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微管相关蛋白2微管结合区基因的克隆与表达
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　　[摘　要 ]　为了研究微管相关蛋白2 (M A P2)在促进微管形成、维持微管稳定及促进轴突和树突细胞器转运等

方面的作用,试验克隆了M A P2微管结合区基因,构建了原核表达载体pET 32a2M A P2并对其进行诱导表达,利用

亲和层析法对表达产物进行纯化,研究了表达产物与微管蛋白之间的作用。结果表明,融合表达的人M A P2微管结

合区蛋白约 43 ku,可与天然的微管蛋白发生分子间的结合作用,为M A P2生理功能的研究奠定了基础。
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　　微管相关蛋白 2 (M icro tubu le2associa ted p ro2
tein 2,M A P2)为结构性微管相关蛋白家族的一员,

是一种热稳定的磷蛋白,在脑组织中含量丰富。其能

促进微管形成、保持微管稳定、诱导微管成束,还可

能参与神经元发育、突起的形成和生长、轴突和树突

的细胞器运输,并可稳定结构、传导信号[1 ]。M A P2

由单个基因编码,通过选择性剪切形成多种转录子

和亚型, 包括高分子质量的M A P2a (280 ku ) 和

M A P2b (270 ku)及低分子质量的M A P2c (70 ku)和

M A P2 (75 ku)。各亚型均含有位于N 端的与PKA

有高亲和性的区域,含1 300多个氨基酸组成的中心

区 (M A P2c,M A P2d 缺乏) ,有多种蛋白酶作用位点

的铰链区及包括3或4个重复序列的微管结合区[2 ]。

精氨酸特异性的凝血酶可将M A P2 分解为较稳定

的2个片段,即N 端的延伸臂和C 端的微管结合区

(M icro tubu le2b inding region,M TBR )。M TBR 与完

整的M A P2 一样,可以有效地促进微管束集, 并且

可以置换与微管相结合的M A P2 [3 ]。本试验对M A P2

的微管结合区基因进行了克隆与表达,利用亲和层

析法对表达产物进行了纯化,并在体外检测了其与

微管的相互作用,可为进一步研究M A P2在促进微

管形成、维持微管稳定及轴突和树突细胞器转运等

方面的作用奠定良好基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　质粒、菌种及神经细胞　人 SF126 细胞、

pET 32a 质粒、大肠杆菌DH 5Α和BL 21 (D E3)均由中

国疾病预防控制中心病毒病预防控制所朊病毒室保

存提供; pM D 182T 载体购自T aKaR a公司。

1. 1. 2　试　剂　AM V 逆转录酶购自 P rom ega 公

司, T aq DNA 聚合酶购自T aKaR a 公司,微管蛋白

单克隆抗体购自 Invit rogen 公司, 辣根过氧化物酶

标记的鼠抗兔二抗购自San ta C ruz公司, T rizo l试

剂购自Sigm a 公司。

1. 1. 3　引　物　根据GenBank 收录的人M A P2基

因序列 (登录号为NM 031846)设计1对引物。上游

引物: 5′2TA G GA T CCA CA C CA G GAA CCC

CCA A G23′; 下游引物: 5′2TA T AA G CT T TCA

CAA GCC CT G CT T A GC G23′。将上下游引物分

别引入酶切位点B am H É和H indË ,引物由上海生

工公司合成。

1. 2　人M A P2微管结合区基因的扩增

1. 2. 1　人SF126细胞总RNA 的提取　对人SF126

细胞进行常规培养,待其生长至70%～ 80%融合时,

用2. 5 göL 胰酶消化,收集细胞,加T rizo l试剂室温

静置10 m in 后,按V (氯仿)∶V (T rizo l) = 0. 2∶1加

入氯仿,再室温静置5 m in, 12 000 röm in离心10 m in。

取上清, 加入等体积的异丙醇, 混匀, 室温静置 10

m in; 12 000 röm in 离心10 m in,弃上清,沉淀以D E2
PC 水配制的700 mL öL 乙醇洗2次, 12 000 röm in离

心30 s,弃去上清,自然干燥后沉淀溶于D EPC 处理

的水中, - 70 ℃保存待用。

1. 2. 2　人 SF126 细胞 cDNA 的合成　使用R T 2
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PCR 试剂盒,取总RNA 5 ΛL 加入1 ΛL O ligo (dT )

12218, 65 ℃孵育15 m in,置冰上3～ 5 m in,加入2 ΛL

缓冲液, 1 ΛL 逆转录酶AM V , 1 ΛL RNA 酶抑制剂,

D EPC 水补足至20 ΛL ,混匀后, 42 ℃水浴1 h, 70 ℃

孵育15 m in,终止反应。

1. 2. 3　人M A P2 微管结合区基因的扩增　以 cD 2
NA 为模板进行 PCR 扩增人M A P2 微管结合区基

因。反应体系为: ddH 2O 40 ΛL , 10×PCR 缓冲液 5

ΛL , 10 mmo löL 4×dN T P 1 ΛL , 10 Λmo löL M A P2

上游引物 1 ΛL , 10 Λmo löL M A P2 下游引物 1 ΛL ,

T aq DNA 聚合酶 (5 U öΛL ) 1 ΛL ,模板1 ΛL。反应条

件为: 94 ℃变性3 m in; 94 ℃ 45 s, 56 ℃ 45 s, 72 ℃

60 s,共30个循环; 72 ℃延伸10 m in。

1. 3　M A P2微管结合区基因表达载体的构建

PCR 产物经 10 göL 琼脂糖电泳回收后与

pM D 182T 载体 4 ℃连接过夜, 构建重组质粒 pT 2
M A P2。连接产物经北京奥科生物公司测序,鉴定正

确的连接产物用B am H É 和H ind Ë 双酶切, 回收

M A P2 微管结合区基因与硫氧还原蛋白 (T h io re2
dox in, T rx)融合表达载体pET 32a, 16 ℃连接2 h,构

建原核表达载体pET 32a2M A P2。连接产物加入200

ΛL 的感受态细胞BL 21中,轻轻混匀,置冰上0. 5 h,

42 ℃热休克90 s后立即置于冰上,并加入600 ΛL 不

含抗生素的LB 培养基, 37 ℃温和振摇45 m in,低速

离心,去掉大部分上清,剩余 200 ΛL 左右将菌体重

悬,涂布于含有氨苄青霉素和X2gal及 IPT G 的LB

平板上, 37 ℃培养过夜。挑取阳性菌落经B am H É和

H indË酶切鉴定,对鉴定结果正确的重组质粒进行

诱导表达。

1. 4　M A P2微管结合区蛋白的表达与纯化

将转化了重组表达质粒的BL 21 (D E3)受体菌

接种于 LB 培养基上, 37 ℃振荡培养至 OD 600 =

0. 5～ 0. 7,加 IPT G 至终浓度为1 mmo löL ,诱导约3

h。120 göL SD S2PA GE 电泳,考马斯亮兰染色,检测

蛋白的表达情况。参见Q IA GEN 公司产品说明,进

行N i2N TA A garo se 亲和层析柱的平衡,及H is融合

蛋白非变性状态下的纯化、洗脱。

1. 5　M A P2微管结合区蛋白的W estern b lo t鉴定

纯化蛋白的电泳、转膜按常规方法进行。一抗为

M A P2蛋白多克隆抗体,二抗 (按 1∶5 000稀释)为

辣根过氧化物酶标记的鼠抗兔 IgG。

1. 6　M A P2与微管蛋白相互作用的检测

1. 6. 1　兔微管蛋白 ( tubu lin)提取　微管蛋白具有

在37 ℃聚合、在4 ℃解聚的特征。利用这一特点,本

试验采用亲和层析、反复聚集解聚以及超速离心等

方法,提取纯化兔脑组织中天然状态的微管蛋白。提

取方法参照文献[ 4 ]稍作修改:取新鲜兔脑组织1 g,

加溶液É (1. 0 mo löL 谷氨酸钠, 0. 1 mmo löL GT P,

5 mmo löL M gC l2)匀浆, 4 ℃下 2 000 röm in 离心 2

h,上清与平衡后的D E52 cellu lo se混合, 4 ℃缓慢振

荡 1 h; 自然沉降后弃去 60%～ 70%的液体; 10 mL

洗脱液洗脱 5次,收集洗脱液,将洗脱液与终浓度 1

mmo löL GT P 混合, 37 ℃下作用 45 m in; 32 000 rö

m in 离心 2 h,沉淀用É 液重悬,冰浴 30 m in, 32 000

röm in 离心40 m in,收集上清, SD S2PA GE 检测后进

行W estern b lo t 鉴定。

1. 6. 2　M A P2与微管蛋白相互作用的免疫共沉淀

方法检测　将M A P2 微管结合区蛋白与提取的微

管蛋白按物质的量之比1∶1 (约200 ng)加入TN 缓

冲液,反应总体积500 ΛL。4 ℃孵育3 h,加入微管蛋

白特异性单克隆抗体 0. 1 ΛL , 4 ℃孵育 2 h 后,再加

入p ro tein G2Sepharo se介质。收集抗原抗体复合物,

用洗液 (洗液含20 mmo löL T ris2C l (pH 8. 0) + 300

mmo löL N aC l) 多次洗涤后, 3 000 röm in 离心 3

m in, 去除上清。结合有复合物的介质在5×loading

buffer 中煮沸 5 m in, 3 000 röm in 离心 3 m in 取上

清。以M A P2 多克隆抗体为检测抗体, 用W estern

b lo t法检测沉淀物中的M A P2,以等量的T rx 蛋白

作为对照,具体方法参照文献[ 5 ]。

1. 6. 3　M A P2与微管蛋白相互作用的EL ISA 方法

检测　用 100 ng 纯化的微管蛋白包被EL ISA 反应

板, 4 ℃过夜,用50 göL 脱脂奶37 ℃封闭2 h。按微

管蛋白与M A P2微管结合区蛋白物质的量之比1∶1

加入M A P2微管结合区蛋白 (即100 ΛL PBST 中含

M A P2微管结合区蛋白 100 ng) ,以T rx 作对照, 37

℃作用2 h。常规洗板后,加入1∶2 000稀释的H is单

抗, 37 ℃孵育1 h。1∶5 000辣根过氧化物酶标记的

抗鼠二抗作用1 h 后,常规显色在波长450 nm 处检

测吸光度。

2　结果与分析

2. 1　人M A P2微管结合区基因片段的PCR 扩增

　　以人神经细胞SF126 mRNA 逆转录产物为模

板进行PCR 扩增,经琼脂糖凝胶电泳在710 bp 处出

现一条PCR 产物条带 (图 1) ,与预期的M A P2微管

结合区基因片段大小相符。

2. 2　pT 2M A P2载体的鉴定

2. 2. 1　pT 2M A P2载体的酶切鉴定　pT 2M A P2载
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体经B am H É和H indË酶切后,切出710 bp 的片段

(图2) ,与M A P2微管结合区基因片段大小相符。

2. 2. 2　pT 2M A P2 载体的测序鉴定　序列测定证

实所扩增的片段为人M A P2微管结合区基因片段,

与GenBank 收录的人M A P2 序列 (NM 031846)的

同源性为100%。

2. 3　pET 32a2M A P2表达载体的鉴定

pET 32a2M A P2载体经B am H É和H indË酶切
后,切出710 bp 的片段 (图3) ,与M A P2微管结合区

基因片段大小相符。

图 1　人M A P2微管结合区基因片段的扩增
M. DNA 标准DL 2000; 1. PCR 扩增的M A P2基因片段

F ig. 1　PCR amp lificat ion of M A P2 gene fragm ent
M. DNA M arker DL 2000;

1. PCR p roducts of M A P2 gene fragm ent

　

图2　重组质粒pT2M A P2的B am H É和H indË酶切鉴定结果
M. DNA 标准DL 2000; 1. pT2M A P2的B am H É和H indË酶切鉴定

F ig. 2　 Iden tificat ion of the recom binan t

p lasm id pT 2M A P2 w ith B am H É and H indË
M. DNA m aker DL 2000; 1. F ragm ents of

pT 2M A P2 w ith B am H É and H indË

2. 4　M A P2微管结合区蛋白的表达与纯化

由图 4 可知,M A P2 微管结合区存在外源蛋白

的表达,分子质量约为 43 ku,与预期的分子质量大

小相符。超声裂解菌体后表达蛋白存在于上清部分,

提示为可溶性表达。用N i2N TA A garo se 亲和层析

柱对表达蛋白进行纯化,结果显示在分子质量43 ku

处出现纯化蛋白条带。

图 3　pET 32a2M A P2载体的酶切鉴定

M. DNA 标准DL 2000; 1. PCR 扩增的M A P2基因片段;

2. pET 32a2M A P2经B am H É和H indË酶切的产物

F ig. 3　PCR amp lificat ion of M A P2 gene fragm ent

and iden tificat ion of the recom binan t p lasm id

M. DNA M arker DL 2000; 1. PCR p roducts of M A P2 gene

fragm ent; 2. pET 32a2M A P2 digested w ith B am H É + H indË

　

　

图 4　M A P2融合蛋白的SD S2PA GE 分析

1. 诱导前菌体; 2. 诱导后菌体;

M. 蛋白分子质量标准; 3. 纯化后蛋白

F ig. 4　SD S2PA GE of the recom binan t M A P2 p ro tein

1. L ysates of the bacteria transfo rm ed w ithpET 32a2M A P2 befo re

inducem ent; 2. L ysates of thebacteria transfo rm ed w ith pET 32a2

M A P2 afterinducem ent; M. M o lecu lar w eigh t m arker; 3. Purified

M A P2 fusion p ro tein

　2. 5　M A P2微管结合区蛋白的W estern b lo t鉴定

图5显示,纯化的蛋白可以与M A P2 多抗发生

特异性反应。

2. 6　兔微管蛋白的检测

纯化的兔微管蛋白经SD S2PA GE 电泳显示,在

分子质量50 ku 的位置有 1条蛋白带 (图 6) ,与微管

蛋白预期大小相符。W estern b lo t 检测结果显示,微

管蛋白单克隆抗体可特异性地识别此50 ku 的纯化

蛋白 (图7)。
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图 5　人M A P2融合蛋白的

W estern b lo t鉴定

F ig. 5　W estern b lo t analysis

of the recom binan t M A P2

fusion p ro tein

图 6　兔微管蛋白的SD S2PA GE 分析

M. 蛋白分子质量标准; 1. 兔微管蛋白

F ig. 6　SD S2PA GE analysis of the

ex tracted m icro tubu le p ro tein

M. M o lecu lar w eigh t m arker; 1. M icro tubu le p ro tein

图 7　兔微管蛋白的W estern2blo t鉴定

F ig. 7　W estern2blo t analysis of the

ex tracted m icro tubu le p ro tein

2. 7　M A P2微管结合区蛋白与微管蛋白在体外相

互作用结果的检测

2. 7. 1　免疫共沉淀方法检测结果　图 8 显示,

M A P2 在本研究体系中可与微管蛋白特异性形成

蛋白复合物,而相同浓度的硫氧还原蛋白不能与微

管蛋白形成复合物。同时,仅有M A P2不能被微管

蛋白特异性单克隆抗体所捕获 (结果未显)。

图 8　重组M A P2微管结合区蛋白与微管蛋白

的免疫共沉淀检测结果

1. 重组M A P2 微管结合区蛋白直接上样作为分子质量对照;

2. M A P2微管结合区蛋白与微管蛋白的免疫共沉淀产物; 3. 微管

蛋白与T rx 的免疫共沉淀产物

F ig. 8　 Imm unop recip ita t ion of mo lecu lar in teraction

betw een recom binan t M A P2 and tubu lin

1. Recom binan t M A P2 directly loaded as mo lecu lar w eigh t con2

tro l; 2. P recip itation of tubu lin w ith M A P2; 3. P recip itation of

tubu lin w ith T rx

2. 7. 2　EL ISA 方法检测结果　试验结果显示,

M A P2可与包被的微管蛋白结合,OD 值约为 3,而

硫氧还原蛋白与包被的微管蛋白OD 值约为0. 5, Pö

N > 2. 1。这些结果证明,原核表达的M A P2微管结

合区蛋白保留了与微管结合的特性,能够在体外直

接与微管蛋白作用。

3　讨　论

用原核细胞表达外源基因,尤其以大肠埃希菌

为宿主菌高效表达外源基因时,表达蛋白往往在细

胞内形成包涵体。包涵体的形成虽然有利于防止蛋

白酶对表达蛋白的降解,但所表达的蛋白常有部分

会完全丧失其生物学活性。为了解决这一问题,本试

验利用pET 32a 载体对M A P2微管结合区蛋白进行

表达,目的蛋白与T rx 蛋白融合表达时, T rx 蛋白能

很好地介导蛋白在表达后很快进入胞质,不仅减少

了外源蛋白本身对宿主菌的毒性作用,同时使得外

源蛋白不易被宿主菌的保护作用降解[6 ]。

本研究结果显示,人M A P2可与微管蛋白特异

性结合。M A P2 是一种高度保守的蛋白, 人与牛

M A P2微管结合区氨基酸序列的比较结果表明,只

有第 1 716 位氨基酸不同 (人为甘氨酸, 牛为精氨

酸) ;人与小鼠比较,只有第1 716和第1 775位氨基

酸不同 (人分别为甘氨酸、甘氨酸,鼠分别为精氨酸、

丝氨酸) [7 ] ,而第 1 716位氨基酸位于微管结合区第

二个重复序列。不同的氨基酸是否引起不同种属动

物M A P2与微管亲和力的差别,值得进一步探索。

微管蛋白在细胞浆内形成细胞内骨架,参与细

胞分裂、小泡运输及细胞形态的维持等[8 ]。根据

M A P2与微管作用模型,M A P2 分子的每一个重复

序列在微管壁内与相邻的微管蛋白单体作用,增加

了微管的刚性,通过改变微管的动力学行为如降低

崩解发生的频率和时间来稳定微管[9 ]。许多中枢神

经系统疾病的病变与细胞骨架成分的异常有关,与

微管相关的运输障碍导致许多与细胞外排和神经递

质传递有关的蛋白聚集[10 ] ,可以解释很多神经退行

性病中出现的功能变化, 如帕金森病 (Park in sonπ

D isease )、 L ew y 小 体 病 ( D iffu se L ew y

BodyD isease)和阿茨海默病 (A lzheim erπs D isease,

AD )。早期研究[11212 ]发现,识别M A P2特殊表位的抗

体能够与AD 病人脑组织中的神经元纤维缠结
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(N FT s)结合,M A P2 的单克隆抗体能够明显标记

AD 病人脑组织中大多数感染区域的N FT s, 而且

M A P2 的多克隆抗体能够标记老年斑周围的异常

神经元,提示M A P2可能参与神经退行性病变的发

生。在某些神经退行性疾病发生过程中,是否存在某

种作用机制可能干扰M A P2对微管的稳定,使细胞

骨架改变, 神经元死亡; 是否存在某些因素通过对

M A P2的作用影响细胞器的运输,从而引起与微管

相关的运输障碍,都需要进一步研究。
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Exp ression and pu rif ica t ion of hum an M A P2 m icro tubu le b ind ing pep t ide

GUO Yan 1, ZHANG Yan -m ing1, GAO Chen 2, HAN Jun 2, CHEN J ian -m ing2,

SH I Qi2, GAO Y ong- jun 2, ZHOU W e i2,DONG X iao-p ing2

(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 Ch inese Cen ter f or V ira l D isease Con trol and P reven tion,B eij ing 100052, Ch ina)

Abstract: In o rder to study the effects of M A P2 on the fo rm at ion and stab iliza t ion of m icro tubu le as

w ell as the po ten t ia l t ran spo rta t ion funct ion s in axon and synap se, the gene encoding m icro tubu le b inding

region of M A P2 w as cloned and exp ressed. V erif ied by sequence analysis and enzym e digested, an recom b i2
nan t vecto r pET 32a2M A P2 w as con structed. A 43 ku so lub le M A P22fu sion p ro tein w as exp ressed in E. coli

BL 21 and pu rif ied by aff in ity ch rom atography. T he in teract ion of the p ro tein s w as studied and it w as sug2
gested that M A P2 m icro tubu le b inding pep t ide cou ld in teract w ith each o ther in v itro. It can p rovid a good

basis fo r fu rther research on the b io logica l funct ion s of M A P2.

Key words:M A P2; exp ression and pu rif ica t ion; tubu lin
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