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人 Ｇ６ＰＤ 在大肠埃希菌中的表达及
体外抑制剂筛选模型的建立
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摘要　 目的　 表达人 ６⁃磷酸葡萄糖脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）并建立其

体外抑制剂筛选模型。 方法　 设计一对 ５′端分别带 Ｎｄｅ Ⅰ、
Ｘｈｏ Ⅰ位点的引物，ＰＣＲ 扩增 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ。 将 ｃＤＮＡ 和质粒

ｐＥＴ⁃２８ａ 经 Ｎｄｅ Ⅰ ＋ Ｘｈｏ Ⅰ酶切后连接，连接产物转化大肠

杆菌 Ｔｏｐ１０。 将鉴定的重组质粒转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），
用 ０. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 Ｇ６ＰＤ 表达，镍离子亲和层析柱纯

化 Ｇ６ＰＤ。 以 ６⁃磷酸葡萄糖（Ｇ６Ｐ）和烟酰胺腺嘌呤核苷二磷

酸（ＮＡＤＰ ＋ ）为 Ｇ６ＰＤ 的底物和辅因子，检测 ３４０ ｎｍ 波长处

光吸收值（Ａ３４０）的变化，确定 Ｇ６ＰＤ 及其抑制剂脱氢表雄酮

（ＤＨＥＡ）的最佳浓度，计算模型的可靠性指数—Ｚ′因子。 结

果　 构建了重组质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｇ６ＰＤ，重组菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）⁃
ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｇ６ＰＤ 经 ＩＰＴＧ 诱导后，可溶性 Ｇ６ＰＤ 表达量为 ２． ５
ｍｇ ／ Ｌ，Ｇ６ＰＤ、ＤＨＥＡ 的最适浓度分别为 ９００ μｇ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／
Ｌ，筛选模型的 Ｚ′因子为 ０． ８８。 结论　 在大肠杆菌中表达了

有活性的 Ｇ６ＰＤ，建立了可靠的体外抑制剂筛选模型。
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　 　 多数肿瘤细胞有两大代谢特征，一是通过从头

合成途径合成［１］核苷酸；二是脂肪酸合成旺盛。 磷

酸戊糖途径（ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ，ＰＰＰ）的中间

产物 ５⁃磷酸核糖和 ＮＡＤＰＨ 分别是核苷酸和脂肪酸

合成的必须原料。 抑制 ＰＰＰ 可抑制肿瘤细胞 ＤＮＡ
合成和脂肪酸合成，抑制肿瘤细胞的增殖。 ６⁃磷酸

葡萄糖脱氢酶（ ｇｌｕｃｏｓｅ ６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
Ｇ６ＰＤ）是 ＰＰＰ 的限速酶，催化 ６⁃磷酸葡萄糖（ ｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ ６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｇ６Ｐ）和 ＮＡＤＰ ＋ 转化为 ６⁃磷酸葡

萄糖酸内酯和 ＮＡＤＰＨ（在 ３４０ ｎｍ 波长处有特征吸

收值）。 高活性的 Ｇ６ＰＤ 与肿瘤发展和不良预后密

切相 关［２ － ３］， Ｇ６ＰＤ 缺 失 与 肿 瘤 的 生 长 呈 负 相

关［４ － ５］。 ６⁃氨基烟酰胺通过抑制 Ｇ６ＰＤ，诱导肿瘤细

胞产生氧化性胁迫，提高肿瘤对抗癌药物和放疗的

敏感性［６ － ８］。 脱氢表雄酮 （ ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ，
ＤＨＥＡ）通过抑制 Ｇ６ＰＤ 能有效抑制肿瘤增殖［９］。
然而，ＤＨＥＡ 治疗非小细胞肺癌时，易导致患者产生

严重的抑郁和疲倦［１０］， ６⁃氨基烟酰胺有神经毒

性［１１］，限制了它们在临床上的应用，故发现更多靶

向 Ｇ６ＰＤ 的抑制剂具有重要意义。 为此，拟在原核

生物中表达人 Ｇ６ＰＤ，并建立其体外抑制剂筛选模

型，为发现 Ｇ６ＰＤ 抑制剂奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）、质粒 ｐＥＴ⁃
２８ａ 为湖北科技学院基础医学院保存。 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ
（与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中 ＮＭ＿００１３６００１６． ２ 的 Ｇ６ＰＤ 序列一

致）由厦门大学生命科学学院提供。 ＤＮＡ 聚合酶、
ＤＮＡ 连接试剂盒购自 ＴａＫａＲａ（大连）公司。 大肠杆

菌 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞购自北京全式金生物技术有限

公司。 引物、质粒抽提试剂盒、卡那霉素（Ｋａｎａ）、凝
胶回收试剂盒、Ｇ６Ｐ、ＮＡＤＰ 购自上海生工生物工程

有限公司。 快速限制酶购自美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，镍
离子亲和层析柱购自美国 ＧＥ 公司。 ＤＨＥＡ 购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司。 兔抗人 Ｇ６ＰＤ ＩｇＧ 单克隆抗体（一
抗）购自杭州 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ 公司，ＨＲＰ 标记的羊抗兔

ＩｇＧ 抗体（简称二抗）购自北京中杉金桥公司。
１． ２　 主要仪器　 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４２５ Ｒ 微量离心机（美
国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＨＥＲＭＬＥ Ｌａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ ＧｍｂＨ Ｚ
３２ ＨＫ 离心机（德国 ＨＥＲＭＬＥ 公司）；ＴＳ⁃１０００ ＰＣＲ
仪、蛋白质电泳及转印系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳仪电源、ＤＹＣＰ⁃３１ＤＮ 型琼脂糖水平电

泳仪（北京六一生物科技有限公司）；ＪＹ９２ＩＩ ＤＮ 型

超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公
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司）。
１． ３　 ＰＣＲ 扩增Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ　 根据 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 序

列，设计上游引物 Ｐ１：５′⁃ＣＧＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＣＡＧＡ⁃
ＧＣＡＧＧＴＧＧＣＣＣＴＧ⁃３′，下游引物 Ｐ２：５′⁃ＡＣＧＣＴＣＧ⁃
ＡＧＴＣＡＧＡＧＣＴＴＧＴＧＧＧＧＧＴＴＣＡＣ⁃３′。 下划线序列

分别为 Ｎｄｅ Ⅰ、Ｘｈｏ Ⅰ位点。 ＰＣＲ 反应体系：Ｈ２Ｏ
４０. ５ μｌ， １０ × Ｐｙｒｏｂｅｓｔ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ
（２. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ） ２ μｌ， Ｐ１ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｐ２ （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ，Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ ０. ２５ μｌ（９０ ｎｇ）， Ｐｙ⁃
ｒｏｂｅｓｔ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０. ２５ μｌ。 ＰＣＲ 循环条件：９５
℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６５ ℃退火 ３０ ｓ，７２
℃延伸 ９０ ｓ，循环 ３０ 次；７２ ℃修复延伸 １０ ｍｉｎ。 将

ＰＣＲ 产物进行电泳检测，并按 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒

回收。
１． ４ 　 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 和 ｐＥＴ⁃２８ａ 的酶切与回收 　
Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 酶切反应：Ｈ２Ｏ １６ μｌ，ｃＤＮＡ ２５ μｌ，１０ ×
ＦＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ，Ｎｄｅ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ 各 ２ μｌ，３７ ℃保温 ３
ｈ。 质粒酶切反应：Ｈ２Ｏ ４２ μｌ， ｐＥＴ⁃２８ａ ８ μｌ （８００
ｎｇ），１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ６ μｌ，Ｎｄｅ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ 各 ２ μｌ，３７ ℃
保温 ３ ｈ。 酶切的 ｃＤＮＡ 和质粒按凝胶回收试剂盒

回收。
１． ５　 目的基因与载体的连接及转化　 取 １. ４ 酶切

的 ｐＥＴ⁃２８ａ 和 Ｇ６ＰＤ 各 ２. ５ μｌ、ＤＮＡ 连接试剂盒之

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ ５ μｌ，混匀，１６ ℃ 连接 ３ ｈ。 将 １００ μｌ
Ｔｏｐ１０ 感受态细胞冰浴解冻，将 ５ μｌ 连接产物加入

感受态细胞，轻吸混匀，按冰浴 ３０ ｍｉｎ、 － ４２ ℃ ６０
ｓ、 －冰浴 ２ ｍｉｎ 的程序转化，向转化后的菌液中，加
入 ５００ μｌ ＬＢ 培养基，２００ ｒ ／ ｍｉｎ ３７ ℃活化菌体 １ ｈ。
取 １００ μｌ 菌液，涂布于含 ５０ μｇ ／ ｍｌ Ｋａｎａ 的 ＬＢ 平板

（抗性平板），筛选重组子。
１． ６　 重组质粒的酶切和测序鉴定　 取 １. ５ 筛选的

单菌落两个，分别接种于两支 ４ ｍｌ 抗性（５０ μｇ ／ ｍｌ
Ｋａｎａ）ＬＢ，３７ ℃ 、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １０ ｈ。 取菌液 １
ｍｌ，按质粒抽提试剂盒提取质粒，记为 ｐＧ１、ｐＧ２。
质粒双酶切鉴定：ｐＧ１ （或 ｐＧ２，或 ｐＥＴ⁃２８ａ） ８ μｌ，
Ｎｄｅ Ⅰ、Ｘｈｏ Ⅰ各 １ μｌ，１０ × ＦＤ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，Ｈ２Ｏ ８
μｌ，３７ ℃酶切 ２ ｈ。 将酶切产物于 １％的琼脂糖进行

电泳鉴定。 委托广州英潍捷基公司对酶切阳性的质

粒测序。
１． ７　 ＩＰＴＧ 诱导表达 Ｇ６ＰＤ　 取 ｐＧ１ １０ ｎｇ，按 １. ５
的方法转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，筛选单菌落。
取抗性菌落 １ 个，记为 ＢＬ２１⁃ｐＧ１，接种于 ４ ｍｌ 抗性

ＬＢ，３７ ℃ 、２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １０ ｈ，作母液。 将母液按

１ ∶ １００ 平行接种 ２ 份于 １００ ｍｌ 抗性 ＬＢ 中，３７ ℃、
２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 Ａ６００为 ０. ６。 诱导组加入 ＩＰＴＧ 至

终浓度 ０. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，对照组加等体积的无菌水。 两

份菌液于 ３７ ℃、 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ５ ｈ。 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
室温离心 １ ｍｉｎ（下称离心），去上清液，沉淀用 ＰＢＳ
洗涤两次。 离心，去 ＰＢＳ 上清液，沉淀用 ３０ ｍｌ、１００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 、ｐＨ７. ５ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 重悬。 按 ２２５ Ｗ 功率、超
声 ２ ｓ 、停 ４ ｓ 的程序，冰浴超声重悬的沉淀 ３０ ｍｉｎ。
以 ４ ℃、１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心超声处理菌体 １０ ｍｉｎ。
取上清液 ６００ μｌ，与 ２００ μｌ ４ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀，
１００ ℃ 变性 １０ ｍｉｎ，取 ２０ μｌ 变性蛋白进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 检测。
１． ８　 Ｇ６ＰＤ 的纯化　 取镍离子层析珠 ０. ５ ｍｌ，弃去

保存液，用超纯水洗涤 ２ 次。 在 ４ ℃冰箱中，将层析

珠与裂解液上清液混合 ３０ ｍｉｎ，流出未结合的蛋白。
依次用含 ２０、４０、８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 、
ｐＨ７. ５ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗涤层析珠。 加 ２５ ｍｌ 洗脱液（含
２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 、ｐＨ７. ５ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ）
洗脱 Ｇ６ＰＤ。 取 ６００ μｌ 洗脱液，２００ μｌ ４ × Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，混匀，１００ ℃加热变性 １０ ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
室温离心 ２ ｍｉｎ，取上清液。 按 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超滤管（截
留分子量 １０ ｋｕ）说明书，将洗脱液超滤浓缩至约

５００ μｌ。 用 ＢＣＡ 法测定浓缩蛋白浓度。 取 ４５０ μｌ
浓缩蛋白与 ５０ μｌ 甘油混匀，分装后 － ８０ ℃保存。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｇ６ＰＤ　 取 １. ６ 和 １. ７ 的变

性蛋白样品各 １０ μｌ，于 １０％ 的分离胶进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ。 将分离的蛋白湿法恒压 １２０ Ｖ × １ ｈ 电转至

ＰＶＤＦ 膜。 将 ＰＶＤＦ 膜浸于 ５ ％ ＢＳＡ 中，室温处理 １
ｈ，将 １ ∶ １ ０００ 稀释的 Ｇ６ＰＤ 一抗与 ＰＶＤＦ 膜 ４ ℃孵

育过夜。 取出 ＰＶＤＦ 膜，用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 × １０
ｍｉｎ。 加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的二抗，室温孵育 １ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 × １０ ｍｉｎ。 用 ＥＣＬ 覆盖 ＰＶＤＦ 膜，于
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ ＋成像中系统检测条

带信号。
１． １０ 　 Ｇ６ＰＤ 抑制剂体外筛选模型的建立 　 确定

Ｇ６ＰＤ 最佳浓度。 按文献［８］ 配制 Ｇ６ＰＤ 反应缓冲液

（Ｇ６ＰＤ ｂｕｆｆｅｒ， ＧＢ）。 用 ＧＢ 配置 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｇ６Ｐ 和

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＡＤＰ，将适量的 Ｇ６Ｐ 和 ＮＡＤＰ 等体积混

匀，作为底物混合液，４ ℃避光待用。 冰浴解冻 － ８０
℃保存的 Ｇ６ＰＤ。 向 ９６ 孔板中的加入底物混合液

１９０ μｌ，置 Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 微孔板度数仪（赛默飞世
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尔，美国），３７ ℃预热 １０ ｍｉｎ。 每孔分别加入 １０ μｌ
不稀释、稀释 ５ 倍、稀释 ２５ 倍的 Ｇ６ＰＤ（终浓度依次

为 ２２. ５、４. ５、０. ９ μｇ ／ ｍｌ）或 １０ μｌ ＧＢ，混匀，每 ３０ ｓ
测定一次 Ａ３４０，测定 ６ ｍｉｎ，绘制 Ｔｉｍｅ⁃Ａ３４０曲线，确定

最佳 Ｇ６ＰＤ 浓度。
确定阳性对照 ＤＨＥＡ 的最佳浓度。 向 ９６ 孔板

中加入：底物混合液 １８０ μｌ，浓度分别为 ２００、４０、８
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＨＥＡ 溶液 （终浓度分别为 １０、２、０. ４
μｍｏｌ ／ Ｌ）或 ＤＭＳＯ 各 １０ μｌ，最适浓度 Ｇ６ＰＤ １０ μｌ。
按上述程序测定 Ａ３４０，绘制 Ｔｉｍｅ⁃Ａ３４０ 曲线。 按文

献［１２］计算模型的可靠性因子—Ｚ′因子，确定最佳

ＤＨＥＡ 浓度。 以上实验均为三次生物学重复。
１． １１　 统计学处理　 用 ＥＸＣＥＬ ２０１３ 计算重复测定

的数据的平均值、标准差。

２　 结果

２． １　 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｇ６ＰＤ 的构建　 ＰＣＲ 产物分子量介

于 １ ４００ ～ １ ６００ ｂｐ，与 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 分子量（１ ５６９
ｂｐ）一致（图 １Ａ），对照组无扩增产物。 双酶切的

ｐＧ１、ｐＧ２ 均产生两条带，小带分子量介于 １ ０００ ～ ２
０００ ｂｐ，与 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 分子量相符；大带分子量与

ｐＥＴ⁃２８ａ（５ ３６９ ｂｐ）酶切片段相符（图 １Ｂ）。 测序结

果与 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 序列一致。 可见 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ 正

确插入 ｐＥＴ⁃２８ａ 质粒。

图 １　 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｇ６ＰＤ 的构建

Ａ：ＰＣＲ 扩增 Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ；Ｂ：酶切鉴定重组质粒；１：２００ ｂｐ ＤＮＡ

ｌａｄｄｅｒ； ２：Ｇ６ＰＤ ｃＤＮＡ ＰＣＲ 产物；３：对照； ４：１ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；５：ｐＥＴ⁃

２８ａ Ｎｄｅ Ｉ ＋ Ｘｈｏ Ｉ 酶切； ６：ｐＧ１ Ｎｄｅ Ｉ ＋ Ｘｈｏ Ｉ 酶切；７：ｐＧ２ Ｎｄｅ Ｉ ＋ Ｘｈｏ

Ｉ 酶切

２． ２　 表达产物的鉴定　 人 Ｇ６ＰＤ 分子量约 ５８ ｋｕ，
重组 Ｇ６ＰＤ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｇ６ＰＤ， ｒＧ６ＰＤ）较之 Ｇ６ＰＤ
多出由载体翻译产生的 ２９ 个氨基酸（分子量约 ３
ｋｕ），故 ｒＧ６ＰＤ 分子量约 ６１ ｋｕ。 由图 ２Ａ 可见，经
ＩＰＴＧ 诱导的 ＢＬ２１⁃ｐＧ１ 裂解液上清液及纯化产物有

６１ ｋｕ 左右蛋白条带（箭头示），与 ｒＧ６ＰＤ 分子量相

符，未经 ＩＰＴＧ 诱导时无 ６１ ｋｕ 的条带。 经 ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｎｅ 软件分析，纯化的 Ｇ６ＰＤ 总蛋白的 ８４％ 。 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示，经 ＩＰＴＧ 诱导后，ＢＬ２１⁃ｐＧ１ 裂解

液上清及纯化产物均存在 ６１ ｋｕ 条带（箭头示），与
ｒＧ６ＰＤ 分子量相符（图 ２Ｂ）。 浓缩的 ｒＧ６ＰＤ 浓度为

０. ５ ｍｇ ／ ｍｌ，可知 ｒＧ６ＰＤ 总量为 ０. ２５ ｍｇ，故其表达

量为 ２. ５ ｍｇ ／ Ｌ。

图 ２　 鉴定 Ｇ６ＰＤ 表达产物

Ａ：ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定 ｒＧ６ＰＤ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ｒＧ６ＰＤ； １： ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ２： ＢＬ２１⁃ｐＧ１ 经 ０. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清；

３： ＢＬ２１⁃ｐＧ１ 未经 ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清； ４：纯化的 ｒＧ６ＰＤ；５：

ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ６：ＢＬ２１⁃ｐＧ１ ０. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清；

７：纯化的 ｒＧ６ＰＤ

２． ３　 Ｇ６ＰＤ 抑制剂体外筛选模型的建立

２． ３． １　 Ｇ６ＰＤ 最佳浓度的确定　 不同 Ｇ６ＰＤ 浓度的

时间 － Ａ３４０曲线见图 ３。 不加 Ｇ６ＰＤ 时，保温过程中

Ａ３４０无变化。 随 Ｇ６ＰＤ 浓度增大，Ａ３４０ 升高速度加

快。 在测定起点， ２２. ５、 ４. ５、 ０. ９ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组

Ａ３４０相同。 反应 ０. ５ ｍｉｎ，三种 Ｇ６ＰＤ 浓度的 Ａ３４０ 升

高值（ΔＡ３４０）依次为 ０. ２０２、０. ０１５、０. ０１０；反应 ０. ５
～ １ ｍｉｎ，ΔＡ３４０依次为 ０. ０７６、０. ０１５、０. ０１；反应 １ ～
１. ５ ｍｉｎ， ΔＡ３４０ 依次为 ０. ０２８、 ０. ０１５、 ０. ０１。 可见

２２. ５ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 浓度过大，最大反应速度发生在

加入酶液后的 ３０ ｓ（甚至更短时间）内，因 Ｇ６Ｐ 被大

量氧化，其浓度急剧降低，产物 ６⁃磷酸葡萄糖酸内

酯急剧升高，导致反应速度快速下降。 反应前 ３ ｍｉｎ
内，４. ５、 ０. ９ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组 ΔＡ３４０ 分 别 恒 定 为

０. ０１５、０. ０１０；反应 ３ ～ ６ ｍｉｎ，４. ５ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组每

３０ ｓ 内 ΔＡ３４０逐步下降，０. ９ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组 ΔＡ３４０仍

恒定为 ０. ０１０。 ２２. ５ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组无法通过 ΔＡ３４０

来观测酶活力，不适合抑制剂的筛选； ４. ５、０. ９
μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组前 ３ ｍｉｎ 均能通过 ΔＡ３４０的变化来观
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测 Ｇ６ＰＤ 酶活力，但 ０. ９ μｇ ／ ｍｌ Ｇ６ＰＤ 组 ΔＡ３４０恒定

时间更长，便于操作，故稀释 ２５ 倍是 Ｇ６ＰＤ 的最佳

浓度（９００ μｇ ／ Ｌ）。
２． ３． ２　 最佳 ＤＨＥＡ 浓度的确定　 不同 ＤＨＥＡ 浓度

的时间 － Ａ３４０曲线如图 ４，随 ＤＨＥＡ 浓度增大，Ａ３４０升

高速度逐步变慢。 ２０、２、０. ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＨＥＡ 对

Ｇ６ＰＤ 的抑制率分别为 （８０. ７ ± ０. ２）％ ， （４０. １ ±
１. ７）％ ， （１９. ６ ± １. ０ ）％ ；模型的 Ｚ′因子分别为

０. ８８、０. ７４、０. １８。 Ｚ′因子低于 ０. ５ 时，模型不可靠；
Ｚ′因子越大，模型可靠性越高。 可见，当 ＤＨＥＡ 为

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，Ｚ′因子最符合高通量筛选要求。 故

ＤＨＥＡ 最佳浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ３　 不同 Ｇ６ＰＤ 浓度的时间 － Ａ３４０曲线

图 ４　 不同 ＤＨＥＡ 浓度的时间 － Ａ３４０曲线

３　 讨论

　 　 本研究构建了大肠杆菌表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃
Ｇ６ＰＤ，重组菌 ＢＬ２１⁃ｐＧ１ 经 ０. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导

表达、镍离子亲和纯化，获得可溶性的 Ｇ６ＰＤ，产量

为 ２. ５ ｍｇ ／ Ｌ。 以 Ｇ６Ｐ 为底物、ＮＡＤＰ 为辅因子、９００
μｇ ／ Ｌ Ｇ６ＰＤ 为最佳酶浓度、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＥＡ 为阳

性对照，建立了高可信度的 Ｇ６ＰＤ 体外抑制筛选模

型，为发现 Ｇ６ＰＤ 的抑制剂奠定了基础。
ＢＬ２１⁃ＧＰＧ６ＰＤ 经 ＩＰＴＧ 诱导后在大肠杆菌中获

得了高水平表达，但主要以包涵体形式存在（ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 检测图未列出），可溶性蛋白产量偏低。 汪自

然 等［１３］构建 Ｌｕｋ Ｓ⁃ＰＶ 与 ＧＦＰ 融合蛋白表达载体

在大肠杆菌中获得了较高水平的可溶性表达。 后续

拟将尝试 Ｇ６ＰＤ 与标签蛋白融合表达、延长诱导时

间等措施提高可溶性 Ｇ６ＰＤ 的产量，以满足大规模

抑制剂筛选对酶的需求。
Ｇ６ＰＤ 纯度为 ８４％ ，表明还存在少量杂质蛋白。

杂质蛋白可能对酶促反应有一定干扰，为此拟在提

高 Ｇ６ＰＤ 产量的基础上，进一步采用增加分子筛等

纯化手段提高 Ｇ６ＰＤ 的纯度，尽可能降低杂质的干

扰。
当底物浓度远大于酶浓度时，酶促反应速度与

酶浓度成正比。 理论上，２２. ５、４. ５、０. ９ μｇ ／ ｍｌ 的

Ｇ６ＰＤ 在最大反应速度阶段，ΔＡ３４０的比例应为 ２５ ∶ ５
∶ １，而实际 ΔＡ３４０比例约为 ２０２ ∶ １５ ∶ １０，具体原因

需进一步研究。
基于体外筛选模型筛选的抑制剂，尚不能判断

其在体内的毒副作用。 Ｇ６ＰＤ 抑制剂筛选模型亦如

此，故采用本模型筛选所得的 Ｇ６ＰＤ 抑制剂，需要进

一步观测其体内的毒副作用。
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