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斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑原核表达载体的构建及表达灣

周英泽暋王桂芬暋刘江月暋张代娟暋刘同美曶

棬潍坊医学院病理生理学教研室棳山东 潍坊棽椂棻棸椀棾棭

暋暋摘暋要暋目的暋构建 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑基因的原核表达载体棳分析其在大肠杆菌中的表达暎方法暋酶切质

粒旔斻斈斘斄棾灡棸灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑棳获得斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑基因的目的片段棳克隆至原核表达载体旔斍斉斬灢椂斝灢棻中棳转
化大肠杆菌斅斕棽棻暎斏斝斣斍诱导后棳经考马斯亮蓝染色和 斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚分析目的蛋白的表达暎结果暋斄棾棸斝毩灢旙旟灢
旑旛斻旍斿旈旑基因克隆至旔斍斉斬灢椂斝灢棻载体中棳考马斯亮蓝染色及 斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚检测到 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑蛋白在 斅斕棽棻
中的表达暎结论暋成功构建 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑的原核表达载体棳并在大肠杆菌中表达了 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑融合蛋

白棳为进一步研究 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑在帕金森病中的作用奠定了良好基础暎
关键词暋斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑椈帕金森病椈斍斢斣灢融合蛋白
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斸旑斾斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旈旑斉棶斻旓旍旈斅斕棽棻
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棬斈斿旔斸旘旚旐斿旑旚旓旀斝斸旚旇旓旔旇旟旙旈旓旍旓旂旟棳斪斿旈旀斸旑旂斖斿斾旈斻斸旍斦旑旈旜斿旘旙旈旚旟棳斪斿旈旀斸旑旂棽椂棻棸椀棾棳斆旇旈旑斸棭

斄斺旙旚旘斸斻旚椇 暋斣旓斻旓旑旙旚旘旛斻旚斸旔旘旓旊斸旘旟旓旚旈斻斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旓旀斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑斸旑斾斸旑斸旍旟旡斿旈旚旙斿旞旔旘斿旙灢
旙旈旓旑旈旑斉棶斻旓旍旈斅斕棽棻棶 暋斣旇斿旀旘斸旂旐斿旑旚旓旀斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑旝斸旙斻旍旓旑斿斾旈旑旚旓旔斍斉斬灢椂斝灢棻旜斿斻旚旓旘斻旓旘旘斿斻旚旍旟斸旑斾
旚旇斿旑旚旘斸旑旙旀旓旘旐斿斾旈旑旚旓斉棶斻旓旍旈斅斕棽棻棶斣旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑旝斸旙旈旑斾旛斻斿斾旝旈旚旇斏斝斣斍棳斸旑斾斸旑斸旍旟旡斿斾斺旟
斆旓旓旐斸旙旙旈斿斺旘旈旍旍旈斸旑旚斺旍旛斿斾旟斿旈旑旂斸旑斾斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚棶 暋斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑旝斸旙斻旍旓旑斿斾旈旑旚旓旔斍斉斬灢椂斝灢棻旔旘旓旔斿旘旍旟棶
斣旇斿旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚旀旛旙旈旓旑旔旘旓旚斿旈旑旝斸旙斿旞旔旘斿旙旙斿斾旈旑斉棶斻旓旍旈斅斕棽棻斺旟斆旓旓旐斸旙旙旈斿斺旘旈旍旍旈斸旑旚斺旍旛斿斾旟旈旑旂斸旑斾斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚棶

暋斣旇斿旔旘旓旊斸旘旟旓旚旈斻斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旓旀斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑旇斸旙斺斿斿旑旙旛斻斻斿旙旙旀旛旍旍旟斻旓旑旙旚旘旛斻旚斿斾斸旑斾斿旞灢
旔旘斿旙旙斿斾旈旑斉棶斻旓旍旈斅斕棽棻旝旇旈斻旇旔旘旓旜旈斾斿旙斸旀旓旛旑斾斸旚旈旓旑旀旓旘旚旇斿旀旛旘旚旇斿旘旙旚旛斾旟旓旀斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑旈旑斝斸旘旊旈旑旙旓旑棫旙斾旈旙斿斸旙斿棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑椈斝斸旘旊旈旑旙旓旑棫旙斾旈旙斿斸旙斿椈斍斢斣灢旀旛旙旈旓旑旔旘旓旚斿旈旑

暋暋帕金森氏病棬斝斈棭是严重影响人类身体健康的

常见神经退行性疾病棳其典型的病理表现是多巴胺

神经元变性及斕旝斿旟小体棬斕斅棭的形成暎毩灢旙旟旑旛斻旍斿灢
旈旑是斕斅的主要组成成分棳在斝斈的发病过程中起

着重要作用暎毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑是一个含有棻棿棸个氨基

酸的蛋白棳其基因定位于染色体棿旕棽棻灡棾灢旕棽棾椲棻椵棳存
在棾个点突变棳分别是 斄椀棾斣暍斄棾棸斝暍斉棿椂斔椲棽灢棿椵棳主
要分布于神经细胞突触前膜暎研究发现棳斄棾棸斝毩灢
旙旟旑旛斻旍斿旈旑可促进毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑 蛋白在细胞内的积

聚棳使细胞对细胞毒性物质的敏感性提高棳甚至对

细胞产生直接的毒性作用椈过表达人 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛灢
斻旍斿旈旑的转基因动物模型出现多巴胺能神经元缺

失棳形成含毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑的神经元内包涵体并表现

出运动功能障碍棳说明 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑与 斝斈 有

密切的关系暎为了进一步研究 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑
在斝斈发病中的作用机制棳我们构建 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛灢
斻旍斿旈旑的原核表达载体并在大肠杆菌中表达带有

斍斢斣标签的 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑 融合蛋白棳为通过

斍斢斣旔旛旍旍斾旓旝旑等方法研究斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑与其

他蛋白之间相互作用的研究打下良好基础暎
棻暋材料和方法

棻棶棻暋材料

质粒旔斻斈斘斄棾灡棸灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑暍旔斍斉斬灢椂斝灢
棻和大肠杆菌斅斕棽棻为本实验室保存椈限制性内切

酶斅斸旐斎斏和斬旇旓斏暍斣棿斈斘斄 连接酶为大连宝生物
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斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斄旔旘旈旍棽棸棻棽棳斨旓旍灡棾椀棳斘旓棶棽

产品椈引物暍斈斘斄 旐斸旘旊斿旘为上海生工生物工程有

限公司产品椈质粒小量抽提试剂盒为碧云天产品椈
小鼠抗人毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑单克隆抗体为斢斸旑旚斸斆旘旛旡公

司产品椈辣根酶棬斎斠斝棭标记抗小鼠斏旂斍 为北京中

杉产品椈其他化学试剂为国产分析纯级暎
棻棶棽暋方法

棻灡棽灡棻暋原核表达载体的构建暋斅斸旐斎斏和 斬旇旓斏切

质粒 旔斻斈斘斄棾灡棸灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑棳与 斅斸旐斎斏和

斬旇旓斏双酶切的质粒旔斍斉斬灢椂斝灢棻载体片段按摩尔

数棾椇棻的比例在棿曟连接棻椂旇棳取全部连接反应液

转化斅斕棽棻感受态细菌暎
棻灡棽灡棽暋原核表达载体的鉴定暋上游引物椇椀灢棫旂斸旚旂灢
旂斸旚旂斸旚旚斻斸旚旂斸斸斸旂旂棫灢棾棳下游引物椇椀灢棫旚旚斸旂旂斻旚旚斻斸旂旂旚旚斻旂灢
旚斸旂旚棫灢棾棳挑取单菌落进行菌落 斝斆斠 反应暎斝斆斠 反

应条件椇椆棿曟预变性棽旐旈旑棳椆棿曟变性棿棸旙棳椀棸曟退

火棿棸旙棳椃棽曟延伸椂棸旙棳棾椀个循环棳循环结束后再

延伸棻棸旐旈旑暎斝斆斠产物棻棩琼脂糖凝胶电泳鉴定暎
棻灡棽灡棾暋斍斢斣融合蛋白的诱导表达暋将鉴定正确

的菌株常规培养至对数中期棬斄椀椀棸为棸灡椀暙棻灡棸棭棳
使用终浓度为棻旐旐旓旍棷斕的斏斝斣斍诱导椂旇收获细

菌棳斝斅斢重悬后加入终浓度为棻旐旂棷旐旍的溶菌酶棳
冰上放置棾棸旐旈旑棳将棸灡棽棩 斣旘旈旚旓旑灢棻棸棸注入裂解物

中棳剧烈震荡混匀后加入终 浓度为 椀毺旂棷旐旍的

斈斘斸旙斿和 斠斘斸旙斿棳震荡棻棸旐旈旑后棳棿曟棳棾棸棸棸旘棷旐旈旑
离心 棾棸 旐旈旑棳取 上 清 并 加 入 斈斣斣 至 终 浓 度 棻
旐旐旓旍棷斕暎在蛋白溶液中加入等体积的棽暳斢斈斢蛋

白上缓 冲 溶 液棳棻棸棸曟 煮 沸 椀 旐旈旑 后 进 行 斢斈斢灢
斝斄斍斉凝胶电泳暎
棻灡棽灡棿暋考马斯亮蓝斠棽椀棸染色暋将斢斈斢灢斝斄斍斉电

泳后的凝胶放入考马斯亮蓝 斠棽椀棸染色液中棳在摇

床上室温缓慢摇棿暙椀旇棳换掉染色液棳用考马斯亮

蓝斠棽椀棸染色脱色液浸泡凝胶棳缓慢摇动棽棿旇棳其
间换棾暙棿次脱色液棳用扫描仪扫描凝胶图像暎
棻灡棽灡椀暋斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚暋蛋白转移到 斘斆 膜上后棳
椀棩的脱脂奶粉封闭液封闭棻旇后棳加入小鼠抗人

毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑一抗稀释液棬棻椇椀棸棸棭棳棿曟过夜棳斣斅斢斣
清洗棾次后棳加入辣根酶棬斎斠斝棭标记的抗小鼠斏旂斍
二抗稀释液棬棻椇棻棸棸棸棸棭室温孵育棽旇棳斣斅斢斣清洗后

进行斈斄斅棷斘旈斆旍棽 显色暎
棽暋结果

棽灡棻暋旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑原核表达载体的鉴定

斠斣灢斝斆斠产物经琼脂糖凝胶电泳后可见约

棿椀棸斺旔左右的特异 斈斘斄 条带棬图棻棭棳且未出现非

特异扩增现象棳与 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑的 斈斘斄 片段

大小一致暎

泳道棻椇斖斸旘旊斿旘
泳道棽椇阴性对照

泳道棾椇旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑菌液斝斆斠
图棻暋旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑原核表达载体菌液斝斆斠结果

棽灡棽暋考马斯亮蓝 斠棽椀棸染色

重组的原核表达载体旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑
与空载体旔斍斉斬灢椂斝灢棻比较在棿椀斔斈处出现新的特

异性强染蛋白条带棳与预期的融合蛋白分子大小相

同椈而空载体旔斍斉斬灢椂斝灢棻仅在棽椂斔斈 附近出现强

染蛋白条带棳与标签 斍斢斣 蛋白条带大小一致棬图
棽棭暎

泳道棻椇蛋白 斖斸旘旊斿旘
泳道棽椇旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑诱导表达

泳道棾椇旔斍斉斬灢椂斝灢棻诱导表达

图棽暋考马斯亮蓝斠灢棽椀棸染色结果
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棽灡棾暋斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚
如图棾 所示棳重 组的原 核表达载 体 旔斍斉斬灢

斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑在 棻 泳道的 棿椀斔斈 处出现 斍斢灢
斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑的融合蛋白表达椈而棽泳道则没

有出现同样的蛋白条带暎

泳道棻椇旔斍斉斬灢斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑诱导表达

泳道棽椇旔斍斉斬灢椂斝灢棻诱导表达

图棾暋斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚结果

棾暋讨论

毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑在帕金森氏病的发病过程中发挥

十分重要的作用棳该蛋白的主要结构由棾部分组

成椇棻棭斘末端棳包含引起常染色体显性遗传 斝斈的

点突变棬斄棾棸斝棳斉棿椂斔棳斄椀棾斣棭棳该区含有一个棻棻个

氨基酸的重复序列棳高度保守的 斔斣斔斉斍斨 基元就

位于该重复序列中暎该区在阴离子膜表面呈两歧

性螺旋结构棳这提示它有结合脂质的特性椈棽棭斘斄斆
区棳是该蛋白发挥作用的核心部位棳具有神经毒性

作用棳能够转变成为毬片层结构并形成 斄毬样原纤

维和纤维椈棾棭斆末端区棳这个区富含酸性氨基酸和

脯氨酸棳结构比较紊乱暎在通常情况下棳毩灢旙旟旑旛斻旍斿灢
旈旑以原始非折叠状态存在棳但在较高浓度的时候棳
野生型及突变型毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑则呈低聚体毬片层结

构棳形成淀粉样纤维和原纤维化椲椀灢椂椵暎毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑
可在突触囊泡上产生小孔棳使囊泡的渗透性增加棳
而 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑可使这种作用增强椈毩灢旙旟旑旛灢
斻旍斿旈旑突变能够改变毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑蛋白在细胞内的正

常分布棳提高毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑蛋白与细胞内其它蛋白

之间的相互作用棳并且能够促进毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑原纤

维蛋白的沉积棳从而进一步形成神经细胞内容物暎
蛋白质的相互作用能产生许多效应棳如改变蛋

白质的动力学棳形成特异底物作用通道棳生成新的

结合位点棳使蛋白质失活棳改变蛋白质对其作用底

物的专一性等暎了解蛋白质相互作用的方式暍作用

程度暍作用结果棳将有助于解决蛋白质功能的分析暍
疑难病理的研究等问题暎斍斢斣旔旛旍旍灢斾旓旝旑是一种

研究蛋白相互作用的高通量敏感手段棳该技术利用

重组技术将一种已知蛋白与斍斢斣标签融合表达作

为诱饵棳与其它已知蛋白或未知蛋白孵育棳通过

旔旛旍旍灢斾旓旝旑验证它们之间特异性的相互作用暎
本实验采用基因工程的方法构建 斄棾棸斝毩灢旙旟灢

旑旛斻旍斿旈旑的原核细胞表达载体棳斏斝斣斍 诱导后棳考马

斯亮蓝染色和 斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚均在棿椀斔斈处出现特

异性蛋白条带棳说明我们构建的 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛斻旍斿旈旑
原核表达载体成功并在 斅斕棽棻细菌中表达暎这为

下一步通过 斍斢斣旔旛旍旍斾旓旝旑捕获与 斄棾棸斝毩灢旙旟旑旛灢
斻旍斿旈旑作用的蛋白及研究其在 斝斈 发病机制中的作

用奠定了良好的基础暎
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