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人肝脏辅酶 11依赖性视黄醇脱氢/还原酶

的表达与细胞内定位

刘戈飞 l 黄东阳 2 * 杜 晶 1 ， 4 崔泽实 3 宋今丹 l

( I 中国医科大学卫生部细胞生物学重点实验室，细胞生物学教研室，沈阳 11 0001 ; 2 汕头大学医学院，汕头

515031; 3 中国医科大学实验技术中心，沈阳 11 0001 川上海交通大学 Bio-X 生命科学研究中心，上海 200030 )

摘要 应用杆状病毒蛋白表达系统在 S凹 细胞中对人肝脏辅酶 II 依赖性视黄醇脱氢/还原

酶(NADP-dependent retinol dehydrogenase/reductase , NRDR)进行表达。 以纯化的重组蛋白质为材

料，分析 NRDR 的催化活性和酶促反应性质。结果证实，人肝脏NRDR 具有视黄醒还原酶活性，

在辅酶 II存在条件下其催化视黄醒还原成视黄醇的 Km值和 Vmax值分别(2.8土0.24) μM和(0.468土0.036)

μmoU(min.mg) 。 构建删除和不删除提基端过氧化物酶体定位信号 SRL序列的 NRDR绿色荧光蛋白

报告基因表达载体。 转染HeLa 细胞后，应用免疫荧光双染色的方法分析NRDR细胞内定位。结果

表明 NRDR定住在细胞内过氧化物酶休。提基端SRL序列对NRDR定位到过氧化物酶体是必需的，

删除SRL序列的 NRDR iì 布在细胞质中 。 因此，人肝脏NRDR是存在于过氧化物酶体中的辅酶 II

依赖性视黄醒还原酶。

关键词 视黄醇脱氢 / 还原酶 : 活性:过氧化物酶体

全反式视黄酸(all-trans-retinoic acid)是脊椎动物

体内重要的生理活性物质，对细胞生长、分化、胚

胎发育等许多生理活动过程起重要的调节作用 [1 ， 2] 。

动物体内维甲酸的合成是以全反式视黄醇为起始

物，经过两步受严格调控的氧化反应完成[匀 。 其中

第一步由全反式视黄醇转换成全反式视黄醒的反应

是可逆反应，也是维甲酸合成的限速反应。黄东阳

等[钉在兔肝脏中发现并纯化了一种新的辅酶 II依赖性

视黄醇脱氢/还原酶(NADP-dependent retinol dehydro

genase/reductase , NRDR) ，其催化视黄醒还原成

视黄醇的活性非常强，高于迄今为止报道的催化视

黄醒还原的酶，且广泛分布在兔的各种组织中，对

兔体内维甲酸代谢可能起到重要的调控作用。

兔肝脏 NRDR在人肝脏中同源体 cDNA 已被克

隆(NCBI 索引号:AB045131) o cDNA序列分析表明，

人肝脏 NRDR 是典型的短链醇脱氢 / 还原酶 (short

chain alcohol dehydrogenase/reductase , SDR) ，具

有 SDR家族TGXXXGXG和 YXXXK保守模序(分别

是 NADPH 结合位点和催化活性位点)和功能结构域

(短链醇脱氢酶 adh_short ， pfamOO 1 06) ，可能具有

催化视黄腔还原成视黄醇的活性 。 但目前对人肝脏

NRDR 的催化活性仅仅是序列上的推断，尚未有直

接实验研究证实 。 另外， 从序列分析知，人肝脏

NRDR援基端具有过氧化物酶体定位信号 SRL 序列

(Ser-Lys-Leu) 。目前发现的参与视黄醇类物质代谢

的酶大多分布在细胞质基质中 [54]，尚未有从细胞内

定位和活性分析两方面对过氧化物酶体中存在参与

视黄醇类物质代谢的酶进行研究的报道。本研究采

用杆状病毒蛋白表达系统表达人肝脏 NRDR 以确定

其功能，并对其细胞内定位进行研究。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

PCR Cloning System with GatewayTM Technology 、

Baculovirus Expressio n System with GatewayTM 

Technology 、 Cellfectin@ Reagent 、 LipofectA岛UNE@

2000 、 Plus™ Reagent 、 ProBond™ Purification 

System 、 Platinum Pfx 高保真 Taq 酶、 rTEV 蛋白

酶购自 Invitrogen 公司。 QIAprep Midi 质粒纯化试
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剂盒、 Ni2+-NTA Resin 购 自 Qiagen 公司。 TNM-FH

昆鸟细胞培养基、 RPMI- 1640 培养基、优等胎牛

血清购自 Hyclone 公司。 时DIATM HisProbe-HRP(NF+ 

偶联的 HRP) 、 SuperSigna1@化学发光试剂购 自 Pierce

公司 。 Cy3 标记羊抗鼠抗体购 自 Chernicon 公司。鼠

抗人过氧化氢酶单克隆抗体、 Pro tein Inhibitor 

Cocktail 、视黄醋、 视黄醇 、 NADPH 、 DAPI 等

化学试剂购自 Sigma 公司。

1.2 菌株、质粒、 细脚朱

DH5α™ Cells 、 MAX Efficiencyv@ DHI0Bac 

Competent Cells 、 Sf9 cells 、 Gateway 系统供体质

粒pDONR™201 购自 Invitrogen 公司 ， 人肝脏NRDR

全长 cDNA、 HeLa 细胞为卫生部细胞生物学重点实

验室保存。

1.3 Gateway 系统入门克隆的构建

根据 NRDR编码区序列设计竣基端删除和不删

除过氧化物酶体定位信号 SRL序列的 。ttB 重组位点

修饰引物， 见图 1 。 以纯化的带有 NRDR全长cDNA

的质粒为模板，用 Platinum Pβ 高保真 Taq 酶进行

PCR 扩增 ， 反应条件为 : 94 'C , 1 min • 94 'C , 30 

s; 55 'C , 30 s; 72 'C , 30 s, 30 个循环→ 72 'C , 5 rnin 。

回收扩增出的片段。在 1. 5 ml 离心管中按试剂说明

进行 BP 重组反应，将 NRDR 编码区构建到供体载

体 pDONR™20 1 中，形成 Gateway 系统的入门克隆

(entry clone)。将重组反应产物转化 DH5αTM 感受态

菌 ， 扩增筛选出的阳性克隆 ， 纯化质粒。应用引

物 5'-TCGCG TTAAC GCTAG CATGG ATCTC-3' 和

5'-GT AAC ATCAG AGAπ πGAGACAC-3' 测序 ，

确定重组反应的正确性 。

1.4 重组杆状病毒的构建

按试剂说明将获得的NRDR入门克隆(未删除援

基端过氧化物酶体定位信号)与 Gateway 系统杆状病

(1) 阳晒e primer wi伽 K但酶'问U阳回

Lya l.Yt K眉凰

5'.QOOG.，ACA.AGT.TTG-TAc-!t:江ÃÃ1-GcA-GC也TIC-AroATG-GCι.AGI.刀cι.GGG-ATG-A

"回1 ，.。回回南回睛"帽 '町、I IptCiIc .. 鼠'*回·

ωan曲_primer唰th PTS1 

l.Yt TYr STOP L凰J Lys str 
5'.铺GG-Aιuι辑胃部'A-CM副M∞.T'ωGTC冒商忘志芳百;A.ε也-GGT.T'∞

"燃始帽CIOfT曲曲田nl lIte _ lPtCiIC翻民机阳回·

(3) antI:回f188 pnn晴，回甘1OUt PTS1

S铺路品ω.悻忐ωω，-AOO-TGG-G于忍CGG-GG
·帽2 ，.。阳明_.幅 _11国cIIIc .. 航机翩帽，.

图 1 NRDR 入门克隆构建引物

·研究论文 ·

毒表达载体 pDESTI0 进行 LR 重组反应井筛选出

NRDR-pDESTI0 表达克隆 ， 可表达出氨基端 6 X

Hi s- tag 融合蛋白 。 将 NRDR-pDEST1 0 转化 MAX

Efficiency@ DHI0Bac 感受态菌，扩增筛选出的阳性

克隆 ， 纯化 NRDR 重组杆状病毒 DNA(Bacm i d

DNA)。使用 Cellfectin@ 转染试剂将 NRDR 重组杆状

病毒 DNA 导入对数生长期的 Sf9 细胞中，待细胞出

现明显病毒感染症状并开始从培养皿壁脱落时(约

5 -6 天) ， 收集细胞培养上清液。经过两级扩增获

得重组病毒贮存液。使用 12 孔板，每孔接种 4 X 

105 个细胞， 终点滴定法(end-point dilution assay , 

EPDA)测定重组病毒贮存液的滴度。

1.5 人肝脏 NRDR 在 Sf9 细胞中的表达和纯化

使用含 10%优等胎牛血清的 TNM-FH培养基在

100 ml 三角瓶中对 Sf9 细胞进行悬浮培养。培养温

度 27 'C ， 培养体积 20 ml ，转速 90 r/min 。在细

胞生长达到对数期 ， 细胞生长密度为 2.0 X 106 个 /

ml 时 ， 分别用感染复数(multiplicity of infection , 

MOl) 5 、 7 、 10 的病毒量对细胞进行感染 。 先间隔

24 h 取样，初步确定蛋白质表达时间后，再间隔 12

h 取样确定蛋白质表达时间。每次取样 1 ml , 800 

g 离心 5 min 沉淀细胞， 20 mM PBS 洗细胞 3 次，

重悬细胞。 根据细胞数调整 PBS 体积(200-400μ1) , 

使重悬后细胞悬液的蛋白质浓度一致。每 200μl 细

胞悬液加入 1μ1 Protein Inhibitor Cocktail、液氮和

42 'C 水浴冻融 3 次 ， 裂解细胞， 40 000 g 离心 40

min ，收集上清液和沉淀 。 以未被病毒感染正常生

长细胞做对照， 样品同时进行 SDS-PAGE分析和W创

ern 印迹分析确定重组蛋白质的表达及表达形式。

将细胞培养体积扩大到 100 ml，于 500 ml 三

角瓶中进行培养。按以上实验确定的感染复数和蛋

白质表达时间感染、收集细胞。使用 40 ml 20mM 

PBS 重悬细胞，加入蛋白酶抑制剂。 将细胞悬液分

8 管 ， 每管 5 ml ， 冻融法裂解细胞。 0 . 2 2 μm 滤

膜过滤除去细胞碎片。使用 ProBond™ Purification 

System 以非变性的方式纯化重组人肝脏 NRDR 蛋

白， 加入纯化柱的细胞裂解液体积与纯化柱柱床体

积的比为 5:2 0 Braford 法测定洗脱液蛋白质浓度。

以 20 问重组蛋白质对 10 单位 rTEV 蛋白酶的比例 ，

30 'C温育 4h进行酶切。然后与 NF+-NTA 树脂充分

混匀 ， 除去重组蛋白质氨基端的 His -tag 。 超滤浓

缩，加入终浓度为 10% 的甘油 ， 调整重组蛋白质

浓度为 1 mg/ml, - 20 'C 贮存。
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1.6 催化活性

在 100μ120 mM PB (pH 7 . 2) 中依次加入 1 问纯

化的重组蛋臼质 ， 1μ1100 mM NADPH 榕液和 1μl

30 mM的视黄醒 DMSO 溶液。 以力1]入视黄醒为反应

启始， 37 oc振荡温育 10 mi n ， 加入 100 μl 甲醇 

正丁醇混合液(甲醇/正丁醇=5/95 ， 含 100μg/ml BHT) 

终止反应 。 充分泪合后， 10 000 g 肉心 1 min ， 分

离出有机相(上清液) 。 使用 Waters 公司高压液相色

谱系统及 Symmetry C 18 5μm (4.6 mm X 150 mm)色

谱柱 ， 以 8 5 % 乙 H青和 130 mM 乙酸肢混合液为流动

相，检测波长 340 nm ，流速为 1 m l/min ， 上样

量 20μ1 ， 进行分析 。

确定蛋白质催化活性后 ，使用浓度范围在

1~30 mM 的视黄醇榕液各 10 μl 绘制视黄醇定量曲

线。在 0 . 5 ml 20 mM PB (pH 7.2)中，使用 lμg 重

组蛋向质和 0.3 mmol NADPH ， 分别测定在视黄i监

浓度为 2 μM 、 4 μM 、 8 μM 、 10μM 时视黄醇的

生成 。 力~I入视黄腔使反应启始 ， 37 oC振荡温育 2

ffiln ， 加入 0.5 ml 甲醇 -正丁醇混合液终止反应 。 充

分混合后，分离出有机相。 加入 5 ml 己:院 ， 充

分混合后，分离出己;院，使用氨气风干，将剩余

物溶解于 50μl 甲醉-1E丁醇混合液。取 20μl 按上

述方法测定视黄醇的生成。 实验重复 3 次 ， 使用双

倒数法计算催化反应的动力学常数 。

1.7 细胞内定位

将删除和不删除过氧化物酶体定位信号 的

NRDR 入门克隆与 Gateway 系统的 pDEST53 载体进

行 LR 重组反应 ， 产生 NRDR-pDEST5 3 表达载体，

可以在哺乳动物细胞中表达出氨基端 GFP 融合的

NRDR 蛋白 。

将对数生长期的 HeLa 细胞接种 3 5 mm 平皿，

每个平皿接种 8 X 105 个细胞 。 待细胞贴壁完全后 ，

取 2μg NRDR-pDEST53 质粒 ， PIUS™ Reagent 和

kDa 
97 
67 

45 

30 

20 

144 

M 1 
(A) 

2 3 4 5 6 7 8 

LipofectAMINE2000 试剂进行转染 。 转染后每隔 8h

使用 Olympu s IX 51 多功能显微镜进行观察 ， 待细

胞内出现明显绿色荧光时 ， 按 Recalcati 等[9]方法进

行过氧化物酶体免疫荧光染色和l细胞核复染，确定

GFP 融合的 NRDR 蛋白分布。其中鼠抗人过氧化氢

酶单克隆抗体使用浓度为 20μg/ml ， Cy3 标记羊抗

鼠抗体使用浓度为 5μg/ml. DAPI 使用浓度为 0.5

μg/ml 。

2 结果

2.1 重组杆状病毒制备

使用设计的引物扩增 NRDR 编码区获得到 PCR

产物如图 2 所示 。 NRDR 编码区为 782 bp ， 使用

αttB 重组位点引物修饰后增加 67 bp ， 扩增的结果与

预期相符合。 由于反应使用的引物序列较长 ， 因而

设置了不加模板的引物对照 ， 以排除引物 自身扩增

造成的影响 。 构建的入门克隆经测序后确定重组位

点正确，成功构建删除和不删除援基端 SRL 序列的

bp 

850 
650 
500 

M 1 2 3 

图 2 NRDR 编码区扩增结果

1: 01 物对照，未加模板 2 阁 1 中引物 1 ，平11 'J 1 物 2 扩炳约果:

3: I刽 l 中 cJ I 物 l 和引物 3 书'J归结果 M: marker 。

(B) 
M 1 3 4 5 6 7 8 

图 4 NRDR 表达条件和表达形式确定

NRDR 豆纠 l病毒感染复数为 7 0 图 A 和 B 分别为感染后细胞裂fñT(液可溶部分和不可溶部分蛋白质 SDS -PAGE 和 Wes lern 印迹分析结果 。

1 : 培养 72 h，未被感染 Sf9 细胞; 2: 感染后 48 h; 3 感染后 60 h; 4 感染后 72 h o 5-8 : 1 -4 相应样，f，'， Western ~Il迹分析结果 M : marker 。
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。 μl 1μl 100 ~ I 
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10 μl 

(A)AcMNPV 刷闸，

Iype viral stock 

(8) I}-galac.o刨出国

viral stock 

(C) NRDR 

viralstock 

图 3 NRDR 重组病毒贮存液滴度测定

以野生型 AcMNPV 病毒手fJ ß- 、 I~乳租Ifll酶重组病毒为对照。 自- 半

乳糖背酶重组病毒组培养液 '1 ' 11r1入终浓度为 1 50 μg/ ml 的 B l u o

g a l o ( A)野牛咆 A c MNPV 病毒细细胞 "1" 出现多角体蛋白结品 。

( B)ß- 半乳糖tr酶重组病毒组细胞变蓝 。 (C ) NRDR 重组病毒组细

胞出现膨胀等病毒感染症状. Jt 'iJ 1 μl 病毒液与 100 μl 病毒液

处理组感染症状未见区别 。

kDa M 1 

97 
67 

4 5 

30 

20 

144 

2 3 4 5 Ö 7 

帽'

图 5 重组 NRDR 纯化过程

1 : 培养 60 h 未感染细胞裂IfllIi液 ; 2: 感染后培养 60 h 细胞裂lfilr液 ; 3: 

过柱液; 4: 第 1 ì:欠洗柱液; 5: 第 2 次洗桩液; 6: 洗脱液; 7 : rTEV ~f~ 

切后 NRDR ; M: marker o 

NRDR 入门克隆 。

构建的重组杆状病毒具有生物学活性 ， 可以感

染培养的 Sf9 细胞。经终点滴定法测定知 NRDR 重

组杆状病毒贮存液的滴度是 4 X 108 pfu/mL 如图 3

所示。

2.2 人肝脏 NRDR 在 S凹细胞中的表达和纯化

使用 NRDR 重组杆状病毒感染 Sf9 细胞后 ， 在

30 kDa 的位置出现新的蛋白质表达条带。经 West

ern 印迹分析确定 ， 为氨基端 His-tag 融合的 NRDR

表达。 NRDR 的理论分子量为 27.6 kDa ， 表达载

体便表达的分子量蛋白质增加 2 . 6 kDa ，因此表达

的蛋白质与预期的相符。 用不同的感染复数和感染

后培养不同时间检测蛋广|质表达， 确定 NRDR在 Sf9

细胞的最佳感染复数为 7 ， 感染后 60 h NRDR 蛋白
表达达到峰值。 NRDR 蛋产l表达时间和 Western S[J 

(A) 

Relinal 

，;刷刷ìn)

(B) 

Reti nol 

0.03 

lïm...(rnin) 

图 6 NRDR 催化活性确定
实验条件下视黄脏手[1视 ÞHi于((.J洗!院时 I'IIJ分别为 1 2.25 m i n 和] 9. 77 

min o A: 对照， 却l入 BS A ; B 豆豆I1 NRDR 催化反应产物 HPLC 分

析结果 。

4 

(
叫E
eE
E

)\-D
E
Z
]

一。
=
-
-U
N
}\一

.0.4 .0.2 .0.0 0.2 0.4 。.6

IIRctinal (μ M)" 

图 7 NRDR催化反应动力学分析

xJ_倒数法测定 NRDR 催化视此限.if J京反应的 Km 值为(2 .8 土 0 . 24 )

μM ， Vmax 值为 (0 .46 8士 0 . 036)μmo l/ ( min . mg ) 。

图 8 NRDR 细胞内定位分析

A 氮1jl;~市融合 G FP 在 HeLa 纠11胞内的分布; B: H eLa 细胞'i ' .ìi年L

化氢酶的分布; C 竣~~iM}IIIJI徐 SRL 的 NRDR 在细胞内分布 。
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迹分析结果如图 4所示。 由结果可知， NRDR在 Sf9

细胞中主要以可溶的形式表达，细胞裂解液的不溶

部分存在 NRDR 蛋白，但含量较少 。

使用基于 Ni2+ 离子亲合层析技术的 ProBond™

Purification System可以对S凹细胞表达的氨基端His

tag 融合蛋白质进行有效的纯化 。 纯化后重组蛋白

质的 His-tag 可以被 rTEV 酶切除去 。 rTEV 由于本身

带有 His-tag ， 可以通过NF+-NTA树脂从反应液中清

除 。 纯化过程如图 5 所示 。

2 . 3 人肝脏NRDR 催化活性

使用视黄醇、视黄醒(均为全反式)按所述方法

确定它们在色谱柱的驻留时间分别为 9 . 77 min 和

12.25 min 。 在反应体系中加入重组 NRDR 后，可

以检测出明显的视黄醒的消耗和视黄醇的生成，反

应结果如图 6 所示。 因此，重组 NRDR 蛋白具有视

黄醒还原酶活性，可以催化视黄醒还原成视黄醇 。

使用不同浓度视黄醒测定初始反应速度，进行双倒

数做图得重组 NRDR催化视黄醒还原的 Km值和 Vmax
值分别(2.8 ::!:: 0 .24) μM 和(0 .468 ::!:: 0 . 036) μmol/ 

(min.mg) 。 结果如图 7 所示。

2.5 细胞内定位

NRDR 细胞内定位研究结果如图 8 0 NRDR 蛋

白定位在细胞质中， 呈点状分布(图 8A) ， 与细胞

的过氧化氢酶分布一致(图 8B) 。 因为过氧化氢酶是

过氧化物酶体的标志酶，因此 NRDR 定位于细胞内

的过氧化物酶体。 删除 SRL序列的 NRDR 不能定位

到过氧化物酶体，而分布于细胞质中(图 8C) 。

3 讨论
本研究应用杆状病毒蛋白表达系统在草地夜峨

卵巢细胞 S四 中对人肝脏 NRDR进行了功能性表达，

证明人肝脏 NRDR 具有视黄醒还原酶活性，并通过

细胞内定位研究，证明 NRDR 定位于过氧化物酶

体。

NRDR属短链醇脱氢 /还原酶(SDR)家族。 SDR

家族成员的特点是一级结构同源性低， 一般只有

15%-30% ， 但它们的功能结构域和三维结构却非常

相似[ 101 0 SDR 家族首先在果蝇细胞中确定[ll]，其

成员在昆虫细胞中有获得功能性表达的报道1 1 21 。 因

此 ， 我们在使用大肠杆菌蛋白表达系统没有获得可

溶性 NRDR 后(数据未显示)，选用了杆状病毒蛋白

表达系统在 Sf9 中对 NRDR 进行表达。结果表明 ，

杆状病毒蛋白表达系统对 NRDR 是比较理想的蛋白

质表达系统，具有表达蛋白质量相对高、 表达蛋白

质可溶、为功能性表达等特点 。

通过催化反应动力学分析知， NRDR 催化视黄

腔还原的 Km值为(2 . 8 士 0.24) μM ， 这表明 NRDR对

视黄醒具有较高的亲合性， 可以在较低浓度范围内

清除视黄醒。 这对避免视黄醒积累 ， 而产生对组织

或细胞的毒性具有重要生理意义f l3 1 0 NRDR 催化视

黄醒还原 Vmax 值为 (0.468 ::!:: 0 .036)μmol/(min.mg) ， 

比兔肝脏 NRDR 催化视黄醒还原的活性低。 这表明

NRDR 在人肝脏和兔肝脏中生理功能存在差异 ， 但

也有可能由重组蛋白质表达系统造成。 细胞内定位

研究表明，援基端存在 SRL序列是 NRDR定位到过

氧化物酶体所必需的 ， 且 SRL 序列对 NRDR 的定位

效率非常高。援基端带有 S虹序列时 NRDR 完全定

位到过氧化物酶体，援基端删除 SRL序列时的 NRDR

全部分布在细胞质中 。 目前证实的视黄醇脱氢/还

原酶大多只催化与细胞质中与细胞视黄醇结合蛋白

(cellular retinol binding protein , CRBP)结合的视黄

醇 n旺发生氧化 / 还原反应[7]，而本研究结果表明

NRDR 可以催化游离形式的视黄醒还原成视黄醇。

因此 NRDR 可以在过氧化物酶体基质中发挥其催化

活性。

视黄醇和视黄醒间的转换反应即是体内视黄酸

合成的关键步骤 ， 又是肝脏中视黄醇类物质代谢的

重要调节步骤[141 0 NRDR 存在于肝脏中 ， 定位于细

胞过氧化物酶体， 具有辅酶 II 依赖性视黄醒还原酶

活性， 因此我们推测 NRDR 具有以下生理意义 : (1) 

迅速还原由食物来源的胡萝 卡 素裂解产生的视黄

眶。 NRDR 具有较高的视黄醒还原酶活性和较低的

底物亲合常数 ， 适于进行此类反应[151 0 (2)做为视黄

醒体内清除剂，避免由于视黄醒的积累对机体造成

的损伤。 (3)体内 NRDR 可能与视黄酸合成酶，竞争

性的结合视黄醒，对组织和细胞内的视黄醇类化合

物代谢进行精确的调节。 (4 )过氧化物酶体是胆汁酸

合成的重要场所[16 1 ， 视黄醇是胆汁酸合成的原料，

因此 NRDR 可能参与胆汁酸的代谢。

由于 SDR家族成员催化的反应复杂、底物范围

广 ， NRDR 是否可以参与其他化合物的代谢反应，

还有必要进行深入研究。另外视黄醇结合蛋白，如

CRBP(I) 、 CRBP(II) 、 apo-CRBP 等 ， 是细胞内视

黄醇类物质代谢的重要影响因素。 它们对 NRDR 活

性的影响还需进一步研究确定 。
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Functional Expression of NADP-dependent Retinol Dehydrogenase/ 

Reductase and D etermination of Its Subcellular Localization 

Ge-Fei Liu1, Dong-Yang Huang2飞 Jing Du 1.\ Ze-Shi CuP, Jin-Dan Song l 

( 1 Key Laboratory of Cell Biology of Ministry of Public Health of China, China Medical Universi纱" Shenyang 110001 , China; 

2 Medical School of Shantou Universi纱" Shantou 515031, China; 3Experimental Technology Center, China Medical Universi秒，

Shenyang 110001 , China; 4Bio-X Life Research Cente r, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200030, China) 

Abstract Human liver NADP-dependent retinol dehydrogenase/ reductase (NRDR) was expressed by 

baculovirus protein expression system and its biochemical activity was identified by the recombinant protein. The 

results indicated the NRDR was a NADP-dependent retinal reductase whose Km and V max for retinal reduction were 

(2.8土0.24)μM and (0.468:t0.036)μmol/(min.mg) ， respectively. Both of the wild type NRDR which has a C

terminal peroxisome targeting signal SRL, and mutant type NRDR whose C-terminal targeting signal was deleted 

expression vectors were constructed and transfected into HeLa cells. Immunofluorescence double staining was 

performed to determinate the subcellular localization of NRDR. The acquired images indicated that NRDR was 

targeted to peroxisome and this process was C-terminal SRL dependent. These data proved that NRDR was a 

NADP-dependent retinal reductase whose subcellular location was peroxisome. 
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