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!摘要"
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目的
!

在大肠埃希菌中表达甲基
B

=

M

结合域四聚体蛋白#并对其进行纯化和鉴定%方法
!

将重组表

达质粒
&-*CA4

=

FO$"E/

转化大肠埃希菌
AK*$

克隆扩增并测序鉴定后#转化大肠埃希菌
C3!'

!

AF

$

"后接种

于
3C

培养基中#异丙基硫代半乳糖苷!

2?OM

"诱导重组蛋白的表达#表达产物经
0'40O1

亲和层析纯化#通过

,A,4?1MF

和
D+67+8%E.57

鉴定蛋白表达#用此蛋白免疫染色人胚肾细胞后用荧光显微镜观察%结果
!

克隆质

粒测序结果与理论预期完全一致#

,A,4?1MF

显示在大肠埃希菌中表达出相对分子量为
&%"""

的目标蛋白#

D+67+8%E.57

显示目标蛋白带有
K'6

融合标签!氨基端"和
K1

标签!羧基端"%荧光显微镜观察显示
*CA

蛋白

能与细胞内的甲基化
B

=

M

基序特异性结合%结论
!

成功表达并纯化了具有免疫原性的甲基
B

=

M

结合域四聚体

蛋白#为今后进一步研究
A01

甲基化奠定了基础%
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在哺乳动物中#甲基化
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=

M

结合蛋白家族包括

*

类多肽#

*CA'

'

*CA!

'

*CA$

'

*CA&

和
*+B?!

已显示能优先与对称的甲基化
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基序结合+
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这些蛋白共有提供特异性
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结合的
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+
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甲基
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结合域四聚体蛋白的原核表达'纯化及鉴定

目前对
A01

甲基化整体水平的检测方法有质谱测

定法'酶甲基团分析法+

$

,和高效液相色谱法+

&

,

%这

些定量方法通过抗
*4

甲基胞嘧啶!

;

*

B

"抗体的使用

来补充定位分析#抗
;

*

B

抗体的缺点是当
A01

是

单链时结合表位才能最佳暴露并且在检测前细胞与

A01

需常规变性%而
*CA

对天然双链
A01

具有

特异性%

*CA

另外的潜在好处是能特异性与对称

甲基化
B

=

M

序列的
;

*

B

结合+

!

,

#目前国外已开始

尝试应用
*CA

蛋白检测
A01

甲基化水平#并且可

以筛选出新的甲基化
B

=

M

位点%因此有必要构建

一个在体外和体内检测
A01

甲基化
B

=

M

的高级

试剂#从而为今后进一步研究
A01

甲基化奠定

基础%

材 料 和 方 法

材料
!

重组表达质粒
&-*CA4

=

FO$"E/

由英

国爱丁堡大学
1#8'$%?GC'8#

博士惠赠$大肠埃希

菌
AK*$

'

C3!'

!

AF

$

"'蛋白分子量标准'

FB3

试剂

盒'抗
K1

抗体!北京天根公司"$

A01

分子量标准

!

0FC

公司"$质粒抽提试剂盒!上海生工"$抗
K'6

抗体!

05($

<

+%

公司"$

K/?

标记的二抗!

,$%7$

B8"W

公司"$带
0'

的
0O1

琼脂糖!

V'$

<

+%

公司"%

重组表达质粒的克隆扩增及测序鉴定
!

将重组

表达质粒
&-*CA4

=

FO$"E/

转化入大肠埃希菌

AK*$

#涂布
3C

平板#倒置于
$(T

温箱培养#

'!9

后
3C

平板上随机挑取单个菌落#接种于
!;3

含卡

那霉素!
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$
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;3

"的
3C

培养液中#

$(T

振荡培养

过夜%将培养过夜的
! ;3

菌液
%"""

<

离心

*;'%

#弃上清%按试剂盒说明抽提质粒#抽提的质

粒经
!R

琼脂糖电泳鉴定后#调浓度为
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<
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$

3

送

2%('785

<
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公司测序%

*CA

四聚体蛋白示意图如

图
'

#带有氨基端的
K'6

融合标签'核定位信号和羧

基端的
K1

标签%核定位信号促进蛋白进入核内

与
A01

结合#采用四聚体模式可增强结合力#

K'6

标签'

K1

标签可用于定量检测分析%

图
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四聚体蛋白示意图
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重组蛋白的表达
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将测序正确的重组表达质粒
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诱导表达
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#
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收集细菌#准备超声破碎%

重组蛋白的纯化
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收集的细菌中加入
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变性缓冲溶液!
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#间歇
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#超

声
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次"%
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&T

离心
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#收集上清%

将该上清液加入经过
K'6

变性缓冲溶液预洗的
0'4

0O1

#

&T

结合
$9

%以
'";3K'6

变性缓冲溶液漂

洗色谱柱#依次降低
M"KB.

的浓度!每次降低

"G*;5.

&

3

"#然后以
'";3

复性缓冲溶液漂洗!
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"洗脱

目的蛋白%用微量离心管
*"""

<

离心进一步纯化

后
,!"T

保存%

WSW'*#R,

电泳分析及
D.70.53?210

检测
!

将未

经过诱导和经过诱导的菌液及目的蛋白洗脱液行

'!R,A,4?1MF

电泳#考马斯亮蓝染色分析%采用化

学显色的
D+67+8%E.57

检测(将电泳凝胶作适当调

整#切取相等大小的
$*

滤纸和硝酸纤维膜#按正确

顺序叠放后#进行免疫印迹%硝酸纤维膜用试剂封闭

液封闭
!9

后分别加入抗
K'6

标签!

'.!"""

"和抗

K1

标签!

'.'"""

"的小鼠单克隆一抗#

&T

过夜%用

OC,O

洗去未结合的抗体#加入辣根过氧化物酶

!

K/?

"羊抗鼠
2

<

M

二抗!

'.'"""

"#室温孵育
$9

#加

入底物
FB31

和
FB3C

混合液显色%

免疫染色
!

将
!#$O

细胞#预先培养在玻片上贴

壁生长到合适密度!
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* 个&
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"%然后按以下步

骤操作(!

'
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清洗
'

次$!

!

"

&R

的多聚甲醛
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在室温固定
!";'%

$!

$

"用
?C,

在室温漂洗
$

次#每次
'";'%

$!

&

"用含
"G*R O8'75%4Z4'""

的
?C,

在室温通透化处理
'*;'%

$!
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"用
?C,

在室温漂洗
$
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的小鼠单克隆一抗孵育
"G*9
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"用含
"G'R

OQ++%!"

的
?C,

在室温漂洗
$

次#每次
'";'%

$!

''

"

用铝箔包裹后在室温下用
!2OB

标记的羊抗鼠
2

<

M

二抗孵育
'9

以上$!

'!

"去除二抗#加入
A1?2

染色

液室温作用
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以上$!
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"用含
"G'R OQ++%!"

的
?C,

在室温漂洗
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次#每次
'";'%
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"用荧光显

微镜观察#保存实验结果%

结
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果

重组表达质粒的克隆扩增及测序鉴定
!

将克隆

扩增的重组表达质粒
&-*CA4

=

FO$"E/

抽提后经
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琼脂糖电泳#可见相对分子量
%*""E
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的条带

!图
!

"#经
2%('785
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公司测序显示带有氨基端的

K'6

融合标签'核定位信号和羧基端的
K1

标签#

*CA

域的序列与
M+%E$%>

完全一致!图
$
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图
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重组表达质粒电泳鉴定
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WSW'*#R,

电泳分析及
D.70.53?210

检测
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将

未经过诱导和经过诱导的菌液及目的蛋白洗脱液行

'!R,A,4?1MF

电泳#考马斯亮蓝染色分析%在相

对分子量约
&%""

处有明显的条带#与预期的

=

FO$"E/

表达的
K'6

融和蛋白大小一致!

A0167$8

软件分析分子量
&*)'!G%!

"%经灰度扫描软件分

析#纯化的蛋白浓度约为
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&
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%经
D+67+8%

E.57

分析显示
*CA

四聚体蛋白
&-*CA

带有氨基

端的
K'6

融合标签和羧基端的
K1

标签#提示目的

蛋白表达成功#且具有免疫原性%

图
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重组表达质粒测序鉴定
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免疫染色
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细胞免疫染色分析显示#
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特异性结合#与
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复染

的部分完全重合!图
*
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图
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与
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讨
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论

选择甲基
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结合域!
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*CA

"构建高亲和力的甲基化
B

=

M

结合蛋

白#因为
*CA

在生化和结构上具有特征性#并已知

能识别单独的甲基化
B

=

M

+

*

,

%四聚体
*CA

蛋白的

优势是能识别双链
A01

的甲基化
A01

#因而并不

要求细胞学标本遭受危害标本完整性的变性环境#

构建此蛋白对于建立新型的甲基化
B

=

M

位点试剂

具有重要的意义%

通过
,A,4?1MF

电泳分析及
D+67+8%E.57

检

测#表明我们成功表达并纯化了具有免疫原性的甲

基
B

=

M

结合域四聚体蛋白%测序结果显示
*CA

域的序列与
M+%E$%>

完全一致#融合基因带有氨基

端的
K'6

融合标签'核定位信号和羧基端的
K1

标

签%核定位信号促进蛋白进入核内与
A01

结合#

K'6

标签'

K1

标签可用于定量检测分析%采用四

聚体模式可增强结合力#四聚体
*CA

蛋白与甲基

化
B

=

M

的底物结合的亲和力比单倍体
*CA

蛋白

高
'""

倍+

%

,

%四聚体
*CA

蛋白与甲基化
A01

分

子的结合增加基于两方面的原因(!

'

"四聚体
*CA

蛋白比单独的
*CA

有更高的
A01

结合位点#由于

A01

蛋白碰撞的增加产生了稳定相互作用的可能%

而且#当复合物解离时#局部的
*CA

浓度高于单个

*CA

#有利于重结合%!

!

"四聚体
*CA

蛋白能与

A01

分子的多重
;B

=

M

相互作用#从而增加了复

合体的稳定性%

通过
!#$O

细胞免疫染色分析显示#四聚体

*CA

蛋白与
A1?2

结合的
A01

部位完全重合#说

明构建的四聚体
*CA

蛋白能与甲基化
B

=

M

特异

性结合%因此本研究构建的四聚体
*CA

蛋白可作

为检测基因组
A01

甲基化
B

=

M

位点的敏感和特

异性的试剂%同时#四聚体
*CA

蛋白能在实验室

简单生产'细菌性表达并相对便宜%此外国外的研

究显示
*CA

还可筛选出新的甲基化
B

=

M

位点#因

此我们构建表达的
*CA

蛋白今后进一步研究

A01

甲基化奠定了基础%
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