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. 引言
绿脓杆菌外毒素 -JH是单转移酶家族!将 GHFT的 HF+!

核糖基转移至底物使其 HF+A核糖化UOA"V" 绿脓杆菌外毒素 -JH
分子量为 WWB/ XF!有以下几个不同的功能域#区域 Y2$氨基酸
序列 O"NLN%!识别和与受体结合的区域&区域 Y5’氨基酸序列
"WL"I.I%&区域 YY’氨基酸序 NL"""WI%!区域 YY则被认为与移位
有关!即将毒素从细胞膜外转移至细胞内有关&区域 YYY’氨基酸
序列 I/L"WO"%!区域 YYY加上区域 Y5是其催化区域!用来进行
HF+A核糖化作用" 绿脓杆菌外毒素 H可以催化真核细胞蛋白
质合成的延长因子 &-!ANHF+ 核糖基化!致使其失活!阻断真
核细胞蛋白质的生物合成!导致真核细胞的死亡UNA"V" 由于酶有
强大的催化能力!从理论上讲!只要一个绿脓杆菌外毒素 -JH
分子进入真核细胞!就足以导致细胞的死亡"

!"肽是来自高迁移组蛋白 ’@#6> Z*5#9#(: [’*E8 +’*(&#%!
@Z[%GN的 "O个氨基酸片段UIV" !"肽的受体是新生血管内皮
细胞和肿瘤细胞表面标志分子(((核仁素!而核仁素在正常细
胞中只在核内表达!只有当细胞恶化或在肿瘤细胞和肿瘤新生
血管内皮细胞中才表达于细胞表面ULAWV" 利用 !"肽能与肿瘤细
胞膜上的受体结合!以 !"肽作为载体!把抗肿瘤药物或基因治
疗的载体导向肿瘤或肿瘤内皮细胞!实现肿瘤的靶向治疗"
该实验用 !" 肽和肿瘤与肿瘤内皮细胞表面标志分

子(((核仁素结合的特异性! 并利用 !" 肽作为载体与绿脓
杆菌外毒素 H 催化区’+-I/%连接 U\V" 从而!构建 !"A+-I/ 表
达载体!进行表达和纯化!获得较纯的 !"!+-I/ 蛋白!以便进
一步研究其抗肿瘤的活性

/ 材料和方法
010 试验材料和试剂
01010 菌株和质粒
大肠杆菌 F@L2!M0NO’F-"%!+,-./0由本实验室保存"

收稿日期! N//]A/IA/W
基金项目! 国家自然科学基金项目";/"/I/I#
作者简介! 朱海兵$研究方向为肿瘤生化$电子信箱!>#%(#*^ONWB1*7%曾昭淳&通信作者#$教授$研究方向为肿瘤生化$电子信箱!_&%6_1..^:2>**B1*7B1%

朱海兵!黄 轶!曾昭淳

重庆医科大学生物化学及分子生物学教研室$重庆 I///OW

以 4567823 质粒为模板!9:; 扩增 23 片段!将 23 插入克隆质粒 9<5=>?!转化大肠杆菌!筛选!获得含有 23 的 9<@=>?
重组载体的克隆" 提取绿脓杆菌菌株染色体 ABC 为模板!9:; 扩增绿脓杆菌外毒素 C 催化区!9@D>" 然后将 9<@=>823 和 9@D>
重组!得到表达 9<@=>?82389@D> 载体"转化至大肠杆菌 A7E&FG?H/!表达融合蛋白 23895D>"结果显示!大肠杆菌表达了融合蛋
白 23895D>!表达的融合蛋白量大概占菌体总体蛋白量的 H>I" 通过质粒提取#9J; 扩增构建 2389@D> 表达载体转化大肠杆菌!
成功地表达了融合蛋白 2389@D>!为大规模表达#纯化 2389@D> 的进一步功能奠定了基础"

融合基因$克隆$表达$绿脓杆菌外毒素 C 催化区
;K3 C 0>>>8K=EK%H>>L&0H8>>0L8>D

!"# $%&’(’)* +,-.#//(&’ 0’1
23.(4(506(&’ &4 78
9:5&;<(’0’6 =&,(’
‘@a @2#5#%63 @aHG[ b#3 ‘-G[ ‘>2*1>E%

!"#$%&’"(& )* +,)-."’,/&%0 $(1 2)3"-43$% +,)3)506
7.)(58,(5 9"1,-:3 ;(,<"%/,&0!7.)(58,(5 =>>>?@6 7.,(:

研究论文%C%$M’N)#&

科技导报 H>>L!HK%/H& /L

C M Y K



图 ! 载体构建示意图
"#$% ! &’()*+,#’ -#+$.+* /0 1)’,/. ’/23,.4’,#/2

!%!%5 试剂
基因工程所用的各种试剂购于 !"#"$% 公司和北京赛

百胜生物技术有限公司!

!%!%6 仪器
&’% 热扩增仪 ()* &+, -.. 型成像仪和基因工程所需设

备!

!%5 方法
!%5%! 789:;<="6=79>;载体构建和鉴定
含 /0 全长基因序列的 12345/0 质粒的抽提! 根据 /0

的序列长度进行引物设计" 正向引物 6-"7859(999!(9(!
(%!99%%%(%!(%%99(9%%9(!9508 #!"# $:$% 下游引物
6;< 7859(9!(9%( 9!!9!!%(99((!(9!!!!508#%&’:$& 按如
下条件% 在 69$ 仪上扩增"=>"预变性 > ?@A’=>"变性 >. B%
C0"退火 >. B%D;"延伸 >. B%共 0.个循环’D;"总延伸 -. ?@A’
反应结束后% 取 7 !E 产物在浓度为 -F7G的琼脂糖凝胶中电
泳%鉴定扩增出与预期相应大小的 &’" 片段后%进行 6H$ 产
物纯化&
用 !"#( : 和 )&’: 限制性内切酶双酶切 6H$5I0 回收产

物和质粒 6JKL.E%两者按比例混匀%在 !>&’% 连接酶作用下
>"连接 ;> M& 转化到大肠杆菌 &47"感受态细胞中%涂布于
含氨苄青霉素的琼脂糖平板上%0D"培养过夜%以快速法提取
质粒比较重组 &’% 分子量大小%进行初步鉴定%限制性内切
酶(69$鉴定重组质粒%阳性克隆命名为 6JKL.E5I0&
!%5%5 789:;<="6=79>;表达载体的构建
根据 6K>. 的全长序列设计引物 "上游引物 78 5(9

9!(9%( ((!(9((%( !!!9!!((9(%9508 N%&’:O%下游引物
78 5(H%%(H!! !((!((!!!%HH!(( !!(%H!(50 N(*+,:::O%
然后进行 6H$ 扩增和纯化& (*+,::: 和 )&’: 双酶切 6JKL.E5
I0 和 6K>. 扩增产物%直接过柱回收酶切 6H$ 片段%按试剂
盒操作& 再通过连接反应构建 6JKL.E5I056K>. 载体& HP9*;
法制备大肠杆菌 &47" 感受态细胞和连接产物转化感受态
细胞& 以快速法提取质粒比较重组 &’%分子量大小%进行初
步鉴定%限制性内切酶(69$ 鉴定重组质粒%阳性克隆命名为
6JKL.E5I056K>.& 载体构建示意图见图 -&
!%5%6 789:;<="6=79>;表达载体转化和在大肠杆菌中诱
导表达条件的优化

诱导温度< 挑取单菌落于 ; ?E EQ液体培养基%0D"剧烈
震荡过夜%按 -#-.. 稀释至 -. ?E EQ 液体培养基中%继续培
养 0$> M 至 R&7=. 为 .FD% 加入异丙基5!5&5硫代半乳糖苷
#:6!($至终浓度 -F. ??+*SE%分成 > 组 %分别于 ;7"(0."(

0D"(>;"继续培养 7 M’ :6!( 的浓度 < 挑取单菌落于 ; ?E
EQ 液体培养基%0D"剧烈震荡过夜% 按 -#-.. 稀释至 -. ?E
EQ 液体培养基中%继续培养 0$> M 至 R&7=.为 .FD%分成 C 组%
加入 :6!( 分别至终浓度 .F-(.F;(.F>(.FC(.FL(-F; ??+*SE %

0D"培养 7 M& 诱导时间" 挑取单菌落于 - ?E EQ 液体培养
基%0D"剧烈震荡过夜% 按 -#-.. 稀释至 -. ?E EQ 液体培养
基中%继续培养 0$> M至 R&7=.为 .FD%加入 :6!( 至终浓度 -F.

??+*SE%分成 C 组%分别于 0."继续培养 -(;(0(>(7(C M 分别
收集 - ?E 菌液于 -F7 ?E 离心管中%L ... TS?@A 离心 -. ?@A%
加 -.. !E%U&U 蛋白电泳缓冲液%混匀%煮沸 7 ?@A%取 ;. !E
诱导菌液和 7 !E 蛋白质标准分子量样品液进行 -7G U&U5
6%(K 电泳%以未经 :6!( 诱导的菌液作对照%考马斯亮蓝染
色%用 $%&软件分析 I056K>. 蛋白质含量&
!%5%> 变性不连续聚苯烯酰胺凝胶电泳!&?&=7@A9"
配制 -7G的分离胶 #去离子水 ;F0 ?E%0.G丙稀酰胺 7

?E%-F7 ?+*SE !T@B #14 LFL$;F7 ?E%-.GU&U .F- ?E%-.G过硫
酸铵 .F- ?E%!KVKW 7!E$和 7G浓缩胶#去离子水 0 ?E 0.G
丙稀酰胺 .F7 ?E%-F.?+*SE !T@B#14 CFL$.F0L ?E%-.GU&U .F.0
?E%-.G过硫酸铵 .F.0 ?E%!KVK& 0!E$& 分离胶一般放置
- M%浓缩胶一般放置 .F7 M 或 - M 左右%然后取去胶条%将其
放入电泳槽中& 取 ;. !E 的样品加入加样孔中%加样时要让
加样吸头随着样品进入孔中慢慢上移%以免样品溢出%影响
样品含量&然后插上电源X电泳#恒压 C. YX大概 -D ?% 左右$%
当溴酚蓝指示剂进入分离胶后调电压到 D7$L. Y% 大概电泳
-7.$-D. ?@A%差不多到底部时停止电泳%取出凝胶%在左上角
划去小凝胶%然后放入固定液中 .F7 M#缓慢摇$&再取出凝胶%
放入 ;G $;7. 染色液中 >.$7. ?@A#缓慢摇$%再放入脱色液
中缓慢摇 0. ?@A%倒去脱色液%然后再加脱色液缓慢摇 - M%
再倒去脱色液(再加脱色液(再缓慢摇%过夜&

!%5%B "6 重组毒素表达载体在大肠杆菌中大量表达
分别接种单菌落于 -. ?E EQ液体培养基中 #含 -.. ?ZSE

氨苄青霉素$%0D"剧烈震荡过夜% 按 -<-.. 稀释接种于 7..
?E EQ 液体培养基中#含 -.. ?ZSE 氨苄青霉素$%0D"培养至
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!"#$% 约为 %&’! 加入 ()*+ 至终浓度为 %&, --./01!2’!诱导
表达 3 4!5 %%% 60-78!9% -78离心收集菌体"
!"#"$ 蛋白质初纯品的制备
由于表达产物有 :;47< 组氨酸标签! 故表达产物可以通

过 =7>=*? 琼脂糖树脂纯化! 也可以按 =7>=*? 纯化试剂盒
操作"
取 93% -1细菌培养物沉淀 9% -1 9"@78A78B @CDDE6 F7G4.CG

AE8HGC6H8G!重悬沉淀!超声破碎菌体后!离心收集包涵体!弃上
清"加 IJ*67G.8和 I -./01尿素洗涤包涵体洗涤!重复上述步骤
2#K 次" 用 9 -1 的包涵体裂解缓冲液 (#3% --./01 *67<>L/$
9 --./01 M"*? %NO PQ%&$9%% --./01 =HL/$5 --./01尿素&!冰
上放置 9 4 和 R 倍体积的包涵体裂解缓冲液 (( %3% --./01
SOI)!K%NO 9%QT&$9 --./01 M"*? %NO 5Q%&$3% --./01 =HL/$
9 --./01 "**&冰上放置 2% -78 溶解包涵体!离心!取上清’
用 9"@78A78B @CDDE6 F7G4 C6EH 平衡柱子时调节流速!控制在每
小时 9% 柱体积的流速!直至液面下降到柱面" 将过滤后的包
涵体溶解液上柱! 用 9% 倍柱体积 9"U78A78B @CDDE6 F7G4 C6EH
%%Q3 -./01 =HL/!3 --./01 咪唑!I% --./01 *67<>OL/!, -./01
尿素!NO TQR&和 , 倍柱体积 9"FH<4 @CDDE6 F7G4 C6EH%%Q3 -./01
=HL/!,% --./01 咪唑 !I% --./01 *67<>OL/!, -./01 尿素 !NO
TQR&依次洗柱" 最后用 9"M/CG78B UCDDE6 F7G4 C6EH%%Q3 -./01
=HL/! 9 -./01 咪唑 ! I% --./01 *67<>OL/!, -./01 尿素 !NO
TQR&洗脱!每次 9 -1 洗脱和收集!在每管中取 9% !1 上样!电
泳鉴定洗脱峰!收集洗脱峰!然后做 V"V>)?+M分析"

# 讨论和结论
#"! %&’()*+ 克隆表达载体鉴定
克隆的 W2>)MK% 载体通过测序和酶切鉴定!测序结果和

W2>)MK% 序列基本一致" 同时把 W2>)MK% 对重组质粒进行双
酶切或同步酶切! 琼脂糖电泳显示在 T%% @N 处有一条带(而
在非酶切重组质粒和单酶切重组质粒中无此带%图 I&)
#"# (,)-+.’%&’()*+表达产物的鉴定

)XMP%1>表达产物的鉴定*转化后的大肠杆菌经 ()*+ 诱
导后!菌体总蛋白经 V"V>)?+M 电泳显示在 IT Y" 处有一条
新带!而未经 ()*+诱导的菌中未发现有此带) V"V>)?+M图
经扫描显示!该蛋白的表达量约占菌体总蛋白量的 I%J) 随
后用不同 ()*+ 浓度 %%Q9+%QI$%QK$%Q,$%QP$9QI --./Z1&!不同
时间%9$I$2$K$3$, 4&和不同温度%I3$2%$2T$KI!&!对表达的
条件进行优化!结果显示在 %Q, --./Z1%()*+ 浓度&诱导 3 4
时!W2>)MK% 表达量最大! 而在不同的温度下表达量没有明
显差异%图 2&"
#"& %&重组毒素纯化蛋白的制备
通过诱导表达!结果表明!蛋白质表达产物以包涵体形

式进行表达!通过洗涤包涵体!洗涤后的包涵体经尿素变性$
亲和纯化和透析复性后!得到纯化蛋白质分子量 IT Y" 的含
量大约是 R%J%图 K&"
绿脓杆菌能分泌多种具有致病性产物!外毒素 ? 是重要

的致病性和致死性物质! 它进入真核细胞后! 催化 EMWI 的
?")$核糖化" ?")$核糖化后 EMWI没有活性!真核细胞蛋白
质合成受到抑制而死亡 [2\" 绿脓杆菌外毒素 ? 催化 EMWI 的
?")$核糖化!其催化域的结构如图 3"
文献报道把绿脓杆菌外毒素 ? 的催化域 )MK% 从毒素

分离出来后!它仍然保持对底物进行 ?")$核糖修饰的功能"
这样就可以把具有导向功能的肽与之相连!构成一个靶向的

图 # 重组 (,)-+.’%&’()*+ 质粒酶切鉴定
%/0" # 12345/6/785/94 96 5:3 ;379<=/4845 >?8@</2
(,)-+.’%&’()*+ 2/03@532 =A !"#$1B$%"&’111

注! 泳道 9#I")XMP%1>W2>)MK% !"#$(Z$%"#&((( 双酶切结果# 泳道

2")XMP%1>W2>)MK%!"’(( 酶切结果 # 泳道 K")XMP%1>W2>
)MK%!"’( ((( 酶切结果 # 泳道 3"对照 # 泳道 ,"未酶切的

)XMP%1>W2>)MK%$

=.GE<] 1H8E 9#I] )XMP%1>W2>)MK% A7BE<GEA @^ !"#((0(%"#&(((_ 1H8E
2] )XMP%1>W2>)MK% A7BE<GEA @^ !"’((_ 1H8E K] )XMP%1>W2>
)MK% A7BE<GEA @^ (%"#&(((_ 1H8E 3] "=? -HYE6_ 1H8E,]
)XMP%1>W2>)MK% F7G4.CG @E78B A7BE<GEAQ

图 & 不同浓度下 (,)-+.’%&’()*+ 的表达
%/0" & )C>;3@@/94 96 (,)-+.’%&’()*+ /4 2/663;345

7947345;85/94@ =A DED’(FG)
注! 泳道 9"未经 ()*+ 诱导# 泳道 I#T"经 ()*+ %Q9%%QI%%QK%%Q,%

%QP%9QI --./0-1 不同浓度诱导下的 )XMP%1>W2>)MK% 的表
达#泳道 P>标准蛋白质分子量$

=.GE<] 1H8E 9] )XMP%1>W2>)MK% F7G4.CG 78AC‘G7.8_ 1H8E I#T] %Q9%

%QI%%QK%%Q,%%QP%9QI --./0-1 )XMP%1 >W2 >)MK% 78AC‘G7.8_
1H8E P] N6.GE78 -./E‘C/H6 FE7B4GQ
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图 ! "#$%&’()*("+!& 的表达纯化
),-. / +012344,56 57 "#+%&’()*("+/& 869 ,:4

1;2,7,<8:,56 => ?@?("AB+
注! 泳道 !"未经 "#$% 诱导# 泳道 &"经 "#$% 诱导 #’()*+,-.,

#(/* 的表达# 泳道 .!/"-.,#(/* 蛋白的纯化# 泳道 0"蛋白
质标准分子量$

123456 +784 !6 #’()*+,-.,#(/* 9:3;2<3 :8=<>3:28? +784 &6 #’()*+,
-.,#(/* :8=<>3:285? +784 .!/6 #’()*+,-.,#(/* @<A:B:>73:28?
+784 06 @A234:8 C2D4><D7A 94:E;3F

杀死细胞的系统!尤其是对杀死肿瘤细胞的靶向治疗系统具
有很重要的意义"

#’()*+是一种高效原核表达载体! 其表达的目的蛋白
的 1 端有 G个组氨酸标签以便于纯化和检测"该试验经 #HI
扩增#限制性酶切位点引入#载体和表达菌的选取!最终选择
了 #’()*+作为原核表达载体" 其目的是使表达菌经诱导能
产生与预期片段一致的蛋白质产物!为了融合蛋白仍然保持

#(/*的催化功能! 所以我们在目的蛋白的 1,端柔性连接了
具有肿瘤靶向并具有内在化作用的 -. 肽!构建 -.,#(/* 表
达载体 JKL" 而根据绿脓杆菌毒素 #(/*$"M""""%的空间结构$图
0%!-. 肽与 #(/* 的连接可以是 -.,#(/*! 也可以是 #(/*,

-.!不需要连接"因为 -.,#(/*的 NO##核糖化酶的活性在 "M
羧基侧和 """! 因而 "M 的氨基侧的几个氨基酸残基就可起连
接的作用" 这种特殊的柔性连接能够保证融合蛋白中 -. 片
段和 #(/* 各自都保持其正确的空间构象和生物学活性" 在
进行诱导表达过程中发现!经 "#$% 诱导!菌体量稍微减少!
这可能是表达产物对宿主菌在一定程度上有杀伤力" 同时表
达的 -.P#(/*蛋白!经鉴定正确后!进行大量诱导表达" 表达
的 -.,#(/* 以包涵体形式存在" 通过洗涤包涵体溶解包涵
体!经 1:,1$N 层析得到了目的蛋白"本研究通过蛋白质工程
方法得到重组蛋白!该方法简便#产量高#稳定性好!为进一
步获得大规模的蛋白质纯化和功能奠定了基础"
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图 D 绿脓杆菌外毒素 A 催化域的结构
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’科技工作者建议(栏目专门刊登科技工作者近期
提出的)与科学技术相关的工作意见和建议$ 科技建议
应着眼于科技研究)发展)应用)政策等领域的实际问
题*要求有明确)具体的内容*方法上尽量具有可操作
性$ 文字应简洁明了*非特别重大的建议以 0** 字左右
为宜*特别重要的建议不超过 & &** 字$ 请注明建议人
姓名)单位$欢迎国内外科技工作者及各级科协)学会投
稿$ 栏目责任编辑!宁方刚#投稿信箱!8BEe>753_2AE_>8
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