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TP53BP2 基因真核表达载体的构建及在人胚肾 Expi293F 
细胞中蛋白表达、纯化及活性鉴定

李全维，高明慧，寇卜心，柴梦音，石 英，刘晓霓 
（北京肝病研究所 / 首都医科大学附属北京佑安医院，北京  100069）

摘  要：目的 构建人肿瘤抑制因子 p53 结合蛋白 2（tumor suppressor p53-binding protein 2，TP53BP2）的重组真核表

达载体，转染人胚肾 Expi293F 细胞，获得高纯度的重组人全长 TP53BP2 蛋白并对其进行生物学活性鉴定。方法 利

用 UniProt 网站查询 TP53BP2 基因序列，并进行 Expi293F 表达系统序列优化，通过同源重组连接至 pcDNA3.1(+)-P2A-
eGFP 载体并进行双酶切和测序鉴定，通过转染试剂聚乙烯亚胺（polyethylenimine, PEI）将 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-
TP53BP2 质粒瞬时转染至 Expi293F 细胞，荧光显微镜观察转染效率，收集实验组及对照组细胞，利用免疫印记试验

（Western blot，WB）检测 TP53BP2 重组蛋白表达水平。通过 His 标签纯化试剂盒及 Superdex 200 10/300GL 层析柱

进行蛋白纯化，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）对纯化后重组蛋白进行鉴定。利用免疫共沉淀（Co-immunoprecipitation，Co-IP）检测重组人全长 TP53BP2 蛋

白与 p65 蛋白结合情况。利用免疫荧光（immunofluorescence，IF）检测重组人全长 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白共定位。

利用表面等离子体共振（surface-plasmon resonance，SPR）技术，检测纯化后的重组人全长 TP53BP2 蛋白与 TP53BP2
抗体的相互作用。结果 经测序和双酶切鉴定，重组质粒 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 构建成功。经荧光显微镜

观察结果显示转染效率约为 60%，WB 结果表明 TP53BP2 蛋白在 Expi293F 细胞中过表达，证明转染成功。SDS-PAGE
结果表明纯化后重组蛋白纯度在 90% 以上，证明纯化成功。Co-IP 结果表明，TP53BP2 重组蛋白可与 p65 蛋白相互作用。

IF 结果表明，His 标签蛋白、TP53BP2 蛋白及 p65 蛋白存在共定位，表明三者之间存在相互作用。SPR 结果表明，纯化

的重组人 TP53BP 蛋白与 TP53BP2 抗体具有较好的结合活性。以上结果均证明重组人全长 TP53BP2 蛋白具有生物学活

性。结论 成功构建了 TP53BP2 基因真核表达载体并在人胚肾 Expi293F 细胞中成功表达出具有生物学活性的重组人全

长 TP53BP2 蛋白，为进一步研究 TP53BP2 的结构和功能奠定了基础。
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Construction of Eukaryotic Expression Vector of TP53BP2 Gene and Its 
Expression, Purification and Activity Identification in Human Embryonic 

Kidney Expi293F Cells
LI Quanwei, GAO Minghui, KOU Puxin, CHAI Mengyin, SHI Ying, LIU Xiaoni（Beijing Institute of Hepatology/

Beijing You’an Hospital, Capital Medical University, Beijing 100069, China）

Abstract: Objective To construct a recombinant eukaryotic expression vector of human tumor suppressor p53-binding protein 
2 (TP53BP2) and transfect human embryonic kidney Expi293F cells. High-purity recombinant human full-length TP53BP2 
protein was obtained and its biological activity was identified. Methods The TP53BP2 gene sequence was queried on the 
UniProt website, and the Expi293F expression system was optimized. The TP53BP2 gene was connected to pcDNA3.1(+)-P2A-
eGFP vector by homologous recombination, and identified by double enzyme digestion and sequencing. Transect pcDNA3.1(+)-
P2A-eGFP-TP53BP2 plasmid into Expi293F cells of Polyethylenimine (PEI), observe the transfection efficiency with a  
fluorescence microscope, collected cells from the experiment group and control group. The expression level of TP53BP2 
recombinant protein was detected by Western blot (WB). Protein was purified by His label purification kit and Superdex 200 
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10/300 GL chromatographic column. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. The purified recombinant 
protein was identified by SDS-PAGE. Combining recombinant human full-length TP53BP2 protein with p65 protein was 
investigated for Co-immunoprecipitation (Co-IP) precipitation. Recombinant human full-length TP53BP2 protein was co-
localized with p65 protein by Immunofluorescence (IF). The surface plasmon resonance (SPR) technique was used to detect the 
interaction between purified recombinant human full-length TP53BP2 protein and TP53BP2 antibody. Results The recombinant 
plasmid pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 was successfully constructed by sequencing and double digestion. The fluorescence 
microscopy results showed that the transfection efficiency was about 60%. WB showed that the TP53BP2 protein was 
overexpressed in Expi293F cells, which proved that transfection was successful. SDS-PAGE results showed that the purity of the 
purified recombinant protein was above 90%, which proved that the purification was successful. Co-IP results showed that the 
TP53BP2 could interact with p65 protein. The results of IF showed that His tag protein, TP53BP2 protein, and p65 protein were 
co-located, indicating the interaction between the three proteins. SPR results showed that the purified TP53BP2 recombinant 
protein had good binding activity with the TP53BP2 antibody. These results all prove that the recombinant human full-length 
TP53BP2 protein has biological activity. Conclusion The eukaryotic expression vector of TP53BP2 gene was successfully 
constructed and the recombinant full-length human TP53BP2 protein with biological activity was successfully expressed in 
human embryonic kidney Expi293F cells. It lays a foundation for further study on the structure and function of TP53BP2.
Keyword：tumor suppressor p53-binding protein 2； human full-length TP53BP2  eukaryotic expression；human embryonic 
kidney cell Expi293F；transient transfection；protein purification；activity identification

肿瘤抑制因子 p53 结合蛋白 2（tumor suppressor 
p53-binding protein 2，TP53BP2）也称为 p53 凋亡 
刺激蛋白 2（apoptosis stimulating protein 2 of p53，

ASPP2），是 ASPP 家族的第一个成员 [1]。该家族

包 括 ASPP1，ASPP2 及 iASPP 三 个 成 员。ASPP1
和 ASPP2 特异性刺激肿瘤抑制因子 p53 介导的凋

亡反应，而 iASPP 抑制 p53 介导的细胞凋亡 [2]。 
许多研究表明 TP53BP2 以 p53 依赖和非依赖性的

方式在肿瘤发生发展中发挥重要作用 [3-9]。临床研

究报道 TP53BP2 在多种肿瘤中表达显著下调，与

肿瘤的不良预后、低生存率有关 [10-14]。前期研究曾

利用原核细胞表达了 TP53BP2 N 端两个截短小片

段 [15]，为 TP53BP2 蛋白与其他生物学活性分子相

互作用提供了有效工具。为进一步研究 TP53BP2
体内外生物学功能，本研究拟通过构建带 His 标签

的 TP53BP2 真核表达载体，并在人胚肾 Expi293F
细胞中表达，以期获得可用于研究的全长重组人

TP53BP2 蛋白。

1 材料和方法

1.1 质粒、菌株及细胞来源 pcDNA3.1(+)-P2A- 
eGFP 质粒及大肠埃希菌 DH5α（上海陶术生物科

技有限公司）；人胚肾 Expi293F 细胞（北京肝病

研究所保存，其亲代均来自中国医学科学院基础医

学研究所细胞资源中心）。

1.2 仪器与试剂 TS-100C 恒温摇床（玛瑞特科

技有限公司）；BIOBASE 超净工作台（山东博科

集团）；TD5 离心机（卢湘仪离心机仪器有限公

司）；FormaSteri-Cycle™ CO2 培 养 箱（ 赛 默 飞 世

尔科技公司，美国）；ÄKTA-Micro™ 色谱仪（GE 
Healthcare，美国）；AKTA AVANT 25 蛋白纯化仪

（Cytiva，美国）；Biacore T200（GE Healthcare，

美国）；Leica TCS SP8 CARS 共聚焦显微镜（Lei-
ca，德国）；PAGE 预制胶（金斯瑞生物科技有限

公司）；Superdex-200 Increase 10/300 尺寸排阻层

析 柱（GE Healthcare， 美 国）；Expi293™ Met (–) 
表达培养液（赛默飞世尔科技公司，美国）； His
标签纯化试剂盒（百奥莱博科技有限公司）；无内

毒素质粒小提中量试剂盒（天根生化科技有限公

司）；QuickcutTM Hind Ⅲ和 Bpi I（赛默飞世尔科

技公司，美国）；ClonExpress II One Step Cloning 
Kit（诺唯赞生物科技股份有限公司）；CM5 Sen-
sor Chip（Cytiva，美国）；His-Tag 抗体 [Cell Sig-
naling Technology(CST)， 美 国 ]；53BP2 Polyclonal 
antibody（武汉三鹰生物技术有限公司）；NF-κB 
p65 抗体 [Cell Signaling Technology(CST)，美国 ]；
Protein A+G Agarose(Fast Flow, for IP)（ 碧 云 天 生

物技术有限公司）；CoraLite® Plus 488-conjugated 
His-Tag Monoclonal antibody（武汉三鹰生物技术有

限公司）；Anti-53BP2/ASPP2/BBP 抗体（Abcam，

英国）；驴抗兔 IgG（Abcam，英国）；CY3 Con-
jugated AffiniPure Goat Anti-mouse IgG（博士德生物

科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 人 TP53BP2 基因的获取：从 UniProt 网站上

查询 TP53BP2 基因序列，进行 Expi293F 细胞表达

系统序列优化，在 TP53BP2 片段的 N 端加入 His
标签和 KOZAK 序列，重组基因序列交由南京金斯

瑞生物科技有限公司合成。

1.3.2 重组人 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 真

核表达载体的构建与鉴定：利用上游的同源臂：
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5’-CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCG 
TTTAAACTT-3’ 和下游同源臂：5’-GGAAGCGGAG 
CTACTAACTTCAGCCTGCTGAAGCAGGC 
TGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGGAC-3’，将人 
TP53BP2 基因与 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP 质粒通过

同源重组连接构成重组克隆载体，构建策略见图

1。转化大肠埃希菌 DH5α 感受态，经过氨苄抗生

素筛选，获得阳性克隆后，用无菌牙签挑取单菌落

接种于 LB 培养液（含 50 µg/ml 氨苄青霉素）中，

37℃，200r/min 培养过夜。提取质粒，对重组表达

质粒进行双酶切（QuickcutTM Hind Ⅲ / Bpi I）鉴

定及序列测定，鉴定正确的重组表达质粒命名为

pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2。

图 1 重组表达质粒 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 的构建策略

1.3.3 细胞培养与转染：Expi293F 细胞接种于含

10g/dl 胎牛血清的 DMEM 高糖培养液中，37℃，

5%(v/v)CO2 培养箱中常规培养。转染前一天，将

生长良好的 Expi293F 细胞接种于 6 孔板中，待细

胞达到 80% ～ 90% 融合度时，采用聚乙烯亚胺

（polyethylenimine，PEI） 常 规 转 染 方 法 将 pcD-
NA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 重 组 真 核 表 达 质 粒

瞬时转染至 Expi293F 细胞（作为实验组），同时

以转染 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP 空载质粒作为空白

对照组。转染 48h 后，在倒置荧光显微镜下观察

TP53BP2 的转染效率并拍照。收集转染后的细胞提

取蛋白，免疫印记试验（Westernblot，WB）检测

TP53BP2 蛋白表达情况。

1.3.4 重组人 TP53BP2 蛋白的表达与纯化：采用

PEI 转染试剂转染，将重组真核表达质粒转染至

Expi293F 细胞。每日取样镜检并用台盼蓝法计算细

胞存活率，待活细胞量下降至 60% 时，收集细胞。

使用超声破碎仪破碎细胞后，使用 His 标签纯化试

剂盒进行蛋白纯化，得到初步纯化的目标蛋白样品

后，将蛋白样品装载到 Superdex 200 10/300 GL 色

谱柱进行进一步分离并收集蛋白。纯化后的蛋白

经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）检测该重组蛋白的位置大小与纯度。

1.3.5 免 疫 共 沉 淀（Co-immunoprecipitation，Co-
IP）检测重组人 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白的相互作

用：将人 TP53BP2 真核重组质粒转染 Expi293F 细

胞后（作为实验组），转染 pcDNA3.1(+)-P2A-eG-
FP 空载质粒作为空白对照组，收集转染后的细胞，

加入细胞裂解液冰上裂解 30min，提取蛋白并进行

蛋白定量后，加入 His 标签免疫沉淀抗体，4℃摇

床过夜孵育。之后加入免疫沉淀试剂（Protein A+G 
Agarose），4℃摇床孵育 3h，离心收集沉淀，磷酸

盐缓冲液（PBS）洗三次，收集沉淀，加入蛋白上

样缓冲液，WB 检测 TP53BP2 与 p65 的表达。

1.3.6 免疫荧光（immunofluorescence，IF）检测重
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组人 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白的共定位：细胞爬

片生长 24h 后，将人 TP53BP2 真核重组质粒转染

至 Expi293F 细胞，转染 48h 后，吸掉培养液，PBS
洗 三 次。 加 入 4g/dl 多 聚 甲 醛 溶 液 固 定 20min，

PBS 洗三次。加入 1g/dl Triton X-100 溶液透化处理

15min，PBS 洗三次。加入 10 g/dl 山羊血清，室温

封闭 1h。分别加入一抗（His 标签蛋白抗体；兔抗

p65 抗体；鼠抗 TP53BP2 抗体），4℃孵育过夜，

次日用 PBS 洗三次。加入 Cy3 标记的山羊抗鼠 IgG
和驴抗兔 IgG，室温避光孵育 1h 后，PBS 洗三次。

使用带 4’，6- 二脒基 -2 苯基吲哚（DAPI）染料的

防淬灭剂进行封固，封片后使用徕卡激光共聚焦荧

光显微镜进行图像采集分析。

1.3.7 表面等离子体共振（SPR）检测纯化的重组

人 全 长 TP53BP2 蛋 白 与 TP53BP2 抗 体 的 相 互 作

用：在 BIAcore T200 上使用 CM5 传感器芯片进行

检测，用 1- 乙基 -3-(3- 二甲基氨基丙基 ) 碳二亚

胺（EDC）和 N- 羟基琥珀酰亚胺（NHS）激活芯

片。将 TP53BP2 蛋白用 pH5.0 的醋酸钠稀释，使

用胺偶联试剂盒将蛋白固定在芯片的通道上，并

生成偶联报告。用乙醇胺封闭通道，重复两次。作

为参考的邻近通道同样被激活和封闭，区别是使用

不含蛋白的醋酸钠缓冲液。TP53BP2 抗体在 96 孔

板内稀释成若干浓度，通过芯片从低浓度到高浓度

与 TP53BP2 蛋白偶联。每个浓度点流过后，用 10 
mmol/L 甘氨酸盐酸盐（pH2.0）溶液使芯片再生，

重复这一过程直到跑完所有的 TP53BP2 抗体对应

浓度，最后使用 BIAcore T200 Control 软件（v.2.0，

GE Healthcare）收集样本蛋白的数据，并将其减去

未固定 TP53BP2 蛋白参考通道的数据。通过使用

BIAcore T200 评估软件将数据全局拟合到 1:1 Lang-
muir 结合模型，计算解离常数。

2 结果

2.1 重 组 人 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 真

核表达载体鉴定 重组表达质粒 pcDNA3.1(+)-P2A-
eGFP-TP53BP2 的双酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分

析，结果显示产物电泳位置与预期一致，见图 2。

测序序列结果显示与设计序列一致，表明重组质粒

构建成功，此质粒分子量理论值约为 125 KD。

M：KB Ladder Maker；1：pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2
质粒条带，上条带为开环片段条带，下条带为超螺旋片段条带；2：

pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 质粒酶切后片段条带，上条带为

质粒骨架条带，与理论值一致（5 125bp），下条带为目的基因及

EGFP 标签条带，与理论值一致（4 189bp）。

图 2 pcDNA3.1(+) P2A eGFP TP53BP2 质粒双酶切验证

2.2 重组人 TP53BP2 蛋白过表达鉴定 Expi293F
细胞转染 TP53BP2 重组质粒 48h 后，经荧光显微

镜观察转染效果，结果显示转染效率在 60% 左右，

表明转染成功。WB 结果显示，与空白对照组相比，

pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 在 Expi293F 细胞

中过表达，表明此重组蛋白过表达成功，见图 3。

倒置荧光显微镜观察 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP-TP53BP2 质粒的转染效率（100×）

图 3  质粒转染 Expi293F 细胞验证

2.3 重组人 TP53BP2 蛋白的纯化鉴定 见图 4。

纯化后的 TP53BP2 蛋白经 SDS-PAGE 检测，结果

显示，TP53BP2 蛋白在 125kDa 左右呈均一的条带，

表明纯化后的 TP53BP2 蛋白纯度在 90% 以上，证

明纯化获得了目的蛋白。

2.4 重组人 TP53BP2 蛋白活性鉴定 见 图 5。

Expi293F 细胞转染 TP53BP2 真核重组质粒后，使

用 His 标 签 蛋 白 免 疫 沉 淀 (immunoprecipitation，

IP) 抗体进行免疫共沉淀。Input 组结果显示，均检

测 到 了 TP53BP2 蛋 白、p65 蛋 白 及 His 标 签 蛋 白

的 条 带，IP-IgG 组 未 显 示 条 带，IP-His 组 显 示 有

TP53BP2 蛋白、His 标签蛋白及 p65 蛋白的条带，

表明 His 标签蛋白将 TP53BP2 蛋白沉淀下来，且

TP53BP2 蛋白和 p65 蛋白之间存在相互作用。已知
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野生型 TP53BP2 蛋白可以与 p65 蛋白结合 [1]，证

明 TP53BP2 蛋白具有生物学活性。

M：蛋白 Marker；1：TP53BP2 蛋白

图 4 蛋白纯化鉴定

a. 转染 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP 空载质粒；b. 转染 pcDNA3.1(+)-
P2A-eGFP-TP53BP2 质粒

图 5 Co-IP 检测重组人 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白的 
结合活性

2.5 IF 检测重组人 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白共

定位 见图 6。Expi293F 细胞转染 TP53BP2 重组

质粒后，IF 结果显示，His 标签蛋白、p65 蛋白及

TP53BP2 蛋白存在共定位，三者之间存在相互作用

关系，证明带有 His 标签蛋白的重组人 TP53BP2 蛋

白具有较好生物学活性。

绿色：His 标签蛋白；紫红色：TP53BP2 蛋白；红色：p65 蛋白；蓝色：DAPI，标尺 =10 µm。

图 6 IF 检测重组人 TP53BP2 蛋白与 p65 蛋白的共定位（400×）
2.6 重组人 TP53BP2 蛋白与 TP53BP2 抗体的亲

和力检测 见图 7。经表面等离子体共振（surface-
plasmon resonance，SPR） 检 测 纯 化 后 的 重 组

人 TP53BP2 蛋 白 与 TP53BP2 抗 体 的 结 合 活 性，

TP53BP2 抗 体 的 动 力 学 拟 合 的 测 定 结 果 显 示，

解 离 常 数 KD 为 0.237 nmol/L。 结 果 表 明 重 组 人

TP53BP2 蛋白与 TP53BP2 抗体具有较好的亲和力，

证明其生物学活性较高。

图 7 TP53BP2 蛋白与 TP53BP2 抗体相互作用传感图
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3 讨论

TP53BP2 是一个由 1 128 个氨基酸编码的蛋白，

其 N 端具有泛素样折叠结构（1~83 aa）、α 螺旋

结构（123~323 aa）及一个富含脯氨酸的（ASPP2 
Pro） 结 构 域（674~902aa），C 端 部 分 包 含 4 个

锚蛋白重复序列和一个 SH3 结构域（ASPP2 Ank-
SH3）（919~1 119 aa）[1]，TP53BP2 的 Ank-SH3
结构域介导了与许多结合蛋白的相互作用，这些结

合蛋白参与了许多细胞功能的调控。其中包括 p53
及其家族成员 p63 和 p73[1]，PP1[16-17]，丙型肝炎病

毒 (HCV) 核 心 蛋 白 [18] 等。TP53BP2 的 N 端 也 有

一些结合蛋白，如与 ROYER 等 [16] 结合调节细胞

衰老、自噬、凋亡及细胞极性等功能。此前已有研

究利用原核表达系统进行 TP53BP2 截短小片段的

表达或通过化学合成 TP53BP2 多肽 [15, 19]，以此进

行 TP53BP2 蛋白与其他蛋白相互作用的研究，但

未见有利用真核表达系统表达全长的 TP53BP2 蛋

白，为探索更多 TP53BP2 蛋白的生物学功能及其

相互作用蛋白，本研究拟构建全长重组人 TP53BP2
蛋白真核表达载体，并利用真核表达系统进行全长

TP53BP2 蛋白的纯化及其生物活性的鉴定。

获得有活性的全长 TP53BP2 蛋白是进一步研

究其功能和蛋白相互作用机制的前提。本研究在

TP53BP2 片段的 N 端引入的 His 短肽是蛋白纯化常

用的标签，His 标签蛋白较小，不会影响目的蛋白

质本身的结构和蛋白活性，且便于采用固化金属离

子亲和层析，具有操作方便、纯化蛋白成本低等优

点 [20]。利用 pcDNA3.1(+)-P2A-eGFP 为真核表达载

体，通过同源重组方法构建 His-TP53BP2 真核表达

重组质粒，使用真核动物细胞进行重组蛋白的表达，

能够提供蛋白表达所需的内源性翻译后加工修饰，

表达的蛋白质通常是正确折叠且具有功能的，相较

于原核和酵母真核表达系统具有更高的翻译精度及

活性 [21-22]。

综 上 所 述， 本 研 究 成 功 构 建 了 重 组 人 全 长

TP53BP2 蛋白真核表达体系，经纯化鉴定，最终得

到了有较好生物活性的重组人全长 TP53BP2 蛋白，

其可以应用在以 TP53BP2 为靶点的药物筛选中，

为后续以 TP53BP2 为靶点开发治疗恶性肿瘤的药

物，探索蛋白与蛋白、蛋白与小分子药物相互作用

等作用机制奠定了基础。
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