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摘 要

PHF5A(plant homology domain finger protein 5A)转录起始因子，它的分布十

分广泛，从酵母到人类几乎所有真核生物中都发现了该蛋白，但至今在原核生物

中尚未发现此蛋白。它编码110个氨基酸，属于一种高度保守的小转录因子或协

因子，缺少了PHF5A，会产生剪接不完全的pre．mRNA。另夕},PHF5A还与细胞周

期密切相关，缺少了PHF5A，有丝分裂终止在G2／M期。我们在对家蚕蛹cDNA文

库测序过程中获得了一个类似PHF5A的基因序列，此基因由三个外显子和两个内

含子组成，编码110个氨基酸。序列分析发现此基因编码的氨基酸序列与果蝇、

人、小鼠、家鼠等物种的PHF5A蛋白同源性都超过了90％，因此我们将此蛋白命

名为BmPHF5A。推测的蛋白分子量、等电点分别为12．47 l(Da和8．4，这也与已知

的PHF5A蛋白相似。

将BmPHF5A基因ORF克隆至IJpGEM．T载体上，构建了重组质粒，经EcoR I

和励D I双酶切后，插入表达载体pET一28a(+)的相应酶切位点中，成功构建了表

达质粒，并转化感受态大肠杆菌BL21(DE3)，经PCR、酶切鉴定以及测序分析重

组正确。IPTG诱导表达后裂解菌作SDS．PAGE分析，在16kD处有一条特别浓的

条带，与预期值相符，表达量可达菌体总蛋白的40％左右。融合蛋白以不溶性的

包涵体形式存在，超声波裂解菌体分离包涵体并离心、洗涤；对包涵体进行溶解

和梯度透析复性；采用亲和层析纯化融合蛋I刍His．BmPHF5A。以该融合蛋白为

抗原免疫雄性新西兰兔制作了该重组蛋白的多克隆抗体，ELISA检测该抗体血清

的效价可达到1：32000。WestemfN迹实验进一步验证了目的蛋白的表达。在亚

细胞定位中，发现该蛋白主要存在于在细胞核中。RNAi显示Bm5细胞在G2／M期

的数目增加。
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Abstract

Transcription activator factor PHF5A is found in many different species ranging

from yeast to human，but no homologous sequence was identified in a BLAST search

of the prokaryotic database．It belongs to a small transcription factor or cofactor

which encodes 1 1 0 acids．If PHF5A deleted，pre—mRNA spliced uncompleted was

found and cell cycle was depleted to GE／M．According to the large—scale sequencing of

silkworm pupae，a unique bombyx mori eDNA was identified which conteins three

exon and two intron．The PHF5A protein consists of 1 1 0 aas．Homogeneous analysis

showed that BmPHF5A shared 90％of identity with that in both Drosophila and

vertebrate such as Homo sapiens，Rattus norvegicus，Mus musculus．According to the

sequencing data，the molecular weights，and isoelectric points were estimated as 1 2．47

kDa and 8．4 for BmPHF5A similar to other PHF5A proteins identified．

In this part，a PHF5A gene was found in the eDNA library of this laboratory．The

ORF of the gene was subcloned into pGEM-T vector,after being digested with EcoR

I and Xho I，the DNA fragment was inserted into the fusion expression vector

pET-28a(+)．The recombinant plasmid was transformed into E．coli BL21(DE3)．The

result of PCR and digestion with EcoR I／Xho I showed that the designed fragment

was inserted correctly．The recombinant plasmid was sequenced and the sequence

map indicated that a recombinant expression plasmid was constructed successfully．

Recombinant protein was expressed successfully in E．coli BL2 1(DE3)induced by

IPTG The analysis of SDS-·PAGE showed that the fusion protein His--BmPHF5A was

expressed highly in BL21，which accounted up to 40％of germ proteins．The most

recombinant protein was insoluble incision body and only little fraction of

recombinant protein of His—BmPHF5A was soluble．In order to obtain abundant

soluble recombinant protein，the insoluble inclusion body was solubilized，refolded

and purified．By Ni2+Trap affPHF5Aty chromatography,protein His—BmPHF5A was

obtained．Immunization of rabbits with fusion protein generated high titer(1：32000)

polyclonal antibodies，measuring by ELISA．Westem blotting analysis showed that

the antibody could bind the expression His-BmPHF5A specifically．PHF5A was

II
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found in nucleus by Subcellular localization．

Keywords：PHF5A； Bombyx mori； zinc finger protein； subcellular

localization； cell cycle
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第一章 综述

植物同源域蛋白(plant homeodomain fingerprotein，PHD)亦称白血病关联

蛋白111(Leukemia associated protein，LAP)。是在1993年Schindlerfll在研究拟

南芥同源域蛋白(Homeodomain)HAT3蛋白时发现的。它含有一类特征为

Cys4·His-Cys3的锌指蛋白结构域(plant homeodomain finger，PHD—finger)长约

50个氨基酸，大小及氨基酸的排列方式均与RING—finger(Cys3一His—Cys4)和LIM

结构域(Cys2一His．Cys5)相似【21。经研究证明PHD．finger除了在植物中，它也

广泛存在于酵母、线虫与哺乳动物qh[3,41。PHI)一finger主要存在于转录调节蛋白，

和染色质调节复合物(chromatinmodulatingcomplexes)中，它可能是蛋白质与

蛋白质、蛋白质与DNA或蛋白质与RNA相互作用区【21。

转录起始因子是在基因表达中具有转录起始作用的一类蛋白质的统称。

PHF5A(planthomeodomainfingerprotein 5A)t51亦称Ini(Ini=imtimion)【61也是一种

含有PHD—finger的蛋白质，属于一种高度保守的小转录因子或协因子【5】，并在

pre．RNA剪接【7】，细胞周期及DNA损伤修复中具有重要的作用。

1 PHF5A的发现

Ini是在研究受雌激素诱导的子宫肌层间隙连接蛋白Cx43时发现的，并因其

具有转录起始因子的作用而命名【51。

受雌激素诱导的子宫肌层间隙连接蛋I!tCx43属于connexin家族【81，它是一种

跨膜蛋白，在胎儿发育早期表达【91，在成体中的许多组织中都有发现。它在心肌

中表达量最高，并且是组成型表达【101。在子宫中，Cx43在调节肌肉同步收缩中

是相当必要的⋯】，与心肌的组成型表达不同，Cx43在子宫中的表达受到固醇类

激素调控㈣”】。为了研究雌激素在子宫肌层中的诱导机制，陈等㈣提出在家鼠

TATA框上游12bp处有激活蛋白(activatorprotein)1位点，转录激活因子家族c．『“H

和c-fos通过结合在激活蛋白1位点而间接发挥作用。但是人们发现如果突变AP一1

位点从而使cqun和c-fos不能与AP一1位点结合并不能消除cx43基因对雌激素的反

应f7】。通过分析表明，临近cx43启动子的区域对于cx43基因对雌激素的反应也是

非常重要的。此区域可以与含110个氨基酸的蛋白质结合，人们通过扫描受雌激
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素诱导的鼠子宫肌层表达文库而鉴定出这是一个新的保守性相当高的锌指蛋白

15]，它属于一种高度保守的小转录因子或协因子‘71，能增强cx43对雌激素的应答

F1。因为这种蛋白具有转录起始因子的作用，取起始(Ini=initiation)前三个字母

命名之，即Ini[”，后来有人在鼠的基因组中分选出了这种蛋白质，因其含有

PHD．finger结构域就将其命名为PHF5aI”，目lj{『关于这种蛋白质还没有统一的名

称，本文中以PHF5A命名。

2PHF5A的特征

PHF5A是一种高度保守且广泛存在的蛋白质，分布在从酵母到人类的真核生

物中，但迄今为止在原核生物中没有发现PHF5A的存在‘71。Northern blot分析表

明，PHF5A在不同的组织中，如：脑、心脏、卵巢、子宫、骨骼肌、睾丸中都只

有单一的转录本，长约1．2 kbt”。

2．1 PHF5A的保守性

PHF5A只有短短的110个氨基酸【51，但它在进化上是极度保守的。在蛋白质

水平上，在NCBI上进行BLAST时发现(如图1．1所示)，PHF5A在脊椎动物中的

同源性为100％，在多细胞生物中，PHF5A的同源性要超过80％，即使在同源性

最低的啤酒酵母中PHF5A的同源性也超过T50％t羽。在核酸水平上，PHF5A也是

相当保守的，在NCBI上进行BLAST时发现，鼠和人的同源性超过了90％。在用

家蚕进行BLAST时发现，家蚕与人、鼠等脊椎动物及果蝇、冈比亚按蚊的同源

性都超过了90％，但是家蚕与果蝇、冈比亚按蚊的同源性低于人、鼠等脊椎动物

等的同源性，相差的部分来自于羧基端的NLS序列。

图1．1 PHF5A在不同物种中的同源性比对18I

2
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Fi91．1 Analysis of PHF5A homology in different species，Identical residues are boxed in

black,Conserved residues are boxed in gray

2．2 PHF5A的分布

从酵母到人类的真核生物中都发现了PHF5A，但在原核生物中尚没有发现

pJ。在挪威鼠中的Northern blot分析表明，PHF5A在不同的组织中，如：脑、心

脏、卵巢、子宫、骨骼肌、睾丸中都只有单一的转录本[”。而在对家鼠进行染色

体定位时发现，PHFSA存在假基因，并且PHF5A与假基因分别位于不同的染色

体上【6】。用融合了GFP的重组GFP．PHF5A进行亚细胞定位发现PHF5A位于细胞核

内，并在核仁中没有发现PHF5A的存在【71。目前，所有的研究都集中在脊椎动物

中的人、鼠及无脊椎动物的酵母、线虫中，在昆虫中尚没有报道。

2．3 PHFSA的结构特征

对PItF5A进行二级结构预测发现PHF5A从N端到C端依次为：三个锌指结构、

一个亮氨酸拉链、一个核定位信号(NLS)【7】(如图1．2所示)。在此结构中，最

N端的锌指结构含有较多的碱性氨基酸，体#bEMSA实验发现，当切除此区域发

现PHF5A不能结合至I]DNA上，而切除后两个锌指结构并不妨碍PHF5A结合到

DNA，说明最N端的锌指结构是结合DNA所必须的。虽然切除后两个锌指结构并

不妨碍PHF5A结合到DNA，但是PHF5A并不具备转录因子或协因子的功能。C

端NLS序列在PHF5A的转运过程中发挥着重要的作用，人们发现【酿，如果切除

NLS序ylJPHF5A将不能进入细胞核内，而是富集在细胞质中。

’‘t' 鹳拣狮矬 辅糖 辅甜 狂猕符戡钔髓t02 t琦戳瞪疆童趟立篷毯越盎：越函杰波士士捌翻
材抖 e e e e e e e e e e e l G L L RK拭螭髓■■■■■—■≈=罱=墨=目∞■■■■■■霉#≈tt∞∞≈_蚴 ’’

RH婚·f嘲"h％籼ztplw

图1．2 PHF5A序列分析HI

Fi91．2 Analysis of the PHF5A sequence

3．PHFSA的功能特点

3．1 PHFSA在基因表达时的调节作用
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3．1．1作用特点

PHF5A作为转录因子或协因子结合到基因的启动子．75～-34附近的区域启动

或促进基因的转录【51；PHF5A在不同的细胞或组织中对雌激素的反应可能是不同

的f7，M】，例如，在非洲绿猴肾纤维原细胞中PHF5A的表达量随雌激素的浓度的

升高而增；911[71，而在人肝癌上皮细胞PHF5A的表达量与雌激素的浓度没有关系

【7】：在生物发育的不同时期具有不同的作用【17】，如在线虫的幼虫中PHF5A是必

需的，缺失了它将造成幼虫的死亡，但是缺失了PHF5A的成体不会死亡。

3．1．2 PHF5A在cx43表达时的作用

Cx43作为一种跨膜蛋白聚合在一起在细胞表面形成间隙连接通道【18】，有利

于细胞间的物质和能量的交流。另外Cx43能够调节细胞的电势差【19】，在信号转

导途径中发挥重要的作用，比如，Cx43能够调节心肌细胞有节律的跳动‘饽】。CX43

基因在表达过程中受雌激素受体调节[7,20,21】。

Oltra等人【5】在研究中发现，在cx43表达过程中需要PHF5A的参与。PHF5A

作为转录因子或协因子能够特异结合在cx43基因启动子一75～34附近的区域增强

cx43基因对雌激素的反应【”。PHF5A结合到cx43启动子上时，促进了雌激素受

体转录激活作用1122'23l(activating function 1)，而不是转录激活作用2【7l(activating

function 2)。用重组质粒pcDNA．FLAG。PHF5A转染HeLa细胞发现【7】，PHF5A

的过量表达以剂量效应的方式增强cx43的表达。在研究PHF5A对cx43表达调

节作用是发现了一个十分奇特的现象，Oltra等人171将PHF5A与雌激素一同处理

小鼠，Northernblot分析表明，PHF5A的mRNA含量提高了，似乎表明PHF5A

的表达与受雌激素相关。

3．1．3 PHF5A对ERa调节作用

雌激素受体(ERe0是配体依赖的转录调节因子【24,251，属核受体超家族成员。维

持雌性性征、卵泡发育、排卵等生理活动‘25，2 61，并在子宫成熟和胚胎附植过程

中起着重要作用‘2”。

在研究PHF5A对cx43调节作用时，Oltra等人【7坼带荧光素酶的重组质粒

HEl5．PHF5A转染到HeLa细胞中，此质粒只表达ERa的转录激活作用I(AF—1)

结构域，在与只带有荧光素酶而没有ERa的重组质粒HEl5比较发现，荧光素

水平有明显提高，暗示PHF5A能够增强ERct的活性，并且能够激活AF—l[7,28]。

随后他们又构建了重组质粒HEO—PHF5A，此质粒中可表达的ERa的AF一1和转

4
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录激活作用2(AF一2)双结构域‘7，28—91，出现了同样的结果。但是当用只表达AF．2

的载体HEl9构建重组质粒HEl9．PHF5A，转染HeLa细胞时发现，荧光素水平

并没有明显变化。这说明PHF5A能够特异地与AF．1结构域作用。

3．2 PHF5A在pre-mRNA剪接中的作用

RNA剪接(RNA splicing)是tRNA、rRNA， 特别是mRNA加工与成熟的重

要生物学过程，也是蛋白质分子多样性产生的关键机制之一f30,31]。RNA剪接

是一个多步骤、形成多种中问状态复合物的复杂过程。 RNA剪接需要多种因

子参与，包括杂性核RNA(heterogeneousnuclearRNA，hnRNA)结合蛋白

hnRN(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein)、小核RNA(small nuclear RNA，

snRNA)结合蛋白sn时姐(smallnuclear ribonueleoprotein)等【32，33，341。

PHF5A是一种与pre．mRNA剪接相关的蛋白质，2002年，Ohi等人对S

cerevisiae和＆pombe．中纯化的复合物u2，U5脚6 sn对妤进行光谱分析时发现了

PHF5A135】，同时如果阻断TPHF5A的表达，会产生剪接不完全的pre．mRNAt6，1 51。

通过RT-PCR检测正常细胞的pre．mRNA与剔除了PHF5A的细胞的pre-mRNA，发

现在突变体中pre-mRNA累积【6】，这些pre．mRNA是cdc25，cdc28，prpl2，它们编

码的蛋白在细胞周期中具有重要的作用。在剔除了PHF5A的细胞中除了有

pre．mRNAOb，人们还发现细胞周期被阻滞在G2期【“，似乎表明在pre．mRNA的剪

接中PHF5A是必要的，同时一些有丝分裂必需因子mRNA的形成也需要PHF5A。

3．3 PHF5A在细胞周期中的作用

有丝分裂时从G2期到M期的转换I：[tCdc2．有丝分裂周期蛋白的活性控制【361。

有丝分裂中，Cdc2／Cdcl3----聚体中的Cdc2亚基处于活性状态，其Thr-15没有磷酸

化，而Thr-161被磷酸化。在起始点后，Cdc2／Cdcl3二聚体的活性被Thr-15上增加

的磷酸基团抑制p∞引。因此，该抑制性磷酸基团的去除是激活有丝分裂的关键。

cdc25编码酪氨酸磷酸酶，该酶对Cdc2／Cdcl3二聚体中Cdc2的去磷酸化是必需的

[39411。

在通常情况下，细胞分裂周期与细胞大小有关。weel基因通常抑制细胞进

入有丝分裂直到系细胞体积足够大‘421。weel编码异常类型的激酶：它可以磷酸
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化Ser／Thr和Tyr，它通过磷酸化Thr-15抑带1]Cdc2[43,441。

weel产物与cdc25的产物有拮抗作用。weel的激酶活性作用在Thr-15上抑

制Cdc2的功能‘”1。cdc25的磷酸化活性作用在同一个位点上激活Cde2。cdc25

过量表达的突变与weel的缺失突变有相同的表型。因此，Cdc2活性的调控对决

定酵母细胞何时允许自身进入分裂循环很重要；被weel抑制和被Cdc25激活允

许细胞依赖环境或其它信号来控制这些调控因子。

2003年，Werner等人【”1构建PHF5A缺失体，发现细胞变长，失去有丝分

裂能力。而当他们将构建重组质粒pJK-Rep81一PHF5AI(载体Rep81含有硫胺素

抑制启动子nmt81)转染到PHF5A缺失体中，记为APHFSAl，发现细胞恢复有

丝分裂能力，当用硫胺素处理APHF5A1时发现，细胞表型与PHF5A缺失体相

同。

为了检测Weel在APHF5A1中是否起作用，Wemer等人㈣剔除了weel基

因，然后构建了weel．50△P嬲跗J双突变体。此双突变体含有硫胺素抑制启动

子nmtSl，又受温度控制，在25℃激酶Weel表达，而在36℃就不会表达。经

过比较发现，如果在25℃加入硫胺素，细胞仍会生长，但如果在36℃下，细

胞数目就会增多，出现异常有丝分裂，但8小时后细胞会大量死亡。而在PHF5A

缺失体中细胞延长，但不会死亡。这大概可能是因为Weel在PHFSA缺失体起

保护作用。

3．4在细胞DNA损伤中的作用

DNA破坏检验点(DNA damage checkpoints)是指DNA损伤引发的能使细胞周

期延迟或阻滞的生化调控途径【舶1，它指在进入到细胞周期的下一时相前对DNA

的完整性进行检测的一些特殊时点【471。如果DNA损伤，会引发一系列细胞反应，

包括：(1)激活DNA修复系统，修复受损的DNA，使DNA复制继续进行；(2)激活

DNA破坏检验点，使细胞周期阻滞，以便细胞有充分的时间进行修复，避免该

损伤遗传至后代细胞；(3)使一些损伤严重、修复无望的细胞发生凋亡；(4)转录

某些特定的基因，以利于细胞的生存[48-51】。

Rad3与属于P13K激酶家族[521，在DNA损伤检验点的活化中起着重要的作用

153-551，是作用于DNA破坏检验点早期的一种重要蛋白。
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Oltra等人构建了酵母PHF5A的缺失菌株观测DNA受损后细胞的反应，他们

检测了&pombe中的检验点激酶Rad3。研究发现Rad3并没有什么变化，细胞也没

有出现修复的迹象【151，同时细胞仍然不能分裂，这似乎表明PHF5A弓I起的细胞

分裂中止现象是细胞本身不可修复的。他们随后构建了重组质粒Rep3x—PHF5A

转染到缺失菌中，发现细胞又能进行有丝分裂。

但是，Trapp等人在线虫中进行相同的实验时发现【17J，在胚胎期和幼虫期缺

失了PHF5A会引发线虫的死亡，而在成虫中缺失了PHF5A不会诱发细胞的死亡。

4．展望

综上所述，PHF5A在基因表达、细胞周期、pre—mRNA剪接等过程中发挥着

重要的作用。但是作为一种上世纪90年代后期才发现的蛋白质，相关研究还不

是很多，蛋白质的功能还不是很明确。比如：人们在pre—mRNA剪接复合体中发

现了PHF5At”1，可PHF5A是参与pre—mRNA剪接复合体的形成，还是作为剪接

复合体的一部分参与pre-mRNA的剪接；PHF5A作为转录因子或协因子存在【71，

那么它调控哪些基因的表达，具体调控机制又是怎样的?另外，人们发现PHF5A

在幼体中是必不可少的，而在成体的缺失体又不是致死的【”】，这又是为什么?

在DNA损伤时会引发多种细胞反应，但是当PHF5A缺失时，细胞既没有激活

修复系统，也没使这些无法修复的细胞发生凋亡，那么在细胞中应该有一种代偿

机制，此机制虽然无法使细胞继续分裂，但却能够使细胞生存，此机制到底是什

么，又是怎样发挥作用的?PHF5A的保守性相当高，但是它的分布又具有局限

性，那么PHF5A是如何进化而来得，为什么只在真核生物中表达，原核生物中

到底有没有这种蛋白质，在真核生物中它最基本的功能到底是什么?它能否作为

进化的标尺?鉴于PHF5A的高保守性，我们有理由相信它在生物体的发育过程

中扮演非常重要的角色。相信在不远的未来，PHF5A的功能及其保守原因都会

更清楚。 ‘
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第二章BmPHFSA的生物信息学分析

1生物信息学工具

用BLAST软件(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／BLAST／)在GenBankq6对获得的

家蚕新基因的氨基酸序列进行同源性比较，之后使用生物软件网在线BLAST工

具(http：／／www．bio-soft．net／)寻找ORF框，并预测其氨基酸序列及基本性质，再

用此氨基酸序列在NCBI进行BLASTLl：对，查找同源蛋白质，根据同源蛋白质的

性质预测其功能。并用BioEdit软件对序列进行比对。并用在线工具Protscale、

TMHMM、SignalP对PHF5A进行疏水性分析，跨膜结构预测及信号肽预测。

2生物信息学分析

2．1 BmPHF5A的基因分析结果

2．1．1BmPHF5A的基因分析

将本实验室的eDNA序列在家蚕基因组比对确定后，用在线软件分析ORF，在

NCBI上比对后，推测为PHF5A，下表两方框内的部分即为PHF5A的ORF，按

5 7端到3’的方向，依次为起始密码子与终止密码子。此基因编码1lO个氨基

酸，在基因的3’UTR处有三个加尾信号。
1 GTTTG硝瞻ATAAcAATcAAAGAAcATTcGccAGcAGAccAGAcc唧嫩Tj珏AAAd酊G|Gc

M A

61 AAAGCATCATCCAGATTTAATTTTCTGCAGGAAACAGCCCGGAGTCGCTATTGGACGTTT

K H H P D L I F C R K Q P G V A工 G R L

121 ATGTGAGAAATGTGACGGAAAATGTGTGATTTGCGATTCTTATGTGCGTCCGTGCACGTT

C E K C D G K C V工 C D S Y V R P C T L

181 GGTTCGTATTTGTGACGAGTGCAACTATGGCTCGTATCAGGGGCGATGTGTGATTTGCGG

V R I C D E C N Y G S Y Q G R C V工 C G

241 CGGGCCTGGAGTATCTGATGCTTATTA_rTGTAAGGAGTGCACGATACAGGAGAAGGATAG

G p G V S D A Y Y C K E C T I Q E K D R

301 AGATGGCTGTCCAAAGATTGTCAATTTGGGAAGCTCTAAAACAGATCTGTTCTACGAGAG

D G C p K I V N L G S S K T D L F Y E R

361 AAAGAAATATGGGTTTAGGAGAcAdTAG阻TTAGGTTTcTTTTTAGTTTTTAAATATTAA
K K Y G F R R H ★

42 1 TTTCTGCAAAGTTTCTGTTATTTAAAATAATAAAAACAGAGGTTTTTCTCAACTAAAGTT

481 TGATTGAAATACAAGTTTGTTTTTATCAACTACTTTGTTGTTGACTTTTTAAAGCCAACG

54 1 GCTATTATGATCAAGTATGGTTTTCAATGTCTAAAGAGTTGCAGCTCGGGTCCAAGAGAA
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601 ATTCACATATATTTTTTTAAATTCATTCATTTATACAATTGGAT粥T粥TIATCGATGAT
661 ATCTGTTATTTTTTTACAATTTTTTTTATCCTTTGTTTATTCAATGCAGATTAGTTTTCA

72 1 TTTTCCAACTAGAAAGAAAATACTTGAAAAATACATTTAGTTTTTGCA唧AAATTATTA
781 AGATTCATTTTTATTTTTTATTTTTCTACTAAATTGTCAATAAAGATATTTTTGACTACC

84 1 ATGTGCTCTGTAAAACTACAGACAATATGTTAGCAATATTCATGTATGTAATGAGAGTGA

901 TTGTACTGTGTGAATGTTGTCTGTCATATTTTGAAAACTATGTTTCTAGTGTGTACTTAC

961 ATTAAGACATTATGTAATTATTAATAAATGCATTGGTATTACAC

2．1．1口Ⅲ朋F纠基因的结构分析
我们将BmPHF5A的eDNA在家蚕基因组中比对时发现，mPHF5A基因由三

个外显子和两个内含子组成，结果如图2．1，其中最两端的用白色方框表示的部

分从左至右依次为5’UTR和3’UTR，黑色方框表示ORF，黑色方框内的线段

表示内含子，各部分下面的数字表示各部分的碱基数。另外，如图所示，5’UTR

和3’UTR分别与ORF的5 7端和3 7端相连。

5’{二】—●———●■■■————{■■二]a’
55 52 74 191 444 90 615

2．2保守性分析

图2．1 BmPHFSA基因的结构示意图

Fig 2．1 The schematic structure ofBmPHFSA

经过BLAST比对确认该基因编码110个氨基酸。所预测的蛋白质分子量大约

为12．47 kDa，等电点约为8．4。对该蛋白进行同源性分析时，发现该蛋白是相当

保守的，家蚕PHF5A与人、果蝇、线虫等的同源性超过了90％，暗示了该蛋白在

真核生物中的功能可能具有极大的保守性。
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图2。2 PHFSA的同源性比较

Fig 2．2 Alignment ofdeduced amino acid sequence ofBmPHF5Awith homologous proteins

from others

2．3疏水性分析

疏水性是每种氨基酸所固有的特性，这种特性和其它的一些因素决定了一个

蛋白质最终折叠成的三维构象。Protscale程序预测家蚕PHF5A蛋白质疏水性最

大值为1．678，最小值是-2．633，在61区域的氨基酸具有很强的疏水性，在80

区域和90区域到羧基末端都具有非常强的亲水性(如图2．3所示)。在20到30

区域亲水性较强可能是DNA结合区。在6l区的疏水性较强，在77、84、97、98

位分别为Ile、Gly、Leu、Leu，符合亮氨酸拉链模体，可能与亮氨酸拉链形成

有关。

10
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2．4跨膜分析

图2．3疏水性分析

Fig 2．3 The analysis ofhydrophobicity

在目前的基因组数据中，有大约20％～30％的基因产物被预测为膜蛋白，

这种比例显示了跨膜蛋白在生物体中的重要性，它们在生物体中担负着多种功

能。因此有效、准确地预测跨膜区和跨膜方向可以指导跨膜蛋白的结构和功能的

研究具有相当重要的意义。通过TMHMM服务器对家蚕PHF5A蛋白进行跨膜分析，

获得了比较直观的结果，预测结果显示不大可能存在跨膜区(如图2．4所示)。

TMHMM posterior pro随blm鹳for E沁quen∞

20 40

tTBnsm∞I，'ene一

2．5信号肽分析

80 80 100

inside一 0utside一
图2．4跨膜分析

F蟾2．4 The analysis oftransmembrane region

在对BmPHF5A的BLAST分析中，发现该蛋白具有一个核定位信号NLS，因

此该蛋白应该是定位在细胞核内而不大可能存在信号肽，而用SignalP信号肽预

测工具预测也显示了同样的结果，用SignalP预测工具还发现这一BmPHF5A蛋白

为非分泌型蛋白，锚定蛋白概率都为0．000，最大分隔位点概率是都为0．000(如

”

，

∞

吣

¨

蛇

。

誊一吾丘。Jd
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图2．5示)。

8i口n●lP—HH pr●d‘ctlan‘ouk n●t⋯k●)t e●q⋯c●

3．讨论

P口●itl口n

图2．5信号肽分析

Fig 2．5 The analysis of signal peptide

通过生物信息学分析，发现该基因具有非常高的同源性。鉴于PHF5A的高

保守性，它们在功能上可能具有相似性。在对小鼠与酵母的研究中发现f8，14】，

PHF5A不但能作为转录因子或辅因子与DNA结合，且在pre-mRNA的剪接体中

同样发现了该基因，说明PHF5A在pre—mRNA的剪接中也发挥着作用，另外还

发现在细胞周期中该基因也发挥着重要的作用。那么在家蚕中，它与小鼠或酵母

的作用是否相似?它的功能又是怎样的?对PHF5A的疏水性分析发现，该蛋白在

6l区域具有非常强的疏水性，预测该区域可能在蛋白质的三维结构中具有重要

作用；在80区域和100区域到羧基末端都具有非常强的亲水性，在80位是碱性

氨基酸与酸性氨基酸含量都非常多，并交替出现，可能与6l区域一起形成亮氨

酸拉链，在90区域到羧基末端是核定位信号，并且该区域含有大量的碱性氨基

酸残基，暗示了PHF5A蛋白进入细胞核需要特殊的配体。
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1实验目的和意义

第三章 实验设计

本文以家蚕蛹eDNA文库测序过程中发现的一个新的编码家蚕锌带蛋白基

因的EST序列为信息探针，BLAST检索GenBank的家蚕EST数据库，经同源

性分析初步命名为BmPHF5A基因。本实验的目的是构建重组原核表达质粒

pET-28al(+)一BmPHF5A，并在大肠杆菌中表达该重组融合蛋白，将其纯化后免疫

新西兰兔制备多克隆抗体。利用制备多克隆抗体对蚕蛹进行免疫组化试验，进行

免疫组化和亚细胞定位。

2研究内容

· 电子克隆获得全长BmPHF5A基因；

· 生物信息学方法分析cDNA序列的基因特征及所编码的氨基酸序列特

征：

·PCR获得BmPHF5A基因的eDNA片段；

·构建重组克隆质粒pGEM—T-BmPHF5A：

·构建重组表达质粒pET-28a(+)一BmPHF5A：

·重组表达载体在大肠杆菌中的表达分析；

·包涵体的变性与复性；

·表达产物的纯化：

· 多克隆抗体的制备与效价测定；

·免疫组化分析BmPHF5A基因在蚕蛹中的组织及亚细胞定位分析

BmPHF5A在蛋白质在细胞中的分布：

3实验流程图
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1试剂与材料

1．1材料

第四章家蚕BmPHF5A基因的克隆

大肠杆菌TGl由本实验室保存；pGEM—T Vector为Promega公司产品；各

种限制性内切酶购自Promega公司；无水CaCl2、Tris碱为Sigma产品。x嘿al、

IPTG、Ampicilline为Promega公司产品。琼脂糖Agrose MP及低融点琼脂糖

AgroseLP，电泳级SDS、无水CaCt2、EB固体、RNaseA购自BoehringerMannheim

公司。蛋白胨(Tryptone)、酵母提取物(Yeast Extract)为英国Oxoid公司产品。

1．2试剂的配制

试验中所有试剂，如LB(Luria-Bertani)液体、固体培养基，氨苄青霉素

(Ampicillin，Amp)母液，碱裂解法提取质粒DNA用溶液，核酸电泳所用溶液，

制各感受态细胞所用的75 mMCaCl2溶液及挑斑所用试剂，X—gal贮存液，IPTG贮

存液的配制方法见《分子克隆实验指南》【56】。

2方法

2．1活化菌株

将本实验室保存得pHelix—BmPHF5A甘油菌重新接种活化24 h，再接菌40 ul

于4 ml的LB培养基中，于37℃摇床中培养7 h提质粒。

2．2质粒的小量制备

· 具体方法见《分子克隆实验指南》156]。

2．3PCR扩增目的片段

以pHelix—BmPHF5A质粒为模板，用PremerPrimer5．0软件设计引物并命名

为Primerl和Primer2，引入的酶切位点分别为：EcoR I和Xho I，将此引物扩
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增特异片段，如下所示：

Primerl

Primer2

5'-GCC—G—A——A—T——T—C—ATGGCAAAGCATCATCC一3

赢。
5'-GTC—CTCG—AGCTAGTGTCTCCTAAACC-3’

PCR反应体系为：

ddH20

10xPCR buffer

20mM MgCl2

lOmM 4dNTP

Primerl

Primer2

’

模板

Taq酶

36 ul

5 ul

2“l

2 ul

2山

2Ixl

0．2 m

1 m

Total 50“l

PCR的反应程序为：

940C预变性 5min

94。C变性 30 s 、

I
61。C复性 30 s l 30 cycles

720C延伸 30 s
√

720C延伸 10min

最后保存于40C

2．4 PCR产物的纯化

· 具体方法见分子克隆实验指南【56】。

16
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2．5连接反应

将纯化的PCR产物与pGEM—TVector连接，反应条件如下

10xLigase Buffer l Ill

回收的PCR产物 7 ul

T4DNALigase l“l

pGEM-TVector 1“l

Total 10 rtl

16℃连接12h。

2．6 E．coli TGl感受态细胞的制备

·具体方法见分子克隆实验指南[561

2．7连接产物的转化

·具体方法见分子克隆实验指南【56】

2．8重组克隆的筛选与鉴定

2．8．1挑斑

用无菌牙签从转化平板上挑取8个白色单菌落，分别接种于含Amp 50 gg／ml

的5mlLB液体培养基中，37℃，220 rpm振荡培养8．10h。

2．8．2PCR鉴定

提取质粒作为模板，进行PCR鉴定。

PCR反应体系为：

ddH20 14．5 Itl

10×PCR buffer 2．0 rtl

25raM MgCl2 1．0 Itl

25mM 4dNTP 1．0 gl

Primerl 0．5 Itl
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Primer2

Taq酶

模板

0．5 uJ

0．1 u1

0．5 ul

Total 20“l

PCR的反应程序为：

94。C预变性 5min

940C变性 30 S 、

I
60。C复性 30 s 妇o cycles

72。C延伸 30 s
J

720C延伸 10min

最后保存于40C

2．8．3双酶切鉴定

经PCR鉴定为阳性的质粒，进一步用双酶切的方法来鉴定。

在无菌的Eppendorf管中，依次加：

ddH20 7“l

10xBuffer 2“l

重组质粒(pGEM·T-BmPHF5A)10 lal

Xh01 0．5 ul

EcoRl 0．5 ul

Total 20“l

37℃温育3 h后，用1％琼脂糖凝胶电泳检测酶切结果。

2．8．4序列测定

序列测定采用同时双向测序(Simultaneous Bi—directional Sequencing，SBS)

技术，由本实验室测序组完成。
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3重组质粒的鉴定与测序结果

3．1重组质粒pGEM-T·BmPHF5A的PCR扩增和双酶切鉴定

以提取的重组质粒为模板，分别用Primer l和Primer 2为引物进行PCR鉴

定(图2．1)，结果有与预期大小一致的条带，阴性对照无条带；重组质粒用Xho I

和EcoR I进行双酶切并电泳鉴定，结果质粒切出约330 bp的DNA片段和3 kb

的pGEM—TVector片段(图2．1)，与预期大小一致。

图4．1重组质粒鉴定

Fig．4．1 The identification of recombinant plasmid

1．PCR产物2．彻D I／EcoR I酶切重组质粒 M．250bp DNA marker

1．PCRproduct 2．RecombinantplasrmdDNAdigestedwithXhoI／EcoRI M．250bpDNA
ladder marker

3．2序列测定

序列测定结果表明：重组质粒pGEM—T-BmPHF5A与电子克隆得到的碱基顺

序完全一致。测序图略。

4讨论

通过PCR克隆得到了BmPHFSA的基因，经过纯化后克隆到pGEM-T载体上，

得到重组质粒，利用载体系统上的多克隆位点，可以更方便的切换目的基因的

上下游酶切位点，从而为下一步构建重组表达质粒提供便捷条件。经过双酶切

鉴定、测序等方法证明重组质粒pGEM—T—BmPHF5A的正确性，为后续实验打

下了基础。
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第五章重组表达质粒的构建及在大肠杆菌中诱导表达

1材料与试剂

1．1材料与试剂

表达载体pET-28a(+)，大肠杆菌E．coli BL21(DE3)fl=I浙江理工大学生物化学

研究所保存。标准低分子量蛋白Marker购自TaKaRa公司。TEMED(N，N，N’，

N’一四甲基乙二胺)为瑞典LKB BROMMA公司产品。电泳级SDS、Tris碱、丙

烯酰胺均购自Boehringer Mannheim公司。N，N'-甲叉双丙烯酰胺为瑞士Fluka

ChemieAG公司产品。其余试剂为国产分析纯。

1．2试剂配制

SDS—PAGE所用所有试剂见《蛋白质技术手册》【蜘。

2方法

2．1 pGEM·T—BmPHFSA重组质粒与表达载体pET-28a(+)双酶切

pGEM-T-BmPHF5A重组质粒与表达载体pET-28a(+)分别用Xho I和EcoR I

双酶切。反应条件如下：

A：

B

pGEM—T-BmPHF5A

Xho I

EcDRI

10xBuffer

ddH20

31“l

2山

2 m

5I．tl

10“l

pET-28a(+)

XhO I

20

50 ul

6l ul

2／al
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EcoRI

10xBu仃er

ddH20

2 pl

10 ul

26 ul

Total

分别混匀，37℃作用3．4h。

2．2酶切产物处理及回收

2．2．1酶切产物处理

100“l

双酶切后的反应体系，70℃水浴10 min灭活限制性内切酶。

2．2．2酶切后割胶回收相应DNA片段

1％凝胶电泳，分别割胶回收pGEM—T-BmPHF5A酶切后的小片段以及

pET-28a(+)载体大片段。利用低熔点胶法分别纯化回收，方法步骤同第三章2．1。

2．3连接反应

连接体系如下：

回收的载体大片断

回收的PCR产物

T4 DNALigase

10 xT4 Ligase Buffer

1．5 pl

6．5“l

1山

1 ul

总体积

混匀，16℃反应12h。

2．4 E．coli BL21(DE3)感受态细胞的制备

10山

LB平板挑取新活化的大肠杆菌BL21(DE3)单菌落，接种培养，制各E．coli

BL21(DE3)感受态细胞，方法与第三章3．3制各E．coliTGl感受态细胞相同。

2l
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2．5重组表达质粒的转化及鉴定

方法同第二章。

2．6融合蛋白在大肠杆菌中的表达

· 在5 ml含100 mg／L卡那霉素的LB液体培养基中加50 H1 BL21一pET-28a(+)

一BmPHF5A菌液，37"(2震荡培养至A610---0．5；

· 加入IPTG至终浓度0．5 mM，37℃诱导表达：

·收集菌液I ml，12000 rpm离心备用：
’

·选择合适的诱导时间，用凝胶成像系统和软件分析测定重组蛋白占菌体总蛋

白的百分比；

·把诱导后的重组菌用超声波破碎后，12000 rpm离心10 min，分别取上清和

沉淀，电泳检测表达产物的存在形式。

2．7 SDS．PAGE电泳分析

具体配制方法见汪家政的《蛋白质技术手册》1571。

2．8融合蛋白表达量的确定

经凝胶呈像系统和软件分析电泳条带，可以得到表达的目的蛋白占菌体总蛋

白的百分含量。

3结果

3．1重组表达质粒的鉴定结果

碱法小量抽提重组质粒，经EcoR I和Xho I双酶切，电泳出现大小两条带

(约330 bp和5．3 kb)，与预期的一致；以此质粒为模板，用Primerl、Primer2

为引物进行PCR扩增鉴定，结果也得到单一的与预期大小一致的330 bp的产物

条带(图5．1)；序列测定结果与原序列完全一致。表明已获得jF确的重组表达克

隆。
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图5．1重组质粒的鉴定

Fig 5．1 The identification of recombinant plasmid

1．pET-28a(+)-a-BmPHF5APCR结果2．pET-28a(+)．BmPHF5A般酶切结果M．DL3000

DNA分子量标准

1．PCR Identification 2．Recombmant plasmid pET-28a(+)-BmPHF5A digested谢tll Xho I／

EcoR I M．DL3000 DNA ladder marker

3．2 BL21-pET-28a(+)一BmPHF5A的诱导表达

将pET-28a(+)一BmPHF5A重组菌经过IPTG诱导后，收集菌体进行

SDS—PAGE，结果与阴性对照相比浓集的融合蛋白表达条带，分子量大约为16

kDa，与理论值相符。经凝胶呈像系统和软件分析显示，表达的蛋白约占菌体总

蛋白的40％。

图5．2融合蛋白在E．coli BL21中的诱导表达

Fig．5．2 Expression of fusion protein in E．coli BL21

M．低分子晕标准蛋白 1．诱导后空载体2．诱导后的重组菌
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M．LMWprotein marker 1．BL21-pET-28a(+)after inducing 2．BL21-pET-28a(+)-BmPHF5A

after inducing

3．3 BL21-pET·28a(+)一BmPHF5A表达形式的确定

超声裂解后的电泳结果显示：表达产物主要存在于沉淀中，说明BmPHF5A

的原核表达产物主要以包涵体形式存在(图3．4)。

图5．3融合蛋白表达形式的确定

Fig．5．3 The expression form of the fusion protein in BL21

1．超声波裂解后的沉淀2．超声波裂解后的上清M．1氐分子量蛋白质标准

I．the deposition ofsupersonic fragmentation 2．the supemate ofsupersonic fragmentation
M．protein molecular weight marker(10w)

4讨论

目前大肠杆菌表达系统是人们认识最清楚的，而且其操作简单、生长繁殖快、

价格低廉。本课题选用大肠杆菌表达体系，宿主细胞为目前常用的基因工程菌

E．coli．BL21。表达载体为高效融合表达载体pET-28a(+)，家蚕BrnPHF5A阅读框

架序列从pGEM—T-BmPHF5A克隆经EcoR I和Xho I双酶切插入到此载体中，

成功构建了原核表达载体pET-28“+)．BmPHF5A，在强启动子T7的控制下，能

够使外源基因在大肠杆菌中进行高效表达。在启动子与多克隆位点之间有一段

His标签，既有利于通过亲和层析柱进行纯化，极大地方便了His．BmPHF5A融

合蛋白的分离和纯化。因此，本研究中采用了pET-28a(+)作为原核表达载体。
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重组菌BL21．pET-28“+)一BmPHF5A经IPTG诱导表达后，超声破碎细菌，

取沉淀和上清液经SDS—PAGE检测后发现，构建的原核表达载体

pET-28a(+)一BmPHF5A能够在大肠杆菌中高效表达出重组BmPHF5A蛋白，目的

蛋白预测的分子量为12．47 kDa，加上融合了His标签后有16．18 kDa，从图3．3

中可以看到表达的目的条带。在图3．4中BmPHF5A蛋自主要在沉淀中以包涵体

形式存在。另外，在配制培养基时，改变培养基的pH，会造成表达量的变化，

在实验中选用6．8 gTryptone和3．2 g的胃蛋白酶混合而成的培养基，目的蛋白的

表达量提高了接近20％。
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1试剂和材料

1．1材料

第六章重组蛋白的纯化

溶菌酶购自Boehringer Mannheim公司；Ni2+．SephadexTM G一25 Superfine亲

合层析柱(1 m1)购自Amersham公司。

1．2试剂配制

1．2．1重组蛋白复性用溶液

·裂解缓冲液

称取EDTA0．479，嘶s1．51 g，NaCll．46 g溶于200ml水中，调pH为8．0，

加蒸馏水定容至250 ml。

·TE母液

5mMEDTA，20mMTris，称取EDTAl．86 g，Tris2．42 g溶于800ml水中，

用浓盐酸调pH为8．0，蒸馏水定容至1L。

·包涵体洗涤液I(pH8．0)

5 mM EDTA，20 mM Tris，1％Trion X一100(v／v)

·包涵体洗涤液II(pH8．∞

5mMEDTA，20mMTris，4M尿素

·溶解液(pH8．∞

20 mM Tris，5mM EDTA，8 M尿素，100 mM 13-巯基乙醇，50 laM ZnCl2

·复性液I(pH8．0)

20mM"Iris，5mMEDTA，4M尿素，O．ImMGSH，1mMGSSG，50¨MZnCl2

·复性液II(pH8．o)

20mM"Iris，5mMEDTA，2．5M尿素，O．1 mMGSH，1 mMGSSG，50 uM

ZnCl2

·复性液III(pH8．01

26
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20mMTris，5 mM EDTA，1M尿素，0．1 mMGSH，1 mM GSSG，50taMZnCl2

·复性液IV(pn8．o)

20 mlVl Tris，5 mM EDTA，O．1 mM GSH，1 mM GSSG，50出ⅥZnCl2

1．2．2镍柱亲和层析纯化用试剂

。Binding Buffer(pH 7．们

O．5MNaCI、20mMTris·CI、10mM咪唑(pH 7．O)

·WashBuffer(pH 7．o)

0．5MNaCI、20mMTris·CI、50mM咪唑(pH 7．O)

’Elution Buffer(pH 7．o)

0．5MNaCl、20mMTris·CI、200mM咪唑(pH 7．o)

1．2．3 Bradford检测用试剂

配制方法见《蛋白质技术手册》1571

2方法

2．1包涵体的溶解与复性

· 具体方法见《蛋白质技术手册》1571

2．2镍柱层析

·Ni2+一SephadexTM G一25 Superfine柱用10 ml binding Buffer洗涤：

·样品经0．45 gm的滤膜过滤后上样；

·用5倍杠体积Binding Buffer洗至OD值稳定或峰平；

· 用wash Buffer沈至OD值稳定或峰平，收集洗脱液于离心管中；

·用Elution Buffer洗至OD值稳定或峰平，收集洗脱液于离心管中；

· 用Binding Buffer洗至OD值稳定或峰平，准备重新上样；

·SDS—PAGE检测纯化效果。
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2．3 Bradford检测方法

· 将蛋白溶液转移至离心管中(最大体积100山)；

· 补加实验用缓冲液至终体积100 nl；

·加入1 ml Bradford工作液并振荡混匀；

·在2rain后测A615值，测量应在1h内完成。

3表达产物的纯化结果

BmPHF5A分子量为12．47 kDa，在氨基端加入了序列为

“MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSF”的组氨酸标签，其分

子量为3．71 kDa，因此融合蛋白的分子量为16．18 kDa，纯化后的目的蛋白其分

子量与预测分子量一致(如图4．1)。

4讨论

图6．1纯化蛋白的SDS-PAGE

Fig．6．I Purified PHFSA analysised by SDS-PAGE

1．纯化的重组蛋白M．蛋白质低分子量标准

1．purified recombinant protein M．M．LMW protein marker

重组菌诱导后，经超声波破碎，SDS—PAGE检测发现，该蛋白以包涵体形式

存在。而菌体的破碎对包涵体的提取有较大的影响，菌体未破碎完全或包涵体未

完全溶解都会影响到最终所获纯化融合蛋白的产量。细菌破碎的方法很多，常用

超声破碎、高压匀浆法或机械、化学和酶相结合的方法。超声处理法适合小至中
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等数量的细菌破碎，不适宜大规模的细菌破碎，常用于实验室破碎细菌。溶菌酶

可以溶解细菌细胞膜，有利于细菌的破碎。经过多次比较试验发现，将2种方法

结合起来效果较好。在冰浴条件下，每1L菌液加入1 mg溶菌酶处理半小时。然

后同样在冰浴条件下，间隔30s超声破碎5—6次，基本上可使菌体破碎。在超声破

碎时，应避免产生气泡。待菌体悬液变得透明，就可停止超声。细菌破碎后，呈

乳白色。

包涵体中除了目的蛋白外，还含有宿主菌蛋白质、核酸、脂质以及糖类等杂

质。虽然这些杂质在复性时不会影响折叠的速率，但其中的一些物质却会显著影

响聚集反应的速率，从而影响总的复性速率。因此，包涵体在纯化I；{『一般不能直

接用来进行复性，必须将其中的杂质在溶解和复性前降至最低水平。通常用中等

浓度的变性剂虫ITritonX．100、脱氧胆酸钠(DOC)和尿素等缓冲液与包涵体作用几

次后，可除去其中大部分外膜蛋白、脂质等。洗涤后的包涵体中主要成分为聚合

态重组蛋白，仍处于不溶状态，可通过离心回收。

纯化后的重组蛋白在复性前一般都先溶于变性剂，如8mol／L尿素、6mol／L

盐酸胍等中，并加入少量的还原剂，如应巯基乙醇、DTT等，使其成为变性的

还原态蛋白质，然后经过体外复性后才能成为可溶的具有生物活性的蛋白质。经

Triton X一100和尿素洗涤后，应用8 M尿素作为变性剂溶解包涵体。结果显示，

8 M尿素能较好的溶解包涵体，溶解后溶液清亮，离心后有少量沉淀，说明变性

比较彻底。变性后的溶液，在加入复性液后，立即出现大量絮状沉淀，而采用逐

步降低透析液中尿素浓度的方法进行透析，透析袋中絮状沉淀较少，回收效率较

高。

包涵体溶解、复性以后，用Ni2十一SephadexTM G．25 Superfine柱纯化得到可

溶性的纯化蛋白。经多次纯化冻干浓缩重组蛋白。用Bradford法定量重组蛋白

后，最终用PBS溶解重组蛋白至5 m#mL，用于免疫新西兰大白兔制备多克隆

抗体。
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1试剂与材料

1．1实验动物

第七章多克隆抗体制备及效价测定

雄性新西兰兔1只(2．5kg)，购自浙江大学实验动物中心。

1．2抗体制备用试剂

·弗氏不完全佐剂(FIA)

按1：3的比例混合羊毛脂、液体石蜡，高压灭菌20 min，49C保存备用

·弗氏完全佐剂(FCA)

购自北京鼎国生物技术公司。

1．3 ELISA用溶液

。0．15MpH 7．4PBS

Na2HP04’12H20 2．9 g，KHzP04 0．2 g，NaCI 8．0 g，KCl 0．2 g

无菌去离子水定容至1000ml，121℃灭菌20rain；

·包被液

Na2C03 1．61 g，NaHC03 2．93 g

无菌去离子水定容至1000 ml；

·封闭液

BSA溶于PBS buffer中至终浓度1％；

·底物缓冲液

Na2HP04’12H20 1．84 g，柠檬酸0．51 g

溶于80ml无菌去离子水中，定容至100ml；

·OPD显色液

4mgOPD溶于10ml底物缓冲液，加15“l 30％H202，l临用前配制

·洗涤液
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含O．5％Tween．20的PBS

·终止液

2MH2S04

2方法

2．1抗体制备

2．1．1抗原制备

将纯化的融合蛋白取10p,l进行SDS．PAGE检测其纯度并用Brandford法定

量【58J。冻干浓缩。

取蛋白质溶液5 ml(含纯化重组BmPHF5A蛋白5 mg)与等体积的弗氏不

完全佐剂混合，在研钵中研磨乳化，直至乳化液入水不散歼，说明乳化完全，即

可作为免疫用抗原，4"C保存备用；首次免疫用弗氏完全佐剂与lml浓度为lmg／ml

的重组蛋白混合，研钵研磨乳化，直至乳化液入水不扩散，4℃保存备用。

2．1．2免疫动物

·免疫接种前，每只兔耳静脉取血1 ml作为对照；

· 首次免疫，兔背部皮下多点注射1 ml抗原，总抗原量1mg；

· 以后每隔10天加强免疫一次，背部皮下多点注射，抗原量减半，用弗式不

完全佐剂，共加强免疫3次；

· 第四次免疫后10天，将兔子禁食24h，以防止血脂过高，颈动脉放血，获得

抗血清。

2．1．3多克隆抗血清制备

·将兔子固定在兔板上，乙醚麻醉：

·兔子仰面固定，头部放低，剪去颈部兔毛，75％酒精消毒后，在颈外侧做皮

肤切口，拉开皮肤后可见斜行的胸锁乳突肌，将此肌钝性分离并推向后方，

即可见颈总动脉；

·将此动脉轻轻分开，套入两根丝线，一根在近心端，一根在远心端。先用一
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根将远心端结扎，近心端在丝线外侧用止血钳夹住；

· 用一接着毛细管的特大号针头沿向心方向插入动脉，并用丝线扎牢，以免针

头从动脉中滑落：

· 慢慢打开止血钳，动脉血立即顺毛细管流入瓶中。采集血液至血流慢点滴而

出为止：

·将收集血液的离心管，37℃斜置l一2 h，再4℃斜置3-4h后，将析出的血清

移到新离心管中，凝血块以3000rpm，4℃，离心10min，小心吸取上清，

合并两次血清，4℃，3000 rpm离心10min，小心吸取上清转至5009l离心

管中，用于效价测定和Western Blotting检测；小量分装，防止反复冻融，

贮存于．20℃；长期保存血清加入50％甘油，贮存在．80℃。

2．2抗体的效价测定(ELISA)‘591

·抗原包被：纯化的融合蛋白用包被液稀释至10 I_tg／ml，按100 m／孔加至酶标

板孔中，以包被液为空白对照，37℃温育2．3 h；

·洗涤：倾去孔内液体，300Ⅱ1／孔加入洗涤液，轻晃，3 min后倒去，拍干，连

续洗3次

·封闭：每孔加入100“l封闭液，37℃，2h；

·洗涤：弃封闭液，每孔用洗涤液沈3次，每次均在洁净滤纸拍干；

·加待测样品(一抗)：将血清在另一块板上用PBS连续稀释，稀释倍比从

1：100至1：51200，每孔加入100 ul稀释的抗体，免疫前兔血清为阴性对照，

37℃，2 h：

·洗涤：弃抗体稀释液，洗涤液洗3次，每次均在洁净滤纸上拍干；

·加酶标抗体(二抗)：每孔加入100“l羊抗兔二抗(1：1000稀释，鼎国生物)，

37℃，1 h：

·洗涤：洗涤液洗3—5次，每次均在洁净滤纸上拍干：

· 显色：加100 u1新鲜配置的OPD底物显色液，室温暗处反应显色5．30min；

· 终止反应：待有明显的颜色时加终止液50 rd／iL，终止反应；

· 比色：酶标仪测492 nln处各孔光吸收值，阳性反应的最大稀释度为待测样品

效价。
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·结果测定：

比例法以阳性血清与阴性血清的吸光值之比(P／N)表示：

P／N≥2．1

1．5<P／N<2．1

P／N<1．5

2．3融合蛋白的Western blot鉴定

阳性

可疑

阴性

· 按第二部分第二章的方法进行表达，SDS—PAGE：

· 剪下所需大小的PVDF膜，浸入甲醇中15．20 s，将PVDF膜转入去离子水中

5 min，然后将膜转入转移缓冲液中至少5 min；

· 剪8层与胶大小一致的Whatman 3mm滤纸，在转移缓冲液中浸湿后，铺在

转印板上，用转移缓冲液湿润的玻棒赶去气泡；

· 从电泳板中取出已完成电泳的凝胶片，一半染色另一半转入转移缓冲液中至

少5min；

· 在滤纸上覆盖处理好的PVDF膜，做好方位标记，电泳凝胶覆盖在PVDF膜

上，其上放8层转移缓冲液浸湿的Whatman 3mm滤纸，用电转缓冲液湿润

的玻棒赶去气泡，绝对避免各层之间留有气泡，将电转仪的盖子合上；

· 计算电流大d、=2mAx凝胶面积(cm2)，通电转印1．5h；

· 取出转印好的PVDF膜，放入PBS中轻轻摇动洗膜10 min，凝胶用考马斯

亮蓝染色以检测转移效果；

·去除PBS，加封闭液室温轻摇1 h；

·将膜浸入含BmPHF5A抗体(1：1000)的封闭液中，轻摇1 h；

·将膜放入洗涤液中轻轻摇动洗膜3次， 每次10min；
· 将膜转入含羊抗兔二抗(1：1000)的封闭液中，室温轻摇1 h；

·将膜放入洗涤液中轻轻摇动洗膜3次， 每次10rain：

·将膜转入PBS中，轻摇洗膜2次，每次5min；

将膜转入DAB显色液中，室温下暗处显色5—10 min，待有明显的显色条带

时，用去离子水漂洗终止反应。
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3结果

3．1抗体的效价测定结果

纯化的抗体用PBS稀释不同倍数1000、2000、4000、8000、16100、32000

作一抗，纯化的融合蛋白作包被抗原，ELISA测抗体滴度，未免血清、空白作对

照(图6．1)。从P／N值来看，自制的抗体在蛋白浓度为10扯g／ml时抗体的效价

可达1：32000以上。

图7．1自制抗体效价检测

Fig．7．1 Determine of antibody titer

3．2 Western blotting分析

将制备的多克隆抗体以1：1000稀释后进行Westem blotting实验，结果证实

BmPHF5A 16 kDa附近有一条特异条带出现(图6，2)。由图中可以看出，制备的

抗体虽然是多克隆抗体，但仍然有较高的特异性。
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图7．2重组蛋白的Western分析

Fig 7．2 Western-blotting analysis of recombinant protein

M．低分子量蛋白标准1．pET-28a(+)空载体2．pET-28a(+)-BmPHFSA重组表达菌

M．protein molecular weight marker(10w)1．plasmid ofpET-28a(+)

2．pET-28a(+)-PHF5Amduced with IPTG

4讨论

实验结果证明，获得的纯化抗体间接酶联免疫吸附试(ELISA)测得抗体效价

约为1：32000，而阴性对照和空白对照没有显色。

Westernblot显示，与阴性对照相比，该抗体确可与表达菌中分子量为16．18

kDa的重组蛋白发生特异性反应。这证明了制备的抗体虽为多克隆抗体，但是仍

具有较高的特异性。证明了制备的抗体虽然为多克隆抗体，但是仍然具有较高的

特异性，而且表明所表达的融合蛋白具有原蛋白质的免疫原性。因此，制备的抗

体可用于下一步的研究。
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1试剂与材料

1．1材料

第八章BmPHF5A的亚细胞定位

BmN细胞由本实验室保存；羊抗兔二抗Cy3标记的羊抗兔二抗是美国

Proteintech公司的；TC一100无血清培养基购自Sigma公司；含有10％胎牛血清

(FCS，Gibco BRL)的TC一100培养基；激光扫描共聚焦显微镜专用培养皿购自

Bio—Line Instruments公司；Nicon ECLIPSE TE2000．E激光扫描共聚焦显微镜是

Nikon公司的产品，图像分析软件为EZ．C1。

1．2试剂的配制

·固定液

含10％甲醛的PBS

·封闭液

含3％BSA的PBS

·PBST洗涤液

PBS+0．05％Tween一20

·Cy3标记的羊抗兔二抗

Cy3都用PBS按l：200稀释

·DAPI的稀释

DAPI用PBS按1：1000稀释

2方法

2．1亚细胞定位I“

·事先在激光共聚焦显微镜专用培养皿中放入无菌的盖玻片，然后向皿中传入

Bm5细胞并培养过夜；

·倒掉培养基，用PBS轻轻洗涤2次；
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· 室温下，加入固定液以固定细胞10 rain；

·PBS洗二次，用封闭液室温封闭l h；

·PBS洗二次，取抗血清按l：200稀释的自制的多克隆抗体，4℃过夜

·PBST洗三次，每次5min：

·再加入1：200稀释的cy3羊抗兔二抗，37℃孵育2h；

·PBST洗三次，每次5min；

·加入稀释好的DAPI，染色十分钟；

·PBST洗5mira

·蒸馏水漂洗1次，小心取出盖玻片放于一干净的载玻片上，在共聚焦显微镜

下观察结果并拍照。

3结果

3．2亚细胞定位

在亚细胞定位中，选用了用DAPI和羊抗兔二抗Cy3荧光标记，其中蓝色为

DAPI显色结果，用来标记细胞核，而红色为Cy3显色。使用共聚焦显微镜观察，

发现在细胞核中含有PHF5A，并在细胞核中呈区域性分布(图8．1 F)。同时，

在细胞质中也有少量的荧光。
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图8．1亚细胞定位

Fig．8．1 Subcelluar localization

图A、B、c为在共聚焦显微镜下拍的阳性结果 其中1为红色荧光和蓝色荧光叠加的照

片2为蓝色荧光下的的结果3为红色荧光下的照片

Positive results in F19A，B，C using confocol Photo witll red and blue fluorescence in Fig 1

Photo with blue fluorescence in Fig 2 Photo with red fluorescence in Fi93

4讨论

应用自制的多克隆抗体对家蚕BmN细胞进行亚细胞定位，结果表明内源性

的BmPHF5A主要分布于细胞核，且在核中的分布具有区域性(图8．11。我们对

PHF5A进行了二级结构预测(图2．2)，发现在PHF5A C末端含有NLS序列，

这提示PHF5A可能定位于细胞核中，而本实验也证实了这一点。另外，蛋白质

的翻译过程在胞质中进行，完成翻译后，蛋白质再被转运到相应的细胞区位。翻

译完成而又未及正确转运的蛋白质则会滞留于胞质，所以在亚细胞定位时胞质中

也出现荧光信号。Oltra等人曾用GFP标记的重组质粒GFP—PHF5A转染HeLa

细胞‘”，191，他们发现绿色荧光大多分布于细胞核，且在核仁处无荧光信号，而

在细胞质中，则有少量的荧光发出。与此相对应的是，Trappe等人116l贝0利用融

合GFP的无NLS序列的PHF5A的真核表达质粒去转染Nm 3T3细胞，果然未

在细胞核中发现荧光信号，大量绿色荧光信号富集于细胞质中，这也证明了NLS

序列确实对PHF5A在细胞核中定位起着决定性作用。经过同源比对(图2．1)，

我们发现家蚕PHF5A与哺乳动物的同源性反而超过了与果蝇、非洲按蚊等昆虫

的同源性，而这一差异恰恰发生在NLS序列上——这是否意味着PHF5A的NLS

序列除了具有核定位功能外，还具有其他功能呢?要解决这一问题还需要相关研

究的不断深入。
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1．材料与试剂

1．1材料

第九章PHFSA的RNAi研究

Bm5细胞由张志芳研究员馈赠；含有lO％胎牛血清(FCS，Gibco BRL)的

TC—100培养基；FACSAria流式细胞仪为美国BD公司产品；脂质体Cellfectin Reagent

购I；11nvitrogen公司。

1．2试剂的配置：

PI染液：

·柠檬酸三钠0．259

·尉ton—X 100 0．75mL

‘P1 0．0259

。RNase O．0059

·ddH20 250mL

2．方法

2．1 dsRNA的合成与定量

为了获得合成dsRNA的体外模板，需要目的基因ORF分别以正向和反向接在T7

启动子之后。为达此为目的，合成了Pa，Pb两个引物，下划线区域则为T7启动子

序列：

Pa：5'GGATCC!△!!△￡鱼△￡!￡△￡!△!△Q鱼ATGGCAAAGCATCATCC 3

Pb：5'GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCTAGTGTCTCCTAAACC 31

将Pa和Primer2设为第一对引物，再将Pb苇DPrimerl设为第二对引物，随后分

别以重组质粒pET一28a(+)一BmPHF5A为模板进行PCR。使用第一对引物PCR扩增的

产物是体外转录ssRNA的正向模板，而后者则是体外转录ssRNA的反向模板。按试

剂盒说明书合成dsRNA，用分光光度计测定dsRNA的浓度。

2．2 dsRNA的转染及细胞形态观察
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将Bm5细胞种入6孔板中，每孔细胞约为106个，培养过夜使之贴壁生长。

次日，将2肛的dsRNA和4皿的脂质体溶于无血清培养基中，使其终体积达

200 ttL的，轻轻混匀后，在室温下放置20 min。另外，在超净台上移去6孔板

上的血清培养基。用500 IjtL／well的无血清培养基轻轻地清洗两次，再将前述的

dsRNA一脂质体混合液加入孔中，最后每孔再补加无血清培养基300 laL，使孔中

液体的终体积达500p．L／well。将6孔板轻轻混匀，于27℃培养5 h后弃去原来

的无血清培养基，换成2 mL血清培养基继续培育细胞。培养72 h后，观察细胞

状态并提取细胞总蛋白，经Bradford定量‘581后，再按等浓度包被酶标板，用ELISA

法检测内源性BmPHF5A表达水平，以确定RNAi是否有效。

2．3流式细胞仪检测

用流式细胞仪来记录经RNAi后的家蚕细胞状态。我们在干扰过后72 h收

集细胞，预冷的70％酒精固定4 h后，离心收集细胞，PBS洗二次，加入PI染

液重悬细胞，室湓避光保存1．5 h后，上机检测。

3．结果

3．1 dsRNA合成图

将合成的dsRNA用1％的琼脂糖电泳进行检测，结果有与预期大小一致的

条带。随后，将合成的dsRNA稀释400倍，在酶标仪上测定它的OD260和OD280，

由于OD260／OD280处于1．8到2．0之间，所以合成的dsRNA纯度符合试验要求。

dsRNA浓度=40X0．083×1000／1000 p-g／IxL=3．32“∥皿．

图9．1 BmPHF5A的dsRNA合成鉴定

40



^

浙江理工大学硕十学位论文

Fig．9．1 The identification of BmPHF5A dsRNA

1．dsRNA产物M．DNA分子鼋标准

1．dsRNA product M．DNA ladder marker

3．2 ELISA初步确定干扰情况

转染72 h后，提取阴性对照与干扰后的家蚕细胞总蛋白，使用ELISA法检测

RNAi的情况，重复3次。结果表明，干扰后样品孔的OD值明显低于阴性对照孔，

这说明在干扰后的Bm5细胞中，目标蛋白的表达量降低了(图9．2)。

一一j
图9．2 ELISA检测干扰前后细胞总蛋白中目的蛋白情况

Fig．9．2 The different ofthe content ofBmPHF5A in cell after RNAi，P<0．05

3．4流式分析

转染72 h后收集6孔板上细胞样品，用流式细胞仪检测，结果如图9．3所示。

干扰后，处于G2／M期的细胞增加了，而处于Gl的细胞百分数相对的减少。
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4．讨论：

图9．3细胞仪检测结果

Fig．9,3 results from Flow cytometry

A脂质体处理后72h的阴性对照，B转染后72h收集的样品

A．Negative control B．a sample after 72 h ofRNAi．

在本实验中，我们首次对Bm5细胞中的BmPHF5A进行了RNAi。干扰72 h

后的ELISA结果说明，dsRNA的转染确实能造成了内源性PHF5A蛋白表达水

平的下降。随后，应用流式细胞仪对干扰后的Bm5细胞进行了检测后发现，与

阴性对照相比，干扰后的Bm5细胞中有部分被阻滞于G2／M期。综合以上数据，

我们认为，BmPHF5A基因的沉默可能使Bm5细胞被阻滞于G2／M期。

Oltra等人is]用剔除了PHF5A基因的方法发现细胞的DNA含量增加了一倍，

得出了相同的结论，这说明PHF5A在细胞有丝分裂中具有重要的作用，在有丝

分裂中是必不可可少的。
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结 论

1．通过对家蚕蛹cDNA文库的分析，结合生物信息学的方法，获得了家蚕

BmPHF5A蛋白的cDNA序列。并通过生物信息学分析，发现BmPHF5A蛋白与

果蝇及脊椎动物的同源性超过了90％。我们还对BmPHF5A蛋白可能的功能区、

疏水区、跨膜区和信号肽进行了预测。

2．将PCR得到的家蚕BmPHF5A基因开放阅读框克隆到pGEM．T载体中，并进

一步构建了重组表达质粒pET-28a(+)．BmPHF5A。经IPTG诱导，在大肠杆菌中

成功高效地表达了重组蛋白His-BmPHF5A，经SDS—PAGE分析，结果表明表达

的融合蛋白的分子量为16 kDa，与预期的蛋白质分子量一致，以包涵体形式存

在。经溶菌酶酶解、超声波破碎、包涵体洗涤、尿素变性，逐级复性等步骤后使

用亲和层析法纯化了重组蛋白。

3．免疫新西兰兔制备了多克隆抗体，效价为l：32000。Westernblot证实了其特

异性，为进一步研究奠定了基础。

4．亚细胞定位发现，BmPHF5A主要分布在细胞核中。

5．dsNRA干扰显示细胞终止3在G2／M期。
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