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自剪切重组麦芽糖结合蛋白人鼻病毒３Ｃ蛋白酶融合蛋白在

大肠杆菌表达系统中表达、纯化及活性检测
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　　摘　要：目的　利用大肠杆菌表达系统高效表达一种可以自剪切的重组的麦芽糖结合蛋白人鼻病毒３Ｃ蛋白酶融合蛋白酶，

获得一种可溶性好、酶切特异性强，且在低温下仍保持酶活性的新型基因工程工具酶。方法　将编码人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的遗传

微粒克隆入表达载体ｐＲＳＦｄｕｅｔ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经镍柱亲和层析纯化得到人鼻病毒３Ｃ蛋白酶。通过自身体内酶切

实验进行活性检测。结果　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶在大肠杆菌表达系统中得到了高效的表达，并可特异性识别及剪切人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶酶切位点。结论　获得了新型的基因工程工具酶。
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　　随着人类基因组图谱的绘制完成，人类已由基因组学时代

进入蛋白质组学时代。蛋白质组学研究为研究者提供了许多

具有重要生理及病理意义的靶蛋白。但这些蛋白的作用机制

尚不清楚，有待进一步的结构和功能研究。许多蛋白由于自身

的原因，如蛋白对细胞具有毒性、溶解性差等，难以得到高纯度

及高产率的蛋白，阻碍了蛋白功能的研究。蛋白标签融合表达

技术是目前被广泛应用的获得重组蛋白的重要手段，与蛋白标

签融合表达可使靶蛋白的表达量上升及增加溶解性［１］。目前

使用较多的蛋白标签有麦芽糖结合蛋白、谷胱甘肽转移酶、小

泛素相关修饰物等。但这些融合标签可能对蛋白的结构和活

性产生一定的影响，因此在研究蛋白的结构和功能时需要将这

些标签移除。

目前常用于移除这些蛋白标签的蛋白酶有凝血酶、凝血因

子Ｘａ、肠激酶和烟草蚀纹病毒蛋白酶等。凝血酶、凝血因子

Ｘａ及肠激酶在酶切后虽不会留下多余氨基酸，但是存在酶切

非特异性的缺点，而且这些蛋白酶的最适酶切温度在２５～

３７℃可导致靶蛋白降解
［２］。这些蛋白酶较为昂贵，难以广泛

应用。烟草蚀纹病毒蛋白酶特异性识别蛋白序列为谷氨酸任

意氨基酸任意氨基酸酪氨酸任意氨基酸谷氨酰胺甘氨酸／

丝氨酸，在谷氨酰胺（Ｐ１）与甘氨酸（Ｐ１＇）之间切开，但Ｐ１＇位置

并非专一的是甘氨酸或丝氨酸，若Ｐ１＇位置上为脯氨酸，会显著

影响烟草蚀纹病毒蛋白酶的剪切效果［３］。人鼻病毒３Ｃ蛋白

酶具有高度的酶切特异性，且在低温下具有较高的酶活性，其

特异性识别序列为亮氨酸谷氨酸缬氨酸亮氨酸苯丙氨酸

谷胺酰胺↓甘氨酸脯氨酸
［４］。

人鼻病毒属于肠道病毒属，是人类普通感冒的主要致病病

毒，其基因组为单股正链ＲＮＡ分子，编译一个病毒多聚蛋白，

这个多聚蛋白前体经病毒本身编码的蛋白酶２Ａ及３Ｃ进一步

的切割产生各个病毒蛋白，人鼻病毒３Ｃ蛋白酶为病毒复制过

程所必需［５］。本研究通过与麦芽糖结合蛋白融合高效表达人

鼻病毒３Ｃ蛋白酶并且构建重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶ｐＲＳＦ

Ｄｕｅｔ克隆及表达系统。该原核表达系统是基于ｐＲＳＦＤｕｅｔ原

核表达载体，加入人鼻病毒３Ｃ蛋白酶酶切位点及两个可供纯

化的亲和标签：组氨酸标签和麦芽糖结合蛋白。表达时，麦芽

糖结合蛋白可增加蛋白表达效率及提高靶蛋白的溶解性。纯

化时，组氨酸标签和麦芽糖结合蛋白可进行双重纯化。最终得
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到高纯度且无多余氨基酸的靶蛋白（见图１）。

图１　　重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶ｐＲＳＦＤｕｅｔ克隆载体示意图

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株及质粒　改造后的重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶

ｐＲＳＦＤｕｅｔ载体，大肠杆菌１０Ｂ、ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞均为

本室保存。

１．１．２　引物　根据人鼻病毒３Ｃ序列设计引物，引物由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。引物Ｐ１：ＧＴＣＡＧＧＡＴＣＣＡＡＴＡＣＣＧＡ

ＡＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＣＴ；引物Ｐ２：ＧＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＴＧＴＴ

ＴＴＴＣＴＡＣＧＡ ＡＧＴ ＡＣＴ Ｇ，下划线部分为引入的酶切

位点。

１．１．３　试剂　ＰｆｘＤＮＡ聚合酶及ＰＣＲ相关试剂购自美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶，限制性内切酶及ＤＮＡ和蛋白

Ｍａｒｋｅｒ购自日本Ｔａｋａｒａ公司；质粒提取及ＤＮＡ凝胶回收纯

化试剂盒购自德国Ｋｉａｇｅｎ公司；镍柱购自上海生工生物有限

公司；其他试剂均为国产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶基因克隆重组人鼻病毒３Ｃ蛋白

酶ｐＲＳＦＤｕｅｔ表达载体　以ｐＲＳＦＧＦＰＨＲＶ１４３Ｃ质粒作为

模板，以Ｐ１、Ｐ２引物扩增人鼻病毒３Ｃ蛋白酶基因。ＰＣＲ反应

条件为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，

３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶

电泳回收纯化。纯化得到的人鼻病毒３Ｃ蛋白酶基因经ＢａｍＨ

Ⅰ、ＨｉｎｄⅢ双酶切，连接到经双酶切的重组人鼻病毒３Ｃ蛋白

酶ｐＲＳＦＤｕｅｔ表达载体上。连接产物转化１０Ｂ感受态细胞。

将转化菌涂布于含卡那霉素（５０ｍｇ／ｍＬ）的ＬＢ平板上。提质

粒，经ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定重组质粒。阳性重组质粒

送Ｉｖｎｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。

１．２．２　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的表达及纯化　将测序鉴定正确

的重组质粒转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，挑取单菌

落接种到５ｍＬ含卡那霉素（５０ｍｇ／ｍＬ）的ＬＢ液体培养基中，

３７℃过夜培养。将５ｍＬ过夜培养液接种于２００ｍＬＬＢ液体

培养基中，３７℃继续培养，当ＯＤ６００达到０．４～０．６ｈ，加入终浓

度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基硫代半乳糖苷３７℃继续诱导４ｈ。

６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收菌，高压破菌。离心后上清液与平

衡好的１ｍＬ镍柱在４℃结合１ｈ，用１０倍柱床体积的洗涤缓

冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠、５００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠、５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑）洗柱２次，分别用０．２、１ｍＬ洗脱液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠、

５００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗脱靶蛋白。经１５％

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分析蛋白产量、纯度及溶

解性。－８０℃保存蛋白。

１．２．３　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶活性的检测　本研究将人鼻病毒

３Ｃ蛋白酶与麦芽糖结合蛋清蛋白标签融合表达，该融合蛋白

含有人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切位点，若人鼻病毒３Ｃ蛋白酶

有活性，可将其自身从麦芽糖结合蛋白上剪切下来，经镍柱纯

化后仅得到重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶；若人鼻病毒３Ｃ蛋白酶

无活性，经镍柱纯化后得到的是麦芽糖结合蛋白与人鼻病毒

３Ｃ蛋白酶的融合蛋白。经１５％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测酶切效果。

２　结　　果

２．１　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶基因的扩增表达、鉴定及载体构

建　以ｐＲＳＦＧＦＰ重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶为模板，Ｐ１、Ｐ２为

引物，经ＰＣＲ扩增得到约６００ｂｐ大小的片段，与预期相符，结

果未示出。重组质粒经双酶切鉴定，可见约６００ｂｐ大小片段，

见图２Ａ。经测序鉴定，人鼻病毒３Ｃ蛋白酶基因序列正确无突

变且读码框位置正确，见图２Ｂ。

　　Ａ：重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切鉴定结果；Ｂ：重组人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶的测序结果

图２　　重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切及测序鉴定结果

２．２　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的表达及纯化　含有人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶基因重组质粒的大肠杆菌ＢＬ２１经异丙基硫代半乳糖

苷诱导表达，１５％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，可见

相对分子质量２０×１０３ 及４０×１０３ 处有明显表达条带，见图３。

对比纯化后和裂解后样本，表明经镍柱得到了高浓度且较纯的

人鼻病毒３Ｃ蛋白酶。将纯化得到的蛋白酶样品置于冰上保

存，过夜前后样本对比，可见低温下蛋白酶稳定性较好。

图３　　重组人鼻病毒３Ｃ蛋白酶蛋白酶的表达与纯化结果

２．３　人鼻病毒３Ｃ蛋白酶活性的鉴定　麦芽糖结合蛋白人鼻

病毒３Ｃ蛋白酶融合蛋白含有人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切位

点，将纯化产物经１５％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，

可见在约相对分子质量２０×１０３ 处有一蛋白条带，见图３。这

与预期结果相符，提示人鼻病毒３Ｃ蛋白酶将其自身从麦芽糖

结合蛋白融合蛋白上剪切，表明纯化得到的人鼻病毒３Ｃ蛋白

酶具有较好的活性。

３　讨　　论

蛋白重组技术是目前研究蛋白结构和功能的重要手段，被

广泛应用于生物及医学领域。大肠杆菌原核表达系统因生长

速度快、培养简单、价格低廉等优点，作为重组蛋白表达系统的

首选。但由于缺乏真核系统的翻译后修饰功能，外源蛋白常错

误折叠或形成不溶性包涵体，人们就利用蛋白标签融合表达增

加外源蛋白的产量和溶解性，在研究蛋白结（下转第２７２５页）
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βｃａｔｅｎｉｎ介导的转录能被 Ｃｈｉｂｂｙ负向调节，ＴＣ１能够与

Ｃｈｉｂｂｙ相拮抗，使得Ｃｈｉｂｂｙ对β连环蛋白拮抗能力减弱，进

而上调该通路的 下 游 有 关 的 靶 基 因 （ＭＭＰ７、ＭＭＰ１４、

ＶＥＧＦ、ＣｙｃｌｉｎＤ１等）表达，促进癌细胞的增殖及转移。

βｃａｔｅｎｉｎ是一种细胞骨架蛋白，也是 Ｗｎｔ信号通路的关

键信号元件。正常情况下，βｃａｔｅｎｉｎ大部分与突出细胞膜上的

钙黏蛋白结合，维持着同种细胞的黏附作用，其中小部分会与

Ａｘｉｎ、ＡＰＣ和ＧＳＫ３β组成一个多蛋白的复合体，其能够降解

βｃａｔｅｎｉｎ。正常情况下βｃａｔｅｎｉｎ主要位于细胞膜中，胞浆内游

离的βｃａｔｅｎｉｎ极少，当细胞质中游离的βｃａｔｅｎｉｎ积聚并进入

细胞核启动下游靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１的转录，导致细胞的过度增

殖，从而参与肿瘤的形成［１０］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是 Ｇ１期细胞周期素，

是细胞从Ｇ１期进入Ｓ期促进细胞分裂增殖的重要调控因子。

ＣｙｃｌｉｎＤ１被认为是一种原癌基因，其持续性高表达，将导致Ｇ１

期缩短，提前进入Ｓ期，使细胞增殖失控，最终形成肿瘤
［１１］。

本实验研究结果显示：ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 βｃａｔｅｎｉｎ在

ＮＳＣＬＣ组织中的表达水平明显高于正常肺组织，说明ＴＣ１、

ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ可能在 ＮＳＣＬＣ的发病机制中发挥重要

作用，ＴＣ１可能激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路并且能够诱导其相关

靶基因ＣｙｃｌｉｎＤ１的高表达，为ＮＳＣＬＣ的靶向治疗提供了新的

研究思路。
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构和功能时需要移去这些蛋白标签，常用的肠激酶、凝血酶及

凝血因子Ｘａ不但存在非特异性切割，而且价格昂贵。因此本

研究选中人鼻病毒３Ｃ蛋白酶作为新一代的工具酶。人鼻病

毒３Ｃ蛋白酶不仅具有较高的酶切特异性而且在低温下仍保

持较高的酶活性。

本研究在大肠杆菌原核系统中成功表达和制备了有良好

活性且纯度高的人鼻病毒３Ｃ蛋白酶。本研究还发现人鼻病

毒３Ｃ蛋白酶在低温下的酶切效果优于常温，且蛋白酶Ｎ端及

Ｃ端结构域是保持蛋白酶活性所必须，结果未示出。人鼻病毒

３Ｃ蛋白酶与麦芽糖结合蛋白融合表达，增加了人鼻病毒３Ｃ蛋

白酶的表达量及溶解度，免除了包涵体变性及复性步骤，简化

了蛋白酶制备流程，并且保持了蛋白酶的活性。人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶的酶切特异性较好，本研究构建的麦芽糖结合蛋白人

鼻病毒３Ｃ蛋白酶融合蛋白含有人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切位

点，可被人鼻病毒３Ｃ蛋白酶特异性识别，并将其自身从麦芽

糖结合蛋白上剪切。人鼻病毒３Ｃ蛋白酶在低温（４℃）下保持

了较高的酶活性，在移除蛋白标签的同时避免了靶蛋白的非特

异性降解，是理想的标签移除工具酶。本研究初步建立了人鼻

病毒３Ｃ蛋白酶基因工程的制备工艺，开发了一种新型的工具

酶，大大节省了实验经费开销。本研究还构建了人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶ｐＲＳＦ克隆和表达载体，只需将靶蛋白的遗传微粒克隆

入表达载体，就可高效表达靶蛋白与麦芽糖结合蛋白的融合蛋

白，经人鼻病毒３Ｃ蛋白酶移除麦芽糖结合蛋白标签，就可得

到较纯的靶蛋白，为基因工程表达和基因工程药物开发的研究

奠定了基础。
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