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摘 � 要: 通过 PCR扩增得到菌株编码 ADI 的 ar cA 基因, 并构建表达载体 pET 24a-ADI。将该载

体导入大肠杆菌 BL21( DE3) , 获得高效表达 ADI基因的重组菌。对ADI诱导表达条件进行优化,

结果发现宿主菌在 A 600达到 1� 0时加入 0� 2 mmo l/ L 异丙基-�-D-硫代半乳糖苷( IPT G) ,在 30 �

诱导 4 h 酶活最高,为 2� 04 U/ mL 发酵液。经超声波破碎、HiPrep DEAE FF 阴离子交换层析、

Superdex
TM

200凝胶过滤层析,可获得 SDS-PAGE电泳纯重组精氨酸脱亚胺酶( rADI)。rADI 相

对分子质量大小为 92 600,由两个相同亚基组成,纯化后的 rADI比酶活达 20� 9 U / mg。
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Abstract: Arg inine deiminase ( ADI ) , an arginine degrading enzyme, has been studied as a

po tent ial ant-i cancer agent for inhibiting arg inine-auxot rophic tumor s, such as melanomas and

hepato cellular car cinomas ( HCCs) . In this study, the ar cA gene that encodes ADI w as cloned

from P� p lecoglossi cid a CGMCC2039 which w as isolated and ident if ied by our laboratory

pr ev iously� T he arcA gene w as subcloned into expr ession vector pET24a and its product ADI w as

over-expressed in Escher ichia coli BL21( DE3) . T he effects of differ ent IPT G concentrat ions,

induct ion temperatures and induct ion t ime w er e invest igated. Under the opt imal expression

conditions the enzyme act iv ity reached to 2� 04 U / mL broth. T he rA DI w as pur if ied using DEAE

Fast F low anion exchange and Super dexTM 200 gel filt rat ion column chromatog raphy. T he rADI

had a molecular mass of about 92� 6 kDa, and comprised a homodimer o f 46 kDa in the nat iv e



condition. The specif ic activ ity of rADI w as determ ined to be 20� 9 U / mg at pH 6� 0 and 37 � .

Key words: arg inine deiminase, cloning, expression, purif icat ion

� � 肝细胞癌( HCC)是第五大人类最常见的恶性

肿瘤,中国每年新增病例近 26万,全世界每年新增

病例更达 100 万。现在对 HCC 的治疗是不足的,

只有约 10%局部肝癌患者能接受手术治疗
[ 1]
。美

国每年有约 20 000新增病例, 而有超过 18 700 病

例死亡,该病的发病率和死亡率几乎相等[ 2- 3]。

精氨酸脱亚胺酶( Ar ginine deim inase, ADI)作

为一种精氨酸降解酶, 不可逆催化精氨酸生成瓜氨

酸和氨。精氨酸对于人类来讲是一种非必需氨基

酸[ 4] ,正常的细胞可经尿素循环通过精氨酸-琥珀酸

合成酶( ASS)以及精氨酸-琥珀酸裂解酶( A L)催化

瓜氨酸生成精氨酸。一些人类癌细胞(例如: HCC)

生长需要精氨酸, 但不表达 ASS, 从而自身不能合

成精氨酸;因此, 通过精氨酸降解酶切断精氨酸对

肿瘤细胞的供给,有可能从根本上消灭或控制精氨

酸营养缺陷型癌细胞
[ 5- 10]

生长。

1999 年 3 月, ADI-PEG-20, 即 PEG 化重组支

原体 ADI被美国食品药品管理局( FDA)指定为美

国罕见病药物, 可用于治疗恶性黑素瘤和 HCC。欧

洲药品审评署( EMEA)也于 2005年 7月通过 ADI-

PEG-20作为罕见病药物用于治疗 HCC。

已有多种不同微生物来源的 ADI 基因被克隆,

并在大肠杆菌中表达。1989年, Burne等人将链球

菌( S tr ep tococcus sanguis ) ADI 途径基因在 E� col i
中表达 [ 11]。1994年, T akaku等人将支原体( Myco-

p lasma� ar ginini ) ADI 基因于大肠杆菌克隆表达,

表达产物形成包涵体, 采用 6 mol/ L 盐酸胍变性,

复性后比酶活 33� 6 U / mg, 产率 72� 5% [ 12]
。对真

核生物 Giard ia intestinal is 中的 ADI 进行鉴定、克

隆与表达首次由 Knodler 等人于 1998年完成 [ 13]。

2002年, Oudjama 等人从铜绿假单胞菌 ( P seudo-

monas aeruginosa ) 中克隆了编码 ADI 的基因

ar cA, 然后在 E� col i 中表达。纯化后的重组
P� aer ug inosa ADI 的晶体结构也随之得到解

析[ 14]。同年, 肯塔基州大学 Frederick W 等人将

Mycop lasma hominis ADI 基因于大肠杆菌中表

达, 得到的重组精氨酸脱亚胺酶以包涵体形式存

在。将包涵体复性后,得到重组酶比酶活为 19~ 21

IU / mg蛋白质 ( 37 � , pH 7� 2) [ 15]。2007 年, Lee

等人将乳球菌( L actococcus L ati s ssp� L acti s AT CC

7962) ADI 基因于 E� coli BL21 中表达, 比酶活达

140� 3 U / mg[ 16]。2009 年, M egum i等人将支原体

(Mycop lasma� hominis) ADI 基因于 E� col i BL21

( DE3)中表达
[ 17]
。同年, Kim 等人报道 ADI-PEG-

20 用 于 治 疗 ASS 缺 陷 型 前 列 腺 癌 细 胞

CWR22Rvl,证明 0� 3 �g/ mL ADI-PEG-20 既可诱

导该癌细胞凋亡 [ 18]。2010 年, Glazer 等人将 ADI-

PEG-20用于肝细胞癌临床 II 期研究, 结果证明,

ADI- PEG-20是治疗肝细胞癌的有效药物
[ 19]
。

作者所在研究室已筛选得到一株产 ADI 菌株

并鉴定为变形假单胞菌 ( P� p lecoglossi cid a CGM-

CC2039) [ 20] , 并已经报道成功将编码 ADI 的 arcA

基因于大肠杆菌中表达, 采用 pET 28a 作为表达载

体, 并通过一步纯化获得 N 端带有 His-T ag 的纯

酶, 比酶活为 4� 76 U / mg [ 21]。作者将 ADI 的 ar cA

基因亚克隆至表达载体 pET 24a, 构建了重组质粒

pET 24a-ADI,并成功实现 ADI 的高表达,比酶活达

到 20� 9 U / mg ,为 ADI的抗癌活性研究打下基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌株和质粒
变形假单胞菌 ( Pseudomonas p lecoglossicida

CGMCC2039)、大肠杆菌 JM 109及 BL21( DE3) : 由

作者所在实验室保藏; 克隆载体 pMD18-T Simple:

购自 T akara 公司; 表达载体 pET-24a: 购自 Nova-

gen公司。

1� 2 � 工具酶和试剂
限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Ex Taq DNA

聚合酶:购自 T akara 公司; PCR产物纯化试剂盒、

DNA 小量胶回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒: 购

自上海捷瑞生物工程有限公司; IPTG、X-gal、蛋白

质相对分子质量标准: 购自上海生工生物工程技术

服务有限公司; 其他试剂均为国产分析纯。Buffer

A: 20 mmol/ L , pH 7� 0,磷酸钠缓冲液( PBS) ; Buf f-

er B: 20 mmol/ L, pH 7� 0, 磷酸钠缓冲液加入 1

mo l/ L NaCl; Buf fer C: 20 mmol/ L , pH 7� 0,磷酸钠
缓冲液加入 0� 15 mol/ L N aCl。

1� 3 � 培养基及培养条件
LB培养基为胰蛋白胨 10 g/ L, 酵母提取物 5

g/ L, NaCl 10 g/ L , pH 7� 0。采用 LB/ Amp 培养

基, 培养 E� col i JM109( pMD18- T-ADI) , 氨苄青霉

素质量浓度为 100 �g/ mL, 培养温度为 37 � , 200
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r/ min。采用 LB/ Kan 培养基, 培养 E� col i BL21

( DE3) ( pET24a-ADI ) , 卡那霉素质量浓度为 50

�g/ mL, 37 � 、200 r/ m in 培养至 A 600约为 1� 0, 加
入 IPT G 至终浓度为 0� 2 mmol/ L , 30 � 、200 r/

min继续培养 4 h。

1� 4 � 精氨酸脱亚胺酶基因的克隆
参考 GenBank 中 P� putida KT2240 ( NCBI

Nc-002947� 3 REGION: 1139712-1140965 ) 编 码

ADI的基因序列,设计引物。引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。

上 游 引 物: 5�- GCTCAT ATGT CCGCT-

GAAAAACAGAAGTACG-3�( NdeI)

下游引物: 5�- ATCT CGAGTT AGTAGT T-

GAT CGGGTCGCGCA-3�( XhoI)

以变形假单胞菌菌体为模板, PCR 扩增 ADI

基因片段。反应程序: 94 � 变性 10 min, 94 � 1

min, 56 � 45 s, 72 � 2 m in 反应 30循环后, 72 �

延伸 10 m in。将所得片段胶回收后, 与克隆载体

pMD18-T Simple连接,转化 E� coli JM109, 挑取白

色菌落进行 PCR 验证。将重组质粒命名为 T-

ADI,并测序。

1� 5 � 大肠杆菌表达载体的构建
将 T-ADI 用 N deI 和 X hoI 双酶切后, 割胶回

收 ADI 基因片段, 再与同样用 N deI 和 XhoI 双酶

切并割胶回收后的 pET24a 载体进行连接, 将得到

的重组表达载体命名为 pET 24a-ADI, 表达载体构

建流程见图 1。

图 1 � 质粒 pET24a- ADI 的构建

Fig. 1 � Construction of pET24a-ADI

1� 6 � 表达条件的优化
将重组表达载体 pET24a-ADI 转入大肠杆菌

BL21( DE3)中, 筛选出阳性转化子。考察诱导温

度、诱导时间、IPTG 浓度对蛋白质表达的影响。

1� 7 � SDS-PAGE
采用5 g/ dL 浓缩胶, 12 g/ dL 分离胶的不连续垂

直平板电泳进行蛋白质的分离,考马斯亮蓝染色。

1� 8 � ADI活性的测定
1. 8. 1 � 发酵液酶活测定 � 取 5 mL 发酵液, 5 000

r/ m in 离心 10 m in,收集菌体,生理盐水洗涤后采用

1 mg/ mL CT AB(十六烷基三甲基溴化铵)处理菌

体 10 min,离心后将菌体悬浮于底物(将 0� 1 mo l/ L
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L-精氨酸盐酸盐溶解于 0� 2 mo l/ L 磷酸钠缓冲液,

pH 6� 0)中, 37 � 条件下水浴 0� 5 h。100 � 水浴 5

min终止反应。稀释一定倍数后按文献[ 18]测定瓜

氨酸含量,并计算酶活。酶活定义: 37 � 条件下, 每

min转化 1 �mol精氨酸盐酸盐生成瓜氨酸的酶量

定义为 1 U。

1. 8. 2 � 纯化后酶液酶活测定 � 取适量酶液加入到
底物中, 37 � 水浴0� 5 h。100 � 水浴5 m in终止反

应,测定瓜氨酸质量浓度。

1� 9 � 超声波破碎
将发酵液 8 000 r/ min离心 10 min,收集菌体。

用 20 mmo l/ L、pH 7� 0的磷酸缓冲液( PBS)洗涤两

次。按 10� 1(发酵液体积/缓冲液体积)的比例将

菌体悬浮于 PBS缓冲液中,冰浴条件下超声波破碎

8 m in,超声强度 400 W,超声 1 s,间隙 3 s。取破碎

液于 4 � 、10 000 r/ m in离心 20 m in,上清液即为粗

酶液,测定其蛋白质质量浓度及酶活。

1� 10 � HiPrep DEAE FF层析

首先将 HiPrep DEAE FF 阴离子交换柱用

Buffer A 平衡 2个柱体积。然后取 15 mL 粗酶液

上样, 先用 Buffer A 洗脱未吸附蛋白质, 洗至基线

后,采用 Buf fer B 梯度洗脱, 流速 2 mL/ min, 收集

活性部分,透析后进行凝胶过滤。

1� 11 � Superdex TM
200凝胶过滤层析

Superdex
TM
200凝胶柱用 Buf fer C 平衡。上

样( 0� 5 mL)后, 用 Buffer C 以 0� 5 mL/ min的流速

进行洗脱。收集活性成分,透析后冷冻干燥备用。

2 � 结果与分析

2� 1 � ADI基因的克隆及分析
以 P seud omonas p lecog lossicida CGMCC2039

菌体为模板, PCR扩增得到大小约为 1 250 bp的片

段。将该片段割胶回收纯化后, 连接 pMD18-T

Simple 载体, 转化至 E� coli JM109中。挑选阳性

克隆,提取质粒测序。

2� 2 � 表达载体的构建
将 T-ADI 用 N deI 和 X hoI 双酶切后, 割胶回

收 ADI基因片段, 再与经相同酶切的 pET 24a 载体

进行连接,连接产物转化 E� coli BL21( DE3)感受态
细胞,涂布含卡那霉素的 LB 平板, 37 � 培养至菌
落长出后,挑取单菌落进行重组子的PCR鉴定。提

取质粒,重组质粒经 N deI 和 XhoI 双酶切, 释放约

5� 3 kb和 1� 2 kb大小片段,分别对应于 pET 24a 和

ADI的大小, 见图 2。结果表明, 重组质粒构建成

功,将其命名为 pET24a-ADI。

1, DNA Marker; 2, pET 24a-ADI N de I/ X ho I 双酶切产物

图 2 � 重组载体 pET24a-ADI双酶切

Fig. 2� Double digestion of pET24a-ADI

2� 3 � ADI基因在 E� col i BL21(DE3)中表达条件优
化

2� 3� 1 � 诱导温度对表达的影响 � 保持诱导时间( 4

h)、IPT G浓度( 0� 2 mmo l/ L )及 A 600 (约 1� 0)不变,

改变诱导温度,发现温度对 ADI 表达影响明显。测

定发酵液酶活, 25 � 下酶活为 1� 61 U/ mL, 30 � 条
件下酶活为 2� 04 U/ mL, 37 � 下酶活为 0� 43
U/ mL; 30 � 条件下, 蛋白质表达最多, 见图 3。所

以选择 30 � 为蛋白质表达的诱导温度。

M: Protein maker; 1: E� c ol i BL21 ( DE3 ) / pET 24a, IPT G 诱

导; 2: E� col i BL21( DE3) / pET 24a-ADI, 无 IPTG 诱导; 3~ 5:

E� coli BL21( DE3) / pET 24a-ADI, IPTG 诱导,诱导温度分别

为 25、30、37 �

图 3 � SDS-PAGE分析诱导温度对 ADI 表达的影响

Fig. 3 � SDS-PAGE analysis for E� coli ( pET24a-ADI)

with diff erent induction temperatures

2� 3� 2 � 诱导时间对表达的影响 � 保持诱导温度
( 30 � )、IPT G浓度( 0� 2 mmo l/ L)、A 600 (约 1� 0)不
变, 研究诱导时间对 ADI 表达的影响。一般而言,

随着诱导时间的延长, 目的蛋白质会进一步积累,

当然也会有可能进一步降解, 这相当于动态平衡。

由图 4可以看出,在开始诱导的前4小时内,随着时

间的延长,目的蛋白质迅速积累。但是 4 h后,蛋白
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质的表达积累变得缓慢。测定发酵液酶活, 酶活在

诱导 4 h时达到最高, 为 2� 04 U/ mL,之后缓慢降

低。因此推测在菌落对数生长期时可溶性蛋白质

迅速增加,当进入稳定期时, 蛋白质表达量过大而

迅速形成包涵体, 活性不再增加。综合以上分析,

由此确定诱导时间为 4 h。

M: Protein maker; 1~ 7诱导时间分别为 0、2、4、6、8、10、14 h

图 4 � SDS-PAGE分析 IPTG诱导时间对 ADI 表达的影

响

Fig. 4 � SDS-PAGE analysis for E� coli ( pET24a-ADI)

with diff erent induction times

2� 3� 3 � IPT G 浓度对 ADI 基因在 E� coli BL21

( DE3)中表达的影响 � 通常 IPT G 浓度越高, 蛋白

质表达量越大, 但是 IPTG浓度太高时,不仅对细胞

本身有一定的毒害作用, 而且可能造成包涵体大量

形成,所以有必要首先对诱导剂 IPT G 浓度对 ADI

表达的影响进行考察。保持诱导温度( 30 � )、诱导

时间( 4 h)、A 600 (约 1� 0)不变,观察到 IPT G浓度在

0� 1~ 1� 2 mmol/ L 对 ADI表达量影响不明显,见图

5。但通过对发酵液酶活检测发现, IPT G 浓度为

0� 2 mmo l/ L 时,酶活最高为 2� 04 U / mL(以发酵液

计) , IPTG浓度大于 0� 2 mmol/ L 以后, 随着 IPT G

浓度的增加,酶活逐步降低。

M: Protein maker; 1~ 8 IPTG 诱导浓度分别为 0、0� 1、0� 2、

0� 4、0� 6、0� 8、1� 0、1� 2 mm ol/ L

图 5 � SDS-PAGE分析 IPTG浓度对 ADI表达的影响

Fig. 5 � SDS-PAGE analysis for E� coli (pET24a-ADI) in

different IPTG induction concentration

2� 4 � ADI纯化
2� 4� 1 � H iPrep DEAE FF 层析 � 培养 1 L 重组菌,

离心,收集菌体,按照 1� 9方法超声波破碎菌体, 离

心取上清液即为粗酶液。按照 1� 10 方法对粗酶液
进行 HiPrep DEAE FF 阴离子交换层析,层析图谱

见图 6。

图 6 � HiPrep DEAE FF 离子交换层析图谱

Fig. 6 � HiPrep DEAE FF profile of crude rADI enzyme

� � 上样后采用 Buf fer A 洗脱 2个柱体积, 将未被

结合的蛋白质洗脱; 然后采用 Buffer B 梯度洗脱,

经 5个柱体积 Buf fer B体积分数从 0增加到 80%,

在 Buf fer B体积分数为 80%条件下再洗脱 1个柱

体积。rADI 活性成分于 0� 33~ 0� 46 mo l/ L NaCl

浓度范围内收集得到。

2� 4� 2 � Superdex TM 200凝胶过滤 � 按照方法 1� 11
对 HiPrep DEAE FF 阴离子交换后收集到的酶液

进行 Superdex
TM

200凝胶过滤,层析图谱见图 7。

图 7 � Superdex TM200 凝胶过滤

Fig. 7 � Superdex G-200 prof ile of crude rADI enzyme

� � 由图 7 可知, 用 Buf fer C 进行洗脱, 目的蛋白

质在 Super dexTM 200凝胶柱中的洗脱体积为 13� 1
~ 14� 2 mL,收集 rADI 活性峰。

� � 以洗脱体积对 lgMr 作标准曲线,见图 8。根据

rADI 的洗脱体积计算得到 rADI 相对分子质量为
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92 6000。

图 8� 洗脱体积与分子量的关系标曲

Fig. 8� Standard curve of elution volumn and lgMr

2� 4� 3 � SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 � 对经过超声波
破碎、HiPrep DEAE FF 阴离子交换层析、Super-

dex TM 200凝胶过滤, 并对最终收集的目的蛋白质

透析脱盐, 进行冷冻干燥, 所获得 rADI 进行 SDS-

聚丙烯酰胺凝胶电泳,电泳结果见图 9。

M: SDS-PAGE Protein Molecular Weight Marker; 1: E� c ol i

BL21( DE3)带有 pET 24a-ADI, IPT G诱导; 2:粗酶液; 3: H iPr-

ep DEAE FF 阴离子交换层析; 4: S uperdex T M 200凝胶过滤层

析

图 9 � rADI SDS-PAGE图

Fig. 9� SDS-PAGE profile of purif ied rADI

� � 由图 9 可知, 重组精氨酸脱亚胺酶在 SDS-

PAGE中为单一条带, 证明采用上述纯化手段可以

得到电泳纯 rADI,电泳条带大小为46 000。根据凝

胶过滤实验得出该酶相对分子质量大小为92 600,

说明该酶由两个相同的亚基组成。

分别测定纯化各步骤 rADI 的酶活、蛋白质质

量、比酶活,结果见表 1。

表 1� 重组精氨酸脱亚胺酶纯化结果

Tab. 1 � Summary of isolation and purification procedures of

rADI

纯化
步骤

总蛋白质
质量/ mg

总活力/
U

比活力/
( U / mg)

纯化
倍数

回收
率/ %

粗酶液 156. 4 1174. 5 7. 5 1 100

离子
交换层析

69. 2 1041. 6 15. 1 2. 0 88. 7

凝胶过滤
层析

36. 3 756. 4 20. 9 2. 8 72. 6

� � 由表 1 可以看出, 每升发酵液中可获得 36� 3
mg 活性蛋白质,每毫克蛋白质酶活为 20� 9 U, 纯度

提高至初酶液的 2� 8倍,回收率为 72� 6%。

3 � 结 � 语

作者由本研究室筛选鉴定的变形假单胞菌

( P seud omonas p lecoglossi cida CGMCC2039)扩增

得到 ADI 基因, 成功构建表达载体 pET24a-ADI,

并转化至 E� col i BL21( DE3) 中表达。重组菌经

IPT G诱导后, 经 SDS-PAGE 分析,结果表明, 该基

因在 E� coli BL21( DE3)中获得高表达,表达产物相

对分子质量大小为46 000。对 ADI 诱导表达条件

进行优化,结果发现,宿主菌在 A 600达到 1� 0时加入
0� 2 mmol/ L IPTG,在 30 � 诱导 4 h酶活最高, 为

2� 04 U / mL(以发酵液计)。将重组菌诱导培养, 经

超声波破碎、HiPrep DEAE FF 阴离子交换层析、

SuperdexTM 200凝胶过滤,可获得 SDS-PA GE 电泳

纯重组精氨酸脱亚胺酶。每升发酵液经过纯化, 可

获得 36� 3 mg 活性蛋白质,蛋白质的比活力达 20� 9
U/ mg,纯化倍数为 2� 8倍,回收率为 72� 6%。凝胶
过滤测得重组精氨酸脱亚胺酶相对分子质量大小

为 92 600; 将纯化的重组酶进行 SDS-PAGE, 为单

一条带, 大小为 46 000。由此可以得出该酶为含有

两个相同亚基二聚体。

由肯塔基州大学、美国凤凰生物科技公司合作

研发的 ADI- PEG-20为支原体(Mycop lasma homi-

nis)来源的重组 ADI,现已进入肝癌治疗临床实验

阶段 [ 22]。但是支原体是具有很强毒性的病原体, 其

生物安全性存在一定隐患; 变形假单胞菌( P seudo-

monas p lecoglossi cida CGMCC2039) 无疑为 ADI

的研究提供了新的菌源。
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