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567 家蚕 -’(./0 (’1+ 丝丝心蛋白（G89L F8%&A8;）结晶域与人类帕金森综合症的致病蛋白!1突触核蛋白（!1GM;C#9"8;，!1/M;）的积
聚原理类似，都是由一段非常疏水的氨基酸组成的保守序列和一些无序卷曲，并在一定条件下发生整体的结构转换而发生纤

维化所致。研究发现在这 ’种蛋白中存在的疏水片段是它们形成"折叠的关键。为了研究!1/M;蛋白的积聚核心在被别的积
聚核心所替换后是否还可以正常纤维化，我们用 NOJ技术将家蚕丝丝心蛋白的核心片段替换!1/M;5 - 4*（!1/M;4*）的核心，组成

一个重组蛋白!1/M;4* /PQ，纯化后温育 ,天，用 RER荧光和原子力显微镜检测该重组蛋白的结构，结果表明!1/M;4* /PQ未能发

生纤维化。这说明具备能形成"片层的片段和无序卷曲这 ’个因素，并不能绝对使蛋白发生整体的结构转换。这对人工蚕丝
的研究具有参考价值。
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最近，一种称为成核依赖型的积聚过程（也称为

聚合过程或结晶过程）机理被用来解释许多病毒蛋

白的失活过程。这些研究包括：正常态的病毒蛋白

N&N# 转 变 为 致 病 蛋 白 N&NG5 #（ ‘A&&8GG"M 7;I
/E7LE;AK8#E，5222）；"淀粉状 B"蛋白转变为 B"淀粉

状纤维蛋白的过程（W7&H"& 7;I Z7;G%C&M，5224）以及

!1突触核蛋白（!1GM;C#9"8;，!1/M;）的纤维化过程
（TAAI 2# $) ]，5222）等。又有研究表明家蚕丝蛋白
由无序卷曲向"折叠构象的转变也是一个成核依赖
性的"折叠聚集过程。通过序列比较发现在 B"
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!"!和!#$%&中均有一段由非常疏水的氨基酸组成
的保守序列 ’(()’’)(’（)"*+ , --， !"!../ , .01，!#

$%&++ , /-）（23""4556% 7&8 $97:9&3;4<9，.===）。该基序
由 (>%、)>7和 ’7> *种氨基酸残基组成，它们在蛋白
质的积聚过程中可能起到不同的作用。(>%最具柔
性，有助于序列在溶液中保持无序卷曲状态；)>7可
以诱导形成蛋白质二级结构；而疏水性的 ’7>具有
很强的形成"折叠的趋向。蚕丝丝心蛋白结晶区中
含有大量疏水性的、保守型很强的重复序列由 (>%
和 )>7 组成。家蚕 !"#$%& #"’( 丝心蛋白（ 54>:
?4@"34&）结晶域与人类帕金森综合症的致病蛋白!#
$%&的积聚原理类似，都是由一段非常疏水的氨基
酸组成的保守序列和一些无序卷曲在一定条件下发

生整体的结构转换，发生纤维化所致。研究发现这

0种蛋白中的疏水片段是形成"折叠的关键（A4 )*
+, B，0CC.；D4 )* +, B，0CC1）。家蚕丝丝心蛋白中的
重复片段 $EF（F 表示多肽的个数）氨基酸序列如
下： $E/7： ’(G()(’； $E/@： ’()(G(’； $E=：
G()(’()(G； $E.C： ()()($()()； $E..：
’()(G()()(’。
为了研究是否具有这样类似的积聚核心片段和

没有结构的无序卷曲片段就能温育出具有"折叠结
构的纤维，我们试用家蚕丝丝心蛋白中的重复片段

$EF替换!#$%&. , /-（!#$%&/-）中的“’(()’’)(’”基

序，构建重组蛋白!#$%&/- $EF，研究它能否积聚，从
而为蛋白质淀粉样化的分子机制提供依据。

! !"#$%

!"! !"
HIJ#*7 质粒、!#$%&/- 基因、克隆菌株 - B .",(

KL1!及表达菌株 - B .",( MA0.（KI*）均为中国科学
院上海生化所实验室保存。 $6H9786N (#01、O2
$6H97"356 E75P E>3Q（O2 EE）、$RH6"356 .0凝胶介质以
及预装柱和 E!AO 柱均购自 )S6"597S !97"S7<47 公
司。G2#*型 <6&P"4<3&购自 24>>4H3"6公司。 P943?>7;4&
J（J9J）购自 )>8"4<9公司。CT0#S注射过滤器购自
!7>> O3"H3"7P43&。盐酸胍（(8SO>）购自 U$M 公司。
!OV循环仪 $4&W>6M>3<:J2购自 I"4<3SH公司。微型垂
直电泳仪及相关设备购自 M43#V748公司。
!"# &#’(
限制性内切酶 /0)$和 !+#L$，J- KX) 连接

酶，"J7Y酶及相关缓冲液购自 J7Z7V7公司；!?R KX)

聚合酶、8XJ!5购自申能博彩公司；胶回收试剂盒为
[75P3&公司产品。
!"$ %&’)*+,-./0 ()*
表达!#$%&/-蛋白的 HIJ#*7 载体由中国科学院

上海生化所吉丽娜博士构建。以!#$%&/-的基因为模
板，利用 !OV方法扩增目标基因的 KX)片段，然后
用 /0)$和 !+#L$双酶切，把基因片段插入到
HIJ#*7质粒中，得到阳性克隆并测序。所有 !OV反
应均在 !OV循环仪 24&4O%<>6"J2上完成。
!"+ ()*12
质粒抽提、酶切、!OV、琼脂糖凝胶电泳、KX)片

段的回收、感受态细胞的制备、连接和转化等操作参

考 $7S@"33: 等（.==1）方法。以含!#$%&/-基因的

HIJ#*7 质粒为模板，采用反向引物得到突变体!#
$%&/- $E/7、$E/@、$E=、$E.C和 $E..。
由于 O#端缺失突变体的摩尔消光系数很低，为

方便实验中蛋白质的检测和定量，均将其第 -位残
基由 !96（苯丙氨酸）突变为 J"H（色氨酸）。
以下突变体均以 !#$%&/- 基因为模板， J/

H"3S3P6"引物为正向引物。各基因的 !OV引物序列
见下：

J/ H"3S3P6"引物（1\端，0C个核苷酸）：1\#J))J)O()
OJO)OJ)J)(((#*\；$E/7 的反向引物（-- 个核苷
酸 ）： 1\#(O(()JOOJJ)))O)OO)(O)OO(J)JOO)
)O)JJJ(JO)OJJ(#*\；$E/@ 的反向引物（-- 个核苷
酸 ）： 1\#(O(()JOOJJ)))O)OO(J))OO)(OJOO)
)O)JJJ(JO)OJJ(#*\；$E= 的反向引物（1/ 个核苷
酸 ）： 1\#(O(()JOOJJ)(J))OO)(O)OO))O)OO)
(O)OO(J))JJJ(JO)OJJ(OJOJJJ(#*\；$E.C的反向
引物（+C 个核苷酸）：1\#(O(()JOOJJ))(O)OO
)(O)OO(())OO)(O)OO)(O)OO)JJJ(JO)OJJ(OJ
OJJJ(#*\；$E.. 的反向引物（1+ 个核苷酸）：1\#
(O(()JOOJJ)))O)OO)(O)OO)(O)OO(J))OO)(
OJOO))O)JJJ(JO)OJJ(#*\。
!", *3/0456789:%
将构建好的重组质粒 HIJ#*7!#$%&/- $EF 转化宿

主菌 MA0.（KI*），然后挑选单克隆，即为!#$%&/- $EF
的表达菌株，并接种于含 )SH（.CC#W]SA）的 AM 培
养基中，摇床中 */^培养过夜，按 0_转接，*/^培
养 * 9，加 ‘!J(至终浓度为 . SS3>]A，诱导表达 *
9，$K$#!)(I 电泳检测。
!"- 12;<=>
表达质粒均转化到大肠杆菌 MA0.（KI*）菌株
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中。从新鲜复苏的平板上挑取单菌落接种于 !" #$
$%培养基中，&’(过夜振荡培养。次日将过夜菌按
) *)""接种于 + $ $%培养基中，&’(振荡培养至 !,""

达到 "-, . "-/时，加入终浓度为 ) ##012$的 3456，
在 +"" 72#89下继续培养 & . : ;。以后操作均在冰
上进行：: """ 72#89离心 )! #89 收集菌体，经冰上
预冷的洗菌缓冲液（+" ##012$ 578<=>?1，@> /-"）洗涤
后，按每升 $%培养基的菌体悬浮于 :" #$缓冲液的
比例加入破菌缓冲液（+" ##012$ 578<=>?1，!" ##012
$ AB?1，"-! ##012$ CD5E，"-! ##012$ 4FGH，@>
/-"）。将菌液置于冰浴中超声波破菌，然后将破菌
液于 )! """ 72#89离心 +" #89。测量上清液体积，以
约 !"I饱和度的（A>）+ GJ: 溶液沉淀，冰浴上搅拌 )
;后，/ """ 72#89离心 +! #89。将沉淀用尽可能少的
平衡缓冲液（!" ##012$ 578<=>?1，@> /-"）溶解，高速
离心去除不溶物。

用 GK@;BLKM 6=+!柱脱盐，上样于预先用缓冲液
（)" ##012$ FJ4G，@> ’-"）平衡的 ?F HH阳离子交
换层析柱，然后用含有 " . !"" ##012$ AB?1 的洗脱
液（)" ##012$ FJ4G，@> ’-"）进行梯度洗脱，分部收
集穿出蛋白组分。GDG=4E6C鉴定蛋白质条带，并把
含有目标蛋白质的组分合并，用 NF=& 型 ?K9O78P09
氮气高压浓缩（&Q滤膜）。再用缓冲液（)"" ##012$
磷酸盐，)"" ##012$ AB?1，@> ’-"）预先平衡的 H4$?
GR@K70<K=)+柱层析进一步纯化，可得到 S!I以上纯
度的蛋白质。

!"# !"#$%&’
根据 $B<K7TK9K 软件预测的蛋白质的摩尔吸光

系数!值，用光吸收法在岛津 UV=+)"" 紫外可见分
光光度计上确定蛋白质的准确浓度。所用缓冲液

（)"" ##012$ 磷酸盐，)"" ##012$ AB?1，@> ’-"）调零后
测量。

!"$ !"()*+,-.&’
将待测蛋白质用 NF=& ?K9O78P09浓缩器浓缩蛋

白质溶液，将样品浓度调整到 +"""#012#$。所用缓
冲体系为 4%G 缓冲液：)"" ##012$ 磷酸盐，)""
##012$ AB?1，@> ’-"，"-"!I ABA&。蛋白质用 "-+

"#无菌注射过滤器过滤以除去颗粒状物质。滤液
分装于 )-! #$ C@@K9L07W管中，每管内装 ) #$样品
溶液，用 4B7BW81# 膜封好管口，置于 &’(摇床内以
+"" 72#89保温振荡。在不同时间点于超净台内取一
定量的蛋白样品（混匀），保存于 X +"(冰箱内待检
测。剩下样品溶液封口后继续保温。取 +""$不同
保温时间的样品分别与 S/""$ !"#012$的 5;5溶液

（!" ##012$ 61YP89K=ABJ>，@> S-"）充分混合，蛋白质
荧光发射光谱的激发波长为 ::, 9#，激发光栅宽度
! 9#，发射光栅宽度 )" 9#，扫描 :," 9# . !," 9# 的
校正光谱，分别记录 :/+ 9# 的荧光发射光强度值
（H:/+），拟合保温时间与 H:/+的曲线图。

!"% /012345&’(678
将待测样品用 4%G缓冲液稀释至 )""#012$并

轻微振荡混匀。取 !"$稀蛋白溶液滴在新解理的
云母（E1WB EK<B7公司）上，! #89 后用去离子水轻柔
地冲洗云母，将没有吸附的蛋白质洗去。吹干云母

表面，置于样品台上成像，以 4%G缓冲液作为对照。
所用 EHF 为美国 D8T8OB1 39<O7R#K9O< 公司生产的
AB90<P0@K#系统，扫描头扫描范围为 )&""# Z )&"

"#，所有的图像均是在空气中用 5B@@89T模式获得。
每个样品至少观察 !个不同的区域以保证重复性。
针尖为 D8T8OB1 39<O7R#K9O<公司生产，弹性系数 +" .
)"" A2# 。更换样品或针尖时，扫描参数略有改变。
一般情况下实验参数在以下范围内变化：针尖的振

荡电压为 +" . :" #V，<KO@089O值为 "-: . "-, V，驱动
频率为 +/" . &:" [>\，扫描速率为 )-) . +-! >\。

) 9:

)"! ;<!"%=>
利用 @C5载体系列的通用引物 5’ @70#0OK7和与

基因序列特异性结合的引物进行 4?]反应，然后通
过基因上的 "#$$和 %&’($酶切位点直接双酶切
后，将产物插入到 @C5=&B表达载体上。测序结果显
示完全正确。将%=GY9’:的 6EV基序用 GH^替换，构

建出%=GY9’: GH^。

)") ;<!"%?@
由于蛋白质的分子量较小，采用 578<=578P89K

GDG=4E6C系统进行全细胞电泳来鉴定目的蛋白的
表达情况（图 )）。结果所做的 !个重组蛋白表达量
都很高。%=GY9’: GH’_ 和%=GY9’: GH’B 的表达情况一

样，所以%=GY9’: GH’_的表达电泳图在此略去。

)"* ;<!"%AB
在确认了目的蛋白的表达后，进一步纯化出蛋

白。使用 ?F HH 阳离子交换层析柱和 H4$?
<R@K70<K=)+柱纯化%=GY9’: GH^ 蛋白，)!I GDG=4E6C
显示蛋白质纯度均在 S!I以上（图 +）。其他 :个蛋
白纯化过程同%=GY9’: GH’B。如图 + 所示，目的蛋白
过 ?F HH阳离子交换层析柱后，挂柱情况很好，几乎
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图 ! !"#$%&’ #(&)（*）、#(+（,）、#(!-（.）和 #(!!（/）的蛋白表达电泳图

(012 ! 3456789:;9857918)< =;9>0%1 7;5 5?:85==09% 9@!"#$%&’ #(&)（*），#(+（,），#(!-（.），)%A #(!!（/）
!B 诱导前 ,5@985 0%AC6709%；DB 诱导后 *@758 0%AC6709%2

图 D 纯化!"#$%&’ #(&)的 !EF #/#"G*H3电泳图

(012 D 3456789:;9857918)< =;9>0%1 !EF #/#"G*H3
9@ :C80@05A!"#$%&’ #(&)

!B 全细胞 I;945 6544；DB 破菌上清液 J;5 85=C47)%7 =C:58%)7)%7
（4$=)75）；KB 过 .L柱的穿出液 J;5 40MC0A 7;89C1; 7;5 .L；’B 过 .L
柱后的目标蛋白液 J;5 7)8157 )@758 .L；EB 过 (GN.后的目标蛋白

J;5 7)8157 )@758 (GN.2

没有穿出。用 - O -BE <94PN Q).4梯度洗脱后，所得
蛋白就比较纯了。接着用 (GN. =C:589=5"!D 柱进一
步纯化，目的蛋白的纯度可达到 +EF以上。
!"# ! $%&"#’’())*((+)(,#$%&’()*+
我们用 #(R替换!"#$%&’中的SS THH*TTJHT&’片

段，并且比较了它们之间积聚性质的差异（图 K）。
荧光染料 J;J可以特异性地与纤维化的蛋白质有效
结合，表现出荧光强度增强，而且这种结合不依赖于

特定的氨基酸序列（N5T0%5，!+++）。具体表现在 ’’S
%<波长光的激发下，’UD %<附近会出现一个很强的
峰，通过峰值的变化可以半定量地确定形成纤维的

图 K !"#$%&’ #(R温育 S天后的 J;J荧光检测

(012 K J;J @4C985=65%65 )==)$ 9@!"#$%&’#(R 0%6CV)75A @98 S A)$=

相对速率。

从 J;J荧光分析实验中可以看出，只有重组蛋
白!"#$%&’ #(&)在 S天的保温时间内形成了少量积聚
物，J;J的荧光强度值略有增加（图 K）。由于!"#$%&’
#(+、!"#$%&’ #(!-、!"#$%&’ #(!! 和!"#$%&’ #(&V 的 J;J
荧光检测结果一样，我们只对!"#$%&’ #(&)和!"#$%&’
#(&V进行了 *(L 观测。通过 *(L 观测发现，!"
#$%&’#(&)和!"#$%&’ #(&V样品并没有形成有序的纤
维，样品形成的积聚物既不是颗粒状的寡聚体，也不

是典型的纤维，而是不定形的蛋白质沉淀物，即无规

则的积聚物（图 ’）。

- ,-

常规的基因构建方法中，一般都先将 G.W产物
连接到 J载体上进行蓝白斑筛选，以确定突变基因
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