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!!"#$ 复制酶中亚基的共表达对!亚基溶解性的影响

王 栋
（江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室 无锡 #%!$G"）

摘 要：在体外 I0J和蛋白质合成及自复制系统的研究中，K!I0J复制酶作为以 I0J为模板的 I0J聚合酶，是比
较重要的应用酶种之一。该酶由 !个亚基组成，其中只有!亚基是由病毒基因编码，而其他 G个亚基都是宿主蛋
白。利用普通表达载体合成 K!复制酶时，得到的!亚基几乎都是不溶性蛋白，从而影响了 K!复制酶的活性和产
率。为尝试提高!亚基的溶解性，构建含有!亚基基因的表达质粒 LMJ* GG:/+L，同时利用 L<4#%7（ N）为表达载体
表达其他 G个亚基进行共表达研究。不同亚基组合的共表达结果通过 O*O:PJQ<分析表明，当!亚基与 <6:4F:4C
亚基共表达时，溶解度有一定的提高，而且可溶性部分也具有复制酶活性。通过调节共表达诱导物浓度，相对增强

可溶性!亚基的表达，可溶性 K!复制酶酶量得到相应的提高。
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K!复制酶最初是来源于 K!噬菌体的以 I0J
为模板的 I0J聚合酶［%，#］，现在常用于体外 I0J的
复制及分子进化［G，!］、无细胞蛋白质分子的合成以

及自复制系统的构建研究［; R 9］。该复制酶由 !个亚
基组成，分别为"，!，#和$亚基，其中只有!亚基
是由病毒基因编码，大小约为 ";S*，其他 G 个亚基
都是宿主蛋白，通常与蛋白质合成有关，分别为核糖

体蛋白 O%（"），蛋白质合成延长因子 <6:4F（#）和
<6:4C（$），各亚基以等摩尔比构成完整的复制酶［%］。
随着 K!复制酶研究的深入，该酶除了在体外

I0J和蛋白质分子的合成及构建自复制系统研究
领域具有重要理论研究价值，在 I0J的扩增和基因
检测等方面也有重要应用［1，%$］，对于纯化的 K!复
制酶的需求正不断增加。但 K!复制酶的产量仍较
为有限，为此，许多研究者利用噬菌体、表达质粒等

分子生物学手段对 K!复制酶的制备和纯化进行了
大量的研究工作［%% R %!］，然而提供具有活性的纯 K!
复制酶仍难以满足需要，所用方法也不够简便迅速，

制备过程中还存在一些问题。利用质粒对 K!复制
酶进行高效表达时，表达的!亚基几乎都是以不溶
的形式存在，基本没有复制酶活性，从而限制了大量

的可溶性 K!复制酶的获得。
由于宿主细胞中核糖体蛋白 O% 与延长因子

<6:4C的胞内含量比较低，而亚基 <6:4C和 <6:4F对
于 K!复制酶的合成和功能又具有重要作用

［%;，%"］，!
亚基单独表达时可能会引起其他亚基量的相对不

足，从而影响 K!复制酶全酶的合成及其活性。因
此利用!亚基与其他亚基共表达可以了解是否宿主
亚基的缺乏是引起 K!复制酶不溶性的主要因素，
进而了解!亚基与其他 G个亚基的共表达是否有助
于可溶性 K!复制酶的形成。6FS7@’ 等

［%"］研究发

现，在真核无细胞体系中，<6:4C和 <6:4F作为融合
蛋白表达对于 K!复制酶的活性具有重要作用。其
他利用共表达来提高 K!复制酶溶解性和活性的研
究未见报道。为此，本文对 K!复制酶!亚基与其他
亚基的共表达进行了探索，研究提高可溶性复制酶

生产的可能性，对于利用亚基的共表达提高多亚基

酶的溶解性进行了尝试。

% 材料和方法

%&% 菌种和培养基
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）MT#%（*<G）（0’U7A+@

公司）［6:’-L4 VC>OM（/M: -M:）A7( >,-（*<G）］作为
宿主细胞在 TM培养基［%2］中培养。培养基所用抗生
素浓度如下：氨苄青霉素 ;$%A5-T；氯霉素 #$%A5-T。
WP4Q浓度为 %--’(5T，T:阿拉伯糖浓度为 $H#X。



其他实验菌株，大肠杆菌 !"#$%&’(()*+’ 和
,-.#（/01）&’02)*+’由大阪大学应用生物工学系酶
工程实验室提供。

!"# 主要试剂
质粒纯化试剂盒（345607 89’)#$$ (98）和 /75

片段回收试剂盒 345:;9<= >+? +@8*A<89BC（.D$）(98均
购自 345607公司。限制性内切酶、2E /75连接酶
和其他修饰酶；及氨苄青霉素、氯霉素、4F26等药品
购自 2A(AGA公司。
!"$ 质粒的构建和 %&’的制备
利用 ’,5/质粒（日本国立遗传学研究所）作为

携带复制酶（ !"#）基因（!亚基）的载体构建质粒。
G+’基因片段由携带 3!全基因组 </75 的质粒
H(3!通过 FIG扩增得到后，先插入到质粒 ’,5/.E
中，构建得到 ’,5/).E)*+’用于!亚基的表达。在进
行不同亚基共表达时，由于 ’,5/).E)*+’ 与 ’02 载
体含有相同的复制起点)’,G11. 起点，以及相同的
氨苄青霉素抗性选择标记，两种载体不适合进行共

表达。因此将 ’,5/).E)*+’ 中含有 G+’ 基因和 H/
序列的约 1J#=K片段插入到 ’,5/11，该质粒具有不
同的复制起点)’5ILI#ME起点及氯霉素抗性选择标
记，构建得到质粒 ’,5/11)*+’ 用于!亚基的共表
达。

H#、0N)2; 和 0N)2O基因分别由质粒 H(3!通过
FIG扩增得到，插入到质粒 ’02 中构建得到质粒
’02)H#、’02)2;和 ’02)2O，分别携带 H#、0N)2;和 0N)
2O基因，质粒 ’02)2O)2;则携带 0N)2;和 0N)2O两个
基因，均由大阪大学应用生物工学系酶工程实验室

提供。将这 E种质粒独立转化宿主 ,-.#（/01），分
别得到转化子 ,-.#（/01）&’02)H#、,-.#（/01）&’02)
2O、,-.#（/01）&’02)2;和 ,-.#（/01）&’02)2O)2;。再
将质粒 ’,5/11)*+’转化这些菌株，经限制性内切酶
分析验证转化子中得到不同的质粒组合，进而实现

不同亚基的共表达。

利用 345:;9<= >+? +@8*A<89BC（.D$）试剂盒回收
/75片段，质粒由 345607公司 89’)#$$试剂盒提取
得到，质粒构建的各个步骤均经限制性内切酶分析

确证。酶反应与 $%&’"!(&’() &*+( 细胞转化操作如文
献［#P］所述。
!"( 培养条件和方法
各菌株及转化子均在 1PQ -,培养基中培养。

含 ’02载体的转化子，培养基中加入 D$">&R-氨苄
青霉素，诱导物 4F26浓度为 #RRB?&-；含 ’,5/载体
的转化子，培养基中氯霉素浓度为 .$">&R-，诱导物

为浓度 $J.S的 -)阿拉伯糖。当菌体生长至细胞密
度达到 ,-T$$ $JD时，加入诱导物，继续培养 1U。取
DR-培养液离心收集细胞，再悬浮于 D$$"-缓冲液
中［#$RRB?&- 2*9O)VI?（’V MJ$），1RRB?&- 0/25，
.DS甘油，#$RRB?&-!)巯基乙醇］。细胞悬浮液经
超声波破碎，#D$$$*&R9C EQ下离心 #$R9C，分离得到
可溶与不溶性组分，各组分进行 #$S H/H)F560分
析［#P］。

!") *&’复制酶活性分析
细胞破碎液中加入 D"- #RB?&- ">I?. 和 #"-的

/7AO+ 4（#$W&"-），于 #DQ保温 #$R9C，EQ#D$$$*&R9C
离心 #$R9C。可溶性与不溶性部分分别作为粗酶进
行 G75复制酶活性分析。

"/X)’B?Y（ Z）G75由 2P G75聚合酶体外转录
’WI)"/X)-G /75制备得到［#M］，作为模板用于 G75
复制酶活性分析。G75复制酶活性分析反应体系
（D$"-）含 D"-粗酶，.">&R- "/X)’B?Y（ Z）G75模板
以及 #.DRRB?&- 2*9O)VI?（’VMJ$），.DRRB?&-!)巯基
乙醇，#$RRB?&- ">I?.，DRRB?&-磷酸烯醇式丙酮酸，
#$">&R- 丙酮酸激酶，#$">&R- 利福平，72FO 各
$JMRRB?&-，PEW&R- 的 /7AO+#。反应体系温和混
匀，1DQ保温 1$ R9C，加入苯酚&氯仿终止反应。取
#$"-水相 #$$Q加热 #R9C，.S琼脂糖电泳分析［#1］。

# 结果和分析

#"! +!复制酶!亚基与其他亚基的共表达
由于多种质粒表达载体，如 ’((、’02 等用于

!"# 基因的表达时，来自于宿主细胞的其他亚基数
量与!亚基相比可能相对不足，难以形成大量完整
的复制酶，大量的!亚基聚集成为不溶性蛋白，基本
没有活性，从而影响了活性 3!复制酶的获得。3!
复制酶本身的可溶性表明不同亚基间的相互作用可

能对!亚基的溶解性有重要影响，如果通过宿主细
胞自生合成或者其他方式，提供与!亚基数量相当
的其他亚基，则有可能使!亚基保持溶解状态，得到
较多的活性复制酶。因此，利用!亚基与其他亚基
的共表达可以有效地考察这一问题。

在 3!复制酶中，!亚基与$亚基（H#）结合较为
紧密，而 2O与 2;则以复合体形式存在［#］。因此为
确定何种亚基与!亚基共表达可增加其溶解性，选
择带有 H#、2O、2;及 2O)2;基因的各个质粒分别转化
$ [ &*+(，得到的转化子再用带有!亚基基因的
’,5/11)*+’转化，进行亚基的共表达。各转化子经
限制性内切酶分析（图 #）证实，共表达转化子分别
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含有 !"#$%%&’(!与 !)*&+,、!)*&*-、!)*&*. 或 !)*&
*-&*.质粒的不同组合（%、/、0、,1泳道）。

图 ! 共表达转化子限制性内切酶分析
2345 , 6(-7’38739: (:;<=( >:>?<-3- 9@ 7’>:-@9’=>:7- @9’ 89&(A!’(--39:

B5!$C#D!"# *E, F34(-7 =>’G(’；,，H，E，I，J，KL M?>-=3F ->=!?(- 9@

!"#$%%&’(!，!)*&*-，!)*&*.，!)*&*+&*.，!"#$%%&’(! >:F !)*&+,

!’(!>’(F @’9= N9-7- N>’O9’3:4 -3:4?( !?>-=3F，’(-!(873P(?<；%，/，0，,1L

M?>-=3F ->=!?(- !’(!>’(F @’9= N9-7- N>’O9’3:4 7Q9 7<!(- 9@ !?>-=3F-，

!"#$%%&’(! >:F !)*&*-，!"#$%%&’(! >:F !)*&*.，!"#$%%&’(! >:F

!)*&*+&*.，!"#$%%&’(! >:F !)*&+,，’(-!(873P(?<5 #5 +>=!?(- Q(’( F3&

4(-7(F O< ’(-7’38739: (:;<=( $%&"；"5 +>=!?(- Q(’( F34(-7(F O< ’&("5

利用所得到的共表达转化子经不同诱导物诱导

后，复制酶#亚基可与其他亚基共表达，+$+&M#R)
分析表达结果如图 H所示。当亚基 +,、*-、*.分别
与#亚基共表达时，与#亚基单独表达结果（H泳道
约 I/G$处）相似，#亚基条带仍然只存在于不溶性
组分中（I、,1、,E泳道约 I/G$处），溶解性没有明显
变化。而当 *-&*.与#亚基共表达时，一定数量的#
亚基可以在可溶性组分中观察到，尽管仍有相当数

量的蛋白存在于不溶性组分中（,0、,J 泳道约 I/G$
处）。这一结果表明，复制酶#亚基的溶解性在 *-
和 *.亚基存在时有一定的提高。此外，*-&*.的表
达也使得 *.溶解性得到了明显的提高。*.单独表
达时有相当部分蛋白存在于不溶性组分中（,H泳道
约 E/G$处），随着 *-&*.的表达，可发现 *.与 *-一
起主要存在于上清液中（,/泳道）。

图 " 不同亚基共表达 #$#%&’()分析
2345H +$+&M#R) >:>?<-3- 9@ 7N( 89&(A!’(--39: 9@ -.O.:37- >@7(’ 3:F.8739:

B5 B>’G(’；,，%，/，0，K，,,，,%，,/，,0L +.!(’:>7>:7 @’>8739:- !’(!>’(F @’9= 7N( ?<->7(- 9@ 8(??- N>’O9’3:4 !"#$%%&’(!，!)*&+,，O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F

!)*&+,，!)*&*-，O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F !)*&*-，!)*&*.，O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F !)*&*.，!)*&*+&*.，O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F !)*&*+&*.，’(-!(8&

73P(?<；H，E，I，J，,1，,H，,E，,I，,JL S9’’(-!9:F3:4 !’(83!37>7( @’>8739:-5

为检验可溶性蛋白是否具有活性，对不同亚基

组合得到的粗酶进行复制酶活性分析（图 %），结果
表明，虽然不溶性部分中存在大量的#亚基，但基本
没有复制酶活性。而在可溶性部分中，特别是#亚
基与 *-&*.共表达时（K 泳道），复制酶活性特别明
显，表明可溶性蛋白具有活性。

"*" +&,(浓度对于!亚基与 )-%,.%,/共表达的
影响

虽然#亚基通过与 *-&*.共表达溶解度有所提
高，但#亚基的表达水平与 )2&*- 和 )2&*. 相比较
低（图 H），提高#亚基表达的相对水平是否能够增
加可溶性蛋白的含量？由于带有 )2&*. 和 )2&*-基
因的 !)*质粒相对于 !"#$%%&’(! 质粒来说是一个
高效表达载体，其表达效率受到诱导物 TM*R 浓度

图 0 不同亚基共表达得到的 1!复制酶活性分析
2345% 6(!?38>-( >873P37< >:>?<-3- 9@ U#’(!?38>-( 9@ 7N( 89&(A!’(--39: 9@

-.O.:37- >@7(’ 3:F.8739:

B5 6C# V>FF(’ =>’G(’；,，%，/，0，KL +.!(’:>7>:7 @’>8739:- !’(!>’(F >-

8’.F( (:;<=( @’9= 7N( ?<->7(- 9@ 8(??- N>’O9’3:4 !"#$%%&’(!，O97N 9@

!"#$%%&’(! >:F !)*&+,，O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F !)*&*-，O97N 9@

!"#$%%&’(! >:F !)*&*.，>:F O97N 9@ !"#$%%&’(! >:F !)*&*+&*.，’(&

-!(873P(?<；H，E，I，J，,1L S9’’(-!9:F3:4 !’(83!37>7( @’>8739:-；,,，,HL

M9-373P( >:F :(4>73P( 89:7’9? .-3:4 !.’( U#’(!?38>-(5 *N( >’’9Q 3:F38>7(-

7N( B$W&!9?<（ X）6C#5
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的影响，而 !"#$质粒的表达则受 %&阿拉伯糖的诱
导。因此在亚基共表达时，通过降低诱导物 ’()*的
浓度，减弱 +,&)-和 ).的表达，可以更为有效地相
对增强!亚基的表达。
诱导物 ’()* 不同浓度条件下共表达结果的

/$/&(#*+ 分析表明（图 0&#），随着 ’()* 浓度从
122345%降低到 676122345%，+,&)- 和 ). 的表达被
减弱，!亚基的表达相应得到了增强，可溶性!亚基
的含量也有所增加（8 泳道约 98:$处）。相应的复
制酶活性分析表明（图 0&"），得到的可溶性蛋白具
有更为明显的复制酶活性。这一结果证实了!亚基
与 +,&)-&).的共表达增强了其溶解性。

图 ! "#$%浓度对于!亚基与 &’($)($*共表达的影响
,;<=0 +>>?@A 3> AB? @3C@?CADEA;3C 3> ;CF.@?D ’()* 3C AB? @3&?G!D?--;3C

3>!&-.H.C;A I;AB +,&)-&).

#：)B? D?-.4A 3> /$/&(#*+ ECE4J-;- 3> F;>>?D?CA >DE@A;3C-；"：)B? D?-.4A

3> D?!4;@E-? E@A;K;AJ E--EJ 3> F;>>?D?CA >DE@A;3C- E- @D.F? ?CLJ2?= M17 (D3&

A?;C 2ED:?D；MN7 OP# %EFF?D MED:?D；1，Q，8，R7 /.!?DCEAECA >DE@A;3C-

>D32 AB? 4J-EA?- 3> "%N1（$+Q）BEDH3D;C< H3AB 3> !"#$QQ&D?! ECF !+)&

)/&). E>A?D ;C@.F?F I;AB 67NS %&EDEH;C3-? ECF ’()* EA >;CE4 @3C@?CADE&

A;3C 3> 122345%，67122345%，676122345% ECF 622345%，D?-!?@A;K?4J；

N，0，9，T7 U3DD?-!3CF;C< !D?@;!;AEA? >DE@A;3C-= "=V，167 (3-;A;K? ECF C?<&

EA;K? @3CAD34 .-;C< !.D? W! D?!4;@E-?，D?-!?@A;K?4J= )B? EDD3I ;CF;@EA?-

AB? M$X&!34J（ Y）OP#=

+ 讨论
综上所述，由于 W!复制酶!亚基在 ! = "#$% 中

单独表达时得到的几乎都是不溶性蛋白，通过构建

带有!亚基基因的质粒 !"#$QQ&D?! 与带有其他亚
基基因的 !+)系列质粒进行不同组合的共表达，尝
试提高!亚基的溶解性。结果表明，!亚基与其他
单一亚基的共表达并不能明显增加其溶解性，无助

于复制酶的制备，只有当!亚基与 +,&).、+,&)- 共
表达时，其溶解性得到了一定的增强，可溶性蛋白也

具有活性。由于天然的 +,&).= +,&)-复合物可刺激
变性的 W!复制酶复性，可作为 W!复制酶其他组成
成分正确折叠的分子伴侣［18］，因此，+,&).与 +,&)-
的共表达，很可能易于 +,&).= +,&)- 复合物大量形
成，从而有助于!亚基表达溶解性的提高，进而得到
较多的活性 W!复制酶。,.:EC3等

［19］也得到了相似

的研究结果。进一步通过调节诱导物浓度，相对增

强可溶性!亚基的表达，可溶性复制酶酶量得到相
应提高。从研究结果似乎还可以发现，!亚基的溶
解性与 W!复制酶活性似乎具有一定的相关性，定
量测定复制酶活性和可溶性蛋白的表达水平，从而

确定两者间关系的研究还有待进一步进行。
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