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要"本研究旨在克隆山羊
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基因!构建
&

'()!*+,%

原核表达重组质粒!从大肠杆菌中获得纯化的
'*-!

*+,%

融合蛋白%应用
.-!/0.

方法从
1

周龄胎山羊生殖嵴扩增
-+.%

基因编码全序列!将其克隆到
&

2345!-

载

体!然后再亚克隆到
&

'()!6'

表达载体%重组质粒
&

'()!*+,%

转化大肠杆菌
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#!经
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诱导!用

*3*!/:'(

电泳及
;<=><?@AB+>>C@

D

检测
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融合蛋白表达!用谷胱甘肽
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EF?+=<G7

介质分离纯化该融

合蛋白%结果表明!山羊
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基因编码序列全长为
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&在优化的表达条件"
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诱导
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#下!重组质粒"
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#在大肠杆菌得到了高效表达&谷胱甘肽
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颗粒纯化蛋白得到预期大小的

融合蛋白"约
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#%结论!本研究克隆了山羊
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基因!获得了纯化的
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融合蛋白!为制备其多克隆抗

体奠定了基础!为进一步研究山羊
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D

/$

=

'$,('"8;C/*N<BB=

"

C@MLN<M



!

4$

期 郑喜邦等$山羊
-+.%

基因克隆(原核表达和
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胚胎干细胞"
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#具有

高度分化潜能!可分化为机体全部类型细胞!在再生

医学领域有着很好的应用前景%一些重要的转录因

子如
XN>!G

(

*+,%

和
UF@+

D

!对维持
(*0=

的自我更

新和多能性有着重要的作用%在体外!

*+,%

在未分

化的胚胎干细胞"

(*

细胞#和胚胎癌细胞"

(0

细胞#

中表达!随着这些细胞的分化其表达下调)

4

*

%缺乏

*+,%

的胚胎由于不能形成上胚层而在附植时发生

死亡)

%

*

%敲除
-+.%

的
(*0=

分化为滋养层细胞)

#

*

%

因此!像
XN>!#

+

XN>!G

一样!

*+,%

在多能性维持方

面也是必需的%有试验证明!敲除
-+.%

的小鼠
(*

细胞导入
*+,%

和
XN>!#

+

XN>!G

又恢复了
(*0=

功

能!这说明
*+,%

的主要功能就是维持
XN>!#

+

XN>!G

的表达)

#

*

%

%$$1

年日本科学家首次将
*+,%

(

XN>!G

(

N!2

[

N

和
6BZGG

种干细胞相关转录因子共转染小鼠成纤

维细胞后诱导产生了多能性干细胞"
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细胞#
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%此后!用上述类似

的方法相继获得了人)

"!5

*

(大鼠)

5

*

(猕猴)

H

*的
C/*

细

胞%到目前为止!尚未见到有关山羊
C/*

细胞的报

道%

VLF@

等)

4

*首先从胚胎癌细胞的
N3U:

文库中

克隆了小鼠
-+.%

的全长
N3U:

&

0+BBC

D

@+@

等)

4$

*又

用人的
-@A

基因作探针筛选
5R"

日龄小鼠的胚胎

N3U:

文库!分离出
-+.%

的全长
N3U:

%张琦

等)
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*克隆了人
-+.%

基因!并对其原核表达进行了

研究%然而!山羊
-+.%

基因的克隆表达至今未见

报道%

本研究旨在克隆山羊
-+.%

编码全序列!构建

&

'()!*+,%

原核表达重组质粒!在原核细胞中诱导

表达并获得
'*-!*+,%

融合蛋白!从而为制备山羊

*+,%

多克隆抗体奠定基础!也为进一步将山羊成纤

维细胞诱导为
C/*

细胞创造条件%

%
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材料与方法
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材料和试剂
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提取试剂盒购自
9@!
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D

<@

公司"美国#&感受态大肠杆菌"

>?"+0(

#

3T"

#

(

78%4

(质粒
&

'()!6'

为本实验室保存&反

转录试剂盒(

-G 3U:

连接酶(限制性内切酶

B$3T9

(

C,+9

(质粒
&

2345!-

(

9/-'

及
)!

D

FB

以

及
3U:IF?K<?

购自
-F6F.F

生物公司"日本#&蛋

白预染
IF?K<?

购自
Y<?I<@>F=

公司"立陶宛#&质粒

小提试剂盒购于金思特"南京#&胶回收试剂盒购自

X2(':

"美国#&引物合成及
3U:

序列测定均由上

海生物工程公司完成&鼠源
'*-

标签抗体(

T./

标

记的山羊抗鼠
9

D

'

购自碧云天公司"海门#&化学发

光剂购自
2CBBC

&

+?<

公司"美国#%

%E!

!

目的片段的克隆与测序

根据
'<@7F@K

中绵羊
-+.%

序列"

)H1HHO

#设

计 上 游 引 物
"_!0''':-00'00:-'-:0::!

0:-':-'':':0''!#_

及 下 游 引 物
"_!00'

0-0':'-0:0:-'-'0':':''''0:'-'!#_

"下划线部分分别为
B$3T9

和
C,+9

的酶切位

点#!预计扩增片段长度为
H1#A

&

%引物由上海生

物工程公司合成%

取约
1

周龄胎山羊!用于总
.U:

提取%反转

录为
N3U:

!然后以
N3U:

为模板!进行
/0.

反应!

/0.

反应程序$

HGJ

预变性
#IC@

&

HGJ

变性
#$=

!

1%J

退火
#$=

!

O%J

延伸
4IC@

!

#$

个循环&

O%J

延伸
4$IC@

&

GJ

保存%对
/0.

产物进行琼脂糖

凝胶电泳%用琼脂糖凝胶电泳分离待回收的
/0.

产物!切胶回收%回收产物与
&

2345!- <̂N>+?

连

接!转化
3T"

#

感受态细菌%挑取阳性菌落!增菌(

提取质粒后用
B$3T9

及
C,+9

进行双酶切!其酶

切产物经
4̀

琼脂糖凝胶电泳%酶切鉴定正确的质

粒送上海生物工程公司测序%

%EF

!

(,7!

原核表达载体构建和鉴定

选择测序正确的
&

2345!-!*+,%

和
&

'()!6'

载体分别用
B$3T9

及
C,+9

进行双酶切!酶切产

物胶回收并用
-G3U:

连接酶
41J

连接过夜!转化

3T"

#

感受态细菌!阳性菌落增菌获得的重组质粒

进行酶切鉴定%酶切鉴定正确的质粒送上海生物工

程公司测序%

%E$

!

重组质粒在大肠杆菌中诱导表达及
G:54:9-

A+,44.-

/

免疫印迹

!!

经鉴定阅读框正确的阳性重组质粒转化
78%4

感受态细胞!涂板挑菌!筛选出阳性重组菌%在含氨

苄青霉素"终浓度
4$$

$

D

'

I8

!4

#的
87

培养基中

#OJ

振摇培养过夜后!取重组菌按
4

#

4$$

体积比

转接入含氨苄青霉素"终浓度
4$$

$

D

'

I8

!4

#的
87

""G4
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培养基中!

%%$?
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IC@
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(

#OJ

培养过夜%取
"$$

$

8

培养物接种于
"I8

的
87

培养液中!

#OJ

振摇培

养至
X3

1$$@I

a$RG

%

$R1

时!菌液中加入终浓度为

4II+B

'

8

!4的
9/-'

在
#OJ

诱导表达!收集
4I8

菌液分装于
4R"I8

的离心管中!以
4$$$$?

'

IC@

!4

离心
"IC@

!沉淀用
4$$

$

8/7*

"

&

TObG

#悬浮!再如

上离心!重复
#

次!加入
%$$

$

8U/!G$

裂解液!混匀

后置冰上
4$IC@

!再加入
4

+

"

体积
"c

聚丙烯酰胺

凝胶电泳 "

*3*!/:'(

#上样缓冲液!水浴煮沸

"IC@

!

4#$$$?

'

IC@

!4离心
"IC@

!取上清进行
*3*!

/:'(

电泳!确定目的蛋白是否表达%

将筛选出的阳性重组菌按
4

#

4$$

体积比再次

接种于
87

液体培养基中%在
#OJ

振摇培养至对

数生长期!加入
9/-'

使其终浓度分别为
$b%"

(

$b"

(

4II+B

'

8

!4

!诱导表达
GE

!将表达产物进行

*3*!/:'(

电泳!确定最佳诱导浓度后!加样时!将

样品与标准分子量
2F?K<?

在
%

块同样的凝胶上重

复点样!便于共同用来染色检验!另一块用于转膜%

用全湿电转印法将蛋白转到硝酸纤维素膜"

U0

膜#

上!用
-7*-

缓冲液洗
4$IC@

!然后用
-7*-

配制

的
"̀

脱脂奶粉
#OJ

缓慢摇动封闭
4

%

%E

!或
GJ

封闭过夜!用
-7*-

稀释的
'*-

抗体"

4

#

4$$$

#

#OJ

摇床上缓慢摇动作用
4E

&然后用
-7*-

洗
#

次!每次
4$IC@

%加入辣根过氧化物酶标记的山羊

抗鼠
9

D

'

"

4

#

4$$$

#!室温或
#O J

轻摇孵育
4

%

%E

!取出用
-7*-

洗
#

次!每次
4$IC@

%取化学发

光剂
:

(

7

各
$b#I8

!在保鲜膜上混匀!

U0

膜的蛋

白面朝下!覆盖在显色剂上作用
"IC@

%用镊子夹

起
U0

膜!多余的显色剂用滤纸吸掉%保鲜膜包裹

U0

膜!固定在暗盒内"蛋白面朝上#!压
)

光胶片!

曝光!显影!定影%用预染蛋白
2F?K<?

判定目的蛋

白的相对分子量%

%E&

!

重组蛋白纯化

将诱导成功的
'*-!*+,%

阳性重组菌液按

4

#

4$$

体积比转接于
"I887

液体培养基中!

#OJ

振摇培养过夜%将活化的菌液按
%̀

的接种量转接

%$$I8

含氨苄青霉素"终浓度
4$$

$

D

'

I8

!4

#的
87

培养基中!

#O J

培养至
X3

1$$@I

值达到
$RG

%

$R1

时!加入诱导剂
9/-'

至终浓度为
4I+B

'

8

!4

!
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%

%%J

继续诱导培养过夜%将诱导的菌液离心收集

于
"$I8

离心管中!弃上清!加入含适量溶菌酶"

B

[

!

=+Q

[

I<

#的裂解液!吹匀后转到
"$I8

离心管中%

超声破碎菌体!加入适量已平衡好的谷胱甘肽
!

*<

&

EF?+=<G7

小颗粒!

GJ

结合!离心收集结合有目

的蛋白的谷胱甘肽
!*<

&

EF?+=<G7

小颗粒%用不含

溶菌酶的裂解液清洗非特异结合在谷胱甘肽
!*<

&

E!

F?+=<G7

小颗粒上的杂蛋白%还原型谷胱甘肽洗脱

液洗脱
'*-!*+,%

融合蛋白%最后用
*3*!/:'(

分析
'*-!*+,%

融合蛋白纯度%纯化后蛋白冷冻干

燥保存于冰箱待用%

!

!

结
!

果

!E%

!

山羊
!"#!

目的片段克隆与测序

从胎山羊生殖嵴提取总
.U:

!反转录成
N3U:

第一链!以此为模板!用克隆引物扩增得到山羊

-+.%

基因片段!

/0.

产物与
&

2345!-

载体连接!

转化
3T"

#

感受态细胞%挑取的阳性菌落!在增菌(

提取质粒后以
B$3T9

和
C,+9

进行双酶切!酶切

鉴定正确的质粒测序"测序结果见图
4

#并与牛

"

B+;#$8'8;

#(犬 "

/$)(;

2

$3(0($'(;

#(马 "

>

D

88;

"$E$008;

#(绵羊"

F?$'(&;

#等物种进行序列同源比

较!结果见图
%

%经比较分析该序列与绵羊
-+.%

序

列相似性最高为
HHR5̀

!将其命名为
&

2345!-!

*+,%

%

/0.

产物经
4̀

琼脂糖凝胶电泳!在预期位

置出现约
4KA

的单一条带"图
#:

#%其酶切产物经

4̀

琼脂糖凝胶电泳!也在预期位置出现约
4KA

的

单一条带"图
#7

#%

!E!

!

原核表达载体构建和鉴定

选择测序正确的
&

2345!-!*+,%

和
&

'()!6'

载体分别用
B$3T9

及
C,+9

进行双酶切!酶切产

物胶回收连接!转化
3T"

#

感受态细菌!阳性菌落增

菌获得的重组质粒进行酶切鉴定%酶切产物经
4̀

琼脂糖凝胶电泳!获得约
4R$KA

片段!与预期结果

相符"图
#0

#%鉴定确认的质粒经测序读码框正确!

将其命名为
&

'()!*+,%

%

!EF

!

重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达

用不同
9/-'

浓度诱导表达的重组菌进行

*3*!/:'(

!对比结果发现
9/-'

浓度对其表达影

响不大%含有
&

'()!*+,%

的大肠杆菌
78%4

!经

9/-'

诱导!表达的蛋白为
'*-!*+,%

融合蛋白%

&

'()!6'

载体表达的
'*-

单体蛋白为
%1KL

!表

达的
*+,%

蛋白约为
#GKL

!二者的融合蛋白约为

1$KL

%离心取菌体进行
*3*!/:'(

分析!在相对

分子质量约
1$KL

处有一蛋白条带"图
G

#&诱导的空

载体在相对分子质量约
%1KL

处有一特异性条带!

系
'*-

单体蛋白%

1"G4
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-+.%

基因克隆(原核表达和
'*-

融合蛋白纯化

图
%

!

山羊
!"#!

基因核苷酸序列

?.

/

H%

!

I<=+:,4.2:5:

J

<:-=:,0$%

&

'%()'*+,!"#!

/

:-:

图
!

!

山羊
!"#!

基因核苷酸序列与牛!犬!马!绵羊等物种进行序列同源比较

?.

/

H!

!

I<=+:,4.2:.2:-4.4

C

=,K

8

19.5,-,0!"#!

/

:-:1K,-

/

$%

&

'%()'*+,

&

0",1%+'+,

&

$%2),

3

%4)/)%'),

&

-

5

++,*%6%//+,1-278%').,

!E$

!

'()>(,7!

蛋白免疫印迹$

G:54:9-A+,44.-

/

%

检测

!!

重组质粒
&

'()!*+,%

在大肠杆菌诱导表达的

蛋白!用
'*-

标签抗体检测其表达%如图所示!含

有重组质粒的菌体蛋白出现了
4

条约
1$KL

的特异

性条带!而未诱导
78%4

菌液和诱导的空载体均未

出现此条带"图
"

#%仅有
4

条约
%1KL

的
'*-

单体

条带%

!E&

!

'()>(,7!

融合蛋白纯化

'*-!*+,%

融合蛋白在大肠杆菌
78%4

"

3(#

#

中 获 得 高 表 达% 试 验 表 明
%% J 9/-'

"

4II+B

'

8

!4

#诱导
41E

得到融合蛋白%融合蛋白

约为
1$KL

"图
1

#!

*3*!/:'(

显示其条带基本单

一!有微量杂蛋白%

F

!

讨
!

论

*+,%

被认为是
(*

细胞中表达的一个
*X)

"

*.V

相关的
T2'

盒#蛋白%高迁移组"

EC

D

EI+!

>CBC>

[D

?+L

&

!

T2'

#结构域是一个
3U:

结合域!在

富含染色体的蛋白"包括
T2'4

和
T2'%

#中是一

个保守的结构域!

T2'4

和
T2'%

能以很低的特

异性或非特异性与
3U:

结合&在
*.V

(

*X)

(

8(Y!4

这类序列特异性转录因子中!这一结构域也

是保守的%所有的
*X)

因子都能组织相似的结合

基元,

:

+

-:

+

-0:::

+

-'

)

4%!4#

*

%像
XN>!#

+

XN>!G

一样!

*+,%

也是小鼠早期胚胎多能性细胞的标志&

*+,%

在内细胞团上胚层和生殖细胞中表达%

*+,%

在生殖嵴的原生殖细胞"

/'0=

#中也表达%在体外!

O"G4
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蛋白质相对分子质量标准&

4R

未诱导的重组
78%4

&

%

(

#

(
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(

$R"

(

4II+B

'

8

!4

9/-'#OJ

分别诱导后的表达产

物&

"R9/-'

诱导的
&

'()!6'

空载体
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图
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分析
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!
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C

5.50,9:7

8

9:55.,-,0'()>(,7!

-+.%

基因在未分化的
(*0=

和胚胎癌细胞中表达!

而随着细胞的分化表达下调%

笔者以原始生殖嵴
.U:

为模板!扩增
-+.%

基

因%以测序正确的
&

2345!-!*+,%

质粒和
&

'()!

6'

载体成功构建了原核表达质粒
&

'()!*+,%

%经

2R

蛋白质相对分子质量标准&

4R

未诱导的重组
78%4

&

%R9/-'

诱导的
&
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空载体&
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菌体裂解沉淀&

#R
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&
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第
4
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&

"R

第
%
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&
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第
#
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图
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!

'()>(,7!

纯化产物的
(N(>;@'6

分析

?.

/
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!

(N(>;@'61-1+

C

5.50,9

8

<9.0.=14.,-,0'()>(,7!

测序显示!

&

'()!*+,%

中插入的外源基因与
'<@!

7F@K

中的相应绵羊基因序列相似性达
HHR5̀

!存

在
%

个点突变%笔者认为!造成这种突变的原因可

能是物种间的差异所致!也有可能属于一种多态现

象%该处的点突变对表达蛋白质的反应原性可能影

5"G4
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-+.%

基因克隆(原核表达和
'*-

融合蛋白纯化

响不大!这在
;<=><?@AB+>>C@

D

分析中得到了证实%

影响大肠杆菌中外源基因表达的因素很多!如

表达载体的选择!外源基因中密码子的使用!

I.!

U:

的一级和二级结构的作用!

I.U:

稳定性的影

响!宿主的选择及培养条件的控制等)

4G

*

%本试验中

采用了
&

'()

系统中的融合蛋白高效表达载体

&

'()!6'

!该载体
*3

顺序下游是谷胱甘肽巯基转

移酶"

'*-

#基因!该基因与克隆的外源基因相连!

诱导表达时!表达产物为谷胱甘肽巯基转移酶和目

的基因产物的融合体%该载体的优点是将外源蛋白

基因置于载体蛋白
'*-

基因后边!可以减少真核

基因中大肠杆菌稀有密码子对蛋白表达的影响)

4"

*

!

可诱导目的蛋白稳定(高效表达!在体外易于纯化!

其中最为突出的优点是表达的融合蛋白用凝血酶特

异切除融合蛋白中
'*-

部分后!可获得具有活性的

目的蛋白)

41

*

%但笔者在试验中发现该系统仍存在

几个问题$一是细菌蛋白酶对外源性表达产物的分

解%电泳中发现除诱导产物带外!

'*-

带也较明

显!说明存在着蛋白酶的分解问题!这一问题可通过

更换蛋白酶缺陷性的宿主菌得到改善%另一个问题

是表达的融合蛋白的凝集和包含体的形成%为了减

少包含体的形成!降低了诱导温度!在
%%J

低温诱

导!并在
87

中添加葡萄糖"

"̀

%

4$̀

#!结果在上

清液得到了大量的可溶性的表达产物!这些可溶性

产物进一步用谷胱甘肽
*<

&

EF?+=<!G7

珠子纯化!得

到较纯的融合蛋白%

笔者克隆了山羊的
-+.%

基因!并成功地获得

了山羊
-+.%

基因的融合蛋白!该融合蛋白的分子

量约
1$KL

!经
;<=><?@AB+>>C@

D

分析其显示了较强

的反应原性%本研究为制备多克隆抗体创造了条

件!也为
*+,%

在真核细胞的表达检测奠定了基础%

$

!

结
!

论

本研究利用
.-!/0.

方法从原始生殖嵴组织克隆

了山羊
-+.%

基因全长编码序列&构建的原核表达质粒

&

'()!*+,%

经
9/-'

低温诱导!在大肠杆菌中获得了

高效表达&经谷胱甘肽
*<

&

EF?+=<!G7

介质纯化!获得了

'*-!*+,%

融合蛋白%
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