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一个新的人乙酿化酶MAK3 的克隆、表达和纯化

汪慧强 1 ， 2 李平 2 霍琦巍 1 * 
( 1 中 [1、!科学院!二海生命科学研究院营养科学研究所， 上海 200031; 2 问川农业大学水稻研究所，成都 611130)

摘要 在对乙眈化晦GNAT 家族进行研究分析的过程中，找到一个人GNAT 家族的新成员

MAK3oMAK3含有一个保守的乙眈化啤结构域，并且不同物种中的MAK3的蛋白质序列高度保守。

通过半定量和定量 RT-PCR检测了在不同组织中 MAK3 的mRNA水平。并且把MAK3 分别克隆到

了真核和原核表达质粒中，通过免疫印迹技术证实了 MAK3 的表达。还进一步用亲和层析的方法

成功纯化了细菌中表达的 MAK3，并对纯化后的 MAK3 的峰活性进行了测定。
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生物分子的乙毗化修饰在生命活动过程中起着

重斐作用。己纠发现的可以被乙酌化修饰的生物分

f包括组蛋白 H2A 、 H2B 、 H3 和 H4; 染色质蛋白

HMG14 平日 HMGI7; p53 、 ELKF 、 HMGI(Y) 、

TCF 、 NF-KB 、 MyoD 、 GATAl 、 E2Fl 、 HNF4 、

Foxo3a 吁:近 40 种转录圆了。; PCAF 、 CBP 、 p300 、

MOZ 和 MORF 等乙酷化酶; flap endonuclease 、

thymine DNA glycosylase 等 DNA 代谢相关的酶:

Smad7 , ß-catenin 等重旦的信号分子:胆碱，辅

酶A 等非蛋 (1)员分子:以及许多其他在牛命活动过

程中起着甲:要作用的生物分 T" [11。蛋白质的乙酷化

是一种重要的翻译后修饰，在细胞调Î丁、长寿、发

育、基因转求调控、细胞迁移以及在 a些基本的代

谢过程中也;非主关重要的作用 [1-41 。同时还和肿瘤、

神纤退行d性硝变等疾病密切相关[5.6] 。

蛋白质的乙酷化修饰是通过蛋白L酷化酶来实

现的。 1996 年， Brownell 等[7] 首次先隆、表达并

纯化了四)民虫体内的蛋白乙眈化酶 GCN5 ，同时分

析鉴远了其功能和活性。目前，从低等到高等的多

种生物体中己纤分离和鉴定出多种蛋白乙酷化酶。

根据 lli(16~先化酶的结构特点，口l 将其分为不

同的家族，包括 GCN5 相关乙酷化酶家族(GCN5-

related acetyltransferase , GNAT) , MYST 相关乙酌

化酶家族， p300/CBP 乙毗化酶家族，通用转录因

{(general transcription factor)乙默化酶家族以及核

激素(nuclear hormone)相关乙酌化酶家族问。 GNAT

家族是蛋白乙毗化酶中极为重要的一一个家族。研究

表明，该家族的乙酷化酶参与了细胞生长调控、基

因转录激活和 DNA 损伤修复[81 0 GNAT 家族中的

GCN5 是第一个被分离鉴定的乙酷化酶， 2参与了

有丝分裂相关基因的表达，是酵母分裂过程中 G2 期

过度到 M 期时的必需基因凹.10]0 GCN5L 是小鼠体内

与 GCN5 同源的蛋白质 ， gcn51 基因被剔除的小鼠会

在胚胎期死亡[11]。该家族的其他乙毗化酶如 PCAF

和 ARDl 也有十分革要的功能。 PCAF 可以和

PAF400 、 TAF 等蛋白质相结合形成复合体，直接

乙酷化 p53 和JMyoD 等转录因子，从向调控基因转

录、细胞生长、分化和调亡[12] 0 ARD 1 pJ 以乙默

化 HIF-lα，使其较容被降解，从而抖l制受 HIF-lα

调控基因的转录r 131 。

MAK3 作为 GNAT 家族中被制测的乙酷化酶，

最早在酵哥 rfl.被报道。研究提辰在酵月中 MAK3 可

能乙酷化L-A双链RNA病毒的主要衣壳蛋白(gag)的

氨基端，并推测这种乙酌化是病毒颗粒组装所必需

的[14] 0 {f::3是 MAK3 在哺乳动物中的同源蛋白地没有

报道。人的 MAK3 基因序列最早通过大规模测序获

得，但至今压没有对其克隆并进行研究的相关报

道1151。因此对 MAK3 研究会有助于人们了解 MAK3

在哺乳动物中的生物功能。

1 材料与方法

1.1 材料

反转录和JPCR 试剂购白 TaKaRa 公司。细胞培

养用胎牛血洁及 DMEM 培养基和细胞转染试剂
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LipofectAMINE 2000 购自 Invitrogen 公司，各种抗

体购自 Sigma 公司。化学发光试剂 Super Signal 购

自 Pierce 公司。细胞破碎仪采用 Thermo 公司的

FRENCH Press 设备。 ChemiDoc 成像仪和定量 PCR

仪 iCyc1er 及其荧光染料均购自 Bio-Rad 公司。蛋白

质纯化系统采用 Qiagen 公司的 NP+-NTA 琼脂糖产

品。乙酷化酶活性测定采用 Upstate 公司的试剂盒，

用于活性测定的同位素3H 标记的乙献辅酶 A 购自

Amersham 公司。同位素测定系统来自 PerkinElmer

公司。人正常组织的总 RNA 购自上海睿星基因公

司。其他化学试剂购自上海生工或上海化学试剂公司。

1.2 方法

1.1.1生物信息学 分析用 "human acetyltransferase" 

作为关键词对 NCBI、 EMBL和 DDBJ 这 3 个数据库

进行搜索，获得了大部分的人乙酷化酶的蛋白质序

列[16-18)。然后将这些人乙酷化酶按家族进行初步分

类，并把各家族的蛋白质保守序列作为探针，通

过 PSI-BLAST 程序进行数据库搜索，进一步获得

了一些人乙酷化酶的蛋白质序列。根据所有找到

的人乙酌化酶的结构特点把它们归纳整理成不同的

家族。在人GNAT家族中找到 GenBank登录号为 gi:

13376735 的被预测的乙酷化酶，其基因名为 Homo

sapiens Mak3 homolog，简称 MAK30 以此基因的

蛋白质序列为探针，用 BLAST 程序进行数据库搜

索，获得该基因在同一家族和在不同物种中的同源

蛋白序列。将这些序列用 Clustal W 程序进行多序

列比对，分析其序列保守性I闷。并根据这些序列分

别用 Clustal W 和 Phylo Draw 程序构建系统发生树，

分析MAK3 在同一家族和不同物种间的进化关系[20) 。

1.1.2 MAK3 的组织分布分析 (1)半定量 RT­

PCR 检测把人的骨髓肌、心、肝、肺、脾、膜腺、

结肠和辜丸共 8 种组织的总 RNA ，反转录成

cDNA，用于通过半定量 RT-PCR 检测 MAK3 在不

同组织中的 mRNA 水平。用于 PCR 反应的引物序

列为 ATGAAAGGTAGCCGGATCGAG 和

TGGCGACAAGCAAGTGCAAGo PCR 反应条件
为: 94 .C预变性 3 min; 94 .C 20 s; 56 .C 40 

s; 72 .C延伸 1 min; 26 个循环后， 72 .C 10 min 。

用 GAPDH 基因作为内参，引物序列为 ATGGG­

GAAGGTGAAGGTC 手11 GTGGT AGAAGGTC­

CTCGCToPCR 反应条件与 MAK3 相同。 (2)实时荧

光定量RT-PCR检测 cDNA准备及引物序列与前述

方法相同。用 GAPDH 基因作为内参。按照产品说

·研究论文·

明在反应体系中加入荧光染料 SYBR Green 1 以及

F1uorescein 0 PCR 反应条件为: 94.C预变性 3 min; 

94 .C 20 s; 56 .C 40 s; 72 .C延伸到 s; 40 个循环

后， 95 .C 1 mino 在 72 .C延伸到 s 时采集荧光。

1.1.3 MAK3基因克隆 取新鲜培养的HEK293T

细胞，用 Trizol试剂提取总 RNA，反转录获得cDNA ，

用于 MAK3 基因的克隆。对于 MAK3在真核细胞表

达质粒的构建，采用本实验室构建的 pCMV-Myc-T

载体，引物序列为ATGAAAGGTAGCCGGATCGAG

和 TGGCGACAAGCAAGTGCAAGo PCR 反应条件

为: 94.C预变性 3 min; 94 .C 20 s; 56 .C 40 s; 

72 .C延伸 1 min; 35 个循环后， 72 .C 10 min。将

扩增出来的 PCR 片段经纯化后连接到载体中得到

MAK3 的真核表达质粒pCMV-MAK3o 对于 MAK3

在原核细菌内表达质粒的构建，采用 Novagen 公司

的 pET-30(a)载体，该载体含有 His 标签，可以用

于后续的表达和蛋白质纯化。引物序列为

GGAA1TCCATA'τ'GAAAGGTAGCCGGATC口rAGCTGG

和 CCGCTCGAGGTTGTCTGTCTTTTGCACATCTo

PCR 反应条件同上。将扩增出来的 PCR 片段经过适

当酶切并纯化后连接到载体中得到 MAK3 的原核表

达质粒 pET-30(a)-MAK3o

1.1 .4 MAK3在真核细胞中的表达和分析 HEK 

293T 细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，在

37.C 、 5% CO2 的培养箱中培养。将 pCMV-MAK3

质粒用LipofectAMINE 2000 转染细胞， 40 h 后收

集细胞，进行 Western 印迹检测。一抗为小鼠抗

Myc 和小鼠抗微管蛋白单克隆抗体，二抗为辣根过

氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体。

1.1.5 MAK3 在细菌中的表达和纯化 将含有

pET-30(a)- MAK3 质粒的 BL21 大肠杆菌，在含硫酸

卡那霉素的 LB 培养基中置于摇床上 37 .C , 300 rl 

min 培养 12 h，然后按 1 : 50 接种， 37 .C , 300 

r/min 再培养 2h。至 A600 值为 0.6 左右，加入异丙

基硫代半乳糖昔(IPTG)至终浓度为 0.1 mmo1/L。在

20 .C , 300 r/min 诱导培养 16 h。在 IPTG 诱导前

和诱导后分别取样，用作 SDS-PAGE 胶电泳分析。

将收集的细菌离心，洗涤沉淀后按每克沉淀加

5 m1裂解液(50 mmol/L NaH2P04, 3∞ mmolιNaCl ， 

10 mmollL 咪吨， pH 8.0)和 1 mg 溶菌酶裂解，在

冰上放置 30 min 后用 FRENCH Press 细胞破碎仪在

压强约为 2 X 106 帕斯卡破碎细胞，破碎后高速离

心，取上清液备用。将诱导后经裂解破碎处理后的
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细菌上清液和 NP+-NTA 琼脂糖的浆液按体积比 4:

1 混合， 4 .C置于摇床上振摇平衡 1 h，然后把混

合物填入蛋白质纯化柱，待液体留尽后再加入洗涤

液(50 mmol/L NaH2P04 , 300 mmol/L NaCl, 20 

mmolι 咪哇， pH 8.0)洗涤纯化柱至A280 值稳定。最

后用 8 ml 洗脱液(50 mmollL NaH2P04 , 300 mmollL 

NaC1. 250 mmol/L 眯略， pH 8.0)洗脱，收集洗

脱下来的液体，用作 SDS-PAGE 胶电泳，考马斯

亮蓝染色检测。随后用 Chemi Doc 成像仪及其配套

软件分析 MAK3 的蛋白质纯度。 MAK3 Western fp 

迹检测时，一抗为小鼠抗 His 单克隆抗体，二抗为

辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体。

1.1.6 MAK3 酶活性的测定 按照乙默化酶活性

测定试剂盒的要求，每 12.5μl 反应体系加入 2.5μl

反应缓冲液， 1μ1(1 μg)组蛋白， 2.5μl 按产品要求

稀释后的掺入3H 标记的乙酷辅酶 A ， 6.5μl 纯化后

的 MAK30 然后置于 30 .C水浴锅中温育不同的时

间。反应产物按试剂盒提供的材料和方法处理，最

后用液闪仪测定同位素放射强度。

2 结果

2.1 MAK3 的发现及其序列分析

搜索数据库并整理得到人类乙酷化酶GNAT家

族蛋白序列，在其中找到 MAK3 的序列(图 la)。通

过 NCBI 的保守结构域搜索工具分析MAK3 的蛋白

质序列，发现 MAK3 含有保守的乙酷化酶结构域

Acetyltransf_ l ，其起始序列为第 48 位氨基酸残基，

终 Lt序列为第 130 位氨基酸残基(图 lb)。以该保守

结构域的序列为探针，搜索生物序列数据库，获得人

GNAT家族的成员，包括AANAT、 ARDl 、 CSRP2BP、

GCN5L2 、 GNPNATl 、 MAK3 、 NAT5 、 NAT6 、

PCAF 、 SAT 和 SAT2。这些蛋白质序列中都含有

相同的保守的乙酷化酶结构域 Acetyltransf_1 。用

Clustal W工具对这些序列进行比对分析，获得了人

GNAT 家族的系统发生树(图 lc)。根据所构建的系

统发生树， MAK3 , NAT5 和 ARDl 这 3 个蛋白质

的序列相似性最高，说明它们在生物功能上可能比

较相近。我们接着对 MAK3 ， NAT5 , ARDl 和乙

酷化酶保守结构域 Acetyltransf_ 1 的蛋白质序列进行

了比对分析，结果发现MAK3 的蛋白质序列中存在

一些高度保守的位点，包括 Leu77、Arg84、 Gly86、

Leulll 、 Vall13 、 Aspl17 、 Arg120 和 Tyr124，这

些位点可能是 MAK3 乙酷化酶的活性位点(图 ld) 。

为了研究 MAK3 的蛋白质序列在不同物种间的

保守性，我们搜索数据库获得了人(H.sapiens)、大

鼠(R.norvegicus)、小鼠(M.musculus)、果蝇(D.

melanogaster)、线虫(C. elegans)和酵母(s.cerevisiae) 

等 6种生物的 MAK3 的蛋白质序列。用 Clustal W进

行序列比对分析，结果显示MAK3 的蛋白质序列在

不同物种间具有很高的保守性(图 1的。这一结果提

示 MAK3 可能在生物体中具有非常重要的功能。

2.2 MAK3 基因的组织分布

以 GAPDH基因为对照， GAPDH基因电泳条带

亮度一致说明使用的 RNA 量是一致的。通过 RT­

PCR 半定量和定量检测出了 MAK3 基因在人 8 种正

常组织里的mRNA丰度，发现MAK3基因在八种组

织中都有表达，其中在骨髓肌、心、肝和牌中分

布较多，结肠次之，在肺、膜腺和幸丸中较少(图

2)。骨髓肌、心和肝是体内能量代谢的重要器官，

这提示 MAK3 基因有可能在体内能量代谢调控中发

挥着重要作用。

2.3 MAK3 在HEK 293T 细胞中的表达

用 pCMV-MAK3 质粒和相应的不含 MAK3 的

pCMV空质粒转染HEK293T细胞。用于克隆MAK3

的载体带有氨基端 Myc 标签，克隆的 MAK3 可以和

Myc 标签在 N端融合表达。这样可以用抗 Myc 的抗

体通过WesternfP迹来检测MAK3融合蛋白。 Western

印迹分析结果显示，在转染了 pCMV-MAK3 质粒的

细胞中观察到了大小约 21 kDa 的 MAK3融合蛋白的

表达，在转染了雪质粒的对照细胞中没有看到

MAK3 融合蛋白的表达(图 3a)。而微管蛋白抗体检

测结果显示蛋白质上样量是一致的。以上结果说明

我们成功地构建了 MAK3 真核细胞表达质粒，并且

观测了 MAK3 融合蛋白在真核细胞中的表达。这­

结果为进一步在真核细胞内通过过量表达MAK3 研

究其蛋臼质功能打下了基础。

2.4 MAK3 在大肠杆菌中的表达及纯化

pET-30(a)载体中竣基端带有 His 标签，用该载

体表达的融合蛋白可用 NP+-盯A琼脂糖通过亲和层

析进行纯化，并可用扩tHis 抗体进行 Western 印迹检

测。将诱导表达不同阶段收集的样品以及纯化后的

蛋白质样品进行 SDS-PAGE 胶电泳，考马斯亮蓝染

色。 IPTG 诱导前后相比，诱导后的蛋白质样品在

约 21 kDa 附近出现了一条预期的 MAK3融合蛋白条

带:诱导后的蛋白质样品经 NF+-NTA 琼脂糖纯化

后，电泳分析得到比较单一的目的蛋白条带(图
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圈 1 MAK3 的生物信息学分析

(a)MAK3 某国的编码区序列及其所翻译的蛋白质序列。 (b)MAK3 的蛋白质序列 'j' 含有保守的乙毗化鸭约构城 AcetyJtransf_l ，

R先化陷 GNAT 家族的系统发生树。 (d)人 MAK3 、 NAT5 ， ARDl 和I Acetyltransf_1 的负白质 r j-; ylj 比划分析。*固保守优点。

吻种 MAK3 的蛋白质序列的比对分析。
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(a) 

3 4 5 6 7 8 

|…嘟嘟明脚地咿

MAK3 
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0.. 
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(b) 

骨能肌脾 ，心 JJ，申 腕腺结肠且在丸 1fT 

固 2 MAK3基因在人不同组织中的 mRNA 水平

(的中定量 RT-PCR 检测。 1 :骨锵肌; 2: 牌; 3: 心; 4: 肺; 5: 膜腺; 6: 结肠; 7: 辜丸; 8: 肝。 (b)实时荧光定量 RT-PCR 检测。

Mock MAK3 

α-Myc 霸昏
时川

α-His 

(c) 

2 3 

籁膨翻翻酷

kDa 岛4

97• 
66• 

43 • 

31 • 

14• 

(b) 

1 2 

固 3 MAK3 的表达和纯化

3 

+-MAK3 

(a)MAK3 在 HEK 293T 细胞巾的表达。 (b)考马斯亮蓝染色检测

MAK3 融合蛋白在大肠杆菌巾的表达和纯化。 M: marker; 1: 诱
导前; 2: 诱导后; 3: 纯化rii 0 (c)Western 印迹检测 MAK3 融

合蛋白在大肠杆阁中的表达和纯化。 1 :诱导前; 2: 诱导后; 3: 纯

化后。

3b)。经 Chemi Doc 成像仪分析，纯化后的 MAK3

融合蛋白，蛋白质纯度约为 95%。用小鼠抗 His 的

抗体做 Western 印迹，检测到了蛋白质的表达，且

大小与预期的完全一致(图 3c)。这说明我们成功地

构建了 MAK3 原核表达质粒，并且纯化得到了高纯

度的 MAK3 融合蛋白，为后续制备 MAK3 抗体，分

析酶活性创造了条件。

2.5 MAK3 乙酷化酶活性的测定

从蛋白质序列结构上分析 MAK3是一个新的乙

酷化酶，为了证明其酶活性，我们用乙酷化酶活性

测定的试剂盒对纯化后的 MAK3 进行了活性测定。

结果显示，随着反应时间的延长，加入MAK3 实验

组的 CPM读数升高，说明被同位素标记的乙酷基越

来越多地被转移到反应产物上，乙酷辅酶A被消耗

的量不断增加:而加入 BSA 对照组的 CPM 值没有

明显变化(图 4)。该结果表明，与非乙酌化酶的 BSA

相比， MAK3 具有乙酷化酶活性，能催化乙酷基转

移的反应。

2500 

2000 

主 1500
~ 1000 
u 

500 

。
。

口 BSA

.MAK3 

15 30 60 120 

反版时间 (min)

720 

固 4 3H 同位素标记乙酿辅酶A测定MAK3 乙酷化酶活性

3 讨论
包括人类基因组在内的近 100 个物种的基因组

测序己经基本完成[2川如何利用这些基因组的数据

对未知蛋白质进行研究，已经成为现代生物学所面

临的一个巨大挑战。本研究立足于人类基因组，系

统化地归纳和整理了乙酷化酶 GNAT家族，从中发

现了人乙酷化酶 MAK3，对其进行了序列分析。我

们检测了 MAK3 基因的组织分布，并进一步完成了

对 MAK3 的克隆、表达和纯化，然后对纯化后的

MAK3 的乙酷化酶活性进行了测定。

MAK3 的蛋白质序列比对分析显示，在几种常

见模式生物中有很高的保守性，这提示该蛋白质无

论在低等生物还是在高等生物中都有很重要的功

能。 MAK3 作为 GNAT家族成员与该家族其他成员

相比，在蛋白质序列结构上具有相似性，都含有保

守的乙酷化酶结构域 Acetyltransf_l 。含有此结构域

的其他蛋白质已被实验证实有乙酷化酶活性，因此

可以推测 MAK3 也具有乙酷化酶的活性。 GNAT 家

族中MAK3与NAT5和ARD1这两个蛋白质序列相似

性最高，并且都拥有一些极为保守的位点。这提示

MAK3 的功能与这两个蛋白质可能比较相似。

通过半定量和定量检测MAK3在体内的组织分

布，我们可以看出 MAK3 与体内的能量代谢有一定
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的关系，因此研究MAK3 对研究代谢将有十分重要

的意义。

在成功地构建了 MAK3 真核细胞表达的质粒

后，可以通过其在细胞内过量表达来研究MAK3 的

生物功能。例如用 MAK3 和一些转录因子的报告基

因质粒共转染细胞，然后检测 MAK3 是否对该转录

因子有激活作用。由于己知有很多转录因子可以被

乙酷化修饰，如果检测出来有激活作用，可以尝试

分析 MAK3 是否对该转录因子直接通过乙酷化修饰

而发挥作用，还是通过其他间接的途径起作用。

在细菌内表达并得到纯化的 MAK3，一方面可

用来注射家兔，从而制备多克隆抗体，用于MAK3

的研究:另一方面如果能找到可能的乙酷化酶底

物，就可以在体外用纯化的 MAK3 来检测其乙酷化

酶活性。

本研究在得到纯化后的 MAK3 融合蛋白后，设

计了测定其乙酷化酶活性的实验，实验结果表明纯

化得到的蛋白质具有一定的酶活性，但不是很高。

这说明蛋白质纯度比较低，可能与表达和纯化工艺

有关。为了得到纯度更高的蛋白质，可以适当调整

·研究论文·

蛋白表达的条件，换用更加精密的设备如 HPLC 或

FPLC 来进行纯化，从而得到高纯度的蛋白质。
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Cloning, Expression and Purification of a Novel Human 

GCN5-related Acetyltransferase, MAK3 
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Abstract A novel human GCN5-related acetyltransferase, MAK3 was found by bioinformatical analysis of 

the GNAT family. Human MAK3 contains a conserved acetyltransferase domain and the protein sequence of MAK3 

is highly conserved in different species. We detected mRNA level of MAK3 in different tissues by semi-quantity and 

full quantity RT-PCR and cloned MAK3 into both mammalian and bacterial exprl臼sion vectors, and the expression of 

MAK3 was confmned by Westem blot. MAK3 expressed in bacteria was further purified with affinity chromatography. 

Moreover, the enzyme activity of purified MAK3 protein was also detected. 
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