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摘要!目的 构建 @+A%#B$C+C$%$DEA 原核表达质粒#并表达%纯化得到融合蛋白 C+C$%$DEA#为防治与氧化应激有关的

疾病奠定基础& 方法 设计并合成两端分别带 !"# G 和 HI/6GG 酶切位点的 DEA 引物#用 CDJ 方法以 @KL8MN!OPQ$DEA 质

粒为模板#特异性扩增 DEA 全长 ;RSE&将扩增的 DEA6;RSE 与 3EAC 反应#利用 A-T6RSE 聚合酶具有的非模板依赖

性末端转移酶活性在 DEA6;RSE 的 *U 末端加’E(并纯化#然后应用 AE 克隆策略将纯化后的 DEA6;RSE 插入至中间

载体 @V+W$A6+-146NL;98< 中得到 @V+W$A$DEA& 人工合成编码 C+C$% 的双链寡核苷酸#两端分别引入 $%& G 和 ’() G
酶切位点# 将其插入 @+A%#B 中得到重组质粒 @+A%#B$C+C$%& @V+W$A$DEA 和 @+A%#B$C+C$% 分别经 !"# G$*+# GG 和

’() G$*",X6G 双酶切# 利用同尾酶 !!"# G 与 ’() G#*+# GG 与 *",X6G" 能酶切产生相同黏性末端的特性# 将回收得到的

DEA6;RSE 片段与 @+A%#B$C+C$% 相连#构建出重组质粒 @+A%#B$C+C$%$DEA#经 CDJ 及酶切鉴定#并通过核苷酸序列

测序证实& 将鉴定正确的 @+A%#B$C+C$%$DEA 重组质粒转化 HY!%OR+*Q#用 GCAV 诱导目的蛋白表达& 然后利用重组蛋

白 S 端的组氨酸’标签(!X.1$9-I"对其进行金属螯合亲和层析纯化& 结果 测序分析证实#克隆入 @+A%#B 的 C+C$% 序列

与设计合成的 C+C$% 序列一致#DEA 序列与 VL2LH-2Z 中登录号为’E["!()*!(的 DEA6;RSE 序列一致& MRM$CEV+
和 \L19L<26B/89 结果表明#@+A%#B$C+C$%$DEA 在 -./)#0 中获得可溶性高表达# 经 S.!P$SAE$ 树脂柱亲和层析纯化得到

了 CEV+ 纯的融合蛋白 C+C$%$DEA#并在体外检测到其具有特异的过氧化氢酶活性#活性值为 ’’:%#6]^I&结论 成功构

建了原核表达载体 @+A%#B$C+C$%$DEA#并经表达%纯化得到可以天然活性形式穿透细胞的重组过氧化氢酶蛋白#从而

为防治心肌缺血再灌注损伤等与氧化应激有关的疾病奠定了基础&

关键词!原核表达)过氧化氢酶)AE 克隆)同尾酶)融合蛋白
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图 !"重组质粒 #$%!&’()$)!*+,% 的构建流程图
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活性氧介导多种疾病发生的病理生理过程!细胞

防御体系利用抗氧化酶如超氧化物歧化酶"6VW#$过

氧化氢酶"+,%#$谷胱甘肽过氧化物酶"R)X#来对抗

活性氧! 6VW 催化%V*
3 分解产生 -3V3&+,% 和 R)X

则将 -3V3 分解为 -3V 和 V3 而彻底解毒&并避免%V-
基团的产生!尽管长期以来人们希望将过氧化氢酶应

用于防治各种氧化应激损伤&但由于其穿透细胞的能

力不足因而限制了其在临床上的应用!为了使自胞外

途径加入的 +,% 能够有效的清除胞内活性氧& 本研

究合成编码可携带目的蛋白以天然活性形式穿透生

物膜的肽段载体 )$)*! 的 WY,& 通过基因工程手段

构建出 #$%!&’*)$)*!*+,% 原核表达载体!在构建过

程中&我们设计合成 +,% 的引物&其上游引物 &Z 端

引入 ,"- . 位点$ 下游引物 0Z 端引入 +.- .. 位

点& 而 ,"- . 与 *%& .$+.- .. 与 +"#-:. 互为两

组同尾酶& 利用两组同尾酶切割后能产生相

同粘性末端并能通过碱基互补作用彼此连接

的 特 性 & 将 +,%: @WY, 片 段 插 入 到

#$%!&’*)$)*! 上& 从而成功构建了 #$%!&’*:
)$)*!*+,%! 将其在工程菌中表达出 Y 端带

有 S 个组氨酸标签的重组蛋白& 然后通过金

属螯合亲和层析对其进行纯化& 从而成功制

备 了 可 穿 透 细 胞 的 重 组 过 氧 化 氢 酶 蛋 白

)$)*!*+,%&为防治与氧化应激损伤有关的疾

病"如心肌缺血再灌注等#奠定了基础!

!::材料和方法

![!::材料

![![!:主要仪器 )+H 仪"U=;LDF<?&德 国#$透

射式紫外分析仪"$\*18,&上海#$凝胶成像系

统 "%;P@N=GC: 1&&: CD>: W;@PLDGF: 6JEFDL& 上

海#$ 台式高速冷冻离心机"-DFF=@N&]G=ID<E?>:
03H&德国#$超声波细胞粉碎机"^_*19*0W&宁

波#$ 超速冷冻离心机 "-.%,+-.&N=L?@O+)O
985‘&日 本#$核 酸 蛋 白 检 测 仪"-W*3884U&
上海#$ 恒流泵 "-T*3& 上海#$ 转移电泳仪

"W__*7&北京#$紫外分光光度计"+$384!&北

京#!
![![3O 主 要 试 剂 %?aO WY, 聚 合 酶 $BY%)$
B,%)$%4OWY, 连 接 酶 $.)%R "异 丙 基 硫 代

*!*W* 半乳糖苷#购自 )<;LDC? 公司&)KP 酶为

YDbO$GC>?GBOU=;>?’E 公司产品& 限制性内切

核酸酶 *%& .$+"#-O.$’() .$*/" . 购 自 北 京 赛 百 盛

基因技术有限公司&,"- .$+.- .. 购自晶美生物工程有

限公司&WY, 分子量标准"5?<cD<#为北京华美生物

工程有限公司产品&预染蛋白分子量标准")88SS#购

自 UDJ;F=LDOU=;FD@NG;>;CJ 公 司 &Y=3d*Y%,* 树 脂 为

e=?CDG 公司产品&-=E*#<;’D "R*!9# 购自 6?GF?O+<PfO
U=;FD@NG;>;CJ 公司&gDEFD<GO’>;F 检测试剂盒为 h)T
公司产品&+,% 试剂盒购自南京聚力生物医学工程

研究所! )+H 引物及 )$)*! 的寡核苷酸链由赛百盛

公司合成!
![![0OO质粒与菌株 模板质粒 #QD;6i3Mdj*+,% 由美

国西奈山医学院生化 k 药理学系白景香博士惠赠’质

粒 #$%!&’ 购自 Y;I?CDG 公司’#R$5*%O$?EJ 载体系

统 为 )<;LDC? 公 司 产 品 ’012&-3[UT3! MW$02 购 自

Y;I?CDG 公司’大肠杆菌 W-&" 为本室保存!
![3OO方法

![3[!O#$%!&’*)$)*!*+,% 构建流程图 详见图 !!

![3[3OO)+H 扩增目的片段 根据 RDGDU?Gc 中登录号

为(,_839S03)的人 +,%O@WY, 设计合成 +,% 的引

物&两端分别直接引入 ,"- .$!.- .. 酶切位点&上游引

物*&l:,"- .:R%+R,+:,%R:R+%:R,+:,R+:+RR:R,%:
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!!!"#!!"$% !&’"()"# 下 游 引 物 $*+,!"# --,.#.,/!/,
/!.,!.#,.//,/#!,!//,!/!,!!//#!&% !&0,()"%
以 )123456789:!./ 为模板#;!< 扩增两端分别带有

$%# - 和 &"# -- 酶切位点的 !./ 片段% ;!< 反应体系$
=’!(>??2@!含 AB4CD"=E,!F&=’!GH/;,=’,!F!6,!I3FJK"&
上下游引物各 =E,!F&;?> 酶 D,!F&模板 6,!F#补加去离

子水至总体积 =EE,!F% 循环参数$LD,"预变性 *,IMN#
LD""变性 &0"O#P0""退火 &0"O#QR,"延伸 R,IMN#&0 个

循环后 QR,"延伸 S0,IMN% 取 S0,!F,;!< 产物行 ST0U
琼脂糖凝胶电泳鉴定#结果得到一条约 SP00"() 的片

段% 将剩余 ;!< 产物用乙醇沉淀法进行纯化回收%
STRT&""!./"VWH. 片段两 &+ 端加!." 在纯化得到的

;!< 产物沉淀中#加入高压三蒸水 &D,!F&S0!(>??2@,*,
!F&S0!AB!FR,*,!F&R,II3FXK,G./;,*,!F&/YZ 酶 S,!F#
总反应体系 *0,!F% ;!< 仪上 Q0," &0,IMN 后#0T[U低

熔点琼脂糖凝胶电泳回收加’.(后的 !./,VWH. 片

段%
STRTD,,/ 载体与加!."后的 !./,VWH. 连接 将上步

中回收所得片段# 按 )#\A:/,\YO],52V^3@ 说明书进

行 / 载体克隆% 配制连接体系$将上步中所得 &% 加 .
的 !./ 沉 淀 以 &,!F 高 压 三 蒸 水 溶 解 #R !<Y)MG,
FMBY^M3N,(>??2@,*,!F#)#\A_/,载体 S,!F#/D,WH. 连接

酶 S,!F#总体系为 S0,!F#D,"连接过夜%连接产物转化

感受态大肠杆菌 W‘*"#将转化的大肠杆菌液涂布于

含 a:BYF&-;/#&.I)MVMFFMN 的固体 Kb 培养板上#以蓝

白筛选法筛选阳性克隆% 经 ;!< 及 $%# -_&"# -- 双酶

切鉴定#阳 性 重 组 子 命 名 为’)#\A_/_!./(#!R0,"
保存备用%
STRT*,,)\/S*(_;\;_S 重组质粒的构建 人 工 合 成 编

码 ;\;_S 的 序 列 # 上 游 引 物 $*%’() -/./,#..,.#.,
..!, !/#, #/#, ##., ..!, !/#, #/#, #.!, !#.,
./#, #/!, /!., #!!, #.., ..., ..., .!#, /..,
.#/,#!,&% !P[,()") 下游引物$*%*+, -/!#,.#!,.!/,
//.,!#/,///,///,//!,##!,/#.,#.!,!./,/!#,
#/!,!.!,!.#,#//,/!!,!.!,!.#,#//,/!/,//!,
.,&%!Q0,()"%将人工合成的编码 ;\;_S 的两条单链寡

核 苷 酸 煮 沸 变 性 # 再 逐 渐 降 温 复 性 为 双 链 WH.%
)\/S*( 用 *+, -_’() - 双酶切后回收大片段#然后将

两者相连#反应体系$)\/S*(!沉淀"&;\;_S,D,!F&R!
<Y)MG,FMBY^M3N,(>??2@,*,!F&/D,WH. 连接酶 S,!F# 总体

系为 S0,!F#D!"连接过夜% 连接产物转化 W‘*" 后#
随机挑取单菌落培养# 碱裂解法提取质粒 WH.#经

*+, -_*-% - 双酶切鉴定% 因 )\/S*( 上带有一个 *-%
- 的酶切位点#因此重组质粒采用 *+, -_*-% - 双酶切

电 泳 # 切 下 含 有 ;\;_S 的 片 段 应 为 SPQ,()# 不 含

;\;_S 的片段为 S0D,()% 鉴定正确的重组质粒命名为

’)\/S*(_;\;_S(#!R0,"保存备用%
STRTP,)\/S*(_;\;_S_!./ 重组质粒的构建 首 先 用

*+, -_.%/‘,- 对 )\/S*(_;\;_S 进行双酶切后回收大

片段#再用 $%# -_."# -- 消化 )#\A_/_!./ 回收 SP00,
() 的 !./ 片段% *+, - 与 $%# -c,.%/‘,- 与 ."# -- 互为

两组同尾酶#利用同尾酶酶切后能产生相同黏性末端

的特性进行片段的连接% 将连接产物转化大肠杆菌

W‘*" 后铺板#&Q,"温箱孵育% 挑取单菌落小量培养

后#经 ;!<&*+, - 单酶切鉴定% 因为通过同尾酶技术

连 接 后 原 有 酶 切 位 点 均 被 破 坏#)\/S*( 上 的 *+, -
位点不存在了#而 !./,VWH. 上有一个 *+, - 的位点#
因此用 *+, - 单酶切鉴定# 如切出一条 Q&P*,() 的片

段则重组正确#命名为!)\/S*(:;\;:S:!./"$
STRTQ,)\/S*(:;\;:S:!./ 序列测定 取 S0,!F,)\/S*(:,
;\;:S:!./#加 S0,!F 高压三蒸水稀释后寄往北京华

大中生科技发展有限公司进行核苷酸序列测定%
STRT[,工程菌 012,#3TbKRSdW\&9的转化和 ;\;:S:!./
融合蛋白的诱导表达 将表达质粒)\/S*(:;\;:S:!./
转化感受态 bKRSdW\&9大肠杆菌#转化的菌液铺于含

.I)MVMFFMN!S00,!BXIF"的 Kb 平板上#&Q,"温箱培养

待长出菌落% 挑单菌落接种于 *,IF,Kb 液体培养基

中#&Q,"振摇培养过夜#然后用新鲜培养基按 S#*0 比

例稀释# 扩大培养至 WP00!0T[ 时加入终浓度为 ST0,
II3FXK 的 -;/##&0,"培养 RD,e 以诱导目的蛋白表

达% D,"&*000,@XIMN 离心 *,IMN# 收集细菌沉淀#S!
;b4 漂洗 & 次#加 *0,IF 结合缓冲液!*,II3FXK 咪唑&
*00,II3FXK,HY!F&R0,II3FXK,/@MO*‘!F#)‘,QTL" 重悬

菌体%然后冰浴超声破菌!D00,f&*,OXS*,O&&0,IMN"#将

菌液置超速冷冻离心机中 R0,000,@XIMN 离心 S0,IMN#
以除去细胞壁#则融合蛋白以天然&可溶的形式存在

于上清中%
STRTL,,目的蛋白的纯化 )\/S*( 作为载体所表达的

基因工程重组蛋白在其 H 端带有一个由 P 个组氨酸

组成的’标签(!‘MO:^YB"#可用 HMRg:H/.: 树脂柱进行

亲和层析纯化+S,% 收集上步超离心后的上清#将其转

入装有 HMRh:H/.: 琼脂糖的层析柱中#上样完毕后静

置 R,e#以便 P 个组氨酸标签与填料中 HMRh,充分结合%
分别用 S0 倍柱体积的结合缓冲液和 P 倍柱体积的漂

洗 缓 冲 液 !&0,II3FXK 咪 唑 &*00,II3FXK,HY!F&R0,
II3FXK,/@MO*‘!F#)‘QTL" 过柱以洗去未结合的杂蛋

白 # 然 后 用 洗 脱 缓 冲 液 !*00,II3FXK 咪 唑 &*00,
II3FXK, HY!F&R0, II3FXK, /@MO*‘!F#)‘QTL" 将 ‘MO,
^YB:;\;:S:!./ 融合蛋白洗脱下来% 收集峰值洗脱液

行 4W4:;.#\ 和 f2O^2@N,(F3^ 检测蛋白表达水平及

纯化效果% 洗脱的蛋白加入 S0U甘油后用生物半透

膜透析 D[,e#以充分脱盐!透析液为 )‘,QTD 的 ;b4#

姚玲玲i等T)\/S*(:;\;:S:!./ 原核表达质粒的构建及 ;\;:S:!./ 融合蛋白的表达与纯化第 L 期 S&RS* *
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图 -&&%./012-3456789 质粒的 :7; 产物

!"#$% &’( )*+,"-"./0"12 1- 034 -5,, ,42603 718"26
946"12 1- ’:; -91* +<41=>%?@A<’:B +,/C*"8

!=>?/>@+-((+$%+AB8"C=DD/>E"F=G/&*@&:7;&%>0DHIJ&K*’,,&$%5

!&&&&&&&&&&&&&&&*

$%

*&’,,

*&,,,

图 L&%MN!696789 的 !"#O6$%#OO 双酶切鉴定

D"6$E F8420"-"./0"12 1- +GHI6B6’:B
8"64C048 J"03 !"#F /28 $%#FF

!=>?/>@P-,,&$%&AB8&C=DD/>E&F=G/&*@&OD/GJQRQI=JQ0G&
0R&%MN!696789&DQS/TJ/D&UQJV+!"#O+=GD+$%#OO

+K*’,,+$%W+L,,,+$%X

含 *,Y甘油!" 纯化的融合蛋白过 ,Z--&![ 滤器除菌

后#用 *Z\&[C&N%%/GD0>R 管分装#!-,&!保存备用"
*Z-Z*,& *-]1A16:8MN 和 ^/TJ/>GP $C0J 检 测 制 备

*-]分离胶$浓缩胶#分别取含有目的蛋白的细菌裂

解上清 %纯化前! 和收集的峰值洗脱液 %纯化后!行

1A16:8MN 电泳%*\,P2$-\P[8$-PV!#凝胶用考马斯

亮蓝 ;6-\, 染色 _,P[QG 后# 用含 *,]冰醋酸的 *,]
甲醇脱色至本底无色为止" 经凝胶成像系统扫描#可

得出目的蛋白的相对分子质量及占全部菌体蛋白的

百分含量"融合蛋白经 1A16:8MN 分离后行 ^/TJ/>GP
$C0J 以进一步证实纯化产物" 将凝胶电转印至硝酸纤

维素膜上#*"9‘1a,Z-]戊二醛固定 _,P[QG# 加 *,P[C
封闭液封闭 *PV 阻断非特异性结合部位#加入 *#*,,,
稀释的一抗%兔抗组氨酸多克隆抗体!*,P!C#室温振

摇孵育过夜"^/TJ/>G 漂洗液漂洗 L 次#加 *,P[C 封闭

液及按 *$*,,, 稀释的羊抗兔二抗 *,P!C#水平摇床孵

育 *PV 后漂洗 L 次#加 *P[C 显色剂显色"
*Z-Z**P蛋白浓度测定 采用 ‘>=DR0>D 法 &-’进行蛋白浓

度定量%以 ‘18 作为标准对照!"
*Z-Z*-PP融合蛋白的酶活性检测 用紫外分光光度计

测定 -L,PG[ 时 b-c- 的消失即可反映过氧化氢酶活

性" * 单位酶活性定义为(-\P!$%bPdZ, 时#每克融合

蛋 白 中 的 789 每 秒 钟 分 解 底 物 b-c- %吸 光 度 为

,Z\e,Z\\!的相对量" 活性检测按试剂盒说明书进行"

-PP结果

-Z*PP编码人 789PIAB8 的 :7; 扩增

以 %./012-KfX6789 质粒为模板#经 789 上下

游引物 :7; 后#行 *Z,Y普通琼脂糖凝胶电泳#可见

扩增出 *’,,P$% 的 789 片段%图 -!"

-Z-PP9 载体克隆

用乙醇沉淀法对 :7; 扩增的 789PIAB8 进行

纯化#利用 9=g 酶的非模板依赖性末端转移酶活性#
在 :7; 产物的 Lh 末端加单个脱氧腺苷酸%8!#纯化

后将其直接克隆入 Li 末端带 9 的中间载体 %MN!6"
96N=TjPk/IJ0> 上#连接产物转化 Ab\"" 经 8[% 抗性

和蓝白显色筛选#见培养板上长出蓝白斑比例约为 *$
-#总菌落数约 L- 个" 挑取白色单菌落接种扩增后提

取质粒# 经 !"# O6$%# OO 双酶切鉴定# 发现有 *’,,P$%
的条带%图 L!#阳性克隆命名为)%MN!696789*"

-ZLPP%N9*\$6:N:6* 重组质粒的构建

首先将人工合成的编码 :N:6* 的两条单链寡核

苷酸复性为双链 AB8# 质粒 %N9*\$ 用 &’( O6)*+ O
双酶切后行 ,Zl]低熔点琼脂糖凝胶电泳回收线性大

片段# 然后将带 &’( O$)*+ O 黏性末端的 :N:6* 双链

克隆至 %N9*\$ 中#连接产物转化 Ab\"#提取质粒后

经 &’( O6&," O 双酶切鉴定# 见一 *’dP$% 的片段 %图

_!#命名为)%N9*\$6:N:6**"
-Z_PP%N9*\$6:N:6*6789 重组质粒的构建

质 粒 %N9*\$6:N:6* 用 &’( O6-".bPO 双 酶 切 后

行 ,Zl]低熔点琼脂糖凝胶电泳回收约 \d’’P$% 的大

片段#%MN!696789 用 !"# O6-%# OO 双酶切后行 *Z,]
低熔点琼脂糖凝胶电泳回收约 *’,,P$% 的片段" 利用

两组同尾酶%!"# O 与 &’( O$-%# OO 与 -".bPO!能酶切

产生相同黏性末端的特性# 进行 AB8 片段的连接#
转化 Ab\"#提取质粒后经 &’( O 单酶切鉴定#可见约

dL’\P$% 的条带%图 \!#命名为)%N9*\$6:N:6*6789*"
-Z\PP%N9*\$6:N:6*6789 的核苷酸序列测定

将经上述限制性酶切分析$电泳鉴定有目的片段

插入的纯化质粒#寄往北京华大中生科技发展有限公

PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP南方医科大学学报KmP10HJVP!/DPnGQkXPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP第 -’ 卷*L--+ +



图 !"#$%&’()*$*)& 重组质粒用 !"#+)!$%!
双酶切鉴定

!"#$% &’()*"+",-*".) .+ /01234)505)6
’"7(8*9’ :"*; !"#& -)’ !&%&
,-./0.1&22"(#"345"6-770.89:-;0"<1"

#$%&’(=*$*&>!"# +?!$% +"@&AB"(#C"’A2!"(#D8"
:-;0E"&C"F19#$%&’(>!"# +G!&% +9@&2!9(#C9’A2!9(#D

,9999999999999&99999999999<99999999999F

(#

<22

&22

图 ’9#$%&’(=*$*=&=H5%9重组质粒用 ’"#+
单酶切鉴定

<"#=3 &’9)*"+">-*".) .+ /01634=505=6=?@1
’"7(8*(’ :"*; !"# &

,-./0.19!345>’()79+++9I-./0.89:-;09&19
#$%&’(=*$*=&=H5%>*"# +9@BFA’9(#D

,99999999999&

(#

J9!&A
A9’’B

图 A99#$%&’(=*$*=&=H5% 重组质粒的部分核苷酸序列

正向测定结果

<"7=A 5-B*"-C 8(DE9)>")7 B98EC* .+ *;9 B9>.F4")-)*
/C-8F"’ .G /01234=505=2=?@1 HG.B:-B’ /B"F9BI

图 B9细菌的蛋白提取物和纯化的融合蛋白行 &<K"
L3L=*5M$ 分析!5"和 N0EO0.;P(6QO 分析!R"

<"7$J 5B.*9") 9K*B->*8 .+ *;9 >9CC8 -)’ *;9 /EB"+"9’
+E8".) /B.*9") -)-CLM9’ 4L 6NO PQP=5@R0 H@S -)T

U(8*(B) 4C.**")7 HVS
,1",Q60ST6-."U0VWXO9EO-;7-.789:-;09&19Y;#T.VZV079*$*=&=H5%89

:-;09<19*T.VZV079*$*=&=H5%

@5D999999999999999999999999999999999@RD

,999999999999&9999999999999< ,9999999&99999999<
/3 /3
&&A
BJ

!A

F&

<!

&J

&&A
BJ

!A

F&

<!

&J

司进行核苷酸序列测定! 分析证实"*$*=& 编码区和

H5%9S3459编码区均成功地克隆入了 #$%&’( 质粒#
而 且 其 序 列 分 别 与 设 计 合 成 的 *$*=& 序 列 和

M0;0R-;/ 中登录号为$5[2<\AF<%的人 H5%9S345
序列完全一致&图 A’!
<]A99*$*=&=H5% 融合蛋白的表达和纯化

经 +*%M 诱导蛋白表达后(用氮基三乙酸&4%5’
共 价 固 定 的 含 4V<G 树 脂 进 行 金 属 螯 合 层 析 来 纯 化

*$*=&=H5% 融合蛋白! 分别取含有目的蛋白的细菌

裂解上清&纯化前’及收集的峰值洗脱液&纯化后’行

L3L=*5M$(相对分子质量 AJ9222 附近可见目的蛋白

的表达条带(且融合蛋白高水平表达成为 +,-#.( 中总

蛋白的主要成分(应用 4V<G=4%5= 树脂纯化的蛋白纯

度达 J2K左右&图 B5’! 用兔抗组氨酸多克隆抗体行

N0EO0.;9(6QO(显示为单一印迹(无降解条带(说明在

工程菌 R:<& 中得到了 *$*=&=H5% 的 可 溶 性 表 达(
且目的蛋白在表达过程中无降解&图 BR’!

<]B99酶活性检测

活性测定结果表明( 纯化的 *$*=&=H5% 蛋白具

有特异的 H5% 酶活性(其活性值为 BB]&’9Y>W!

F99讨论

H5% 是机体抗氧化防御系统的重要组成部分(

姚玲玲C等]#$%&’(=*$*=&=H5% 原核表达质粒的构建及 *$*=&=H5% 融合蛋白的表达与纯化第 J 期 &F<F) )



可通过清除体内的氧自由基而发挥其对抗氧化应激

的作用!因此!应用抗氧化酶来防治氧自由基介导的

疾病已引起了医学界的广泛关注"!#$ 目前认为!基因

治疗是实现将外源基因导入细胞内表达治疗性蛋白

的一种很有前途的方法!但基因治疗存在一些关键问

题尚未解决!包括基因导入效率%基因表达的可控性%
有效性% 安全性 等 ""#$ 近 年 来! 细 胞 穿 透 肽&#$%%&
’$($)*+),(-&’$’),.$/!#00/’的发现为这一难题的解决

提供了突破口$ #001 是一种能携带多种大分子物质

高效穿透生物膜的结构$#00/ 作为一种很有前途的运

载工具!已经得到了广泛关注!其中研究最多的是2+)$
许多文献报道!2+)3450 "6#%2+)3478 "9#%2+)31:7";#%
2+)3#<2 "=# 融合蛋白均能被有效转导入哺乳动物细

胞! 并 穿 透 动 物 皮 肤$ 进 一 步 研 究 发 现 ! 转 导 的

2+)31:7%2+)3#<2 能增加百草枯 &一种可产生超氧

阴离子的外源性物质’处理过的哺乳动物细胞的存活

力!这就表明这些融合蛋白有对抗氧应激的作用$ 虽

然 2+) 等自然界存在的 #00/ 作为一种运载工具具有

很多优点!但同时也存在缺憾!如需要将融合蛋白变

性后才能使其进入细胞!融合蛋白进入细胞后需要分

子伴侣将其重折叠为有活性的天然构像!因此其活性

发挥有赖于重折叠效率$ 此外!关于其是否有细胞毒

性和免疫遗传性等问题尚存在争议$ 因此!为了提高

被转导的蛋白在细胞内的生物学活性!就需要设计一

种可将目的蛋白以天然活性形式导入细胞内的新型

载体$ >?**,/ 小组设计合成了一个 @A 个氨基酸的肽

段载体 0B0CA!它由三个结构域构成(一个富含色氨

酸 的 疏 水 区 &DB2EEB2EE2BE’) 一 个 连 接 区

&1F0’)一个富含赖氨酸的亲水区&DDDGDH’"I#$ 此

载体具有很多自然界存在的 #00/ 所无法比拟的优

势(能携带多种肽段和蛋白质以天然活性形式进入多

种细胞系! 而不需要任何化学的共价结合或变性步

骤)在生理缓冲液中具有高度的稳定性)安全无毒性)
不受血清影响等$

本 研 究 通 过 基 因 工 程 手 段 构 建 出 ’B2A6JC&
0B0CAC#<2 重组质粒$ 常规方法是在目的基因片段

的两端引入与载体酶切位点相同的黏性末端来克隆

0#G 扩增片段! 从而通过粘性末端连接的方案将目

的 片 段 克 隆 入 载 体$ 我 们 根 据 ’B2A6J 有 !"# K 和

$%& K 的酶切位点! 而 0B0CA 的编码序列中不含这两

个位点!因此在其正义链的 6L 端加入 !"# K%反义链

的 6L 端加入 ’%& K 的位点!从而保证了 0B0CA 的编码

序列正向插入到 ’B2A6J 中$ 但在将 #<2&M7N< 插

入到 ’B2A6JC0B0CA 时! 用 同 样 的 策 略 就 遇 到 了 困

难!因为 ’B2A6J 有 ’%& K 和 ()*8OK 的位点!而 #<2
的基因序列中有 A 个 ’%& K 和 ! 个 ()*8&K 的位点!

这样就不能保证 #<2&M7N< 在需要的位置被 ’%& K
和 ()*8&K 切开$ 常规的方法是采用部分酶切!通过

做预试验%改变酶切时间%温度及酶浓度等反应条件

而找到不足以把所有的酶切位点都切断的最适反应

体系!然后进行大量酶切!但这一方法繁琐%费时$ 林

澄涛等 "AP#在疟疾多价重组 7N< 疫苗的构建中曾应

用同尾酶技术!在所有组合片段的两侧分别加上一组

同尾酶!将不同的抗原表位加以灵活重组!从而构建

了不同组合形式的疟疾多价重组 7N< 疫苗$ 因此我

们在重组过程中也借鉴了这一思路$ 我们设计合成

#<2 的引物!其上游引物 6L 端引入 +), K 位点%下游

引物 !L 端引入 (-, KK 位点!而 +), K 与 ’%& K%(-, KK 与

()*8&K 互为两组同尾酶! 利用两组同尾酶切割后能

产生相同粘性末端并能通过互补作用彼此连接的特

性!将 #<2&M7N< 片段成功地插入到 ’B2A6JC0B0CA
上$ 另外!传统的粘性末端克隆法可能会遇到一定的

技术困难!原因之一就是许多限制性内切酶不能正确

切割位于 7N< 末端的识别位点! 这些酶包括 ./0.&
KKK%+), K%’1) K%’%& K%!&2 K 等! 它们已被证明在酶切

位于 7N< 片段末端与次末端的识别效率不高 "AA#!因

此不能保证在连接前 0#G 片段是被完全切开的$ 丁

鹏等 "A@#采用高保真的 ’QR&7N< 聚合酶!然后对 0#G
产物进行纯化! 利用 2+S 酶在其 !L 末端加单个不配

对 *<+ 的 特 性 ! 成 功 地 利 用 2< 克 隆 构 建 了

’B2A6JC1:7A 重组质粒$ 我们在重组中也采用了这

一方案!实现了表达载体的成功构建!然后将其转化

345&,/ TU@AV7B!W!经 K024 诱导表达出 N 端 带 9 个

8,/ 标签的融合蛋白!而这种含组氨酸尾的融合蛋白

可借助 N2< 共价固定的含 N,@X 的树脂来纯化!从而

得到了纯度较高%具有 #<2 酶活性的融合蛋白$
本研究构建了 ’B2A6JC0B0CAC#<2 原核表达载

体!并成功表达和纯化出了可穿透细胞的重组过氧化

氢酶蛋白 0B0CAC#<2! 为防治与氧化应激损伤有关

的疾病&如心肌缺血再灌注等’奠定了良好基础$
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自动酶联荧光免疫分析系统检测冻肉中李斯特氏菌

孙素霞 @!陈思强 H!罗海吉 @"@ 南方医科大学营养与食品卫生学系!广东 广州 J@XJ@J#H 佛山出入境检验检疫局!
广东 佛山 JHDXXX$

摘要!目的 评价自动酶联荧光免疫分析系统#"(TM,’检测冻肉中李斯特氏菌的灵敏度和特异度(方法 采用 "(TM, 法

和常规细菌培养法)1bP!BDA0CXIHXXC’平行检测 @!D 份进境冻肉样品中李斯特氏菌%以常规细菌培养法作为参照%对

"(TM,法进行评价(结果 @!D 份样品中 "(TM, 法检测李斯特氏菌阳性 HD 份*常规细菌培养法检测阳性 @F 份%这 @F 份

皆是 "(TM, 法检测阳性的样品+ "(TM, 法用于冻肉李斯特氏菌检测的灵敏度为 @XXg%特异度为 AX0Ah( 结论 "(TM,
法检测冻肉中李斯特氏菌具有很高的灵敏度和较高的特异度%用于进境冻肉的检测%既可有效把关%又大大缩短检验时

间%加快通关速度(

关键词!李斯特氏菌*自动酶联荧光免疫分析系统*冻肉*细菌检测

中图分类号!c@JJ0JJ’’’’’’’’文献标识码!M!!!!!!!!文章编号!@FBCI!HJ!,HXXF’XAI@CHJIXH

李斯特氏菌,!"#$%&"’’是近年来报道较多的食源

性病原菌之一%可引起人兽共患病%其致病性强%病死

率高达 CXijBXi%轻者为一般胃肠炎症状%重者可表

现为败血症-脑膜炎-神经症状等%尤其是老人-小孩

和孕妇更容易发病!@"+ 有报道%美国最多的一年约有

@DJX 人死于李斯特氏菌引发的严重疾病% 其中 !XX
多人是孕妇和新生儿!H"+ 法国-日本-瑞士-英国等都

相继发生李斯特氏菌污染事件%但在我国仅有少数散

发李斯特氏菌报道%原因可能有两个&一是饮食习惯

的差异%发达国家居民膳食以动物类食物为主%而我

国居民膳食以植物性食物为主%李斯特氏菌主要污染

动物类食物%尤其是冻肉-生乳制品*二是我国此类疾

病并不少%是由于我们对李斯特氏菌及其引起的疾病

认识不足% 将其中毒事件归为 .不明原因的食物中

毒/+为防止李斯特氏菌在我国造成食品安全事件%其

检测方法的研究已成为食品安全方面研究人员的重

要任务之一%也是口岸食品卫生工作者的重要任务之

一+ 对李斯特氏菌的检测% 一般采用我国国家标准

,1b’!BDA0CXIHXXC$规定的方法%即常规的细菌培养

法%检测时间需 @jH 周+ 为缩短检测时间%加快食品

口岸通关速度%本研究采用一种快速-简便-敏感的方

法 000自动酶联荧光免疫分析系统)"(TM,$结合常

规的细菌培养法对 @!D 份样品进行检测%其结果报告

如下+

@’’材料和方法

@0@’材料

@0@0@’’样品 HXXC 年 @H 月 jHXXJ 年 @H 月从美国-加

拿 大-丹 麦-巴 西 等 国 进 口 的 猪-鸡-牛 等 冻 肉 产 品

@!D 份+
@0@0H’’培养基 李斯特氏菌的增菌液 )\b@%\bH$-李

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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