
论著!基础研究

腺苷脱氨酶三种原核表达载体的构建及蛋白表达!

韩丽乔!张
"

露!林海标!黄小亭!吴新忠!黄宪章!庄俊华#

"广州中医药大学第二附属医院!广东广州
$!%!"%

%

""

摘
"

要"目的
"

利用分子克隆技术表达腺苷脱氨酶蛋白'方法
"

从人白细胞中提取总
3O4

!逆转录为
=Z2

O4

!再以其为模板!采用聚合酶链式反应"

]N3

%技术扩增腺苷脱氨酶基因!然后将目的基因连接到
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腺苷脱氨酶&

4Z4

'是机体一种重要的核酸代谢

关键酶#在体内催化腺嘌呤核苷&脱氧腺嘌呤核苷'不

可逆的脱氨#最终生成尿酸的反应(
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还可参

与机体的免疫应答#诱导
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细胞依赖的单核细胞分化

为巨噬细胞并刺激其增殖#缺乏将导致重症联合免疫

缺陷等(
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在临床多种疾病的诊断和鉴别诊

断中具有重要应用价值#如结核性%化脓性%病毒性胸

腹水%脑脊液的鉴别诊断等(
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准确定量在临床检验中较为重要$目前关于酶的定

量都是基于酶在单位时间内催化
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底物的转化

速率来评估其活性#但影响其测量因素较多#如检测

温度%底物浓度%反应体系
C
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等#而且目前国内尚无

4Z4

的参考物质#国外
M̀ 54

等(
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)报道的参考物质

从红细胞中提取获得#需要耗费大量的原材料#且过

程复杂#价格昂贵#因此本课题组利用成熟的分子生

物学技术#同时构建了
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种
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原核载体&
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'分别在大

肠杆菌
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ZP*

'中进行腺苷脱氨酶蛋白的诱导表

达#选择最优#进而用于
4Z4

参考物质的研究$
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材料与方法

>#>

"

材料
"

逆转录试剂盒&

U8DI819;0

公司'#质粒小
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公司'#以及
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是
C

P52"&H

#

C

bWSP

和
C

P52*";

#前两种由清华大学
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'的序列及插入位点信息#每个载体合成一对

引物#分别为!
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酶
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酶切位点'
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公司合成$

>#?#?

"

基因提取及目的基因扩增
"

用
5D/K6@

方法从

健康成年人的白细胞中提取总
I3O4

#进一步逆转录

合成
=ZO4

$再以
=ZO4

为模板#分别大量扩增设有

不同内切酶位点的目的基因#聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴

定扩增结果并分别切胶回收#纯化
]N3

产物并用紫

外分光光度计检测
ZO4

浓度和纯度$

>#?#@

"

目的基因和质粒的剪接
"

分别将目的基因和

空载质粒于内切酶的酶切条件下水浴双酶切#经凝胶

电泳鉴定后切胶回收$将酶切好的目的基因和
*

种

质粒分别用
5)

连接酶于
!,g

过夜连接$

>#?#A

"

构建重组克隆载体并进行阳性菌落鉴定
"

用

N;N@

"

法制备
Zb$

&

感受态#将重组质粒加入含有

Zb$

&

感受态的溶液中#于冰上
*%I/1

#随后
)"g

水

浴锅中准确热击
+%0

#立即于冰上
"I/1

#再加入
*(

g

预热的无抗菌药物的
RM

培养基#于
*( g

#
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D

"

I/1

振荡培养约
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#均匀涂于含抗菌药物的
RM

培

养皿中#倒置于
*(g

#培养过夜$根据各自抗性#筛

选阳性克隆菌#并进行菌落
]N3

鉴定$将
]N3

鉴定

阳性单菌落接种于含相应抗菌药物的
RM

培养基#

*(g

#

""%D

"

I/1

振荡培养过夜#进行小量扩增$第

二天提取质粒#将质粒溶液收集到离心管中#取少量

进行酶切验证$

>#?#B

"

构建重组表达载体
"

将酶切验证阳性的克隆

质粒&
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P52"&Hh4Z4

#
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P52*";h4Z4
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4Z4

'分别转化入
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ZP*

'表达菌#抗菌药物初步

筛选#挑取阳性菌落培养扩增后送测序鉴定$

>#?#K

"

目的蛋白诱导表达及鉴定
"

将测序正确的阳

性克隆菌株
$

#

R

接种到含相应抗菌药物的
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培养

基
$IR

中#

*(g

#
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振荡培养过夜$培养过

夜的阳性克隆菌株
!IR

接种到含相应抗菌药物的

++IRRM

培养基中#培养
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后取样#加入

WZW

蛋白电泳上样缓冲液#煮沸
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#使蛋白充分

变性后于
'&% g

冻存待测$

L8098D12H@69

或
WZW2

]4cP

对蛋白进行定性和半定量分析$
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目的蛋白活性初步鉴定
"

按照筛选的
4Z4

蛋白表达条件#小量表达目的蛋白$将表达菌液%菌

液超声破坏菌体后液体#在罗氏生化分析仪初步检测

目的蛋白的活性$
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结
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果
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目的基因扩增结果
"

目的基因&约
!!%%H

C

'扩

增后分别经琼脂糖凝胶电泳检测#在
!%%%H

C

上方有

清晰条带#与预期相符#见图
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M

$

?#?

"

阳性克隆菌落鉴定结果
"

挑选不同载体的阳性

菌落#进行菌落
]N3

扩增#琼脂糖凝胶电泳结果显

示#在
!%%%H

C

上方有明显清晰条带#与目的条带

&

!!%%H
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'相符#见图
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腺苷脱氨酶
]N3

扩增基因序列及空载质粒电泳图
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菌落扩增结果
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阳性菌落
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表达菌落
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提取的
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测序结果比对部分
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测序结果部分图+
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达菌落
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公司测序$测序结果与
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网站基因信
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#

c;

C

0

%-

'#见图
*

$

?#A

"

*

种载体蛋白的表达及条件优化
"

*

个表达系

统分别在不同的表达时间&

*

%

,

%

!"

%

")<

'#表达温度

&

!%

%

!,

%

"$

%

*(g

'和诱导剂浓度&

S]5c

!

%#)

%

%#&

%

!#%

II6@

"

R

'下进行蛋白表达#通过
L8098D12H@69

定性及

]4cP

半定量#选择各载体最优表达条件$结果见

图
)

$

""

注!

O

为阴性对照

图
)

""

*

种原核表达载体在不同条件下的蛋白表达

""

结果显示#随诱导时间和诱导温度的增加#

*

种原

核表达系统的蛋白表达量增多#考虑到时间成本和原

核载体在较高温度下容易形成包涵体等问题#最终采

取的表达温度为
!,g

#诱导蛋白表达
")<

$诱导剂

S]5c

的浓度
%#)

%

%#&

%

!#%II6@

"

R

诱导蛋白表达量

相差不大#所以最终选择
S]5c

的诱导浓度为
%#)

II6@

"

R

$

?#B

"

目的蛋白活性初步鉴定结果
"

经检测#菌液中

4Z4

活性较低#菌液超声破碎后
4Z4

活性较高#具

体数据见表
!

$

表
!

""

超声前后菌液的
4Z4

活性$

Q

'

R

%

菌液 超声前 超声后

MR"! $ ),

MR"!h

C

P52"&Hh 4Z4 ") *%)

MR"!h

C

P52*";h 4Z4 *" *&$

MR"!h

C

bWSPh 4Z4 *& *!+

@

"

讨
""

论

""

参考物质从
!+%,

年美国标准局&现为国家标准

技术研究院#

OSW5

'制备和颁布了第一批冶金参考物

质以来经历了
!%%

多年的发展#在化学%生物%工程%

物理等领域都发挥了巨大的作用#我国自
!++)

年以

*

*&"

*
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来参照国际标准和相关导则也逐步制定了自己的标

准和技术规范(

!!

)

#经过
"%

多年的发展#我国已研制了

千余种参考物质#虽然参考物质的研究取得了很大的

成效#但其种类数量还远远不能满足各个领域的需

要#参考物质研制的任务依然艰巨$目前国内尚无

4Z4

的参考物质#国际
4Z4

参考物质来源于红细

胞(

+

)

#从
(R

压缩红细胞中经历洗涤%裂解%层析等复

杂步骤最终获得了
%#(I

:

的
4Z4

纯物质#原材料不

易获得#操作过程繁杂#价格昂贵$分子克隆技术近

年来已发展成熟稳定和可靠#在诸多领域都有出色的

应用#如谷草转氨酶%谷丙转氨酶%乳酸脱氢酶等多项

酶学参考物质的原材料均来源于原核菌株克隆蛋白

的表达(

!"2!)

)

#因此本实验利用分子克隆技术构建了
*

种
4Z4

的原核表达载体#并成功表达了
4Z4

蛋白$

原核表达系统培养设备及操作简单#生长条件要

求不高#营养物质价格低廉#具有增殖速度快#转化效

率高#表达周期短和表达量高的优点#适于大规模批

量蛋白生产#是目前应用最为广泛的蛋白表达系

统(

!$

)

$本实验选用较为常用的大肠杆菌表达系统

MR"!

&

ZP*

'#这种表达体系是发展最早也是最成熟的

外源蛋白表达系统#其具有遗传背景清楚#表达水平

稳定#易操作#有许多菌株突变体和含强启动子的载

体可供选择#并且成本低%蛋白表达量高%容易纯化等

优点$在实验中笔者构建的
*

种原核表达体系!

MR"!

h

C

P52"&Hh4Z4

#

MR"!h

C

P52*";h4Z4

#

MR"!h

C

bWSPh4Z4

#所用到的
*

种质粒载体各有特色#

C

P52"&H

质粒#经过插入位点设计#只带有
!

个很小

的多聚组氨酸&

b/0

'标签#使得表达的蛋白分子大小

与天然的蛋白分子量相差不大#且
b/0

标签便于后续

的蛋白纯化+

C

P52*";

质粒载体#除带有
b/0

标签外#

还带有
!

个促进表达蛋白可溶的基团#可增加蛋白的

可溶性#但是也会使表达蛋白的分子量增大+

C

bWSP

质粒(

!,

)除带有
b/0

标签#促表达蛋白可溶基团外#还

带有
!

个断裂位点#该位点可通过蛋白纯化过程中调

节洗脱液的
C

b

来使得促表达蛋白的可溶基团断裂#

可使得表达蛋白与天然蛋白保持一致性$

本实验笔者成功将
4Z4

序列连接入相应的质粒

载体#但在进行过程中也遇到了一些小问题!如&

!

'引

物的设计#需根据扩增目的&检测引物#扩增引物等'

按照引物设计原则和质粒载体序列设计合适的引物#

加入合适的内切酶位点#同时要确认目的片段中无该

酶切位点#这直接关系着酶切及连接等操作的成败+

&

"

'目的基因的
]N3

扩增#应使用具有高保真性能和

扩增范围内的高保真扩增酶#优化扩增条件#方能保

证扩增所需序列的正确性+&

*

'感受态菌的制备#需熟

练轻柔操作#并一定保证在低温冰浴条件进行#另外

用于制备感受态的菌液浓度要合适#才能保证制备的

感受态菌具有较高的转化效率+&

)

'对于蛋白诱导表

达#诱导剂
S]5c

的浓度对于蛋白表达量影响不大#

虽然随时间和温度增加#

*

种载体的蛋白表达量均升

高#但原核蛋白在较低温度表达时速度减慢#有利于

蛋白折叠#形成有活性的蛋白#所以最终确定的
S]5c

浓度为
%#)II6@

"

R

#诱导温度均为
!,g

#诱导时间

为
")<

$

本实验构建的
*

种原核载体表达的
4Z4

蛋白#

经活性检测发现菌液超声后活性较高#说明
*

种原核

载体均非分泌表达$后期实验将利用
*

个原核载体

的特点#使用
b/02O/

柱或
C

b

变化进行蛋白纯化#而

如何获得高纯度高活性的
4Z4

蛋白是后续研究的重

点问题$

A

"

结
""

论

""

本实验成功构建了腺苷脱氨酶的
*

个原核表达

体系&

MR"!h

C

P52"&Hh4Z4

#

MR"!h

C

P52*";h4Z4

#

MR"!h

C

bWSPh4Z4

'且
*

个体系均成功表达了有活

性的
4Z4

蛋白#表达量可观#可满足后续
4Z4

标准物

质研制的原材料需求#且操作简单#经济实用$
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