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游仆虫第一类肽链释放因子在大肠杆菌
中的表达、纯化和鉴定

张素平 , 　贺晓静 , 　袁静明 , 　梁爱华 3

(山西大学生物技术研究所 ,太原　030006)

摘要 　为对肽链释放因子结构与功能进行研究 ,进而探讨纤毛虫这类生物中遗传密码表达特殊性

的机理 ,利用 PCR 技术和基因重组技术构建了游仆虫第 1 类肽链释放因子 eRF1a 及 C 端带 6 个组

氨酸的 eRF1a (His) 6 的两个重组表达质粒 pBV2212eRF1a 和 pBV2212eRF1a ( His) 6 . 在大肠杆菌 DH5α

中 ,通过 42 ℃高温诱导 3 h ,eRF1a 和 eRF1a (His) 6 获得了可溶性表达. eRF1a (His) 6 的表达水平达到

可溶性细菌总蛋白约 8 % ,经 Ni2NTA 亲和层析和 Hitrap Q 离子交换层析 ,得到纯度较好的 eRF1a

(His) 6 . Western 印迹鉴定为阳性.
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Expression , Purif ication and Identif ication of e RF1a

of Euplotes octocarinatus
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Abstract 　To study the structure and function of polypeptide release factors and understand the mechanism of
the genetic deviation of ciliates from other eukaryotes by their reassignment of one or two stop codons to encode
amino acids , two expression plasmids pBV2212eRF1a and pBV2212eRF1a (His) 6 were constructed respectively

by means of PCR and recombinant DNA techniques. Non fusion and fusion expression of eRF1a in E. coli

DH5αwere performed by induction at high temperature of 42 ℃. The expression level of eRF1a (His) 6 was 8 %

of the total bacterial proteins. The eRF1a(His) 6 was purified by Ni2NTA affinity chromatography and ion ex2
change chromatography. The expression products were also checked by Western blotting assay.
Key words 　ciliate eRF1a , high temperature induction expression , Ni2NTA affinity chromatography , Western
blotting assay
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　　在蛋白质生物合成终止过程中 ,肽链第 1 类释

放因子 (polypeptide release factor 1 ,)特异性识别终止

信号 ,促进肽酰2tRNA 酯键的水解 ,阻止蛋白质翻译

过程中的错误通读 ,最后释放出正确的蛋白质[1 ,2 ] .

它的某些结构域与 tRNA 的结构非常相似 ,因此有

人提出 tRNA2mimicry 模型[3 ]
. 目前 ,关于肽链合成终

止过程中蛋白质与 RNA 之间的相互识别与作用机

理已经引起国外同行的关注[4 ]
. 我国尚无关于肽链

释放因子基因表达方面的研究报道.

真核生物中的第 1 类释放因子通常只有 1 种 ,

即 eRF1 ,原核生物中通常有 2 种 ,分别为 RF1 ,RF2.

游仆虫是具纤毛的原生动物 ,生物进化上属低等真

核生物. 由于其遗传密码表达的特殊性 ,前不久 ,本

课题组对其释放因子基因进行了研究. 发现这种生

物的第 1 类释放因子有 2 种 , 分别为 eRF1a 和

eRF1b
[5 ]

. eRF1a 是分子量约为 50 kD 的蛋白质 ,它的



表达和纯化对于其结构和功能研究 ,及进一步搞清

多肽链合成终止机制 ,研究生命活动基本规律及从

分子水平上探讨生物进化均有重要意义.

1 　材料与方法

111 　材料

p GEMT21921 质粒由本课题组构建 ,内含游仆虫

第 1 类释放因子 eRF1a 全基因序列 ; E. coli DH5α由

本实验室保存 ;克隆载体 p GEM2T Easy 购于 Promega

公司 ;表达载体 pBV221 由中国预防医学科学院病毒

学研究所提供. Taq DNA 聚合酶 ,T4 DNA 连接酶 ,限

制性内切酶购于 Promega 公司 ;质粒抽提、DNA 纯化

试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司 ,基因表达

引物由上海生物工程有限公司合成 ,Ni2NTA agarose

柱和 HiTrap Q 均为 Pharmacia 公司产品 ; 抗体为

QIAGEN 公司产品.

1. 2 　方法

1. 2. 1 　PCR 扩增 eRF1a 基因及 eRF1a ( His) 6 基因 　

以 p GEMT21921 质粒为模板 ,分别用引物 P1 和 P2、

P1 和 P3 扩增出 eRF1a 和 eRF1a ( His) 6 基因片段 ,其

中 ,P1 : 5′2GCC GAA TTC GCT AGC ATG TCA ATA

ATT GAT AG23′为上游引物 ,含 EcoR Ⅰ和 Nhe Ⅰ酶

切位点 ; P2 : 5′2GCC AAG CTT TTA TAT GAA ATC

TTC ATC23′为下游引物 ,含 HindIII 酶切位点. P3 :

5′2GCC GGA TCC TTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG

TAT GAA ATC TTC ATC TGC23′为下游引物 , 含

BamH Ⅰ酶切位点及 6 个组氨酸的密码子.

1. 2. 2 　工程菌的构建 　回收并纯化 PCR 产物后 ,

连入 p GEM T2Easy 克隆载体中 ,再从重组的 p GEM T2
Easy中分别用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切出 eRF1a ,

EcoR Ⅰ单酶切出 eRF1a ( His) 6 ,表达载体 pBV221 也

用同样的酶消化 ,单酶切的载体再用 CIP 去磷酸化 ,

回收并纯化 ,连接 ,转化到 E. coli DH5α中 ,然后用

PCR 和酶切鉴定 , 分别得到重组的表达质粒

pBV2212eRF1a 和 pBV2212eRF1a (His) 6 .

1. 2. 3 　eRF1a 基因的诱导表达与纯化 　pBV2212
eRF1a 和 pBV2212eRF1a (His) 6 30 ℃培养至 A600 = 019

时 ,迅速升温至 42 ℃,诱导 3 h ,离心收集菌体 ,溶于

磷酸缓冲液 , 超声破碎菌体 ,离心取上清. 融合型

eRF1a ,即 eRF1a ( His) 6 带有 6 个组氨酸 ,可以用 Ni2

NTA柱进行亲和层析. 含 eRF1a ( His) 6 的上清液过

Ni2NTA 柱 ,缓冲液为 0102 molΠL Na2 HPO4 , 1 molΠL

NaCl , pH712 , 用 20 mmolΠL 咪唑洗脱可得 eRF1a

(His) 6 . 初步纯化产物过夜透析 ,透析外液用 HiTrap

Q柱的平衡缓冲液 ;过 Q 柱 ,用含 011～015 molΠL
NaCl 的 20 mmolΠL Tris 缓冲液 (pH716) 线性梯度洗

脱 , 10 %SDS2PAGE检测.

1. 2. 4 　Western 印迹鉴定 　参照 Promega 公司的实

验手册.

2 　结果

211 　eRF1a 和 eRF1a( His) 6 基因的扩增与克隆

利用引物 P1 和 P2、P1 和 P3 扩增 eRF1a 和

eRF1a ( His) 6 基因片段 ,得到的 PCR 产物大小约

1 200 bp ,与已知的 eRF1a 基因大小一致 ( Fig11) .

eRF1a (His) 6 中虽然多了 6 个编码组氨酸的核苷酸 ,

但由于其长度上仅多了 18 bp ,在琼脂糖凝胶上看不

出与 eRF1a 的差异. 将 eRF1a 和 eRF1a (His) 6 基因克

隆到温度诱导型表达载体 pBV221 中后 ,对重组质粒

进行了酶切分析 ,随后对其核苷酸序列进行了测序 ,

表明在 PR PL 启动子下游插入的 DNA 片段与已知的

eRF1a 基因序列完全一致 ,并且酶切位点接头处序

列正确 ,无移码现象.

Fig. 1 　Restriction endonuclease digestion and PCR analysis of

recombinant plasmid

M. 100 bp DNA ladder plus ; 1. PCR product of eRF1a ;

2. PCR product of eRF1a (His) 6 ;

3. pBV2212eRF1a digested with EcoR Ⅰ;

4. pBV2212eRF1a (His) 6 digested with EcoR Ⅰ

2. 2 　eRF1a 基因和 eRF1a( His) 6 基因表达与纯化

含 eRF1a ( His) 6 的工程菌超声裂解物经 10 %

SDS2PAGE分离、染色后 ,在分子量约 50 kD 处出现 1

个新增蛋白条带 ( Fig12) . 经薄层扫描测定此条带约

占菌体可溶性总蛋白的 8 % ,对照菌 (空菌) 及未经

诱导的工程菌则无此条带. 利用同样的方法 ,eRF1a

基因也得到了表达.

含 eRF1a (His) 6 的超声裂解液上清经Ni2NTA 亲
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和层析和 HiTrap Q 柱纯化后 ,SDS2PAGE分析显示几

乎不含杂蛋白 ,结果见 Fig12. Western 印迹分析表

明 ,可溶性 eRF1a (His) 6 可与 anti2His AP 偶联抗体反

应 (Fig13) ,说明已得到比较纯的 eRF1a.

Fig. 2 　Expression and purification of fusion eRF1a ( His) 6 protein

synthesized in E. coil

M. Protein marker ;

1. Uninduced pBV2212eRF1a (His) 6 whole cell protein ;

2. Induced pBV2212eRF1a (His) 6 whole cell protein ;

3. Supernatant after centrifugation ;

4. eRF1a (His) 6 fraction after chromatography in Ni2NTA agarose ;

5. eRF1a (His) 6 fraction after purified on HiTrap Q column

Fig. 3 　Western blotting analysis of the soluble protein of eRF1a

(His) 6

1. Inclusion body of eRF1a (His) 6 ;

2. Soluble crude protein eRF1a (His) 6 ;

3. eRF1a (His) 6 after purification

3 　讨论

本文报道游仆虫 eRF1a 在大肠杆菌中表达、纯

化与鉴定的初步研究结果. 在游仆虫一些基因中 ,通

用终止密码 UGA 不作为终止信号 ,而是编码半胱氨

酸 ,UAA 作为主要的终止信号 ;而在四膜虫 ( Tetrahy2
mena) 及草履虫 ( Paramecium ) 等另一些纤毛虫中 ,

UGA 是唯一的终止密码 ,UAA 和 UAG编码谷氨酰

胺[6 ]
. 对纤毛虫这种遗传密码表达特殊性的解释 ,起

初推测可能生物体内有可携带半胱氨酸并可识别

UGA 密码子的 tRNA 的存在 , 并开展了一系列的研

究 ,但未得到实验证实[7 ]
. 近年来 ,随着对肽链释放

因子研究的深入 ,人们对纤毛虫的肽链释放因子发

生了浓厚兴趣 ,试图从释放因子的结构来解释纤毛

虫中某些终止密码翻译为氨基酸的机理[8 ] .

1999 年 , Karamyshev 等[9 ] 克隆了四膜虫的 eRF1

基因并在 E. coli 中进行了表达. 但表达的 eRF1 在

E. coli 中形成包涵体 ,无论怎样改变条件 ,均无法实

现可溶性表达. 为得到可溶性的 eRF1 ,进而对其结

构进行分析 ,本研究采用表达载体 pBV221 进行表达

研究 , 该载体使用λ噬菌体的 PL 、PR 启动子 ,温度

诱导表达 ,利用这类载体已有成功高效表达目的蛋

白的报道[10 ]
. 我们的研究结果表明 ,表达产物存在

于裂菌上清液中 ,无须变性和复性等繁琐的处理 ,实

现了 eRF1a 基因的融合和非融合型的可溶性表达.

融合型表达基因在下游引物中引入 6 个组氨酸. 这

样 ,既不影响目的基因的表达 ,又有利于它的亲和纯

化 ,再选用 HiTrap Q 柱纯化最终得到纯度达 95 %的

eRF1a (His) 6 融合蛋白. 从而大大缩减了纯化步骤 ,

降低了损失率 ,为进一步研究它的结构和功能奠定

了基础.
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