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摘要:为了研究鱼类半胱氨酸蛋白酶抑制剂( cystatin)的功能并探索其在水产品加工和病害防治中的应用潜力,

将改造后的中华鲟(Acipenser sinensis ) cy statin C cDNA 亚克隆到原核表达载体 pBV220, 构建表达 cystatin C 的大

肠杆菌基因工程菌。该工程菌经温度诱导、SDS�PAGE检测, 在约 12. 4 kD 处有一特异蛋白带,该特异蛋白的含

量约为菌体总蛋白的 25%。重组半胱氨酸蛋白酶抑制剂经洗涤、溶解、透析、复性后纯度为 85% ,实现了中华

鲟 cystatin C 在大肠杆菌中的高效表达。木瓜蛋白酶活性抑制实验结果表明该重组 cy statin C 具有明显的酶活

抑制作用。
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Expression of Acipenser sinensis cystatin C in prokaryote
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Abstract: In order to explore the functions of f ish cystatin and the potential values in the f ish disease prevention

and cure, as well as seafood process industry, polymerase chain reaction ( PCR) technique was used to modify

the cDNA of Chinese sturgeon ( Acipenser sinensis ) cystatin mature peptide, The cDNA was subcloned into

expression vector pBV220, then a cystat in recombinant expression bacteria was constructed. After temperature

inducement and SDS�PAGE analysis, the recombinant expression bacteria produced a special protein about 12. 4

kD in molecular weight. The proportion of recombinant protein in total bacterial protein was about 25%. The

purity of the recombinant cystatin, which was washed, dissolved, dialysed and renatured, was about 85%. The

inhibitory activity of recombinant cystatin could be measured by inhibiting the protease activity of papain. The

inhibitory activity of recombinant cystatin was 48U��g- 1.
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广泛存在于动植物组织和体液中的半胱氨酸蛋白酶抑制剂能与木瓜蛋白酶、组织蛋白酶等半胱氨
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酸蛋白酶形成紧密的复合物,抑制他们的活性,从而保护蛋白质的二硫键不被半胱氨酸蛋白酶破坏,阻

止蛋白的降解
[ 1]
。进一步研究表明半胱氨酸蛋白酶抑制剂具有很好的生物防御作用。植物半胱氨酸蛋

白酶抑制剂可抑制致病真菌, 如赤霉菌和稻瘟病菌等的生长,其作用机制可能与半胱氨酸蛋白酶抑制剂

抑制了半胱氨酸肽链内切酶的侵害有关
[ 2]
。当植物受到病虫侵害时,体内的抑制剂含量会增加,而抑制

剂含量高的植株感染病害的几率小[ 3]。人类半胱氨酸蛋白酶抑制剂对肿瘤转移[ 4]、病毒的感染都有抑

制作用[ 5]。半胱氨酸蛋白酶抑制剂 C ( cystatin C)在动物胚胎中含量较高, 可能对发育着的胚胎有保护

作用
[ 6]
。近来有报道,半胱氨酸蛋白酶抑制剂在细胞程序性死亡中也起重要的调节作用

[ 7]
。有关鱼类

半胱氨酸蛋白酶抑制剂的报道很少,初步研究表明,半胱氨酸蛋白酶抑制剂能抑制杆状病毒所导致的鱼

类培养细胞的死亡
[ 8]
。而把鱼类半胱氨酸蛋白酶抑制剂用在水产品加工过程中,如用于抑制水产品的

蛋白酶活性,延长保鲜时间,也已引起关注[ 9]。鉴于鱼类半胱氨酸蛋白酶抑制剂在病害防治和水产品加

工中可能存在着巨大的应用前景,本实验室在原有中华鲟 cystat in C 基因克隆的基础上,构建大肠杆菌

基因工程菌,成功获得具有生物活性的重组 cystatin C, 可为半胱氨酸蛋白酶抑制剂在水产病害防治研

究和水产品加工保鲜应用研究提供基本材料。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

中华鲟 cystatin C cDNA 质粒由本实验室克隆和构建
[ 10]

, 原核表达载体 pBV220来自中国预防医学

科学院病毒所, 大肠杆菌 DH5�由本实验室保存。限制性内切酶、T4DNA 连接酶、Pfu DNA 聚合酶及其

它主要试剂购自 Promega公司或上海生工生物工程公司。DNA Gel Extraction Kit 为 Roche 公司产品。

木瓜蛋白酶( USP/ 6000/ mg)为 Merck公司产品。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 中华鲟 cystatin C基因改造及原核表达工程菌的构建

中华鲟 cystatin C表达质粒的构建图见图1。用于改造中华鲟 cystatin C cDNA的引物P1、P2由上海

生工生物工程公司合成, 合成产物经 SDS�PAGE纯化。以含有中华鲟 cystatin C cDNA的质粒为模板,以

P1、P2 为引物,用 Pfu DNA聚合酶 PCR扩增和改造 cystatin C cDNA。PCR反应模板浓度 10ng,引物浓度

25pmol�L- 1
,反应条件为变性 94 � , 30s;退火50 � , 30s;延伸 72 � , 30s; 30个循环后, 72 � 延伸 7min。经

DNA Gel Extraction Kit纯化后,将该 PCR产物和 pBV220载体分别用 EcoR�酶切, T4DNA连接酶连接过

夜,转化大肠杆菌DH5�。重组质粒用 EcoR �和 Pst �酶切鉴定。具体方法见文献[ 11]。DNA 测序在

ABI PRISMTM 377全自动萤光测序仪上进行,用 DNA分析软件Vector NTI Suit 6. 0分析测序结果。

1. 2. 2 � 诱导表达和 SDS�PAGE分析
参照文献 [ 12] 的方法 , 重组菌 30 � 培养至 OD600为 0. 4 ~ 0. 5 时, 快速升温至 4 2 � 诱导

表达 , 在 0. 5h、1h、2h、3h、4h、5h、6h、7h 各取菌 1mL , 离心弃上清 , 加 10 0�L 无菌水重悬菌

体, 用 15% SDS�PAGE、考马斯亮蓝染色检测重组蛋白。选择合适的诱导时间,用薄层扫描测定重组蛋

白占总蛋白的百分比。把诱导后的重组菌超声波破碎, 12000r�min- 1离心 10min, 分别取上清和沉淀,电

泳检测表达产物的存在形式。

1. 2. 3 � 重组菌表达产物的初步纯化和复性

参照文献[ 12]的方法,将诱导后的重组菌超声波破碎, 12000r�min- 1离心 10min 收集沉淀物,将其

分成 4等份,分别用 0. 05mol�L- 1 Tris�HCl( pH8. 5)、2mol�L- 1尿素、4mol�L- 1尿素和 0. 05mol�L - 1 PBS

( pH8. 5)洗涤 3~ 5次, 8mol�L - 1
尿素溶解包涵体,用含有氧化型谷胱甘肽和还原型谷胱甘肽的 0. 05mol

�L- 1 Tris�HCl( pH8. 5)进行透析和复性。Bradford法测定蛋白浓度[ 13]。
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1. 2. 4 � 重组 cystatin C 活性测定

在每支试管中加入 50�L 酪蛋白( 5. 0mg�mL - 1) , 37 � 保温 10min 后, 加入 30�L 木瓜蛋白酶( 1mg�

mL- 1)和适量复性后的表达产物, 再加缓冲液( 50mmol�L- 1 pH7. 6 Tris- HCl, 2mmol�L- 1半胱氨酸盐酸

盐, 0. 1mmol�L - 1 EDTA)至终体积 300�L, 37 � 保温 20 min后,加入 3 mL 考马斯亮蓝溶液,混均, 室温放

置20 min, 测定 OD595,抑制活性由下列公式反映:

�OD595= OD595- OD595'

图 1 � 中华鲟 cystatin C 表达质粒构建图

Fig . 1� The construction of cy statin C expression plasmid pBVcst

其中, �OD595表示加入重组 cystatin C 与不加重组 cystatin C的两个反应吸光度的变化值, OD595表示

加入适量重组 cystatin C,反应 20min后的吸光度, OD595
'表示不加重组 cystatin C,木瓜蛋白酶将酪蛋白完

全分解时 595nm 的吸光度。每一数据测定3次,取平均值。此外还分别以不加木瓜蛋白酶、只加酪蛋白

的管作对照。木瓜蛋白酶的活力单位定义为 37 � , 1h水解1mg 酪蛋白所需的酶量。抑制活力单位定义
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为37 � ,反应 1h,抑制剂抑制木瓜蛋白酶活力一半时, 降低 1个木瓜蛋白酶活力单位所需的抑制剂量。

抑制比活力定义为每毫克抑制剂有多少抑制活力单位数。

2 � 结果

2. 1 � 中华鲟 cystatin C 表达质粒的构建和鉴定

为了使鲟鱼 cystatin C cDNA适合在原核表达载体 pBV220中表达, 设计并合成了 1对 PCR 扩增引

物对该基因进行改造:

P1为 5'- CG GAA TTC ATG GGT TTG GTC GGA GGC CCC- 3'

P2为 5'- CG GAA TTC TTA AGT GCA GGT ATT TT- 3'

图 2 � Pst�酶切判断重组基因方向

Fig . 2� The Pst � restriction mapping analysis

M1.�DNA/Hind � ; M2. 100bp DNA 标准; 1. pBV220; 2, 3. 反

向插入; 4.正向插入;M1.�DNA/ Hind � ; M2. 100bp marker;

1. pBV220; 2. pBVcst10; 3. pBVcst9; 4. pBVcst6

P1是 5'端引物,从中华鲟 cystatin C 成熟肽编码

序列的第一个碱基开始扩增, 并加入了 1个起始密

码子 ATG 和 1个 EcoR �酶切位点; P2 为 3'端引物,

从中华鲟 cystat in C 成熟肽编码序列的的终止码开

始反向扩增,另外还加入了 1个 EcoR �酶切位点便

于基因亚克隆。以含有中华鲟 cystatin C cDNA的克

隆质粒为模板, P1、P2 为引物, PCR扩增得到约 350bp

的DNA片断, 将该片段插入原核表达载体 pBV220

的多克隆位点中,转化大肠杆菌 DH5�后, 筛选得到

3个重组子。经 EcoR �酶切, 3 个重组子均有约

350bp的片段插入, 分别命名为 pBVcst6、pBVcst9、

pBVcst10。由于外源基因是非定向插入到表达载体

的,利用在外源基因后部和载体多克隆位点上均有

1个 Pst �酶切位点, 可用 Pst �酶切来判断重组子

外源基因的插入方向,结果 pBVcst9、pBVcst10经 Pst

�酶切得到大小约 230bp 和 3700bp两片段, 断定为

反向插入的重组子; pBVcst6经 Pst �酶切,得大小为

约160bp和 3800bp两个片段,是插入方向正确的重

组子(图 2)。为进一步检测 pBVcst6质粒中外源基因的改造结果是否正确,是否有突变发生, 对插入部

分进行了序列测定, 测序结果表明改造后的基因与预期设计的序列完全一致,扩增和构建中没有发生基

因突变(测序图未显示)。

2. 2 � 重组菌的表达与 SDS- PAGE

诱导后的重组菌经 SDS�PAGE检测,结果表明在分子量约 12. 4kD 处有 1条特异蛋白带出现,与预

期推测一致。诱导开始后 0. 5h即有表达产物出现, 在 7h 的诱导期间, 其表达量随时间的增加而增加。

薄层扫描检测分析表明: 经 4h诱导表达的特异蛋白约占菌体总蛋白的 25%。诱导后的重组菌经超声

波破碎、离心,分别取上清和沉淀进行 SDS�PAGE分析,结果显示特异蛋白带主要出现在沉淀中, 而上清

液中基本无此特异带出现(图 3) , 说明表达产物主要是以包涵体的形式存在的。

2. 3 � 表达产物的纯化与复性

在初步纯化重组 cystatin C 时,分别采用了 4种溶液洗涤包涵体, 即 0. 05mol�L- 1
Tris- HCl( pH8.

5)、2mol�L- 1尿素、4mol�L - 1尿素和 0. 05mol�L- 1 PBS ( pH8. 5) ,结果 0. 05 mol�L- 1Tris- HCl( pH8. 5)和

2 mol�L - 1尿素洗涤效果较好, 0. 05 mol�L- 1 PBS ( pH8. 5)的洗涤效果较差,用 4 mol�L - 1尿素洗涤包涵
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体虽然也有较好的洗涤效果,但在洗涤杂蛋白的同时也溶解了部分包涵体,最终选择用 2 mol�L - 1
的尿

素来洗涤粗制包涵体。包涵体经洗涤、溶解、透析、复性后, 目标蛋白量约占总蛋白量的 85%。用

Bradford法测定蛋白浓度,重组 cystatin C 的表达产量为每升培养基 33. 3mg 重组 cystatin C。

图 3� SDS�PAGE 检测表达产物

Fig. 3� SDS�PAGE analysis of the expression products

1.诱导前的重组菌; 2.诱导 4h的 DH5�( pBV220) ; 3. 诱导 4h的重

组菌; 4.诱导 4h重组菌离心后上清; 5. DH5�( pBV cst6)包涵体;

6.纯化后的包涵体;M .低分子量标准蛋白

1. DH5� ( pBVcst6 ) before inducing; 2. DH5� ( pBV220 ) 4h after

inducing; 3. DH5�( pBVcst6) 4h af ter inducing; 4. Supernatant of DH5�

( pBVcst6) 4h after inducing; 5. Inclusion body of DH5�( pBVcst6) 4h

af ter inducing; 6. Inclusion body after purif icat ion; M . LMW protein

marker

2. 4 � 重组 cystatin C 活性测定

以加入抑制剂的量为横坐标, �OD595为纵坐标,

制作重组 cystatin C 对木瓜蛋白酶的抑制活性曲线

(图 4)。抑制作用曲线分析表明: 抑制剂的量在

10�g 以内, 随 cystat in C 含量增加, 抑制活力也成比

例增强, 显示很好的线性关系 , 曲线方程为 y =

0 . 0777x ( R
2
= 0. 97) 。当抑制剂的量大于 10�g

时,曲线就不符合上述方程,可能是由于竞争性抑制

作用, 此时木瓜蛋白酶已经完全被抑制,再增加抑制

剂的量,抑制活力也不会再增加。按抑制比活性的

定义计算出重组 cystatin C 的比活力为每毫克 48个

抑制活力单位。

3 � 讨论

中华鲟 cystatin C 是单链多肽, 由 112个氨基酸

组成, 无糖基化修饰,只有两个二硫键。由于其分子

量适中,二级结构简单容易复性,比较适合在大肠杆

图 4 � 重组 cystatin C 抑制活性曲线

Fig. 4 � The curve of cystatinC inhibitory activity

底物:木瓜蛋白酶; 反应时间: 20min; 反应温度: 37 �

缓冲液: 50mmol�L- 1 pH7. 6 Tri s- HCl , 2mmol�L- 1半胱氨酸盐酸

盐, 0. 1mmol�L- 1EDTA

Substrate: papain; � Reaction period: � 20min;

Reaction temperature: 37�

Buffer: 50mmol�L- 1 pH7. 6 � Tris- HCl, 2mmol�L- 1Cys- HCl,

0. 1mmol�L- 1EDTA

菌表达系统中表达。在设计引物和构建表达质粒

时, 去掉了 cDNA3'端的非编码区, 由于中华鲟

cystatin C基因的终止子 TAA 正是大肠杆菌的强终

止子,能有效避免翻译时的通读, 而达到高效表达。

本实验采用的含 PRPL启动子的高效原核表达载体,

经温度 ( 42 � )诱导, 使温度敏感抑制物 Cits857 失

活,启动子即可开始转录。该表达系统具有诱导方

法简单、快速、节省费用的优点,适合较大规模生产。

开始升温诱导后,重组菌经 SDS�PAGE检测,在 0. 5h

时就有表达产物出现,在 7h内表达量随诱导时间延

长而增加,前 4h内表达量增加最快, 4h之后虽然表

达产物仍在增加, 但增加速度减慢, 考虑成本的关

系,认为诱导时间 4~ 5h较合适。

除去纯化过程中损失的部分, 在摇床培养条件

下重组中华鲟 cystatin C 表达产量仍能达到每升培

养基 33. 3mg。与 Li等[ 6]报道的虹鳟 cystatin C 在大

肠杆菌中的表达量为 3~ 5mg 每升培养基相比高了

近10倍。在抑制活性方面, 我们将重组中华鲟 cystatin C 的抑制比活力与邓俊林等[ 2]所测得的玉米巯

基蛋白酶抑制剂的活力进行了比较, 玉米巯基蛋白酶抑制剂 1�g 约能抑制 0. 278�g 木瓜蛋白酶, 而 1�g

重组中华鲟 cystatin C 约能抑制 3�g 木瓜蛋白酶。重组中华鲟 cystatin C 的抑制活力较强可能与中华鲟

cystatin C 的特殊结构有关,在水产品加工中,鲟鱼肉质结构好,肌肉不易软化, 易于保存, 这也暗示中华
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鲟 cystatin C 可能有其特殊的结构。在大肠杆菌中表达的中华鲟 cystatin C 虽然活性较高,但与毕赤酵

母表达的重组中华鲟 cystatin C 相比, 大肠杆菌表达的 cystatin C 的比活力只有毕赤酵母表达的重组中

华鲟 cystatin C 抑制比活力的20% ,其原因除了在毕赤酵母中表达的重组 cystat in C 纯度高以外,可能与

原核表达的重组 cystatin C 在复性过程中不能完全正确的折叠,只有部分表达产物能够正确折叠成为具

有活性的蛋白有关。Li等
[ 9]
曾报道,大肠杆菌表达的虹鳟 cystat in C 只有 20%的表达产物能够正确折

叠。这也是原核表达系统的缺陷之一。
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