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摘 要：以荧光虫荧光素酶报告栽体pXP2 DNA为模板，扩增得到编码萤火虫荧光素酶(LUC)的

基因(1uc)，构建了诱导型表达栽体pQE30一luc。将载体导入E．coli M15获得高效诱导表达萤火虫

荧光素酶基因的重组茵M15／pQE30-1uc。SDS-PAGE电泳分析显示：重组蛋白的相对分子质量为

60 000，表达量占全茵胞内可溶性蛋白质的50．9％．利用表达载体pQE30上的His·Tag标记选

用Ni柱纯化表达具有活性的萤火虫荧光素酶(LUC)，纯化后比酶活达到1．43×109 RFU／mg，纯

化倍数达10．6倍，回收率为25．3％．
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Cloning，Expression and Purification of Firefly Luciferase in E．coli
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Abstract：In this research，the luc gene coding firefly luciferase(LUC)was amplified by using the

DNA of Luciferase reporter vector pXP2 as the template，The luc gene was subcloned into

expression vector pQE30 and its product LUC was overexpressed in Escherichia coli M15．LUC

purified by Ni—NTA affinity chromatography showed a single band about 60 000 on SDS-PAGE

gel and the expressed LUC accounted for 50．9％in E．coli．The specified activity was about 1．43

109 RFU／mg，the purification fold is 10．6 times and the activity recovery is 25．3％．
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荧光素酶(firefly luciferase，LUC)是生物体内

催化荧光素或者脂肪醛氧化发光的一类酶的总称。

荧光素酶可以从发光细菌、萤火虫、发光海星和发

光甲虫等多种发光生物中提取出来。由于荧光素

酶具有灵敏性高、特异性好、反应迅速、操作简便、

应用广泛，且对生物体无毒害作用等诸多优点，荧

收稿日期：2008-07—25．

基金项目：国家自然科学基金项目(20676053)；国家863计划项目(2006AA020103)；江苏省青年科技创新人才基

金项目(BK2006504)；长江学者和创新团队发展计划资助项目(IRT0532)．

作者简介：夏蕾(1983一)，女，江苏宿迁人，微生物学硕士研究生．

*通讯作者：饶志明(1975一)，男，江西ItS J11人，农学博士，教授，硕士生导师，主要从事工业微生物育种及分子生物

学改造方面的研究．Email：raozm@yahoo．corn．cn．

 万方数据



第5期 夏蕾等：荧光素酶编码基因luc在大肠杆菌中的克隆、表达及纯化 63

光素酶越来越多地应用于医学、分子生物学、环境

监测等相关领域[1]。

萤火虫荧光素酶是由单一的多肽链组成的，从

不同地种类的萤火虫中所提取出的荧光素酶的相

对分子质量和结构也略有差异【2]，其相对分子质量

范围是60 000～64 000。萤火虫荧光素酶在有0：、

M92+、ATP存在的条件下，催化肛荧光素氧化脱

羧，将化学能转化为光能，并释放出光量子，发出绿

光[3]，其反应可表示如下H】：
FT

D荧光素+ATP+02_三●Oxyluciferin+AMP
fvlg’

+PPi+C02+光

目前萤火虫荧光素酶的制备大多采用常规方

法，以萤火虫为原料，从大量养殖的萤火虫中取下

尾部的发光部分，经连续脱水处理，超低温冷冻贮

存备用。每6 000个萤火虫可获得发光部分约30 g。

萤火虫需要人工捕捉和繁殖，这就受到地域和季节

的限制，且繁殖周期长，养殖成本高，后处理还要经

过离心分离、硫胺分级沉淀、柱层析纯化等多个化

学提取步骤，才能最终得到结晶制剂[5]。

随着分子生物学的发展，人们开始用基因工程

的方法进行生产。1985年，Jeffery等人首次克隆了

萤火虫荧光素酶基因，并在E．coli中成功表达，从

中得到具有活性的荧光素酶[6]。随后各种发光甲

虫的荧光素酶基因相继克隆成功，并能在原核和真

核表达系统中成功表达[4]。1993年，Lu等人构建

了～株可以高效分泌萤火虫荧光素酶且可以分泌

到细胞质中的E．coli菌株[6]，从而使大规模发酵生

产萤火虫荧光素酶成为可能。与常规方法比较，利

用基因工程菌发酵生产具有周期短、成本低、过程

易于规范控制等诸多优点，且由于发酵培养基成分

简单、虫光素酶基因可受启动子基因调控，使其具

备易纯化和可诱导高产的特点。因此利用基因工

程菌发酵生产萤火虫荧光素酶成为国内外学者研

究的热点。

作者克隆了来自荧光素酶报告载体pXP2的编

码萤火虫荧光素酶的luc基因，构建了重组表达载

体pQE30一luc，并实现了萤火虫荧光素酶的成功表

达。利用镍柱亲和层析法对其表达产物荧光素酶

进行了纯化，得到酶活力较高的酶液，为其酶学性

质的进一步研究奠定了良好的基础。

1材料与方法

1．1菌株和载体

大肠杆菌M15、JMl09由作者所在实验室保

藏，pXP2载体由Nordeen教授惠赠"]，原核表达载

体pQE30购自Novagen公司，克隆载体pMDl8一T

购自Takara公司。

1．2工具酶和试剂

DNA限制性内切酶、T。DNA连接酶、Taq

DNA聚合酶、DNA Marker均购自Takara公司；

DNA纯化及片段回收试剂盒和质粒小量提取试剂

盒为博大泰克公司产品；荧光素酶检测试剂盒购自

上海来安生物技术有限公司；金属螫合亲和层析柱

(Ni—NTA)购自德国QIAGEN公司；Yeast Extract

和Polypeptone购自England Oxoid LTD；丙烯酰

胺、甲叉双丙烯酰胺购自American Promega Cor-

poration；广范围蛋白质相对分子质量标准盒购自

Fermentas公司；其他试剂均为国产分析纯。

1．3培养基及培养条件

采用LB培养基[8]，培养温度为37℃，摇床转

速200 r／min，氨苄青霉素质量浓度为i00弘g／

mL，卡那霉素质量浓度为50弘g／mL，以体积分数

2％的接种量转接，相同培养条件下，培养至OD值

(600 nm)约为0．5～O．6，将其放入4℃冰箱中彻底

冷却，加入诱导物IPTG至终浓度为0．5 mmol／L，

在16℃、220 r／min的摇床上培养过夜。

1．4萤火虫荧光素酶基因的克隆

根据NCBI中pXP2载体中编码萤火虫荧光素

酶基因luc DNA序列，设计引物，引物由上海生物

工程技术服务有限公司合成；

上游： 5'-CGCGGA TCCATGGAAGACGC—

CAAAAAC一37(BamH I)

下游： 5，-CGCAAGCTTTTACAATTTG—

GACTTTCCG一3 7(Hind HI)

以pXP2载体为模板，PCR扩增条件为94℃，

预变性5 min；94℃50 s，52℃1 min，72℃、1 min

30 s，35个循环；72℃延伸10 min[9_10]。所得片段

胶回收后，与克隆载体pMDl8一T载体连接，转化E

．coli JMl09，挑取阳性转化子。提取质粒酶切鉴

定，并将重组质粒命名为T—luc，并测序。

1．5大肠杆菌表达载体的构建

将T—luc用BamH I和HindⅢ进行双酶切，胶

回收luc片段，将其与经过相同酶切的pQE30载体

连接，将得到的重组表达载体命名为pQE30一

luc[11]，见图1。

1．6编码荧光素酶基因的诱导表达

将重组表达载体pQE30一luc转入大肠杆菌E

．coli M15中，筛选出阳性转化子。挑选阳性转化

子接种至含卡那霉素(终质量浓度为50 pg／mL)和
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氨苄青霉素(终质量浓度为100／-g／mL)的LB培养 基中，培养、转化和诱导培养条件如1．3所述。

Amp’

A@
HindIII

BamHI
，“c

Amp‘

图1质粒pQE30-luc的构建

Fig．1 Construction of pQE30-1uc

1．7 SDS-PAGE

采用5 g／dL的浓缩胶及12 g／dL分离胶的不

连续垂直平板电泳进行蛋白质分离，考马斯亮兰R一

250染色[1引。

1．8 Ni-NTA纯化

将低温诱导过夜的菌液高速离心收集菌体，用

PBS缓冲液(pH 7．4)洗涤一次，将其溶于MCAC-O

缓冲液(20 mmol／L Tris—HCl，500 mmol／L NaCI，

质量分数10％甘油，pH 8．o)中，于一20℃下冷冻

过夜，解冻后，超声波破碎至菌液澄清(操作过程在

低温下进行)，高速离心，取上清液经0．45“m滤膜

过滤后上柱，经Ni—NTA纯化得到纯化后的荧光素

酶‘13—1引。

1．9荧光素酶活性检测

将待测酶液样品与标准底物(上海来安生物技

术有限公司)按体积比1：5加于96孔白色微孔板

的各个微孔中，混合均匀后立即放于荧光发光检测

仪中记录数值。一般10～20弘L酶液加入100弘L的

工作液，并以其记录的数值来表示酶的相对活性。

1．10蛋白质质量分数测定

粗酶液蛋白质质量分数采用Bradford法‘嘲测

定，以BSA为标准蛋白质。

2结果与分析

2．1 luc DNA的克隆及分析

以pXP2载体为模板，以P1、P2引物进行扩

增，得到大小约1 800 bp的片段。将该片段回收纯

化后，克隆到pMDl8-T载体测序。扩增获得的基

因lucDNA序列与GenBank中公布的Luciferase

reporter vector pXP2(GI：3929275)中luc基因序

列进行比较，测得同源性达100％。

2．2重组大肠杆菌表达载体的构建

将T-luc用BamH I和HindⅢ双酶切，胶回收

1 800 bp luc片段，将其与经相同酶切的pQE30载

体连接，酶切验证，重组质粒经BarnH I和Hindm

进行双酶切，释放约3 000 bp和1 800 bp大小的片

段，分别对应于pQE30和luc的大小。结果表明，重

组质粒构建成功，将其命名为pQE30-luc，见图2。

1．DNA Marker DL2000；2．1uc gene；3．T—luc／Barn H I+

HindⅢ}4．pQE30／Hind mI 5：pQE30—luc／BamH I+

HindⅢf 6：A DNA／HindⅢ；

图2质粒pQE30-lue的酶切验证

Fig．2 Restriction map of recombinant plasmid pQE30-

luc
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2．3 luc基因在E．coli M15中表达与重组蛋白质

的纯化

将pQE30一luc转入E．coli M15中，在卡那霉

素和氨苄青霉素抗性LB平板上挑选阳性转化子，

即pQE30-1uc／M15，经IPTG诱导后的菌液经超声

波破碎细胞，上清液SDS-PAGE分析，检测到一条

相对分子质量约为60 000的特异性条带，与报道的

目标蛋白质大小一致[43，其表达量占全菌胞内可溶

性蛋白质的50．9％，见图3。上清液测得酶活为

1．35×108 RFU／mg，表明基因在大肠杆菌中得到

表达，且表达酶蛋白具有生物学活性。

M；protein marker；1：阴性对照；2：基因luc在M15中表达；

3，纯化后LUC

图3 M15中诱导表达LUC的SDS-PAGE分析

Fig．3 SDS-PAGE profile of LUC in E．coli M15

采用镍柱金属亲和层析法对萤火虫荧光素酶

进行了纯化。纯化后的荧光素酶经SDS-PAGE分

析，可看出经过纯化后得到均一条带，可以认为已

得到相对较纯的荧光素酶蛋白。纯化后酶液的比

酶活达到1．43×109 RFU／mg，是纯化前粗酶液酶

活的10．6倍，活力回收率为25．3％，见表1。

表1 萤火虫荧光素酶的纯化表

Tab．1 Purification scheme for firefly luciferase

3 结 语

作者从荧光素酶报告载体pXP2上扩增得到的

编码萤火虫荧光素酶的基因luc，将luc置于T。启

动子下游，成功构建表达了质粒pQE30-luc，并转化

至其专性宿主菌E．coli M15中。重组菌经IPTG

诱导后，经过SDS-PAGE分析相对分子质量为

60 000目标蛋白质条带，表达量占全菌胞内可溶性

蛋白质的50．9％，说明外源蛋白一萤火虫荧光素酶

成功表达。破碎细胞后取上清液，检测荧光素酶的

比酶活为1．35×108 RFU／mg，对荧光素酶进行了

纯化，纯化获得的荧光素酶比酶活达到1．43×109

RFU／mg。本实验中用于表达luc的表达载体为

pQE30，由于该载体上含有His6·Tag组氨酸标

签，利用该特点，实验中采用了Ni-NTA柱纯化目

标蛋白质的方法对目标蛋白一萤火虫荧光素酶进行

了纯化，纯化得到的酶与粗酶液相比，酶活提高了．

10．6倍。此方法与文献[16]中报道的利用硫酸铵

分级沉淀、凝胶过滤层析和离子交换层析等方法纯

化得到萤火虫荧光素酶相比，工艺简单，表达量高，

且获得重组酶酶活较高，具有生物学活性，为酶学

性质的进一步研究奠定了良好的基础。
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