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长爪沙鼠 A=D)序列同源性分析及蛋白体外表达#

王!妍!郭!萌!杜小燕!李长龙!路!静!霍学云!吕建祎!刘!欣!陈振文
!首都医科大学基础医学院(北京!"###?%"

摘要%目的!分析长爪沙鼠半胱氨酸蛋白酶抑制剂 A!A+*93912 A(A=D)"5K>G序列同源性(并建立 A=D) 蛋白原核

表达体系(为长爪沙鼠 A=D) 抗体制备和后续基因功能研究奠定基础+ 方法!对长爪沙鼠 01,) 5K>G序列进行克

隆’同源性分析及密码子优化)将优化后序列酶切连接到 234&$’ 载体(完成重组 A=D) 蛋白表达载体构建)将该载

体转化到感受态细胞中(通过异丙基硫代半乳糖苷!<*6:M6:+I!aKaD816L3I3596*1,O(<FDR"诱导实现 A=D) 蛋白的原核

表达(并用 =K= 聚丙烯酰胺凝胶电泳! =K=aFGRN"和蛋白质印迹法!QO*9OM2 [I69912L"验证+ 结果!长爪沙鼠 01,)

基因与人和小鼠 01,) 基因的序列同源性较低+ 密码子优化后的长爪沙鼠 01,) 表达序列插入到 234&$’ 质粒中(获

得了 A=D) 蛋白表达载体+ 经 " 776I;H<FDR)’ g诱导 "& 8(可获得大量 A=D) 蛋白+ 结论!成功地构建了长爪沙

鼠 A=D) 蛋白的体外表达体系+

关键词%长爪沙鼠)A=D))原核表达

中图分类号% ’̂$%!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a###"a#$

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4##"

!!长爪沙鼠!!)*&"#)15#$5&65%’,51"又名蒙古沙鼠
!!"#$"%&’# $)*+&%"(为啮齿类动物家族成员(是源自
我国的实验动物资源 , "- + 由于其独特的解剖结构’
生理学和行为学特征(长爪沙鼠在许多研究领域具
有特殊的应用价值(如脑神经病研究’寄生虫病研
究’微生物学研究’听觉和视觉研究’内分泌研究’代
谢研究’肿瘤及其他疾病研究 , "a&- + 可以说(长爪沙
鼠被称为.多功能实验动物/+ 随着长爪沙鼠线粒
体和全基因组测序 , &- 的完成(以及癫痫易患模
型 , )- ’自发糖尿病模型 , (- ’脑缺血高发群体 , B-等长
爪沙鼠动物模型群体的建立(长爪沙鼠逐渐成为相
关研究领域的一种.热门/实验动物+ 近年来(在长
爪沙鼠近交系和封闭群培育过程中(我们在证实长
爪沙鼠脑底动脉 Q1II1*环 !51M5IO6PQ1II1*(A6Q"变
异缺失具有遗传性的基础上(通过抑制消减杂交
!=Y::MO**162 =Y[9M3591XOE+[M1,1c39162(==E"方法(发
现半胱氨酸蛋白酶抑制剂 A!A+*93912 A(A=D)"的
表达变化与长爪沙鼠脑血管畸形相关 , ?- + 为了进
一步研究长爪沙鼠 A=D) 的功能和参与血管发育的
机制(我们比对了 A=D) 序列同源性(构建了长爪沙

鼠 A=D) 蛋白表达载体(对其进行原核表达和鉴定(
为制备长爪沙鼠 A=D) 抗体和进行后续的功能研究
奠定基础+

/K材料与方法

/N/K实验动物
选取来自首都医科大学实验动物部的封闭群长

爪沙鼠 " 只(雄性( "? 周龄(饲养于普通环境中
!=SW‘!京" &#")a###B"+ 将长爪沙鼠过量麻醉安
乐死后(于冰上立即解剖(获取长爪沙鼠新鲜脑组
织+ 组织采集后保存于液氮中+
/N5K主要实验材料

234&$’ 质粒为实验室保存)克隆载体 2!7"%84
!D3.3M3(日本")\3*9̂Y3295K>G第一链合成试剂
盒’胶回收试剂盒’无内毒素大提质粒试剂盒’396"%&
:;&" 感受态细胞’396"%&7<B’ 感受态细胞均购自
天根公司)DJ<c6IJO3LO29!<2X19M6LO2(美国")=6"<和
>?"<限制性内切酶!>NZ(美国")<FDR’硫酸卡钠霉
素’氨苄青霉素均购自索莱宝公司+
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/N3K方法
/N3N/!总 J>G提取及 5K>G制备% 取约 #C" L脑
组织(加入到 " 7HDJ<c6I试剂中进行组织匀浆(混
匀后室温消化 "# 712+ 加入 &## "H三氯甲烷(颠倒
混匀后冰上放置 "B 712( ") B## M;712 ( g离心
"B 712+ 将上清液转移至新的离心管中( 加入
#CB 7H异丙醇(颠倒混匀后冰上放置 "B 712(") B##
M;712 ( g离心 "B 712(弃上清+ 加入无核酶冰 ’Bh
乙醇洗涤沉淀 & 次(") B## M;712 ( g离心 B 712 后
弃上清+ 自然风干后无核酶水溶解(获得长爪沙鼠
脑组织 总 J>G+ 使 用 >326,M6: &###5 !D8OM76
*51O291P15( T=G" 测量总 J>G浓度和纯度(并根据
\3*9̂Y3295K>G第一链合成试剂盒说明书要求进行
反转录获得 5K>G+
/N3N5!01,) 基因蛋白质编码区 !56,12L*OdYO25O(
AK="克隆和测序%根据 >AZ<提供的长爪沙鼠 01,)
基因 AK= 区序列 !RO2Z32.% ‘VB"’B’BC""两端设
计 01,) 基因 AK= 区克隆的上下游引物(上游引物序
列为 . B0aGDRRADGRAAAGADGARGDAAa)0/’下游
引 物 序 列 为 . B 0aDDGGRARADDDDRAGRADRRGa
)0/(并用该引物将 01,) 基因 AK= 区序列从长爪沙
鼠脑组织5K>G中扩增出来(FAJ扩增体系为B# "H
体系(FAJ扩增条件为%%B g预变性 B 712))B 个循
环 %B g变性 )# *’B’ g退火 )# *’’& g延伸 )# *)
’& g 继续延伸 ’ 712 后(( g保存+ 将 FAJ产物进
行琼脂糖凝胶电泳及胶回收后(将回收产物连接到
2!7"%84载体上进行 DG克隆测序(以获得长爪沙
鼠 01,) 基因 AK= 区序列+
/N3N3!基因序列同源性比对%在 >AZ<上查询小鼠
!>AZ<JOPOMO25O=OdYO25O% >Vf##%%’?C("和人类
!RO2Z32.% AJB(&#"$C""01,) 基因 AK= 区序列(用
K>GVG>软件将其与长爪沙鼠的 01,) 基因序列进
行比对(同时进行氨基酸序列比对+
/N3N2!质粒载体构建% 去除长爪沙鼠 A=D) 蛋白信
号肽区域!" i&# 33"后(对剩余蛋白质全长的对应
01,) 基因序列进行密码子优化’在 >端加入 E1*标
签(并通过化学合成获得对应的基因片段(合成的片
段通过 =6"-和 >?"-位点酶切’连接(将合成序列插
入到 234&$’ 质粒载体中+
/N3NO!重组蛋白的诱导表达和检测%将 234&$’8
0@4) 质粒和 234&$’ 空质粒载体分别转化到 396"%&
:;&" 感受态细胞中(涂板’克隆及培养+ 用 )# 7H
卡那霉素抗性的 HZ培养基 )’ g扩增菌液(在对数

扩增期加入 <FDR诱导(使其终浓度为 " 776I;H+
收集菌液后取全菌液上清和沉淀(分别进行 =K=a
FGRN凝胶电泳和 QO*9OM2 [I69912L检测+
/N3N4!=K=aFGRN凝胶电泳%将各组蛋白进行 "Bh
=K=aFGRN凝胶电泳(电泳条件为%$# e恒压电泳
)# 712("&# e电泳至结束+ 随后(用考马斯亮蓝染
液染色过夜并进行脱色+
/N3NP!QO*9OM2 [I69912L实验%将 =K=aFGRN凝胶使
用 Z16aJ3, 蛋 白 质 转 膜 系 统 将 蛋 白 质 电 转 至
#C&& "7 硝 酸 纤 维 素 膜 ! 219M65OIIYI6*O P1I9OM
7O7[M32O(>A膜"上(用 #CBh封闭用脱脂奶粉封闭
后(使用 E1*抗体!" j" ###"( g孵育过夜(DZ=D充
分 洗 涤 后( 用 辣 根 过 氧 化 物 酶 ! E6M*OM3,1*8
:OM6/1,3*O(EJF"标记抗鼠血清二抗室温孵育 " 8+
再次充分洗涤后(进行化学发光(用 Z16aJ3, 凝胶图
像分析系统进行图像采集分析+

5K结果

5N/K长爪沙鼠 !"#3 基因 E’!区克隆测序分析
为构建 A=D) 原核表达载体(我们首先以长爪

沙鼠脑 5K>G为模板(扩增了 01,) 基因 AK= 区(并
连接到 2!7"%84载体上进行克隆测 序+ 利 用
K>GVG>软件将测序结果与 RO2Z32. 中长爪沙鼠
01,) 基因 AK= 区序列比对+ 结果显示(长爪沙鼠
01,) 基因 AK= 区长度为 (&% [:(我们克隆的长爪沙
鼠 01,) 基因 AK= 区序列与 RO2Z32. 序列仅相差一
个碱基!图 ""(并导致一个氨基酸的差异+
5N5K长爪沙鼠 !"#3 基因同源性分析

为判断长爪沙鼠 01,) 基因序列同源性(我们利
用 K>GVG>软件分别将长爪沙鼠与人’小鼠 01,)
基因 AK= 区序列进行比对!图 &"+ 长爪沙鼠 01,)
基因 AK= 区 序列 与 人’ 小鼠的同源性 分 别 为
?$C%#h和 ’%C(%h+ 同时(我们也比较了长爪沙鼠
与人’小鼠 A=D) 蛋白氨基酸序列的同源性+ 结果
显示(长爪沙鼠 A=D) 蛋白氨基酸序列与人’小鼠的
序列同源性分别为 ?)CB"h和 ’"C$)h!图 )"+ 这些
比对结果显示(长爪沙鼠 01,) 基因与人’小鼠序列
同源性较低(保守性较差+ 这提示(在进行长爪沙鼠
A=D) 蛋白研究时(不宜使用小鼠或人类 A=D) 蛋白
或抗体+
5N3K长爪沙鼠 E!@3 蛋白表达载体构建

为建立长爪沙鼠 A=D) 蛋白体外表达体系(将

1&1
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长爪沙鼠 A=D) 蛋白与人’小鼠 A=D) 蛋白比对分
析(结果表明长爪沙鼠 A=D) 蛋白的 " i&# 氨基酸
!37126351,(33"为信号肽区域(&" i"(& 氨基酸为
A=D) 蛋白功能区域+ 由于长爪沙鼠 A=D) 蛋白编码
序列中稀有密码子较多(RA含量偏高(因此(我们
在去除序列中的信号肽后(对 A=D) 蛋白编码序列
进行了密码子优化(更换了 ’B 个同义密码子 !图
("+ 化学合成优化后的编码序列(并将其酶切连接

到 234&$’ 蛋白表达载体中构建 A=D) 蛋白体外表
达载体(以获得 >端携带 ?WE1*标签的重组长爪沙
鼠 A=D) 蛋白+ 将质粒转化到 396"%&7<B’ 感受态细
胞中(并进行克隆测序(结果显示载体序列与预期一
致(带有 E1*标签的重组长爪沙鼠 A=D) 蛋白表达载
体构建成功!图 B"+ 预计该重组蛋白总长为 "() 个
氨基酸(其中包含 >端 ?WE1*标签和沙鼠 A=D) 蛋
白 &"i"(& 33(分子量大约为 "B .K3+

图 /K长爪沙鼠 !"#3 E’!区克隆测序与 Q-&=%&R长爪沙鼠 !"#3 E’!区序列比对结果
M#)S/K@"-%:#)&9-&F%&%:$T#TJ-F*--&!"#3 E’!T-U+-&V-T*-V:(&-H"-G-%&H

Q-&=%&RET#3 E’!T-U+-&V-T(W$%&’%()*&’+,-)("

1)1
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图 5K长爪沙鼠与人&小鼠 !"#3 基因 E’!区序列比对
M#)S5K@"-%:#)&9-&F%&%:$T#T(W!"#3 E’!T-U+-&V-T

%9(&) $%&’%()*&’+,-)("’ "+9%&%&H9#V-

1(1
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图 3K长爪沙鼠与人&小鼠 E!@3 蛋白氨基酸序列比对
M#)S3K@"-%:#)&9-&F%&%:$T#T(WE!@3 %9#&( %V#HT-U+-&V-T

%9(&) $%&’%()*&’+,-)("’ "+9%&%&H9#V-

图 2K长爪沙鼠 E!@3 蛋白编码序列密码子优化方案
M#)S2KE(H(&(LF#9#X%F#(&TV"-9-W(GE!@3 V(H#&) T-U+-&V-T(W$%&’%()*&’+,-)("

1B1
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图 OK长爪沙鼠 E!@3 蛋白表达质粒测序结果
注%下划线部分为 A=D) 蛋白编码序列(加粗黑字为起始密码子和

终止密码子(黄色阴影为 D’ 启动子(红色为 E1*标签

M#)SOK@"-L%GF#%:T-U+-&V-T(WG-V(9J#&%&FE!@3 LG(F-#&-.LG-TT#(&Y-VF(
>69O% D8OY2,OMI12O, :3M9*3MOA=D) :M69O12 56,12L*OdYO25O*( 98O[6I, :3M9*-OMO98O*93M956,62 32, 98O*96: 56,62(

98O+OII6-*83,O:3M9*-OMO98OD’ :M6769OM*OdYO25O*( 32, 98OMO, P629:3M9*-OMO98OE1*93L*OdYO25O*4

5N2KE!@3 蛋白体外诱导表达和鉴定
为优化蛋白体外表达条件(我们使用不同浓度

和处理时间的 <FDR对转入重组 A=D) 蛋白表达质
粒的 396"%&:;&" 感受态细胞进行诱导表达+ =K=a
FGRN凝胶电泳显示(与对照相比( #C& 776I;H
<FDR诱导并无特异性蛋白表达(而 " 776I;H<FDR
)’ g诱导表达 "& 8 后在分子量约 "B ‘K3处出现单

一目的条带+ 对蛋白进行 QO*9OM2 [I69912L检测 E1*
标签表达情况(结果显示 <FDR诱导组有特异性 E1*
表达(大小与重组 A=D) 蛋白大小一致(并且 E1*蛋
白表达结果也表明 " 776I;H<FDR)’ g诱导表达
"& 8 是诱导沙鼠A=D) 蛋白表达的最佳条件!图 ?"+
综上(我们成功建立了 A=D) 蛋白体外诱导表达系
统(获得约 "B .K3的重组沙鼠 A=D) 蛋白+

图 4K长爪沙鼠 E!@3 蛋白的体外诱导表达
注%G%=K=aFGRN凝胶电泳结果)Z%QO*9OM2 [I69912L结果)V%蛋白 73M.OM(" 为 234&$’ 载体)&’)’( 分别为 #C& 776I;H<FDR)’ g

诱导 ( 8’$ 8 和 "& 8(B’?’’ 分别为 " 776I;H<FDR)’ g诱导 ( 8’$ 8 和 "& 8(红箭头为目的条带

M#)S4KC&H+V-H-.LG-TT#(&(W)-GJ#:E!@3 LG(F-#&)&.)#,%/
>69O% G%=K=aFGRNOIO59M6:86MO*1*) Z%QO*9OM2 [I69912L)V%:M69O12 I3,,OM) "( 234&$’ XO596M) &i((12,Y5O, [+#C& 776I;H<FDR39

)’ g P6M( 8( $ 8 32, "& 8( MO*:O591XOI+) Bi’(12,Y5O, [+" 776I;H<FDR39)’ g P6M( 8( $ 8 32, "& 8( MO*:O591XOI+4

JO, 3MM6-*12,1539O, 98O93MLO9:M69O12

3K讨论

半胱氨酸蛋白酶在多个生物过程(如在蛋白质

转运(前蛋白加工(骨重塑(和细胞凋亡等过程中发
挥重要作用 , ’a$- (也参与多种病理过程(如心血管疾
病和炎症等+ 因此(半胱氨酸蛋白酶的活性需要被
抑制剂严格控制+ A=D) 又称胱抑素 A!A+*A"(是

1?1
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半胱氨酸蛋白酶的一种重要的内源性抑制剂 , %- (属
于蛋白酶抑制剂的半胱氨酸蛋白酶抑制剂 <<型超
家族(是由 01,) 基因编码’分子量为 ") .K3的分泌
蛋白+ A=D) 是一种非糖基化碱性蛋白质(广泛存在
于各种体液及组织的有核细胞中(参与调控细胞内
外的蛋白水解酶(保护细胞使其免受细胞内和细胞
外蛋白水解酶的水解(是目前发现的对组织蛋白酶
Z抑制作用最强的蛋白酶抑制剂 , "#- + 血清 A=D) 水
平具有一定的诊断价值(是癌症’心血管疾病和炎性
肺病等疾病的预后标志之一 , ""a"&- + 当肾功能和肾
小球滤过率下降时(血清 A=D) 水平显著升高+ 而
循环中 A=D) 水平降低则与动脉粥样硬化斑块形成
有关+ 此外(A=D) 异常表达也参与肿瘤转移’自身
免疫疾病’肝功能障碍和阿尔兹海默症的淀粉样蛋
白沉积等疾病的发生发展 , ")a"?- + 人类 01,) 基因位
于第 &# 号染色体短臂 ") 区 & 上(总长约 (C) .[(包
含 ) 个外显子和 & 个内含子(编码 "(? 个氨基酸的
A=D) 蛋白+ 而小鼠 A=D) 蛋白有 "(# 个氨基酸(长
爪沙鼠 A=D) 蛋白总长为 "(& 个氨基酸+ 核酸和氨
基酸序列比对结果显示(沙鼠 A=D) 蛋白序列与人’
小鼠 A=D) 序列同源性都较低+ 因此(在进一步研
究长爪沙鼠 A=D) 基因功能时(特异性抗体和 A=D)
蛋白不宜使用现有人源性或小鼠源性产品(建立长
爪沙鼠 A=D) 蛋白的体外表达体系十分必要+

01,) 是一个多态性非常强的基因(在人类 A=D)
蛋白编码区就有 &&) 个单核苷酸多态性 !*12LIO
2Y5IO691,O:6I+76M:81*7( =>F" 位点+ 现有研究表
明(多种 01,) 基因的 =>F位点与糖尿病’肥胖’冠心
病’阿尔兹海默症和代谢综合征等疾病的发生发展
相关 , "#("’a&#- + 在建立长爪沙鼠 A=D) 蛋白体外表达
体系时(我们克隆的封闭群长爪沙鼠 01,) AK= 区序
列与 RO2OZ32. 中 01,) 5K>G序列存在一个碱基的
差异(且这一碱基的不同会导致 A=D) 蛋白质序列
的一个氨基酸改变+ 由核苷酸序列比对可知(这个
差异碱基位点恰好对应的是人 01,) 基因中的一个
=>F位点 M*"(&$#’"&??(这提示长爪沙鼠中的这个
差异位点可能是一个 =>F位点+ 但是(目前尚无关
于该位点功能的报道+

我们将密码子优化的 A=D) 蛋白编码序列插入
234&$’ 蛋白表达载体中构建了重组长爪沙鼠 A=D)
蛋白表达质粒(并将该质粒转入到大肠杆菌原核表
达系统中(通过 <FDR诱导获得分子量大约为 "B
.K3>端携带 ?WE1*标签的重组长爪沙鼠 A=D) 蛋

白+ 但是诱导后获得的高效表达的 A=D) 蛋白主要
以包涵体形式存在(普通的镍柱层析纯化方法只能
获得很少的可溶性长爪沙鼠 A=D) 蛋白 , &"- (不足以
进行后期抗体制备等实验+ 因此(后续若进行蛋白
制备(可考虑用变剂溶解(纯化复性后获得 A=D) 蛋
白(以用于抗体制备和进一步研究+ 综上所述(本研
究对长爪沙鼠 01,) 基因序列同源性进行了分析(并
成功构建了重组 A=D) 蛋白表达载体(为长爪沙鼠
01,) 基因功能研究奠定了基础+
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