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人Api6融合蛋白原核表达系统的构建 
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【摘 要 】目的：本研究拟采用蛋白原核表达的方法，诱导表达人 Api6(Apoptosis inhibitor 6)融合蛋白，为进一步研究Api6在 

凋亡抑制、脂质代谢和肿瘤发生中的作用奠定基础。方法：利用PCR技术扩增人Api6基因，将其克隆至原核表达载体ppSUMO， 

构建重组质粒ppSUMO—Api6；重组质粒转化原核表达宿主菌E．coli Rosetta感受态；采用蛋白原核表达的方法，不同诱导前菌 

液浓度，不同温度、不同异丙基硫化半乳糖苷(Isopropyl-fl—D—thiogalaotopyrano—side，IPTG)浓度、不同诱导时间，筛选诱导表达 

Api6重组蛋白的最优条件：Western blot鉴定其表达情况。结果：成功构建重组质粒ppSUMO—Api6；成功诱导Api6重组蛋白的 

原核表达，表达的最优条件为：OD6oo=0．5 0．8的重组菌，16℃、0．5 mmol／L IPTG诱导 16 h。结论：含有人Api6 cDNA全长序列的 

重组质粒 ppSUMO—Api6，经转化原核表达宿主菌 E．coli Rosetta感受态细胞 ，在诱导前菌液 OD~=0．5～0．8、16oC、0．5 mmol／L 

IFFG、诱导 16 h这一优化的诱导条件下，重组菌ppSUMO—Api6一Rosetta可诱导重组蛋白ppSUMO—Api6的原核表达。 
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function of human Api6 fusion protein expression using a 

prokaryotic expression system．Methods：Api6 cDNA was in— 

serted into ppSUMO vector to form recombinant plasmid pp- 

SUMO—Api6；recombinant plasmid ppSUMO-Api6 was trans- 
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formed into prokaryotic expression host E．coli Rosetta；prokaryotic expression method was optimized to induce expression of recombi- 

nant protein Api6 in different conditions of E．coli density，temperature，IPTG concentration and induction time；recombinant protein 

Api6 was identified by Western blot．Results：The recombinant plasmid ppSUMO—Api6 was successfully constructed：the recombinant 

protein Api6 was successfully induced，and the expression of recombinant protein ppSUMO-Api6 from the prokaryotic expression 

system was optimized in the condition of OD~=O．5-0．8，16℃ ，0．5 mmol／L IPTG and 16 h induction．Conclusion：Recombinant plas- 

mid ppSUMO-Api6 was converted into the prokaryotic expression host E．coli Rosetta to get the recombinant strain ppSUMO-Api6一 

Rosetta．Recombinant protein ppSUMO-Api6 was expressed using a prokaryotie expression system at the optimal expression condi- 

tions． 

【Key words】Api6；prokaryotic expression；fusion protein 

凋亡抑制因子 6(Apoptosis inhibitor 6，Api6)，又常被称 

作 AIM(Apoptosis inhibitor expressed on macrophage)，Spc~(Se— 

creted protein alpha)或 CD5L(CD5 antigen like)．是清道夫受 

体富含半胱氨酸残基超家族(Scavenger receptor，systeine rich— 

superfamily，SRCR—SF)B组成员Il_。早期研究发现 Api6／AIM／ 

Spa主要由淋巴组织的巨噬细胞产生，具有抑制 CD4qCD8 

双阳性胸腺细胞凋亡的作用。从而支持其在胸腺选择之前的 

存活[21；之后开展的更多相关研究则相继揭示了Api6在细菌 

感染[31、炎症反应 和肿瘤发生[51中均起到了重要作用；由于 

Api6是核受体 LXR的靶基因[61，近年来Api6在脂质代谢中 

的作用开始受到人们的关注。作为凋亡抑制因子，Api6对多 

种免疫细胞的凋亡抑制作用已经得到了人们的初步认识_2l ， 

，但其抑制凋亡的具体机制还需要得到更深入的研究。 

本研究拟采用原核表达系统。表达人Api6融合蛋白，为 

进一步深入研究Api6在凋亡抑制、脂质代谢和肿瘤发生中 

的作用奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌株和载体 

E．coli DH5c~由重庆医科大学脂质中心实验室保存；E．coli 

Rosetta及原核表达载体 ppSUMO vector由重庆医科大学感 

染性疾病分子生物学教育部重点实验室惠赠。 

1．2 主要试 剂 

LB／Kan液(固)体培养基，Prime Star高保真酶试剂盒 

(TakaRa，日本)，限制性内切酶(NEB，美国)，胶回收试剂盒 

(Omega，日本)，T4 DNA连接酶(NEB，美国)，质粒小抽试剂 

盒(Omega，日本)，异丙基硫化半乳糖苷(Isopropy1]B-D- 

thiogalaotopyrano-side，IPTG)(Merck，德国)，Prestained Protein 

Ladder(Fermentas SM0671，MBI，加拿大)，anti human CD5L 

antibody(R&D systems，美国)。 

1-3 重组质粒 ppSUMO—Api6的构建 

根据 Pubmed基因序列数据库中提供的人 Api6(Gene 

ID：Bc_033586)基因序列设计一对特异性引物，引物序列如 

下 ：f一耐mer：5’一CGGGATCCGATGGCTCTGCTA1TI’CTCCT一3’ 

(下划 线 部 分 为 曰 H I酶 切 位 点 )，r-primer：5’一GC— 

GAAGc邢 ATCATCCTGAGCAGATGAc一3’(下划线部分为 

Hindlll酶切位点)，引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

PCR体外扩增人Api6 cDNA全长．产物回收纯化，经 T4 

DNA连接酶 16~C连接构建入原核表达载体ppSUMO，连接产 

物转化 E．coli DH5c~感受态，卡拉抗性筛选单克隆菌株 ，质粒 

小抽并鉴定。 

1．4 ppSUMO—Api6融合蛋白的表达与鉴定 

重组质粒 ppSUMO—Api6转化蛋白原核表达宿主菌 E．coli 

Rosetta感受态，挑取重组菌单克隆，接种于5 ml LB／Kan培养 

基中，37~C，180 r／rain培养过夜，过夜培养物按 2％接种到 

100 ml LB／Kan。37~C培养至 OD~o=0．5—0．8，加入 IPTG至终浓 

度为 0．5 mmol／L，37~C，3 h诱导融合蛋白的表达，并以空菌、 

空载体和未加IPTG诱导的培养物作为对照。离心收集菌体． 

在磷酸盐缓冲液(Phosphate buffered saline。PBS)pH 8．0的缓 

冲条件下冰水浴超声破菌，裂解液离心分别收集上清和沉 

淀。用于 SDS—PAGE电泳和 Westem blot分析 ，鉴定 目的蛋 

白的表达情况。即诱导产物裂解液上清和用 pH 8．0 PBS重 

悬的沉淀经8％SDS—PAGE分离后电转移至硝酸纤维素膜， 

5％脱脂奶粉封闭后 TBST(Tris buffer solution+Tween)洗涤 4～ 

6次．以抗人 CD5L抗体做一抗(1：1 000稀释)，4~CJ#育过夜 

后再用 TBST洗涤 4-6次，分别加 5％脱脂奶粉稀释的 HRP 

标记小鼠抗山羊 IgG(1：5 000稀释)二抗 ，37℃孵育 2 h，TB— 

sT洗涤 6次后 ECL显影。 

1．5 融合蛋白表达条件的优化 

根据影响蛋白原核表达的各个因素水平，分析不同条件 

下．重组融合蛋白ppSUMO—Api6的表达量。得到最佳表达条 

件。 

上述实验方法中涉及的酶切反应、连接反应、感受态细 

胞的制备、质粒转化、琼脂糖凝胶电泳、SDS—PAGE等常规分 

子生物学操作参考《分子克隆实验指南》 。 

2 结 果 

2．1 Api6基因的体外扩增 

1．2％琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物得到约 1．1 kb的 

DNA片段，大小与预期相符(图 1)。 
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抗性基因，重组蛋白含有6xHis的融合标签和SUMO分子伴 

侣。ppSUMO具有SUMO载体本身的优点，如能够降低融合 

蛋白降解、显著增加重组蛋白的表达量、促进靶蛋白正确折 

叠、提高可溶解性等 o／。同时，改造后的ppSUMO引人了 

BamHI／HindⅢ核酸酶切位点和 tev蛋 白酶酶切位点，后者能 

特异性地切割分离融合蛋白和亲和标签，从而获得纯化的目 

标蛋白。 

3．2 重组蛋白原核表达条件的优化 

重组质粒 ppSUMO—Api6转化表达宿主菌后菌液浓度培 

养至 OD6oo=0．5—0．8，经 0．5 mmoYL IPTG，37℃诱导 3 h，所诱 

导的蛋白大量在沉淀中以包涵体形式表达．如图4A所示。故 

根据影响蛋白原核表达的各个因素，逐一优化表达条件，包括 

诱导温度、诱导前菌液 0D咖值、诱导时间和 IPTG浓度(图 

3)。 

在条件优化过程中发现。温度是对该目标蛋白诱导表达 

影响最大的因素。常规诱导温度为37％，本课题表达的pp— 

SUMO—Api6经试验发现 ，16℃的低温诱导为最佳诱导温度 ， 

37％条件下主要为包涵体表达，l6℃则表现为上清表达为 

主。分析原因为低温下细菌生长缓慢，使得蛋白合成速度减 

慢，从而最大限度的提高了蛋白正确折叠的几率，提高了蛋 

白可溶性表达，增强了活性蛋白的表达比率。 

诱导前菌液0D 值根据常规径验选择 OD~o=0．5—0．8， 

并控制在0．6左右，同时以OD6oo=0．2及 0D600≥1．0作对照， 

确定最佳0D 0．5～0．8，与常规经验值相同，无特殊性。 

IPTG浓度对则主要影响蛋白表达的量。本课题中选择 

的 3个 IPTG浓度．0．5 mmol／L为常规经验值 ．另设 0．2 retooL／ 

L和 1．0 mmol／L两个浓度 ．发现 0．2 mrnol／L IPTG也能诱导目 

标蛋白的表达．但表达量比0．5 mmol／L的表达量低，而 1．0 

mmol／L则仅有极低量的表达 。且菌液裂解后的总蛋白量均较 

低，考虑为IPTG量过高，导致对表达宿主菌毒性过重所致。 

因为是低温表达，所以表达时间也有较大影响，常规37℃ 

诱导时间多为3 h即可，考虑低温诱导下细菌生长缓慢，蛋 

白合成速度也减慢 ，所以应延长诱导时间，故另设 8、16 h两 

个诱导时间，比较发现，16 h的过夜诱导表达的蛋白量为最 

高 

4 结 论 

人 Api6蛋白是糖基化分泌蛋白，糖基化后相对分子质 

量应是50 kDIn]，在原核表达系统中诱导表达的是没有糖基 

化的蛋白。相对分子质量 38 kD，与ppSUMO分子伴侣形成 

融合蛋白的大小预计应为54 kD，我们所表达的融合蛋白约 

55 kD(图5)，与预计理论值基本相符。优化条件后的蛋白表 

达大量存在于重组菌裂解液上清中，因此大量诱导破菌后分 

离上清，通过Ni—NTA sepharose金属Ni螫合层析介质纯化， 

蛋 白酶切去除 ppSUMO分子伴侣。即可大量得到纯化的人 

Api6目的蛋白，从而为进一步研究Api6在凋亡抑制、脂质代 

谢和肿瘤发生中的作用奠定基础。 
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