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长牡蛎电压门控钙离子通道 β亚基的无标签亲和层析纯化 
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(1. 中国科学院海洋研究所 中国科学院海洋大科学研究中心, 中国科学院和山东省实验海洋生物学重点实
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摘要: 亲和层析是一种广泛使用的蛋白质分离纯化技术, 常用的亲和标签包括谷胱甘肽巯基转移酶

(GST)标签、麦芽糖结合蛋白(MBP)标签、多组氨酸(polyhistidine)标签等。然而, 外源亲和标签可能会

影响蛋白质的结构与功能, 通常需要酶切去除, 造成实验流程加长、产率降低。某些蛋白质具有与亲

和标签相似的氨基酸序列特征, 利用这种序列特征尝试无标签纯化可有效避免上述问题。本研究选取

C 端天然富含组氨酸残基的长牡蛎电压门控钙离子通道(VGCC) β亚基进行无标签亲和层析纯化, 结果

显示, 氨基三乙酸镍(Ni-NTA)能够特异性地结合无标签的 β 亚基, 且结合能力与多组氨酸标签相当。

对 β 亚基 C 端组氨酸残基分组突变后发现, 随着组氨酸残基突变的增多, 各突变型 β 亚基与 Ni-NTA

的结合能力逐步下降。免疫印迹实验结果表明, β 亚基 C 端(HG)7 序列在针对多组氨酸标签的抗体识别

中发挥关键作用。VGCC β 亚基的这种天然序列特征也可应用于该膜蛋白复合体提取过程关键步骤的

监测。综上, 本研究对氨基酸序列中具有亲和标签特征的蛋白质进行了无标签亲和层析纯化, 为具有

相似特征蛋白质的分离纯化提供了参考。 
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蛋白质是维持细胞结构和功能完整的生物大分

子, 许多疾病的发病机制均与关键蛋白质的错误折

叠、功能紊乱相关[1-2]。因此, 蛋白质相关研究是生

物学和医学等领域的重要研究方向 [3], 获得高纯度

的蛋白质是首要和关键步骤。常用的蛋白质分离纯

化方法有等电点沉淀[4]、离子交换层析[5]、分子排阻

层析[6]、亲和层析[7]、疏水作用层析[8]、电泳[9]等。

其中, 亲和层析具有特异性高、稳定性好、成本低等

优点[10], 是蛋白质分离纯化的首选方法。 

亲和标签是一些对特定的生物或化学配体具

有高度亲和力的多肽, 选择合适的亲和标签将其融

合到目的蛋白的 N 端或 C 端[11], 并与相应的载有固

定化配体的亲和柱配合使用, 能在未去除核酸或其

他细胞组分的情况下将目的蛋白的纯度提升数百

倍甚至数千倍[12]。亲和标签与亲和柱的结合往往是

可逆的 , 洗脱条件也比较温和 , 对纯化条件敏感的

蛋白质以及蛋白质复合体尤为适用 [12]。目前, 常用

的亲和标签有多组氨酸(polyhistidine)标签, Flag 标

签 , 谷胱甘肽巯基转移酶 (GST)标签 , 链霉亲和素

结合肽 (SBP)标签 , 麦芽糖结合蛋白 (MBP)标签等

等。 需要注意的是, 虽然部分亲和标签可以增加重

组蛋白的溶解性、提高产量、甚至在一定条件下促

进蛋白折叠 [13], 但亲和标签尤其是分子量较大的亲

和标签也容易给目的蛋白的结构与功能带来不利

因素, 影响下游应用[14]。以 GST 标签为例, 它是一

种天然存在于真核细胞中发挥重要作用的转移酶 , 

与目的蛋白融合后能提高重组蛋白溶解性, 但该标

签的分子量较大(约 26 kDa)且容易形成同型二聚

体 , 可能影响重组蛋白功能 , 需要通过酶切的方式

去除 [15], 去除后常残留额外的氨基酸残基并伴随样
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品损失 [16]。因此, 低分子量标签受到了一些研究者

的青睐[3, 17]。最常用的低分子量标签是多组氨酸标

签, 固定化的 Co2+、Cu2+、Ni2+、Zn2+、Ca2+和 Fe3+

均可与多组氨酸标签融合蛋白结合, 其亲和作用有

赖于组氨酸的咪唑基与金属离子的配位作用[18-19]。

然而 , 多组氨酸亲和标签也存在诸多问题 , 如影响

重组蛋白的热稳定性[20], 降低重组蛋白活性[21]等。 

马晓川等[22]对 PDB 数据库中蛋白质的分析结果

显示, 天冬氨酸和谷氨酸的羧基、组氨酸的咪唑基以

及半胱氨酸的巯基较多地参与了同金属离子的配

位。这些氨基酸多为极性氨基酸, 一般分布在蛋白质

的表面, 并且上述一种或几种氨基酸可在某些蛋白

质特定结构域富集[23-24]。目前, 可以利用特定氨基酸

与金属离子结合能力进行纯化的蛋白通常含有极为

丰富的组氨酸, histidine rich protein 2 (Plasmodium 

falciparum)即属此类, 该蛋白共有 326 个残基, 其中

组氨酸残基 112 个, 占 34.4%[25-27]。除上述报道外, 

少见基于蛋白质天然序列的无标签纯化。综上, 本研

究借助固定相金属离子亲和层析对 C 端富含组氨酸

残基的长牡蛎(Crassostrea gigas)电压门控钙离子通

道(VGCC) β 亚基进行了无标签亲和层析纯化, 通过

多个组氨酸突变体的构建进一步确定了该纯化方法

的序列基础, 并利用天然 β亚基的这种序列特性, 辅

助了 VGCC 蛋白复合体的原位提取关键步骤的监测, 

为具有相似特征的蛋白纯化提供了参考。 

1  材料与方法 

1.1  序列分析 

基于 NCBI的非冗余蛋白序列数据库, 对长牡蛎

电压门控钙离子通道 β 亚基的氨基酸序列进行搜索, 

并下载该蛋白在部分软体动物、模式动物中的同源

序列进行多序列比对分析。多序列比对借助 BioEdit

软件[28]完成, 然后通过 EMBOSS Needle(版本 6.6.0)

计算各同源序列与长牡蛎电压门控钙离子通道 β 亚

基氨基酸序列的相似性[29]。 

1.2  基因序列获取 

以长牡蛎为实验动物对其闭壳肌进行分离 , 研

磨后, 使用 Invitrogen 的 TRIzol™ Reagent 提取总

RNA。接着, 用 Vazyme公司的反转录试剂盒 HiScript 

 1st Strand cDNA SyntheⅢ sis Kit (+gDNA wiper)将

得到的总 RNA 反转录成 cDNA, 并以此为模板选用

引物 B1-F、B1-R(表 1)进行 PCR 扩增。随后, 使用

Vazyme 公司的 5 min TM TA/Blunt-Zero Cloning Kit

将 PCR 产物连接到 pCE2 载体中。取适量连接产物

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 涂布平板后 37 ℃

培养过夜, 挑取单菌落进行 DNA 测序鉴定获得阳性

克隆。 

 
表 1  PCR 引物序列 
Tab. 1  The primer sequence for PCR 

引物名称 引物序列(5'-3') 

B1-F GGGACGGTAGAACAAGGCAA 

B1-R TTGCAAATCCCTGGAAGGTT 

B2-F ACTTTAAGAAGGAGATATACATGGCGCAAGACAAA 

B2-R TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTATATATCTATAGACTGTTGT 

M1-F GGAAGTGGGGCTGGGAGTGGGGCAGCAGGAGCTGGTGCTAGTGTTCATAGTTCATCATTTCGTGAAC

M1-R TCCTGCTGCCCCACTCCCAGCCCCACTTCCTGACCCACTCCCAGGGGGCACTGTGTTATGCCTCG 

M2-F GAGAGGCGATGATGCTGAATCTAGTATACGTGGTGGTGATAGAGAC 

M2-R GTATACTAGATTCAGCATCATCGCCTCTCCGCGGTTCACGAAATG 

M3-F CTCTGCTAGAAAGGAGGGTGAATCCTTTGACACGAGAGAAGCC 

M3-R CAAAGGATTCACCCTCCTTTCTAGCAGAGTACCGGTCATCTCGC 

注: 下划线标注的为组氨酸突变后的氨基酸残基编码的核苷酸序列 

 

1.3  野生型表达载体构建 
选取 1.2 中获得的阳性克隆为模板, 参照 Ana Paula 

Jacobus 等的同源重组方法[30], 使用表 1 中引物 B2-F、

B2-R 进行 PCR 扩增, 将目的片段与线性化的 pET-28a 载

体按一定比例混合并转化大肠杆菌DH5α完成同源重组。

通过对载体插入片段测序鉴定获得大肠杆菌阳性克隆。 
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1.4  突变型表达载体构建 

为探究长牡蛎 VGCC β亚基中参与 Ni-NTA 结合

的关键氨基酸残基, 本研究对多个不同位置的组氨

酸残基进行分组突变。突变型 β 亚基分别命名为 M1 

(包含的突变位点是 H441S, H443S, H445S, H447A, 

H449S, H451A, H452A, H454A, H456A), M2(在突变

型 M1 的基础上增加突变位点 H469G, H472A, H474S, 

H475S), M3(在突变型 M2 的基础上增加突变位点

H533A, H537G, H539S)。表 1 的引物序列中包含对相

应组氨酸突变后氨基酸残基编码的核苷酸序列, 用

下划线标注。突变型表达载体构建方法是, 突变型

M1 以 1.3 中的阳性克隆为模板, 使用引物 M1-F、

M1-R 进行 PCR 扩增, 后续与 1.3 中野生型表达载体

构建相同。突变型 M2 的构建选取 M1 的阳性克隆为

模板, 引物使用 M2-F、M2-R; 突变型 M3 的构建选

取 M2 的阳性克隆为模板, 引物使用 M3-F、M3-R。 

1.5  表达菌株的培养及诱导表达 

从已完成测序鉴定的阳性克隆中提取构建成功

的表达载体, 转入感受态细胞 BL21(DE3), 37 ℃培养

过夜并挑取单克隆, 接种至卡那抗性的 LB(lysogeny 

broth)液体培养基中, 37 , 220 r/min℃ 培养 8 h 后, 

按照 1%的比例将表达菌株转接至 1 L的 LB液体培

养基中, 加入卡那霉素至终质量浓度 50 μg/mL, 随

后在 37 ℃摇床中 220 r/min 培养至 OD 值为 1.0~1.2, 

加入 0.2 mmol/L 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)于

18 ℃诱导蛋白表达 12 h[31], 6 500 r/min 离心 10 min

收集细菌沉淀。 

1.6  VGCC β 亚基纯化 

野生型和突变型 β 亚基的纯化步骤完全一致。

首先, 在等量野生型和各突变型菌体中加入等体积

裂解缓冲液(25 mmol/L Tris-HCI、pH 8.8, 150 mmol/L 

NaCl, 1 mmol/L PMSF), 冰上均质重悬后, 用高压细

胞破碎机进行破碎。随后在 4 , ℃ 15 000 r/min 离心

1 h 去除未破碎细胞碎片, 收集上清液并将其分别

与等量 Ni-NTA (Invitrogen)混合。借助旋转混匀仪

于 4 ℃孵育 120 min 后, 用含 10~500 mmol/L 咪唑的

等体积 25 mmol/L Tris-HCl (pH 8.8)缓冲液梯度洗脱, 

各步留样体积相同, 借此定性分析野生型和不同突

变型 β 亚基对 Ni-NTA 的结合能力强弱。利用氨基三

乙酸镍(Ni-NTA)、亚胺基二乙酸铜(Cu-IDA)、亚胺基

二乙酸锌(Zn-IDA)纯化蛋白时 , 将样品分为等体积

的 3 份分别与等量的 3 种亲和柱孵育, 纯化步骤与上

述相同, 各步洗脱及留样体积保持一致。 

1.7  SDS-PAGE 凝胶电泳及免疫印迹分析 

根据长牡蛎 VGCC β 亚基的分子量, 实验选取

浓度为 12.5%的 SDS-PAGE 对各蛋白样品进行分析

鉴定, 各样品留样体积、加入的蛋白 loading buffer

及点样量均保持一致。鉴于长牡蛎的 VGCC β 亚基 C

端含有多个组氨酸残基, 实验选用针对多组氨酸标

签的一抗 His-tag (27E8) mouse mAb (Cell Signaling 

Technology)和二抗 anti-mouse IgG, HRP-linked anti-

body (Cell Signaling Technology)对包括突变型长牡

蛎 VGCC β 亚基在内的不同蛋白样品进行免疫印迹

分析, 以进一步确认目的蛋白条带。蛋白量与其印迹

条带的面积和深浅具有相关性[32], 通过 ImageJ 计算

不同样品印迹条带的灰度值, 从而实现定量分析。 

1.8  长牡蛎闭壳肌中 VGCC 蛋白复合体的

原位提取 

分离长牡蛎闭壳肌 , 研磨后加入裂解缓冲

液 (10 mmol/L MOPS-Na、pH 7.4, 0.3 mol/L 蔗糖 , 

0.5 mmol/L EDTA, 复配蛋白酶抑制剂)均质重悬破

碎细胞。随后 4 , ℃ 6 450 r/min 离心 5 min, 收集上清

液均分为 2 份作为不同去垢剂实验组。超速离心(4 ,℃  

41 500 r/min 离心 1 h)收集膜组分, 分别加入等体积

含 1%毛地黄皂苷(digitonin)或 1% glyco-diosgenin 

(GDN)去垢剂的缓冲液(20 mmol/L MOPS-Na、pH 7.4, 

100 mmol/L NaCl, 0.5 mmol/L CaCl2, 复配蛋白酶抑

制剂)重悬后, 4 ℃过夜孵育增溶[33], 再次超速离心

(73 400 r/min, 30 min)去除不溶组分 , 收集含有

VGCC 蛋白复合体的上清液用于后续分析。 

2  结果与分析 

2.1  序列分析 

VGCC 是真核细胞中钙离子内流的主要通道 , 

在神经和肌肉生理活动中发挥重要功能。其最多包

含 5 个亚基: α1 亚基, α2 亚基, β 亚基, δ 亚基和 γ 亚

基。如图 1 所示, 将长牡蛎 VGCC β 亚基的氨基酸序

列与多个同源序列进行比对 , 结果表明 , 长牡蛎

VGCC β 亚基存在两段在同源蛋白中较为保守的氨

基酸序列, 分别为 68~130 位氨基酸组成的 SH3 结构

域和 229~409 位氨基酸组成的 Guanylate kinase 结构

域[34]。与脊椎动物相比, 其他软体动物的 β 亚基氨基
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酸序列与长牡蛎的相似性更高 , 例如 , 扇贝的序列

相似性为 67.6%, 而脊椎动物兔子的序列相似性为

49.8%。长牡蛎 β 亚基序列 C 端存在 3 组聚集的组氨

酸残基, 分别用红色、橙色、黄色标注。红色标注的

(HG)7 序列在真核生物 CDF 蛋白家族也有报道, 其

loop 4 含有富含组氨酸的序列(HX)n, 其中 X 通常是

G 或 C, n=3~6。这些序列可能参与了生理活动中与

金属离子的结合[35]。除此之外, 对比图 1 中列出的脊

椎动物 β亚基氨基酸序列发现, 软体动物 β亚基的 C

端普遍存在多组聚集的组氨酸序列(紫色标注), 尤

其是海蜗牛 β 亚基 C 端的 H3、H6 序列。天冬氨酸残

基也常与聚集的组氨酸残基同时出现。软体动物

VGCC β 亚基 C 端富含的组氨酸序列与功能之间的

关系还有待进一步探索与研究。 
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图 1  长牡蛎电压门控钙离子通道 β 亚基及其同源蛋白序列比对结果 

Fig.1  Sequence alignment of voltage-gated calcium channel β subunit (Crassostrea gigas) with its homologous proteins 

注: 蓝色部分为一致性 100%的残基, 浅蓝色部分为相似残基(Threshhold % for shading 设为 60%)。3 组组氨酸残基分别用红、橙、黄色

标记, 突变体 M1 对应红色区域中组氨酸残基突变, 突变体 M2 对应红色及橙色区域中组氨酸残基突变, 突变体 M3 对应红、橙、黄色

区域中组氨酸残基全突变, 其他物种序列中聚集的组氨酸残基用紫色标记。氨基酸序列的 Accession number 如下: 长牡蛎(Crassostrea 

gigas) XP_011429591.2, 扇贝 (Pecten maximus) XP_033728564.1, 海蜗牛 (Aplysia californica) XP_035825861.1, 章鱼 (Octopus sinensis) 

XP_029654560.1, 紫 贻 贝 (Mytilus galloprovincialis) VDI38901.1, 小 鼠 (Mus musculus) XP_006497382.1, 人 (Homo sapiens) 

XP_011517961.1, 非洲爪蟾(Xenopus laevis) XP_041435102.1, 穴兔(Oryctolagus cuniculus) NP_001075748.1 

 

2.2  不同金属离子亲和柱选择分析 

通过分子克隆得到的长牡蛎 VGCC β 亚基序列, 

经 DNA 测序分析, 与 NCBI 数据库中长牡蛎 VGCC 

β 亚基 X3 亚型(Accession number: XP_011429591.2)

完全一致。在未添加任何亲和标签的情况下, 重组表

达后获得的蛋白分子量为 63.7 kDa, 且该蛋白表达

量较高。基于该重组蛋白的氨基酸序列 , 借助

C-I-TASSER On-line Server(https://zhanggroup.org// 
C-I-TASSER/)对长牡蛎 VGCC β 亚基的结构进行预

测, 结果表明 β 亚基 C 端 3 组较为连续的组氨酸残

基均位于柔性较大的区域, 有利于固定相金属亲和

层析方法的运用。 

在柱料体积满足目的蛋白载量要求的前提下 , 

未添加亲和标签的 β 亚基与 Ni-NTA、Cu-IDA 及

Zn-IDA 金属离子亲和柱的亲和实验结果显示(图 2), 

Ni-NTA 亲和实验中, 在 200~500 mmol/L 咪唑浓度

下目的蛋白洗脱量最大, 低咪唑浓度对目的蛋白洗

脱能力微弱; Cu- IDA与 Zn-IDA的表现类似, 在咪唑

物质的量浓度为 10 mmol/L 时, 二者均开始出现少

量 β 亚基洗脱, 且随着咪唑浓度的逐渐增加, β 亚基

洗脱量逐步加大。质谱结果显示(数据未展示), 图 2

中分子量 50~ 70 kDa 间的条带均为目的蛋白 VGCC 

β 亚基, 其呈现的分子量大小差异原因未知。综上, 

长牡蛎 VGCC β 亚基 C 端天然存在的 3 组较为连续

的组氨酸残基可与 Ni2+、Cu2+、Zn2+等几种不同的金

属离子亲和柱结合, 通过分析咪唑梯度洗脱得到的

目的蛋白的相对比例和洗脱趋势, 后续实验均选用

更易获得的 Ni-NTA 进行分析。 

2.3  长牡蛎 VGCC β 亚基的纯化 

为明确长牡蛎 VGCC β 亚基中参与 Ni-NTA

结合的关键氨基酸残基 , 本研究对其 C 端 3 组较

为连续的组氨酸残基 (图 1)进行了分组突变 , 并在

相同的亲和层析纯化条件下, 选用不同浓度的咪唑

(10~300 mmol/L)进行梯度洗脱。图 3a 显示 , 野生

型 β 亚基与 Ni-NTA 的结合能力最强 , 咪唑浓度为

300 mmol/L 时 β 亚基有峰值洗脱 , 该洗脱浓度与

多组氨酸标签亲和层析方法纯化蛋白通常使用的

洗脱浓度相等 , 显示其同 Ni-NTA 的结合能力与多

组氨酸标签相当。相比之下 ,  突变型 β 亚基与

Ni-NTA 的结合能力显著下降 , 且随着组氨酸残基  
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图 2  长牡蛎电压门控钙离子通道 β 亚基的不同金属离子亲和层析纯化 

Fig. 2  Purification of voltage-gated calcium channel β subunit (Crassostrea gigas) with different metal ion affinity chromatography 

注: 不同金属离子亲和层析纯化过程中, 不同浓度咪唑梯度洗脱样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果, 使用考马斯亮蓝染色; Marker 为蛋白

分子量标准, Flow through 为亲和层析流穿样品 

 

图 3  野生型及突变型长牡蛎电压门控钙离子通道 β 亚基的纯化 

Fig. 3  Purification of wild-type and mutant voltage-gated calcium channel β subunit (Crassostrea gigas) 

注: (a)为 Ni-NTA 亲和层析纯化过程中不同浓度咪唑洗脱样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 , 使用考马斯亮蓝染色; (b)为 Ni-NTA 亲和

层析纯化过程中部分浓度咪唑洗脱样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳(左)和对应的蛋白质免疫印迹(右)结果 , 聚丙烯酰胺凝胶电泳使用考

马斯亮蓝染色 , 蛋白质免疫印迹所用一抗为组氨酸标签特异性鼠源单抗 , 二抗为 HRP 偶联的鼠 IgG 特异性抗体; Marker 为蛋白分子

量标准  
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突变数量的增多 , 各突变体与 Ni-NTA 的结合能力

逐渐变弱, 较低浓度咪唑即可洗脱大部分 β 亚基突

变体。为了更好的对洗脱的 β 亚基进行量化和对比, 

借助 ImageJ 对图 3a 中的目的蛋白条带进行灰度值

计算(表 2)。突变体 M1 在咪唑浓度为 80 mmol/L 时

出现峰值洗脱; 突变体 M2 在 60 mmol/L 咪唑时出

现峰值洗脱; 突变体 M3 的洗脱峰值对应的咪唑浓

度为 20 mmol/L。 

 
表 2  咪唑梯度洗脱样品 SDS-PAGE 目的蛋白条带灰度值分析 
Tab. 2  Gray value analysis of target protein bands in imidazole gradient elution 

目的蛋白条带灰度值 
样品 

10 mmol/L 咪唑 20 mmol/L 咪唑 60 mmol/L 咪唑 80 mmol/L 咪唑 300 mmol/L 咪唑

β — 4.10 5.03 6.71 8.88 

M1 — 5.72 13.80 15.91 0.70 

M2 6.28 6.39 9.87 — 1.38 

M3 8.52 10.73 8.89 — 0.70 

注: 上述为图 3a 中目的蛋白条带灰度值的计算结果, 背景值为空白, 以“样品扣除空白后的灰度值与空白灰度值的比值”表示; “—”

表示无该样品 

 
选取图 3a 中的部分样品进行蛋白质免疫印迹实

验(图 3b)。M1 虽然仍可与 Ni-NTA 有较好的结合, 但

是其印迹信号较野生型 β 亚基明显减弱, 说明(HG)7

序列中的组氨酸残基是多组氨酸标签抗体识别的关

键位点。对剩余 2 组组氨酸残基进一步突变得到的

M2、M3 突变体难以检测到可靠免疫印迹信号(数据

未展示)。 

2.4  长牡蛎 VGCC 蛋白复合体的原位提取

及免疫印迹检测 

长牡蛎是一种海洋软体动物 , 并非模式动物 , 

其研究过程中, 常遇到缺少特异性抗体的情况。前述

蛋白质免疫印迹结果显示 , 重组表达的长牡蛎

VGCC β亚基 C 端天然(HG)7 序列能与多组氨酸标签

抗体特异性结合, 因此, 在提取长牡蛎 VGCC 蛋白

复合体时, 选用针对多组氨酸标签的一抗及相应二

抗对 VGCC 蛋白复合体中 β 亚基进行免疫印迹分析, 

可以监测蛋白复合体提取情况。结果显示, 在从长牡

蛎闭壳肌中原位提取 VGCC 蛋白复合体的过程中, 

天然存在的 β 亚基仍然具有明确的免疫印迹信号。

在提取过程中 , 经超速离心和去垢剂增溶后 , 水溶

性的 β 亚基主要位于膜组分中, 部分证明了 VGCC

蛋白复合体的完整性。作为 VGCC 蛋白复合体的一

部分, β 亚基的含量是 VGCC 蛋白复合体含量的合

理指征, 分析 β 亚基的含量, 可以辅助优化 VGCC

蛋白复合体的提取条件。据图 4 中 β 亚基含量分布, 

digitonin 是更适合 VGCC 复合体增溶的去垢剂。 

 

图 4  长牡蛎电压门控钙离子通道蛋白复合体的原位提取 

Fig.4  Extraction of voltage-gated calcium channel complex 
of Crassostrea gigas 

注: 泳道 1 为细胞裂解后 6 450 r/min 离心的上清; 泳道 2 为细胞

裂解后 6 450 r/min 离心的沉淀; 泳道 3 为 41 500 r/min 超速离心

后的上清; 泳道 4 为去垢剂 digitonin 增溶后 73 400 r/min 超速离

心的上清; 泳道 5 为去垢剂 digitonin 增溶后 73 400 r/min 超速离

心的沉淀; 泳道 6 为去垢剂 GDN 增溶后 73 400 r/min 超速离心的

上清; 泳道 7 为去垢剂 GDN 增溶后 73 400 r/min 超速离心的沉淀 

 

3  讨论 

蛋白质纯化是生命科学研究中重要的一环 , 方

法多样, 应用灵活。在实际研究中, 为满足蛋白质的

纯度要求以及更好地适应下游需求, 研究者往往会

选用多种纯化方法综合应用, 如先借助亲和层析去

除绝大部分的杂蛋白, 然后根据蛋白质分子量的不

同通过分子排阻层析对样品进一步分离, 使目的蛋

白的纯度逐步提升。选用亲和层析进行蛋白纯化时, 

目的蛋白与亲和柱结合的特异性以及亲和力均为重

要的考虑因素。一般来说特异性越高、亲和力越强, 

越有利于通过淋洗去除更多的杂质, 获得足量高纯

度的蛋白。在目的蛋白的 C/N 端融合外源亲和标签

是实现上述目标的有效方法。 

当目的蛋白具有与亲和标签相似的氨基酸序列
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特征时, 能否利用该序列特征实现高效的无标签亲

和层析纯化是本研究的重点。结果表明 , 长牡蛎

VGCC β 亚基 C 端天然存在的富含组氨酸残基的序

列能够满足 Ni-NTA 亲和层析的要求。而在该蛋白 C

端和 N 端分别添加多组氨酸标签后, 相同亲和层析

条件下, 无论是纯度还是得率均无显著优势(数据未

展示)。 

Wu 等人 [36]在对兔子 VGCC 蛋白复合体进行

纯化时 , 为减少样品损失省去了分子排阻层析的

步骤 , 由此可见 , 在样品量受限的情况下 , 通过减

少纯化步骤提高最终产量是必要的。无标签亲和层

析法利用目的蛋白自身氨基酸序列特点 , 避免了

融合标签使用后对目的蛋白结构和功能的影响 , 

省去了酶切去除外源标签的步骤 , 减少了对目的

蛋白产量的影响。  

蛋白复合体亚基数量多 , 表达纯化复杂 , 常用

原位提取的方法 , 无法依赖外源标签 , 且非模式生

物来源的蛋白质缺乏特异性抗体, 难以通过常用的

免疫印迹方法对提取过程进行监测。本研究的实验

结果显示, 原位提取的VGCC蛋白复合体中存在的 β

亚基具有明确的免疫印迹信号, 成为筛选增溶去垢

剂等提取条件优化的重要参考, 可以在非模式生物

蛋白复合体研究中发挥重要作用。 

无标签亲和层析纯化的方法也存在一定的局限

性。本研究结果显示, 长牡蛎 VGCC β 亚基 M2、M3

突变体蛋白仍可与 Ni-NTA 结合, 但难以获得可靠免

疫印迹信号。因此, 能与 Ni-NTA 亲和柱结合的蛋白

未必可以借助多组氨酸标签的抗体进行免疫印迹检

测, 可能由于免疫印迹方法对组氨酸残基的连续性

要求更高。 

4  结论 

本研究选取 C 端天然富含组氨酸残基的长牡蛎

电压门控钙离子通道 β 亚基, 开展了无标签亲和层

析纯化。结果表明, 长牡蛎 VGCC β 亚基可与 Ni2+、

Cu2+、Zn2+等多种金属离子亲和柱有效结合, 其中与

Ni-NTA 的结合能力最强, 组氨酸残基的数量与结合

能力正相关。另外, 本研究发现针对多组氨酸标签的

抗体可用于(HG)7 序列的蛋白质免疫印迹分析, 并将

其进一步应用于 VGCC 蛋白复合体的提取过程中。

本研究为具有相似序列特征的蛋白质纯化提供了重

要参考, 也为缺少特异性抗体的蛋白复合体的原位

提取过程监测提供了思路。 
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Abstract: Affinity chromatography is widely used in protein extraction and purification. Common affinity tags in-

clude the glutathione sulfhydryl transferase (GST) tag, the maltose-binding protein (MBP) tag, and the polyhistidine 

tag. However, the attachment of an exogenous affinity tag could affect the structure and function of the target protein, 

thus usually further removed via enzyme digestion, causing longer procedures and lower yields. Certain amino acid 

sequences, naturally found in some proteins, feature similarity to specific affinity tags. Tag-free purification based on 

this sequence feature may effectively avoid the mentioned problems. In this study, the voltage-gated calcium channel 

(VGCC) β subunit, which is naturally histidine-rich in the C-terminal, was purified with tag-free affinity chromatog-

raphy. The results showed that Ni-NTA could specifically bind to the β subunit, and the binding ability is equivalent to 

that of the polyhistidine tag. Mutant β subunits showed gradual decreasing binding ability with Ni-NTA correlating to 

the number of mutated histidine residues. Western blot analysis with anti-His tag showed specific blotting of β subunit 

and the C-terminal (HG)7 sequence was key to the antibody recognition. This natural amino acid feature of the VGCC 

β subunit was also successfully employed as indication of the VGCC complex integrity in the key steps of protein ex-

traction. In summary, tag-free affinity chromatography purification strategy is performed in this study by relying on 

the natural amino acid sequence similarity to affinity tags found in some proteins, providing a reference for extraction 

and purification of proteins with similar characteristics. 
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