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摘 要 4*9 重组酶 HZL 存在于酵母 !!质粒上，能识别 "#6: 的 H.? 位点，并根据 ! 个 H.? 位点的相对方向完成位点间 4*9
序列的交换、重组、删除与逆转，在现代分子生物学理论研究与基因工程技术开发中具有广泛应用。构建了在原核大肠杆菌

中高效表达 HZL 重组酶的表达载体 :YS"!QF(:/ 并建立起相应的原核高效表达体系，在原核细菌大肠杆菌 ]KJ 菌株中实现 HZL
酶蛋白的高效表达，同时建立了相应的纯化方法。纯化时先用硫酸铵沉淀法富集 HZL 酶蛋白，经透析脱盐后再用镍离子鳌合

微柱（$^J _ K^$5Z）亲合层析梯度洗脱的方法获得纯化的 HZL 酶蛋白。通过构建含有 ! 个方向相同的 H.? 序列位点的质粒

:NIKPQH.?QEF:QH.? 和含有 K 个 H.? 位点的表达载体 :S?"$<QH.?，并分别以其为底物来检测 HZL 重组酶的删除、交换与重组功

能的活性。结果表明，该方法不仅能有效表达 HZL 酶蛋白，并能行之有效地纯化 HZL 酶蛋白，以及检测纯化的 HZL 酶蛋白对

4*9 序列的删除、重组与交换功能。该方法简单易行并能获得有活性的 HZL 酶蛋白，为深入研究其机理以及研发相应的 4*9
重组技术提供重要参考。
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789（5/’44)2"）重组酶基因来自真核细胞酿酒酵

母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）=!质粒，属于重组酶家

族。789 重 组 酶 基 因 约 ?@AB&，编 码 C== 个 氨 基

酸［?］。789 重组酶的识别与结合作用位点（靶位点）

是由 AC&4D<E 碱基组成的序列，简称 7F1（ 5/’44)2"
!"#$-(’*’$( *)!-"*2）。AC&4 的 7F1 序列是一个反向重

复序列，两端分别由两个高度对称反向重复的 ?A&4
（GH;IEEI11JJ1E1EJ，IEE1EIIEEJ11J;AH）元件组

成，中间是一个决定 7F1 方向的 K&4 的 D<E 序列，

其 序 列 为 GH;IEEI1EJJ1E11J111J1EIE
IEE1EIIEEJ11J;AH。789 重组酶以特定方式结合

于其 上，其 断 裂 位 点 位 于 1J11 四 个 碱 基 的 中

间［=@A］。789 重组酶在离体条件下的重组效率和各

种重组反应已被广泛研究［C］。= 条双链 D<E 间发生

的重组反应中共有 C 条单链的断裂和连接过程，789
通过四个重组酶单体结合到临近的四个易被切割的

磷酸二酯键上来完成重组反应。当 789 重组酶结

合到 ?A&4 的对称序列上后，它诱导 7F1 位点的剧烈

弯曲，使 7F1 位点链的顶端或底端断裂，并引发双

链间 = 条单链的对等交换形成 L$//’.)3 结构的中间

产物。随后这一中间产物的另两条单链进行交换解

体并连接形成重组分子，完成重组反应（图 ?）［G M ?N］。

在重组过程中链的断裂与连接的能量是守衡的，因

此该重组反应不需要消耗外界能量。根据 7F1 识

别位点的位置与方向，789 重组酶可以引发完成

7F1 位点间 D<E 序列的删除、倒位、插入和重排反

应，这些反应被广泛用于微生物、动物、植物基因工

程研究与技术的各个方面［?? M ?O］。

图 ? 789 介导的重组反应示意图

7’-0 ? F"#$%&’()*’$( !")#*’$(2 %".’)*". &3 789
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由于 789 重组酶基因来源于真核生物酿酒酵

母，在对其进行原核诱导表达时发现，其在大肠杆菌

中的表达效率并不高。因此，本研究以建立起一套

包括有效或高效的 789 原核表达方法、相应的简便

并行之有效的纯化方法获得具有重组酶活性的 789
重组酶蛋白，以及检测 789 重组酶活性的方法为主

要目标，分别构建了 789 高效表达载体 4RSA=;5/4"、
用以可视检测 789 重组酶重组功能实现为目标的

重组序列供体底物载体（4TJ?K;7F1;-54;7F1）和重

组序列受体表达载体（4S1AN);7F1），并用于本研究

来实现 789 的高效表达、有效纯化和活性检测以及

D<E 序列在载体间的重组传递与表达。

) 材料与方法

)*) 材料

4TJ?K 中间载体及其大肠杆菌菌株 UV?NO 和

DLG"为本实验室保存；原核高效表达载体 4RS;A=
及其 菌 株 V?G、4S1;AN) 及 其 菌 株 P8=?（DSA）为

R’)-"(和 <$:)-"( 产品，本实验室保存；5/4 基因为

W6!’ 惠赠 4PEDAA;5/4"。
实验 用 限 制 性 内 切 酶、1C 连 接 酶、4VD?K;1

X"#*$!、D<E 回收试剂盒为 1)Y)F) 公司产品；蛋白

纯化系统 <’= > 亲和层析柱为 R’)-"( 公司产品；其他

试剂均为国产分析纯。

)*+ 方法

)*+*) 引物合成：为验证 789 重组酶的删除及插入

活性，设计下列引物序列用以构建两个底物载体。

引物 9?，9= 是为构建底物载体 4TJ?K;7F1;-54;7F1
用，在 -./ 基因两端分别加入限制性内切酶 0#&F#
位点及同方向的 7F1 序列。引物 9A，9C 是为构建

底物载体 4S1AN);7F1 用，在 -./ 基因的 GH端引入

1"’L$、0#&F$位点，其 AH端引入 0#&F$、7F1、

G=Z盖 颖等：D<E 重组酶 789 原核表达与多步法纯化及其活性检测



!"#!!位 点。引 物 合 成 及 后 续 测 序 等 工 作 均 用

"#$ 合成仪和 $%&’()(* 测序仪完成（北京奥科公

司）。

+,： -.’///$$/00110$001010$/$$$/0$0$/
/$$1001/$0$01/$0//0/$/1$$///1/$//’(.

+2： -.’///$$/00110$0$100010$/$/$$0$/
/$$10011/$0$01100$100/0$1$/101/011’(.

+(：-.’///$001//$$001$0//0/$/1$$///1
/$//’(.

+3： -.’/$$/100/$$/00110$0$100010$/$/$$
0$//$$1001/$$00100$100/0$1$/101/011 ’(.
!"#"# 常规分子生物学操作：+14 扩增、感受态细

胞制备、细菌转化、质粒 "#$ 提取、"#$ 连接、"#$
电泳、蛋白质电泳等参照《分子克隆实验指南》和

《56789 +8797:7; 7< =7;>:?;@8 %A7;7BC》进行；"#$ 片段回

收、酶切等按照相关说明完成。

# 结 果

#"! $%& 原核表达载体的构建与检验

DE+ 原核诱导高效表达载体 FGH(2’<;F> 的构建

是利用 $%&"和 !"#! !双酶切 F%$"((’<;F> 和 FGH’
(2 载体（图 2，(）。将从 F%$"((’<;F> 酶切体系中回

收纯化得到的 <;F 基因通过 03"#$ 连接酶连接到

FGH’(2 载体上并转化至 I=,*J 菌株中。质粒经扩

增、+14 与酶切验证后再转化到大肠杆菌 =,- 菌株

中进行高效表达（图 3，-）。

图 2 DE+ 原核表达载体的构建图

DABK 2 17LM98?:9A7L M:6>N> 7< F87O@8C79A: >PF8>MMA7L Q>:978

#"# 原核诱导表达、纯化 $%& 蛋白

#"#"! 诱导表达：挑取鉴定正确的克隆于相应抗生

素的 E% 液体培养基中 ()R摇床培养，活化培养至

’( 值 *S) 左 右，加 入 诱 导 剂 &+0/，终 浓 度 为

,NN7;TE，转移至 2UR摇床，进行诱导表达。诱导 (6
后，收集菌体，液氮速冻，V )*R保存，贮存备用。

#"#"# 纯化：DE+ 纯化过程全在冰浴条件下完成。

（,）菌 体 破 碎：将 收 集 的 菌 体 用 悬 浮 缓 冲 液

（2*NN7;TE 08AM’W1; FW)S-；*S-N7;TE #@1;；2NN7;TE#’
巯基乙醇）按 , X2（菌体 X溶液）的比例重新悬浮。悬

图 ( 活性检测所用的载体构建示意图

DABK ( 17LM98?:9A7L F8797:7; 7< Q>:978M @L!
A!>L9A<A:@9A7L 7< DE+ @:9AQA9C

图 3 限制性内切酶 $%&"和 !"#! !
双切 FGH(2 和 F%$"’DE+>

DABK 3 06> 8>M?;9 7< !AB>M9A7L YC 8>M98A:9A7L >LZCN>M
$%&" @L! !"#! !

=："#$ =@8O>8；,：FGH(2 [>8> !AB>M9>! YC $%&" @L! !"#!!；2：

F%$"’DE+> [>8> !AB>M9>! YC $%&" @L! !"#!! K

图 - 质粒 FGH(2’DE+> 的验证

DABK - 06> Q>8A<A:@9A7L 7< F;@MNA!M FGH(2’DE+>
=："#$ =@8O>8；, V ,*：F;@MNA! FGH(2’DE+>K
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浮后的菌体用超声波破碎仪短时多次超声破碎（超

声破碎仪的工作功率为 !"" # $""%，工作 & 秒，间歇

& 秒，至少破碎 !" 次以上）。

（!）’() 粗提液：超声破碎后的溶液在低温高速

离心机上离心（*+ """, - $"./0，12），取上清为 ’()
酶蛋白粗提液。

（$）硫酸铵沉淀：向超声破碎后离心获得的 ’()
粗提液中缓慢加入（341）!561 沉淀蛋白质，至硫酸

氨饱和度为 1$7。12条件下 *& """, - *"./0 离心，

弃上清。沉淀用悬浮缓冲液重新悬起。

（1）透析脱盐：待上柱用。

（8）镍离子螯合亲合柱层析：透析脱盐后的 ’()
酶蛋白用微型镍离子螯合柱亲合层析纯化。层析柱

先用 *" 倍 柱 床 体 积 平 衡 液（!"..9:;( <=/>?4@:
A4BC8；"C8.9:;( 3D@:；!..9:;(!?巯基乙醇）平衡；然

后将样品缓慢（*.(;./0 流速）上柱。整个上柱过程

均在冰浴或低温条件下完成。上柱结合完成后，用

含不同浓度咪唑（*"、!"、8"、*""、!8"..9:;(）的漂洗

液进行梯度漂洗，同时连于蛋白质紫外检测器监测，

最后收集 !8"..9:;( 咪唑洗脱缓冲液洗脱的蛋白质

组分。收集组分的 5E5?)FGH 电泳检测结果如图 &。

图 & ’() 蛋白 5E5?)FGH 分析图

’/,I & 5E5?)FGH D0D:J>/> 9K AL=/K/MDN/90 9K =OM9.P/0D>O ’()
*：K:9Q NR=9L,R >9:LN/90；!：QD>R >9:LN/90 PJ PLKKO= Q/NR *"..9:;(
/./SDT9:O；$：QD>R PJ !"..9:;( /./SDT9:O；1：QD>R PJ 8"..9:;(
/./SDT9:O；8：QD>R PJ *""..9:;( /./SDT9:O；& # U：O:LNO PJ !8"..9:;(
/./SDT9:OI

!"# 序列供体底物载体 $%&’()*’+,$’()* 的构建

以含有 !"# 基因的质粒为模板，)*、)! 为引物，

进行 )@V 扩增。循环条件为：U12变性 $">，&82退

火 $">，B!2延伸 8">，共 $" 个循环。将扩增获得的

+!$PA 克隆产物与 AWE*+?< 载体相连，构建成底物

载体 AX@?’V<?,KA?’V<（图 B）。测序结果表明，!"#
基因及两端的 ’V< 位点正确。

!"- 序列受体（表达）载体 $.*#/0’()* 的构建

仍以含有 !"# 基因的质粒为模板，以 )$、)1 为

引物，进行 )@V 扩增。循环条件为：U12变性 $">，

图 B 基因 ’V<?,KA?’V< 的 )@V 结果

’/,I B )@V A=9SLMN 9K ’V<?,KA?’V<
W：E3F WD=YO=；*，!：’V<?,KA?’V<I

&"2退火 1">，B!2延伸 8" >，共 $" 个循环。)@V 获

得的克隆产物连到 < 载体上，经质粒提取、酶切电

泳、及核酸测序鉴定出正确的克隆体后，与 AH<$"D
质粒通过 $%&4"和 ’()S#双酶切连接起来，得到

载体 AH<$"D?,KA?’V<（图 +）。利用 *+,V"限制性内

切酶消化该载体，切掉两端带有 *+,V"酶切位点的

,KA 基因（图 U），用 <1 连接酶将酶切后的大片段自

连，转化到大肠杆菌 Z(!* 菌株中，提取质粒，测序鉴

定，则构建出底物载体 AH<$"D?’V<。

图 + ,KA?’V< 的 )@V 结果

’/,I + )@V A=9SLMN 9K ,KA?’V<
W：E3F .D=YO=；*，!，$：,KA?’V<I

图 U *+,V"酶解质粒 <?,KA?’V< 结果

’/,I U VO>N=/MN/90 S/,O>N/90 9K A:D>./S
<?,KA?’V< PJ *+,V"

W：E3F .D=YO=；*，!：=O>L:N> 9K S/,O>N/90I

!"1 (23 重组酶的活性鉴定

!"1"4 ’() 重组酶作用于单个底物 AX@?’V<?,KA?
’V<：当重组酶 ’() 作用于含有两个同方向 ’V< 识

别位点的底物时，发生删除反应，即两个 ’V< 位点

之间的序列将被删除。将纯化的 ’() 蛋白与底物

AX@?’V<?,KA?’V< 在 反 应 缓 冲 液（!..9:;( W,@:!，

B!B盖 颖等：E3F 重组酶 ’() 原核表达与多步法纯化及其活性检测



!"##$%&’ ()*%，+"##$%&’ ,-./01*%，21!3+）中反应一

段时间，通过凝胶电泳，可以看到反应后的产物。从

温度梯度反应的结果可知，4’5 酶活反应的最佳反

应温度在 67 8 96:之间。在 9":条件下，做了时间

梯度反应（图 ;"），从图中看出，4’5 酶活反应完全至

少要 <"#.=。

图 ;" 不同反应温度（>）和不同反应时间（?）下 4’5 介导的重组反应活性

4.@A ;" ,BC -C/D%E $F -C)GE.$= D=HC- H.FFC-C=E EC#2C-)ED-C/（>）)=H F$- H.FFC-C=E E.#C（?）

I：/DJ/E-)EC 2K*04L,0@F204L,A

!"#"! 4’5 重组酶作用于两个底物 2K*04L,0@F20
4L, 和 2M,9")04L,：将两 个 底 物、缓 冲 液、纯 化 的

4’5 蛋白的混合液于 9":反应 N"#.= 后的体系，转

化入大肠杆菌 ?’6; 感受态细胞中，辅以含有抗生素

卡那霉素和 ,! 启动子诱导剂 O5,P 的平板培养基上

9!:培养 6QB 待菌落出现后，移至室温或 Q:冰箱中

!6 8 N<B 积累表达 P45 蛋白质至可视检测含量水

平。在紫外检测仪或荧光显微显微镜下即可看到平

板的绿色荧光菌落。为了进一步证明绿色荧光蛋白

P45 确实是通过 4’5 重组酶由序列供体载体 2K*0
4L,0@F204L, 重组交换到序列受体表达载体 2M,9")0
4L,，形成了新的表达载体 2M,9")04L,0@F204L,，挑

出具有绿色荧光的菌落提取质粒并测序。测序结果

表明，该方法表达和纯化的 4’5 蛋白成功地介导了

两个底物间的基因序列重组交换反应，并能完成表

达。测序结果与预期一致。

重组产生的新的高效表达载体（局部含 4L,）

序列：

,,****,*,>P>>>,>>,,,,P,,,>>*,,,>>P>>PP>P>,>,>*>,>,P*>**>,*>,*>,*>,*>,,*,,*,PP,*,PP,P**>*P*PP
,,*,PP,>,P>>>P>>>**P*,P*,P*,>>>,,*P>>*P**>P*>*>,PP>*>P***>P>,*,PPP,>**P>*P>*P>*P>*>>PP**>,PP*
,P>,>,*PP>,**PP>>,,*P>>P,,**,>,,*,*,>P>>>P,>,>PP>>*,,*P>,>,*P>,PP,P>P*>>PPP*P>PP>P*,P,,*>**PP
PP,PP,P***>,**,PP,*PPP*,PP>*PP*P>*P,>>>*PP**>*>>P,,*>P*P,P,**PP*P>PPP*P>PPP*P>,P**>**,>*PP*>
>P*,P>***,P>>P,,*>,*,P*>**>**PP*>>P*,P***P,P***,PP***>***,*P,P>**>***,P>**,>*PP*P,P*>P,P*,,*>
P**P*,>****P>**>*>,P>>P*>P*>*P>*,,*,,*>>P,**P**>,P***P>>PP*,>*P,**>PP>P*P*>**>,*,,*,,*>>PP>*P
>*PP*>>*,>*>>P>***P*P**P>PP,P>>P,,*P>PPP*P>*>***,PP,P>>**P*>,*P>P*,P>>PPP*>,*P>*,,*>>PP>PP>*
PP*>>*>,**,PPPP*>*>>P*,PP>P,>*>>*,>*>>*>P**>*>>*P,*,>*>,*>,PP**P>*>>P*>P>>P>>*PP*>,*>>PP,P>>
*,,*>>P>,**P**>*>>*>,*P>PP>*PP*>P*P,P*>P*,*P**P>**>*,>**>P*>P>P*>*****>,*PP*P>*PP****P,P*,P*,
P***P>*>>**>*,>**,P>P*>***>P,**P***,P>P*>>>P>****>>*P>P>>P*P*P>,*>*>,PP,**,P*,PP>P,,*P,P>**P*
*P**PPP>,*>*,*,*PP*>,PP>*P>P*,P,>*>>P,>>PP>,>,*PP>>P,,**,>,,*,*,>P>>>P,>,>PP>> *,,*>>P*,,P*PP*
*P*>*,*P>P*>**>**>**>**>**>*,P>P>,**PP*,P*,>>*>>>P***P>>>PP>>P*,

$ 讨 论

R(> 重组酶 4’5 基因源自于真核生物酿酒酵

母，在原核生物细菌大肠杆菌中表达并纯化出具有

活性的该酶蛋白并不简单。纯化该蛋白介绍较多的

是用离子交换法，而亲和层析法纯化该蛋白的报道

尚未见过。试验中发现，若单独用亲和层析方法来

纯化，由于该基因在大肠杆菌中的表达效率不高，纯

化效果不是很好。而在上 (. 离子螯合柱之前，用硫

酸铵沉淀法先富集蛋白，再用含不同浓度咪唑的洗

脱液进行梯度洗脱，可得到纯度较高的 4’5 酶蛋

白。

该方法较离子交换法操作简便且成本较低，整

个纯化过程可在较短的时间内完成，容易获得具有

较高活性的 4’5 蛋白。

用纯化获得的 4’5 重组酶直接作用于 ; 个底物

或同时作用于 6 个底物，均能分别检测到其重组删

除和重组插入活性。对于底物 2K*04L,0@F204L,，

76! !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 6""!，S$%369，($3Q



!"# 催化 $ 个同向 !%& 之间的序列片段的删除，从

电泳图中可以看到掉下的带有不完全 !%& 序列的

’() 片段的条带约 *++,)。将纯化的 !"# 加入到含有

$ 个底物载体的体系中时，!"# 重组酶识别并切割

!%&位点，将 )-./!%&/’()/!%& 中的 ’() 删除，并介

导其重组插入到另一个载体 )0&1+2/!%&，得到产物

)0&1+2/!%&/’()/!%&，这种插入反应的趋向远大于删

除反应的逆向反应。将 !"# 酶促反应混合物直接

转化到大肠杆菌表达菌株 3"$4 中，经诱导表达后在

紫外光或荧光显微镜下可检测到含有新质粒产生的

绿色荧光菌落，这也充分证明了重组酶 !"# 在其识

别序列存在下，可作为限制性内切酶和连接酶来使

用。

致 谢 特别感谢 "56787292 &:;< -97=:>87?@ 的 A6>7
B5C7@295= 教授惠赠 )3DE11/(F): 质粒。
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P$4 O P$W I

更 正

发表在我刊 $++P 年 $1 卷第 1 期的陶丽红等人的文章“日本血吸虫信号转导蛋白 Q[R9?/N 基因的克隆、表

达及功能分析”，因作者疏忽，数据有误，后经重新查阅原始资料核实，第 1MW 页图 $ 的注释中“NNK（H）”应改

为“NNK（!）”；“NNK（!）”应改为“NNK（H）”。特此更正！

《生物工程学报》编辑部

M$P盖 颖等：EXD 重组酶 !"# 原核表达与多步法纯化及其活性检测




