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Abstract : Ad52knob gene f rom AdEasy plasmind DNA was amplified by polymerase chain reaction

( PCR) and cloned into an E. col i expression vector pQ E30 digested wit h B am H I and Hi nd III.

Af ter induction wit h IP T G , t he t ransformed E. coli st rain M15 expressed Ad52knob gene effi2
ciently. Moreover , t he recombinant Ad52knob protein mainly existed as a soluble p rotein. Af ter

one step p urification wit h Ni2 + 2N TA affinity chromatograp hy , t he p rotein was p urified to nearly

homogeneity. N2terminal amino acid sequencing indicated N2terminus of p urified Ad52knob.

When FITC2labeled Ad52knob t ransfers Hela cells , it can specially bind to the receptor to t he

surface of Hela cells and enter t he cytosol . It suggest s t hat the recombinant Ad52knob protein i2
dentified and p urified is to be suitable for nonviral gene carriers as a target p rotein in f uture stud2
ies.

Key words : Adenovirus ; Prokaryotic exp ression ; Knob protein ; Determination of activity

摘要 :采用 PCR技术 , 从 AdEasy21质粒 DNA中获得 knob全长序列 ,克隆入 p GEM2T vector中。DNA测序鉴定

后 , 构建 pQ E230/ knob重组表达载体 , 转化大肠杆菌 M15 p REP4) , IPT G诱导表达腺病毒 5型纤维蛋白的 knob

功能域 (Ad52knob) , SDS2PA GE分析 ,表达产物主要以可溶性蛋白的形式存在于细菌裂解液上清之中。经 Ni2 + 2
N TA亲和层析一步分离纯化后 ,洗脱产物中 Ad52knob蛋白纯度超过 95 %。N2端氨基酸测序证实了纯化产物为
Ad52knob蛋白 ,细胞受体结合实验检测到所得蛋白能够与 Hela细胞上的相应受体特异性结合。上述结果表明在

大肠杆菌中已经高效表达了可溶性 Ad52knob蛋白 ,一步即纯化该蛋白 ,并具有良好的生物活性 ,为其下阶段的深

入研究提供了重要的实验材料。
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　　目前专家认为限制基因治疗的关键技术是基因

治疗的载体和转移基因的受控表达[1 ] ,其中基因治

疗新载体的研究和发现是研究基因治疗的核心问

题[2 ]。但目前绝大多数研究者仍然使用病毒来源的

元件构建基因治疗载体。为了克服病毒型载体治疗

的缺陷[3 ] ,一系列的非病毒型载体 (如阳离子脂质

体[4 ] ,硅纳米[5 ]等)正被人们认识和利用 ,表现出低

毒、大容量、易操作、易修饰等多种优越性 ,使设计和

研制新的更理想的基因治疗载体成为可能。然而到

目前为止 ,非病毒载体要想在临床上广泛应用 ,还面

临着许多挑战。由此可见 ,病毒型载体和非病毒型

载体虽各有优势 ,但各自均存在着一定的弊端。如

果能利用二者的优势 ,即将非病毒型载体与病毒载

体的外壳糖蛋白 (细胞膜受体结合蛋白)结合进行

DNA目的基因共转染 ,将是一条新的研究方法。近

几年来 ,按此思路进行基因转染的研究也取得了一

定的进展[6 ]。本文研究通过大肠杆菌对腺病毒衣壳

蛋白的 Ad52knob (腺病毒侵染细胞时的关键蛋

白[7 ] )功能域基因的原核表达 ,经一步纯化就得到该

蛋白纯品 ,为我们下一步与非病毒纳米载体连接进
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行基因靶向转移的研究提供了可靠保障。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料

大肠杆菌 J M109、大肠杆菌 M15 (p REP4) 、克

隆载体 p GEM2T 和表达载体质粒 pQ E230 由本室

保存 ; 模板 pAdEasy21由 J . Liu博士惠赠 ;限制性

内切酶 B am H I、H i nd III、Taq DNA 聚合酶、T4

DNA 连接酶为 Takara 公司产品 ; IP T G购自 Pro2
mega 公司 ; Ni2N TA 亲和层析柱购自 Qiagen 公

司 ; Hela细胞由本室保存和培养。

1. 2　目的 D NA的制备

PCR法制备 : ①knob DNA 的引物设计 : 应用

Oligo 5. 0 引物分析软件 ( Oligo Primer Analysis

Software)分析已报道的 Ad52knob 基因和 pQ E230

原核表达载体的多克隆位点并设计一对在 5′端分

别加有限制性内切酶 B am H I和 Hi nd III酶切位

点的引物 : knob2up 为 5′2GGA TCCGGT GCCA T T

ACA GTA GGAAA23′, knob2dn 为 5′2AA GCT TA

T TCT T GGGCAA T GTA T GA23′。该对引物由上

海生物技术公司合成。②knob DNA 片断的准备 :

以 pAdEasy21为模板 , 采用 Taq DNA 聚合酶和上

述引物进行 PCR 扩增 : 94℃变性 30s , 55℃退火

30s , 72℃延伸 1min , 重复 25个循环。取扩增产物

10μL 用 1. 5 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定。用柱式

PCR产物纯化试剂盒纯化并回收。回收产物用

B am H I和 H i nd III双酶切 , 低熔点琼脂糖法回收

0. 6 kb的 knob DNA片段备用。

基因克隆与鉴定 :采用 p GEM2T 载体 ( Pro2
mega公司产品 )按说明书方法对纯化后 PCR产物

直接进行连接 , 并转化 J M109 感受态大肠杆菌。

挑取阳性克隆碱裂解法制备质粒 , 1. 0 %琼脂糖凝

胶电泳分析。选取的重组质粒经限制性内切酶

B am H I和 H i nd III酶切后电泳分析 , 以及用上述

引物并以所选重组质粒为模板作 PCR 分析 , 进一

步选出部分克隆送本室测定其插入片段的核苷酸序

列 , 并采用 DNStar 软件分析其与 Ad52knob 基因

的同源性。

1. 3　重组表达质粒 pQE230/ knob的构建

将含有 Ad52knob基因插入片段的 T载体重组

质粒经扩增培养后 , 采用 Promega公司质粒纯化试

剂盒抽提和纯化质粒。重组质粒 p GEM2T/ knob和

pQ E230的 DNA 分别用限制性内切酶 B am H I和

H i nd III于 37℃水浴 2 h , 低熔点琼脂糖凝胶电泳

回收目的片段 , Promega公司酶切产物纯化试剂盒

(Wizard DNA Clean Up System)分别纯化目的片

段和质粒。纯化的目的片段和 pQ E230载体酶切片

段参照文献方法[8 ]进行连接 , 连接产物转化 J M109

感受态大肠杆菌 , 倒皿用铺菌器铺于含 100μg/ mL

氨苄青霉素的 LB琼脂平板上 , 倒置于 37℃培养过

夜。碱裂解法制备质粒 , 1. 0 %琼脂糖凝胶电泳筛

选 , 抽提筛选的重组质粒 pQ E230 / knob经 B am HI

和 H i ndIII双酶切后于 1. 0 %琼脂糖凝胶电泳进一

步筛选。筛选的阳性重组克隆最后经核苷酸序列测

定鉴定。根据 pQ E230 插入部位设计的测序引物 ,

正向测序引物为 5′2T GT GA GCGGA TAACAA

T T TC23′, 反向测序引物为 5′2CT TCCT TA GCTC

CT GAAAA T23′, DNA测序鉴定。

1. 4　Ad52knob蛋白在大肠杆菌中的表达与可溶性

性分析

取鉴定出的重组表达质粒 pQ E230 / knob转化

M15大肠杆菌 ,并接种于 3 mL 含有 100μg/ mL 氨

苄青霉素和 25μg/ mL 氯霉素的 LB培养基中 , 37℃

过夜培养。取 10 mL LB 培养基 , 加入 0. 1 mL 过

夜菌 37℃剧烈振摇至 A 600 = 0. 4～0. 6 时 , 加入终

浓度为 1mmol/ L 的 IP T G诱导表达 5h , 离心收集

菌体后用裂解缓冲液 ( 50mmol/ L Na H2 PO4 , 300

mmol/ L NaCl , 20 mmol/ L 咪唑 , 0. 5 % Triton2X

100 , 5 %甘油和 5mmolβ2巯基乙醇 ,p H 8. 0)重悬 ,

超声破菌后 , 10 ,000g 离心 30min , 分别取上清和

沉淀的作 SDS2PA GE检测。

1 . 5　重组可溶蛋白的分离与纯化

准备 1mL Ni2NA T 柱 ,加 10mL 裂解缓冲液
(同上)平衡 Ni2NA T柱 ,流速为 1mL/ min ,加入含

蛋白的裂解缓冲液 ,流速为 0. 5mL/ min ,加 10ml 洗

涤 缓 冲 液 ( 50mmol/ L Na H2 PO4 , 300mmol/ L

NaCl ,200mmol/ L 咪唑 , 0. 5 % Triton2X 100 ,5 %

甘油和 5mmol/ Lβ2巯基乙醇 ,p H 8. 0)冲除去杂蛋

白 ,加入 10mL 洗脱缓冲液 (50mmol/ L Na H2 PO4 ,

300mmol/ L NaCl , 250mmol/ L咪唑 , 0. 5 % Triton2X

100 ,5 %甘油和 5mmol/ Lβ2巯基乙醇 ,p H 8. 0)洗脱

目的蛋白。各管收集作 SDS2PA GE检测。

1. 6　重组表达 Ad52knob蛋白的确定

1. 6. 1 　N2 端氨基酸序列分析 :纯化的 Ad52knob

蛋白上样进行 SDS2PA GE , 1μg/孔 , 转移于 PVDF

膜上 , 考马斯亮蓝 ( Commassi Blue)染色、脱色后 ,

干膜。用多肽氨基酸序列测定仪对电泳条带进行

N2端氨基酸顺序分析[9 ]。

1. 6. 2　重组蛋白的荧光标记及其细胞受体结合实

验 :蛋白的荧光标记和纯化方法按 FITC 荧光标记
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试剂盒 (Sigma)操作方法进行。将生长状态良好的

Hela细胞传代至 24 孔板 (5 ×104 细胞/孔) ,37℃

5 % CO2 培养 12～24h ,使细胞达到 50 %～70 %覆

盖率。将标记异硫氰酸荧光素的 knob ( FITC2
knob) (1mg/ mL)与适量培养液混合 ,其体积刚好能

覆盖细胞表面为佳 (约 0. 3～0. 5mL ) 。为了观察

knob同步进入细胞的过程 ,可将上述混合液加入

Hank′s液洗过的培养细胞后 ,先在 4℃孵育 1～2h ,

再放到 37℃,5 % CO2 中孵育 10～30min。用培养

液洗两遍 ,去除未吸附的 knob 蛋白。同时另设一

系列对照组 :空白组、FITC组、阴性 FITC2BSA (白

蛋白)组、knob组、knob + FITC2knob 组和 FITC2
knob组。激光共聚焦扫描显微镜下于 0. 5～2h 内

观察 FITC2knob在细胞内的动态过程并照相。

2　结果

2. 1　Ad52knob基因的克隆

用 Ad52knob引物 knob2up 和 knob2dn从质粒

pAdEasy21上扩增 knob基因序列 , 电泳检测表明 :

该扩增产物仅含一条带 , 长约 0. 6 kb ,与文献报道

的大小一致。

2. 2　重组表达质粒 pQE230/ knob的构建

重组质粒酶切鉴定结果见图 1 , p GEM2T/

knob和 pQ E230/ knob阳性重组克隆通过 B am H I

和 H i n dIII双酶切 , 有约 0. 6 kb 的 Ad52knob 片

段 ;两次序列测定的结果通过 DNStar 核酸蛋白分

析软件比较分析 , 其序列与文献报道[12 ]的序列完

全一致。

图 1　Ad52knob的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Fig. 1Analysis of recombinant plasmid

A :M ,DNA markers ; Lane 1 ,p GEM2T/ knob digested by B amH I +
Hind III . B : M ,DNA markers ; Lane 1 ,pQ E230/ knob digested by
B amH I + Hind III .

2. 3　Ad52knob基因的表达及重组蛋白的可溶性分析

取上述克隆 pQ E230/ knob , 以 1 : 100 接种到

3mL 含双抗的 LB 培养基中 , 37℃培养 4 h , 加入

IP T G至终浓度 1mmol/ L , 继续培养 4h , 离心后弃

上清 , 加入 100μL 蛋白载样液 , 95℃水浴 5 min ,

取 10μL 进行 SDS2PA GE电泳。结果表明 :与含空

载体 pQ E230的细菌相比 , 含 knob 基因的转化菌

在相对分子质量 22 kDa 处有一条极浓的目的蛋白

带。取克隆 pQ E230/ knob 进行放大培养 , 收集细

菌 , 超声破碎 ,离心分离上清和沉淀 , 分别进行

SDS2PA GE分析。结果表明 :重组蛋白主要以可溶

的形式存在于细菌裂解液上清之中 , 沉淀中也有一

定量的目的蛋白带 (图 2A) 。

2. 4　重组 Ad52Knob蛋白的分离纯化

根据上述结果 , 我们采取了可溶性蛋白的纯化

策略 , 用 Ni2N TA亲和层析柱对重组蛋白进行了分

离纯化 , 分步收集洗脱成分 , 每管 1. 5mL , 然后对

各管进行 SDS2PA GE分析。结果显示 :在分子量约

22 kDa的位置上有单一条带 ,仅前 2管含有蛋白成

分 , 重组蛋白绝大部分分布在第 2 管 , 且其纯度超

过 95 %(图 2) 。

图 2　重组的 Ad52knob蛋白表达与纯化后的分析

Fig. 2 　Elect rophoretic analysis of expressed and purified

Ad52knob protein

A : lane 1 , uninduced E. coli M15 cells by IP T G; lane 2 , induced E.
coli M15 cells by IP T G; lane 3 , inclusion bodies of E. coli M15 cells
lysate ; lane 4 , soluble part of E. coli M15 cells lysate ; lane M , pro2
tein molecular weight marker ;B : lane M , protein molecular weight
marker ; lane 1 , t he recombinant knob protein purified by affinity
chromatography ; lane2 , soluble part of E. coli M15 cells cell lysate.

2. 5　重组 Ad52knob蛋白的鉴定

2. 5. 1　N2端氨基酸序列分析 :N2端氨基酸序列分
析测 定 15 个 氨 基 酸 , 结 果 为 6 × His2GS2
GA ITV GN。6×His (组氨酸残基)为序列标签 ,后 2

个氨基酸残基甘氨酸丝氨酸 ( GS) 则由 pQ E230/

knob载体上 B am H I位点 (5′2 GGA TCC23′)所带

来的 ,自 GS开始则为 Ad52knob的氨基酸残基 ,与

预测值完全一致。

2. 5. 2 　重组 Ad52knob 蛋白的活性检测 :由于在

Hela细胞表面存在 Ad52knob 蛋白膜受体[10 ,11 ] ,所

以可以用细胞受体结合实验检测 Ad52knob蛋白的

活性。结果表明 : FITC2knob组转染的细胞在显微

镜下显示荧光 ,荧光首先在细胞膜周围聚集并逐渐

增加 ,随后在胞质中及胞核 (见图 3) 。用未标记的
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Ad52knob事先封闭的 knob2FITC组或 FITC2BSA

组及其他对照组转染细胞后在显微镜下未见任何荧

光 ,说明 Ad52knob 蛋白能与细胞受体特异性的结

合 ,表现出良好的生物活性。

图 3　细胞受体结合实验

Fig. 3　Cell Receptor binding assay

A : Cont rol Groups ;B : FITC2labeled group , Ad52knob protein can
be seen clearly on t he Hela cellular surface and entering into t he cy2
tosol .

3　讨论

在本研究中 , 我们根据 GenBank中的 Ad52knob

基因序列 ,自行设计了一对引物 ,成功地从 pAdEASY

21克隆了 Ad52knob全长基因 , 并构建表达载体。得

到的基因序列经测序分析与 GeneBank所报道的完

全一致。

pQ E230表达载体属于 PDS质粒家族。这种低

拷贝质粒具有许多优点 ,例如 ,它含有噬菌体 T5启

动子和两个乳糖操纵序列构成的最适启动子2操纵
子成分 ,有合成的核糖体结合位点以确保高转录效

率 ;有β2内酰胺酶基因以有利于氨苄青霉素的抗性
筛选 ;有转录终止密码以保证转录的及时终止。另

外 ,它还含有 6个组胺酸的编码序列 ,克隆基因可插

入其 6×His标签下游 , 形成 N 末端融合蛋白 , 融

合蛋白表达系统可克服转录和转录后水平对外源基

因表达可能带来的不利影响。由于其包含了 6 ×

His标签可方便采用 Ni2 + 2N TA系统进行分离与纯

化。在本研究中 , 我们成功地将 Ad52knob 基因克

隆到 pQ E230表达载体中 , 经 IP T G诱导成功地表

达了分子量约为2 2 kDa的目的蛋白。通过Ni2 + 2

N TA系统的一步纯化 ,纯度可达到 95 %以上 ,而且

通过荧光标记对其活性的检测 , 有着较高的活性和

特异性。本研究建立了 Ad52knob 原核表达系统 ,

并得到了高效表达 ,为 Ad52knob 与非病毒载体连

接进行有效基因转染准备了材料 , 也为进行 Ad52
knob的进一步深入研究提供了一定条件。
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