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Hedgehog (Hh)信号及其信号传递系统在生物机体发育中起着非常重要的作用 。从

Hhs分泌到其靶基因收到来自 Hhs的信号的过程中 , 包括很多步骤 , 而每一步骤都有不

同的因子参与作用。在其传递的过程中 , 参与受体细胞将胞外的信号传到胞内调节其目

标基因的一个重要因子是果蝇分节-极性基因 cubitus in terruptus(C i)及其脊椎动物同源基

因-G li编码的蛋白。

遗传学家分析认为 C i是依赖 Hh的转录活化的中介物质 (Fo rbes et al., 1993) , 但

是对这一复杂的蛋白的功能还远没有搞清楚 。 C i属于 G li型锌指蛋白 (ZFP)家族 (Ruiz,

1999) 。在脊椎动物中已经鉴定了 3个 Gli基因 (Gli1 , Gli2 , Gli3)(Koebe rnick et al.,

2002), 线虫中有一个 G li型的锌指基因-tra-1 (Zarkow er et al., 1992 )。G li-型的锌指蛋

白共包括 5个高度保守的 C2H2 -型的锌指结构域 。果蝇的实验证实了 C i有双重功能 ,

可作为 Hh目标基因的转录活化剂或抑制剂。其中 C i的 C端截短形式— C i - 75(A za-

B lanc et al., 1997), 仍保留了锌指结合结构域和一个 N端的抑制结构域;当没有 Hh信

号时 , C i-75位于细胞核中并抑制 Hh目标基因的转录(K oebernick et al., 2002), 并存在

于所有的 Hh应答细胞中 。但是 C i的全长形式 C i-155则分布于那些分泌 Hh的细胞邻近

的细胞中并累积 (K oebernick et al., 2002)。当 Hh信号抑制了 C i的切割时 , 导致了有

转录激活作用的全长 C i-155的积累 (Aza-B lanc et al., 1997) , 从而激活 Hh目标基因的

转录 , 与 C i-75不同的是 C i-155主要位于细胞质中。

实验证明 , G li2在组织培养细胞 (Ruiz, 1999)和转基因果蝇中表达时被降解。与 C i
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不同 , 这种降解作用似乎对 Hh信号不敏感 , 而且降解后的蛋白是整个蛋白的一个部

分 。虽然在爪蟾的胚胎中描述了标记的 G li1和 G li2蛋白的截短形式 (Ru iz, 1999) , 而

且观察到 G li2能被 PKA磷酸化 (Wang et a l., 2000) , 但在建立的细胞系中却没有检测

到内源性 G li1和 G li2蛋白的降解过程 (Ru iz, 1999;Da i et a l., 1999;W ang et al.,

2000)。在果蝇中的研究发现 G li2和 G li3是蛋白水解后的产物 , 但是 G li2并不存在依赖

Hh信号的降解抑制作用 (Aza-B lanc et al., 2000) 。

专家在对斑马鱼的试验中发现:在其肌肉发育过程中 , G li2对于肌肉发育尤其是慢

肌的发育非常重要 (Lew is et a l., 1999;Du et al., 2001) 。虽然在爪蟾中通过重组 G li2

标记蛋白已证明 G li2蛋白存在蛋白降解途径。目前尚没有证据可以证明内源的 G li2蛋白

也存在该机制 , 这主要是因为内源 G li2蛋白表达量低或者性质不稳定造成的 。在果蝇

中 , 用识别蛋白不同部分的抗体证明了 C i-G li2的同源基因的蛋白存在蛋白降解 。用同

样的方法也可得到斑马鱼体内 G li2蛋白的表达情况。

本文作者根据 G li2蛋白的氨基酸序列 , 利用计算机程序分析蛋白的亲水 /疏水区

域 , 设计并构建了表达 G li2蛋白 N-端肽段的基因重组体 , 经转化工程菌 , 优化表达条

件 , 获得了表达的可溶性蛋白 , 并对该蛋白进行了纯化 , 为进一步用于斑马鱼的发育分

析打下基础 。

一 、材料和方法

1. 材料

　　pfu多聚酶(S tratagene, USA), 胶回收试剂盒(Q iagen, USA), B-PER
TM
细菌蛋白提取液

(Pierce, USA), N i-NTA蛋白提取介质(C lontech, USA), 15% SDS-PAGE , SDS-PAGE电泳

缓冲液 , SDS, 甘油 , β-巯基乙醇 , LB-培养基 , IPTG , 氨苄青霉素 , M ini-8*10垂直板电泳

系统 (Life Techno logies, USA), 多种内切酶赞许等材料均由 Promega公司提供。

质粒　pB luescript II SK(+) (S tra tagene, USA), 带有 H is-标签的表达载体 A , B ,

C(H is-A , B , C) (C lontech, USA)。

菌株 BL-21。

2. PCR扩增所需的 DNA片段

通过 PCR扩增所需要的 DNA片段 , 为保证序列的正确性 , 在 PCR过程中采用 pfu

多聚酶 , 所用的引物是 G li2N2-5(5'-GGATCCC GCAGCCACTGGAGAATCCCCCTTCAAC-

CCT-3')和 G li2N2-3(5'-GGATCCCTACGAGTCTCCATAAGGGCTACGGTG GCT-3'), 在每一

个引物的 5'端引入 BamH I切点 。 PCR扩增的程序是 94℃变性 3 m in;然后是 35个循环

扩增。每个循环扩增中含有 94℃变性 30 s, 55℃复性 30 s, 72℃延伸 60 s;最后是 72℃

延伸 10 m in。

3. 质粒的构建

PCR产物经胶回收试剂盒回收后 , 被克隆入 pB luescript SK (+)载体的 Sma I位
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点 。经 BamH I酶切判断含有所需片段的质粒小提后进行测序 (AB I373测序仪 )。然后

含有正确序列的片段被 BamH I酶切出来连接到 BamH I酶切过并去磷酸化的带有 H is-标

签的表达载体 , 得到 G li2N2 /H is-B , 通过 EcoR I和 Sca I酶切判断插入方向的正确性 ,

含有正确方向的质粒被测序。含有正确序列以及阅读框架的质粒被进一步大量提取 。

4. 计算机程序

疏水 /亲水分析软件为 http: / /bio in fo rmatics.we izmann.ac. il /hydroph /p lo t_ hy-

droph.h tm l;

序列比较 (C lustalw)采用 http: / /www. ebi. ac.uk /clusta lw。

5. 其他方法

根据 《Q IAGEN®P lasm id Purification H andbook (Q iagen , USA)》进行质粒的提取;

根据 《GST Gene Recombinant Sy stem Third Ed ition Revision 2.18-1123-20(Amersham Phar-

macia Bio tech USA)》制备感受态细胞 BL-21并转入表达质粒;根据 《Q iagen Q IAexpres-

sionist
TM

fifth edition— a handbook for high-level expression and purifica tion o f 6×H is-tagged

pro teins(Q iagen, 2001)》进行重组蛋白的诱导表达并对诱导物的浓度以及诱导的时间

进行优化;根据 《Q iagenQ IA expressionist
TM

fifth edition (Q iagen )》以及 《Instruc tion:

B-PER®Bacterial Protein Ex traction Reagen t(Pierce, USA)》利用 N i-NTA进行重组的蛋

白可溶性分析以及提取进行纯化。

二 、结果与讨论

1.比较斑马鱼的 G li2与果蝇的 C i

由于斑马鱼的 G li2和果蝇的 C i是不同物种之间的同源基因 , 其在蛋白水平有着较

高的保守性 , 在果蝇中 C i的蛋白的水解位点以及锌指保守区已经通过实验推测出来

(A za-B lanc et al., 1997)。因此通过比较就可以将锌指保守区以及可能的蛋白水解位点

推测出来。这个信息决定产生不同抗体的重组蛋白在全序列中的位置 。本文作者运用

C lustalw程序比较了斑马鱼的 G li2以及果蝇的 C i推测锌指结构区和蛋白水解位点 。

根据果蝇 C i的锌指结构区以及蛋白水解位点 , 确定出斑马鱼中的锌指结构区和蛋

白水解位点 (图 1)。锌指结构区在第 402和 532个氨基酸之间 , G li2 N端的肽段应在第

402个氨基酸之前;蛋白水解的位点在第 604和 655个氨基酸之间 。

2. 亲水 /疏水区的决定

亲水 /疏水性对蛋白的正确折叠非常重要。正确的折叠形成正确的结构 , 该结构可

以影响蛋白的可溶性以及抗体的识别 。对于抗体的产生 , 可溶的自然结构的蛋白是最好

的抗原 。因此对于用于识别 G li2的抗体 , 其抗原的亲水 /疏水区必须确定 , 本文作者通

过计算机程序对蛋白的亲水 /疏水区进行了确定。
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........

D anio N - - - - - - - - - - -AFGH TPP - - - - - - - - - - LLQPSPALSSRQQTLVAAAAL 320

D rosoph ila LNPMTPQQVAASGFS IGHMPTSASLRVNDVHPNLSDSH IQ ITTSP T V TK D V SQ V P AA A F S 349

D anio NN - - - - - - - - - - - - -TTSSSTSSSTADTSTESSQNAGGDPAVSSTVNPM IFKRSKV 363

D rosoph ila LKNLDDAREKKGPFKDVVPEQPSSTSGGVAQVEADSASSQLSDRCYNNVV N N IK G IPG D V 409

D anio KTEAEGPHPISPGSQ - - - DHLELREELDKDECKQEPEAVYETNCHWEGCAKEYDTQDQLV 420

D rosoph ila KVNSRLDEY INCGS ISIPSNEYDCANADTTDIKDEPGDF IETNCHWR SCR IE F ITQ DEL V 469

D anio HHISNDHIHGEKKEFVCRWVECSREQKPFKAQYMLVVHMRRHTGEKPHKCTFEGCSKAYS 480

D rosoph ila KHINNDHIQTNKKAFVCRWEDCTRGEKPFKAQYMLVVHMRRHTGEKPHKCTFEGCFKAYS 529

D anio RLENLKTHLRSHTGEKPYVCEHEGCNKAFSNASDRAKHQNRTHSNEKPYVCK IPGCTKRY 540

D rosoph ila RLENLKTHLRSHTGEKPYTCEYPGCSKAFSNASDRAKHQNRTHSNEKPYICK APGCTKRY 589

D anio TDPSSLRKHVKTVHGPEAHVTKKQRGDAPPKPHPPKGNGENEAHTKHV RG RTDG SGEAN S 600

D rosoph ila TDPSSLRKHVKTVHGAEFYANKKHKG - - LPLNDANSRLQQNNSRHNLQEHN IDSSPCSED 647

D anio TTR GVEDCQHVKTIKTENTVMYQSSPGGQSSCSSEPSPLGSATNNDSGVEMAMH S GGSLG 660

D rosoph ila SHL GKM LGTSSPS IKSESDISSSNHHLVNGVRASDS - - LLTYSPDDLAENLNLDD GWNCD 705

D anio DLSALDDTPVVDSTGSPGTSAGVGLQLRKNRAGLLQLEH IKKEKLK TV RD SC SWA NA P PQ 720

D rosoph ila DDVDVADLPIVLRAMVN IGNGNASASTIGGSVLARQRFRGRLQTK G IN S ST IM L CN IP E S 765

D anio VRNTK LPPIPS-IDSLLDAPNMGTQM SVPPTQH LGD LSSYEM TM LNQ LHERRD SSTSTM S 779

D rosoph ila NRTFG ISELNQR ITELKMEPGTDA E IK IPK LPNT-T IGGYTED PLQNQTSFRNTV SNKQG 824

……….

图 1　比较果蝇的 C i和斑马鱼的 G li2蛋白序列

黑体示锌指保守区 , 下划线部分示可能的水解位点。

从图 2中可以看出 G li2蛋白中氨基酸亲水 /疏水区的分布情况。在蛋白的折叠过程

中 , 通常是亲水区在蛋白外侧 , 而疏水在蛋白内部 。如果 G li2N端肽段的疏水区序列在

中间而亲水区在两侧 , 该蛋白就会比较容易折叠形成可溶型的蛋白。

将 G li2蛋白和 C i蛋白序列的比较结果与亲水 /疏水区结合在一起进行分析 , 确定出

需要克隆和表达的 G li2蛋白 N末端肽段 。该肽段 (G li2 N端肽段 , G li2N2)的氨基酸序

列为第 86到第 180共 95个氨基酸残基 。

3. 蛋白产生条件的优化

本文作者采用能够高产率表达外源蛋白的大肠杆菌 BL-21菌系作菌种。表达质粒被

转入 BL-21细菌中进行扩菌培养 , 在 IPTG诱导条件下进行重组蛋白的表达实验。由于

重组蛋白是在细菌经 IPTG诱导到一定时间产生的 , 因此诱导物 IPTG的浓度以及诱导时

间的长短对重组蛋白的产率具有一定的影响。

(1)诱导时间对重组蛋白产生量的影响

诱导时间的长短是一个影响重组蛋白量的因素 。诱导物加入的时间是 OD600值在 0.7

到 0.8。由于重组蛋白在细菌中产生 , 细菌有一个生长曲线 , 在生长曲线的不同的部分

细菌的生长完全不同从而影响重组蛋白的量 , 也就是诱导时间的长短影响蛋白的产生

量 。通过在 15% SDS-PAGE中电泳蛋白 , 比较不同诱导时间下的重组蛋白的量 (图

3A)。在所有的重组蛋白的表达时间中 , 诱导 3 h的蛋白量处于诱导曲线的较高值 , 从

4 h以后蛋白的表达量开始降低 (图 3A), 因此本实验采用诱导 3 h。
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图 2　G li2蛋白的亲水 /疏水示意图

X轴以上是亲水区 , 以下是疏水区。横线所跨区域是 G li2的 N末端第 86～ 180氨基酸。
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图 3　 IPTG的浓度对蛋白产生的影响以及诱导时间对蛋白产生的影响

a. IPTG浓度为 0. 6 mM时 , 诱导时间对 G li2N2蛋白的影响。

Un:没有诱导;诱导时间:1:1 h; 2:2 h;3: 3 h;4:4 h; 5: 5 h。

b.诱导 3 h, IPTG浓度对 G li2N2蛋白的影响。

Un:没有诱导; 1∶0. 2mmo l;2∶0. 4 mm ol;3∶0. 6mmo l;4∶1 mm o l;5∶1. 5mm ol;6∶3mmo l。

(箭所标明的是目的蛋白)

　　(2)诱导物 IPTG浓度对重组蛋白量的影响

实验证明 , 诱导物 IPTG的浓度对产生量有很大的影响 。 IPTG的浓度根据产生的

重组蛋白的量以及 IPTG的用量决定 。根据这两个标准 , IPTG的浓度设定在 0.2 mm ol

到 3 mm ol之间。通过在 15% SDS-PAGE中电泳蛋白 , 比较不同浓度下的重组蛋白的量

(图 3B) 。从图中可以看出 , 0.6 ～ 1.0 mm ol的 IPTG诱导产生的蛋白处于曲线最

高值 。

4.重组蛋白的可溶性和与亲合柱结合效率

在细菌产生的重组蛋白中 , 并不是所有的蛋白均为可溶性的 , 通常是包涵体。如果

是可溶的 , 这意味着该蛋白可以按照自然状态折叠 , 这对抗体的产生十分有利。而在大

多数情况下 , 为了制备抗体 , 一个重要的方法是将蛋白变性 , 然后复性 , 最后纯化复性

后的蛋白。如果重组蛋白可溶 , 这将节省很多时间 。因此 , 必须决定蛋白在提取缓冲液

中的可溶性 。在该实验中 , 提取的缓冲液是 B-Pe r溶液 。

对于可溶性蛋白的纯化 , 蛋白和分离介质的结合效率非常重要。因为有些蛋白可能

把标签 (6XH is)折叠在蛋白内部 , 这样就不可能纯化该蛋白 , 因此需要进行初步实验检

测重组蛋白能否与介质(N i-NTA)结合;另外用于提取可溶性蛋白的溶液含有多种化学

物质 , 这些物质对于分离介质可能会有一些伤害或者影响蛋白和介质的结合率造成纯化

效率低下 , 为避免伤害介质或者提高纯化效率 , 就必须进行一些稀释以检测其结合效

率 。同时也要考虑到稀释后的体积 , 避免造成庞大体积 , 而不利于纯化 。参照 B-Per溶

液说明用洗涤溶液将提取上清液稀释 1 ～ 3倍。

结果表明带标签的 G li2N 2的蛋白是可溶性的 (见图 4), 并且可以和 N i-NTA介

质结合;即使在没有稀释的情况下 , B-Pe r提取溶液中的蛋白也可和 N i-NTA柱结合
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且结合率很高 。但是考虑 B-Per溶液中含有多种成分对 N i-NTA介质可能造成损害 ,

作者采用 1∶1的稀释度来提纯该蛋白 。

图 4　蛋白在 B-pe r溶液中的溶解性以及和 N i-NTA柱结合的效率

A:1∶1稀释样品;B: 1∶2稀释样品;C:1∶3稀释样品; uD:没有稀释的样品;T:上清提取液;

P:提取后得到的沉淀; In:诱导产生的蛋白;Un in:没有诱导产生的蛋白;M:蛋白标准

5. 重组蛋白的纯化

通过上述实验得到可溶性的蛋白后需要将其纯化才能用于抗体的产生 , 并且上述实

验已经证实将重组蛋白稀释后再可以结合到 N i-NTA柱上 , 因此将重组蛋白稀释后将其

纯化。本实验采取分批纯化的方式 , 将每次纯化过程中的不同的组分 (1 mL)收集 , 进

行 SDS-PAGE电泳纯度分析(图 5), 然后将其电泳纯的组分收集起来 , 最后就得到电泳

纯的蛋白。在纯化的过程中(图 6), 洗脱的第一组分中仍然含有一些杂质 , 而在第二组

分以后杂质消失 , 蛋白的纯度较高 , 达到电泳纯 , 并且在第二到第四组分中蛋白的浓度

比较稳定。因此收集第二到第五组分 , 就得到高纯度的蛋白 。

图 5　纯化 G li2蛋白

In:诱导的纯化前的 G li2蛋白;F:过柱后滤液;W1, W 2:洗涤组分;E1, E 2, E3, E4, E5:洗脱收集的组分
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体内具有活性的蛋白是正确折叠具有一定构型的 , 要识别这些蛋白 , 产生的抗体的

抗原是正确折叠具有相同构型的蛋白否则产生的可能只识别线性非正确折叠-变性的蛋

白而非具有活性保持正常构型的蛋白 。因此在很多抗体制备的过程中 , 由于重组蛋白的

不可溶性以及非正确折叠 , 造成产生的抗体只识别变性下蛋白而非有活性的蛋白。比如

G li2从抗体方面 , 由于本身不能在体内被检测到是由于没有得到好的抗体 , 从抗原方

面 , 由于没有获得可溶性以及正确折叠的蛋白用于抗体的产生 , 造成产生的抗体为识别

性蛋白而不是有活性的蛋白。本文作者在试验中获得了一个可溶性的 G li2 N端的肽段 。

这是第一次报道细菌产生自然状态的一段 G li2肽段 , 并且可以在高浓度下产生 , 这对于

抗体的生产是一个良好的开端 。

在重组蛋白中 , 大多数重组蛋白是包涵体 , 作者在实验中获得了一个可溶性的 G li2

部分蛋白。在该蛋白的纯化过程中 , 一种特殊的溶液 B-per细菌蛋白提取液被采用 , 并

且被证明非常有效。经纯化后的蛋白纯度及浓度极高 , 对抗体的制备较为有利 。

利用该蛋白产生的抗体将有利于检测内源性蛋白 , 分析出体内 G li2蛋白的分布情

况以及所处位置 , 并分析 G li2蛋白是否水解产生 C-末端截断的蛋白。为今后更进一步

开展蛋白的功能研究奠定了基础。
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ABSTRACT

Based on the pro tein compa rison be tw een zebrafish G li2 and fruit fly C i and the analysis of

hydroph ilicity /hydrophobicity of G li2 prote in by compu te r programmer, the recombina tion

N-te rm inal partial prote in ofG li2 pro te in w as designed.A fter the DNA fragment encoding theN-

term ina l partw as cloned out by PCR , itw as liga ted w ith an expression vector conta ining H is-tag

and transformed into BL-21, a bacteria l expression strain, to express th is prote in.A fte r the ex-

pression condition w as optim ized, the prote in can be expressed at high leve l after hav ing been

induced fo r 3 hoursw hen the inducer— IPTG was a t0.6mmol /L.The prote in is soluble in so lu-

tion, a bacterial prote in extrac tion so lution.A fter the p ro tein so lu tion w as dilu ted in B-per so lu-

tion, the recombination p ro tein can bind to the N i-NTA co lumn and be purified high ly.


