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恶性疟原虫乳酸脱氢酶基因克隆、可溶性表达及突变体活性分析
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摘 要 为了建立以代谢酶类为靶点的新型抑制剂乃至抗疟药高通量筛选和体外评价平台，从恶性疟原虫海南株 G>>7中扩
增出乳酸脱氢酶基因（>-3?@）。利用融合表达载体 :RINE!BV和 :IBE!W<（ C）将 >-3?@基因导入大肠杆菌 XP!7和 XP!7（YI"）
中高效表达，结果成功地在菌体裂解上清液中检测到高酶促活性的 UZPY[。以 :RINE!BV为载体的 >-3?@ 基因主要以包涵体
形式表达，以 :IBE!W<（ C）为载体的 >-3?@基因则能大量表达可溶性 UZPY[，表明后者更适合用来大量制备重组 UZPY[。同时，
根据 \Y\EU9RI图谱并结合序列分析结果，对基因扩增中随机产生的 >-3?@ 截短序列进行了筛选和克隆，从中获得 #个携带
终止突变并分别编码 #F、D$、7#W和 !8"个氨基酸残基的“提早成熟”基因 >-3?@E!!%7、E!!"8、E!78%和E!F"。通过基因表达及酶
促活性测定，评价了提前终止突变对 UZPY[活力的影响，为探讨 UZPY[结构与功能的关系提供了依据。
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据 _[‘最新报告，疟疾是世界上除艾滋病以
外具有明显上升趋势的传染病，它危害着热带和亚

热带地区近 !$亿人口的生命安全。恶性疟疾每年
造成 F亿人感染和至少 7$$ 万人死亡，尤其在非洲



已成为头号杀手［!］。目前，抗疟疾疫苗及抑制性抗

体尚未研制成功，药物是治疗疟疾的唯一办法［"］。

青蒿素及其衍生物是现阶段最有效的抗疟药，它们

不仅具有高效、速效和特效截杀脑型疟的特点，而且

可以杀灭抗氯喹的疟原虫。然而，任何药物的长期、

广泛、单一或不规范使用，终究都将诱导病原体产生

抗药性，疟原虫也是这样。#$%&’，!" #$（"(()）已在
青蒿素不受限制使用的国家和地区（如法属圭亚那）

发现青蒿素抗性分离株，其 *+)(升幅在 ,(-%./01以
上［,］。更令人担忧的是，这种抗药性的获得仅仅是

因为疟原虫 234+5 基因中单个碱基的突变［6］。这
一触目惊心的事态凸显出必须刻不容缓地加大抗疟

新药研发力度的重要性。

乳酸脱氢酶（178，3+!9!9!9":）广泛存在于动、
植物及微生物体内，它作为糖酵解的终止酶在生物

厌氧代谢中具有重要的生理意义。恶性疟原虫乳酸

脱氢酶（;<178）利用还原型辅酶!（=578 > 8>）将

丙酮酸还原为乳酸，同时生成三磷酸腺苷（5?;），进
而为疟原虫的生命活动提供能量。;<178在疟原虫
的厌氧代谢及生存中的重要性，已赋予它成为颇受

青睐的抗疟药筛选新靶点［)，@］。由于从感染的红细

胞中提纯 ;<178较为困难，我们从恶性疟原虫海南
株 A++08=中扩增出 %&’() 基因，并构建了含有重
组 %&’() 基因的融合表达质粒。通过在大肠杆菌
中的高效表达，已获得大量纯度高且具有天然活性

的可溶性重组蛋白，为体外筛选 ;<178活性抑制剂
创造了条件。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 虫株：恶性疟原虫海南株 A++08=由本所疟
疾室提供。

!"!"# 菌株与质粒：大肠杆菌 78)"、B1"! 为本实
验室保存，B1"!（73,）由暨南大学药学院郑青副教
授馈赠，C?54D3?载体购于 ;E.%FG$公司，CD3HI"?J
载体购于 5%FEKL$% BM.KNMF-NFK公司，C3?I"O$（ >）载
体购自 =.P$GF-公司。
!"!"$ 试剂：?6连接酶、限制性内切酶、?$Q 7=5聚
合酶、R=?;购自 ?$J$4$公司。电泳分子量标准购
自天为时代公司和北京鼎国生物技术公司。氨苄青

霉素（5%C）、卡那霉素（J$-）、异丙基硫代半乳糖苷
（*;?D）购于华美生物工程公司。
!"!"% 酶活性检测液：,SI乙酰吡啶烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸（5;57）、黄递酶（ RM$CL.E$KF）、氮蓝四唑
（=B?）购于 2MG%$公司，乳酸钠购自广汕达濠公司。

!"!"& 178测试盒：含 "%%./01 丙酮酸标准品、辅
酶!、基质缓冲液、"，6I二硝基苯肼溶液和 (96%./01
=$T8溶液，购自南京建成生物工程研究所。
!"# 方法
!"#"! 恶性疟原虫基因组 7=5的提取：取 )(#1血
液样品置离心管中，加入 !%1 2?3 缓冲液（!((
%%./01 =$+/，!(%%./01 ?EMKI8+/，!%%./01 37?5，
C8U9(），涡旋振荡数秒后，!"(((E0%M- 离心 !9) V
"%M-，弃上清液，重复洗 !次，再弃上清，加入 !((#1
7=5提取液，置于烧杯中煮沸 !(%M-，!"(((E0%M- 离
心 "%M-，吸取上清置另一离心管，再离心一次后的
上清即为基因组 7=5的提取物。
!"#"# %&’() 基因的扩增与克隆：根据 DF-B$-W中
发表的 7=5序列（7X!OU"@!）设计两对引物，由赛百
盛公司合成。其中第一对引物的序列为：)SI
D+DD5?++5?DD+5++5555D+55555?+I,S； )SID?
+++DDD?55D+?55?D++??+5??+?+I,S，下划线分别
表示 *#+8!和 ,+#!酶切位点。以提取的基因组
7=5为模板，扩增反应在 )(#1体系中进行，循环参
数为：O6Y预变性 )%M-，O6Y变性 ,(K，)@Y退火
!%M-，:"Y延伸 ,%M-，,( 个循环后，:"Y 再延伸
!(%M-。第二对引物为：)SID+D++5?DD+5++5555
D+55555?+DI,S，)SI+?5+?+D5D5D+?55?D++??+5
??+?+I,S，下划线分别表示 -./!和 01/!酶切位
点。循环参数为：O6Y预变性 )%M-，O6Y变性 ,(K，
)"Y退火 ,(K，:"Y延伸 O(K，,(个循环后，:"Y再延
伸 !(%M-。扩增产物用 !Z琼脂糖凝胶电泳回收，然
后与 C?54D3? 载 体 连 接 并 测 序。重 组 质 粒
C?54D3?0;<178 用 *#+8! > ,+#!和 -./! >
01/!分别双酶切，并与相应酶切的 CD3HI"?J 和
C3?I"O$（ >）表达载体连接，然后分别转化大肠杆菌
B1"!和 B1"!（73,）。经酶切鉴定获得重组质粒
CD3HI"?J0;<178和 C3?0;<178。
!"#"$ ;<178基因的表达：重组质粒接种于 " [ \?
液体培养基（CD3HI"?J0;<178加 5%C !((#G0#1；C3?0
;<178加 J$- ")#G0#1）中培养过夜，按 !Z比例转入
新鲜的 " [ \? 培养基（含 5%C !((#G0#1 或 J$-
")#G0#1）中，,:Y振荡培养至 2(@((为 (9U V !9(时，加
*;?D至终浓度为 (9!%%./01时转至 ,(Y摇床进行诱
导，继续培养 , V @L，离心收集菌体。加入预冷的 ;B2
溶液重悬菌体，再加入溶菌酶（(9!%G0%1）和 7=$KF!
（(9!#G0%1），] "(Y反复冻融直至细胞完全裂解。离
心分别收集上清和沉淀，进行 272I;5D3分析。
!"#"% ;<178酶活性测定：方法一：以重组菌诱导
表达后的裂解上清作为检测样品，空载体菌诱导表
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达后的上清作为阴性对照。取上清 !"#!$置于 %&’
光径的比色杯中，加入 !’$ 酶活性检测液（(’)
*+*,、%#- ,./0123/45、6’) 789溶于 %#’$ #:%’’2;<$
93.4=>?;，0>":@ 中，再加 "#!$ 乳酸钠混匀，新鲜配
制），立即用分光光度计在 A@#B’处测 !" 值，以计
算 *+*,的减少量，每 ’.B测一次，共测 %@’.B，由此
计算酶活性。方法二：以重组菌和空载体菌诱导表

达后的裂解上清为测定管，丙酮酸标准品为标准管，

测定管及标准管均设空白对照。按厂家说明书操

作：取 #:#(’$裂解上清于测定管中，加入基质缓冲
液 #:!@’$，辅酶"溶液 #:#@’$，测定空白管不加辅
酶"溶液；取 #:#(’$丙酮酸标准品于标准管中，加
入基质缓冲液 #:!@’$，#:#@’$蒸馏水，标准空白管
中不加丙酮酸标准品。混匀置 ("C水浴箱中保温
%@’.B后加入 !，D=二硝基苯肼溶液 #:!@’$，再次置
("C水浴保温 %@’.B 后，加入 7/E>溶液 !:@’$，室
温放置 (’.B，用分光光度计在 DD#B’ 处测 !"（!）
值。根据公式 F $,>活力（-<$）G（测定管 !" 值 H
测定空白管 !" 值）<（标准管 !" 值 H 标准空白管
!"值）I 标准管浓度（!!’2;<’$）I %###’$ I 测试
前样品稀释倍数，算出 $,>活力。

! 结果
!"# !"#$% 基因的扩增与克隆

#$%"& 基因的 +?J产物经 %K琼脂糖凝胶电泳
显示为一条 L@"M0 的特异扩增带（N.) O %），这与
#$%"& 基因的预期大小相吻合。
将 +?J 产物克隆到 09*JPQ9 载体上，分别用

’()>" R *)("和 +,-" R ./-"双酶切重组质粒
09*JPQ9<+S$,>，并将酶切产物定向连接到经
’()>" R *)("酶切的 0PQT=!9U载体和经 +,-"
R ./- "酶切的 0Q9=!L/（ R）载体中。0PQT=!9U<
+S$,>用 ’()>"R *)("酶切可产生两条带，其预期
大小为 DLALM0和 L@"M0；0Q9<+S$,>经 +,-"R ./-"
酶切可产生两条带（预期为 @("%M0 R L@"M0）（N.)O!）。

图 % #$%"&基因的 +?J产物
N.)O% +?J 032V-&W 2S #$%"& 2B /)/3245 )5;

%：+?J 032V-&W 2S #$%"&；!：!##M0 ;/VV53 O

图 ! 重组质粒 0PQT=!9U<+S$,>和 0Q9<+S$,>的双酶切
N.)O! ,2-M;5 V.)54W.2B 2S 0PQT=!9U<+S$,> /BV 0Q9<+S$,>
*:%：,7* ’/3X53；!：V2-M;5 V.)54W.2B 2S 0PQT<+S$,> Y.W1 ’()>" R
*)("；8:%：,7* ’/3X53；!：V2-M;5 V.)54W.2B 2S 0Q9<+S$,> Y.W1 +,-"
R ./-" O

经 8$*Z9检索，本研究所测定的 N??<>7株的
#$%"& 基因与 P5B8/BX 收录的 U% 株 #$%"& 基因
（,[%L6!A%）比较，同源性为 LL O "LK，仅第 D#"、@A(
位处存在 9=?差异。本次测序结果已被 P5B8/BX收
录（,[6!@D(A）。
!"! $%&’(基因的表达———以 )*+,-!./为载体
将携带 0PQT<+S$,>重组质粒的阳性菌及 8$!%

菌分别进行诱导表达，根据 Z,Z=+*PQ电泳检测结
果（N.) O(），在 8$!%（0PQT<+S$,>）裂解液（(泳道）中

图 ( 8$!%（0PQT<+S$,>）表达的融合蛋白的 Z,Z=+*PQ分析
N.)O( Z,Z=+*PQ /B/;\4.4 2S W15 S-4.2B 032W5.B

5]035445V M\ 8$!%（0PQT<+S$,>）
%：032W5.B ’/3X53；!：W2W/; 032W5.B4 2S 8$!%；(：W2W/; 032W5.B4 2S 8$!%
（ 0PQT<+S$,>）；D： 4-053B/W/BW 2S 8$!%（ 0PQT<+S$,>）；@：
035&.0.W/W.2B 2S 8$!%（0PQT<+S$,>）O

出现一条 8$!%裂解液（!泳道）所没有的 A(X,新蛋
白带，其中谷胱甘肽硫转移酶（PZ9）的预期分子量
约为 !LX,，目的蛋白的预期分子量约为 (DX,。同时
发现，该新蛋白带仅存在于沉淀中（@泳道），而不出
现在上清中（D 泳道），说明融合蛋白主要以包涵体
形式存在。

!"0 $%&’(基因的表达———以 )+.-!12（ 3）为载体
将不同批次重扩增的 #$%"& 基因克隆至 0Q9=

!L/（ R）表达载体，分别转化大肠杆菌 8$!%（,Q(）。
经诱导表达后发现，全部融合蛋白均分布在菌体裂

解上清中，表明 0Q9<+S$,>中的 #$%"& 基因在 8$!%
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（!"#）中为可溶性表达（$%& ’(）。

图 ( )*+,（!"#）（-"./01*!2）表达产物的 3!34056"分析
$%&’( 3!34056" 7879:;%; <1 =>-?=;;=@
-?<@ABC; D: )*+,（!"#）（-"./01*!2）

,：-?<C=%8 E7?F=?；+ G H：C?A8B7C=@ 01*!2 -?<C=%8;；I，J，,,：87CA?79
01*!2 -?<C=%8;；K，L，,M：C?A8B7C=@ -?<C=%8;’

从电泳图谱上还可见到几个分子量较小的融合

蛋白（+ G K和 L、,M泳道），仅 I、J、,,泳道的融合蛋
白符合预期大小（#(F! N #F!）。为了查明上述小分
子量 01*!2形成的原因，我们对其编码基因进行了
全序列测定，结果表明这些小分子量蛋白质都是基

因缺失、插入或替换形成的提前终止突变的翻译产

物，其中 01*!24!+I, 缺失 +I, 个氨基酸残基，即编
码 (H 个氨基酸后提前终止（对应于 L、,M 泳道）；
01*!24!+#K缺失 +#K个氨基酸残基，即编码 JM个氨

基酸后提前终止（对应于 K泳道）；01*!24!,KI缺失
,KI个氨基酸残基，即编码 ,(L 个氨基酸后提前终
止，发生了 #个碱基的置换和 ,个缺失（对应于 +、#
泳道）；01*!24!H# 缺失 H# 个氨基酸残基，即编码
+K#个氨基酸后提前终止，发生了 (个碱基置换和 ,
个缺失（对应于 (、H泳道）。
!"# $%&’(酶活性测定
采用方法一进行测定，-6"O/01*!2重组菌上清

酶活性比阴性对照（-6"O4+.P转化菌）上清酶活性高
约 + 倍；-"./01*!2重组菌上清酶活性比阴性对照
（-".4+L7（ N）转化菌）上清酶活性高约 I倍（$%&’H）。

图 H 01*!2重组菌裂解上清的酶活性
$%&’H "8Q:E7C%B 7BC%R%C: <1 ?=B<ED%878C 01*!2

%8 D7BC=?%79 ;A;-=8;%<8

采用方法二测定 01*!2重组菌裂解上清的酶
活力，结果见表 ,。

表 ) $%&’(重组菌裂解上清的酶活力（*+&）
,-./0 ) 12345-678 -8679764（*+&）:% $%&’( 72 ;*;<02;7:2

3C?7%8 )*+, )*+,（!"#）

097;E%@ R=BC<?
-6"O/
01*!2

-"./
01*!2）

-"./01*!2
4!+I,

-"./01*!2
4!+#K

-"./01*!2
4!,KI

-"./01*!2
4!H#

5BC%R%C:（!!） II ’( ,#HL ’J ,KH ’J H,(I ’L ,,# ’( ,H( ’( +(I ’J K,# ’J
3! #(’J ++( ’+ JM ’# ,,(I ’( (J ’H ++ ’I K+ ’M ,JH ’K

由表中数据可见，以 -".4+L7（ N）为载体表达的
01*!2比以 -6"O4+.P为载体表达的 01*!2活力高
(倍左右。有趣的是，羧基末端截短 H#个氨基酸的
01*!24!H#仍具有一定的酶活性，而分别只有 (H个
氨基酸残基的 01*!24!+I, 和 JM 个氨基酸残基的
01*!24!+#K基本检测不到酶活力。

= 讨论
01*!2不仅已被用来筛选新抗疟药［I，J］，而且还

被用于原虫血症［L］和药物敏感性［,M，,,］的测定。历史

上曾作为避孕药（杀精剂）开发的棉酚早就被发现可

用于抗疟疾，并已了解其作用机理是通过特异性抑

制 01*!2活性而阻断疟原虫体内的能源供应，可惜
因其毒副作用太大，至今也未能开发成抗疟新

药［,+，,#］。在当今抗多药抗性疟疾肆虐的严峻形势

下，仅仅依赖青蒿素作为抗疟疾的最后一道防线具

有很大的风险，因此有必要建立基于 01*!2等各种
分子靶点的高通量抗疟新药筛选平台。

自第一个 "#$%& 基因于 ,LJH 年被克隆后［,(］，
国外学者已在大肠杆菌中成功表达 "#$%& 基
因［,H，,K］。国内学者也先后报道了 "#$%& 基因在大
肠杆菌中表达获得的融合蛋白［,I，,J］，但这些研究都

以制备多克隆或单克隆抗体为目的，并未涉及重组

01*!2的酶活性测定，其是否具有催化能力至今未
见报道。为了建立基于 01*!2 的新型抑制剂乃至
抗疟药的体外筛选平台，首先必须实现 "#$%& 基因
的可溶性及高活力表达。为此，我们尝试采用 +种
不同的融合表达载体———-6"O4+.P和 -".4+L7（ N）
分别表达 "#$%& 基因，并从融合蛋白的存在状态及
酶促活性两方面进行评价。结果表明，-6"O/01*!2
主要表达为不溶性蛋白（存在于包涵体内），在裂解

上清液中的活力较低，仅略高于空菌（)*+,）；而

KLH ’()*+,+ -./0*12 .# 3).4+5(*.2.67 生物工程学报 +MMI，S<9T+#，U<T(



!"#$%&’()主要表达为可溶性蛋白，在裂解上清液
中的活力较高，比 !*"+$%&’()高出 , 倍左右。造
成裂解上清液中融合蛋白可溶性与不溶性差异的原

因可能是“担体”大小与性质对融合蛋白构象及存在

状态的影响［-.］。!*"+$%&’()的担体是 */#，其分子
量达 0.1(；相反，!"#$%&’()的担体仅由 02 个氨基
酸残基组成（约 31(）。显然，担体过大可能阻碍融
合蛋白折叠形成正确的空间构象，从而以不溶性蛋

白存在于包涵体中［04］。由此可见，对于本研究而

言，!"#50.6（ 7）可能是一种更适合 !"#$% 基因表达
的融合载体。

8619:; &’ ()（-..3）［.］发明了一种可消除人 ’()
干扰的 %&’()活性特异性检测方法，它用对 %&’()
具有高度亲和力的 <%<(代替 =<(作为辅酶，在乳
酸钠存在的情况下，%&’()将 <%<(变成 <%<()，而
<%<()又将无色的 =>#还原成蓝色化合物并再生
<%<(。不过，本实验中应用的大肠杆菌表达系统不
存在人 ’()的干扰，而且未见细菌 ’()干扰 %&’()
测定的报道，可试用人 ’()专用试剂盒测定大肠杆
菌表达的 %&’()的酶促活性。为此，我们采用上述
0种方法对菌体裂解上清液中的重组 %&’()活性进
行了测定。结果表明，虽然这 0种方法衡量酶活性
的方式不同，但测定结果基本上可以相互比较。例

如，用 0种方法测定的 !"#载体表达的 %&’()都比
!*"+载体表达的 %&’()的酶活性高。不过，抗人
’()干扰的酶活性测定系统必须现配现用，而且其
价格远高于人 ’()专用试剂盒，尤其是前者在测定
的稳定性及可重复性等方面都不如后者。

本研究中还获得 , 种截短序列的 %&’()（来自
克隆的 !"#$% 基因重扩增），它们应该是扩增过程
中随机突变形成终止密码所致。值得注意的是，缺

失羧基末端 ?3个氨基酸残基的截短型 %&’()尚保
留一定的酶活性，暗示其空间构象尚能允许底物结

合并发生相对较低效率的催化反应。@:6A &’ ()
（-...）从 %&’()中鉴定出底物的结合“口袋”，即由
-405-4B位氨基酸残基组成的活性位点［0-］。显然，
仅有 ,? 个氨基酸残基的 %&’()5!02- 和 B4 个氨基
酸残基的 %&’()5!03C因缺乏活性位点而没有活力。
利用本研究建立的基于 %&’()活性测定的抗

疟药筛选及评价技术，不仅可以快速筛选 %&’()抑
制剂，而且将来还有可能发展成为原虫血症及药物

敏感性的评价系统。
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