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摘 要 9>[L硫酸化酶（9>[G，NI !\%\%\#）是一种可逆催化 9>[和 GT#
! ]反应生成腺嘌呤LJ^L磷酸硫酸（9[G）和焦磷酸盐（[[1）

的酶，已经用于焦测序反应。以酿酒酵母（4+00"+*(820%& 0%*%:#&#+&，I_II =!$!）基因组 <*9为模板，用 [I.扩增得到 9>[G基因，
并克隆到原核表达质粒 :N>!7C（ K），得到重组表达质粒 :N>!7C（ K）L9>[G，在 _[>Y诱导下，携带 :N>!7C（ K）L9>[G的大肠杆菌
WR!=（<N"）表达分子量约为 8$ B<的带有 X1@标签的 9>[G酶，经镍亲和层析和超滤两步纯化后，可得到电泳纯级 9>[G，比活达
J\= ‘ =$# ,a4D，并成功应用于焦测序反应中。
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9>[L硫 酸 化 酶（ 9>[ @,(F,6-(C@/，9>[G，NI
!\%\%\#）广泛存在于植物、动物及微生物中，但它在

各种生物体当中的生物学作用略有不同。在植物和

部分微生物中，9>[G是催化硫酸盐同化反应第一步



的关键酶，在 !"#$ 催化下，硫酸根离子与 !"# 反
应，产生腺嘌呤%&’%磷酸硫酸（!#$）和焦磷酸盐
（##(）。而在一些化学自养菌［)］和化能无机营养
菌［*］中，!"#$是催化硫化氢氧化生成无机硫酸盐最
后一步的酶，其作用是催化 !#$ 和 ##( 反应生成
!"#和硫酸根离子，即上述反应的逆反应。

!"# + $,-
* .!—"!#$ + ##(

!"#$已经从产黄青霉菌［/］、鼠肝［-］、卷心菜［&］

等生物体中提取并纯化得到，而且编码 !"#$ 的基
因也已经从原核生物［0］、真核生物［1］、动物［2］和植

物［3］中克隆出来并在适当的宿主中得到表达。不同

来源的 !"#$结构不同，大肠杆菌来源的 !"#$是异
源二聚体且需要 4"# 激活［0］，酵母、真菌以及植物
来源的 !"#$ 是单体或是同源寡聚体［&，1］。在分子
生物学方面，目前已通过氨基酸修饰等手段研究其

结构和功能的关系，加深了对 !"#$ 作用机制的了
解［1］。

!"#$偶连荧光素酶可以应用于很多方面，如：
##(定量［)5］、67!测定［))］、87!测序［)*］、87!聚合酶
酶活测定［)/］等等。目前，国外有很多关于基因工程

表达 !"#$ 的报道，所用表达载体分别是 9:6;;［1］、
9$<=［2］等等，分离纯化方法步骤繁琐、损失较大、费
时费力。7>?@ABC公司开发的 9D"*2@（ +）载体带有
E(F%0融合标签，利于纯化目的蛋白。因此本研究
中，我们采用 9D"*2@（ +）融合表达系统，将 !"#$蛋
白与 E(F G@A进行融合表达，经镍亲和层析和超滤两
步纯化后，得到电泳级 !"#$，并将表达产物应用于
焦测序（9HI>FBJKBCL(CA）反应中。

! 材料与方法
!"! 质粒与菌株
酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,"*，:;:: )*5*）购

自中国工业微生物菌种保藏中心。宿主菌 - M #&.,
N=*)（8D/）及原核表达质粒 9D"*2@（ +）由南京军区
疾病预防控制中心刁振宇博士惠赠。

!"# 试剂
限制性内切酶、"@J 87! 聚合酶、"- 87! 连接

酶、!%DL>")- ; O(ABFG 87! P@IQBI、蛋白 P@IQBI、#:6
产物纯化试剂盒等购自 "@R@6@公司；/%虫荧光素，
荧光素酶，RSBC>T（BU>. ）87! 9>SHVBI@FB 等购自
#I>VBA@公司；!9HI@FB购自 $(AV@公司；酵母提取物、
胰蛋白胨等购自 ,U>(O公司；;#"4、=HF>WHVB 等购自
!VIBFL>公司；E(F·N(CO 6BF(C和 E(F·N(CO :>SKVCF等
购自 7>?@ABC 公司；5X&V= 超滤离心管（)5R）购自

P(SS(9>IB公司；其他试剂均为分析纯、国产。
!"$ 方法
!"$"! 重组表达质粒 9D"*2@（ +）%!"#$的构建：酿
酒酵母基因组 87!按酚%氯仿法抽提。基于 :YBIBFG
等人公布的酿酒酵母 !"#$编码基因 0-12 序列［)-］

和载体 9D"*2@（ +）多克隆位点，设计并合成上游引
物 !"#$%#)：&’%4"4"4"!!"#$$!"4::"4:"::":
!:44"44"!%/’（划线字母为 3"’E"酶切位点）及
下游引物 !"#$%#*：&’%4"4"4"""!$##:"!:""""
4!4!"444!4:!""%/’（划线字母为 4,5O#酶切位
点），以基因组 87! 为模板，利用该组引物扩增
0-12 基因。采用 *&$=反应体系（)5 Z [K\\BI *X&$=，
*X&VV>S]= O7"# *X5$=，*&VV>S]= PA* + )X&$=，引物
（)59V>S]$=）)$=，&K 1"6 9>SHVBI@FB （ "@R@6@）
5X)*&$=，基因组 87!约 *55CA），热循环条件为 3-^
/V(C，3-^ )5F，&2^ *5F，1*^ 35F，/5 个循环，最后
1*^延伸 1V(C。#:6产物经 #:6 产物纯化试剂盒
纯化后用 3"’E"和 4,5O#双酶解，插入到同样酶
解的原核表达质粒 9D"*2@（ + ）中，转化 - M #&.,
N=*)（8D/），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

9D"*2@（ +）%!"#$。
!"$"# 重组 !"#$ 的诱导表达：将重组表达质粒
9D"*2@（ +）%!"#$转化到感受态 - M #&., N=*)（8D/）
菌株中，涂布于含 /5$A]V=卡那霉素的 =N平板上，
/1^培养过夜。挑取单菌落接种于 &V=含 /5$A]V=
卡那霉素的 =N培养基中，/1^，*55I]V(C振摇过夜。
次日取 5X&V=菌液接种于含同样抗生素的 &5V= =N
培养基中，/1^，*55I]V(C振摇培养至 78055CV达 5X0
_ 5X1，收集 )V=菌液留作 $8$%#!4D 分析，随后加
入 ;#"4（终浓度 5X)VV>S]=），/5^，*55I]V(C 诱导表
达，分别于 )、/、&Y 收集 )V=菌液，离心收集菌体，
$8$%#!4D（)*‘）分析鉴定是否有诱导产物表达。
!"$"$ 重组 !"#$ 的表达形式及其纯化：收集
)55V= ;#"4诱导培养 &Y的细菌培养液，)*555I]V(C
离心 )V(C，菌体用 #N$洗涤后，重悬于 )5V=冰浴的
) Z N(CO(CA NK\\BI，另加入溶菌酶至 )55$A]V=，"I(G>C
a%)55至 5X)‘，反复冻融 / 次，然后在冰浴中超声
破碎。细菌破碎液以 -^，)*555I]V(C离心 *5V(C，分
别收集上清和沉淀，用于 $8$%#!4D分析重组 !"#$
的表达形式。

采用镍亲和层析系统进行纯化，参照 7>?@ABC
公司操作手册操作。
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!"#"$ 蛋白含量测定：紫外分光光度法测定蛋白质
浓度，以牛血清白蛋白为标准品绘制标准曲线。

!"#"% 活性测定：参照文献［!"］的方法，利用 #$%&
和荧光素酶两步偶连反应测定重组 #$%& 的酶活。
标准测活反应液的组成为：’(!)*+,- $./01#2（34
5(5"），’("))*+,- 67$#，"))*+,- 89（#2）:，’(;)9,)-
%<%，’(’:= >&#，!))*+,- 7$$，;!)*+,- #%&，
;!)*+,- %%/，’(;))*+,- !1虫荧光素，!(;?!9,)-荧光
素酶。以 &/9)@公司的 #$%&作为对照品计算重组
#$%&的酶活。
!"#"& 重组 #$%& 应用于焦测序反应：焦测序技
术［!:］是在四种酶（7A# %*+B)C.@0C、#$% &D+ED.B+@0C、
-D2/EC.@0C和 #3B.@0C）的共同作用下，测定碱基延伸
反应的实时测序技术。焦测序标准反应液组成为：

F’D,)- G+CH*I（CJ*K）7A# 3*+B)C.@0C，:D,)- #3B.@0C，
’(!)*+,- $./01#2（ 34 5(5"），’("))*+,- 67$#，
"))*+,- 89（#2）:，’(;)9,)- %<%，’(’:= >&#，

!))*+,- 7$$，;!)*+,- #%&，’(;))*+,- !1虫荧光素，
!(;?!9,)-荧光素酶，’(:D,)- 重组 #$%&。本实验
对液体合成单链模板（"L1’’(())**’()*MMMM
NMMMNM1OL）进行测序。

+ 结果与讨论

+"! 重组表达质粒 ,-(+./（ 0）1*(23的构建
以酿酒酵母基因组 7A#为模板，经 %MP扩增出

#$%&全长基因（图 !）。%MP产物插入质粒 36$:Q@
（ R）多克隆位点的 "#$4"和 %&’S#酶切位点之
间，阳性克隆经 "#$4"和 %&’S#双酶切后得到一
个大小位于 !"F5T3 处的小片段和一个大小位于
"O’’T3左右的大片段（图 :）。测序结果表明，载体
上 #$%&基因的蛋白质编码序列与报道的序列基本
一致［!;］，重组质粒命名为 36$:Q@（ R）1#$%&。

图 ! %MP产物的电泳分析
U/9V! 6+C2W.*3X*.C0/0 @H@+B0/0 *E %MP 3.*SD2W0

8：$162* $!;Y S/9C0W 7A# )@.ZC.；!：%MP 3.*SD2W0 *E #$%& 9CHCV

图 : 重组表达质粒 36$:Q@（ R）1#$%&的酶切鉴定
U/9V: PC0W./2W/*H CH[B)C S/9C0W/*H @H@+B0/0 *E

.C2*)T/H@HW 3+@0)/S 36$:Q@（ R）1#$%&
8：$162* $!;Y S/9C0W 7A# )@.ZC.；!：%MP 3.*SD2W0 *E #$%& 9CHC；:：

36$:Q@（ R）1#$%& S/9C0WCS I/WX "#$4" @HS %&’S#；O：36$:Q@（ R）

S/9C0WCS I/WX "#$4" @HS %&’S# V

+"+ 重组 *(23的诱导表达
将构建好的重组表达质粒 36$:Q@（ R）1#$%&转

化宿主菌 ( V )*+& >-:!（76O），经 Y%$N诱导表达，分
别对不同培养时间的表达产物进行 &7&1%#N6检测
（图 O），由图 O 可知，与未经诱导的重组表达质粒
36$:Q@（ R）1#$%&相比，重组表达质粒 36$:Q@（ R）1
#$%&在分子量大约为 ?’Z7处有明显的表达条带，
由于质粒 36$:Q@（ R）在多克隆位点上游有一段 4/01
$@9和 $51$@9编码序列（分子量约为 O("Z7）与 #$%&
（"5Z7）蛋白融合表达，所以重组蛋白分子量与理论
值相符。

图 O 重组 #$%&在 ( V )*+& >-（76O）
中表达的 &7&1%#N6鉴定

U/9VO &7&1%#N6 @H@+B0/0 *E .C2*)T/H@HW #$%&
CJ3.C00CS /H ( V )*+& >-（76O）

8：3.*WC/H )@.ZC.；!：W*W@+ 3.*WC/H *E ( V )*+& >-（76O）W.@H0E*.)CS

I/WX 36$:Q@（ R）1#$%& I/WX*DW Y%$N /HSD2W/*H；: \ ;：W*W@+ 3.*WC/H *E

( V )*+& >-（76O） W.@H0E*.)CS I/WX 36$:Q@（ R ）1#$%& @EWC. TC/H9

/HSD2CS I/WX Y%$N *E !X，OX，@HS "X；.C03C2W/]C+BV

+"# 重组 *(23的表达形式及其纯化
表达后的菌体经反复冻融和超声破碎后，分别

取上清和沉淀进行 &7&1%#N6分析，结果表明，重组
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!"#$绝大部分是以可溶蛋白的的形式存在于上清
中（图 %）。目的蛋白采用镍亲和层析纯化，首先用
&’(()*+, 咪唑的缓冲液洗涤除去杂蛋白，再用
-’’(()*+,咪唑的缓冲液洗脱目的蛋白。洗脱液经
截留分子量为 .万的超滤离心管脱盐换用柠檬酸盐
缓冲体系（’/.()*+,，01 &/’）后进行 $2$3#!45，由图
%可知，纯化后的蛋白呈单一条带，与 $67(8的 !"#$
分子量一致，达到电泳纯级别，但 $67(8 的 !"#$ 中
存在大量杂蛋白，纯度较低。

图 % 重组 !"#$ 的表达形式及其纯化的的 $2$3#!45分析
967:% $2$3#!45 8;8*<=6= )> ?@0A?==6); 08BB?A; 8;C

0DA6>6E8B6); )> A?E)(F6;8;B !"#$
G：0A)B?6; (8AH?A；.：B)B8* 0A)B?6; )> ! : "#$% I,（25J）BA8;=>)A(?C K6BL

05"-M8（ N）3!"#$ K6BL)DB O#"4 6;CDEB6);；-：B)B8* 0A)B?6; )> ! : "#$% I,
（25J）BA8;=>)A(?C K6BL 05"-M8（ N）3!"#$ 8>B?A F?6;7 6;CDE?C K6BL O#"4

>)A PL；J：=D0?A;8B8;B )> BL? *<=8B? )> ! : "#$% I,-.（25J）BA8;=>)A(?C

K6BL 05"-M8（ N）3!"#$；%：0A?E606B8B? )> BL? *<=8B? )> ! : "#$% I,-.
（25J）BA8;=>)A(?C K6BL 05"-M8（ N ）3!"#$；P：0DA6>6?C A?E)(F6;8;B

!"#$；&：E)((?AE68* !"# =D*>DA<*8=? >A)( $67(8 QL?(6E8* Q):

!"# 活性测定

图 P 本文制备的重组 !"#$ 活性测定的实时生物发光曲线
967:P R?8*3B6(? F6)*D(6;?=E?;B BA8E?= >)A C?B?A(6;6;7 BL?

8EB6S6B< )> A?E)(F6;8;B !"#$ 0A)CDE?C 6; BL6= 080?A

采用间接法测定 !"#$ 的活性，即通过测定荧
光素酶催化 !"#的发光强度来测定 ##6转化成 !"#
的速度，测定时，加入大量的底物 !#$ 和 ##6，然后
加入稀的酶 !"#$，测定信号强度的动态变化。即首

先准备好 P’!,测活反应液，测定基线，然后快速加
入 .!,浓度为 T U .’V M(7+(,的纯化酶（将原液稀释
.’T 倍），混匀后置于 I#Q,微弱发光测量仪进行实
时测定，结果如图 P所示，荧光信号随着时间逐渐增
大，说明我们制备的 !"#$ 酶能够有效地催化 !#$
和 ##6生成 !"#。为了测定相对活性，我们同时以
$67(8公司的 !"#$作对照（图 &），计算出本品的比
活为 P/. U .’%D+(7。

图 & $67(8公司的 !"#$活性测定的实时生物发光曲线
967:& R?8*3B6(? F6)*D(6;?=E?;B BA8E?= >)A C?B?A(6;6;7

BL? 8EB6S6B< )> $67(83!"#

!"$ 重组 %&’(应用于焦测序反应
为了进一步验证本文制备的 !"#$ 的生物活

性，我们采用该酶进行了焦测序试验。焦测序反应

实际就是测定聚合反应产生的 ##6，即在测序过程
中，分别循环加入四种 CW"#，一旦加入的 CW"#与模
板互补，就会释放出 ##6，##6在 !"# =D*>DA<*8=?作用
下与 !#$反应生成 !"#，!"#在 ,DE6>?A8=?的催化下
与 ,DE6>?A6;反应发出荧光，发出的荧光强度与嵌入
的 CW"#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。其测序原理可以用下列

反应方程式表示：

（2W!）; N CW"# !
#)*<(?A8=?

##6 N（2W!）; N . （.）

##6 N !#$ !
$D*>DA<*8=?

!"# N $X- V
% （-）

!"# N ,DE6>?A6; N X- !
,DE6>?A8=?

!G# N QX- N
X@<*DE6>?A6; N ##6 N &! （J）

!"# N CW"# !
!0<A8=?

!2# N CW2# N -#6 （%）

!2# N CW2# !
!0<A8=?

!G# N CWG# N -#6 （P）
本实验以人工合成一段寡聚核苷酸为 2W!模

板，测序引物 JY端后的模板序列为：!Q"4!!QQ""44
（互补序列为："4!Q""44!!QQ）。CW"#= 的加入顺
序为 43!3Q3"34，测定结果如图 T所示。因为模板的
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第一个碱基为 !，所以在加入前三种 "#$%时，没有
出现信号峰，只出现了 "#$%&自身的背景信号。当
加入 "$$%时，发生了延伸反应，出现了信号峰，由于
第二个碱基是 ’，故加入 "($%时，又出现了与第一
个峰高差不多的信号峰；同样，又测得了信号峰 $和
(，但当接着加入 "$$% 时，产生了峰高约为前面峰
高两倍的信号峰，这与模板中的序列“!!”相一致。
图 )是采用本文制备的 !$%*测得的 +,个碱基序列
的结果。说明我们表达的重组 !$%*完全可以应用
于焦测序反应中。

图 ) 采用本文制备的 !$%*酶进行焦测序的图谱
-./0) %123/245 36 7#! &89:8;<.;/ =.>?

!$%* @28@428" .; >?.& @4@82
$85@A4>8： 42>.6.<.4AA1 &1;>?8&.B8" 3A./3;:<A83>."8； C2"82 36 "#$%

".&@8;&.;/：(D!D’D$D( =.>? >?8 "3:EA8 ".&@8;&.;/ 36 84<? "#$% &@8<.8&0

! 结论
随着生命科学的飞速发展，对 !$%* 酶的需求

也会相应增加，比如焦测序法的应用正日趋广

泛［+,］，而 !$%*是焦测序反应中使用的一种酶。利
用易于纯化的基因工程法表达高活性、高纯度的

!$%*酶十分重要。本文以酿酒酵母基因组 7#!为
模板，%’F扩增得到 !$%*编码基因，将其克隆到原
核表达质粒 @G$,H4（ I）中，成功构建了重组表达质
粒 @G$,H4（ I）D!$%*，它具有 J.&标签，易于下游纯
化。*7*D%!(G电泳表明，!$%* 主要是以可溶蛋白
的形式存在于上清中，经镍亲和层析柱和超滤离心

管纯化后，纯度为电泳纯级别，比活可达 KL+ M
+NO:P5/，能很好地应用于焦测序反应中。
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