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酪氨酸蛋白磷酸酯酶对细胞生长、分化、代 谢、细胞周期调节和细胞骨架等有重要的调节功

蛋白酪氨酸磷酸酯酶 4A2基因的克隆、表达及活性鉴定
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摘 要 :【目的】获取人蛋白酪氨酸磷酸酯酶 4A2( PTP4A2)基因并高效表达纯化 , 对于产物的体外活性进

行测定。【方法】用 RT- PCR 技术 , 从肝癌细胞系 HepG2 的总 RNA中 , 获得编码 PTP4A2 基因功能片段的

DNA。测序后 , 通过酶切亚克隆至表达载体 pGEX- 4T- 2, 构建重组表达载体 , 并导入大肠杆菌 E.coli BL21 中 ,

IPTG诱导表达重组的 GST融合蛋白。对重组融合蛋白过谷胱甘肽琼脂糖柱进行纯化 , western 印记进行鉴定 ,

质谱检测蛋白分子量。通过其对底物磷酸多肽的去磷酸化反应 , 鉴定其活性。【结果】获得编码肝癌细胞

PTP4A2(全长氨基酸 )的基因序列,测序结果与已发表的基因序列相一致。重组 GST融合蛋白经 western 分析 ,

在相对分子质量 Mr=45 000 处 , 有特异的蛋白条带。重组蛋白经谷胱甘肽琼脂糖柱进行纯化后 , 得到了高纯度

的融合蛋白 , 质谱检测其分子量为 45 470.6。底物多肽去磷酸化反应表明纯化产物具有较强活性。【结论】成

功克隆人 PTP4A2 基因 , 并在 E.coli BL21 中高效表达 , 亲和层析后获得高纯度 GST融合蛋白 , 质谱检测分子

量与预期结果一致 , 纯化产物具有蛋白磷酸酯酶活性。
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Cloning, Expression, and Pur ification of Human Protein Tyrosine Phosphatase Type 4A2
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Abstract : 【Objective】To obtain human protein tyrosine phosphatase type 4A2 (PTP4A2) gene expressed in E.

coli and purify the target proteins.【Methods】 PTP4A2 genes were amplified by RT- PCR from total RNA of HepG2

human hepatoma cell line, then were inserted into pGEM- Teasy plasmid. After auto- sequencing, the target gene

fragment was cloned into prokaryotic expression vector pGEX- 2T in fusion form and transformed into E.coli BL21.

Recombinant GST fusion proteins were expressed via the induction of IPTG and purified through glutathione agarose

column. The molecular weight of fusion protein was detected by SELDI mass spectrometry. In vitro PTPase assays

were used to determine the activity of fusion protein. 【Results】The sequence of cloned PTP4A2 gene was identical

with those early reported. GST fusion protein was separated by SDS- PAGE, One protein band of Mr= 45 000

appeared on SDS- PAGE gel. The expressed fusion proteins were highly purified and its molecular weight was

45470.6 detected by mass spectrometry. 【Conclusions】The human PTP4A2 gene had been successfully cloned and

efficiently expressed in E.coli, and the GST fused target protein had been highly purified with high activity in vitro.
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能。它特异性地催化蛋白质酪氨酸残基上脱磷酸

反应 , 调控细胞内蛋白质酪氨酸残基的磷酸化程

度 [1]。酪氨酸蛋白磷酸酯酶除催化结构域外 , 还包

括亚细胞定位结构域及底物识别和调控结构域 [2]。

酪 氨 酸 蛋 白 磷 酸 酯 酶 4A2 ( protein tyrosine

Phosphatase type IVA2, PTP4A2) , 又名肝细胞再生

磷酸酯酶 2 ( phosphatase of regenerating liver 2,

PRL- 2) , 是一类新发现的小分子酪氨酸蛋白磷酸

酯酶 , 包括 PTP4A1, PTP4A2 , PTP4A3。它们参与

了细胞生长的调控[3],增殖[4], 细胞的浸润和肿瘤的

转移[5]。PTP4A2 与肿瘤细胞的恶性转化密切相关 ,

很有可能是一种癌基因 [ 6]。为了进一步研究

PTP4A2 的功能 , 制备相应抗体及寻找抗肿瘤药

物 , 我们尝试克隆并表达 PTP4A2 基因 ,对于表达

产物进行了纯化和活性鉴定。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

肝癌细胞系 HepG2 本教研室保存; 寡聚核苷

酸引物由上海生工公司合成 ; RNA 提取试剂

Trizol 购自美国 Gibco公司; pGEX4T- 2 质粒购自

瑞典 Pharmacia 公司; pGEM T easy载体、RT- PCR

试剂盒及 T vector 试剂盒、各种限制性内切酶、连

接酶及 TaqDNA聚合酶均为美国 Promeca 公司产

品 ; DNA酶和高纯质粒提取试剂盒为德国 Qiagen

公司产品; IPTG , DTT , DTE ,胱胺、谷胱甘肽琼脂

糖及还原性谷胱甘肽 , 色谱级乙腈 , 色谱级去离

子水 ,三氟乙酸 , 芥子酸均为 Sigma 公司产品;去磷

酸化底物多肽 R- R- L- I- E- D- A- E- pY- A- A- R-

G, 美国 UBI 公司产品 , 抗 GST 抗体及 western 试

剂盒购自美国 NEB公司,蛋白 marker 购自珠海百

奥生物技术有限公司。其余一般化学试剂均为国

产分析纯。表面增强激光解吸电离质谱仪( SELDI-

TOF- MS) PBSII 及金质芯片 , 美国 Ciphergen 公司

制造。

1.2 RNA 的抽提

弃去培养瓶中的培养液 , 流干。加入适量

Trizol 裂解细胞 , 在冰上放置 5 min;将裂解产物分

装到 1.5 mL的 Eppendof管中 , 再加入 200 uL的

氯仿 , 混匀 , 冰上放置 5 min; 1 200 ×g离心 15

min, 吸上清液于另一离心管中 , 加入等体积的异

丙醇 ,冰上放置 15 min。1 200 ×g离心 15 min,沉

淀 RNA去上清 , 体积分数 70%乙醇洗涤沉淀 , 室

温风干 ,加 DEPC处理双蒸水溶解。10 g/L琼脂糖

凝胶检测质量 , 随后用紫外分光光度计测定 RNA

的浓度和纯度 ,置于- 70 ℃冰箱中备用。

1.3 PTP4A2 基因的扩增

以提取的 RNA为模板进行 RT- PCR , 扩增

PTP4A2 全长的 cDNA编码片段 ,引物序列如下 : 5′

端引物 : ggatccATGAACCGTCCAGCCC, 3′端引物 :

ctcgagCTACTGAAC ACAGCAATGCC。48 ℃ 50 min

反转录。 首先于 94 ℃变性 5 min;然后 92 ℃, 30

s; 56 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s 共循环 30 次 ;最后 1 次

循环完成后于 72 ℃延伸 5 min。

1.4 RT- PCR 产物的克隆与鉴定

回收 RT- PCR 产物, 与质粒 pGEM T Easy进

行连接反应 , 转化感受态 DH5а,挑取白色菌落进

行 酶 切 鉴 定 , 所 获 阳 性 克 隆 命 名 为 pGEM

PTP4A2, 送至上海生工公司进行测序。经 BamH

Ⅰ, Xho Ⅰ双酶切后与经同样酶切的 pGEX- 4T- 2

进行连接反应 , 挑选的阳性克隆命名为 pGEX

PTP4A2。

1.5 目的蛋白的诱导表达

工程菌在含氨苄青霉素 (100 mg/L)的 LB 培

养基中过夜培养 , 按 10 %的接种量进行转接 ,

250 r/min, 37 ℃摇菌至 A600=1.0 , 加入异丙基硫

代半乳糖苷 ( IPTG)至终浓度为 0.5 mmol/L, 37 ℃

继续通气培养 4～5 h。取 1.5 mL菌液 ,10 000 ×g

离心 30 s 收集菌体 ,菌体加入 H2O 60 μL, 剧烈振

荡混匀 , 再加入 4×样品缓冲液 2 0 μL, 100 ℃, 5

min; 10 000×g离心 5 min; 120 g/L SDS- PAGE 电

泳检测 , 预计相对分子质量 Mr= 45 000 处有明显

的蛋白表达。大规模培养细菌 , 诱导表达目的蛋

白 , 收集菌体 , 超声破菌。离心后将上清和沉淀分

别制样 ,进行 SDS- PAGE。可溶的目的蛋白直接应

用谷胱甘肽琼脂糖亲和层析柱进行亲和层析纯化

以包涵体形式存在的表达产物。N-十二烷基肌氨

酸钠将沉淀蛋白质变性过夜 ,经缓慢透析去除 N-

十二烷基肌氨酸钠 ,令蛋白复性后 ,用谷胱甘肽琼

脂糖亲和层析柱对目的蛋白进行亲和层析纯化。

抗 GST 抗体及 western 试剂盒购自美国 NEB 公

司。

1.6 表达产物的亲和层析

将 10 mL Glutathione Sepharose 4B 加入柱子

中,用 10 倍体积的 PBS 洗去保护液至柱体平衡,柱
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图 2 SDS- PAGE 测定 GST- PTP4A2表达蛋白及纯化蛋白

Fig.2 SDS - PAGE analysis of the expression and

pur ified protein of GST fusion PTP4A2

1, 3 : the cell lysates of PTP4A2 before induction; 2 : the cell

lysates of PTP4A2 after induced by IPTG; 4 :cytoplasm of BL21

containing pGEX- PTP4A2; 5 :inclusion body of pGEX- PTP4A2; 6 :

marker ; 7 :purfied protein of GST fusion PTP4A2

体平衡后,分别加入 15 mL 的表达液(调节流量为

0.15 mL/ min 过柱 ,UV280 nm、UV215 nm 监测洗

脱、吸附情况) ,使蛋白质充分吸附。PBS 洗涤层析

柱至重新平衡, 将 PBS 更换为超纯水洗柱至将目

的蛋白洗出。

1.7 表达产物的 Western 印记鉴定

将 GST- PRL- 2 融合蛋白、表达空载体纯化的

GST蛋白变性后, 经 150 g/L SDS- PAGE 分离蛋白

质,并电转移至 PVDF膜上。依次滴加兔抗 GST 抗

体及 HRP 标记的羊抗兔抗体, 最后以 ECL试剂盒

显影。

1.8 回收蛋白的 SELDI 质谱鉴定

将基质芥子酸溶解于色谱级水 :乙腈=1 ∶1 且

含体积分数 0.5%三氟乙酸的溶液 , 制成饱和溶

液。亲和层析回收的蛋白质 100 !L冷冻干燥后 ,
溶解于 20 !L体积分数 0.1%三氟乙酸的色谱级水
中。取 2 uL基质和 2 uL样品充分混合,加 2 uL混

合液于芯片靶上,自然干燥后,推入离子源待测。仪

器参数设置如下:激光强度 200,检测器灵敏度 10,

质量聚焦 45 000,分子量检测范围 40 000~50 000,

信号累加次数 40次。

1.9 纯化产物的体外活性测定

采用磷酸酶消化法鉴定 GST- PTP4A2 蛋白的

活性。将纯化的 GST融合蛋白制成磷酸酶消化反

应液 ( 0.5 g/L融合蛋白 , 25 mmol/L咪唑盐酸 , pH

7.0, 1 ml/L二巯基乙醇)。取 50 !l 磷酸酶消化反
应液 , 加入磷酸化底物多肽至终浓度 0.2 mmol/L,

30 ℃反应 60 min, 加入 200 !mol/L钒酸钠终止反
应。取 2 ul 反应液 SELDI 质谱检测底物多肽去磷

酸化情况。

2 结 果

2.1 PTP4A2 基因的扩增及序列测定

RT- PCR 扩增 PTP4A2 编码区的全长 cDNA

序列 ,得到 504 bp 的片段(图 1)。挑取含插入片段

的阳性克隆 pGEM PTP4A2, 用高纯质粒提取试剂

盒提取质粒 , 测序结果表明所扩增的 PTP4A2 与

GeneBank 公布的序列相符。

2.2 表达载体的构建

pGEM PTP4A2 经 BamHⅠ、 XhoⅠ双酶切后

与经同样酶切的 pGEX- 4T- 2 进行连接反应后 ,转

化感受态细胞, 挑选的克隆进行双酶切鉴定 ,10 g/

L琼脂糖电泳显示 约 4 900 bp 大小片段的载体片

断和约 500 bp的目的基因(图 1 )。阳性克隆命名为

pGEX PTP4A2。

2.3 重组蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化

将 pGEX PTP4A2 转化入 E.coli BL21, IPTG

诱导 ,SDS- PAGE 电泳表明工程菌表达了相应分

子 质 量 的 谷 光 甘 肽 S 转 移 酶 ( glutathion S

transferase,GST)与 PTP4A2 的融合蛋白 , 即 GST-

PTP4A2 (图 2 ) 。对菌体总蛋白上清和沉淀蛋白分

图 1 PTP4A2 基因 RT- PCR 及表达质粒双酶切鉴定图

谱

Fig.1 RT- PCR amplification productions and restr iction

analysis of pGEX PTP4A2

1:DNAmarker; 2:RT - PCR productions; 3:undigestion of pGEX

PTP4A2; 4:digestion of pGEX PTP4A2 with BamH I and Xho I

Mr/×103
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别进行电泳分析 ,发现 GST 融合蛋白主要位于不

溶的包涵体中 ,对包涵体蛋白用 N-十二烷基肌氨

酸钠变性处理过夜 ,经缓慢透析除去 N-十二烷基

肌氨酸钠 ,蛋白复性后 ,经过谷胱甘肽琼脂糖亲和

层析纯化 ,得到 Mr≈ 45000 的目的蛋白 (图 2)。

2.4 Western 印记鉴定表达蛋白

由于表达蛋白为融合蛋白 , 含 GST蛋白序列 ,

故可应用抗 GST抗体检测蛋白表达。western blot

检测可见空载体组仅有 GST表达条带 , 诱导前组

隐约可见含 GST蛋白表达 , 诱导后组可见融合蛋

白和 GST蛋白表达条带 , 纯化后组可见明显的融

合蛋白表达条带和明显减弱的 GST表达条带 (图

3)。上述结果表明 GST- PRL- 2 融合蛋白在大肠杆

菌中得到成功表达 , 经亲和层析后获得纯度较高

的融合蛋白。

2.5 质谱鉴定回收蛋白

将融合蛋白在芥子酸中进行 SELDI- TOF- MS

分析 , 在 40 000 ~ 50 000 之间只出现 1 个明显的

谱峰 , 其核质比为 45 470.6, 与融合蛋白的理论分

子量 45419.8 相当 , 表明该纯化蛋白即为 GST与

PTP4A2 的融合蛋白(图 4)。

2.6 融合蛋白活性检测

去磷酸化底物多肽 R- R- L- I- E- D- A- E- pY-

A- A- R- G是酪氨酸蛋白磷酸酯酶的通用底物 , 其

Mr 为 1 599.8, 当被酪氨酸蛋白磷酸酯酶水解后 ,

失去磷酸基 , Mr=1 519.7。将与 GST- PTP4A2 作用

的反应液应用质谱检测 , 结果发现反应液中出现

Mr 为 1 599.8 和 1 519.7 的两个多肽峰 , 表明

GST- PTP4A2 在体外具有酪氨酸蛋白磷酸酯酶活

性(图 5)。

3 讨 论

在过去的几年中 , 一类新的酪氨酸蛋白磷酸

酯酶 PTP4A被鉴定 ,它们包括三个成员 : PTP4A1 ,

PTP4A2 , PTP4A3。尽管 PTP4A在活化位点具有酪

氨 酸 蛋 白 磷 酸 酯 酶 的 特 征 性 基 序 : I/V

(HCXAGXXR)S/T, 它们的氨基酸序列与以前发现

的酪氨酸蛋白磷酸酯酶明显不同。它们的分子量

仅有 22 000 左右 , 在羧基端具有一个法尼基化的

基序 CAAX。在体外它们均可被法尼基转移酶催

化 ,在羧基端半胱氨酸残基上加上法尼基。在体内

PTP4A2 可以被异戊烯化[4]。PTP4A2 与 PTP4A1 和

PTP4A3 氨基酸同源性分别为 87%和 75%。在正常

组织中 PTP4A2 仅在骨骼肌中表达 [4], 但是 , 其在

肝癌 , 前列腺癌 , 肺癌和乳腺癌以及淋巴瘤中均有

异常高表达 [7,8], 其可以通过抑制细胞周期调控蛋

图 3 各组表达蛋白的 Western blot 检测

Fig 3 Western blot analysis of protein expression in

each group

图 4 GST- PTP4A2 融合蛋白的 SELDI- TOF- MS 图

Fig.4 The SELDI- TOF- MS map of GST- PTP4A2 fusion

protein

图 5 融合蛋白活性检测的质谱图

Fig.5 The SELDI - MS map of recombinant PTP4A2

activities in vitro

a. phosphotyrosine peptide in the absence of GST- PTP4A2; b.

phosphotyrosine peptide in the presence of GST- PTP4A2

Mr/×103

中山大学学报(医学科学版) 第 28 卷140



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

白 P21 的活性 , 促进细胞增殖。目前发现 PTP4A2

的作用蛋白为 geranylgeranyltransferase Ⅱ ( GGT

Ⅱ) , 通过调节 GGTⅡ的磷酸化影响 GGTⅡ的功

能[9]。对于 PTP4A2 的深入研究对于阐明细胞信号

转导的调控以及开发新的抗肿瘤药物均具有重要

意义。

我们成功地表达了 GST- PTP4A2 融合蛋白 ,

它位于包涵体中 , 工程菌经超声破菌 , 离心后用

N-十二烷基肌氨酸钠对包涵体蛋白变性。N-十二

烷基肌氨酸钠是一种温和的阴离子去垢剂 , 可溶

解许多包涵体蛋白。当用透析或层析将它从蛋白

质中去除时 ,即可使蛋白质复性。N- 十二烷基肌

氨酸钠处理变性的 GST- PTP4A2 包涵体蛋白 , 经

缓慢透析降低 N-十二烷基肌氨酸钠浓度后 ,蛋白

得到很好的复性 , 过谷胱甘肽琼脂糖亲和层析纯

化后 , 得到 45 000 的目的蛋白。实验证明该方法

是一种有效地纯化包涵体蛋白的方法。

表面增强/基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱 (SELDI- TOF)是近年发展起来的一种“软电离”

质谱技术 ,具有样品不易裂解、分子离子峰强、灵

敏度高等特点。该技术整合了芯片和质谱技术,将

蛋白质样品的制备、生化反应和检测分析等过程

集成在芯片上进行 , 具有操作简单 , 快速 , 样品用

量少等优点[10]。我们应用该技术检测纯化后的融合

蛋白 , 仅用 1 h 时便获得了结果 , 检测结果与理论

计算结果仅仅相差不到 0.1%, 表明质谱技术是一

种高精确度的质量检测技术 , 在生物检测中具有

广阔的应用前景。

磷酸酯酶活性的检测始终是一个难题 , 过去

的检测方法主要通过检测游离磷酸根的方法检测

其水解活性。该方法灵敏度和特异性较低 ,很少有

人使用。对于磷酸化蛋白的检测是质谱的一个重

要应用领域。我们将质谱应用于磷酸酯酶活性的

定性检测。去磷酸化的底物多肽由于失去一个磷

酸根 ,因此在相对分子量上比原先减小 80,这种差

别应用质谱很容易检测出来。同时我们采用咪唑

盐酸缓冲液作为溶剂 , 不加任何金属盐离子 , 使之

更适合于质谱检测。检测结果表明纯化的 GST-

PTP4A2 蛋白在体外具有酪氨酸蛋白磷酸酯酶活

性。质谱法检测磷酸酯酶活性具有快速准确的优

点 , 目前我们正在尝试将之应用于酪氨酸蛋白磷

酸酯酶活性的定量研究 ,使之获得更广泛的应用。
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