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解淀粉芽孢杆菌核糖核酸酶 barnase ( 又称

RNase Ba) 是 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus amylo-

liquefaciens) 产 生 的 一 种 12 kD 的 胞 外 小 分 子

RNA 酶( ( Ribonuclease, RNase) . 同时在解淀 粉

芽孢杆菌基因组中含有 barnase 基因的特异性抑

制剂 barstar 基因 , 其产物 barstar ( 10 kD) 能与

barnase 以 1∶1 的 比例特异性 结合 , 形 成 高 度 稳

定的复合物 , 从而使细菌表达的 barnase 在胞内

失去酶活性 [1]. Barnase 可降解细胞中的 RNA, 具

有强烈的毒性, 因此它在特异细胞中的表达将造

成 细 胞 的 死 亡 . 通 过 barnase 或 它 的 抑 制 剂

barstar 的表 达在杂交 优势育种中 实现了 植 物 的

雄性不育、雌性可育和育性恢复系, 以及植物抗

病 性 的 提 高 [ 2, 3]. 近 年 来 的 一 系 列 研 究 表 明 ,

barnase 及 barstar 还具有其它许多重要的生物学

功能, 如控制肿瘤血管生成 , 杀灭肿瘤细胞及抑

制病毒 ( 包括 HIV 21 病毒) 的复制等 , 引起人

们的广泛关注 [ 4]. 利用 barnase 具有裂解 RNA 的

活性 , 可将其与抗体连接构成具有显著的靶向性

及人源化的免疫毒素, 用来杀伤癌细胞及其它异

常增殖细胞, 有可能成为抑制病毒或杀灭癌细胞

的药用蛋白[5]. 此外, 由于 barnase 和 barstar 均为

小分子蛋白质, 特别适用于作为模型系统研究蛋

白折叠、蛋白识别、蛋白质-蛋白质之间的相互作
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用, 国外学者对两者之间的折叠途径、折叠和去

折叠的热力学和动力学、barnase-barstar 复合物的

三维结构、电荷相互作用、构象变化等也 进行了

大量研究 [6~8].

目前 , 实现 barnase 基因的克隆有两种不同

的途径. 一是采用 PCR 方法, 根据 barnase 编码

区序列设计引物, 实现 barnase 基因的单独克隆,

但 由于 barnase 致 命 的 RNA 降 解 毒 性 使 宿 主 菌

大肠杆菌无法忍受, 而通过某种方式造成 barnase

发生相应突变, 往往得不到有活性的 barnase[9] ; 二

是保护性克隆, 即将 barnase 基因置于 barstar 基

因的保护下进行克隆和遗传操作, 可得到 barnase

非突变形式的正确克隆 [10].

大肠杆菌是最常用的表达系统. 大肠杆菌有

两个显著的优点 , 即基因操作简易和能在廉价培

养基中迅速生长, 使其适用做表达多种蛋白的理

想 宿 主 菌 . 但 是 , 大 肠 杆 菌 具 有 内 膜 和 外 膜 结

构, 本身分泌能力很弱, 合成的异源蛋白质通常

以不溶性的包涵体形式存在于细胞内, 只能通过

菌体破碎( 溶解) 、离心收集以及清洗三大步骤分

离包涵体, 然后溶解在高浓度的变性剂中, 再通

过小心的复性步骤重新获得活性异源蛋白, 操作

难度和费用很高. 因此, 重组蛋白在大肠杆菌中

的高效分泌表达一直是生物学和蛋 白质化学的

研究前沿. 研究人员构建了各种分泌盒( secretion

cassette) , 使大肠杆菌表达的重组蛋白分泌到培

养基或细胞周质中. 其中 kil 基因转录的 BP 蛋白

( bacterioncin release protein, 大肠杆菌素 释放蛋

白) , 可激活定位于内膜上的磷 酸脂酶 A, 导致

细胞内膜和外膜的通透性大大增加, 从而将细胞

内和细胞周质中的蛋白分泌到培养基中 , 可高效

地分泌表达重组蛋白质 [11, 12].

Barnase 催 化 水 解 RNA 的 机 制 与 牛 血 清

RNase A 类似 [13]. 因此, 开发微生物来源的 RNase

Ba, 实现其在大肠杆菌中的分泌表达 , 无 疑具有

十分重要的意义 . 本文采用 将 barnase 基因置于

barstar 基因保护下的克隆策略 , 以 pET 质粒为基

础 , 利用 Kil-Km 分泌盒构建分泌表达载体 , 实现

barnase 在重组大肠杆菌中的分泌表达并初步优

化诱导表达条件.

1 材料和方法

1.1 菌株和质粒

解淀粉芽孢杆菌菌株 , 购自中国科学院微生

物研究所菌种保藏中心 . E.coli BL21 ( DE3) 菌

株、克隆载体和表达载体 pET-22b( +) ( 含氨苄青

霉素抗性标记和 pBR322 复制位点 , 并含有 T7、

lacI 启动子和 T7 终止子, 可进行 IPTG 诱导) 购自

Novagen 公 司 . E.coli DH5α菌 株 为 本 实 验 室 保

存 .重组质粒 pLF3( 在大肠杆菌中过量分泌表达

β-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因的重 组质粒) 由 德国

Bielefeld 大学技 术系 Erwin Flaschel 教 授 课 题 组

赠送.

1.2 工具酶与试剂

蛋白酶 K、溶菌酶、RNase A、DNA Marker、各

种限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq 酶、碱性磷

酸酶、klenow 片段等购自 MBI 公司. 琼脂糖 DNA

纯化试剂盒、质粒小量纯化试剂盒购自申能博彩

生物科技有限公司. 其余试剂均为市售分析纯.

1.3 解淀粉芽孢杆菌总 DNA 的提取

取 2 mL 过夜培养的解淀粉芽 孢杆菌菌液 ,

12 000 r / min 离心 2 min 收集菌体. 菌体沉淀物

加入 1 mL TES 缓冲液, 混匀, 加入 5 μL 溶菌酶

溶液 ( 50 g / L) , 混匀 , 37 ℃温育 10 min. 加入

200 μL 10% SDS 缓冲液和 5 μL 蛋白酶 K( 20 g/L) ,

混匀 , 65 ℃温育 10 min. 加入等体积酚∶氯仿∶异

戊醇( 25∶24∶1) , 上下颠倒混匀, 12 000 r / min 离心

5 min, 上 清 转 移 至 一 新 离 心 管 中 . 加 入 5 μL

RNase A( 20 g / L) , 37 ℃温育 10 min. 加入等体

积酚∶氯仿∶异戊醇( 25∶24∶1) 抽提一次 , 取上清, 加

入 0.1 倍体积的 3 mol / L NaAc( pH 5.2) 和 2 倍体

积无水乙醇, 12 000 r / min 离心 10 min, 去上清

液 . 沉 淀 用 70% 乙 醇 洗 涤 两 次 脱 盐 . DNA 在

95%乙醇溶液中脱水风干. 加入 100 μL TE 缓冲

液溶解, - 20 ℃保存备用.

1.4 barnase 及 barstar 基 因 PCR 引 物 设 计 及

扩增

1.4.1 引物设计

基 于 barstar 的 保 护 性 克 隆 策 略 , 在 克 隆

barnase 基因之前 , 应先将 barstar 基因克隆于载

体 上 . 根 据 已 发 表 的 barnase 基 因 序 列 [ 9] 和

barstar 基因序列 [ 10] , 设 计两对引物 用于目的 基

因的 PCR 扩增. 比较 pET-22b( +) 质粒的限制性

酶切图谱, 在引物序列的 5′端加入酶切位点.

barstar 正向引物:

5′-CG GGA TCC T TAG GTC CAA TCT GCA

GCC GTC-3′( 划线处为 BamH I 酶切位点)

barstar 反向引物:
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5′-G GAA TTC CAT CTC CCA TTG ATC GTA

TTA AG-3′( 划线处为 EcoR I 酶切位点)

barnase 正向引物:

5′-CATG CCA TGG CA GCA CAG GTT ATC

AAC AC-3′( 划线处为 Noc I 酶切位点)

barnase 反向引物:

5′-CG GGA TCC CG TTA TCT GAT TTT TGT

AAA GG-3′( 划线处为 BamH I 酶切位点)

1.4.2 PCR 反应条件

一般退火温度范围较宽, 故退火温度分别从

50 ℃开始进行实验. 最终确定 barnase 基因 PCR

反应条 件 为 : 30 个 PCR 循 环 : 95 ℃变 性 45 s,

54 ℃退 火 45 s, 75 ℃延 伸 1 min; barstar 基 因

PCR 反 应 条 件 为 : 30 个 PCR 循 环 , 95 ℃变 性

45 s, 57 ℃退火 45 s, 75 ℃延伸 1 min.

1.5 重组质粒 pBB 的构建与鉴定

包含 barstar 和 barnase 重组质粒 pBB 的构建

和鉴定根据基因克隆手 册描述的标 准实验方法

进行 [14]. 用琼脂糖 DNA 纯化试剂盒回收 PCR 电

泳 产 物 中 约 433 bp 的 barstar 和 约 355 bp 的

barnase 基因片段. 先将扩增到的 barstar 基因与

pET-22b( +) 分别用 BamH I / EcoR I 双酶切后连

接, 获得 pB 重组质粒, 转化 E.coli DH5α感受态

细胞, LB 培养基( 含氨苄青霉素) 培养 16~20 h,

酶切鉴定筛选重组质粒 pB 并提取正确连接的重

组质粒. 再将扩增到的 barnase 基因序列与 pB 分

别用 BamH I / Nco I 双酶切后连接 , 构建重组载

体 pBB. 将正确连接的重组质粒 pBB 转化 E.coli

BL21( DE3) 感受态细胞.

1.6 分泌表达重组质粒的构建

利用限制性内切酶 HindⅡ / ApaⅠ双酶切重

组质粒 pLF3, 回收 2.5 kb 由稳定期启动子 fic 基

因控制下的卡那霉素抗性基因、大肠杆菌 pColE1

的 kil 基因 , 以及包含中断转录和翻译活性的中

止 序 列 以 防 止 kil 基 因 失 控 表 达 的 插 入 子( Ω-

Cm) 组成的 Kil-Km 分泌盒( secretion cassette) [11].

另 外 , 用 限 制 性 内 切 酶 Bst1107 I 和 PshA I 对

pBB 重组质粒 DNA 进行双酶切消化后 , 将反应

混合物进行电泳 , 得到两个 DNA 片段 , 回收大

小约为 5.7 kb 的载体 DNA 片段 , 用 CIP 碱性磷

酸酶去磷酸化. 利用 klenow 片段把分泌盒表达

基 因 Kil-Km DNA 片 段 的 3′突 出 端 转 化 为 平 末

端, 与线性磷酸化 pBB 载体片段 22 ℃连接过夜.

将连接产物 pBBK 重组分泌型载体转化到 E.coli

BL21( DE3) 中表达 , 用含卡那霉素的 LB 琼脂培

养基筛选阳性克隆.在表达载体中 , pBB 和 pBBK

的 barnase 基因的转录 由 T7 RNA 聚合酶启 动子

和 lacI 启动子控制.

1.7 IPTG 诱导重组质粒表达目的蛋白

1.7.1 诱导温度优化

在 500 mL 摇瓶中加入 50 mL 含 50 mg/ L 氨

苄青霉素的 TB 培养基, 37 ℃、150 r / min 摇床分

别 培 养 含 有 重 组 质 粒 pBB 和 pBBK 的 E.coli

BL21( DE3) 至 OD600 达到 0.6( 大约 3 h 后) . 在培

养基中加入 IPTG 至终浓度 1 mmol / L, 将重组菌

株 pBB 于 37 ℃, pBBK 分别于 22, 25, 28, 30,

37 ℃继续培养 6 h, 收获细胞.

1.7.2 IPTG 诱导浓度优化

在 500 mL 摇瓶中加入 50 mL 含 50 mg/ L 氨

苄青霉素的 TB 培养基, 37 ℃、150 r / min 摇床培

养 含 有 重 组 质 粒 pBBK 的 E.coli BL21 ( DE3) 至

OD600 达到到 0.6 ( 大约 3 h 后) . 在培养基中加入

IPTG 至 终 浓 度 分 别 为 0.1、0.25、0.5、0.75、1、

1.5 mmol / L, 于最佳诱导温度继续培养 6 h, 收获

细胞.

1.7.3 诱导时间优化

在 500 mL 摇瓶中加入 50 mL 含 50 mg/ L 氨

苄青霉素的 TB 培养基 , 37 ℃、150 r / min 摇床

培养含有重组质粒 pBBK 的 E.coli BL21( DE3) 至

OD600 达到到 0.6 ( 大约 3 h 后) . 在培养基中加入

IPTG 至终浓度为最佳诱导浓度 , 于最佳诱导温

度分别继续培养 3~8 h, 收获细胞.

1.8 重组菌液培养基蛋白的提取

取 40 mL 培养液, 4 ℃、10 000 g 离心 10 min

富集菌体并取培养基上清. 通过 TCA 沉淀来收

集培养基中的蛋白质样品.

2 结果与讨论

2.1 重组质粒 pB 的酶切鉴定

重 组 质 粒 pB 经 BamH I 单 酶 切 和 EcoR I /

BamH I 双酶切鉴定 , 单酶切后 , 线 性化质粒大

小约为 5.9 kb, 为 pET-22b( +) ( 5.5 kb) 与插入

的片段 barstar 基因大小( 433 bp) 之和, 双酶切后

小片段大小与 barstar 基因大小一致( 图 1A) .

2.2 重组质粒 pBB 的 PCR 鉴定

分 别 以 pBB 重 组 质 粒 、 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌

DNA、pB 重 组 质 粒 、pET-22b ( +) 质 粒 为 模 板 ,

barnase 正 向 引 物 和 反 向 引 物 为 引 物 进 行 PCR.
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图 2 SDS-PAGE 分 析 重 组 质 粒 pBB、pBBK 诱 导 表 达 培
养基蛋白及诱导温度优化
M: 蛋白质分子质量标记 ; 1: 重组质粒 pBB 在大肠杆菌
BL21( DE3) 中诱导表达的培养基产物 ; 2: 重组质粒 pBBK
在 大 肠 杆 菌 BL21( DE3) 中 表 达 的 未 经 IPTG 诱 导 的 培 养
基 产 物 ; 3~7: 重 组 质 粒 pBBK 在 大 肠 杆 菌 BL21( DE3) 中
分别于 22、25、28、30、37 ℃诱导所表达的培养基产物.
Fig.2 SDS-PAGE analysis of extracellular proteins
expressed by recombinant E.coli BL21 ( DE3) cells
containing either the expression vector pBB or pBBK
after inducement by IPTG and the optimization of
inducing temperature
Lane M: Molecular size marker; Lane 1: Crude extracellular
proteins expressed by recombinant E.coli BL21 ( DE3)
containing the expression vector pBB after inducement; Lane
2: Crude extracellular proteins expressed by recombinant E.
coli BL21 ( DE3) containing the expression vector pBBK
without inducement; Lane 3~7: Crude extracellular proteins
expressed by recombinant E. coli BL21 ( DE3) cells
containing the expression vector pBBK after inducement
respectively at 22, 25, 28, 30, 37 ℃.

图 1 重组质粒 pB、pBB 电泳鉴定

M: DNA 分子质量标记 ; A1: BamH I 酶切过后的重组质粒 pB; A2: EcoR I / BamH I 双酶切过后的重组质粒 pB; B1: 以

重组质粒 pBB 为模板的 PCR 产物; B2: 以解淀粉芽孢杆菌为模板的 PCR 产物 ; B3: 以重组质粒 pB 为模板的 PCR 产物 ;
B4: 以载体 pET-22b ( +) 为模板的 PCR 产物.
Fig.1 Electrophoresis analysis of the expression vector pB and pBB
Lane M: DNA Marker ( bp) ; Lane A1: Recombinant plasmid pB cut by BamH I; Lane A2: Recombinant plasmid pB cut by
EcoR I / BamH I; Lane B1: PCR product of recombinant plasmid pBB; Lane B2: PCR product of Bacillus amyloliquefaciens
DNA; Lane B3: PCR product of recombinant plasmid pB; Lane B4: PCR product of plasmid pET-22b( +) .

结果显示, 以重组质粒 pBB 为模板和以解淀粉芽

孢杆菌 DNA 为模板的第 1、2 泳道可见一大小约

为 355 bp 的 DNA 条带 , 与 目的基因 barnase 的

大小一致; 而以 pET-22b( +) 空质粒和 pB 重组质

粒为模板的第 3、4 泳道未见明显条带( 图 1B) .

( A) ( B)

根据 pBB 重组质 粒的测序结 果 , 插入序列

与 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 barnase 和 barstar 基 因 都 有

100%的同源性, 说明重组质粒 pBB 已成功构建.

2.3 重组质粒 pBBK 的鉴定

pET-22b( +) 质粒仅带有氨苄青霉素抗性基

因 , 重组质粒 pBB 也只能在含有氨 苄青霉素 的

培养基中生长. 而 kil-Km 分泌盒带有卡那霉素抗

性基因, 所以能在含卡那霉素的培养基中生长的

重组菌即为成功连接上分泌盒的重组 pBBK 菌株.

从以上分析可知, 表达载体 pBB 和 pBBK 也

已成功地转入表达菌株 E.coli BL21( DE3) 中.

2.4 barnase 基因的分泌表达和诱导条件优化

为了检测胞外 barnase 基因的表达, 利用 TB

培 养 基 分 别 摇 瓶 培 养 含 重 组 质 粒 pBB 和 pBBK

的重组大肠杆菌. 显然 , barstar 基因的共表达抑

制了 barnase 的毒性 , 实验中未观察到细胞生长

的迟滞现象. 分别将包含重组质粒 pBB 和 pBBK

的 E.coli BL21 ( DE3) IPTG 诱导后表达的培养基

蛋白质进行 SDS-PAGE 分析.

2.4.1 分泌表达重组质粒 pBBK 的诱导温度优化

从图 2 可以看出, lane 1, lane 2 所示的 pBB

表达的培养基产物和 pBBK 未经 IPTG 诱导的培

养基产物在 12 kD 处有痕量表达, 因此 lane 1 所

示的没有插入分泌表达盒的 pBB 产物只有少量

的渗 透性 目 标 表 达 产 物 位 于 培 养 基 中 . 而 lane

3~7 所 示 的 pBBK 分 别 于 22、25、28、30、37 ℃经

IPTG 诱导培养的培养基产物在 12 kD 处有明显

的条带, 符合目标蛋白 barnase 的分子质量大小.

其中 lane 5 所示的于 28 ℃诱导的效果最好.

2.4.2 分泌表达重 组质 粒 pBBK 的 IPTG 诱 导 浓

度优化
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从图 3 可以看出 , lane 1~6 所示的是重组表

达质粒 pBBK 于最佳诱导温度 28 ℃分别在 IPTG

终 浓 度 0.1、0.25、0.5、0.75、1、1.5 mmol / L 诱

导 5 h 后 的 培 养 基 产 物 . 其 中 lane 3 所 示 的 于

IPTG 终浓度为 0.5 mmol / L 的时候诱导效果最好.

2.4.3 分泌表达重组质粒 pBBK 的诱导时间优化

图 4 中 lane 1~6 所 示 的 是 重 组 表 达 质 粒

pBBK 加入最适 IPTG 浓度 0.5 mmol / L 于最佳诱

导温度 28 ℃分别诱导 3、4、5、6、7、8 h 后的培

养基产物. 可以看出诱导时间对培养基蛋白的表

达量影响不大.

由以上分析可知 , 分泌表达重组质粒 pBBK

的 最 佳 诱 导 条 件 为 : 37 ℃、150 r / min 培 养 至

OD600 达到到 0.6 ( 大约 3 h 后) . 在培养基中加入

IPTG 至终浓度 0.5 mmol / L, 28 ℃继续培养 5 h,

收获细胞.

3 结 论

pET-22b( +) 带有 T7 启动子 和 lacI 启 动 子 ,

具有较强的启动能力, 适用于表达毒性极大的基

因. 而载体中带有的 pelB 蛋白可以运输重组蛋

白到细胞间质中 , 有利于配合分泌盒将重组蛋白

分泌到胞外. 利用 pET 载体构建可分泌表达的重

组质粒, 可以获得最大产量的可溶、有活性、正确

折叠及可分泌到培养基中的 barnase 蛋白 , 从而

简化后续分离提纯工艺, 对低成本生产微生物来

源的 RNase Ba 具有重要意义 , 而且可为利用重

组大肠杆菌生产分泌型重组异源 蛋白提供进 一

步的技术措施.
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图 4 pBBK 的诱导时间优化

M: 蛋白质分子质量标记 ; 1~6: 重组质粒 pBBK 在大肠杆

菌 BL21 ( DE3) 中分别诱导 3、4、5、6、7、8 h 所表达的

培养基产物.
Fig.4 The optimization of inducing time
Lane M: Molecular size marker; Lane 1 ~6: Crude
extracellular proteins expressed by recombinant E.coli BL21

( DE3) cells containing the expression vector pBBK induced
respectively for 3, 4, 5, 6, 7, 8 h.

图 3 pBBK 的 IPTG 诱导浓度优化

M: 蛋 白 质 分 子 质 量 标 记 ; 1~6: 重 组 质 粒 pBBK 在 大 肠 杆

菌 BL21 ( DE3) 中分别用 0.1、0.25、0.5、0.75、1、1.5 mmol
/ L IPTG 诱导所表达的培养基产物.
Fig.3 The optimization of IPTG inducing concentration
Lane M: Molecular size marker; Lane 1~6: Crude extracellular
proteins expressed by recombinant E.coli BL21 ( DE3) cells
containing the expression vector pBBK induced respectively
by 0.1, 0.25, 0.5 , 0.75 , 1, 1.5 mmol / L IPTG.
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