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重组人融合基因!"#$%&’／&()*)的构建及其在大肠杆菌中表达的研究

孙艳梅 赵利淦 张美英
（暨南大学生物工程研究所 广州 #!%"4$）

摘 要 根据+0$435!与5167689+:序列，人工合成一段中间核酸序列，将它分别与+0$435!89+:的上游
引物及5167689+:的下游引物组成两对引物，通过;<=（聚合酶链式反应）构建出融合基因+0$435!／51676，
将其定向克隆于质粒载体.>’$$%上，经诱导，,9,3;:7?分析，表达产物分子量为4@A9，表达量占菌体总蛋白的

!@B，表达产物以包涵体形式存在，?CD,:和E-F/-2G印迹表明包涵体具有+0$435!和51676抗原性，然后对包
涵体进行变性、复性及纯化处理，取纯化产物进行定性和生物活性分析，结果证明纯化产物具有+0$435!和

51676的抗原性及生物活性。以上实验为今后进一步研究融合基因+0$435!／51676在真核细胞中的抑癌、致
癌性质打下了基础。
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抑癌基因+0$4是,/--J于!&II年在K3!L4#
鼠黑色素瘤细胞株中分离出的［!］。后来研究表明

人类也有它的同源基因存在，目前共发现了人类

+0$4家庭的#个成员，即 +0$435!［!，L］、+0$43
5$［$］、9=3G0$4［4，@］、+0$435@［#］、+0$435#［"］。其
中+0$435!与多类癌组织的转移呈负相关，可能
是癌转移抑制基因，它编码二磷酸核苷激酶（+M8)-3
(FNO-ON.P(F.PQ/-ANGQF-）: 亚基，蛋白分子量为

!LA9。676（6N12(1)QF/J2(R/PSQ8/(2）是 7(F.(3
OQ2(NRNT于!&L@年从牛脑组织和垂体中分离出的
能刺激4U4成纤维细胞分裂、生长的活性因子。它
是个大家族，至少包括L个成员：酸性676（Q676）、
碱性676（1676）、PF/／AF4、NG/3$、6763#、6763"及
角质细胞生长因子［I］。人1676（5M0QG1676，简
称51676）与牛1676基因只有两个碱基之差，我
们选用的51676基因来源于牛的1676经体外点
突变而来［&］。由于51676具有广泛的生物学效
应，特别是在组织再生、伤口愈合等方面的显著功

效，目前它已被用于治疗烧伤、烫伤、眼角膜再生等

许多领域，但诸多方面显示51676具有致癌性，这
影响了它的进一步开发。我们的工作是将抑癌基因

+0$435!与有致癌性的51676连接在一起，构建
成融合基因+0$435!／51676，使其在大肠杆菌中
表达，纯化表达产物，对其进行定性及活性研究。所

有这些为今后最终研究融合基因中+0$435!的抑

癌性与51676致癌性之间的关系打下了基础。目
前国际上还没有针对融合基因+0$435!／51676
的报道。

’ 材料和方法

’+’ 材料
重组质粒.>’$$%+0$435!和.>’$$%51676

由本所提供，宿主菌>C$!（9?4）和95#!由本所保
存，中间序列IL1.核酸和引物!、$、4、@均由上海生
工生物工程公司合成。

’+# 融合基因!"#$%&’／&()*)的构建和重组质粒

,-.##/!"#$%&’／&()*)的获得
构建流程见图!。
人工设计一段中间核酸序列（IL1.单链）：

!!!#V<U7U7<U<:7::<U77:U<U:U7:::U7

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!7<<7<<777:7<:U<:<<:<7<U7<<:7<<<U7

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!<<77:77:<77<77<:7<77<7<UUU。单下划
线序列与 +0$435!下游序列同源，并且去掉了

+0$435!的终止密码子，双下划线序列与51676
上游序列同源。同时设计引物!序列为#V3<U7U3
7<U<:7:，引物$序列为#V3:::7<7<<7<U，通
过引物!、$对中间序列模板进行扩增，然后用

K)-G(R酶消化;<=产物。另设计引物4序列：#V3
777::UU<:U77<<::<U7U7:7<7U，以引物4
和中间核酸序列的互补序列为一对引物，以从重组



图! 重组质粒"#$%%&’(%)*+!／+,-.-的构建流程图

-/01! 234567896/343:7;93(,/4<46"=<5(/>
"#$%%&’(%)*+!／+,-.-

质粒上切割下来的’(%)*+!序列为模板，进行第
二个?2@反应。反应体系参见文献［!%］，扩增条件
为：ABC)&5，DDC!(/4，E%C!(/4（最后一次循环

%(/4），循环总数%&次。用F=;43G酶消化?2@产
物。另设计引物B序列：DH*22.I2.J2I2J.2I2
IIJ.2J.J2JI，以引物B和中间核酸序列模板序
列为一对引物，以从重组质粒上切割下来的+,-.-
序列为模板，进行第三个?2@反应。反应体系参见
文献［!%］，扩增条件为：ABC)&5，E%C%(/4（最后一
次循环)(/4），循环总数!D次。用F=;43G酶消化

?2@产物。
最后将第二个、第三个?2@产物混合到一起，

退火形成异源双链分子，以此为模板，应用引物)、B
组成一对引物进行第四次?2@反应，反应体系参见
文献［!%］，扩增条件为：ABC!(/4，E%C%(/4（最后
一次循环)(/4），循环总数!&次。用!"#@K、$%&K
双酶切?2@产物，然后与经过相应双酶切的质粒载
体"#$%%&以IBL’J连接酶!MC进行连接，转化
大肠杆菌#N%!（LO)），在J("抗性平皿上挑选转
化菌落，用!"#@K、$%&K双酶切鉴定。

!"# 融合基因$%&#’(!／()*+*在大肠杆菌中的
表达及产物纯化

!"#"! 表达检测：挑取重组子菌落接种于含

!&&!0／(NJ("的N#培养液中，)&C培养至’(M&&
!&PB，升温至B%C，诱导表达BQ。离心收集菌体，

!DRSLS*?J.O检测表达产物。

!"#"& 目的蛋白在菌体中的存在形式：用超声波破
碎经温控诱导后的重组菌体，分离上清液与沉淀，用

!DRSLS*?J.O分析上清和沉淀中目的蛋白含量。

!"#"# 表达产物的鉴定：ONKSJ实验：取菌体破碎
液的沉淀做抗原，用包被液进行!&T!至!&TB稀释、
包被过夜。使用两种多克隆一抗，一种为抗’L?F*
J血清，另一种为抗+,-.-血清，其余操作参见文
献［!)］。

U;56;74,=36杂交检测：取菌体破碎液的沉淀进
行!DRSLS*?J.O分析，同一样品点两孔，两孔中
间做好标记。将蛋白从聚丙烯酰胺凝胶转移至硝酸

纤维素膜上（BC，!&(J，过夜）。沿两孔中间标记处
将膜剪开，分装在两个平皿中。其余操作参见文献

［!!，!B］。

!"#", 表达产物的纯化及ONKSJ法鉴定纯化产
物：用超声波破碎经诱导后的重组菌体，离心取沉淀

进行洗涤［&PDRI7/634V*!&&和!&((3=／NOLIJ
（"+WP&）］，用W(3=／N尿素溶解，并辅以还原剂

LII做保护，然后用复性液（D&((3=／NF+%?XB
（"+!&PE），!((3=／NOLIJ（"+WP&），D&((3=／N
’<2=，%((3=／N还原型谷胱甘肽，!((3=／N氧化型
谷胱甘肽）对变性后的包涵体复性，通过离心，取上

清液过+;"<7/4S;"Q<735;2N*M#柱进行亲和层析，
用&PM(3=／N’<2=平衡，收集%(3=／N’<2=洗脱组
分，做!DRSLS*?J.O分析。同时，取纯化产物做
抗原，用包被液进行!&T!至!&TB稀释、包被过夜，进
行ONKSJ定性鉴定，操作同!"#"#。

!"#"- 纯化产物的生物活性分析：（!）融合蛋白中

’L?F*J活性分析：’(%)*+!编码的蛋白’L?F*J
具有催化二磷酸核苷与三磷酸核苷之间相互转化的

酶活性。酶促反应式（YL?ZJI?"YI?ZJL?），
底物为!((3=／NYL?和!((3=／NJI?，实验中
设立对照组和实验组，对照组中不加纯化产物，实验

组中加入纯化产物进行酶促反应，然后以反相

+?N2检测酶活性，具体方法参见文献［!&］。（%）融
合蛋白中+,-.-活性分析：+,-.-能促进鸡胚绒
毛尿囊膜（2J[）毛细血管增粗。实验中设立对照
组和实验组，对照组中鸡胚2J[上滴加无菌水，实
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验组中滴加适量纯化产物，!"#共同孵育一段时间，
观察$%&。

! 结果与讨论

!"# 融合基因$%!&’(#／()*+*的构建及重组质
粒,-.!!/$%!&’(#／()*+*的限制酶切鉴定

!"#"# 构建’()!*+,／+-./.：通过第一个0$1
得到的双链核酸序列是由’()!*+,的2!)!234
位和+-./.的,!4)位核苷酸组成，所以它同时
具有两个基因的同源性，这样由它和引物!组合，以

’()!*+,为模板得到的第二个0$1产物具有了

+-./.的同源序列；而由它和引物2组合，以

+-./.为模板得到的第三个0$1产物具有了

’()!*+,的同源序列。从图)%可看出第二个

0$1产物分子量大小为3)4-5，与预期大小相符。
从图)6可看出第三个0$1产物分子量大小为

37,-5，与预期大小相符。然后将互相具有同源性的
第二个和第三个0$1产物混合，退火并延伸就可形
成异源双链分子，它既具有’()!*+,89’%的全部
序列（终止密码除外），又具有+-./.89’%的全部
序列，它就是我们构建的目的融合基因’()!*+,／

+-./.，图)$为引物!、2对其扩增得到的结果，可
看出第四个0$1产物分子量大小为:27-5，与预期
大小相符。

!"#"! 56;))7’()!*+,／+-./.的限制酶切鉴
定：重组质粒56;))7’()!*+,／+-./.经!"#1<、

$%&<双酶消化后电泳可见一条:27-5的插入片段
（见图!），与目的融合基因大小相符。

图) 第二个（%）、第三个（6）、第四个（$）0$1产物电泳图谱

.=>?) @AB8CDE5FEDBG=GHIHAJG=GEKCFBGB8EIL（%），CF=DL（6）HILKEMDCF（$）0$15DELM8C
%?,?NFBGB8EIL0$15DELM8C

)?"9’%／!"#1<O’()L<<<&HDPBD
6?,?"9’%／’()L<<<&HDPBD
)?#$,"29’%／’%*<<<&HDPBD
!?NFBCF=DL0$15DELM8C

$?,?NFBKEMDCF0$15DELM8C

)?#$,"29’%／’%*<<<&HDPBD
!?"9’%／’()L<<<&HDPBD

图! 重组子56;))7’()!*+,／+-./.的限制性酶切鉴定

.=>?! @AB8CDE5FEDBG=G5HCCBDIEKDBGCD=8C=QB
KDH>(BICGEK56;))7’()!*+,／+-./.

,、!、2、3?56;))7’()!*+,／+-./.L=>BGCBL-J!"#1<HIL$%&<
)?"9’%／!"#1<O’()L<<<&HDPBD
4?#$,"29’%／’%*<<<&HDPBD

!"! 融合基因的表达、鉴定、纯化以及01234法鉴
定纯化产物

!"!"# 表达检测：重组菌6R),（9@!）56;))7
’()!*+,／+-./. 经 2)# 温控 2F 后，用 S9S*
0%/@分析菌体裂解液成分，从图2可见，与空宿主

6R),（9@!）相比，重组菌6R),（9@!）在!2P9有
一浓集的条带，与预期的表达产物分子量相符，表达

产 物 约 占 菌 体 总 蛋 白 的 ,2T。 而 已 知

56;))7’()!*+, 在 9+3%中的表达产物高达

2)T［,7］，56;))7+-./.的表达产物却很低，由此
得出，’()!*+,能带动+-./.在宿主菌中进行相
对高水平的表达。从图还可见，宿主菌9+3%不适
合该融合基因的表达，表达量不高。

!"!"! 表达产物在菌体中的存在形式：图3为取

!333期 孙艳梅等：重组人融合基因’()!*+,／+-./.的构建及其在大肠杆菌中表达的研究



图! 融合基因"#$%&’(／’)*+*在宿主菌中的表达情况

*,-.! /01234,4567899:;<944,5056-909,0
<9=5#),01074（(>?@A@&B/+C）

(.D92223417956A’>!E,78;FG$$H"#$%&’(／’)*+*I0,0JI=9J

$.D92223417956A’>!E,78;FG$$H"#$%&’(／’)*+*,0JI=9J

%.D92223417956A’>!

!.D92223417956A’>!E,78;FG$$H"#$%&’(

>.B<579,0#529=I21<E9,-874710J1<J4

K、L.D92223417956FM$(（AC%）E,78;FG$$H

"#$%&’(／’)*+*,0JI=9J

N.D92223417956FM$(（AC%）E,78;FG$$H

"#$%&’(／’)*+*I0,0JI=9J

O.D92223417956FM$(（AC%）,0JI=9J

菌体破碎液的上清和沉淀进行@A@&B/+C检测的
情况。结果表明融合蛋白多数存在于沉淀中，这说

明融合蛋白主要是以包涵体形式表达于宿主菌中。

图> 表达产物在菌体中的存在形式（包涵体的检测）

*,-.> A979=7,5056789,0=2I4,50)5J3（(>?@A@&B/+C）
(.B<579,0#529=I21<E9,-874710J1<J4

$.D92223417956FM$(（AC%）E,78;FG$$H"#$%&’(／’)*+*

,0JI=9J

%.@I;9<01710756FM$(（AC%）;FG$$H"#$%&’(／’)*+*

)1=79<,12234179

!.B9229756FM$(（AC%）;FG$$H"#$%&’(／’)*+*)1=79<,12234179

!"!"# 表达产物的鉴定：CMP@/实验是以菌体破
碎液的沉淀（包涵体）作抗原，分别用两种一抗即抗

"ABQ&/血清（滴度(R$HH）和抗’)*+*血清（滴度

(R(HHH）进行孵育。CMP@/检测见图K。结果看出，

融合蛋白的"#$%&’(抗原性和’)*+*抗原性均
很强。

图K CMP@/定性鉴定

*,-.K CMP@/J979<#,017,5014413

S9479<0)257杂交鉴定：取菌体破碎液的沉淀作
待测样品进行分析。图L结果显示，用抗"ABQ&/
一抗孵育的"D膜，在%!TA和(LTA处各有一条清
晰的谱带出现，用抗’)*+*抗体孵育的"D膜，同
样在%!TA和(LTA处各有一条清晰的谱带出现。
说明表达产物同时具有"#$%&’(和’)*+*双重
抗原性。%!TA处谱带是融合蛋白带，而(LTA处的
谱带则分别是单个基因"#$%&’(或’)*+*的蛋
白带。这种现象可能缘于’)*+*的氨基端性能不
稳，以致表达产物中混有部分的两个单基因产物。

图L 表达产物的S9479<0印迹分析

*,-.L S9479<0)257101234,4569:;<944,0-;<5JI=7
(，$.U<9179J)3’)*+*107,)5J3
%，!.U<9179J)3"ABQ&/107,)5J3
(，%.B9229756)1=79<,12234179

$，!.@I;9<01710756)1=79<,12234179

!"!"$ 表达产物的纯化及CMP@/法鉴定纯化产
物：图N为包涵体经过变性溶解、复性及亲和层析后
所得纯化产物的@A@&B/+C检测情况，结果可看出

%!TA处有一条蛋白带，与 S9479<0)257的杂交结果
相符，证明纯化方案可行。同时，取纯化产物进行

CMP@/鉴定，结果表明纯化产物具有"#$%&’(和

’)*+*抗原性。

!"# 纯化产物的生物活性分析
图O为对照组和实验组"ABQ&/酶活性检测

情况，结果表明对照组中的产物峰（VUB和/AB）测
不出来，而实验组中的产物峰很明显，证明纯化产物

!>> 生 物 工 程 学 报 (K卷



图! 表达产物的纯化

"#$%! &’&()*+,-./01#.#234#-5/1-60247
8%)1-49#5:-;920;31<9#$=4743563167

>%"1324#-59;0496?@A%B:-;／CD3E;F8A::-;／CG1#7%HE;（/HI%A）

J%"1324#-59;0496?@>:-;／CD3E;F8A::-;／CG1#7%E;（/HI%A）

K、L%MC>8（’,J）/MN>>AD:>J(H8／H?"+"?32491#3;;@7349

具有 D’)O(* 酶活性。另外，对照组和实验组

H?"+"生物活性分析的结果表明，实验组鸡胚

E*P上有毛细血管局部增粗的现象，对照组鸡胚

E*P上无此现象发生，表明纯化产物同时具有

H?"+"生物活性。
以上各项实验，证明构建的融合基因D:>J(

H8／H?"+"保留了D:>J(H8和H?"+"两种基因
的活性，这为今后在真核水平上探讨融合基因

D:>J(H8／H?"+"的性质打下了基础，其中主要包
括D:>J(H8的抑癌功能是否会降低H?"+"的致
癌性的研究。若融合基因D:>J(H8／H?"+"在保
证具有H?"+"活性的前提下，降低了它的致癌性，
则有望将其开发成一类新的基因工程药物。

图Q 对照组、实验组的反相H)CE成分分析（D:>J(H8酶活性分析）

"#$%Q E-:/-59547353;@7#7-.2-541-;3569R/91#:9543;$1-0/
*%E-541-;$1-0/ M%,R/91#:9543;$1-0/
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