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　　摘　要：目的　构建重组Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ型结构域（Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ）原核表达质粒，并在大肠杆菌中进行表达，初步摸索其可溶性表达

的条件，为进一步研究其生物学意义奠定基础。方法　合成Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的ｃＤＮＡ序列；通过ＰＣＲ和ＴＡ克隆，构建重组表达载体

ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ，利用酶切和ＤＮＡ测序鉴定插入序列；将重组细菌用ＩＰＴＧ诱导表达，利用 Ｈｉｓ６标签蛋白特异性染

料鉴定蛋白质；通过尝试不同的诱导表达温度，摸索Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达的条件。结果　证实重组表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯ

Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ构建正确；表达的融合蛋白相对分子质量约为２９×１０
３，证实为目的蛋白，在２４℃时经ＩＰＴＧ诱导，能够实现可溶性表

达。结论　成功构建了重组表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ，实现Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的可溶性表达。
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　　Ｓｉｇｌｅｃ９是唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素（Ｓｉｇｌｅｃｓ）的成

员之一，可以通过唾液酸的结构和糖蛋白的糖链相结合［１］。最

近的研究表明Ｓｉｇｌｅｃ９分子是血管黏附蛋白１的新型白细胞

表面受体，可以将Ｓｉｇｌｅｃ９的模拟短肽作为分子探针，对炎症

和肿瘤部位进行初步的ＰＥＴ显像
［２］。这提示通过分子改造，

Ｓｉｇｌｅｃ９可能具备一定的临床应用潜能。从分子结构上来看，

Ｓｉｇｌｅｃ９的细胞外区域具备免疫球蛋白超家族样分子的典型结

构，由１个Ｖ型结构域和２个Ｃ２型结构域组成，其中 Ｖ型结

构域中的某些保守的氨基酸残基在Ｓｉｇｌｅｃ９的结合功能中起

重要作用［３４］。ＣＯＳＭＩＣ数据库中的数据还显示，Ｓｉｇｌｅｃ９的Ｖ

型结构域在原发性肝癌和黑色素瘤的患者中可发生错义突变。

因此，对于Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ型结构域（Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ）的研究有助于了解

其可能的临床应用价值。本研究即利用Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ融合系统，

对Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ进行原核表达载体的构建、鉴定和初步表达。

１　材料与方法

１．１　试剂　高保真Ｔａｑ酶和ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯ蛋白质表达系

统购自ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）公司；ＧｅｌＣｏｄｅＢｌｕｅＳｔａｉｎ

和６ｘＨｉｓＰｒｏｔｅｉｎＴａｇＳｔａｉｎ购自ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｐｉｅｒｃｅ）公

司；Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．切胶纯化试剂盒与质粒提取试剂盒购自Ｏｍｅｇａ

公司；限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的设计与合成　根据文献报道的Ｓｉｇｌｅｃ９

的ｃＤＮＡ序列和细胞外结构域的分区
［４］，选择信号肽和 Ｖ型

结构域作为合成序列。该序列在 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ中进行了验证，

证实Ｓｉｇｌｅｃ９分子两个不同的转录本具有相同的 Ｖ型结构域

的核酸和氨基酸序列。将Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ

ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ、Ｐｆａｍ和ＳＭＡＲＴ数据库中进行比对，确

认该序列中存在完整的Ｖ型结构域。将信号肽和Ｖ型结构域

的基因片段送金斯瑞公司合成。

１．２．２　引物设计与合成　选择合成基因片段的首尾进行引物

设计，在上游引物的５′端加ＡＧＴ，使得产物序列上以丝氨酸起

始，从而保证在将来的纯化中能够利用ＳＵＭＯ蛋白酶（其对丝

氨酸起始的蛋白质具有较高的消化效率）切去 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ；在

下游引物的５′端加ＴＴＡ，能够保证产物序列上以ＴＡＡ的终止

密码子结束。该引物设计策略可以确保在纯化后只留下Ｓｉ

ｇｌｅｃ９Ｖ的天然蛋白。上游引物Ｓｉｇｌｅｃ９ＶＦ的序列为：５′

ＡＧＴＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧ３′，下游引物Ｓｉｇｌｅｃ９

ＶＲ的序列为：５′ＴＴＡＧＧＣＴＧＴＣＡＣＡＴＴＣＡＣＡ３′，送

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．２．３　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ 的扩增和表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉ

ｇｌｅｃ９Ｖ的构建　利用合成的引物，以合成的基因片段为模

板，ＰＣＲ扩增Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的ｃＤＮＡ片段。５０μＬ的扩增体系
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中，上下游引物各０．４μｍｏｌ／Ｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ１μＬ，高

保真Ｔａｑ酶１Ｕ。在Ｓ１０００热循环仪（Ｂｉｏｒａｄ）上进行ＰＣＲ反

应，反应参数为：９４℃１ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、６８℃４５

ｓ，循环３５次，６８℃２０ｍｉｎ。取５０μＬ的产物，进行２％琼脂糖

电泳，将特异性产物切胶纯化；将新鲜的纯化产物按ＴＡ克隆

的策略与ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯ表达载体１５℃连接过夜。

１．２．４　表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ的鉴定　用连

接产物转化大肠杆菌 Ｍａｃｈ１Ｔ１，挑取１０个单克隆菌落过夜培

养，提取质粒。用 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切质粒，鉴定片段大

小；将酶切片段大小正确的质粒送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，鉴定

插入片段的方向和序列是否正确。

１．２．５　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的初步表达和鉴定　将鉴定正确的重组表

达质 粒 ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ 转 化 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１

（ＤＥ３），将转化产物转入１０ｍＬ含有卡那霉素和１％葡萄糖的

ＬＢ培养基中，３７℃培养过夜。将５００μＬ的过夜培养物接种

入１０ｍＬ含有卡那霉素和１％葡萄糖的ＬＢ培养基中，３７℃振

荡培养至ＯＤ６００＝０．７时加入ＩＰＴＧ至终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃

诱导表达４ｈ。按试剂盒说明书收集裂解细菌，进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，将同一块ＳＤＳＰＡＧＥ胶先用６×ＨｉｓＰｒｏｔｅｉｎＴａｇ

Ｓｔａｉｎ染色，特异性检测含有 Ｈｉｓ６的Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ；再用ＧｅｌＣｏｄｅ

ＢｌｕｅＳｔａｉｎ染色，检测总蛋白。全程用试剂盒自带的 ｐＥＴ

Ｈｉｓ６ＳＵＭＯＣＡＴ重组表达质粒作为阳性对照。

１．２．６　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达的条件摸索　在上述表达条件

的基础上，摸索使Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达的条件。考虑到诱导

表达时温度的重要性，将１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导条件下２４℃

６ｈ的诱导表达结果和３７℃４ｈ的诱导表达结果进行了比较。

在以上诱导条件下，为了尽可能地使Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达，

适当降低诱导起始时的细菌浓度，使得ＯＤ６００＝０．５。

２　结　　果

２．１　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的扩增　ＰＣＲ产物经２％琼脂糖电泳，在预期

大小（４２９ｂｐ）的位置出现了清晰的特异性条带（见图１Ａ）。

２．２　表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ的构建　重组的

表达载体ｐＥＴＨｉｓ６ＳＵＭＯＳｉｇｌｅｃ９Ｖ１０个单克隆的酶切产

物经２％琼脂糖电泳，在预期大小（５１６ｂｐ）的位置出现了清晰

的插入片段（见图１Ｂ）。测序的结果显示４号、５号、６号和１０

号克隆插入片段的方向和序列与目的片段一致。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子标记物；ＢＣ：空白对照。

图１　　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳（Ａ）、表达载体单克隆

质粒的酶切产物琼脂糖凝胶电泳（Ｂ）

２．３　融合蛋白的表达　经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳可发现，与未诱导

的体系相比，诱导表达的蛋白在预期大小（２９×１０３，其中 Ｈｉｓ６

ＳＵＭＯ１３×１０３，Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ１６×１０
３）的位置出现了高水平表

达的条带（见图２Ａ）。以６×ＨｉｓＰｒｏｔｅｉｎＴａｇＳｔａｉｎ（特异性染

色 Ｈｉｓ６融合蛋白的染料）进行ＳＤＳＰＡＧＥ胶染色的结果显

示：阳性对照 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯＣＡＴ和目的蛋白 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯＳｉ

ｇｌｅｃ９Ｖ均出现了特异性条带（见图２Ｂ）。

２．４　Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ的可溶性表达　经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳可发现，

３７℃时１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ４ｈ诱导条件下，Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ主要表达

在细菌裂解的沉淀物中（见图 ３Ａ）；而２４ ℃时１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ６ｈ诱导条件下，Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ主要表达在细菌裂解的上清

液中（见图３Ｂ）。

　　Ｍ：蛋白分子标记物；１～２：未经ＩＰＴＧ诱导的目的蛋白粗提物；３：

ＩＰＴＧ诱导的阳性对照ＣＡＴ的蛋白粗提物；４～５：ＩＰＴＧ诱导的目的蛋

白粗提物。

图２　　目的蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳的总蛋白染色（Ａ）、

Ｈｉｓ６融合蛋白特异性染色（Ｂ）

　　Ｍ：蛋白分子标记物；１～２：目的蛋白诱导物的裂解液上清液；３～

４：目的蛋白诱导物的裂解液沉淀物。

图３　　３７℃诱导的目的蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（Ａ）、

２４℃诱导的目的蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（Ｂ）

３　讨　　论

唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素（Ｓｉｇｌｅｃｓ）是一类广泛表

达在人体内血液细胞表面的受体，其在人类生理和病理状态下

均具有重要的免疫信号转导功能，是具有重要研究价值的蛋白

质分子［５］。ＣＤ３３相关的唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素

（ＣＤ３３ｒＳｉｇｌｅｃｓ）是Ｓｉｇｌｅｃｓ中一大类家族分子，在人类中包括

Ｓｉｇｌｅｃ３、Ｓｉｇｌｅｃ５～Ｓｉｇｌｅｃ１１、Ｓｉｇｌｅｃ１４和Ｓｉｇｌｅｃ１６。已有的研

究数据表明：人类ＣＤ３３ｒＳｉｇｌｅｃｓ在蛋白质结构和功能方面都表

现出功能化蛋白质模块的特征，以功能结构域（ｄｏｍａｉｎ）为基本

的结 构 单 位［３４］。尤 其 值 得 注 意 的 是 与 小 鼠 相 比，人 类

ＣＤ３３ｒＳｉｇｌｅｃｓ通过以功能结构域为单位进行重组，快速进化出

多样性显著增加的分子种类，从而获得复杂的生物学功能，因

此其功能结构域具有重要的研究意义［４］。

Ｓｉｇｌｅｃ９是ＣＤ３３ｒＳｉｇｌｅｃｓ家族中的一个分子，其在骨髓、胎

盘、脾脏和胎肝中有相对较高的表达，因其与ＣＤ３３分子具有

较高的同源性（６４％）而被认为是潜在的抗肿瘤免疫治疗的靶

点［６］，同时它也是炎症相关性疾病的重要靶点［７］。如上所述，

Ｓｉｇｌｅｃ９在结构和功能方面都以功能结构域（ｄｏｍａｉｎ）为基本的

结构单位，考虑到细胞外的 Ｖ型结构域在其介导的分子间相

互作用中具有重要意义，故选择Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ进行蛋白表达，希

望为将来的功能研究和分子改造奠定基础。

Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ融合蛋白表达系统是近年来应用较多的蛋

白质融合表达系统［８］，其主要的特点是：能够保证蛋白质在可

溶性表达的同时也具有较高的表达量；ＳＵＭＯ提供了合适的

酶切位点，可用于去除 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ的标签序（下转第２７３页）

·０７２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３



实验后质控物不要保留。

本文对 ＨＣＶＲＮＡ检测的质控物制备及利用Ｅｘｃｅｌ绘制

质控图，可以作为ＰＣＲ实验室 ＨＣＶＲＮＡ检测室内质控的重

要手段。由于各单位标本量不同，每月做不到２０批次，应及时

将每批次质控结果绘成质控图便于动态观察。本单位每月不

足２０批次，一方面将质控结果绘成质控图，另一方面将标本放

入－７０℃冰柜中保存１２个月后，集中检测ＨＣＶＲＮＡ来评价

其稳定性，这样便于消除批间误差。表１显示犚犆犞与犗犆犞 接

近，并犚犆犞＜２犗犆犞，则认为犚犆犞可以接受
［１］；Ｂ组与Ｃ组均

值的对数 无显著性差异，同时可以看出狊、犆犞相差很小，表明

自制 ＨＣＶＲＮＡ质控物在－７０℃保存稳定性至少可达１年，

能够满足临床要求；所绘质控图能有效地帮助我们判断质控情

况。本文犚犆犞为４．５４％，小于临床允许误差；２０次质控值结

果均在 ±２ｓ范围内，且符合 Ｗｅｓｔｇａｒｄ质控规则的１３ｓ、２２ｓ和

４１ｓ，此图可以用做“管理用质控图”，对检验过程进行控制。同

时此质控图标示出了警告线和失控线，将给判断质控结果是否

在控提供方面，实用性强，作图简单，判断清晰，值得推广应用。

同时，自制质控物可以与国家标准物质进行比对，这样自

制物就有了溯源性，将极大地改善不同实验室间检验结果的可

比性，从而逐步实现不同实验室间检验结果有条件互认［１２］。

参考文献

［１］ 申子瑜，李金明．临床基因扩增检测技术［Ｍ］．北京：人民卫生出

版社，２００２：１４７１４８．

［２］ＪａｒｄｉＲ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＦ，ＢｕｔｉＭ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａ

ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＤＮＡｉｎｓｅｒｕｍｂｙａｎｅｗｒａｐｉｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ＰＣＲａｓｓａｙ［Ｊ］．ＪＶｉｒａｌＨｅｐａｔ，２００１，８：４６５４７１．

［３］ 王露楠，吴健民，李金明，等．丙型肝炎病毒核酸检测的国家标准

物质的研制［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００６，２９（４）：３５４３５７．

［４］ 魏来，杨瑞锋．丙型肝炎病毒实验室诊断的现状与存在的问题

［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００８，３１（８）：８４５８４８．

［５］ ＮｅｕｍＵＰ，ＢｅｒｇＴ，ＢａｈｒａＭ，ｅｔａｌ．Ｆｉｂｒｏｓｉｓｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｌｉｖｅｒ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｅｃｕｒｒｅｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ［Ｊ］．ＪＨｅｐａ

ｔｏｌ，２００４，４１（５）：８３０８３６．

［６］ 陈作芬，曹永平．丙肝患者治疗前后 ＨＣＶＲＮＡ与抗 ＨＣＶ及丙

氨酸氨基转移酶水平的分析［Ｊ］．临床医学与检验，２０１０，７（１２）：

１１７５１１７７．

［７］ 钟海军，唐孝亮，曾刚毅，等．核酸纯化柱提取核酸定量俭测丙型

肝炎病毒ＲＮＡ的临床应用［Ｊ］．检验医学与临床，２００８，５（１３）：

７８３７９８．

［８］ 周薇薇，马鑫，周洪明．１２３例抗ＨＣＶ阳性患者 ＨＣＶＲＮＡ定量

检测结果分析［Ｊ］．黑龙江医药科学杂志，２０１０，３３（６）：８９．

［９］ 王虹，许颂霄．荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＣＶＲＮＡ的研究进展［Ｊ］．国

际检验医学杂志，２００６，２７（１）：７４７６．

［１０］叶应妩，王毓三，申子瑜．全国临床检验操作规程［Ｍ］．３版．南京：

东南大学出版社，２００６：９４２．

［１１］李金明，邓巍，王露楠，等．ＰＣＲ测定乙型肝炎病毒ＤＮＡ弱阳性

质控血清的适用研究［Ｊ］．临床检验杂志，２０００，１８（１）：６７．

［１２］李金明．临床实验室分子诊断折标准化［Ｊ］．中华检验医学杂志，

２００６，２９（６）：４８３４８６．

（收稿日期：２０１２１００９）

（上接第２７０页）

列；Ｈｉｓ６标签序列方便后续的蛋白质纯化；可以有效用于大肠

杆菌的原核表达环境［９１０］。本研究利用了 Ｈｉｓ６融合蛋白的特

异性染料进行目的蛋白的检测，该染料只对含有 Ｈｉｓ６标签序

列的蛋白质染色［１１１２］，而且和总蛋白的染料兼容（可以先后染

色同一块蛋白电泳胶），尤其适用于没有特异性抗体的蛋白质

和蛋白质结构域的检测；和 Ｈｉｓ６的抗体相比，该染料的使用省

去了 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ的过程，合理简化了实验流程。在本研

究中，利用 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ融合蛋白表达系统，在低温诱导时可

以保证Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达，从而有助于进一步研究其如何

通过分子间相互作用实现生物学功能。
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Ｂｉｏｌ，２００９，４９７：２１１２２１．

［１０］ＷａｎｇＺ，ＬｉＨ，ＧｕａｎＷ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＳＵＭＯｆｕｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｅｎ

ｈａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒＰｕｒｉｆ，

２０１０，７３（２）：２０３２０８．

［１１］ＷｉｌｌｉａｍｓＮＫ，ＰｒｏｓｓｅｌｋｏｖＰ，ＬｉｅｐｉｎｓｈＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｐｒｏｔｅｉｎｃｙ

ｃｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙａｃｉｒｃｕｌａｒｌｙｐｅｒｍｕｔｅｄｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．

ＰＣＣ６８０３ＤｎａＢｍｉｎｉｉｎｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（１０）：７７９０

７７９８．

［１２］ＳｍａｌｌｗｏｏｄＮＤ，ＨａｕｓｍａｎＢＳ，ＷａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＩｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＮＨ２

ｔｅｒｍｉｎｕｓｏｆＰＫＣｄｅｌｔａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｏＦａｃｔｉｎｄｕｒｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

Ｃａｌｕ３ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮＫＣＣ１［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，

２００５，２８８（４）：Ｃ９０６９１２．

（收稿日期：２０１２１００６）
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