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要"目的
!

构建
!"#"$%&'

基因毕赤酵母表达体系!并对表达产物进行纯化和鉴定!为
!"#"$%&'

相互作用蛋白的进一步研

究提供实验基础$方法
!

通过
-./

方法从
!01/+

乳腺癌细胞中扩增出人
!"#"$%&'

基因片段!克隆入毕赤酵母表达载体
2

-3.

+450

!构建重组载体
2

-3.+4506!"#"$%&'

!转化
7!))5

工程菌!经含基因素"

78),

#的酵母膏胨葡萄糖琼脂"

9-:

#培养基筛选出阳

性克隆$用
*45;

甲醇诱导表达!并用十二烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

!:!6-<7=

#及
>?@"?A'1BC""&'

D

鉴定表达产物$

结果
!

:E<

测序结果表明!所获基因片段与
!"#"$%&'

基因序列一致$在含有
78),F**

!

D

%

%G

的
9-:

培养基上筛选出的
2

-3.

+4506!"#"$%&'

转化子!经
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鉴定为阳性克隆$

!:!6-<7=

可见约
+(H)*

+ 处有目的条带表达!经
>?@"?A'1BC""&'

D

鉴定!此条

带为
!"#"$%&'

蛋白$结论
!

成功构建了
!"#"$%&'

酵母表达载体!并在毕赤酵母中表达成功!为
!"#"$%&'

相互作用蛋白研究以及

生物治疗药物的制备奠定了基础$
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是一种高度保守的细胞质磷蛋白#通过其磷酸化

和去磷酸化高效调节细胞的增殖和分化'

)

(

)国内外研究均表

明
!"#"$%&'

蛋白与多种肿瘤的发生发展密切相关'

K68

(

#并与肿

瘤组织学分级*病情进展以及预后相关'

5

(

)

!"#"$%&'

被认为是

潜在的肿瘤标志物和肿瘤治疗新靶点'

F

(

)为进一步深入探讨

以
!"#"$%&'

为靶点的应用研究#

!"#"$%&'

表达体系的建立至

关重要#而原核表达体系虽然周期短*表达产量高#但目的蛋白

常以包涵体形式表达#导致产物纯化困难#且原核表达系统翻

译后加工修饰体系不完善#表达产物的生物活性较低#不能满

足进一步研究的需要)所以研究者构建了
!"#"$%&'

毕赤酵母

真核表达体系#纯化
W&@6!"#"$%&'

蛋白#为发现新的
!"#"$%&'

拮抗蛋白和新的肿瘤生物治疗药物奠定基础)
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材料与方法
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公司#其他常规试剂为本实验

室保存)引物由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合成&引物序

列如下!
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基因片段扩增
!
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%人
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基因序列#设计合成用于扩增
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+

)F))

+

国际检验医学杂志
K*)F

年
5

月第
+(

卷第
I

期
!

3'"XG#PY?N

!

Y#

U

K*)F

!

ĈB4+(

!

EC4I

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

,)+(K,+F

%)

!

作者简介!杨铭#女#检验技师#主要从事肿瘤生物治疗研究)

!

#

!

通讯作者#

=6

%#&B

!

_$_+K,

#U

#$CC4SC%4S'

)



总
/E<

#反转录为
S:E<

模板#常规
-./

方法扩增
!"#"$%&'

全长基因)反应体系按照说明书进行#

-./

反应条件为
I8`

+%&'

#

I8 ` 8*@

#

5+ ` 8*@

#

(K ` 8*@

#

+*

个循环#

(K `

)*%&'

)

C4D4D

!

重组
2

-3.+450

质粒建立
!

用
=SC/

"

和
EC"

"

分别双

酶切全长
!"#$"%&'

基因片段及
2

-3.+450

载体
+(`

#

8$

)琼

脂糖电泳后分别回收目标片段并纯化)将
!"#"$%&'

基因克隆

入
2

-3.+450

载体相应位点#用氯化钙法转化入
=4SCB&XY)*I

感受态#挑取菌落#提取质粒#经双酶切和
-./

鉴定#筛选阳性

克隆命名为
2

-3.+4506!"#"$%&'

并且进行基因测序#确定没有

突变)

C4D4E

!

酵母感受态的制备 挑取酵母菌
7!))5

于
)**%G

酵

母膏胨葡萄糖琼脂$

9-:

%培养基中#

K,`

#

K5*A

"

%&'

培养
)F

$

#待
a:

值达
)4*

$

)45

#

8***A

"

%&'

#

5%&'

#

8`

离心集菌)

沉淀用
5*%G

预冷灭菌水洗涤
)

次#再用
K*%G

预冷
)%CB

山

梨醇洗涤
)

次后#用
)%G

山梨醇重悬后冰浴)制备成酵母菌

7!))5

感受态)

C4D4F

!

!"#"$%&'

酵母表达载体的构建
!

重组质粒
2

-3.+4506

!"#"$%&'

用
!#B)

内切酶线性化处理#电转化法转入
7!))5

感

受态后#涂布于
Y:

平板#

K,`

培养
8,$

)将培养出的克隆稀

释后涂布到含有
78),

分别为
*4K5

*

*45

*

)4*

*

)45

*

K4*

!

D

"

%G

的
9-:

平板#

K,`

孵育
K

$

+N

#筛选出高拷贝克隆)挑取单

克隆至
Y79

液体培养基中#

K,`

培养
8,$

后提取酵母菌基

因组
:E<

#用
-./

鉴定
!"#"$%&'

与酵母基因组是否整合

成功)

C4D4G

!

甲醇诱导表达及鉴定
!

取
-./

鉴定阳性克隆接种于

5%G1Y79

培养液中#于
K,`

培养
),$

#至
a:F**

为
K4*

$

F4*

时#

K***A

"

%&'

离心
5%&'

集菌#用适量
1YY9

培养液重

悬#使
a:F**

值在
)4*

$

)4K

)加入甲醇溶液诱导表达#使甲醇

总浓度维持在
*45;

#每
K8$

补充
)

次甲醇)培养
IF$

后#用

>?@"?A'1BC""&'

D

对表达产物进行鉴定#并以
2

-3.+450

空载

体为阴性对照)

C4D4H

!
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蛋白的纯化和鉴定
!

采用
<'"&6W&@6"#

D

亲和

层析柱对
!"#"$%&'

蛋白进行纯化)收集诱导表达的毕赤酵

母#加液氮研磨破壁
K*%&'

#用
)%G-1!

进行重悬#

8***A

"

%&'

离心
5%&'

后#取上清
)8***A

"

%&'

离心
8%&'

#再用
*485

'%

滤膜过滤后#加入
<'"&6W&@6"#

D

亲和层析柱进行纯化#收集

流穿液)用
5

倍床体积
-1!

进行洗柱后#再用
5*

*

)**

*

)5*

*

K**%%CB

"

G

咪唑分别进行洗脱)并将洗脱液收集#通过十二

烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

!:!6-<7=

%和
>?@"?A'

1BC""&'

D

对
!"#"$%&'

蛋白进行鉴定)

D

!

结
!!

果

D4C

!

!"#"$%&'

基因片段扩增结果
!

以乳腺癌
!01/+

细胞

S:E<

为模板#

-./

扩增
!"#"$%&'

基因片段#经琼脂糖凝胶电

泳#可见一条约
85*P

2

的片段#与预期
!"#"$%&'

基因片段大小

符合#见图
)

)

D4D

!

重组
2

-3.+4506!"#"$%&'

质粒的鉴定
!

重组质粒经

=SC/

"

和
EC"

"

双酶切#进行琼脂糖凝胶电泳#可见一条
I***

P

2

和一条
85*P

2

的条带#符合预期#见图
K

)阳性克隆送北京

奥科鼎盛生物科技有限公司进行测序鉴定结果显示序列正确#

与
7?'?P#'Z]5++*5

一致#见图
+

$见,国际检验医学杂志-网

站主页.论文附件/%)
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Y

!

:E<

标志物
:GK***

&

)

!

!"#"$%&'-./

产物)

图
)

!!

琼脂糖凝胶电泳
!"#"$%&'

基因片段
-./

扩增结果

!!

Y

!

:E<

标志物
:GK***

&

)

!

2

-3.+4506!"#"$%&'

)

图
K

!!2

-3.+4506!"#"$%&'

重组表达载体的双酶切鉴定结果

D4E

!

重组毕赤酵母菌的构建*筛选和鉴定
!

在含有
*4K5

*

*45

*

)4*

*

)45

*

K4*%

D

"

%G

不同梯度
78),

的
9-:

固体培养基

上抗性筛选毕赤酵母转化子#提取基因组
:E<

为模板#进行

-./

鉴定#出现预期
85*P

2

的条带#见图
8

)

!!

Y

!

:E<

标志物
:GK***

&

)

!

2

-3.+450

空载体&

K

$

F

!分别为
*4K5

*

*45

*

)4*

*

)45

*

K4*%

D

"

%G78),9-:

筛选的
2

-3.+4506!"#"$%&'

转

化子)

图
8

!!2

-3.+4506!"#"$%&'

重组转化的

毕赤酵母的
-./

鉴定

D4F

!

目的蛋白的纯化和鉴定
!

采用
<'"&6W&@6"#

D

亲和层析柱

对表达的
!"#"$%&'

蛋白进行纯化)经
!:!6-<7=

电泳#考马

斯亮蓝染色#凝胶上出现相对分子质量约为
+5H)*

+ 的条带#

见图
5

)分别用
W&@

抗体和
!"#"$%&'

抗体进行
>?@"?A'1BC"6

"&'

D

鉴定#分别在胶片上同样相对分子质量大小出现条带#蛋

白鉴定为
!"#"$%&'

蛋白)相对分子质量较预期
)IH)*

+ 偏大#

与添加
W&@

标签和蛋白糖基化有关#空载体转化的毕赤酵母菌

作为阴性对照#没有出现相应条带#见图
F
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Y

!蛋白质标志物&

)

!培养液上清&

K

!上样液&

+

!流穿液&

8

!

-1!

洗

脱液&

5

$

,

!分别为
5*

*

)**

*

)5*

*

K**%%CB

"

G

咪唑洗脱液&

I

!

-1!

洗

脱液)

图
5

!!

!:!6-<7=

鉴定表达和纯化的
!"#"$%&'

蛋白

!!

)

!阳性对照&

K

!阴性对照&

+

!

!"#"$%&'

蛋白)

图
F
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>?@"?A'1BC""&'

D

鉴定
!"#"$%&'

蛋白

E

!

讨
!!

论

!!

!"#"$%&'

是一种由
)8I

个氨基酸残基组成的可溶性*高度

保守的细胞质磷蛋白)它的相对分子质量约为
)IH)*

+

#分为

K

个区域)一个是
E

端的.磷酸化/区域#其含有
!?A)F

*

!?AK5

*

!?A+,

和
!?AF+

共
8

个丝氨酸磷酸化位点'

(

(

)另一个是
.

端的

.功能/区域#该区域可以和微管的
%

"

&

异源二聚体螯合形成紧

密的
LK!

三聚体复合物#从而调节微管蛋白的功能'

,

(

)该蛋

白广泛存在于各种脊椎动物细胞中#主要通过与微管系统作用

发挥功能#

!"#"$%&'

蛋白作为一种基本的微管解离蛋白#通过

结合微管蛋白参与微管和纺锤体的组装和活化调节)此外#

!"#"$%&'

不仅能和多种其他蛋白结合#也是许多细胞内蛋白激

酶的底物#

!"#"$%&'

还在不同的细胞周期通过修饰
!"#"$%&'

蛋白的不同磷酸化位点而改变微管蛋白的聚合从而调控细胞

的增殖*分化和运动'

I6))

(

&同时#许多癌基因及抑癌基因的表达

产物#还有大量的细胞因子均可通过不同的方式与
!"#"$%&'

作用而引起肿瘤细胞生物学行为的改变)另外#

!"#"$%&'

可以

作为信号转导子#参与信号通路活性调节#在细胞的生长发育

过程中发挥了非常重要的作用)

!"#"$%&'

与肿瘤的发生发展

关系密切#作为潜在的肿瘤标志物和新的肿瘤生物治疗靶点#

!"#"$%&'

蛋白表达系统的建立对进一步研究肿瘤靶向治疗药

至关重要)

毕赤酵母表达系统与传统的大肠杆菌表达系统相比#毕赤

酵母作为单细胞真核生物#不但具有原核生物生长快速*培养

基廉价和实验手段简单等特点#还具备真核生物可对表达蛋白

进行加工折叠和翻译后修饰等生物学特性#并且克服了原核表

达系统表达产物多以包涵体形式存在#复性困难且效率低下#

背景蛋白多*不易纯化的缺点)而相较酿酒酵母表达体系#毕

赤酵母具有更强有力的启动子*分泌效率有所提高#表达质粒

更稳定等特性)并且还具有可以通过高密度发酵获得大量产

物#且分泌产物无过度糖基化#临床应用安全等特点'

)K

(

)本研

究使用
2

-3.+450

载体构建
!"#"$%&'

毕赤酵母表达体系#使用

的醇氧化酶基因$

<a]

%启动子为强诱导型启动子#可有效地

调控外源基因的高效表达)在
!"#"$%&'

蛋白上加入了
FH

W&@6"#

D

表达标签#用优质带镍离子的亲和纯化柱进行纯化#目

标蛋白纯度高#方法简单)

构建
!"#"$%&'

毕赤酵母表达体系#纯化
!"#"$%&'

蛋白#将

有利于发现
!"#"$%&'

蛋白的拮抗蛋白或多肽#为新的肿瘤生

物治疗靶向药物的产生奠定基础)同时#也可以更好地研究

!"#"$%&'

蛋白与其他蛋白相互作用关系以及
!"#"$%&'

在信号

通路中的作用#进一步深入地了解
!"#"$%&'

在肿瘤发生发展

中的作用)

!"#"$%&'

作为新的肿瘤标志物和肿瘤生物治疗新

靶点#将发挥更加重要的作用#成功构建
!"#"$%&'

毕赤酵母表

达体系为
!"#"$%&'

的进一步研究奠定重要基础)
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