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摘要　泉古菌 S ul f olobus islandicus中 PCNA有 3个同源类似蛋白 ,本研究选取 PCNA1作为研究对象 ,为

获得可溶性表达的 PCNA1蛋白 ,制备多克隆抗体 ,深入了解 PCN A1基因的功能 ,将 PCN A1基因片段克隆到

组氨酸标签融合的表达载体 p ET30a中 ,利用 IP T G诱导 ,金属螯合亲和层析进行纯化分析表明 ,融合蛋白大部

分可溶。紫外分光光度法测定纯化蛋白的纯度可达 90 %以上 ,浓度约为 2 mg/ mL。免疫家兔制备多克隆抗体 ,

EL ISA检测抗血清效价可达 1∶10 000以上 ,Western印迹检测证明抗体特异性良好。
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　　增殖细胞核抗原 (p roliferating cell nuclear an2
tigen简称 PCNA)广泛存在于各种原核生物、真核

生物和古菌细胞中 ,并且与 DNA 复制、重组、修复

以及细胞周期调控有着密切的联系[122 ]。作为 DNA

的靶向因子 ,PCNA 能够使一些非序列特异性的蛋

白与其 DNA 底物结合得更加紧密 ,这些非序列特

异性的蛋白包括有 DNA 聚合酶、内切酶、连接酶、

解旋酶、错配修复蛋白以及葡萄糖基转移酶等[324 ]。

此外 ,PCNA通过与蛋白质间的相互作用能够在特

定的时刻将特定的蛋白召集到特定的地方[5 ]。在不

同的细胞周期内 PCNA的表达量会有所差异 ,所以

它也被看作是细胞增殖的一种标记[627 ]。对癌症细

胞的研究表明 ,在同一细胞周期内的癌细胞中 PC2
NA的表达量要明显高于正常细胞中的表达量[8 ]。

因此 ,有关 PCNA与相关蛋白质间的相互作用及其

在不同时期的表达量的差异对于 DNA 复制、修复

和细胞周期调控都有着十分重要的影响。本研究以

嗜热古菌中的泉古菌 S ul f olobus isl andicus 中 PC2
NA 的 3个同源类似蛋白中的 PCNA1为研究对象 ,

对其进行融合表达 ,做表达形式分析 ,并将上清中的

蛋白用金属螯合层析纯化 ,免疫家兔制备多克隆抗

体 ,用纯化蛋白作抗原包被 , EL ISA 检测抗体效价 ,

并用 Western印迹检测抗体的特异性。

　材料与方法

　菌株和质粒

S ul f olobus isl an dicus 和大肠杆菌 ( Escherich2
i a col i) BL21 (D E3)菌株由华中农业大学农业微生

物学国家重点实验室古菌分子生物学研究室保存 ,

表达载体 p ET30a购自 Novagen公司。

　主要试剂

限制性内切酶、Py robest DNA 聚合酶和 T4

DNA连接酶购自 Takara 公司 ; PCR清洁回收试剂

盒和 DNA凝胶回收试剂盒购自 Axygen公司 ;质粒

提取试剂盒购自北京博大泰克生物基因技术有限责

任公司 ;基因组 DNA 提取试剂盒购自北京 TIAN2
GEN生物技术有限责任公司 ;其他化学试剂均为分

析纯。

　 基因的 扩增

本研究以 S ul f olobus isl andicus 的基因组

DNA为模板 ,利用 Primer Premier 5. 0软件设计的

1对引物 ( PCNA12fwd : T T T T T T TCA TA T GA TA

TA TCT TAAA TCT T T T GAAA GG N de Ⅰ; PC2
NA12rev : T T TCTCGA GAACT T T T GGA GCTA2
A TAAA TAA GTAA X hoⅠ)对 PCN A1 进行 PCR

扩增。反应体系为 :DNA 模板 20 ng ,上下游引物
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各 1μL (20μmol/ L ) , Py robest DNA 聚合酶 0. 5

μL ,10×PCR buffer 5μL ,dN TP 4μL ,用去离子水

补足到 50μL。PCR 扩增条件为 : 94 ℃预变性

5 min ;94 ℃变性 30 s ,55 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸

1 min ,30个循环 ;72 ℃延伸 10 min。PCR 产物用

1 %的琼脂糖凝胶电泳进行检测。

　表达载体的构建与鉴定

将 PCR产物经 DNA 凝胶回收试剂盒进行回

收纯化 ,然后用 N deⅠ和 X hoⅠ同时对纯化的 PCR

产物和 p ET30a进行双酶切 ,酶切产物经过 PCR清

洁回收试剂盒回收纯化之后就用 T4 DNA 连接酶

进行连接过夜 ,接着转化至大肠杆菌感受态细胞

E. coli BL21 (DE3) 。对重组子进行酶切验证并测

序 ,重组阳性质粒命名为 p ET30a2PCNA1。

　 蛋白的诱导表达及其表达形式分析

将含有重组阳性质粒 p ET30a2PCNA1 的大肠

杆菌 E. col i BL21 (DE3)接种于 5 mL 含有卡那霉

素 50 mg/ L 的 LB 培养基中 ,37 ℃振荡培养过夜 ,

次日以 1 ∶100 比例接种到 100 mL 同样的培养基

中继续培养 ,直到 D600 nm = 0. 6 时 , 加入 100

mmol/ L IP T G至体积分数 1 mmol/ L ,在 28～29 ℃

下 ,200 r/ min开始诱导表达 13～16 h。离心收集菌

体 ,加入 1 ×PBS (含 0. 8 % NaCl , 0. 02 % KCl ,

0. 144 % Na2 HPO4 ,0. 024 % KH2 PO4 ,p H 7. 6)离

心漂洗。将菌体沉淀重悬于 2 mL 冰预冷的裂解缓

冲液 ( 50 mmol/ L Na H2 PO4 , 300 mmol/ L NaCl ,

0. 1 mg/ mL溶菌酶 ,1 mmol/ L PMSF ,p H 8. 0)中 ,

冰浴 15 min ,超声波破碎裂解细胞。分别取上清

和沉淀进行 SDS2PA GE。在剩余上清中加入 Tri2
tion X2100 至体积分数 2 % ,经 0 . 45μm 微孔滤

膜过滤 ,再加入 NaN3至体积分数 0 . 02 % ,存放于

4 ℃。

　表达产物的纯化

确定 PCNA1 蛋白在上清中存在后 ,将上清过

Ni2 + 2N TA琼脂糖层析柱进行纯化。先用 10 mL

含有 20 mmol/ L 咪唑的洗涤缓冲液平衡层析柱 ,然

后使上清在重力作用下流过层析柱 ,再依次用含有

不同浓度咪唑的洗涤缓冲液进行洗脱 (30、40、50、

60、70、80、90、100、110 mmol/ L ) ,取每个浓度梯度

下的适量过柱成分进行 SDS2PA GE ,最后根据电泳

结果决定最佳的纯化条件。

　免疫家兔制备多克隆抗体

取上述纯化的 PCNA1重组蛋白免疫雄性成年

新西兰大白兔 3只 ,在两侧脚掌皮下进行注射 ,每侧

注射 0. 5～1. 0 mg抗原。首次注射后的 4周加强免

疫 1次 ,此后每 7～10 d加强免疫 1 次。第 3 次免

疫后 7 d ,每只兔子取血 50 mL ,离心分离血清 ,并从

血清中分离特异性抗体 ,利用 EL ISA和 Western印

迹检测抗体效价和免疫原性。

　结果与分析

　目的片段的 结果

以 PCNA12fwd 和 PCNA12rev 为引物 , S ul2
f olobus isl andicus 的基因组 DNA 为模板 ,进行

PCR扩增 ,得到了 1 条约 780 bp 的片段 (图 1) ,与

预期片段大小一致。

　M. PCR marker ; 1. PCN A1 基因的克隆 Cloning of PCN A1

gene ; 2.经 X hoⅠ和 S phⅠ双酶切的表达载体 p ET30a2PCNA1

p ET30a2PCNA1 digested wit h X hoⅠand S phⅠ.

图 1　PCNA1基因的克隆及其表达载体

p ET30a2PCNA1的酶切验证

Fig. 1　Cloning of PCNA1 gene and restriction analysis

of its expression vector p ET30a2PCNA1

　表达载体的酶切验证

利用 X hoⅠ和 S p hⅠ对重组质粒进行双酶切 ,

经 pDRAW32软件分析 ,理论上重组阳性质粒可以

得到 2条大小约为 4 929 bp 和 1 086 bp 的片段 ,凝

胶电泳结果表明 ,双酶切验证得到的 2 条 DNA 分

子条带与预期分析的片段大小一致 ,这说明得到的

质粒是插入了目的基因 PCN A1片段的阳性重组质

粒。将该阳性重组质粒送去测序结果表明 ,插入的

PCN A1基因片段的序列没有发生突变。

　 重组蛋白的表达形式分析

将酶切验证正确的质粒转化 BL21 (DE3) ,选取

一个单菌落进行 IP T G的诱导表达。在 SDS2PA GE

(图 2)上可以看到 ,p ET30a2PCNA1 经诱导表达后

有一明显的新生蛋白条带出现 ,分子质量约为 33
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ku ,与预计大小一致。结果显示 ,表达的新生蛋白

绝大部分存在于上清液中 ,说明 PCNA1 蛋白是以

可溶形式表达为主。

　M. Protein marker ; 1. p ET30a 空载体做的负对照 Negative

cont rol of p ET30a ; 2.未诱导的菌体蛋白 Proteins f rom non2in2

duced culture ; 3.诱导后的菌体蛋白 Proteins f rom induced cul2

t ure ; 4.诱导后的上清 Supernatant f rom induced culture ; 5.诱导

后的沉淀 Deposition f rom induced culture ; 6.纯化蛋白 Purified

proteins.

图 2　SDS2PAGE对带有组氨酸标签的

PCNA1蛋白的可溶性分析

Fig. 2　Identification of solubility of His2tagged

PCNA1 protein by SDS2PAGE

　 重组蛋白的纯化

将细胞裂解液离心后的上清过 Ni2 + 2N TA 琼

脂糖层析柱 ,取在各个浓度梯度下洗脱的过柱成分

进行 SDS2PA GE纯化效果检测 (图 3) ,结果表明含

有 30 mmol/ L 咪唑和 80 mmol/ L 咪唑的洗涤缓冲

液分别为较理想的去除杂蛋白和洗脱目的蛋白的溶

液。通过紫外分光光度法测定在该条件下纯化的

PCNA1蛋白 ,其纯度达 90 %以上 ,质量浓度约为

2 mg/ mL。

　M. Protein marker ; 1～9.分别为 30 ～110 mmol/ L 洗脱液的

过柱成分 Samples collected f rom t he chromatography column

which washed by 30～110 mmol/ L elution buffer respectively.

图 3　PCNA1蛋白的纯化条件分析

Fig. 3　Analysis of purification of PCNA1 protein

　免疫家兔制备多克隆抗体

在第 3 次免疫家兔后的 7 d 取血 ,用间接

EL ISA法测定抗体效价 ,如图 4 所示 ,抗血清效价

可达 1∶10 000以上 ,而对于分离纯化后的抗体其

1. 1∶500 ; 2. 1∶2 000 ; 3. 1∶5 000 ;

4. 1∶10 000 ; 5. 1∶100 000 ; 6. 1∶1 000 000.

图 4　ELISA检测多克隆抗体的效价

Fig. 4　The titer of polyclonal antibody detected by ELISA

效价则可高达 1∶100 000以上。

　 印迹检测抗体特异性

将 PCNA1融合蛋白、S ul f olobus isl andicus 细

胞裂解液及BSA同时进行 SDS2PA GE ,然后转移至

NC膜 ,通过辣根过氧化物酶 HRP与底物 DAB 显

色的方法来检测。结果表明 :融合蛋白与细胞裂解

液泳道中均可检测到分子质量正确的蛋白条带存

在 ,而 BSA泳道中未检测到任何条带 (图 5) 。

　1.纯化的 PCNA1 蛋白 Purified PCNA1 protein ; 2. S ul f olo2

bus islandicus 细胞裂解液 Cell lysis of S ul f olobus islandicus ;

3.负对照 Negative cont rol .

图 5　We stern blot检测 PCNA1多克隆抗体的特异性

Fig. 5　The specificity of polyclonal antibody to PCNA1

protein detected by We stern blot

　讨　论

古细菌作为比较特殊的一类生物 ,在遗传信息

处理加工方式上与真核生物有着十分相似的地方 ,

而在细胞结构上却像原核生物那样比较简单 ,因此

成为了比较理想的用于研究真核生物的一类模式生

物[1 ,9210 ]。本研究以古菌中的泉古菌 S ul f olobus is2
l andicus为研究对象 ,将 PCN A1 基因克隆到组氨

酸融合表达载体 ,在大肠杆菌中进行原核表达。因

为选择的表达载体 p ET30a上带有 T7启动子 ,故可

以采用 IP T G 诱导蛋白表达。重组表达载体

p ET30a2PCNA1经诱导后 SDS2PA GE电泳可表达

33 ku的蛋白 ,而同时作为对照的 p ET30a载体上却

无此蛋白表达 ,说明此蛋白很可能就是 PCNA2His

的融合蛋白。该蛋白经过金属螯合亲和层析纯化之

后 ,用紫外分光光度法测定其蛋白纯度在 90 %以

上。接着免疫家兔制备多克隆抗体 ,间接 EL ISA 法

测定抗体效价后 ,用 Western 印迹检测多克隆抗体
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的特异性 ,得到了特异性较好的多克隆抗体 ,同时也

反过来进一步证实了表达纯化的蛋白就是 PCNA12
His的融合蛋白。

本研究制备的特异性较好的兔抗 PCNA1蛋白

多克隆抗体 ,可用于检测 PCN A1 基因在细胞不同

周期的蛋白表达水平 ,也为研究其表达调控 ,鉴定细

胞内与 PCNA1发生相互作用的蛋白提供了一个有

利的工具。此外 ,本研究中只是对嗜热古菌中 3 个

PCNA同源类似蛋白中的 PCN A1进行了原核表达

及其多克隆抗体的制备 ,今后还将进一步对 PCN A2

和 PCN A3进行同样的原核表达及其多克隆抗体的

制备 ,继而为深入研究 PCN A 在 DNA 复制、修复

以及细胞周期调控中的作用奠定一定的实验基础。
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Prokaryotic Expression of PCNA1 from Crenarchaeaon

Sul f olobus isl a ndicus and Preparation of Its Polyclonal Antibody
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College of L i f e S cience an d Technolog y / S t ate Key L aboratory of A g ricul t ural M icrobiolog y ,

H uaz hong A g ricul t ural Uni versi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract　Based on the result of sequence analysis ,t here are t hree homologues of PCNA in Crenar2
chaeaon S ul f olobus isl andicus and PCNA1 was selected as t he subject of the current st udy. To obtain

soluble p rotein of PCNA1 and it s polyclonal antibody for studying t he f unction of PCN A1 gene ,the f rag2
ment of PCN A1 gene was amplified and cloned into t he expression vector p ET30a. Induced by IP T G ,sol2
uble p rotein of interest could be obtained. The protein was p urified by metal chelate affinity chromatog2
rap hy and it s p urity and content were detected wit h UV2spect rop hotomet ric met hod. Rabbit s were immu2
nolized by PCNA1 protein. The titer and specificity of polyclonal antibody were detected wit h indirect

EL ISA assay and Western blot ting. The result of UV2spect rop hotomet ric met hod showed t hat it s p urity

reached at least 90 % and t he p rotein concent ration was about 2 mg/ mL . The titer of antiserum was as

high as 1∶10 000 ,wit h a very high specificity detected by t he Western blot ting.

Key words 　S ul f olobus isl andicus ; PCN A1 gene ; p rokaryotic expression ; metal chelate affinity

chromatograp hy ; polyclonal antibody
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