
荧光检测 RecA Intein 的体外剪接活性及抑制 
（GFP 体系） 
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补充： 

实验准备： 

 菌株： BL21; 

 质粒 DNA： pHGmU，氨苄抗性； 

 其它：准备 LB 培养液；250 mM EDTA  pH=7.0 ；  

 钴柱或镍柱：（同样的上样量，通过柱上复性，Ni 柱得到的蛋白

量比 Co 柱多，但 Co 柱纯化得到蛋白剪接产物的荧光吸收峰更窄） 

 预配制 20 mM磷酸缓冲液 (pH 7.0)：取 11.54 mL 0.5M Na2HPO4，

8.46 mL 0.5 M NaH2PO4，定容到 500 mL (参考分子克隆书配制pH 
7.0 的磷酸buffer)；将上述溶液调节为以下三种缓冲液： 

1. Buffer A：20 mM 磷酸 Buffer pH=7.5，0.5 M NaCl  

2. Buffer B：Buffer A + 8 M 尿素 pH = 7.0～7.5 

3. Buffer C：Buffer A + 0.5 M 精氨酸+200 mM 咪唑， pH=7.0 

【注意】：配制 Buffer B 和 Buffer C 时，因加入尿素和精氨酸，pH
会有所变化，特别是 0.5 M 的精氨酸和 200 mM 咪唑对 pH 的改变非

常大，故还需用 HCl 调整。（如果缓冲溶液的 pH 不准确，蛋白无法

复性，后面的抑制实验无法进行） 

 实验中涉及到的 Buffer 的配制，所有上柱的 Buffer 配制好后都要

过半径 0.22 μm 的滤膜。 

 

实验操作：  

步骤一：制备感受态细胞以及甘油菌的冻存 

1. 感受态细胞用的是 BL21,制备方法参照分子克隆手册第？页。 

2. 质粒为 pHGmU， 氨苄抗性。 

3. 将质粒转化到感受态细胞中（参照分子克隆手册第？页），制成

甘油菌冻存在-80℃冰箱中。 
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步骤二：GFP-intein 蛋白的表达、纯化和复性 

准备工作 

1. 在 10 ml 试管中加入 4 ml LB 培养液，灭菌后加入 4 μL 1M 
Amp。在 1L 的锥形瓶中加入 500 mL 的 LB，灭菌后加入 500 μL 
1M 的 Amp； 

2. Co 柱的准备(来自于前次 Arg 处理后的树脂)：取 5-6 ml Co 螯合

树脂，加入大约一两个柱体积的 250mM EDTA，将 Co 柱上的

Co 络合掉;用二级水冲洗几遍以除去多余的 EDTA;加入约 4 个柱

体积的 Co 溶液使柱子再生(在摇床上结合 12 h 或过夜)，随后用

约十几个柱体积的二级水冲洗去掉多余的 Co；最后用约 4 个柱

体积 Buffer B 平衡 Co 柱（将 Co 柱置于旋转摇床上 20～30min）； 

【说明】钴柱与镍柱的差异 

 

蛋白表达、纯化与复性 

3. 挑菌：从-80°C 冰箱中取出冻存的甘油菌，不能等到其融化，立

即从冻存管中挑取一小块甘油菌到装有 4mL LB 的小管； 

4. 在 37°C摇菌大约 5 h后，待小管内的液体浑浊(OD600≈0.8) 

5. 扩大：将每 4ml 菌液转移到装有 500 mL LB 的锥形瓶中，在 37°C
下摇菌扩大；（依据表达量，可能需要多个小管培养液； 

【注】：建议将 4 ml 菌液转入 30-50 ml LB 中过夜培养，然后转

入 500-1000 ml 培养液中，使起始 OD 约为 0.05，有利于细菌快

速生长。） 

6. 待菌液的OD600约为 0.6 时，向每个 500 ml培养液的锥形瓶中加入

200 μL 1M的IPTG（终浓度为 0.4 mM）诱导，37°C诱导 5~6 小

时后收菌（经过实验优化，诱导 5~6 个小时得到目标蛋白的量最

大） 

7. 离心收菌，4°C、 4000 rpm，20 分钟。 

8. 将 1 L 菌液中得到的菌块用 30 ml Buffer A 重悬，超声破碎（6
号变幅杆，1L 菌液大约超声 5-8 min，设置为 2’s 超声+2’暂停）， 

9. 离心(4℃，16000 rpm，30 分钟)，弃上清；（上清留样跑电泳）。 
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10. 洗杂蛋白：用含 30 ml 2 M 尿素的 Buffer A 重悬，去除杂蛋白,
（电泳已证明 2 M 尿素不会将目标蛋白从包涵体中溶解），离心

30 分钟（4℃，16000 rpm，），弃上清；（上清留样跑电泳）。 

11. 用含 8M 尿素的 Buffer A 重悬（溶解包涵体中的目标蛋白），离

心（16000rpm，4°C，30 分钟），留上清（上清中溶解的包含目

的蛋白）。 

12. 过滤膜除去杂质，否则使树脂变黑，缩短柱子使用寿命。可以先

过半径 0.8 μm 的滤膜，再过 0.45 μm 的滤膜，最后过 0.22 μm 的

滤膜，（这步必不可少） 

13. 将溶于 8M 尿素的蛋白溶液注入 Co 柱（经 buffer B 平衡），在 4℃
冰箱中的旋转摇床上结合 30min； 

14. 梯度洗脱复性：用不含尿素的 Buffer A 梯度稀释含有 8 M 尿素的

Buffer B，在柱子上进行梯度洗脱复性，具体步骤见附图（这步

最关键，一定要控制好流速，流速过快会导致蛋白不能正确折叠，

就不能复性了，见后面的实验细节） 

详见示意图： 

 
柱上复性示意图：B 液槽中加入 50 ml 含有 8 M 尿素的 Buffer B，A 液槽中

加入 50 ml 不含尿素的 Buffer A，B 液槽中液体经过 Buffer A 的梯度稀释，经过

流速控制器流入负载蛋白的柱子。 
具体操作过程：首先在 A 容器中加入 50 mL Buffer A,在 B 容器中加入 50 mL 

Buffer B,待液面降到约 25 mL 时，补充 Buffer A 至 50 mL，到液面降到 0 mL 时，

补充至 20mL，直至液面再次降到 0 mL，补充至 20 mL。整个过程控制液体流速

均匀，总时间不低于 2 小时。 
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15. 最后用含有 20 mM磷酸、0.5 M NaCl 、0.5M 精氨酸、0.2 M 咪
唑 pH 7.0 的Buffer C将蛋白洗脱下来，将所有洗脱下来的蛋白收

集测A280吸收。 

 

步骤三：Intein 剪接活性与抑制检测 

应用实例一：cis-DDP 对 intein 自剪接的抑制作用（详见文献 3） 

方法一：通过钴柱上蛋白质复性使 Intein 发生剪接 

1. 接上述步骤（15），向复性后的蛋白样品（样品浓度体积调节见后

面注明），加入 1~ 10 μl 0.3 mM 的 cis-DDP 后，反应 12 小时； 

 【注意】顺铂反应时间需要一定的作用时间。如果反应时间不够，

顺铂不能充分反应，蛋白会在 TCEP 的诱导下进行剪接，而从荧光中

看不到顺铂的抑制作用 

2. 加入 5 mM EDTA 和 2 mM TCEP（最终浓度），25˚C 反应 18 h，
诱导 Intein 进行自剪接，不足的体积用 Buffer C 补齐； 

3. 荧光检测，GFP 的激发波长为 395 nm，在 509 nm 处有吸收峰。 

 

方法二：用不含尿素的 Buffer 直接稀释使 GFP-intein 蛋白复性剪接 

1. 将 8M 尿素溶解的 GFP-intein 蛋白溶液（或可以在 8M urea 存在

的条件下用 Co 柱纯化蛋白样品，再用咪唑梯度洗脱，分管收集

蛋白样品，之后电泳鉴定，目的得到更高纯度的 GFP-intein 融合

蛋白）加入 cis-DDP 后，反应 12 h； 

2. 加入 2 mM TCEP，25˚C 反应 18 h，使 Intein 进行自剪接，不足

的体积最后用 Buffer C 补齐。 

3. 荧光检测，395 nm 激发，在 509 nm 处有吸收峰。。 

 

应用实例二：通过 GFP-intein 体系检测各种金属离子对 intein 剪接活性的

抑制（参考文献 2） 

方法一：通过钴柱上蛋白质复性使 Intein 发生剪接 

1. 向步骤 15 得到的蛋白样品中加入 5mM EDTA ，用不含咪唑的

Buffer C透析或超滤除去可以和金属离子反应的咪唑，在得到的

蛋白溶液中分别加入 1 M Mn2+、Co2+、Ni2+、Cu2+、Zn2+和 2 mM 

 4



TCEP，25˚C 反应 18 h，诱导Intein进行自剪接， 

2. 不足的体积用不含咪唑的 Buffer C 补齐 

3. 荧光检测，结果见下图。 

【注意】咪唑会和金属离子配位。用不含咪唑的 Buffer C（20 mM 磷

酸，0.5 M NaCl，0.5 M Arginine，pH=7.0）透析或超滤除去蛋白体系

中的咪唑。 
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方法二：用不含尿素的 Buffer 直接稀释使 GFP-intein 蛋白复性剪接 

1. 在 8M urea 溶解的蛋白溶液中分别加入各种金属离子和 2 mM 
TCEP，不足的体积用不含咪唑的 Buffer C 补齐 (20 mM 磷酸，

0.5 M NaCl，0.5 M Arginine，pH=7.0)。同时，由于 Buffer C 中

不含尿素，而其中的精氨酸可以增强蛋白质的溶解度帮助蛋白在

溶液中折叠，因此这个过程中融合蛋白得到复性。但如果稀释的

比例太小，蛋白体系中的尿素含量过高，蛋白仍处于变性状态，

不能进行剪接，因此要控制尿素的浓度，根据文献 1，蛋白体系

中尿素的终浓度要在 1 M 以下，以保证蛋白复性能够正常的进行

后面的剪接抑制实验 

2. 荧光检测。 

【注】1、荧光样品对浓度灵敏度比较高，也就是说需要的蛋白浓

度不用很高。由于柱子有一定的负载量，在保证效率的同时，通常柱

上上样量为 1 L 表达液中得到的蛋白样品的 1/3，最后用 15 mL 的

Buffer C 洗脱，配制荧光样品时，洗脱样品稀释 1~4 倍，如果峰的强
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度过高过低，可以进行浓度调整，或稀释或浓缩，或调节荧光光栅的

狭缝宽度，就可以得到合适的荧光强度。 

可以根据荧光池的体积加入一定量的顺铂，通常用 250 μl 的池子，

配制 300 μl 的样品，相比 1 ml 的荧光池，节省样品。 

EDTA 的作用是络合掉蛋白从柱子上带下来的 Co 或 Ni。 
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