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K562细胞未知基因 KH的开放阅读框架在 

大肠杆菌中的表达 
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【摘 要】目的：构建K562细胞未知基因KH的开放阅读框架(open reading flame，ORF)的原核表达体系。方法：采用DNA重 

组技术构建 KH基因片段的开放阅读框架(KH—ORF)的表达载体 f)(=、I—neo KH ORF，热休克法转化大肠杆菌BL21(DE3) 

plysS，IPTG诱导后，SDS—PA(；E鉴定目的蛋白的表达=结果：经 IPTG诱导 0．5h后 KH—ORb"在 BL21(DE3)plysS中获得表 

达，表达产物以包涵体形式存在，分子产量约 24kD 结论：成功构建了 KH—ORF的原核表达体系，为进一步研究其功能奠定 

了基础。 
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【Abstract】Objective：To construct the prokaryotic expre．~sion system of open reading frame of KH gene(KH—ORF)．an unknown 

gene in K562 cells．Methods：The 225bp KH —ORF cDNA was cleaved from plasmid pGEM T—easy—KH—ORF with EcoRI and 

Sail and subcloned into the pCI neo Manmlalian Exprexsion Vector cutted with the Salile restriction endonucleases． The recombinant 

expression plasmid was transfected into BL2 1(DE3)ply by h0t—shock assay Induced by IPTG，the recombinant protein product 

was tested by SDS—PAGE．Results：24kD KH—ORF product was obtained as inclusion bodies in BL21(DE3)plysS after the ex— 

pression vector had been induced by IPTG for 30 minutes．( inclusion：The construction of prokaryotic expression system of KH — 

ORF iS Successfu1． 
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苦参是我国传统的常用中药，具有抗炎、抗肿瘤 

等作用，苦参碱是其主要的生物碱。K562细胞是一 

株分化极差、具有多向分化潜能的人红白血病细胞， 

是体外诱导分化实验的常用模型。前期研究表明， 

一 定浓度的苦参碱可诱导 K562细胞向成熟方向分 

化，并且显著影响 K562细胞的细胞周期、端粒酶活 

性细胞骨架以及 e—myc和 N—ras等原癌基因的表 

达[卜 。为进一步研究苦参碱诱导 K562细胞分化 

的分子机制，我们运用了能检出低丰度表达基因的 
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差异显示逆转录 PCR技术(DDRT—PCR)，进行苦 

参碱作用 K562细胞后的早期 mRNA的差异显示 

分析与研究。结果发现并克隆了一个未知差示 cD— 

NA 片 段 (668bp)，GenBank 的 登 录 编 号 为 

BM077298、dbEST ID 10245338(网址为 http：／／ 

WWW．ncbi．nlm．nih．gov／Genbank／index．htm1)，我 

们暂命名为 KH基因，其中含有 204bp(68个氨基 

酸) 完 整开放 阅读 框架 (open reading frame， 

ORF)。在进行此未知片段全长克隆的同时，为先窥 

视该基因可能存在的功能，对其现有的ORF进行了 

功能预测和原核表达研究。 
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l 材料与方法 

1．1 主要试 剂 

胰化蛋白胨与酵母提取物为 Oxide产品；限制性f 叼酶 

EcoR I与 l I为 TaKaRa产品；T4 I)N 连接酶为 I)r(}nlc,ga 

产品：I)NA marker(GeneRuler 、 1kb I)N． I_a(kler)为 MBI产= 

f ；Prestain{~SI2S—PAGE starMar·ds为 T}lK}lI 7 l；fI：1I T(； 

为Promega产品；其它为进广I或圈产分忻纯 利 

1．2 KH—ORF引物 

由Primer PremiLln-i 5【)分析设汁．TaKaRa合战，川十扩 

增 KH—ORF 上游引物与下游引物的 5 端除 ～4，＼ 护 

碱基外．分别引人了 EcoR I与 l l两 限制性f 嗨f 点 

(下划线标示)，因此 KH—ORF的 I (、R广：物大小为 2251)1] 

上游引物：5 一AggAA'FI'CATgg．＼ggAT(、一3 

下游引物：5 gAAggTCgACT(、． T(、g I 1 一3 

1．3 质粒和菌株 

包含225bpKH—ORF的 1)(；卜=M—T—cH v—KH一()I F 

克隆质粒 (3243bp)自建～表达质粒 11(、卜 1 )Manml~ lian 

Expre．,<@n~Vector(5472bp)购 I)r(n~]ega公吲 受体菌 为 

BL21(I)E3)ply 购自Promega公司 

1．4 重组表达质粒(pC[一I-leo—KH—ORF)的构建 

克隆质粒 pGEM —T—casv～KH—ORF经 Eo)I I j 

2％qlI双酶切后，采用华舜小量胶阔收试齐u翁同收纯化含日 

的基冈 KH—ORF的 22510 片段 同 一条件下，表达质粒 

D 卜 IlL-R)Mmlm~alian Exprexsion Vector也经 EcoP,l j ll【 

双酶切后，与上述目的基因连接 连接产物热休克 转化入 

BL2I(I)E3)plysS菌，氨苄青抗性筛选转化子 

I．5 重组表达质粒的鉴定 

(1)采用限制性内切酶 EcoR l与 Sal I酶 切鉴定插入片 

段 ；(2)分别以 WI—neo—KH一()RF与 pGEM—T—easy— 

KH—ORF为模板，PCR扩增此 225bp ORF片段，嵌揩二 质 

粒的大小差异，经琼脂糖电泳鉴定，以 口月此片段重组于表 

达质粒中；(3)为避免假 阳性，将酶切 与 、R鉴定的 I— 

KH—ORF寄到上海生工公司测序确征 

I．6 重组菌株的获得及诱导表达 

重组表达质粒 pCI一[1eo—KH—ORF转化BI l(I)E3) 

plysS菌．获得 KH—ORF工程菌株一重组 大肠杆菌菌株于 

3TC振荡培养 2h至 ()I HI=0．6时，加入 IFI'G诱导重组蛋白 

的表达，即37℃继续振荡培养 0．0．5，1，1．5，2【)，2 5，3．【)． 

6．0．I2h，分别收集 l～5ml菌液，迅速于 4 、I200{}r／m 离心 

Imin．收集菌体。 ’ 

1．7 包涵体的制备及 SDS—PA( 鉴定 

包涵体的制备按本室常规方法进行 包涵体裂解液中 

加入等 体积 2×SDS上 样缓 冲液，混 匀．100~C变性 5～ 

I() 1 CBBG一250法测定蛋白质 含昔后，按 一蚩白质含 

量的上样量进行 l5％的 S[XS—PAGE 

2 结 果 

图 1a pCI—Fleo—KH—ORF的双酶切鉴定 

M：DNA标准品；1：Ecx)R【与 SaI I双酶切 pC1一l'leO—KH 

OP,F 

图 lb 重组 pCI—neo—KH—ORF与重 组 pGEM—T—easy 
— KH—ORF的 PCR鉴定 

M ：DNA marker I：pCI—neo—KH —ORF 2：p(；EM —T — 

Easy—KH 一()I F 

图 2 BL21(DE3)ply．~S细菌总蛋白的 SDS—PAGE 

M：P r()tein标准品(14．2，20．1，24，29，36，45，66kD) 

1～9：分别诱导()，0．5，1，1．5，2．0，2．5，3．0，6．0，12h 
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2．1 表达载体的构建 

225bp的KH—ORF片段经定向亚克隆后，对 

重组表达质粒进行双酶切鉴定，结果可见一条略小 

于 250bp的酶切条带，如图 la：pGEM—T—easv— 

KH—ORE克隆质粒大小为 3243bp，pCI—neo—KH 
— ORF大小为 5697bp，以两个大小不同的均含目的 

片段的质粒为模板，PCR扩增此 225bp KH一()RF 

片段，经琼脂糖电泳鉴定，获得了相同的扩增产物， 

证明此片段确实重组于表达质粒中，如图 lb(图中 

点样孔附近的大片段是作为模板的质粒带，因 PCR 

时模板加样量较大故电泳可见)?经上海生工测序 

结果证实，确实获得了含 225bp的 pCI—neo—KH 
—

ORF表达质粒，结果略 

2．2 KH—ORF在大肠杆菌中的表达 

如图 2所示，可见 IPTG诱导 0．5h后开始有一 

条分子量约 24kD的 CBBG一250染色区带出现，lh 

表达最强，与对照组比较初步确认为就是待表达的 

目的蛋白或多肽分子。电泳时，由于边缘效应的影 

响，使 M与9泳道的电泳条带出现滞后倾斜现象。 

3 讨 论 

无论是真核表达还是原核表达。外源基因的表 

达都需要合适的载体和适宜的宿主，这需要筛选大 

量的载体和宿主以保证外源基因稳定、高效表达。 

本实验 中选用 pCI—neo Mammalian Expression 

VeCtor ]作为表达载体，该质粒是一穿梭质粒，既有 

一 套含CMV启动子的完整真核表达体系，也有一 

套含1、7启动子的完整原核表达体系，可用于外源 

基因的稳定、高效表达。将 ORF片段重组于 pCI— 

neo Mammalian Expression Vector上避免了我们为 

分别完成真核表达和原核表达而进行的多次亚克 

隆，如果能表达成功，将大大简化操作步骤，节约筛 

选时间。 

大肠杆菌表达系统是基因表达技术中发展最 

早 ，目前应用最广泛的经典表达系统，具有遗传背景 

清楚，目标基因表达水平高，培养周期短，抗污染能 

力强等优点，因此我们首先对 KH基因的ORF进行 

原核表达研究。我们将阳性重组表达质粒热休克法 

转化入 BL21(DE )plysS中，获得稳定重组子，IPTG 

诱导目的基因表达，SDS PAGE观察表达产物大 

小。从 SDS—PAGE的结果可以看出，诱导 0．5h后 

开始有一条较强的 CBBG一250染色区带出现，lh 

表达最强，与对照组比较初步确认为就是待表达的 

目的蛋 白或多肽分子，分子量 约 24kD。我们的 

ORF片段推测表达 68个氨基酸，换算为蛋白质分 

子量应约 7．5kD，这与上述电泳结果并不符合。对 

此，国外已有文献报道，原核生物表达外源基因时， 

往往存在一些表达后修饰或以包涵体形式存在，使 

得外源基因的表达产物远大于预计产物大小 5～ 

2OkD，我们的结果尚在该误差范围内。由于原核表 

达体系的翻译后加工能力远不及真核表达体系的精 

细，原核表达的蛋白尚存在不能形成正确折叠，不能 

进行磷酸化等修饰，常常形成包涵体具不溶性等等 

诸多不足之处，有必要将构建的表达载体转化入真 

核细胞以求稳定表达有活性的蛋白或多肽分子，为 

进一步研究基因与蛋白的功能奠定基础。我们正在 

进行该片段的真核表达研究。 
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