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Abstract
AIM: To express gastric cancer related gene 
G C R G 1 2 3 b y u s i n g t h i o r e d o x i n f u s i o n 
expression system.

METHODS: GCRG123 cDNA with complete 
open reading frame was amplified by PCR 
from plasmid pGEM-T, and then cloned into 
thioredoxin fusion expression vector pET102/
D-TOPO. The recombinant plasmid was further 
transformed into E.coli BL21 strain. After induc-
tion with IPTG, thioredoxin-GCRG123 fusion 
protein was expressed in E.coli.  

RESULTS: SDS-PAGE analysis showed the thio-
redoxin-GCRG123 fusion protein with relative 
molecule mass of 18 700 was highly expressed. 
The thin layer gel scanning analysis showed that 
the yield of GCRG123 fusion protein was 23.6% 
of the total bacterial protein. 

CONCLUSION: The GCRG123 recombinant fu-
sion protein is successfully expressed in E.coli. 
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摘要
目的: 利用硫氧还蛋白融合表达系统表达胃
癌相关基因GCRG123.  

方法: 采用PCR技术从pGEM-T质粒上扩增
出含完整ORF的GCRG123 cDNA序列, 将
其克隆至硫氧还蛋白融合表达载体pET102/
D-TOPO中, 转化大肠杆菌BL21, 经IPTG诱导
表达重组融合蛋白, SDS-PAGE分析表达产物.  

结果: 工程菌经IPTG诱导后, 高效表达出相对
分子质量约18 700的重组融合蛋白. 薄层凝胶
扫描显示, 其表达量占菌体总蛋白质的23.6%. 

结论: 在大肠杆菌中成功表达了GCRG123重
组融合蛋白. 
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0  引言

研究表明, 胃癌的发生发展过程中涉及到多种

癌基因、抑癌基因的变化[1], 但迄今仍未从基因

角度完全阐明胃癌发生、浸润或转移等方面的

机制, 胃癌的早期诊断、预后判断和治疗等各

方面尚无明显突破, 其年死亡率在我国仍高居

不下. 我们应用荧光标记的mRNA差异显示技术

分析了我国人胃窦部进展期腺癌组织、癌旁组

织和正常胃黏膜组织之间表达基因的差异, 从

®

■背景资料
GCRG123是本实
验室筛选出的1条
在进展期胃癌、

癌旁和正常胃黏
膜组织间差异表
达的新基因序列, 
其与人类lamin样
蛋白80%同源, 而
A型lamin与肿瘤
相关. 最近的研究
又发现GCRG123
为LINE-1家族成
员. 为了进一步研
究GCRG123在胃
癌发生发展中的
作 用 ,  本 课 题 组
构建融合基因表
达 载 体 ,  并 在 大
肠杆菌中高效表
达了Thioredoxin/
GCRG123融合蛋
白, 为后续的功能
研究、蛋白制备
及其抗体研制提
供了良好的实验
材料. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科
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中筛选并克隆出1条基因序列, 命名为GCRG123, 
其在正常和癌旁组织中的表达高于癌组织, 生
物信息学分析显示其与人类lamin样蛋白80%同

源, 其编码产物为一个新的lamin样蛋白[2-3]; 最近

发现GCRG123为LINE-1家族成员[4]. 为了获得

GCRG123蛋白并进一步研究其在胃癌发生发展

中的作用, 我们扩增了含完整ORF的GCRG123 
c D N A序列, 采用基因重组技术, 构建了融合

基因表达载体 ,  并在大肠杆菌中高效表达了

Thioredoxin/GCRG123融合蛋白. 

1  材料和方法

1.1 材料 含目的片段的pGEM-T质粒由本室王刚

石博士构建保存. E.coli  TOP10, BL21 StarTM(DE3)
菌株, platinum® Pfx  DNA polymerase和pET102/
D-TOPO载体均为Invitrogen公司产品. IPTG, 质
粒提取试剂盒购自Promega公司. DNA分子质量

标准DL2000购自宝生物工程有限公司(TaKaRa). 
蛋白质分子质量标准购自北京原平皓生物有限

公司. SDS, Tris碱为Gibco公司产品. 丙烯酰胺, 甘
氨酸为Sigma公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计与合成: 按照GCRG123的cDNA
序列设计了一对引物, 并根据表达载体要求在

上游引物5'端加入CACC序列, 以便于后续的定

向克隆. 引物由中国科学院微生物所合成. 引
物序列如下: P1: 5'-C ACC AAT AAT GAA ATG 
AAG GCA GA-3', P2: 5'-GTA TCT CCT TCA 
GTT CTG CTC T-3'. 
1.2.2 PCR扩增: 以pGEM-T质粒为模板, 以P1、
P2为引物, 用Pfx DNA polymerase扩增出含完整

ORF的GCRG123 cDNA序列. PCR扩增的条件

是: 94℃变性30 s, 51℃退火30 s, 68℃延伸1 min, 
25次循环反应后, 于68℃继续延伸10 min.  
1.2.3 表达载体的构建及鉴定: 按产品说明将

PCR产物与pET102/D-TOPO载体连接, 转化

TOP10感受态菌, 随机挑取10个菌落, 进行PCR
鉴定. 选取经过PCR初步鉴定的阳性菌落, 送上

海博亚生物工程公司测序. 
1.2.4 融合蛋白的表达: 将质粒DNA转化BL21 
StarTM(DE3)感受态菌, 接种于10 mL含氨苄青霉

素(100 mg/L)的LB液体培养基中, 37℃过夜培养

后按1∶50放大培养至A 600达0.5-0.6, 加入IPTG
至浓度为1 mmol/L, 诱导培养3-4 h. 收集菌体进

行SDS-PAGE凝胶电泳检测.  
1.2.5 SDS-PAGE分析表达产物: 离心收集诱导培

养的工程菌菌体, 悬浮于裂解缓冲液中, 经反复

冷融或超声破碎后离心, 沉淀不溶解蛋白, 上清

即为可溶组分, 再进行SDS-PAGE凝胶电泳. 根
据上清组分与沉淀组分中的蛋白的含量, 判断

其表达形式. 

2  结果

2.1 目的基因片段的扩增及序列分析 PCR扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳后, 可见1条清晰、单

一、大小约266 bp的特异性扩增条带(图1), 其大

小与预计的相吻合. 序列测定结果与理论预期

一致. 
2.2 融合蛋白表达的鉴定 SDS-PAGE分析表明, 
工程菌经IPTG诱导后, 在相对分子质量约18 700
处出现了1条明显的新蛋白带, 其大小与理论推

算的融合蛋白相对分子质量相符合, 未诱导的

工程菌中未见此带. 在诱导后1 h该蛋白即开始

表达, 3-4 h达高峰. 凝胶薄层扫描分析显示其表

达量约占菌体总蛋白的23.6%. 将菌体进行冻融

裂解或超声破碎、离心后分别取其上清和沉淀

进行SDS-PAGE凝胶电泳检测, 发现无论诱导时

间长短, Thioredoxin/GCRG123融合蛋白均主要

以包涵体形式存在于沉淀中, 菌体裂解物上清

在相应位置没有明确条带出现(图2). 

3  讨论

癌基因和抑癌基因以及与肿瘤发生相关的其他

因素的研究一直是近年来肿瘤研究的焦点[5]. 在
胃癌的发生发展过程中涉及到HER2/neu, met, 
k-sam, ras, c-myc, bcl-2, APC, E-Cadherin, p53, 
Rb, cyclin等多种基因. 但这些基因在胃癌组织

中变异的特异性不强, 仍很难用作胃癌的监测

指标. GCRG123是本实验室应用荧光标记的

mRNA差异显示技术(DDRT-PCR)从我国人胃

窦部进展期腺癌组织、癌旁组织和正常胃黏

膜组织中筛选并克隆出的1条差异表达基因序

列. GCRG123由445 bp组成, 具有完整的开放阅

读框架, 编码含有49个氨基酸的产物. 该核苷酸

序列登录GenBank, 登录号AF454554. 生物信

息学分析显示其与人类lamin样蛋白80%同源[3], 
lamin即核纤层蛋白, 是核纤层的主要组成成分, 
而核纤层是真核细胞中紧贴内核膜内层的纤维

状网状结构, 对稳定细胞核的形状和染色质高度

有序性, 以及调节染色质的螺旋化和解螺旋等均

有重要作用. 文献已报道多个lamin样蛋白[6], 但
对各种lamin样蛋白的功能尚缺乏了解. 

根据l amin的序列、在有丝分裂中的行为

■应用要点
对GCRG123的深
入研究, 有助于阐
明胃癌的发病机
制, 也将为胃癌的
诊断、治疗和预
后判断提供新的
思路和手段. 
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和组织特异性表达特征的不同, 将其分为A型

和B型lamin, A型lamin包含lamin A和lamin C. B
型lamin在所有的胚胎和体细胞中均表达, 而A
型lamin则在不同分化的细胞和组织中呈现不

同的表达特征. 研究表明, 人类lamin A基因的

突变与一些疾病有关, 包括Emery-Dreifuss肌营

养失调、扩张性心肌病、先天性脂肪代谢障碍

等. 许多类型的肿瘤均出现A型lamin的表达下

调, 包括小细胞肺癌, 睾丸生殖细胞肿瘤和皮肤

基底细胞癌等[3,7-8]. 核lamin表达在消化系统肿

瘤中也很常见, 结直肠癌中A型lamin高表达者

预后差[9]. 在胃癌的各种癌前损害中, 不典型增

生可见到lamin表达下调, 而肠化和萎缩性胃炎

却无此现象[10]. 本实验室通过原位杂交检测显

示, GCRG123在正常的胃粘膜上皮细胞和幽门

腺高表达, 而在胃腺癌组织、不典型增生组织及

部分肠化生组织低表达[3], 与lamin样蛋白表达特

征基本一致, GCRG123基因产物可能为一个新

的lamin样蛋白. 而最近的研究发现GCRG123为
LINE-1家族成员, 且在胃印戒细胞癌中高表达[4].

为了进一步弄清楚GCRG123在胃癌发生发

展中的作用及在胃癌诊断中的意义. 我们以获

得的含完整开放阅读框架的GCRG123 cDNA片

段为切入点, 利用大肠杆菌高密度生长的优势

和易于表达蛋白、纯化简单, 尤其是以融合蛋

白表达的形式等特点, 进行了GCRG123 cDNA
片段在原核系统中的表达 ,  为后续的功能研

究、蛋白制备及其抗体研制提供了良好的实验

材料. 可以预期, 对GCRG123的深入研究, 不仅

有助于阐明胃癌的发病机制, 也将为胃癌的诊

断、治疗和预后判断提供新的思路和手段. 通
常PCR产物与载体的直接连接效率不高, 并且

有非特异性背景菌落产生, 造成后续的筛选困

难. 而拓朴异构酶Ⅰ却能高效且快速地将PCR
产物与载体相连, 同时我们使用的TOPO平端

克隆方法主要是载体进行了改良设计 ,  含有

ccdB(control of cell death)基因[11-12], 可降低非特

异性背景菌落, 也易于筛选. 在原核细胞表达时, 
为获得产量高、利于基因工程下游纯化的工作, 
目前多主张选用以融合蛋白表达形式的载体, 
这样既能解决表达蛋白的纯化, 又可防止宿主

菌蛋白酶对融合蛋白的降解, 有利于保护目的

蛋白的生物活性. 我们选用pET102/D-TOPO表

达载体, 是近年构建的新型载体, 带有强大的T7
表达启动子, 给实验操作带来极为有利的方便.

我们以pET102/D-TOPO载体高水平地表达

了人thioredoxin/GCRG123融合蛋白, 产物表达

量占菌体总蛋白的23.6%. 选用pET102/D-TOPO
载体除了希望得到高水平表达的重组融合蛋白, 
同时还希望获得可溶性蛋白, 但其表达仍主要

以包涵体的形式存在. 究其形成包涵体的原因, 
可能有以下几个方面: (1)重组蛋白的高水平表

达. 一般而言, 包涵体的形成是外源蛋白在大肠

杆菌中高效表达时的普遍现象. (2)大肠杆菌胞

质与真核细胞胞质环境的差异使重组的外源蛋

白不能在大肠杆菌中进行正常的折叠[13-14]. (3)包
涵体的形成虽与所表达蛋白的分子无关, 但却

受肽链氨基酸组成的影响, 大量疏水氨基酸的

存在易促进蛋白的聚集. (4)细菌培养温度、pH
等也可能影响包涵体的形成[15]. 包涵体蛋白虽

然往往无生物活性, 需要重新溶解和复性, 但也

为重组蛋白纯化带来了极大的方便, 此外, 包涵

体的形成有利于防止蛋白酶对表达蛋白的降解, 
增加了产物的稳定性. 
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■同行评价
本文利用硫氧还
蛋白融合表达系
统 在 大 肠 杆 菌
中 成 功 表 达 了
GCRG123重组融
合蛋白, 为后续的
功能研究、蛋白
制备及其抗体研
制提供了良好的
实验材料. 也有助
于利用GCRG123
重 组 融 合 蛋 白 , 
进一步研究阐明
GCRG123在胃癌
发生中的生物学
作用, 学术价值较
好.
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