
书书书

遗!传 !"#"$%&’(!)*+,+-."!"!!"#!#$!!%!$!&&# 专论与综述

收稿日期!!&&’(&%(’&"修回日期!!&&’()&(&*
基金项目!农业部$#*项目资助!编号#$$)&!&"%+,-./0/120-3$#*/425678/9,:4,8;:<2=;8452>4?@AB/>;!C?D$$)&!&"&

作者简介!赫冬梅!)$E!("$女$浙江大学在读博士研究生$专业方向#细胞及分子生物学

通讯作者!沈桂芳 !)$’!("$教授$分子生物学和遗传工程$F2:#&)&("*$)$*%#$GH5;/:#05B))")E".?B,D9?5

蛋白质剪接及在蛋白质工程中的应用

赫冬梅)!!!钱凯先)!沈桂芳)!!
!)I浙江大学生命科学院$杭州’)&&!E’!I中国农业科学院生物技术中心$北京)&&&*)"

摘!要!蛋白质剪接是蛋白质内含肽介导的$一种在蛋白质水平上翻译后的加工过程$它由一系列分子内的剪切(
连接反应组成(蛋白质内含肽是一个蛋白质前体中的多肽序列$可以催化自身从蛋白质前体中断裂$使两侧的蛋

白质外显肽连接成成熟的蛋白质(蛋白质内含肽的发现$不仅丰富了遗传信息翻译后加工的理论$在实践中也有

广泛的应用前景(
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!!自!&世纪$&年代初发现蛋白质剪接现象以来$就引起

了有关专家的关注(蛋白质剪接!=8?42/>.=:/9/>7"是在蛋白

质内含肽!/>42/>"的自我催化作用下$从翻译后的蛋白质前

体中切除蛋白质内含肽$同时$两侧的蛋白质外显肽!2W42/>"

通过连接反应$形成一个新的具有生物活性的蛋白质%)$!&(

蛋白质剪接作用与 5XC6水平上的修饰作用有相似之处$

但它既不需要辅酶也不需要辅因子(蛋白质内含肽是蛋白

质剪接中的主要遗传元件%’&$它的编码基因插入到编码前体

蛋白质的基因序列中$和两侧的序列一起转录成 5XC6$并

翻译成多肽链$之后$这段担负自我催化作用的内含肽被切

掉$蛋白质外显肽连接成成熟蛋白质(蛋白质内含肽!/>H

42/>"和XC6内含子!/>48?>"一样$都属于可移动的遗传元

件$通过在XC6或蛋白质水平上的自我剪切而形成成熟的

5XC6和有功能的蛋白质%#&(与/>48?>不同的是$蛋白质

内含肽和宿主蛋白一起转录和翻译成前体蛋白!如图)"(

蛋白质内含肽主要存在于单细胞生物中$如#嗜热古细菌)杆

菌及酵母中%%&(迄今已经纯化了近百种蛋白质内含肽

!B44=#**SSSD>2-D9?5*>2-*/>42/>DB45:"$并围绕其结构)

机理)应用等进行了一系列研究%"$E&(

7!蛋白质的剪接

自从)$$&年在啤酒酵母!(?>*9*8+:+6*"6FR中发现第

一个蛋白质内含肽!+29YL6"后$其数目不断增加%)&(分析

蛋白质内含肽的序列特征$对理解它的结构与功能的关系非

常必要(

已经发现的近百种蛋白质内含肽$大小均在)’#!"&*



个氨基酸之间!其中!#种蛋白质内含肽具有下列典型的蛋

白质剪接的结构特点"*#$%)&在蛋白质编码序列的一定位置

具有插入序列’而其同源蛋白则不存在(%!&蛋白质内含肽的

C末端有保守的A3.或+28残基’而蛋白质外显肽在剪接处

则具有A3.’+28或FB8残基(%’&蛋白质内含肽的A末端具

有特征性短序列’如$K/.H6.>!序列比较分析表明"$#$已知

的蛋白质内含肽都具有双功能%如图!&$即 C末端的)&&!
)%&个氨基酸残基和A末端的%&个氨基酸残基组成蛋白质

剪接域(中间的!&&!!%&个氨基酸残基具有自导引核酸内

切酶活性!蛋白质内含肽的两个剪切域约)%&!!&&个氨基

酸’可以激活内含肽的C末和A末端剪接处肽链的断裂’并

通过形成一个新的肽键连接成为具有活性的蛋白质分子!

还有一些蛋白质内含肽只有)’&!!&&个氨基酸’不含自导

引核酸内切酶域!

研究表明")&#$蛋白质内含肽不仅可以介导蛋白质水平

上的加工’而且由于蛋白质内含肽的某些特定区域’在结构

和功能上与核酸内切酶相似’还可以进行内含肽自身的转

移’但这一区域不具有蛋白质剪接功能!蛋白质内含肽作为

可移动因子’可通过)内含肽寻靶*进行转导!内含肽寻靶

%B?5/>7&是指内含肽这段插入序列’转移到没有这一序列的

同源蛋白的等位基因的过程!自导引核酸内切酶可以识别+

切割不含蛋白质内含子编码序列的同源蛋白质的等位基因’

并利用同源重组’将编码蛋白质内含肽的基因拷贝转移到不

含蛋白质内含肽的等位基因上"))#!

图7!蛋白剪接和891剪接的比较

:&,;7!<#=)-"&0#’#>!"#$%&’0)*&+&’,-’.8910)*&+&’,

图?!蛋白质内含肽的结构
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!!序列统计模型和结构晶体学分析表明!蛋白质内含肽有

两个功能结构域!在结构和功能上是独立的!不同来源的两

个部分可以融合成新的蛋白质内含肽")!#!这为重组蛋白质

内含肽提供了可能$

?!蛋白质剪接的机理

研究表明!蛋白质剪接反应!发生在蛋白质内含肽的保

守残基形成的活性中心内!包括分子内的转换%中间产物的

形成%6.=的环化%肽键的断裂和形成等四个步骤$其中!肽

键的断裂和形成是蛋白质剪接的关键反应!而@AB 或@A(酯

酰基的形成也是蛋白质剪接的必要条件$为了深入了解蛋

白质剪接的机理!Z;8V2等通过人工诱导的基因突变!阻抑蛋

白质剪接!分别对前体%中间产物及终产物加以研究!提出了

蛋白质断裂和连接的连续反应机理的假说")’#$

?A7!!"#或!"$酯酰基的重组

即蛋白质内含肽C末端剪切点的+28&A3.残基侧链的

@AB 或@A(发生转酯酰基反应!形成了一个线性中间产

物’’’酯类$基因突变和化学断裂表明(@AB 或@A( 酯酰

基的重组是内含肽C末端断裂作用的关键!+28残基的取代

不发生转酯作用!C末端也不断裂!表明+28对启动剪接过

程和C末端的断裂是必需的")##$

?A?!转酯作用

转酯作用需要具有亲核残基的参与!蛋白质内含肽A端

剪切点的+28&FB8&A3.残基亲核攻击C末端的)硫*酯键!使

上游外显肽从蛋白质内含肽的C末端分离!转到下游外显肽

的+28&FB8&A3.的侧链上!形成分支酯类中间产物$

?AB!10)残基的环化

多肽或蛋白质内含肽中A末端的 6.=残基环化形成氨

基琥珀酰亚胺!随后分支中间产物断裂!具有氨基琥珀酰亚

胺的内含肽被切除$在这个反应中!6.=的!H酰胺键发生脱

氨作用$

?AC!$"! 或#"! 酰基的重组

是一个自发反应$随着’:C的环化和内含肽与A端外

显肽之间肽键的断裂!内含肽被切除!外显肽相连!但切掉的

内含肽的氨基琥珀酰亚胺还要发生自发羟基化!两侧的外显

肽之间形成稳定的肽键!才完成蛋白质的剪接$

前’步反应必须在内含肽 的+催化,作用下发生!非自发

性的-最后一步是瞬时的%自发的$从这个意义上讲!蛋白质

内含肽是一种狭义上的+酶,!其作用底物是两侧剪接处的保

守氨基酸残基$

B!蛋白质剪接的调节及其应用

如前所述!蛋白质剪接的前’步反应可独立发生!因此

对剪切处的保守氨基酸的定位及功能分析!使蛋白质剪接的

调节成为可能$用重组的蛋白质内含肽可以调控蛋白质的

剪接过程!并广泛用于蛋白质的合成%分离纯化%标记%检测

等$

BA7!快速分离!纯化目的蛋白

AB?>7+X等")%!)"#把可自我裂解的亲和标记!连在目标

蛋白的A末或C末端!用亲和层析可以实现一步纯化蛋白

质$早期使用的是+9282T/./;2YL6内含肽!先用6:;取代

蛋白质内含肽A末端的 6.=残基!再连接上几丁质)9B/4/>*

作为A末端的外显肽!而目的蛋白作为 C末端外显肽$表

达的蛋白前体由于 6.=残基被取代!缺少 6.=环化和A末

端剪切功能!在蛋白质内含肽的A末端不发生剪切作用!从

而可以利用几丁质树脂的吸附加以纯化$改进后的表达载

体是把目标蛋白融合在内含肽的末端!以 P:,取代A末的

K/.残基来调节内含肽A末端的剪接!从而快速纯化目的蛋

白质$

BA?!直接检测蛋白质的表达及蛋白质之间的相互作用

[B;>7等")E#用重叠的寡聚核苷酸构建了一个有效的微

型内含肽)5/>/H/>42/>*检测系统!在设计的蛋白质内含肽的

C末端和A末端之间插入亲和标记!把荧光蛋白)PQR*连在

有亲和标记但缺乏自导引核酸内切酶区域的蛋白质内含肽

的A末端!目的蛋白连在内含肽的C末端!这样利用荧光蛋

白可以很容易的检测融合蛋白的表达$目前已有)E种目的

蛋白被检测!结果表明(目的蛋白的含量与总细胞的PQR蛋

白荧光呈线性关系$另外!还可以利用这一系统检测蛋白质

之间的相互作用")*#(把两个具有相互作用的目的蛋白分别

融合进蛋白质内含肽的两个片段!再直接与分开的 GPQR
)G>B;>9207822>@:,?82.92>4=8?42/>*的A末端和 C末端相

连!蛋白剪接作用产生GPQR荧光团!这一方法简化了蛋白

质相互作用的检测$

BAB!用于结构和功能的研究

O衍射晶体学促进了内含肽结构的研究!但并不能解决

催化机理的研究!也不能解决内含肽如何折叠及外显肽怎样

影响折叠的!利用蛋白质的反式剪接现象可以解决这一问

题$蛋白质的反式剪接)48;>.H.=:/9/>7*!是把两个分别表达

和纯化的多肽链通过非共价连接融合进一个蛋白质内含肽

的非功能区!组成具有蛋白剪接功能的内含肽$如(去除结

核杆菌的X296内含肽中间的自导引核酸内切酶区域!留下

具有剪接功能的##&个氨基酸残基!作为构建蛋白质剪接的

元件!再通过生物化学和生物物理学的方法研究其结构和功

能")$#$研究发现!X296内含肽两侧的片段互补!用人工合

成的’&!’%个氨基酸残基的肽段取代X296内含肽的A末

端相应肽段!可以促进蛋白质的反式剪接$

C!蛋白质剪接的研究进展

蛋白质剪接的发展及其研究进展吸引了细胞生物学%生

物化学%分子生物学等不同领域学者的关注!并从不同的角

度进行各种广泛的研究$近年来!在蛋白质化学合成的基础

上!利用蛋白质剪接现象!发展了一种蛋白质融合方法’’’

)%!!!期!!!!!!!!!!!!!!赫冬梅等(蛋白质剪接及在蛋白质工程中的应用



表达蛋白连接!GW=82..20=8?42/>:/7;4/?>"即GRZ#)$$"利用结

核杆菌的X296的内含肽"将人工合成的肽链用化学方法连

到内含肽的A末端%特别是在同一肽链中导入 C末端的

A3.残基和A末端的硫酯键"形成分子内连接反应"以合成

环化蛋白质"增加蛋白质的稳定性%随着GRZ的发展"在重

组蛋白内含肽的两个末端均可以发生连接反应"这样可以将

两个重组蛋白直接连在一起"还可以将合成的小肽链表达盒

!9;..2442&特定地插入大分子蛋白中#!&$%

蛋白质剪接现象的发现"尽管只有短短的)&多年时间"

但它揭开了生物化学’生物物理学及蛋白质工程领域令人欣

喜的新篇章%当前的工作极大地促进了我们对蛋白质剪接

机理的了解"并可改变剪接点上’下游的序列"自主的设计蛋

白质内含肽"调控蛋白质的剪接#!)$(甚至用内含肽体外重组

的多肽片段"也可以得到具有剪接功能和核酸内切酶活性的

蛋白质内含肽元件#!!$(但许多有关机理的详细过程及其作

用还须做进一步研究"如)蛋白质剪接中的前’个反应速率

比同类反应大得多"表明作为酸!碱&催化剂的残基可能促进

这’个亲核反应(尽管许多蛋白质内含肽的保守序列已经测

定"但它们在剪接中的具体作用不详%尽管利用蛋白质内含

肽表达体系可以有效地断裂’纯化蛋白质"还需要选择合适

的筛选标记"以分离’纯化蛋白质%在蛋白质工程中"利用蛋

白质内含肽重组新的蛋白质时"要考虑新的蛋白质外显肽与

内含肽的匹配及活性问题%另外"有关蛋白质剪接的酶学’

细胞生理学及其进化方面的研究也少有报道%
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