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穿膜肽 !"!#$%&!’融合基因的构建、表达及穿膜特性的鉴定

张家平!，应( 希&，陈( 渝!，张( 琼!，黄跃生! ( ( （第三军医大学西南医院：!全军烧伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点
实验室，&全军眼科中心，重庆 %""")’）

( ( 摘( 要：目的( 构建穿膜肽 *+*#,)’!- 融合基因，进行原核表达及穿膜特性鉴定。方法( 提取人 ./0)"% 细胞总
12+，巢式 301扩增 ,)’!-基因片段，*#+克隆，测序证实片段无误后，将 ,)’!-基因片段亚克隆入原核表达载体 ,*+*#
4+，获得 ,*+*#,)’!- 融合基因表达载体。将表达载体转化大肠杆菌，53*- 诱导表达获得 *+*#,)’!- 融合蛋白，并行
26#2*+柱过柱和超滤纯化，抗 467抗体免疫印迹法鉴定。采用荧光素 85*0体外标记 *+*#,)’!-融合蛋白，与 ./0)"% 细
胞共培养，荧光显微镜下观察其穿膜特性。结果( 成功构建了融合基因原核表达载体 ,*+*#,)’!-，并表达出大小约 )" 9
!") 的蛋白产物，与融合蛋白 *+*#,)’!-理论计算值相符。细胞实验结果显示，*+*#,)’!- 能呈浓度依赖性方式转导进
入 ./0)"% 细胞。结论( *+* #,)’!-融合蛋白具有良好的穿膜特性，研究为下一步鉴定 *+*#,)’!-融合蛋白对 ,)’!激
酶的抑制作用奠定了良好的实验基础。
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7ZO6,J6E? P>ZJEO *+* >?S > SEZ]6?@ QEJ6P EP ,)’! Y+3 ]6?>7G >?S 6?[G7J6@>JG JHG JO>?7SCZJ6E? Z>,>N6W6JL EP JHG
G^,OG77GS *+*#,)’!- PC76E? ,OEJG6? 6?JE G?SEJHGW6>W ZGWW7; )$&*+,-( *HG ,)’!- PO>@QG?J X>7 >Q,W6P6GS NL
301，ZWE?GS 6?JE ,YU!’#* [GZJEO，>?S JHG? 7CNZWE?GS 6?JE ,*+*#4+ [GZJEO; *HG ZE?7JOCZJGS [GZJEO ,*+*#
,)’!- X>7 PCOJHGO JO>?7PGZJGS 6?JE !" #$%& U4$!，>?S JHG? 6?JE RM&! >PJGO 7G\CG?Z6?@; *HG G^,OG776E? EP
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,OEJG6? X>7 W>NGWGS NL 85*0，>?S ZEZCWJCOGS X6JH G?SEJHGW6>W ZGWW W6?G ./0)"%; *HG JO>?7SCZJ6E? Z>,>N6W6JL EP
*+*#,)’!- 6?JE ./0)"% ZGWW X>7 JHG? SGJGOQ6?GS; .$-/0&-( *HG OGZEQN6?>?J [GZJEO ZE?J>6?6?@ *+*#,)’!-
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( ( ,)’ 激酶 !亚型在调控细胞炎症反应中的重要性
已取得共识。然而，国内外至今尚缺乏针对该亚型的

特异抑制剂。近年来，人们认识到酶与上下游分子间
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对接交互作用（SEZ]6?@ 6?JGO>ZJ6E?）是决定酶与上下游
分子特异识别的关键，并进一步发现和证实了酶蛋白分

子上的某些蛋白结构域是引导对接交互作用实现的结

构基础。这些发现为基于这类结构域设计针对酶蛋白

分子的全新竞争性特异抑制剂带来了新的思路和突破。

( ( 共用对接槽（ZEQQE? SEZ]6?@ @OEE[G）是新近发现
的一处人 ,)’!激酶分子的重要功能结构域。研究证
实，该结构域是 ,)’! 激酶的重要分子识别结构，介导
了 ,)’!激酶与其上下游分子的特异结合［!，&］。理论
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上，若克隆并表达出该结构域蛋白片段（以下简称

!"#!$蛋白），并设法将其导入细胞，将有可能竞争性
结合 !"#!激酶的上游激酶和下游底物，从而发挥特
异性抑制 !"#!激酶的作用。本研究利用人类免疫缺
陷病毒（%&’() *’’&)+,-.*/*-)/0 1*2&3，456）的转录
活化因子7898 蛋白具有的自由通过细胞质膜的特性，
旨在构建含 898和 !"#!$的融合蛋白表达载体，进行
原核表达及纯化，并进一步观察融合蛋白的穿膜特性，

为研制 !"#!激酶新型特异抑制剂奠定前期基础。

!" 材料与方法

:; :< 材料
:; :; :< 质粒、菌株和细胞< < 大肠杆菌 =4>! 菌株、大肠杆菌
?@A:菌株和 BC6"DE细胞株由本室保存，质粒 !898749由第三
军医大学大坪医院野战外科研究所创伤中心戚华兵博士惠赠。

:; :; A< 主要试剂和耗材 < < 质粒提取及胶回收试剂盒为
F’-G(公司产品。引物由博亚公司合成。荧光素 H58C 标记融
合蛋白 8987!"#!$委托北京博奥森有限公司完成。限制性内
切酶、8E 连接酶及 !"# 酶为 8(I(J( 公司产品。4*3K7L*7L89
亲和层析柱和鼠抗 K M 4*3 单克隆抗体为 N-2/O 公司产品。超
过滤离心器购自 N*P*!P- 公司。/=NBN 培养基（$*Q*/+ 公司），
胎牛血清（北京鼎国公司）。

:; A< 方法
:; A; :< 人 !"#($基因片段的扩增和 879 克隆 < < 以人 !"#!
激酶 FJH基因序列为模板，设计两套引物，J87巢式 RCJ 法扩
增 !"#($基因片段（第 EK" S TU> 位碱基）。J87RCJ 第 : 套引
物：正义链 >V788C8CC$9$$8C8999$87"V，反义链 >V798C987
9$$8C9$$C88887"V；第 A 套引物：正义链 >V7C8$CC98$$C7
C998C89$C8$8$998$997"V，反义链 >V7C8$C8C$9$889C87
$98C9899$$98C$$C7"V。第 A 套引物的正义链 >V端设计加
入保护碱基和 $%&"酶切位点；反义链引物的 >V端加入保护碱
基、’(&"酶切位点和终止密码子。以第 : 套引物 J87RCJ扩增
所得 /=L9 为模板，经第 A 套引物 RCJ 扩增，得到大小为
>"> Q!的 !"#!$基因片段。产物经 :D G W @ 琼脂糖凝胶电泳及
胶回收后，与 !N=:#78载体连接，将连接产物转化 =4>! 感受
态细胞，筛选阳性克隆。

:; A; A< !8987!"#!$ 融合基因原核表达载体的构建 < < 提取
上述阳性克隆质粒，行 $%&"和 ’(&"双酶切，回收 !"#!$
/=L9片段，用 8E 连接酶连接，克隆入原核表达质粒 !8987
49。将连接产物转化 =4>! 感受态细胞，筛选阳性克隆。
"U X @?培养液中摇菌，扩增阳性菌落。行菌落 RCJ和测序鉴
定插入的 !"#!$基因片段序列无误后，提取质粒 !8987!"#!$，
Y UD X保存。
:; A; "< !8987!"#!$融合基因的原核表达、鉴定与纯化< < 将
上述测序正确的质粒 !8987!"#!$转化大肠杆菌 ?@A:，挑取阳
性单克隆培养过夜，异丙基7#7=7硫代半乳糖苷（ *3+!2+!0P7Q-Z(7
=7Z%*+G(P(/Z+!02()+3*,-，5R8$）诱导不同时间后，取菌体裂解液
行凝胶电泳和抗 4*3 抗体免疫印迹法鉴定融合蛋白。取阳性
表达克隆，扩大培养，5R8$诱导 8987!"#!$表达，收集菌体，超

声裂菌，AD DDD M )离心弃上清。向沉淀中加入 A ’+P W @ 尿素，
AD DDD M )离心弃上清以去除杂蛋白。以 # ’+P W @ 尿素溶解沉
淀的蛋白，变性稀释液稀释、过滤，然后于 4*3K7L*7L89 亲和层
析柱上行亲和层析。分别以 E 种洗脱液（?，C，=，B 洗脱液）过
柱洗脱蛋白，将收集的洗脱液行凝胶电泳，考马斯亮蓝染色。

以 B洗脱液洗脱过柱，收集洗脱液 B" 和 BE，通过超过滤离心

装置脱盐和去除小分子物质，得到进一步纯化和浓缩的融合蛋

白，并行凝胶电泳鉴定。

:; A; E< !8987!"#!$融合蛋白穿膜特性的鉴定< < BC6"DE 细
胞按 A M :D>个 W孔接种于 AE 孔培养板中。将荧光素 H58C标记
的融合蛋白 8987!"#!$ 与 BC6"DE 细胞共孵育 A %（ 8987
!"#!$ 的终浓度分别为 D、A>D、>DD )’+P W @和 :D $’+P W @），R?[
轻洗细胞 " 次后，荧光显微镜观察。

#" 结果

A; :< 人 !"#!$ 基因片段的扩增及 !8987!"#!$ 融合
基因原核表达载体的构建

< < RCJ 扩增出约 >"> Q! 的片断，与预期相符。将该片段与
!N=:#78载体连接，进行 89 克隆，提取质粒行 $%&"和 ’(&"
双酶切，得到带酶切位点粘性末端的人 !"#!$ 基因片段（图
:）。在连接酶作用下，将经 $%&"和 ’(&"双酶切后的线性化
!898749质粒与上述人 !"#!$ 基因片段连接，并转化 =4>!
感受态细菌，挑选阳性单菌落，提取质粒后行 $%&"和 ’(&"双
酶切，结果显示重组质粒在约 " DDD Q!和 >"> Q!处各出现一清
晰亮带，提示 !8987!"#!$载体构建成功（图 A）。质粒测序证
实，所插入 !"#!$基因片段无突变，与 $-)?()O中序列一致。

! " #

!$#$ %&

" ’’’ %&"
! ’’’ %&"
$’’ %&"
!’’ %&"

:：=L9标准；A：质粒双酶切后；"：质粒双酶切前
图 !" $%&!’基因亚克隆入 (载体酶切鉴定

! " # $

!# %%% &’

!(#( &’

" %%% &’"
! %%% &’"
(%% &’"
!%% &’"

:：=L9标准；A：!8987!"#! 酶切前；"：!8987!"#!$ 质粒单酶
切；E：!8987!"#!$质粒双酶切

图 #" $()(*$%&!’载体酶切鉴定

A; A< !8987!"#!$融合基因的原核表达、鉴定与纯化
A; A; :< 5R8$ 诱导融合蛋白 8987!"#!$ 表达和鉴定< < 取对
数生长期已转化质粒 !8987!"#!$的大肠杆菌 ?@A: 进行 5R8$
诱导，不同时间后，收集菌体，超声裂菌，裂解液行 [=[7R9$B
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第 ! 期" 张家平，等#穿膜肽 $%$&’()!*融合基因的构建、表达及穿膜特性的鉴定"

电泳。结果显示，在预期的 (+ , !+( 水平附近出现融合蛋白表

达条带（融合蛋白 $%$&’()! 理论计算相对分子质量约为
(+- .. , !+(），且在 (/ 0诱导 . 1 条件下表达最强（图 (）。抗
234抗体免疫印迹法结果显示，56$*诱导产生的融合蛋白能与
抗 234抗体特异结合，在 (+ , !+( 水平附近出现特异条带，证明

融合蛋白 $%$&’()!*表达成功（图 .）。

! " # $ % &

融合蛋白条带!

!：空菌落；7：空菌落 8 56$*；(：阳性菌落（诱导 7 1）；.：阳性菌
落 8 56$*（诱导 7 1）；9：阳性菌落（诱导 . 1）；:：阳性菌落 8
56$*（诱导 . 1）

图 !" #$%&诱导融合蛋白表达

! " # $ %

!#&’!&#

!、(：56$*诱导表达；7、.：无 56$*诱导表达；9：阴性对照
图 ’" 抗 ()*抗体 +,*-,./ 012-检测融合蛋白表达

7# 7# 7" ;3&;$%柱及超滤纯化融合蛋白 $%$&’()!*" " 将
融合蛋白过柱亲和层析，收集洗脱液行凝胶电泳，考马斯

亮蓝染色。结果显示，以 <洗脱液洗脱的目的蛋白丰度最
高，且无明显杂带，表明过柱纯化成功（图 9）。以 <洗脱液
洗脱过柱，收集洗脱液 <( 和 <.，通过超过滤离心装置脱盐

和去除小分子物质，得到进一步纯化和浓缩的融合蛋白，

并行凝胶电泳鉴定（图 :）。

! " #

!$%$"&#’!(

!：<洗脱液；7：=洗脱液；(：>洗脱液
图 3" 4)54%6柱纯化融合蛋白 %6%57!8!&

! " #

!$%&’(!’#

!))&"(!’#

!%*&’(!’#

!"+&*(!’#

!!%&%(!’#

!：超滤滤过液；7：超滤后收集的浓缩液；(：蛋白分子标准
图 9" :,*-,./ 012-检测超滤后融合蛋白

7# (" ’$%$&’()!*融合蛋白的穿膜特性呈浓度依
赖性

" " 为检测融合蛋白 $%$&’()!*的穿膜特性，我们将荧光
素 ?5$>标记融合蛋白 $%$&’()!*，通过与细胞共孵育，在
荧光显微镜镜下观察 $%$&’()!* 在细胞内的分布。结果
显示，在观察的 7 1 之内，随着 $%$&’()!*浓度的增加，进
入内皮细胞的 $%$&’()!*明显增多，且主要分布于细胞质
中，提示 $%$&’()!*具有良好的细胞膜穿透性（图 /）。

!!! !" #

%：+ @ABC D E $%$&’()!*；F：9++ @ABC D E $%$&’()!*；>：!+ #ABC D E $%$&’()!*
图 ;" 7%6%57!8!&融合蛋白的穿膜特性鉴定（与内皮细胞共孵育 < =）"（荧光显微镜 , !++）

!" 讨论

" " ’() 激酶属丝裂素活化蛋白激酶家族成员，包括 .
种亚型（!&$），其中，主要是 ! 亚型介导炎症反应。
’() 激酶 !亚型在粒细胞、巨噬细胞等多种细胞中有
表达，在细胞受到炎性刺激后，通过对底物的磷酸化作

用，可直接或间接促成包括 ;?&GH’’H F、%6&! 在内的

多种炎症相关核因子启动基因转录功能，进而上调多

种促炎因子表达。因此，抑制过度活化的 ’()! 激酶
被认为是极具潜力的抗炎策略［(］。IF 类化合物（如
IF7+(9)+、IF7+7!J+ 等）是目前使用最多的 ’() 激酶
抑制剂，它们虽能抑制 ! 亚型，但特异性不高。在一
项考察 IF 类化合物特异性强弱的实验中，研究发现，
在所观察的 7. 个激酶中，常规浓度的 IF7+7!J+ 除抑

/!



制 !"# 激酶外还使 $%&、’&( 等另外 ) 个激酶活性下
降达 *+, - .",［/］。另外，这些抑制剂既普遍抑制
!"# 激酶 !亚型，又抑制其 "亚型，故也缺乏亚型特异
性［0］。因此，有必要采用新思路设计仅针对 ! 亚型的
特异抑制剂，为进一步深入研究 !"# 激酶 ! 亚型，尤
其是其体内作用，提供良好的实验工具。

1 1 在人类 !"#! 激酶分子发现的共用对接槽介导了
!"#!激酶与其上下游诸多分子的对接交互作用。该
结构域由 %2 域（345546 743896: 745;96）和 <2 位点
两部分构成。实验表明，若将 %2域和 <2位点某些氨
基酸同时替换，则 !"#! 激酶与底物的结合能力完全
丧失，表明由 %2域和 <2位点共同构成的具有空间结
构的共用对接槽是确保 !"#! 激酶的重要分子识别结
构［=，*］。我们将此蛋白片段做 (>;?@ 分析，发现它与其
他分子存在至少 =* 个以上的氨基酸序列差异，表明其
为 !"#!激酶的特异片段（以下简称 !"#!A）。BCB是
一种具有穿膜功能的蛋白（穿膜肽），为人类免疫缺陷

性病毒（DEF）的转录因子，能以不消耗能量、非受体依
赖、无饱和性和无细胞依赖性的方式入胞。BCB 的
GD*末端 == 个氨基酸片段是其蛋白转导结构域（!H4I
@J96 @H;6?7K3@946 745;96，’B2）。实验结果显示，含
BCB ’B2的融合蛋白同样具有高效穿膜特性，且经原
核表达的含 BCB的融合蛋白进入细胞后，能在分子伴
侣的作用下正确地再折叠，发挥外源蛋白的天然活

性［.，)］。基于此现象，我们构建含 BCB ’B2 与 !"#!A
的融合蛋白，以期设计出能高效进入细胞，并具有特异

性竞争作用的 !"#!激酶新型抑制剂。
1 1 本研究首先克隆了包含共用对接槽的 !"#!A 基
因片段（第 /." - L)0 位碱基），并亚克隆入 !BCBIDC
载体，成功构建了包含 BCB和 !"#!A 的融合基因，并
进行了原核表达。M2MI’CA< 凝胶电泳及免疫印迹显
示，经 E’BA诱导后，大肠杆菌 ($*= 能较高丰度表达
BCBI!"#!A融合蛋白。为进一步观察 BCBI!"#!A 的

穿膜特性，我们采用 G9IGBC 柱及超滤装置进一步纯
化了该融合蛋白，并行荧光素 NEB%体外标记。细胞实
验表明，融合蛋白 BCBI!"#!A能呈浓度依赖方式进入
<F%"+/ 细胞，证实 BCBI!"#!A具有良好的穿膜特性。
我们观察到，BCBI!"#!A 虽然主要分布于细胞质，但
在部分细胞的细胞核中也有分布，这与 BCB 既能进入
细胞质，也能进入细胞核的特性相符，至于 BCB 如何
在细胞内选择性定位，尚需进一步研究。此外，我们也

观察到 BCBI!"#!A能呈浓度依赖方式进入心肌细胞，
排除了 BCBI!"#!A 的穿膜特性与细胞种类有关。本
实验为进一步观察 BCBI!"#!A融合蛋白对 !"#!激酶
的抑制作用提供了研究基础。
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