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!"# 基因在大肠杆菌中的表达及表达蛋白活性的检测
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摘 要 CD4重组酶来自噬菌体 E!，可以识别特异的 )(8E位点的 F+G序列，并进行专一性的剪切和拼接。利用
ECH技术将 0*%基因克隆至原核表达载体 >93/$07，在大肠杆菌 IJ$!（F92）得到了高效表达。采用 F9G9/5$柱层析
的方法对表达蛋白进行了纯化。体外生物学活性检测表明，表达蛋白对含有同向 )(8E位点的质粒有切割活性。

关键词 CD4重组酶，基因表达，剪切活性
中图分类号 K&"1 文献标识码 G 文章编号 !%%%/2%1!（$%%$）%#/%#0&/%#

CD4重组酶是来源于噬菌体 E!的 0*% 基因编码
的一个 2"L5@F的蛋白，是位点特异性重组酶中最重
要和应用最广泛的一种重组酶［!］。该酶是 0*% M)(8E
定位重组系统的关键因子，其活性的大小直接影响

到重组效率的高低。它可以识别一段 2#N> 的 )(8E
位点，不需其它蛋白质、F+G等辅助因子和额外能
量的参与，便可在体内外对线性、环状、甚至超螺旋

的 F+G分子进行重组反应［$］。正是由于这种简单
高效的作用方式，CD4M)(8E定位重组系统在遗传操作
中发挥了重要的作用。该系统在 CD4重组酶的介导
下，可使特定的 F+G片段从基因组中有效地切除、
倒位，亦可造成 F+G片段定点的整合：当 $ 个 )(8E
位点方向相同，)(8E位点间的 F+G片段被删除；当 $
个 )(8E位点方向相反时，)(8E位点间的 F+G片段被
倒位；如果两个 )(8E位点不在同一分子上，比如一
质粒上带有一个 )(8E位点，而在某染色体上还有一
个 )(8E位点，那么在 CD4重组酶的介导下，质粒 F+G
便可整合到染色体上 )(8E 所在位置上［2，#］。近年
来，该系统已成为分子生物学研究的有力工具，它可

用于控制外来基因的行为、精确研究基因的功能、分

离新的基因等［5 O &］。本文在大肠杆菌中成功地表达

了 CD4重组酶基因，并在体外对表达产物的生物活
性进行了检测。该研究将为 CD4重组酶结构与功能
的研究提供便利，为 CD4重组酶的体外应用研究奠
定基础。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!" ! 菌种与质粒：3 * 0(,# FP5!及 IJ$!（F92），本
实验室保存。>93/$07是带有 3&启动子的原核表达
质粒，本实验室保存。>QQ$2 质粒由美国农业部
F7R;A (S 馈赠。>TJT6E 质粒带有两个同向的 )(8E
位点，由本实验室构建保存。

!"!"# 酶和试剂：限制酶 .1, UU、45% U 及 3# F+G
连接酶、>T9Q/3 97V. R4BW(D 均购自 ED(:4X7 公司；
37Y E)-V购自鼎国公司；玻璃奶回收试剂盒购自原
平皓公司；F9G9/5$ 纤维素层析介质购自 Z[7W:7<
公司，UE3T购自 Q4DB@公司，其他均为 \;X:7公司或
国产分析纯生化试剂。

!"!"$ ECH引物：
E!：5] CTG 3G3G CG3 G3T 3CC GG3 33G C3T GCC T3G CGC 2]

45% U
E$：5] 3CT GTG 3C3 3TC 3GG 3CT CCG 3C3 3CC GT 2]

.1, UU

ECH引物由上海生工合成。
!"# 方法
!"#"! F+G的酶切、连接、转化等常规分子生物学
操作按文献［"］进行。
!"#"# 含 0*% 基因的原核表达载体的构建：根据已
报道的 0*% 基因序列设计并合成一对引物 E!和 E$。
用此引物，以质粒 >QQ$2 为模板进行 ECH 扩增。



!"#扩增参数为：$%&，’()*；$%&，+,-；’.&，/()*；
01&，/()*，1’ 个循环；最后 01&延伸 /,()*。!"#
扩增完毕后，电泳检测并用 234 纯化 5)6———玻璃
奶回收 /57 的 !"# 产物。通过 894 克隆法将 !"#
产物克隆至 :;<=98 <>-?载体中，重组质粒（命名为
:8@>-?9AB@）转化大肠杆菌 2C’!感受态细胞，在含有
氨苄青霉素、D!8;和 E9F>G的 HI平板上筛选阳性克
隆。重组质粒经 !"#和酶切分析正确后，送上海博
亚公司测序。

用 !"# D和 $%& DD 双切 :8@>-?9AB@ 和原核表达
载体 :<891$>，分别回收 /57的 ’(# 基因片段和载体
:<891$> ’J+ 57的片段。在 8%连接酶的作用下，将
’(# 基因片段亚克隆到原核表达载体 :<891$>中，转
化大肠杆菌 2C’!，构建含 ’(# 基因片段的原核表达
载体 :<89AB@。
!"#"$ ’(# 基因在原核表达载体中的表达：将构建
好的重组质粒 :<89AB@ 转化子转化 ) K ’*&+ 宿主菌
IH1/（2<+），挑取单克隆分别接种含相应抗生素的
液体 HI培养基中。+0&过夜振荡培养后，以 / L /,,
分别稀释至含 M>*（’,(FNH）的 HI培养基中，+0&振
荡培养至 ,- 值为 ,J% O ,J.，加入诱导剂 D!8;至终
浓度为 /((PGNH，+0&继续培养 %Q 后，%& ’,,,F
/,()*离心收集菌体。R2R9聚丙烯酰胺凝胶电泳
（R2R9!4;<）检测 ’(# 基因在原核表达载体中的表达
情况。

!"#"% 表达产物的可溶性分析：用缓冲液悬浮经
D!8;诱导的 :<89AB@ 的菌体，超声波破碎后，%&、
/,,,,F离心 /,()*，分别收集上清液和沉淀。R2R9
!4;<检测表达蛋白是否以可溶的形式存在。将 ’(#
基因在 :<891$>载体中的表达蛋白命名为 "#<。
!"#"& 表达蛋白的分离纯化：将表达的菌体收集
后，用 ,J,’(PGNH的 8B)-9C"G（:C0JS）缓冲液悬浮；经
超声波破碎，离心后的上清液为待纯化样品。纯化

采用阴离子纤维素交换层析，2<4<9’1 的处理方法
参考文献［$］。将处理好的 2<4<9’1 装柱，用
,J,’(PGNH的 8B)-9C"G（:C0JS）缓冲液平衡 %9’ 个柱
体积；将待纯化样品上柱，用相同的缓冲液流洗至基

线；然后改用含 /(PGNH 3>"G的 ,J,’(PGNH的 8B)-9C"G
（:C0JS）缓冲液进行线性梯度洗脱，流速 ,JS(HN
()*，自动部分收集器收集洗脱样品，’()* 收集一
管，备电泳检测和生物学活性的检测。

!"#"’ 表达蛋白生物学活性的检测：活性检测采用
体外测定的方法。用表达蛋白来切割含有同向 GPT!
位点的质粒———:;H;U!（图 /），于 +0&切 +,()*（具

体作用条件另文发表）；然后 0,&保温 /,()*，以使
表达蛋白变性；用酚N仿抽提 1次，乙醇沉淀质粒；再
用 :;H;U!中 GPT!位点外侧的 .&/ D酶（在 :;H;U!
质粒上仅有一个切点）单切上述质粒，+0&酶切 1Q，
琼脂糖电泳检测酶切结果。

图 / 质粒 :;H;U!的结构图
U)FK/ "P*-6BVA6)P* PW :G>-()X :;H;U!

# 结果与分析

#"! 原核表达质粒的构建
采用 !"#技术从 :==1+质粒扩增 /57的 ’(# 基

因片段，克隆至载体 :;<=98 <>-?中。经测序，与已
报道序列一致［/,］。进而构建了原核表达质粒 :<89
AB@（图 1）。

图 1 原核表达质粒 :<;9AB@结构图
U)FK1 "P*-6BVA6)P* PW :G>-()X :<89AB@

#"# !"# 基因在原核表达载体中的高效表达
含有质粒 :<89AB@的大肠杆菌经 D!8;诱导表达

%Q，收集菌体进行 R2R9!4;<（分离胶的浓度为
/1Y）。考马斯亮蓝染色的结果见图 +。从电泳图
谱上可以看出，经 D!8;诱导后，含有质粒 :<89AB@的
大肠杆菌在分子量 +S52处有一条明显的蛋白表达
带，表达量约占总蛋白的 +,Y。由此可见，’(# 基因
在 :<891$>这一载体中得到了高效表达。
#"$ 表达蛋白的纯化
表达的菌体经超声波破碎，离心后蛋白质电泳

结果表明表达蛋白主要以可溶的形式存在。"#<
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图 ! !"#基因表达产物的 "#"$%&’(图谱
)*+,! "#"$%&’( -. /012/33*-4 12-5678 -. !"# +/4/

9,%2-8/*4 :;2</2；=,>-4$*4567/5；!, ?%@’$*4567/5；A,%62*.*/5 12-56783

的纯化采用 #(&($B=柱层析的方法，洗脱曲线如图
A。样品经盐梯度洗脱，得到洗脱峰 ?、??。电泳检测
发现 CD(在峰 ?的洗脱液中；经该柱层析纯化后，
CD(的纯度达 EFG以上（图 !）。

图 A 表达蛋白 CD(的 #(&($B=柱层析图
)*+,A CD( 162*.*/5 HI #(&($B= 7J2-K;8-+2;1JI

!"# 表达产物的活性检测
用 !"# 基因的表达蛋白来切质粒 1’L’)%（图

B），结果在载体 1(@$=M;中表达的 CD(有切割活性。
在 CD(的作用下，部分的质粒 1’L’)%（AN=<H）被酶
切为不含 $%& 基因的 !N9<H 的质粒和一个含有 $%&
基因的 9N9<H的片段；然后在 ’() ?的作用下，未被
CD(酶切的质粒和 !N9<H 的质粒分别被单切为
AN=<H和 !N9<H的线性片段。这样经 CD(和 CO;?双
切，质粒 1’L’)%被切成 AN=<H、!N9<H和 9N9<H !条
带。而在仅用 ’() ?单切的对照试验中，质粒 1’L’$
)%仅被单切为 AN=<H 的线性片段。另外活性检测
过程中，我们将 CD(酶切后不含 $%& 基因的 !N9<H
的 #>&回收，直接转化大肠杆菌，得到了许多转化
菌落；提取质粒后用 ’() ?单切，均能切出 !N9<H的
一条带，由此证明该 #>&以质粒形式存在。

图 B 质粒 1’L’)%的酶切图谱
)*+,B %O;3K*5 1’L’)% 5*+/38/5 HI CD( ;45 ’() ?

9N:;2</2（!#>&P*+,- ??? Q .!/0 ?）；=N1’L’)%（CD( Q ’() ?）；

!，AN1’L’)%（’() ?）

$ 讨 论
当克隆技术被利用以来，大多数克隆载体都以

大肠杆菌作为它们的宿主。大肠杆菌由于具备操作

简易和能在廉价培养基上生长的特性和优点，成为

用于表达多种蛋白的理想工具，这也为研究蛋白质

的结构与功能提供了便利。本文选用大肠杆菌的高

效表达载体 1(@$=M;作为接受载体，!"# 基因得到了
高效表达，蛋白的表达量约占总蛋白的 !FG。而国
外的学者大多将 !"# 基因克隆到表达载体 1DR中，
蛋白表达量为总蛋白的 SG左右［9］。C2/ 重组酶在
大肠杆菌的大量表达，将为其结构与功能研究提供

便利，同时还有助于更好地进行 C2/重组酶的体外
应用研究。

在实验过程中，我们利用 1(@$72/ 的菌细胞破
碎后的上清，未经纯化而直接进行活性检测，结果质

粒 1’L’)%被全部降解，分析原因可能是由于破碎
后的上清液中有降解质粒的核酸酶存在。用 #(&($
B=柱层析对 C2/重组酶进行了部分的纯化，纯化后
的 CD(对质粒 1’L’)%有很好的切割活性；由此可
以推测，此步的纯化可能已去除了核酸酶。

C2/重组酶的重组过程是可逆的［9F］。在其作用
下，带有同向 O-0%位点的质粒被切割成两部分———
含有一个 O-0%位点的质粒和带有另一个 O-0%位点
的片段；这时两个 O-0%位点位于不同的分子上，在
C2/重组酶的作用下，还可以发生分子间的整合，于
是又形成了原来的质粒 1’L’)%，因此 C2/重组酶的
重组过程是一个可逆的动态平衡过程。本研究得到

的结果恰好证实了这一作用原理，从图 B可以看出，
C2/重组酶对质粒 1’L’)%的切割效率只有 BFG左
右，研究中发现即使增加 C2/重组酶的用量或延长
作用时间，其作用效率也基本上没有变化。

%&’&%&()&*（参考文献）
［ 9］ &H2/K3<* R，T-/33 D, U;78/2*-1J;+/ %9 3*8/$31/7*.*7 2/7-KH*4;8*-4,
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!"#$%$&’($)* ’*+ ,#),-#($-. )% (/- 0#- #-&)12$*’.-3 !"#$%& "’ ()"&"*)+

,%& -./0)1234，4567，!"#：4895 : 4847
［ ;］ <") =，<),’"> ? @，A’* ?3 B(#"&("#- )% &#- #-&)12$*’.- &)1,>-C-+

D$(/ ?@E $* ’ .$(-F.,-&$%$& #-&)12$*’($)* .G*’,.-3 5%2#3/，455H，

$%#：79 : 7I
［ J］ K-- <，B’($) L 3 M)>- )% *"&>-)($+- .-N"-*&-. )% >)C! .,’&-# #-O$)* $*

0#-F1-+$’(-+ #-&)12$*’($)*3 6/$/，4556，!&’：88 : I8
［ 7］ ?->> P，M".->> B Q3 R.- )% .$(-F.,-&$%$& #-&)12$*’($)* .G.(-1. $* ,>’F

*(.3 L*：Q)1)>)O)". #-&)12$*’($)* ’*+ O-*- .$>-*&$*O $* ,>’*(.，

4557，,,;45 : ;H9
［ 8 ］ B"*’O’ B，S’T$ U，U)1’O’(’ V /2 %& 3 W%%$&$-*( #-1)X’> )% >)C!F

%>’*T-+ ?@E .-N"-*&-. $* ’ O-*-F(’#O-(-+ >)&". 2G (#’*.$-*( -C,#-.F

.$)* )% &#- #-&)12$*’.- $* %-#($>$Y-+ -OO.3 7"&/,#&%3 8/93":#,2)"$ %$:

;/</&"90/$2，455I，(’：495 : 44J
［ I］ B’"-# Z3 L*+"&$2>- O-*- (’#O-($*O $* 1$&- ".$*O (/- 0#-F>)C .G.(-13

7/2.":1，4556，&(（7）：J64 : J5;
［ H］ ="T"./$O- B /2 %& 3 [#’,,$*O )% 1’11>$’* ,#)1)(-#. 2G 0#-F>)C .$(-F

.,-&$%$& #-&)12$*’($)*3 ;5= 3/1/%3,.，455I，$：HJ : 69
［ 6］ B’12#))T P，=#$(.&/ W =，S’*$’($. [ S)>-&">’# 0>)*$*O：E K’2)#’()F

#G S’*"’> 3（;*+ -+），@-D V)#T：0)>+ B,#$*O Q’#2)# K’2)#’()#G

!#-..，4556
［ 5］ \QE@< K ]（张龙翔），\QE@< [ =（张庭芳），KL K V（李令媛）3

WC,-#$1-*(’> S-(/)+. ’*+ [-&/*)>)O$-. )* Z$)&/-1$.(#G（生物化学

实验方法和技术），Z-$^$*O：Q$O/-# W+"&’($)* !#-..，455H
［49］ U$>2G @ P，B*’$(/ S M，S"##’G P E3 B$(-F.,-&$%$& #-&)12$*’.-.：())>.

%)# O-*)1- -*O$*--#$*O3 >3/$:1 6/$/2),，455J，#（4;）：74J : 7;4

)*+,-../01 02 !"# 3-1- /1 $%!&#"’!&’( !)*’ 415 6/04..47 89. )*+,-../01 :,05;<9

_E@< K$F]$’4 \QE@< \/"F‘$’*O4 QR ]$’)F‘$’*; QR V"’*FK-$4 <Ea V$*4 KL@ \/)*OF!$*O4!
4（5%2)"$%& ?/4 @%A"3%2"34 "’ B3"2/)$ C$*)$//3)$* %$: B&%$2 7"&/,#&%3 ()"&"*4 "’ B/D)$* E$)</31)24，

; ;/9%320/$2 "’ ()",./0)1234 %$: 7"&/,#&%3 ()"&"*4，(/)F)$* 4996H4，-.)$%）

=>.9,4<9 [/- 0#- #-&)12$*’.- %#)1 2’&(-#$),/’O- !4 &’* #-&)O*$Y- .,-&$%$& ?@E .-N"-*&-.，&>-’X- ?@E ’( .,-&$%$& (’#O-(
.$(-.，’*+ (/-* >$O’(- $( () (/- &>-’X-+ ?@E )% ’ .-&)*+ .$(- 3 L* (/$. .("+G，,3/ O-*- D’. &>)*-+ $*() (/- ,<WSF[ W’.G X-&()# X$’
!0M ,#)&-+"#- 3 [/-* (/- ,3/ O-*- D’. $*.-#(-+ $*() ’* -C,#-..$)* X-&()# ,W[F;5’ ’*+ -C,#-..-+ $* C 3 ,"&) ZK;4（?WJ）3 E
J6T? .)>"2>- ,#)(-$* D’. -C,#-..-+ ’*+ *’1-+ 0MW3 0MW D’. ,"#$%$-+ 2G ?WEWF8; &/#)1’()O#’,/G3 Z$)’..’G )% (/- ,’#($’>>G
,"#$%$-+ ,#)+"&( ./)D-+ (/’( 0MW &’* &>-’X- (/- ,>’.1$+ ,<K<=! D/$&/ &)*(’$*. (D) >)C! .$(-. D$(/ (/- .’1- +$#-&($)*3

?-7 @0,5. 0#- #-&)12$*’.-，O-*- -C,#-..$)*，?@E &>-’X’O-

M-&-$X-+：9;F;6F;99;
[/$. D)#T D’. .",,)#(-+ 2G <#’*( %#)1 (/- B(’(- 6IJ Q$O/ [-&/*)>)OG Mb? !#)^-&( )% 0/$*’（@)3 949F97F9JF94）3

! 0)##-.,)*+$*O ’"(/)# 3 [->：6IF49FI;H8J9I;；=’C：6IF49FI;H85I8;；WF1’$>：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

>$*Y,c,T"3 -+"3 &*

骨髓干细胞的多能性及其应用

《成年人骨髓干细胞研究》在上期《生物工程学报》（;99;，@)3J）已作了简介，这里再作些补充。骨髓干细胞的多能性，可以
说是组织工程种子细胞的重要来源，对它的研究开发有着非常重要的实用价值。（4）具有分化为骨骼的潜力：日本奈良县医
科大学与日本产业技术研究所研究人员用骨髓干细胞（指间质干细胞）于体外培养再生骨骼，并首次用于移植手术实验取得

成功，未发生排异反应；在日本，也有用非骨髓干细胞即蚕茧的丝蛋白高效率培养软骨细胞的报道。（;）培育并分化为神经细
胞：德国埃森大学一个科研小组成功地从人体骨髓中培育神经细胞，将其植入患者体内不产生排异反应。研究者首先是从骨

髓中分离出成人干细胞，随后在培养过程中使其分化能力扩大，最终培育出神经细胞；也有可能使骨髓干细胞分化成各种用

途的细胞或组织；用老鼠的骨髓在大脑中发育成类似的神经细胞；在加拿大，研究人员用实验鼠骨髓干细胞培育成心肌细胞，

将有望用于人心脏病治疗，这些基础研究均需要加强。（J）造血干细胞（Q-1’(),)$($& .(-1 &->>，简称 QB0）通常指骨髓中的干细
胞，它的前体远祖细胞来自骨髓，造血干细胞和骨髓干细胞（指间质干细胞，S’(#$C .(-1 &->>）分别在脑组织环境中能分化出神
经细胞，这是一方面；另一方面，特别是后者更具有分化的多能性，有可能分化出造血细胞、骨骼或软骨、肌肉、脂肪、肝细胞和

脑组织的星状细胞等等。

总之，骨髓干细胞的多能性有其巨大的潜能，这样使研究开发多种组织器官成为可能，为临床用于移植手术展现了光明

的未来。
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