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尿酸氧化酶基因的克隆、表达及其产物的应用

朱献军 刘建国" 黎高翔
（中国科学院微生物研究所 北京 !$$$2$）

摘 要 克隆了产朊假丝酵母（!+$3#3+)/#,#&）BC#D!!"尿酸氧化酶（E.+F8G:=H+@8，E.=A+@8，;I!("(4(4）的基因。
将此基因插入原核表达质粒J;7#!+后转化大肠杆菌KL#!（M;4），获得高表达的重组转化子菌株。经NO7P诱导，
重组尿酸酶基因表达量可达菌体可溶性蛋白的1$Q。重组尿酸氧化酶为有酶活性的可溶蛋白。R8@F8.,印迹分析
证实表达产物有免疫学活性。经M;B;M;6#纤维素离子交换柱层析纯化，目的蛋白纯度可达56Q。重组蛋白和
天然蛋白的理化特征比较证明重组蛋白的热稳定性有较大提高。酶盒配制和临床应用实验表明重组蛋白可代替

天然蛋白进行临床血清尿酸的分析。
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尿酸氧化酶（E.+F8G:=H+@8，;I!("(4(4）是生
物体内嘌呤降解代谢途径中的一种酶，能催化尿酸

氧化为尿囊素。许多物种中均发现有尿酸氧化酶存

在，但在高等哺乳动物（猿和人类）体内却缺乏有生

物活性的尿酸氧化酶，而以尿酸作为嘌呤代谢的终

产物［!］。尿酸及其盐类在水中溶解度很低，血液中

过多积累会导致痛风综合症。在临床上，尿酸氧化

酶可用于酶法测定尿酸浓度而诊断痛风症［#］，还可

以用于治疗血液高尿酸和痛风等疾病［4］。微生物

来源的尿酸氧化酶可用于临床诊断和治疗。但微生

物产酶量较低，限制了其广泛应用。通过M)B重
组技术高效表达酶基因是一条提高产酶量的途径。

迄今为止，已有多个物种的尿酸氧化酶基因被克

隆［1"!$］。本组曾报道了筛选的产朊假丝酵母

BC#D!!"菌株产尿酸氧化酶的发酵和酶的分离、纯
化以及临床分析应用的工作［!!，!#］，为了进一步提高

发酵产酶量和了解该菌株酶基因与已知基因的差

异，进行了该菌株尿酸氧化酶基因克隆、表达以及表

达产物性质和用于血清尿酸分析的研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌MT6#和KL#!（M;4），

质粒JK’-8@A.=JF（UC）［JKC（UC）］和产朊假丝酵母

BC#D!!"由本组保存。质粒J;7#!+购自)&V&?8,8
公司。

!"!"# 试剂和酶：寡核苷酸引物由上海生工公司合
成。限制酶43%$购自7+W+.+公司，其余工具酶和
辣根过氧化物酶均购自华美公司。异丙基%0M0硫代
半乳糖苷（NO7P）为宝泰克公司产品。氨苄青霉素
和尿酸氧化酶（对照用）购自C=?<+公司。尿酸由

B’H.=AX公司提供。培养基成分购自GYGNM公司。
其余均为国产分析纯试剂。

!"# 方法

!"#"! 质粒M)B的提取、酶切、回收、连接、转化：
参照文献［!4］。

!"#"# 产朊假丝酵母BC#D!!"染色体M)B的提
取：参照文献［!1］。

!"#"$ OIZ引物设计和扩增：根据已知的基因序
列［5］，用计算机辅助设计了一对引物。尿酸氧化酶

基因的6[端引物O!6[0IPPBB77IIB70B7P70
IBBIBBIPI7I07IB7I04[中引入了 50(ZN和

43%$位点，4[端引物 O#6[0PPPPB7II77B0
IBBI77PP7I77I7II77B04[中引入了.+6TN
位点。提取的产朊假丝酵母BC#D!!"染色体M)B
用作OIZ扩增模板，4$个循环按51\变性1$@，



!!"复性#$%&，’("延伸#$%&，最后’("#)$%&补
平的条件进行。

!"#"$ 表达质粒*+,-的构建：./,扩增产物和
质粒*01（21）分别用!"#,3和$%&43双酶切后电
泳回收纯化，经56789连接酶连接构建成重组质
粒*0+-，转化大肠杆菌 74:!感受态细胞。用

’()"和$%&43消化重组质粒*0+-回收尿酸氧
化酶基因片段，插入到*;5(#<的相同酶切位点上，
构建成重组质粒*+,-。

!"#"% 基因表达及产物活性测定：重组质粒*+,-
转化经氯化钙处理的大肠肝菌0=(#（7;>）感受态
细胞，经酶切分析筛选得到!*"#+,0=(#（7;>）／

*+,-。该转化子接种于>$=含终浓度#))#?／$=
氨苄青霉素的=0培养基中，>’"(@)A／$%&培养过
夜，次日以(B转接于:)$==0培养基，>’"(@)A／

$%&培养至对数生长中期，加入诱导物3.5C至终
浓度)D:$$EF／=，同样条件继续培养>D:G，离心收
集菌体。用)D#$EF／=，*4@D:5A%HICFJ缓冲液悬浮
菌体，冰浴下超声波（())K，#:次每次()H，间隔

>)H）破菌，#()))?离心#:$%&收集上清，得粗酶液。
在>$=比色杯中加入(D:$=溶于)D#$EF／=

*4@D:硼酸缓冲液的)D))#B尿酸溶液，再加入

)D:$=适度稀释的酶液并混匀，在(:"下连续测定

(L>&$处吸光度变化。酶活性单位定义［#(］：在

*4@D:(:"时，每分钟催化##$E=尿酸氧化所需的
酶量为#个酶单位。

!"#"& 表达产物的纯化和性质研究：超声波破菌所
得粗酶液用7;9;7;:(纤维素离子交换层析柱纯
化。蛋白浓度测定用考马斯亮蓝方法［#6］。酶学性

质的研究参照文献［#(］进行。

!"#"’ 171I.9C;和 KMHNMA&印迹分析：不连续

171I.9C;按文献［#>］进行（#(B胶浓度，考马斯亮
蓝,(:)染色）。
兔抗尿酸氧化酶抗体由中科院遗传所动物中心

制备，辣根过氧化物酶偶联的羊抗兔抗体购自邦定生

物工程公司。KMHNMA&印迹分析按文献［#>］进行。

!"#"( 血清尿酸测定：采用文献［#(］的方法。

# 结 果

#"! 尿酸氧化酶基因的分析
以产朊假丝酵母91(D##’的染色体789为模

板用.#和.(引物经./,反应扩增出大小为

)DLOP的特征性片段（图#）。该片段经!"#,3和

$%&43双酶切后插入质粒*01（21），得到重组质

粒*0+-（图#）。经双脱氧法［#:］测序分析，插入片
段的789序列与文献报道［#)］的产朊假丝酵母

3Q-)L@@尿酸氧化酶基因的789序列相同。

图# ./,扩增产物和*0+-酶切鉴定的
琼脂糖（#D(B）电泳分析

Q%?R# 9?<AEHM（#D(B）<&<FJH%HES./,*AETUVN<&T
M&WJ$<N%VT%?MHN%E&ES*0+-R

XD$<AOMA（#)>#，L))，@))，’))，!))，:))，6))，>))，())P*）；

#R./,*AETUVN；(R*01（21）／!"#,3；>R*0+-／!"#,3；

6R*0+-／!"#,3Y$%&43；:R$789／-,.T333$<AOMA

#"# 尿酸氧化酶基因的表达
以’()"和$%&43双酶切重组质粒*0+-，

回收)DLOP片段，并插入质粒*;5(#<的相同酶切
位点得到重组质粒*+,-（图(）。该质粒转化大肠
杆菌0=(#（7;>）得到!*"#+,0=(#（7;>）／*+,-。
用#D(D:方法检测了一组转化子的重组尿酸氧化酶
产量，最高可达#)U／$=发酵液，比原始菌株酶产量
高()倍［(#］。经171I.9C;分析，表达产物占菌体
可溶性蛋白的6)B（图>）。

图( 尿酸氧化酶基因重组质粒*+,-
Q%?R( 5GMAMVE$P%&<&N*F<H$%T*+,-
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!"# 表达产物的纯化
超声波破菌所得粗酶液上样于经!"#$%&／’，

()*"+,-./01&2缓冲液平衡的345434+6纤维素
柱，并用#"+倍柱体积的同样缓冲液淋洗柱，得到一
个洗脱峰，再用!!!"7$%&／’的89:&线性梯度洗
脱，得到6个洗脱峰。测定各洗脱组分的酶活性，重
组尿酸氧化酶集中于第一个洗脱峰，即透过峰，回收

率约+!;。<3<0=514分析各洗脱组分的结果表
明，透过峰中重组尿酸氧化酶纯度达>+;左右。在
此种离子交换层析条件下，重组尿酸氧化酶不被吸

附直接透过，而其它杂蛋白均被吸附，达到了较好的

分离纯化效果（图?）。

图? 重组尿酸氧化酶及其纯化产物
的<3<0=514（#6;）电泳分析

@.AB? <3<0=514（#6;）9C9&2/./%DE-.F9/G
(-%HEFGHI2!"#$%&J’6#（34?）／(KLM
9/NG&&9/OPG(E-.D.F9O.%C-G/E&O

#9CHQB’%N$%&GFE&9-NG.APO$9-RG-；6B!"#$%&J’6#（34?）／(4,6#9；

?B!"#$%&J’6#（34?）／(KLMN.OP%EOS=,1；

7B!"#$%&J’6#（34?）／(KLM.CHEFGHI2!"+$$%&／’S=,1；

+9CHTBLGF%$I.C9COE-.F9/G(E-.D.GHI2345434+6

9C9--%N.CH.F9OG/OPG-GF%$I.C9COE-.F9/G

!"$ %&’(&)*印迹分析
以兔抗原始菌株尿酸氧化酶的抗体作为第一抗

体，偶联辣根过氧化物酶的羊抗兔抗体作为第二抗

体，进行了 UG/OG-C印迹分析［#?］。!"#$%&J’6#
（34?）／(KLM经!"+$$%&／’S=,1诱导产生的重
组蛋白能与兔抗原始菌株尿酸氧化酶的抗体产生免

疫性结合，其结合强度同原始菌株尿酸氧化酶与这

一抗体的免疫结合强度相似（图7）。结果表明重组
蛋白与原始菌株尿酸氧化酶的免疫学活性一致。

图7 重组尿酸氧化酶的UG/OG-$印迹分析

@.AB7 UG/OG-CI&%O9C9&2/./%D-GF%$I.C9COE-.F9/G
#"=E-.D.GHE-.F9/GD-%$’()*&*(+,&%&-5<6B##Q；

6B:-EHGGVO-9FO%D!"#$%&J’6#（34?）／(4,6#9
.CHEFGHI2!"+$$%&／’S=,1；

?B=E-.D.GHE-.F9/GD-%$!"#$%&J’6#（34?）／(KLM
.CHEFGHI2!"+$$%&／’S=,1B

!"+ 重组蛋白性质研究
经不连续<3<0=514分析，重组蛋白的分子量

为?7"!7#R3，与从其基因序列推测的?!?个氨基酸
的理论分子量?7R3相符，同时与原始菌株尿酸氧
化酶的亚基分子量相同［#6］。用’.CNG9WG-0JE-R作
图法测得重组蛋白对尿酸的米氏常数X$为#"+T
Y#!ZT$%&／’，此值比原始菌株尿酸氧化酶的X$
（+"6TY#!ZT$%&／’）［#6］稍小。重组尿酸氧化酶催
化尿酸氧化反应的最适()值是*"!，比原始菌株尿
酸氧化酶（()*"+）的稍小［#6］。

!", 重组蛋白的热稳定性
纯化后的重组尿酸氧化酶在不同温度下保温

#+$.C，#6!!!A离心#+$.C以除去变性蛋白，测定
剩余酶活性，绘出变化曲线（图+）。结果表明，重组
蛋白在低于T![时稳定，T+[处理#+$.C后，酶活
性剩余+!;，比原始菌株来源的尿酸氧化酶有更高
的热稳定性［#6］。

X%29$9\等［#!］曾报道尿酸氧化酶的:2/#T*
被氧化会引起酶活性损失，"0巯基乙醇可抑制此种
热失活。含有#!$$%&／’"0巯基乙醇时，重组蛋白
经T+[加热?!$.C后剩余酶活性为>!;，而无"0巯
基乙醇时的同样处理，重组蛋白则失去+!;的酶活
性；在热处理后失活的重组蛋白中加入#!$$%&／’

"0巯基乙醇使酶活性恢复至初始活性的>!;（表

#）。此实验结果证实了酶分子中的自由巯基是酶具
有催化活性的重要基团。

!"- 重组尿酸氧化酶用于血清尿酸分析
纯化后的重组尿酸氧化酶（电泳纯，图?，6?E／$A
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图! 重组尿酸氧化酶和原始菌株
尿酸氧化酶的热稳定性比较

"#$%! &’()*+,-./#0#-#(,+1-’(2)#3.,(42)#1#(51)+*
!"#$%&6789（:;<）／4=>?（!）.@5’()*&*(+,&%&-（"）

&’((@AB*(（./+2-<2+12)#3.,(.3-#C#-B4()*7#@DE9*+0／7&)#,F

G0B/211()，4HIE!）J.,-)(.-(51+)9!*#@.-C.)#+2,-(*4().-2)(,

.@5-’()(,#52.0.3-#C#-BJ.,5(-()*#@(5%&’()(,#52.0.3-#C#-B.-KL

J.,5(1#@(5.,9DDM%

表! !"巯基乙醇对重组尿酸氧化酶热稳定性的影响

#$%&’! ())’*+,)!"-’.*$/+,’+0$1,&,1+0’.2,3+$%4&4+5,)

.’*,2%41$1+6.4*$3’#

&)(.-*(@- >(,#52.0.3-#C#-B／（2／*7） >(,#52.0).-(／M

N@#-#.0(@AB*( 8%! 9DD

OP;. 8%8! QD

RP; 9%8! !D

P;R.55(50.-()/ 8%8! QD
#S2)#1#(5(@AB*(J.,#@32/.-(5.-T!L1+)<D*#@.@5)(,#52.0

.3-#C#-BJ.,*(.,2)(5%

!FP()3.4-+(-’.@+0J.,.55(5-+1#@.03+@3(@-).-#+@+19D**+0／7
./(1+)(’(.--)(.-*(@-.@5/.1-()’(.--)(.-*(@-

蛋白）按照文献［98］的方法配制成酶试剂盒，在北京
医院检验科生化室进行了血清尿酸的分析。

7898! 血清尿酸测定标准曲线：配置的酶试剂盒在
血清尿酸浓度为9ED"8!*$／57范围内呈较好的线
性（图T）。血清中尿酸的正常浓度范围（8E!"U
*$／57）已被较好地涵盖。

78987 精确度：所配试剂进行了批内和日间的重复
性测定实验。批内重复性测定的标准方差和变异系

数分别是DE9<"DE9U*$／57和9EIM"!M。<日
内的批间重复性测定的标准方差和变异系数分别是

DE9<"DE8D*$／57和8E8M"KETM（表8）。

7898: 准确度：所配试剂进行了回收实验和对比实
验。实验测定的回收率在QQM"9DKM（表8），符合
临床尿酸批量检测的要求。用所配酶试剂盒与北京

医院临床检测试剂盒（V+/#,;@AB*.-#3W#-，G()F
*.@B）方法进行了对比实验，<D份血清样品分别用
两种方法测定，其测定值有良好的线性相关性。

图T 血清尿酸测定的线性范围

"#$%T 7#@(.)).@$(+1J+)X#@$32)C(1+)
,()2*2)#3.3#5.@.0B,#,

表7 本方法配制的尿酸酶试剂盒评价结果

#$%&’7 #0’.’36&+,)’;$&6$+4,1,)/.’/$.’<’1=52$+4*.’$>’1+

S)(3#,#+@
Y#-’#@F/.-3’ 6(-J((@F/.-3’

Z:（*$／57）D%9<"D%9UZ:（*$／57）D%9<"D%8D
[\M 9EI"!ED [\M 8E8"KET

>(3+C()B).-#+ QQM"9DKM

7#@(.)).@$( 9%D"8!%D（*$／57）

[+))(0.-#+@ .@5
)($)(,,#+@ .]D"QI /]9"8!0RD"9T

图U 本方法与V+/#,公司酶试剂相关散点图

"#$%U [+))(0.-#+@32)C(/(-J((@(*AB*.-#3X#-,
+1V+/#,.@54)(4.)(5#@-’#,J+)X
1]<D .]D"QI /]98"!0RD"9T

7898? 试剂稳定性：所配工作试剂在室温可以放置

8K’不影响测定值。

: 讨 论
通过:V̂ 序列测定发现，本实验克隆的’()2

*&*(+,&%&- Ẑ8E99U尿酸氧化酶基因与W+B.*._
等［9D］报道的’()*&*(+,&%&-N"?DQII尿酸氧化酶基
因在:V̂ 序列上完全一致，由此证明这两株菌株
亲缘关系很近。

利用:V̂ 重组技术表达外源基因时，大肠杆
菌表达系统由于操作简易、成本低廉，是理想的首选

工具。采用&U>V̂ 聚合酶启动子表达系统在大肠
杆菌6789（:;<）中表达假丝酵母尿酸氧化酶基因

9U9期 朱献军等：尿酸氧化酶基因的克隆、表达及其产物的应用



时，由于宿主菌!"#$（%&’）染色体上整合有可用

()*+诱导的*,-./聚合酶基因，而且*,-./聚
合酶合成-./速度较快，仅识别本身的启动序列，
因而，此种系统表达基因产物的产量较高。本实验

中表达的重组尿酸氧化酶可达到细胞总蛋白的

012，发酵产酶量是原始菌株的#1倍，并且是有生
物活性的可溶性蛋白。与原始菌株尿酸氧化酶比

较，在底物亲和性、反应最适温度和热稳定性方面略

有差异。用构建的基因工程菌生产的重组尿酸氧化

酶经分离纯化后，配制成测定血清尿酸的酶试剂盒。

临床实验证明，各项测定技术指标符合临床检验的

要求，测定值与进口尿酸测定酶试剂盒的测定值有

良好的相关性（!31456）。证明用此种技术生产的
重组尿酸氧化酶可代替原始菌株产生的尿酸氧化酶

用于临床血清尿酸的分析。此方法酶产量高、且易

于纯化、成本低廉、有很好的市场前景。

致 谢：北京医院检验科生化室李义龙主任帮

助进行临床尿酸分析实验，特此致谢。
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