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摘  要 : 驱动蛋白是一类利用水解 ATP 为 ADP 和磷酸的过程中释放的能量沿微管系统运动的蛋白。为了研究

ATP 中储存的化学能是如何转化为驱动蛋白的机械动能，鼠脑驱动蛋白的相关 N-端区域在 BL21-Codon 

Plus(DE3)-RP 感受态大肠杆菌细胞中大量地表达。通过 SP-强阳离子交换色谱和分子筛色谱的两步骤纯化，蛋

白最终产量高达 10 mg/L 细胞培养液，蛋白纯度可以达到 95%以上。纯化的蛋白具有水解 ATP 酶的活力，并

与驱动蛋白抗体有特异性的反应。驱动蛋白可以在如下条件结晶：1.7 mol/L (NH4)2SO4, 500 mmol/L NaCl, 20% 

glycerol。晶体衍射的分辨率可以达到 2.0 Å。 
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Expression, purification and crystallization of rat brain  
kinesin 
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Department of Biochemistry, College of Medicine, Yangzhou University, Yangzhou 225001, Jiangsu, China 

Abstract:  Kinesin is a motor protein that uses the energy from ATP hydrolysis to move along the microtubule system. To 

investigate how the chemical energy stored in ATP is converted to mechanical movement, the corresponding N-terminal 

region of rat brain kinesin was expressed in BL21-Codon Plus (DE3)-RP competent cells. After SP-cation exchange 

chromatography and size exclusion chromatography, the protein yield reached 10 mg/L culture with the purity above 95%. 

The purified protein had ATPase activity and specifically reacted with the kinesin antibody in the Western blotting analysis. 

医学与免疫生物技术



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  March 25, 2014  Vol.30  No.3 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

486 

The purified kinesin was crystallized under the following condition: 1.7 mol/L (NH4)2SO4, 500 mmol/L NaCl, 20% 

glycerol. The kinesin crystal can diffract up to 2.0 Å resolution. 

Keywords:  kinesin, ATP, expression, purification, crystal 

驱动蛋白  (Kinesin) 是一种在所有真核生

物 中 都 广 泛 存 在 的 运 动 蛋 白  (Motor 

protein)[1-2]。驱动蛋白的主要功能包括：细胞器 

(Organelle) 和囊泡 (Vesicle) 的运输[3-4]；染色

体/纺锤体的转移[5-6]。因此，它在细胞动力学和

细胞有丝分裂与减数分裂等方面起着重要作

用。驱动蛋白由几个单体在“颈”和“躯干”部位缠

绕形成多聚体，从而形成“头、颈、躯干和尾部”

等 区 域 [7] 。 驱 动 蛋 白 的 头 结 合 在 微 管 

(Microtubule) 系统上，尾部结合在将要转移的

细胞器或纺锤体上，颈和躯干则将头尾分开。

驱动蛋白利用ATP水解成ADP和磷酸过程中释

放的能量沿着微管系统运动来完成上述功能。

大部分种类的驱动蛋白具有运动的连续性：蛋

白可以在微管上以“双手交互”的方式连续运动

几百步都不从微管上掉下来[8-9]。这些驱动蛋白

被称为常规驱动蛋白 (Conventional kinesin)。理

解驱动蛋白如何将 ATP 中储藏的化学能转化成

机械的动能是了解这种蛋白运动特性的重要课

题。获得驱动蛋白在 ATP 水解的不同阶段的晶

体结构可以在原子水平了解 ATP 水解机理和相

应的蛋白结构变化。Kif1A和 Eg5是不像常规驱

动蛋白那样具有高运动连续性的驱动蛋白[10-11]。

它们具有ATP酶活力的N-端区域同ATP的结构

类似物 AMPPNP 和 AMPPCP [12]的共结晶结构

揭示了 ATP 的 γ-磷酸基团是如何同连接微管结

合区域的开关区域  (Switch region) 互动的
[13-15]。但是，kif1A和 Eg5都不具有常规驱动蛋

白那样的“双手交互”的运动方式，而且运动的连

续性也不高。因此，采用常规驱动蛋白来研究

储藏在 ATP 中的能量是如何转化为动能这一重

要课题仍然是很有必要的。本研究采用鼠脑驱

动蛋白 (Rat brain kinesin) 这一具有代表性的

常规驱动蛋白[7-16]，将其中具有水解 ATP 功能

和微管结合区域的 N-端区域在大肠杆菌中高效

表达，经离子交换树脂和分子筛两步纯化，得

到高纯度的单体。从而为下一步的结晶和化学

能转化为动能的机理研究打下了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

编码鼠脑驱动蛋白的 N-端 354 个氨基酸的

基因被克隆到表达载体 pET-21(b) 上。这个质粒

构 建 (rK354)来 自 美 国 佛 蒙 特 大 学 的 Dr. 

Kathleen Trybus 实验室。它具有抗青霉素和氯

霉素的抗药性标记。由于这个区域只包含很短

的“颈部”序列，它在溶液中以单体状态存在[16]。

大肠杆菌 BL21-Codon Plus (DE3) -RP感受态细

胞由本实验室保存。 

1.1.2  试剂 

DNaseⅠ内切酶、Bradford试剂、BSA标准

蛋白、4- (2-氨乙基) 苯磺酰氟盐酸盐 (AEBSF)、

甲苯磺酰赖氨酸氯甲酮 (TLCK)、苯甲基磺酰氟 

(PMSF)、二硫苏糖醇 (DTT)、ATP、异丙基-β-D-

硫代吡喃半乳糖苷 (IPTG)、羟乙基哌嗪乙硫磺

酸缓冲液 (HEPES buffer)、对二氮己环-1,4-二

(2-乙磺酸) 缓冲液 (PIPES buffer)、乙二醇-双- 
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(2-氨基乙醚)四乙酸 (EGTA) 购自美国 Sigma

公司。兔源驱动蛋白抗体 AKIN01 购自美国

Cytoskeloton公司。蛋白胨 (Trypton) 和酵母提

取物 (Yeast Extract) 购自美国 Invitrogen公司。

蛋白浓缩管 Centricon Plus-20 和 Centrion 

Ultra-15购自美国 Amicon公司。强阳离子交换

柱由 80 mL SP-Sepharose (美国 Amersham 

Biosciences公司产品) 树脂填充在 30 cm3 cm

玻璃柱中。分子筛柱由 70 mL Sephacryl 

S-200HR (美国Amersham Biosciences公司产品) 

树脂填充在 90 cm1 cm玻璃柱中。结晶试剂盒

Crystal ScreenTM、IndexTM、PEGIonTM、PEGRx

购自美国 Hampton Research公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞的化学转化 

将约 0.2 g rK354质粒加入到 100 L刚解

融的 BL21-Codon Plus (DE3)-RP感受态细胞中，

在冰上静置 20 min 后，在 42 ℃水浴中热休克

40 s，然后在冰上静置 5 min，最后再加入 900 L

无菌 LB培养液 (1% (W/V) 蛋白胨、0.5% (W/V) 

酵母提取物、1% (W/V) 氯化钠)。上述细胞混合

物在 37 ℃摇床中培养 1 h后，5 000g离心，

去除 950 L上清液。剩下的 50 L培养液混匀

后，涂在含氯霉素的 LB 琼脂糖平板 (LB 培养

液加上 1.5% (W/V) 琼脂糖)上，37 ℃过夜得到

菌落。 

1.2.2  蛋白表达 

将琼脂糖平板上长出的单菌落接种到 5 mL

含 50 g/mL青霉素和 100 g/mL氯霉素的无菌

LB培养液中，并在 37 ℃培养过夜。每 10 mL

上述细菌过饱和培养液再被接种到 1 L 含抗生

素的无菌 TB培养液 (Terrific Broth：1.2% (W/V) 

蛋白胨、2.4% (W/V) 酵母提取物、0.4% (V/V) 甘

油、0.017 mol/L KH2PO4、0.072 mol/L K2HPO4) 

中 37 ℃培养 3–4 h直到 OD600值为 0.6。上述 4 L

培养液降温到 22 ℃后，加入 0.5 mmol/L IPTG，

过夜 (约 16 h) 诱导蛋白表达。大肠杆菌细胞在

6 000g离心后，称重，在–80 ℃冰箱保存。 

1.2.3  蛋白纯化 

冰冻的细胞在室温下解冻后，以 5 g/mL的

浓度溶解于裂解缓冲液中 (10 mmol/L HEPES, 

10 mmol/L NaCl, 1 mmol/L DTT, 10 mmol/L 

EGTA，1 mmol/L PMSF, 0.5 mmol/L AEBSF,  

0.5 mmol/L TLCK, 5 mmol/L MgCl2, 40 g/mL 

DNaseⅠ，pH 7.2)。细胞混合液在冰浴中被超声

细胞破碎仪处理 40 min，直到大部分细胞都被

裂解。细胞裂解液 39 000g离心 1 h后，上清

液 加 到 被 缓 冲 液 1 (10 mmol/L HEPES,       

10 mmol/L NaCl, 1 mmol/L DTT, 10 mmol/L 

EGTA，1 mmol/L MgCl2, 0.5 mmol/L ATP) 预平

衡的 SP-强阳离子交换树脂中。用至少 5倍柱体

积 (400 mL) 的平衡液清洗树脂，直到没有多余

的蛋白从树脂中洗脱出来 (用 Bradford 试剂检

测)。用 NaCl 缓冲溶液将结合在树脂上的目的

蛋白梯度洗脱出来  (10–300 mmol/L NaCl,    

10 mmol/L HEPES, 10 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 

DTT, 10 mmol/L EGTA， 1 mmol/L MgCl2,    

0.5 mmol/L ATP)，并被分布收集器收集。得到

的蛋白洗脱液进行 SDS-PAGE 凝胶电泳检测，

收集纯化后的目的蛋白，用 Centricon Plus-20

浓缩至 3 mL。分子筛柱用缓冲液 2 (20 mmol/L 

PIPES, 1 mmol/L EGTA, 50 mmol/L KCl,      

1 mmol/L DTT, pH 7.5) 预平衡后，将上述蛋白

浓缩液加到分子筛柱上。蛋白在分子筛柱中以

0.08 mL/min的速度缓慢洗脱分离，并被分布收
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集器收集。分离的蛋白用 SDS-PAGE 凝胶电泳

检测后，最纯的部分被集中到一起，用 Centricon 

Ultra-15浓缩到 30 mg/mL以上的浓度 (蛋白浓

度用 BSA标准曲线标定)。浓缩的蛋白用超速离

心 (372 000g) 去除可能的悬浮物后，在–80 ℃

保存。 

1.2.4  Western blotting检验 

具体过程参见文献[17]。 

1.2.5  基础 ATPase酶活 (Basal ATPase) 的测定 

无微管激活时的驱动蛋白基础 ATPase酶活 

(Basal ATPase activity) 用钼酸铵/硫酸亚铁混合

液来测定在反应中释放的磷酸离子来测定[18]。

具体过程如下：在 25 ℃将 2 mmol/L ATP 和    

5 mmol/L MgCl2加入到 400 L含 0.3 g/L驱

动蛋白的反应液中。每 10 min，从中取出 50 L

反应液，混入 50 L灭活液 (140 mmol/L EDTA, 

20% SDS, pH 6.5)。200 L 显色液 (2% 钼酸 

铵，0.5%硫酸亚铁) 继而加入到上述混合液中，

在 25 ℃放置 20 min 显色。最后，已显色的溶

液测定 OD700。用无机磷酸在钼酸铵/硫酸亚铁

混合液中的 OD700 值作出光吸收标准曲线后，

ATP的水解速率 (r) 可以通过以下公式计算： 

( / min) ( / )

( / 50μL)

OD nmols OD
r

gs 





 

60 1000

MW
 
  

(其中，OD/min 是显色反应速率；nmols/OD 是

无机磷酸在钼酸铵/硫酸亚铁试剂中的标准曲线

斜率；MW是蛋白的分子量；对于 rK354，值

为 1.68)。 

1.2.6  结晶条件的筛选 

用 Crystal ScreenTM、IndexTM、PEGIonTM

等结晶试剂盒以悬滴法筛选 rk354的结晶条件：

1 L浓度为 18 g/L的蛋白溶液在载玻片上与

1 L池液混合，与 1 mL池液平衡。 

1.2.7  晶体的衍射数据搜集和处理 

晶体衍射数据由 Rigaku RUH3R 发生器和

Mar345 成像板构成的 X-光衍射仪收集，并用

HKL2000[19]软件处理。 

2  结果 

2.1  蛋白纯度与产率 

SDS-PAGE凝胶电泳分析结果显示，驱动蛋

白的纯度达到 95%以上 (图 1)。每升 TB培养液

可以得到 10 mg以上的蛋白。在 22 ℃条件下，

驱动蛋白可溶性地表达。在 37 ℃，驱动蛋白大

部分存在于包涵体 (数据未显示)。因此，笔者

采用 22 ℃常温表达。在用阳离子交换色谱纯化

驱动蛋白时，笔者尝试过 pH 6.7、pH 6.9和 pH 

7.2三种不同的 pH条件，结果显示，pH 7.2的

条件可以更好地去除杂蛋白 (数据未显示)。 

 

 
 

图 1  鼠脑驱动蛋白纯化的 SDS-PAGE 凝胶电泳结果 

Fig. 1  SDS-PAGE gel of rK354 purification. 1: 
standard protein ladder; 2: standard rK354 from Dr. 
Trybus’ lab; 3: cell lysate without IPTG induction; 4: 
cell lysate with 0.5 mmol/L IPTG induction; 5: the 
supernatant loaded to the SP-cation exchange resin; 6: 
the flow through from the SP-cation exchange resin; 7: 
the elution from the SP-cation exchange resin; 8: the 
elution from the size-exclusion chromatography. 
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2.2  Western blotting 检测 

纯化的鼠脑驱动蛋白与兔源驱动蛋白抗体

有一定的交叉抗性反应 (图 2)，证实了驱动蛋

白的特异性。但是由于兔源驱动蛋白抗体的交

叉抗性不强，显色结果不太理想。 

2.3  基础 ATPase 酶的活性 

纯化的驱动蛋白具有 ATPase 的酶活 (图

3)。在无微管激活的情况下，它的水解 ATP 速

率是 0.015 s–1。 

2.4  结晶条件的筛选 

在用多个结晶试剂盒筛选结晶条件并加以

改进后，rK354可以在以下条件结晶 (图 4A)：

1.7 mol/L硫酸铵, 500 mmol/L 氯化钠, 20% 甘

油 (V/V)。 

2.5  晶体衍射数据的处理和分析 

晶体的衍射分辨率为 2.0 Å (图 4B)。在分析

了晶体衍射数据的对称性 (Symmetry) 和系统缺 

 

 
 

图 2  鼠脑驱动蛋白的 Western blotting 检测结果 

Fig. 2  Western blotting analysis of the purified rK354. 
1−3: purified rK354; 4: the cell lysate after IPTG 
induction; 5: the cell lysate without IPTG induction; 6: 
the rK379 standard protein (from Dr. Trybus’ lab); 7: 
the rK406 standard protein (from Dr. Trybus’ lab). 

 
 

图 3  鼠脑驱动蛋白 rK354 的 ATPase 酶活 

Fig. 3  ATPase activity of the purified rK354. 

 

失 (Systematic absences) 后，得到的 rK354 晶

体的空间群是 P212121，晶胞参数是：a=72.7 Å, 

b=74.2 Å, c=88.4 Å，分辨率为 2.0 Å (表 1)。 

3  讨论 

常规驱动蛋白具有很高的运动连续性。研

究常规驱动蛋白将 ATP 中储藏的化学能转化为

动能是研究这一运动蛋白的重要课题。鼠脑驱

动蛋白作为一种具有代表性的常规驱动蛋白，

在神经介质的传递方面起着重要的作用。笔者

拟用蛋白晶体学的方法来研究鼠脑驱动蛋白在

ATP 水解过程中结构和功能的关系，为此需要

大量地纯化蛋白。大肠杆菌作为蛋白表达的首

选表达系统，具有操作简便、表达量高和价格

低廉等多种优点。但是，用大肠杆菌 BL21(DE3)

这一最常用的工程菌株来表达鼠脑驱动蛋白，

笔者没有得到相关表达。尝试使用 BL21 StarTM 

(DE3) 作为 RNaseE (一种重要的 mRNA降解酶)  
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图 4  鼠脑驱动蛋白 rK354 晶体 (A) 和 X-光衍射图谱 (B) 

Fig. 4  rK354 crystal (A) and its X-ray diffraction pattern (B). 
 

表 1  晶体衍射数据 

Table 1  Data collection statistics 

Parameters Results 

Space group P212121 

Unit cell dimensions  

a 72.7 Å 

b 74.2 Å 

c 88.4 Å 

Resolution 20-2.0 Å 

Rsym
a′ 5.9% (27.6%)b′ 

#Unique Reflections 31966 

Data completeness 97.1% (93.5%) 

Mean Redundancy 4.4 

<I>/<sigma>b′ 24.7 (4.0) 

a′ Rsym =(|Ii  <I>|)/(I), where  is overall reflections 
measured more than once, and <I> is the mean intensity of 
all measured observations equivalent to reflection Ii.  
b′ Numbers in parentheses represent values in the highest 
resolution shell. 
 

缺陷型菌株可以得到 0.5 mg/L 培养液的产率，但

是这个产率并不理想。BL21-Codon Plus (DE3)-RP

感受态细胞可以大量转录在大肠杆菌中稀有的

argU 和 proL 两个 tRNA，而 Arg 和 Pro 在真核

细胞表达的蛋白中普遍地存在[20]。本文结果显

示，采用 Codon Plus感受态菌株可以将驱动蛋

白的产率提高 20 倍以上 (大于 10 mg/L 培养

液)，从而为结晶学研究中蛋白质的来源提供了

可靠的保障。 

以往的文献采用 pH 6.9条件下的阳离子交

换色谱  (磷酸纤维素树脂)、阴离子交换色谱 

(Mono Q树脂) 和分子筛色谱 3个连续步骤来纯

化鼠脑驱动蛋白[16]。因为大部分大肠杆菌自身

表达的蛋白的等电点 (pI) 偏酸性[21]，所以在不

影响目的蛋白同离子交换树脂结合的情况下，

适当地提高色谱纯化时的 pH 可以有效地去除

杂蛋白，提高纯化效率。笔者将离子交换纯化

时的 pH 提高到 7.2，蛋白纯度可以达到 90%。

这样，加上后续的分子筛分离，两步纯化步骤

就可以得到纯度达 95%的驱动蛋白，从而提高

了纯化效率和产率。 

文献中的鼠脑驱动蛋白晶体只有 ADP牢牢

地结合在活性中心[16-22]，其他 ATP 的结构类似
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物由于亲和力小，无法取代 ADP而不能结合在

活性中心。要研究 ATP 的水解机制，必须得到

驱动蛋白同 ATP 结构类似物的复合物的晶体结

构。因此，找到一个与 ADP结合力不那么高的

新的结晶条件就显得非常重要。通过筛选，我

们发现硫酸铵可以取代以往文献里报道的硫酸

锂作为结晶沉淀剂。在加入浓度为 500 mmol/L

的 NaCl作为添加剂后，晶体的 X-光衍射分辨率

可以从 2.2 Å提高到 2.0 Å。用液氮来快速冷冻

蛋白晶体的过程中，为了防止冰晶的形成，我

们 添 加 了 20% 的 甘 油 为 抗 冻 剂 

(Cryoprotectant)。晶体衍射结果显示，20% 甘

油作为添加剂不会影响到晶体的分辨率。在新

的结晶条件得到的晶体的活性中心没有 ADP，

而只有一个硫酸根离子 (详见后续研究结果)。

这个新的结晶条件为 ATP 衍生物结合在活性中

心提供了希望。 
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