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重组点状产气单胞菌脯氨酰内肽酶的纯化和鉴定
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摘 要 报道重组点状产气单胞菌脯氨酰内肽酶（简称-2343）的基因工程下游工艺研究。工程菌株340(,#
56$!／27780343表达产物-2343为可溶性蛋白，在+595:(;)(#%%%型&6自控发酵罐中经!<=培养每升发酵液

可达到$$>&?干重菌体，含-2343#>%?左右。发酵菌体经超声破碎、硫酸铵沉淀后，依次经9@2=-A@BC0$&、8:?=
2@DE(DF-GH@IJ@2=-D(J@;;（830I）、3=@G.)J@2-D(J@";;柱层析分离纯化，每升发酵产物最终可得%>1"?纯度达

/"K的重组-2343，比活力达到"&>&L／F?，整个纯化工艺的蛋白回收率为1>$K，活力回收率为$<><K。纯化的

-2343经电喷雾质谱测定分子量为M"<"<N#%O，+端氨基酸序列与基因序列推导的一致。等电点为2P">%左右。

与5%*(6($+&"27*(8"#,+来源的343（2PQ&>&）相近。
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脯氨酰内肽酶（3D().)4GA(2@2S:A-J@，343）［4T
#*<*$!*$"］是一种广泛分布在各种生物体内能特异

性水解小分子量多肽中脯氨酸羧基端肽键的蛋白

酶［!］。343的催化性质及其在生物体不同组织的

特异性分布（哺乳动物脑中含量较高）表明，它对特

定组织的功能发挥可能起着重要的调节作用［$］。

临床上发现精神分裂症患者血浆、吗啡戒断症状患

者下丘脑和R)U=@DF@D’J病患者脑中的343活性均

发生了显著变化，这表明343与神经和记忆等相关

疾病的发生具有密切的联系［#］。343在人体内参

与许多多肽激素和神经递质的成熟和降解，其专一

性抑制剂在改善莨菪胺引起的小鼠记忆障碍中具有

良好的药理作用［<］。

由于343在生物体内含量甚微，直接从组织中

分离提取繁琐且低效［&!1］。因此利用基因工程技

术大量生产该酶具有重要的研究价值和潜在的医用

价值。本 实 验 室 从 国 内 一 株 点 状 产 气 单 胞 菌

（5%*(6($+&8)$0/+/+）中克隆了脯氨酰内肽酶基因，它

编码"/%个氨基酸，分子量为M"><"MVO，由该基因构

建的工程菌340(,#56$!／27780343表达产生的重

组脯氨酰内肽酶占菌体总蛋白的#%K左右，为可溶

性蛋白，并能进行高密度发酵（结果另文发表）。本文

将报道发酵产物-2343的分离与纯化结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试剂和材料：343酶的特异性底物5@GU.0
)(B.H-DW(G.)0C).03D(0"0+R（X0C030"+R）为本实验室

合成；显色剂;-JSC-DG@SC5T9-)S购自9:?F-公

司；丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺为Y95公司产品；

乙腈为,@DV产品；其它为国产分析纯试剂；分离纯

化介质和蛋白层析系统为3=-DF-H:-公司产品；3D(0
S@:G03-VO4R4!&8Z R30!（!%[!%%FF）以 及

836T系统为 \-S@DJ公司产品；T1 反相柱（9=:F0
2-HVT6T0T1">%[!&%FF）为岛津公司产品；等电

点标准蛋白和两性电解质购自5:(0Z-A公司。

!"!"# 培养基和工程菌：$0]̂ 培养基［/］作为试

管种子和二级种子培养，半合成培养基［!%］用于发酵

罐中补料分批培养。P3̂ C诱导表达型基因工程菌

珠56$!／27780343在试管培养中-2343的表达

量为菌体总蛋白的#%K左右。

!"# 方法

!"#"! 高密度发酵：工程菌的发酵在+595:(;)(
#%%%型&6自控罐中进行。将新鲜的试管种子以

$K接种量接入到含!%%F6$0]̂ 培养基的&%%F6
摇瓶中，#M_，$"%D／F:G培养"=，作为二级种子，按



发酵罐工作体积的!"接入二级种子，补料分批培

养#$%后加入&’()至终浓度#**+,／-，诱导表达

.%。培养过程中通过补加/!"的氨水控制01在

23$左右，通过编制的计算机控制程序自动调节转

速和通入纯氧使溶解氧维持在.$"左右，按设定的

补料方程式补加甘油和氮源。

!"#"# 40’5’的纯化：发酵结束后!$$$6／*78离

心/!*78收集菌体，按#9#$用’:;悬浮，冰浴中间

断超声/$次，每次<$=，破碎菌体，#!$$$6／*78离心

#!*78，上清用硫酸铵分级沉淀，收取/$"!<!"饱

和度的蛋白沉淀，/$**+,／-(67=>1?,（01@3$）缓冲

液溶解后用;A0%4BAC)>/!脱盐，上1’>D=A0%46+=A
EE层析柱分离，$!$3!*+,／-F4?,线性梯度洗脱，

收集40’5’活性峰，样品经#3!*+,／-硫酸铵平衡

后，上 ’%A8G,=A0%46+=A<EE 柱，#3!!$*+,／-
（F1.）/;H.线性梯度洗脱，整个操作在.I下进行。

!"#"$ 40’5’活 力 测 定： 将 酶 溶 液 稀 释 至 约

#3$"J／*-，取#$"- 酶 液，加 入 到 K.I 预 热 的

$3!*-/$**+,／-(67=>1?,（01@3.）缓 冲 液 中，

#*78后立刻加入#$"-!**+,／-的L>),G>’6+>#FM
溶液，混匀反应!*78，加入/!$"-#*J／*-的E4=N
)468AN):?;4,N溶液显色/$*78，于!!$8*处测定

光吸收值，相对活力以!!!$表示。

!"$ 鉴定方法

!"$"! 菌体浓度用分光光度计在<$$8*波长处测

光密 度 值（"#<$$）［#$］；#/3!"的;O;>’M)5采 用

-4A**,7法［P］；蛋白质定量采用:64BQ+6B法［##］。表

达量采用激光灰度扫描法［#$］。

!"$"# 40’5’ 纯 度 采 用 离 子 型 1’-?（$!
K$$**+,／-F4?,线性梯度）和1’-?>?@反相柱（$
!#$$"含$3#"(EM乙腈梯度）鉴定，流速#*-／

*78，波长/@$8*。

!"$"$ 等电点测定：采用:7+>R4B公司的微型聚

丙烯酰胺等电聚焦仪（S787&5E?A,,###）测定，电泳

方法按说明书。两性电解质的01范围为K!#$。

上样/"-，对应标准蛋白分析40’5’的等电点。质

谱分析委托中国科学院上海有机化学研究所生命有

机实验室测定；F端测序委托中国科学院上海生物

化学研究所测定。

# 结果与讨论

#"! 重组工程菌%&#!／’(()*+,+的高密度高表

达发酵

高密度发酵过程中采用分批和补料分批发酵相

结合的工艺。分批培养.%后菌体密度达到"#<$$
!，随后进入补料培养阶段。转速在2%达到@$$6／

*78后，开始供应纯氧。培养至#$%，加入&’()至

#**+,／-诱导培养.%，之后细菌生长趋势开始减缓

故终止发酵，最终菌体密度为"#<$$!<3.，相当于

//3!J（O?T）／-，获得干菌体P$3/J，40’5’的表达

量占菌体总蛋白的K$"，40’5’产量达到K3$J／-。

图#为$%&’():-/#／0UU1>’5’发酵图。

图# 高密度发酵过程中$%&’():-/#／0UU1>’5’
生长曲线和比生长速度

E7JV# $%&’():-/#／0UU1>’5’J6+WN%XY6ZA48B=0AX7Q7X
J6+WN%64NABY678J%7J%XA,,BA8=7NGQA6*A8N4N7+8

（!）),GXA6+,X+8XA8N64N7+8／J·-[#；（"）?A,,BA8=7NG／"#<$$
（#）;0AX7Q7XJ6+WN%64NA／%[#，M66+W78B7X4NA=N%A78BYXN7+8N7*A

#"# -’+,+的分离与纯化

40’5’表达的产物为可溶性蛋白，第一步用硫

酸铵分级沉淀可去除部分杂蛋白以及大量的核酸类

杂质。根据不同饱和度硫酸铵沉淀产物的凝胶电泳结

果得出40’5’主要存在于/$"!<!"的饱和度中。

第二步采用;A0%4BAC)>/!脱盐，最大上样体

积可达树脂体积的#／#$，它比透析脱盐快速、彻底，

并避免了因时间长而造成的失活现象。

样品脱盐后用17J%0A6Q+6*48XAD=A0%46+=AEE
（1’>D）可以快速捕捉目标蛋白，一步纯化使40’5’

的纯度达到@!"以上，而用D>;A0%46+=AEE（D）的

分离效率稍低，纯化后的纯度仅为@$"左右，从分

离图谱也可以看到1’>D将40’5’主峰两侧D不

能分开的杂蛋白又各分离出一个小峰，见图/。

最后一步用’%A8G,;A0%46+=A<EE柱层析纯

化，它不仅省去了F4?,洗脱后脱盐的步骤，节约了

时间，同时得到了进一步的精细纯化，40’5’的纯度

为P<"左右，达到了作为分子生物学工具酶的要

求。若要得到更高纯度的酶制剂，可以用半制备的

’6+NA78>’4\O5M51’-?进一步纯化，一次纯化只

需K$*78，可得到近#*J的纯品。
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表! !"#$%&"#$!／%&&’()*)表达的+%)*)的纯化

,+-./! )012324+526763%16.8./796%/%529+:/316;!"#$%&"#$!／%&&’()*)

!"#$%&’"%
!"#(%)*／
+,

-#(./.$()0)(1
／2345’

67%"$)8)$
.$()0)(1

（’·+,93）

!:!7’")(1
／;

!"#(%)*
"%$#0%"1

<$()0)(1
"%$#0%"1

／;

!"#$%&’"%
%88)$)%*$1

／;

!’")8)$.()#*
8#/&

=%//>8"%%%?(".$( 34@AB A54C@ AAC3 54 344 344 ／ 3C4
<++#*)’+D’/8.(% 53E3 F3C4 ABCF 5G 54CA 5FCE 54CA 3CA
7"%$)7)(.()#*

H!>ID%7J."#D%KK 3@BA F4C3 G4CB BE 3@CA 5FC3 @LC4 ACB
!J%*1/D%7J."#D%GKK BG4 EGC5 GECE FG BCA A@C@ G4CA 5CA

图A H!>ID%7J."#D%KK（<）和ID%7J."#D%KK（M）

分离纯化.7!:!的层析图

K),NA =J"#+.(#,".7J#8.7!:!#*H!>ID%7J."#D%KK（<）

.*&I>D%7J."#D%KK（M），.""#OD)*&)$.(%(J%)+7’")(1

总之，整个纯化过程的蛋白回收率为BCA;左

右，活性回收率在A@C@;左右，纯化结果见表3，纯

化过程各步骤的6P6>!<Q:电泳图谱见图5。

图5 重组.7!:!纯化过程中的6P6>!<Q:电泳图

K),N5 6P6>!<Q:.*./1D)D#8"%$#+R)*.*(
.7!:!&’")*,(J%7’")8)$.()#*

3CS."T%"；ANMUA3／7VHH>!:!$%//>8"%%%?(".$；5!GN!’")8)$.()#*

.8(%".++#*)’+D’/8.(%7"%$)7)(.()#*，H!>ID%7J."#D%KK，!J%*1/

D%7J."#D%KK，!"#(%)*>!.TP:<:，"%D7%$()0%/1

$<= 重组脯氨酰内肽酶鉴定

$<=<! .7!:!纯 度 和 活 力 鉴 定：经!J%*1/D%7>
J."#D%GKK纯化后的.7!:!分别用离子型H!U=

和W!>=B柱进行纯度鉴定，纯度超过FG;，见图@。

!"#(%)*>!.TP:<:H!U=中4!544++#/／UX.=/
梯度按照曲线"（图@<、M相）进行。

图@ .7!:!纯度鉴定

K),N@ !’")(1.*./1D)D#8.7!:!
<N<*./1D)DR1!"#(%)*>!.TP:<:H!U=，!J.D%<：A4++#/／U-")D>=/

7HBC4；!J.D%M544++#/／UX.=/Y<；MN<*./1D)DR1H!U=W!>=B

.7!:!的最适温度为5@Z，最适7H值BC@，比

活力测定在最适条件下进行。!:!的专一性底物

[>Q>!>#X<经.7!:!酶解后释放的#>X<能与染料

K.D(Q."*%(QM=D./(形成在EE4*+有吸收的偶氮

类化合物。!EE4代表酶的相对活力，对应标准曲线

计算出.7!:!的比活力为GECE’／+,。

$<=<$ .7!:!质谱和X端序列鉴定：采用电喷雾

质谱测定.7!:!的分子量为LG@G@\54P，根据基

因序列推导的分子量为LG@GLP，二者非常吻合。可

见，不同来源!:!的分子量大致相同，都在LE!
LBTP之间［@］。对.7!:!的X端34个氨基酸序列

测定的结果为：6>Q>V><>W>U>H>]>!>̂ ，与基因序列
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推测的氨基酸顺序一致，证实了纯化产物为!"#$#
基因正确表达的脯氨酰内肽酶。

!"#"# !"#$#等电点的测定：等电点测定的结果见

图%，"&’()*。这比较接近!"#$%$&’()*+#$,)-.’
来源的#$#（"&’%)%）［%］。

图% !"#$#的等电点（&+$）鉴定

+,-.% &/0121345,36037/,8-!8!29/,/06!"#$#
:);4!8<!5<"5041,8；=.!"#$#

相比!"#$%$&’()*+#$,)-.’来源#$#的纯化

研究［%］，本文采用的下游工艺，发酵和纯化工艺效

率高，操作简便，各步骤间衔接合理，尽量采用了高

流速的++型和高效的>,-?"15605@!831型介质，过

程中避免采用耗时步骤，这对于易失活、易降解的蛋

白酶制备极为有利，适合该酶的大规模生产。

由于在脯氨酸位点的催化专一性，#$#在肽类

激素生产及合成工业中也显示了诱人的应用前景。

其特异性的水解反应为多肽的加工修饰和基因工程

生产提供了一条新途径，利用其逆反应可以合成十

几种活性多肽，其中催产素和促黄体生成素释放激

素的 产 率 分 别 达 到(AB和%%B，而 且 没 有 副 反

应［:=］。它的大量制备不仅有助于其特殊催化机制

的深入研究，也为其在多肽工业和医药治疗中的应

用奠定了基础。

参 考 文 献

［:］ C!2415D.;,@@08/C>，E0/?,@040F"/’.01$.2-$3)"%，:GH*，#$（=）：:::!::A
［=］ E!508I，J!,<15+.4#-/5"62-$3)"%1$.2-$.，:GGK，!%（:）：K:!H:
［K］ L!8421M，+!2N77/O，&/?,75!;"/’.04.-&4)-%!3/’，:GG(，!&’（:P=）：:=G!:KG
［Q］ ;?,80<!L，L!4/70I，F0,<1R.78#9:)’#%’3$.，:GG(，#$(（:PK）：K:!KH
［%］ R!8!4!8,I，E0/?,@040F，R,4!S080I"/’.092-$3)"%，:GGK，))#：AG*!AG(
［(］ O?1T!22,15;，U0124S#，F?,V!724#"/’.092-$4)"%，:GG:，!*+（:=）：H:G=!H:GG
［A］ E0/?,@040F，;!44!5I，>,50/1C"/’.092-$3)"%，:GHH，)$&：(==!(=A
［H］ ;?,5!/!W!E，X/!W!F，>,5!/?,@!.92-$3)"%，:GGQ，))(：A=Q!A=G
［G］ ;!@V500NY，+5,4/3?$+，L!8,!4,/F.L021372!5O208,8-.IZ!V05!4059L!87!2（=8<1<），O02<;"5,8-Z!V05!4059#51//，J1WE05N.:GHG
［:*］ 李 民，陈常庆，朴 勤等，生物工程学报，:GGH，)&（K）：=A*!=A(
［::］ [5!<605<LL.!&’.2-$3)"%，:GHA，+!：=QH!=%Q
［:=］&8!N!F，R0N7V0F，F/757M"/’.0$750"1!8#!4184，G=H:*%KA，H，:GG=

,-./0/123/45256782.2139./:23/4540;914<=/5253!"#$%$&’()*&+,’,’,.4>?>@564A9A3/62B9

Z&L,8: O>$JO?!8-P\,8-: CIJUM1P[!0=

:（;)’&<)’-5"("’#3)4"&/"#$=2-$/"3)&$.$<*，>)"4)-&"("!3’+"%*$=;3-"&3"(，;)’&<)’-=**=KK）

=（;)’&<)’-?&(/-/8/"$=2-$3)"%-(/#*，>)"4)-&"("!3’+"%*$=;3-"&3"(，;)’&<)’-=***K:）

C=B3.213 F?1/47<906<0W8P/451!@413?8,]71/065130@V,8!84!"#$%$&’(,8&3/’/’"5029218<0"1"4,<!/1（!"#$#）W!/
"51/1841<?151.>,-?3122P<18/,49615@184!4,0806703$.-[Z=:／"RR>P#$#,8J[;[,0+20K***%Z615@18405W!/
!3?,1T1<，4?16,8!23122<18/,49W!/==)%-（MOC）／Z!6415:Q?3724,T!4,08，4?19,12<06!"#$#1̂"51//1<,8/027V21"5041,8
W!/K)*-"152,4415V504?.I6415/08,3!4,08，4?1/7"158!4!8406651131221̂45!34W!/"75,6,1<V9!@@08,7@/726!4165!34,08P
!4,08，>,-?"15605@!831\/1"?!50/1++，#?1892/1"?!50/1(++，4?1"75,4906!"#$#51!3?1<G(B，18S9@1/"13,6,3!34,TP
,49W!/(%)%7／@-，!"#$#9,12<51!3?1<*)H(-／ZV504?.F04!25130T1590618S9@1"5041,8W!/H)=B，!34T,,495130T159
W!/=Q)QB.F?1@021372!5W1,-?406!"#$#W!/A(Q(Q_K*M!@1!/751<V9L;，J415@,87/!@,80!3,<//1]71831308P
/,/4184W,4?4?!4<1<731<650@MJI/1]71831."&()*，W?,3?W!//,@,2!5W,4?#$#650@!"#$%$&’()*+#$,)-.’0

D9?E4.6B #50292118<0"1"4,<!/1，?,-?3122P<18/,49615@184!4,08，"75,6,3!4,08，/"13,6,3!34,T,49，3?!5!3415,S!4,08

HQK 生 物 工 程 学 报 :(卷


