
书书书

文章编号：!"""#$%"%（&""’）"!#""!(#"% 论著

人重组蛋白 !"## 的原核表达纯化与鉴定

谭江琳，袁顺宗，彭) 旭，马) 兵，罗高兴，吴) 军) ) （第三军医大学西南医院全军烧伤研究所，疾病蛋白质组学重庆市市
级重点实验室，创伤，烧伤与复合伤国家重点实验室，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 原核表达人增生性瘢痕新候选相关蛋白 +*!!，并对该重组蛋白进行纯化、鉴定。方法) 通过 +,-方
法扩增人 +*!! 基因，利用 !"#.!和 $%&!酶切位点将其克隆至谷胱甘肽#/#转移酶（01234356789#:#3;48:<9;4:9，=/>）融合蛋
白表达载体 ?=@A#%>#! 中，转化大肠杆菌 BC&!（D@*）后，经异丙基硫代#"#D#半乳糖苷（ 6:7?;7?E1#"#D#$#35670414F37:6G9，
H+>=）诱导表达，用 /D/#+I=@、J9:39;8 K1733680 等方法鉴定表达产物，并用谷胱甘肽#琼脂糖小珠亲和纯化表达的 =/>#
+*!!蛋白。结果) 重组载体 ?=@A#%>#+*!! 经酶切与测序鉴定证实构建成功。导入大肠杆菌进行表达，表达产物相对分
子量为 *%LD左右，与预期值相符。该条带经免疫印迹检测鉴定为 =/>抗体阳性，获得了纯化的 =/>#+*!! 蛋白。结论)
构建了 ?=@A#%>#+*!! 原核表达载体，并在大肠杆菌 BC&!（D@*）中成功表达，亲和纯化获得较高纯度的 =/>融合蛋白，为
下一步继续研究 +*!! 的生物学功能奠定了基础。
) ) 关键词：+*!!；原核表达；增生性瘢痕
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) ) 增生性瘢痕（5E?9;3;7?56F :F4;，./）是皮肤创伤异
常修复的一种不良结局［!］，瘢痕组织挛缩引起的功能

障碍和影响美观是该疾病困扰临床后期治疗的难题。
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既往研究表明成纤维细胞向肌成纤维细胞的转分化在

纤维化发生和瘢痕形成过程中起着非常重要的作

用［&］，但是目前关于参与增生性瘢痕发生发展的基因

及其调控机制尚未完全清楚。我们在前期的实验中，

利用基因芯片技术发现在早期增生性瘢痕中 +*!! 基
因（=98B48Z HD：5:2*^!’(）呈显著表达［* a $］。同时

+48等［^］证实在创伤愈合中 +*!! 的高表达能促进成
纤维细胞向肌纤维母细胞转化，使 >=_#"! 和参与活
化 >=_#"! 的基质金属蛋白酶 RR+#&、RR+#( 表达降
低，从而抑制胶原蛋白 ! 和 * 表达，最终产生抗纤维化
的作用。最近 /56 等［]］还发现 +*!! 能促进肌成纤维
细胞细胞迁移，富集在创面周围，引起创面收缩。但是
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由于 !"## 蛋白的 $端含有 !%&’结构域［(］，易被泛素
化通路降解，半衰期极短，导致 !"## 的表达有一定的
难度，因此为了能成功表达相对不易被降解的人 !"##
蛋白，我们构建了带 )&’ 标签的人 !"## 重组蛋白表
达载体 *)%+,-’,!"##，在大肠杆菌中进行了表达，并
利用抗 )&’抗体对融合蛋白进行了检测，为进一步探
讨 !"## 生物学功能奠定基础。

!" 材料与方法

#. #/ 主要材料和试剂
/ / 原核表达载体 *)%+,-’,#、大肠杆菌 !" #$%& 012!、345#
（0%"）!678& 及含 !"## 基因序列的重组载体 *9:;,:7<,!"##
为本室保存。!"## 的基因编码序列由其发现者 4=>?,&@ABC88
:B@@D?=C教授惠赠，!9E引物由上海鼎安生物科技有限公司合
成；凝胶回收试剂盒为 ;,F=G= 产品；质粒提取试剂盒为 HI=FB
产品；限制性核酸内切酶 ’()1"和 *+$"、’- 0$J 连接酶、
!9E反应试剂盒购自大连宝生物公司；兔抗 )&’多克隆抗体购
自武汉三鹰公司；化学发光试剂为 &BG@B 9ACK 公司产品；1E!
标记羊抗兔 LF)为武汉博士德产品；考马斯亮蓝试剂购自科润
生物公司；!M67>?G76?NG= O6CMA?N=（!;0P）膜购自美国 :?66?*MA=公
司；谷胱甘肽琼脂糖小珠购自 JI=A8DBI 公司。其他常规化学
试剂为分析纯。

#. 5/ 方法
#. 5. #/ !9E扩增人 !"## 基因/ / 根据 !"## 基因的编码序列
设计带 ’()1"和 *+$"酶切位点的上下游引物。上游引物为：
2Q,’’’’))J’99J’))’)’J’’J999J)JJ9’9,"Q（含 ’()1"酶
切位点），下游引物为：2Q,’J’J9’9)J)’’JJJJJJJ)’),
)J))’JJ9’),"Q（含 *+$"酶切位点）。以 *9:;,:7<,!"## 为
模板进行 !9E 反应。!9E 反应体系（2R #6）组成为：#R S !9E
TCOO=A 2 #6，:F965" #6（52 IIM6 U 4），N$’! - #6（5. 2 IIM6 U 4），
A,(-酶 # #6（2 V U #6），引物各 R. 2 #6（R. 5 #IM6 U 4），0$J模板
# #6（"WW #F U I6），NN15 H "2 #6。扩增参数为：X- Y预变性
2 I?G，然后 X- Y变性 "R 8，22 Y退火 "R 8，W5 Y复性 "R 8，"R
个循环后 W5 Y延伸 #R I?G。扩增产物预期片段长约 5-R T*，
经 #. 5Z琼脂糖凝胶电泳分析鉴定后用 0$J 凝胶回收试剂盒
进行回收纯化。

#. 5. 5 / *)%+,-’,!"## 表达载体的构建 / / 将凝胶回收产物
!"## 和原核表达载体 *)%+,-’,# 分别用 ’()1"和 *+$"进行
双酶切，酶切产物用 #. R Z琼脂糖凝胶回收纯化。分别取回收
后的目的片段及载体片段，以 [\ #（目的片段 \ 载体片段）比例
混合，在 ’- 0$J 连接酶的作用下 #[ Y连接过夜，然后转化
!" #$%& 012!感受态细胞，"W Y孵箱培养过夜，挑取阳性克隆扩
增、提取质粒后进行酶切反应，经初步鉴定正确后送上海生工

公司测序。

#. 5. "/ !"## 重组蛋白的诱导表达/ / 挑选构建成功的重组质
粒 *)%+,-’,!"## 和和空质粒 *)%+,-’,# 转化 345#（0%"）感
受态细胞，"W Y培养过夜后，分别挑取重组载体和空载体的单
克隆菌落接种于 2 I6含 JI*的 43培养基中，"W Y培养过夜。

各取上述过夜菌 #RR #6 转接入 #R I6 含 JI* 的新鲜 43 中，
"W Y振荡培养至 .（[RR）为 R. ( ] #. R 时，各取 # I6 菌液记为
R D（作为对照），然后加入 L!’) 至终浓度为 # IIM6 U 4，继续振
荡培养，分别各取加入 L!’)后 #、5、- D菌液 # I6。将收取的菌
液于 - RRR A U I?G离心 # I?G后收集沉淀，用 #RR #6 R. R# IM6 U 4
冰 !3& 混悬。冰浴超声裂解，各加入 5 S &0& 上样缓冲液
#RR #6，煮沸 2 I?G，#5 RRR A U I?G 离心 " I?G。取上清 5R #6 进
行 &0&,!J)%电泳（2Z积层胶，#5Z分离胶），凝胶用考马斯亮
蓝染色。

#. 5. -/ !"## 重组蛋白的 ^=8@=AG T6M@ 鉴定/ / 取上一步实验
获得的实验组和对照组上清 5R #6 经 &0&,!J)% 分离后，半干
法（5 IJ U <I5，"R I?G）电转移至 !;0P膜，以 2Z脱脂奶粉封闭
# D后加入兔抗 )&’多克隆抗体（#\ # RRR 稀释），- Y过夜。#_
’3&’洗膜，#R I?G U次，共 - 次，最后加入 1E! 标记的羊抗兔二
抗（#\ 5 RRR稀释），室温下孵育 # D，#_’3&’洗膜，#R I?G U次，共
-次，最后加入化学发光试剂显色，于 3?M,EBN凝胶成像仪显影。
#. 5. 2/ !"## 重组蛋白的纯化及 ^=8@=AG T6M@ 鉴定/ 分别接种
5 I6重组菌和空载菌的过夜菌液至 5RR I6 含 JI* 的新鲜 43
中，"W Y振荡培养至 .（[RR）为 R. ( ] #. R 时，加入 L!’)至终浓
度为 # IIM6 U 4，"W Y继续振荡培养 - D，收集菌液于 - Y于
- RRR A U I?G离心 #R I?G 后收集沉淀，用 #R I6 R. R# IM6 U 4 冰
!3&混悬沉淀，加入乙二胺四乙酸二钠（%0’J）至终浓度为
5 IIM6 U 4，冰浴超声裂解。- Y孵育 # D 后，- RRR A U I?G 离心
#2 I?G，取上清加入 -RR #6 谷胱甘肽琼脂糖小珠结合过夜。
5 RRR A U I?G离心 2 I?G 收集谷胱甘肽琼脂糖小珠，R. R# IM6 U 4
冰 !3&洗涤，# I6 U次，共 " 次。加入 "RR #6还原型谷胱甘肽洗
脱缓冲液（#R IIM6 U 4还原型谷胱甘肽，2R IIM6 U 4 ’A?8,196，*1
(. R）与谷胱甘肽琼脂糖小珠结合 # D，5 RRR A U I?G离心2 I?G收
集上清，再次加入 "RR #6洗脱液洗脱 # D，收集两次洗脱液合为
一管。取实验组和对照组各 #R #6 洗脱液加入 5 S &0& 上样缓
冲液 #R #6，煮沸 2 I?G，#5 RRR A U I?G离心 " I?G后上样，按 #. 5.
- 步骤进行 ^=8@=AG T6M@鉴定。

#" 结果

5. #/ 人 !"## 基因扩增结果
/ / 以 *9:;,:7<,!"## 为模板，通过 !9E反应扩增人 !"## 基
因，得到约 5-R T*左右的片段，与预期的结果相符（图 #）。

! " #
" $$$ %&!
!$$$ %&!
’($ %&!
($$ %&!

"($ %&!

!$$ %&!

")#!!

#：0$J分子量标准 045RRR；5：!"## 的 !9E产物；"：阴性对照
图 !" $%!! 的 $&’产物琼脂糖凝胶电泳图

5. 5/ 重组原核表达载体 *)%+,-’,!"## 构建结果
/ / *)%+,-’,!"## 用 ’()1"和 *+$"双酶切后，可见 5 条
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&’(片段，! 条为载体片段，另 ! 条约 )*+ ,- 的片段为目的片
段（图 )）。经测序证实结果正确，表明原核表达载体构建成
功。

! " #

" $$$ %&!
!$$$ %&!
’($ %&!
($$ %&!
"($ %&!
!$$ %&! ")#!!

!：&’(分子量标准 &.)+++；)：-/012*32! 双酶切；%：-/012*32
$%!! 双酶切
图 !" #$%&’()’*+,, 双酶切琼脂糖凝胶电泳图

)# %" 重组蛋白的诱导表达
" " 分别用 4$3/对 -/012*32$%!! 重组载体和及 -/012*32!
空载体进行诱导表达，!)5 6&62$(/0 电泳，经快速考马斯亮
蓝染色 7 89:后脱色，发现分别在 %* ; !+% 和 )< ; !+% 处得到

与 /632$%!! 融合蛋白和 /63 蛋白的相对分子质量相符的蛋
白条带（图 %）。

! " # $ % & ’ ( )

%%*!+#!

$#*!+#!

#$*!+#!

"&*!+#!

",-.!/#!!
",-.

!：蛋白标准；) = 7：4$3/（!88>? @ .）诱导 -/012*32$%!! 后 +，!，
)，* A；< = B：4$3/（! 88>? @ .）诱导 -/012*32! 后 +，!，)，* A

图 +" 不同诱导时相点 -.-’*/$%电泳图

)# *" 融合蛋白的 CDEFDG: ,?>F鉴定
" " CDEFDG: ,?>F化学发光分析显示，经诱导的菌体裂解物与兔
抗 /63多克隆抗体反应，/632$%!! 融合蛋白组在相对分子质
量约 %* ; !+% 处出现一条带，/63蛋白组在相对分子质量约 )<
; !+% 处有单一条带。与预期理论值相符，说明所表达的融合

有 $%!! 的蛋白是正确的（图 *）。

! " # $ % & ’

!()*
()*!+#!!"

! = *：4$3/（! 88>? @ .）诱导 -/012*32$%!! 后 +，!，)，* A；7 = H：
4$3/（! 88>? @ .）诱导 -/012*32! 后 !，)，* A

图 (" #$%&’()’*+,, 的0123145 6783鉴定

)# 7" 融合蛋白纯化后的 CDEFDG: ,?>F鉴定
" " 谷胱甘肽2琼脂糖小珠亲和纯化蛋白后，经 CDEFDG: ,?>F 检
测结果显示与上述结果相同，即 /632$%!! 融合蛋白组在相对
分子质量约 %* ; !+% 处出现单一条带，/63 蛋白组在 )< ; !+%

出现单一条带（图 7），与预期目标一致。

! "

#$%!&’!!!

"#$%

!：纯化后的 /632$%!!；)：纯化后的 /63
图 9" 纯化后蛋白的0123145 6783鉴定

+" 讨论

" " $%!!（又名 $3I!H，-D:FJ?D:DFGKL>? !H）基因由 6FM2
N?DG等［B］于 !BB% 年首先在胚胎晚期小鼠的脑组织中
发现，该基因全长 *H) ,-，编码表达含 <O 个氨基酸的
蛋白，相对分子质量为 O ; !+%。$%!! 蛋白表达于细胞
质和细胞核中，它不属于任何已知蛋白家族，所以其功

能尚不完全清楚［!+］。目前对于 $%!! 蛋白结构的研究
文献报道也很少。3KJ?>G等［O］研究证实：由于 $%!! 基
因的 ’末端存在易被泛素2蛋白酶降解的 $063 结构
域，$%!! 蛋白能被 PD32Q/R26R（PD32AD-F>SJFD TG>UFA
VKSF>G @ ESKFFDG VKSF>G）、泛素2蛋白酶系统和目前未知的
金属蛋白酶等多条通路的作用而降解，从而导致 $%!!
蛋白的半衰期极短。本实验室在前期对 $%!! 原核表
达的预实验中，利用带有连续 < 个组氨酸残基序列（<
; Q9E 3KT）的 -03)+,（ W）和 -03%+K（ W）为载体表达
该蛋白，但未获得成功。因此，在本次实验中我们选用

了 -/012*32! 原核表达载体，该载体与 -03)+,（ W）
和 -03%+K（ W）载体相比，不同之处在于：!-/012*32
! 载体是表达 /63 融合蛋白的高效表达载体，其所表
达的蛋白产物在 ’端带有 /63序列，融合蛋白产物可
通过 /63层析柱快速、简便的纯化，也可以通过凝血
酶、1 因子等切割后快速释放；"表达标签蛋白 /63
的相对分子质量较大，为 )< ; !+%；#/63 标签蛋白本
身溶解性高，可以增加融合表达蛋白的溶解性。$
/63标签蛋白在大肠杆菌 X.)!（&0%）中不易被蛋白
水解酶降解［!!］。本实验中我们通过 CDEFDG: ,?>F 检测
表达的融合蛋白相对分子质量为 %* ; !+%，正好为 /63
和 $%!! 基因相对分子质量之和，结果表明 -/012*32
$%!! 重组载体成功表达了 /632$%!! 融合蛋白，并且
还对 /632$%!! 融合蛋白进行了初步纯化，为我们下
一步继续探讨 $%!! 的生物学功能提供了必要条件。
同时本实验还提示：对于构建表达相对分子质量较小

且容易降解蛋白的原核表达载体，选用带有较大相对

分子质量标签蛋白的载体成功率较高。
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个案与短篇 文章编号：A???7@K?K（!??M）?A7??!!7?!

脑胶质细胞瘤患者血清 !"#$% 表达的生物学意义

杨福兵，刘剑波，陈礼刚，董劲虎，黄云华，王新志，胡殿峰N N （泸州医学院附属医院神经外科，四川 泸州 LKL???）

N N 脑胶质细胞瘤的诊断主要依靠影像学检查，但病变早期影
像学表现往往不明显。脑胶质细胞瘤的预后与其生物学行为

特性密切相关，早期诊断、早期治疗对于改善患者预后有重要

意义。临床上亟需某种指标用于早期诊断及预后评估，这对于

脑胶质细胞瘤的防治有重要意义。研究表明，胰岛素样生长因

子7A（ )0$’()07()R# >*&[6- :.56&*7A，U1T7A）在体内许多肿瘤，如肺
癌、结肠癌、乳癌、前列腺癌组织中高表达［A］，其在外周循环中

表达水平也升高。而脑胶质细胞瘤患者外周循环中 U1T7A 的
相关性研究，国内外少见文献报道。我们探讨 U1T与脑胶质细
胞瘤发生的关系及其机制，现报告如下。

%& 资料与方法

A3 AN 资料与仪器
N N 选取 !??B 年 A! 月至 !??K 年 W 月在本院神经外科住院治
疗的脑胶质细胞瘤患者 B? 例为试验组，平均年龄 BW3 A 岁，其
中男性 AC 例，女性 AB 例。均行手术治疗，术后病理证实为脑
胶质细胞瘤。根据 <Za分类标准，低级别组共 AL 例：星形细
胞瘤 L 例，少枝胶质细胞瘤 K 例，室管膜瘤 K 例，脉络丛乳突状
瘤 ! 例；高级别组共 AK 例：胶质母细胞瘤 L 例，极性胶质母细
胞瘤 @ 例，髓母细胞瘤 B 例。B? 例脑胶质细胞瘤患者均排除高
血压、糖尿病等内科疾病及其他合并症。抽取同期门诊体检的

!?例正常人作对照组。实验组与对照组之间年龄、性别差异无
统计学意义（% b ?3 ?@）。
N N 无菌抽取晨空腹非抗凝血 B %(，脑胶质细胞瘤患者手术后

N N 作者简介：杨福兵，男，四川省安岳县人，主任医师，教授，主要从事颅底神经
外科、脊柱脊髓神经外科方面的研究。电话：AB@?M?BLCAA，Y7%.)(：
:’2)0>9.0>Ac -&6%.)(3 5&%

N N 收稿日期：!??L7A!7?K；修回日期：!??C7?L7AC

C d A? 8采血，离心提取血清，放置低温冰箱 D BK e保存。"H^7
!M?? U1T7A7U=E+ 试剂盒、"H^7CA?? U1TFO7UU7=U+ 试剂盒（美
国 "H^公司）。低温水平离心机；!7免疫计数仪；H.09& 低温冰
箱；西门子恒温冰箱；磁力振荡仪；微量进样器。

A3 !N 实验方法
N N 对实验组和对照组分别采用免疫放射量度分析（ U=E+）测
定血清中 U1T7A 的表达水平。
A3 BN 统计学处理
N N 计量资料用 "& f ’ 表示，采用 HOHH A?3 ? 统计软件，多组间
比较采用单因素方差分析，成组配对资料采用 "检验。

’& 结果

N N N 低级别组、高级别组血清 U1T7A 的表达水平分别与对照
组比较［分别为（BMC3 CC fW?3 WB）、（CWC3 KW f!?@3 L!）、（!CB3 AC f
MC3 !@）0> \ %(］有显著性差异（% g ?3 ?A）；高级别组与低级别组
比较有显著性差异（% g ?3 ?A）；试验组手术血清 U1T7A 的表达
水平差异显著（% g ?3 ?A）。

(& 讨论

B3 AN U1T7A 的生物学特性
N N U1T7A 是 U1T家族中的一员，是由 C? 个氨基酸残基组成具
有内分泌、自分泌和旁分泌特性的单链多肽 ，相对分子质量为

C LKW，有 F、,、+、" K 个结构域，通过 B 个二硫键交叉连接而
成，基因位于 A! 号染色体 ]!! d !K，A 区。因其与胰岛素结构
具有高度同源性，且有胰岛素样代谢效应而得名［!］。

N N U1T7A 通过其受体（ U1T7A=）发挥促进细胞分化增殖、抑制
凋亡及类胰岛素代谢作用。U1T7A 大多与胰岛素样生长因子结
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