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定点突变改善红色荧光指示蛋白玉米尿卟啉原!
甲基化酶的水溶性研究
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摘 要 尿卟啉原!甲基化酶是一种新型的红色荧光指示蛋白，但是，在大肠杆菌重组表达的 4S*=水溶性相对较低，限制了
它的应用范围，而且对于结合在蛋白的色素组分尚不清楚。利用定点突变产生玉米尿卟啉原!甲基化酶 WII/XWIKQ双突变体
和 W9;;<突变体，两种突变体分别在大肠杆菌中重组表达，)1J)=<一步纯化。紫外可见光谱扫描和质谱分析确定从纯化的
WII/XWIKQ双突变体蛋白分离的色素组分。WII/XWIKQ双突变体在大肠杆菌细胞内有酶活，而 W9;;<突变体胞内酶活丧失。
结合蛋白的主要组分为三甲基化咕啉。纯化的双突变体蛋白水溶性增加，为提高它作为荧光指示蛋白检测外源融合蛋白的

水溶性打下基础。
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依赖于 !!腺苷甲硫氨酸（ !!"#$%&’()*$+,-&%-%，
./0）的尿卟啉原!甲基化酶（ !!"#$%&’()*$+,-&%-%$
#$1$%#$%+ 23&1&31,(3-%&4$% ! *$+,()+3"%’5$3"’$，
.607）是西罗血红素和维生素 89:分支合成的调控

酶，它催化尿卟啉原!二甲基化生成前咕啉!:。从
数个细菌中纯化了 .607，并分别详细研究了酶学
性质［9］。两种细菌 .607晶体结构的解析有助于深
入了解酶的功能［:，;］。植物 .607 研究报道较少。
我们初步研究了玉米（"#$ %$&’ <=）的 .607，它是
同亚基二聚体，>端的导肽影响重组蛋白在大肠杆
菌的折叠，? 端 @: 个氨基酸残基不是催化所必需
的。红色色素和酶非共价结合，除去色素后，酶的二

级结构会发生轻微改变［A］。

表达 .607 会在重组细胞内积累红色荧光物
质，它们分别是 .607催化产物的氧化形式西罗双
氢叶绿三酸，和过甲基化副产物三甲基咕啉，该物质

在长紫外光下产生强烈红色荧光［@，B］。这种性质使

编码 .607基因能够作为报告基因，用于重组质粒
的筛选［C］，它在大肠杆菌、酵母和哺乳动物细胞用于

转录报告基因［D］，还用于细胞传感器［E］。由于 .607
是限速酶，它的过量表达可提高维生素 89:的产

量［9F］。作为一种新型的红色荧光指示蛋白，.607
的研究远不及绿色荧光蛋白（ 43$$% 5)2&3$’G$%+
13&+$-%，HIJ）。目前发现不同生物 .607的水溶性
偏低，纯化的重组蛋白需要溶解在一定浓度的盐溶

液中［: K A］，和重组酶结合的荧光色素组分目前尚不

清楚。改善大肠杆菌表达的重组蛋白水溶性有多种

方法，其中之一是将蛋白中疏水氨基酸残基定点突

变成带正电荷的氨基酸残基，这已有成功的例

子［99 K 9;］。本研究中，我们利用定点突变技术改善了

玉米 .607的水溶性并分析了结合重组酶的荧光物
质成分，这为拓宽这种红色荧光指示蛋白的应用范

围奠定了基础。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 菌株与质粒：大肠杆菌 LM @"和 .9;FFE 菌
株由本实验室保存。1;9.9载体是将编码去除导肽
的玉米 .607基因插入表达载体 1NO ;9中［A］。
!"!"# 生化试剂：酵母浸出物和胰蛋白胨为英国
&P&-# 公司产品，>-!>7/ 购自德国 N-"4$% 公司，
.$1,"#$P H!9F购自 J,"3*"G-"公司，标准分子量蛋白
和异丙基硫代!#!L!半乳糖苷（ QJ7H）购自上海
J3&*$4"公司，定点突变试剂盒购自大连宝生物工程

公司，其它试剂为国产分析纯。

!"!"$ 仪器：紫外可见分光光度仪 6!:FF9 和高速
冷冻离心机 .?R:F8?购自日本 M-+"G,-公司，凝胶成
像系统购自日本 S&#"3T 公司。蛋白质电泳装置购
自美国 8-&!R"# 公司。超滤装置购自美国 0-))-1&3$
公司。动 态 光 散 射 仪 L(%"J3&!0.DFF 是 美 国
J3&+$3-&%公司产品，质谱仪是美国 7,$3*&公司产品。
!"# 方法
!"#"! 含组氨酸标签的玉米 .607的定点突变：具
体操作参见 02+"%8O.7 T-+ 手册。对于双突变体
<DDRU <DEH，反义引物 ()* (*$ $() ()) ()) (** *(* )**
)(* (**，正义引物 4 ""4 444 G+4 "4G +++ 4G4 4"4 4GG 44+
4G，对于 <9BB/突变体，反义引物 +"4 "4+ +44 "4" ""G
+"4 "+G 44G +4"，正义引物 "+" 4G+ "++ 444 """ 4+4 4+" +GG
++4，下划线为突变核苷酸序列。分别以 1;9.9 为模
板，J?R扩增，纯化产物的 @V端磷酸化后连接，转化
大肠杆菌 LM @"，分别获得编码 .607 <DDRU<DEH双
突变体的质粒和 <9BB/突变体的质粒，突变序列由
上海生工公司测序。

!"#"# .607突变体的表达与纯化：两种突变体的
表达与纯化方法相同。将含有编码突变体的质粒转

化大肠杆菌 .9;FFE，挑取单克隆菌株接种于 <23-"!
8$3+"%-（<8）液体培养基中，;CW、::F3U*-%培养 9:,，
再以 9 X9FF稀释到 DFF*< <8液体培养基中扩大培
养，至 +,BFF 约 FY@，加入 QJ7H 至终浓度为 FY@
**&)U<，继续培养 @ ,将菌液 CFFF Z 4离心 9F*-%，收
集菌体。冰浴超声破碎（;!9F!EE，;FF [ Z :），9CFFF
Z 4离心 :F*-%，弃沉淀。上清过 >-!>7/层析柱（:
Z ;G*），用缓冲液 /（9F**&)U< 咪唑，;FF**&)U<，
9F**&)U< J8.，1MDYF）洗脱 :F 个柱体积后，用缓冲
液 8（@F**&)U<咪唑，其它成分同缓冲液 /）洗脱 :F
个柱体积，再以缓冲液 ?（:FF**&)U<咪唑，其它成分
同缓冲液 /）洗脱 9F个柱体积，收集洗脱液，超滤浓
缩，对于 .607 <DDRU<DEH双突变体，样品溶于缓冲
液 L（9F**&)U<的 73-’!M?)缓冲液，内含 @F**&)U<的
>"?)，1M CY@），K CF W保存备用。<9BB/突变体溶
解在含有 9FF**&)U<的 >"?)的缓冲液 L中。
!"#"$ 电泳分析及蛋白质浓度测定：.L.!J/HO采
用不连续胶，即 9@\的分离胶和 @\的浓缩胶，考马
斯亮蓝 R:@F 染色。蛋白质浓度采用考马斯亮蓝
H:@F染色，以牛血清白蛋白作对照。
!"#"% 色素的分离和测定：取蛋白溶液 9*<（约 D*4
蛋白），加入 FY@*<的氯仿，剧烈振荡。9CFFF Z 4冷
冻离心 :F*-%，吸取水相，再离心 9次，弃沉淀，上清
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液过 !"#$%&"’ ()*+（*,+ - *./0）。用除气的 &&123
洗脱。收集含有红色荧光物质的洗脱液，冷冻干燥。

再用少量体积的除气的 &&123 溶解，离心，迅速分
别在 4++ 5 6.+70光谱扫描和质谱仪上分析。
!"#"$ 全酶分子量测定：获得脱色素的双突变体蛋
白是在纯化中在缓冲液 8 之前用缓冲液 9（*+
00:;<=的 >?@A)1B;，内含 *,C0:;<= D%B;，#1 C,+）洗脱
*+个柱体积，除去结合在蛋白的色素，然后再依次
按上述的纯化步骤进行。浓度分别为 20E<0= 和
.0E<0=纯化的蛋白在 2.F下动态光散射仪分析，每
次记录 4+个数据，根据厂家提供的软件，以假定尿
卟啉原甲基化酶是球蛋白来计算分子量。

!"#"% 色素产量测定：取上述破碎的菌液，测定每
克细胞的 4.G70的光吸收值。

# 结果

#"! 突变体的体内酶活
如表 *，和野生型 !HI>的菌落一样，表达双突

变体 !HI>的大肠杆菌菌落显示红色荧光，显示酶
在细胞内有酶活，而表达 =*66J突变体的大肠杆菌
不显示细菌的荧光，说明突变导致酶活基本丧失。

!HI>双突变体胞内色素产量比野生型的略低，表
明它低于重组野生型 !HI>的胞内酶活。

表 ! 野生型和突变体 &’()在大肠杆菌的表达
)*+,- ! ).- -/01-22345 46 7*38- 93,:;<=0- &’() *5: 3<2 7><*5<2

97KL0"
B:;:7@"A

M;N:?"A/"7/"
O?:P"@7 "’#?"AA@:7
（0E<= /N;PN?"）

O@E0"7PA #?:&N/P@:7
（!4.G <E /";;）

Q@;&)PL#" R .,2% **,2*6 S *,6+6%

=CCT<=CU( &:NV;" 0NP%7P R .,G W,6C2 S *,*U4

=*66J 0NP%7P X .,2 D>V

%：A"" ?"M"?"7/"［G］；V：D:P P"AP"&Y

#"# 突变体的表达和纯化
如表 *，突变体的表达水平和野生型 !HI> 相

近。双突变体在去除色素后分子量基本没有变化，

经 D@)D>J 亲和层析一步纯化后，电泳显示大约为
4GZ[一条带，表明色素分子和酶非共价键结合（图
*）。双突变体的水溶性略有改变，在 .+00:;<= 的
D%B;能溶解，而野生型 !HI> 低于 *++00:;<= 的
D%B;就会沉淀，原因可能是 =CC<=CU位于蛋白质的
表面。=*66J突变体能够纯化，![! 电泳显示一条
带（图 *），表明此突变并不影响酶的表达。一般来
说，D 端氨基酸残基对蛋白的折叠起重要作用，而
=*66位于 !HI>的 B末端，所以影响不大。

图 * 纯化玉米 !HI>突变体的 ![!)OJ(9
\@EY * ![!)OJ(9 :M #N?@M@"& 0%@K" 0NP%7PA

*：#@E0"7P)V:N7& =CCT<=CU( &:NV;" 0NP%7P；2：#@E0"7P)M?"" =CCT<
=CU( &:NV;" 0NP%7P；4：=*66J 0NP%7P Y

#"? 突变体的分子量确定
动态光散射测定显示除去色素的双突变体分子

量约为 W2Z[（图 2，左），野生型 !HI>的全酶分子量
约为 WUZ[［G］。和色素结合的野生型 !HI>相比，双
突变体分子量略有降低，原因可能有两个，一是色素

分子除去后分子量自然降低，二是色素除去后蛋白

的空间结构略有变化，这在以前的研究中已经证

明［G］。=*66J 突变体分子量约为 WUZ[，和野生型
!HI>一致（图 2，右），=*66 不在 !HI>二聚体结合
表面，=*66J不影响酶的二聚化。
#"@ 和突变体结合的荧光产物分析
纯化的 !HI>双突变体紫外可见光谱扫描显示

在 4.G 70中有一个主要的吸收峰，它是三甲基咕啉
的特异吸收峰，另一次要的吸收峰是 4WC 70，它是
西罗双氢叶绿三酸的吸收峰（图 4），突变体的扫描
光谱不同于重组 "#$#%&’&%() *+’,%(%-,+’ !HI>的结
果［*G］，但是和重组拟南芥 !HI> 的性质一致［*.］，显
示双突变体并没有改变玉米 !HI>的过甲基化催化
性质。

质谱分析显示有一个分子量为 U*4,4[的化合
物含量相对较高（图 G）。!HI>催化的底物尿卟啉
原!带有两个水分子，它们结合在羧基上。甲基化
作用并不影响两个羧基的结构。据此推测，U*4,4[
的化合物可能是结合两个水分子的三甲基咕啉，它
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和该化合物的理论分子量 !"#$%&非常接近。

图 ’ 玉米 ()*+突变体的动态光散射分析 ,
左：不含色素的 -../0-.!1双突变体 , 右：-"%%2突变体

345, ’ +67 89:;<4= >456? @=;??7A4:5 ;@@;9 BC <;4D7 ()*+ <E?;:?@
-7C?：?67 F45<7:?GCA77 ()*+ -../0-.!1 8BEH>7 <E?;:?；/456?：?67 ()*+ "%%2 <E?;:? ,

图 # 含色素的玉米 -../0-.!1双突变体的
紫外可见光谱扫描 ,

345, # )IGJ4@4H>7 @F7=?A; BC F45<7:?GHBE:8
()*+ -../0-.!1 8BEH>7 <E?;:?

+67 ;H@BAF?4B: F7;K@ #LM :< ;:8 #N. :< A7FA7@7:? ?A4<7?69>F9AAB=BF64:
;:8 @4AB698AB=6>BA4: A7@F7=?4J7>9,

图 M 从玉米 -../0-.!1双突变体分离的色素质谱分析
345, M *( ;:;>9@4@ BC F45<7:?@ 4@B>;?78 CAB<
?67 FEA4C478 ()*+ -../0 -.!1 8BEH>7 <E?;:?

! 讨论

()*+的空间结构显示所有的!折叠都是由疏
水氨基酸组成［’，#］，其中!"O折叠含有 M个连续的强
疏水性氨基酸残基。在所有的"螺旋中，只有"M螺
旋的疏水性较强。根据 #O 个物种 ()*+的氨基酸
序列比对，选择突变保守性相对较低的 -..0-.! 和
-"%%，它们分别是"M 螺旋和!"O 折叠，这 # 个氨基
酸残基离酶活部位相对较远。突变后的氨基酸在其

它物种中对应存在，以避免酶活大幅降低。!"#$%&’
("#$%)*"+,&’ 的 ()*+结构显示 (2*和酶结合会诱导
酶的 (2*结合模块（*B?4C）构象改变［#］，结构模拟显
示 -"%%离 (2*结合模块较远，但是 -"%%2的突变
可能改变!"O折叠的构象，影响 (2*结合模块的构
象变化，导致 (2*结合受阻，酶活力丧失。
和 ()*+结合的色素，已报道有微量的卟啉类

化合物及催化产物降解的中间物［L］，正常的催化产

物前咕啉G’ 和过甲基化产物三甲基咕啉和四甲基
咕啉［%］，以及西罗血红素等。体外酶活检测中，即使

高效液相层析也难以分离催化的产物和降解的中间

物［L］。质谱分析表明和 ()*+ 结合的色素组分复
杂，但光谱学显示主要吸收峰没有改变，推测原因可

能是和酶结合的色素相对稳定，或者和催化产物相

比，降解的中间物组分的吸收光谱没有明显变化。

这种光谱学的稳定性有助于对结合态色素的定量确

定。

重组 -’#&.)%)/0’ .#/+($+1+20/’ ()*+的催化产物
以西罗双氢叶绿三酸为主［’］，这有利于西罗血红素

和维 生 素 P"’ 的 后 续 反 应，而 大 肠 杆 菌、

!O’潘海韵等：定点突变改善红色荧光指示蛋白玉米尿卟啉原#甲基化酶的水溶性研究



!"#$%#&%’()*+"%,- ."+,/+&"+%)0%% 和植物 !"#$ 在大肠
杆菌表达产生三甲基咕啉积累，这种性质适合用于

指示蛋白［% & ’］。! ( /+&%*"%.%)(&1 !"#$的突变体体外
酶活测定显示有单甲基化中间物前咕啉)*积累，它
的光谱学性质不同于其它催化产物的结果［+］。不同

物种的 !"#$及其突变体催化产物的不同光谱学性
质，可使 !"#$作为荧光指示蛋白具有多样性。
在哺乳动物细胞中，!"#$ 的红色荧光强度明

显高于红移的 ,-.［/］。但是，和普通的 ,-. 相比，
!"#$还有许多需要改进。,-.作为指示剂用于检
测外源蛋白在大肠杆菌的表达和折叠，以及检测外

源蛋白的定向进化效果［*’］，如改善 $01蛋白的水溶
性［*2］。通过定向进化技术，获得了 ,-.的超级折叠
体［*/］。!"#$能否像 ,-.一样作为大肠杆菌的新型
荧光报告蛋白，取决于它的折叠和水溶性。本研究

初步证明突变!%螺旋的两个疏水氨基酸残基能适
度改善 !"#$ 的水溶性，表明 !"#$ 可能具有 ,-.
一样的多种用途。利用体外定向进化技术改善玉米

!"#$的折叠水平和水溶性，目前正在进行。
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