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膜蛋白 !"##$的表达研究

蔡兴锋 陶 震 曹 郁 杨胜利 龚 毅"

（中国科学院上海生物工程研究中心，上海 #$$#%%）

摘 要 利用多种原核表达系统、真核体外翻译系统和细菌C杆状病毒（D,A E’ D,A）的昆虫表达系统对一个具有重
要生理功能的人的膜蛋白 FGHH#（3(4( &+5#%$& (’->6I=E0 ,@@./,-A6 J’<’(’>.6 # ’K 06,@E 6789）进行表达研究。在原核表
达系统中仅能够表达其羧基端胞外区片段却不能表达完整的 FGHH#蛋白，并制备了该片段的抗体。完整的 FGHH#
蛋白能够在两种真核表达系统中进行表达，HLH1MGN;分析结果表明，表达产物分子量为约 #7OL的 FGHH蛋白，
P6@E6/-印迹分析也证实了这一结果，并利用 *=1*5G树脂亲和层析将该蛋白纯化，纯度达到 "$Q以上。
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膜蛋白构成了各种神经信号分子、激素和其它

底物的受体，各种离子跨膜的通道以及构成呼吸链

和转运蛋白，具有多种功能包括物质运输、能量转

换、细胞识别、细胞免疫、神经传导、代谢调控以及激

素和药物作用，肿瘤发生等等，对细胞的生命活动

具有十分重要的意义，因此对膜蛋白的深入研究使

我们能够更好地研究生命活动。绝大部分的哺乳动

物受体、离子通道和转运子的基因工程表达在目前

是非常困难的，存在许多影响因素，例如蛋白质折

叠的难度、蛋白质降解的速度和蛋白质对细胞的毒

性等等［! S %］。67::;（3(4( @,T=6-@ (’->6I=E0 ,@@./,-A6
J’<’(’>.6 # ’K 06,@E 6789）是由上海市肿瘤研究所首
次发现并报道的人的新基因，在人的多种组织中广

泛存在，尤其在肝和肾中高水平转录［8］。它编码一

个具有四次跨膜螺旋，预期分子量为 #7OL 的膜蛋
白。FGHH#蛋白与酵母细胞中第一个发现的寿命相
关蛋白 FGN!（06,@E (’->6I=E0 ,@@./,-A6 >6-6 !）具有相
当的同源性，含有与酵母细胞寿命相关的 FGN! 模
体，该模体在真核生物中是十分保守，可能参与神

经酰胺的合成［3，4］。利用酵母双杂交筛选人的肝

AL*G库及进一步的验证结果表明 FGHH#能和多种
膜偶连受体和转运子发生相互作用，且具有极其明

显的抑制肝癌细胞 UVV增殖的作用［8］，因此 FGHH#
具有十分重要的细胞生理功能。

本实验室曾尝试利用多种原核表达系统对它进

行表达，均未获得成功，仅能够在原核表达系统中表

达其羧基端的胞外区片段并制备了多克隆抗体。采

用真核体外翻译系统和细菌C杆状病毒（D,A E’ D,A）
的昆虫表达系统能够成功地将 FGHH#表达并纯化，
为进一步研究 FGHH#蛋白的功能，以及为今后的哺
乳动物膜蛋白的表达研究打下良好的基础。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%& % 菌种和细胞株：大肠杆菌 LU3!、DF#!（L;%）
由本实验室保存；粉纹夜蛾细胞 5-13D!18由华东理
工大学谭文松教授提供；D,A E’ D,A昆虫杆状病毒表
达系统为 N=BA’ DWF公司产品；TN;X851!，T52YY,，
T;5%#,，T5283$ 为本实验室保存。
%&%&$ 试剂和培养液：主要购自 M/’<6>,、H,->’-、
*;D、N=BA’ DWF、H=><,、RZGN;*、G<6/@J,< 及 V(’-1
E6AJ公司。
%&$ 方法
%&$&% FGHH# 开放阅读框片段的获得：根据文献
［8］所报道的 FGHH# AL*G序列，利用 T/=<6/ T/=<=6/
3[$设计引物，M!：3\1NVV NGG 55V NVV N5V G55
N5N NG5 GGG VV1%\；M#：3\1NN GG5 GGN V55 5VG
N5V G55 V55 GVN G5N N1%\。引物由上海生工生物



工程公司合成。以人的肝 !"#$文库为模板，进行
%&’反应，扩增 ($))* 的开放阅读框：+,-预变性
./01，加入 *2 345 "#$聚合酶，随之 +.- 6/01，.,-
.78，9*- 6:./01 进行 ;* 个循环，最后 9*-延伸
67/01。将 %&’产物用 !"#’ <和 $%&= !双酶切后，
克隆到 >?&6+ 中，命名为 >?&@($))*，进行测序鉴
定。测序由上海博亚公司进行。

!"#"# 体外偶联的转录和翻译：将 >?&@($))* 用
!"#’ <和 $%&= !双酶切后克隆于载体 >39A.7，置

于 39启动子的控制下。纯化质粒 >39A.7@($))*，并
溶解在 "B%&处理的水中。体外偶联的转录和翻译
按试剂盒的操作说明进行。在 .7"(反应体系中，
顺序加入下列组分：

3#3 !’ ’4CC0D ’ED0!2FG!HDE (H84DE *."(
3#3 !’ ’E4!D0G1 I2JJEK *"(
3#3 !’ ’#$ %GFH/EK48E（39） 6"(
$/01G $!0= L0MD2KE（LEDN0G101E /0128） 6"(
［;. )］LEDN0G101E（67 /&0O/(） ;"(
’#4801 !’ ’0CG12!FE48E <1N0C0DGK（A7 2O"(）6"(
"#$ DE/>F4DE 6"P

补加 ==Q*R至总体积为 .7"(，混匀后在 ;7-反应

6:. N。取 *"( 翻译产物进行 )")@%$SB 电泳检测
翻译效率，其余产物保存在 T 97-备用。电泳结束
后，先用固定液（.7U 甲醇，67U 冰醋酸，A7U水）
固定凝胶 ;7 /01，然后在 9U醋酸，9U甲醇，6U甘
油的溶液中浸泡 . /01，然后真空抽干，压片。
!"#"$ 重组杆状病毒供体质粒 >V48DI4!Q34@($))*
的构建：将 >?&@($))*用 !"#’ <和 $%&= <<<双酶切
后，低熔点胶分离回收，然后与同样双酶切的质粒

>V48DI4!Q34相连接，构建重组供体质粒。
!"#"% 重组杆状病毒基因组 I4!/0= "#$的获得：
将上述重组杆状病毒供体质粒转化大肠杆菌 "Q67
I4!（含有经修饰的昆虫杆状病毒基因组），使其在大
肠杆菌体内进行转座，产生含 ($))*基因的重组杆
状病毒基因组 I4!/0= "#$。
!"#"& 昆虫细胞培养：昆虫细胞培养、重组病毒的
获取、外源基因的表达均参照文献［9］进行；共转染
按 &EFFJE!D01 产品说明书进行。
!"#"’ 重组杆状病毒的获取和 %&’鉴定：将上述重
组杆状病毒基因组 I4!/0= "#$ 转染 8J*6 细胞，在
;=后收取感染症状细胞的上清进行病毒扩增，并对
此重组杆状病毒进行 %&’鉴定。将病毒扩增的细
胞上清经 W777KO/01离心 6. /01，取上清，用等体积

的酚：氯仿：异戊醇（.7 XA+ X6）抽提，再用等体积氯仿
抽提后乙醇沉淀，用 3B 缓冲液悬浮，以其为模板进
行 %&’ 鉴定。引物为 ($))*@%6 和 ($))*@%*，%&’
条件与获得 ($))*片段的条件相同，对 %&’产物进
行 6U的琼脂糖凝胶电泳检查。
!"#"( )")@%$SB 和 YE8DEK1 印迹分析：)")@%$SB
和 YE8DEK1 印迹分析均参照文献［W］稍加修改进行。
!"#") Q08, 融合表达产物的纯化：收集重组病毒感
染的昆虫细胞 31@.I6@A，用裂解缓冲液（.7//GFO(
#4Q*%RA，;77//GFO( #4&F，67//GFO( 咪唑，7:7.U
3ZEE1 *7，>Q W:7）悬浮后，超声波裂解细胞，67 777
P，A-离心 67/01，取上清，加入适量 #0@#3$ 树脂，
A-，*77 KO/01摇床上摇动 ,7/01，然后将此混合物装
柱，收集流出液，再以 67 倍柱体积的洗涤缓冲液
（.7//GFO( #4Q*%RA，;77//GFO( #4&F，*7//GFO( 咪
唑，7:7.U 3ZEE1 *7，>Q W:7）分 * 次洗脱杂蛋白，
最后以 ; 倍柱体积的洗脱缓冲液（ .7//GFO(
#4Q*%RA，;77//GFO( #4&F，*.7//GFO( 咪唑，7:7.U
3ZEE1 *7，>Q W:7）分 ;次洗脱目的蛋白。

# 结 果

#"! *+,,#蛋白在原核表达系统中的表达研究
按材料与方法中所述，从人的肝 !"#$文库中

%&’扩增获得 ($))*基因编码区片段，经 "#$序列
分析与报道的一致［A］。在多种原核表达系统包括利

用不同的表达载体 >39@A.7，S)3 融合蛋白的载体

>SB[A3@6，含有 \\4融合蛋白的载体 >39\\4和 3KM
融合蛋白的载体 >B3;*4 和不同的菌株均未能发现
明显的表达条带，且用相应的融合肽的抗体也未检

测到条带（结果未显示）。然而，将 ($))* 的羧基端
胞外区片段克隆入载体 >B3;*4 中，构建表达质粒
>B3;*4@($))*@&，转化入 I(*6（"B;）菌株，诱导表
达，电泳，染色。可以观测到一条明显的由载体的融

合肽和 ($))*@&组成的约 ;; ]"的融合蛋白条带，
纯化此融合蛋白（图 6），并按文献［W］制备兔源抗
体。

#"# *+,,#蛋白在真核体外翻译系统中的表达研
究

利用 %KG/EP4 公司的真核体外翻译系统 3#3!’

&G2>FE= ’ED0!2FG!HDE (H84DE )H8DE/8 对 ($))* 进行表
达研究。体外翻译产物经电泳，压片后，有预期的约

*W ]"大小的条带（图 *），表明 ($))*在该系统中能
够正确地进行转录和翻译。
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图 ! "#$$%羧基端胞外区片段的融合蛋白的表达和纯化
&’()! *+,-.//’01 213 ,4-’5’627’01 05 ,*89%2:"#$$%:; ,-07.’1
! ) <-07.’1 =0>.64>2- =2-?.-；% ) 8@. 6.>> >A/27. 05 7@. ,*89%2 6>01.

B’7@047 ’13467’01 CA D<8E；9) 8@. 6.>> >A/27. 05 7@. ,*89%2 6>01. ’1346.3

CA D<8E；F ) 8@. 6.>> >A/27. 05 7@. ,*89%2:"#$$%:; -.60=C’1217 6>01.

’1346.3 CA D<8E；G) <4-’5’.3 ,*89%2:"#$$%:; ,-07.’1

图 % "#$$%在真核体外翻译系统中的表达

&’()% *+,-.//’01 05 ,8H :FGI:"#$$% 4/’1( 8J8!K 604,>.3

-.7’64>06A7. >A/27. /A/7.=
!) "46’5.-2/. 8H 6017-0> LJ#（M!?L）；%) J0 LJ# 7.=,>27. 6017-0>；9)

,8H:FGI:"#$$% LJ#（ N %O ?L）

!"# $%&&!蛋白在昆虫细胞表达系统中的表达研
究

!"#"’ 重组供体质粒 ,&2/7P26Q82:"#$$% 的构建：
通过 !"#K !、$%&3 "双酶切将 "#$$%基因片段从
,R;:"#$$%中克隆到昆虫供体质粒 ,&2/7P26Q82 载
体中，获得了重组供体质粒 ,&2/7P26Q82:"#$$%
（图 9）。重组供体质粒可与大肠杆菌:昆虫细胞的
穿梭载体 P26=’3在大肠杆菌中发生转座，将外源基
因片段转到 P26=’3中，该方法较传统的重组病毒空
斑筛选法具有实验操作方便，周期短的特点。

!"#"! 重组 P26=’3 LJ#的获得：将重组供体质粒
,&2/7P26Q82:"#$$%转化 LQ!IP26感受态细胞，在含
有 P>40:(2> 和 D<8E的平板上（庆大霉素 H#(S="，卡
那霉素 GI#(S="，四环素 !I#(S="）经两轮筛选后，挑

图 9 ,&2/7P26Q82:"#$$%供体质粒构建图
&’()9 $6@.=27’6 -.,-./.1727’01 05 7@.

,&2/7P26Q82:"#$$% 3010- T.670-

取一个白色克隆接种于 9=" "P培养基中，培养 %F@
后，提取重组 P26=’3 LJ#。重组 P26=’3 LJ# 片段
大于 !9G?C，难以进行常规的酶切方法鉴定，采用
"#$$%引物对进行 <;K 鉴定，可以扩增出约 H!IC,
的 LJ#片段，说明 "#$$%基因已转座到 P26=’3 LJ#
中。

图 F 重组 P26=’3 LJ#和重组杆状病毒的 <;K鉴定
&’()F D3.17’5’627’01 05 -.60=C’1217 T’-2>

LJ# CA <;K 2=,>’5’627’01
! ) L"%III =2-?.-；% ) "#$$% -.60=C’1217 C264>0T’-4/；9) ,&2/7P26Q82:

"#$$%

!"#"# 重组杆状病毒的获取：用 ;.>>5.67’1法将重组
的 P26=’3 LJ#转染 /5%!细胞，收集上清进行病毒扩
增，获得含 "#$$%基因的重组杆状病毒。感染上清
提取病毒 LJ#，以 "#$$%基因特定引物进行 <;K反
应，可以扩增出约 H!IC, 的 LJ#片段，与相应供体
质粒扩增出的 LJ#片段相一致（图 F），说明 "#$$%
基因已整合到病毒基因组中。

!"#"( 昆虫细胞 81:GP!:F中表达重组蛋白 "#$$%：
重组杆状病毒 "#$$%感染 81:GP!:F昆虫细胞（简称
81细胞），H% @后收集细胞，超声裂解破碎细胞，取
上清用于 $L$:<#E* 分析。结果如图 G 所示，表明

!H!期 蔡兴锋等：膜蛋白 "#$$%的表达研究



!"##$ 在 !"细胞中得到表达，表达量占细胞可溶性
蛋白的 #$左右，其分子量约为 %&’(，和我们预期的
表达蛋白分子量大小相符。

图 # !"细胞表达的 )*++%蛋白的 +(+,-*./分析
0123# +(+,-*./ 4"456717 89 !"##$ :;8<=1" =>:;=77=?

1" ;=@8AB1"4"< C1;D7 1"9=@<=? !" @=557
E 3F85=@D54; G=12H< A4;’=;7；%3 !8<45 =><;4@< 9;8A @=557 1"9=@<=? G1<H B4,

@D58C1;D7 @8"<;85；I3 !8<45 =><;4@< 9;8A @=557 1"9=@<=? G1<H )*++% ;=@8AB1,

"4"< B4@D58C1;D7

!"#"$ J=7<=;" 印迹分析：由于在重组 )*++% 蛋白
的 K端融合了 L个组氨酸，目的蛋白可以用 M17,<42
的抗体或由 )*++% 羧基端胞外区的融合蛋白 I%4,
)*++%,N制备的抗体进行检测。为进一步确认表达
产物，进行蛋白印迹分析，一抗用在大肠杆菌中表

达的融合蛋白 :/!I%4,)*++%,N制备的抗体（图 L*）
或 M17,<42的抗体（图 LO），二抗采用碱性磷酸酶偶联
的羊抗兔 P2.。可以看到有相应位置的杂交条带，
说明在昆虫细胞中表达的确为 )*++%蛋白。

图 L 在昆虫细胞中表达的 )*++%蛋白的 J=7<=;" B58<
0123L *"456717 89 )*++% :;8<=1" =>:;=77=? 1" B4@D58C1;D7

=>:;=7718" 767<=A B6 J=7<=;" B58<
*3 *"<1,)*++%,N 4"<1B8?6 G47 D7=? 1" <H= 1AAD"8B58< 3E 3 !H= @5=4; 5674<=

89 <;4"79=@<=? :047<O4@M!4,)*++% @=557；% 3 !H= @5=4; 5674<= 89 <;4"79=@<=?

:047<O4@M!4 @=557； I 3 !8<45 :;8<=1"7 9;8A :/!I%4,)*++%,NQO)%E
（(/I）；R 3 !8<45 :;8<=1"7 9;8A O)%E（(/I）

O3-="<4 M17 4"<1B8?6 G47 D7=? 1" <H= 1AAD"8B58< E 3 !H= @5=4; 5674<= 89

<;4"79=@<=? :047<O4@M!4,)*++% @=557；%3 !H= @5=4; 5674<= 89 <;4"79=@<=?

:047<O4@M!4 @=557

!"#"% M17L 融合表达产物的纯化：由于在重组蛋白

的 K端融合了 L个组氨酸，目的蛋白可以用 K1,K!*
树脂纯化。纯化的 )*++%蛋白纯度达到 ST$以上，

分子量为 %&’(左右（图 U）。

图 U 用 K1,K!*树脂纯化 )*++%蛋白的 +(+,-*./

0123U -D;191=? )*++% :;8<=1" G1<H K1% V 4991"1<6 ;=71"7
E 3-;8<=1" A85=@D54; A4;’=;；%3 !H= @5=4;=? 5674<= 89 <;4"79=@<=? :047<,

O4@M!4,)*++% @=557；I3 058G,<H;8D2H；R3J47H E；#3J47H %；L3 /5D4<=

E；U 3 /5D4<= %；& 3 /5D4<= I

# 讨 论

)*++%是合作实验室在进行肿瘤相关基因的研
究时发现的一个新基因，它的蛋白序列和在酵母细

胞中第一个发现克隆的酵母细胞寿命相关基因

)*.E具有相当的同源性，含有在多种真核生物中存
在的相当保守的 )*.E 模体，该模体可能参与神经
酰胺的合成［L］。)*++% 蛋白具有 R 个跨膜区，在细
胞实验中能够明显地抑制肝癌细胞的生长，且酵母

双杂交结果表明它能与具有不同生理功能的蛋白因

子相互作用，表明它具有十分重要的功能作用，但是

对它的作用机制和结构等仍然十分不清楚。本实验

室曾经试图在多种原核表达系统中表达该膜蛋白

)*++%，包括利用不同的表达载体 :!U,R#T，.+!融
合蛋白的载体 :./WR!,E，含有 XX4融合蛋白的载体
:!UXX4和 !;>融合蛋白的载体 :/!I%4 和不同的菌

株，均未能检测到其表达。

体外翻译系统比传统的原核细菌表达系统所需

的时间要缩短许多，而且操作简便，对 )*++% @(K*
进行体外转录和翻译，放射自显影可以检测到

)*++%的表达。但是，该系统表达蛋白的量是极其
少量的，限制了对表达蛋白的更深入的研究。

我们利用 O4@ <8 O4@杆状病毒表达系统使膜蛋
白 )*++%成功地获得表达，而且利用亲和层析方法
能迅速快捷地获得了纯化的 )*++%蛋白。通过对膜
蛋白 )*++%在不同的表达系统中的表达研究，制备
了其部分片段的抗体，并获得了纯度较高的 )*++%
蛋白，可以为我们将来对该蛋白进一步纯化并结

晶，解析其三维结构，更深入地了解其功能打下了
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良好的基础，并同时为将来对哺乳动物膜蛋白的表

达研究作了初步的探索。
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