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3(4 聚合酶基因 !"# 的克隆及初步表达
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摘 要：通过分子克隆技术从嗜热极端微生物 $%&’(’((#) "#&*’)#) 中克隆出高热稳定性的 !"# 3(4
聚合酶基因，琼脂糖凝胶电泳显示基因片段的长度为 ! ’. 67，将其转化入大肠杆菌中并获得初步表

达 ’重组酶成功地扩增了 /"" 78 的 3(4 片段 ’
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3(4 聚合酶（GW !’ 2 ’ 2 ’ 2）是 3(4 复制时的关

键酶 ’目前有 #"" 多个从各种微生物中包括嗜热极

端细菌和古细菌发现的 3(4 聚合酶的相关基因已

经被克隆和测序，几种天然的和重组的 3(4 聚合酶

已被纯化鉴定［#］’近 #" 年分子生物学研究领域中最

重要的进步之一就是聚合酶链式反应（ZW[）技术的

问世和发展 ’在 ZW[ 技术中，3(4 聚合酶起着关键

性的作用，0.1 酶是从栖热菌 0,-&2#) .1#.3*(#) 中分

离纯化而得到的第一个应用于 ZW[ 的高热稳定性

3(4 聚合酶 ’ 然而 0.1 酶有 :\—.\的外切活性，但

没有 .\—:\的外切活性，因此该酶不能很好地保证

ZW[ 产物的保真 性 ’ 来 自 $%&’(’((#) "#&*’)#) 的 !"#
3(4 聚合酶是具高保真性的高热稳定性 3(4 聚合

酶，该酶具有 .\—:\外切核酸酶活性，与 0.1 酶相

比，它使 ZW[ 产物的错配率下降了 #" 倍左右 ’特别

是进行 ! ]7 以内的 3(4 片段 的扩增，快速精确，效

率极高，有 0.1 酶无法比拟的优越性［!］’
作者通过分子克隆技术从嗜热极端微生物 $%4

&’(’((#) "#&*’)#) 中克隆出高热稳定性的 3(4 聚合酶

基因，并在大肠杆菌中获得初步表达 ’
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! 材料和方法

! !! 材料

细菌菌株和质粒 !"#$%$%%&’ (&#)$’&’ 及实验宿主

菌 *’%+,#)%+)- %$.)"#$!：%& ，’& ，()*+，,-+ 为本校工

业微生物中心保藏菌种，克隆载体 *./01 为华美生

物工程公司产品（上海）；限制酶 23)#4 、5/% 纯化

试剂盒、5/% 标准扩增模板均购自华美生物工程公

司（上 海）；/-0 "6( 聚 合 酶 和 ,7"6( 连 接 酶 及

/4(5 磷酸酶均购自美国 5%8’9:( 公司 !
根据 9’2; 和 ""2< 公开的 !"#$%$%%&’ (&#)$’&’

基因组 "6( 序列和方法获得的 6=端氨基酸序列设

计合成了 5/% 所需的引物 ( 和引物 2!
引物 (：$>=,:((::(,/////(:,/:/,

:,((//=?>
引物 2：$>=/,::,::(,//,:/,/(:,,

:,,/,,,/(=?>
;2 培养基：63/@ 0A B，胰蛋白胨 0A B，酵母提取

物 $ B，琼脂 C B，用 $ )D@ E ; 的 638# 调节 *# 值至 F !
A，加去离子水至终体积 0 ;，高压灭菌 !其它试剂均

为进口或国产分析纯 !
! !" 方法

! !" !! 5/% 扩增 在 A !$ ); 9**GHIDJK 管中按以下

顺序分别加入各试剂：0A 倍 5/% 缓冲液 0A";，0 !
C$ ))D@ E ; 的 ’B/@C $";，C !$ ))D@ E ; I6,5+ 0A";，

0A")D@ E ; 引物 ( 和引物 2 各 C";，加双蒸水至 0AA

";，1$ L变性 0A )MH 后加入 /-0 "6( 聚合酶，稍离

心沉降，加石蜡油 0 N C 滴进行 5/% 扩增（17 L $A +
，$7L 1A +，FC L ? )MH），经 ?$ 个循环后，在 FC L
延伸 0A )MH!
! ! " ! " 克隆及阳性转化子筛选 *./01 载体用

1-2#4 酶 切 再 用 /4(5 磷 酸 化，5/% 扩 增 产 物 经

5/% 纯化试剂盒纯化后，再用 23)#4 酶切，以 0 OC 的

比例连接后转化大肠杆菌 "#$!! 筛选阳性重组子

后，经 23)#4 酶切，有 C ! ? PQ 插入片段 ! 质粒的抽

提、"6( 片段分离、* 3 %$.) 感受态细胞的制备、转

化、琼脂糖凝胶电泳、!=互补鉴定筛选阳性转化子等

具体方法见文献［?］!
! !" !# 重组质粒在大肠杆菌中的初步表达及重组

酶的粗提［$］ 将阳性转化子划平板（培养过夜），单

菌落接种于 CA ); 的 ;2 氨苄青霉素液体培养基中，

?F L摇床振荡培养 0C R!取 ?AA"; 加入含 ?A ); ;2
氨苄青霉素液体培养基的试管中，加入 45,: ?A";
，?F L诱导培养 7 R 后，$ AAA 4 离心 0A )MH，将细菌

沉淀重悬于 ?AA"; 的 *# 值为 S 的 ,JM+=#/@ 缓冲液

中，加入溶菌酶（0AA )B E );）和 ,JMTDH U=0AA（A ! 0V）

各 ?A"; ，室温下静止 ?A )MH，将细胞裂解物上清转

移至另一 95 管中，SA L温育 ?A )MH，置于冰浴 $ )MH
后，在 7 L条件下以 0A AAA 4 离心 0A )MH，将上清转

移另一 95 管备用（ & CAL）!
! !" !$ 阳性转化子表达产物的鉴定 以0A";的重

组酶扩增 5/% 试剂盒标准模板，扩增出 SAA Q* 的片

段见图 0，说明含重组质粒的菌株所表达的酶可催

化 5/% 反应 !

(!#"6( E #MHI $ 对照；2!重组酶扩增 "6( 片段；

/! /-0 酶扩增 "6( 片段

图 ! %&’ 产物的凝胶电泳

()*+! ,*-./01 *12 12134./56/.10)0 /7 %&’ 5./8934

" 实验结果

" !! !"# 基因的体外扩增

经 5/% 扩增，有 C ! ? WQ 的 "6( 片段，因 5(& 基

因序列较长，在正式扩增前在 1$ L下使模板链充分

变性，并提高扩增的效率，减少 5/% 物的非特异性

条带 !
" !" 重组质粒的构建

将 23)#4 消化后的质粒和 C ! ? WQ 扩增片段加

"6( 连接酶（0$ L保温 0C R）转化 *%$.) "#$!，在氨

苄平板（含氨苄青霉素 $A"B E );，A ! $ ))D@ E ; 45,:
和 7A"B U=B3@）上筛选白色转化菌株，然后用小量快

提法提质粒并作酶切鉴定，经鉴定重组质粒带有 C !
? WQ 的 "6( 片段 !
" !# 重组质粒在大肠杆菌中的初步表达产物鉴定

以 0A"; 粗提重组酶扩增 5/% 标准模板，同时

以 /-0 酶作对照，扩增出 C !? WQ 的片段（图 0），说明

含重组质粒的菌株所表达的酶可以催化 5/% 反应，

为 "6( 聚合酶，可以初步确定已克隆到聚合酶基
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因，并成功地进行了初步表达 !

! 讨 论

作者用 !"# 酶扩增了 $%& 酶基因，并用 $%& 重

组酶扩增了 "## $% 的 &’( 片段，但从电泳结果分

析，$%& 重组酶的扩增效率并不高，有可能是 !"# 酶

的低保真性使个别 $%& 碱基发生错读，导致 $%& 基

因序列的保真性降低，但并没有影响重组酶具有扩

增 &’( 片段的活性（活性可能降低），$%& 重组酶基

因的阅读框架应该是正确的 ! 另外，实验用 %)*+,
为常用克隆载体，而非高表达载体，这也将导致 $%&
重组酶的低表达 !为了进一步得到 $%& 酶的高表达，

作者正在进行 $%& 基因的序列分析，并将 $%& 亚克

隆到高表达载体 %--./00 中进行表达 !
诸多研究表明，嗜热微生物可以提供具有独特

生物学活性的高热稳定性 &’( 聚合酶［+］! 然而，在

工业上进行 &’( 聚合酶的大规模生产，必须考虑到

产品的成本和利润，选择最为经济有效的方法 ! 将

编码极端酶的基因在天然微生物宿主中进行表达

并非易事，嗜热微生物的培养条件苛刻，’()*+*++&,
%&)-*,&, 须在 +## 1以上才能生长，且生长缓慢，产

酶量低，还需要特殊的培养设备，这势必导致产品

成本的提高，也极大地制约了高热稳定性 &’( 聚合

酶的生产 ! 特别是用极端微生物作表达宿主，目前

还缺乏有效的基因转移体系，对于古细菌尤其如

此 !若将编码极端酶的基因在异源普通宿主菌如大

肠杆菌中进行表达，酶产量高且易于纯化，是非常

经济的，已有许多来自嗜热微生物的基因能在中温

菌中表达，表达的这些蛋白质大多数都能维持原来

的热稳定性，它们通常在低温下折叠，并不被宿主

的蛋白酶水解，因此可以通过热变性的方法除去宿

主蛋白而进行纯化 !
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