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红鳍东方鲀组织蛋白酶L表达载体的构建及 
表达结果验证

李妍钰1，汤奇龙1，张鲁嘉2，谢静莉2，王文利1，刘  源1,3,*
（1.上海海洋大学食品学院，上海 201306；2.华东理工大学生物工程学院，上海 200237；

3.上海交通大学农业与生物学院，上海 200240）

摘  要：红鳍东方鲀味道鲜美，已从其体内发掘了系列鲜味肽，但其形成机制尚未明确。组织蛋白酶L可通过降解

肌原纤维蛋白及肌钙蛋白发挥着重要的滋味形成作用。为了探索其对红鳍东方鲀呈味肽的形成机制，本研究通过查

找NCBI数据库得到一条全长为1 336 bp的红鳍东方鲀组织蛋白酶L的序列，从红鳍东方鲀肌肉中提取RNA并转录为

cDNA作为模板克隆，选择pET-28a（＋）作为表达载体、E. coli BL21作为重组工程菌进行克隆表达，成功得到大

小为36 kD的重组组织蛋白酶L，并验证了其可在大肠杆菌表达系统中成功克隆表达。本研究为进一步研究红鳍东方

鲀组织蛋白酶L酶学特性及其对滋味形成提供了理论支持。
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Abstract: Takifugu rubripes has a delicious taste. To date, a series of umami peptides have been separated and identified 

from T. rubripes, but their formation mechanism is not yet clear. Cathepsin L degrades myofibrillar protein and troponin 

during muscle degradation and thus plays an important role in the flavor formation. This study aimed to elucidate the 

possible mechanism of flavor peptide formation. We obtained a 1 336 bp sequence of cathepsin L gene from the NCBI 

database, and extracted RNA from the muscle of T. rubripes, and then reverse-transcribed it into cDNA. PET-28a (+) as the 

expression vector and E. coli BL21 as engineering bacteria was used to clone and express the cathepsin L gene. Recombinant 

cathepsin L was obtained with a molecular mass of 36 kD, and the E. coli expression system was also successfully validated. 

This study can provide useful information for further studies on enzymatic characteristics and of cathepsin L and its role in 

taste formation in T. rubripes.
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红鳍东方鲀（Takifugu rubripes）属鲀形目、鲀科、

鲀属，因其味道鲜美、肉质鲜嫩、营养丰富，素有“百鱼

之首”的美称，是河鲀的一种，深受消费者喜爱[1-2]。研究

表明呈味肽是决定河鲀鲜美悠长滋味的决定性成分[3]。呈

味肽是指从食物中提取或由氨基酸合成得到的对食品风味

具有一定贡献的分子质量低于3 000 D的寡肽类[4-5]。目前已

从大豆[6]、花生[7]、牛肉汤[8]、鸡肉[9]、巴马火腿[10]等多种

食品中鉴定了42 种鲜味肽[11]，其中13 种来自河鲀[3,12-14]。 

生物细胞中含有蛋白质降解系统，包括蛋白酶体、溶酶体

组织蛋白酶、钙质蛋白酶、金属蛋白酶等。在鱼体内，

学者普遍认为钙蛋白酶和组织蛋白酶的协同作用对鱼宰

后肌肉蛋白质的降解发挥着重要的作用[15]。在pH值为酸

性至中性的条件下，组织蛋白酶L可非常活跃的参与降

解肌球蛋白、α-非辅肌动蛋白、肌钙蛋白T和I以及I型胶

原蛋白[16-18]，并且它降解肌球蛋白的能力是组织蛋白酶

B的10 倍[19]。组织蛋白酶L在高温条件下活性较高，Jia 

Airong等[20]发现组织蛋白酶L是高温条件下降解箭齿鲽比

目鱼肌肉的主要蛋白酶。组织蛋白酶有内肽酶的活性[16]， 

研究发现其与干腌火腿[21]、盐水鸭[22]和干烟香肠[23]中具

有呈味特性的氨基酸和小分子肽的形成有关，在食品风

味物质形成中发挥了重要作用[24]。

通过研究红鳍东方鲀体内对呈味肽形成具有重要作

用的组织蛋白酶类，可以明确红鳍东方鲀内蛋白质降解

成为呈味肽的断裂位点及其酶切位点，探索呈味肽的形

成过程。本研究通过查找红鳍东方鲀体内全基因组序列

得到组织蛋白酶L的全基因序列，将肌肉及肝脏中的提取

的RNA转录成cDNA，并作为模板克隆组织蛋白酶L。选

择大肠杆菌表达系统克隆表达获取组织蛋白酶L，从而为

进一步分析其对呈味肽的形成提供理论支持。

1 材料与方法

1.1  材料与试剂

4 条2 a生红鳍东方鲀（Takifugu rubripes）购于大

连天正集团；E. coli BL21及pET-28a（＋）为华东理工

大学生物工程学院实验室保存；限制性内切酶HindⅢ和

NdeⅠ、T4连接酶 赛默飞世尔科技公司。

1.2  仪器与设备  

Avanti J-26XP冷冻离心机、T10 basic高速分散机、

电泳仪  北京六一仪器有限公司；FP-6200荧光分光光

度计、HDL型超净工作台、WD-9413B凝胶成相分析仪、

HD-1核酸蛋白检测仪、酶标仪  美国BioTek公司。

1.3  方法

1.3.1  引物设计

根据 G e n B a n k 数据库中报道的红鳍东方鲀组

织蛋白酶 L （ T r C T S L ）的基因序列（登录号：

X M _ 0 0 3 9 6 2 5 0 3 . 2），全长1  3 3 6  个核苷酸编码含

335 个氨基酸的蛋白，5’（5’ UTR）有165 个核苷酸， 

3’（3’ UTR）有166 个核苷酸，由1 005 个核苷酸的开放

阅读框（ORF）可以推断TrCTSL蛋白的分子质量大约为

36.87 kD。利用Primer Premier 5.0软件设计扩增TrCTSL及
重组质粒所用的引物。引物由上海捷瑞生物有限公司合

成，实验所用引物见表1。

表 1 构建红鳍东方鲀组织蛋白酶L表达载体所用引物序列

Table 1 Nucleotide sequences of primers used to construct 

recombinant vector TrCTSL 

引物名称 引物序列 引物作用

TrCTSL F ATGCACTTTTTGTTTGCAAT
克隆基因片段

TrCTSL R CTACAACGAGGGGTAGACAG

TrCTSL 1F GGAATTCCATATGCACTTTTTGTTTGCAATT 目的基因与载体
相连TrCTSL 1R CCCAAGCTTCTACAACGAGGGGTAGACAG

注：下划线处为酶切位点。

1.3.2  红鳍东方鲀总RNA提取

参照GB/T 27624—2011《养殖红鳍东方鲀鲜、冻品

加工操作规范》对红鳍东方鲀活体进行宰杀，并分别取

4 条红鳍东方鲀的肝脏及肌肉组织[19-20]。将肌肉与肝脏组

织剪碎，取1 g放入于装有200 μL RNA保存液的1.5 mL离

心管中，于4 ℃过夜处理，使保存液充分浸润组织。红鳍

东方鲀肌肉与肝脏中的总RNA提取方法参考华东理工大

学生物工程实验室建立的提取方法[25-26]。

1.3.3 cDNA的合成及TrCTSL基因序列的扩增

取出RNA样品置于冰上，测定抽提RNA的浓度及

纯度。

消化RNA：使用Promega公司DNA消化酶进行

消化，反应体系（10 mL）：1 mg RNA，1 mL酶，

1 mL 10×缓冲液，加适量DNase/RNase-free去离子水至

反应体系为10 mL。反应条件：将反应液置于37 ℃恒温

水浴锅中保温30 min后加入1 mL终止液，于65 ℃恒温水

浴锅中保温10 min。

逆转录反应体系（20 μL）：10 μL RNA消化液，

1 μL PrimeScript® RT Enzyme Mix I，4 μL 5×PrimeScript® 

RT Buffer，1 μL Oligo dT Primer，1 μL Random 6 mers，

3 μL DNase/RNase-free去离子水。反应条件：将反应液置

于37 ℃恒温水浴锅中保温15 min，随后放入85 ℃水浴锅

中反应5 s以终止反应。将逆转录产物放入－80 ℃超低温

冰箱中保存待用。

以上述逆转录后红鳍东方鲀cDNA为模板，采用设计

好的引物进行PCR扩增，之后采用质量分数1%琼脂糖凝

胶电泳鉴定片段大小。

1.3.4 TrCTSL-pET-28a重组质粒的构建

本实验选取pET-28a（＋）作为表达载体，重组质粒

构建见图1。采用限制性内切酶NdeⅠ、HindⅢ分别双酶

切pET-28a（＋）与TrCTSL的PCR扩增产物，用1%琼脂
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糖凝胶电泳分离酶切片段，切胶后用DNA回收试剂盒回

收酶切片段。将回收酶切后pET-28a（＋）与TrCTSL片
段放入连接仪16 ℃过夜进行连接。将TrCTSL基因插入到

pET-28a（＋）的多克隆位点，得到重组质粒－20 ℃保存

用于后续表达。

Nde

lac

lac

f1 origin

f1 origin

Kan

Kan

pET-28a

pET-28a

5 369 bp

5 369 bp

lac

f1 origin

Kan
TrCTSL-pET-28a

T4连接酶Nde /Hind 

TrCTSL

6 319 bp

Hind

图 1 红鳍东方鲀组织蛋白酶L重组质粒的构建流程

Fig. 1 Flow chart showing the construction of recombinant plasmid 

1.3.5 TrCTSL-pET-28a重组质粒的鉴定

将1.3.4节所得连接液通过热激法转化至DH5α感受态

细胞中。取灭菌1.5 mL EP管并加入10 μL灭菌水，用枪头

挑取LB固体（含1 μL/mL卡那霉素）平板上长出的单菌

落，与灭菌水充分混匀，取2 μL作为阳性克隆验证PCR

模板，剩余8 μL加入液体LB（含1 μL/mL卡那霉素）放入

摇床培养1～2 h，提取质粒并选取通用T7引物对重组质

粒进行测序并用体积分数50%甘油保存。

1.3.6 TrCTSL-pET-28a重组质粒转化E. coli BL21

取1.3.5节中测序正确的重组质粒1 μL，稀释10倍后

与E. coli表达菌株BL21（DE3）感受态细胞轻轻混匀，

冰浴30 min，42 ℃水浴锅热激90 s，冰上放置2 min，加

入900 μL液体LB（不含卡那霉素），37 ℃摇床45 min，

12 000×g离心30 s后涂布于固体LB（含1 μL/mL卡那霉

素）平板，37 ℃培养箱倒置培养约16 h。

1.3.7 重组工程菌的构建及表达

随机挑取8 个转化平板上的单菌落，接种于LB液

体培养基（含1 μL/mL卡那霉素），在37 ℃、200 r/min

条件下培养约10 h后按1%接种量转接新鲜液体LB（含 

1 μL/mL卡那霉素）中培养约1 h至OD600 nm约为1，加

入终浓度为0.2 mmol/mL的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

（IPTG），继续培养20 h。

将诱导后的菌液加入50 mL离心管中，4 ℃、7 000 r/min 

离心5 min，收集菌体，再用生理盐水清洗菌体，振

荡重复离心，收集菌体于冰上用于破碎。将菌体加入

10 mL PBS，振荡混匀，超声3 s、间隔5 s破碎，8 000 r/min 

离心10 min后分别取沉淀和上清液保存验证。

1.3.8 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-

PAGE）检测重组蛋白酶

沉淀用超纯水等体积溶解，分别取沉淀溶解液与上

清液20 μL与等体积SDS-PAGE缓冲液混匀并将样品煮制

5 min，加入配制好的蛋白胶，80 V约30 min待样品从浓

缩胶进入分离胶后调为120 V进行SDS-PAGE PBS分析。

1.3.9 重组蛋白酶活性检测

重组组织蛋白酶 L 活性的测定，反应体系由

50 µL 0.1% Brij35，500 µL 50 mmol/L PBS含5 mmol/L乙

二胺四乙酸，5 mmol/L L-Cys（缓冲液pH 5.5）和 100 µL

酶液组成。激发波长设置为360 nm，发射波长设置为

460 nm。将荧光分光光度计设置在40 ℃条件下预热2 min

后加入50 µL 20 µmol/L的底物Z-Phe-Arg-AMC，以20 s为

间隔检测其实时释放的荧光强度变化。并设置200 μL纯

酶液、200 μL纯底物与200 µL纯缓冲液作为对照组。

2 结果与分析

2.1 TrCTSL基因的扩增

为得到红鳍东方鲀组织蛋白酶L的基因片段，以转录

后cDNA为模板，进行PCR后得到图2中约1 000 bp大小的

条带，与数据库中的序列碱基数1 008 bp几乎一致。

M

8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp

1 2 3 4 5 6

M. Marker；1～6.组织蛋白酶L PCR产物。

图 2 组织蛋白酶L产物电泳图

Fig. 2 Electrophoresis analysis of PCR products of TrCTSL gene

2.2 重组质粒的鉴定

为了鉴定目的基因是否成功克隆至pET-28a（＋）

载体，对转化后的菌落进行菌落PCR扩增。图3为菌落

PCR电泳图，根据pET-28a（＋）和目的基因的序列，

克隆成功的阳性转化子通过菌落PCR后，可以扩增出一

条1 008 bp的片段。图3中转化子PCR产物泳道显示，

均出现碱基数大约为1 000的条带，而以原始pET-28a 

（＋）为模板进行P C R后未出现任何条带。由此可

以初步确定红鳍东方鲀组织蛋白酶L基因已经克隆到 

pET-28a（＋）上。
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M 1 2 3 4 5

8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp

M. Marker；1.原始pET-28a（＋）为模

板 P C R产物； 2～ 5 .转化子 P C R产物。

图 3 菌落PCR电泳图

Fig. 3 Electrophoresis analysis of PCR products with different 

plasmids as template

2.3 重组质粒测序鉴定

将初步确定成功克隆的重组质粒进行测序，翻译后

与数据库中的原始序列进行比对，结果如图4所示，发现

仅有1 个氨基酸的突变，且离活性中心较远，有可能是因

为个体差异造成，说明红鳍东方鲀组织蛋白酶L的基因已

成功克隆至表达载体pET-28a（＋）上。

80
80

160
160

240
240

320
320

335

TrCTSL

TrCTSL

TrCTSL

TrCTSL

TrCTSL 335

图 4 重组红鳍东方鲀组织蛋白酶L质粒序列对比图

Fig. 4 Sequence alignment of recombinant plasmid

2.4 重组质粒转化E. coli BL21

将测序成功的转化子质粒转入感受态E. coli BL21

以获得重组蛋白，所得到的菌落平板菌落与原始E. coli 
BL21平板对比如图5所示。说明重组质粒已成功转入感

受态细胞中。

A B

A.100 μL感受态细胞直接涂布过夜培养结果；

B.重组质粒转入感受态细胞过夜培养结果。

图 5 重组质粒转化平板

Fig. 5 Transformation of recombinant plasmid

2.5 SDS-PAGE检测重组蛋白

将含重组质粒的大肠杆菌诱导表达后，收集菌体

经破碎离心得到上清液作为样品进行SDS-PAGE表达检

测，根据数据库中的序列可知，目的重组蛋白大小为

36 kD，将样品上清液与诱导后野生型pET-28a（＋）上

清液进行比对，结果如图6所示，野生型pET-28a（＋）

表达产物在36 kD大小的位置未出现明显条带，而重组

pET-28a（＋）表达产物在36 kD出现了明显条带，说

明重组红鳍东方鲀组织蛋白酶L成功胞外分泌表达。

所得条带与原核表达所得重组大黄鱼组织蛋白酶L[27]， 

重组中国对虾组织蛋白酶L[28]，重组日本七鳃鳗组织蛋白

酶L[29]的大小相似，可以确定实验所得为重组红鳍东方鲀

组织蛋白酶L，为后续实验进一步对比其特性及功能奠定

了基础。

M

66.2 kD

45.0 kD

35.0 kD

25.0 kD

18.4 kD

14.4 kD

1 2 3 4 5

M. Marker；1.野生型pET-28a表达产物；2～5.重组pET-28a表达产物。

图 6 重组蛋白酶SDS-PAGE电泳图

Fig. 6 SDS-PAGE profile of recombinant protein

2.6 重组蛋白酶活性检测结果

/min

18 000

16 000

14 000

12 000

10 000

8 000
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A8.纯缓冲液；B8.重组蛋白酶L与底物的反应

液；D8.纯底物溶液；E8.纯重组蛋白酶液。

图 7 重组蛋白酶活性测定

Fig. 7 Enzymatic activity of recombinant cathepsin L

将诱导后破碎离心的上清液样品用荧光分光光度计

进行酶活性检测，由图7可知，只有重组蛋白酶L与底物

的反应液随着时间的变化所释放的荧光强度不断增加。

初步证明了重组表达组织蛋白酶L有活性，为之后的纯化

以及酶学性质研究提供依据。

3 结 论

为了探究红鳍东方鲀体内呈味肽的形成机制，以组

织蛋白酶类中的组织蛋白酶L为研究对象，从GenBank中
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查找序列，并用从鲜活的红鳍东方鲀中提取的RNA反转

录成的cDNA作为模板进行PCR，并成功将其克隆在pET-

28a（＋）载体上，转入E. coli BL21建立大肠杆菌异源表

达系统，诱导后成功分泌表达并有活性为之后的纯化、

酶学特性的鉴定以及呈味肽与内源蛋白酶之间的相互作

用关系研究提供了依据。
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