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天门冬酞胺酶 �基因的高效表达

刘景晶 李 晶
’
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‘

�中国药科大学生物化学教研室
，

南京 ������ �’ 南京铁道医学院生物化学教研室
，

南京 �������

摘 要 用一对与大肠杆菌夭门冬酞胺酶 �基因��
�
���两侧序列互补的寡核昔酸 ��

，

�� 作引

物
，
以大肠杆菌野生株 ��� ������ 的染色体 ��� 为模板

，

通过 ���扩增得到约 �
�

��� 的��
� 片

段
，
将此片段插入 ��� ���

一

�的 ��� 启动子下游
，

转化不同的大肠杆菌宿主菌株
，

结果表明以 ���

������为宿主菌时
，

转化子的酶表达量最高
，

重组 �
一

天门冬酞胺酶占菌体总蛋白 ��
�

��
，

发酵液酶

活力达 月�������
�比活为 �� �����蛋白

。
�。 ，����显示纯化后的重组 �

一

天门冬酥胺酶分子量与

夭然酶相同
，

均为 ��� ��
。

关钮词 大肠杆菌
� �

一

天门冬酸胺酶 � �基因表达

�一天门冬酸胺酶 �������能催化夭门冬

酞胺水解生成天冬氨酸和氨
。

淋巴瘤和白血

病细胞通常不能合成天门冬酸胺
，
�

一

天门冬

酸胺酶将阻止癌细胞蛋白质合成而导致癌细

胞死亡
。

在临床上
，
�

一

天门冬酞胺酶已广泛用

于治疗白血病和淋巴瘤
。

但 目前国内尚不能

生产
�

国外也仅有低产酶能力的大肠杆菌野

生株产品
�

生产成本高
，

药价昂贵
。

基因工程

菌产品既能填补国内空白
�

又能大幅度降低

生产成本
。

本文报道高效表达 �
一

天门冬酞胺

酶基因工程菌的构建
。

材 料

限制酶 ����
、
���� 一及 �。��� 连接酶购

自�����
�� 公司 ����酶

、
����

、
���� 购自华

美公司 �丙烯酞胺
、
�

，
�，一
甲叉双丙烯酞胺

、

���购自�����公司
。

��� ���
一

� 购 自 �一������� 公 司 ����

���
一���� 是将 代� 扩增 得到的 ���� 基 因

��� 用 ����和 ���� � 消化 后
，

定 向插 入

��� ���
一

�的多克隆位点而得到的重组 质

粒
。

实验菌株及来源如下
�

菌 株
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���� ����

�����

�����

�� ���
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凡
‘
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召
� 《口�野生株

，
�

一
��� �生产菌株

������������������������忱�，。
����” ����

�������△����一������
�，

��
����斗���一

“一���△� ��〕�
���������� ��川��������� ����
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�

大肠杆菌 �
一

天门冬酞胺酶 �基因的高效表达 ���

� 方 法
菌体 少 许

，

在 裂 解 液 �� �

������ ����
一
����� �

�

�
，
�

�������
一

���
，
�

�
�

� 此� 扩增 ���� 墓因

模板的制备
�

用接种环挑取 ��� ������

��中振散
，
���加热处理

液 � “ �用于 此�
。

������ ������

�����
，

吸取处理

引物
� ����

‘ 一
����������，门

、

��
，

����������������
，

��
一

�
‘

����
‘ 一
������兀�����������������

一

�
，

����
‘ 一����������

‘

】��

�
，
�
�】

，

���������������’ �
，

��
一

�
，

��
�
�

‘ 一
�������

，

�����
，

����
，

�������������
一

�
，

扩增条件
�

�� �变性 ���� � �� �复性 �

��� � ���延伸 ���� �循环 ��次
。

�
�

� 重组质拉 ��� ���
一
����的构建

��� 扩增 后 的 ��� 片段 及质粒 ���

���
一

�同时分别用限制酶 ����和 ���� � 消

化并用琼脂搪凝胶电泳分离和回收质粒大片

段 �将消化后的 ��八 片段和电泳回收的质粒

大片段用 ����� 连接酶连接
，

连接产物经琼

脂糖凝胶 电泳 回收后转 化 �� ��一
、
���一�

、

���� ����
、
�� ���

、

��� ������
，

筛选获得相

应的阳性转化子
。

�
�

� 阳性转化子的筛选

将涂布在含氨节青霉素的 ��平板上生

长出的单菌落用牙签逐个挑入方格化的新鲜

��平板上
，

为每个克隆编号
。

平板置 �� �温

箱中过夜
，

待菌落形成后
，

用灭菌牙签逐个挑

取少量菌体
，

移入预先加有 �
�

������硼酸

缓冲液��� �
�

����川 的酶标板反应孔内
，

待

菌体分散后
，

每孔各加入 �
�

�� �����天门冬

酞胺底物溶液 ��协�
，
���保温 �����

，

加奈

氏试剂 �� 川
，

呈深棕红色孔内对应的单菌落

即为阳性转化子
。

�
�

� 卜天 门冬酸胺酶活 力测定

取 �
�

������� �
一

天门冬酸胺 ���
，
�

�

�

����� ���
�

�硼酸
一

硼酸钠缓冲液 ���
，

细胞

悬液或酶液 �
�

��� 于试管中
，

于 �� �水浴保

温 �� ���
，

加 ��写三氯乙酸 �
�

��� 终止反

应
，

经 一�������� 离心
，

取上清液 ���
，

加奈

氏试剂 ���和蒸馏水 ���
，

放置 ����� 后于

����� 波长比色测定生成的氨
。

在上述条件

下
，

每分钟催化 �
一

天 门冬酞胺水解释放

林��� 氨所需的酶量定义为一个酶活力单位
。

�
·

� 晦的提取和纯化�，�

么 � 蛋 白质浓度浏定���

�
�

� 蛋 白质 ���
一

聚丙烯鱿胺凝胶电泳���

� 结果和讨论

�
�

� �
一

天 门冬耽胺酶 �基因工程 菌的构建

在 �
一

天门冬酸胺酶 �基因 � 端编码序

列附近有一段 丁��丁������� 序列
，

在引物

�，
和 ��中这段序列易形成发夹结构

。

通过适

当提高复性温度 ��� ��的 ���
�

可以从大肠

杆菌 ��� ������染色体 ��� 中特异地扩增

得到长约 �
�

��� 的 ��� 片段
，

该片段经限

制酶 消化后直接连接到 表达 型 质粒 ���

���
一

�的 ��� 启动子下游
，

转化大肠杆菌 ���

��
，

筛选得到产酶能力高低不同的两类转化

子
，

分别扩大培养后快速抽提质粒
，

琼脂糖凝

胶电泳比较质粒大小
，

结果显示产酶能力高

的转化子所载荷的质粒较低者的质粒大
。

从

凝胶上将两类质粒分别切下
，

抽提出其中的

质粒 ��� 作为模板
�

用一对根据 ���� 基因

编码序列设计的引物 ��和 ��进行��� 扩增
，

结果显示 �图 ��
，

产酶能力高的转化子所载

荷的 ��� 作模板 时得到 长约 �
�

�� �� 的

����基因片段 �而产酶能力低者
，

不能得到

����基因 ���
。
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，

该片段经限

制酶 消化后直接连接到 表达 型 质粒 ���
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一

�的 ��� 启动子下游
，

转化大肠杆菌 ���

��
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筛选得到产酶能力高低不同的两类转化

子
，

分别扩大培养后快速抽提质粒
，

琼脂糖凝

胶电泳比较质粒大小
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结果显示产酶能力高

的转化子所载荷的质粒较低者的质粒大
。

从

凝胶上将两类质粒分别切下
，

抽提出其中的

质粒 ��� 作为模板
�

用一对根据 ���� 基因

编码序列设计的引物 ��和 ��进行��� 扩增
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结果显示 �图 ��
，

产酶能力高的转化子所载

荷的 ��� 作模板 时得到 长约 �
�

�� �� 的

����基因片段 �而产酶能力低者
，

不能得到

����基因 ���
。
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