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凝乳酶原（凝乳酶）二硫键!"#$%&’!"#$(%的定位突变

陈红杰 潘学峰 张国宝 刘年娟 张渝英 杨开宇"

（中国科学院微生物研究所，北京!$$$3$）

摘 要 在对凝乳酶原二硫键A/?#$20A/?#!$进行定位突变过程中发现，在相应的模板序列中有自身形成自由能

为B!2C!>@+’／;&’的茎环结构倾向，妨碍与引物结合，从而难以合成突变的D)E，采用快退火可解决此矛盾。1个

突变基因均能在大肠杆菌中高效表达，除A#$2E外，约占细胞总蛋白的1$F左右。突变体的复性结果表明，

A/?#$20A/?#!$对凝乳酶原正确折叠不是绝对必需的，但相应位置的氨基酸取代对复性效率有显著影响，在1个突

变体中，A#$2E／A#!$E的复性率分别为A#$2G／A#!$G、A#!$E、A#!$G的HC1倍、#$倍和4$倍，而A#$2E完全不能

复性。A#$2E／A#!$E与A#$2G／A#!$G的远紫外AD光谱与野生型基本相同，其荧光发射光谱与野生型相比最大发

射峰不变，而荧光强度有显著增加。由于上述4个蛋白具有相同比活，说明突变分子能形成具有生物活性的空间

构象，而只是某些色氨酸残基微环境受到微扰。
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一般而言，二硫键在蛋白质折叠与稳定蛋白质

构象中起重要作用，有时还决定某些蛋白质的生物

功能。凝乳酶原（凝乳酶）含有4对二硫键，本实验

室已证明在凝乳酶原的正确折叠过程中A/?#1$0
A/?#34是绝对必需的［!］，而A/?H10A/?1$则是可取

代的［#］。为了全面了解凝乳酶（原）的二硫键的功

能，对另一对二硫键A/?#$20A/?#!$进行了定位突

变并分析了突变体的复性效率及其空间构象。

( 材料与方法

()( 定位突变

用30(JK酶切凝乳酶原表达质粒L6+EA［4］获

得含有编码A#$2与A#!$的3$$ML片段，亚克隆至

N!4;L!5中，按O-,>7’法［H］制备含P单链模板，

突变引物序列见表!。模板与引物退火后按Q->7,0
M7.=方 法［1］或 RAJ 方 法［2］得 到 突 变 D)E，用

G+,=7.双脱氧核苷酸链终止法［"］进行测序鉴定。

()$ 突变基因的表达

用确证突变的D)E片段置换相应野生型片段

并构建含RJRS启动子的表达质粒［3］，转化340(,#
TS#!（D:4）LS/?G，通过提高培养温度诱导表达。

()* 凝乳酶原突变体的复性

表达后的菌体经超声破碎获得包含体蛋白，将

包含体蛋白按文献［5］所述的方法进行溶解、复性，

再经LU#处理［!$］使正确折叠的凝乳酶原分子转变

为假凝乳酶，测定产物的凝乳活性［!$］。

表( 凝乳酶原基因定位突变引物

+,-./( 0123/1#451#26/’721/86/7396,:/;/#2#,672#9.427/
-5;7!"#$%&’!"#$(%54<158="35#2;:/;/

N-V+V<&, R.<;7.)&( G7W-7,@7（1X#4X）

A#$2E ! EAEYAAEAAA6AEYA6YAAEAEEAA

A#!$E # YYE6YYAA6YYYAYAAEAAA6AEAEY

A#$2E／A#!$E"
4 YE6YYAA6YYYAYAAEAAA6AYYAYYAAEAEEA

H Y66Y6YYAAYAAYEYYY6YYAYAAAEYYAAE6A

A#!$G 1 E6YYAA6YEYEYAAEAAA

A#$2G／A#!$G 2 6AEYEYYAAEAEEAAEAEAZR.<;7.1

)&V7：V[7;-V+V<&,?<V7?\7.7-,]7.’<,7](
"6[7V7.;<,+’L.<;7.?̂&.RAJ+;L’<̂<@+V<&,+.7,&V?[&\,(

()> 凝乳酶突变体的光谱分析

折叠后的凝乳酶原经过LU#与LU1C1两阶段

处理［!$］转变为凝乳酶，经D:E:0G7L[+.&?788柱层



析纯化后进行光谱分析。在!"#$%型圆二色谱仪上

进行远紫外区&’光谱分析，光径%()*+，扫描速度

,%-+／+.-，灵敏度$+/01。在2345&236,%型荧

光分光光度计上进行荧光发射光谱扫描，激发波长

$6)-+，狭缝,(%-+，光径)*+。

! 结果与讨论

!"# 定位突变

虽然定位突变目前已成为常规操作，但我们在

工作中注意到’75模板的结构对于突变’75的

合成仍有重要影响，不容忽视。在合成&89$%:!
5;<$%:和&89$)%!5;<$)%的突变’75时，采 用

$,+0=或$:+0=引物（引物)、$）未出现任何问题，

但在进行&89$)%!>0=$)%突变时，采用)6+0=引物

,，在同样的合成条件下，合成产物极少，此)6+0=
引物设计是符合一般原理的，其中仅有一个碱基错

配两侧分别有6、?个碱基互补。在用’75>3>分析

模板’75序列时发现，在$%:与$)%位附近有可能

出现一个茎环结构（图)），其自由能为@):()A*<;／

+B;。据此推测，在退火时有可能模板自身形成二级

图) 凝乳酶原&89$%:与&89$)%位点附近基因序列

可能形成的茎环结构

C.1D) 4E0FB99.G;0;BBF"9H0+9H=I*HI=09<H&89$%:<-/
&89$)%BJF=B*E8+B9.-10-0

结构，妨碍了与引物结合。为了验证这一推论，将由

#%K降至$$K经历L%+.-的慢退火缩短至经历)
!$+.-的快退火，结果合成效率明显提高。为了

避免模板形成茎环结构并同时获得单、双位点的突

变，将引物,、:与模板同时退火，然后加入4L’75
聚合酶和4L’75连接酶进行体外合成，结果确实

同时获得了&$)%>与&$%:>／&$)%>的突变’75，

而在进行&$%:5／&$)%5突变时则采取M&N方法，

突变引物为互补的OO+0=（引物O、L）。经’75重

组及序列测定证实共得到,个表达质粒：&$%:5、

&$)%5、&$%:5／&$)%5、&$)%>、&$%:>／&$)%>。图$
给出了&$%:5／&$)%5在突变位点附近的序列。

图$ 突变位点及其旁侧序列

C.1D$ PIH<H0/9.H09<-/HE0.=J;<-A.-190QI0-*09BJ
+IH<-HF=B*E8+B9.-&$%:5／&$)%5D

!"! 凝乳酶原突变体的表达

上述,个 突 变 凝 乳 酶 原 表 达 质 粒 在!"#$%&
RS$)（’TO）FS89>中的表达情况见图O，表明除了

图O 诱导前后野生型及其突变体凝乳酶原的表达

C.1DO >’>"M5UT<-<;89.9BJHE00VF=099.B-BJ
W.;/"H8F0（X4）<-/+IH<-HF=B*E8+B9.-9
G0JB=0（5）<-/<JH0=.-/I*H.B-（R）D

%DM=B*E8+B9.-+<=A0=；)DX4；$D&$%:5／&$)%5；OD&$%:>／&$)%>；

LD&$)%5；,D&$)%>；:D&$%:5
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!"#$%，突变凝乳酶原与野生型的表达量相当，均达

到&#’的高水平。

!"# 凝乳酶原突变体的氧化重折叠

凝乳酶原及其突变体的表达产物以包含体形式

存在，为了进行复性首先将包含体用()*+／,脲-./
00磷酸盐缓冲液溶解，再经过./00和./(两阶段

氧化重折叠，根据复性产物酸化后的凝乳活性计算

复性率。由表"和以往对其它两对二硫键突变的结

果可得出如下结论：（0）将!12"#$-!12"0#消除，用

两个%+3取代，所得到的突变体有较高的复性率，约

为野生型凝乳酶原的&#’，说明这对二硫键不同于

!12"&#-!12"(4，而类似于!125&-!12&#，不是凝乳酶

原正确折叠所绝对必需的。（"）双位点突变优于单

位点突变，%+3取代优于678取代，而!"#$%则完全

不能正确折叠，说明"#$与"0#位的氨基酸残基对

于凝乳酶原的有效折叠起重要作用。这与!125&-
!12&#有 明 显 区 别，前 文 报 道［"］，!5&%、!&#%、

!5&%／!&#%、!5&9、!&#6、!5&9／!&#6、!5&%／!&#6
:个突变体均能正确折叠，复性率相差较小。

表! 凝乳酶原突变体及其野生型复性率的比较

$%&’(! )(*+’,-./(**-0-(.01+*234%.4%.,
5-’,6417(（8$）79+0:12+;-.;

;8*<7=>
?7>3<@83<=*>7AA=B=7>B1

（!C69）（’）

DE "$FGC0F&

!"#$%／!"0#% 05F&C0F#

!"#$6／!"0#6 4F"$C#F&#

!"0#% #F:"C#F5"

!"0#6 #F5&C#F4G

!"#$% #

H*<7：%A<7887>3<@83<=*>3<02<2<3I7A*8"5J3>K3<">K2<3I7A*8

"5#J<J787A*+K7K.8*K@B<2L7873B<=M3<7K3<./"A*80#JA*++*L7KN1
3>3+12=2A*8)=+O-B+*<<=>I3B<=M=<1<*7M3+@3<787>3<@83<=*>7AA=B=7>B1P

!"< 凝乳酶及其突变体的光谱分析

光谱分析是探测突变对蛋白质构象影响的有效

手段之一，为了深入了解突变体凝乳酶与其野生型

结构上的异同，对其进行了!9和荧光光谱分析。

在上述&种突变体中，由于只有双位点突变体有较

高的复性率，才有可能获得一定量的纯凝乳酶进行

光谱分析，因此对!"#$%／!"0#%和!"#$6／!"0#6
的复性产物进行酸化处理及9Q%Q-67.J38*27RR柱

层析获得了纯度大于G&’的凝乳酶突变体。图5
表明，突变体凝乳酶与野生型的远紫外区!9光谱

图& 凝乳酶原突变体及其野生型的荧光发射光谱

R=IP& R+@*872B7>B77)=22=*>2.7B<83*A)@<3><
3>KL=+K-<1.7BJ1)*2=>2

（---）!"#$%／!"0#%；（⋯）!"#$6／!"0#6；

（—）D=+K-<1.7BJ1)*2=>

图5 凝乳酶突变体及其野生型的远紫外区!9光谱

R=IP5 !92.7B<83*A)@<3><3>KL=+K-<1.7
BJ1)*2=>2=><J7A38ST87I=*>

（---）!"#$%／!"0#%；（⋯）!"#$6／!"0#6；

（—）D=+K-<1.7BJ1)*2=>

无明显差别，最小摩尔椭圆度均在"0&>)左右，表

明野生型及突变体凝乳酶以!-片层结构为主，仅有

少量的"-螺旋结构，从而证明它们有相同的二级结

构。从图&荧光发射光 谱分析可见，与野生型相

比，突变体凝乳酶的最大发射峰无改变，三者均在

444>)，而 荧 光 强 度 有 明 显 增 加，其 中 !"#$%／

!"0#%提高更多。又据活性测定4种蛋白具有相

似的比活，说明突变分子能形成具有生物活性的空

间构象，而只是某些色氨酸残基微环境受到微扰。
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