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信号肽去除的耐热碱性磷酸酯酶!"#$%&
在大肠杆菌中的亚克隆和高表达

季朝能 白晓阳 盛小禹 张 冰 毛裕民
（复旦大学生命科学院 遗传工程国家重点实验室 上海 #$$422）

摘 要 通过计算机辅助分析，发现在耐热碱性磷酸酯酶（简称560789）的)端存在#"个氨基酸的信号肽序列。
但一般信号肽切点并非是完全专一的，所以利用基因工程手段将560789的)端分别缺失#4、#:、#"和#1个氨基
酸，得到了)端分别缺失#4、#:、#"和#1个氨基酸的克隆子;789)6#4、;789)6#:、;789)6#"和;789)6#1。
考虑到这样的克隆子其翻译起始区所形成的能量较低结构稳定的二级结构可能阻碍基因的表达，所以在保证氨基

酸序列不变的前提下另外设计了4个引物，得到了二级结构能量大大提高的4个克隆子;789)6#4<、;7890
)6#:<、;789)6#"<和;789)6#1<。结果表明;789)6#4、;789)6#:和;789)6#1没有表达；;789)6#"和

;789)6#4<的表达量较低，;789)6#:<、;789)6#"<和;789)6#1<的表达量较高。通过测定;789)6#:<、

;789)6#"<和;789)6#1<的表达蛋白789)6#:、789)6#"和789)6#1的比活和热稳定性，发现无论比活和
热稳定性789)6#1明显比789)6#:和789)6#"高且比野生型560789略高。
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碱性磷酸酯酶（8’?@’AB+;C&D;C@E@D+简称89）
是一种广泛存在于各种生物体内，参与细胞磷代谢

和信号传导的重要酶类［!，#］。89也是研究蛋白质
结构和功能关系的一个很好的材料，近年来以89
特别是大肠杆菌89为对象，通过晶体F衍射和核
磁共振等结构测定手段并结合突变研究，已经在蛋

白质结构和功能之间关系的研究上取得了很大的进

展［2!/］。89也是一种有用的工具酶，作为非同位
素标记被广泛应用于G&HEC+.B和)&.EC+.B印迹分
析、酶联试剂和6)8序列分析等各个方面［!$］。由
于非同位素标记可以避免实验工作人员接触同位

素、避免环境污染和可长期保存等优点，有着很大的

开发和利用的价值，有着广阔的市场前景。过去所

报道的89都来自常温菌，酶的热稳定性相对较差，
不利于在高温下的操作，这限制了酶的应用范围特

别是在目前常用的9<=技术中的应用。本实验室
从栖热细菌中筛选到了一株耐热碱性磷酸酯酶（简

称560789）产生菌株3"%*4)&&562$4!［!!］，并在大
肠杆菌中进行了 560789 的克隆、测序和表
达［!!，!#］，这很好地解决了常温酶的缺点。目前对耐

热蛋白的结构和功能之间关系缺乏一个好的材料，

560789由于其方便的活性测定可以弥补这方面的
缺陷。

但在大肠杆菌中克隆表达的560789的热稳
定性（/:I2$,AB保留:$J活性）比野生型560
789（/:I"$,AB保留1:J活性）低［!!］。通过对

560789的氨基酸序列的计算机分析，发现在560
789的#"位和#1位氨基酸之间存在一个信号肽
酶切位点，推测可能是外加的信号肽在大肠杆菌中

不能或不能正确地被切除造成了热稳定性的下降。

通过基因工程手段，将其信号肽序列去除，可以为

560789的进一步的改造、560789的应用以及560
789结构和功能之间的关系研究提供基础。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 质粒和菌株：760(,#7K!（&)5%*L"&8 "
:/"#"（,+095*(8M）5’［/*+62"5*(:.N,+0’O,+0P
" Q!:］），45"44（R’+*+6!2/;（+*+9,%)）

1"/16,+09141+,S1+,<*5&／6（5"(:95"(<）5"(=
/&=#7B:），高表达载体;TU8:$2和高表达质粒

;789:$2（;TU8:$2上克隆有560789基因全序列



的质粒）由本实验室保存。

!"!"# 酶和化学试剂：各种限制酶和!"#$%连
接酶均购自美国$&’()*+,)-./0+,12或3405&*,
公司。测序试剂盒购自6($(公司；7#7，1/2,849:
+,5/-&和,849+,5/-&购自7/*5,公司；其它化学试
剂均为国产分析纯产品。3;<扩增引物由上海生
工生物工程有限公司合成。

!"# 方法

!"#"! #$%重组操作：细菌培养、质粒提取、内切
酶水解、#$%限制性酶切片段回收、#$%连接和转
化参照文献［=>］。

!"#"# #$%序列测定：#$%序列测定用双脱氧末
端终止法，采用3(%??+/&-./0292@&52公司的%.A
3<A7B!B ./*#9& !&45/),@04 ;98+& 7&CD&)8/)*
<&,-9<&,8@/0)E/@进行双链#$%测序。

!"#"$ 信号肽位置的计算机分析：分析采用3;／

6($( 软 件 包（%F1,/408G／H)/I&42/@9 6&)&I,／

7’/@J&4+,)-=KK>）。

!"#"% L#:!%3的诱导表达：将待表达菌株接种于

=M5N的OP!培养基中，>MQ培养过夜，以OR的
接种量接种于=MM5N的OP!培养基中，>MQ培养

OG，加入等体积的SSQ预热的OP!培养基，"OQ培
养=MG，S4／5/)离心S5/)收集菌体。

!"#"& L#:!%3的分离纯化：将收集的菌体以=M
5N／* 湿 菌 体 的 比 例 用 SM 550+／N !4/2:T;+
（?TUVM）悬浮，超声破菌后，=OMMM4／5/)离心=M
5/)，取上清边搅拌边加入聚乙烯亚胺至终浓度

MVM>R，静置=M5/)后，=OMMM4／5/)离心=M5/)。
取上清于MQ边搅拌边加入（$T"）O7W"至SMR的
饱和度，静置=M5/)后，=OMMM4／5/)离心=M5/)，
去上清，沉淀用破菌液=／=M体积的.DXX&4%（=M
550+／N3.7（?TYFS），=550+／NB*;+O）溶解后对

.DXX&4%的缓冲液透析直至透析袋内外平衡，透析的
样品放置待用。

透析好的样品进行;B:2&?G,402&L,2@L+0’柱
层析，;B:2&?G,402&L,2@L+0’柱预先用.DXX&4%平
衡。样品上柱后，先用.DXX&4%将没有被吸附住的
蛋白淋洗干净，洗脱采用.DXX&4%!.DXX&4%Z"MM
550+／N$,;+的梯度进行连续线形梯度洗脱，收集

OMM550+／N$,;+附近的洗脱峰，于MQ边搅拌边加
入（$T"）O7W"至[MR的饱和度，静置=M5/)后，

=OMMM4／5/)离心=M5/)，去上清，沉淀用=M
550+／N!4/2:T;+（?TUVM）溶解后对=MM550+／N
!4/2:T;+（?TUFM）的缓冲液透析直至透析袋内外平

衡，透析的样品放置待用。

!"#"’ L#:!%3的酶活测定：L#:!%3酶活的定
义：在 = 50+／N 的二乙醇胺，= 550+／N B*;+O
（?T=OF"）的反应体系中YSQ反应=M5/)生成=

"50+的产物的酶定义为=单位。

L#:!%3酶活的测定：取=M"N的酶于=5N的

=50+／N的二乙醇胺，=550+／NB*;+O（?T=OF"）

YSQ反应=M5/)，用=5N的MVO50+／N$,WT终止
反应，然后在"MS)5处测定其!"值。
酶活（D／"N）\（!""MS]OVM=）／（=[V[]=M]=M）

!"#"( 7#7:3%6( 电泳：7#73%6( 电泳选用

N,&55+/的高?T不连续缓冲体系［="］，分离胶浓度
采用=OR的聚丙烯酰胺凝胶。

# 结 果

#"! 信号肽位置的确定
利用3;6($(软件包，通过计算机分析发现在

L#:!%3的$端存在OY个氨基酸的信号肽，但一般
信号肽的切点并非是完全专一的，所以利用基因工

程手段将L#:!%3的$端分别缺失O"、OS、OY和OU
个氨基酸以选取一个酶性质较好的克隆。

#"# 信号肽序列的去除
根据L#:!%3的核苷酸和蛋白质序列，我们在

$端设计了"个引物：34O"、34OS、34OY和34OU。考
虑到在这些位置缺失后基因上S’端的核苷酸序列
与表达载体上的7#序列形成很强的二级结构，这
种%!6密码子附近低能量的5<$%的二级结构很
有可能对表达不利，我们通过在保证氨基酸序列不

变的前提下改变基因上S’端的核苷酸序列使得

5<$%的二级结构的能量大大升高，另外设计了"
个引物：34O";、34OS;、34OY;和34OU;。另外我们
在L#:!%3基因的>’端设计了一个引物34=（引物
序列如下所示，!%3为基因上相对应的序列），在设
计以上引物时，S’端引物都在%!6位置引入一个

#$%&酶切位点（斜体表示），>’端引物都在终止密码
子后引入一个’()TA酶切位点（黑体表示），以便
于3;<产物的克隆。将S’端的突变引物和>’端引
物34=配对，质粒?!%3SM>为模板，进行3;<扩
增，将3;<产物进行#$%&和’()TA双酶切，酶切
后回收的#$%片段与?̂N%SM>（#$%&和’()TA双
酶切）载体连接，然后转化!6=，抽提质粒，进行

#$%&和’()TA双酶切鉴定，挑取能切出=V"_1
#$%片段的克隆再进行#$%序列分析，测序结果
表明发生所需的突变，这样得到了$端缺失O"、OS、
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!"和!#个氨基酸的两套缺失体，命名为$%&’(
)*!+、$%&’)*!+,、$%&’)*!-、$%&’)*!-,、

$%&’)*!"、$%&’)*!",、$%&’)*!# 和 $%&’(
)*!#,。由于大肠杆菌%./自身含有碱性磷酸酯

酶，可能对以后的分离纯化和性质测定产生干扰，所

以将这些克隆子转化碱性磷酸酯酶缺失的大肠杆菌

0$1++准备进行蛋白的表达和分离纯化。

%&’ -’(,&.....,%,%.,&.&&,,&.,,%%,,%%...&&..,..%&,,.,&&,,%,(2’

’3!+ -’(,%!"#"#$,&.....,%,%.,&.&&,(2’

’3!+, -’(,%!"#"#$,&&..%.,%%%&,&&&&%,&&,,%%,,%%...&&..,..%&,(2’

’3!- -’(,%!"#"#$....,%,%.,&.&&,,&.(2’

’3!-, -’(,%!"#"#$..&.,%%%&,&&&&%,&&,,&%,,%%...&&..,..%&,,.,(2’

’3!" -’(,%!"#"#$.,%,%.,&.&&,,&.,,%%,,(2’

’3!", -’(,%!"#"#$.,&,%%,&&&&%,&&,,%%,,%%...&&..,..%&,,(2’

’3!# -’(%.!"#"#$,%.,&.&&,,&.,,%%,,%(2’

’3!#, -’(,%!"#"#$%%&,&&&&%,&&,,%%,,%%...&&..,..%&,(2’

’3/ -’(.&,!!"#$$%%&..,,,&.&,.%,,%,..(2’

%&’ 蛋白的表达和分离纯化
将4个克隆子和0$1++（%&’-52）按方法［+］进

行诱导表达，以406／7湿菌体的比例用-50089／6
的%3:;(<,9（$<4=5）悬浮，超声破菌，取破菌液上清进
行酶活测定（表/）。测定结果表明，0$1++（$%&’(

表( )*+,,（*#"-./%,）、)*+,,（*#"-./%,）、)*+,,
（*#"-./%0）、)*+,,（*#"-./%0）、)*+,,（*#"-./%1）、

)*+,,（*#"-./%1$）、)*+,,（*#"-./%2）和)*+,,（*#"-3
./%2$）的破菌液酶活性的测定

#4567( /7879):;48:<;<=8+77;>?)74@8:A:8?<=8+7@7667B894@8
<= )*+,,（*#"-./%,）、)*+,,（*#"-./%,）、)*+,,
（*#"-./%0）、)*+,,（*#"-./%0）、)*+,,（*#"-./%1）、)*+,,
（*#"-./%1$）、)*+,,（*#"-./%2）4;C)*+,,（*#"-./%2$）

>?@A0BCDE:F:EA（G／7）

0$1++（%&’-52） H5I!

0$1++（$%&’)*!+） !5I5/

0$1++（$%&’)*!+,） -I/

0$1++（$%&’)*!-） !5I5/

0$1++（$%&’)*!-,） /-5I!

0$1++（$%&’)*!"） 5I2++

0$1++（$%&’)*!",） 255

0$1++（$%&’)*!#） !5I5/

0$1++（$%&’)*!#,） !5!I+

)*!+）、0$1++（$%&’)*!-）和0$1++（$%&’)*!#）基
本上没有表达；0$1++（$%&’)*!+,）和0$1++（$%&’(
)*!"）的表达量很低；0$1++（$%&’)*!-,）、0$1++
（$%&’)*!",）和 0$1++（$%&’)*!#,）的表达量
较高，这表明&%.附近的0J)&的二级结构对酶
的表达有很大的影响。$%&’)*!-,、$%&’)*!",
和$%&’)*!#,的表达量都高于$%&’-52，这对于

K*(%&’的应用和研究K*(%&’结构和功能之间的
关系都是有利的。由于$%&’)*!+,的表达量很
低，在分离纯化上存在一定的难度并且对以后酶的

应用不利，所以没有进行分离纯化。这个结果表明

了翻译起始区0J)&稳定的二级结构对蛋白的表达
不利，这提示为了提高蛋白的表达量，提高翻译起始

区0J)&二级结构的能量降低其稳定性是可供选
择的好方法。

$%&’)*!-,、$%&’)*!",和$%&’)*!#,所
表达的蛋白质命名为 %&’)*!-、%&’)*!"和

%&’)*!#。将%&’)*!"和%&’)*!#按方法所
述进行了蛋白质的分离纯化，分离纯化的酶蛋白

L*L(’&.>电泳一条带（图/）。

图/ 纯化的%&’)*!-，%&’)*!"和%&’)*!#
的L*L(’&.>电泳

K:7I/ L*L(’&.>8M$G3:M:BN%&’)*!-，

%&’)*!"C?N%&’)*!#
6C?B/:;’38EB:?0C3OB3；6C?B!!+C3B$G3:MBN%&’)*!-，%&’(
)*!"C?N%&’)*!#
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!"# 酶的比活测定
通过测定!"#$%&’、!"#$%&(和!"#$%&)

的酶活和酶蛋白的浓度，确定它们的比活分别为

)*+,-／./、),+0-／./和01+2-／./，和3%4!"#
（!"#’*,的表达产物）的51+,-／./相比，!"#4
$%&)略有升高，而!"#$%&’和!"#$%&(则有下
降（3%4!"#的表达和纯化另文发表）。

图& 3%4!"#，!"#$%&’，!"#$%&(和

!"#$%&)的热稳定性测定

36/+& !78978:.;<9=>6?69@;A3%4!"#，

!"#$%&’，!"#$%&(=BC!"#$%&)
D!"#$%&)；!!"#$%&(；"3%4!"#；#!"#$%&’

!"$ 酶的耐热性的初步测定
将分离纯化得到的!"#$%&’、!"#$%&(和

!"#$%&)用1*..;?／E#FG（HI)+*）、&..;?／E
J/K?&分别稀释至*+*2./／.E，然后在0’L放置
不同时间后，*L冰浴,*.6B，取1*!E测定酶活力
（图&）。从图上可以发现!"#$%&)的耐热性比

!"#$%&’和!"#$%&(高。从比活和热稳定性来
看，!"#$%&)的比活和热稳定性都比!"#$%&’
和!"#$%&(高。

% 讨 论
从酶学性质来看，!"#$%&)相对于!"#$%&(

和!"#$%&’而言，酶的比活和热稳定性都有一定
程度的上升。这个结果表明了$端1到&个氨基
酸的差异也会造成热稳定性大的改变，说明了$端
氨基酸对3%4!"#的热稳定性有很大的影响。同
时!"#$%&)作为一个信号肽缺失的!"#，比没有
去除信号肽的3%4!"#的热稳定性和比活高，对于
其在高温条件下的应用有着较大的价值。

在亚克隆中通过二级结构的分析发现，翻译起

始点.M$"的二级结构对蛋白的表达有很大的影
响，稳定的二级结构会阻碍蛋白的表达。有关

.M$"二级结构和蛋白表达量之间关系的研究正在
整理之中。
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