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　 　 摘要:　 灰飞虱是危害中国水稻的 ３ 种主要稻飞虱之一ꎮ 脂肪酶是脂肪代谢的关键酶ꎬ在昆虫发育、繁殖等生理

活动中具有重要作用ꎮ 为了深入研究脂肪酶(ＬｓＬＰＳ)在灰飞虱生长发育中的功能ꎬ本研究克隆了 ＬｓＬＰＳ 基因 ＯＲＦ 序

列ꎬ并进行了原核表达和 Ｈｉｓ 标签融合蛋白的纯化ꎮ 结果显示ꎬ灰飞虱 ＬｓＬＰＳ 开放阅读框长１ ２９３ ｂｐꎬ可翻译成 ４３０ 个

氨基酸ꎬ含有信号肽序列和 ＰＦ００１５１ 结构域ꎮ ＬｓＬＰＳ 连接到原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＳＵＭＯ、ｐＣｏｌｄ Ｉ 后在表达菌株

ＢＬ２１(ＤＥ３)中主要以包涵体形式表达ꎬ连接到 ｐＥＴ４３.１ａ(＋)后可在表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)中可溶性表达ꎮ 采用 ｐＨ
８􀆰 ０、含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液作为平衡液ꎬＮｉ￣ＮＴＡ 纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白的纯度和产量相对较高ꎮ

关键词:　 灰飞虱ꎻ 脂肪酶ꎻ ＬｓＬＰＳ 基因ꎻ 原核表达ꎻ Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化
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Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｓｍａｌｌ ｂｒｏｗｎ ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ (ＳＢＰＨ)ꎬ Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓꎬ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍａｉｎ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒｓ ｄａｍａｇｉｎｇ
ｒｉｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｌｉｐａｓｅ ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＳＢＰＨꎬ ｔｈｅ ＯＲＦ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｓＬＰＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａ Ｈｉｓ￣ｔａｇ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ ｏｆ ＬｓＬＰＳ ｗａｓ １ ２９３ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ４３０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ
ＰＦ００１５１ ｄｏｍａｉｎ. ＬｓＬＰＳ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＳＵＭＯ ａｎｄ ｐＣｏｌｄ Ｉ ｗｅｒｅ
ｍａｉｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＢＬ２１(ＤＥ３). Ａｆｔｅｒ ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ＬｓＬＰＳ ｗｉｔｈ ｐＥＴ４３.１ａ(＋) ｖｅｃｔｏｒꎬ
ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｏｒｍｓ ｉｎ ＢＬ２１(ＤＥ３). Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｎｉ￣
ＮＴＡ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｕｓｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ (ｐＨ ８.０) ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ａｓ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓꎻ ｌｉｐａｓｅꎻ ＬｓＬＰＳ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｎｉ￣ＮＴＡ

　 　 灰飞虱(Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ)属于半翅目飞虱

科害虫ꎬ通过直接刺吸韧皮部或者传播病毒病危害禾

本科作物ꎬ是江淮稻区重要水稻害虫之一ꎮ 脂肪酶可

将甘油三酯水解成甘油和脂肪酸ꎬ是生物脂肪水解的

关键酶ꎮ 在昆虫中ꎬ还存在许多催化中心基序变异的

脂肪酶ꎬ不具备水解脂肪的能力ꎬ但可在繁殖等其他

生理过程中起作用ꎬ如某些双翅目昆虫中的中性脂肪

酶、鳞翅目昆虫的酸性脂肪酶ꎬ可充当卵黄蛋白[１]ꎮ
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原核表达是研究基因离体功能的重要前提和手

段ꎮ 目前用于原核表达的质粒主要有 ｐＥＴ、ｐＧＥＸ、
ｐＣｏｌｄ 等系列质粒ꎮ 这些质粒含有不同的启动子和

融合表达标签ꎬ可适应不同蛋白质表达的需求ꎮ 如

ｐＥＴ 系列载体ꎬ含有 Ｔ７ 强转录子ꎬ具有基础表达水

平低、诱导表达水平较高等优点ꎬ在昆虫外源基因原

核表达中被广泛应用[２￣７]ꎮ
Ｈｉｓ 标签是蛋白质原核表达常用的融合表达标

签之一ꎬ具有促进目标蛋白质表达、对目标蛋白质理

化性质和晶体结构影响小、纯化操作简便等优点ꎬ在
生物蛋白质功能研究中被广泛使用[８￣１２]ꎮ Ｈｉｓ 标签

融合蛋白的纯化常采用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 琼脂糖纯化树脂ꎬ
其 Ｈｉｓ 标签可与 Ｎｉ２＋螯合ꎬ从而使融合蛋白结合到

纯化介质上ꎮ 纯化缓冲液可能影响 Ｈｉｓ 标签融合蛋

白的可溶性、稳定性、与基质的竞争性结合等[１３￣１６]ꎬ
从而影响 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化效率ꎮ 本研究通过筛选不同

原核表达载体ꎬ实现了灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 的可溶

性表达ꎬ在此基础上ꎬ比较了不同化学组成、ｐＨ 或咪

唑浓度缓冲液纯化的 Ｈｉｓ 标签融合蛋白的纯度和产

量ꎬ其研究结果不仅可为 ＬｓＬＰＳ 的功能研究奠定基

础ꎬ也可为 Ｈｉｓ 标签融合蛋白的纯化提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 基因序列分析

灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 基因序列从转录组数据库

中获得ꎬ其 ＯＲＦ 序列经 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆测序验证ꎮ 采

用在线生物学软件 Ｃｏｍｐｕｔｅｒ ＰＩ / Ｍｗ 计算 ＬｓＬＰＳ 蛋

白的理论相对分子质量和等电点ꎻ采用 ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０
Ｓｅｒｖｅｒ 预测潜在的信号肽剪切位点及其位置ꎻ采用

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ. ２.０ 预测跨膜螺旋区域ꎻ采用 Ｐｆａｍ
分析蛋白质家族ꎻ采用 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 预测是否存在丝

氨酸活性位点ꎮ
１.２　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 原核表达

设计含同源臂的引物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ(引物序列

见表 １)ꎬ扩增 ＬｓＬＰＳ ＯＲＦ 序列ꎬ然后连接到空白载

体 ｐＥＴ２２ｂ ( ＋)、 ｐＥＴ２８ａ ( ＋)、 ｐＥＴ２８ａ ( ＋)￣ＳＵＭＯ、
ｐＣｏｌｄ Ｉ、ｐＥＴ４３.１ａ(＋)ꎬ转化 ＤＨ５αꎮ 挑单克隆测序ꎬ
将测序正确的序列转化表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎮ 扩

大培养后取 １ ｍｌ 菌液加入终浓度 １０％的甘油保存ꎬ
其余菌液加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 诱导目

标蛋白质表达ꎬ收集菌体ꎬ超声破碎后采用 １２％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测表达情况ꎮ 对检测有可溶性表达的

菌株ꎬ取 １００ μｌ 甘油保存的表达菌株ꎬ加入 ２０ ｍｌ
ＬＢ 培养基中过夜培养ꎬ然后按照 １％的比例转入新

鲜的培养基中ꎬ恒温摇床培养ꎬ培养至 ＯＤ６００ 约为

０􀆰 ６ 时ꎬ加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ３７ ℃诱

导 ４ ｈꎮ 离心收集菌体后ꎬ采用 ３０ ｍｌ 缓冲液重悬菌

体ꎬ充分混匀后ꎬ平均分为 ６ 份ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎꎬ重新收集菌体ꎬ－８０ ℃贮存用于 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化ꎮ

表 １　 ＬｓＬＰＳ 载体构建引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

载体　 　 　 上游引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 下游引物(５′→３′)

ｐＥＴ２８ａ(＋) ａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＴＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＴＡＣ ｇｃｔｃｇａａｔｔｃｇｇａｔｃＴＴＡＡＡＣＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣＧＴＣ

ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ｓｕｍｏ ａｃａｇａｔｔｇｇｔｇｇａｔｃｃＴＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＴＡＣ ｇｃｔｃｇａａｔｔｃｇｇａｔｃＴＴＡＡＡＣＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣＧＴＣ

ｐＥＴ４３.１ａ(＋) ｇｇｇａｇｃｔｃｇｔｇｇａｔｃｃＴＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＴＡＣ ｔａｃａｇａａｔｔｃｇｇａｔｃＴＴＡＡＡＣＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣＧＴＣ

ｐＣｏｌｄＩ ｔａｃｃｃｔｃｇａｇｇａｔｃｃＴＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＴＡＣ ｇｃｔｔｇａａｔｔｃｇｇａｔｃＴＴＡＡＡＣＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣＧＴＣ

ｐＥＴ２２ｂ(＋) ｇａａｔｔａａｔｔｃｇｇａｔｃｃａＴＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＴＡＣ ｇｃｔｃｇａａｔｔｃｇｇａｔｃＴＴＡＡＡＣＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣＧＴＣＧ
引物中小写字母表示载体同源臂序列ꎬ大写字母为 ＬｓＬＰＳ 扩增引物序列ꎮ

１.３　 蛋白质 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳采用碧云天生物技术公司

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶快速配制试剂盒ꎮ 上层胶浓度为

５％ꎬ下层胶浓度为 １２％ꎮ 待凝胶凝固后将 ６ μｌ 样
品加入凝胶孔中ꎬ８０ Ｖ 电泳 ２０ ｍｉｎꎬ然后 １２０ Ｖ 电泳

约 ６０ ｍｉｎꎬ至溴酚蓝指示带迁移至凝胶近底部位置ꎮ
凝胶染色采用 Ｒ２５０ 染色液ꎮ

１.４　 融合蛋白 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化

分别采用 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑ꎬ
ｐＨ ８􀆰 ０ )、 磷 酸 缓 冲 液 ( 分 别 含 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑ꎬｐＨ ８􀆰 ０ꎻ或者含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
咪唑ꎬｐＨ 分别为 ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５)重悬－８０ ℃ 贮存的菌

体ꎬ超声破碎后ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ将
上清液转移至新离心管中ꎬ相同条件ꎬ再离心 １ 次ꎮ
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取上清液ꎬ加入平衡好的层析柱中进行 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯

化ꎬ具体步骤参考 ＴｒａｎｓＧｅｎ 试剂盒说明书ꎮ 待上清

液流出后ꎬ用 １０ 倍柱体积平衡液洗涤层析柱ꎬ直到

洗出 液 达 到 ＯＤ２８０ 基 线 值ꎮ 然 后 依 次 采 用 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ、３００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑

溶液进行梯度洗脱ꎬ收集洗脱液ꎬ利用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 快速

检测洗脱液中蛋白质的浓度ꎻ收集洗脱液ꎬ用 Ｂｒａｄ￣
ｆｏｒｄ 试剂检测ꎬ保留有明显蓝色的洗脱液ꎮ 过夜后

透析ꎬ即得纯化的融合蛋白溶液ꎮ
１.５　 融合蛋白纯度和浓度测定

融合蛋白纯度根据 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳条带灰

度值计算ꎮ 采用 ＩｍａｇｅＪ 扫描电泳条带ꎬ以目标条带

灰度值除以所有条带灰度值总和得到目标蛋白质的

纯度[１７]ꎮ 融合蛋白质浓度测定采用碧云天 ＢＣＡ 试

剂盒ꎬ具体步骤参考试剂盒说明书ꎮ 融合蛋白产

量＝纯化蛋白总产量×融合蛋白纯度ꎻ纯化蛋白总产

量＝纯化蛋白浓度×纯化蛋白总体积ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 基因序列特征

灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 基因开放阅读框长１ ２９３
ｂｐꎬ可翻译成 ４３０ 个氨基酸(图 １)ꎮ 理论相对分子

质量为４７ ９００ꎬ等电点为 ５􀆰 ４７ꎮ 含有信号肽序列和

ＰＦ００１５１ 结构域ꎬ属于胰脂肪酶家族ꎬ与豌豆蚜

(Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ ｐｉｓｕｍ)、桃蚜(Ｍｙｚｕｓ ｐｅｒｓｉｃａｅ)脂肪酶

Ｈ 的氨基酸序列具有 ５８％的一致性ꎬ但无脂肪酶的

丝氨酸活性中心 ＰＳ００１２０ꎮ 其氨基酸序列第 ２３８ 位

和 ２４３ 位氨基酸为苯丙氨酸ꎬ而丝氨酸活性中心在

第 ２３８ 位对应位置的氨基酸为亮氨酸、异亮氨酸或

缬氨酸ꎬ第 ２４３ 位对应位置的氨基酸为组氨酸、酪氨

酸、色氨酸或缬氨酸(图 １)ꎮ

图 １　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ＬｓＬＰＳ ｆｒｏｍ Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ

２.２　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 在不同载体中的原核表达

　 　 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 在 ５ 个原核表达载体

ｐＥＴ２８ａ ( ＋ )、 ｐＥＴ２２ｂ ( ＋ )、 ｐＥＴ２８ａ ( ＋ )￣ＳＵＭＯ、
ｐＣｏｌｄ Ｉ、ｐＥＴ４３. １ａ ( ＋)中的表达情况如图 ２ 所示ꎮ
ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＳＵＭＯ、ＬｓＬＰＳ￣ｐＣｏｌｄ Ｉ 表达的融合

蛋白存在于重组大肠杆菌包涵体中ꎬＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.
１ａ(＋)表达的融合蛋白存在于菌体破碎的上清液和

包涵体中ꎬＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ２２ｂ( ＋)、ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ２８ａ( ＋)在

重组大肠杆菌中无明显表达ꎮ
２.３　 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化

产量和纯度比较

２.３.１　 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液和磷酸缓冲液纯化效果比较

　 采用 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 或磷酸缓冲液纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ
(＋)融合蛋白时ꎬ均可纯化到目标蛋白质(图 ３)ꎬ但
这 ２ 种缓冲液获得的融合蛋白产量和纯度存在较大

的差异(表 ２)ꎮ
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Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)、ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＳＵＭＯ、ＬｓＬＰＳ￣ｐＣｏｌｄ Ｉ 诱导表达菌体破碎上清液和沉淀 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳图ꎮ 图 Ａ
和图 Ｂ 泳道 １、泳道 ２ 分别为空白对照沉淀和上清液ꎬ泳道 ３、泳道 ４ 分别为 ＩＰＴＧ 诱导破碎沉淀和上清液ꎻ图 Ｃ 泳道 １、泳道 ２ 分别为空白对

照上清液和沉淀ꎬ泳道 ３、泳道 ４ 分别为 ＩＰＴＧ 诱导破碎上清液和沉淀ꎮ
图 ２　 ＬｓＬＰＳ 在不同原核表达载体中的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｓＬＰＳ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

Ａ 代表采用 ｐＨ ８.０ 含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液纯化融合蛋白ꎬＢ 代表 ｐＨ ８.０ 含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液ꎮ 泳道 １~泳道 ３ 分别

代表细胞破碎上清液、Ｎｉ￣ＮＴＡ 流穿和纯化的融合蛋白ꎮ
图 ３　 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 和磷酸缓冲液 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋) ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ

表 ２　 磷酸缓冲液和 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ( ＋)融
合蛋白效果比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)
ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ａｎｄ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｂｕｆｆｅｒ

项目　 　 　 　 　 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液 磷酸缓冲液

纯化蛋白质质量浓度(ｍｇ / ｍｌ) ０.２０ ０.２９

纯化蛋白总体积(ｍｌ) １.５０ ３.００

纯化蛋白总量(ｍｇ) ０.３０ ０.８７

融合蛋白纯度(％) ６０.２８ ７９.５１

融合蛋白产量(ｍｇ) ０.１８ ０.６９

２.３.２　 不同 ｐＨ 值磷酸缓冲液纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ
(＋)融合蛋白效果比较　 不同 ｐＨ 值磷酸缓冲液纯

化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白的产量和纯度不同

(表 ３、图 ４)ꎮ 当缓冲液 ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 时ꎬ融合蛋白

的产量和纯度都相对较高ꎮ
２.３. ３ 　 含不同浓度咪唑的磷酸缓冲平衡液纯化

ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白效果比较　 平衡液采

用含不同浓度咪唑的磷酸缓冲液时ꎬＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.
１ａ(＋)融合蛋白的纯化效果也不同(表 ４、图 ４)ꎮ 含

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液作为平衡液时ꎬ融合蛋

白产量分别为含 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸

缓冲液的 １􀆰 ３ 倍和 ７􀆰 ０ 倍ꎮ 但融合蛋白的纯度以含

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液最高ꎬ其次为含 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ含 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液获得的融合

蛋白纯度最低ꎮ

表 ３　 不同 ｐＨ 值磷酸缓冲液纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白效

果比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)

ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｖａｌｕｅｓ

项目　 　 　 　 　 ｐＨ ７.５ ｐＨ ８.０ ｐＨ ８.５

纯化蛋白质质量浓度(ｍｇ / ｍｌ) ０.１４ ０.２９ ０.２０

纯化蛋白总体积(ｍｌ) １.７０ ３.００ ３.５０

纯化蛋白总量(ｍｇ) ０.２４ ０.８７ ０.７０

融合蛋白纯度(％) ７９.０８ ７９.５１ ５７.４７

融合蛋白产量(ｍｇ) ０.１９ ０.６９ ０.４０
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表 ４　 含不同咪唑浓度磷酸缓冲液纯化 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋

白效果比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)
ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ

磷酸缓冲液的咪唑含量　 　 　
样品名称 ｍｍｏｌ / Ｌ

０ ２０ ５０

纯化蛋白质质量浓度(ｍｇ / ｍｌ) ０.３５０ ０.２９０ ０.０９３
纯化蛋白总体积(ｍｌ) ２.０００ ３.０００ １.２５０
纯化蛋白总量(ｍｇ) ０.７００ ０.８７０ ０.１２０
融合蛋白纯度(％) ７４.１３０ ７９.５１０ ８１.８１０
融合蛋白产量(ｍｇ) ０.５２０ ０.６９０ ０.０９８

泳道 １:细胞破碎上清液ꎻ泳道 ２ ~ 泳道 ４ 分别代表 ｐＨ ７. ５、
ｐＨ ８􀆰 ０、ｐＨ ８.５ 含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液纯化的融合蛋白

ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ( ＋)ꎬ泳道 ５、泳道 ６ 分别代表 ｐＨ ８. ０ 含 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液纯化的 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.
１ａ(＋)ꎮ
图 ４　 不同缓冲液纯化的 ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ(＋)融合蛋白 ＳＤＳ￣

ＰＡＧＥ 凝胶电泳

Ｆｉｇ.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＬｓＬＰＳ￣ｐＥＴ４３.１ａ( ＋)
ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒｓ

４　 讨 论

脂肪酶是脂肪水解的关键酶ꎬ在微生物、植物、
动物中普遍存在ꎮ 中性脂肪酶具有 ＰＦ００１５１ 保守

结构域ꎬ在其 Ｎ 端一般含有信号肽序列ꎬ是昆虫最

大的 ２ 个脂肪酶家族之一ꎬ在脂质消化、储存、繁殖、
免疫应答等多种生理活动中起重要作用[１]ꎮ 昆虫

约 １０％的中性脂肪酶缺少催化活性中心基序ꎬ不能

水解脂肪ꎬ但可作为雌虫卵黄蛋白、雄虫副腺蛋白等

行使功能[１ꎬ１８]ꎮ 灰飞虱脂肪酶 ＬｓＬＰＳ 含有 ＰＦ００１５１
结构域ꎬＮ 端具有信号肽序列、但无催化中心基序ꎬ
推测该脂肪酶极有可能无水解脂肪的活性ꎬ而是在

其他生理活动中起作用ꎮ
灰飞虱 ＬｓＬＰＳ 在大肠杆菌中的表达受表达载体

融合表达标签、启动子等影响ꎬ大肠杆菌转录延长的

抗终止因子(ＮｕｓＡ)等标签促进 ＬｓＬＰＳ 的表达ꎮ 外

源基因原核表达常因表达宿主缺乏合适的转录、翻
译后加工机制ꎬ使其表达产物不能正确折叠和修饰ꎬ
难以获得大量可溶性蛋白质ꎮ 添加恰当的融合表达

标签是提高外源基因可溶性表达的有效策略[１９￣２１]ꎮ
目前常用的融合标签有 Ｈｉｓ 标签、硫氧还蛋白质

(Ｔｒｘ)、麦芽糖结合蛋白质(ＭＢＰ)、谷胱甘肽￣Ｓ 转移

酶(ＧＳＴ)、链球菌 Ｇ 蛋白质 Ｂ１ 结构域、小泛素相关

修饰蛋白质(ＳＵＭＯ)以及 ＮｕｓＡ 等[２２]ꎮ 仅有 Ｈｉｓ 标

签的质粒 ｐＥＴ２２ｂ(＋) 、ｐＥＴ２８ａ( ＋)不能实现 ＬｓＬＰＳ
的原核表达ꎬ但 ＬｓＬＰＳ 与 ＮｕｓＡ 标签融合后可实现可

溶性表达ꎬ与 ＳＵＭＯ 标签融合后主要以包涵体的形

式表达ꎮ 启动子、翻译增强元件等对 ＬｓＬＰＳ 的原核

表达也有一定的影响ꎮ ｐＣｏｌｄ Ｉ 载体采用冷休克启

动子ꎬ含有翻译增强元件(ＴＥＥ)ꎬＬｓＬＰＳ 连接到该载

体后也能以包涵体的形式表达ꎮ
灰飞虱 ＬｓＬＰＳ 融合蛋白的 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化产量和纯

度受缓冲液影响ꎮ 金属螯合亲和层析中蛋白质和金

属离子间的结合强度受金属离子类型、亲和氨基酸残

基数量及暴露程度、缓冲液离子类型、ｐＨ 值大小等因

素的影响[２３￣２６]ꎮ Ｎｉ￣ＮＴＡ 是纯化 Ｈｉｓ 标签融合蛋白的

常用方法ꎬ其纯化效率受缓冲液化学组成、咪唑浓度、
ｐＨ 值等因素影响ꎮ 咪唑是 Ｈｉｓ 标签融合蛋白竞争性

结合剂ꎬ可与 Ｎｉ２＋结合ꎬ平衡液中低浓度的咪唑可以

减少杂蛋白的非特异性吸附ꎬ但咪唑浓度过高ꎬ可能

影响目标蛋白的吸附ꎬ从而降低纯化效率[１５ꎬ２７]ꎮ ｐＨ
值可能影响蛋白质的溶解性或蛋白质￣金属配基的结

合[２８￣３１]ꎬ从而影响 Ｎｉ￣ＮＴＡ 的纯化效率ꎮ 灰飞虱

ＬｓＬＰＳ 融合蛋白 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化在采用 ｐＨ ８􀆰 ０、含 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸缓冲液时目的蛋白质产量和纯度

较高ꎬ可能与该配方缓冲液咪唑浓度、ｐＨ 适中有关ꎬ
这一结果可为下一步 ＬｓＬＰＳ 的离体功能研究奠定基

础ꎬ也可为其他重组蛋白质的 Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化提供参考ꎮ
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