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［摘要］ 常规诱导表达后收集的粗包涵体经 & ’() * +尿素洗涤加上表面活性剂 ,-./(0 1 2 "##作用，可将包涵体

中 340!的含量从 &%5提高到 $!675；8 ’() * +尿素可将包涵体完全溶解；蛋白浓度在 #6 ! 9 #6 !: ’; * ’+时，<=

76: :# ’’() * + >?@AB与 <= %6: !# ’’() * + ,-.CD=E)缓冲液复性效果相当；降低蛋白浓度，则是 <= %6 : !# ’’() * +

,-.CD=E)缓冲液复性效果相对较好；复性过程中加入 F,,、GF,A、尿素、木糖等处理复性效果没有明显提高；<=

%6: !# ’’() * + ,-.CD=E)、#6#" ’; * ’+蛋白浓度条件下，包涵体的复性效果最佳 6
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植物体内源木聚糖酶可能在植物种子萌发、生长以及花粉管萌发中起着重要作用，但由于这类木聚糖

酶的特殊性：其活性须在细胞进入程序性死亡后，蛋白的 >端和 E端在酸性蛋白水解酶的作用下多次剪
切，最终形成相对分子质量约 &: ###的核心酶后活性方可显现；只有将酶原全长 BF>A克隆到大麦糊粉层
细胞中，并诱导细胞程序性死亡时酶活才显现出来，其他任何表达体系目前均未能表达成功；在大麦糊粉

层细胞中表达该类酶并不能将之与内源的木聚糖酶以及其他水解酶区分开［"，!］6目前木聚糖酶在植物体中
的各种作用尚属推测，未能从分子生物学上获得直接证据 6
我们将目光转向富含各植物细胞壁水解酶的微生物，希望从中找到与植物源尤其是来源于禾本科植

物如小麦等糊粉层与花粉中木聚糖酶相近的木聚糖酶，通过微生物木聚糖酶来间接推测植物源木聚糖酶

作用 6通过搜索 SO0J?0T，确定了 !"#$%&’(")* "((+(# HU$7"7（A,EE!I$!"）突变种 VED&D%中表达的 340!（蛋白
序列 SO0J?0T登录号 JAA8$7I:）为进一步研究对象 6由于该突变种无法获得，而该酶在 ! 6 "((+(# HU$7"7
中不表达，但其基因组中具有编码该蛋白的单拷贝基因［&，7］6因此本实验室采用 VEW方法先从基因组 F>A
中获得各段外显子序列，再采用 (XO-)?<DVEW法将各段外显子两两拼接获得全长 BF>A序列，并在 , 6 $&-#
FG& <+?BY细胞中首次将该酶蛋白表达成功［:］6但常规 &%Z，" ’’() * + YV,S，& N诱导表达时，重组酶活性较
低，表达蛋白大量形成包涵体 6为进一步提高 340!得率与活性，需要进一步寻找新的方法 6
由于重组 340!可产生大量包涵体，而粗包涵体由于含有核糖体元件、W>A聚合酶、内毒素、外膜蛋白

等等，其中含有的重组蛋白含量不会很高，但通过洗涤等措施，可进一步提高其纯度［I—8］6另外分析 340!
结构与理化特性时发现该蛋白是单体蛋白，等电点约为 <= $6 "，最适 <= I6 #，活性显示不需任何金属辅
基，: ’’() * +的 U0、[O、\0等离子降低酶活［&，7］，整个分子中，只有第 &##与第 &#I位两个半胱氨酸，蛋白结
构不复杂，理论上应该可以复性成功 6因此本实验将从包涵体的洗涤、纯化与复性等方面入手，试图提高活
性 340!的得率 6

$ 材料与方法

$ %$ 材料与培养方法
带有 340! BF>AD<G,J)MOD!表达载体的 , 6 $&-# FG& <+?BY细胞（>(X?;O0）表达菌株由本实验室构建 6

该表达菌株在 +J中加入 :##; * ’+羧卞青霉素（B?-]O0.B.)).0）和 &7#; * ’+氯霉素（BN)(-?’<NO0.B()）条件下按
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说明书 !"#，$ %%&’ ( ) *+,-，! .诱导表达 /
! "# 实验方法
$ /0 /$ 123!包涵体的获得
诱导表达结束后，参照 4.536 7893等的方法收集菌体，洗涤，溶菌酶与超声波共同处理破碎细胞、离
心，沉淀为粗包涵体［:］/
$ /0 /0 包涵体的纯化与变性
粗包涵体经过 ;次洗涤与离心过程，具体为 $ / <= "/ >、0? %%&’ ( ) ,@ABC=D’ 洗涤、离心；0 / ! %&’ ( )尿素

洗涤、离心；! /$E ,@AF&3 GC$?? <= "/>、0? %%&’ ( ) ,@ABC=D’ 洗涤、离心；; / <= "/ >、0? %%&’ ( ) ,@ABC=D’洗涤，
离心 /最后所得沉淀即为纯化后的包涵体，该包涵体用 H %&’ ( )尿素室温 0? %A3即可完全溶解得变性包涵
体 /
$ /0 /! 包涵体纯度的检验
采用 4I4C+J-K电泳，常规考马斯亮蓝 LC0>?染色，凝胶光密度扫描确定包涵体中 123!的相对含量 /

$ /0 /; 包涵体的复性
采用透析法进行包涵体复性，第一次对各种不同处理液透析，后 !次分别对 <= "/ >、0? %%&’ ( ) ,@ABC

=D’或 >? %%&’ ( ) <= ;/> M9NJO缓冲液透析，每次透析体积为 $>?倍，每隔 H .换液 $次 /
$ /0 /> 木聚糖酶活性测定与酶活力单位定义
参照 P5335F. D/ -@&BB的方法［$?］测定反应液中的还原糖（以木糖为标准）含量 /酶活力单位定义：在最

适反应条件下，以生成还原糖的速率为 $"%&’ ( %A3所需的酶量作为一个酶活力单位（*Q）/
$ /0 /R 琼脂糖平皿结合刚果红染色法显示木聚糖酶酶活性
参照 49S9%&F& 4等的方法进行［$$］/

$ /0 /" 可溶性蛋白含量测定
参照 T@9UV&@U 的方法［$0］/

# 结果

# "! 包涵体的洗涤与变性

$：相对分子质量，0：标准蛋白，!：纯化包涵体，;：双波长扫描图谱

图 ! 纯化包涵体中 $%&!显示与相对含量测定

!"#、$ %%&’ ( ) *+,-、! . 诱导表达后，破碎
细胞，并用 >? %%&’ ( ) <= ;/ > M9NJO缓冲液抽提
上清后获得的粗包涵体中含有 123!目的蛋白，
但也含有大量杂蛋白，双波长凝胶扫描显示其中

目的蛋白仅占 !"E左右（图略）/将粗包涵体经过
;次洗涤与离心后，最终获得的包涵体中主含
123!目的蛋白，考马斯亮蓝染色显示其他蛋白
条带肉眼难以观察到（图 $）/双波长扫描显示其
中 :0 /;E为 123!，表明洗涤效果较好（图 $）
将洗涤后的包涵体以每 ? /$ 6包涵体加入 $?

%) H %&’ ( )尿素，涡旋振荡器振荡 0 %A3，使包涵
体充分重悬后，室温下静置 0? %A3，肉眼观察澄清，表明包涵体已变性完全 /离心，上清即为变性后的 123!
溶液 /
# "# 蛋白浓度对包涵体复性效果的影响
大量文献显示不同蛋白浓度对包涵体复性影响较大，但不同包涵体所需蛋白浓度不一样 /图 0显示不

同 123!包涵体蛋白浓度在 <= ;/ > 与 <= "/ > 条件下对包涵体复性效果的影响，具体分析可见在 ? / 0 W
? /0> %6 ( %)时，>? %%&’ ( )、<= ;/> M9NJO与 <= "/>、0? %%&’ ( ) ,@ABC=D’缓冲液复性效果相当，进一步随着
蛋白浓度降低，前者的复性效率逐渐降低，后者则越来越高 /
# "’ 不同 ()对包涵体复性效果的影响
不同 <=对不同包涵体蛋白复性的影响效果不一 /图 0已经显示 <= ;/ >与 <= "/ >条件下 123!包涵
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体复性效果不同，在此基础上，又增设 !" #$ %、!" &$ %、!" &$ &、!" ’$ %、!" ’$ &等复性体系进行包涵体复
性 $图 (结果显示在包涵体蛋白浓度为 % $ ) *+ , *-时，!" & . !" ’$ &缓冲体系对 /01!包涵体复性不利；
!" 2$&复性效果最好，!" #$&效果次之 $ !"值大于 3 $%时，复性效率与 !" & . !" ’$&时相似（结果略）$

图 ! 蛋白浓度对包涵体复性后可溶性蛋白回收率（"）与酶活性（#）的影响

图 $ 不同 %&值缓冲系统对包涵体复性后可溶性蛋白回收率（"）与水解酶活性（#）的影响（原始蛋白浓度 ’(! )* + ),）

! (- 不同处理对包涵体复性效果的影响
包涵体复性一般在尿素浓度 # *45 , -时开始，到 ) *45 , -左右时结束［(］$先将变性 /01!溶液直接对 )

*45 , -尿素溶液透析 3 6，然后再对 !" 2$&缓冲液复性体系透析，复性效率反而下降（图 #）；/01!酶活性表
达不需任何金属辅基，金属离子的存在反而会降低酶活［#］，在 !" 2$&缓冲液复性体系中加入 7 **45 , - 89:
;<以去除金属离子，复性效果反不如单纯 !" 2$&缓冲液复性体系（图 #）；整个 /01!分子中，有两个半胱
氨酸，在复性时有可能形成了链间或链内的非活性二硫键，在 !" 2$ & 缓冲液复性体系中加入 7 **45 , -
9;;以还原二硫键，检测结果显示包涵体复性效率没有提高（图 #）；有的包涵体在复性过程中可加入酶底
物或产物以诱导酶活性中心形成正确折叠，从而带动整个蛋白的正确折叠，因本实验中底物木聚糖难溶，

因此在复性过程中，在 !" 2$&缓冲液复性体系中加入 7 **45 , -木糖（/01!酶反应产物），但包涵体复性效
果反而不如对照（图 #）$图 &为各种不同处理下包涵体复性后木聚糖酶活性显示结果，与还原糖法测定木
聚糖酶活性结果类似 $

图 - 不同处理对包涵体复性复性后可溶性蛋白回收率（"）与水解酶活性（#）的影响

（原始蛋白浓度 ’(! )* + ),）

各复性条件为 !" 2$& )% **45 , - ;=>?:"@5加

上以下各种处理分别进行：（7）) *45 , -

A=BC，（)）7 **45 , - 89;<，（(）7 **45 , - /0:

54?B，（#）阳性对照：!" 2$ & )% **45 , - ;=>?:

"@5复性，（&）阴性对照：变性包涵体，（’）

7 **45 , - 9;;$
图 . 包涵体复性处理后 /01222活性显示
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! 讨论
重组蛋白在宿主系统中高水平表达时，在重组蛋白的表达过程中，由于表达太快或缺乏某些蛋白质折

叠过程中需要的酶或辅助因子，或环境不适等等，常常无法形成正确的次级键，因而常常会形成包涵体 !包
涵体的形成有利有弊，弊端在于大量的蛋白虽然得到表达，但不具有生物学活性；优越性在于不仅可获得

高表达、高纯度的重组蛋白质，还可避免细胞水解酶对重组蛋白质的破坏 !本实验室首次将 "#$!在原核系
统表达成功，大肠杆菌裂解液上清中具有木聚糖水解酶活性，同时在细胞中形成了包涵体 !
通过各种方法破碎细胞得到的粗包涵体由于含有脂类和膜蛋白等杂蛋白包裹其上，在包涵体溶解和

复性的过程中常会导致重组蛋白质的降解［%&］，因此包涵体的洗涤与纯化在包涵体的变复性中就显得尤为

重要 !我们采用 & ’() * +尿素与 ,-./($ 01%22以及 34 5!6、72 ’’() * + ,-.8149)等的共同作用，经过 :次简单
的洗涤离心过程就将包涵体中 "#$!相对含量从 &5;提高到 <7 !:;，表明这 :次洗涤过程成功有效 !经过
洗涤后的包涵体在 = ’() * +尿素，室温条件下可以完全溶解变性 !
对于包涵体的复性，已有大量文献报道 !但由于不同蛋白形成包涵体的机制各不相同，不同包涵体的

复性措施与复性效果也各不相同，有些蛋白非常容易复性，如牛胰 >?@酶有 %7对二硫键，在较宽松的条
件下复性效率可达 <6;以上，有些蛋白如 A+1%%至今没有找到能够使之复性的方法，还有很多蛋白的复性
效率只有百分之零点几［&，%:］!虽然各大生物工程公司也有不少包涵体试剂盒销售，但总的来说目前对包涵
体的复性还没有一个统一的模式，对于某一特定的蛋白必须分析其蛋白结构与理化特点，并经过一系列摸

索才能确定该包涵体是否能复性，以及最佳复性条件［&，%:］!由于 "#$!是在本实验首次表达成功，其复性条
件与复性效果均属首次报道

一般认为包涵体的复性体系 34值必须高于 5 !2，因为这样可以防止自由硫醇的质子化作用影响正确
配对的二硫键的形成，而且对绝大多数蛋白而言最适宜的复性 34值一般是 = ! 2 B < ! 2［5］!由于 "#$!蛋白
3A为 < !2，理论上 3A附近附近蛋白易沉淀不利于复性的进行，我们实验也证明 "#$!在此条件下几乎无法
复性；"#$!的最适 34为 C !2，实验显示，在此条件下复性效率依然极低；为此，我们将变性体系 34范围扩
大到 : !2 B %7 !2，结果表明包涵体在 34 :!6与 34 5!6两种条件下，复性效果相对较好，在酸性条件下包涵
体可以得到部分复性这尚属首次报道，这为一些至今尚未能成功复性的包涵体的进一步研究提供一个有

益的思路 !
在 "#$!包涵体复性过程中第一次透析时直接对 7 ’() * + 尿素透析或透析缓冲体系中分别加入 %

’’() * + D,,、% ’’() * + ED,@或 % ’’() * +木糖等处理，进行包涵体的复性，均未能有效提高复性效率，表明
二硫键、金属离子等等均不是影响 "#$!复性的主要原因 !
总结上述各种不同复性处理后包涵体复性效率，在 34 5! 6、72 ’’() * + ,-.8149)透析条件、2 ! 2% ’F * ’+

蛋白浓度条件下 "#$!包涵体复性效率最高，此时木聚糖酶比活达 %% ! :& G，约为纯化天然 "#$!酶（比活
%7% G）的 < !:;，结合纯化包涵体 "#$!纯度，表明此时 "#$!包涵体复性效率约为 %2; !有关该酶的进一步
工作将继续报道 !
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