
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
　　 ｂａｓｅｄｏｎｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓａｒｅ

ｕｎｉｆｏｒｍｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｂａｓｅｄｏｎｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，２００９，１３９（２）：１９９－２０６．

［１７］倪丽丽．有机硒对奶牛瘤胃发酵，抗氧化功能及免疫功能的影

响［Ｄ］．呼和浩特：内蒙古农业大学，２０１１．
［１８］范石军，韩友文，李德发，等．雏鸡高温应激与超氧化处理对其

肝脏丙二醛和谷胱甘肽过氧化物酶含量及活性的影响［Ｊ］．中
国饲料，２００１（１０）：１１－１３．

高宝德，张晓丽，刘海燕，等．盘羊杂交羊ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白的真核表达［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１４）：１３０－１３３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．１４．０３６

盘羊杂交羊 ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白的真核表达
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　　摘要：为构建盘羊杂交羊ＳＰＬＵＮＣ１基因的真核表达载体并在巴斯德毕赤酵母中表达，从盘羊杂交羊口腔上颚的
上皮细胞中提取总 ＲＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ，以该 ｃＤＮＡ为模板采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）法克隆盘羊杂交羊
ＳＰＬＵＮＣ１基因开放阅读框，并克隆到ｐＰＩＣ９Ｋ载体中，构建真核表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１，再将重组质粒电转至毕
赤酵母ＧＳ１１５中进行表达，表达产物经Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂亲和层析纯化，并利用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和蛋
白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）方法检测。结果显示，目的基因大小７５８ｂｐ，重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１经双酶切、ＰＣＲ
及测序鉴定构建成功；表达产物经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，可见大小为２５．９６ｋｕ的目的条带，且在７２ｈ表达量最大；纯化后
经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，可见大小为２５．９６ｋｕ的目的条带。研究结果表明，利用真核表达系统在体外成
功表达并纯化了盘羊杂交羊ｒＳＰＬＵＮＣ１蛋白，为深入研究盘羊杂交羊ＳＰＬＵＮＣ１蛋白的生物学功能奠定基础。
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　　气道上皮细胞构成宿主防御的第一道防线，上皮细胞分
泌物有助于防止病原体侵害，协调免疫反应，并限制肺损伤。

呼吸道分泌物含有大量蛋白质，这些蛋白很多是由上皮细胞

分泌的，并在黏膜纤毛的清除、抗菌防御和免疫调节中有很重

要的作用。其中短颚、肺及鼻咽上皮细胞克隆１（ｓｈｏｒｔｐａｌａｔｅ，
ｌｕｎｇａｎｄｎａｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｌｏｎｅ１，简称ＳＰＬＵＮＣ１）基因就高效
表达于口腔、鼻腔、鼻咽部及呼吸道黏膜［１］。

很多研究表明ＳＰＬＵＮＣ１是呼吸道黏膜分泌的具有抗菌
活性的重要蛋白，体外的研究表明，重组人 ＳＰＬＵＮＣ１被证实
具有杀灭流感嗜血杆菌的抗菌活性［２］。Ｚｈｏｕ等研究证明，使
用不同浓度重组人ＳＰＬＵＮＣ１蛋白，可以减少铜绿假单胞菌的
生长且具有剂量依赖性［３］。许多研究证实 ＳＰＬＵＮＣ１在体内
也具有较强的抗菌活性。Ｄｉ研究证实，在被铜绿假单胞菌和
肺炎克雷伯菌感染时，过表达人ＳＰＬＵＮＣ１的转基因小鼠比野
生型小鼠抗菌活性明显增强［４］。此外，过表达人ＳＰＬＵＮＣ１的
转基因小鼠与同窝出生的野生型小鼠相比对肺炎支原体

（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａ，简称Ｍｐ）感染的抵抗力显著增强［５］。

据报道，重组小鼠ＳＰＬＵＮＣ１蛋白可显著抑制Ｍｐ的生长且具
有剂量依赖性［６］。研究还表明，ＳＰＬＵＮＣ１具有结合革兰氏阴
性菌脂多糖的能力［７－８］。相关研究显示，用逆转录 ＰＣＲ

（ＲＴ－ＰＣＲ）法检测鼻咽癌活检组织的 ＳＰＬＵＮＣ１ｍＲＮＡ表达
水平，发现其比正常组织的表达量明显下降，推测 ＳＰＬＵＮＣ１
可能是鼻咽癌的抑癌基因［９］。但目前对 ＳＰＬＵＮＣ１功能的研
究主要集中在人和鼠，还未见羊的有关该基因功能的相关报

道。因此，本试验通过构建盘羊杂交羊ＳＰＬＵＮＣ１基因真核表
达载体，利用巴斯德毕赤酵母对 ＳＰＬＵＮＣ１基因进行表达，使
用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对目的蛋白检测，为研究盘羊杂交羊
ＳＰＬＵＮＣ１蛋白的生物学功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　大肠杆菌 ＤＨ５α由笔者所在实验室保存；Ｔ４
ＤＮＡ连接酶（天根生化科技有限公司）；反转录试剂盒、ＳｎａＢ
Ⅰ、ＮｏｔⅠ、ＳａｃⅠ和 Ｔａｑ聚合酶，均购自 ＴａＫａＲａ公司；酵母氮
碱（ＹＮＢ）、Ｇ４１８、生物素，均购自索莱宝科技有限公司；蛋白
Ｍａｒｋｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ）；酵母基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒、质粒小
量提取制备试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２５０１和ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２５０３，购自上海捷瑞生物工
程有限公司；Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂（ＱＩＡＧＥＮ公司）；封闭液、一抗
（Ａｎｔｉ－ＨｉｓＡｎｔｉｂｏｄｙ），购自天根生化科技（北京）有限公司；
二抗辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（北京诺博莱德科技有限公
司）；蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ（北京全式金生物技术有限公司）；
ＧＳ１１５菌株及ｐＰＩＣ９Ｋ由新疆农垦科学院兽医研究所薄新文
研究员馈赠。

１．１．２　试验动物　盘羊杂交羊 Ｆ１５只，由石河子绿洲动物
园提供。
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１．２　方法
１．２．１　引物设计　根据笔者所在实验室已克隆的盘羊杂交
羊ＳＰＬＵＮＣ１基因 ｃＤＮＡ全长序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计１
对特异性引物，并引入６×Ｈｉｓ标签以及ＳｎａＢⅠ、ＮｏｔⅠ酶切位
点。上游引物ＳＰＬ１：５′－ＴＡＣＧＴＡＡＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣ
ＡＣＣＴＧＣＴＡＧＡＡＧＣＣＣＴＧＣＣＣＧ－３′，下游引物 ＳＰＬ２：５′－
ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＧＡＣＴＴＴＧＡＴＧＡＣＡＡＡＴＴＣＴＡＧＣＣＣ－３′。引
物由北京六合华大基因科技股份有限公司合成。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取及目的片段的扩增　用高压灭菌的药
匙刮取盘羊杂交羊口腔上颚上皮细胞，置于１．５ｍＬ离心管
中，迅速加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ。用微量紫外检测仪
对ＲＮＡ进行浓度测定，用２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ质
量。选用电泳条带完整清晰且 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为 １．９～２．０
的ＲＮＡ进行ｃＤＮＡ的合成。

用反转录试剂盒，以提取的总ＲＮＡ为模板进行ｃＤＮＡ合
成，以该ｃＤＮＡ为模板，用引物ＳＰＬ１和ＳＰＬ２进行ＰＣＲ扩增，
反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６５℃３５ｓ，７２℃６０ｓ，３４个
循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电
泳，目的片段胶回收后，－２０℃保存备用。
１．２．３　重组表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１的获得　用 ＳｎａＢ
Ⅰ和 ＮｏｔⅠ分别对盘羊杂交羊 ＳＰＬＵＮＣ１基因扩增产物及
ｐＰＩＣ９Ｋ载体进行双酶切，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接。用１０μＬ
连接产物转化１００μＬ感受态细胞ＤＨ５α，１６℃过夜。转化后
涂布于含有１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的 ＬＢ琼脂板，３７℃过夜。
挑取５个单菌落，接种于１０ｍＬ含有１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的
ＬＢ液体培养基中，３７℃、１７０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜。取１ｍＬ菌液，
提取质粒，进行 ＰＣＲ鉴定和双酶切鉴定，同时将１ｍＬ菌液送
北京六合华大基因科技股份有限公司测序。测序正确的重组

质粒命名为ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１。
１．２．４　重组表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１的转化与重组菌
株鉴定　取８０μＬ感受态酵母菌 ＧＳ１１５与２０μＬＳａｃⅠ线性
化的重组表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１混合，电击转化后涂
布于ＭＤ平板，２８℃孵育约３ｄ，直至出现单菌落。

挑取５个单菌落，用酵母基因组快速提取试剂盒提取酵
母基因组ＤＮＡ，以其为模板，分别用特异性表达引物和载体
上的通用引物（α－Ｆａｃｔｏｒ：５′－ＴＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＧＣＴＧＣ－
３′和３′ＡＯＸ１：５′－ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ－３′）作基因
型和表型鉴定。基因型鉴定的 ＰＣＲ反应条件同目的片段的
扩增。表型鉴定的反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５４℃
３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，３４个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产
物通过１％琼脂糖凝胶电泳分析。将表现型、基因型均鉴定
正确的重组毕赤酵母依次接种至 Ｇ４１８含量分别为 ０．２５、
０５０、１．００、２．００ｍｇ／ｍＬ的 ＹＰＤ平板进行抗性筛选高拷贝，
阳性菌株命名为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１。
１．２．５　重组ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１的诱导表达与产物的
鉴定　将鉴定正确的重组 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１接种于
２５ｍＬＹＰＤ液体培养基中，２８℃恒温培养至 Ｄ６００ｎｍ约为 ４，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，收集菌体。将菌体转接于 １００ｍＬ
ＢＭＭＹ培养基中继续培养。每２４ｈ加入终浓度为０．５％的甲
醇诱导表达，同时分别于０、２４、４８、７２ｈ取１ｍＬ菌液样品，离心
收集上清和菌体，并将上清和菌体分别进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）鉴定。
１．２．６　表达产物的纯化及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定　将 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ结果含目的条带的表达产物用０．４５μｍ的滤膜过滤，
滤液经Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂亲和层析柱，用１０～１５倍体积的结合
缓冲液（ｐＨ值为 ８．０的 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，含
０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）进行漂洗，直到吸光度达到
稳定值，分管收集流出液体；用洗脱缓冲液（ｐＨ值为８．０的
５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液含０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑）进行洗脱，分别收集流出液体并且经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

纯化的蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，将蛋白电转到聚偏
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，然后将膜置于封闭液中封闭１ｈ；一抗
Ａｎｔｉ－Ｈｉｓ标签的鼠单克隆抗体（按１∶２０００稀释）４℃孵育
过夜，过夜后用三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲液（ＴＢＳ）＋吐温
（Ｔ）（ＴＢＳＴ）洗３次（１０ｍｉｎ／次），二抗辣根酶标记山羊抗小鼠
ＩｇＧ（按１∶５０００稀释）室温孵育９０ｍｉｎ，然后用ＴＢＳＴ洗３次
（１０ｍｉｎ／次），最后用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色液进行显色。

２　结果与分析

２．１　目的片段的扩增
以反转录获得的ｃＤＮＡ为模板，用特异性表达引物进行

ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后，出现大小为
７５８ｂｐ的条带，与预期片段大小相符合（图１）。

２．２　重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１的鉴定
用特异性表达引物对重组表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１

进行ＰＣＲ，鉴定出现大小为７５８ｂｐ的１条带，与试验设计相
符（图２）。经ＳｎａＢⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切出现２条带，１条大小约
为１０ｋｂ，与载体片段大小相同；另１条大小为７５８ｂｐ，与外源
目的片段大小相同（图 ３）。重组表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－
ＳＰＬＵＮＣ１的鉴定显示，目的基因已克隆到ｐＰＩＣ９Ｋ载体中。
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２．３　重组菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１的ＰＣＲ鉴定
以提取的重组酵母菌的基因组为模板，用特异性表达引

物进行ＰＣＲ，出现大小为７５８ｂｐ的１条带（图４）。用载体上
的通用引物进行ＰＣＲ扩增，出现２条带（图５）。重组表达系
统的 ＰＣＲ鉴定结果表明，重组表达酵母菌株 ＧＳ１１５／
ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１转化成功。

２．４　ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白的鉴定
重组菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１经甲醇诱导表达

后，培养上清经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，在２５．９６ｋｕ出现１条目的
条带，与预测的目的蛋白大小相符，而在空载体表达产物和

０ｈ未见有相同条带（图６），这表明重组 ＳＰＬＵＮＣ１蛋白已表
达成功。菌体经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析无预测的目的蛋白条带。
２．５　ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白的纯化与鉴定

表达的蛋白经 Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂亲和层析纯化后，ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ结果得到单一的大小为２５．９６ｋｕ的融合蛋白目的条带

（图７），纯化后的融合蛋白经 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，结果在
２５．９６ｋｕ处出现１条明显的蛋白条带（图８），由此说明已在
酵母中成功表达ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白并纯化成功。

３　讨论

本试验以盘羊杂交羊为研究对象，通过ＲＴ－ＰＣＲ法扩增
其ＳＰＬＵＮＣ１开放阅读框，克隆到 ｐＰＩＣ９Ｋ载体上，并电转至
ＧＳ１１５中用甲醇诱导表达，使用 Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂亲和层析纯
化，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果显示成功获得重组表达菌株
ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＳＰＬＵＮＣ１和ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白。

近年来，通过将目的基因克隆到表达载体中，并将重组质

粒导入真核表达系统中使其高效表达，是研究该基因功能及
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获得重组蛋白的有效方法［１０］。本试验采用巴斯德毕赤酵母

作为真核表达菌株。巴斯德毕赤酵母表达系统是外源蛋白表

达过程中被广泛使用的真核表达系统，也是目前外源蛋白表

达系统中最方便、最有效的表达系统之一［１１］。外源蛋白在巴

斯德毕赤酵母中高效表达，有利于表达后蛋白纯化、降低生产

成本，在生产中具有重要意义［１２］。巴斯德毕赤酵母能利用甲

醇作为碳源，因为甲醇能够诱导醇氧化酶（ＡＯＸ）基因表达，
产生 ＡＯＸ１，从而使其含量为总细胞蛋白含量的 ３０％ ～
４０％［１３］。本试验的宿主菌为ＧＳ１１５菌株，该菌株具有完整的
编码ＡＯＸ１基因，在含甲醇的培养基中能够迅速生长，所以表
型为Ｍｕｔ＋（甲醇利用快速型），同时可以使外源蛋白得到高
效表达。本试验结果显示，ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白在７２ｈ表达量
最大。

本研究所用的载体为ｐＰＩＣ９Ｋ载体，是一种分泌型载体。
此载体以组氨醇脱氢酶基因（Ｈｉｓ４）为选择标记，同时含有
ＡＯＸ１基因启动子、终止子和卡那霉素抗性基因标记等。这
样的组合方式既有利于外源基因通过该质粒整合到酵母基因

组中，也有利于重组酵母的筛选、表达以及外源蛋白的纯化、

检测。本试验结果显示，甲醇诱导表达后ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白
存在于重组酵母培养上清液中，而在菌体中无目的蛋白，这表

明使用ｐＰＩＣ９Ｋ载体可使目的蛋白分泌到培养液中。与固定
化金属离子作用最强的氨基酸为组氨酸，多聚组氨酸标签因

其在表达过程中对目的蛋白性质影响较小以及纯化方法简

单、方便、成本低等优点在蛋白质亲和纯化中被广泛使用［１４］。

因此，本研究在设计引物时加入６×Ｈｉｓ标签，所表达的蛋白
含有Ｈｉｓ标签，便于后续试验中蛋白纯化和检测。本试验结
果显示，所表达的Ｈｉｓ融合蛋白经Ｎｉ－ＮＴＡ纯化后杂蛋白减
少，且能与抗Ｈｉｓ标签抗体结合。

蛋白免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）结合了分辨率高的电泳技
术以及高特异性和敏感性的酶免疫测定技术，是蛋白分析的

一种常规技术，用于检测样品中是否存在特异蛋白［１５］。本研

究所表达的 ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白含６×Ｈｉｓ标签，因此本试验
使用Ｈｉｓ标签抗体进行蛋白免疫印迹检测表达产物中是否含
有带Ｈｉｓ标签的ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白。结果显示，出现１条特
异性条带，与预测相符，表明表达产物中存在 ＳＰＬＵＮＣ１融合
蛋白。

有资料报道，盘羊（♂）与巴什拜羊（♀）的杂交后代羔羊
易感染绵羊肺炎支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，简称Ｍｏ）
而引起大量死亡［１６］。ＳＰＬＵＮＣ１基因是宿主先天性防御肺炎
支原体感染的关键基因。本试验利用毕赤酵母成功表达并纯

化了盘羊杂交羊ＳＰＬＵＮＣ１融合蛋白，为进一步研究盘羊杂交
羊ＳＰＬＵＮＣ１基因的生物学功能奠定了基础。
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