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ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１重组质粒的构建与表达
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　　摘　要：目的　构建重组质粒ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１，利用原核表达体系表达 ＡＫＴ１蛋白。方法　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

扩增ＡＫＴ１编码区基因，并将其与ｐＥＴ３２ａ质粒融合，并转化大肠埃希菌ＤＨ５α及原核菌株ＢＬ２１（ＤＥ３），采用异丙基Ｄ硫代半乳

糖苷（ＩＰＴＧ）诱导其表达，采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行蛋白鉴定。结果　目的基

因与质粒完整融合；重组质粒ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１成功转入菌株ＤＥ３；ＩＰＴＧ诱导后，ＤＥ３表达相对分子质量为７００００的蛋白。结论

　成功构建重组质粒ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１，且ＡＫＴ１蛋白在原核表达菌ＤＥ３中完整、高效表达。
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　　磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／

丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，

ＡＫＴ）信号通路是参与细胞存活调控的重要通路之一。目前

已有大量研究证实，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的异常与多种人类

肿瘤的发生、发展密切相关［１４］，此信号通路是与肿瘤细胞存活

相关的首要通路。该通路的 ＡＫＴ处于多条信号通路的重要

交叉点。目前在哺乳动物中发现至少３种ＡＫＴ亚型：ＡＫＴ１、

ＡＫＴ２和 ＡＫＴ３。ＡＫＴ在一些肿瘤细胞中高表达，但３种

ＡＫＴ亚型的表达和作用却可能显著不同。本实验建立ＡＫＴ１

蛋白的原核表达体系，为进一步探讨以ＡＫＴ为靶点的肿瘤基

因免疫治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　质粒和菌株由广东省中医院大学城医院检验

科陈茶教授惠赠。逆转录试剂盒、ＫＯＤＰｌｕｓ高保真聚合酶购

自日本Ｔｏｙｏｂｏ公司；核酸胶回收试剂盒购自美国Ｏｍｅｇａ生物

技术公司；质粒小提试剂盒，限制性内切酶 犖狅狋Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ，

Ｔ４ＤＮＡ连接酶及犜犪狇聚合酶购自ＴａＫａＲａ宝生物公司，ＡＫＴ

检测相关抗体购自英国 ＡＢＣＡＭ 公司，其余试剂均为国产或

进口分析纯试剂。

１．２　引物设计及基因扩增　从人新鲜外周血中提取总ＲＮＡ，

采用逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）扩增ＡＫＴ１编码区基因。检索美国国

立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）网站 ＡＫＴ１编码区基因序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５软

件设计特异性 ＡＫＴ１引物如下，编码链引物 Ｐ１：５′ＣＣＧＧ′

ＡＡＴＴＣＡＧＣＧＡＣＧＴＧ ＧＣＴ ＡＴＴ ＧＴＧ Ａ３′（画线部分

犈犮狅ＲⅠ）；非编码链引物 Ｐ２：５′ＣＣＧＣＴＣ′ＧＡＧ ＧＧＣＣＧＴ

ＧＣＣＧＣＴＧＧＣＣＧＡＧ３′（画线部分犡犺狅Ⅰ）。反应体系和条

件均按照说明书推荐条件进行。ＰＣＲ产物采用０．８％琼脂糖

凝胶电泳进行检测。

１．３　融合质粒的构建　犃犓犜１ＰＣＲ产物纯化后与ｐＥＴ３２ａ质

粒同时进行犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切，回收、纯化后进行连接反

应，反应体系按照说明书推荐体系进行，２２℃过夜连接。连接

产物直接转化至大肠杆菌ＤＨ５α，将转化菌液于ＬＢ平板上进

行筛选（含终浓度为５０ｍｇ／Ｌ的氨苄西林）。对平板上的生长

单菌落进行ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ产物采用０．８％琼脂糖凝胶电泳
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进行检测，挑选ＰＣＲ阳性克隆送ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（广州）公司

测序。

１．４　融合质粒转化表达菌及阳性克隆的筛选　鉴定正确的融

合质粒培养提取后，采用化学法转化表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３），ＬＢ

平板上进行筛选（含终浓度为５０ｍｇ／Ｌ的氨苄西林）。对平板

上生长的单菌落进行ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ产物采用０．８％琼脂糖

凝胶电泳进行检测，挑选ＰＣＲ阳性克隆送ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（广

州）公司测序。

１．５　重组蛋白的优化诱导表达及鉴定　挑取含有完整融合质

粒的ＤＥ３单克隆菌株，于含５０ｍｇ／Ｌ氨苄西林的新鲜ＬＢ培

养基中过夜培养。第２天取过夜培养菌液分别加入３个含新

鲜ＬＢ 培养基（无抗菌药）的烧瓶中，置摇床内以 ３７ ℃、

２４０ｒ／ｍｉｎ剧烈摇动，２ｈ后加入终浓度分别为 ０．５、１．０、

２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏ

ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ），并继续以３７℃、２４０ｒ／ｍｉｎ摇动培

养。加入ＩＰＴＧ 后分别于０、１、２、３、４、５ｈ取１ｍＬ菌液于

－８０℃冻存，待测。

１．６　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ

ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）　分别

配制１０％～１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶、５％ＳＤＳＰＡＧＥ浓缩

胶。电泳首先以８０Ｖ进行，待上样缓冲液进入分离胶后调整

为１００～１２０Ｖ，电泳约２．５ｈ。电泳完毕，将凝胶放入电转缓

冲平衡液中平衡５ｍｉｎ后进行转膜。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　转膜结束后将聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉ

ｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）放入１０ｍＬ５％的脱脂奶粉含吐温２０

的Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）溶

液中，室温轻摇封闭２～３ｈ后弃掉封闭液。分别用第一、二抗

体处理后，ＰＶＤＦ用ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ，最后显色观

察结果。

２　结　　果

２．１　目的基因的扩增结果　扩增产物经琼脂电泳鉴定，在

１０００ｂｐ上方可见清晰、单一核酸条带，大小与目的基因相符，

见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡＬａｄｄｅｒＤＬ２０００；１：ＡＫＴ１编码基因扩增产物。

图１　　ＰＣＲ扩增ＡＫＴ１编码基因序列

２．２　融合质粒转化ＤＨ５α后的菌落鉴定　挑取平板上生长的

数个单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，某些菌落可扩增出清晰的与

ＡＫＴ１编码区基因大小相符的核酸条带，见图２。

２．３　ＰＣＲ阳性的ＤＨ５α菌株测序结果　挑选ＰＣＲ阳性克隆

进行测序，将测序结果与 ＮＣＢＩ网站中基因信息进行比对，结

果显示融合质粒中含有完整的ＡＫＴ１编码序列基因，见图３。

　　Ｍ：ＤＮＡｌａｄｄｅｒＤＬ２０００；１～４：平板上不同单菌落的ＰＣＲ结果；５：

阴性对照；６：阳性对照。

图２　　ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１重组质粒的ＰＣＲ检测

图３　　ＰＣＲ阳性ＤＨ５α菌株正向（Ａ）及反向（Ｂ）测序结果

２．４　含融合质粒ＤＥ３转化菌株的筛选　融合质粒转化ＤＥ３

后对平板上生长的单菌落进行ＰＣＲ鉴定，某些菌落可扩增出

与目的基因片段大小相符的核酸片段，见图４。

　　Ｍ：ＤＮＡＬａｄｄｅｒＤＬ２０００；１～５：平板上不同单菌落的ＰＣＲ结果；

６：阳性对照；７：阴性对照。

图４　　重组质粒ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１转化入ＤＥ３

菌株的ＰＣＲ检测

２．５　ＰＣＲ阳性的ＤＥ３菌株的测序结果　挑选ＰＣＲ阳性克隆

进行测序，将测序结果与 ＮＣＢＩ网站中基因信息进行比对，结

果显示ＰＣＲ阳性的菌株中含有完整的 ＡＫＴ１编码序列基因，

见图５。

图５　　ＰＣＲ阳性ＤＥ３菌株正向（Ａ）及反向（Ｂ）测序结果

２．６　蛋白诱导表达的优化及ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　挑选含融合

质粒的ＤＥ３菌株在相同环境下进行不同浓度ＩＰＴＧ诱导表

达，在５个特定时间段取少量菌液进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。在

相对分子质量为７００００的上方有清晰蛋白条带出现，大小与

目的蛋白相似（ＡＫＴ１蛋白的相对分子质量约为５６０００，与

ＡＫＴ１蛋白融合的ｐＥＴ３２ａ质粒标签蛋白的相对分子质量约

为１８０００，目的蛋白的相对分子质量约为７４０００）。

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定诱导产物　挑选ＰＣＲ阳性的ＤＥ３菌

株进行ＩＰＴＧ诱导表达，对不同诱导浓度和不同诱导时间收集

的菌液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示在相对分子质量为

７００００的上方有荧光条带出现，大小与目的蛋白相符。

３　讨　　论

ＡＫＴ／蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）相对分子质量

约为６００００，调控细胞生长与存活、增殖与凋亡、糖类代谢、基
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因转录、新生血管形成、细胞迁移运动以及细胞周期调控等，对

生存通路，如蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）、受体酪氨酸

激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＲＴＫ）丝裂原活化蛋白

激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）级联通路、酪氨

酸激酶（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）／信号转导子和转录激活子（ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）通路的促进

或抑制作用显示其在细胞生长存活和增殖中的主导地位［５８］。

体内许多肿瘤组织中ＡＫＴ异常激活与肿瘤发生、发展的各个

环节关系密切［９１０］。对小鼠胚胎成纤维细胞的研究发现，

ＡＫＴ１亚型在胚胎发育、生长及生存中起着至关重要的作用，

而ＡＫＴ２和ＡＫＴ３分别在葡萄糖代谢的动态平衡和出生后脑

部的发育中起着必不可少的作用。研究表明，抑制犃犓犜基因

的表达，能影响其生物学效应的发挥，如可以促进细胞凋亡，抑

制细胞的迁移和新生血管的形成［１１１２］。为了能在原核细胞中

表达ＡＫＴ１，以将其用于在体或离体的实验研究，深入探讨该

肿瘤治疗新靶点ＡＫＴ的生物学功能，本实验构建了原核重组

质粒ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１，并进一步优化诱导表达条件。

目前国内、外对蛋白的获取有较多的方法，如从组织或血

清中直接分离纯化及基因工程方法等。基因工程方法发展迅

速并且成熟，如哺乳动物表达系统、酵母表达系统和原核表达

系统等［１３１５］均被广泛接受和使用。对于不同表达体系的选

择，除了考虑外源蛋白表达后的性质和活性，还要考虑目的蛋

白能否胞外表达、表达量以及能否对表达的蛋白质进行快速有

效的纯化以获得高纯度蛋白质。本实验选择较为常用的大肠

埃希菌表达系统，这种表达体系是发展最早，也是最成熟的外

源蛋白表达方法，具有遗传背景清楚，表达水平较稳定，易操作

的优点，有许多菌株突变体和含强启动子的载体可供选择，且

成本低、蛋白表达量高、容易纯化等。

本实验从人外周血单核细胞中成功提取出高纯度总ＲＮＡ

（结果未给出），通过逆转录和ＰＣＲ等方法扩增出完整的人

ＡＫＴ１编码区基因，并将其插入原核表达质粒ｐＥＴ３２ａ（＋），构

建融合载体ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１，通过测序保证融合载体的正确性

和完整性。融合质粒转化ＤＥ３后进行ＩＰＴＧ诱导，并对诱导

产物进行检测，ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示在相对分子质量为７００００

的上方有明显条带，大小与目的蛋白相符，且表达量明显高于

细菌自身表达蛋白；最后使用ＡＫＴ特异性单克隆抗体对诱导

产物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果与ＳＤＳＰＡＧＥ相符，提示人

ＡＫＴ１蛋白在大肠埃希菌中表达。笔者还对工程菌表达条件

进行了初步的优化，诱导剂ＩＰＴＧ（０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）对

ＡＫＴ１蛋白表达量的改变无明显影响；而随着诱导时间的延

长，蛋白表达量有上升趋势。

以上结果充分说明ＡＫＴ１在此体系中具有良好的表达效

果。本实验通过亚克隆的方法成功构建了ｐＥＴ３２ａＡＫＴ１的

融合蛋白重组质粒，有利于获得人ＡＫＴ１重组蛋白，为进一步

研究其结构、功能活性和抗体制备等奠定了一定的实验基础。
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