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融合酰基载体蛋白可增强大肠杆菌重组蛋白

的可溶性和热稳定性
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摘要　目前，蛋白质可溶性和热稳定性已成为重组蛋白高效生产、功能应用和长久保存不可回避
的问题，而使用酸性蛋白融合标签可能是其有效解决策略。酰基载体蛋白（ＡＣＰ）是脂肪酸生物
合成途径的必要组分，在大肠杆菌中为一个高度酸性的小分子多肽。将大肠杆菌 ＡＣＰ与几个热
不稳定的靶蛋白［如小桐子抗坏血酸过氧化物酶１（ＪｃＡＰＸ１）、大豆核酮糖１，５二磷酸羧化／加氧
酶的活化酶２（ＧｍＲＣＡ２）、大肠杆菌高丝氨酸Ｏ转琥珀酰酶（ＥｃＭｅｔＡ）］进行基因融合并使其在大
肠杆菌中诱导表达，发现ＡＣＰ融合能显著增强这些重组靶蛋白的可溶性。另外，对重组蛋白的热
处理和酶活性分析发现，融合ＡＣＰ还能极大提高这三个靶蛋白的热稳定性，并有效保护 ＪｃＡＰＸ１
酶活免遭热失活，使其耐热性提高了至少２℃。ＡＣＰ的这种效果推测可能与其高酸度特性有关，
可以作为一个新的功能酸性融合标签。
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　　大肠杆菌表达系统具有遗传背景清楚、培养周期

短、操作简单和目的基因表达水平高等特点，已成为当

前重组蛋白生产的主要途径［１］。但是，很多异源功能

蛋白在此系统中经常以不溶的包涵体形式获得高效表

达，后续纯化需要繁琐的变性和复性过程［２］。目前，针

对此问题已有一些手段（如降低温度［３］、更换宿主

菌［４］、使用增溶融合标签［５］）能够促进重组蛋白的可溶

性表达。其中，基于增溶标签的融合基因表达策略因

效果显著而被广泛采用［５］，这些增溶标签包括大肠杆

菌的麦芽糖结合蛋白（ＭＢＰ）［６］、硫氧还蛋白（Ｔｒｘ）［７］和

一些超酸性［含有高比例的酸性氨基酸残基（ａａ）］小分

子蛋白（ｍｓｙＢ、ｙｊｇＤ［８９］）等。另外，蛋白质的热稳定性

也影响到它的功能、活性和长期保存，特别对一些工业

酶制剂和多肽类药品而言尤为重要［１０］。目前，普遍是

通过基因突变法来筛选蛋白质的耐热突变体，效果虽

好，但过程复杂且通常仅适用于某一特定靶蛋白［１０１１］。

除此之外，也有少许研究使用热稳定融合标签来提高

一些靶蛋白的热稳定性，具有简捷方便和一定的通用

性［１２１６］。这类用过的蛋白融合标签中的多数也具有超

酸性，如大肠杆菌的 ｍｓｙＢ和 ｙｊｇＤ［８９，１４］）以及人 

ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ蛋白［１４１５］、拟南芥微管蛋白［１４］和核酮糖１，５

二磷酸羧化／加氧酶（Ｒｕｂｉｓｃｏ）活化酶长链型［１６］的酸性

尾部。因此，综合来看，酸性蛋白融合标签似乎同时具

有增强蛋白质可溶性和热稳定性的作用。

　　酰基载体蛋白（ａｃｙｌｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＣＰ）是脂肪酸

生物合成途径的必要组分，携带脂酰基穿梭于脂肪酸

合成酶系中［１７］。大肠杆菌ＡＣＰ是一个高度酸性、由７７

个氨基酸组成的小分子肽链，它第３７位的丝氨酸残基

与它的辅基（磷酸泛酰巯基乙胺）上的磷酸基团相连，

其辅基另一端的 －ＳＨ基又与脂酰基通过硫脂键相连

从而使ＡＣＰ携带上脂酰基［１７］。大肠杆菌 ＡＣＰ具备酸

性蛋白融合标签的几个关键特性，如分子小、酸度大和

细菌内源性。
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　　本工作拟使用三个热不稳定靶蛋白，包括小桐子

抗坏血酸过氧化物酶１（ＪｃＡＰＸ１）［１４，１６，１８］、大豆短链型

Ｒｕｂｉｓｃｏ活化酶２（ＧｍＲＣＡ２）［１９］和大肠杆菌高丝氨酸

Ｏ转琥珀酰酶（ＥｃＭｅｔＡ）［２０］，检验大肠杆菌 ＡＣＰ作为

融合标签是否能有效增强大肠杆菌重组蛋白的可溶性

和热稳定性。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）和大肠杆菌菌株 ＤＨ５、ＢＬ２１

（ＤＥ３）均为本实验室保存。含小桐子抗坏血酸过氧化

物酶 １基因（ＪｃＡＰＸ１）的大肠杆菌表达载体 ｐＥＴ

（ＪｃＡＰＸ１）为本实验室先前构建［１４］。限制性内切核酸

酶ＮｄｅＩ和ＸｈｏＩ、ＤＮＡ连接酶和Ｐｈｕｓｉｏｎ高保真ＤＮＡ聚

合酶购自ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；细菌基因组ＤＮＡ提取

试剂盒、质粒ＤＮＡ提取试剂盒和ＤＮＡ凝胶纯化试剂盒

购自北京 Ｔｉａｎｇｅｎ公司；ＴｒａｎｓＺｏｌ试剂、反转录试剂盒、

ＰＣＲｍｉｘ、ＤＮＡ和蛋白质分子质量标准均为北京

Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司产品；其他生化试剂均为国产分析纯。

引物（表１）合成和 ＤＮＡ测序均由北京华大基因公司

完成。

表１　本工作中所用引物

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） Ｒｅｍａｒｋｓ

ＥｃＡＣＰ５Ｘｈ ＧＴＧＴＣＣＴＣＧＡＧＡＧＣＡＣＴＡＴＣＧＡＡＧＡＡＣＧ ＸｈｏＩ①

ＥｃＡＣＰ３Ｘｈ ＧＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＡＧＣＣＴＧＧＴＧＧＣＣＧＴＴＧＡＴＧ ＸｈｏＩ

ＥｃＡＣＰｍＦｗ ＴＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧＡＣＡＣＣＧＴＴＧＡＧＣＴＧ

ＥｃＡＣＰｍＲｖ ＧＡＣＣＡＴＣＣＧＣＧＣＣＣＡＧＧＴＣＴＴＣＡＡ

ＧｍＲＣＡ２５Ｎｄ ＧＣＴＧＴＣＡＴＡＴＧＧＣＴＧＴＡＧＡＡＧＡＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＡＴＴＧ ＮｄｅＩ

ＧｍＲＣＡ２３Ｘｈ ＧＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＡＧＡＴＴＧＧＡＡＧＡＡＡＧＴＴＣＣＣＣＴＧＴＴＡ ＸｈｏＩ

ＥｃＭｅｔＡ５Ｎｄ ＧＣＧＴＴＣＡＴＡＴＧＣＣＧＡＴＴＣＧＴＧＴＧＣＣ ＮｄｅＩ

ＥｃＭｅｔＡ３Ｘｈ ＧＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＧＴＣＣＡＧＣＧＴＴＧＧＡＴＴＣＡＴＧ ＸｈｏＩ

Ｐｔ７ＵｐＦｗ ＡＣＣＧＣＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣ ＵｐｓｔｒｅａｍｏｆＴ７ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎｐＥＴ３２ａ（＋）

Ｔｔ７ＤｗＲｖ ＡＣＣＧＧＡＴＡＴＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＧ ＤｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆＴ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｉｎｐＥＴ３２ａ（＋）

　　Ｎｏｔｅ：① Ｔｈｅｓｉｔｅｓｏｆｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

１．２　方　法

１．２．１　基因克隆及其大肠杆菌表达载体构建　用

ＴｒａｎｓＺｏｌ试剂提取大豆幼苗叶片总ＲＮＡ，取少量反转录

后作为 ＰＣＲ模板。利用引物 ＧｍＲＣＡ２５Ｎｄ、ＧｍＲＣＡ２

３Ｘｈ（根据ＧｅｎＢａｎｋ中参考序列 ＮＭ＿００１２５３３１６设计）

和Ｐｈｕｓｉｏｎ高保真 ＤＮＡ聚合酶扩增大豆 Ｒｕｂｉｓｃｏ活化

酶２基因 ＧｍＲＣＡ２。ＧｍＲＣＡ２的 ＰＣＲ片段纯化后用

ＮｄｅＩ和 ＸｈｏＩ双酶切，然后与经同样双酶切的载体

ｐＥＴ３２ａ（＋）片段连接，构建成其大肠杆菌表达载体

ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２），重组克隆用基因上游引物 ＧｍＲＡ２

５Ｎｄ和载体ｐＥＴ３２ａ（＋）下游引物 Ｔｔ７ＤｗＲｖ通过菌落

ＰＣＲ鉴定。另外，直接以试剂盒提取的大肠杆菌 ＤＨ５

基因组 ＤＮＡ为模板，利用引物 ＥｃＭｅｔＡ５Ｎｄ、ＥｃＭｅｔＡ

３Ｘｈ［根 据 ＧｅｎＢａｎｋ中 参 考 序 列 ＮＣ＿０００９１３

（４２１４２８０．．４２１５２０９ｎｔ）设计］扩增大肠杆菌 ＭｅｔＡ基因

ＥｃＭｅｔＡ。ＥｃＭｅｔＡ的 ＰＣＲ片段纯化后也通过 ＮｄｅＩ和

ＸｈｏＩ双酶切克隆到载体ｐＥＴ３２ａ（＋）上，构建成其大肠

杆菌表达载体 ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ），重组克隆用基因上游引

物ＥｃＭｅｔＡ５Ｎｄ和载体ｐＥＴ３２ａ（＋）下游引物Ｔｔ７ＤｗＲｖ

通过菌落 ＰＣＲ鉴定。随后，用载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）上、下

游引物Ｐｔ７ＵｐＦｗ和 Ｔｔ７ＤｗＲｖ对质粒 ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２）

和ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ）进行双向测序，验证所扩增的目标基

因。接着，利用引物 ＥｃＡＣＰ５Ｘｈ、ＥｃＡＣＰ３Ｘｈ和突变引

物ＥｃＡＣＰｍＦｗ、ＥｃＡＣＰｍＲｖ［根据ＧｅｎＢａｎｋ中参考序列

ＮＣ＿０００９１３（１１５１６１５．．１１５１８５１ｎｔ）设计］，采用引物重

叠延伸法［２１］从大肠杆菌 ＤＨ５基因组中扩增其酰基载

体蛋白基因ＡＣＰ并使其编码的第３７位丝氨酸残基突

变为甘氨酸残基。ＡＣＰ的 ＰＣＲ片段纯化后通过 ＸｈｏＩ

酶切，然后分别插入到载体 ｐＥＴ（ＪｃＡＰＸ１）［１４］、ｐＥＴ

（ＧｍＲＣＡ２）和ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ）上目标基因编码区后面的

ＸｈｏＩ位点，构建成其大肠杆菌融合表达载体 ｐＥＴ

（ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ）、ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ）和 ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ
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ＡＣＰ），重组克隆分别用目标基因的上游引物和ＡＣＰ下

游引物ＥｃＡＣＰ３Ｘｈ通过菌落 ＰＣＲ鉴定。最后，利用载
体ｐＥＴ３２ａ（＋）下游引物 Ｔｔ７ＤｗＲｖ对这些基因融合进
行测序验证。

１．２．２　大肠杆菌诱导表达和蛋白质电泳　将表达载

体通过化学法转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）。按１∶１００比
例转接单克隆菌在３７℃的过夜培养物，继续于３７℃培
养至 ＯＤ６００为 ０．６，然后加入终浓度为 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＩＰＴＧ，３０℃诱导培养 ８ｈ。离心收集 １４ｍｌ诱导菌的菌
体，用４ｍｌＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．４）重悬后进行超声破菌。

取１６Ｌ破菌液于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转移全部上清
作为样品Ｓ，沉淀用１６μｌＰＢＳ缓冲液重悬后作为样品
Ｐ，同时取１６μｌ破菌液作为总蛋白质样品 Ｔ。此外，将
２００μｌ诱导前菌液离心后的菌体用１６μｌＰＢＳ缓冲液重

悬，作为未诱导样品（ＵＩ）。所有样品都加４μｌ５×蛋白
质上样缓冲液，混匀后煮沸 ５ｍｉｎ，然后用 １２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行电泳分析［２２］。

１．２．３　重组表达蛋白质样品的温度梯度处理和 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析　取 ２００μｌ破菌液于 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ；然后分别取１６μｌ上清于几个薄壁 ＰＣＲ管中，用

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ梯度ＰＣＲ仪模拟温度梯度，根据不同目标蛋
白均匀选择几个温度点，处理３０ｍｉｎ；接着将每个样品
于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，转移全部上清作为样品 Ｓ
（标号 Ｓ１ ～Ｓｎ），沉淀用 １６μｌ预冷的 ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ７．４）重悬后作为样品 Ｐ（标号 Ｐ１～Ｐｎ）。最后，往
各个样品加 ４μｌ５×蛋白质上样缓冲液并混匀，煮沸
５ｍｉｎ后用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分析［２２］。

１．２．４　ＡＰＸ酶活性分析　重组蛋白ＪｃＡＰＸ１及其融合
蛋白ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ的温度梯度处理及其分相样品（Ｓ、
Ｐ）制备同上。用１２％非变性 ＰＡＧＥ胶进行电泳分离
后，参照Ｍｉｔｔｌｅｒ和Ｚｉｌｉｎｓｋａｓ［２３］的方法进行 ＡＰＸ胶活性
染色。另外，参照Ｃｈｅｎ和Ａｓａｄａ［２４］的方法进行ＡＰＸ酶
活性的分光光度法测定，然后将未处理样品的酶活性

标准化为１００％，并以此为参照计算出所有温度处理过
样品的相对酶活性。

１．２．５　生物软件应用和统计分析　引物设计、核酸和
蛋白质的序列和特性分析采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的Ｖｅｃｔｏｒ

ＮＴｓｕｉｔｅ１１．５软件。使用 ＢｉｏＲａｄ凝胶成像和分析软
件ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ对 ＳＤＳＰＡＧＥ胶上目的蛋白条带进行
灰度定量分析，得到其扣除背景的灰度值，以此估算蛋

白质量；然后，根据同一重组蛋白在 Ｓ、Ｐ中的含量来计

算其可溶性［＝Ｓ／（Ｓ＋Ｐ）×１００％］。另外，在不同温

度处理条件下，通过比较重组蛋白的可溶性变化来评

判它的热稳定性。数据处理和统计作图使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
Ｅｘｃｅｌ。

２　结　果

２．１　靶基因克隆及其大肠杆菌表达载体构建
　　通过ＲＴＰＣＲ，本工作从大豆幼苗叶片中成功分离
到大豆Ｒｕｂｉｓｃｏ活化酶２基因ＧｍＲＣＡ２，其ＰＣＲ片段大
小约为１．１５ｋｂ，与预期一致（图１ａ）。纯化后通过其引
物上酶切位点 ＮｄｅＩ和 ＸｈｏＩ克隆到载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）
上，构建了其大肠杆菌表达载体 ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２），其阳
性重组克隆通过菌落 ＰＣＲ得到鉴定（图１ｂ）。进一步
的测序结果表明ＧｍＲＣＡ２基因编码区与其 ＧｅｎＢａｎｋ中
参考序列ＮＭ＿００１２５３３１６几乎完全一致，只有３个同义
突变。

　　另外，本工作还直接通过基因组 ＰＣＲ从大肠杆菌
中扩增得到ＭｅｔＡ酶基因ＥｃＭｅｔＡ，大小约为０．９５ｋｂ，与
预期相符（图１ｄ）。其 ＰＣＲ片段纯化后同样通过酶切
位点ＮｄｅＩ和 ＸｈｏＩ克隆到载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）上，构建了
其大肠杆菌表达载体 ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ）并通过菌落 ＰＣＲ
得到鉴定（图１ｅ）。进一步的测序结果表明 ＥｃＭｅｔＡ基
因编码区与其 ＧｅｎＢａｎｋ中参考序列 ＮＣ＿０００９１３
（４２１４２８０．．４２１５２０９ｎｔ）完全相同。
　　随后，我们采用引物重叠延伸法从大肠杆菌基因组
中扩增并突变其酰基载体蛋白基因ＡＣＰ（其编码的第３７
位丝氨酸残基变为甘氨酸残基）。ＡＣＰ片段再通过ＸｈｏＩ
酶切位点分别插入到载体 ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２）和 ｐＥＴ
（ＥｃＭｅｔＡ）上目标基因编码区后面，得到相应融合基因的
大肠杆菌表达载体ｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ）和ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ
ＡＣＰ），并通过菌落ＰＣＲ鉴定（图１ｃ、ｆ）。同样，将ＡＣＰ片
段插入到ｐＥＴ（ＪｃＡＰＸ１）中也获得了其融合表达载体ｐＥＴ
（ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ）（结果未显示）。使用载体下游引物
Ｔｔ７ＤｗＲｖ对这三个融合表达载体进行定向测序，结果表
明ＡＣＰ序列（包括其突变点，２３１ｂｐ）及其与目标基因的
融合与预期完全一致，未造成阅读框架移码。

　　通过比较大肠杆菌 ＡＣＰ、靶蛋白及其融合蛋白的
一些特性，如大小（ａａ）、分子质量（ＭＷ）、在 ｐＨ７．０的
净电荷、等电点（ｐＩ）等（表２），可以看出大肠杆菌 ＡＣＰ
是一个超酸性小分子蛋白质，作为融合标签并未使其

融合靶蛋白 （ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ、ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ、ＥｃＭｅｔＡ
ＡＣＰ）的分子质量增大许多，却能大大提高它们的酸性
（在ｐＨ７．０的净负电荷及其百分比增加、等电点降低）。
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图１　靶基因克隆及其大肠杆菌表达载体的构建

Ｆｉｇ．１　ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒＥ．ｃｏｌｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ
ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓＧｍＲＣＡ２（ａ），ＥｃＭｅｔＡ（ｄ）ａｎｄｃｏｌｏｎｙＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２）（ｂ），

ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡ）（ｅ）ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｕｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｐＥＴ（ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ）（ｃ），ｐＥＴ（ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ）（ｆ）．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｔａｒｇｅｔＰＣＲ

ｂａｎｄｓ．Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

表２　ＡＣＰ、靶蛋白及其融合蛋白的特性

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＡＣＰ，ｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍｓ

Ｎａｍｅ Ｓｉｚｅ（ａａ） ＭＷ（ｋＤａ） ＮｅｔｃｈａｒｇｅａｔｐＨ７．０ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｎｅｔｃｈａｒｇｅ（％） ｐＩ

ＡＣＰ ７７ ８．４８ －１５ １９．４８ ３．９７

ＪｃＡＰＸ１ ２５８ ２８．５６ －１０ ３．８８ ５．７６

ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ ３３７ ３７．２７ －２６ ７．７２ ４．９１

ＧｍＲＣＡ２ ３９４ ４４．１４ －８ ２．０３ ５．６０

ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ ４７３ ５２．８４ －２４ ５．０７ ４．８５

ＭｅｔＡ ３１７ ３６．７９ －１７ ５．３６ ５．３６

ＭｅｔＡＡＣＰ ３９６ ４５．４９ －３３ ８．３３ ４．７７

２．２　融合ＡＣＰ可提高大肠杆菌重组靶蛋白的可溶性
　　将所构建的表达载体转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），
并用ＩＰＴＧ在３０℃进行诱导表达。每个表达菌通过超
声裂解后，取样并分成总蛋白质（Ｔ）、上清（Ｓ）、沉淀
（Ｐ）三个组分进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。结果表明，三
个重组靶蛋白 ＪｃＡＰＸ１、ＧｍＲＣＡ２、ＥｃＭｅｔＡ都有相当一
部分是以不溶的沉淀形式（图２ａ、ｄ、ｇ）存在，但其可溶
性能被Ｃ端融合的 ＡＣＰ极大地增强，其重组融合蛋白
ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ、ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ、ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ几乎全部可
溶、位于上清中（图２ｂ、ｅ、ｈ）。进一步用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件对凝胶上靶蛋白条带进行灰度定量，并以此估算

重组蛋白的可溶性，结果也清楚表明 ＡＣＰ作为融合标
签能显著促进靶蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达（图

２ｃ、ｆ、ｉ）。
２．３　融合ＡＣＰ可提高重组靶蛋白的热稳定性
　　由于本工作中的重组靶蛋白在大肠杆菌中都获得
了高水平的表达，而且与细菌内部蛋白在 ＳＤＳＰＡＧＥ
胶上几无重叠（图２），因此无需纯化直接用于热稳定性
分析。重组蛋白样品在梯度ＰＣＲ仪上几个合适的温度
点处理３０ｍｉｎ后，每个经离心分为上清（Ｓ）和沉淀（Ｐ）
两个组分并用于 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。然后，进一步
通过凝胶上靶蛋白条带的灰度定量，估算出每个重组

蛋白样品经温度处理后的可溶性，并比较其随温度的

变化。

　　由图３ａ、ｂ可以看出，重组 ＪｃＡＰＸ１蛋白在３７℃处
理后就有约３０％变为不可溶的沉淀，而且其可溶性随
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图２　融合ＡＣＰ可促进靶蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达
Ｆｉｇ．２　ＡＣＰｆｕｓｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥ．ｃｏｌｉ

ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍｓ，ｉ．ｅ．ＪｃＡＰＸ１（ａ）ｖｓ．ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ（ｂ），
ＧｍＲＣＡ２（ｄ）ｖｓ．ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ（ｅ），ＥｃＭｅｔＡ（ｇ）ｖｓ．ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ（ｈ），ａｎｄｂｙｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｆｏｒＪｃＡＰＸ１ｖｓ．
ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ（ｃ），ＧｍＲＣＡ２ｖｓ．ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ（ｆ），ＥｃＭｅｔＡｖｓ．ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ（ｉ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ　
Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＵＩ：Ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆｔｈｅｕｎｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａ；Ｔ：Ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆｔｈｅｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａ；Ｐ：Ｔｈｅｐｅｌｌｅｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ
‘Ｔ’；Ｓ：Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ‘Ｔ’

图３　融合ＡＣＰ可提高靶蛋白ＪｃＡＰＸ１的热稳定性
Ｆｉｇ．３　ＡＣＰｆｕｓｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎＪｃＡＰＸ１

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＪｃＡＰＸ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ，ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
（ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ（ｂ）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＣＫ：
Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ；Ｓ，Ｐ：Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅ，ｐｅｌｌｅｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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着处理温度的升高而逐步下降，到接近４８℃时几乎全

部不可溶。相比较，ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ融合蛋白的可溶性在

３７℃处理后变化很小，而且随处理温度升高而下降的

趋势也较缓慢，到接近４８℃时仍有约７０％还保持在可

溶状态。

　　类似地，由图４ａ、ｂ可以看出，重组 ＧｍＲＣＡ２蛋白

在近４０℃处理后就有约４０％变为不可溶的沉淀，而且

其可溶性随着处理温度的升高而下降，到接近５０℃时

只剩下约３０％可溶。相比较，ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ融合蛋白

的可溶性在近４０℃处理后变化还不显著（高达８０％），

而且随处理温度升高而下降的趋势也十分缓慢，到接

近５０℃时仍有约７５％还保持在可溶状态。这两种形式

的ＧｍＲＣＡ２蛋白在前面两个低温度处理点（近３０℃和

３５℃）的可溶性变化基本一致。

图４　融合ＡＣＰ可增强靶蛋白ＧｍＲＣＡ２的热稳定性
Ｆｉｇ．４　ＡＣＰｆｕｓｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎＧｍＲＣＡ２

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＧｍＲＣＡ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ，ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
（ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ（ｂ）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＣＫ：
Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ；Ｓ，Ｐ：Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅ，ｐｅｌｌｅｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　同样，对重组 ＥｃＭｅｔＡ及其融合蛋白 ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ

的热处理分析结果（图５ａ、ｂ）发现，ＥｃＭｅｔＡ蛋白在近

２５℃的温度点就变得不稳定（约有２０％丧失可溶性），

到近３０℃时其可溶性就急剧下降到约５５％，而且这种

快速下降趋势持续到近４０℃（近３５℃时略超过２０％，

近４０℃时约为１０％）。相比较，ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ融合蛋白

的可溶性除在近２５℃的温度点上略有（约１０％）下降

外，在后面的高温度处理点几乎没有明显变化，在近

４５℃时仍旧有高达９０％还处于可溶状态。

图５　融合ＡＣＰ可增强靶蛋白ＥｃＭｅｔＡ的热稳定性
Ｆｉｇ．５　ＡＣＰｆｕｓｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎＥｃＭｅｔＡ

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｃＭｅｔＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍＥｃＭｅｔＡＡＣＰ，ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
（ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ（ｂ）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＣＫ：
Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ；Ｓ，Ｐ：Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅ，ｐｅｌｌｅｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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　　综合前面结果可以看出，融合 ＡＣＰ能够显著提高

三个靶蛋白ＪｃＡＰＸ１、ＧｍＲＣＡ２、ＥｃＭｅｔＡ的热稳定性，其

融合蛋白形式在较高温度下仍能保持相当高的可

溶性。

２．４　融合ＡＣＰ可提高重组ＪｃＡＰＸ１酶活的耐热性

　　我们以ＪｃＡＰＸ１为代表分析了 ＡＣＰ融合对高温下

酶蛋白活性的影响。重组 ＪｃＡＰＸ１和其融合蛋白

ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ的温度处理及其分相样品（Ｓ、Ｐ）制备同上

述相应的热稳定性分析实验。通过 ＡＰＸ胶活性染色

（图６ａ）发现，重组 ＪｃＡＰＸ１酶活性在３７℃温度处理点

就已下降，到４５℃还有部分保持，但在接近４８℃就全部

消失。相比较，融合蛋白ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ的酶活性在所有

低于４８℃的温度处理点上基本没有太大变化（甚至略

有上升），只是到了近５０℃时才明显下降。而且，所有

沉淀样品（Ｐ）均没有胶活性染色条带出现，说明沉淀中

的ＪｃＡＰＸ１和其融合酶蛋白 ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ是真正失活。

当进一步通过更加灵敏的分光光度法测定上清样品

（Ｓ）中的 ＡＰＸ酶活性时（图６ｂ），同样发现融合蛋白

ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ的酶活耐热性要显著好于非融合形式的

ＪｃＡＰＸ１。在所有低于４５℃的温度处理点上，ＪｃＡＰＸ１及

其融合蛋白ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ的酶活性均没有下降，反倒与

对照（ＣＫ，未经温度处理）相比有一定程度的上升；但

到了近４８℃时，ＪｃＡＰＸ１酶活性就急剧下降至约６０％，

而ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ酶活性虽表现出下降趋势但仍超出对

照少许；而到了近５０℃时，ＪｃＡＰＸ１酶活性就基本完全

丧失，ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ酶活性仍能保持在８０％左右；最后

到５３℃时，两者均完全失活。归纳起来，这些结果清楚

表明融合ＡＣＰ可有效促使ＪｃＡＰＸ１酶活免遭热失活，使

其耐热性至少提高了２℃。

３　讨　论

　　目前，基于融合基因表达策略以提高蛋白质可溶

性和热稳定性已成为大肠杆菌重组蛋白高效生产、功

能应用和长期保存的重要手段，而有效的融合标签便

是其中的关键［５８，１２１６］。在现已验证过的增溶标签和热

稳定标签中，有不少具有分子质量小、超酸性和／或细

菌内源性等特点［８，１４１６］。

　　大肠杆菌酰基载体蛋白（ＡＣＰ）是一个高度酸性的

小分子单肽链（由７７个氨基酸组成，ｐＨ７．０条件下净

电荷为－１５，见表２），具备了酸性蛋白融合标签的几个

关键特性。本工作将它与三个热不稳定靶蛋白

ＪｃＡＰＸ１、ＧｍＲＣＡ２、ＥｃＭｅｔＡ进行基因融合并使其在大肠

图６　融合ＡＣＰ可提高ＪｃＡＰＸ１酶活的耐热性

Ｆｉｇ．６　ＡＣＰｆｕｓｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｈｅａｔｔｏｌｅｒａｎｃｅ

ｏｆＪｃＡＰＸ１ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＪｃＡＰＸ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｆｕｓｉｏｎｆｏｒｍ ＪｃＡＰＸ１ＡＣＰ，

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙｉｎｇｅｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｉｎｉｎｇ（ａ）ａｎｄｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ（ｂ）

　ＣＫ：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ；Ｓ，Ｐ：Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅ，ｐｅｌｌｅｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈ

ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

杆菌中重组表达，发现大肠杆菌 ＡＣＰ作为融合标签能
显著增强这些重组靶蛋白的可溶性（图２）和热稳定性

（图３～图５），并能有效保护ＪｃＡＰＸ１酶活免遭热失活，
使其耐热性提高了至少２℃（图６）。大肠杆菌 ＡＣＰ标
签的增溶作用与我们先前报道的其他超酸性蛋白标签

的效果［８９］一致，而它的热稳定作用和／或热保护作用
也与我们最近验证的超酸性蛋白标签的功能［１４，１６］符

合。因此，大肠杆菌 ＡＣＰ可以成为增溶和热稳定双功
能融合标签类型中新的一员，如同 ｍｓｙＢ和 ｙｊｇＤ［８，１４］，

在大肠杆菌重组表达体系中应该具有潜在的应用

前景。

　　蛋白质的可溶性和热稳定性密切相关［１２］，在某种

角度上后者是前者在高温下变化的反映。超酸性蛋白

融合标签的增溶作用可能主要取决于其赋予靶蛋白的

强负电荷排斥作用，也可能与其本身的分子伴侣活性

相关［８９］。同样，超酸性标签的这种作用和活性也使得

其融合蛋白在一定高温范围内不易聚集形成沉淀，从

而表现出较高的热稳定性以及对靶蛋白活性的热保护

作用。大肠杆菌ＡＣＰ的高酸性可以使其三个热不稳定
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靶蛋白发生酸化，形成较酸性的融合蛋白 ＪｃＡＰＸ１

ＡＣＰ、ＧｍＲＣＡ２ＡＣＰ、ＥｃＭｅｔＡＡＣＰ（表 ２），从而提高它

们的可溶性和热稳定性。

　　在本工作中，我们还将大肠杆菌ＡＣＰ第３７位的丝

氨酸残基突变成甘氨酸残基，使它不能与其辅基（磷酸

泛酰巯基乙胺）相连从而不能携带脂酰基。这样，“游

离”形式的ＡＣＰ作为融合标签发挥作用时可以防止疏

水性脂酰基的干扰。

４　结　论

　　验证了大肠杆菌酰基载体蛋白（ＡＣＰ）可以作为一

个超酸性蛋白融合标签，能够显著提高大肠杆菌重组

蛋白的可溶性和热稳定性，并能对靶蛋白活性提供一

定的热保护作用。
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