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yC16基因在 Escherichia col i中的表达及表达产物的纯化
Expression of Gene yC16 inEscher ichia col i

and Purif ication of the Gene Product
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摘要　 yC16 ( cDN A, 2. 9kb)是果蝇 yema基因的转录片段。为制备 yC16编码蛋白作为免疫原 , 本实验用 GST融

合基因表达载体 p GEX-2 T在 Escherichia coli中合成该基因的蛋白 , 并与谷胱苷肽 -s-转移酶 ( GST ) 融合形成

融合蛋白。结果由裂解细菌所得到的融合蛋白为水溶性 ,并且可以在非变性的条件下 ,通过亲和层析作用在固定

化的谷胱苷肽上加以纯化 ,然后再利用具有识别特异位点的蛋白水解酶—— 凝血酶或凝血因子 Xa的切割作用 ,

将融合蛋白中的 GST成分除掉。实验结果表明 ,使用 p GEX载体合成克隆基因多肽 ,是一种有效而可靠的方法 ,

步骤简单。
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Abstract　 yC16 ( cDN A, 2. 9kb) , cloned in Bluescript IISK, is a t ranscript o f yemanuclein-α
gene of Drosophi la. For prepa ra tion o f the pro tein encoded by yC16 as im munogen, pGEX-2T,

the GST fusion gene expression vecto r
[2 ]

was used to synthesize the pro tein inE. col i as fusion

wi th the C-terminus of Sj26, a26-kDa glutathione S-transferase( GS T) . The resul t showed that

the fusion protein w as soluble in aqueous so lution and can be purified f rom crude bacterial

lysate under non-denaturing conditions by affini ty chromato gaphy on im mobi li zed g luta thione,

and further puri fication of the pro tein of yC16 could be done by cleavage wi th si te-specific pro-

tease, throm bine o r blo od coagulation facto r Xa to remove the GST carrier. Experiment resul ts

suggests tha t using pGEX vecto rs to synthesize polypeptides f rom cloned genes is an ef ficient

and reliable method w ith sim ple procedures.
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　　用克隆基因导入 Escherichia coli细胞内进行诱

导表达来生产大量的重组蛋白的方法 ,已证明对蛋白

质的纯化、定位及功能分析等都有极为重要的使用价

值 [1 ]。因此 ,到目前为止 ,人们已发展了多种表达载体

系统 ,目的是提高表达水平及简化外源多肽的分离纯

化程序
[2 ]
。例如 , 能与 E. coli中的 β -半乳糖苷酶融合

的多肽类的表达 [3 ] ,可以通过基质的亲和作用或免疫

亲和层析作用 [4 ] , 从被裂解的细胞中分离出来。如果

融合多肽像 t rE蛋白那样可溶的话
[5, 6 ]

, 则可从被裂

解的细菌可溶组分中得到分离纯化。再如能与葡萄球

菌蛋白 A产生融合的外源多肽 , 可以通过亲和层析

方法 ,从 IgG-Sepharose中分离出来 [7, 8 ]。但是以上这

些方法通常都伴随不利因素 , 例如在纯化过程中 ,使

用灭活剂可能会改变所要纯化多肽的抗原特性及其

功能活性 , 亦即融合蛋白与 IgG的结合就可能导致

免疫分析复杂化。还有另外的方法是 , 设计富含精氨

酸多肽的合成 , 并利用其 C-未端进行离子交换层析

而加以分离纯化 [ 9] ,或者设计生产那些能分泌到细胞

周质或培养基中的多肽 ,通过细胞的分泌作用来实现

分离纯化 [1 ]。但这些技术策略在使用上尚欠广泛性。

　　由 Donald B. Smith和 Kevin S. Johsen构建的、

以谷胱苷肽 S-转移酶 ( GST)为基础的 PGEX载体系

列
[ 10]

,简化了外源多肽的纯化程序。这一载体系列能

指导大多数真核多肽在 E. coli中合成 ,并与 Sj26的 C

端融合 , 即与 26k DaGST融合。Sj26是日本血吸虫

( Schistosona japonicum )编码的多肽 ,在多数情况下

融合多肽为可溶的 ,可以在非变性的条件下在固定相

的谷胱苷肽分子上进行亲和层析 ,从细菌裂解粗液中

分离出来。利用批次洗脱程序 , 能在 2 h内平行纯化

几种融合蛋白 , 每毫升培养物产量达 15μg以上。此

外 ,由于该载体已经工程化 ,因而可以通过使用能识

别特异位点的蛋白酶水解 ,如凝血酶 ( th rombin)等 ,
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将 GST从融合链中切开 , 再以谷胱苷肽琼脂糖的吸

附作用将 GS T及其他未被切割的融合肽加以去除。

Yema是果绳 (Drosophi la melanogaster )染色

体上的一个基因群 ( Yema gene cluster) 由 Ounissa

Ai t-Ahmed等人分离得到
[11, 12 ]

, 位于果蝇第 3条染色

体的右臂 3R-98F3-10位置上。近年来的反复研究证

明 , 该基因组影响和控制果蝇繁殖的早期胚胎发

育 [13～ 16 ]。为了结合免疫学方法研究 yC16基因 ( cDN A,

为 Yem a基因组的一个转录片段 ,故称为 yC16 )的生

物学功能 ,即其在果蝇早期胚胎发育的时空表达及转

译水平 , 本文进行了使用载体系列 pGEX中的

pGEX-2T来制备 yC16的抗原多肽的研究实验。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　表达质粒

p GEX-2T, 以 E. coli B H101扩增兼作重组质粒

的转化细胞。

1. 1. 2　 Yema基因组 C16片段 (简称 yC16 )

2. 9kb (cDN A) ,克隆在质粒 BluescriptⅡ SK上 ,

以 E. col i JM 101扩增。

1. 1. 3　主要工具酶

EcoRI、 Sma I、 DraI、 碱性磷酸酶、 DN A聚合酶

Klenow片段、 T4DN A连接酶及凝血酶等。

1. 2　方法

1. 2. 1　 DN A重组

　　分别用 EcoRⅠ及 SmaⅠ消化 pGEX-2T,用 Sm aⅠ

及 DraⅠ消化 BluescriptⅡ SK,以低熔点 ( 0. 4% )琼

脂糖凝胶电泳回收 yC16片段。为防止 pGEX-2T环

化 ,当以 Eco RⅠ消化后 ,用碱性磷酸酶去除掉 5′末端

磷酸基。由于 pGEX-2T带有粘性末端 , 因此在连接

前需用 DN A聚合酶 Klenow片段处理 , 填充末端缺

口。连接反应取 50 ng yC16 , 100 ng pGEX-2T, 2U

T4 DN A连接酶 , 20μL T4缓冲液 ,在 15℃下进行过夜

反应。

1. 2. 2　转化

　　取 40 ng经过夜连接反应的重组质粒与 150μL

BH101感受态细胞混合 , 在冰上置 30 min, 再以 42℃

热休克 15 min, 然后加入 LB培养液 , 于 37℃下温育

40 min, 此时抗 ampici lline基因得到表达。温育结束

后 , 将细胞平展于含有 50μg /m L ampicilline的 LB

固体培养基上 , 并以 37℃继续培养。用 minipreps方

法筛选菌落 ,检出含有 C16的重组体及其在 pGEX-2T

中的插入方向。

1. 2. 3　亲和法纯化融合多肽

　　按照 Donald. B. Smith等人的方法 , 对已转化而

含有 pGEX-2T-C16重组体的 E. coli进行过夜预培

养 ,再以 1 /100比例稀释于 400 m L lB中 ,在 37℃下振

荡培养。当 OD600值达到到 0. 8～ 1. 0时 , 加 IPTG (异

丙基硫代半乳糖苷 )诱导 1 h～ 4 h。离心收集细胞 ,重

新溶解于 M T PBS液中。M TPBS液用量为培养基体

积的 1 /100 (即 4 m L) ,低温下超声波破碎细胞 , 然后

加入终浓度为 1% Tri tonX-100, 4℃下 10 000× g离心

5 min, 将上清液置于 50 m L聚丙烯试管中 , 再加 1

m L～ 2 m L 50%谷胱苷肽琼脂糖微粒 ( Sigma ) (硫

键 ) ,室温下摇动混合 ,吸收 20 min～ 30 min,以 2 000

× g离心 15 min, 收集微粒 , 并以 M T PBS液洗涤 3

次 , 每次 50 m L。融合蛋白是通过还原型谷胱肽的竞

争作用加以洗脱的 , 因此以 1微粒体积的还原型谷胱

苷肽洗脱液 [50mM Tris HCl ( pH值 8. 0)、 5 mM还

原型谷胱苷肽 ] 洗涤微粒 2次 , 每次浸洗 2 min～ 5

min。对用于吸附的微粒预先用 M TPBS浸泡 , 再以

M TPBS液洗涤 2次 , 然后用 M TPBS将微粒配制成

50%的溶液 ( v /v ) ,并在 4℃下保存备用。为了减少已

纯化融合蛋白受 E. coli蛋白的污染 , 可在吸收过程

中加入 Tri tonX-100, 同时用超声波破碎细胞时尽量

缩短时间。融合蛋白的产量 , 用分光光度计于 280 nm

处测定 ,以公式 1O D280= 0. 5 mg /m L求得 ,此公式为

蛋白质浓度估计值 , 其标准样品为小牛血清蛋白。

1. 2. 4　 yC16蛋白的纯化

　　为了去掉融合多肽中的 GST成分 , 在已洗脱的

融合蛋白溶液中加入 1 /500～ 1 /100凝血酶 ,于 25℃下

温育 1 h(凝血酶溶液: 在 50μL含有 50 m M NaCl、 2. 5

m M CaCl2溶液中加入 100 ng～ 500 ng凝血酶 ) ,再利

用谷胱苷肽琼脂糖的吸附作用 , 吸附掉 GS T携带者

及未裂解的融合蛋白 ,留下的为纯外源蛋白 (多肽 )。

1. 2. 5　转化体的筛选

　　以 2 m L培养物离心后重新溶于 300μL M TPBS

液中 , 经超声波破碎细胞及离心处理后 ,将上澄液与

50μL 50%谷胱苷肽琼脂糖微粒混合 , 以 3× 1 m L

M TPBS洗涤 ,并将微粒置于 100μL样品缓冲液中煮

沸 , 继之进行 0. 1% SDS-10%聚丙烯 胺凝胶电泳分

析 ,用 0. 05%考马斯绿染色 ,找出具有融合表达转化

体。

2　结果与讨论

2. 1　质粒与外源基因融合的构建

　　融合基因 Sj26-C16的构建过程及结果见图 1。所

选用的工具酶有以下作用 ;以 Sma I消化 yC16的起始

端 , 则第一个氨基酸密码 CCG中 CC两个核苷酸被
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切除掉 , 剩下 G; 以同种酶消化 pGEX-2T载体 , 则

脯氨酸密码 CCG中的 G被切除掉 ,剩下 CC;以这两

个末端相连接时 , 既恢复了 Sma I位点 ,又使融合点

的氨基酸密码不变。用 Dra I消化 yC16的末端 , 则亮

氨酸密码 TT A中的 A被切除掉 ,剩下 T T;以 EcoRI

消化 pGEX-2T, 则苷氨酸密码 GGA中的 GG两核

苷酸被切除掉 ,剩下 A,以这两端相连接正好构成编

码异亮氨酸的密码。这样 , yC16除了末端最后一个氨

基酸密码改变外 , 其余的编码序列均保持原状。虽然

Ecor I酶切产生一个粘性末端 , 但通过以 Klenow片

段酶处理后 , 其缩入的 3′端单链缺口被填平 , 结果可

与 Sm a I及 Dra I这两个平头末端相连接。尽管这种

基因融合构建法得到 yC16在 pGEX-2T中两个亚克

隆方向的重组体 , 但由于有一个亚克隆方向恢复了

Sma I位点 ,因此转化后 ,可以用 minipreps配合酶切

及电泳分析 , 检出带有目的亚克隆方向的转化体。

　　 图 1　 Sj26-C16融合基因的构建

　　 Fig. 1　 The construction o f fusion gene Sj26-C16

2. 2　 yC1 6与 Sj26的融合表达

　　 yC16与 Sj26融合后 , 预期合成分子量为 96kDa的

融合多肽 , 其中由 Sj26编码的 GST为 26kDa (图 2) ,

由 yC16编码的多肽为 70kDa。用 1 mM IPTG诱导

pGEX-2T-C16转化体后 , 在 SDS凝胶电泳带谱上可

以找到 96kDa的新增带 ,与预期的结果完全一致 (图

3)。通过在不同诱导时间取样分析 , 结果以诱导 4 h

为最佳诱导时间。另外 , 在诱导试验中还发现 , 如果

将 IPTG的浓度提高到 3 mM～ 4 mM时 , 则会得到

更粗的融合多肽电泳带 (图 3)。由此可见 ,提高 IPTG

浓度可使融合基因 Sj26-C16的合成表达得到进一步

提高。

　　 图 2　 pGEX-2T在 E . coli中表达 GS T

　　 Fig . 2　 Expression of GST in E . coli transfo rmed with

pGEX-2T

A: 加 0. 1 mM IPT G诱导 ; B: 未诱导 ; M: 标准分子量标记 . A: Induc-

tion by adding IPTG to 0. 1 mM; B: Non-induction; M: Markers.

　　图 3　 pGEX-2T-C16在 E . coli中表达合成融合蛋白 , 以不

同浓度的 IPTG诱导取得的结果

　　 Fig. 3　 Expression of fusion pro tein in E . coli trans-

formed with pGEX-2T-C16 , induced in differ ent concentra-

tions o f IPGT

A: 1 mM; B: 2 mM; C: 3 mM; D: 4 mM; M: 标准分子量标记

mark ers.

2. 3　yC16基因蛋白质的纯化结果

　　用超声波破碎法处理细胞后 ,经离心即可从水溶

相中得融合多肽 ,再用 50%谷胱苷肽琼脂糖微粒吸附

水溶相中的融合多肽 ,即可容易地通过洗涤去除掉水
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溶相中的其他成分。之后再通过还原型谷胱苷肽竞争

作用洗脱吸附相中的融合肽。这种纯化方法不但时间

短、效率高 , 而且产物纯度也高 , 还省了要通过检测

才知道是否有 E. col i蛋白污染的麻烦 (图 4)。由竞

　　 图 4　 yC16编码的蛋白质的纯化

　　 Fig. 4　 Purifica tion o f the pro tein encoded by yC16

A: 用凝血酶切割融合蛋白 ; B: yC16编码的蛋白 ; C: GS T; M: 标

准分子量 ; F: 由融合基因 Sj26-C16编码的融合蛋白 . A: Coeavage of

fusion protein wi th th rombin; B: Th e pure protein encoded b y yC16;

C: GS T; M: Mark ers; F: Fusion protein encoded by fusion gene Sj26-

C16.

争洗脱得到的融合多肽 , 加入 1 /500的凝血酶温育 30

min, 融合肽即被切成两段 , 一段为外源多肽 , 另一

段为 GS T多肽。通过再一次的琼脂糖微粒吸附作用 ,

最终使抽提液中留下纯度极高外源多肽产物 (图 4)。

但是 ,在融合蛋白纯化过程伴随轻微的降解现象 ,即

便使用了 TritonX-100这样的去污剂 , 仍然无法避

免。用 pGEX-2T 制 备 Yema 基 因 组 C14片 段

( 1. 2kDa )编码的多肽时 , 就没有降解现象 ( Michele

Delaage, 1992, 个人交流 , 资料未发表 ) , 这可能与

C16片段过长、 分子量过大有关。另外 , 琼脂糖微粒的

大小也影响到吸附效果。所以当碰到吸附效果不佳

时 ,应选择适当的琼脂糖 , 并根据具体情况对吸附时

间作适当地调整。

3　结语

　　 pGEX-2T载体能简化以 E. col i系统表达合成

的外源多肽纯化过程 , 所表达的多肽能与 Sj26的 C-

末端融合 ,并能在非变性条件下 ,于固定化的谷胱苷

肽分子上进行亲和层析加以纯化。

　　由于在 Sj26的 C-末端引入了被凝血酶和 Xa因

子识别的酶切位点 , 所以 GST可以通过纯化后从融

合肽中去除掉。

　　载体含有超表达功能的 lac阻遏蛋白的等位基

因 lac I
q ,所以在加入 IPTG进行合成诱导之前 ,由强

启动子 tac引导 GST融合蛋白的合成被高效抑制 ,

而不管 E. col i寄主中 lac I的状态如何。这一特点及

其所提供的框架转换克隆位点、高水平表达效果、简

易的纯化方法及 GST融合多肽的高效特异切割作

用 , 均使我们方便地利用它构建和分析 cDN A表达

文库 , 也可以作为肽类化学合成上的一种代用方法 ,

经济方便。
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表 1　加速破坏实验数据

Table 1　 Init ial-uniform breaking velocity test data

恒温时间
Thermos tatic

t ime ti
(h )

温度
Temperatu re

Ti
( K)

绿原酸含量 Ci1

Chlorgenic
acid conten t

(% )

黄芩甙含量 Ci2

Baicalin
conten t

(% )

1 363 93. 93 89. 08

2 358 94. 61 90. 96

3 353 95. 03 91. 87

4 348 95. 30 90. 53

5 343 96. 55 93. 35

6 338 97. 89 96. 32

7 333 99. 12 98. 26

8 328 99. 66 99. 28

9 323 99. 76 99. 75

3　讨论

　　金银花和黄芩是银黄微型灌肠剂中的主要药物 ,

绿原酸是金银花中比较明确的有效成分之一 ,黄芩甙

是黄芩中比较明确的有效成分之一 ,因此本文以绿原

酸和黄芩甙的含量变化为指标。

　　待测组分与杂质在本文色谱条件下达到良好的

分离效果 , 所得回归方程满意。表明 , 应用高效液相

色谱法测定银黄微型灌肠剂中主要成分绿原酸和黄

芩甙的含量变化是可行的。

　　采用初均速法测定的绿原酸和黄芩甙活化能数

据与文献 [4 ]报道 27. 4 Kca l /mol、 27. 0Kcal /mol相

近 ,表明预测的有效期可作为控制该制剂质量标准的
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