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人载脂蛋白Ee3等位基因的克隆及表达 
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【摘 要】目的：克隆人载脂蛋白E(Apolipoprotein E，APOE)s 3等位基因，测定序列，并构建带有人源性APOE s 3等位基因的 

真核表达载体。方法：通过逆转录聚合酶链式反应(RT—PCR)从人胎儿脑组织中克隆得到APOE s 3等位基因，与PMD19一T载 

体连接，再酶切 PMD19一T—APOE s 3，获得 APOE s 3基因，然后将其与表达载体 pEGFP—N1连接，构建 pEGFP—N1一APOE s 3真 

核表达载体。重组质粒转染 293T细胞后，在荧光显微镜下观察 EGFP的表达，并用 Western—Blot的方法检测目的蛋白在 293T 

细胞中的表达。结果：经酶切和DNA测序证明APOE s 3基因序列正确，真核表达载体构建成功。将重组质粒转染 293T细胞， 

在转染后的细胞中检测到目的蛋白的表达。结论：成功构建了 pEGFP—N1一APOE s 3真核表达载体，该表达载体能在真核细胞 

中正确表达。 
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Cloning of human APOE E 3 gene and construction of its eukaryotic 

expression vector 

GUI L ，et al 

(Department of 0phthalmology，the First Affiliated Hospital，Luzhou Medical College) 

【Abstract】Objective：To clone human APOE s 3 gene for construction of mammalian expression vector pEGFP—N1-APOE s 3． 

Methods：The cDNA encoding APOE s 3 was cloned by the methods RT—PCR from total human embryonic brain RNA．Th e 

gene was ligated with PMD19一T vector and then was excised from PMDl9一T—APOE s 3 plasmid and inserted into pEGFP-N1 

to construct eukaryotic expression vector．Th e expression of APOE s 3 gene Was identified by western—blot． Results：APOE s 3 

gene sequence and vector were identified correctly by enzyme digestion and sequence analysis．Th e APOE 8 3 gene Was 

transfected into HEK293 cells and expressed successfully．Conclusion：Th e APOE s 3 gene is successfully cloned and its 

eukaryotic expression vector is obtained，which provides basis for the further experimental researches on APOE functions． 

【Key words】Apolipoprotein E；Alleles；Gene clone：Mammalian expression 

载脂蛋白E(apoE)，因其神经生物学功能的特 

殊性及其与神经退行性疾病的密切联系，与脑损伤 

的相关性开始受到重视。apoE是脑组织中主要的载 

脂蛋白，为 34ku糖基化蛋白，主要由星形胶质细胞 

产生 ，少量由神经元产生，负责胆固醇 、磷脂的转 

运，在神经组织细胞再生，细胞膜、轴突及突触修复 

或重建等方面起着重要作用。APOE位于 19号染色 

体长臂上，含有 4个外显子。APOE存在多态性，主 

作者介绍：郐 莉(1977一 )，女，硕士，住院医师， 

研究方向：青光眼。 

基金项目：重庆市卫生局重点科研课题资助项 目(05一l一017)．重庆 

市科委 自然科学基金项目(2007BB5299)重庆医科大学 2006年优秀 

博士学位论文科研资助项目(0200100978)。 

要有 3个等位基因：epsilon 2、epsilon 3、epsilon 4 

(简称 ￡2，￡3，￡4)，分别编码apoE2、E3、E4。APOE￡3 

等位基因最常见，具有正常的生理功能Il】。本实验从 

人胎儿脑组织中克隆得到 APOE￡3等位基因，构 

建带有 APOE￡3等位基因的真核表达载体，并将 

其转染 293T细胞。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

克隆载体PMD19一T购自TaKaRa公司，表达载体 pEGFP— 

Nl。大肠杆菌 DH5 0【由本实验室保存。SV40转染的人胚胎 

肾细胞 293T由本实验室保存。 
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T a K a R a R N A i s 0 R e a g e n t 。 H i g h F i d e l ity P ri m e S c r ip —‘

R T —P C R K i t 、 限 制 性 内切 酶 及 硇 露 I 觑 ? 橱 I 、 T 4 D N A 连 接

酶 、 D N A M a r k e r D L 2 0 0 0 、 入 一 丑藿砌 Ⅲ D N A M a r k e r 、 D E P C

购 自 T a K a R a 公 司 ， 质粒 小量抽提试 剂盒 、 胶 回收试 剂盒 购 自

上 海华舜公 司 。 转 染试 剂 L i p 如 c t A M I N E 2 0 0 0 购 自 I n v i t H Ig e n

公 司 。 兔抗人 a p o E 多抗 为 D A K 0 公 司产 品 ， 二 抗 羊抗 兔 I gG

购 于 武汉 博士 德公 司 。

1 ． 2 引物 设 计 与 合 成

设 计 引 物分 段 调 取 A P O E 基 因 c D s 区 域 ， 引 物 由大 连

宝 生 物公 司 合成 。
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1 ． 3 总 R N A 提 取

所 用 器材均经 D E P C 过 夜处 理 。 胎 脑组 织 取 自于正 常流

产胎 儿 ， 取 材后 立 即投 于 液氮 中保存待用 。

用 T a K a R a R N A i s o R e a g e n t 试 剂 盒 提 取 人 源 胎 脑 组 织

总 R N A ， 所 得 R N A 通 过 紫外 分光测 定 含量及 纯 度 ， 凝 胶 电泳

分析检测 其完整性 。

1 ． 4 R T — P C R 分段 调 取 A P O E 基 因 C D S 区 域

以 n ta J R N A 2 卜 g 为 模 板 ， 使用 H 噜h F i d e l 睁 P r i m e —

s c r i p l
“

R T _ P c R K i t ， 以 0 l ig0 d T P r i m e r 为 反 转 录 引物 合成

总 c D N A 第 l 链 ， 逆转 录反 应 条件 ：3 0 ℃ 10 m i n ， 4 2 ℃ 3 0 m i n ，

9 5 ℃ 5 m i n 。 取 逆 转 录 产 物 10 斗 l 使 用 H i 曲 F id e l -ly P r i m e —

S c r i p f Ⅲ R T — P C R K i t 中 的 P ri m e S T A R T M H S D N A P 0 l y
—

m e r a s e ， 依次分别 以 F、D／R l 、 F 1，R 0 、 F ，R 为引物进 行 P c R 扩增 ，

分 段 调 取 A P O E 基 因 c D s 区 域 ， 反 应体 系 5 0 斗 l ， 反 应 条 件 ：

9 4 ℃ 预 变 性 5 m i n ， 9 4 ℃ 3 0 s ， 6 0 ℃ 3 0 s ， 7 2 ℃ i m i n ， 循 环 3 0

次 ， 7 2 ℃ 延 伸 10 m i n 。 取 P c R 终产 物 5 “ l 进 行 琼 脂糖 凝胶 电

泳 。

1 ． 5 人 A P O E ￡3 等位 基 因 真核 表达 栽 体 的 构 建

取 P C R 终 产物 4 0 斗 l 进 行凝 胶 电泳 ， 胶 回 收 扩增 得 到 的

特异 性 D N A 片段 ， 用 T 4 D N A 连 接 酶 将 其 与 P M D l 9 一 T 载体

连 接 ， 获 得 重 组 子 P M D l 9 一 T — A P O E s 3 。 再 将 P M D l 9 _ rr —

A P O E ￡ 3 经 眈 嘏 l ，踟 m 日 l 进 行 双 酶 切 后 胶 回 收 ， 用

．跏 R l ￡酏 竹t 日 1 分 男0对 质 粒 P M D l 9 一 T — A P O E ￡ 3 、 p E G F P —

N l 进 行 双 酶切 后 ， 切 胶 回 收 。 胶 回 收片段 与胶 回收的线性 化

p E G F P — N l 载 体 经 T 4 D N A 连 接 酶 连 接 形 成 真 核 表 达 载 体

pEG F P — N l — A P O E ￡ 3 。 用 点『c 0 R I 锄 日 l 进行 双 酶切 检测 ，

并送 大连 宝 生 物公 司测 序 。

1 ． 6 细 胞 转 染

将质粒 用 L i p o k c t A M I N E 2 ()o O 瞬时转 染 2 9 3 T 细胞 。 转 染

前 l d 于 6 0 m m 细胞 培 养皿 中接种 2 × 10 6 个 2 9 3 T 细胞 ， 细胞

贴 壁 生 长过 夜 后 ， 细胞 密度 达 8 0 ％ 左 右 ， 将 8 弘 g 质 粒 D N A

加 入 0 ． 5 m l 不 含 血 清 的 D M E M 培 养 基 中 ， 将 2 0 ¨ 1 L i p o fe c 一

认 M I N E 2 0 0 0 稀 释 于 0 ． 5 m l 不 含 血 清 的 D M E M 培 养 基 中 ， 室

温 孵 育 5 m i n 后 ， 将 质粒稀 释 液 和 “ p o fe c 【A M I N E 2 0 0 0 稀 释液

混合 ， 室 温 孵 育 2 0 m i n ， 滴加 至 细胞 培 养皿 中 。 4 8 h 后 收获细

胞用 于 检测 。

1 ． 7 _-re s f e n l 一 B 】0 f 检 澳4

转染后 4 8 h 按 常规 方 法提 取 细 胞 总 蛋 白 ， 取 3 0 肛 g 蛋 白

进 行 胶 浓 度 为 1 2 ％ 的 s D s — P A G E 电泳 ， 电泳 完 毕后 利用 半

干 电 转 仪 将 蛋 白转 移 到 P V D F 膜 上 ， 封 闭 l h 后 ， 加 一 抗 于

4 ℃ 过 夜 ， 二 抗 室 温 孵育 2 h ， E c L 显 色 系统 显 色 。

2 结 果

2 ． 1 T 0 t a l R N A 提 取

用 提 取 的 R N A 1 肛 l 进 行琼脂 糖 凝胶 电泳 ， 可

见 2 8 S ， 1 8 S 2 条带 ( 见 图 1 ) ， 分 光光度法 测 定 0 D 猢 ／

O D ：舳= 1 ． 8 5 0 ， 表 明 R N A 无 明显 降解 且 有较高 纯 度 。

M

2 8 0

1 8 0

M ． D N A M a l ．k e r D L 2 0 0 0 ： J ． T ln f a j R N A

图 1 T o t a I R N A 琼 脂 糖 电泳 图

2 ． 2 A P O E s 3 基 因 的 克 隆

R T — P C R 扩增 A P O E ￡ 3 基 因 得 到 约 9 5 0 b p 的

特异性 产 物 ( 见 图 2 ) 。

M

M ． D N A M a r k e r D L 2 ()()0 ； 1 ． P c R 回收产物

图 2 P C R 回收产 物 电泳 图
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2 ． 3 真 核 表 达 载 体 D E c F P — N l — A P O E 8 3 的 构 建 及

鉴 定

P M D l 9 一 T 和 p E G F P — N 1 载 体 本 身大 小 分 别 为

2 ． 7 k h 和 4 ． 7 k b ， 将 A P O E 基 因克 隆到 p E G F P — N 1 载

体 上 得 到 的 质 粒 大 小 约 为 5 ． 7 k b ， 将 p E G F P — N 1 一

A P O E 8 3 以 肪 胡 I 正跣 种册 I 双 酶 切 后 得 到 约 4 ． 7 k p

和 9 5 0 b p 2 个 片段 ( 见 图 3 ) 。 将 p E G F P — N l — A P O E ￡ 3

送 大连 宝 生 物 公 司 对 插 入 部分 进 行测 序 ， 证 实 真 核

6 5 5 7

4 3 6 l

M 1 l 2 M 2

2 0 0 0

l 0 0 0

7 5 0

M 1 ． 入 ． H i n d Ⅲ D N A M a r k e r ；l 、 2 ． p E G F P — A P O E 3 酶切 后 ；

M 2 ． D N A M a r k e r D L 2 0 0 0

图 3 pEG F P — N l — A P O E ￡3 双 酶 切 后 片段 电泳 图

表 达 载体 的方 向及 序列 正 确 ， 阅读框 也 正 确 无 误 。

2 ． 4 p E G F P — N 1 一 A P O E s 3 在 2 9 3 T 细 胞 中的 表 达

于 转 染 4 8 h 后 在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 。 结 果 ，

E G F P 蛋 白在 2 9 3 T 细胞 中大量 表 达 ( 见 图 4 、 5 ) 。

3 讨 论

近 年 来 ，

一 些 基 因 及 相关 表 达 产物 在 脑 伤 后 病

理 反应 中的作用 受 到研 究者 的关 注 。 A P O E 基 因 多

图 4 p E G F P — N I — A P O E 8 3 在 2 9 3 T 细 胞 中表 达

图 5 w e s t e m
— B l o t 检 测 转 染 p E G F P — N 1 的 细 胞 只 在 3 4 k u

处 有 l 条 带 ( 本 底 表 达 ) ， 而 转 染 p E G F P — N J — A P O E 8 3 的 细 胞

在 3 4 k u 和 6 2 k u ( A P O E ￡3 与 E C F P 融 合蛋 白 )处 各 有 l 条 带

态 性 与脑 损伤 的相关性 是 目前研 究热点 。 早 期动 物

实 验 发 现 刚
， 敲 除 A P O E 的转 基 因 小 鼠与野 生 型 基

因 鼠相 比 ， 脑 组 织 易 损 性 增 加 ；国外 临 床 研 究 发 现

携 带 s 4 的 患 者 对 脑 损 伤 的 耐 受 性 降低 ， 更 易 出 现

不 良预 后 M 】
。 本课题 组 前期 临 床研 究 也 发 现 n ㈣

， 在

中国黄种人 群 中 ， A P O E e 4 基 因 是 颅脑 损 伤急性 期

病 情 加 重 的 危 险 因素之 一

。 但 A P O E 影 响 脑损伤 的

作用 机 制不 明 ， 需 要进 行 深 人 的实验 研 究 。

A P O E 基 因存 在 多态 性 ， 主 要 有 3 个 等位基 因 ：

￡ 2 ， ￡ 3 ， ￡ 4 ， 分 别编 码 叩 o E 2 、 E 3 、 E 4 ， 可 构 成 6 种

基 因型 ( G e n o t y p e ) ， 即 3 种 纯 合子 (8 2 ／2 ， ￡ 3 ／3 ， ￡ 4 ／4 )

和 3 种 杂合子 ( s 2 ／3 ， ￡ 2 ／4 ， ￡ 3 ／4 ) 。 目前 的研 究 表

明 ， 虽 然 不 同的 基 因 型 所 编 码 的 蛋 白只有 个 别氨基

酸 的 差 异 ， 但是 不 同的 亚 型 却 具 有 不 同的神 经 生 物

学 作 用 I ⋯
：A P O E 8 3 是

“

野 生 型
”

， 具 有 正 常 的生 理

功 能 ；而 A P O E ￡ 2 、 A P OE ￡ 4 是 2 种
“

变 异 体
”

， 各

基 因 型 在 生 理 及 脑 损 伤 等病 理 条 件 下 的作 用 机 制

尚未 完全 阐 明 。 而 通 过 基 因克 隆技术首先克 隆出常

见 的 A P O E 8 3 真 核 表 达 载 体 ， 对 于 进 一 步 深 入 研

究 不 同 A P O E 亚 型 病 理 生 理 机 制 具 有 重 要 意 义 。

p E G F P — N 1 是 一 种 增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 的 质 粒 载

体 ， 在 G F P 序 列 前 带 有 c M v 启 动 子 ， 可 使 G F P 表

达 效 率 大 大 提 高 ， 并 且 含有 高效 增 强 子 s V 4 0 ， 这 是

一 类 可 促 进 基 因转 录 活 性 的顺 式 调 控元 件 。 此 外 ，

还 具 有 抗 C 4 1 8 的 N e o 基 因 ， 可 在 原 核 和 真 核 系 统

中进 行 筛选 ， 建立 稳定 表达 目的基 因 的哺乳 动 物细

胞 系 。

本 实验 通 过 R T — P c R 的 方 法 克 隆 A P O E 基 因 ，

包 含 起 始 密 码 子 及 终 止 密 码 子 ， 含 有 信 号 肽 编 码

区 ， 构 建 含 A P O E 基 因 的 真 核 表 达 载 体 ， 将 有 利 于

研 究其 多方 面 的神经 生 物学作用 。 为进 一 步探讨人

A P O E 基 因 在 哺 乳 动 物 细 胞 中 的 高效 表达 ， 获 得 重

组 人 A P O E 蛋 白奠 定 基 础 。
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质数据库的比对来获得鉴定结果的，如果在蛋白质 

数据库比对时的参数设置不合理，将对搜索结果产 

生很大的影响。因此，PSI的第 1项工作就是建立质 

谱数据的交换规则和搜索引擎的规范化。 

本文正是根据这种思想对采用 MS—Fit引擎对 

肽质量指纹谱鉴定蛋白质时搜索条件的优化进行 

了探索。通过用牛 Carbonic anhydrase 2蛋白进行 

搜索方法优化，得出：①在蛋白酶解充分，漏切位点 

设为 1，选择 Swissprot数据库做蛋白质 PMF分析 

时，质量容错值模式采用百分数(％)时比较 u、ppm、 

mmll更加方便 、科学，其原因在于 MALDI—TOF—MS 

鉴定质量数越大的蛋白或者肽段时，其校正误差的 

能力更加薄弱，肽段准确性随质量大小呈现类线性 

远离标准值趋势。因此采用质量百分数较为理想。 

②容错值大小的选择应该根据质谱仪准确度校正 

的最大误差和标准蛋白筛选的最佳数值为准，不应 

随机选择，如本文筛选出了 0．1个百分数值时为最 

佳。③在选择半胱氨酸的修饰时，Carbamidomethv— 

lation比 carboxymethylation和 acrylamide相对要容 

易筛选出候选蛋白，这个跟蛋白在尿素存在情况下 

极易脲基甲酰化相符合的，同时也说明了丙烯酰胺 

化和羧甲基化对半胱氨酸的修饰作用不如脲基甲 

酰化显著。蛋白质搜索引擎主要参数的优化，为后 
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续鉴定蛋白质的筛选提供了可靠、快捷 、高效的保 

证 。 
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