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凡纳滨对虾 DNa seⅠ基因的克隆及原核表达
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摘要 :利用 RT2PCR和 RACE技术 ,从凡纳滨对虾 (L itopenaeus vannam ei)肝胰腺中克隆了 DNaseⅠ基因的

全长 cDNA序列。该序列全长 1 614 bp,包含 1 209 bp的开放阅读框 ,编码一个含 403个氨基酸的蛋白 ;

5′非翻译区为 116 bp, 3′非翻译区为 289 bp。实时定量 PCR分析结果表明 , DNase Ⅰ基因在肝胰腺的表

达量是其他器官表达量的 16～162倍 ,表明凡纳滨对虾 DNaseⅠ基因属于胰腺型表达。本研究还利用酶

切重组构建原核表达载体 ,并在大肠杆菌 ( Escherich ia coli)中成功表达出了有活性的重组 DNaseⅠ蛋白。
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Abstract: The comp lete cDNA sequence of DNaseⅠwas isolated from L itopenaeus vannam ei hepatopancreas by

RT2PCR and RACE. The full length cDNA of DNaseⅠ was 1 614 bp, consisting of a 5′2noncoding region of

116 bp, a 3′2noncoding region of 289 bp, and an open reading frame of 1 209 bp encoding a polypep tide of 403

am ino acids. Real time quantitative PCR analysis revealed that the exp ression level of DNaseⅠ gene of L.

vannam ei in hepatopancreas was 16 - 162 folds higher than that in other 5 selected organs and DNaseⅠ gene of

L. vannam ei belonged to hepatopancreas type. Furthermore, a DNaseⅠ p rotein exp ression system based on

Escherich ia coli was constructed and functional recombinant DNaseⅠ p rotein was obtained successfully.
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　　脱氧核糖核酸酶Ⅰ ( EC 31112111 deoxyri2
bonuclease Ⅰ, DNaseⅠ) 是 1905年在牛 (B os

taurus)胰腺中发现的一种特异性 DNA水解酶。

它在 Ca
2+和 Mg

2+等二价金属离子存在的条件

下水解双链或单链 DNA生成 5′磷酸末端和 3′

羟基末端。

近年来研究发现 , DNaseⅠ除了参与体内

DNA的水解代谢外 ,还参与细胞的凋亡 ,把

DNA降解产生 DNA ladder[ 1 ] ,同时也能与细胞

表面受体 (Ci2MPR)结合 ,作为转录因子调节与

细胞凋亡有关的 Fas基因的表达 [ 2 ]。DNaseⅠ

还参与细胞坏死过程中染色质的降解 [ 3 ]。近
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年来 DNaseⅠ在临床中的应用和研究越来越广

泛 , DNaseⅠ作为急性心肌缺血早期标志物 ,比

肌钙蛋白、心肌型肌酶激酶同工酶等其他标志

物灵敏度好且特异性高 [ 4 ] ; DNaseⅠ与系统性

红斑狼疮 ( system ic lupus erythematosus, SLE)的

关系也是研究的重要方向 ,有研究认为这一病

症与体内 DNaseⅠ活性或含量降低 ,不能及时

清除过多的核蛋白复合物 ,使自身抗原滞留诱

导产生自身抗体有关 [ 5 ]。

人类 ( Hom o sapiens ) DNaseⅠ和牛胰腺

DNaseⅠ早在 20世纪 80、90年代就已经研究得

比较清楚 [ 6 ]
,有趣的是 ,蓝藻 [ 7 ]、细菌 [ 8 ]、真菌

核酸酶及线粒体核酸酶 [ 9 ]也有与牛肝胰腺

DNaseⅠ类似的水解双链或单链 DNA生成 5′磷

酸末端和 3′羟基末端的活性 ,但氨基酸序列与

牛等脊椎动物特有的一类 DNaseⅠ没有明显的

相似性 [ 10 - 13 ]。为了探讨与人类和牛 DNaseⅠ

相似蛋白在进化距离较远的物种中 ,其结构特

性及分子结构的演化 ,本实验室在多年研究甲

壳动物基因结构和功能的基础上 ,选择与人类

和牛进化关系较远的节肢动物凡纳滨对虾

(L itopenaeus vannam ei)为研究对象 ,克隆其

DNaseⅠ基因 ,并与已知的 DNaseⅠ在 mRNA和

氨基酸水平进行序列比较 ,初步分析了 DNase

Ⅰ在演化过程中分子结构与功能的关系。本研

究还初步获得了在大肠杆菌 ( Escherich ia coli)

表达且有活性的重组蛋白 ,并分析了其活性和

功能 ,为后续进一步分析凡纳滨对虾 DNaseⅠ

的空间结构和功能基团 ,探讨其在凡纳滨对虾

生长发育过程中的作用 ,进而将其开发成为一

个生物工程研究的工具酶或药物打下基础。

1　材料与方法

111　材料　凡纳滨对虾 (体长 12～15 cm )购

自厦门市集美农贸市场 ; DH5a菌株为实验室

自备 ; pET32a表达质粒和 BL21 (DE3)表达菌

株为厦门大学生命科学院王重刚教授惠赠。

RNA提取试剂 RDP参照文献 [ 14 ]由实验室

自行配制 ; M 2MLV逆转录酶购自 Promega公

司 ;质粒提取和琼脂糖凝胶回收试剂盒购自上

海捷瑞生物公司 ; pMD182T载体连接试剂盒购
自宝生物 (大连 )公司 ; SYBR Green Realtime

PCR MasterM ix试剂购自 TOYOBO公司 ; B am H

Ⅰ内切酶、H ind Ⅲ内切酶和 T4 DNA连接酶购

自 MB I公司 ; DNA Marker购自天根生化公司 ;

单链 M13噬菌体 (M13mp18)购自上海华美生

物公司。

112　方法

11211　RACE引物设计　根据文献 [ 15 ]报道的

日本囊对虾 (M a rsupenaeus japon icus) DNaseⅠ核

苷酸序列 ( GenBank序列号 : CAB55635 ) ,用

Primer 510软件设计引物 ,由上海捷瑞生物公

司合成 ,同时根据 Clontech公司的 SMART
TM

RACE试剂盒手册合成 SMART Ⅱ、UMP、NUP、

5′CDS、3′CDS通用引物。特异引物序列如下 :

5′RACE outer: 5′2GGT GTC CCT TGG CGA AGT

AGA GC23′; 5′RACE inner: 5′2CGA GTT CTG

GGT GTA GCA GGT GGA23′; 3′RACE outer: 5′2
ATT GAT TCG CGT GTG CTT CGA23′; 3′RACE

inner: 5′2AGT CCT CCT CGG GAT TCT TCA GC2
3′。

11212　凡纳滨对虾肝胰腺总 RNA的提取　凡

纳滨对虾解剖后立即取出肝胰腺 ,按实验室已

经建立的方法和步骤 [ 14, 16 - 17 ]提取总 RNA ,利用

琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计进行总

RNA的定量和纯度分析。

11213　5′RACE　逆转录 :在 012 m l薄壁 PCR

管中加入 2μg RNA、10μmol/L 5′CDS引物 1

μl、10μmol/L SMARTⅡ引物 1μl,加无菌水到

终体积为 14μl,混匀 ,短暂离心 , 70℃ 3 m in,迅

速放入冰中冷却 3 m in;再加入以下试剂 : 5 ×

Buffer 4μl、10 mmol/L dNTPs 1μl、200 U /μl

M 2MLV逆转录酶 1μl,终体积为 20μl,短暂离

心 , 42℃ 90 m in, 95℃ 10 m in,得到的 5′RACE

cDNA第一条链 ,于 - 20℃保存。

第一轮 5′RACE2PCR 特异性扩增 : 以

cDNA第一条链为模板 , UPM 和 5′DNaseⅠ

outer为两端引物 ,用梯度 PCR的方法进行第一

次特异性扩增。程序如下 : 95℃ 3 m in; 95℃ 30

s, 60～70℃梯度退火 , 72℃ 90 s, 35个循环 ;
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72℃ 10 m in。

第二轮 5′RACE2PCR特异性扩增 (Nested2
PCR) :以第一轮 PCR产物为模板 , NUP和 5′

DNaseⅠ inner为引物 ,进行第二次特异性扩

增。

11214　3′RACE　逆转录 :在 012 m l薄壁 PCR

管中加入 2μg RNA、10μmol/L 3′CDS引物 1

μl,加无菌水到终体积为 14μl,其他操作同 5′

RACE。

第一轮 3′RACE2PCR 特异性扩增 : 以

cDNA第一条链为模板 , UPM 和 3′DNaseⅠ

outer为两端引物 ,用梯度 PCR的方法进行第一

次特异性扩增 ,循环程序同 5′RACE。

第二轮 3′RACE2PCR特异性扩增 (Nested2
PCR) :以第一轮 PCR产物为模板 , NUP和 3′

DNaseⅠ inner为引物 ,进行第二次特异性扩

增。

11215　RACE产物的克隆及序列分析　用 1%

琼脂糖电泳检测 RACE扩增结果 ,利用琼脂糖

凝胶回收试剂盒回收目的片段。用 pMD182T
载体连接试剂盒将目的片段与 pMD182T载体
进行连接 ,转化 DH5α大肠杆菌感受态细胞 ,涂

布在含有 100μg/m l氨苄青霉素的 LB培养基

上进行筛选 ,挑取单菌落进行培养 ,提取质粒 ,

用 PCR方法进行鉴定。阳性克隆序列测定委

托北京三博远志公司进行。将扩增 cDNA所得

5′端序列和 3′端序列用 b12 seq ( http: ∥www.

ncbi. nlm. nih. gov/blast/ bl2 seq /wblast21cgi)进

行序列拼接 ,得到完整的凡纳滨对虾 DNaseⅠ

基因 cDNA序列 ( GenBank序列号 : FJ548925)。

11216　全长 ORF的验证及氨基酸序列分析　

根据 b12 seq拼接的结果 ,设计全长 DNaseⅠ

ORF序列的引物 ,并根据 pET32a的酶切图谱 ,

在 F端引物加上 B am HⅠ内切酶酶切位点、在

R端引物加上 H ind Ⅲ内切酶酶切位点 ,并根据

需要加上保护碱基。引物序列为 DNaseⅠF:

5′2TAT CGG ATC CAT GTC GGG GTT TGG CTT

C23′, DNaseⅠR: 5′2GAG TAA GCT T TT GCG

AAT GAG CTT CAC CA23′,下划线部分为酶切
位点。用 O ligo dT引物进行逆转录 ,然后用

DNaseⅠF和 DNaseⅠR引物进行 PCR,琼脂糖

凝胶电泳 ,胶回收目的片段。将目的片段与

pMD182T载体进行连接 ,转化 DH5α大肠杆菌

感受态细胞 ,涂布在含有 100μg/m l氨苄青霉

素的 LB培养基上进行筛选 ,挑取单菌落进行

培养 ,提取质粒 ,用 PCR方法鉴定。阳性克隆

序列测定委托北京三博远志公司进行。用

B lastx方法分析 DNaseⅠ氨基酸序列 ,与已知序

列比较分析 DNaseⅠ酶活性保守序列 ,接着用

SignalP 310分析活性位点 ,用 T2coffee多重比

对法对凡纳滨对虾 DNaseⅠ、日本囊对虾、黑腹

果蝇 ( D rosoph ila m elanogaster,序列号 : NP—6

49078)、致倦库蚊 ( Culex qu inquefascia tus,序列

号 : XP—001843958 )、赤 拟 谷 盗 ( Tribolium

castaneum ,序列号 : XP—9 73587 )、埃及斑蚊

(A edes aegypti,序列号 : EAT42072 )、沙门氏杆

菌 ( Sa lm onella en terica sub sp. , 序 列 号 :

AAL91099)、鱼腥藻 (A nabaena variabilis,序列

号 : ABA25046) DNaseⅠ进行氨基酸一致性分

析 ,同时用 MEGA 软件采用最小进化法

(m inimum evolution,ME)构建 DNaseⅠ基因在

凡纳滨对虾、日本囊对虾、黑腹果蝇、致倦库蚊、

赤拟谷盗、斑马鱼 (D an io rerio,序列号 : NP—

998318)、大西洋鲑 ( S a lm o sa lar, 序列号 :

AC I70073)、红原鸡 (Gallus ga llus,序列号 : NP—

996840)、牛 (序列号 : NP—776959)、人类 (序列

号 : NP—005214)的系统进化树。

11217　各组织器官 mRNA水平的表达分析 　

根据凡纳滨对虾全长 cDNA序列 ,设计定量

PCR引物 , Real time p rimer F: 5′2AGA CCT TGC

TGG GAG ATG A23′, Real time p rimer R: 5′2CCC

TTG GCG AAG TAG AGC23′。分别提取凡纳滨
对虾肝胰腺、肌肉、眼、肠、鳃和心共 6种组织器

官的总 RNA,用 DNaseⅠ去除样本中的痕量

DNA,并逆转录 RNA为 cDNA第一条链 ,每种

组织各取 4个不同个体的样品。实时荧光定量

PCR体系以 cDNA第一条链为模板 ,以 18S

rRNA为内参标基因 , 18S rRNA的引物序列 ,

18 s2F: 5′2CGT CGC TAC TAC CGA TTG AAT

GGT C23′, 18 s2R: 5′2TTC ACC TAC GGA AAC
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CTT GTT ACG ACT23′。以凡纳滨对虾 DNaseⅠ

基因特异的引物进行定量 PCR反应。每个反

应包括 : 10μl SYBR Green Realtime PCR Master

M ix、10μmol/L F、R引物各 1μl、1μl cDNA模

板及 7μl无菌超纯水 ,每个样品做 4个重复

样。反应条件 95℃ 15 s, 60℃ 1 m in, 40个循

环。

基因表达水平 用 相 对定 量 ( relative

quantative, RQ )平均值 ±标准差来表示 ,并用

SPSS 统 计 软 件 对 样 品 进 行 方 差 分 析

(ANOVA ) ,以 P < 0105为显著水平 ,以 P <

0101为极显著水平。

11218　原核表达重组质粒 DNaseⅠ2pET32a的

构建 　将经测序证实核苷酸序列正确的

pMD182DNase Ⅰ质粒以及 pET32a 质粒用

B am H Ⅰ和 H ind Ⅲ酶切。回收 DNaseⅠ目的

片段以及成功酶切的 pET32a质粒 ,用 T4 DNA

连接酶进行连接 ,转化 DH5a,筛选出重组质

粒 ,经 PCR和酶切鉴定序列完全正确后 ,再提

取质粒 ,转化入 BL21大肠杆菌中。

11219　凡纳滨对虾 DNaseⅠ重组蛋白的表达、

初分离　在 115 m l的离心管中 ,加入 1 m l含有

200μg/m l氨苄青霉素的 LB液体培养基 ,接入

5μl构建好的含有 DNaseⅠ重组质粒的 BL21

大肠杆菌 , 30℃摇菌过夜。1∶100 37℃扩大培

养 2 h,加入 IPTG至终浓度为 110 mmol/L ,

30℃再培养 6 h,同时做 pET32空载体的空白

对照 ,收集菌体进行 12% SDS2PAGE检测目的

蛋白的表达。

按文献 [ 18 ]的变性透析方法对凡纳滨对虾

DNaseⅠ重组蛋白包涵体进行初步分离及复

性 : 将诱导表达菌液分装在 50 m l离心管中 ,

4℃ 4 000 r/m in离心 10 m in,弃上清 ,加入 10

m l 0105 mol/L pH 810 Tris2HCl,悬浮沉淀 , 25

W 超 声 波 破 碎 1 m in, 重 复 3 次 , 4℃

10 000 r/m in离心 15 m in,保留上清 ,沉淀再用

0105 mol/L pH 810 Tris2HCl悬浮 ,再进行超声

波破碎 ,重复以上步骤 3次。弃上清 ,沉淀用含

8 mol/L尿素的 0105 mol/L pH 810 Tris2HCl溶

解 ,然后逐渐用含有 8 mol/L、6 mol/L、4 mol/L、

2 mol/L尿素和无尿素的 0105 mol/L pH 810

Tris2HCl透析过夜。

112110　凡纳滨对虾 DNaseⅠ重组蛋白的功能

分析　用 SDS裂解 ,酚 /氯仿 /异戊醇抽提方法

提取大黄鱼 ( Pseudosciaena crocea)基因组 DNA

(双链 )。取 1μl初步分离透析的凡纳滨对虾

DNaseⅠ重组蛋白产物和阴性对照产物 ,在

37℃和 60℃温度条件下 ,在有 Mg
2 +和无 Mg

2 +

条件下 ,分别水解 10μg大黄鱼基因组 DNA和

10μg单链 M13mp18, 3 h,琼脂糖凝胶电泳检

测重组 DNaseⅠ蛋白的活性。

2　结　果

211　5′RACE和 3′RACE结果 　5′RACE和

3′RACE的第一轮 PCR产物及第二轮 PCR产

物 ,经 110%琼脂糖凝胶电泳 ,第一轮 PCR产物

没有明显特异条带出现 ,第二轮 PCR 5′RACE

在大约 700 bp处有特异的条带 , 3′RACE在大

约 900 bp处有条带 (图 1)。克隆测序 , 5′RACE

的产物片段长度为 709 bp, 3′RACE的产物片

段长度为 950 bp。

图 1　凡纳滨对虾 D Na seⅠ 5′RACE和

3′RACE扩增片段的电泳图

F ig. 1　The results of 5′and 3′2RACE

am plif ica tion of D Na seⅠ cD NA

左 : 5′RACE结果 ;右 : 3′RACE结果。

Left: The result of 5′2RACE;

R ight: The result of 3′RACE.
　

212　RACE序列分析拼接结果 　将 5′RACE

测序序列和 3′RACE测序序列用 b12 seq (http:

∥www. ncbi. nlm. nih. gov/blast/ bl2seq /wblast21cgi)

进行序列拼接 ,得到凡纳滨对虾 DNaseⅠ基因

的全长 cDNA序列 ,共 1 614 bp,包括 116 bp的
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5′非编码区、289 bp的 3′非编码区和 ORF区的

1 209 bp的开放阅读框 ,共编码 403个氨基酸

(图 2)。其氨基酸序列与日本囊对虾 DNaseⅠ

的氨基酸序列具有 85%一致性。与粘质沙雷

氏 菌 ( Serra tia m a rcescens, 序 列 号 :

SMANUCECS) [ 19 - 20 ]、埃 及 斑 蚊 (序 列 号 :

EAT42072) [ 21 ]等 DNaseⅠ的氨基酸序列比较 ,

及用 SignalP 310 ( http: ∥www. cbs. dtu. dk /

services/SignalP / )分析 ,获知凡纳滨对虾 DNase

Ⅰ的序列中 1～21氨基酸残基为信号肽 , 226～

305氨基酸残基为 DNaseⅠ酶活性保守序列 ,

A la229、Lys230、H is232 A sn262、Glu270、A ry274 为

DNaseⅠ的活性位点 , A la
229、Lys

230、A ry
27为底物

结合位点 , A sn
262为 Mg

2 +结合位点。

图 2　凡纳滨对虾 D Na seⅠ的全长 cD NA序列及推导的氨基酸序列

F ig. 2　The full length cD NA and deduced am ino ac id sequence of D Na seⅠ from

L itopenaeus vannam ei

下划线部分为信号肽 , 3为终止子 ,斜体部分为 DNaseⅠ酶活性的保守序列 (792～1 031 bp) ,加粗部分为 DNaseⅠ的活性

位点 ,灰色阴影部分为底物结合位点 ,方框部分为 Mg2 +结合位点。

The underline indicates signal pep tides; 3 indicates term inator; the italic indicates consensus sequence (792 - 1 031 bp) ;

the bold indicates active site; the dropped shadow indicates substrate binding site; the magnesium binding site is indicated as K .
　

　　用 T2coffee多重比对法分析结果显示 ,凡

纳滨对虾 DNaseⅠ氨基酸序列除与日本囊对虾

的 DNaseⅠ有高度相似外 ,和黑腹果蝇、致倦库

蚊、赤拟谷盗等节肢动物的 DNaseⅠ也有大约

80个氨基酸高度相似 (图 3) ,用 MEGA软件采

用最小进化 (ME)法构建出的系统进化树显

示 , DNaseⅠ基因凡纳滨对虾和日本囊对虾、黑

腹果蝇、致倦库蚊、赤拟谷盗等进化距离较近 ,

与人类、牛、斑马鱼、大西洋鲑及红原鸡进化距

离较远 (图 4)。
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图 4　凡纳滨对虾 D Na seⅠ氨基酸与其他物种的 D Na seⅠ的系统进化树

F ig. 4　Phylogenetic tree of D Na seⅠ am ino ac id sequence between L. vannam ei and other spec ies

分枝点处的数值为 1 000次 Bootstrap置信值 ;标尺表示相对遗传距离 ;

物种名称和 GenBank序列号见“材料与方法”。

The values of bootstrap confidence level(BCL) of nodes are indicated above the branch (1 000 rep lications) ,

scale bar indicates relative genetic distance. Species name and GenBank accession number see“material and method”.
　

213　实时定量 PCR结果　用 SPSS统计软件

对凡纳滨对虾各组织 DNaseⅠ相对于 18S

rNRA的相对表达量 RQ值进行单因素方差分

析显示 , DNaseⅠ在不同的组织器官中的表达

水平存在差异 ,在肝胰腺中的表达水平最高 ,其

次为肌肉 ,肝胰腺表达水平是其他组织表达水

平的 16～162倍 ,与其他 5种器官有极其显著

的差异 ( P < 0101) ,另外 5种器官相互之间不

存在明显差异 (图 5)。

214　蛋白表达分析结果　在加入 IPTG诱导表

达后 ,每隔 115 h取样 ,进行 PAGE胶电泳 ,在

大约 44 ku处出现与预期大小一致的蛋白条

带 ,而诱导前和空载体则无条带 ,目的蛋白表达

量占总蛋白的 20%左右 ,电泳结果见图 6。
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图 5　D Na seⅠ基因在不同组织的表达水平分析

F ig. 5　The expression level ana lysis of

D Na seⅠ in d ifferen t organ s

E.眼 ; G.鳃 ; Hea.心 ; Hep.肝胰腺 ;

M:肌肉 ; I.肠 ; 33表示与其他组织的

差异达到极显著水平 ( P < 0101)。

E. Eye; G. Gill; Hea. Heart; Hep. Hepatopancreas;

M:Muscle; I. Intestine; Significant difference

from other organs were indicated as 33 P < 0101.
　

　　粗分离透析产物 ,在 37℃和 60℃温度条件

下 ,在有 Mg
2 +和无 Mg

2 +情况下分别作用于 10

μg基因组 DNA和 10μg单链 DNA, 3 h后检测

重组 DNaseⅠ的活性。从结果可以看出 (图

7) ,在有 Mg
2 +条件下 ,重组 DNaseⅠ在 60℃能

完全对 DNA进行酶切 ,在 37℃也能比较完全

对 DNA进行酶切 ;在无 Mg
2 +的情况下 ,重组

DNaseⅠ在 60℃下有部分水解酶的活性 ,而在

37℃情况下 ,酶活性很差。结果显示 ,该重组

DNaseⅠ表达产物 ,在复性过程中 ,蛋白质进行

了正确的折叠 ,具有水解双链或单链 DNA的功

能和活性 ,水解活性依赖 Mg
2 +的存在 ,且 60℃

条件下 ,比 37℃条件下酶活性高。

3　讨　论

凡纳滨对虾属无脊椎动物 ,还没有完全进

化出可区分的肝和胰 ,器官分化有别于进化程

度较高的脊椎动物。虽然虾的 DNaseⅠ与牛的

DNaseⅠ有类似的酶特异性活性 [ 22 ]
,但从图 4

中可以看出 ,二者在进化距离上较远。在最近

的研究中 ,通过氨基酸序列比较将 DNaseⅠ分

为两类。第一类为牛胰腺 DNaseⅠ相似蛋白 ,

氨基酸序列高度保守 ,只存在于脊椎动物

中 [ 23 ]
;另外一类广泛分布于蓝藻 [ 7 ]、细菌 [ 19 ]、

埃及斑蚊 [ 21 ]等生物体中 ,除了大约 80个氨基

酸残基活性部位相对保守外 ,其余氨基酸序列

各不相同。凡纳滨对虾的 DNaseⅠ属于第二

类。

前人应用 RT2PCR检测不同组织 DNaseⅠ

mRNA的表达 ,发现不同组织酶活性的差异与

DNaseⅠ表达的差异呈正相关 , DNaseⅠ mRNA

表达高的酶活性也高 [ 24 ]
,根据 DNaseⅠ酶组织

表达差异将其分为三大类 :胰腺型、腮腺型和胰

腮腺混合型。本研究获得的凡纳滨对虾 DNase

ⅠmRNA在肝胰腺中表达水平最高 ,而且与其

他组织表达水平有极显著差异 ,属于胰腺型。

这为后续从凡纳滨对虾组织中大量提取 DNase

Ⅰ酶提供依据和方向。

　　pET系统是由 Novagen公司构建的高效原

核表达系统 ,目的基因被克隆到 pET质粒上 ,

受噬菌体 T7强转录及 T7 RNA聚合酶诱导 ,高

效表达 T7启动子下游的外源基因 ,表达量可达

菌体蛋白的 50%
[ 25 ]。本研究中重组 DNaseⅠ

基因在 IPTG诱导 115 h后就有大量重组蛋白

的表达 ,到 415 h左右 ,就基本达到饱和的表达

量 ,表达量占总蛋白的 20%左右。本研究同时

对 DNaseⅠ基因表达的蛋白进行了可溶性与不

可溶性分析 ,蛋白主要以不溶性融合蛋白包涵

体的形式存在 ,同时我们发现在超声波作用后

的保留上清中 ,也有少量有功能的重组 DNase

Ⅰ蛋白存在。因此在后续研究工作中 ,调节

IPTG诱导浓度及其他影响表达的因素 ,预期能

进一步提高重组蛋白的表达量及可溶性蛋白的

含量。

重组牛胰腺 DNaseⅠ蛋白近年来已经在临

床上作为祛痰药使用 ,在水解囊性纤维化患者

呼吸道的大分子 DNA、降低分泌物黏稠

性 [ 26 - 27 ]上获得了应用。目前本实验表达的重

组 DNaseⅠ蛋白也有很好的水解 DNA的功能。

与目前在基因组文库克隆 [ 28 ]和 SNP
[ 29 ]分析中

频繁使用的双链特异性核酸酶 ( dup lex2specific

nuclease, DSN)的氨基酸序列进行比较发现 ,凡
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图 6　不同诱导时间对重组 D Na seⅠ的影响

F ig. 6　The expression of recom b inan t D Na seⅠ a t d ifferen t induc ing tim e

1为 DNaseⅠ2pET32a未加 IPTG诱导 115 h后原核表达结果 ; 2～5分别为 DNaseⅠ2pET32a加 IPTG诱导 0 h、115 h、3 h和

415 h后 DNase Ⅰ原核表达结果 ; 6为 pET32a空白对照 0 h结果 ; 7为 pET32a空白对照加 IPTG诱导 115 h后原核表达结果。

M为蛋白分子量标准。

1 indicates DNaseⅠ2pET32a induced by no IPTG for 115 hours; 2, 3, 4 and 5 indicate DNaseⅠ2pET32a induced by IPTG for 0, 115,

3, 415 hours; 6 indicates pET32a control; 7 indicates pET32a control induced by IPTG for 115 hours. M indicates p rotein marker.
　

图 7　37℃( A)和 60℃( B)条件下 D Na seⅠ水解 D NA的结果

F ig. 7　D NA hydrolyzed by D Na seⅠ a t 37℃( A) and 60℃( B)

11有 Mg2 +条件下水解基因组 DNA结果 ; 21基因组 DNA阴性对照 ; 31无 Mg2 +条件下水解基因组 DNA结果 ;

41有 Mg2 +条件下水解单链 DNA结果 ; 51单链 DNA阴性对照 ; 61无 Mg2 +条件下水解单链 DNA结果 ;

M.天根生化 1 kb p lus DNA分子量标准。

11Genom ic DNA with Mg2 + ; 21Genom ic DNA control; 31Genom ic DNA withoutMg2 + ; 41Single strand DNA with Mg2 + ;

51Single strand DNA control; 61Single strand DNA withoutMg2 + ;M. Tiangen B iotech 1 kb p lus DNA marker.
　

纳滨对虾 DNaseⅠ与 DSN氨基酸序列一致性

为 66% (251 /379) ,而且酶切活性最适的温度

均为 50～60℃,可以看出两者之间有一定的相

似性。所以我们从大肠杆菌表达有活性的凡纳

滨对虾重组 DNaseⅠ蛋白有重要的现实意义。

据调查 ,凡纳滨对虾重组 DNaseⅠ蛋白是目前

虾类重组 DNaseⅠ表达中惟一一个有活性的表

达产物 ,这为进一步研究 DNaseⅠ蛋白结构、功

能的进化提供了非常重要的保证。根据重组

DNaseⅠ蛋白的 N末端带有的 6 ×H is标签 ,通

过 N i2NTA柱纯化获得了纯化的 DNaseⅠ重组

蛋白 ,比较去除 6 ×H is标签前后重组蛋白的活

性 ,比较凡纳滨对虾重组 DNaseⅠ蛋白与其他

已经发现的 DNaseⅠ蛋白 ,分析其空间结构、功

能基团及与 DNA的作用模式和相关激活或者

抑制因子等 ,进而将其开发成为一个生物工程

研究的工具酶或者药物 ,是今后研究的重点。
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