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摘 要：将编码平颏海蛇磷脂酶 )" 的基因（!"#" 62）分别克隆于硫氧环蛋白基因融合表达载

体 E4F=&G=,H和 E4IJ 的 GK6-?9) 和 $%&# 基因的 0L末端，构建符合读码框的融合表达载体
E4F=&G=,H6!"#" 和 E4IJ6!"#"。"3M下经 NK4O诱导，KP)" 融合蛋白在两种原核系统中均能获

得较高表达，但 KP)" 在 E4IJ系统下的表达量和蛋白溶解性优于 E4F=&G=,H系统。将两种系

统下的表达产物进行金属螯合亲和层析纯化，4?96KP)" 融合蛋白的纯度可达 $3Q以上，而

GK64?96KP)" 不表现出对介质的亲和性，难以得到纯化。由此，将 E4IJ6KP)" 载体系统确立为

进一步大量表达和纯化的载体系统。

关键词：平颏海蛇磷脂酶 )"，融合表达，亲和层析
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蛇毒磷脂酶 )"（EF&,EF&’=E8,5 )"，;H0(1 (1 (!，KP)"）广泛存在于各种蛇中，属分泌型蛋

白酶，由一类结构相似、分子量在 1!ST 左右的蛋白家族组成，一般含有 / 至 : 对二硫
键［1］。与其它的 KP)" 相比，蛇毒 KP)" 属较为特殊的一类，即除了有催化功能外，还显示

出较为复杂的药理活性［"，0］。蛇毒 KP)" 的结构多样性和功能复杂性使其在理论研究和药

物开发两大领域均有极为广泛的应用［!］，蛇毒 KP)" 的结构与功能关系研究更成为该领域

的研究焦点。迄今，已有 12#余种蛇毒 KP)" 及与其有同源关系的蛋白质或亚基的一级结

构被测定，并有多种陆地蛇 KP)" 的晶体结构和酶活性中心被解出和定位
［3，/］。"#世纪 2#

年代，蛇毒 KP)" 的研究逐步进入到基因水平，人们希望借助重组 T.)技术从分子水平来
揭示 KP)" 功能多样性的原因和作用机理，目前，已有多种陆地蛇的 !"#" 基因被先后克

隆或表达［: U 2］，相比之下，海蛇 !"#" 基因的研究报道则较少。

平颏海蛇（"’()*+, -’%./+01++ 2%’3）是我国南海的特色物种之一，有着较高的理论和应
用研究价值，在过去的研究中，我们从平颏海蛇中分离到一组新的 KP)"（ D $，D 2，D 0$!）
同功酶基因（O5CV8CS登录号分别为 )71!!012，)7"#30:$，)71!!0"#），它们均编码三种!
类 KP)" 家族蛋白

［1#］。为了进一步开展这组 KP)" 基因的功能研究，我们以 KP)"62 为代
表，构建了 E4F=&G=,6!"#" 和 E4IJ6!"#" 两种原核表达载体，并对其在大肠杆菌中的表达

及表达产物的初步纯化进行了研究和比较。



! 材料和方法

! "! 材料
!#!#! 质粒和菌株：质粒 !"#$%&$’(，!")*和宿主菌 ! + "#$% ,&-!、"./01、2340（,56）由本
室保存。

!#!#$ 工具酶：限制性内切酶、&’( ,78聚合酶和 ,78连接酶为 752公司产品。
!#!#% 层析柱和层析填料：层析柱及 (#9:;<$=> ?9!#;@%’9 A;’< A:%B!、?9!#;C9D EF4-等填料
购自 8G9@’#;G /#;@G;H$;公司。
!#!#& 抗体及相关试剂：兔抗天然江浙蝮蛇磷脂酶 84 多克隆抗体由上海生物化学研究

所周元聪教授惠赠；羊抗兔 I>EF&)/、,82显色试剂盒购自华美生物工程公司。
! "$ 方法
!#$#! !"#$%&$’(F/384 和 !")*F/384 表达载体的构建：以含有 )*+4 基因的 !H,786文库
质粒 ,78为模板，设计引物（其中上游引物 -J端引入 5K识别位点）扩增 )*+4 FL基因，分
别克隆于 !"#$%&$’(和 !")*融合表达质粒中。/()、酶切、回收、连接、转化、质粒的抽提
和纯化，电泳均按文献［00］方法进行［00］，,78测序由大连宝生物工程有限公司完成。
!#$#$ /384 蛋白在两种原核系统中的表达：将表达质粒 !"#$%&$’(F)*+4 和 !")*F)*+4

分别转化大肠杆菌 "./01和 2340（,56）。挑取单菌落接种于含氨苄青霉素的 -1G3 32培
养基中，6MN过夜培养。取过夜培养物按 0O-1的比例接种于 43 32丰富培养基中，6MN培
养至 +P11为 1Q- R 1QP，加入 I/"E终浓度为 1Q4GG%:O3，于 4-N诱导表达 01#。取 0G3细菌
培养物用于 ?,?F/8E5分析，将其余菌体离心沉淀，超声破碎后取上清液，纯化备用。
!#$#% &/F")*F)*+4 和 ")*F)*+4 融合蛋白的亲和纯化：将新装好的 7$4 S F(#9:;<$=> ?9!#F
;@%’9亲和层析柱（4QPHG T PHG）用双蒸水过柱清洗至无乙醇，用 4倍柱床体积的 1Q4 G%:O3
7$?.U 平衡，再用 01倍体积的双蒸水清洗柱床以除去游离的 7$?.U，然后用超声缓冲液

-1GG%:O3 /2（!&M+V），-11GG%:O3 7;(:平衡至流出液 !&为 MQV。将超声后的离心上清液
以 -G3OG$=流速上柱，收集穿流峰，然后用 -1GG%:O3 /2（!&P+ 1），-11GG%:O3 7;(:洗脱，再
用此溶液与 -1GG%:O3 /2（!&P+1），-11GG%:O3 7;(:，-11GG%:O3咪唑进行阶梯式梯度混合洗
脱，设 &,FLMF0型紫外检测仪的灵敏度为 1Q0，记录仪走纸速度为 4HGOG$=，收集各洗脱峰，
并取样进行 ?,?F/8E5分析，根据蛋白分子量大小判断 /384 融合蛋白所在部分。

!#$#& /384 融合蛋白的鉴定：采用 W9’<9@=印迹法进行［00］。一抗为兔抗天然蛇毒磷脂酶

84多克隆抗体，二抗为羊抗兔 I>EF&)/。亲和层析纯化后的 /384 融合蛋白经 ?,?F/8E5
后转到 7(膜上，剪下 X;@Y所在的泳道用丽春红染色，将剩余的膜用脱脂奶粉封闭后，结
合一抗、二抗，最后用 ,82显色系统显色。

$ 结果

$ "! 两种硫氧还蛋白 /38$ 融合表达载体的构建

为了提高的 /384 的表达量和蛋白的可溶性，我们采用融合表达系统进行载体构建，

并在融合伴体和目的蛋白之间引入肠激酶（5K）识别位点（>;< >;H >;< >;H ;;>），以便对融合
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蛋白进行专一切割。以 !"#$%&’!"#( 质粒 #$%为模板，用相应的引物扩增 )*%( 基因（图

略），分别克隆到 !+,-./-01和 !+23表达质粒上（图 4）。小量制备法提取质粒 #$%，酶切
后可得到与 )12产物相同大小的片段，#$%测序结果正确，说明两种 )*%( 融合表达载体

构建准确无误。

图 ! "#$%&’%( )*!"#+ ,-. "#/0*!"#+ 表达质粒的构建

5-674 1.809:;"9-.8 .< :=".>?-8@89 !A@0>-B !+,-./-01’!"#( @8B !+23’!"#(

+ 1+ 重组 )*%+ 蛋白在两种原核表达系统中的融合表达比较

C#C’)%DE分析表明，经 F)+D诱导，!+,-./-01’!"#( 和 !+23’!"#( 转化菌的总蛋白样

品中都出现约 &GH#的特异蛋白带（图 (），与平颏海蛇 )*%( 分子量（约 4IH#）及 +:J（含 EH
识别位点及 K/-0）分子量（约 4LH#）总和相符，凝胶扫描显示，两种 )*%( 融合蛋白的表达

量分别为总菌体的 (GM和 &GM，说明 )*%( 基因均能在 !+,-./-01和 !+23两种表达系统
中得到成功表达。将表达后的细菌培养物进行超声破碎处理并对超声上清液进行 C#C’
)%DE分析，结果显示 )*%( 融合蛋白在 !+,-./-01和 !+23两种系统中分别占菌体裂解物
的 4(M和 4KM（图 &），说明 )*%( 融合蛋白在 !+23系统中的可溶性较 !+,-./-01中更好。

图 + "#$%&’%()*!"#+ 和 "#/0*!"#+ 在大肠杆菌中的融合表达

5-67( +,= <;0-.8 =J!:=00-.8 .< !+,-./-01’!"#( @8B !+23’!"#( -8 $ 7 %&’(

（@）C#C’)%DE .< !+,-./-01’!"#( -8 09:@-8 +N)4G .8 4(M 6=A：47 +.9@A !:.9=-80 .< +N)4G O-9, !A@0>-B !+,-./-01’!"#( -8B;"=B

?P F)+D；( 7Q.A=";A@: O=-6,9 09@8B@:B；&7 +.9@A !:.9=-80 .< +N)4G O-9, !A@0>-B !+,-./-01 -8B;"=B ?P F)+D7
（?）C#C’)%DE .< !+23’!"#( -8 09:@-8 R*(4（#E&）.8 4(M 6=A：47 +.9@A !:.9=-80 .< R*(4（#E&）O-9, !A@0>-B !+23’!"#( -8’

B;"=B ?P F)+D7( 7 +.9@A !:.9=-80 .< R*(4（#E&）O-9, !A@0>-B !+23’!"#( 8.9 -8B;"=B ?P F)+D；& 7Q.A=";A@: O=-6,9 09@8B@:B7
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图 ! "#$%&’$#()*（+，,）和 %&’$#()*（-，.）融合蛋白的金属螯和亲和层析纯化
!"#$% &’(")"*+,"-. -) /&01(20&345（+，6）+.7 1(20&345（*，7）)’8"-. 9(-,:". 6; <:,+=0*>:=+,".# +))".",; *>(-<+,-#(+9>;

（+）?>(-<+,-#(+< -) 8-=’6=: 9(-,:".8 )(-< ,(+.8)-(<:7 1@&AB *:==8 -. C"5 D *>:=+,".# 8:9>+(-8: ". &EF 6’)):( 8;8,:<：&:+G A $ &(-0

,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/K$L），IBB<<-=J3 C+?=；&:+G 5 $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$B），IBB<<-=J3 C+?=；

&:+G % $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$ B），IBB<<-=J3 C+?=，A$ I<<-=J3 "<"7+N-=:；&:+G O $ &(-,:".8 :=’,:7 H",>

IB<<-=J3 &E（9/M$B），IBB<<-=J3 C+?=，IB<<-=J3 "<"7+N-=:；&:+G I $ &(-,:".8 *=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$ B），IBB<<-=J3

C+?=，5BB<<-=J3 "<"7+N-=:$（6）FPF0&4QR +.+=;8"8 -) ,>: 9(-,:".8 )(-< C"5 D *>:=+,".# 8:9>+(-8:；A S I$ &(-,:".8 )(-< &:+G A S

I；M$ 1-,+= 6+*,:("+= 9(-,:".8；K $ T-=:*’=+( H:"#>, 8,+.7+(78；L$ 1-,+= 8-=’6=: 9(-,:".8$（*）?>(-<+,-#(+< -) 8-=’6=: 9(-,:".8 )(-<

,(+.8)-(<:7 E35A（PR%）*:==8 -. C"5 D *>:=+,".# 8:9>+(-8: ". &EF 6’)):( 8;8,:<；&:+G A $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/K$

L），IBB<<-=J3 C+?=；&:+G 5 $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$B），IBB<<-=J3 C+?=；&:+G % $ &(-,:".8 *=’,:7 H",> IB<<-=J

3 &E（9/M$B），IBB<<-=J3 C+?=，AIB<<-=J3 "<"7+N-=:；&:+G O +.7 I $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$ B），IBB<<-=J3

C+?=，5BB +.7 OBB<<-=J3 "<"7+N-=:；&:+G M $ &(-,:".8 :=’,:7 H",> IB<<-=J3 &E（9/M$ B），IBB<<-=J3 C+?=，IBB<<-=J3 "<"70

+N-=:$（7）FPF0&4QR +.+=;8"8 -) ,>: 9(-,:".8 )(-< C"5 D *>:=+,".# 8:9>+(-8:；A $ &(-,:".8 )(-< 9:+G A；5$ 1-,+= 8-=’6=: 9(-,:".8；% S

K$ &(-,:".8 )(-< 9:+G 5 S M；L $T-=:*’=+( H:"#>, 8,+.7+(78$

* /! 两种 &34* 融合蛋白的亲和纯化比较与鉴定

利用 /"80&+,*>和 M/"8亲和标记，将两种系统下表达的菌体超声上清进行 C"5 D 0?>:=+,0
".# F:9>+(-8:亲和层析，结果（图 %）表明，在 91UV系统下表达的 1(20&345 融合蛋白具有对

C"5 D 0?>:=+,".# F:9>+(-8:的高亲和性，需要 OBB<<-=J3以上浓度的咪唑才能被完全洗脱下
来，并具有 LIW以上的纯度；而 91>"-/"8?系统中表达的 /&01(20&345 融合蛋白与 C"5 D 0
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图 ! 纯化后 "#$% 融合蛋

白的&’()’*+ ,-.)检测
!"#$% &’()’*+ ,-.) ./ )0’ 12*"3
/"’4 5678 /2(".+ 1*.)’"+
9 $ 1*.)’"+ :;*<’*；8 $ 12*"/"’4 5678

/2(".+ 1*.)’"+$

=0’-;)"+# >’10;*.(’的亲和力相对低得多，仅用 9?::.-@6咪唑洗
脱时就有部分融合蛋白流出，逐步提高咪唑浓度，均不能洗下具

有一定纯度的融合蛋白，呈现出明显的拖尾现象，当咪唑浓度为

8AA::.-@6时，可将几乎所有的菌体蛋白洗下，B53C*D35678 融合

蛋白在各洗脱峰中均有分布，当咪唑浓度继续升至 ?AA::.-@6，
不再有蛋白洗出，说明此系统下的融合蛋白基本不具备与 E"8 F 3
=0’-;)"+# >’10;*.(’的特异性亲和力，因而很难与大肠杆菌的其
他胞内可溶性蛋白有效分开，1CGH表达系统更适合用于 5678

的大量表达和表达产物的纯化。免疫印迹结果表明（图 %），兔抗
天然江浙蝮蛇磷脂酶 78的多抗能识别我们用大肠杆菌表达的
5678 融合蛋白，这主要由于平颏海蛇与江浙蝮蛇 5678 具有相

似的功能结构域所至，结合 5678 重组子的 IE7测序结果，证明
该蛋白是重组平颏海蛇 5678 融合蛋白。

/ 讨论
蛇毒 5678 的重组表达研究是目前开展 5678 结构与功能关系研究的有效手段之一。

融合表达系统是近几年来发展较快的一种重组蛋白表达技术，就原核系统而言，采用融合

表达方式对防止包含体产生、增加表达量、提高折叠率、限制蛋白酶水解和优化纯化方案

等均有着独特的优越性［98］。平颏海蛇 5678 的主要结构特点是，分子内含有 J对二硫键，
它们的正确配对直接关系到 5678 的酶活性和其他生理活性，然而，如此多的二硫键对于

蛋白的重组表达无疑会增加难度。在迄今为止不多的报道中，人们对蛇毒 5678 的重组表

达普遍采用包含体变复性的方式进行［9K］。为了得到具有较高生物活性的重组海蛇 5678

蛋白，我们构建了以肠激酶（LM）识别序列作为连接区的 1C0".B"(=3!"#8 和 1CGH3!"#8 融

合表达载体，其目的是希望获得较高表达量和较好溶解性的融合 5678，并在融合蛋白的

酶解后，得到具有天然 E端的重组 5678 以便进行功能研究。

1C0".B"(=和 1CGH是以硫氧还蛋白（C*D）为融合伴体的两种原核表达载体，分别含有
C*N和 CJ强启动子，-;N!调节基因及其他转录、翻译元件，可以在大肠杆菌 CO5 9A和 P689
（ILK）中通过 Q5CR诱导插入其中的外源基因表达；都含有能和二价金属离子（E"8 F）形成
配位键的多组氨酸亲和标签，不同的是，前者是在 C*D上存在一个“B"( 1;)N0”结构，形成
B53C*D，而后者是在天然 C*D羧基端存在 SB"(区。我们的研究表明，5678 在这两种系统中

均能得到表达，但在 1CGH系统中的表达量及融合蛋白溶解性明显高于 1C0".B"(=系统，
这说明 !"#8 基因的表达主要取决于启动子的种类、融合伴体与目的基因间 -"+<’*的长度
等调控因子。另外，本实验结果显示，1CGH中的“SB"(”比 1C0".B"(=中的“B"( 1;)N0”结构
具有更强的与 E"8 F 3(’10;*.(’结合的能力，有利于融合蛋白的纯化，表明选择合适的表达
载体，对于提高基因的表达量及融合蛋白的纯化效率致关重要。1CGH3!"#8 高效表达及

亲和纯化系统的建立，为 5678 的基因工程下游工程研究特别是重组 5678 的功能研究奠

定了良好的基础。
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