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摘要 酵母阮蛋 白 u er Z 蛋 白 ( U o Zp )具有动物航蛋 白类似的构象转变特点
,

其 N
-

端 65 个氨基酸是阮病毒结构域 ( rPL ))
,

对酵母肮病毒的发生起关键性作用
.

将 尸》刃

基因与谷脆普肤
一

S
一

转移酶 ( G ST )基因重组
,

在大肠杆菌中表达 了可溶性的 GS T
-

P r D

融合蛋 白 (
s GS T

.

P rD )
.

, G S T
-

P r D 在体外自发地聚合成纤维
,

这种蛋 白纤维的圆二 色

谱呈典型的 p
一

折叠
,

对蛋 白酶 K 的抵抗力增加
,

并具有淀粉样纤维 的光学特性
.

聚合

的 GS T
~

P rD (
a GS T

~

P I.D )能促进
s GS T

~

P r D 聚合成纤维
.

这些结果显示 P rD 能使与其融

合的 G ST 蛋 白的构象发生变化
,

形成一种新的肮蛋 白样嵌合蛋 白
.

这是 P rD 改变其

他蛋 白构象的证据
.

关键词 酵母阮蛋白 U心 p 阮病毒结构域 谷殷昔肤
·

S 转移酶 构象

iW
c k n e r 用肮 病毒理论 来解释 酵母 的 2 种非 Non

一

M e n de han 遗传表型 因子 「SP I + 」和

〔u RE 3下
’ 〕

,

认为 u滋p 和 su 户s p 是酵母的阮蛋白
.

u erZ
p 是酵母氮代谢的调节蛋白

,

当它的构

象发生改变后便相互凝聚形成淀粉样纤维而丧失了调节氮代谢的功能
,

使酵母具有 「URE 3〕表

型
.

UerZ p 的 N
一

端 65 个氨基酸是肮病毒结构域 (乃 D )
,

C
一

端 的 66
一 3 54 位氨基酸是调节氮代谢

的功能区
,

仁u RE 3 ]表型的出现和维持都需要 rDP 的存在仁
, 一 4〕

.

vaT lor 等 s[] 用合成的 rDP 蛋白在

体外形成 了纤维
,

聚合 P rD 的 件折叠含量增加
,

而且 R D 能特异地诱导 UerZ p 形成纤维样聚合

物
,

并抵抗蛋白酶 K 的消化
,

huT al 等困在大肠杆菌里表达并纯化的 u reZ
p 能形成淀粉样纤维

,

并能部分抵抗蛋白酶的消化
.

缺失了 lrP ) 的 UerZ p 不能形成淀粉样纤维
,

并保持正常的氮代谢

调节功能
,

表明 R D 在酵母肮蛋白 U心p 的形成 中起重要作用
.

我们将 U er Zp 的 PrD 与谷胧昔肤
一

S
一

转移酶 ( GS T )融合
,

在大肠杆菌里表达 了可溶性的

G sT
-

R D (
。G S T

~

P rD )
.

纯化的 s G s T
一

巧 D 能形成淀粉样纤维
,

它 的 昆折叠含量增加
,

能部分抵抗

蛋白酶 K 的消化
,

有双折光性
.

在
s (; S T

一

R D 溶液里加人聚合的 GS T
~

P rD 作为种子
,

可以促进
s GST

~

P r D 形成聚合物
.

研究表明 P rD 改变蛋 白的构象的能力并不仅限于 UerZ p
,

也引起 了与其

融合的 CS T 的构象发生改变
.
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1 材料与方法

(l ) 乙碗助产切 基 因 的克 隆 及 表 达 载 体 构 建 根 据 u e Z r基 因 序 列川 设 计 引 物 (5
, -

以艾器A TC C CAT AT GA’ FGAA TA AC A A C GG C 和 5
` 一

G以弓A AT rC AT r AGC G G C CG C TGT T A叨阻 )
,

从具有

「u RE 3」表型的啤酒 酵母 中提取总 DNA
,

按下 列条件进行 CP R 反应 :
94 ℃

,

3 m i ;n 94 ℃
,

50
5 ;

50 ℃
,

50
, ; 72 ℃

,

50
5 ; 25 个循环

.

将扩增 出 的约 2 14 b p 的 乃刃 基 因片段 与 pGE M
一

T 载体

( n m m e ga )连接形成重组质粒 叮
-

P IO
.

用 召d n l H 工/
coE R 工将 乃刃 基 因从 叮

~

P r D 切出
,

并 与用

同样酶消化的含 邵T 基因的 pGE X
一

6 p
一

1 (mA
e sr ham hP ~ ac i a )质粒连接

,

构建成 G ST 融合蛋白

表达载体 pGE X
一

R D
.

(2 ) C s T
~

P r l ) 融合蛋 白的表达和纯化
.

将 pGE X
一

rP D 质粒转化 E
.

co il B 2I 1 ( D E3 )
,

经异丙

基硫代
一

p
一

D
一

半乳糖昔 ( Ip T G )诱导表达 了可溶性 的融合蛋白 GST」、 D
.

菌体重悬于 BP S 中
,

经超

声裂解
,

按使用说明用谷眺昔肤琼脂糖 4 B 凝胶 (儿
n e sr h am hP

~
ia) 亲合层析纯化 G ST

~

R D 蛋

白
,

SD S
-

PA GE 鉴定融合蛋白的大小及纯度
.

纯化的 G ST
~

P r D 对缓冲液 l( 20
I l n l l o l / L T isr

一

CH I
,

PH 7
.

0
,

150 ~
F L Nac l

,

1

~
F L DE TA )进行透析

,

蛋 白浓度用 BI O
一

RA D 蛋 白分析试剂测

定
.

用 P 此S c
iss ion 蛋 白酶 (儿

n e

汕am lP l a m lac i a )从 C sT
一

rP D 融合蛋白切下 P r l〕
,

酶切产物经 Bio
-

CAD 灌注色谱系统和 OP R 0 s ZR 反相层析柱 ( eP sr eP it ve iB os ys t

~
.

Icn
.

)进行分离纯化
,

溶液 A

为含 0
.

1% 三氟乙酸 ( T F A )的水溶液
,

溶液 B 为含 0
.

09 % T FA 的乙睛 溶液
,

流速为 3 m l/ m in
,

梯度洗脱条件为 0% 一 65 % 溶液 B 洗脱 65 mL
,

irT ic en / SD S
一

以G E检测纯化效果
.

( 3) 电子显微镜观察
.

分别取 5 拼L p r D 和 aG S -T P r l ) 样品
,

滴于喷过碳的铜网上
,

用去离子

水洗 2 次
,

2 % 乙酸铀染色 30
5 ,

再用去离子水洗 2 次
,

空气干燥
.

在 日立 H 6( 刃 A 电子显微镜下

观察聚合物的形态
.

( 4 ) 圆二色谱测定
.

用缓冲液 11 ( 10 mmo
l / L irT

s 一H C I
,

p H 7
.

0
,

10

mmo
F L 、 e l

,

一

mmo
F L

E DT A )将 R D
,

GST
, s G S T

~

P r l〕和聚合的 C ST
~

P r D (
a

sG T
-

R D )释稀至 200 拼g/ mL
.

扫描前分别将样

品进行超声处理
.

用 AJ SC O 7巧 圆二色谱仪进行远紫外光谱分析
,

扫描范围为 190
一
25 0 lnn

.

(5) 刚果红染色
.

8以x〕 g 离心沉淀 P l l〕纤维和 aG ST
~

P r l ) 纤维
,

用缓冲液 工洗涤 2 次
,

加人

0
.

1 体积的 2% 刚果红
,

室温染色 1 h
.

8仪” g 离心 30
。 ,

沉淀用 5 00 汕去离子水洗涤 2 次
,

重悬

于 100 拼L 玩 0 中
,

涂于载玻片上
.

干燥后 用 90 % 乙 醇洗涤以除去多余的刚果红
.

在 0 1” 叩us

BZH 偏振光显微镜下观察
.

(6) 蛋白酶 K 消化
.

用缓冲液 I 将 G ST
, s GST

-

1〕 r l ) 八 tG ST
~

l呀I ) 和 P r D 的蛋 白浓度调整为 1

m g/ mL
,

加人终浓度为 20 2」g/ mL 的蛋白酶 K
,

在 37 ℃进行反应
.

分别在 。
,

5
,

or
,

巧
,

30
,

60
,

120
,

240 m i n 取 20 拜L 样品
,

立即加人含 5

~
l/ L 苯 甲基磺酞氟 (MP S )F 的上样缓冲液

,

置于沸

水浴中 3 一 5 m in
,

用 irT ic n e/ SD S
一

PA G E 检测消化情况
.

( 7) 种子试验
.

在 s GS T
~

P IO 溶液里分别加人 l % P r l ) 和 a

GS -T P r D 纤维
,

室温放 置 24 h
,

巧《x刃 g 离心弃上清
,

沉淀加入 20 拜L 上样缓冲液
,

于沸水浴 3 一 5 而 n ,

经 SDS
一

以GE 观察聚合蛋

白的量
.
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2 结果

2
.

1 G S T
.

P赞 D融合蛋白的表达和纯化

克隆的 乃刀 基因片段
,

经序列测定 与已 报道的 v[] 的完全 相同
.

将 乃。 基 因片段插人到

p G EX
一

6 P
一

1质粒
,

构建成融合表达载体 p G EX
~

P rD
,

在 E
.

。
011 B2I 1 ( DE3) 里表达 了可溶性的融

合蛋白 GS T
~

R D
.

经谷胧昔肤琼脂糖 4 B 亲和层析纯化
,

得到纯度 为 oo % 左右的 GST
-

P r D (图

1 )
.

G-ST P rD 经 阮 cS iss ion 蛋白酶切割后
,

用反相层析柱 OP OR S ZR 纯化
,

收集含 P r D 蛋 白的洗

脱峰
,

得到纯化的 P rD 蛋白 (图 2 )
.

对聚合后 的 GS T
~

P rD 蛋 白进行酶切
,

结果表明 R e s ic ss ion 蛋

白酶不能将 P rD 从融合蛋白上切下来
.

ku M 2 3 4

月峥气乙,j认丘4n,6

撇黛一 G S T
一

P r D

一 G S T
恻卿脚一 G ST

l

:滩燕夔缝 63
嘿脚才畔畔半 — P rD

图 1 GS-T rP D 融合蛋白的表达及纯化

M 为蛋白分子量标准 ; 1 为 p GI 张
~

6R I 转化的 B LZ ;I

2 为 p G EX
~

l、 D 转化的 B皿 1 的菌体 ; 3 为超声后 的上

清液 ; 4为从谷胧昔肤琼脂糖 4 B亲和层析洗脱的

CS T
一

I
〕 1
0

图 2 Gg -F IH )融合蛋白的酶切及 R D 的反相纯化

1为纯化的 G ST
~

rP D ; 2
,

3 为 P r
es ic ss ion 酶切后 口刃、乃 D ;

4 为从反相柱洗脱的 R D ; 5 为从反相柱洗脱的 C ST

2
.

2 G S T J 份D 融合蛋白的凝聚和纤维化

将
s GS T

~

P r D 进行浓缩换液后
,

在浓度低于 4 m g/ mL 时
,

它仍是可溶状态
,

当浓缩至 4 n l
酬

mL 以上时
,

便很快凝聚形成聚合物
.

浓度低于 4 m g/ mL 的 sG S T
一

R D 融合蛋 白溶液在 4 ℃放置

24 h 以上
,

也形成纤维状聚合物
.

R D 在相同条件下更容易形成聚合物 ; GS T 溶液及 G ST 与 P r D

混合溶液
,

在相同的条件下没有聚合物形成
.

2
.

3 G ST
.

P r D 融合蛋 白聚合物形态

在透射电子显微镜下观察
,

P r D 的聚合物和 C S T
~

P r D 聚合物都表现为纤维状
,

P rD 形成的

纤维直径为 6 一 巧 mn
,

长度为 100
一 500 lnn

.

G ST
-

P r D 形成 的纤维直径为 10 ~
20 lnn

,

长度为

100
一 300 lnn (图 3 )

,

而且有不规则的纤维团块存在 (结果未显示 )
.

2
.

4 GS T
.

P丫D 融合蛋白的回二色谱

根据文献「sj 的方法计算蛋 白的二级结构含量
.

G ST 和 s G ST
~

P rD 蛋 白的圆二色谱都有明

显的 a 一

螺旋特征
,

在 加 s lnn 和 222 lnn 处有双负峰
.

而 R D 和 a G sT
-

P rD 在 20 8 urn 处的峰消失
,

在 2巧 mn 有一负峰
,

提示 p
一

折叠含量上升
.

这些结果表 明 G SI 、 R D 蛋 白在聚合过程中的构象

发生 了改变
,

p
一

折叠的含量增加 (图 4
,

表 1 )
.
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图 3电子显微镜下观察的 G盯
.

RD 纤维

( a) 侥T- 1、 I〕形成的蛋白纤维 ; ( b ) 1、.D 形成的蛋白纤维
.

标尺为 l oo nm

奢奢奢
表 1 用 CD 估算的二级结构含量 ( % )

a
一

螺旋 各折叠 转角 无规卷曲

7 211719 314幻抖174 3巧640 216404 22 3

一1 200 0

P rD 纤维

CS T

s以汀
~

P rD

a GS T
~

P rD

乙。日P毛
。
沙P

图 4 G F- gPr D 的圆二色性图谱

2
.

5 刚果红染色的 G ST- R刃 融合蛋白凝聚物的双折光性

将 P】.D 聚合物和 GS T
一

RD 聚合物用缓冲液 I 洗涤
,

2% 刚果红染色
.

在偏振光显微镜 的亮

视野里可以观察到许多红色的凝聚物
,

在暗视野下表现为黄
一

绿双折光性
,

表明 R D 和 GS界

P r D 聚合物都是淀粉样纤维
,

含有规则的二级结构 (图版 I )
.

2
.

6 G ST
·

P r D 融合蛋白对蛋白酶 K 的抵抗力

在 l m群rnL 的 Gs T
.

P r D 蛋 白溶液里加人终浓度为 20 拌酬mL 的蛋白酶 K
,

于 37 ℃消化 1 h
.

经 irT ic n e/ SD S
一

PA GE 结果显示 G ST 在 巧 而
n 后就被完全消化 ; s G ST

~

P r D 和 a G ST
~

P rD 分别在

120 和 240 而
n
被完全消化 ; P rD 纤维在 240 而

n
时仍能检测到 PrD 蛋白的存在

,

说明 P r D 纤维

对蛋白酶 K 有较强的抵抗力
, a GS T

一

PrD 纤维也具有抵抗蛋 白酶 K 消化的能力
.

而且比较
s GS T

~

P rD 和 a GS T
~

P rD 的电泳图谱可发现
a GS T

~

P rD 经蛋白酶 K 消化后
,

GS T 蛋 白带直到 印 而
n
才消

失
,

而 s G ST
-

P r l〕在消化 5 而
n 后 GS T 蛋白带就消失了 (图 5 )

.

2
.

7 sG -T P r l ) 融合蛋白聚合自促进作用

在
s G ST

~

R D 溶液 ( I
n l
g/ mL )里加人 1% a G ST

-

R D 纤维或 PrD 纤维
,

室温放 置 24 h 后
,

irT ic n e / SD S
一

PA GE 结果显示加人的
a ( ; S T

~

R D 纤维使
s GST

~

P r D 产生 的聚合物的量增加
,

远大于

未加
a GS T

~

R D 纤维 的或 P r D 纤维的
sG S T

~

P r D 产生聚合物的量 (图 6)
.
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M 0 51 0 1 530 60 12 0 2 4 0 m in M 0 510 1 53 0 6 0 12 0 2 4 0 m in

4329181463

ku4329181463

4329181463
4329181463

图 g 5 GF P -rD 纤维的蛋白酶 K 抵抗能力

(
a

) (万1
,

; ( b ) R D 纤维 ; (
。
)

5 9 刃、 R D ; ( d )
a GS T

叫

P r D

,J八,
`
斗气乙

3 讨论

酵母阮蛋 白是研究肮蛋 白构象变化的重要模

型
,

通过对酵母阮蛋 白的研究 可以获得从哺乳动

物肮蛋白不易得到的信息
.

在酵母肮蛋 白研究 中

发现肮病毒结构域 ( P rD )对阮病毒的发生起关键

作用 〔’ 〕
,

而在动物肮蛋白中还没发 现类似的结构

域
.

为了进一步阐明肮病毒结构域的作用
,

我们

将 乃刃 基 因与郡 T 基 因重组
,

在 E
.

co il 里表达了

可溶性的 G S T
~

R D 融合蛋 白
.

纯化的 G ST
.

P rD 融

合蛋白在体外具有阮蛋 白的结构特点
.

通过电子

显微镜和偏振光 显微镜观察
,

GST
-

P rD 形成了纤

维样的聚合物
,

具有双折光性
,

表 明它是淀粉样

k U M 2 3 4 5

18

l 4

一 G S -T P r D

P f D

SG S-T P r D

a G S-T P rD
十 + 一

图 6 自促进形成 G盯
.

1
〕r
l )纤维的电泳

一
表示不含该样品 ; +

表示含有该样品

纤维
,

含有规则的二级结构
.

蛋白酶 K 消化结果

表明
s G S T

~

P rD 有部分抵抗蛋白酶 K 消化的能力
,

而 a G ST
-

P rD 蛋白具有较强的抗蛋 白酶 K 消

化的能力
,

而且其中的 G S T 蛋 白带存在时间远超过
sG S T

曰

P r D 中的 G ST
,

暗示 G ST 的构象发生

了改变
.

圆二色谱表明
a GS T

州

R D 的 p
一

折叠含量 (O4 % )高于 sG -ST p rD (26 % )和 GS T (巧% )
.

在
s G rS p P rD 溶液里加人 P rD 或

a G ST
~

P r l〕纤维
,

增加了
sG S T

~

R D 变成淀粉样纤维聚合物 的量
,

说

明 P r D 或
a GS T

~

R D 能促进
s GS T

~

P r D 蛋白的聚合
,

这符合哺乳动物阮蛋 白结构转换的
“

种子
”

模

型 [9 ]
.

用蛋 白酶 K 消化
a G ST

~

P rD 融合蛋白的结果表明整个蛋白都对蛋 白酶 K 有抵抗力
,

而且

GST 的存在 时 间延 长
.

用 P er sc iss ion 蛋 白酶切割 G ST
~

P rD 融合蛋 白
, a GST

~

P rD 能完全抵 抗

P图反 is is on 蛋白酶切割
,

表明融合蛋 白的切点不能为 erP s ic ss ion 蛋白酶接近
,

说明构象发生 了

变化
.

s G ST
~

P l。 和 a GS T
~

P rD 的圆二色谱结果表明融合蛋 白中 G ST 部分的 各折叠含量上升
,

这

是由 P r D 引起并扩展到 GS T 部分
.

这些结果表明 G ST
~

R D 融合蛋 白中 G S T 的结 构发生 了变

化
.

u 等 〔`0] 将酵母阮蛋 白 Su p 3 5 p 的阮病毒结构域与鼠糖皮质激素受体基 因融合
,

该嵌合蛋
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白在酵母细胞 内表现肮蛋 白样蛋白的特点
,

改变了糖皮质激素受体的构象和功能
.

而融合蛋

白 GS T
,

R l ) 的特点表明 P r l ) 改变 了 GS T 的构象
.

最近根据动物肮蛋白的 N
一

端八肤重复区和酵

母阮蛋白的 N
一

端 的 P rD 富含 谷 氨酞 胺 和天 冬 酞胺的 特点
,

发 现 了一 种新 的酵母 阮 蛋 白

anR
l仁” 〕

,

这些结果都表明了 rDP 对酵母肮蛋 白发生的决定性作用
,

也表明阮病毒结构域能引

起与其融合 的其他蛋 白的构象发生变化
.
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