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摘 要
:

【目的】克隆表达和纯化野生型及 3 种缺失突变型人 PD IP 38 谷眺甘肤 s 转移酶 ( gl uatt hi on 5 tr an
s -

fe ar se
,

GsT )融合蛋白
。

【方法」采用常规 cP R 扩增法得到野生型及 3 种缺失突变型人 PDI 3P 8 的
c D N ;A 4 种

c D
-

N A 与 G s T 融合载体 p GE x
一

4肚 1重组并转化大肠杆菌 D H 5 ;a 采用 B
a m H I和 hx

o
l 双酶切鉴定插人的 DN A 序

列 ;采用谷胧甘肤
一

se p ha or se 4 B 亲和层析柱纯化重组蛋白
。

【结果】野生型和 3 种缺失突变型人 PDI 3P 8 G ST 融

合蛋白在 D H S。 中高效表达 ; 经谷肌甘肤
一

se P h ar os e 4 B 亲和层析柱一步纯化后
,

4 种蛋白的纯度均达到 85 % 以

上
。

【结论】p GE x
一
4 T

一
1 GST 蛋白融合载体可高效表达人 P DI 3P 8 蛋白 ; 用谷胧甘肤

一

se ph ar os e 4 B 亲和层析柱一

步纯化法可简单
、

快速地得到高纯度的蛋白
。
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e d i n to t h e p GE X
一

4 T
一

1 G S T fu s i o n v e e t o r a n d t ar n s fo mr
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oP l司 在真核生物 DN A 复制和 DN A 损伤修复过程
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中起着重要 的作用 川
。

oP l占由 4 个亚基组成
,

相对

分子质量 ( Mr ) 分别为 x2 5 x 1 0
, 、

5 0 x 1 0
, 、

6 8 x 10
,

和 12 x 1 0
, ,

其中 p 125 催化亚基和 p 50 调节亚基构

成 oP l占的酶核心部分
。

酵母双杂交法研究人胎盘

( h
u m a n p l a e e n t a l m a t e h m a k e r

)
。 DN A 库 中 与

oP l即50 调节亚基结合的蛋白
,

发现一 Mr
二

38
x

la0 的新蛋白可与 p 50 亚基结合
,

并将其命名为
D N A 聚合酶 占结合蛋白 (D N A p o l ym e r a s e 占 i n t e r -

a e t i o n p or t e i n
,

p D Ip 3 8 )
。

pD Ip 3 8 的
。 D NA 由 1 10 7

个碱基组成
,

可编码 368 个氨基酸
。

H el a
细胞抽提

物经过 F78 抗 oP l即 1 25 抗体免疫亲和层析柱纯化

后
,

发现 P DI 3P 8存在于 oP l占复制复合物中
,

表明

它和 oP l占之间有着功能的联系
,

而且 P DI 3P 8 还与

增殖细胞核抗原 ( p or l i fe r a t i n g e e ll n u e l e a r a n t i g e n ,

CP N )A 结合
`2 1

,

但是对这个全新蛋白与 p 50 调节亚

基的结合部位以及它在 DN A 复制过程中的作用 目

前仍未清楚
。

本实验构建了 P DI 3P 8 野生型 ( PDI P38

W )T
、

从 1 一 12 5 氨基酸残基的 N
一

末端 ( P DI P38

D M I )
、

从 12 2
一

2 4 7 氨基酸残基的中间段 ( PD IP3 s

D M Z ) 和 从 2 4 3 ~ 3 6 8 氨基酸 残基 的 C
一

末 端

( P D I P 3 8 D M 3 ) 3 种缺失突变体的
。 D N A

,

将 4 种
e DN A 与谷胧甘肤 s 转移酶蛋 白 ( g l

u t a th io n s

atr sn fe ar se
,

sG T )融合载体 p GE X
一

4 T
一

1重组
,

经表达

后
,

采用谷胧甘肤
一 s eP ha or se 4 B 亲和层析柱纯化了

这 4 种蛋白
,

以研究 PD Ip 3 8 与 p o l各p 5 o 调节亚基

的结合部位及其功能
。

1 材料与方法

1
,

1 材料和试剂

G s T 融合蛋白原核表达载体 p G E X
一

4 T
一

1 和谷

胧甘肤
一s e p h a r o s e 4 B 购自美国 Am e r s ham p h a

rm
a -

e i a B i o t e e h 公司 ; P CR 2
.

I T A 载体
,

大肠杆菌菌株

oTP
l o F

’

和 D H S 。 购自美国 In v i t or g e n
公司 ; p C R

试剂盒购 自美 国 Roc h e
公司 ; 限制性 内切酶

B a m H I
,

hX
o l 和蛋 白分子标准购 自美国 N e w

E n g l a n d B i o l a b s
公司 ; 质粒 D N A 提取试剂盒购自

美国 QI A GE N 公司 ; L B 培养基购自美国 iG bc o B R L

公司 ; 小鼠抗人 G s T 单克隆抗体
、

山羊抗小鼠 I gG

和 W e s t e m b lo t 显色试剂盒购自美国 S an ta Cur z
公

司 ;其它试剂均购自美国 iS gm a
公司

。

1
.

2 引物设计和合成

为构建 PDI 3P 8 野生型和 c
一

末端
、

-N 末端及

两端缺失 3 种突变体
,

根据已知的 P DI 3P 8 序列
,

设

计了 6 条引物
:
lP

: 5
`

C G GG A TC C A T G G C A G C C T G
-

TA C A G C 3
’
; P 2 5

’
T G CT CG A G C TA C T C C IT G G AG C

-

C A TG G 3
’
; P 3 5

`

GC G G A T C C A T G G GC T C C AA G G A G
-

C TG 3
’
; P 4 5

`

C G C T C G AG C T A G G G G A T G A C AG T G A
-

C A C G 3
’
; 5P 5

’

A AG G A T C C A T G G T C A C T G TC A T C C
-

C C 3
’
; P 6 5

`

竹C T C G A GC T A C CA G T GA A G G C C T G A

3
` 。

其中引物 1
、

6 用于构建 PD xP3 s 全长
。 DN A

,

1
、

2 用于构建 P D I P 3 8 -N 末端突变体 D M 一
,

3
、

4 用于

构建 P班3P 8 两端缺失突变体 DM Z
,

5
、

6 用于构建

P D I P 3 s e
一

末端突变体 D M 3
。

引物由美国 Q IA G E N

公司合成
。

1
.

3 方 法

1
.

3
.

1 PDI 3P 8 野 生型及缺 失突变体的 克隆和

GST 融合蛋 白表达载体 的构建 以经过测 序的

P D IP 3 8全长
。 DN A 为模板

,

参照 PC R 试剂盒说明

书上所列 的试剂用量
,

采用常规 P CR 法扩增 出

PD IP 3 8 野生型及突变体的
c D NA

。

PD IP 3 8W T 和

P D I P3 8 D M 3 的 P C R 反应参数为
: 9 4 ℃

,

1 m i n ; 6 2

℃
,

1 m i n ; 7 2 ℃
,

一m in 共 3 0 次循环 ;第 l 次循环前

先经 95 ℃变性 5 m in
,

最后 1次循环完成后
,

在 72

℃延伸 10 m i n
。

PD I P3 8 D M I 和 DM Z 的 PC R 反应

参数与前者相似
,

只是退火温度为 65 ℃
。

PC R 产物经纯化后
,

与 PC R 2
.

I T A 载体在 14

℃连接 16 h
,

然后转化感受态大肠杆菌 2场
〕 I O F

’ ,

通过蓝白斑实验挑选出含正确重组 PDI P 38 野生型

及突变体质粒的克隆
,

小量制备质粒
,

经限制性内

切酶 B a m H I 和 hX
。 I 双酶切后

,

与经同样酶切的

G S T 融合蛋白载体 p
GE

X
一

4 T
一

1在 14 ℃连接 16 h
,

得到的 P DI P 38 野生型和 3 种突变体重组质粒转化

感受态细胞 D H 5 a
。

小量制备质粒
,

酶切鉴定后选

择含有正确的重组质粒的克隆用于蛋白的表达和

纯化
。

1
.

3
.

2 G ST 融合 P D I P38 野生型和缺失突变体蛋

白 的 表达 挑取含 有 PDI 3P 8 野 生 型 和 3 种

P D IP 38 突变体重组质粒的大肠杆菌 D H 5 a 单菌

落
,

加人到 25 m L 含 100 林g / m L 氨节青霉素的 L B

培养基中
,

37 ℃过夜振荡培养后
,

再以体积分数为

1:
50 的稀释比例将菌株加人到 I L 含 1 0 0 林g / m L

氨节青霉素的 LB 培养基中
,

37 ℃
,

220
r / m in 振荡

培养 2 一 3 h
,

当凡
9。

达到 0
.

5 左右时
,

加入终浓度

为 0
.

1 m m d / L 异丙基硫代半乳糖昔 ( IPT G ) 在 27
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,

等
.

人 D N A 聚合酶 吕结合蛋白 P DI 3P 8 的克隆
、

表达和纯化

℃诱导表达
,

继续培养 s h 后
,

3 000
x g ( 2J

一

H s 型
,

B e e km a n
公司 ) 离心 2 0 m i n

收集细胞
,

沉淀用 PB S

缓冲液洗涤 2 次后
,

于 一
70 ℃冻存备用

。

1
.

3
.

3 G S T 融合 PDI 3P 8 野生型和缺失突变体蛋

白的纯化 取 2 50 mL 含 P DI P 38 野生型和 3 种突

变体的培养菌
,

分别加人 10 m L 细胞裂解缓冲液

( 2 5 m m o l / L T五s 一

H c l
,

p H 7
.

5
,

一5 0 m m o l / L N a C I
,

体

积分数 0
.

1% 的 润湿剂 P 4 0 (N P4 o )
,

1 m m ol / L 苯

甲基磺酞氟 (刚s F )
,

2 m o o l / L D竹
,

1 0 m g / L L e u -

p e p ti n )
,

于冰浴中超声破碎 (强度 4 0
,

超声 1 5 5 ,

间

隔 1 5 。 ,

共 5 次 )
,

然后以 16 0 0 0 x g
,

4 ℃离公 4 0

m in
,

收集上清
,

用细胞裂解缓冲液将蛋白质量浓度

调到约 5 9 / L
,

上到预先用 T N 缓冲液 (25 rn m ol / L

T
r i s

一

H e l
,

p H 7
.

5
,

一5 0 m m o l / L N a C I
,

体积分数
0

.

1% N琳。
,

1 m m o l / L P M s F ) 平衡好的谷胧甘肤
一

se 户
a or s e 4 B 亲和层析柱 (1 m L 柱床体积 )

,

流速为

0
.

5 m L / m in
,

重复上样两次
,

经 1 0 ~
20 倍柱床体

积的 T N 缓冲液洗涤后
,

用 5 m L 含有 32 m m ol / L

谷胧甘肤的 TN 缓冲液洗脱蛋白
,

收集洗脱液
,

每

管 0
.

5 m L
,

用 10 0 9 / L 和 12 0 9 / L s D S
一

p A G E 电泳

测定重组蛋白的表达和纯度
。

l
,

3
.

4 W e s t e m b l o t 鉴 定 纯 化 的 G S T 融 合

PDI 3P 8 野生型和缺失突变体蛋白 纯化的 GST 融

合 P DI 3P 8 野 生 型 和 突 变 体 蛋 白 经 100 9 / L

s D s
一

PA GE 电泳后
,

于 4 ℃转移到硝酸纤维膜 (N c )

上
。

用 50 9 / L 的脱脂牛奶在室温摇床孵育 l h
,

加

人用 TB S T 缓 冲液 ( 2 0 mxn
o l / L irT

s 一 H C I
,

p H 7
.

s
,

1 5 0 m m o l / L N a C I
,

体积分数 0
.

1% wT
e e n 2 0 )

,

以

1 : 1 00 0 倍稀释的小鼠抗人 C S I
,

单克 隆抗体 (一

抗 )
,

在 4 ℃摇床孵育过夜后
,

用 T B s T 缓冲液洗 3

次 (每次 巧 m in) 以除去未结合的抗体
,

加人 5 00 0

倍稀释的生物素偶联的山羊抗小 鼠 Ig G (二抗 )
,

室

温摇床孵育 l h
,

再用 T B S T 缓 冲液洗 3 次 (每次 巧

m i n ) 除去未结合的二抗后
,

加入 w e s t e rn b l o t 显色

试剂 A 和 B 混合液孵育 5 m in
,

显色并冲洗底片
。

G sT 融合蛋白载体 p G EX
一

4 T
一

1 连接并转化人大肠

杆菌 D H 5 a
,

小量制备质粒后
,

酶切鉴定
,

10 9/
L 琼脂糖电泳显示一 4 900 b p 的载体片段和约 1

一0 0 b p 及 4 0 0 b p 的 目的基因 (图 1 )
。

0
八UǎU0OC
甘n.OC

ù八曰门UCCOon
八匕八U一nA工几a

图 1 p D I P 3 8 野生型和突变体重组质粒双酶切鉴定图谱

F i .g 1 R e s tir e t i o n a n a lys is o f P D I P 3 8 初I d yt P e an d

d e l e it o n m u t a n st

l : D N A Mt
s t a n d a r d m ar ke

r : 2 一 5 : d i罗 、 it o n o f P G EX
一

4 T
一

1 /

P D I P 3 8 W T
,

p G EX
一

4 T
一

1 / PD IP 3 8 D M I
, p G E X

一

4 T
一

1 / P D IP 3 8 D M Z

a dn p G E x
一

4 T一 / p D xP 3 8 D M 3 w it h B a m H 1
a n d Xh

o
l

2 结 果

2
.

1 P D ll, 3 8野生型及缺失突变体 G S T 融合蛋

白表达载体的构建和鉴定

以常规 PC R法扩增 出全长约为 1 10 0 b p的野

生 型 P D I P3 8 c DN A 和 3 个全长 约 为 4 0 0 b p 的

PDI 3P 8突变体
C DN A

。
P C R产物经蓝白斑实验筛选

和 B a m H I和 无人。 1双酶切后
,

与同样双酶切后 的

2
.

2 G ST 融合 P D ll, 3 8野生型及缺失突变体蛋

白的表达

谷胧甘肤 S转移酶蛋白的 从 理论值为 26
x

10
, ,

G sT 融合野生型 DP IP 38 蛋 白 Mr 理论值为
6 8 x 10 , ,

G S T 融合 p D IP 3 8 N
一

末端
、

两端缺失和 C
-

末端 3 种突变体蛋白 从 理论值分别为 39
x l护

、

4 1 x 1 0
,

和 4 0 x 1 0
3 。

含有 p D IP 3 8 野生型和缺失突

变体基因的大肠杆菌 D H 5 a 经 IP T G诱导表达后用
1 00 9 / L SD S

一

PA GE 鉴定表达产物
,

可见到与理论

值近似的高表达条带 (图 2 )
。

结果表明 G S T 融合的

P D IP 3 8 野生型和 3 种缺失突变体蛋白在 D H 5 a 中

高效表达
。

2
.

3 C S T 融合 P D I p 3 8 野生型及缺失突变体蛋

白的纯化和鉴定

经谷胧甘肤
一 s e pha or se 4 B 亲和层析柱纯化后

的蛋白
,

走 120 9 / L s D S
一

P A G E 并用考马斯亮蓝染

色
,

经凝胶图像分析仪分析
,

蛋白质纯度均达 85 %

以上
,

纯化后的蛋白在 26 x 10
3

附近出现一微弱的

蛋白带
,

与纯化的 G ST 蛋白分子量相近
,

应是降解

的 GST 蛋白 (图 3 )
。

用抗人 GS T 蛋白抗体进行免疫

印迹实验
,

矶 st e
m lB ot 结果显示所纯化的蛋白为

GST 融合蛋白 (图 4 )
。
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从 / x 王护 G s T fu is o n p D IP 3 8初一d ytP
e a n d d e le七 o n m u at n钻

1: p or t e i n s t a n d adr ; 2 : P n I P 3 8 w T; 3: P D I P3 s n M I ;

PD IP 3 8 D M Z; 5: PDJ P 3 8 D M 3

3 讨 论

图 Z
sD S` p A

邵 测定 sG T 融合 P D Ip 3 s 野生型及缺

失突变体蛋白的表达

F i g
.

2 SD S
·

P A G E an 习 y si s o f the
e x P r e sis o n o f G S T

fu s i朋 P D I P 3 8们 ld t y p e a n d d el e h o n m u纽 n坛

1: v or t e i n s t a n d a dr ; 2
,

4
,

6
,

8 : t阮 e e l l l y s at e s o f P n I P 3 8 W l
, ,

D M I
,

DM Z a n d D M 3 be of re i n d u e e d ; 3
,

5
,

7
,

9 : th已 e el l l邓a t e s of

p D Ip 3 8 W ,
, ,

DM I
,

D M Z a n d DM 3 aft
e r i n d u ce d b y o

·

1 m m o l / L l盯 G

M
r

/ 只 【O
〕

图 3 S D S
.

P A G E 测定纯化的 G S T 融合 P D ll, 3 8野生

型及缺失突变体蛋白

F i g
.

3 SD S
·
P A G E a n a】y s i s o f ht e Pur i n e d P r o et i n o f

G S T fu s i o n P D IP 38 袱 ld yt P e a n d d e le it o n m u at n st

1: p r o* e i n s t a n d ar d; 2 : PD I P 3 8 W l ; 3: P D I P3 8 DM I; 4: PD IP 3 8

D M Z: 5: PD IP 3 8 D M3: 6: G S T Por t e in

肌 / 又 10
3

图 4 W se et
r n B l of 测定纯化的 sG T 融合 DP正 38野

生型及缺失突变体蛋白

Fi g
.

4 W
e s te r n b l o t

a

an ly s i s o f th e Pur i if e d Pr o ict n o f

D N A聚合酶 p o l 占最早由 By m
e s
等

` 3’
人于

19 7 6 年从牛骨髓中分离出来
,

它最重要的功能是

在真核生物 DN A 复制过程中催化 DN A 领头链和

冈崎片段的延伸
「41 。

oP l占本身不能直接和 D N A 结

合
,

需要增殖细胞核抗原 ( p or zi fe ar ti n g 。 e一2 n u e ze a r

a n ti g e n ,

p CN A ) 和复制因子 e ( er p l i e a ti o n fa e to r e
,

R CF ) 以及其它复制相关蛋 白的参与来完成其催化
D NA 复制的功能「,〕

。

cP N A 是 op l占有效发挥聚合酶

功能所不可缺少的
,

在复制过程中作为分子移动夹

子 【2] 而发挥作用
。

它可以稳定 oP l占与引物
一

模板

的连接
,

并增加 op l a 的 DN A 聚合酶活性
。

在体

外利用 oP l y dA
· 。h go dT 为底物研究从牛胸腺纯化

的 p o l占时
,

发现 p CN A 可激活 p o l占的活性高达 2 0 0

倍以上
〔6 ’ 。

早期从哺乳动物组织中分离纯化的 oP l占主要

由两个亚基组成
,

分别为 12 5 K 10
,

的催化亚基和

50
x l护 (或 48 义 10

3

)的功能尚未清楚的小亚基
,

目

前认为哺乳动物的 oP l占至少由 4 个亚基组成
,

可

是各亚基的功能所知不多
。

p 12 5 亚基本身具有

D N A 聚合酶和 DN A 3, 一 5
`

外切酶活性
,

N 末端有

CP N A 结合位点
,

但是单个重组的 p 1 2 5 亚基在体

外不被 P c N A 激活
`, ’ ,

而重组 1P 2 5 / p s o 复合物可

以被 P CN A 激活
,

并催化 D N A 链的延伸
【8’ 。

研究单

个重组人 p 1 25 亚基或 p 50 亚基与 P CN A 的结合
,

及 p 125 / p 50 两亚基复合物与 P c N A 的结合时
,

发

现单个 p 12 5 催化亚基与 PCN A 无直接作用
,

单独

的 p s o 小亚基可与 P CN A 共同沉淀
,

且其 -N 末端

是与 P c N A 结合的区域
,

因此认为 oP l占必须通过

5P 0 亚基才能与 P C N A 连接
`, ’ ,

这也说明 p 50 亚基

是 oP l占与 P c N A 结合并使 p 12 5 亚基行使催化功能

所不可缺少的
。

以 pol 6 p s o 亚基为饵
,

采用酵母双杂交法研究

与 p 50 亚基结合的蛋白时
,

发现参与细胞周期调控

的 p ZI 蛋白及两种新的未知功能的蛋白 P DI P 38 和

p D IP 4 6 可与 p o l占p s o 亚基结合
。

分析 p D Ip 3 8 的氨

基酸顺序
,

发现它的 c
一

末端氨基酸残基与细菌的

APA G 蛋白有 28 % 一
37 % 的相似性

,

与人的 F box

A 蛋白有 32 % 的相似性
,

但关于这两种蛋白的功能
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,

等
.

人 D N A 聚合酶 右结合蛋白 PDI 3P 8 的克隆
、

表达和纯化

仍在研究中
。

目前令人感兴趣的是 P班 P38 上还有

多个 P c N A 结合位点
,

分别位于 8 1 一 88
,

巧 1 一 巧 8

和 19 3 一 12 0 位氨基酸
,

它们的氨基酸组成特点是
:

QX X ZX X F
,

这种结构特点在其它一些与 P CN A 结

合的蛋白氨基酸序列 中也可以找到
。

以 P DI 3P 8进

行配对 ( aP io i* ) 酵母双杂交分析
、

体外共免疫沉

淀和 P c N A 覆盖 (
。 ve lar y )实验也证明 PDI 3P 8 可与

Pe N A 结合
〔2 〕。

由于 P D Ip 3 s 可以同时结合 p o l占p 5 o

亚基和 P C N A
,

那么它在 op l占与 P C NA 结合时所起

的作用很值得研究
。

此外在 P DI 3P 8 的氨基酸序列

中还发现一些蛋白激酶 P K C 和蛋白激酶 C K Z 的磷

酸化位点
,

而且我们利用 aP i , is e
酵母双杂交分析

发现 PDI 3P 8 还与 甲状腺激素受体连 接蛋 白 6

( th y or i d h o

mr
o n e r e e e p to r i n t e r a e t o r 6

,

知 p 6 )结合
,

这表明 P D IP 38 可能与细胞信号传导途径有关 (待

发表 )
。

p G E x
一

4T
一

1 是一种 G sT 融合蛋白载体
,

经该载

体表达的 目的蛋白含有谷胧甘肤 s 转移酶
,

可以用

谷胧甘肤
一 s eP haor se 4 B 亲和层析柱纯化

。

G S T 在多

数情况下不影响所要表达的 目的蛋白的功能和结

构
,

还有助于一些小分子重组蛋白结构的稳定
,

不

易被水解
。

由于 GS T 融合蛋白性质稳定且易于纯

化
,

因此越来越多的体外蛋白功能和蛋白与蛋白之

间的连接作用研究实验使用 G ST 融合蛋白
〔’ “ 」。

为

此
,

我们根据 P DI 3P 8 氨基酸结构特点和功能区域

分布情况
,

将它分为从 1 一 12 5 氨基酸残基的 -N

末端 ( PD IP 3 8 D M I )
、

从 12 2 一 2 4 7 氨基酸残基的中

间段 ( P D I P 3 8 D M Z ) 和从 2 4 3 一 3 6 8 氨基酸残基的
C

一

末端 ( P D IP 3 s D M 3 ) 3 段多肤
,

其中 D M I 和 D M Z

含有 P CN A 结合区域
,

而 D M 3 主要为 A P A G 蛋白

区域
,

然后用 p G E X
一

4 T
一

1 载体来表达 PDI 3P 8 野生

型和 3 种缺失突变体蛋白
,

只需经过一步纯化就可

以得到高纯度的蛋白
,

为进一步确定 P DI 3P 8 与
p 50 亚基及 P c NA 的结合部位及研究 DP I3P 8 的功

能提供材料
。
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