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　　[摘　要 ]　通过R T 2RCR 得到线虫 f a t21基因全长,将其N 端亲水区克隆至原核表达载体 pGEX24T 22中,构

建重组质粒 pGEX2f a t12N ,将其转化大肠杆菌,并进行诱导表达。对表达产物 GST 2f a t12N 融合蛋白进行纯化,制

备其抗体,并对抗体效价进行了检测。结果表明,线虫 f a t21基因能在大肠杆菌中表达,制备的抗体能识别在原核表

达系统内表达的 GST 2f a t12N 融合蛋白,且效价很高,达到 1∶107。
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Abstract: Caenorhabd itis eleg ans f a t21 gene w as ob ta ined by R T 2PCR , and the sequences of f a t21 gene

N 2term inal w ere cloned in to fu sion exp ression vecto r pGEX24T 22 to genera te recom b inan t p lasm id pGEX2
f a t12N. A fter exp ressing in E scherich ia coli, the exp ressed p roduct GST 2f a t12N fu sion p ro tein w as pu rif ied

and u sed to imm un ize rabb it. T he resu lt show ed C. eleg ans f a t21 gene cou ld be exp ressed in E. coli, and the

an t ibody again st GST 2f a t12N p ro tein had a good aff in ity and select ivity by enzym e2linked imm uno so rben t

assay.
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　　脂肪酸脱氢酶是不饱和脂肪酸合成途径的关键

酶,可催化与载体结合的脂肪酸在脂酰链上脱氢形

成双键。根据酶的定位和对辅助因子需求的不同,脂

肪酸脱氢酶可以分成 2 类: 一类为可溶性的脂肪酸

脱氢酶,如植物质体中的 ∆29脂肪酸脱氢酶; 另一类

是膜整合脂肪酸脱氢酶,这种酶一般存在于内质网、

植物叶绿体膜及蓝细菌的质膜和类囊体膜上,如植

物的 ∆212脂肪酸脱氢酶[122 ]。膜整合脂肪酸脱氢酶

按其引入双键的方式不同又可以分为 2 种: 一种是

羧基定向的脂肪酸脱氢酶,可催化已有的双键和羧

基之间形成第二个双键[3 ] ,包括 ∆24、∆25和 ∆26脂肪

酸脱氢酶;另一种是甲基定向的脂肪酸脱氢酶,可催

化已有双键和甲基之间形成第二个双键,包括 ∆212

和 Ξ23脂肪酸脱氢酶[4 ] ,线虫 f a t21基因编码的蛋白
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即是 Ξ23脂肪酸脱氢酶[5 ]。

Ξ23多不饱和脂肪酸具有抗炎、抗血栓形成、抗

心律失常、降低血脂、舒张血管等功能[628 ] ,是人体必

需的脂肪酸。Ξ26多不饱和脂肪酸也是人体必需的

脂肪酸之一,但和 Ξ23 多不饱和脂肪酸的许多生理

功能相反,因此两种脂肪酸的平衡非常重要。有研究

表明[6 ] ,食物中 Ξ26 多不饱和脂肪酸和 Ξ23 多不饱

和脂肪酸的比例已严重失衡,约为 (20～ 30)∶1 (正

常的 Ξ26öΞ23 为 (1～ 4)∶1) ,表明当今人类饮食中

已严重缺乏 Ξ23多不饱和脂肪酸。线虫 f a t21基因

编码的 Ξ23 脂肪酸脱氢酶,通过在甲基端第三个碳

原子上引入一个双键,使 Ξ26 多不饱和脂肪酸转化

为 Ξ23 多不饱和脂肪酸,从而起到平衡两种脂肪酸

的作用。然而哺乳动物包括人类没有 f a t21基因,自

身也不能合成 Ξ23 脂肪酸脱氢酶,因而研究 Ξ23 脂

肪酸脱氢酶在哺乳动物中的表达具有重要的意义。

本试验将 f a t21基因N 端亲水区在原核细胞中

进行了表达,对表达产物进行了纯化,并对其抗体的

制备以及抗体的特异性进行了研究,以期为免疫印

迹法检测 f a t21 基因在其他物种中的表达奠定基

础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验材料　线虫由复旦大学发育生物学研

究所韩珉教授馈赠。

1. 1. 2　菌株和质粒　大肠杆菌 (E scherich ia coli)

DH 10B、BL 21 (D E3)由中国科学院遗传与发育生物

学研究所马润林课题组保存; 质粒 pGEM 2T Easy

购自 P rom ega 公司; pGEX24T 22 购自 Am ersham

Pharm arcia 公司; pET 228a 购自N ovagen 公司。

1. 1. 3　试　剂　RNA gen ts总RNA 分离试剂盒和

辣根过氧化物酶 (Ho rseradish Perox idase, HR P)标

记的羊抗兔二抗购自 P rom ega 公司; R evertA id 第

一链 cDNA 合成试剂盒购自 Ferm en tas公司; 胶回

收试剂盒购自Om ega 公司; DL 2000 DNA 分子量

标样和限制性内切酶 S a l É 购自 T aKaR a 公司;

D 2000 DNA 分子量标样购自 T ianGen 公司; 低分

子量蛋白标样购自华美生物工程公司; 内切酶

B am H É 购自N EB 公司; T 4 DNA 连接酶和B rad2
fo rd 蛋白质定量测定试剂盒购自上海申能博彩公

司; 谷胱甘肽硫转移酶 (Glu ta th ione S2t ran sferase,

GST )融合蛋白纯化用谷胱甘肽2琼脂糖树脂购自
Am ersham Pharm arcia 公司。

1. 1. 4　引物设计与合成　根据发表的线虫脂肪酸

脱氢酶序列 (GenBank 登录号: L 41807)设计 2对引

物。引物 1由上海生工合成: 1F: 5′2A T G GTC GCT

CA T TCC TCA GAA GGG T 23′, 1R: 5′2T TA

CT T GGC CT T T GC CT T CTC CTC G23′。引物 2

由北京赛白盛公司合成: 2F: 5′2GGA TCC A T G

GTC GCT CA T TCC TCA GA 23′, 2R: 5′2GTC

GA C AAA CA G T GT GCT GGA A T T GC23′。

1. 2　线虫 f a t21基因的R T 2PCR 扩增

1. 2. 1　f a t21基因第一链 cDNA 的合成 (R T 反应)

　收集培养 4～ 5 d 的线虫, 用 RNA gen ts总 RNA

分离试剂盒提取总RNA。按反转录试剂盒要求,取

1 Λg总RNA 为模板,加入 0. 5 Λg O ligo (dT ) 18为反

转录引物, 72 ℃变性 5 m in,冰浴 2 m in,然后依次加

入 4 ΛL 5× react ion buffer, 1 ΛL R ibonuclease in2
h ib ito r (20 U öΛL ) , 2 ΛL 10 mmo löL dN T P, 37 ℃ 5

m in,加入 1 ΛL R evertA id M 2M uLV R everse T ran2
scrip tase (200 U öΛL ) , 加 ddH 2O 至 20 ΛL , 42 ℃反

应 1 h, 70 ℃ 10 m in 终止反应。

1. 2. 2　f a t21基因的 PCR 扩增　取 2 ΛL cDNA 进

行 PCR 扩增。反应体系为: 5 ΛL 10× PCR buffer,

5 ΛL 2. 5 mmo löΛL dN T P, 10 Λmo löL 引物 1F 和

1R 各 5 ΛL , 1 ΛL T aq DNA 聚合酶 (5 U öΛL ) , 加

ddH 2O 至 50 ΛL。扩增条件为: 94 ℃ 1 m in; 94 ℃ 45

s, 58 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 m in, 34个循环; 然后 72 ℃延

伸 10 m in。PCR 产物经 10 göL 琼脂糖凝胶电泳后,

将约 1. 2 kb 的目的片断回收并克隆到 pGEM 2T

Easy 载体上 (TA 克隆) ,转化大肠杆菌DH 10B , 蓝

白斑筛选,将阳性克隆送上海英骏公司测序。

1. 3　pGEX2f a t12N 重组表达质粒的构建及鉴定
重组表达质粒pGEX2f a t12N 的构建见图 1。将

线虫 f a t21基因 PCR 扩增产物 TA 克隆后,挑阳性

克隆经 B am H É 和 S a l É 双酶切, 酶切产物用 10

göL琼脂糖凝胶电泳后回收, 与经同样酶切处理的

pGEX24T 22 载体连接, 构建重组表达质粒 pGEX2
f a t12N。连接产物电击转化大肠杆菌DH 10B ,用碱

裂解法提取质粒, 进行B am H É 和 S a lÉ 双酶切鉴
定,将阳性克隆送上海英骏公司测序。

1. 4　融合蛋白 GST 2f a t12N 的原核表达及纯化
1. 4. 1　原核表达　重组质粒 pGEX2f a t12N 电击转
化大肠杆菌BL 21 (D E3)。挑取单菌落接种 2×YTA

培养液中, 37 ℃培养过夜。次日以体积比 1∶100接

种至 2×YTA 培养液中。37 ℃振荡培养至OD 600为

0. 6～ 0. 8,加异丙基2Β2D 2硫代半乳糖苷 ( Isop ropyl2
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Β2D 2th iogalactopyrano sid, IPT G ) 至终浓度 0. 2

mmo löL , 37 ℃诱导表达 4 h,离心收集菌体。

1. 4. 2　纯　化　菌体用预冰冷 1×PBS 溶液 (pH

7. 4)重悬后,加入 2×SD S2PA GE 上样缓冲液,沸水

浴 10 m in,室温 13 000 röm in 离心 5 m in 后吸取上

清液, 120 göL 的 SD S2PA GE 分析表达结果, 以诱

导前样品为对照。表达的融合蛋白 GST 2f a t12N 过
谷胱甘肽2琼脂糖树脂柱,用含游离谷胱甘肽的缓冲

液洗脱,收集洗脱液, 用 120 göL 的 SD S2PA GE 分

析纯化结果。

图 1　重组表达质粒 pGEX2f a t12N 的构建示意图
F ig. 1　Schem atic rep resen tat ion of the

exp ression p lasm id pGEX2f a t12N

1. 5　GST 2f a t12N 融合蛋白抗血清的制备
纯化的 GST 2f a t12N 融合蛋白用B radfo rd 蛋

白质定量测定试剂盒定量。定量的融合蛋白交中国

科学院遗传与发育生物学研究所实验动物中心制备

抗血清, - 70 ℃保存。

1. 6　GST 2f a t12N 融合蛋白抗血清效价的测定
取少量血清进行间接酶联免疫吸附试验 (En2

zym e2L inked Imm uno so rben t A ssay, EL ISA )测定

其效价。用 0. 05 mo löL N a2CO 32N aHCO 3 (pH 9. 6)

包被液将纯化的融合蛋白稀释为 0. 01 m gömL , 按

每孔 1 Λg (100 ΛL )加至酶标板中, 4 ℃包被过夜。

PBST (含体积分数 0. 05%吐温- 20的 PBS)洗涤酶

标板 3 次后,每孔加 200 ΛL 封闭液 (含体积分数 5

göL BSA 的 PBST )于 37 ℃封闭 1 h。用 PBST 洗板

3 次后,将待测血清与免疫前血清分别用封闭液从

1∶10开始倍比稀释,每孔加 100 ΛL , 37 ℃温育 1 h。

用 PBST 再次洗板 3 次后, 向每孔中加入 100 ΛL

1∶2 000稀释的HR P 标记的羊抗兔 IgG, 37 ℃温育

1 h。用 PBST 洗板 3 次,每孔加入 100 ΛL 显色液

(磷酸2柠檬酸缓冲液, 临用时加终浓度为 0. 4

m gömL 邻苯二胺和 1. 5 ΛL ömL 体积分数 30%

H 2O 2 ) , 室温避光反应 5 m in, 加入 50 ΛL 2 mo löL

H 2SO 4 终止反应。B io2R ad 450全自动酶标仪测定各

孔在 490 nm 的吸光值 (OD 值)。

2　结果与分析

2. 1　线虫 f a t21基因全长的扩增

　　R T 2PCR 扩增得到长度约 1. 2 kb 的片段 (图

2)。将其克隆到pGEM 2T Easy 载体上,测序结果显

示扩增序列与N CB I上序列一致。

图 2　线虫 f a t21基因的R T 2PCR 产物电泳图谱

1. DNA 分子量标样; 2. f a t21基因

F ig. 2　E lectropho resis pattern of R T 2PCR

p roduct of f a t21 gene

1. DNA M arker; 2. f a t21 gene

2. 2　线虫 f a t21基因原核表达载体的鉴定

线虫 f a t21基因N 端 203 bp 扩增结果见图 3,

TA 克隆后对阳性克隆进行酶切连入表达载体

pGEX24T 22。用B am H É和 S a lÉ 双酶切,结果 (图

4 ) 与预期相符, 测序后结果表明重组表达质粒

pGEX2f a t12N 构建成功。
2. 3　重组表达质粒 pGEX2f a t12N 在大肠杆菌中的
表达

　　将重组表达质粒 pGEX2f a t12N 转化大肠杆菌
BL 21 (D E3) ,经 IPT G 诱导后将得到的细菌总蛋白

进行 SD S2PA GE 电泳,结果见图 5。由图 5可知,表

达的融合蛋白GST 2f a t12N 约为 34 ku,与估计的理

论值一致。
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2. 4　融合蛋白 GST 2f a t12N 的纯化
用谷胱甘肽2琼脂糖亲和层析纯化GST 2f a t12N
融合蛋白,结果见图 6。由图 6可知,第四泳道蛋白

是纯化程度较高的 GST 2f a t12N 融合蛋白,分子量

2. 5　GST 2f a t12N 融合蛋白血清抗体的效价
结果显示,制备的抗血清可以有效地识别在原

核生物体内表达的融合蛋白。由表 1 可知,按 PöN
值≥2. 1判为阳性的标准 (P 为待测血清的OD 值,

N 为免疫前血清的 OD 值) , 抗体效价已达到

1∶107。

表 1　EL ISA 法检测 GST 2f a t12N 融合蛋白抗体的效价
T able 1　D eterm ination of GST 2f a t12N fusion p ro tein an tibody titer by EL ISA

血清类型
Species of

serum

各稀释倍数的OD 值 Serum OD value

1∶10 1∶102 1∶103 1∶104 1∶105 1∶106 1∶107

免疫前血清 Contro l 2. 188 0. 730 0. 116 0. 024 0. 009 0. 006 0. 007

抗血清A ntibody 3 3 3 3 2. 081 1. 636 0. 828

　　注: 3 表示OD 490> 2. 500。N o te: 3 stands fo r OD 490> 2. 500.
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3　讨　论

由于 Ξ23多不饱和脂肪酸在哺乳动物和人体内

无法合成,但其对诸多疾病有着很重要的预防和治

疗作用[9215 ] , 现已成为营养学和临床医学研究的热

点。线虫 f a t21基因编码的脂肪酸脱氢酶可以提高

Ξ23 多不饱和脂肪酸的含量, 并能有效改善 Ξ26 脂

肪酸和 Ξ23脂肪酸的比例。鉴于此,研究线虫 f a t21

基因的表达,尤其是在哺乳动物中的表达,对于提高

哺乳动物体内 Ξ23不饱和脂肪酸的含量具有重要的

意义。

为了将线虫 f a t21 基因在哺乳动物中表达, 并

对其功能进行研究,首先要得其全部序列、编码的蛋

白及其抗体。Spychalla 等[5 ]于 1997年首先克隆了

f a t21基因,并在植物拟南芥中进行了表达。到目前

为止,对线虫 f a t21基因在原核系统中的表达、表达

产物的纯化及抗体制备尚未见报道。

本研究将克隆到的 f a t21 全长 cDNA 克隆入

pGEX24T 22 载体中,但未获得满意的表达; 更换载

体将全长 cDNA 克隆至 pET 228a 载体中,表达结果

仍然不理想。原因可能是其编码的脂肪酸脱氢酶定

位在膜上,是膜整合蛋白,而原核生物没有相应的膜

结构;也可能是物种之间密码子的偏爱性不同,因而

在大肠杆菌中表达线虫 f a t21基因全长 cDNA 是非

常困难的。但将 f a t21 N 端亲水区克隆至 pGEX2
4T 22载体中,表达量较高。

获得高纯度的,足量的蛋白是制备抗体、研究蛋

白质的结构和功能所必需的。本研究诱导表达了大

量的融合蛋白 GST 2f a t12N , 并对目的蛋白进行了

亲和层析纯化,获得了高纯度的 GST 2f a t12N 蛋白。
用得到的蛋白抗原制备的抗体,经 EL ISA 检测,抗

体效价达到 1∶107,为该基因在其他物种中的表达

验证提供了依据。
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