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Ｌｒｒｃ１０蛋白表达载体的构建

李晓霞１，２，陈祥贵１

（１．西华大学生物工程学院，成都 ６１００３９；２．四川理工学院生物工程学院，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：为了构建重组质粒 ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０和 Ｌｒｒｃ１０蛋白表达，利用 ＮｃｏＩ和 ＢａｍＨＩ双酶切载体
ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０，回收目的片段与经同样酶切后的表达载体ｐＥＴ－３０ａ（＋），转入Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＤＨ５α，
菌落ＰＣＲ筛选阳性菌落，提取阳性菌质粒并进行 ＰＣＲ和酶切鉴定；将重组子转入 Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＢＬ２１
（ＤＥ３），于３７℃振荡培养，用１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导目的蛋白的表达。结果表明，成功构建了融合表达载
体并命名为ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０。转入Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）进行目的蛋白的表达，获得与预期分子量大小
相一致的融合表达蛋白Ｌｒｒｃ１０；Ｌｒｒｃ１０蛋白以包涵体形式存在于宿主菌中，且 ＩＰＴＧ诱导４小时，目的蛋
白表达量最大。
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　　心脏是机体最重要的功能器官之一，其结构和功能
异常所导致的心脏疾病对人类构成巨大威胁。心脏特

异性病变可能与心脏特异性表达基因有重要关联。到

目前为止，所发现的心脏特异性基因为数不多，皆与心

脏的功能相关，如Ｎｋｘ２－５能够上调其它因子的表达并

开始心肌发生［１］，ＧＡＴＡ－４的异常表达能加速心脏发生

形成［２］，是已被报道的心肌特异转录因子［３］，这二者被

认为是心脏特异性发育相关基因。Ｌｒｒｃ１０是近年来于
小鼠胚胎中新发现的小鼠心脏特异性基因，而且是具有

心脏特异性的ＬＲＲ家族中的一员［４］。因此，研究Ｌｒｒｃ１０

基因的功能，可能对胚胎心脏发育及心脏疾病的研究至

关重要。

１ 材料与方法

１１ 菌种和质粒

Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＤＨ５ａ、Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）、载体
ｐＥＴ３０ａ（＋）（卡那霉素抗性）和 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０（卡
那霉素抗性）来源于西华大学生物工程实验室。

１２ 主要生物化学试剂

ＤＮＡ聚合酶 Ｔａｑ，限制性内切酶 ＮｃｏＩ，ＢａｍＨＩ，高效
ＤＮＡ连接酶 ＨｉｇｈＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ购自天为时代公司；ＰＣＲ

纯化试剂盒及胶回收试剂盒，小量质粒提取试剂盒购自

赛百盛公司产品。聚丙烯酰胺国产；诱导剂 ＩＰＴＧ日本
产。试剂的配制见文献［５］。
１３ 重组质粒ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０的构建
１３１ 酶切

质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０和质粒 ｐＥＴ３０ａ（＋）分别
用ＢａｍＨＩ和 ＮｃｏＩ进行双酶切。反应条件为：水浴
３７℃，２０μＬ（酶各１μＬ，１０ⅹ内切酶反应 Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，
ＤＮＡ１２μＬ，无菌水补充至２０μＬ），酶切约６小时后，分
别进行琼脂糖凝胶电泳并用胶回收试剂盒回收。

１３２ 连接及转化
取适量的目的片段和目的载体片段按照３∶１的比例

加入到０２ｍＬ的薄壁离心管中，加入与 ＤＮＡ等量（或
一半的量）的高效ＤＮＡ连接酶ＨｉｇｈＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ于管中，
混合均匀，于１６℃连接３０分钟。将连接反应产物直接
转化感受态细胞ＤＨ５ａ，涂于含有卡那霉素的ＬＢ琼脂平
板上，３７℃温育过夜培养１６～２４小时。
１４ 阳性菌落筛选及重组质粒鉴定

分别以菌落为模板进行 ＰＣＲ鉴定，以 ｐＭＤ１８－Ｔ－

Ｌｒｒｃ１０为模板进行阳性对照，并进行阴性对照，设计引
物为上游引物：５′－ＣＴＧＴＣＴＣＧＡＧＡＣＣＡＴＧＧＧＡＡＡ



ＣＡＣＣＡＴＣＣ－３′下游引物：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡ
ＡＧＡＧＣＴＧＧＡＡＧＧＡＡＧ－３′，上下游引物中分别加入
了ＢａｍＨＩ和ＮｃｏＩ酶切位点，ＰＣＲ扩增约８００ｂｐ的片
断，筛选阳性菌落。挑取 ＬＢ平板上的阳性单菌落于
３７℃摇床振荡过夜培养，次日使用小量质粒提取试剂盒
提取构建的重组质粒。将重组质粒和 ｐＭＤ１８－Ｔ－
Ｌｒｒｃ１０分别用ＢａｍＨＩ和ＮｃｏＩ在水浴３７℃进行双酶切，
进行酶切鉴定。

１５ Ｌｒｒｃ１０蛋白表达
１５１ 重组质粒转化ＢＬ２１（ＤＥ３）

将 ｐＥＴ３０ａ（＋）空载体和成功构建的质粒 ｐＥＴ－
Ｌｒｒｃ１０一起转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，转化方法同
上。目的是用ｐＥＴ３０ａ（＋）作为对照。
１５２ 重组载体ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０诱导表达

分别挑取单菌落于含卡那霉素的 ＬＢ培养液中
３７℃摇床过夜培养。将培养物按１∶５０的比例接种于含
有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养液中３７℃摇床通气培
养２小时以上，至ＯＤ值０６～１０，取１ｍＬ未诱导菌液。
加入ＩＰＴＧ至终浓度分别为１ｍｍｏｌ／Ｌ，继续３７℃通气培
养６小时，每隔 １小时取 １ｍＬ诱导菌液。７份菌液
１３０００ｒｐｍ离心 ３０秒，倒掉上层培养液，加入 １００μＬ
１ⅹＳＤＳ凝胶上样缓冲液，混匀，沸水浴５分钟，１３０００ｒｐｍ
离心１分钟保留上清。各取２０μＬ进行十二烷基磺酸
钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳。检测最佳诱导时间。

１５３ 融合蛋白表达形式的检测及纯化
取１５ｍＬ诱导４小时的诱导菌液，高速离心，弃去

上清液收集菌体，加入 １００μＬＳＴＥ（Ｔｒｉｓ－Ｃｌ，ＥＤＴＡ，
ＮａＣｌ）溶液洗涤，高速离心，弃上清，以５０μＬＳＴＥ重悬
菌体，加溶菌酶溶液至终浓度２ｇ／Ｌ，于４℃放置２０分
钟。加入ＤＮａｓｅＩ和 ＭｇＣｌ２（终浓度分别为１ⅹ１０

５Ｕ／Ｌ
和８ｍｍｏｌ／Ｌ），室温下放置至溶液变稀，以１２０００ｒｐｍ离
心１０分钟。采用１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对目的蛋白的表达
形式进行鉴定［６］。

２ 结果与讨论

２１ 重组质粒ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０的构建
质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０，经限制性内切酶 ＮｃｏＩ和

ＢａｍＨＩ双酶切后，回收目的基因，克隆入经同样酶切的
ｐＥＴ３０ａ（＋）载体，构建重组质粒ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０，如图１所示。

通过直接酶切含有目的基因片断的质粒获取目的

基因，再进行载体的构建，避免了因 ＰＣＲ扩增带来的基
因突变问题。

２２ 重组质粒的鉴定

用ＰＣＲ方法（图２）和酶切方法（图３）鉴定，结果构

图１ 质粒酶切图
Ａ是质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０酶切的琼脂糖电泳图；
Ｂ是质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）酶切的琼脂糖电泳图。

建的质粒是正确的，即成功构建了质粒ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０。

图２ ＰＣＲ鉴定
Ｍ：Ｍａｋｅｒ；１．以ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０为模板的ＰＣＲ产物；２．阴性对照；
３．阳性对照，以ｐＭＤ－１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０为模板的ＰＣＲ产物。

图３ 载体酶切
１．未酶切 ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０；２．酶切ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０；
３．酶切ｐＭＤ－１８－Ｔ－Ｌｒｒｃ１０；Ｍ：Ｍａｋｅｒ；

２３ Ｌｒｒｃ１０蛋白表达检测及纯化
将转化ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０和ｐＥＴ３０ａ（＋）的 ＢＬ２１（ＤＥ３）

菌于３７℃摇床通气过夜培养，次日按１∶５０接种，摇床２
小时，加入ＩＰＴＧ诱导表达，如图４所示。

由图４可以看出，转化ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０的ＢＬ２１（ＤＥ３）
菌，与转化ｐＥＴ３０ａ（＋）的 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌对照，在３１ＫＤ
条带处有明显的诱导条带，与预期的大小一致。且诱导
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图４ ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０／ＢＬ２１（ＤＥ３）经ＩＰＴＧ
诱导表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｍ：Ｍａｋｅｒ；１．ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０／ＢＬ２１（ＤＥ３）未诱导；２～６．ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０／
ＢＬ２１（ＤＥ３）分别诱导２、３、４、５、６小时；７．诱导的ｐＥＴ－３０ａ（＋）。

表达４小时时蛋白表达量最好。

图５ Ｌｒｒｃ１０纯化后的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
１．裂解沉淀；２．裂解上清；３．Ｍ：Ｍａｋｅｒ；由上而下分子

量分别是：９８ｋＤ，６４ｋＤ，４４ｋＤ，３０ｋＤ，２０ｋＤ；４．洗涤上清；５．
纯化之后的Ｌｒｒｃ１０蛋白。

　　由图５中的裂解上清和裂解沉淀可分析出，该蛋白
主要以不可溶的形式表达，在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中形
成包涵体。

３ 结束语

成功构建了融合表达载体并命名为ｐＥＴ－Ｌｒｒｃ１０。

转入Ｅ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）进行目的蛋白的表达，获
得与预期分子量大小相一致的融合表达蛋白 Ｌｒｒｃ１０；
Ｌｒｒｃ１０蛋白以包涵体形式存在于宿主菌中，且ＩＰＴＧ诱导
４小时时，目的蛋白表达量最大。
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ｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｎｄｗａｓｎａｍｅｄａｓｐＥＴＬｒｒｃ１０．ＡｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ，ｔｈｅＥ．ｃｏｌｉｓｔｒａｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙｐＥＴ
Ｌｒｒｃ１０ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｅｘｐｅｃｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ．Ｌｒｒｃ１０ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｉｓ
ｔｅｄａｓｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙａｎｄｒｅａｃｈｅｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｅａｋａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｆｏｒｆｏｕｒｈｏｕｒｓ．
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