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　 　 摘要：　 运用基因克隆技术，以分离鉴定获得的蛋白质水解酶高活性类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ）ＣＨＮ２６
菌株基因组 ＤＮＡ 为模板，克隆鉴定了该菌株一种新型 ＡＴＰ⁃依赖型 ＣｌｐＰ 家族蛋白质水解酶 ＰｌｃｌｐＰ 基因（５８５ ｂｐ），
编码 １９４ 个氨基酸，蛋白质分子量约为 ２．１×１０４。 采用大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａ ｃｏｌｉ） ｐＥＴ 表达系统，构建了 ＰｌｃｌｐＰ 基因

表达质粒 ｐＥＴ⁃２８⁃ＰｌｃｌｐＰ，并在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中实现了重组 ＰｌＣｌｐＰ 蛋白质的表达。 利用组氨酸标签（Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）亲和

纯化法，获得了 ＰｌＣｌｐＰ 纯化蛋白质，发现 ＰｌＣｌｐＰ 可能与宿主菌未知伴侣分子形成蛋白质复合物。 ＰｌＣｌｐＰ 复合物具

有 ＡＴＰ⁃依赖型酪蛋白水解酶活性，最适反应条件为 ４０ ℃、ｐＨ７􀆰 ０。 表面活性剂强烈抑制 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的酶活，而
常规丝氨酸蛋白酶抑制剂对其活性无抑制作用。
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　 　 蛋白质水解酶占据全球酶制剂市场约 ６０％，广 泛应用于食品、医药、洗涤剂、农业等领域［１］。 微生

物是水解酶的主要来源，探索、开发微生物水解酶新

基因资源对于解决目前商品化酶制剂种类和来源较

少、底物单一、价格昂贵等问题具有重要意义。
ＣｌｐＰ（Ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ）家族 ＡＴＰ⁃依赖型

伴侣分子相连（Ｃｈａｐｅｒｏｎｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ）的酪蛋白水解肽

４２４１



酶广泛存在于原核和真核生物中［２］。 它们利用

ＡＴＰ 驱动蛋白质底物解折叠并转位进入蛋白质水

解腔（ Ｃｈａｍｂｅｒ） 中将蛋白质降解成小分子肽［３］。
ＣｌｐＰ 蛋白酶于 １９８８ 年首次发现于 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
中［４］。 此后的大量研究结果表明，Ｅ． ｃｏｌｉ 中 ＣｌｐＰ 蛋

白酶（ＥｃＣｌｐＰ）由蛋白质水解核心 ＣｌｐＰ 和依赖 ＡＴＰ
的伴侣分子 ＣｌｐＡ 或 ＣｌｐＸ 组成，其蛋白质水解腔由

催化位点序列形成的 ２ 个反向同型七聚体环构

成［２］。 在国外 ＣｌｐＰ 蛋白酶已商品化，可是在国内，
迄今为止，尚无涉及 ＣｌｐＰ 家族蛋白酶的研究报道。
此外，有关 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ．中 ｃｌｐＰ 基因功能的研究

国内外均无报道。 本研究采用基因克隆技术，以本

实验室分离鉴定获得的蛋白质水解酶高活性 Ｐａｅｎｉ⁃
ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 菌株基因组 ＤＮＡ 为模板，克隆

ＰｌｃｌｐＰ 基因，并在 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中进行异源表达，为
ＣｌｐＰ 家族蛋白酶基础理论研究和应用研究奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

ＭｉｎｉＢＥＳＴ 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒和质粒

提取试剂盒、Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ｖｅｒｉｓｉｏｎ ２．０、Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇ⁃
ａｓｅ 均购自 ＴａＫａＲａ 宝生物工程（大连）有限公司；限
制性核酸内切酶ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司（美国）；Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养基购自北京陆桥

技术有限责任公司；卡那霉素和氨苄青霉素、聚丙烯

酰胺和 Ｎ，Ｎ′⁃亚甲双丙烯酰胺等 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 试剂，
以及蛋白质定量检测试剂盒等购自生工生物工程

（上海）有限公司；蛋白裂解试剂 ＢｕｇＢｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ 和纯化试剂 Ｎｉ⁃ＮＴＡ Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ 􀅺 ｒｅｓｉｎ 购

自 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司（德国）；β⁃酪蛋白为 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品（美国）。

Ｅ．ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１，以及基因克隆载

体 ｐＧＭ⁃Ｔ（Ａｍｐｒ）购自天根生物技术有限公司；基因

表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ （Ｋｍｒ） 购自 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ （德

国）公司；蛋白质水解酶高活性类芽孢杆菌 （ Ｐ．
ｌａｕｔｕｓ）ＣＨＮ２６ 菌株由本实验室分离鉴定保存［５］。
１．２　 试验方法

１．２． １ 　 ＰｌｃｌｐＰ 基因的克隆 　 采用 Ｐｒｉｍｅｒ５． ０ 软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｍｉｅｒｂｉｏｓｏｆｔ． ｃｏｍ ／ ）设计 ＰｌｃｌｐＰ 基因

ＰＣＲ 扩增上、下游引物 ＣｌｐＰ⁃Ｐ１ｆ（５′⁃ＡＴＧＧＡＧＧＡＴ⁃
ＧＡＡＡＣＣＡＴＧＡＡ⁃３′）和 ＣｌｐＰ⁃Ｐ１ｒ（５′⁃ＴＣＡＣＡＧＴＴＴＧ⁃

ＧＴＧＡＣＧＡＴＧＴ⁃３′），以及在 ５′端分别引入限制性核

酸内切酶ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ酶切位点（以下划线表

示）的上、下游引物 ＣｌｐＰ⁃Ｐ２ｆ （ ５′⁃ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧ⁃
ＧＡＧＧＡＴＧＡ⁃３′）和 ＣｌｐＰ⁃Ｐ２ｒ（５′⁃ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＧＴ
ＴＴＧＧＴＧＡＣ⁃３′）。 寡核苷酸引物合成和 ＤＮＡ 序列测

定由生工生物工程有限公司（上海）完成。 基因组

和质粒 ＤＮＡ 的提取方法参考试剂盒说明书，参考

Ｓｈｉ 等的方法［６］ 进行 ＰＣＲ 反应、产物纯化、酶切、
ＤＮＡ 片段连接、转化以及菌落 ＰＣＲ 检测等，利用

ＣＬＵＳＴＡＬ ２． １ 软件（ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ）
进行多序列比对分析。
１．２．２　 蛋白质表达、纯化　 参考 Ｌｉ 等的方法［５］进行

ＰｌｃｌｐＰ 基因表达质粒的构建，蛋白质的诱导表达，组
氨酸标签（Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）亲和纯化以及 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 等。
１．２．３　 蛋白质水解酶活性的检测 　 用 β⁃酪蛋白为

底物，在 １５０ μｌ 酶反应液［含 ２􀆰 ７ μｇ β⁃ｃａｓｅｉｎ、５ μｌ
０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＺｎＣｌ２、５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ（ｐＨ ７􀆰 ３）］中加入 ５０ μｌ 纯化酶进行反应。 在

４０ ℃、ｐＨ ７􀆰 ０ 条件下，３０ ｍｉｎ 内水解 β⁃酪蛋白使

ＯＤ５６２值增加 ０􀆰 ０１ 的酶量，定义为 １ 个酶活力单位

（Ｕ） ［７］。 参考 Ｌｉ 等的方法［５］测定温度、ｐＨ 值、表明

活性剂（ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ⁃２０、Ｔｗｅｅｎ⁃８０）和蛋白酶抑制剂

（Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＭＳＦ）对 ＰｌＣｌｐＰ 复

合物酶活性的影响。

２　 结 果

２．１　 Ｐ． ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 菌株 ＰｌｃｌｐＰ 基因的分子克隆

及其序列分析

　 　 根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．
Ｙ４１２ＭＣ１０ 菌株（ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＣ＿０１３４０６．１） ｃｌｐＰ 基

因序列，设计 ＰＣＲ 扩增引物 ｃｌｐＰ⁃Ｐ１ｆ ／ ｒ。 提取 Ｐ．
ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 基因组 ＤＮＡ 并以其为模板，进行 ＰＣＲ
扩增，获得 ５８５ ｂｐ 的单一 ＰＣＲ 扩增产物。 ＰＣＲ 产

物经纯化后与克隆载体 ｐＧＭ⁃Ｔ 连接，转化 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＴＯＰ１０ 感受态细胞。 筛选、提取 Ａｍｐｒ阳性转化子重

组质粒，经 ＤＮＡ 序列测定，发现克隆获得的 Ｐ．
ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ ｃｌｐＰ 基因 （命名为 ＰｌｃｌｐＰ）编码 １９４ 个

氨基酸，预测蛋白质分子量约为 ２．１×１０４。
ＢＬＡＳＴ 序列比对分析结果显示，ＰｌｃｌｐＰ 序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ 的 ＡＴＰ⁃依赖型 ＣｌｐＰ
蛋白酶水解亚单位氨基酸序列相似性为 ７１％～
９８％，而与 ＥｃＣｌｐＰ 的氨基酸序列相似性仅为 ６２％。

５２４１龚　 丽等：一种新型 ＡＴＰ⁃依赖型 ＣｌｐＰ 家族蛋白质水解酶 ＰｌｃｌｐＰ 基因的克隆、表达和酶学特性



可是，ｃｌｐＰ 基因多序列比对分析结果显示，ＰｌｃｌｐＰ 基

因序列含有 Ｓ１４ ＿ ＣｌｐＰ 家族特征性八肽结构域

（ＫＤＩＨＭＹＩＮ， ５９～６６ ａａ）（图 １）。 其中位于第 ５９ 位

的赖氨酸（Ｌｙｓ５９，Ｋ）、第 ６０ 位的天冬氨酸（Ａｓｐ６０，Ｄ）
以及第 ６４ 位的催化亲核物质（Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅ）

酪氨酸（ Ｔｙｒ６４，Ｙ） 为高度保守的催化三分体残基

（Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｔｒｉａｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ），在酪蛋白水解中发挥重要

作用［８］。 此外，ＰｌｃｌｐＰ 序列还含有丝氨酸蛋白水解

酶高度保守的催化活性位点 （ Ｓｅｒ９９⁃Ｈｉｓ１２４⁃Ａｓｐ１７３ ）
（图 １）。

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＣＸ６６５８７．１：Ｐ． ｓｐ．Ｙ４１２ＭＣ１０；ＥＨＢ６８６８６．１：Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｃｔｉｓ １５４；ＡＪＥ４９６４３．１：Ｐ． ｐｏｌｙｍｙｘａ；ＥＦＵ４３３３８．１：Ｐ． ｖｏｒｔｅｘ Ｖ４５３；
ＥＩＩ６８９３５．１：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ２．４１６８； ＰＬＣｌｐＰ： Ｐ． ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６。 ＣｌｐＰ 家族特征性八肽结构域以及丝氨酸蛋白水解酶保守的催化活性位点用

黑色方框标记。
图 １　 ＣｌｐＰ 蛋白酶多序列比对分析

Ｆｉｇ．１　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ （ＣｌｐＰ）

２．２　 ＰｌｃｌｐＰ 基因表达质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ 的构建

与鉴定

　 　 基于本研究获得的 ＰｌｃｌｐＰ 基因序列，我们设

计了携带限制性核酸内切酶ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ酶
切位点的引物 ｃｌｐＰ⁃Ｐ２ｆ ／ ｒ，采用 ＰＣＲ 方法扩增

ＰｌｃｌｐＰ基因，获得了单一 ＰＣＲ 产物。 采用ＢａｍＨ Ｉ
和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ双酶切 ＰＣＲ 产物，回收纯化酶切产物。
同时，提取表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ 的质粒 ＤＮＡ，经

ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切为线性的 ＤＮＡ 片段，
酶切产物的琼脂糖凝胶电泳鉴定结果如图 ２
所示。

将上述纯化后的酶切片段经 Ｔ４⁃ＤＮＡ 连接酶

连接后，转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 感受态细胞，在含有 ３０
μｇ ／ ｍｌ卡那霉素的 ＬＢ 琼脂平板上，采用菌落 ＰＣＲ
方法筛选获得阳性转化子克隆（图 ２） 。 提取阳

性转化子重组质粒 ＤＮＡ，经ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ双
酶切验证为单一 ＤＮＡ 片段插入，大小约 ０􀆰 ６ ｋｂ
（图 ２ ） 。 经 ＤＮＡ 序 列 测 定 验 证 插 入 片 段 为

ＰｌｃｌｐＰ 基因。
２．３　 ＰｌｃｌｐＰ 基因的表达和纯化

采用 ＬＢ 液体培养基（含 ３０ μｇ ／ ｍｌ卡那霉素）于
２０ ℃培养含有重组表达质粒的 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴ⁃
２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ），通过 ０􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达 １８ ｈ，
获得含有组氨酸标签的重组 ＰｌＣｌｐＰ 蛋白质，分子量

约为 ２．１×１０４，与预测的 ＣｌｐＰ 蛋白质分子量大小相

一致（图 ３）。 同时还获得了分子量约为 ２．５×１０４ 的

复合 ＰｌｃｌｐＰ 蛋白质。 利用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ⁃Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ ｒｅｓｉｎ
纯化法，纯化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 菌体裂解后的无细胞提取

液，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析洗脱液各组分， 获得纯化的

目标蛋白质 ＰｌＣｌｐＰ（图 ３）。
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图 ａ 中 Ｍ：１０ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ⁃２８ａ 质粒 ＤＮＡ；２：ｐＥＴ⁃２８ａ 质粒 ＤＮＡ 的ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ双酶切产物；３：ＰｌｃｌｐＰ 基因的ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ
双酶切产物。 图 ｂ 中 Ｍ：１０ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ 重组质粒 ＤＮＡ；２：ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ 重组质粒 ＤＮＡ 的双酶切产物；３：ｐＥＴ⁃２８ａ 质

粒 ＤＮＡ。 图 ｃ 中 １、２、６、７、８、９、１２、１３、１４、１６、１７、１９：菌落 ＰＣＲ 检测为阳性的转化子克隆（含有约 ０．６ ｋｂ 插入片段）。
图 ２　 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ ＰｌｃｌｐＰ 基因表达质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ 的构建与鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＰｌｃｌｐＰ ｏｆ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ ＰｌｃｌｐＰ

２．４　 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的蛋白水解酶活性

以非折叠态模式底物 β⁃酪蛋白为底物，在含

有 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 的反应液中分析了纯化 ＰｌＣｌｐＰ
复合物在不同温度下的蛋白水解酶活性，结果显

示 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的最适反应温度为 ４０ ℃（图 ４），
明显高于 Ｐ． ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 的最适

生长温度 ３７ ℃。 分析该复合物在不同温度下的

稳定性，发现 ＰｌＣｌｐＰ 复合物在 １０ ～ ４０ ℃条件下处

理 ３ ｈ 后相对酶活性仍高于 ９０％，说明 ＰｌＣｌｐＰ 复

合物具有嗜中温反应特性（图 ４）。 此外，还分析

了 ｐＨ 对 ＰｌＣｌｐＰ 复合物蛋白水解酶活性的影响，
结果显示，该复合物的最适反应 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０。 在

酸性（ｐＨ≤６􀆰 ０）和碱性（ｐＨ≥７􀆰 ０）条件下 ４０ ℃处

理 １２ ｈ 后相对酶活性迅速下降，而在 ｐＨ ６．０ ～ ７􀆰 ０
条件下相对酶活性大于 ８７％，证明 ＰｌＣｌｐＰ 复合物

为中性反应特性。
２．５　 表面活性剂和蛋白酶抑制剂对 ＰｌＣｌｐＰ 复合物

酶活性的影响

　 　 用表面活性剂 ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ⁃２０、Ｔｗｅｅｎ⁃８０ 于 ４０
℃条件下分别处理纯化的 ＰｌＣｌｐＰ 复合物 １ ｈ，然后

在最适温度和 ｐＨ 条件下测定残余酶活性，结果显

示，终浓度为 ０􀆰 ５％的表面活性剂强烈抑制 ＰｌＣｌｐＰ
复合物酶活性 ５０％～ ６０％。 相反，ＰｌＣｌｐＰ 复合物对

常规的丝氨酸蛋白酶抑制剂具有较强抗性， １０

１：蛋白分子量标准（ＴａＫａＲａ， Ｃａｔ．Ｎｏ． ＤＰＰ５３０Ｓ）；２：Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（含 ｐＥＴ⁃２８ａ） 细胞可溶性蛋白质；３：Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （含 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｐｌ⁃
ｃｌｐＰ） 细胞可溶性蛋白质；４：纯化的 ＰｌＣｌｐＰ 蛋白质及其复合物。
图 ３　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测 ＰｌＣｌｐＰ 的表达及其纯化

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｌＣｌｐＰ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ 处理 ＰｌＣｌｐＰ 复合物 １ ｈ 对酶活性无

明显影响。

３　 讨 论

迄今为止，国内外涉及 Ｐ． ｌａｕｔｕｓ 中 ｃｌｐＰ 基因功

能的研究尚无文献报道。 本研究克隆鉴定了 Ｐ．
ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 的一种新型蛋白水解酶基因 ＰｌｃｌｐＰ，
编码 １９４ 个氨基酸，蛋白质分子量约为 ２．１×１０４。 采

７２４１龚　 丽等：一种新型 ＡＴＰ⁃依赖型 ＣｌｐＰ 家族蛋白质水解酶 ＰｌｃｌｐＰ 基因的克隆、表达和酶学特性



ａ：ＰｌＣｌｐＰ 复合物在 １０～８０ ℃、ｐＨ ７．０ 反应条件下的蛋白水解酶活性；ｂ：分别于 １０～８０ ℃处理 ３ ｈ 后 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的残余酶活；ｃ：ＰｌＣｌｐＰ 复

合物在 ｐＨ ３．０～１１．０ 反应条件下的蛋白水解酶活性；ｄ：分别于 ｐＨ ３．０～１１．０、４０ ℃处理 １２ ｈ 后 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的残余酶活。
图 ４　 温度和 ｐＨ 对 ＰｌＣｌｐＰ 复合物蛋白水解酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐＨ ｏｎ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰｌＣｌｐＰ ｃｏｍｐｌｅｘ

用 Ｅ． ｃｏｌｉ ｐＥＴ 表达系统，构建 ＰｌｃｌｐＰ 基因表达质粒

ｐＥＴ⁃２８⁃ＰｌｃｌｐＰ，在 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中实现了重组 ＰｌＣｌｐＰ
蛋白质的表达。 利用组氨酸标签（Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）亲和纯

化法，获得了 ＰｌＣｌｐＰ 纯化蛋白质。 意外发现，在 Ｅ．
ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中异源表达的 ＰｌＣｌｐＰ 蛋白质在 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 图谱上呈现 ２ 条带，分子量分别约为 ２．１×１０４

和 ２．５×１０４。 鉴于 Ｅ． ｃｏｌｉ ＥｃＣｌｐＰ 蛋白酶伴侣分子

ＣｌｐＡ 或 ＣｌｐＸ 分别为 ８．０×１０４和 ４．６×１０４ ［９⁃１０］，推测

ＰｌＣｌｐＰ 可能与 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中未知伴侣分子形成复

合物。 未知伴侣分子的序列和功能有待进一步的研

究。 采用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒检测了 ＰｌＣｌｐＰ 的

表达量，结果显示，每 １ ｇ 湿细胞可以产生纯化的重

组 ＰｌＣｌｐＰ 蛋白质复合物约 ０􀆰 ５４ ｍｇ，占细胞总蛋白

质约 ５􀆰 ２５％。 ＰｌＣｌｐＰ 复合物具有 ＡＴＰ⁃依赖型酪蛋

白水解酶活性，最适反应温度为 ４０ ℃，明显高于 Ｐ．
ｌａｕｔｕｓ ＣＨＮ２６ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 的最适生长温度。 此

外，终浓度为 ０． ５％的表面活性剂 ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ⁃２０、
Ｔｗｅｅｎ⁃８０ 强烈抑制 ＰｌＣｌｐＰ 复合物的酶活，而常规丝

氨酸蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）对其活性无抑制作用，
表明 ＰｌＣｌｐＰ 属于一类非常规的丝氨酸蛋白酶。
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９２４１龚　 丽等：一种新型 ＡＴＰ⁃依赖型 ＣｌｐＰ 家族蛋白质水解酶 ＰｌｃｌｐＰ 基因的克隆、表达和酶学特性


