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摘要#.目的/ 建立一个基于 UZV颗粒NU7<U标签的简便实用的极端嗜盐古菌蛋白表达纯化系统%并探讨嗜
盐古菌内含肽在该系统优化中的应用& .方法/ 以嗜盐古菌N大肠杆菌穿梭载体 +QT"10 为基本骨架%构建
带有嗜盐古菌强启动子和 U7<U融合标签的表达载体$在地中海富盐菌 :3$B缺陷株!&:3$B"中融合表达目
的基因%通过蔗糖密度梯度离心分离纯化结合于 UZV颗粒上的 U7<U融合蛋白$在 :3$B基因与多克隆位点
之间引入特定的嗜盐古菌内含肽元件%尝试通过定点突变改变该内含肽的剪切活性& .结果/ 成功构建了以
U7<U作为 3端融合标签的表达载体 +Û 以及作为 4端融合标签的载体 +2U$在 :3$B基因簇强启动子控制
下%二者均实现了目标蛋白的高效表达$通过 UZV颗粒介导的蛋白分离纯化策略%实现了以 U7<U为融合标
签的目标蛋白的分离纯化$发现内含肽序列 Z.,0& 在地中海富盐菌中保持了高效的剪接活性%通过定点突变
其 4端末位氨基酸天冬酰胺!3&H0"及邻位的丝氨酸! )&HD"失活了该内含肽的 4端剪接活性& .结论/ 首
次建立了一个基于 UZV颗粒NU7<U标签的简便节约的极端嗜盐古菌蛋白表达纯化系统%并确定了嗜盐古菌
型内含肽 4端剪接的活性位点%为该内含肽将来应用于 U7<U融合蛋白的标签去除奠定了基础&
关键词!极端嗜盐古菌% 表达载体% 聚羟基脂肪酸酯颗粒% U7<U标签% 内含肽
中图分类号!6$DD!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N1$$HN&0

!!嗜盐古菌是一类生活在各种高盐环境中的极端
微生物& 它们主要通过胞内积累高浓度的无机盐离
子!主要为 _i离子"来保持渗透压平衡%因此极端
嗜盐古菌蛋白一般需要在高盐条件下才能正确折叠
和行使功能& 由于在胞内盐浓度低的异源表达系统
如大肠杆菌等中表达嗜盐古菌蛋白时%其蛋白通常
不能正确折叠而聚集形成包涵体%不仅需要经过变

性’复性等繁琐的步骤%而且复性成功率极低%限制
了嗜盐古菌蛋白结构与功能的研究%因此有必要建
立一个简便实用的以极端嗜盐古菌为宿主的蛋白表
达纯化体系&

聚羟基脂肪酸酯 !U9=S7SB/9GS<=E<;9<,*%UZV"
是由许多不同种属的细菌或嗜盐古菌在碳源过量而
某些其它营养元素!如氮’磷等"受限的条件下%在
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胞内积累的一类作为碳源和能源储存的可降解的生
物聚酯 (&) & UZV在胞内以颗粒形式存在%其表面结
合有多种参与 UZV合成’降解及调节的蛋白%称为
UZV颗粒结合蛋白(0) %其中U7<U为UZV颗粒的主要
结构蛋白%其含量最高可达到细胞蛋白总量的 "‘和
UZV颗粒蛋白总量的 $1‘以上(D) & UZV颗粒可通过
简单的离心与其他胞质蛋白分离%因此可作为一种天
然的分离介质$而 UZV颗粒蛋白能够有效结合于
UZV颗粒上%因此可以作为蛋白融合表达标签%介导
目标蛋白的固定与表达纯化(#) & 内含肽元件则是位
于某些前体蛋白编码序列中间的一段插入序列%在
-K3V翻译成前体蛋白质后%内含肽能够自我剪切%
并介导其两端的外显肽序列以肽键相连接%从而形成
成熟的蛋白质(") & 内含肽主要通过四步亲核置换反
应实现蛋白质的剪接%通过定点突变的方法%可以实
现内含肽某一端的可控断裂(() %从而应用于蛋白质融
合表达系统中标签肽段的清除&

地中海富盐菌!N$*(16’$7862&#6’’$-6&"是研究嗜
盐古菌的重要模式菌株%具有生长速度快’可遗传操
作等特点%并可在胞内大量积累 UZV颗粒& 此前%
本实验室 4<@等人 (D)首次在地中海富盐菌中鉴定了

UZV颗粒结构蛋白 U7<U的功能%但该 U7<U的应用
还尚未有报道& 同样地%虽然 )<E<E@.</<等人曾在
N$*()$"#6’&;8>+?3K4N& 证实了 Z>+N3K4& 4Y40&
内含肽 !以下简称为 Z.,0& " 在其天然宿主蛋白
!4Y40&"中能够发生自我剪接反应 (%) %但该内含肽
的剪接活性位点及应用方面的研究亦未见报道& 本
研究将利用地中海富盐菌 UZV颗粒及其 U7<U蛋
白%建立一套以嗜盐古菌为表达宿主’基于 UZV颗
粒和 U7<U标签的蛋白表达纯化系统$更进一步地%
为了能方便地将 U7<U标签从纯化后的融合蛋白上
清除%我们还在该系统中引入了一个内含肽元件%分
析嗜盐古菌内含肽 Z.,0& 的 4端剪接活性位点%探
索其用于嗜盐古菌蛋白标签去除的可能性&

$%材料和方法

$J$%材料
$J$J$%菌株和质粒!本研究中所用的菌株和质粒见
表 &&
$J$J(%引物!本研究中所用的引物见表 0&

表 $&本文中所使用的菌株和质粒
a<.=*&?),/<@;><;B +=<>-@B>:>*B @; ,7@>>,:BS

>,/<@;>9/+=<>-@B> B*>A/@+,@9; >9:/A*>5/*\*/*;A*>
NI862&#6’’$-6&&:3$B :3$BK26*6#62 -:,<;,9\NI862&#6’’$-6&Y["1 (D)
N$*()$"#6’&;8>+?3K4N& Q@=BN,S+*>,/<@; (H)
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表 (&本文中所使用的引物
a<.=*0?a7*+/@-*/>:>*B @; ,7@>>,:BS

+/@-*/> >*e:*;A*>!"g#Dg"<
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+7<U[0 ]4V4VV4a444V]Va]Va4a44]4V]4]]4V]44]4V]4]V]a]VV4VV]44VV444V
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3&H0V[ a]]a4a4]4V4]4]a444V]Va]
3&H0VK 4Va4a]]]V4]4]a]4]V]V44V
)&HDV[ a4]4V4VV4]444V]Va]Va4a44]
)&HDVK 4]]V]Va4Va4a]]]4]aa]a]4]V
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$J$J)%培养基和培养条件!大肠杆菌采用 TL培养
基于 D%o培养%必要时添加终浓度为 &11 -W5T的氨
苄青霉素& NI862&#6’’$-6&&:3$B采用 V)N&(H 培养
基!添加终浓度为 "1 -W5T的尿嘧啶"于 D%o培养&
带有重组质粒的 NI862&#6’’$-6&&:3$B通常用 V)N
&(H )d培养基 D%o培养 (&&) $为了实现 :3$B基因簇
启动子的高表达%并使菌体尽可能多地积累 UZV颗
粒%则采用发酵培养基 ]̂3!每升含葡萄糖 &1 W%
3<4=011 W% Ŵ)P#0%Z0P01 W%_4=0 W%3Z#4=0 W%谷
氨酸钠 & W%_Z0UP# D%C" -W%柠檬酸铁铵 H -W%微量
元素溶液 )TN( & -T%U2UM) &"C& W%+Z%C1"于 D%o
摇瓶培养 (&0) &
$J$J*%主要试剂和仪器!_PYU=:>聚合酶购自
a9S9.9公司%_VUVZ@[@Y3V聚合酶购自 _VUV
L@9>S>,*->公司%其他常用限制性内切酶’a# 连接
酶’M:-2购自 3*FM;W=<;B L@9=<.>!3ML"公司& 胰
蛋白酶购自 K9A7*公司%蛋白质分子量标准品 L=:*
+=:>购自全式金公司& +h4-Na载体购自上海生工&
所用仪器#超声破碎仪 !Id$0N22Y"%超速离心机
!P+,@-<TN&11 fU"% V̂TY2aP[5aP[型质谱仪!VL
)42Mf"H11"&
$J(%内含肽的选取

为了寻找到最合适的嗜盐古菌型内含肽作为研
究对象%参考内含肽的专业数据库 2;L<>*(&D)以及 NI

862&#6’’$-6&基因组数据%选取剪接位点相对保守的
内含肽元件作为载体插入片段& 同时%为了不影响
蛋白的折叠以及质粒的稳定性%尽量选择不含归巢
核酸内切酶结构域!YPYB9-<@;"’长度较短且在 NI
862&#6’’$-6&基因组中无同源基因的微型内含肽& 利
用在线工具 M̂ LTA=:>,<=Q0 ! 7,,+#55FFF?*.@?<A?
:E5a99=>5-><5A=:>,<=F05" 及 ]*;*Y9A软件进行多序
列比对分析&
$J)%PO,扩增及定点突变

本文中所使用的 U4K扩增引物详见表 0&
常规的 U4K采用 _PYU=:>高保真 Y3V聚合酶

进行扩增%反应体系 !0" %T"如下#模板 1C0 %T’
_PYU=:>.:\\*/0C" %T’_PYU=:>B3aU!0 --9=5T"
0C" %T’ _PY U=:>1CD %T! & h5T"’ 正 向 引 物
!&1 %-9=5T" & %T’反向引物 ! &1 %-9=5T" & %T’
BBZ0P&%C" %T&

重叠延伸 U4K!9c*/=<+ U4K"的方法主要参考文
献(&#)#首先采用 _VUVZ@\@Y3V聚合酶分别扩增
强启动子 U"0&$.’:3$B基因以及内含肽元件 Z.,0& 相
对应的 Y3V序列 3)#0&%D 个片段再通过两轮重叠延
伸 U4K反应融合在一起& 第一轮 U4K反应#U"0&$.与
3)#0& 片段的融合%反应体系 !0" %T"如下#U"0&$.与
3)#0& 的 U4K扩增产物各 & %T’" p_VUVZ@[@Z@W7
]4.:\\*/" %T’B3aU!&1 --9=5T"1C%" %T’正向引

111&
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物! &1 %-9=5T" 1C%" %T’反向引物 ! &1 %-9=5T"
1C%" %T’_VUVZ@\@Y3V聚合酶 1C" %T! &h5T"’
BBZ0P&"C0" %T$反应程序如下#$"o 0 -@;$$Ho
01 >%(Ho &" >%%0o D1 >%D1 个循环$%0o " -@;& 反
应完成后%扩增产物 [>& 再与 :3$B进行第二轮 U4K
反应&

U4K定点突变的方法主要参考文献(&")#考虑
到 +2U! w$C& E."载体较大%U4K扩增时可能引入新
的突变%因此以中间载体 +a2U! wDC$ E."为模板%分
别设计引物 3&H0V[5K’)&HDV[5K%反应体系与上述
常规的 U4K反应相同%反应程序如下#$"o " -@;$
$"o D1 >%"#o D1 >%(Ho # -@;%D1 个循环$(Ho H
-@;& U4K反应后%直接在反应体系中加入 & %T
M:-2%并于 D%o水浴锅中酶切消化 & ’0 7%取 " %T
消化产物转化 5I"(*&Î &1$%过夜培养后分别提质
粒%测序验证是否含有正确的突变&
$J*%质粒转化嗜盐古菌及其验证

各质粒均在 5I"(*&Î &1$ 中构建完成& 为了提
高转化效率%所有构建好的质粒均经穿梭5I"(*&
Î &&1 后 (&() %再通过聚乙二醇!UM]"介导的转化方
法 (&%)导入到宿主菌 NI862&#6’’$-6&&:3$B中%通过
:9’<选择标记筛选转化子%U4K验证转化子中是否
含有正确的重组质粒&
$J+%带有 P71P标签的融合蛋白的表达以及 PIA
颗粒的分离与纯化

从平板上挑取正确的转化子%接至 &1 -TV)N
&(H)d培养基中培养 # ’" B%待菌株生长至稳定期
后以 &x&1 比例转接 & 次%待菌体生长至对数期!约
0 ’D B"再以 &x&1 比例转接至 011 -T发酵培养基
]̂3!培养基成分见上文"摇瓶培养%此过程中菌体
开始大量积累 UZV颗粒并表达 U7<U融合蛋白& 菌
体在发酵培养基中生长 # ’" B 后%离心收集菌体%再
用适量体积的 aL)Q缓冲液!3<4=(1 W5T% Ŵ)P#0
%Z0P0 W5T%_4=H W5T% a/@>NZ4=#1 --9=5T% +Z
%C1"悬浮菌体%超声破碎后%低速离心%上清即为含
有 UZV颗粒的细胞粗提液&

UZV颗粒的分离主要参考文献 (D)%采用蔗糖
密度梯度离心的方法%同时为了尽可能的保证融合
蛋白的活性%蔗糖梯度采用 aL)Q缓冲液代替水溶
液来进行配制%具体过程如下!为了尽量避免蛋白的
降解%以下步骤均应在 #o进行"#用移液枪吸取 D
-T细胞粗提液于 &0C" -T大小的超速离心管中%用

带长针头的注射器于离心管底部依次加入 0 -T
&C1 -9=5T%&CD -9=5T%&C( -9=5T的蔗糖溶液 !用
aL)Q配制"%超速离心!&("111 pW%0C" 7%#o"后%
用注射器小心吸取颗粒层至 M++*;B9/\离心管%用
aL)Q稀释后%离心!&(111 pW%& 7%#o"%弃上清%离
心管底部白色沉淀物即为 UZV颗粒&
$J’%FRF8PAST’蛋白胶内酶切以及质谱鉴定

用 & p)Y)NUV]M上样缓冲液悬浮 UZV颗粒%
离心后上清即为颗粒蛋白& )Y)NUV]M检测 U7<U融
合蛋白的表达及纯化情况& )Y)NUV]M!&0‘浓缩
胶%"‘分离胶"的电泳条件为 &11 b%0C" 7& )Y)N
UV]M胶用考马斯亮蓝染色过夜%脱色 D 7%从凝胶上
依次切下目标条带%用胰蛋白酶酶切后%进行 V̂TY2
aP[5aP[质谱分析& 胶内酶切步骤流程主要参考文
献(&H)%质谱数据分析所用搜索引擎为 V̂)4Pa
0C1! <̂,/@G)A@*;A*%T9;B9;%h?_?"%序列比对所使用
的数据库为 )F@>>NU/9,数据库及本地数据库&

(%结果

(J$%以 P71P作为蛋白 K端融合标签的表达载体
的构建

以 NI862&#6’’$-6&基 因 组 为 模 板% 分 别 以
+7<U[5K%U<[5K为引物%U4K扩增得到 :3$B基因及
包含其自身启动子序列的 Y3V片段 U"0&$<!:3$B基
因簇强启动子%长度为 &HH .+"& 为了实现目的基因
的高效表达与转录终止%人工合成多克隆位点
! 4̂)"及含有 :3$B基因自身终止序列的片段 a>S;$
同时%为了尽量不影响 U7<U蛋白的折叠%在片段中
引入 " p])N=@;E*/序列%并在多克隆位点之后添加
( pZ@>N,<W%构成片段 &-4&& 该 &-4& 片段的合成由上
海生工完成%通过 S)$2和 N&-B222酶切位点连入
+h4"%%得到重组质粒 +h4"% &̂ 重组质粒经 S)$2’
C"(2双酶切%回收得到 &-4片段$:3$B基因经 O:-2’
S)$2双酶切%U"0&$ <经 O:-2’A$8Z2酶切%D 个片段经
O:-2和 C"(2酶切位点连入载体 +QT"10%得到重组
表达载体 +Û !图 &NV"& 测序及酶切结果!图 &NL"
表明该载体已构建成功&
(J(%P71P标签融合蛋白的表达与纯化

为了验证 U7<U作为融合标签用于分离纯化蛋
白的可行性以及表达载体 +Û 中多克隆位点的实
用性%以引物 Wc+M[%Wc+MK扩增得到嗜盐古菌中气
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图 $&P71P作为蛋白 K端亲和标签的表达载体的构建与验证
[@W:/*&?49;>,/:A,@9; <;B /*>,/@A,@9; B@W*>,>9\,7**G+/*>>@9; c*A,9/! +Û " F@,7 U7<U<><; 3N,*/-@;<=\:>@9; ,<W?V# 49;>,/:A,@9; 9\+Û ?L#

+Û B@W*>,*B .SC"(2!=<;*&" % C(#2!=<;*0" % 5"(Kb!=<;*D" % C262!=<;*#" % S)$2!=<;*"" % /*+*A,@c*=S$ =<;*(% :;,/*<,*B +Û <>,7*

A9;,/9=$ #̂ & E. Y3V=<BB*/?

泡合成的调控基因 +F:5%经 C262’5"(Kb双酶切连入
+Û 得到重组质粒 +UM& ]c+MNU7<U融合蛋白经表
达后%通过 U7<U标签结合于 UZV颗粒上& 蔗糖密
度梯度离心结果表明%UZV颗粒层在蔗糖溶液中呈
现为单一白色条带%密度介于 &C1 ’&CD -9=5T蔗糖
梯度之间 !图 0NV"& )Y)NUV]M结果表明%U7<U为
主要的 UZV颗粒结合蛋白%作为融合表达标签%可
以有效结合于 UZV颗粒%从而介导目标蛋白的分离
与纯化!图 0NL"&
(J)%内含肽的结构特征及序列分析

鉴于 U7<U作为蛋白融合表达标签%已取得良
好纯化效果%为了能简便有效地从纯化的目标蛋白
上去除 U7<U标签%我们拟在表达载体中引入能够

自我剪接的内含肽这一特殊的蛋白元件& 结合内
含肽数据库 2;L<>*以及 NI862&#6’’$-6&基因组数
据%通过比较分析发现%嗜盐菌内含肽大小为 &H1
’(#0 个氨基酸不等%分布于 Y3V聚合酶’核糖核
苷酸还原酶以及细胞分裂控制蛋白 0& !4Y40& 或
4̂̂ "等蛋白中& 在这些可能的嗜盐古菌内含肽
中%Z>+N3K4& 4Y40& !以下简称为 Z.,0& "大小仅
为 &H0 个氨基酸%属于微型内含肽$其 3’4端为剪
接结构域!>+=@A@;WB9-<@;" %含有 # 个保守的基序%

依次为 L=9AE V%L%[%]%两个剪接结构域之间以柔
性区域!T@;E*/"连接 !图 DNV" & 内含肽的序列比
对结果表明%极端嗜盐古菌内含肽 Z.,0& 与其他古
菌以及细菌的内含肽一样%含有 # 个保守的剪接位
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图 (&含有 P71P标签的融合蛋白分离纯化及 FRF8PAST分析
[@W:/*0?U:/@\@A<,@9; <;B )Y)NUV]M<;<=S>@>9\,7**G+/*>>*B U7<UN,<WW*B +/9,*@;?V# ):A/9>*W/<B@*;,A*;,/@\:W<,@9; 9\A*===S><,*>9\NI862&#6’’$-6&

&:3$B7<.9/@;W+=<>-@B +QTU9/+Û % <//9F@;B@A<,*>,7*=<S*/9\UZVW/<;:=*>?L# )Y)NUV]M<;<=S>@>9\UZVNW/<;:=*<>>9A@<,*B +/9,*@;>?T<;*&N

0% UZVNW/<;:=*<>>9A@<,*B +/9,*@;>9\NI862&#6’’$-6&&:3$B7<.9/@;W+=<>-@B +QTU<;B +Û % /*>+*A,@c*=S?̂ % <̂/E*/?

点!图 DNL" #3端起始氨基酸为半胱氨酸!4" %4端

末两位氨基酸分别为组氨酸!Z"及天冬酰胺!3" %

4端外显肽第一位氨基酸为丝氨酸! )" %暗示着嗜

盐古菌可能具有与细菌或者其他古菌相同或相似

的剪接机制&

(J*%基于内含肽8P71P的表达载体的构建

根据 9c*/=<+ U4K引物设计原则%分别设计引物
U.[%U.K%并在反向引物中添加多克隆位点 !包括
C262’C(#2’,$"2’5"(Kb四个限制性内切酶位点"%以
NI862&#6’’$-6&基因组为模板扩增得到启动子片段
U"0&$ .!:3$B基因簇强启动子%包含多克隆位点%总长

度为 $$ .+"& 由于内含肽的剪接活性在异源蛋白中

会受到不同程度的影响%因此分别保留了 Z.,0& 内

含肽上游 # 个氨基酸!]a]_"及其下游 " 个氨基酸
!)6̂ 2)"%构成片段 3)#0&& U"0&$.与 3)#0& 片段通过
9c*/=<+ U4K的方法融合在一起%构成片段 [>&& 为

了便于后续的蛋白纯化及内含肽的定点突变实验%

同时验证 U7<U作为蛋白 4端亲和标签的可行性%将

片段 [>& 融合于 :3$B基因的 3端构成片段 [>0%再

经 A$8Z2以及 O:-2限制性酶切位点连入 +QT"10%

构成表达载体 +2U!图 #"%插入片段序列 [>0 经测序

验证为正确&

(J+%内含肽剪接活性的验证及应用于蛋白表达纯
化的探索

表达载体 +2U中嗜盐古菌型内含肽 Z.,0&!图 "
中简称为 2"的 3端外显肽为多克隆位点 4̂) 编码
肽!简称为 "̂ %4端外显肽为 U7<U!简称为 U"& 为
了验证该内含肽在外源蛋白中是否仍具有高效的剪
接活性%从 UZV颗粒上分离得到融合蛋白后%采用
)Y)NUV]M方法进行检测& 结果表明#Z.,0&NU7<U
融合蛋白表达终产物大小约为 0# EY<%与 U7<U大小
相近%说明该内含肽在异源宿主蛋白 ! 2̂U"中发生
了高效的自我剪接反应%终产物为 Û!图 "NL%泳道
0"%比不含 4̂) 编码肽的野生型 U7<U蛋白!图 "NL%
泳道 &"略大&

为了确定内含肽 Z.,0& 的 4端剪接活性位点%

并阻断其 4端的剪接反应%使得内含肽稳定连接于
U7<U标签上!可用于未来将内含肽与 U7<U标签通
过内含肽 3端的可控剪切从目标蛋白上去除"%分别
将内含肽 4端末位氨基酸天冬酰胺突变成丙氨酸
!3&H0V"%4端外显肽第一位氨基酸丝氨酸突变成
丙氨酸!)&HDV"& )Y)NUV]M结果表明%保守的天冬
酰胺位点经突变后%内含肽无法再进行自我环化%从
而阻断了内含肽 4端断裂反应%表达终产物为 2̂U
!图 "NL%泳道 D"& 值得一提的是%图 "NL中 2̂U所
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图 )&极端嗜盐古菌型内含肽 I?2($ 序列特征分析
[@W:/*D?)*e:*;A*<;<=S>@>9\,7*7<=9</A7<*<=N,S+*@;,*@; Z.,0&?V# >+=@A@;W-9,@\>9\Z.,0&?a7*3N% 4N,*/-@;<=>+=@A@;WB9-<@;>! +’$9

)(764" % ,7*=@;E*/B9-<@; ! 2$’Q)(7" 9\,7*@;,*@;% <;B ,7*\9:/>+=@A@;W-9,@\>A9;>@>,@;W9\.=9AE V% L% [% ]</*>79F*B$ ,7*3N*G,*@; <;B

4N*G,*@; </*>79F; @; 4#’&:62 )(764$ ,7*$’’(.4<;B -;8)6’4.*=9F@;B@A<,*,7*<-@;9<A@B +9>@,@9;>?L# <=@W;-*;,9\Z.,0& <;B ! +</,@<="

@;,*@; >*e:*;A*>\/9-9,7*/</A7<*<<;B .<A,*/@<!A9;,<@;@;WN& <;B i& *G,*@; /*>@B:*>"?!4#6’&4Q4@;B@A<,*,7*\9:/A9;>*/c*B >+=@A*8:;A,@9;

/*>@B:*>?a7*>*e:*;A*>A9//*>+9;B@;W,9,7*\9:/A9;>*/c*B -9,@\>9\.=9AE V% L% [% ]@; \@W:/*V</*>79F;?V../*c@<,@9;># ,̂7% ,̂7

K2K& @;,*@;$ Ĝ*% Ĝ*]S/V@;,*@;$ )>+% )>+ Y;<L@;,*@;$ ,̂:% ,̂:NZD%KcK*AV@;,*@;$ Z.,0&% Z>+N3K4& 4Y40&$ Z-<% Z-<U9=N

22@;,*@;$ a\:% a\: U9=N0 @;,*@;$ 8̂<% 8̂<_=.V@;,*@;?

示条带中可能存在 2U剪切产物!由内含肽 3端剪切
副反应产生%与 2̂U分子量相近"%但不影响我们对
内含肽!2"与 U7<UN标签!U"已稳定连接的判断& 类
似地%突变丝氨酸这一位点%阻断了内含肽剪接过程
中的第二步亲核置换反应%从而降低了内含肽自我
剪接的效率%但 4端末位天冬酰胺仍可进行自我环
化并发生 4端断裂反应%因此通过 UZV颗粒纯化得
到的蛋白为 2̂U及 U的混合物!图 "NL%泳道 #"& 上
述结果表明%内含肽 4端的剪接反应关键氨基酸
3&H0V突变%即可成功实现内含肽稳定连接于 U7<U

标签上的目的&

为了进一步探索该内含肽NU7<U标签!2U"在极
端嗜盐古菌蛋白表达纯化中的应用%还需进一步了
解内含肽 3端剪切活性是否可控%以便表达纯化得
到融合蛋白 f2U后!图 "NV"%通过在特定理化条件
下激活内含肽的 3端剪切活性%将目标蛋白 f从固
定于 UZV颗粒上的 2U上释放出来%达到表达纯化不
带标签的天然嗜盐古菌蛋白的目的& 本实验采用嗜
盐古菌特异的 !N酮硫解酶 !亚基作为报告蛋白
LE,L!%通过 U4K扩增 )Q#A" 基因%经 C(#2’5"(Kb双
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图 *&基于内含肽8P71P的表达载体 9UP的构建
[@W:/*#?49;>,/:A,@9; 9\,7**G+/*>>@9; c*A,9/! +2U" A9;,<@;@;W@;,*@; <;B :3$BI

酶切后连入质粒 +3&H0V中%构成重组质粒 +L2U&
LE,L!NZ.,0&NU7<U!L2U" 融合蛋白经表达纯化后%
)Y)NUV]M检测结果表明%图中出现了 D 条较为明显
的蛋白条带!条带 &%0%D"%其中条带 & 丰度最高%大
小与内含肽NU7<U融合蛋白表达产物!2U"相近%约为
D" EY<$另两条蛋白条带丰度相近%在 )Y)NUV]M胶
上位于 (0 EY<和 $# EY<之间!图 "N4"& 分别从凝
胶上切下这 D 条蛋白条带%胶内酶切后%进行 V̂TY2
aP[5aP[质谱鉴定分析& 酶切肽段的序列匹配结果
表明%条带 & 为Z.,0&NU7<U融合蛋白!2U"%条带 0 和
D 经鉴定均为 L2U融合蛋白!表 D"& 以上实验结果
说明%利用该载体系统可以成功实现目标蛋白N内含
肽NU7<U融合蛋白的表达与纯化%为内含肽NU7<U标签
综合应用于嗜盐古菌蛋白表达奠定了基础& 但由于
内含肽发生大量 3端断裂的副反应%使得大部分目标
蛋白!L"在分离纯化融合蛋白前已丢失!即主要余下
2U"%将影响目标蛋白的回收率& 未来还需进一步研
究该内含肽 3端断裂的可控机制%以实现从目标蛋
白N内含肽NU7<U融合蛋白中可控地获得目标蛋白&

)%讨论

由于嗜盐古菌蛋白具有其特殊的理化性质%该
领域一直缺乏一个较为方便实用的蛋白表达纯化体
系%从而在一定程度上限制了嗜盐古菌蛋白结构及
生化性质的研究& +QT&10 (&$)是较为常用的嗜盐古
菌N大肠杆菌穿梭载体%但由于该载体选用的是来源
于嗜盐菌自身基因的 *̂c/选择标记%易于与染色体
Y3V发生同源重组%使得筛选正确转化子时出现很
高的假阳性%大大增加了工作量& +QT"10 是以
+QT&10 为基本骨架%将该载体的选择性标记 *̂c/

替换为 :9’<改造而成& +QT"10 不仅同样具有稳定
性好’宿主范围较为广泛等特点%同时%选用 :9’<作
为选择性标记%有效避免了 +QT&10 载体上 *̂c/假
阳性率高的缺点 (&&) & 本研究以 +QT"10 作为载体基
本骨架%并首次引入嗜盐古菌 UZV颗粒结构蛋白
U7<U作为蛋白表达标签%同时添加多克隆位点’启
动子!U"0&$<或 U"0&$."和终止子等元件%分别成功构建
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图 +&含有内含肽8P71P标签的表达载体所表达的融合蛋白的 FRF8PAST分析
[@W:/*"?)Y)NUV]M<;<=S>@>9\,7**G+/*>>*B @;,*@;NU7<UN,<WW*B +/9,*@;>?V# )A7*-<,@AB@<W/<- 9\,7*A7@-*/@Af2U\:>@9; +/9,*@;

A9;>@>,@;W9\,</W*,+/9,*@; !f" % ,7*Z.,0& @;,*@;NA9;,<@;@;W\/<W-*;,!2" % <;B ,7*+7<>@; +/9,*@; U7<U!U"?L# )Y)NUV]M<;<=S>@>9\

UZVNW/<;:=*<>>9A@<,*B +/9,*@;>9\NI862&#6’’$-6&&:3$B7<.9/@;W+=<>-@B +2U9/@,>-:,<;,B*/@c<,@c*>?T<;*&% +QTU$ =<;*0% +2U$ =<;*

D% +3&H0V$ =<;*#% +)&HDV?a7*+/*B@A,*B :;>+=@A*B +/*A:/>9/<;B c</@9:>>+=@A*B @;,*/-*B@<,*><;B +/9B:A,></*>79F; 9; ,7*/@W7,<>

\9==9F># 2̂U% :;>+=@A*B +/9B:A,>$ Û% >+=@A*B +/9B:A,>$ U% ,7*F@=B ,S+*U7<U9/+/9B:A,9\A=*<c<W*<,4N,*/-@;<=8:;A,@9; 9\̂ 2U?4#

)Y)NUV]M<;<=S>@>9\UZVNW/<;:=*<>>9A@<,*B +/9,*@;>9\NI862&#6’’$-6&&:3$B7</.9/@;W+=<>-@B +L2U?a7*+/*B@A,*B :;>+=@A*B +/*A:/>9/

<;B >+=@A*B +/9B:A,></*>79F; 9; ,7*/@W7,<>\9==9F># L2U! % ./<;A7*B @;,*/-*B@<,*$ L2U% :;>+=@A*B +/*A:/>9/$ 2U% +/9B:A,9\A=*<c<W*<,

3N,*/-@;<=8:;A,@9; 9\L2U?̂ %-</E*/?

表达载体 +Û 和 +2U& 载体经转化到宿主菌 NI
862&#6’’$-6&!:3$B后%在菌体大量积累 UZV颗粒的
同时%就能实现目标蛋白的高效表达& 而 U7<U作为
表达标签%一方面可以直接以胞内积累的 UZV颗粒
作为分离基质%大大降低了成本%另一方面通过蔗糖
密度梯度离心就能分离得到纯度很高的融合蛋白%
简化了蛋白分离的步骤& 本文实验结果表明%U7<U
可分别作为蛋白 3端或 4端亲和标签%蛋白表达量
高%分离效果良好&

为了探索能够有效地从目标蛋白上去除 U7<U
标签的方法%本文还首次在嗜盐古菌表达载体中引
入内含肽这一特殊的元件& U*/=*/等人的研究表明%
通过对内含肽的保守剪接位点进行改造%可以阻断
或降低内含肽 3端或 4端的剪接反应 (01) %分离纯化

得到前体蛋白后%再通过添加巯基试剂’改变温度和
+Z等方法%便可以实现内含肽介导的融合标签的体
外去除& L<;E@等人 (0&) 以能够积累聚羟基丁酸酯
! +9=S7SB/9GS.:,S/<,*%UZL%为 UZV的一种"的重组
大肠杆菌为宿主%利用 U7<U结合于 UZL颗粒的特
性%结合内含肽介导的 4端断裂反应%建立了一个经
济而又简便的新型蛋白表达纯化系统%但是该系统
并不适用于极端嗜盐古菌蛋白的表达与纯化& 基于
上述原理%同时又由于嗜盐古菌宿主的特殊性%本文
首次探讨了嗜盐古菌型内含肽 Z.,0& 用于相关蛋白
表达纯化载体构建的可能性& 本文实验结果表明%
来自 N$*()$"#6’&;8>+?3K4N& 的野生型内含肽在异
源蛋白中仍具有很高的剪接活性& 而当内含肽 4端
保守剪接位点 3&H0 或者 )&HD 经突变成丙氨酸后%
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完全阻断或者减弱了 4端的剪接反应%说明这两个 保守位点为内含肽正常行使剪接功能所必需&

表 )&图 +8O中蛋白条带 $8) 的质谱鉴定分析
a<.=*D? <̂>>>+*A,/:-<;<=S>@>9\+/9,*@; .<;B>&ND @; [@W:/*"N4

.<;B
;:-.*/

V̂)4Pa
>A9/*

-<,A7*B
+/9,*@;>

49c*/<W*5‘
-<,A7*B
+*+,@B*>

& (1H

U7<U 0H

(K)2M6)6K)
( ) Ẑ6]2M[6_)
(]aY[VKaVb_)
( )d[M̂ Ŷ))bU]Y3K)

Z.,0& 00
(]YaabVTVY])MK)
(MVUMâ dK)
(TabaU)ZUT[bV])Z]UYVbK)

0 (&H

LE,L! H0

(aTMV]_4U3]Zb)dUaZUK)
(bbaQaZ)aVaUU]bK)
(6U3â V2bM[MbY]6VbK)
(VT]6baaYY2Ma]YbbMUbdb) (MMTKYUMb]2_)
(VUM)6)QY]dK)

U7<U 0&
(K)2M6)6K)
( ) Ẑ6]2M[6_)
( )d[M̂ Ŷ))bU]Y3K)

Z.,0& &D
(]a]_)
(TabaU)ZUT[bV])Z]UYVbK)

D %1(

LE,L! H0

(aTMV]_4U3]Zb)dUaZUK)
(bbaQaZ)aVaUU]bK) (6U3â V2bM[MbY]6VbK)
(VT]6baaYY2Ma]YbbMUbdb) (MMTKYUMb]2_)
(VUM)6)QY]dK)

U7<U 0&
(K)2M6)6K)
( ) Ẑ6]2M[6_)
( )d[M̂ Ŷ))bU]Y3K)

Z.,0& 0#

(]a]_)
(]YaabVTVY])MK)
(MVUMâ dK)
(TabaU)ZUT[bV])Z]UYVbK)

!!在质粒 +3&H0V的多克隆位点连入 )Q#A" 基因
后%表达产物经 )Y)NUV]M电泳检测%泳道中出现 D
条蛋白条带%其中蛋白条带 0 和 D 经质谱鉴定为融
合蛋白 L2U& L2U分别位于泳道中不同位置%推测是
由于前体蛋白在内含肽的作用下形成了不同构型的
中间酯!蛋白条带 0 为线性酯 L2U%蛋白条带 D 为分
支酯 L2U! "$而泳道中丰度最高的条带 & 经质谱鉴
定为 Z.,0&NU7<U融合蛋白%说明内含肽在 3端发生
了断裂的副反应%推测可能的原因如下#!&"内含肽

4端剪接反应被阻断%导致酯类中间物的积累%因酯
的水解反应而发生 3N端断裂$!0"内含肽位于异源
的宿主蛋白!3端为LE,L!%4端为U7<U"中%未能正
确折叠形成稳定构象%导致内含肽 3端副反应增
多$!D"存在其他内源性的亲核试剂%对酯键发动亲
核攻击而使酯键断裂& 以上实验结果表明%基于内
含肽NU7<U的载体系统应用于嗜盐古菌蛋白的表达
纯化具有一定的可行性%但要实现内含肽介导的可
控的嗜盐古菌蛋白表达纯化%该载体系统还需进一

%11&



I@;7:<Q: *,<=?0!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!01&#""#!$"

步的摸索以及优化#如增加内含肽两端野生型外显
肽的长度而降低外源环境对其剪接活性的影响%通
过改变培养条件!如培养时间’温度等"’优化剪接
位点附近的氨基酸残基等方式来尽可能减少内含肽
3端副反应的发生& 另外值得一提的是%嗜盐菌内
含肽 4端保守剪接位点具有一定多态性%末两位氨
基酸分别有 Z3’]6’]3’_6’_3多种组合形式%暗
示着可能存在新型的剪接机制%因此该载体系统的
建立也可以为进一步研究嗜盐古菌内含肽的剪接反
应机制提供重要的工具&
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教授对嗜盐古菌内含肽使用的参考建议$感谢中国
科学院微生物研究所微生物资源前期开发国家重点
实验室罗元明博士和王前老师在质谱分析方面的技
术支持%
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