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基于基因组的 TEV 蛋白酶的高表达
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[摘要] 摇 TEV 蛋白酶由于其高酶切活性、酶切位点的专一性和酶切条件的宽容性而在蛋白分离和蛋白质组学

研究等领域有着广泛的应用. 目前获得 TEV 蛋白酶的方法是将克隆在质粒上的 TEV 基因在大肠杆菌表达菌株

BL21(DE3)中实现过表达. 但本方法有一定缺点,如需使用抗生素,这就可能在后续的纯化中引入杂质,菌株群

体中不均一性而降低产量等. 本研究通过重组工程方法将受 T7 强启动子驱动的,与麦芽糖结合蛋白 MBP 融合

的 TEV 蛋白酶基因整合至 BL21(DE3)的基因组上进行过表达. MBP鄄TEV 在细胞内自剪切获得分离的 TEV. Ni鄄
NTA 亲和层析得到纯化的 TEV,产量可达 4. 2 mg / L. 所分离的 TEV 表达出良好的酶切活性. 本菌株有着以之大

规模获得 TEV 的潜力,所建立的通过重组工程将外源基因整合至 BL21(DE3)基因组的进行表达的方法也可成

为通用的平台技术.
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Chromosome鄄based TEV Protease Overexpression
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Abstract:Due to its high proteinase cleavage activity,specificity and effective in a wide range of conditions,Tobacco etch
virus protease( TEV) has many applications, ranging from protein isolation to proteomics study. Currently, TEV is
produced by plasmid鄄based overexpression in Escherichia coli BL21(DE3) . Yet,the method has inherent disadvantages,
for example,it needs antibiotic to maintain the plasmid which may bring impurities during the protein purification;and
non鄄homogeneity of the strain population which may reduce the yield. Herein,we report the recombineering mediated in鄄
tegration of MBP fused TEV gene under the strong T7 promoter into E. coli BL21 (DE3) chromosome. Intracellular
digestion of chromosomal based overexpression of MBP鄄TEV released TEV which was subsequently isolated though Ni鄄
NTA affinity purification, the yield of TEV was up to 4. 2 mg / L. Purified TEV shows fine protease activity. The
engineered strain has the potential to be used for large scale TEV purification,the established recombineering method can
be a platform for the genome engineering and heterologus gene expression in E. coli BL21(DE3) .
Key words:chromosome鄄based,recombineering,TEV,protein expression

异源蛋白在大肠杆菌中大量表达是研究基因和蛋白功能的重要手段. 异源蛋白由于来源广泛,其所使

用的密码子常常与大肠杆菌有着显著的不同,因而不能分泌至细胞间质,即不能以可溶性蛋白而仅能以包

涵体的形式表现出来,这一点在表达真核生物基因时尤为明显. 解决异源蛋白可溶性的手段之一是将目的

基因和融合标签进行融合表达. 常用的融合标签有麦芽糖结合蛋白(MBP)、泛素样修饰蛋白(SUMO)、氮
源利用物质 A(NusA)和谷胱甘肽转移酶(GST)等. 融合标签也有可能增加目的蛋白的产量[1] . 常在融合

标签和目的蛋白之间设计蛋白酶的酶切位点以通过蛋白酶的酶切将二者分开. 常用的蛋白酶包括 TEV 蛋

白酶、凝血酶、肠激酶等,其中以 TEV 蛋白酶最为重要[2] .
TEV 蛋白酶来源于烟草蚀纹病毒的 Nla(核包含蛋白基因),其作用位点为 ENLYFQ引G(引表示酶切
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位点) . 由于 TEV 蛋白酶有着很好的酶切活性、氨基酸酶切位点的专一性以及酶切条件的宽容性(即可在

多种高盐和高咪唑浓度等条件下均可表现出很好的活性),因而广泛应用于融合蛋白的分离、基因组学和

蛋白质组学中特定蛋白的标记和分离等研究[3,4] .
目前获得 TEV 蛋白酶的方法是将其基因克隆至表达载体中,继而在大肠杆菌(Escherichia coli)宿主菌

中,经诱导表达后再进行分离纯化. 尽管此基于质粒的表达体系被广泛采用也行之有效,但存在一些固有

的不足,如:需质粒转化、需使用抗生素(而抗生素可能作为纯化时的杂质)、含有质粒的菌株有着群体不

均一性、基因的活性在长时间使用后会降低等等. 而将目的基因整合至基因组上的表达方式,由于基因的

转录和基因组的转录同步,则可避免上述问题.
本研究采用重组工程手段将 T7 启动子驱动的、与 MBP 融合的 TEV 基因整合至大肠杆菌表达菌株

BL21(DE3)的基因组,构建了一株基于基因组的 TEV 表达菌株. 此菌株经 IPTG(异丙基-茁-D-硫代半乳

糖苷)诱导表达后,MBP鄄TEV 过表达并发生细胞内自剪切而获得分离的 TEV. TEV 的 N-端与 6 个组氨酸

标签融合,可以通过 Ni鄄NTA 亲和层析柱分离纯化,纯化的 TEV 表现出良好的体外酶切活性.
重组工程是基于 姿 噬菌体的 red琢,red茁 和 red酌 3 个基因所编码的重组酶催化短核苷酸之间同源重组

而进行 DNA 克隆和修饰的分子生物学技术. 自 20 世纪末发展以来,以其对 DNA 操纵的高效、便捷、不受

靶分子的大小和位点等限制等诸多优点已经逐渐成为大肠杆菌及许多其他微生物基因组工程的重要

手段[5-7] .

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 菌株与质粒

E. coli MG1655,E. coli DH10B,E. coli BL21 (DE3),E. coli BW25141 为本实验室保存. 原绿球藻

Prochlorococcus marinus MIT9313 基因组 DNA 由美国麻省理工学院 Sallie Chisholm 教授惠赠,pMOD4 RT鄄G
由美国 Pittsburgh 大学 Alfred Fisher 教授惠赠. pTKRed[8]由美国 Princeton 大学 Thomas Kuhlman 博士惠赠.
pBluescript 域 KS(-),pET30a(+),pKD4,pBAD322C,pLS972,pLS1128[9]为本实验室保存. pMD18T鄄simple
购自大连宝生物公司.
1. 1. 2摇 试剂和仪器

DNA 限制性内切酶、DNA T4 连接酶、IPTG、X鄄Gal、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒和 DNA 分子量标

准均购自大连宝生物公司;PCR 引物、pfu 聚合酶、40%丙烯酰胺溶液、蛋白质分子量标准和抗生素等购自

上海生工公司;Ni鄄NTA 树脂购自德国 QIAGEN 公司. 其余试剂均为国产分析纯. PCR 仪为 Bio鄄Rad 公司的

S1000,电转化仪为 Bio鄄Rad 公司的 Gene Pulser域 .
1. 1. 3摇 DNA 测序

由南京赛因斯生物科技有限公司完成.
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 分子生物学常规操作

大肠杆菌电转化感受态细胞的制备和 DNA 转化、PCR 扩增、质粒提取和酶切鉴定以及 SDS鄄PAGE(十
二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳)等常规实验按分子克隆手册[10] 进行. Ni鄄NTA 纯化蛋白按 QIAGEN
公司的说明书进行. 本研究所使用的寡核苷酸引物见表 1.
1. 2. 2摇 质粒构建

1. 2. 2. 1摇 融合蛋白重组克隆的构建

以 P. marinus MIT9313 基因组 DNA 为模板,MTS1 -MTS2 扩增得到 1. 0 kb 神经氨酸合成酶基因

PMT0106,1. 0 kb PMT0106 以 EcoR玉-Not玉酶切后克隆至 pKS(-)的相同位点,获得重组克隆 pLS1104,
随之以 Nco玉-Not玉酶切分离,其插入片段克隆至启动因子融合表达载体 pLS1128 的相同位点[10],获得融

合表达载体 pLS1134.
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表 1摇 本研究所使用的寡核苷酸引物

Table 1摇 Oligonucleotides used in this study

名称 序列(5忆-3忆) 酶切位点

MTS1 GAAGAATTCCCATGGGGATGACTAATCCTCTTGATTTTAATATC BamH玉,Nco玉
MTS2 GAAGCGGCCGCTCAGTCGACTACCATATCAAATGAAAG Not玉
R6K1 GGGTCTAGAGCTCTCGAGATATCTATGGACAGCAAGCGAACCGG Xba玉
R6K2 GGGGAATTCGGATCCGGTACCACTAGTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG EcoR玉
R1061 GAACTCGAGTCTTGAAATAAGATCACTACCG Xho玉
R1062 GAACTCGAGTTACGCCCCGCCCTGCCACTC Xho玉
R1067 GGGGGTACCGCTTGCCAGGAGCGATCTAAC Kpn玉
R1068 GGGTACGTATGCTGTGAAATGCCGGATGCGG SnaB玉
R1069 GGGTACGTAGAATTGGCGGTAATGTGGAGATG SnaB玉
R1070 GGGGTCGACGGGGATAGAGCGCGTAAGACTG SaI玉
R1071 CCATACCCACGCCGAAACAAG
R1072 AAGGGGTTATGCTAGTTATTG
R1073 GAGCGCCAGTTGCCACTCATC
R1074 ACGCGTTGGTTAATCACCTC
R1075 AGTCTGCGCGTCTTTCAGGGCTTC

摇 摇 注:引物中所引入的酶切位点以下划线表示.

1. 2. 2. 2摇 TEV 蛋白酶基因整合质粒的构建

以 pKD4 为模版,R6K1-R6K2 PCR 扩增得到 1. 1 kb 卡那霉素抗性基因片段,1. 1 kb 以 Xba玉-EcoR
玉酶切后克隆至 pKS(-)的相同位点,获得重组克隆 pLS1913,随之以 Xba玉-EcoR玉酶切,其插入片段和

pMOD4 RT鄄G 以 Xba玉-EcoR玉酶切分离的 2. 1 kb 连接,转化大肠杆菌 BW25141,以 30 滋g / mL 的卡那霉

素和 50 滋g / mL 的氨苄青霉素进行筛选,获得重组克隆 pR6KMCS. pR6KMCS 为 R6K 质粒骨架,其卡那霉

素抗性基因两侧的多克隆位点可用于克隆外源片段.
MBP鄄TEV 融合表达载体 pLS972[10] 以 Cla玉-Pvu域酶切分离的 4. 7 kb 片段和 pR6KMCS 以 Cla玉-

Hinc域酶切分离的 2. 0 kb 连接,转化 BW25141,筛选得到 pLS1919. 以 pBAD322C 为模版,R1061-R1062
PCR 扩增得到 0. 7 kb 的 cat(氯霉素抗性基因)以 Xho玉酶切后克隆至 pLS1919 的 Xho玉酶切位点,获得重

组克隆 pLS1928.
以 BL21(DE3)基因组 DNA 为模板,分别以 R1067-R1068 以及 R1069-R1070 为引物 PCR 扩增得到

malE 基因上游和下游各 0. 5 kb 片段. 2 个 0. 5 kb 片段各克隆至 pMD18鄄T Simple 获得重组质粒 pLS1937
和 pLS1938. pLS1937 以 Kpn玉-SnaB玉酶切分离的 0. 5 kb 和 pLS1938 以 SnaB玉-SaI玉酶切分离的 0. 5 kb
通过三片段连接,克隆至 pKS(-)的 Kpn玉-SaI玉位点获得重组克隆 pLS2429.

以 pLS1928 为模板,R1071-R1072 PCR 扩增得到 3. 0 kb 片段,钝端克隆至 pLS2429 的 SnaB玉位点,
获得重组克隆 pLS2430. pLS2430 以 Kpn玉-SaI玉酶切分离的 4. 0 kb 片段和 pR6KMCS 以 Kpn玉-SaI玉酶

切分离的 2. 0 kb 连接,转化宿主菌为 BW25141,筛选得到最终的重组克隆 pLS2431.
1. 2. 3摇 IPTG 诱导重组酶表达的菌株电转化感受态细胞的制备和电转化

首先按常规方法将质粒 pTKRed 转化至大肠杆菌 BL21(DE3),以 100 滋g / mL 大观霉素,在 30 益下进

行筛选. 所得菌株的单菌落转接至 3 mL 含 100 滋g / mL 大观霉素的 LB 液体培养液中,30 益培养过夜,1 mL
转接至 100 mL 同样培养基,30 益振荡培养至 OD 600 约 0. 2 时,加入 2 mmol / L IPTG,培养至 OD 600 约

0郾 4 时,将菌液倒入预冷的离心管,冰浴 10 min,4 益,7 000 r / min 离心 5 min,弃上清. 以冰冷的 10%甘油

洗涤菌体 3 次,最后以 200 滋L 冰冷的 10%甘油悬浮,50 滋L 分装并用于一次电转化.
pLS2431 以 Kpn玉-SaI玉酶切分离的 4. 0 kb 片段,溶解于 ddH2O,1 滋g DNA 加至上述表达重组酶的电

转化 50 滋L 的感受态细胞,轻弹混匀. 将混合液转移至冰上预冷的 1 mm 电转杯中,电击转化. 电转化条

件:1. 8 kV,200 赘. 电转化后,以 1 mL LB 培养基悬浮,转至 1. 5 mL 聚丙烯离心管,37 益振荡培养 2 h,涂
布至含 25 滋g / mL 氯霉素的 LB 平板,筛选得到重组菌株.

2摇 结果与分析

2. 1摇 整合型基因工程菌株的构建

本研究通过重组工程法构建基因工程菌株、IPTG 诱导过表达 MBP鄄TEV、自剪切获得 TEV 并通过 Ni鄄
—79—

詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨



南京师大学报(自然科学版) 第 37 卷第 3 期(2014 年)

摇 摇 H1 和 H2:同源片段;T7:T7 启动子;malE:麦芽糖结合蛋白基

因;TEV:TEV 蛋白酶基因;cat:氯霉素抗性基因;S:TEV 酶切位点;
Ni鄄NTA:亲和层析;箭头表示 TEV 酶切位点,MBP鄄TEV 融合蛋白作

用位点将 MBP 和 TEV 分离;姿-Red:重组酶介导的重组工程

图 1摇 整合型基因工程菌株构建和 TEV 的表达及纯化示意图

Fig. 1摇 Schematic shown the recombineering mediated
construction of chromosomal TEV overexpression strain,

TEV expression and Ni鄄NTA mediated TEV affinity purification

NTA 亲和层析进行分离纯化的策略如图 1 所示.
IPTG 诱导 pTKRed 表达重组酶,含同源臂的受 T7
驱动的 malE鄄TEV鄄cat 在源于 姿 噬菌体的重组酶催

化之下,与基因组上的同源片段发生同源重组,在
氯霉素抗性筛选之下,malE鄄TEV鄄cat 整合至大肠杆

菌 BL21(DE3)的基因组,基因组上的 malE 基因部

分同时被敲除. 通过菌落 PCR 来鉴定菌株的基因

型,正确菌株的 PCR 结果如图 2 所示,将所得菌株

命名为 LS2401. LS2401 已保藏在中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心,编号为 CGMCC
No. 7482. LS2401 在 IPTG 诱导之下表达 MBP鄄TEV
融合蛋白,随之融合蛋白发生自剪切,TEV 蛋白酶

与 MBP 标签分离并通过亲和层析纯化.
M1 和 M2 分别为 DL2000 和 姿 / Hind芋 DNA 分

子量标准;以原株 BL21 (DE3 ) 基因组为模板,
R1073-R1074 PCR 扩增的是 2. 4 kb 片段 (泳道

1);分别以 LS2401 基因组为模板,R1073-R1075 扩

增得到上游整合位点至插入片段之间的 1. 9 kb 片

段(泳道 2),R1061-R1074 扩增得到插入片段至下

游位点之间的 1. 5 kb 片段(泳道 3),R1073-R1074
扩增得到 4. 1 kb 的全长片段(泳道 4) .

图 2摇 整合型基因工程菌株的基因型分析

Fig. 2摇 Genotype analysis of the chromosomal
integrated TEV strain

2. 2摇 基于基因组的 TEV 蛋白酶的表达和纯化

IPTG 诱导 MBP鄄TEV 融合蛋白表达后,于 MBP
和 TEV 之间的 TEV 酶切位点切割此融合蛋白(即
发生细胞内剪切)而释放 TEV. LS2401 表达的 MBP鄄
TEV 总蛋白为 69. 6伊103 Da,由于细胞内自剪切而

得到 41. 0伊103 Da 的 MBP 和 28. 6 伊103 Da 的 His鄄
TEV. SDS鄄PAGE(图 3)显示与预期大小相符,结果

中还可见约 50% 的蛋白是以可溶性蛋白的形式存

在. 一步 Ni鄄NTA 树脂亲和层析可将 TEV 纯化至

95%以上的纯度,以 Bradford 法测定纯化的蛋白含

量,经计算得到 TEV 的产量为 4. 2 mg / L.
2. 3摇 TEV 酶切融合蛋白

将含组氨酸标签、伴侣蛋白 TIG 和 PMT0106 的融合表达蛋白通过 Ni鄄NTA 亲和层析纯化后,以上述纯

化的 TEV 蛋白酶进行酶切. 酶切体系:20 滋g 蛋白,0. 5 滋g TEV,缓冲液为 50 mmol / L Tris鄄HCl,pH 8. 0,0. 5
mmol / L EDTA,1 mmol / L DTT. 总体积为 150 滋L,30 益酶切 3 h. 结果如图 4 所示.

由图可见,TEV 蛋白酶可作用于融合标签和目的蛋白之间的酶切位点而将二者有效地分离. 未能酶

切完全,可能是由于酶切条件并非最佳. 注意到 PMT0106 在 SDS鄄PAGE 上的迁移较预期的稍快,这是由于

糖蛋白本身的性质所造成的[11,12] . 所分离的目的蛋白可进一步通过柱层析和含 His鄄tag 的标签蛋白及

TEV 蛋白分开. 因此,基于基因组的 TEV 蛋白酶表达系统可用于高效地分离纯化具高活性的 TEV 蛋白

酶,MBP鄄TEV 在表达细胞内的自剪切也证明了 TEV 蛋白酶的高活性.
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摇 摇 M: 蛋白质分子量标准; 1: LS2401 表达的总蛋白;
2:LS2401表达的可溶性蛋白;3:Ni鄄NTA 纯化的 TEV
图 3摇 基因工程菌 LS2401 诱导表达 TEV 及 TEV 的纯化

Fig. 3摇 LS2401 induced TEV expression and Ni鄄NTA
affinity mediated TEV purification

摇 摇 M:蛋白质分子量标准;1:BL21(DE3) / pLS1134 表达的 88. 9伊103

Da His鄄TIG鄄PMT0106 融合蛋白;2:BL21(DE3) / pLS1134 表达的可溶性

蛋白;3:Ni鄄NTA 纯化得到的 His鄄TIG鄄PMT0106 融合蛋白;4:TEV 酶切

后,得到 49. 9伊103 Da 的 His鄄TIG 和 39. 0伊103 Da 的 PMT0106
图 4摇 融合蛋白 His鄄TIG鄄PMT0106 的表达、纯化以及 TEV 酶切

Fig. 4摇 Expression,purification and TEV digestion of
His鄄TIG鄄PMT0106 fusion protein

3摇 讨论

异源基因在大肠杆菌内过表达并分离纯化目的蛋白是研究基因和蛋白功能的基础. 常规的蛋白表达

是将基因克隆至表达质粒上,但此方法有着需要增加抗生素来维持菌株扩增以及菌株群体不均一等问题.
此外,某些基因在高拷贝的质粒上进行表达时,可表现出对菌株的毒性. 这些均制约了基于质粒的蛋白表

达方式. 相对应的,将外源基因整合至宿主菌的基因组上的蛋白表达策略,由于基因随着基因组的复制而

复制且表现为单拷贝,就避免了基于质粒系统的不足.
本研究将最为常用的 TEV 蛋白酶基因整合至大肠杆菌表达宿主菌 BL21(DE3)的基因组上,实现了

TEV 的高效表达. TEV 表达量约为基于质粒的表达体系的 80% ,其产量已可用于 TEV 的纯化. 而且鉴于

其无需转化、无需抗性培养,以及简便直观等特点,可成为表达 TEV 的优良体系.
本研究同时建立了 BL21(DE3)的重组工程方法. 实验过程中,我们发现最为常用的基于 pSC101 质粒

骨架的、以 L-阿拉伯糖诱导表达重组酶的体系(如 pKD46)不能在 BL21(DE3)中有效地使用. 最初敲入尝

试以 50 bp 同源臂进行同源重组也未获成功,故改为本文报道的 500 bp 同源臂. 基于基因组的表达体系也

可用于其他功能基因整合和表达的平台.
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