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大鼠!!酰胺酶在变铅青链霉菌中的克隆及表达研究

武兵元 李 元"

（中国医学科学院中国协和医科大学医药生物技术研究所 北京 !%%%#%）

摘 要 !3酰胺酶（!3607869-，!3:;）催化神经和内分泌系统中活性多肽的<3端酰胺化，对多肽的生物活性至关重
要。以大鼠心房组织的总=+:为模板，采用=>3?<=技术扩增获得编码!3酰胺酶的4@+:，并进行了克隆和测序。
为了使!3酰胺酶能在链霉菌中分泌表达，将其4@+:与链霉菌酪氨酸酶（0-)<!）信号肽的编码序列融合得到融合
基因0-)／:;，将0-)／:;插入链霉菌质粒.AB"5%，获得重组质粒.AB30-)／:;"5%。,@,3?:C;和生物活性测定证
实，携带.AB30-)／:;"5%的重组菌株34,#5#6+$&78#D［9:’;<%,／=>"5%］能分泌表达!3酰胺酶。

关键词 !3酰胺酶，基因克隆表达，变铅青链霉菌
中图分类号 EF5D 文献标识码 : 文章编号!%%%3G%"!（$%%%）%#3%#FD3%D

神经和内分泌系统产生的活性多肽对机体生命

活动具有非常重要的调节作用，大部分活性肽的<3
端是酰胺化的，而且!3酰胺基为多肽的生物活性所
必需；!3酰胺基来自多肽的翻译后加工，由!3酰胺酶
（!3:;或?:H）催化完成，是酰胺化多肽生物合成途
径中的限速步骤［!］。尽管我们能够通过@+:重组技
术在细菌生产多种具有药理活性的蛋白质，然而却不

能直接获得酰胺化多肽，因为细菌中没有!3:;［$］。
链霉菌是一类重要工业微生物，绝大多数的抗

生素都是由它产生的，而且链霉菌作为一个新型的

异源基因表达系统，在过去!%年中得到长足的发
展。链霉菌表达体系与目前普遍使用的大肠杆菌表

达体系相比较，一个突出的优点是能使异源蛋白分

泌表达。本研究在链霉菌中分泌表达了大鼠的!3
:;，为利用链霉菌产生酰胺化多肽奠定了基础。该
酶的质量为F#I@（!3:;F#），是一个双功能酶，催化
如下反应：

3J3C)KL抗坏血酸LM$#3J3+N$L乙醛酸L脱氢抗坏
血酸LN$M
这是目前在链霉菌中获得分泌表达的结构功能

最复杂的异源酶蛋白。

" 材料和方法

"#" 试剂与酶
硫链丝菌素（>O7(）由美国P279/()3HK-29,QR711

公司赠送；氨苄青霉素（:0.）为美国,7S06公司产

品；限制酶、连接酶、>D@+:聚合酶、T)-U(V大片
段酶、=+:酶和牛小肠碱性磷酸酶（<A:?）为美国

C714(P=W、德国P(-O27US-23H6UUO-70、中国医学科
学院友谊开发公司产品；溶菌酶购自中国科学院上

海生化所东风生化技术公司；杂交试剂盒C-U-A03
6S-9<@?3,/628-/-4/7(U0(8R)-和C-U-A06S-926U3
8(0.270-)61-))7US0(8R)-购自美国:0-29O60W7X-
,47-U4-公司；三肽@U93>K23’6)3C)K购自美国,7S06
公司，@U93>K23’6)3+N$由赛百盛公司合成。

"#$ 质粒和菌株
质粒.Y<!5、.Y<!&30-)、菌株>40(,#BH!%&

为本室保存，34,#5#6+$&>T#D及质粒.AB"5%为英
国B(OUAUU-9研究所N(.V((8@教授惠赠。

"#% !"#$%$&’()&’()原生质体的制备与*+,转化
参照N(.V((8等链霉菌遗传操作实验手册［G］。

"#) !!,-.*+,的/&!01/扩增和克隆
抽提大鼠心房组织的总=+:，以随机六聚体作

引物，以=+69-N阴性的逆转录酶催化，D$Z逆转
录延伸#%07U后，&&Z加热"07U、&#Z加热#07U，
然后加入$R=+69-N，GFZ保温$%07U，产物[$%Z
保存备用。根据文献报道的!3:;4@+:序列［D］设
计一对引物：

#\:C<<<:<>>><>C><>>>::CG\
#\><:::<>C:<<C:>C<><<:>>G\

?<=：在#%"W的反应体积中加有上下游引物各

G%%U0()／W，8+>?9G#%"0()／W，HS$L!]F#00()／W，逆



转录产物!"#!$，%&’酶()。扩增条件为：*+,变性

+-./后开始循环，*+,变性!01，20,退火(01，23,
延伸!-./，(#个循环，最后23,延伸4-./。567
产物进行低熔点琼脂糖凝胶电泳，制备分离!"89:
的片段，经%+;<=聚合酶修平，与!"#>酶切的

?@683连接，得到插入"A=B4#C;<=（约!"89:）的
重组质粒，命名为?@683A=B。

!"# 核苷酸序列分析
采用=D>公司(4(型;<=自动测序仪，测定

所克隆C;<=的核苷酸序列。

!"$ !%&’(#)*+&与酪氨酸酶信号肽序列（,-./!）
的融合

用$%&>酶切含有-EF68调节序列和信号肽序
列的重组质粒?@68*A-EF［#］，经%+;<=聚合酶修
平并用6>=5脱磷酸化；以’()>酶切?@683A=B，
分离!"0!9:的片段并与上述处理的?@68*A-EF连
接，得到重组质粒?@68*A-EF／=B；由于该质粒中融
合基因两侧可供利用的酶切位点较少，为便于表达

载体的构建，以!"#>／*+)G>>>双酶切，从?@68*A
-EF／=B获得融合基因，并以HFE/IJ大片段酶补
平，然后与!"#>酶切并经脱磷酸化处理的?@683
连接，得到重组质粒?@683A-EF／=B。

!"( 构建克隆有!%&’基因的重组质粒
以,-#>酶切?@683A-EF／=B并用6>=5脱磷酸

化处理，然后与,-#>酶切的链霉菌高拷贝质粒

?>K230连接，转化大肠杆菌后，筛选-EF／=B以正确方
向插入到氨基糖苷磷酸转移酶启动子（5&?L）下游的
重组质粒?@683A-EF／=BA>K230（80"+9:）。用./07>／

*+)G>>>酶切该重组质粒，分离约4"49:的片段，并且

HFE/IJ补平，自身环化后转化!12+3+4#)%%H#+，得到
克隆有-EF／=B的重组质粒?>KA-EF／=B230。

!"0 !%&’的活性测定［$］

在发酵的不同时间，取发酵上清液经!0M#
20M（<N+）!OP+沉淀处理后，离心收集沉淀部分，
溶解透析后进行测活。"A=B活性测定的底物是荧
光标记的合成三肽;/1A%QRAS&FATFQ。在800!$的
反 应 体 系 中，含 有 800--IF／$ UBO／HPN
（?N2"0），(0--IF／$H6F，(0--IF／$H>，8!-IF／$
6)OP+，800!V／-$过氧化氢酶，8M（5／5）乙醇，

0"008M（5／5）%R.WI/XA800，80--IF／$抗坏血酸，

!0!-IF／$;/1A%QRAS&FATFQ，#0!$粗酶制备物，(4,
反应(0-./，反应结束后加入!0!$2M（5／5）%Y=
终止反应。酰胺化反应的底物和产物经75AN5$6
荧光检测：683反相层析柱的型号为<IZ&5&9683

("*[8#0--，+!-；洗脱流动相为 800--IF／$
<&=C（?N2"#），+0M（5／5）6N(6<，流速8"!-$／

-./；荧光检测的激发波长是(20/-，发射波长是

+##/-。8个单位"A=B定义为：(4,、8-./内催化
产生8?-IF;/1A%QRAS&FA<N!所需要的"A=B的量。

!"1 2*2%3&4’
参照《分子克隆实验指南》的有关方法［2］，聚丙

烯酰胺凝胶浓度为80M，采用考马斯亮蓝染色。

5 结果

5"! !%&’(#)*+&的67%3/6扩增和克隆

7%A567扩增的结果如图8所示，得到大小分
别约为!"89:和!"+9:的片段，前者编码"A=B4#；"A
=B4#C;<=经克隆、亚克隆和测序证实其序列与文
献报道完全一致［+］。

图8 7%A567扩增"A=BC;<=的电泳图

Y.V\8 BFECWRI?LIRE1.1I]"A=BC;<=&-?F.].EG:Q7%A567
8\UIFEC)F&RJE.VLW-&R9ER$A*+)G>>>

!\5RIG)CW&-?F.].EG:Q567

5"5 !%&’(#)*+&与,-./!信号肽序列的融合
重组质粒?@683A-EF／=B经*+)G>>>酶切得到

大小分别约2#0:?和+"+#9:的片段，说明"A=B
C;<=以正确的方向插入到 -EF68信号肽序列下
游，形成一个融合基因-EF／=B，大小约!"+9:。

5"8 链霉菌表达载体的构建
表达载体?>KA-EF／=B230的构建过程见图!；

酶切鉴定和OI)WLER/杂交的结果如图(所示，插入
片段的大小约!"+9:，而且呈杂交阳性，证明表达载
体中的插入片段是我们要表达的融合基因。

5"9 !%&’(#的2*2%3&4’鉴定
按“!"0”方法将!0M#20M（<N+）!OP+沉淀所

得蛋白质经溶解透析后，进行O;OA5=TB分析，结
果如图+所示，表达的异源蛋白出现在质量约4#9;
的位置，与文献报道的"A=B4#大小相一致

［+］。
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图! 重组质粒"#$%&’(／)*+,-的构建

./01! 234567896/343:7’93&;/4<46"(<5&/="#$%&’(／)*+,-
)&"7：)&"/9/((/47’5/56<460’4’；!"#：>?/3567’"6347’5/56<460’4’
@<"?：@73&36’73:<&/43%0(A935/=’"?35"?367<45:’7<5’0’4’

图B 重组质粒"#$%&’(／)*+,-的酶切鉴定和C386?’74杂交分析

./01B D’567/96/34’4=3489(’<5’<4<(A5/53:（)）<4=
（E）C386?’74?A;7/=/F<6/34

G1H3(’98(<7I’/0?6&<7J’7!／$%&=###；!1"#$%&’(／)*+,-／’()#
B1"#$%&’(／)*+,-／’*+#；K1"#$+,-／’*+#

L1"M2G,%)*／,-+D#

!"# !$%&的活性测定
以荧光标记的三肽N45%>A7%O<(%P(A为底物，酰

胺化反应完成后产物和底物通过D@%Q@R2很容易
分离，N45%>A7%O<(%P(A 的 保 留 时 间 大 约 是
GSL-&/4，而N45%>A7%O<(%TQ!的保留时间大约是
!SU-&/4。重组"%)*催化的反应混合物的 D@%
Q@R2色谱图中，在保留时间约!SU-&/4处出现了
一个新的色谱峰，与N45%>A7%O<(%TQ!的保留时间
一致，说明重组"%)*有酰胺化活性（图L）。

图K ./0%1%2)&"［3456780／9,+,-］培养
上清液的CNC%@)P*分析

./01K CNC%@)P*<4<(A5/5:3798(687’58"’74<6<46
3:./0%1%2)&":;LK［3456780／9,+,-］

G1H3(’98(<7I’/0?6&<7J’73:"736’/4；!1!K?98(687’58"’74<6<46；

B1K,?98(687’58"’74<6<46；K1U!?98(687’58"’74<6<46；

L128(687’58"’74<6<463:./0%1%2)&":;LK:;LK［345+,-］<59349673(

图L D@%Q@R2荧光法测定"%)*活性

./01L D@%Q@R2:(837’59’49’<4<(A5/53:"%)*<96/V/6A
)1.(837’59’49’<;537"6/34"’<J3:58;567<6’N45%>A7%O<(%P(A
E1.(8387’59’49’<;537"6/34"’<J3:"73=896N45%>A7%O<(%TQ!

21D@%Q@R2:(837’59’49’<4<(A5/53:7’<96/34

"73=89659<6<(AF’=;A7’93&;/4<46"%)*

./0%1%2)&":;LK［3456780／9,+,-］在酶解酪蛋白
培养基中培养不同时间，分别测定"%)*活性、菌丝
干重和"Q，结果如图+所示，工程菌在K,?分泌表
达"%)*最高。

’ 讨论
本文通过优化D>%@2D的条件，成功地扩增了

长约!SGJ;的"%)*UL9NT)片段，而且经克隆和测
序证实该9NT)与文献报道的"%)*UL编码序列完全

+UL 生 物 工 程 学 报 G+卷



图! 重组菌株!"#$%$&’()*+"#［,-./01#／23!$%］
的酰胺化酶表达曲线

&’()! *+,-.//’0123-4.05!67*,-0832.89:-.20;9’1<1=
/=-<’1!"#$%$&’()*+"#［,-./01#／23!$%］

一致。为了使!67*>"能在链霉菌中获得分泌表达，
将!67*>"2?@7与;.ABC的信号肽编码序列融合，
得到一个融合基因;.A／7*，并构建了融合基因的链
霉菌表达载体,DE6;.A／7*!$%；用,DE6;.A／7*!$%转
化!"#$%$&’()得到能分泌表达!67*>"的重组菌株

!"#$%$&’()*+"#［,DE6;.A／7*!$%］。
重组菌株在%"#$F内生长迅速，代谢旺盛，,G

低于!H%；>IF菌丝干重最大，已经进入稳定期，,G
上升到$H%以上。!67*的活性在%"#$F内逐步上
升，然后开始下降。这可能是因为!67*发挥作用

的生理,G是#H"""H"，当它在链霉菌中分泌表达
时只有%"#$F内,G值在此范围，>IF以后,G高
达$H%以上，酶可能会部分失活。*-,’23;14’#［>］

在链霉菌中表达#6内酰胺酶基因时，也发现酶的失
活部分地与,G的升高有关，如果把,G维持在>H#
就可以改善酶的活性。

当 !"#$%$&’() JK"#［,DE6;.A／7*!$%］以

L*M*作为种子和发酵培养基时，上清液检测不到

!67*>"活性；当它在酶解酪蛋白培养基中发酵时，无
论种子培养基是L*M*还是酶解酪蛋白培养基，!6
7*>"的活性水平很相似，说明发酵培养基的成分对

!67*>"的表达有重要影响。我们还检测了菌丝内的

!67*活性：除了在I#F可以检测到很弱的活性外，
继续培养菌丝内都没有检测到酰胺化活性，可见!6
7*>"大部分分泌到了胞外，这说明以;.ABC信号肽
介导!67*>"的分泌是比较有效的。
根据计算，本工程菌在目前采用的条件下!67*

的比活性能达到约每毫克蛋白质$I%3，比大肠杆菌
中表达的酶的比活性（C"%3／;(）高得多，这可能是
因为链霉菌分泌的异源蛋白能形成正确的空间构

象。不过，影响异源蛋白在链霉菌中表达的因素很

多，!67*>"的表达条件还有待于进一步优化。

!67*>"在链霉菌中的成功表达为利用链霉菌直
接生产酰胺化的活性多肽奠定了基础。
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>>""期 武兵元等：大鼠!6酰胺酶在变铅青链霉菌中的克隆及表达研究


