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摘 要：膜蛋白是一类与生物膜相互作用、具有重要功能和独特结构的蛋白质。异源表达纯化一直是了解膜蛋白

结构和功能的重要瓶颈。结核分枝杆菌作为典型的胞内致病菌，其膜蛋白的研究具有很好的代表性以及重要意

义。目前用于表达膜蛋白的有大肠杆菌、酵母、哺乳动物细胞等表达系统，但结核菌膜蛋白的表达宿主还往往局限

于大肠杆菌。异源表达需要综合考虑蛋白的来源、疏水性、跨膜区等特性。低温、加入共表达因子以及改变培养条

件有助于结核菌膜蛋白的可溶性表达。另外，包涵体复性也是获得结核菌目的膜蛋白的重要途径。随着新的表达

系统，新的促可溶表达策略，新的包涵体复性手段，新的纯化方法的应用，将有更多的膜蛋白异源表达纯化成功，为

蛋白质功能研究奠定基础。
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对于一个有功能的细胞而言，膜蛋白的重要性是毋庸置

疑的。据统计，膜蛋白的编码基因占整个基因组的 $%I )
(%I［&］，它们执行了包括跨膜运输、结构支撑、维持细胞电

势、信号传递和代谢等重要的细胞功能。目前约有 "%I的

药物以膜蛋白为作用靶点［$］，同时，很多诊断靶标以及疫苗

分子都是膜蛋白。因此，无论在理论研究还是在实践应用方

面，膜蛋白的异源表达和纯化都有重要意义。本文主要阐述

针对结核菌膜蛋白结构和功能研究的异源表达纯化。

膜蛋白结构特殊、研究困难，在蛋白数据库（J1.-0=E K9-97
39EL）里 能 够 获 得 结 构 数 据 的 膜 蛋 白，仅 占 蛋 白 总 数 的

%M#I［(］。要进行结构研究，按目前的技术水平，需 &% ) 数百

<> 的高纯度蛋白。要得到满足数量和纯度要求的蛋白，一

般来说可以从以下四个方面来考虑：从天然蛋白中纯化；化

学合成；体外表达系统表达分离；通过异源表达纯化得到。

通常情况下，天然条件下膜蛋白的含量过低，分离纯化困难。

而化学合成受肽链长度的限制，迄今未有成功合成膜蛋白的

报道。体外表达系统是很有潜力的［!］，但它的成本高，而且

缺乏必要的翻译后修饰，目前仍然没有大规模应用。异源表

达仍是大多数人的首选途径。研究者对此作了大量的探索

工作。

结核病目前依然是严重威胁人类健康的传染病之一，结

核分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.，简称 N53）是结核病致

病菌，它的细胞被膜有独特的分子组成和结构，介导该菌的

胞内寄生，参与宿主的免疫应答，并通过屏蔽或外排药物导

致该菌的耐药性。研究它们的结构和功能为了解 N53 的感

染机理以及治疗结核病提供重要线索。同时，N53 的膜蛋白

具有一定的代表性，它不仅有原核生物中功能保守的膜蛋

白，还有类似真核生物的膜蛋白，如：真核样的腺苷酸环化

酶［#］、真核样 O 蛋白［*］等。所有已知的脂质、聚酮代谢途径

在分枝杆菌中都有发现，N53 的脂质、聚酮合成酶中，很多超

出已知范围，研究它们还有可能获得新的脂质聚酮合成途

径。因此，本文通过综述针对结构和功能研究的 N53 膜蛋

白异源表达与纯化，阐述膜蛋白对病原微生物研究的重要意

义，为成功表达膜蛋白，提供了可供选择的方案及实例。

! 结核分枝杆菌膜蛋白的异源表达和纯化现状

&’’4年 N53 试验室菌株 P(" QR 的基因组测序完成以

后，序列分析得到的 (’$! 个 +Q8 中，预测有 &&*$ 个是编码

膜蛋白的［"］，其功能包括：能量代谢、大分子的合成和修饰、

调控、降解、转运结合、毒力相关、细胞分裂、氨基酸合成、脂

质合 成、J; 和 JJ; 家 族、ST 元 件、分 子 伴 侣、细 胞 色 素 等

（U--V：WWAAAC @9E>01C 9,C BL）。

$%%$ 年美国 X9-=.E96 P=>U N9>E0-=, 8=06D Y9/.19-.1Z 开展了

N53 膜 蛋 白 结 构 基 因 组 计 划（N0</19E0 J1.-0=E T-1B,-B196
O0E.<=,@ .[ !"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*. ），拟 以 大 肠 杆 菌

（/.#0()*#0*& #$-*）为异源宿主，表达所有的 N53 膜蛋白，预计

有 &%I ) $%I的蛋白能够获得足够数量用以晶体结构分析。

目前尝试表达了大约 (%% 多个膜蛋白，约有 #%I蛋白表达成

功。（ U--V：WW<9>E0- C [@BC 0DBW ) <V1.-0=EWN3JA0/）。 $%%# 年

\.10V9E.R9 等［"］同样利用大肠杆菌为宿主，以 V;5 表达系统

表达了 N53 的 &!( 个膜蛋白，有 #%I的蛋白得到表达，$#I
的蛋白表达量高。表 & 总结了异源表达成功的 N53 膜蛋



白，不包括上述高通量表达的蛋白。

从表 ! 可 以 看 出，通 过 "#$%、真 核 样 腺 苷 酸 环 化 酶、

&’(!) 等分子的异源表达，对 &*+ 的致病机理有了更进一

步的了解。,-.)*/、011 等分子表达成功，使结核菌的耐药

性研究进入分子水平。2$.!345 分子是 &*+ 的主要抗原。

对这些膜蛋白功能的研究，为结核病提供了诊断试剂、疫苗

候选分子以及潜在的药物靶标。

表 ! 异源表达的结核分枝杆菌膜蛋白
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" 膜蛋白的异源表达策略

膜蛋白的异源表达纯化过程是比较困难的，因为膜蛋白

的正确折叠依赖信号识别蛋白（$>;?67 9(’:;?>#>:? .69#>’7(）以及

分子 伴 侣（&:7(’<769 D86.(9:?）。&*+ 的 信 号 识 别 蛋 白 有

"#$V、"@8（">@#EG@:<9 8:-:7:;）等，分 子 伴 侣 有 2R0（8:# $8:’K
.9:#(>?）家族、DR0（’:7F $8:’K .9:#(>?）家族等。异源表达膜蛋

白时，缺乏这些信号分子以及分子伴侣难以形成正确高级结

构；另外，膜蛋白的功能与结构都与细胞膜息息相关，在异源

宿主中，不会有很多的膜空间可以提供给这些“额外”的膜蛋

白；某些膜蛋白对异源宿主有毒性作用；有的膜蛋白由于宿

主蛋白酶的影响，在宿主胞内不稳定。为克服这些不利因

素，成功获得的异源表达，本文介绍了以下策略，适用于包括

&*+ 在内的所有膜蛋白。

"#! 膜蛋白的表达系统

很多蛋白表达系统被尝试用于膜蛋白的表达。&*+ 的

膜蛋白用到的异源表达系统多为大肠杆菌和耻垢分支杆菌。

大肠杆菌表达系统是最常用的。其优点是方便、快捷、

便宜。缺点是缺乏必要的分子伴侣、翻译后修饰系统以及形

成正确膜蛋白构象必须的细胞膜成分［!1］。筛选大肠杆菌的

一些突变株可能更适合表达膜蛋白，如 +SO!（WB5）菌株的突

变菌株 DI!（WB5）、DI5（WB5），它们能表达在 +SO!（WB5）中难

于高水平表达的膜蛋白［!3］。研究显示，用这些突变株表达

异源膜蛋白时，增生出大量的细胞内膜，且这些细胞内膜的

脂质成分与质膜的成分不同，这可能是它们能够较好的表达

膜蛋白的原因之一。膜蛋白功能基因组计划中，选用的大肠

杆菌菌株即为 DI5（WB5），表达了约 5JJ 多个 &*+ 膜蛋白，成

功表达率达 1JX（8##.：YY-6;?(# T @$<T (F<Y Z -.9:#(>?Y&+0H(/）。

&*+ 膜 蛋 白 表 达 中 很 多 用 到 耻 垢 分 枝 杆 菌

（!"#$%&#’()*+, .,(1,&’*.），是利用了它与结核分枝杆菌同属

于分枝杆菌，但又无毒的特性。因为异源表达纯化膜蛋白的

困难性，很多研究者都选择了避免膜蛋白的纯化，直接在异

源表达的宿主中研究蛋白的功能。

目前用于表达膜蛋白的系统还有乳酸乳球菌（ 2&#’$#$##+.
-&#’*.），酵母（E(6$#），昆虫细胞（>?$(’# ’(77）以及哺乳动物细胞

（-6--67>6? ’(77$）等，尽管目前没有找到用他们来表达 &*+
膜蛋白的例子，但可以对以后 &*+ 膜蛋白的表达提供思路。

以乳酸乳球菌作为宿主表达异源膜蛋白时，表达量能达到几

十 Z 几个 -;YS［!N］。它已经用于原核和真核膜蛋白的异源表

达。有意 思 的 是，在 乳 酸 乳 球 菌 中 没 有 发 现 包 涵 体 的 存

在［!N］。另外，一种古菌，嗜盐杆菌（3&-$%&#’()*+, .&-*4&)+,）作

为宿主表达细菌视紫红质可以达到每升培养物产生 5J-; 蛋
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白的产量［!"］。推测其他好几种膜蛋白在这种嗜盐杆菌中也

有相似的表达量［!"］，因此它们作为表达膜蛋白的宿主是很

有潜力的。

很多真核膜蛋白用原核表达系统效果欠佳。真核表达

系统成为一种重要选择。鉴于 #$% 膜蛋白中有类似真核的

分子，以及 #$% 真核细胞胞内寄生的特性，用真核表达系统

也不失为一种选择。单细胞真核生物酵母是一种重要的表

达宿主，在表达 #$% 的抗原 &’()* 时，用甲醇酵母（ !"#$"%
&%’()*"’）表达得到的重组蛋白比用大肠杆菌表达的蛋白在结

核病人血清中引起更强的免疫反应［!+］，说明通过酵母表达

系统获得的重组蛋白具有更完整的抗原表位及三级结构。

&’()* 是分泌蛋白，同膜蛋白一样，在蛋白翻译及分选过程

中都需要跨越细胞膜，这为我们通过真核表达系统获得 #$%
膜蛋白的设想提供有利的证据。表 * 为其它表达膜蛋白的

宿主。

表 ! 用于膜蛋白表达的宿主

$,-./ * #/0-1,2/ 3145/62 47/1/831/99642 :495
;495 </=541 ,2> 951,62 ?8,03./
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-)." &@!（A?)）；&@)（A?)） B2=4B3.62C 3145/62 !［*D］
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!"! 增加膜蛋白在宿主胞内的可溶性表达策略

在异源表达体系中，往往形成无功能的蛋白堆积，表现

为包涵体的形式，从包涵体中获得膜蛋白要通过复性这一步

骤，不能成功复性的膜蛋白占有相当的数量［*"］，因此通过增

加异源表达蛋白的可溶性以提高蛋白产量是一条获得膜蛋

白的重要途径。

!"!"# 通过低温表达蛋白：在我们的研究中，用大肠杆菌为

宿主，表达了结核分枝杆菌的膜蛋白 W7DN*!，表达过程中发

现，以 )YZ诱导没有可溶蛋白表达，而在 *DZ诱导表达有约

OD[的蛋白以可溶形式表达出来。这是因为低温降低表达

速度，有利于蛋白折叠［*+］；常温时热休克蛋白酶的活性高，

导致异源表达蛋白降解，而低温下，该蛋白酶活性较低，利于

异源表达蛋白在宿主胞内的稳定性［)D］。目前启动子 =93P［)!］

能在低温下诱导蛋白表达。而耐寒细菌分子伴侣的应用，使

大肠杆菌能在 @Z时生长速度不受影响［)*］。有力的促进了

低温促溶方法的应用。

!"!"! 通过共表达因子来表达蛋白：#$% 膜蛋白 ’59\，单独

表达时，以包涵体形式存在，与 ’59? 共表达时，他们以复合

物的形式表达在大肠杆菌的细胞膜上［"］。因为有些膜蛋白

是与其他蛋白相互作用形成复合物发挥作用的，通过共表达

他的伙伴蛋白有助于蛋白质的可溶表达。除此之外，还有分

子伴侣能帮助重组蛋白的折叠，大肠杆菌的分子伴侣，如：

A2,U 介导蛋白溶解、Q14?E 防止蛋白聚集。小的热休克蛋白

.-3P 以及 .-3% 保护蛋白不热变性。与它们共表达能实现膜

蛋白的可溶性异源表达。

!"!"$ 改变培养条件来获得可溶蛋白：细胞生长所需的所

有营养是在培养开始前统一加入的，随着细胞的生长，有一

种因素就会成为蛋白产量的限制性因素，例如：3; 的改变、

溶氧的变化、培养基的消耗等。诸多代谢途径产生抑制物的

堆积也是限制性因素的一类。在一个连续的培养过程中，能

源物质的浓度可以依据过程中消耗的量来进行补充，调节其

它因素也能获得更多的产物。此法适用于大规模发酵生产。

!"$ 通过包涵体复性的方法获得膜蛋白

当膜蛋白没有可溶性表达或表达量太少不能达后续纯

化步骤的要求时，可以考虑采用包涵体复性的方法。分子量

小的膜蛋白复性成功率要高些。分子量从 ! 万到 " 万之间

的膜蛋白有成功的例子［))，)@］。#$% 膜蛋白 APQU 即是通过

包涵体复性的方法得到足够的样品进行核磁共振（2B=./,1
0,C2/56= 1/942,2=/）分 析 的。（ :553：]]0,C2/5 K J9BK />B] ^
03145/62]#%(_/-）

通过包涵体复性得到膜蛋白的步骤主要有分离包涵体；

通过尿素、盐酸胍等变性剂溶解蛋白，如有需要加入强去垢

剂促溶；加入磷脂，去垢剂混合物；去除变性剂使蛋白复性。

有意思的是，有研究表明通过包涵体复性得到的蛋白比通过

细胞膜上分离纯化得到的蛋白产生的晶体得到的分辨率更

高［)O］。但必须知道，摸索包涵体复性条件操作繁琐，并且复

性成功的膜蛋白数量有限。目前对于包涵体形成以及蛋白

质复性的分子机理尚未完全明了，所有成功的复性都是建立

在大量选择优化实验的基础上。没有固定的方案可以适用

所有的蛋白。目前基于蛋白拓扑学、动力学以及工程学的研

究为膜蛋白的体外折叠提供理论数据，生物信息学为蛋白质

体外复性构建模型以及提供最佳复性条件。当细胞膜环境

能够很好模拟，折叠过程的分子动力学过程能得到控制，通

过包涵体复性获得膜蛋白将是一条重要的途径。

$ 膜蛋白的纯化

$"# 胞内功能性表达膜蛋白的纯化

膜蛋白的纯化包括分离细胞膜；选择合适的去垢剂解构

膜的脂双层分子结构，释放膜蛋白；亲和，凝胶或离子交换层

析纯化蛋白这几个主要步骤。但也有直接用去垢剂溶解细

胞，再用亲和层析的方法得到目的蛋白的。例如已经完成了

晶体结构测定的 #$% 机械感受通道蛋白 #9=E，它的纯化步

骤就是先将 ! ^ *TC 诱导的重组细胞溶解在含有 !VD[ 的

AA#（>4>/=G.F"FAF0,.5496>/）中，使蛋白溶解，再在含有 DV![
的 AA# 溶液中，通过 H6 亲和层析，离子交换以及凝胶层析

@)+ ESPX A,2 ,( %. K ]4#(% 9"#*)6").):"#% ;"0"#%（*DDY）@Y（O）



纯化得到足够纯度的蛋白质。得到的晶体结构分辨率能达

到 !"#$［%!］。

!"# 包涵体复性得到膜蛋白的纯化

有些蛋白在较高的尿素浓度下，仍能结合在离子交换柱

上，故能在变性的情况下纯化。但大多数蛋白是在完成变性

的过程后，再进行纯化。通过凝胶过滤可以使折叠错误的蛋

白与正常蛋白分开，因为它们之间构象的差异导致了分子流

动动力学半径的不同［!&］。离子交换层析对某些膜蛋白也有

一定的作用，同样也是由于构象的不同导致蛋白净电荷的差

异［!’］。

!"! 去垢剂的选择

去垢剂的选择对于膜蛋白的纯化非常重要，要选择能够

破坏细胞膜的脂双分子层，且又能保持膜蛋白不变性的去垢

剂，通常需要一系列的试验确定它们的剂量以及种类。用一

些短链的去垢剂可能增加蛋白与蛋白间的相互作用，有利于

蛋白结晶，但大多数去垢剂导致蛋白聚合，并且会影响后来

的纯化步骤［!(］。一般来说，能否选择到合适的去垢剂，是膜

蛋白能否纯化成功的关键。

结核分枝杆菌是威胁人类健康的主要病原微生物之一，

众多的研究者对其的致病机理以及防治措施进行了长期的

研究。它的膜蛋白在预防，诊断和治疗结核病中起到的重要

作用，一直是研究的重点。为了获得膜蛋白的结构以及功能

相关的信息，获得足够数量的膜蛋白是必须的。

目前适合膜蛋白的表达系统的发展很快，已有系统不断

优化，新表达系统日益增多。共表达因子、有助于蛋白质胞

内正确折叠的分子等都可能提高表达效率。蛋白拓扑学、动

力学以及工程学的发展将促进包涵体更好复性。表达系统、

促溶手段、包涵体复性等技术的不断更新，细胞生物学、蛋白

质工程学以及生物信息学，结构生物学等学科的长足进步，

都有望用来突破膜蛋白异源表达与纯化的难题，促进结核菌

等胞内致病菌的膜蛋白的基础和应用研究。
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