
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.5 MAR.2011

人胱硫醚β合成酶原核表达纯化及鉴定 *
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摘要 目的：构建人胱硫醚β合成酶(human cystathionineβ-synthase, hCBS)基因原核表达载体，在 E. coli BL21(DE3)中表达，并进

行纯化和酶活性检测。方法：以胰腺细胞 cDNA 文库为模板，采用聚合酶链式反应(PCR)扩增 hCBS 基因蛋白编码区的全序列，克

隆入原核表达载体 pET32a(+)，构建重组质粒 pET32a(+)-hCBS。经限制性内切酶双酶切及 DNA 序列分析鉴定目的基因后与人

CBS 基因(基因 bank 号：BT007154.1)完全一致，转入 E. coli BL21(DE3)中，由 IPTG 诱导表达融合蛋白。结果：经 SDS-PAGE、
Western blot 分析，证明诱导表达的蛋白为重组人 CBS(rhCBS)。再由 Ni-NTA 树脂亲和层析，并脱盐冷冻干燥后获得重组 rhCBS
(约 19 mg/L 培养物)，并测得其比活力约为 57 kU/g。结论：成功地表达纯化出具有功能活性的重组蛋白 rhCBS，为进一步研究该酶

的相互作用蛋白以及其在生物学和临床科学的作用奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct the human cystathionine β-synthase express vector, and to investigate the mechanism and
pharmaceutical function. Methods: The gene encoding hCBS was amplified by RT-PCR from human pancreatic cell cDNA library, then
was inserted into the expression vector pET32a (+) to construct the pET32a (+)-CBS. The recombinant human CBS (rhCBS) was
expressed in Escherichia coli (E .coli). By restriction enzyme digestion and DNA sequencing analysis, the right recombinant vector was
transformed into E. coli BL21 (DE3), and rhCBS was expressed by IPTG induction and purified by Ni-NTA affinity chromatography,
determined by SDS-PAGE and Western blotting analysis. Results: The gene inserted into pET32a (+) was exactly as the same as hCBS
gene . A total of 19 mg of high purity (over 98%) rhCBS was obtained from 1 L culture. Conclusions: The rhCBS with functional activity
was successfully expressed, and laid the foundations for further study of its interacted protein and its roles in biology and clinical science
research.
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前言

CBS 定位于胞浆，由四个相同的亚基构成同源四聚体，相

对分子量为 63 kDa，是一种磷酸吡哆醛(PLP) 依赖酶[1,2]。CBS
活性中心由第 37 位的谷氨酸(Glu) 到第 413 位精氨酸(Arg)的
多肽构成，该序列高度保守。人 cbs 基因定位于于 21 号染色体

靠近端粒的位置 ( 21q22.3)[3]。CBS 活性中心除了具有结合

Hcy，Ser 等底物位点外，还包含 PLP、S- 腺苷蛋氨酸和亚铁血

红素 (heme)3 个配基结合位点。同型半胱氨酸(homocystein,
Hcy)血浆浓度的升高已被认为是血管疾病，包括脑血管疾病，

冠心病和血栓形成的独立危险因素[4]。Hcy 代谢有 2 个途径：重

新甲基化形成蛋氨酸；或者经转硫化生成胱硫醚，再进一步代

谢成为无机硫化物。转硫过程中，重要的第一步是由胱硫醚β
合成酶(CBS)催化。CBS 催化丝氨酸与 Hcy 的缩合，生成胱硫

醚，大约 50%的 Hcy 被 CBS 和胱硫醚酶不可逆的转化为半胱

氨酸[5]。当 CBS 缺乏或者突变时，其功能活性可能降低或丧失，

HCY 血浆浓度升高，从而导致或参与血管系统疾病形成。
由于 CBS 功能型酶蛋白，其天然状态含量低，分离获得大

量的天然产物比较困难。而合成多肽成本高,限制了其应用前

景。为此，本研究构建其原核表达载体 pET32a(+)-CBS，在 E.
coli BL21(DE3)中可溶性表达，并纯化出具有活性的重组蛋白，

为今后的研究奠定基础。

1 材料和方法
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1.1 材料

1.1.1 菌株与质粒 pET32a(+)质粒购自 Novagen 公司；大肠杆

菌 DH5α、BL21(DE3)由本实验室保存。
1.1.2 酶及试剂 Nde I , Xho I , T4 DNA 连接酶均购自 TaKaRa
公司；DNA marker、蛋白 marker、质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒均购自 Tiangen 公司；IPTG 购自 Merk 公司；Ni-NTA 树脂

购自 Qiagen 公司；anti-6His 抗体购自 MBL 公司，羊抗鼠 IgG
二抗购自武汉三英公司；人胰腺 cDNA 文库 (Human Pancreas
Matchmaker cDNA Library)购自 Clonetech 公司。Ser、Hcy、胱硫

醚、PLP、S- 腺苷蛋氨酸购自 Sigma 公司。
1.1.3 主要仪器 冻干机(美国 Savant)；高速冷冻离心机(长沙英

泰)；分析兼半制备型高效液相色谱仪(美国 Agilent)；分光光度

计(美国 Thermo)

1.2 方法

1.2.1 原核表达载体 pET32a(+)-hCBS 的构建 根据 hCBS 的编

码区序列设计特异性引物，上游引物序列为：5'-GCCATAT-
GATGCCTTCTGAGACCCCC-3'（ 下划线部分为 Nde I 酶切位

点）；下游引物的序列为 : 5'- ATACTCGAGCTTCTGGTCC-
CGCTCCTG-3'（下划线部分为 Xho I 酶切位点），引物均由上海

生工公司合成。以人胰腺 cDNA 文库为模板进行 PCR 扩增，反

应条件：95℃ 5 min；95℃ 1 min，50℃ 45 s，72℃ 1 min，循环 30
次；72℃延伸 10 min。用 Nde I、Xho I 分别酶切 PCR 产物与

pET32a(+)质粒，经琼脂糖凝胶回收，将载体和目的片段用 T4
连接酶 16℃连接过夜。将连接的重组质粒 pET32a(+)-hCBS 转

化 E. coli DH5α，在含有 40 mg/L 氨苄青霉素的 LB 琼脂糖培

养基中于 37℃培养过夜。挑选阳性克隆，扩增后提取质粒，并

用 Nde I 与 Xho I 酶切鉴定，由上海生工测序，确认得到正确的

重组质粒。
1.2.2 rhCBS 的诱导表达及纯化 将重组质粒 pET32a(+)-hCBS
转化 E. coli BL21 (DE3), 在含 40 mg/L 氨苄青霉素的 LB 培养

基中 37℃摇菌过夜，后以 1：100 转接到 1 L 新鲜的含 40 mg/L
氨苄青霉素的 LB 培养基。37℃摇菌 2 h 后，加入 IPTG 至终浓

度 0.5 mM，30℃诱导 2 h，5 000 rpm 离心 10 min 收菌。诱导表

达出的融合蛋白 C 末端包含一个 6His 片段，适用 Ni-NTA 树

脂亲和层析法纯化目的蛋白。适量体积 缓 冲 液 (20 mM
Na2HPO4 , 0.5 M NaCl, 10 mM 咪唑，pH 7.4) 重悬，以超声 5 s，
间隔 5 s，保护温度 0℃超声破菌 ，15 000rpm 离心 20 min, 取上

清加入 Ni-NTA 树脂中，4 ℃结合 1 h，加入 5 倍柱体积的

Washing Buffer (20 mM Na2HPO4 , 0.5 M NaCl, 20 mM 咪唑，

pH 7.4) 在柱上洗涤 10 min 后，分别用含有 40 mM，100 mM，

200 mM 咪唑的 Elution Buffer (20 mM Na2HPO4 , 0.5 M NaCl,
pH 7.4)进行梯度洗脱。
1.2.3 western blot 检 测 将 纯 化 后 的 rhCBS 蛋 白 进 行

SDS-PAGE 胶电泳，300mA 转膜 2 h，50 g/L 的脱脂奶粉室温

封闭 1 h，anti-6His 抗体(一抗，1:1 000)室温孵育 1 h，TBST 洗 3
次，每次 10 min，羊抗鼠 IgG(二抗，1:5 000)室温孵育 1 h，TBST
洗 3 次，每次 10 min。加入发光剂后曝光、显影。
1.2.4 rhCBS 活性检测及酶活测定 酶反应体系参照已有方法
[6,7]略加改进。取 40 μL 反应缓冲液(100 mmol/L Tris-HCl，pH
8.6)，加入 0.1mol/L 丝氨酸 80 μL，12.5 mmol/L PLP 8 μL，12.5

mmol/L S- 腺苷基蛋氨酸 8 μL，0.1 mmol/L 分离纯化的 rhCBS
10 μL；对照组不加 CBS，37℃孵育 5 min 后，再加入 0.2 mol/L
的 Hcy 40 μL，1 mol/L DTT 1 μl，用水定容到 400 μL。于 37℃
孵育 2 h 后，冰浴 5 min。取 50μL 样品用高效液相色谱(HPLC)
分析，分离柱为 Vydac 218 TP54 C18 柱（5 μm, 4.6 mm × 250
mm, Agilent 1000 HPLC system)，流动相分别为含 0.1%三氟乙

酸（TFA）的超纯水和乙腈，流速 0.8 ml/min，0-10%乙腈洗脱 10
min。

胱硫醚β合成酶酶活测定方法为：取孵育 2 h 后的反应

体系 200 μL 冰浴 5 min，标准管另取 1 μmol/L 胱硫醚 200 μL，

各管加 3.3 ml 茚三酮乙醇溶液 (1 g 茚三酮溶于 100 ml 乙醇)，
沸水浴 5 min 显色，冰浴 5 min 终止反应，室温静置 20 min 后，

用分光光度计于 453 nm 波长测定吸光度值。每组 5 管，重复 3
次。胱硫醚β合成酶酶活单位（U）定义为：在 37℃1 h 催化 1
μmol 胱硫醚生成所需的酶量为 1 个单位，酶活性单位计算公

式为：胱硫醚(μmol) = (A453nm 实验组－A453 nm 对照组)／(A453 nm 胱硫醚×
2)。rhCBS 比活力 = 胱硫醚(μmol)/ 体系中 rhCBS 质量(g)。
1.2.5 统计学处理 采用 PEMS 3.1 软件进行分析，数据以 x±
SD 表示，组间两两比较采用 Student's t-test 检验分析。

2 结果

2.1 重组质粒酶切鉴定

将重组质粒用 Nde I 与 Xho I 双酶切后，经琼脂糖凝胶电

泳分析表明，质粒片段约为 5 300 bp，hCBS 基因片断约为

1700 bp, 均符合预期的结果 (图 1)。

2.2 重组质粒 pET32a(+)-CBS 的诱导表达及纯化

加 IPTG 后，30℃诱导表达，诱导时间为 2 h，表达产物经

SDS-PAGE 电泳后染色，经 IPTG 诱导 2 h，裂解。菌体裂解后的

图 1 重组质粒 pET32a(+)-CBS 的酶切鉴定：1: pET32a(+)-CBS 双酶

切 Nde I+ Xho I 鉴定; 2: pET32a(+)-CBS 单酶切 Xho I 鉴定; 3: DNA

marker

Fig. 1 Enzyme digestion analysis of recombinant plasmid pET32a(+)

-daintain/AIF-1：1: pET32a (+)-daintain/AIF-1 identification with Nde I

and Xho I; 2: pET32a(+)-daintain/AIF-1 identification with Xho I; 3: DNA

marker
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图 3 重组蛋白 Western blot 分析：1：纯化后的 rhCBS；2：IPTG 诱导后的

重组菌裂解产物；3：未经诱导的重组菌裂解产物

Fig. 3 Analyzing of rhCBS byWestern blot：1: Purified rhCBS 2: Lysates

of BL21(DE3)[ pET32a(+)-CBS)] induced by IPTG 3: Lysates of BL21

(DE3)[ pET32a(+)-CBS)] without IPTG induction

图 4 HPLC 色谱分析图：A：胱硫醚组；2：未加 rhCBS 的反应体系作为阴性对照组；3：rhCBS 活性检测组

Fig. 4 RhCBS activity analyzed by HPLC：1: Cystathionine 2: Reactions without rhCBS as negative control 3: Reactions with rhCBS

图 2 梯度洗脱 Ni-NTA 树脂结合蛋白：1：蛋白 marker；2-5：分别用含

20，40，100，200 mM 咪唑 的 Elution Buffer 依次洗脱，箭头表示 rhCBS

Fig. 2 Eluted by a linear gradient imidazole：1: Protein molecular mass

markers; 2-5:Eluted by a linear gradient of 20, 40, 100, 200 mmol/L

imidazole in elution buffer; arrow rhCBS

上清与 Ni-NTA 树脂结合后，经咪唑梯度洗脱后获得较纯的目

的蛋白。如图 2 所示。组分 4 经 G-25 层析柱脱盐后，冷冻干燥

获得蛋白干粉，称重后计算出产量为 19 mg/L 培养物。
2.3 rhCBS 的 Western blot 分析

以 anti-6His 为一抗，辣根过氧化酶标记的羊抗鼠 IgG 为

二抗进行免疫印记分析。Western blot 结果显示，纯化后的

rhCBS 含有带着 His 标签的 C 末端。结果如图 3 所示。
2.4 rhCBS 的活性检测

按 1.2.4 方法，胱硫醚的出峰时间为 2.039 min。与阴性对

照组相比，rhCBS 活性检测组在 2.03-2.04 min 这个时间段的峰

值有明显增强，如图 4 所示。由此我们可以判定反应体系中有

胱硫醚的形成，即 rhCBS 融合蛋白具有胱硫醚合成活性。

2.5 酶活测定

在 453nm 波长下测得：标准品 1 μmol/L 胱硫醚的光吸收

值为 2.1±0.1；在终浓度为 2.5 μmol/L rhCBS 的作用下，反应

产物的光吸收值为 0.33±0.3 远高于未加 rhCBS 的阴性对照

组光吸收值为 0.18± 0.1(n = 5，p < 0.05)。经计算 rhCBS 的比

活力 =57 kU/g。
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图 5 波长 453nm 下的光吸收图谱：1：1 μmol/L 胱硫醚；2：反应产物；3：

未加 rhCBS 反应体系。n = 5，* P < 0.05，误差线表示± SD

Fig. 5 Absorbance at A453nm：1: 1 μmol/L cystathionine 2: Reaction products

3: Reaction products (without rhCBS) as negative

control. n = 5，P < 0.05，error bar means± SD

3 讨论

目前，大肠杆菌表达系统广泛用于重组蛋白的生产，其优

点是表达水平较高、操作简单，有多种菌株突变体可供选择。而

pET32a(+)是 Novagen 公司的代表产品之一，被设计用来克隆

和高表达蛋白序列，具有快速、高效、蛋白可溶性高、易于二硫

键形成等优点[8]。由于 daintain/AIF-1 是个具有 EF-hand 等二级

结构的小分子功能性蛋白，其空间构象的正确与否直接关系到

该蛋白的生物学活性。因此本研究选用 pET32a(+)作为表达载

体，以期能够获得具有功能的重组蛋白。
如果把目的基因直接插入 pET32a(+)的多克隆位点区，表

达出的融合蛋白将包含 Trx-, His-,S-Tags 和 2 个 His-Tag 标签

蛋白。这样得到融合蛋白在纯化过程中需要增加肠激酶酶切步

骤，纯化后的产物中不可避免的会含有少量肠激酶。并且所获

蛋白 N 末端仍有数个酶切后的氨基酸残基残留。为避免这些

缺点，本研究利用 RT-PCR 技术获得完整人 CBS 蛋白的编码

序列，并在其 N 末端添加 Nde I 酶切位点(CATATG)，C 末端添

加 Xho I 酶切位点。PCR 产物经限制性内切酶 Nde I 和 Xho I
双酶切后，插入同样酶切后的 pET32a(+)中。这样重组质粒中

Trx-, His-,S-Tags 和 1 个 His-Tag 序列被切除，T7 启动子序列

后的转录起点为 Nde I 酶切位点中的 ATG，翻译出的 Met 即是

人 CBS N 端首个蛋白。为避免 C 末端产生突变，本研究在目标

蛋白的 C 末端加入 6 个 His 片段进行保护，并且利用该片段进

行分离纯化。通过这种设计，成功表达出具有活性的目标蛋白，

为今后尝试采用 pET32a(+)质粒表达可溶性、具有天然 N 末端

的有着复杂结构的多肽或蛋白提供了一种新的载体构建方法。
本研究采用 HPLC 来检测 CBS 的胱硫醚合成活性。与传统方

法相比，其优点在于该方法更加灵敏，理论上可以检测到 0.01
ng 胱硫醚含量。但由于反应体系中含有多种分子，产物含量在

较高背景的影响下难以确定精确数值，且这种方法对仪器条件

要求较高，存在一定的局限性，因此本研究采用紫外 - 可见光

分光光度计法来测定 rhCBS 酶活。本文所纯化出的 rhCBS 比

活力为 57 kU/g，低于从人肝中用生化方法纯化的 CBS 比活力

160 kU/g，这可能与蛋白表达、分离和纯化过程对蛋白质活性

的影响有关。
CBS 基因突变可能导致 CBS 活性降低或丧失，引起高同

型半胱氨酸血症。血浆中过高的同型半胱氨酸促进动脉粥样硬

化发生发展[9]。本实验室曾发现在一定条件下，炎性多肽 daitain
能够与 CBS 相结合，而 daitain 对小鼠动脉粥样硬化进程的促

进作用也曾有人报道[10]。因此 rhCBS 的成功表达，对研究二者

之间的相互作用有着重大的意义。
本文详细介绍了 rhCBS 的原核表达纯化过程，成功表达出

天然 N 末端、C 末 端 含 有 6His 并 具 有 生 物 学 功 能 活 性 的

rhCBS。目前，国内外对 CBS 的研究大都集中在其在动脉血管

病变的机理研究，且主要关于 CBS 基因突变方面对动脉粥样

硬化的影响，而对 CBS 在体内的相互作用蛋白的研究方面还

较 少 。 因 此 高 效 率 获 得 具 有 生 物 学 功 能 活 性 的

rhdaintain/AIF-1，将对筛选与其相互作用的蛋白以及后续的基

础、临床研究起到重要作用。
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