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摘要! 为进一步研究半滑舌鳎 8(3@(40"2O#成熟肽活性与功能!对半滑舌鳎生长因子 2O成熟

肽进行定点改造及原核表达% 根据大肠杆菌偏爱密码子的特点!实验利用 *",;BL 7-$法对半

滑舌鳎 2O成熟肽进行定点突变% 将改造后的半滑舌鳎成熟肽 2O克隆到载体质粒 M,N/13

" ?#!构建原核表达载体 M,N/13" ?#82O!并转化至大肠杆菌 9'13"5,/#M'=A*菌株中% *5*8

7&D,结果显示!与对照组相比!经 )7ND诱导表达后半滑舌鳎重组蛋白 2O存在于大肠杆菌上

清液中!产物相对分子质量约为 // P<% 研究表明!本实验对半滑舌鳎生长因子 8(3@(40成功进行

了定点改造!原核表达质粒成功构建并在大肠杆菌中高效表达!且主要以可溶形式存在%

关键词! 半滑舌鳎& 8(3@(40& 原核表达& 融合蛋白

中图分类号! F0:3& *83019 44444444文献标志码'&

448(3@(40#2O$是 38:: 年由 O3J/:3HA< 等
(3)

首

先发现的一种新基因"是一类新的肝素结合性生长

因子"与多效营养因子#M0G;/H4/MI;B"7N%$基因结

构和氨基酸组成非常类似"二者同属于 2;JP;BG家

族' 在小鼠和人中"2O在胚胎发育时期广泛表

达"出生后表达降低"而成体组织中仅在肾脏和多

种癌细胞中高表达"如肿瘤&乳腺癌&肝癌&结肠癌&

胰腺癌等
(3 50)

' 然而"在斑马鱼#9%4(. &0&(.$和虹

鳟#G4).&*,4)*1-8,@(--$中存在两种 2O#:P3和

:PR$"不同于哺乳动物在胚胎发育早期的广泛表

达"斑马鱼 :P3和 :PR 的表达具有空间特异性"二

者在胚胎发育时期和成鱼大脑中表达分布均不同"

显示出哺乳动物与鱼类的 2O在功能上可能存在

着差异
(:)

'

近年来的研究结果表明"2O具有多种生物

学功能"它能促进正常细胞生长和分化"尤其是神

经细胞的发育
(/)

"它可以延长中心神经元的生存

期并促进轴突的外生等
(8)

' 另外"2O参与肿瘤

细胞的增殖&存活及转移过程' 2O的反义寡脱

氧核糖核酸能有效地抑制小鼠结肠癌细胞的生

长
(32)

"在癌细胞中阻断其受体也可以限制肿瘤的

生长和转移"这些研究反向证实了 2O具有肿瘤

生长因子作用' 近年来"2O已经成为恶性肿瘤

在内的多种疾病治疗中颇具前景的分子靶点"可

用于恶性肿瘤的临床诊断&治疗评价以及抗肿瘤

新药的开发' 基于它的应用前景"2O的蛋白表

达及临床研究也因此成为国内外学者关注的焦点

之一
(33 53/)

'

鱼类中"斑马鱼&虹鳟&异育银鲫 #$%&%--(1-

%1&%+1->(:0'(.$等多个物种的 2O已被克隆并进

行了初步的功能研究' 在斑马鱼胚胎发育过程中"

:JP3在体节和神经管中部区域高表达"影响体节

形成和基板细胞分化"而 :JPR 则表达于神经管背

部区域"促进神经嵴细胞生长
(:"39 537)

' 异育银鲫

中"-3L2JPR 蛋白在胚胎早期广泛分布"3: 体节时

定位于一对巨大的神经元上"并且注射过量的

-3L2JPR 可导致异育银鲫脑部发育不全' 这些结

果表明"鱼类中 2O具有不同于哺乳动物的多种功

能和活性
(36)

' 迄今为止"鲆鲽鱼类中未见相关的

基因克隆和蛋白功能研究"因此"如能从鲆鲽鱼类
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入手"研究其 2O基因是否存在同样的特殊功能活

性"对于进一步研究 2O基因具有重要意义'

本实验室从已经构建的半滑舌鳎 ?5%&文库

中筛选获得了 2O?5%&全长"发现其仅在成鱼

的脑中表达"并参与胚胎的脑部发育过程' 为进

一步研究半滑舌鳎 2O基因的功能"必须获得具

有生物学活性的 2O蛋白"因此"本研究通过

*",;BL 7-$方法改造 2O基因"构建原核表达

载体 M,N/13# ?$82O"并通过诱导表达成功获得

可溶性重组蛋白 2O"为研究其生物学功能奠定

了良好的实验基础'

34材料与方法

$%$&材料与试剂

大肠杆菌 5+7

"

&9'13#5,/$M'=A*&原核表达

载体 M,N/1 3# ?$均系本实验室收藏%7@> 5%&聚

合酶&N

9

5%&连接酶&限制性内切酶 J).$

#

及 K.+

#

均购自 (G4:GBH3A公司%异丙858硫代半乳糖苷

#)7ND$购自 74/:GL3公司%琼脂粉购自上海生工%

质粒抽提与 5%&凝胶回收试剂盒购自天根公司%

肽分子量标准蛋白购自北京康为世纪生物科技有

限公司%其余常用试剂均为国产分析纯'

表 $&!N定点改造所用扩增引物

758%$&->AE2>=F:>5EC@AFA;5GA:3:FE:DAFA2D!NF>5BE23G=

引物名称

M;:G4B3:G

序列#7]8/]$

M4;:G4AGS<GB?G

2P8(3 -DD&&NN-&&--D--D-D-&&&D&&--

2P8$3 DN-D-D-&D&--NN-&--&-&DN-&--DN

2P81 NDDND&&DDN-ND-D-D&-D--&--NDN&&DD&--&D&--&---DN&N-&D-ND--DN&

2P8(/ -DN&N-&D-ND--DN&N---DND-&&-NDD-DN&&D

2P8$/ NN&D-NDD&-NN-NN&N-&--D-DDDND-D

2P8$9 N&ND-DD--D-NN&D-NDD&-NN-NN&N-&--D-

$%'&实验方法

引物序列的设计44根据本实验室已获得的

2O基因全长#DGB93BP 登录号!!F638:09$"利用

*;LB307/12 AG4TG4对其进行信号肽预测' 选用大

肠杆 菌 偏 爱 的 密 码 子"利 用 5%&*H34& 74;:G4

74G:;G4712 等软件设计合成 6 个基因片段#表 3$

#桑尼公司$"用于扩增改造后的 2O成熟肽编码

序列"其中2P8$3 与2P81&2P81 与2P8$/ 分别有

38 和 36 RM 的互补序列"符合重叠延伸 7-$#LGBG

*",;BL"LGBGAM0;?;BL R= /TG403M G>HGBA;/B$要求'

2O基因的 *",;BL 7-$合成 4 4 运用

*",;BL 7-$法合成 2O成熟肽序列' 所有 7-$

反应均以高保真酶反应体系进行'

第一轮 7-$反应条件!以 2O?5%&全长质

粒为模板"分别以 2P8(3 与 2P8$3"2P8(/ 与 2P8

$/ 两对引物扩增基因片段"反应条件为 89 K变性

7 :;B%89 K /2 A"62 K /2 A"01 K /2 A"每循环降

低 3 K"循环 32 次%89 K /2 A"72 K /2 A"01 K /2

A"循环 /2 次%01 K延伸 7 :;B' 目的片段琼脂糖检

测并切胶回收后分别命名为 2O3&2O/'

第二轮 7-$反应条件!以等量的 2O3&2O/

和合成的 2P1 为模板"以引物 2P8(3 与 2P8$9

扩增基因片段"反应条件为 89 K变性 7 :;B%89

K /2 A"67 K /2 A"01 K /2 A"循环 /2 次%01 K延

伸 7 :;B' 取上述 7-$产物 3

!

'做模板再次进

行 7-$"反应条件为 89 K变性 7 :;B%89 K /2 A"

67 K /2 A"01 K /2 A"循环 /2 次%01 K延伸 7

:;B' 电泳检测 7-$产物后"胶回收 7-$产物并

克隆至 M253:8N载体中"测序鉴定序列'

原核表达质粒的构建44含半滑舌鳎重组

2O的质粒与 M,N/13# ?$质粒均以 J).$

#

和

K.+

#

内切酶双酶切 1 I 后"酶切产物回收"并以

N

9

5%&连接酶进行连接过夜"转化至 5+7

"

感

受态细胞' 经含有氨苄青霉素抗性的 '9培养基

培养后"挑单克隆经 7-$鉴定"测序验证构建的

重组表达载体 M,N/13# ?$82O序列'

工程菌株的筛选及目的蛋白的诱导表达44

将含有重组表达载体 M,N/1382O的阳性克隆提

取质粒"并转化进宿主菌 9'13#5,/$M'=A*"在终

浓度为 322

!

L6:'的氨苄青霉素与 /9

!

L6:'氯

霉素的 '9平板中培养"并以 2P8(3 与 2P8$9 为

引物进行 7-$反应"筛选工程菌株并测序确定'

以 M,N/1 3# ?$空质粒转化子为阴性对照"

挑取工程菌株单克隆接种于 '9培养液中#含 322

!

L6:'氨苄青霉素与 /9

!

L6:'氯霉素$/0 K震

荡培养过夜' 将活化菌以 3=72 接种于 37 :'的

3//
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'9培养液中 #含 322

!

L6:'氨苄青霉素与 /9

!

L6:'氯霉素$/0 K震荡培养"当 "5

622

约为 216

时加诱导剂异丙基8

$

858硫代半乳糖苷#)7ND$至

终浓度 3 ::/06'"/0 K诱导表达 : I"期间分别

在诱导后 2&1&9&6 和 : I 取 3 :'菌液"6 222

46:;B离心 7 :;B 收集细胞"经 37E *5*87&D,

电泳分析目的蛋白在不同时间的表达情况'

诱导 1 I 后离心并称取湿重"按照 3 L=#32 <

72$ :'的比例加入裂解液 #N4;A8+-072 ::/06

'",5N& 12 ::/06'"%3-0322 ::/06'"N4;H/B8

322 217E$重悬细胞"并超声波破碎细胞"31 222

46:;B"离心 32 :;B 收集裂解上清液及沉淀"经

37E *5*87&D,电泳分析目的蛋白的表达形式'

14结果

'%$&PQRA3B -#.合成目的基因

第一轮 7-$结果扩增产物 2P3 和 2P/ 都可

见清晰的特异性条带#图 383&1$"切胶回收与预

期值相符的目的片段后"进行第二轮 7-$"最终

扩增得到一条 922 RM 左右的特异性条带 #图 38

/$"片段大小与预期值相符' 因此"将该片段

进行琼脂糖凝胶电泳纯化回收后经连接&转化后

测序"经验证该特异性条带即突变后的半滑舌鳎

2O成熟肽核苷酸序列"预期位点均实现了定点

突变"并且未引入其他突变#图 1$"因此可用于后

期的克隆和原核表达载体构建'

图 $&PQRA3B -#.扩增产物的电泳分析结果

31第一轮 7-$扩增产物 2O3% 117-$扩增产物 2O/% /1第

二轮 7-$最终扩增产物% 215%&:34PG4#5'1222$ '

SAB%$&R@2;G>:CJ:>2=A=535@I=A=:FF<=A:3

C>:D<;G=8I PQRA3B -#.

317-$M4/J<?HB3:GJ 2O3 R= HIG@;4AH?=?0G% 117-$M4/J<?H

B3:GJ 2O/ R= HIG@;4AH?=?0G% /1@<A;/B M4/J<?HR= HIGAG?/BJ

?=?0G% 215%&:34PG4#5'1222$1

图 '&经改造后 !N基因和编码的氨基酸序列

加粗字体为分别添加的 J).$

#

及 K.+)酶切位点"阴影为修改后的碱基"箭头示所用引物位置"虚线所指序列为合成的 2P1'

SAB%'&7J23<;@2:GAD253D5EA3: 5;AD=2?<23;2=:F!N B2325FG2>PQRA3B -#.E:DAFA;5GA:3

J).$

#

3BJ K.+

#

4GAH4;?H;/B A;HGA34GI;LI0;LIHGJ ;B R/0J1NIGB<?0G/H;JGA?I3BLGJ R= *",;BL 7-$34GAI3J/VGJ1NIGA=BHIGA;QGJ 2P1

;A:34PGJ R= J/HHGJ 0;BG1&00HIGM4;:G4A34GAI/VB R= 344/VA1

1//
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'%'&原核表达质粒的鉴定

原核表达载体 M,N/1382O转化 5+7

"

感受

态细胞"质粒提取进行酶切鉴定#图 /$"与对照质

粒相比"M,N/1382O质粒双酶切后有 922 RM 左

右的目的条带' 将经测序验证的阳性克隆提取质

粒后"转化大肠杆菌 9'13#5,/$ M'=A*菌株后菌

落 7-$筛选阳性克隆"结果发现阳性率 322E"且

条带一致#图 9$"挑取 3 号克隆进行测序"结果显

示为突变后的目的基因并且没有引入其他突变'

加甘油保存菌种于 5:2 K"待用'

图 +&CR7+' 5$ T%和 CR7+'5"!N质粒的双酶切结果

SAB%+&(<8@223KIE2DAB2=GA:3C5GG2>3:F

;:3G>:@H2;G:>53DCR7+'5"!N

图 ,&菌落 -#.鉴定阳性克隆

3 <32 均含有重组的 M,N/1382O% 均为阳性克隆% 215%&

:34PG4#5'1222$ '

SAB%,&LD23GAFA;5GA:3:F>2;:E8A353GC@5=EAD8I -#.

3 5321300M/A;H;TG?0/BGAJGHG?HGJ R= 7-$% 215%& :34PG4

#5'1222$1

'%+&重组蛋白的诱导表达和可溶性分析

将测序验证后的阳性重组表达菌株活化&培

养并经 )7ND诱导表达"将诱导后 2&1&9&6&: I 及

空质粒诱导后 2&: I 的细菌总蛋白以 37E *5*8

7&D,检测"结果显示"与阴性对照空载体表达产

物及诱导前菌体相比"重组表达质粒诱导 1 I 后

即开始在分子量大约 // P< 处有明显的表达条

带"蛋白质大小与推测的理论值一致"蛋白表达量

此后不再明显增加"杂蛋白增多#图 7$' 因此"初

步推测重组蛋白成功表达"且最佳诱导时间为

1 I'

诱导后的全菌体经超声破碎后"分别取上清

液&沉淀进行 37E *5*87&D,检测"结果显示重

组蛋白多存在于上清液中"为可溶性表达#图 6$'

图 /&不同诱导时间下重组蛋白 !N表达的

P(P"-*1R分析

31M,N/1 3# ?$空质粒转化子未诱导% 11M,N/1 3# ?$空质粒

转化子诱导后 : I% /1重组菌未诱导% 9 <01重组菌株经 )7ND

诱导后 1&9&6 和 : I% 21中分子量蛋白 :34PG4'

SAB%/&RUC>2==A:3:FF<=A:3!NA3'()*+"J:=G=G>5A3

49'$$(R+%C9I=P5GDAFF2>23GA3D<;GA:3GAE2

31<B;BJ<?GJ ?/BH4/0% 11?/BH4/0A3:M0GA?/00G?HGJ 3@HG4;BJ<?H;/B

R= )7ND@/4: I% /1<B;BJ<?GJ A3:M0GA% 9 501A3:M0GA?/00G?HGJ

3@HG4;BJ<?H;/B R= )7ND @/41"9"6 3BJ : I"4GAMG?H;TG0=% 21

M4/HG;B :34PG41

图 V&重组蛋白诱导表达形式的 P(P"-*1R分析

31M,N/1 3# ?$空质粒转化子诱导后 1 I% 11重组菌株诱导后

1 I% /1重组菌株未诱导% 91超声裂解上清% 71超声裂解沉淀%

21中分子量蛋白 :34PG4'

SAB%V&(2G2>EA35GA:3:FGJ2F<=A:3!N=:@<8A@AGI

31?/BH4/0A3:M0GA?/00G?HGJ 3@HG4)7ND ;BJ<?H;/B @/41 I% 11

A3:M0GA?/00G?HGJ 3@HG4)7ND ;BJ<?H;/B @/41 I% /1<B;BJ<?GJ

A3:M0GA% 91A/B;?3HGJ A<MG4B3H3BH% 71A/B;?3HGJ MG00GH% 21M4/HG;B

:34PG41

///
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/4讨论

肝素结合生长因子2O具有广泛的生物学活

性"如神经营养化"纤维化"血管再生和致癌活性

等"目前已成为多种疾病治疗中颇具前景的分子

靶点' 人的 2O蛋白含 313 个氨基酸残基"富含

碱性氨基酸和半胱氨酸"是一种 3/ P< 的分泌性

肝素结合生长因子' 生化研究表明"2O形成二

聚体"从而结合到受体型酪氨酸激酶 $7N7

$

6

7N7

%

(30)

' 同时"2O也能激活2&7O和 7)/ 激酶

途径' 2O可以体外诱导造骨细胞的迁移"这一

过程需要 2O结合到 $7N7

$

67N7

%

"激活 2&7O

途径
(3:)

' 半滑舌鳎 2O蛋白也属于分泌型蛋白"

具有一个对其受体 7N7

%

必不可少的精氨酸残

基
(30)

"并且具有 32 个高度保守的半胱氨酸' 二

者结构的保守性以及在功能上存在的差异"需要

未来研究人员对功能进一步的研究"而有活性的

2O蛋白则是这些研究的基础'

大肠杆菌作为基因工程开发最早的表达系

统"由于具有生产成本低"生长迅速"能大规模发

酵"外源基因表达水平高"下游技术很成熟"易于

控制等优点"仍是目前最常用的外源蛋白表达系

统
(38)

' 外源基因在大肠杆菌中的表达水平受多

种因素影响"其中"由于原核生物的基因对同义密

码子的使用具有非随机性
(12)

"富含大肠杆菌不常

用密码子的真核基因可能在大肠杆菌中得不到有

效表达' 鉴于此原因"本实验利用 *",;BL 7-$

方法对目的基因进行了改造' 根据大肠杆菌密码

子偏好性"本实验分别设计&合成了两对引物和一

段 78 RM 长的片段"三者之间分别有 38 和 36 RM

的重叠部分"同时采用高保真 7@> 5%&聚合酶减

少 7-$重叠延伸过程中的错误"成功对半滑舌鳎

2O成熟肽序列进行了碱基突变"获得了密码子

偏爱性改造的突变体' 该方法简单有效"耗时短"

成本低"可作为一种常规方法用于同源重组片段

的构建
(13)

&基因敲除
(11)

&长片段基因的合成
(1/)

等

研究"为许多基因&蛋白方面的研究提供了一种简

单可行的实验技术'

虽然原核表达系统有很多优势"但真核基因

转入原核细胞中表达同样存在着许多的不利因

素"例如缺少翻译后加工修饰系统"蛋白往往以包

涵体形式存在"蛋白的复性比较困难等等"正确选

择合适的载体和宿主菌则有利于提高目的蛋白可

溶部分比例及活性' 人类成熟肽2O原核表达载

体已成功构建并被诱导"但主要以包涵体形式存

在
(19 517)

"需进行包涵体的变性复性等工作"不利

于后期的基因功能验证以及应用'

本实验中"由于半滑舌鳎 2O蛋白具有 32 个

高度保守的半胱氨酸"并在分子内形成五对二硫

键"因此我们选用原核表达载体 M,N/1 3# ?$"该

载体带有 *N3L&+;AN3L 和 N4> N3L 标签"以及凝

血酶和肠激酶位点' 硫氧化还原蛋白 N4> 和目的

蛋白进行融合表达"可催化二硫键形成并促进目

的蛋白正确折叠"改善其溶解性"避免包涵体形

成' +;AN3L 和 *N3L 可用于重组蛋白的亲和纯

化以及 YGAHG4B8R0/HH;BL 检测"凝血酶和肠激酶位

点可用于后期切去融合序列' 通过选择合适的载

体"本实验中半滑舌鳎重组蛋白 2O最终获得了

成功的诱导表达"半滑舌鳎 2O成熟肽 3/ P< 与

载体标签蛋白 12 P< 融合表达约为 // P< 的重组

蛋白"并主要以可溶形式存在' 半滑舌鳎重组蛋

白 2O表达载体的构建及可溶形式的成功表达"

为研究半滑舌鳎 2O的结构和功能奠定了基础'

在本实验的基础上"可通过重组蛋白纯化与活性

检测&抗体制备&体外细胞系检测其表达水平以及

鱼体注射检测上下游基因的表达变化等多种形

式"进一步诠释半滑舌鳎生长因子 2O的功能和

调控'
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