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摘  要 : 核酸酶在生物工程领域有着重要的应用价值。本研究在优化北极虾核酸酶 (Shrimp nuclease，SNU) 基
因序列的基础上，构建 SNU 的毕赤酵母分泌表达载体 SNU-pPICZα A 并转化酵母，以高拷贝整合转化子为基

础，优化酶表达的条件，并对该酶的催化特性进行分析，结果显示 SNU 可在毕赤酵母 SMD1168H 中高效分泌

表达，最佳诱导表达条件为：培养基 BMMY pH 6.0，甲醇浓度为 1%，诱导时间为 72 h，诱导后粗酶液比活力

为 1.4×105 U/mL。经过 DEAE Sephadex 阴离子交换层析可纯化获得高纯度的目标蛋白，每升菌液可纯化 15 mg
目标蛋白，比活力达到 6.291×106 U/mg，该酶表观分子量为 50 kDa，PNGaseF 酶切证实该酶存在糖基化现象。

二价金属离子 Ca2+、Mn2+、Co2+、Mg2+及还原剂 DTT、β-ME 能显著地提高其水解活性，但 Zn2+、Cu2+、SDS、
高浓度 NaCl 抑制该酶的活性，SNU 为 Ca2+/Mg2+依赖型核酸酶。70 ℃处理 10 min 可使该酶不可逆的失活。 

关键词 : 北极虾 Ca2+/Mg2+依赖型核酸酶，毕赤酵母，分泌表达优化，催化特性  
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Abstract:  Nucleases is an important enzyme widely used in biotechnology. A codon optimized nuclease gene (SNU) 
from Northern Shrimps was inserted into pPICZα A vector, and expressed extracellularly in strain SMD1168H. On the basis 
of multi-copy recombinant strain, we further optimized the expression condition and characterized SNU. SNU was highly 
expressed and stable after 1% methanol induction for 72 h, yield reached 1.4×105 U/mL. SDS-PAGE electrophoresis 
demonstrated that this is a N-linked glycoprotein of 50 kDa. It was purified by one step DEAE Sephadex chromatography to 
the purity of about 15 mg/L with a specific activity of 6.291×106 U/mg. Functional analysis on the nuclease activity 
indicated that it was stimulated by bivalent iron, such as Ca2+, Mn2+, Co2+ and Mg2+, but inhibited by Zn2+, Cu2+ and high 
salt. Meanwhile, it was irreversibly inactivated at 70  for℃  10 min. 

Keywords:  Northern Shrimp Mg2+/Ca2+-independent nuclease, Pichia pastoris, secretory expression optimization, catalytic 
characteristics 

重组蛋白技术的成熟与发展为生物医药和生
物学研究提供了非常高效的手段，但在蛋白生产

过程中仍存在诸多技术性难题。在重组蛋白纯化
过程中菌体裂解释放核酸产生高粘度的裂解液，

生物育种与工艺优化
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影响下游的操作和层析纯化。蛋白粗提液过量的
核酸将导致纯化产品的核酸污染，因此在蛋白纯
化上游步骤除去核酸意义重大。酶法除去核酸是
现今蛋白质粗提液处理最主要的途径。商业化产
品 DNase I是最为常用的去除核酸的酶制剂[1]，但
存在催化活力低、价格昂贵等缺点，来源于灵杆
菌商品化核酸酶 Benzonase endonuclease (Merck) 
由于具有高的催化效率，使之成为生物化学和药
物制剂领域重要的核酸污染控制用酶 [2-4]。但
Benzonase酶稳定性极高、灭活难，在后续蛋白纯
化过程中，需要采用较为复杂的色谱技术去除微
量的核酸酶，使目标蛋白损失以及分离纯化的成
本明显增加。因此筛选高活性且易热失活的热敏
核酸酶对于蛋白纯化工艺的优化有重要的价值，
特别是对生物学领域众多嗜热蛋白纯化过程中，
当热敏核酸酶除去核酸后，可以利用嗜热蛋白的
热稳定性，通过加热失活的方式高效除去反应后
的核酸酶。另外核酸酶是生产食品添加剂和医药
行业中重要原料——单核苷酸的重要酶制剂[5]，因
此研究开发新的核酸酶，对于核苷酸生产工艺的
改造有重要的实践价值。 

北 极 虾 胰 脏 中 纯 化 的 核 酸 酶  (Shrimp 
nuclease，SNU) 是少有报道的一种热敏核酸酶，
其在 65 ℃的活力半衰期为 1 min，且热失活表现
为不可逆[6]，已有的研究都是从北极虾胰脏中直接
提取该核酸酶，关于北极虾核酸酶的重组表达至
今未有文献报道。与之同源的热敏型蟹核酸酶
DSN 及其突变体 DSN-TL 成功在宿主 BL21 (DE3) 
中重组表达[7-8]，其他一些非特异性核酸酶 (DNase 
Ι[9])，灵杆菌核酸酶[10-11]，NucA[12])也都已经实现
了在大肠杆菌周质或培养基中的分泌表达，虽然
利用原核表达系统胞内高效表达核酸酶有零星的
文献报道，但是这些核酸酶的重组中往往存在对
宿主细胞的高毒性，表现出宿主很难生长或者以
无活性的包涵体形式表达等问题，加之多数核酸
酶存在糖基化现象[13]，使利用原核系统表达核酸
酶存在较大的技术障碍。毕赤酵母具有原核生物
无法比拟的优点，非常适合于对宿主高毒性核酸
酶的重组表达。本研究利用重叠 PCR优化北极虾
核酸酶基因并构建毕赤酵母分泌表达载体，在筛
选高拷贝转化菌的基础上，构建北极虾核酸酶的
重组表达体系，并对重组表达酶的催化特性进行
分析，以期为该酶的分子改造及应用奠定基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

大肠杆菌菌株 TOP10、毕赤酵母 SMD1168H
和毕赤酵母表达载体 pPICZα A均由本实验室保存。 

1.1.2  工具酶与主要试剂 
限制性核酸内切酶、T4 DNA 连接酶、蛋白

Marker均购自 Fermentas公司。IProof DNA聚合
酶为 Bio-Rad公司产品，pEasy Blunt Zero克隆载
体为北京全式金生物技术有限公司产品；
PNGaseF、DNA Marker购自大连宝生物工程有限
公司。其他常用生化及分子生物学试剂均为国产
或进口分析纯。DEAE sephadex A-50为 GE公司
产品。引物合成及测序由北京奥科生物技术有限
责任公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  核酸酶密码子的优化 

参考 GenBank 报道的北极冷水虾核酸酶蛋白
质序列 (GenBank Accession No. CBG22733)，去除
N端的 23个氨基酸残基的信号肽序列，根据毕赤
酵母密码子的偏好性，参考 Sharp 等[14]的方法对
成熟蛋白的 381 个氨基酸残基编码的 cDNA 进行
密码子优化。根据优化序列合成 32条引物用于优
化基因的拼接合成，其中 N端和 C端对应的引物
分别添加 XhoⅠ和 XbaⅠ的限制性内切酶酶切位
点。利用 PCR 拼接合成的基因序列克隆到 pEasy 
Blunt Zero载体上，送北京奥科生物技术公司进行
测序分析。 

1.2.2  分泌表达载体的构建及转化： 
分别参考 Sambrook[15]的方法和 Easy SelectTM 

Pichia Expression Kit的说明。 

1.2.3  毕赤酵母转化子鉴定及表达分析 
转化子鉴定：挑单克隆于 20 μL 20 mmol/L 

NaOH 溶液中，煮沸 10 min，10 000 r/min 离心    
2 min，取 1 μL上清作为模板，用 AOX PCR扩增
确定目的基因是否整合到酵母中。 

高 Zeocin抗性菌株 SNU插入拷贝数测定：参
考李凯等[16]的方法进行，目的基因 SNU和内参基
因 GAPDH引物设计见表 1。 
表达分析：挑取数个单菌落接种于 5 mL BMGY

培养基中，250 r/min、30 ℃培养过夜直到 OD600为
2–6。经 BMGY培养的 5 mL菌液 5 000 r/min离心
10 min，用 BMGY培养基重悬菌体于 50 mL BMMY
培养基中，250 r/min、30 ℃培养，每 24 h补加甲醇
一次至终浓度为 1%，并于 24、42、78、96 h 分别 
 

表 1 本研究所用引物  
Table 1  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5–3) 

SNUF GAGCAGGATGCCACATACTATTACA 
SNUR GGTGCTGGGACAACTTTCTTATCTT 
GAPF1 CCCTCGAGGGTCATCACTGCTCCATCCAA
GAPR1 GCTCTAGAGCGAAGCCGTTCTACCACCTC

Underlined letters indicate XhoⅠ/XbaⅠdigestion sites. 
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取样 1 mL，离心，取上清，加终浓度至 10%的三氯
乙酸沉淀蛋白，沉淀用预冷 80%丙酮洗涤 2–3 次，
SDS-PAGE 分析目标蛋白的表达水平。筛选获得的
目标蛋白表达量高的克隆用于后续的研究。 

1.2.4  表达条件的优化 
选择表达量最高的克隆，参考 1.2.3的步骤，

分别在不同诱导时间 (24、48、72、96 h)，不同
甲醇诱导浓度 (体积分数为 1%，0.5%) 下进行表
达条件的优化。 

1.2.5  表达蛋白的纯化 
经最优培养条件诱导获得的毕赤酵母培养液离

心后，上清经溶液 A (10 mmol/L Tris-HCI，pH 7.0，
50 mmol/L NaCl) 4 ℃透析过夜后上样于预先平衡
的 DEAE Sephadex A-50离子交换柱上，然后用溶
液 A 除去未结合的蛋白，用含 0–1.0 mol/L NaCl
的溶液 A 进行线性梯度洗脱，分步收集洗脱液并
进行酶活测定。将各活性管合并于 10 mmol/L 
Tris-HCl缓冲液 (pH 7.0) 4 ℃透析过夜，经 PEG   
6 000浓缩后进行电泳检测。蛋白浓度的测定采用
考马斯亮蓝 G250法，用牛血清蛋白制作标准曲线。 

1.2.6  PNGaseF分析核酸酶糖基化 
根据 PNGaseF 说明书进行[17]。10 μg 纯化酶

液中加入 10 μL变性缓冲液，100 ℃保温 3 min使
酶蛋白变性以暴露所有的糖基化位点，然后加入
稳定剂缓冲液 5 μL，1 U PNGaseF，去离子水补足
体积至 30 μL，37 ℃反应 18 h后进行 SDS-PAGE
分析。 

1.2.7  核酸酶酶活性的测定 
参照 Ko 等的方法[18]进行。酶活力单位定义为

每分钟生成的核苷酸量在 260 nm处的吸光值⊿A=1.0
时为 1 U。以 20 μg pEASY-Blunt Zero 质粒 DNA     
为底物。反应体系为：2 μL 缓冲液 (100 mmol/L 
Tris-HCl， pH 8.0， 50 mmol/L MgSO4)， 10 μg 
pEASY-Blunt Zero质粒载体，1 U纯化的核酸酶，用
ddH2O 补充至终体积为 20 μL，混匀，37 ℃保温    
10 min。反应结束后，加 1/4体积 1 mol/L HCl，25% 
TCA终止反应。上清用灭菌 ddH2O稀释，在 260 nm
处测定光吸收值。 

1.2.8  不同反应时间、温度、pH、金属离子及

还原剂对核酸酶活性的影响 
参考 1.2.7 的方法，分析不同反应时间和温度 

(0、4、28、37、50、60 ℃) 对水解活性的影响，
同时分析了不同 pH (4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、
10.0) 和 0、1、5、10 mmol/L金属离子 (Mg2+、Ca2+、
Co2+、Mn2+、Cu2+、Zn2+) 对水解活性的影响。同
时测定了 1、10 mmol/L DTT/β-巯基乙醇，0.1%、
1%的表面活性剂 Triton X-100/Tween-20/SDS以及
50、100、200、300、400 mmol/L NaCl对核酸酶活

性的影响，反应完毕后立即用 10 μL 250 mmol/L 
EDTA终止反应，1.0%琼脂糖凝胶进行电泳检测。 

1.2.9  核酸酶的不可逆热失活分析 
为了确定核酸酶的不可逆失活温度，参考

1.2.7的方法，反应体系预先不加底物于 50、60、
70 ℃分别保温 10 min，加热后的溶液冰上放置  
30 min后，加入底物，37 ℃反应 30 min，电泳检
测是否存在水解活性。 

2  结果与分析 
2.1  重组质粒的构建和鉴定 

通过 32条引物重叠延伸 PCR获得了去除信号
肽的核酸酶编码区序列，电泳分析显示在 1 200 bp
左右有一特异 DNA扩增带，经克隆测序显示含有
1 176 bp的目标编码区 (含毕赤酵母 Kex2 signal
及 Ste13 signal 切割序列)，与预期结果一致。优
化合成的核酸酶基因经 XhoⅠ/XbaⅠ双酶切连接
至 pPICZα A载体，重组质粒经双酶切验证，插入
片段与预期大小一致，说明重组表达载体 pPICZα 
A -SNU构建成功。 

2.2  重组蛋白表达条件的优化 
通过 Zeocin 抗性水平，筛选酵母高拷贝整合

转化子[19]，然后 PCR鉴定正确的 6个克隆分别在
pH 6.0，1%甲醇浓度下诱导表达，从蛋白表达水
平再次筛选出目标蛋白表达量高的单克隆菌株，
实时荧光定量 PCR结果表明此高拷贝菌株有 8个
目的基因拷贝整合到酵母基因组。诱导 96 h的培
养液上清浓缩进行 SDS-PAGE检测，在 50 kDa处
出现明显的条带 (图 1)，略大于北极虾核酸酶的
理论分子量 42 kDa。  

从甲醇浓度和诱导时间对蛋白表达条件进行
优化，图 1 中可以看出最佳组合为：1%的诱导甲
醇浓度，72 h 目的蛋白表达量达到最大值，可能
是 0.5%的甲醇浓度，不能满足毕赤酵母所需的碳
源，使得目的蛋白表达量略低。 

2.3  重组核酸酶的纯化 
随着酵母诱导时间的延长，营养的限制造成 

 

 
图 1  不同甲醇诱导浓度和诱导时间下 SNU 表达量的

SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  Analysis of SNU expression level in different 
induction methanol concentration and duration. M: protein 
marker; 1–5 and 6–10: induced with 1%, 0.5% methanol 
concentration at 0, 24, 48, 72, 96 h respectively. 
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溶菌现象或蛋白的降解，SDS-PAGE 分析检测到
蛋白种类增多 (图 1，泳道 10)，研究选择诱导   
72 h 的上清经透析和阴离子交换层析进行纯化，
梯度洗脱活性管经浓缩后进行 SDS-PAGE 分析，
结果显示为单一条带 (图 2A)。 

2.4  PNGase F 分析核酸酶糖基化 
SDS-PAGE分析纯化后的 SNU分子量大于理

论分子量，推测可能存在翻译后的糖基化修饰。
经 PNGaseF处理的 SNU SDS-PAGE分析显示分子
大小为 48 kDa，比预期分子量仍偏大 (图 2B)，说
明毕赤酵母表达的 SNU 可能存在非 PNGase F 可
水解的其他糖基化修饰。 

2.5  核酸酶 SNU 催化特性分析 
2.5.1  不同反应温度和 pH对酶活性的影响 
为便于研究 SNU的催化影响因素，在给酶量为

1 U，10 μg质粒为底物，反应条件为 37 ℃，pH 8.0
的条件下，SNU 水解核酸的时间进程测定实验发
现，以 10 μg质粒为底物最佳反应时间为 10 min。 

在 0–60 ℃范围内测定 SNU水解核酸的活性，
如图 3A所示，在 0–60 ℃范围内 SNU均具有水解
活性，即使在 0 ℃条件下也表现出一定的水解活
性，温度达到 37 ℃酶的活性达到最大值，随着温
度的升高，催化水解程度明显降低。在 pH 4–10
范围内分析核酸酶 SNU 的水解活性，由图 3B 所
示，SNU在 pH 5.0–9.0的酸碱范围都保持一定的
水解活性，最适 pH范围为 6.0–8.0。 

2.5.2  金属离子对酶活性的影响 
SNU的水解活性需要二价金属离子催化，实验 

 

 
 

图 2  表达蛋白的纯化 (A) 和糖基化分析 (B) 
Fig. 2  Analysis of purified SNU (A) and 
N-glycosylation by SDS-PAGE gel electrophoresis (B). M: 
protein marker; (A) 1: purified SNU; (B) 1: without 
PNGaseF treatment, 2: with PNGaseF treatment. 
 

反应体系中添加不同的金属离子引起的效应存在差
异，Mg2+、Co2+、Ca2+、Mn2+能有效激活核酸酶水
解反应，Mg2+/Mn2+对核酸酶激活作用明显大于 Co2+

和 Ca2+，并且不同浓度的二价离子对核酸酶活性有
着不同的促进作用，伴随 Mg2+和 Mn2+浓度的增加 
(≥5 mmol/L)，激活作用减弱，5 mmol/L Mg2+和       
1 mmol/L Mn2+显著提高水解效率，而核酸酶对 Co2+

和 Ca2+浓度在 5 mmol/L和 10 mmol/L变化不敏感，
表现为水解程度相差不大。但是低浓度和高浓度的
Zn2+和 Cu2+抑制了酶催化水解反应。 

2.5.3  不同还原剂、变性剂、表面活性剂和 NaCl

对核酸酶活性的影响 
研究还原剂 DTT、β-巯基乙醇、表面活性剂

Triton X-100、Tween-20、SDS等因素对核酸酶的影
响，与对照组相比额外添加一定浓度的 DTT、β-ME、
Triton X-100、Tween-20等都有效提高了酶的水解活
性，而 0.1% SDS完全抑制酶的活性。SNU的活性
受盐浓度明显影响，NaCl浓度低于 0.1 mol/L时，
SNU表现高的活性，当 NaCl高于 0.1 mol/L时即
表现出对核酸酶活性的明显抑制，当反应体系中
NaCl增加至 0.3 mol/L时核酸酶活性被完全抑制。 

2.6  核酸酶的不可逆热失活分析 
酶的热失活是终止酶切反应的一种简便易行

的方法，缺失质粒底物的酶切反应体系分别在
50 ℃、60 ℃、70 ℃孵育 10 min后，加入质粒底
物进行水解反应，结果表明 70 ℃预保温 10 min
使 SNU完全失活。 

3  讨论 
自然生境的多样性为分离不同催化特性的酶

提供了基础。从嗜冷生物中获取热敏感的酶已有
较多成功的报道，如从北极虾中分离的虾碱性磷
酸酶 (Shrimp alkaline phosphatase，SAP) 是基因
工程操作过程使用的主要去磷酸化酶[20]；南极细
菌 TAB5中分离的碱性磷酸酶 TAP (TAB5 alkaline 
phosphatase，TAP) 在原核系统中可以实现重组表
达而成为 SAP的有效替代酶[[21]。从北极虾胰脏中
纯化获得的核酸酶 SNU特异作用于双链的 DNA，
核酸序列分析显示其属于 RNA/DNA 非特异性核
酸酶，在 Ca2+和 Mg2+同时存在时，可能表现出
RNase活性[6]。同时 SNU与勘察加半岛蟹胰脏中发 

 

 
图 3  温度 (A) 和 pH (B) 对 SNU 酶活性的影响 
Fig. 3  Effect of temperature (A) and pH (B) on nuclease activity. M: DL2 000 DNA ladder; C: without nuclease treatment. 
(A) 1–7: different enzymolysis temperature ( ): 0, 4, 16, 28, 37, 50, 60℃ . (B) 1–7: different pH: 4, 5, 6,7, 8, 9, 10. 
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现的双链特异型核酸酶DSN具有相似的催化特性，
在金属离子 Ca2+、Mg2+、Co2+等存在条件下，能够
有效切割双链 DNA，而无 RNase 活性[22]，这些特
性为 SNU在生物技术领域广泛应用提供了依据。 

关于北极虾核酸酶的重组表达至今尚未有文
献报道。本研究构建了北极虾核酸酶的毕赤酵母分
泌表达载体 SNU-pPICZα A，成功实现了北极虾核
酸酶 SNU分泌表达，优化了 SNU最佳表达条件和
纯化方法，每升培养液可以纯化 15 mg 高活性的
SNU，依据 Kunitz测定法对酶活力单位的定义，已
报道的Serratia nuclease与DNase I的比活力分别为
8.6×106 U/mg 和 7.2×105 U/mg[12]，本研究重组酶
SNU的比活力达到 6.291×106 U/mg，属于高活性的
核酸酶。N-糖基化对蛋白的活性，结构和功能的稳
定性起到了重要的作用[23-24]，PNGaseF水解证明重
组 SNU 存在糖基化现象。这些结果为后续规模化
高密度发酵生产该核酸酶奠定了基础。 

纯化的 SNU表现出 70 ℃，10 min不可逆的
失活，这与从天然原料中纯化获得的 SNU (65 ℃
不可逆失活 15 min) 的特性较为接近，是一种典
型的热敏型核酸酶。Sugiyama 等将核酸酶依据酶
对辅因子和最适 pH 的不同分为两类：Ca2+/Mg2+

依赖型核酸酶和 Zn2+依赖型核酸酶[25]，依据 SNU
催化特性证明其为 Ca2+/Mg2+依赖型核酸酶。最适
反应条件分析显示 SNU可在宽泛的条件下保持其
催化活性，且表现出对金属离子的依赖性，非离
子型去污剂，还原剂可明显增加核酸酶的活性，
不可逆热失活及优异的催化特性为该酶在细胞裂
解液粘度的降低以及蛋白类生物药物中核酸去除
等生物工程领域的应用奠定了基础。 
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