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　　［摘要］　目的　构建重组原核表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，检测原核表达的ＳＨ３蛋白的生物学活性。方法　利用ＰＣＲ
方法扩增 ＨＣＫＳＨ３基因，并将其克隆到原核表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１中，构建原核表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，转化Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α，进行双酶切和测序鉴定。筛选阳性质粒，转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中进行表达，对表达产物进行ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质

印迹检测，同时纯化ＳＨ３蛋白。表达并纯化 ＨＩＶ１Ｎｅｆ蛋白，利用ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ方法检测ＳＨ３蛋白与 Ｎｅｆ蛋白的结合活

性。结果　成功获得重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，测序正确，高效表达并纯化了ＳＨ３蛋白。ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验结果显示

ＳＨ３与 ＨＩＶ１Ｎｅｆ蛋白具有良好的结合活性。结论　成功地克隆、表达和纯化了ＧＳＴＳＨ３蛋白，ＳＨ３与Ｎｅｆ蛋白具有体外
特异性结合活性，为进一步研究针对Ｎｅｆ与ＳＨ３结合的靶向药物的筛选提供了实验基础。

　　［关键词］　ＨＩＶ１；Ｎｅｆ基因产物；ＨＣＫ基因；ｓｒｃ同源域；结合活性
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　　ＨＣＫ基因是蛋白酪氨酸激酶Ｓｒｃ家族的重要
成员，结构独特而且高度保守，不但有Ｓｒｃ家族共有
的ＳＨ２结构域和ＳＨ３结构域（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏ
ｍａｉｎ３），而且所编码蛋白（ｐ６１ＨＣＫ 和ｐ５９ＨＣＫ
两种剪切异构体）均为跨膜蛋白，在胞外信号刺激到
胞内功能活动的信号转导过程中起关键作用［１］。研
究发现，Ｎｅｆ可以结合并且活化Ｓｒｃ家族酪氨酸激酶
是Ｎｅｆ与ＳＨ３结合的结果，其中与 ＨＣＫＳＨ３结构

域的结合力最强［２３］。本实验构建了 ＨＣＫ的ＳＨ３
结构域蛋白的原核表达质粒，并表达和纯化了ＳＨ３
蛋白，检测了原核表达的 ＨＩＶ１Ｎｅｆ蛋白与ＳＨ３
（ＨＣＫ）蛋白的特异性结合活性，为进一步研究针对

Ｎｅｆ与ＳＨ３的靶向治疗药物的筛选奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　 主要材料 　 人单核细胞株 ＴＨＰ１、菌株
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Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、带６×Ｈｉｓ标签
的重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｎｅｆ、带谷胱甘肽Ｓ转移酶
（ＧＳＴ）标签的质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１由本研究所保存。

ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ限制性核酸内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｄＮＴＰｓ、ＲＴＰＣＲ及ＰＣＲ试剂
盒由Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司提供，ＤＮＡ 纯化试剂盒购自

Ｏｍｅｇａ公司。兔源 ＧＳＴ 多克隆抗体购自 ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司，鼠源 Ｈｉｓ单克隆抗体、ＨＲＰ标记的羊
抗鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ均购自北京中杉
金桥生物技术有限公司。其他化学试剂由Ｓｉｇｍａ等
公司提供。ＮｉＮＴＡ 树脂、ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ
４Ｂ和蛋白纯化仪 ＫＴＡｐｒｉｍｅ购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。ＰＣＲ引物合成及 ＤＮＡ测序均由
上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．２　ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３重组质粒的构建与鉴定　人

ＴＨＰ１细胞总 ＲＮＡ 的提取及ｃＤＮＡ 合成：收集

ＴＨＰ１细胞，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取ＴＨＰ１细胞
总ＲＮＡ。以 ＴＨＰ１细胞总 ＲＮＡ 为模板，Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）为引物，经反转录酶ＭＭＬＶ催化将ｍＲＮＡ反
转录为第１链ｃＤＮＡ，具体操作按试剂盒说明书进
行。合成的ｃＤＮＡ即可用于ＰＣＲ扩增或于－２０℃
保存。ＲＮＡ的完整性以１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，

ｃＤＮＡ的质量以扩增管家基因βａｃｔｉｎ进行验证。

　　利用ＰＣＲ方法获得ＳＨ３结构域序列：根据

ＧｅｎＢａｎｋ中 ＨＣＫＳＨ３的基因序列设计引物，５′端
分别引入ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点。上游引物５′
ＧＣＧＡＡＴＴＣＧＴＧＧＴＴＧＣＣＣＴＧＴＡＴＧＡＴＴ
ＡＣ３′（ＥｃｏＲⅠ），下游引物５′ＣＧＣ ＴＣＧ ＡＧＴ
ＣＡＧＴＣＡＡＣＧＣＧＧＧＣＧＡＣＡＴＡＧ３′（ＸｈｏⅠ）。

　　以上述ＴＨＰ１细胞ｃＤＮＡ第１链为模板，扩增
人 ＨＣＫＳＨ３基因序列。ＰＣＲ反应体系体积为５０

μｌ，以１μｌ的第１链ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增条件
为：９４℃变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０
ｓ，共３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用纯化试
剂盒进行纯化。取扩增产物５μｌ进行１０ｇ／Ｌ琼脂
糖凝胶电泳，用凝胶成像分析系统观察并记录结果。

　　用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ分别双酶切纯化的ＰＣＲ产
物ＳＨ３和ｐＧＥＸ４Ｔ１原核表达载体。将酶切产物
再次纯化后，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将两者于１６℃连接
过夜，将连接产物转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中，挑取单克
隆提取质粒进行酶切和测序鉴定。

１．３　ＳＨ３蛋白的原核表达与纯化　将构建正确的
重组质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３转化至宿主菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３），挑取单克隆于３７℃振荡培养过夜。次日按

１２５接种量分别接种于含氨苄青霉素的ＬＢ培养
液中，３７℃振荡培养至Ｄ６００值０．６～０．８时，加入终

浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导表达。离心收集
菌体，菌体用ＰＢＳ洗涤１次，用适量的 ＰＢＳ重悬沉
淀，超声波裂解，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取少量上清
和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果提示大部分蛋白存在
于上清中，收集上清。选 用 ５ ｍｌ柱 床 体 积 的

ＧＳＴｒａｐＦＦ亲和层析柱和 ＫＴＡｐｒｉｍｅ蛋白纯化
仪，先以５倍柱体积的平衡缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．３）过
柱，然后将细菌裂解上清液以１ｍｌ／ｍｉｎ的速度上
样，上样结束继续加入８倍柱体积的平衡缓冲液，随
后经５倍柱体积的洗脱缓冲液（含１０ｍｍｏｌ／Ｌ还原
型谷胱甘肽，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０）将融合
蛋白洗脱下来并收集ＧＳＴＳＨ３蛋白。按照同样的
方法将质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１转化宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３），制
备纯化的ＧＳＴ蛋白。取少量纯化的蛋白进行ＳＤＳ
ＰＡＧＥ和蛋白质印迹分析鉴定。

１．４　Ｎｅｆ蛋白的原核表达与纯化　将本研究所保
存的重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｎｅｆ转化至宿主菌ＢＬ２１
（ＤＥ３）中，挑取单克隆接种于含卡那霉素的ＬＢ培养
液，３７℃振荡培养过夜。次日按１２５接种量分别接
种于含卡那霉素的ＬＢ培养液中，３７℃振荡培养至

Ｄ６００值０．６～０．８时，加终浓度为１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱
导表达。低温离心１００００×ｇ，１０ｍｉｎ，收集菌体，菌体
重悬于 ＢｕｆｆｅｒＡ 中（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０），在冰浴中以超声波破碎菌体，离
心洗涤包涵体，８ｍｏｌ／Ｌ尿素变性增溶后经ＮｉＮＴＡ
树脂分离纯化目的蛋白。蛋白经梯度透析（尿素浓度
分别为８、４、２、１、０．２５、０．１和０ｍｏｌ／Ｌ）的方法复性。
以ＳＤＳＰＡＧＥ对样品进行分析。

１．５　ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ方法检测ＳＨ３与Ｎｅｆ的结合
活性　取适量的ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ，用ＰＢＳ
洗涤３次，平均分成３管，标记为１＃、２＃、３＃。在２＃

和３＃管中加入１０μｌ纯化的 ＧＳＴＳＨ３（０．２５ｍｇ／

ｍｌ）蛋 白，在 １＃ 管 中 混 入 １０μｌ纯 化 的 ＧＳＴ
（０．２５ｍｇ／ｍｌ）蛋白作为对照，混匀，室温作用１ｈ
后，用ＰＢＳ洗涤、沉淀３次后，离心弃上清。在３个
管中分别混入１０μｌ纯化的Ｎｅｆ（０．２５ｍｇ／ｍｌ）蛋白，
室温缓慢摇动１ｈ，用ＰＢＳ洗涤、沉淀３次后，离心
弃上清，加入１×ＳＤＳＰＡＧＥ 加样缓冲液，煮沸

５ｍｉｎ，取上清按常规方法进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ；同
时，以上样单独的纯化 Ｎｅｆ蛋白作为阳性对照。转
膜，以５ｇ／Ｌ脱脂奶粉封闭２ｈ，加入 Ｈｉｓ抗体（１

３０００），室温作用１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后加入 ＨＲＰ
标记的羊抗鼠ＩｇＧ（１５０００），３７℃孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ洗膜３次后ＥＣＬ显色。用Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ缓冲液
于５０℃处理上述ＰＶＤＦ膜３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗涤３次，
再以５ｇ／Ｌ脱脂奶粉室温封闭２ｈ后，加入１∶２０００
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稀释的兔源ＧＳＴ多克隆抗体，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜３次后加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１３
０００），３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后ＥＣＬ显色。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３的鉴定　以ＰＣＲ
方法获得ＳＨ３片段，所得ＰＣＲ产物经１０ｇ／Ｌ琼脂
糖凝胶电泳，可见一大小为１６８ｂｐ的特异性条带
（图１）。将此ＳＨ３片段连接到ｐＧＥＸ４Ｔ１载体中，
经过酶切、连接和转化，获得ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３的重
组质粒，利用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切鉴定，获
得的插入片段大小与预期结果一致，１０ｇ／Ｌ琼脂糖
凝胶电泳结果如图２所示。ＤＮＡ 测序结果显示

ＳＨ３编码区序列完整且读码框正确，表明原核表达
质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３构建正确。

图１　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳分析

Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ；１，２：ＳＨ３ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图２　重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３的酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ；１：ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏＲⅠａｎｄＸｈｏⅠ

２．２　ＳＨ３蛋白的原核表达与纯化鉴定　用１．０
ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ对转化ｐＧＥＸ４Ｔ１和ｐＧＥＸ４Ｔ１／

ＳＨ３质粒的细菌进行诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ显示

ＧＳＴ蛋白与ＧＳＴＳＨ３蛋白均有表达。大量诱导目
的蛋白表达，过柱纯化得到的 ＳＨ３蛋白经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测（图３）。电泳分离的蛋白转移到ＰＶＤＦ
膜与ＧＳＴ多克隆抗体结合后，蛋白质印迹分析显示
在相对分子质量约３２０００和２６０００处可检测到

ＳＨ３蛋白和ＧＳＴ蛋白的显色带（图４），表明成功获
得了纯化的ＳＨ３蛋白。

图３　ＳＤＳＰＡＧＥ分析重组蛋白的原核表达及纯化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＨ３

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃ

ｔｉｏｎ；２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；

３：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；

４，５：ＰｕｒｉｆｉｅｄＳＨ３ｐｒｏｔｅｉｎ

图４　蛋白质印迹分析检测ＳＨ３和

ＧＳＴ蛋白的原核表达及纯化

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＳＨ３ａｎｄＧＳＴ
１：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｐｕｒｉ

ｆｉｅｄＳＨ３ｐｒｏｔｅｉｎ；３：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＳＨ３，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；４：ＰｕｒｉｆｉｅｄＧＳＴｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　Ｎｅｆ蛋白的原核表达与纯化　用１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ对转化ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｎｅｆ质粒的细菌进行诱
导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ显示诱导后的细菌中有一新生
的重组 Ｎｅｆ蛋白带，表观分子量与预期结果相符。
大量诱导目的蛋白表达，通过 ＮｉＮＴＡ树脂纯化得
到纯化的 Ｎｅｆ蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定，相对分子
质量约为３４０００（图５）。

２．４　ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ检测Ｎｅｆ／ＳＨ３的结合活性　
ＧＳＴ蛋白能与 ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂｂｅａｄｓ特
异性结合，形成 ＧＳＴｂｅａｄｓ和 ＧＳＴＳＨ３ｂｅａｄｓ，加
入纯化的带有 Ｈｉｓ标签的 Ｎｅｆ蛋白，通过离心的方
式可以使 ＧＳＴｂｅａｄｓ沉淀。如果 Ｎｅｆ／ＳＨ３具有结
合特性，可使Ｎｅｆ蛋白也滞留于ＧＳＴＳＨ３ｂｅａｄｓ沉
淀中。以 Ｈｉｓ单抗为一抗，经蛋白质印迹分析在２＃

和３＃管可检测到一条相对分子质量约３４０００的

Ｎｅｆ蛋白阳性带，而１＃的ＧＳＴ不能与ＳＨ３结合，因
而呈现阴性结果，Ｌｏａｄｉｎｇ孔为直接上样的纯化Ｎｅｆ
蛋白作为阳性对照 （图 ６Ａ）。由于 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
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Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ可以与 ＧＳＴＳＨ３和 ＧＳＴ结合，因此
上述ＰＶＤＦ膜经Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ缓冲液处理后，再以ＧＳＴ
抗体为一抗，经蛋白质印迹分析检测可以看到ＧＳＴ
（２６０００）和 ＧＳＴＳＨ３（３２０００）蛋白条带（图６Ｂ）。
结果证实原核表达的 ＨＣＫＳＨ３结构域蛋白能与

Ｎｅｆ蛋白特异性结合。

图５　ＳＤＳＰＡＧＥ分析Ｎｅｆ蛋白的原核表达

Ｆｉｇ５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＮｅｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＮｅｆｗｉｔｈＩＰＴＧ（１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｎｅｆ，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：ＰｕｒｉｆｉｅｄＮｅｆｐｒｏｔｅｉｎ

图６　蛋白质印迹分析检测ＳＨ３／Ｎｅｆ的结合

Ｆｉｇ６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｏｆＳＨ３ｗｉｔｈ

ＮｅｆｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ：ＷｉｔｈＨｉｓｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂ：ＷｉｔｈＧＳＴｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

３　讨　论

　　ＨＩＶ１Ｎｅｆ是无酶活性但具有结合多种宿主细
胞蛋白的适配体（ａｄａｐｔｏｒ），其能调节细胞的生物学
活性，促进病毒的复制及导致病毒的免疫逃逸等，在

ＨＩＶ的致病中具有重要的作用［４］。ＨＩＶ感染的临
床资料显示，在 ＨＩＶ感染长期不发病（ＬＴＮＰ）／病程
进展缓慢（ＳＰ）的患者，Ｎｅｆ基因产生突变或者缺失
而失去活化 ＨＣＫ的活性，使ＡＩＤＳ不发生或者病程
延缓［５］。有研究显示在嗜 Ｍ 型的 ＨＩＶ感染的巨噬
细胞中，ＨＩＶ１Ｎｅｆ可以结合并活化Ｓｒｃ家族酪氨酸
激酶（包括 ＨＣＫ），调节信号转导通路，改变细胞膜
蛋白的转运，从而增加病毒复制效率［３］。降低 ＨＣＫ
的表达或者Ｃ／ＥＢＰ小分子同型物的表达增加都可

以降低病毒的复制和病毒的易感性［６］。红霉素的衍
生物ＥＭ２０１和ＥＭ７０３可以降低ＨＣＫ的表达，抑制

ｐ３８ＭＡＰＫ的活性。这些衍生物还可以通过抑制

ＭＡＰＫ活性而阻止ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＭΦ的相互作用
而抑制病毒的复制［７］。

　　本实验成功构建了重组原核质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／

ＳＨ３，高效表达并纯化了带有 ＧＳＴ标签的ＳＨ３蛋
白。ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ结果显示，原核表达的ＳＨ３与

ＨＩＶ１Ｎｅｆ蛋白在体外具有特异性结合活性，应用
蛋白相互作用的技术平台，为研究针对 Ｎｅｆ与ＳＨ３
结合的靶向药物的筛选平台提供了实验基础［６，８９］。
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