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摘要　无细胞蛋白表达系统由于能够有效表达膜蛋白等有毒性蛋白，因此近二十年受到了关注，
其蛋白表达产率有了显著的提高。细胞抽提物活性的高低是无细胞蛋白表达系统高效运行的关

键，若找到简单易行的活性评估方法，将大大降低成本及时间。葡萄糖６磷酸脱氢酶 （ｇｌｕｃｏｓｅ６
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，Ｇ６ＰＤＨ）是糖代谢的戊糖磷酸途径中的关键调控酶，该酶可以被用来
评估细胞抽提物的活性。以Ｇ６ＰＤＨ的活性为指标对无细胞蛋白表达系统中的抽提物活性进行
评价，并利用Ｇ６ＰＤＨ活性评价体系对机械破碎、高压破碎以及超声破碎三种破碎方法进行了比
较，得出了三种破碎方法的最佳破碎条件。机械破碎最佳破碎条件是５０００ｒ／ｍｉｎ，用直径０．１ｍｍ
玻璃珠，破碎６次；高压破碎的最佳破碎压力为１３００ｂａｒ；超声破碎最佳破碎条件是功率强度为总
功率的６０％，破碎３０次。酶活性测定结果显示机械破碎和超声破碎得到的抽提物活性比高压破
碎得到的抽提物活性略高。

关键词　无细胞蛋白表达系统　Ｇ６ＰＤＨ　破碎方法　抽提物活性
中图分类号　Ｑ８１６

收稿日期：２０１００９０２　　修回日期：２０１０１０２１
教育部科学技术重点资助项目（ＤＣ１００２０１０１）
通讯作者，电子信箱：ｍｉｋｙｅｋｅｎ＠ｄｌｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；ｆｓｄ＠ｄｌｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　无细胞蛋白表达系统是一种以外源ｍＲＮＡ或ＤＮＡ
为模板，在细胞抽提物的酶系中补充底物，能量以及其

它辅助因子来合成蛋白质的体外蛋白表达系统。早在

２０世纪６０年代，Ｎｉｒｅｎｂｅｒｇ等［１］就利用大肠杆菌无细胞

系统来分析遗传密码，研究 ｍＲＮＡ是如何翻译成有活
性的蛋白质。随着基因组学、蛋白质组学以及代谢组

学时代的到来，无细胞蛋白表达系统凭借其优点在近

二十年受到了研究者的广泛关注。与传统的活体表达

蛋白相比，无细胞蛋白合成系统具有以下优点：（１）由
于无细胞蛋白合成系统并不是在细胞中合成蛋白，因

此在表达膜蛋白以及细胞毒性蛋白方面有明显优势；

（２）可以直接以质粒或 ＰＣＲ产物为模板来表达蛋白
质；（３）无细胞蛋白合成系统还能够表达含有非天然氨
基酸的蛋白；（４）操作者可以直接对无细胞蛋白表达系
统进行控制；（５）可以同时表达多种蛋白，进行蛋白筛

选，等等。

　　正是由于无细胞蛋白合成系统具有体内表达无可

比拟的优点，在近二十年来，无细胞蛋白合成技术发展

的非常迅速。通常细胞抽提物的制备步骤包括多次的

离心及透析等步骤［２］，耗时较长，因此能否制备高质量

的细胞抽提物成为制约无细胞表达能否顺利进行的关

键因素。Ｊａｍｅｓ等［３］考察了离心及透析次数对细胞抽

提物的影响，结果表明经过步骤简化后得到的抽提物

的蛋白表达产率并未受到明显影响。同时，Ｋｉｍ等［４］

也对细胞抽提物的制备过程进行了优化，结果显示菌

体细胞破碎后经过１２０００ｇ离心１０分钟得到的抽提物

同样能够满足体外蛋白表达的要求。

　　虽然无细胞蛋白合成技术在近年来有很大进展，

但是大部分的研究主要集中于如何提高蛋白合成的产

率［５７］，延长反应时间［８９］以及如何降低实验成本［１０］等

方面，并没有一种方法能够对获得的抽提物的活性进

行直接评估。抽提物的活性高低直接与蛋白产率相
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关，如果能够在进行无细胞蛋白表达之前对抽提物活

性进行评估，不仅能够避免时间和药品资源的浪费，也

能够帮助科研人员及时找出影响蛋白表达的因素。葡

萄糖６磷酸脱氢酶（ｇｌｕｃｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈ·ｒｏｇｅｎａｓｅ，
Ｇ６ＰＤＨ）是糖代谢的戊糖磷酸途径中的一种重要的酶，
戊糖磷酸途径是微生物中普遍存在的一条糖的分解代谢

途径。Ｇ６ＰＤＨ活性的大小通常被用来指示细胞破坏程
度及胞内物的活性［１１］。通过测量抽提物中葡萄糖６磷
酸脱氢酶活性来评估抽提物活性，对机械破碎、高压破碎

以及超声破碎三种方法进行了比较研究。

１　材料与方法

１．１　菌株与试剂
　　ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１ｃｏｄｏｎｐｌｕｓＲＩＬ菌株由本实验
室保存。蛋白胨，酵母粉，氯化钠，Ｔｒｉｓｂａｓｅ，乙酸镁，乙
酸钾，氯化镁，ＤＴＴ，２巯基乙醇，氯化镁，葡萄糖６磷
酸，ＮＡＤ，ＤＥＰＣ等试剂均购自上海生工，马来酰亚胺购
自Ｓｉｇｍａ公司。
　　２×ＹＴ培养基：蛋白胨１６ｇ，酵母提取物１０ｇ，氯化

钠５ｇ，溶于０．９Ｌ水，调ｐＨ至８．０，定容至１Ｌ，１２１℃，高
压灭菌１５ｍｉｎ。
　　Ｓ３０Ａ缓冲液：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓａｃｅｔａｔｅ（ｐＨ８．２），
１４ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸镁，０．６ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钾，１ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏
糖醇。

　　Ｓ３０Ｂ缓冲液：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓａｃｅｔａｔｅ（ｐＨ８．２），
１４ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸镁，０．６ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钾，１ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏
糖醇，０．５ｍｌ／Ｌ２巯基乙醇。
１．２　方　法

１．２．１　大肠杆菌生长曲线的测定　挑取 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
ｃｏｄｏｎｐｌｕｓＲＩＬ单菌落接入含有氯霉素的 ２×ＹＴ培养
基中，过夜培养。次日按照１％的接种量接到同样含有
氯霉素的２×ＹＴ培养基中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养，每隔
１ｈ取样，测量菌液的ＯＤ６００，以水为参照。
１．２．２　机械破碎　在培养３ｈ后收集细菌，得到的菌
体用Ｓ３０Ａ缓冲液重复洗涤３次，最后每克菌体重悬于
１．２７ｍｌＳ３０Ｂ缓冲液中，进行破碎。破碎液在４℃条件
下１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，取上清。然后在３７℃下温
育１ｈ，最后在４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清。
　　在制备大肠杆菌抽提物时，一般较少采用机械破
碎方法，以Ｋｉｇａｗａ等［２］的破碎方法为参考，主要考察玻

璃珠直径、转速以及破碎次数等因素对破碎效果的影

响。为了考察各因素对破碎程度以及破碎抽提物酶活

性的影响，实验使用机械破碎仪（ＭｉｃｒｏＳｍａｓｈＭＳ１００，

ＴＯＭＹ，Ｊａｐａｎ），对影响破碎的各种破碎因素进行了正

交优化，正交实验的各因素及水平见表１，采用三因素

四水平正交表进行正交实验，正交实验安排表见表２。
表１　机械破碎正交实验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｅｃｈａｎｉｃａｌｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｆａｃｔｏｒ

　　 因素

水平

Ａ
转速（ｒ／ｍｉｎ）

Ｂ
次数

Ｃ
直径（ｍｍ）

１ ２０００ ３ ０．１
２ ３０００ ４ ０．５
３ ４０００ ５ ０．１
４ ５０００ ６ ０．５

表２　机械破碎正交实验表

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｃａｌｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔａｂｌｅ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ

１ １ １ １
２ １ ２ ２
３ １ ３ ３
４ １ ４ ４
５ ２ １ ２
６ ２ ２ １
７ ２ ３ ４
８ ２ ４ ３
９ ３ １ ３
１０ ３ ２ ４
１１ ３ ３ １
１２ ３ ４ ２
１３ ４ １ ４
１４ ４ ２ ３
１５ ４ ３ ２
１６ ４ ４ １

１．２．３　高压破碎　在使用高压细胞破碎仪（ＪＮ３０００

ＰＬＵＳ，广州聚能生物有限公司）前，用 ＤＥＰＣ水清洗仪

器，同时预冷仪器。菌体破碎前处理和破碎后处理与

机械破碎法相同。考察不同压力下菌体的破碎程度，

破碎压力分别为：１０００ｂａｒ、１１００ｂａｒ、１２００ｂａｒ、１３００

ｂａｒ、１４００ｂａｒ。每个压力下破碎进行３次。

１．２．４　超声破碎　实验所用超声破碎仪（ＶＣＸ１３０，

ｓｏｎｉｃｓ，ＵＳＡ）功率为１３０Ｗ，在功率强度为６０％，８０％，

１００％进行破碎，每个强度分别进行１０次，２０次，３０次

破碎，单次破碎１０秒，冰浴３０秒。破碎操作在冰盒中

进行。

１．２．５　Ｇ６ＰＤＨ活性测定　１．５ｍｌ的Ｇ６ＰＤＨ酶活性测

定体系为：０．３８ｍｍｏｌ／Ｌｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

（ＮＡＤ），３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖６磷酸，６．３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，

７４
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５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液，５ｍｍｏｌ／Ｌ马来酰亚胺，１００μｌ大

肠杆菌细胞抽提物。通过测量酶反应 １ｈ前、后，由

ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＮＡＤＰ）的减

少所引起的反应体系在３４０ｎｍ处吸光度的增加来表示

Ｇ６ＰＤＨ的活性。酶活性＝１００△ＯＤ３４０×１．５×１０／０．１ｅｄ

（Ｕ／ｍｌ），每小时生成０．０１ｍｇ的ＮＡＤＰＨ为一个酶活力单

位，其中ｅ为质量吸光系数，７．４６ｍｌ／（ｍｇ·ｃｍ），ｄ为比色

杯光径，１ｃｍ。

２　结果与分析

２．１　Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｃｏｄｏｎｐｌｕｓＲＩＬ生长曲线

　　Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｃｏｄｏｎｐｌｕｓＲＩＬ在接种０～１ｈ内菌体

生长较缓慢，处于延滞期，接种２ｈ后细菌进入对数生

长期，到４ｈ后，菌液的ＯＤ６００变化不显著，菌体生长基本

进入稳定期。在接种后２～４ｈ时间内，细菌快速分裂，

代谢旺盛，在此时间段收集菌体得到的抽提物能够有

较高的活性。根据初步实验，确定接种后３ｈ收集的菌

体活性最高。考虑到实际培养时存在的差异，在控制

时间的同时也检测ＯＤ６００的值，选择ＯＤ６００在１．０时收集

菌体。

２．２　机械破碎对抽提物中Ｇ６ＰＤＨ活性的影响

　　机械破碎是将经过处理的细小玻璃珠加入到待破

碎的菌液中，在高速旋转和上下震动过程中，玻璃珠与

菌体细胞产生激烈碰撞，从而达到破碎的目的。由于

剧烈碰撞会产生大量的热量，因此机械破碎不能持续

进行，要及时的将产生的热量散发出去。通常情况下，

影响机械破碎的因素主要有转速、玻璃珠直径和破碎

次数。绘制机械破碎正交实验得到的细胞抽提物活性

的柱形图（图１）。

图１　机械破碎正交实验得到的抽提物中

Ｇ６ＰＤＨ的活性

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＧ６ＰＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｎｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｃｒｕｓｈｉｎｇｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

　　对机械正交破碎得到的抽提物的酶活性测定结果做

极差分析，可以得出机械破碎各因素影响抽提物酶活性

的次序分别为：转速＞玻璃珠直径＞破碎次数。对于同

一批待破碎样品，获得最佳抽提物活性的破碎条件是转

速５０００ｒ／ｍｉｎ，玻璃珠直径０．１ｍｍ，破碎６次。由图１还

可以看出，利用机械破碎制备抽提物的转速不应低于３

０００ｒ／ｍｉｎ，低于３０００ｒ／ｍｉｎ时抽提物的活性明显降低。

由于５０００ｒ／ｍｉｎ已经是机械破碎较高的转速，更高转速

有可能破坏蛋白的高级结构，使得酶活性降低，因此并未

做转速超过５０００ｒ／ｍｉｎ条件下的破碎实验。

２．３　高压破碎对抽提物中Ｇ６ＰＤＨ活性的影响

　　高压破碎是在利用超高压能量使样品通过狭缝瞬

间释放，在剪切效应、空穴效应、碰撞效应的作用下使

细胞破碎，使物质均质、分散、乳化、颗粒纳米化。破碎

全过程在４℃循环水浴中进行，保持原有物质的活性。

压力是影响破碎结果的主要因素，测定不同压力下得

到的抽提物中Ｇ６ＰＤＨ活性（图２）。

图２　不同压力下制得抽提物中Ｇ６ＰＤＨ的活性

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧ６ＰＤＨｉｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅ

　　由图２可以看出，在１０００ｂａｒ压力下得到的抽提物
活性仅相当于１１００ｂａｒ压力下得到的抽提物活性的一
半，说明当破碎压力低于１１００ｂａｒ时，得到的抽提物的
活性很低，要获得具有较高活性的抽提物，破碎压力至

少应为１１００ｂａｒ。当破碎压力为１３００ｂａｒ时得到的抽
提物活性最高，继续提高破碎压力，得到的抽提物的活

性反而降低。原因有可能是高压气流使得蛋白质的高

级结构发生了变化，部分蛋白失去活性，使得１４００ｂａｒ
压力下的抽提物活性比１３００ｂａｒ下的抽提物活性低。
２．４　超声破碎对抽提物中Ｇ６ＰＤＨ活性影响
　　超声破碎就将电能通过换能器转换为声能，这种
能量通过液体介质变成一个个密集的小气泡，小气泡

迅速炸裂，产生巨大能量，从而起到破碎细胞的作用。

影响破碎效果的因素主要有破碎时的功率强度及破碎

次数。绘制不同功率强度下不同破碎次数得到的抽提

物的活性图（图３）。

８４
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图３　超声破碎制得的抽提物中Ｇ６ＰＤＨ的活性

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＧ６ＰＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｔｂｙｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ
１～３：１３０ｗ×６０％，１０，２０，３０ｔｉｍｅｓ；４～６：１３０ｗ×８０％，

１０，２０，３０ｔｉｍｅｓ；７～９：１３０ｗ×１００％，１０，２０，３０ｔｉｍｅｓ

　　由图３可以看出，１～６号实验得到的抽提物的酶

活性要显著高于７、８、９号实验，说明用１００％功率来破

碎细胞时，有可能功率过大，使得酶受到破坏，活性受

到影响。功率强度为６０％和８０％时，得到的抽提物的

活性并没有很大差别，而且在这两个功率水平，破碎次

数对抽提物活性并没有很大影响。与机械破碎和高压

破碎相比，超声破碎得到的细胞抽提物的活性大小并

没有呈现较明显的规律性。

３　讨　论

　　近年来无细胞蛋白合成系统凭借其优势得到了迅

速的发展，但是尚未发现关于评估抽提物活性的报道。

通过测量抽提物中的Ｇ６ＰＤＨ活性来评价细胞抽提物

活性，比较了机械破碎、高压破碎以及超声破碎三种破

碎方法得到的细胞抽提物的活性大小，得到了三种破

碎方法的最适宜破碎条件。利用这种方法在进行无细

胞表达蛋白之前对抽提物的活性进行评估，及时选择

活性较高的抽提物进行后续实验，为无细胞蛋白表达

系统提供了一个对抽提物活性进行测定的平台。

　　大部分文献都是采用高压破碎法对菌体进行破碎

来制备抽提物，但是通过对机械破碎、高压破碎和超声

破碎三种破碎方法进行活性评估，发现机械破碎和超

声破碎得到的抽提物的活性要比高压破碎得到的抽提

物活性略微高一些。当在实验室制备少量的细胞抽提

物（＜５ｍｌ）时，机械破碎是最适宜的方法，能够得到活

性较高的抽提物。但是当需要大量的制备细胞抽提物

（＞５ｍｌ）时，复杂实验操作限制了机械破碎的使用，超

声破碎和高压破碎的优点便显现出来。可能机械破碎

的实验复杂程度和超声破碎的不稳定性影响了这两种

破碎方法的使用。
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广 告 索 引

　　上海伯豪生物技术有限公司（封面），颇尔过滤器（北京）有限公司（封二），爱普拜斯应用生物系统贸易（上海）有限公

司（彩１），上海日泰医药设备工程有限公司（彩２），广州市艾贝泰制药设备科技有限公司（彩３），上海森松制药设备工程有

限公司（彩４），３Ｍ中国有限公司（彩５），镇江东方生物工程设备公司（彩６－７），中国农业展望论坛（彩８），上海开放生物科

技有限公司（彩９），宝生物工程（大连）有限公司（彩１０），Ｗａｔｅｒｓ（中彩１），上海国强生化装备工程有限公司（中彩２－３），第

九届中国国际科学仪器展及实验室装备展览会（中彩４），ＧＥｉｍａｇｉｎａｔｉｏｎａｔｗｏｒｋ（封三），纽英伦生物技术（北京）有限公司

（封底）。
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