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摘  要 : 自组装双亲短肽 (Self-assembling amphipathic peptides，SAPs) 是一类亲疏水氨基酸按一定规律分布、

具有自聚合效应的短肽，融合在酶蛋白 N 端时，具有促进表达和稳定化的功能。根据前期研究结论，设计一条

全新的基于 SAPs (S1vw，HNANARARHNANARARHNANARARHNARARAR) 的可促进融合蛋白表达和稳定性，

并可用于镍柱亲和层析的多功能短肽标签，在大肠杆菌表达系统中，将 S1vw 以 PT-linker (PTPPTTPTPPTTPTP)

融合在碱性果胶酶 (Alkaline polygalacturonate lyase，PGL)、脂肪氧合酶 (Lipoxygenase，LOX) 及绿色荧光蛋白

(Green fluorescent protein，GFP) 的 N 末端时，与对应的野生型相比，PGL 及 LOX 的粗酶活分别提高了 3.1 倍和

1.89 倍，GFP 的荧光强度提高了 16.22 倍。S1vw 的 3 种融合酶均可用镍柱进行亲和纯化，并具有较高的回收率。

PGL 及 LOX 在对应的热处理条件下，与野生型相比，半衰期分别提高了 2.16 倍和 3.2 倍。将 GFP-S1vw 在枯草

芽孢杆菌及毕赤酵母表达系统中表达，发现在枯草芽孢杆菌中融合蛋白表达量提高明显，但在毕赤酵母中表达量

几乎没有改变。说明在原核表达体系中，S1vw 可作为一种新型的促表达、稳定化及可纯化的多功能标签。 

关键词 : 自组装双亲短肽，融合蛋白，表达量，热稳定性，纯化，表达宿主 

Development of a purification tag to produce thermostable 
fused protein 
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Abstract:  Self-assembling amphipathic peptides (SAPs) have alternating hydrophilic and hydrophobic residues and can 

affect the thermal stabilities and catalytic properties of the fused enzymes. In this study, a novel multifunctional tag, S1vw 

(HNANARARHNANARARHNANARARHNARARAR) was developed to modify fused enzymes. After fusing S1vw at the 
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enzymes/proteins N-terminus through a PT-linker, the crude enzymatic activities of polygalacturonate lyase and lipoxygenase 

were enhanced 3.1- and 1.89-fold, respectively, compared to the wild-type proteins. The relative fluorescence intensity of the 

green fluorescent protein was enhanced 16.22-fold. All the three S1vw fusions could be purified by nickel column with high 

purities and acceptable recovery rates. Moreover, S1vw also induced the thermostabilities enhancement of the fusions, with 

polygalacturonate lyase and lipoxygenase fusions exhibiting 2.16- and 3.2-fold increase compared with the corresponding 

wild-type, respectively. In addition, S1vw could enhance the production yield of green fluorescent protein in Escherichia coli 

and Bacillus subtilis while the production of GFP and its S1vw fusion changed slightly in Pichia pastoris. These results 

indicated that S1vw could be used as a multifunctional tag to benefit the production, thermal stability and purification of the 

fusion protein in prokaryotic expression system. 

Keywords:  self-assembling amphipathic peptides, fusion enzymes, production yield, thermal stability, purification, expression 

host 

微生物发酵已逐渐应用于多种酶蛋白的工业

化生产过程中。目前，如何获得高产量、高稳定

性及高催化效率的多功能酶蛋白是酶催化工业应

用的主要瓶颈问题[1]。虽然通过基因工程和蛋白

质工程等手段可以对酶蛋白本身进行改造，利用

合适的表达宿主或优化培养条件可使得微生物对

酶进行高效异源表达，但实际生产中还是经常面

临着蛋白低可溶表达、稳定性差、催化效率低和

难分离纯化等诸多问题[2]。利用分子生物学技术

可以将不同酶分子融合表达成为符合工业需求的

多功能酶，可应用于多功能催化体系的研究中并

显示出重要的理论和应用研究价值[3]。此外，末

端融合功能肽的方法对酶蛋白的表达量及催化性

质的改造已取得广泛显著成果[4-6]。在无需酶蛋白

的晶体结构信息的条件下进行末端融合，可有效

促进其异源表达产量及相关酶学性质[7]。 

由亲疏水氨基酸按照一定规律分布组成的自

组 装 双 亲 短 肽  (Self-assembling amphipathic 

peptides，SAPs) 被 Lu 等首次应用于脂肪氧合酶

(Lipoxygenase，LOX，EC 1.13.11.12) 的热稳定性

及催化效率改造[5]。其中，来源于酵母 Zution 蛋

白中的 SAP (S1，AEAEAKAKAEAEAKAK) 对环

糊精转移酶[8]、腈水合酶[9]、碱性淀粉酶[10]及碱

性果胶酶[11]的蛋白表达量、热稳定性及催化效率

均有一定促进作用。基于此，具有与 S1 类似氨基

酸组成和排布方式的 SAP (S1v1，AEAEAHAHAE 

AEAHAH)被开发并应用在多个酶蛋白的异源表

达过程中，其融合蛋白在大肠杆菌中的表达量、

稳定性及催化效率均有所提高，且 S1v1 内的组氨

酸可用于融合酶的镍柱亲和层析，其纯化效率较

His-tag 纯化效率明显提高[12]。S1 与 S1v1 之间的

4 个氨基酸残基的差异，说明氨基酸组成对 SAPs

融合酶表达量有着重要影响。此外，氨基酸的突

变会引入相应密码子的改变，诸多研究证明密码子

对异源基因转录和翻译过程有重要影响[13-14]。故

根据前期研究结论，对 SAPs 合理的改造和修饰

可以进一步提高其多功能应用效果。 

本研究提出一条全新的多功能 SAP(S1vw，

HNANARARHNANARARHNANARARHNARAR

AR)，其可促进重组融合蛋白表达和稳定性，同时可

作为一种用于镍柱亲和层析的多功能蛋白标签。并

将其应用到碱性果胶酶 (Alkaline polygalacturonate 

lyase，PGL)、脂肪氧合酶(Lipoxygenase，LOX) 及

绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein，GFP) 中验

证其作用效果。此外以 GFP 为模式蛋白，研究 S1vw

在不同表达体系 (大肠杆菌、枯草芽孢杆菌及毕赤酵

母) 中的促表达功效。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli JM109 作为质粒的

克隆宿主。酶/蛋白表达宿主 E. coli BL21(DE3)、

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis W600 及毕赤酵母
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Pichia pastoris GS115 由本实验室保存。 

含有 PGL 表达基因的质粒 pET-22b(+)/pgl、

含有 LOX 表达基因的 pET-22b(+)/lox 质粒及含有

GFP 表达基因的 pET-22b(+)/gfp 质粒由本实验室

前期构建并保存 (图 1A)[12]。S1 的 PGL 融合酶

(PGL-S1)表达质粒 pET-22b(+)/pgl-S1 及 S1v1 的

PGL 融 合 酶  (PGL-S1v1) 表 达 质 粒 pET-22b 

(+)/pgl-S1v1 由本实验室保存。pPIC9K 质粒及

pP43NMK 质粒购于 TaKaRa (大连) 公司。 

1.1.2  试剂 

Prime STAR (HS) DNA 高保真聚合酶、DNA

片段回收试剂盒、质粒提取试剂盒、限制性内切

酶及大肠杆菌感受态制备试剂盒均购于 TaKaRa 

(大连) 公司。异丙基-β-D 硫代半乳糖苷(IPTG)、

氨苄青霉素、卡那霉素及遗传霉素 G418 均购于

生工生物工程 (上海) 股份有限公司。NuPAGE® 

Novex® Bis-Tris 预制凝胶及所用标准蛋白 marker

购自 Life Technologies 公司。一步克隆反应

ClonExpressTM Ⅱ试剂盒购于南京诺唯赞公司。

DNA 片段合成、引物合成及测序由生工生物工程

(上海) 股份有限公司完成。所用相关底物等均购

于 Sigma 公司，其他常规试剂均为国产或进口分

析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  S1vw 融合酶突变体的构建 

自组装双亲短肽 S1vw (HNANARARHNANA 

RARHNANARARHNARARAR) 连 同 PT-linker 

(PTPPTTPTPPTTPTP)的编码基因由生工生物工

程  ( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司 合 成 并 插 入 至

pET-22b(+)/pgl、pET-22b(+)/lox、pET-22b(+)/gfp

的 NdeⅠ和 XhoⅠ酶切位点之间，分别获得

PGL-S1vw、LOX-S1vw 和 GFP-S1vw 融合酶的表

达质粒 pET-22b(+)/pgl-S1vw、pET-22b(+)/lox-S1vw

和 pET-22b(+)/gfp-S1vw (图 1B)。并将 pET-22b(+)/ 

gfp-S1vw 质粒作为模板，以表 1 中所列对应引物

进行聚合酶链式反应(PCR)获得融合酶的表达基

因片段，并用一步克隆酶融合至线性化的质粒

pP43NMK 及 pPIC9K 中，获得在枯草芽孢杆菌及

毕赤酵母中的 pP43NMK/gfp-S1vw 和 pPIC9K/ 

gfp-S1vw 表达质粒 (图 1B)。并用引物对 DS-pP43-F/ 

DS-pP43-R 和 DS-9K-F/DS-9K-R 分别将 S1vw 和

PT-linker表达基因从pP43NMK/gfp-S1vw和pPIC9K/ 

gfp-S1vw 中缺失，获得在枯草芽孢杆菌及毕赤酵母

中表达的野生型 GFP (图 1A)。 

 

表 1  本文所用引物序列表 

Table 1  Oligonucleotides used for mutagenesis 
Primer name Sequence (5–3) Use 

gfp-pP43-F AATGTACACCATAACGCGAACGCTCGA gfp fragment used to  
insert into pP43NMK gfp-pP43-R CTTTCATCATTATTTGTATAGTTCATC 

gfp-9K-F TACGTAGAATTCATGCACAACGCGAACG gfp fragment used to  
insert into pP43NMK gfp-9K-R TGCGGCCGCAAGCTTTTATTTGTATAGTTCATC 

pP43-F GTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATG pP43NMK linearized 

pP43-R TGATGAAAGCTTGGCGTAATC 

9K-F CATGAATTCTACGTAAGCTTCAGCCTCTC pPICK linearized 

9K-R AAGCTTGCGGCCGCACTCGAG 

DS-pP43-F GTGTACATTCCTCTCTTACCTATAAT S1vw deletion 

DS-pP43-R GGTAAGGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG 

DS-9K-F CATGAATTCTACGTAAGCTTCAGCCTCTCT S1vw deletion 

DS-9K-R GGTAAGGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG 
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图 1  重组质粒构建 

Fig. 1  Construction of the recombinant plasmids. (A) 
Wild-type enzyme/protein. (B) S1vw fusions. 

 

1.2.2  大肠杆菌发酵培养条件 

种子培养：挑取单菌落接入种子培养基[7]装

液量为 25 mL 的三角瓶 (250 mL) 中，培养温度

37 ℃，摇床转速 200 r/min，培养 12 h。 

发酵培养：按 3% (V/V) 的接种量接入装液量

为 25 mL 的三角瓶 (250 mL) 的发酵培养基中，

培养温度 37 ℃，当 OD600 达到 0.6 时加入 IPTG

诱导，并同时调整温度到该酶最适宜的诱导温度

下培养。 

培养条件：PGL：IPTG 0.04 mmol/L，30 ℃

下培养 48 h；LOX：IPTG 1 mmol/L，20 ℃下培

养 48 h；GFP：IPTG 0.05 mmol/L，25 ℃下培养

24 h。 

1.2.3  S1vw 的 GFP 融合酶在不同表达宿主中的

培养条件 

大肠杆菌培养参照文献[7]完成。枯草芽孢杆

菌培养参照文献[15]完成。毕赤酵母菌培养参照

文献[16]完成。 

1.2.4  酶活及荧光检测方法 

碱性果胶酶  (PGL)[17]的酶活测定方法参照

前期研究。 

由于脂肪氧合酶 (LOX) 为胞内表达，故取

一定的菌体，用 20 mmol/L 磷酸盐缓冲液 (pH 7.5)

清洗 2 次，用相同体积的缓冲液悬浮 (使得

OD600=5)，破壁后，离心取上清液，按照前期研

究方法测定 LOX 酶活[18]。 

绿色荧光蛋白 (GFP) 检测方法：在避光条件

下将荧光样品进行一定的稀释，采用多功能酶标

仪 (BioTek，Winooski，VT，USA) 进行荧光强

度检测，缓冲液 A (20 mmol/L 磷酸盐缓冲液，pH 7.5) 

作为空白对照。 

1.2.5  酶/蛋白的分离纯化 

A 液：20 mmol/L 磷酸盐缓冲液，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L 咪唑。 

B 液：20 mmol/L 磷酸盐缓冲液，500 mmol/L 

NaCl，500 mmol/L 咪唑。 

20 mmol/L 的 pH 7.5 的磷酸盐缓冲液配   

制方法：190 mL 20 mmol/L NaH2PO4 与 810 mL 

20 mmol/L Na2HPO4 均匀混合。 

野生型 PGL 和 PGL-S1[17]、野生型 LOX[18]

的纯化分别参照前期研究方法进行操作。野生型

GFP 采用盐析方法进行初步富集和阴离子亲和层

析进行纯化，操作过程参照前期报道[19]。 

PGL-S1vw 、 PGL-S1v1 、 LOX-S1vw 及

GFP-S1vw 融合酶采用镍柱亲和层析。含有目的蛋

白的胞外发酵液或胞内上清液经过 0.22 μm 滤膜

过滤后作为待纯化样品。用缓冲液 A 以 1 mL/min

的流速平衡 HisTrap 5 mL FF 纯化柱。将含有重组

融合酶样品以 1 mL/min 流速上样，并用缓冲液 A

洗脱未结合蛋白，平衡纯化柱。将结合在镍柱上

的蛋白分别用 8%的缓冲液 B、60%的缓冲液 B 及

100%的缓冲液 B 进行梯度洗脱并收集含有目的

蛋白的组分。 

所获得的目的蛋白溶液使用 5 mL HiTrap 

Desalting 纯化柱用缓冲液 A 以 5 mL/min 的流速

进行脱盐处理，所得蛋白样品于 4 ℃保存。 

1.2.6  蛋白电泳分析及蛋白浓度测定 

SDS-PAGE 分析，使用 Life Technologies 公司

预制胶 NuPAGE® Novex® Bis-Tris，操作步骤详见说

明书。以 0.1% (W/V) 考马斯亮蓝 R-250 进行染色。 
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采用 Bradford 方法测定蛋白质浓度，以牛血

清蛋白作为标准蛋白测定蛋白浓度标准曲线。具

体操作参照试剂盒说明书。 

1.2.7  酶的热稳定性测定方法 

重组 PGL 及其突变体的热稳定性以 60 ℃下

的半衰期 (t1/2，min) 来表示。将纯化并除盐后的

PGL 用缓冲液 A 稀释至一定浓度，在 60 ℃下保

温，每隔 3 min 测定残余酶活。 

脂肪氧合酶热稳定性测定方法：将纯化后的

酶用缓冲液 A 稀释到蛋白浓度为 100 μg/mL 并在

50 ℃保温，间隔测定残余酶活，计算 t1/2。t1/2 按

照文献所述方式进行拟合计算[20]。 

2  结果与分析 

2.1  多功能肽 S1vw 序列的设计 

S1 类 SAPs 融合在酶蛋白 N 端时具有促进融

合酶表达和稳定化的功能[12]。前期研究结果表明[21]，

蛋白质翻译过程中，新生肽链 N 端的正电荷氨基

酸残基能与带负电的核糖体相结合，从而减缓蛋

白质翻译速率，促进蛋白质表达产量。为强化 S1

类 SAPs 的促表达功能，提出 S1vw 短肽，在其中

引入不带电的天冬酰胺残基  (N) 和带正电荷的

精氨酸残基 (R)，使其整体呈现净电荷为正。常

用的组氨酸标签 His-tag (HHHHHH) 含有 6 个组

氨酸，关于 S1v1 的研究结果显示[12]，4 个组氨酸

残基即可实现良好的纯化效果，且组氨酸残基在

蛋白质分子中均匀分布，可防止其被包埋[22]。故

在 S1vw 内部均匀插入 4 个组氨酸 (H)，最终确定

S1vw 的氨基酸序列为 HNANARARHNANARA 

RHNANARARHNARARAR，以期融合在酶蛋白

N 端时，既可促进融合酶的表达量和稳定性，又

可作为镍柱纯化的多功能蛋白标签。 

2.2  S1vw 融合酶表达质粒的构建 
S1vw (HNANARARHNANARARHNANARA 

RHNARARAR) 是根据 S1及 S1v1序列优化而来。

为研究其对不同酶蛋白的表达量、稳定性等的影

响，本研究构建 PGL、LOX 及 GFP 的 S1vw 融合

酶突变体 (图 1)，在大肠杆菌中进行异源表达。

并将 GFP-S1vw 在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌及毕

赤酵母中进行表达，比较其表达量差异。研究

S1vw针对不同酶/蛋白和 S1vw在不同表达系统的

普适性应用效果。 

2.3  S1vw 对不同酶/蛋白表达量的影响 

在大肠杆菌表达系统中，PGL 胞外表达，而

LOX 和 GFP 胞内表达。分别测定 PGL 的胞外酶

活、LOX 的胞内酶活和 GFP 表达菌的全细胞荧光

强度。结果如图 2 所示，分别在 3 种酶/蛋白的 N

端融合 S1vw 后，融合酶/蛋白的表达量明显提高。

PGL 的融合酶  (PGL-S1vw) 的胞外酶活提高至

原野生型 PGL 的 3.1 倍，与 PGL-S1 和 PGL-S1v1

相比，分别提高了 1.2 倍和 0.95 倍，说明相较于

S1 和 S1v1，S1vw 促表达效果更佳。LOX 的融合

酶(LOX-S1vw) 的胞内酶活较野生型提高了 1.89倍。

在相同处理条件下，GFP-S1vw 的荧光强度 (荧光

强度/菌浓 OD600) 是 GFP 的 16.22 倍。SDS-PAGE

分析也表明融合 SAPs 后条带变粗，且蛋白分子

量也发生一定变化，说明 N 端融合 S1vw 后，酶/

蛋白表达量显著提高。 

2.4  S1vw 对不同酶蛋白纯化效率的影响 

野生型 PGL、LOX 及 GFP 不能直接用镍柱

亲和层析进行纯化，由于野生型表达过程中蛋

白含量较低，往往需要进行一步硫酸铵或乙醇富

集的工序，导致整个过程中蛋白质回收率较低。

表 2 详细比较了野生型 PGL、LOX 及 GFP 与所

对应的 S1vw 融合酶在不同纯化条件下的回收率。

结果显示，在不经过任何预处理的条件下，S1vw 的

3 种融合酶的回收率分别达到 55.43%、34.22%和

64.35%。而所对应的野生型 PGL、LOX 及 GFP，
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在相同条件下几乎不能被有效纯化，经过硫酸铵

和乙醇沉淀富集后用对应的方法进行纯化[17-19]，

回收率分别为 20.45%、26.22%和 36.54%。 

此外，前期研究表明 S1v1 短肽也具有纯化功

能[12]，如表 2 所示，相同条件下 PGL-S1v1 与

PGL-S1vw 的回收率相近，说明 S1vw 保持了 S1v1

的纯化功能。纯化后蛋白电泳分析如图 3 所示。

且需要说明的是，前期研究已经证明 PGL 和 LOX

的 His-tag 融合酶在相同条件下不能用镍柱纯化，

GFP 的 His-tag 融合酶在与 GFP-S1vw 相同的纯化

条件下回收率仅有 8%[12]。 

2.5  S1vw 对不同酶蛋白稳定性的影响 

为比较 S1vw 对不同酶的稳定性及催化活性

的影响，测定纯化后的野生型 PGL、LOX 及融合

酶的比酶活及半衰期。结果显示(图 4 和图 5)，

PGL-S1vw 在 60 ℃下的半衰期由 5.2 min 提高至

16.43 min，比酶活 279.14 U/mg提高至 758.9 U/mg。

LOX-S1vw 在 50 ℃下半衰期由 9.4 min 提高至

29.78 min，比酶活由 32.5 U/mg 提高至 82.3 U/mg。

此外，与 PGL-S1 和 PGL-S1v1 相比 [12]，S1vw

进一步促进了 PGL 的热稳定性和催化活性   

(图 4)。  

 

 
 

 

图 2  酶/蛋白及其对应的 SAPs 融合酶表达量分析 

Fig. 2  The production yield analysis of the PGL, LOX and the corresponding fusion. M: molecular weight standard of 
protein. (A) The crude enzymatic activities of PGL, LOX and the corresponding fusion. (B) SDS-PAGE analysis of the 
recombinant proteins. 
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表 2  酶/蛋白纯化收率表  

Table 2  Purification yield of the recombinant enzymes/proteins 

Enzymes Purification steps Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Yield (%)

PGL Crude enzyme 60.26 3 325.32 55.24 100.00 

Ammonium sulfate  
precipitation 

6.35 2 573.51 405.26 77.43 

Cation exchange  
chromatography 

1.24 526.17 424.33 20.45 

LOX Crude enzyme 73.40 3 908.74 53.25 100.00 

Ethanol precipitation 6.78 3 126.40 461.12 80.29 

Anion exchange  
chromatography 

2.33 812.76 348.82 26.22 

GFP Crude enzyme 38.60 20.64 1.87 100.00 

Ammonium sulfate  
precipitation 

2.97 13.63 4.58 66.45 

Anion exchange  
chromatography 

0.97 4.96 5.12 36.54 

PGL-S1v1 Crude enzyme 58.47 4 212.47 72.04 100.00 

Nickel affinity  
chromatography 

2.76 2 190.34 792.36 52.26 

PGL-S1vw Crude enzyme 60.32 4 474.58 74.18 100.00 

Nickel affinity  
chromatography 

3.26 2 416.23 800.24 55.43 

LOX-S1vw Crude enzyme 36.94 65.75 1.78 100.00 

Nickel affinity  
chromatography 

4.25 22.34 5.32 34.22 

GFP-S1vw Crude enzyme 26.77 57.20 2.14 100.00 

Nickel affinity  
chromatography 

3.84 36.78 8.92 64.35 

 
 
 
 

 

 

 
图 3  酶/蛋白纯化后的 SDS-PAGE 图谱 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified enzymes/proteins. M: molecular weight standard of protein. 
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图 4  PGL 及其 SAPs 融合酶的半衰期与比酶活测定 

Fig. 4  The thermal stabilities and specific activities 
analysis of PGL and its SAPs fusions.  
 
 

2.6  S1vw 在不同表达宿主中对融合酶表达量

的影响 

由于不同表达系统中异源蛋白的表达机制存

在差异，故本研究以 GFP 为模式蛋白，比较 S1vw

在不同宿主中(大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和毕赤酵

母)对 GFP 的表达量的影响。如图 6 所示，在大

肠杆菌和枯草芽孢杆菌中，融合 S1vw 后荧光强

度显著提高，但在毕赤酵母表达系统中，GFP 和

GFP-S1vw 的荧光强度相近，说明 S1vw 在原核表

达体系中对其融合酶的表达量有促进作用，但对

真核表达系统酶/蛋白异源表达的产量没有明显

影响。 

 

 
 

图 5  LOX 及其 SAPs 融合酶的半衰期与比酶活测定 

Fig. 5  The thermal stabilities and specific activities 
analysis of LOX and LOX-S1vw.  

 
 
图 6  GFP 和 GFP-S1vw 在不同表达宿主中的表达量 

Fig. 6  The production yield of GFP and GFP-S1vw in 
different expression hosts. M: molecular weight standard 
of protein. (A) The relative fluorescence intensity of GFP 
and GFP-S1vw in different expression system. (B) 
SDS-PAGE analysis of the recombinant proteins. 

 

3  讨论 

酶的高表达、高稳定性、高效纯化工艺和循

环利用技术是目前酶工程领域的主要研究方向。

融合功能标签技术作为一种便捷、高效的酶蛋白

改造策略也已经在该领域取得一定实效成果[23]。

本研究在 SAPs 的前期研究的基础上[7, 12, 24]，提出

一种可促进在原核表达宿主中酶蛋白表达产量、

提高融合酶稳定性并可用于镍柱纯化的多功能标

签 S1vw。分别将 S1vw 以 PT-linker 融合在 PGL、

LOX 和 GFP 的 N 端，在大肠杆菌中培养发酵，

与对应的野生型相比，粗酶活或荧光强度分别提

高了 3.1、1.89 和 16.22 倍，且用镍柱进行亲和层

析纯化达到了可观的回收率。PGL 和 LOX 的融

合酶在对应热处理条件下的半衰期分别提高了

2.16 倍和 3.2 倍。将 GFP-S1vw 在枯草芽孢杆菌

及毕赤酵母表达系统中表达，发现在枯草芽孢杆
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菌中融合酶表达量提高明显，但在毕赤酵母中表

达量几乎没有改变。说明在原核表达体系中 S1vw

可作为一种新型的促表达、稳定化和纯化的多功

能标签。 

S1 类 SAPs 融合在酶蛋白 N 端时具有促进融

合酶表达和稳定化的功能。为优化 S1 类 SAPs 的

促表达特性，在 S1vw 中引入不带电的天冬酰胺

残基和带正电荷的精氨酸残基，并插入正电荷的

组氨酸以便用于镍柱纯化，结果表明，优化之后

的 S1vw 促表达效果更加明显，这很有可能是

S1vw 整体呈现净电荷为正的结果。但由于真核原

核表达系统的差异，S1vw 在真核毕赤酵母中没有

促表达的功能，这也为后续 SAPs 的促表达研究

提供一定的研究方向。 

尽管 S1vw 整体带电情况发生改变，但其亲

疏水性交替分布的形式仍然与 S1 和 S1v1 类似，

并且保持了 S1 类 SAPs 的稳定化效果。SAPs 内

的疏水氨基酸残基对其融合酶形态至关重要，强

疏水性的 SAPs可直接导致活性包涵体的产生[24]。

相比于 S1 和 S1v1，S1vw 引入更多的疏水丙氨酸

残基，故其稳定化功效进一步提高。 

生物活性酶在工业生产中具有广泛的应用，

酶的分离纯化是工业酶成本计算的重点考量指标

之一。在所有酶的分离纯化方法中[25]，亲和层析

是相对简单和节约成本的方法，其中最常用的就

是组氨酸标签亲和层析方法。在 S1vw 中引入 4 个

组氨酸，且均匀分布在 S1vw 中，可提高组氨酸

残基与镍柱的结合效率。此外，Slvw 融合酶的热

稳定性较高，其在纯化过程中活性损失较小，有

利于提高目的蛋白的回收率[26]。 

多功能标签的融合可以在融合单一蛋白或短

肽的同时实现多个酶/蛋白性质的优化，另一个明

显的优势是可以减少由外来融合标签带来的空间

组织(结构域)之间的相互影响，保持酶/蛋白原有

催化或功能特性。因此，基于 SAPs 的多功能肽

的开发将为酶或功能蛋白的改造研究提供新的技

术手段和研究方向。 
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