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摘要 多肽融合标签能够赋予目标蛋白新的特性，便于目标蛋白的定位、追踪、纯化以及结构和相互作用研究．但在很多情

况下，尤其是研究蛋白质结构或分离纯化药用蛋白时，需要将多肽融合标签从融合蛋白上切除，以降低和消除多肽融合标签

对目标蛋白结构和功能的影响．可用来切除多肽融合标签的方法主要有 4种，即化学法、内切蛋白酶法、外切蛋白酶法以及
自我剪切法．介绍和比较了每种方法的基本原理、应用以及研究进展．
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融合标签技术是利用 DNA重组技术将不同来
源的基因或基因片段进行拼接，在基因水平上改造

目标蛋白，产生含有融合标签的重组蛋白，不仅保

持原有蛋白质的功能活性，还具有融合标签所特有

的生理生化特性．随着蛋白质组学的发展及药用蛋

白的研究开发，融合标签技术被广泛地应用于科研

及工业领域，尤其在蛋白质分离纯化、膜蛋白结

构研究、蛋白质生理功能研究等方面有着重要作

用[1～3]．

虽然一些多肽融合标签能够促进目标蛋白的正

确折叠和溶解，利于蛋白质的表达和定位，但是也

可能对目标蛋白造成不利影响，主要表现在以下两

个方面．

首先，融合标签可能会影响目标蛋白的构象．

例如基因调控蛋白 AreA连接多聚组氨酸标签后，
与野生型蛋白相比，虽然蛋白质的功能没有显著改

变，但是蛋白质构象却发生了细微变化[4]．因此，

在研究蛋白质结构时，需要移除融合标签，排除和

减少融合标签对蛋白质结构的影响．

其次，融合标签可能会抑制和影响目标蛋白的

活性．例如重组氨基肽酶 B的 C端连上多聚组氨
酸标签后，其外切蛋白酶活性降低了近一半[5]．而

对用于癌症治疗的单抗 CC49单链 Fv片段(scFv)的
研究表明，当多聚组氨酸标签连接于 scFv的 C端
时，有可能部分覆盖 scFv抗原结合位点，从而极

大地降低了 scFv对抗原的结合能力[6]．因此，在研

究蛋白质或酶的性质或功能时，需要充分考虑多肽

融合标签的影响．对于药用蛋白质而言，融合标签

不仅可能影响目标蛋白的药效，还会对人体存在潜

在威胁，因而多肽标签的移除变得更为必要．

目前主要通过 4种方法移除多肽标签，即化学
法、内切蛋白酶法、外切蛋白酶法以及基于内含肽

的自我剪切法．

1 化学方法

化学方法移除多肽标签需要利用溴化氰

( cyanogen bromide，CNBr )或羟胺( hydroxylamine )
处理，所采取的基本策略如下：在目标蛋白与融合

标签之间插入一个甲氨酸残基，诱导表达并纯化

后，用溴化氰或羟胺处理所纯化的融合蛋白，使融

合蛋白在插入的甲氨酸残基处断裂，从而使标签从

目标蛋白脱离[7]．例如 Fairlie等[8]发展的用于生产

和纯化含二硫键肽的系统就使用了溴化氰法．他们

将纯化所得到的融合蛋白用溴化氰处理后，利用
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在利用内切蛋白酶去除融合标签时，如果酶切

效率低下，通常需要延长反应时间，不仅耗时，而

且容易导致非特异性切割，长时间酶切反应环境也

可能会使目标蛋白发生变化或失活[9, 10]．内切蛋白

酶的特异性和酶切效率主要受 3种因素影响．第一
种因素是内切蛋白酶固有的非特异性酶切．有些内

切蛋白酶如 Factor Xa和凝血酶存在着第二切割位
点，而且随着反应条件的不同其第二位点的切割效

率也是变化的．非特异性切割可以通过控制反应条

件减少，但不能完全消除[11]，因此需要优化条件减

少非特异位点切割，并且需要检测切割后的产物，

以确定目标蛋白产物的均一性．第二种因素是目标

蛋白的结构．由于蛋白质肽链的空间折叠，有些融

合蛋白的酶切识别位点位于蛋白质结构内部，内切

蛋白酶活性中心难以接触到识别位点，导致酶切效

率低下．例如利用肠激酶对处于聚集状态的目标蛋

白所含的多聚组氨酸标签的切除研究证实，只有使

目标蛋白结构发生一定的变化，暴露出肠激酶的切

割识别位点，才能很好地达到标签切除的目的[12]．

第三种因素是溶液中化学成分如去垢剂的影响．在

纯化一些疏水性蛋白和跨膜蛋白时，需要加入去垢

剂，有可能会影响内切蛋白酶活性而降低酶切效

率．例如去垢剂在低浓度范围内对 TEV protease酶
切效率影响不明显，但是达到一定浓度后会明显抑

制酶活性[13]．

在利用内切蛋白酶切除融合标签之后，必须除

去内切蛋白酶．通常的策略是利用含有亲和融合标

签的重组内切蛋白酶，在酶切完成后，通过二次

过柱使重组酶吸附在柱上，而目标蛋白则洗脱下

来[14, 15]．柱纯化技术和分子生物学的发展，使人们

可以利用重组内切蛋白酶实现一步式柱纯化[15]，即

酶和融合蛋白都采用同种亲和融合标签，过柱后都

吸附在柱上，酶在柱上完成对目标蛋白融合标签的

剪切．

Endoprotease Cleavage site Other features Commercial name (Supplier)

Enterokinase DDDDK* Secondary sites Recombinant enterokinase (Novagen); EKMax enterokinase (Invitrogen)

Factor Xa IDGR* Secondary sites at GR Factor Xa (Amersham); Restriction grade factor Xa (Novagen); Factor Xa

protease (Qiagen)

Thrombin LVPR*GS Secondary sites Thrombin (Amersham Biosciences); Restriction grade thrombin (Novagen)

TEV protease EQLYFQ*G His-tag for removal of the protease rTEV protease (Life Technologies)

3C protease ETLFQ*GP GST-tag for removal of the protease PreScission protease (Amersham; Biosciences)

The position of endoprotease is indicated with an asterisk (*).

RP-HPLC柱除去脱离的融合标签，结果得到纯度
大于 95%的目标多肽．相比于酶切法，化学法具
有效率高、耗时短、成本低等优点．在上述例

子中，融合蛋白用溴化氰处理 4 h后切割率接近
100%．相比而言，很多酶需要长达十余小时才能
达到理想的切割率．

化学法也有很多不足，例如化学法所需的反应

条件容易破坏目标蛋白的结构和功能，而且所使用

的溴化氰等试剂具有毒性，不适合药用蛋白的处理

及研究．化学法使用的溴化氰能够使蛋白质在甲氨

酸残基处断裂，如果目标蛋白含有内源甲氨酸残

基，会发生非特异性断裂，导致降解和破坏目标蛋

白．而且化学法切割时容易产生副反应，会对修饰

一些氨基酸侧链而改变目标蛋白的特性[7, 8]．这些

缺点限制了化学法在移除多肽融合标签时更为广泛

的应用．

2 内切蛋白酶法

内切蛋白酶能够识别蛋白质的特殊序列，并从

这段序列内部或附近的特定氨基酸残基处切割蛋白

质．使用内切蛋白酶切除标签的一般策略如下：

a．选择合适的内切蛋白酶，注意避免内切蛋白酶
在目标蛋白内部有多余识别位点；b．构建表达载
体，在融合标签与目标蛋白之间引入内切蛋白酶识

别序列；c．将所构建的质粒导入宿主并诱导表达，
分离纯化重组融合蛋白；d．将初次纯化的融合蛋
白用对应的内切蛋白酶处理；e．再次纯化以除去
内切蛋白酶及融合标签．在使用内切蛋白酶法移除

融合标签过程中，需要经过两步纯化，即从细胞裂

解液中纯化融合蛋白，以及将内切蛋白酶及脱离的

融合标签从目标蛋白中除去．表 1列出了几种常用
的内切蛋白酶．

Table 1 The basic features of several endoproteases
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在利用内切蛋白酶移除融合标签时，还需要考

虑是否在目标蛋白上产生了多余的外源氨基酸残

基，从而带来不确定因素，尤其是对于治疗用蛋白

而言，会产生潜在风险．融合蛋白经肠激酶或

Factor Xa切割后，不会在目标蛋白 N端产生多余
的外源氨基酸残基．由于目标蛋白 N端氨基酸残
基的变化对肠激酶切割效率影响很弱，因此可以将

肠激酶发展成通用的对重组蛋白进行处理以移除融

合标签的内切蛋白酶[16, 17]．例如 Lin等[18]在研究邻

氨基苯甲酸合成酶复合体亚基 TrpE蛋白时，就利
用肠激酶切除 N端的多聚组氨酸标签．
随着技术进步以及蛋白质纯化工业发展，内切

蛋白酶法朝着两个方向发展．一方面通过基因筛选

等技术寻找特异性更好、效率更高的内切蛋白酶．

另一方面向简化纯化步骤方向发展，实现一步式柱

纯化或无柱纯化等．如Mao[19]将内切蛋白酶与目标

蛋白融合，组成“标签 -内切蛋白酶 - 目标蛋白”
的结构，在内切蛋白酶与目标蛋白之间是酶识别序

列．在纯化过程中控制内切蛋白酶保持无活性状

态，直到过亲和柱后，改变条件诱导内切蛋白酶恢

复活性，切下目标蛋白．

3 外切蛋白酶法

外切蛋白酶能够从蛋白质的 N 端或 C 端开
始，依次切除一个或几个氨基酸残基，直到遇到

某种特定的氨基酸残基才会停止．外切蛋白酶的

种类包括氨基肽酶和羧肽酶，分别可以用来切除位

于目标蛋白 N端和 C端的融合标签，例如氨基肽
酶 M (aminopeptidase M，APM)和羧肽酶 A 和 B
(carboxypeptidase A和 B，CPA和 CPB)等[5]．

在利用外切蛋白酶法移除融合标签的系统中，

最有代表性的是 QIAGEN公司基于二肽氨基肽酶玉
(dipeptidyl aminopeptidase玉，DPPI，商业名称为
DAPase)的作用机理所提供的 TAGZyme 系统，用
于移除 N端的多聚组氨酸标签[20～23]．DAPase能够
从蛋白质 N端依次切除二肽，切除反应的终止位
点为 N端出现 Lys、Arg、Gln残基，或者在 N端
第 2 个或第 3 个氨基酸残基是 Pro．如果目标蛋
白在 N端具有天然的 DAPase切除终止位点，可以
直接设计利于 DAPase切除的融合标签，构建相应
重组蛋白质．如果目标蛋白在 N端不具备 DAPase
切除终止位点，那么需要引入 Gln残基作为终止位
点．当 DAPase切除反应结束后，利用谷氨酸循环
转移酶 (glutamine cyclotransferase，GCT，或称为

Qcyclase)，将所引入的 Gln 转变成焦谷氨酸
(pyroglutamyl)残基，再利用焦谷氨酸氨基肽酶
(pyroglutamyl aminopeptidase，pGAPase)切除．由
于 DAPase、Qcyclase和 pGAPase都经过遗传改造
而含有多聚组氨酸标签，因而可以容易地利用亲和

层析移除．在最优条件下，TAGZyme系统切 除

融合标签的效率可以达到 90%～98% [7]．利用

TAGZyme系统，学者们成功地纯化了多种蛋白质
如白细胞介素[21]和甲酸脱氢酶[24]．

与内切蛋白酶相比，TAGZyme系统有很多优
势．外切蛋白酶的作用独立于目标蛋白内部的序

列，不会造成非特异性切割，几乎可以适用于任何

目标蛋白．而内切蛋白酶在使用时需要考虑目标蛋

白内部是否有隐藏切点，还必须避免非特异性切

割．外切蛋白酶完成酶切所需酶量也少于内切蛋白

酶用量，既减少了非特异性切割的风险，又降低了

从体系中去除的难度[7]．此外，外切蛋白酶完成酶

切的时间相对较短，也降低了造成目标蛋白损伤的

可能性[25]．

使用 TAGZyme系统时，DAPase 对不同序列
的多肽有不同的酶切速率，例如对 HQ二肽的切除
速率高于 HH、HM和 HA二肽[9]，因而必须优化目

标蛋白融合标签的设计．此外，由于 DAPase是依
次切除 2个氨基酸残基，如果是偶数氨基酸残基的
多肽标签，当 N端 Met残基被加工切除后，有可
能被加工成奇数残基的多肽标签，导致 DAPase酶
切越过终止位点而不停止[25, 26]．一般通过选择宿主

品系或优化多肽标签的设计来避免这一问题．

4 基于内含肽的自我剪切法

内含肽(intein)是前体蛋白中的一段插入序列，
能够自我催化蛋白质的剪接(protein splicing)，使自
身从前体蛋白中切除，并将两侧外显肽(extein)连
接形成成熟蛋白[27]．目前已经发现超过 450个以上
的内含肽，分布于真核生物、真细菌和古细菌、病

毒和噬菌体[28, 29]．

内含肽可以在异源表达系统或者体外翻译系统

中介导自我剪接，对反应条件和两侧的外显肽要求

不高，仅需对“内含肽 -外显肽”连接点附近少数
残基进行突变，适用于切除重组融合蛋白的多肽标

签[30]．当利用内含肽切除多肽标签时，需要改变内

含肽序列，避免内含肽自我剪切后发生多肽标签和

目标蛋白的重新拼接．通常是在所引入内含肽靠近

多肽标签的一端引入突变，抑制内含肽与多肽标签
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的分离，而另一端发生自我剪切使目标蛋白与内含

肽分离[30～32]．在纯化目标蛋白时，含有亲和标签及

内含肽的融合蛋白与相应的配体结合而吸附于亲和

柱上，通过改变温度、pH或加入巯基试剂等诱导
自我剪切，使目标蛋白从吸附于亲和柱上的亲和标

签脱离并洗脱下来，从而能够实现蛋白质的“一步

一柱法纯化”．应用基于内含肽的自我剪切法成功

地切除了许多目标蛋白的融合标签，例如对药 用

蛋 白 PorA 和 Human Brain Natriuretic Peptide
(hBNP)的纯化[33, 34]．

相比于化学法，自我剪切法条件温和，不会使

目标蛋白损伤变性．相比于酶切法，自我剪切法简

化了纯化过程，节约了成本和时间．传统的酶切法

需要多次过柱和多步纯化，以分离融合蛋白和除去

蛋白酶及融合标签．而自我剪切法能够免除酶的消

耗及过柱所产生的昂贵费用．例如 Singleton等[35]

在纯化 RecA蛋白的一系列突变体时采用自我剪切
法，不仅缩短了纯化时间，而且不同突变体蛋白的

纯化过程基本一致，不需要针对不同的突变体蛋白

设计不同的纯化策略．此外，自我剪切法具有良好

的特异性，一般只在剪接位点的氨基酸残基上发生

切割．酶切法由于第二识别位点等因素的存在，容

易发生非特异性切割．

自我剪切法也存在一些缺点，例如外显肽靠近

内含肽的残基能够影响自我剪切效率．对于某些蛋

白质，需要在目标蛋白与内含肽的接头端引入氨基

酸残基提高剪切效率[28, 31, 33]，从而会给目标蛋白产

物带来多余的氨基酸残基．自我剪切法的诱导条件

也不易控制，融合蛋白可能会在表达过程中发生体

内诱导的提前剪切导致纯化失败，而且有些自我剪

切的诱导剂如巯基试剂会影响目标蛋白的二硫键及

相应结构[36]．另外，常用的缓冲液成分 Tris也会在
剪切反应中和硫酯中间体形成稳定的加合物，对蛋

白质纯化结果有所影响[37]．

亲和树脂层析柱通常非常昂贵，是某些蛋白质

纯化大规模工业化的瓶颈．基于内含肽的自我剪切

技术，可以发展蛋白质的无柱纯化系统，如基于聚

羟基丁酯(polyhydroxybutyrate，PHB)的 PHB 系统
和基于弹性蛋白样多肽(elastin-like polypeptide, ELP)
的 ELP 系统 [38, 39]．PHB 系统利用了聚合标签
(aggregation tags)能形成聚合体的特性．某些细菌
在缺氧缺氮等条件下会在体内形成 PHB，以大约
1 滋m的颗粒形式存在，能够结合小的 PHB颗粒结
合蛋白如 phasins．因此可以利用 phasins作为融合

标签构建形式为“phasins-内含肽 -目标蛋白”的
重组蛋白，与 PHB颗粒结合，通过离心使目标蛋
白与 PHB颗粒一起沉淀，诱导内含肽发生自我剪
切，再次离心后，目标蛋白出现在上清液中而与处

于沉淀中的融合标签分离．ELP系统则利用了 ELP
的热诱导相变性质，即室温下高度水溶性的 ELP
在温度上升至 30～40℃时将不溶于水，其相变温
度与 ELP的链长、浓度等因素及序列组成有关．
对于在 ELP相变温度时能保持活性的目标蛋白，
可以利用相应的 ELP 作为融合标签构建形式为
“ELP-内含肽 -目标蛋白”的重组蛋白，表达后在
低于相变温度时离心并收集上清液，再在高于相变

温度时离心，分离得到纯化的融合蛋白沉淀，在低

于相变温度下溶解并诱导自我剪切，再升高到相变

温度以上．此时，目标蛋白存在于上清液中，而

ELP- 内含肽存在于沉淀中，从而达到纯化的目
的．例如 Banki等[39]报道了利用 ELP系统对大肠杆
菌所表达的 10种不同的重组蛋白的纯化研究．这
些无柱纯化系统，比基于酶切的多步多柱纯化系统

和基于自我剪接的一步一柱纯化系统，能够节约分

离纯化的成本和时间．

5 小 结

虽然可以利用化学法、内切蛋白酶法、外切蛋

白酶法、自我剪切法移除重组融合蛋白的多肽标

签，但 4种方法各有利弊，需要根据目标蛋白的特
性，以及标签移除方法和实验目的进行选择．就融

合标签切除的精确度而言，化学法虽然可以较准确

地在设计的位点切割，但容易对目标蛋白造成一些

不必要的化学修饰，甚至使目标蛋白降解．内切蛋

白酶法也存在非特异性切割问题．相对而言，外切

蛋白酶法和自我剪切法在精确度方面更好．就切除

过程对目标蛋白及其后续步骤的影响而言，化学方

法的极端反应条件易对目标蛋白造成破坏，而且使

用有毒试剂对目标蛋白尤其是药用蛋白的后续使用

也有影响．内切蛋白酶法处理目标蛋白耗时过长，

容易导致目标蛋白会发生变化甚至失活，而且有些

来源于动物的内切蛋白酶存在着被病原体污染的风

险，也不适合处理药用蛋白．自我剪切法在诱导剪

切时需加巯基试剂，会影响目标蛋白的二硫键．因

此，需要综合考虑目标蛋白的性质和后续用途，选

择合适的方法．就方法的经济性和可行性而言，目

前纯化策略都朝着简单快速的方向发展．酶法由于

引入了外加酶，不仅需要增加额外步骤除去酶，还
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增加了酶及纯化树脂的成本支出．相比而言，自我

剪切法避免使用酶而更为经济．
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Current Strategies for Polypeptide Fusion Tags Removal*
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Abstract Using gene fusion technology, polypeptide fusion tags can be engineered into target proteins at the
genetic level. The resultant recombinant proteins may possess the biochemical properties of the imported fusion
tags. Therefore, it is possible to take advantage of fusion tags to improve and evaluate protein expression, to detect
and track protein targets, and to purify and characterize proteins. However, it is necessary to eliminate any
influence of the fusion tag in structural characterization experiments or in isolating pharmaceutical proteins.
Scientists must therefore remove fusion tags prior to structural and functional analyses when fusion tags are
suspected of interfering with the biological activity of a protein or influencing its behavior. The fusion tag can be
removed by several methods including harsh chemical treatment, mild enzymatic cleavage by endoprotease or
exoprotease, and intein-mediated self-cleavage. Here the literature is reviewed in relation to principles,
applications, and approaches of each method.
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