
作者简介!王海生!男!副主任技师!主要从事临床免疫与生化检验研究"

"

!

"

通信作者!

+,-./0

%

0/-/27.8

!

I23

X

-.]IL678-

"

本文引用格式!王海生!周亚萍!于海燕!等
6

吡喃糖氧化酶的原核表达及初步实验应用&

9

'

6

国际检验医学杂志!

&"*!

!

:"

(

;

)%

;;:,;;;6

论著"基础研究

吡喃糖氧化酶的原核表达及初步实验应用

王海生*

!周亚萍&

!于海燕&

!郭素梅&

!曹利民&

!

"

*6

常州市武进中医医院检验科!江苏常州
&*)*(*

#

&6

江苏艾赛氏生物科技有限公司!江苏常州
&*)"*;

$

""

摘
"

要!目的
"

原核表达'纯化'鉴定吡喃糖氧化酶"

C=BD

$!为其临床应用奠定基础(方法
"

利用生物信

息软件!比较不同种属的
C=BD

核苷酸同源序列!优化设计
C=BD

基因序列!委托上海捷瑞生物工程有限公司

构建原核表达质粒
K

+E*>H,C=BD

!将此质粒导入大肠杆菌工程菌株
SG&*

"

D+)

$中!经异丙基
,

#

,D,

硫代半乳糖

苷"

%CEQ

$诱导表达(其超声后的沉淀'上清液经镍离子柱亲和层析纯化'脱盐后进行活性测定!并配成应用液

检测
>"

例"

)"

例糖尿病患者!

&"

例健康对照$血液标本中的葡萄糖水平!分析其与葡萄糖氧化酶法"

QBD

法$和

已糖激酶法"

TP

法$检测血糖诊断糖尿病的效能(结果
"

重组质粒
K

+E*>H,C=BD

经测序
C=BD

基因序列长

度为
*'(!H

K

!表达
(&)

个氨基酸(十二烷基硫酸钠
,

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

#D#,C?Q+

$显示该蛋白在相对分

子质量
('a*"

) 处有一条明显的条带!该条带在超声后沉淀中很弱!而在上清中较浓(上清液经纯化后的纯度

大于
!"@

!活性超过
("]R

.

4

!用其测定空腹血糖并用于糖尿病诊断的受试者工作特征曲线"

=B$

曲线$下面

积"

?R$

$为
"6!!>

!用
QBD

法和
TP

法的
?R$

分别为
"6!!:

'

"6!!&

(根据约登指数确定最佳临界点!上述
)

种方法分别为
;6**

'

;6*(

'

;6"(--80

.

G

(结论
"

本研究生产的
C=BD

以上清液中的表达为主!其纯度优'活性

强'产量高!可用于血糖的检测(在本研究的基础之上可进一步优化条件使之应用于临床标本中
*
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吡喃糖氧化酶(

C=BD

)是葡萄糖
,

甲醇
,

胆碱氧化

还原酶家族的成员!以同源四聚体的形式存在!相对

分子质量约为
&;"a*"

)

!黄素腺嘌呤二核苷酸(

W?D

)

是其重要的辅酶"该酶主要能催化吡喃醛糖
&

位碳

原子发生氧化生成
&

酮醛糖和过氧化氢&

*

'

"在临床

检验中!人们利用其偶联
1L/2JIL

反应检测临床标本

中葡萄糖和
*

!

>,

脱水葡萄糖醇(

*

!

>,?Q

)的水平以用

于诊断糖尿病&

&,)

'

!但该酶需从国外购买"因此!笔者

拟通过基因工程原核表达$纯化及鉴定
C=BD

!并配

成应用液检测血糖的水平!分析该法与葡萄糖氧化酶

法(

QBD

法)$已糖激酶法(

TP

法)检测血糖诊断糖尿

病的效能!以期实现该试剂原料的国产化!现报道

如下"

$

"

资料与方法

$6$

"

一般资料
"

将
&"*;

年
'

月至
&"*'

年
*

月由常

州市武进中医医院内分泌科收治的临床符合
[EB

糖尿病诊断标准的
&

型糖尿病患者
)"

例(空腹血

糖
$

;6"--80

*

G

)纳入本研究"其中!男
*(

例!女
*:

例!年龄
):

"

;:

岁!排除有应激$肿瘤$肝损伤$心血

管事件$非糖尿病性肾脏疾病等患者"另在常州市武

进中医医院体检中心选择同期
&"

例健康体检者!男

*&

例!女
'

例!年龄
)>

"

;>

岁"

&

组研究对象的年

龄$性别等资料比较!差异无统计学意义(

H

$

"6">

)"

纳入研究者对常州市武进中医医研究均知情同意!且

本研究获得本院伦理委员会的批准"

$6%

"

仪器与试剂
"

恒温培养振荡器(上海苏坤实业

有限公司)$超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物科技股

份有限公司)$

RM,!(""

紫外*可见分光光度计(北京

北分瑞利分析仪器有限责任公司)$蛋白电泳仪(美国

S%B,=?D

公司)$发酵灌(上海鹤禾实业发展有限公

司)$日立
;"'"

生化分析仪(日本
T%E?$T%

公司)$

异丙基
,

#

,D,

硫代半乳糖苷(

%CEQ

!北京百灵威科技有

限公司)!

T/<,EL.

K

WW7LYJI

柱$

#I

K

O.JIZQ,&>#

脱

盐柱(美国
Q+

公司)!咪唑$黄素腺嘌呤二核苷酸

(

W?D

)$叠氮钠(

#/

4

-.

公司)!

+DE?

$

EL/<

$曲拉通
_,

*""

$

D,

葡萄糖$

&,

(

N,

吗啡啉)乙磺酸(

F+#

)$

:,

氨基

安替比林(

:??

)均为上海国药集团化学试剂有限公

司产品!

&,

羟基
,),

间甲苯胺丙磺酸钠(

EBB#

!南京旋

光科技有限公司)$亚铁氰化钾&生工生物工程(上海)

股份有限公司'$过氧化物酶(

CBD

!日本
E8

X

8H8

公

司)!

TP

法和
QBD

法血糖检测试剂盒$抗坏血酸氧

化酶$

S#?

(上海罗氏诊断有限公司)"

$6&

"

方法

$6&6$

"K

+E*>H,C=BD

重组质粒的构建
"

通过
DN?

E880<

$

?NET+C=BE

等生物信息软件!比较不同种

属的
C=BD

核苷酸同源序列!获得可溶性好$活性强

的
C=BD

核苷酸表达序列!委托上海捷瑞生物工程有

限公司合成该核苷酸序列!并构建重组质粒
K

+E*>H,

C=BD

"

$6&6%

"

融合蛋白的表达
"

将该重组质粒转化到大肠

杆菌
SG&*

(

D+)

)中"转化子接种至
>-GGS

培养基

(含氨苄西林
>"-

4

*

G

)中!

);d&>"L

*

-/2

振荡培养

*&O

"然后!按照
*@

的比例转种于
&>"-GGS

培养

液(含氨苄西林
>"-

4

*

G

)中!振荡培养至
?(""

为

"6(

"

"6'

时!向其中加入终浓度为
"6*--80

*

G

的异

丙基
,

#

,D,

硫代半乳糖苷(

%CEQ

)!

&"d

振荡培养诱导

)O

!离心!收集菌体"

$6&6&

"

融合蛋白的纯化
"

将上述收集的菌体重悬于

原培养液
*

*

*"

体积的裂解液 (

CS#

K

T;6:

!

>""

--80

*

GN.$0

!

&"--80

*

G

咪唑!

>"

$

-80

*

GW?D

)

中!冰浴超声破壁
*"-/2

!离心!收集上清及沉淀"接

着!将该上清液过滤后上样至预平衡后的
T/<,EL.

K

WW7LYJI

柱(平衡液
CS#

K

T;6:

!

>""--80

*

GN.$0

!

&"--80

*

G

咪唑)!上样结束后再用
*"

倍柱床体积平

衡液平衡!最后用
>

倍柱床体积洗脱缓冲液(

CS#

K

T;6:

!

>""--80

*

G N.$0

!

K

T'6"

!

>""--80

*

G

咪

唑)洗脱!每管收集
*-G

洗脱液"将收集的上清$沉

淀及洗脱液通过十二烷基硫酸钠
,

聚丙烯酰胺凝胶电

泳(

#D#,C?Q+

)鉴定"

$6&6'

"

融合蛋白的脱盐
"

将上述收集的洗脱液过滤

后!上样至预平衡后的
#I

K

O.JIZQ,&>#

脱盐柱(脱盐

液
>" --80

*

G EL/<,T$0

!

*>" --80

*

G N.$0

!

>"

$

-80

*

GW?D

)!上样结束后再用
&

"

)

倍柱床体积脱

盐液脱盐!收集前
&6"

"

&6>-G

含
C=BD

的脱盐液"

$6&6E

"

融合蛋白活性的检测
"

在反应体系为
)-G

!

*""--80

*

GF+#

!

K

T(6"

中进行!内含
*)*--80

*

G

D,

葡萄糖!

"6&--80

*

G:??

!

"6)--80

*

GEBB#

和

:]R

*

GCBD

"

);d

预孵育
>-/2

后!加入适量酶液!

在
>:(2-

波长下连续测定
&

"

)-/2

的吸光度(

"

)!

得到酶的每分钟
"

的变化(

!

"

标本)!以不加酶液的

+

>;;

+
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反应液为对照!得到空白标本的每分钟
"

的变化

(

!

"

空白)"定义每分钟催化葡萄糖生成
*--80

过

氧化氢为
*

个酶活力单位!按照计算公式%酶活性(

R

*

G

)

e

(

!

"

标本
A

!

"

空白)

a*'!"a

稀释倍数!得

到
C=BD

的活力"

$6&6F

"

血糖的检测
"

先用上述纯化的
K

+E*>H,

C=BD

融合蛋白配成检测血糖的应用液!其中!在
>"

--80

*

G

K

T'6"

的
E=%#,T$G

缓冲液中!添加终浓度

为
*--80

*

G:??

!

&]R

*

GCBD

!

*]R

*

G

抗坏血酸

氧化酶!

"6"*@

曲拉通
_,*""

!

"6*@

叠氮钠!搅拌均

匀即为
=*

试剂"在
>" --80

*

G

K

T'6"

的
E=%#,

T$G

缓冲液中!添加终浓度为
*"]R

*

GC=BD

!

&

--80

*

GEBB#

!

"6"*@

亚铁氰化钾!

*@S#?

$

"6;>@

+DE?

!

"6*@

叠氮钠!搅拌均匀即为
=&

试剂"然后

在日立
;"'"

生化分析仪上分别用本法和罗氏诊断公

司的
TP

法及
QBD

法血糖检测试剂盒检测上述
>"

例纳入研究者空腹时采集的临床血清标本中血糖的

水平"

$6'

"

统计学处理
"

用
#C##*>6"

软件进行统计分析"

)

种方法检测血糖用于诊断糖尿病的性能采用受试者

工作特征曲线(

=B$

曲线)进行分析!以
H

%

"6">

为

差异有统计学意义"

%

"

结
""

果

%6$

"

C=BD

的基因序列
"

由上海捷瑞生物工程有限

公司构建的重组质粒
K

+E*>H,C=BD

经测序可知编

码
C=BD

的基因由
*'(!

个碱基组成!表达
(&)

个氨

基酸!部分测序图见图
*

"

图
*

""

C=BD

部分测序结果

%6%

"K

+E*>H,C=BD

融合蛋白的表达
"

与空质粒和

重组质粒诱导前相比较!含有
K

+E*>H,C=BD

融合基

因的表达菌
SG&*

经
%CEQ

诱导
)O

后在相对分子质

量
('a*"

) 处有一条明显的蛋白条带"该菌经超声

离心后在沉淀中此处的条带很弱!而在上清中较浓!

且上清液经
N/

柱亲和纯化后此处的蛋白条带纯度达

!"@

以上!见图
&

"

%6&

"K

+E*>H,C=BD

融合蛋白的活性
"

在产生

T

&

B

&

的反应中!通过检测得到本批每克纯化后的冻

干粉中
C=BD

活性超过
("a*"

) 个单位"

%6'

"

)

种方法检测血糖诊断糖尿病的
=B$

曲线分析

"

通过绘制
=B$

曲线可知%

QBD

法$

C=BD

法及
TP

法检测血糖诊断糖尿病的
=B$

曲线下面积分别为

"6!!:

$

"6!!>

$

"6!!&

(均
He"6"""

)"根据约登指数

得知它们检测空腹血糖诊断糖尿病的最佳临界点分

别为
;6*(

$

;6**

$

;6"(--80

*

G

"

""

注%

F

为蛋白质相对分子质量标准带#

*

为空白质粒#

&

为重组质

粒诱导前#

)

为重组质粒诱导后#

:

为沉淀#

>

为上清#

(

为纯化的蛋白

图
&

""

重组质粒
K

+E*>H,C=BD

原核表达产物

#D#,C?Q+

的电泳分析

&

"

讨
""

论

""

C=BD

作为一种氧化还原酶型生物催化剂!在其

催化的还原反应中!吡喃醛糖等底物还原
W?D

形成

W?DT&

和
&,

酮醛糖!而在其催化的氧化反应中!氧等

电子受体接受
W?DT&

的氢产生过氧化氢!但该氧化

反应受到
K

T

值的控制!当
K

T

值小于
;6(

时易于形

成
$:

%

,

过氧化氢黄素蛋白中间体进而产生过氧化

氢&

:

'

"在其还原性底物中!葡萄糖是其最适底物!其

P-

值为
"6')

"

)6*--80

*

G

&

*

'

!且
C=BD

能同时作

用于
%

,

和
#

,D,

葡萄糖!而
QBD

和
TP

只能作用于
#

,

D,

葡萄糖!因此!

C=BD

无需加入变旋酶即可测定标

本中葡萄糖水平"除了葡萄糖外!

C=BD

还有一些其

他的还原性底物如
*

!

>,?Q

!半乳糖等"其中!

*

!

>,

?Q

能反映糖尿病患者近期(

*J

至
*

周)的血糖水平!

因此!利用
C=BD

检测葡萄糖水平可实施对糖尿病患

者血糖水平的短期监控&

>,(

'

"在其氧化性电子受体

中!氧是便宜$干净的电子受体!氧接受电子后生成的

过氧化氢!一方面!对木质纤维素的降解有着重要作

用!另一方面!人们可利用该反应制成生物传感器或

生物燃料电池&

;,*"

'

"此外!

C=BD

除了催化吡喃醛糖

$

&

位氧化!还可催化其
$)

位氧化!制备一些稀有的

糖类如塔格糖等&

**

'

"正由于该酶在临床检验$生物工

程及有机化学合成等方面的应用!近年来越来越受到

重视"

目前!

C=BD

可通过真菌类微生物如
EL.-I1I<

-Y01/7808L

提取获得!但其产量低$纯化工艺繁杂!因

此!通过基因工程大量获取高纯度的
C=BD

仍是首

选"为此!构建优良的
C=BD

生产菌株尤为重要"参

考相关文献!本研究所表达的
C=BD

由
(&)

个氨基酸

组成"其中!

*(;

号组氨酸通过
N)

与
W?D

的
$'

位

甲基共价连接!由
:>&

"

:>;

氨基酸残基构成的环是

葡萄糖等底物结合位点&

*

'

!

*((

号苏氨酸$

::'

号谷胺

酰胺$

>:>

号和
>:;

号亮氨酸及
>!)

号天冬酰胺都与

氧的反应性密切相关&

*&

'

!另外!

>!)

号天冬酰胺也与

C=BD

对底物的
$&

氧化功能有关&

*)

'

"在诱导表达

+

(;;

+
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时!通常低温能增加可溶性蛋白的表达!减少包涵体

的形成&

*:

'

"因此!本课题组直接选择
&"d

诱导表达!

#D#,C?Q+

电泳显示!

C=BD

主要以可溶性蛋白表达

为主!表达量达到
&""-

4

*

G

!这避免了蛋白以包涵体

出现而活性不佳的情况"因融合蛋白带有
(

个
T/<

标签!因此!本课题组采用
N/&f

亲和层析柱亲和纯化

蛋白!在纯化过程中!发现含
>""--80

*

G

咪唑的洗脱

液能很好地去除杂蛋白"此外!由于
W?D

是
C=BD

的辅酶!对其催化功能至关重要&

*

'

!因此!本课题组在

整个纯化和脱盐过程中均通过添加
W?D

保证其良好

的活性!收获的冻干粉中每克
C=BD

活性超过
("a

*"

) 个单位!远高于其他试剂原料商每克
*"a*"

) 个

单位!这是由于本课题组在整个生产过程中实验条件

得到了很好的优化"用此高活性蛋白配制的应用液

和
QBD

法及
TP

法血糖检测试剂盒检测血糖!其

=B$

曲线下的面积均大于
"6!!

!根据约登指数得到

的诊断糖尿病的空腹血糖的临界值均与
[EB

确诊

糖尿病的空腹血糖值
;6"--80

*

G

相接近!这表明本

法与
QBD

法和
TP

法一样!在检测血糖诊断糖尿病

方面具有很好的诊断效能!可用于血糖的检测"同

时!也说明该融合蛋白带有的
T/<

标签并未影响其功

能&

*>

'

"后期该菌株经
*""

升发酵罐放大培养得到约

*:

克活性蛋白!故可批量生产以满足试剂厂商原料要

求"

'

"

结
""

论

""

本研究生产的
K

+E*>H,C=BD

融合蛋白可溶$纯

度优$活性强$产量高"该法测定血糖诊断糖尿病时!

与
QBD

法和
TP

法一样!具有很高的准确性!可用于

血糖的检测"在此研究之上可进一步优化条件使之

应用于临床标本中
*

!

>,?Q

的检测"
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