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　　［摘要］　目的　获取纯化的霍乱弧菌 ＨｕｔＸ蛋白晶体和衍射数据。方法　通过基因克隆和蛋白表达得到 ＨｕｔＸ蛋白，
通过镍柱亲和层析、ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交换柱层析和Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００分子筛柱层析等纯化所得蛋白，并用蛋白质印迹法进行验证。

将所获蛋白进行结晶条件筛选及悬滴优化，Ｘ线衍射分析所得晶体的结构。结果　蛋白质印迹分析间接证明所得到的蛋白
为 ＨｕｔＸ蛋白，并得到 ＨｕｔＸ蛋白的晶体及衍射数据。结论　为进一步研究 ＨｕｔＸ的蛋白结构及其在霍乱弧菌亚铁血红素利
用机制中发挥的作用提供了参考。

　　［关键词］　霍乱弧菌；ＨｕｔＸ蛋白；Ｘ线结晶学；血红素利用
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　　霍乱弧菌属于弧菌属，是革兰阴性海洋菌，通过

被感染的海产品或受污染的水感染人类，引起严重

的水样腹泻［１］。霍乱弧菌利用宿主体内的铁离子繁

殖到一定程度才能引起疾病。铁离子是霍乱弧菌生

存、增殖的必要元素［２］，摄取宿主体内的亚铁血红素

是霍乱弧菌获取铁离子的一种重要方式。霍乱弧菌

利用亚铁血红素内铁元素的机制已成为国内外研究

的热点之一［３４］。

　　目前，人们已经识别出几种与霍乱弧菌利用宿

主体内亚铁血红素相关的蛋白［５］：ＨｕｔＡ，血红素受

体；ＴｏｎＢ和ＥＸｂＢＤ；ＨｕｔＢ，周质结合蛋白；ＨｕｔＣＤ，

内膜通透酶；ＨｕｔＷ、ＨｕｔＸ和 ＨｕｔＺ。近年来，更多

的研究关注亚铁血红素进入霍乱弧菌胞质内的利用

情况，发现ｈｕｔＷ、ｈｕｔＸ、ｈｕｔＺ同属于同一个启动子；

ＨｕｔＺ蛋白与霍乱弧菌对亚铁血红素的优化利用有

关［３］；ＨｕｔＷ蛋白在亚铁血红素利用中发挥的作用
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还不清楚［６］；与 ＨｕｔＺ蛋白一同表达的 ＨｕｔＸ蛋白是

霍乱弧菌宿主体内铁利用系统的重要组成部分，与

亚铁血红素的利用相关，但是其晶体结构和功能尚

不清楚［４］。

　　２００９年，Ｓｕｉｔｓ等［７］研究了 ＨｕｔＸ的同源蛋白

ＣｈｕＸ的晶体结构。ＣｈｕＸ蛋白包含５７４个氨基酸，

每个不对称单位中含有２个二聚体，分别由 ＡＢ和

ＣＤ组成。每个单体均存在一个由３个α螺旋组成

的亚铁血红素结合域，对亚铁血红素有较好的亲

和力。

　　本研究利用大肠杆菌 ＢＬ２１为表达菌株，对霍

乱弧菌蛋白 ＨｕｔＸ进行基因克隆及蛋白质过量表

达，通过镍柱亲和层析、ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交换柱层析

和Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００分子筛柱层析等方法对 ＨｕｔＸ蛋白

进行纯化，得到 ＨｕｔＸ蛋白结晶，并通过Ｘ线衍射分

析其晶体结构，为进一步了解该蛋白的结构和功能

提供参考。

１　材料和方法

１．１　基因克隆　我们以Ｏ１群霍乱弧菌ＥｌＴｏｒ生

物型菌株Ｎ１６９６１的基因组为模板进行ＰＣＲ扩增，

５′端引物为ＧＡＡＡＴＴＣＡＴＡＴＧＴＣＡＴＴＡＣＡＡ

ＣＡＧＣＡＡＧＴＣ，３′端引物为ＧＡＡＡＴＴＣＴＣＧＡＧ

ＴＣＡＧＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＣＡＴＴＧＣ，退火温度为

５６℃，延伸１ｍｉｎ，扩增３０个循环，扩增体系为１００

μｌ。使用ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ对ＰＣＲ产物进行限制性

酶切 （酶切体系为４８．９μｌ：４０μｌＰＣＲ产物，２μｌ

ＮｄｅⅠ，２μｌＸｈｏⅠ，４．９μｌ１０×酶切缓冲液），之后

将其连接入质粒ｐＥＴ１５ｂ（连接体系为１５μｌ：９μｌ
酶切片段，２μｌ载体，３μｌ５倍连接缓冲液，１μｌ连接

酶）。将１５μｌ连接产物加入到１００μｌ大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）的感受态细胞中进行转化，涂布于含有

１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的固体 ＬＢ 培养基中，置于

３７℃培养箱中培养１２～１４ｈ，挑取单菌落，进行菌落

ＰＣＲ（扩增体系为２０μｌ，其余ＰＣＲ条件同上），将

ＰＣＲ阳性的菌落进行蛋白表达检测，即将菌体接种

于１ｍｌ含有氨苄抗生素的液体 ＬＢ培养基，３７℃振

荡培养至光密度（Ｄ６００）为０．６～０．８，加入２μｌ母液

浓度为０．６ｍｏｌ／Ｌ的异丙醇基硫代βＤ半乳糖苷（ｉ

ｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）３７℃诱

导１ｈ，将菌体９５℃加热裂解，进行十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙ

ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）检测，当

菌落ＰＣＲ 及蛋白表达均为阳性时才能确定为阳性

克隆（对照组菌体采用空载体ｐＥＴ１５ｂ转化的大肠

杆菌），将此克隆送济南博尚生物科技有限公司测

序，并使用质粒快速抽提试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ）

提取阳性克隆的质粒并保存菌种 （保存１ｍｌ，包含

５０％的过夜培养菌液和５０％甘油）。

１．２　蛋白质的过量表达与纯化

１．２．１　蛋白质过量表达　挑取阳性克隆置于５ｍｌ
的含有氨苄青霉素的固体 ＬＢ培养基中，在３７℃振

荡培养５～６ｈ；接入１Ｌ液体培养基中（氨苄青霉素

浓度为１００μｇ／ｍｌ），３７℃振荡培养；当菌体浓度Ｄ６００
为０．６～０．８时，降温１ｈ至１５℃，加入母液浓度为

０．６ｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ２００μｌ，诱导约１２ｈ，使重组蛋

白表达。

１．２．２　镍柱亲和层析（ＮｉＮＴＡ）　将菌液５１２８×

ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，弃去上清，收获菌体；加入重悬溶

液（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ），振荡菌体细胞；加入蛋白酶抑制剂苯甲酸磺

酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）至终

浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ；使用超声方法（宁波新芝超声波

细胞粉碎仪ＪＹ９８ⅢＮ）破碎菌体细胞；细胞裂解液

经２８３７０×ｇ，４℃离心４５ｍｉｎ，收集上清液。将上清

液导入平衡后的镍柱（基质为ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦａｓｔＦｌｏｗ，购于 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ），利用悬浮缓冲液

（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）进行清

洗去除杂蛋白，再用含２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、１００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ的缓冲液进

行洗脱。对纯化过程中的蛋白样品取样进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测。

１．２．３　ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交换柱层析　将镍柱洗脱得

到的蛋白液导入平衡后的ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交换柱

（Ｓｏｕｒｃｅ１５ＱＨＲ１６／１０，购买于ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ），并采

用０～５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ梯度洗脱。对纯化过程中的

蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交

换的２个缓冲液分别为ＱＡ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）和

ＱＢ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）。

１．２．４　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００分子筛柱层析　将ＳｏｕｒｃｅＱ
收集到的蛋白溶液采用截留值为１００００的滤膜浓缩

至２ｍｌ；将２ｍｌ蛋白液导入平衡的Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００
（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００ＨＲ１０／３０，购买于 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）

中。对纯化过程中的蛋白样品取样进行ＳＤＳＰＡＧＥ
检测。Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００采用的缓冲液是１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ。
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１．３　蛋白验证　目前对 ＨｕｔＸ蛋白的研究尚处于

起步阶段，其特异性抗体未见报道。本实验纯化后

获得的蛋白均带有 Ｈｉｓ标记，因此，我们对 Ｈｉｓ蛋白

进行蛋白质印迹法以验证所获取蛋白是否为目标蛋

白 ＨｕｔＸ。进行电泳前１ｈ，取匀浆液１００μｌ加入样

本缓冲液１００μｌ，均匀混合。煮沸５ｍｉｎ，待蛋白质

充分变性后，ＳＤＳＰＡＧＥ９０ｍｉｎ，设定恒压８０Ｖ，待

样品跑入下层胶后设定恒压１２０Ｖ。尼龙膜转渍２

ｈ，设定恒流３００ｍＡ。转膜完成后用 ＴＴＢＳ（Ｔｒｉｓ

ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，含１％脱脂奶粉）将膜

洗１０ｍｉｎ，后室温下浸泡于封闭缓冲液中１ｈ，然后

用ＴＴＢＳ冲洗，倒掉后加入一抗，４°Ｃ冰箱过夜，冲

洗后加入二抗结合１ｈ，冲洗掉后，加入ＥＣＬ试剂，

用定影液、显影液在暗房中洗出胶片。

　　使用 Ｈｉｓ标记特异切割酶切除掉一部分获取蛋

白的 Ｈｉｓ标记后按上述步骤行蛋白质印迹实验，作

为对照。

１．４　蛋白结晶及结构衍射　将Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００收集

到的融合蛋白（Ｎ端含有 Ｈｉｓ标记）以坐滴法进行结

晶条件的筛选［８］（１４个结晶试剂盒，购于 Ｈａｍｐｔｏｎ

ｒｅｓｅａｒｃｈ），最终在ｃｒｙｓｔａｌｓｃｒｅｅｎ２２（０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸

钠，０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液ｐＨ８．５，３０％聚乙

二醇４０００）得到了较好的块状晶体，并对此条件下晶

体通过改变沉淀剂梯度和ｐＨ值的方式进行悬滴优

化。另外我们将蛋白和亚铁血红素混合（蛋白摩尔

量亚铁血红素摩尔量＝１２），在相同的条件下

（０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠，０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，

ｐＨ８．５，３０％聚乙二醇４０００）进行悬滴优化。最后

我们将优化得到的晶体用于Ｘ线衍射［９］（Ｘ线衍射

采用波长为０．９３９２，１＝１０－１０ｍ）。

２　结　果

２．１　蛋白表达与纯化结果　ＨｕｔＸｐＥＴ１５ｂ（克隆

的蛋白片段为Ｎ３Ｃ１６４，即从Ｎ端的第３位氨基酸

至Ｃ末端第１６４位氨基酸，蛋白相对分子质量约为

１９８０００）经 ＮｉＮＴＡ亲和层析柱纯化后的结果如图

１所示。

图１　ＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）蛋白的可溶性和
经ＮｉＮＴＡ的纯化结果

Ｆｉｇ１　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＮｉＮＴＡ

　　根据总蛋白质和可溶性蛋白质的电泳结果，提

示 ＨｕｔＸ 是可溶的，而且能够很好地结合在 Ｎｉ

ＮＴＡ 亲和层析柱上，并且能够被洗脱溶液洗脱下

来。洗脱下来的蛋白从ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果来看

纯度较高。值得注意的是，从亲和层析柱上洗脱下

来的蛋白没有颜色，根据文献结果［３，６］推测 ＨｕｔＸ没

有结合底物 Ｈｅｍｅ。将洗脱下来的蛋白质移至合适

的盐浓度，上样到已经平衡好的 ＳｏｕｒｃｅＱ柱，用于

确定 ＨｕｔＸ在离子交换柱上的性状及均一性，ＨｕｔＸ
经ＳｏｕｒｃｅＱ纯化后的结果如图２所示。

图２　ＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）经离子交换柱ＳｏｕｒｃｅＱ纯化的结果

Ｆｉｇ２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）ｐｒｏｔｅｉｎｂｙａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ａ：ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）ｄｕｒｉｎｇａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ｂ：ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｓａｍｐｌｅｓｎｅａｒｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｐｅａｋ．Ｘ１Ｘ５，Ａ１

Ａ１２，ａｎｄＢ１Ｂ１１ａｒｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｔｕｂｅ
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　　蛋白经ＳｏｕｒｃｅＱ纯化出现了２个蛋白峰，表明

此蛋白的性质可能并不是很均一，取蛋白浓度较高

的蛋白峰Ｂ２、Ｂ３和Ｂ４三管（第二个蛋白峰），使用

超滤杯浓缩（截留值１００００）到２ｍｌ。通过凝胶过滤

层析进行下一步的纯化，纯化结果如图３所示。合

并Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７和Ｃ８共２．５ｍｌ蛋白质，用于晶体

生长。

　　从Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００的图谱上可以看到单一的蛋

白峰，峰型匀称，表明蛋白性状较好，没有出现聚集

而导致蛋白不纯。从ＳＤＳＰＡＧＥ结果来看，蛋白纯

度较高（＞９５％），可以用于后续的结晶工作。经过

测量用于结晶的蛋白浓度约为８ｍｇ／ｍｌ，共收集蛋

白１６ｍｇ。

图３　ＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）经凝胶过滤层析纯化后的结果

Ｆｉｇ３　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｇｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ａ：ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）ｄｕｒｉｎｇＧｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ｂ：ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｓａｍｐｌｅｓｎｅａｒｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｐｅａｋ．Ａ１Ａ１２，Ｂ１

Ｂ１１，ａｎｄＣ１Ｃ１２ａｒｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｔｕｂｅ

２．２　蛋白纯化后蛋白质印迹鉴定结果　实验组发

现 Ｈｉｓ蛋白有明显表达，而对照组中则没有相应相

对分子质量蛋白的表达（图４）。

图４　蛋白纯化后蛋白质印迹鉴定结果

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　ＨｕｔＸ蛋白结晶和Ｘ线衍射分析　通过悬滴

法对结晶条件进行优化，最终获得了较好的单晶并

用于Ｘ线衍射，衍射分辨率约为２．０（图５）。如图

５所示，衍射点小而圆，没有拖尾现象。我们对几张

衍射图利用软件进行积分发现，晶体的空间群为

Ｃ２２２１，晶胞参数为 ａ＝５０．０９２，ｂ ＝ １６８．９９６，

ｃ＝８１．７９０，α＝β＝γ＝９０．０００。

３　讨　论

　　本实验通过将霍乱弧菌含ｈｕｔＸ 基因片段的重
组质粒转化大肠杆菌中表达获取 ＨｕｔＸ蛋白，通过

镍柱亲和层析、ＳｏｕｒｃｅＱ 阴离子交换和ｓｕｐｅｒｄｅｘ

２００分子筛等方法纯化获取高纯度 ＨｕｔＸ蛋白并进

行蛋白质印迹实验验证，同时通过Ｘ线衍射得到其

衍射数据，为下一步研究 ＨｕｔＸ的生物学特性和在

霍乱弧菌获取、保存、利用亚铁血红蛋白中的作用提

供了结构基础。

图５　ＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）晶体图及衍射图

Ｆｉｇ５　ＣｒｙｓｔａｌａｎｄＸｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）

Ａ：ＴｈｅｃｒｙｓｔａｌｏｆＨｕｔＸ（Ｎ３Ｃ１６４）；Ｂ：ＸｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＨｕｔＸ
（Ｎ３Ｃ１６４）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

　　对照组胶片未显影表明所加抗体与 Ｈｉｓ标记特

异性结合，而目标蛋白并未与抗体结合。虽然由于

ＨｕｔＸ蛋白特异性抗体的缺乏，本实验并不能直接

证明获得蛋白为 ＨｕｔＸ，但是鉴于在目标蛋白上加

入 Ｈｉｓ标记，蛋白质印迹实验间接证明了所获取的
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蛋白是 ＨｕｔＸ蛋白。蛋白质印迹获得的蛋白相对分

子质量为４００００，是其理论相对分子质量２００００的

２倍，所以可推测 ＨｕｔＸ蛋白是以二聚体的形式存

在的。该结果与Ｓｕｉｔｓ等［７］的实验结果一致。Ｓｕｉｔｓ
等［７］对 ＨｕｔＸ的同源蛋白ＣｈｕＸ的蛋白结构研究发

现，ＣｈｕＸ蛋白在蛋白结构中间的β带相互作用形成

二聚体。

　　本实验曾尝试将 ＨｕｔＸ蛋白溶液与亚铁血红素

溶液混合在一起得到 ＨｕｔＸ亚铁血红蛋白共结晶。

ＨｕｔＸ蛋白与亚铁血红素的混合液呈黄色，说明本

实验中得到的无色透明 ＨｕｔＸ蛋白溶液中 ＨｕｔＸ蛋

白并未结合亚铁血红素。进一步将 ＨｕｔＸ亚铁血红

素混合溶液纯化，仍得到无色透明溶液，说明纯化过

程中（ＳｏｕｒｃｅＱ 阴离子交换和ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００分子

筛）过滤了亚铁血红素。由此可推测 ＨｕｔＸ蛋白对

亚铁血红素的亲和力不强。由于尚无 ＨｕｔＸ蛋白对

亚铁血红素亲和力的研究报道，本实验通过光谱学

实验和等温滴定量热法（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｔｉｔｒａｔｉｏｎｃａｌｏ

ｒｉｍｅｔｒｙ，ＩＴＣ）测量 ＨｕｔＸ与亚铁血红素的结合常数

以验证我们的推测。在本实验条件下，未获得

ＨｕｔＸ亚铁血红蛋白共结晶。

　　ＳｏｕｒｃｅＱ阴离子交换后我们得到了２个蛋白

峰，表明这２个峰值的蛋白某些性状存在不同点，为

了保证结晶时蛋白的性状均一，本实验只收集了主

峰蛋白进行结晶。尽管尚不能解释蛋白性状的不

同，但是本实验说明离子纯化是获取高纯度 ＨｕｔＸ
蛋白的关键步骤。而高纯度的蛋白和合适的克隆片

段（Ｎ３Ｃ１６４）是获取 ＨｕｔＸ蛋白晶体的关键。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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