
     2012, Vol. 33, No. 07 食品科学 ※生物工程198

重组融合蛋白MBP-BSH在大肠杆菌中的
表达及其纯化、功能鉴定

黄 茜 1，黄 璐 1，潘道东 1,2，杨 瑶 1,*
(1.南京师范大学 国家乳品加工技术研发分中心，江苏 南京      210097；2.宁波大学海洋学院，浙江 宁波     315211)

摘   要：选择 IF2 融合标签，另选择含 SUMO、GST、NusA 和 MBP 融合标签的质粒构建表达载体。SDS-PAGE
电泳结果显示，重组菌 Escherichia Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)的诱导表达细胞提取液上清出现了明显的融合蛋白

MBP-BSH 条带，经诱导表达条件优化后，MBP-BSH 可溶性大幅度提高。用 Ni-NTA Resin 和 Amylose Resin 分别

进行目标蛋白纯化，结果显示前者效果更好，并且 C 端融合 His-Tag 更有利于其与 Ni 离子结合，MBP-BSH 蛋白

纯化量更大，杂带更少。茚三酮显色反应测定酶活力，结果显示纯化后的 MBP-BSH 的酶比活力为 2.4282U/mg。
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Abstract ：The protein BSH, from Lactobacillu plantarum Y1, can form inclusion body when expressed in E. coli. The fusion

tag IF2 can improve its solubility on the basis of our previous studies. In the present study, five fusion tags such as SUMO,

GST, NusA, MBP and IF2 were used to improve the solubility of BSH. The results showed that an obvious protein band of

MBP-BSH in the culture supernatant of recombinant E. coli Rosetta (DE3) (pLS932-BSH)was observed during the examination

of SDS-PAGE. However, after induction, its solubility was greatly improved. Meanwhile, Ni-NTA resin exhibited better

purification efficiency for MBP-BSH protein than Amylose resin. In addition, His-Tag linked at the C-terminal was favorable

for the binding of nickel ions and as a result, MBP-BSH containing less impurities was obtained in a higher yield. The enzymatic

activity of purified BSH was 2.4282 U/mg (115.14 AU/mg) as determined by ninhydrin color reaction.
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血清中高胆固醇含量被认为是诱发高血压、冠心病

等众多心血管疾病的重要因素，因此,  降低血清胆固醇

水平直接关系到人类的健康，也是目前科学研究工作的

热点之一。1984 年，Gilliland 等[1]报道, 分离自猪粪便

的 Lactobacillus acidophilus RP32 在实验条件下生长能

够吸收培养基中的胆固醇。自此，一些具有降低血清

中的胆固醇功能的乳酸菌相继被报道[2]。

目前，胆盐水解酶(bile salt hydrolase，BSH，EC

3.5.1.24)活性测定被普遍认为是筛选具有降胆固醇功能乳

酸菌的一个条件[2]，已有一些不同来源的 BSH 酶得以纯

化和鉴定[3-5]。但是，BSH 酶的异源重组表达的研究报

道较少，多个报道结果显示重组的 BSH 以包涵体的形式

存在[6 -7 ]，这为 BS H 蛋白功能的鉴定造成困难，目前，

尚未发现重组 BSH 蛋白被测到胆盐水解酶活性的报道。

因此，提高重组 BSH 蛋白可溶性这一关键点急待解决。

本课题组报道了植物乳杆菌 Lactobacillu plantarum Y1
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菌株 bsh 基因克隆至表达载体 pET-28a，原核表达的重

组蛋白为包涵体，而选择含 IF2 融合蛋白标签的质粒构

建表达载体获得的融合重组蛋白细胞上清液中出现目标

蛋白，可溶性得到提高 [ 7 ]。在此基础上，本研究选择

另外 4 种含融合标签 SUMO、GST、NusA 和 MBP 的

质粒构建表达载体，以期为提高重组蛋白的可溶性，纯

化后蛋白尽快确定其胆盐水解酶的功能提供参考。

1 材料与方法

1.1 菌株及质粒

供试菌株和质粒及其特性说明见表 1。植物乳杆菌

L.plantarum Y1 于 MRS 培养基 37℃静置培养。E. coli
菌株于 LB 培养基上 37℃振荡培养过夜。所需抗生素为

100μg/mL 氨苄青霉素、30μg/mL 卡那霉素。固体培养

基是在上述培养基中加入 2g/100mL 的琼脂。

1.2 试剂

限制性内切酶 BamHⅠ和 XhoⅠ、250bp DNA Lad-
der Marker、λ/HindIII DNA Marker、pMD18-TTA 克

隆试剂盒、质粒提取试剂盒和 DNA 凝胶回收纯化试剂

盒    宝生物工程(大连)有限公司；Protein Marker Mid
Range、氨苄青霉素、卡那霉素    上海生工生物工程技

术有限公司；酵母粉、胰蛋白胨    英国 Oxoid 公司；

T4 DNA 连接酶    美国 New England Biolabs 公司；Amy-
lose Resin、Ni-NTA Resin    德国 Novagen 公司。

1.3 bsh 基因的克隆及测序

PCR上游引物BSH1序列5′-GGGGGATCCATGTGTA
CTGCCATAACTTATC-3′，划线处为 BamH Ⅰ酶切位

点；下游引物有 B S H 2 和 B S H 2 2 两个，序列分别为

表 1 实验所用菌株和质粒

Table 1   Strains and plasmids used in this work

注：Apr. 具有氨苄青霉素抗性；Kanr. 具有卡那霉素抗性；m-MBP. 具有 MBP 双突变 A317V/I322V。

菌株或质粒 特性说明 来源

菌株

L.plantarumY1 具有高效体外降胆固醇能力[7] 实验室筛选保藏

E.coli DH10B 亚克隆操作宿主细胞 实验室保藏

E.coli Rosetta(DE3) 含稀有密码子，表达宿主细胞[7] 实验室保藏

质粒

pMD18-T Apr，lacZ 日本TaKaRa公司

pLS922 Kanr，含融合标签 SUMO，12kD[8] 尚广东博士馈赠

pLS932 Kanr，含融合标签 MBP，42kD，靶蛋白 N 端 His-Tag[9] 尚广东博士馈赠

pLS942 Kanr，含融合标签 IF2，18kD[10] 尚广东博士馈赠

pLS952 Kanr，含融合标签 NusA，55kD[11] 尚广东博士馈赠

pLS962 Kanr，含融合标签 GST，26kD[12] 尚广东博士馈赠

pLS1802 Kanr，含融合标签 m-MBP[13] 尚广东博士馈赠

pLS1902 Kanr，含融合标签 MBP，靶蛋白 C 端 His-Tag[14] 尚广东博士馈赠

pLS932-BSH Kanr，融合蛋白 6 × HIS-MBP-BSH 本实验构建

pLS1902-BSH Kanr，融合蛋白 MBP-BSH-6 × HIS 本实验构建

pLS1802-BSH Kanr，融合蛋白 6 × HIS-mMBP-BSH 本实验构建

5′-GGGCTCGAGGTTAACTGCATAGTATTGTGC-3′和
5′-GGGCTCGAGGACTGCATAGTATTG TGC-3′，划线处

均为 Xho Ⅰ酶切位点，BSH22 中不含 bsh 基因终止密码

子，便于 C 端含 6 × HIS 标签的重组融合蛋白表达，引

物由上海生工生物工程技术有限公司合成。提取植物乳

杆菌 L.plantarum Y1 基因组 DNA 为模板，PCR 扩增 bsh
基因 (GenBank 登录号 HM163165)，反应产物按 DNA 胶

回收试剂操作说明进行纯化回收，构建 pMD18-T-BSH
重组质粒，测序已完成 [ 7 ]。

1.4 重组融合蛋白表达质粒的构建

分别用 BamHⅠ/ XhoⅠ限制性内切酶双酶切方法 1.3 节

获得的 pMD18-T-BSH 切下 bsh 基因序列并割胶回收，与

同样酶切的含 His-Tag 和不同融合蛋白标签的表达载体

(表 1)16℃连接反应过夜，将 bsh 基因插入相应表达载体

启动子下游，构建融合蛋白表达质粒，转化 E.coli 10B
感受态，涂布于含 30μg/mL 卡那霉素的 LB 平板上，挑

选菌落、质粒抽提并经酶切鉴定筛选阳性单克隆。

1.5 重组融合蛋白的诱导表达及 SDS-PAGE 分析

将重组表达质粒转化感受态 E.coli Rosetta(DE3)菌
株[7]，挑取单个菌落，接种于 3mL 含 30μg/mL 卡那霉素

的 LB 培养基中，37℃振荡培养过夜，再以体积比 2:100
的比例转种于 5mL 含 30μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基中，

培养至 A 600nm 值为 0.6～0.8 时，加入 IPTG 至终浓度为

1mmol/L，37℃振荡培养 3h。离心收集细菌沉淀，按

体积比 10:1 的比例加入 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH8.0)
中，超声破碎细菌，SDS-PAGE 电泳分析蛋白表达情况。

取诱导表达3h的细菌沉淀超声破碎产物4℃、12000×g离心

15min，分别收集上清和沉淀，加入SDS-PAGE 电泳上样
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缓冲液，检测上清和沉淀中重组蛋白的表达 [ 1 5 ]。

1.6 重组融合蛋白的纯化

1.6.1 基于 MBP 标签亲和层析的纯化

将 100μL 的 Amylose Resin 加入 1.5mL 离心管中，

加入 1mL Loading Buffer(20mmol/L Tris-HCl (pH7.4)、
0.2mol/L NaCl、1mmol/L EDTA)，轻弹混匀，4℃静置

10min，再 2000r/min 离心 5min，弃上清，重复 1 次，

平衡树脂；加入超声处理后的蛋白上清液 1 m L，混匀

后，4℃静置 1h，再 4000r /min 离心 5min，取上清；

再加入 1mL Wash Buffer(20mmol/L Tris-HCl (pH7.4)、
2mol/L NaCl、1mmol/L EDTA)混匀，4℃静置 10min，
再 2000r/min 离心 5min，弃上清，重复 1 次；加入 100μL
Elution Buffer(10mmol/L 麦芽糖、20mmol/L Tris-HCl
(pH7.4)、2mol/L NaCl、1mmol/L EDTA)，混匀，4℃
静置 1h，再 4000r/min 离心 5min，取上清。收集各阶

段样品进行 SDS-PAGE 电泳检测。

1.6.2 基于 His-Tag 标签亲和层析纯化

将 100μL 的 Ni-NTA Resin加入 1.5mL 离心管中，加

入 Loading Buffer(5mmol/L 咪唑、300mmol/L NaCl，
pH8.0)轻弹混匀，4℃静置 10min，于 2000r/min 离心

5 mi n，弃上清，重复一次，平衡树脂；加入超声处理

后的蛋白上清液 1mL，混匀后，4℃静置 1h，4000r/min
离心 5min，取上清；再加入 1mL Wash Buffer(20mmol/L
咪唑、300mmol/L NaCl，pH8.0)混匀，4℃静置 10min，
2000r /min 离心 5min，弃上清，重复 1 次；最后，用

100μL Elution Buffer(250mmol/L 咪唑、300mmol/L
NaCl，pH8.0)洗脱。收集各阶段样品进行 SDS-PAGE 电

泳检测。

1.7 MBP-BSH 酶蛋白活性的鉴定

1.7.1 氨基酸标准曲线的制作

参考文献[16]方法，以 A 570nm 为纵坐标，氨基酸含

量为横坐标，绘制氨基酸标准曲线。

1.7.2 胆盐水解酶酶活测定

参考文献[17]方法并改进：将 1.6.2 节纯化后蛋白样品

50μL，加入到含底物牛磺胆酸钠的磷酸盐缓冲液(pH6.0)
中，酶反应体系 1mL，牛磺胆酸钠终浓度为 0.3mmol/L。
酶反应液置于 37℃、140r/min 振荡反应 1h。立即加入

50μL 80% 三氯乙酸溶液混匀 1min 终止反应，12000 × g、
4℃离心 10min，吸取 1mL 反应上清液，与 0.5mL 茚三

酮显色剂混匀，沸水浴 3 0 mi n 待样品显色，冷却，加

入1.25mL 40%乙醇振荡均匀，静置10min，在波长570nm
处测定样品的吸光度。将 1min 生成 1μmol 的氨基酸定

义为 1 个酶活力单位。

2 结果与分析

2.1 MBP-BSH 蛋白的重组表达

载体酶切图谱如图 1 所示，将获得的重组表达质粒

先后电转化 E.coli  Rosetta(DE3)，得到重组菌 E.coli
Rosetta(DE3) (pLS922-BSH)、E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-
BSH)、E.coli Rosetta(DE3) (pLS952-BSH)和 E.coli Rosetta
(DE3) (pLS962-BSH)。以E.coli Rosetta(DE3) (pLS942-BSH)
诱导表达样品做对照，对相同诱导条件下表达后重组菌

细胞提取液进行 SDS-PAGE 分析，结果见图 2。

M. 蛋白质分子质量标准；1. 含 pLS922-BSH 重组菌全蛋白；2. 含 pLS922-
BSH 重组菌细胞上清液；3. 含 pLS932-BSH 重组菌全蛋白，箭头指融

合蛋白 MBP-BSH；4. 含 pLS932-BSH 重组菌细胞上清液，箭头指融合

蛋白 MBP-BSH；5. 含 pLS952-BSH 重组菌全蛋白；6. 含 pLS952-BSH
重组菌细胞上清液；7. 含 pLS942-BSH 重组菌全蛋白，箭头指融合蛋白

IF2-BSH；8. 含 pLS942-BSH重组菌细胞上清液；箭头指融合蛋白 IF2-BSH。

图 2 诱导表达产物的 SDS-PAGE 分析

Fig.2   SDS-PAGE profile of expressed products after induction
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M1. 250bp DNA Ladder Marker；M2. λ /HindIII DNA Marker；
0. PCR 扩增的 bsh 基因；1、3、5、7、9. 分别为 XhoI 单酶切重组

质粒 pLS922-BSH、pLS932-BSH、pLS942-BSH、pLS952-BSH
和 pLS962-BSH；2、4、6、8、10. 分别为 XhoI/BamHI 双酶切 pLS
922-BSH、pLS932-BSH、pLS942-BSH、pLS952-BSH和 pLS962-BSH。

图 1 重组表达载体的酶切鉴定

Fig.1   Identification of the recombinant plasmid by restriction enzyme
digestion
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SDS-PAGE 分析结果(图 2)表明，在新选择的 4 种融

合标签与 b s h 基因融合表达样品中，只有含融合标签
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MBP 的重组菌 E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)的全蛋

白样品中出现大量蛋白条带，其大小约 70kD，与预期

的融合蛋白 MBP-BSH 分子质量大小相符，同时，其细

胞上清液样品中同样位置也出现特异的蛋白表达条带，

说明在融合标签 MBP 的帮助下，bsh 基因正常表达，且

表达的融合蛋白具有一定的可溶性。从融合蛋白表达的

量上看，含标签 MBP 与含标签 IF2 融合表达的重组蛋白

表达量相近。

随后进行 E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)和 E.coli
Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)重组蛋白表达条件优化实验 。
在改变变常规诱导表达条件(37℃诱导2～8h、30℃诱导2～12h
和16℃诱导12～36h；IPTG诱导浓度梯度0.1～1mmol/L)后，

重组菌 E.coli Rosetta(DE3) (pLS942-BSH)细胞上清液样品

中目的蛋白表达量未得到明显提高，而重组菌 E . c o l i
Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)细胞上清液样品中目的蛋白表

达量明显增大，其 SDS-PAGE 结果见图 3。

如图 3 所示，在最佳诱导表达条件下，重组的融

合蛋白 MBP-BSH 可溶性较优化前(图 2)大幅提高。目

前，已经有 MBP 作为融合标签提高重组蛋白的可溶性

表达的报道[9]，但是利用融合标签重组表达 bsh 基因未

见文献报道。重组蛋白可溶性的大幅提高是 bsh 基因原

核表达的重要突破，为后续的基因功能鉴定提供条件。

2.2 MBP-BSH 蛋白的分离纯化

重组表达质粒酶切鉴定如图 4所示，在未与Amylose
Resin 结合的 Loading buffer 流出液样品中出现大量目标

条带，而 Elution buffer 流出液样品中未出现目标条带，

有杂带，表明 MBP-BSH 蛋白与 Amylose Resin 结合度

很低，纯化困难。Walker 等[13]报道融合标签 MBP 蛋白

双突变体 A317V/I322V 大幅提高了与 Amylose Resin 的结

合度。因此，本研究先后构建了表达载体，将 b s h 基

因(PCR 引物为 BSH1 和 BSH2，序列含终止子 TGA)亚克

隆至含mMBP(MBP双突变体A317V/I322V)编码基因的质

粒载体 pLS1802 上，获得的重组表达质粒先后电转化

E.coli Rosetta(DE3)，得到重组菌 E.coli Rosetta(DE3)
(pLS1802-BSH)，表达和纯化 SDS-PAGE 见图 5。

如图 5 所示，Elution Buffer 流出液样品中虽然有部

分杂带，但目标条带较明显，说明 MBP 蛋白的双突变

体提高了自身与 Amylose Resin 特异性结合率。但是，

由于 mMBP-BSH 蛋白纯化后的量很低，蛋白活性鉴定难

度很大。继而，根据 1.6.2 节方法纯化重组的融合蛋白

MBP-BSH，利用 His-Tag 与 Ni2+ 亲和层析，重组菌是

E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)。由于 6 个 his 序列位

于 pLS932 载体启动子下游和 MBP 编码基因起始密码子

上游，因此目标重组蛋白 N 端带有 His-Tag，为融合蛋

白 6 × HIS-MBP-BSH。考虑到 His-Tag 的融合位置可能

会影响亲和层析的结果，因此，本研究又构建了载体

M. 蛋白质分子质量标准；1.诱导的重组表达菌破菌上清；2.诱导的重

组表达菌全蛋白；3.未诱导的重组表达菌全蛋白；4.空载质粒对照。

图 3 重组菌 E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)表达产物的

SDS-PAGE 分析

Fig.3   SDS-PAGE profile of expressed products in recombinant E. coli
Rosetta (DE3) (pLS932-BSH)
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↓ ↓97.2kD
66.2kD
42.7kD

31.0kD

14.4kD

M1. 250bp DNA Ladder Marker；M2. λ /Hin dIII DNA Marker；0. PCR 扩

增的bsh基因；1、3. 分别为XhoI单酶切重组质粒pLS1802-BSH和pLS1902-
BSH；2、4. 分别为 XhoI/BamHI 双酶切 pLS1802-BSH 和 pLS1902-BSH。

图 4 重组表达载体 pLS1802-BSH 和 pLS1902-BSH 的酶切鉴定

Fig.4   Identification of recombinant pLS1802-BSH and pLS1902-BSH
by restriction enzyme digestion
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M. 蛋白质分子质量标准；1. Wash Buffer 流出液中样品；2. Binding
Buffer 流出液中样品；3. 纯化前重组表达菌破菌上清；4. Elution
Buf fer 流出液中样品，箭头指纯化的重组融合蛋白MBP-BSH的条带。

图 5 重组菌 E.coli Rosetta(DE3) (pLS1802-BSH)表达产物纯化的

SDS-PAGE 分析

Fig.5   SDS-PAGE profile of purified products from recombinant
E. coli Rosetta (DE3) (pLS1802-BSH)
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pLS1902-BSH，即将bsh基因(PCR引物为BSH1和BSH22，
序列不含终止子 TGA)亚克隆至 MBP 蛋白编码基因和 6 个

his 序列之间(质粒载体 pLS1902[14])，目标重组蛋白 C 端

带有 His-Tag，为融合蛋白 MBP-BSH-6 × HIS，载体酶

切鉴定如图 4 。获得的重组表达质粒电转化 E . c o l i
Rosetta(DE3)，得到重组菌 E.coli Rosetta(DE3) [pLS1902-
BSH]，表达纯化 SDS-PAGE 结果如图 6 所示。相比之

下，虽然 E.coli Rosetta(DE3) (pLS1902-BSH)和 E.coli
Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)诱导表达产生的目标蛋白的量

(条带 2 和 4 比较)和可溶性蛋白的量(条带 1 和 3 比较)相
同，但是 Elution Buffer 流出液中，纯化的 MBP-BSH-
6 × HIS 比 6 × HIS-MBP-BSH 蛋白量多，该结果显示了

C 端融合 His-Tag 更有利于 MBP-BSH 蛋白的纯化，纯化

量大，杂带少，有利于蛋白活性鉴定。

2.3 MBP-BSH 蛋白的活性鉴定

根据茚三酮法测牛磺氨基酸标准曲线方程为 y ＝

0.1579x ＋ 0.018(R2 ＝ 0.9991)。对纯化后的 MBP-BSH 蛋

白(重组菌为E.coli Rosetta(DE3) (pLS1902-BSH])进行胆盐

水解酶活性测定，计算得出酶比活力为 2.4282U/mg。该

结果证明了扩增的植物乳杆菌 L.plantarum Y1 菌株 bsh 基

因在大肠杆菌中表达重组蛋白具有胆盐水解酶的功能。

该结果还证明了 MBP 作为融合标签并未对靶蛋白 BSH 的

活性造成影响，这是 MBP 融合标签在蛋白表达中发挥

优势作用的又一例证。值得注意的是，在以往多个 bsh
基因原核表达研究中[7]，均没有重组蛋白 BSH 胆盐水解

酶活性的报道，推测可能是由于重组蛋白 BSH 是包涵

体，可溶性太低，纯化的蛋白量太少，无法对产物进

行活性鉴定。

3 讨  论

目前，大部分重组蛋白使用的表达载体是大肠杆菌

细胞，这是因为大肠杆菌表达的外源蛋白质量大，有

时达到细胞内蛋白质总量的 5%～20%，甚至达到 50% 以

上。但是，大肠杆菌表达的蛋白质，当含量相当大时，

有时由于原核细胞缺少分泌到胞外的机制或者折叠的机

制，最后表达的蛋白质往往以无活性的包涵体的形式存

在。本研究中的 BSH 酶在大肠杆菌中的表达就出现上述

情况，表达量大但可溶性极低 [ 7 ]。

为避免形成包涵体，本研究采取了几个手段：1)对
诱导表达的条件进行优化。有大量关于尝试用各种不同

的培养条件来减少包涵体的形成，增强蛋白正确折叠率

的报道。一般来说，p H 值距离等电点越远，表达的

蛋白产物越不容易形成包涵体；控制蛋白合成速度也可

以减少折叠中间体聚集形成包涵体。经常采用的方法如

降低培养温度、改变培养基的 pH 值，或利用大量的培

养基使菌体生长缓慢达到指数期等。2)选择能为大肠杆

菌稀有密码子提供额外 tRNA 的 E.coli Rosetta(DE3)作为

宿主菌。3)选择多个融合标签。融合蛋白可提高蛋白可

溶性是因为融合蛋白部分离开核糖体后迅速地形成天然

构型，使下游折叠单位通过异构反应得到正确折叠。融

合蛋白只用于蛋白纯化检测，实验中发现某些融合蛋白

可以提高目的蛋白可溶性，减少其在胞质中形成包涵

体。虽然 S U M O、G S T、N su A 均有提高靶蛋白可溶

性的报道[8-12]，但本研究中只有 IF2 和 MBP 改善了重组

蛋白的可溶性，结合诱导条件优化研究，最终只有重

组蛋白 MBP-BSH 可溶性得到大幅提高。除了以上 3 种

方法，仍旧有一些提高蛋白可溶性的方法在实验中成功

应用，如使用分子伴侣、加入折叠酶共表达和加入化学

物质修饰等等，但是，由于蛋白质的种类繁多，理化

性质各异，目前没有 1 个可以提高可溶性表达的通用方

法，不同蛋白的最佳表达条件还需要具体的实验摸索。

麦芽糖结合蛋白(matlose binding protein，MBP)标
签蛋白大小为 40kD，由大肠杆菌 K12 的 malE 基因编码。

MBP 可增加在细菌中过量表达的融合蛋白的溶解性，结

合的融合蛋白可用 10mmol/L 麦芽糖在生理缓冲液中进行

洗脱[9]。但是，在本研究中，重组融合蛋白 MBP-BSH
并没有表现出很强的与麦芽糖的特异性结合率，推测是

由于靶蛋白 BSH 的肽链折叠影响了 MBP 麦芽糖结合性。

相反，小分子融合标签 6 × HIS 由于分子质量小，构型

简单，受到 MBP-BSH 肽链折叠较小，因此本研究中基

于 His-Tag 标签的亲和层析纯化效果稳定。目前，选择

N 端 His-Tag 或者 C 端融合表达的实例很多，在本研究

中，C 端 His-Tag 更有利于目标蛋白的纯化。

M. 蛋白质分子质量标准；1. 含 pLS932-BSH重组菌上清；2. 含 pLS932-BSH
重组菌全蛋白；3. 含 pLS1902-BSH 重组菌上清；4. 含 pLS1902-BSH 重组

菌全蛋白；5. 含 pLS932-BSH重组菌上清纯化后MBP-BSH；6. 含 pLS1902-
BSH 重组菌上清纯化后 MBP-BSH；箭头指重组融合蛋白 MBP-BSH。

图 6 重组菌 E.coli Rosetta(DE3) (pLS932-BSH)和 E.coli Rosetta(DE3)
(pLS1902-BSH)诱导表达及产物纯化的 SDS-PAGE 分析

Fig.6   SDS-PAGE for evaluating the expression and purification of
target proteins in recombinant E. coli Rosetta (DE3) (pLS932-BSH) and

E. coli Rosetta (DE3) (pLS1902-BSH)
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虽然本研究解决了 bsh 基因原核表达的瓶颈，即可

溶性表达，但是，对 BSH 蛋白的研究还只是一个开始。

目前本课题组继续开展利用位点特异性蛋白酶将融合蛋

白 MBP-BSH 的 MBP 蛋白切除实验，以获得纯化单一的

B S H 蛋白，进而开展最适 p H 值、最适温度、最适底

物浓度及底物特异性等酶学性质的研究。
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