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蛋白质异戊二烯化关键酶 ＧＧＰＰＳ
结合小分子筛选模型的构建
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(１.南京大学医学院ꎬ医药生物技术国家重点实验室ꎬ江苏省医学分子技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９３)
(２.江苏省中西医结合医院ꎬ江苏 南京 ２１００２８)

(３.中国药科大学ꎬ天然药物活性组分与药效国家重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１０００９)

[摘要] 　 蛋白质的基本翻译后修饰包括磷酸化、糖基化、乙酰化、棕榈酸化等[１] ꎬ而异戊二烯化修饰是蛋白质的

基本翻译后修饰之一ꎬ属于蛋白质的脂质修饰[２] . 甲羟戊酸途径中的关键分支酶———香叶基香叶基焦磷酸合成

酶(Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＧＧＰＰＳ)能够催化法尼基焦磷酸盐(Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＦＰＰ)生成香叶基

香叶基焦磷酸盐(Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＧＧＰＰ)ꎬ介导蛋白质异戊二烯化的平衡[３] . 导致包括胰岛素抵

抗[４] 、胰岛功能失调[５] 、生殖代谢异常[６]等各种疾病的发生. ＧＧＰＰＳ 作为调节蛋白质异戊二烯化的重要靶点ꎬ因
其在调节机体能量代谢稳态中的重要作用ꎬ促使构建筛选模型得到靶向 ＧＧＰＰＳ 的小分子治疗药物ꎬ具有重要实

践意义. 实现 ＥＧＦＰ 荧光标记 ＧＧＰＰＳ 原核蛋白的纯化以及表达ꎬ结合微量热泳动技术进行 ＧＧＰＰＳ 结合天然化

合物小分子的筛选模型构建. 根据筛选模型对于检测蛋白稳定荧光的要求ꎬ分别构建含有 ＧＧＰＰＳ 和 ＥＧＦＰ 基因

的重组 ｐＥＴ２８ａ 质粒以及对照质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＥＧＦＰ. 筛选高水平分泌表达 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 蛋白的菌株ꎬ并对该菌

株的目的基因整合位置及拷贝数进行测序. 将含有目的基因的重组质粒的 ＢＬ￣２１ 菌株大规模培养ꎬ表达的目的

蛋白上带有 Ｈｉｓ 标签ꎬ利用镍(Ｎｉ)柱的亲和层析原理纯化获得重组蛋白 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓꎬ测定蛋白浓度留存.
随后基于微量热泳动技术进行小分子结合筛选. 重组 ＧＧＰＰＳ 蛋白与梯度浓度化合物小分子在红外激光作用下

发生热泳动ꎬ通过中心区域荧光检测可得出 ＧＧＰＰＳ 与小分子化合物的结合状况. 重组表达质粒 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ
经电泳及测序鉴定构建正确. 纯化获得的重组蛋白纯度约为 ８０％ꎬ在微量热泳动实验中ꎬ经 ＧＧＰＰＳ 底物小分子

法尼基焦磷酸(Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＦＰＰ)浓度梯度测试呈现良好结合. 重组蛋白 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 能够在微

量热泳动技术下显示与小分子底物 ＦＰＰ 的结合ꎬ该系统的构建对于筛选出 ＧＧＰＰＳ 结合天然化合物小分子以及

靶向 ＧＧＰＰＳ 的小分子治疗药物具有重要意义.
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ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｎｙｌａｔｉｏｎꎬ ａｆｆｅｃｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｈｙｐｅｒｙｅｎｓｉｏｎꎬ ａｂｎｏｒｍａｌ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ｈｅｎｃｅꎬｉｔ ｈａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｈａｔ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ＧＧＰＰＳ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｉｔｓ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ. Ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌｅｄ ＧＧＰＰＳ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ＧＧＰＰＳ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ
ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ａｂｏｕｔ ８０％. Ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｓｓａｙꎬｔｈｅ ＧＧＰＰＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＧＧＰＰＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

１　 材料

１.１　 质粒及菌株

ｐＥＴ２８ａ 重组质粒及表达载体由上海捷瑞公司构建ꎬ目的基因插入 ＮｃｏⅠ与 ＢａｍＨⅠ酶切位点之间ꎬ克
隆至 ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 基因. 大肠杆菌 ＢＬ２１ 来自北京全式金(Ｔｒａｎｓｇｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ)公司.
１.２　 主要试剂及仪器

甲醇、乙醇、异丙醇、丙三醇、氯仿、甲醛、氨水等普通有机试剂ꎬ购自南京化学试剂公司. 二甲基亚砜、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钾、氯化钠、氯化钾、考马斯亮蓝 Ｇ２５０ 染料等购自上海生工公司. 质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒

和 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒购自北京全式金(Ｔｒａｎｓｇｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ)公司ꎬ氯化钙、ＬＢ 培养液、甘油、诱导剂(ＩＰＴＧ)、镍
(Ｎｉ)柱平衡缓冲液、洗杂缓冲液及洗脱缓冲液所用试剂 Ｔｒｉｓ、氯化钠、咪唑ꎬ购于美国 Ｓｉｇｍａ 试剂公司及中国索莱

宝试剂公司. Ｎｉ￣ＩＤＡ Ｒｅｓｉｎ 、ＧＳＴ￣Ｒｅｓｉｎ 、层析柱、Ｎｉ 柱亲和填料、购自江苏溥博生物科技有限公司.

２　 实验方法

２.１　 引物的设计与合成

在载体 ｐＥＴ２８ａ 中ꎬ将目的基因 ＥＧＦＰ 插入 ＮｃｏⅠ与 ＢａｍＨⅠ酶切位点之间. 以反转录 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
ＰＣＲ 扩增 ＥＧＦＰ 全长野生型ꎬ扩增体系:Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ Ｍａｘ(２×)２５ μＬ、２０ μｍｏｌ / Ｌ 上下游引物各 １ μＬ、模板

１５０ ｎｇ、去离子水补至 ５０ μＬꎻ扩增程序:９８ ℃变性 １０ ｓ、５５ ℃退火 １５ ｓ、７２ ℃延伸 ５ ｓꎬ３５ 个循环. 纯化产

物用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 ４ ℃连接 ８ ｈꎬ连接产物转化 ＢＬ２１ 感受态ꎬ涂布卡那霉素(Ｋａｎ＋)抗性平板后 ３７ ℃培

养 １４ ｈꎬ提取质粒并进行 ＰＣＲ 鉴定并测序. 依据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ(Ｇｅｎｅ ＩＤ:９５４３)中来源于人的 ＧＧＰＰＳ 蛋白序

列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计 ＧＧＰＰＳ 相关引物ꎬ随后通过酶切加入 ＧＧＰＰＳ 基因片段ꎬ连接 Ｌｉｎｋｅｒꎬ
提取质粒并进行 ＰＣＲ 鉴定并测序.
２.２　 重组质粒的诱导

将测序正确的重组质粒 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 转化 ＢＬ２１ 原核表达菌株ꎬ涂布于含卡那霉素的 ＬＢ 琼脂平

板(０.５％酵母粉ꎬ１％蛋白胨ꎬ１％ ＮａＣｌ 及 １.５％琼脂)ꎬ３７ ℃培养 １２ ｈ. 挑取转化后的 ＢＬ２１ 菌株于 ＬＢ 试管

内ꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎꎬ震荡摇菌过夜ꎻ将菌液按 １ ∶１００ 接种到 １ Ｌ 含卡那霉素的 ＬＢ 培养基ꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ
摇菌约 ３ ｈꎬ使其增长在对数期(即 ＯＤ 值约为 ０.５)ꎻ降温至 ２３ ℃继续培养至 ＯＤ ６００ 为 ０.６ 左右加入终浓

度 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ２０ ℃诱导培养 １６ ｈ 后收集菌体. ４ ℃ ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集菌体沉淀悬于 ２５
ｍＬ 裂解缓冲液(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ ８.０ꎬ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ)ꎬ可溶性鉴定采用冰浴下超

声破菌ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ取未加诱导剂的 ＢＬ２１ 菌株ꎬ以及破碎后样品和离心后

上清进行诱导结果检测.
２.３　 蛋白免疫印迹及考马斯亮蓝染色鉴定

０.２５％考马斯亮蓝 Ｒ２５０(１００ ｍＬ):甲醇 ４５ ｍＬꎬ蒸馏水 ４５ ｍＬꎬ冰醋酸 １０ ｍＬꎬ考马斯 ０.２５ ｇꎻ考马斯亮

蓝脱色液(１ Ｌ):乙醇 ５０ ｍＬꎬ冰醋酸 １００ ｍＬꎬ蒸馏水 ８５０ ｍＬ[７] .
选择加诱导剂前后的样品以及破碎后样品和离心后上清进行诱导结果的蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ)及考马斯亮蓝染色(Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｌｕｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ) . 制备电泳凝胶ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ. 电泳时间一般 ４ ｈ~５ ｈꎬ
首先进行 ８０ Ｖ 预电泳ꎬ待样品跑至分离胶改电压为 １２０ Ｖꎬ终止电泳后进行考马斯亮蓝染色. 将凝胶放入

适量考马斯亮蓝染液中ꎬ确保染色液可以充分覆盖凝胶ꎬ置于水平摇床缓慢摇动ꎬ室温染色 ３ ｈ. 倒出染色
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液ꎬ加入适量考马斯亮蓝脱色液ꎬ脱色过夜ꎬ拍照鉴定.
２.４　 原核蛋白的表达与纯化

Ｎｉ 柱平衡缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ａ:２０ ｍＬ Ｔｒｉｓꎬ５００ ｍＬ ＮａＣｌꎬ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑ꎬＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ８.０. Ｎｉ 柱洗杂缓冲液

ｂｕｆｆｅｒ Ｗ:２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ５００ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ６０ ｍｏｌ / Ｌ 咪唑ꎬＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ８.０. Ｎｉ 柱洗脱缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ｂ:ＰＢＳ
(８.０ ｇ ＮａＣｌꎻ０.２ ｇ ＫＣｌꎻ０.２４ ｇ ＫＨ２ＰＯ４ꎻ３.６３ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ)ꎬ５００ ｍｏｌ / Ｌ 咪唑ꎬＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ８.０[８] .

将含有目的基因的重组质粒的 ＢＬ２１ 菌株大规模培养ꎬ表达的目的蛋白上带有 Ｈｉｓ 标签ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 平

衡 Ｎｉ 柱ꎬ５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ直至 ２８０ ｎｍ、２１５ ｎｍ 紫外吸收值到基线水平ꎻ用 Ｎｉ 柱平衡缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ａꎬ５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
平衡 Ｎｉ 柱至基线平ꎻ利用仪器的上样环上样ꎬ上样速度 ２ ｍＬ / ｍｉｎꎬ同时收集穿透样品ꎬ用于后续的制样跑

胶ꎬ以确定是否目的蛋白都挂柱ꎻ上样结束后ꎬ用 Ｎｉ 柱洗杂缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ｗ 清洗未与 Ｎｉ 柱结合的杂蛋白ꎬ
３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ至基线平ꎬ用 Ｎｉ 柱洗脱缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ｂꎬ３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ洗脱与 Ｎｉ 柱结合的目的蛋白ꎬ观察 ２８０ ｎｍ
吸收峰的变化ꎬ适时在出样口处收集洗脱蛋白ꎬ上述步骤完成后用 ｄｄＨ２Ｏ 清洗 Ｎｉ 柱至基线平ꎬ然后保存

于 ２０％的乙醇内. 将收集的洗脱目的蛋白注入透析卡内ꎬ并将透析卡放入含有 １０％甘油的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ
４ ℃放置 １２ ｈꎬ随后配制 １ Ｌ 的 ＰＢＳ(不含甘油)ꎬ透析卡放入其中ꎬ４ ℃放置 １２ ｈ. 制备出的原核纯化蛋白

ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 部分避光放置于 ４ ℃以备后续试验ꎬ部分冻存于－８０ ℃长期保存.
２.５　 微量热泳动实验鉴定结合

将制备出的原核纯化蛋白 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 作为大分子配体ꎬ以 ＧＧＰＰＳ 的小分子底物 ＦＰＰ 作为 ＧＧ￣
ＰＰＳ 结合筛选模型的阳性检测物质. 在将试样或储备液用于微量热泳动(Ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ＴｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＭＳＴ)
试验前ꎬ使用离心方式进行搅拌(５ ｍｉｎꎬ１３ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４ ℃) . 使用 Ｔｗｅｅｎ ２０(０.０１％~０.１％)作为清除原始

聚合的清洁剂[９] .
检测 ＧＧＰＰＳ 融合荧光蛋白在 ２０％ ＬＥＤ ＰＯＷＥＲ 下的荧光值ꎬ使其控制在 ２００~１ ０００. 其中荧光结合

蛋白的浓度不变ꎬ无标记结合配体 ＦＰＰ 以稀释缓冲液 １ ∶１ 梯度稀释成 １６ 个浓度的滴定液. 将荧光结合蛋

白与无标记结合配体按照 １ ∶１ 比例孵育 ５ ｍｉｎꎬ并上样至进行微量热泳动的毛细管中ꎬ随后进行试样加载

及荧光数据分析.

３　 结果与分析

３.１　 ＧＧＰＰＳ 基因重组质粒的鉴定

ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 质粒构建载体是 ｐＥＴ２８ａꎬ以 Ｌｉｎｋｅｒ 连接目的基因 ＧＧＰＰＳ 和绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰꎬ
插入 ＮｃｏⅠ与 ＢａｍＨⅠ酶切位点之间. 末端连接 Ｈｉｓ 标签ꎬ以便后期的蛋白纯化(图 １ａ)ꎬ对照质粒为

ｐＥＴ２８ａ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ(图 １ｂ) .
挑取转化后单菌落用基因特异性引物进行 ＰＣＲ 鉴定(图 １ｃ)ꎬ鉴定结果显示 ｐＥＴ２８ａ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 对照

质粒及 ｐＥＴ２８ａ￣ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 融合质粒均构建正确ꎬ构建好的重组质粒载体均经测序验证ꎬ证实了序

列和插入的正确(图 １ｄ) .
３.２　 ＧＧＰＰＳ 重组蛋白纯化产物的鉴定

鉴于体外实验筛选 ＧＧＰＰＳ 结合小分子时易出现绿色荧光染料影响结合效率的现象ꎬ这里将 ＥＧＦＰ 绿

色荧光蛋白连接 ｌｉｎｋｅｒ 加在 ＧＧＰＰＳ 蛋白 Ｃ 末端. 转化 ＢＬ２１ 菌株并以 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ２０ ℃诱

导培养 １６ ｈ 后收集菌体ꎬ以 Ｎｉ 柱平衡缓冲液 ｂｕｆｆｅｒ Ａ 重悬菌株ꎬ置于冰水浴中超声破碎ꎬ离心后分别取破

碎后悬浊液和上清. 进行 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ考马斯亮蓝染色、脱色后发现ꎬＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 重组蛋白

在上清中呈现 ８０％可溶性表达. ＥＧＦＰ 蛋白 ３５ｋＤꎬ与 ＧＧＰＰＳ 融合表达 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 之后总蛋白大小

约为 ６５ ｋＤ(图 ２) .
３.３　 底物 ＦＰＰ 在微量热泳筛选系统里与 ＧＧＰＰＳ 重组蛋白结合

将纯化获得的 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 荧光表达融合蛋白浓度保持恒定ꎬ每次滴定时所使用的滴定剂即

ＧＧＰＰＳ 底物 ＦＰＰ 浓度均有变化. 未结合 ＧＧＰＰＳ 的热泳动运动与已同 ＧＧＰＰＳ 结合的底物 ＦＰＰ 的运动不

同ꎬ所示时间为 ｔ＝ ３０ ｓ 时ꎬ在不同 ＦＰＰ 浓度下ꎬＧＧＰＰＳ 经标准化处理后的荧光信号ꎬ以形成于 Ｋｄ 拟合的

结合曲线(图 ３ａ) . 阴性对照组采用了仅表达荧光的 ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 蛋白ꎬ对照组中ꎬ未见标准化荧光随 ＧＧＰＰＳ
浓度增加变化(图 ３ｂ) .
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图 ３　 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ 纯化融合蛋白与底物 ＦＰＰ 的 ＭＳＴ 结合鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ＦＰＰ ｂｙ ＭＳＴ ａｓｓａｙ

图 １　 重组质粒的分析及鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ(ａ、ｂ)、ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ(ｃ)ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ(ｄ)ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

图 ２　 ＧＧＰＰＳ 重组蛋白纯化产物的考马斯亮蓝染色鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ
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４　 讨论

蛋白质的基本翻译后修饰包括磷酸化ꎬ糖基化ꎬ乙酰化ꎬ棕榈酸化等ꎬ而异戊二烯化修饰是蛋白质的基

本翻译后修饰之一ꎬ蛋白质的异戊二烯化修饰在对蛋白质的定位、结构稳定、功能的控制中起到了关键的

作用.
我们长期关注蛋白质异戊二烯化失衡引发的代谢类疾病的发生机制ꎬＧＧＰＰＳ 的异常表达通过改变细

胞内 ＦＰＰ / ＧＧＰＰ 的比值[１０]ꎬ影响信号蛋白质的异戊二烯化修饰的平衡ꎬ导致包括胰岛素抵抗、胰岛功能

失调、生殖代谢异常等各种疾病的发生. 以往的研究显示ꎬＧＧＰＰＳ 通过调控 ＭＡＰＫ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的

相对活化ꎬ参与高胰岛素状态下胰岛素抵抗的形成[１１]ꎻＧＧＰＰＳ 调控的蛋白质异戊二烯化修饰促进了脂肪

酸诱导的肌肉胰岛素抵抗的发生[１２]ꎻＧＧＰＰＳ 通过调控体内 ＦＰＰ / ＧＧＰＰ 的比例参与调控肝脏的脂质代

谢. ＧＧＰＰＳ 作为调控蛋白质异戊二烯化的关键分支酶ꎬ将成为调控能量代谢异常类疾病的重要药物靶点.
因此ꎬ我们提出 ＧＧＰＰＳ 控制的蛋白质异戊二烯化平衡是治疗相关疾病药物靶点的观点ꎬ构建筛选模

型从而得到 ＧＧＰＰＳ 结合天然化合物小分子以及靶向 ＧＧＰＰＳ 的小分子治疗药物将具有重要意义.
在药物筛选的工作中ꎬ通常采用拟开发药物作用的靶点设计实验ꎬ一般而言这种作用靶点是具有特定

生理功能的蛋白质ꎬ如酶和受体等[１３] . 候选化合物与靶点混合后ꎬ可以通过酶连免疫、荧光显色、核磁共振

等方法定量测定化合物与靶点的相互作用ꎬ从而成为筛选化合物的依据[１４] .
在本文中ꎬ提出以微量热泳动的方式进行大分子靶点蛋白与化合物小分子结合鉴定. 微量热泳动是

一项基于物理原理近年来应用于生物分析的荧光显色定量技术[１５] . 可通过测量分子在微温度梯度下的运

动变化ꎬ监测分子水合壳、电性或大小的变化. 可快速监测从离子或片段结合到大型蛋白质复合物在内的

多种生物分子之间的相互作用[１６] . 本测量方法所依据的原理是分子在“热泳动”的影响下ꎬ会沿温度梯度

定向移动. 局部温度差 ΔＴ 可引起分子浓度的局部变化(耗减或增加)ꎬ并随后进行量化表征[１７] . 由于缓冲

剂保持不变ꎬ因此热泳动耗减或增加的变化仅可能是由于荧光分子的大小、电荷或溶解熵的变化造成. 当

滴定后的非荧光分子与带标记的分子发生结合时ꎬ以上各特性至少有一种会发生变化ꎬ通过测定热泳动变

化ꎬ即可对目标蛋白质和特定化合物小分子结合情况进行量化[１８] .
传统的微量热泳动实验采用绿色荧光染料对待测缓冲体系中的蛋白质大分子进行染色[１９]ꎬ通过滴定

后的非荧光分子与带标记的分子发生结合后的变化进行量化. 但是这种方式的缺点是荧光染料与待测大

分子的结合不稳定ꎬ容易造成检测误差. 在本实验中ꎬ根据筛选模型对于检测蛋白稳定荧光的要求[２０]ꎬ我
们直接构建绿色荧光蛋白与目标靶蛋白的融合表达蛋白. 分别构建含有 ＧＧＰＰＳ 和 ＥＧＦＰ 基因的重组

ｐＥＴ２８ａ 质粒以及对照质粒 ＥＧＦＰ. 重组 ＧＧＰＰＳ 蛋白与梯度浓度化合物小分子在红外激光作用下发生热泳

动ꎬ通过中心区域荧光检测可得出 ＧＧＰＰＳ 与小分子化合物的结合状况.
原核重组纯化蛋白 ＧＧＰＰＳ￣ＥＧＦＰ￣Ｈｉｓ 能够在微量热泳动技术下显示与小分子底物 ＦＰＰ 的结合ꎬ该系

统的构建对于筛选出 ＧＧＰＰＳ 结合天然化合物小分子以及靶向 ＧＧＰＰＳ 的小分子治疗药物具有重要意义.
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