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人端粒结合蛋白 !"#$ 的克隆、表达和抗体制备
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摘 要 利用 B61CDB 技术，从 E7F+ 细胞的 @G)H 文库中扩增到人端粒结合蛋白 #（I6B8#）基因编码区序列，克隆

至 JKD;16 载体，测序正确后，构建带 E<=2 1L+M 原核表达载体 J:61!3@16B8#，经 NC6O 诱导表达的 E<=2 16B8# 融合蛋白

分子量约为 25PG，Q7=L7.,1A’&L 证实表达产物可特异地与 6B8# 抗体 =@12#25 结合。用 )<! R 1)6H 胶亲和层析纯化可

得到电泳均一的融合蛋白，免疫新西兰纯种大白兔，获得特异性好的多克隆抗体，该抗体可用于免疫荧光染色和

Q7=L7.,1A’&L 方法检测哺乳动物细胞内源性的 6B8# 分子。
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人端粒结合蛋白 6B8#（67’&;7.7 .7J7+L A<,U<,M
V+@L&.#）是 WI&,M W 等［#］#44! 年发现的能够直接与端

粒 G)H 结合的端粒结合蛋白。近期的研究结果显

示 6B8# 可能具有多种功能，它在端粒长度控制、细

胞周期调控、G)H 损伤与修复等方面的作用日渐引

人注意。为了进一步研究 6B8# 与其它蛋白间的相

互作用，探讨它在细胞衰老、死亡和癌变中的作用，

我们克隆 6B8# 的全长 @G)H，在大肠杆菌中进行了

融合 表 达，借 助 亲 和 层 析 得 到 带 E<=2 1L+M 的 重 组

6B8#，并通过免疫动物，制备了多克隆抗体。

$ 材料和方法

$%$ 主要试剂、质粒及菌种

限制性核酸内切酶、6+X G)H 聚合酶、6$G)H 连

接酶、G)H ;+.P7.（GF!"""）购自 6+Y+B+ 公司；JKD
;16 载体、NC6O 购自上海生工；质粒提取试剂盒 C.&1
;7M+ Q<>+.U#B C’-= Z<,<J.7J G)H C-.<V<@+L<&, [/=L7; 购

自 C.&;7M+ 公司；G)H 回收试剂盒购自鼎国公司；

6B8# 抗体 =@12#25 购自 [+,L+ D.-> 公司；;/@ 的单克

隆抗体购自 D’&,L7@I 公司；硝酸纤维素膜为 H;7.1
=I+; 公司产品；EBC 标记的二抗购自北京中山生物

技术有限公司；化学发光底物 [-J7.[<M,+’ Q7=L C<@&
6.<+’ Y<L 为 C<7.@7 公司产品；引物由上海生工合成；

在上海博亚公司进行序列测定；原核表达质粒 J:61

!3@（ R ）和 E7F+ 细胞 @G)H 文库为本室保存；)<! R 1
)6H 亲和胶为本室制备。

$%& 引物、’(" 及重组质粒 )*(+!,!"#$ 的构建

根据 O7,\+,P 登录的 6B8# 序列，设计一对引物

用于从 E7F+ 细胞的 @G)H 文库中扩增 6B8# 的全长

@G)H，在上、下游引物的两端分别添加 30(B!和

4+,!内切酶位点。引物序列如下：

C# 5] OOHH66DHDH6OODOOHOOH6O666DD 0]；
C!： 5] ODO6DOHD66H6DHO6D66DOD6O6D6OH 0]。
CDB 参数为：4$^ 5;<,；4$^0"=，55^0"=，_!^#;<,，

0" 个循环；最后 _!^延伸 _;<,。CDB 产物纯化后，

连入 JKD;16 载体、转化 GE5"感受态、质粒抽提、双

酶切筛选阳性重组子等步骤均按常规分子克隆方法

或试剂盒说明书进行，阳性质粒 JKD;616B8# 送上

海博亚公司测序鉴定。

$%- 重组质粒 ).!,&/0,!"#$ 和 )(12,+30,!"#$
的构建

用 30(B!和 4+,!内切酶将 6B8# 从 JKD;61
6B8# 质粒中切下，连入同样双酶切的 J:61!3@ 和

JDZ%1;/@ 中，分别转化 \F!#（G:0）和 GE5"感 受

态，同前筛选阳性重组子，阳性质粒 J:61!3@16B8#
和 JDZ%1;/@16B8# 送上海博亚公司测序鉴定。

$%4 重组融合蛋白的诱导表达、纯化及鉴定

挑取表达 J:61!3@16B8# 的单个菌落，接种于 F\



（含 !"# $%&’()）培养液中，调整诱导剂 *+,- 终浓度

（%./、%.$、/&&01()）、诱导时间（/ 2 34）和诱导温度

（5$、6%、678），以期获得重组蛋白的可溶性表达。重

组蛋白的纯化及 9:;<:=#>?10< 鉴定参照文献进行［5］。

!"# 抗 $%&! 多克隆抗体制备

用纯化的融合蛋白 /&’ 与等体积的福氏完全

佐剂充分混匀，免疫新西兰纯种大白兔；@ 周后用同

样量的蛋白和等体积福氏不完全佐剂加强免疫 /
次；此后，每隔 5 周加强免疫 / 次，共免疫 @ 次。第

6、@ 次免疫前耳缘静脉采血，免疫双扩散法测定效

价，第 @ 次免疫后 5 周，颈动脉插管收集血清。将分

离的血清分装存于 A 5%8。

!"’ ()*+ 细胞的培养及转染

B:)" 细胞用含 /%C热灭活的新鲜胎牛血清的

/3@% 培养液于 678，$C DE5 条件下培养，传代后

5@4 内，用阳离子脂质体 )FG0H:I<"&F#: 介导 GDJK>
&LI>,MN/ 转染 B:)" 细胞，具体操作按转染试剂盒

说明书进行，转染 5@4 后提取总蛋白。

!", $%&! 多抗的免疫荧光细胞染色及 -)./)012
345/ 检测

将细胞铺在 3 孔板内的盖玻片上，贴壁培养

5@4；5C多聚甲醛室温固定 /%&F#，+O-（含 %.5C-:1>
"<F# 和 %.$COPQ 的 +OP）室温封闭 /4；加入用 +O-
稀释的抗血清，@8反应过夜；加入 +O- /：/%% 稀释

的 N*,D 标 记 的 二 抗，室 温 黑 暗 处 静 置 反 应 /4；$

!’(&) 的B0:I4;< 665$R 于室温染核 /%&F#，置荧光显

微镜观察。

进 行 9:;<:=# ?10< 分 析 时，用 裂 解 液 M*+Q
（/%&&01(),=F;>BD1，GB7.$，/$% &&01() S"D1，/C S+>
@%，%.$C去氧胆酸钠，蛋白酶抑制剂）将培养 5@4 的

细胞刮下，用 O="TH0=T 方法蛋白定量后，按每个样本

3%!’ 总蛋白上样，进行 /%C PUP>+Q-V；/3%&Q 恒流

转膜 3%&F#（%.@!& 硝酸纤维素膜）；用封闭液（含

$C脱脂奶粉的 ,OP,）室温振荡封闭 54；用封闭液

/ W/%%% 稀释抗血清于 @8孵育过夜；加入封闭液 /：

5%%% 稀释的 BM+ 标记的二抗，室温振荡反应 @$&F#；

VD) 显色检测目的蛋白。

6 结 果

6"! 人 $%&! 基因 789: 的获得与亚克隆

用 +DM 的方法从 B:)" 细胞的 IUSQ 文库中得

到约 /.@X? 大小的目的片段，见图 /Q。将 +DM 产物

亚克隆至 GYD&>, 载体，测序结果显示 !"#M"和

$%&"双酶切鉴定阳性的克隆为 ,MN/ 的 IUSQ 序

列，与文献报道一致。用 !"#M"和 $%&"将 ,MN/
的 IUSQ 从 GYD&,>,MN/ 载体上切下，分别连入同样

双酶切的带 BF;3 ><"’ 的 GV,>5RI（ Z ）和带 &LI><"’ 的

GDJK>&LI 载体中，双酶切鉴定阳性克隆，见图 /O。

所构建好的 5 种表达载体均经博亚公司测序核实。

图 / 重组子 GV,>5RI>,MN/ 的鉴定和表达

NF’[/ *T:#<FHFI"<F0# "#T :\G=:;;F0# 0H <4:
=:I0&?F#"#< G1";&FT GV,>5RI>,MN/

Q：+DM =:;]1< 0H ,MN/ "）#:’"<F^: I0#<=01；?）,MN/；I）USQ J"=X:=
（U)5%%%，5%%%、/%%%、7$%、$%%、5$%、/%%?G）[
O：*T:#<FHFI"<F0# 0H GV,>5RI>,MN/ "）GV,>5RI>,MN/；?）GV,>5RI>
,MN/(!"#M" Z $%&"；I）USQ &"=X:=（U)5%%%，5%%%、/%%%、7$%、

$%%、5$%、/%%?G）[
D：V\G=:;;F0# 0H GV,>5RI>,MN/ "）P<"#T"=T G=0<:F# &01:I]1"= J"=X:=

（_@.7、37.5、@6、6/、5%./、/@.@XU）；?）O"I<:=F"1 <0<"1 G=0<:F# ?:H0=: F#>
T]I<F0#；I）P]G:=#"<"#< 0H <4: F#T]I:T G=0<:F#；T）+=:IFGF<"<F0# 0H <4: F#>

T]I:T G=0<:F#；:）O"I<:=F"1 <0<"1 G=0<:F# "H<:= *+,- F#T]I<F0#[

6"6 融合蛋白的诱导、表达、纯化及鉴定

按照前述方法进行人 ,MN/ 蛋白的诱导表达，

经过不同的 *+,- 诱导浓度、诱导时间和诱导温度的

筛选，经 %.$&&01() *+,- 终浓度、678诱导 64 后，在

诱导菌全菌中有约 3$XU 大小的 BF;3 >,MN/ 蛋白表

达，见图 /D>? 和 :，其中目的蛋白约占全菌总蛋白的

R.7C。通过对目的蛋白可溶性分析可知，在诱导菌

超声处理后的上清和沉淀中均有诱导物生成，分别

占总蛋白的 /5.6C和 _.5C，见图 /D>I 和 T，提示：

重组的 BF;3 >,MN/ 表达后，一部分能够以可溶的形

式存在于 ! [ "#&’ 中，一部分则以包涵体的形式存

在。用 SF5 Z >S,Q 胶在非变性状态下进行亲和层析

纯化，可得到电泳均一的目的蛋白，9:;<:=#>?10< 证

实表达产物可特异地与 ,MN/ 抗体 ;I>3/3$ 结合［5］。

6"; 人 $%&! 蛋白在 ()*+ 细胞中的表达

将构建好的氨基端带&LI><"’ 的真核表达载体 GD>
JK>&LI>,MN/瞬时转染 B:)" 细胞，收集转染 5@4 后的

细胞总蛋白。用 &LI 单克隆抗体进行 9:;<:=#>?10< 分

析，结果显示，5@4 后 ,MN/与标签蛋白 &LI 所表达的融

合蛋白可与抗 &LI 单克隆抗体发生特异性的结合反

应，在 7%XU 附近可见一特异性反应条带，见图 5Q。

/6/ 期 江 红等：人端粒结合蛋白 ,MN/ 的克隆、表达和抗体制备



!"# $%&’ 抗血清的制备及检测

在琼脂双扩散试验中，抗血清在 !：" 稀释后与纯

化的重组蛋白发生反应，可见清晰的沉淀线。#$%&’
$()’*+,& 实验证明，未经任何纯化的 ! - ./// 稀释的抗

体与诱导表达的 01%2’345! 蛋白有特异的抗原抗体反

应（结果未显示）。同时，345! 抗血清 ! -!/// 稀释后

可以检测哺乳动物细胞裂解液中的内源性 345!，见

图 67’8。91) 家族的 91)6 除了在 : 端缺失一个由 6/
个氨基酸组成的片段外，与 345! 完全同源，345! 和

91)6 可能是来自于同一基因 !"#$% &’() 的不同剪切

形式，在分布和功能上很难区分二者［;］，因而可见到

两条目的带，其中分子量略大的条带为 345!。

图 6 #$%&$()’*+,& 对 345! 的检测

51<=6 #$%&$()’*+,& 8)8+>%1% ,? 345!
@：#$%&$()’*+,& 8)8+>%1% ,? A>B’345! ?C%1,) D(,&$1) $ED($%%$F 1) 0$G8
B$++ +1)$ C%1)< A>B A,),B+,)8+ 8)&1*,F>
8= H8AD+$ ?(,A 0$G8 &(8)%?$B&$F I1&J D:KL’A>B’345!；*= M$<8&1N$
B,)&(,+：%8AD+$ ?(,A 0$G8 &(8)%?$B&$F I1&J D:KL’A>B=
7：#$%&$()’*+,& 8)8+>%1% ,? 345! ?(,A 0$G8 B$++% +>%8&$ C%1)< 8)&1%$(CA
8= :$++ +>%8&$ ,? 0$G8 B$++ +1)$；*= :$++ +>%8&$ ,? 0$G8 B$++% &(8)%1$)&

&(8)%?$B&$F I1&J A>B’345!

为了对细胞内源性的 345! 进行亚细胞定位，

我们 用 免 疫 荧 光 细 胞 染 色 的 方 法 对 肝 癌 细 胞 系

0$DO6、胃癌细胞系 P/;、乳腺癌细胞系 K:5Q 和宫颈

癌细胞系 0$G8 中的靶蛋白进行检测。细胞在与 ! -
"// 稀释的抗血清和 5R3: 标记的羊抗兔二抗反应

后，在荧光显微镜下，细胞内源性 345! 呈现绿色，

同时 SM@ 经过 0,$BJ%& ;;6.P 染色后使细胞核显紫

色。将两种激发光下所看到的图像叠加后，可见不

同细胞系的内源性 345! 主要分布于细胞核，原因

在于它的羧基端含有核定位信号，见图 ;。

( 讨 论

本文报道利用人 345! 蛋白的原核表达产物经

纯化后免疫家兔，成功地制备了该蛋白的多克隆抗

体。用 345! 蛋白的真核表达产物对其进行鉴定后

确认，该抗体能够成功地用于 345! 蛋白的识别。

同时，免疫荧光细胞染色技术显示，不同细胞系内源

性的 345! 均主要集中分布于细胞核中。

图 ; 细胞内源性 345! 的免疫荧光染色

51<=; RAAC),?+C,($%B$)B$ B$++ %&81)1)< ,? $)F,<$),C%
345! ?(,A ?,C( B$++ +1)$% C%1)< 8)&1%$(CA

O($$)：345!；*+C$：SM@；K$(<$：345! T SM@= 8）0$DO6；*）P/;；

B）K:5Q；F）0$G8

345! 蛋 白 最 初 是 以 双 链 的 端 粒 重 复 序 列

（33@OOO）Q 为配基，用亲和层析的方法从 0$G8 细

胞核提取物中得到的。345! 分子由 ";U 个氨基酸

残基组成，结构上包括 M 端的酸性结构域、中间的

二聚体区和 : 端的核定位信号区及 K>* 区域。它具

有多种重要的生物学功能，首先，它是端粒长度的负

调节因子［"］。它能够以二聚体的形式通过其 : 端的

A>* 结构域与端粒 SM@ 结合，强化端粒的有序结构，

使其处于一种“关闭”状态，导致端粒酶无法接近端粒

末端 发 挥 作 用，缩 短 端 粒 长 度，而 端 锚 聚 合 酶

（38)V>(8%$）对它进行聚 @S9’核糖基化修饰，可使其从

端粒 SM@ 上脱落，解除它对端粒长度的调节作用［.］。

其次，W1%J1 H［2］等的研究结果提示：它的过表达能介

导具有短端粒的细胞（如 0$G8 和 @";!）进入有丝分

裂并诱导其凋亡，并且 345! 在肿瘤组织中的表达水

平明显低于相邻的正常组织，这与肿瘤组织必须维持

稳定的端粒长度相一致。另外，它的 H$(6!U 可被 SM@
双链损伤的感受分子 @3K（@&8E18’&$+8)<1 $B&8%18 AC’
&8&$F）磷酸化，从而参与 SM@ 双链损伤引起的细胞学

反应［Q］。最后，345! 的蛋白表达水平不仅与细胞周

期密切相关，而且从端粒上解离下来的 345! 分子可

6; 生 物 工 程 学 报 6/ 卷



被蛋白酶体系通过泛素化修饰所降解［!］。

我们的兴趣在于，有哪些分子能与 "#$% 形成

复合物，从而调控 "#$% 的功能的发挥？"#$% 能否

直接与端 粒 酶 的 蛋 白 组 份 &"’#"（()*+, -./0*.1.
2+-+/3-42 5)6),4-）结合，通过调控端粒酶的活性以影

响端粒的长度？要回答这些问题，必须具备的一个

前提就是获得能够有效检测 "#$% 的抗体。由于从

7+,-+ 81)9 公司购得的抗体 52:%;<< 和 52:=%=> 均只

能识别亲和纯化的重组 (45= :"#$%，在蛋白上样量

%??!@、一抗 % A %?? 稀释 BC反应过夜、二抗 % A D???
室温摇 B& 的 E.5-.1,:6/0- 条件下仍不能检测哺乳动

物细胞裂解液中内源性的靶蛋白，这就使得这两种

抗体的应用大打折扣，更不利于进一步探讨 "#$%
的生物学功能。我们所制备的抗血清在 E.5-.1, 6/0-
检测和免疫荧光细胞染色分析中能够有效地识别哺

乳动物细胞中内源性的 "#$%，为开展 "#$% 分子后

续功能的研究提供了条件。
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