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摘 要 报道重组 *L乙酰鸟氨酸脱乙酰基酶（*9[,@/）的研究进展。重组 *9[,@/ 由大肠杆菌 +*1= 基因编码，在重组菌 IR!7
（<O"）L:O>!!5 L+*1= 中的表达量为 "!Q%]，大多以无活性的包涵体存在。低温诱导可增大有活性的可溶表达部分的比例。可

溶性 *9[,@/ 经 *1L*>9 凝胶亲和纯化后得到 ^<^LY9WO 电泳纯的酶，比酶活为 77G"Q!C_4D 蛋白。诱导条件影响整菌蛋白的成

分及比例。"$‘诱导生成的包涵体经尿素梯度洗涤后纯度较 !!‘高。低的蛋白浓度和合适的氧化还原体系是影响复性的关

键因素。稀释法和透析法皆可使包涵体部分复性。在合适的条件下以稀释法复性时，约有 7$Q$=]包涵体可顺利复活。包涵

体经尿素洗涤、溶解、*1L*>9 凝胶柱亲和纯化后，获得了高纯度的 *9[,@/。
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大肠杆菌 +*1= 基因编码的 *L乙酰鸟氨酸脱乙

酰基 酶（*L,0/;-(’6E1;?1E/ 3/,0/;-(,@/，简 称 *9[,@/；
OH"Q%Q7Q78），可催化 *L乙酰鸟氨酸脱去乙酰基生

成 RL鸟氨酸［7］。鸟氨酸是精氨酸和多胺类物质合

成的共同前体。多胺和 <*9 复制及细胞分裂有关。

故 *9[,@/ 的活性对细菌的繁殖必不可少［!］。由于



真核生物合成精氨酸的途径和原核生物不同，不含

!"#$%&。故有可能据此研制出作用于 !"#$ 基因及

其编码的 !"#$%& 的全新型的抗生素［’ ( )］。这在致

病菌耐药性逐步提高的今天，这种广谱性抗生素的

寻找和发现具有非常重要的医药应用价值。

!*乙酰鸟氨酸脱乙酰基酶只选择性的作用于

+*型的酰基化产物，且具有广泛的底物特异性，可立

体拆分生产 +*型的氨基酸［,，-，.］。相比于同族另一

种可立体拆分氨基酸的氨基酰化酶（"/012$345$%&；
6789-9,9,)），目前国内外对该酶的研究甚少，国内

报道更是空白。已有的报道主要研究了 !"#$%& 的

纯化、酶学性质及底物特异性［,，-］、基因序列及相应

氨基酸组成［.，:］、对金属离子的依赖性、酶的亚基数

目［’，-］等方面内容。

!"#$ 基因工程菌的构建有见报道［-，.］，分别用

于测序和酶学性质研究，没有发酵液酶活力和表达

量的具体数据，更没有包涵体纯化及复性的报道。

基于此研究背景，本实验室以 ;6<’’= 为表达载体，

构建了可表达 !"#$%& 的基因工程菌 >+’,（?68）*
;6<’’=*!"#$。对重组 !"#$%& 的系列研究正在进行

中。本文首次报道了重组 !"#$%& 包涵体的洗涤及

复性研究。

! 材料与方法

!"! 实验菌种

基因工程菌 >+’,（?68）*;6<’’=*!"#$，目的基

因 !"#$，表达产物为重组 !*乙酰鸟氨酸脱乙酰基

酶，氨苄抗性。表达载体 ;6<’’=*!"#$ 构建时在 7
端引入了 . @ A0% 标签。南京工业大学制药与生命

科学学院菌种室构建。

!"# 培养基

保藏培养基：+> 培养基，含 -B/CD+ 羧苄青霉

素。

发酵培养基（CD+）：蛋白胨 ,.9B，甘油 ,B9B，乳糖

-9B，（!E) ）’ F#) G9B，!$75-9B，羧 苄 青 霉 素 -B/C，
!$’EH#)·’E’# 89’，IE’H#),9.。微量元素适量。调

;E :9B。

!"$ 重组 %&’()* 的表达

将含有正确表达载体 ;6<’’=*!"#$ 的基因工程

菌接入发酵培养基，8:J培养 ’9-A。此时 %&.BB约为

B9-。加入 B9-K乳糖诱导过夜。离心收集菌泥，以

细胞裂解液适当重悬后，加入 ,9B/CD/+ 溶菌酶，

’BBL 超声破壁，超声 -%，间歇 -%，全程 ’B/01。离心

后的超声上清即为重组 !"#$%& 的可溶性表达部分，

沉淀为不可溶的包涵体。

!"+ 可溶性 %&’()* 的纯化

’’J诱导的超声上清经（!E) ）’ F#) 分级沉淀

后，和 !0*!<" 琼脂糖凝胶 MM（北京卓冠公司产品）

静态结合 8A 后装柱纯化。" 相缓冲液：B9B-/25D+
磷酸缓冲液，;E:9)，含 B9-/25D+ !$75，’B//25D+ 咪

唑；> 相缓冲液：咪唑浓度为 ’-B//25D+，其余成分同

" 相。以 " 相平衡亲和柱，以不同比例混合的 " 相

缓冲液和 > 相缓冲液洗脱样品。流速 ,9B/+D/01。

"I<" 纯化系统 MH+7 上进行，紫外监测器检测。

!", 不可溶包涵体的洗涤、溶解与纯化

8:J诱导的超声沉淀（包涵体）用不同洗涤液洗

涤，分别收集上清和沉淀，,B9BK F?F*H"N6 电泳分

析洗涤效果，确定洗涤条件。洗涤后的包涵体溶于

G9B/25D+ 尿素（含 ,9B//25D+ ?<<）中，离心后的上清

即为包涵体溶解液。纯化方法同上，只是 " 相和 >
相缓冲液中含有 G9B/25D+ 尿素。

!"- 包涵体的复性

!"-"! 稀释法复性：在不同复性液中，逐滴加入包

涵体溶解液，边加边缓慢搅拌，放置 ,B/01 后再加第

二滴。滴加完毕后继续放置 )A 以充分复性。整个

操作 )J进行。

!"-"# 透析法复性：将 B9-/CD/+ 的包涵体溶解液

装入透析袋中，在 )J对不同的复性液（各含 .9B/25D+
尿素）透析。每 ,’A 更换一次复性液，复性液中尿素

浓度依次降为 )/25D+、’/25D+、,9B/25D+ 和 B/25D+。

离心后取上清测各条件下的蛋白含量及酶活。

!". 分析方法

!"."! 菌体的生物量：用 ?O*.-B 分光光度计测定

%&.BB。以灭菌后的培养基作为空白。

!"."# 酶的表达量及细胞表达定位：分别对菌体，

菌体的培养外液、细胞周质、细胞质可溶部分及不溶

组分适当处理后进行 ,B9BK F?F*H"N6 分析［G］。采

用 >02*P$Q 凝胶成像系统及 >$1Q%3$1 软件分析测定

重组 !"#$%& 的表达量（目的蛋白占整菌可溶性蛋白

的百分比）。

!"."$ 蛋白的含量测定：>R$QS2RQ 法。牛血清蛋白

作为标准分子量蛋白。

!"."+ 酶的活力测定：茚三酮比色法［T］。由于酶分

子、菌本身中所含氮及试剂中微量氮皆会干扰茚三

酮显色，样品不同干扰也不尽相同，故每个样品皆需

做空白实验。以零转化时间的样品同样操作作为

空白。

酶活单位定义为在 8:J和 ;E.9TG 条件下，每
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小时催化生成 !!"#$ 的 %&’() 所需要的酶量。发酵

液中可溶表达部分的比酶活定义为每 "% 发酵液每

小时催化生成 %&’() 的!"#$ 数。复性后包涵体的

比酶活定义为每 "* 酶蛋白每小时催化生成 %&’()
的!"#$ 数。

! 结果与分析

!"# 重组 $%乙酰鸟氨酸脱乙酰基酶的表达

重组 +,-./( 在发酵培养基及工程菌通用的 %0
培养基的表达见图 !。在 %0 培养基中，以 !12""#$3%
4567 为诱导剂，发酵培养基以 2189乳糖为诱导剂。

皆在 !":22 21; < 21: 时加入，=>?，!@2A3"BC 诱导过

夜。

图 ! 重组 +,-./( 的表达及细胞定位

DB*E! FGHA(//B#C .CI J($$K$.A $#J.)B#C #L A(J#"MBC.C) +,-./(
!：NB)O#K) BCIKJ)B#C；P，=：)#).$ J($$ HA#)(BC #L L(A"(C).)B#C .CI %0
"(IBK"；;>："(IBK"，H(ABH$./"BJ，/#$KM$( .CI BC/#$KM$( JQ)#H$./"BJ
LA.J)B#C/ #L L(A"(C).)B#C "(IBK"；@：HA#)(BC ".AR(A E

图 P 不同诱导温度下的 STS&5,7F 分析

DB*EP STS&5,7F .C.$Q/B/ #L A(J#"MBC.C) +,-./( BCIKJBC*
.) IBLL(A(C) )("H(A.)KA(/

SKH(AC.).C) .CI H($$() #L %P!（TF=）&HF6PPM&#$%& BCIKJ(I .)（!）=>?
（$.C(/ !，P）；（P）=2?（$.C(/ =，;）；（=）PP?（ $.C(/ :，>）；（;）;?
（BCIKJBC* L#A ;;O，%.C(@，U）；$.C( 8：HA#)(BC ".AR(A E

从图 ! 可知，与不添加诱导剂的带 ! 相比，带 P

和带 = 在 ;=RT 附近有明显的表达条带，和理论值

（+,-./( 单亚基分子量为 ;P=82T）相吻合，证实了表

达质粒构建的正确性，也表明重组 +,-./( 为诱导

酶。细 胞 定 位 实 验 表 明，在 =>? 诱 导 时，重 组

+,-./( 绝大多数以不可溶的包涵体形式存在。

表 # 重组 $&’()* 在两种培养基中的参数比较

+(,-* # .(/(0*1*/) 23 /*420,56(61 $&’()*
*78/*))569 56 :533*/*61 0*:5;0)

VK$)KA( )QH( !":22 +,-./( .J)BWB)Q3（K3"%） FGHA(//B#C $(W($39
%0 JK$)KA( =18U =1;U P!12

D(A"(C).)B#C JK$)KA( 81U! ;18P =P18

从表 ! 可以看出，营养丰富的发酵培养基各种

数据明显优于通用培养基 %0。在发酵培养基中，目

的蛋 白 的 表 达 水 平 达 到 =29 以 上，而 酶 活 只 有

;18PK3"%，证实了绝大多数重组 +,-./( 的表达形成

了包涵体。

为减少包涵体所占比例，增加可溶性表达成分，

分别从减少诱导剂的用量、降低诱导温度、缩短诱导

时间等方面综合考虑实验。结果为，这些措施能少

量增大酶的可溶性表达，表现在酶活增高，但包涵体

部分仍占多数（图 P），且重组 +,-./( 的表达量大幅

下降。如当乳糖浓度降至 212289时，表达量仅为

>1@9。当诱导温度降至 ;?时，培养 ;;O 时，表达量

仅为 !21@9，酶活增为 @U1;@K3"%。PP?诱导时酶

活最高，为 P@P1U!K3"%，表达量比 =>?低了约 ; 个

百分点。可溶性表达部分的少量增加是以降低菌的

生长速度及表达水平为代价的，会造成单位培养基

所收获的重组 +,-./( 总量的降低。故考虑包涵体

复性。

!"! 重组 $&’()* 可溶表达部分的纯化

包涵体的复性需要以有活性的纯酶为复性基

准。以 2189乳糖为诱导剂，酶活测定最高的 PP?
为诱导温度，培养收集菌体。低温超声取上清，硫酸

铵分级沉淀结果表明重组蛋白大多集中在 829 <
:29的沉淀级份中。用 82""#$3%，HX>1; 磷酸缓冲

液重悬，21PP!" 膜过滤后和填料 ;?结合 =O，间或

摇晃。装柱，线性洗脱（:2"BC 内 0 相的比例从 29
升至 !229）初步确定重组 +,-./( 的 0 相洗脱浓度

为 P8 < 829（图 =,）。再采用阶段洗脱，优化洗脱条

件，确定了 !P9（峰 !）< P89（峰 P）< ;29（峰 =）<
829（峰 ;）< >29（无峰）的 0 相阶段洗脱梯度，结

果见图 =0。8290 相浓度可得到 STS&5,7F 电泳纯

的重组 +,-./(（图 =V）。测定蛋白浓度和酶活后，得

到可溶表达部分的比酶活为 !!U=1PK3"* 蛋白。
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图 ! 重组 "#$%&’ 的纯化及 ()(*+#,- 分析

./01! 234/5/6%7/89 %9: ()(*+#,- %9%;<&/& 85 4’68=>/9%97 "#$
#：;/9’%4 ’;37/89；?：04%:/’97 ’;37/89；@：()(*+#,- %9%;<&/& 85 68;3=9 A1

!"# 诱导温度对包涵体成分的影响

诱导温度不同，菌的生长速率也不同，目的蛋白

表达的内环境也有所不同，可能影响到整个菌中蛋

白的分 布。先 后 以 B=8;CD E F=8;CD E A=8;CD 尿 素

（含有 BGH=8;CD "%@;，HGIJ K4/89 L*BHH）梯度洗涤

FFM，!HM 和 !NM 诱 导 生 成 的 包 涵 体，BHJ ()(*
+#,- 电泳分析洗涤上清和沉淀。

图 A 包涵体的洗涤

./01A O%&P 85 7P’ /96;3&/89 >8:<（#）：/9:36’: %7 FFM；

（?）：/9:36’: %7 !NM
（#）：&8;3>;’ ’Q24’&&/89 "#$%&’（ ;%9’ B）；/96;3&/89 >8:<（ ;%9’ F）；

&32’49%7%97 %9: R%&P’: 2’;;’7 R/7P（B）F=8;CD 34’%（ ;%9’& !，A）；（F）

A=8;CD 34’%（ ;%9’& I，S）；;%9’ N：2487’/9 =%4T’4（?）：&32’49%7%97 %9:
R%&P’: 2’;;’7 R/7P（B）B=8;CD 34’%（;%9’F，N）；（F）F=8;CD 34’%（;%9’&
!，S）；（!）A=8;CD 34’%（;%9’& A，I）；;%9’ B：2487’/9 =%4T’4 1

!HM诱导生成的包涵体洗涤电泳图和 !NM类

似。从图 A 可以看出，常规尿素洗涤可以洗去部分

杂蛋白（洗涤上清），起到初步纯化的效果。同方法

同浓度 A=8;CD 尿素的洗涤，对 !NM诱导的包涵体洗

涤效果（? 图带 A）明显优于 FFM的包涵体（# 图带

I），说明诱导温度影响到了整菌蛋白的成分及含量。

!"$ 不同洗涤剂的洗杂效果比较

分别采用 A=8;CD 的尿素（含有 BGH=8;CD "%@;，
HGIJ K4/89 L*BHH），HGBJ 的 十 二 烷 基 肌 氨 酸 钠

（(UD，含有 HGIJ K4/89 L*BHH）溶液和 BGHJ@K#? 溶

液洗涤 !NM诱导生成的包涵体。洗涤上清同倍数

经 K@# 浓缩后，和沉淀分别进行 ()(*+#,- 电泳，分

析上清和沉淀成分。

图 I 不同洗涤剂对包涵体洗涤效果的影响

./01I -55’67 85 :/55’4’97 R%&P/90 %0’97& 89
7P’ R%&P/90 85 /96;3&/89 >8:/’&

(32’49%7%97 %9: R%&P’: 2’;;’7 R/7P（B）A=8;CD 34’%（;%9’& B，!）；（F）

HGBJ (UD（;%9’& N，S）；（!）BGHJ @K#?（ ;%9’& V，BH）4’&2’67/W’;<；

;%9’& F，I，X：/96;3&/89 >8:< >’584’ R%&P/901

由图 I 可知，经 A=8;CD 尿素洗涤后的上清中有

许多杂蛋白，HGBJ(UD 洗涤后的上清无明显蛋白条

带，BGHJ @K#? 洗涤上清中有明显目的蛋白条带。

综合考虑洗涤效果、成本及操作的方便性，以后的实

验选用尿素梯度洗涤 !NM诱导生成的包涵体作为

实验对象，以 VGH=8;CD 的尿素（含 BGH==8;CD )KK）溶

解后取上清进行复性实验。

!"% 包涵体的稀释法复性

!"%"& 复性液成分及蛋白浓度对稀释复性的影响：

底物是酶正确折叠最好的分子伴侣。酶的活性中心

含有 @8F Y 及 Z9F Y 。)KK 有助于二硫键的打开及重

新配对。甘油，甘氨酸为小分子助溶剂及分子伴侣。

在基础复性液（HGHI=8;CD K4/& 缓冲液，2[NGX）的基

础上，分别添加上述成分，并变化重组 "#$%&’ 的浓

度，结果见表 !。由于甘氨酸对酶活测定方法的干

扰作用，以纸层析法定该复性液能否使蛋白复性。

整个稀释复性过程中蛋白溶液透明，无蛋白析

出。从表 F 可以看出，随蛋白浓度的降低，酶的比酶

活越高，即复性率越高。含有甘氨酸及与其它成分

组合的复性液，以纸层析法定性复性效果时，显色斑

点颜色深浅同其它复性液相近，在同一数量级上，即

有一定的复性效果但不明显突出。同蛋白浓度的样

品比较，只添加 )KK 的复性条件最适。)KK 的加入

有助于包涵体的重折叠，说明一个较好的氧化还原

体系对于包涵体的复性至关重要。

!"%"! ,([C,((, 比例的影响：从该酶的一级结构

看，含有 V 个 @<& 残基，有可能形成多对二硫键。对

于含有多对二硫键的蛋白质，复性过程应尽可能促

进二硫键的正确配对，一般通过氧化还原系统实现。
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氧化型试剂能够促进二硫键的形成，而还原型试剂

能够催化错误配对的二硫键进行重排，其浓度比例

应有合适的范围。适当降低复性液中蛋白的浓度为

!"!!#$%&$’，氧 化 型 谷 胱 甘 肽 的 浓 度 固 定 为

!"($$)*&’。在 基 础 复 性 液 的 基 础 上，变 化 +,-&
+,,+ 的摩尔比分别为 . / .，( / .，0 / . 和 .! / .。结果

0 /.的比例最好，复性后的比酶活为 (.."1!2&$% 酶

蛋白，复性率达到 .3"3#4。

表 ! 复性液成分及蛋白浓度对稀释复性的影响

"#$%& ! ’((&)* +( ,&(+%-./0 $1((&, #/- 2,+*&./ )+/)&/*,#*.+/ +/ -.%1*.+/ ,&(+%-./0

567)*89:% ;2776<
=<)>69: ?):?6:><@>9):

&（$%&$’）

A)>@*
@?>9B9>C&2

567)*89:% DEF
@?>9B9>C&（2&$’）

,G6?979?
@?>9B9>C&（2&$%）

56?)B6<C
@?>9B9>C&4

!"!.H (.I"!J (".( .0I"#I .("#1
!"!0$)*&’ D@K*，0"!4%*C?)?6* !"!(# (H3"H0 ("H0 #1"II 3"H1

!"!0J I.#"(H I".( 0J"#( H"3J
!"!.H .I3"J1 ."I3 1#"I0 #"(H

!"!H$$)*&’ K)K*( L !"!I.$$)*&’ M:,FH !"!(# (#1"#3 ("#3 .!I"0I #"J3
!"!0J IH1"#J I"HI J("H# 0"(I
!"!.H (.1"!1 (".# .0J"H1 .I".(

("!$$)*&’ NAA !"!(# (0#"0J ("0J 1("IH 3"3H
!"!0J H(!"(H H".( 30"!H J"(1

!".($$)*&’ DO@?6>C*$6>)<>P9:6 L
!"!H$$)*&’ K)K*( L !"!I.$$)*&’

M:,FH L ("!$$)*&’ NAA

!"!.H (!."! ("! .HI"0# .("!H
!"!(# (IH"I( ("I( #I"J1 3"!(
!"!0J (01"!# ("0H HJ"(J I"##

!34 包涵体的透析法复性

分别取 0"!$’ 浓度为 !"0$%&$’ 的包涵体溶解

液装入透析袋中，对 .!!$’ 不同的复性液 HQ透析，

每 .(P 更换 . 次。透析液中尿素浓度由 J$)*&’ 逐次

降为 H$)*&’、($)*&’、.$)*&’ 和 !$)*&’，并添加不同成

分以助复性。结果在透析过程中，尿素浓度降为

H$)*&’ 时，蛋白溶液变混浊。尿素浓度降至 .$)*&’
时，均出现明显的白色沉淀。从 H$)*&’ 尿素梯度起

分别离心取上清测酶活及蛋白浓度，结果为透析外

液中尿素浓度为 ($)*&’ 时，测出的酶活最高。

表 5 复性液成分对透析复性的影响（尿素浓度 !6+%78）

"#$%& 5 ’((&)*9 +( ,&(+%-./0 $1((&,9 +/ -.#%:9.9 ,&(+%-./0 ;.*< !3=6+%78 1,&#

567)*89:% ;2776<
=<)>69: K):?6:><@>9):&（$%&$’）

R67)<6 89@*CS9S E7>6< 89@*CS9S
DEF @?>9B9>C
&（2&$’）

,G6?979? @?>9B9>C
&（2&$%）

56?)B6<C
@?>9B9>C&4

!".($$)*&’ DO@?6>C**)<:9>P9:6 !"0 !"IJ 0"( .H"0I ."(.
!"!I$$)*&’ M:,FH !"0 !"H( 3". .3"IJ ."HJ
!"!J$$)*&’ M:,FH !"0 !"I1 ."1 H"#H !"H.

($$)*&’ NAA !"0 !"H1 .."I (("3 ."1!
($$)*&’ NAA L !"!I$$)*&’ M:,FH !"0 !"H1 3"H .H"#J ."(0

从表 I 可以看出，和稀释法相比，透析复性的整

体效果较差。复性率最高仅为 ."14。复性液成分

的影响规律和稀释法类似。改变 NAA 的添加量分

别为（单位：$$)*&’）!，!"0，."!，("! 和 I"!，结果 NAA
的添加对酶的再折叠复性基本无影响。固定 +,,+
的浓度为 !"($$)*&’，改变 +,-&+,,+ 比例分别为 !，

./.，0 /.，0 / .，.! / .，结果该氧化还原体系的改变对

复性率稍有促进，最适用量为 0：.，此时复性率为

I"(34。

图 J 包涵体的 D9ODAE 柱层析纯化（E）

及 ,N,O=E+T 分析（R）

U9%VJ =2<979?@>9): )7 9:?*2S9): ;)896S ;C D9ODAE
<6S9: ?P<)$@>)%<@GPC @:8 ,N,O=E+T @:@*CS9S

W：G<)>69: $@<X6<；=：G@SSO>P<)2%P；.，(，I：?)*2$: .，(，I )7 U9%V J
（E）V

!3> 重组 ?@A#9& 包涵体的亲和纯化

将 I3Q诱导生成的包涵体经尿素梯度浓度洗

涤后，沉淀以 #"!$)*&’ 尿素（含 ."!$$)*&’ NAA）溶

解。离心取沉淀和 D9ODAE 琼脂糖凝胶 UU 结合 IP
后，以阶段洗脱法纯化。洗脱条件为 R 相洗脱液在

基线走平后依次增加为!.("04（峰 .），"(0"!4

（峰 (），#0!"!4（峰 I）及$.!!4（无峰）。

由图 J 可知，以 D9ODAE 亲和柱层析纯化可以得

到 ,N,O=E+T 电 泳 纯 的 蛋 白，洗 脱 峰 ( 和 I 皆 为

.1H李 环等：重组 DO乙酰鸟氨酸脱乙酰基酶的表达、纯化和复性研究



!"!#$%&’ 电泳纯的重组 (%)*+,。只是穿透峰和洗

脱峰 - 中有部分目的蛋白，可再收集上柱纯化回收。

柱上复性有待于进一步研究。

! 讨论

(%)*+, 和氨基酰化酶都可用于氨基酸的立体

拆分，催化的反应式相同，也同为依赖于锌离子的金

属酶，只是氨基酸组成及其对底物的专一性不尽相

同。氨基酰化酶的研究是一个热点，各种来源的氨

基酰化酶及其拆分研究常见报道，相应重组菌的构

建也有报道，而对 (%)*+, 的研究报道却屈指可数。

氨基酰化酶最常见的来源为各种米曲霉，胞外分泌，

酶活的数量级约在 -./012 干菌丝体。334诱导时，

不包括包涵体部分复性后的酶活力，重组 (%)*+, 可

溶性 表 达 部 分 的 酶 活 已 达 到 35367-0189，约 3 :
-./012 湿菌体，且发酵周期约 -;<，远小于 =5 > ;=<
的霉 菌 发 酵 周 期。故 重 组 菌 ?93-（"’@）#A’B33C#
!"#$ 具有强大的市场应用前景。

重组菌的构建提供了一个大量生产目的蛋白的

方法，但重组蛋白非正常的高速合成往往造成翻译

和后修饰过程中无活性中间体的出现，并给蛋白的

跨膜 运 送 及 细 胞 的 正 确 定 位 带 来 错 误。 重 组

(%)*+, 的 表 达 也 存 在 这 个 问 题。虽 然 表 达 质 粒

A’B33C#*D2’ 在 构 建 时 已 保 留 A’B33C 的 信 号 肽

A,E?，但重组 (%)*+, 并没有跨过 ?93-（"’@）的内外

膜屏障分泌到培养基中去，也没到达膜间隙，仍存在

于细胞质中，且大多还以没有正确折叠和加工的包

涵体形式存在。这也是目前实验室阶段大多重组蛋

白在最常用的大肠杆菌中大量表达时常见到的一个

问题。

包涵体复性时，多肽链要模拟生物体的复杂内

环境来重新折叠，这是一个相当微妙精巧和复杂的

过程。由于重组 (%)*+, 酶为含辅基的多亚基结合

蛋白，且每个亚基中含 5 分子 FG+，极有可能形成二

硫键，这更加大了复性的难度。本文发现氧化还原

体系对重组 (%)*+, 复性的重要性，暗示该酶可能含

有二硫键。氨基酰化酶每个亚基含 -. 分子 FG+，王

洪睿等报道该酶分子中不存在二硫键［-.］。这说明

(#乙酰鸟氨酸脱乙酰基酶和氨基酰化酶的差异。

锌离子参与形成活性中心，而本文结果为复性

液中锌离子的存在并不能促进松散肽链的重新折

叠，高浓度反而有抑制作用。3..= 年，HI*J2 K0, 最

早报道同族的氨基酰化酶的全酶和脱辅酶的再折

叠，发现锌离子在此过程中几乎不起作用［--］。本文

结果与其基本吻合。
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