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目的
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利用分子克隆技
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殖等有害作用!补充
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并减少
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.

D#

脂肪酸去饱和酶是
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"而哺乳动物体内缺乏这种酶!

不能自然通过
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脂肪酸来产生
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D#

脂肪酸!必须依靠饮食补

充来源"随着对脂肪酸代谢在基因水平的不断深入认识和研

究!通过基因工程及转基因技术获取大量
.
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以满足人

们的需求已成为研究的热点"

本研究拟用分子生物学技术构建原核表达载体!使
P(4D!

基因在大肠埃希菌中高效表达"由于
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脂肪酸去饱和酶是
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个氨基酸组成!
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完成(其他均为国产分析纯生化试剂"
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方法
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表达质粒的构建
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以测序正确的
P(4D!

质粒为模板!根据已测得的全长序列设计引物!进行
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$fDQMM FF& &QF &MM &QMQ&Q F&&
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$fDQQQFFMQ&&&QFQ&&MMQQ&&&MQQ&&Q&QD
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!其中导入
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酶切位点"

1QE

产物经
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的琼脂糖凝胶

电泳回收!

N+5'
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和
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酶切
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N&#%(

载体和
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产物!
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连接酶连接!转化
>b$

(
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*培养液中培养过夜!提取重组质粒!
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酶切鉴定!阳性克隆提交华大基因公司进行测序分析!
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及上游序列设计
1!

!根据
;*C4*+

的
#f

端序列和
P(4D!
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基因(以测序正确的
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质粒为模板!根据
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基因
$f

端序列设计上游引物
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P(4D!#f

端序列和载体上

的
b*-A
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酶切位点及下游序列设计下游引物
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1QE

扩增得

到全长
P(4D!

基因"

N+5'

+
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酶切
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N&#%(

载体!将载

体和两种
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*培养液中培养过夜!提取重组质粒!

N+5'

+

,

b*-A

/

酶切鉴定!阳性克隆提交华大基因公司进行测序分析"
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本研究中所用的引物
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*!涂布于

含有相应抗生素的
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琼脂培养板上!
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培养
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!

!7<
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选单个菌落接种到含抗生素的
$L__?

管中!与
#9]

剧烈摇

动培养
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!%<

"取上述培养物按
!l!88

的比例接种到含抗

生素的
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新鲜
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管中!
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剧烈摇动培养
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密度)
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$$8
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离心管收集培

养液各约
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!%888'

,

L*-
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!收集菌体"菌体沉
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上样
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考马斯亮蓝
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染液染胶
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!脱色液)

#8T

甲醇!

!8T

乙酸*脱色至蛋白带清晰可见时!分析蛋白质诱导表

达结果"同样方法改变诱导温度和时间!分析蛋白诱导表达

情况"

!B"B%

!

蛋白免疫印迹法)

X2C42'-I=54

*鉴定融合蛋白
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和
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诱导
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后的表达产物进行

X2C42'-I=54

分析!以未诱导菌表达产物为对照"加入小鼠抗
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结
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果
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基因的生物信息学分析
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基因最早发现源于

线虫!编码
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基因
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全长
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!翻译产物是由
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个氨基酸组成!相对分子质量约为
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末端可能位于胞外!

Q
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图
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蛋白跨膜区预测
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原核表达质粒的鉴定
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1QE

扩增获得大

小为
!%87I

U

的片段!将该片段连入表达载体!构建
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论值相符的目的条带)图
%

*"测序结果表明!

P(4D!+>aF

序

列为密码子优化的
P(4D!

基因!翻译的氨基酸序列与公布序列

完全一致"

!!

F

+

;

为
;('@2'

!

!

为
P(4D!

基因
1QE

产物(

?

+

;

为
;('@2'

!

!

为

U

N&#%(DP(4D!

质粒
N+5'

+

和
b*-A

/

双酶切产物"

图
%

!!U

N&#%(DP(4D!

重组质粒构建电泳

"B#

!U

N&#%(D;*C4*+DP(4D!

原核表达质粒的鉴定
!

1QE

扩增

获得大小为
!%87I

U

的
P(4D!

片段和
##8I

U

的
;*C4*+

片段!将

两个片段无缝拼接重组连入表达载体"构建的
U

N&#%(D;*CD

4*+DP(4D!

重组质粒!经
N+5'

+

,

b*-A

/

双酶切阳性克隆获得
%

!"!%
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条与理论值相符的
!$#7I

U

的目的片段和载体片段)图
#

*"

>aF

测序证明插入序列是目的序列!且与融合表达载体的读

码框相符"

!!

;

+

;('@2'

(

!

+

U

N&#%(D;*C4*+DP(4D!

质粒
N+5'

+

和
b*-A

/

双酶切

产物"

图
#

!!U

N&#%(D;*C4*+DP(4D!

重组质粒酶切鉴定图

"B%

!

重组蛋白
P(4D!

在大肠埃希菌
?_%!

中的诱导表达
!

转

化
U

N&#%(DP(4D!

重组质粒的
?_%!

不同浓度
,1&M

诱导后!

>̂̂D1FMN

结果显示!预期在相对分子质量约
76i!8

# 的位置

上出现诱导的蛋白条带!但是与对照组相比并没有明显增亮的

条带!见图
6

"

!!

;

+蛋白
;('@2'

条带及相对分子质量(

!

!

7

+未诱导组与不同浓度

,1&M

诱导组)

8B!

%

8B#

%

8B$

%

8B:

%

!B8LL5=

,

_

*的全细胞"

图
6

!!

P(4D!

蛋白诱导表达
!8T >̂̂D1FMN

!!

;

+蛋白
;('@2'

条带及相对分子质量(

!

!

7

+未诱导组与不同浓度

,1&M

诱导组)

8B!

%

8B#

%

8B$

%

8B:

%

!B8LL5=

,

_

*的全细胞"

图
$

!!

;!!8DP(4D!

蛋白诱导表达
:T >̂̂D1FMN

"B'

!

重组蛋白
;!!8DP(4D!

在大肠埃希菌
?_%!

中的诱导表

达
!

转化
U

N&#%(D;*C4*+DP(4D!

重组质粒的
?_%!

在不同浓度

,1&M

诱导后!

>̂̂D1FMN

结果显示!与未诱导的对照组相比!

在相对分子质量约为
9:i!8

# 的位置上出现一条较浓集带)图

$

*!说明插入的融合基因已经在大肠埃希菌中表达"重组蛋白

在
#8]

!

8B#LL5=

,

_,1&M

诱导
7<

后表达量较高!灰度扫描

分析占全细胞总蛋白的
!$T

!见图
7

"

!!

;

+蛋白
;('@2'

条带及相对分子质量(

!

+未诱导组全细胞(

%

+

8B#

LL5=

,

_,1&M

!

#8]

诱导
7<

全细胞(

#

+

8B#LL5=

,

_,1&M

!

%$]

诱导

!7<

全细胞(

6

+

8B#LL5=

,

_,1&M

!

%8]

诱导
%8<

全细胞"

图
7

!!

;!!8DP(4D!

蛋白诱导表达
:T >̂̂D1FMN

"B&

!

X2C42'-I=54

检测
!

用抗
b*CD4(

J

单克隆抗体对
P(4D!

和

;*C4*+DP(4D!

融合蛋白进行
X2C42'-I=54

检测"抗
b*CD4(

J

的

抗体可以检测到相对分子质量约为
9:i!8

# 的
;*C4*+DP(4D!

融

合蛋白高效表达条带!而
P(4D!

融合蛋白在相对分子质量约

76i!8

# 的位置上出现了较弱的诱导蛋白条带!见图
9

"

!!

!

!

%

+未诱导与诱导的含
U

N&#%(DP(4D!

和重组质粒的表达产物(

#

!

6

+未诱导与诱导的含
U

N&#%(D;*C4*+DP(4D!

重组质粒的表达产物"

图
9

!!

X2C42'-I=54

检测

#

!

讨
!!

论

本文通过将
.

D#

脂肪酸去饱和酶
P(4D!

基因与
;*C4*+

基

因融合表达!实现了在原核宿主中高效表达真核膜蛋白
.

D#

质

粒脂肪酸去饱和酶"在原核系统表达外源性真核膜蛋白有其

不兼容性!在真核系统表达有利于其活性的发挥!但是相对昂

贵!与
;*C4*+

蛋白融合高效表达外源性真核膜蛋白提供了一

种相对简单并且廉价的方法"在大肠埃希菌中单独表达
P(4D!

基因时其产量很低!原因可能是膜蛋白在大肠埃希菌中过度表

达!暴露的疏水性靶向信号超出了信号识别颗粒!大肠埃希菌

易位复合子过饱和!进一步导致膜蛋白表达被抑制-

9

.

"

;*C4*+

是一种在枯草芽孢杆菌中发现的膜整合蛋白!

%88$

年
E55C*=A

等-

:

.首次报道了
;*C4*+

蛋白的溶解结构!并且预测

它作为伴侣与目的蛋白
aD

末端融合表达!可以提高外源性膜

蛋白在大肠埃希菌中的表达水平"国内外有文献报道它作为

伴侣分子辅助了组氨酸激酶受体%叶绿体
F&1

,

F>1

转运体%

M

蛋白偶联受体%盐藻八氢番茄红素脱氢酶等多种真核膜蛋白

分子的高效表达-

9

!

"D!!

.

"有研究表明!

;*C4*+

蛋白单独表达或

%"!%
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融合表达时都缺乏信号识别序列!过表达无明显组织毒性!它

的合成和转运到细胞膜有可能绕过大肠埃希菌易位子复合

体-

:

.

"

;*C4*+

有紧凑的
6

个
(

螺旋结构!不同于其他膜蛋白!

这
6

个螺旋结构并不形成疏水跨膜部分!它的表面富有极性和

带电残基!有特殊的表面亲水性质!是这种表面极性而不是疏

水性促使它与细胞膜结合紧密!对膜蛋白在大肠埃希菌中的表

达起到强大的促进作用!并增加其溶解性-

!%

.

"

去饱和酶均是多次跨膜的固有膜蛋白!他们的过量表达即

是进行相关研究的第一步!也是最大的瓶颈之一"本文利用遗

传工具成熟的大肠埃希菌表达系统!结合与
;*C4*+

的融合表

达!成功过量表达了
.

D#

脂肪酸去饱和酶!实现分子生物学意

义上的过量表达"此研究结果为进一步对跨膜型脂肪酸去饱

和酶的结构和功能研究奠定基础!为改造出一个高活性的
.

D#

脂肪酸去饱和酶的研究奠定基础"在原核宿主中重组高效表

达
.

D#

脂肪酸去饱和酶!作用于
!:

!

%8

碳的脂肪酸底物!有效

将
.

D7

脂肪酸转变为
.

D#

脂肪酸!具有重要的医学和营养学

价值"
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