：５′ＴＣＣＴＧＧＡＴＧＣＡＧＧＡＴ

ＣＡＣＴＧＧＧＧＴＧＧＡＴＣＣＣＧＡＡＧＧ３′。下划线为突变位

点。以表达人野生型ＣＢＳ的质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ为模板，以

引物Ａ１ 和Ｂ１ 为上、下游引物进行ＰＣＲ扩增，获得突变位点及

其上游的ＣＢＳ片段Ｆａ，再以引物Ｂ２ 和 Ａ２ 为上、下游引物进

行ＰＣＲ扩增得到突变位点及其下游ＣＢＳ片段Ｆｂ。再以Ａ１ 和

Ａ２ 为上下游引物进行ＰＣＲ扩增，将Ｆａ和Ｆｂ片段拼接成全长

含ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）突变位点的产物Ｆａｂ。ＰＣＲ反应体系为１０×

ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ８μＬ，模板Ｆａ和Ｆｂ各２μＬ，上、下游引物

Ａ１ 和Ａ２ 各０．５μＬ，犜犪狇酶０．５μＬ，加三蒸水至５０μＬ。ＰＣＲ

反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１２０ｓ，再次循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．３　ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）突变体的表达　用犈犮狅ＲⅠ和犖狅ｔⅠ双酶切

质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１和ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）基因产物，连接酶切后片段构

建重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ），重组质粒通过测序鉴定

后转化到犈．犮狅犾犻Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞中，获得重组菌犈．

犮狅犾犻ＲｏｓｅｔｔａｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）。将培养过夜的重组菌按

１∶１００比例接种到６Ｌ含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素及３％乙醇

的ＬＢ培养基中，３０℃、振荡培养（转速为２２０ｒ／ｍｉｎ）至菌液在

波长６００ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值为０．６，然后

加入 ５ＡＬＡ（终 浓 度 ０．３ ｍｍｏｌ／Ｌ）
［８］、吡 哆 醇 （终 浓 度

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）及ＩＰＴＧ（终浓度０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ），于３０℃诱导

１６ｈ，再于４℃６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，获得的菌体经悬浮洗

涤后，离心收获备用。

１．４　重组蛋白ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的纯化　将上述收获的菌体重悬

于２５０ｍＬ破碎缓冲液中，在冰水浴中超声破碎细胞，破碎液

经４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。将粗

酶液加入经平衡缓冲液预平衡的ＧＳＴｒａｐ
ＴＭ ＦａｓｔＦｌｏｗ（５ｍＬ）

柱，以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速洗脱至基线，然后用凝血酶酶切缓冲

液，再平衡至基线。在层析柱中加入５ｍＬ凝血酶（含１０Ｕ／

ｍｇ融合蛋白），在４℃下保存１２～１６ｈ，收集酶切后蛋白溶液，

经超滤脱盐后于－８０℃保存。

１．５　酶活性测定　酶活性测定参照文献［７］，稍做修改。在

１ｍＬ反应体系中加入适量酶液和１００μｇ绝对过量的胱硫醚

β裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｌｙａｓｅ，ＣＢＬ），在３７℃下温浴６０ｍｉｎ，

沸水浴５ｍｉｎ使酶失活。然后在反应液中加入１ｍＬ１ｍｍｏｌ／

Ｌ２，４二硝基苯肼（溶于１ｍｏｌ／Ｌ盐酸），３７℃保温２０ｍｉｎ，最

后加入５ｍＬ０．４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，在室温下静置３０ｍｉｎ，检测其

犗犇５２０值，以不加ＣＢＬ的反应液作为对照，以不同浓度的丙酮

酸钠标准溶液和２，４二硝基苯肼反应制作丙酮酸钠浓度和

犗犇值的标准曲线，通过标准曲线计算丙酮酸的生成量，从而

测定ＣＢＳ活性。当测定酶激活剂 ＡｄｏＭｅｔ对ＣＢＳ活性影响

时，ＡｄｏＭｅｔ终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．６　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的紫外可见吸收光谱分析　取纯化的

０．５ｍｇ／ｍＬＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白在紫外可见分光光度计上进行

测定，设定以不含ＣＢＳ蛋白的缓冲溶液为基线。

１．７　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的粒径和Ｚｅｔａ电位测定　取纯化的

０．５ｍｇ／ｍＬ突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白溶液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，

ｐＨ８．０）在激光粒度分析仪和ＺＥＮ３５００Ｚｅｔａ电位仪（英国马

尔文仪器有限公司）上进行粒径和Ｚｅｔａ电位测定。

２　结　　果

２．１　表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的构建和鉴定　以表

达人野生型ＣＢＳ的质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ为模板，ＰＣＲ扩增得

到突变 ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）片段 Ｆａ和 Ｆｂ，电泳显示均为大小约

８００ｂｐ的ＤＮＡ片段，然后以Ｆａ和Ｆｂ为混合模板，ＰＣＲ扩增

出大小约１６００ｂｐ的突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）全长片段。ＰＣＲ产物

经回收纯化后，克隆至ｐＧＥＸ４Ｔ１载体上，构建的突变ＣＢＳ质

粒命名为ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）。将质粒进行测序，结果表

明编码野生型ＣＢＳ第２７８位氨基酸残基的核苷酸序列 ＡＴＴ

已突变为ＡＣＴ，成功构建了质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）。

图１　　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的紫外可见吸收光谱

２．２　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的表达、纯化和活性测定　本研究构建

了表达突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的重组菌犈．犮狅犾犻ＲｏｓｅｔｔａｐＧＥＸ４Ｔ１

ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ），重组菌诱导至稳定期。通过一步亲和层析得到

ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白，蛋白产率为２．３ｍｇ／Ｌ。活性测定结果表

明，纯化的突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）比活性为２１．４Ｕ／ｍｇ，酶活性回收

率为２２．６％。终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡｄｏＭｅｔ对突变 ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）蛋白没有激活作用。而野生型 ＣＢＳ的比活性为

１４３Ｕ／ｍｇ，１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡｄｏＭｅｔ能使其显著提高，达到７３５

Ｕ／ｍｇ
［７］。与野生型ＣＢＳ比较，突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的酶活性大

幅度下降，仅为野生型ＣＢＳ的１５％。

２．３　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的紫外可见吸收光谱分析　纯化的突
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变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的紫外可见吸收光谱见图１，存在４２９ｎｍ和

５５０ｎｍ的血红素结合蛋白特征吸收峰。

２．４　突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的粒径和Ｚｅｔａ电位　蛋白平均粒径主

要集中在７．５～１０．１ｎｍ（图２），占蛋白质分子总数的８６％；Ｚｅ

ｔａ电位为－１６．３ｍＶ。

图２　　ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）在溶液中（ｐＨ８．０）的粒径分布

３　讨　　论

本研究的前期实验发现在 犈．犮狅犾犻中表达突变 ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）蛋白容易形成错误折叠和聚集沉淀，即使通过降低诱

导温度（１６℃）以及诱导剂ＩＰＴＧ浓度（０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ），可溶

性ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的表达量也很低（＜０．２ｍｇ／Ｌ培养基），因此，

很难纯化得到毫克级的突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白。Ｓｉｎｇｈ等
［９］在

酿酒酵母中表达突变ＣＢＳ时发现，在培养基中加入一些化学

分子伴侣（如甘油、乙醇、二甲基亚砜、山梨醇等小分子）能促进

突变ＣＢＳ的正确折叠，从而增加突变ＣＢＳ的可溶性表达和活

性。本研究在犈．犮狅犾犻表达ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的培养基中加入３％乙

醇，从而增加了可溶性蛋白的表达量，通过一步亲和层析和柱

上酶切得到 ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ），最终蛋白产率达到２．３ｍｇ／Ｌ培

养基。

因为ＣＢＳ为血红素结合蛋白，血红素对蛋白质的功能和

活性具有重要的作用，因此在培养基中加入０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的血

红素合成前体５ＡＬＡ用于合成足量的血红素。由于ＣＢＳ羧

基端调控域的疏水性氨基酸残基含量较高，因此在纯化过程中

ＣＢＳ蛋白很容易聚集沉淀，导致ＣＢＳ纯化得率较低。因此，在

本研究中使用凝血酶直接对带有ＧＳＴ标签的融合蛋白进行柱

上切割，为防止酶切后ＣＢＳ蛋白聚集沉淀，在凝血酶酶切缓冲

液中加入３％的甘油。

紫外可见吸收光谱分析表明，纯化的突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）存

在４２９ｎｍ和５５０ｎｍ的血红素结合蛋白特征吸收峰，这与ＣＢＳ

野生型蛋白的光谱特征是一致的［１０］。表明ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白

突变后并不影响辅酶血红素的结合，但ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）的活性大

幅度降低，仅为野生型ＣＢＳ的１５％，影响了ＣＢＳ在体内功能

的正常发挥。

蛋白质粒径的测定可以判断突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白的聚集

程度，Ｚｅｔａ电位测定可以表明在该溶液中蛋白质是否具有聚集

倾向及其程度。Ｍｅｉｅｒ等
［１１］对野生型ＣＢＳ晶体结构研究表

明，ＣＢＳ四聚体的粒径为７．２～９．６ｎｍ。因此，突变 ＣＢＳ

（Ｉ２７８Ｔ）蛋白主要以四聚体的形式存在。ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）溶液的

Ｚｅｔａ电位为－１６．３ｍＶ，表明在该溶液体系下ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋

白具有聚集倾向。Ｚｅｔａ电位是表征胶体分散系稳定性的重要

指标，是对颗粒之间相互排斥或吸引力强度的度量［１２］。分子

或分散粒子越小，Ｚｅｔａ电位绝对值越高，体系越稳定，即溶解或

分散可以抵抗聚集。反之，Ｚｅｔａ电位绝对值越低，越倾向于凝

结或凝聚，即吸引力超过了排斥力，分散被破坏而发生凝结或

凝聚。

通过本研究，纯化得到了突变ＣＢＳ（Ｉ２７８Ｔ）蛋白，为其激活

剂的筛选提供了蛋白来源。
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ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＡｒｃｈＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ，１９９５，

３１６（１）：２４２９．

［９］ＳｉｎｇｈＬＲ，ＫｒｕｇｅｒＷＤ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｓｃｕｅｏｆｍｕｔａｎｔｈｕｍａｎｃｙｓｔａ

ｔｈｉｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅｂｙｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＨｓｐ２６ａｎｄＨｓｐ７０ｌｅｖ

ｅｌｓｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００９，２８４（７）：

４２３８４２４５．

［１０］ＴａｏｋａＳ，ＯｈｊａＳ，ＳｈａｎＸ，ｅｔａｌ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｈｅｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｄｏｘ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＪＢｉ

ｏｌＣｈｅｍ，１９９８，２７３（３９）：２５１７９２５１８４．

［１１］ＭｅｉｅｒＭ，ＪａｎｏｓｉｋＭ，ＫｅｒｙＶ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｕｍａｎｃｙｓｔａｔｈｉ

ｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅ：ａｕｎｉｑｕｅｐｙｒｉｄｏｘａｌ５′ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｈｅｍｅｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００１，２０（１５）：３９１０３９１６．

［１２］ＵｓｋｏｋｏｖｉｃＶ，ＣａｓｔｉｇｌｉｏｎｅＺ，ＣｕｂａｓＰ，ｅｔａｌ．Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄｐａｒ

ｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｕｍａｎａｍｅｌｏｇｅｎｉｎｓ［Ｊ］．ＪＤｅｎｔＲｅｓ，２０１０，８９

（２）：１４９１５３．

（收稿日期：２０１４０１１６）
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