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人源解旋酶样转录因子的表达、纯化和功能研究
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准确而顺利的 -./ 复制对于细胞生存至关重

要。大量的外源性和内源性因素，例如核苷酸耗竭、

-./二级结构、蛋白质#-./复合物、-./碱基损伤

等都会对 -./复制造成压力，从而导致复制停滞Y"#!Z。

停滞的复制叉是一种非常不稳定的 -./ 结构，容

易导致 -./ 双链断裂和核溶解，从而导致基因组

不稳定，最终造成细胞死亡Y%#0Z。细胞进化出复杂的

机制来应对这些复制压力。其中，高度保守的真核生

物 -./ 损伤耐受通路（-./ M6>6DE H7NEG6:BE，--+）

通过易出错的跨损伤合成（HG6:KNEK57:KL:HCEK5K，+*;）

和无错误的模板转换 -./合成（HE>FN6HE KX5HBC，+;）

两条分支来恢复被中断的 -./ 复制Y&#[Z。解旋酶样

转录因子（CEN5B6KE#N5SE HG6:KBG5FH57: I6BH7G，)*+,）

在人类细胞的 --+ 通路中起到关键作用。--+ 中

+*; 分支与 +; 分支都是通过将增殖细胞核抗原

（FG7N5IEG6H5:D BENN :@BNE6G 6:H5DE:，\R./）高度保守的

*LK"[0 泛素化修饰而启动的。泛素连接酶 W6M"] 和

泛素结合酶 W6M[ 将该残基单泛素化修饰，启动 +*;

分支Y(Z。)*+, 具有泛素连接酶活性，它可进一步使

用 *LK[% 相连接的泛素链标记 \R./，启动无错误的

+; 分支。这一反应以单泛素化的 \R./ 为底物，还

需要泛素结合酶复合物 PVB"%#=>K!的共同参与Y]#"'Z。

除此之外，)*+,还能通过催化 /+\水解驱动复制叉

退行Y""Z。在停滞的复制叉处，+; 分支可通过复制叉

退行实现；复制叉退行也能保护停滞的复制叉Y!，"!#"%Z。

与)*+,在 -./ 复制压力应对中的关键功能一致，

研究发现 )*+,与早衰、神经系统疾病及多种癌症密
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切相关!"，"#$。

%&'(的分子量为 "") *+，是一个较为复杂的多

结构域蛋白。它由 %,-./ 结构域、0123 家族的 +/.

解旋酶结构域（0123 结构域）和嵌在其中的-,/4

结构域构成。0123 结构域驱动复制叉退行；-,/4 结

构域编码泛素连接酶活性；%,-./ 结构域在复制叉

退行中发挥关键作用!5，"6，7897:$。本课题组近期对 %&'(

的酵母同源蛋白 -;<8 的结构和功能研究为理解

%&'( 的功能机制提供了线索!75$。本研究表明，%&'(

与 -;<8 催化差异巨大的 =>/. 的泛素化修饰及复

制叉退行。因此，迫切需要对 %&'( 本身的结构和功

能研究以理解它在人体细胞的 +/. 复制压力应对

中发挥作用的机制。制备大量、高纯度且正确折叠

的 %&'( 对该研究至关重要。虽然已有研究人员利

用酵母表达系统表达并纯化 %&'(

!5$，但该表达系统

操作较为繁琐，蛋白产量也较为有限。与酵母表达

系统相比，细菌表达系统通常耗时更短、蛋白产量

更高。然而高等真核生物与细菌之间存在密码子偏

好性差异，可能会阻碍高等真核生物蛋白在细菌中

的表达。这些物种细胞中蛋白折叠环境的差异，也

可能导致在细菌中表达的高等真核生物蛋白不能

正确折叠!"?93"$。本课题组在前期研究中发现，通过优

化 %&'( 基因的密码子偏好性能够在大肠杆菌表达

系统中表达 %&'(

!"5$。本研究优化了 %&'( 的表达和

纯化方式，获得了大量高纯度的 %&'(。体外实验结

果发现，重组 %&'( 具有完整的生化活性，提示它是

正确折叠的。另外，结果发现 %&'( 在发挥泛素连接

酶活性时对底物 =>/. 与泛素的连接方式不敏感。

本研究提供了一种高效制备大量、高纯度且折叠正

确 %&'(的方法，并为深入理解其泛素连接酶活性提

供了线索，为 %&'( 的进一步研究奠定了基础。

! !"#$%

"@7 !"#$%&' 本研究对本课题组之前报

道的 %&'( 的表达和纯化方法进行了优化!75$。%&'(

基因的密码子偏好性优化有利于其在大肠杆菌中

表达，由化学方法合成（生工生物技术）。%&'( 的氨

基酸残基 )A97B76 对应的基因片段插入 CD'35; 载

体（/EF;GH1），构建 %&'( 的表达质粒。将质粒转化

大肠杆菌 I&J7 -EKHLL;（+D6）感受态细胞，在添加

6) MGN& 卡那霉素和 J8 MGN& 氯霉素的 &I 培养基

中培养，用终浓度为 B@J8 MMEON&的异丙基P!9+9硫

代半乳糖苷（IQE I;KQR）在 7A!诱导 7) S。收集的细

胞重悬在含有 3B MMEON& 'TQK（C% :U8）、VBB MMEON&

/;>O、7B MMEON& 苯甲基磺酰氟和 J MMEON& !9巯基

乙醇的缓冲液中，每克细胞使用 8B M&缓冲液重悬，冷

却到 )!，以 8B M&NMQ1 的流速通过 .%9JB7B 高压

破碎仪（.'0 D1GQ1HHTQ1G），破碎压力设为 ?BB 磅每

平方英尺。经过 V 次破碎循环后，细胞裂解液经过

78 BBB"G离心 8B MQ1，上清部分经过镍9次氮基三乙

酸纯化琼脂糖树脂（1QR*HO91QLTQOELTQ;RHLQR ;RQ<，/Q9

/'.，0M;TL 9&Q2HKRQH1RHK）、+D.D 柱 （%QLT;C +D.D

%=，4D %H;OLSR;TH）、0= 柱 （%QLT;C 0= %=，4D

%H;OLSR;TH）和分子筛柱（0WCHTEKH A 7BNVBB，4D %H;OLS

R;TH）依次纯化，得到纯度大于 ?8X的 %&'(蛋白。

从人乳腺癌 Y+.PYIPJ67 细胞的 R+/.文库

（天津医科大学于林教授赠送）中扩增出泛素、=>/.的

基因；从人乳腺癌 'P):+ 细胞的 R+/. 文库（天津

医科大学于林教授赠送）中扩增出 YMKJ 基因。

Z[R7V 基因密码子优化为利于在大肠杆菌中表达

（生工生物技术）。将泛素基因插入 CD'J5; 载体；将

YMKJ 基因插入 C'\[J 载体（/H] D1GO;1< IQEO;[K）；

将Z[R7V 基因插入 C'^[7 载体（/H] D1GO;1< IQE#

O;[K），构建表达质粒。将 (&.4 肽段寡核苷酸序列、

泛素基因、连接肽段（_`,=4a）核苷酸序列和 =>/.

基因插入 CD'35; 载体，构建 %QK9(&.49泛素9=>#

/. 融合蛋白表达质粒。上述重组蛋白均在大肠杆菌

I&37 -EKHLL;（+D6）细胞中表达。泛素和 %QK9(&.49

泛素9=>/. 融合蛋白均用 /Q9/'. 和分子筛柱纯

化（泛素蛋白用 0WCHT<Hb :8 ,1RTH;KH 7BN6BB，%QK9

(&.49泛素9=>/.融合蛋白用 0WCHT<Hb 3BB ,1RTH;KH

7BN6BB，均来自 4D %H;OLSR;TH）。YMK3和 Z[R76用几

丁质树脂（/H] D1GO;1< IQEO;[K）和分子筛柱（0W#

CHT<Hb :8 ,1RTH;KH 7BN6BB）进行纯化。

所有蛋白质在含有 3B MMEON& 'TQK（C% :U8）、

3BB MMEON& /;>O 和 3 MMEON& 二硫苏糖醇的缓冲液

中，用液氮速冻后保存在95B!。

7U3 .'= ()*+, .'= 酶活性实验中使用的

双链 +/. 是通过将互补寡核苷酸（.>>.4'#

4>>.4'4.' 和 .'>.>'44>.>'44'，生工生物

技术合成）加热至 ?8!，随后缓慢冷却至 )!生成。

实验采用丙酮酸激酶和乳酸脱氢酶耦联反应，通过

监测 /.+% 减少来测定 .'= 酶活性!33$。利用 WOLT;#

KCHR 37BB CTE 分光光度计（4D %H;OLSR;TH）来监测

/.+% 在 6)B 1M 处吸收值的变化。反应体系包括

3U8 "MEON& %&'(、)B MMEON& 'TQK（C% :U8）、8B MMEON&

/;>O、BU8 MMEON& .'=（0QGM;）、7 MMEON& 磷酸烯醇

式丙酮酸（0QGM;）、BU3 GN& /.+%（0QGM;）、5B 单位NM&

丙酮酸激酶（源叶生物）、7BB 单位NM& 乳酸脱氢酶

（源叶生物）、7B MMEON& YG>O

3

和不同浓度的双链

+/.。每次实验重复 6次，数据用`',=&c'分析（]]]U
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*+, -./0 !"#$%&'()* 实验反应体系

包括 12 ))&%3. /456（7-89:）、:;))&%<. =>?@、*A))&@<.

BC?@

1

、* ))&@3. D/E（F#C)>）、;9;1 )CGH. IFD、*

HHJ%3. K//、,, LHJ%3. 人源泛素激活酶（MIN*，O

PK FQ6"RH6）、SS8 LH&%3. MTU*,、SS8 LH&%3. BH61、

,, !H&%3.泛素和 1,, LH&%3. -./0。需要时，将单链

K=D（序列为 ///////?V/?//?VV?DD///////，

生工生物技术合成）或双链 K=D（与 D/E 酶活性实

验相同）加入反应体系中，终浓度为 S98 !H&%3.。

,;!孵育 *1 H5L 后，加入 FKFWEDVN 上样缓冲

液X1A HH&%3. /456W-?%（7- SYZ），[A HH&%<. K//，

A+Z\ FKF，2Y21\溴酚蓝，[\甘油]煮沸终止反应。通

过 FKFWEDVN 分析反应结果。

*Y[ -./0 +, E?=D -%&'./ 实验反应体

系包括 [2 HH&%G. /456（7-8Y:）、:2 HH&%G. =>?%、

*2 HH&%G. BC?%

1

、* HH&%G. D/E（F5CH>）、2Y*: !H&%G.

人源泛素激活酶（MIN*，OPK FQ6"RH6）、1 !H&%G.

MTU*,、1 !H&%G. BH61、*2 !H&%G. 泛素、2Y: !H&%G.

-./0 和 2Y2: !H&%G. -56W0.DVW泛素WE?=D 融合

蛋白。,2!孵育 ,2 H5L 后，加入 FKFWEDVN 上样缓

冲液煮沸终止反应。用抗 0.DV 抗体（>Z:^1，F5CH>W

D%_45U`）进行 aR6"R4b 印迹分析反应结果。

! !"

1+* 01-./0234567-89:;, KNDN

柱可去除 =5W=/D 纯化 -./0RU 蛋白时残留的大

量杂蛋白和错误折叠的蛋白。通过在纯化流程的

=5W=/D 柱步骤后添加 KNDN 柱步骤可以有效地

提高蛋白质的产量和纯化产物的纯度。优化的纯化

流程可从 8 . 的大肠杆菌培养液中制备 S HC 纯

度大于^:\的 -./0RU 蛋白（图 *D）。蛋白从 Fc7R4"

6&6R S *A<,AA分子筛柱的 *S H.处洗脱出来（图 *I），

与溶液中 -./0 蛋白的单体形式一致（预期分子量

为*A^ dK）。

注：De 用 Fc7R46&6R S *A<,AA柱纯化-./0RU蛋白的 FKFWEDVN分析fIe-./0RU蛋白在 Fc7R4&6R S *A3,AA柱上的洗脱图，-./0RU蛋白在 *S H.

处出峰

# " #$%&'($%&'(

&)* " +,-).)(/0)12 1. #$%&'( 3-10')2

1Y1 01 -./0 - D/E <=>?@ 在没有双链

K=D 时 -./0RU 只有非常小的 D/E 水解酶活性，

而当双链 K=D 存在时该活性被强烈地促进超过

,AA 倍（图 1）。数据分析显示当双链 K=D 存在时，

该活性的激活常数（g>）为（Z*Y[#*[Y*）bH&%3.，该反

应的最大反应比速率（定义为最大反应速率除以

-./0 的浓度，hH>i）为（[Y,#AY1）3H5L。这些数据表

明，-./0RU 具有强大的受双链 K=D 激活的 D/E 酶

活性，与其催化复制叉退行的功能一致。

1Y, 01 -./0 -%&AB>?@ -./0RU 可强

烈地促进泛素激活酶与 MTU*,WBH61 复合物催化

的自由泛素链的形成（图 ,），说明其具有很强的泛

素连接酶活性。笔者发现加入双链 K=D或单链 K=D

[:
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,:

,A

1:

1A

*:

*A

:

A

A , S ^ *1 *: *Z 1* 1[

D I

:

[

,

1

*

A

A :AA * AAA * :AA 1 AAA

K=D（!H&%3.）

注：误差条代表 ,次独立实验的标准差；反应比速率定义为反应

速率除以 -./0 浓度

# ! 456)*& #$%&'(& 6%++*,

&)* ! 456780)9,:/0'; 6%+/8' /(0)<)0= 1. #$%&'(

h&%cHL（H.）

龚晓昕，等Y人源解旋酶样转录因子的表达、纯化和功能研究!
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注：图中显示为反应后对泛素! "#$% 融合蛋白（&'("#$%）的

)*+,*-. 印迹分析；&'（/!0）!"1$2 代表带有 /!0 个泛素分子泛素

链的 "1$2

! ! "#$%&'"# ()*+$%&'()

%,- ! (.*+/01'234&5 6378/9:,;9,<,10<,31 :8 "#$%&'

会进一步促进泛素链的形成。这些数据表明，3456*7

具有较强的泛素连接酶活性，且可被 8$2激活。

9:; !" 3456#$ "1$2%&'()*+, 该

反应需要单泛素化的 "1$2 作为底物，在该底物中

泛素以共价键连接在 "1$2 的 <=; 号位赖氨酸的

侧链上。本研究使用类似的泛素!"1$2 融合蛋白作

为底物检测 3456*7 是否能催化 "1$2 的泛素链标

记。结果表明，3456*7 可与 >?+/、&'7<@、泛素激活

酶等蛋白协作，在泛素("1$2 融合蛋白底物上催化

"1$2的泛素链标记（图 ;）。这些数据表明，3456*7可

催化 "1$2 的泛素链标记，且对底物中泛素与 "1$2

的连接方式不敏感。

= *+

在常用的蛋白表达系统中，细菌表达系统所需

要的工作量和材料最少A/@(/;B。然而，由于真核生物和

细菌在密码子偏好性上存在差异，真核生物的蛋白

一般无法很好地在细菌中表达A9C(/<B。此外，由于细菌

与真核细胞中的蛋白折叠环境有很大的不同，一些

真核生物的蛋白即使能在细菌中表达，也可能无法

正确折叠从而缺乏生物活性A<DB。在细菌中表达来自

高等真核生物的大分子量多结构域蛋白尤其困难。

大分子量多结构域的人源 3456 蛋白在细胞的

8$2 复制压力应对中发挥关键作用，对它的结构和

功能研究急需建立大规模制备高纯度、折叠正确的

3456 的方法。本课题组前期的工作表明，通过优化

密码子偏好性可以在大肠杆菌中表达 3456。本研

究优化了从大肠杆菌中制备 3456 的方案，建立了

一个有效的制备大量、高纯度的 3456 的方法。更

为重要的是，体外实验表明制备的 3456 具有完整

的生物活性，提示它是正确折叠的。已有报道表明

3456 可以使用酵母表达系统表达AEB。该系统较为

耗时，转化、细胞培养及诱导蛋白表达需 / 周左右

的时间。另外，研究人员仅利用该系统纯化了少量

的 3456 进行功能实验，能否将该系统用于制备结

构研究所需的大量、高纯度、正确折叠的 3456 还

不清楚。与该方法相比，本研究建立的方法耗时更

短，细胞培养和诱导蛋白表达仅需 / F。而且，此方

法可以方便的制备 0!= ?G 的高纯度、正确折叠的

3456。因此，本研究提供了一个有效的方案来制备

正确折叠的 3456 蛋白，为该蛋白的结构和功能研

究奠定了基础。

3456 催化 "1$2 的泛素链标记反应以单泛素

化的 "1$2 作为底物，其生成需要 HIF<E、HIF=、"1"

$2和复制因子 1（-*JKL7I,LM. NI7,M- 1，H61）将 "1$2

加载到双链 8$2上AE，90B。3456的酵母同源蛋白HIF0

催化类似的反应，也需要一组相似的蛋白因子A9=B。然

而，研究表明 HIF0对泛素与 "1$2 之间的连接方式

并不敏感，可以将泛素("1$2 融合蛋白作为底物来

催化 "1$2 的泛素链标记。本研究发现 3456同样

对泛素与 "1$2之间的连接方式不敏感，泛素("1$2

融合蛋白也可作为 3456 催化 "1$2 泛素链标记反

应的底物。本课题组最近发现，HIF0 和3456 以截

然不同的机制催化 "1$2 的泛素链标记。HIF0 通过

其 3OH2$ 结构域招募 "1$2 并对其泛素化，而

3456 的 3OH2$ 结构域与 "1$2 没有相互作用A<EB。

有意思的是，本研究表明，3456和 HIF0催化的差异

巨大的 "1$2 的泛素链标记反应对泛素("1$2 连

注：图中显示对反应的 P8P("2QR 分析，用考马斯亮蓝染色检

测蛋白。++：单链 8$2；F+：双链 8$2；&'：泛素；&'9(S：含有 9 或 S

个泛素基团的泛素链；&TR<：人源泛素激活酶

! = "#$%&',- >:'?=/@ABC./012345&'67

%,-= D<,A970<,31 3E E4&& 9:,;9,<,1 '20,1 E34A0<,31 '0<078F&5 :8

>:'G=/@ABC '3A67&H <2439-2 "#$%&'
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接方式均不敏感。这一发现为深入理解 !"#$ 和

%&'( 催化的 )*+, 泛素链标记反应的机制提供线

索，也提供一种操作简便的实验体系来研究 %&'-

催化的 )*+. 泛素链标记反应。
!"#$%
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龚晓昕，等7人源解旋酶样转录因子的表达、纯化和功能研究!
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