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技术与方法

通过断裂内含肽介导的反式剪接合成大的蛋白

张　静　刘　环　周　晶　刘建华
（上海交通大学生命科学技术学院　上海　２００２４０）

摘要　大肠杆菌难以表达大的蛋白，毒性蛋白以及膜蛋白，“ＮｐｕＤｎａＥ内含肽表达系统“使这些
蛋白的表达成为可能。该系统的基本原理是：在特定位点处将目标基因（编码 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的
基因）断裂成两部分，然后分别与ＮｐｕＤｎａＥ内含肽的 Ｎ端，Ｃ端片段融合，两种融合基因分别表
达纯化，在体外将两种融合蛋白等摩尔比混合即可产生有功能的 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶。理论上，该体
系也可用于合成其他大的蛋白，毒性蛋白或膜蛋白。
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　　蛋白质剪接是一种翻译后成熟的过程，在此过程

中，一种命名为“内含肽“的插入序列能进行自我剪接，

以肽键连接两侧外蛋白子形成成熟蛋白质［１］。有些编

码内含肽的基因在特定位点处断裂成 Ｎ端片段（简称

ＩＮ）和Ｃ端片段（简称ＩＣ），这两部分单独存在时没有活

性，但当断裂内含肽的ＩＮ和ＩＣ混合时，两者相互识别，

重建催化活性中心，介导蛋白质反式剪接［２～５］。蛋白质

反式剪接在生物学上已经得到了广泛应用，包括蛋白

半合成［６］，蛋白环化［７～９］，对蛋白部分片段进行同位素

标记［５］，蛋白开关［１０～１２］，以及在转基因植物中激活某

些基因［１３］。　　蛋白反式剪接已成功地应用于腺病毒

介导的体内基因治疗中［１４］。他们将 ６．３ｋｂ长的 ｄｙｓ

ｃＤＮＡ断裂成两部分，分别与断裂内含肽的Ｎ端和Ｃ端

片段连接。这两种融合基因分别克隆到 ＶＶ１载体中。

同时将这两种载体导入 ｍｄｘ鼠中，通过上述两种融合

蛋白有效地剪接产生全长的Ｂｅｃｋｅｒ型肌萎缩蛋白。这

项研究成果给难表达蛋白的合成带来了曙光。

　　目前 ＳｓｐＤｎａＥ内含肽是用得最广泛的断裂内含

肽。而 Ｉｗａｉ等报道的 ＮｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅＰＣＣ７３１０２

（Ｎｐｕ）ＤｎａＥ内含肽虽与ＳｓｐＤｎａＥ内含肽高度同源，但

前者具有更高的剪接活性。ＮｐｕＤｎａＥ内含肽融合蛋白

有５５％～９０％转化成剪接产物，并且仅有少量的 Ｎ端

和 Ｃ端切割产物［１５］。综合考虑，我们决定利用 Ｎｐｕ

ＤｎａＥ内含肽来合成大的蛋白。

　　我们将ＮｐｕＤｎａＥ断裂内含肽与大肠杆菌Ｔ７蛋白

表达系统相结合，构建了一套体外 Ｔ７表达系统。该策

略将Ｔ７ＲＮＡ聚合酶在特定位点处断裂成Ｎ端和Ｃ端

两部分，然后分别与 ＮｐｕＤｎａＥ内含肽的 Ｎ端片段

（ＤｎａＥＮ）和Ｃ端片段（ＤｎａＥＣ）相融合。这两种融合蛋

白分别表达，纯化，然后在体外混合。最终通过 Ｎｐｕ

ＤｎａＥ内含肽介导的反式剪接产生有功能的Ｔ７ＲＮＡ聚

合酶。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　大肠杆菌 ＥＲ２５６６购自美国 ＮＥＢ公司；大肠杆菌

ＤＨ５α和 ＮｉＮＴＡ树脂购自美国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司；质粒

ｐＬＩＣ１，ｐＬＩＣ２为本实验室构建；质粒小量抽提试剂盒、

ＰＣＲ产物纯化试剂盒和核酸凝胶回收试剂盒，购自北

京天根生化科技有限公司；细菌基因组抽提试剂盒购

自上海生物工程有限公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、核糖核酸酶抑制剂购自大连宝

生生物技术公司；各种寡核苷酸片段于上海英骏生物
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技术有限公司合成；［α３２Ｐ］ＡＴＰ购自北京亚辉生物科
技公司。

１．２　方　法

１．２．１　ＰＣＲ扩增Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的Ｎ端（１～４９１位残
基）、Ｃ端（４９２～８８３位残基）　Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的 Ｎ端
片段的扩增是以 ＥＲ２５６６基因组为模板，Ｔ７ＮＦ／Ｒ
（Ｔ７ＮＦ：５′ＡＴＡＴＡＣＡＴＣＴＴＡＡＧＡＴＧＡＡＣＡＣＧＡＴＴＡＡＣＡ
ＴＣＧＣ；Ｔ７ＮＲ：５′ＴＴＴＣＡＴＡＡＣＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＣＡＴＧＡＴＧ
ＴＴＣＴＣＧＴＧＧ）为引物。获得的ＰＣＲ片段有 ＬＩＣ特定的
末端（正向：ＡＴＡＴＡＣＡＴＣＴＴＡＡ；反向：ＴＴＴＣＡＴＡＡＣＴＴＡ
ＡＧＣＡ）。
　　以ＥＲ２５６６基因组为模板，Ｔ７ＣＦ／Ｒ（Ｔ７ＣＦ：５′ＡＡ
ＡＡＡＴＧＧＧＴＴＴＡＴＡＧＧＣＴＣＴＡＡＴＴＧＣＴＧＣＧＣＴＡＡＧＴＣＴＣ
ＣＡＣＴＧ；Ｔ７ＣＲ：５′ＡＧＧＴＴＧＴＧＴＡＴＡＡＡＡＧＧＣＴＴＡＡＴＡ
ＡＡＧＧＣＣＡＣＴＣＴＴＧＣＧＡ）为引物，ＰＣＲ扩增 Ｔ７ＲＮＡ聚
合酶的Ｃ端片段，其两端含有 ＬＩＣ特定的末端（正向：
ＡＡＡＡＡＴＧＧＧＴＴＴＡＴＡＧＧＣＴＣＴＡＡＴＴＧＣ；反向：ＡＧＧＴ
ＴＧＴＧＴＡＴＡＡＡＡＧＧＣ）。
１．２．２　ｐＬＩＣＮ，ｐＬＩＣＣ表达载体的构建　在用 Ｔ４
ＤＮＡ聚合酶处理之前，载体 ｐＬＩＣ１及 ｐＬＩＣ２需分别经
限制性内切酶ＡｆｌＩＩ、ＳｔｕＩ单酶切成线性片段。线性化
的载体片段以及ＰＣＲ片段经电泳检测后，纯化回收，然
后用Ｔ４ＤＮＡ聚合酶消化。５０μｌ反应体系中含 １个单

位的 Ｔ４ＤＮＡ聚合酶，０．５ｍｍｏｌ／ＬｄＧＴＰ或ｄＣＴＰ，１×Ｔ４
ＤＮＡ聚合酶缓冲液。３７℃反应 ０．５ｈ后 ６５℃热处理
１０ｍｉｎ，使 Ｔ４ＤＮＡ聚合酶失活。消化后的载体及 ＰＣＲ
片段用ＰＣＲ产物纯化试剂盒回收，最终得到的载体及
ＰＣＲ片段的浓度分别约为３ｎｇ／μｌ和６ｎｇ／μｌ。
　　３μｌＴ４ＤＮＡ聚合酶处理的 ｐＬＩＣ１／ｐＬＩＣ２（９ｎｇ）和
４μｌＴ４ＤＮＡ聚合酶处理的 ＰＣＲ片段（２４ｎｇ）混合，冰
浴３０ｍｉｎ后，混合物化学转化ＤＨ５α，铺ＬＢＡ平板，３７℃
过夜培养；挑取克隆并提取质粒，测序鉴定，阳性质粒

分别命名为ｐＬＩＣＮ，ｐＬＩＣＣ。
１．２．３　融合蛋白的制备　表达质粒 ｐＬＩＣＮ和 ｐＬＩＣＣ
分别转化大肠杆菌 ＥＲ２５６６，转化菌株涂布于含
１００μｇ／ｍｌＡｍｐｉｃｉｌｉｎ的ＬＢ固体培养基，３７℃过夜培养。
转化单菌落接种于２５ｍｌ含１００μｇ／ｍｌＡｍｐｉｃｉｌｉｎ的 ＬＢ
液体培养基，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养过夜。过夜培养物
以１∶５０的比例接种于新鲜的 ＬＢ液体培养基（含
１００μｇ／ｍｌＡｍｐｉｃｉｌｉｎ），培养至 ＯＤ６００ ＝０．６（３７℃，
２２０ｒ／ｍｉｎ），加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃诱
导重组蛋白表达３ｈ。

　　将１Ｌ细胞培养液所产生菌体悬浮于３０ｍｌ裂解缓
冲液（６ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０），温和混合直至溶液变清。室温，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心６０ｍｉｎ，取上清。取上清加样到裂解缓

冲液彻底平衡过的１ｍｌＮｉＮＴＡ树脂上。用５０ｍｌ洗涤
液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ６．３，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，
８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ）以 １５ｍｌ／ｈ速度洗柱后，用 ５ｍｌ洗脱液
（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，
８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）以８ｍｌ／ｈ的速度洗脱；
分部收集洗脱液；每组取等体积的蛋白溶液用 １５％
ＳＤＳＰＡＧＥ分析，并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定蛋白含量。
　　变性ＮｉＮＴＡ亲和纯化回收的蛋白必须复性才有

活性。将含有表达蛋白的洗脱液合并，在４℃依次在含
不同浓度尿素（４ｍｏｌ／Ｌ；２ｍｏｌ／Ｌ；１ｍｏｌ／Ｌ；０．５ｍｏｌ／Ｌ；
０ｍｏｌ／Ｌ）的储存液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，３０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
ｐＨ７．５，５％ ｇｌｙｃｅｒｏｌ，５ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ）中透析，最后在蛋
白储存液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，３０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｐＨ７．５，
５０％ ｇｌｙｃｅｒｏｌ，５ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ）中透析。获得的蛋白保
藏于－２０℃备用。

１．２．４　体外剪接　纯化的融合蛋白于４℃在剪接缓冲
液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，３０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｐＨ７．５，５％
ｇｌｙｃｅｒｏｌ，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，５ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ）中等浓度
（１０～２０μｍｏｌ／Ｌ）混合。在不同的时间段分别取出一定
量的反应物，并加入 ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液（８％ＳＤＳ，
２０％巯基乙醇）终止反应。剪接产物通过 ＳＤＳＰＡＧＥ
定量。

１．２．５　剪接产物体外活性测定　配置反应液，含有１
×Ｔ７ＲＮＡ聚合酶反应缓冲液，０．１ｎｇ／μｌｐＥＴ２８ａ，１Ｕ／

μｌＲＮａｓｉｎ，２ｍｍｏｌ／ＬＵＴＰ，２ｍｍｏｌ／ＬＣＴＰ，２ｍｍｏｌ／ＬＧＴＰ，
０．０２ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，１μＣｉ／μｌ［α３２Ｐ］ＡＴＰ；在反应液中分
别加入相同体积的细胞抽提物或商品 Ｔ７ＲＮＡ聚和酶

作为标准样，于 ３７℃反应 ６０ｍｉｎ后加入上样缓冲液
（５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，０．１％ ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ
ｂｌｕｅ，ａｎｄ０．１％ ｘｙｌｅｎｅｃｙａｎｏｌ）终止反应。产物经含
８ｍｏｌ／Ｌ尿素的２０％聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。电泳
结束后，用磷屏成像系统（Ｆｕｊｉ，ＦＬＡ５０００）显示凝胶电
泳的荧光图谱。

２　结　果

２．１　体外剪接系统的建立
　　尽管ｎｐｕＤｎａＥ内含肽介导的剪接反应完全是自
发的，但是与内含肽 Ｃ末端直接相连的外蛋白子残基

５７
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会影响其剪接。我们选择在 Ａｌａ４９１和 Ｃｙｓ４９２之间将

Ｔ７ＲＮＡ聚合酶断裂成 Ｎ端和 Ｃ端两部分，如此一来，

与ＤｎａＥＣ的 Ｃ末端毗邻的氨基酸残基为 Ｃｙｓ，而与

ＤｎａＥＮ的 Ｎ端相邻接的残基为 Ａｌａ，这些都为 Ｎｐｕ

ＤｎａＥ内含肽能有效地介导蛋白反式剪接提供了必要

条件。

　　Ｎ端前体蛋白包含Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的 Ｎ端部分（１

～４９１位残基），ＤｎａＥＮ以及与之直接相连的组氨酸标

签（Ｈｉｓ６）（图１ａ）；Ｃ端前体蛋白包含 ＤｎａＥＣ以及与之

直接相连的 Ｈｉｓ６标签，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的 Ｃ端部分

（４９２～８８３位残基）（图１ｂ）。两者都是在 Ｔ７启动子

的控制下，加入诱导剂（ＩＰＴＧ）后表达。这两种前体蛋

白分别表达，纯化，４℃下在剪接缓冲液中等量混合。

借助ＤｎａＥＮ和ＤｎａＥＣ之间强的结合力，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶

的Ｎ端和Ｃ端部分再结合形成完整的聚合酶（图１ｃ）。

图１　反式剪接过程图示

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｒａｗｉｎｇｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ
ａ：Ｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ；ｂ：Ｃｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ；

ｃ：ＳｐｌｉｃｅｄＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

２．２　Ｎ端和Ｃ端融合蛋白的有效表达

　　重组蛋白的可溶性预测（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｔｅｃｈ．ｏｕ．ｅｄｕ／）

显示，Ｎ端及Ｃ端融合蛋白主要以包涵体形式存在，所

以我们选择在８ｍｏｌ／Ｌ尿素的变性条件下对其进行纯

化。经ＩＰＴＧ诱导表达、ＮｉＮＴＡ树脂变性纯化、梯度透

析复性，我们得到了电泳纯的可溶性重组蛋白，所获得

的Ｃ端和Ｎ端融合蛋白的电泳纯度能达到９０％以上

（图２，泳道１，２）。ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳所显示的 Ｎ端

和Ｃ端融合蛋白的表观分子量分别为６６ｋＤａ和４７ｋＤａ，

与根据基因序列所推测的分子量是一致的。

２．３　Ｔ７ＲＮＡ聚合酶Ｎ端和Ｃ端片段的体外连接

　　首先，我们将Ｎ端和Ｃ端融合蛋白分别纯化，透析

复性，浓缩。待两者的浓度达到１０～２０μｍｏｌ／Ｌ时，在

剪接缓冲液中等量混合。两种前体蛋白混合３０ｍｉｎ时

即可在９７ｋＤａ处检测到剪接产物的存在（图 ２，泳道

３）。从１Ｌ菌液中纯化得到２ｍｇ的剪接产物—Ｔ７ＲＮＡ

聚合酶。

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ检验前体蛋白的

表达及反式剪接产物

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｐｌｉｔＮｐｕＤｎａＥａｎｄｔｈｅ

ｔｒａｎｓｓｐｌｉｃｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮｐｕＤｎａＥｉｎｔｅｉｎ
ＴｈｅｇｅｌｗａｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．

Ｌａｎｅ１：ｈｉｓＮｐｕＤｎａＥＣＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（４９２～８８３）ｐｕｒｉｆｉｅｄｗｉｔｈ

ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇＮｉＮＴＡ；Ｌａｎｅ２：Ｔ７ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１～４９１）

ＮｐｕＤｎａＥＮｈｉｓｐｕｒｉｆｉｅｄｗｉｔｈｄｅｎａｔｕｒｉｎｇＮｉＮＴＡ；Ｌａｎｅ３：Ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ Ｔ７ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１４９１）ＮｐｕＤｎａＥＮｈｉｓａｎｄ ｈｉｓ

ＮｐｕＤｎａＥＣＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（４９２～８８３）ｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔ４℃．“＃”

ｄｅｎｏｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｉｍｐｕｒｉｔｙ

２．４　连接产物的活性测定

　　截短的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶检测不到活性（图３，泳道

２，３），然而，剪接产生的完整的 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶具有类

似于野生型聚和酶的活性（图３，泳道４）。我们通过体

外转录反应来测定通过该反式剪接系统产生的 Ｔ７

ＲＮＡ聚合酶是否具有活性，同时以商品 Ｔ７ＲＮＡ聚合

酶（购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）作为阳性对照。

３　讨　论

　　用传统的分子生物学的方法来合成大的蛋白、毒

性蛋白或膜蛋白仍是个巨大的挑战。虽然之前有研究

表明，某些毒性蛋白可以利用特殊的方法合成，但这些

方法往往具有局限性，不适用于其他蛋白。在本项研

究中，我们建立了一套系统，即“利用内含肽介导的反

式剪接来合成大的蛋白”，并验证了该系统的可行性和

有效性，从一定程度上解决了上述难题。

　　天然或人工断裂内含肽介导的反式剪接系统给毒

性蛋白的合成带来了希望。然而，人工断裂内含肽如

ＭｔｕＲｅｃＡ内含肽，其两个片段再结合成有功能的内含

肽需要经历变性／复性的过程［１６］。虽然天然断裂内含

肽ＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓＤｎａＥ内含肽避免了变性／复性的过程，

６７



２００９，２９（１２） 张　静 等：通过断裂内含肽介导的反式剪接合成大的蛋白

图３　连接的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的活性测定

Ｆｉｇ．３　ＡｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｏｆｌｉｇａｔｅｄＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒ６０ｍｉｎｕｔｅｓｉｎ２０μｌｒｅａｃｔｉｏｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｅｄ１×ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，６０ｎｇｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＳ，

４０ＵＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＵＴＰ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＣＴＰ，０．

５ｍｍｏｌ／ＬＧＴＰ，０．０５ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，１０μＣｉ［α３２Ｐ］ＡＴＰ，ａｎｄ

ｃｅｒｔａｉｎａｍｏｕｎｔｓｏｆｓｐｌｉｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔ．Ａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｂｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｎ２０％ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓ（８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ）．Ｌａｎｅ１：

ＬｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＳｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；

Ｌａｎｅ２：ＬｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＳｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＮｐａｒｔｏｆＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

（１～４９１）ＮｐｕＤｎａＥＮ；Ｌａｎｅ３：ＬｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＳｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ

ＮｐｕＤｎａＥＣＣｐａｒｔｏｆＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（４９２～８８３）；Ｌａｎｅ４：

ＬｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＳｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｌｉｇａｔｅｄＴ７ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ．Ｔｈｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙａｎａｒｒｏｗ

但是对与其相邻接的外蛋白子残基的特定要求局限了

它的应用。近期的研究表明，ＮｐｕＤｎａＥ内含肽具有更

大的潜力应用于蛋白质和细胞化学中。该内含肽在高

浓度尿素存在时以及低温下仍具高的剪接活性，这一

特性使它更有优势，尤其当要连接的目标蛋白可溶性

低，不稳定，或对温度敏感。基于上述考虑，我们选择

ＮｐｕＤｎａＥ内含肽介导蛋白反式剪接。

　　当Ｔ７ＲＮＡ聚合酶在细胞内过量表达时会对细胞

产生毒性，另外，它本身属于较大的蛋白，分子量高达

９７ｋＤａ，所以，它可以作为一种模式蛋白来检测我们的

蛋白纯化系统是否可行。使用该系统时首先要解决一

个问题：在哪个位点断裂Ｔ７ＲＮＡ聚合酶？最佳断裂位

点应不仅能使蛋白失活，而且能产生最高的体外／体内

剪接水平比。在本研究中，我们在４９１位的 Ａｌａ和４９２

位的Ｃｙｓ之间断裂 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶，因为这样一来，与

内含肽的Ｃ末端相连的外蛋白子残基为Ｃｙｓ，而与内含

肽Ｎ端相连的外蛋白子残基为Ａｌａ，这两点都保证了内

含肽的高的剪接活性。这一断裂位点在本实验室其他

人员的研究中也被证实可行。

　　我们对 Ｎ端及 Ｃ端融合蛋白的可溶性进行了分

析，发现约８０％以包涵体的形式存在，因此须在高浓度

离液盐中纯化这两种内含肽融合蛋白。当Ｎ端及Ｃ端

前体蛋白的浓度均达到１０～２０μｍｏｌ／Ｌ，并于４°Ｃ在剪

接缓冲液中等比例混合时，大小约 ９７ｋＤａ的剪接产

物———Ｔ７ＲＮＡ聚合酶在３０ｍｉｎ后即可产生。从１Ｌ培

养物中能获得２ｍｇ有功能的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶。

　　本研究中建立的“利用断裂内含肽介导的反式剪

接来合成大的蛋白”的体系，理论上也可以应用于其他

大蛋白，毒性蛋白或膜蛋白的合成。这一体系不仅使

以前难以表达的蛋白的合成变得简便可行，而且有希

望使其合成产业化、规模化。
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《＜自然 ＞百年科学经典》首发式在北京举行

　　全球迄今最大规模的《自然》杂志论文选集———《〈自然〉百年科学经典》１２月３日在中国科学院国家科学图书馆首发。

全国人大常委会副委员长、中国科学院院长路甬祥，国家新闻出版总署副署长邬书林，《自然》主编菲利浦·坎贝尔，麦克米

伦出版（中国）有限公司出版董事朗礼，丛书的中方编委中国科学院院士许智宏、赵忠贤、滕吉文以及审稿专家、译者等２００

余人参加首发式。

　　英汉双语对照版《〈自然〉百年科学经典》（Ｎａｔｕｒｅ：ｔｈｅＬｉｖｉｎｇＲｅｃｏｒｄｏｆＳｃｉｅｎｃｅ）是由外语教学与研究出版社联合麦克米

伦出版集团和自然出版集团共同策划编辑的科学主题丛书。丛书共１０卷，收录并翻译了《自然》杂志自１８６９年创刊以来近

１５０年间发表过的８４０余篇经典文献。

　　该丛书所选文章涵盖物理、化学、天文、地理和生物等基础学科及众多交叉学科，从狭义相对论的提出到量子理论的日

趋成熟，从同位素的发现到纳米管的诞生，从进化论之争到人类基因组测序完成……再现了一个多世纪以来人类在自然科

学领域艰辛跋涉、不断探索的历史足迹，堪称一部鲜活的近代科学史诗。

　　许智宏在首发式上的讲话中指出，目前，我国正在建设自主创新型的社会，这从根本上取决于对青年科技人才的培养和

使用。不拘一格，海纳百川，让各种创新思维竞相迸发，这是我国科技政策的核心，也是我们未来努力的方向，期望这套

《〈自然〉百年科学经典》的出版能够对此有所裨益。

　　此次发布的是这套丛书的前两卷，其余８卷预计于２０１０年陆续出版。
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