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人工锌指蛋白真核表达载体的构建及表达

魏)勇$应大君$朱楚洪$侯春丽$崔晓萍))"第三军医大学基础医学部解剖学教研室$重庆市生物力学与组织工程重点实
验室$重庆 %"""(’#

))摘)要! 目的)构建人工锌指蛋白*+,基因的真核表达载体$检测其在真核细胞的表达情况$从而探讨人工锌指蛋
白作为人工转录因子-./结合域的可能性% 方法)全基因合成人工锌指蛋白"012324567489:48;6<0<=2648$ *+,#的核酸序
列并克隆入 0>?+,#.! 及 0@A>B&#>?+,真核表达载体中$构建重组质粒 0>?+,#.!C*+,及 0@A>B&#>?+,C*+,#+D3;$通过
酶切&菌落,EA及测序来鉴定重组载体的正确性% 脂质体 -FG/,体外转染重组质粒于 EFB#H 细胞中$用荧光显微镜&
AG#,EA&I6J26<8 KD=2方法鉴定*+,在该细胞中的表达% 结果)正确构建了 0>?+,#.!C*+,&0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组
表达质粒$并且在EFB#H 细胞中成功进行了人工锌指蛋白*+,的表达% 结论)采用生物信息学手段获得的假定的锌指蛋
白基因序列可以在真核细胞内正常表达%
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))/&" 蛋白是一种细胞质内的保护性蛋白$可通过
下调.+#!Z信号途径抑制机体内的严重炎症反应$同
时可抑制由 G.+导致的程序性细胞死亡% 在严重创
伤感染时$/&" 基因的过表达对血管内皮细胞&平滑肌
细胞以及肝细胞具有明显的保护作用% 另外实验结果
显示 /&" 可显著提高同种&异种移植时的免疫耐
受(!$&$() % 基于以上特点$许多实验室通过不同方式对
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))作者简介!魏)勇$男$山东省泰安市人$博士研究生$主要从事血管生物力学
方面的研究% 电话!""&(#_’H$&$L"
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/&" 的表达调节进行了研究(&$%) $其中在转录水平上
通过特异性的人工转录因子调节内源性 /&" 基因表
达或过表达"而不是转染外源性的 /&" 基因#是一种
新的研究途径%
))人工转录因子主要是由-./结合结构域"K48V48;
V=S348#与效应结构域 "6::692=<V=S348# 两部分组
成($) % 其中$构建特异性的-./结合域是成功构建特
异性人工转录因子的核心工作% 锌指结构以其小巧灵
活&结构独特常作为-./结合域的首选结构(_) % 我们
根据经典的 E&O& 锌指模型$以 /&" 基因启动子序列
作为靶序列$人工构建了包含 _ 个连续 E&O& 锌指结
构的假定的锌指蛋白序列"012324567489:48;6<0<=2648$
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*+,#% 在此基础上$为研究*+,在真核细胞的表达情
况$本实验分别构建了重组真核表达载体 0>?+,#.!C
*+,及 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;$并转染于 EFB#H 细胞
中$观察其真核表达情况% 以期为进一步设计调节
/&" 基因的人工转录因子"3<24:4943D2<38J9<4024=8 :392=<$
/G+#提供实验依据%

:;材料与方法

!\!)材料
))菌株&细胞株及载体!大肠杆菌GF,!" 购自北京天根公司$
EFB#H 细胞由第三军医大学基础医学部微生物学教研室张俊
磊博士惠赠$0>?+,#.! 真核表达载体由本室保存$0@A>B&#>?#
+,载体由黄刚博士惠赠%
))-./合成!*+,的全基因序列&,EA反应分子遗传学教研
室引物由上海生工合成%
))试剂盒!,EA产物纯化试剂盒购自博大泰克$胶回收试剂
盒&质粒抽提试剂盒购自北京天根公司$AG#,EA试剂盒购自杭
州博日公司%
))细胞培养及检测试剂!A,U@!_%" 培养基购自 ?4K9=公司’
胎牛血清购自 OTED=86公司’-FG/,脂质体是 A=9Q6公司产
品’G<47=D购自 @8542<=;68 公司’抗 +D3;抗体由中科院上海研究
院抗体研究中心提供’OA,标记的二抗购自 B3823E<17公司%
))其他试剂! !"#-./聚合酶&V.G,购自 ,<=S6;3公司’各
种限制性内切酶&G% -./连接酶&-./标准购自G3X3A3公司’
预染标准蛋白质标准为 UZ@产品’*8ED&&硝酸纤维素".E#膜
购自 B4;S3公司%
!\&)方法
!\&\!)0>?+,#.!C*+,及 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;真核表达质
粒的构建))把人工合成的 *+,全基因序列亚克隆到的
0PE!L 克隆载体的 $%""位点$构建 0PE!L#*+,克隆载体$ c
&" d保存备用% 用,<4S6<,<6S46<$\" 设计 & 对,EA引物$第 !

对引物$+!!$e#EE? EGE?/? /G?EG??//EE???G?/#(e"矩

形框内为 &’("酶切位点#’A!!$e#E?? ??G/EE?EG??GE#

GGGGG/EE??G/G#(e"矩形框内为)*+"酶切位点#% 第 & 对引

物$+&!$e#EE?EGE?/?/G??/EG/E//??/E?/E?/G?/E/#

/?EG??//EE???G?/#(e"矩形框内为 &’("酶切位点$下划

线部分为编码 :D3;23;的核苷酸序列#’A&!$e#E?? ??/GEE

?EG??GEGGGGG/EE??G/G?E#(e"矩形框内为 ,"%O"酶切位
点#% 以 0PE!L#*+,为模板$采用上述引物扩增*+,基因片段%
)),EA产物纯化试剂盒纯化 & 组*+,的,EA产物% 限制性
内切酶&’("&)*+"双酶切第 ! 组,EA产物及表达载体 0>?#
+,#.!’&’("&,"%O"双酶切第 & 组 ,EA产物及表达载体
0@A>B&#>?+,$用 "\’f琼脂糖凝胶电泳鉴定$酶切产物经胶回
收纯化% 依照设计方案$用 G% -./连接酶将两个小片段分别
与两个大片段连接$连接产物分别转化为GF,!" 感受态大肠杆
菌$用卡那霉素平板筛选% 挑选单个阳性菌落接种于含卡那霉
素的YZ培养基中$(H d震荡过夜$碱裂解法提取质粒% 采用
菌落,EA",EA引物$+!$e#EEE/?//G?G??E//?/?GG#(e$A!

$e#G?E?GG??G?GGEE?GE/?G#(e#及限制性内切酶对重组子进
行初步鉴定$将含阳性重组子的菌液送上海生工公司进行测
序% 鉴定正确的重组子$并分别命名为 0>?+,#.!C*+,及
0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;%
!\&\&)转染EFB#H 细胞))复苏冻存的EFB#H 细胞$在含 Hf
胎牛血清的 A,U@!_%" 培养基 "含终浓度为 "\! SS=DCY
*8ED&#&(H d&$fEF&饱和湿度下培养% 选取复苏后第 ( 代细
胞进行转染% 细胞于 &% 孔板生长到 _"f汇合时$按照-FG/,
"A=9Q6#说明书进行转染% 实验组分别转染重组质粒 0>?+,#
.!C*+,&0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;$阳性对照组转染空 0>?+,#
.!&0@A>B&#>?+,质粒$空白对照组只加等量的脂质体$按常规
方法培养细胞% 选取不同时相点$在荧光倒置显微镜下观察转
染细胞的生长情况%
!\&\()AG#,EA检测 *+,SA./的表达水平))转染 &% Q
后$收集相应各组细胞$分别加入 ! SDG<47=D$常规抽提细胞总
A./$根据试剂盒说明采用二步法进行 AG#,EA% ,EA扩增所
用引物与菌落,EA引物相同$扩增片段大小应为 (L& K0$!\"f
琼脂糖凝胶电泳鉴定,EA产物%
!\&\%)I6J26<8 KD=2分析 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;实验组的蛋白
表达))转染 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;融合表达质粒 %’ Q$收集
并裂解细胞$收获细胞总蛋白% 按操作说明$取 &" #D处理后的
蛋白样品进行 B-B#聚丙烯酰胺凝胶电泳% 将蛋白转移至硝酸
纤维膜上$在 $f脱脂奶粉封闭液中封闭 ! Q$依次加入 $f 脱
脂奶粉稀释 !g$"" 的鼠源抗 +D3;单克隆抗体"% d过夜# 和辣
根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗"!g& """#$室温 & Q% 于暗室
中显影$扫描胶片% 空 0@A>B&#>?+,质粒转染组作为对照%

<;结果

&\!)0>?+,#.!C*+,及 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组
子的构建结果

))分别使用 &对特异性引物进行,EA$从 0PE!L#*+,克隆载
体上扩增得到 & 条分别为 $%L& $H( K0的目的基因片段"图 !#%
真核表达载体 0>?+,#.! 及 0@A>B&#>?+,分别进行双酶切$电
泳结果显示条带符合理论结果"图 &#% 构建的 0>?+,#.!C*+,
及 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组子分别经限制性内切酶 &’("
单酶切$琼脂糖凝胶电泳显示$在 $ &"" K0 及 $ ’"" K0 处有明
显的目的条带"图 (#% 菌落,EA鉴定结果可见在 (L& K0处有
明显的条带"图 %#% 上海生工测序结果完全符合预期结果%
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图 <;真核表达载体双酶切结果
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图 A;重组质粒的!"#!单酶切鉴定结果
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图 B;菌落?!@对扩增产物的分析

&\&)EFB#H 细胞内绿色荧光蛋白的表达
&\&\!)0>?+,#.!C*+,及 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;实验组))
转染 !& Q两实验组镜下可见发绿色荧光的细胞$荧光主要存在
胞核内% 转染 &% Q实验组阳性细胞明显增多$每个视野可见数
个至数十个细胞$ 多为明亮的绿色荧光$细胞质和细胞核中均
有荧光表达$但细胞核的荧光强度高于细胞质% 转染 %’ Q发光
细胞的荧光强度最强$ 细胞多成堆或成对出现$细胞核与细胞
质的荧光强度无明显差别"图 $#% 随细胞培养时间延长阳性
细胞数量逐渐减少$荧光强度逐渐减弱% 整个培养过程中显
示$ 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;组阳性细胞的数量及荧光强度始
终强于 0>?+,#.!C*+,组$原因可能是 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;
系双顺反子表达载体$>?+,上游存在独立的内部核糖体进入
位点"@A>B#$使>?+,可独立表达而不受目的蛋白*+,表达的
影响% 而 0>?+,#.!C*+,表达载体中$>?+,蛋白是以融合蛋
白形式表达$蛋白翻译速度及效率受其上游*+,蛋白翻译的影
响% 转染效率的测定!转染 (_ Q两实验组分别在荧光显微镜下
计数 !" 个视野的细胞$结果显示$0>?+,#.!C*+,组共计数
%H" 个细胞$其中 %& 个细胞发绿色荧光$阳性细胞比例约为 ’\
Lf% 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;组共计数 $($ 个细胞$其中 H% 个
细胞发绿色荧光$阳性细胞比例为 !(\_f%
&\&\&)0>?+,#.! 及 0@A>B&#>?+,对照组))转染 ’ Q 即可
见阳性发光细胞$而且细胞培养的不同时相点阳性细胞的数量
及强度均强于实验组% 空白对照组无绿色荧光%
&\()0>?+,#.!C*+,&0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组子
中*+,SA./的表达水平

))AG#,EA结果显示$转染 0>?+,#.!C*+,及 0@A>B&#>?+,C
*+,#:D3;&% Q后$均可看到 *+,SA./的表达% 琼脂糖凝胶电
泳显示在 (L& K0处有明显的特异性扩增条带$与预期结果相符
"图 _#% 而且$转染 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;表达质粒的 EFB#H
细胞内*+,SA./的表达水平高于转染 0>?+,#.!C*+,的表
达% 对照组无*+,SA./的表达%
&\%)带+D3;标签的*+,蛋白在EFB#H 细胞内的表达
情况

))转染 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组质粒 %’ Q EFB#H 细胞内
有明显的*+,蛋白的表达$I6J26<8 KD=2检测结果可见明显的
蛋白印迹% 而转染 0@A>B&#>?+,的对照组未见蛋白表达"图
H#% 说明*+,融合+D3;标签的表达是成功的%

!!!"!# !$
/! 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;转染 &% Q" h!""#’ Z! 0>?+,#.!C*+,转染 &% Q" h!""#’ E! 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;转染 %’ Q" h%""#’ -! 0>?+,#
.!C*+,转染 %’ Q" h%""#

图 C;荧光倒置显微镜观察转染!DEFG 细胞的生长情况
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U! -./标准"-Y&"""#’ !! 0>?+,#.!C*+,转染组’ &! 0@A>B&#
>?+,C*+,#:D3;转染组

图 H;@IF?!@鉴定=>?J@K6的表达

! "

!! 空 0@A>B&#>?+,转染组’ &! 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;转染组
图 G;L+$%+&#73"%鉴定=>?F*3-1融合蛋白的表达

A;讨论

))以 0>?+,#.! 为基础构建的重组质粒转染真核细
胞后可表达含增强型绿色荧光蛋白的融合蛋白$由此
可直接观察目标蛋白是否表达$以及在细胞内的分布
与定位% 通常认为目标蛋白与 >?+,融合后$并不影
响前者的正确折叠&运输和胞内定位(H) % 实验初期$
我们把携带 :D3;标签的 *+,克隆到 0>?+,#.! 载体
中$构建 0>?+,#.!C*+,#:D3;融合表达载体$荧光显微
镜下可见明显的绿色荧光$AG#,EA结果也显示 *+,
SA./表达$但I6J26<8 KD=2实验结果不明显$只能检
测到*+,#:D3;的弱阳性表达% 分析原因我们认为$锌
指蛋白*+,是由 _ 个连续的锌指结构串联而成$在活
细胞内每一个锌指结构都需要 *8 离子来维持其特有
的 $$%结构$进行 B-B#,/?>时$融合蛋白变性使
*+,的空间构型破坏$而且 *+,与 >?+,之间的连接
区"Y48^6<#没有足够的长度及柔性$:D3;位点或许不能
很好的暴露$从而无法形成良好的抗原抗体反应% 结
合荧光显微镜观察及 AG#,EA结果$我们认为目标蛋
白*+,在细胞可以正常表达$I6J26<8 KD=2实验结果是
由于蛋白构型改变导致的弱阳性结果% 为了验证这一
假想$我们构建了 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组表达载
体% 0@A>B&#>?+,为双顺反子真核表达载体$在其多
克隆位点和>?+,编码区之间设计有内部核糖体进入
位点"@A>B# $此位点可以确保克隆入多克隆位点的
*+,基因与>?+,编码基因共同转录$而翻译出来的
>?+,与*+,蛋白各具独立的空间结构和生理活性$
而不是融合蛋白(’) % I6J26<8 KD=2实验结果可显示明
显的印迹反应$显示 0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组质粒

成功进行了*+,蛋白的表达%
))在序列特异性转录因子的-./结合结构域中$锌
指结构是最丰富的结构模块% 锌指一般成串联排列$
许多转录因子含 ( 个或更多的锌指来识别特异的
-./序列$并调控基因的表达(L$!") % 通过生物信息学
手段$我们选取了 /&" 基因启动子区一段 !’ K0 的序
列作为目标靶序列$并设计了可与此靶序列特异性结
合的含 _ 个连续锌指结构的人工锌指蛋白*+,% 由于
*+,是采用生物信息学手段构建的人工锌指蛋白$其
基因序列是依据生物学软件及数据库资料人工优化的

结果% 在序列优化过程中$我们尽量选择在真核及原
核细胞内均可有效表达的密码子$以使其在真核及原
核细胞内均能表达% 并且利用密码子的兼并性$尽量
减少整个序列中局部重复序列的产生$以利于全基因
合成及后期基因克隆操作% 通过对 0>?+,#.!C*+,&
0@A>B&#>?+,C*+,#:D3;重组表达载体的成功构建及表
达$提示利用生物信息学手段$人工设计特异性的锌指
蛋白并进行体外真核细胞表达是可行的$为进一步设
计完整的人工转录因子$进而干预 /&" 基因的表达奠
定了基础%
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