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人S1O0A2一GST融合蛋白原核表达和纯化 

卫 佳 ，王 胜 ，苗静琨 -，陈英华 ，李星星 ，吴丽关 -，左国伟 ，何通川 ，周 兰 

(1．重庆医科大学生物医学工程系，重庆 4000l6；2．美国芝加哥大学医学中心分子肿瘤研究室，美国 chicag0 IL 60637) 

【摘 要】目的：制备人 sl00A2一GsT融合蛋白(Human s100A2一GsT fusi0n pmtein，hs100A2一GsT)，为进一步研究人hs1o0A2 

蛋白的功能及其与其它因子或系统的相互作用奠定基咄。方法：从pHAHA—hs1o0A2中双酶切获取hs100A2基因，亚克隆至J剽砻高  

载体pGsT—moluc，构建pGsT—moluc—hs100A2，转化 BL21后酶切鉴定 ，IPrrG诱导重组菌表达融合蛋白hs1 0()A2一GsT，再经过 

Glutathi0n—sephamse 4B球珠分离纯化、sDs—PAGE及 westem Blot鉴定，Bmdf0rd法蛋白定量。结果： 0 I和 Eco I双酶切该 

重组质粒后获得 2个片段 ，分别约 300 bp和 5 kh，提示 pGsT—moluc—hs1o0A2构建正确 ；重组菌株经过 I G诱导后，表达分 

子量约为 36 kD的蛋白，产率达 5 mg门L菌液；Glutathi0n—sephamse 4B球珠纯化后 ，该融和蛋白纯度达 92％；westem Blnt显示 

该蛋 白可以被 s1o0A2的抗体特异识别 ，证实其为 hslo0A2一GsT融合蛋白。结论：成功构建了 hs1{)oA2一GsT原核表达质 

粒 pGsT—m0luc—hs1(】(】A2；该质粒可在大肠杆菌中诱导表达 hs1ooA2～GsT融合蛋白，产率高；应用 Glutathi0n—sephamse 4B球 

珠可获得纯度达92％的该蛋白。为后续有关 hS100A2的研究打下了基础。 
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ExpressiOn and purificatiOn Of human S 1 OOA2一GST fusiOn prOtein in 
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【Abstract】O c坑 e：T0 obtajn human sl00A2一GsT f 】sion pm in fnr rther research 0n human sl00A2(hs100A2)pmtein 

functi0n and its interacti0ns with 0the pr0teins and systems． e ， 0 ：hS100A2 gene fT0m pHAHA—hSl00A2 was subcloned 

into an expressi0n vector pGST—m0luc to constnlct pGST—m0luc—hS100A2．The new plasmid was identi6ed hy digesti0n with 

o I and 0R I．The recomhinant BL21 was induced with II rG t0 express rec0mbinant fusi0n pr(Jtein hS100A2一GST，which 

was puri ed by Clutathi0n—Sephamse 4B ha11 beads，identi6ed by SDS—PAGE and Westem Blot，and quanti ed by Brad{_nrd 

method． 8s Z ：After the digesti0n，the recombinant plasmid was cutted int0 two f agments，300 hp and 5kb．After tI ated with 

IPTG，the recombinant BL2 1 strain expI ssed a pmtein，which was ab0ut 36 kD and was r c0gnized specifically by an— 

ti—hS100A2．Its yield was 5 mg／L hacterial cu1ture．After is0lated by G1utathion—Sephar0se 4B baIl beads，its purity was 92％． 

C『0 cZ s 0 ：hS100A2一GST pression plasmid pGST—moluc—hS100A2 was constmcted successml1y．hSl0OA2一CST sion pm— 

tein could be expressed in Escherichia 0li with higher yield and isolated with higher purity，which lays the fbundation fbr the 

fnllow—up 0f the hS100A2 I℃search． 

【Key w0rds】Humans1 00A2一GsT fl】si0n pmtein；Induced expressi0n；Prntein puri cati0n；Pmtein identmcation 

s100家族是一类 EF一手型钙结合蛋白，通过 

与钙离子的结合等，在体内发挥多种生物学作用。目 

前发现该家族至少有 25个成员，其中 21个成员的 
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基因定位在人染色体 1q21上，该区染色体稳老f生差， 

易发生人染色体重排，与肿瘤关系密切。s100A2是 

Sl00家族中与肿瘤关系密切的成员之一。有研究发 

现其在前列腺癌、肺腺癌、乳癌等肿瘤组织中以及 

头颈肿瘤的转移淋巴结中表达下调 ；而在另一些 

肿瘤中表达增高，如：Barrett食管腺癌、食管鳞癌和 

皮肤的一些上皮肿瘤 】。提示其可能与肿瘤的进展 

和预后有关。但是，其在肿瘤发生发展过程中的作 
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用及机制都有待进一步探讨。 

本研究利用基因重组技术将 hsl00A2基因插 

 ̂ 主事 若 i载 pGsT—moluc中， E 扬j丰干菌q 譬与 表达， 

月 宅 日肽 一琼脂糖 4B球珠(Glutathi0n—sepharose 

4B beads)分离纯化出高浓度的人Sl()()A2一GsT融合 

蛋白(Human S 1 00A2一GST fusi0n pr0tein，hS 1 00A2一 

GST)为我们进一步研究 hs1()0A2蛋白的功能及其 

与其它因子或系统的相互作用奠定了基础。 

l 材料与方法 

1．1 材 料 

pGST—moluc、pHAHA—hS1o0A2质粒为美国芝加哥大学 

医学中心分子肿瘤研究室馈赠；限制性核酸内切酶、DNA连 

接试剂盒购自Takara公司；质粒小量抽提试剂盒购白天为时 

代公司；IPrrG、Bmdfnrd蛋白定量试剂盒 、细菌蛋白提取试剂 

盒购 自Bin Basic In ；预染 的蛋 白质分 子量标 准购 自 

Femenans；丙烯酰胺 、还原型谷 胱甘肽购 白 Am c0； 

Glutathi0n—Sephamse 4B球珠购 自Am harrn Bi0scienc s；蛋 

白酶抑制剂 Pmtease Inhihif(】r C0cktail Tahlets购自R0f-he： 

1．2 DGsT—moluc—hsl00A2表达质粒的构建 

质粒提取参照质粒抽提试剂盒说明书进行 用 Ⅳ I和 

曰 Ⅱ酶切质粒 pHAHA—hS10OA2和 pGsT—m0luc后，10 I 

琼脂糖凝胶电泳，DNA回收试剂盒回收 hs1【)(】A2基因片段 

和pGsT—mo1uc质粒片段。再用 DNA连接试剂盒快速连接， 

构建 pGsT—moluc—hs1【)(】A2重组质粒。 

l_3 重组质粒转化大肠杆菌及提取质粒酶切鉴定 

制备感受态的大肠杆菌 BL2l，加人重组质粒置冰浴 30 min， 

42℃热休克9O s，再放冰上2 min；加入 LB培养基，37℃振荡 

培养 45 min后，将菌液铺于含有氨苄青霉素的I B固体培养 

基上，倒置 37℃孵箱过夜 ，次日观察菌落，并挑取数个菌落 

分别培养后，提取质粒经 o尺I单酶切和 『10 I、Eco I双 

酶切后电泳 ，结果与限制性内切酶图谱对照分析，鉴定宿主 

细菌重组质粒。 

1．4 hS100A2一GsT融合蛋白的诱导表达 

在氨苄青霉素抗性平板上挑取鉴定的含构建正确的 

pGST—Moluc—hS100A2质粒的BL21重组菌，接种人 5 ml含 

氨苄青霉素(2O0 g／m1)的 LB培养基中，37cc，2O0 r／min振 

荡培养过夜。次日按 1：100稀释培养过夜的菌液3 h，待菌 

液 0D 0．4～0．6时，加入终浓度为 O．1 mm0l／I 的I G ，继续 

培养 4～6 h。离心收集菌体置于冰上待用或置于 一8O℃保存 

备用。 

1．5 谷胱甘肽一琼脂糖4B球珠的的预处理 

将购得的谷胱甘肽一琼脂糖4B球珠储存液摇匀，吸取适 

量的混悬液至离心管，4℃，1 000 g离心 5 min，吸弃上清；再用 

冰冷的 PBs洗涤球珠 1次，沉淀用等体积冰冷的 PBs重悬， 

制成 50％谷胱甘肽 一琼脂糖 4B球珠混悬液，保存于 4℃备 

用。 

1．6 hS100A2一GST融合蛋 白的分 离纯化 

在上述收集所得的菌体沉淀中加入蛋白酶抑制剂用冰P 

Bs重悬溶解，冰上超声裂解，0．1％曲拉通 Triton—x10O处理， 

冰上摇动孵育 3 h后离心，所得上清液用 50％的 Glutathion— 

s叩ha—e 4B球珠亲合纯化。冷 PBs洗涤沉淀的球珠 3次， 

再用适量谷胱甘肽 一琼脂糖球珠洗脱缓冲液洗脱 3次，离心 

后收集上清。取所得的上清液 10 l进行 sDs—PAGE，考马司 

亮蓝染色、凝胶成像仪采集冈像，并用 Quantity 0ne软件分析纯 

化效果，其余的分装后保存于 一80℃。 

1．7 、Vestem B1ot鉴定融合蛋 白 

取适量纯化所得的融合蛋白，以 pGST—Moluc转化 BL21 

后的诱导表达产物 GST蛋白为阴性对照 ，加入 5×SDS凝胶 

加样缓冲液，煮沸后取 1O u1上样，sDs—PAGE，westem B10t 

进行鉴定。 

1舟 融合蛋 白的定量(8radf0rd法) 

按 Bi( Rad Pmtein Assav说明书操作 ，在 751分光光度 

计的 595 nm处读取吸光度值 A ；以 A 值为纵坐标 、浓度 

为横坐标绘制牛血清白蛋白(BsA)标准曲线 ，并据之计算出 

所制备的融合蛋白的浓度和产量。 

整个实验以 pGsT—Moluc为对照质粒，同时进行 GsT的诱 

导表达、分离纯化和鉴定。 

2 结 果 

2．1 DGsT—m0luc—hs1()(】A2表达质粒的鉴定 

pGsT—m0luc—hs 1()(】A2的图谱见图1。在hS 1 00A2 

基因的两侧有 I和 Eco I酶切位点，用这两个 

酶对该质粒进行双酶切后产生的300 hp和 5 kh左 

有的2个片段与图谱符合(见图 2)。提示质粒构建 

正确。 

mⅣ T q 

Ec0R、 

4 37O 

图 1 pCST—moluc—hS100A2质粒图谱 
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重 庆 医 科 大 学 学报 2 0 0 8 年 第 3 3 卷 第 1 2 期 (J o u r n a l o f C h o n g q in g M e d ic a l U n iv e r s it y 2 0 0 8 ． V 0 1． 3 3 N o ． 1 2 ) 一 1 4 2 9
—

1 ． m a r k e r 1 ；2 ． E c 0 尺 I 单酶 切 质 粒 ；3 ． X h o I 和 肼 。尺 I 双 酶

切 该质粒 ： 4 ． m a r k e r

图 2 p G S T —

n l o l u (
�

一 h S l 0 0 A 2 的酶 切 鉴 定

2 ． 2 融 合 蛋 白 纯 度 分 析

利 用 与 琼 脂 糖 偶 联 的 谷 胱 甘 肽 与 G S T 之 间 的

特异 结 合能 力 ， 将 G S T 融 合蛋 白从 细 菌 总 蛋 白溶 液

中分 离 出来 ， 并 通 过 还 原 型 谷 胱 甘 肽 洗 脱 ， 使 融 合

蛋 白与球珠 分 离 ， 离 心 得 到 的上 清 中即 含有 分 离纯

化 的 融 合蛋 白 。 取 1 0 ¨ l 上 样 ， 通 过 S D S — P A G E 电

泳 和考 马 斯亮 蓝 染 色后 ， 可 见 位 于 大约 3 6 k D 处 的

h S l 0 0 A 2 一 G S T 条带 ， 以 及 位 于 2 6 k D 处 的 G S T 条

带 ， 参见 图 3 。 用 Qu a n t i t y O n e 软件分 析 ， 其 纯 度 接

近 9 2 ％ 。

2 ． 3 W e s t e r n B h ) t 鉴 定 融 合 蛋 白

W e s t e r n b l o t 分 析 发 现 ：p G S T — M o l u c
— B L 2 1 诱

导 表 达 产 物 泳 道 上 没 有 杂 交 条 带 出 现 ， 而

p G S T — M o l u c — h S l 0 0 A 2 一 B L 2 l 诱 导 表 达 产 物 泳 道 上

则呈 现 fJJ 一 条较 明显 的杂 交 条带 ， 见 冈 4 。 进 一 步 提

示 该 质粒 构建 正 确 并能够成功 表达 h S l 0 0 k 2 。

7 0 k D

5 5 k D

3 3 k D

2 4 k D

1 ． 纯 化后 的 G S T ；2 ． 纯 化后 的 c 州 一 S 10 0 A 2 ：3 ． n l a r k e r

图 3 重 组 蛋 白纯 度分 析

1 ． G S T — S 10 0 A 2 融 合蛋 白 ；2 ． G S T

图 4 W e s t e m B I( 】t 鉴 定 G S T — S 10 0 A 2 融 合 蛋 白

2 ． 4 融 合 蛋 白 的 定 量 测 定

采用 B r a d f o r d 法 绘 制 的 牛 血 清 白蛋 白( B S A )标

准 曲线 如 图 5 所 示 ， 测 得 h S l 0 0 A 2 重 组 蛋 白在 3 次

洗 脱 液 中 的 浓 度 分 别 为 4 ． 0 m g ／m l 、 2 ． 5 m g ／m l 和

2 ． 2 5 m g ／m l ，
3 次 洗 脱 液 体 积 分 别 为 3 0 0 肛 l 、 3 0 0 斗 l

和 2 5 0 ¨ l ， 计算得 出 1 L 菌液 共收 获约 5 m g 蛋 白 。

3 讨 论

S 10 0 A 2 是 s 1 (10 家族 中与肿瘤 关 系密切 的成员

之 一

。 其基 因定位于 染 色体 1 q 2 l ， 该区 稳定性 差 ， 与

肿 瘤关 系密切 。 以 前 的研 究发 现 S 1 0 0 A 2 是 S 1 0 0 家

族 中唯 一 与肿 瘤 呈 负相关 的蛋 白 ， 即 在 肿 瘤 细胞 中

表 达 缺 失 或 者减 低 ， 故称 抑 癌 基 因 。 但是 进 一 步 的

研 究 却发 现 了 S 1 0 0 A 2 可 能 有促瘤 活性 ， 因此 进 一

步探 讨 s 1 OOA 2 在 肿 瘤 发 生 发 展 过 程 中的作用 及 机

制具 有重 要 意 义 。

为 此 ， 本 研 究 选 择 p G E X 系 列 表 达 载 体 表 达

h S l 0 0 A 2 一 G S T 融 合 蛋 白来 研 究 其 生 物 学 功 能 和 作

用 。 该 表达 载体表 达 的融 合 蛋 白既 易 于 制备 ， 纯 度

较 高 ， 且 保持有 外 源 蛋 白的生 物学 活 性 。 我 们通 过

基 冈 重 组 技 术 将 h S l 0 0 A 2 基 因 插 入 融 合 表 达 载体

p G S T —

m o l u c 中构 建 了 质 粒 p G S T — M o l u c — h S 10 0 A 2 ，

经 过 X h o I 和 E c o R I 双 酶切 鉴 定 ， 其 所 产生 的两 个

片段 与限制性 内切酶 图谱相 符 ， 提 示 质粒构建成功 。

将 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌 ， 经 I P T G 诱导 表 达 融 合

蛋 白 h s l 0 0 A 2 一 G S T 。 随后 利 用 谷 胱 甘 肽偶联球珠 分

离 f f{ 融 合蛋 白 ， 再 经 含有 还 原 型 谷 胱 甘肽 的洗脱 缓

冲液洗 脱 ， 离 心 后 在 上 清 中得 到纯 化 的 融 合蛋 白 。

对 纯 化 的蛋 白进 行 S D S — P A G E 和 考 马 斯 亮 蓝 染 色

以 及 W e s t e r f l b l o t 鉴 定 ， 证 实诱 导表达 的融合蛋 白

为 h S l 0 0 A 2 一 G S T ， 且 纯 度 达 9 2 ％ ， 与 通 常报 道 的 一

步亲 和 层 析 可 分离 纯 化 纯 度 9 0 ％ 以 上 蛋 白一 致 ；这

也 进 一 步 明确 了该 融 合 蛋 白质粒 构 建 正 确 。 B r a d —

f o r d 测 定 1 L 诱 导 表 达 的菌 液 中获 得 了 5 m g 融 合

蛋 白。 这 为我们进 一 步研 究人 h S l 0 0 A 2 的功 能及 其

) ) r r
I

F

) )
} }
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论≤著 文章编号：0253—3626(2o08)12—1430—04 

家蝇幼虫抗菌肽对阴沟肠杆菌感染小鼠创面的抗菌活性 

陈 曼 ，文阳安 ，刘银河z，周义文 ，，涂植光 

(1．成都医学院医学检验系，成都 610083；2．重庆医科大学医学检验系临床检验诊断学省部共建教育部 

重点实验室，重庆 4()0016；3．深圳市孙逸仙心血管医院检验科，深圳 518035) 

【摘 要】目的：观察抗菌肽对阴沟肠杆菌感染小鼠创面的抗菌作用。方法：超声处理诱导家蝇幼虫产生抗菌肽，经分离纯化后， 

体外实验分析抗菌肽的抑菌特性。取 IcR小鼠30只，切除背部 1 cm×1 cm全层皮肤，涂抹阴沟肠杆菌菌液作为感染模型，随机 

分为 3组。伤后 2 h和每天各组分别用等渗生理盐水、1()(】g，1．的磺胺米隆或 0．1 g／L抗菌肽滤纸湿敷，伤前和伤后 3 d抽血观察 

白细胞变化；伤后3 d痂下肌肉组织细菌定量和计算存活率。结果：抗菌肽纯化蛋白对阴沟肠杆菌的抑菌活性较强；术后 3组白 

细胞记数均减少 ，对照组显著低于其他两组( ：0．05)；痂下肌肉组织细菌定量抗菌肽组(99±32)×10 cFu／g和磺胺米隆组 

(87±31)×lO cFu／g，均显著低于对照组(504±338)×10 cFu／g(P<0．O1)；对照组伤后 3 d存活率明显少于其他两组(P<0．05)。结 

论：超声处理能诱导家蝇幼虫产生抗菌肽，其对阴沟肠杆菌感染的IcR小鼠创面有较强抗感染作用。 

【关键词】家蝇；抗菌肽；超声诱导；伤口感染；阴沟肠杆菌 
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【AbstrHct】O c统 e：To invesligate the ant．hacterial effects 0f【he antihacteria1 suhstances 0n E 把ro6nc r cf0 in cti0n 0f 

wound in mice． ￡， 0c ： Antibacterial substances of the lanrae 0f houseflv were induced bv u1tI·asonic t1 atment，and its 
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antibacteria1 activity was investigated with inhihiti0n 

experiment in vitr0． Thiny ICR mice were enml1ed in the 

study， and the En把rfJ6Ⅱc把r cZ0nc船 in cti0n m0del was re— 

pmduced by excisi0n 0f the flull layer 0f d0rsal skin with an 

与其它因子或系统的相互作用奠定了基础。在随后 

的研究中我们也证实了该融合蛋白具有生物学活 

性。 
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