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【摘要】背景与目的：H5I-(是一种具有抗肿瘤、抗 3JK和抗病毒等功能的蛋白。通过克隆和表达该蛋白的核心片段，用于进一步
研究基因功能和结构域之间的关系。 材料与方法：设计了两对特异性的引物，通过 I>L技术从苦瓜总 865中分别扩增出两段含有成
熟 H5I-(蛋白基因的功能性片段 MN<O#$%和 MN<6’.-，然后将目标基因克隆到原核表达载体 P?M<’ND上，构建成带有 >端 .3AQ<RD;的
融合表达载体，经测序鉴定后用 >D>S’介导的化学转化法转化到 "- L6:9 L9QTRRDMH +8?-/ PUVQO中。利用 I>L筛选出阳性克隆，经 JIM7
诱导工程菌表达出重组蛋白。通过WTQRTX: YS9R对重组蛋白进行分析。 结果：含 MNO$,PJ和 MNO#FND基因片段的两个表达载体构建成
功，它们的表达重组蛋白能与兔抗 3AQ<RD;多克隆抗体发生特异性反应。结论：构建的两个含目的基因的表达载体均能在 "- L6:9
L9QTRRDMH +8?-/PUVQO中表达出预期的重组蛋白，为进一步研究这两个重组蛋白打下了基础。
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【 !"#$%!&$】 ."!/0#&*%1 2 "$) [ H5I-( +H9\9X]AGD D:RA<3JK PX9RTA: 9^ -( _8D/ AQ D -( _8D! D QA:;ST<QRXD:]T]
XAY9Q9\T A:DGRA‘DRA:; PX9RTA: PBXA^AT] ^X9\ R=T ^XBARQ D:] QTT]Q 9^ YARRTX \TS9: +&6462E9L1 L>1215391 / 1 J: 9X]TX R9 ^BSSV
B:]TXQRD:] R=T XTSDRA9:Q=AP YTRaTT: ;T:T ^B:GRA9: D:] ]9\DA: 9^ H5I-(! R=T DGRA‘T ;T:T ^XD;\T:R 9^ R=AQ PX9RTA: \BQR
YT GS9:T] D:] TbPXTQQT] PXTGT]A:;SV 1 )"’(#$"34 "%1 )(’5&146 Ma9 I>L PXA\TXQ ! 9:T ^9X D\PSA^VA:; G9]A:; ;T:T ^9X
MN<6’.- D\A:9 DGA]Q 9^ \DRBXT H5I-( + SDX;T ^XD;\T:R / ! R=T 9R=TX ^9X D\PSA^VA:; G9]A:; ;T:T ^9X MN<O#$% D\A:9 DGA]Q
9^ \DRBXT H5I-( +Q\DSS ^XD;\T:R / aTXT ]TQA;:T] ^AXQRSV 1 M=T 9YCTGRA‘T ;T:TQ aTXT D\PSA^AT] YV I>L ^X9\ R=T 865 9^
YARRTX \TS9: ! D:] R=T: GS9:T] A:R9 R=T PX9_DXV9RAG TbPXTQQA9: ‘TGR9X P?M<’ND R9 G9:QRXBGR R=T TbPXTQQA9: ‘TGR9XQ !
G9:RDA:A:; . 3AQ<RD; A: ><RTX\A:DS 1 5^RTX QTcBT:GA:; D:DSVQAQ ! R=T ‘TGR9XQ aTXT RXD:Q^9X\T] A:R9 "- L6:9 L9QTRRDMH+8?-/
PUVQO YV GDSGAB\ G=S9XA]T RXD:Q^9X\DRA9: \TR=9] R9 9YRDA: R=T XTG9\YA:D:RQ XTQPTGRA‘TSV 1 M=T XTG9\YA:D:RQ aTXT A:]BGT]
YV JIM7 R9 TbPXTQQ R=T XTG9\YA:D:R PX9RTA:Q ! a=AG= aTXT D:DSVdT] YV WTQRTX: YS9R 1 #(4*3’46 WTQRTX: YS9R D:DSVQAQ
A:]AGDRT] R=DR R=T XTG9\YA:D:R PX9RTA:Q ]T\9:QRXDRT] D:RA;T:AGARV R9 XDYYAR D:RA<3AQ<RD; P9SVGS9:D D:RAY9]V 1 !&%!3*4$&%6

M=T XTQBSR ]T\9:QRXDRT] R=DR Y9R= 9^ R=T Ra9 G9:QRXBGRT] TbPXTQQA9: ‘TGR9XQ G9BS] TbPXTQQ R=T TbPTGRT] XTG9\YA:D:R
PX9RTA:Q A: "- L6:9 L9QTRRDMH+8?-/PUVQO 1
【 ’() *+%,#】 YARRTX \TS9:；GS9:A:;；PX9_DXV9RAG TbPXTQQA9:；&’()*；DGRA‘T ^XD;\T:R

H5I-(是 #$$(年 UTT<3BD:;等 e# f首次从苦瓜果实

和种子中分离得到的一种分子量为 -( _8的单链核糖
体失活蛋白，成熟的 H5I-(由 ’.-个氨基酸组成。
H5I-(具有抗病毒 e# f、抗肿瘤 e’ f、抗微生物等多种生物
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学活性 ./ 0! 尤其对 12’有显著的抑制作用 .* 0!并且重组
蛋白具有与天然蛋白相同的功能和活性 .- 0! 且对人正
常细胞，如 3细胞、二倍体细胞和精细胞等均无细胞毒
性 .4 0。*+++年 567%78 97: 1$;:<等 .= 0对 >?5/@的蛋白酶
水解片段的生物学活性进行的研究表明，>?5/@发挥抗
病毒、抗肿瘤活性的核心区域位于 */ A *+4氨基酸的范
围内，>?5/@成熟蛋白在缺少 ,端和 B端部分序列的
情况下仍然具有生物学活性。

我们为研究重组表达的核心片段以及带有 B端片
段 C即 *+- A D=/之间的氨基酸 E的核心区域蛋白与重组
表达的不带有 B端片段的核心区域蛋白在生物活性上
的差异，设计了 D对特异性的引物。通过 5BF技术，从
苦瓜总 G,?中扩增出目标基因，对其在大肠杆菌中的
表达进行研究，这对于 >?5/@的改造和药用具有重要
的理论和应用开发意义。

! 材料与方法
!" ! 质粒与菌株
表达载体 8H3IDJ;C K E，"& ’()* G14!和 "& ’()*

F(LMNN;3>CGH/E89&LO均由本实验室保存。
!" # 生化试剂
G,?聚合酶、3- G,?连接酶、限制性内切酶、5BF

产物纯化试剂盒、质粒提取试剂盒，G,? >;PQMP、253R、
5P(NM7: >;PQMP购自上海生工生物工程技术服务有限公
司，其他试剂均为分析纯。一抗、二抗购自武汉三鹰生物

技术有限公司。

!" $ 引物设计与合成
从 ,BS2的数据库获得 +,-./序列 .- 0，设计了 D对

引物 C引物 ?和 SE。引物 ?扩增的是编码 >?5/@成熟
蛋白第 J A D=/个氨基酸的基因，片段大小为 TJJ U8C下
称大片段 E；引物 S扩增的是编码 >?5/@成熟蛋白第
J A *+J个氨基酸的基因，片段大小为 4JD U8C下称小片
段 E。大片段和小片段的上游引物相同。
引物 ?：上游引物 4VIB3B ?BB ?3R RBR ?B3 RBB

?B3 RB? ??? ?BI/V，引入 #’( 2限制性酶切位点 C划
线部分 E。下游引物 4VI ??? B3B R?R ?33 B?B ??B
?R? 33B BBB ??I/V，引入 01( 2限制性酶切位点 C划
线部分 E。
引物 S：上游引物 4VIB3B ?BB ?3R RBR ?B3 RBB

?B3 RB? ??? ?BI/V，引入 #’( 2限制性酶切位点 C划
线部分 E。下游引物 4VI3?R B3B R?R RR? R?R ?RB
?R? BB? 33R ?33 3I/V，引入 01( 2限制性酶切位点
C划线部分 E。
引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。

!" % 苦瓜总 &’(的提取及 )*+扩增
将苦瓜种子播种，待长出真叶时，取幼嫩叶片，用

B3?S法 .T 0微量提取苦瓜总 G,?。然后以此做为 G,?模
板，应用高保真 5W$ G,?聚合酶，分别用引物 ?和引物
S进行 5BF扩增。其反应体系：*@ X S$WWMPC含 ><D K E D"%；
Y,35C*@ ZZ(% [ 9E @) -"%；上下游引物 C *@ ZZ(% [ 9E各
@) 4"%；3;\酶 C 4 ] ["% E @) /"%；模板 G,? *"%；用无菌
双蒸水补足至 D@"%。5BF反应条件为：+-) 4 Z7:， +-
^ /@ L，4@ ^ /@ L，TD ^ =@ L共 /4个循环。反应结束
后，用 @) J_的琼脂糖凝胶电泳鉴定目标片段大小，用
5BF产物纯化试剂盒纯化 5BF产物。

!" , 表达载体的构建
对 5BF纯化产物和表达载体 8H3IDJ;进行 ,‘( 2 [

a6( 2双酶切，然后用 G,?回收试剂盒回收双酶切产
物。再用 3- G,?连接酶将双酶切后的大、小片段与表
达载体 8H3IDJ; 进行酶连过夜 C *= ^ E。酶连产物用
B;B%D法转化感受态细胞 "& ’()* G14!!在 9S平板上经
卡那霉素 C 4@"< [Z% E初步筛选。

!" - 转化子的鉴定及测序
采用质粒酶切法对经卡那霉素初步筛选得到的重

组子进行鉴定。筛选得到的阳性克隆送上海博亚生物技

术有限公司测序鉴定。

!" . 工程菌的构建与筛选
对测序鉴定后确证为阳性克隆的转化子进行活化，

收集菌体用质粒提取试剂盒提取出质粒。质粒用 B;B%D
法转化感受态细胞 "& ’()* F(LMNN;3>CGH/E89&LO，在 9S平
板上经氯霉素 C /-"< [ Z% E和卡那霉素 C 4@"< [ Z% E初步
筛选，再用菌液 5BF筛选出阳性克隆，即为工程菌。

!" / 重组蛋白的可溶性分析
取 b T@^保存的工程菌 D@"%于 * Z% 9S液体培养

基 C含卡那、氯霉素 E中 /T ^振荡培养过夜。次日，将菌
液以 * c *@@接种于 9S液体培养基 C含卡那、氯霉素 E
中，/T ^继续培养至 dG=@@为 @) = A @) J。然后加入 253R
至终浓度为 *) @ ZZ(% [ 9，分别于 DJ ^、/T ^下培养
DD 6。收集的菌体经超声波破碎后高速离心，取出上清，
沉淀则重悬于与破碎前等体积的 3H缓冲液中，分别取
*@@"%上清和 *@@"%沉淀悬液，加入等体积 D X上样缓
冲液，+4 ^变性 *@ Z7: ，离心后进行 OG?I5?RH电泳分
析。OGO电泳的配置参照分子克隆 .J 0，浓缩胶 -_，分离
胶 *4_。

!" 0 重组蛋白的1234256 7894分析
参照分子克隆 .J 0的方法，取诱导后的菌体进行

OGOI5?RH，然后将蛋白从凝胶电转移至 ,B膜上，用 *_
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图 + 苦瓜总 ,%"的 -!#扩增结果
./0123 + -!# 4567/8/94:/;< 23=17:= ;8 >/::32 537;< 03<;5/9 ,%"?)@
A45>B4 ,%" C (9;# $ D E/<B ! 542F32G +@ %304:/H3 9;<:2;7G I@
-2/532 J -!# 62;B19:G K@ -2/532 " 62;B19: ?

’()封闭 * + ! 再以兔抗 ,-./012多克隆抗体为一抗，驴
抗兔 324/,56为二抗 ! 7)’显色，对重组蛋白进行蛋白
印迹检测。

! 结 果
!" # $%&扩增苦瓜总 ’()
以苦瓜总 78)为模板，分别用引物 )和引物 ’进

行 695扩增，695扩增结果见图 #。

图 #可见，引物 )可扩增到一条约 &:: ;<的条带，
引物 ’可扩增到一条约 =:> ;<的条带，均与实验拟扩
增条带的大小一致。

!" ! 表达载体的构建及转化子的鉴定
表达载体的构建过程如图 ?。大小片段重组子的酶

切质粒结果见图 *。从图 *可以看出，含有大片段的表
达载体 @泳道 #和 ?A 经过 8BC 3和 D+C 3双酶切得到 =
E;左右和 &:: ;<左右的片段，初步证明大片段表达载
体已经构建成功。含有小片段的表达载体 @泳道 *和 %A
的双酶切反应产物电泳可得到 = E;左右和 =:> ;<左
右的片段，初步证明小片段表达载体已构建成功，后经

测序验证 @上海博亚生物技术有限公司测序 A。
!" * 测序结果
测序结果表明，目的基因已经成功克隆入表达载体

中，并且与报道的 &’()*基因序列无碱基突变。根据测
序结果翻译的蛋白及预计分子量大小如下：

大片段：F)G)G)HGIGHJ3⋯(KK8LM,,,,,,! *>
E7N
小片段：F)G)G)HGIGHJ3⋯(LM8OP()L(LM,,,

,,,! ??Q = E7。
从翻译出的蛋白序列可以看出目标基因的 *R端已

经与编码 S个 ,-.的基因融合在一起，表明已经成功构

建出带有 9端 S,-./012的融合表达载体。
!" + 重组蛋白的可溶性分析
结果如图 %所示，两种重组蛋白的表达量少，且均以

可溶和包涵体两种形式表达。大片段在沉淀中的含量较

上清中的多，主要以包涵体形式表达；小片段重组蛋白表

达量少，在沉淀中和上清中的含量相当，无明显差别。

降低诱导的温度，收集经 #TTCU V L 36G4! #S W诱
导 ?? +的菌体，经过超声波破碎后离心，分别取上清和
沉淀进行 (7(/6)4M电泳。结果如图 =所示，重组蛋白仍
然主要以包涵体形式表达。

!" , 重组蛋白的-./0.12 3450分析
对重组蛋白进行蛋白印迹检测，结果如图 S 。从图

上可以看出，重组蛋白能与兔抗 ,-./012多克隆抗体发生
特异性反应，在 *> E7和 ?> E7处各有一条特异条带。

图 K 表达载体 6(’LIM4L)"-KN大小片段的双酶切鉴定
./0123 K $B3<:/8/94:/;< ;8 6(’LIM4L)"-KN >O 3<PO53 B/03=:/;<? )+@
+F> ,%" 74BB32G +LI@ A4203 824053<: 3Q623==/;< H39:;2=G KLR@ ST;2:
824053<: 3Q623==/;< H39:;2=G )I@ +F> 671= ,%" 74BB32 ?

! " # $

图 I 表达载体的构建
./0123 I !;<? =:219:/;< ;8 3Q623==/;< H39:;2=
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图 + )",-.重组蛋白可溶性分析
/01234 + 567280709: ;<;7:=0= 6> 34?6@80<;<9 A36940< 6> )",-.
BCDE 52A43<;9;<9 70F263 ;<G G4A6=09 6> 7;314 >3;1@4<9 0<G2?4G 8: B
@@67 H I $,’J ;9 -K L >63 DD MN ;>943 2793;=6<0?;906<N 34=A4?90O47:P
-C+E 52A43<;9;<9 70F263 ;<G G4A6=09 6> 7;314 >3;1@4<9 0<G2?4G 8: B
@@67 H I $,’J ;9 DQL >63 DD MN ;>943 2793;=6<0?;906<N 34=A4?90O47:P
RCSE !6<9367 T09M629 0<G2?906<P )UE ,36940< @674?27;3 T401M9 @;3V43P
KCQE 52A43<;9;<9 70F263 ;<G G4A6=09 6> =@;77 >3;1@4<9 0<G2?4G 8:
B@@67 H I $,’J ;9 DQ L >63 DD MN ;>943 2793;=6<0?;906<N 34=A4?90O47:P
WCB.E 52A43<;9;<9 70F263 ;<G G4A6=09 6> =@;77 >3;1@4<9 0<G2?4G 8:
B@@67 HI $,’J ;9 -KL >63 DDMN ;>943 2793;=6<0?;906<N 34=A4?90O47: X

图 R BSL诱导表达的)",-.重组蛋白可溶性分析
/01234 R 567280709: ;<;7:=0= 6> 34?6@80<;<9 A36940< 6> )",-. A36G2?4G
8: 0<G2?4G ;9 BSL X BC-E Y4A6=09 N =2A43<;9;<9 70F263 ;<G 969;7 A36940< 6>
7;314 >3;1@4<9 0<G2?4G 8: B@@67 H I $,’J ;9 BSL >63 DD MN ;>943
2793;=6<0?;906<N 34=A4?90O47:P )UE ,36940< @674?27;3 T401M9 @;3V43P
+CSE Y4A6=09 N =2A43<;9;<9 70F263 ;<G 969;7 A36940< 6> =@;77 >3;1@4<9
0<G2?4G 8: B@@67 H I $,’J ;9 BS L >63 DD MN ;>943 2793;=6<0?;906<N
34=A4?90O47:P KE !6<9367 T09M629 0<G2?906<X

图 S 重组蛋白U49=43< 8769分析
/01234 S U4=943< 8769 ;<;7:=0= 6> 34?6@80<;<9 A36940<= )UE ,36940<
@674?27;3 T401M9 @;3V43P BE 5Y5C,"J( 6> 7;314 >3;1@4<9E DE U4=943<
8769 6> 7;314 >3;1@4<9P -E 5Y5C,"J( 6> =@;77 >3;1@4<9P +E U4=943<
8769 6> =@;77 >3;1@4<9

! 讨 论
./012蛋白具有抗 34’病毒，抗肿瘤等多种生物

学活性，与其结构的独特性有很大的关系 5+ 6。实验证明

./012 发挥抗病毒抗肿瘤活性的核心区域位于
7*189*+:氨基酸的范围内 5; 6。利用基因工程的方法，若

能成功地克隆出编码这一功能区域的基因，并在合适的

体系中表达出具有生物活性的重组蛋白，将会对开发新

型抗病毒抗肿瘤基因工程药物奠定良好的基础。因为功

能片段与成熟蛋白相比，其分子量小，免疫原性相对较

低，具有很好的开发前景。所以我们将编码核心区域蛋

白的相关基因克隆出来，并构建成表达载体。由于成熟

./012 蛋白的第 *1 位氨基酸 7*1 的二级结构在
/**8/<1的!螺旋内，而 =*+:位于近 >末端的!螺旋
内。 因此在构建表达载体的过程中，为了尽量保持这

两个二级结构，使重组蛋白处于天然状态，我们选择去

除载体自身前面的融合蛋白，将克隆编码的基因片段直

接位于表达载体的 ?@A位点下。天然蛋白 7B8=*+-的 >
末端是一个!螺旋 5+ 6，而 ;3CA也较易形成!螺旋，因此
推测在 >末端接上这个 3CA8DEF对重组蛋白结构不会产
生太大影响，并且携带有 3CA8DEF的重组蛋白便于表达的
检测和纯化。为了比较带有 >端片段的核心蛋白与不带
有 >端片段核心区域蛋白在生物活性上的差异，还克隆
了编码 7B8,<;1氨基酸的基因，并构建成表达载体。测
序结果表明 &’()* 基因中的两个基因片段已经成功克
隆进表达载体中，而且与载体中的读码框吻合。

在 &’()* 基因片段的异源表达的过程中，两个基
因片段都能诱导表达出特异蛋白，经 GHADH?I @%(D分析，
证实此重组蛋白能与兔抗 3CA8DEF多克隆抗体发生特异
性反应 ! 说明工程菌经 407J诱导表达出了带有 ;3CA8DEF
的重组蛋白，这为后续的研究提供了保证。

本实验中我们对重组蛋白的可溶性表达进行的研

究发现，即使在低温下 K *; L M诱导，重组蛋白仍然以包
涵体形式存在，可溶性蛋白的含量很少。所以后续的研

究应摸索出包涵体溶解与重折叠的最佳方案以减少重

组蛋白活性的丧失。

&’()* 基因功能性片段的克隆和在原核细胞中的
表达尚未见报道，我们成功克隆并构建的两个含目的基

因的表达载体均能在 "+ ,-./ N(AHDDE7.KOP1M QR&A中表达
出预期的重组蛋白，为进一步研究这两个重组蛋白打下

了基础。
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G/ 可长时间检出染色体异常
用诱发染色体异常的化合物 )诱变剂 +处理处于增殖期的细胞，可引起细胞分裂周期的延迟。延迟的程度因诱变剂的种类、用量而

异。另一方面，Ca是在细胞染色体受损伤后，在有丝分裂期不能结合进子代核，而在胞浆中形成的小核。因此，Ca必须在细胞受损后
的第二个细胞周期才能观察到。所以与染色体诱变试验相比较，CaV能较长时间地反映出化合物的诱变效应。
小鼠一次腹腔注射阿糖胞苷 ) WP@6I6?>73 ! WP@AJ>73 6I6?>7AJ>L3 ! EI6 - \+ (T H8 d _8，给药后 ( =染色体异常检出频率最高，#’ =后检出

率渐降至对照水平。而 Ca检出率给药后 . =开始出现，(. =检出率达峰值，至 %. =回复至对照水平，Ca可检出时间持续约 G’ =之
长。此结果表明，CaV可较长时间地检出化合物的染色体损伤效应。

%/ 可分辨纺锤体毒剂和非整倍体毒剂
CaV不仅可检测诱变剂诱发染色体结构异常的效应，而且可以检出诱变剂对细胞分裂器的损伤和诸如纺锤体毒剂和分裂阻断

剂所致的染色体数目的异常。

纺锤体毒剂诱发 Ca形成的机理仍不十分明确。一般说来，损伤细胞的有丝分裂装置，所形成 Ca的构成并不是染色体的断片，而
可能是一条或数条染色体。它们在细胞分裂时因缺乏纺锤丝牵引未能进入子代细胞核，而丢失在细胞质中形成 Ca。因此，分裂阻断剂
诱发的 Ca较之损伤染色体断裂诱变剂所致的 Ca，从理论上讲形态应更大，这种微核可能由一条或数条染色体所组成。目前可以通
过测定 Ca大小 )面积或 DaE含量 +、抗着丝粒抗体染色 )\NM9V染色 +、着丝粒 DaE探针荧光原位杂交 )^<94+、\ -带染色等方法而检
出非整倍体毒剂。

T/ 背景清楚影响因素少
用小鼠骨髓进行CaV，常在显微镜下计数 # ’’’ e ( ’’’个晚幼红细胞 )嗜多染红细胞 +的Ca数目，并计算含Ca的晚幼红细胞出

现的频率。由于可清晰地判定有无 Ca出现，并且是在大样本的观察细胞中采集数据，因而试验结果的可信度高。
此外，无论用体内试验抑或是体外试验方法，CaV易于重复进行验证，易于控制试验条件。
S/ 不需加入被检化合物以外的化学物质
化合物毒理安全性评价时，仅用被检化合物处理样本所得结果更为可信。染色体异常试验时为了便于观察染色体，使细胞停滞于

分裂中期，常辅与细胞分裂阻滞剂秋水仙碱 ) WAYW=>W>73J ! \f2+处理，姐妹染色体交换试验时也常采用此类辅助处理，这种处理常不能
排除辅用化合物的作用以及辅用化合物与被检化合物相互作用对试验结果的影响。而根据我们目前的认识，\f2具有纺锤体毒剂作
用。而应用 CaV，不需被检化合物以外的物质处理，因而没有这些弊端。

&/ 经济、简便、快速
由于 CaV除化学诱变剂以外，无需其他处理，染色和观片也仅按一般细胞遗传学方法即可，无需特殊设备，因而是一种非常经济

和简便的试验。由于终点明确，所以一般初中以上技工稍加培训即可计数微核。计数一张玻片一般仅需 (’ e G’ H>7左右，实乃是一种
快速的方法。

./CaV不能判定染色体异常的种类
判定染色体异常的类型，在评价化合物的致癌作用中具有重要意义。识别染色体异常的类型，能为检出化合物致癌作用提供有价

值的线索。而 CaV仅能根据 Ca的大小初步判断其组成是染色体断片还是整条染色体，不能判定染色体异常的具体类型。
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