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PP2A B56α调节亚基原核表达载体的构建及表达
赵亚平，程晓清，孙晓莉，李良渊，张 朝
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［摘要］ 为了构建 PP2A B56α 调节亚基原核表达载体，以 pCEP-4HA-B56α 质粒为模板，设计引物克隆人源

PP2A B56α cDNA，连入 pGEX-4T-1 载体中，测序正确后，转化 E.coli BL21（DE3），IPTG 诱导表达，并将诱导表达

重组蛋白的菌体超声破碎后，进行可溶性分析，对可溶性蛋白进行纯化 . SDS-PAGE 电泳及 Western Blot 分析鉴

定重组蛋白 . 结果表明，经测序和酶切鉴定后成功构建重组质粒 pGEX-4T-1-B56α，表达大小约 79 kD 的重组蛋

白，可溶性表达的重组蛋白为菌体总蛋白质量的 8.6%，经 GST 纯化系统纯化得到纯度约为 78.9%的重组蛋白，

回收率达到 52.2%. 因此，本研究成功构建了 PP2A B56α 原核表达体系，获得重组蛋白，为研究 PP2A B56α 的生

物学功能奠定了基础 .
［关键词］ PP2A，B56α，原核表达

［中图分类号］Q28 ［文献标志码］A ［文章编号］1001-4616（2016）03-0074-05

Construction of Prokaryotic Expression Vector Conjugated
with B56α Regulatory Subunit of PP2A

Zhao Yaping，Cheng Xiaoqing，Sun Xiaoli，Li Liangyuan，Zhang Zhao

（School of Life Sciences，Nanjing Normal University，Jiangsu Key Laboratory for Molecular and Medical Biotechnology，Nanjing 210023，China）
Abstract：pCEP-4HA-B56α was used as a template to construct the prokaryotic expression vector of PP2A B56α，prim⁃
ers were designed according to cDNA sequence to clone the gene. The amplified cDNA fragment was inserted into
pGEX-4T-1 vector. Positive clones were verified via sequencing. The recombinant plasmid was transformed into BL21
E.coli. Fragmentation of IPTG-induced E.coli culture was achieved by sonication on ice. Soluble and insoluble fractions
were separated and analyzed. Lastly，soluble fraction was purified. Results showed that，the constructed plasmid con⁃
tained the fragment of PP2A B56α. The recombinant protein was about 79 kD and soluble recombinant protein was
about 8.6% of total bacteria protein. The purification of GST-tagged B56α was performed by use of GST purification sys⁃
tem. The purity of recombinant protein was reached to 78.9% among total protein by using this method and the rate of re⁃
covery was 52.2%.The PP2A B56α Prokaryotic Expression System was constructed successfully and recombinant pro⁃
tein was obtained，which was helpful for the future study of its biological function.
Key words：PP2A，B56α，prokaryotic expression

Protein Phosphatase 2A（PP2A）是一种多功能的丝/苏氨酸蛋白酶，广泛地分布在许多组织中，参与多

种细胞功能活动的调节，包括 DNA 复制、转录，细胞周期，发育，肌肉收缩和细胞信号转导等［1-3］. PP2A 全

酶由支架亚基 A，催化亚基 C 和调节亚基 B 组成 . 在颈椎动物中，PP2A 的结构亚基 A 和催化亚基 C 由

2 个基因编码而调节亚基 B 由 13 个基因编码［4］. B 亚基分为 B/PR55、B′/PR61、B″/PR72 和 B′′′/PR93 4 个

家族，B 亚基家族之间的同源性非常低，具有组织、细胞及底物的特异性［5］. 其中 B56 是 B 亚基中基因最

多样化的家族，其 5 个亚基在许多组织和细胞中差异性表达［6-7］，其中 PP2A B56α（以下简称 B56α）在心肌

和骨骼肌中高表达［8］. 临床研究发现心脏中 PP2A 活性的改变与多种心脏病理过程密切相关［9］. 文献报道，

心脏中 B56α 直接调节 PP2A 的磷酸酶活性，并且发现心脏中 B56α 是 PP2A 磷酸酶活性的自抑制因
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子［10-11］. 为了在体外进一步证实 B56α 对 PP2A 磷酸酶活性具有调节作用，排除细胞中其他因素的影响，有

必要克隆 B56α 基因构建原核表达体系，获得纯化的重组蛋白，为接下来的实验奠定基础 .
1 材料与方法

1.1 材料

pCEP-4HA-B56α 购自 Addgene，原核表达载体 pGEX-4T-1 购自 Novagen 公司；大肠杆菌 DH5α、BL21
（DE3）感受态细胞由本实验室制做并保存；Prime STAR max 、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、DL2000
Marker、DL15000 Marker 均购自 Takara 公司；小提质粒试剂盒购自天根生化，胶回收试剂盒购自 AXY⁃
GEN；IPTG、氨苄霉素、卡那霉素均购自南京生兴生物技术有限公司；Glutathione Agarose 购自 Thermo；引
物由生工（上海）股份有限公司合成 .
1.2 实验方法

1.2.1 原核表达质粒的构建

根据原核表达载体 pGEX-4T-1 的多克隆位点，及 PP2A B56α 调节亚基 cDNA 序列的信息，选择酶切

位点 BamHⅠ和 XhoⅠ，上游引物（包括酶切位点）：5′-CGGGATCCATGTCGTCGCCGTCGCCGC-3′，下游引

物（包括酶切位点）：5′-CCGCTCGAGTTATTTGGCACTGGTACTGCTGCG-3′，以 pCEP-B56α 为模板扩增

B56α 的 cDNA 序列，割胶回收 PCR 产物，将 PCR 产物和原核表达载体 pGEX-4T-1 同时进行双酶切，

37 ℃ 4 h，酶切产物进行割胶回收纯化，将纯化后的酶切产物用 T4 DNA 连接酶进行酶连，16 ℃酶连过夜，

次日，将酶连产物转化 DH5α 感受态细菌，接种于氨苄平板上，37 ℃倒置培养过夜，挑取单克隆，经 PCR，

提取质粒及 BamHⅠ、XhoⅠ双酶切验证，将阳性克隆送上海生工测序 . 测序正确的命名为 pGEX-4T-1-

B56α.
1.2.2 重组质粒原核表达及鉴定

分别将 pGEX-4T-1 空载质粒和 pGEX-4T-1-B56α 重组质粒转化到 BL21（DE3）中，挑取单克隆在 LB
液体培养基中，220 R，37 ℃ 2.5 h 左右，使菌液 OD 值达到 0.6~0.8 时，实验组中加入 1 mmol/L 的 IPTG，对

照组中加入同样体积的双蒸水，诱导表达 4 h，各取 2 mL 菌液，离心收集菌体，加入 100 μL 的 PBS 重悬，

然后加入 25 μL 的 5×的上样缓冲液，吹匀，99 ℃煮样 5 min，用于 SDS-PAGE 电泳 . 将目的蛋白通过考染

和 Western Blot 进行鉴定 .
1.2.3 重组蛋白表达条件的优化

于 37 ℃ 1.0 mmol/L IPTG 诱导不同时间（0、2、4、6、8）h，收集菌体，SDS-PAGE 电泳分析不同时间诱导

下蛋白表达量的变化 . 选取最佳诱导时间，在不同浓度 IPTG（0、0.01、0.05、0.1、0.5、1、1.5、2.0）mmol/L，
37 ℃诱导表达相同时间，收集菌体，SDS-PAGE 电泳分析不同浓度 IPTG 诱导下蛋白表达的差异 .
1.2.4 重组蛋白的可溶性分析及纯化

在优化条件下诱导并收集 5 mL 菌液，加入 400 μL 的重悬液重悬，再加入 PMSF（终浓度为 1 mmol/L），
冰水浴中超声破碎，程序为超声 2 s 停 4 s，功率为 100 W，持续 5 min~10 min，4 ℃ 12 000 rpm 离心 10 min，
取上清和沉淀分别进行 SDS-PAGE 分析 .

蛋白纯化时，将 100 mL 诱导表达的菌体重悬于 Tris 缓冲液中，加入 PMSF（终浓度为 1 mmol/L）冰水浴中

超声破碎，程序为超声 5 s，停 10 s，功率为 300 W，持续 40 min~50 min，然后 4 ℃ 12 000 rpm 离心 10 min，取上

清，用 Glutathione Agarose 进行纯化（步骤参考说明书），纯化过程中每步预留液体进行 SDS-PAGE 分析 .
2 结果

2.1 原核表达质粒的构建

PP2A B56α 调节亚基 cDNA 扩增片段为 1 461 bp（图 1A），连入载体 pGEX-4T-1，菌落 PCR 结果 2#、
3#、5#~10#均与目的条带大小符合（图 1B），选取 5#~8#进行质粒小提，跑胶，条带位置与预期相符

（图 1C），将 5#~8#提取的质粒，进行双酶切鉴定，重组质粒酶切片段与预期相符（如图 1D），5#~8#经测序

证实读码框架正确，命名为 pGEX-4T-1-B56α（图 2）.
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A，B56α cDNA 的扩增片段 . B，重组质粒 pGEX-4T-1-B56α 的菌落 PCR 鉴定 . C，重组质粒 pGEX-4T-1-B56α 质粒小提鉴定 .
D，重组质粒 pGEX-4T-1-B56α 双酶切鉴定

A，PCR products of B56α cDNA. B，Identification of pGEX-4T-1-B56α by colony PCR. C，Identification of pGEX-4T-1-B56α by Enzyme digestion.
D，Identification of pGEX-4T-1-B56α by plasmid extraction

图1 重组质粒pGEX-4T-1-B56α的构建与鉴定

Fig.1 Construction and identification of pGEX-4T-1-B56α recombinant plasmid

2.2 重组蛋白的表达和鉴定

转化空载质粒 pGEX-4T-1 和重组质粒 pGEX-

4T-1-B56α 到大肠杆菌 BL21（DE3）中，摇菌培养至

OD600 为 0.6 时，加入 1 mmol/L 的 IPTG，37 ℃诱导表

达 4 h，对照组不加，收集菌体，处理后进行 SDS-

PAGE 电泳，结果如图 3A 所示，在 72 KD 处有一明

显的蛋白条带，而对照组均没有 . 菌液经 IPTG 诱导

表达后，进行 SDS-PAGE 电泳，电转移至 PVDF 膜

上，与 GST 单克隆抗体结合，再结合 HRP 标记的二

抗后，TMB 避光显色，进行蛋白印记分析，结果显示

在约 72 KD 处有一明显的条带（图 3B），从而证明

B56α-GST 融合蛋白表达成功 .

A，M：蛋白分子量标准；1-2：0 mmol/L、1 mmol/L 的 IPTG 诱导 E.coli BL21/pGEX-4T-1 表达 4 h；3-4：0 mmol/L、1 mmol/L 的 IPTG 诱导

E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 4 h；B，M：蛋白分子量标准；1-2：1 mmol/L 的 IPTG 诱导 E.coli BL21/pGEX-4T-1 4 h；3-4：1 mmol/L 的 IPTG 诱

导 E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 4 h
A，M：Protein marker；1-2：E.coli BL21/pGEX-4T-1 was induced by 0 mmol/L or 1 mmol/L IPTG for 4 h；3-4：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α

was induced by 0 mmol/L or 1 mmol/L IPTG for 4 h；B，M：Protein marker；1-2：E.coli BL21/pGEX-4T-1 was induced by 1 mmol/L IPTG for 4 h；3-
4：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α was induced by 1 mmol/L IPTG for 4 h

图3 重组蛋白的表达分析和免疫印迹鉴定

Fig.3 Analysis of recombinant protein expression and Western Blot

图2 重组质粒pGEX-4T-1-B56α的质粒图谱

Fig.2 The map of pGEX-4T-1-B56α recombinant plasmid
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2.3 重组蛋白的条件优化

转化重组质粒 pGEX-4T-1-B56α 的 BL21（DE3）经 1 mmol/L IPTG 诱导不同时间（0、2、4、6、8、10）h，收
菌进行 SDS-PAGE 电泳，发现 8 h 后重组蛋白的表达量无明显变化（图 4A），因此固定诱导时间为 8 h，不
同浓度的 IPTG（0、0.01、0.05、0.1、0.5、1.0、1.5、2.0）mmol/L 诱导蛋白表达，发现重组蛋白的表达量没有显

著差异（如图 4B）. 因此，选用 0.01 mmol/L 的 IPTG 在 37 ℃诱导 8 h 来获得重组蛋白 .

A，M：蛋白分子量标准；1-6：1 mmol/L IPTG 诱导 E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 表达（0，2，4，6，8）h；B，M：蛋白分子量标准；1-8：E.coli
BL21/pGEX-4T-1-B56α 分别经（0、0.01、0.05、0.1、0.5、1、1.5、2）mmol/L IPTG 诱导 8 h

A，M：Protein marker；1-6：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α was induced by 1mmol/L IPTG for（0，2，4，6，8）h；B，M：Protein marker；1-8：E.coli
BL21/pGEX-4T-1-B56α was induced by（0，0.01，0.05，0.1，0.5，1，1.5，2）mmol/L IPTG for 8 h

图4 不同诱导时间和不同浓度 IPTG对蛋白表达的影响

Fig.4 The effect of induced time and IPTG concentration on protein expression

2.4 重组蛋白的可溶性分析及纯化

根据条件的优化，转化重组质粒的菌株在 37 ℃ 0.01 mmol/L IPTG 诱导 8 h 后，超声破碎，取上清和沉

淀分别电泳，发现目的蛋白大量表达，在上清和沉淀中都有（图 5A）. 在此条件下，大量诱导，收集 100
mL 的菌液，超声破碎，离心后取细胞破碎液上清，将其通过柱进行纯化，按顺序依次加入：细胞破碎液上

清，第一次上柱样品流出液，漂洗缓冲液，洗脱缓冲液 E1-4，并分别收集过柱后的样品进行 SDS-PAGE 电

泳，加入洗脱缓冲液 E2 后条带非常明显，且较单一 . 最后得到纯度约为 78.9%重组蛋白，回收率达到

52.2%（图 5B）.

A，M：蛋白分子量标准；1：0.01 mmol/L IPTG 诱导 E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 表达 8 h；2：上清；3：沉淀；B，1：IPTG 诱导 E.coli BL21/
pGEX-4T-1 表达 8 h；2：IPTG 诱导 E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 表达 8 h；3：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α 诱导 8 h 超声破碎后上清；4：第一

次上柱样品流出液；5：第二次上柱样品流出液；6：加入漂洗缓冲液流出液；7-10：加洗脱缓冲液样品流出液

A，M：Protein marker；1：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α was induced by IPTG for 8 h；2：Supernatant；3：Pellet；B，1：E.coli BL21/pGEX-4T-1
was induced by IPTG for 8 h；2：E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α was induced by IPTG for 8 h；3：Supernatant of E.coli BL21/pGEX-4T-1-B56α in⁃
duced by IPTG after sonication；4：Flowthrough（1）；5：Flowthrough（2）；6：Wash fraction；7-10：Eluate

图5 重组蛋白的可溶性分析及纯化

Fig.5 Soluble analysis of the recombinant protein and purification

3 讨论

大肠杆菌系统是表达许多外源蛋白的首选系统，其遗传背景清晰、容易培养、价格低廉，能够对外源

蛋白进行高水平表达 . 但是大肠杆菌不能够对蛋白进行糖基化修饰，其胞质是一个相对还原的环境，不利

于二硫键的形成，其中表达的蛋白大多没有折叠，易形成不溶解的包涵体，需要进行变复性处理 . 同时影
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响蛋白表达速度的因素也会影响蛋白的折叠，如温度、诱导剂浓度和摇床转速等 . pGEX-4T-1 是一个相对

成熟的原核表达载体，带有 GST 标签，在 IPTG 的诱导下能够表达 GST 融合蛋白，可以通过 Glutathione
Agarose 亲和纯化，GST 融合于蛋白的 N 端一般不会影响蛋白的活性，因此大多纯化后不需要去除 .

本研究将目的序列置于大肠杆菌表达载体 pGEX-4T-1 GST-tag 下游，成功构建了 PP2A B56α 调节亚

基的原核表达载体并诱导其表达 . 优化表达条件发现 1 mmol 的 IPTG 诱导 8 h 后，重组蛋白的表达量趋

于稳定，不同浓度的 IPTG 诱导 8 h 后，重组蛋白的表达量并没有显著差异 . 在 0.01 mmol/L IPTG 诱导 8 h
后，菌体超声破碎，发现重组蛋白表达量很高并且在上清和沉淀中都存在 . 表明 B56α 一部分可溶性的存

在于上清中还有一部分以包涵体的形式存在 . 这可能是由于 B56α 含有 487 个氨基酸，分子量过大而且

B56α 表达速度很快，一部分蛋白没有来得及正确折叠而以包涵体的形式存在，B56α 中含有的半胱氨酸

很少，所以在大肠杆菌中表达时应该不会因为无法正确折叠形成二硫键而产生包涵体 . 在后续的实验中，

可以通过低温诱导减少包涵体的形成 . 上清中可溶的 B56α 的量很丰富，足够用来进行纯化，大量诱导表

达重组蛋白进行纯化，洗脱样品中出现很单一的条带即 B56α-GST，得到纯度约为 78.9%的重组蛋白 .
以往的研究中，在大肠杆菌中表达大于 100 个氨基酸残基的胞质蛋白就很困难，这些蛋白质常常不

稳定或形成包涵体，难以纯化出来，在本研究中，通过条件的优化，在大肠杆菌中成功表达含有 487 个氨

基酸的 B56α，其大部分以可溶的形式稳定存在于上清中，并纯化得到纯度很高的蛋白，为后续实验打下

良好的基础 .
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