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摘 要：【目的】构建人 =:>1>;16 基因原核表达载体并观察其表达，为开展对 =:>1>;16的研究打下实验基础。
【方法】酚氯仿一步法从一位 !型糖尿病合并胆管癌患者腹壁皮下脂肪组织抽取总 ?@A，?B$CD?法扩增出 =:$
>1>;16基因 EF@A，经测序后，CD?产物亚克隆入 B载体，用 !"#? G和 $%& G 分别酶切重组 B质粒和原核表达载体

HI.@JK，然后 =:>1>;16基因片段和表达载体通过 B+F@A连接酶进行定向连接，用核酸内切酶 !"#? G、$%& G酶切
和测序方法鉴定出重组表达质粒。重组表达质粒转化大肠杆菌 LM&"*N经 & //O2 P Q GCBI在 #! R诱导表达 ! 4，
裂解细菌，进行 CAI.凝胶电泳鉴定融合蛋白的表达。【结果】?B$CD?扩增产物分子大小为 #!S TH，序列分析表
明为人 =:>1>;16基因完整编码区。CD?产物与 B载体连接、转化大肠杆菌后，从细菌质粒中酶切回收了目的片
段。重组表达质粒经 !"#? G和 $%& G双酶切后能产生出 #!S TH、+ *’" TH大小的两个片段，序列分析表明重组表
达质粒包含人 =:>1>;16基因完整编码区，基因编码无移位，CAI.凝胶电泳表明在细菌裂解上清有分子质量为

#*9 < UF 的融合蛋白。【结论】成功构建了人 =:>1>;16基因原核表达载体，且构建的载体能表达出含目的蛋白的融
合蛋白，为下一步研究打下了实验基础。
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图 ! "#$%&"扩增 ’()*)+*,基因 -./0片段
1*23 ! "()*)+*, 2(,( -./0 4’526(,+ 5678*4*(9 :; "#$%&"

#$%& "’ (’ )’ !，$%* + ,&-& )(. /0 -&12132% 4&%& 5-$46&%31 7 8$%&
9: ;$-<&-’ 231 6=8&>?8& 12@& 21 "AA /0 2% *255&-&%>&

·

·

-&>=6/2%&* &B0-&112=% 08$162* 0CDEFGH-& ,$1 *24&13&* 2%3= 3,= 5-$46&%31 =5 $/=?3 )(. /0 $%* ! IJA
/0 /K &%*=%?>8&$1& !"#$ L $%* %&’ L’ $%* 1&M?&%>& $%$8K121 =5 3N& -&>=6/2%&* &B0-&112=% 08$162*
*&6=%13-$3&* 3N$3 23 >=%3$2%&* $ >=608&3& >=*& -&42=% =5 N?6$% -&12132% 4&%&O P CGQ R -&12132% 5?12=%
0-=3&2% 6=8&>?8& =5 )IO + <S ,$1 5=?%* 2% 1?0&-%$3$%3 =5 8K121 =5 /$>3&-2$ /K GSGHTPCD
&8&>3-=0N=-&121O 【U=%>8?12=%】P 0-=<$-K=32> &B0-&112=% 08$162* >=%3$2%2%4 N?6$% -&12132% 4&%& 21
1?>>&115?88K >=%13-?>3&*，$%* 23 >$% &B0-&11 =?3 =/V&>32W& 0-=3&2%’ ,N2>N N$1 8$2* $ >=%>-&3& 5?%*$32=%
5=- 5?3?-& 13?*K =% -&12132%O

<(; =>’9)? 3K0& ( *2$/&3&17 2%1?82% -&1213&%>&7 -&12132% 7 4&%& >8=%& 7 4&%& &B0-&112=%
X Y GZE [$3H1&% Z%2W \;&* G>2 ]，(AA!，(+ \+ ]：!") ^ !"9 _

(AA" 年初 G3&00$%X" _ 在进行脂肪细胞诱导分

化、基因筛选时意外发现了抵抗素 （-&12132%）6‘H
EP，该 6‘EP仅在白色脂肪细胞表达，棕色脂肪细
胞中几乎不表达，其它组织如乳腺、性腺有高表

达。人 -&12132% 6‘EP全长 !.9个 %3，编码区 )(.%3
\包含一个终止码，其本身不编码氨基酸 ]，编码
"AJ个氨基酸’ 人 -&12132% 分子质量为 "AO + <S。对
该蛋白质功能的初步研究表明，它是一个与 (型糖
尿病、肥胖症与胰岛素抵抗密切相关的脂肪细胞特

异分泌的激素。为了开展对 -&12132%的研究，进一步
了解其功能及在糖尿病发病机制中的作用，我们构

建了人 -&12132% 基因的原核表达载体并观察其表
达，为以后的工作打下了基础。

" 材料与方法

"O " 材 料
腹壁脂肪组织取自中山大学附属第二医院普

外科 " 名患 ( 型糖尿病并因胆管癌而需手术治疗
的患者，‘EP提取试剂盒、‘QHTU‘试剂盒、P R Q载
体及限制性核酸内切酶 !"#$ !、%&’ !均购自晶
美公司，原核表达质粒 0CDEFG由中山大学附属第
二医院中心实验室邓庆丽教授惠赠。

"O ( 方 法
"引 物 ：引物 " \!. a 9! ] +bCUCPPQQUC

PQCPPPCUQUQUQCQUQU )b引物 ( \)++ a ).) ] +b
CU CCQPUU QUPCCCUQCUPUPUCPUP)b’ 画线处
分别为 !"#$ !和 %&’ !酶切位点，C表示为使连
接后不产生移码突变而添加一个碱基，扩增片段长

)(. /0片段。#总 ‘EP制备；取少量脂肪组织置于
含裂解液的匀浆器中匀浆，按 ‘EP提取试剂盒操
作说明提取总 ‘EP，并用紫外分光仪测纯度及定
量。$ ‘QHTU‘；总 ‘EP AO " %4、引物 ( " 06=8 R #、
"A 66=8 R # *EQT " %#、逆转录酶 ( Z、+ c反应缓冲

液 ! %#’ 加 SDTU水补至 (A %#，). d孵育 " N，I+
d + 62%灭活逆转录酶。TU‘反应体系包括；上下
游引物各 "A 06=8 R #、()*酶 ( Z、>SEP ) %#、(
66=8 R # *EQT ( %#、+ c反应缓冲液 ! %#’加 ) *水
补至 (A %#’反应按 I! d预变性 ) 62%，I!d )A 1，
++ d !+ 1，.(d +A 1，共 )+个循环，最后 .( d 充
分延伸 . 62%。产物经 "A 4 R #琼脂糖（含溴化乙淀）
凝胶与分子 6$-<&-对比电泳，并回收后进行正反
向测序（中山大学达安基因中心）。&重组质粒的构
建与鉴定，回收片段与 P R Q载体连接后转化大肠
杆菌 Y;"AI、挑选白色菌落进行 TU‘鉴定，然后用
!"#$ !、%&’ !双酶切阳性重组质粒，得到 -&12132%
基因编码区 >SEP。原核表达载体 0CDEFG用同样
酶切，片段与载体在 Q! SEP连接酶作用下进行连
接后再转化大肠杆菌 Y;"AI，筛选阳性菌落，经酶
切鉴定后，最后再进行 -&12132% >SEP核苷酸序列分
析（中山大学肿瘤医院分子中心）。’重组表达质粒
转化大肠杆菌 Y;"AI，小量常规摇菌后，)( d "
66=8 R # LTQC诱导 ( N收菌，冻融法裂解细菌，离
心分离上清和沉淀进行 GSGHTPCD凝胶电泳。

( 结 果
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图 ! 重组表达质粒酶切鉴定
"#$% ! &#$’()#*+ ,+,-.(#( */ 0’1*23#+’4 ’560’((#*+ 6-,(2#4

6789:;<0’
+,*& -. !/01 !"#2 " -,%3&%4 +,*& ". )56 7%,89&*) 67 :;< =>

,*2 ! ?@A => 5&%& >%62BC&2 =D 2(8&’)(6* ,*,+D’(’ 67 %&C69=(*&2 &EF
>%&’’(6* >+,’9(2 >GH0IJF%& 5()K $%&’ L ,*2 ()#L4 +,*& ;. %&C69=(*&2
&E>%&’’(6* >+,’9(2 >GH0IJF%& 5,’ ,*,+DM&2 6*+D 5()K $%&’ L 2(8&’)(6*

图 = 7;> ? 0’(#()#+融合蛋白在大肠杆菌中表达

"#$% = 7;> ? 0’(#()#+ /@(#*+ 60*)’#+ ’560’((’4 #+ 8% 1*-#
+,*& " 5,’ ’B>&%*,),*) 67 +D’(’ 67 =,C)&%(B9 5K(CK )%,*’7&C)&2 5()K

C6*)%6+ N&C)6%O +,*& ; ,*2 : 5&%& ’&2(9&*) 67 +D’(’ 67 )56 =,C)&%(, 5K(CK

)%,*’7&C)&2 5()K C6*)%6+ N&C)6% %&’>&C)(N&+DO +,*& ! ,*2 # 5&%& ’&2(9&*)

67 +D’(’ 67 )56 =,C)&%(, 5K(CK )%,*’7&C)&2 5()K %&C69=(*&2 &E>%&’’(6*

>+,’9(2 >GH0IJF%& %&’>&C)(N&+D；+,*& P ,*2 < 5&%& ’B>&%*,),*) 67 +D’(’

67 )56 =,C)&%(, 5K(CK )%,*’7&C)&2 5()K %&C69=(*&2 &E>%&’’(6* >+,’9(2

>GH0IJF%& %&’>&C)(N&+D；+,*& @. >%6)&(* 9,%3&%

图 A 重组 >载体经 !"#$ !、%&’ !双酶切回收的 !AB 36
0’(#()#+基因片段

"#$% A !AB 36 0’(#()#+ $’+’ /0,$2’+) *3),#+’4 /0*2 0’<
1*23#+,+) > 6-,(2#4 C#)D 4#$’()#*+ ,+,-.(#( */ !"#$
!,+4 %&’ !

+,*& ". -,%3&%O /Q;AAA RG&*& S69>,*D T 4 +,*& ;. :;< => %&’(’)(*
8&*& 7%,89&*)
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VWFXSV 产物经与分子 9,%3&% 对比电泳结果

表明，扩增片段与期望分子量 :;< =>大小一致 R见
图"T。XSV产物测序结果表明扩增的 %&’(’)(*基因编
码区与基因库报道的序列一致 （略，G&*Y,*3
1Z:;:A@"）。XSV产物与 W载体连接、转化大肠杆菌
后，从重组 W质粒中酶切回收了目的片段（见图 ;）。

;U ; 重组表达质粒 6789:;<0’酶切鉴定
重组表达质粒经 $%&’ L单酶切能使其线性化

（见图 : +,*& ; ），而经 $%&’ L、()# L双酶切产生
分子大小为 :;< =>、! ?@A => ;个片段（见图 : +,*&
"）。

;U : 重组表达质粒核苷酸序列分析

重组表达质粒 >GH0IJF%& 序列分析表明 %&F
’(’)(* 基因编码区完整地插入 $%&’ #、()# #酶切
位点间，基因无移码突变。

;U ! 7;><0’(#()#+融合蛋白的表达
含重组表达质粒的大肠杆菌经 LXWG诱导表达

后，裂解细菌上清、沉淀进行 J/JFX1GH凝胶电泳，
表明融合蛋白以溶解形式存在，沉淀中仅少量，见

图 !。

: 讨 论

%&’(’)(* R暂译为抵抗素 T 是 ;AA"年初由 J)&>F
>,*等 [ " \首次报道的一种由脂肪细胞特异分泌的激

素。他的研究发现，遗传和饮食引起的肥胖小鼠血

循环中 %&’(’)(*水平升高，抗糖尿病药噻唑烷二酮
类药罗格列酮 （%6’(8+(),M6*&）能降低血循环中 %&F
’(’)(*水平，脂肪细胞对胰岛素刺激引起的葡萄糖
摄取因 %&’(’)(*被中和而增高或因用 %&’(’)(* 作用而
下降，用抗 %&’(’)(* L8G抗体中和能改善饮食诱导肥
胖小鼠的血糖和提高胰岛素的敏感性。基于 %&F
’(’)(*的上述功能，J)&>>,*等认为它是与 ;型糖尿
病胰岛素抵抗及肥胖症相关的重要激素。目前有

关 %&’(’)(*的研究还不多，且出现不一致的报道。
0&8,N&[; \检测正常胰岛素敏感性、胰岛素抵抗、;型
糖尿病 :组超重的 !;例患者，发现 %&’(’)(* 在大多
数人脂肪细胞或脂肪组织不表达或表达很低，肌肉

细胞不表达，:组间 %&’(’)(* 表达无差异，他认为 %&F
’(’)(*并不是 ;型糖尿病、肥胖症和胰岛素抵抗的
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主要连接相关因素 $ 这与 %&’(()* 的报道十分相
悖，说明在人和小鼠间该基因的表达和功能可能存

在较大的差异。而 %)+),’等 - . / 的报道部分支持

%&’(()*的研究结果：他发现肥胖的人白色脂肪组
织 0’121&2* 3456表达比瘦的人高，新分离的脂肪
细胞表达很低且与 789无关，在前脂肪细胞、内皮
细胞和血管平滑肌无表达，血液中单核细胞有高表

达。

在实验中，我们首先用 4:;<=4方法从人腹壁
皮下脂肪组织中扩增出 0’121&2*基因 >?56，我们先
后提取了 !位外科手术患者脂肪组织总 456（@位
合并糖尿病），结果仅从一位患者（合并糖尿病）中

扩增出该基因，除外实验本身因素影响，也不能排

除该基因在个体间的表达存在差异。<=4产物序
列分析表明扩增的人 0’121&2*基因编码区序列与报
道的序列完全一致，国外进行 0’121&2*基因 ?56大
样本测序表明该基因编码区未发现多态性 - !;# /。而

非编码区发现存在单核苷酸多态性，但与 @型糖尿
病和肥胖症的临床表型无关。在克隆过程中，我们

使用了 6 A :载体进行亚克隆，由于 <=4在扩增时
会自动在产物两端加上腺苷酸 6，而设计好的 :载
体两粘端恰好是 :，因此能进行配对连接起来，:载
体具有蓝白斑筛选功能，这样容易找出重组子。然

后从设计的酶切位点处切下目的片段，定向克隆到

表达载体上，这样比 <=4产物直接酶切更准确，因
为 <=4产物酶切成功与否不能判断。许多实践表
明应用 :载体进行亚克隆比直接 <=4产物进行酶
切克隆更方便，我们的实验也证明了这一点。

我们使用带谷胱甘肽 % 转移酶基因的融合表
达载体 (BC5D%，该基因可表达 @E FG的谷胱甘肽
%转移酶（B%:），在 B%:的 =端有凝血酶特异识别
切割位点，其下游有多克隆位点，可插入外源基因，

两个基因表达产物即为融合蛋白，可通过凝血酶进

行切割分离。融合表达载体：提高相对分子量，增加

蛋白质的稳定性；含有部分细菌宿主的蛋白质成

分，有助于重组蛋白质的稳定、高产量表达；易于纯

化蛋白质。我们用该载体成功构建了含 0’121&2*基
因的融合表达载体，%?%;<6BC凝胶电泳发现分子
质量为 .EH I FG的融合蛋白主要在裂解上清，而沉
淀中很少，说明该蛋白质以溶解形式而非包含体形

式存在，因此后来的纯化工作更容易。0’121&2*基因
原核表达载体的成功构建，且在大肠杆菌中能表达

目的蛋白，为进一步研究 0’121&2*的功能打下了实
验基础。
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