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摘

 

要

：

利序

RT-PCR

方法从食管癌细胞

TE-1

中反转吐

cDNA

，

PCR

扩增得到血管紧张素转化酶

N

结构域

(

ACE-N

)

基因片段

，

构建

p

PIC9K-ACE-N

表达载体

，

转化毕赤酵母

GS115

，

阳性克隆再次电转

，

并从转化菌株中筛选

吐多拷贝转化子进行表达

。

经

Ni

2＋

亲和层析柱对表达的蛋白进行纯化

，

获得的目的蛋白表达量为

0.11

g

/

L

，

其纯度

大于

99%

。

为今后选择性抑制血管紧张素转化酶两个情源结构域的体外研究奠定基础

。
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A

0

 

引

 

言

血管紧张素转化酶

(

an

g

iotensin-convertin

g

enz

y

me

，

ACE

)，

按系统命名法命名为肽酰二肽水解酶

，

是一

种哺乳动物组织中普遍存在的含锌离子的膜结合外肽酶

[

1-3

]

，

能够通过肾素

-

血管紧张素系统和激肽释放酶

-

激肽系统

，

催化血管紧张素

Ⅰ

水解生成具有收缩血管的血管紧张素

Ⅱ

(

An

gⅡ

)

或水解具有血管扩张功能的

缓激肽生成苯丙

-

精二肽

[

4

]

。

研究发现

，

ACE

的

N

结构域和

C

结构域都有一个锌依赖性的活性中心

，

两个结构域之间有

357

个氨基

酸残基相同

，

占氨基酸残基总数的

60%

。

尽管如此

，

两个同源结构域蛋白却有各自独特的化学性质和生物

学功能

。

首先

，

N

端结构域比

C

端结构域更加稳定

[

5

]

，

在蛋白变性后

，

更不易被蛋白水解酶水解

[

6

]

。

其次

，

由于

N

端结构域只含有一个氯离子结合位点

，

而

C

端结构域有两个氯离子结合位点

，

所以

ACE-N

结构域的

催化活性与

ACE-C

结构域相比

，

达到最大活性所需的氯离子浓度更低

，

但催化活性相对较低

[

7

]

，

并且

N

结

构域主要参与缓激肽的水解

。

目前

，

ACEI

(

an

g

iotensin-convertin

g

enz

y

meinhibitors

)

药物如卡托普利

、

依那普利

、

赖诺普利已经成为

临床治疗急性心肌梗死和心力衰竭的标准药物

[

8

]

。

然而长期使用

ACEI

药物会出现咳嗽

、

肾功能减退

、

蛋白

尿

、

高血钾症

、

低血压

、

肝功能异常

、

味觉和肠胃功能紊乱

、

皮疹

、

血管神经性水肿等不良反应

[

9

]

。

这极可能与

当前的

ACEI

的设计均以全长序列

ACE

为靶蛋白有关

，

这种相对非选择性的

ACEI

在抑制

An

gⅡ

生成的同

时也抑制了缓激肽的降解

，

从而产生了咳嗽

、

肾功能不全等副作用

。

SebastienEuchs

等

[

10

]

利用定点突变技

术

，

获得

3

种

ACE

功能团缺失型老鼠

，

他们发现

，

仅保留

ACE-C

或

ACE-N

的活性的老鼠与正常老鼠一样

，

血压等生理功能正常

，

而

ACE

完全失活的老鼠出现了血管壁变厚

，

肾功能衰退等病变

。

本研究通过

NCBI

搜索到人源

ACE

基因

，

选择

N

端长为

1071b

p

的保守序列作为目的片段

，

首创将

ACE-N

基因片段整合到毕赤酵母

GS115

表达菌株中

，

利用毕赤酵母

GS115

真核表达系统

，

获得高表达

、

高

纯度的人源

ACE-N

目的蛋白

。

为今后

ACE-N

蛋白的功能及生物活性研究和选择性抑制两个同源结构域

的体外实验奠定基础

。



1

 

材料和方法

1.1

 

材

 

料

1.1.1

 

基因

、

菌株与试剂

Pichia

p

astoris

菌株

GS115

、

大肠杆菌

DH5

α

、

p

PIC9K

质粒为本实验室保存

，

食管癌细胞

TE-1

由本实验室

培养

。

Trizol

试剂

、

RT-PCR

试剂盒购自

Invitro

g

en

公司

，

EcoR

Ⅰ

、

Not

Ⅰ

和

Sac

Ⅰ

限制性内切酶

，

T4DNA

连接酶

，

p

rimerstarDNA

聚合酶

，

蛋白分子量标准为

TaKaRa

公司产品

。

普通质粒小提试剂盒

、

DNA

分子量标准

(

Marker

Ⅲ

，

D15000

)

为上海夭根生物工程有限公司产品

。

胶回收试剂盒购自博大泰克

。

酵母提取物

(

y

eastex-

tract

)，

蛋白胨

(

bacteriolo

g

ical

)

购自

Oxoid

公司

。

YNB

购自

Amresco

公司

。

生物素

Biotin

为

BBI

公司产品

。

层

析介质

Ni

2＋

Se

p

haroseHi

g

hPerformance

购自

Amersham

公司

。

DNA

测序由上海英骏生物技术有限公司完成

。

1.1.2

 

PCR

引物

根据

NCBI

发表的序列

，

以及本实验需要设计合成所需引物

，

所有引物均由上海英骏生物技术有限公司完成

。

5

’

端引物

Primer1

：

5

’

    

-GGGGAATTCCATCATCATCATCATCATTGGCGCTCCTGGTACAAC-3

’(

下划线为保护碱基

；

波

浪线为

EcoR

Ⅰ

酶切位点

；

加粗部分为

6

个

His

标签

)；

3

’

端引物

Primer2

：

5

’

     

-GGGCGGCCGCTTACTCCTGCCAGGGCCTG-3

’(

下划线为保护碱基

；

波浪线为

Not

Ⅰ

酶切位点

；

加粗部分为终止密码子

)。

1.1.3

 

培养基

活化培养基

：

YPD

(

1%

酵母抽提物

，

2%

蛋白胨

，

2%

葡萄糖

)；

生长培养基

：

BMGY

(

1%

酵母抽提物

，

2%

甘油

，

2%

蛋白胨

，

1mol

/

L

磷酸盐缓冲液

，

13.4%YNB

，

4×10

-5

%

生物素

)；

表达培养基

：

BMMY

(

1%

酵母抽

提物

，

1.5%

甲醇

，

2%

蛋白胨

，

1mol

/

L

磷酸盐缓冲液

，

13.4%YNB

，

4×10

-5

%

生物素

)。

1.2

 

方

 

法

1.2.1

 

RT-PCR

获得

TE-1

细胞的

cDNA

将培养的食管癌细胞

TE-1

按照

Trizol

试剂盒说明提取总

RNA

作为逆转录模板

。

用

Invitro

g

en

公司

的逆转录试剂盒将提取出的总

RNA

逆转录成

cDNA

。

1.2.2

 p

PIC9K-ACE-N

载体的构建

以

TE-1

细胞的

cDNA

为模板

，

Primer1

和

Primer2

为上下游引物扩增

ACE

的

N

结构域基因

，

扩增条

件为

：

98℃

热变性

2min

；

98℃10s

，

54℃15s

，

72℃80s

，

30

个循环

；

72℃

延伸

8min

。

PCR

产物鉴定后回收

纯化

：

用

EcoR

Ⅰ

、

Not

Ⅰ

双酶切

p

PIC9K

质粒和

ACE-NDNA

片段

，

对双酶切产物进行产物回收和纯化

。

利

用

T4DNA

连接酶

，

将

ACE-N

目的片段与

p

PIC9K

载体进行连接

，

并将连接产物转化

DH5

α

。

提取阵性转

化子的重组质粒

p

PIC9K-ACE-N

，

作酶切鉴定

。

1.2.3

 

重组质粒电击转化毕赤酵母菌株

GS115

限制性内切酶

Sac

Ⅰ

将测序鉴定正确的高浓度重组质粒线性化

，

与电转化感受态细胞

GS115

混合转入

0.2cm

电转杯

，

电击

4s

左右

，

参数为

：

电压

1500V

；

电容

25

μ

E

；

电阻

200

Ω

。

电击后

，

经孵育

，

涂覆于

MD

平板

，

30℃

培养

2d

，

至单克隆转化子出现

，

挑取菌落进行

PCR

鉴定

。

1.2.4

 

高抗性转化子的筛选

PCR

鉴定后

，

将转化成功的的单克隆接种扩大培养

，

并将这些阵性菌落制备成电转感受态细胞

，

进行

2

次电转

，

刮下

MD

板上生长的菌落分别涂覆于含抗生素

G4183m

g

/

mL

的

YPD

平板上

，

30℃

培养

2

～

3d

，

筛选抗性强的转化子

。

1.2.5

 

重组质粒在毕赤酵母

GS115

中的表达及目的蛋白分离

含

3m

g

/

mLG418

的

YPD

平板上挑取单克隆接种于

25mLBMGY

培养基

，

28℃

培养

1d

至

OD

600

=2

～

6

。

4℃

，

4000r

/

min

离心

10min

，

收集菌体

，

重新悬浮于

200mLBMMY

培养基

，

26℃

培养

36h

。

甲醇诱

导表达的

ACE-N

结构域蛋白分泌到毕赤酵母胞外

，

4℃

，

8000r

/

min

离心

15min

，

收集上清

。

0℃

条件下

，

向
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上清液缓慢加入硫酸铵

，

至溶液饱和度为

80%

。

4℃

，

8000r

/

min

离心

15min

，

收集沉淀

。

1.2.6

 

表达蛋白的纯化及浓度测定

将硫酸铵沉淀获得的样品用

p

H8.0

的磷酸缓冲液溶解

，

4℃

，

12000r

/

min

，

离心

10min

，

收集上清

，

去除

不溶性杂质

。

处理后的上清以

3cm

/

min

的线速度加入

Ni

2＋

-NTA

层析柱

。

首先用上样缓冲液洗涤

，

去除

色素和杂蛋白

；

然后用含

20mmol

/

L

、

40mmol

/

L

咪唑的洗涤缓冲液

(

p

H7.0

磷酸缓冲液

)

分步洗涤

，

收集蛋

白

。

最后用含

200mmol

/

L

咪唑的洗脱缓冲液洗脱

。

12%SDS-PAGE

、

Westernblottin

g

鉴定蛋白质

，

Brad-

ford

法测定蛋白浓度

。

2

 

结果与分析

2.1

 

TE-1

细胞总

RNA

琼脂糖电泳检测

图

1

 

TE-1

细胞总

RNA

凝

胶电泳检测

提取的

TE-1

食管癌细胞总

RNA

通过

1%

琼脂糖凝胶电泳

，

检测提取效果

，

鉴定结果见图

1

。

电泳结果可见

3

条清晰的克带

，

分别为

28S

和

18SrRNA

两条

主带

，

还有一条

5S

条带

，

说明提取的

mRNA

纯度较高

，

无明显降解

。

2.2

 

ACE-N

目的基因琼脂糖电泳检测

以

PCR

的方法

，

利用

Primer1

和

Primer2

为上下游引物

，

TE-1

的

cDNA

为模板扩

增

ACE-N

结构域基因

。

目的基因的

PCR

产物在经过

1%

的琼脂糖凝胶电泳分离

，

鉴

定结果见图

2

。

电泳结果显示

，

PCR

产物只有一条特异性条带

，

条带在

1100b

p

左右

，

且

NCBI

上发表的人源

ACE-N

基因大小为

1071b

p

，

PCR

产物大小与理论值相符合

。

2.3

 p

PIC9K-ACE-NA

载体的构建与鉴定

重组质粒抽提

，

用

Primer1

/

Primer2

引物进行

PCR

扩增

，

得到约

1.1kb

的片

1.

阴性对照

；

2.ACE-NPCR

产物

；

M.Marker

Ⅲ

 

图

2

 

目的基因

ACE-N

的

PCR

产物凝

胶电泳检测结果

段

(

见图

3

)，

与目的基因大小

(

1071b

p

)

相符

，

重组质粒用限制性

内切酶

EcoR

Ⅰ

和

Not

Ⅰ

进行双酶切

，

出现约

10kb

和

1.1kb

片

段

，

与载体

(

9.3kb

)

和目的基因

(

1071b

p

)

条带大小相符

，

说明表

达载体构建成功

。

重组质粒的测序结果

(

测序图略

)

也与

NCBI

的

DNA

库中查得的序列一致

。

2.4

 

毕赤酵母重组子的鉴定和筛选

毕赤酵母

GS115

为

His

-

菌株

，

不能合成组氨酸

，

因此只有含

HIS4

基因的重组质粒整合进入

GS115

后

，

与宿主进行互补

，

才能在

不含组氨酸的培养基

MD

板上生长

。

Sac

Ⅰ

线性化后的重组质粒转

化

GS115

后

，

产生

His

＋

Mut

＋

重组子

，

挑取单克隆用

Primer1

和

Primer2

引物进行

PCR

(

图

4

)

可见一条目的基因片段约

1.1kb

。

为

了增加目的基因在酵母基因组中的拷贝数

，

提高表达量

，

对阵性重

组子进行了

2

次电转

，

并用高浓度

G418

筛选高拷贝数转化子

，

最终获得能抗

G4183m

g

/

mL

的酵母转化子

。

1

～

3.

p

PIC9K-ACE-N3

个重组质粒

EcoR

Ⅰ

/

Not

Ⅰ

酶切

；

M.15000Marker

图

3

 p

PIC9K-ACE-N

重组质粒双酶切鉴定结果

1.

阴性对照

；

2

～

3.

重组

GS115PCR

；

M.Marker

Ⅲ

图

4

 

毕赤酵母重组子的

PCR

鉴定结果

316

第

4

期
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1.

结合缓冲液洗脱

；

2.20mM

咪唑洗脱

3.40mM

咪唑洗脱

；

M.

蛋白

Marker

图

5

 

蛋白纯化结果

2.5

 

ACE-N

结构域蛋白的诱导表达纯化和鉴定

表达上清液经

Ni

2＋

亲和柱一步纯化后

，

分别用结合缓冲液

，

20mmol

/

L

咪唑

，

40mmol

/

L

咪唑洗脱获得高纯度的目的蛋白

，

分子量约为

44.3kD

(

图

5

)。

电泳结果同时显示

，

蛋白在表达菌株的表达量很高

，

在纯化过程

中由于

Ni

2＋

亲和柱饱和

，

使得部分目的蛋白在洗杂蛋白的过程中即被洗

脱

，

但是主要还是在洗目的蛋白时脱落下来

。

纯化结束后

，

得到目的蛋白

20mL

，

根据

Bradford

法测得蛋白浓度为

1.1

g

/

L

。

对收集到的目的蛋白

进行

Westernblottin

g

鉴定

(

图

6

)，

在

44kD

附近有明显条带

，

与

ACE-N

蛋白大小一致

。

3

 

讨

 

论

CrackoWer

等

[

11

]

指出

，

现在使用的

ACEI

是在没有充分了解人类

1.ACE-N

结构域蛋白

；

M.

预染蛋白

Marker

图

6

 

Westernblottin

g

鉴定结果

ACE

酶的结构的情况下研制的

。

所以传统的

ACEI

能够抑制强效的血

管收缩物质血管紧张素的生成

，

同时也抑制了缓激肽的降解

。

浓度升

高的缓激肽虽然起到了舒张血管的作用

，

但也会引起干咳等不良反应

。

在对

ACE

的两个结构域的研究中发现

，

针对

ACE-C

结构域的抑制剂

可以抑制血管紧张素

Ⅱ

的生成

，

但又不能完全抑制缓激肽的降解

，

有望

减轻药物带来的副作用

。

本研究首次利用毕赤酵母

GS115

表达系统

，

成功表达了

ACE-N

结构域蛋白

。

毕赤酵母

GS115

真核表达系统克服了富含二硫链及糖基

化位点的

ACE-N

结构域蛋白

，

在大肠杆菌中表达不能正确折叠

，

形成

无活性包涵体的不足

[

12-13

]

。

毕赤酵母

GS115

作为低等真核生物

，

除了

具有基本的真核生物蛋白加工修饰体系

，

可对表达的目标蛋白进行正

确的加工和修饰

，

形成合理的空间折叠方式和糖基化类型之外

，

它在组氨酸脱氢酶位点

(

HIS4

)

有突变

，

因而

不能合成组氨酸

，

而

p

PIC9K

表达质粒含有

HIS4

基因可与它进行同源重组

，

从而能合成组氨酸

。

因此可以

利用不含组氨酸的培养基来选择转化子

，

且

GS115

自发回复突变到

His

＋

原养生物几率小于

1

/

10

8

。

在引物设计方面

，

笔者在

5

’

端引物

Primer1

中加入

EcoR

Ⅰ

酶切位点的同时

，

融合了

6

个

His

标签

，

在

3

’

端引物

Primer2

中加入了

Not

Ⅰ

酶切位点

。

选用

EcoR

Ⅰ

和

Not

Ⅰ

作为酶切位点

，

是因为在

ACE-N

结构

域上并不存在这两个酶切位点

，

而载体

p

PIC9K

上含有这两个酶切位点

，

这为

p

PIC9K-ACE-N

重组质粒的

成功构建提供了理论基础和依据

。

引物中的

6

个

His

标签也为

ACE-N

结构域的

Ni

2＋

柱纯化打下基础

。

另

外在

ACE-N

结构域的

3

’

端存在一些另外的酶切位点

，

为了防止蛋白在药瓶表达过程中

，

3

’

端的蛋白被酶

切

，

使

6

个

His

标签丢失

，

影响蛋白的纯化

，

所以笔者将

6

个

His

标签加在

5

’

端引物

Primer1

。

同时利用

p

PIC9K

载体上的

a

交配因子信号肽和

KEX2

酶切位点序列

，

它们可将外源蛋白分泌至胞外并将

a

交配因

子信号肽切除

[

14

]

。

为提高外源蛋白表达量

，

用

2

次电转来增加高拷贝菌株概率

，

筛选获得高拷贝菌株

。

由于本菌种为

Mut

＋

型

，

对甲醇的消耗能力较强

，

所以摇瓶培养的时间不宜过长

，

否则目的蛋白容易降解

。

2%

蛋白胨作为

氮源

，

诱导温度为

26℃

，

甲醇含量为

1.5%

是摇瓶诱导表达目的蛋白最适条件

[

15

]

。

综上所述

，

ACE-N

结构域在毕赤酵母中的成功表达

，

为今后

ACE-N

蛋白功能及生物活性的研究和两

个同源结构域选择性抑制的体外实验奠定了基础

。
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