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[摘要 ] � 经同源蛋白比对分析设计引物, PCR扩增获得植物乳杆菌 Y1菌株 bsh基因 ( 975 bp),首先克隆至表达

载体 pET-28a, 转化 E. coli BL21( DE3)菌株, IPTG 诱导表达, SDS-PAGE分析结果显示表达的重组蛋白为包涵

体. 选择能为大肠杆菌稀有密码子提供额外 tRNA的 E. coli Rosetta( DE3 )作为宿主菌, 仍旧没有改善表达产物

的可溶性. 但是,选择含 IF2融合蛋白标签的 pLS- IF2质粒构建表达载体, SDS- PAGE分析及W estern blot鉴定

结果显示表达的融合重组蛋白 IF2- BSH 具有可溶性.该结果为进一步研究乳酸菌胆盐水解酶的生物活性,结构

功能关系的研究奠定了基础.
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Abstrac t: Based on the hom o logous prote in BLAST result, the bsh gene o fLactobacillus p lantarum Y1( 975 bp) was am-

p lified by PCR and subcloned in to expression vecto r pET-28a. The constructed recomb inant plasm id pET-28a-BSH w as

transform ed toE scherichia coli BL21( DE3) fo r express ion under induc tion o f IPTG. SDS-PAGE pro file ind icated that the

expressed prote in ma in ly ex isted in a form of inclusion body. The so lubility of the expressed prote in w as not improved

when choo sing E. coli Rose tta ( DE3) as the expression host that cou ld supply additional tRNA for rare codons. H ow ev-

e r, w hen pLS-IF2 was chosen to construct the expression p lasm id that conta ined the fusion pro te in tag � IF2�, SDS-

PAGE profile andW estern b lo t results showed that the expressed product IF2-BSH junction to improve the so lub ility eff-i

c iency, respectively. The re fo re, on basis of the fusion tags techno logy, the b sh gene ofL. p lan tarum Y1 was successfu-l

ly c loned and expressed in E. coli. , wh ich la id a foundation of study on b ioactiv ity and re lation betw een struc ture and

functions o f B ile Sa ltH ydrolase from Lactobacillu s sp.
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� � 血清中高胆固醇含量被认为是诱发高血压、冠心病等众多心血管疾病的重要因素. 1984年 G illiland

等报道,从猪粪便分离的嗜酸乳杆菌 Lactobacillus acidophilus RP32在实验条件下生长能够吸收培养基中

的胆固醇
[ 1]

, 此后,一些具有降低血清中的胆固醇功能的乳酸菌陆续被报道. 胆盐水解酶 ( B ile SaltH ydro-

lase, BSH, EC 3�5�1�24) ,在肝肠循环中它可水解结合胆盐 (主要是甘氨胆盐和牛磺胆盐 )为游离胆盐.由

于没有胆盐水解酶活性的菌不能明显脱除胆固醇, 所以胆盐水解酶 ( BSH )活性测定被普遍认为是筛选降

胆固醇功能的益生菌的一个条件
[ 2]

.

目前, 已有一些 BSH酶从多种微生物中得以纯化和鉴定
[ 3- 5]

.近几年, 一些菌种的 BSH酶基因被克隆
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表达, 包括产气荚膜梭菌 C lostrid ium perf ringens、植物乳杆菌 L. p lantarum、约氏乳杆菌 L. johnsonii、长双歧

杆菌 B. longum和单核增生性李斯特菌 L isteria monocytog enes.但是, 报道的重组 BSH酶在其基因结构、蛋

白组成和底物特异性等方面都有很多不同. 目前, 乳杆菌 Lactobacillus sp. 具有降胆固醇功能被报道最多,

其降胆固醇的水平也较高,但是只有几个乳杆菌属菌株的 BSH酶基因被克隆表达,分别是: 植物乳杆菌 L.

p lantarum 80
[ 6]
、植物乳杆菌 L. p lantarum WCFS1

[ 7, 8]
、约氏乳杆菌 L. johnsonii 100- 100

[ 9]
和嗜酸乳杆菌

L. acidophilus PFO1
[ 10]

,因此, 越来越多的乳杆菌的 BSH酶有待通过基因克隆与功能表达得到鉴定.

国内关于益生菌降胆固醇功能的研究起步较晚,虽然已有一些具有降胆固醇能力的菌株被相继报道,

但至今尚无关于 BSH酶基因成功克隆表达及对蛋白功能的研究报道. 2009年 ZHANG W Y等人克隆了干

酪乳杆菌 L. casei Zhang的 bsh基因,并分析了该基因的结构及翻译的蛋白序列
[ 11 ]

; 2009年战媛媛等人报

道了植物乳杆菌胆盐水解酶基因的原核表达, 研究表明重组蛋白主要以包涵体形式存在
[ 12]

.可见,乳酸菌

胆盐水解酶的克隆及可溶性蛋白的表达是研究胆盐水解酶结构与功能的技术瓶颈.因此, 本研究选择植物

乳杆菌为研究对象,采用融合标签技术进行胆盐水解酶的克隆与重组表达研究, 为乳酸菌胆盐水解酶及其

降胆固醇功能的研究提供理论基础.

1� 材料与方法

1. 1� 菌株及质粒

� � 植物乳杆菌 L. p lantarum Y1、E scherichia coli 10B、E. coli BL21( DE3)、E. coli Rosetta( DE3)菌株及表

达载体 pET-28a和 pLS-IF2
[ 13]
均为实验室保藏菌种及质粒; pMD18-T 载体购自宝生物工程 (大连 )有限公

司.

1. 2� 主要试剂

TaqDNA聚合酶、BamH�、Sal�等限制性内切酶、T4 DNA连接酶、DNA m arker DL2000及质粒提取试

剂盒和 DNA凝胶回收纯化试剂盒均购自宝生物工程 (大连 )有限公司;氨苄西林和卡那霉素购自上海生

工生物工程技术有限公司;抗 H isTag分子抗体购自 NOVAGEN公司; PVDF膜购自 M illipore公司;其它试

剂均为国产分析纯.

1. 3� bsh基因的克隆及测序

参照 GenBank中登录的胆盐水解酶基因序列 ( EU 477374) ,利用 Prim er 5软件设计 1对扩增 BSH酶

编码区序列的特异性引物, 序列如下: 上游引物: 5�-GGGGGATCCATGTGTACTGCCATAACTTATC-3�(引入

BamH�酶切位点 ) ;下游引物: 5�-GGGCTCGAGGTTAACTGCATAGTATTGTGC-3�(引入 Xho�酶切位点 ) ,

引物由宝生物工程 (大连 )有限公司合成.参照文献
[ 14 ]
方法.提取植物乳杆菌基因组 DNA, 以其为模板,

PCR扩增 BSH 基因,反应体系: 2. 5�L 10 � PCR buffer, 2�L dNTPs, 1�L模板, 0. 5�L引物, 0. 2�L TaqD-

NA聚合酶,加 ddH 2O补足体积至 25 �L. 反应条件: 95� 预变性 5m in; 94� 变性 50 s, 60� 退火 50 s, 72�

延伸 1m in,共 30个循环; 72� 再延伸 10m in
[ 14 ]

. PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定.用凝胶回收试

剂盒回收特异性目的基因片段,与 pMD18-T载体于 16� 连接过夜, 转化感受态 E. coli 10B,经蓝白斑筛选

阳性重组子,小量提取质粒,进行 PCR及双酶切鉴定,阳性质粒送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序.

1. 4� 重组蛋白 BSH表达质粒的构建

用 BamH�和 Xho�分别双酶切阳性重组质粒 pMD18-BSH 和表达载体 pET-28a, 纯化回收目的基因

片段和载体片段,用 T4 DNA连接酶连接,转化感受态 E. coli 10B,提取质粒,双酶切鉴定, 阳性重组表达

质粒命名为 pET-28a-BSH.

1. 5� 重组融合蛋白 IF2-BSH蛋白表达质粒的构建

用 BamH� /Xho�限制性内切酶从阳性 TA克隆载体上切下 bsh基因序列并胶回收,与同样酶切的含

H is-tag和 IF2融合蛋白标签的 pLS-IF2表达载体 16� 连接反应 2 h, 将 bsh基因插入 pLS-IF2表达载体启

动子下游,构建融合蛋白表达质粒 pLS-IF2-BSH,转化 E. coli 10B感受态,涂布于含 30 �g /m L卡那霉素的

LB平板上, 挑选菌落、质粒抽提并经酶切鉴定筛选阳性单克隆.阳性克隆送上海生工生物工程技术服务有

限公司测序.
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1. 6� bsh基因的诱导表达

将重组表达质粒转化感受态 E. coli BL21( DE3)或 E. coli Rosetta( DE3)菌株, 挑取单个菌落,接种于

3 mL含 30 �g /m L卡那霉素的 LB培养基中, 37� 振荡培养过夜, 再以 2�100的比例转种于 5 mL含 30�g /

mL卡那霉素的 LB培养基中,培养至 A 600值为 0�6~ 0�8时,加入 IPTG至终浓度为 1 mm o l/L, 37� 振荡培

养 3 h.离心收集细菌沉淀,按 10�1的比例的加入 20 mm o l/L T ris� HC l缓冲液,超声破碎细菌, SDS-PAGE

电泳分析蛋白表达情况.取诱导表达 3 h的细菌沉淀超声破碎产物 4� 下 12 000 � g离心 15m in,分别收集

上清和沉淀,加入 SDS-PAGE电泳上样缓冲液,检测上清和沉淀中重组蛋白的表达.

1�7� 重组蛋白的W ester b lot分析

蛋白样品经 SDS- PAGE分离后转 PVDF膜 (M ILLIPORE Imm obilon-P) .转膜缓冲液成分是浓度为 25

mmo l /L Tris, 190 mm o l/L甘氨酸, 20% ( V /V )甲醇, 转膜时间 70 m in, 电场强度 0�9 mA /cm
2
. W estern blot

的抗体是 H isTag M onoc lona lAntibody(NOVAGEN).

2� 结果

2�1� bsh基因的克隆

� � 表 1� 植物乳杆菌 L. p lanta rum不同菌株的 BSH蛋白氨基酸

序列相似性分析 /%

Table 1� Identities ana lys is based on the am ino acid sequence o f

BSH proteins from different L. plantarum strains /%

植物乳酸菌 2 3 4

1 L. plan ta rum 80 CABH ( AAA25233�1) 100 99�4 98�5

2 L. plan ta rum DSM 4229 CABH ( Q06115�4 ) 99�4 98�5

3 L. plan ta rum W FCS1 BSH 1 ( CAD65617�1 ) 99�1

4 L. plan ta rum lp529 BSH (ACL93397�1)

运用 M ega 3�1软件对已报道的植物乳杆菌
L. p lantarum不同菌株的 BSH蛋白氨基酸序列进

行相似性分析, 见表 1, 结果显示植物乳杆菌 L.

p lantarum不同菌株的 BSH 蛋白相似性非常高

( 98% ~ 100% ). 故参照 GenBank中登录的胆盐

水解酶基因序列 ( EU477374), 设计特异性引物扩

增植物乳杆菌 L. p lantarum Y1菌株的 bsh基因.

以植物乳杆菌 L. p lantarum Y1菌株基因组

为模板, PCR扩增可能的 bsh基因 (见图 1) ,连接

到载体 pMD18-T上, 经双酶切验证, 测序,所获得

的 bsh 基 因 序 列 递 交 Genebank 登 陆 号

HM 163165.

扩增的基因全长 975 bp,编码 324个氨基酸,

计算其蛋白的相对分子质量为 37 040�68.

2�2� BSH蛋白的重组表达

首先选择 E. coli BL21 ( DE3)作为宿主菌进

行 bsh基因的重组表达.按方法 1�4叙述,获得的

重组表达质粒 pET - 28a- BSH 电转化 E. coli

BL21( DE3) , 得到重组菌 E. coli BL21 ( DE3 )

[ pET - 28a-BSH ]. 诱导表达培养后, 对重组菌细

胞提取液进行 SDS-PAGE分析, 结果显示全蛋白

样品中在相对分子质量约 37 000处可见特异的蛋白表达条带,大小与预期相符,但细胞上清液样品中未

出现特异的蛋白表达条带, SDS- PAGE图未列出.该结果说明蛋白表达主要以包涵体形式存在,这与战媛

媛等人报道的植物乳杆菌 bsh基因表达是包涵体的结果相同
[ 12 ]

.改变不同诱导表达条件 ( 37� 诱导 2~ 8

h、30� 诱导 2~ 12 h和 16� 诱导 12~ 36 h; IPTG诱导浓度梯度 0�1~ 1 mm o l/L )后,细胞上清液样品中均

未检测到可溶性蛋白表达条带.

采用 M orrisM aduro开发的 � E. coli Codon U sageAna lysis 2�0�分析软件 ( http: / /www. lifesc.i ucsb. edu /

m aduro /codonusage /usage2�0c. htm ) 对植物乳杆菌 L. plantarum Y1菌株 bsh基因序列进行详尽分析发现,

bsh基因中含有 6�5%的稀有密码子 (甘氨酸密码子 GGA、GGG, 脯氨酸密码子 CCC,亮氨酸密码子 TTG、

CTA, 精氨酸密码子 AGG、AGA).这一结果表明, 较多稀有密码子的存在导致重组蛋白表达的困难, 必需

选择能够为上述稀有密码子 ( AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA ) 提供额外 tRNA的菌株作为表达宿
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主,才有可能提高目标蛋白表达水平及生物活性. E. coli Rosetta( DE3)作为 BL21的突变株,能够为上述稀

有密码子提供额外 tRNA,将其作为 bsh基因的表达菌株可能提高蛋白的表达水平.

选择 E. co li Rosetta( DE3)菌株作为宿主菌进行 bsh基因的重组表达, 构建重组菌 E. co li Rosetta

[ pET-28a-BSH ]. 诱导表达培养后,对重组菌细胞提取液进行 SDS-PAGE分析, 如图 2所示, bsh基因在宿

主 E. co li Rosetta( DE3)菌株中的表达与在宿主 E. coli BL21( DE3)菌株中的表达情况相似,全蛋白样品中

在相对分子质量约 37 000处可见特异的蛋白表达条带,但细胞上清液样品中未出现特异的蛋白表达条

带.采用抗 H isTag抗体进行W estern-blot检测, 在全蛋白样品栏中出现一条清晰的相对分子质量约 37 000

的条带,与计算的 BSH相对分子质量相对应,而细胞上清液样品和未诱导表达的对照样品均没有出现条

带 (图 3).

2�3� BSH-IF2� 融合蛋白的重组表达
采用含 H is-tag和 IF2融合蛋白标签的 pLS-IF2表达

载体, 按方法 1�5构建融合蛋白表达质粒 pLS-IF2-BSH,

质粒图谱如图 4.其中, 融合蛋白标签 IF2由 158个氨基

酸编码, 计算其蛋白相对分子质量为 17 752�67, 因此,

BSH-IF2融合蛋白的大小计算值约为 55 000.

将 pLS-IF2-BSH电转化 E. coli Rosetta( DE3) ,得到

重组菌 E. coli Rosetta [ pLS-IF2-BSH ].诱导表达培养后,

对重组菌细胞提取液进行 SDS-PAGE分析,见图 5,结果

显示全蛋白样品中在相对分子质量约 55 000处可见特异

的蛋白表达条带,大小与预期的融合蛋白大小相同. 值得

注意的是细胞上清液样品中相同位置也出现特异的蛋白

表达条带.该结果说明 IF2-BSH融合重组蛋白可溶性表

达.采用抗 H isTag抗体进行W estern- blot检测,在全蛋白和细胞上清液样品栏中均出现清晰的相对分子

质量约 55 000的条带,大小与计算的融合蛋白 IF2-BSH相对分子质量相对应,而未诱导表达的对照样品

均没有出现条带 (图 6).
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3� 讨论

融合标签是一个广义的概念, 根据其相对分子质量可以分为两大类: 大的蛋白质分子 (或蛋白质结

构域及其衍生物 ) 和小的多肽片段如最常见的 6 � h is标签
[ 15]

.迄今为止, 已有很多文献较为详尽地报道

了各种融合标签, 其大小从几个氨基酸到整个蛋白质, 相互作用类型包括了酶与底物、细菌受体与血清

蛋白、聚组氨酸与金属离子、抗原与抗体等等
[ 16-18]

.

本研究首先采用常规原核表达方法及选择带 6 � his融合标签的 pET28a为表达载体, 宿主菌 E. coli

BL21( DE3)表达结果显示全蛋白样品中出现预期条带但细胞上清液样品中未出现, 说明蛋白表达主要以

包涵体形式存在,这与战媛媛等人报道的植物乳杆菌 bsh基因表达是包涵体的结果相同
[ 12]

. 根据稀有密

码子分析, 选择能为大肠杆菌稀有密码子提供额外 tRNA的 E. coli Rosetta(DE 3)作为宿主菌,仍旧没有改

善表达产物的可溶性.在大肠杆菌中外源基因表达目的产物的形式有可溶表达和包含体表达两种.以包含

体形式表达的外源目的产物不具有物理活性, 必须溶解包含体进行复性, 且目的蛋白的复性至今没有通

用的有效方法.由此可见, 乳酸菌胆盐水解酶可溶性蛋白的表达是研究胆盐水解酶结构与功能的技术瓶

颈,而这也可能是只有几个乳杆菌属菌株的 BSH酶基因克隆表达研究报道的原因.

为提高重组蛋白的可溶性,本研究进而选择含 H is-tag和 IF2融合蛋白标签的 pLS-IF2表达载体,结果

显示重组表达的融合蛋白 IF2-BSH可溶性表达, 这是融合标签技术在植物乳杆菌 bsh基因重组表达研究

中的成功应用,为检测重组蛋白生物活性提供可能.

但是,融合蛋白标签技术也存在不足之处,如靶蛋白质上引入的融合标签需要在融合蛋白纯化后通过

一定方式切除.因此, 接下来需要开展融合蛋白的纯化及融合标签的切除实验,进而开展对 BSH酶功能鉴

定的研究,这一部分的实验正在进行中.
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