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摘  要: 糖基转移酶在天然产物的糖基化修饰过程中起关键作用。目前链霉菌源抗肿瘤抗生素美

达霉素(Medermycin)生物合成途径中的糖基转移酶 Med-ORF8 的原核表达及酶学性质还未有研

究。首先通过结构模拟确定 Med-ORF8 的端部加上 His-标签不会影响其三维结构的正确折叠, 然
后利用 2 种 pET 原核表达载体来进行 Med-ORF8 的原核表达, 发现以 pET-28a (+)为载体进行表达

时, 目的蛋白产量非常高, 但是以不可溶的包涵体形式为主。当分子伴侣基因(编码大肠杆菌触发

因子)与Med-ORF8的编码基因共表达时, 在优化诱导条件的情况下, 可以有效减少包涵体的形成, 
提高了 Med-ORF8 的可溶性表达效率, 为 Med-ORF8 的酶学分析打下基础。 
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Abstract: Glycosyltransferases play central roles in the glycosylation of biosynthetic pathways of many 
antibiotics. The prokaryotic expression and enzymatic features of Med-ORF8, a glycosyltransferase 
involved in the biosynthesis of medermycin with strong antitumor activity, still remains obscure. Here, 
firstly, we performed the computer modeling of the 3-D structure of Med-ORF8 to prove that the pres-
ence of 6*His-tag at the terminals of Med-ORF8 had no effect on its 3-D structure. Subsequently, we 
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established two prokaryotic expression systems with pET vectors to express Med-ORF8, and found that 
pET-28a (+) could gain a higher yield of the target protein than pET-23a (+), but mostly in an insoluble 
form. Finally, we introduced a molecular chaperone gene into the system with pET-28a (+) and found 
that the co-expression of the molecular chaperone with Med-ORF8 could efficiently decrease the for-
mation of the inclusion body and increase the accumulation of soluble Med-ORF8. 

Keywords: Glycosylation, Medermycin, Glycosyltransferase, Prokaryotic expression, Molecular 
chaperone 

糖基化不仅在细胞正常生理、病理等过程中发

挥着重要作用, 在许多天然产物生物合成过程中也
广泛存在, 大大增加了这些天然产物的结构多样性
和生物学活性的多样性[1−2]。 

在这些天然产物糖基化过程中, 负责糖苷键形
成的糖基转移酶(Glycosyltransferase, GT)则是糖基
化过程中的关键酶。根据催化形成糖苷键的类型的

不同, 糖基转移酶可分为 O-糖基转移酶、C-糖基转
移酶以及 N-糖基转移酶, 分别催化 C−O−C、C−C和
N−C 3类糖苷键的形成[3]。  

芳香聚酮抗生素美达霉素(Medermycin)由链霉
菌产生, 能抗多种肿瘤, 高效抑制肿瘤细胞中高水
平持续表达的丝氨酸/赖氨酸激酶(AKT)的活性[4−5], 
其化学结构中存在稀有的 C−C糖苷键。研究数据表
明美达霉素生物合成基因簇中的糖基转移酶基因

med-ORF8参与美达霉素糖基化的过程[6]。但目前还

没有关于 med-ORF8 原核表达以及酶学分析相关的
研究报道。 

本文首先进行三维结构模拟, 确定利用 pET 载
体进行目的蛋白 Med-ORF8 融合表达的可行性, 然
后以 pET载体为基础构建了 2种进行 med-ORF8原
核 表 达 的 系 统 , 发 现 两 种 系 统 在 目 的 蛋 白
Med-ORF8 表达量上有显著差异。通过与分子伴侣
(大肠杆菌触发因子 Trigger factor, TF)的共表达, 一
定程度解决了目的蛋白不可溶积累的问题, 能够有
效地减少包涵体的形成, 使更多目的蛋白以可溶形
式存在于细胞中, 为目的蛋白的纯化和酶学分析提
供了便利。 

1   材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
大肠杆菌 E. coli BL21 (DE3)在此作为原核表达

宿主(购自 Invitrogen公司); 大肠杆菌 E. coli DH5α
作为基因克隆宿主细胞。 

pET-23a (+)和 pET-28a (+)用作原核表达载体
(购自Novagen公司); pIK340提供med-ORF8扩增的
模板[7]; pTf16 是含有分子伴侣基因的表达质粒(购
自 TaKaRa公司)。 

1.2  培养基和试剂  
培养大肠杆菌是用普通 LB 培养基中加入相应

抗生素 (购自 Sigma 公司 ) (氨苄青霉素浓度为
100 mg/L, 卡那霉素浓度为 25 mg/L, 氯霉素浓度为
25 mg/L)。IPTG 购自 BioSHARP公司, L-阿拉伯糖
购自 Solarbio 公司, 抗 His-标签的鼠单克隆抗体和
抗 HRP标记的羊抗鼠 IgG购自 Promoter公司。 

1.3  目的蛋白 Med-ORF8 的三维结构模拟  
利用台湾国立交通大学生物科技学院的 MBC 

(Molecular Bioinformatics Center)所提供的 (PS)2 

(Protein Structure Prediction Server)软件在线模拟了
Med-ORF8 和 Med-ORF8-6*His-标签 2 种蛋白质的
三维结构。 

1.4  目的基因 med-ORF8 的 PCR 扩增 
以质粒 pIK340 (包含美达霉素生物合成基因簇

的质粒)为模板, 用Med8-F和Med8-R分别作为上游
引物和下游引物 , 通过 PCR 扩增获得目的基因
med-ORF8, 所得片段大小约 1.13 kb。 

Med8-F: 5′-GGAATTCCATATGAGGATCCTCT 
TC-3′ (下划线为 Nde I 酶切位点, 黑体为起始密码
子 ); Med8-R: 5′-CCCAAGCTTGGCGGCCAGCCG 
CTC-3′ (下划线为 Hind III酶切位点)。 

扩增过程使用 KOD-Plus 聚合酶(购自 Toyobo
公司 )，反应程序为 : 94 °C 3 min; 94 °C 1 min, 
63 °C 45 s, 68 °C 90 s, 25个循环; 68 °C 10 min; 4 °C
保存。 



万娟等: 分子伴侣协助下抗肿瘤抗生素美达霉素生物合成中的糖基转移酶 Med-ORF8的原核表达 223 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.5  含目的基因 med-ORF8 原核表达质粒的构建 
首先将获得的 PCR产物经 Nde I和 Hind III双

酶切 , 分别插入到原核表达载体 pET-23a (+)和

pET-28a (+)上, 转化大肠杆菌DH5α, 获得转化子并

提取质粒, 酶切及测序验证获得正确的重组表达质

粒, 将其分别命名为 pHSL51和 pHSL52。 

1.6  基因 med-ORF8 的原核诱导表达和蛋白检测 
将重组质粒 pHSL51 和 pHSL52 分别转化大肠

杆菌表达宿主 BL21 (DE3), 选取验证正确的转化

子, 在含卡那霉素的 LB 液体培养基中 37 °C 过夜

培养, 然后按照 1:100的比例扩大培养, 37 °C培养

至 OD600约为 0.4−0.6 时 , 加入 IPTG 诱导目的蛋

白表达 , 12 000 r/min离心 3 min收集菌体 , 超声破

碎(工作 25 s, 间歇 10 s, 700 W, 10次), 8 000 r/min

离心 10 min, 分别收集沉淀和上清, SDS-PAGE 检

测目的蛋白表达。 

1.7  分子伴侣辅助目的基因的表达 
将含有分子伴侣基因的表达质粒 pTf16 导入上

述转化子大肠杆菌 BL21 (DE3)/pHSL52中, 检测正

确后 , 获得的菌株命名为 BL21 (DE3)/(pHSL52+ 

pTf16)。将 BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16)过夜培养物

转接到新鲜培养基中, 在培养基中加入 L-阿拉伯糖

进行第 1步诱导, 以诱导分子伴侣 TF基因的表达。

培养至对数期(OD600约为 0.4−0.6)时, 再用 IPTG 进

行第 2 步诱导, 以诱导目的基因的表达; 细胞超声

波破碎后 , 分别收集离心后的沉淀和上清 , 用

SDS-PAGE检测目的蛋白可溶性表达的变化, 用软件

Gel-Pro analyzer 4分析目的蛋白在总蛋白中的比例。 

利用Western blot检测目的蛋白: 将 SDS-PAGE

胶上的蛋白质转移到硝酸纤维素膜上, 分别用鼠抗

6*His-标签的一抗和抗HRP标记的羊抗鼠二抗孵育, 

最后用 DAB溶液显色, 观察结果。 

2  结果 

2.1  目的蛋白 Med-ORF8 的三维结构模拟 
首先利用软件(PS)2进行了目的蛋白 Med-ORF8

的三维结构模拟。因为目前 Med-ORF8 的同源蛋白
UrdGT2 (Urdamycin生物合成途径中的 C-糖基转移

酶 ) 三维结构已经得到测定 [8], 所以此软件以
UrdGT2为模板(结构图略)模拟Med-ORF8的立体结
构, 如图 1A (与 UrdGT2结构相似)。为了确定下面
原核表达中目的蛋白末端的 6*His-标签是否会影响
到目的蛋白的折叠 , 在 Med-ORF8 序列末端加上
6*His-标签, 再进行三维结构模拟, 如图 1B。结果
表明 6*His-标签的存在不会影响到其三维结构的正
确折叠。 
 

 

图 1  蛋白 Med-ORF8 的三维结构模拟 
Fig. 1  Modeling of the 3-D structure of Med-ORF8 
Note: A: 3-D structure of Med-ORF8; B: 3-D structure of 
Med-ORF8 tagged with 6*His both at C- and N- terminals. 
 
2.2  Med-ORF8 表达质粒的构建 

以 pIK340为模板, PCR扩增基因med-ORF8 (约
1.13 kb), 用 Nde I和 Hind III酶切, 再插入到 2个表
达载体 pET-23a (+)(约 3.67 kb)和 pET-28a (+)(约
5.36 kb)上, 获得 2种原核表达重组质粒 pHSL51和
pHSL52。图 2A和图 2B分别是 pHSL51和 pHSL52
进行 Nde I和 Hind III的不完全酶切验证的结果, 初
步表明构建正确, 后经测序验证也正确。 

2.3  Med-ORF8 的诱导表达 
将质粒 pHSL51 和 pHSL52 分别导入宿主细胞

大肠杆菌 BL21 (DE3)中, 添加 IPTG 诱导目的基因
表达。 

初步诱导表达结果表明, 以 pET-23a (+)为原核
表达载体, 所表达的融合蛋白大小约 43 kD, 表达量
极低(图 3A), 即便进一步优化诱导条件(改变诱导温
度、诱导时间和诱导剂浓度)也没有明显提高目的蛋
白表达量(图略); 而以 pET-28a (+)为原核表达载体
时, 表达的融合蛋白约 44.2 kD (因其两端都含有
6*His-标签), 表达量明显提高(图 3B), 且诱导剂的 

A B 
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图 2  重组质粒 pHSL51 和 pHSL52 的酶切验证 
Fig. 2  Restriction enzyme digestion of the recombinant 
plasmids pHSL51 and pHSL52 
Note: A: M: DNA marker; 1: pHSL51 digested by Nde I and Hind III. 
B: M: DNA marker; 1: pHSL52 digested by Nde I and Hind III. 
 

 

 
图 3  两种系统下 Med-ORF8 的表达检测 
Fig. 3  The expression level of Med-ORF8 in two systems 
by SDS-PAGE analysis 
Note: A: Total proteins of BL21 (DE3)/pHSL51 after induction 
under different conditions. M: protein marker; 1: 37 °C, 0.8 mmol/L 
IPTG and 5 h for induction temperatures, concentrations of IPTG 
and induction duration, respectively; 2: 37 °C, 0.8 mmol/L IPTG, 
8 h; 3: 30 °C, 0.8 mmol/L IPTG, 5 h; 4: 30 °C, 0.8 mmol/L IPTG, 
8 h; 5: 37 °C, no IPTG, 5 h; 6: 37 °C, 0.8 mmol/L IPTG, 8 h [BL21 
(DE3)/pET-23a as negative control]. B: Total proteins of BL21 
(DE3)/pHSL52 after induction at different concentrations of IPTG 
and 20 °C for 20 h. M: protein marker; 1−5: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 
1.0 mmol/L IPTG, respectively; 6: No IPTG; 7: 0.4 mmol/L IPTG 
[BL21 (DE3)/pET-28a (+) as negative control]. 

浓度对表达量的影响不是很大。鉴于 IPTG 有一定

细胞毒性, 下面实验中诱导目的基因表达时使用较

低的 IPTG浓度。 

2.4  目的蛋白 Med-ORF8 存在形式的检测 
为了确定在细菌总蛋白中, 目的蛋白 Med-ORF8

是以可溶(离心后在上清中)还是不可溶(包涵体, 离

心后在沉淀中)的形式存在, 将不同浓度 IPTG 诱导

后的表达菌株 BL21 (DE3)/pHSL52经超声破碎, 离

心后分离上清和包涵体沉淀, SDS-PAGE 检测(图 4, 

同一样品离心后的沉淀和上清对应编号用下划线连

接)。结果表明: 以 pET-28a (+)为原核表达载体时, 

绝大多数目的蛋白 Med-ORF8 是以不可溶的包涵体

形式存在(即便 IPTG 浓度降低到 0.1 mmol/L 以下, 

诱导温度在 10 °C下)。 
 

 

图 4  目的蛋白 Med-ORF8 存在形式的检测 
Fig. 4  Analysis of the soluble form of protein Med-ORF8 
Note: Proteins of BL21 (DE3)/pHSL52 after induction at different 
concentrations of IPTG and 20 °C for 20 h. M: protein marker; 1: 
Total proteins, no IPTG induction; 3,5 and 7: The supernatants, 
induced by 0.1, 0.2 and 0.4 mmol/L IPTG, respectively; 2,4 and 6: 
The precipitates, induced by 0.1, 0.2 and 0.4 mmol/L IPTG, re-
spectively. 
 

2.5  分子伴侣辅助表达 Med-ORF8 
将含有分子伴侣TF的表达质粒 pTf16导入到表

达菌株BL21 (DE3)/pHSL52中, 提取重组菌株BL21 

(DE3)/(pHSL52+pTf16)的质粒 , 将提取得到的质粒

和质粒 pTf16分别用 Hind III进行单酶切验证。图 5

表明: 两个质粒 pTf16 和 pHSL52 共存于重组菌株

BL21 (DE3)中。 
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图 5  共表达系统 BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16)的验证 
Fig. 5  Restriction enzyme digestion of plasmids isolated 
from the co-expression system BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16) 
Note: M: DNA marker; 1: Plasmids isolated from BL21 
(DE3)/(pHSL52+pTf16) and digested with Hind III; 2: Plasmid 
pTf16 digested with Hind III. 
 

然后进行两步诱导: 设置不同的第 1 步诱导温

度(图 6A为 37 °C, 图 6B为 30 °C), 以及不同的 L-

阿拉伯糖浓度(1 g/L和 3 g/L)诱导分子伴侣 TF表达

直到对数期；设置第 2步诱导温度(25 °C和 30 °C), 

IPTG浓度为 0.2 mmol/L, 诱导目的蛋白表达。 

诱导结果(图 6, 同一样品离心后的沉淀和上清

对应编号用下划线连接)表明: 同图 4 相比, 在分子

伴侣 TF 辅助下, 目的蛋白 Med-ORF8 的包涵体(沉

淀中)的形成明显减少, 可溶性表达比例(上清中)明

显增加, 尽管目的蛋白的表达总量(沉淀与上清中的

Med-ORF8表达合计量)没有明显提高(图略)。 

同时表明: 较低的第 1 步诱导温度(30 °C, 图

6B)更有利于可溶性目的蛋白的积累; 较低的 L-阿

拉伯糖诱导浓度利于减少包涵体的形成。1 g/L 的

L-阿拉伯糖在 30 °C 进行第 1 次诱导、0.2 mmol/L

的 IPTG在 30 °C进行第 2次诱导表达, 此条件下包

涵体(沉淀中)形成最少, 可溶目的蛋白的量占目的

蛋白总量的比例最高, 为 46.7% (图 6B中 6和 7, 此

条件下 48 kD的分子伴侣表达较为明显), 而转入分

子伴侣表达质粒前的体系中(图 4), 可溶目的蛋白量

只占目的蛋白总量的约 16.9% (但图 6B中 8和 9条

件下目的蛋白占细胞中总蛋白含量要更高一些，所

以要在这 2种条件基础上进一步优化诱导条件)。 
 

 

 

图 6  分子伴侣辅助目的蛋白 Med-ORF8 的表达检测 
Fig. 6  The expression level of the target protein 
Med-ORF8 aided by the molecular chaperone 
Note: A: Proteins of BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16) after two-step 
induction at different concentrations of L-Arabinose and 37 °C 
for first step, then at 0.2 mmol/L IPTG and different temperatures 
for 2 h for second step. M: Protein marker; 1−2: 1 g/L L-Arabinose 
for first step and 25 °C for second step; 3−4: 3 g/L and 25 °C; 
5−6: 1 g/L and 30 °C; 7−8: 3 g/L and 30 °C; 9: 3 g/L L-Arabinose 
at 37 °C, 0 mmol/L IPTG at 30 °C for 2 h; 1,3,5 and 7: The pre-
cipitates; 2,4,6 and 8: The supernatants; 9: Total proteins. B: Pro-
teins of BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16) after two-step induction at 
different concentrations of L-Arabinose and 30 °C for first step, 
then at 0.2 mmol/L IPTG and different temperatures for 2 h for 
second step. M: Protein marker; 1: 3 g/L L-Arabinose at 30 °C, 
0 mmol/L IPTG at 30 °C for 2 h; 2−3: 1 g/L and 25 °C; 4−5: 3 g/L 
and 25 °C; 6−7: 1 g/L and 30 °C; 8−9: 3 g/L and 30 °C; 1: Total 
proteins; 2,4,6 and 8: the precipitates; 3,5,7 and 9: The super-
natants. 

 

随 后 对 共 表 达 系 统 中 可 溶 性 目 的 蛋 白

Med-ORF8进行 Western blot检测。结果(图 7)表明
所表达的蛋白含有 His-标签, 为预期的目的蛋白。 
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图 7  共表达系统中的目的蛋白 Med-ORF8 的 Western 
blot 分析 
Fig. 7  Western blot analysis of the protein Med-ORF8 
expressed in the co-expression system 
Note: The supernatants of BL21 (DE3)/(pHSL52+pTf16) after 
two-step induction at 30 °C with 1 g/L L-Arabinose till logarithmic 
phase for first step, then at 30 °C with 0.2 mmol/L IPTG for dif-
ferent induction duration for second step. M: Pre-stained protein 
marker; 1: 4 h; 2: 8 h; 3: 8 h [BL21 (DE3)/pET-23a (+) as negative 
control]. 
 

以上结果说明: pTf16表达的分子伴侣 TF能够
帮助目的蛋白 Med-ORF8 进行正确的折叠, 大大减
少包涵体的形成 , 增加了目的蛋白的可溶性表达 , 
利于下一步目的蛋白的纯化。 

3  讨论 

在抗生素生物合成中鉴定的C-糖基转移酶相对

于 O-糖基转移酶而言, 数量较少, 关于 C-糖基转移

酶的分子水平的研究报道更少, 目前仅 Urdamycin

生合成途径中的 UrdGT2 有过体内遗传学研究和三

维结构测定的报道[8]。本文中研究的 Med-ORF8 属

于 C-糖基转移酶家族, 其蛋白表达、纯化和酶学分

析将为这类新的糖基转移酶家族的深入的性质研究

奠定基础, 对于强抗肿瘤抗生素美达霉素的生物合

成研究也具有促进作用。 

Med-ORF8 的编码基因(med-ORF8)是典型的链

霉菌基因, 含有很高的 G+C% (高达 76.75%), 在原

核表达体系中遇到了表达水平低及不可溶表达两个

问题, 这也是链霉菌基因在原核表达中最常见的两

个难题。链霉菌基因 G+C%是已知的生物基因中最

高的[9], 而大肠杆菌基因 G+C%在 50％左右, 二者

的同义 tRNA 丰度差别很大[10]。链霉菌基因中存在

大量的稀有密码子, 可能会抑制目的蛋白在大肠杆

菌中的表达或引起移码突变, 或降低 mRNA 的翻译

效率和稳定性, 甚至会造成翻译的提前终止[11−12]。

本文中我们通过更换表达载体和优化诱导条件解决

了表达水平低的问题。本实验中考查了两种 pET载

体[pET-23a (+)和 pET-28a (+)]上目的基因的表达, 

发现载体不同, 表达量差异很大。二者除了抗性和

6*His 标签的数量和位置不同外, 最大差别就是启

动子的差异, 这可能是决定它们表达效率差异的根

本原因。 

对于 Med-ORF8 不可溶表达的问题, 采用常规
方法却得不到解决。包涵体的形成目前认为主要与

蛋白表达过快过高(会导致包括分子伴侣在内的折
叠辅助因子不足而使得目的蛋白出现不正确折

叠)[13−14]、目的蛋白质中疏水氨基酸含量过高[15]以及

蛋白或多肽结构在动力学和热力学上失衡 [14]等有

关。我们试图降低诱导温度(降低到 8 °C−10 °C)和
IPTG 浓度(0.05 mmol/L)来减缓蛋白质的形成以减
少包涵体的量, 但是收效不大(图略)。而使用了分子
伴侣协助表达的办法则有效提高了目的蛋白可溶表

达的水平, 减少了包涵体的形成。 
分子伴侣在蛋白质正确折叠的过程中起着重要

作用, 它能够识别并稳定已经部分折叠的蛋白质多
肽链, 帮助其正确折叠、装配、转运, 并介导错误折
叠的蛋白质进行降解。辅助蛋白质折叠的分子伴侣

主要有 3 种 : GroEL、DnaK 和触发因子 (Trigger 
factor, TF)[16]。pTf16 上的 tig 基因编码的 TF 是一
个大小约为 48 kD 的蛋白质, 它既具有肽酰-脯氨
酰顺反异构酶的活性 , 又具有类似分子伴侣的功
能[17−18], 并且参与大多数细胞质中新生多肽的早期
翻译[18−20]。在我们实验中发现这种分子伴侣的共表

达确实提高了目的蛋白的正确折叠。 
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