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摘  要 : 碱性螺旋-环-螺旋 (Basic helix-loop-helix, bHLH) 转录因子在生命活动过程中发挥着重要的调控作

用。Bmsage 是家蚕丝腺中高量表达的一类 bHLH 转录因子，不仅参与了丝腺细胞在胚胎期的发育调控，而且

对蚕丝蛋白的合成也有至关重要的调控作用，然而当前对其性质和结构了解不多。为研究其性质、结构和生物

学功能，构建了 NusA、MBP、SUMO、Trx 和 His 融合标签的 Bmsage 重组原核表达载体，通过改变诱导温度

和 IPTG 浓度，确定了 Bmsage 在大肠杆菌中可溶性表达的最佳载体和表达条件，进而通过镍柱亲和层析纯化

获得了 Bmsage，利用圆二色光谱研究了其二级结构。结果表明，NusA 与 MBP 标签可显著增强 Bmsage 在大

肠杆菌中的可溶性表达，但难以与 Bmsage 分离。SUMO 标签有一定的助溶效果，并且能够与 Bmsage 有效分

离。其他标签对 Bmsage 可溶性表达的效果不明显。圆二色光谱分析表明 Bmsage 含有 α-helix 结构，推测 SUMO

标签可能促进了 Bmsage 折叠形成类天然的结构。这些工作为深入研究 Bmsage 的性质、结构与功能建立了基

础，同时也为其他类似蛋白的表达纯化提供了参考。 

关键词 : 碱性螺旋 -环 -螺旋，Bmsage，MBP，NusA，SUMO，纯化  

农业生物技术
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Abstract:  Basic helix loop helix (bHLH) transcription factor plays an important role in biological processes. Bmsage is a 

class of bHLH transcription factor highly expressed in the silk gland of Bombyx mori, which is not only involved in the 

developmental regulation of the silk gland cells at the embryonic period, but also plays a crucial regulatory role during the 

synthesis of silk protein. However, currently, much of the property and structure of Bmsage is still remained unknown. To 

study the property, structure and biological role of Bmsage, we constructed several prokaryotic expression vectors of 

Bmsage fused with NusA, MBP, SUMO, Trx and His tags, respectively, then screened and determined the best soluble 

expression vector and condition of Bmsage in Escherichia coli combining with the induction temperature and IPTG 

concentration, and further purified the recombinant Bmsage by Ni-column affinity chromatography according to the 

established expression condition and characterized its secondary structure using circular dichroism spectra. The results 

showed that NusA and MBP could significantly enhance the soluble expression of Bmsage in E. coli, but it was difficult to 

separate Bmsage from these tags. SUMO could not only increase the soluble expression of Bmsage in E. coli to a certain 

degree, but also be effectively separated from Bmsage. Other tags did not effectively promote the soluble expression of 

Bmsage in E. coli. Circular dichroism spectra showed that the purified Bmsage had well-defined α-helix structure in 

solution, indicating that SUMO may promote the correct folding of Bmsage into native-like structure. These work not only 

establish a foundation for further study of the property, structure and function of Bmsage, but also provide a reference for 

the expression and purification of other similar proteins. 

Keywords:  basic helix-loop-helix, Bmsage, MBP, NusA, SUMO, purification 

生命活动受多种转录因子的调控。碱性螺

旋-环-螺旋 (Basic helix-loop-helix，bHLH) 转

录因子是一类重要的转录因子，它们在神经元

发生、性别决定、肠组织发育、肌细胞及血细

胞生成[1]等过程中发挥着重要的调控作用。研究

者们根据 bHLH类转录因子作用的 DNA元件和

结构特点将其分为 6 类，同时又根据其调控基

因的功能将它们分成了 45个亚家族[2-4]。 

1989 年，Murre 等在小鼠中首次鉴定了

bHLH转录因子 E12和 E47[5]。bHLH结构域大

约由 60 个氨基酸残基组成，包含 1 个与 DNA

结合的碱性区域和 1 个可调节蛋白二聚化的

HLH结构域[6-7]。1994年，MyoD的 bHLH结构

域与 DNA结合的复合物结构被解析[8]，促进了

转录因子参与 DNA 识别和转录激活方面的研

究。Imayoshi与 Kageyama发现 bHLH转录因子

在调控端脑发育方面具有多样化的功能[9]。果蝇

唾液腺特异因子 sage属于 bHLH转录因子家族，

在果蝇唾液腺的发生和发育过程中发挥着重要

的作用 [10-11]。 2007 年，王勇等以黑腹果蝇

Drosophila melanogaster bHLH氨基酸序列为查

询模板，从家蚕基因组数据库中鉴定到了 52个 
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bHLH 转录因子[12]。本实验室刘春等[13]在家蚕

丝腺中鉴定了 1 个与果蝇 sage 同源高量表达的

bHLH 转录因子，将其命名为 Bmsage。本实验

室赵小明等在随后的研究中发现，Bmsage可以

与丝腺因子 1 (Silk gland factor-1，SGF-1) 相互

作用，调控丝素重链基因的表达[14]。Xin等借助

CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除了家蚕 Bmsage

基因，发现敲除突变体的家蚕丝腺发育不正  

常[15]，但是其具体的调控机制并不清楚。 

尽管 Bmsage 在家蚕丝腺发育和蚕丝蛋白

的合成方面发挥着重要的功能，然而，迄今为

止，我们对该蛋白的性质和结构仍然了解不多。

本文希望借助体外重组原核表达技术，利用溶

解性高的多肽序列标签和 Transetta (DE3) 表达

菌株，通过改变诱导温度和 IPTG浓度来表达并

纯化获得可溶性 Bmsage蛋白，从而为研究其性

质、结构和功能建立基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

pET-50b(+)购自 Novagen (默克，德国)；

pCold-SUMO和 pET 32M.3C分别由华南农业大

学樊惠英教授和中国科技大学周丛照教授惠

赠；ppSUMO、pSKB2和 pET-MBP来自美国西

南医学中心张学武教授的馈赠。克隆菌株

Escherichia coli (E. coli) DH5α 和表达菌株    

E. coli Transetta (DE3) 购自北京全式金生物技

术有限公司。限制性内切酶 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ

购自 TaKaRa宝生物工程 (大连) 有限公司；T4 

DNA 连接酶购自 New England Biolabs 公司；

RNA 提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒购自

OMEGA公司；质粒提取试剂盒购自 Axygen公

司；氨苄青霉素 (Amp)、硫酸卡纳霉素 (Kana)、

氯霉素 (Cam) 以及异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG) 

购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；常规蛋

白分子量Marker购自碧云天生物技术有限公司。 

1.2  生物信息学分析 

分别利用 RACC (http://nihserver.mbi.ucla. 

edu/RACC/) 和 Protparam (http://web.expasy.org/ 

protparam/)分析 Bmsage基因稀有密码子及其氨

基酸特征。利用 IBS 1.0 软件构建其基因与蛋白结

构模式图。以Bmsage氨基酸序列为模板，在Pubmed

数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) 中进

行 Blast分析，选取果蝇、蚁、蝶、蚊等种属中

相似的氨基酸序列，利用 Clustal X[16]进行序列

比对，并利用 ESPript[17](http://espript.ibcp.fr/ 

ESPript/ESPript/index.php) 对 bHLH 结构域同

源比对结果渲染，借助 Mega 6.0[18]构建系统发

育进化树。根据 5 龄 3 天家蚕各组织芯片基因

表达谱  (http://www.silkdb.org/microarray/)，借

助 HemI[19]分析 Bmsage基因表达模式。 

1.3  表达载体构建 

取 5 龄 3 天家蚕后部丝腺组织，利用 Trizol 

RNA 提取试剂盒提取总 RNA，然后以其为模板

反转录合成 cDNA。根据家蚕基因组数据库中

Bmsage (ID: BGIBMGA005127) 的 CDS序列，利

用 Primer Premier 设 计 引 物 ， Forward ：

5′-CGCGGATCCATGTACAATCAAACATACGACG

AT-3′ (下划线部分为 BamH Ⅰ酶切位点)；Reverse：

5′-CCCAAGCTTTTAGTATCTCTGTTGACGCC

TTC-3′ (下划线部分为 Hind Ⅲ酶切位点)。通过

PCR扩增目的基因，利用 1.2%琼脂糖凝胶电泳

分析 PCR 产物，并通过 DNA 凝胶回收试剂盒

对目的 DNA片段纯化回收。将质粒与目的 DNA

片段利用 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ在 37 ℃同时双

酶切 4 h，然后利用 T4 DNA连接酶在 16 ℃连



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2016  Vol.32  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1398 

接过夜。将连接产物转化 DH5α，挑取单克隆并

提取质粒，通过双酶切与基因测序对构建的重

组质粒进行验证。 

1.4  蛋白可溶性表达条件探索 

将测序验证正确的重组质粒转化 Transetta 

(DE3) 细胞，挑取单克隆菌落在 37 ℃过夜培

养，然后按照 1∶100的比例接种到含有抗生素

的 LB 液体培养基中，37 ℃培养至 OD600达到

0.5–1.0，加入 0.01–1 mmol/L IPTG，在 12–37 ℃

下诱导 Bmsage表达。160 r/min、37 ℃培养 4 h，

25 ℃培养 10 h，12 ℃、14 ℃和 16 ℃培养   

20 h，对照为 37 ℃下不加 IPTG培养 4 h的菌

液，离心收集细胞。按培养物∶裂解液=10∶1

比例加入预冷的裂解液 (20 mmol/L Tris-HCl，

pH 8.0，500 mmol/L氯化钠，10%甘油)，充分

悬浮细胞。冰浴超声破碎。菌体裂解物于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 20 min，上清和沉淀经 15% 

SDS-PAGE电泳鉴定，比较不同标签融合蛋白在

不同条件下的表达量，筛选较好的表达载体与

表达条件。 

1.5  目的蛋白纯化 

根据筛选的表达载体和表达条件，大规模

培养细菌。细胞破碎后离心收集上清，将上清

通过 0.45 μm 滤膜过滤，在 4 ℃下利用镍柱亲

和层析对细胞裂解液中的融合蛋白进行分离提

纯，利用 15% SDS-PAGE电泳检测不同咪唑浓

度的洗脱结果。将纯化的融合蛋白通过 HiPrep 

26/10 (GE Healthcare) 除去咪唑并同时置换为

酶切缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L

氯化钠，5%甘油)，加入蛋白酶在 4 ℃酶切 16 h。

将酶切产物再次通过镍柱除去融合标签，从而

纯化获得不含标签的 Bmsage。 

1.6  蛋白二级结构分析 

利用圆二色光谱仪 MOS-500 (Bio-Logic，

法国)对 Bmsage 的二级结构进行分析，蛋白样

品溶于磷酸缓冲液 PBS 中，波谱扫描范围为

190–250 nm，比色皿光程 1 mm，蛋白浓度为  

0.1 mg/mL。 

2  结果与分析 

2.1  生物信息学分析 

Bmsage基因位于家蚕第 25号染色体，共有

4 个外显子和 3 个内含子 (图 1A)，cDNA 全长

705 bp，编码 234个氨基酸残基。Bmsage分子

量 28.1 kDa，等电点 5.97，带电荷氨基酸占整

个蛋白的 41%。Bmsage中 152–205位氨基酸残

基为 bHLH 结构域 (图 1B)，该区域等电点为

10.1；N 末端结构域 (1–140) 富含酸性氨基酸

残基，其等电点为 4.77。N 末端和 bHLH 结构

域之间可能存在电荷-电荷相互作用，从而维持

Bmsage构象的稳定。疏水性分析表明，Bmsage

的亲水性指数为–1.223，表明该蛋白趋向于亲

水。然而，我们发现，Bmsage容易形成包涵体

表达。将 Bmsage与可溶性标签融合表达，融合

蛋白虽然以可溶性的形式表达，但是当去除标

签之后，Bmsage容易发生聚沉，这可能是因为

Bmsage 分子之间可能通过电荷-电荷相互作用

结合，从而导致蛋白聚集沉淀。 

大肠杆菌对外源基因的表达具有密码子偏

好性。分析发现，Bmsage基因包含多个稀有密

码子，可能会影响其在大肠杆菌中的表达。

Transetta (DE3)细胞可以补充大肠杆菌缺乏的 6

种稀有密码子对应的 tRNA，从而提高外源基因

的表达水平。因此，在本实验中我们选择了

Transetta (DE3)细胞作为表达菌株。 
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图 1  Bmsage 基因结构 (A) 及其蛋白结构域 (B) 

分析 

Fig. 1  Analysis of Bmsage gene structure (A) and its 
domain (B). 
 

2.2  基因的组织表达谱分析 

根据 5龄 3天家蚕各组织芯片基因表达谱，

绘制 Bmsage在不同组织中表达的热图。结果显

示，Bmsage在家蚕丝腺中高量表达，而在头部

等其他组织中表达量较低 (图 2A)。定量分析 

(图 2B) 显示，Bmsage无论在雄蚕前中部丝腺，

还是后部丝腺中的表达量都比雌蚕在相同组织

中的表达量高。一般来说，在相同的饲养条件

下，同一品种雄蚕的产丝量要高于雌蚕。之前

本实验室的赵小明等发现，Bmsage在家蚕丝腺

中高量表达，并且其在 5 龄期与丝素重链基因

表达趋势一致。在后部丝腺，Bmsage在高丝量

品种 872 中的表达量要比低丝量品种大造的  

高[14]。这些结果表明 Bmsage可能与家蚕丝腺合

成蚕丝蛋白的主要功能相关。 

2.3  蛋白序列比对和系统进化树构建 

以Bmsage氨基酸序列为模板，通过 Pubmed

进行 Blast 分析。选取柑橘凤蝶 Papilio xuthus

等物种的 bHLH序列与 Bmsage的 bHLH序列进

行多序列比对 (图 3)。结果表明，bHLH结构域

的氨基酸序列在不同物种之间高度保守，暗示

了 bHLH 类转录因子在不同的物种中可能具有

重要的生物学功能。 

 
 

图 2  5 龄 3 天家蚕 Bmsage 基因表达分析 (A：不同组

织中的表达热图分析. ♀：雌性；♂：雄性；Sg：性腺；

Hd：头；It：表皮；Fb：脂肪体；Mg：中肠；He：血

细胞；Mt：马氏管；A/MSG：前中部丝腺；PSG：后部

丝腺. B：Bmsage 在雌蚕和雄蚕丝腺中的表达差异分析) 

Fig. 2  Expression profiles of Bmsage in different 
tissues on day 3 of the fifth instar larvae of Bombyx 
mori. (A) Heatmap analysis of the expression of 
Bmsage in different tissues. ♀: female; ♂: male; Sg: 
sex gland; Hd: head; It: integument; Fb: fat body; Mg: 
midgut; He: hemocyte; Mt: malpighian tubule; A/MSG: 
anterior/Middle silk gland; PSG: posterior silk gland. 
(B) Differential expression profiles of Bmsage in the 
silk gland between female and male silkworm. 
 
 

以 Blast结果为基础，选取果蝇、蚁、蝶、蚊

等物种中与 Bmsage 序列相似的蛋白构建发育进

化树  (图 4)。结果显示，家蚕与冬尺蠖蛾

Operophtera brumata、柑橘凤蝶 Papilio xuthus的

亲缘关系最近，可以聚为一枝，其次是果蝇属的

各物种，而与蚁、虱等物种亲缘关系较远。 
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图 3  不同物种 bHLH 结构域的多序列比对 

Fig. 3  Multiple sequence alignments of the bHLH domain between different species.  

 

 
 
图 4  家蚕 Bmsage 与其他物种同源蛋白的进化树分析 

Fig. 4  Phylogenetic analysis of Bmsage and its orthologs from other species. 
 

2.4  表达载体构建与可溶性表达分析 

为研究 Bmsage的性质和结构，利用 PCR扩

增获得了 Bmsage基因，然后通过双酶切将其构建

到 pSKB2 等载体中进行表达，其中 pSKB2、

ppSUMO和 pCold-SUMO是以 pET-28a (+) 载体

为基础改造而来，它们分别是将 pET-28a (+) 中的

Thrombin 位点替换为 PreScission 和 SUMO 蛋白 

酶切位点；pET 32M.3C中包含有 6×His和 Trx

标签和 PreScission 酶切位点；pET-MBP 基于

pET-32a (+) 载体改造而来，包含 6×His和MBP

标签和烟草蚀纹病毒蛋白酶 (TEV) 酶切位点。 

不同表达载体和表达条件下融合蛋白的表达效

果如图 5所示。结果显示，pSKB2-Bmsage (图 5A)、

ppSUMO-Bmsage (图 5B)和 pET 32M.3C-Bmsage  
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(图 5F) 在 37 ℃下融合蛋白以包涵体形式表

达，而在其他温度下可溶性蛋白的表达量较低，

因此不适宜用这些载体表达可溶性的 Bmsage。

pCold-SUMO-Bmsage (图 5C) 在所有条件下都有

表达，在 16 ℃、0.1 mmol/L IPTG下表达较好。

pET-50b (+)-Bmsage (图 5D) 在 12 ℃和 14 ℃下，

融合蛋白主要以可溶性形式表达，在 12 ℃、   

0.1 mmol/L IPTG下表达较好。pET-MBP-Bmsage 

(图 5E) 在 16 ℃、0.1 mmol/L IPTG下表达较好。

有研究表明，30 ℃有助于大肠杆菌产生可溶有活 
 

   
 

   
 

   
 

图 5  诱导温度和 IPTG 浓度对不同重组表达载体表达 Bmsage 融合蛋白的影响 (A：pSKB2-Bmsage；B：

ppSUMO-Bmsage；C：pCold-SUMO-Bmsage；D：pET-50b(+)-Bmsage；E：pET-MBP-Bmsage；F：pET 

32M.3C-Bmsage；M：分子量标准；Control、C：对照；S：上清；P：沉淀) 

Fig. 5  Effects of temperature and IPTG concentration on the expression of Bmsage fusion protein from different 
recombinant expression vectors. (A) pSKB2-Bmsage. (B) ppSUMO-Bmsage. (C) pCold-SUMO-Bmsage. (D) 
pET-50b(+)-Bmsage. (E) pET-MBP-Bmsage. (F) pET 32M.3C-Bmsage. M: marker; C: control; S: supernant; P: pellet. 
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性的蛋白。我们对部分表达载体设置为 30 ℃诱

导表达，发现其对 Bmsage 的可溶性表达影响不

大，因此设置了 12–16 ℃来筛选 Bmsage 的可溶

性表达条件。根据以上结果，本实验选择

pCold-SUMO-Bmsage、 pET-50b (+)-Bmsage 和

pET-MBP-Bmsage 载体，并根据它们最优的表达

条件来对 Bmsage进行表达纯化。 

2.5  蛋白表达和纯化 

2.5.1  利用 pET-50b (+) 表达和纯化 Bmsage 

利用镍柱亲和层析对融合蛋白进行纯化 (图

6A)，上样缓冲液 A 为 20 mmol/L Tris-HCl、     

(pH 8.0)、500 mmol/L 氯化钠、10%甘油、       

20 mmol/L咪唑，利用包含不同咪唑浓度的缓冲

溶液分步洗脱。结果显示，在 300 mmol/L咪唑

的洗脱条件下得到的融合蛋白 (约 90 kDa) 较

纯。将融合蛋白脱盐并置换为酶切缓冲液 B  

(50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，150 mmol/L氯化

钠，10%甘油，5 mmol/L β-巯基乙醇)，加入

PreScission酶在 4 ℃酶切 16 h。酶切产物再次通

过镍柱以除去 NusA标签 (图 6B)。结果显示，无

论流穿，还是咪唑浓度梯度洗脱，Bmsage与 NusA

都不能被有效地分离。将图 6B中第 4–6泳道的样

品收集除去咪唑后再次过镍柱，蛋白损失较多，

且仍然不能将 Bmsage与 NusA标签完全分开。 

2.5.2  利用 pET-MBP表达和纯化 Bmsage 

收集细胞，破碎离心后将上清通过镍柱纯化，

利用 15% SDS-PAGE检测流穿和洗脱液 (图 7A)。

结果显示，大部分 His-MBP-Bmsage 不与镍柱结

合，即使降低流速上样，或者收集流穿二次上样，

也无法让二者有效结合。利用包含不同咪唑浓度

的缓冲溶液洗脱，在 300 mmol/L咪唑的洗脱条件

下得到的融合蛋白 (约 70 kDa) 较纯。收集该融

合蛋白并脱盐置换为酶切缓冲液 B，加入 TEV酶

酶切，酶切产物通过镍柱以除去 His-MBP 标签 

(图 7B)。结果显示，部分融合蛋白没有被 TEV 酶

酶切，随 Bmsage一起出现在流穿中 (图 7B，泳道

3)。利用不同浓度的咪唑分步洗脱，仍然不能将

His-MBP标签与 Bmsage有效地分离。 

 

     
 

图 6  借助 pET-50b (+) 表达和纯化 Bmsage. (A) 镍柱亲和层析纯化 (1：上清；2：沉淀；3：流穿；4–7：60、

80、100 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液)；(B) 酶切后通过镍柱纯化 (1：重组蛋白；2：重组蛋白被 PreScission 蛋

白酶酶切；3：流穿；4–8：20、40、50、60 和 500 mmol/L 咪唑洗脱液. M：蛋白分子量标准) 

Fig. 6  Expression and purification of Bmsage based on pET-50b(+). (A) Purification with nickel affinity 
chromatography. 1: supernatant; 2: pellet; 3: flow-through; 4–7: elutions of 60, 80, 100 and 300 mmol/L imidazole. 
(B) Purification with nickel affinity chromatography after cleavage of protease. 1: recombinant protein;           
2: recombinant protein cleaved by PreScission protease; 3: flow-through; 4–8: elutions of 20, 40, 50, 60 and     
500 mmol/L imidazole. M: protein marker. 
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图 7  借助 pET-MBP 表达和纯化 Bmsage. (A) 镍柱亲和层析纯化 (1：上清；2：沉淀；3：流穿；4–7：40、

60、80 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液)；(B) 酶切后通过镍柱纯化 (1：重组蛋白；2：重组蛋白被 TEV 蛋白酶酶

切；3：流穿；4–9：20、30、40、50、60 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液；M：蛋白分子量标准) 

Fig. 7  Expression and purification of Bmsage based on pET-MBP. (A) Purification with nickel affinity 
chromatography. 1: supernatant; 2: pellet; 3: flow-through; 4–7: elutions of 40, 60, 80 and 300 mmol/L imidazole. (B) 
Purification with nickel affinity chromatography after cleavage of protease. 1: recombinant protein; 2: recombinant 
protein cleaved by TEV protease; 3: flow-through; 4–9: elutions of 20, 30, 40, 50, 60 and 300 mmol/L imidazole. M: 
protein marker. 
 

2.5.3  利用 pCold-SUMO表达和纯化 Bmsage 

利用镍柱亲和层析纯化 His-SUMO-Bmsage，

收集流穿和洗脱液，进行 SDS-PAGE检测 (图 8A)，

发现在 300 mmol/L咪唑的洗脱条件下，获得的

His-SUMO-Bmsage (约 55 kDa) 较纯。将纯化的

融合蛋白脱盐并置换为酶切缓冲液 B，加入

SUMO蛋白酶在 4 ℃酶切 16 h，再次通过镍柱

去 除 SUMO 标 签  ( 图 8B) 。 结 果 显 示

His-SUMO-Bmsage 差不多被酶切完全，在流穿

和 40 mmol/L 咪唑洗脱液中，可以检测到纯化

的 Bmsage，表明 Bmsage 与 His-SUMO 标签可

以被有效地分开。 

2.6  六种重组表达载体的表达纯化分析 

本文利用 6种表达载体对 Bmsage在大肠杆

菌中进行了表达，并选择了可溶性表达较好的

载体和表达条件进行了纯化。现将所有的表达

和纯化情况简要总结于表 1，其中表达水平取该

表达系统所有诱导条件下的最优值。结果显示，

pSKB2-Bmsage、pET 32M.3C-Bmsage、ppSUMO- 

Bmsage主要以包涵体的形式表达，无法用于下

一步纯化。pCold-SUMO-Bmsage、pET-50b(+)- 

Bmsage、pET-MBP-Bmsage 部分以可溶性的形

式在上清中表达，尤其是后两者，可溶性融合

蛋白的表达量较高，但是难以将 Bmsage与融合

标签分离，而 Bmsage 与 SUMO 标签则可以被

有效地分开。因此，pCold-SUMO是 Bmsage表

达纯化的最优系统。 

2.7  蛋白二级结构分析 

Bmsage属于 bHLH转录因子家族，包含螺旋-

环-螺旋结构域。为证实纯化的 Bmsage 是否包含

有 α-螺旋结构，利用远紫外圆二色光谱对其二级

结构进行了分析 (图 9)。结果显示，在圆二色光

谱上 208 nm与 222 nm波长处有 2个明显的负峰，

193 nm波长处有 1个明显的正峰，这些为 α-螺旋结

构的典型特征，表明纯化获得的 Bmsage具有 α-螺

旋结构，推测其可能形成了类天然蛋白的空间构象。 
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图 8  借助 pCold-SUMO 表达和纯化 Bmsage. (A) 镍柱亲和层析纯化 (1：上清；2：沉淀；3：流穿；4–7：

40、60、80 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液)；(B) 酶切后通过镍柱纯化 (1：重组蛋白；2：重组蛋白被 SUMO 蛋

白酶酶切；3：流穿；4–5：40 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液；M：蛋白分子量标准) 

Fig. 8  Expression and purification of Bmsage based on pCold-SUMO. (A) Purification with nickel affinity 
chromatography. 1: supernatant; 2: pellet; 3: flow-through; 4–7: elutions of 40, 60, 80 and 300 mmol/L imidazole. (B) 
Purification with nickel affinity chromatography after cleavage of protease. 1: recombinant protein; 2: recombinant 
protein cleaved by SUMO protease; 3: flow-through; 4–5: elutions of 40 and 300 mmol/L imidazole. M: protein marker. 
 

 

表 1  6 种重组表达系统的表达纯化情况比较 

Table 1  Comparison of expression and purification situations of six recombinant expression systems 

Recombinant plasmids Fusion tags Expression level
Solubility 

level 
Purification of 
fusion protein 

Purification of 
target protein 

pSKB2-Bmsage His +++ 0   

pET 32M.3C-Bmsage His-Trx +++ 0   

ppSUMO-Bmsage His-SUMO ++ +   

pCold-SUMO-Bmsage His-SUMO ++ ++ ++ ++ 

pET-50b(+)-Bmsage His-NusA ++ +++ ++ + 

pET-MBP-Bmsage His-MBP ++ +++ + + 

“+” indicates the level of expression and solubility, and the effect of purification, the more the better. 0 presents no 
observable solubility, and blank area represents this experiment is not conducted. 
 
 

 
 

图 9  Bmsage 蛋白的远紫外圆二色光谱 

Fig. 9  Far-UV circular dichroism spectrum of Bmsage 
protein. 

3  讨论 

蚕丝纤维因其优异的性能而被誉为“纤维

皇后”。蚕丝蛋白主要由丝素和丝胶组成，其中

主要成分是丝素。丝素由丝素重链、丝素轻链

和 P25 按 6∶6∶1 的比例组成[20]，其中丝素重

链是丝素蛋白中最重要的成分，它赋予了蚕丝

纤维主要的力学性能。丝素重链基因的表达在

转录水平受多种转录因子  (SGF-1、SGF-2、

SGF-3、SGF-4、FMBP-1、FBF-A1、Bmdimm等)[21-24]

的调控。自本实验室刘春等[13]鉴定 Bmsage以来， 
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研究表明 Bmsage 在丝蛋白合成[14]和丝腺器官发

育[15]过程中发挥着重要的调控作用，然而迄今为

止，对 Bmsage 的性质和结构了解不多。本研究

拟通过大肠杆菌原核表达纯化 Bmsage，从而为深

入研究其结构和功能建立基础。 

基因结构、基因表达速率和蛋白理化性质

是影响外源基因在大肠杆菌中可溶性表达的主

要因素。基因结构可以通过密码子优化或者利

用携带稀有密码子 tRNA 的表达菌株来克服其

表达问题；基因表达速率可以通过降低诱导温

度和 IPTG浓度来下调，从而使外源蛋白有充分

的时间折叠形成正确的空间构象促进其溶解；

外源蛋白可以通过与亲水的标签融合表达来提

高其在大肠杆菌中表达的可溶性。20 世纪末，

融合标签技术快速发展起来，在辅助蛋白纯化、

提高外源蛋白表达产量、溶解性和稳定性等方

面显示出了巨大的应用价值。pET-50b(+)中的

NusA[25]和 pET-MBP中的MBP标签[26-27]具有较

好的亲水性，可以帮助提高外源蛋白的可溶性；

pCold-SUMO 与 ppSUMO 中的 SUMO 标签[28]

不仅有助于提高外源蛋白的溶解性，还可以促

进其在体内的折叠；pET 32M.3C 中的 Trx 标  

签[29]不仅能够提高蛋白的溶解性，还能促进蛋

白质中二硫键的正确配对。本研究将 NusA、

MBP、SUMO和 Trx等标签分别与 Bmsage融合

表达，并利用 Transetta (DE3)表达菌株，结合降

低诱导温度和 IPTG 浓度的方式成功实现了

Bmsage在大肠杆菌中的可溶性表达。 

我们的结果显示，NusA 与 MBP 标签具有

较好的助溶效果，能够显著地提高 Bmsage的可

溶性表达，这与其他的研究结果基本一致[30-31]。

然而，当酶切之后，NusA 标签与 Bmsage 无法

有效地分离。NusA标签含有大量的酸性氨基酸残

基，等电点约为 4.62，推测其可能与 Bmsage 中

碱性氨基酸残基之间存在非特异性电荷-电荷相

互作用从而导致二者无法分开。His-MBP-Bmsage

大部分不与镍柱结合，并且不能被酶切完全，

即使加大蛋白酶用量、延长反应时间或者提高

酶切反应温度也无法提高酶切产率，这可能是

因为融合蛋白本身没有折叠形成良好的空间结

构，从而导致组氨酸标签和蛋白酶切位点被包

埋在蛋白质内部，组氨酸标签无法与镍亲和填

料结合，同时 TEV 酶切位点两端的 MBP 与

Bmsage也可能会对 TEV酶产生空间位阻，导致

融合蛋白无法被 TEV 酶识别和切割。Trx 标签

有助于富含二硫键蛋白的正确折叠，并且在一

定程度上也能帮助提高外源蛋白的溶解性[30]，

但其对于 Bmsage 的可溶性表达并没有明显的

帮助。SUMO标签可以帮助提高 Bmsage的可溶

性表达，其效果不如 NusA与 MBP标签明显，

但经过 SUMO 蛋白酶酶切后，SUMO 标签与

Bmsage可以通过镍柱被有效地分离。圆二色光

谱显示，利用 SUMO 标签表达纯化的 Bmsage

包含 α-螺旋结构，推测其可能折叠形成了类天

然的空间结构，这表明 SUMO 标签不仅具有一

定的助溶效果，而且也有助于 Bmsage 的正确 

折叠。 

bHLH 转录因子在生命活动过程中具有多

种重要的生物学功能，然而之前的研究很少涉

及此类蛋白的性质和结构，这可能与其难以表

达纯化相关。我们发现，Bmsage容易形成包涵

体表达，并且易于聚沉，这可能与其氨基酸组

成和性质相关。本研究利用 SUMO 标签和镍亲

和层析的方法表达纯化了 Bmsage蛋白，为深入

研究其结构性质和功能建立了很好的基础，同

时，我们的研究对其他类似蛋白的表达和纯化
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也有一定的借鉴意义。 
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