
 生 物 工 程 学 报                                                    Chin J Biotech 2008, April 25; 24(4): 679-683           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2008 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: August 4, 2007; Accepted: September 18, 2007 
Supported by: the National Nature Science Foundation of China (No. 30470454) and Central Research Laboratory of Hitachi, Japan. 
Corresponding author: Guohua Zhou. Tel: +86-25-84514223, Fax: +86-25-84514223, E-mail: ghzhou@nju.edu.cn 
国家自然科学基金 (No. 30470454)和日本日立中央研究所资助。 

 

研究简报                                                              

热玫瑰小双孢菌来源的丙酮酸磷酸双激酶的表达及应用 

邹秉杰 1, 陈之遥 1, 周国华 1, 2 
1 中国药科大学生命科学与技术学院, 南京 210009 
2 华东医学生物技术研究所, 南京 210002 

摘  要:以热玫瑰小双孢菌基因组 DNA 为模板, 通过 PCR 扩增得到了编码 PPDK 的基因, 将此基因片段插入到表达载

体 pET28a(+)中构建得到了重组表达质粒 pET28a(+)-PPDK, 将重组表达质粒 pET28a(+)-PPDK 转化到大肠杆菌

BL21(DE3)中, 经过 IPTG 诱导, 重组菌成功表达了 N 端带有 6-His Tag 的重组 PPDK。经 SDS-PAGE 分析, 重组 PPDK

单体分子量为 101 kD。经过镍亲和层析和超滤后, 重组 PPDK 蛋白基本达到电泳纯, 并被成功应用于焦测序中。 
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Abstract: Pyruvate phosphate dikinase (PPDK; EC 2.7.9.1) is found in certain microorganisms and plants, and catalyzes the 
conversion of AMP, PPi and phosphoenolpyruvate (PEP) to ATP, Pi and pyruvate. Using the genomic DNA of Microbispora rosea 
subsp. aerata as the template, a DNA fragment encoding the gene PPDK was amplified by PCR and inserted into the expression 
vector pET28a(+), yielding pET28a (+)-PPDK. The E. coli BL21 (DE3) was transformed with the pET28a (+)-PPDK. After inducing 
with IPTG, the E. coli BL21 (DE3) [pET28a (+)-PPDK] expressed recombinant PPDK fused to an N-terminal sequence of 6-His Tag. 
The molecular weight of PPDK was estimated to be 101 kD by SDS-PAGE. The PPDK was purified by His • Bind Resin affinity   
chromatography and ultrafiltration using 10 kD cut-off membrane. The successful application of PPDK in pyrosequencing was also 
demonstrated. 
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丙酮酸磷酸双激酶(Pyruvate phosphate dikinase, 

PPDK; EC 2.7.9.1)存在于某些植物、微生物和原虫当

中, 能够可逆催化磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)、单磷酸

腺苷(AMP)和焦磷酸盐(PPi)生成三磷酸腺苷(ATP)、

无机磷酸盐(Pi)和丙酮酸(Pyruvate)的反应。在 C4植

物中, PPDK主要催化 PEP生成的反应, 这一反应在

植物光合作用 CO2 的固定中起着重要的作用
[1]。在

一 些 原 虫 如 贾 第 虫 (Giardia)[2]、 克 氏 锥 体 虫
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(Trypanosoma cruzi)[3,4] 、 阿 米 巴 虫 (Entamoeba   

histolytica)[5]等生物体中, PPDK 充当了丙酮酸激酶

的作用, 催化丙酮酸和 ATP 生成的反应, 为生命活

动提供能量。在一些微生物如共生梭菌(Clostridium 

symbiosum)[6]中也发现了 PPDK。 

各种来源的 PPDK 稳定性一般较差, 热玫瑰小

双孢菌(Microbispora rosea subsp. aerata, NBRC 14047)

来源的 PPDK是目前发现的较为稳定的 PPDK, 同时

它也是第一个来源于放线菌的 PPDK, 因其稳定性

好, 能够得到广泛应用。目前, 热玫瑰小双孢菌来源

的 PPDK 偶连荧光素酶的生物发光检测方法已经应

用于很多方面, 如体内 ATP、ADP和 AMP含量的测

定[7,8]、细胞计数[9]、酶联免疫分析[10,11]、焦测序[12]

等。由于热玫瑰小双孢菌来源的 PPDK 具有较高的

应用价值, 因此, 能够利用基因工程方法实现其重

组表达就具有重要意义。 

本文以 pET28a(+)(Novagen)作为表达载体, 将

热玫瑰小双孢菌来源的 PPDK 编码基因插入到载体

上构建了重组质粒, 并在大肠杆菌中获得表达, 表

达的重组 PPDK带有 6-His Tag, 通过镍亲和层析和

超滤除盐就能实现重组 PPDK 的纯化, 纯化过程比

以往用其他载体表达的 PPDK 更加经济、简单、快

速, 纯化后的 PPDK被成功应用于焦测序。 

1  材料与方法 

1.1  质粒与菌株 
热玫瑰小双孢菌 (Microbispora rosea subsp. 

aerata, NBRC 14047)购自日本技术评价研究所生物

资源中心(NBRC)。宿主菌 E. coli BL21(DE3)及原核

表达质粒 pET28a(+)由南京军区疾病预防控制中心

刁振宇博士惠赠。 

1.2  试剂 
限制性内切酶、LA Taq DNA 聚合酶、2×LA GC 

Buffer、T4 DNA 连接酶、λ-EcoT14 I digest DNA 

Marker、蛋白 Marker、PCR 产物纯化试剂盒购自

TaKaRa公司; d-虫荧光素, 荧光素酶, Klenow (exo-) 

DNA polymerase 购自 Promega 公司; Apyrase 购自

Sigma公司; 酵母提取物、胰蛋白胨购自 Oxoid公司; 

IPTG、Lysozyme购自 Amresco公司; His • Bind Resin

和 His • Bind Columns购自 Novagen公司; 0.5 mL超

滤离心管(10K)购自 Millipore 公司; 其他试剂均为

国产分析纯。 

1.2.1  重组表达质粒的构建及阳性克隆的筛选 

利用文献报道的方法[13]提取热玫瑰小双孢菌基

因组 DNA, 根据已报道的基因序列[14]设计引物, 上

游引物 PPDKP1: 5′-GCGTGAATTCATGCCGAAGT 

ACGTT-3′(划线部分为 EcoR I 位点 ), 下游引物

PPDKP2: 5′-AACCAAGCTTTTATCGGGTGTCGGA- 

3′ (划线部分为 Hind III位点)。PCR采用 25 μL反应

体系(2×LA GC Buffer I 12.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 

4.0 μL, 引物(10 pmol/μL)各 1 μL, 5 u LA Taq DNA 

聚合酶 0.5 μL, 基因组 DNA约 200 ng), 热循环条件

为 94°C 5 min, 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 3 min, 30

个循环, 最后 72°C延伸 10 min。产物经 EcoR I和Hind 

III 双酶切后, 插入到原核表达质粒 pET28a(+)上相

应位点之间, 转化 E. coli BL21(DE3), 挑选转化子

抽提质粒后通过限制性内切酶酶切分析筛选阳性克

隆 , 阳性克隆送上海英骏生物技术有限公司测序 , 

重组表达质粒命名为 pET28a(+)-PPDK。 

1.2.2  重组 PPDK的诱导表达及分离纯化 

将过夜活化的重组菌按 1%的接种量接种到 

100 mL LB(含 30 μg/mL Kan)中, 37°C, 200 r/min振

摇培养至 OD600 nm达 0.6 左右时加入 IPTG(终浓度 

0.1 mmol/L), 25°C, 200 r/min诱导表达 5 h。在这一

过程中分别收集 1 mL诱导表达 0、1、3、5 h的培

养物, SDS-PAGE(12%)分析外源蛋白表达情况,剩余

培养物离心收集菌体, 用 PBS洗涤后, 重悬于 10 mL

细胞裂解液(1×Binding Buffer, 溶菌酶 100 μg/mL, 0.1% 

Triton X-100), 37oC消化 30 min, 然后反复冻融 3次

破碎细胞。向细胞破碎液中分别加入 1 μL 100 

mg/mL的 DNase I和 RNase, 4°C放置 30 min以消化

其中的核酸, 然后 4°C, 12 000 r/min离心 20 min, 收

集上清, SDS-PAGE(12%)分析重组蛋白是否以可溶

形式表达。 

将细胞破碎液上清用 His • Bind Resin进行镍亲

和层析纯化, 具体操作步骤参照 Novagen 公司操作

手册进行。将洗脱得到的目的蛋白用截留分子量为

10000 的超滤膜进行超滤除盐, 所得产品进行 SDS- 

PAGE(12%)分析其纯度。 

1.2.3  重组 PPDK的活性测定 

采用荧光素酶的生物发光反应来测定重组 PPDK

的活性, 其原理可以简单的用下面两个方程式表示: 
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PPDK

Luciferase
2 2

PEP PPi AMP pyruvate ATP Pi

ATP Luciferin O Oxyluciferin AMP PPi CO light

+ + ←⎯⎯⎯→ + +

+ + ←⎯⎯⎯⎯→ + + + +

PPDK 催化产生的 ATP 能够被荧光素酶利用并

将其转化荧光信号, 通过测定产生的荧光信号就能

够计算出ATP的量, 从而能够计算出 PPDK的活性。

首先测定 ATP 的量与荧光信号之间的线性关系曲

线。测定标准曲线的测活反应液组成为: 0.1 mol/L 
Tris-Ac(pH 7.75), 0.5 mmol/L EDTA, 5 mmol/L 
Mg(Ac)2, 0.4 mg/mL PVP, 0.02 % BSA, 1 mmol/L 
DTT, 0.4 mmol/L d-虫荧光素, 1.46 μg/mL荧光素酶。

然后在 50 μL 测活底物溶液 (20 mmol/L Hepes,    
25 mmol/L (NH4)2SO4, 3 mmol/L Mg SO4, 2 mmol/L 
DTT, 2 mmol/L PPi, 2 mmol/L PEP, 0.1 mmol/L AMP, 
pH 6.8)中加入 1 μL PPDK, 37°C 温浴 10 min, 立即

放入沸水中煮沸 3 min, 取 1 μL测定发光信号, 根据

回归方程计算酶活。用紫外分光光度法测定蛋白质

浓度从而计算比活。 

1.2.4  重组 PPDK在焦测序中的应用 

焦测序技术[15]是一种实时测定碱基序列的技术, 

在测序过程中, 分别循环加入 4 种 dNTP, 一旦加入

的 dNTP与模板互补, 在 DNA聚合酶的作用下会发

生延伸反应 , 释放出 PPi, PPi 在 PPDK 或 ATP  

sulfurylase 作用下生成 ATP, ATP 在 Luciferase 的催

化下与 Luciferin 反应发出荧光, 发出的荧光强度与

嵌入的 dNTP 个数成正比, 根据测定图谱的信号相

对强度, 可知模板核酸的序列。 

本文使用的焦测序反应体系组成为 : 90 u/mL 

Klenow (exo−) DNA polymerase, 2 u/mL Apyrase,  
0.1 mol/L Tris-Ac (pH 7.75), 0.5 mmol/L EDTA,    
5 mmol/L Mg(Ac)2, 0.4 mg/mL PVP, 0.02% BSA,    
1 mmol/L DTT, 0.4 mmol/L Amp, 0.08 mmol/L PEP, 
0.4 mmol/L d-虫荧光素 , 1.46 μg/mL 荧光素酶 ,   

0.22 u/mL PPDK。本实验对液体合成单链模板(5′-T 

CAGACTTTGACCGTA-3′)进行测序, 划线部分为待

测定的序列, 测序引物为 5′- TACGGTCAAAGT-3′。 

2  结果与讨论 

2.1  重组表达质粒的构建及阳性克隆的筛选 
利用设计的上下游引物和热玫瑰小双孢菌基因

组 DNA成功扩增得到了大小约为 2.6 kb的片段(图

2泳道 1)。重组转化子抽提质粒后用 EcoR I和 Hind III

双酶切, 酶切结果显示产生了 2个片段(图 2泳道 2), 

它们分别与 pET28a(+)经 EcoR Ⅰ和 Hind III双酶切

产生的片段(图 2泳道 3)和 PCR扩增产物(图 2泳道

1)大小一致, 说明目的片段已经成功插入到表达载

体中, 将阳性克隆测序, 测序结果与文献 [14]报道的

PPDK基因序列相符。 

 

图 1  重组质粒 pET28a(+)-PPDK 双酶切鉴定 
Fig. 1  Restriction enzyme digestion analysis of 

recombinant plasmid pET28a (+)-PPDK 
M: λ-EcoT14 I digest DNA marker; 1: PCR products of PPDK gene; 
2: pET28a (+)-PPDK digested with EcoR I and Hind III; 3: pET28a 

(+) digested with EcoR I and Hind III 

 

图 2  重组 PPDK 在大肠杆菌中表达的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of recombinant PPDK 

expressed in E. coli 
M: protein Marker; Lane 1: total protein of E. coli BL(DE3)   
transformed with pET28a(+)-PPDK without IPTG induction; Lane 
2-4: total protein of E. coli BL(DE3) transformed with 
pET28a(+)-ATPS after being induced with IPTG of 1h, 3h, and 5h; 
respectively; Lane 5: supernatant of the lysate of E. coli BL21(DE3) 
transformed with pET28a(+)-PPDK 

 

2.2  重组 PPDK 的诱导表达及分离纯化 
SDS-PAGE分析诱导表达 0、1、3、5 h的菌体

总蛋白以及表达 5 h 的上清, 发现重组菌表达了分
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子量约为 101 kD的重组 PPDK, 并且随着诱导时间

的延长, 重组 PPDK 的表达量也有所增加(图 2 泳道

1~4)。重组 PPDK 大部分是以可溶形式表达的(图 2

泳道 5)。 

将细胞破碎液上清用 His－Bind Resin进行镍亲

和层析纯化, 采用 10倍柱床体积的含有 60 mmol/L

咪唑的洗脱缓冲液来洗脱杂蛋白, 含 300 mmol/L咪

唑的洗脱缓冲液来洗脱目的蛋白, 从 SDS-PAGE 结

果显示纯化得到的重组 PPDK 基本达到电泳纯(图 3

泳道 1)。 

 

图 3  纯化后的重组 PPDK 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified recombinant PPDK 

M: protein marker; Lane 1: purified recombinant PPDK 
 

2.3  重组 PPDK 的活性测定 
采用生物发光反应间接测定重组 PPDK的活性, 

首先测定 ATP 与产生的荧光信号之间的标准曲线, 

以 ATP 的量为横坐标, 荧光信号值为纵坐标作图, 

通过线性回归得到回归方程。通过测定重组 PPDK

催化底物所产生的 ATP的量来计算重组 PPDK的活

性。PPDK的活力单位定义为: 在 37°C, pH 6.8 的条

件下, 每分钟产生 1 μmol ATP所需的酶量。本文测

得重组 PPDK的比活为 0.1 u/mg。 

2.4  重组 PPDK 在焦测序中的应用 
我们将纯化得到的重组 PPDK应用在焦测序中, 

测定一段人工合成的寡核苷酸序列, 模板序列为: 5′- 

TCAGACTTTGACCGTA-3′(划线部分为待测序列), 

测序使用的引物为: 5′-TACGGTCAAAGT-3′, 将单链

模板和测序引物退火, 然后进行焦测序。dNTP的加

入顺序为: A-T-G-C-T-G, 测定结果如图 4所示。由于

待测序列为 GACT, 所以在加入 dATPαS、dTTP 和

dGTP 时, 均没有信号产生, 只产生了各自的本底信

号, 而当加入 dCTP时, 由于能够和待测序列中的第

一个碱基 G 互补, 发生了延伸反应, 检测到了延伸

信号, 同样在加入 dTTP、dGTP 和 dATPαS 时也得

到了相应的延伸信号, 这一结果证明了我们表达的

重组 PPDK可以用于焦测序。 

 
图 4  重组 PPDK 在焦测序中的应用 

Fig. 4  Pyrosequencing on an artificial DNA template with 
recombinant PPDK 

Template: artificially synthesized oligonucleotide(5′- TCAGACTTT 

GACCGTA-3′); Order of dNTP dispensing: A-T-G-C-T-G with the 
double dispensing of each dNTP species 

 

3  结论 

热玫瑰小双孢菌来源的 PPDK是一种 ATP产生

酶, 本文将其应用在焦测序反应只是它众多应用的

一个方面。将其与荧光素酶发光反应偶联, 既可以

用于测定 PPi(如焦测序); 也可以用于测定 ATP 和

AMP的含量。在细菌污染控制检测中具有重要的应

用价值, 可以达到快速现场测定, 避免长时间的细

菌培养过程。此外, 由于 PPDK 能够较好的耐受化

学修饰试剂而在酶联免疫分析方面得到了成功应 

用[10, 11]。与荧光素酶发光反应中, 由于 PPDK 能够

循环利用发光反应产物 AMP, 所以可显著延长发光

时间而使得检测的灵敏度能够显著提高[8]。 

本研究利用大肠杆菌表达系统成功表达出了具

有活性的重组 PPDK, 利用质粒自身带有的 6-His 

Tag 能够很方便的通过镍亲和层析得到纯化, 与文

献[14]报道的表达方法相比大大简化了纯化步骤, 节

约了成本, 并且将其成功地应用于焦测序中, 但本

文所表达的重组 PPDK 的比活还不够高, 是否融合

的 6-His Tag 对该酶的活性产生了影响, 还不清楚, 

我们将研究高活性 PPDK 的表达方法, 探讨融合位
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置对酶活的影响, 以便使得重组 PPDK 能够得到更

广泛的应用。 
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