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人泛素核糖体蛋白２７ａ原核表达载体构建及表达


曾　涛，何　德（广东医学院医学检验学院，广东东莞　５２３８０８）

　　【摘要】　目的　构建并表达携带谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）标签的人泛素核糖体蛋白Ｓ２７ａ（ＵＢＲＰＳ２７ａ）原核

表达载体。方法　利用反转录聚合酶链反应从 ＨＬ６０细胞中扩增ＲＰＳ２７Ａ基因全长，克隆至ｐＭＤ１９Ｔ载体中，酶

切回收后插入原核表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１，构建重组表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ，转化大肠埃希菌ＢＬ２１，以异丙基

βＤ硫代半乳糖苷诱导表达ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白。结果　经测序与酶切鉴定，重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ

构建正确；经重组质粒转化的ＢＬ２１细菌诱导４ｈ后可高效表达ＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白。结论　成功构建ＵＢＲＰＳ２７ａ

原核表达载体，为进一步研究其结构、功能及其在肿瘤发生发展中的作用奠定了基础。
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　　泛素核糖体蛋白Ｓ２７ａ（ＵＢＲＰＳ２７ａ）是泛素和核糖体蛋白

的融合蛋白，由 ＲＰＳ２７Ａ 基因编码
［１］。核糖体蛋白 Ｓ２７ａ

（ＲＰＳ２７ａ）为核糖体４０Ｓ亚基组成蛋白之一，除参与蛋白质合

成外，还具有其他重要功能。ＲＰＳ２７Ａ基因在多种活性增殖细

胞中高度表达，其过表达是肝癌、胃癌、结肠癌等多种恶性肿瘤

的典型特征，很可能是恶性转化细胞或肿瘤组织的标志物，但

其在肿瘤细胞中的功能作用及其分子机制尚未清楚［２５］。本研

究以原核系统表达人ＵＢＲＰＳ２７ａ，旨在为进一步研究其结构与

功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　原核表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１、人急性早幼粒细胞白

血病 ＨＬ６０细胞株、大肠埃希菌ＪＭ１０９及ＢＬ２１（ＤＥ３）由广东

医学院生物化学与分子生物学研究所保存。ＴａｑＤＮＡ聚合

酶、限性内切酶ＢａｍＨⅠ和ＳｍａⅠ、ＤＮＡＴ４连接酶、ＤＬ２０００

ＤＮＡ分子标记物、λＨｉｎｄⅢ 标记物、载体 ＰＭＤ１８Ｔ 购自

ＴａＫａＲａ公司。质粒抽提试剂盒和ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自

ＴＩＡＮＧＥＮ公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂和反转录（ＲＴ）聚合酶链反应

（ＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。其他试剂均为

国产或进口分析纯。

１．２　方法

１．２．１　ＲＰＳ２７Ａ基因ｃＤＮＡ全长克隆　根据人ＲＰＳ２７Ａ基因

ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００２９５４）以及ｐＧＥＸ４Ｔ１载体上的

多克隆位点设计上游引物Ｐ１（５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧ

ＡＴＴＴＴＣＧＴＧＡＡ３′，下划线部分为ＢａｍＨⅠ酶切位点）及

下游引物Ｐ２（５′ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＴＴＡＣＴＴＧＴＣＴＴＣＴＧＧ

ＴＴＴＧ３′，下划线部分为ＳｍａⅠ酶切位点），由上海生工公司

合成。收集对数生长期 ＨＬ６０细胞，ＴＲＩｚｏｌ试剂抽提总

ＲＮＡ，ＯｌｉｇｏｄＴ１８引物反转录合成ＲＰＳ２７ＡｃＤＮＡ第１链；以

Ｐ１和Ｐ２为引物，ＲＴＰＣＲ扩增ＲＰＳ２７Ａ编码区ｃＤＮＡ片段全

长，扩增反应条件为９５℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ、５２℃１ｍｉｎ、７２℃

１ｍｉｎ循环３５次，７２℃１０ｍｉｎ，取扩增产物进行２．０％琼脂糖

凝胶电泳，在紫外分析仪上观察扩增结果并拍照；将胶回收法

纯化的目的片段与ＰＭＤ１８Ｔ载体进行Ｔ／Ａ克隆重组，挑选

单克隆菌落，ＰＣＲ鉴定阳性克隆送上海生工公司测序；用质粒

提取试剂盒抽提经测序验证克隆正确的质粒 ＤＮＡ（Ｔ

ＲＰＳ２７Ａ）。

１．２．２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ 重组质粒构建　以 ＢａｍＨⅠ和

ＳｍａⅠ对ＴＲＰＳ２７Ａ质粒和ｐＧＥＸ４Ｔ１载体进行双酶切，酶切

产物用琼脂糖凝胶电泳分离；胶回收法纯化的目的基因ＤＮＡ

片段与线性载体ＤＮＡ片段在Ｔ４连接酶作用下连接过夜，转

化感受态ＪＭ１０９细菌；挑取单克隆菌落接种于含氨苄西林

（Ａｍｐ
＋）ＬＢ培养基中，３７℃振荡培养过夜，提取质粒 ＤＮＡ，

ＰＣＲ与双酶切法鉴定后将阳性候选克隆送上海生工公司

测序。

１．２．３　重组质粒诱导表达　以测序验证正确的ｐＧＥＸ４Ｔ１

ＲＰＳ２７Ａ重组质粒转化感受态ＢＬ２１细菌，挑选单克隆菌落，
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ＰＣＲ与双酶切法鉴定；将含重组质粒的 ＢＬ２１细菌接种于

Ａｍｐ
＋ＬＢ培养基，振荡培养过夜；将过夜培养菌按体积比１∶

３０接种于新鲜ＬＢ培养基，３７℃剧烈振荡培养至 Ａ６００约为

０．５，加１ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）培养４ｈ；

以冰预冷磷酸盐缓冲液悬浮菌体，超声破碎，离心取上清进行

１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），考马

斯亮蓝Ｒ２５０染色后观察结果。

２　结　　果

２．１　ＲＰＳ２７Ａ基因ｃＤＮＡ全长克隆　ＲＴＰＣＲ扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳，在２００ｂｐ与５００ｂｐ之间发现１条清晰ＤＮＡ

条带，大小与目的基因预期片段４８０ｂｐ相符（见图１）。

　　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物；１：ＲＰＳ２７ＡｃＤＮＡ扩增产物。

图１　ＲＰＳ２７ＡｃＤＮＡ扩增产物琼脂糖凝胶电泳

２．２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组质粒酶切鉴定　ＰＣＲ鉴定阳性

重组质粒双酶切产物琼脂糖凝胶电泳显示，酶切获得的２个片

段分别与ｐＧＥＸ４Ｔ１载体（４９５０ｂｐ）及 ＲＰＳ２７Ａ 目的片段

（４８０ｂｐ）预期大小相符（见图２）。测序结果显示重组质粒中插

入ＤＮＡ片段序列与 ＲＰＳ２７Ａ基因ｃＤＮＡ全长完全一致（见

图３）。

　　Ｍ：λＨｉｎｄⅢ 标记物；１：ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组质粒酶切产物；２：

ＲＰＳ２７Ａ基因扩增产物。

图２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组质粒酶切鉴定

２．３　ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白诱导表达　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ

重组质粒诱导表达产物电泳图出现了２个过表达蛋白条带，１

条与ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白相对分子质量（ＲＭＭ）４４×１０３

（ＧＳＴ、ＵＢＲＰＳ２７ａ的ＲＭＭ分别为２６×１０３ 和１８×１０３）相符，表

达效率很高，另出现１条ＲＭＭ稍小的蛋白条带（见图４）。

图３　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组质粒中插入

ＤＮＡ片段部分测序图谱

　　Ｍ：蛋白分子标记物；１、３：未经诱导的ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ质粒转

化菌裂解上清；２、４：经ＩＰＴＧ诱导的ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ质粒转化菌

裂解上清；５：经ＩＰＴＧ诱导的ｐＧＥＸ４Ｔ１空载体转化菌裂解上清。

图４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析大肠杆菌ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ

重组蛋白的表达

３　讨　　论

人ＵＢＲＰＳ２７ａ蛋白Ｎ端是泛素，Ｃ端是 ＲＰＳ２７ａ，两端结

构域在不同物种中均高度保守。ＲＰＳ２７ａ通过Ｃ４型锌指结构

域与ＤＮＡ结合，组成核糖体结构，参与蛋白合成。ＲＰＳ２７ａ通

常与泛素融合，主要存在于细胞质中。泛素在核糖体合成过程

中作为分子伴侣，在ＲＰＳ２７ａ进入核糖体之前对其有保护和稳

定作用。本研究扩增了ＲＰＳ２７Ａ基因编码区全长ｃＤＮＡ，成功

构建了ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组质粒，并在大肠埃希菌中诱导

表达了ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白，为进一步利用ＧＳＴ标签进

行 ＵＢＲＰＳ２７ａ蛋白纯化、制备其单克隆抗体及研究其结构奠

定了基础。蛋白诱导表达产物电泳图显示除ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ

融合蛋白高效表达外，另有１条 ＲＭＭ 相对较小的条带（约

３０×１０３ 左右）过表达。为排除其他混杂克隆的干扰，本研究

将ｐＧＥＸ４Ｔ１ＲＰＳ２７Ａ重组克隆在Ａｍｐ
＋ＬＢ培养基上进行划

线培养，挑取单克隆菌落重新诱导表达后，依然出现该条带。

由此可见该蛋白条带是特异的，考虑可能为 ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ

融合蛋白部分降解产物，有待后续实验进一步验证。

ＲＰＳ２７Ａ基因的表达在多种肿瘤组织中异常升高，可能在

肿瘤发生、发展中具有重要作用。该基因是一种早期生长反应

基因，在结肠癌及胃癌组织中的表达明显高于周边正常黏膜组

织［４］。而且ＲＰＳ２７Ａ基因在低分化肝癌中的表达较正常水平

升高２０倍以上，用 ＲＮＡ干扰方法沉默 ＲＰＳ２７Ａ基因可导致

肿瘤细胞周期停滞及细胞萎缩，说明该基因与肝癌发生有

关［６］。ＲＰＳ２７Ａ基因在胰腺癌的癌前病变组织表达水平升高，

可用于胰腺癌早期鉴别诊断。深入分析ＲＰＳ２７Ａ基因与肿瘤

的关系有利于发现新的肿瘤标志物及临床治疗靶标。但目前

对该分子在肿瘤细胞中的具体功能及分子作用机制所知尚少。

蛋白激酶ＣＫ２与多种肿瘤密切相关，是目前肿瘤治疗研究中

的靶点之一［７］。黄功华等［８］采用酵母双杂交技术筛选 ＨＬ６０

细胞ｃＤＮＡ文库时发现，人ＵＢＲＰＳ２７ａ是ＣＫ２α′亚基的候选结

合蛋白。但酵母双杂交系统有可能存在假阳（下转第１４９２页）
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２　结　　果

不稳定斑块组２Ｇ／２Ｇ基因型频率和２Ｇ等位基因频率显

著高于稳定斑块组（犘＜０．０５）；不稳定斑块组和稳定斑块组

２Ｇ／２Ｇ基因型频率与２Ｇ等位基因频率均显著高于对照组

（犘＜０．０５），见表１。不稳定斑块组和稳定斑块组外周血

ＭＭＰｌ浓度比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；不稳定斑块组

和稳定斑块组各时间点外周血 ＭＭＰｌ浓度均高于对照组

（犘＜０．０５），见表２。

表１　ＭＭＰ１基因型频率分布［％（狀）］

组别 狀
基因型频率

２Ｇ／２Ｇ ２Ｇ／１Ｇ １Ｇ／１Ｇ

不稳定斑块组 ５１ ６０．７８（３１） ３１．３７（１６） ７．８４（４）

稳定斑块组 ４４ ３８．６４（１７） ３１．８２（１４） ２９．５５（１３）

对照组 ５８ ２０．６９（１２） ３７．９３（２２） ４１．３８（２４）

表２　外周血 ＭＭＰｌ水平比较（μｇ／Ｌ，狓±狊）

组别 狀 第１天 第３天 第７天

不稳定斑块组 ５１ １．３２１±０．２２５ １．６１３±０．３７２ １．８１６±０．４８５

稳定斑块组 ４４ １．３０１±０．２３６ １．５９４±０．３６４ １．８２８±０．５０１

对照组 ５８ ０．８４２±０．０５３ － －

　　注：表示健康者体检当日检测结果；－表示无数据。

３　讨　　论

颈动脉粥样硬化斑块内覆盖的纤维帽将斑块内的成血栓

性物质与血液隔开，是决定斑块是否稳定的关键，如果纤维帽

受损或破裂，可导致斑块内物质进入血液，促使血栓形成，引发

动脉阻塞诱发ＡＣＩ
［６］。ＭＭＰ１是基质金属蛋白酶家族中表达

量最高的肠胶原酶，能够降解血管内膜和粥样斑块纤维帽的主

要组成蛋白，即Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白。有研究证实，颈动脉粥

样硬化斑块边缘和泡沫细胞积聚处 ＭＭＰ１浓度较高，说明

ＭＭＰ１通过降解Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白使纤维帽变薄，促进粥

样斑块进入不稳定状态［７］。ＭＭＰ１基因位于染色体１１ｑ２２

ｑ２３，有１０个外显子和９个含子，１６０７ｂｐ位点为转录因子结

合位点，该位点出现单个Ｇ核苷酸插入或缺失，可导致单核苷

酸多态性的出现，影响 ＭＭＰ１基因的表达
［８］。

本研究通过检测ＡＣＩ患者 ＭＭＰ１基因多态性和外周血

ＭＭＰ１水平，并结合超声检查，从斑块形态学上探讨了 ＭＭＰ

１基因多态性、外周血 ＭＭＰ１水平、颈动脉粥样硬化斑块稳定

性和ＡＣＩ的关系，结果证实 ＭＭＰ１基因多态性影响外周血

ＭＭＰ１水平，而颈动脉斑块的不稳定能够预示发生 ＡＣＩ的

可能。

总之，ＭＭＰ１基因多态性及外周血 ＭＭＰ１水平均与

ＡＣＩ具有相关性，ＭＭＰ１基因型检测联合颈动脉斑块超声影

像学检查，有利于及早发现不稳定斑块，尽早采取干预措施，降

低ＡＣＩ发病率。
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性结果。故本研究诱导表达的ＧＳＴＵＢＲＰＳ２７ａ融合蛋白为采

用ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ试验验证 ＵＢＲＰＳ２７ａ与ＣＫ２α′亚基的相互

作用准备了条件，也为后续研究 ＵＢＲＰＳ２７ａ结构与功能及其

在肿瘤发生发展过程的分子调控机制奠定了基础。
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