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人ZRANB3蛋白在大肠埃希菌中的表达纯化和功能研究*

郑琳,向嵩**,陈朴**

(天津医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系,天津
 

300070)

【摘要】 目的 人体细胞中,ZRANB3蛋白在DNA损伤应对通路中发挥重要功能。目前,对ZRANB3的结构及其发

挥功能的机制还了解甚少。为开展对ZRANB3蛋白结构和功能的研究,急需一种大规模制备高纯度、折叠正确

ZRANB3的方法。ZRANB3是大分子量、多结构域的人源蛋白,这类蛋白的表达和纯化一般较为困难。本研究的目的

是建立一种高效的ZRANB3的表达和纯化方法。 方法 通过基因克隆技术将经过密码子优化的ZRANB3基因插入

到pET.28a载体中,构建重组质粒;将重组质粒转化至大肠埃希菌Rosetta菌株中,用IPTG诱导ZRANB3表达;采用亲

和层析、离子交换层析和凝胶过滤层析等多种层析手段纯化ZRANB3并通过SDS-PAGE鉴定目的蛋白的纯度。通过核

酸内切酶实验和复制叉退行实验对重组蛋白ZRANB3的功能进行验证。 结果 本研究建立了从大肠埃希菌中制备

人源ZRANB3的方案,有效地纯化了ZRANB3蛋白,获得了较大量高纯度的ZRANB3蛋白,并且通过体外功能实验证

明了制备的人源重组蛋白ZRANB3具有被报导的生化活性,包括 ATP依赖的核酸内切酶活性和催化复制叉退行的活

性。通过本研究建立的方法,可从9
  

L的大肠埃希菌培养液中制备约0.5
 

mg纯度大于95%的、具有生化活性的

ZRANB3蛋白。 结论 本研究提供了一种高效制备大量、高纯度且具有酶活性的人源ZRANB3蛋白的方法,为深入

理解其促进复制叉重启的功能提供了线索,并为ZRANB3结构和功能的进一步研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

human
 

protein
 

ZRANB3
 

plays
 

critical
 

roles
 

in
 

DNA
 

damage
 

response
 

pathways.
 

To
 

date,

the
 

structure
 

of
 

ZRANB3
 

and
 

its
 

functional
 

mechanism
 

in
 

DNA
 

damage
 

response
 

are
 

poorly
 

understood.
 

To
 

study
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

ZRANB3,a
 

protocol
 

to
 

produce
 

large
 

quantities
 

of
 

correctly
 

folded
 

andbiologically
 

active
 

ZRANB3
 

is
 

urgently
 

needed.The
 

expression
 

and
 

purification
 

of
 

large
 

and
 

multiple-domain
 

human
 

proteins
 

such
 

as
 

ZRANB3
 

are
 

usually
 

difficult.
 

The
 

objective
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

establish
 

an
 

efficient
 

method
 

to
 

produce
 

ZRANB3. 
Methods The

 

ZRANB3
 

gene
 

wascodon
 

optimized
 

for
 

expression
 

in
 

E.
 

coli,synthesized
 

and
 

inserted
 

into
 

vector
 

pET.
28a.

 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

E.
 

coli
 

Rosetta
 

(DE3)
 

cells
 

and
 

ZRANB3
 

expression
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG.
 

ZRANB3
 

was
 

purified
 

by
 

affinity,ion
 

exchange,gel
 

filtration
 

chromatography
 

and
 

its
 

purity
 

was
 

assessed
 

with
 

SDS-PAGE.
 

The
 

biochemical
 

function
 

of
 

the
 

purified
 

ZRANB3
 

was
 

analyzed
 

with
 

endonuclease
 

and
 

replication
 

fork
 

reversal
 

assays. Results This
 

study
 

established
 

a
 

protocol
 

for
 

the
 

human
 

ZRANB3
 

expression
 

in
 

E.
 

coli
 

and
 

its
 

purification.
 

In
 

vitro
 

assays
 

demonstrated
 

that
 

the
 

purified
 

recombinant
 

ZRANB3
 

possesses
 

the
 

nuclease
 

and
 

replication
 

fork
 

regression
 

activities
 

reported
 

for
 

ZRANB3.
 

With
 

the
 

established
 

protocol,approximately
 

0.5
 

mg
 

of
 

biologically
 

active
 

ZRANB3
 

with
 

greater
 

than
 

95%
 

purity
 

can
 

be
 

prepared
 

from
 

9
 

liters
 

of
 

E.
 

coli
 

culture. Conclusion This
 

study
 

provides
 

an
 

efficient
 

method
 

for
 

the
 

preparation
 

of
 

a
 

large
 

number
 

of
 

high-purity
 

and
 

enzymatically
 

active
 

human
 

ZRANB3
 

proteins,which
 

provides
 

clues
 

for
 

a
 

deeper
 

understanding
 

of
 

its
 

ability
 

to
 

promote
 

replication
 

fork
 

restart,and
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

research
 

on
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

ZRANB3.
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  DNA复制的保真性与完整性对于维持基因组稳

定性至关重要。DNA在复制过程中会遭受来自细胞

内外的复制压力,这些复制压力可能导致复制叉停滞、
崩解以及基因组不稳定,甚至引发癌症[1-4]。为了有效

地复制基因组内容,细胞必须应对DNA损伤带来的

干扰复制叉进程的挑战。细胞已经进化出稳定停滞的

分叉和促进DNA复制恢复的方法[5]。复制应激反应

中涉及数百种在多种途径中发挥作用的蛋白质,其中

包括SNF2家族中的酶[6]。

SNF2家族包括多种稳定和修复停滞复制叉的复

制应激反应蛋白,广泛参与核酸代谢的多个过程[7]。

SNF2家族蛋白通过其DNA解旋酶或DNA转位酶

的活性介导复制叉退行过程。在这个酶家族中,有3
个 密 切 相 关 的 成 员:SMARCAL1、ZRANB3 和

HLTF[8-9]。

ZRANB3 (zinc
 

finger,RAN-binding
 

domain
 

containing
 

3)是一种包含1
 

079个氨基酸的蛋白质,基
于序列同源性,它是与SMARCAL1关系最密切的

SNF2蛋白。与SMARCAL1在DNA损伤修复中的

功能不同[10-12],ZRANB3是一种退火解旋酶、复制叉

重塑酶和结构特异性核酸内切酶[13-16]。ZRANB3定

位于DNA复制位点,并与关键复制因子PCNA和复

制解旋酶复合物 MCM 的亚基相互作用,参与细胞对

复制 应 激 的 反 应[16]。ZRANB3 蛋 白 的 N-末 端 是

ATP酶结构域,紧随其后的是PIP结构域、NZF结构

域、SRD结构域、HNH 结构域和 APIM 结构域(图

1A)。

  A ZRANB3结构域示意图 B ZRANB3经凝胶过滤层析柱洗
脱峰 C ZRANB3洗脱蛋白SDS-PAGE

图
 

1 人源ZRANB3蛋白的结构域分布和纯化结果

A Schematic
 

diagram
 

of
 

ZRANB3
 

domains B The
 

elution
 

peak
 

of
 

ZRANB3
 

by
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

column C The
 

elution
 

of
 

ZRANB3
 

by
 

SDS-PAGE
Fig.1 Domains

 

and
 

purification
 

of
 

human
 

ZRANB3
 

protein

其中PIP、NZF和APIM 结构域通过与多泛素化

的PCNA相互作用,从而将ZRANB3募集到DNA损

伤位点,以稳定停滞的复制叉[17]。SRD结构域能够结

合张开臂的DNA,提供了对复制叉连接的特异性。C
端的 HNH结构域具有核酸内切酶活性,ZRANB3在

体外切割复制叉结构的能力依赖于其 HNH基序[18]。
ZRANB3是脊椎动物中最早发现的含有 HNH 结构

域的蛋白质。ZRANB3主要在复制应激反应中发挥

作用,通过多种方式来促进复制叉重启。目前研究提

出 了 一 种 可 能 的 模 型:复 制 叉 的 重 启 首 先 需 要

ZRANB3发挥核酸内切酶的功能,然后核酸内切酶活

性与复制叉退行相结合,可能有助于去除 DNA 损

伤[8]。ZRANB3功能缺陷会导致对多种DNA损伤剂

的超敏感性,并导致基因组不稳定。ZRANB3的缺失

降低了停滞分叉从复制压力挑战中恢复的能力[17]。
本课题组近期对HLTF的酵母同源蛋白Rad5的结构

和功能的研究为理解ZRANB3的功能机制提供了线

索[19]。对ZRANB3结构和功能的研究将帮助我们进

一步理解SNF2家族各成员在细胞中的DNA复制压

力挑战中发挥作用的机制。因此,制备大量、高纯度且

正确折叠的ZRANB3对该研究至关重要。虽然已有

研 究 人 员 利 用 昆 虫 细 胞 表 达 系 统 表 达 并 纯 化

ZRANB3[18,20],但该表达系统操作非常繁琐,蛋白产

量也比较有限。与真核表达系统相比,原核表达系统

通常耗时更短,同时蛋白产量更高[21-22]。但是,由于高

等真核生物和细菌之间存在密码子偏好性差异,高等

真核生物蛋白在细菌中的表达会有一定的困难。同样

因为蛋白折叠环境的差异,很多细菌中表达的高等真

核生物蛋白不能正确折叠。在前期基础研究中,本课

题组发现通过优化ZRANB3基因的密码子偏好性能

够在大肠埃希菌表达系统中顺利表达ZRANB3。本

研究优化了ZRANB3的表达和纯化方式,获得了大量

高纯度的ZRANB3。体外酶活性实验结果表明,重组

蛋白ZRANB3具有完整高效的酶活性,提示它是正确

折叠的。本研究提供了一种高效制备大量、高纯度且

折叠正确ZRANB3的方法,并为深入理解其促进复制

叉重启功能提供了线索,为ZRANB3的进一步研究奠

定了基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和载体 全长人源ZRANB3的基因由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成,表达载体为N端

His标签的pET.28a载体,具有硫酸卡那霉素抗性。
本实验通过二级结构预测,发现ZRANB3的 N端有

一些无序区域,删除无序区域后蛋白表达更好更稳定,
因此构建了从第22位氨基酸开始的ZRANB3。感受

态大肠埃希菌Rosetta
 

(DE3)菌株由本实验室制备保

存。

1.2 试剂和仪器 Phusion超保真DNA聚合酶、T4
连接酶、限制性内切酶Xho

 

I和 Nde
 

I等内切酶购于

美国NEB公司;Yeast
 

extract和Tryptone购于美国

OXOID公司;硫酸卡那霉素、蛋白 Marker、PMSF和

Tris-HCl购于生工生物工程(上海)股份有限公司;
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IPTG购于大连美仑生物技术有限公司;亲和层析介

质Ni
 

NTA
 

Beads
 

6FF购于常州天地人和生物科技有

限公司。AKTA纯化仪,离子交换柱及凝胶层析柱等

均购于思拓凡(Cytiva)生物科技有限公司。

2 方法

2.1 重组蛋白的表达与纯化 将含有目的基因的质

粒ZRANB3(22-1079)转 化 到 大 肠 埃 希 菌 Rosetta
 

(DE3)菌株中,包含质粒的大肠埃希菌在37
 

℃摇床培

养2~3
 

h左右(A600 约为0.8),加入终浓度0.25
 

mmol/L的IPTG在16
 

℃诱导表达16~18
 

h。离心

收集菌液,用高压匀质破碎仪破碎细菌,18
 

000
 

r/

min,离心30
 

min收集上清。将上清液和镍亲和凝胶

孵育后进行亲和层析,再经过离子交换层析和凝胶过

滤层析柱去除杂蛋白。将纯化后的蛋白经脱盐柱置换

缓冲液,并浓缩至适当浓度后,进行生化功能实验,余
下的蛋白分装并保存到-80

 

℃冰箱,以备用。

2.2 DNA的组装与纯化

2.2.1 简易 Y型DNA的组装 将两条DNA单链

以1:1的摩尔比混合,在PCR仪中升温到95
 

℃再以

每分钟减少1
 

℃的方式退火,退火完成后在4
 

℃保存

DNA。

2.2.2 复制叉型DNA的组装 将互补的长链DNA
和短链DNA以1∶1的摩尔比混合,在PCR仪中升

温到95
 

℃再以每分钟减少1
 

℃的方式退火。再将两

部分退火的长短链以1∶1的摩尔比混合,于37
 

℃孵

育30
 

min,使其缓慢结合形成4链DNA。

2.2.3 “鸡爪”结构DNA的组装 将N端互补或C
端互补的2条 DNA 各自以1:1的摩尔比混合,在

PCR仪中升温到95
 

℃再以每分钟减少1
 

℃的方式退

火。再将两部分退火好的双链DNA以1∶1的摩尔

比混合,于37
 

℃孵育30
 

min,使其缓慢结合形成4链

DNA。

2.2.4 纯化 将退火组装好的DNA,通过纯化仪的

Loop环上样到CHT-II(羟基磷灰石)柱中,在22
 

℃
下,通过梯度升高磷酸盐来洗脱组装后的DNA。纯化

后的组装DNA纯度较纯化前有明显提升,但仍然存

在一些单链DNA。进行非变性凝胶电泳,并通过Gel
 

Safe泡染法分析组装结果。

2.3 ZRANB3的核酸内切酶实验 使用简易 Y型

DNA来验证ZRANB3的核酸内切酶活性。在200
 

nmol/L
 

DNA、50
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

(pH
 

7.5)、50
 

mmol/L
 

NaCl、5
 

mmol/L
 

MgCl2、2
 

mmol/L
 

ATP和

0.1
 

mg/mL
 

BSA条件下,加入200
 

nmol/L
 

ZRANB3
蛋白。在37

 

℃水浴下反应30
 

min。反应结束后,在

30
 

℃水浴下,加入终浓度分别为0.1%的SDS、4
 

mg/

mL的蛋白酶 K 和20
 

mmol/L的 EDTA,孵育10
 

min,使ZRANB3蛋白失去活性。再离心5
 

min后,进
行非变性凝胶电泳,并通过Gel

 

Safe泡染法分析反应

结果。

2.4 ZRANB3的复制叉退行实验 使用了实验室已

有的长链带有荧光 基 团 的 复 制 叉 型 DNA 来 检 测

ZRANB3的 复 制 叉 退 行 功 能。首 先 在20
 

nmol/L
 

DNA底物、20
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

(pH
 

8.0)、2
 

nmol/

L
 

MgCl2、1
 

nmol/L
 

DTT、100
 

μg/mL
 

BSA、50
 

mmol/L
 

KCl、2
 

mmol/L
 

ATP条件下,加入1
 

μmol/L
 

ZRANB3蛋白,反应在30
 

℃水浴下进行10
 

min。反

应结束后,在37
 

℃水浴下,使用终浓度0.2%
 

SDS和

0.5
 

mg/mL的蛋白酶K孵育5
 

min,灭活蛋白。再离

心5
 

min后,进行非变性凝胶电泳,并通过凝胶成像仪

分析反应结果。

结 果

1 重组ZRANB3蛋白在细菌中的表达与纯化

本实验使用亲和层析、离子交换层析和凝胶过滤

层析等多种层析手段,有效地去除纯化ZRANB3蛋白

时残留的大量杂蛋白和错误折叠的蛋白,提高蛋白质

的产 量 和 纯 度,获 得 了 大 量 可 溶 性、纯 度 高 的

ZRANB3 蛋 白。最 终 目 的 蛋 白 从 Superdex
 

200
 

Increase
 

10/300
 

GL分子筛柱的10.7
 

mL处洗脱出来

(图1B),与溶液中ZRANB3蛋白的单体形式一致(预
期分子质量为120

 

ku)。优化的纯化流程可从9
 

L的

大肠埃希菌培养液中制备约0.5
 

mg纯度大于95%的

ZRANB3蛋白(图1C)。

2 复制叉DNA的体外组装与纯化

ZRANB3对不同类型的DNA结构有着不同的选

择性,即具有针对分支DNA结构的特异性。为了研

究ZRANB3在DNA上发挥的功能,本实验参考文献

组装了三种类型的DNA,包括用于验证其核酸内切酶

功能的简易Y型DNA,模拟无法发生退行的简易复

制叉;用于验证其复制叉退行功能的Y型DNA,模拟

DNA损伤时停滞的复制叉(发生退行前);“鸡爪”结构

的DNA,模拟被ZRANB3退行后的DNA。非变性凝

胶电泳结果表明,不同类型的DNA已组装成功,并且

经过CHT-II柱的纯化,DNA组装产物的纯度较高,
为进一步的功能实验提供了合适的底物(图2)。

3 重组蛋白ZRANB3的核酸内切酶活性

ZRANB3是脊椎动物中最早发现的含有 HNH
结构域的蛋白质,该结构域序列高度保守并具有核酸

内切酶活性。该酶活反应在简易Y型DNA中同时加

入ZRANB3和ATP,结果发现该DNA被酶切为多个

片段,而 没 有 加 入 ZRANB3 或 加 入 ATP 类 似 物

AMP-PNP的反应中没有观察到有酶切后的片段(图
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3)。这些数据表明,ZRANB3具有依赖 ATP的针对

分支DNA结构的核酸内切酶活性。

A 简易Y型DNA B 复制叉Y型DNA C “鸡爪”结构型DNA
图

 

2
 

 不同类型复制叉DNA组装后纯化结果

A Simple
 

Y
 

structure
 

DNA B Replicationfork
 

Y
 

structure
 

DNA 
C Chicken

 

foot
 

structure
 

DNA(Holliday
 

Junction
 

DNA)
Fig.2 Purification

 

of
 

different
 

types
 

of
 

replication
 

fork
 

DNA
after

 

assembly

  A ZRANB3核酸内切酶功能示意图,ZRANB3具有针对分支

DNA结构的核酸内切酶活性 B ZRANB3发挥切割简易Y型DNA
的内切酶活性

图
 

3 ZRANB3
 

具有依赖ATP的核酸内切酶活性

A Functional
 

diagram
 

of
 

endonuclease
 

ZRANB3,ZRANB3
 

has
 

endonuclease
 

activity
 

targeting
 

branching
 

DNA B ZRANB3
 

exerts
 

endonuclease
 

activity
 

to
 

cleave
 

simple
 

replication
 

fork
 

DNA
Fig.3 ZRANB3

 

exhibits
 

ATP
 

dependent
 

endonuclease
 

activity

4 重组蛋白ZRANB3的复制叉退行功能

为了应对复制压力,复制叉在受到干扰时会发生

退行,这将导致“鸡爪”结构的形成和DNA模板链的

重新退火。该反应使用了实验室已有的长链带有荧光

基团的复制叉 Y 型 DNA。结果表明,当同时加入

ZRANB3和ATP后,经过凝胶成像仪分析结果,可以

观察到带有荧光基团的退行长链产物(图4)。这些数

据表明纯化的重组ZRANB3蛋白具有催化复制叉退

行的功能。

  A ZRANB3复制叉退行功能示意图:两条子链DNA同模板链解

离,反向迁移并且两条子链间退火形成双链、同时两条模板链间也重新

形成双链 B ZRANB3催化复制叉Y型DNA发生退行并形成双链

图
 

4 ZRANB3促进复制叉退行的催化功能

A Schematic
 

diagram
 

of
 

ZRANB3
 

replication
 

fork
 

reversal
 

function:Two
 

daughter
 

strands
 

of
 

DNA
 

dissociate
 

from
 

the
 

parent
 

strands,migrate
 

in
 

the
 

opposite
 

direction,and
 

anneal
 

between
 

the
 

two
 

daughter
 

strands
 

to
 

form
 

a
 

double
 

strand,while
 

the
 

two
 

parent
 

strands
 

also
 

reform
 

a
 

double
 

strand B ZRANB3
 

catalyzes
 

the
 

reversal
 

of
 

replication
 

fork
 

DNA
 

and
 

formation
 

of
 

the
 

double
 

strand
Fig.4 Catalytic

 

function
 

of
 

ZRANB3
 

in
 

promoting
 

replication
fork

 

reversal

讨 论

原核表达系统是目前应用最广泛的表达系统,以
大肠埃希菌表达为主。相比真核表达系统而言,原核

表达系统具有操作简单,表达量高的优点。但是由于

真核生物和细菌在密码子偏好性上存在差异,一些真

核生物的蛋白在细菌中无法正常表达或者形成折叠错

误不具备生物活性的包涵体蛋白[23]。在细菌中表达

高等真核生物的大分子量、多结构域蛋白尤为困难。
大分子量多结构域的人源ZRANB3蛋白在细胞的

DNA复制压力应对中发挥关键作用,对它的结构和功

能研究急需建立大规模制备高纯度、折 叠 无 误 的

ZRANB3的方法。在本课题组前期的工作中,通过密

码子的优化成功在大肠埃希菌中表达人源ZRANB3。
本研究优化了从大肠埃希菌中制备ZRANB3的方案,
建立了一个有效的制备大量、高纯度的ZRANB3的方

法。值 得 注 意 的 是,体 外 功 能 实 验 表 明 制 备 的

ZRANB3具有完整的生物活性,提示它是折叠无误

的。之前有报道表明ZRANB3可以使用昆虫细胞表

达系统表达。该系统通过细胞培养诱导蛋白表达,耗
时较长,且受限于较小的表达量。与该方法相比,本研

究建立的方法耗时更短,细菌培养和诱导蛋白表达仅

需要2天,且可以制备多达几毫克的高纯度、准确折叠

的ZRANB3。因此,本研究提供了一个高效的方案来

制备准确折叠的人源ZRANB3蛋白,为该蛋白的结构

和功能研究奠定了基础。

DNA复制的准确性和完整性在维持基因组稳定
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性方面起到重要作用。但是DNA复制过程经常会因

为遭遇来自细胞内外的复制压力而导致停滞,如果无

法重新及时启动复制,将会造成复制叉垮塌断裂、基因

组的不稳定甚至细胞死亡[24-25]。本实验证明了重组蛋

白ZRANB3具有结构特异性的ATP依赖性核酸内切

酶活性,催化活性的发生依赖于 N端 ATP酶结构域

对ATP的水解。核酸内切酶结构域有助于ZRANB3
定位于受损分叉,ZRANB3中的一些癌症相关突变使

其核酸内切酶活性失活,但不影响其ATP酶活性[18]。
因此,核酸内切酶活性可能对维持基因组稳定性非常

重要,但还需要进一步的研究来确定核酸内切酶失活

是否真的驱动了肿瘤的发生。在高等真核生物中,复
制叉 退 行 是 应 对 复 制 压 力 的 关 键 调 控 机 制。与

SMARCAL1一样,ZRANB3催化复制叉退行和恢复。
尽管ZRANB3能够在体外催化这些相同的反应,但与

SMARCAL1相比,ZRANB3对不同类型的 DNA结

构表现出不同的底物偏好,即对于具有分支结构的

DNA有特异选择性[13]。本实验也证明了组装的复制

叉Y型DNA在重组蛋白ZRANB3和ATP的共同作

用下能够发生复制叉退行。基于近年来对复制叉退行

功能的研究,这一过程逐渐被认为是一把“双刃剑”,即
具备一定的生理作用的同时也存在潜在的风险,如导

致神经退行性综合征和癌症发生[26]。细胞处理DNA
损伤的机制相当多。在复制叉上处理DNA损伤可能

与复制叉退行有关,这将导致“鸡爪”结构的形成和

DNA模板链的重新退火[27]。因此,导致复制阻断的

损伤位点将被放置在dsDNA区域,进而可以通过切

除损伤部位DNA的方式来修复复制叉。ZRANB3在

体内积极促进复制叉退行,其核酸内切酶活性与复制

叉退行功能相结合,可能有助于去除DNA损伤。然

而,这种损伤修复模型需要核酸内切酶的切除修复机

制和复制叉退行功能相协调,目前尚不清楚ZRANB3
如何在分子水平上实现这一调控。在ZRANB3大规

模纯化基础上的蛋白结构解析将为这些问题的解决提

供高精度的三维模型和分子基础。
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