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储纤虫 聚合酶 亚锌指基因片段的表达
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摘要 以一种进化较为原始的单细胞真核生物日本箱纤虫 却加 ‘ 少即 威 , 大核荃因组 为模板
,

咒 扩增

得到了 聚合酶锌指基因片段
,

并构建重组表达质粒
一 一 ,

在大肠杆菌 中进行表达
,

和 分析证明目的蛋白得到了可溶性融合表达
。

用纯化的蛋白免疫新西兰兔
,

制备多克隆抗体
。

印迹和 鉴定结果表明抗体特异性较高
,

效价高达 巧仪幻
。
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锌指是 等人最初在爪婚转录因子
一

中发现的一种特殊结构川
,

一般由大约 个氨基酸

组成
,

整个肤段通过锌离子与半胧氨酸和 或组氨酸

鳌合配位形成稳定的
“

指头
”

样高级结构
,

含有这种

高级结构的蛋白称为锌指蛋白
。

目前在生物体内发

现的基因转录调控结构主要有四种结构形式 螺旋

转角
一

螺 旋
一 一 、

亮 氨 酸 拉链 玩

卿
、

锌指蛋白 和 带
,

其中

锌指蛋白是种类最多
,

存在最广的一类核酸结合蛋

白
,

它不仅可结合 和 ’〕,

还能与
一

杂交体 和其他锌指蛋白 结合
,

控制生物体中蛋

白质的转录和翻译过程
。

储纤虫 刀止印 南 是进化上较为原始的真核

生物
。

研究发现这种纤毛虫具有体核 大核 和生殖

核 小核 隔代发生的生殖现象
,

而这种现象在其

他纤毛虫中从未见报道
。

聚合酶 作为一种

反式作用因子
,

在基因的转录中起着及其重要的作

用
,

其中锌指结构域是 聚合酶结合启动子必不

可少的元件
。

目前人们主要是通过结晶 〕和突变川

来进行锌指与核酸的结合特性研究
,

但遗憾的是
,

对

大部分锌指蛋白与 的结合体还无法获得单晶
,

同时
,

一种固定的结合模式也无法考察锌指蛋白中

某些氨基酸对其与 结合的影响
,

因此人们很多

是通过定点突变技术进行研究
。

本实验以 日本储纤

虫 少哪刃 “ ,

这种进化上较为原始且遗传方面

比较独特的生物为研究材料
,

从其 聚合酶 基

因中克隆得到单锌指核酸序列
,

将其在大肠杆菌

中进行表达
,

得到可溶性融合单锌

指蛋白
,

并制备多克隆抗体
,

为以后单锌指的基因突

变及探讨低等真核生物纤毛虫基因转录调控机制奠

定基础
。

材料与方法

甚因组 的提取 实验动物 日本精纤虫
少闪扣 大量培养于 培养液
, , ,

, , ,

氏 中
,

以 一 种 细 菌
￡ 奥拌 为食物

,

离心收集褚纤虫
,

加入

【
一 , ,

,

放置于 ℃ 破碎细胞
,

用苯酚 抓仿

川 抽提去除蛋白质
,

经透析后 用乙醇沉淀
。

锌指基因片段的扩增和 , 组衰达质粒的构建

用聚合酶链式反应
,

扩增得到单锌指结构基因
。

根据 聚合酶 基

因登录号 邢 」的锌指基因片段设计特异性引

物
,

其中
’

上游引物含有 酶切位点
, ’

下游

引物含有 叉人。 酶切位点和终止密码子
。

所用

引物为 正向引物 ’名 飞 冉

收稿日期 二
一

以
一

修订 日期 二
一 一
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对
,

然后构建进化树
。

结果

锌指基因片段的扩增与皿组表达质粒的构建

以褚纤虫基因组 为模板
,

用特异性引物进

行 扩增
,

在约 处有一条带
,

经测序确认扩

增产物为目的基因
。

将 扩增产物纯化后克隆

到表达载体
一 ,

得到重组表达质粒
一 。

重组表达质粒 及酶切鉴定结果见图
,

泳

道 在大约 处有一明显扩增条带
,

泳道 在

大约 帅 和 处各有一明显条带
,

表明重组

表达质粒已成功构建
。

】

一 ‘

反向引物 气

一 ’

阴影部分为酶切位

点
,

下划线部分为终止密码子
。

扩增后的产物胶回收 上海华舜胶 回收试

剂盒
,

回收产物经 和 叉人。 双酶切后
,

回

收目的片段
,

克隆到用同样两种限制酶切的

公司产品 表达载体中
,

得到重组表

达质粒
一 一 。

触合蛋白的裹达
、

纯化和 分

析 筛选阳性克隆
,

挑单菌落接种至 液体培

养基中
,

℃条件下
,

巧 而 震荡培养过夜
,

再按

的比例接种到 液体培养基中
,

以同样

条件培养 一 至 枷 二 一
,

加人 至终

浓度为
,

℃
,

“ 诱导培养 一
。

诱导后的细菌培养物 沉〕 而 离心收集菌体
,

重

悬
,

超声破碎菌体
,

离心收集上清
。

上清用

亲和柱亲和层析
,

用 缓冲液洗柱
,

还原型谷

脱甘肤洗脱液洗脱
。

表达产物经
一

以 电泳后
,

采用电转移将

蛋白条带转移到硝酸纤维素膜 膜 上
,

然后用

脱脂奶粉封闭
,

封闭后加人 抗体

公司产品 温和振荡
,

使其与膜上的特异蛋白结合
,

结合后加人洗液洗膜
,

然后加人显色液显色
。

乡克隆抗体的制备 首先纯化包含体
,

采用切

胶回收包含体
,

然后取包含体 经福氏完全佐剂

乳化后
,

皮下多点注射免疫新西兰 大 白兔 岁

只
,

初次免疫后在第
、

周分别以等量抗原与不完

全佐剂乳化后加强免疫
,

末次免疫后 耳缘静脉取

血
,

进行醉联免疫分析
,

如效价很高
,

颈

动脉放血
,

免疫血清加 终浓度
, 一 ℃

冻存
。

醉联免痊分析 和 印迹

分析是用包被液 将

配 成 “『 的抗原溶液
,

加到聚苯 乙烯反

应 板上
,

℃过夜
,

洗净拍干
,

再 以牛血清蛋白

配工的封闭液封闭板上的空白位点
,

加入待鉴定的

抗体
,

℃
,

后
,

加人羊抗兔酶标二抗 中山试剂

℃
,

后
,

加人底物 飞
,

闭光反应 巧而
,

加入

的 仇 终止反应
,

以酶标免疫分析仪测定

的光吸收值
。

印迹方法同上

‘ 锌指班白的序列及进化分析 通过

中 功妙 软件
,

应用 其 中 的 比对方

法
,

对 种 聚合酶 锌指 蛋 白序列进行 比

图 重组表达质粒 代 及酶切鉴定结果

犯
, 代 川 , 服

几目 , 一 , 。 西‘

代 耐 声
一 一

, 一,

司
,

召 ,。

融合蛋白的表达纯化和 印迹分析

将重组表达质粒转入大肠杆菌 宿主

菌进行表达
,

表达产物经 即 亲和柱亲和层

析
,

其结果见图
。

泳道 为
。
诫 皿 宿主菌

含重组 表达 质粒 诱导 后 的结 果
,

可 见 在 大约

处有表达条带
,

说明蛋白得到了表达
,

泳道

为经 ’ 亲和柱亲和层析后的结果
,

可见在

大约
,

和 处各有一条带
,

它们可

能分别为降解的
, 一

的单聚体和
一

二聚体形式
,

表明蛋白已得到了初步纯化
。

用抗 抗体对
一

表达产物进行

印迹分析
,

结果见图
,

可见在大约
,

和 处各有一条反应带
,

进一步证明 目的蛋白

以融合蛋白的形式表达
。
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印迹中
,

并没有任何条带
,

这表明表达的融合蛋白有很

好的免疫活性
,

制备的抗体有较好的特异性
。

﹄︸﹃、一︸、︺八甘,乎皿
‘吕

图 表达产物的 队 分析

目” 耐 以

沈成止 丙
一

硒七 诫
理 丙

· ·

诫 诫
丙

· ·

’ 一 门℃ 犯

耐

图 抗血清的 日 分析

, 骊 城 即目 成 邢面 刚 扭 卜,

咖
创 飞 助

住山 衍 溉忱 份

图 表达产物的 分析
,

即 押 因 以 田击 而

仙 一

抗血清效价的检测及 印迹

用纯化后的 免疫新西兰大白兔制备

抗 血清
。

以免疫前的血清作为对照
,

血清

稀释一定的倍数后
,

用 检测抗体的效价
,

结果

显示末次免疫后的抗血清效价达 以上【以

标本 值
一

空白对照 值 阴性对照 值
一

空

白对照 值 为阳性 〕
。

用制备好的抗血清及对照血清对融合蛋白进行

比 印迹
,

结果 图 显示的用制备好的抗血清对

融合蛋白进行 印迹中
,

处有特异性条带
,

处也有一微弱条带
,

而对照血清所作的 比

锌指蛋 白的序 列及进化分析 对 种

聚合酶 锌指序列进行 比较 和聚类分析 图
,

基本分成了植物
、

低等单细胞原生动物
、

真菌
、

高

等多胞真核生物几个聚类群
,

这反映了各个物种之

间的进化关系
。

讨论

锌指蛋 白是 真核细 胞 中最 普遍 存在 的一类

结合蛋 白
,

从其结构与功能上来看
,

锌指蛋 白

通过多种方式来创造它们各不相同的核酸选择性的

位点 结 合 特 性 用 不 同 的 配 位 方 式
,

,

’
· ·

⋯
,

簇结构
, , ,

,

锌指聚合度 单个锌指
,

双聚锌指 以及锌指

上 。螺旋和 折叠的不同组合等来生成结合于不同

用途
、

不 同核酸的特异选择性 ,
。

分析摘纤虫 的

聚合酶 锌指结构域的序列 如图 表明
,

该

锌指与其他物种的 聚合酶 锌指在结构上基

本一致
,

属于 型锌指
,

序 由

组成
,

其中 为半脱氨酸
,

为其他氨基酸
。

利用

中的 软件
,

对 种 聚合酶

锌指序列进行二级结构 比较如图 所示
,

发现其二

级结构类型主要分成两类 一类是以游仆虫 哪而如

州侧刀万抽以。
,

疟原虫 祝山刀翻叉众 乖凌咖 和人

叩记出 等为代表
,

其结构以 个 乒折叠组合而成的锌

带
,

这种结构曾见报道〔’。 另一类是以精纤虫 翻劫加

。 闪刃 等为代表的以 。 螺旋组合而成的锌指
,

这种结构从未见报道
。

从这一结果可看出 聚合

酶 锌指序列在二级结构上是以两个分支来进行进化

﹃、︶﹃工︸八,加
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的
,

精纤虫 断咖心、 哪刃毗 与游仆虫 乙甲肠如
侧 , 火刀几抽时因

、

疟原虫 月山刀以众 乖女妇讥 这三种低

等单细胞原生动物的锌指序列在二级结构进化上分别

处于不同的分支
。

这种二级结构的不同可能会导致

识别的不同
。

那么
,

在低等的真核生物中
,

由

聚合酶 介导的基因转录调控机制也许不止一种
。

这

种以 螺旋组合而成的锌指又是如何识别 介导基

因转录调控的呢

阳‘。刀丙 尸

‘
汀 口扭口 口 护拈

一
尸 尸月口 口 , ,“ , 口

肠‘印 打
‘

加 口

—
石叩 。泌 , ,

—
刀却为

口尸括用 口

—
尸矛口国 脚 ,

月 心 滋 口 】
一 刀 , , 尸 一 , 一一丫一 , , ,

图 锌指序列《 及进化分析

司 吕 《 州刊 罗

图 锌指序列的二级结构比较

脚 此 阮 一
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为研究上述问题
,

需要将褚纤虫 聚合酶 锌

指结构基因进行体外表达并制备抗体
。

聚合酶

锌指结构域含有四个半胧氨酸
,

这使得它在表达时
,

极

易形成错误的折叠
,

因此作者在设计实验时选用表达

载体
一 ,

这个载体在多克隆位点前融合有

基因序列
,

当目的基因表达时
,

与
,

形成融合蛋白
,

从而帮助 目的蛋白正确折叠
。

在实验中还发现
,

表达

的 几 融合蛋白形成了二聚体形式
,

这可能是由

于两个 不 几 单聚体的半胧氨酸之间形成二硫键导

致的
。

不过该二聚体的形成并不影响本研究中抗体的

制备
,

利用表达的 仪弥 川 融合蛋白最终获得了效价
高

,

特异性好的多克隆抗体
,

这为进一步研究低等真核

生物纤毛虫基因转录调控机制奠定基础
。
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