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摘　要:【目的】应用基因工程方法制备人神经营养素-3(hNT-3)蛋白 , 为探讨其对阿尔茨海默病等中枢神经退行性疾病

的治疗作用提供材料。【方法】将通过序列分析确定的 hNT-3 成熟区基因重组至原核表达质粒 pBV220 中 , 构建了重组表达

载体 pBV/mhNT-3 , 在大肠杆菌中表达后 , SDS-PAGE 法测定表达蛋白的相对分子质量 , 鸡胚背根节培养法检测其生物学活

性。【结果】pBV/mhNT-3 可在大肠杆菌中表达出一相对分子质量为 15×103 的新蛋白 ,与 hNT-3 蛋白相对分子量相符。表

达蛋白主要以包涵体形式存在 ,经纯化复性后 ,可明显促进鸡胚背根节的生长。【结论】人神经营养素-3 成熟区基因可在大肠

杆菌内高效表达 hNT-3。
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Abstract:【Objective】To prepare the human neurot rophin-3(hNT-3)by genetic engineering method , and

provide materials for estimating its therapeutical effects on neurodegenerat ive disorders of central nervous sys-

tem , including Alzheimer' s disease.【Methods】Identified by sequence analysis , the mature hNT-3 gene w as re-

combined into the prokary otic expression plasmid pBV220 , thus the expression vector pBV/mhNT-3 was con-

st ructed and expressed in E.col i .The relative molecular mass of the novel pro tein w as estimated by SDS-

PAGE , and its bioactivity was measured by chicken embroy dorsal roo t ganglion(DRG)culture.【Results】The

recombinant pBV/mhNT-3 produced a novel protein of 15×10
3
in E.coli , which matches the relative molecu-

lar mass of hNT-3.The expressed protein mainly recovered as inclusion body.After purification and renatura-

tion , it could promote survival and neurite outg row th of DRG neurons.【Conclusion】The gene encoding mature

hNT-3 could highly express hN T-3 in E .coli .
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　　神经营养素-3(neurot rophin-3 , NT-3)是一种

由119 个氨基酸组成的碱性蛋白质 。研究表明 ,

N T-3 对神经元和神经胶质细胞有促进分化 、发育 ,

促进存活和再生 ,阻止其萎缩和死亡等作用[ 1 ～ 3] 。

研究提示 NT-3 对阿尔茨海默病(Alzheimer' s Dis-

ease ,AD)等中枢神经退行性疾病有潜在的治疗作

用[ 1] 。但因 NT-3在组织内的含量很少 ,用传统方

法直接从组织内提取足以进行功能研究的纯化的

NT-3蛋白 ,需要消耗大量财力和物力。现代分子

生物学和生物化学的飞速发展 ,为我们提供了极为

快速 、经济的方法 ,即应用基因工程方法在大肠杆

菌内表达大量的目的蛋白。在完成了 hNT-3成熟

区基因克隆和序列分析[ 4]的基础上 ,本文应用原核

高表达载体 pBV220 在大肠杆菌中表达了重组人
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神经营养素-3(hNT-3)蛋白 ,并进行了生物活性检

测 ,为进一步的研究工作奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　质粒和菌种

原核高表达质粒 pBV220 ,大肠杆菌 DH5α,由

西安华广生物工程公司提供 。重组质粒 pUC/mh-

N T-3为本室构建
[ 4]
。

1.2　工具酶和试剂

限制性内切酶 EcoRⅠ 、BamH Ⅰ 、 Sca Ⅰ , T4

DNA连接酶均购自华美公司。

1.3　重组原核高表达质粒构建和鉴定

联合使用限制性内切酶 EcoRⅠ和 BamH Ⅰ消

化重组质粒 pUC/mhNT-3 ,琼脂糖凝胶电泳分离

回收 0.38 kb 的基因片段。同样方法消化载体质

粒 pBV220 并回收其 3.656 kb 基因片段 。在 T4

DNA连接酶作用下连接两个回收片段 ,建立重组

原核表达质粒 。用该重组质粒转染经 CaCl2 法制

备的感受态细菌 DH5α,接种琼脂平板(Amp+)上 ,

37 ℃温箱孵育 12 h 。挑选单菌落接种于含有氨苄

青霉素的 LB培养基中 , 30 ℃振摇培养。用碱裂解

法提取质粒 ,限制性内切酶 EcoRⅠ和 BamH Ⅰ联

合酶切 , Sca Ⅰ单酶切进行筛选鉴定。

1.4　克隆基因的诱导表达

将筛选出的含重组表达质粒pBV220/mhN T-3

的大肠杆菌单菌落在 30 ℃振摇培养过夜 ,次日以

1∶20接种在加有氨苄青霉素的 LB培养基中 ,继续

30 ℃振摇培养 ,至培养液的 A600达 0.4 ～ 0.6 ,迅速

升温至 42 ℃诱导表达 5 h ,离心收集细菌 ,重悬于

裂解缓冲液(50 mmol/L NaAc , 150 mmol/L NaCl;

pH 5.0)中 ,反复冻融数次后 ,超声破碎细菌 ,离心

收集包涵体 ,经洗涤纯化[ 5] 后 ,用 8 mol/L 脲素室

温溶解 1 h ,氧化型和还原型谷胱甘肽法[ 6]复性 1

h ,再于 4 ℃透析 16 h 。用 15%SDS-PAGE分析表

达蛋白的相对分子质量。

1.5　表达蛋白的生物活性检测

显微镜解剖镜下摘取胚龄为 10 d 的鸡胚背根

神经节 ,分散种植于涂布有鼠尾胶原的平皿内 ,加

DMEM(含 5×10 g/L 新生牛血清 , 100 U/mL 青

霉素 、氨苄青霉素 , 2×10 g/L NaHCO3)至神经节

刚好浸湿 。37 ℃封闭培养 12 h , 加入复性后蛋白

0.1μg(终浓度为 0.02 g/ L)继续培养 24 h。对照

组加入0.1μg(终浓度为 0.02 g/ L)牛血清白蛋白。

2　结　果

2.1　重组原核表达质粒构建

重组质粒 pUC/mhNT-3 经 EcoRⅠ与 BamH

Ⅰ联合消化后 ,将回收的 mhNT-3 基因片段(0.38

kb)插入载体 pBV220启动子 PRP L下游 EcoRⅠ与

BamH Ⅰ间 ,所得重组原核表达质粒命名为 pBV/

mhN T-3。

2.2　阳性克隆的筛选鉴定

理论上 , 重组表达质粒 pBV/mhNT-3 应为

4.03 kb;EcoRⅠ与 BamH Ⅰ联合酶切可得到0.38

kb和 3.66 kb两个片段;ScaI 单酶切可得到 1.19

kb和 2.84 kb两个片段。实验所得重组表达质粒

pBV/mhNT-3经如上酶切后 , 1×10 g/L 琼脂糖凝

胶电泳结果(图 1)显示 , 实际值与理论值完全一

致。

图 1　重组质粒 pBV/mhNT-3 酶切鉴定

Fig.1　Identification of recombinant pBV/mhNT-3

by endonuclease digestion

1.pBV/mhNT-3 by EcoR Ⅰ +BamHⅠ ;2.pBV/mhNT-3 by

S ca Ⅰ ;3.pBV/mhNT-3;4.λDNA by HindⅢ

2.3　重组质粒在 E.coli 的表达

将含有 pBV/mhNT-3 的菌株在 30 ℃振摇培

养 ,至培养液的 A600达 0.4 ～ 0.6 ,迅速升温至 42

℃诱导表达 5 h ,离心后 ,分别收集培养上清 、菌体

裂解物进行 SDS-PAGE , 结果(图 2)显示 , pBV/

mhN T-3表达产物含有一条新的蛋白条带 ,其相对

分子质量约为 15×10
3
,与 hN T-3蛋白的相对分子

质量相符 。表达产物以包涵体形式存在的。
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图 2　含 pBV/mhNT-3 DH5α在 42 ℃热诱导表达

的 SDS-PAGE

Fig.2　SDS-PAGE map of DH5αwith pBV/mhNT-3 ,

inducing temperature:42 ℃

1:lysate of DH5αwi th pBV220;2:protein molecular mass

marker , 3～ 6:map of DH5αw ith pBV/mhNT-3;7:supernatant of

DH5αwi th pBV/mhNT-3;8:lysate of DH5αw ith pBV/mhNT-3

2.4　重组蛋白的生物活性检测

在鸡胚背根神经节组织培养皿中加入复性后

的表达蛋白继续培养 ,可见大量神经突起自神经节

周缘向四周呈放射状长出(图 3),而对照组未见神

经突起长出 ,表明表达蛋白具有良好的生物学活

性。

图 3　鸡胚背根神经节细胞的生长

Fig.3　The growth of chicken embroy DRG

with 0.1 μg mhNT-3 cultured at 37 ℃

3　讨　论

中枢神经退行性疾病 ,包括 AD ,目前已成为主

要影响老龄人口生存和生活质量的主要疾病 。但

迄今为止 ,它们的病因和发病机制依然不清 ,亦无

理想的治疗方法 。因此 ,在深入开展中枢神经退行

性疾病病因和发病机制研究的同时 ,有必要不断探

索和尝试新的治疗方法。应用神经营养因子进行

中枢神经退行性疾病的保护性治疗 ,是近年来提出

的一种新的治疗策略[ 7] 。该策略主要选择适当的

神经营养因子基因 ,应用基因治疗的方法使其在病

灶局部持续表达和释放 ,以达到保护正常神经元免

受损害 ,延缓和阻止受损神经元退行性变的进程 ,

促进神经元存活和维持其功能的作用。在神经营

养素家族的诸多成员中 , NT-3是近年来颇受关注

的一个认为对中枢神经具有保护作用的较为理想

的生物蛋白 ,对 AD等中枢神经退行性疾病有潜在

的治疗作用 。为开展这方面的研究工作 ,我们对

hNT-3成熟区基因进行了克隆和序列分析
[ 4]
,证实

所克隆基因与 GenBank 提供序列(M61180)完全一

致。本文选择原核高表达质粒 pBV220为载体 ,在

大肠杆菌中对 hN T-3成熟区基因进行表达研究。

结果显示 hN T-3成熟区基因可在大肠杆菌内大量

表达 ,其表达产物相对分子质量与 hNT-3 相符。

表达产物以不溶性包涵体的形式存在于细胞浆内 ,

这虽有利于防止蛋白酶的降解作用 ,但却为分离和

纯化带来困难。且一旦形成包涵体 ,表达产物就失

去天然活性 ,要得到有活性的表达蛋白 ,就必须溶

解包涵体 ,并在体外对表达产物进行复性 。资料显

示 ,神经营养素家族均有一个保守的结构 ,即由 6

个半胱氨酸所形成的半胱氨酸结(cy steine knot)和

连接 6个半胱氨酸的 4个 β片层[ 8] 。因此 ,在体外

复性过程中必须形成 3对分子内二硫键 ,方可保证

其正确的二级结构和理想的生物学活性 。实验中 ,

我们应用强变性剂(8 mol/ L 尿素)溶解包涵体 ,用

氧化型和还原型谷胱甘肽法进行复性 ,再于 4 ℃透

析 16 h ,活性测试结果表明 ,该法具有较好效果 ,表

达产物有较好的生物学活性。
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端调控区 CpG 岛发生异常甲基化而导致该基因的

失活[ 3 , 4] 。

3.2　CDKN2基因在人 BPH中的主要失活机制

CDKN2基因是参与调节细胞周期 G1/ S 检

查点的肿瘤抑制基因 ,其蛋白产物 p16 与 CDK4/6

结合抑制抑癌蛋白 RB 的磷酸化 ,使细胞停滞在

G1期 ,阻止 DNA的合成。p16蛋白的失活则导致

细胞无限制的生长引起肿瘤的发生 。

本研究已检测了 CDKN2基因在人 BPH 中的

变异情况 ,结果发现 CDKN2基因纯合性缺失是其

在BPH 中的主要失活机制之一 。本研究进一步检

测了 CDKN2基因5′端 CpG 岛异常甲基化的情况 ,

发现有42.1%的BPH存在CDKN2基因CpG岛异

常甲基化 , 说明 CDKN2 基因的甲基化亦是其在

BPH 中的主要失活机制之一 , 可能导致 BPH 中

p16蛋白表达的缺如而丧失正常的细胞增殖抑制

功能 ,参与 BPH 的形成。BPH 中异常甲基化的位

点主要在 5′端 CG 丰富区
[ 5]
, Hpa Ⅱ切割的位点

为 CCGG , Sma Ⅰ切割的位点为 CCCGGG , Msp

Ⅰ切割的位点为 CCGG 和 CmCGG ,实验结果表明

BPH 中CDKN2基因甲基化的序列主要为 CmCGG

和CCmCGGG 。

PCR-甲基化检测法[ 6]的灵敏度高 ,但可能由

于酶切不完全而引起假阳性 ,我们则用过量的酶量

(每 1μgDNA用 40 U酶)完全消化组织DNA来防

止假阳性 。

简言之 ,本研究包括:①首次检测了人 BPH 中

CDKN2基因 5' 端 CpG 岛异常甲基化的情况;②发

现 42.1%(16/38)的 BPH 中存在 CDKN2基因异

常甲基化 ,认为 CpG岛异常甲基化是 CDKN2基因

在 BPH 中的主要失活机制;③BPH 中 CDKN2 基

因异常甲基化的序列主要为 CmCGG 和 CCm-

CGGG 。
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