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蛋白酪氨酸磷酸酶 PTP1B催化活性区的原核表达及活
性分析 
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摘  要: 从 GenBank 获得人 PTP1B 催化活性区(PTP1Bc)氨基酸序列(1~301aa), 通过重叠 PCR 获得 PTP1Bc 基因。构建 

pET-22b(+)/PTP1Bc 原核表达载体, 转化大肠杆菌 BL21(DE3), 阳性重组子 IPTG 诱导表达, Ni 柱纯化蛋白。目的蛋白以

包涵体的形式表达, 表达量占菌体总蛋白 30%以上。纯化后, 蛋白纯度达 95%以上。Western blotting 结果表明所得的蛋

白可与抗 PTP1B 抗体发生特异性结合; 酶活实验证实复性的蛋白具有一定的磷酸酶活性。PTP1Bc 基因的构建、表达

纯化及活性分析, 为进一步的功能研究奠定了基础。 
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Abstract: The amino acid sequence (1−301aa) coding the human PTP1B catalytic domain (PTP1Bc) was obtained from the 
GenBank. The PTP1Bc gene was constructed by overlapping PCR, then was inserted into vector pET-22b(+) and expressed 
efficiently in E. coli BL21(DE3) under optimum condition after IPTG induction. The proteins were expressed mainly as inclusion 
bodies with the yield of more than 30% of total bacterial proteins. The expressed products were purified through Ni2+-affinity 
chromatographic column. After purification, the purity of the proteins was more than 95%. Western blotting analysis suggested that 
the purified proteins could specially combine with anti-PTP1B antibody. Enzyme activity assay showed that the protein has 
phosphatase activities.  
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全世界超过 1 亿人患有 II 型糖尿病, 它与肥胖

是紧密相连的。大约四分之三的肥胖者都会引起 II

型糖尿病。目前用于治疗 II 型糖尿病的药物, 常常

导致体重增加并带来一些副作用, 因此目前急需寻



554    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 April 25, 2008  Vol.24  No.4 

  

Journals.im.ac.cn 

找更安全有效的药物和治疗方法。胰岛素信号转导

机理的阐明为治疗 II 型糖尿病提供的一些新的药物

靶标 , 在这些之中 , 蛋白酪氨酸磷酸酶 1B(protein 

tyrosine phosphatase 1B, PTP1B)是最有希望的新药

物靶标。 

Tonks 等 [1,2]第一次成功地从人胎盘纯化得到 

PTP1B。PTP1B 由 435 个氨基酸组成 , 分子量约  

50 kD, 在肝脏、肌肉、脂肪等组织器官中大量表达[3, 4]。

最近的研究发现在糖尿病、癌症中涉及 PTP1B 的

信号转导途径 [5]。Zinker 等 [6]研究发现给予反义 

PTP1B 寡核苷酸可以促进胰岛素的分泌, 并能维持

血浆葡萄糖水平的正常化。PTP1B 基因缺陷小鼠对

胰岛素高度敏感, 即使长期喂食富含脂肪的食物也

对体重的增加具有抵抗性, 提示 PTP1B 是胰岛素

信号的逆向调节子。 

Hao等[7]发现 T细胞 PTP (TC-PTP) 33 kD催化

区比全长的 TC-PTP 的酶活力高了 20~100 u, 提示

了全长的人 PTPs 酶活低于催化活性区。本研究通

过重叠  PCR 技术获得适合在原核系统中表达的 

PTP1Bc 基因 , 并在大肠杆菌中获得高效表达的  

蛋白。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
质粒 pET-22b(+)购自 Novagen 公司。引物由上

海生工公司合成。限制性内切酶、T4 DNA 连接酶

为 NEB 公司产品。质粒提取及胶回收试剂盒为 

OMEGA公司产品。Pfu DNA 聚合酶、DNA Marker、

蛋白质分子量标准为 TaKaRa产品。鼠抗 PTP1B 抗

体为达科为生物技术有限公司产品。辣根过氧化物

酶(HRP)标记的羊抗鼠 IgG 抗体由厦门波生生物技

术有限公司制备。Ni2+-HiTrap Chelating HP 树脂  

为 Amersham Pharmacia Biotech 公司产品。对硝   

基苯磷酸二钠(pNPP)为德国 E. Merk 产品。其他   

试剂为国产分析纯。大肠杆菌 BL21(DE3)菌株由本

中心保存。 

1.2  方法 
1.2.1  PTP1Bc基因构建 

从 GenBank 上查得 PTP1Bc 的核苷酸序列, 根

据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜好性原则, 

在不影响氨基酸序列的前提下, 将 PTP1Bc 的核苷

酸序列进行部分修改。将修改后的全序列分成 16个

引物片段。在一个反应体系中, 同时加入该 16条引

物, 通过重叠 PCR 反应拼接成完整的 PTP1Bc。重

叠PCR反应条件如下: 95°C 4 min; 95°C 30 s, 65°C 2 h, 

72°C 10 min; 第二轮  PCR 反应 , 以第一轮  PCR 

扩增产物为模版, 以 P17、P18为引物扩增目的基因

产物, 并分别引入 BamH I和 Xho I酶切位点, 反应

条件为: 95°C 4 min; 95°C 40 s, 55°C 45 s, 72°C 1 min, 

循环 35次; 72°C 延伸 10 min, 产物进行 1.7%琼脂

糖凝胶电泳鉴定。引物设计如下(5′→3′): 
P1: 5′-ATGGAGATGGAGAAAGAATTCGAAC 

AGATCGACAAATCTGG-3′; P2: 5′-ACGGAAAGT 
CGCTTGCCTCGTGACGGATGTCTTGATAGATCG 
CTGCCCAAGAACCAGATTTGTCGATCTGTTCGA 
ATTCT-3′; P3: 5′-GAGGCAAGCGACTTTCCGTGT 
CGTGTGGCGAAATTACCGAAGAACAAAAACCG
TAATCGCTACCGCGACGTTAGCCCATT-3′; P4: 5′- 
TAATCAGGCTTGCGTTGATATAATCATTGTCCTC 
TTGGTGCAGCTTAATACGAGAATGGTCAAATGG 
GCTAACGTCGCGG-3′; P5: 5′-CAATGATTATATC 
AACGCAAGCCTGATTAAGATGGAAGAGGCACA 
ACGTTCTTACATCCTGACCCAAGGTCCATTACC 
AA-3′; P6: 5′-ATGACAACACCACGGCTCTTTTGC 
TCCCAGACCATTTCCCAGAAATGACCGCACGTA 
TTTGGTAATGGACCTTGGGTCAG-3′; P7: 5′-AAA 
GAGCCGTGGTGTTGTCATGCTGAATCGTGTCAT 
GGAAAAGGGCTCTCTGAAATGCGCACAATACT 
GGCCGCAAAAAG-3′; P8: 5′-TCCTCGCTAATTAA 
CGTCAGCTTCAGATTCGTGTCCTCAAAAATCAT 
CTCTTTTTCTTCTTTTTGCGGCCAGTATTGTGC-3′; 
P9: 5′-GAAGCTGACGTTAATTAGCGAGGACATTA 
AGAGCTACTACACCGTCCGCCAATTAGAGTTAG 
AAAACCTGACCACCCAGG-3′; P10: 5′-CCGGGA 
CGCCAAAGTCTGGCCACGTCGTGTAGTGAAAG 
TGCAGGATCTCACGGGTTTCCTGGGTGGTCAGG 
TTTTCTAAC-3′; P11: 5′-AGACTTTGGCGTCCCG 
GAATCTCCAGCCTCTTTTCTGAATTTTCTGTTTA 
AGGTGCGTGAGTCTGGTAGCCTGAGCCCGG-3′; 
P12: 5′-GCTAAGCAGAACGTGCCGCTACGACCA 
ATGCCCGCAGAGCAATGGACGACGACTGGGCC 
GTGTTCCGGGCTCAGGCTACC-3′; P13: 5′-CGGC 
ACGTTCTGCTTAGCAGATACGTGTTTACTGCTGA 
TGGACAAGCGCAAAGACCCGTCTAGCGTTGACA 
TCAAGAAGG-3′; P14: 5′-TAACTGATCCGCCGTC 
TGGATTAAACCCATACGAAACTTGCGCATCTCTA  
ACAGAACCTTCTTGATGTCAACGCTAGACG-3′; 
P15: 5′-ATCCAGACGGCGGATCAGTTACGTTTCA 
GCTATCTGGCGGTGATTGAAGGCGCCAAGTTTAT 
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CATGGGTGACAGCAGCGT-3′; P16: 5′-CGGCTCT 
AAGTCTTCATGAGATAACTCTTTCCATTGATCCT 
GAACGCTGCTGTCACCCAT-3′; P17: 5′-GACTGG 
ATCCCATGGAGATGGAGAAAG-3′; P18: 5′-CTGA 
CTCGAGCGGCTCTAAGTCTTCAT 
1.2.2  PTP1Bc表达载体的构建、表达及纯化 

PCR 产物及 pET-22b(+)质粒分别用限制性内切

酶 BamH I和 Xho I消化, 胶回收。在 T4 DNA连接

酶的催化下, 将 PTP1Bc基因克隆至质粒 pET-22b(+) 

中, 构建重组质粒 pET-22b(+)/PTP1Bc, 转化 E. coli 

BL21(DE3)。重组子提取质粒进行酶切鉴定, 阳性克

隆送上海英俊生物技术有限公司测序。挑选测序正

确的重组子单菌落, 37°C 振荡培养过夜, 按 1: 100

稀释到 LB培养液中, 振荡培养至 A600值 0.6~0.8时, 

加入终浓度为 0.5 mmol/L的 IPTG诱导表达 4 h。因

为融合蛋白 C末端带有 6-His标签, 故采用 Ni亲和层

析柱纯化目的蛋白。具体方法参照 Amersham 

Pharmacia Biotech公司提供操作手册。纯化的蛋白采

用梯度透析法复性。 

1.2.3  重组蛋白 Western blotting鉴定[8] 

将纯化的 PTP1Bc 蛋白进行  Western blotting 

检测, 同时设空白对照。SDS-PAGE电泳后, 转移至

硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶封闭, 加鼠抗 PTP1B抗体, 

37°C温育 1 h, 加辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗

鼠 IgG, 37°C温育 30 min, 用 3, 3′-二氨基联苯胺四盐

酸盐(DAB)显色。 

1.2.4  PTP1Bc活性测定[9] 

以 5 mmol/L 对硝基苯磷酸二钠(pNPP)为反应

底物 , 在 0.01 mol/L NaAc-HAc pH5.0, 1 mmol/L 

EDTA 钠盐体系中 , 加入不同量的 PTP1Bc 蛋白 , 

37°C反应 10 min, 加 0.2 mol/L NaOH终止反应, 用

分光光度计测 A405。同时做含 PTP1B抑制剂的对照实

验, 即各反应体系中均加入终浓度为 1.2 μmol/L 的活

性的过氧钒配合物 K[VO(O2)2(phen)]·3H2O。 

2  结果 

2.1  PTP1Bc 基因构建 
以第一轮 PCR反应的 PCR产物为模板, 利用引

物 P17 和 P18 扩增目的基因 PTP1Bc, PCR 产物经

1.7%琼脂糖凝胶电泳鉴定为单一的条带, 其大小与

理论值 (923 bp, 包括酶切位点和保护碱基 )相符  

(图 1)。 

 

图 1  PCR 产物电泳图(1.7%琼脂糖) 
Fig. 1  1.7% Agarose gel eletrophoresis of PCR products 

1: 100 bp DNA ladder marker; 2: PTP1Bc 
 

2.2  重组质粒的构建 
重组子质粒经 BamH I及 Xho I酶切后, 琼脂糖

凝胶电泳鉴定, 得到目的条带分别为 PTP1Bc 条带

(913 bp)、pET-22b(+)条带(5453 bp)(图 2)。测序结果

表明载体构建正确。 

 

图 2  重组质粒 pET-22b(+)/PTP1Bc 的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of the recombinant plasmid pET-22b(+)/ 
PTP1Bc by digestion with different restriction enzymes 
1: 1 kb DNA ladder marker; 2: plasmid fragment digested with 

BamH I and Xho I 
 

2.3  PTP1Bc 表达及纯化 
通过不同的诱导时间和 IPTG 浓度对重组菌进

行诱导表达 , 确定重组质粒最适表达条件为 IPTG 

终浓度为 0.5 mmol/L、37°C诱导 4 h。目的蛋白主

要以包涵体形式存在, 表达量占菌体总蛋白的 30%

以上。洗涤并溶解包涵体, 离心取上清过 Ni柱纯化。
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经 SDS-PAGE 分析在 40 kD 附近有一特异条带, 

扫描分析显示其纯度达 95%以上(图 3)。复性后的蛋

白浓度为 0.2 mg/mL。 

 

图 3  表达蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of fusion protein 

1: pET-22b(+) control; 2: cell extract induced without IPTG;     
3: cell extract induced with IPTG; 4: supernatant after fragmenting 

by ultrasonic; 5: precipitate after fragmenting by ultrasonic;      
6: refold protein; 7: protein marker 

 

2.4  特异性鉴定 
Western blotting分析的结果如图4所示, 在40 kD

处有一条特异的显色带, 说明复性后的蛋白可以同

抗 PTP1B 抗体发生特异性结合。结果证实, 在原核

表达系统中成功表达了 PTP1Bc蛋白。 

 

图 4  重组蛋白的 Western blotting 分析 
Fig. 4  Western blotting analysis of recombinant fusion 

protein 
1: protein marker; 2: bacterial protein of pET-22b (+)/DE3 after 

induction; 3: PTP1Bc protein 
 

2.5  酶活力测定 
在酶活检测体系中, 随着 PTP1Bc 蛋白量的增

加, A405值逐渐增大, 两者呈正相关。如图 5所示, 在

100 μL的体系中, 当蛋白达到 10 μg时, 酶活达到饱

和, 符合酶活动力学特征, 而当加入 PTP1B 抑制剂

K[VO(O2)2(phen)]·3H2O时, 其酶活性明显被抑制。

这些结果表明, 纯化复性后的蛋白具有磷酸酶活性。 

 

图 5  PTP1Bc 酶活分析 
Fig. 5  Enzyme activity analysis of PTP1Bc protein 

 

3  讨论 

蛋白酪氨酸磷酸酶家族(PTPs)和蛋白酪氨酸激

酶在细胞增殖、转化、黏附和迁移中相互协调作用, 

并与肿瘤、心血管疾病、免疫失调传染病及代谢疾

病等有关 [10]。PTPs 成为研究人类疾病的最重要的

靶点之一[11]。目前研制 PTP 抑制剂最有效的策略

就是以 PTP 的活性部位为靶点。尽管研究发现 PTP 

的催化结构域都具有高度保守的序列和非常相似的

三维结构, 但并不意味着获得特异性抑制剂是不可

能的。最近研究发现, 在 PTP1B 催化结构域活性中

心的相邻部位存在一个“第二位点”, 其能结合芳

基磷酸盐, 这又提供了一种有效的提高 PTP1B 抑制

剂的亲和性及特异性靶标 [12]。大量的研究表明 , 

PTP1B 的作用存在组织特异性, 在不相干的细胞类

型之间, 存在着重叠或代偿的信号途径, 这有可能

是 PTPs家族其他成员在起作用。在 Src激酶的研究

中也观察到类似的现象, 尽管 Src 在多种细胞类型

中普遍存在, Src敲除小鼠却只表现出骨硬化症[13]。

因此 , PTP1B 作为胰岛素信号主要的负调控因子 , 

其小分子抑制剂极有可能成为有效的抗糖尿病 /肥

胖制剂, 而且不产生副作用。 

本研究首次通过重叠 PCR技术获得 PTP1Bc (氨

基酸序列 1~301aa)。根据 GenBank 上查得 PTP1Bc

的核苷酸序列和氨基酸序列, 按照密码子的简并性
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和大肠杆菌的密码子喜好性原则, 对核苷酸序列进

行部分修改, 使其二级结构得到优化, 更有利于在

大肠杆菌中表达。 

PTP1Bc-6×His 融合蛋白主要以包涵体形式存

在, 可有效防止细胞内蛋白酶对目的蛋白的水解作

用, 使目的蛋白大量聚集, 经变性处理后便于分离

纯化。目的蛋白在细菌中的表达量占菌体总蛋白的

30%, 经 Ni2+-树脂亲和层析纯化后, 表达蛋白的纯

度达 95%。Western blotting检测结果显示表达纯化

产物可与鼠抗 PTP1B 抗体发生特异结合, 酶活实验

说明 PTP1Bc 蛋白具有一定的磷酸酶活性。这些研

究为进一步分析其功能和调节机制奠定了基础。 
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第 13 届国际生物技术大会暨展览会即将在大连举行 

始于 1960 年 , 每四年举办一届、各大洲轮流举办并首次登陆中国的第 13 届国际生物技术大会暨展

览会(IBS-2008)将于 2008 年 10 月 13 日在大连举行。(IBS-2008)是生物技术领域公认的规模最大、学术

水平最高、社会影响最强的国际盛会 , 堪称是生物技术领域的奥林匹克大会。本次大会邀请生物技术领

域取得突出成就而享誉全球的一百五十多位科学家做学术报告 , 包括 3 位诺贝尔奖获得者 , 数十位各国

科学院和工程院院士及多位国际上著名的生物技术公司 CEO 和的研发部门 CTO 等。更多详情请登录 : 

http://cn.ibs2008.org/exhibition.html。  


