
书书书

中国生物工程杂志　ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，２７（９）：１９～２３

铜绿假单胞菌 ＳＯＳ反应阻遏蛋白
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摘要　目的：对ＬｅｘＡ蛋白复性方法进行优化，对复性后的 ＬｅｘＡ蛋白的生物学活性进行分析。方
法：采用含有ＧＳＨ／ＧＳＳＧ的缓冲液，一步稀释法对变性ＬｅｘＡ蛋白进行复性，用镍离子亲合柱及阳
离子柱层析法对复性后的ＬｅｘＡ蛋白进行纯化，再以ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝胶柱脱盐，采用非变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳和 ＲＰ?ＨＰＬＣ法检测复性效果，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析复性前后及经 ＤＴＴ处理后的
ＬｅｘＡ蛋白的免疫反应性，凝胶滞留电泳试验检测复性 ＬｅｘＡ蛋白与 ＤＮＡ的特异性结合能力。结
果：复性后的ＬｅｘＡ蛋白出现单体和多聚体的形式，多聚体是由单条肽链聚合而成。ＬｅｘＡ单体和
多聚体与兔抗ＬｅｘＡ多克隆抗体均有较好的反应性。复性后的ＬｅｘＡ蛋白能与ＳＯＳ盒序列发生特
异性结合。
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　　ＳＯＳ反应（ＳＯＳｒｅｓｐｏｎｓｅ）是细菌ＤＮＡ分子受到较

大范围损伤或复制受到抑制时出现的修复机制［１］。

ＬｅｘＡ是细菌ＳＯＳ反应的阻遏蛋白，它结合在操纵子的

调控序列上抑制一系列包括与 ＤＮＡ的切除、重组及复

制有关的酶的表达。当细菌发生 ＳＯＳ反应时，阻遏蛋

白ＬｅｘＡ发生自我切割，其抑制作用被解除，由此产生

细菌进化、毒力因子和耐药基因水平传播加速等后

果［２～６］。

　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是医

院内感染主要的致病菌之一，严重危害人类健康和生

命。近年来，随着广谱抗生素、激素及免疫抑制剂的广

泛使用，以及各种侵袭性诊断和治疗手段的不断增加，

ＰＡ在医院感染中占有越来越重要的地位。ＰＡ具有极

强的环境适应力和抗生素耐药性，常表现对多种抗生

素多重高度耐药，临床治疗十分棘手，解决此类抗生素

耐药的问题迫在眉睫。ＬｅｘＡ蛋白作为一个新的靶蛋白

对高效抗菌药物研制和 ＰＡ与宿主的相互关系及其致

病机理的研究均有重要意义。在本研究中，对 ＬｅｘＡ蛋

白复性方法进行了优化，并对复性后的 ＬｅｘＡ蛋白的生

物学活性进行了分析。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　铜绿假单胞菌ＰＡＯ１株由本室保存。纯化的 ＬｅｘＡ

蛋白及兔抗ＬｅｘＡ多克隆抗体由本室制备［７］。尿素、三

氯乙酸、咪唑、ＢＳＡ、谷胱甘肽氧化型（ＧＳＳＧ）、谷胱甘肽

还原型（ＧＳＨ）、丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ?亚甲基双丙烯酰胺、

ＴＥＭＥＤ、ＤＴＴ、ＰＭＳＦ、ＨＥＰＥＳ、鲑精ＤＮＡ等为 Ｓｉｇｍａ公

司产品。蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自北京鼎国生物技术公司。

ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ购自武汉博士德公司。Ｔ４多核苷

酸激酶为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，［γ?３２Ｐ］ＡＴＰ购自北京亚

辉生物医学工程公司。镍离子亲合柱、阳离子层析柱

及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝胶柱均为 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品。探

针序列为 ｃｔｇｔａｔａｔａａｔｃｃｃａｇｔｃａｃｔｇｇａｔａａａａａｃａｃａｇ，由上海生

工生物工程公司合成。

１．２　方　法

１．２．１　ＬｅｘＡ蛋白的复性　在４℃搅拌下，在２ｈ内，向
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包涵体溶解液中缓慢滴加 ５倍体积的复性缓冲液Ⅰ
（１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢ，０．９ｍｍｏｌ／ＬＧＳＳＧ，０．８ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ，
２ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ８．０），４℃搅拌复性２４ｈ；再加入５倍
体积的复性缓冲液Ⅱ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ?ＨＣｌ，０．９ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＳＳＧ，０．８ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ，ｐＨ９．０），充分混匀后，４℃搅拌
复性２４ｈ。将上述复性溶液用０．４５μｍ孔径的滤膜过
滤，４℃下用截流相对分子量为 １００００ｋＤａ的膜包在
Ｓａｒｔｏｒｒｉｕｓ超滤装置上浓缩１０～２０倍。再用酶切缓冲液
等容超６～８个体积，最后用酶切缓冲液将其稀释至蛋
白浓度为２．０ｍｇ／ｍｌ左右。
１．２．２　复性蛋白的镍离子亲合柱层析纯化　采用镍
离子亲合柱层析填料ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ装填
于ＸＫ１６／１０柱中，上样蛋白总量约为３０ｍｇ，亲合层析
缓冲液 Ｃ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ８．０）平衡柱子至基线平
稳后，采用亲合层析缓冲液Ｄ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１０ｍｍｏｌ／
Ｌ咪唑，ｐＨ８．０）梯度洗脱。
１．２．３　复性蛋白的离子柱层析纯化　将 ＨｉＴｒａｐＩＥＸ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎＫｉｔ中３种阳离子层析柱：ＨｉＴｒａｐＳ１ｍｌ，ＨｉＴｒａｐ
ＳＰ１ｍｌ和ＨｉＴｒａｐＣＭＦＦ１ｍｌ分别连接到ＡＫＴＡｅｘｐｌｏｒｅｒ

?１００层析系统。上样蛋白总量约为１５ｍｇ，阳离子交换
层析缓冲液Ａ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．０）平衡柱子至基
线平稳后，采用阳离子交换层析缓冲液 Ｂ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．０）梯度洗脱。
１．２．４　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝胶柱脱盐　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝
胶装柱，柱型ＸＫ１６／２０，柱床体积３３ｍｌ，脱盐缓冲液（２０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ?Ｈｃｌ，ｐＨ７．０）洗脱。
１．２．５　复性蛋白的分析　（１）非变性聚丙烯酰胺凝胶
电泳：以非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测蛋白复性程

度。（２）ＲＰ?ＨＰＬＣ纯度分析：用 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型 ＨＰＬＣ
进行蛋白纯度分析。先用流动相 Ａ（９００ｍｌ超纯水、
１００ｍｌ乙腈和１．０ｍｌ三氟乙酸）平衡柱子，洗脱梯度为
流动Ｂ相（１００ｍｌ超纯水、乙腈９００ｍｌ和０．９ｍｌ三氟乙
酸）从０％→８０％，２０ｍｉｎ；柱温３０℃；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；
上样量 １００μｌ；检测波长分别为 ２８０ｎｍ；检测时间
２０ｍｉｎ。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　目的蛋白用 ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分
离后电转移至 ＮＣ膜上，以１∶５００稀释的兔抗 ＬｅｘＡ多
克隆抗体为一抗，１∶２００００稀释的ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ
为二抗，检测 ＬｅｘＡ多抗与不同 ＬｅｘＡ蛋白的免疫反应
性。

１．２．７　探针的标记和纯化　（１）磷酸化反应：探针
（１１．７５ｍｏｌ／μｌ）１μｌ，１０×Ｔ４多核苷酸激酶缓冲液２μｌ，

ＡＴＰ（１０ｍｏｌ／ｍｌ）５μｌ，超纯水 １１μｌ，Ｔ４多核苷酸激酶

１μｌ。充分混匀后，３７℃４５ｍｉｎ，６８℃１０ｍｉｎ。（２）探针
的纯化：加４０μｌ超纯水，７２０μｌ１０ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ，混匀，
再加入水１２０μｌ和预冷的无水乙醇７５０μｌ，混匀，于４℃
放２ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ。小心吸去上清，
残存的乙醇蒸发后，将放射性标记的探针重溶于５０μｌ
ＴＥ（ｐＨ７．６），－２０℃保存。
１．２．８　凝胶阻滞试验　（１）ＤＮＡ结合反应：５×凝胶滞
留结合缓冲液２μｌ，复性后的ＬｅｘＡ蛋白５μｌ，鲑精 ＤＮＡ
（４ｇ／Ｌ）１μｌ，在室温下１０ｍｉｎ后，加入（２μｌ）１５ｐｍｏｌ３２Ｐ

?标记的探针，竞争试验分别加入３０，５０倍摩尔数的未
标记探针，反应总体积２０μｌ，室温下反应３０ｍｉｎ。（２）
电泳：配制４％ＰＡＧＥ。电泳条件：１００Ｖ，０．５×ＴＢＥ电
泳液，预电泳３０ｍｉｎ，然后上样、电泳３ｈ。放射自显影：
将胶用保鲜膜包上后，放入片盒，压 Ｘ光胶片，?７０℃
４８ｈ，洗片。

２　结　果

２．１　复性ＬｅｘＡ蛋白的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

　　ＬｅｘＡ纯化后样品缓慢滴入包涵体复性缓冲液Ⅰ
后，出现肉眼可见的乳光，溶液微浑，４℃搅拌４８小时
后，用０．４５μｍ孔径的滤膜过滤后溶液透明无乳光。超
滤后Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度为１．０ｍｇ／ｍｌ，目的蛋白回
收率为２０％。采用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测
ＬｅｘＡ发现，复性前样本呈现单一条带，复性后样本有较

为明显的高分子量蛋白条带产生，复性后用 ＤＴＴ处理
样本又呈现单一条带。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现，ＬｅｘＡ单
体和聚体与兔抗 ＬｅｘＡ多克隆抗体均有较好的反应性
（图１）。
２．２　ＲＰ?ＨＰＬＣ检测重组ＬｅｘＡ的复性
　　复性前、后的样本在 ＲＰ?ＨＰＬＣ呈现不同的色谱峰
形（图２），ＬｅｘＡ变性条件下以单体形式存在，呈现单一
主峰（Ａ），利用面积归一法分析 ＬｅｘＡ的纯度为９８％。
复性后呈现多个色谱峰（Ｂ），在单体主峰的位置（同一
保留时间处）也有吸收峰，反映出复性后除了单体之

外，还有聚体存在，与非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳的结

果一致。利用面积归一法分析 ＬｅｘＡ的纯度为
９２．９７％。

２．３　凝胶滞留试验检测ＬｅｘＡ蛋白的活性
　　将复性后的 ＬｅｘＡ与标记的探针（ＳＯＳ盒）进行凝
胶滞留试验，反应体系中未加 ＬｅｘＡ时仅见游离 ＤＮＡ

０２
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图１　ＬｅｘＡ复性后非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｍ：中分子蛋白质标准；１，２，５，６：复性重组 ＬｅｘＡ蛋白的非变性

ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析；３，７：复性重组ＬｅｘＡ蛋白经ＤＴＴ处理

后的非变性ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析；４，８：重组ＬｅｘＡ蛋白复性

前的非变性ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｎａｔｉｖｅＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒｅｎａｔｕｒｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＬｅｘＡ

图２　ＬｅｘＡ复性的ＲＰ?ＨＰＬＣ检测
（ａ）ＬｅｘＡ复性前 （ｂ）ＬｅｘＡ复性后

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＲＰ?ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＬｅｘＡ

条带（Ｌａｎｅ１），探针 ＬｅｘＡ与标记探针发生结合可见一

条明显滞后的蛋白－ＤＮＡ结合条带（Ｌａｎｅ２），反应体系

中加入过量未标记探针进行竞争抑制试验，结合反应

明显减弱（Ｌａｎｅ３，４），表明复性后的 ＬｅｘＡ能与探针发

生特异性结合（图３）。

３　讨　论

　　新近研究表明，细菌可以籍某些自身因素（如 ＳＯＳ

反应）控制进化以抵抗来自抗生素的攻击，因此阻断细

图３　ＬｅｘＡ与ＤＮＡ结合的凝胶滞留电泳试验
１：游离ＤＮＡ；２：标记探针＋ＬｅｘＡ；３，４：（３０×，５０×）

未标记探针＋标记探针＋ＬｅｘＡ

Ｆｉｇ．３　ＬｅｘＡｂｉｎｄｔｏＳＯＳｂｏｘａｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ

ｂｙｔｈｅｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔ

菌快速突变过程中的一些关键步骤，将成为从根本上

克服细菌对抗生素的产生耐药性的关键方法，而关闭

ＳＯＳ系统，阻止过度进化，就能防止细菌产生耐药性的

级联突变的发生［８］。大量活性 ＬｅｘＡ蛋白的获得将为

其空间结构和ＳＯＳ反应调控机制的研究以及其抑制药

物的筛选奠定基础。在过往实验中，我们已经制备了

纯化的ＬｅｘＡ蛋白［７］，现进一步对其进行复性及生物活

性分析。

　　极端ｐＨ值可以破坏蛋白的次级键从而增进包涵

体溶解。本研究中，我们发现 ＬｅｘＡ蛋白包涵体在 ｐＨ

值７?９范围内的８ｍｏｌ／Ｌ尿素中溶解较为困难，只有在

ｐＨ＞９的８ｍｏｌ／Ｌ尿素中才能充分溶解。由于蛋白间二

硫键的存在，在增溶时一般使用还原剂如巯基乙醇、

ＤＴＴ等，但在本研究中，是否添加 ＤＴＴ对 ＬｅｘＡ蛋白的

溶解无显著影响。而在凝胶过滤柱层析纯化时，ＤＴＴ

的加入明显改善了色谱峰形及纯化效果，表明还原剂

有利于二硫键的解离，是ＬｅｘＡ蛋白的结构和色谱行为

更趋于一致，有助于ＬｅｘＡ蛋白的纯化。

　　包涵体蛋白一般采用两种纯化方式：一是在变性

条件下进行分步纯化；二是先进行复性处理，再进行分

步纯化。经过比较，ＬｅｘＡ蛋白在变性条件下（８ｍｏｌ／Ｌ

尿素）纯化效果更好，回收率也较理想，经过二步纯化

ＬｅｘＡ蛋白的纯度达到９８％。高纯度的变性蛋白，可以

提高目的蛋白的复性效率，在本研究中我们采用在变

性条件下进行分步纯化，取得了较好的效果，为开展

ＬｅｘＡ蛋白的复性以及 ＬｅｘＡ蛋白的生物学活性研究奠

定了基础。
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　　蛋白体外复性的基本原理是随着变性剂去除或浓

度降低，蛋白就会自发地从变性的热不稳状态向热力

学稳定状态转变，形成具有生物活性的天然结构。然

而在去除变性剂的同时，蛋白分子间存在大量错误折

叠和聚合，蛋白体外复性的效率取决于正确折叠过程

与错误折叠过程之间的竞争［９，１０］。蛋白质的复性过程

受到周围环境的影响，如蛋白浓度与纯度、温度、ｐＨ

值、离子强度、复性时间、变性剂的残留量等［１１］。常用

的复性方法有透析法、稀释法、超滤法及层析法等［１２］。

稀释法是最简单和常用的复性方法，通过降低蛋白溶

液中的变性剂浓度，促进蛋白正确折叠。稀释法有一

步稀释法、分步稀释法和连续稀释法等。在稀释时加

入适量的氧化?还原剂，如 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ、ＤＴＴ／ＧＳＳＧ、

ＤＴＥ／ＧＳＳＧ等，通过促进不正确配对的二硫键快速交换

反应，提高了正确配对的二硫键的产率。

　　在本实验中，我们采用了含有 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ的缓冲

液一步稀释法对ＬｅｘＡ蛋白进行复性，确定最佳复性条

件为复性缓冲液Ⅰ（１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．９ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘

肽氧化型，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽还原型，２ｍｏｌ／Ｌ尿素，

ｐＨ８．０），复性缓冲液Ⅱ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ?ＨＣｌ，０．９ｍｍｏｌ／

Ｌ谷胱甘肽氧化型，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽还原型，ｐＨ

９．０）。复性后ＬｅｘＡ蛋白主要以单体形式存在，还有少

量的二聚体和多聚体，复性后 ＬｅｘＡ蛋白纯度达

９２．９７％，取得较好的复性效果；同时我们用非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，分析发现复性后的

ＬｅｘＡ蛋白出现单体和聚体的形式，而 ＤＴＴ处理之后无

明显的聚体，表明聚体是由单条肽链聚合而成，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析表明ＬｅｘＡ单体和聚体与兔抗 ＬｅｘＡ多克隆抗

体均有较好的反应性，ＬｅｘＡ蛋白复性前和复性后在ＲＰ

?ＨＰＬＣ上的色谱行为存在差异，也反映出复性后 ＬｅｘＡ

蛋白有明显的聚体形成，因此，ＲＰ?ＨＰＬＣ在一定程度上

可以监测重组蛋白复性效果。

　　ＬｅｘＡ是细菌 ＳＯＳ反应的阻遏蛋白，其生物学作用

是与ＳＯＳ反应的调控序列 （ＳＯＳ盒）结合阻遏 ＳＯＳ反

应的发生。ＬｅｘＡ包含两个结构域，Ｎ末端是ＤＮＡ结合

结构域，Ｃ末端是寡聚化结构域，与二聚体的形成有关。

ＬｅｘＡ以二聚体的形式与 ＳＯＳ盒结合。ＬｅｘＡ发生自我

切割后，其Ｎ?末端和Ｃ?末端分离而失去二聚化的能力，

导致与ＳＯＳ盒的亲和力降低，ＳＯＳ盒序列暴露，ＳＯＳ基

因表达的阻遏状态因此被解除［１，１３］。因此，判断 ＬｅｘＡ

的活性需检测其与靶 ＤＮＡ序列的特异性结合能力。

本研究采用凝胶滞留试验显示复性后的 ＬｅｘＡ具有与

调控序列特异性结合能力，证明复性后的 ＬｅｘＡ具有良

好的生物学活性。
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