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摘 要 克隆人 @3AB9< 基因的 ?C,D 并获取表达的 @3AB9< 蛋白，为进一步研究新的 @3AB9< 相关蛋白打下基础。以人

基因组 C,D 为模板，用引物悬挂延伸 EFG 法，克隆与 4 个组氨酸（4 H I9J）密码子相连的人 @3AB9< 基因的 ?C,D，并将

其克隆到体外表达载体 AK(6L$M&NFO 上，通过体外快速翻译系统（G)?;3 公司的 G2O5%% 环状模板试剂盒和 G2O5%%
EP)B3)N8JB3P 仪器）在体外表达了带有 4 H I9J 的 @3AB9< 融合蛋白。经 OCO0EDQ6 及 R3JB3P< S*)B 方法鉴定，融合蛋白大

小正确，有 !’$ 个氨基酸，分子量为 !"M#4TC，具有特异的抗原性，且主要以可溶形式存在于反应液上清中。

关键词 @3AB9<，?C,D 克隆，融合蛋白，体外表达

中图分类号 U’14 文献标识码 D 文章编号 !%%%0&%4!（$%%&）%#0%#’40%#

@3AB9< 最初于 !""# 年在 )SV)S 型肥胖小鼠中被发现，为

)S 基因的产物，由脂肪细胞合成［!］。人类 )S 基因于 !""5 年

被发现，位于染色体 ’W&!M&，大约 $%TS，由 & 个外显子和 $ 个

内含子组成［$］。瘦素基因在脂肪细胞、胎盘和胃肠道细胞中

转录翻译。人类瘦素是一个由 !4’ 个氨基酸残基组成的多

肽，分子量为 !1TC。其氨基端为一由 $! 个氨基酸残基组成

的分 泌 信 号 肽。瘦 素 转 运 到 微 粒 体 中，随 后 分 泌 到 血 液

中［!，"］。体液中瘦素为由 !#4 个氨基酸残基组成的分子量为

!4TC的单体。我们在体外翻译系统合成的人 @3AB9< 融合蛋

白有 !’$ 个氨基酸，分子量为 !"M#4TC。

最初的研究发现瘦素作为饱足的传入信号，控制食物摄

入，刺激能量消耗，从而协调体脂储存［&，#］。瘦素与人体体脂

有着密切的关系。体重下降通常导致瘦素分泌量减少，反之

则引起瘦素分泌量增加［!%］。瘦素在与体重相关的生理性絮

乱（例如肥胖、神经性厌食）的研究中，成为一种新的病理性

标记［5］。同时，瘦素与糖尿病、动脉粥样硬化、高血压、多血

症等有关［4］。人类生殖对营养状况非常敏感，体脂含量和青

春期来临的时间有关［’］。对人类肥胖患者的研究发现，"%X
的肥胖患者（身体质量指数 YNK Z &%T[V7$ ）体液中瘦素水平

高于正常人，!%X 的瘦素水平正常，极个别的瘦素水平很

低［5］。外源瘦素对肥胖患者几乎没有作用，人类肥胖似乎是

一种瘦素耐受现象。绝大多数肥胖患者的 )S 基因正常，虽

然少数肥胖患者的 )S 基因发生突变，但这些突变没有共同

特点［!!，!$］。)S 基因启动子序列的多态现象与血清瘦素水平

之间没有相关性［!&］。

对瘦素作用机制研究发现，瘦素与其短受体结合后，被

运输通过血脑屏障，在下丘脑与其长受体结合，受体通过

-D\VO2D2 途径传递信号，阻遏神经多肽（,E]）表达和分泌。

,E] 是一种很强的食物摄取刺激因子。因而瘦素通过抑制

,E] 7G,D 表达而降低食物摄入。瘦素建立了一种大脑与

脂肪代谢状态之间的信号交流。研究［!#，!5］表明，肥胖患者血

清中游离瘦素和被结合蛋白结合的瘦素浓度高于正常人许

多（达 &%%X），而 其 脑 脊 液 中 瘦 素 浓 度 则 仅 高 于 正 常 人

&%X。因此，人类肥胖的瘦素耐受性的可能机制包括：瘦素

从血转运到脑脊液的通路发生障碍；血液中存在某种瘦素结

合物，其与瘦素的可逆性结合可以影响瘦素的生物活性；血

液中有瘦素拮抗物或抑制因子；由瘦素诱导的细胞因子阻断

瘦素的信号传导通路等。

随着对 @3AB9< 生理机制研究的深入，可以与 @3AB9< 发生

相互作用的其他蛋白（包括受体）的调控作用愈来愈受到人

们的关注。为了寻找与 @3AB9< 相互作用的蛋白，需要有足够

多的 @3AB9< 蛋白及相应的分离分析手段。本研究即在体外

重组克隆了人 @3AB9< ?C,D 序列，并成功地在体外翻译表达

了带有 4 H I9J 的 @3AB9< 融合蛋白。这为下一步研究 @3AB9<
在人体内的调控机制打下了基础。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌株：大肠杆菌 CI 5!（由浙江大学肿瘤所保存）。

+,+,- 引物：由上海生工公司合成，序列分别为：!^：5_0FD2
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!"!"# 酶类和抗体："-. 酶、各种限制酶及工具酶以及 /$0
产物克隆试剂盒、1#23%"%2-45 载体系统均为 /6789:- 公司

产品。小鼠抗人 ;91<=> 单克隆抗体和兔抗小鼠 ?:# 抗体均购

自美国 0@) 公司。

!"!"$ 分子量标记：(AB )C! 分子量标记和 D9>EF3-6A 预染

蛋白质分子量标记均为 ?>G=<67:9>H#=BE7 公司产品。

!"!"% 蛋白质体外翻译系统：快速表达系统 0"I*JJ 环状模

板试剂盒（包括相应的 1?K2L+M&3$I 载体和 #N/ 对照载体）

以及快速表达系统仪器 0"I*JJ /67<973-4<96 为 07EF9 公司产

品。

!"!"& )C! 回收纯化柱：O?!.P=EA #9Q 2R<6-E<=7> S=< 购自 O=-%
:9> 公司。

!"!"’ 培养基：细菌培养基 ;D 由蛋白胨和酵母粉配制而

成。氨苄青霉素抗性培养基中抗生素终浓度为 (JJ!:H8;。

!"!"( I)I%/!#2 及 T94<96> BQ7<：电泳及电转移仪器及 /K)N
膜均 为 D=7%0-U 公 司 产 品，化 学 发 光 显 色 2$; 试 剂 盒 为

!8964F-8%/F-68-E=-公司产品。

!"!") 其它化学试剂：购自上海生工公司。

!"* 方法［(］

!"*"! 人基因组 )C! 的制备：取正常献血员抗凝血 * 8;，

用淋巴细胞分离液分离其中淋巴细胞，并用生理盐水洗细胞

+ 次。将细胞悬浮于 (J 8; 抽提缓冲液（(J 887QH; "6=4·$Q，
1V WMJ，JM( 87QH; 2)"!，+J!:H8; 0C-49，JM*X I)I），加入蛋

白酶 S 至终浓度 (JJ!:H8;。置 *JY水浴中 & F，并不时轻轻

搅动悬液。在室温下先后用等体积 "6=4 饱和酚、"6=4 饱和酚%
氯仿%异戊醇（+*Z+[ Z (）和氯仿%异戊醇（[\ Z (）抽提。最后吸

取上层水相并加入 JM+ 体积 (J 87QH; CV[!E 及 + 倍体积无水

乙醇，混匀。用吸头小心地将白色絮状沉淀挑出至另一离心

管，挥发干燥后用 "2 溶解备用。

!"*"* 带 ] ^ V=4 密码子的人 ;91<=> E)C! 的克隆：采用引物

悬挂延伸 /$0 法。先以 (,H()、+,H+) 为引物，人基因组 )C!
为模板，分别用 /$0 方法扩增带 ] ^ V=4 密码子的编码人

;91<=> 基因的第二外显子（连引物序列共 (_+B1）及第三外显

子（连引物序列共 &_]B1）的序列，然后以此序列为模板，以

(,H+) 为引物，进行第 + 次 /$0，扩增带 ] ^ V=4 密码子的人

;91<=> E)C!（连 引 物 序 列 共 *+WB1）。最 终 的 /$0 产 物 用

1#23%"%2-45 载体系统试剂盒按照使用说明克隆至 1#23%"%
2-45载体上，挑选带有 *+WB1 插入片段的克隆小量提取质

粒，并经自动测序仪（/96A=> 2Q896 &__ 型）双向测序确认序列

的正确性。

!"*"# ] ^ V=4%;91<=> 融合蛋白表达载体的构建及其体外表

达：将上述带 ] ^ V=4 密码子的人 ;91<=> E)C! 插入片段的克

隆载体及体外表达载体 1?K2L+M&3$I 用 !"# ? 和 $%& ? 双酶

切，(MJX琼脂糖电泳分离。割胶回收 *+WB1 的带 ] ^ V=4 密

码子的人 ;91<=> E)C! 双酶切片段和 1?K2L+M&3$I 双酶切载

体，经 O?!.P=EA #9Q 2R<6-E<=7> S=< 按照使用说明纯化，并将两

者在 "[ )C! 连接酶作用下 (]Y连接过夜，转化感受态细胞

)V*"。在氨苄青霉素平板上挑选生长出的菌落并小量抽提

质粒，经酶切鉴定有 *+WB1 插入片段的克隆，再经双向测序

确认插入序列的正确性。

按照快速表达系统 0"I*JJ 环状模板试剂盒的说明，将

+J!:（溶于 *J!; "2）纯化的构建好的 ] ^ V=4%;91<=> 融合蛋白

表达载体质粒加入反应体系，在快速表达系统仪器 0"I*JJ
/67<973-4<96 仪器上 &JY、]JJ 6 ‘ 8=> 条件下反应 +J F。#N/ 对

照载体在相同条件下反应作为对照。反应结束后取样分析，

剩余反应物保存于 a WJY备用。

!"*"$ I)I%/!#2：取 *!; 上述反应物于一 JM* 8; 2119>U76b
管中，(+ JJJ : 离心 +J 4，将上清转移到另一 JM* 8; 微量离心

管中，加入等体积 + ^ I)I 凝胶加样缓冲液（(JJ 887QH; "6=4·

$Q，1V ]MW，[X I)I，JM+X 溴酚蓝，+JX甘油，+JJ887QH; 二硫

苏糖醇），沸水浴 * 8=> 后迅速置冰上。沉淀以 *!; /DI 悬浮

后同样加 + ^ I)I 凝胶加样缓冲液处理。以 #N/ 对照载体反

应物作对照。样品处理完毕后进行 +JX I)I%/!#2，至溴酚

蓝接近凝胶下沿时电泳结束，在室温下考马斯亮蓝染色液

（JM+*X $778-44=9 B6=QQ=->< BQP9，*J 8; 甲醇，(J 8; 冰乙酸，[J
8; 水）中染色 + F，然后在脱色液（*J 8; 甲醇，(J 8; 冰乙酸，

[J 8; 水）中脱色至条带清晰。

!"*"% T94<96> BQ7<：如上进行 I)I%/!#2 电泳，电泳结束后取

出凝胶，按电转移仪使用说明进行电转移。电转移缓冲液为

+* 887QH; "6=4，(\+ 887QH; #Q5E=>9，(*X（’H’）甲醇。电转移

条件为 +*J 8!，+ F。转移结束后将 /K)N 膜浸于封闭缓冲液

（*X 脱 脂 奶 粉，/DI，JM(X "c99>%+J，）中 [Y 下 封 闭 过 夜。

/DI"（/DI，JM(X "c99>%+J）洗 & 次，每次 * 8=>。加 /DI" 稀释

的小鼠抗人 ;91<=> 单克隆抗体，室温下反应 + F。同上用

/DI" 洗 & 次，每次 * 8=>。加 /DI" 稀释的 V0/%兔抗鼠 ?:#，

室温下反应 + F。同上用 /DI" 洗 & 次，每次 * 8=>。取出

/K)N 膜，沥干后在膜上加 2$; 反应液（! 液和 D 液以 ( Z ( 混

匀），使反应液均匀覆盖整张膜。反应 + 8=> 后沥干反应液，

用保鲜膜包裹后在暗盒中曝光、冲片。

* 结果和讨论

*"! 带 & + ,-. 密码子的人 /012-3 4567 的克隆

以引物悬挂延伸 /$0 法，以人基因组 )C! 为模板，先分

别扩增编码人 ;91<=> 蛋白的第二外显子和第三外显子的序

列，然后扩增完整的带 ] ^ V=4 密码子的人 ;91<=> E)C! 序列

（见图 (）。克隆到 1#23%"%2-45 载体上后，用 ()&0#酶切挑

选有插入片段的克隆（图 +）进行测序。经测定，克隆到的

;91<=>序列与 #9>D->A 中人 ;91<=> 的序列完全一致，并带有

设计的酶切位点及 ] ^ V=4 密码子。

*"* & + ,-.8/012-3 融合蛋白表达载体的构建

将上述克隆到的带 ] ^ V=4 密码子的人 ;91<=> E)C! 片段

插入 1?K2L+M&3$I 上，酶切后挑选带有插入片段的克隆，经

__[[ 期 贾振宇等：人 ;91<=> 基因的 E)C! 的克隆和表达



测序鉴定，插入位点及开放阅读框完全正确。

!"# $ % &’()*+,-’. 融合蛋白的体外表达

!"#$%&’()*+, 及 -.+ 对照载体经快速表达系统表达，可

以见到明显的目的蛋白质表达（图 /），0 1 ’()&*2!3(4 融合蛋

白大小约为 56 78，与预期（569:0;: 78）相符，且主要以可溶

形式存在于反应液上清中。经 <2)32=4 >?@3 鉴定，0 1 ’()&*2!&
3(4 融合蛋白具有很特异的抗原性（图 :）。

图 5 引物悬挂延伸 +AB 法扩增人 *2!3(4 C8DE

.(FG5 HI2=JK4F $L324)(@4 +AB KM!?(N(CK3(@4

@N JOMK4 *2!3(4 C8DE

59 EM!?(N(CK3(@4 @N 2L@4 ; @N JOMK4 ?2!3(4
（P(3J 0 1 ’() C@Q@4)）；

;9 EM!?(N(CK3(@4 @N 2L@4 / @N JOMK4 ?2!3(4；

/9 5 7>&!?O) R@?2CO?K= P2(FJ3 )3K4QK=Q；

:9 EM!?(N(CK3(@4 @N NO??&?24F3J C@Q(4F =2F(@4 @N JOMK4

?2!3(4（P(3J 0 1 ’() C@Q@4)）

图 ; 0 1 ’()&*2!3(4 C8DE 的克隆

.(FG; 0 1 ’()&*2!3(4 C8DE C?@4(4F

59 5 7>&!?O) R@?2CO?K= P2(FJ3 )3K4QK=Q；

;9 !-$R&,&$K)S&0 1 ’()&*2!3(4（!"#B!Q(F2)3(@4）

图 / 人 0 1 ’()&*2!3(4 融合蛋白表达结果

.(FG/ 0 1 ’()&*2!3(4 NO)(@4 !=@32(4 2L!=2))(@4
59 T24CJRK=7 !=2)3K(42Q !=@32(4 M@?2CO?K= P2(FJ3 )3K4QK=Q；

;9 !"#$%;9/RAU C@43=@?；/9 -.+ I2C3@= C@43=@?；
:9 +2??23 @N 0 1 ’()&*2!3(4 $% &$’(# 3=K4)?K3(@4 =2KC3(@4 M(L3O=2；

V9 UO!2=4K3K43 @N 0 1 ’()&*2!3(4 $% &$’(# 3=K4)?K3(@4 =2KC3(@4 M(L3O=2

图 : 0 1 ’()&*2!3(4 融合蛋白的 <2)32=4 >?@3 结果

.(FG: <2)32=4 >?@3 @N NO)(@4 JOMK4 ?2!3(4

59 !"#$%;9/RAU C@43=@?；;9 -.+ I2C3@= C@43=@?；

/9 +2??23 @N 0 1 ’()&*2!3(4 $% &$’(# 3=K4)?K3(@4 =2KC3(@4 M(L3O=2；

:9 UO!2=4K3K43 @N 0 1 ’()&*2!3(4 $% &$’(# 3=K4)?K3(@4 =2KC3(@4 M(L3O=2

本研究采用新颖的引物悬挂延伸 +AB 方法，以外周血

中人基因组 8DE 为模板，扩增带有 0 1 ’() 密码子的人 *2!3(4
C8DE 序列。该方法无需提取特定组织细胞中 MBDE，再用

B,&+AB 法扩增 C8DE。由于 *2!3(4 基因（@>）在人外周血中基

本上不表达，高表达 @> 基因的脂肪组织的 BDE 又不易获得，

而引物悬挂延伸 +AB 方法则很好地解决了模板来源困难的

问题。本研究在体外表达的重组人 *2!3(4 氨基端设计增加了

0 个组氨酸，以便于利用 ’()&3KF 分离纯化 *2!3(4。而氨基端系

*2!3(4 的分泌信号肽，功能区位于氨基端分泌信号肽之后，因

此增加的 0 个组氨酸对重组 *2!3(4 的生理生化功能影响应该

不大。我们采用的最新的蛋白质体外快速翻译表达系统

（BK!(Q ,=K4)?K3(@4 US)32M，B,U）大大简化了常规的体外转录翻

译反应的操作，提高了表达效率；而与大肠杆菌表达系统相

比，表达产物单一且产量大，不易产生在大肠杆菌中表达容易

形成的包涵体，无需考虑重组 *2!3(4 表达载体在大肠杆菌中

是否表达有毒的蛋白质，无需破壁、去除各种细菌成份，便于

分离纯化。
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