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血管抑制素功能结构域 K1与 PKA 底物磷酸化基序的
融合表达及磷酸化标记3
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摘要　通过 R T 2PCR , 从人肝组织中扩增出血管形成抑制素 (ang io sta t in) cDNA 的 K1 片段, 经

DNA 序列分析证实其正确性; 将 K1 与 GST 融合并带上 17 个氨基酸的 PKA 底物磷酸化基序,

IPT G 诱导表达,以还原型谷胱甘肽偶联的琼脂糖凝胶亲合层析直接从细菌裂解上清中纯化融合

蛋白; 以 PKA 催化单位将32 P 通过磷酸化作用标记至纯化的蛋白, 再用凝血酶切去 GST , 进行

SD S2PA GEΛ放射自显影结果显示, GST ag2K1和 T ag2K1分别在 40 kD 和 17 kD 处有信号强而特

异的显影条带,表明带有磷酸化序列的蛋白能够被 PKA 特异地磷酸化标记Λ
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Fusion Express ion of Functiona l D oma in K1 of Ang iosta tin w ith PKA

Phosphoryla ting M otif and Label ing of the Prote in by Phosphoryla tion
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Abstract　T he first k ring le dom ain of angio sta t in w as am p lif ied from hum an liver t issue by R T 2
PCR. Sequence analysis ind ica ted tha t the am p lif ied fragm en t w as co rrect. K1 fragm en t w as fu sed
w ith GST and 17 am ino acid sequence of cAM P respon se elem en t b ind ing p ro tein w h ich cou ld be
pho spho ryla ted by PKA specif ica lly. T he fu sion p ro tein d isp layed h igh level so lub le exp ression in
E. coli by the induct ion of 0. 1 mm o löL IPT G, and the exp ression p ro tein w ere pu rif ied d irect ly
from superna tan t of E. coli lysis by affin ity ch rom atograph w ith reduced glu ta th ione2linked
agaro se. •232 P w ere labeled to pu rif ied p ro tein th rough pho spho ryla t ion react ion m edia ted by
PKA , and GST w as cu t off by th rom b in. T he labeled p ro tein w as assigned to 15% SD S2PA GE
and rad ioau tograph. T he resu lts ind ica ted tha t recom b inan t K1 fu sed w ith PKA pho spho ryla t ing
m o tif cou ld be labeled w ith 32P by PKA specif ica lly.
Key words　A ngio sta t in, P ro tein labeling, Fu sion exp ression

　　血管生成抑制因子的研究是抗肿瘤研究的一个

热点, ang io sta t in 是其中强而特异的新生血管形成

抑制因子,已显示出潜在的应用前景,但其作用机理

仍不清楚,因而其受体的寻找成为一个热点Λ因为得
到受体不仅有可能从根本上阐明其作用机理,还有

可能从新的途径解决 angio sta t in 的应用问题,比如

新的肽类或小分子化学药物的筛选Λ
在配体和受体相互作用的研究中常需将已知蛋

白进行标记,其中常用放射性125É进行标记,但125É

的放射性损伤比较大,如能以32P 取代125 I将大大降

低实验操作的损伤性Λ 本实验克隆和表达了人



angio sta t in 的最小功能结构域 K1, 并与 cAM P 反

应元件结合蛋白 (cAM P respon se elem en t b ind ing

p ro tein, CR EBP)上 17 个氨基酸的 PKA 磷酸化基

序进行融合表达Λ 通过 PKA 对此基序的磷酸化作

用, 将 •232 P2A T P 上的 32 P 标记到蛋白上, 为

angio sta t in 受体或相互作用分子的研究打下基础Λ

1　材料和方法

111　材料

pU C 载体及菌种均由本教研室保存; 带有 17

个氨基酸的 PKA 磷酸化序列的载体 pGST ag 由美

国拉霍亚变态反应研究所 Kaw akam ine 教授惠赠Λ

PCR 引物由西安美联生物技术有限公司合成; T aq、

dN T P、M in i2P rep 质粒快速提取试剂盒与反转录试

剂盒系 p rom ega 产品, 各种限制酶及 k lenow 酶均

系宝灵曼产品, IPT G、谷胱甘肽2A garo se、凝血酶、

PKA 均为 Sigm a 产品, [•232P ]A T P 购自北京亚辉

公司Λ T ripu re RNA 提取试剂盒为 Gib ico 产品Λ
112　方法

11211　组织总RNA 的提取

参照试剂盒操作说明进行: 取 50 m g 新鲜肝组

织,加入 1 m l T ripu re 溶液,匀浆; 将匀浆液转移至

115 m l离心管,加 012 m l氯仿,充分振荡, 10 000 g

离心 15 m in,取上清,加 015 m l异丙醇,沉淀RNA Λ
70%异丙醇洗涤,晾干,用无RN ase 水溶解Λ 取 10

Λg RNA 进行反转

11212　引物设计

利用计算机软件OL IGON 和 PCGEN E 进行辅

助分析,设计出扩增 K1的引物;

U p stream p rim er: 5′2CGAA T TCA T GCTCTC

A GA GT GCAA GA CT GGG23′

Dow n stream p rim er: 5′2CGTCGA CCA CA CT

CAA GAA T GTCGCA GT 23′

11213　扩增反应 95℃变性, 60℃退火, 延伸 90 s,

循环 35次,扩增出 K1片段Λ
11214　扩增产物的克隆与测序

电泳回收 PCR 扩增产物, 将 K1 片段以 E coR

É 2S a l É 进行酶切, 连入 pU C19 载体, 转化

XL lb lue感受态细胞,铺板、培养、挑克隆,以蓝白筛

选和酶切鉴定挑出带有 K1 插段的阳性克隆, 并以

M in i2P rep 试剂盒快速提取质粒送样测序Λ
11215　蛋白的重组表达与纯化

以 E coR É 2S a lÉ将K1从pU C19上切下,分别

克隆至 pB lu scrip t 和 pGEX24T 21 载体, 以 B am H

É 2S a l É 从 pB lu scrip t 上切下 K1 片段克隆至

pGST agΛ将 pGEX24T 2K1 (重命名为 pGST 2K1)和

pGST ag2K1 转入 DH 5 Α菌株, IPT G 诱导表达Λ

SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE)分析表明

重组蛋白为可溶性表达,超声裂解细菌,裂解上清用

谷胱甘肽A rgro se进行亲和层析纯化Λ
11216　重组蛋白的标记与放射自显影

取 1 Λg 纯化的 GST ag2K1 加 5 ΛC i •232 P2
A T P, 0101 单位 PKA , 在 30 Λl的磷酸缓冲液 (pH

7. 4)中 30℃反应 30 m in,取出 15 Λl加 1 单位凝血

酶,室温反应 2 m in,加 5 Λl蛋白电泳上样缓冲液,

煮 5 m in, 进行 15% SD S2PA GE; 然后用塑料保鲜

膜将胶包起,压上X 光胶片于暗盒中曝光 24 h,冲

洗、显影Λ

2　结　　果

211　PCR扩增反应和 pUC19-K1的酶切鉴定

PCR 扩增出约 240 bp 的片段, 将此片段克隆

到 pU C19,酶切分析结果显示, 所挑取的克隆可用

E coR É 2S a lÉ切下约 240 bp 的插段 (F ig. 1) Λ

F ig. 1　115% A garo se gel electropho resis of PCR p roducts

and restrict ion enzym e assay of recom binant p lasm id

L ane 1: RT 2PCR p roducts; L ane 2: M arker (pGEM 3zföH ae

Ë ) ; L ane 3 pU C192K1öE coR É 2S a lÉ

212　K1的序列测定与分析

序列分析结果表明, 该克隆的扩增片段系 K1

片段,序列完全正确 (F ig. 2) Λ
213　GSTAG-K1的表达与纯化

SD S2PA GE 分析表明, GST ag2K1 呈可溶性表

达, 分子量约为 40 kD , 并经还原型谷胱甘肽2琼脂
糖凝胶亲和层析纯化获得 (F ig. 3) Λ
214　放射自显影结果

经过标记的 GST ag2K1 和 T ag2K1 分别在 40、

17 kD 处有强而特异的显影信号Λ 凝血酶可切去

GST ,释放出 T ag2K1,但仍可以看到由于反应不完
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全而部分未被切开的 GST ag2K1 在 40 kD 的一条

显影带,见 F ig. 4Λ

F ig. 2　T he sequence of ampyfied K1 cDNA and am ino

acid. U nderlined sequence are p rim ers, shaded part are K1

dom ain

F ig. 3 　 12% SD S2PA GE analysis of exp ression and the

purified p ro tein

(a) 1. P ro tein m arker; 2. Contro l; 3. Induced exp ression of

GST 2K1; 4～ 6. induced exp ression of GST ag2K1;

( b ) 1. P ro tein m arker; 2. Induced exp ression of GST ag2K1

( to tal p ro tein ) ; 3, 4. P ro tein of supernatan t; 5. Purified

GST ag2K1

F ig. 4　 SD S2PA GE and auto radiograph analysis of 32 P

labeled p ro tein

1. GST ag2K1; 2. GST ag catalyzed by th rom bin

3　讨　　论

A ngio sta t in 是特异的血管形成抑制因子,是当

前研究的一个热点Λ 目前认为其主要通过特异地抑
制新生血管内皮细胞的增殖和迁移来阻断新生血管

的形成[ 1, 2 ] , 而有关 angio sta t in 作用于内皮细胞上

的靶位点是什么,它又是通过什么样的信号转导通

路传递其抑制信号,目前都一无所知Λ因而寻找其受
体或相互作用分子,对研究其作用机理以及筛选对

抗血管形成药物有着十分重要的意义Λ

K1 是 angio sta t in 的 四 个 环 饼 样 结 构

(K ring le124, K124)中抑制血管内皮细胞增殖活性

最高的一个结构域,分子量小,结构也相对简单,比

完整的 angio sta t in 容易操作Λ 因而我们克隆了 K1

片段 ,并将其与 CR EBP 上的一段 17 个氨基酸的

PKA (P ro tein K inase A )特异性磷酸化基序融合表

达Λ与GST 2K1相比,此 17个氨基酸的 T ag不明显

影响 K1与 GST 融合表达的水平,对表达蛋白的溶

解性也无任何影响Λ放射自显影结果表明,经过纯化

的 GST ag2K1和切除 GST 的 T ag2K1都可被 PKA

磷酸化, 从而被 [ •232 P ]A T P 上的 •232 P 特异地标

记Λ与125É标记蛋白相比,前者条件温和、反应特异,

而且标记效率也较高,因而操作剂量也很小;同时由

于标记的32P 放射性半衰期短,放射性损伤也小,易

于防护,因而可操作性好,但是此方法只能用来标记

重组表达蛋白,而不能标记天然蛋白Λ本实验克隆表
达融合有 CR EBP 磷酸化基序的 K1 蛋白在寻找

angio sta t in 受体和相互作用分子的研究中有重要的

作用Λ
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中国生物化学与分子生物学会关于征集 2001年度
英国皇家学会奖学金人选的通知

英国皇家学会 (Royal Society)奖学金项目 (Royal Fellow sh ip s)是英国女王伊莉莎白二世于 1986年 10

月对我国进行国事访问时宣布设立的Λ 其内容是英国皇家学会资助由其中方合作机构推荐的科技人员到英
国对口单位进行合作研究一年Λ 奖学金的基金来源于英国海外开发署和英国公司的赞助以及私人捐赠Λ
中国获得该奖学金的学者在英国期间,除进行正常的课题研究工作外,还可到欧洲其他国家参加一次学

术会议,并参观访问英国其他研究机构和有关公司Λ
一 1人选条件和合作课题
11已获得博士学位、现主持或参与国家或部级 (或省 (自治区、直辖市)级)重点科研项目者 (需提供证明

材料) ;

21年龄在 40岁以下,有一定的实际工作经验和较强的研究工作能力;

31较熟练地掌握英语;

41拟在英国进行的合作研究课题应属于英国较先进的领域Λ学科主要是理、工、农科,重点是应用科学,

医科原则不予考虑Λ
二 1选拔、推荐及录取
11各地选送人员材料经中国生物化学与分子生物学会初评后,选出 1～ 2名候选人推荐给中国科协Λ中
国科协根据各单位推荐的人选情况择优向英国皇家学会推荐Λ 英国皇家学会的专家小组将一一评审科协推
荐的人选,对录取者英国皇家学会将发给正式录取书Λ申请者不得同时再申请其他英国皇家学会以外的奖学
金项目Λ 如有违反者,一经发现,将立即取消其申请资格Λ

21被推荐的人选应来自非中国科学院、中国医学科学院、教委系统的研究机构或大学等Λ
31 被推荐人选需提供国家外语水平考试 (EPT )成绩, 并将考试成绩单 (中英文)作为申请材料附件Λ

(EPT 成绩两年之内有效) Λ 曾在国外工作、学习 6个月以上或有相当于 EPT 英语成绩者可免试Λ
三 1出国手续
中国科协将协助英国皇家学会正式录取的人员办理出国手续Λ
四 1出访费用
赴英单程旅费由本人所在单位解决,在英费用由英国皇家学会提供 (伦敦 800英镑ö月,外地 750英镑ö
月) Λ

如想申请英国皇家学会奖学金者,请于 2000年 9月 30日前与中国生物化学与分子生物学会秘书处联

系,索取正式表格及申请程序Λ
联系地址:北京朝阳区大屯路 15号　中国生物化学与分子生物学会秘书处　邮编: 100101

电话: (010) 64889892, E2m ail: csbm b@ sun5. ibp. ac. cn
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