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Abstract
AIM: To construct and purify an active region 
of prokaryotic expression vector retinoic acid 
induced 16 (RAI16) interacting with Tec kinase 
domain.

METHODS: TRAI16 cDNA sequence was syn-
thesized, and then linked to pMD18-T vector. 
After enzyme digestion, the purified target 
fragment was linked to the expression vector 
pGEX4T-2, which was then transferred and 
screened. After the positive recombinants were 
transferred into human E.coil BL-21, the expres-

sion was induced by different concentrations of 
isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) at different 
temperatures and culture time periods. The ex-
pression products were analyzed by SDS-PAGE.

RESULTS: RAI16 cDNA was successfully 
cloned in pGEX4T-2 plasmid. Using 0.4 mmol/L 
IPTG at 30℃ for 4 h, the soluble target protein 
was expressed efficiently. SDS-PAGE revealed 
glutathione S-transferase-RAI16 fusion protein 
bands expressed mainly in the form of inclusion 
bodies.

CONCLUSION: High expression of the extra-
cellular region of Tec fusion protein is attained 
using E.coil BL-21, and the soluble target protein 
without any additional amino acid is success-
fully purified.

Key Words: Tec protein; Retinoic acid induced 16; 
Nucleotide; Protein structure
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摘要
目的: 利用原核表达系统构建Tec激酶区作用
蛋白RAI16的融合蛋白表达载体, 并进行表达
条件的优化和初步纯化. 

方法: 设计基因拼接引物, 合成RAI16 cDNA
序列, 将其连接于克隆载体pMD18-T中; 将酶
切、纯化的RAI16基因与pGEX4T-2载体相连
接、转化、筛选. 将鉴定阳性的重组子质粒转
人大肠杆菌BL-21表达菌中, 采用SDS-PAGE
电泳分析不同浓度诱导剂异丙基硫代-D-半乳
糖苷(IPTG)、不同诱导温度、不同诱导时间
下目的蛋白的表达. 

结果: 成功构建RAI16蛋白原核表达载体. 采用
0.4 mmol/L IPTG、30℃诱导4 h, 获得较高表达
目的蛋白. 融合蛋白主要以包涵体形式表达, 
将包涵体进行尿素法变性复性和亲和层析柱
处理后, 获得可溶的高纯度GST-多肽融合蛋白.

®

■背景资料
Tec是一种存在于
胞质内的非受体
型蛋白酪氨酸激
酶, 最初于肝癌组
织中筛选得到, 其
参与多种细胞因
子的信号传递过
程, 是多种细胞因
子、辅助分子及
受体型PTK信号
转导过程中一个
重要的靶分子. 经
测序及BLAST比
对分析, RAI16确
定为一种Tec相关
新基因.

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所
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结论: Tec激酶区作用蛋白RAI16融合蛋白表
达的载体和纯化, 是制备RAI16多抗以及进一
步验证与Tec体外结合作用实验的基础.

关键词: Tec蛋白; 视黄酸诱导蛋白16; 核苷酸; 蛋

白质结构

许文, 王阁, 邓婧, 杨进, 郑继军, 王红中, 胡庆, 王东, 李增鹏, 杨

志祥. Tec激酶区作用蛋白RAI16的原核表达和纯化.  世界华人

消化杂志  2008; 16(12): 1350-1354

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1350.asp

0  引言

Tec(tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma)是一种存在于胞质内的非受体型蛋

白酪氨酸激酶, 最初于肝癌组织中筛选得到, 他
参与多种细胞因子的信号传递过程, 是多种细

胞因子、辅助分子及受体型PTK信号转导过程

中一个重要的靶分子. 一方面, Tec能够对受体

型蛋白酪氨酸激酶(包括生长因子受体、细胞

因子受体、G蛋白耦联受体、抗原受体)及整

合素等传导的各种胞外刺激做出反应[1-2]. 同时, 
Tec可以被许多非受体型蛋白酪氨酸激酶调节, 
如: Src、JAK、Syk和FAK家族激酶等. 研究表

明Tec蛋白激酶经上游分子活化后, 通过SH2、
S H3、P H、T H等的连接 ,  与下游作用底物

BRDG1[3]、TIP3[4]、Grb10/GrbIR[5]、Sak丝-苏
氨酸激酶[6]、p62Dok-1[7]、NF-AT[8]、PTP20[9]、

LARG[10]、p85和p55PIK亚基及Vav等[11]相互结

合, 从而调节多种主要信号传导路径, 包括磷脂

酰肌3-激酶(PI3-K)通路、磷脂酶C(PLCγ)[12-14]

通路以及蛋白激酶C(PKC)通路[15]. 我们前期以

Tec激酶结构域作为“钓饵”蛋白, 利用酵母双

杂交技术筛选构建于转录激活结构域(AD)载体

的cDNA文库, 经筛选, 发现并确证了一个新的

阳性克隆. 本实验以多组织cDNA试剂盒作为

模板, 合成巢式PCR引物, 进行两步法PCR扩增, 
得到RAI16基因, 并将其插入到原核表达质粒

pGEX4T-2中, 与GST基因融合, 构建原核融合表

达载体. 

1  材料和方法

1.1 材料 pGEX 4T-2 vec tor购自Amersham 
Biosciences公司, PMD18-T vector, 高保真LA Taq
酶、Eco RI、Xho I、PMD18-T、Simple Vector 
TA克隆试剂盒购自大连TaKaRa公司, cDNA克

隆模板购自ClonTech公司; 质粒小抽试剂盒购自

Omega公司, DNA纯化回收试剂盒购自Promega

公司, IPTG购自Bebco公司.
1.2 方法 
1.2.1 重组人TEC激酶区基因cDNA: 序列胞外

段基因的改造和合成: (1)引物设计、连接、和

PCR扩增: 根据GenBank上人TEC基因编码多肽

氨基酸序列, 设计24条用于基因拼接的正、反

链DNA引物, 在5'端和3'端分别含有与载体连接

的NruⅠ或Eco RⅠ酶切位点. 以连接反应产物2 
mL为模板, 加入10×LA Buffer 2.5 mL、dNTPs 
Mixture 2 mL、引物RAI16 N5'和RAI16 N3'各
0.5 mL、LA Taq酶0.25 mL、ddH2O 25 mL, 混
匀. DNA扩增: 预变性94℃, 2 min; 变性94℃, 45 
s; 退火55℃, 45 s; 延伸72℃, 2 min; 25个循环后

72℃延伸7 min. 以1 mL PCR扩增产物为模板, 
加入10×LA Buffer 5 mL、dNTPs Mixture(10 
mmol/L)4 mL、引物RAI16 N5'和RAI16 N3'各
1 mL、LA Taq酶0.5 mL、ddH2O 50 mL, 混匀. 
DNA扩增: 30个循环后72℃延伸7 min, 其他同

前. (2)目的基因的连接、转化、克隆筛选及鉴

定: 取PCR产物5 mL, 10×T4 DNA配体Buffer 2 
mL、pMD-18T载体1 mL、RAI16 4 mL ddH2O 
10 mL置16℃水浴中连接过夜, 连接产物转化

E.coil  DH5a. 取2 mL反应产物加入100 mL感受

态菌液中, 冰浴40 min, 设阳、阴性对照; 置42℃
水浴, 热休克90 s, 冰浴1-2 min; 每管加LB培养

液, 37℃ 100 r/min振摇1 h. 各取100 mL涂布LB
平板上, 37℃过夜. 取可疑白色菌落接种于10 
mL的LB培养液中, 37℃ 250 r/min过夜; 取10×
LA Buffer 5 mL、Dntp 4 mL、RAI16 5' 1 mL、
RAI16 3' 1 mL、LA Tag 0.5 mL、ddH2O 50 mL混
匀; 94℃, 2 min; 94℃, 45 s; 55℃, 45 s; 72℃, 1.5 
min; 30个循环后72 ℃延伸7 min. 琼脂糖凝胶电

泳, XhoⅠ和Eco RⅠ双酶切鉴定, 阳性的载体测

序. 将阳性菌株接种于LB液体培养基, 37℃, 200 
r/min过夜. 将测序证实完全正确的序列命名为

pMD-18T/RAI16.
1.2.2 重组人TEC基因cDNA原核表达载体pGEX 
4T-2/RA116的构建: 取表达载体pGEX 4T-2质粒

DNA及pMD18-T/RAI16质粒DNA各1 mg, 分别

加入Eco RⅠ、XhoⅠ各1 mL, 10×H Buffer 2 mL, 
ddH2O 20 mL, 37℃水浴, 酶切4-6 h. 酶切产物行

琼脂糖凝胶电泳, 回收载体及目的基因片断. 取
PCR产物5 mL, 10×T4 DNA配体Buffer 2 mL、
pGEX 4T-2 2 mL、RAI16 3 mL、ddH2O 20 mL, 
置16℃水浴中连接过夜, 连接产物转化E.co i l 
BL-21. 取2 mL连接反应产物加入100 mL感受态

■研发前沿
Tec是肝干细胞和
肝细胞增殖、定
向诱导分化及凋
亡信号转导途径
中关键的蛋白激
酶连接分子, 但其
分子机制还有待
于进一步深入研
究. 由于研究上下
游蛋白分子间的
相互作用是研究
信号转导分子作
用机制的重要组
成部分, 因此, 探
寻新的Tec相关作
用分子具有十分
重要的意义.
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菌液中, 冰浴40 min, 设阳、阴性对照; 置42℃水

浴, 热休克90 s, 冰浴1-2 min; 加LB培养液, 37℃
100 r/min振摇1 h. 各取100 mL涂布LB平板上, 
37℃过夜. 挑取可疑白色菌落接种于10 mL的LB
培养液中, 37℃ 250 r/min 过夜; 取10×LA Buffer 
5 mL、dNTP 4 mL、RAI16 5' 1 mL、RAI16 3' 1 
mL、LA Tag 0.5 mL、ddH2O 50 mL混匀. DNA扩

增: 72℃, 1.5 min; 30个循环后72℃延伸7 min, 余
其他同前. 琼脂糖凝胶中电泳. 质粒抽提,  XhoⅠ
和Eco RⅠ鉴定, 阳性的载体测序. 将测序证实完

全正确的序列命名为pGEX 4T-2/RA116. 
1.2.3 融合蛋白的诱导表达: pGEX4T-2/RAI16
表达质粒和pGEX4T-2载体转化至蛋白表达菌

株E.coli  BL-21中; 挑取单个BL21/pGEX4T-2/
RAI16, BL21/pGEX4T-2(+)转化菌落和单个

BL-21菌, 用10 mL的LB培养基在37℃以200 
r/min过夜振荡; 抽提质粒, 酶切鉴定; 挑取单个

菌落, 接种l0 mL LB培养基, 37℃ 200 r/min过
夜; 按1∶100的比例接种10 mL LB 培养基, 37℃ 
200 r/min摇菌培养至A 600约为0.4-0.6; 各取1 mL
菌液离心收集菌体, 各用0.5 mL PBS重悬沉淀, 
离心弃上清, 加入水和2×SDS上样缓冲液, 4℃
备用; 加入IPTG至终浓度0.4 mmol/L, 37℃, 4 h; 
各取1 mL菌液, 以4000 r/min离心5 min, 收集菌

体; 用0.5 mL PBS重悬沉淀, 离心弃上清; 以水和

2×SDS上样缓冲液重悬沉淀, 100℃, 10 min, 以
1000 r/min离心3 min; 各取20 mL上清的标本进

行10% SDS-PAGE. IPTG以上述浓度, 诱导1、
2、3、4 h后, 检测表达量; 以30℃和37℃诱导表

达, 观察诱导温度变化后融合蛋白的表达量; 菌
液离心收集沉淀, 用PBS重悬, 离心, 弃液, 加无

菌水和2×SDS上样缓冲液, 混匀, 100℃, 5 min, 
上样20 mL进行10% SDS-PAGE. 电泳, 染色, 脱
色, 扫描, 凝胶成像系统扫描分析表达产物.
1.2.4 融合蛋白的纯化: (1)融合蛋白的大量诱导

表达: 取转化的单克隆菌落, 用LB培养基振荡过

夜; 次晨按1∶100比例分别接种于含Amp的LB
培养基中, 于37℃振荡培养至为约A 600 = 0.5-0.6; 
各加IPTG至终浓度为0.4 mmol/L, 30℃培养4 h
至约A 600 = 1.2-1.3; 取1 mL菌液离心收集菌体, 
重悬, 加无菌水和上样缓冲液, SDS-PAGE电泳

分析; 离心收集菌体. 各用5 mL PBS重悬菌体. 
置-70℃冷冻1 h; 取出标本, 消冻, 超声破碎; 加
入Triton X-100至终浓度为1%, 轻振荡20 min; 
4℃, 以8000 g×10 min离心; 弃上清, 加DTT至
终浓度为1 mmol/L; 取20 μL进行SDS-PAGE电

泳分析; (2)包涵体洗脱、变性和复性: 将沉淀分

别用包涵体洗涤液Ⅰ和包涵体洗涤液Ⅱ洗脱包

涵体, 洗脱后产物用蛋白变性液溶解, 室温放置

3 h; 用含不同浓度梯度尿素的透析溶液在8000 
MWCO的透析袋透析处理24 h, 透析中换液多

次, 透析液各达约2 L; 以含25 mmol/L Tris-HCl
和20 mmol/L NaCl的溶液透析2 h; 透析袋内容

物行SDS-PAGE分析; (3)融合蛋白的纯化: 混匀

树脂填料, 装柱; 用1×GST Wash Buffer冲洗至

平衡状态; 加入细菌混合物, 流速为每小时10个
柱床体积. 收集流过液置于冰上; 用10倍柱床体

积1×GST Wash Buffer冲洗, 收集流过液置于冰

上; 用3倍体积1×GST Elution Buffer洗脱融合蛋

白, 置-70℃冷藏.

2  结果

2.1 重组质粒pGEX4T-2/RAI16酶切鉴定结果 显
示6号(PGEX-RAI16-6)和8号(PGEX-RAI16-8)在
2000 bp与1000 bp之间约1300 bp处出现一明亮

条带, 与预期值相符(图1). 
2.2 融合蛋白的诱导表达 发现pGEX4T-2(+)诱
导后有约26 kDa的GST蛋白表达, 而pGEX4T-2/
RAI16重组质粒诱导后有约75 kDa大小的目的

蛋白条带出现, 大小与我们的预期值一致(图2). 
用细胞裂解物的上清和沉淀分别电泳后, 发现

有部分可溶的目的蛋白表达, 而目的蛋白大多

以包涵体形式存在(图3).
2.3 融合蛋白的纯化 将融合蛋白大量诱导表达

后, 超声碎菌, 在7 mol/L尿素存在的条件下, 其
包涵体溶解, 经变性复性处理后可得到可溶的

目的蛋白. 另外, 将以可溶形式存在于上清中的

表达产物用谷胱甘肽-琼脂糖树脂进行免疫亲和

层析纯化, 得到了可溶的GST-多肽融合蛋白(图4).

3  讨论

表达载体是指含有强启动子的质粒载体. 原核

M         1        2

2000

1000
750
500
250
100

bp

RAI16

图   1   重 组 质 粒
pGEX4T-2/RAI16酶
切鉴定电泳图. 1: 

PGEX-RAI16-6; 

2: PGEX-RAI16 

-8.

■相关报道
近几年发现 R A I
系列基因, 但对就
构建TEC激酶区
作用蛋白RAI16
的融合蛋白表达
载体, 以及表达条
件的优化和初步
纯化未见报道.
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表达载体分为两类: 一类是可直接表达不含任

何原核序列的外源蛋白的载体, 称为非融合型

表达载体; 另一类则是以融合蛋白的形式进行

表达的载体, 融合蛋白的一部分由载体编码, 而
其余部分则由外源片段的开放阅读框编码, 称
为融合表达载体. 可调控的强启动子和有效的

核糖体结合位点(ribosome binding site, RBS), 是
原核表达载体表达完整的天然蛋白所必不可少

的两个要素. 原核表达系统通常用来表达天然

状态下糖基化影响不大的重组蛋白, 其中pGEX-
4T系列载体是比较常用的原核表达载体, 具有

一个强的tac启动子, 表达与GST蛋白相融合的

重组蛋白, 两者之间有凝血酶或Ⅹa因子酶切位

点. 细胞中的生物学活性蛋白质常以可溶性或

分子复合物的形式存在, 功能性的蛋白质总是

折叠成特定的三维结构型. 而包涵体内的蛋白

是非折叠状态的聚集体, 不具有生物学活性. 不
可溶、无生物活性的包涵体必须经过变性、复

性才能获得天然结构和生物活性, 因此应该选

择一个合适的复性过程来实现蛋白质的正确折

叠, 获得生物活性. 

本实验中采用7 mol/L的尿素成功地进行了

RAI16蛋白的变性复性工作, 在7 mol/L尿素存在

的条件下, 其包涵体溶解, 经变性复性处理后可

得到可溶的目的蛋白. 另一方面, 参照pGEX4T-2 
(+)载体外源基因表达纯化方法, 结合GST亲合

层析说明书的纯化条件, 摸索RAI16蛋白的纯化

方法. 将RAI16超声后离心的上清用谷胱甘肽-
琼脂糖树脂进行免疫亲和层析纯化, 得到GST-
RAI16融合蛋白纯化物, 为制备RAI16多抗以及

进一步验证与Tec体外结合作用等后续实验提供

了充足的蛋白来源. 我们对诱导前培养条件、

诱导温度、时间及IPTG用量与表达量的关系进

行了研究后发现, 首先接种量不宜过大, 才能保

证A 600约为0.5左右时, 工程菌的生长处于对数生

长的中、后期, 一般选用1%-5%的接种比例. 其
次诱导点的选择, 我们选用了1%的接种量, 诱导

点选择A 600达到0.6时. 诱导温度、时间与诱导剂

IPTG用量的关系[16]是我们研究的重点. 37℃是

大肠杆菌生长的最适温度, 但并非是其中外源

基因表达时的最佳温度. 如果表达需要的温度

与菌体生长温度不同时, 在加诱导剂之前, 即应

在短时间内改变培养温度, 使之与加入诱导剂

以后的温度相一致, 这样有利于重组蛋白进行

高效表达[17]. 通过一系列实验研究, 我们摸索发

现RAI16高效表达的条件, 最后进行SDS-PAGE
鉴定, 其表达产物部分主要以包涵体形式存在, 
有部分融合蛋白以可溶形式存在于上清中. 本
研究对筛库所得基因片段测序并经BLAST比对

分析后, 确定为RAI16基因, 已被GenBank收录

(编号为BC052237), 组织来源为脑Ⅳ型星状细

胞瘤, 其编码蛋白为人视黄酸诱导蛋白16. 随后

以RAI16蛋白为切入点, 一方面利用相关的生物

信息学站点及计算机软件, 对RAI16进行生物信

息学分析, 从中获得其编码蛋白质结构方面的

重要信息, 从而根据结构预测其功能; 另一方面

将RAI16基因构建于原核表达载体中, 进行融合

■应用要点
本研究将RAI16
基 因 构 建 于 原
核表达载体pGE 
X4T-2中, 与GST
基 因 融 合 ,  再 进
行诱导表达得到
GST-RAI16融合
蛋白, 并进一步纯
化融合蛋白, 为后
续实验进一步验
证RAI16与Tec蛋
白之间的相互作
用, 以及RAI16蛋
白在体外的某些
生物学活性奠定
重要基础.
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图  2  SDS-PAGE分析GST-RAI16融合蛋白表达电泳图. 
1:BSA蛋白(分子质量: 66 kDa); 2: BL-21空菌诱导前; 3: 

BL-21空菌诱导后; 4: pGEX4T-2(+)空载体诱导前; 5: GST: 

pGEX4T-2 (+)空载体表达产物; 6: pGEX4T-2/RAI16/

BL-21诱导前; 7, 8: pGEX4T-2/RAI16/BL-21分别诱导3, 4 

h; M: 蛋白marker.

图  3  DS-PAGE分析
细菌裂解物表达电泳
图. 1: BSA蛋白分子质

量: 66 kDa; 2: 细菌裂

解物中的上清; 3: 细菌

裂解物中的沉淀; M: 

蛋白marker.
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图  4  GST-RAI16融合蛋白纯
化后电泳图. 1: BSA蛋白; 2: 

GST-RAI16融合蛋白纯化后; 

M: 蛋白marker.
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表达, 并进一步纯化融合蛋白, 为下一步RAI16
功能研究奠定重要基础. 
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■同行评价
本 文 在 原 工 作
基 础 上 构 建 了
RAI16蛋白的原
核表达载体, 为后
续研究工作奠定
基础, 提供了充分
的实验信息, 结果
可信, 有一定的学
术价值.


