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"摘要#

!

目的
!

构建含有脑源性神经营养因子"

2345

%的原核表达质粒
6

781/9

"

:

%$

2345

及相应的原核表达菌!经异丙基

硫代半乳糖苷"

;<8=

%诱导表达后研究其生物学活性&方法
!

按照大肠杆菌
2>1$

"

37'

%的密码子偏好性进行密码子优化!人工

合成大鼠
2345

的基因序列并构建原核表达质粒
6

781/9

"

:

%$

2345

&经限制性内切酶"

29? @;

!

@#,!

!

%酶切鉴定及
34A

测

序鉴定后导入大肠杆菌
2>1$

"

37'

%!经
;<8=

诱导表达后!用
B3B.<A=7

检测重组蛋白的表达情况!以
2345

特异性抗体采用

CD+EDF,GH"E

法鉴定
2345

蛋白抗原性!四甲基偶氮唑蓝"

I88

%法检测
2345

蛋白对
<J$1

细胞活力的影响&结果
!

构建的

6
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"

:

%$

2345

经双酶切和测序鉴定与设计序列
$%%K

一致#工程菌经
;<8=

诱导后在相对分子质量
$-L$%

' 左右有
$

条明

显蛋白条带!

CD+EDF,GH"E

显示目的蛋白能够与特异性
2345

抗体反应#不同浓度
2345

蛋白处理组与对照组比较细胞活力均有

不同程度的增加!其中
M%,

N

$

?>2345

处理组效果最优&结论
!

成功构建原核表达质粒
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:

%$

2345

及相应的原核表达

菌!该工程菌表达的
2345

蛋白具有良好的生物学活性&
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脑源性神经营养因子$

GF9#,.!DF#VD!,DQF"EF"
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#

2345

&最初是由
2F9!D

从猪脑中分离)纯化的一种碱性蛋白

质'

$

(

*

2345

作为神经营养因子的一员#其主要功能是调节神

经元的可塑性#生长)生存及长期记忆'

1

(

*此外#

2345

与神经

退行性疾病发生高度相关#在治疗阿尔茨海默病'

'

(

)精神分裂

症'

0

(

)抑郁症'

M

(

)多发性硬化症'

)

(等中枢神经疾病中具有广阔

的应用前景*然而#组织中
2345

含量极低#从
'S

N

脑组织中

仅能提取
1

"

N

2345

蛋白'

$

(

#对其临床运用和分析鉴定都带

来较大的挑战*近年来神经生长因子家族一些成员被用于中

枢神经系统疾病的防治#然而#

2345

用于此类系统疾病的防

治却罕见报道*本实验旨在通过现代分子生物学方法建立一

-'-1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0M

卷第
1%

期

"

基金项目$人因工程重点实验室开放基金资助项目$

@51%$1.[.%)

&%四川省科技厅
.

泸州市人民政府
.

泸州医学院联合科研资金项目

$

$0\J%$'1'.>@M%

&%国家科技重大专项$

1%$1]̂ %(\$11%$

&*

!

作者简介!李健春$

$((%_

&#在读硕士#主要从事中药神经)精神药理与航天医学研

究*

!

#

!

通讯作者#
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种制备
2345

操作简单)稳定性高的方法#为下一步
2345

在

中枢神经疾病的治疗中的应用和功能研究奠定基础*

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

大肠杆菌
2>1$

$

37'

&购于北京全式金公司%原核

表达载体
6
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$

:

&)

<J$1

细胞为本实验室保存*

?&@

!

仪器与试剂
!

@#8F9

6

B<BD

6

R9F"+D55

层析柱购自
=7

公司%

@O<

标记羊抗兔多克隆抗体购自中杉金桥生物公司%兔

抗
2345

多克隆抗体购自
B9,E9JFQX

公司%胎牛血清购自杭

州四季青公司%

3I7I

细胞培养基购自
=#GP"

公司%质粒抽提

试剂盒购自
?̀D

N

9

公司%高灵敏度化学发光检测试剂盒购自

康为世纪$北京&公司%

29? @;

)

@#,!

!

酶购自
89S9F9

公司%

其他试剂均为进口或国产分析纯%蛋白电泳仪)多功能酶标仪

购自
2;̀.OA3

公司*

?&A

!

方法

?&A&?

!

重组
2345

序列设计与合成
!

根据
=D,29,S

公布的

大鼠
2345

氨基酸序列$登录号
4<

+

%%$1M-MM(&$

&#利用在线

密码子优化工具
\JA8

优化密码子#优化后序列
Ma

端引入
29?

@;

酶切位点#

'a

端引入
@#,!

!

酶切位点#全长序列由金唯智

生物科技$苏州&有限公司合成*

?&A&@

!

2345

工程菌的构建与鉴定
!

将合成的基因序列通过

29?@;

)

@#,!

!

酶切位点亚克隆至
6

781/9

$

:

&载体中#热激

法转化至大肠杆菌
2>1$

$

37'

&感受态细胞中#转化后涂布于

>2

固体培养基$卡那霉素#

M%

"

N

"

?>

&中#倒置培养
$1R

#挑取

阳性克隆#按说明书方法抽提质粒进行酶切鉴定*酶切鉴定正

确后送金唯智生物科技$苏州&有限公司测序*

?&A&A

!

2345

工程菌诱导表达与
2345

蛋白可溶性分析
!

将

经酶切和测序鉴定正确的阳性克隆接种于
M?>>2

固体培养

基中#

'-b

#

11%F

"

?#,

震荡培养过夜*次日#以
$K

比例$

V

"

V

&

接种到相同抗生素终浓度的
>2

培养基中#

'-b

#

11%F

"

?#,

震

荡培养
'R

#加入异丙基硫代半乳糖苷至终浓度为
%&M??"H

"

>

#继续培养
0R

#

0b

)

/%%%F

"

?#,

离心
M?#,

#弃上清液收集

沉淀#沉淀经
<2B

洗涤后#以
M

N

"

?>

比例充分重悬于裂解液

$

1%??"H

"

>8F#+

,

@PH

#

1??"H

"

>

乙二胺四乙酸#

6

@c/&%

&#

置冰上超声破碎$

1M%C

#超
1+

#停
0+

%作用
'%?#,

&#革兰染色

检测破碎程度#

0b

)

$1%%%F

"

?#,

离心
1%?#,

收集沉淀和上

清液#沉淀用缓冲液 '

1% ??"H

"

>

羟乙基哌嗪乙硫 磺 酸

$

@7<7B

&#

/?"H

"

>

尿素#

6

@c/&%

(溶解#

B3B.<A=7

电泳检

测上清液和沉淀中
2345

的含量*

?&A&B

!

重组
2345

蛋白的纯化
!

利用
2345

高等电点特性

$

6

;c(&((

&#在
@7<7B

缓冲液中带正电荷#选择阳离子交换

层析进行纯化*将步骤
$&'&'

的沉淀样品依次用含
1&%?"H

"

>

尿素)

0&%?"H

"

>

尿素的
<2B

$

6

@c-&M

&缓冲液洗涤*

0b

)

$M%%%F

"

?#,

离心
'%?#,

收集沉淀#沉淀溶解于缓冲液$

1%

??"H

"

>@7<7B

#

/?"H

"

>

尿素#

6

@c/&%

&#

0b

搅拌过夜*次

日#

0b

)

$M%%%F

"

?#,

离心
'%?#,

收集上清液#

%&11

"

?

滤膜

过滤后进行纯化*纯化条件为!采用
$?>@#8F9

6

B<BD

6

R9.

F"+D55

层析柱#流速
%&-M?>

"

?#,

%上样完成后#先使用缓冲

液$

1%??"H

"

>@7<7B

#

/&%?"H

"

>

尿素#

6

@c/&%

&平衡至基

线后#再用缓冲液$

1%??"H

"

>@7<7B

#

/&%?"H

"

>

尿素#

%&M

?"H

"

>49PH

#

6

@c/&%

&线性洗脱*收集洗脱液#采用
2JA

法

测定蛋白浓度#

B3B.<A=7

电泳检测纯化后样品纯度*

?&A&C

!

CD+EDF,GH"E

鉴定
2345

蛋白抗原性
!

取纯化后
23.

45

蛋白进行
B3B.<A=7

电泳#用湿转系统$转膜条件!

1%%

?A

#

M%?#,

&转移至
<d35

膜进行
CD+EDF,GH"E

分析!

MK

脱脂

牛奶室温封闭
$R

%加入兔抗鼠
2345

多克隆抗体$

$e$%%%

稀释&

0b

孵育过夜%

82B8

洗涤
M

次$每次
M?#,

&后用
@O<

标记羊抗兔
;

N

=

$

$e$%%%%

稀释&室温孵育
$R

%

82B8

洗涤
M

次$每次
M?#,

&后
7J>

系统显影#拍照#记录结果*

?&A&D

!

四甲基偶氮唑蓝$

I88

&法检测
2345

蛋白对
<J$1

细

胞活力的影响
!

取对数生长期
<J$1

细胞#以
$&%L$%

0

"孔接

种于
()

孔板#每孔
$%%

"

>

#于
'-b

#

MK J̀

1

培养箱中孵育
10

R

%吸出培养基#加入终浓度为
1%

$

0%%,

N

"

?>

的
2345

蛋白#

每个浓度设
M

个复孔%培养
10R

后#

I88

法检测细胞活力#利

用酶标仪在
0(%,?

处测定各组细胞吸光度$

H

&值*细胞存活

率
cH

处理组"
H

对照组
L$%%K

*

?&B

!

统计学处理
!

采用
B<BB$(&%

统计软件处理数据#组间

比较采用单因素方差分析#

3

$

%&%M

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

重组
2345

基因序列密码子优化
!

大鼠成熟
2345

基

因序列全长
'M-G

6

#利用在线密码子优化工具
\JA8

优化后密

码子适应指数$

JA;

&为
()&%%K

#

=J

含量为
M%&$0K

*

@&@

!

2345

工程菌的构建与鉴定
!

重组质粒经
29?@;

)

@#,!

!

双酶切后#琼脂糖电泳显示在约
')%G

6

处出现
$

条条带#与

目的基因片段大小相符$图
$

&*

34A

测序结果显示与目的序

列
$%%K

一致#重组质粒
6

781/9

$

:
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2345

构建正确*
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$

!

34A>9!!DF

%
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!重组
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2345

质粒经
29? @;

单酶

切%

'

!

6

781/9

$

:

&"

2345

质粒经
29? @;

和
@#,!

!

双酶切%

0

!

6

781/9

$

:

&质粒经
29?@;

单酶切*

图
$

!!

重组质粒
6

781/9

%

:

&'

2345

酶切鉴定

@&A

!

2345

工程菌诱导表达与
2345

蛋白可溶性分析
!

工程

菌经
;<8=

诱导后#

B3B.<A=7

电泳在相对分子质量
$-L$%

'

左右有
$

条明显特异性蛋白条带#与理论预测值相符#见图
1

*

表明该工程菌可表达
2345

蛋白#其表达量占菌体总蛋白的

$MK

*培养基上清液$图片中未列出&和诱导后的细菌裂解液

在上清液中均未出现目的蛋白#而在沉淀中具有明显蛋白条

带#故认为
2345

蛋白主要以包涵体形式存在*

@&B

!

重组
2345

蛋白的纯化
!

重组
2345

蛋白经阳离子层

析纯化后#样品纯度为
/M&)K

#见图
'

*

@&C

!

2345

蛋白抗原性分析
!

用兔抗鼠
2345

抗体作用后出

现阳性条带#说明该工程菌表达的
2345

蛋白能与相应的特

异性抗体结合#具有良好的抗原性*

@&D

!

I88

法检测
2345

蛋白对
<J$1

细胞活力的影响
!

结

果显示
2345

蛋白处理组与对照组比较均有不同程度的增

加%

1%

)

M%

)

$%%

)

0%%,

N

"

?>

处理组与对照组相比差异有统计学

意义$

3

$

%&%M

&%其中#

M%,

N

"

?>

处理组效果最优#见图
0
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!蛋白
I9FSDF

%

1

!工程菌诱导后超破裂解上清液%

'

!工程菌诱导

后总蛋白%

0

!工程菌诱导后超破裂解沉淀*

图
1

!!

重组
2345

蛋白可溶性分析

!!

$

!蛋白
I9FSDF

%

1

)

'

!洗涤后涵体总蛋白%

0

!

B<

阳离子柱纯化后

样品*

图
'

!!

纯化
2345

的
B3B.<A=7

检测
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%

!

3

$

%&%M
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!

3

$
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#与对照组比较*

图
0
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2345

蛋白对
<J$1

细胞活力的影响

A

!

讨
!!

论

2345

生物学功能十分广泛#参与调节神经元的可塑性)

生长)生存及长期记忆*近几年来有学者研究发现#前体
23.

45

蛋白与其裂解产物共同参与神经元的多种调控#但发挥出

与其裂解产物相反的作用'

-

(

*陈甲等'

/

(学者研究发现前体

2345

蛋白能够促进神经元的凋亡*前体
2345

蛋白单体含

有
10-

个氨基酸残基#经加工剪切后形成
$$(

个氨基酸残基)

相对分子质量为
$0L$%

' 的成熟碱性蛋白#等电点为
(&((

'

(

(

*

2345

通过与受体$

8FS2

#

6

-M48O9,!+"FE#H#,

&结合而发挥生

物学功能'

$%

(

*

本实验通过基因重组的方法将大鼠成熟
2345

的基因克

隆至
6

781/9

$

:

&载体中#并在大肠杆菌中获得了表达#该质粒

在
4

端携带有编码
)

个组氨酸的融合标签序列#有利于亲和

层析纯化*然而#实验前期研究发现用镍螯合亲和层析$变性

条件下&纯化#目的蛋白不挂柱#可能原因是组氨酸融合标签没

有暴露#后改用阳离子交换层析纯化方法获得了目的蛋白#

B3B.<A=7

和
CD+EDF,GH"E

方法鉴别为目的蛋白*目的蛋白

在大肠杆菌中经诱导表达后其表达量占菌体总蛋白的
$MK

#

以包涵体形式表达#直接在变性条件下利用阳离子交换层析纯

化获得了高纯重组
2345

蛋白#经复性后获得了具有高生物

学活性
2345

蛋白*该方法利用
2345

高等电点特性#直接

在变性条件下进行离子交换层析纯化#建立了一种操作简单#

稳定性高的制备
2345

的方法*此外#由于
2345

基因序列

高度保守#因而本研究制备的
2345

蛋白可以用于不同物种

之间的研究*总之#本研究通过基因技术获得了重组
2345

蛋白#为进一步探讨
2345

蛋白抗原性)作用机制和临床治疗

运用奠定了基础*
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