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Bre1 与 Rad6 形成的复合物的表达、纯化和结晶
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摘要 目的：建立 Bre1 及 Rad6 的表达和纯化方法，构建 Bre1-Rad6 的复合物，寻找复合物的结晶条件，为使用 X 射线晶体学

的方法解析复合物的结构奠定基础。方法：使用大肠杆菌表达系统表达蛋白质；使用共纯化的方法组装复合物；使用气象扩散

的方法结晶复合物。结果：建立了来源于 Lodderomyces elongisporus 的 Bre1（LeBre1）氮端与 Rad6 相互作用的结构域（RBD）
和 Rad6（LeRad6）在大肠杆菌中大量表达的方法；通过使用共纯化的方法，成功组装了 LeBre1 RBD-Rad6 复合物，并进一步通

过两步凝胶过滤层析纯化的方法精细纯化，获得了纯度超过 95%的蛋白复合物；使用气象扩散的方法结晶复合物，在 18℃通过

对 1 000 多个结晶条件的筛选，确定了复合物的两种结晶条件，进一步对该条件优化，获得了质量相对较好的晶体。结论：成功

的构建了 LeBre1 RBD-Rad6 复合物的表达、纯化和结晶的方法，为使用 X 射线晶体学方法解析复合物的结构奠定了基础。
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Expression，purification and crystallization of Bre1-Rad6 complex
ZHAO Jia-qi，SHI Meng，XIANG Song
（Department of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，
China）
Abstract O bjective：To establish the expression，and purification protocol for the Bre1 -Rad6 complex，construct the Bre1 -Rad6
complex; search for its crystallization condition to provide a starting point for structure determination of the complex with X -ray
crystallography.Methods：The Escherichia coli host was used for the recombinant expression of protein，the complex was assembled by co-
purification，the vapor diffusion method was used for complex crystallization. Results：The Lodderomyces elongisporus Bre1（LeBre1）
N-terminal Rad6 binding domain（RBD）and Rad6（LeRad6）can be expressed separately in large amounts in Escherichia. coli cells.
The LeBre1 RBD-Rad6 complex was assembled with affinity co-purification. The complex was further purified to more than 95% purity
with two-step gel filtration chromatography. The compound was crystallized by the method of meteorological diffusion. More than 1 000
crystallization conditions were screened at 18℃，two crystallization conditions for the complex were identified. After optimizing the
crystallization condition，relatively good quality crystals were obtained. Conclusion：The expression，purification and crystallization
protocol for the LeBre1 RBD-Rad6 complex is established. Such protocol provides a starting point for future structural determination of the
complex with X ray crystallography.
Key words Bre1；Rad6；ubiquitination；protein purification；protein crystallization

真核生物中，遗传物质 DNA 缠绕在核小体蛋白

核心上，构成染色质的基本单元核小体。核小体蛋

白核心通常由两个拷贝的核小体蛋白 H2A、H2B、
H3 和 H4 构成[1]。核小体蛋白质的翻译后修饰在基

因表达、DNA 损伤应对等重要机制中发挥关键功

能[2-3]。核小体蛋白的泛素化修饰是一种常见的翻译

后修饰[4]。核小体泛素化修饰是发生在 H2B 蛋白的

一个保守的 Lys 位点（酿酒酵母 H2B 的 Lys120位
点，人源 H2B 的 Lys123 位点）上的单泛素修饰

（H2Bmono-ubiquitination，H2Bub1）[5-6]。H2Bub1 在

基因转录的起始和延伸、DNA 复制、DNA 损伤修

复、减数分裂等重要过程的调控中发挥重要功

能 [5-10]。与它的重要功能一致，人体中 H2Bub1 的紊

乱与包括肿瘤在内的多种疾病密切相关[10-13]。

在模式生物酿酒酵母（Saccharomyces cerevisi－
ae，Sc）中，H2Bub1 是由泛素链接酶（E3 酶）Bre1 和

泛素结合酶（E2 酶）Rad6 共同催化的[14-15]。Bre1 和

Rad6 在真核生物中高度保守。在人体中，有两个

Rad6的同源蛋白质，Rad6A和 Rad6B；以及两个 Bre1
的同源蛋白质，RNF20 和 RNF40[16-17]。Bre1、RNF20
和 RNF40 属于 RING 家族的 E3 酶，它们的 C 末端

含有一个 RING 结构域。在泛素化反应的过程中，

天津医科大学学报
Journal of Tianjin Medical University

第 29卷 1期
２０23 年 1 月

Ｖｏｌ． 29熏 Ｎｏ． 1
Jan. ２０23 83



物种

DNA 模版来源

5′端引物

3′端引物

表达载体

表达宿主

重组蛋白的氨

基酸残基序列

LeBre1 RBD
Lodderomyces elongisporus
Lodderomyces elongisporus genomic DNA
GAAGGAGATATACATATGATGAGTGTGGATACTGACAAC
GTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATGGCGTCTGGGACTCGACTTT
pET-26b（+）
BL21（DE3）Rosetta
MSVDTDNRKRLLDSEPIDSLKRLKKALDELSTEGPLTQADVVYF
KKEAIWRQMISYKQQVLKLKGEVKRLSRDCESLKHIVTVLTAW
YDEILLLFDELGDDDGILVAFDDSENSNIKVDEKLQNIRTKLSRA
ISLKNIGSLDLAKLQELSLLKSQNQILAKDNVALSDKIINLESELQ
ELLHDQERDRSVTLKRVDDSRKEVNSLEQQEKGKVKVESQTP

LeRad6
Lodderomyces elongisporus
Lodderomyces elongisporus genomic DNA
CGCGGCAGCCATATGATGTCTACACCGGCCAAACGC
GTGGTGGTGCTCGAGTTATTCCTCCTCGTCCTCCTC
pET-28a（+）
BL21（DE3）Rosetta
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSTPAKRRLMRDFKRM
QQDPPSGVLALPLPDNVMKWNAVIIGPLETPFEDGTFRL
LLQFDEQYPNKPPLVKFISEIFHPNVYASGELCLDILQNR
WSPTYDVLSILTSIQSLLNDPNIQSPANVEAANLYRDHRS
QYVKRVRETVETSWNDESSDEEDSEEEDEEE

表 1 LeBre1 RBD与 LeRad6的表达质粒构建

Tab 1 Expression plasmid construction of LeBre1 RBD and LeRad6

RING 结构域诱导泛素～E2 酶复合物的活性构象，

促进泛素向底物的转移[18]。除了 RING 结构域之外，

Bre1 的 N 端还含有一个 Rad6 结合结构域（Rad6
binding domain，RBD）[19-20]。该结构域不仅介导与

Rad6 的相互作用，也促进 Rad6 的 E2 酶活性[20]。到

目前为止，由于缺乏结构的信息，Bre1 的 RBD 与

Rad6 相互作用并促进其活性的分子机制还不清楚。

本研究建立了真菌 Lodderomyces elongisporus 来源

的 Bre1（LeBre1）RBD 与 Rad6（LeRad6）形成的复合

物的表达、纯化和结晶的方法。这样的工作为使用 X
射线晶体学的方法解析该复合物的结构奠定了基础。

复合物的结构将促进对 Bre1 RBD的功能的理解。

1 材料和方法

1.1 复合物的表达和纯化 LeBre1 RBD（氨基酸残

基1-220）和 LeRad6对应的基因片段从 Lodderomyces
elongisporus 基因组中通过聚合酶链式反应扩增

得到，分别插入载体 pET-26b（+）（Novagen）和

pET-28a（+）（Novagen）中。重组的 LeBre1 RBD 不

含标签，而 LeRad6 的 N 端含有一个组氨酸标签

（表 1）。

为表达 LeBre1 RBD 和 LeRad6，构建的 LeBre1
RBD 及 Le Rad6 的质粒通过热击的方法转入大肠

杆菌 BL21 Rosetta（DE3）菌株的感受态细胞中（天

根生化科技有限公司）。其步骤如下：冰上融化 50
μL 感受态细胞并加入 2 μL 重组质粒，轻轻混匀；

冰上静置 20 min 后，在 42℃热激 60 s；随后在冰上

继续静置 3 min，加入 600 μL LB 培养基于 37℃
轻微震荡培养 60 min；通过离心（5 000 r/min，离心

1 min）收集细胞，将细胞重悬于 100 μL LB 培养基

中，均匀涂在含有 34 mg/L 的卡那霉素及 25 mg/L
的氯霉素的 LB-argar 平板上；37℃过夜培养。随后，

挑取两种细胞平板上的单克隆，在含有 34 mg/L 的

卡那霉素及 25 mg/L 的氯霉素的 LB 培养基中分别

培养，培养温度为 37℃。当细胞培养液在 600 nm 的

吸光度到达 1.0 之后，在培养液中加入 0.25 mmol/L
异丙基 β-D-1-硫代半乳糖苷（美仑生物）诱导蛋

白表达。细胞继续在 16℃培养 12 h 后，离心收集

（4 000 r/min，离心 30 min）。
为纯化复合物，表达 LeBre1 RBD 和 LeRad6 的

细胞按约为 3 ∶2 的比例在含有 20 mmol/L Tris
（pH7.5）、300 mmol/L 氯化钠和 10 mmol/L β-巯基

乙醇的缓冲液中重悬混合，通过 AH-2010 高压裂胞

仪（ATS Engineering）裂解（压强 1 000 bar，重悬液

通过 3 次）。裂胞液经过 16 000×g 离心 45 min 后，

上清中的 LeBre1 RBD-Rad6 复合物通过镍-氨基三

乙酸琼脂糖（Smart Lifesciences）亲和纯化。LeBre1
RBD-Rad6 复合物进一步通过两步凝胶过滤柱

精细纯化，第一步和第二步分别使用了 superdex
100 10/300（GE Healthcare）和 superdex 75 10/300
（GE Healthcare）凝胶过滤层析柱。纯化后的复合物

浓缩至 10 g/L，置于含有 20 mmol/L Tris（pH7.5）、
200 mmol/L 氯化钠和 2 mmol/L 二硫苏糖醇的缓冲

液中，在液氮中速冻，保存于-80℃。

1.2 复合物的结晶 LeBre1 RBD-Rad6 复合物采

用气相扩散坐滴法结晶，使用 48 孔的结晶板（博亚

捷晶科技有限公司）。在结晶条件初筛时，结晶液滴

包括 0.5 μL 的蛋白溶液和 0.5 μL 的结晶溶液，结

晶液滴与 70 μL 的结晶溶液封闭在一个密闭的结

晶孔中。在优化结晶条件时，结晶液滴包括 1 μL 的

蛋白溶液和 1 μL 的结晶溶液，结晶液滴与 100 μL
的结晶溶液封闭在一个密闭的结晶孔中。

2 结果

2.1 复合物的表达和纯化 本实验初期尝试了

ScBre1 RBD 与 Rad6 形成的复合物的结晶，但是没
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有获得晶体。通过序列对比发现，LeBre1 RBD 与

ScBre1 RBD 之间有 44%的序列同源性（图 1A），

LeRad6 与 ScRad6 之间有 91%的序列同源性（图

1B）。因此，尝试了 LeBre1 RBD-Rad6 复合物的表

达、纯化。

通过基因克隆技术构建了 LeBre1 RBD 和

LeRad6 的表达质粒，在 LeRad6 的氮端引入了一个

组氨酸标签以便于对复合物的亲和纯化。使用大肠

杆菌 BL21 Rosetta（DE3）细胞分别表达 LeBre1 RBD
和 LeRad6。使用共纯化的方法组装复合物，通过混

合表达 LeBre1 RBD 和 LeRad6 的细胞裂解液，利用

融合在 LeRad6 氮端组氨酸标签与镍-氨基三乙酸

琼脂糖之间的相互作用，从细胞裂解液中纯化 Le－
Bre1 RBD-Rad6 的复合物。结果表明 LeBre1 RBD
和 LeRad6 可以在大肠杆菌 BL21 Rosetta（DE3）细

胞中高度表达，并可通过共纯化的方法组装复合

物、去除大部分大肠杆菌中的无关蛋白质。复合物

通过进一步的两次分子筛纯化，达到了 95%以上的

纯度（图 2A）。复合物在最后一个凝胶过滤层析柱的

洗脱峰较为对称，提示它在溶液中的构象均一（图

2B）。通过该方法，可以从 10 L 的大肠杆菌培养液

中获得 5 mg 高纯度的 LeBre1 RBD-Rad6 复合物。

2.2 复合物的结晶 由上述方法获得的 LeBre1
RBD-Rad6 复合物的纯度及它在溶液中的均一性

注：A：LeBre1 RBD 与 ScBre1 RBD 的序列比对；B：LeRad6 与 ScRad6 的序列比对

图 1 LeBre1 RBD、LeRad6与 ScBre1 RBD、ScRad6的序列比对

Fig 1 Sequence alignment of Bre1 RBD and Rad6 from Lodderomyces elongisporus and Saccharomyces cerevisiae

注：A：纯化的 LeBre1 RBD-Rad6 复合物的变性凝胶电泳分析；B：LeBre1 RBD-Rad6 复合物在纯化最终步骤分子筛柱上的洗脱图

图 2 LeBre1 RBD-Rad6复合物的纯化

Fig 2 Purification of the LeBre1 RBD-Rad6 complex

表明它适用于结晶实验。通过使用 Hampton Re
search（包括结晶初筛试剂盒 crystal screen Ⅰ/Ⅱ、

crystal screen Lite/Cryo、PEG/Ion Screen 和 PEG/Ion
2 Screen、Index、SaltRx、Natrix）、Emerald BioSystems
（包 括 结 晶 初 筛 试 剂 盒 Wizard Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ）、

Molecular Dimensions（包括结晶初筛试剂盒 JCSG-
plus）、QIAGEN 公司（包括结晶初筛试剂盒 Nextal－
Tubes ProComplex Suite） 的结晶初筛试剂盒，在

18℃的结晶温度筛选了超过 1 000 个结晶条件，获

得了两个复合物的结晶条件。这两个条件分别为：
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（1）PEG/Ion2 试剂盒的第 19 号条件（结晶温度为

18℃），结晶溶液包括 0.1 Msuccinic acid（pH7.0）和

12% w/v polythylene glycol 3350。（2）Index 试剂盒的

第 62 号条件（结晶温度为 18℃），结晶溶液包括 0.1
mol/L Tris（pH 8.5）、0.2 mol/L Trimethylamine N-oxide
dihyrate 和 20% w/v polythylene glycol monomethyl
ether 2000。

由结晶粗筛试剂盒得到的晶体较小。为获得较

大的晶体用于 X 射线晶体学的研究，系统的尝试了

改变结晶条件的温度及溶液的浓度，筛选可产生较

好的晶体的结晶条件。通过这样的的优化，获得了

质量较好的两种晶体。这两种晶体形状相似，均为

钻石状。其中，条件 1 得到的晶体较大，最长的维度

约为 100 μm（图 3A）。条件 1 的结晶溶液配方为：

0.1 Msuccinic acid（pH6.7）、13% polythylene glycol

3350；结晶温度为 4℃。条件 2 得到的晶体较小，最

大的维度为 30 μm（图 3B）。条件 2 的结晶溶液配方

为：0.1 mol/L Tris（pH 8.5）、0.2 mol/L Trimethylamine
N-oxide dihyrate、12% w/v polythylene glycol mono-
methyl ether 2000；结晶温度为 18℃。这两种晶体均

在设置好结晶实验后 2～3 d 后出现，在 7～10 d 内长

到最大状态。

为确定晶体中含有 LeBre1 RBD-Rad6 复合物，

运用变性凝胶电泳分析了晶体的组分。捞取了条件

1 的 3 个较大晶体，用结晶溶液清洗并将其溶于水

中，通过变性凝胶电泳分析晶体的溶解液。电泳实

验表明，溶液中含有明显的 LeBre1 RBD 和 LeRad6
的组分，表明晶体由 LeBre1 RBD-Rad6 复合物构成

（图 3C）。条件 2 产生的晶体较小，晶体捞取较为困

难，未能完成类似的分析。

注：A：结晶条件 1 产生的晶体；B：结晶条件 2 产生的晶体；C：结晶条件 1 产生的晶体的变性凝胶电泳分析（分析中包括了纯化的复合物作

为对照）

图 3 LeBre1 RBD-Rad6复合物的结晶

Fig 3 Crystallization of the LeBre1 RBD-Rad6 complex

3 讨论

生物大分子的结构决定它们的功能。解析生

物大分子的结构是理解它们行使功能机制的重要

步骤。生物大分子的结构研究有 3 种常用的手段：

X 射线晶体学、核磁共振和冷冻电镜。到目前为止，

据蛋白质数据库（www.rcsb.org）统计，X 射线晶体

学贡献了解析的生物大分子结构约 86%以上，是

一种成熟且被广泛使用的生物大分子的结构研究

手段。使用 X 射线晶体学的方法解析生物大分子

的结构研究通常有两个瓶颈：获得高纯度且较大

量的生物大分子用于结构研究；获得这些生物大

分子的晶体[21]。一般而言，突破这两个瓶颈后，研

究会顺利进行。

模式生物酿酒酵母的泛素连接酶 Bre1 和泛素

结合酶 Rad6 介导的核小体蛋白 H2B 的单泛素修

饰在多个重要生命通路中发挥重要功能[5-10]。Bre1

是一个多结构域的复杂蛋白质，除了其 C 端的催化

RING 结构域之外，Bre1 的 N 端 RBD 与 Rad6 结合

并调节其活性[19-20]。因此，理解 Bre1 的 RBD 与 Rad6
结合并调控其活性的机制是理解 Bre1-Rad6 相关

通路的重要方面。通过晶体学的方法解析 Bre1 RBD
与 Rad6 形成的复合物的结构，可为理解这些机制

提供非常有用的线索。这样的研究也将促进对人体

中 Bre1 的同源蛋白质 RNF20/RNF40 如何与 Rad6
的同源蛋白质 Rad6A/B 催化 H2B 单泛素反应的认

识，以及对相关疾病的理解。本研究力图解决 Bre1
RBD-Rad6 复合物的结构研究中的两个瓶颈：复合

物的纯化以及复合物的结晶。

虽然已报道 ScBre1 RBD-Rad6 的表达和纯化

方法[20]，但是本课题组大量的结晶实验表明，该复合

物非常难以结晶。由于 Bre1 和 Rad6 在真核生物中

高度保守，研究其他物种的 Bre1 RBD-Rad6 复合物
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的结构也可有助于对酿酒酵母 Bre1/Rad6 及它们的

人体同源蛋白质 RNF20/40 和 Rad6A/B 的结构和功

能的理解。序列分析表明，LeBre1 RBD 及 LeRad6
与 ScBre1RBD 和 Rad6 有非常高的同源性，提示它

们可作为一个很好的研究 Bre1 RBD-Rad6 复合物

的模型。本研究通过使用大肠杆菌表达系统，亲和

纯化、凝胶过滤层析，获得了较大量高纯度的

LeBre1 RBD-Rad6 复合物；通过气相扩散法，得到

了两种晶体。结晶溶液中含有较高浓度的盐、高分

子化合物等成分，可能会导致复合物的解离。因此，

有必要分析晶体中是否含有完整的复合物或仅含

有它的组分之一。变性凝胶电泳分析表明，结晶条

件 1 产生的晶体中含有 LeBre1 RBD 和 LeRad6，提
示它含有 LeBre1 RBD-Rad6 复合物。由于结晶条件

2 产生的晶体较小，未能收集这些晶体作类似的分

析。但是，复合物纯化实验表明 LeBre1 RBD 可以

和LeRad6 形成稳定的复合物；而且，结晶条件 2 产

生的晶体与结晶条件 1 产生的晶体形状较为相似。

这些数据提示条件 2 产生的晶体很可能也含有 Le－
Bre1 RBD-Rad6 的复合物。

综上所述，本研究成功建立了一种真菌来源的

Bre1 RBD-Rad6 复合物的表达和纯化的方法，并获

得了该复合物较好的晶体。该晶体将为接下来使用

X 射线晶体学的方法解析其结构奠定基础。另外，复

合物的表达和纯化也可为接下来对它的生物化学/
生物物理研究奠定基础。因此，本研究为理解 Bre1
RBD 与 Rad6 相互作用并调控其功能的机制铺垫了

道路。
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