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本发明提供了SPINK6在作为检测艾滋病的

标志物中的应用，属于生物医学技术领域，

SPINK6通过抑制白三烯A4水解酶的环氧化物水

解酶活性，促进HIV病毒侵染机体，可作为检测艾

滋病的标志物。
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1.SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用。

2.SPINK6在制备作为LTA4H内源性抑制剂和作为抑炎因子抑制白三烯A4水解酶的环氧

化物水解酶活性，在下游相关炎症性疾病调控的药物中的应用。

3.根据权利要求1或2所述的应用，其特征在于，所述SPINK6的氨基酸序列如SEQ  ID 

No.1所示。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，编码所述SPINK6的核苷酸序列如SEQ  ID 

No.2所示。
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SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医学技术领域，尤其涉及SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的

应用。

背景技术

[0002] 获得性免疫缺陷综合征是一种免疫缺陷疾病，是由人类免疫缺陷病毒(HIV)感染

引起的一种死亡率较高、危害性极大疾病，T细胞免疫功能缺陷是这种疾病的主要特征。根

据2017年的世界卫生组织数据统计，显示世界上有3690万人感染上HIV，并且这一数值还在

不断上升中。目前阶段针对HIV感染诊断方式主要是检测HIV感染者体液中病毒抗原和抗体

的方法，抗体检测尤其普遍，但在抗体检测应用过程中，面临灵敏度不高以及检测费用昂贵

并且HIV病毒的高度变异性的特点，对HIV进行诊断与检测的试剂仍存在不足与缺陷。所以

开发探究相关检测标志物具有巨大的社会需求以及重要的社会意义。

[0003] LTB4-BLT信号通路参与机体的防御反应和炎症病理过程。免疫效应T细胞通过

LTB4-BLT信号通路发生迁移，参与机体炎症和免疫反应。LTB4是花生四烯酸的代谢产物，具

有募集炎症细胞和淋巴细胞到炎症部位的功能，例如它可以激活白细胞并诱导一些细胞因

子如IL-2的分泌。LTA4H(白三烯A4水解酶)是催化LTB4生成的关键酶，是抗炎药物设计的重

要靶标。目前还未发现LTA4H内源性的抑制剂。LTA4H分子结构显示，其环氧化物水解酶以及

氨肽酶的两个活性口袋部位重叠，因而它的抑制剂往往同时抑制两种活性。当LTA4H作为水

解酶时，底物LTA4结合口袋结合LTA4，水解生成炎性介质LTB4。当LTA4H作为氨肽酶时，另一

口袋可以结合趋化三肽，降解趋化三肽，具有炎症抑制的作用。因而LTA4H是一个含锌的双

功能酶，具有促炎与抑炎的双重活性。LTB4具有很高的生理活性，在许多炎症疾病、免疫系

统疾病、肿瘤的发生及变态反应以及细胞的增殖和分化过程中发挥着重要作用，对LTB4的

研究也扩大到转录、HIV以及免疫学方面。BLT是其特异性受体。LTB4通过与其受体结合发挥

作用。该通路是研究炎症免疫发生机制的新途径，通过干预LTB4-BLT信号通路对于免疫抑

制、器官移植免疫抑制以及抑制HIV进入细胞都十分有用，可作为一种治疗和干预慢性炎症

等疾病的新靶点。

[0004] SPINK6(SerineProteaseInhibitorofKazal-type6)是最近发现的丝氨酸蛋白酶

抑制剂家族的新成员，SPINK6氨基酸序列在多种生物中高度保守，而且在多种重要的组织

中都有表达，显示其在进化中的重要性。目前相关的研究主要是关于SPINK6抑制KLK(激肽

释放酶)家族的活性而参与到的一些疾病的发生发展，关于SPINK6与炎症靶点LTA4H作用参

与疾病调控的功能方面研究并未报道。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明的目的在于提供SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用，

SPINK6可作为检测艾滋病的标志物。

[0006] 为了实现上述发明目的，本发明提供了以下技术方案：
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[0007] 本发明提供了SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用。

[0008] 本发明还提供了SPINK6在制备作为LTA4H内源性抑制剂和作为抑炎因子抑制白三

烯A4水解酶的环氧化物水解酶活性，在下游相关炎症性疾病调控的药物中的应用。

[0009] 优选的，所述SPINK6的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1所示。

[0010] 优选的，编码所述SPINK6的核苷酸序列如SEQ  ID  No.2所示。

[0011] 本发明提供了SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用，SPINK6在HIV侵染的

细胞中的表达量显著上调，并且通过抑制白三烯A4水解酶的环氧化物水解酶活性，促进HIV

病毒侵染机体，可作为检测艾滋病的标志物。

附图说明

[0012] 图1为SPINK6对LTA4H双重酶活性的影响，其中(A)表面等离子共振检测SPINK6与

LTA4H之间的相互作用；(B)高压液相色谱检测SPINK6对LTA4H的环氧化物水解酶活性的影

响；(C)高压液相色谱检测SPINK6对LTA4H的环氧化物水解酶活性的影响的统计；(D)酶联免

疫吸附测定法检测SPINK6对LTA4H的环氧化物水解酶活性的影响；(E)SPINK6对LTA4H的天

然三肽底物氨肽酶活性的影响；(数据代表平均值±标准差，n＝3，**代表p<0.01，N.S.代表

没有显著差异)；

[0013] 图2为免疫抑制实验结果，其中加药SPINK6处理THP-1细胞后，用LPS诱导炎症反

应，利用酶联免疫吸附测定法检测细胞上清中炎症因子IL-1β，TNF-α的表达水平(n＝3，**

代表p<0.01)；

[0014] 图3为HIV病人的血浆SPINK6含量，其中对收集的HIV阳性以及阴性志愿者的血浆

(各12例)进行酶联免疫吸附实验，检测血浆中的SPINK6蛋白表达水平(n＝12，*p＜0.05)；

[0015] 图4为HIV病毒感染后细胞内SPINK6的表达水平，其中(A)HIV-1感染CD4T淋巴细胞

后，细胞内SPINK6以及LTA4H的表达水平；(B)HIV-1感染人H9T淋巴细胞后，细胞内SPINK6以

及LTA4H的表达水平；(C)HIV-1两种病毒亚型感染人HOS-CD4-CCR5，Hela-T4，Tzm-bl细胞

后，SPINK6表达水平；(NC为未被HIV病毒感染，PC为感染组，数据代表平均值±标准差，n＝

3，*p＜0.05)；

[0016] 图5为SPINK6对HIV病毒侵染率的影响，图中是利用SPINK6预处理原代CD4细胞，将

HIV-1病毒与细胞进行孵育，检测病毒在细胞中的拷贝数。(NC为未感染组，PC为感染组，数

据代表平均值±标准差，n＝3，*p＜0.05)。

具体实施方式

[0017] 本发明提供了SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用。在本发明中，所述

SPINK6通过抑制白三烯A4水解酶的环氧化物水解酶活性，促进HIV病毒侵染机体，可作为检

测艾滋病的标志物。

[0018] 在本发明中，所述SPINK6有57个氨基酸，分子量约为6063，分子内具有两对二硫键

维持分子内部稳定的结构。在本发明中，所述SPINK6氨基酸序列如SEQ  ID  No.1所示，具体

如下：

[0019] QGGQVDCGEFQDPKVYCTRESNPHCGSDGQTYGNKCAFCKAIVKSGGKISLKHPGKC。

[0020] 在本发明中，编码所述SPINK6的核苷酸序列如SEQ  ID  No.2所示，具体如下：
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[0021] tcagggaggacaggttgactgtggtgagttccaggaccccaaggtctactgcactcgggaatctaacc

cac  actgtggctctgatggccagacatatggcaataaatgtgccttctgtaaggccatagtgaaaagtggtggaa

agatta  gcctaaagcatcctggaaaatgctga。

[0022] 本发明还提供了SPINK6在制备作为LTA4H内源性抑制剂和作为抑炎因子抑制白三

烯A4水解酶的环氧化物水解酶活性，在下游相关炎症性疾病调控的药物中的应用。本发明

对所述药物的剂型没有特殊限定，采用SPINK6在医学上可接受的剂型即可，本发明对所述

药物中SPINK6的含量没有特殊限定，采用常规药物中活性物质的含量即可。在本发明中，所

述药物以SPINK6为唯一活性物质，本发明对所述药物的制备方法没有特殊限定，采用常规

方法制备即可。

[0023] 在本发明中，所述SPINK6抑制IL-1β和TNF-ɑ的表达，表明SPINK6具有免疫抑制作

用，是一个抑炎因子。

[0024] 下面结合实施例对本发明提供的技术方案进行详细的说明，但是不能把它们理解

为对本发明保护范围的限定。

[0025] 实施例1

[0026] SPINK6多肽的诱导表达及活性鉴定

[0027] 将SPINK6对应的序列按照大肠杆菌密码子优化并合成基因，构建PET-32a原核表

达载体，表达宿主菌为BL21。设置肠激酶切割位点。将得到的甘油菌进行平板划线活化后，

菌液37℃，160rpm小摇过夜，28℃IPTG诱导表达3-5h；SPINK6的扩培过夜，收菌，

Bindingbuffer重悬后破碎。使用亲和纯化的方法，利用镍柱纯化融合蛋白后肠激酶酶切融

合蛋白，选择最佳酶切条件(将肠激酶的浓度定为0.5U/ml，50μL的反应体系中，设置加入的

肠激酶的梯度为1U，SPINK6浓度为10mg/ml；21℃孵育16h)进行SPINK6融合蛋白的大量酶

切。利用HPLC高效液相色谱分析与分离进一步纯化蛋白(A液：超纯水+0.1％三氟乙酸，B液：

乙腈+0.1％三氟乙酸，本方法使用的是HPLC-C4制备柱分纯，初次进样采用一分钟一个B液

梯度)。结果：利用质谱鉴定分子量的大小，显示体外表达得到SPINK6的成熟肽。检测SPINK6

对丝氨酸蛋白酶类(rhKLK14，Trypsin)的抑制活性(选取适量SPINK6与所要检测酶类混匀

后在室温条件下孵育5-10min后立即加入发色底物，利用酶标仪于405nm处检测酶动力学曲

线。设置酶动力学程序：检测持续时间30min，每间隔30s检测一次，发色底物的发射光波长

为405nm)。结果：体外表达得到具有丝氨酸蛋白酶类的抑制活性的SPINK6蛋白。

[0028] 实施例2

[0029] 检测SPINK6对LTA4H的结合与活性影响

[0030] (1)结合实验：

[0031] 表面等离子共振检测SPINK6与LTA4H的相互作用。将LTA4H偶联到芯片上，使用流

动相SPINK6浓度二倍稀释(800nM，400nM，200nM，100nM，20μl/min，结合2min)，用

GraphPadPrism7.0作图得到结合曲线(图1中的A)，结果：SPINK6与LTA4H之间有一定的相互

作用。

[0032] (2)活性实验：

[0033] 利用HPLC以及Elisa方法检测SPINK6对LTA4H环氧化物水解酶活性的影响(图1中

的B-D)，利用茚三酮法检测SPINK6对LTA4H水解其天然三肽底物的氨肽酶活性的影响(图1

中的E)。HPLC检测SPINK6对LTA4H环氧化物水解酶活性的影响步骤：LTA4甲酯冷冻干燥后活
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化(制备LTA4：100μgLTA4甲酯冷冻干燥，加入冰甲醇：NaOH(50％)＝9：1的混合液50μl，4℃

放置3h，-20℃存放待用)；反应组有：LTA4组，LTA4+LTA4H组，LTA4+LTA4H+不同浓度SPINK6

组；反应：不同浓度梯度的SPINK6/等量PBS加入LTA4H，37℃孵育15-30min，加入LTA4底物，

37℃孵育20min，再加入冰甲醇终止反应；RP-HPLC分析LTB4的生成：C18分析柱，流动相为甲

醇：水：乙酸＝70：30：0.0025，流速1ml/min，检测波长270nm。Elisa分析LTB4的生成：加入甲

醇终止反应后，取出500μl冻干，100μl体积重悬，利用Elisa方法检测LTB4的含量。茚三酮法

检测SPINK6对LTA4H水解其天然三肽底物的氨肽酶活性的影响。步骤如下：1.孵育。LTA4H与

不同浓度的SPINK6混匀，37℃下孵育20-25min，加入三肽底物(Pro-Gly-Pro)，37℃反应

20min；2.将体积稀释10倍(终体积为

[0034] 关免疫细胞感染HIV-1后SPINK6表达水平200μl)，加入等体积的冰醋酸与茚三酮

(25mg/ml于醋酸与6M磷酸中，加热70℃溶解)；3.将反应混合物于100℃加热45min，冷却至

室温；

[0035] 4.用400μl甲苯萃取，30s震荡，静置片刻，使色素全部转移至甲苯层，用酶标仪于

520nm处检测吸光值并用GraphPadPrism7.0作图，采用非配对t检验判定组间差异。

[0036] 结果：SPINK6浓度为0.4μM时就可以显著抑制白三烯A4水解酶的环氧化物水解酶

活性，而浓度为10μM时对LTA4H的氨肽酶活性都没有影响。

[0037] 实施例3

[0038] 免疫抑制实验

[0039] 含100ng/mlPMA的1640培养基刺激THP-1贴壁，过夜，更换正常1640细胞培养基，培

养24h；饥饿处理6-12h，每孔加药SPINK6孵育5-10min，NC组加等量PBS，加LPS(2μg/ml)孵育

6-8h，收取细胞上清，利用Elisa方法检测IL-1β，TNF-α的含量，用GraphPadPrism7.0作图，

采用非配对t检验进行组间的差异性判定(图2)。结果：SPINK6对LPS诱导THP-1细胞产生炎

症因子IL-1β，TNF-α具有抑制作用，即SPINK6具有免疫抑制作用。

[0040] 实施例4

[0041] 搜集HIV感染以及未感染人的血浆各12例，删除极端值，作图统计。结果：HIV阳性

血浆中SPINK6表达水平显著上调(图3)。

[0042] 实施例5

[0043] 相关免疫细胞感染HIV-1后SPINK6表达水平

[0044] HIV-1感染的人CD4T淋巴细胞(感染72h)，人H9T淋巴细胞以及HIV-1YU2以及HIV-

1IIIB感染的人HOS-CD4-CCR5，HOS-CD4-CXCR4，Hela-T4，THP-1，Tzm-bl，MT-4，C8166的处理

细胞样品的获得。β-actin作为控制上样的内参。数据代表平均值±标准差，并通过非配对t

检验判定组间差异(NC：未感染组，PC：感染组，图4)。结果：从免疫印迹实验方面证实在细胞

水平上，HIV-1侵染人体的一些免疫细胞后会引起SPINK6表达上调。HIV-1与CD4T淋巴细胞

进行72h孵育后，无论是否有PHA对CD4T淋巴细胞进行活化，在HIV-1感染细胞前后，SPINK6

的表达量都呈现显著上调的现象。而LTA4H的表达量没有差别(图4中的A)。针对人H9T淋巴

细胞病毒感染实验，HIV-1与细胞进行孵育后，在4h，16h以及72h的孵育后，SPINK6的表达量

较HIV-1与细胞孵育0h以及NC组相比，表达量上调，且差异显著，LTA4H的表达量没有差别

(图4中的B)。另外，我们选取了HIV-1病毒的两种亚型随机进行靶细胞的感染实验，结果表

明，HIV-1YU2以及HIV-1IIIB侵染人HOS-CD4-CCR5，Hela-T4，Tzm-bl细胞后，被HIV病毒感染
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的HOS-CD4-CCR5，Tzm-bl细胞在24h时，感染前后的SPINK6表达水平差异显著，呈现SPINK6

的表达上调(图4中的C)。

[0045] 实施例6

[0046] 绝对定量Real-timePCR检测HIV-1拷贝数

[0047] 提取感染HIV病毒后的靶细胞中的RNA，将各组样品/标准品(用来做标准曲线)的

RNA浓度稀释至同一浓度，按照以下表格组份在冰上配制PCR反应液，同时设置无模板的阴

性对照。每组重复三次(图5)。结果：SPINK6孵育原代CD4细胞后，HIV-1病毒侵染人HOS-CD4-

CCR5细胞后细胞内的病毒拷贝数增加，说明SPINK6通过干预LTB4-BLT信号通路，促进HIV-1

病毒侵染HOS-CD4-CCR5细胞。

[0048] Real-timePCR反应体系(反应总体积为20μl)：

[0049] 表1反应体系

[0050]

[0051]

[0052] 表2程序

[0053]

[0054] 由以上实施例可以得出，SPINK6可作为艾滋病检测的一个标志物以及治疗靶点，

SPINK6作为LTA4H内源性的抑制剂，对LTA4H环氧化物水解酶活性具有抑制作用且呈现浓度

依赖的关系，具有潜在的生物学应用价值。

[0055] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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序列表

<110> 中国科学院昆明动物研究所

<120>  SPINK6在作为检测艾滋病的标志物中的应用

<160>  2

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  57

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

Gln  Gly  Gly  Gln  Val  Asp  Cys  Gly  Glu  Phe  Gln  Asp  Pro  Lys  Val  Tyr

1               5                   10                  15

Cys  Thr  Arg  Glu  Ser  Asn  Pro  His  Cys  Gly  Ser  Asp  Gly  Gln  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Asn  Lys  Cys  Ala  Phe  Cys  Lys  Ala  Ile  Val  Lys  Ser  Gly  Gly  Lys

        35                  40                  45

Ile  Ser  Leu  Lys  His  Pro  Gly  Lys  Cys

    50                  55

<210>  2

<211>  175

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

tcagggagga  caggttgact  gtggtgagtt  ccaggacccc  aaggtctact  gcactcggga  60

atctaaccca  cactgtggct  ctgatggcca  gacatatggc  aataaatgtg  ccttctgtaa  120

ggccatagtg  aaaagtggtg  gaaagattag  cctaaagcat  cctggaaaat  gctga  175
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图1
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图2

图3
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图4

图5
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