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(54)发明名称

链霉亲和素突变蛋白及其使用方法

(57)摘要

本发明涉及新的链霉亲和素突变蛋白。在一

个实施方案中，该突变蛋白(a)包含至少一个在

与如SEQ ID NO:15所示野生型链霉亲和素的氨

基酸序列相关的氨基酸位点115至121的区域中

的突变，以及(b)对于包含氨基酸序列Trp-Ser-

His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ ID NO:100)的

肽配体，具有比以下各蛋白更高的结合亲和力：

(i)包含氨基酸序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47

(SEQ ID NO:98)的链霉亲和素突变蛋白，或者

( ii )在氨基酸位点44至47包含氨基酸序列

Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ ID NO:99)的链

霉亲和素突变蛋白，或者(iii)野生型链霉亲和

素(SEQ ID NO:15)。
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1.一种突变蛋白，其选自链霉亲和素的突变蛋白，其中，所述突变蛋白

(a)包含至少两个在与氨基酸残基14至139示于SEQ  ID  NO:212的野生型链霉亲和素的

氨基酸序列相关的氨基酸位点117至121的区域中的突变，以及

(b)对于包含氨基酸序列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:100)的肽配

体，具有比以下各蛋白更高的结合亲和力

(i)包含氨基酸序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)的SEQ  ID  NO:112的链霉

亲和素突变蛋白，或者

(ii)在氨基酸位点44至47包含氨基酸序列Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:99)的

SEQ  ID  NO:113的链霉亲和素突变蛋白，或者

(iii)氨基酸残基示于SEQ  ID  NO:212的野生型链霉亲和素，

其中所述突变蛋白在序列位置117至121包含以下氨基酸序列：

如SEQ  ID  NO:21所示的Tyr117Asn118Ala119Phe120Met121，

如SEQ  ID  NO:22所示的Tyr117Asn118Ala119Tyr120Ala121，

如SEQ  ID  NO:23所示的Ala117---118---119Trp120Tyr121，

如SEQ  ID  NO:33所示的Tyr117Asn118Ala119Gly120Phe121，

如SEQ  ID  NO:55所示的Gly117Asn118Ala119Met120Met121，

如SEQ  ID  NO:56所示的Glu117Asn118Ala119Gly120Phe121，

如SEQ  ID  NO:57所示的Asp117Asn118Ala119Gly120Tyr121，

如SEQ  ID  NO:58所示的Glu117Asn118Ala119Gly120Tyr121，

如SEQ  ID  NO:59所示的Arg117Asn118Ala119Met120Met121，

如SEQ  ID  NO:60所示的Arg117Asn118Ala119Gly120Phe121，

如SEQ  ID  NO:61所示的Ala117Asn118Ala119Pro120Ala121，

如SEQ  ID  NO:62所示的Ala117Asn118Ala119Met120Val121，

如SEQ  ID  NO:63所示的Gln117Asn118Ala119Ser120Ala121，

如SEQ  ID  NO:64所示的Ala117Asn118Ala119Gly120Phe121，

如SEQ  ID  NO:65所示的Gln117Asn118Ala119Met120Val121，

如SEQ  ID  NO:75所示的Tyr117Asn118Ala119Phe120Leu121，

如SEQ  ID  NO:76所示的Phe117Asn118Ala119Phe120Leu121，

如SEQ  ID  NO:77所示的Tyr117Asn118Ala119Leu120Trp121，

如SEQ  ID  NO:82所示的Thr117---118---119Trp120Leu121，

如SEQ  ID  NO:83所示的His117---118---119Trp120Leu121，

如SEQ  ID  NO:84所示的Ile117---118---119Trp120Arg121，

如SEQ  ID  NO:85所示的His117---118---119Trp120Thr121，

如SEQ  ID  NO:86所示的Thr117---118---119Trp120Arg121，

如SEQ  ID  NO:87所示的Ala117---118-_-119Trp120Arg121，

如SEQ  ID  NO:93所示的Ala117-_-118-_-119Trp120Tyr121，

如SEQ  ID  NO:94所示的His117---118---119Trp120Met121，

如SEQ  ID  NO:95所示的His117---118---119Trp120Tyr121，

如SEQ  ID  NO:96所示的Glu117---118---119Trp120Tyr121，或
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如SEQ  ID  NO:97所示的Gln117---118---119Trp120Tyr121。

2.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，在序列位点114存在氨基酸残基，其中所述氨

基酸残基是野生型苏氨酸或任意其它氨基酸。

3.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，在位点118和/或119的所述氨基酸残基缺失。

4.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，以各自的Kd的比率表示，所述突变蛋白对于包

含氨基酸序列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:100)的肽配体具有的结合

亲和力是包含氨基酸序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)的SEQ  ID  NO:112的链霉

亲和素突变蛋白或在氨基酸位点44至47包含氨基酸序列Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID 

NO:99)的SEQ  ID  NO:113的链霉亲和素突变蛋白的至少1.1倍。

5.根据权利要求1所述的突变蛋白，其还包含至少两个在与如SEQ  ID  NO:15所示野生

型链霉亲和素的氨基酸序列相关的氨基酸位点44至53的区域中的半胱氨酸残基。

6.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于由氨基酸位点

44至53的残基形成的环中的相对位点。

7.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于野生型链霉亲

和素的位点44和53。

8.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于野生型链霉亲

和素的氨基酸位点45和52。

9.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于野生型链霉亲

和素的位点46和51。

10.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于野生型链霉

亲和素的位点47和50。

11.根据权利要求5所述的突变蛋白，其中，所述两个半胱氨酸残基存在于野生型链霉

亲和素的位点48和49。

12.根据权利要求6或权利要求8至11中任一项所述的突变蛋白，其中，在野生型链霉亲

和素的氨基酸位点44存在Gly或Ala残基。

13.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，所述突变蛋白为最小链霉亲和素的突变蛋

白，所述最小链霉亲和素N-端起始于野生型链霉亲和素的氨基酸10至16的区域中，C-端终

止于野生型链霉亲和素的氨基酸133至142的区域中。

14.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，在序列位点44由疏水性脂肪族氨基酸替代

Glu，在序列位点45存在任意氨基酸，在序列位点46存在疏水性脂肪族氨基酸，和/或在序列

位点47由碱性氨基酸替代Val。

15.根据权利要求14所述的突变蛋白，其中，在位点46存在Ala。

16.根据权利要求15所述的突变蛋白，其中，在位点47存在Arg。

17.根据权利要求16所述的突变蛋白，其中，所述序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID 

NO:98)存在于氨基酸位点44至47的区域中。

18.根据权利要求16所述的突变蛋白，其中，所述序列Ile44  Gly45Ala46Arg47(SEQ  ID 

NO:99)存在于氨基酸位点44至47的区域中。

19.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，所述突变蛋白包含下述突变蛋白中任一个

的序列：如SEQ  ID  NO:117所示的突变蛋白“1”-m36，如SEQ  ID  NO:118所示的突变蛋白“1”-
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m23，如SEQ  ID  NO:119所示的突变蛋白“1”-m41，如SEQ  ID  NO:120所示的突变蛋白“1”-m4，

如SEQ  ID  NO:121所示的突变蛋白“1”-m12，如SEQ  ID  NO:122所示的突变蛋白“1”-m22，如

SEQ  ID  NO:123所示的突变蛋白“1”-m31，如SEQ  ID  NO:124所示的突变蛋白“1”-m32，如SEQ 

ID  NO:125所示的突变蛋白“1”-m35，如SEQ  ID  NO:126所示的突变蛋白“1”-m38，如SEQ  ID 

NO:127所示的突变蛋白“1”-m40，如SEQ  ID  NO:128所示的突变蛋白“1”-m42，如SEQ  ID  NO:

129所示的突变蛋白“1”-m45，如SEQ  ID  NO:130所示的突变蛋白“1”-m46，如SEQ  ID  NO:131

所示的突变蛋白“1”-m47，如SEQ  ID  NO:132所示的突变蛋白“1”-m7，如SEQ  ID  NO:133所示

的突变蛋白“1”-m10，如SEQ  ID  NO:134所示的突变蛋白“1”-m17，如SEQ  ID  NO:135所示的

突变蛋白“1”-m21，如SEQ  ID  NO:136所示的突变蛋白“1”-m24，如SEQ  ID  NO:137所示的突

变蛋白“1”-m27，如SEQ  ID  NO:138所示的突变蛋白“1”-m28，如SEQ  ID  NO:139所示的突变

蛋白“1”-m30，如SEQ  ID  NO:140所示的突变蛋白“1”-m33，如SEQ  ID  NO:141所示的突变蛋

白“1”-m1，如SEQ  ID  NO:142所示的突变蛋白“1”-m3，如SEQ  ID  NO:143所示的突变蛋白

“1”-m8，如SEQ  ID  NO:144所示的突变蛋白“1”-m15，如SEQ  ID  NO:145所示的突变蛋白“1”-

m6，如SEQ  ID  NO:146所示的突变蛋白“1”-m9，如SEQ  ID  NO:147所示的突变蛋白“1”-m20，

如SEQ  ID  NO:148所示的突变蛋白“1”-m34，如SEQ  ID  NO:149所示的突变蛋白“1”-m14，如

SEQ  ID  NO:150所示的突变蛋白“1”-m18，如SEQ  ID  NO:151所示的突变蛋白“1”-m19，如SEQ 

ID  NO:171所示的突变蛋白“1”-m101，如SEQ  ID  NO:172所示的突变蛋白“1”-m106，如SEQ 

ID  NO:173所示的突变蛋白“1”-m111，如SEQ  ID  NO:174所示的突变蛋白“1”-m100，如SEQ 

ID  NO:175所示的突变蛋白“1”-m110，如SEQ  ID  NO:176所示的突变蛋白“1”-m104，如SEQ 

ID  NO:177所示的突变蛋白“1”-m108，如SEQ  ID  NO:178所示的突变蛋白“1”-m207，如SEQ 

ID  NO:179所示的突变蛋白“1”-m212，如SEQ  ID  NO:180所示的突变蛋白“1”-m202，如SEQ 

ID  NO:181所示的突变蛋白“1”-m204，如SEQ  ID  NO:182所示的突变蛋白“1”-m206，如SEQ 

ID  NO:183所示的突变蛋白“1”-m208，如SEQ  ID  NO:184所示的突变蛋白“1”-m203，如SEQ 

ID  NO:185所示的突变蛋白“1”-m209，如SEQ  ID  NO:186所示的突变蛋白“1”-m200，如SEQ 

ID  NO:187所示的突变蛋白“1”-m201，如SEQ  ID  NO:188所示的突变蛋白“1”-m211，如SEQ 

ID  NO:189所示的突变蛋白“1”-m300，如SEQ  ID  NO:190所示的突变蛋白“1”-m301，如SEQ 

ID  NO:191所示的突变蛋白“1”-m302，如SEQ  ID  NO:192所示的突变蛋白“1”-m303，如SEQ 

ID  NO:193所示的突变蛋白“1”-m304和如SEQ  ID  NO:194所示的m1-9。

20.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，对于所述肽配体的结合亲和力使得能够通

过链霉亲和素配体进行竞争洗脱，所述链霉亲和素配体选自生物素、硫代生物素、亚氨基生

物素、硫辛酸、脱硫生物素、二氨基生物素、HABA和/或二甲基-HABA。

21.根据权利要求1所述的突变蛋白，其中，所述突变蛋白携带至少一个标记基团。

22.一种核酸分子，其包含编码如权利要求1至21中任一项所述的链霉亲和素突变蛋白

的序列。

23.一种载体，其包含在可操作地功能性环境中的至少一个拷贝的如权利要求22所述

的核酸。

24.一种由如权利要求23所述的载体转化或转染的细胞。

25.一种制备如权利要求1至21中任一项所述的链霉亲和素突变蛋白的方法，所述方法

包括:
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(a)用包含编码所述链霉亲和素突变蛋白的核酸的载体转化适当的宿主细胞；

(b)在其中发生所述链霉亲和素突变蛋白的表达的条件下培养所述宿主细胞；

(c)分离所述突变蛋白。

26.根据权利要求25所述的方法，其中，步骤(c)包括裂解所述宿主细胞，以包涵体的形

式分离所述链霉亲和素突变蛋白，和使所述链霉亲和素突变蛋白复性。

27.根据权利要求26所述的方法，其中，步骤(b)中的所述表达包括表达携带信号肽的

链霉亲和素，和所述链霉亲和素分泌到所述宿主细胞的周质或培养基中。

28.根据权利要求25至27中任一项所述的方法，其中，所述宿主细胞为大肠杆菌。

29.一种分离、纯化或测定蛋白的方法，所述蛋白与以下肽序列融合：a)式Trp-Xaa-

His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa(SEQ  ID  NO:101)的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa

均表示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素结合模块

的顺序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨基酸，其中

一个结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷氨酰胺、天

冬酰胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-

Zaa-(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，其中Yaa和Zaa均为

Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg，所述方法包括在适当的条件下，使包含所述蛋白的样

品与权利要求1至21中任一项所述的链霉亲和素突变蛋白接触，以使所述肽序列结合于所

述链霉亲和素突变蛋白，和从所述样品中分离得到的复合物。

30.根据权利要求29所述的方法，其中，所述链霉亲和素突变蛋白被结合于固相或能够

结合于固相。

31.根据权利要求30所述的方法，其中，为了从所述复合物中释放融合蛋白，将所述复

合物与足够量的对于所述链霉亲和素突变蛋白的配体一起孵育，所述配体选自生物素及其

衍生物。

32.根据权利要求31所述的方法，其中，所述生物素衍生物为含硫生物素。

33.根据权利要求29所述的方法，其中，所述肽序列选自Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-

Gly-Gly(SEQ  ID  NO:102)，Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:100)，Trp-

Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGly  Ser)3-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys

(SEQ  ID  NO:103)，Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGlySer)2-Trp-Ser-His-

Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:109)或Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-

(GlyGlyGlySer)2-Gly-Gly-Ser-Ala-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:

110)。

34.根据权利要求31至33中任一项所述的方法，其还包括从所述复合物中释放所述蛋

白。

35.根据权利要求34所述的方法，其还包括测定所述蛋白。

36.一种测定蛋白的方法，所述蛋白与以下肽序列融合：a)式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-

Phe-Yaa-Zaa(SEQ  ID  NO:101)的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa均表示Gly，或

者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素结合模块的顺序排列的

肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨基酸，其中一个结合模块

具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷氨酰胺、天冬酰胺或蛋氨
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酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa-(SEQ  ID  NO:

108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，其中Yaa和Zaa均为Gly，或者Yaa为Glu而

Zaa为Lys或Arg，所述方法包括在适当的条件下，使所述蛋白与权利要求11所述的链霉亲和

素突变蛋白接触，以便结合所述链霉亲和素突变蛋白结合，和测定标记。

37.根据权利要求36所述的方法，其中，所述肽序列为Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-

Gly(SEQ  ID  NO:102)，Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO .100)，Trp-Ser-

His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGly  Ser)3-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ 

ID  NO:103)，或Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGlySer)2-Trp-Ser-His-Pro-

Gln-Phe-Glu-Lys (SEQ  ID  NO:109)或Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-

(GlyGlyGlySer)2-Gly-Gly-Ser-Ala-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:

110)。

38.一种固定蛋白的方法，所述蛋白与以下肽序列融合：a)式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-

Phe-Yaa-Zaa(SEQ  ID  NO:101)的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa均表示Gly，或

者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素结合模块的顺序排列的

肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨基酸，其中一个结合模块

具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷氨酰胺、天冬酰胺或蛋氨

酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa-(SEQ  ID  NO:

108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，其中Yaa和Zaa均为Gly，或者Yaa为Glu而

Zaa为Lys或Arg，所述方法包括在用于固定所述蛋白的条件下，使所述蛋白与固相接触，所

述固相携带权利要求1至21中任一项所述的链霉亲和素突变蛋白。

39.根据权利要求38所述的方法，其中，所述肽序列为Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-

Gly(SEQ  ID  NO:102)，Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO .100)，Trp-Ser-

His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGly  Ser)3-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ 

ID  NO:103)，Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGlySer)2-Trp-Ser-His-Pro-

Gln-Phe-Glu-Lys (SEQ  ID  NO:109)或Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-

(GlyGlyGlySer)2-Gly-Gly-Ser-Ala-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:

110)。

40.一种测定或分离物质的方法，所述物质携带能够结合于链霉亲和素的基团，所述方

法包括在用于与其结合的适当条件下，使所述物质与权利要求1至21中任一项所述的链霉

亲和素突变蛋白接触，和测定或分离所述物质。

41.一种试剂盒，其包含权利要求1至21中任一项所述的链霉亲和素突变蛋白，和选自

缓冲剂、辅助物质和添加剂的至少一种试剂。

权　利　要　求　书 5/5 页

6

CN 105073770 B

6



链霉亲和素突变蛋白及其使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2012年11月16日向美国专利商标局提交的美国临时申请61/727,283

的优先权，以及要求2013年8月26日向欧洲专利局提交的欧洲专利申请13  181  697.7的优

先权，所述专利申请的全部内容并入本文用于所有目的。

发明领域

[0003] 本发明涉及新的链霉亲和素突变蛋白，利用重组DNA技术制备该突变蛋白的方法，

以及这些链霉亲和素突变蛋白在分离、纯化和测定生物物质中的用途，所述生物物质例如

重组蛋白或生物实体，所述生物实体例如在细胞表面上具有特异性受体分子的细胞。

背景技术

[0004] 在蛋白研究中，短肽亲和标签已经变得不可缺少。它们不仅能够用于任意融合重

组蛋白的亲和纯化，还能够用于任意融合重组蛋白的检测和测定。亲和标签

(Schmidt&Skerra，Nature  Protocols  2(2007)，1528-1535；US  5,506,121，具有序列Trp-

Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys，SEQ  ID  NO:100)尤其广泛应用于在快速一步法操作程序

中，利用生理条件以高纯度和高功能性通过重组蛋白。对于 亲和标签，目前

最有效的基于链霉亲和素的受体，是具有改进的结合亲和力的链霉亲和素突变蛋白，该链

霉亲和素突变蛋白命名为 (Voss&Skerra，Protein  Engineering10(1997)，

975-982；美国专利6,103,493或欧洲专利0  835  934)。该 与生物素结合袋结

合，从而使得能够利用生物素衍生物、优选脱硫生物素来进行温和竞争洗脱，从而实现亲和

树脂的重复使用。在过去的15年中，所述 系统有力地应用于

纯化、检测和鉴定重组蛋白(在Schmidt&Skerra，Nature  Protocols  2(2007)，1528-1535中

回顾)，甚至是细胞(Knabel等人，Nature  Medicine  8(2002)，631-637)。

[0005] 所述 相互作用以较快速结合、离解动力学和介质

结合亲和力为特征。快速动力学在柱色谱过程中支持较高的流量，其中快速结合动力学确

保了有效结合，而快速离解动力学实现了有效竞争洗脱。

[0006] 另 一 方 面 ，当 结 合 配 偶 体 中 的 至 少 一 个 ( 融 合 蛋 白 或

)以低浓度应用或存在时，介质结合亲和力和快速离解动力学是限制的。第

一种情况的实例是表达差，导致关于所述 融合蛋白的提取物被稀释，或者在

表达后使用大量缓冲液进行细胞裂解，或者向细胞培养上清液中分泌 融合蛋

白。在所有的实例中，需要将大量包含所述低浓度靶蛋白的样品应用于亲和柱，这经常导致

柱穿透、 融合蛋白的重大损失以及产量减少。在对于这种介质结合亲和力相
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互作用的不佳条件下所进行的其它不同工作，是稀释 反应配偶体，相比于柱

提纯，其就分批纯化而言同样可能导致减少 融合蛋白的产量。

[0007] 通过开发Di-tag亲和标签(类似或细微差别的序列，还已知名为

One-STrEP-tag或 )减少了上述限制，该Di-tag亲和标签由通过短的连接

序列连接的两个(或更多个) 部分的顺序排列组成。该连接序列以及链霉亲和

素结合部分的使用可以有不同变化。Di-tag序列的实例是di-tag3序列Trp-Ser-His-Pro-

Gln-Phe-Glu-Lys-(Gly  GlyGlySer)3-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:

103)或di-tag2序列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-(GlyGlyGlySer)2-Trp-Ser-His-

Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:109)(Junttila等人，Proteomics  5(2005)1199-1203；

美国专利7,981,632)。结合力改进的生化原因是亲合力(avidity)效应，即两个链霉亲和素

结合部分与四聚体 的组合协同结合。这在非竞争条件下将较快的解离速率

转变为更为稳定的结合，同时通过加入逆转该协同效应的竞争者来保持有效的洗脱效率。

实际上，Di-tag具有 所有的有益应用特性，包括在竞争条件下有效洗脱，但

是另外在需要更为稳定的结合的应用中实现了更广泛的用途。然而这存在一个缺点，Di-

tag与短 相比，其具有相当大的尺寸(3倍)，这对融合重组蛋白有更大可能会

造成负面影响。

[0008] 除了亲和纯化外，关于结合亲和力和离解动力学，还有测定可能要求相当高，特别

是在要求深度洗涤时。因此 ，如果要被分析的 融合蛋白与涂覆有

的固相结合，由于相对较快的离解动力学，洗涤期间时可能会有重大损失，

最终导致整体测定的敏感性减少。实例为ELISA或BiaCoreTM或石英晶体微天平(QCM)实验，

其中将重组 融合蛋白固定于分别各自涂覆有 的微孔板或

CM5芯片或传感器表面。例如对于以下应用同样如此：在所述应用中少量的固定于固相的

融合蛋白通过 检测，该 以敏感方式偶联

到标记。实例为ELISA或蛋白质印迹或基于细胞的测定实验，在所述实验中将重组

融合蛋白分别固定于或结合于微孔板或薄膜(硝化纤维素/PVDF)或细胞

膜。例如当标记的 能够经由FACS来检测结合的 蛋白时，

也可以将细胞膜看作为固相。实际上，随着对于Strep-tag(II)或Di-tag的结合亲和力增

大，利用链霉亲和素突变蛋白能改进任何检测 融合蛋白的方法。

[0009] 由于上述原因，仍然期望这样的链霉亲和素突变蛋白：所述链霉亲和素突变蛋白

比US  6,103,493公开的那些突变蛋白对于短Strep-tag(II)具有更高的结合亲和力。有了

这样的链霉亲和素突变蛋白，可以使应用使用短 亲和标签成为可能，而所述

应用目前仅通过使用Di-tag才可行。并且，对于链霉亲和素结合肽比US  6,103,493的链霉

亲和素突变蛋白具有更高结合亲和力的链霉亲和素突变蛋白，还可以增强如Di-tag融合蛋

白在纯化、检测或测定方面的应用。此类应用的实例在以下应用中要求较高：上述纯化应用
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中；和/或以成批形式捕获稀释的Di-tag融合蛋白，例如捕获具有链霉亲和素突变蛋白涂覆

的磁珠的复合物；和/或检测分析，其中需要组合深度洗涤的最高灵敏性。同样可以期望亲

和力增强的链霉亲和素突变蛋白用于以下应用：将融合蛋白最稳定固定，所述融合蛋白携

带链霉亲和素亲和标签例如 或Di-tag，其中这些融合蛋白要在固相上被表

征或被测定或被检测，所述固相如表面等离子共振(SPR)芯片，芯片上涂覆有所述链霉亲和

素突变蛋白，并且其中可选择地，涂覆有所述链霉亲和素突变蛋白的所述固相可易于在温

和条件下再生，这意味着从第一个 或Di-tag融合蛋白再次解放，到准备好与

另一个 或Di-tag融合蛋白结合。

[0010] 因此，本发明的目的是提供一种链霉亲和素突变蛋白，其相比于美国专利6,103,

493公开的那些突变蛋白，对于链霉亲和素结合肽如 和/或Di-tag亲和肽具

有更高的亲和力。

发明内容

[0011] 第一个方面，本发明提供一种链霉亲和素突变蛋白，其中所述链霉亲和素突变蛋

白

[0012] (a)包含至少两个在如SEQ  ID  NO:15所示野生型链霉亲和素的氨基酸序列相关的

氨基酸位点44至53的区域中的半胱氨酸残基，以及

[0013] (b)对于包含氨基酸序列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:100)的

肽配体，具有比以下各蛋白更高的结合亲和力

[0014] (i)包含氨基酸序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)的链霉亲和素突变蛋

白，或者

[0015] (ii)在氨基酸位点44至47包含氨基酸序列Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:

99)的链霉亲和素突变蛋白，或者

[0016] (iii)野生型链霉亲和素(SEQ  ID  NO:15)。

[0017] 第二个方面，本发明提供一种链霉亲和素突变蛋白，其中所述链霉亲和素突变蛋

白

[0018] (a)包含至少一个在与如SEQ  ID  NO:15所示野生型链霉亲和素的氨基酸序列相关

的氨基酸位点115至121的区域中的突变，以及

[0019] (b)对于包含氨基酸序列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:100)的

肽配体，具有比以下各蛋白更高的结合亲和力

[0020] (i)包含氨基酸序列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)的链霉亲和素突变蛋

白，或者

[0021] (ii)在氨基酸位点44至47包含氨基酸序列Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:

99)的链霉亲和素突变蛋白，或者

[0022] (iii)野生型链霉亲和素(SEQ  ID  NO:15)。

[0023] 第三个方面，本发明提供一种核酸分子，其包含编码根据第一方面或第二方面的

链霉亲和素突变蛋白的序列。所述核酸可以是载体，其包含在可操作地功能性环境中的至

少一个拷贝的此核酸分子。
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[0024] 第四个方面，本发明提供一种用根据第三个方面的核酸或载体转化或转染的细

胞。

[0025] 本发明还提供一种制备根据第一个方面或第二个方面的链霉亲和素突变蛋白的

方法，所述方法包括：

[0026] (a)用包含编码所述链霉亲和素突变蛋白的核酸的载体转化适当的宿主细胞；

[0027] (b)在其中发生所述链霉亲和素突变蛋白的表达的条件下培养所述宿主细胞；

[0028] (c)分离所述突变蛋白。

[0029] 本发明还提供一种分离、纯化或测定蛋白的方法，所述蛋白与以下肽序列融合：a)

式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa(SEQ  ID  NO:101)的肽序列，其中Xaa代表任意氨基

酸，Yaa和Zaa均表示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和

素结合模块的顺序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个

氨基酸，其中一个结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是

谷氨酰胺、天冬酰胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-

Phe-Yaa-Zaa-(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，并且其中Yaa

和Zaa均为Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg，所述方法包括在适当的条件下，使包含所

述蛋白的样品与如本文所述的链霉亲和素突变蛋白接触，以使所述肽序列结合于所述链霉

亲和素突变蛋白，和从所述样品中分离得到的复合物。

[0030] 本发明还提供一种固定蛋白的方法，所述蛋白与以下肽序列融合：a)式Trp-Xaa-

His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa(SEQ  ID  NO:101)的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa

均表示Gly或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素结合模块的

顺序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨基酸，其中一

个结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷氨酰胺、天冬

酰胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa-

(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，并且其中Yaa和Zaa均为

Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg，所述方法包括在用于固定所述蛋白的条件下，使所述

蛋白与固相接触，所述固相携带根据第一个或第二个方面的链霉亲和素突变蛋白。

[0031] 本发明还提供检测或分离物质的方法，所述物质携带能够结合于链霉亲和素的基

团，所述方法包括在用于与其结合的适当条件下，使所述物质与所述链霉亲和素突变蛋白

接触，和检测或分离所述物质。

[0032] 本发明还提供试剂盒，其包含如本文所述的链霉亲和素突变蛋白，和选自常规缓

冲剂、辅助物质和添加剂的至少一种试剂。本发明还提供固定在固体支持物上的如本文所

述的链霉亲和素突变蛋白，所述固体支持物例如色谱树脂、ELISA板或表面等离子体共振

(SPR)测量芯片。

[0033] 通过以下说明、附图和非限制性实施例更全面理解本发明的这些方面。

[0034] 发明详述

[0035] 在进化研究方法中目前惊奇地发现，链霉亲和素突变蛋白对于 亲

和肽(Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys)的结合亲和力能够以不同方式显著增大。在第

一组试验中，与US  6,103,493公开的突变蛋白“1”(SEQ  ID  NO:112)(44-47＝VTAR)和突变

蛋白“2”(SEQ  ID  NO:113)(44-47＝IGAR)的结合亲和力相比，链霉亲和素突变蛋白对
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具有显著增大的结合亲和力，这通过在氨基酸44至53的区域中引入二硫键

来获得。在第二组试验中，在氨基酸位点115至121的区域中的突变能够改进对于Strep-

tagII的结合亲和力。在氨基酸位点115至121的区域中观察到相似的突变/氨基酸交换，无

论以氨基酸44至53的区域中哪一个链霉亲和素突变蛋白用作起点，即US  6,103,493公开的

突变蛋白“1”，或本发明最优选的包含二硫化物的突变蛋白，由此表明通过在氨基酸位点

115至121的区域中的突变发现的亲和力增加不依赖于氨基酸44至53的序列。因此，本发明

这两个方面的每一个均提高了包括野生型链霉亲和素(wt-链霉亲和素)的任意链霉亲和素

突变蛋白对于 的结合亲和力。

[0036] 本发明所述的链霉亲和素突变蛋白可对应于位于氨基酸位点115至121的区域之

外的wt-链霉亲和素的氨基酸序列。另一方面，根据本发明的氨基酸序列还可以不同于位于

氨基酸位点115至121的区域之外的wt-链霉亲和素序列。同样地，本发明的在氨基酸44至53

的区域中包含两个半胱氨酸残基的链霉亲和素突变蛋白，在链霉亲和素其它序列位点也可

以具有突变。所述链霉亲和素序列的这种变体包括天然存在的变体以及人工产生的变体，

这种变形被理解为置换，包括US  6,103,493公开的那些，所述那些包含二硫键、插入、氨基

酸残基的缺失以及N-或/和C-端缺失或添加。

[0037] 如本文使用的术语“更高的亲和力”或“更高的结合亲和力”意为，针对根据本发明

的链霉亲和素突变蛋白与所述 (WSHPQFEK)肽配体组成的复合物测量得到的

亲和力，与 配体与以下物质形成的复合物的亲和力相比较：(i)包含氨基酸序

列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)的链霉亲和素突变蛋白，或(ii)在氨基酸位点44

至47包含氨基酸序列Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:99)的链霉亲和素突变蛋白，或

(iii)野生型链霉亲和素(SEQ  ID  NO:15)。但是也有可能，本发明所述突变蛋白相比较于野

生型(wt)链霉亲和素或由美国专利6,103,493或欧洲专利0  835  934已知的链霉亲和素突

变蛋白“1”和“2”，其对于其它链霉亲和素结合肽例如WRHPQFGG 或SEQ  ID 

NO:103的Di-tag3还具有更高的亲和力。

[0038] “更高的亲和力”或“更高的结合亲和力”例如能够使用待比较的固定于

的链霉亲和素变体(wt-链霉亲和素；根据美国专利6,103,493的链霉亲和素

突变蛋白和根据本发明的链霉亲和素突变蛋白)和所述 来测定，所述

作为与红色蛋白细胞色素b5 6 2的 C -端融合蛋白。所述细胞色素

融合蛋白与固定于 的不同链霉亲和素变体的结合亲和

力，可以在色谱法实验中视觉获得，所述色谱法实验中，将细胞色素 融

合蛋白上样于具有不同固定的链霉亲和素突变蛋白的柱子，并随后进行洗涤所述柱子。用

大量缓冲液洗涤柱子，引发细胞色素 融合蛋白从含有固定的链霉亲和

素(突变蛋白)的Sepharose柱子中渗出。这一效应相比于离解动力学更与结合亲和力相关，

这是因为，只要洗涤缓冲液的流量适中，就能在密集填充有链霉亲和素突变蛋白涂覆的树

脂的柱基质中实现有效再结合。因此，较低的结合亲和力降低了柱子对于要被纯化的
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融合蛋白的性能，原因在于，取决于所应用的洗涤缓冲液体积，蛋白会从最大

上样的亲和柱子上丢失。也就是说，在 融合蛋白和固定于柱子的链霉亲和素

突变蛋白之间的结合亲和力较高时，产能递减效应不太明显。在这样一种基于色谱法的检

测方案中，测试结合亲和力的另一种方式是将具有C-端 的相对大体积的稀

释的有色细胞色素b562应用于含有不同固定的链霉亲和素突变蛋白的柱子，并且测定柱子

上标记的细胞色素b562的富集。柱子上含有的链霉亲和素突变蛋白对于 具有

较高的亲和力，则富集越为明显。测量是通过将 融合蛋白以某个流量(必须

控制为在进行比较的所有情况下相似)应用到具有不同固定的链霉亲和素突变蛋白的柱

子，以这种方式测定的结合亲和力由例如结合和离解速率常数(kon和koff)的参数决定，该常

数意为动力学参数而不是热力学平衡参数。实际上，在这样一种基于流量的测定中，某种亲

和力的相互作用(其由较快的结合和离解动力学决定，由此在柱子上接近或达到较快的平

衡)比由较慢动力学决定的相等亲和力的相互作用更为可取。

[0039] 使用这些基于色谱法的系统来评价结合亲和力的优势在于，其几乎相当于亲和纯

化，所述亲和纯化是本发明所述链霉亲和素突变蛋白最重要的实际应用之一，由此避免测

量方法依赖性的变动，这指出了有利的差别，这些差别并不能被转化为亲和色谱的实际优

势，正如上文所解释的，性能不仅取决于整体亲和常数还取决于潜在动力学。利用细胞色素

b562作为对于亲和标签 的融合配偶体(所述细胞色素b562与细菌碱性磷酸酶

无关，所述细菌碱性磷酸酶在文库筛选期间用作融合配偶体来选择不同的链霉亲和素突变

蛋白)，确保了在结合亲和力评价的这些测定中所观察到的差异是归因于链霉亲和素突变

蛋白和 之间的相互作用，而不是链霉亲和素突变蛋白和细菌碱性磷酸酶之间

的非特异性相互作用，所述细菌碱性磷酸酶有可能在筛选期间被选出。

[0040] 用于结合亲和力评价的另一种测定是ELISA，其通过利用固定于微孔板的孔的突

变蛋白，并将不同浓度的融合至酶如细菌碱性磷酸酶的 然后根据所应用的

浓度来测量复合物形成程度。链霉亲和素突变蛋白和 肽之间的结合亲和力

的离解常数(KD)能够例如如美国专利6,103,493的实施例5或如本文实施例10中所述被测

定。

[0041] 测定结合亲和力的其他方法为荧光滴定(如美国专利6,103 ,493的实施例6中所

述)、滴定量热法或表面等离子体共振(SPR)测量例如BiaCoreTM测量。以这种方式测定的结

合亲和力由参数例如亲和力常数(KA)或离解常数(KD)决定，或在SPR测量例如BiaCoreTM时，

还由参数例如亲和速率常数(Kon)和离解速率常数(KD)决定。

[0042] 采用根据本发明的经修饰的链霉亲和素突变蛋白获得的结合亲和力的增加(独立

于用于测定结合亲和力的方法)通常为至少1.1倍，优选至少1.2倍，更优选至少1.5倍，更优

选至少2倍，更优选至少3倍，更优选至少5倍，更优选至少10倍，更优选至少20倍，与未经修

饰的链霉亲和素(突变蛋白)相比，该根据本发明的经修饰的链霉亲和素突变蛋白是在氨基

酸位点115至121的区域内进行的修饰，和/或在氨基酸位点44至53的区域内包含二硫键。

[0043] 根据本发明优选的链霉亲和素突变蛋白包含至少一个由在位点45和52的半胱氨
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酸残基形成的二硫键，由此连接所述氨基酸位点45和52。在这个实施方案中，氨基酸44典型

地是甘氨酸或丙氨酸，氨基酸46典型地是丙氨酸或更优选为甘氨酸，氨基酸47典型地是精

氨酸。

[0044] 根据本发明其它优选的链霉亲和素突变蛋白包含至少一个在氨基酸位点117、120

和121的突变，和/或包含氨基酸118和119的缺失和至少是氨基酸121的置换。

[0045] 从本发明明确看出，环中的氨基酸缺失不仅被容许，而且对于改进

结合亲和力而言可能甚至是有利的，以使得在本发明内为了更高的结合亲和力而指定的位

点上的优选变化之外还包含另外的缺失、置换或添加的链霉亲和素突变蛋白也都落入本发

明的保护范围。

[0046] 因此，如本文使用的术语“突变”还包括氨基酸残基的缺失。然而在这方面注意到，

本发明不涵盖这样的链霉亲和素突变蛋白：在所述链霉亲和素突变蛋白中，链霉亲和素的

氨基酸114至121(TTEANAWK)的整个环或链霉亲和素的氨基酸115至121(TEANAWK)的环区域

缺失。而是在于氨基酸115至121的区段内包含一个或多个突变的突变蛋白中，在位点115至

121中的一个上存在至少一个氨基酸。在这些实施方案中的一些中，在位点117、118、119、

120和121存在氨基酸，同时在位点118和/或119的氨基酸缺失。因此，在这类突变蛋白中，由

序列位点115至121形成的区段被缩短一个或两个氨基酸。本发明不涵盖其中氨基酸115至

121的整体区段缺失的突变蛋白，与上述这一披露相一致的是，本发明不涵盖Fletcher等

人，Journal  of  Biotechnology  2003中描述的链霉亲和素突变蛋白。这意味着下述链霉亲

和素突变蛋白被排除：1.突变蛋白，在所述突变蛋白中，在序列位点114至121的野生型氨基

酸残基Thr-Thr-Glu-Asp-Asn-Ala-Trp-Lys(TTEANAWK)缺失。在Fletcher等人中将该突变

蛋白命名为SAPV。2.在Fletcher等人中命名为SAPV-Alb5和SAPV-84的两种突变蛋白，在所

述突变蛋白中缺失的九个氨基酸残基Thr-Thr-Glu-Asp-Asn-Ala-Trp-Lys被氨基酸序列

HPYFYAP  ELLFFAK或EGGKETLTPSELRDLV替代。

[0047] 根据本发明优选的链霉亲和素突变蛋白源自链霉亲和素变体，该变体在N-端或/

和C-端缩短。特别优选本领域现有技术已知的N-端和C-端缩短的最小链霉亲和素。根据本

发明优选的多肽在被诱变区域之外包含最小链霉亲和素的氨基酸序列，该最小链霉亲和素

N-端起始于氨基酸位点10至16的区域中，C-端终止于氨基酸位点133至142的区域中。尤其

优选的多肽在突变区域之外对应于这样的最小链霉亲和素，所述最小链霉亲和素包含从位

点Ala13至Ser139的氨基酸序列，并且可选择地具有替代Ala13的N-端蛋氨酸残基。本申请

中氨基酸位点的编号整体参考wt-链霉亲和素的编号(Argarana等人，Nucleic  Acids 

Res.14(1986)，1871-1882，还参见图3)。

[0048] 根据本发明尤其优选的在氨基酸位点115至121的区域中携带一个或多个突变的

链霉亲和素突变蛋白以不同亚类为特征。

[0049] 首先，存在于位点117、120和121的氨基酸必须取决于在位点118和119的两个氨基

酸的缺失是否存在而单独认识。图2A概述了在这两种不同情况下存在于位点117、120和121

的氨基酸，并且所述氨基酸因此可在每一个情况下有助于改进的亲和力。

[0050] 无缺失的突变蛋白可以具备以下特征：最优选地，它们在位点117携带大疏水性残

基如Trp、Tyr或Phe，或带电荷的残基如Glu、Asp或Arg，或大亲水性残基如Asn或Gln，或次优

选地，携带疏水性残基Leu、Met或Ala，或携带极性残基Thr、Ser或His，与以下组合：i)在位
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点120的小残基如Ser或Ala或最优选的Gly，其随后与在位点121的疏水性残基组合，最优选

地与大体积疏水性残基如Trp、Tyr或Phe组合；或者与以下组合：ii)在位点120的疏水性残

基，为Leu、Ile、Met或Val或更优选的Tyr或Phe，其随后与在位点121的小残基如Gly、Ala或

Ser组合，或与Gln组合，或与疏水性残基如Leu、Val、Ile、Trp、Tyr、Phe或Met组合。

[0051] 缺失氨基酸位点118和119的突变蛋白可以具备以下特征：位点117可以是任意氨

基酸，其中大体积疏水性残基如Phe、Tyr或Trp为次优选的，位点120因而最优选为Trp，次优

选为Val，而位点121也是疏水性氨基酸，最优选为Met、Leu、Tyr或Phe，或者位点121是小亲

水性残基，最优选为Ser或The，或者位点121是Arg。表1-7概述了与随机化位点组合的所鉴

定特定突变蛋白序列和在过滤夹心筛选测定中获得的信号强度的定性。

[0052] 在一些实施方案中，本发明的链霉亲和素突变蛋白最重要的特征在于，其对于在

野生型序列的序列117至121的位点117、120和121具有第一序列基序，该第一序列基序在序

列位点120包含Gly残基(Gly120)。这一基序优选在序列位点121携带Phe或Tyr，次优选为Met

残基，并且在序列位点117携带Glu、Asp、Arg、His、Leu、Met、Asn、Gln、Thr或Ser残基，由此位

点117在该基序中为较多变的。所述突变蛋白可在序列位点118和119具有野生型链霉亲和

素氨基酸Asn118和/或Ala119(参见实验部分，其中Asn118和Ala119均不经受诱变，而是在筛选

实验中保持恒定，还参见图2B)。然而也在本发明的保护范围内的是，Asn118和Ala119被另外

的氨基酸残基替代。突变可为保守置换(例如Gln或Asp替代Asn118，或者例如Ser、Val或Ile

替代Ala119)，或为非保守置换(例如带正电荷的或疏水性氨基酸残基替代Asn118)。所述基序

1可以因此以下述共有序列1为特征：Xaa117Gly120Yaa121，其中Xaa可为任意氨基酸，Yaa可为

Phe或Tyr或Met。

[0053] 在对于位点117至121的第二序列基序中，本文公开的链霉亲和素突变蛋白在序列

位点120包含疏水性或芳香族氨基酸残基。优选地，在序列位点120的疏水性或芳香族氨基

酸为Tyr、Phe、Leu、Ile或Met。在此第二序列基序中，疏水性或芳香族氨基酸也可存在于序

列位点121(独立地选自位点120)。优选地，在位点121的残基是Leu、Ile和Met，次优选为

Gly、Gln、Trp、Ser、Ala或Val。另外，独立于序列位点120和121，这样的突变蛋白也可在序列

位点117具有突变。优选地，在序列位点117的突变为Tyr或Phe，次优选为Arg、Trp或Gln残

基。具有该第二序列基序的这样的突变蛋白，或者可具有野生型链霉亲和素氨基酸Asn118

和/或Ala119，或者可在序列位点118和119具有突变的残基。该基序2可以因此以下述共有序

列2为特征：Aaa117Baa120Caa121，其中Aaa可为Tyr、Phe、Arg、Trp或Gln，Baa可为Tyr、Phe、Leu、

Ile或Met，Caa可为任意氨基酸。

[0054] 在本文公开的在序列位点117至121具有突变的链霉亲和素突变蛋白的第三序列

基序中，在序列位点118和119的残基缺失。在上下文中，在序列位点117，优选His、Glu、Gln、

Thr、Arg、Asn、Lys、Ser、Ala或Ile残基，在序列位点120，高度优选的氨基酸则为Trp或次优

选为Val残基，而在序列位点121，优选Tyr、Leu、Met、Thr、Ser、Phe或Arg残基。该基序3则可

以因此以下述共有序列3为特征：Daa117Eaa118Faa119Gaa120Haa121，其中Daa和Haa可为任意氨

基酸，Eaa和Faa均缺失，Gaa可为Trp或Val。

[0055] 如表3至7可以看出，还发现具有改进的亲和力的链霉亲和素突变蛋白不被共有序

列1至3之一损害，从而共有序列1至3不能被视为限制性的。

[0056] 如表1至7公开，本发明的示例性链霉亲和素突变蛋白在野生型链霉亲和素氨基酸
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序列的序列位点44至53和/或序列位点117至121具有SEQ  ID  NOs:18至97中任一种的序列

之一。这些链霉亲和素突变蛋白或者可为在其它任意序列位点的任意野生型链霉亲和素序

列，或者可为任意已知链霉亲和素突变蛋白序列，例如，在氨基酸位点44至47包含氨基酸序

列Val44-Thr45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:98)或Ile44-Gly45-Ala46-Arg47(SEQ  ID  NO:99)的已

知突变蛋白“1”或“2”的序列。

[0057] 在一些实施方案中，本发明所述突变蛋白在序列位点117至121包含SEQ  ID  NO:

56、SEQ  ID  NO:57、SEQ  ID  NO:58、SEQ  ID  NO:59、SEQ  ID  NO:60、SEQ  ID  NO:61、SEQ  ID 

NO:62、SEQ  ID  NO:63、SEQ  ID  NO:64或SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列，以及在任意其他位点

的野生型链霉亲和素序列、突变蛋白“1”或突变蛋白“2”的序列。

[0058] 在其它示例性实施方案中，本发明的链霉亲和素突变蛋白可包含图4所示的下述

突变蛋白中任一个的序列组成，或由所述序列组成：m400，m402，m4001，突变蛋白“1”-m36，

突变蛋白“1”-m23，突变蛋白“1”-m41，突变蛋白“1”-m4，突变蛋白“1”-m12，突变蛋白“1”-

m22，突变蛋白“1”-m31，突变蛋白“1”-m32，突变蛋白“1”-m35，突变蛋白“1”-m38，突变蛋白

“1”-m40，突变蛋白“1”-m42，突变蛋白“1”-m45，突变蛋白“1”-m46，突变蛋白“1”-m47，突变

蛋白“1”-m7，突变蛋白“1”-m10，突变蛋白“1”-m17，突变蛋白“1”-m21，突变蛋白“1”-m24，突

变蛋白“1”-m27，突变蛋白“1”-m28，突变蛋白“1”-m30，突变蛋白“1”-m33，突变蛋白“1”-m1，

突变蛋白“1”-m3，突变蛋白“1”-m8，突变蛋白“1”-m15，突变蛋白“1”-m6，突变蛋白“1”-m9，

突变蛋白“1”-m20，突变蛋白“1”-m34，突变蛋白“1”-m14，突变蛋白“1”-m18，突变蛋白“1”-

m19，m4001-m8，m4001-m21，m4001-m9，m4001-m1，m4001-m2，m4001-m3，m4001-m5，m4001-

m13，m4001-m14，m4001-m24，m4001-m4，m4001-m6，m4001-m7，m4001-m10，m4001-m15，m4001-

m23，m4001-m17，m4001-m12，m4001-m20，突变蛋白“1”-m101，突变蛋白“1”-m106，突变蛋白

“1”-m111，突变蛋白“1”-m100，突变蛋白“1”-m110，突变蛋白“1”-m104，突变蛋白“1”-m108，

突变蛋白“1”-m207，突变蛋白“1”-m212，突变蛋白“1”-m202，突变蛋白“1”-m204，突变蛋白

“1”-m206，突变蛋白“1”-m208，突变蛋白“1”-m203，突变蛋白“1”-m209，突变蛋白“1”-m200，

突变蛋白“1”-m201，突变蛋白“1”-m211，突变蛋白“1”-m300，突变蛋白“1”-m301，突变蛋白

“1”-m302，突变蛋白“1”-m303，突变蛋白“1”-m304和m1-9。

[0059] 对于本发明所述突变蛋白的实际应用而言(例如，亲和色谱法)，其可有利的是使

用配体，由于更高的结合亲和力或/和由于以比链霉亲和素结合肽更高的浓度存在，该配体

能够分离链霉亲和素结合肽(例如如本文所述 肽或Di-tag肽)与根据本发

明的链霉亲和素突变蛋白的结合。通常该配体起到 肽的竞争者的作用。

该(竞争性)配体通常以游离形式存在，意为不与任何蛋白或其它分子融合。以这种方式，可

以在非常温和的洗脱条件下释放(一般通过竞争洗脱)结合的链霉亲和素结合肽配体，或释

放融合有链霉亲和素结合肽如 肽或Di-tag肽的蛋白。这例如对于下述是

重要的：将结合的融合蛋白从链霉亲和素突变蛋白亲和柱上洗脱，或者逆转多聚体低亲和

力融合蛋白的结合，该多聚体低亲和力融合蛋白携带链霉亲和素结合肽并且经由本发明的

链霉亲和素突变蛋白的骨架(多聚体)多聚体化。因此，在这方面，本发明涉及这样的链霉亲

和素突变蛋白：该链霉亲和素突变蛋白对肽配体的结合亲和力使得它们可以通过其它链霉

亲和素配体进行竞争洗脱，所述其它链霉亲和素配体例如生物素、亚氨基生物素、硫辛酸、
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硫代生物素、脱硫生物素、二氨基生物素、HABA(羟基偶氮苯-苯甲酸)或/和二甲基-HABA。使

用有色物质如HABA或二甲基-HABA的优势在于，从柱子洗脱能够被视觉检测到。然而，除这

些外，本发明链霉亲和素突变蛋白对肽配体、特别是如上文限定的 的结合亲

和力，高于潜在的wt-链霉亲和素或US6,103,493公开的突变蛋白“m1”或“m2”。因此，在一些

实施方案中，更高的亲和力配体如硫代生物素或生物素优选进行高强度洗脱(sharp 

elution)。或者，结合于生物素结合袋的分离的肽配体，如上述，可被用于竞争洗脱。为了表

述完整性，本文指出链霉亲和素结合肽(其通常与目标蛋白融合或缀合)和本发明链霉亲和

素突变蛋白的相互作用/结合可不仅需由竞争洗脱破坏，还通过能够破坏该非共价复合物

的任何其它方式破坏。例如，如果这种融合蛋白固定于涂覆有本发明链霉亲和素突变蛋白

的表面如表面等离子共振芯片、ELISA板或甚至是色谱树脂，该结合可随pH变化而被破坏，

所述pH变化例如通过添加碱如NaOH(对比实施例13和14)进行。这种方法甚至可对于表面等

离子共振芯片或色谱树脂的再生是优选的。

[0060] 对于某些检测方法可优选的是以标记形式使用本发明的链霉亲和素突变蛋白。因

此，本发明进一步的主题为根据本发明的多肽，其特征在于携带至少一个标记。适当的标记

基团是本领域技术人员已知的，包括常用的放射性标记、荧光标记、发光标记和生色标记，

以及产生能够在化学或酶促反应中测定的物质的物质和酶。关于这方面，wt-链霉亲和素的

所有已知标记也能够偶联于根据本发明的链霉亲和素突变蛋白。

[0061] 本发明的另一方面涉及包含编码本发明链霉亲和素突变蛋白的序列的核酸。可选

择地，该核酸可操作地连接至编码信号肽的序列，在特定实施方案中，编码信号肽的序列是

编码OmpA信号肽的序列。此外还可以使用其它信号肽，取决于使用的表达系统或宿主细胞，

这甚至可以是尤其优选的。大量此类信号肽都是本领域已知的，因此本文不再详述。然而，

优选细胞 质表达 ，即采 用起始蛋氨酸代替信号肽 (参见 S c h m i d t & S k e r r a ，

J.Chromatogr.A676(1994)337-345)。

[0062] 本发明的另一个方面涉及包含在可操作地功能性环境中的至少一个拷贝的前述

核酸的载体。可操作地功能性环境理解为那些使得能够、有利于、促进或/和增加表达的元

件，所述表达即mRNA的转录或/和随后的处理。这些元件的实例为启动子、增强子、转录起始

位点和终止位点、翻译起始位点、polyA-位点等。

[0063] 所述载体的选择取决于预期表达系统，对于此，可以考虑单拷贝质粒、多拷贝质粒

以及促进核酸整合到宿主基因组中的介质。大量适当的载体是本领域已知的，因此本文不

再详述。这些载体可选择地包含用于载体的标准元件，例如抗性、选择性标记物或/和例如

能够实现核酸扩增或诱导表达的元件。

[0064] 本发明的另一个方面涉及细胞，该细胞用所述载体转化或转染，所述载体携带至

少一个拷贝的编码根据本发明的链霉亲和素突变蛋白的核酸序列作为插入物。细胞的选择

并非特别重要，通常而言可以使用任意适合这些目的细胞。可以考虑原核以及真核细胞、酵

母菌。出于实际理由，通常优选原核细胞，在目前的情况下，尤其选择大肠杆菌来表达非糖

基化的蛋白。

[0065] 本发明的还一个方面涉及制备根据本发明的链霉亲和素突变蛋白的方法，其特征

在于以下步骤：

[0066] (a)用包含编码链霉亲和素突变蛋白的核酸的载体转化适当的宿主细胞，

说　明　书 10/47 页

16

CN 105073770 B

16



[0067] (b)在其中发生所述链霉亲和素突变蛋白的表达的条件下培养所述宿主细胞，

[0068] (c)分离多肽。

[0069] 关于制备方法，由于根据本发明的链霉亲和素突变蛋白能够结合于内源性生物

素，因此它们可能产生毒性作用。因此，在培养宿主细胞时，应当选择所述条件，使得形成的

表达产物通过适当的信号序列从使用的宿主细胞内部运送到例如周质中或到培养基中，或

者该表达产物以不溶性包涵体的形式聚集在细胞内部。在前一种情况下，根据本发明的链

霉亲和素突变蛋白可以从周质细胞级分或细胞上清液中分离出来，而在后一种情况下，根

据本发明的方法的步骤(c)包括裂解宿主细胞，分离包涵体形式的链霉亲和素突变蛋白，和

使链霉亲和素突变蛋白复性。在这种情况下，大肠杆菌是优选的宿主细胞。

[0070] 根据本发明的链霉亲和素突变蛋白或链霉亲和素突变蛋白/肽配体体系的实际应

用，在实质上与常规链霉亲和素/生物素或链霉亲和素/肽配体体系相同。尤其是在以下情

况下具备优势：在所述情况下，需要比天然链霉亲和素或如US  6,103,493公开的突变蛋白

和肽配体之间的结合强度更高的结合强度，或者在所述情况下，无法将目标底物生物素化

或比与肽配体的相应连接更困难。

[0071] 相比于常规链霉亲和素/生物素体系或如US  6,103,493公开的体系的优势尤其应

用于亲和色谱法，以及应用于纯化、分离或测定重组蛋白的方法。因此本发明还涉及根据本

发明的链霉亲和素突变蛋白在用于分离、纯化、检测或固定蛋白方法中的用途，所述蛋白与

以下融合：a)式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，

Yaa和Zaa均表示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素

结合模块的顺序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨

基酸，其中一个结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷

氨酰胺、天冬酰胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-

Phe-Yaa-Zaa-(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，其中Yaa和

Zaa均为Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg。从国际专利申请WO02/077018或美国专利7,

981,632已知具有这种至少两个链霉亲和素结合模块的顺序排列的亲和肽。在所述分离、纯

化或检测方法中，在适当的条件下，使含有要被分离或纯化的蛋白的液体与可选择地固定

的链霉亲和素突变蛋白接触，以便将肽序列结合于链霉亲和素突变蛋白，将产生的复合物

从液体中分离，从所述复合物中释放蛋白或检测。在一些实施方案中，所述肽序列优选

在其它实施方案中，所述肽序列优选di-tag3序列

(WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK；SEQ  ID  NO:103)，在国际专利申请WO02/077018或美国

专利7 ,981 ,632描述的di-tag 2序列Trp- Se r-His- Pro-Gln- Phe-Glu-Lys-

(GlyGlyGlySer) 2-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys(SEQ  ID  NO:109)，或序列

WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK(SEQ  ID  NO:110)。所述肽序列优选融合于蛋白的N-或/和

C-端。所述链霉亲和素突变蛋白可结合于固相或可能够结合于固相。

[0072] 在分离或纯化方法中利用根据本发明的链霉亲和素突变蛋白/肽配体体系的优势

在于，可以使用非常温和的条件来洗脱携带肽配体的融合蛋白。因此，可以将与链霉亲和素

突变蛋白偶联的固相，例如已吸附融合蛋白的亲和色谱柱，与足够浓度的选自生物素及其

衍生物的配体一起孵育，以便再次从复合物中释放该融合蛋白。就此而论，证实生物素的使

用是特别有利的。
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[0073] 根据本发明的链霉亲和素突变蛋白可用于检测方法，其方式与已知用于常规链霉

亲和素的相应方法实质上类似。另一个应用是定性或定量测定蛋白，该蛋白与以下融合：a)

式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa的肽序列，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa均表

示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉亲和素结合模块的顺

序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于50个氨基酸，其中一个

结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中Baa是谷氨酰胺、天冬酰

胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa-

(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，并且其中Yaa和Zaa均为

Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg。该方法中，在适当的条件下使要被测定的蛋白与标记

的链霉亲和素突变蛋白接触，以便将肽序列与所述链霉亲和素突变蛋白结合，洗涤，测定所

述标记。这种测定方法可以例如定性地进行以在蛋白质印记中检测蛋白，或如在ELISA中定

量测定蛋白。适当的标记为全部已知的放射性和非放射性标记基团，例如发光基团、酶、金

属、金属配合物等。所述链霉亲和素可被直接标记，即通过共价偶联。然而，也可使用间接标

记，如标记的抗链霉亲和素抗体或生物素化的酶等。

[0074] 相比于常规链霉亲和素/生物素体系或US  6,103,493公开的体系的优势还尤其应

用于亲和色谱法和纯化、分离或测定细胞的方法中，该细胞优选哺乳动物细胞。上下文中的

优选用途是其用于多聚体化低亲和配体(例如，包括但不限于Fab片段或MHC  I分子)，以用

于融合于肽序列的特定细胞表面受体，所述肽序列具有式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-

Zaa，其中Xaa代表任意氨基酸，Yaa和Zaa均表示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys。

所述用途针对美国专利6,103,493中公开的链霉亲和素突变蛋白进一步描述于美国专利7,

776,562或8,298,782中。还可将亲和配体用于此多聚体化/细胞的可逆染色或分离，该亲和

配体融合于顺序排列的链霉亲和素结合模块如di-tag3序列

(WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK；SEQ  ID  NO:103)或描述于国际专利申请WO02/077018或

美国专利7,981,632的任意其它此种序列，连同本发明的链霉亲和素突变蛋白。本发明的链

霉亲和素突变蛋白的更高的亲和力提供了具有改进的稳定性和使用性的多聚体试剂。为了

可用于此类细胞纯化应用中，本发明的突变蛋白优选地进行多聚体化，以及可选择地用荧

光染料直接标记，或固定于磁珠或任意其他固体支持物上。所述磁珠可为微或纳米珠，其它

固体支持物可为如用于柱色谱法中的树脂，以进行柱纯化法，从而纯化细胞。

[0075] 本发明进一步有利的方面是根据本发明的链霉亲和素突变蛋白固定蛋白的用途，

该蛋白与以下融合：a)式Trp-Xaa-His-Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa的肽序列，其中Xaa代表任意

氨基酸，Yaa和Zaa均表示Gly，或者Yaa表示Glu而Zaa表示Arg或Lys，或b)包含至少两个链霉

亲和素结合模块的顺序排列的肽序列，其中所述两个模块之间的距离为至少0个且不大于

50个氨基酸，其中一个结合模块具有3至8个氨基酸并至少包含序列-His-Pro-Baa-，其中

Baa是谷氨酰胺、天冬酰胺或蛋氨酸，并且其中另一个结合模块具有序列-Oaa-Xaa-His-

Pro-Gln-Phe-Yaa-Zaa-(SEQ  ID  NO:108)，其中Oaa为Trp、Lys或Arg，Xaa为任意氨基酸，并

且其中Yaa和Zaa均为Gly，或者Yaa为Glu而Zaa为Lys或Arg。在一个实施方案中，所述肽序列

是序列(WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK；SEQ  ID  NO:103)。在另一个实施方案中，所述肽

序列是序列WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQF  EK(SEQ  ID  NO:110)。该固定优选在涂覆有本发

明的链霉亲和素突变蛋白的固相上进行，所述固相如微孔板、珠子(例如由琼脂糖或其它聚
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合物例如聚甲基丙烯酸酯制成)、由有机或顺磁性材料制成的微珠、由有机或顺磁性材料制

成的纳米珠或传感器芯片，该芯片例如BiacoreTM芯片或其它例如用于横向流动分析或制备

蛋白质阵列的载体。

[0076] 另外，当然也有可能在常规链霉亲和素/生物素(衍生物)体系中使用根据本发明

的链霉亲和素突变蛋白。也就是说，这意味着根据本发明的链霉亲和素突变蛋白用于测定

或分离携带能够结合于链霉亲和素的基团的物质。如果只是wt-链霉亲和素的一部分被根

据本发明的链霉亲和素突变蛋白替代，在这种情况下经由混合四聚体的形成可获得特定效

应。

[0077] 本发明的另一方面还涉及试剂盒，该试剂盒包含根据本发明的链霉亲和素突变蛋

白和可选择的标准缓冲液、辅助物质和添加剂。这种试剂盒特别预期用于上述分离、纯化、

测定或检测方法中的一个。然而，该试剂盒也适用于其它其中使用常规链霉亲和素/生物素

体系的方法，例如用于核酸杂交测定或免疫测定。该试剂盒可包含根据本发明的作为游离、

非修饰蛋白或/和以固相结合或/和标记形式的链霉亲和素突变蛋白。

[0078] 本发明还通过下述表格、附图和实施例进一步阐明。

[0079] 表格简要说明

[0080] 表1-7分别概述了分别从不同文库1-7筛选得到的不同链霉亲和素序列，包括在过

滤夹心法测定中从不同的链霉亲和素突变蛋白获得的相对信号强度。用Xaa标出了随机化

位点。作为比较，给出了wt-链霉亲和素和US6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”在相应位

点的氨基酸(表4除外，其示出文库4的结果，其中由于这些突变蛋白来源于m4001，并非来源

于US6,103,493的突变蛋白“1”，相同序列表示为本发明的m4001的)。因此，表3和5-7中所示

的所有突变蛋白来源于美国专利6,103,493的突变蛋白“1”且因此关于氨基酸位点44-53的

区域与美国专利6,103,493的突变蛋白“1”相同。表4的突变蛋白来源于本发明的突变蛋白

m4001且因此关于氨基酸位点44-53的区域与本发明的突变蛋白m4001相同；

[0081] 表8上部示出了如通过描述于实施例10的ELISA针对复合物测定的结合亲和力结

果，该复合物为融合于细菌碱性磷酸酶(BAP-StrepII)的 和选择的本发明的

链霉亲和素突变蛋白的复合物，所述结果为均源于美国专利6,103,493对于氨基酸位点44-

53的突变蛋白“1”的氨基酸117-121区域中突变的那些突变蛋白(并非来自表4所示的包含

二硫化物的本发明的突变蛋白m4001)，与美国专利6,103,493的突变蛋白“1”和本发明的只

在氨基酸位点44-53区域中突变的m402和4001进行比较。表8底部的阴影突出显示了，针对

突变蛋白m1-9与上述所示m4001、m4及m23相比较，示出了通过不同的ELISA实验使用相同方

案测定的结合亲和力结果。绝对亲和力结果指示了略低于上述实验中获得的相同链霉亲和

素突变蛋白的亲和力数据。这证明了在该ELISA测定中m1-9的亲和力相比于突变蛋白“1”也

获得了改进，从而证明能与融合于细菌碱性磷酸酶(BAP-StrepII)的 结合。

[0082] 表9示出了如通过亲和色谱法实验，针对具有C-端融合的Strep-tagII的细胞色素

b562在过载、之后在具有本发明的不同固定的链霉亲和素突变蛋白的Sepharose柱子上进

行限定洗涤后的保留而测定的结合亲和力结果，所述结果为均源于美国专利6,103,493对

于氨基酸位点44-53的突变蛋白“1”的氨基酸117-121区域中突变的那些突变蛋白(并非来

自包含二硫化物的本发明的突变蛋白m4001)，与美国专利6,103,493的突变蛋白“1”和本发
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明的只在氨基酸位点44-53区域中突变的m402和4001进行比较，以及与wt链霉亲和素比较。

[0083] 表10示出了如通过亲和色谱法实验，针对具有C-端融合的Strep-tagII的细胞色

素b562在具有本发明的不同固定的链霉亲和素突变蛋白的Sepharose柱子上从稀溶液中捕

获出来的结合亲和力结果，所述结果为均源于美国专利6,103,493对于氨基酸位点44-53的

突变蛋白“1”的氨基酸117-121区域中突变的那些突变蛋白(并非来自包含二硫化物的本发

明的突变蛋白m4001)，与美国专利6,103,493的突变蛋白“1”和本发明的只在氨基酸位点

44-53区域中突变的m402和4001进行比较，以及与wt链霉亲和素比较。

[0084] 表11示出了经由BiaCoreTM针对链霉亲和素突变蛋白“1”(此已知链霉亲和素突变

蛋白具有图4顶部第2行(第2列)所示序列)和突变蛋白m1-9的动力学亲和性测量结果。所述

突变蛋白m1-9在图4中显示为最后一个突变蛋白，为在位点117、120、121分别具有氨基酸

Glu、Gly、Tyr的链霉亲和素突变蛋白，以及或者突变蛋白“1”(第2列)的序列。为进行

BiaCoreTM测量，BiaCoreTM  S-CM5传感器芯片上的羧基采用标准EDC/NHS化学活化，突变蛋

白“1”或突变蛋白m1-9经由氨基于2个不同密度下使用10mM  pH5.0的醋酸盐作为缓冲剂进

行偶联。以RU(任意单位)(第3列)给出了产生的相对固定量。为实现低密度固定，两个突变

蛋白均以1μg/ml的浓度和10μl/min的流量应用。为实现以高密度固定，突变蛋白m1-9以20μ

g/ml的浓度使用，突变蛋白“1”以50μg/ml的浓度使用。该固定的突变蛋白“1”或突变蛋白

m1-9与4种不同的重组表达且经由Strep-Tactin亲和色谱法纯化的融合蛋白的相互作用

(所述融合蛋白即，在各自C-端具有链霉亲和素结合肽Strep-tagII的绿色荧光蛋白(GFP)

(GFP-StrepII，SEQ  ID  NO:104)，或具有链霉亲和素结合肽di-tag3的GFP(GFP-di-tag3，

SEQ  ID  NO：105)，与具有Strep-tagII的细胞色素b562(Cytb562-StrepII，SEQ  ID  NO：

106)，或具有di-tag3的细胞色素b562(Cytb562-di-tag3，SEQ  ID  NO：107)；第1列，参见附

录1的如从重组基因推导的氨基酸序列)，在25℃下在Biacore  T100仪器上，使用10mM 

HEPES(pH  7 .4)、150mM  NaCl、3.4mM  EDTA、0.005％Tween  20作为电泳缓冲液(running 

buffer)，进行分析。分析之前，该融合蛋白制备物针对缓冲液W(100mM  Tris-Cl  pH8、150mM 

NaCl、1mM  EDTA)进行透析，经过分析性尺寸排阻色谱法检查其是否基本上不含有聚集体

(可接受的最大含量为5％，在大部分情况下，其含量在1％以下)，来确保能够只测量单价融

合蛋白和固定的链霉亲和素突变蛋白的相互作用。在浓度为74nM、222nM、667nM、2000nM和

6000nM下，分析170RU或4350RU突变蛋白m1-9与Cytb562-StrepII的相互作用；在浓度为

1.2nM、3.7nM、11.1nM、33.3nM和100nM下，分析170RU或4350RU突变蛋白m1-9与Cytb562-di-

tag3的相互作用；在浓度为11.1nM、33.3nM、100nM、300nM和900nM下，分析170RU或4350RU突

变蛋白m1-9与GFP-StrepII的相互作用；在浓度为3.7nM、11.1nM、33.3nM、100nM和300nM下，

分析170RU或4350RU突变蛋白m1-9与GFP-di-tag3的相互作用；在浓度各自为0.22nM、

0 .66nM、2nM、6nM和18μM下，分析325RU或5567RU突变蛋白“1”与Cytb562-StrepII或

Cytb562-di-tag3的相互作用；在浓度各自为11.1nM、33.3nM、100nM、300nM和900nM下，分析

325RU或5567RU突变蛋白“1”与GFP-StrepII或GFP-di-tag3的相互作用。使用动力学整体拟

合(Langmuir  1:1)拟合数据，第4列、第5列、第6列分别示出得到的结合和离解速率与推导

出的离解常数。由Biaffin  GmbH&Co  KG，Kassel，Germany，测量BiaCore数据。

[0085] 表12表示使用粗裂解液(大肠杆菌)进行的GFP-StrepII融合蛋白亲和色谱重复循

环结果：在生物分析仪2100(安捷伦科技公司)上在缓冲液W中加入10mM生物素之后，通过分
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析柱子的洗脱液来测定所述融合蛋白的产量和纯度。

[0086] 表13是便览表，指示出分配给本申请中公开的每个核苷酸和肽序列的序列标识

符。

附图说明

[0087] 图1示出的两个图各自示出了在ELISA中美国专利6,103,493中公开的重组链霉亲

和素突变蛋白“1”与选择的两个根据本发明的链霉亲和素突变蛋白相比较的结合亲和力。

[0088] 图1A示出了，与美国专利6,103 ,493公开的链霉亲和素突变蛋白“1”相比较，在

ELISA中，表2中所示本发明的包含二硫化物的链霉亲和素突变蛋白m4001对肽配体

具有改进的亲和力。为进行此实验，ELISA板的各行均各自涂覆有相等浓度

的相应重组链霉亲和素突变蛋白“1”(菱形)和m4001(三角形)。用BSA饱和并洗涤后，在图中

所示浓度下，用纯化的融合蛋白培养这些孔，该纯化的融合蛋白由大肠杆菌碱性磷酸酶

融合蛋白(BAP-StrepII)组成，其由pASK75-phoA表达，序列为SEQ  ID  NO.1所

示，通过 亲和色谱法得到纯化。在洗涤去除未结合的蛋白后，在对硝基苯磷

酸酯的存在下，测量结合的BAP-StrepII融合蛋白的活性。使用非线性回归最小二乘法误差

方法拟合数据。获得下述KD值：美国专利6,103 ,493的链霉亲和素突变蛋白“1”为0.11μM，

m4001(+)为0.02μM。还显示m4001(+)和美国专利6,103,493(x)的链霉亲和素突变蛋白“1”

在每个浓度下的拟合值，证实了实验数据与拟合相当一致。

[0089] 图1B示出了，与美国专利6,103 ,493公开的链霉亲和素突变蛋白“1”相比较，在

ELISA中，表3中所示本发明的链霉亲和素突变蛋白m4对肽配体 具有改进的

结合亲和力。为进行此实验，ELISA板的各行均各自涂覆有相等浓度的相应重组链霉亲和素

突变蛋白“1”(菱形)和m4(三角形)。用BSA饱和并洗涤后，在图中所示的浓度下，用纯化的融

合蛋白培养这些孔，该纯化的融合蛋白由大肠杆菌碱性磷酸酶 融合蛋白

(BAP-StrepII)组成，其由pASK75-phoA表达，序列为SEQ  ID  NO .1所示，通过

亲和色谱法得到纯化。在洗涤去除未结合的蛋白后，在对硝基苯磷酸酯的

存在下，测量结合的BAP-StrepII融合蛋白的活性。使用非线性回归最小二乘法误差方法拟

合数据。获得下述KD值：美国专利6,103 ,493的链霉亲和素突变蛋白“1”为0.11μM，m4为

0.009μM。还显示m4(+)和美国专利6,103,493(x)的链霉亲和素突变蛋白“1”在每个浓度下

的拟合值，证实了实验数据与拟合相当一致。

[0090] 图2A示出了关于突变的非限制性回顾，所述突变在见于本发明链霉亲和素突变蛋

白中的序列位点117至121，其中序列位点经受诱变。图2A示出了见于其中存在氨基酸残基

118和119的突变蛋白中的突变，以及见于其中缺失氨基酸残基118和119的突变蛋白中的突

变。

[0091] 图2B示出了，本发明的在链霉亲和素序列残基残基117至121的肽区段内具有至少

一个突变的突变蛋白的序列基序。优选的残基以黑体表示，次优选的残基正常显示。氨基酸

残基应被认为是按位点的，并且每一个在原则上可与在另一个位点上存在的任意其他残基

结合。序列基序1的特征在于，在位点120高度优选甘氨酸，并且其可与大疏水性残基组合，
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优选酪氨酸或苯丙氨酸；或者次优选地，在位点121为蛋氨酸，并且其与带电荷的、优选谷氨

酸、天冬氨酸、精氨酸或组氨酸组合；或者次优选地，在位点117为亲水性残基，如谷氨酰胺、

天冬酰胺、丝氨酸或苏氨酸，或为疏水性残基，如亮氨酸或蛋氨酸。序列基序2的特征在于，

在位点120高度优选大疏水性残基来代替小甘氨酸，该大疏水性残基优选酪氨酸或苯丙氨

酸但不是色氨酸，而在位点120亮氨酸、异亮氨酸或蛋氨酸为次优选的。然后，在位点117和

121还优选疏水性残基，由此对于位点117优选芳香族酪氨酸或苯丙氨酸，而对于位点121优

选大的但并非芳香族的疏水性残基，该大的但并非芳香族的疏水性残基最优选亮氨酸、异

亮氨酸和蛋氨酸。对于位点117，次优选的残基为精氨酸、色氨酸或谷氨酰胺，对于位点121，

次优选的残基为谷氨酰胺、甘氨酸、色氨酸、丝氨酸、丙氨酸或缬氨酸。序列基序3的特征在

于，在位点118和119的氨基酸缺失。这种情况下，高度优选在原位点120的色氨酸，而次优选

缬氨酸，并且这些残基可优选与在位点121的酪氨酸组合，由此在位点121还可存在其它残

基如亮氨酸、蛋氨酸、苏氨酸、丝氨酸、苯丙氨酸或精氨酸，以及最优选地在位点117可存在

氢键受体和/或供体如组氨酸、谷氨酰胺或谷氨酸，或次优选还有其它残基如苏氨酸、精氨

酸、天冬酰胺、赖氨酸、丝氨酸、丙氨酸或异亮氨酸。

[0092] 图3示出野生型链霉亲和素(SEQ  ID  NO:15)序列位点14至139的氨基酸序列。

[0093] 图4示出实验产生的所有突变蛋白的氨基酸序列，并且所述氨基酸序列在本文通

过与野生型链霉亲和素和美国专利6,103,493中描述的突变蛋白“1”和“2”的氨基酸位点14

至139的氨基酸序列进行比对而表征。当所述突变蛋白由大肠杆菌分泌至周质时，如在过滤

夹心测定中筛选期间，所得产生的蛋白序列在N-端(位点13)附加了丙氨酸。当大肠杆菌在

细胞质中产生所述突变蛋白时，该突变蛋白作为包涵体进行随后的重新折叠、纯化和分析，

所得产生的蛋白序列如所示在N-端(位点13)附加了蛋氨酸。破折号(-)表示缺失的氨基酸。

在缺失的情况下，以保持相同位点的可比性的方式，进行氨基酸编号。然而，需要注意的是，

包含缺失的分子的长度减少缺失的数目，对于图4所述相应的突变蛋白，缺失的数目为2。这

意味着，图4中无缺失的突变蛋白包含的氨基酸总数为127，而那些有缺失的突变蛋白包含

的氨基酸总数为125。由不同文库中随机密码子产生的氨基酸残基由黑体表示。如图4所示，

当所述突变蛋白由大肠杆菌分泌至周质时，如在过滤夹心测定中筛选期间，所得产生的蛋

白序列如上所示在N-端(位点13)附加了丙氨酸。当大肠杆菌在细胞质中产生所述突变蛋白

时，该突变蛋白作为包涵体进行随后的重新折叠、纯化和分析，所得产生的蛋白序列如所示

在N-端(位点13)附加了蛋氨酸。破折号(-)表示缺失的氨基酸。在缺失的情况下，以保持相

同位点的可比性的方式，进行氨基酸编号。然而，需要注意的是，包含缺失的分子的长度减

少缺失的数目，对于图4所述相应的突变蛋白，缺失的数目为2。这意味着，图4中无缺失的突

变蛋白包含的氨基酸总数为127，而那些有缺失的突变蛋白包含的氨基酸总数为125。不同

文库中随机密码子产生的氨基酸残基由黑体表示。

具体实施方案

[0094] 一般方法

[0095] 使用传统的基因工程方法(参见例如Sambrook等人，Molecular  Cloning .A 

Laboratory  Manual(1989)，Cold  Spring  Harbor  Press)进行DNA操作。大肠杆菌K12TG1

(Stratagene)用于分泌的链霉亲和素突变蛋白的文库表达，大肠杆菌K12TOP10(Life 
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Technologies)用于克隆和文库表达，大肠杆菌K12JM83(Yanisch-Peron等人，(1985)，Gene 

33，103-119)用于大肠杆菌细胞色素b562和碱性磷酸酶的周质表达，所述大肠杆菌细胞色

素b562和碱性磷酸酶均融合于Strep-tagII。根据Schmidt和Skerra(1994)，如前述，进行突

变蛋白的细胞质表达，用于随后的蛋白分离，以缀合到Sepharose或用于涂覆微孔板。通过

Sequence  Laboratories GmbH，根据标准双脱氧技术，进行质粒测序。利用

Applied  Biosystems  Expedite  DNA合成仪合成引物和寡核苷酸。

[0096] 实施例1：制备文库1

[0097] 使用pfu-聚合酶(Fermentas)及以下引物P1和P2，通过pASK-IBA2-SAm1的PCR扩

增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点44至52(关于wt-链霉亲和素)

的区域中经诱变的链霉亲和素衍生物。

[0098] P1：5'-TCG  TGA  CCG  CGG  GTG  CAG  ACG  GAG  CTC  TGA  CCG  GTA  CCT  ACN  N(C/G)N 

N(G/T)G  CGC  GTG  GCA  ACG  CCG  AGN  N(C/G)C  GCT  ACG  TCC  TGA  CCG  GTC  GTT(SEQ  ID 

NO.5)，其中3’端的T经由硫代磷酸酯键连接，以及

[0099] P2：5'-AGT  AGC  GGT  AAA  CGG  CAG  A(SEQ  ID  NO.6)。

[0100] 以这种方式产生DNA序列，该DNA序列在链霉亲和素突变蛋白“1”的位点44、45和52

中每一个上包含32倍简并密码子或包含终止密码子，所述32倍简并密码子编码所有的20个

氨基酸。将产生的PCR产物通过凝胶电泳纯化，使用SacII和HindIII切割，然后将其连接到

pASK-IBA2-SAm1的相应切割的载体片段上。

[0101] 使用氯化钙法(Sambrook等人，1989)，用载体混合物转化大肠杆菌TOP10细胞。

[0102] 实施例2：制备文库2

[0103] 使用pfu-聚合酶(Fermentas)及以下引物P2和P3，通过pASK-IBA2-SAm1的PCR扩

增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点44至52(关于wt-链霉亲和素)

的区域中经诱变的链霉亲和素衍生物。

[0104] P3：5'-CTG  ACC  GGT  ACC  TAC  G(G/C)T  TGC  NN(G/C)NN(G/T)GGC  AAC  GCC  GAG 

TGC  CGC  TAC  GTC  CTG  A(SEQ  ID  NO.7)，其中3’端的A经由硫代磷酸酯键连接，以及

[0105] P2:5'-AGT  AGC  GGT  AAA  CGG  CAG  A(SEQ  ID  NO.6)。

[0106] 以这种方式产生DNA序列，该DNA序列包含固定突变Thr45-->Cys和Ser52-->Cys、

在链霉亲和素突变蛋白“1”的位点44包含编码Gly或Ala的2-倍简并密码子、在位点46和47

中的每一个上包含32倍简并密码子或终止密码子，所述32倍简并密码子编码所有的20个氨

基酸。将产生的PCR产物通过凝胶电泳纯化，使用KpnI和HindIII切割，然后将其连接到

pASK-IBA2-SAm1的相应切割的载体片段上。

[0107] 使用氯化钙法(Sambrook等人，1989)，用载体混合物转化大肠杆菌TOP10细胞。

[0108] 实施例3：制备文库3

[0109] 使用pfuUltra-聚合酶(Stratagene)及以下引物P4和P5，通过pASK-IBA2-SAm1的

PCR扩增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点115至121(关于wt-链霉

亲和素)的区域中经诱变的链霉亲和素衍生物。

[0110] P4：5'-GCC  NN(G/C)NN(G/T)TCC  ACG  CTG  GTC  GGC  CA(SEQ  ID  NO.8)，其在5’端

被磷酸化，以及

[0111] P5：5'-GTT(A/C)NN  CTC  GGT  GGT  GCC  GGA  GGT(SEQ  ID  NO.9)，其同样在5’端被
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磷酸化。

[0112] 以这种方式产生整个载体的线性DNA序列，该序列包含链霉亲和素突变蛋白“1”基

因变体，该基因变体在位点117、120和121中的每一个具有编码所有20个氨基酸的32倍简并

密码子或终止密码子。将产生的PCR产物通过凝胶电泳纯化并将其连接。使用磷酸化引物，

采用产生钝端的保真(proof-reading)聚合酶来扩增整个载体，这种策略的优势在于，其不

必使用限制性酶，而且可以进行一个片段连接，其作为单分子反应，与浓度无关，而且比用

于产生文库1和2的两个片段连接的效率更高。

[0113] 使用Bio-Rad  MicroPulser按照制造商标准程序Ec2(0.2cm比色皿；2.5kV)进行电

穿孔，用连接的载体混合物转化大肠杆菌TOP10或/和TG1细胞。

[0114] 实施例4：制备文库4

[0115] 使用PfuUltra聚合酶(Stratagene)和下述引物P4和P5，通过pASK-IBA2-SAm4001

的PCR扩增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点115至121(关于wt-链

霉亲和素)的区域中经诱变的链霉亲和素突变蛋白m4001衍生物：

[0116] P4：5'-GCC  NN(G/C)NN(G/T)TCC  ACG  CTG  GTC  GGC  CA(SEQ  ID  NO.8)，其在5’端

被磷酸化，以及

[0117] P5：5'-GTT(A/C)NN  CTC  GGT  GGT  GCC  GGA  GGT(SEQ  ID  NO.9)，其同样在5’端被

磷酸化。

[0118] 以这种方式产生整个载体的线性DNA序列，该序列包含链霉亲和素突变蛋白m4001

基因变体，该基因变体在位点117、120和121中的每一个具有编码所有20个氨基酸的32倍简

并密码子或终止密码子。将产生的PCR产物通过凝胶电泳纯化并将其连接。

[0119] 使用Bio-Rad  MicroPulser按照制造商标准程序Ec2(0.2cm比色皿；2.5kV)进行电

穿孔，用连接的载体混合物转化大肠杆菌TOP10或/和TG1细胞。

[0120] 实施例5：制备文库5

[0121] 使用PfuUltra聚合酶(Stratagene)和下述引物P4和P6，通过pASK-IBA2-SAm1的

PCR扩增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点115至121(关于wt-链霉

亲和素)的区域中经诱变的链霉亲和素突变蛋白“1”衍生物：

[0122] P4：5'-GCC  NN(G/C)NN(G/T)TCC  ACG  CTG  GTC  GGC  CA(SEQ  ID  NO.8)，其在5’端

被磷酸化，以及

[0123] P6：5'-GTT(A/T)A  CTC  GGT  GGT  GCC  GGA  GGT(SEQ  ID  NO.10)，其同样在5’端被

磷酸化。

[0124] 以这种方式产生整个载体的线性DNA序列，该序列包含链霉亲和素突变蛋白“1”基

因变体，所述基因变体在位点117具有编码Phe或Tyr的2-简并密码子且在位点120和121中

的每一个具有编码所有20个氨基酸的32倍简并密码子或终止密码子。将产生的PCR产物通

过凝胶电泳纯化并将其连接。

[0125] 使用Bio-Rad  MicroPulser按照制造商标准程序Ec2(0.2cm比色皿；2.5kV)进行电

穿孔，用连接的载体混合物转化大肠杆菌TOP10或/和TG1细胞。

[0126] 实施例6：制备文库6

[0127] 使用PfuUltra聚合酶(Stratagene)和下述引物P7和P8，通过pASK-IBA2-SAm1的

PCR扩增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点115至121(关于wt-链霉
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亲和素)的区域中经诱变的链霉亲和素突变蛋白“1”衍生物：

[0128] P7：5'-N(G/C)N  N(G/T)T  CCA  CGC  TGG  TCG  GCC  AC(SEQ  ID  NO.11)，其在5’端被

磷酸化，以及

[0129] P8：5'-N(A/C)N  NCT  CGG  TGG  TGC  CGG  AGG  T(SEQ  ID  NO.12) ,其同样在5’端被

磷酸化。

[0130] 以这种方式产生整个载体的线性DNA序列，该序列包含链霉亲和素突变蛋白“1”基

因变体，所述基因变体具有缺失的氨基酸位点118和119且在位点117、120和121中的每一个

具有编码所有20个氨基酸的32倍简并密码子或终止密码子。将产生的PCR产物通过凝胶电

泳纯化并将其连接。

[0131] 使用Bio-Rad  MicroPulser按照制造商标准程序Ec2(0.2cm比色皿；2.5kV)进行电

穿孔，用连接的载体混合物转化大肠杆菌TOP10或/和TG1细胞。

[0132] 实施例7：制备文库7

[0133] 使用PfuUltra聚合酶(Stratagene)和下述引物P9和P10，通过pASK-IBA2-SAm1的

PCR扩增，制备具有DNA序列的质粒库，该DNA序列编码在氨基酸位点115至121(关于wt-链霉

亲和素)的区域中经诱变的链霉亲和素突变蛋白“1”衍生物：

[0134] P9：5'-GGN  N(G/T)T  CCA  CGC  TGG  TCG  GCC  AC(SEQ  ID  NO.13)，其在5’端被磷酸

化，以及

[0135] P10：5'-A(C/A)N  NCT  CGG  TGG  TGC  CGG  AGG  T(SEQ  ID  NO.14)，其同样在5’端被

磷酸化。

[0136] 以这种方式产生整个载体的线性DNA序列，该序列包含链霉亲和素突变蛋白“1”基

因变体，所述基因变体具有缺失的氨基酸位点118和119和在位点120的固定的Trp，并且在

位点117和121中的每一个具有编码所有20个氨基酸的32倍简并密码子或终止密码子。将产

生的PCR产物通过凝胶电泳纯化并将其连接。

[0137] 使用Bio-Rad  MicroPulser按照制造商标准程序Ec2(0.2cm比色皿；2.5kV)进行电

穿孔，用连接的载体混合物转化大肠杆菌TOP10或/和TG1细胞。

[0138] 实施例8：在过滤夹心法中，鉴定对肽配体具有增加的结合亲和力的链霉亲和素突

变蛋白(参见美国专利6,103,493)

[0139] 为了鉴定对肽配体具有增加的结合亲和力的链霉亲和素突变蛋白，制备融合蛋

白，该融合蛋白如通过pASK75-phoA(SEQ  ID  NO.1)编码，包含大肠杆菌的碱性磷酸酶(BAP)

和附着于其C-端的 肽(WSHPQFEK)。为进行此实验，如美国专利6,103,493所

述用JM83表达pASK75-phoA并纯化重组蛋白，其中采用唯一的区别为，根据前述Schmidt和

Skerra(2007)的操作程序， 替代链霉亲和素亲和色谱法以及使用脱硫生物

素替代二氨基生物素来作为洗脱剂。在进一步的测定中，在使用 融合

蛋白(也表示为BAP-StrepII)之前通过透析去除脱硫生物素。

[0140] 将用实施例1-7中得到的质粒库转化的大肠杆菌细胞(TG1或TOP10)在醋酸硝化纤

维素膜(OE66型，直径110mm，Whatman)上铺平板，该醋酸硝化纤维素膜已被置于包含具有

100μg/ml氨比西林的LB培养基的琼脂平板上。将所述膜于30℃下孵育24小时，直至菌落变

得可见。
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[0141] 在进行上述孵育的同时，制备第二个膜。将总量为10ml的、用PBS(4mM  KH2PO4，6mM 

Na2HPO4，115mM  NaCl)1:200稀释的兔抗链霉亲和素免疫球蛋白(Sigma)于室温下涂覆类似

尺寸的Immobilon-P膜(Millipore)约6小时，随后在PBS中的3％w/v的牛血清白蛋白(BSA)、

0.5％v/v  Tween中封闭约2小时。

[0142] 将第二个膜用PBS洗涤，然后置于包含具有100μg/ml氨比西林和0.2μg/ml去水四

环素的LB培养基的琼脂板上。随后，将该硝化纤维素膜以菌落朝上置于第二个膜上，标出这

两个膜的相对位置。在室温下培养过夜之后，去除具有菌落的上方的膜，将膜于4℃下储存

于新的LB氨苄西林琼脂板上。同样从琼脂板去除第二个膜，洗涤三次并持续30分钟，同时在

PBS/Tween(在PBS中的0.1％v/v  Tween20)中振动。随后，在所述膜与10ml的含有纯化的

BAP-Strep-tagII融合蛋白(2μg/ml)的新鲜PBS/Tween溶液混合。在室温下培育1小时之后，

再次将膜于PBS/Tween中洗涤2次，于PBS缓冲液中洗涤两次。在10ml  AP缓冲液(100mM 

Tris-Cl  pH  8.8，100mM  NaCl，5mM  MgCl2)的存在下并加入30μl溴-氯-吲哚磷酸(BCIP)(在

二甲基甲酰胺中50mg/ml)和5μl四唑氮蓝(NBT)(在70％v/v二甲基甲酰胺中75mg/ml)的情

况下，发生信号产生1至2小时。将在这个过程中形成的色斑分配到第一个膜上的相应菌落。

在分离和培养数个信号产生克隆之后，分离、测序相应的质粒DNA，并且在表1-7中示出了在

随机化位点推断的氨基酸序列，连同在上述过滤测定法中获得的相对信号强度。来自不同

文库的信号强度无法进行比较，这是因为它们产生于不同的非平行试验。令人惊讶的是，来

自文库3的信号阳性克隆的测序在某些情况下出人意料地显示了在位点118和119的氨基酸

缺失。这些缺失可被解释为是由于引物P4和P5引物制备中存在有缺陷的引物，每一个均在

5’端缩短3个碱基。

[0143] 实施例9：以制备性规模生产链霉亲和素突变蛋白

[0144] 将重组最小链霉亲和素的已知表达系统(Schmidt和Skerra(1994)，见上述)用于

以制备性规模生产链霉亲和素突变蛋白。为进行此实验，通过使用单个SacII和HindIII限

制性位点，将编码区主要部分从包含wt-链霉亲和素编码区和T7启动因子的载体pSA1中去

除，并且替代为来自突变的pASK-IBA2-SAm1质粒的相应区域。随后，wt-链霉亲和素和链霉

亲和素突变蛋白以细胞质包涵体的形式表达，溶解，复性以及通过部分硫酸铵沉淀纯化，如

Schmidt和Skerra(1994)(见上文)所述。使用Agilent  2100生物分析仪检查所得到的链霉

亲和素突变蛋白的纯度。本申请中描述的每个链霉亲和素突变蛋白以纯度>90％得到。通过

探测234μM溶液(通过使用单体的理论摩尔消光系数ε280＝42060cm-1M-1进行测定)，与系列

稀释的还原的1,4-二硫-D-苏糖醇(DTT)标准品与Ellman试剂(5,5'-二硫基双-(2-硝基苯

甲酸))相比较，并且在412nm测量吸光度，测得在纯化的链霉亲和素突变蛋白m4001中，在位

点45和52的半胱氨酸形成的二硫化物为98.6％。

[0145] 实施例10：ELISA

[0146] 进行ELISA，以测定链霉亲和素突变蛋白对于肽配体Strep-tagII的结合亲和力。

[0147] 将96孔微孔板(Costar)的孔在4℃下用100μl的本发明重组链霉亲和素突变蛋白

(来自文库1的m400；来自文库2的m4001；来自文库3的m4、m23、m36、m41、m45；来自文库5的

m101、m111；来自文库6的m207、m212；来自文库7的m301、m302)以及美国专利6,103,493所述

链霉亲和素突变蛋白“1”的溶液涂覆过夜，在每个情况下的浓度均为在10mM  NaBO3，pH  8.5

中的15μg/ml。进一步处理在室温(23℃)下进行。用200μl在TBS(100mM  Tris-Cl  pH8，115mM 
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NaCl)中的3％w/v  BSA和0.5％v/v  Tween20阻断各孔2小时。使用TBS/Tween(含0.05％v/v 

Tween20的TBS)洗涤三次之后，将50μl的相同缓冲液加入每个孔中。将50μl在TBS/Tween中

的0.3μM  BAP-StrepII融合蛋白(将在PBS中的20μM纯化且透析的BAP-StrepII储备溶液用

TBS/T稀释67倍而制备得到)加入每一行的第一个孔，混合。通过利用移液管从第一个孔移

走50μl(从总量为100μl中)并将其与同一行中下一个孔的内容物(50μl)混合等，在行的其

他孔中建立稀释系列。以这种方式得到的融合蛋白的浓度在150nM(在每一行的第一个孔)

和0,146484nM(在第十一个孔)之间。

[0148] 孵育1小时之后移除该溶液，所述孔各自使用TBS/Tween洗涤两次，且使用TBS洗涤

两次。随后，将100μl的在1mM  ZnSO4、5mM  MgCl2、1M  Tris-Cl  pH8中的0.5mg/ml对硝基苯磷

酸溶液用移液管移入每一个孔中。通过使用BioTek酶标仪el808测量在405nm的吸光度、减

去在595nm的吸光度，每个孔的数据均提高了。每个孔中结合的BAP-StrepII融合蛋白的活

性测量为在23℃下振动孵育20min之前和之后获得的数据之间的差值，图1给出了以毫光密

度单位(mOD)计的Δ(A405-A595)。

[0149] 假设链霉亲和素突变蛋白单体(P)和BAP-StrepII融合蛋白(L)之间有单一的结合

平衡，其产生离解常数KD＝[P]*[L]/[P*L]，进行数据的评估。在假设[P]tot＝[P]+[P*L]且

[L]显著大于[P*L]，以使得[L]tot几乎与[L]相同，测定结合的融合酶BAP-StrepII的数量为

[P*L]＝[L]tot*[P]tot/(KD+[L]tot)。通过非线性最小二乘回归，以KD和[P]tot(对应于渐近活

动值，(Δ(A405-A595)/Δt)max)作为参数，该方程式用于将针对[P*L](酶活性方面，Δ(A405-

A595)/Δt)测量的数据相对[L]tot(应用的BAP-StrepII融合酶的浓度)进行拟合。图1的图示

出由选择的本发明2个链霉亲和素突变蛋白与美国专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白

“1”相比较得到的实验数据。(对于每一个BAP-StrepII浓度，在20min孵育期间，对照的Δ

(A405-A595)为<1，在所述对照中没有固定的链霉亲和素(突变蛋白)，并且，仅封闭所述孔(图

中没有示出)。表8给出了KD的评估结果，以及较大选择的本发明链霉亲和素突变蛋白与美

国专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”相比较的(Δ(A405-A595)/Δt)max。从这些数据

中可以看出，本发明链霉亲和素突变蛋白对于融合于BAP的StreptagII具有比美国专利6,

103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”更高的亲和力，因此，它们更适合于将Strep-tag(II)融

合蛋白高效固定于固相，如本ELISA中所示。

[0150] 实施例11：亲和色谱法

[0151] 如实施例9中所述，制备链霉亲和素突变蛋白(来自文库1的m400；来自文库2的

m4001；来自文库3的m4、m23、m36、m41、m45；来自文库5的m111；来自文库6的m207、m212；来自

文库7的m301、m302)，并且制备美国专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”和wt-链霉亲

和素。然后，根据制造商说明书，将所述蛋白缀合于NHS-活化的Sepharose  4Fast  Flow(GE 

Healthcare)(参见Schmidt和Skerra，如前述)。根据制造商说明书，使用BCA法(Pierce)测

定装载相应链霉亲和素突变蛋白的Sepharose凝胶。简单来说，将50μl在缓冲液(100mM 

Tris-Cl  pH8)中的10％v/v  Sepharose凝胶悬浮液与新鲜制备的BCA试剂混合，然后在37℃

下孵育30min。每个测量中，用链霉亲和素突变蛋白“1”的标准品，以在相同缓冲液的不同浓

度，平行测定参考曲线。表9和表10中示出，相对于拟合的(二阶多项式)参考曲线，装载不同

链霉亲和素突变蛋白的测定的Sepharose凝胶，结果取3次独立测量的平均值。作为对固相

结合的链霉亲和素突变蛋白的此基于BCA法的测定方法的有效对照，平行测量已知的装载
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链霉亲和素突变蛋白“1”的参考Sepharose凝胶。产生的BCA导出值与参考测量值的偏离小

于1％，由此证明了BCA法为Sepharose结合的链霉亲和素突变蛋白的测定提供了可靠数据。

[0152] 为了检验以这种方式固定的链霉亲和素突变蛋白(包括美国专利6,103,493的链

霉亲和素突变蛋白“1”和wt-链霉亲和素)在携带Strep-tagII的融合蛋白的亲和纯化中的

行为，经由tet启动子/操纵子控制的质粒pASK-IBA2-细胞色素b562(SEQ  ID  NO.2)表达融

合于Strep-tagII的重组细胞色素b562(Schmidt和Skerra1994，见前述)(也表示为

cytb562-StrepII)，基本上如Schmidt&Skerra(2007)(见前述)中所述。简单来说，用pASK-

IBA2-细胞色素b562转化大肠杆菌JM83，然后在37℃下在包含100μg/ml氨比西林的LB培养

基中孵育。在OD550＝0.5时，用0.2μg/ml脱水四环素诱导表达，在37℃下保持3小时。然后经

由离心收获细胞，再悬浮于百分之一体积(关于培养物体积)的预冷的缓冲液W(100mM 

Tris-Cl  pH8、150mM  NaCl、1mM  EDTA)中，例如当来自1升培养物体积时再悬浮于10ml。通过

超声裂解细胞，离心(30000g，15min，4℃)去除细胞碎片。然后澄清的上清液经受Strep-

Tactin亲和色谱法，以纯化重组细胞色素b562-Strep-tagII融合蛋白。纯化之后，通过相对

缓冲液W透析来去除脱硫生物素，然后将这样制备的细胞色素b562-Strep-tagII融合蛋白

用于下述亲和色谱法实验，从而与美国专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”相比较，

并与wt-链霉亲和素相比较，来表征本发明的链霉亲和素突变蛋白。

[0153] 在第一个亲和色谱法试验中，将具有本发明的不同链霉亲和素突变蛋白以及美国

专利6 ,103 ,493的链霉亲和素突变蛋白“1”和wt-链霉亲和素中的每一个的450μl 

Sepharose凝胶(来源于4 .5ml的10％悬浮液)，填充于2个聚乙烯滤片之间的2ml柱子

(Pierce，货号89896)上。然后，将3ml在缓冲液W中的1mg/ml纯化的细胞色素b562-Strep-

tagII融合蛋白/ml以重力流施加到每个柱子上。以这种方式，每个柱子都在很大程度上超

负荷，细胞色素b562Strep-tagII融合蛋白出现在洗脱液中。然后用2.5ml缓冲液W洗涤每个

柱子两次。用在缓冲液W中的10mM生物素洗脱保留的细胞色素，然后通过使用摩尔消光系数

ε280＝8250M-1cm-1测量洗脱液在280nm的吸光度，从而以光谱光度法的方式对保留的细胞色

素进行定量。结果见表9。本发明所有的突变蛋白比美国专利6,103,493的链霉亲和素突变

蛋白“1”保留了显著更多的细胞色素b562-Strep-tagII融合蛋白(达到3倍)，比wt-链霉亲

和素保留了远远更多的细胞色素b562-Strep-tagII融合蛋白(达到28倍)。将结果针对固定

的链霉亲和素(突变蛋白)的数量进行归一化。因此，利用本发明的突变蛋白，可制备显著提

高的 融合蛋白结合能力的亲和柱子。

[0154] 在第二个亲和色谱法实验中，将具有1mg本发明的链霉亲和素突变蛋白、1mg美国

专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”和1mg  wt-链霉亲和素的聚集体的Sepharose凝

胶(来源于10％悬浮液的相应量)填充于2个聚乙烯滤片之间的2ml的柱子上(Pierce，货号

89896)。然后，将10倍5ml在缓冲液W中的10μg/ml纯化的细胞色素 融合

蛋白(总量500μg)以重力流施加到每个柱子上。流量在所有情况下均为每分钟0.6ml和

0.8ml之间。使用1个柱体积(CV)的缓冲液W洗涤每个柱子。通过加入在缓冲液W中的10mM生

物素来洗脱捕获的细胞色素 融合蛋白，然后通过使用摩尔消光系数

ε280＝8250M-1cm-1测量洗脱液在280nm的吸光度，从而以光谱光度法的方式对捕获的细胞色

素 融合蛋白进行定量。结果见表10。对于每个固定的链霉亲和素(突变
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蛋白)，本发明所有的突变蛋白比美国专利6,103,493的突变蛋白“1”捕获了显著更多的细

胞色素b562-Strep-tagII融合蛋白(高达超过3倍)。因此，利用本发明所述的突变蛋白，可

以制备亲和柱子，所述亲和柱子提供以相对稀释形式应用的 融合蛋白的显

著增加的产量，如同例如由哺乳动物细胞向细胞培养基分泌重组蛋白的情况一样。利用本

发明的突变蛋白，同时使用亲和材料量(该亲和材料量仅提供超过融合蛋白中应用的

配体 (在这种情况中为细胞色素b5 6 2)的理论上2倍过量的固定

结合位点)，可获得高达近70％的应用的 融合蛋白的回收率，

由此证明了使用本发明的固定于树脂的链霉亲和素突变蛋白， 融合蛋白的亲

和捕获的效率。

[0155] 还需要注意的是，与美国专利6,103,493的链霉亲和素突变蛋白“1”形成对照，在

大多数本发明的链霉亲和素突变蛋白的情况下，脱硫生物素的使用不引起高效洗脱。当用

生物素代替时，在所述突变蛋白的情况下也实现了高强度洗脱。

[0156] 实施例12：由于氨基酸115-121的区域中的突变导致的亲和力增加独立于氨基酸

区域43-52

[0157] 突变蛋白m4001-m9(图4，包含在链霉亲和素氨基酸序列位点117至121的SEQ  ID 

NO:58Glu117Asn118Ala119Gly120Tyr121的氨基酸序列)为筛选链霉亲和素突变蛋白文库的最高

结果(top  result)之一，所述文库基于在位点44、45、46、52分别携带氨基酸Ala、Cys、Gly、

Cys的链霉亲和素突变蛋白m4001(图4)，其中氨基酸位点117、120和121被随机化。选择标

准/质量测定参数为在过滤夹心测定法中产生的信号强度(实施例8)。基于这些结果，在位

点117、120和121鉴定的氨基酸Glu、Gly和Tyr从突变蛋白m4001被转化到突变蛋白“1”，以得

到链霉亲和素突变蛋白m1-9(突变蛋白m1-9的完整的氨基酸序列参见图4)。因此，将对于氨

基酸残基43-52形成环的某个氨基酸序列环境(即m4001的序列)的氨基酸区域115-121得到

的结果(对于链霉亲和素结合肽的改进的结合亲和力)与另一个氨基酸序列(在这种情况中

即突变蛋白“1”)的区域43-52组合。经由BiaCoreTM，针对此新组合的链霉亲和素突变蛋白

m1-9与2种不同的Strep-tagII(单标签)或di-tag3融合蛋白的相互作用，测量亲和力，并且

将所述亲和力与融合蛋白对于链霉亲和素突变蛋白“1”的亲和力相比较(表11)。突变蛋白

m1-9对于GFP-StrepII(绿色荧光蛋白)提供约10倍的亲和力增加，对于Cytb562-StrepII提

供约30倍的亲和力增加。这与从随机文库直接得到所选择的本发明链霉亲和素突变蛋白的

亲和力增加在相同的范围内，证实了本发明的突变蛋白相比于已知突变蛋白“1”具有优势，

其中所述亲和力增加是通过所选择的本发明链霉亲和素突变蛋白与BAP-Strep-tagII(单

标签)融合蛋白的相互作用来实现的(表8)。

[0158] 还在类似亲和色谱法实验中测试了突变蛋白(组合产物)m1-9，如实施例10中对于

从随机文库直接得到的所选择的链霉亲和素突变蛋白所述。在这个实际应用相关环境中，

显现出所述突变蛋白m1-9显著优于突变蛋白“1”，其程度类似于与从随机文库直接得到选

择的链霉亲和素突变蛋白相比较。

[0159] 所述突变蛋白m1-9的结果证明，对于氨基酸位点43-52的区域中的某个氨基酸序

列环境，通过替代在氨基酸位点115-121的区域中的氨基酸产生的亲和力增加可以与氨基

酸位点43-52的区域中的另一个氨基酸序列环境组合，同时保持这些突变的有益性能。因此
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这证明了，针对该115-121区域中突变得到的结果是环境独立的，并且可(如果需要的话)将

该结果与在链霉亲和素其它区域中的其它有益氨基酸序列组合。因此，本发明不仅提供了

新的有利的链霉亲和素突变蛋白，还提供了另外的有益效果，即本文鉴定的突变还能够改

进已知链霉亲和素突变蛋白的性能。

[0160] 实施例13：粗裂解液(大肠杆菌)的重复亲和色谱法循环

[0161] 基本上如实施例11所述，将所述链霉亲和素突变蛋白m1-9固定于琼脂糖

(Superflow)上。产生的树脂具有233nmol/ml的生物素结合能力(对应于3.1mg突变蛋白m1-

9/ml树脂的装载密度，假设活性为100％)。用0.5ml的树脂填充柱子，然后将该柱子用于在

重力流下重复纯化来自大肠杆菌粗提取物的GFP-StrepII，以测试其用于重复纯化循环的

适合性。在每个纯化循环之后测定GFP-StrepII的产量和纯度。

[0162] 为了这个目的，在GFP-StrepII的细胞质表达之后，根据描述于IBA  GmbH的手册

(例如，Manual(Twin)Strep-tag(版本PR02-0025)，可作为PDF文档于http://www .iba-

lifesciences .com/technical-support .html获得)中的标准操作程序，使用缓冲液W

(100mM  Tris-Cl  pH8，150mM  NaCl，1mM  EDTA)制备大肠杆菌细胞可溶性总含量的澄清裂解

液。每毫升裂解液包含大约1.2mg  GFP-StrepII。在第一步，将0.25ml澄清的裂解液装载到

含有0.5ml含突变蛋白m1-9的树脂的柱子上。用1个柱体积(CV)(对应于0.5ml)的缓冲液W洗

涤柱子5次，然后用包含10mM生物素的缓冲液W洗脱。通过用5CV  10mM  NaOH洗涤柱子2次使

柱子再生(从生物素上释放)。然后施加0.25ml澄清裂解液的第二量，再次分离含有的GFP-

StrepII，然后柱子如上述再生。而后在相同0.5-ml柱子上第三次纯化尝试中，施加澄清裂

解液的第三量(0.75ml)，进行包含的GFP-StrepII的纯化的相同处理，然后如上述再生柱

子。然后，在相同0.5-ml柱子上第四次纯化尝试中，再次施加0.75ml澄清裂解液，进行包含

的GFP-StrepII的纯化的相同处理，然后如上述再生柱子。表12总结了这一顺序纯化实验的

结果，每一步骤使用相同的柱子。从表12可以看出，每一步骤中，施加基本上相同量的

Strep-Tag  II融合蛋白，可以纯化得到超过90％的纯度。因此该实验证明了，含本发明的链

霉亲和素突变蛋白的亲和柱子可被可靠地用于以恒定高产量和高纯度重复纯化重组蛋白。

除了使用10CV  10mM  NaOH，所述柱子还能够通过使用更大体积的含10mM  HABA的缓冲液W洗

涤而再生。如果需要在温和条件下去除生物素，这可能是可取的，所述温和条件是指例如树

脂或其它涂覆有本发明的链霉亲和素突变蛋白的载体对碱性PH值敏感的情况。

[0163] 实施例14：突变蛋白m1-9和2个顺序排列的链霉亲和素结合肽部分的相互作用

(di-tag3)

[0164] 本发明提供了链霉亲和素突变蛋白，其相比于已知链霉亲和素突变蛋白，对于

Strep-tagII融合蛋白具有显著增大的亲和力。然而，当在给定的应用中要求较高的亲和

力，还可存在局限性。可能出现这样的情况，在纯化方案中，结合配偶体中的至少一个(

融合蛋白或各自的链霉亲和素突变蛋白)在很低浓度下存在或应用。这些实

例是 融合蛋白的表达差，和/或对于细胞裂解使用了大体积的缓冲液，或将

融合蛋白分泌到了细胞培养基中。在所有这些情况下，将含低浓度靶蛋白的

大样本量施加于亲和柱子。另一方面，链霉亲和素突变蛋白反应配偶体的稀释也引发性能

不佳，例如相比于柱纯化的批纯化的情况。然而，还有纯化下游的其它应用也可从更高的亲

说　明　书 24/47 页

30

CN 105073770 B

30



和力得利。示例性实例是，将要分析的专用靶蛋白(或其它与Strep-tagII化学融合的分子)

定向、温和和稳定地固定于涂覆有链霉亲和素突变蛋白的固相上，以进行测定。固相和相应

测定法的实例是，用于ELISA的微孔板；用于例如ForteBio的 或GE的 仪

器系列的生物传感器，从而提供蛋白:蛋白、蛋白:多肽和蛋白:小分子相互作用分析的无标

记实时测量；用于大量结合于其表面或珠子(如磁珠或 珠子或 珠

子)的分析物的高通量分析的芯片，用于例如蛋白:蛋白相互作用分析。在所有这些实例中，

用链霉亲和素突变蛋白对各自的固相的涂覆，应该提供通用平台，用于将任意蛋白简单、可

再生、温和和稳定地固定到所述固相。这将是非常有利的，否则对于要固定和分析的每一个

蛋白就得单独开发特定的固定操作程序。

[0165] 因此，还可能存在改进亲和力的空间，从而以更好的方式解决这些超出亲和纯化

的应用。所以，还对于由短连接序列连接的两个 结合序列的串联排列

(WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK；SEQ  ID  NO：103)，测试了本发明链霉亲和素突变蛋白的

结合特征，所述串联排列命名为di-tag3并描述于美国专利7,981,632。美国专利7,981,632

还对于 亲和体系描述这种串联排列的优势，该串联排列引发两个

序列均和四聚体链霉亲和素突变体同时结合，由此在维持高效竞争洗脱的情况下提供更高

的结合稳定性。而在本实施例中，数据由使用di-tag3融合蛋白产生，当然所述益处并不限

于使用此特定的di-tag3链霉亲和素结合突变蛋白。当然，使用描述于美国专利7,981,632

的任意其他顺序排列的链霉亲和素结合模块，也将实现所述亲合力效果，由此导致仍加强

其他亲和性特征。

[0166] 因此，经由在BiaCoreTM  T100仪器上的实时相互作用分析，分析了本发明的链霉亲

和素突变蛋白(示例为突变蛋白m1-9)和两个顺序排列的 结合部分(示例为

di-tag3)之间的相互作用的亲和力增加，并且将该亲和力增加与在突变蛋白“1”的情况下

相同di-tag3相对于Strep-tagII的亲和力增加相比较(表11)。所述di-tag3和Strep-tagII

存在于两个不同重组蛋白(即GFP和细胞色素b562)的C-端。结果是非常令人惊讶的。当在突

变蛋白“1”情况下，di-tag3引起的在GFP情况下的亲和力增加仅为10倍，在细胞色素b562情

况下的亲和力增加仅为200-400倍，在本发明的突变蛋白m1-9情况下，分别增加300-600倍

和10000-40000倍。因此，本发明的突变蛋白m1-9提供的亲合效果与IgG抗体(Roitt等人，第

三版，Mosby，St  Louis，6.3-6.4页1993)相当，相比于比现有技术中突变蛋白“1”提供的亲

合力效果，本发明的突变蛋白m1-9提供的亲合效果更为明显(提高了50-100倍)。

[0167] di-tag3对突变蛋白m1-9的亲合结合的离解速率(≈0,000015s-1)规定了与半衰期

的相互作用，所述半衰期为T1/2＝ln2/koff＝46,209sec＝770min＝>12h。在单体相互作用

的情况下，竞争洗脱不能有效地破坏这样一个低的离解速率，其原因在于假设不发生重新

结合，则需要2天来释放大约95％的结合分子。因此，当优选时，该单价相互作用并不适用于

利用竞争洗脱的亲和色谱法，所述竞争洗脱是优选的，因为其可在温和生理条件下完成，以

及由于非特异性结合污染物在洗脱期间从树脂最低限度地释放而提供高纯度。然而，亲合

结合相互作用的离解速率在竞争条件下类似于具有最低离解速率的单个相互作用部分的

离解速率。因此，di-tag3融合蛋白仍可从携带(固定于其上的)本发明链霉亲和素突变蛋白
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的亲和树脂上被相当高效地洗脱。对于这些融合蛋白的此洗脱能力，与美国专利7,981,632

对与突变蛋白“1”相互作用的链霉亲和素结合肽di-tag3所做的观察结果相一致。从含有固

定于其上的突变蛋白m1-9的柱子上的洗脱行为，事实上对于GFP-StrepII和GFP-di-tag3是

相似，从而说明了上述的理论考虑具有实践意义(数据未示出)。GFP-StrepII的离解速率规

定T1/2＝161sec，因此大概需要11分钟来置换95％的结合分子。这对于进行亲和色谱法期间

时的有效洗脱没有障碍。为了得到尽可能浓缩的靶蛋白，在第一步，可将柱子浸入1个柱体

积(CV)的包含竞争体的洗脱缓冲液。然后，可以停止流量10-20分钟来允许取代结合的靶蛋

白，之后通过再次使用洗脱缓冲液重新启动流量来进行洗脱。或者，该洗脱可在非常低的流

量下进行从而提供更高浓度的靶蛋白。

[0168] 另一方面，在如上述(ELISA，

等等)分析设置的测定方法的发展中，di-tag3和突变蛋白m1-9之间在非竞争条件下(T1/2＝

>12h)的非常稳定的相互作用使得这种相互作用对于一般用于下述用途是非常有吸引力

的：所述用途为定向、温和和稳定地将(化学或重组)融合于di-tag3(或任何其他顺序设置

的链霉亲和素突变蛋白结合模块，如美国专利7,981,632中所述)的任意给定靶蛋白固定于

固相上。而且，在竞争者存在时的所述相互作用的可逆性，能够使涂覆有本发明链霉亲和素

突变蛋白的装置或样品温和再生，从而在某个分析物被分析后移除结合的di-tag3融合蛋

白，并且偶联另一个di-tag3融合蛋白，以用于分析结合于di-tag3融合蛋白的另一个分析

物。温和再生保护了装置或样品以及偶联的蛋白质性受体，在这个实施例中，所述蛋白质性

受体为本发明的链霉亲和素突变蛋白。

[0169] 可以利用此特性的另一示例性实例是通过表面等离子体共振技术例如BiaCoreTM

的亲和性测定。用本发明的链霉亲和素突变蛋白涂覆适合的芯片(例如，在BiaCoreTM时为

CM5)。将目标是要测定其对于配体的亲和力的di-tag3融合蛋白通过其融合的di-tag3而被

稳定的结合于芯片上，其融合的di-tag3稳定地结合于本发明的固定的链霉亲和素突变蛋

白。然后，在测定以某个浓度施加的配体的结合动力学之后，所述芯片应从配体再生，该配

体应该以另一个浓度施加。如果不破坏di-tag3融合蛋白是不可能的，则相同的芯片可从整

个复合物(即具有结合的配体的di-tag3融合蛋白)再生，这通过加入竞争者例如生物素进

行，然后在其他步骤中洗涤掉该竞争者，例如通过使用具有减少的亲和力的另一个竞争者

(例如HABA(＝2-(4-羟基苯基偶氮)苯甲酸))进行，最后只使用缓冲液洗涤芯片。最后，所述

芯片再生，用于结合一个新数量的di-tag3融合蛋白，从而分析以另一个浓度施加的配体结

合，不需要使用新的芯片。

[0170] di-tag3融合蛋白对于突变蛋白例如突变蛋白m1-9的高亲和力，应该使固定的链

霉亲和素突变蛋白m1-9的结合位点在亲和色谱法过程中得到非常有效的利用。为了验证该

假设，将上述固定的突变蛋白m1-9填充入0 .6ml的柱子(每毫升结合生物素的能力为

233nmol)。因此该柱子提供140nmol生物素结合位点的数量。提供添加2.6mg的GFP融合蛋

白，该柱子超负荷装载了GFP-di-tag3融合蛋白。然后使用5CV的缓冲液W洗涤柱子，并用含

10mM生物素的缓冲液W洗脱剩余的GFP-di-tag3融合蛋白。通过在280nm测量吸光度并使用

理论消光系数E0.1％＝1.053，洗脱的GFP-di-tag3被定量为2.13mg。此2.13mg的量对应于

71nmol  GFP-di-tag3融合蛋白。因此，化学计量比为2:1。可以从该化学计量推断出，每个结

合肽di-tag3在突变蛋白m1-9上占用了2个结合位点，而且每个结合位点均与Strep-tagII
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部分复合，由此对应于接近100％的能力利用。从这个结果和从BiaCoreTM数据显示的强亲合

力效果可以看出，无论该芯片是以低密度还是以高密度装载突变蛋白1-9(参见表11)，都可

以推断出一个di-tag3结合肽非常有效地占用2个结合位点，所述2个结合位点在一个四聚

体上彼此靠近(实际上，每一个四聚体具有4个结合位点，该结合位点的位置成对接近；

Weber等人，1989，Science  243，85-88)，使得在本实验中使用的浓度下，对于位置接近的这

些结合位点，不存在或存在很少的不同di-tag3序列的竞争。这还意味着，应该可以以充分

限定的方式将di-tag3(或其它顺序排列的链霉亲和素结合表位，例如如美国专利7,981 ,

632中公开的)融合蛋白或缀合到本发明链霉亲和素突变蛋白四聚体上的di-tag3的蛋白二

聚体化。由于非常慢的离解速率(T1/2＝>12h)，在通常于1小时范围内完成的标准分析测定

法的时间框内，没有相当大的复合物形成配偶体的交换。因此，当使用2个不同标记的链霉

亲和素突变蛋白m1-9制备物(该标记可以是荧光标记、有色标记、酶标记、磁性标记(磁珠)，

或如用于alphascreen或luminex检测平台的其它珠子，或简单地是具有某个尺寸或任意其

他可寻址性能的琼脂糖珠子)时，每一个标记的变体被不同的di-tag3融合蛋白复合。这种

情况下，两个复合物制备物均可混合，且标记的链霉亲和素突变蛋白和di-tag3融合蛋白之

间在<1h的标准测定持续时间不发生显著交换。提供一个说明性实例：制备物1由突变蛋白

m1-9-标记1与di-tag3-融合-蛋白X的复合物组成，制备物2由突变蛋白m1-9-标记2与di-

tag3-融合-蛋白Y的复合物组成。然后两个制备物均可混合而不形成突变蛋白m1-9-标记1

与di-tag3-融合-蛋白Y复合以及突变蛋白m1-9-标记2与di-tag3-融合-蛋白X复合的显著

群体。该性能实现多通道检测，在所述多通道检测中，例如在样品或样本中(例如在免疫细

胞化学中)或者在细胞或任意其它实体上，不同靶标可同时通过专用标记来寻址，而没有由

于互换的检测复合物的假象(artifact)，该专用标记经由本发明的链霉亲和素突变蛋白与

配体结合，所述配体对于融合或缀合到di-tag3的某个靶标是特异性的。但是，由于通过添

加竞争者如生物素，di-tag3:链霉亲和素突变蛋白复合物仍能够被有效逆转，该方法学可

选择地另外允许从靶标有效去除标记。这对于再利用样本或样品或细胞或任意其它生物实

体可能是很重要的，在进一步检测中，任意其它生物实体可能是珍贵的唯一样本。由于通过

这种策略使配体多聚体化(在一个标记的链霉亲和素突变蛋白四聚体上二聚体化，或者在

例如经由化学交联多聚体化的标记的链霉亲和素突变蛋白多聚体上多聚体化)，低的亲和

力配体也可以在这种方法中用于多通道标记检测。在这种情况下，通过di-tag3和本发明链

霉亲和素突变蛋白之间的复合物的竞争破裂而单体化并且之后进行洗涤后，该配体也可被

容易地从样本或样品或细胞或任意其它实体中去除(参见 技术，例如如

Stemberger等人2012，PLoSONE，第7卷，第4期|e35798中描述的技术)。这是本发明链霉亲和

素突变蛋白的进一步的优势，说明了这些突变蛋白具有比已知用于与链霉亲和素结合肽相

互作用的链霉亲和素突变蛋白更优越的性能。

[0171] 通过电子提交的序列文件进一步阐明本发明，尤其其中：

[0172] SEQ  ID  NO  1：示出表达载体pASK75-phoA的核苷酸序列，该载体pASK75-phoA包含

编码PhoA信号肽(粗体)的序列，其后为编码大肠杆菌碱性磷酸酶(BAP，下划线，连续线)的

序列，其后为编码连接子(下划线，虚线)的序列，其后为编码 (下划线，虚线)

的序列。该基因可操作地连接于四环素启动子/操纵子(tetP/O)用于转录调控。所述载体适
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合于周质表达 融合蛋白。此基于tet-启动子的表达系统的一般用途描

述于美国专利5,849,576。

[0173] SEQ  ID  NO  2：示出表达载体pASK-IBA2-细胞色素b562的核苷酸序列，该载体

pASK-IBA2-细胞色素b562包含编码OmpA信号肽(粗体)的序列，其后为编码大肠杆菌细胞色

素b562(Cytb562，下划线，连续线)的序列，其后为编码连接子(下划线，虚线)的序列，其后

为序列编码 (下划线，虚线)的序列。细胞色素b562Strep-tagII融合蛋白(还

表示为cytb562-StrepII)的基因可操作地连接于四环素启动子/操纵子(tetP/O)用于转录

调控。所述载体适合于周质表达cytb562-Strep-tagII融合蛋白。此基于tet-启动子的表达

系统的一般用途描述于美国专利5,849,576。

[0174] SEQ  ID  NO  3：示出表达载体pASK-IBA2-SAm1的核苷酸序列，该载体pASK-IBA2-

SAm1包含编码OmpA信号肽(粗体)的序列，其后为编码美国专利6,103,493公开的链霉亲和

素突变蛋白“1”(Ala13-Ser139，下划线，连续线)的序列。该基因可操作地连接于四环素启

动子/操纵子(tetP/O)用于录调控。所述载体适合于周质表达链霉亲和素突变蛋白“1”。此

基于tet-启动子的表达系统的一般用途描述于美国专利5,849,576。

[0175] SEQ  ID  NO  4：示出表达载体pASK-IBA2-SAm4001的核苷酸序列，该载体pASK-

IBA2-SAm4001包含编码OmpA信号肽(粗体)的序列，其后为编码本发明的链霉亲和素突变蛋

白m4001(Ala13-Ser139，下划线，连续线)的序列。该基因可操作地连接于四环素启动子/操

纵子(tetP/O)用于转录调控。所述载体适合于周质表达链霉亲和素突变蛋白m4001。此基于

tet-启动子的表达系统的一般用途描述于美国专利5,849,576。

[0176] SEQ  ID  NO  5：示出寡核苷酸引物P1的核苷酸序列。

[0177] SEQ  ID  NO  6：示出寡核苷酸引物P2的核苷酸序列。

[0178] SEQ  ID  NO  7：示出寡核苷酸引物P3的核苷酸序列。

[0179] SEQ  ID  NO  8：示出寡核苷酸引物P4的核苷酸序列。

[0180] SEQ  ID  NO  9：示出寡核苷酸引物P5的核苷酸序列。

[0181] SEQ  ID  NO  10：示出寡核苷酸引物P6的核苷酸序列。

[0182] SEQ  ID  NO  11：示出寡核苷酸引物P7的核苷酸序列。

[0183] SEQ  ID  NO12：示出寡核苷酸引物P8的核苷酸序列。

[0184] SEQ  ID  NO  13：示出寡核苷酸引物P9的核苷酸序列。

[0185] SEQ  ID  NO  14：示出寡核苷酸引物P10的核苷酸序列。

[0186] 本领域技术人员很容易领会，本发明很适于实施上述对象以及获得目的和优点，

以及其中所固有的那些。而且，对本领域技术人员显而易见的是，可以对本文公开的本发明

进行不同的替换和修改，而并不脱离本发明的保护范围和发明精神。本文所述组合物、方

法、操作步骤、处理、分子和特定化合物在某些实施方案中具有典型代表性，其并不预期作

为对发明保护范围的限制。其中的变化和本领域技术人员将会想到的涵盖于对本发明的精

神内的其它用途均受本发明权利要求保护范围限定。本发明说明书中对已经公开的文件的

列表或讨论不应该必然地被认为是承认所述文件是本领域现有技术的一部分或为公知常

识。

[0187] 在本文示例性描述的本发明可适当地不存在本文并未详细公开的任何一个或多
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个元素、一个或多个限制的情况下实施。因此，例如，术语“包含”、“包括”、“含有”等应被扩

大理解，并无限制性。此外，本文采用的术语和表达是作为描述的措辞，并无限制性，并且没

有使用这些术语和表达而排除所示或描述的特征或其部分的等同形式的意图，但是认可的

是，可以在本发明要求保护的范围内进行各种修改。因而，应该理解，尽管通过典型实施例

和可选择的特征具体公开了本发明，但是本领域技术人员可会对本文呈现的发明进行修改

和改变，这种修改和改变被认为是在本发明的保护范围内。

[0188] 本文对本发明进行了宽泛和一般性描述。落入一般公开内容内的每一个较窄种类

和亚属分组也形成本发明的一部分。在从类别中去除任何主题的前提或负面限制情况下，

这包括了本发明的一般性描述，无论删除的内容是否在本文详细说明。

[0189] 其它实施方案都在下述权利要求范围内。而且，在本发明的特征或方面按照马库

什组进行描述的情况下，本领域技术人员将认识到，本发明还由此按照马库什组的任何个

别成员或成员子组进行了描述。

[0190] 表1

[0191]

[0192] 表2

[0193]

[0194] 表3
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[0196]

[0197] 表4
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[0198]

[0199]

[0200] 表5
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[0201]

[0202] 表6

[0203]

[0204] 表7
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[0205]

[0206] 表8

[0207]

[0208]

[0209] 表9
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[0210]

[0211] 链霉亲和素突变蛋白对应于表8所列出的那些。表10

[0212]
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[0213]

[0214] 链霉亲和素突变蛋白对应于表8所列出的那些。

[0215] 表11

[0216]

[0217] 表12
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[0218]

[0219] 表13

[0220]
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