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　 　 摘要:　 Ｖ 型三磷酸腺苷酶(ＡＴＰ 酶)是真核生物调节胞质内细胞器酸碱度的核心元件ꎬ对盐等胁迫环境下细胞膜的

稳定起着重要作用ꎮ ＶＰＨ１是 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶蛋白复合物膜上的 １个亚基蛋白ꎬ其跨膜结构对 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶的功能有很大影

响ꎮ 本研究利用ＰＣＲ(Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ)介导的同源重组技术ꎬ构建毕赤酵母内源ＶＰＨ１ Ｃ 端的定点融合ＦＬＡＧ 标

签ꎬ筛选重组菌株进行培养ꎬ分离出目的蛋白ꎬ去污剂溶解后通过 ＦＬＡＧ 亲和纯化获得 ＶＰＨ１ 蛋白ꎬ为其后续结构的研究

奠定基础ꎮ 说明ꎬＰＣＲ 介导的同源重组技术能快速筛选到毕赤酵母重组转化子ꎬＦＬＡＧ 标签添加到 ＶＰＨ１ 的 Ｃ 端可以成

功纯化出目的蛋白ꎮ 同时本研究所用的载体和研究思路也可以用于其他感兴趣膜蛋白的重组纯化ꎮ
关键词:　 ＰＣＲ 介导ꎻ 同源重组ꎻ Ｖ 型 ＡＴＰ 酶ꎻ ＶＰＨ１ 蛋白制备
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ ｔｏ ａｄｊｕｓｔ ｐＨ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓꎬ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. ＶＰＨ１ ｉｓ ｏｎｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｂｏｕｎｄ Ｖｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍ￣
ｐｌｅｘ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｃｉｄｅｓ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ ｔｏ ａ ｌａｒｇｅ ｅｘｔｅｎｔ. ＰＣＲ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｔａｇ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ Ｐ. ｐａｓｔｏｒｉｓ ＶＰＨ１. Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ
ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａｎｔｉ￣ＦＬＡＧ ａｇａｒｏｓｅ ｆｏｒ ＶＰＨ１ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ＶＰＨ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｐ. ｐａｓｔｏｒｉｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｆｕｓｉｏｎ ＦＬＡＧ ｔａｇ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ ＶＰＨ１.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ(ＰＣＲ)￣ｍｅｄｉａｔｉｏｎꎻ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻ Ｖ￣ＡＴＰａｓｅꎻ ＶＰＨ１ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 Ｖ 型三磷酸腺苷酶(ＡＴＰ 酶)是 ＡＴＰ 酶家族的

一员ꎬ广泛分布在真核细胞的囊泡、溶酶体、突触小

泡、内体、高尔基体等各种细胞器内膜系统上[１]ꎬＶ
型 ＡＴＰ 酶依靠水解 ＡＴＰ 产生的能量转移质子ꎬ从而

产生跨膜的电化学梯度并调节细胞内外的 ｐＨ 值ꎬ

为某些生化反应提供特定的 ｐＨ 环境[２]ꎮ Ｖ 型 ＡＴＰ
酶利用 ＡＴＰ 水解产生的能量向膜内转运质子ꎬ建立

跨膜电化学势ꎬ为物质的跨膜运输提供动力ꎬ如在盐

胁迫环境下ꎬ依赖 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶建立的跨膜电化学梯

度有效地将细胞质内的 Ｎａ＋排到细胞外或液泡内ꎬ
以减轻过量 ＮａＣｌ 对植物造成的伤害ꎬ保证植物细胞

的存活能力ꎬ稳定细胞膜内环境ꎬ此过程中酶的活性

在一定范围内随着胁迫强度的增加而提高[３￣４]ꎮ
Ｖ 型 ＡＴＰ 酶是一种多亚基组成的异聚体蛋

白ꎬ其组成和化学计量在不同物种间有显著的差
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异ꎬ但均包括水溶性的膜外 Ｖ１和脂溶性的膜上 Ｖｏ
２ 个结构复合体ꎮ 水溶性 Ｖ１催化 ＡＴＰ 水解ꎬ由 ８
个亚基组成ꎬ包埋在膜内的脂溶性 Ｖｏ 传递质子ꎬ
由至少 ６ 个亚基组成[５] ꎮ 然而 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶的组成

和化学计量在不同物种间有显著的差异ꎬ这种物

种间的差异对生物学功能和进化的研究也非常重

要ꎬ比如耐盐植物和非耐盐植物应答外界环境盐胁

迫的响应不同ꎬＶ 型 ＡＴＰ 酶的表现也不相同ꎮ 耐盐

植物如甜菜亚基的表达是同步的ꎬ且对应亚基的启

动子活性在盐胁迫中也大大提高[６]ꎬ而不耐盐的植

物ꎬ如西红柿和拟南芥ꎬＶ 型 ＡＴＰ 酶的亚基表达水

平是瞬间的或不应答[７]ꎮ 过多施肥引起的次生盐

渍化严重影响了作物对养分的吸收利用ꎬ利用生物

技术改良可以提高耐盐性[４]ꎮ ＶＰＨ１ 是 Ｖ 型 ＡＴＰ
酶蛋白复合物膜上最大亚基 ａ 的蛋白ꎬ大小约

１００ ０００ꎬ由 ２ 个主要的结构域组成ꎬＮ 端细胞质部

分和 Ｃ 端膜上部分各占一半ꎮ Ｎ 端作为定子与膜外

Ｖ１连接ꎬ保证质子转移中复合物的稳定性[８]ꎬＣ 端与

质子转运中心的 ｃ 环形成 １ 个半通道ꎬ便于质子跨

过脂双层进行转运[５]ꎮ ＶＰＨ１ 的 Ｃ 端有 ８ 个膜镶嵌

的 α 螺旋ꎬ不对称地与脂双层和 ｃ 环连接[５ꎬ９￣１０]ꎬ其
中第 ８ 个螺旋的 Ａｒｇ￣７３５ 对于质子转移至关重

要[１１]ꎮ 此外ꎬ也有研究结果表明ꎬＶ 型 ＡＴＰ 酶的 ａ２
亚基是一个潜在的内体 ｐＨ 感应器[１２]ꎮ 酶的可逆

解离过程中亚基 ａ 可能封锁膜上质子的被动转

运[１３]ꎮ 因此ꎬＶＰＨ１ 的折叠和跨膜拓扑结构对 Ｖ 型

ＡＴＰ 酶的生理生化都有重要作用ꎮ
蛋白质功能性结构的研究首先需要制备目标

产物ꎬ而膜蛋白因其表达量低、稳定性差以及脂溶

性等特点使得制备较为困难ꎮ 因此ꎬ本研究拟通

过 ＰＣＲ(Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ)介导的 ＤＮＡ 同

源重组将毕赤酵母内源 ＶＰＨ１ 的 Ｃ 端加上 ＦＬＡＧ
标签ꎬ利用带有 ＦＬＡＧ 标签的重组子进行膜组分分

离和目标蛋白亲和纯化ꎬ制备 ＶＰＨ１ 蛋白ꎬ以期为

后续的功能结构分析奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株和质粒　 菌种 ＤＨ５α 用于载体重建ꎬ蛋
白酶缺陷型的毕赤酵母 ＳＭＤ１１６８Ｈ(ｐｅｐ４)作为同源

重组的宿主ꎬ含有博来霉素 ｚｅｏｃｉｎ 抗性基因的表达

载体 ｐＰＩＣＺＡ 由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司提供ꎮ

１.１.２　 试剂 　 限制性内切酶 Ｘｈｏ Ｉ、限制性内切酶

Ｓａｌ Ｉ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、小量质粒提取试剂盒、胶回收

试剂盒及 ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物工程

(大连)有限公司(ＴａＫａＲａ)ꎬ酵母基因组 ＤＮＡ 提取

试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司ꎬ博莱霉

素购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ其他一般生物试剂购自上海

生工生物工程技术有限公司ꎮ
１.１.３　 培养基　 细菌培养用低盐的 ＬＢ 培养基(蛋
白胨 １０ ｇ / Ｌ、酵母粉 ５ ｇ / Ｌ、氯化钠 ５ ｇ / Ｌ)ꎬ博来霉

素抗性筛选的浓度为 ２５ μｇ / Ｌꎬ酵母培养用 ＹＰＤ 培

养基 (蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌ、酵母粉 １０ ｇ / Ｌ、葡萄糖 ２０
ｇ / Ｌ)ꎬ博来霉素抗性筛选的浓度为 １００ μｇ / Ｌꎬ固体

培养基含 １􀆰 ５％琼脂糖ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 载体重建　 毕赤酵母表达载体 ｐＰＩＣＺＡ 和化

学合成的 ３×ＦＬＡＧ 序列结构同时采用 Ｘｈｏ Ｉ 酶和

Ｓａｌ Ｉ 酶进行双酶切ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳分离后ꎬ切
胶回收目的片段ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ博来霉素筛

选ꎬ酶切鉴定获得 ＦＬＡＧ 标签载体 ｐＰＩＣＺＴꎮ
１.２.２　 ＰＣＲ 扩增　 分析 ｐＰＩＣＺＴ 载体的 ＦＬＡＧ 序列

和博莱霉素终止子区域的序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒｓ ５ 设计

载体引物以扩增 ＦＬＡＧ 标签和筛选标记的基因序

列ꎬ正向引物 Ｐ１ꎬ５′￣ＧＧＡＧＣＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＣＣＡＴＴＴ
ＧＣＴＴＴＣＡＡＡＡＴＣＧＴＧＣＴＧＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＡＣ
ＴＡＣＡＡＡＧＡＣＣＡＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴ￣３′ꎬ反向引物Ｐ２ꎬ５′￣Ａ
ＴＴＴＡＡＡＧＡＡＴＴＧＡＣＣＡＧＧＣＡＡＴＴＧＡＧＴＡＡＴＣＧＣＣＣＧ
ＣＴＴＣＴＧＡＧＡＧＡＴＴＡ ＣＣＴＴＣＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＡＡＡＣＣＴＴＣ
Ｔ￣３′ꎬ斜体是载体上的引物序列ꎬ正体是外挂的

ＶＰＨ１ 终止子上下游序列ꎮ ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５
℃ ３０ ｓꎬ ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ２０ 个循环ꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎬ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离后ꎬ切
胶回收作为第二轮 ＰＣＲ 模板ꎮ 第二轮 ＰＣＲ 的目的

是在第一轮 ＰＣＲ 产物的基础上ꎬ向 ５′端再延伸同源

序列的长度至１００ｂｐꎬ正向引物Ｐ３:５′￣ＣＡＴＴＣＴＣＴ
ＧＡＧＡＣＴＡＣＡＣＴＧＧＧＴＴＧＡＡＡＧＣＡＴＧＴＣＣＡＡＡＴＴＴＴＴ
ＣＧＡＡＧＧＴＧＡＧＧＧＡＧＣＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＣＣＡＴＴＴ￣３′ꎬ 反

向 引 物 Ｐ ４ : ５ ′ ￣ ＧＴＧＡＣＴＣＴＡＴＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡ
ＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＧＴＡＣＡＴＴＣＴＡＴＡＧＡＡＡＴＴＴＡＡＡＧＡＡＴ
ＴＧＡＣＣＡＧＧＣＡＡＴＴＧＡＧＴＡＡＴ￣３′ꎬ下划线部分是 ２ 次

引物重叠区域ꎬＰＣＲ 条件同第一轮ꎬ产物经电泳分离

回收ꎬＤＮＡ 片段测序确认后用作后续同源重组转化ꎮ
１.２. ３ 　 转 化 和 筛 选 　 过 夜 培 养 的 毕 赤 酵 母
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ＳＭＤ１１６８Ｈ 按照 １ / １００ 比例转接到新鲜的 ＹＰＤ 培

养基中ꎬ２８ ℃继续培养 ５ ｈ 用来制备感受态细胞ꎮ
酵母感受态细胞的制备:使用 １ ｍｏｌ / Ｌ山梨醇ꎬ按照

标准方法进行ꎬ感受态细胞现做现用ꎮ ５ μｇ 的 ＤＮＡ
片段加入 ８０ μｌ 感受态细胞ꎬ冰上孵育 １０ ｍｉｎꎬ电转

仪设置１ ５００ Ｖ 进行转化ꎬ转化后的细胞加入预冷的

１ ｍｏｌ / Ｌ山梨醇 ５ ｍｌꎬ２８ ℃预培养 ２ ｈꎬ期间可手动翻

转混匀几次ꎬ稍离心涂布在含有 １００ μｇ / Ｌ的 ＹＰＤ 平

板上ꎬ２８ ℃培养至白色单克隆长出ꎮ 随机挑选单克

隆ꎬ转入含 １００ μｇ / Ｌ博来霉素的液体培养基中进行

扩大培养ꎬ培养至一定浓度后收取菌液ꎮ 根据试剂

盒操作说明提取酵母基因组 ＤＮＡꎬ同时提取没有转

化的酵母基因组 ＤＮＡꎬ以此基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ基
因组上横跨插入片段的引物进行 ＰＣＲ 反应ꎬＰＣＲ 正

向引物 Ｊ１:５′￣ＣＴＧＴＧＴＣＣＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＧＣＴＧＴＴ￣３′ꎬ
反向引物 Ｊ２:５′￣ＡＧＡＧＣＡＣＡＡＡＴＣＣＴＧＧＧＴＣＡＡＡＧ￣
３′ꎬ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ ６０ ℃ ２ ｍｉｎꎬ７２
℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ产物用 １％
琼脂糖凝胶进行电泳分离ꎬ对理论上含有插入序列

的 ＰＣＲ 产物进行测序ꎮ
１.２.４　 膜蛋白提取和 ＦＬＡＧ 亲和纯化　 筛选到的插入

菌株用含 １００ μｇ / Ｌ博来霉素的液体 ＹＰＤ 预培养至

ＯＤ６００ ＝ ５ꎬ按照 １/ １００ 比例转接到 ５００ ｍｌ 新鲜的 ＹＰＤ
培养基中ꎬ放置 ２ Ｌ 摇瓶进行大规模培养ꎬ过夜后离心

收集菌体ꎮ 取约 ２０ ｇ 的湿菌悬浮在 １００ ｍｌ 裂解液(２５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ、８％蔗糖、５％山梨醇、２％葡萄糖、１５０
ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化钾、２ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化镁、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、１
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ蛋白酶抑制剂ꎬｐＨ ８􀆰 ０)中ꎬ用
均质机进行破碎处理ꎬ５ ０００ ｇ 低速离心去除细胞残渣ꎬ
１００ ０００ ｇ 高速离心 ２ ｈꎬ弃去上清ꎬ沉淀是含有目的蛋

白的膜组分ꎬ加含 １􀆰 ０００％十二烷基￣β￣Ｄ￣麦芽糖苷

(ＤＤＭ) 的 ５０ ｍｌ 缓冲液 (２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ、 １５０
ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钾、２ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化镁、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ

ｐＨ ８􀆰 ０)进行溶解ꎬ离心去除不溶物ꎮ 上清使用 ＦＬＡＧ
凝胶ꎬ按照说明进行亲和纯化ꎬ含 ０􀆰 ０２５％ ＤＤＭ 的 ＴＢＳ
洗去非特异性结合蛋白ꎬ用 ５００ μｌ 含 １５０ μｇ / ｍｌ的 ３×
ＦＬＡＧ 肽洗脱液分别洗脱 ５ 次ꎬ收集洗脱液 Ｅ１~Ｅ５ꎮ 以

上所有步骤均在冰上或 ４ ℃下操作ꎮ
１.２.５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳和免疫印迹(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分

析　 分别取洗脱液 Ｅ１~Ｅ５ 各 ２０ μｌꎬ加 ５ μｌ ５×上样

缓冲液ꎬ６５ ℃变性 １０ ｍｉｎꎬ１２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行

电泳分离ꎬ考马斯亮蓝染色分析ꎮ 取 Ｅ１、Ｅ３、Ｅ５ 样

品经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离后ꎬ常温 ５０ ｍＡꎬ６０ ｍｉｎ 半干转

至 ＮＣ 膜上ꎬ含 ５％脱脂蛋白的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈꎬ
加入 ａｎｔｉ￣ＦＬＡＧ 抗体 ４ ℃ 孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３
次ꎬ１ 次 １０ ｍｉｎꎬ再加二抗室温孵育 １ ｈꎬ洗涤后用

ＥＣＬ 显影剂进行显色拍照ꎮ
１.２.６　 质谱测序　 质谱仪器与操作系统均为 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏ 的 Ｑ￣ｅｘａｃｔｉｖｅ 系 列ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分 离 出 来 的

ＶＰＨ１ 用手术刀片从胶上切下ꎬ小心地将胶块切成

约 １ ｍｍ３大小放置在 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中ꎬ参照胰蛋白酶

的说明进行胶内酶解ꎮ 酶解液用流动相 ａ(０􀆰 １％甲

酸、９９􀆰 ９％水)和流动相 ｂ(０􀆰 １％甲酸、９９􀆰 ９％乙腈)
进行分离ꎬ质谱检测数据用软件进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＦＬＡＧ 标签载体的构建与鉴定

在毕赤酵母表达载体 ｐＰＩＣＺＡ 的基础上改造重

建带有适宜于真核生物蛋白纯化的标签 ＦＬＡＧꎬ图 １
显示ꎬ用 ３×ＦＬＡＧ 序列替换原有载体的 ｃ￣ｍｙｃ 抗原

序列ꎬ获得的 ＦＬＡＧ 标签载体 ｐＰＩＣＺＴ 经 Ｘｈｏ Ｉ 酶和

Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶双酶切验证(图 ２)ꎬ以及质粒进行测序ꎬ
确认含有 ３×ＦＬＡＧ 序列(图 ３)ꎮ 新建的 ｐＰＩＣＺＴ 载

体含有多克隆位点 ＭＣＳ、ＦＬＡＧ 标签、Ｈｉｓ 标签和博

莱霉素筛选标记ꎬ可用于任何感兴趣目标蛋白的 Ｃ
端添加 ＦＬＡＧ 标签ꎬ再利用博来霉素筛选转化子ꎮ

图 １　 载体重建示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ

８１０１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ５ 期



１:Ｂａｍ Ｈ Ｉ 线性化质粒ꎻ２:Ｘｈｏ Ｉ 酶和 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶双酶切质粒ꎻＭ:
１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎮ
图 ２　 ｐＰＩＣＺＴ 质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＰＩＣＺＴ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.２　 ＶＰＨ１ 同源重组 ＤＮＡ 片段扩增

以上述含有 ＦＬＡＧ 标签的 ｐＰＩＣＺＴ 质粒为模板ꎬ
扩增 ＦＬＡＧ 标签和博莱霉素筛选标记片段ꎬ同时利

用引物 ５′端外挂目标蛋白的同源序列ꎬ获得同源重

组的 ＤＮＡ 片段ꎮ 第一轮 ＰＣＲ 要保证正向引物中载

体序列和同源序列的完好融合ꎬ２０ 个反应后的 ＰＣＲ
产物切胶纯化作为第二次 ＰＣＲ 的模板ꎬ再利用外挂

引物向 ＶＰＨ１ 上下游再次延伸 ５０ ｂｐꎬ最终的 ＰＣＲ
产物两端各外挂 １００ ｂｐ 的同源序列(图 ４)ꎬ第二轮

ＰＣＲ 产物要回收进行酵母转化ꎬ所以扩大反应体系

以获得更多的产量ꎮ

图 ３　 ｐＰＩＣＺＴ 的测序鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＰＩＣＺＴ ｐｌａｓｍｉｄ ｕｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ:第一轮 ＰＣＲꎻＢ:第二轮 ＰＣＲꎮ
图 ４　 ＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ

２.３　 ＶＰＨ１ 同源重组转化子鉴定

基因组上横跨插入区引物的 ＰＣＲ 产物电泳见

图 ５ꎬ理论上没有插入序列的基因组 ＰＣＲ 产物大小

是 ９００ ｂｐꎬ假阳性的重组子也扩增到同样大小的产

物ꎬ含有插入序列的转化子 ＰＣＲ 产物２ ５００ ｂｐꎬ包括

了１ ６１０ ｂｐ 的插入片段ꎬ如图 ５ 的 Ｔ１ 转化子ꎮ Ｔ１
对应的 ＰＣＲ 产物进一步测序结果也证实了 ＦＬＡＧ
标签序列已经融合到 ＶＰＨ１ 终止子的后面ꎬ并且表

９１０１李素梅等:利用 ＰＣＲ 介导的同源重组制备 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶的亚基蛋白 ＶＰＨ１



达框架正确ꎬ用 Ｔ１ 菌株来进行膜蛋白 ＶＰＨ１ 的蛋白

表达和纯化制备ꎮ

Ｔ１~Ｔ３:转化子 １~３ꎻｗｔ:未转化的 ＳＭＤ１１６８ＨꎻＭ:１ ０００ ｂｐ ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒꎮ
图 ５　 转化子基因组 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ

２.４　 膜蛋白 ＶＰＨ１ 的表达纯化

超速离心收集的膜组分中含有膜蛋白 ＶＰＨ１ꎬ
经去污剂 ＤＤＭ 溶解后 ＦＬＡＧ 凝胶亲和层析ꎬＦＬＡＧ
多肽洗脱的洗脱液 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果(图 ６)显

示ꎬＦＬＡＧ 多肽洗脱的蛋白不仅包括了分子量大于

１００ ０００的膜蛋白 ＶＰＨ１(ａ 亚基)ꎬ还出现了其他条

带ꎬ其中分子量为３７ ０００和分子量为１５ ０００的 ２ 条

条带大小与 ＶＰＨ１ 所在复合物的 ＶＭＡ６(ｄ 亚基)和
ＶＭＡ３(ｃ 亚基)相匹配ꎬ由此可见ꎬ标签 ＶＰＨ１ 的 Ｃ
端不仅获得了 ＶＰＨ１ 蛋白本身ꎬ也获得了其所在复

合物的其他亚基ꎬ同时也说明 ＶＰＨ１ 的 Ｃ 端 ＦＬＡＧ
标签不会影响亚基间的相互作用ꎮ
２.５　 免疫印迹验证与质谱蛋白鉴定

取上面纯化的样品 Ｅ１、Ｅ３、Ｅ５ 进行免疫印迹验

证ꎬ结果显示１００ ０００处的条带正是被 ＦＬＡＧ 标记的

ＶＰＨ１(图 ７)ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上的对应的 ＶＰＨ１ 条带切

下来ꎬ胰蛋白酶消化后的肽段进行质谱序列分析比

对ꎬ结果有 ３７ 个肽段与毕赤酵母 ＶＰＨ１ 相符合ꎬ得
分 ３３６ꎬ覆盖率 ４３％ꎮ 再次证明获得的是目的蛋白

ＶＰＨ１ꎮ

３　 讨 论

ＦＬＡＧ 融合表达标签因其不与目的蛋白相互作

用ꎬ不影响目的蛋白的功能性质ꎬ非变性纯化效率高

等特点被广泛用于真核生物低丰度蛋白的纯化中ꎬ

Ｍ:ＭａｒｋｅｒꎻＥ１~Ｅ５:连续收集的 １~５ 管洗脱液ꎮ
图 ６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 ＦＬＡＧ 凝胶纯化后的 ＶＰＨ１
Ｆｉｇ.６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＰＨ１ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＦＬＡＧ ａｇａｒｏｓｅ

Ｍ、Ｅ１、Ｅ３、Ｅ５ 见图 ６ 注ꎬｗｔ 见图 ５ 注ꎮ
图 ７　 ＶＰＨ１ 的 ＦＬＡＧ 免疫印迹检测

Ｆｉｇ.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ＶＰＨ１ ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉ￣ＦＬＡＧ

并且方便后续免疫印迹的鉴定ꎮ 重建的含有 ＦＬＡＧ
标签的毕赤酵母表达载体 ｐＰＩＣＺＴꎬ可以通过构建

ＤＮＡ 片段使内源蛋白同源重组带上标签ꎬ也可以将

感兴趣的目的基因放在 ＦＬＡＧ 标签前面的多克隆位

点 ＭＣＳ 上ꎬ线性化处理后转化毕赤酵母实现蛋白的

异源表达ꎬ再用 ＦＬＡＧ 进行亲和纯化制备ꎮ
ＰＣＲ 介导的基因修饰已经为酿酒酵母的功能

蛋白分析提供了有价值的工具[１４]ꎬ这个技术可以更

好更快的在功能基因的 Ｎ 端或 Ｃ 端加上标签以便

于后续的纯化ꎬ尤其 Ｃ 端标签还能保证目标蛋白在

本身的启动子下进行表达ꎬ不会改变目标蛋白的表

达方式ꎮ 酿酒酵母的研究结果表明ꎬ同源重组的同

源序列有 ５０ ｂｐ 就可以进行ꎬ对于毕赤酵母为了提

高其同源重组的效率ꎬ本研究延长同源序列的长度

至 １００ ｂｐꎬ随机挑选 ３ 个单克隆基因组进行 ＰＣＲꎬ发
现 １ 个是阳性重组子ꎮ ＰＣＲ 产物测序分析结果表

明ꎬＦＬＡＧ 标签已经融合到目标基因碱基序列的 ３′
端ꎬＰＣＲ 介导的 １００ ｂｐ 同源序列 ＤＮＡ 重组可以实
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现ꎮ
本研究 ＰＣＲ 介导同源重组标签的 ＶＰＨ１ 是 Ｖ

型 ＡＴＰ 酶膜上复合物 Ｖｏ 的一个亚基ꎬ通过 ＦＬＡＧ
对 ＶＰＨ１ 的亲和纯化也获得了 Ｖｏ 复合物的其他亚

基蛋白ꎬ这对蛋白复合物的制备尤为重要ꎮ 因为蛋

白质往往不是单独行驶功能的ꎬ而是呈复合物协调

进行的ꎬ尤其是涉及关键生物过程的蛋白复合

物[１５]ꎮ 对于这些重要性的蛋白复合物使用重组方

法依然很难获得ꎬ尽管有先进的 ＤＮＡ 重组技术和复

杂的超表达策略ꎬ但是在这种情况下ꎬ从生物体内提

取分离多亚基的蛋白复合物是唯一的选择ꎬ方法就

是选择标记复合物其中的一个亚基ꎬ通过非变性纯

化获得与亚基相结合的复合物ꎮ 本研究采用的毕赤

酵母是能高密度培养易于制备膜蛋白的内源宿

主[１６]ꎬ因为 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶膜上 Ｖｏ 复合物亚基的化学

计量和分子量大小不等ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上可分辨的蛋

白条带有限ꎬ分子量相对较大的 ｄ 亚基和八倍体的

ｃ 亚基在小量的纯化中均能分辨ꎬ理论上扩大纯化

体系能获得完整的 Ｖ 型 ＡＴＰ 酶的膜上 Ｖｏ 复合物ꎬ
以及后期运用分子排阻等技术可以更好地对目标蛋

白进行提纯ꎮ
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