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摘

 

要

:

人芳香基硫酸酯酶

(

HSulf-1

)

是一类分泌型蛋白

,

能在中性条件下改变硫酸肝素蛋白聚糖

(

HSPGs

)

的

硫酸化状态

,

从而影响多种信号分子与其相应受体的结合

,

进而影响细胞信号通路

。

鉴于

HSulf-1

具有重要的潜在

应用价值

,

为获得大量纯化蛋白以探索其功能与应用

,

文章将

HSulf-1

功能域基因片段与

p

GEX-6

p

-1

表达载体连接

构建成重组质粒

,

在原核表达系统

BL21

中表达

、

分离纯化了

HSulf-1

的功能域片段

,

并以

4-Mus

为底物用荧光光度

法进行了酶活性的测定

。

结果表明

,

原核表达能得到电泳纯级的

HSulf-1

纯化蛋白

,

但其具有酶活性的条件需要进

一步探索

。

关键词

:

芳香基硫酸酯酶

;

HSulf-1

;

原核表达

;

酶活性
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文献标识码

:

A

0

 

引

 

言

细胞外间质

(

ExtracellularMatrix

,

ECM

)

是由细胞分泌的多种蛋白和多糖等所构成的复杂网络结构

,

它

们不仅支持组织细胞的框架

,

其结构和成分的变化往往通过改变细胞的微环境

、

影响多种信号通路

,

从而对

细胞的形态

、

生长

、

分裂

、

分化和凋亡起重要的调控作用

[

1-2

]

。

细胞外间质中存在一种重要成分

———

糖胺聚糖

(

Gl

y

coamino

g

l

y

cans

,

GAGs

),

它通过与特殊的核心蛋白

(

core

p

rotein

)

连接形成蛋白聚糖

(

p

roteo

g

l

y

cans

,

PG

)

被铆定在细胞膜上

。

糖胺聚糖是调节信号转导通路中信号分子配体与其相应受体结合过程的重要成

分

,

在哺乳动物全身组织中广泛存在

,

对于细胞外微环境的水分

、

阳离子分布以及多种细胞外信号分子具有

重要的调节作用

[

3

]

。

硫酸肝素蛋白聚糖

(

He

p

aranSulfateProteo

g

l

y

cans

,

HSPGs

)

是细胞外间质中的一种重要的蛋白聚糖

,

它与成纤维细胞生长因子

(

FibroblastGrowthFactor

,

FGF

)

和

Wnt

(

Win

g

lessandint

)

等信号通路有关

,

可

能通过在胞外隔离或聚集配体来调节信号通路活性

[

4

]

。

HSPGs

从高尔基体分泌出来以后

,

就会被分泌到细

胞表面和细胞外基质中

。

在胞外

,

HSPGs

上硫酸肝素

(

HS

)

链的高硫酸化位点区

(

S-domains

)

的密度和分

布影响

HSPGs

与各种配体的亲和力

,

然而一旦分泌到细胞表面或细胞基质中

,

HSPGs

结合配体亲和力的

主要调节者就是胞外硫酸酯酶

(

Sulfatase

,

Sulf

),

它通过对

HS

链上高度硫酸化区域内的

6-O-

氨基葡萄糖硫

酸酯键的水解来完成这种调节作用

[

5

]

。

在体内目前已经发现

17

种硫酸酯酶

,

其中大部分存在于溶酶体

,

一部分存在于细胞膜或细胞器膜上

。



目前研究发现只有

2

种硫酸酯酶存在于细胞外

,

这两种酶分别称为硫酸酯酶

1

型

(

Sulf-1

)

和硫酸酯酶

2

型

(

Sulf-2

)

[

6

]

。

各种硫酸酯酶之间的区别在于水解的硫酸酯键在所作用的大分子中的位置不同

,

Sulf-1

和

Sulf-2

都是特异性的水解

HS

链上的

6-O-

氨基葡萄糖硫酸酯键

。

研究表明

,

HS

链中

6-O-

氨基葡萄糖的硫

酸化对其与多种生长因子的结合

,

或作为某些信号分子的共受体是必需的

,

而

Sulf-1

和

Sulf-2

正是细胞外

仅有的能够水解

HS

链上

6-O-

氨基葡萄糖硫酸酯键的酶

[

7

]

。

2001

年

,

Dhoot

等

[

5

]

和

AiX

等

[

8

]

在研究鹌鹑胚

胎发育时发现了一种细胞外的芳香基硫酸酯酶并命名为

QSulf-1

,

它能够在中性条件下水解

HSPGs

中的

6-

O-

氨基葡萄糖硫酸酯键

,

降低

HSPGs

的硫酸化

,

从而降低

Wnt

与

HSPGs

的亲和力

,

使得

Wnt

分子与其受

体结合从而激活其信号通路

、

调节胚胎生成

。

2002

年

,

人的

Sulf-1cDNA

被克隆并表达

,

该基因被命名为

HSulf-1

[

9

]

。

在体外实验中

,

HSulf-1

能够促进药物诱导的癌细胞凋亡

,

越来越多体内实验也表明

HSulf-1

能够抑制肿瘤发生和血管生成

,

稳定表达

HSulf-1

的癌细胞植人小鼠体内形成肿瘤的大小要远小于对照

组

[

10

]

。

HSulf-1

可以显著地促进肿瘤细胞外基质的沉积

,

从而减弱生长因子的信号通路

,

抑制肿瘤的生

长

[

11

]

。

Hsulf-1

还可以促进组蛋白

H4

的乙酰化

,

增强组蛋白去乙酰化酶抑制剂的作用

,

抑制肝癌发生

、

发

展

[

12

]

。

HSulf-1

开放阅读框

(

ORF

框

)

长

2616b

p

,

编码

871

个氨基酸残基

。

HSulf-1

氨基酸序列大体上可分为

四段

:

信号肽

(

23AA

),

硫酸酯酶结构域

(

373AA

)、

亲水结构域

(

346AA

)

和

C

端结构域

(

109AA

)

[

13

]

。

也有

其他文献

[

9

]

报道

HSulf-1

的结构域大概可分为三部分

,

硫酸酯酶结构域

SD

(

42-414AA

),

亲水结构域

HD

(

415-725AA

)

和

C

端结构域

(

737-871AA

)。

鉴于

HSulf-1

的诸多功能和潜在的应用价值

,

近些年

HSulf-1

得到了深人研究

,

但这些研究集中在

HSulf-1

的功能方面的探索和癌细胞中表达情况的检测方面

,

很少有研究对

HSulf-1

在癌细胞中的活性做

过测定

,

至今还没有

HSulf-1

的原核表达和表达产物酶活性测定等方面的报道

。

鉴于此

,

笔者根据相关文献

报道的功能域构建了

HSulf-1

的功能域片段

H20-478

(

HSulf-1

一级结构中第

20-478

个氨基酸残基对应序

列

)

和

H28-478

(

HSulf-1

一级结构中第

28-478

个氨基酸残基对应序列

),

进行了原核表达并使用

4-Mus

为底

物测定了

HSulf-1

功能域片段的酶活性

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材料与试剂

稳定表达

HSulf-1

的胃癌

MNK28

细胞系

,

表达载体

p

GEX-6

p

-1

,

大肠杆菌

DH5

a

,

表达宿主大肠杆菌

BL21

均由清华大学分子酶学实验室提供

;

限制性内切酶

BamHI

、

XhoI

,

逆转录酶

M-MLV

(

目录号

:

D2639A

)

购自

TaKaRa

公司

;

Li

g

ationHi

g

h

连接酶购自

TOYOBO

公司

;

引物合成由生工生物工程

(

上海

)

有

限公司完成

;

测序由

Invitro

g

en

公司完成

;

4-Mus

购自

Si

g

ma

公司

;

PfuDNA

聚合酶

(

目录号

:

EP101

)

购自北

京天根生化科技

(

北京

)

有限公司

;

其他化学试剂为化学纯

,

购自北京现代化工有限公司

。

1.2

 

实验方法

1.2.1

 

RT-PCR

扩增目的基因片段

使用天根生化科技

(

北京

)

有限公司的总

RNA

提取试剂盒

(

目录号

:

DP405

)

提取稳定表达

HSulf-1

的

MNK28

细胞的总

RNA

,

使用

TaKaRa

公司的

M-MLV

逆转录第一链

cDNA

,

然后使用

Pfu

聚合酶扩增目的

基因片段

。

所有操作均按相应的使用说明书完成

。

PCR

反应程序为

94℃

预变性

10min

,

94℃

变性

30s

;

58℃

退火

30s

;

72℃

延伸

160s

;

反应进行

30

个循环

,

72℃

继续延伸

10min

。

1.2.2

 

重组质粒的构建

将上述

PCR

产物与

p

GEX-6

p

-1

载体分别用

TaKaRa

公司的

BamHI

和

XhoI

双酶切

,

反应条件

37℃

,

2h

。

然后使用天根生化的普通琼脂糖凝胶回收试剂盒

(

目录号

:

DP209

)

回收酶切产物

,

使用

TOYOBO

的连

接酶连接

PCR

酶切产物片段与载体

,

42℃

热激

,

转化大肠杆菌

DH5

a

。

37℃

倒置培养后挑取单克隆

,

液体培

养基中培养后提取质粒进行双酶切鉴定并进行测序鉴定

。

测序由

Invitro

g

en

测序公司完成

。

鉴定正确的质

粒转化表达宿主大肠杆菌

BL21

,

进行诱导表达

。
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1.2.3

 

目的基因的诱导表达与表达产物的分离纯化

从平板上挑取单克隆接人含

50

μ

g

/

mL

氨苄霉素的

LB

培养液中

,

37℃

,

220r

/

min

振荡培养过夜

。

然后

按

1:100

的比例稀释至

500mLLB

培养基中

,

37℃

振荡培养至

OD

600

值达到

0.6

左右

,

随后降低温度至

16℃

继续培养

1h

,

然后加人

IPTG

至终浓度为

1mM

,

振荡培养

24h

后

,

在

4℃

下

7000r

/

min

离心

5min

收

集菌体

。

放人

—20℃

过夜或

—80℃

放置

1h

。

按

1L

培养基加人

20mL4℃

预冷的裂解液

,

将菌体悬起

,

倒

人置于冰浴中的烧杯中

,

并加磁搅拌子搅拌

。

加人溶菌酶

,

使其终浓度达到

0.5m

g

/

mL

,

再加人终浓度为

1mM

的

PMSF

蛋白酶抑制剂

。

超声波破碎仪破碎菌体

30min

,

每次超声时间为

5min

,

间隔

5min

。

超声功

率为

80W

,

周期为

0.5s

。

11000r

/

min

,

4℃

离心

30min

,

离心后取上清

,

并用

0.22

μ

m

滤膜过滤上清

,

将滤

液同

GE

公司的

GST

柱材

(

Glutathione-Se

p

harosebeads

)

混合

,

冰浴下摇晃混合至少

3h

。

将上述含柱材的

混和液分批加人层析柱内

,

待柱内液体全部流出后

,

进行清洗

,

使用

PPase

(

PreScission

p

rotease

,

清华大学分

子酶学实验室制备保存

)

酶切融合标签得到目的蛋白

。

1.2.4

 

HSulf-1

功能域片段酶活性测定

首先使用

TransGen

公司蛋白定量试剂盒

(

目录号

:

DQ101-01

)

测定蛋白质浓度

;

取出适量体积

(

含

100

μ

g

目的蛋白的体积

)

蛋白到

1.5mLEP

管中

;

添加

4-Mus

(

p

H5.4

)

与

0.1M

醋酸铅至终浓度为

10mM

,

补加

ddH

2

O

至总体积为

200

μ

L

;

37℃

孵育

24h

后添加

1mL0.5MNa

2

CO

3

/

NaHCO

3

(

p

H10.7

)

终止反应

;

采用

荧光分光光度计

Hitachi2500

λ

以

360nm

作为激发光

,

监测波长采用

350

～

600nm

,

激发光狭缝

5nm

,

发射

光狭缝

10nm

,

光电倍增管电压

400V

,

扫描速度为

300nm

/

min

扫描发射荧光

。

以发射波波长为横坐标

,

荧

光强度为纵坐标作图

。

2

 

结

 

果

2.1

 

PCR

扩增出目的基因片段

在提取培养细胞总

RNA

后

,

进行逆转录得到第一链

cDNA

,

然后分别使用设计好的引物进行

PCR

扩增目

的片段

,

H20-478

(

引物序列为

:

5-GTACGGATCCAGCCTCTGTTCGACTGTCAG-3

’;

5

’

-GTCGCTCGAGTC-

CTTTACACTTGTGAATTCGAAG-3

’。

方框中分别为

BamHI

和

XhoI

识别序列

)

和

H28-478

(

引物序列

为

:

5

’

-GTACGGATCCAGCCTCTGTTCGACTGTCAG-3

’;

5

’

-GTCGCTCGAGTCCTTTACACTTGT-

GAATTCGAAG-3

’。

方框中分别为

BamHI

和

XhoI

识别序列

)。

如图

1

所示

,

使用材料与方法中所述的

条件

,

有效获得了目的基因扩增产物

。

2.2

 

重组质粒的验证

由于在引物中加人了载体

p

GEX-6

p

-1

多克隆位点所具有的

BamHI

和

XhoI

酶切位点

,

分别对

PCR

扩

增产物和载体进行

BamHI

和

XhoI

双酶切

,

回收后使用

Li

g

ationHi

g

h

连接酶连接目的片段与载体得到重

组质粒

,

模式图如图

2

。

M

:

DNAMarker

,

1

:

H20-478PCR

产物

,

1395b

p

;

2

:

H28-478PCR

产物

,

1371b

p

图

1

 

PCR

扩增目的基因片段的电泳鉴定

    

图

2

 

重组质粒模式图
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期
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(

HSulf-1

)
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M

:

DNAMarker

,

1

:

H20-478

片段

,

2

:

H28-478

片段

图

3

 

重组质粒的双酶切电泳鉴定

  

为了验证重组质粒的正确性

,

提取质粒后进行双酶切

,

电泳

鉴定

(

图

3

),

将鉴定正确的质粒所对应的菌液送

Invitro

g

en

公司

,

采用

p

GEX-6

p

-1

通用引物测序

。

经验证获得构建正确的重组质

粒

:

p

GEX-6

p

-1-H20-478

;

p

GEX-6

p

-1-H28-478

。

2.3

 

目的基因的诱导表达与分离纯化

在验证重组质粒的正确性后

,

转化大肠杆菌

BL21

,

工程菌中

培养至

OD

600

值达到

0.6

左右时

,

加人

IPTG

至终浓度为

1mM

,

为了减少包涵体的形成

,

采用

16℃

摇床培养

24h

。

在蛋白纯化过程中

,

为了维持蛋白可能具有的活性

,

所有操

作均在

4℃

环境下完成

。

如图

4

所示

,

对照诱导前后的

SDS-

PAGE

图谱

,

可以清晰地发现诱导剂起到了很好的诱导效果

,

转

化后的菌株得到了有效诱导

,

表达了外源目的蛋白

。

图

5

所示为收集菌体破碎后取上清

,

进行融合蛋白的纯化

,

泳道

1

、

3

分别为

H20-478

和

H28-478

菌液

破碎上清液

,

泳道

2

、

4

分别为纯化后蛋白

。

融合蛋白经

GST

柱纯化

,

得到了电泳纯的目的蛋白

,

为后续酶活

测定提供了物质基础

。

M

:

ProteinMarker

;

1

:

H20-478

诱导前

;

2

:

H20-478

诱导后

图

4

 

H20-478

诱导前后对照

        

M

:

ProteinMarker

;

1

:

H20-478

上清

;

2

:

H20-478

纯化后

;

3

:

H28-478

上清

;

4

:

H28-478

纯化后

图

5

 

融合蛋白分离纯化

2.4

 

HSulf-1

功能域片段酶活性测定

图

6

 

HSulf-1

酶活性测定

由于

HSulf-1

能使

4-Mus

底物转化为

4-Mu

,

后者可在

360nm

激

发光的激发下产生荧光

,

峰位在

460nm

处

,

本方法灵敏

、

简便

、

可操作

性强

,

被用作标准方法

[

9

,

14-15

]

。

在固定激发光为

360nm

后

,

扫描

350

～

600nm

处的发射光光强度

,

由于发射光光强度与生成物量呈正相关

,

所以可以间接地了解

HSulf-1

功能域片段的酶活性

。

使用溶解蛋白的

Tris-HCl

作为空白对照

,

4-Mus

作为底物本底对照

,

测定了

H20-478

和

H28-478

纯化蛋白的酶活性

,

发现相对于

4-Mus

底物本底对照

,

这

两种蛋白的实验组均没有发射高强度的荧光

,

表明没有预期的活性

(

图

6

)。

这可能是由于

HSulf-1

行使功能要经过糖基化等修饰

[

9

]

,

而在

大肠杆菌中表达的蛋白

,

则没有经过糖基化修饰

,

故不具有酶的功能

。

3

 

讨

 

论

原核表达系统是最早被采用进行研究的表达系统

,

也是目前掌握最为成熟的表达系统

,

能较为方便地通

过诱导纯化获得所需的目的蛋白

,

其优点在于能够在较短时间内获得基因表达产物

,

而且所需的成本相对比

较低廉

[

16

]

。

但与此同时原核表达系统还存在许多难以克服的缺点

,

如无法对表达时间及表达水平进行调
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控

,

有些基因的持续表达可能会对宿主细胞产生毒害作用

,

过量表达可能导致非生理反应

,

目的蛋白常以包

涵体形式表达

,

导致产物纯化困难等

;

而且原核表达系统翻译后加工修饰体系不完善

,

表达产物的生物活性

可能会比较低

。

为了减少包涵体形成的可能

,

本研究选用

16℃

为培养条件

;

为了增加纯化的便利

,

我们选用

p

GEX-6

p

-1

为表达载体

,

使目的蛋白在

N

端融合了

GST

表达标签

,

为后续蛋白的纯化提供了便利

[

17

]

;

为了

减少融合标签可能造成的酶活力影响

,

在纯化后期从纯化柱洗脱蛋白时

,

使用了清华大学分子酶学实验室制

备的

PPase

酶切融合蛋白

,

选择性去除了

GST

融合标签

。

原核表达产物纯化后

,

进行酶活性测定

,

发现目的蛋白没有预期的酶活性

。

这可能是由于原核表达的

HSulf-1

功能域片段没有经过糖基化

、

半胱氨酸修饰等

,

而这些翻译后修饰可能为

HSulf-1

行使功能所必备

的

。

Tan

g

等报道

,

HSulf-1

合成后

,

经类

furin

蛋白酶水解

,

切成

N

端

75kD

和

C

端约

50kD

的两个肽段

,

由

二硫键连接形成二聚体分泌到胞外

,

然而不经酶切的

Sulfs

也具有酶活性

,

却不能促进

Wnt

信号通路

;

虽然

催化结构域在

N

端

,

但是

C

端结构对其芳香基硫酸酯酶和内切硫酸酯酶的活性也是必需的

[

18

]

。

本研究在

构建重组质粒时去除了信号肽

,

疏水区等功能域

,

仅保留了其催化功能域

,

这也可能是导致原核表达产物不

具有酶活性的一个重要原因

。

本文构建了含人芳香基硫酸酯酶

(

HSulf-1

)

功能域基因片段的重组质粒

,

分离纯化了原核表达蛋白并进

行了酶活性的测定

,

为今后开展

HSulf-1

的功能研究进行了初步探索

。

体外表达的

HSulf-1

具有酶活性的

条件

,

尚需要进行进一步探索

,

可通过重组构建不同的突变体

,

选择适当的表达系统

,

比如酵母表达系统

、

昆

虫细胞杆状病毒表达系统甚至哺乳动物表达系统等多种途径进行探索

,

以探明

HSulf-1

具有功能的决定因

素和作用机制

。
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