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棽灡棽暋阴离子交换柱纯化 斈斘斄聚合酶

由于 斈斘斄 聚合酶的等电点为椂左右棳缓
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以与阴离子交换柱结合棳不同负电荷的蛋白结合能

力随着洗脱盐溶度的增加棳与离子交换柱结合能力

较强的蛋白会逐渐被洗脱下来暎因此棳利用 斄斔斣斄
蛋白自动纯化系统的阴离子交换柱结合蛋白棳进而

采用盐浓 度 梯 度 洗 脱 蛋 白椈先 用 棾棸棩 的 斿旍旛旚旈旓旑
斺旛旀旀斿旘将与阴离子交换柱结合能力较弱的部分杂蛋

白洗脱下来棳再用椀棸棩的斿旍旛旚旈旓旑将 斈斘斄聚合

酶蛋白洗脱下来暎应用此法完成一次纯化棳不仅大

大缩短了纯化时间棳同时还提高了纯化效率棬图棽棭暎

图棽暋阴离子交换柱纯化前后的 斈斘斄聚合酶

斊旈旂灡棽暋斝旛旘旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀 斈斘斄斝旓旍旟旐斿旘斸旙斿旛旙旈旑旂斸旑旈旓旑灢
斿旞斻旇斸旑旂斿斻旓旍旛旐旑

注椇泳道棻是未经纯化的蛋白椈泳道棽是用阴离子交换柱纯化后

的 斈斘斄聚合酶蛋白暎

棽灡棾暋 斈斘斄聚合酶的扩增效率分析

为了检测阴离子交换柱纯化的 斈斘斄 聚合

酶的扩增效率棳本研究分别以土壤微生物 斈斘斄 和

水稻斻斈斘斄为模板进行扩增暎
如图棾所示棳用纯化后的 斈斘斄 聚合酶分

别对 水 稻暍 甘 蔗暍 地 黄 根 际 土 壤 微 生 物 的

棻椂旙旘斈斘斄 的 进 行 扩 增棳结 果 显 示棳纯 化 后

斈斘斄聚合酶具有较高的扩增效率棳能用于土壤微

生物斈斘斄的 斣灢斠斊斕斝分析暎
进一步以水稻斻斈斘斄和基因组 斈斘斄为模板进

行斝斆斠扩增反应暎结果显示棳通过阴离子交换柱

纯化的 斈斘斄聚合酶对不同基因片段大小的扩

增效果较好 棬图棿暍椀棭棳适用于实验室日常 斝斆斠
扩增试验暎

图棾暋土壤微生物棻椂旙旘斈斘斄的斝斆斠扩增结果

斊旈旂灡棾暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀棻椂旙旘斈斘斄旀旘旓旐旘旈斻斿棳旙旛旂斸旘斻斸旑斿斸旑斾
斠斿旇旐斸旑旑旈斸旂旍旛旚旈旑旓旙斸旘旇旈旡旓旙旔旇斿旘旈斻旙旓旈旍斈斘斄

注椇泳道棻暍棽暍棾分 别是水 稻暍甘 蔗暍地黄 根际 土壤微 生物

棻椂旙旘斈斘斄的扩增结果暎

图棿暋水稻椂棽椃斺旔 基因斝斆斠扩增结果

斊旈旂灡棿暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀斸椂棽椃斺旔旘旈斻斿
注椇泳道棻暍棽是均是以水稻斻斈斘斄为模版扩增得到的 斖斮斅基因

片段暎

图椀暋水稻棽棸棸棸斺旔斝斄斕启动子的斝斆斠扩增结果

斊旈旂灡椀暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀棽棸棸棸斺旔旘旈斻斿斝斄斕旔旘旓旐旓旚斿旘
注椇泳道棻暍棽是以水稻基因组 斈斘斄 为模板扩增得到的基因

片段暎

棽灡棿暋 斈斘斄聚合酶的保真性分析

对以水稻斻斈斘斄为模板扩增获得的 基因

进 行 序 列 分 析棳 并 在 生 物 学 数 据 库 斘斆斅斏
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棬旇旚旚旔椇棷棷旝旝旝灡旑斻斺旈灡旑旍旐灡旑旈旇灡旂旓旜棷棭进 行 同 源 性

比对 棬图椂棭棳结果显示棳获得的椂椃棽斺旔的

基 因 序 列 与 数 据 库 中 对 应 的 基 因 的 相 似 度 为

棻棸棸棩棳说明阴离子交换柱纯化得到的 斈斘斄
聚合酶具有较好的保真性暎

图椂暋水稻 基因的同源性比对结果

斊旈旂灡椂暋斠斿旙旛旍旚旓旀旙斿旕旛斿旑斻斿旙旈旐旈旍斸旘旈旚旟斻旓旐旔斸旘旈旙旓旑旓旑旘旈斻斿

棾暋讨论与结论

由于 斈斘斄聚合酶在斝斆斠中的广泛应用棳
有关该酶的制备技术一直在不断地优化提高暎
斈斘斄聚合酶表达载体的构建则方便了该酶的纯化暎
尽管如此棳从细菌培养物中纯化的方法仍很繁琐棳
需要进行选择性沉淀暎然而棳多步骤暍长时间的分

离纯化不但提高酶制品的成本棳而且不利于酶的活

性暎为了不断提高该酶的特异性暍表达量和酶活

力棳目前主要是针对酶基因本身棳表达载体的构

建棳分离纯化方法的研究暎其中棳对酶本身的研究

主要是对酶基因进行一些修饰棳如季朝能等椲椄椵对

斈斘斄聚合酶进行了 斘 端的定点诱变缺失和 斆
端的连续缺失棳对 斈斘斄聚合酶的活性区域进

行了系统的定位暎可以通除去或增加一到几个额外

碱基对基因进行修饰暎在构建重组表达质粒载体

时棳可以选择强的启动子棳也可以添加一个增强

子棳使酶基因能高水平表达暎为保证酶的纯度和有

更高的酶活力棳需要采用更简便暍更有效的分离纯

化方法暎因此棳本研究利用培养含有 斈斘斄 聚

合酶基因的工程菌株棳在优化其表达条件的基础

上棳主要使用硫酸铵沉淀法对其进行分离纯化棳采

用溶菌酶裂解细菌棳硫酸铵沉淀棳通过离子交换层

析纯化蛋白棳提高了纯化效率棳降低了制备成本暎
纯化后的 斈斘斄聚合酶具有较高的活性以及保

真性暎
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