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苯丙氨酸脱氨酶!"#$在大肠杆菌中的克隆与表达

刘敬忠 向 华! 胡 维 朱章菱 祝 瑾 李氢元
（首都医科大学附属北京红十字朝阳医院 北京 !"""("）

摘 要 利用逆转录&聚合酶链反应（)*&+,)）技术从欧芹总)-.分离制备了苯丙氨酸脱氨

酶（+./）01-.，重组到质粒2345670892:及2;*(<=中，后者转化大肠杆菌>?!"$1;<获得

+./的高效表达。插入片段两端共$("=2的测序结果与文献符合率为$$@%#A。工程菌细

胞裂解液用B1B&+.C;（聚丙烯酰胺凝胶电泳）分析显示在分子量%%D1E处有一条表达很强

的蛋白区带，与+./亚基分子量相符，约占菌体总蛋白的!FA。用G+/,法检测到苯丙氨酸

被+./脱氨的产物肉桂酸，且该+./酶活力特异性好，适于+HI治疗之用。

关键词 苯丙氨酸脱氨酶基因，基因表达，大肠杆菌，苯丙酮尿症

学科分类号 J%#$

经典型苯丙酮尿症（以下简称+HI）系常染色体隐性遗传病。在我国及全世界均相

当常见，发病率约为万分之一，致病基因携带者约为!／（KF!%"）。致病原因是患者苯丙

氨酸羟化酶（+.G）基因发生突变，使肝内缺乏有活力的+.G，不能将苯丙氨酸转化为酪

氨酸，从而造成苯丙氨酸及其有害代谢产物的大量积累，损伤患儿脑细胞正常发育而导致

智力低下、呆傻。现行治疗方法是低苯丙氨酸饮食治疗，价格昂贵，服用时间长（从新生儿

一查出至患儿智力发育基本成熟），且患儿难以接受和持久［!］。有用苯丙氨酸脱氨酶

（+L6MN4E4EM9M6EOOPM9E4NE76，+./;,’Q<Q!QF）治疗+HI的尝试［(，<］，但均由于酶本身

价格贵，用量大，成本高等原因，尚未见临床试用的报道。用外源性正常+.G基因进行的

+HI基因治疗研究也尚未见到成功的报道［’］。

本研究利用基因重组技术，将欧芹+./01-.在大肠杆菌中克隆并表达，为今后

+HI的基因治疗研究奠定了基础。

% 材料和方法

%&% 实验材料

%&%&% 植物标本：欧芹（!"#$%&"’()*+,$(&-*+）引种自北京市农科院蔬菜研究所。

%&%&’ 菌株和质粒：1GF"为本实验室收藏；>?!"$1;<购自+8PO6RE公司；2345670892:
HB（S）为B:8E:6R6M6公司产品；2;*(<=为-PTER6M公司产品。

%&%&( 工具酶类及其它试剂：限制酶，.?U逆转录酶，*’1-.连接酶等购自+8PO6RE
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公司；!"#$%&聚合酶，’%"()*，$+,-，.,!/，抗生素等购自华美公司；肉桂酸，香豆酸等

为0)12"公司产品。

!"!"# 引物的设计与合成：

,3：45!&-/!6&7&!/
%89.

/&/&&-//!&&- :5

,;：457"61"7"7-
+6<’=

&//&&-!!//!&&-&&! :5

,:：45-!&&/&767
>1?..

-&!/-&!/!-&/!!&&-& :5

,3、,;、,:由中国科学院微生物所合成，其中小写字母表示与发表的,&@6$%&序

列不同的或另加的碱基。!A、!:及0,B,C<2<79C(9#D9*6)*1EC)29C等购自,C<291"公

司。

!"$ 实验方法和步骤

!"$"! 欧芹总’%&的提取：将31;月龄欧芹幼苗带长柄的叶和须根洗净、吸干，剪成:
!422小段，放在垫有湿润滤纸的培养皿中，置于超净台中室温培养4F。其间G=光照

数次，每次342)*。收集于4H2?$+,-处理过的离心管中，加入3H2?$溶液，低温下用高

速分散器制成匀浆，用文献［4］相同方法提取总’%&。

!"$"$ 利用’!I,-’技术扩增欧芹,&@6$%&：采用引物,3／,:可得到,&@6$%&
全部编码序列（记为“,&@,-’3”）；采用,;／,:可得到,&@6$%&全部编码区和45非编

码区（记为“,&@,-’;”）。’!I,-’按常规方法进行［B］。

!"$"% 构建重组质粒E>0,&@：回收,&@6$%&扩增片段“,&@,-’;”，用+6<’=和

>1?..双酶解，用部分沉淀法纯化之［A］；将质粒E>?D9(6C)E7$%&用+6<’=和>"2J.双

酶切，低熔点胶回收纯化长;KLMNO片段。将上述纯化得到的,&@6$%&片段及E>?D9I
(6C)E7载体片段按:：3摩尔比混合，在!M$%&连接酶的作用下连接重组，转化!"#$%&
$J4"感受态细胞。用酶切图谱法筛查阳性克隆（记为E>0,&@）。

!"$"# 构建表达质粒E+!;:O,&@：回收,&@6$%&扩增片段“,&@,-’3”，用%89.
和>1?..双酶解。载体E+!;:O用%89.和>"2J.切开。连接、转化及酶切鉴定基本与

3K;K:方法相同。

!"$"& E>0,&@及E+!;:O,&@中,&@6$%&片段序列的测定：质粒$%&按改进的碱

变性／,+/小量法制备［4］。用&>$:A:型自动测序仪测序，质粒$%&用量约3#1，测序

引物为!A、!:及0,BEC<2<79C测序引物。采用$P979C2)*"7<C法作测序反应。

!"$"’ E+!;:O,&@／QR3HL$+:表达系统的建立：制备酶切及序列分析正确的重组质

粒E+!;:O,&@，转化QR3HL$+:感受态细胞。由于该菌株可诱导表达!A’%&聚合酶，

从而启动E+!;:O,&@上!A启动子而高效表达,&@。

!"$"( 用0$0I,&/+检测表达产物,&@，按常规方法进行［4，B］。

!"$") ,&@酶活性（催化苯丙氨酸脱氨）及特异性（不催化酪氨酸脱氨）的检测［S，L］：

%T-UR培养基设:个组合：$只添加酪氨酸（!PC），%只添加苯丙氨酸（,F9），&同时添

加酪氨酸和苯丙氨酸。通过J,@-同时检测培养基中肉桂酸（,F9脱氨产物）和香豆酸

（!PC脱氨产物）的生成情况。方法如下：收集E+!;:O,&@／QR3HL$+:培养物（经.,!/
诱导），离心取上清MHH#?，加:H#?;2<?／@J-?酸化，加蒸馏水稀释3H倍，HKM4#2微孔滤
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膜过滤，取!"!#进行$%&’分析。流动相为(")甲醇含"*+)乙酸，流速为+,#／,-.，层

析柱为!/0.1234’+5柱（"*6(7!(8,），检测波长为9+9.,，波峰积分面积由计算机自动

求出。设肉桂酸及香豆酸的标准对照。

图! 重组质粒酶切鉴定的琼脂糖凝胶电泳图

:-;<! =;3>0?@;@#@#@8A>02B0>@?-?0C>@80,D-E
.@.A2#3?,-1?1-;@?A@1F-AB>@?A>-8A-0.@.GH,@?
=<I1@.A-C-83A-0.0C2#3?,-12/J%=&
+*"／$-.1III；!*2/J%=&／/3,$I；9*2/J%=&／K80#’LI
6<2/J%=&／K80LI；(<2/J%=&／$-.1III；M<2/J%=&／J38I
/<I1@.A-C-83A-0.0C2#3?,-12KN!9D%=&
+*"／$-.1III；!*2KN!9D%=&；9*2KN!9D%=&／O1@I
6<2KN!9D%=&／J38I

! 结 果

!"# 欧芹总$%&的提取及’&()*%&的制备

图+ LNE%’L分离扩增欧芹%=&8PO=电泳结果

:-;<+ =;3>0?@;@#@#@8A>02B0>@?-?0C%=&
8PO=3,2#-C-@1DHLNE%’L
=<LNE%’L2>01Q8A+（2>-,@>%+／%9）

/<LNE%’L2>01Q8A!（2>-,@>%!／%9）

提取到的欧芹总LO=的甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳显示+5J带和!5J带清晰完整无

降解。测得RP!M".,／RP!5".,比值!!*"，说

明纯度很好（图略）。图+为用LNE%’L技术

获得的欧芹%=&8PO=产物的琼脂糖凝胶

电泳图谱。=中!*!4D系用引物对%+、%9
所得到的%=&完整的编码序列；/中!*94D
系用引物对%!、%9所得到的包括(S非编码

区，9S非编码区及全部编码区的片段。

!"! +,-’&(质粒酶切鉴定结果

在 2/J%=& 中，插 入 片 段 %=& 为

!*94D，2/#Q@?8>-2A载体片段为!*T64D，共计(*!M4D。用/3,$I及K80LI酶切产生一条

(*!M4D的条带。K80#’LI和J38I酶切均产

生9*(4D和+*UM4D两条带。$-.1#酶切产

生6*+4D及+*+M4D两条带。图!=中，酶切

分析的电泳结果与预期结果完全符合。

!". +/0!.1’&(酶切分析结果

在2KN!9D%=&中，插 入 片 段%=&为

!*!4D，2KN!9D 载 体 片 段 为 6*94D，共

M*(4D。用O1@I酶切获得M*(4D单一条带。

用J38I酶切产生+*T4D和6*M4D两条带。

图!/中电泳分析的结果与以上预期结果相

符合。

!"2 克隆化’&()*%&序列分析结果

以2/J%=& 为 模 板，N9%>0,0A@>?@E
VQ@.8-.;2>-,@>为 测 序 引 物，对 该 克 隆 化

%=&8PO=9S端 进 行 了 序 列 分 析，所 测

(!"D2与 文 献 报 道 的 序 列 完 全 相 同。 以

2KN!9D%=&为模板，NU2>0,0A@>?@VQ@.8-.;
2>-,@>为测序引物，对克隆化%=&8PO=(S
端进行了序列分析，在所测6!"D2中，发现两

个碱基变异，引起’P59’=W"W=W（W#."
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图! "#$%!&’()诱 导 表 达

’()的*+*,’(-#结果

./01! *+*,’(-# 232456/678
"#$%!&’()9:";966/73";7<=>?
@ "#$%!&’()／ABCDE+#!

F "#$%!&／ABCDE+#!

-4=）和G+CDC-($!--$（(6"!-45）。与文献报道结果

的总符合率为EEHIJK。

图L M’)G法检测"#$%!&’()／ABCDE+#!表达’()酶活

性和特异性结果

./01L M’)G232456/678?N92>?/O/?523<6"9>/8/>/?578’()
9:";9669<&5ABCDE+#!（"#$%!&’()）

G/31G/332P/>2>/<；G7=1G7=P2;/>2>/<

!"# $%&’()%在!"#$%&中的表达活性及特异性

!"#"* *+*,’(-#电泳结果：图!为含重组表达质粒

"#$%!&’()的菌株ABCDE+#!的细胞裂解液*+*,’(-#
电泳结果。与含空载体菌株相对照，重组表达菌在分子量

IIQ+2附近有明显过量表达的蛋白条带，与理论计算的

’()亚单位分子量相符合。经RS’凝胶软件扫描分析，

’()表达量可达菌体总蛋白量的CTK以上。

!"#"! 克隆化’()酶活性及特异性：我们建立了能灵

敏检测酪氨 酸 脱 氨（$()活 性）产 物 香 豆 酸（G7=P2;/>
2>/<），同时亦可检测苯丙氨酸脱氨产物肉桂酸（G/332P/>
2>/<）的M’)G方法。图L(示DHCPP74／)标准品检测结

果，图中(C示检测样品只加肉桂酸，(%示检测样品中只

加香豆酸，(!示检测样品既加香豆酸又加肉桂酸，综合以

上!项结果可以看出，在该M’)G实验条件下，香豆酸出

现双波峰（THJEP/3和UHILP/3位置），这是由于它具有

顺式和反式异构体，此与有关文献报道相同［J，E］。肉桂酸出峰时间较晚（C%HU%P/3），为特

异单波峰。该条件下检测香豆

酸比肉桂酸更灵敏，表现为相同

浓度的肉桂酸吸收波峰的面积

只有香豆酸的约C／T，这有利于

极低的$()酶活性的检出。

图LV显示对克隆化’()特

异性分析 的 结 果。图 中VC、V%
和 V! 菌 株 相 同， 均 为

"#$%!&’()／ABCDE+#!；培养基

除 均 为 WXGYB 外，VC 补 加

DHCPP74／)苯 丙 氨 酸，V%补 加

DHCPP74／)酪 氨 酸，V!同 时 补

加 DHCPP74／) 苯 丙 氨 酸 及

DHCPP74／)酪 氨 酸。结 果 均 只

检测到肉桂酸，且均未检测到香

豆酸，说明表达的’()酶的活性

甚佳，所表达的’()不具有非特

异的$()活性。V%中肉桂酸产

量比VC和V!要低，这与底物苯

丙氨酸量较低有关。
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! 讨 论

作为探索!"#基因治疗新途径的第一步，我们采用$%&!’$等技术，从双子叶植物

欧芹中分离克隆了!()*+,(，进行了序列分析，并克隆至!"#$%&表达载体-.%/01元

中，在23456+.0中得到了表达。进而采用能同时检测!()和%()两种酶反应产物即

肉桂酸与香豆酸的7!)’技术，证明了我们获得的工程菌-.%/01!()／23456+.0所表

达出来的!()只能使!89脱氨，不使酪氨酸脱氨。即具有良好的特异性，适合用于!"#
治疗的目的。本研究为进一步纯化制备有活性的、相对廉价的!()以及!"#的基因治

疗研究作好了准备。

致 谢 -.%/01质粒+,(由中国医学科学院基础所郑德先教授惠赠，-:;<9=*>?-@由北

京医科大学心血管疾病研究所陈光慧博士赠送。本研究部分工作参加者还有首都师范大

学生物系梁 燕，朝阳医院张 鹏、肖 白、周 艳等。
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