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摘要：目的 体外克隆表达并纯化C7orf69重组蛋白，对C7orf69蛋白进行生物信息学分析。方法 PCR
扩增C7orf69目的基因片段，构建原核表达载体，转化BL21，IPTG诱导目的蛋白表达，SDS-PAGE和
Western blot鉴定，Ni-NTA纯化目的蛋白。结果 扩增获得序列完全正确的C7orf69基因片段（自然变异

体），重组蛋白以包涵体的形式高效表达，在非变性条件下获得较高纯度的重组蛋白。生物信息学软

件预测C7orf69蛋白（含信号肽）含有PKC、CK2磷酸化位点和N-十四烷基化位点。结论 成功的对分

泌蛋白C7orf69进行了基因克隆、表达与初步纯化，为其进一步的功能研究奠定了坚实的基础。
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Abstract: Objective To clone, express and purify recombinant protein C7orf69 in vitro, and to analyze its 
bioinformatics by prediction software. Methods Gene C7orf69 was amplified by polymerase chain reaction 
(PCR) and inserted into prokaryotic expression plasmid. Then the plasmid was transformed into E. coli 
BL21, induced by IPTG, identified by SDS-PAGE and Western blot, and purified under native or denaturing 
conditions by Ni-NTA resin. Results The right sequenced gene C7orf69 cotaining a natural variation 
was obtained, and the recombinant protein was highly expressed in the form of inclusion body. Purified 
recombinat protein was obtained under native conditions by Ni-NTA resin. The bioinformatics analysis by 
prediction software indicates that there are PKC and CK2 phosphorylation sites and a myristylation site in the 
protein C7orf69 including the signal peptide. Conclusions C7orf69 was successfully cloned, expressed and 
purified. These jobs lay solid foundation for the further study of its functions.
Key words: C7orf69; Gene; Secretory protein

分泌蛋白（secreted protein）是指在细胞内合

成后，分泌到细胞外发挥重要作用的生物活性分

子，包括各种不同功能的分子如细胞因子、趋化因

子、补体、肽类激素、消化酶、蛋白水解酶、毒素

和免疫球蛋白等[1]。人体中的分泌蛋白占全部人类

蛋白质组的30%[2]，参与了信号转导、细胞黏附、

迁移、增殖分化、血液凝固、免疫预防和癌症发生

等多种过程[3,4]。许多分泌蛋白具有潜在的临床应用

价值，并已得到了广泛的应用，如干扰素用于抗病

毒治疗、粒-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）用
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公司测序。测序正确的质粒和本室保存的pET-32a

（＋）载体，同时双酶切，鉴定并回收，连接过

夜，转化DH-5α，取菌落于LB中振摇过夜培养，再

次提取质粒并酶切鉴定，同前测序比对。

1.2.3 重组蛋白的小量诱导表达  取测序正确的原核

表达质粒转化BL21，同上摇菌提质粒（提取质粒

前留取部分菌液－80 ℃保菌备用）并酶切鉴定。取

鉴定正确的质粒所保存的菌液150 μl，加入5 ml LB

培养液中培养过夜。次日，各取100 μl菌液加入至

8管含5 ml LB的试管内，振摇培养至A值为0.6～0.8

时，向4管菌液内加入终浓度为1.0 mmol/L的诱导剂

IPTG，分别于28、30、32、37 ℃下振摇培养，每

个诱导温度下含加与不加诱导剂两管菌液。分别于

诱导2、4、6、8小时各留取1 ml菌液制样，取20 μl

上清行 SDS-PAGE电泳分析。

1.2.4 重组蛋白的Westen blot鉴定  取20 μl 诱导2、4、

6、8小时的蛋白样品进行SDS-PAGE电泳，220 mA

转膜40分钟，封闭2小时；抗-His单克隆抗体1︰

2000稀释作为一抗，4 ℃孵育过夜；羊抗鼠HRP-

IgG 1︰2000稀释作为二抗，室温孵育2小时；ECL

显影鉴定。

1.2.5 重组蛋白的大量诱导  振摇培养过夜步骤同小

量诱导。次日将菌液1︰50（V/V）转摇至TB培养

基中扩大培养，37 ℃摇菌至菌体密度A值为0.6～0.8

时，加入终浓度为1.0 mmol/L诱导剂IPTG，37 ℃继

续培养2小时。诱导的菌液离心集菌后反复冻融3次

及超声破碎[6]，离心收集上清A液，包涵体洗涤上清

B、C液，及包涵体溶解上清D液。4 ℃缓慢振摇透

析D液，逐渐除去高浓度的尿素，使蛋白复性。

1.2.6 重组蛋白的纯化  按照Qiagen公司的Ni-NTA蛋

白纯化技术说明，分别在变性和非变性条件下纯化

C7orf69重组蛋白。

1.2.7 C7orf69的生物信息学分析  用ProtParam tool

（网址：http://web.expasy.org/protparam/）对

C7orf69蛋白（含信号肽）的氨基酸序列进行理化

性质的预测；SOPMA（网址：http://npsa-pbil.ibcp.

fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.

html）和phyre2（网址：http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/

于放化疗所致的白细胞减少和再生障碍性贫血等、

胰岛素有效控制血糖、肿瘤坏死因子抑制剂（英夫

利西单抗）用于治疗类风湿关节炎、强直性脊柱炎

以及甲胎蛋白（alpha fetoprotein，AFP）用于诊断

和预测肝癌等。因此寻找、发现和研究新的分泌蛋

白对人类具有重要意义。

本课题组通过生物信息学检测及大规模的信号

肽分析筛选，已得到一批功能未知的分泌蛋白编码

基因，并已对相关基因进行了克隆表达及初步的功

能研究[5-7]。C7orf69是分泌蛋白编码基因之一。本研

究旨在克隆表达功能未知基因C7orf69并对其进行生

物信息学预测分析，为其功能研究奠定工作基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂  淋巴组织、pET-32a（＋）载体

为本室保存；Taq酶、T4 DNA连接酶、pGEM-T 

vector、限制性核酸内切酶购自Promega公司；DNA

提取试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司；Ni-NTA购自Qiagen公司；其余化学试剂均为国

产分析纯和生物化学试剂。PCR引物合成由上海生

工技术有限责任公司完成。

1.2 方法

1.2.1 C7orf69基因扩增  根据GenBank公布的C7orf69

基因序列（除信号肽编码区）和原核表达空载体

pET32a（＋）序列，设计合成一对寡聚核苷酸引物

（Forward primer：GGATCCCTTTCACCTCCCACC

ATGAAC；Reverse primer：CTCGAGTTTGTGAA

ACCAGCAGTTATTTCCA），引入Bam H Ⅰ、Xho Ⅰ

酶切位点。Trizol法提取淋巴组织总RNA，并逆转

录为cDNA，以其为模板扩增C7orf69基因片段，反

应条件：94 ℃ 5分钟；94 ℃ 30秒，60～50 ℃ 30

秒，72 ℃ 40秒，20个循环，每个循环下降0.5 ℃；

94 ℃ 30秒，55 ℃ 30秒，72 ℃ 40秒，20个循环；

72 ℃ 7分钟；4 ℃放置。

1.2.2 pET32a（＋）-C7orf69原核表达载体的构建  T4

连接酶连接C7orf69和pGEM-T vector，过夜连接体

系转化DH5α，行蓝白斑筛选。挑取5个白色菌落于

LB中，振摇过夜。碱裂解法提取质粒，取酶切鉴

定正确的质粒，送至北京奥科鼎盛生物科技有限
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phyre2/html/page.cgi?id=index）预测分析其二、三

级结构；PSORT（网址：http://psort.hgc.jp/form2.

html）进行亚细胞定位；PredictProtein（网址：

http://www.predictprotein.org/#）分析其蛋白质功能

位点；ArchaeaFun 1.0 Server（网址：Server:http://

www.cbs.dtu.dk/services/ArchaeaFun/）对蛋白质性

质进行预测。

2 结果

2.1 pET32a（＋）-C7orf69原核表达载体构建成

功  PCR扩增得到了C7orf69基因片段（不含信号肽

编码区）约300 bp，与理论片段306 bp大小相符；

C7orf69基因片段成功插入pGEM-T vector，测序结

果显示为C7orf69的自然变异体基因片段（其蛋白

序列中第32位氨基酸由K突变为E），与GenBank结

果一致；基因片段成功插入pET-32a（＋）载体，

原核表达载体C7orf69-pET-32a（＋）构建成功，见

图1。

2.2 小量诱导可见C7orf69重组蛋白表达  目的蛋白

在振摇培养2、4、6、8小时后，均有不同程度的

表达，与理论蛋白大小相符（约32～33 kD），与

28、30、32 ℃下的蛋白诱导量相比，37 ℃下的蛋

白诱导量最高（28、30、32 ℃下的小量诱导图未给

出）；重组蛋白His标签鉴定，证实为目的蛋白即

C7orf69重组蛋白，见图2。

2.3 Ni-NTA在非变性条件下获得较高纯度的C7orf69

重组蛋白   大量诱导后得到了浓度较高的目的蛋

白，与理论蛋白大小相符（约32～33 kD），目的

蛋白主要以包涵体的形式出现在D液中；使用Ni-

NTA蛋白纯化技术在非变性条件下纯化C7orf69重

组蛋白，可获得纯度较高的目的蛋白；而在变性条

件下纯化蛋白，蛋白洗脱液（Elution Buffer E）中

未见到重组蛋白，见图3。

2.4 C7orf69的生物信息学分析  ProtParam tool分

析显示，C7orf69蛋白（含信号肽）由122个氨基

酸组成，相对分子质量为14 424.9 Da，消光系数

（Extinction coefficient）为37 970，理论等电点

为9.47；蛋白的不稳定系数（Instability index）是

54.54，表明该蛋白性质不稳定；亲水指数（Grand 

average of hydropathicity GRAVY）为－0.738，说明

其为亲水性蛋白。SOPMA预测C7orf69蛋白二级结

构包括α-螺旋（39 aa，31.97%）、β折叠（29 aa，

1      2      3      4 1     2     3     4     5      6    7 1      2       3      4       5     6

A B C

1      2      3      4 1     2     3     4     5      6    7 1      2       3      4       5     6

A B C
图 1 C7orf69-pET 32a（＋）原核表达载体的构建

注：A：以淋巴组织cDNA为模板扩增C7orf69，1为DNA Marker：DL2000；2、3为淋巴组织，4为阴性对照。B：C7orf69-pGEM-T vector双酶
切鉴定电泳图，1～3、5、6为不同单克隆菌落；4为DNA Marker：DL1000；7为DNA Marker：DL2000。C：C7orf69-pET 32a（＋）双酶切鉴定电泳
图：1～4为不同单克隆菌落；5为DNA Marker：DL1000；6为DNA Marker：DL2000（箭头：C7orf69，306 bp）

图 2 C7orf69重组蛋白小量诱导表达结果及Western blot验证
注：A：以37 ℃，1.0 mmol/L IPTG，小量诱导，1为蛋白Marker，

2～9为C7orf69重组蛋白分别于2、4、6、8小时小量诱导和非诱导条件
下的表达情况。B：C7orf69重组蛋白Western blot验证，1～4为小量诱导
2、4、6、8小时的重组蛋白His标签验证



《中国肝脏病杂志（电子版）》2013年 第5卷 第4期                                   ·论著· 19

23.77%）、β-转角（7 aa，5.74%）和无规卷曲（47 

aa，38.52%）。phyre2对C7orf69及自然变异体蛋

白的二、三级结构预测显示，两者的二、三级结构

存在较大差异，见图4、5。PSORT亚细胞定位显

示，C7orf69蛋白位于胞浆的可能性为34.8%，位于

细胞核的可能性为21.7%。PredictProtein预测显示

该蛋白有3个蛋白激酶C磷酸化位点（PKC）（55、

75、104）、两个酪蛋白激酶2磷酸化位点（CK2）

（83、102）和1个N-十四烷基化位点（90）。

ArchaeaFun 1.0 Server对蛋白的性质预测显示该蛋白

可能是一种蛋白水解酶（1.985）。

3 讨论

C7orf69是一种功能未知的蛋白编码基因，生

物信息学显示：C7orf69基因位于人类第7号染色体

p12.3位置，开放读码框全长366 bp，编码蛋白全长

122 aa，其中1～20 aa为信号肽，存在自然突变体

（第32位氨基酸由K突变为E）。本研究中，成功

克隆了人类功能未知基因C7orf69的自然变异体基

因，并构建了原核表达载体，表达纯化了C7orf69

重组蛋白，对其相关生物信息学进行了预测分析，

为该基因的功能研究奠定了良好的基础。

磷酸化调节是细胞内信号转导的重要方式。

PKC磷酸化位点是信号转导调控中非常常见的分子

结构，在细胞增殖及细胞周期等中具有广泛的调

节作用[8]。磷酸化位点还与病毒基因组的复制、重

装、衣壳的定位和病毒颗粒的成熟有关[9,10]。酪蛋

白激酶是广泛存在于真核生物的丝/苏氨酸蛋白激

酶，包括CK1和CK2两大类。酪蛋白激酶2（CK2）

可横向介导多条信号途径，以级联和垂直方式发挥

作用，调节细胞的增殖、分化和凋亡，广泛参与一

系列复杂的细胞功能[11]。CK2的磷酸化作用也有助

于病毒的复制和表达[12]。此外，十四烷基化也可参

与病毒的复制和释放等[13]。生物信息学分析表明，

C7orf69蛋白可能具有PKC、CK2磷酸化位点和十四

烷基化位点，提示该蛋白的生物学功能可能受以上

蛋白激酶的磷酸化调节和肉豆蔻酰基转移酶的十四

烷基化调节，从而参与对细胞增殖、分化和凋亡的

调控以及抗病毒或参与病毒的复制、成熟和释放等

过程。

生物信息学分析显示，C7orf69蛋白位于胞浆

和细胞核的可能性较大，而且该蛋白很可能是一种

水解酶，但GeneCards显示C7orf69蛋白是一种分泌

蛋白，提示该蛋白的细胞组织学分布还有待进一步

的体外和体内研究确认。目前，已成功表达纯化

了C7orf69的重组蛋白，为研究并验证上述相关信

息打下了坚实的基础。二、三级结构预测显示，

C7orf69的自然变异体蛋白，虽然仅有一个氨基酸

与原序列不同，但二者的二、三级结构却明显不

同，提示该自然变异点对该蛋白的功能可能具有重

要作用，这两种形式的蛋白在人体内可能各自发挥

着不同的生物学功能，后期本课题组将通过点突变

的方法，获得无自然变异点的C7orf69基因，同时

1         2         3         4           5         6          7 8       9 1         2 1         2          3       4       5

A B C

1         2         3         4           5         6          7 8       9 1         2 1         2          3       4       5

A B C
图 3 C7orf69重组蛋白大量诱导表达及纯化结果

注：A：C7orf69重组蛋白大量诱导表达，1为蛋白Marker；2为超声碎菌离心上清A液；3～5为洗涤液洗涤上清B1、B2、B3；6、8、9为去离子
水洗涤上清C1、C2、C3；7为包涵体溶解上清（见目的蛋白C7orf69）。B：C7orf69重组蛋白在非变性条件下纯化，1为蛋白Marker；2为含250 mM
咪唑的Elution Buffer（见较高纯度的目的蛋白）。C：变性条件下纯化，1为蛋白Marker；2为蛋白穿透液；3～5为Elution Buffer E（未见目的蛋白）
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对二者体内外的功能做进一步研究。

本研究初步克隆表达了C7orf69重组蛋白，有

关该基因编码蛋白的细胞定位及相应的功能，本课

题组仍在研究中。
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·消息·

“胆汁淤积性肝病高峰论坛”暨喜美欣上市会

2013年12月14日，由《中国肝脏病杂志（电子版）》编辑部主办、海正药业创新与生物药事业部、

上海百盈医药科技有限公司独家赞助的“胆汁淤积性肝病高峰论坛”在杭州美丽的西溪湿地顺利召开。

此次论坛由上海复旦大学附属华山医院翁心华教授担任主持，上海复旦大学附属华山医院胡锡琪教授、

张文宏教授以及首都医科大学附属北京地坛医院谢雯教授分别针对胆汁淤积性肝病的病理特点、发病机

制及生化诊断指标和治疗策略与来自全国各地160位肝病领域著名专家及临床医生进行现场互动，就如何

更规范地进行胆汁淤积性肝病的诊断和治疗进行学术交流。

论坛由上海华山医院的翁心华教授做开场介绍，阐述国内胆汁淤积性肝病发病原因远远广泛于国

外，而且目前已经是临床比较常见的多发病，但是临床对其诊断与治疗却存在很多误区，因此，如何规

范地对胆汁淤积性肝病进行诊断和治疗成为亟需解决的问题。

会议主体部分是围绕胆汁淤积性肝病的发病机制、病理特点、临床诊断以及治疗策略展开的学术论

题。同时邀请上海华山医院病理科胡锡琪教授结合几十年的临床工作经验，通过一个个真实的病理图片

讲解各种类型和病因的胆汁淤积性肝病的病理特点，提高临床医生的诊断率，提示广大临床医生应早期

及时关注此类疾病。由来自首都医科大学附属北京地坛医院的谢雯教授和来自上海华山医院的张文宏教

授，分别展开介绍了《胆汁淤积性肝病诊断治疗专家共识（2013版）》与未来临床研究方向以及胆汁淤

积的发病机制和治疗策略，两位讲者的精彩报告过程中不时穿插与参会的160余位专家的答题互动。

通过在各位专家的精彩演讲和讨论，对胆汁淤积性肝病的诊断和治疗取得了更加明确的认识，并对

胆汁淤积性肝病的发病机制、病理特点、临床诊断以及治疗策略有了新的见解，胆汁淤积性肝病高峰论

坛取得圆满成功。


