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去乙酰化酶ＳＩＲＴ５的原核表达及多克隆抗体的制备
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　　摘　要：目的　克隆小鼠的Ｓｉｒｔ５基因，及制备ＳＩＲＴ５多克隆抗体。方法　提取小鼠肝细胞总ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ，ＰＣＲ法扩

增Ｓｉｒｔ５基因，将此基因克隆至ｐＥＴ２８ａ载体，转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），经异丙βＤ硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达后，利用

Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱纯化；纯化的目的蛋白免疫Ｂａｌ／ｃ小鼠后，收获血清并鉴定。结果　成功构建了Ｓｉｒｔ５原核表达载体，并能

在宿主菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中高效表达；利用纯化的蛋白制备了理想的多克隆抗体。结论　利用分子克隆技术，获得了高纯度

的ＳＩＲＴ５蛋白并制备了多克隆抗体，为进一步研究奠定了基础。
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　　Ｓｉｒｔｕｉｎｓ是近年来发现的第Ⅲ类去乙酰化酶，其中Ｓｉｒｔｕｉｎｓ

家族包括Ｓｉｒｔｕｉｎｓ１７（ＳＩＲＴ１７），与细胞衰老、凋亡、代谢和增

殖分化密切相关［１３］。同时Ｓｉｒｔｕｉｎｓ的持续研究也许将给癌症

的彻底治愈带来可能［４５］。ＳＩＲＴ５定位于线粒体基质中，其去

乙酰化酶活性相当低［６］。ＳＩＲＴ５可以调节ＣＳＰ１的去乙酰化，

在小鼠耐饿或者长时间高热量摄取实验中，ＳＩＲＴ５活性增强，

ＳＩＲＴ５活性的改变可能与细胞增殖以及肿瘤发生有一定关

系［７８］，但是其在肿瘤细胞研究中的具体生物学功能和特性并

不明确。研究者克隆了小鼠Ｓｉｒｔ５的原核表达载体，并制备了

高效价、特异性的多克隆抗体，为下一步构建真核表达载体，及

鉴定该基因在肿瘤细胞增殖分化过程中的表达情况奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种和质粒　用于克隆、表达的质粒ｐＥＴ２８ａ，大肠杆

菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌株Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）由本实验室保存。

１．１．２　工具酶和试剂　ＤＮＡ 聚合酶、限制性内切酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶、ＢＳＡ（牛血清清蛋白）均为Ｔａｋａｒａ公司产品。琼

脂糖，琼脂粉，卡那霉素，丙烯酰胺，Ｎ，Ｎ′亚甲基双丙烯酰胺

均为 Ｂｉｏｌｉｎ公司产品。蛋白胨，酵母提取物购自 ＯＸＯＩＤ。

ＩＰＴＧ（异丙基硫代βＤ半乳糖苷）购自 ＭＥＲＣＫ公司。蛋白质

浓度测定试剂盒为ＢｉｏＲａｄ公司产品。寡核苷酸引物由上海

生工公司合成。ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒，质粒提

取试剂盒为Ｏｍｅｇａ公司产品。Ｎｉ
２＋ＮＴＡ树脂购自 Ｎｏｖａｇｅｎ

公司。辣根过氧化物（ＨＲＰ）标羊抗鼠ＩｇＧ购自Ｓｉｇｍａ公司，

ＥＣＬ显色剂购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。本研究所用其他化学试剂均

系分析纯试剂，实验中所用水均为 ＭｉｌｌｉＱ超纯水。

１．２　方法

１．２．１　总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ　取小鼠肝脏，液氮研磨后使

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂，按照说明书提取总ＲＮＡ，测定纯度并进行琼脂

糖凝胶电泳分析。根据逆转录试剂盒说明书进行ＲＴＰＣＲ。

１．２．２　Ｓｉｒｔ５基因的ＰＣＲ扩增和克隆　以ｃＤＮＡ为模板，使

用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物扩增，其中 Ｓｉｒｔ５基因号 ｇｉ｜

１１８１３０５８５：４６９７８，上 游 引 物 Ｓｉｒ５ｕｐＥｃｏＲＩ：５′ＴＧＣ ＧＡＡ

ＴＴＣＡＴＧＣＧＡＣＣＴＣＴＣＣＴ′３和下游引物Ｓｉｒ５ｄｏｗｎＨｉｎ

ｄＩＩＩ：５′ＣＧＧＣＡＡＧＣＴＴＡＡＧＡＡＧＴＣＣＴＴＴＣＡＧＴＴ′３，

ＰＣＲ扩增Ｓｉｒｔ５编码区ｃＤＮＡ。在上下游引物中分别引入酶切

位点ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ。５８℃退火进行３０个ＰＣＲ循环反应，

目的产物用ＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切后与经同样双酶切的载体

ｐＥＴ２８ａ进行连接并转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），挑选阳性克隆，

经双酶切和ＰＣＲ验证后送测序鉴定。

１．２．３　诱导表达和纯化　挑取含鉴定正确的重组质粒的表达

菌株Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａＳｉｒｔ５单克隆于５ｍＬＬＢ试

管培养基中，加入相应的抗菌药物，于３７℃恒温、２００ｒ／ｍｉｎ振

荡培养过夜。次日，按１％接种量转接种后，继续培养至ＯＤ６００

值为０．５；加入终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，２４℃诱导，６ｈ。

收集菌体，缓冲液 Ａ（１０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

·８５３２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８



２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．９）清洗菌体１次，然后重悬超声破

碎后，上清上样于经缓冲液Ａ平衡的Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱，

然后用不同浓度ｉｍｉｄａｚｏｌｅ（３０ｍｍｏｌ／Ｌ，６０ｍｍｏｌ／Ｌ，１００ｍｍｏｌ／

Ｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）依次洗脱。根据紫外检测仪的读数收集对应的

洗脱物，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检验纯度后进行透析，再用ＰＥＧ２００００

浓缩，用ＢｉｏＲａｄ公司生产的蛋白质浓度测定试剂盒测定蛋白

质的浓度，最后分成小份保存于－２０℃或－８０℃。

１．２．４　小鼠多抗的制备和检测　２０μｇ纯化的重组蛋白与弗

氏佐剂等体积乳化皮下免疫６周龄雌性Ｂａｌ／ｃ小鼠，２周／次，

首次免疫与弗氏完全佐剂充分乳化。免疫４～６次后采血

ＥＬＩＳＡ测定血清效价，最后一次腹腔注射后５ｄ眼球采血分离

血清。

１．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定抗体的特异性　利用制备的血清，

对ＳＩＲＴ５的原核表达产物进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ监测。将诱导表

达的重组菌裂解物上清进行１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，

１５０ｍＡ电泳转ＰＶＤＦ膜１．５ｈ，用５％脱脂奶粉封闭过夜，ＴＢＳ

和ＴＢＳＴ交替洗涤，制备的多抗血清１∶５００稀释，二抗羊抗鼠

ＩｇＧ（１∶１００００），以ＥＣＬ显色。

２　结　　果

２．１　Ｓｉｒｔ５基因的扩增和重组质粒的构建及鉴定　提取的小

鼠肝脏总ＲＮＡ测定Ａ２６０／Ａ２８０为１．９，经琼脂糖凝胶电泳表明

所提取的ＲＮＡ是合格的。ＲＴＰＣＲ后以ｃＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ，扩增得到约９３３ｂｐ的特异性条带，与预期结果相符，双

酶切后连接到ｐＥＴ２８ａ质粒中，转入大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１

（ＤＥ３）细胞，经过酶切验证后进行全基因测序，将测序结果正

确的克隆命名ｐＥＴ２８ａＳｉｒｔ５，见图１。

　　Ａ：电泳分析小鼠肝脏总ＲＮＡ；Ｂ：ＰＣＲ扩增Ｓｉｒｔ５基因；Ｃ：酶切重

组质粒；Ｍ１：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ｐｌｕｓｍａｒｋｅｒ；泳道１和２：

ＲＮＡ条带；泳道３和４：ＰＣＲ产物；泳道５：重组质粒；泳道６：重组质粒

双酶切。

图１　　ＰＣＲ扩增包含Ｓｉｒｔ５编码区的ｃＤＮＡ片段及

ｐＥＴ２８ａＳｉｒｔ５的菌落酶切鉴定

２．２　重组表达载体的诱导表达和纯化　将测序正确的

ｐＥＴ２８ａＳｉｒｔ５重组子进行诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果表

明：０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导后大量表达相对分子质量４０×１０３

左右的蛋白，与预期的蛋白大小一致。将表达后的产物经过

Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳，见图２。在

Ｎｉ２＋ＮＴＡ纯化时，目的蛋白主要在２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑浓度下

被洗脱下来。

２．３　ＥＬＩＳＡ测定血清效价　纯化的重组蛋白免疫小鼠４次

后开始采血 ＥＬＩＳＡ 测定血清效价，免疫的小鼠血清稀释

６４０００倍后的ＯＤ值与对照小鼠的ＯＤ值相比大于２，表明小

鼠效价高，可以用于制备多抗，见表１，图３（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

　　泳道 Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；泳道１：ｐＥＴ２８ａＳｉｒｔ５重组子；泳道２：

ｐＥＴ２８ａ菌株对照；泳道３和４：纯化的ＳＩＲＴ５蛋白。

图２　　重组蛋白的表达和纯化

表１　　血清效价测定

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

稀释倍数 ５００ １０００ ２０００ ４０００ ８０００ １６０００３２０００６４０００

小鼠ａ １．４５５ １．４４４ １．１５４ ０．９０４ ０．８９７ ０．８２８ ０．７７９ ０．３５１

小鼠ｂ １．５７７ １．３９６ １．２６７ １．０６９ ０．９７８ ０．６８７ ０．５４６ ０．３１０

对照小鼠 ０．０８３ ０．０８１ ０．０７６ ０．０７３ ０．０６８ ０．０８４ ０．０８６ ０．０６４

２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析多克隆抗体的特异性　空载体菌体蛋

白无杂交条带，重组蛋白在纯化前后都出现一条杂交条带，表

明多克隆抗体具有较高的特异性见图４。

　　１：纯化后的蛋白；２：ＩＰＴＧ诱导的重组菌体；３：空载体。

图４　　多克隆抗体 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析

３　讨　　论

哺乳动物ＳＩＲＴ５定位于线粒体中，在脑、心脏、肝脏和肾

脏中高表达，虽然ＳＩＲＴ５去乙酰化酶活性很低，但它在调控细

胞代谢中是不可缺少的［９１０］。近年来，对于ＳＩＲＴ５的研究越来

越多，但它在肿瘤细胞的增殖中的表达情况、相关的生物化学

活性和细胞功能目前还是不清楚的，具体相关机制有待于研究

清楚。研究者利用健康小鼠肝脏组织，通过ＲＴＰＣＲ的方法

成功获得了小鼠Ｓｉｒｔ５的ｃＤＮＡ，并成功克隆入原核表达载体

ｐＥＴ２８ａ中，并在表达宿主菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达，

经纯化获得高纯度的ＳＩＲＴ５蛋白。纯化后的蛋白免疫小鼠４

次后，获取小鼠血清，鉴定抗体的效价和特异性，结果证明了原

核表达的ＳＩＲＴ５蛋白具有抗原性，并具有特异性。本研究用

ｐＥＴ２８ａ载体ＳＩＲＴ５蛋白表达量高，可溶性强，载体含有２个

Ｈｉｓ标签，纯化蛋白纯度高。ＳＩＲＴ５融合蛋白的成功表达、纯

化和多克隆抗体的制备，为其进一步研究奠定了基础。
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表１　　Ｈｃｙ、叶酸测定结果及比较（狓±狊）

组别 狀 Ｈｃｙ（μｍｏｌ／Ｌ） 叶酸（μｇ／Ｌ）

对照组 ４０ １０．３５±１．３２ ９．９８±２．００

脑出血组 ２４ １８．８１±６．６４ ６．２０±３．８５

脑梗死组 ３９ １８．３５±６．３５ ６．２５±３．０１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．２　脑血管病患者血液 Ｈｃｙ与叶酸的相关性　脑出血组与

脑梗死组患者的血清叶酸的水平随着血清 Ｈｃｙ的浓度的升高

而下降，呈负相关关系，狉分别为－０．１４和－０．１７。

３　讨　　论

Ｈｃｙ又称高半胱氨酸，是一种含硫氨基酸，不属于组成蛋

白质的２０种氨基酸，体内不能合成，只能来源于蛋氨酸（甲硫

氨酸）的分解代谢。健康人体内游离型 Ｈｃｙ很少，一般是以蛋

白结合形式存在。脑出血是神经系统的常见病和多发病，许多

原因可导致其发生，包括高血压、高脂血症、血液病等。有研究

认为高 Ｈｃｙ水平，使内皮细胞肥大、受损，内皮下水肿、纤维组

织聚集，血管弹力层断裂和紊乱，促使血管平滑肌细胞 ＤＮＡ

合成并增殖肥大，使动脉在高血压的作用下更易被破坏而产生

脑出血［５］。另有报道认为高 Ｈｃｙ血症诱发脑梗死的机制主要

与参与动脉粥样硬化及影响凝血系统等有关，可能机制如下：

（１）当体内 Ｈｃｙ代谢紊乱，浓度升高，形成 Ｈｃｙ琉基内酯后与

ＬＤＬ形成复合物，随后被单核巨噬细胞吞噬而形成泡沫细胞，

引起动脉粥样硬化；（２）Ｈｃｙ刺激血管平滑肌迅速增加，加快

动脉粥样硬化；（３）Ｈｃｙ可降低血管内皮细胞 ＮＯ合酶活性，

使ＮＯ合成减少，引起血管痉挛，缺血缺氧，加速细胞变性坏

死；（４）Ｈｃｙ可选择性抑制血栓调节素的表达，干扰内皮蛋白

Ｃ调节，降低抗血栓形成因子Ⅵ和因子Ⅶ 的活性，使血凝亢

进，促进血栓形成［６］。本研究显示的脑出血和脑梗死患者血液

Ｈｃｙ水平与对照组的比较，其差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），与相关报道基本一致
［７８］。可认为高 Ｈｃｙ血症可能是

脑出血和脑梗死患者的危险因素之一，说明测定血清 Ｈｃｙ在

脑血管疾病的诊断中具有重要的临床意义。

叶酸是 Ｈｃｙ代谢辅酶，它的水平与 Ｈｃｙ水平密切相关。

有研究表明，在急性脑梗死的患者中，叶酸浓度的降低与 Ｈｃｙ

水平有明显的负相关［９］。也有研究表明，高 Ｈｃｙ血症和低叶

酸状态均是深静脉血栓形成（ＤＶＴ）发生的独立危险因素
［１０］。

本研究也显示：脑出血组与脑梗死组患者的血清叶酸的水平随

着血清 Ｈｃｙ浓度的升高而下降，呈负相关关系 （狉 分别

为－０．１４和－０．１７）。

总之，定期对脑血管疾病高危人群进行 Ｈｃｙ水平、叶酸水

平进行检测，并结合临床进行综合分析，一旦发现 Ｈｅｙ增高即

应尽早给予补充叶酸等治疗措施，使血清 Ｈｃｙ水平控制在正

常范围内，可以有效降低脑血管疾病的发生，对改善及降低脑

血管疾病高危人群的患病率有着重大的意义。
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