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"摘要#

!

目的
!

为方便葡萄糖脱氢酶的纯化!构建葡萄糖脱氢酶融合表达载体$方法
!

通过聚合酶链反应

"

SOT

#从枯草杆菌基因组中扩增葡萄糖脱氢酶基因!与源序列比较分析后连接到融合表达载体
B

W2!!:

!导入

HM#"0

诱导表达!测定葡萄糖脱氢酶酶液比活力$结果
!

构建的葡萄糖脱氢酶融合表达载体中目的基因序列与枯

草杆菌来源的该基因序列相同!且粗提酶液比活力高达
(-%b

%

C

D

$结论
!

运用分子生物学技术获得葡萄糖脱氢酶

基因!成功构建了葡萄糖脱氢酶的融合表达载体!为酶的后续纯化工作提供了条件$

"关键词#

!

葡糖脱氢酶&

!

基因表达&

!

枯草杆菌&

!

聚合酶链反应

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&%/&%%'

文献标志码$

'

文章编号$

#$-!10,%%

"

!"##

#

"!1"#((1"!

J7-,@<9>@+7-7889,+7-:N

?

<:,,+7-=:>@7<78

M

59>7,:E:D

6

E<7

M

:-4,:

"

!

:"#6)&'@$.&

4

#

/"1-.)

#

2"1GK7&

#

:"#

5)%

#

*/,+5)'

;

)&

4

$

!3((.

4

.3

?

M.C)@7(8@).&@.7&C57A3<7=3<

9

M.C)@)&.

#

6)7&

4

B%+&)E.<B)=

9

#

*$.&

L

)7&

4

#

6)7&

4

B%

!#!"#(

#

!$)&7

%

&

3G,@<4>@

'

!

"G

*

:>@+=:

!

23E;79=9@;@5@A5

B

F89E97;@93<3E

D

=F736545A

>

483

D

5<;65;<4@373<6@8F7@EF693<5a

B

856693<

I57@383E

D

=F736545A

>

483

D

5<;65.H:@D7E,

!

c=F736545A

>

483

D

5<;65

D

5<5J;6;C

B

=9E954E83C@A5

D

5<3C53E+;79==F6

6F:@9=96:

>

SOT;C

B

=9E97;@93<

#

@A5<73C

B

;85465

f

F5<75;<;=

>

696J9@A@A563F875.b69<

D

@A5EF693<5a

B

856693<I57@38

B

W2!!:J9@A@A5

D

=F736545A

>

483

D

5<;65

D

5<5

#

@39<@834F75HM#"0@39<4F755a

B

856693<;<4@345@58C9<5@A55<?

>

C5

6

B

579E97;7@9I9@

>

.I:,95@,

!

2A5@;8

D

5@

D

5<5E83C73<6@8F7@54

D

=F736545A

>

483

D

5<;65

D

5<5EF693<5a

B

856693<I57@38J;6

@A56;C5;6@A563F875

D

5<5

#

;<4@A58F455<?

>

C56

B

579E97;7@9I9@

>

J;6F

B

@3(-%b

"

C

D

.J7->59,+7-

!

2A5

D

=F7365451

A

>

483

D

5<;65

D

5<596

D

3@@5<:

>

F69<

D

C3=57F=;8:93=3

D>

@57A<9

f

F56

#

;<4@A5EF693<5a

B

856693<I57@38J9@A@A5

D

=F7365

45A

>

483

D

5<;65

D

5<5966F77566EF==

>

73<6@8F7@54

#

JA97A

B

83I9456@A573<49@93<6E38@A5

B

F89E97;@93<3E@A55<?

>

C5.

&

K:

6

L7<E,

'

!

c=F736545A

>

483

D

5<;65

(

!D

5<55a

B

856693<

(

!

6F:@9=969<

(

!B

3=

>

C58;657A;9<85;7@93<

!!

葡萄糖脱氢酶$

D

=F736545A

>

483
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#

cX)

%能特异催化

葡萄糖和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸$磷酸%+

*'X

$

S

%

]

,生成葡萄

糖酸内酯和
*'X

$

S

%

)

)在过去几年中#以该反应为基础而制

造的生物传感器和生物芯片+

#1(

,

#生产的高纯度低聚果糖和葡

萄糖酸钙#以及生物合成的手性醇等技术都取得了令人瞩目的

进展+

,

,

)

cX)

是芽孢杆菌属细菌体内与芽孢形成有关的酶#

在形成芽孢时被诱导生成#是
X1

核糖生物合成途径中的限制

性酶 )科学家们已经提取并纯化了蜡状芽孢杆菌*巨大芽孢

杆菌及枯草芽孢杆菌的
cX)

#并分析了它们的生物学特性)

对枯草芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌不同菌株的
cX)

基因也已

被克隆和序列分析+

%

,

)从目前的文献来看#国外对
cX)

的开

发研究虽然早在
&"

年代后期就开始#但因重组
cX)

活力较

低#没有方便的纯化方法#且在该项目的研究中#影响生化产品

价格的诸因素首当其冲的是分离与纯化过程#其费用通常占生

产成本的
%"/

!

-"/

#有的甚至高达
0"/

)分离步骤多*耗时

长#往往成为制约生产的.瓶颈/)本研究构建
cX)

融合表达

载体#为酶的高效表达和快速纯化提供条件)

$

!

材料与方法

$.$

!

材料

$.$.$

!

菌株和质粒
!

大肠杆菌
HM#"0

和质粒
B

W2!!:

*枯草

芽孢杆菌
Z+$""

菌株为本实验室保存)

$.$./

!

酶和试剂
!

聚合酶链反应$

SOT

%试剂盒*胶回收试剂

盒*

X*'

限制酶*

2,X*'

连接酶*

X*'

分子量
M;8L58

均购

自
2;_;T;

公司$中国扬州代理%#

NS2c

$异丙基硫代
1

$

1X1

半乳

糖苷%*

*'X

$

S

%

]

*葡萄糖*质粒提取试剂来自本实验室)

SOT

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成)

$.$.'

!

主要培养基及溶液
!

G+

培养基$

#/

蛋白胨*

".%/

酵

母膏*

#/*;O=

%用于细菌培养(发酵培养基$

#/

蛋白胨*

(/

酵

母膏*

#/ *;O=

%(固体培养基$

#/

蛋白胨*

".%/

酵母膏*

#/

*;O=

*

#.%/

琼脂粉%)培养基氨苄青霉素终浓度
#""

%

D

"

CG

)

$.$.1

!

主要设备
!

SOT

仪$

'+N!-""

%#凝胶成像系统$

c5<5

c5<9F6+NeNM'cN*cKdK2WM

%#蛋白电泳仪$

+93T;4

%#低

温冷冻离心机#超声破碎仪#酶活性半自动测定仪)

$./

!

方法

$./.$

!

SOT

扩增和载体
B

W2cX)

构建
!

根据文献提供的枯

草杆菌$

+.6F:@9==F6

%的
cX)

基因$

D

9

!

!$(!$0,

%的
X*'

序列

设计并合成引物)上游引物!

%YcO'2'2c2'2'2c2'2O1

Occ'222'(Y

(下游引物!

%YOO''cO22'OOcOccOO21

cOO2cc(Y

)上游引物设计了
*45

&

酶切位点#下游引物设

计了
)9<4

'

酶切位点)扩增条件!预热
0,Q!C9<

(变性
0,

Q("6

#退火
%&Q("6

#复性
-!Q#C9<

#

(%

个循环(延伸
-!

Q%C9<

)

SOT

产物利用
*45

&

"

)9<4

'

双酶切后克隆到载体

-

((#

-

检验医学与临床
!"##

年
#

月第
&

卷第
!

期
!
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!
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>

!"##

!

U3=.&
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B

W2!!:

#转化至
HM#"0

感受态细胞#经筛选确定阳性克隆*

测序)

$././

!

cX)

的诱导表达
!

挑取工程菌
B

W2cX)

"

HM#"0

菌

落接种于涂有
'C

B

的固体培养基中#

(-Q

震荡培养过夜)以

#V#""

的比例转接到
%"CGG+

培养基中#

(-Q

培养至对数

生长期#加入
NS2c

$终浓度为
".%CC3=

"

G

%#

("Q

振摇约
,A

#

取培养液离心$

#""""8

"

C9<

*

, Q

*

%C9<

%收集菌体#用
B

)

-.,

*

"."%C3=

"

G

的磷酸盐缓冲液$

S+K

%重悬#在超声破碎仪上

超声破碎$

#!"Z

条件下工作
%6

*暂停
%6

#

!"

次%*离心$

%"""

8

"

C9<

*

,Q

*

#"C9<

%#取上清液半自动化测酶活力)

$./.'

!

cX)

活力测定方法
!

葡萄糖
] *'X

$

S

%

]

&

葡萄糖

酸内酯
]*'X

$

S

%

)

#

*'X

$

S

%

)

在
(,"<C

处有特异吸收峰)

酶活力单位定义!

(-Q

条件下#每分钟催化生成
#

%

C3=

"

G

的

*'X

$

S

%

)

的酶量定义为一个国际单位$

b

%)酶活性$

b

"

G

%

^

%

'

"

C9<g#"

$

"

hg#

"

4gU@

"

U6

)其中!

%

'

"

C9<

表示每分

钟吸光度的净变化值(

U@

表示反应液总体积(

U6

表示样品体

积(

4

表示比色池光径$

#7C

%(

h

表示摩尔吸光度$

$.!!g

#"

$

%)配制
#""CC3=

"

G

的葡萄糖*

#"CC3=

"

G

的
*'X

$

S

%#半

自动化测酶活力)按酶活性动力学测定要求+

$

,

#将相关参数输

入生化分析仪)检测时#取酶液
#"

%

G

*葡萄糖溶液$终浓度为

#""CC3=

"

G

%

,""

%

G

*

*'X

$

S

%

] 溶液$终浓度为
!CC3=

"

G

%

#""

%

G

#摇匀后立即吸入仪器#延滞时间
#%6

#测定时间
$"6

#

温度
(-Q

#波长
(,"<C

)

/

!

结
!!

果

/.$

!B

W2!!:1cX)

构建及测序
!

以枯草芽孢杆菌
Z+!""

菌

株基因组
X*'

为模板#

SOT

扩增目的基因#经琼脂糖凝胶电

泳检测#得到
-%":

B

的片段$如图
#

%)

SOT

产物经回收纯化#

产物和载体
!!:

B

分别利用
*45

&

和
)9<4

'

双酶切连接到载

体
!!:

B

#转化到大肠杆菌
HM#"0

#提取质粒酶切验证并测序)

测序结果与报道的枯草杆菌来源的
cX)

序列相同)

!!

注!

#

表示
XG!"""

(

!

表示
SOT

产物
#

(

(

表示
SOT

产物
!

)

图
#

!

SOT

产物

/./

!

cX)

的诱导表达和酶活力测定
!

将
B

W2cX)

"

HM#"0

进行
".%CC3=

"

G

的
NS2c

诱导表达
,A

+

-

,

#菌体破碎离心后取

上清液测定粗酶的活力高达
(-%b

"

C

D

)

#"/

十二烷基硫酸

钠
1

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

KXK1S'cW

%结果如图
!

)结果显示#

重组质粒转化菌与对照相比较#在
(#.%g#"

( 处有一深染带蛋

白表达明显增强#该蛋白即为
cX)

基因表达产物)

!!

注!

#

表示低分子质量蛋白质
M;8L58

(

!

#

%

表示空载体转化菌

B

W2!!:

$

HM#"0

%表达蛋白(

(

#

$

表示宿主菌
HM#"0

表达蛋白(

,

#

-

表示

重组菌
B

W2cX)

$

HM#"0

%表达蛋白)

图
!

!

cX)

粗提液
KXK1S'cW

结果

'

!

讨
!!

论

cX)

是短链还原酶家族中的一个重要成员#在芽孢杆菌

属细菌生成芽孢的过程中产生#并在芽孢的生成过程中起一定

作用)

cX)

在食品和医药方面有极好的应用前景#目前国内

完全依赖进口#价格高)

#0$!

年#

+;7A

和
K;43EE

首次研究了

蜡状芽孢杆菌的
cX)

#但鉴于当时的条件没能深入研究)

#00#

年#

)9=@

等构建了枯草芽孢杆菌
cX)

基因的表达载体

S8#-

#并转入大肠杆菌中#使
cX)

得以表达)但重组酶酶活

力低#没有方便的纯化方法#限制了
cX)

在工业上的应用)

本实验是以枯草芽孢杆菌基因组为模板#通过
SOT

获得

目的基因#与载体
B

W2!!:

连接构建
cX)

的融合表达载体)

实验结果显示融合表达载体产酶量较高#为后续最佳提纯方法

的确定提供了条件#可以大大节约生产成本)相信在不久的将

来必将能满足社会生产的需求#使该酶的实际应用范围得到更

大的扩充)
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