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摘要：将}暂建好的可 表达 GST融合蛋 白的重组病毒 AcMNPV-OCC。-GST．6xl-F~Etp28感染 S／9 

细胞，一定时 间后取感 染了病毒的细胞裂解物上清液进行 SDS-PAGE分折。结果显示 53 kDa的融 

合蛋白(GST．6xV~-Etp28)呈不溶状态。在原有裂解液的基础上，加圊体十二烷基肌氟酸钠至终 

浓度 1．5％．并将 Triton X-100的比倒由 1％提高到 2％。SDS-PAGE结果显示至步有 l，3的 GST- 

6xHis-Etp28处于溶解状态，可溶性 GST-6xHis-Etp28经亲合层折 ．53 kDa的 目标蛋白得到纯化 。 
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自从 1983年 Smith和 Summers首次利用曹蓿、r纹夜蛾核型多角体病毒(AcMNPv)表达 

人 B．干扰素 米．至今已有数百种外源基因在杆状病毒载体系统中得到表达。由于杆状病毒 

载体表达 系统具有较完备 的翻译后加工修饰系统，如糖基化、磷酸化、蛋 白酶特异性水解(如切 

除信号肽)和酰胺化等，还具有高效表达外源基因的能力，因此杆状病毒载体系统已成为最有 

应用前景的真核基因高效表选载体之一。 

在应用杆状病毒系统进行外源基因的表达时．一个常用的转移载体是 GST融合载体．这 

类载体将表达出 GST融合蛋白。GST与还原型谷胱苷肽具有高度亲合性．园此可通过 简便、 

高效的亲合纯化进行外源蛋 白的分离纯化；此外，抗 GST抗体可以对融合蛋 白中的 GST进行 

检测．从而使那些无法获得抗体的外源蛋 白的检测成为可能。 

应用原核系统表达 GST融合蛋白时，往往会得到不可溶的表达产物I ，这就给表达产物 

的纯化 、活性保证等带来了困难。本研究探讨了 GST融合蛋白在杆状病毒系统中表达的可溶 

性状况．并进行了解决可溶性 问题的研究。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 重组病毒 重组病毒 AcMNPV-OCC一．GST．6xHL*．-Etp28t 由奉室}暂建。 

1．1．2 昆虫细胞、病毒和病毒基因组 DNA 含合成启动子和 半乳糖苷酶基因的无包韬体糟纹瘦蛾重组株 

(TnNPV-SVI—G)由奉室}暂建⋯，草地瘦蛾(St~do．m'ra 亭 一 E 9．S，9)昆虫细瞻引白英国自然环境研究 

收稿 日期 ：1999—01—04．謦回日期 1999—03—31 

基垒项 目；国家 自然科学研究基金资助项 目(39800108) 

作者简介 桶# ．男(1964年 一)．云南建亦人．助研 ．博士。主要从事病毒生物琦{台和生物 医药的研究。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


144 中 国 病 毒 学 第 l5卷 

会病毒研究所。 

1 1·3 其它生化试 剂 Glutathione Agaro~ Beads、Glutathloae Powder、昆虫细胞裂解缓冲液(1×)
、蛋 白酶抑 

制剂馄合物 (50×)购 自 PharMingen公司。AcryIamide、Bis-ac~ylamide购 自Sigma公 司
。 

1 2 方法 

1 2．1 病毒扩增 

大量培养 S，9细胞．待细胞长成单层处于对数生长期时用于病毒感染。具体操作包括：暖弃培养基
， 接 

种病毒，使病毒感染复数 (M0I)小于 1。室温暖附 1 h后除去病毒接种物，换以新鲜培 养基 ．27℃培 养 48～72 

h，收集上清待用。 

1．2．2 表达产物的检测 

1．2．2．1 病毒定量感染和样品制备 接种 2×10‘个处于对数 生长期的 sJ9细胞至 25 c 细胞培 养瓶中． 

使用高滴度病毒原液 ．病毒滴度(PFIJ／rnL)至少为 1×l 有效病毒粒子／mL，且病毒感染 复数(MOI)控 制在 

5～10之间。病毒接种细胞 吸附 1 h后．弃病毒液，换以新鲜的培 养基 27℃培养 72 h后．移弃培养基．预玲的 

PSS(pH7．4)缓冲液洗涤细胞数次。除尽残留液体．再加人 500 L疆冷的细胞裂解液(古有 1×Protease iⅡ． 

hibitor cocktail)．用橡皮刮刮下细胞收集至eppendoff管内．置珠浴裂解 45min．每 50止 细胞裂解物分装至一 

个 eppendoff管中．置于一2o℃或者一80℃贮存备用或直接用于表达情况分析。 

1．2．2．2 SDS-PAGE分析 将制备好的病毒感染的 sy9细胞裂解液上清取50“L．加人等量的蛋白质样品上 

样缓冲液(2×)．水浴煮沸 5rain．4℃ 、12 000dmi．离心 5rain，移取上清 ．在 B；oR~ 小型蛋白电泳装 置上进行 

恒泷电泳(SDS-PAGE电诛浓缩胶浓度为 5％．电泳电流强 度为 18 mA：分离胶浓度 10％，电泳 电流强度 为 34 

mA)。电泳结束后．考马斯亮蓝染色．观察蛋白质带型。 

1．2．3 GST-6xVf,s-Etp28的纯化 

取适量 Glutathione  ̂ 啷 eBeads，500 g离心 3～5rain，弃上清并用 5～l0倍体积的 PBS洗两次 ；加人细 

胞裂解上清液．于 4℃轻摇摆 30rain．500 g离心 3～5min．弃上清 ．用 5倍体积的 PBS洗两次 ；加人 1倍体积 

的 GST Elution Buffe~，室沮放置 2 rain．500 g离心 3～5 rain．收集洗脱液．内含纯化 的 GST融合 蛋白。 

2 结果与分析 

2．1 重组病毒 AcMNPV-OCC一-GST-6xHts-gtp28 

重组病毒 AcMNPV—OCC一-GST．6xHis-Etp28，系通过含有 Etp28基 因的重组转移载体质 

粒 pAcGHLT-A-Etp28与线性化致死缺失型苜蓿 丫纹夜蛾核型多角体病毒(AcMNPv_Occ一) 

共转染 Sy9细胞后构建而成_2]。 

2．2 GST-6xHts．gtp28融合基因在 ，9细胞中的表达 

将 MOI约为 3～l0的重组毒株 AcMNPV．OCC一．GST-6xHis-Etp28感染处于生长对数期 

的 Sy9细胞，27℃培养 72h后，用适量的细胞裂解液裂解贴壁的细胞单层，取适量的裂解液上 

清进行 SDS-PAGE分析，可观察到感染重组病毒的细胞裂解液上清蛋白质样品比感染了 

TnNPV-OCC一的细胞样品多了一条 53 kDa蛋白带(图 1)。该蛋白带与预期的表达产物大小 
一 致，表明融合的 Etp28基因得到了表达。 

2．3 GST-6xHis-Etp28融合蛋白的表达特性 

为了探讨 GST．6xI-Iis．Etp28融合蛋 白的溶解状态，在接常规方法裂解完细胞后．将裂解 

液以 12 000 r／m~n离心 15rain．裂解上清液加等体积蛋白质样品上样缓冲液(2×)，煮沸 5min 

后待用；裂解沉淀物则用 1×PBS洗涤两次．加与 Lysis buffer同样体积的 1×PBS，于冰浴中进 

行超声波粉碎 ．加等体积蛋 白质样品上样缓 冲液(2×)，煮沸 10min后待用。 
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图 1 感 染 了重 组毒株 AeMNPV-OCC一．GST-6xH~-Etp28 

的 Sf9细胞裂解暂 SDS-PAGE分析 

Fig．1 SDS-PAGE analy s of the Sf9 edl Im te 

1 Mid-range protein mcleculax weight marker； 

2 The Sf9 cell lysate infected th TnNPV-SVI G： 

3--4．The Sf9 cell inteeted with different reeombmEu'n 

virus c]onies of AcM NPV-OCC一·GST．6xHis．Etp28 

(图中箭头所指示 表选产 物 GST~6xHivEtp28， 下图均 同 

此 标注 ) 

SDS-PAGE结果显示，GST-6xHis-Etp28主要存在于裂解沉淀物 中，即 GST-6xHis．Etp28 

呈不可溶状态，在裂解上清 中基本看不到 GST-6xHis-Etp28(图 2)。 

图 2 GST-6xHi~Etp28溶解性质的 SDS-PAGE分析 

F ．2 SDS-PAGE ~ll-lalys of GSTI6 Hb·np28 so]ubility 

1．~ pernatam SD 睫n|ysate inleeted with Tnl~ V．SVrG： 

2．Stlp~ ataRt of Sf9 cell ly~te infected with AeMNPV-OCC ．GST-6xHis-Etp28} 

3．Insoluble pdh of Sf9 celllysateirff~tedwith"InNPV-SV1。Gi 

4．1n~luble peilet of Sf9 cellly-~~einfectedwithAeMNPV-OCC ．GSTqSxH'~-Etp28 

5．Mid·range protein molecular w ght marker 、 

从表达、样品制备等方面对 GST-6xHis-Etp28不可溶的原因进行了探讨：(1)首先通过向 Ly． 

sis buffer中直接加固体 Tris的办法将 Lysis buffer的 pH值 由 7．5提高到 8．5。Etp28的等 电点 

(pI)为 6．71，GST的 pI为 6．90。Lysis buffer的 pH值与 pI差别越大则越有助于 GST-6xFEs- 

Etp28的可溶性。但 SDS-PAGE结果显示 GST-6xHis-Etp28仍处于不可溶状态(图略)。(2)在细 

胞感染早期收获样品，即在 24pi、36pi和 48pi就收获细胞．但 SDS-PAGE结果显示 GST-6xHis- 

Etp28仍处于不可溶状态(图略)。(3)较低的 MOI可能会有助于改善外源蛋白的溶解性。我们 

用 MOI<1进行细胞感染，结果发现除表达量降低外，GST-6xHis-Etp28仍处于不可溶状 态(图 

3)。(4)用 MOI<3进行细胞感染．然后于48pi就收获细胞，结果约有 1／3的 GST-6xt-~Etp28 

处于溶解状态．但该实验结果重复性较差(图略)。(5)对裂解液成份进行调整，即将非离子去垢 

荆 Triton X-100的比例由1％提高到 2％．并加入终浓度为 1．5％的固体Sarb刚，结果发现约有 

20％～3o％的 GST．6xUfis-Etp28呈可溶状态．且实验重复性好(图 4)。 

2．4 GST-6xHis-Etp28的纯化 

将可溶性 GST-6xHis-Etp28进行亲合纯化．SDS-PAGE和 Western-blot(圈略)结果显示 

53 kDa的目标蛋 白得到 了纯化。SDS．PAGE显示的 另一条约 26 kDa蛋 白带 为细胞 内天然 

G r(图 5)。 
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3 讨论 

圈 3 MOI<l时 GST-6xHis-E~p28溶解性质的 SDS-PAGE分析 

Fig．3 SD~PAGE snalw ofGST-6xFIIs-Ecp28 solubiliw whenM OI< 1 

1 M id-range protein molecalar w西 t marker； 

2．Insoluble pellet of S，9 cel1]ysate infected with AcMNPV-OCC一·GST-6xHIs-Etp28 

3．InsJluble pellet。f sy9 celllysate抽 tedwith TnNPV-SVI'G 

田 4 Sarl~syl对 GSr-6xHis-Etp28蒋解性质影 响的 SDS-FAGE分折 

F ．4 SDS-PAGE a~alysis of the e~fect of 5时k∞ 1 on GST x E~p28 sduhiHW 

1．M／d-range prote／nmolecuk『 cmarker； 

2．S／9 oell b蛆te infected with"inNPV·SvrG{ 

3．Supernatant of两 ceil lysate infecte~l Ih AcMNPV-OCC一．GffF-6xHis-E 28； 

4．Insoluble peu眦of S，9。 lysate infeetM with AcMNPV·OOC一-GST-6xH Ezp28 

囤 5 Gb~l'．6xHis-Ez~28亲和纯化效果的 SDS-PAGE分析 

F ．5 SDS-PAGEof affmity pufificaticm of Gs1’-6xHis-Etp28 

1．Eht~l pigs wash buffer aft washi~ the glma~fioue《 e bound wkh GSl'~xHis- 

Etp28； 

2．Ehted 5uDenu tfm dorIs of Sy9 ceillysateinfectedwithAoM NPV-OO3一·GSW- 

6xHis-Etp28 add~l to the utathlone a 1I∞e； 

3．Superrmtant of Sy9 cel1]ys~te ini~ted with AcMNPV-O(~ 一·GsT 6xHis-Etp28： 

4．Insoluble pd 。f s，9 cell 蛆teinfect~1 wjthAcMNPV-OCC一·GST-6xFlls-Etp28； 

5．P ied GST·6xHis-E 28； 

6．M id-range protein molecular weigh~marker； 

7 A插口hy purifle~titm c,f supernatant sy9 celllymtvizLf~"ted wlthTnNPV-SVFG 

对杆状病毒表达系统．表达外源蛋白的可溶性被认为是该系统的优点之一，实际情况也大 

多如此。获得可溶性的外源蛋白，不仅有利于亲合纯化得到 GST融合蛋白，而且在大部分情 

况下是外源蛋白保证其生物学功能的重要前提．例如蛋白质的正确折叠、糖基化磷酸化以及信 

号肽的正确切割等都有桢于外源蛋白的可溶性。但本研究中发现，GST-6xHis-Etp28融合蛋 

白基本处于不可溶状态。本实验室应用杆状病毒系统表达过其它 GsT融合蛋白(例如鸡传染 

性支气管炎病毒 s1 GST融合蛋白、猪生殖和呼吸综合症病毒 M．GST融合蛋 白等)以及单纯 

GST蛋白．发现基本上都呈不可溶状态(未发表)。通常，造成 GST融合蛋白不可溶的原因可 

能是：(1)过迟收获被感染外源蛋白本身的性质所决定。(2)重组病毒的 MOI过高，例如远大 

于10。(3)昆虫细胞系选择不当。(4)由外源蛋白本身的性质所决定。(5)外源蛋白表达量过 

高也可能造成一定程度的不溶。(6)细胞裂解液所致。 
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我们在感染后 24、36和 48 h收获细胞 ．然后降低 MOI至 1以下(表达量同时得到减少)以 

及更换不同的细胞系(如 Sf9和 胁5)，除偶然几次可得到部分可溶性 GST一6xHis．Etp28外， 

大部分实验得到的 GST．6xHis-Etp28均呈不可溶状态．且获得可溶性 GST-6xHis-Etp28的实 

验重复性较差。 

还有一个因素应考虑．即裂解液的 pH值。Etp28的等电点(pI)为 6．71．裂解液的 pit值 

距 Etp28的 pI越远，则越有助于 GST-6xHis-Etp28的溶解 。所用的昆虫细胞裂解液的 pH值 

为7 5，理论上已足以让 Etp28可溶．但我们还向昆虫细胞裂解液中直接加固体 Tris，提高 pH 

值至 8．5，SDS-PAGE分析表明 GST．6xHis．Etp28依旧处于不可溶状态。 

在 GST融合蛋白的原核表达系统 中(例如 pGEX系列)，虽然表达产物被商家描写为可溶 

性蛋白，但就实际情况而言 汀 融合蛋白经常处于不可溶状态。一般来讲，标准分离 GST融 

合蛋白的方法是采用非离子去垢剂，例如 Triton X—100。但据报道 ，通过这种方法获得 的 GST 

融合蛋 白的不可溶性是一个普遍现象。J．V．Frangioni和 B．G．Neel(1993)⋯利用十二烷基 

肌氨酸钠(Sarkosy1)可溶解肌动蛋 白这一特性．在 E．co／i细胞裂解液 中加入适量 Sarkosyl，从 

而获得了部分甚至完全可溶的 GST融合蛋白。Sarkosyl是一种人工合成的烷基阴离子去垢 

剂，最初是为了用来筛选抗龋剂的，它能够在体外吸附到 Casein上．并抑制唾液 中具有龋活性 

的酸的形成。 

本研究将非离子去垢剂 Triton-X-100的比例由 1％提高到 2％，并加入终浓度为 1．5％的 

固体 Sarkosyl，结果发现约有 20％--30％的 GST-6xHi~Etp28呈可溶状态。去垢剂和蛋白的 

比例、即 Sarkosy|的绝对浓度直接影响蛋白的可溶性，因此对于每一种 GST融合蛋白来说．有 

必要优化 Sarkosyl的使用量。我们获得的可溶性 GST-6xHis-Etp28仍只占整个融合蛋白的小 

部分，因此有必要进一步摸索条件提高可溶部分的比例。采用 Sarko,．；yl裂解细胞，虽然可得到 

可溶的融合蛋 白．但有可能影响其与 Glutathione Agamse Beads的结合．从而降低纯化效率。 

从实际结果看，只有约 50％的可溶性 GST．6xHis-Etp28能够结合到 Glutathione Agarose Beads 

上。不过 J．v．Frangionl和 B．G．Ned发表的结果显示 ：调整好 Sarkc~yl与 TritonX-100的比 

例，将 会极 大 改进 GST 融 合蛋 白与 Glut~hione Agarose Beads的结 合 效率。通 常，1．5％ 

Sarkosyl：2％ Triton X-IO0已经足够，但在一些极端情况下，可将 Triton X-100的 比例提高至 

4％ 。 
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Solubilization Analysis of GST Fusion Protein Expressed 

in Baculovirus System 

YANG Lin，LI Guo—qing，HUANG Bao-ying，W ANG Qna n-zhong 

LONG Qing-xin，WANG Xun—zhang 

(State keyLabforBiologicalCont~1．Biopharraaceutical Center， 

H University，Guang~ u 510275．China) 

( 加 州棚￡。，A i f ，sDm  C H口Agricult“r丑f University，Gu口ngzlwu，510640，ChiHⅡ) 

Abstract：Insect S cells were infected with con~ructed recombinant virus AcM NPV-OCC一一 

G r_6xHis．E p28。which o∞ Id produce GST fusion protein and the superrmtant of 72 h pi cdI 

Iysate was examined by SDSPAGE．The results showed that GST-6xHis—Etp28 fusion protein of 

53 kDa WOS expressed in insolubh status．After the sodium salt of the alkylanionie detergent 

sarkosy1 was added to insect celI lysis buffer to a final concentration of 1．5％，and the final con- 

centration of Tritoz~-100 was increased from 1％ tO 2％，at least 1／3 of GST_6xHis-Etp28 ap- 

口eared to be soluble，which was examined by SDSPAGE．Then soluble GST-6xHis-Etp28 was 

purified by affinity chromatography using glutathione agarose ． 

Key words：GST fus ion pro tein；Baculovirus expression system ；Solubilization analysis 
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