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人 !"!# 基因 $%&’ 的克隆表达及表达蛋白修复功能的鉴定

朱玉文 刘建国" 黎高翔
（中国科学院微生物研究所，北京 !%%%5%）

摘 要 克隆了 B4(7 细胞 C0 .甲基鸟嘌呤.D*E.甲基转移酶（FGF3）基因的 AD*E 序列，该序列与国外发表的 AD*E
完全一致。将此 AD*E 插入原核表达载体 H93.$!7 后转化大肠杆菌 IJ$!（D9/）获得表达的重组菌株 H93.$!7.FGF3K
3 ) 0(,# IJ$!（D9/），经 LM3G 诱导后产生分子量为 $#ND 的蛋白质。烷化类诱变剂致死突变实验表明，FGF3 蛋白的

表达能修复受体菌 D*E 分子因烷化类诱变剂导致的突变。
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C0.甲 基 鸟 嘌 呤.D*E.甲 基 转 移 酶（ 9P
$Q!Q!Q0/）简称 FGF3，广泛存在于各种生物体的细

胞中，主要功能是将甲基化 D*E 分子中鸟嘌呤第 0
位氧原子上的烷基共价转移到酶的活性中心 P-? 残

基上，修复 D*E 分子的烷基化损伤。同时因酶自身

构象发生变化而失去活性，迅速被细胞内蛋白酶降

解［!，$］。人编码 FGF3 的基因位于 !% 号染色体长臂

$0R 上，全长超过 !"%NS，包括 2 个外显子。转录的

成熟 :T*E 为 12%SH，编码区 0$!SH 编码 $%" 个氨基

酸［/ U 2］。人正常细胞表达 FGF3（F4VW ），而很大一

部分肿瘤细胞（!K2）不表达 FGF3 为 F4V［0］。实验表

明，在因接触烷化剂而癌变的细胞和组织中发现其

D*E 分子中 C0.甲基鸟嘌呤是引起 G：P 到 E：3 置换

突变的主要原因［"］，细胞从 F4VW 到 F4VX 的转变与

细胞早期癌变有关［5］。另外，由于 FGF3 酶的自杀

性作用机制，细胞内 FGF3 水平能反映细胞对烷化

剂的耐受程度，这与恶性肿瘤细胞对烷化剂化疗药

物的抗性有着直接的关系。因而 FGF3 在癌症的

发生、肿瘤临床化疗及化疗中正常细胞的保护方面

都占有重要地位。

本文采用 T3.MPT 技术克隆出人源 FGF3 基因

的 AD*E 序列，与国外发表的 AD*E 完全一致［1］，并

在大肠杆菌中表达了该 AD*E；同时对表达的蛋白因

烷化剂致突的 D*E 分子修复功能进行了鉴定。实

验表明 FGF3 蛋白的表达能有效提高受体菌对某

些特异性烷化剂的抗性。这为进一步研究该基因的

细胞癌变不同阶段的表达及其与细胞癌变的关系和

FGF3 蛋白的作用机理等打下了基础。

( 材料和方法

()( 菌株、质粒和细胞

大肠杆菌 DB2!和 IJ$!（D9/），质粒 HI(,4?AV;HY
Z[ 由本组保存，质粒 H93.$!7 购自 *’\4=4@4 公司。

B4(7 [/ 细胞由中国医科院肿瘤研究所林东昕研究

员惠赠。

()* 试剂和酶

寡核苷酸引物 H!H$ 由上海生工生物工程公司

合成。3TL]CJ 为 GLIPC 公司产品。反转录酶购自

I’4^V;@=4V F7::^4;: 公司。’(;=’（_3）!2购自 MV’:4=7
公司。限制酶 45%L 购自 37Z7T7 公司，其余工具酶

均购自华美公司。甲基磺酸乙酯（9F[），硫酸二乙

酯（D9[），亚硝基胍均购自北京化学试剂公司。培

养基成分购自 C‘CLD 公司。其余均为国产分析纯

试剂。

()+ 方法

()+)( 质粒 D*E 的提取、酶切、回收、连接、转化参

照文献［!%］。

()+)* B4(7 [/ 细胞总 T*E 的提取依照 3TL]CJ 试

剂盒说明书。

()+)+ T3.MPT 扩增人 FGF3 基因：按已发表的人



!"!# 基因的 $%&’ 序列，设计并合成对应于 !"!#
编码区的一对特异性引物。!"!# 基因的 ()引物。

*+：(),"-""’#---’#’#""’-’’""’#""’##,
"#"’’’#"’,.)引入了 !"#/0 和 $%&0 位点。.)引物

*1：(),"-"’’##-#-’"###-""--’"-’""-"",.) 引

入了 ’()20 位点。

以 34567（8#）+(为引物和以从培养的 /94: ;. 细

胞中提取的总 2&’ 为模板，反转录酶 <=>反转录合

成获得 $%&’ 第一条链。以此 $%&’ 链为 *-2 扩增

模板 *+*1 为引物，先 ?@>变性 (A5B，再以 ?@>变性

@(C，(<>复性 +A5B，D1>延伸 +E(A5B 进行 .= 个循环

反应，最后 D1> +=A5B 补平的条件进行 *-2 反应。

!"#"$ !"!# 基因片段的克隆与鉴定：*-2 扩增产

物和质粒 FG4H9C$I5FJ K; 分别用 !"#/0 和 ’()20 双

酶切，目的片段经柱离心式胶回收试剂盒回收后，经

#@ %&’ 连接酶连接构建成重组质粒 FG;,!"!# 并

转化 ’ L ()*+ %/(!，经 蓝 白 斑 筛 选 出 阳 性 克 隆 菌

’ L ()*+ %/(!MFG;,!"!#。并以 #.、#D 通用引物对阳

性克隆质粒的插入 $%&’ 片段进行 %&’ 序列分析

鉴定。

!"#"% 表达载体的构建与克隆：对重组质粒 FG;,
!"!# 及质粒 FN#1+!分别进行 $%&0 和 ’()20 双酶

切，凝胶电泳后，回收目的片段，经 #@ %&’ 连接酶

连接后，转化 ’ L ()*+ GO1+ 并经 ’AF P 抗性筛选和限

制酶酶谱分析得到阳性克隆菌 ’ L ()*+ GO1+MFN#,
!"!#。

!"#"& !"!# 蛋白的诱导表达：’ L ()*+ GO1+M*N#,
!"!#重组菌培养至 ,-<== 为 =ED 时，加入 0*#" 至

终浓度为 +AA74MO 诱导表达，分别诱导 =E(、+、1Q 后

取 +AO 菌液，菌体全细胞蛋白在 +(R ;%;,*’"N 检

测鉴定表达产物。

!"#"’ 表达蛋白 %&’ 分子修复功能的鉴定：以带

有 FN#1+: 空质粒的 GO1+ 菌株为对照，’ L ()*+ GO1+M
FN#,!"!# 重组菌和对照菌经 .D>摇床培养过夜，

按 +R菌种量各接种于 1 支含有 OG 培养液的试管

中，培养至 ,- 值为 =ED 时，分别取 + 支加入 0*#"
至终浓度 +AA74MO 进行诱导培养 1Q，各取 +="O 菌液

用无菌水稀释至合适浓度（+=S <），取 (="O 涂布于含

有 =E==(R T =E=+.R不同浓度硫酸二乙酯（%N;）的

’AF 平板 U 及无 %N; 的含 ’AF 的平板 V 上，.D>温

箱培养过夜，次日进行菌落平板计数，并根据平板 U
与平板 V 的单菌落数值计算存活率。用存活率的

高低定性衡量表达蛋白 %&’ 分子修复功能的大小。

存活率（R）W 平板 U 上菌落数
平板 V 上菌落数

X +==R

同时用甲基磺酸乙酯（N!;）、亚硝基胍以同样

方法进行对比实验。

( 结 果

("! 人 )*)+ 基因 ,-./ 的克隆及其序列分析

按方法 +E1E. 从人 /94: ;. 细胞总 2&’ 中 2#,
*-2 扩增出的特异性 $%&’ 片段，大小约为 <1+YF。

按方法 +E1E@ 克隆了该 $%&’ 片段。经酶切分析得

知所克隆的片段为目的基因的 $%&’ 序列。经双脱

氧法测定得到该片段的 %&’ 序列，经分析与已报道

的人 !"!# 基因 $%&’ 序列完全一致［+］。

("( )*)+ ,-./ 表达载体的构建

重组质粒 FG;,!"!# 经 $%&0 和 !"#/0 双酶切

出 !"!# $%&’ 目的片段，与同样酶切处理的原核

表达载体 FN#1+: 经 #@ %&’ 连接酶连接组成表达质

粒 FN#,!"!#（图 +），后转化 ’ L ()*+ GO1+ 菌株，并经

’AF 抗 性 和 酶 切 分 析 筛 选 得 到 阳 性 克 隆 ’ L ()*+
GO1+MFN#,!"!#。

图 + 人 !"!# 基因 $%&’ 表达载体 FN#,!"!# 的结构

Z56L+ ;JIH$JHI9 7[ JQ9 9\FI9CC57B ]9$J7I FN#,!"!#

("# )*)+ ,-./ 在大肠杆菌中的表达

阳性克隆菌 ’ L ()*+ GO1+MFN#,!"!# 于 .D>活

化过夜后，以 +R接种量接种于新鲜培养基中，.D>
摇床培养至对数生长期中（,-<==!=ED），加入终浓

度为 +AA74MO 0*#"，继续培养 @ T <Q，收集菌体进行

;%;,*’"N（+(R）分析，考马斯亮蓝 21(= 染色显示

经 0*#" 诱导后出现 1@^% 的一条蛋白带（图 1）。

("$ )*)+ 蛋白的表达对宿主菌烷化诱变抗性的

影响

%N; 等诱变剂对大肠杆菌有极强的致死率。选

择不同 %N; 浓度加入固体培养基中，重组菌和对照

菌（只含空质粒）分别经 0*#" 诱导后，涂布于该固体

培养基上，培养后平板菌落计数。实验发现预先用
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图 ! 人 "#"$ 基因 %&’( 表达产物

的 )&)*+(#,（-./）电泳分析

0123! )&)*+(#,（-./）45467818 9: ;<= =>?@=88152
?@9AB%; 9: <BC45 "#"$ 2=5= %&’(

-3 ! 3 "#$% DE!-F?,$!-4 G1;<9B; H+$#；!，I，J3 ! 3 "#$% DE!-4 =4%< 15*

AB%=A K7 LM.CC96FE H+$# 4; -，!，I <9B@8；.3 ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$

G1;<9B; H+$#；N，O，P 3 ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$ =4%< 15AB%=A K7

LM.CC96FE H+$# 4; -，!，I <9B@8；Q3 +@9;=15 C4@R=@（QJ3 L，NO3 L，JIML，

ILML，!- 3-，-J 3JR&）3

H+$# 进行诱导表达的重组菌比只有 +,$!-4 空质粒

的对照菌的存活率提高 - 倍多（对照菌在含 LMLL./
&,) 的固体培养基上存活率为 I!M./，而重组菌的

存活率达 OLMJ/）；随着 &,) 浓度增加，重组菌与对

照菌的存活率都发生递减，但在含相同浓度 &,) 的

固体培养基上，重组菌明显比对照菌有更高的存活

率（图 I）。&,) 主要作用于鸟嘌呤的 SN 位和胸腺

嘧啶 SJ 位使其乙基化［-L］，本实验发现表达的 "#"$
蛋白能有效降低 &,) 引起 &’( 突变损伤的致死率；

说明 "#"$ 除具有将鸟嘌呤第 N 位 S 原子上的乙

基共价转移到酶的活性中心上，修复引起的 &’( 烷

基化损伤的能力外，还对 SJ*烷基胸腺嘧啶引起的

突变损伤也有修复作用。同时用 ,")，亚硝基胍等

其他诱变剂进行突变致死实验，发现 "#"$ 蛋白的

表达并不能提高重组菌的存活率（表 -）。,") 虽为

烷基化试剂，只对 &’( 分子中鸟嘌呤 ’O 位进行甲

基化［--］，而亚硝基胍则为非烷基化试剂；这说明表

达的 "#"$ 具有酶特有的底物特异性，只对某些烷

基化试剂引起的 &’( 分子损伤有修复作用。

图 I 重组菌和对照菌在不同 &,) 浓度作用下存活率的比较

0123I T9C?4@1895 9: 8B@U1U46 @4;= K=;G==5 @=%9CK1545; 45A
%95;@96 15 A1::=@=5; %95%=5;@4;195 9: &,)

表 ! 重组菌和对照菌在甲基磺酸乙酯和亚硝基胍平板上存活率

"#$%& ! ’()*+*#% )#,& -. )&/-0$+1#1, #12 /-1,)-% -1 3%#,&4 /-1,#+1+15 &,67% 0&,67%4(%.#,& -) 1+,)-4-5(#1+2+1&

$@=4;C=5; );@4158F+648C1A8 H+$# 15AB%;195 )B@U1U46 @4;=F/
LML-/ =;<76 C=;<768B6:4;= ! 3 "#$% DE!-F?,$!-4 V1;<9B; 15AB%;195 I! 3J
LML-/ =;<76 C=;<768B6:4;= ! 3 "#$% DE!-F?,$!-4 15AB%;195 IL 3Q
LML-/ =;<76 C=;<768B6:4;= ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$ V1;<9B; 15AB%;195 II 3.
LML-/ =;<76 C=;<768B6:4;= ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$ 15AB%;195 II 3.
LMLL./ 51;@9892B451A15= ! 3 "#$% DE!-F?,$!-4 V1;<9B; 15AB%;195 JO 3I
LMLL./ 51;@9892B451A15= ! 3 "#$% DE!-F?,$!-4 H5AB%;195 J. 3P
LMLL./ 51;@9892B451A15= ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$ V1;<9B; 15AB%;195 JP 3-
LMLL./ 51;@9892B451A15= ! 3 "#$% DE!-F?,$*"#"$ H5AB%;195 JN 3Q

8 讨 论

人 "#"$ CW’( 的含量因个体、组织及细胞类

型不同而异，我们选择 "#"$ 表达量较高的 X=64 )I
细胞为材料，W$*+TW 扩增出人 "#"$ %&’( 片段，

并克隆到原核表达载体 +,$!-4 中，在 ! 3 "#$% DE!-

中诱导表达出分子量 !JR& 的蛋白，与 "4;<=G ( V
所报道的大肠杆菌重组蛋白和人天然 "#"$ 蛋白

分子量一致，且重组蛋白与人天然蛋白的氨基酸序

列一致［-!］，说明 "#"$ 蛋白在人体中不存在翻译后

剪切加工形式。另有报道发现在转人 "#"$ 基因

小鼠表达的人 "#"$ 蛋白分子量为 !!R&［-I］；其分子

PQI 生 物 工 程 学 报 -O 卷



量差异可能是由于其 !"!# 蛋白发生剪切加工引

起的。

为研究表达的 !"!# 蛋白对烷化 $%& 分子的

修复作用，采用了比较含有 !"!# ’$%& 的重组菌

与不 含 有 !"!# ’$%& 但 遗 传 背 景 完 全 一 致 的

! ( "#$% )*+,-./#+,0 菌株，对 $/1 等常用的烷化诱

变剂作用存活率高低的方法，来检测表达的 !"!#
蛋白对某些烷化剂使 $%& 分子突变损伤后的修复

作用，并初步研究了 !"!# 酶促反应的底物特异

性。实验结果表明：表达的 !"!# 蛋白不仅对 234
烷基化鸟嘌呤的 $%& 烷化损伤有修复作用，而且对

254烷基化胞嘧啶也有修复活性，这一结果与 !6780 1
等报道的结果一致［,5］。同时，本实验发现表达的

!"!# 蛋白对 /!1 和亚硝基胍引起的 $%& 分子突

变没有修复作用，进一步说明 !"!# 具有酶特有的

底物特异性。
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