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大肠杆菌 !"#$（%&’）中 %()& *(+,*( 介导 -!.-$ 蛋白的连接
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摘要：【目的】利用 ,./ (;<H @;6)@; 的蛋白质反式剪接技术研究在大肠杆菌中对 MN1M# 基因表达产物的连接

作用。【方法】将 MN1M# 的 *(0M 于满足剪接所需的保守性氨基酸 1O>"CB 密码子前断裂为 0 端和 1 端两部

分，分别与天然存在的反式作用 ,./ (;<H @;6)@; 的 #$G 个氨基酸的 0 端和 G% 个氨基酸的 1 端编码序列融合，

构建到原核表达载体 7HDF$B<（E ）。转化感受态大肠杆菌 NP$#（(HG）细胞，诱导表达后观察重组蛋白的表达

和 MN1M# 的连接。【结果】转化菌经 .QDR 诱导表达，/(/FQMRH 分析显示预期大小的 MN1M# 剪接蛋白条带，

并进一步为 S@>FD<K 抗体进行的 T)>6)-; ,=966@;K 证实。【结论】结果表明 ,./ (;<H @;6)@; 可有效催化 MN1M# 的

连接，为进一步研究利用双腺相关病毒（MMU）载体转运 MN1M# 基因，克服单个 MMU 载体容量限制进行由

MN1M# 基因突变所致 D<;K@)- 病的基因治疗奠定了基础。
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MDQ 结合盒式转运蛋白 M#（MDQF,@;V@;K *<>>)66)
6-<;>79-6)- M#，MN1M#）属 于 MN1 超 家 族 成 员 之

一［#］。#""" 年首次发现 MN1M# 基因突变导致以家

族性高密度脂蛋白（S(P）缺陷为主要特征的 D<;K@)-
病，表现为血浆低水平 S(P、组织巨噬细胞中的胆

固醇聚集和高心血管病的发病率［$］。作为一种跨膜

运输蛋白，MN1M# 促进细胞胆固醇从巨噬细胞和外

周组织输出到载脂蛋白接收器，参与脂蛋白代谢、巨

噬细胞胆固醇稳态调节［G］。因此，MN1M# 被视为低

S(P 综合征和心血管疾病治疗的一个重要靶点［!］。

由于 MN1M# 基因已成功克隆，为基因转移为目标的

基因治疗提供了条件。在已开发的基因运载体系

中，腺辅助病毒（MMU）载体因其非致病性和可感染

非分裂期细胞等优点被广泛应用，但 MMU 载体转运

目的基因的上限是 !WC X,，而 MN1M# 的 *(0M 长达

C X,，明显超过 MMU 的容量限制。.;6)@; 的蛋白质

反式剪接功能为使用双 MMU 载体共同运载 MN1M#
基因提供了可能。.;6)@; 是包埋于蛋白质前体中的

一段多肽序列，翻译后通过自催化被切除，同时两侧

宿主蛋白以肽键连接成生物活性的成熟蛋白［2］。蛋

白质剪接反应涉及剪接位点保守氨基酸残基参与的

亲核攻击，不需要细胞机制参与，也不消耗 MDQ，与

Y0M 剪接相比，蛋白质剪接发生于翻译后水平的分

子事件。蛋白质剪接分为顺式（"&.）和反式（#’$-.）

两种，大多数属于前者，,./ (;<H @;6)@; 是第一个发

现于 ,0-1"2("0.#&. >7? >6-<@; Q11%B&G 的 (0M 聚合酶

催化亚基的反式剪接 @;6)@;［%］。本研究旨在运用大

肠杆 菌 的 原 核 表 达 实 验，试 验 ,./ (;<H @;6)@; 对

MN1M# 的剪接作用。将 MN1M# 的 *(0M 于其分子

中部的 1O>"CB 密码子前将其断裂成两部分，分别与

,./ (;<H @;6)@; 基因融合，构建到同一原核表达载

体，二者间以含有核糖体识别位点 /( 序列的间隔



序列相隔，转化大肠杆菌 !"#$（%&’）细胞，经诱导表

达后观察到剪接形成的完整 (!)($ 蛋白，为进一步

运用 *+,-*+ 的 双 ((. 载 体 转 (!)($ 基 因 奠 定 了

基础。

! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 质粒与菌株：含有 /01*, !"# %+2& *+,-*+ 编码

序列的质粒 )3#$4 为加拿大 %21567/*- 大学 8271 "*7
教授 实 验 室 构 建，本 室 保 存。含 有 (!)($ 全 长

9%:( 的质粒 09%:(’;$3(!)($ 由加拿大 %21567/*-
大学医学院 8271 "*+/<-11 教授实验室构建，原核表达

载体 0&=3#>2（? ）、受 体 菌 =60$@ 和 表 达 菌 !"#$
（%&’）购自 :6A2B-+ 公司。

!#!#$ 工具酶和主要试剂：限制性内切酶、%:( 连

接酶试剂盒、蛋白质分子量标准购自 :-C &+B12+<
!*612D/公 司，高 保 真 $%& =7ED6 %:( 聚 合 酶 购 自

F,E2,2B-+- 公 司；G-1 &H,E29,*6+ I*,、8)J 87E*K*92,*6+
I*,、F0*+ L*+*0E-0 I*, 均为 M*2B-+ 公司产品 N 鼠源抗

O*/ 单抗购自 L-E9P 公司，OJ83羊抗小鼠二抗、&)"
017/ Q-/,-E+ !16,,*+B %-,-9,*6+ 试剂盒购自 (R-E/52R
852ER29*2 !*6,-95 （G&）公司；其它试剂均为国产或进

口分析纯。

!#$ 质粒构建

选择于 (!)($ 中部附近满足 %+2& *+,-*+ 剪接

所需的 )S/TU> 密码子前将其断裂为 : 端和 ) 端两

段，构建原核表达载体。首先，以质粒 09%:(’;$3
(!)($ 为模板，用高保真 $%& =7ED6 %:( 聚合酶、引

物 8$ 和 8# 进行 8)J 扩增 (!)($ 的 : 端编码序列

（:），以引物 8’ 和 84 从质粒 )3#$4 扩增 %+2& *+,-*+
:端 $#’ 个氨基酸的编码序列（V+），分别用 ’()O
!W*+, !和 *+, !W!(- !酶切上述 8)J 产物，与

经 ’()O V 和 !(- !双酶切线性化的质粒载体 0&=3
#>2（? ）经 =4 %:( 连接酶连接，得到 (!)($ 的 : 端

与 V+ 的融合亚克隆表达质粒 0&=3:V+。用 8X、8Y 和

8U、8> 引物对，分别以 )3#$4 和 09%:(’;$3(!)($ 为

模板，8)J 扩增 %+2& *+,-*+ 的 ) 端 ’Y 个氨基酸的编

码序列（V9）和 (!)($ 的 ) 端部分的编码序列（)），

分别以 !(. !W/%, !和 /%, !W012 !酶切后，与经

!(. !和 012 !双酶切线性化的质粒 0&=3:V+ 连

接，得到含有 :V+、V9) 融合基因亚克隆质粒 0&=3
:V+V9)。以 8T、8$@ 引物对，进行反向 8)J 扩增 0&=3
:V+V9)，将扩增产物自身连接环化，得到在两部分融

合基因表达框之间引入含有核糖体结合位点（F5*+-3

%21B2E+6 序列）的间隔序列（F029-E）的重组双融合基

因原核表达质粒 0&=3:VFV)。同时构建不含 *+,-*+ 序

列的 (!)($ 原核表达载体作为实验的阳性对照，以

8$$、8$# 引物对从 09%:(’;$3(!)($ 扩增出 (!)($
的编码序列，用 !(- !W*23 !酶切后连入以 !(- !W
*23 !双 酶 切 的 0&=3#>2 （? ）载 体，得 到 0&=3
(!)($。构建上述载体所用引物及序列见表 $，由

上海生工公司合成。被间隔序列隔开的融合基因及

预期表达蛋白产物如图 $ 所示。将上述获得的重组

子转化大肠杆菌 =60$@，用氨苄青霉素 "! 平板筛选

转化子，用酶切和 %:( 序列测定进行鉴定。

表 ! 构建载体所用引物

=2D1- $ 8E*R-E/ 7/-< K6E 96+/,E79,*6+ 6K A-9,6E/

8E*R-E F-Z7-+9-/（X[!’[）
&+<6+791-2/-

/*,-
$$ )GGG(=))(=GG)==G==GG))=)(G)=G ’()O!
$# GG((==))(=(=G)))(GG==)=G))GG(=GG= *+, !
$’ GG((==))(=(=G=G))=)(G====GG)())G(( *+, !
$4 =G()G(G)=)=)(G()))))(GG==)=G))GG( !(- !
$X ()G)G=)G()(=GG==(((G==(=)GG=)G=)G !(. !
$Y G=)()((==GG)GG)G(=)G))))(= /%, !
$U G=)()((==G=))))(G)(=(()G=G)=G /%, !
$> ))G)=)G(G=)(=()(=(G)===)===)()===) 012 !
$T =))=))==)(G()))))(GG==)=G))
$$@ ==((=((=((=GG==(((G==(=)GG=)G=)G
$$$ =G()G(G)=)(=GG)==G==GG))=)(G)=G !(- !
$$# ((G((=G)GG))G)=)(=()(=(G)===)===)()===) *23 !

! "% 重组蛋白的表达和剪接的观察

将经鉴定正确的重组原核表达质粒 0&=3:VFV)
转化受体菌 !"#$（%&’），挑取单个阳性菌落接种到

含卡那霉素的 "! 培养液中，’U\振荡培养过夜，次

日以 #]接种到 $@ R" 新鲜的含卡那霉素的的 "!
培养液，’U\振荡培养至 45Y@@ 为 @;Y，加入 V8=G 至

终浓度为 $ RR61W"，继续振荡培养 X 5 进行诱导表

达，诱导结束后，将培养物 4\下以 $@@@@ EWR*+ 离心

$@ R*+ 收集细菌，加等体积的 # ^ F%F 上样缓冲液和

双蒸水重悬细菌沉淀，$@@\煮沸 XR*+。上样进行还

原性 F%F38(G&（分离胶浓度为 X]），考马斯亮蓝 J3
#X@ 染色分析重组蛋白的表达及蛋白质剪接，灰度

扫描测定蛋白质剪接的效率。以 0&=3(!)($ 转化

后的表达作为阳性对照。

!#& ’()*(+, -./* 鉴定 0120! 蛋白的剪接

将煮沸裂解后的样品进行 F%F38(G& 后用半干

电转移仪（!*63J2<）转移至硝酸纤维素膜，$]!F( 室

温封闭 # 5，用鼠源抗 O*/ 单抗 ’U\轻摇反应 $ 5，再

用 OJ8 标记的羊抗小鼠二抗 ’U\轻摇反应 $ 5，&)"
法进行曝光。

#@Y$ _7H*2+B ‘57 -, 21 N W6-3( /7-82972.2:7-( !7;7-(（#@@T）4T（$#）



图 ! 重组融合基因结构及预期蛋白产物
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" 结果

"#! 原核表达质粒 $%&’()*)+ 的构建

所构建的亚克隆质粒 6C7@DE2、6C7@DE2E’B 以及

重组双融合基因原核表达质粒 6C7@DE&EB 如图 F 所

示。小量提取质粒进行酶切电泳鉴定，用 )*+ !G
,&- !酶切质粒 6C7@DE2，阳性克隆可见 HIJ K4 长的

载体骨架片段、切成 FIL K4 和 MIJ K4 长的插入目的

基因片段；用 ./+ !G012 !酶切 6C7@DE2E’B，阳性

克隆可见 N 个分别为 OIL K4、NIL K4 和 %IP K4 长的

片段；由于引入间隔序列时破坏了 E2 和 E’ 间的 ,&-
!和 ,&3 !酶切位点，以 ,&- !和 012 !双酶切的

阳性 6C7@DE&EB 克隆可见两段 OIL K4 和 HIO K4 长片

段（如图 N 所示）。测序结果进一步得到证明。

图 " 重组质粒 $%&’(),，$%&’(),)-+ .,/ $%&’()*)+ 的结构示意图

!"#$F &,0.’,.0)/ 13 0)’1*4"2+2, 6-+/*"5/ 6C7@DE2，6C7@DE2E’B +25 6C7@DE&EB$ 7(01.#( /.4’-12+- 9)’,10/ 6C7@DE2 +25 6C7@DE2E’B ,() 601K+0:1,"’

)<60)//"12 9)’,10 6C7@DE&EB 8",( ,81 3./"12 #)2)/ "2 /)6+0+,) )<60)//"12 ’+//),,) 8+/ ’12/,0.’,)5$

"#" 重组蛋白的表达与蛋白质剪接

质粒转化的 4 $ -235 AQF%（>CN）细胞诱导表达

后的菌体总蛋白进行 &>&@R?SC 分析显示，与未经

诱导相比，对照质粒 6C7@?AB?% 转化菌有一明显的

?AB?% 蛋白表达条带，大小为 FHJ K>+，6C7@DE&EB 转

化菌在与阳性对照质粒转化菌同一水平可见一与

?AB?% 大小一致的蛋白条带，是为剪接所形成，同

时尚可见预期大小的未被完全剪接的前体融合蛋白

D@E2（%FH K>+）和 E’@B（%JP K>+），剪接下来的 E2 和 E’
由于分子量较小，电泳过程中已经出胶故不能显示，

NMO%朱甫祥等：大肠杆菌 AQF%（>CN）中 >2+C "2,)"2 介导 ?AB?% 蛋白的连接 $ G微生物学报（FMML）JL（%F）
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图 ! 重组质粒载体的酶切鉴定

!"#$ % &#’()*+ #+, +,+-.()/0)(+*"* 1)( 2"#+*.")3 "2+3."1"-’.")3 )1

(+-)45"3’3. /,’*4"2*$ 60+ .7) *85-,)3’, 9+-.)(* 7+(+ 2"#+*.+2 7".0 !"#

!:$%& ! (+*8,.+2 "3 ;<=，><? ’32 @<= A5 "3 *"B+ 1)( /C6DEF3 （,’3+

G），)( 7".0 ’(# !:)*+ ! (+*8,.+2 "3 H<?，%<? ’32 G<I A5 "3 *"B+ 1)(

/C6DEF3F-J （,’3+ >）$ 60+ $%& !:)*+ ! 2"#+*.+2 /C6DEFKFJ (+*8,.+2

"3 ;<H ’32 H<? A5 "3 *"B+（,’3+ %）$ L：G A5 ME& ,’22+( $

图 " 重组蛋白表达和剪接的 #$#%&’() 分析

!"#$= KMKDN&OC ’3’,P*"* )1 (+-)45"3’3. 18*")3 /().+"3* +Q/(+**")3 ’32

*/,"-"3#$ RS>G -+,,* 7+(+ .(’3*1)(4+2 7".0 /C6DEFKFJ 1),,)7+2 5P FN6O

"328-.")3 1)( +Q/(+**")3 )1 (+-)45"3’3. /().+"3*$ 60+ /().+"3* "3 -+,,

,P*’.+* 7+(+ (+*),9+2 5P = T UV KMKDN&OC ’32 *0)7+2 */,"-+2 &RJ&G

-)3*"*.+3. 7".0 /)*"."9+ -)3.(), （/C6D&RJ&G，,’3+ >）’32 83*/,"-+2

"3.+"3D-)3.’"3"3# 18*")3 /().+"3 EDF3 ’32 F-DJ （,’3+ G）70+(+’* 7".0)8.

+Q/(+**+2 (+-)45"3’3. /().+"3* "3 83"328-+2 -+,, ,P*’.+（,’3+ G）$ L：

/().+"3 *.’32’(2 4’(A+( $

灰度扫描显示剪接蛋白的比率占总融合表达蛋白的

IGV （图 =）。由于重组蛋白的 E 端均带有 W"*D6’#，

X+*.+(3 5,).."3# 分析显示 /C6DEFKFJ 转化菌与阳性

对照质粒转化菌有同样大小的曝光带，进一步证明

M3’C 可有效介导分别表达的两段 &RJ&G 的连接，

同时可见未被完全剪接的 EDF3 条带，未被剪接的 F-D
J以及剪接下来的 F3 和 F- 因不带 W"*D6’# 故未见

（图 ;）。

图 * +,-.,/0 123. 分析 ’45’6 的反式剪接

!"#$ ; Y5*+(9’.")3 )1 ,-%./D*/,"-+2 &RJ&G 7".0 X+*.+(3 5,).."3#$

N().+"3* )1 ,P*’.+* 1()4 /C6DWFKFJ .(’3*1)(4+2 0 $ &+12 -+,,* 7+(+

(+*),9+2 5P =DUV KMKDN&OC$ &1.+( .(’3*1+(("3# )3.) .0+ 4+45(’3+ .0+

5,).* 7+(+ /()5+2 7".0 ’3."DW"*D6’# ’3."5)2P$ S’3+ G：1()4 83"328+2 0 $

&+12 -+,,*； ,’3+ >： 1()4 .0+ /)*"."9+ -)3.(), /,’*4"2 /C6D&RJ&G

.(’3*1)(4+2 0 $ &+12 -+,,* *0)7"3# W"*D.’##+2 &RJ&G /().+"3；,’3+%：

1()4 /C6DEFKFJ .(’3*1)(4+2 0 $ &+12 -+,,* *0)7"3# */,"-+2 &RJ&G，

83*/,"-+2 "3.+"3D-)3.’"3"3# 18*")3 /().+"3* EDF3 7".0 W"*D6’# )3 .0+"( ED

.+(4"3"，.0+ 83*/,"-+2 F-DJ -’33). 5+ )5*+(9+2 1)( 7".0)8. W"*D.’# )3 ". $

! 讨论

F3.+"3 的蛋白质剪接作用不依赖细胞机制也不

消耗能量的特点使其近年来应用在蛋白质纯化［I］、

多肽环化［U］以及蛋白质相互作用［?］等研究中。迄今

发现的 "3.+"3 大多属于连续的顺式作用 "3.+"3，研究

表明，人工断裂的顺式作用 "3.+"3 可产生反式剪接

作用，如断裂（*/,".）的 $/3 M3’R "3.+"3，表现出对其天

然宿主蛋白和外源蛋白的反式剪接作用［G@］。我们

最近的工作将 */,". $/3 M3’R "3.+"3 融合到人工断裂

的凝血 ZFFF 因子在原核表达系统中证明可高效介

导 ZFFF 因子的连接［GG］，而且在此基础上实现了哺乳

动物培养细胞双载体转 ZFFF 因子基因，在培养上清

中检测到较高的由剪接形成的 ZFFF 因子产生的生

物活性［G>］。本研究中我们采用天然反式作用的 $/3
M3’C "3.+"3 试验了对 &RJ&G 的连接活性，考虑到该

"3.+"3下游天然宿主蛋白的第一个氨基酸残基为

JP*，故选择于分子中部的 JP*?IU前断裂 &RJ&G，在原

核表达系统中观察到较高的对 &RJ&G 的剪接活性

=@HG !8Q"’3# [08 +. ’, $ :4&,% ’2&-+52+1+62&% $2.2&%（>@@?）=?（G>）
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（效率达 !"#）。

需要指出的是，已发现的 $%&’$% 相互间的分子

同源性较低，但在剪接部位即与宿主蛋白的交界处

存在保守残基，分别为上游 $%&’$% 本身的 ()* 或 +’,，
下游 的 -*% 或 ./%，以 及 下 游 宿 主 蛋 白 的 第 一 个

()*、+’, 或 01,，通过这些保守残基之间的亲核攻击

反应，完成剪接过程。2%&’$% 对其天然宿主蛋白的剪

接非常迅速，甚至难以检测到前体蛋白的存在，但对

外源目的蛋白的剪接，虽然满足剪接所需的保守残

基，剪接活性高低不一，不像天然蛋白那样高效、迅

速，说明与 $%&’$% 相连的宿主蛋白的残基组成对剪

接反应有一定影响，但是影响的分子机制未明。我

们试 验 了 *3/$& !"# 4%56 $%&’$% 对 +’,788 前 断 裂 的

-6(-" 的连接作用，此 +’, 与所选 $%&’$% 的天然宿主

蛋白相 同，但 剪 接 活 性 很 低，甚 至 测 不 到 连 接 的

-6(-" 蛋白（结果未示）。因此，对于特定的目的蛋

白，选择何处断裂和选择何种 $%&’$% 才能达到理想

的剪接结果，都需要实验来确定，由此也说明 $%&’$%
和其天然宿主蛋白的搭配组成是分子进化中自然选

择的结果，最有利于剪接功能的发挥。最近我们利

用 $%&’$% 蛋白质剪接技术研究凝血 9222 因子轻链对

于重链和整个蛋白分泌影响的研究中，基于提高剪

接效率的考虑，甚至将 : 个与 *3/$& !"# 4%56 $%&’$%
上、下游的天然宿主蛋白相同的氨基酸残基添加于

重链的 ( 端和轻链的 ; 端，由于剪接后在目的蛋白

中额外引入了 < 个氨基酸残基，由此带来的对目的

蛋白生物学功能的影响甚或抗原性的改变都是潜在

的不利因素［":］。尽管原核细胞的大肠杆菌与哺乳

动物细胞存在很大差异，由于 $%&’$% 的剪接作用是

不依赖细胞机制的自催化反应，因此利用原核表达

系统的方便易操作性得出的剪接实验结果可作为哺

乳动物细胞和体内剪接实验的依据，本文为进一步

利用 $%&’$% 蛋白质反式剪接技术的双 --9 载体转

-6(-" 基因奠定了基础。

致谢 作者在此感谢加拿大 45/1=>*$’ 大学 ?5>/ @$>
教授 实 验 室 在 $%&’$% 剪 接 实 验 技 术 上 的 支 持 和

帮助。
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