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摘要　应用激光镊子拉曼光谱系统（ＬＴＲＳ），实时分析不同温度下蚕豆１４３３ｂ可溶性蛋白和包涵体蛋白在重组大

肠杆菌细胞中的动态表达水平。结果显示，１４３３ｂ可溶性蛋白与包涵体蛋白有明显不同的拉曼光谱特征峰，反映

出两者在主链和侧链构象上的差异性；在２８℃时，包涵体蛋白特征峰９００，１０３３，１３２８，１４１５和１４４６ｃｍ－１强度随着

诱导时间延长而增加的幅度，明显大于可溶性蛋白的特征峰７６３，１００２，１３６３，１４５１和１６６５ｃｍ－１的增加幅度，１６℃

时诱导表达结果正好相反，可溶性蛋白的特征峰增强幅度显著大于包涵体蛋白，说明２８℃诱导培养条件下，重组

菌蛋白质过量表达以形成包涵体为主，１６℃较低温度条件下以形成可溶性蛋白为主，正确折叠蛋白增加的信息可

以通过光谱变化反映出来，在该温度下，蛋白质的正确折叠有利于细胞形成稳定的可溶性蛋白；另外，重组菌在相

对低温条件下更多地表达含胱氨酸的非重组蛋白，可能与蛋白质折叠相关。ＬＴＲＳ技术可以在单个细胞水平上对

大肠杆菌细胞过量表达可溶性蛋白和包涵体蛋白过程进行无损害、无标记的实时分析。
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１　引　　言

重组菌表达的重组蛋白一般有两种类型，一种

是具有生物学活性的可溶性蛋白，另一种是无生物

学活性的包涵体。原核表达体系或真核表达体系高

水平表达重组蛋白时，由于某些蛋白质折叠过程中

缺乏所需要的酶和辅助因子，或环境不适，无法形成

正确的次级键等原因，会形成包涵体［１－３］；通过选择

合适的启动子，改变信号肽结构，利用融合蛋白和分

子伴侣，或降低诱导培养温度等方法，可以获得正确

折叠、有生物活性的可溶性蛋白。

１４３３蛋白是一类普遍存在于真核细胞中的高

保守性调节蛋白质［４］，它以同源或异源的二聚体分

子形式存在于细胞中，通过磷酸化丝氨酸／苏氨酸位

点与靶蛋白特异性结合，参与细胞周期、凋亡、信号

转导以及线粒体／叶绿体前体蛋白跨膜转运中的调

控机制等生物学功能活动［５］。在植物中，１４３３蛋

白在种子萌发、基础碳氮硫代谢、质子泵和离子通道

活性控制以及信号转导等方面具有调节作用［４］。

１４３３蛋白的研究对农作物的品质改良和抗性育种

等有现实意义。

１４３３蛋白一般用原核表达系统表达其重组蛋

白。先前本课题组将重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１１４３３ｂ

转入宿主菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＢＬ２１构建蚕豆１４３

３ｂ重组蛋白表达菌，用异丙基硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ）诱导重组菌表达蚕豆１４３３ｂ蛋白时发现，

包涵体的形成对诱导温度敏感，１６℃下诱导表达

１０ｈ，可溶性蛋白的形成量高于包涵体，２８℃时正

好相反，包涵体形成量高于可溶性蛋白。

十二烷基磺酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）、蛋白质免疫印迹法、质谱是研究重组蛋白

在重组菌表达过程的常用方法，这些方法操作繁杂，

耗时耗力，样品需要染色标记，甚至破碎细胞［６］。激

光镊子拉曼光谱系统（ＬＴＲＳ）可以实时检测溶液中

单个活细胞的生理生化变化过程［７－８］，因此可以利

用ＬＴＲＳ研究重组菌表达重组蛋白的过程。Ｃｈａｎ

等［９］首次应用ＬＴＲＳ诱导单个重组大肠杆菌细胞

表达骨磷脂少突细胞重组糖蛋白（ＭＯＧ）；Ｘｉｅ等
［１０］

利用ＬＴＲＳ技术成功快速地检测出斑马鱼β新垂体

重组蛋白在大肠杆菌和毕赤酵母单个细胞中的表达

情况；本课题组之前利用ＬＴＲＳ实时检测了甲酸脱

氢酶重组蛋白在大肠杆菌中的表达水平［６］，分析不

同温度（１６℃和２８℃）下ＩＰＴＧ诱导重组大肠杆菌

表达１４３３ｂ可溶性蛋白与包涵体蛋白的拉曼光谱

特征［１１］。ＬＴＲＳ技术具有不需要破碎细胞、不用染

色标记、样品用量少、快速检测的优势。

本文应用ＬＴＲＳ研究重组菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１在

２８℃和１６℃条件下，ＩＰＴＧ诱导１４３３ｂ可溶性蛋

白和包涵体蛋白的表达过程，通过不同时间点蛋白

质特征峰强度变化的趋势，了解这两种蛋白基于温

度影响的表达形式以及表达机制。

２　实　　验

２．１　材　　料

２．１．１　实验菌株

空载菌 犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１）、重组菌

犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１１４３３ｂ）来自昆明理工

大学生物工程技术研究中心。

２．１．２　激光镊子拉曼光谱系统

实验系统如文献［１２］描述，由尼康倒置生物显微

镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ）配备波长为７８０ｎｍ的半导体激

光 器 （ＳＡＣＨＥＲ，Ｔａｐｅｒｅｄ Ｌａｓｅｒ Ｈｅａｄｉｎ Ｌｉｔｔｒｏｗ

Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ，７７５～７９０ｎｍ，５００ｍＷ），拉曼光谱仪

（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ），电荷耦合器件 （ＣＣＤ）

（Ｓｐｅｃ１０，ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ），摄 照 像 机 系 统

（ＶＣ），干涉陷波滤波器（ＨＮＦ），台式电脑，监视显示

器以及系列透镜组成，系统分辨率为６ｃｍ－１。

２．２　方　　法

２．２．１　重组蛋白的表达

重组菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１复苏、活化后，按１％接种量

接种于含有氨苄青霉素（Ａｍｐ）的５００ｍＬＬＢ液体培
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养基（胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母提取物５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ

１０ｇ／Ｌ，ｐＨ 值 ７．４，Ａｍｐ１００ ｍｇ／Ｌ）中，３７ ℃、

２００ｒ／ｍｉｎ培养，ＯＤ６００约为０．６时加入ＩＰＴＧ（终浓度

为１ｍＭ），分别在１６℃和２８℃、１００ｒ／ｍｉｎ诱导培养

表达可溶性蛋白和包涵体蛋白，培养２４ｈ后，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，ＰＢＳ缓冲液（ＮａＣｌ

８ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．２ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４ １．４４ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４

０．２４ｇ／Ｌ）清洗，破碎细胞，提取总蛋白用于分离纯化；

其中２８℃培养液分别在０，２，４，６，８，１０ｈ时间点取样

提取总蛋白，然后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。以相同方法

培养空载菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１）作为对照。

２．２．２　重组１４３３ｂ蛋白的纯化

原核表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１中有谷胱甘肽Ｓ转

移酶（ＧＳＴ）标签，１４３３ｂ可溶性重组蛋白利用

ＧＳＴ亲和层析柱分离纯化。

包涵体蛋白为不溶性蛋白，用割胶回收方法纯

化。

２．２．３　纯化后的可溶性蛋白和包涵体蛋白的拉曼

光谱测定

可溶性重组蛋白用水溶解，包涵体蛋白用Ｔｒｉｓ

Ｇｌｙ电泳缓冲液（Ｔｒｉｓ３０．２ｇ／Ｌ，甘氨酸１８８ｇ／Ｌ，

ＳＤＳ１４ｇ／Ｌ，ｐＨ 值８．３）溶解，蛋白质含量大约为

２０％；分别取５０μＬ蛋白质溶液，置于样品池内，１００

倍油镜下，光镊子聚焦点随机测定拉曼光谱，激光激

发功率为１５ｍＷ，积分时间为６０ｓ，相同条件下测

定水的光谱，作为可溶性蛋白的背景，测定ＴｒｉｓＧｌｙ

电泳缓冲液光谱作为包涵体蛋白背景。

２．２．４　大肠杆菌同步细胞分离与拉曼光谱测定

将重组型大肠杆菌按照２．２．１方法培养，加入

ＩＰＴＧ后分别在１６℃和２８℃诱导的不同时间点０，

２，４，６，８，１０ｈ取样，按照文献［６，１３］描述的方法用

Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法分离大肠杆菌的同步细胞。

参考文献［１４］方法，取２００μＬ同步细胞悬浮液

置于样品池内，１００倍油镜下，光镊子随机囚禁单个

大肠杆菌细胞，测定单个细菌拉曼光谱，积分时间为

３０ｓ，激光激发功率为１５ｍＷ，在细胞附近以相同条

件测定拉曼光谱作为背景，每个样品测定３０个细

胞，用含有空载菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１）的悬

浮液作为对照。

２．２．５　数据处理

按照文献［６，１４］描述的方法处理光谱数据，将

记录的ｓｐｅ格式数据直接导入 ＭｉｃｒｏＯｒｉｇｉｎ８．０软

件进行前处理，然后用 Ｍａｔｌａｂ自编程序处理背景数

据，５点平滑获得平均背景光谱，用样品光谱减背景

光谱，得到样品真实光谱，基线校正后截取信号峰集

中的６００～１８００ｃｍ
－１的指纹区作图分析。

３　结果与讨论

３．１　重组大肠杆菌表达重组蛋白１４３３犫的犛犇犛

犘犃犌犈电泳

图１是ＩＰＴＧ诱导犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１

１４３３ｂ）表达１４３３ｂ重组蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

图。重组菌在２８℃不同时间点（０，２，４，６，８，１０ｈ）

表达１４３３ｂ蛋白，空载菌作为对照（ＣＫ）（用ＩＰＴＧ

诱导培养１０ｈ），提取重组菌和空载菌的总蛋白进

行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。和 ＣＫ 相比，重组菌在

５６ｋＤａ处出现明显的１４３３ｂ重组蛋白条带，通过

图１ （ａ）ＩＰＴＧ２８℃诱导重组大肠杆菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１１４３３ｂ）在不同时间点表达１４３３ｂ总蛋白的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ图；分别在（ｂ）２８℃和（ｃ）１６℃诱导１０ｈ表达１４３３ｂ可溶性蛋白和包涵体蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ图。１：上清

（可溶性蛋白）；２：沉淀（包涵体）

Ｆｉｇ．１ （ａ）ＳＤＳＰＡＧＥｉｍａｇｅｓｏｆｔｏｔａｌ１４３３ｂｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１

１４３３ｂ）ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ２８℃；ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎｏｆ１４３

３ｂｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ１０ｈａｔ（ｂ）２８℃ａｎｄ（ｃ）１６℃．１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；２：ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
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０，２，４，６，８，１０ｈ不同时间点的诱导表达，发现条带

逐渐加宽颜色加深，说明随着诱导时间的增加重组

蛋白表达量也随之增多，当诱导时间达到１０ｈ的时

候，重组蛋白表达浓度最高［图１（ａ）］。重组菌在

２８℃诱导表达１０ｈ时，在细胞上清液和沉淀中都

表达了１４３３ｂ重组蛋白，但是沉淀中的含量相对

较多［图１（ｂ）］，表明在２８℃诱导表达１４３３ｂ重组

蛋白主要以包涵体形式存在。将温度降到１６℃诱

导表达１０ｈ时，１４３３ｂ重组蛋白在上清的蛋白质

几乎占８０％，而沉淀的蛋白量很少［图１（ｃ）］，说明

１４３３ｂ重组蛋白在１６℃的诱导表达过程中主要形

成可溶性蛋白。

３．２　重组菌表达１４３３犫可溶性蛋白和包涵体蛋

白的拉曼光谱

图２是纯化后重组大肠杆菌表达１４３３ｂ可溶

性蛋白、包涵体蛋白的拉曼光谱图，具体每个峰的归

属如表１所示。纯化后的１４３３ｂ可溶性蛋白特征

峰包括７６３，１００２，１０６６，１３６３，１４５１和１６６５ｃｍ－１

（图２中ａ谱线），包涵体蛋白特征峰有９００，１０３３，

１３２８，１４１５和１４４６ｃｍ－１（图２中ｂ谱线），两者的拉

曼光谱峰有明显的差异，反映出这两种成分在结构

上的差异性。

图２ 纯化后重组大肠杆菌１４３３ｂ可溶性蛋白和

包涵体蛋白的拉曼光谱图

Ｆｉｇ．２ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ１４３３ｂｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１

蛋白质主链构象的拉曼光谱主要由肽键、Ｃ－Ｃ

骨架振动和Ｃ－Ｎ伸缩振动引起。谱线９００ｃｍ－１

是蛋白质中Ｃ－Ｃ键伸缩振动峰；１０６６ｃｍ－１归属于

肽键的Ｃ－Ｎ伸缩振动，对蛋白主链骨架盘曲方式

较敏感［１５］；１６６５ｃｍ－１归属于酰胺Ⅰ，是蛋白质主链

结构中对结构变化敏感的谱带，属于无规则卷曲、β
折叠或β 回折构象［１６］；和１４３３ｂ可溶性蛋白相

比，包涵体的拉曼光谱在９００ｃｍ－１有很强的信号

峰，归属构象灵敏骨架Ｃ－Ｃ伸缩振动，属于α 螺

旋构象［１６］，在１０６６ｃｍ－１和１６６５ｃｍ－１处的强度很

弱（图２），显示出两者之间主链构象上有明显差别。

从侧链构象来看，１４３３ｂ可溶性蛋白和包涵体

蛋白的侧链构象也有明显差异。蛋白质侧链敏感的

拉曼谱峰有二硫键（Ｓ－Ｓ）、Ｃ－Ｓ键、巯基（－ＳＨ）、

酪氨酸的对羟苯基环以及色氨酸的吲哚环，可溶性

蛋白的７６３ｃｍ－１和１３６３ｃｍ－１色氨酸侧链峰信号很

强，７６３ｃｍ－１对于色氨酸的吲哚环水化环境较敏

感［１７］，１３６３ｃｍ－１峰对环境和聚集状态的改变敏感，

这个峰的出现说明色氨酸埋藏在分子内部［１８］，包涵

体没有１３６３ｃｍ－１谱峰，提示色氨酸残基是外翻的

（图 ２ 中 ａ 谱 线）。归 属 苯 丙 氨 酸 的 谱 线 有

１００２ｃｍ－１和１０３３ｃｍ－１，１００２ｃｍ－１构象不灵敏，若

蛋白质没有共价键的断裂，可以作为内标［１５］，可溶

性蛋白的拉曼光谱出现１００２ｃｍ－１这个强峰，而包

涵体蛋白的这个谱峰强度却很弱，说明包涵体蛋白

的共价键断裂。此外，包涵体的谱峰出现Ｃ－Ｈ变

形的１３２８ｃｍ－１以及表征蛋白质氨基酸侧链上羧基

ＣＯ２—的对称伸缩振动模式的１４１５ｃｍ
－１；构象不灵

敏的ＣＨ２ 弯曲振动１４５１ｃｍ
－１在可溶性蛋白光谱

中出现很强的峰，而在包涵体蛋白光谱中１４５１ｃｍ－１

位移到了１４４６ｃｍ－１，也说明包涵体蛋白质有共价

键的断裂或交联［１６］。包涵体出现的几个强的信号

峰，可能与重组大肠杆菌过量表达包涵体过程中在

细胞内的非特异性堆积有关。大肠杆菌体内缺乏蛋

白二硫异构酶（ＰＤＩ）和肽基脯氨酸顺反异构酶

（ＰＰＩ），在肽链快速折叠成蛋白质高级结构的过程

中，阻碍表达产物折叠成具有正确空间结构和特定

生物功能的蛋白质。所以，包涵体几乎没有生物活

性，主链和侧链的一些蛋白质特征峰也几乎没有。

图３是分别在１６℃和２８℃条件下，ＩＰＴＧ诱

导１０ｈ后大肠杆菌细胞１４３３ｂ蛋白表达拉曼光谱

图以及与０时间点的差谱图。结果显示，两种温度

条件下，都出现可溶性蛋白特征峰７６３，９００，１００２，

１３２８，１４４６，１４５１和１６６５ｃｍ－１，也有包涵体的特征

峰９００，１０３３，１３２８，１４１５和１４４６ｃｍ－１，是两种成分

拉曼峰的叠加；比较１０ｈ与０时间点的差谱图，在

２８℃条件下，包涵体几个特征峰９００，１０３３，１３２８，

１４１５和１４４６ｃｍ－１峰强度大于１６℃的峰强度，而可

溶性蛋白的特征峰７６３，９００，１００２，１３２８，１４４６，１４５１

和１６６５ｃｍ－１峰强度小于１６℃的峰强度，说明２８℃

条件下主要表达１４３３ｂ包涵体蛋白时，也有部分

可溶性蛋白表达，同样，在１６℃诱导主要表达１４３

３ｂ可溶性蛋白时，也有包涵体蛋白表达，和ＳＤＳ
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黄庶识等：　重组大肠杆菌表达可溶性蛋白和包涵体过程的拉曼光谱实时分析

表１ １４３３ｂ可溶性蛋白、包涵体蛋白以及重组菌在不同温度表达重组蛋白

的拉曼光谱归属［１６，１９－２２］（表示峰强度较明显的拉曼谱峰）

Ｔａｂｌｅ１　Ｒａｍａｎｂａｎｄｓｏｆｐｕｒｅｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｃｅｌｌｓ

ａｔ１６℃ａｎｄ２８℃，ａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ
［１６，１９－２２］（ｄｅｎｏｔｅｓＲａｍａｎｐｅａｋｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）

Ｒａｍａｎｓｈｉｆｔ／ｃｍ－１ Ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ 犈．犮狅犾犻ａｔ１６℃ Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙ 犈．犮狅犾犻ａｔ２８℃ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

７６３   Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

９００   Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈ

１００２    Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０３３   Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０６６  Ｃ－Ｎｓｔｒｅｔｃｈ

１３２８    Ｃ－Ｈｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１３６３   Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

１４１５   ＣＯ２－ｓｔｒｅｔｃｈ

１４４６   Ｃ－Ｈ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１４５１   Ｃ－Ｈ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１６６５    ＡｍｉｄｅⅠ

图３ 重组大肠杆菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１在（ａ）２８℃和（ｂ）１６℃诱导表达１０ｈ后的拉曼光谱图以及与０时间点的差谱图

Ｆｉｇ．３ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｉｎｄｕｃｅｄａｔ（ａ）２８℃ａｎｄ（ｂ）１６℃ｆｏｒ１０ｈａｎｄ

ｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｗｉｔｈ０ｐｏｉｎｔ

ＰＡＧＥ电泳分析结果一致。

３．３　２８℃条件下犐犘犜犌诱导大肠杆菌表达重组蛋

白过程的拉曼光谱

图４是２８℃培养、ＩＰＴＧ诱导条件下，重组菌

和空载菌在２，４，６，８，１０ｈ不同时间点与０时间点

的差异光谱图，结果显示，重组菌拉曼谱峰强度随着

诱导时间的延长而增强［图４（ａ）］，这些峰强度的增

强与重组菌受诱导表达１４３３ｂ蛋白的积累有关，

因为重组菌重组蛋白的过量表达量大约占总蛋白量

的３０％～５０％。而空载菌的差异光谱结果显示，

１４３３ｂ重组蛋白特征峰强度没有随着诱导时间的

增加而增强，这是由于空载菌携带的空载体不含

１４３３ｂ蛋白的编码基因，因此用ＩＰＴＧ诱导不会表

达１４３３ｂ重组蛋白［图４（ｂ）］。拉曼光谱测定结果

与ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果一致［图１（ａ）］。比较重组

菌细胞包涵体和可溶性蛋白的特征峰结果显示，包

涵体的特征峰９００，１０３３，１３２８，１４１５和１４４６ｃｍ－１

强度随着诱导时间的增加而明显增强［图４（ａ）、

（ｃ）］，可溶性蛋白特征峰７６３，１００２、１０６６，１３６３和

１６６５ｃｍ－１强度增加幅度远低于包涵体蛋白［图４

（ａ）、（ｄ）］；相对于０时间点，包涵体主要特征峰

１４４６ｃｍ－１和９００ｃｍ－１的强度在２，４，６，８，１０ｈ分别

增加大约７０％，１４０％，２００％，２８０％，３４０％，可溶性

蛋白主要特征峰７６３，１０６６和１６６５ｃｍ－１的强度在

２，４，６，８，１０ｈ分别增加大约５０％，６０％，７０％，

７５％，８０％，表明重组菌在２８℃培养、ＩＰＴＧ 诱导

下，表达的蛋白以形成１４３３ｂ包涵体蛋白为主，同

时也有部分形成可溶性蛋白。表明在该高温度条件

下，有利于不可溶的包涵体蛋白产生。
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图４ （ａ）犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１１４３３ｂ）重组大肠杆菌和（ｂ）犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１）空载菌在２８℃下培养、用

ＩＰＴＧ在２，４，６，８，１０ｈ不同时间点诱导表达１４３３ｂ包涵体蛋白与０时间点的差异光谱图；（ｃ）１４３３ｂ包涵体蛋白

特征峰变化趋势图；（ｄ）可溶性蛋白特征峰变化趋势图

Ｆｉｇ．４ ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ（ａ）ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ａｔｔｈｅｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓｏｆ２，４，６，８ａｎｄ１０ｈｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ２８℃ａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｉｎｗｈｉｃｈｅｖｅｒｙａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｔｒｕｍａｃｑｕｉｒｅｄａｔｔｈｅ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆ２～１０ｈｉｓｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ０ｐｏｉｎｔ；ｂａｎｄｈｅｉｇｈｔｔｒｅｎｄｓｏｆ（ｃ）ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

（ｄ）ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ２８℃

３．４　１６℃条件下犐犘犜犌诱导大肠杆菌表达重组蛋

白过程的拉曼光谱

图５是１６℃培养条件下，重组菌和空载菌不同

时间点与０时间点的差异光谱图。与２８℃诱导条

件相同，重组菌细胞的拉曼峰强度也是随着诱导时

间的增加而增强［图５（ａ）］，空载菌没有随着诱导时

间的增加而增强［图５（ｂ）］。但是，可溶性蛋白和包

涵体蛋白特征峰的变化趋势与２８℃的趋势正好相

反，即可溶性蛋白特征峰７６３，１００２，１３６３，１４５１和

１６６５ｃｍ－１的强度随着诱导时间的增加而增强［图５

（ａ）、（ｃ）］，增强幅度大，主要特征峰１００２，１４５１和

１６６５ｃｍ－１在不同时间点增加值分别为大约６０％，

９０％，１２０％，１５０％，２００％；包涵体特 征 峰 ９００，

１０３３，１３２８和１４１５ｃｍ－１的强度也同步增强，但增强

幅度较小［图５（ａ）、（ｄ）］，主要特征峰增加值分别是

３０％，４０％，５５％，６０％，６３％，说明低温利于可溶性

蛋白的形成。

３．５　两种温度条件下犐犘犜犌诱导大肠杆菌表达非

重组蛋白的拉曼光谱

重组菌细胞在两种温度条件下，有２个非重组

蛋白峰６６０ｃｍ－１和９４３ｃｍ－１，强度随着诱导时间的

增加其变化幅度明显不同（图６）。在２８℃培养条

件下，９４３ｃｍ－１增加幅度最大，相对于０时间点，在

２～１０ｈ分别增加大约３０％，１２０％，２２０％，３３０％和

４１０％，６６０ｃｍ－１峰高的绝对值远低于９４３ｃｍ－１，峰

强度几乎没有增加。在１６℃条件下，６６０ｃｍ－１和

９４３ｃｍ－１随着诱导时间的延长而增强，９４３ｃｍ－１增

强幅度分别是６％，２１％，１５０％，１５６％和２８６％，

６６０ｃｍ－１增强幅度分别是２０％，２３％，６０％，１５０％

和２３０％。６６０ｃｍ－１归属胱氨酸Ｃ－Ｓ伸缩振动，是

蛋白质侧链基团，９４３ｃｍ－１是蛋白质Ｃ－Ｃ伸缩振

动［１６］。１６℃条件下，６６０ｃｍ－１随着诱导时间的延

长而增强，表明重组菌在相对低温条件下更多表达

含胱氨酸的蛋白质，可能与蛋白质折叠相关。
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图５ （ａ）重组菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１１４３３ｂ）和（ｂ）空载菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ｐＧＥＸ４Ｔ１）在１６℃用ＩＰＴＧ在２，４，６，

８，１０ｈ不同时间点诱导表达１４３３ｂ可溶性蛋白与０时间点的差异光谱图；（ｃ）１４３３ｂ可溶性蛋白特征峰变化趋势

图；（ｄ）包涵体蛋白特征峰变化趋势图

Ｆｉｇ．５ ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ（ａ）ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ａｔｔｈｅｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓｏｆ２，４，６，８ａｎｄ１０ｈｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ１６℃ａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｉｎｗｈｉｃｈｅｖｅｒｙａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｔｒｕｍａｃｑｕｉｒｅｄａｔｔｈｅ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆ２～１０ｈｉｓｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ０ｐｏｉｎｔ；ｂａｎｄｈｅｉｇｈｔｔｒｅｎｄｓｏｆ（ｃ）ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

（ｄ）ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ１６℃

图６ 重组菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１在（ａ）２８℃和（ｂ）１６℃表达的非重组蛋白拉曼谱峰变化趋势图

Ｆｉｇ．６ Ｂａｎｄｈｅｉｇｈｔｔｒｅｎｄｓｏｆｎｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ（ａ）２８℃ａｎｄ（ｂ）１６℃ａｓ

ａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

３．６　讨　　论

重组菌在表达重组蛋白过程中，环境的胁迫、宿

主代谢系统受干扰以及重组蛋白的过量表达等原因，

通常会产生高比例的不溶性包涵体蛋白，这些蛋白由

于错误的折叠，往往不具备生物学活性。降低培养温

度、改变培养基组成、选择合适表达菌株、使用共表达

分子伴侣、融合标签等方法，可以减少包涵体的表达，

增加有生物活性的可溶性蛋白表达量［２３］。

应用ＬＴＲＳ单细胞分析技术分析重组菌表达

的蛋白，结果显示１４３３ｂ可溶性蛋白与包涵体蛋

白有明显不同的拉曼光谱特征峰，可溶性蛋白特征

峰是７６３，１００２，１３６３，１４５１和１６６５ｃｍ－１，包涵体蛋

白特征峰为９００，１０３３，１３２８和１４１５ｃｍ－１。从蛋白

质的拉曼光谱可以得到其一级和二级结构的信息，

包括主链、侧链的构象，还有芳香族氨基酸的信

息［１６］。两者拉曼光谱峰的差异，反映了它们在构象

上的差异性，可溶性蛋白主链构象属于无规则卷曲、

β 折叠或β 回折，包涵体９００ｃｍ－１信号峰很强，属

于Ｃ－Ｃ伸缩振动构象敏感的α 螺旋构象。在侧

链构象上，可溶性蛋白归属于色氨酸７６３ｃｍ－１和
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１３６３ｃｍ－１的敏感峰信号很强，表明色氨酸埋藏在分

子内部，包涵体色氨酸残基是外翻的，反映出两种蛋

白的 折 叠 是 不 同 的；比 较 １００２，１０３３，１４１５ 和

１４４６ｃｍ－１的差异，说明包涵体蛋白质有共价键的断

裂或交联。因此，ＬＴＲＳ技术可以用于检测１４３３ｂ

可溶性蛋白和包涵体蛋白［１１］。

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果表明，重组菌 犈．犮狅犾犻

ＢＬ２１在２８℃培养条件下，诱导过量表达形成的重

组蛋白主要是包涵体形式，将温度降到１６℃时进行

诱导表达，可溶性蛋白几乎占目标蛋白的８０％。在

单细胞水平上，应用ＬＴＲＳ分析大肠杆菌在１６℃

和２８℃两种温度下，重组蛋白在不同时间点的表达

水平，结果显示在两种温度条件下，都出现可溶性蛋

白和包涵体特征峰。但是，１６℃时可溶性蛋白特征

峰７６３，１００２，１３６３，１４５１和１６６５ｃｍ－１的强度随着

诱导时间的延长而增加，增加幅度远大于包涵体蛋

白的９００，１０３３，１３２８和１４１５ｃｍ－１特征峰，在２８℃

诱导培养的结果正好相反，包涵体蛋白增加值大于

可溶性蛋白，说明在１６℃相对低温培养条件下，重

组菌表达的蛋白主要是可溶性蛋白，也有少量包涵

体蛋白，而在较高温度２８℃时主要形成包涵体蛋

白，也有部分可溶性蛋白，说明在１６℃诱导培养重

组菌过程中表达的蛋白有利于１４３３ｂ可溶性蛋白

的形成，且随着诱导时间的增加其含量也增多，结果

与ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析一致。

低温会降低蛋白质合成的速率，但是可以改变

多肽折叠的动力学，使正确折叠的蛋白增加［２４－２５］。

在较低温度下，与蛋白质折叠以及聚合相关的蛋白

表达更有利于菌体形成稳定的可溶性蛋白［２６］。而

在相对高温条件下，重组蛋白合成速度快，高水平表

达使新生肽链的聚集速率超过蛋白正确折叠的速

率［２７－２８］，二硫键不能正确配对，过多的蛋白肽链在

折叠过程中容易形成错误的折叠，导致大部分生成

不可溶的包涵体蛋白［２３］。１６℃低温诱导大肠杆菌

表达重组蛋白过程的拉曼光谱结果显示，可溶性蛋

白主链中归属肽键Ｃ－Ｎ伸缩振动的１０６６ｃｍ－１以

及酰胺Ⅰ的１６６５ｃｍ
－１，侧链中归属色氨酸的谱峰

７６３ｃｍ－１ 和 １３６３ ｃｍ－１ 以 及 苯 丙 氨 酸 谱 峰

１００２ｃｍ－１，这些峰强度随时间延长的增加幅度远大

于２８℃时的增加幅度，而包涵体蛋白谱峰，包括归

属Ｃ－Ｃ键伸缩振动峰的９００ｃｍ－１，苯丙氨酸的

１０３３ｃｍ－１，Ｃ－ Ｈ 变 形 的 １３２８ｃｍ－１ 和 羧 基

（ＣＯ２—）对称伸缩振动的１４１５ｃｍ
－１，其变化趋势正

好相反，说明温度的变化改变了多肽折叠的动力

学［２９］，蛋白质分子侧链所处的微环境变化对蛋白分

子的特性有大的影响［３０］，低温下正确折叠蛋白增加

的信息可以通过光谱变化反映出来。另外，归属蛋

白质 侧 链 基 团 的 胱 氨 酸 Ｃ－Ｓ 伸 缩 振 动 峰

６６０ｃｍ－１，在１６℃条件下，也随着诱导时间的延长

而明显增加，是否与蛋白质折叠相关，有待深入

研究。

４　结　　论

ＬＴＲＳ能够从单个活细胞中获得无标记的生化

结构信息，可以应用于重组菌细胞动态表达重组蛋

白的过程研究，推测重组蛋白的主要表达形式。该

技术方法具有无侵害性和无标记性，是快速实时监

测重组蛋白在单个宿主细胞中表达的一种有效

技术。
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