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钠钾泵 Β2 亚基C 末端编码区酵母
双杂交载体的构建与表达
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　　[摘　要 ]　以人胎儿脑 cDNA 文库为模板克隆了钠钾泵 Β2 亚基C 末端编码区 (N KA Β2ct) , 构建了表达载体

pGBKT 72N KA Β2ct, 并对其进行了表达, 对表达产物进行了检测。结果表明, N KA Β2ct 长 690 bp , pGBKT 72

N KA Β2ct 酵母表达载体构建成功, 在酵母中表达良好, 可用于后续的酵母双杂交文库筛选工作。
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　　钠钾泵 (N a+ , K+ 2A T Pase) 是由 Skou 于 1957

年发现的[1 ] , 其广泛地分布于多种细胞的细胞膜上,

是体内重要的膜电位离子通道, 不仅参与细胞内外

离子平衡、膜兴奋传导、递质释放、蛋白质转运, 而且

在胚胎发育、神经导向和细胞形态维持等方面发挥

着重要作用。临床研究[223 ]表明, 钠钾泵可能与脑损

伤、糖尿病、神经性疾病等相关。作为细胞内离子调

节的重要分子及药理学研究的重要靶点, 钠钾泵已

成为国内外学者关注的热点。钠钾泵由 3 个亚基 (Α,

Β, Χ)组成, 其中 Α亚基 (包括 Α1, Α2, Α3, Α4)为钠钾泵

的催化亚基, 与阳离子结合、阳离子转运、A T P 水解

及磷酸化密切相关; Β亚基 (包括 Β1, Β2, Β3) 是钠钾

泵的调节亚基, 是钠钾泵结构和功能必不可少的, 可

与 Α亚基形成 ΑöΒ二聚体调节钠钾泵的活性, 也可

独立于 Α亚基单独发挥作用; Χ亚基为钠钾泵的非

必需亚基, 必须与 ΑöΒ亚基结合才能稳定表达[4 ]。

钠钾泵 Β2 亚基 (N KA Β2) 分布于中枢神经细

胞、光感受细胞、神经胶质细胞中, 可与具有缺氧保

护功能的携氧珠蛋白 N GB 相互作用[5 ]。此外

N KA Β2 还与脑的发育和神经损伤的修复等重要生

命活动相关[627 ] , 然而在这些过程中N KA Β2 究竟如

何发挥作用, 是否需要其他分子的参与, 是否还具有

其他未知的功能, 目前尚不清楚。为了进一步明确其

功能, 探讨其作用机制, 本试验构建了钠钾泵 Β2 亚

基C 末端编码区酵母双杂交表达载体, 以期为进一

步用酵母双杂交筛选其相互作用蛋白奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株、质粒及试剂　大肠杆菌DH 5Α由军事

医学科学院放射与辐射医学研究所提供; 限制性内

切酶 (N d eÉ 和B am H É )、LA T aq 聚合酶、T 4 DNA

连接酶均购自 T aKaR a 公司; 人胎儿脑 cDNA 文

库、酵母菌株A H 109、酵母表达载体 pGBKT 7、酵母

用培养基 (SD 2T rp , YPD )、酵母转化试剂盒、m yc 抗

体均购自C lonT ech 公司; 蛋白酶抑制剂购自Roche

公司; 凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒、半硫酸腺

嘌呤均购自 Sigm a 公司。

1. 1. 2　钠钾泵 Β2 亚基C 末端编码区扩增的引物　

为构建钠钾泵 Β2 亚基C 末端编码区 (62～ 290 氨基

酸, N KA Β2ct ) , 分 别 设 计 上、下 游 引 物 pU -

H sN KA Β22pGBKT 7 和 pD - H sN KA Β22pGBKT 7。

pU - H sN KA Β22pGBKT 7 序 列 为 5′2GCT

CA T A T G CT G CA G A CT GTC TCC23′, pD -

H sN KA Β22pGBKT 7 序 列 为 5′2CGG GGA TCC

TCA GGT T T T GT T GA T GCG23′。上、下游引物

分别设有 N d eÉ 和 B am H É 酶切位点 (下划线碱

基)。引物由上海博亚公司合成, 预期扩增片段长度
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为 690 bp , 工作浓度为 10 Λmo löL。
1. 2　方　法

1. 2. 1　N KA Β2ct cDNA 的 PCR 扩增　以人胎儿

脑 cDNA 文库为模板, 用 LA T aq 聚合酶扩增

N KA Β2ct cDNA 序列。 PCR 反应体系为: ddH 2O

33. 5 ΛL , dN T P 4 ΛL , 上、下游引物各 1 ΛL , 模板 1

ΛL , 聚合酶LA T aq 0. 5 ΛL。PCR 扩增条件为: 94

℃预变性 4 m in; 94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72

℃延伸 90 s, 循环 30 次; 72 ℃延伸 10 m in。对扩增

产物进行 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 2. 2　表达载体 pGBKT 72N KA Β2 ct 的构建与鉴

定　用凝胶回收试剂盒回收 1. 2. 1 PCR 产物, 将其

与 pGBKT 7 载体按照摩尔比 10∶1 混合, 于 16 ℃

条件下连接 16～ 20 h 后, 转化至大肠杆菌DH 5Α感

受态细胞, 利用含有 5×10- 8 göL 卡那霉素 (Kan+ )

的LB 培养基筛选阳性克隆。挑选阳性克隆, 提取质

粒DNA 进行N d eÉ 和 B am H É 双酶切及测序鉴

定, 利用生物信息学软件对测序结果进行分析。大肠

杆菌感受态的制备、阳性克隆的筛选及酶切鉴定参

照《分子克隆实验指南》[8 ]中的方法进行。

1. 2. 3　pGBKT 72N KA Β2ct 的表达　采用醋酸锂法

转化, 将 pGBKT 72N KA Β2ct 及阳性对照 pGBKT 72
53 转化入酵母菌株A H 109, 涂布于 SD ö2T rp 培养

基进行筛选。挑取生长良好的菌落接种于 SD ö2T rp

液体培养基中培养过夜, 同时将阴性对照空菌

A H 109 接种于 YPD 液体培养基中培养过夜, 提取

上述表达产物酵母总蛋白。酵母感受态的制备、转

化、蛋白样品的提取均参照 C lonT ech 公司操作手

册进行。

1. 2. 4　表达产物的分离纯化与鉴定　采用 125

göL 的十二烷基磺酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2
PA GE ) 按常规方法对 1. 2. 3 中表达产物进行分离

纯化, 用m yc 抗体对纯化的表达产物进行W estern

b lo t 检测。

2　结果与分析

2. 1　N KA Β2ct 基因的扩增

　　由图 1 可知,N KA Β2ct 基因的扩增片段长度为

690 bp , 与预期结果相符, 且未出现非特异扩增现

象。

2. 2　重组载体 pGBKT 72N KA Β2ct 的鉴定

2. 2. 1　双酶切鉴定　重组产物 pGBKT 72N KA Β2ct

采用N d eÉ 和B am H É 进行双酶切, 酶切后分别得

到约为 7 300 bp 和 690 bp 的片段 (图 2) , 与预期结

果相符。

图 1　N KA Β2ct 扩增产物的电泳结果

1. N KA Β2ct 扩增产物;M. DNA 标准

F ig. 1　Amp lified p roducts of N KA Β2ct coding region

1. Amp lified p roducts of N KA Β2ct;M. Standard m arker of DNA

　

　

图 2　pGBKT 72N KA Β2ct 的双酶切电泳图谱

1. pGBKT 72N KA Β2ct N d eÉ + B am H É 双酶切

产物电泳条带;M. DNA 标准

F ig. 2　F ingerp rin t cu t by N d eÉ and B am H É
1. pGBKT 72N KA Β2ct cu t by N d eÉ and

B am H É ;M. Standard M arker of DNA

2. 2. 2　测序鉴定　通过序列比对分析发现, 目的基

因片段N KA Β2ct 与 GenBank 中已发表的基因序列

(NM 2134268) 完全一致[2 ] , 且开放阅读框架正确 (图

3) , 表明酵母表达载体 pGBKT 72N KA Β2ct 构建成功。
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图 3　pGBKT 72N KA Β2ct 测序结果及推导的氨基酸序列

F ig. 3　Sequence of am ino acid co rresponding gene sequence of pGBKT 72N KA Β2ct

2. 3　pGBKT 7 2N KA Β2ct 表达产物的检测

对 1. 2. 3 中表达产物总蛋白进行 SD S2PA GE

和W estern b lo t 分析, 结果 (图 4) 显示, 阴性对照无

表达, 而转化了 pGBKT 72N KA Β2ct 的酵母提取物

有明显条带, 且大小与预期融合蛋白相符, 说明pG2
BKT 72N KA Β2ct 表达成功。

图 4　pGBKT 72N KA Β2ct 表达产物的W estern b lo t 检测

M. 蛋白分子量; 1. 阳性对照pGBKT 7253 载体;

2. 阴性对照A H 109 空菌; 3. pGBKT 72N KA Β2ct 载体

F ig. 4　Exp ression of pGBKT 72N KA Β2ct

m easured by W estern b lo t

M. P ro tein m arker; 1. Po sit ive con tro l pGBKT 7253 vecto r;

2. N egative con tro l A H 109; 3. pGBKT 72N KA Β2ct vecto r

3　讨　论

N KA Β2 具有广泛的生理作用, 其不仅作为钠钾

泵的调节亚基发挥作用, 而且还作为Ca2+ 依赖的神

经胶质黏附分子在神经元与胶质细胞的相互作用中

发挥重要作用[9 ] , 可负向调控神经胶质瘤的扩

散[10 ] , 同时与脑发育和脑缺氧密切的关系[11 ] , 可能

参与复杂的相互作用分子网络。但目前国内外还未

见到N KA Β2 作用机制的相关报道, 所以筛选其相

互作用蛋白, 进一步探讨相互作用机制显的十分必

要。而筛选N KA Β2 相互作用蛋白的首要任务就是

构建合适的表达载体, 且能成功表达。本试验构建了

N KA Β2ct 酵母双杂交表达载体, 并在酵母菌株

A H 109 中成功表达。

作为一种成熟的技术, 酵母双杂交因其具有较

高的敏感性和特异性, 而被广泛地应用于蛋白质组

学、功能基因组学相关领域的研究, 成为检测蛋白质

相互作用, 发现新的作用蛋白, 分析蛋白质结构和功

能的有力工具。但酵母双杂交并非对所有蛋白质都

适用, 其要求所分析的融合蛋白必须定位于核内, 才

能激活报告基因。细胞膜蛋白由于不能被转运至细

胞核内, 因而其不适用此方法。而N KA Β2 由 7 个外

显子组成, 其中跨膜区为 1 个外显子, 胞内包含 6 个

外显子, 所以本试验去掉跨膜区, 构建了N KA Β2 亚

基C 末端编码区表达载体。

本研究从人胎儿脑 cDNA 文库中克隆得到

N KA Β2 亚基去除跨膜区 (即N KA Β2 亚基C 末端编

码区) 690 个碱基, 首次将其定向克隆到酵母表达载

体 pGBKT 7 中, 成功构建了N KA Β2 酵母表达载体

pGBKT 72N KA Β2ct, 并在酵母菌株A H 109 中获得

表达, 这为利用酵母双杂交筛选N KA Β2 相互作用

分子鉴定了重要基础, 为N KA Β2 亚基作用机制的

探索提供了重要线索。
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C lon ing and exp ression of N a+ , K+ 2A T Pase gene in yeast

L IM ou1, 2,W ANG Chun - l i2,L IU X iao- l in1, ZHANG Cheng-gang2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 B eij ing Institu te of R ad ia tion M ed icine,B eij ing 100850, Ch ina)

Abstract: T he C term inal of coding region of N a+ , K+ 2A T Pase beta2 subun it (N KA Β2ct) w as cloned,

and a recom b ined p lasm id allow ing the exp ression in yeast fo r fu rther study of the funct ion w as con struct2
ed. T he coding region of N KA Β2ct w as amp lif ied at f irst from hum an b rain cDNA lib rary by u sing PCR

techn ique and in serted in to the yeast exp ression vecto r pGBKT 7 fo llow ed w ith W estern b lo t t ing techn ique.

R esu lts show ed that N KA Β2ct yeast exp ression w as successfu lly cloned fo r the tw o2hyb rid system analy2
sis,w h ich w ou ld advance the funct ional study of N KA Β2.

Key words: N KA Β2; vecto r con struct ion; yeast exp ression
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