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摘 要 DJ-1突变或缺失导致帕金森病相关症状，但其具体功能和致病机理尚在研究和探讨阶段。盘基网
柄菌 Dictyostelium discoideum是研究神经退化性疾病的模式生物之一，为了研究 DJ-1基因在帕金森病中的
作用机制，本研究设计特异性引物对盘基网柄菌 DJ-1基因或其部分片段(75~479 bp)进行 PCR扩增，再通过
两步克隆法先对目的基因和 pUC18质粒进行酶切、连接、大肠杆菌 Escherichia coli DH5α转化、菌株蓝白斑
筛选和目的片段测序，构建了盘基网柄菌 DJ-1基因的原核表达载体 pPROF681和 pPROF682。经酶切鉴定
和序列测定确认后，再利用引物中的第二限制性内切酶(SacⅠ, BamHⅠ, EcoRⅠ和 XhoⅠ)进行酶切，将目的
基因插入盘基网柄菌质粒 pDNeo2 和 pPROF267，构建了 DJ-1 基因的重组真核表达载体 pPROF688 和
pPROF690，为后期培育含重组载体的盘基网柄菌转化株、进行菌株筛选和鉴定、分析 DJ-1的表达量与盘基
网柄菌表现型之间的相关性，并进一步建立帕金森病相关基因 DJ-1的盘基网柄菌模型奠定基础。
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Abstract The mutations or loss of DJ-1 gene cause Parkinson's disease (PD), but the role of DJ-1 and its relative
mechanisms for PD are still under study and investigation. Dictyostelium discoideum is one of the recognized mod-
els for study of neurodegenerative disease. To study the role of DJ-1 in PD and its mechanisms, the specific primers
were designed to amplify the full-length Dictyostelium discoideum DJ-1 and its fragment from 75~479 bp using
two-step cloning strategy. The DNA of interest and pUC18 vector were digested and ligated with T4 ligase. The pr-
oduct of ligation was transformed into Escherichia coli DH5α and followed by screening of strains of interest using
Blue/white selection and gene sequencing. The D. discoideum prokaryotic expression construct pPROF681 and
pPROF682 were built and verified by endonuclease digestion and gene sequencing. The genes of interest were then
cut by SacⅠ, BamHⅠ, EcoRⅠ and XhoⅠ designed in primers from pPROF681 and pPROF682 and inserted into
D. discoideum vectors pDNeo2 and pPROF267 to create D. discoideum eukaryotic expression vectors pPROF688 and
pPROF690. This work provides a very important basis for further achievement of D. discoideum strains con- taining
pPROF688 and pPROF690, selection and verification of interested transformants, analysis of the relativities between
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expression level of DJ-1 and the phenotypes of D. discoideum and built of D. discoideum model of DJ-1 for PD.
Keywords Parkinson's disease; DJ-1; Dictyostelium discoideum; Prokaryotic expression vector; Eukaryotic ex-
pression vector

帕金森病是发生率极高的中枢神经系统退化性

病症之一，80 岁以上人群患帕金森病的几率高达
1.903%，且男性患者的比例高于女性(Pringsheim et
al., 2014; Smith and Dahodwala, 2014)。尽管临床上采
用一些方案治疗，但截至目前帕金森病仍无法被彻

底治愈。根据发生时段帕金森病可分为早发性和晚
发性帕金森病，5%~10%的病人属于早发性帕金森病，
且其发生最低年龄小于 21岁(Ferguson et al., 2016)。
研究证明线粒体功能紊乱和异常蛋白质累积可能是

造成帕金森病的主要机制(Keeney et al., 2006; 李莉
莉等, 2017)，而 0.5 mg/kg雌激素处理可能通过降低
黑质纹状体神经元 DRP1蛋白的表达从而减少线粒
体异常分裂对帕金森病起保护作用(周洁和罗海彦,
2018)。α-synuclein基因的发现打破了传统认为帕金
森病是自发或者环境因素改变导致的神经系统紊乱

的观念，而是与基因突变、缺失或者累积相关且发生
具有一定的孟德尔遗传规律。

DJ-1基因突变或缺失导致的帕金森病占先天性
帕金森病人的 1%~2%，研究发现 14个以上的 DJ-1
位点突变或片段缺失与帕金森病相关。人类 DJ-1基
因由 23 629个碱基对组成，含有 8个外显子，前两个
外显子不编码且交替性在mRNA中剪辑，其主要的转
录产物约 1 000 bp，其中开放阅读框长 570 bp，编码
长 189个氨基酸的蛋白质(Bonifati et al., 2003)。关
于 DJ-1基因突变或缺失导致帕金森病症状的机理
有很多提议，包括作为转录因子、抗氧化剂和蛋白
降解酶等，但其作用条件、具体功能以及与帕金森
病其他相关基因之间的互作目前仍有很多争议(Zhou
et al., 2006; Chen et al., 2010; Gan et al., 2010)。
高等模式生物基因型 -表现型相关性较为复杂，

同一基因型变化可导致不同表现型，而同一表现型

可能由不同基因型变化引起。简单真核模式生物盘
基网柄菌(Dictyostelium discoideum)简化了基因型 -
表现型之间的复杂性，可以提供可数、可读和可靠的
基因型 -表现型相关性(Williams et al., 2006; Annes-
ley et al., 2014)。同源基因对比及克隆和序列分析发
现，盘基网柄菌 DJ-1基因全长 618 bp，无内含子，编
码长 205个氨基酸的蛋白质(Chen et al., 2017)。本研
究将利用两步克隆法(twostep cloning strategy)构建
盘基网柄菌 DJ-1基因的原核和真核表达载体，为后

期研究 DJ-1基因在帕金森疾病中的作用和致病机
制以及建立帕金森病的盘基网柄菌模型提供基础。

1结果与分析

1.1 DJ-1基因及其片段的 PCR扩增结果

通过改变盘基网柄菌细胞内 DJ-1蛋白的表达
水平，可以研究 DJ-1基因型与盘基网柄菌表现型之
间的相关性。DJ-1表达水平的增加可以通过外源性
表达含 DJ-1 基因全长的重组表达载体，而降低
DJ-1的表达水平则通过反意义链抑制内源性 DJ-1
的表达完成。为了达到此目的，首先以盘基网柄菌总
基因组 DNA作为模板，利用设计的特异性引物对全
长 DJ-1基因(618 bp)和 DJ-1片段，即 DA(从起始密
码子开始,长 404 bp)进行 PCR扩增(图 1)。

1.2盘基网柄菌 DJ-1原核表达载体的构建及鉴定

盘基网柄菌的表达质粒 pDNeo2 (6 167 bp)和pP-
ROF267 (7 278 bp)所含碱基对多，环状 DNA长，且
腺嘌呤(A)和胸腺嘧啶(T)所占比例大。盘基网柄菌
DJ-1基因也富含 A和 T碱基对，因此在 PCR扩增
过程中容易出现因 A和 T碱基缺失或增加造成的突
变。为了解决这一困难，本研究利用两步克隆法先将
DJ-1 及 DA克隆至大肠杆菌原核表达质粒 pUC18
(2 686 bp)，然后再通过限制性酶切将其克隆至盘基

图 1 DJ-1基因及其 DA片段的 PCR扩增
注: M: 1 kb DNA Marker; 1: DJ-1 基因 , 共长 618 bp; 2: DA:
DJ-1 antisense,指用于 DJ-1反义抑制的片段,取自 DJ-1 75~
479 bp,共长 404 bp
Figure 1 Amplification of DJ-1 and fragment DA by PCR
Notes: M: 1 kb DNA Marker; 1: Full-length DJ-1, 618 bp; 2:
DA, DJ -1 antisense, referring to the fragment of DJ -1 from
75~479 bp for antisense inhibition of DJ-1, 404 bp
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网柄菌表达质粒 pDNeo2和 pPROF267。
为了构建盘基网柄菌 DJ-1的反义抑制原核表

达载体，先将 DA和 pUC18质粒均用 EcoRⅠ进行限
制性酶切(digestion)、然后进行凝胶电泳、DNA纯化
(purification)、pUC18 质粒去磷酸化 (dephosphoryla-
tion)，再将 DA 和 pUC18 进行连接(ligation)以构建
盘基网柄菌 DJ-1 反义抑制原核表达载体 pPROF-
681。将连接产物通过电穿孔法转入大肠杆菌 E. coli
DH5α，进行转化株培养和蓝白斑筛选，将含
pPROF681的菌株进行再次培养，并利用碱裂解法提
取原核表达载体 pPROF681，最后对其进行双酶切确
认 DA的插入方向是否正确(图 2)。
将 DJ-1全长基因酶切插入 pUC18质粒，即可
构建 DJ-1过表达的原核表达载体 pPROF682，其构

图 2 pPROF681的构建流程和限制性酶切鉴定
注:电泳图中的 DNA条带为 pPROF681酶切后的条带,具体
为: 1: pPROF681利用 EcoRⅠ进行酶切后的 DNA条带,其大
小分别为 404 bp和 2 686 bp; 2: pPROF681利用AflⅢ进行酶切
后的 DNA 条带,其大小分别为 705 bp 和 2 386 bp; M: 1 kb
DNA Marker; 1和 2最上面较细的 DNA条带因 pPROF681酶
切不完全造成

Figure 2 Generation and restriction endonuclease digestion of
pPROF681
Notes: The DNA bands in the electrophoretogram are the ones
after digestion of pPROF681. 1: The DNA bands after digestion
of pPROF681 by EcoRⅠ, the sizes of DNA bands are 404 bp and
2 686 bp respectively; 2: The DNA bands after digestion of pPR-
OF681 byAflⅢ, the sizes of DNA bands are 705 bp and 2 386 bp,
respectively; M: 1 kb DNA Marker; The top bands in lanes 1 and
2 are due to the partial digestion of pPROF681

建流程及酶切结果(图 3)。

1.3盘基网柄菌 DJ-1及其片段序列比对分析

经双酶切和琼脂糖凝胶电泳确认原核表达载体

pPROF681和 pPROF682中 DA和 DJ-1的片段大小
以及插入方向正确后，对该重组载体进行大规模提

取和纯化，并利用表 2设计的特异性引物进行序列
测定。再将测定结果利用 Bioedit软件与盘基网柄菌
DJ-1 基因进行 BLAST 对比分析，结果显示：pPR-
OF681 和 pPROF682 重组表达载体中所含的 DJ-1
片段和 DJ-1全长基因序列和开放阅读框正确。但
是，pPROF682中用于进行第二步克隆的 ClaⅠ限制
性内切酶的识别位点发生了 A碱基缺失，即由 ATC-
GAT变成了 TCGAT，通过 BLAST对比分析发现：
用于第二步克隆的 pPROF682重组载体和pPROF267
质粒均含有 EcoRⅠ克隆位点，因此判定该重组载体

图 3 pPROF682的构建流程及限制性酶切鉴定
注:电泳图中的 DNA条带为 pPROF682酶切后的条带,具体
为: M: 1 kb DNA Marker; 1: pPROF682利用 EcoRⅠ进行酶切
后的 DNA 条带 , 其大小分别为 618 bp 和 2 686 bp; 2:
pPROF682利用 NdeⅠ进行酶切后的 DNA条带,其大小分别
为 344 bp和 2 960 bp
Figure 3 Generation and restriction endonuclease digestion of
pPROF682
Notes: The DNA bands in the electrophoretogram are the ones
after digestion of pPROF682; M: 1 kb DNA Marker; 1: The DNA
bands after digestion of pPROF682 by EcoRⅠ, the sizes of DNA
bands are 618 bp and 2 686 bp respectively; 2: The DNA bands af-
ter digestion of pPROF682 by NdeⅠ , the sizes of DNA bands
are 344 bp and 2 960 bp respectively
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pPROF682可以用于进行下一步限制性酶切和与盘
基网柄菌质粒的连接。

1.4盘基网柄菌 DJ-1真核表达载体的构建和鉴定

测序确认 pPROF681原核表达载体中的 DA基
因序列和开放阅读框正确后，将其利用引物中设计

的限制性内切酶 SacⅠ和 BamHⅠ进行酶切，并同时
利用这两个限制性内切酶对盘基网柄菌表达质粒

pDNeo2进行酶切，再进行琼脂糖凝胶电泳和 DNA
纯化，最后将切下的 DA片段以反方向插入 pDNeo2
的 SacⅠ和 BamHⅠ酶切位点以构建盘基网柄菌真
核表达载体 pPROF688。将连接产物进行 E. coli
DH5α转化、培养和蓝白斑筛选，提取 pPROF688并
通过酶切确认插入的片段和方向是否正确(图 4)。
由于限制性内切酶 ClaⅠ位点的突变，引物中原

计划的 ClaⅠ位点无法使用，本研究利用 EcoRⅠ和
XhoⅠ将 DJ-1全长基因从原核表达载体 pPROF682

图 4 pPROF688的构建流程和限制性酶切鉴定
注:电泳图中的 DNA条带为 pPROF688酶切后的条带; M: 1
kb DNAMarker; 1: pPROF688利用 SacⅠ和 BamHⅠ进行酶切
后的 DNA条带,其大小分别为 404 bp和 6 167 bp
Figure 4 Generation and restriction endonuclease digestion of
pPROF688
Notes: The DNA bands in the electrophoretogram are the ones
after digestion of pPROF688; M: 1 kb DNA Marker; 1: The DNA
bands after digestion of pPROF688 by SacⅠ and BamHⅠ , the
sizes of DNA ban- ds are 404 bp and 6 167 bp respectively

酶切下来，插入盘基网柄菌质粒 pPROF267的 EcoRI
和 XhoⅠ位点，从而构建盘基网柄菌 DJ-1的真核表达
载体 pPROF690 (图 5)。

2讨论

DJ-1基因位于染色体 1p36，最早发现它是一种
原癌基因，与肿瘤发生相关。2001年，研究发现 DJ-1
基因 1-5 外显子缺失及 G310A、G293A、A1208G 和
G192C等突变导致帕金森病相关症状，作为第七个
被发现与帕金森病相关的基因，因此 DJ-1也被称作
PARK7 (van Duijn et al., 2001)。
蛋白质功能结构域对比分析研究发现，DJ-1属

图 5 pPROF690的构建流程及限制性酶切鉴定
注:电泳图中的 DNA条带为重组载体 pPROF690酶切后的条
带;具体为: M: 1 kb DNA Marker; 1,2: pPROF690利用 EcoRⅠ
和 XhoⅠ进行酶切后的 DNA条带, 其大小分别为 618 bp 和
5 850 bp; 3: pPROF690 利用 NdeⅠ和 XbaⅠ进行酶切后的
DNA条带,其大小分别为 890 bp和 5 578 bp
Figure 5 Generation and restriction endonuclease digestion of pP-
ROF690
Notes: The DNA bands in the electrophoretogram are the ones
after digestion of pPROF690; M: 1 kb DNA Marker; 1,2: The
DNA bands after digestion of pPROF690 by EcoRⅠ and XhoⅠ,
the sizes of DNA bands are 618 bp and 5 850 bp respectively; 3:
The DNA bands after digestion of pPROF690 by NdeⅠ and Xba
Ⅰ, the sizes of DNA bands are 890 bp and 5 578 bp respectively
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设计的引物对盘基网柄菌 DJ-1基因及其片段进行
扩增。100 μL PCR反应体系包括：盘基网柄菌总基
因组 DNA 2 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，Taq
DNA聚合酶 1 μL，dNTP混合物(10 mmol/L) 2 μL，
MgCl2 (50 mmol/L) 5 μL，PCR 缓冲液(10×) 10 μL，
ddH2O 78 μL。PCR扩增的反应条件和参数：(1) 95℃
模板变性 5 min；(2) 95℃变性 1 min，50℃退火 1 min，
72 ℃延伸 2 min，共 35 个扩增循环；(3) 72 ℃延伸
10 min。琼脂糖凝胶电泳检测 PCR扩增产物条带(姚
艳丽等, 2015)。

3.4目的基因与 pUC18质粒的限制性酶切和连接

利用引物设计中加入的 EcoRⅠ限制性内切酶

盘基网柄菌 DJ-1基因真核表达载体的构建

于 Thi/PfpI蛋白质家族，广泛分布于身体各组织及大
脑区域，且与常染色体隐性早发型帕金森病相关

(Annesi et al., 2005)。Canet-Avilés (2004)则通过转染
M17细胞发现：正常情况下 DJ-1的亚细胞位置与线
粒体无关，受到农药百草枯刺激后 DJ-1蛋白向线粒
体发生转移，从而揭示其功能可能与 DJ-1的亚细胞
定位有关。也有不同研究指出 DJ-1基因可能与帕金
森病其他相关基因互作从而执行对细胞的保护功能

(Thomas et al., 2011; Fu et al., 2017)。
本研究成功构建了盘基网柄菌 DJ-1基因的真

核表达载体 pPROF688和 pPROF690，为后续利用盘
基网柄菌模式生物研究 DJ-1基因在帕金森病中的
作用机制提供了基础。虽然不同研究发现 DJ-1基因
缺失或者突变导致帕金森病相关症状，从而认为

DJ-1基因是一种 loss-of-function的基因，对于神经细
胞执行其正常生理功能起保护作用，但其具体作用机

制及与帕金森病其他相关基因之间的互相作用还有

待于进一步深入探讨。因此，盘基网柄菌 DJ-1基因
真核表达载体的构建对于研究其生理功能和构建帕

金森病的盘基网柄菌模型具有重要的价值和意义。

3材料与方法

3.1实验菌株和质粒载体

本实验所用菌株为大肠杆菌 DH5α和盘基网柄
菌 AX2，其相关信息见表 1。质粒载体为 pUC18、
pDNeo2和 pPROF267。

3.2引物的设计与合成

参照盘基网柄菌 DJ-1基因序列，利用 Primer Pr-
emier 5.0软件设计上、下游引物分别用以扩增 DJ-1
基因的片段(DA, DJ-1 antisense inhibition fragment)
和全长基因(DJ-1) (表 2)。引物由澳大利亚 Geneworks
公司合成。

3.3 PCR扩增 DJ-1及其片段

以盘基网柄菌总基因组 DNA为模板，利用 3.2

菌株名称

Strain name
E. coli DH5α

D. discoideum AX2

基因型

Genotypes
F-, φ80dlacZΔM15, Δ (lacZYA-argF)U169,
deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-,mk+) phoA,
supE44, thi-1, gyrA96, relA1
axeA1, axeB1, axeC1

表 1实验菌株名称及基因型
Table 1 The names and genotypes of strains used

表 2扩增盘基网柄菌 DJ-1基因及其片段的上下游引物序列
Table 2 Primer sequences for amplification of DJ-1 and its frag-
ment

引物名称

Primer name
DOEF

DOER

DAF

DAR

引物序列

Primer sequence
GCGAATTCATCGATATGACCAAAAAAATA
TTATTATTATTATGTAAAGG
GCGAATTCCTCGAGTTAAAAACCCATTAA
AGTTTTTACTTTTTTAGC
GCGAATTCGAGCTCGGGTTGGGCTAGAGA
GG
GCGAATTCGGATCCGCGATAACGTTTGCA
CCG

注: DOEF: DJ-1 overexpression forward, 指扩增 DJ-1 全长的
上游引物 ; DOER: DJ-1 overexpression reverser, 指扩增 DJ-1
全长的下游引物; DAF: DJ-1 antisense inhibition forward,指扩
增 DJ-1片段进行反意义链抑制的上游引物; DAR: DJ-1 anti-
sense inhibition reverse,指扩增 DJ-1片段的下游引物;引物序
列方向为 5'-3', 5'端 GC添加为了提高限制性内切酶酶切效
率;引物序列中加粗部分为限制性内切酶的识别序列,分别为:
EcoRⅠ(GAATTC), ClaⅠ(ATCGAT), XhoⅠ(CTCGAG), SacⅠ
(GAGCTC)和 BamHⅠ(GGATCC)
Notes: DOEF: DJ-1 overexpression forward, refers to the forward
primer for amplification of the full-length DJ-1; DOER: DJ-1
overexpression reverse, refers to the reverse primer for amplifica-
tion of the full-length DJ-1; DAF: DJ-1 antisense inhibition for-
ward, refers to the forward primer for amplification of the DJ-1
fragment from 75~479 bp for antisense inhibition of DJ-1; DAR:
DJ-1 antisense inhibition reverse, refers to the reverse primer for
amplification of the DJ-1 fragment; The orientation of primers is
5'-3' and the addition of GC at 5' is to increase the efficancy of
endonuclease digestion; The bold sequences in the primers are
the recognization sequences of various endonuclease; They are
EcoRⅠ(GAATTC), ClaⅠ(ATCGAT), XhoⅠ(CTCGAG), SacⅠ
(GAGCTC) and BamHⅠ(GGATCC), respectively
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对 PCR扩增的 DJ-1和 DA片段及 pUC18质粒进行
酶切。反应体系 10μL：目的基因DNA(0.2~1.0μg/μL)
2 μL，限制性内切酶 EcoRⅠ(1~10 U) 1 μL，缓冲液
(10×) 1μL，ddH2O 6μL。将该反应体系 37℃温育 1.5 h
后，加入硼酸钠电泳显示剂(SBE)或 65℃加热 20 min
进行热失活。酶切结果进行琼脂糖凝胶电泳检测后，
利用 PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit 对目的
DNA 和质粒 pUC18 进行抽提和纯化。为了避免
pUC18质粒自身重新环化，将 15 U热敏碱性磷酸酶
(TSAP)、1 μg pUC18质粒和 1 μL缓冲液 37 ℃温育
30min以去除质粒 5'端的磷酸，然后 75℃温育 15min
使酶失活后再通过微量渗析去除多余的电解液。目
的基因 DNA和 pUC18质粒最后以下面的反应体系
16 ℃过夜进行连接反应：目的 DNA (DA 或 DJ-1)
22 μL，pUC18 质粒 3 μL，T4 连接酶 2 μL，T4 连接
缓冲液(10x) 3 μL。连接后形成的产物为 pUC18-DA
和 pUC18-DJ-1。

3.5大肠杆菌转化株的获取及筛选

将 100 μL电感受态 E. coli DH5α细胞与 15 μL
pUC18-DA或 pUC18-DJ-1连接产物混合，再将此
混合物加入提前预冷的电脉冲小槽(Gene pulser)，以
25 μF电容，2.5 kV电伏和 200电阻进行电脉冲，然
后立即将 1 mL冷 SOC培养液加入混合液，将此混
合液转入 10 mL试管 37℃振荡培养 1 h。将培养的
细胞进行不同浓度稀释，然后按照浓度梯度培养法接

种到含 100 μg/mL阿莫西林的 LB培养基上，37 ℃
过夜培养，利用蓝 - 白斑法对转化株进行筛选(张青
云等, 2016)。

3.6盘基网柄菌 DJ-1真核表达载体的提取、纯化及
序列测定

将大肠杆菌筛选的转化株进行重组原核表达载

体的抽提，经限制性内切酶酶切和琼脂糖凝胶电泳

检测确认后，利用 PureLinkTM HiPure Plasmid Filter
Purification Kit和 PureLinkTM HiPure Precipitator Mo-
dule 的使用说明进行大规模质粒表达载体的提取
和纯化，纯化的重组质粒载体用 400 μL TE 缓冲液
进行洗脱，并由澳大利亚 AAGRF公司进行测序，
测序结果利用 Bioedit软件和参考序列进行 BLAST
比对分析。

3.7 原核表达载体和盘基网柄菌质粒载体的限制性
酶切与连接

将参考序列确认无误的 pUC18-DA和 pUC18-

DJ-1与盘基网柄菌的质粒 pDNeo2和 pPROF267利
用引物设计中第二个限制性内切酶 SacⅠ和 BamHⅠ
或者 ClaⅠ和 XhoⅠ进行酶切，琼脂糖凝胶电泳检
测、抽提和纯化，利用“3.4”小节的连接反应体系进行
连接，并对连接的方向进行酶切和琼脂糖凝胶电泳

检测，形成新的重组真核表达载体 pDNeo2-DA和
pPROF267-DJ-1。
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