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人重组蛋白nm23一H1突变体原核表达纯化与鉴定 
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【摘 要】目的：构建nm23一H1的S120G，SI20G—P96S及$44A突变体原核表达载体，并在大肠杆菌中表达及纯化。方法：通过 

PCR方法扩增突变型nm23一HI目的片段 ，利用基因重组技术构建 pET28a—nm23一H1突变型原核表达载体 ，并进行酶切和测序 

鉴定 ，鉴定正确克隆转化 BL21(DE3)溶源菌，进行蛋白表达及可溶性分析，同时采用 NI—NTA镍柱亲和层析法进行纯化，应用 

Western blot方法对纯化后蛋白进行鉴定检测。结果：通过酶切和测序鉴定，pET28a—nm23一川 突变型原核表达载体序列正确， 

编码框正确。转化溶源菌后能够表达目的蛋白，蛋白表达量高；其中，$44A为可溶性表达，S120G以可溶性表达为主，少部分为 

包涵体表达，而S120G—P96S则大部分为包涵体表达；Western blot检测结果提示 3个突变型nm23一H1蛋白分子量均为20 kD， 

与预计值相符。结论：成功构建 nm23一H1的 S120G，S120G—P96S及 $44A突变体原核表达载体，S120G和 $44A蛋白可以用于 

下一步实验研究，而 S120G—P96S突变体则可能不适于下一步研究。 
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Prokaryotic expression，purification and identification of human mutant 

nm23-H 1 protein 
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【Abstract1Objective：To construct prokaryotk expression vector of mutant nm23一H1(S120G，S120G—P96S，$44A)，and then express 

and purify the proteins．Methods：Mutant nm23-H 1 fragments were amplified by PCR．The prokaryotic expression vectors of 

pET28a—nm23一H 1 were constructed by gene recombination technique and verified by restriction enzyme analysis and sequencing．The 

positive clones were transformed into E．coli BL2 l(DE3)and soluble analysis of the expression was conducted in these systems．The pro— 

teins were purified by nickel column chromatography and identified by Western blot．Results：The sequences and open read frames of all 

the pET28a—nm23一H 1 were completely COlTeCt．After transforming，these plasmids could express the target proteins．The protein produc— 

tion was very high．Among these mutant proteins，$44A was soluble expression and S 1 20G was partly soluble．However，S 1 20G—P96S was 

mostly in the inclusion bodies．The molecular weight of these mutant proteins was 20 kD detected by Western blot，which was as the same 

as the objective protein．Conclusion：We have succeeded in constructing the prokaryotic expression vectors of pET28a—nm23一H 1 

(S 1 20G，S 1 20G—P96S，$44A)，and the S 1 20G and$44A proteins can be used in following studies．However，S 1 20G—P96S protein 

which expressed in this system may not be suitable for the following studies． 
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肿瘤 的侵袭和转移是多基 因、多 因子共同作用 

的结果 。转移抑制基因结构和功能的异常将导致对 

肿瘤转移表型的调控异常，最终引起肿瘤转移。 

nm23一H1基因 已被证 明为 肿瘤转移抑制基 因 ，并 

与癌细胞的转移能力密切相关。但关于 nm23一H1 

抑制肿瘤转移的生化机理 目前并不清楚 ，已有研究 

表明不同位点的突变将影响nm23一HI的生物学功 

能_11．为此本实验在原有工作基础上进一步构建表 
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达 了 nm23一H1的 SI20G (120位 丝 氨 酸一 甘 氨 

酸 )，S120G—P96S(120位丝氨酸一甘氨酸 ，96位脯 

氨酸一丝氨酸)及 $44A(44位丝氨酸一缬氨酸)3 

个突变体的原核蛋 白，拟进行进一步的实验研究。 

1 材料与方法 

1 1 挂聃 

XL1一blue菌和 BL21(DE3)溶原菌 由本实验 室保存 ； 

pET28a载体由中山大学刘莉博士馈赠 ； GFP—nm23一川 突 

变型质粒(S120G，S120G—P96S及 $44A)均由本实验室构建 。 
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限制 性 内切 酶 N o t I 、 N d e 1I 、 E c o R I 和 B a m H I ， P y r o b e s t 高

保 真 D N A 聚合 酶 ， D N A 连 接 试 剂 盒 均 购 自 T A K A R A 公 司 。

P C R 产 物 纯 化 试 剂 盒 及 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自赛 百 盛 公 司 。

N I — N T A s p i n k i t s 蛋 白纯 化 试 剂 盒 购 白 Qi a g e n 公 司 。 蛋 白

m a r k e r 购 自美 国 F e r m e n t a s 公 司 。

1 12 方 法

1 ． 2 ． 1 载 体 的构 建 与 鉴 定 由 于 p E G F P — n m 2 3 一 H 1 质 粒 和

p E T 2 8 a 载体之 间没 有 合适 的 酶 切 位 点 ， 因 此 不 能 通 过 酶 切

连 接来构 建载体 ， S 1 2 0 G ， S 1 2 0 G — P 9 6 S 及 $ 4 4 A 3 个 原 核 表 达

载体均通 过 P C R 方 法 构 建 。 具 体 过 程 如 下 ：根 据 序列 图谱设

计 引 物 ， 上 游 引 物 引 入 N d e I 酶 切 位点 ， 下 游 引 物 引入 N o t I

酶切 位 点 。 上 游 引物 ：5
’

一 G G G A A T T c C A T A T G T T C G A A
‘

r r C A

T G G C C A A C T G T G 一 3
’

；下 游 引物 ：5
’

一 A T A G T l T A G C G G C C G C

rr r A T G G A T C c T CA T A G A T c C A G 一 3
’

。 P C R 反 应 体 系采 取 试 剂

盒 说 明书建议 用 量 ：9 5 ℃ 3 m i n 预 变性 ；9 4 ％ 3 0 s 变性 ， 6 l ℃

4 0 s 退 火 ， 7 2
0

C 1 ra i n 延 伸 ， 共 3 0 个 循 环 ； 最 后 延 伸 7 2
0

C 6

m i n ， 4
~

C 终止 反 应 。 2 ％ 琼脂 糖凝 胶 电泳检 测 。 胶 回 收法 纯 化 、

回 收 目 的 片 断 。 扩 增 产 物 通 过 N d e I 和 N o t I 酶 切 插 入

p E T 2 8 a 载 体 ， 重 组 质 粒 采 用 E c o R I 和 B a m H I 酶 进 行 酶 切

鉴 定 ， 鉴 定 正 确 的克 隆再 送 大 连 宝 生 物公 司 测 序 。

1 ． 2 ． 2 蛋 白的诱 导 表 达 与纯 化 上 述 鉴 定 正 确 的 克 隆转 化

B L 2 1 ( D E 3 )溶 源 菌 表 达 。 其 中诱 导 温 度 为 3 0
~

C
， 诱 导 时 问

4 h ， I P r G I m m o l ／L
， 可 溶性 分 析采 用 超 声裂 解 ， 离 心 后 分 别取

沉 淀和 上 清 电 泳 。 纯 化 方 法 按 试 剂 说 明 书 进 行 ， 非 变性 条件

下 纯 化 方 法 ：细 菌 裂 解 采 用 溶 菌 酶 + 超 声 裂 解 ， 其 中 咪 唑 浓

度 采 用 5 m m o l／L 挂 柱 ， 1 0 m m o l ／L 和 2 0 m m o Y L 洗 涤 ， 2 5 0

m m 0 1／L 和 3 0 0 m m o l ／L 洗 脱 目的蛋 白 。 变性 条件 下 纯 化方 法 ：

p H 8 ． 0 挂 柱 ， p H 6 ． 3 洗 涤 2 次 ， p H 4 ． 5 洗脱 目的蛋 白 2 次 。

1 ． 2 ． 3 W e s t e r n b l o t 鉴 定 电 泳 时 每 孑L上 样 量 为 2 0 0 n g 纯 化

蛋 白( 5 ％ 的浓 缩 胶 以 及 1 2 ． 5 ％ 的 分离胶 ) ， 电泳 后 转 至 P V D F

膜 ( 1 0 0 V ， 7 0 m i n ) ， 封 闭 液 封 闭 1 h ( 含 1 5 ％ 脱 脂 奶 粉 的 T B S

液 ) ， n m 2 3 一 H 1 抗 体按 1 ：1 0 0 0 稀 释 ( 稀 释 液 为 含 O． 0 5 ％ T w e e n

的 T B S 液 ) ， 4 ℃ 孵 育 过 夜 ， 二 抗 山 羊 抗 兔 I g G 按 1 ：4 0 0 0 稀

释 ， 室温 孵育 1 h ， 最后 应用 E C L 化学发光法 显 色 。

2 结 果

( S 1 2 0 G ， S 1 2 0 G — P 9 6 S 及 $ 4 4 A )分 别扩增 出 n m 2 3 一 H 1 相 应 的

3 个 片段 ， 经 电泳 显 示 条 带 特 异 ， 条带 大 小 均 为 5 0 3 b p ， 与 预

期结 果 相 符 ( 图 1 ) 。

2 ． 2 突 变 型 p E T 2 8 a
-- F I m 2 3 一 H l 重 组 质 粒 酶切 鉴 定 与 测 序

质 粒 经 E c o R I 和 B a m H I 酶 切 后 ， 电泳 结 果 显 示 插 入 片

段 为 4 9 0 b p 大 小 ， 与预 计 结果 相 符 ( 图 2 ) 。 双 酶切 鉴 定 阳性

结 果 送 大 连 宝 生 物 公 司 测 序 ， 结 果 插 人 序 列 完 全 正 确 ， 编码

框 亦 正 确无 误 。

2 -3 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 蛋 白表 达 及 可 溶 性 分 析

在 I P T G 1 m m o l ／L 浓 度 下 ， 分别 于 诱 导 前 及 诱 导 后 6 h 取

全 菌 1 m l 电 泳 ， 从 电 泳 结 果 可 见 ， 突 变 型 p E T 2 8 a — n m 2 3 一 H 1

在 2 5 ～ 1 8 ． 4 k D ( 接 近 2 3 k D )处 均 有 一 不 同于 诱 导 前 的蛋 白条

带 ， 该 条带 即 为 目的 蛋 白。 本 载体 的蛋 白表 达 量 高 ， 蛋 白表 达
一 般 在 3 7 ％ ～ 5 0 ％ ( 图 3 ) 。

另外 ， 电泳结 果 还 显 示 $ 4 4 A 为 可 溶性 表达 ；而 S 1 2 0 G 除

可 溶 性 表 达 外 ， 同 时 可 见 部 分 以 包 涵 体 的 形 式 表 达 ， 约 占

2 0 ． 1％ 。 S 12 0 G — P 9 6 S 则大部分 为包涵体表达 ，少 量 为 可溶性 表

达 ， 包 涵体 占 7 2 ． 1 ％ ( 图 4 ) 。

2 ． 4 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 蛋 白 纯 化 结 果

本 研 究 所 表 达 的 目 的 蛋 白在 氨 基 端 都 带 有 6 X H i s 标

签 ， 因 此 纯 化 采 用 镍 柱 亲 和 纯 化 法 ， 除 S 1 2 0 G — P 9 6 S 突 变 体

在 变性 条件下 进 行 纯 化外 ， 其余 均 在非变性 条件下 纯 化 。 非

变性 条件下 纯 化应 用 5 m m o l／L 咪唑 挂 柱 ， 分别用 1 0 m m o l／L

和 2 0 m m o UL 洗 涤 杂 蛋 白 ， 最 后 用 2 5 0 m m o l／L 和 3 0 0 m m 0 1] L

洗 脱 出 目的蛋 白 。 从 电泳 结 果 看 ， 经 纯 化 后 可 见 在 2 5 ～ 1 8 ． 4 k D

( 接 近 2 3 k D )处 有 一 单 一 蛋 白条带 ， 未 见 明显 杂带 ， n m 2 3 一 H 1

蛋 白 回收 率 为 1 6 ％ ～ 3 0 ％ ， 平 均 为 2 5 ％ ( 图 5 、 图 6 ) 。

同样 在 变性 条件下 纯 化 ， S 1 2 0 G — P 9 6 S 突变体应 用 p H 8 ． 0

挂 柱 ， p H 6 ． 3 洗 涤 杂蛋 白两 次 ， p H 4 ． 5 洗 脱 目的蛋 白 。 从 电泳

结 果 可 见 在 2 5 ～ 1 8 ． 4 k D ( 接 近 2 3 k D )处 有 一 单 一 蛋 白条 带 ，

未 见 明显 杂带 ， 蛋 白回 收率 为 3 9 ％ ( 图 7 ) 。

2 ． 5 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 蛋 白 W e s t e r n b l o t 检 测 结 果

表 达 蛋 白质 为融 合蛋 白 ， 即 为 H i s
—

n m 2 3 一 H 1 ， 3 个 蛋 白的

预 计分 子 量 均 为 2 0 k D ， W e s t e r n b l o t 采 用 兔抗 人 n m 2 3 一 H 1 多

克 隆抗 体检测 ， 结果 在 2 0 k D 处均有 一 目的条带 ， 且 条带特异 ，

与预计 大小相符 ( 图 8 ) 。

2 ． 1 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 P C R 扩 增 结 果 3 讨 论

应 用 P C R 的 方 法 从 p E G F P — n m 2 3 一 H 1 突 变 型 质 粒

2 0 0 0 b p

5 0 0 b p

2 0 0 b p

10 0 b p

M ． m a r k e r ；1 ． S 1 2 0 G ：2 ． S 1 2 0 G — P 9 6 S ；3 ． $ 4 4 A

图 1 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 的 P C R 扩 增 结 果

n m 2 3 基 因 是 首 先 由美 国 国 立 癌 症 研 究 所 S t e e g

2 0 0 0 b p

5 0 0 b p

2 0 0 b p

1 0 0 b p

M ． m a r k e r ；1 ． S 1 2 0 G ；2 ． S 1 2 0 G — P 9 6 S ；3 ． $ 4 4 A

图 2 突 变 型 p E T 2 8 a
—

n m 2 3 一 H l 重 组 质 粒 双 酶 切 鉴 定 结 果
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等 [习发 现 的 。 她 们 在 鼠 K 一 1 7 3 5 黑 色 素 瘤 的 e D N A 文

库 中通 过 差 异 杂 交 筛 选 出 一 个 e D N A 克 隆 ， 用 这 种

e D N A 与 7 株 具 有 不 同转 移 能 力 的 K 一 1 7 3 5 细 胞 株

的 m R N A 进 行 N o r t h e r n 印 迹 杂 交 ， 结 果 显 示 此 基 因

在 每 个 细 胞 株 的 表 达 分 别 与 它 们 的 转 移 能 力 呈 负

相 关 ：原 位 杂 交 也 显 示 其 在 低 转 移 细 胞 株 中 的 转 录

表 达 比 高 转 移 细 胞 株 增 高 1 0 倍 。 遂 将 此 基 因 命 名

为 n m 2 3 基 因 ( n o n
—

m e t a s t a s i s 编 号 为 2 3 的 e D N A 基

因 克 隆 ) 。 目前 已 发 现 人 类 该 基 因 家 族 有 8 个 成 员 ：

n m 2 3 一 H 1 、
n m 2 3 一 H 2

、
D R —

n m 2 3 、
n m 2 3 一 H 4 、 n m 2 3 一

H 5 、 n m 2 3 一 H 6 、 n m 2 3 一 H 7 和 n m 2 3 一 H 8 。 其 中研 究 最

多 的 是 n m 2 3 一 H 1 基 因 。 ri m 2 3 一 H l 基 因 定 位 于

1 7 q 2 1 ． 3 ， 该 位 点 被 认 为 非 常 靠 近 p 5 3 基 因 位 点 ， 是

许 多 肿 瘤 形 成 基 因 定 位 及 易 发 生 等 位 基 因 杂 合 性

缺 失 的 热 点 区 域 ， 全 长 约 1 0 k b ， 中 间 隔 有 4 k b ， 含

有 5 个 外 显 子 和 4 个 内 含 子 ， 其 5
’

末 端 含 有 一 5 9 8

个 核 苷 酸 的 序 列 的 启 动 子 组 件 。 n m 2 3 一 H I 的 m R N A

由 5 3 3 个 核 苷 酸 组 成 ， 产 生 的 蛋 白质 含 有 1 5 2 个 氨

基 酸 ， 分 子 量 为 1 7 k D 。

但 目前 关 于 n m 2 3 一 H 1 抑 制 肿 瘤 转 移 的 生 化 机

理 还 并 不 清 楚 ， 研 究 发 现 n m 2 3 一 H 1 蛋 白形 成 的 1 1 8

位 点 组 氨 酸 磷 酸 化 中 间 体 ， 参 与 了 核 苷 二 磷 酸 激 酶

1 1 6 k D

6 6 ． 2 k D

4 5 k D

3 5 k D

2 5 k D

1 8 ． 4 k D

1 4 ． 4 k D

1 ． S 1 2 0 G 一 诱导前 ；2 ． S 1 2 0 G 一 诱 导后 ；3 ． S 1 2 0 G — P 9 6 S 一 诱 导 前 ；4 ．

S 1 2 0 G — P 9 6 S 一 诱 导后 ；5 ． $ 4 4 A 一 诱导 前 ；6 ． $ 4 4 A ～ 诱 导 后 ；M ． m a r k e r

图 3 突 变 型 B L 2 1 (D E 3 )一

p E T 2 8 a — n m 2 3 一 H 1 诱 导 前 后 的

蛋 白表 达
M 1 2 3 4

2 5 k D

18 ． 4 k D

M ． m a r k e r ；1 ． 未诱 导 ；2 ． 纯 化 前 ；3 ． 2 5 0 m m 0 1] L 咪唑

洗 脱 ；4 ． 3 0 0 m m o l ／L 眯 唑 洗 脱

图 5 S 1 2 0 G 突 变 体 非 变 性 条 件 下 纯 化

( N D P K ) H
， 香 叶 基 一 法 尼 基 磷 酸 转 移 酶 I”

， 组 氨 酸 蛋

白激 酶 旧
， 以 及 可 能 的 丝 氨 酸 蛋 白激 酶 活 性 同

。 这 些

活 性 均 与 细 胞 的 侵 袭 转 移 有 关 吲
。 而 1 2 0 位 的 丝 氨

酸 位 于 1 1 8 位 组 氨 酸 磷 酸 化 位 点 2 个 氨 基 酸 之 后 ，

为 一 潜 在 的 磷 酸 化 位 点 吲
， 被 认 为 通 过 与 甘 氨 酸 氢

键 的 形 成 有 助 于 活 性 袋 构 象 的 形 成 。 在 幼 儿 神 经 纤

维 瘤 中 的 大 量 数 据 表 明 ， $ 1 2 0 G 突 变 体 ( 丝 氨 酸 突 变

为 甘 氨 酸 ) 发 生 于 2 2 ％ ( 6 ／2 8 例 ) 的 侵 袭 性 ( Ⅳ 期 ) 肿

瘤 110】
。 丝 氨 酸 4 4 位 点 为 另 一 种 非 组 氨 酸 的 耐 酸 性 磷

酸 化 形 式 ， 它 可 能 具 有 独 立 的 N D P K 酶 活 性 的 生 化

功 能 。 另 外 ，
n m 2 3 一 H 1 中 9 6 位 点 的 脯 氨 酸 突 变 为 丝

氨 酸 ( P 9 6 S ) ， 为 果 蝇 中 的 A W D 蛋 白 ( n m 2 3 同 源 物 )

在 发 育 过 程 中 的 突 变 形 式 。 在 果 蝇 中 ， 该 突 变 体 与

p n 突 变 共 同存 在 时 ， 会 导 致 果 蝇 在 第 三 次 中 间 形 态

时 发 生 致 死 性 改 变 ⋯ J
。 因 此 对 n m 2 3 一 H 1 突 变 体 蛋 白

的 构 建 将 有 助 于 对 n m 2 3 一 H 1 抑 制 肿 瘤 转 移 机 理 的

深 入 研 究 。

本 研 究 在 国 内 首 次 构 建 了 n m 2 3 一 H 1 的 S 1 2 0 G

和 $ 4 4 A 原 核 蛋 白 。 研 究 发 现 $ 4 4 A 为 可 溶 性 表 达 ；

而 S 1 2 0 G 除 可 溶 性 表 达 外 ， 同 时 可 见 部 分 以 包 涵 体

的 形 式 表 达 。 但 所 表 达 蛋 白是 否 具 有 生 物 学 活 性 ，

还 需 进 一 步 的 酶 活 性 检 测 ， 包 括 其 N D P K 活 性 及 组
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图 6 $ 4 4 A 突 变体 非 变 性 条 件 下 纯 化
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图 7 S 1 2 0 G — P 9 6 S 突 变 体 变 性 条 件 下 纯 化

氨 酸 、 丝 氨 酸 激 酶 活 性 等

目前 国 际 上 尚 无 关 于 n m 2 3 一 H l S 1 2 0 G 和 P 9 6 S

双 突 变 体 的 研 究 。 而 S 1 2 0 G 和 P 9 6 S 均 为 目前 自然

状 态 下 可 检 测 的 两 种 突 变 形 式 ， 因 此 1 2 0 G 和 P 9 6 S

联 合 突 变 对 于 n m 2 3 一 H 1 生 化 机 理 的 深 入 研 究 具 有

重 要 意 义 。 本 研 究 观 察 到 ，
S 1 2 0 G 突 变 体 的 原 核 表 达

部 分 以 包 涵 体 的 形 式 出 现 ， 而 增 加 了 P 9 6 S 突 变 后

的 联 合 突 变 体 则 完 全 以 包 涵 体 的 形 式 表 达 。 这 说 明

突 变 位 点 的 改 变 有 可 能 影 响 了 蛋 白 的 折 叠 与 构 象 。

我 们 曾 经 尝 试 对 该 蛋 白进 行 复 性 ， 但 均 未 成 功 。 因

此 初 步 的 研 究 表 明 $ 1 2 0 G — P 9 6 S 可 能 不 适 合 原 核 表

达 。 但 近 年 的 研 究 发 现 同样 具 有 折 叠 缺 陷 的 S 1 2 0 G

在 变 性 条 件 下 纯 化 后 再 通 过 自身 磷 酸 化 可 以 使 之

迅 速 恢 复 至 正 常 的 有 活 性 的 折 叠 状 态 ， 而 S 1 2 0 G 联

合 1 1 8 位 组 氨 酸 突 变 后 由 于 失 去 了 该 组 氨 酸 磷 酸

化 的 中 间 体 则 不 能 复 性 。 因 此 介 于 S 1 2 0 G — P 9 6 S 联

合 突 变 恰 好 位 于 1 1 8 位 组 氨 酸 两 边 ， 该 突 变 体 构 象

是 否 掩 盖 了 1 1 8 位 点 而 阻 止 了 自身 磷 酸 化 ，
$ 1 2 0 G —

P 9 6 S 联 合 突 变 体 能 否 通 过 自身 磷 酸 化 而 恢 复 构 象

需 要 我 们 进 一 步 研 究 l J捌
。

本 实 验 所 构 建 的 蛋 白 为 融 合 了 6 个 组 氨 酸 的

H i s - n m 2 3 一 H 1 融 合 蛋 白 ， 预 测 蛋 白分 子 量 为 2 0 k D
，

但 在 电 泳 时 发 现 ， 其 表 现 出 的 分 子 量 位 于 1 8 ． 5 - 2 5

k D ， 接 近 2 3 k D
， 而 W e s t e r n b l o t 结 果 表 明 其 分 子 量

为 2 0 k D ， 考 虑 前 后 不 一 致 的 结 果 可 能 与 所 用 分 子

量 m a r k e r 不 同有 关 。 因 此 本 实 验 所 表 达 蛋 白质 与 理

论 值 相 符 。

酶 切 、 测 序 、
W e s t e r n b l o t 鉴 定 结 果 表 明 本 实 验

所 构 建 的 重 组 质 粒 完 全 正 确 ，
S 1 2 0 G 和 $ 4 4 A 蛋 白

可 以 用 于 下 一 步 实 验 研 究 ， 而 S 1 2 0 G — P 9 6 S 原 核 蛋

白则 需 进 一 步 的 复 性 研 究 。

2 0 0 k 1)

6 0 k D

4 0 k D

3 0 k D

2 0 k D

M 1 2 3 4

M ． m a r k e r ；1 ． S 1 2 0 G ；2 ． S 1 2 0 G — P 9 6 S ；3 ． $ 4 4 A

图 8 突 变 型 n m 2 3 一 H 1 蛋 白的 W e s t e r n b 10 t 检 测
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