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可卡因苯丙胺调节转录肽（ＣＡＲＴ）及其突变体的表达纯化及生物活性观察
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［摘要］　目的：表达纯化可卡因苯丙胺调节转录肽（ＣＡＲＴ）及其突变体，观察其对大鼠进食行为的影响。方法：ＰＣＲ扩增

ＣＡＲＴ活性片段ＣＡＲＴ５５１０２ｃＤＮＡ，构建表达ＣＡＲＴ５５１０２原核表达载体，并对其６８位和９４位半胱氨酸残基突变，构建表达

ＣＡＲＴ５５１０２（Ｃｙｓ６８Ｓｅｒ）和ＣＡＲＴ５５１０２（Ｃｙｓ９４Ｓｅｒ）原核表达菌株，经ＩＰＴＧ诱导表达后，亲和层析纯化３种小肽；行为学技术检测

原核表达小肽对大鼠进食行为的影响。结果：获得的重组ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体的纯度在９５％以上，产物得率约７５％；

ＣＡＲＴ５５１０２可显著抑制饥饿大鼠的进食行为，而６８和９４位突变体对饥饿大鼠的进食行为无明显影响。结论：原核表达系统

可以成功制备高纯度ＣＡＲＴ活性小肽和突变体，６８位和９４位突变导致ＣＡＲＴ抑制进食的作用消失。
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　　可卡因苯丙胺调节转录肽（ｃｏｃａｉｎｅａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕ

ｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ）是１９９５年发现的，可能是一种内源

性精神活性物质，并与药物复吸有关［１５］。ＣＡＲＴ具神经递

质的特征，又不与任何一种神经调质 ｍＲＮＡ同源，是一类与

药物依赖有密切关系的神经肽，在体内广泛分布在脑、内脏、

肾上腺、垂体等处［６９］。ＣＡＲＴ也是目前发现的少数几种可

通过血脑屏障（ＢＢＢ）的肽类物质，如果能以ＣＡＲＴ的结构为

基础，合成 ＣＡＲＴ 受体的拮抗剂或阻断剂，那么这些与

ＣＡＲＴ结构相似的肽类物质就既能通过ＢＢＢ，又能抑制吗啡

依赖。ＣＡＲＴ５５１０２片段的二硫键正常形式和完全展开形式对

大鼠的进食产生截然相反的作用［１０］，二硫键的维持与稳定

直接影响了ＣＡＲＴ肽的生物学特性。

　　本研究对可能影响ＣＡＲＴ生物学活性的第１对二硫键

中的６８位氨基酸和第２对二硫键中的９４位氨基酸进行了

突变，并重组表达纯化ＣＡＲＴ５５１０２、６８位突变体和９４位突变

体，观察其对大鼠进食的影响，为探讨不同形式的ＣＡＲＴ肽

对药物依赖形成的影响奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　菌种：大肠杆菌ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）购

自Ｎｏｖｅｇｅｎ公司；ｕｌｔｒａＰｆｕＤＮＡ聚合酶购自Ｓｔｒａｔｅｇｅｎ工具

酶公司；限制内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自 ＢｉｏＬａｂ公司；

Ｎｉ·ＮＡＴＨｉｓ·Ｂｉｎｄ亲和层析柱和填料等购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公

司。雄性ＳＤ大鼠（海军医学研究所动物房），体质量２００～

２３０ｇ，随机分为实验组和对照组，自由饮水、摄食。

１．２　引物设计　从 ＧｅｎＢａｎｋ上检索到大鼠ＣＡＲＴｍＲＮＡ
序列，用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ （ＤＮＡＳｔａｒ，Ｉｎｃ．）软 件 设 计 扩 增

ＣＡＲＴ５５１０２引物，上游引物引入ＮｄｅⅠ酶切位点，下游引物引

入ＸｈｏⅠ酶切位点，同时设计６８位和９４位突变引物，送上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。上游引物ＮｄｅⅠ
（２７ｂｐ）：５′ＡＣＧＣＣＡ ＴＡＴ ＧＡＴ ＴＣＣＧＡＴＣＴＡ ＴＧＡ

ＧＡＡ３′；下游引物ＸｈｏⅠ（２９ｂｐ）：５′ＧＴＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡ

ＣＡＡＧＣＡＣＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡ３′。

１．３　ＰＣＲ扩增、原核表达载体构建和突变体构建　按ＤＮＡ

Ｓｔａｒ提供的最佳Ｔｍ 值，经３５个循环，电泳回收扩增ＣＡＲＴ
片段。经ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ消化，回收，将片段与经ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ酶

切回收Ｐｅｔ３２ａ（＋）连接，酶切筛选阳性克隆，并送上海生工生

物工程技术服务有限公司测序确认。将确认阳性质粒，转化

ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３），构建成表达ＣＡＲＴ５５１０２小肽的原核表达菌

株。突变体的构建按Ｓｔｒａｔｅｇｅｎ公司点突变试剂盒操作流程进

行，测序确认成功后，制备质粒，转化ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）。

１．４　蛋白表达　将含有ＣＡＲＴ表达载体和突变体载体的单

克隆菌株分别接种到１００ｍｌＬＢ，３７℃培养过夜。取２０ｍｌ

过夜培养菌转接１０００ｍｌＬＢ中培养到 Ｄ＝０．６时，加入

ＩＰＴＧ至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，转入３７℃摇床２５０次／ｍｉｎ
诱导３ｈ。４℃下，１７３００×ｇ１０ｍｉｎ收集菌体。以５ｍｌ／湿质
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量（ｇ）悬浮菌体于预冷的裂解缓冲液ＰＢＳ中（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷

酸缓冲液，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ８．０），反复

冻融法（将细胞在－２０℃冰冻，室温融解，反复多次）及超声

破菌法（冰浴条件下超声波破碎菌体，１００Ｗ 超声３ｓ，停１

ｓ，超声３０ｍｉｎ）裂解菌体，１７３００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收集上清。

沉淀用相同体积裂解缓冲液重悬，取上清及重悬沉淀各２０

μｌ，加等体积２Ｘ蛋白电泳上样缓冲液，１００℃处理３ｍｉｎ后，

ＳＤＳＰＡＧＥ三层胶电泳，考马斯亮蓝染色，确定表达目的蛋

白。将能正确表达目的蛋白的菌液制备甘油菌，－８０℃保

存。

１．５　蛋白纯化　取培养菌裂解液上清，离心（１７３００×ｇ、１５

ｍｉｎ、４℃）。用５倍柱体积的预冷平衡液洗涤（平衡液／洗涤

液：２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑，ｐＨ８．０）平衡１ｍｌＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ６ＦＦ柱，加入１５ｍｌ裂解

液上清，用预冷平衡液洗涤洗脱杂蛋白，并将流速控制在每

小时２～１０倍柱体积，当流出液的Ｄ２８０值接近上柱前Ｄ值后，

加入５倍体积的洗脱液（洗脱液：２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液，

０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ８．０），保留３０ｍｉｎ
后开始洗脱。洗脱目的蛋白时，将流速控制于每小时２～１０
倍柱体积，每ｍｌ收集１管，每管取２０μｌ洗脱液，电泳鉴定纯

化蛋白的纯度。将洗脱出来的含目的蛋白的溶液置半透膜

中，用５００ｍｌ预冷ＰＢＳ透析１２ｈ，每３～４ｈ更换１次ＰＢＳ
透析液。将终产物冰冻干燥，置－２０℃保存备用。

１．６　大鼠进食行为测定　ＳＤ雄性大鼠随机分为４组：脑脊

液组（对照）、ＣＡＲＴ５５１０２组、ＣＡＲＴ５５１０２６８组和ＣＡＲＴ５５１０２９４组

（ｎ＝１０）。大鼠在戊巴比妥钠（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉下，按常规侧

脑室埋植注射用导管，手术７ｄ后，大鼠禁食２４ｈ，侧脑室注

射含有ＣＡＲＴ５５１０２或突变体的人工脑脊液５μｇ／５μｌ，立即将

大鼠放入代谢笼中，连续测定注射后同一只大鼠第１、２、３、４
和２４ｈ的进食量。观察ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体对大鼠饥饿

后进食行为的影响。

１．７　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ统计软

件中ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检测组间差异，ＬＳＤ被用于检验组间

差异，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＡＲＴ５５１０２原核表达载体及其突变体的的构建　将从

大鼠脑ｃＤＮＡ中ＰＣＲ扩增的ＣＡＲＴ５５１０２ｃＤＮＡ连接到原核

表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）多克隆位点ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ之间，阳

性克隆测序表明插入序列没有发生突变，且正确与 Ｈｉｓ标签

融合。用Ｓｔｒａｔｅｇｅｎ公司ｕｌｔｒａＰｆｕＤＮＡ聚合酶将ＣＡＲＴ原

型表达载体６８位和９４位半胱氨酸残基突变为丝氨酸残基，

阳性克隆测序表明除６８位和９４位发生有效突变外，其他位

点没有发生其他突变。

２．２　ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体的表达优化　如图１所示。各

表达菌株经ＩＰＴＧ诱导后出现了１条很浓的相对分子质量

约６４００的条带，而未经ＩＰＴＧ诱导的表达菌株无明显条带，

表明 ＣＡＲＴ５５１０２、ＣＡＲＴ５５１０２６８和 ＣＡＲＴ５５１０２９４的转化菌经

ＩＰＴＧ诱导后确实表达了相对分子质量约６４００的蛋白，诱

导表达的该蛋白相对分子质量与 ＨｉｓＣＡＲＴ融合蛋白的相

对分子质量理论计算值一致，灰度扫描显示，该融合蛋白的

表达量约占菌体总蛋白的５０％。

图１　表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ三层胶电泳图

Ｍ：蛋白相对分子质量标准；１：未经ＩＰＴＧ诱导的 ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）

ＣＡＲＴ５５１０２菌；２：经ＩＰＴＧ诱导的ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）ＣＡＲＴ５５１０２菌；３：

未经ＩＰＴＧ诱导的ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）ＣＡＲＴ５５１０２６８菌；４：经ＩＰＴＧ诱

导的ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）ＣＡＲＴ５５１０２６８菌；５：未经ＩＰＴＧ诱导的Ｏｒｉｇａｍｉ

Ｂ（ＤＥ３）ＣＡＲＴ５５１０２９４菌；６：经ＩＰＴＧ 诱导的 ＯｒｉｇａｍｉＢ （ＤＥ３）

ＣＡＲＴ５５１０２９４菌

　　目的产物条带在沉淀中占菌体蛋白总量的６０％以上，而

在上清中仅占总量的２０％左右，说明目的蛋白绝大部分存在

于沉淀中。为简化纯化步骤，降低以包涵体形式表达的重组

蛋白与天然蛋白存在的活性差异，经过优化诱导条件，将培

养体积降低到５００ｍｌ，加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，

诱导条件改变为１８℃摇床２００次／ｍｉｎ１２ｈ。目的产物条带

在上清中占菌体蛋白总量的６０％以上，而在沉淀中仅占总量

的３０％左右，说明目的蛋白在优化诱导条件后，可溶性增加，

大部分目的产物存在于上清中。

２．３　ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体的纯化　取适量纯化的蛋白样

品，ＳＤＳＰＡＧＥ三层胶电泳，结果见图２和图３，蛋白纯度大

于９５％，纯化产物得率约为７５％。

图２　重组ＣＡＲＴ５５１０２蛋白纯化后的

ＳＤＳＰＡＧＥ三层胶电泳图

Ｍ：蛋白相对分子质量标准；１～４：分步纯化的ＣＡＲＴ５５１０２蛋白

２．４　ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体对大鼠进食行为的影响　结果（图

４）显示：ＣＡＲＴ５５１０２显著抑制饥饿大鼠第１ｈ和第２４ｈ进食量，

而突变体对饥饿大鼠的进食行为无明显影响（Ｐ＜０．０５）。
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图３　重组ＣＡＲＴ蛋白突变体纯化后的

ＳＤＳＰＡＧＥ三层胶电泳图

Ｍ：蛋白相对分子质量标准；１～６：分步纯化的 ＣＡＲＴ５５１０２６８蛋白；

７～１０：分步纯化的ＣＡＲＴ５５１０２９４蛋白

图４　ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体对大鼠进食行为的影响
Ｐ＜０．０５与脑脊液组比较；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＣＡＲＴ是一种与奖赏、强化、摄食、应激、内分泌调节、感

觉加工等生理过程密切相关的肽类神经递质［６１２］。ＣＡＲＴ

除具有摄食行为的独特效应外，它还是一种中脑边缘多巴胺

系统的调节物，现已成为一种具有潜在开发能力、用于治疗

精神活性物质依赖的靶标［４５，１３］。

　　质粒ｐＥＴ３２ａｃ（＋）在大肠杆菌ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）中能够

高拷贝复制，并在诱导后高效表达。因表达的蛋白量过高，

可能造成快速合成的蛋白分子来不及充分折叠，致使其可溶

性下降而形成包涵体，给以后的纯化工作造成困难。为简化

纯化步骤和降低可能的蛋白活性影响，在诱导时，我们选用

了较低的诱导温度、较少的ＩＰＴＧ用量和较长的诱导时间，

降低重组目的蛋白的合成速度和总产量，使其有较充分的时

间进行正确折叠，结果大部分目的产物都以可溶的形式存在

于裂解液的上清中，并提高了纯化率。

　　本研究用基因工程技术表达纯化ＣＡＲＴ５５１０２及其突变

体，以大鼠摄食量为指标检测其生物学活性，获得的重组

ＣＡＲＴ５５１０２及其突变体的纯度在９５％以上，产物得率约

７５％。表达纯化的ＣＡＲＴ５５１０２可显著抑制饥饿大鼠的进食

行为，这与已有文献［１０］相符，证明构建的ＣＡＲＴ５５１０２具有生

物学活性。６８位突变体和９４位突变体对饥饿大鼠的进食行

为无明显影响，可能由于二硫键被打断，ＣＡＲＴ的二级结构

受到了影响，致使ＣＡＲＴ肽的生物学特性产生改变，表现为

对饥饿大鼠的进食行为无明显影响。

　　ＣＡＲＴ具有３对二硫键，分别是第１对：６８位和８６位氨

基酸；第２对：７４位和９４位氨基酸；第３对：８８位和１０１位氨

基酸。ＣＡＲＴ活性片段中３对二硫键中的哪一对二硫键或６
个半胱氨酸残基中哪一个半胱氨酸残基发挥关键性作用，需

要进一步的研究探讨。本实验显示６８位和９４位半胱氨酸

残基的突变可显著影响ＣＡＲＴ抑制饥饿诱导的进食行为，

表明半胱氨酸残基的突变诱导的二硫键的破坏可导致

ＣＡＲＴ生物活性的丧失，即二硫键的存在对ＣＡＲＴ的生物

活性具有重要作用。
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