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摘 要 从脑膜炎脓杆菌（8,+7(9+0/%*#): :%$#$1(&%;/#0):）基因组中通过 TF0扩增了 *K糖酰胺酶 E（T*SA;, E）基因，经酶切后与
表达载体 8M=!JA连接，获得的重组质粒转入大肠杆菌 WX!"（YM<）。重组大肠杆菌经诱导表达和纯化提取后，获取大量高纯度
*K糖酰胺酶 E，其纯度达 I$Z以上。试验证明，经纯化的重组 *K糖酰胺酶 E可以切除核糖核酸酶 W、转铁蛋白和人 V:S等糖蛋
白上的 *K糖链，具有脱糖基化作用。
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*K糖酰胺酶 E（系统命名：T,8923,K*K（*KA1,9B(K!K
:(51’;A-26B(）A;8A/A:26, A-23A;, E，MF <_%_"_%!；通
常称 T*SA;, E ’/ :(B1’A-23A;,）主要存在于革兰氏阴
性菌及一些真核生物的细胞内［"］，能够专一性的断

裂糖链和蛋白之间的酰胺键，生成一个完整的糖链

和蛋白质，并将蛋白质上的天冬酰胺转化为天冬氨

酸［!］（图 "）。来 自 于 脑 膜 炎 脓 杆 菌 的（ 8 )
:%$#$1(&%;/#0):）*K糖酰胺酶 E基因的阅读框中含有



!"#$个碱基。编码一个 %&’个氨基酸的蛋白质。前
面的 ’"个氨基酸推测为信号肽，剩余的 %!’个氨基
酸为一分子量为 %’())*+,的蛋白［%］。由于 -.糖酰
胺酶 /能够从糖肽和糖蛋白上面完整切下 -.连接
的寡糖链（-.糖苷），将蛋白和糖链完全分开，这对于
进行细胞表面糖结构.功能的分析、糖链对糖蛋白功
能的影响和糖链结构的分析和研究具有重要意义。

-.糖酰胺酶 /对所有类型的 -.连接的糖蛋白都有
作用［’］，这些特性使它成为糖生物学研究中广泛应

用的工具酶。

从脑膜炎脓杆菌中提取 -.糖酰胺酶 /是一个
十分耗资和耗时的工作，步骤繁琐，产率低，每升发

酵液只能获得 "(!到 "(&01 -.糖酰胺酶 /［&］，而且脑
膜炎脓杆菌为病源菌不适合大规模发酵。这些因素

极大的限制了 -.糖酰胺酶 /的广泛应用。为了获
得一个高效异源蛋白的表达体系，在本研究中将 -.
糖酰胺酶 /基因从脑膜炎脓杆菌中克隆到 234$56
载体上，并诱导大肠杆菌表达获得大量重组 -.糖酰
胺酶 /。

图 ! -.糖酰胺酶 /的酶切位点
/718 ! 9:;6<61; =7>; ?@ A-B6=; / ?C 1:DE?2F?>;7C

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
脑膜炎脓杆菌 G499 %%*&5（购自 G499）。大肠

杆菌 ,H&!、IJ$!（,3%）、载体 234$56由本实验室保
藏。

!"# 培养基
JI培养基（!K蛋白胨、"(&K酵母膏、!K-69:）

用于细菌培养，卡那霉素终浓度为 $""1L0J。
! $% 酶和化学试剂
限制酶、4’,-G 连接酶、,-G 分子量 M6F+;F、

NA4B、基因组提取试剂盒、胶回收试剂盒均为
46O6P6公司产品，Q-4A、46R,-G聚合酶购自上海博
亚生物技术有限公司，小量细菌基因组 ,-G抽提试
剂盒购自上海华舜生物工程有限公司，核糖核酸酶

I、人 N1B、转铁蛋白购自 S7106生物公司，其他常规
试剂均为国产或进口分装，序列测定由上海博亚生

物技术有限公司完成。

!"& ’(糖酰胺酶 )基因的克隆
接新鲜脑膜炎脓杆菌单菌落于 %0J JI培养基

中 %)T，$&"FL07C振荡培养 !$U，用基因组提取试剂
盒（购自上海生工公司）抽提得脑膜炎脓杆菌 ,-G。
根据文献提供的脑膜炎脓杆菌 -.糖酰胺酶 /

基因［#］的 ,-G序列设计并合成引物，为方便后续的
克隆，分别在 %V端和 &V端引入了 !"##、$%##酶切
位点。

&V端引物 A-B6=;!：
&VG499G4BBG4BB9499BB9GBG4GG4G9BB %V，

%V端引物 A-B6=;$：
&VGG94949BGBB444B4GG94GG94G99BBGB9G9 %V。
以基因组 ,-G 为模板，A-B6=;!，A-B6=;$ 为引

物 A9P 扩增，获得 *’$W2 ,-G 片段。A9P 扩增条
件：&""J 反应体系中，!" X A9P WY@@;F&"J，M19:$
（$&00?:LJ）%"J，Q-4A（$&00?:LJ）!"J，引物 !、$
（$"20?:LJ）各 !"J，基因组 ,-G !"J，46R ,-G聚合
酶 "(&"J，在 *’T预变性 &07C后按如下参数循环 $5
次：*’T变性 ’&=，&#T退火 ’&=，)$T延伸 $07C，最后
一个循环 )$T延伸 !"07C。A9P扩增产物经 !"##、
$%##酶切回收后与同样双酶切处理的表达载体
234$56连接后转化大肠杆菌 ,H&!，挑取阳性转化
子，经酶切和测序验证。

! $* ’(糖酰胺酶 )的表达
将 234$56LA-B6=; / 表达质粒转化大肠杆菌

IJ$!（,3%）菌；挑取单菌落接种于 %0J JI或 M*培
养基（含卡那霉素 $""1L0J）中，$""FL07C在 %)T中振
荡培养过夜；以 ! Z!""转接到 &"0J JI培养基和 M*
培养基中培养到 &’ [ "()，加入 NA4B（终浓度为 !("
00?:LJ），$""FL07C在 %)T中振荡培养诱导表达。
! $+ ’(糖酰胺酶 )包涵体的分离和纯化

$("1诱导表达后的菌体沉淀重悬于 !&0J裂解
缓冲液（&"00?:LJ 4F7=.H9:，2H 5("；"("&0?: -69:；"(
&00?: 3,4G）中，加入 &"00?:LJ AMS/ !""J，加溶菌
酶至终浓度 "(!01L0J，室温放置 %"07C。冰浴间歇
超声波破菌后 !%"""1、’T离心 !&07C，收集包涵体沉
淀，分别用缓冲液 G（&"00?:LJ 4F7=.H9:，2H5("，
$00?:LJ 3,4G，!""00?:LJ -69:，"(&K 4F7>?C \.!""
（( L(），’0?:LJ 尿素）、I（&"00?:LJ 4F7=.H9:，2H5("，
$00?:LJ 3,4G，!"" 00?:LJ -69:，%K 4F7>?C \.!""）、9
（&"00?:LJ 4F7=.H9:，2H5("，$00?:LJ 3,4G，!"" 00?:L
J -69:，"(&K4F7>?C \.!""，$0?:LJ 盐酸胍）洗涤包涵
体。
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! "# 包涵体的变性及复性
用 !"# 含 $ "%&’# 盐酸胍，()""%&’#!*巯基乙

醇，()) ""%&’# +,-.*/0&（1/23)），4""%&’# 56+7及脱
氧胆酸钠缓冲液充分溶解包涵体沉淀，(8)))9、:;
离心 8)"-<，收集包涵体溶解上清液。快速加入稀
释复性液中（!)""%&’# /5=5> 1/?3!，)34"%&’# @A0&，
(""%&’# 6++），();搅拌 4B，透析后 @-柱纯化。
!$% 可溶性表达产物的提取
将经 C=+D诱导表达 ()B后的 !)"# EF培养物

:))),’"-< G ()"-<离心收集菌体，用 =H>重悬洗涤，
再用 !"#溶菌酶液（含 ("9’"#溶菌酶、4)IJ’K蔗
糖、8)""%&’#，+,-.*/0&，1/23) 和 (""%&’# 56+7），冰
浴 ()"-<，在 :;条件下 (4)))9 G 8)"-<离心，上清液
即为分泌至细胞周质空间中的表达产物粗提物。

!$& 亲和层析纯化 ’(糖酰胺酶 )
将 EF表达产物粗提物或复性蛋白分别上样，

用 $ 个柱床体积的缓冲液（!)""%&’# 磷酸钠，
4)""%&’#咪唑，)3!"%&’#氯化钠，1/ 23)）清洗；用 $
个柱床体积的缓冲液（!)""%&’#磷酸钠，4!)""%&’#
咪唑，)38"%&’#氯化钠，1/ 23)）洗脱目的蛋白；收
集液进行 >6>*=7D5分析。
!$!* ’(糖酰胺酶 )的脱糖基化作用
称取核糖核酸酶 H、转铁蛋白和人 C9D各 ()"9

溶于 ("# 乙酸盐缓冲液中（)3(""%&’# 乙酸钠，
)3(I>6> 1/23!），());水浴 ()"-<，取 ())"#加入
()"#经 @-柱纯化的酶液，8?;水浴 (4B。>6>*=7D5
分析酶活。以将 ()"9 L@A.MH在 ()"# 体系中 8?;
反应 (B F!I以上脱糖基化所需要的酶量定义为一
个单位。

+ 结果

+$! ,-.+%/01’2/34 )质粒的构建及鉴定
从脑膜炎脓杆菌中提取基因组，以基因组为模

板利用 =0L获得 @*糖酰胺酶 N基因，双酶切处理后
与 15+42A载体连接，连接产物转化大肠杆菌 6/!#。
6@7测序结果表明，=0L 扩增与预期结果一致，得
到一段不含信号肽序列的 F:!O1基因片段（图 4）。
+$+ ’(糖酰胺酶 )的表达
测序鉴定正确的 15+42A’=@DA.M N质粒转化大

肠杆菌 H#4(（658），在 #H培养基中经 C=+D诱导表
达，产物经 >6>*=7D5分析得到大小为 8:P6的蛋白
质（图 8A）。菌体经超声波破碎离心后，发现目的蛋
白为包涵体，蛋白质含量达 8)I。破菌离心后收集
包涵体沉淀，经缓冲液 7、H、0洗涤后，用 $"%&’#盐

酸胍溶解包涵体沉淀，离心收集上清，即可获得包涵

体溶解液，经一步稀释法获得复性后的 @*糖酰胺酶
N。其蛋白纯度达 2)I以上。

图 4 琼脂糖电泳显示质粒构建过程
N-9Q 4 79A,%.M 9M& M&MRS,%1B%,M.-. A<A&T.-. %U
SBM 1,%VWRS. %OSA-<MV VW,-<9 SBM R%<.S,WRS-%< %U

SBM MX1,M..-%< 1&A."-V 15+42A’=@DA.M N
(：6@7 EA,PM,；4：9M<%"-R 6@7 U,%" ! Q "#$%$&’(#)*%+,"；8：15+42A
YMRS%,；:：=0L 1,%VWRS %U =@DA.M N 9M<M；!：V-9M.S-%< %U 15+42A’=@DA.M
N OT ,M.S,-RS-%< M<ZT"M；$：15+42A YMRS%, ,M.S,-RSMV [-SB -.’$ Q

为进一步简化步骤，重组大肠杆菌 H#4(（658）
在 EF 培养基中经 ()B 诱导表达后，经检测得到可
溶性目的蛋白。总目的蛋白含量少于在 #H培养基
中的表达量（图 8O）。
+$5 ’(糖酰胺酶 )的纯化
大肠杆菌 H#4(（658）高效表达的 15+42A’

=@DA.M N目的蛋白含有 /-.$ *SA9，能够专一性的与

@-离子结合。将复性的包涵体蛋白或可容性目的
蛋白粗提取物经亲和层析纯化得到纯度达 F)I以
上的 @*糖酰胺酶 N蛋白（图 8A，O）。
+$6 ’(糖酰胺酶 )的脱糖基化作用
为验证重组糖酰胺酶的活性和底物范围，以含

有一个高甘露糖型的寡糖链糖蛋白核糖核酸酶 H；
含有一个杂合型的寡糖链糖蛋白人 C9D重链和含有
三个复杂性的糖链糖蛋白转铁蛋白分别作为底物，

对重组 @*糖酰胺酶 N底物专一性进行测定。>6>*
=7D5电泳分析发现与对照相比，经 @*糖酰胺酶 N
作用的核糖核酸酶 H、转铁蛋白和人 C9D重链分子
量减小，说明已经被 @*糖酰胺酶 N切除糖链（图 :）。
试验证明 @*糖酰胺酶 N对三种类型糖蛋白都有活
性，这个结果与报道的 @*糖酰胺酶 N 对高甘露糖
型、杂合型、复杂性糖蛋白上的糖链都有活性相一

致。
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图 ! "#糖酰胺酶 $的表达及纯化
$%&’ ! ()*+,--%./ 0/1 *2+%3%405%./ .3 6"70-, $

0’ ,)*+,--%./ .3 6"70-, $ %/ 89 :,1%2:’ ;：*+.5,%/ :.<,42<0+ :0+=,+；>：4,<< <?-05, .3 ! ’ "#$% 98>;（@(!）；!：4,<< <?-05, .3 ! ’ "#$% 98>;（@(!，*(A>B0C
6"70-, $）；D：+,3.<1,1 0/1 *2+%3%,1 6"70-, $ 3+.: %/4<2-%./ E.1%,-；E：,)*+,--%./ .3 6"70-, $ %/ FG :,1%2:’ ;：*+.5,%/ :.<,42<0+ :0+=,+；>：4,<< <?-05,
.3 ! ’ "#$% 98>;（@(!）；!：4,<< <?-05, .3 ! ’ "#$% 98>;（@(!，*(A>B0C6"70-, $）；D：*2+%3%,1 6"70-, $ 3+.: 4,<< <?-05, .3 ! ’ "#$% 98>;（@(!，*(A>B0C
6"70-, $）’

以核糖核酸酶 9为底物研究 "#糖酰胺酶 $在
不同条件下的脱糖基化作用发现：底物的折叠对 "#
糖酰胺酶 $的活性有一定的影响，在相同酶切条件
下酶切 ;>H，热变性的核糖核酸酶 9几乎全部发生
脱糖基化，而未热变性的核糖核酸酶 9只有一半发
生了脱糖基化。而 I@I对 "#糖酰胺酶 $的酶活并
没有太大影响，I@I作用是加速目的蛋白的变性。

图 D "#糖酰胺酶 $的脱糖基化作用
$%&’ D @,&<?4.-?<05%./ .3 &<?4.*+.5,%/ E? 6"70-, $

0’ ;：*+.5,%/ :.<,42<0+ :0+=,+；>：H,05 0/1 I@I 1,/052+,1 J"0-, 9
5+,05,1 K%5H 6"70-, $；!、L：H,05 1,/052+,1 J"0-, 9 5+,05,1 K%5H
6"70-, $；D：/05%M, J"0-, 9 5+,05,1 K%5H 6"70-, $；N：J"0-, 9’
E’;：*+.5,%/ :.<,42<0+ :0+=,+；>：5+0/-3,++%/&；!：5+0/-3,++%/& 5+,05,1 K%5H
6"70-, $；D：H2:0/ O&7；L：H2:0/ O&7 5+,05,1 K%5H 6"70-, $’

!"# $%糖酰胺酶 &的酶活单位的测定
为了确定所得到的可溶性 "#糖酰胺酶 $的酶

活单位，将 "#糖酰胺酶 $ 配成 PQPL:&C:8 的酶溶
液，在 LP!8含有 LP!&核糖核酸酶 9的溶液中分别
加入不同量的酶液，!RS反应 ;H。由图 L可见，加入
L!8以上的酶液后，GLT以上的底物可以被脱糖基
化，由此得出所得到的可溶性 "#糖酰胺酶 $的比活

力为：>PP PPP单位C:&。

图 L "#糖酰胺酶 $的脱糖基化作用酶活测定
$%&’ L AH, 045%M%5? 0--0? .3 @,&<?4.-?<05%./ E? 6"70-, $

;：J"0-, 9；>：J"0-, 9 5+,05,1 K%5H ;!8 6"70-, $；!：J"0-, 9 5+,05,1
K%5H >!8 6"70-, $；D：J"0-, 9 5+,05,1 K%5H L!8 6"70-, $；L：J"0-, 9
5+,05,1 K%5H ;P!8 6"70-, $’

’ 讨论
在我们的研究中，利用 6UJ技术从脑膜炎脓杆

菌 VAUU !!GLB中克隆出 "#糖酰胺酶 $基因，序列比
对与 A+,M.+ 8..等人从脑膜炎脓杆菌（另一个菌株）
中克隆的 "#糖酰胺酶 $ 相差一个氨基酸［R］。在大
肠杆菌高效表达后，获得 U末端带有 W%-N 的融合蛋
白，不论是包涵体复性后的蛋白还是在细胞间隙中

表达的可溶性蛋白利用 "%#"AV亲和层析都得可到
纯度 GPT以上的重组 "#糖酰胺酶 $。比较以上两
种表达纯化方法发现：重组 "#糖酰胺酶 $在 89培
养基表达量要高于在 FG 培养基，但是包涵体的处
理过程中可溶性重组 "#糖酰胺酶 $的得率不高，可
达 ;P :&C8。而且，包涵体的变性、复性处理过程比
较麻烦，条件难于控制。在改进的 FG 培养基中表
达量不高，发酵周期长，但是后提取、纯化简单，重组

"#糖酰胺酶 $得率高，可达 ;L :&C8。高于 >PP;年，
A+,M.+ 8..等人用 *9<2,-4+%*5 IXY载体表达的来源于

脑膜炎脓杆菌的 6"70-, $ B:&C8的表达量［R］。
本研究通过试验证实了目的蛋白的状态对 "#

D;G &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 >PPL，Z.<Q>;，".QN



糖酰胺酶 !脱糖基化的影响。热变性的蛋白容易被
"#糖酰胺酶 !脱糖基化［$］，变性的核糖核酸酶 %容
易和 "#糖酰胺酶 !的催化位点发生作用，而天然糖
蛋白三维结构阻挡了 "#糖酰胺酶 !与底物的作用，
减缓了酶反应速度。而添加 &’& 对 "#糖酰胺酶 !
可以加快变性的速度，在一定范围内（()*+）对糖酰
胺酶 !酶活几乎没有影响（图 ,-）。
目前，糖生物学及糖工程研究已成为继基因工

程、蛋白质工程之后的第三大生物工程，是当今最前

沿的生物学科之一。糖链一般与其它大分子形成复

合物，如糖蛋白。这对糖链的研究造成一定的困难，

所以必须将糖链和蛋白分开，这样 "#糖酰胺酶 !在
糖链的研究中显得越来越重要，本研究在国内首次

获得纯化重组 "#糖酰胺酶 !，与国际上报道的重组
"#糖酰胺酶 !序列不同，脱糖基化研究证明可以对
所有三种糖蛋白起作用，对国内糖生物学的研究具

有重要应用和意义。
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细菌探测技术研究进展

如何快捷地知晓某环境或某载体带有病菌呢？细菌探测器或细菌检测技术的研发有重要价值，特别是那些快速灵敏的

“细菌探测器”或技术尤为重要。近几年在这方面的研究取得了一些成果。（*）自动监测装置监测芽孢。芽孢杆菌的芽孢在
极其恶劣的环境里亦可生存，适应性强。这种装置盛有溶液，在微波作用下致病菌芽孢会释放独有的吡啶二羧酸化学物质，

再置于溶液化学传感器中产生反应，引发强烈的绿色荧光，以此判断某环境里是否有芽孢的存在，芽孢数量越高，荧光反应将

越强。当芽孢含量达到一定程度时，监测装置会自动报警。用炭疽芽孢菌（&#,’$$1- #5"*.#5,’-）、枯草芽孢菌（&#,’$$1- -14"’$’-）做
实验进行检测，*X1A:内检测到空气中有芽孢的存在，这表明某大气环境里受到芽孢杆菌的污染，应提高警惕。在美国，航空
航天局研究人员研制的细菌探测器也获得类似结果。此细菌探测器也使用一种发光物质，称为发光剂。若空气中有芽孢存

在，并达到一定浓度时，探测器的发光剂会发出微光，随着芽孢数量增多、浓度增大，发出的光亮越强，这表明大气中受到细菌

污染。因此，人们希望将此探测器用于太空探测任务（生存于恶劣环境中多年的芽孢）。同时，这种探测器还可用于防范生物

恐怖。（$）一种检测细菌的新探测方法。这是在美国工作的我国研究者及其同事发明的。他们研制一种新合成的生物纳米
材料，称之为“生物合成纳米颗粒”，利用它能迅速探测潜伏在肉类食品中的大肠杆菌，有利于用作疾病的早期诊断，只用

$(1A:即可检测出细菌。这种合成的纳米颗粒含有许多荧光染色分子、抗体，一旦遇上细菌就会产生很强的光信号，从而证实
病菌的存在。这种“生物合成的纳米颗粒”很有实用价值：" 能检测到致病菌如非芽孢的沙门氏菌、具有芽孢的仙人掌芽孢杆
菌等；# 可检测到食品中的有毒物质及污染的病菌等；$ 这种超灵敏“颗粒”可用于生物反恐；% 用于疾病的早期诊断。应该
说，这项新技术研制成功是生物学与纳米技术真正融合的产物。总之，新研制的细菌探测器有着广泛的实用价值，关键在于

这项新技术在实际应用中的准确性、稳定性和特效性。这种新的细菌探测技术对探测芽孢杆杆菌和非芽孢杆菌等病原菌有

很强的实用性，然而，针对那些非细胞形态的致病因子和那些非生长培养致病生命体的快捷检测工具仍需要从多方面努力探

究和开发。对那些传布的流行病原体若能真正做到准确地、“有的放矢”地把它们检测出来，无疑将为保护人类生命安全服务

做出重要的贡献，这也是新时代生命科学工作者的要务之一。

（柯 为）
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