
!" 卷 # 期

$%%" 年 $ 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）："& ’ ($

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+,-.,/ $%%"

基金项目：内蒙古教育厅重点研究项目（01%$%%2）

"通讯作者。345.67：76-8*9 65: .;: ;<
作者简介：侯 鑫（#&"= > ），男，山东郓城人，讲师，博士研究生，研究方向为肿瘤基因治疗。?*7：(=4!"#4!&&#!(@；).A：(=4!"#4!&&$!!$；

345.67：BC-A6<76-9 /.BCC: ;C5: ;<
收稿日期：$%%=4%!4#&；接受日期：$%%=4%=4$&；修回日期：$%%=4%&4#(

在大肠杆菌中表达有活性的人 !"#$$ 蛋白

侯 鑫#，扈廷茂#，刘俊娥$"

（# 内蒙古大学生命科学学院 呼和浩特 %#%%$#）

（$ 中国科学院微生物研究所 北京 #%%%(%）

摘 要：D?E## 蛋白（F*,6<*GHB,*C<6<* I6<.F* ##）是近年来发现的具有多种重要功能的蛋白，可参与调控细胞周期、J2@
介导的细胞凋亡、,.F 诱导的细胞转化、细胞极化等多种生物学过程。利用大肠杆菌高效表达有活性的人 D?E## 蛋

白，可为其结构和功能的深入研究打下良好基础。利用本室克隆的人 D?E## ;K0L 和原核表达载体 J3?4!!.（ M ）构

建带有 0-F 融合标签的诱导型表达载体 J3?40-F4D?E##，在不同的大肠杆菌宿主中诱导表达。DKD4NLO3 和 P*FH*,<
+7CH 检测表明，在 QR$#（K3@）宿主中表达的融合蛋白主要以包涵体形式存在，占菌体总蛋白的 (S&T；在 UCF*HH.4V.56

（K3@）JR/FD 宿主中主要表达为可溶性蛋白，占菌体总蛋白的 #=S"T。而经纯化和包涵体蛋白复性处理后，以

WB.,6CH 介导重组融合蛋白进入人肝癌细胞 DXXW4""$# 检测其对细胞生长和细胞周期的影响。与对照组相比，QR$#
（K3@）中表达的 0-F4D?E## 蛋白几乎无抑制活性；而 UCF*HH.4V.56（K3@）JR/FD 中表达的 0-F4D?E## 蛋白可以显著抑制

DXXW4""$# 细胞的生长，抑制率达 !"S%2T，并导致细胞周期的 O% GO# 期阻滞，证实表达的重组融合蛋白具有明显的

生物学活性。上述结果为在大肠杆菌中成功表达有活性的重组 D?E## 蛋白的首次报道。

关键词：D?E## 蛋白；原核表达；UCF*HH.4V.56（K3@）JR/FD
中图分类号：Y(#$ 文献标识码：L 文章编号：%%%#4=$%&（$%%"）%#4%%"&4%!

D?E##（F*,6<*GHB,*C<6<* I6<.F* ##）是 #&&( 年由两

个独立的研究小组同时发现的基因［#，$］，该基因定

位于人染色体 #&J#@S@ 区域，编码一种新的 ;LXN 依

赖性的丝氨酸 Z苏氨酸蛋白激酶，分子量为 =% IK.。
近年来的研究显示：该蛋白可能参与调控细胞周

期［@］、J2@ 介导的细胞凋亡［!］、P<H 信号通路［2］、?O)4

!信号通路［=］、,.F 诱导的细胞转化［"］、调控细胞极

化［(］及细胞的能量代谢平衡［&］等过程，推测该蛋白

具有多种重要的生物学功能。

利用大肠杆菌表达有活性的重组蛋白是深入研

究蛋白功能和进行晶体结构解析的重要基础，比利

用真核系统表达蛋白具有明显的优势。鉴于国外学

者在大肠杆菌中表达的 D?E## 融合蛋白没有检测到

生物学活性［#%］，而目前国内的研究局限于检测该基

因的突变情况［##，#$］，本研究利用本室克隆的 D?E##
;K0L［#@］在 大 肠 杆 菌 中 成 功 地 表 达 了 有 活 性 的

D?E## 蛋白，为该蛋白功能的深入研究和晶体结构

解析打下了良好的基础。

本研究选用的大肠杆菌表达宿主 UCF*HH.4V.56
（K3@）JR/FD 用于表达真核蛋白的优势尚未引起广

泛重视，最近国外学者用该宿主获得了在其它多种

表达 宿 主 中 无 法 获 得 的、有 活 性 的 重 组 真 核 蛋

白［#!］，显示了该宿主在原核表达系统中的巨大应用

潜力，本文的结果进一步证实了其应用价值，为类似

的蛋白表达研究工作提供了有意义的参考。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌株和质粒：大肠杆菌 QR$#（K3@）（以下简

写为 QR）、UCF*HH.4V.56（K3@）JR/FD（以下简写为 UO）

及原核表达载体 J3?4!!.（ M ）购自 0C[.V*< 公司，大

肠杆菌 K\2"由本室保存，人肝癌细胞 DXXW4""$#
购自中国典型培养物保藏中心。

$%$%& 酶和试剂：常用工具酶、K0L 分子量标记和

胶回收试剂盒购自大连宝生物公司，包涵体蛋白纯

化及复性试剂盒、0-F 单克隆抗体、\UN 标记羊抗鼠

二抗购自 0C[.V*< 公司，= ] \6F 蛋白亲和层析试剂

盒购 自 N6*,;* 公 司，WB.,6CH 蛋 白 转 运 试 剂 盒 购 自

L;H6[* XCH6^ 公司，硝酸纤维素膜购自 L5*,FB.5 公

司，其它试剂为分析纯。K0L 序列测定由上海生工



公司完成。

!"# 原核融合表达载体的构建

含有 !"#$$ 基因 %&’( 的质粒 )*&+!"#$$ 由本

室构建和保存［$,］，经 !"#-!和 $%#!双酶切后，与

经相同酶切的 )."+//0（ 1 ）载体连接，构建重组表达

载体 )."+’23+!"#$$（以下简写为 ).’!）。常规实验

操作均参照文献［$4］或试剂盒说明书进行。

!"$ 重组融合蛋白的诱导表达及纯化

载体 ).’! 分别转化大肠杆菌 56 和 -7 感受态

细胞，于 ,89分别诱导 / : 和 8 : 后收集菌体，超声

裂解，!&!+;(7. 检测细菌总蛋白、可溶性及包涵体

组分，用 < = >?3 蛋白亲和层析试剂盒纯化可溶性重

组融合蛋白，用包涵体蛋白纯化及复性试剂盒进行

包涵体蛋白的粗提，经亲和层析进一步纯化后进行

复性处理（透析法）。

!"% 重组融合蛋白的 &’()’*+ ,-.) 检测

将菌体总蛋白、可溶性及包涵体组分进行 $4@
!&!+;(7. 电泳，转膜后用 ’23 单克隆抗体（$ A $4BB
稀释）为一抗、羊抗鼠 CD7（$ A EBBB 稀释）为二抗进行

FG3HGIJ KLMH 检测。

!"/ 011 法检测重组融合蛋白对 2003455#! 细

胞生长的影响

!**N+OO,$ 细胞以 , = $BE P孔接种于 Q< 孔板，

过夜培养后分 E 组，N:0I?MH 组用 N:0I?MH 处理，56 组

和 -7 组用 N:0I?MH 分别转运来源于宿主 56 和 -7
的融合蛋白，蛋白浓度梯度为 BR4 S $BRB"DPT6，分别

于 ,/ S Q<: 后用 *"" 测定法，按以下公式计算抑制

率：细胞生长抑制率（C-@）U（$ V 实验组 &4OB 值P对
照组 &4OB值）= $BB@。

!"6 流式细胞仪检测重组融合蛋白对细胞周期的

影响

!**N+OO,$ 细胞贴壁长至 /B@ 融合时分为 E
组：分组同 $R4，蛋白浓度为 $BRB"DPT6。处理后 O,:
用流式细胞仪测定 &’( 含量，分析细胞周期分布。

!"5 统计学分析

实验数据采用 ’ 检验，检验水准以 ( W BRB4 为

有显著性差异。用 !;!! $$RB XMI F?JYMZ3 软件包进

行统计分析。

# 结果

#"! 原核融合表达载体的构建

重组表达载体 ).’! 的酶切和 ;N- 鉴定结果见

图 $。该载体用于表达带有 ’23 和 < = >?3 标签的

!"#$$ 重组融合蛋白。

图 ! 重组表达载体 7892 的酶切及 :3; 鉴定

[?D\ $ -G3HI?%H?MJ 0JY ;N- 0J0L]3?3 MX IG%MTK?J0JH G^)IG33?MJ _G%HMI

).’!\ $R.^)IG33?MJ _G%HMI )."+//0（ 1 ）P!"#-! 1 $%#!；,R;M3?H?_G

)L03T?Y )*&+!"#$$P!"#-! 1 $%#!；ER).’!P!"#-! 1 $%#!；

/R;N- )IMY2%H MX ).’!；4R).’!P!"#-!；*\ #&’(P!"#" $/ C

*0I‘GI \

#"# 目的蛋白的 &’()’*+ ,-.) 检测

56P).’! 诱导 /:、-7P).’! 诱导 8: 后裂解菌

体，经 !&!+;(7. 检测到约 $,,R4 ‘&0 大小的特异蛋

白条带，与 ’23（<,R4 ‘&0）和 !"#$$（<B ‘&0）融合蛋

白的预期大小一致。在 56 宿主中表达的融合蛋白

约占菌体总蛋白的 8RQ@，主要以包涵体形式存在；

而在 -7 宿主中融合蛋白占菌体总蛋白的 $<RO@，

主要表达为可溶性蛋白（图 ,）。将 56 中的包涵体

蛋白和 -7 中的可溶性重组蛋白亲和层析纯化后，

可得到电泳均一的目的蛋白（图 E）。

图 # 宿 主 <=>7892、;?>7892 诱 导 表 达 后 各 组 分 的

2@24:A?8 检测

[?D\, !&!+;(7. 0J0L]3?3 MX Y?XXGIGJH XI0%H?MJ3 XIMT :M3H 56P).’! a

-7P).’! 0XHGI ?JY2%H?MJ\ $R"MH0L )IMHG?J ?J 56P).’! KGXMIG ?JY2%H?MJ；

,R"MH0L )IMHG?J ?J 56P).’! ?JY2%GY /:；ER!ML2KLG XI0%H?MJ ?J 56P).’!

?JY2%GY /:；/R CJ%L23?MJ KMY] ?J 56P).’! ?JY2%GY /:；4R"MH0L )IMHG?J ?J

-7P).’! KGXMIG ?JY2%H?MJ；<R"MH0L )IMHG?J ?J -7P).’! ?JY2%GY 8:；

OR!ML2KLG XI0%H?MJ ?J -7P).’! ?JY2%GY 8:；8R CJ%L23?MJ KMY] ?J -7P

).’! ?JY2%GY 8:；*\ ;IMHG?J TMLG%2L0I ZG?D:H T0I‘GI \ (IIMZ ?JY?%0HG3

H:G )M3?H?MJ MX 3)G%?X?% )IMHG?J K0JY\

经 FG3HGIJ KLMH 检测，在 56 和 -7 宿主菌中诱导

表达的融合蛋白均可与 ’23 单克隆抗体特异结合，

且特异条带的大小与预期一致，证实检测到的特异

蛋白条带为 ’23+!"#$$ 融合蛋白（图 /）。

B8 >bc d?J )’ *+ \ P&"’* ,-".#/-#+#0-"* 1-2-"*（,BBO）/O（$）



图 ! 重组蛋白纯化后的 "#"$%&’( 检测

!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 456"3"78 6792:;".-.< 462<7".$ =>)56"3"78

".9/51"2. ;280 ". ?@A4,B& ".85978 CD；E>)56"3"78 12/5;/7 36-9<"2. ".

F+A4,B& ".85978 GD；H$ )62<7". :2/795/-6 I7"#D< :-6J76 $

图 ) *+,-(."和 /’,-(."诱导产物的 0123145 6783 检测

!"#$C K71<76. ;/2< -.-/01"1 23 6792:;".-.< 462<7". 7L4671178 ". ?@A

4,B& M F+A4,B&$ =>N2<-/ 462<7". ". ?@A4,B& ;73267 ".859<"2.；

E>N2<-/ 462<7". ". ?@A4,B& ".85978 CD；%>&2/5;/7 36-9<"2. ". ?@A4,B&

".85978 CD；C> O.9/51"2. ;280 ". ?@A4,B& ".85978 CD；P>N2<-/ 462<7". ".

F+A4,B& ;73267 ".859<"2.；Q>N2<-/ 462<7". ". F+A4,B& ".85978 GD；

R>&2/5;/7 36-9<"2. ". F+A4,B& ".85978 GD；G> O.9/51"2. ;280 ". F+A

4,B& ".85978 GD；H$ )62<7". :2/795/-6 I7"#D< :-6J76 $

9:! 重组 .;2$"<=>> 融合蛋白对细胞生长的影响

来源于 ?@ 的 B51(&NS== 融合蛋白复性后，在蛋

白浓度为 T>P U =T>T!#A:@ 时，对 &HHV(RRE= 细胞生

长抑制率仅为 T>REW U E>QGW；而来源于 F+ 的可

溶 性 B51(&NS== 随 蛋 白 浓 度 由 T>P!#A:@ 增 至

=T>T!#A:@，细 胞 生 长 抑 制 率 逐 渐 增 加，最 高 达

CR>TPW，表现出明显的浓度依赖关系；其中蛋白浓

度高于 =>T!#A:@ 时，对细胞生长产生显著抑制，抑

制率高于 =C>QQW。在 RED 内，细胞生长抑制率随时

间的延长而增加（表 =）。

9:) 重组 .;2$"<=>> 融合蛋白对细胞周期的影响

与 VD-6"2< 组 相 比，经 来 源 于 ?@ 的 重 组 B51(
&NS== 蛋白处理后，&HHV(RRE= 细胞 +T A+= 期百分

数没有明显增加，而经来源于 F+ 的重组融合蛋白

处理的细胞出现明显的 +T A+= 期阻滞，& 期细胞显

著减少（! X T>TP）。不同组之间 +E AH 时相所占百

分比没有显著差异，结果见表 E。

表 > .;2$"<=>> 重组融合蛋白对 "??@$AA9> 细胞的生长抑制率（B）

N-;/7 = +62I<D ".D";"<260 6-<"2（W）23 6792:;".-.< B51(&NS== 351"2. 462<7". 2. &HHV(RRE= 97//1
N":7 23
<67-<:7.< VD-6"2<

?@（B51(&NS== 362: ?@，!# A:@） F+（B51(&NS== 362: F+，!#A:@）

T>P =>T E>P P>T =T>T T>P =>T E>P P>T =T>T
ECD T>QP T>RE =>Q= =>GR E>=E E>C= %>TR =C>QQ =Q>YQ =Y>TT EP>=Q
CGD T>RQ =>T% =>G% =>YQ E>ET E>CY %>CC =Y>EY ET>QG E%>GY %E>T%
RED T>RC =>=Q =>GT E>T% E>%% E>QY %>P% EP>C= EG>=% %R>TR CQ>YG
YQD T>RQ =>=P =>GE E>T% E>%P E>QG %>GC EP>PG EG>ET %R>EY CR>TP

表 9 .;2$"<=>> 对 "??@$AA9> 细胞周期的影响

N-;/7 E O.3/57.97 23 B51(&NS== 2. 97// 909/7 23 &HHV(RRE= 97//1
+62541 +T A+=（W） +E AH（W） &（W）

?/-.J 92.<62/ PE>P= Z P>%P =Y>=C Z E>CG EG>%P Z %>TE
VD-6"2< PE>=T Z P>QY =G>Q= Z E>%E EY>EY Z %>G%
?@（VD-6"2<AB51(&NS==） P%>YQ Z P>CC =G>YT Z E>TG ER>=C Z %>T%
F+（VD-6"2<AB51(&NS==） Q%>=E Z Q>PQ! =G>QP Z =>QG =G>E% Z E>%E!

! ! X T>TP

! 讨论

&NS== 蛋白在诱导细胞周期停滞、调控细胞代

谢平衡和细胞重新极化过程中的作用使其成为一个

重要的抑癌基因，国际上对该蛋白生物学功能的研

究已经成为热点并不断有新的发现。在哺乳动物细

胞中表达的 +&N(&NS== 融合蛋白的表达量低、成本

高［=Q］；在昆虫细胞中，&NS== 只有和两种伴侣分子同

时表达时才能获得有活性的 +&N(&NS== 融合蛋白且

表达量较低［=T］。目前利用大肠杆菌表达系统高效

表达有活性的重组蛋白仍是蛋白结构和功能研究的

重要基础，该系统的低成本和高表达量使其成为应

用最广泛的表达系统，新的、经过优化的表达宿主的

应用为真核蛋白在原核系统中的表达创造了有利的

条件，因此本研究尝试用 ?@ 和 F+ 两种大肠杆菌表

达宿主表达有活性的人源 &NS== 蛋白。

研究中选用的表达载体 4,N(CC-（ [ ）中带有

B51 融合标签，该基因是原核基因，B51 在 &NS== B
端的融合有利于翻译的有效起始和核糖体的稳定结

合，可增加目的蛋白的表达量和稳定性。本研究表

明：B51(&NS== 融合蛋白在宿主 ?@ 和 F+ 中都能表

达且可稳定存在，未检测到目的蛋白的降解。

F217<<-(#-:"（’,%）4@01&（文中简写为 F+）是高

度严谨的表达宿主菌，该菌含有 Q 个大肠杆菌稀有

密码子的 <FB* 基因，可增加含相关稀有密码子的

真核基因的表达量和忠实性。在 &NS== 基因中，这

些 密 码 子 出 现 的 频 率 为：VVV（ =>GCW）、*++
（=>Q=W）、++*（T>CQW）、V\*（T>E%W），在 &NS== 基

因前 =TP 个密码子中，上述密码子共出现了 R 次，

B51(&NS== 在 F+ 中的表达量（=Q>RW）比在 ?@ 中的

表达量（G>YW）有明显提高，可能与该宿主对 <FB*
基因的优化有关。本研究中来自 ?@ 的包涵体蛋白

=G侯 鑫等：在大肠杆菌中表达有活性的人 &NS== 蛋白 $ A微生物学报（ETTR）CR（=）



经复性后仍未显著影响细胞生长和细胞周期；而来

自 !" 的可溶性重组蛋白对 #$$%&’’() 细胞生长有

明显的抑制效果，并可使其产生明显的 "* +") 期阻

滞，与文献报道［,，-］一致。其可能的原因如下：虽然

#./)) 蛋白的晶体结构尚未解析，但该蛋白中含有

)* 个非串联的 %01 密码子，很可能会形成二硫键，且

二硫键的正确形成与其生物学活性有关；!" 宿主同

时带有硫氧还蛋白基因（!"# $）和谷胱甘肽还原酶

基因（%&"）双突变，有利于重组蛋白在胞质中形成二

硫键并正确折叠同时提高目的蛋白的可溶性；因此

在 !" 宿主中获得的可溶性表达的 231&#./)) 蛋白

具有明显生物学活性，这可能与该宿主的上述特性

有关。
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