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恶性疟原虫ＰｆＳＥＴ５的生物信息学分析及蛋白纯化
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【摘要】　目的　ＰｆＳＥＴ５属于ＳＥＴ家族，是一种包含ＳＥＴ结构域的组蛋白甲基转移酶。恶性疟原虫（犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿

犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿）ＰｆＳＥＴ５可以通过介导组蛋白 Ｈ３的第６４位赖氨酸（Ｈ３Ｋ６４）的甲基化修饰，影响染色质结构并参与基因表

达调控。本研究通过对ＰｆＳＥＴ５进行生物信息学分析以及重组蛋白的表达纯化，阐明ＰｆＳＥＴ５蛋白的理化特性和结构特

征，为后续的功能研究和靶向药物的开发奠定基础。　方法　从 ＮＣＢＩ数据库获取 ＰｆＳＥＴ５的氨基酸序列，采用

Ｅｘｐａｓｙ，ＴＭＨＭＭ，ＳｉｇｎａｌＰ，ＮｅｔＰｈｏｓ３．１等软件分析ＰｆＳＥＴ５的理化性质、跨膜区、信号肽、疏水性以及磷酸化位点预测。

通过分子克隆构建ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组蛋白，在大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达，高压破碎后依次采用镍离子

亲和层析、阴离子亲和层析以及分子筛排阻层析进行蛋白纯化。　结果　ＰｆＳＥＴ５蛋白共由１７８个氨基酸组成，带正电

荷，无跨膜区，无信号肽，弱亲水性；系统发育树和多序列对比分析显示ＰｆＳＥＴ５在进化过程中比较保守；成功构建

ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组蛋白并获得大量高纯度蛋白。　结论　本研究成功实现了ＰｆＳＥＴ５蛋白的高效表达及纯化，

为ＰｆＳＥＴ５蛋白甲基化分子机制的进一步研究和靶向药物开发奠定基础。
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　　疟原虫（犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿）是引起人类疟疾的病原体，

属于原生生物界顶复门原虫。世界卫生组织统计的数

据显示，２０２３年全球疟疾感染人数约为２．６亿
［１］。疟

疾不仅严重威胁人类生命安全，更造成了巨大的经济

损失。随着抗疟药物的广泛使用，疟原虫对现有药物

抗药性不断增强［２］，使得疟疾防控形势日趋严峻。

疟原虫的生活史复杂，需要经历人类及灵长类动

物等中间宿主，以及雌性按蚊这一终末宿主，才能完成

生长发育的多个阶段。疟原虫在按蚊体内完成有性生

殖阶段后［３］，子孢子会通过蚊虫叮咬进入人体，并依次

经历肝细胞内的红外期和红细胞内的红内期发育过

程。在红内期，多数疟原虫会经历从环状体、滋养体、

到裂殖体等阶段［４］。其中，裂体增殖期为疟原虫的主

要致病阶段，此时大量寄生虫在红细胞内增殖并致使

红细胞破裂，释放子孢子，引发宿主产生一系列临床症

状，如高热、寒战、头痛、呕吐等［５］。在这一过程中，疟

原虫通过多种表观遗传机制调控自身基因表达，从而

实现对宿主红细胞的入侵及后续增殖过程。值得注意

的是，在恶性疟原虫中，与致病相关的多表达基因家族

（如狏犪狉、狉犻犳家族）的表达调控高度依赖表观遗传
［６７］。

表观遗传学是指在不改变ＤＮＡ核苷酸原始序列的情

况下，对基因表达和功能进行的可遗传性调控，包括

ＤＮＡ甲基化、非编码ＲＮＡ的作用、组蛋白修饰以及

染色质重塑［８］。近年来，随着质谱等高通量技术的应

用发展，研究人员发现，在恶性疟原虫中组蛋白翻译后

修饰广泛存在，包括甲基化、乙酰化、磷酸化等多种修

饰形式［９］，这些发现为深入解析疟原虫的表观遗传调

控网络提供了重要线索［１０１１］。

组蛋白是真核生物体内的一类富含碱性氨基酸的

蛋白质，疟原虫组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３和 Ｈ４组装形

成八聚体，并与缠绕在组蛋白核心外的ＤＮＡ共同构

成核小体，核小体是染色质的基本结构与功能单

位［１２］。有研究认为，多细胞生物的基因沉默可以通过

改变染色质的结构实现，这类结构变化通常与组蛋白

赖氨酸的甲基化有关［１３］。在疟原虫的红内期，组蛋白

借助特定的甲基化修饰（如 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３和

Ｈ３Ｋ６４ｍｅ３）调控基因表达，这些修饰通过在组蛋白的

特定氨基酸残基上添加甲基基团，改变染色质结

构［１４］，影响转录因子与启动子的结合，从而实现基因

表达的动态调控［１５］。Ｈ３Ｋ６４ｍｅ３是指组蛋白 Ｈ３第

６４位赖氨酸的三甲基化修饰，这种修饰主要富集于着

丝粒周围异染色质区域，与重复序列和转录抑制有

关［１６］。有研究发现甲基转移酶ＰｆＳＥＴ５和ＰｆＳＥＴ４参

与该位点的甲基化，在同时敲除ＰｆＳＥＴ４和ＰｆＳＥＴ５

后，疟原虫的裂体增殖受到显著抑制［１６］。提示这两种

酶在红内期疟原虫的生长发育过程中发挥重要作用，

进一步的酶活分析显示，ＰｆＳＥＴ５的催化活性显著高

于ＰｆＳＥＴ４。

基于以上发现，本研究选择ＰｆＳＥＴ５作为研究对

象。ＰｆＳＥＴ５ 是 恶 性 疟 原 虫 （犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿

犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿）体内一种含ＳＥＴ结构域的组蛋白赖氨酸

甲基转移酶（英文全称，ＨＫＭＴ），可利用完整的核小

体为底物，通过对 Ｈ３Ｋ６４ｍｅ３的动态调控，介导疟原

虫在红内期的发育过程。这些证据提示ＰｆＳＥＴ５可能

参与染色质构象变化和关键基因的表达调控，在疟原

虫生命周期中发挥重要功能，具有良好的靶点特性，为

新型抗疟药物的开发提供了重要方向。

本研究通过生物信息学对ＰｆＳＥＴ５的结构和功能

特征进行了深入分析，在此基础上，构建了ｐＥＴ２８ａ

ＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组质粒，并将其转化入大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，成功实现了 ＰｆＳＥＴ５异源表

达。随后依次采用镍柱亲和层析（ＮｉＮＴＡ）、阴离子

亲和层析（ＡＡＣ）和分子筛排阻层析（ＧＥＣ）得到高纯

度的ＰｆＳＥＴ５蛋白，为后续ＰｆＳＥＴ５功能研究和机制

探索提供了坚实的实验基础，对未来药物筛选和靶向

药物的开发实验上具有重要推动作用。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株与质粒　大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细

胞于上海唯地生物技术有限公司所采购，原核表达载

体ｐＥＴ２８ａ为本实验室提供。

１．２　主要仪器与试剂　Ｖｅｒｉｔｉ９６梯度ＰＣＲ基因扩增

仪购自美国 ＡＢＩ赛默飞世尔公司，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＬＢ

Ｂｏｒｔｈ购自上海生工生物工程股份有限公司，ＡＫＴＡ

ｐｕｒｅ蛋白纯化仪采购于美国 ＧＥ，ＰＣＲ扩增试剂盒、

琼脂糖凝胶回收试剂盒、三色预染蛋白质分子量标准

（８～１８０ｋｕ）购自上海翌圣生物科技有限公司。

２　方法

２．１　ＰｆＳＥＴ５生物信息学分析

２．１．１　ＰｆＳＥＴ５多序列比对及系统进化分析　从

ＮＣＢＩ数据库中查找ＰｆＳＥＴ５的氨基酸序列，并且选取

８条不同疟原虫含有ＳＥＴ蛋白结构域的氨基酸序列，

包括恶性疟原虫３Ｄ７株（ＰＦ３Ｄ７＿１２１４２００）、大猩猩疟

原虫Ｇ１类群（ＰＰＲＦＧ０１＿１２４０７００）、越南橡树疟原虫

（ＰＦＦＶＯ＿０３３９９）、坦 桑 尼 亚 疟 原 虫 （ＰＦＴＡＮＺ＿

０３７７５）、赖氏疟原虫（ＰＲＧ０１＿１２１７８００）、刚果伊泰托

疟 原 虫 （ＰＢＩＬＣＧ０１ ＿１２１４７００）、加 蓬 疟 原 虫

（ＰＧＡＢＧ０２＿１２１４１００）、大 猩 猩 疟 原 虫 Ｇ２ 类 群

（ＰＡＤＬ０１＿１２１４７００）以 及 鸡 疟 原 虫 （ＰＧＡＬ８Ａ＿

００５２８８００）。随后使用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ软件分析ＰｆＳＥＴ５与

其它物种的序列相似性，将结果上传到ＥＳｐｒｉｐｔ软件，
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采用 ＭＥＧＡ１１ 软件构建系统进化发育树，分析

ＰｆＳＥＴ５蛋白在不同疟原虫的亲缘关系。

２．１．２　ＰｆＳＥＴ５的理化性质、跨膜区、信号肽、疏水性

分析及磷酸化位点预测　通过 Ｅｘｐａｓｙ软件包中的

ＰｒｏｔＰａｒａｍ和ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序全面分析ＰｆＳＥＴ５蛋白

的理化性质以及亲疏水性，运用 ＴＭＨＭＭ 软件对

ＰｆＳＥＴ５的跨膜结构进行分析，并使用ＳｉｇｎａｌＰ分析

ＰｆＳＥＴ５ 的 信 号 肽。同 时 通 过 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ 预 测

ＰｆＳＥＴ５的磷酸化位点。

２．１．３　ＰｆＳＥＴ５全长３Ｄ结构预测　使用ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２

根据ＰｆＳＥＴ５的氨基酸序列预测其３Ｄ结构，并通过预

测结果的置信度，用不同颜色标记３Ｄ结构。

２．２　ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组蛋白表达菌株的构

建

２．２．１　引物设计与合成　为了提高ＰｆＳＥＴ５蛋白的

可溶性，我们设计在ｐＥＴ２８载体上插入麦芽糖结合蛋

白（ＭＢＰ）标签。获取 ＭＢＰ标签、ＰｆＳＥＴ５基因和载体

ｐＥＴ２８ａ的特定序列信息后，设计出三对带有同源臂

的特异性引物（表１）。引物为北京六合华大基因科技

有限公司合成。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

引物名称 引物序列（５＇３＇） 扩增用途

ｐＥＴ２８ａＰＦ ＴＡＧｃｔｃｇａｇｃａｃｃａｃｃａｃｃａ 上游同源臂

ｐＥＴ２８ａＰＲ ｇｃｔａｇｃｃａｔａｔｇｇｃｔｇｃｃｇ 下游同源臂

ＭＢＰＰＦ
ｇｃｇｇｃａｇｃｃａｔａｔｇｇｃｔａｇｃＡＴＧＡＡＡＡＴＣＧ

ＡＡＧＡＡＧＧＴＡＡＡＣＴＧＧ
上游同源臂

ＭＢＰＰＲ
ＡＧＡＡＴＣＡＴｇｇａＡＧＴＣＴＧＣＧＣＧＴＣＴＴ

ＴＣＡＧＧＧＣ
下游同源臂

ＰｆＳＥＴ５ＰＦ
ＧＣＧＣＡＧＡＣＴｔｃｃＡＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡ

ＡＡＣＧＴＡＡＣＴ
上游同源臂

ＰｆＳＥＴ５ＰＲ
ｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇｃｔａＧＣＴＧＧＡＡＡＣＴ

ＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴ
下游同源臂

２．２．２　目的基因ＰｆＳＥＴ５、ＭＢＰ片段及线性化载体

ｐＥＴ２８ａ的扩增　以ＰｆＳＥＴ５合成质粒为模板，扩增

ＰｆＳＥＴ５片段，扩增条件如下：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５

℃变性２０ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共３０个

循环，７２℃再延伸５ｍｉｎ，并在相同条件下进行 ＭＢＰ

片段及载体ｐＥＴ２８ａ的扩增，其中扩增载体ｐＥＴ２８ａ

的延伸时间延长至１ｍｉｎ，扩增产物经１．０％琼脂糖凝

胶电泳实验，确定目标片段的大小和纯度后，切去目的

条带并使用胶回收试剂盒回收。

２．２．３　ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组蛋白表达菌株的

构建及鉴定　将目的基因ＰｆＳＥＴ５与 ＭＢＰ标签同时

与载体ｐＥＴ２８ａ通过无缝克隆技术结合，连接体系如

下：把ＰｆＳＥＴ５基因、ＭＢＰ标签和载体ｐＥＴ２８ａ以３∶

３∶１的摩尔比例混合，补充ｄｄＨ２Ｏ至总体积２０μＬ，

４５℃进行无缝连接反应，孵育５０ｍｉｎ。操作完成后，

取１０μＬｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５ 连接产物转化至

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，均匀涂布在含卡那抗生素

的固体平板上，放置３７℃恒温培养箱中进行过夜培

养。选取４个单克隆菌落接种于１ｍＬ卡那抗性的液

体ＬＢ培养基，３７℃恒温振荡培养至Ａ值达０．６后加

入０．８μＬ（终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）的蛋白表达诱导剂

ＩＰＴＧ，恒温诱导表达１ｈ，离心弃上清，保留菌沉，并向

其加入５０μＬ的２×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，吹打混匀，在９５

℃的金属浴中加热１０ｍｉｎ。经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳筛选

获得目标蛋白表达阳性的重组菌株，委托深圳华大基

因股份有限公司测序。

２．３　ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５蛋白的表达纯化

２．３．１　细菌培养　取正确重组的 ｐＥＴ２８ａＭＢＰ

ＰｆＳＥＴ５蛋白表达菌株５μＬ接种至２０ｍＬ卡那抗性

的ＬＢ液体培养基中，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。

以１∶１００的比例转接到卡那抗性ＬＢ液体培养基中，

３７℃２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，直至细菌 Ａ６００ 达到０．６

时，１６ ℃冷却１ｈ，加入终浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＩＰＴＧ，低温诱导过夜。

２．３．２　收集菌液　将诱导过夜的菌液在离心瓶中配

平，４℃条件下，４２００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。离心完成

后，弃掉上清液，将３０ ｍＬ 预冷的重悬 Ｂｕｆｆｅｒ（２５

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）加入每

个离心瓶，通过涡旋振荡器将菌体和重悬Ｂｕｆｆｅｒ涡旋

混匀。把混匀的菌液倒入预冷的烧杯中，并加入终浓

度 为 ０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ 丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂

（Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）。

２．３．３　高压破碎与离心　将预冷烧杯中的菌液置于

高压破碎仪中，２２００ＭＰＡ压力下破碎三次，使菌体

细胞完全裂解。随后取２０μＬ裂解液和２０μＬ２×

ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混合均匀，将其命名为 Ｃｅ（Ｃｅｌｌｕｌａｒ

Ｅｘｔｒａｃｔ）。将剩余裂解液放至离心管中，４℃条件下，

１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５０ｍｉｎ。将上清液转移至预冷烧

杯，取２０μＬ的上清液和同体积的２×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ

混合均匀，命名为Ｓ（Ｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ）。

２．３．４　镍离子亲和层析柱纯化蛋白　预处理：用

ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（２５ ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，１００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）冲洗镍离子亲和层

析柱（ＮｉＮＴＡ柱），再用重悬Ｂｕｆｆｅｒ冲洗２个柱体积，

放置４℃层析柜预冷。将烧杯中的上清液缓慢放入

ＮｉＮＴＡ柱，流出的液体为流穿液，取样命名为 Ｆ

（Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ）。确认流穿完成后，用重悬Ｂｕｆｆｅｒ冲

洗ＮｉＮＴＡ柱，冲洗挂柱的非目标蛋白，冲洗的液体

取样并命名为 Ｗ（Ｗａｓｈ）。冲洗完成后，将１０ｍＬ的

ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ加入ＮｉＮＴＡ柱中，洗脱结合在柱上的

带有 ＭＢＰ标签的目的蛋白，洗脱的液体取样并命名
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为Ｅ（Ｅｌｕｔｉｏｎ）。将取样的Ｃｅ和Ｓ样品在９５℃金属

浴中加热１０ｍｉｎ后，连同Ｆ、Ｗ、Ｅ样品一起进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ蛋白电泳，用于检测蛋白的表达量和纯度。

２．３．５　阴离子亲和层析柱纯化蛋白　平衡阴离子亲

和层析柱，先用 ＱＢ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，１

ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）冲洗５个柱体体积，再用ＱＡ（２５ｍｍｏｌ／

ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０）冲洗５个柱体积。将经 ＮｉＮＴＡ

柱ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ洗脱下的蛋白用ＱＡ稀释１０倍后上

样，随后用ＱＡ洗脱结合较弱的非特异性蛋白，再用

ＱＢ洗脱挂柱的目标蛋白。

２．３．６　分子筛排阻层析纯化蛋白　平衡分子筛排阻

层析柱，先用分子筛 Ｂｕｆｆｅｒ（２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ

ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）冲洗５个柱体积，将上一

步取得的蛋白浓缩至２ｍＬ上样，挂柱完成后，用分子

筛Ｂｕｆｆｅｒ洗脱下来。

结　果

１　多序列比对及系统进化分析

通过对比不同疟原虫中含ＳＥＴ蛋白结构域的氨

基酸序列，获得比对结果如图１所示。该图表明，恶性

疟原虫３Ｄ７株与其他疟原虫的序列存在显著同源性，

提示ＰｆＳＥＴ５蛋白在不同疟原虫中可能发挥相似的功

能，且在进化过程中相对保守。系统进化树表明恶性

疟原虫３Ｄ７株与越南橡树疟原虫和坦桑尼亚疟原虫

关系最近，其次是大猩猩疟原虫 Ｇ１类群。赖氏疟原

虫、刚果伊泰托疟原虫、加蓬疟原虫、大猩猩疟原虫Ｇ２

类群形成一个较大分支，与恶性疟原虫３Ｄ７株关系较

远。最后是鸡疟原虫独立构成一个分支，恶性疟原虫

３Ｄ７株距离该分支最远。

２　犘犳犛犈犜５的理化性质、跨膜区、信号肽、疏水性分析

及磷酸化位点预测

ＰｆＳＥＴ５蛋白全长共有１７８个氨基酸，其中带正

电荷的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）２４个，带负电荷的氨基

酸残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）１８个。ＰｆＳＥＴ５蛋白共有２１种蛋

白质构成，其中亮氨酸（Ｉｌｅ）占比最高为１４．０％，半胱

氨酸（Ｃｙｓ）、蛋氨酸（Ｍｅｔ）、色氨酸（Ｔｒｐ）含量最低均为

１．１％。ＰｆＳＥＴ５蛋白的理论等电点为９．１４，是一个带

正电的碱性蛋白。分子质量约为２０．６６ｋｕ，化学分子

式Ｃ９４３Ｈ１４７７Ｎ２４５Ｏ２６８Ｓ４。脂肪系数是９９．６１，平均亲水

系数为０．３７８，说明此蛋白整体上是亲水性的，但是亲

水性比较弱。

ＴＭＨＭＭ软件的分析结果显示，ＰｆＳＥＴ５的跨膜

螺旋数量为０，表明无跨膜区，是非跨膜蛋白（图２）。

信号肽的预测结果表示该蛋白存在信号肽的概率为

０．００３４，认定无信号肽（图３），可以认为它是一种非分

泌蛋白。此外，ＰｆＳＥＴ５在哺乳动物细胞表达体系中

预计的半衰期为３０ｈ，不稳定指数Ⅱ为３５．２２，表明该

蛋白比较稳定。亲／疏水性结果表明，ＰｆＳＥＴ５序列中

亲水性最强的氨基酸是第１０３位谷氨酸，亲水值是

２．８８９，疏水性最强的氨基酸是第４６位的亮氨酸，疏水

值为 １．８２２，总 亲 水 值 为１２４．４４４，总 疏 水 值 为

６４．４５５，即ＰｆＳＥＴ５是一个亲水蛋白（图４）。磷酸化

位点预测显示ＰｆＳＥＴ５共有１４个可能的磷酸化位点

（图５），分别是９个丝氨酸（Ｓｅｒ）位点，４个酪氨酸

（Ｔｙｒ）位点和１个苏氨酸（Ｔｈｒ）位点，能被ＰＫＧ（蛋白

激酶 Ｇ）、ＡＴＭ（共济失调毛细血管扩张突变蛋白激

酶）、ＩＮＳＲ（胰岛素受体）、ＰＫＡ（蛋白激酶Ａ）、ＣＫＩ（蛋

白激酶抑制剂）、ＣＫＩＩ（蛋白激酶ＩＩ）、ＰＫＣ（蛋白激酶

Ｃ）激酶磷酸化。

Ａ　多序列比对　Ｂ　系统进化树

图１　不同物种犛犈犜蛋白序列比对及系统进化分析

犉犻犵．１　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋犪狀犱狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犲犪狀犪犾狔狊犻狊

狅犳犛犈犜犻狀犱犻犳狉犲狉犲狀狋狊狆犲犮犻犲狊

图２　犘犳犛犈犜５蛋白跨膜区分析

犉犻犵．２　犜狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犳犛犈犜５
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图３　犘犳犛犈犜５蛋白信号肽分析

犉犻犵．３　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犳犛犈犜５

图４　犘犳犛犈犜５蛋白疏水性分析

犉犻犵．４　犎狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犳犛犈犜５

图５　犘犳犛犈犜５蛋白磷酸化位点预测

犉犻犵．５　犘犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犘犳犛犈犜５

３　犘犳犛犈犜５结构预测结果

通过Ａｌｐｈａｆｏｌｄ２预测ＰｆＳＥＴ５的三维结构，得到

一个详细的结构模型，该模型采用不同颜色来表示其

各区域的预测置信度（图６）。模型中的深蓝色部分表

示结构预测的置信度非常高（ｐＬＤＤＴ＞９０），说明这些

区域的结构有可能与实际的天然构象相似度较高。浅

蓝色区域显示预测结果置信度略低于深蓝色部分，但

是置信度较高（９０＞ｐＬＤＤＴ＞７０），说明这些区域的结

构预测比较可靠。黄色区域的置信度较低（７０＞

ｐＬＤＤＴ＞５０），提示这些部分与实际的结构差异大，橙

色区域则代表着预测结果的置信度非常低（ｐＬＤＤＴ＜

５０），可能是孤立的非结构化区域。

图６　犘犳犛犈犜５蛋白结构预测

犉犻犵．６　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犘犳犛犈犜５

４　扩增目的基因

ＰｆＳＥＴ５片段的理论长度是５３４ｂｐ。琼脂糖凝胶

电泳实验结果（图７）表明在５００ｂｐ左右的位置，有清

晰的条带。ＭＢＰ的理论长度为１１０１ｂｐ，在图中

１０００ｂｐ左右的位置，有明亮的条带。这表明我们的

目的基因扩增成功，得到了理想的ＤＮＡ片段。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１～４　ＰｆＳＥＴ５扩增产物　５～８　ＭＢＰ标签扩

增产物

图７　犘犳犛犈犜５基因犘犆犚扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

犉犻犵．７　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狅犳狋犺犲犘犳犛犈犜５

犵犲狀犲狌狊犻狀犵犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

５　重组蛋白表达菌株的鉴定

从转化的ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５的固体培养基

上挑选生长的单克隆菌落，通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳观察

蛋白表达情况。在５５ｋｕ和７２ｋｕ之间出现一条明显

的特异性条带（图８），其分子量大于ＰｆＳＥＴ５（分子质

量约为２０．６６ｋｕ），这一结果与预期相符，因为重组蛋

白含有 ＭＢＰ标签（约４０ｋｕ），理论分子量约６０．６６

ｋｕ。结合ＤＮＡ 测序结果表明 ＭＢＰＰｆＳＥＴ５基因成

功插入ｐＥＴ２８ａ载体，无移码突变现象，认为ｐＥＴ２８ａ

ＭＢＰＰｆＳＥＴ５重组菌株成功构建。

６　犕犅犘犘犳犛犈犜５蛋白纯化

将重组的 ＭＢＰＰｆＳＥＴ５进行ＮｉＮＴＡ亲和层析，

并采用ＳＤＳＰＡＧＥ观察纯化结果（图９），纯化出的

ＭＢＰＰｆＳＥＴ５仍有部分杂带，为了进一步提高蛋白的

纯度，进行阴离子亲和层析实验，洗脱曲线呈现单一主
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峰伴少量肩峰（图１０），说明目标蛋白 ＭＢＰＰｆＳＥＴ５

的纯度可能较高但仍携带少量杂质，ＳＤＳＰＡＧＥ结果

显示 ＭＢＰＰｆＳＥＴ５与阴离子亲和层析柱结合能力较

好，洗脱的蛋白样品仍可见少量杂带。随后利用分子

筛排阻层析去除残留杂蛋白，洗脱曲线（图１１）结果呈

单一对称峰，经ＳＤＳＰＡＧＥ验证，ＭＢＰＰｆＳＥＴ５纯度

较高。

Ｍ　蛋白分子量标准　１～４　ＰｆＳＥＴ５　５　阴性对照

图８　犘犳犛犈犜５重组菌株表达产物犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

犉犻犵．８　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狊

　　Ｍ　蛋白分子量标准　Ｃｅ　全菌蛋白样品　Ｓ　高压破碎后的上

清液　Ｆ　流穿液　Ｗ　冲洗液　Ｅ　洗脱液

图９　犕犅犘犘犳犛犈犜５融合蛋白犖犻犖犜犃亲和层析

犉犻犵．９　犕犅犘犘犳犛犈犜５犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犖犻犖犜犃犃犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

讨　论

组蛋白是核小体的重要组成部分，与ＤＮＡ共同

组成染色质的基本结构单位。组蛋白修饰是指在特定

酶的作用下发生的一系列翻译后修饰过程，包括但不

限于甲基化，乙酰化，乳酸化等［１８］。其中，组蛋白甲基

化是指在甲基转移酶的作用下，对组蛋白特定的氨基

酸残基添加甲基基团的过程。这种修饰虽不直接影响

组蛋白与ＤＮＡ的结合，但可以通过改变染色质的结

构和状态，调控特定基因的表达［１５］。ＰｆＳＥＴ５是一种

属于ＳＥＴ家族的甲基转移酶，该家族成员具有组蛋白

　　Ａ　ＭＢＰＰｆＳＥＴ５融合蛋白阴离子亲和层析　Ｂ　纯度鉴定

图１０　犕犅犘犘犳犛犈犜５融合蛋白阴离子亲和层析以及纯度鉴定

犉犻犵．１０　犕犅犘犘犳犛犈犜５犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犪狀犻狅狀犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犪狀犱狆狌狉犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀

　　Ａ　ＭＢＰＰｆＳＥＴ５融合蛋白分子筛排阻层析　Ｂ　纯度鉴定

图１１　犕犅犘犘犳犛犈犜５融合蛋白分子筛排阻层析以及纯度鉴定

犉犻犵．１１　犕犅犘犘犳犛犈犜５犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊犻狕犲犲狓犮犾狌狊犻狅狀犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犪狀犱狆狌狉犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀
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和非组蛋白甲基转移酶活性［１９］，在基因转录调控和个

体生长发育中发挥重要作用。ＳＥＴ家族的一个重要

的特征是其成员普遍含有一个高度保守的ＳＥＴ结构

域，此结构域包含催化活性位点，可结合甲基供体Ｓ

腺苷甲硫氨酸，并将其转移至底物蛋白的特定氨基酸

残基（通常为赖氨酸）上，从而完成甲基化修饰［２０］。研

究表明，ＰｆＳＥＴ５可催化组蛋白 Ｈ３第６４位赖氨酸残

基（Ｈ３Ｋ６４）的甲基化修饰来影响基因转录
［１７］。在疟

原虫中，ＰｆＳＥＴ５酶的缺失会影响其生长和繁殖，提示

该蛋白可能成为新型抗疟药物的潜在靶点。

本研究利用生物信息学工具揭示了ＰｆＳＥＴ５蛋白

的理化特征及其潜在的生物学意义。ＰｆＳＥＴ５共由

１７８个氨基酸组成，分子量约为２０．６６ｋｕ，等电点为

９．１４，是一种带正电荷的碱性蛋白质，不存在跨膜结

构，无信号肽，推测定位在细胞核或胞内的其他细胞器

上。蛋白稳定性评估显示，ＰｆＳＥＴ５在哺乳动物细胞

表达体系中的半衰期较长，不稳定指数为３５．２２，属于

稳定蛋白，能在较长时间内维持其功能。亲／疏水性的

结果表明，ＰｆＳＥＴ５是亲水蛋白（平均亲水系数为

０．３７８），推测ＰｆＳＥＴ５蛋白表面的氨基酸可通过与水

分子形成氢键，保持其结构的稳定性。

此外，本研究设计构建了ｐＥＴ２８ａＭＢＰＰｆＳＥＴ５

重组蛋白表达菌株，并通过 ＮｉＮＴＡ亲和层析、阴离

子亲和层析以及分子筛排阻层析成功纯化出大量高纯

度的ＰｆＳＥＴ５蛋白为揭示ＰｆＳＥＴ５蛋白的基本特性提

供了重要依据，为后续ＰｆＳＥＴ５蛋白的结构解析、分子

机制研究及靶向小分子抑制剂的开发应用奠定了基

础。
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