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纳米荧光素酶的表达、纯化及性质鉴定

侯家鹏，丁　瞙

（复旦大学 生命科学学院，上海 ２００４３８）

摘要：由荧光素酶 （ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）催化的一大类发光反应被统称为生物发光 （ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ），该反应具有背景低、
灵敏度高、线性范围广等特点，是高灵敏检测的发展方向之一。课题组在近期的研究中全基因合成了一种纳米荧光

素酶 （ｎａｎｏｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ），研究清楚了其理化性质的基础上，将其作为一种新型的生物发光检测工具。将荧光素酶基
因克隆至原核高表达载体上，通过自动诱导系统进行了表达。通过ＮｉＮＴＡ亲和层析纯化和分子筛将重组纳米荧光
素酶进行纯化，其产量可稳定达到每升菌２５３ｍｇ，纯度超过９８％；通过酶活实验鉴定了纳米荧光素酶的活性，在
１０×１０－４～１０×１０－７ｍｇ／ｍＬ的范围内，该酶均具有良好的线性反应，其线性检测下限低至１０×１０－７ｍｇ／ｍＬ（约５
ｐｍｏｌ）。纳米荧光素酶具有灵敏度高、数据重复性好、操作简便、稳定性高、易于保存等多重优点，可利用其作为基
础平台，开发具有应用前景的超灵敏新型生物发光探针。
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　　 荧光素酶是生物体内催化荧光素发光的酶的
总称，一般来源于自然界能够发光的生物体内。根

据其来源可分为海肾荧光素酶 （Ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，
ＲＬ）、细菌荧光素酶 （ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＢＬ）、萤
火虫荧光素酶 （ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＦＬ）等多种类型。
自１９５４年，人们对荧光素酶进行了长期的研究，
不仅解析了其结构，还研究透彻了其发光原理，使

之作为生物标记得到广泛的应用［１－３］。由于其具有

高灵敏性与特异性，操作简单、反应迅速等优点，

目前已经应用于快速检测、基因分析等科学研究。

然而，传统的荧光素酶在使用过程中还有很

多不足之处，如荧光强度易受ｐＨ、离子浓度、温
度等因素影响、依赖 ＡＴＰ等［４－６］，妨碍了其更多

用途。近年来，一种新型纳米荧光素酶 （ｎａｎｏｌｕ
ｃｉｆｅｒａｓｅ，ＮＬｕｃ）的出现很好地弥补了传统荧光素
酶身上的缺点。ＮＬｕｃ最初来源于一种深海磷虾，
从１９７８年至今，通过对其不断地改造，终于优化
得到一种比野生型效率高２５０万倍的微型荧光素
酶［７－９］，使之便于实验室研究。与传统荧光素酶

相比，ＮＬｕｃ有分子量小、不需要 ＡＴＰ、发光效率
高、在各个ｐＨ、温度下理化性质均比较稳定等优
点。目前，这种新型荧光素酶已经成为一种极具

使用价值的荧光标记物，得到广泛使用［１０－１２］，未

来可利用 ＮＬｕｃ荧光素酶作为基础，开发更具有
应用前景的超灵敏新型生物发光探针，但对其进

行大规模表达纯化条件的优化却鲜有报道。本研

究利用原核表达系统大量制备具有生物活性的纳

米荧光素酶蛋白，为今后将该酶作为生物发光示

踪剂研究其他蛋白奠定基础。

１　材料与方法

１１　原核表达载体的构建
参考ＮＣＢＩ中的数据 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍ

ｎｉｈｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＫＭ３５９７７０）全基因合成了 ＮＬｕｃ
的ＤＮＡ序列，通过ＰＣＲ方法在目的片段两端加上
ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ酶切位点并使用凝胶电泳的方法回
收纯化片段。然后我们对 ＰＣＲ产物与 ｐＴ７Ｎ１０载体
做ＢａｍＨＩ／ＸｈｏＩ双酶切处理，再用 Ｔ４连接酶连
接，连接产物转化至ＤＨ５α感受态，最终获得了可
用于原核表达的ｐＴ７Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ质粒，经测序显示
克隆成功。利用本实验室改造的ｐＴ７Ｎ１０载体可以在
目的蛋白氨基端增加１０个连续的组氨酸标签，便
于后续进行ＮｉＮＴＡ纯化。

１２　Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ蛋白的诱导表达
我们选择自动诱导方法对目标蛋白进行诱导表

达，主要基于以下原理：ｐＴ７Ｎ１０质粒上含有一个乳糖
操纵子，而自动诱导培养基中同时含有葡萄糖和乳

糖成分：当葡萄糖成分还存在时，乳糖启动子及其

后面的目的蛋白一般不表达或少量表达，大肠杆菌

大量扩增；而当培养基中的葡萄糖全部被消耗掉，

只剩乳糖时，乳糖启动子开始转录并表达目的蛋白。

经过多次条件摸索与优化，我们选择在２０℃培养
２０ｈ的条件，本实验中的目的蛋白表达量最高。

ｐＴ７Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ质粒经测序检验正确后，转化
至ＢＬ２１（ＤＥ３）菌中，过夜培养。第２天挑取单菌
落加入到小试管中扩增，菌液浑浊后取２ｍＬ转入
１Ｌ含０１ｍｇ／ｍＬ氨苄的ＬＢ自动诱导培养基［１３］大

规模诱导表达。３７℃培养至ＯＤ６００为０６～０８后，
将温度调整到２０℃培养２０ｈ，之后以６０００ｒ／ｍｉｎ
的转速离心１５ｍｉｎ收菌，－８０℃冻存。
１３　重组Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ的纯化

将表达菌在１０００ｂａｒ的高压下破碎，随后以
１８０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１ｈ，收集上清。先通过
５ｍＬ的 ＮｉＮＴＡ亲和层析柱进行粗纯化，用含
１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的缓冲液洗涤后，用含咪唑的缓冲
液梯度洗脱，并监测 ＵＶ２８０ｎｍ吸光值，收集出
峰位置的洗脱样。将收集的洗脱液进行超滤浓缩，

上样至Ｓｕｐｅｒｏｓｅ６Ｉｎｃｒｅａｓｅ１０／３００ＧＬ高分辨率分
子筛进行再纯化，最终产物通常保存在含 ５０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８５，５％甘油的缓冲液中
（质谱实验则保存在相应缓冲液内）。

而由于有多聚组氨酸标签存在的影响，用Ｎｉ
ＮＴＡ柱纯化后的重组蛋白的分子量比单独的ＮＬｕｃ
高２ｋｕ左右。所以，为了得到单独的 ＮＬｕｃ蛋白
进行后续试验，使用实验室纯化的ＴＥＶ酶处理纯
化蛋白，切掉 Ｈｉｓ标签，再将酶切产物反挂 Ｎｉ
ＮＴＡ层析柱得到无标签的ＮＬｕｃ酶蛋白。
１４　蛋白质性质的鉴定

为了消除杂蛋白影响，也为了满足后续酶活、

质谱等实验对纯度、缓冲液的要求，我们尝试进行

了多种纯化方案，并最终选择采用酶切后通过超滤

浓缩然后上样至分子筛的方法进行进一步的纯化。

随后我们根据Ｐｉｅｒｃｅ公司的操作手册用ＢＣＡ法
测定蛋白质浓度，按照 《分子克隆实验手册 （第三

版）》进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，验证每一步收集的纯化
蛋白，计算产率产量。同时，将ＮｉＮＴＡ柱纯化蛋白
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取少量样上至分子筛进行层析实验，更换缓冲液为５
ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液，在 ＢｒｕｋｅｒＵｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ
ＭＳ（Ｂｒｕｋｅｒ，Ｂｒｅｍｅｎ）质谱仪线性模式 （ｌｉｎｅａｒ
ｍｏｄｅ）进行基质辅助激光解吸离子化飞行质谱实验
（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）以确定目的蛋白分子量。
１５　ＮＬｕｃ的活性检测

采用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＮａｎｏＧｌｏＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙ
试剂盒 （＃Ｎ１１１０）中的方法进行ＮＬｕｃ蛋白的分光
光度法酶活测定。用ＰＢＳ梯度稀释待测蛋白，然后
加入到９６孔白板 （Ｃｏｓｔａｒ＃３９２２，Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），每
孔１００μＬ，３７℃孵育２ｈ。之后弃蛋白溶液，用１０
ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ在３７℃孵育１ｈ封闭９６孔板未结合
位点。封闭结束后弃掉ＢＳＡ，用ＴＢＳＴ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７４，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，００５％ Ｔｗｅｅｎ
２０）清洗３次，每次２００μＬ，随后每孔加入５０μＬ
荧光底物静置３ｍｉｎ，用ＢｉｏＴｅｋ公司的Ｃｙｔａｔｉｏｎ３细
胞成像多功能检测系统测定荧光强度，据此计算

ＮＬｕｃ酶活，确定线性检测范围。

２　结果与分析

２１　重组Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ蛋白的表达与纯化

我们使用原核表达方法表达重组蛋白。在此方

法下，经过ＮｉＮＴＡ初步纯化后可以从１Ｌ大肠杆
菌培养液得到原核表达的重组 ＮＬｕｃ蛋白３３６ｍｇ
（表１），纯度在９０％以上。但是由于有标签的存
在，重组ＮＬｕｃ蛋白会比原始分子量大２ｋｕ左右。
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示含标签 （２１ｋｕ）与切掉
标签后的蛋白分子量 （１９ｋｕ）分子量有明显差异，
而切掉Ｈｉｓ标签的ＮＬｕｃ蛋白在ＳＤＳＰＡＧＥ胶上迁

移距离 （相当于１６ｋｕ）较其理论分子量 （１９ｋｕ）
偏远 （图１）。我们猜测可能是由于结合了ＳＤＳ后
蛋白构象变化而导致偏移距离改变，但还需要进一

步确认。

表１　以１ＬＥｃｏｌｉ菌液表达和纯化重组Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ蛋白
Ｔａｂ１　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｉｓ１０ＮＬｕｃｆｒｏｍ１ＬｃｕｌｔｕｒｅｄＥｃｏｌｉｃｅｌｌｓ

项目

ｉｔｅｍ
总蛋白量／ｍｇ
ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ

纯度／％
ｐｕｒｉｔｙ

体积／ｍＬ
ｖｏｌｕｍｅ

质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

产量／ｎｇ
ｙｉｅｌｄ

回收率／％
ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ３６４４ １２ ４０ ９１１ ４３７ １００
ＮｉＮＴＡ ３６０ ９３４ ３０ １２ ３３６ ７６９
Ｓｕｐｅｒｏｓｅ６ ２５６ ９８９ １６ １６ ２５３ ５７９

２２　ＮＬｕｃ蛋白的鉴定
在对ＮＬｕｃ进行进一步性质检测之前，我们使用

高分辨率的分子筛对镍柱粗纯化产物进行处理。通

过ＮｉＮＴＡ亲和层析方法进行了初步富集，随后将标
签切掉得到目标蛋白 （图１），结果显示：初纯化的

蛋白纯度已经可以达到９０％以上。分子筛结果如图
２Ａ所示：ＮＬｕｃ蛋白以单峰状态存在，在低分子量
处有少量杂质。将分子筛主峰样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳 （图２Ｂ），进一步纯化后的ＮＬｕｃ纯度较高，且
已更换到分子筛所用缓冲液之中以方便后续试验。
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　　通过分子筛进一步纯化后，我们使用质谱方
法确定重组 ＮＬｕｃ的分子量，图 ３显示：分子筛
纯化的产物几乎全部为表观分子量一致的目的蛋

白。由于ＳＤＳＰＡＧＥ结果 （１６ｋｕ）与蛋白理论分
子量 （１９ｋｕ）存在差异，为精确测定其分子量，
我们对纯化的蛋白进行了质谱鉴定。根据氨基酸

序列理论计算，ＮＬｕｃ分子量为１９１３４９ｕ，而质
谱峰值为 １９１１６９２６ｕ，两者非常接近，证明其
胶上迁移距离偏远与其结合 ＳＤＳ后构象有关，而
非蛋白质非全长表达或降解。

２３　ＮＬｕｃ蛋白酶活检测
为了构建基于 ＮＬｕｃ的生物发光检测体系，

我们需要明确 ＮＬｕｃ的线性范围与检测下限。所
以，我们使用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＮａｎｏＧｌｏＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ
Ａｓｓａｙ试剂盒对酶切后的 ＮＬｕｃ蛋白进行了酶活测
定，并绘制ＮＬｕｃ的酶活曲线 （图４）。结果显示：
使用ｆｕｒｉｍａｚｉｎｅ作为底物进行酶活检测时，纯化
的重组 ＮＬｕｃ蛋白检测的线性范围至少为 １０×
１０－４～１０×１０－７ｍｇ／ｍＬ（因比１０×１０－４ｍｇ／ｍＬ
更高的蛋白质量浓度对于微量检测无实际意义，

未检测），线性拟合后 Ｒ２为 ０９９３１。所以重组
ＮＬｕｃ的分子量为１９１ｋｕ，其线性检测下限１０×
１０－７ｍｇ／ｍＬ相当于５２ｐｍｏｌ／Ｌ，具有很好的应用
前景。
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３　讨论

３１　重组ＮＬｕｃ蛋白的表达纯化
本研究在比较了传统 ＩＰＴＧ诱导和自动诱导

两种方法后，发现自动诱导表达的纯化蛋白表达

量更高，且操作更加简便，所以选择自动诱导系

统表达Ｈｉｓ１０ＮＬｕｃ蛋白，而反应时间与温度都是
通过不断优化后确定，使得蛋白表达的质量与纯

度都有所保证。

在我们的实验中，首先在荧光素酶原始蛋白

的Ｎ端上加上１个 Ｈｉｓ标签形成重组蛋白，之后
通过亲和层析的方法从菌液中利用特异性标签将

目标蛋白纯化出来，后续再通过诸如离子交换柱、

分子筛等方法进行精纯化。多聚组氨酸、ＭＢＰ、
ＧＳＴ等都是常见的层析纯化标签，由于多聚组氨
酸的分子量较小，空间位阻较小不影响荧光素酶

的空间构象，ＮＬｕｃ据文献报道可溶性尚可，所以
我们最终选择相对简单的多聚组氨酸作为纯化标

签。我们尝试用不同浓度的咪唑缓冲液洗脱目标

蛋白，随着咪唑浓度的升高，非特异性吸附的杂

蛋白不断被冲出，最终用３００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑缓冲
液洗脱得到了较为纯净的目的蛋白。

而之后尝试用阴／阳离子交换柱对产物进行纯
化，但效果均不明显，且由于原始纯化产物纯度

已经较高，所以在切掉多聚组氨酸标签后，我们

直接选择用分子筛去除盐类与其他分子量差异较

大的杂质即可。经两步纯化后的 ＮＬｕｃ在合适的
缓冲液中可长期保存在４℃环境下维持蛋白活性。
３２　ＮＬｕｃ蛋白的荧光素酶活性测定

我们通过比较ＮＬｕｃ与传统的萤火虫／海肾荧
光蛋白发现，ＮＬｕｃ单分子的检测下限远低于其他
类似的检测系统，发光效率更高。因为更灵敏的

发光效率也可以有效降低背景噪音，对仪器与环

境的要求更低，而由于 ＮＬｕｃ仅有１９ｋｕ，是目前
分子量最小的荧光素酶蛋白，且其稳定性相当高，

所以作为标记蛋白进行蛋白改造时就有更广泛的

应用前景。

３３　ＮＬｕｃ荧光素酶的应用前景
传统荧光素酶 （如海肾荧光素酶、萤火虫荧

光素酶）自发现以来在蛋白检测的领域结合已经

有的传统荧光素酶已经有了较多的应用，比如使

用生物发光共振能量转移 （ＢＲＥＴ）检测蛋白相
互作用［１４］，作为标记物进行生物体内的荧光示踪

实验［１５－１６］等，但分子量较大的荧光素酶会限制该

方法的使用，比如不宜形成融合蛋白、容易诱发

生物体免疫反应等。而我们所研究的纳米荧光素

酶由于其分子量小，发光效率高等优势，将比传

统荧光素酶获得更广泛的应用。

目前，该荧光素酶已经有人尝试在诸多领域

中使用，如白血病治疗以及药物筛选［１７］，Ｇ蛋白
偶联受体的相关研究［１８］，胃饥饿素及其配体的相

关实验［１９］等。而在我们后续的实验中，已经成功

地将 ＮＬｕｃ连接到其他抗体蛋白的氨基端或羧基
端形成融合蛋白，然后用同样的检测系统设计荧

光素酶实验，对其他目标蛋白进行体内、体外的

定量分析。比如用抗 αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ的纳米抗体携带
荧光素酶来研究 αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ的聚集水平与浓度，
从而对帕金森症的早期诊断提供建议；或使用融

合了ＮＬｕｃ及ＰＤＬ１抗体的重组蛋白来建立灵敏的
ＰＤＬ１检测系统，以对肿瘤患者的术后康复水平进
行评估［２０］等。

我们也筛选出了几种重组 ＮＬｕｃ的结晶条件，
并在上海光源ＢＬ１７Ｕ１衍射线站收集了衍射数据，
解析了ＮＬｕｃ蛋白的晶体结构。我们希望进一步
根据其结构改进ＮＬｕｃ，继续提高其发光能力和稳
定性，使之可以在更多的科研领域发挥作用，但

ＴＯＭＡＢＥＣＨＩ等［２１］已在近期报道了 ＮＬｕｃ的晶体
结构，与我们得到的结果一致，因此在本研究中

未对ＮＬｕｃ的晶体结构进行深入讨论。
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