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摘要:【目的】构建串联亲和纯化原核表达载体，用于研究细菌中( 生理状态或接近生理条件下的) 蛋白-蛋白

相互作用。【方法】设计并合成两条串联亲和标签序列，分别可以在靶蛋白 N 端和 C 端融合 Protein G 和链

亲和素结合肽(Streptavidin binding peptide，SBP) 标签;以 pUC18 载体为骨架，去除原有的阻遏蛋白基因，构

建组成型表达载体 pNTAP 和 pCTAP。【结果】成功构建 N 端和 C 端标签表达载体 pNTAP 和 pCTAP，它们在

大肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)、肠出血性大肠杆菌 O157:H7 和痢疾杆菌福氏 5 型 M90T 菌株中都可

以实现表达。【结论】本实验构建的两个串联亲和纯化表达载体可以在部分革兰氏阴性细菌中表达，为研究

细菌内蛋白 － 蛋白相互作用及致病菌毒力蛋白的作用机制奠定了基础。
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研究蛋白质间的相互作用是解释细胞中各种生

命活动的重要手段，通过深入理解蛋白质相互作用

来研究蛋白质组相互作用网络是揭示生命活动奥秘

的前提。随着蛋白质组学研究技术的发展，串联亲

和纯化技术(Tandem affinity purification，TAP) 在蛋

白质相互作用研究领域的应用也日益广泛。此种方

法的优点 体 现 在
［1 － 2］:(1) 两 步 洗 脱 的 条 件 都 是 温

和的，减少了与诱饵蛋白相互作用分子损失;(2) 通

过基因水平的操作，可以在生理状态或接近生理状

态表达融合蛋白，从而研究诱饵蛋白在生理条件下

的相互作用;(3) 经过两步充分的洗脱，得到的融合

蛋白与其相互作用分子背景低，假阳性低。串联亲和

纯化技术作为一个高效的蛋白-蛋白相互作用研究技

术，在多个生物体系中得到了成功的应用，例如研究

内源性抗肿瘤药物多蛋白复合体纯化
［3］;还有在拟南

芥中利用 TAP 研究蛋白-蛋白相互作用
［4］

及在恶性疟

原虫中利用 TAP 研究翻译延伸因子复合物
［5］

等等。
尽管串联亲和纯化在多个生物体系中得到了成功的

应用，但在原核中的研究较少
［6］

或只在某种细菌菌株

中应用
［7］。因此，本实验主要目的是构建可以广泛应

用在原核生物中的串联亲和纯化表达载体，为研究细

菌内蛋白-蛋白相互作用奠定基础。
串联亲和纯化是将两个标签串联与靶蛋白融合

进行亲和纯化的过程。常用的串联标签包括 Protein
G( 即 ProtG) 标签、Protein A 标签、6ⅩHis 标签、Flag
标签、StrepII 标签、SBP 标签等等

［8］。本课题设计的
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两个串联标签组成:ProG + SBP 标签;两标签中间用

烟草花叶病 毒 蛋 白 酶 切 割 位 点 ( TEV cleavage site，

TEV) 连接。ProG 标签蛋白与 IgG 琼脂糖珠结合通

过 TEV 酶的切割洗脱诱饵蛋白，SBP 标签蛋白与链

亲和素琼脂糖珠结合通过生物素的竞争性结合洗脱

纯化产物。另外，在串联标签的下游加了绿色荧光

标签 GFPuv，作为检测融合蛋白 是 否 成 功 表 达 的 标

志物。考虑到亲和标签可能会影响靶蛋白的天然结

构，本文设计构 建 两 个 表 达 载 体 pNTAP 和 pCTAP，

将亲和标签 分 别 置 于 靶 蛋 白 的 N 末 端 与 C 末 端。
pNTAP 和 pCTAP 在 大 肠 杆 菌 ( Escherichia colii )

BL21(DE3)、肠 出 血 性 大 肠 杆 菌 (Enterohemorrhagic
Escherichia coli，EHEC) O157:H7 菌 株 和 痢 疾 杆 菌

(Shigella flexneri) 福 氏 5 型 M90T 菌 株 中 均 可 以 表

达。串联亲和纯化表达载体可以为进一步通过研究

致病菌中毒力蛋白的相互作用，进而为诠释致病菌

的致病机制奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株和质粒:大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)

感受态细胞购自天根生物技术公司。肠出血性大肠

杆菌 O157:H7 菌 株 及 痢 疾 杆 菌 福 氏 5 型 M90T 菌

株本实验室 保 存。质 粒 pUC18 及 pMDTM 18-T 载 体

购自 TaKaRa 公司。
1. 1. 2 培养基及 培 养 条 件:LB 培 养 基 配 方 参 考 文

献［9］。固 体 和 液 体 在 需 要 时 加 入 氨 苄 青 霉 素 至

50 μg /mL。37℃ 摇床 200 r /min 培养。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:T4 DNA 连接酶购自 New
England Biolabs 公司;限制性内切酶、Taq DNA 聚合

酶、LA Taq DNA 聚合酶购自 TaKaRa 公司。普通质

粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、普通

DNA 纯化试剂 盒 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司。生

化药品为进口分析试剂纯。Western 试剂:彩色预染

蛋白 Marker 购 自 New England Biolabs 公 司;Anti-
GFPuv 单克隆抗体购自 R＆D 公司;辣根酶标记兔抗

山羊 IgG 购自中衫金桥公司。荧 光 显 微 镜;荧 光 共

聚焦显微镜;生物安全柜;PCR 扩增仪 9700 型;BIO-
RAD 公司电转仪。
1. 2 pCTAP 与 pNTAP 表达载体的构建

1. 2. 1 pCTAP 与 pNTAP 表达载体 的 设 计:串 联 亲

和标签由下述肽 段 组 成:两 个 蛋 白 G ( Prot G)、两

个 TEV 酶切 位 点、链 亲 和 素 结 合 肽 ( SBP) 和 绿 色

荧光蛋白(GFPuv)。Prot G 能 高 效 结 合 免 疫 球 蛋

白 IgG 进行特异性的亲和纯化，SBP 能 高 效 结 合 链

亲和素进 行 亲 和 纯 化，GFP 作 为 鉴 定 和 监 测 蛋 白

表达的标记。考虑 到 亲 和 标 签 可 能 会 破 坏 靶 蛋 白

的天然结构，本文 设 计 构 建 两 个 表 达 载 体，将 亲 和

标签置于靶蛋 白 的 N 末 端 与 C 末 端，分 别 命 名 为

pNTAP 及 pCTAP 表达载体。载体构建示意图见图

1。以 pUC18 为载 体 骨 架，用 Afl Ⅲ与 Nar Ⅰ酶 切

去除 LacZ、多克隆位点 及 Lac 启 动 子 区，只 留 下 氨

苄青霉素抗性基因和复 制 原 点。将 启 动 子 Tac、多

克隆位点(MCS，包 括 EcoR Ⅰ、Kpn Ⅰ、Xba Ⅰ、Pst

Ⅰ、Sph Ⅰ) 及 Afl Ⅲ与 Nar Ⅰ酶切位点整合到标签

序列，通过 全 基 因 从 头 合 成 获 得。将 pUC18 载 体

与合成的 标 签 序 列 分 别 经 过 Afl Ⅲ与 Nar Ⅰ双 酶

切，回收目 的 片 段，连 接 后 转 化 大 肠 杆 菌，得 到 含

pNTAP 和 pCTAP 表达载体的转化子。
1. 2. 2 合成序列的密码子优化:Prot G 与 SBP 的基

因序 列 引 自 克 隆 载 体 PMK33-NTAP ( GS ) /CTAP
(SG)［10］; Tac 启 动 子 的 SD 序 列 引 自 载 体 pGEX-
2TK;GFPuv 标签序列引自克隆载体 pGFPuv;合成融

合序 列 全 长 为 1410 bp。合 成 序 列 用 JCat Codon
Adaptation Tool 软件进行密码子优化，应用在原核细

胞中的优势密码子，减少稀有密码子造成的外源蛋

白低表达甚至不表达的发生，包括标签序列中的多

克隆位点序列也用同义密码子替换。
1. 2. 3 标签序 列 的 合 成 及 表 达 载 体 的 构 建:分 别

将 N 端和 C 端 标 签 序 列 的 正 反 链 拆 分 为 24 对 部

分重叠互补的 60 nt 寡 核 苷 酸 片 段 进 行 合 成，由 聚

合酶循环 组 装 反 应 拼 接 成 全 长 模 板，再 通 过 PCR

扩增得 到 1410 bp 的 目 的 片 段。各 引 物 序 列 见

表 1。

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 回 收 PCR 产 物 与 pMDTM18-T

载体连接 后 转 化 大 肠 杆 菌，挑 取 克 隆 进 行 测 序 分

析，从 测 序 正 确 的 克 隆 中 提 取 质 粒 用 Afl Ⅲ与

Nar Ⅰ进行 双 酶 切，琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 回 收 标 签 序

列，与经过 相 同 酶 切 处 理 的 pUC18 质 粒 载 体 骨 架

连接，转化大肠杆菌 DH5α。对 转 化 子 进 行 测 序 鉴

定，选取得到含正确 序 列 pNTAP 与 pCTAP 表 达 载

体的转化子。
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图 1 TAP 表达载体串联标签 设 计 及 载 体 构 建 图; NTAP 与 CTAP 标 签 的 设 计 图; pNTAP 与 pCTAP

中的合成序列;载体 pNTAP 与 pCTAP 的构建示意图

Fig． 1 Tandem tags design of NTAP and CTAP，construction map of expression vectors pNTAP and pCTAP．

表 1 引物序列及所加入的酶切位点

Table 1 Primer sequence and restriction site
Gene Size / bp Oriteiation Primer，Sequence(5'→3') Restriction site

pCTAP synthesized Sequence 1410 + ACATGTATGCATTTGACAATTAATCATCG Afl Ⅲ
－ CTAGGGGGCGCCGTTGTATTATTATTAT Nar Ⅰ

pNTAP synthesized Sequence 1410 + ACATGTATGCATTTGACAATTAATCATCGG Afl Ⅲ
－ TCATGGGGCGCCTCATCATCAGCATGCCTG Nar Ⅰ

“ +”indicated the upstream primers，“ －”indicated the downstream primers，letters with underlined indicated the restriction site

1. 2. 4 转 化 BL21 ( DE3 )、EHEC ( O157: H7 ) 及

Shigella flexneri 感受态细胞:从 DH5α 转化子中提取

pCTAP 与 pNTAP 质粒，分别用 CaCl2 法转化大肠杆

菌 BL21 (DE3) ，用 电 击 法 转 化
［11］

肠 出 血 性 大 肠 杆

菌(EHEC) O157:H7 和 痢 疾 杆 菌 野 生 株 M90T( 电

击参 数: BioRad 预 设 程 序，Bacteria 1，1. 8 kV，约

5 ms)。
1. 3 绿色荧光蛋白的显微镜检测

用荧光显微镜检测转化子是否表达绿色荧光蛋

白，以此鉴定串联亲和表达载体能否正常表达。绿

色荧光蛋白 GFPuv 的最大激发波长为 395 nm，最大

发射波长 509 nm。用 倒 置 荧 光 显 微 镜 的 紫 外 光 激

发，观察是否发出绿色荧光。对荧光较弱的 pCTAP
载体用荧光共聚焦显微镜进行加强激发，观察荧光。
1. 4 Western 印迹鉴定串联亲和标签蛋白的表达

1. 4. 1 蛋白样品制备:将过夜培养的菌按 1∶ 100 转

接至 5 mL LB ( 氨 苄 抗 性 ) ，37℃、200 r /min 培 养。

收集 1 mL 菌液菌体制备全菌样品 (WC，whole cell
lysate)。利用超声破菌( 超 2 s 停 2 s，功率 30% ，有

效超 声 时 间 5 min ) 分 别 收 集 上 清 样 品 ( SN，

supernatant) 和沉淀样品(P，pellet)。
1. 4. 2 Western 印 迹 分 析

［9］:一 抗 为 山 羊 抗 GFPuv

单克隆抗体，二抗为辣根过氧化物酶偶联兔抗山羊

IgG，利用化学发光法显色，压片显影。
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2 结果

2. 1 N 端和 C 端标签序列的从头合成

利用聚合酶循环组装反应拼接成全长模板，再

通过 PCR 扩增得到 1410 bp 的目的片段。琼脂糖凝

胶电泳回收 片 段 与 pMDTM 18-T 载 体 连 接 后 转 化 大

肠杆菌，挑取克隆进行测序分析，结果表明 1410 bp
的标签序列与理论序列完全一致。

图 2 pNTAP 及 pCTAP 质粒中 GFPuv 在大肠杆菌 BL21(DE3) 菌株中表达的荧光观察

Fig． 2 Detection of green fluorescence of GFPuv in pNTAP /BL21(DE3) and pCTAP /BL21(DE3) by fluorescence confocal microscopy．

将含标签序列的质粒与 pUC18 质粒分别用 Afl
Ⅲ与 Nar Ⅰ进行双酶切，琼脂糖凝胶电泳分别回收

标签序列和载体骨架序列片段，连接后转化大肠杆

菌 DH5α。提 取 质 粒 进 行 测 序 表 明 序 列 完 全 正 确

( 图略)。将含 N 端和 C 端串联亲和纯化表达载体

分别命名为 pNTAP 和 pCTAP。
2. 2 TAP 表 达 载 体 可 以 在 大 肠 杆 菌 BL21 (DE3)

细菌中表达

将质粒 pNTAP 和 pCTAP 转化大肠杆菌工程菌

株 BL21(DE3) ，挑取转化子培养至对数中期收集菌

体，通过在荧光共聚焦显微镜下紫外光激发观察是

否有绿色荧光，检测 TAP 表达载体是否可以在大肠

杆菌中表达。从图 2 可见，pNTAP /BL21(DE3) 紫外

光激发下 能 观 察 到 绿 色 荧 光，表 明 含 N 端 标 签 的

TAP 表 达 载 体 可 以 在 大 肠 杆 菌 中 正 常 表 达。
pCTAP /BL21(DE3) 在正常激发强度下没有绿色荧

光，而在加强激发强度能观察到微弱的绿色荧光，表

明含 C 端标签的 TAP 表达 载 体 在 大 肠 杆 菌 中 只 有

微弱的表达。这 可 能 是 由 于 pCTAP 载 体 中 标 签 序

列的起始密码子与控制翻译起始的 SD 序列相隔几

十个核苷酸，不能有效的起始翻译表达蛋白，只是很

低水平的渗漏型表达;只有将靶蛋白基因序列插入

SD 序列下游、标签序列上游适当位 置，才 能 实 现 靶

蛋 白 与 串 联 亲 和 标 签 的 正 常 表 达。但 是 观 察

pCTAP-CesT /BL21( DE3 ) 的 绿 色 荧 光，我 们 得 出

pCTAP 在融合 目 的 蛋 白 后 是 可 以 正 常 表 达 的。以

上结果表明 N 端 和 C 端 串 联 亲 和 标 签 表 达 载 体 均

可在大肠杆菌中表达。
2. 3 pNTAP 表达载 体 在 大 肠 杆 菌 O157:H7 细 菌

中也可以正常表达

将 pNTAP、pCTAP 质粒转化肠出血性大肠杆菌

野生株 O157:H7，用荧光显微镜观察转化子是否表

达绿色荧光 蛋 白。结 果 表 明 ( 图 3) ，pNTAP /O157:

H7 大 量 表 达 绿 色 荧 光 蛋 白，pCTAP /O157: H7 的

GFPuv 标签蛋白由于表达量较低而检测不到明显的

绿色荧光。这个 结 果 表 明 N 端 串 联 亲 和 标 签 表 达

载体在大肠杆菌 O157:H7 野生株中能正常表达。
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图 3 pNTAP 及 pCTAP 质粒中 GFPuv 在大肠杆菌 O157:H7 菌株中表达的荧光观察

Fig． 3 Detection of green fluorescence of GFPuv in pNTAP / O157:H7 and pCTAP /O157:H7 by fluorescence microscope．

2. 4 TAP 标签在大肠杆菌和痢疾杆菌中主要表达

为可溶性蛋白

图 4 pNTAP 及 pCTAP 质 粒 中 GFPuv 在 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)、O157:H7 和疾杆菌福氏 5 型菌株中表达的

免疫印迹分析

Fig． 4 Western blotting of expressed GFPuv tag proteins from

pNTAP and pCTAP in different bacterias．‘WC' represents whole cell

lysate; ‘SN’ represents supernatant; ‘P’ represents precipitate;

Anti-GFPuv were used for detection of GFPuv tag．

将 pNTAP、pCTAP 质 粒 转 化 痢 疾 杆 菌 野 生 株

M90T，得 到 转 化 子 pNTAP /M90T 和 pCTAP /M90T。
通过 Anti-GFPuv 单克隆抗体进行 Western 印迹检测

标签蛋白在 M90T 中是否表达。结果表明( 图 4) ，N

端和 C 端标签蛋白在 M90T 中均可以表达，并且主

要存 在 于 可 溶 性 的 上 清 中。标 签 蛋 白 在 BL21
(DE3) 和 O157:H7 中 也 是 表 达 为 可 溶 性 蛋 白。与

荧光实验结果一致的是:N 端标签为正常表达，C 端

标签为渗漏型表达。沉淀样品中检测到微量标签蛋

白可能是由于未完全破碎的菌体导致，不是标签蛋

白本身不可溶。这些结果表明，N 端和 C 端串联亲

和标签蛋白在 3 种细菌中均可以表达，而且表达为

可溶 性 蛋 白。另 外，构 建 的 伴 侣 蛋 白 表 达 载 体

pNTAP-GroEL 和 pCTAP-GroEL 的 融 合 表 达 蛋 白 在

O157:H7 中也是可以表达，并且为可溶性表达。

3 讨论

串联亲和纯化技术是由 Rigaut 等人建立的，依

靠分子克隆技术在体内表达含有串联标签的融合蛋

白，通过亲和标签与相应亲和珠的相互作用进行诱

饵蛋白的分离纯 化
［12］。由 于 串 联 亲 和 纯 化 过 程 中

两步洗脱条件温和及可以在生理状态或接近生理状

态表达融合蛋白等优点，已经广泛地应用于蛋白质-
蛋白质相互作用的研究，尤其是复合体的研究。为

了利用串联亲和纯化方法研究致病细菌内致病相关

蛋白的复合物，我们构建了可以在部分革兰阴性菌

中表达的串联亲和纯化表达载体。
为了提高 TAP 纯化产物的量和特异性，我们选

择 Prot G 与 SBP 两个标签蛋白进行串联，并且在两

个标 签 蛋 白 中 间 加 了 两 个 TEV 酶 切 位 点 以 提 高

TEV 酶的切割效率。另外，我们在串联标签的下游

加了绿色荧光标 签 GFPuv，用 途 有 两 个:第 一，通 过

检测绿色荧光定性的鉴定表达载体是否表达;第二，

用 Anti-GFPuv 抗 体 初 步 定 量 检 测 靶 蛋 白 的 表 达。
考虑到减少标签蛋白对靶蛋白表达的影响，我们分
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别设计 了 N 端 TAP 标 签 序 列 和 C 端 TAP 标 签 序

列，并构建了相应的串联亲和纯化表达载体 pNTAP
与 pCTAP。本课题设计选择了 Tac 启动子，它 可 以

应用在大多数 原 核 生 物 表 达 体 系 中，是 一 组 由 Lac
和 trp 启 动 子 人 工 构 建 的 杂 合 启 动 子，受 阻 遏 蛋 白

的负调 节，我 们 将 原 载 体 pUC18 中 的 LacZ 阻 遏 蛋

白切除，目的是使靶蛋白组成型表达，而不是通过诱

导进行过表达。通过荧光鉴定得出，pNTAP 空载体

标签蛋白可 以 正 常 表 达 及 pCTAP 空 载 体 标 签 蛋 白

表达 量 较 低，而 pCTAP-CesT 可 以 正 常 观 察 到 绿 色

荧光，表明我 们 设 计 的 标 签、启 动 子 的 组 成 是 合 理

的;并且 Western 印迹结果表明 NTAP、CTAP 标签蛋

白在 E． coli BL21 ( DE3)、EHEC O157:H7、Shigella
flexneri M90T 菌 均 以 可 溶 形 式 表 达，同 时 伴 侣 蛋 白

GroEL 表 达 载 体 pNTAP-GroEL 和 pCTAP-GroEL 的

融合表达蛋白在 O157:H7 中也是可溶性表达。
目前，我们已将大肠杆菌 O157:H7 中分子伴侣

蛋白基 因 cesT、cesD 及 groEL 分 别 成 功 构 建 在 串 联

亲和纯化表 达 载 体 pNTAP 和 pCTAP 中，并 且 均 可

以在 E． coli BL21(DE3)、EHEC O157:H7 中正常表

达和以可溶形式表达。我们利用串联亲和纯化的实

验方法得到了 pNTAP-GroEL 蛋白复合物，最终产物

为高纯度的 GroEL-TAP 与 天 然 GroEL 形 成 的 嵌 合

型多聚体复合物
［13］。以 上 研 究 工 作 为 下 一 步 寻 找

EHEC O157:H7 中一些致病相关 的 蛋 白 复 合 物，从

而为解释致病菌的致病机制奠定基础。
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Abstract:［Objective］To construct prokaryotic expression vectors suitable for tandem affinity purification to study protein-
protein interactions in bacteria．［Methods］Two tandem affinity tag sequences，including the coding sequences of Protein G and
streptavidin binding protein (SBP)，as the N- and C- terminus of fusion proteins were designed and de novo synthesized．
Constitutive expression vectors pNTAP and pCTAP were constructed using pUC18 as the backbone deleted of the lacI gene．
［Results］Two expression vectors pNTAP and pCTAP were successfully constructed． pNTAP showed substantial expression of the
built-in tag protein GFPuv not only in Escherichia coli BL21 (DE3) but also in enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 and
Shigella flexneri 5a．［Conclusion］Of the two recombinant expression vectors successfully constructed，pNTAP can express the
model protein for tandem affinity purification and could be used for studies of protein-protein interactions in some gram-negative
pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Shigella flexneri．
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