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[摘要 ] 在基因工程的操作中, 包涵体的形成是人们利用大肠杆菌表达外源蛋白质的一大难点. 本研究将环

状芽孢杆菌 (Bacillus circulans)环状糊精糖基转移酶 ( CGTase) 的淀粉粒结合域 ( SBD ) 基因编码序列的两个拷

贝通过一连接肽连接 ( SBD2) 后, 克隆到大肠杆菌表达载体 pT rcH is B上, 得到的 pT rcH is B /SBD2质粒转化大

肠杆菌 Top10, 研究了不同培养基、不同诱导温度和时间对 SBD2蛋白表达的影响. 结果表明, 利用相容性溶质

山梨醇和甜菜碱等, 在高盐胁迫下, 实现了 SBD2重组蛋白质在大肠杆菌中的可溶性表达, 这一结果为在体外

研究 SBD2蛋白的功能奠定了基础.
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Abstrac t: An artificial tandm repeat o f a starch-binding dom a in ( SBD2) was eng ineered by tw o copies o f the SBD de-

rived from Bacillus circulans cyc lodex tr in g ly cosy ltransfe rase v ia a linke r peptide. The SBD2 gene was inserted into an

E. coli expression vector, pT rcH is B, to obtain the pT rcH is B /SBD2 vec to r. Recomb inantE. coli Top 10 ce lls, conta-i

n ing the pT rcH is B /SBD2construc t, w ere g rown in LB w ith 50 g /mL am picillin and LB w ith 50 g /mL amp icillin,

1 mo l/L sorb itol and 2 5 mm o l/L g lycy l beta ine, respective ly. Express ion o f SBD2 pro te in w as induced by add ing o f

IPTG and ana lyzed by SDS-PAGE. The results show that la rge am ounts of so luble pro tein w ere obta ined by g row ing and

induc ing the cells under osmo tic stress in the presence o f so rb ito l and g lycy l beta ine.
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在前面的研究中, 我们报道了 SBD-转基因平台技术的建立, 该技术是利用 Bacillus circulans环状糊

精糖基转移酶 ( CGTase) 的淀粉粒结合结构域 ( SBD) 与其它结构域分离以后仍然可以与淀粉粒结合这

一特性, 用它作为 锚 构建重组基因, 重组基因导入作物体内后的表达产物在淀粉粒形成过程中被锚

定在淀粉粒中, 并对淀粉分子结构进行改良, 从而实现在作物体内合成新型淀粉的目的
[ 1]
.

为了提高 锚 与淀粉粒的亲和性, 增加外源蛋白在淀粉粒中的积累量, 我们将 SBD基因编码序列的

两个拷贝通过一连接肽连接 ( SBD2) 后, 克隆到大肠杆菌表达载体 pTrcH is B
[ 1, 2]
中, 并在大肠杆菌中进
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行了表达. 但实验结果显示, 大肠杆菌在常规的 LB培养液中培养和诱导, 所表达出的 SBD2蛋白几乎全

部以不溶性包涵体的形式存在, 而且从沉淀物中恢复变性的重组蛋白质活性较为困难, 这在很大程度上

限制了在体外开展对 SBD2重组蛋白性质以及它们与淀粉粒结合性能的研究.

大量研究结果已表明, 某些微生物在高盐环境中, 可以通过自身合成或从培养基中吸取相容性溶质

和渗透保护物质如甜菜碱 (三甲铵乙内酯 )、脯氨酸、海藻糖等
[ 3-5]

, 用来平衡细胞渗透压, 或用作为化学

分子伴侣来稳定蛋白质
[ 6]
. 当细菌适应了高盐环境后, 所表达的外源蛋白可溶性会得到明显改善

[ 4, 5, 7-9 ]
.

除了可以通过改变培养基的组成外, 还可以用较低的诱导温度来提高可溶性重组蛋白的表达量
[ 10-13]

.

本研究的目的是在高盐的 LB培养基中添加山梨醇和甜菜碱, 在胁迫渗透条件下, 对 SBD2重组蛋白

质的可溶性表达进行研究, 为重组蛋白的可溶性表达提供理论和实验依据.

1 材料和方法

1 1 菌株、质粒及基因

大肠杆菌 DH5 作为基因克隆的宿主菌, 大肠杆菌 Top10 ( Inv itrogen, 荷兰 ) 用作为基因表达的宿主

菌. pTrcH is B质粒 ( Inv itrogen, 荷兰 ) 用作大肠杆菌表达载体, SBD等基因片段由荷兰瓦赫宁根大学植

物科学系作物育种实验室提供.

1 2 大肠杆菌表达载体的构建及转化

pTrcH is B /SBD2表达载体的构建参阅文献
[ 1, 2]

. 表达载体转化大肠杆菌 Top10后, 在含有 50 g /mL

氨苄青霉素的 LB固体培养基上培养. 挑取阳性菌落进一步培养, 从大肠杆菌中提取的 pTrcH is B /SBD2

质粒 DNA经多组双酶切鉴定后, 进一步测序检测基因有无移码或突变.

1 3 重组基因的诱导表达

将带有 pTrcH is B /SBD2的大肠杆菌接种到 50mL含 50 g /mL氨苄青霉素的 LB培养液 ( pH 7 0)

中, 37 振荡培养至 A 600 0 8.

SDB2重组基因的诱导表达分为两组: 第一组, 取 10mL上述的大肠杆菌培养物接种到 500mL含有

50 g /mL氨苄青霉素的常规 LB培养液 ( LB, pH 7 0) 中, 37 振荡培养至 A 600 0 8时, 加入异丙基硫

代 -半乳糖苷 ( IPTG) 至终浓度为 1mmo l/L, 然后分别在 37 和 25 条件下诱导 0、2、4、6、8和 10 h. 第

二组, 取 10mL大肠杆菌培养物接种到 500mL含有 50 ug /mL氨苄青霉素、1 0mo l/L山梨醇、2 5mo l /L

甜菜碱和 5% NaC l的胁迫 LB培养液 ( LB+ S /B, pH 7 0)中, 37 振荡培养至 A 600 0 8时, 加入 IPTG

至终浓度为 1 0mmo l /L, 然后分别在 37 和 25 条件下诱导 0、2、4、6、8和 10 h. 诱导表达结束后, 离心

( 10 000 r /m in, 4 , 10m in) 收集菌体, 用 10mL缓冲液 ( 50mmo l/L NaH2 PO4, 300mmol /L N aC ,l pH

7 0) 洗涤菌体, 重复洗涤 1次, 菌体用液氮冰冻后保存在 - 80 备用.

1 4 重组蛋白质的分离及纯化

用 1mL上述的缓冲液悬浮等体积的大肠杆菌, 在 4 条件下, 用弗氏细胞破碎仪 ( F rench Pressure

Ce l,l Am inco, 美国 ) 破碎菌体, 压力为 1. 58 10
8
Pa( 20 000 pis)

[ 4]
, 离心 ( 3 000 r/m, 4 , 10m in) 后分

别收集上清液和包涵体沉淀.

在非变性条件下采用亲和层析法从上清液中分离纯化可溶性 SBD2蛋白质是在上清液中加入 50 L

N -iNTA树脂 (Q IAGEN, 德国 ), 在室温条件下, 缓慢混合 1 h, 离心收集树脂. 然后用 pH 7 8、pH 6 0和

pH 5 5的缓冲液 ( 20mmo l/L N aH2 PO4, 500mmol /LHC l) 分别洗涤 N -iNTA树脂, 每一缓冲液重复洗涤 3

次, 每次 400 L. 最后用 200 L, pH 4 0洗脱缓冲液 (组成与上述缓冲液相同 ) 将结合在 N -iNTA树脂

上的 SBD2蛋白洗脱下来. 在实验中, 部分样品采用 N -iNTA 树脂预装柱进行 SBD2蛋白质的分离纯化,

洗涤缓冲液和洗脱缓冲液与上述相同.

从包涵体沉淀中分离包涵体 SBD2蛋白质是在变性条件下进行的, 其操作在 Q IAGEN公司提供的 N -i

NTA纯化步骤的基础上, 略做修改. 在室温条件下, 用含有 100mmo l/L N aH2 PO4和 10mmo l /L Tris-HC l

的 8mo l/L尿素溶液 ( pH 8 0) 悬浮和溶解包涵体沉淀 3 h, 包涵体沉淀和尿素溶液的比例为 1 3
[ 1]
. 离

心 ( 10 000 r/m in, 10m in) 收集上清液. 在上清液中加入 50 L N -iNTA树脂, 在室温条件下, 缓和混合 1

h, 离心收集树脂, 随后用 400 L的洗涤缓冲液 ( 100mmo l/L N aH2 PO4, 10mmo l /L T ris-HC ,l 8mol /L尿
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素, pH 6 3) 重复洗涤 3次. 用 200 L的洗脱缓冲液 ( 100mmo l/L N aH 2PO 4, 10mmol /L T ris-HC,l 100

mmo l /L EDTA, pH 6 3) 洗脱结合在 N -iNTA树脂上的 SBD2蛋白. 在实验中, 部分样品采用 N -iNTA树

脂预装柱进行 SBD2蛋白质的分离纯化, 洗涤缓冲液和洗脱缓冲液与上述相同.

1 5 SDS- PAGE鉴定

取 10 L纯化的 SBD2蛋白质样品, 加 10 L 2 SDS-PAGE样品缓冲液
[ 14]
混合, 在沸水浴中加热 5

m in, 冷却后离心 ( 2 000 r /m in) 5m in, 用 H omogeneous 12 5% SDS-PAGE预制凝胶 ( Pharmacia, 瑞典 ) ,

在 PhastSystem全自动多功能快速水平电泳系统 ( Pharmacia, 瑞典 )上进行蛋白质样品分离, 预染蛋白质

M arker为 RainBow RPN800 ( Am ersham, 英国 ) , 分离后用银染法对胶板进行染色处理. 电泳、染色条件和

程序参阅仪器操作手册.

2 结果与分析

2 1 SBD2基因大肠杆菌表达载体的构建

将环状糊精糖基转移酶的 SBD基因编码序列的两个拷贝通过一连接肽连接后, 将 SBD2基因克隆到

大肠杆菌表达载体 pT rcH is B中. 获得 pTrcH is B /SBD2重组质粒 (见图 1- A ), 质粒的测序结果表明,

SBD2基因序列和读码框都与预期的完全一致. SBD2蛋白由 232个氨基酸残基组成, 其氨基酸序列以及

与 pTrcH is B载体融合部分的氨基酸序列见图 1- B. 大肠杆菌 SBD2蛋白质相对分子质量的理论计算值

为 29 012.

2 2 SBD2基因诱导表达分析

为了获得可溶性 SBD2重组蛋白, 在本研究中, 我们探索了重组大肠杆菌培养及其诱导所用的培养

基组成、IPTG诱导的温度和时间等对蛋白质可溶性表达的影响.

pTrcH is B /SBD2重组质粒转入大肠杆菌 Top10感受态细胞后, 将带有重组质粒的大肠杆菌细胞分别

接种到常规 LB和胁迫 LB+ S /B两种培养液中, 在 37 条件下培养至 A 600 0 8. 加入 IPTG (终浓度为

1 0mmo l/L ) 后, 分别在 37 和 25 条件下诱导, 从而观察不同培养基、不同诱导温度和时间对 SBD2重

组蛋白质表达的影响. 表达结束后利用其重组蛋白上所带的 H is Tag融合标签对 SBD2蛋白质进行分离

纯化和 SDS-PAGE分析. 根据 SDS-PAGE图谱上条带的强弱, 将其表达量分为 0+、1+、2+、3+和 4+五

个等级,它们分别代表无、低、中、较高和高水平表达.
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2 2 1 相容性溶质对 SBD2基因表达的影响

图 2是重组大肠杆菌在 LB和 LB+ S /B培养液中培养至 A 600 0 8后, 分别在 37 和 25 条件下, 诱

导不同时间可溶性和包涵体 SBD2表达量的分析结果. 从图 2-A和 B中可以看出, 在相同的培养和诱导

条件下, 在胁迫 LB+ S /B培养液中, IPTG诱导所表达的蛋白质绝大多数是以可溶性的形式存在, 而后者

绝大多数是包涵体. 研究结果表明, 在大肠杆菌培养液中添加适量的 NaC l、山梨醇和甜菜碱可以提高可

溶性 SBD2蛋白的表达量.

2 2. 2 不同诱导温度和时间对 SBD2基因表达的影响

从图 2-A中可以看出, 当使用常规 LB培养液, 在 37 和 25 下诱导 2 h, 在细胞上清液中检出可溶

性 SBD2蛋白, 其表达量均为 1+ . 当诱导时间为 4 h时, 包涵体沉淀中检出 SBD2蛋白, 当诱导时间延长

至 6 h, 包涵体中 SBD2蛋白表达量达到最高点, 37 诱导条件下的为 2+ , 25 条件下是 3+ , 而两种诱

导温度下的可溶性 SBD2表达量依然是 1+ . 如果诱导时间继续延长,蛋白的表达量无明显增加 (见图 2-

A ) .

当使用胁迫 LB+ S /B培养液, 在 37 和 25 下诱导 4 h时, 才检出 SBD2蛋白 (见图 2-B) , 在 25

下诱导, 所表达的 SBD2蛋白是可溶性的, 其表达量为 2+ , 而 37 条件下的诱导,可溶性与包涵体蛋白

的表达量相同, 均为 1+ . 随着诱导时间延长至 8 h, 在 25 温度条件下诱导, 依然无包涵体蛋白检出,

可溶性蛋白的表达量由最初的 2+增加至 4+ , 是 37 条件下表达量的 2倍. 当诱导时间继续延长到 10

h, 蛋白的表达量已趋饱和 (见图 2-B ) .

从上述的结果中可以看出, 不论是使用常规 LB还是胁迫 LB+ S /B培养液, 在 25 条件下诱导,

SBD2的总表达量 (可溶性和包涵体蛋白质之和 ) 均高于 37 诱导相同时间段的, 这表明较低的诱导温

度有利于 SBD2蛋白的表达, 如在培养液中添加 NaC l、相容性溶质山梨醇和甜菜碱可以改善表达蛋白的

可溶性, 但对表达量没有影响. 实验结果表明, 重组大肠杆菌在胁迫 LB+ S /B培养液中, 在 25 条件

下, IPTG诱导 8 h, SBD2蛋白质全部以可溶性形式表达.

2 3 重组 SBD2蛋白的分离和纯化

利用重组蛋白 N-端融合的 H is Tag融合标签的特性, 用 N -iNTA亲和层析法分离纯化 SBD2蛋白.

图 3-A是重组大肠杆菌在不同培养液中, 在 25 下 IPTG诱导 6 h后, 可溶性 SBD2表达和纯化的 SDS-

PAGE电泳图谱. 从图 3-A可以看出, 在细胞裂解上清液的 SDS-PAGE全蛋白质的电泳图谱中, 在相对分

子质量约 29 000处有明显的表达带 ( w ell1和 5) , 当加入 N-iNTA树脂后, 上清液全蛋白质的电泳图谱中

的这一条带消失 (见图 3-A, w e ll 2和 7) , SDS-PAGE检测 N -iNTA亲和层析纯化蛋白显示, 虽然在 SBD2

蛋白质纯化样品中存在少量其它杂蛋白, 但相对分子质量约为 29 000的蛋白条带清晰可见, 与预期分子

量大小一致 (见图 3-A, we ll 3和 6) , 在 LB培养液中 ( w ell 2), 可溶性 SBD2蛋白的表达量为 1+ , 而在

LB+ S /B培养液中 (w e ll6) , 可溶性 SBD2蛋白的表达量为 3+ . 图 3-B为重组大肠杆菌在不同培养液中
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培养, 在 25 条件下诱导 8 h, 可溶性和包涵体蛋白纯化后的电泳图谱. 从 SDS-PAGE电泳图谱可以看

出, 分离纯化所得到的蛋白质条带与标准 SBD2蛋白质 (经W estern印迹杂交验证 )条带大小相同, 这一

结果表明, 用 N -iNTA亲和层析法纯化得到的蛋白即为 SBD2重组. 此外, 从图谱上还可以看出, 用 N -i

NTA树脂预装柱分离纯化可以得到不含杂蛋白的 SBD2.

3 讨论

本研究将带有 pTrcH is B /SBD2重组质粒 Top10大肠杆菌在含有山梨醇 1 0mol /L、甜菜碱 2 5mmo l /

L和 5% NaC l的 LB /Amp培养液中, 在 37 条件下培养至 A 600 0 8. 然后在 25 条件下用 IPTG诱导 8

h, SBD2重组蛋白全部以可溶性形式表达. 这比在常规 LB培养液中, 可溶性蛋白的表达量提高了约 4

倍. 但与此同时我们也观察到了在高盐条件下, 以及山梨醇、甜菜碱等相容性溶质的存在时会降低细胞

生长速率, 导致大肠杆菌生长达到相同 A 600值 (结果未给出 ) 和 SBD2蛋白达到相同表达量所需要的时间

延长, 这主要是因为在高盐胁迫渗透条件下细菌需要时间进行适应环境的暂时生理调整, 此时细菌可以

通过自身合成或从培养基中吸取相容性溶质和渗透保护物质用来平衡细胞渗透压, 缓和高盐对细胞生长

的影响, 我们的这一观察结果和 Sarah等人的报道
[ 6]
是一致的.

由于实验中采用弗氏细胞破碎仪破碎菌体, 而且可溶性 SBD2蛋白的分离纯化是在非变性条件下进

行, 因此 SBD2蛋白分离纯化后无需复性, 就可直接用于其理化性质及其功能等方面的研究. 与以前的

包涵体蛋白质变性、复性过程相比, 这一方法具有明显的优势, 同时也为在细菌中高水平表达可溶性蛋

白提供了实验和理论依据.

致谢:感谢荷兰瓦赫宁根大学作物科学系作物育种实验室提供 SBD2基因片段.
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