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关于小分子热休克蛋白 H s
IP 6

.

3

各功能区作用的初步研究
关

常 咏 李雪梅 饶子和
’ `

清华大学结构生物学实验室
,

北京 1 0 0 0 84

摘要 小分子热休克蛋 白 H sP 16
.

3 是一种存在于结核杆菌 中的重要抗原
,

具有小分子热休克蛋

白家族成员典型的 3 个功能区
: N 端疏水区

, 。 一

cr ys t all in 域和 C 端较短 的非保守区
.

为 了进一步研

究其各功能区的作用
,

我们定义 了 H sP 16
.

3 的 3 个功能区并在大肠杆菌中分别克隆
、

表达和纯化

了 N 端区或 c 端区缺失的两个 H sP 16
.

3 残体蛋 白
.

远 紫外和近紫外圆二 色谱分析结果显示
,

残体

蛋 白表现出与野生型蛋 白相似的二级和三级结构
.

在九聚体野生型蛋 白进行亚基重组装 时
,

C 端缺

失的 H
s p 1 6

.

3 残体蛋白能与野生型蛋 白发生相互作用
,

形成异源寡聚体
.

在对野生型蛋 白进行胰

酶消化时
,

H sP 16
.

3 的 。 一

cr y s t al l in 域对胰酶 的消化具有抵抗能力
.

所有这些结果显示
:

在 H sP 16
.

3

的 3 个功能区 中
, 。 一

cr ys t all in 域是一个相对独立和稳定 的结构单元
,

它对该蛋 白各级结构的维持十

分重要
.

关键词 小分子热休克蛋白 H s p i 6
.

3 a · c r y s t a一l a。 域 重组装

小分子热休克蛋 白是细胞受胁迫时大量合成的

一类重要蛋白川
,

在抑制细胞稠亡
、

组织细胞骨架

装配
、

稳定 RN A 结构
、

保持 晶状体的折光性等方

面具有重要的功能 〔2 一 5」
.

近年来
,

在肌肉相关疾病
、

某些肿瘤和神经退行性疾病中都发现小分子热休克

蛋白的积聚 ; 而在结核杆菌和麻风杆菌 中存在的小

分子热休克蛋白则与该类细菌的侵染及体内长期潜

伏密切相关 I“ 〕
.

为 了进一步了解这个重要 的蛋 白家

族
,

我们对于一种在结核杆菌潜伏期主要表达的小

分子热休克蛋白 H sP 16
.

3 进行 了一些结构和功能研

究
.

相信这方面的工作对于揭示该家族蛋白的功能

及了解结核杆菌的致病机理将大有裨益
.

H sP 16
.

3 是一种存在于结核杆菌膜上的重要抗

原蛋白
,

由 144 个氨基酸组成
,

分子质量为 16
.

3 k u,

通常由 3个三聚体组装成稳定的九聚结构川
.

基因

敲除实验表明
,

H sP 16
.

3 对结核杆菌在寄主巨噬细

胞中的潜伏密切相关 8[]
.

作为小分子热休克蛋 白家

族的成员之一
,

H s p 16
.

3 具有该家族蛋 白典型 的 3

个功能区
:

N 端疏水区
,

近 c 端保守的
。 一

rC ys at ill n

域和 长 度较 短 的 C 端非 保守 区
.

本 研 究通 过将

H sP 1 6
.

3 与该家族获得结构解析的 H sP 16
.

5 在序列

和结构上的比较
,

定义了 H sP 16
.

3 的 3 个功能区
.

为了进一步了解其各功能区的作用
,

我们在大肠杆

菌中分别克隆
、

表达和纯化了 N 端区或 C 端区缺失

的两个 H s p 16
.

3 残体蛋白
,

初步分析了末端功能区

缺失对 H s p 1 6
.

3 基本结构及寡聚装配的影响
.

1 材料与方法

1
.

I N 端区或 c 端区缺失的两个 H s p 16
.

3 残体蛋

白表达载体的构建

为了构建 N 端区或 c 端区缺失的两个 H sP 16
.

3

残体蛋白表达载体
,

分别设计 了如下两套 PC R 引

物
.

N 端 区缺失残体的引物是
: 5

`

A A T C G G A T C C
-

C G G T C C A C C T T C G A C A C C CG G 3
’

和 5
’

C C G A C T C
-

G A G T C A T T A G T T G G T G G A C C G G A T C T 3G
’
; C 端

区 缺 失 残 体 的 引 物 是
: 5

’

C C T C G G A T C C G C
-

C A C C A C C C T T C C C G T T C A G 3
’

和 5
`

C C G A C T O
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G A G T C A T I , A C T T T T C G G T T G G C T T C C C 3
’ .

在 两

套引物的上游都引入了 B a m H I酶 切位点
,

而在下

游都引入了 hX ol l 酶切位点
.

利用设计的引物进行

P C R (变性温度为 9 4 ℃ 3 0 5 ,

退火温度为 5 5 ℃ 3 0 5 ,

延伸温度 为 7 2 ℃ 3 0 5 ,

共进行 30 个循环
,

最 后

7 2 ℃延伸 1 0 m i n )
,

将扩增产物以 B a m H I
,

Xh
o l l

双酶切后
,

与以同样双酶切的 1P 3 载体 (该载体是

对 p E T 16 进行适宜改造后得到 的 )进行连接并转化

细菌 B L 2 1 ( D E 3 )
.

m L 胰蛋白酶
,

在 16 ℃进行反应
.

分别在 0
,

2
,

4
,

8
,

16
,

2 4
,

3 0
,

4 0
,

5 0
,

6 0
,

9 0 m i n 取 2 0 拼L 样品

终止反应
,

用 SD s
一

P A G E 检测胰酶对 H s p 1 6
.

3 蛋白

的消化情况
.

2 结果

1
.

2 H sP 16
.

3 野生型及 N 或 c 端缺 失残体蛋 白的

表达和纯化

H sP 16
.

3 野 生型蛋 白的表达与纯化 见文献 [ 7
,

9]
.

两个残体蛋 白能在 37 ℃用 IP T G 诱导进行可溶

性表达
.

残体 蛋白的纯化采用 N i
一

N T A 亲和 层析柱

在非变性条 件下进行
.

挂柱用 缓冲液 为 M C A C
一

O
,

洗杂蛋 白用 的咪哩梯度从 M以c
一

20 到 M以C
一

80
.

目标蛋 白用 M C A C
一

2 0 0 进行洗脱
.

纯化后所得的 目

标蛋白用 SD S
一

PA G E 检测纯度
.

1
.

3 远紫外和近紫外圆二色谱 ( C D )测定

圆二 色 谱 的 测 定 是 在 J
a s e o

J
一

7 15 S p e e t or p o -

lar im et er 上进行的
,

测量光径是 1 m m
.

近紫外 C l )

测定的蛋白浓度是 25 拼m ol / m L
,

扫描范围为 250 一

3 0 0 n m
.

远紫外 cD 测 定的蛋 白浓度 是 2
.

5 拜m ol /

m L
,

扫描范围为 2 0 0 一 2 5 0 n m 测定用缓冲液为 20

m m o l / L T r i s
一

H C I
,

10 0 m m o l / L N a e l
,

p H 5
.

0
.

每

条曲线都是 5 次测定的平均
.

2
.

I N 端区或 c 端 区缺 失的 两个 H s
1P 6

.

3 残体蛋

白表达载体的构建

按照 H s p 1 6
.

3 与 H s p 16
.

5 的序列 比对结 果
、

H sP 16
.

5 在晶体结构 中的二级结构特征 [川 以及 de

J
o n g 对小分子热休 克蛋 白家族

。 一 c yr st all in 域的定

义 [` 2 ] (图 1 ( a ) )
,

我 们定义 了 H s p 1 6
.

3 的 N 端 区
,

a 一 c r y s t a l l in域和 C 端区
.

与 d e
J
o n g 的定义相 比

,

我

们定义的 H s p i 6
.

3 的
。 一 e r y s t al l i n 域包含了与 H s p i 6

.

5 的 盯 和 a2 同源的区域
.

这两段 区域的加入主要是

由于从 H s p 16
.

5 的晶体结构上 看
,

它 们应该是其
a 一

er ys at ill n
域不可分割的部分

.

基于这个定 义
,

N 端

区或 C 端区缺失的 H sP 16
.

3 残体蛋 白如图 1 ( b) 所

示
.

利用材料与方法中设计的两套引物
,

我们通过

P C R
、

酶切和连接反应将这两个残体 蛋白基因构建

到了 P 13 表达载体上
,

经酶切鉴定
,

得到了其阳性

克隆 (虽然 H s p 16
.

3 的基 因编码 1 44 个氨基酸
,

但

是由于重组表达 的 H s 1P 6
.

3 的 N 末端甲硫 氨酸丢

失 7[]
,

我们的比对和设计以 1 43 个氨基酸为准 )
.

1
.

4 寡聚体亚基重组装后的共纯化

按照 S t ud
e r
等研究小分子热休克蛋 白亚基交换

时设计 的共纯化实验 〔̀ “ 〕
,

首先将含野生型 H sP 16
.

3

(不带组氨酸亲和标记 )与其 C 端区缺失残体蛋 白

(带组氨酸亲和标记 )的菌体裂解液上清混合
,

用终

浓度为 s m ol / L 的脉对混合液进行变性
,

以便打开

混合液中预先存在于野 生型与残体蛋白中的自身聚

合体
.

然后用 N i
一

N T A 柱 的结合缓冲液对变性的蛋

白混合液进行充分的透析复性
,

以便在混合液中模

拟寡聚体重组装的过程
.

复性完成后
,

将经过重组

装的蛋 白混合液用 N i
一

N T A 柱进行共纯 化
,

SD s
-

P A G E 检测
.

2
.

2 H sP 16
.

3 残体蛋 白的表达与纯化

把经双酶切鉴定的含两个残体基因片段的阳性

克隆送博亚生物技术有限公司测序
,

证实目的序列

完整正确且未出现氨基酸突变
.

在 37 ℃条件下
,

这

两个带有残体基因片段 的 P 13 质粒在 E
.

。01 1 B L 21

( D E 3) 里用 IP T G 诱导能进行可溶性表 达
.

通过 非

变性条件下 iN
一

N T A 亲和层析纯化
,

可得到纯度在

90 % 以上的两个残体蛋白 (图 2 )
.

1
.

5 胰蛋 白酶消化

将溶解于 5 0 m m o l / L T r i s
一

H C I ( p H 7
.

6 )中的野

生型蛋白浓度调整为 l m g / m L
,

加入终浓度为 2 拼g /

2
.

3 野生型与残体蛋白的远紫外圆二色谱分析

为了确定 N 或 C 端区缺失是否会对 H sP 16
.

3 野

生型蛋白的天然结构产生较大影响
,

我们利用远紫

外圆二色谱的手段分析了这种末端缺失所带来的野

生型蛋 白二级结构的变化
.

从远紫外光谱上看
,

这

两个末端缺失的残体蛋白与野生型蛋白的谱线在形

状和大小上都吻合得很 好
,

表现 出该家族 蛋 白以

件折叠构象为主的显著特征
,

在 2 17
n m 附近产生一

个明显的特征负峰 (图 3)
.
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H s p一 6
.

5 二级结构 一一一裔一蹄尹

— 一萨一气户一代习

H s P6 1 3

H s P 16
,

5

H s p 16万 二级结构

I

二
Y n K 。 ,二 v s

、
s E。

怎
T Eo 1Q IR s二 , 4 3

责分气静嘴扮赫
二

3 0~ 3 1 13 5~ 13 6

野生型 H s p 16
.

3

月 N 端区

爵 a 一 e尽 s tal lin 域
. C 端区

N 端缺失残体蛋白 (截去 1一 30 位氨基酸 )

C 端缺失残体蛋白 (截去 136 一 143 位氨基酸 )

图 1 H sP 16
.

3 各功能区定义的依据及 N 端区或 c 端区缺失残体蛋白构建简图

(
a

) H s p一6
.

3 与 H s p l 6
.

5 的序 flJ 比对结果 ;
( b ) H s p l 6

.

3 的 3个功能区划分及缺失残体蛋白构建

ku M

.

飞气队毓
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助召日\O口

9 7 卿 i娜夔
6 6 趣瞬)鳞

〕~ 一

43 淤蘸赢

一
野生型 sH p 16 3 蛋白

一
C 端区缺失残体蛋白

一全一 N 端区缺失残体蛋白

3 1 辫 (耀拿

20 巍辆

14

爵呷猾
嘴瞬

图 2 两个 H s
1P 6

.

3 残体蛋白纯化结果

M
,

蛋白分子量标准
; 1

,

经 N 卜 N T A 柱纯化后

N 端区缺失 H sP 16
.

3 残体蛋白
; 2

,

经 iN
一

N T A

柱纯化后 c 端区缺失 H sP 16
.

3 残体蛋白

2 0 0 2 10 2 2 0 2 3 0 2 4 0 2 50

波长加
11

图 3 野生型与两个残体蛋白的远紫外圆二色图谱

2
.

4 野生型与残体蛋 白的近紫外圆二色谱分析

当利用近紫外圆二色谱分析 N 或 C 端区缺失对

H印 16
.

3 蛋白在三级 结构上 的影响时
,

这两个末端

缺失残体蛋白的近紫外光谱与野生型蛋白的谱线也

重叠得很好 (图 4)
.

这就说 明 H sP 1 6
.

3 稳定的三级

结构主要 由其序列中的近 c 端
。 一 C yr st all in 域决定

,

N 端区和 C 端区对这种结构的维持不起主要作用
.

2
.

5 野生型蛋 白与 C 端区缺失残体蛋白在重装配

过程中形成异源寡聚体

小分子热休克蛋 白家族成员的一个显著特征是

形成寡聚体 〔̀ 3 〕
.

过去的研究表明 H sP 16
.

3 在溶液中

形成单分散相的九聚体装配结构〔7 〕
.

从该家族获得

结构解析的两个其他蛋 白来看
,

C 端区是维持亚基

之间相互作用的重要因素
.

为了了解 H sP 16
.

3 亚基
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图 4 野生型与两个残体蛋白的近紫外圆二色图谱

装配与其特定的 C 端区的关 系
,

我们用寡聚体亚基

重组装后的共纯化实验分析了野生型与 C 端缺失残

体蛋白在重组装过程 中的亚基交换情况
.

按照 图 5

( a )所示的共纯化实验方法
,

当把 iN
一

N T A 亲和层析

后共纯化样品用 SD S
一

P A G E 进行检测时
,

我们可以

看到共纯化后的样品出现野生型蛋 白与 C 端区缺失

残体蛋 白两条带 (图 5 ( b ) )
.

由于野生型蛋白不带组

氨酸亲 和标 记无 法吸 附于 iN
一

N l
,

A 柱上
,

然 而经

N i
一

N T A 柱共纯化后的蛋白混合样同时得到了野 生

型和 N 端区缺失残体两条带
,

这 只能说明野生型蛋

白与 C 端区缺失残体蛋白在亚基重组装过程中能相

互作用形成异源寡聚体
,

而这种寡聚体 由于其 C 端

区缺 失残体蛋 白亚基所带的组氨酸亲和标记被共纯

化
.

不带组氨酸亲和标记的野
生型 H sP 16 3菌液上清

带组氨酸亲和标记的 C

端区缺失残体菌液上清

匕竺
墨暴

样 ` 透析

~

暴
N i

一

N认 柱共
\

{
SDS

一

队GE 检 ,

结果为电泳的第 3道

( a )

2 3 4

图 5 野生型与 c 端区缺失残体蛋白在重组装过程中的亚基交换

( a) 寡聚体亚基重组装后共纯化的实验方法
;

( b) 野生型与 c 端区缺失残体蛋白经重组装后共纯化的 s sD
一

P A G E检测结果
.

1
,

不带组氨

酸亲和标记的野生型 H s p 16
.

3 纯蛋白标准
; 2

,

野生型与 c 端区缺失残体蛋白在脉变性前的混合样
; 3

,

野生型与 C 端区缺失残体蛋白混

合样在重装配后经 iN
一

N T A 柱共纯化得到的样品
; 4

,

带组氨酸亲和标记的 C 端区缺失残体纯蛋白标准

2
.

6 野生型蛋 白的胰酶消化

当用 S D S
一

P A G E 检 测 不 同时 间 间 隔 胰 酶 对

sH p 16
.

3 野生型蛋 白的消化时
,

我们发现经过胰酶

消化的 H sP 16
.

3 主要会释放出一条分子量 比野生型

蛋 白稍小 的蛋白 (图 6 )
.

从分子量上 的差异来看
,

胰酶作用的位点只能位于 H sP 16
.

3 的末端区域
.

这

是因为如果胰酶是作用于
。 一

cr ys at n in 域内部的赖氨

酸和精氨酸时
,

释放 片段的大小从序列上分析应与

野生型蛋白差异较大 (序列分析可参看 图 1 ( a) )
.

通

过这个结果
,

我们可以推断 H s p 1 6
.

3 的
。 一 e r y s t a l li n

域是相对稳定的
,

它能抵抗胰酶的消化
.

0 2 4 8 1 6 2 4 3 0 4 0 5 0 6 0 9 0 m in

图 6 野生型蛋白的胰酶消化图谱

3 讨论

在结核杆菌潜伏期表达 的一种小分子热休克蛋

白 H s p 16
.

3 是研究小分子热休克蛋 白家族功能及揭

示结核菌在体内长期潜伏的致病机理的一个重要靶

蛋白
.

参照 d e J o n g 对小分子热休克蛋 白
。 一。 r y s t a l l in

域的定义〔川
,

通过 H sP 16
.

3 与该家族获得 晶体结

构解析的 H sP 16
.

5 在序列及 结构上的比较 〔川
,

我

们定 义了 H sP 16
.

3 的 3 个典型 功能 区
:

N 端疏 水

区
,

近 c 端保守的
。 一 er ys at ill n

域和长度较短 的 C 端
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非保守区 (图 1 )
.

基于这种划分
,

我们在大肠 杆菌

中分别克隆
,

表达和纯化了 N 端区或 C 端区缺失的

两个 H sP 16
.

3 残体蛋白
,

以便对其各功能区作用做

进一步研 究
.

在远紫外 和近 紫外圆二色谱分析 中
,

N 端区或 C 端区缺失的残体蛋白表现出与野生型蛋

白相似的二级和三级结构
.

当参照 H sP 16
.

5 的结构

进行分析时
,

我们可以看到 H sP 16
.

5 的 N 或 c 端区

对其基本二
、

三级结构 的维持也不起主要作用
.

一

方面
,

其 N 端区柔性较大在晶体结构 中不可见 ; 另

一方面
,

由一个较短的 p
一

折叠组成的 c 端延伸区独

立于
a 一

er ys at ill n
域的反平行 各片层结构

,

主要在空

间上为亚基之间的装配提供一种作用力
,

而不是维

持其基本的三级结构 〔川
.

在胰酶消化时
,

H s p 16
.

3

的以 件折叠为主的
。 一 c yr st all in 域是相对稳定的

,

能

抵抗 胰 酶 的消 化 作 用
.

关 于 小分 子 热 休 克 蛋 白
a 一

cr ys at ill n
域的稳定性从 H s p 1 6

.

5 在 晶体结构中该

域形成致密的由 件片层组成的球形结构也得到了证

实 [’ ` 〕
.

所 有这 些研究表明
, 。 一

cr ys at ll in 域在 稳定

H sP 16
.

3 蛋白的基本结构时扮演了一个相对独立的

重要角色
.

小分子热休克蛋 白的一个重要特征是形成寡聚

体 l3[ }
.

c h an g 等 的 研 究 曾 表 明
,

体 外 纯 化 的

H sP 16
.

3蛋白通常 由 3 个 三聚体组装成稳定的九聚

结构
,

并且这种九聚体在 4 m ol / L 尿素或 l m ol / L 盐

酸肌的条件下解聚成三聚体 vl[
.

关于这类蛋白的亚

基装配
,

K ot ie ch e
等 I` 4〕认为

,

小分子热休克蛋白在

进化上保守的
。 一。 r ys at ill n

域氨基酸序列包含了其形

成基本装配单位 (如二聚体或三聚体 )的信息
,

而随

后 由基本装配单位形成最终寡聚结构的信息则可能

与其序列末端的非保守区密切相关
.

当研究 H sP 1 6
.

3 蛋白与 C 端区缺失残体蛋白在重组装过程中亚基

交换时
,

我们发现野生型蛋白与 C 端区缺失残体在

重组装的过程中能发 生相互作用形成异源寡聚体
,

这个结果表明在 H s p 1 6
.

3 重组装初期亚基的相互作

用应该不是主要取决于其 C 端区
.

而关于 N 端区和

C 端区在 H s p 1 6
.

3 寡聚装配及伴侣活性 中的具体作

用
,

还在进一步研究中
.

致谢 感谢清华大学生物 系昌增益教授及其研

究小组提供 的 H sP 16
.

3 野生型质粒和在买 验过程中

给予的帮助
.
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