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摘　要：金鱼Ｔｇｆ２转座子基因属于Ｈｏｂｏ／Ａｃｔｉｖａｔｏｒ／Ｔａｍ３（ｈＡＴ）超家族，其编码的活性转座酶能在多种鱼类转
座中介导基因插入及诱变，因此在鱼类重要性状主控基因的筛选、功能解释及育种等方面具有重要的应用前

景。鉴于Ｔｇｆ２转座酶基因（ＪＮ８８６５９１）存在众多稀有密码子，本研究依据大肠杆菌对密码子的偏好性，对金鱼
Ｔｇｆ２转座酶基因进行密码子优化，所得Ｔｇｆ２转座酶基因连接原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋），将重组载体转化到
大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞。该大肠杆菌细胞在培养温度３７℃、ＯＤ６００≈０．５时用ＩＰＴＧ诱导获得高效表达，即
菌体中含有８．８％的重组蛋白，上清液中含有４．０％重组蛋白。采用亲和层析纯化从菌体上清液中分离得到
分子量约７０ｋｕ的可溶性重组蛋白，经ＭＡＬＤＩ（ＴＯＦ）／ＴＯＦ串联质谱鉴定其为重组Ｔｇｆ２转座酶。进而采用分
子排阻色谱法研究转座酶的ＤＮＡ结合活性，结果表明：所得重组Ｔｇｆ２转座酶能识别并结合含Ｔｇｆ２转座子特
异性亚末端重复序列的ＤＮＡ探针，即启动转座。采用原核表达体系高效获得重组 Ｔｇｆ２转座酶，为其作为工
具酶应用于鱼类生物学研究奠定必要的基础。

关键词：Ｔｇｆ２；转座酶；原核表达；ＤＮＡ结合活性
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　　转座子（ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ）是一类能够在基因组中
移 动 的 遗 传 因 子，其 过 程 称 为 转 座

（ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ）。随着多个基因组测序计划的进
行，原核和真核生物界陆续发现众多转座子，转

座子因此被认为是自然界变异和进化的重要推

动力之一［１２］。转座子可介导基因组插入突变、

基因重排、基因修饰及基因治疗［３６］，因此有望开

发成为重要的遗传学、生物学工具［７９］。

ＤＮＡ转座子在宿主基因组通过“剪切粘贴”
的机制变更位置［１０１１］。自主的 ＤＮＡ转座子能编
码活性转座酶［１２１３］以介导转座过程，但由于受到

来自宿主的钝化作用，迄今自然界生物体内仅发

现极少数的天然活性转座子，如 Ｔｏｌ２、ＰｉｇｇｙＢａｃ、
Ｔｇｆ２等［１４１６］。ｈＡＴ超家族的 Ｔｇｆ２转座子首先在
我国的金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）中发现，它存在于
草金、鹤顶红、硫金等多个品系中，能编码完整、

具有活性的转座酶，并在斑马鱼及团头鲂中介导

转座［１７］，是具有潜力的鱼类遗传学工具之一。前

期研究显示：大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中以低温
（２２℃）、低吸光度（ＯＤ６００≈０．３）条件下诱导，可
表达可溶、活性的 Ｔｇｆ２转座酶［１８］。鉴于大肠杆

菌ＢＬ２１菌株表达外源蛋白有更高的效率和稳定
性，本研究根据大肠杆菌的密码子偏好性，优化

并合成了金鱼 Ｔｇｆ２转座酶编码区基因，与 ｐＥＴ
２８ａ（＋）载体重组，采用大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）作
为宿主菌株，以期获得 Ｔｇｆ２转座酶的高效表达，
为Ｔｇｆ２转座酶的发酵生产及应用创造先决条件。

１　材料与方法

１．１　质粒、菌种和试剂
ｐＥＴ２８ａ（＋）为本实验室保存；ＢＬ２１（ＤＥ３）、

质粒小提试剂盒、ＤＮＡ分子量 ｍａｒｋｅｒ以及 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶购自天根生化科技（北京）有限公司；
蛋白质分子量 ｍａｒｋｅｒ购自上海生工生物技术有
限公司；其他试剂均为国产分析纯。
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１．２　Ｔｇｆ２转座酶的密码子优化
参考 编 码 Ｔｇｆ２转 座 酶 的 ｃＤＮＡ 序 列

（ＪＮ８８６５９１），根据大肠杆菌密码子的偏好性对其
密码子进行优化，同时在 ５′端和 ３′端分别添加
ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点，由南京金斯瑞生物科
技有限公司合成，优化后的Ｔｇｆ２转座酶基因命名
为Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ。
１．３　重组表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ
的构建

ｐＥＴ２８ａ（＋）采用ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切，
经３７℃孵育 ３ｈ，琼脂糖凝胶电泳检测后回收
ＤＮＡ。回收的酶切产物通过琼脂糖凝胶电泳检
测。Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ和 ｐＥＴ２８ａ（＋）回收片段通过
Ｔ４ＤＮＡ连接酶，在１６℃反应４ｈ，构建重组载体
ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ。将连接产物转化到
大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α中，３７℃培养过夜。
通过菌落 ＰＣＲ、琼脂糖凝胶电泳检测重组表达载
体。

１．４　阳性克隆菌的筛选和鉴定
转化成功的 ＤＨ５α细胞在 ＬＢ培养基中 ３７

℃摇床培养约１２ｈ，离心得到菌体后，通过质粒小
提试剂盒提取重组表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰ
Ｐｌｕｓ，将重组载体转化到 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞
中，ＬＢ液体培养基培养１ｈ后涂布于含有卡那霉
素抗性的固体ＬＢ培养基上，３７℃过夜培养。

选择长势优良的单菌落，利用引物 Ｔｇｆ２ＴＰ
ＰｌｕｓＦ （５′ＴＧＴＴＡＧＣＡＧＣＣＧＧＡＴＣＴＣＡ３′） 和

Ｔｇｆ２ＴＰ ＰｌｕｓＲ（５′ＡＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧ
３′）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：上下
游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ；ＤＮＡ模板 １μＬ；
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ；ｄＮＴＰｓ２μＬ；ＴａｑＤＮＡ聚合
酶（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ；加无菌水补足 ２０μＬ。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ、９４℃变性３０
ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ、３０个循环，７２
℃延迟３０ｓ。ＰＣＲ产物用琼脂糖凝胶电泳检测
后，挑选阳性克隆菌落送上海生工生物工程有限

公司测序。

１．５　重组蛋白的诱导表达
将测序确证的重组单菌落 ＢＬ２１（ＤＥ３）在含

有卡那霉素抗性的ＬＢ培养液中、３７℃摇床培养
（２２０ｒ／ｍｉｎ）至 ＯＤ６００≈０．５，加入终浓度为 １
ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），在
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振摇培养。诱导结束后，收集菌

液于离心管中，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集
菌体，重悬于磷酸盐缓冲液中（ｐＨ７．４），用于
ＳＤＳＰＡＧＥ分析（浓缩胶５％，分离胶１２％），利用
ＢａｎｄＳｃａｎ软件对重组蛋白进行定量分析。
１．６　重组蛋白的纯化及鉴定

ＩＰＴＧ诱导宿主菌表达４ｈ、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后收集菌体，磷酸盐缓冲液重悬，在冰上
进行超声波破碎３０ｍｉｎ（功率１００Ｗ，超声破碎
时间３ｓ，间隔６ｓ）。细菌破碎液以４℃、１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清。上清液通过０．２２
μｍ滤膜过滤，采用ＨｉｓＴｒａｐＴＭＨＰ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）
亲和层析，流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，平衡缓冲液为 ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，
结合缓冲液为２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、
４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，洗脱缓冲液为２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
盐、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，根据紫外吸
收值（ＯＤ２８０）收集目的蛋白组分。

收集的洗脱液通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分析，从 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶上切割合适的条带，送至北京华大蛋
白质研究中心有限公司进行 ＭＡＬＤＩ（ＴＯＦ）／ＴＯＦ
串联质谱鉴定。

１．７　Ｔｇｆ２转座酶的体外ＤＮＡ结合活性
５０ｂｐ核苷酸探针Ｌ５０（５′ＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＡＡ

ＡＧＴＡＣＴＴＡＡＧＴＡＡＴＴＴＴＡＣＴＴＧＡＴＴＡＣＴＧＴＡＣＴＴＡ
ＡＧＴ３′），其序列取自 Ｔｇｆ２转座子左臂反向重复
末端。将合成的正义链和反义链均以５０μｍｏｌ／Ｌ
浓度混合，加入 ＤＮＡ寡核苷酸退火缓冲液（碧云
天生物技术有限公司，中国南通），混匀后放入

ＰＣＲ仪进行退火反应。退火步骤：９５℃变性 ２
ｍｉｎ；每９０ｓ下降１℃、降至２５℃（约９０ｍｉｎ）。
探针溶液于－２０℃保存。

采用 Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００葡聚糖层析柱，利用分子
排阻色谱法，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ磷酸盐缓冲液洗脱，
流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ。分别以重组蛋白和探针为
空白对照，用两种不同浓度的探针与转座酶混合

（Ｔｇｆ２转座酶与探针 Ｌ５０的摩尔浓度比分别为
１∶０．６７和１∶２），室温孵育２０ｍｉｎ后上样，根据紫
外吸收值（ＯＤ２８０，ＯＤ２６０）的变化，判断转座酶是否
具有体外ＤＮＡ结合活性［１９２１］。

２　结果与分析

２．１　Ｔｇｆ２转座酶的密码子优化
不同细胞内可用 ｔＲＮＡｓ量的差异，导致同一

０４３
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密码子在不同生物体的利用率不同，即密码子的

偏好性，它是采用原核生物表达真核基因时重要

的影响因素之一。Ｔｇｆ２转座子基因来源于金鱼
（Ｃ．ａｕｒａｔｕｓ），其编码的转座酶（Ｔｇｆ２ＴＰ）不但使
用了琥珀密码子（ＵＡＧ）作为终止密码子，还含有
多个大肠杆菌难以识别的稀有密码子，如 ＡＧＧ，
ＡＧＡ，ＡＵＡ，ＣＵＡ，ＣＧＡ，ＣＧＧ，ＣＣＣ和ＵＣＧ（图１）。
经稀有密码子分析软件（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔＲａｒｅＣｏｄｏｎ
ＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌ）分析表明：Ｔｇｆ２ＴＰ的密码子适应指
数（Ｃｏｄｏｎａｄａｐｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＣＡＩ）为０．６１，ＧＣ含量

为４５．６２％，密码子使用频率分布系数（Ｃｏｄｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ＣＦＤ）为１３％。依据大肠杆
菌密码子的偏好性、优化得到的 Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ对
原有的终止密码子和绝大多数稀有密码子进行

了同义替换（图１）。从而，使Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ的ＣＡＩ
指数为０．８６，达到理想值区间（０．８～１．０）；ＧＣ含
量为５３．１１％，符合理想值区间（３０％～７０％），避
免了低频率密码子的使用；终止密码子替换为

ＵＧＡ。

图１　Ｔｇｆ２ＴＰ和密码子优化后Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ的序列比对
Ｆｉｇ．１　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＴｇｆ２ＴＰａｎｄＴｇｆ２ＴＰＰｌｕｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｃｏｄｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

图中阴影标识不同的稀有密码子及其优化，终止密码子以黑框标识

Ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｄｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｈａｄｏｗｓａｎｄｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙａｂｌａｃｋｂｏｘ

１４３
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２．２　阳性克隆菌的筛选和鉴定
利用基因全合成方法获得Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ，借助

添加的５′端 ＢａｍＨⅠ和３′端 ＸｈｏⅠ酶切位点将
Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ连接到 ｐＥＴ２８ａ（＋）上，构建重组表
达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ。将重组载体
转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞后，利用卡那霉素
抗性平板筛选转化子。挑选长势优良的单菌落

用于 ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳结果（图 ２）显
示：约１７００ｂｐ处呈现明显的亮条带。阳性单菌
落的测序结果表明：Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ的序列正确、并
且正确插入 ｐＥＴ２８ａ（＋）载体，未出现阅读框的
移码或改变，Ｔｇｆ２转座酶将融合表达 ＨｉｓＴａｇ组
氨酸标签（图１），利于后期的蛋白质纯化。

图２　重组质粒ｐＥＴ２８ａＴｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ的ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐＥＴ２８ａＴｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ
Ｍ．ＤＮＡ标准分子量ｍａｒｋｅｒ；１２．ＰＣＲ检测产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２．ＰｒｏｄｕｃｔｏｆＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．３　重组蛋白的诱导表达
将测序正确的重组单菌落ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ

２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ在ＬＢ抗性培养液中，３７℃
培养至ＯＤ６００≈０．５加入 ＩＰＴＧ（１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），诱
导表达４ｈ后，收集菌液，离心重悬后，采用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析。结果显示（图３）：与诱导前相比较，
诱导后的菌体蛋白在约 ７０ｋｕ处表达量明显增
加，即重组蛋白得以表达。经 ＢａｎｄＳｃａｎ软件分
析，表达的重组蛋白占菌体总蛋白约８．８％。前
期研究的Ｔｇｆ２转座酶表达条件为：低温（２２℃）
培养、低吸光度诱导（ＯＤ６００≈０．３）

［１８］。此条件

下，大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）表达重组蛋白量占菌
体总蛋白的约４．２％。

经过密码子的优化，金鱼 Ｔｇｆ２转座酶在

ＢＬ２１（ＤＥ３）宿主菌中得以表达，表达量从之前的
约４．２％提高到了约８．８％，即表达量提高了一
倍。培养温度提高到３７℃，可以缩短发酵周期；
对数生长中期诱导能降低发酵过程中染菌的风

险。这些为后续发酵生产金鱼 Ｔｇｆ２转座酶提供
了保障。

图３　重组蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ．低分子量蛋白质 ｍａｒｋｅｒ；１．未诱导、含有重组质粒的
ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白；２．经诱导、含有重组质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）
总蛋白

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａ
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２．
ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｕｎｄｅｒｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

２．４　重组蛋白的纯化
收集诱导后培养的菌体、采用超声波破碎后

离心得到上清液，通过 ＨｉｓＴｒａｐＴＭ ＨＰ亲和柱纯
化，收集的洗脱液进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如图
４所示，上清液经亲和层析可得到纯度较高的重
组蛋白。通过 ＢａｎｄＳｃａｎ分析，从总菌体出发，较
纯重组蛋白（＞７０％）的回收率约为 ０．２８％（表
１）。
２．５　重组蛋白的鉴定

从ＳＤＳＰＡＧＥ胶上切割纯化后的重组蛋白，
进行质谱分析，结果如图５所示：二级质谱检测
到的肽片段序列（图５ａ中阴影）与 ＧｅｎＢａｎｋ中的
Ｔｇｆ２转座酶相比对，相同片段覆盖率达到６４．６％
（图５未显示）。其中３处寡肽段（图５ａ中黑框）
的ＭＳ／ＭＳ质谱图如图５ｂ，ｃ，ｄ所示。质谱结果
表明，表达的重组蛋白为金鱼Ｔｇｆ２转座酶。
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图４　重组蛋白纯化过程的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ．低分子量蛋白质 ｍａｒｋｅｒ；１．未诱导、含有重组质粒的

ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白；２．经诱导、含有重组质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）

总蛋白；３．经诱导、含有重组质粒的细胞经过超声破壁后的

上清液；４．经过亲和纯化后的重组蛋白

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｐｏｒｔｉｏｎｏｆ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｆｔｅｒ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒａｅｔｍｅｎｔ；４． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

表１　重组蛋白的纯化
Ｔａｂ．１　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ

纯化步骤

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔｅｐｓ
总蛋白量／ｍｇ
Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ

纯度／％
Ｐｕｒｉｔｙ

回收率／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

总菌体

Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌ ３２．６ ８．８ １００

上清液

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ １９．８ ４．０ ６１

洗脱液

Ｅｌｕｅｎｔ ０．３９ ７１ １．２

注：以１５０ｍＬ总菌液为例
Ｎｏｔｅ：ｔａｋｅ１５０ｍＬｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｌｉｑｕｉｄａｓａｎｅｘａｍｐｌｅ

２．６　Ｔｇｆ２转座酶的体外ＤＮＡ结合活性
活性转座酶能识别转座子的左右臂序列、并

与之结合，以启动后续的 ＤＮＡ切割、靶位点的整
合等转座过程［２２２３］。本实验采用的 ＤＮＡ探针
Ｌ５０包含Ｔｇｆ２左臂反向重复末端，其分子筛层析
洗脱曲线呈现核酸洗脱峰（图６ｂⅠ，ｂⅡ），出峰

时间约为２８ｍｉｎ且ＯＤ２６０＞ＯＤ２８０；单独孵育的重
组Ｔｇｆ２转座酶呈现蛋白洗脱峰（图６ａ），出峰时
间约为１８ｍｉｎ且ＯＤ２６０与ＯＤ２８０相当。

当Ｔｇｆ２转座酶与探针 Ｌ５０分别以不同摩尔
浓度比（１∶０．６７和１∶２）混合孵育，随后的洗脱曲
线（图６ｂⅠ，ｃⅠ）都显示：约为１８ｍｉｎ时出现的
蛋白洗脱峰增高显著，此结果与 Ｈｅｒｍｅｓ转座酶
的研究结果一致［２０］。ｈＡＴ家族转座酶以多聚体
存在，多聚体通常由若干个二聚体组成空腔结

构，以容纳ＤＮＡ［２０］，故蛋白与核酸形成复合物的
层析行为可能更符合蛋白质特征。

３　讨论

本研究通过优化金鱼 Ｔｇｆ２转座酶编码区密
码子，构建重组载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｔｇｆ２ＴＰＰｌｕｓ，
转化至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞中；大肠杆菌培
养温度为３７℃、培养至ＯＤ６００≈０．５时诱导，菌体
中含有８．８％的重组蛋白，其中上清液含有４．０％
重组蛋白。通过亲和层析从上清液中纯化得到

较高纯度（＞７０％）的重组蛋白，采用 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ／ＴＯＦ串联质谱对重组蛋白进行鉴定，确定表
达的重组蛋白即为金鱼 Ｔｇｆ２转座酶。利用分子
筛层析确定了重组金鱼Ｔｇｆ２转座酶能识别、结合
含Ｔｇｆ２转座子特异性亚末端重复序列的ＤＮＡ探
针，即具有体外ＤＮＡ结合活性。

转座酶的活性对转座子的功能起到至关重

要的作用，如转座子Ｓｌｅｅｐｉｎｇｂｅａｕｔｙ和ＦｒｏｇＰｒｉｎｃｅ
转座活性的唤醒均有赖于其编码转座酶分子水

平的重建和关键结构域的改造 ［２４２５］。转座酶能

够识别ＤＮＡ序列，催化切割及整合，使转座得以
进行，故重组转座酶的开发是对转座子应用的有

益补充。和ｍＲＮＡ转染相比，应用转座酶转染具
有的潜在优势为：（１）避免可能的转座延迟，以提
高转座效率；（２）适于异源系统。在众多的转座
子中，报道显示重组Ａｃ、Ｈｅｒｍｅｓ、Ｔｏｌ２、Ｔｇｆ２转座酶
具有生物活性 ［１８，２６２７］，本研究实践了通过优化密

码子改善重组Ｔｇｆ２转座酶表达的方法，并提高了
目的蛋白的产量，为后续发酵生产Ｔｇｆ２转座酶提
供保障，也为Ｔｇｆ２转座酶作为工具酶的应用提供
支撑。
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图５　Ｔｇｆ２转座酶的质谱鉴定
Ｆｉｇ．５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｂｙＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

（ａ）推测重组Ｔｇｆ２转座酶的氨基酸序列；（ｂｄ）串联质谱测序的部分肽段
（ａ）ＰｕｔａｔｉｖｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ；（ｂｄ）ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｍｅｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ
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图６　Ｔｇｆ２转座酶的体外ＤＮＡ结合活性
Ｆｉｇ．６　ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＴｇｆ２ＴＰ

（ａ）Ｔｇｆ２转座酶的洗脱图谱；（ｂ，ｃ）Ｔｇｆ２转座酶和ＤＮＡ探针（摩尔比分别为１∶０．６７和１∶２）的洗脱图谱

（ａ）ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＴｇｆ２ＴＰａｌｏｎｅ；（ｂ，ｃ）ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｓｏｆＴｇｆ２ＴＰａｎｄＬ５０ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ（ｂ．１∶０．６７，

ｃ．１∶２）
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ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｂｙａｈｙｂｒｉｄＰｉｇｇｙＢａｃａｎｄＳｌｅｅｐｉｎｇＢｅａｕｔｙ

ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，１９２（４）：１２３５

１２４８．

［７］　ＧＥＵＲＴＳＡＭ，ＷＩＬＢＥＲＡ，ＣＡＲＬＳＯＮＣＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｕｓｉｎｇａＳｌｅｅｐｉｎｇＢｅａｕｔｙｇｅｎｅ

ｔｒａｐｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，６（１）：１．

［８］　ＦＲＯＳＣＨＡＵＥＲＡ，ＳＰＲＯＴＴＤ，ＧＥＲＷＩＥＮＦ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｅｐｏｒｔｅｒａｎｄｇｅｎｅｔｒａｐｌｉｎｅｓｏｆｔｈｅ

ｍｅｄａｋａ（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）ｕｓｉｎｇｔｈｅＡｃ／Ｄｓｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓｙｓｔｅｍ

［Ｊ］．ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１２，２１（１）：１４９１６２．

［９］　ＣＬＡＲＫＫＪ，ＧＥＵＲＴＳＡＭ，ＢＥＬＬＪＢ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ

ｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒｇｅｎｅｔｒａｐｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ

［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓｉｓ，２００４，３９（４）：２２５２３３．

［１０］　ＢＥＮＪＡＫＡ，ＦＯＲＮＥＣＫＡ，ＣＡＳＡＣＵＢＥＲＴＡＪＭ．Ｇｅｎｏｍｅ

ｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ“ｃｕｔａｎｄｐａｓｔｅ”ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓｏｆｇｒａｐｅｖｉｎｅ

［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００８，３（９）：ｅ３１０７．

［１１］　ＺＨＡＮＧＪＢ，ＰＥＴＥＲＳＯＮＴ．ＴｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｒｅｖｅｒｓｅｄＡｃ

ｅｌｅｍｅｎｔｅｎｄｓｇｅｎｅｒａｔｅｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓｉｎｍａｉｚｅ

［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００４，１６７（４）：１９２９１９３７．

［１２］　ＣＨＥＮＧＬＤ，ＪＩＡＮＧＸＹ，ＴＩＡＮＹＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｇｏｌｄｆｉｓｈ

ｈＡＴｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｐｏｓｏｎＴｇｆ２ｉｓｃａｐａｂｌｅｏｆａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｅｘｃｉｓｉｏｎ

ｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２０１４，５３６（１）：７４７８．

［１３］　ＣＬＡＲＫＫＪ，ＣＡＲＬＳＯＮＤＦ，ＬＥＡＶＥＲＭＪ，ｅｔａｌ．Ｐａｓｓｐｏｒｔ，ａ

ｎａｔｉｖｅＴｃ１ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｆｒｏｍｆｌａｔｆｉｓｈ，ｉｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙａｃｔｉｖｅｉｎ

ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，３７（４）：

１２３９１２４７．

［１４］　ＫＯＧＡＡ，ＳＵＺＵＫＩＭ，ＩＮＡＧＡＫＩＨ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅ

５４３
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ｅｌｅｍｅｎｔｉｎｆｉｓｈ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９６，３８３（６５９５）：３０．

［１５］　ＦＲＡＳＥＲＭＪ，ＳＭＩＴＨＧＥ，ＳＵＭＭＥＲＳＭＤ．Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｏｆ

ｈｏｓｔｃｅｌｌＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ：ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｈｏｓｔＤＮＡｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓａｎｄＦＰｍｕｔａｎｔｓｏｆＡｕｔｏｇｒａｐｈａ

ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａａｎｄＧａｌｌｅｒｉａｍｅｌｌｏｎｅｌｌａｎｕｃｌｅａｒｐｏｌｙｈｅｄｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓｅｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，１９８３，４７（２）：２８７３００．

［１６］　邹曙明，杜雪地，袁剑，等．金鱼ｈＡＴ家族转座子Ｔｇｆ２的

克隆及其结构［Ｊ］．遗传，２０１０，３２（１２）：１２６３１２６８．

ＺＯＵＳＭ，ＤＵＸＤ，ＹＵＡＮＪ，ｅｔａｌ．ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｇｏｌｄｆｉｓｈｈＡＴ

ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎＴｇｆ２ａｎｄｉｔｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ，２０１０，３２

（１２）：１２６３１２６８．

［１７］　ＪＩＡＮＧＸＹ，ＤＵＸＤ，ＴＩＡＮＹＭ，ｅｔａｌ．Ｇｏｌｄｆｉｓｈｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

Ｔｇｆ２ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙｆｒｏｍｒｅｃｅｎｔｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｔｒａｎｓｆｅｒｉｓａｃｔｉｖｅ［Ｊ］．

ＴｈｅＦＡＳＥＢＪｏｕｒｎａｌ，２０１２，２６（７）：２７４３２７５２．

［１８］　ＸＵＨＬ，ＳＨＥＮＸＤ，ＨＯＵＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｕｂｌｅｇｏｌｄｆｉｓｈＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｗｉｔｈ

ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，

５７（１）：９４１００．

［１９］　ＳＨＩＢＡＮＯＴ，ＴＡＫＥＤＡＭ，ＳＵＥＴＡＫＥＩ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

Ｔｏｌ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｗｉｔｈａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＸｅｎｏｐｕｓｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｌｅｔｔｅｒｓ，２００７，５８１（２２）：４３３３４３３６．

［２０］　ＨＩＣＫＭＡＮＡＢ，ＥＷＩＳＨＥ，ＬＩＸＨ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓ

ｏｆｈＡＴｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｅｎｄｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｂｙＨｅｒｍｅｓ，ａｎｏｃｔａｍｅｒｉｃ

ＤＮＡｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｆｒｏｍＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１４，

１５８（２）：３５３３６７．

［２１］　ＪＩＡＮＧＸＹ，ＨＯＵＦ，ＳＨＥＮＸＤ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＮｔｅｒｍｉｎａｌｚｉｎｃ

ｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎｏｆＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ

ａｎｄｔｏｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，

６：２７１０１．

［２２］　ＲＩＣＥＰＡ，ＢＡＫＥＲＴＡ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅｏｆｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

ａｎｄｉｎｔｅｇｒａｓｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＳｔｒｕｃｔｕｒａｌＢｉｏｌｏｇｙ，

２００１，８（４）：３０２３０７．

［２３］　ＥＳＳＥＲＳＬ，ＡＤＯＬＰＨＳＲＨ，ＫＵＮＺＥＲ．Ａｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｄｏｍａｉｎｏｆｔｈｅｍａｉｚｅａｃｔｉｖａｔｏｒｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２０００，１２（２）：２１１２２３．

［２４］　ＩＶＩＣＳＺ，ＨＡＣＫＥＴＴＰＢ，ＰＬＡＳＴＥＲＫＲＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＳｌｅｅｐｉｎｇＢｅａｕｔｙ，ａＴｃ１ｌｉｋｅｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｆｒｏｍ

ｆｉｓｈ，ａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９７，

９１（４）：５０１５１０．

［２５］　ＧＡＬＬＡＲＤＯＧ?ＬＶＥＺＪＢ，Ｍ?ＮＤＥＺＴ，Ｂ?ＪＡＲＪ，ｅｔａｌ．

ＥｎｄｏｇｅｎｏｕｓｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｓａｆｆｅｃｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙＳｌｅｅｐｉｎｇＢｅａｕｔｙ

ａｎｄＦｒｏｇＰｒｉｎｃｅｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓｉｎｆｉｓｈｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｍａｒｉｎｅ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１３（４）：６９５７０５．

［２６］　ＧＲＡＢＵＮＤＺＩＪＡＩ，ＩＲＧＡＮＧＭ，Ｍ?Ｔ?ＳＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅｅｌｅｍｅｎｔｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＴｈｅｒａｐｙ，２０１０，１８（６）：１２００１２０９．

［２７］　ＮＩＪ，ＷＡＮＧＥＮＳＴＥＥＮＫＪ，ＮＥＬＳＥＮＤ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴｏｌ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｆｏｒｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｎｄｇｅｎｅ

ｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＭｏｂｉｌｅＤＮＡ，２０１６，７：６．

６４３
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ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｌｄｆｉｓｈＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅａｎｄｉｔｓＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＳＩＲｕｉｒｕｉ１，ＺＨＡＯＸｉ１，ＬＵＭｅｎｇｑｉ１，ＺＯＵＳｈｕｍｉｎｇ２，ＪＩＡＮＧＸｉａｙｕｎ１，２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆ
ＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＧｏｌｄｆｉｓｈＴｇｆ２，ａｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｏｆＨｏｂｏ／Ａｃｔｉｖａｔｏｒ／Ｔａｍ３（ｈＡＴ） ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ｅｎｃｏｄｅｓａｃｔｉｖｅ
ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｗｈｉｃｈｉｓｃａｐａｂｌｅｏｆｍｅｄｉａｔｉｎｇｇｅｎｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｎｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎａｓｅｒｉｅｓｏｆｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｉｔｈａｓｇｒｅａｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｓｕｃｈａｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｍａｓｔｅｒｇｅｎｅｓｏｆｉｍｐｏｒｔａｎｔｔｒａｉｔｓ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｆｉｓｈｂｒｅｅｄｉｎｇ．ＦｏｒｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｍａｎｙｒａｒｅｃｏｄｏｎｓｉｎＴｇｆ２ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｃＤＮＡ
（Ｔｇｆ２ＴＰ，ＪＮ８８６５９１），Ｔｇｆ２ＴＰｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂａｓｅｄｏｎｃｏｄｏｎｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆＥ．ｃｏｌｉ．ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄＴｇｆ２ＴＰ
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