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摘   要：作为最普遍的蛋白质糖基化修饰方式，N-糖基化起始于内质网中多萜醇寡糖

(dolichol-linked oligosaccharide, DLO)前体的合成。甘露糖基转移酶 Alg1 催化添加 DLO 结构中的第

1 个甘露糖，是该生化途径中的关键酶。人体中 ALG1 基因的缺陷会导致先天性糖基化疾病

(congenital disorders of glycosylation, CDG)。为了建立人源 Alg1 (Homo sapiens Alg1, HsAlg1)的体外

表达和活性检测体系，本研究构建了全长的 pET28a-His6-HsAlg1 和截除跨膜结构域(transmembrane 
domain, TMD)的 pET28a-His6-HsAlg123−464 这 2 种质粒并在大肠杆菌中表达，以多萜醇磷酸壳二糖

(dolichyl-pyrophosphate GlcNAc2, DPGn2)为反应底物，采用液质联用的方法检测 HsAlg1 和

HsAlg123−464 重组蛋白的活性。结果显示，HsAlg1 具有转糖基活性，蛋白纯化后活性降低，重新加

入膜组分后得到部分回补，而 HsAlg123−464 不能催化转糖基反应。上述结果表明 HsAlg1 蛋白的 N 端

TMD 在催化反应中起到了重要的作用。本研究为后续表达并检测 ALG1-CDG 相关突变蛋白的活性

奠定了基础。 
关键词：N-糖基化；甘露糖基转移酶 Alg1；膜蛋白；多萜醇寡糖 
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Prokaryotic expression of human Alg1 protein and analysis of the 
transmembrane domain properties 

WEI Dongzhi, CHEN Zhenghui, WANG Chundi, GAO Xiaodong, WANG Ning* 

School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: As the most common type of protein glycosylation, N-glycosylation begins with the 
synthesis of the dolichol-linked oligosaccharide (DLO) precursor in the endoplasmic reticulum. 
The mannosyltransferase Alg1 catalyzes the addition of the first mannose molecule to DLO, 
serving as a key enzyme in this biochemical pathway. The defect of human ALG1 gene can lead 
to the congenital disorders of glycosylation (CDG), i.e., ALG1-CDG. Therefore, it is of great 
significance to establish the expression and activity assay system of Homo sapiens Alg1 
(HsAlg1) in vitro. In this study, full-length plasmid pET28a-His6-HsAlg1 and transmembrane 
domain-lacking plasmid pET28a-His6-HsAlg123−464 were constructed and expressed in 
Escherichia coli, and the activity of recombinant HsAlg1 and HsAlg123−464 was measured by 
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS) with dolichyl-pyrophosphate 
GlcNAc2 (DPGn2) as the substrate. The results showed that HsAlg1 had transglycosylation 
activity, while the activity decreased after protein purification, which was partially restored 
upon re-addition of membrane components. However, HsAlg123−464 was unable to catalyze 
glycosylation. The results indicate that the N-terminal transmembrane domain (TMD) of 
HsAlg1 plays an important role in the catalytic reaction. This study lays a foundation for further 
expression and activity analysis of ALG1-CDG-related mutants. 
Keywords: N-glycosylation; mannosyltransferase Alg1; membrane protein; dolichol-linked 
oligosaccharide 

 
蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 (post-translational 

modifications, PTMs)是蛋白质在生物合成后的

化学修饰，常见的蛋白质翻译后修饰有磷酸化、

泛素化、糖基化、甲基化和乙酰化等[1]。这些

修饰可以改变蛋白质的结构、功能和定位，在

细胞中发挥着重要的调控作用，同时也参与了

许多疾病的发生和发展，如神经退行性疾病、

癌症等[2-3]。蛋白质糖基化修饰是真核细胞中最

重要的蛋白质翻译后修饰之一[4]，N-糖基化是生

命体中最常见的糖基化修饰，人体中绝大部分糖

蛋白都是 N-糖基化修饰，真核生物中的 N-糖基

化起始于内质网(endoplasmic reticulum, ER)中
多萜醇寡糖前体(dolichol-linked oligosaccharide, 

DLO)的合成[5-6]。 
DLO 的结构在原核生物中多种多样，在真

核生物中却高度保守[7-9]。真核生物的 DLO 生

物合成起始于 ER 胞质面的磷酸多萜醇(dolichol 
phosphate, Dol-P)[10]，在一系列糖基转移酶

(asparagine-linked glycosyltransferase, Alg)的催

化下依次添加糖基供体，从而形成含有 2 个 N-
乙酰葡糖胺(N-acetylglucosamine, GlcNAc)、9 个

甘露糖(mannose, Man)和 3 个葡萄糖(glucose, 
Glc)的 Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol 特殊寡糖结  
构[11-12]。其中甘露糖基转移酶Ⅰ (mannosyltransferase 
Ⅰ, MT-Ⅰ)定位于 ER 的细胞质侧，利用 GDP-Man
作为供体底物，催化首个 Man 残基转移到 



 
 

魏东芝 等 | 人源 Alg1 蛋白的原核表达及其跨膜结构域性质分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1537 

GlcNAc2-PP-Dol 上，与相邻的 GlcNAc 残基  

以 β-1,4 键连接，形成核心三糖 GlcNAc2Man

结构[13-14]。在人(Homo sapiens)中，MT-Ⅰ由糖基

转移酶 1 (asparagine-linked glycosylation 1, 

Alg1)编码，也被称为人类甘露糖基转移酶 1 

(human mannosyltransferase 1, HMT1)，是一个

由 464 个氨基酸组成的 52.5 kDa 大小非糖基化

Ⅱ型跨膜蛋白[15]。AlphaFold 预测的 HsAlg1 三

维结构如图 1A 所示，在 N 端含有一个跨膜结

构域(transmembrane domain, TMD)，其较低的

可信度可能意味着 HsAlg1 的 TMD 结构存在较

大的不确定性，并且其功能也是未知的。 

2017 年 Li 等[16]开发了酵母 Alg1 (ScAlg1)
的异源表达体系，大量表达了截除跨膜域的

ScAlg1∆TM，并使用液相色谱-质谱联用技术

(liquid chromatography tandem mass spectrometry, 
LC-MS)在体外定量检测蛋白活性。至今尚未见

人源 Alg1 蛋白大量表达的报道。人体中，由 ALG1
基因突变引发的先天性糖基化疾病(congenital 
disorders of glycosylation, CDG)是一种遗传性

病症，严重影响人体的正常发育和生长[17-18]。

ScAlg1 与 HsAlg1 存在非保守的氨基酸位点，

其体外活性检测体系对 HsAlg1 并不完全适用，

因此表达 HsAlg1 蛋白并开发新的、更全面的

HsAlg1 蛋白活性检测技术具有重要的意义。然

而，建立 HsAlg1 活性检测体系存在 2 个难点，即

底物合成困难和蛋白无法大量在体外表达。

HsAlg1 蛋白的底物多萜醇磷酸壳二糖(dolichyl- 
pyrophosphate GlcNAc2, DPGn2)目前依赖于从

猪肝或细胞中提取，过程复杂且价格昂贵[19-20]。

陈征辉等[21]设计了一条简单易行的 DPGn2 合

成路线，为直接表达 HsAlg1 突变蛋白和构建新

的活性检测方法提供了可能。此外，在 Wang
等[22]的研究中，预测的 ScAlg1 和 HsAlg1 的二 

 

 
 

图 1  糖基转移酶 HsAlg1 的结构示意图   A：AlphaFold 预测的三维结构；B：跨膜拓扑预测；C：N
端跨膜结构域示意图。 
Figure 1  The structural diagram of Homo sapiens mannosyltransferase1. A: Three dimensional structures 
predicted from AlphaFold; B: Transmembrane topology prediction; C: Diagram of the N terminal 
transmembrane domain. 
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级结构具有高度保守性，都在 N 端含有 1 个

TMD。因此，为实现高效和稳定地表达 HsAlg1
蛋白，本研究构建了重组质粒 pET28a-His6- 
HsAlg1 和 pET28a-His6-HsAlg123−464，在体外利

用大肠杆菌表达 HsAlg1 蛋白，并深入探究

HsAlg1 的 TMD 对其活性的影响，以期为后续

以 DPGn2 为底物对 ALG1-CDG 相关突变蛋白

活性检测进行研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究使用的原核表达质粒 pET28a 购自默

克公司，扩增菌株和表达菌株为实验室保存的大

肠杆菌 DH5α 和 Rosetta(DE3)，引物合成和基因

测序均由天霖生物科技(上海)有限公司完成。 
1.1.2  主要培养基 

LB 液体培养基、LB 固体培养基和 TB 液

体培养基的配制方法均参考文献 [23]，其中

TBK 液体培养基是在 TB 液体培养基的基础上

添加 2.3 g/L 磷酸氢二钾和 16.4 g/L 磷酸二氢钾

进行配制。121 °C 湿热灭菌 15 min，根据实验

需要添加终浓度为 50 μg/mL 的卡那霉素。 

1.1.3  主要试剂 
生物试剂主要包括：购自宝日医生物技术

(北京)有限公司的限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind 
Ⅲ、PrimeSTAR GXL DNA 聚合酶、Ligation Mix
连接酶和 2×Taq 聚合酶；购自北京全式金生物技术

股份有限公司的二抗 Goat-anti-mouse IgG-HRP、一
抗 Anti-His mouse antibody、1 kb Plus DNA 
Ladder 和 Blue Plus Ⅱ Protein Marker；购自上海

碧云天生物技术有限公司的 Gel-Green Plus 核

酸染料、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒和 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒；购自生工生物工程(上海)
股份有限公司的 SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽

提试剂盒、SanPrep PCR 产物纯化试剂盒、

SanPrep 胶回收试剂盒、琼脂糖和脱脂牛奶；购

自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司的卡那

霉素(kanamycin, Kan)、磷酸二氢钾、三羟甲基

氨基甲烷、2-吗啉乙磺酸和考马斯亮蓝；购自伯乐

(上海)生命科学研究发展有限公司的聚偏二氟乙烯

膜 (polyvinylidene fluoride, PVDF) 和 ClarityTM 
Western ECL Substrate 显色剂。 

化学合成试剂主要包括：购自武汉糖智药业有

限公司的 GDP-Man；购自圣克鲁斯生物技术(上海)
有限公司的全乙酰壳二糖；购自上海阿达玛斯试剂

有限公司的二甲胺、二异丙基氨基锂、焦磷酸四苄

基酯、碳负载钯和四丁基磷酸二氢铵；购自东京化

成工业株式会社的[(S)-tol-binap-RuCl2(p-cymene)]
和三氯乙腈；购自北京百灵威科技有限公司的N,N-
羰基二咪唑(1,1ʹ-carbonyldiimidazole, CDI)；购自伯

乐(上海)生命科学研究发展有限公司的阳离子交换

树脂(AG 50W-X8)和 Supelclean ENVI-Carb 活性

炭 ； 购 自 默 克 公 司 的 薄 层 层 析 (thin-layer 
chromatography, TLC)硅胶板。 

其他常用试剂购自中国国药集团有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  重组质粒 pET28a-His6-HsAlg1 和

pET28a-His6-HsAlg123−464 的构建 
在 NCBI 数据库中检索并下载全长为     

1 392 bp 的 HsAlg1 基因序列，设计上游引物

pET28a-F1 和下游引物 pET28a-R，分别引入酶

切位点 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ，构建 N 端带有 6 个

His 标签的重组质粒 pET28a-His6-HsAlg1。利

用 网 站 DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/ 
DeepTMHMM)对 HsAlg1 蛋白进行跨膜结构域

分析，为了截除 N 端跨膜域(第 1−22 个氨基酸)，
在第 23 个氨基酸前后设计上游引物 pET28a-F2，

并引入酶切位点 BamH Ⅰ，构建 N 端带有 6 个

His 标签的重组质粒 pET28a-His6-HsAlg123−464，

实验所用引物见表 1。将构建的重组质粒

pET28a-His6-HsAlg1 和 pET28a-His6-HsAlg123−464 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in the study 
Primer name Primer sequences (5′→3′) 
pET28a-F1 GGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGAT

CCGCGGCCTCATGCTTG 
pET28a-R CTGTGCTCCCTTTGGTTATGGACACAT

AAAAGCTTGCGGCCGCACTC 
pET28a-F2 CGCGGATCCGAAGCGCTGGCGCCGG

GGGCGGGCGGCCC 
 

转化到扩增菌株感受态细胞 DH5α，涂布于 LB 
(Kan+)固体平板上，挑选单菌落进行 PCR 验证，

阳性结果进一步测序确认。 

1.2.2  重组蛋白 HsAlg1 和 HsAlg123−464 的

表达 
将 构 建 成 功 的 重 组 质 粒 pET28a-His6- 

HsAlg1和 pET28a-His6-HsAlg123−464转入表达菌

株感受态细胞 Rosetta(DE3)中，加入 1 mL 无抗   
性 LB 液体培养基于 37 ℃、220 r/min 摇床预培养

50 min，浓缩至 0.2 mL 涂布于 LB (Kan+)固体平板

上，37 ℃培养箱过夜培养。挑取单菌落接种于 4 mL
的 LB (Kan+)液体培养基中，37 °C、220 r/min 摇床

培养 12 h，获得种子液。100 mL 的 TBK (Kan+)液
体培养基中加入 1 mL 种子液，37 °C、220 r/min 摇

床培养至 OD600=0.8，转入 16 ℃、200 r/min 摇床冷

却培养 1 h 后，加入 100 μL 浓度为 0.1 mol/L 的

IPTG，16 ℃、200 r/min 诱导 18 h。 

1.2.3  重组蛋白粗酶 HsAlg1 的提取 
4 °C、9 000 r/min 离心 3 min 收集诱导后

HsAlg1 菌体，重悬于 8 mL 预冷的裂解 Buffer Ⅰ 
(150 mmol/L 氯化钠，25 mmol/L 三羟甲基氨基

甲烷盐酸盐，pH 8.0)。在 45%的功率下低温超

声破碎 20 min (破碎 5 s，停 5 s)，破碎后的菌

体 4 ℃、4 000 r/min 离心 30 min，收集上清。

上清于 4 °C、15 000 r/min 离心 50 min，收集沉淀，

复溶于 400 µL 预冷的溶膜 Buffer Ⅱ (20.5 mmol/L 
2-吗啉乙磺酸，体积分数 30%的甘油)，搅拌混

匀备用。 

1.2.4  重组蛋白 HsAlg123−464 的纯化 
4 ℃、9 000 r/min 离心 3 min 收集诱导后

HsAlg123−464 菌体，重悬于 10 mL 预冷的裂解

Buffer Ⅰ。在 45%的功率下低温超声破碎 20 min 
(破碎 5 s，停 5 s)，破碎后的菌体加入 30 µL 的

Triton X-100 (总体系的 0.3%)，冰上孵育 30 min
后，4 ℃、4 000 r/min 离心 40 min，收集上清。

上清加入 1 mL 的 Ni NTA Beads，4 °C 旋转结

合 50 min，结合后的上清于 4 ℃、9 000 r/min
离心 3 min，收集沉淀。 

亲和层析柱用 3 mL 裂解 Buffer Ⅰ湿润，加

入上述收集的沉淀后，用 5 mL 裂解 Buffer Ⅰ冲
洗。然后依次用含 20、60、250 mmol/L 的咪唑

裂解 Buffer Ⅰ洗脱蛋白，各梯度洗脱 10 mL 并分

别收集，洗脱液经 SDS-PAGE 检测。将含有干净目

的蛋白的洗脱液加入超滤管在 4 ℃、15 000 r/min
进行浓缩后，重复加入 3 次裂解 Buffer Ⅰ在 4 ℃、

15 000 r/min 进行除盐。 

1.2.5  蛋白质 SDS-PAGE 检测和免疫印迹

分析 
各梯度蛋白样品取 40 µL 加 10 µL 的

5×SDS PAGE Loading Buffer 混匀，100 ℃孵育

3 min。将蛋白凝胶置于电泳装置，处理后的蛋

白样品以 2 µL 等体积加到对应的凝胶槽中，倒

入 SDS-PAGE 缓冲液进行电泳。电泳条件：85 V
恒压进行浓缩胶电泳 25 min，150 V 恒压进行

分离胶电泳 65 min。电泳结束后，将 SDS-PAGE
凝胶浸泡在考马斯亮蓝染液孵育 50 min 后，置

于 100 ℃沸水中煮 15 min 至条带可见，转置清

水中振荡过夜至条带清晰可见。 
免疫印迹中，将电泳完成的 SDS-PAGE 凝胶

转 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛奶，室温摇晃封闭

50 min。封闭结束后，加入一抗(用 5%脱脂牛奶

稀释至 1/5 000 的 Anti-His Mouse mAb)，室温摇

晃孵育 50 min，使用洗膜 Buffer Ⅲ (150 mmol/L
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氯化钠，10 mmol/L 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐，

体积分数 0.1%的吐温-20，pH 8.0)洗涤 3 次，

每次 10 min。加入二抗(用 5%脱脂牛奶稀释至

1/8 000 的 Goat Anti-Mouse IgG HRP)，室温摇

晃孵育 50 min，使用洗膜 Buffer Ⅲ洗涤 3 次，

每次 10 min。用 ClarityTM Western ECL Substrate
显色剂显色，凝胶成像仪曝光，观察显色结果

并拍照。 
利用免疫印迹半定量分析蛋白表达量，纯

化的 GalT 蛋白作为参照蛋白，稀释为 1/200、
1/400、1/600、1/800、1/1 000、1/1 200 这 6 个梯

度，每个梯度取 40 µL 加 10 µL 的 5×SDS PAGE 
Loading Buffer 混匀，100 ℃孵育 3 min，跑

SDS-PAGE 后进行免疫印迹分析。用 Tanon 
lmage 软件分析免疫印迹各个蛋白条带的密度，

拟合参照蛋白条带密度和其稀释浓度的趋势

线，获得线性方程，根据 HsAlg1 蛋白条带密度

计算得到 HsAlg1 蛋白浓度。 

1.2.6  蛋白质 HsAlg1 天然底物 DPGn2 的

合成 
合成天然底物 DPGn2 的方法来自实验室

现有的合成路线[21]，利用高效液相色谱从银杏

叶中分离提取 90C 和 95C 长聚戊烯醇作为

DPGn2 合成的底物。以 90C 长为例，聚戊烯醇

不对称加氢的方法为：在氩气下，取 90C 聚戊

烯醇 (63.9 mg)、氢氧化钾 (6.3 mg)和 [(S)-tol- 
binap-RuCl2(p-cymene)] 催 化 剂 (1.5 mg) 溶 于  
0.5 mL 无水异丙醇，在 84 ℃反应 12 h，减压浓

缩后通过柱色谱法纯化，洗脱剂为 V(甲醇):   
V(二氯甲烷)=40:1，得到淡黄色油状产物 S-聚
戊烯醇。磷酸化 S-聚戊烯醇的方法为[23]：在氩

气下，取 S-聚戊烯醇(31.5 mg)和四丁基磷酸二

氢铵(17.2 mg)溶于 0.5 mL 无水二氯甲烷，加入

16.4 µL 三氯乙腈，常温搅拌 20 min 后旋转蒸

发溶剂；重溶于 0.5 mL 四氢呋喃中，加入 50 µL 

25%的氨水常温搅拌 45 min 后，加入 0.4 mL 甲

醇:甲苯混合溶液(体积比为 1:1)常温搅拌 20 min 后

旋转蒸发溶剂，通过柱色谱法纯化，洗脱剂为 V(二
氯甲烷):V(甲醇):V(1%氨水)=120:10:1，得到粗产

物，用离子交换色谱柱(AG 50W-X8 作为填料，

20%的乙醇作为洗脱剂)进一步纯化，得到白色

固体 S-聚戊烯醇磷酸。磷酸化壳二糖与磷酸化

S-聚戊烯醇耦联的方法为：在氩气下，取磷酸

化壳二糖(4.1 mg)溶于 0.1 mL 无水甲醇，加入

0.1 mL 三乙胺反应 10 min，旋转蒸发溶剂后重

溶于 0.1 mL 无水 N,N-二甲基甲酰胺，加入溶于

0.2 mL 无水 N,N-二甲基甲酰胺的 CDI (5 mg)，室

温搅拌 1.5 h，加入 2 µL 甲醇室温搅拌 30 min，
淬灭所有未反应的 CDI；再加入溶于 0.6 mL 无

水二氯甲烷的 S-聚戊烯醇磷酸(16.6 mg)，室温

搅拌 48 h，加入 0.8 mL 甲苯旋转蒸发终止反应，

通过柱色谱法纯化，洗脱剂为 V(三氯甲烷):  
V(甲醇):V(1%氨水)=100:10:1，得到白色固体 S-
聚戊烯醇全乙酰壳二糖。在碱性条件下，脱除

壳二糖的乙酰基，得到最终产物 DPGn2。 

1.2.7  重组蛋白 HsAlg1 和 HsAlg123−464 的

活性检测 
重组蛋白的酶促反应条件：1 µL 底物受体

DPGn2 (0.1 mol/L)、1.5 µL 糖基供体 GDP-Man 
(0.1 mol/L)、3 µL 重组蛋白(0.05 mg/mL)和 1 µL 
MgCl2 (1 mol/L)加入 43.5 µL 酶学反应缓冲液

Buffer Ⅳ (13 mmol/L 2-吗啉乙磺酸，3.85 mmol/L
柠檬酸三钾，1 mol/L 蔗糖，1 mmol/L 二硫苏糖

醇，体积分数 0.1%的乙基苯基聚乙二醇，pH 
6.5)，总体积为 50 µL，37 °C 反应 3.5 h。反应

结束后加入 50 µL 盐酸(40 mmol/L)，100 °C 酸

解 50 min。固相萃取柱纯化糖链，冷冻干燥收

集后的糖链，重溶于 60 µL 80%乙腈溶液，加

入进样小瓶用 LC-MS 检测分析。LC-MS 条件：

质谱模式为阳离子模式；色谱柱为氨基柱   
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(1.7 µm，2.1 mm×150 mm)；样品进样量 10 µL；

柱温 40 °C；流速为 0.2 mL/min；流动相 A 为

乙腈，流动相 B 为水；流动条件为 0–2 min 的

80%流动相 A，2–15 min 的 80%–50%流动相 A。 

2  结果与分析 
2.1  重组蛋白的表达与纯化 

利用DeepTMHMM网站对糖基转移酶HsAlg1
的氨基酸序列进行跨膜结构域 (transmembrane 
domain, TMD)分析，从图 1B 可以看出，其 N
端第 1−22 位的氨基酸是 1 个 TMD，另外在第

50−200 位的氨基酸中含有多个膜结合区域。图

1C 为 HsAlg1 蛋白与膜组分的相互作用结构示

意图，由于磷酸多萜醇 (dolichol phosphate, 
Dol-P)嵌合于内质网膜的内部结构中，推测在

N-糖基化合成过程中 HsAlg1 的 TMD 对识别

Dol-P 具有重要作用。本研究构建了 pET28a- 
His6-HsAlg1 和 pET28a-His6-HsAlg123−464 重组质

粒，HsAlg1 的基因大小为 1 392 bp，HsAlg123−464

的基因大小为 1 327 bp，构建的质粒分别用限制

性内切酶处理，PCR 扩增目的基因条带，结果

如图 2A 所示，核酸凝胶电泳验证条带大小在   
1 000–1 500 bp 之间，符合目的基因条带大小。

抽提质粒进行测序，测序结果与 NCBI 中的人源

ALG1 基因序列比对，确认 pET28a-His6-HsAlg1
和 pET28a-His6-HsAlg123−464 质粒无碱基错配并

构建成功。 
将上述成功构建的重组质粒导入表达菌株

Rosetta(DE3)中，诱导后的 HsAlg1 (55.9 kDa)
和 HsAlg123−464 (50.1 kDa)重组蛋白利用免疫印

迹法检测表达结果。结果如图 2B 所示，加入

IPTG 的 HsAlg1 和 HsAlg123−464 蛋白均成功表

达，免疫印迹显示的条带大小与理论分子量一

致。作为膜蛋白的 HsAlg1 在破碎离心时主要存

在于沉淀之中，虽然 HsAlg123−464 蛋白截除了 N
端含有 22 个氨基酸的 TMD，但由于 50−200 位

的氨基酸序列仍含有多个膜结合区域，在破碎

离心时也大量存在于沉淀之中。 
 

 
 

图 2  糖基转移酶 HsAlg1 和 HsAlg123−464 的表达和纯化   A：PCR 扩增结果(M: DNA marker)；B：诱

导表达蛋白的 Western blotting 结果；C：纯化蛋白的 SDS-PAGE 结果(M: Protein marker)。“–”为未加入

IPTG 诱导；“+”为加入 IPTG 诱导。 
Figure 2  Expression and purification of HsAlg1 and HsAlg123−464. A: PCR amplification results (M: DNA 
marker); B: Western blotting result of induced protein expression; C: SDS-PAGE result of protein purification 
(M: Protein marker). “−” represents without IPTG induction; “+” represents with IPTG induction. 
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图 2C 显示了重组蛋白的纯化结果，HsAlg1

在 Rosetta(DE3)中表达量较低，为了表达更多

蛋白，用 3 L TBK (Kan+)液体培养基扩大培养，

SDS-PAGE 检测纯化后的浓缩液，在 50–70 kDa

之间发现 1 条与理论分子量相符的条带，但纯化

后的条带并不单一纯净，如图 2C 左侧所示。相

比之下，HsAlg123−464 蛋白表达量较高，对含有

HsAlg123−464 蛋白的 250 mmol/L 咪唑洗脱液进行

浓缩处理，SDS-PAGE 检测的条带单一纯净，如

图 2C 右侧所示，产量约 1.75 mg/100 mL 培养基。 

2.2  半定量分析重组蛋白的活性蛋白

表达量 
HsAlg1 和 HsAlg123−464 蛋白的活性检测结

果显示，纯化后的重组蛋白均未展现活性，因

此后续采用重组蛋白的粗酶进行活性检测。图

3A 显示了重组蛋白 HsAlg1 和 HsAlg123−464的总

蛋白和活性蛋白表达量，2 个重组蛋白的表达

量不均一，其中 HsAlg123−464 活性蛋白表达量较

高。使用半定量分析方法计算 2 个重组蛋白的

活性蛋白表达量，为了后续能够在相同的蛋白

浓度条件下对比 2 个粗酶的活性(图 3B)。 

外源基因在大肠杆菌 (Escherichia coli)中

高水平表达时，通常会形成包涵体，包涵体是

由膜包裹的高密度、不溶性蛋白质颗粒，其分

子量与正常蛋白大小一致，但不具备生物学活

性[24]。从图 3A 左侧可以看出，在泳道 1 和泳

道 2 中发现 HsAlg1 可溶蛋白的特异性条带，泳

道 3 中没有条带显示，说明 HsAlg1 蛋白在表达

过程中没有包涵体的生成；图 3A 右侧可以看出，

HsAlg123−464 蛋白 3 个泳道中都有条带显示，说

明 HsAlg123−464 蛋白在表达过程中有包涵体的生

成，并且通过计算分析，包涵体占总蛋白的

45.5%。主要原因是截除 N端TMD 的HsAlg123−464

蛋白大量表达，使蛋白没有充足的时间进行折

叠，从而产生除功能性蛋白外的包涵体。 

图 3B 展示了 Alg1 重组蛋白粗酶表达量的

半定量分析结果，用免疫印迹方法分别检测目

标蛋白和参照蛋白的表达量。在 HsAlg1 粗酶表

达量的分析中，将 GalT 蛋白作为参照蛋白稀释

成 6 个不同梯度，利用 Tanon lmage 软件分析蛋

白条带密度，绘制 GalT 蛋白条带密度和其稀释

浓度的线性曲线，计算得到 HsAlg1 蛋白的浓度

为 22 μg/mL，是 GalT 蛋白量的 1/261。同样，

在 HsAlg123−464 活性蛋白表达量的分析中，将

HsAlg1 蛋白作为参照蛋白，半定量结果显示

HsAlg123−464 活性蛋白的浓度为 900 μg/mL，是

HsAlg1 蛋白量的 41 倍。 
 

 
 

图 3  免疫印迹检测 Alg1 重组蛋白的表达水平   
A：重组蛋白表达及其活性蛋白的检测。左图为

HsAlg1 蛋白表达的免疫印迹；右图为 HsAlg123−464

蛋白表达的免疫印迹；泳道 1 为总蛋白；泳道 2
为活性蛋白；泳道 3 为包涵体。B：活性蛋白表

达量的半定量分析。 
Figure 3  Detection of Alg1 recombinant protein 
expression levels by Western blotting. A: Detection 
of recombinant protein expression and active 
protein. Left panel represents the Western blotting 
for HsAlg1 expression; Right panel represents the 
Western blotting for HsAlg123−464 expression; Lane 
1 represents total protein; Lane 2 represents active 
protein; Lane 3 represents inclusion bodies. B: Semi- 
quantitative analysis of active protein expression levels.  
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2.3  重组蛋白 HsAlg1 的活性检测 
人体多萜醇 DPGn2 由 17−21 个异戊二烯单

元构成[25]，为了制备与人体长度相同的脂肪链，

本研究从银杏叶中分离纯化得到 90C 和 95C 长

的聚戊烯醇。以聚戊烯醇和全乙酰壳二糖为底

物，通过 6 步化学反应，得到与人体结构一致

和长度相同的 S-构型 DPGn2 (图 4A)，为重组

蛋白 HsAlg1 和 HsAlg123−464 的活性检测提供底

物。图 4B 为重组蛋白 HsAlg1 以 DPGn2 为底

物检测其相对活性的操作示意图。 

 

 
 

图 4  LC-MS 定量分析糖基转移酶 Alg1 活性    A ：底物 DPGn2 的基质辅助激光解吸

(matrix-assistedlaserdesorption/ionization, MALDI)分析结果；B：Alg1 蛋白活性检测的反应流程图；C：

LC-MS 检测重组蛋白 HsAlg1 的转化率；D：LC-MS 检测重组蛋白 HsAlg123−464 的转化率。 
Figure 4  LC-MS analysis to quantify Alg1 activity. A: Matrix-assistedlaserdesorption/ionization (MALDI) 
analysis result of DPGn2; B: Reaction flowchart for detecting Alg1 protein activity; C: Conversion rate 
detection of recombinant protein HsAlg1 using LC-MS; D: Conversion rate detection of recombinant protein 
HsAlg123−464 using LC-MS. 
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运用 LC-MS 方法检测酶促体系反应后的

底物 Gn2 和产物 Gn2Man1 的含量。图 4C 展示

了重组蛋白 HsAlg1 粗酶反应 3.5 h 后的转化结

果，其底物的出峰时间为 8–9 min，产物的出峰

时间为 11–12 min，通过对底物和产物的峰面积

计算发现，在未优化反应体系的情况下，HsAlg1
粗酶的转化率能达到 21.5%。为了排除蛋白表

达中其他组分的干扰，本研究还采用纯化后的

重组蛋白 HsAlg1 进行活性检测，反应条件一

致，但 LC-MS 结果中没有检测到底物 Gn2Man1
的生成，转化率从 21.5%降为 0，纯化后的重组

蛋白 HsAlg1 反应活性丧失(图 4C)。为了探究纯

化后 HsAlg1 蛋白活性丧失的原因，在此反应条

件上添加未携带外源基因的 E. coli 膜组分，转

化率从 0 提升至 2.9%，活性得到部分恢复，但

未能达到粗酶原有的活性水平。 

2.4  重组蛋白 HsAlg123−464 的活性研究 
截除跨膜结构域的 ScAlg1具有较高的活性

和较强的稳定性[16]。为了方便后续对重组蛋白

HsAlg1 的纯化，减小反应条件带来的误差，本

研究构建了截除 N 端跨膜域的重组质粒

pET28a-HsAlg123−464，通过表达和纯化获得重组

蛋白 HsAlg123−464。检测底物、方法和流程与重

组 蛋 白 HsAlg1 一 致 ， 利 用 LC-MS 检 测

HsAlg123−464 转化率并分析其活性。 
图4D展示的为纯化后的重组蛋白HsAlg123−464

转化率，在 LC-MS 结果中没有检测到底物

Gn2Man1 的生成，转化率为 0，纯化后的重组

蛋白 HsAlg123−464 不具有活性。为了排除是纯化

原因导致重组蛋白 HsAlg123−464 丧失活性，检测

重组蛋白 HsAlg123−464 粗酶的转化率，在半定量

分析中，2 个粗酶活性蛋白浓度表达量不一致，

为了保持反应条件一致，粗酶 HsAlg123−464 蛋白

浓度稀释为原来的 1/41，其 LC-MS 结果仍未检

测到底物 Gn2Man1的生成，转化率为 0 (图 4D)。

综上所述，重组蛋白 HsAlg123−464 不具有活性。 

3  讨论与结论 
为了深入研究 HsAlg1 蛋白的表达及其活

性的检测，本研究利用 LC-MS 技术在体外定量

检测 HsAlg1 蛋白活性，然而面临两大挑战：一

是底物 DPGn2 的合成，二是 HsAlg1 蛋白的体

外表达与定量检测。在 DPGn2 的合成方面，本

研究应用陈征辉等[21]开发的化学合成法，合成

与天然底物结构一样的 DPGn2，用于 HsAlg1
的活性检测。在未优化酶促反应条件的情况下，

HsAlg1 的粗酶能将 DPGn2 转化为 DPGn2Man1，
转化率达到 21.5%，这显示出大肠杆菌表达得

到的 HsAlg1 蛋白在体外酶活性检测中的应用

潜力。 
除了全长的 HsAlg1 外，本研究还构建了截除

跨膜结构域的重组质粒 pET28a-His6-HsAlg123−464，

以期提高蛋白的体外纯化效率。然而，表达量

分析发现虽然 HsAlg123−464 蛋白的表达量比

HsAlg1 显著提升，但其中近半数为包涵体，不

具有蛋白活性。进一步对纯化后的 HsAlg123−464

蛋白及其粗酶进行转化率分析，在 LC-MS 结果

中均未检测到产物 Gn2Man1 的生成，这一结果

显示跨膜结构域对 HsAlg1 蛋白在底物识别过

程中具有重要作用。此外，还对纯化后的

HsAlg1 蛋白进行了活性检测分析，同样在其

LC-MS 结果中未发现产物 Gn2Man1 的生成。

在纯化的 HsAlg1 蛋白反应体系中添加膜组分

后，观察到反应转化率从 0 提升至 2.9%，表明

膜组分的加入对 HsAlg1 蛋白活性有一定的恢

复作用，但提升幅度相对有限。 
综上所述，本研究表达并检测了 HsAlg1

和 HsAlg123−464 蛋白活性，发现 HsAlg1 蛋白跨

膜结构域的存在对维持其活性和功能中起重要

作用。由于膜蛋白的结构解析面临多方面的困
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难，导致膜蛋白的结构数据在 Protein Data Bank
数据库中相对较少，仅占不到 1%的比例。本研

究为以后解析 Alg1 膜蛋白的结构与功能提供了

参考，同时也为深入研究 ALG1-CDG 疾病的发

病机制以及开发潜在的治疗策略奠定了基础。 
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