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$内含肽为研究对象!使用分子生物学方法对内含肽的
(

端结构%

)

(

&和
*

端结构%

)

*

&进行改造!构建了以
)

(

为亲和配基的亲和层析介质和以
)*

为自断裂

亲和标签的融合蛋白表达体系!形成了由断裂内含肽介导的新型蛋白纯化系统' 通过构建
+

种

)

(

亲和配基片段以及
#

种
)*,-./

融合蛋白片段! 研究了空间位阻对融合蛋白断裂速率的影

响(通过
0

种组合的体外断裂及
1%

#2抑制试验!找到了最佳的断裂组合以及新的
1%

#3结合位点'

利用
(+

亲和配基片段
*

末端的
*45

! 制备了
)

(

亲和层析介质并对其纯化效果进行了研究!成

功获得高纯度
-./

蛋白'

关键词! 断裂内含肽(自我断裂(亲和层析介质(空间位阻(克隆表达(蛋白纯化
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内含肽是存在于未成熟前体蛋白中的一段多

肽链! 在前体蛋白转化为成熟蛋白质的过程中!依

靠自我催化从前体蛋白中释放出来!同时将两端的

蛋白质外显肽通过肽键连接!该过程称为蛋白质剪

接!"#$%

" 内含肽利用自身高效的蛋白反式剪接作用!

能够在目标蛋白有效纯化的同时去除纯化标签!在

蛋白质纯化领域得到了广泛的研究和关注"

来源于
!"#$"% &'(%$)*"+,- &''($")*

菌株的

!&' +,-.

天然断裂内含肽具有很高的剪接活性和

断裂活性!其剪接活性可以达到
/0 1

以上!2%

"它的
3

端和
'

端剪接区域分别含有
")*

个和
$4

个氨基酸

且中间无归巢核酸内切酶结构域" 此外!与高度同

源的
.#& +,-.

天然断裂内含肽相比!

!&' +,-.

断

裂内含肽更加能够容忍
'

末端外显肽替换并且拥

有更加快速的剪接速率!5%

" 与其它类型的内含肽相

比!

!&' +,-.

断裂内含肽更加的适合生物技术领

域的应用" 改造过的
!&' +,-.6'

端剪切型蛋白纯

化系统在还原剂
+77

的诱导下能实现快速剪切!室

温下
$) 8

内的剪切效率达到
5)9

!半小时内可以完

成
/)1

以上外源蛋白的释放 !4:(%

"

;-<=>?@

!4%等利用

!&' +,-.

断裂内含肽成功的纯化到磷酸脱氢酶

#

&7+A

$%

!:

半乳糖苷酶&

!:B-C

$%麦芽糖结合蛋白

&

DE&

$等不同结构的蛋白!充分的说明了内含肽介

导的蛋白纯化系统可以广泛的应用到不同目标蛋

白的分离纯化过程中去' 但由于层析标签&比如麦

芽糖结合蛋白&

DE&

$%甲壳素结合蛋白&

'E+

$$和层

析介质之间相对较弱的结合力!许多亲和配基片段

易从层析介质上脱落!造成了目的蛋白的污染!(%

"

基于
!&' +,-.

断裂内含肽的优良剪接性能以

及在蛋白质表达和纯化中的应用潜力和技术需求!

本文设计了一种
!&' +,-.

断裂内含肽介导的蛋白

质表达与亲和纯化系统!主要包括
F

3

亲和配基片段

及
F

'

融合蛋白片段" 通过改变
F

3

和
F

'

片段的结构

以及利用
G,

*H对断裂速率的抑制! 从中选择出与层

析过程契合度最好的组合及断裂条件" 利用
'I8

代

替传统的亲和标签和层析介质进行偶联!成功的制

备了
F

3

亲和层析介质!并将其应用到绿色荧光蛋白

&

BJ&

$的纯化"对于调整内含肽的剪切活性!控制剪

切速率!有着重要的影响"

!"!

材料

限制性核酸内切酶%

72 +3K

连接酶%

7-L +3K

聚合酶购自宝生物工程&大连$有限公司(质粒提取

和琼脂糖凝胶回收试剂盒购自生工生物 &上海$工

程技术有限公司(引物由生工生物&上海$工程技术

有限公司合成(

3=:37K

亲和层析介质和
&M>N8? 4

J-8O JCNP

空白层析介质!江苏千纯生物科技有限公

司 ( 含有内含肽
!&' +,-.

基因序列的质粒

Q;RJ+M?O6!&'+,-.

! 由美国俄亥俄州立大学化工

系
+-S=T UV UNNT

教授课题组提供 ( 表达质粒

Q.76*0-

%

Q.76*"W

和
Q.7*2W

由本实验室保存(质

粒构建和蛋白表达用菌株
/0%"1) XD")/

和
/0%"1)

EY*"

&

+.$

$由本实验室保存)

!"#

方法

!"#"! F

3

亲和配基片段重组菌株构建 设计
F

3

以

组氨酸标签为纯化标签!并利用此标签不同位置所

形成的空间位阻! 考察
F

3

和
F

'

片段断裂性质的影

响"利用
Q.76*0-

和
Q.76*"W

表达载体在多克隆位

点结构上的差异以及组氨酸标签位置的不同!以

3T? F

和
A=,T FFF

两个酶切位点进行
$

种亲和配基

片段构建" 其结构示意图如图
"

所示" 主要包括以

下几个方面的改造*

"

$ 采用基因定点突变的方法将

F3

首位的氨基酸
'I8

突变为
KC-

! 阻断
3

端断裂反

应的进行 !06/%

(

*

$ 在
F

3

的
'

末端添加
'I8

!利用其上

面的巯基和活化的琼脂糖凝胶介质上的环氧乙烷

基团反应进行共价偶联!")%

(

$

$ 通过组氨酸标签在
F

3

片段中的位置不同&在
F

3

的
3

端或者
'

端$以及组

氨酸标签和
F

3

片段之间多余氨基酸片段的添加构

建了
$

种不同结构的
F

3

亲和配基片段)

图
!

亲和配基片段的结构

$%&" ! '()*+(*), -. /..%0%(1 2%&/03

以
Q;RJ+M?O6!&'+,-.

质粒为模板!分别加入

引物
R!F

3

6"ZK!F

3

6"

+

R!F

3

6*ZK!F

3

6*

和
R!F

3

6$ZK!F

3

6$

进行
&';

扩增! 构建
$

种不同的
F

3

片段&

3"

!

3*

!

3$

$"本文中所使用的引物如表
"

所示"将
&';

扩增

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

97Q
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得到的序列分别于
!"#$%

!

&'(!)*

"

+,

载体进行连

接#涂布相应抗性的平板#筛选阳性克隆子#酶切和

测序验证$ 利用
!"# -

和
$%&" ---

限制性核酸内切

酶将
.$

与
!/,+012

载体进行连接#

.0

%

.3

片段分

别与
!/,+0$4

载体进行连接$将构建好的重组质粒

!/, +012 +.$

及
!/, +0$4 +

!

.0

#

.3

" 转入
'()*+%

560$

!

#/3

"感受态细胞中#得到重组表达菌株
'(

)*+% 560$

!

#/3

"

7!/,+012+.$

和
'( )*+% 560$

!

#/3

"

7!/,+0$4+

!

.0

#

.3

"#

+18 !

超低温下甘油管保藏$

表
!

本文中所使用的引物

"#$%& ! '()*&(+ ,+&- ). /0)+ +/,-1

!2324 -

9

融合蛋白片段重组菌株构建 同理利用

!/,+012

和
!/,+0:4

表达载体的不同# 以
!"# -

和

$%&" ---

两个酶切位点进行
0

种
-

9

融合蛋白片段构

建$ 以
!,- #;2/

断裂内含肽的
9

片段为基础进行

-

9

融合蛋白片段的改造#主要包括以下几个方面&

$

"

采用基因定点突变的方法引入
#$$1<

突变$该突变

可以解除
9

端断裂对
.

端断裂的依赖#提高
9

端断

裂速率=>?

'

0

"通过融合
@9A

的方式将
-

9

片段和
<B@

连接#并在
-

9

片段末端连接了
3

个氨基酸
9CD+@E*+

FD;

!

9B.

"来提供
9

端断裂过程中的关键氨基酸
G

$9CD

=$$+$0?

'

3

"将
-9+<B@

片段分别与表达载体
!/,+

012

与
!/,+0:4

连接# 构建两种不同结构的融合蛋

白片段$ 其结构示意图如图
0

所示# 分别命名为

9<$

!

H+9+<B@

"和
9<0

!

9+<B@+H

"$

图
5

融合蛋白片段的结构

6)78 5 9/(,:/,(& ;< =>?@6A <,+);. B(;/&). <(#7*&./

以
!A&B#I*J+!,-#;2/

质粒为模板#加入引物

&"#$$1< 7F"#$$1<

对
-

9

片段进行基因定点突变$

将质粒转入
'( )*+% K"$8%

感受态细胞中#测序验证

后#

+18 !

低温保存$

分别以
#$$1<

突变后的质粒以及含有
<B@

片

段的质粒
!/<B@+.$

为模板#利用引物
B

$

7A

$

和
B

$

7A

$

进行
-

9

和
<B@

片段的扩增$将两片段按照等摩尔浓

度进行混合#用
@L'(*&,FA #.F

聚合酶进行扩增$

最后以
B

$

7A

0

为引物# 使用
/M ,2N #.F

聚合酶对

融合后的片段进行
@9A

扩增$ 凝胶回收融合后的

-

9

+<B@

片段#与
!"#$%

!

&'(!)*

"

+,

载体进行连接#

得到
!"#+$%,+-

9

+<B@

重组质粒$

将酶切后的
-

9

+<B@

片段分别与酶切后的
!/,+

012

和
!/,+0:4

载体进行连接#得到重组质粒
!/,+

012+9<$

及
!/,+0:4+9<0

$ 最后转入
'()*+% 560$

!

#/3

" 感受态细胞中# 得到重组表达菌株
'( )*+%

560$

!

#/3

"

7!/,+012+9<$

及
'( )*+% 560$

!

#/3

"

7

!/,+0:4+ 9<0

#

+18 !

超低温下甘油管保藏$

C252D

蛋白表达与纯化 取已构建的甘油管保藏

的菌株于
65

培养基中过夜培养活化$按照
$O

的接

种量接种到新鲜的
,5

培养基!含有相应的抗生素"

中至菌体浓度!

P#

>88

"达到
8Q1

时#加入
R8 ((S)76

的
-@,<

储存液至终浓度为
$ ((S)76

=$3?

$ 在
$> !

#

$18 L7(';

的条件下诱导蛋白表达
08 E

#离心收集表

达后的菌体细胞#于
+18 !

冰箱中待用$

将收集到的菌体按照细胞湿重
$8O

!

T7U

" 的量

加入结合缓冲液
5IVV*L F

!

R8 ((S)76

磷酸钠'

8QR

(S)76

氯化钠'

$88 ((S)76

咪唑'

!H 1Q8

"重悬#冰浴

条件下超声裂解细胞$ 将破碎的细胞裂解液离心

!

$0 888 .#38 (';

" 收集上清并用
8Q00 !(

的滤膜

过滤$ 使用
$W,F

蛋白纯化仪将细胞上清液上样到

.'+.,F

亲和层析柱中#用
08 ((S)76

咪唑浓度的结

合缓冲液清洗未结合的杂蛋白 ' 用洗脱缓冲液

5IVV*L 5

!

R8 ((S)76

磷酸钠'

8QR (S)76

氯化钠'

R88

((S)76

咪唑'

!H 1Q8

"洗脱目的蛋白$ 纯化后的目的

蛋白通过
3 888 X#2

!

.$

%

.0

%

.3

"和
$8 X#2

!

9<$

%

引物名称 引物序列!

R"+3"

"

&"-

.

+$

<<FF,,99F,F,<9F,9F,9F,9F,9F,9F9<9,

,,FF<9,F,<FFF9<<FF

F"-

.

+$ 999FF<9,,,,FF9FF,,9<<9FFF,,F,9FF99

&"-

.

+0

<<FF,,99F,F,<<9F,,FF<9,F,<FFF9<<F

FF

F"-

.

+0 999FF<9,,,,FF9FF,,9<<9FFF,,F,9FF9

&"-

.

+3 <<FF,,99F,F,<<9,,,FF<9,F,<FFF9<
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.
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B

$
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A

$
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B

0
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A

0
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!"#

!的超滤膜进行超滤浓缩和缓冲液的更换"

!"#"$

柱外断裂实验 通过超滤管将纯化后的目

的蛋白中的缓冲液更换成
$%&&'( !

#

)* ++,-./

磷酸

钠$

*01 +,-./

氯化钠$

23 40*

!%采用考马斯亮蓝法5678

测定各片段的浓度&按照摩尔比为
9!6

#

:;!:!

!的比

例取相应体积的
:;

片段#

;6

'

;<

'

;9

!于
60) +/

的

=>

管中& 加入终浓度为
1* ++,-./

的二硫苏糖醇

(

?@@

!%取相应体积的
!"

(

!"6

'

!"<

!片段加入反应

体系中混匀&开始断裂反应% 该反应在室温下进行&

在不同时间点取样进行
A?AB>C"=

电泳检测%利用

:D+E'F

软件扫描
A?AB>C"=

图片上的相应目标条

带的浓度&根据相对分子质量计算相应条带的摩尔

浓度&按照文献
548

的方法计算断裂效率%

!"#"% GH

<I的抑制作用 本文研究了不同浓度的

GH

<I对断裂反应的抑制效果%由于
GH

<I在碱性环境中

容易发生沉淀& 在研究
GH

<I对断裂反应的抑制作用

的过程中将目标蛋白的环境条件更换为
J%&&'( !

(

!

++,-./ GH

< I

$

*01 +,-./ ;D!-

$

1* ++,-./ ;D

<

3>K

7

$

23 L0*

!%在
J%&&'( !

中将
GH

<I的浓度分别设定为
!M

*

&

*01

&

6

&

601

&

<

&

1

%

按照
;

片段与
!"

片段摩尔比为
9!6

的比例称

取适量的蛋白冻干粉& 用不同
GH

<I浓度的
J%&&'( !

缓冲液溶解% 在室温下进行断裂反应&并在反应的

不同时间分别取样&进行
A?AB>C"=

检测和分析%

!"#"& :

;

层析介质的偶联 采用
J%&&'( ?

(

*06+,-./

;D

<

!K

9

.;D3!K

9

&

23 6*0*

!溶解亲和配基片段
;9

&配

置成浓度为
N +E.+/

的蛋白溶液% 称取
1 E

环氧活

化的琼脂糖凝胶介质于带塞的
<1 +/

三角瓶中&加

入
61 +/

的
;9

蛋白溶液进行偶联反应% 偶联条件

为)

7* "

&

61* (.+OH

&

6L P

% 偶联后的介质用大量的

去离子水清洗并抽干&

<* Q

乙醇溶液中&

7 "

保存%

!"#"' :

;

亲和层析介质对融合蛋白表达片段
!"<

的纯化 将制备好的亲和层析介质装于
6 +/

的预

装柱中&采用
#R@C 2%(O&O'(

层析系统进行整个蛋白

纯化过程&流速控制在
6 +/.+OH

% 其亲和纯化过程

如图
9

所示&具体操作如下所示)

6

! 介质平衡与上样% 用
6*

倍柱体积的平衡缓

冲液
J%&&'( =

(

6 ++,-./ GH

< I

$

*01 +,-./ ;D!-

$

1*

++,-./

磷酸钠$

23 L0*

!对介质进行充分平衡&以
6

+/.+OH

的流速将
!"

粗蛋白液上样
6 +/

%

<

! 清洗杂蛋白%用
1

倍柱体积的平衡缓冲液充

分冲洗&除去未结合的蛋白% 最后用
<

倍体积不含

GH

<I的平衡缓冲液冲洗&除去介质内的
GH

<I

%

9

! 诱导断裂%

9

倍体积断裂缓冲液
J%&&'( S

(

1* ++,-./ ?@@

&

<* ++,-./ =?@C

&

*01 +,-./ ;D!-

&

1* ++,-./

磷酸钠&

23 40*

!冲洗层析介质% 室温下

静置
6* +OH

%

1

! 洗脱% 用洗脱缓冲液
J%&&'( !

(

1* ++,-./

磷

酸钠$

*01 +,-./

氯化钠$

23 40*

!洗下断裂后的
"S>

并进行收集%

L

! 亲和层析介质的再生%用再生缓冲液
J%&&'(

"

(

6* ++,-./ @(OTB3!-

$

*01 +,-./ ;D!-

$

L +,-./

盐

酸胍&

23 40*

! 将与亲和介质结合的
:!

以及未完全

断裂的
!"<

片段洗脱下来%

图
( )

*

亲和层析介质的亲和纯化过程

+,-" ( ./0,1,234,56 7052899 51 )

*

311,6,4: 2;05<345-037;:

#"!

重组菌株的构建

以
2UAS?%'VB"#$?HD=

和
2="S>B;6

质粒为

模板&利用分子生物学手段成功的构建了重组质粒

2=@ B<4D B;6

'

2=@ B<6W B

(

;<

&

;9

! '

2=@ B<4D B!"6

和
2=@B<7WB!"<

% 重组质粒的双酶切结果表明(图

7

!) 在
9** W2

与
7** W2

相对应的位置出现目的基

因条带& 证明
;6

'

;<

'

;9

片段与表达载体正确连

接$在
4** W2

与
6 *** W2

之间也有相应的
!"

基因

片段的目标条带出现% 所有的质粒都经过基因测序

进一步证明序列的正确性%

#"#

蛋白表达和纯化

接种构建好的重组表达菌株于新鲜的
@$

培养

基中进行亲和配基片段和融合蛋白片段的表达% 在

:>@"

的诱导下&

9

种
;

片段和两种
!"

片段都成功

的进行了表达&表达比较高% (图
1

!

为了研究
;

与
!"

片段在柱外断裂情况& 需要

对这五种蛋白片段进行分离纯化% 本实验中利用
;

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
;;;;

;
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王玉君!等" 断裂内含肽介导的蛋白纯化系统的构建

与
!"

片段中带有的
#$%

标签对其进行
&$

亲和纯化!

结果表明"

'

种
&

片段及
!"(

与
!")

片段都得到了

较好的纯化效果! 穿透液中有少量的目标蛋白存在"

这可能是目标蛋白在表达过程中组氨酸标签没有暴

露导致无法与
&$*&+,

层析介质结合-(./

! 通过后续进

一步优化蛋白表达条件可以避免这种现象的产生!

图
!

重组质粒双酶切验证图

"#$% ! &#$'()#*+ *, -'.*/0#+1+) 231(/#4( 5#)6 !"# 7 1+4 $%&" 777

0

#

123453

$

)

#粗样品$

'

#穿透样品$

6

#洗脱样品

图
8

纯化电泳图

"#$% 8 9&9:;<=> -'(?3)( *, )6' 2?-#,#.1)#*+

@%A

体外断裂实验

将
'

种
&

片段和两种
!"

片段两两组合"共形

成
7

种不同的断裂反应组合" 分别命名为
,

%

8

%

!

%

9

%

:

%

;

!各个组合断裂结果如图
7

所示!通过分析发

现"结构不同的
&

和
!"

片段相互作用时"其断裂

速率各不相同"呈现一定的规律性! 其中"组合
;

的

断裂速率最快" 小于
0 <$=

的时间内就可以达到

>?@

以上的断裂速率! 而文献
-A/

构建的纯化体系为

了达到相同的断裂速率需要花费
'? <$=

以上的时

间!可能是因为
!B%

替代
!89

标签在三维空间结构

'%$
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上减少了两片段之间结合阻力!加速断裂反应的进

行" 为了更直观的比较不同组合断裂时所需要的时

间!本文将
!

中不同组合的断裂速率总结成表
"

"

表
!

六种组合断裂反应活性比较

"#$%& ! '()*#+#,-(. (/ 0 12%&#3#4& (/ 5-6 7-//&+&.,

4+(8*5

注#$

#

%在
$

&

%

组中表示反应未完成'在
&

组中表示反应时

间太短无法精确测量

文献
'()

研究发现!空间位阻对断裂反应速率有

着很大的影响(

!"# *+,-

断裂内含肽两片段相互

结合时!

.

/

的
/

端剪接结构域与
.

0

的
0

端剪接结构

域相互靠近'1

!

2!)

)为了考察空间位阻对断裂反应的影

响!将
!

种组合相互作用的结构示意图绘制成图
(

"

通过该图我们可以发现#

.

/

的
/

端片段越短! 参与

的断裂反应速率越快'

.

0

的
/

端片段越短! 断裂速

率越快" 通过改变
.

/

和
.

0

的
/

端插入序列的多少!

可以对内含肽断裂反应的速率进行调控!有望实现

图
9 9

种组合断裂过程不同时间点取样
:;:1<=>?

结果图

@-4A 9 :;:1<=>? (/ ,B& 012%&#3#4& +&#2,-(. $&,C&&. 5-6 7-//&+&., 4+(8*5 (/ D #.7 0>

组

合
组合中的片段构成

断裂率达
134

所用时间

断裂完成

所用时间

$ /2 56/78 9 0:; <6#0#:&=8 ;; > ?

% /; <6/78 9 0:" <0#:&=#68 @ > #

0 /" <6/78 9 0:; <6#0#:&=8 " > ;3 >

* /" <6/78 9 0:" <0#:&=#68 ;3 AB+ @ >

- /C </678 9 0:; <6?0?:&=8 1 AB+ ; >

& /C </678 9 0:" <0?:&=?68 ? ; AB+

9Q:
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断裂内含肽的可控性断裂!

!"# $%

!&对断裂反应的抑制

本文中选取断裂速度最快的组合
!

"

"#$%&'

#

来研究不同浓度的
()

*+对断裂反应的抑制作用! 当

()

*,浓度大于
- ../012

时$ 反应体系中的目标蛋白

会发生沉淀"对反应体系中的上清部分进行取样#!

实验结果如图
3

所示$

()

*+对断裂反应没有显著的

抑制效果! 与
&45)

所述的
678 ../0 ()

*,对断裂反

应有明显的抑制效果相违背9:;

!

图
'

六种组合在
(

)

与
(

*

结合过程中空间位阻对断裂反应

的影响

+,-" ' .//012 3/ 4205,1 6,%7058%10 3% 1908:8-0 50812,3%

7;5,%- 260 <531044 3/ (

)

8%7 (

*

5013-%,2,3%

图
=

不同浓度
$%

!&对组合
+

!

)>?*@!

"断裂反应的抑制作用

+,-" = (%6,A,2,3% 0//0124 3/ 7,//050%2 13%10%2582,3% 3/ $%

!&

3% 1908:8-0 -53;< +

!

)>?*@!

"

()

*,对断裂反应的抑制作用主要是有
()

*,结合

域的存在!

!"# <)5=

断裂内含肽的
()

*,结合区域是

由
>?@A3

$

B@C-A6

$

>?@--6

以及
,-%D@

组成9-E;

!由于断

裂内含肽
!"$ <)5=

和
%$& <)5=

高度同源性$根据

氨基酸序列比对$

%$& <)5=

对应的
()

*,结合位点为

>?@A3

$

B@C--3

和
,-%D@

"

>?@--6

在
%$& <)5=

中无

对应#! 本实验中引入的
<--3&

突变破坏了上述结

合位点$造成
()

*,抑制效果不佳!

文献
9-3;

研究发现
'(& FGHB

内含肽中存在第

二个
()

*+结合位点%%%

%D@-

和
>?@E#

! 由于
"C4

<)5=

内含肽与
.?)?I'(& FGHB

内含肽在序列和结

构上同源性很高$我们推测
%$& <)5=

中的
%D@-

位

点可能是
()

*,结合域的关键氨基酸$ 参与
()

*,抑制!

为了验证该推论$ 我们将
"#

片段中的首位氨基酸

进行回复性突变即引入
B-%

突变! 突变之后的
"#

片段在
- ../012 ()

*,浓度的条件下进行断裂实验$

不同时间点进行取样$计算断裂率! 结果表明$回复

突变之后$

()

*,具有了明显的抑制作用"图
J

#! 这论

证了
%D@-

参与
()

*,对断裂反应抑制作用的推断!

图
B )>

回复突变前后的
$%

!&抑制效果比较

+,-" B *3C<8582,3% 3/ $%

!&

,%6,A,2,3% 0//0124 A0/350 8%7

8/205 DE* C;282,3%

!"F (

)

亲和层析介质对融合蛋白表达片段
*@!

的

纯化

自制的
K

"

亲和层析介质对
%&*

蛋白纯化过程

图如图
-6

所示$粗蛋白样品的上样量为
- .2

! 图

中
B

阶段为杂蛋白清洗$

L

阶段为
<MM

诱导断裂$

%

段为目标蛋白洗脱!

-

&进样'

*

&不含
()

*,的缓冲液清洗'

#

&更换断裂缓冲液并静

置'

A

&洗脱

图
EG *@!

样品的纯化过程图

+,-" EG H;5,/,182,3% <531044 3/ *@! 40-C0%2

'('
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对纯化过程中各个阶段取样进行
!"!#$%&'

分析!结果如图
()

所示" 穿透峰中含有少量未结合

的
*&+

片段#图
))

第
,

泳道$!这可能是由于
-.

层

析介质的吸附量达到了饱和% 洗脱后获得纯度较高

的单一的目标条带
&/$

&

+0 1"2

$%通过
-23456

软件

扫描
!"!7$%&'

图片上粗样品和纯化后
&/$

蛋白

的纯度!得出目标蛋白的纯化倍数为
89),

倍% 利用

考马斯亮蓝法测定并计算得到粗样品中
*&+

片段

的含量为
:9,)8 34

! 洗脱样品中
&/$

的含量为

:9);, 34

!对
&/$

的回收率约为
<=9;>

%通过该方法

纯化得到的目的蛋白在纯度和回收率上要优于文

献
?;@

的方法&

&/$

的纯度和回收率分别为
8)>

和

=,>

$! 可能因为引入的
*AB

避免了
-

.

亲和配基的

脱落!间接的提高了目的蛋白的纯度!此外!

%)*

回

复突变之后使
CD

+E的抑制效果更加显著! 目标蛋白

断裂速率降低!增加了介质的回收率%

由于
-

.

亲和层析介质动态载量低! 使得
*&+

片段未能完全与层析介质结合&图
((

!泳道
,

$% 此

外!在清洗杂蛋白的过程中!部分
*&+

片段发生了

断裂!造成目的蛋白的损失% 后续可通过优化
-

.

亲

和层析介质的偶联条件来增加其配基密度!提高目

的蛋白的回收率% 用再生缓冲液
FGHH5I &

将结合在

介质上的
-

*

片段&

= 1"2

$进行分离&如图
))

泳道

J

$% 由图可知!洗脱样品中存在少量未断裂完全的

*&+

片段%同时!由于
-

*

片段的分子量较小!洗脱后

的样品在电泳图中的条带不清晰%

以天然断裂内含肽
!"# "D2'

为研究对象!利

用分子生物学的方法对
-

.

和
-

*

结构进行了改造!成

功的构建了
,

种亲和配基片段&

.)

'

.+

'

.,

$和两种

-

*

融合蛋白片段&

*&)

'

*&+

$" 通过
J

种不同组合的

柱外断裂实验! 可以发现
-

.

和
-

*

的
.

端插入序列

的多少对内含肽断裂活性有着重要的影响(通过不

同浓度的
CD

+K抑制试验! 发现
.LG "D2'

内含肽的

第
+

个
CD

+K结合位点
*AB(

% 利用在
.,

片段
*

末端

添加的
*AB

与环氧活化的琼脂糖凝胶介质进行偶

联!成功的制备了
-

.

亲和层析介质% 以
*&+

为模型

蛋白!成功的对其进行了纯化!获得了高纯度的目

标蛋白
&/$

% 为以
!"# "D2'

断裂内含肽所介导的

亲和纯化体系在蛋白纯化领域的应用提供了基础%

此外!该方法还存在一定的局限性%为了加快
*

端断裂反应的速率!向反应体系中添加了
<M 33NOP

Q "RR

! 可能最终会影响含有二硫键的目的蛋白从

而影响其功能%此外!由于
-

.

片段中含有多余的
*AB

的存在!在进行共价偶联的过程中会造成亲和配基

片段非定向的结合!最终影响
*

端断裂速率%

结结结结结 语语语语语
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加拿大批准两种磷酸盐用于婴儿食品中

!"#$

年
%

月
&

日!加拿大卫生部发布
'()*+,)-.#/&

号文件!修订允许使用的螯合剂列表!批准在婴儿谷类食品

中使用磷酸氢二钾 %

012344567 08149832:; <5=345>

& 以及在婴儿配方奶粉乳清产品中使用六偏磷酸钠 %

?1<567 012344567

@:A37:2398149832:

&'

据了解!磷酸氢二钾已经被允许在一些肉制品中作为螯合剂使用' 该规定于
!.B$

年
%

月
&

日生效'

(信息来源) 食品伙伴网
C

加拿大批准两种磷酸盐用于婴儿食品中
DEF*(GHC I!.#$-%-$JC 8229K**L:M4CN11<732:CL:2*

!"B$*"%*O!$P&QC827R
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