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摘 要 8?@6 基因是利用定位候选克隆策略克隆的一个新的肝相关候选肿瘤抑制基因。 8?@6 基因编码一个全长为 "!N 氨

基酸的蛋白质（YJA,OY），该蛋白具有抑制细胞端粒酶活性的功能。为了进一步研究 YJA,OY 蛋白的结构与功能，利用 8+: 重组

技术，将 YJA,OY 的 48+: 克隆到表达载体 .SAO!P< 中构建重组克隆 .SAO!POYJA,，并在大肠杆菌 ]YO!@ 中进行融合表达，获得可

溶形式的 YJA,OY 融合蛋白。采用 +5 ,-.B<2(C- P] 柱亲和层析，可以获得纯度较高的蛋白，但不适合大量制备。通过设计引物

去掉了 .SAO!P< 载体上的 9 ^ H5C /<F 将 YJA,OY 基因进行了非融合表达，然后采用磷酸纤维素 J@@ 阳离子交换层析纯化 YJA,OY
蛋白，纯度可达到 ##_。再经 ,-.B<7-R ZO@$$ 凝胶过滤，YJA,OY 蛋白的纯度可达到 N$_。W-C/-2= 1)(/ 实验显示经纯化后的

YJA,OY 蛋白可与兔抗 Z,AOYJA,OY 的多抗发生特异性结合。采用 A3:J 法测定蛋白质活性，结果显示纯化得到的 YJA,OY 蛋白

可抑制端粒酶的活性，与采用 +5 ,-.B<2(C- P] 纯化获得的 YJA,OY 融合蛋白比较，其抑制效率基本一致。因此，所建立的技术可

以有效地制备 YJA,OY 蛋白。

关键词 YJA,OY 蛋白，磷酸纤维素 J@@，表达纯化
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端粒（A’)/9’&’）是真核生物染色体末段的特殊

结构。正常细胞随分裂次数的增加，端粒逐渐缩短。

当端粒缩短到一定程度时，细胞生长受到抑制，既而

衰老死亡［2］。端粒酶（A’)/9’&-(’）是一种合成和延

伸端粒的核糖核蛋白。正常细胞内检测不到端粒酶

活性，因此，正常细胞分裂次数是有限的，不能无限

增殖。但是，恶性肿瘤细胞具有无限增殖的能力，这

是因为细胞中端粒酶被激活，所以普遍可以检测到

较强的端粒酶活性，其染色体端粒可以不断延伸，细

胞分裂不受端粒长度的限制［C，D］。因此，抑制细胞端

粒酶的活性与抑制肿瘤的恶性增殖有关，研究端粒

酶的活性调控机制，具有重要的意义。

@1A3 基因是本实验室克隆得到的一个候选肝

癌抑制基因，它能抑制肝癌细胞生长和增殖的功

能［!］。@1A3 基因转录可以产生三个转录本，其中最

长的转录本为 @1A37@，它编码了一个 DCE 个氨基酸

的蛋白，并具有抑制端粒酶活性，是一个端粒酶活性

抑制蛋白［! F G］。为研究 @1A37@ 蛋白的结构以及功

能，需要获得大量的 @1A37@ 蛋白。我们利用 .HA7
C!- 表达载体，构建了 .HA7C!7@1A37@ 重组表达基因

工程菌，并在大肠杆菌 "@7C2 中分别进行了融合与

非融合表达。我们用 >< 3’.,-&/(’ !" 亲和层析柱纯

化 @1A37@ 融合蛋白，纯度可达到 I8J左右。但是，

用 >< 3’.,-&/(’ !" 纯化制备蛋白虽然步骤简单，成

本却比较高，且不利于蛋白的放大制备。所以我们

尝试用常规的蛋白纯化方法以替代 >< 柱亲和层析，

以便纯化获得 @1A37@ 非融合蛋白。磷酸纤维素是

一种阳离子交换介质，在 .K 大于 L #C 时常被用来纯

化某些与 M>N、核苷酸或磷酸根有亲合性的蛋白，

如转录因子、限制性内切酶、核酸水解酶、蛋白激酶

等［L F 22］。@1A37@ 蛋白含有较多的碱性氨基酸，其等

电点约为 28，在中性 .K 时蛋白带正电，能被磷酸纤

维素非特异性的结合，所以我们尝试用磷酸纤维素

纯化 @1A37@ 非融合蛋白。结果表明，通过磷酸纤维

素阳离子交换层析等方法制备的 @1A37@ 非融合蛋

白无论在纯度或活性上，与 >< 柱纯化的 @1A37@ 融

合蛋白结果相仿，并且具有成本低，快速简便，可大

量制备的优点。这为 @1A37@ 蛋白的进一步应用打

下了基础。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 菌种和质粒：大肠杆菌菌株 "@7C2，MK7I!，含

有 @1A37@ 基因的质粒，表达载体 .HA7C!-（>/O-+’?
公司），均为本实验室保存和构建。

)*)*+ 酶和主要试剂：各种工具酶购自大连宝生物

工程公司，M>N 纯化试剂盒、胶回收试剂盒购自上

海申能博彩生物技术有限公司。兔抗 @1A3763A 的

多克隆抗体由本实验室制备［2C］，羊抗兔 P+6QKR1 购

自 3-?* S&%T "</*’0,?/)/+: 公司，1UMV 膜购自 >H> 公

司，磷酸纤维素 122 为 W,-*9-? 公司产品，3’.,-4’5
67288 为 1,-&9-0<- 公司产品。其他常用试剂为进口

或国产分析纯试剂。引物合成与测序由上海博亚生

物技术有限公司完成。

)*+ 方法

)*+*) @1A37@ 融合蛋白与非融合蛋白表达载体的

构建：用 !"#R"和 $%#"双酶切 .HA7C!- 载体和本

室构建并保存的 @1A37@ 重组质粒 .6HX7@1A37@［I］。

用申能博彩公司的 Y<* 回收 @1A37@ 基因和 .HA7C!-
载体，用 A! M>N )<+-(’ 对两者进行连接，构建成表达

带 G Z K<( 的 @1A3 融合蛋白的原核表达载体 .HA7
C!-7@1A37@2（以下简写为 .H@2）。构建 @1A37@ 非融

合蛋白的 .HA7C!-7@1A37@C 表达载体，首先根据编码

@1A37@ 的 0M>N 序列设计正向引物为：I[7N SNANA6
ASA NA6 SA6 6SA 6NN S67D[，反 向 引 物 为：I[7A
SAS6N6 ASN AAA 66N NAS AAA SAA SA7D[；其中正

向引物引入 &’("位点，反向引物引入了 $%#"位

点和终止密码子以去除 G Z K<( *-+。以质粒 .6HX7
@1A37@ 为模板，加入上述引物，按常规体系用 .=%
M>N 聚合酶扩 增 @1A37@ 基 因，1SR 反 应 参 数 为：

\!] D8(，IG] 29<?，LC] G8(，重 复 D8 个 循 环 后

LC] 延伸 289<?。用 2J琼脂糖鉴定 1SR 产物，只

有一条 2Y; 左右的片段，利用 M>N 胶回收试剂盒进

行 1SR 产物回收，回收的目的片段连接至 .^M2E7A
载体，! # "#)* MKI!感受态细胞的制备、转化及转化

子的筛选等见参考文献［2D］。提取阳性克隆质粒，

用 &’("和 $%#"酶切制备 @1A37@ 基因片段，并插

入 .HA7C!- 载体的 &’("和 $%#"酶切位点，构建成
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表达 !"#$%! 非融合的 &’#%()*%!"#$%!( 表 达 载 体

（以下简写为 &’!(）。

!"#"# !"#$%! 蛋白的诱导表达：将表达载体 &’!+
与 &’!( 分别转化 ! , "#$% -!%(+，分别挑取阳性克隆

进行酶切鉴定，并经测序无误后，获得表达 !"#$%!
融合蛋白与 !"#$%! 非融合蛋白的工程菌。将工程

菌接种到卡那霉素含量为 +../01! 的 !- 培养基（每

升培养基含 +.0 #23&456，70 38*94 8:42*;4，+.0 <*=>）中，

?@A振荡，培养过夜。次日，以 +B接种量接入新鲜

的 !- 培养基（C*6D ）中，?@A继续培养约 ?E。当 &F..

约等于 .GF 时，加入 H"#I，终浓度为 .G7//5>1!，诱导

表达 ? J )E。在加入 H"#I 前吸取少量菌液做菌体

蛋白 阴 性 对 照，诱 导 表 达 后，)A，7...21/K6 离 心

+7/K6 收集菌体。取适量菌体悬浮在 #’ 缓冲液中，

后用超声波破碎，)A，+(...21/K6 离心 ?./K6，分别

收集上清和沉淀。$L$ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（$L$%
"MI’）分析检测 !"#$%! 蛋白，具体操作见文献［7］。

$L$%"MI’ 浓缩胶的浓度为 7B，分离胶的浓度为

+.B，电泳缓冲液采用 #2K9%甘氨酸系统。具体操作

见文献［+)］。

!"#"$ !"#$%! 蛋白的纯化：首先用超声波破碎菌

体，将 7../! 诱导表达后的菌液 7...21/K6 离心，收

集菌体，用磷酸盐缓冲液（(.//5>1! NO("P)%<*PO，

&O@G)，+//5>1! ’L#M，7B 甘 油，+.//5>1! 巯 基 乙

醇）洗涤 + 次，菌体按 + Q(. 重悬于磷酸盐缓冲液，在

缓冲液中加入 "R$S，终浓度为 .G(//5>1!，冰浴超声

波破菌，功率为 (..T，每次超声 +.9，间歇 (79，反复

共 ). 次。+(...21/K6 离心 ?./K6，收集上清进一步

层析。

磷酸纤维素 "++ 阳离子交换层析：取 (0 磷酸纤

维素 "++ 干粉，用 .G7/5>1! <*PO、.G7/5>1! O=> 处理

后，将悬浮的树脂装入层析柱（(;/ U +7;/）中，可得

到柱床体积为 +./! 的阳离子交换层析柱。用 7./!
磷酸盐缓冲液（含 +/5>1! <*=>）洗涤，再用 7./! 磷

酸盐缓冲液平衡柱子，备用。离心上清液直接上柱，

用 ?./! 磷酸盐缓冲液平衡，再进行分级洗脱，即先

用 7./! 含 F..//5>1! <*=> 的磷酸盐缓冲液洗去杂

蛋白，然后用 7./! 含 V..//5>1! <*=> 的磷酸盐缓冲

液洗脱目的蛋白，收集洗脱峰。

$8&E*W8: I%+.. 层析：收集磷酸纤维素 "++ 阳离

子交换柱层析的 V..//5>1! <*=> 洗脱峰部分的洗脱

液，经 "’I(.... 浓缩和透析后，上样于经 ?.//5>1!
<O)O=P? 预平衡的 $8&E*W8: I%+.. 柱（+;/ U X.;/，

"E*2/*;K* 公司），再用此平衡液洗脱至无峰出现，收

集洗脱峰。实验在 )A条件下进行。用 $L$%"MI’
检测收集的样品。用 -2*WY52W 法测定纯化蛋白的浓

度。

<K $8&E*2598 )- 亲和层析：将 7../! 诱导表达

后的菌液 7...21/K6 离心，收集菌体，用 <#M%. 缓冲

液（(.//5>1! #2K9%O=>，&O@GV，+//5>1! ’L#M，*6W
.G7//5>1! <*=>）洗涤 + 次，菌体按 + Q(. 重悬于 <#M%
. 缓 冲 液，在 缓 冲 液 中 加 入 "R$S，终 浓 度 为

.G(//5>1!；然后在冰浴中进行超声波破菌，功率为

(..T，每 次 超 声 +.9，间 歇 (79，反 复 共 ). 次。

+(...21/K6，离心 ?./K6，收集上清进一步层析。<K
亲和层析柱（?$ <#M Z89K6）为上海申能博彩生物科

技有限公司产品，具体的纯化方法参照产品说明书。

简单的流程为：超声后上清流过 <#M%. 缓冲液预平

衡过的 ?$ <#M Z89K6 亲和层析柱，吸附后分别用

<#M%. 和 <#M%(.（(.//5>1! #2K9%O=>，&O@GV，+//5>1!
’L#M，*6W .G7//5>1! <*=>，(.//5>1! 咪唑）缓冲液洗

涤，各 7 倍柱体积，至无蛋白质流出；然后用 <#M%
(..（(.//5>1! #2K9%O=>，&O@GV，+//5>1! ’L#M，*6W
.G7//5>1! <*=>，(..//5>1! 咪唑）洗脱，收集各流出

液，补加 "R$S，终浓度为 .G(//5>1!。实验在 )A条

件下进 行。$L$%"MI’ 检 测 流 出 液 的 蛋 白 纯 度 和

含量。

!"#"% !"#$%! 蛋白的 T894826 [>544K60 检测：将未诱

导表达的大肠杆菌 -!%(+，诱导表达后的工程菌总

蛋白及纯化所得样品经 $L$%"MI’ 后，用 -K5%Z*W 公

司的电转仪将蛋白转至 "\LS 膜上，进行 T894826
[>54 实验检测。一抗为抗 !"#$%! 蛋白的抗体，二抗

为辣根过氧化物酶（OZ"）标记的羊抗兔 H0I。用

’=! 试剂盒进行检测。具体的实验操作参考文献

［+(，+)］。

!"#"& !"#$%! 蛋白的端粒酶抑制活性的测定：端粒

酶活性测定采用 #ZM" 法。端粒酶来自 $RR=%@@(+
肝癌细胞裂解液，将 $RR=%@@(+ 肝癌细胞接种在

+./! 培养瓶中，培养基为 Z"RH +F).，温度为 ?@A，

7B =P( 条件下贴壁培养，满瓶后收取培养细胞。

即将培养基吸干，用 "-$ 洗一遍细胞，然后用胰酶

将细胞消化，"-$ 冲洗细胞，吸入离心管，)...21/K6
离心 收 集 细 胞。 再 用 ]*9EK60 [^YY82（ +.//5>1!
O8&89%NPO（ &O@G7），+G7//5>1! R0=>(，+.//5>1!
N=>，+//5>1! L##）洗一遍细胞，离心。用冰预冷的

>39K9 [^YY82（ +.//5>1! #2K9%O=>（ &O @G7），+//5>1!
R0=>(，+//5>1! ’L#M，.G+//5>1! "R$S，7//5>1! 巯

基乙醇，.G7B =OM"$，+.B甘油）7..!! 重悬细胞，

)7X ’(%)*+* ,#-.)/$ #0 1%#2*"()#$#34 生物工程学报 (..@，\5>G(?，<5G7



置冰上 !"#$%，&’，()"""*+#$% 高速离心 !"#$%，离心

获得上清可用来测定端粒酶活性。上清液可在 ,
-"’保存。

./01 反应在 2334%56*7 管中进行，反应体积为

8"!9，在管中加入 &)!9 反应缓冲液（)"##6:+9 .*$;<
=>:（ 3=?@! ），(@8##6:+9 AB>:)，C!##6:+9 D>:，

"@""8E .F44%<)"，(##6:+9 2G.0，"@(#B+#9 HI0），

(!9 IAA><--)( 肝 癌 细 胞 裂 解 液 上 清，"@)8!9
("##6:+9 5J.1，(!9 倍比稀释的 91.I<9 蛋白，混匀

后在 冰 上 放 置 ("#$%，管 内 再 加 入 (!9 .; 引 物

（"@(!B+!9），)8’ 延伸 !"#$%，?8’ 灭活 8#$%，再加

.KL 酶（"@8!9）、>M 引物 (!9（"@(!B+!9），进行 1>/ 反

应（N&’ !";，8"’ &";，-)’ &";，!! 个 循 环，-)’
)#$%），具体操作见文献［(8］。引物的序列为：.; 引

物：8O<00.>>P.>P0P>0P0P..<!O；>M 引 物：8O<
（>>>..0）!>>>.00<!O。然后电泳鉴定上述 1>/ 反

应产物。电泳采用 ("E 非变性聚丙烯酰胺凝胶，

"@8 Q .H2 缓冲液，电压 (""R，C S ?T。最后银染显

色，拍照。

! 结果

!"# 表达载体 $%&# 与 $%&! 的构建

本实验室构建的 3P2U<91.I 质粒，含 有 编 码

91.I<9 蛋白的全长 VGJ0，表达产物为 PI.<91.I 融

合蛋白。因为 PI. 可能干扰或影响目的蛋白的生

理功能与活性，我们用 !"#/"和 $%#"双酶切，构

建不带 PI. 的全长 91.I<9 基因表达质粒（329(），表

达产物为带 C Q =$; 的 91.I<9 融合蛋白。为了使获

得的 91.I<9 蛋白尽可能少带其它多肽，我们又通过

设计引物去除了 32.<)&K 载体上的 .- WKB 和 =$; WKB，
得到重组的 329) 表达质粒，表达产物为不带 .- WKB
和 C Q =$; 的 91.I<9 非融合蛋白。

!"! $%&# 和 $%&! 重组质粒在 ! " "#$% ’&(!# 中的

表达

将 329( 与 329) 重组质粒分别转化 ! @ "#&’ H9<
)( 宿主菌，经 X1.P 诱导表达后，收集菌体，菌体经

超声波破碎后，取少量进行 IGI<10P2 电泳检测目

的蛋白的表达。结果表明诱导后有明显的 91.I<9<
=$; 融合蛋白与 91.I<9 非融合蛋白表达带（见图 (0
中泳道 ! 和 )H 中泳道 )）。91.I<9 非融合蛋白表观

分子量约为 &"YG，与 91.I 蛋白理论分子量 !-YG 相

符，而 91.I<9<=$; 融合蛋白带有 =$; WKB 等，所以分

子量约为 &&YG。经凝胶扫描，显示表达的 91.I<9
蛋白约占菌体总蛋白的 (?E。经发酵诱导条件的

不断优化，91.I<9 蛋白主要以可溶的形式存在于上

清中。

图 ( IGI<10P2 分析

Z$B[( IGI<10P2 K%K:\;$;
0@91.I<9<=$; 7];$6% 3*6W4$% 4M3*4;;45 $% ! [ "#&’ H9<)( [ (：;]34*%KWK%W 67 ]:W*K;6%$V 7*KB#4%WKW$6%；)：W6WK: 3*6W4$% ^476*4 X1.P $%5]VW$6%；!：W6WK: 3*6W4$%

K7W4* X1.P $%5]VW$6% 76* ! T6]*;；&：3*4V$3$WKW$6% 67 ]:W*K;6%$V 7*KB#4%WKW$6%；8，C：3]*$7$45 7];$6% 3*6W4$% ^\ J$ I43TK*6;4 &H；-：3*6W4$% #K*Y4* [ H@91.I<

9 3*6W4$% 3]*$7$45 ^\ 3T6;3T6V4::]:6;4 1(( [ (：W6WK: 3*6W4$% ^476*4 X1.P $%5]VW$6%；)：W6WK: 3*6W4$% K7W4* X1.P $%5]VW$6% 76* ! T6]*;；!，&：7:6F WT*6]BT 7*6#

C""##6:+9 JK>: 4:]W$6% 67 ]%54;$*45 3*6W4$%；8 S -：N""##6:+9 JK>: 4:]W$6% 67 91.I<9 3*6W4$%；?：91.I<9 3*6W4$% 3]*$7$45 ^\ 3T6;3T6V4::]:6;4 1(( K%5

I43TK54M P<("" B4: 7$:W*KW$6% VT*6#KW6B*K3T\；N：3*6W4$% #K*Y4* [ >@91.I<9 3*6W4$% 3]*$7$45 ^\ 3T6;3T6V4::]:6;4 1(( K%5 I43TK54M P<("" [ (：3]*$7$45 91.I<

9 3*6W4$% K7W4* 3T6;3T6V4::]:6;4 1(( K%5 I43TK54M P<("" B4: 7$:W*KW$6% VT*6#KW6B*K3T\；)：3*6W4$% #K*Y4* [

!") &*+,(& 蛋白的纯化

我们采用 J$ I43TK*6;4 &H 亲和层析的纯化方

法，分离 91.I<9<=$; 融合蛋白，纯度可达到 8"E左

右。但用 J$ I43TK*6;4 &H 成本较高且不易大量制备

目的蛋白，所以研究采用其他蛋白质纯化方法以替

代 J$ 柱。此外为了更好地研究 91.I 天然蛋白的结

88?吴 楚等：新的端粒酶活性抑制蛋白 91.I<9 的制备



构和功能，克隆表达不带 ! " #$% 的 &’()*& 非融合

蛋白。在预实验时试用 +,*)-./012%- 33 柱层析，结

果发现弱阳离子交换树脂 +,*)-./012%- 33 对 &’()*
& 蛋白吸附较弱，在 45566278& 90+7 的磷酸盐缓冲

液时就能洗脱下来，这样 &’()*& 蛋白就不容易与其

他杂蛋白分开。而磷酸纤维素是一种中强阳离子交

换树 脂，在 .# 大 于 :;4 时 常 被 用 来 纯 化 某 些 与

<9=、核苷酸或磷酸根有亲合性的蛋白，如转录因

子、限制性内切酶、核酸水解酶、蛋白激酶等［:，>］。且

&’()*& 蛋白经分析具有与 ?9= 结合的结构域，且含

有较多的碱性氨基酸，在中性 .# 时蛋白带正电，所

以尝试通过磷酸纤维素 ’@@ 阳离子交换层析，纯化

&’()*& 蛋白。

经实验研究，发现磷酸纤维素 ’@@ 阳离子交换

层析制备的 &’()*& 非融合蛋白可以达到 9$ 柱纯化

&’()*&*#$% 融合蛋白的效果。将经磷酸纤维素 ’@@
阳离子交换层析阶段洗脱获得的蛋白样品作 )<)*
’=AB，电泳结果见图 @C，由图可知由磷酸盐缓冲液

与含 !5566278& 90+7 的磷酸盐缓冲液洗脱下来的蛋

白样品中含有多条杂蛋白，而由含 D5566278& 90+7
的磷酸盐缓冲液洗脱下来的蛋白样品中含目的蛋白

较多，经凝胶分析，纯度约为 EEF（见图 @C 泳道 :
和 >）。再经 )-./0G-H A*@55 层析后，目的蛋白纯度

进一步得到提高，约为 >5F（见图 @+）。纯化的具体

操作见方法部分。结果表明，我们研制的这种纯化

&’()*& 蛋白的方法操作简单，只用磷酸纤维素 ’@@
和 )-./0G-H A@55 二步层析就可获得电泳纯的 &’()*
& 蛋白。蛋白 C10GI21G 定量实验表明 &’()*& 蛋白的

得率约为 J;:6K8& 发酵液。

!"# $%&’($ 纯化蛋白的免疫检测

为了鉴定我们制备的 &’()*& 蛋白是否具有免

疫原性，我们将纯化的 &’()*& 蛋白经 )<)*’=AB 电

泳后，电转至硝酸纤维膜上，用兔抗 &’()*A)( 的多

抗进行 L-%M-1N O72M 杂交分析。结果显示：抗体与纯

化的 &’()*& 蛋白在约 J5P< 处形成了特异的抗原*
抗体反 应 条 带（见 图 4）。表 明 用 本 方 法 纯 化 的

&’()*& 蛋白具有良好的免疫反应原性。

!") $%&’($ 纯化蛋白的端粒酶抑制活性测定

我们采用现在比较通用的检测端粒酶活性的方

法，即 (?=’ 法，检测纯化后的 &’() 蛋白是否具有

抑制端粒酶的活性。实验结果表明，磷酸纤维素

’@@ 加 )-./0G-H A*@55 二步层析法纯化后的 &’() 蛋

白具有明显的端粒酶抑制剂活性。其抑制活力随着

加入 &’()*& 蛋白量的增加而递增（见图 Q，Q R !）。

9$ 柱亲和层析纯化的 &’() 融合蛋白的端粒酶抑制

活性见图 Q（: R @5）。用我们建立的纯化方法获得

的蛋白其活性与 9$ 柱纯化的 &’()*& 融合蛋白基本

上相仿，获得的重组蛋白很好地保留了 &’()*& 蛋白

的生物学活性。

图 4 &’()*& 蛋白的 L-%M-1N O72M 免疫检测结果

3$KS4 L-%M-1N O72MM$NK 0N07T%$% 2I
.U1$I$-G &’()*& .12M-$N

图 Q (?=’ 实验分析 &’()*& 纯化蛋白的端粒酶抑制活性

3$KSQ (?=’ 0%%0T 0N07T%$% 2I M/- M-726-10%- 0VM$W$MT
$N/$O$M-G OT .U1$I$-G &’()*& .12M-$N% !" #!$%&

@：M-726-10%- 0VM$W$MT .2%$M$W- V2NM10%M：4：M-726-10%- 0VM$W$MT N-K0M$W-

V2NM10%M；Q R !：M-726-10%- 0VM$W$MT X-1- $N/$O$M-G OT ./2%./2V-77U72%-

’@@ .U1$I$-G &’()*& .12M-$N X$M/ G2%- G-.-NG-NM 60NN-1；: R @5：

M-726-10%- 0VM$W$MT X-1- $N/$O$M-G OT 9$ )-./012%- JC .U1$I$-G &’()*&

.12M-$NS

* 讨论

’()* 是由本实验室克隆的一个候选抑癌基因，

实验表明 ’()* 基因在肝癌组织及肝癌细胞系中表

!E> +,!"-.- /&0%"12 &3 4!&$-5,"&2&67 生物工程学报 455:，Y27;4Q，92;E



达量降低或检测不到，如果将 !"#$ 基因导入肝癌

细胞，能抑制肝癌细胞的生长和增殖。已有的研究

还表明 !"#$%! 蛋白具有抑制细胞端粒酶的活性。

因此，!"#$ 基因是一个具有重要生理功能，并与肿

瘤有关的重要基因。由于目前对 !"#$ 基因的了解

甚少，对 !"#$%! 蛋白的结构也未见有报道。研制

!"#$%! 蛋白的制备方法，对进一步研究 !"#$%! 的结

构和功能有一定意义。

本文主要报道了一种制备 !"#$%! 蛋白的新方

法。通常我们将 !"#$%! 基因插入 &’#%()* 表达载

体，然后在大肠杆菌 +!%(, 中进行表达，获得 !"#$%
!%-./ 融合蛋白。再经 0. $1&2*34/1 )+ 柱亲和层析，

获得 !"#$%! 纯化蛋白。在我们的实验中，我们通过

优化发酵和诱导条件使 !"#$%! 融合蛋白以可溶形

式表达，表达产物可占菌体总蛋白的 ,56。经 0.
$1&2*34/1 )+ 柱纯化，!"#$%!%-./ 融合蛋白纯度可达

到 786左右。但是，用 0. $1&2*34/1 )+ 纯化蛋白成

本较高且不易大量制备，获得带有 -./ 9*: 的 !"#$%
!%-./ 融合蛋白对后续的结构或功能研究有一定局

限，所以我们构建了非融合的 !"#$%! 表达载体。在

获得高表达 !"#$%! 非融合蛋白的基因工程菌后，我

们又研制了分离纯化方法，我们成功地采用磷酸纤

维素 ",, 阳离子交换层析替代 0. 柱。经磷酸纤维

素 ",, 阳离子交换层析纯化 !"#$%! 蛋白后，!"#$%!
蛋白纯度可达到 776。再经 $1&2*;1< =%,88 凝胶过

滤层 析，!"#$%! 蛋 白 的 纯 度 可 达 到 586 以 上。

>1/913? @A499.?: 实验显示，纯化后的 !"#$%! 蛋白与

兔抗 =$#%!"#$%! 的多抗能特异性结合。#BC" 实验

显示磷酸纤维素 ",, 纯化得到的 !"#$%! 蛋白具有

明显的端粒酶抑制活性，与 0. $1&2*34/1 )+ 纯化得

到的 !"#$%! 融 合 蛋 白 活 性 基 本 一 致。 但 与 0.
$1&2*34/1 )+ 相比，用磷酸纤维素来纯化 !"#$%! 则

具有以下优点：方法简便快速，纯化程度较高，价格

低廉，稳定性较好，而且载量高适用于较大量的制备

纯化，得到的蛋白更接近天然的 !"#$%! 蛋白，因此

是一种比较理想的 !"#$%! 蛋白质纯化方法。这为

今后进行 !"#$%! 蛋白的研究和应用奠定了良好的

基础。

由于 !"#$%! 蛋白比较容易降解，采用本方法最

后获得的 !"#$%! 蛋白的纯度为 586还有待提高。

因此，!"#$%! 蛋白的制备和纯化方法还要改进，比

如选择不同的载体系统，不同的发酵条件等等。
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