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!"#错配修复基因 !"#$ 的高效表达及表达产物活性鉴定
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摘 要 将 O+I错配修复基因 3)/4（$Y#5Z1）克隆于分泌型原核表达载体 .>9M$<（ [）上，以 +端融合 5个组氨酸的
形式在 5 * 0(,# IO4&4（O>M）中进行了 P\9K诱导表达。,O,3\IK>分析证实有一与预期分子量相应的诱导表达条
带，其表达量占全菌蛋白质的 M#]左右，且表达蛋白以可溶形式存在。利用固定化金属离子（+?$ [）配体亲和层析
柱纯化目的蛋白，其纯度为 &%]以上。与含有错配碱基 O+I双链的结合反应证明该蛋白具有特异性识别、结合含
有错配碱基 O+I双链的生物活性。
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O+I错配修复（S?L0</HA 2-.<?2，SS_）是细胞复
制后的一种修复机制，具有维持 O+I复制保真度，
控制基因变异的作用。该系统首先是在原核生物大

肠杆菌中发现的［! ‘ 4］，随后在真核生物［# ‘ :］及人类

细胞中［"］也相继发现与错配修复密切相关的同源基

因。近年来的大量研究表明，SS_基因的突变或缺
陷将导致复制后错配修复功能的丧失，增加细胞自

发突变的频率，随着基因突变的不断放大积累，使大

量错误信息遍布于整个基因组，最终导致肿瘤的发

生［& ‘ !!］。SE/,蛋白是生物体内 SS_系统的重要成
分，具有能单独识别、结合含有错配或未配对碱基核

苷酸链的特性［M ，!$，!M］，是一种极具潜力的研究基因

组多态性、检测及定位突变的工具蛋白［!4］。本文在

大肠杆菌中高效表达了 O+I错配修复基因 3)/4，
同时对表达产物进行生物活性鉴定，为建立基于

SE/,蛋白的基因突变检测方法奠定了基础。

$ 材料与方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株与质粒：5 * 0(,# 63!$和 5 * 0(,# Oa#!为
本室保存菌株。.K>S39 载体购自 \2(0-C< 公司。
5 * 0(,# IO4&4（O>M）及表达载体 .>9M$<（ [）由胡勤

学博士馈赠。

$%$%& 生化试剂：O+I 聚合酶、限制酶及 94 O+I
连接酶为 9<Z<2<和 ,<BC(B公司产品。氨苄青霉素、
卡那霉素、N,I（牛血清白蛋白）、P\9K（异丙基硫代3

"3O半乳糖苷）及 83C<)（#3溴343氯3M3吲哚3"3O 半乳
糖苷）均购自 ,?C0<公司。\7_产物纯化试剂盒、胶
回收试剂盒为上海华舜生物工程有限公司产品。

+?$ [ 3+9I树脂购自 +(G-C(B公司。寡核苷酸引物由
上海生物工程有限公司合成。其他化学试剂均系国

产分析纯试剂。

$%$%’ 培养基：大肠杆菌的培养、转化及蛋白的诱
导表达均采用 UN培养基。
$%& 实验方法
$%&%$ 大肠杆菌基因组的提取：参考分子克隆。
$%&%& \7_扩增 3)/4 基因：从 K-BN<BZ获得 3)/4
基因全核苷酸序列，使用 \2?0-2 #Y% 软件结合要扩
增的 3)/4 基因编码序列设计引物，为便于后期的
克隆与表达，分别在上下游引物 #b端添加了 50(_P，
6#$TPPP限制性酶切位点。上游引物：#bKII997I9
KIK9K7II9IKIIII9997KI7 Mb，下 游 引 物：#b
IIK7999I99999I999KI997K97IK99I9 Mb。 \7_
反应体系包括：提取的基因组 O+I为模板、适量的



上下游引物、!"#$ 混合物、$%&’()*+ ,"- 聚合酶。
$./ 循环参数：012变性 345 678，592退火 345
678，:;2 延伸 <49 678 进行 <9 个循环反应，最后
:; 2延伸 : 678。
!"#"$ =>+? 蛋白的诱导表达：将 ! @ "#$% -,101
（,A<）BCA#<;DE&’() 和 ! @ "#$% -,101（,A<）B CA#<;D
分别接种于含氨苄青霉素（399!FB6G）和卡那霉素
（H9!FB6G）的 GI培养基中，<:2 培养过夜。次日，
按 3J接种量分别转接于 GI 培养基中 ，培养至
*+H99在 941 K 94H 之间，加 L$#M 至终浓度 349
66’NBG，<:2继续诱导培养 < K 5 O后收集菌体待测。
!"#"% =>+? 蛋白的亲和纯化：将含有重组质粒
CA#<;DE&’() 的表达菌株接种于 5996G GI中做大量
表达，离心收集诱导表达后的菌体，重悬于 596G缓
冲液 -（ 549 66’NBG 767!DP’N)， 9456’NBG "D.N，
;966’NBG #&7*EQ.N， CQ :40）中，超 声 破 碎，
3< 999F R <9678离心，上清上样于经缓冲液 - 平衡
的 "7; S E"#- 亲和层析柱，依次用缓冲液 -，I（H9
66’NBG 767!DP’N) ，9456’NBG "D.N，;966’NBG #&7*E
Q.N，CQ :40），.（3496’NBG 767!DP’N)，9456’NBG "D.N，
;966’NBG #&7*EQ.N，CQ :40）洗脱。收集缓冲液 .的
洗脱物用透析液 ,（59 66’NBG #&7*EQ.N，CQ :4;，
39966’NBG T.N，34966’NBG ,##，34966’NBG A,#-）
充分透析 ;1O，收集纯化蛋白。
!"#"& ?,?E$-MA 分析蛋白纯度及分子量：39J聚
丙烯酰胺，考马斯亮蓝 /E;59 染色，应用 I7’E/D!公
司的 M)N ,’U;999扫描系统分析蛋白的相对含量及
分子量。

!"#"’ =>+?蛋白浓度的测定：用 I7’E/D!公司生产
的蛋白质浓度测定试剂盒测定，以 I?-作标准曲线。
!"#"( =>+?蛋白生物活性的鉴定：根据 =>+?蛋白
能够识别、结合含有错配或未配对碱基 ,"- 双链的
特性，合成了以下 <条寡核苷酸链，用来鉴定其生物
活性。-：5V --#-M##.#.-MM##M-.MM-#.#MM-.E
-. <V；I：5VM#M#..-M-#..M#.M-..#M-M--.#-E
## <V；.： 5V M#M#..-M-#..M#.--..#M-M--.#E
-## <V。-：I 退火形成含有一个 M：# 错配的 ,"-
双链，-：. 退火形成完全配对的 ,"- 双链。=>+?
蛋白与稀释后的错配 ,"- 双链及完全配对 ,"- 双
链在缓冲液 A（;966’NBG #&7*EQ.N， CQ :4H，549
66’NBG =F.N;，943 66’NBG ,##，D8! 9493 66’NBG
A,#-）中进行结合反应，冰上放置 <9678 后，加入
59J蔗糖，利用 39J低离子强度聚丙烯酰胺凝胶电
泳进行鉴定。具体操作为 399W预电泳 09678以上，

加样后 3X9W 电泳 09 K 3;9678，AI 染色 <9 K 15678
后紫外扫描分析。

# 结果与分析

#"! 含 )*+错配修复 !"#$ 基因表达载体的构建

图 3 表达载体 CA#<;DE&’()的结构
Y7F@3 ?+&>U+>&) ’Z +O) )[C&)**7’8 \)U+’& CA#<;DE&’()

图 ; $./扩增结果凝胶电泳
Y7F@; -FD&’*) F)N )N)U+&’CO’&)*7* ’Z $./ C&’!>U+*

3 @ $./ C&’!>U+* Z&’6 3!G F)8’6) ’Z ! @ "#$% TE3;；

;@ $./ C&’!>U+* Z&’6 <!G F)8’6) ’Z ! @ "#$% TE3;；

<@ ,GE35999 ,"- 6D&])&

含 ,"-错配修复 &’() 基因表达载体的结构如
图 3。以 ! @ "#$% TE3; 基因组为模板，利用引物 5V
M--##.-#M-M#M.--#-M----###.M-. <V 和 5V
--M.###-#####-###M-##.M#.-M##-# <V扩增两
端分别加有 !"#/L和 ,%-!LLL酶切位点、大小为 ;45H
](的完整 =>+?蛋白编码序列（图 ;）。$./产物加
C’N%-并用试剂盒纯化后，以适当的比例与 #载体混
合，用 #1 ,"-连接酶连接后转化 ! @ "#$% ,Q5"，经
蓝白斑筛选出阳性克隆菌 ! @ "#$% ,Q5"B CMA=E#E
&’()。用 !"#/L和 ,%-!LLL双酶切 CMA=E#E&’()，回
收 &’() 基因，并将其与同样双酶切的 CA#<;D连接，
获得含 &’() 基因的大肠杆菌表达载体 CA#<;DE
&’()。将重组质粒 CA#<;DE&’() 转化 ! @ "#$% ,Q5"，
经氨苄青霉素和卡那霉素抗性筛选出阳性克隆菌

! @ "#$% ,Q5"BCA#<;DE&’()，并用限制酶酶切和 $./
分析对其进行鉴定（图 <、图 1），结果表明含有 &’()
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基因的表达载体已构建成功。

图 ! 重组质粒 "#$!%&’!"#$的酶切鉴定
()*+! ,)*-./)01 &..&2 03 4-5067)1&1/ "8&.6)9 "#$!%&’!"#$

:+"#$!%&’!"#$ 9)*-./-9 ;)/< %&’=>；% + "#$!%& 9)*-./-9 ;)/< %&’=>；

!+ "#$!%&’!"#$ 9)*-./-9 ;)/< %&’=> &19 ()*9>>>；?+ "#$!%& 9)*-./-9

;)/< %&’=> &19 ()*9>>>；@+ ,A’:@BBB ,CD 6&4E-4

图 ? 重组质粒 "#$!%&’!"#$ FG=鉴定结果凝胶电泳
()*+? D*&40.- *-8 -8-5/40"<04-.). 03 FG= "409H5/.

: + FG= "409H5/. 3406 "8&.6)9 "#$!%&’!"#$；

% + FG= "409H5/. 3406 "8&.6)9 "#$!%&；

! + ,A’:@BBB ,CD 6&4E-4

!"! !"#$ 基因的表达和产物纯化
提取质粒 "#$!%&’!"#$ 转化到 % + &’+) D,?I?

（,#!）得到重组表达菌株 D,?I?（,#!）J"#$!%&’
!"#$，将其于 @BB 6A AK中培养 ?<后，加入终浓度
为 :LB6608JA 的 >F$M 诱导 @<，离心收集菌体进行
N,N’FDM#蛋白电泳分析，结果在 :BOE,处有一表达
带，蛋白大小与预期相符（图 @），对照菌则几乎无该
对应蛋白。利用过渡态金属离子 C)% P 与重组蛋白
QH/N的多聚组氨酸的高亲和力进行重组蛋白的纯
化。将菌体重悬于 @B6A缓冲液 D中，超声波破碎，
:! BBB* R !B6)1离心取上清。上清上样于经缓冲液
D平衡的 C)% P ’C$D亲和层析柱，依次用缓冲液 D，
K，G洗脱。在缓冲体系 D中 S).T’QH/N与 C)% P充分
结合。缓冲液 K中一定浓度的咪唑能除去杂蛋白。
缓冲液 G中的高浓度咪唑能将目的蛋白洗脱下来，
收集缓冲液 G的洗脱物即为纯化蛋白溶液。蛋白
溶液经透析液 ,充分透析 %?<后，超滤浓缩，紫外分
析结果表明目的蛋白的纯度在 IBU以上（图 T）。
!"# !"#$ 基因表达产物生物活性检测

!"#$基因表达产物生物活性的鉴定是根据

图 @ !"#$基因表达产物的 N,N’FDM#分析
()*+@ N,N’FDM# 03 54H9- "40/-)1 -V/4&5/

: &19 ! + $<- 54H9- "40/-)1 -V/4&5/ 03 D,?I?（,#!）J"#$!%& &3/-4 )19H5’

/)01 304 !< &19 @< 4-."-5/)W-82；% &19 ? + $<- -V"4-..-9 "409H5/. 03 D,?I?
（,#!）J"#$!%&’!"#$ &3/-4 )19H5/)01 304 !< &19 @< 4-."-5/)W-82；

Q+SQX 6&4E-4

图 T 纯化后的 QH/N蛋白 N,N’FDM#分析
()*+T N,N’FDM# 03 "H4)3)-9 QH/N "40/-)1

: + $<- "409H5/ 7-304- "H4)32)1*；% &19 ! + FH4)3)-9 QH/N "40/-)1；

Q+SQX 6&4E-4

QH/N蛋白能够特异性识别、结合含有错配或未配对
碱基异源双链的特性来实现的。本研究通过 QH/N
蛋白与正常配对 ,CD双链和含错配碱基 ,CD双链
结合的对比实验及 QH/N蛋白和 KND分别与含错配
碱基 ,CD双链结合的对比实验来鉴定 QH/N蛋白特
有的生物活性。

将 QH/N蛋白分别与等量含错配碱基 ,CD双链
（!!*J6A ）和正常配对 ,CD双链（!!*J6A ）进行结合
反应，结果如图 Y 所示。QH/N 蛋白与含错配碱基
,CD双链和正常配对 ,CD 双链的结合差异很大。
当 QH/N蛋白浓度为 BL! 6*J6A时，它与正常配对的
,CD双链几乎无结合 ，而与含有错配碱基的 ,CD
双链有明显结合现象。当 QH/N 蛋白浓度增加至
BL@6*J6A时，含有错配碱基的 ,CD 双链则几乎完

O!@ 生 物 工 程 学 报 :O卷



全被结合。

图 ! "#$%蛋白与错配 &’(和配对 &’(结合的比较
)*+,! -./012*3.4 .5 "#$% 6*47*4+ 18$*9*$: 6;$<;;4

/*3/1$8= &’( 147 01*2;7 &’(
>, ?@A /+B/C .5 "#$% 6*47*4+ $. 01*2;7 &’(；D, ?@A/+B/C .5

"#$% 6*47*4+ $. */01*2;7 &’(；A@ ?@E /+B/C .5 "#$% 6*47*4+ $. 01*2;7

&’(；F@ ?@E/+B/C .5 "#$% 6*47*4+ $. */01*2;7 &’(

将等浓度 "#$%蛋白和 G%(分别与含有错配碱
基 &’(双链（A!+B/C ）及正常配对 &’(双链（A!+B
/C）进行结合反应，结果见图 H。"#$%蛋白和 G%(
浓度为 ?@E/+B/C 时，"#$% 蛋白与含有错配碱基
&’(双链完全结合但不与正常配对的 &’(双链结
合，而 G%(则与含有错配碱基 &’(和正常配对 &’(
均无明显结合现象。以上结果表明，"#$%蛋白与含
错配碱基 &’(双链的结合是高度特异的。

图 H "#$%蛋白与 G%(和 &’(结合的比较
)*+,H -./012*3.4 .5 6*47*4+ 18$*9*$: 6;$<;;4

"#$% 147 G%( 6*47*4+ $. &’(
>,"#$% 6*47*4+ $. /*3/1$8= &’(；D,"#$% 6*47*4+ $. 01*2;7 &’(；

A, G%( 6*47*4+ $. /*3/1$8= &’(；F, G%( 6*47*4+ $. 01*2;7 &’(

为获得 "#$%蛋白与含有错配碱基 &’(双链的
最佳结合条件，本研究还对 "#$% 蛋白浓度和 "+D I

浓度对 "#$%蛋白与含有错配碱基的 &’(双链结合
效果的影响进行了深入探讨。

在含有错配碱基的双链 &’(（（A!+B/C ）溶液中
分别加入浓度为 ?@>/+B/C、?@D/+B/C、?@A/+B/C、
?@F/+B/C、?@E/+B/C、?@J/+B/C 、?@!/+B/C的 "#$%
蛋白溶液进行结合反应。结果（图 K）表明，随着
"#$%蛋白浓度的增加，未被结合的 &’( 双链越来
越少，蛋白浓度增加到一定值（?@E/+B/C）时，含有错
配碱基的核酸链可被完全结合。

"+D I浓度对 "#$% 蛋白结合活性的影响见图
>?。在 "#$%蛋白与含有错配碱基 &’(（A!+B/C ）双

链的结合反应体系中，调整 "+D I浓度依次为 D//.LB
C、A //.LBC、F //.LBC、E//.LBC、J//.LBC、!//.LBC。
结果表明，随着 "+D I 浓度的增加，"#$%蛋白与含有
错配碱基 &’(双链的结合增强，当 "+D I 浓度增加
到 E//.LBC后，二者的结合不再增加或者增加很少。

图 K 不同浓度的蛋白质结合活性比较
)*+,K -./012*3.4 .5 6*47*4+ 18$*9*$: .5 02.$;*4

<*$= 7*55;2;4$ 8.48;4$21$*.4
> M !, -.48;4$21$*.4 .5 "#$% *3 ?@>/+B/C，?@D/+B/C，?@A/+B/C，

?@F/+B/C，?@E/+B/C，?@J/+B/C，?@!/+B/C 2;30;8$*9;L:

图 >? "+D I浓度对 "#$%蛋白结合活性的影响

)*+,>? N55;8$ .5 "+D I 8.48;4$21$*.4 .4 "#$% 6*47*4+ 18$*9*$:
> M J, -.48;4$21$*.4 .5 "+D I *3 D//.LBC，A//.LBC，F//.LBC，E//.LBC，

J//.LBC，!//.LBC 2;30;8$*9;L:

! 讨 论
根据 &’(错配修复 "#$%蛋白结构与功能上的

高度保守性，通过 O-P和 &’(重组构建了大肠杆菌
&’(错配修复基因 !"#$ 的原核表达载体，获得重
组菌 % , &’() (&FKF（&NA）B0NQAD1R!"#$，利用含 Q!
启动子的表达载体 0NQAD1和整合有 Q!基因的宿主
菌 (&FKF（&NA）对目的蛋白进行表达。在 SOQT诱导
条件下，宿主菌表达 Q! P’(聚合酶，识别表达载体
上的 Q!启动子，从而转录目的基因。由于 Q! P’(
聚合酶活性很强，转录效率是大肠杆菌 P’(聚合酶
的 E倍。因此构建表达载体时，首先转化不含 Q!基
因的 % , &’() &UE"，鉴定正确后转化表达宿主菌 % ,
&’() (&FKF（&NA），以防止未诱导的细胞中少量存在
的 Q! P’(聚合酶诱导目的蛋白的表达，对宿主细
胞产生毒性作用。表达的目的蛋白 ’ 端融合了硫
氧还蛋白和 U*3J。和硫氧还蛋白的融合，可防止表
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达产物形成包涵体；和 !"#$ 的融合，便于利用它与
过渡态金属离子 %"& ’ 高亲和力结合的特性，通过
%"& ’ (%)* 树脂对 !"#$(+,-. 融合蛋白直接一步纯
化，大大简化了纯化的步骤。经鉴定 )/"0(!"#$(+,-.
融合蛋白仍具有 +,-. 蛋白的生物活性，表明在 %(
端融合其它肽段并没有对 +,-.蛋白的生物活性造
成不利影响。这与 12345467 8等［9:］报道的 +,-.蛋
白功能区分布一致，也为以后对 +,-.蛋白进一步修
饰和分子改造提供了理论依据。

在进行 +,-.蛋白与错配 ;%*的结合活性检测
时发现，被 +,-.蛋白结合的 ;%*双链与等量的自
由 ;%*双链相比，荧光强度相对较弱。这种现象可
能是因为发生结合反应的部分 ;%*双链碱基，由于
+,-.蛋白的保护使 <=不能嵌入到 ;%*内部，因而
与未发生结合反应的 ;%*双链相比显示的荧光强
度较弱。
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