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2种重组真核蛋氨酸酶原核体系表达及活性比较

田腊梅，任小丽，胡振良，曾红静，田长富

（昆明医科大学生物医学工程研究中心基因与蛋白质工程研究室，云南昆明 650500）

［摘要］目的 构建 2种真核 L-蛋氨酸γ-裂解酶（MGL1 MGL2）的高效原核表达载体，诱导表达及纯化，

比较活性差异．方法 通过分子克隆技术构建 2种重组表达质粒 pGEX-4T-1- MGL1，pGEX-4T-1- MGL2；重组

质粒转化感受态大肠杆菌 Dh5α，诱导表达纯化蛋氨酸酶．结果 构建了高效表达载体 pGEX-4T-1- MGL1，

pGEX-4T-1- MGL2；pGEX-4T-1- MGL1表达的酶纯度为 82.5%，活性为 0.505 2 IU/mg，pGEX-4T-1- MGL2表达

的酶纯度为 81.4%，活性为 0.305 2 IU/mg．结论 pGEX-4T-1- MGL1，pGEX-4T-1- MGL2 都能表达蛋氨酸酶；

pGEX-4T-1- MGL1表达的蛋氨酸酶纯度比较高，酶活性比较高.
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［Abstract］ Objective To construct two highly efficient prokaryotic expression vectors of eukaryotic

L-methionine γ-lyase genes（MGL1 MGL2）， induce their expression，purify，and compare their activities．
Methods Two types of recombinant plasmids pGEX-4T-1- MGL1 and pGEX-4T-1- MGL2 were established by

molecular cloning technique．Then the recombinant plasmids were transformed into E．coli Dh5ct to induce

expression. Results Two types of highly efficient recombinant expression plasmids pGEX-4T-1- MGL1 and

pGEX-4T-1- MGL2 were constructed successfully．Purity of metase of pGEX-4T-1- MGL1 was 82.5%，activity

was 0.5052 IU/mg．Purity of metase of pGEX-4T-1- MGL2 was 81.4% ， activity was 0.3052 IU/mg．

Conclusion PGEX-4 T-1-MGL1 and pGEX-4 T-1-MGL2 can express L-methionine γ-lyase， and

L-methionineγ-lyase of PGEX-4 T-1-MGL1 is purer and more active.
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蛋氨酸是人体必须氨基酸之一，是细胞生长、

蛋白合成的必须成分．近年来细胞实验、动物实

验及临床 I期试验均证实：蛋氨酸消除可以强烈抑

制多种肿瘤细胞的生长诱发其凋亡，而对正常细胞

生长及机体功能无明显影响 [1-3]．已有报道证实：

血液中引入 L-蛋氨酸γ-裂解酶可降低蛋氨酸浓

度水平，抑制肿瘤细胞的生长，其效果优于传统

的饥饿疗法而且没有明显的毒副作用，细胞实验已

经证明 L-蛋氨酸γ-裂解酶对 21种肿瘤细胞的

IC50比正常细胞的低一个数量级[4]．

与其他药物合用具有协同作用，有望成为新一

代的抗肿瘤药物[5，6]．本研究在 MGL1、MGL2基因

克隆的基础上 [7]，通过分子克隆技术构建 2 种

pGEX-4T-1- MGL1，pGEX-4T-1- MGL2高效原核
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表达体系，经异丙基 -β-D硫代半乳糖苷（IPTG）

诱导，表达条件进行优化，及对蛋氨酸酶纯化．对

比哪个基因表达更优，实现蛋氨酸酶的原核高效表

达．作为肿瘤饥饿疗法的代表性药物，对蛋氨酸酶

的深入研究必将推动该类产物的研究，具有重要的

理论意义和重大的社会价值．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 酶和试剂 EcoRI、BamHI等限制性

内切酶．TaqDNA 聚合酶均为宝生物公司产品．

T4－DNA 连接酶，质粒 DNA 快速提取试剂盒，

DNA 凝胶回收试剂盒均购自 Promega公司．低相

对分子量标准蛋白，考马斯亮蓝 R-250，TEMED，

3-甲基 -2-苯并噻唑酮腙，L-蛋氨酸均购自上海

Solarbio公司，5'-磷酸吡哆醛购自 Sigma公司．

1.1.2 菌株和质粒 质粒 pMDl9 一 T．感受态大

肠杆菌 DH5α均购自大连宝生物公司．表达质粒

pGEX4T-1由香港中文大学孔祥後教授惠赠．克隆

在 pMD19-T中的基因 MGL1、MGL2为本实验室先

前克隆得到[7]．

1.1.3 主要仪器 PCR仪，杭州博日科技有限公

司，型号 TC-XP-G．凝胶成像系统，美国
BioRAD，型号 Universal Hood II．微量核酸蛋白定

量仪，美国 Nano Drop ND 一 1000UV／Vis．超声

波组织粉碎仪，美国 SONIC VCXl30．

1.2 方法

1.2.1 高效重组表达子的构建 MGL1 长度为

1 191 bp，MGL2长度为 1 197 bp，2者表达的蛋白

氨基酸的同源性为 69%．为了得到与表达载体相

匹配的酶切位点设计相应的引物：（1） MGL1的

引物设计根据 MGL1基因编码序列（从起始密码

ATG到终止密码 TAA）自行设计引物，上游引物

5' 端引入 BamHI 酶切位点，下游引物 5' 端引入

EcoRI酶切位点．引物序列如下：上游为：5'TCG

GAT CCA TGT CTC ACG AGA GAA TG 3'，下游引

物为： 5'CCG GAA TTC TTA TAA AAG AGC GTC

AAGG 3'，均由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成；（2） MGL2的引物设计 根据 MGL2基因

编码序列（从起始密码 ATG到终止密码 TAA）自
行设计引物，上游引物 5' 端引入 BamHI 酶切位

点，下游引物 5'端引入 XhoI酶切位点．引物序列

如下：上游为： 5'TTG GAT CCA TGA GTG GCC

ACG CT 3'，下游引物为： 5'CGGCTC GAG TTA

GAG GAC TAA GTC GAG AG 3'，均由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成； （3） MGL1、

MGL2 亚克隆的构建及鉴定 分别以携带 MGL1、

MGL2 基 因 序 列 的 pMD19-T-MGL1 和

pMD19-T-MGL2 质粒为模板 PCR 扩增目的段

（BamHI-MGL1-EcoRI 和 BamHI-MGL2-XhoI）．

pMD19-T-MGL1-1PCR 反应条件：94 ℃预变性 4

min，94℃变性 45 s．60℃退火 45 s，72℃延伸 1

min，进行 30个循环，最后 72℃延伸 5 min．反应

结束后取产物于 1.0％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像

仪下观察并记录结果．pMD19-T- MGL2-2PCR反

应条件：94℃预变性 4 min，94℃变性 30 s．55℃

退火 l min，72℃延伸 1.5 min，进行 30个循环，

最后 72℃延伸 4 min．反应结束后取产物于 1.0％

琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪下观察并记录结果；

（4） 高效原核表达重组子 pGEX-4T-1-MGL1 和

pGEX -4T-1- MGL2 的构建及鉴定 用 BamHI，

EcoRI大量双酶切 pMDl9-T-MGL1，胶回收目的片

段（BamHI- MGL1-EcoRI），再与经同样酶双酶切

并进行胶回收的高效原核表达载体 pGEX-4T-1的

长片段．以摩尔数比为 3:l的比例，在 T4-DNA连

接酶作用下混合连接，构建原核表达重组子

pGEX-4T-1-MGL1．连接产物转化感受态大肠杆

菌 DH5α，涂布于含氨苄抗性的琼脂平板上，选

择阳性以相应引物进行 PCR鉴定，条件参考 1.2.1.

（3） BamHI，EcoRI双酶切鉴定．阳性克隆送上海

生工生测序．相似的方法构建和鉴定 pGEX

-4T-1- MGL2，酶换 BamHI和 XhoI．

1.2.2 pGEX-4T-1- MGL1， pGEX-4T-1 －
MGL2 的诱导表达 将测序正确的含重组子

pGEX-4T-1-MGL1 和 pGEX-4T-1- MGL2 质粒的

大肠杆菌 DH5α 分别接种到含氨苄青霉素的 LB
培养基中，条件经优化，37℃振荡培养至 0D＝2

左右，加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，诱导 8

h．以未经诱导作为阴性对照．

1.2.3 超声破碎菌体 取 50 mL 诱导好的菌离心

收集沉淀．加入 10 mL的 PB液充分混匀菌液超声

破碎，功率 200 W，超 6 s，停 6 s，超声 120个循

环，离心（10 000 r/min，30 min）分别收集上清和

沉淀.

1.2.4 对破碎后上清中的酶进行纯化 用上海生

工的 GST Resin 1 mL（预装重力柱） 纯化目的蛋

白，步骤如下：用 10倍柱体积的预冷 PB 缓冲液

洗 GST树脂；3 mL蛋白酶液过柱，再重复 1次；

以 20倍柱体积的 PB缓冲液冲洗；用 10倍柱体积

的洗脱 buffer洗脱收集目的蛋白．

1.2.5 蛋氨酸酶活性测定 参照文献方法[8-12]，用
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微量核酸蛋白定量仪 DN-1000 在最大吸收波长

λ max = 315 nm处测定α-酮丁酸的吸光度值．

1.3 统计学处理

数据采用 SPSS统计软件包进行统计分析，样

本用 检验.

2 结果

2.1 重组表达载体 pGEX-4T-1- MGL1的鉴定
通过 PCR 鉴定，从重组表达载体上扩增出

1 191 bp目的条带；双酶切结果显示得到一条目的

条带和 1条线性 pGEX-4T载体条带．以上结果说

明目的基因已与表达载体实现重组．实验结果见

图 1．

图 1 重组表达载体 pGEX-4T-1- MGL1的鉴定
Fig. 1 The identification of recombinant expression

vector pGEX-4T-1- MGL1
M1： lkb DNA Ladder； Lanel： PCR 扩增产 （BamHI -
MGL1-EcoRI 1 191 bp）；Lane2：pGEX-4T-1 原始质粒；
Lane3：BamHI，EcoRI双酶切 pGEX-4T-1- MGL1（载体
为 4 571 bp 目的片段为 1 191 bp）；Lane4：BamHI单酶
切 pGEX-4T-1- MGL1（5 771 bp）；Lane5：EcoRI 单酶
切 pGEX-4T-1- MGL1（5 771 bp）；Lane6：BamHI单酶
切 pGEX-4T-1（4 580 bp）.

2.2 重组表达载体 pGEX-4T-1- MGL2的鉴定

通过 PCR 鉴定，从重组表达载体上扩增出 1

197 bp目的条带；双酶切结果显示得到一条目的

条带和一条空线性 pGEX-4T载体条带．以上结果

说明目的基因已与表达载体实现重组．实验结果

见图 2.

2.3 重组 pGEX-4T-1- MGL1，pGEX-4T-1-
MGL2的表达，表达量的比较及初步纯化

pGEX-4T-1- MGL1，pGEX-4T-1- MGL2表达

的都是融合蛋白，pGEX-4T-1- MGL1表达的蛋白

长度为 67 KD ［41 kD（蛋氨酸酶） +26 kD

（GST）］ ．pGEX-4T-1- MGL2 表达蛋白长度为

68.6 kD［42.6 kD（蛋氨酸酶） +26 kD（GST）］．

实验结果见图 3、图 4及表 1.

2.4 纯化目的蛋白酶活性单位的测定

重组子 pGEX-4T-1- MGL1目的蛋白酶单位为

0.505 2 IU/mg，重组子 pGEX-4T-1- MGL2目的蛋

白酶单位为 0.305 2 IU/mg ［标准品为 sigama（编号

为 M2570-1VL 0.2 IU/mg） 的蛋氨酸 γ- 裂解

酶］．

图 2 重组表达载体 pGEX-4T-1- MGL2的鉴定
Fig. 2 The identification of recombinant expression

vector pGEX-4T-1- MGL2
M1： lkb DNA Ladder； Lanel： PCR 扩增产 （BamHI -
MGL2-EcoRI 1 197 bp）；Lane2：pGEX-4T-1 原始质粒
Lane3：BamHI，XhoI 双酶切 pGEX-4T-1- MGL2（载体
为 4 556 bp目的片段为 1 197 bp）；Lane4：BamHI，单酶
切 pGEX-4T-1- MGL1（5 777 bp）；Lane5：XhoI单酶切
pGEX-4T-1- MGL2（5 777 bp）；Lane6：BamHI 单酶切
pGEX-4T-1（4 580 bp）.

图 3 重组 pGEX-4T-1- MGL1的表达分析
Fig. 3 The expression of recombinant pGEX-4T-1-

MGL1
Lane1：Protein marker；Lane2：未诱导的 DH5α；Lane3:
诱导 6 h；Lane4:破碎后的上清；Lane5:破碎后的沉淀；
Lane6:上清过柱回收.

图 4 pGEX-4T-1- MGL2的表达

Fig. 4 pGEX-4 T-1-MGL2 expression

Lane1：Protein marker；Lane2：未诱导的 DH5α；Lane3:

诱导 6 h；Lane4:破碎后的上清；Lane5:破碎后的沉淀；

Lane6:上清过柱回收.



3 讨论

本实验所选的 2种真核 L-蛋氨酸γ-裂解酶

（MGL1 MGL2）基因是表达阴道毛滴虫的 2种同工

酶．2种酶的单位亚基在空间和功能上可分为 3个

不同区域．（1） N-端延伸区域；（2） PLP结合

区域；（3） C-端区域．2个单体亚基可以聚合成

有活性的二聚体，2个二聚体对称结合在一起形成

同型四亚基聚合体酶，四聚体的形成不仅可以增

加酶的稳定性，便于酶与 PLP结合，还可以形成 4

个活性位点．两者氨基酸序列有 69%的同源性.

MGL1和 MGL2所含氨基酸个数不同，通过空间结

构比较发现，在结构域划分和亚基组合上相似，

并且在 PLP 结合域和 C-端区域具有很高的同源
性，N-端区域的同源性低．N-端区域在 MGL活

性酶体的形成及底物的识别发挥重要作用，MGL1

MGL2 N-端区域的变化对酶在活性剂底物特异性

差异方面产生影响[13，14]．空间结构的获得有助于加

深对酶结构性质的了解，有助于了解 MGL1、

MGL2酶活性不同的机制．
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