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非特异性脂质转移蛋白突变体的构建及在两种硫氧还

蛋白表达载体中的表达比较

葛晓春" 陈继超 王文漪 曹凯鸣 孙崇荣
（复旦大学生命科学学院生物化学系 上海 #$$6%%）

摘 要 对水稻非特异性脂质转移蛋白（*’BC3.<D<. (<C<E F-,?BD3- C-’F3<?，?BG2H）G2H!!$ 中结构重要的 5 个氨基酸位点

进行了定点突变，测序结果证实了突变体构建成功。在尝试了多种大肠杆菌表达系统进行表达之后，发现硫氧还

蛋白融合表达载体适合于 G2H!!$ 野生型及突变体的表达。将编码野生型 G2H!!$ 及突变体 I!1J，H1#G，K64J，

L65J，M5$J 蛋白的 .L*J 顺序克隆进两种硫氧还蛋白表达载体并对其表达情况进行了比较：C2-87>B 载体可以在宿

主菌 NO1#6 中以较低水平表达野生型 G2H!!$ 及突变体 I!1J，H1#G，K64J 融合蛋白，但不能表达 L65J 和 M5$J 融合

蛋白；C:2%#,（ P ）载体可以在宿主菌 QG#!（L:%）F-8QR 中以可溶蛋白的形式表达野生型及所有突变型融合蛋白，且

表达量比在 C2-87>B 载体SNO1#6 突主菌中表达量高。对 C:2%#,（ P ）载体中表达的 G2H!!$ 融合蛋白进行了纯化，并

利用带有荧光标记的脂肪酸分子对其测活，结果表明表达的野生型 G2H!!$ 分子具有结合脂质的活性。

关键词 *BG2H，定点突变，硫氧还蛋白融合表达载体，荧光标记脂质
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非特异性脂质转移蛋白（*’?BC3.<D<. (<C<E F-,?BD3-
C-’F3<?，?BG2H）是植物体内一类碱性、分子量较小、富

含 MAB 的蛋白质，它含有 9! U 9% 个氨基酸，其中有 "
个 MAB 在所有的 ?BG2H 中位置保守［!，#］。玉米、大

麦、小麦中 ?BG2H 的晶体结构数据显示，?BG2H 分子

内有一个疏水孔穴，可以结合多种脂肪酸、磷脂和糖

脂分子，为其在生物膜间转运脂质的活性提供了结

构基础［%，6，5］。*BG2H 在植物体内的作用可能与角质

合成、抵御病原菌侵袭和胚胎发育等过程相关，但其

结构和功能的关系尚不清楚［!，4］。其中，抑制病原细

菌和真菌生长的功能是否与其转运脂质的功能相关

就是十分令人关注的问题。为了了解蛋白质内哪些

位点影响其抗菌功能，本文通过比较不同来源的

?BG2H 分子的氨基酸顺序并结合已知的 V0射线晶体

衍射结果，针对水稻中 G2H!!$ 的一些保守位点设计

了突变体，并将其 .L*J 顺序克隆到大肠杆菌表达

载体中进行了表达。由于 ?BG2H 结构上的特殊性，

使得它在一般的大肠杆菌系统中较难表达，我们在

尝试了多种大肠杆菌表达系统后，发现硫氧还蛋白

融合表达载体适合其野生型及突变型的表达，但在

表达效果上，两种硫氧还蛋白表达系统有优劣之分。

本文的研究结果为进一步揭示 ?BG2H 结构和功能的

关系提供了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：大肠杆菌 LW5!，含有 G2H!!$
.L*J 顺序的质粒 CXYP 为本室构建和保存；C2-87>B
载体 和 宿 主 菌 NO1#6 来 自 O?Z<F-’=3? 公 司；C:2%#,

（ P ）及宿主菌 QG#!（L:%）F-8QR 来自 *’Z,=3? 公司。

!"!"# 限制酶和主要试剂：30("、40(KO、.+5WO、
36%O 和 26 连 接 酶、7+8 酶 等 购 于 Q<’(,[B 公 司 和

Q’3-/<?=3- 公司；CN:+2 Z3.F’- 购于 H-’;3=, 公司；色

氨酸购于华美公司；酪蛋白酸水解物购于 X<=;, 公

司；荧光探针 H094（!0CA-3?3E’E3.,?’<. ,.<E）购于 +’0
(3.>(,- H-’[3 公司。

!"!"$ 点突变试剂盒及引物：点突变试剂盒购于

2,Y,K, 公司；引物由上海皓嘉生物工程公司合成：

%!&’（I!1#J）： I!1JC-<;3-!

（MM2N2MN()*N2MJ2NNNN）；

原 2JM I!1JC-<;3-#

（MJMNNMNMNJ2MNJMN）



!"#$（!"#!$）： !"#$%&’()&*
（+,,%&’,+,,+,$,,+,）；

原 +$, !"#$%&’()&-
（++$++$++$++,,...,,）

(")$（/"0!$）： /"0$%&’()&*
（+,,+$,%&’,+,$,,+,,.+）；

原 ,+, /"0$%&’()&-
（++$++$++$$+,,...,,）

&#*$（,#1!$）： ,#1$%&’()&*
（,,+,,%&’$+,.+,,.,$$+）；

原 .+, ,#1$%&’()&-
（.+,++,++.,++,++）

+,-.（23-!$）： 23-4%&’()&*
（$.,&’’$+,$$$.+.++,+.,）；

原 ,,, 23-4%&’()&-
（++$++,++,+..+,,,）

克隆至 25&6789 的表达引物： :4.2**15;’<=
（++.$&&&%%%+,++..$+,.+,++,+$,）；

!"#!
,4.2**15;’<=（+,’&’$%$,.$..$+..+$.,..++$+,）

$%#!
克隆至 %>.?-@（ A ）的表达引物： :4.2**1

（+$.++$.,,$&&$’%%,.+,++..$+,.+,++,+）；

&’(! ,4.2**1
（.,$%$$’’&,.$..$+..+$.,..++$+,$+）。

)’(/B

/0- 方法

/0-0/ 氨基酸顺序分析：利用 +,+ 软件进行氨基

酸保守性分析。

/0-0- 定点突变：按试剂盒说明书进行。

/0-01 利用 %.&6789 载体的蛋白质表达：利用插入

了野生型或突变基因的 %.&6789 质粒转化宿主菌

+B3-"，?1C生长约 -"; 后，将平板上的转化克隆（约

#11 D *111 个单菌落）刮下接种 ?11(4 /E 培养基，

?1C生长至 *+011为 1F0 左右时，加入色氨酸至终浓

度为 *11"GH(4，?3C诱导 #; 后收集菌体。

/0-0" 利用 %>.?-@（ A ）载体的蛋白质表达：将克隆

了待表达基因的 %>.?-@ 质粒转化 I4-*（!>?）5&6I J

K ，?3C 生 长 约 *-; 后 将 平 板 上 的 菌 落 刮 下 接 种

?11(4 4I 培养基，*+011 达 到 1F0 D *F1 之 间 加 入

B2.+ 至 *((<=H4，?1C诱导 #; 后收获菌体。

/0-0# 渗透休克：按 -1*+ H(4 的浓度将菌体溶于

高渗液（-1((<=H4 .&’9·L,= %LMF1，-F#((<=H4 >!.$，

-1N（, H-）蔗糖），"C放置 *#(’O 后，*1 111&H(’O 离

心 *1(’O，吸去上清，加入与高渗液等体积的 "C预

冷的低渗液（-1((<=H4 .&’9·L,= %LMF1，-F#((<=H4
>!.$）混 匀，冰 上 放 置 -1(’O，*- 111&H(’O 离 心

*#(’O，上清即为渗透休克释放的蛋白，吸取少量电

泳鉴定。

/0-0) L’9J5@G 亲和柱进行蛋白质纯化：在渗透休克

后释放出的蛋白质溶液中加入 *H" 体积 # P Q’OR’OG
Q8SS)&（*11((<=H4 .&’9·L,=，#1((<=H4 咪唑，-F#(<=H4
:@,=，#1"(<=H4 2ET7，%L3F0），上 :’- A JU;)=@5’OG 9)%;J
@&<9) S@95 S=<V 柱，用 V@9; Q8SS)&（-1((<=H4 .&’9·L,=，
01((<=H4 咪唑，1F#(<=H4 :@,=，*1N甘油，%L3F0）洗

涤，最 后 用 >=85’<O Q8SS)&（ -1((<=H4 .&’9·L,=，
?11((<=H4 咪唑，1F#(<=H4 :@,=，%L3F0）洗脱，将流出

峰对 *1((<=H4 :L"$U 透板过夜后，冻干。

/0-0, 脂 质 结 合 活 性 测 定：将 融 合 蛋 白 溶 于

*1((<=H4 EW2T %L3F- 缓冲液中，浓度为 #"(<=H4。

在蛋白质溶液中加入 *((<=H4 的探针母液至不同的

终浓度，通过荧光分光光度计（L’5@U;’ 公司）测量 2J
X0 探针的荧光变化。2JX0 激发波长为 ?"?O(，发射

长为 ?3MO(。

- 结 果

-0/ 水稻 .’+//* 与不同植物来源的 23.’+ 成熟

肽氨基酸顺序比较以及突变体的构建

图 * 显示了 4.2**1 与不同来源的植物 O94.2
的氨基酸顺序比较。由图中可见，除了 M 个 ,Y9 位

点高度保守外，还有一些位点也非常保守。根据同

源模建原理，以玉米苗 O94.2 三维结构为模板模建

的 4.2**1 三维结构与玉米以及其它植物中已解出

的 O94.2 高级结构较为相似。在这些已知的三维结

构中，.Y&*3 可与 $9O0" 形成氢键，稳定蛋白质分子

图 * 4.2**1 和其它结构已知的 O94.29 的氨基酸顺序比较

7’GZ* ,<(%@&’9<O <S 5;) @(’O< @U’R 9)[8)OU) <S 4.2**1 V’5;
<5;)& \O<VO 95&8U58&) R)5)&(’O)R O94.29

M U<O9)&])R UY95)’O &)9’R8)9 @&) 9;<VO ’O G&)Y Q<6)9；
*11N U<O9)&])R &)9’R8)9 @&) Q<6)R；5;) (85@5’<O &)9’R8)9

@&) Q<6)R @OR (@&\)R QY @95)&’9\9（"）

的球形结构，.Y&*3 还与 2&<-#，B=)3* 的侧链形成一个

小的疏水孔穴，避免它们暴露于亲水溶剂中；!"# 可

与 /"0，/"3 一起形成盐桥，除此之外，!"# 的羧基还

可与 :J端的氨基，/"0 的胍基还要可与 ,J端的羧基

相互作用稳定整个分子；23- 引起螺旋的回折，因此
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参与形成大的疏水孔穴；而 !"# 则与 !$% 形成分子

内一个重要的二硫键。选择这些结构上具有重要性

的位点进行突变，进一步研究突变体的功能变化将

有助于我们阐明其结构和功能的关系。

测序结果表明，所有构建的突变体均在预定的

位置引入了突变。

!"! 表达载体的构建

以野生型和已引入突变位点的克隆为模板，分

别利用 &’()*+, 载体和 &-’./0（ 1 ）载体的表达引物

进行 2!3，将所得片段连入表达载体中，构建 4 个蛋

白的 &’()56’2 表达质粒（包括一种野生型和 " 个突

变体）和 &-’./056’2 表达质粒，再次测序确证了所

有的克隆正确，/ 种载体的表达质粒示意图见图 /。

&’()*+, 空载体表达出的担体蛋白大小约为 7$89，

&-’./0 空载体表达出的担体蛋白大小约为 /789，其

大小差别主要在于在硫氧还蛋白编码区后引入的顺

序长短不一样。

图 / 表达质粒 &’()*+,56’2 和 &-’./056’2 示意图

*:;</ =>?@A@B:> (@&(@,@CB0B:DC DE B?@ @)&(@,,:DC
&F0,A:G, &’()*+,56’2 0CG 2-’./056’2

!"# $%&’’( 野生型及突变体在 )%*+,-. 表达载体

中的表达

从图 . 可 以 看 出，在 &’()5*+, 表 达 系 统 中，

6’277# 野生型及 . 种突变体得到了表达。融合蛋

白长 约 /489，但 表 达 量 不 高，凝 胶 扫 描 结 果 是

6’277# 表达量约为总菌体蛋白的 HI"J，K7HL 约为

4I$J，2H/6 约为 HI$J，3M4L 约为 .IMJ，而另外两

个突变体 9M"L 和 !"#L 在预定的位置未见到明显

表达条带。利用硫氧还蛋白可以通过渗透休克从细

胞质中释放的特性，休克后取上清走电泳（见图 M），

目的蛋白在总蛋白中占有量有一定提高，如 6’277#
占 7$I.J，K7H 占 /#I/J，2H/6 占 7HI.J，而 3M4L
占 /MI.J，9M"L 和 !"#L 在 /489 处未见明显条带，

只在担体蛋白所处位置约 7$89 处见到一明显条带，

可能是由于融合可能是由于融合蛋白不稳定引起。

突变体蛋白可以通过渗透休克释放的特性，表明它

们存在于上清中，但释放量与总菌中表达量不成比

图 . 野生型和突变体融合蛋白在 &’()*+,NOPH/M
表达系统中表达情况的 =9=52LO- 分析

*:;<. =9=52LO- 0C0FQ,:, DE B?@ BDB0F >@FF FQ,0B@, DE
OPH/M ?0RD+(:C; &’()5*+, S@>BD( @)&(@,,:C; B?@

T:FG BQ&@ D( A+B0CB E+,:DC &(DB@:C,
U< 2(DB@:C A0(8@(，B?@ ,:V@ ,?DTC DC B?@ F@EB；7< -A&BQ S@>BD(；

/< W@ED(@ :CG+>B:DC；.< 6’277#；M< K7HL；"< 2H/6；

4< 3M4L；H< 9M"L；$< !"#L

图 M 宿主菌 OPH/M 渗透休克释放蛋白的 =9=52LO- 分析

*:;<M =9=52LO- 0C0FQ,:, DE B?@ ,+&@(C0CB, 0EB@( D,ADB:>
,?D>8 DE B?@ ?D,B ,B(0:C OPH/M

U< 2(DB@:C A0(8@(，,:V@ ,?DTC DC B?@ F@EB；7< -A&BQ S@>BD(；/< 6’277#；

.< K7HL；M< 2H/6；"< 3M4L；4 < 9M"L（!"#L CDB ,?DTC）

例，可能有一少部分存在于沉淀中，且不同突变体中

存在于沉淀的比例不一样。

!"/ 野生型及突变型 $%&’’( 在 )0%#!1（ 2 ）表达

载体中的表达

由于有 / 种突变体 9M"L 和 !"#L 在 &’()*+, 中

未能得到有效表达，考虑到硫氧还蛋白表达载体适

合于表达含二硫键比较丰富的蛋白质，我们仍采用

硫氧还蛋白融合表达载体，但改用 XDS0;@C 公司的

&-’./0（ 1 ）载体，以该公司 W6/7（9-.）B()WY 作为宿

主菌。从图 " 看出，6’277# 野生型和所有的突变

体，包括在 &’()*+, 中不能正常表达的 9M"L 和 !"#L
在其中都得到了正常表达，除了 !"#L 由于结构变

化比较大，表达量只有 7"J外，其它表达量均占到

菌体总蛋白的 /"J Z .#J之间，实现了高表达，经

%47/ 期 葛晓春等：非特异性脂质转移蛋白突变体的构建及在两种硫氧还蛋白表达载体中的表达比较



图 ! 野生型和突变体融合蛋白在 "#$%&’()*&+（,#%）

-./)0 表达系统中表达情况的 1,12345# 分析

6789! 1,12345# ’:’;<=7= >? -@A ->-’; BA;; ;<=’-A= >? )*&+
（,#%）-./)0 @’C>D.7:8 "#$%&’（ E ）FAB->. A/".A==7:8

-@A G7;H -<"A >. ID-’:- ".>-A7:=
J9 3.>-A7: I’.KA.，-@A =7LA =@>G: >: -@A ;A?-；+ 9 #I"-< FAB->.；&9 *$3++M；

%9 3N&*；O 9 POQ4；! 9 ,O!4；Q 9 R+N4；N 9 S!M4；T9 1D"A.:’-’:- ’?-A.

>=I>-7B =@>BK >? -@A @>=- =-.’7: B’..<7:8 *$3++M

过渗透休克，融合蛋白占到总蛋白的约 !MU，表明

它们存在于上清，而且可以通过渗透休克对其进行

部分纯化。

!"# $%&’’(野生型蛋白的纯化及脂质结合活性测定

经过渗透释放和 V7=2-’8 亲和柱吸附，对 "#$%&’
（ E ）载体系统中表达的 *$3++M 融合蛋白进行了纯

化，得到了纯度在 WMU以上的 *$3++M 融合蛋白（图

Q）。我们利用荧光探针 32WQ 对野生型 *$3++M 融合

蛋白进行脂质结合活性测定。

图 Q 纯化的 *$3++M 融合蛋白的 1,12345# 分析

6789Q 1,12345# ’:’;<=7= >? "D.7?7AH *$3 ++M ?D=7>: ".>-A7:
J9 3.>-A7: I’.KA.，-@A =7LA =@>G: >: -@A ;A?-；

+9 3D.7?7AH *$3++M ?D=7>: ".>-A7:

32WQ 是一个头部带有荧光基团的 +&2碳脂肪酸

分子，其在水溶液中所发荧光极低，进入 *$3 分子

内部后，由于环境的疏水性，荧光大大增强。探针超

过一定浓度后，由于第二个脂肪酸分子的进入，其荧

光又有所淬灭。所得 *$3 分子结合荧光的特征曲

线（图略）表明，所纯化的野生型 *$3 融合蛋白确实

具有结合脂肪酸分子的特性。依据上述方法还可以

对其它突变体进行纯化和活性测定，其结构与功能

的关系将在今后进一步讨论。

) 讨 论

研究突变体的功能对于了解脂质转移蛋白结构

与功能的关系是一个有效的手段。本论文选取了

:=*$3 中几个非常关键的位点进行了突变，并将它

们克隆到表达载体中进行了高表达，为进一步研究

:=*$3 结构和功能的关系提供了非常好的前提。

在构建突变体之前，我们曾尝试过用不同的载

体来表达野生型的 *$3++M。但此蛋白在多个表达

载体中都未见表达，例如 "#$+OC，"#$%M’，")4,2V72
=4，"5#X2O$2+ 等。这可能是由于：!*$3 分子内含

有较多的二硫键，这些二硫键的正常形成对于维持

其功能非常重要，而一般的大肠杆菌表达系统氧化

还原电势较高，不适合于二硫键的形成，故而不能产

生正常折叠的外源蛋白；"*$3 分子内具有疏水孔

穴，如果折叠不正确，很容易导致其疏水结构外翻，

从而很快被大肠杆菌的蛋白降解系统识别；#*$3
分子较小，易被降解。这些原因使得 *$3++M 在一般

的大肠杆菌中难以正常表达。硫氧还蛋白表达载体

在表达这一类蛋白上有其独特的优势，主要由于：!
硫氧还蛋白本身参与细胞内一些蛋白质的二硫键形

成，它可以帮助蛋白质正常折叠，从而产生有活性的

可溶蛋白；"硫氧还蛋白可以利用其本身的信号顺

序将产生的融合蛋白靶向细胞膜间隙。细胞膜间隙

氧化还原电势较低，适合于二硫键的形成，且可以避

免细胞膜内蛋白酶的降解，这也是产生的融合蛋白

为什么可以通过渗透释放的原因［N］。在两种硫氧还

蛋白表达载体中，野生及部分突变型 :=*$3 都可以

得到表达。其中，"#$%&’（ E ）表达载体由于运用了

经过改造的 )*&+（,#%）-./)0 宿主菌，该菌内的硫

氧还蛋白还原酶被突变，更有利于二硫键的形成，使

得一些在 "$./6D=(5YN&O 表达系统中难以表达的突

变型也能得到正常表达，其表达量也更高。

在表达纯化上，"#$%&’（ E ）载体由于在硫氧还

蛋白担体和目的蛋白之间插入了 V7=2-’8 位点，利用

这种 -’8 进行亲和柱纯化更为方便，纯化出来的蛋

白还可以利用肠激酶等切去硫氧还蛋白担体；而

"$./6D= 载体尽管可以利用硫氧还蛋白的亲和柱纯

化，但由于该介质利用较高浓度的巯基乙醇进行洗

脱，使得它对于 :=*$3 的纯化并不适合，因为该蛋白

分子内含有 O 个二硫键，易被高浓度还原剂破坏。
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活性测定表明 !"#$%&（ ’ ）系统表达的野生型

(#!))* 融合蛋白具有结合脂质的活性，经过肠激酶

切割释放出的 (#!))* 分子同样也具有结合脂质活

性（未显示），表明担体蛋白不影响活性的测定。依

据本文提供的纯化和测活方法还可以对其它的突变

型蛋白进行纯化和活性测定，为进一步揭示 +,(#!
结构和功能的关系提供了基础。
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