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摘   要：【目的】核酸的甲基化修饰是一种常见的化学修饰形式，具有重要的生物学功能，却也

在一定程度上给一些核酸研究过程带来了技术难度。tRNA 上具有的大量甲基化修饰会阻碍逆转

录进程，从而降低荧光定量 PCR (real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, 
RT-qPCR)和高通量测序对其的检测效率。来自大肠杆菌(Escherichia coli)的 AlkB 蛋白是一种多

功能的脱烷基化酶，可以去除 DNA 和 RNA 上多种甲基化为代表的修饰，有望解决以上问题。    
【方法】针对大肠杆菌来源的 AlkB，分别尝试在大肠杆菌和毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统中

进行诱导表达和纯化，对纯化获得的 AlkB 进行酶学性质测定。最后以 tRNAIle 
UAU等两种 tRNA 为代

表，研究 AlkB 的处理对于荧光定量 PCR 法检测 tRNA 表达水平的影响。【结果】AlkB 在大肠杆菌

中表达时多以包涵体形式存在，但是在毕赤酵母中可以成功分泌表达。使用镍柱分离纯化后获得了

纯度高于 95%的 AlkB 蛋白，其酶学性质参数如下：最适反应温度为 25 ℃，最适 pH 值为 6.5，Vmax

为 0.39 μmol/(L·min)，Km 为 3.23 μmol/L，比酶活为 1.08 U/mg。AlkB 对 RNA 的处理可以增加荧

光定量 PCR 对 tRNA 表达水平检测的准确度。【结论】AlkB 可以在毕赤酵母中高效表达并纯化，

其处理有助于荧光定量 PCR 对于 tRNA 的检测结果变得更准确。AlkB 的各项酶学性质特征在相关

理论研究和应用中具有一定的科学价值。 
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Abstract: [Objective] As a common type of chemical modification, nucleic acid methylation 
has significant biological functions. However, it also brings technical difficulties to some 
nucleic acid-related studies. Massive methylations on tRNAs will block reverse transcription 
and decrease the efficiency of real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) and 
high-throughput sequencing for the determination of tRNA levels. The AlkB from Escherichia 
coli is a multi-functional dealkylase. It can remove methylation as well as other modifications 
on DNA and RNA and thus has the potential to solve the problem mentioned above. [Methods] 
Here we expressed the E. coli sourced AlkB in E. coli and Pichia pastoris. After purification of 
the protein, we measured its enzyme properties. Finally, two tRNAs represented by tRNAIle 

UAU 
were used to examine the effect of AlkB treatment on the detection performance of real-time 
PCR for tRNA levels. [Results] AlkB mostly presented as inclusion bodies localized in E. coli, 
however, it was successfully expressed in and secreted by P. pastoris. After being purified by 
Nickel column, the AlkB protein showed the purity above 95%. The optimum conditions of this 
enzyme were 25 ℃ and pH 6.5, at which it showed the Vmax of 0.39 μmol/(L·min), Km of 3.23 μmol/L, 
and specific activity of 1.08 U/mg. When RNA sample was treated by AlkB, real-time PCR 
could detect the tRNA level more accurately. [Couclusion] AlkB could be efficiently expressed 
and purified in P. pastoris. By treating RNA sample with purified AlkB, the real-time PCR 
method is able to detect tRNA levels more accurately. Additionally, the enzyme properties of 
AlkB have a significant value for relevant theoretical research and application. 
Keywords: Pichia pastoris; demethylase; AlkB; tRNA; enzyme property 
 
 

核酸甲基化是核酸发生化学修饰的一种形

式，两类核酸分子 DNA 和 RNA 都可以发生甲

基化修饰，并具有重要的生物学功能。DNA 甲

基化属于表观遗传标记的一种，能够在不改变

DNA 序列的前提下引起染色质构象、稳定性以

及与蛋白质相互作用方式的改变，从而调控基因

表达[1]。真核生物中的 DNA 甲基化类型主要是

5-甲基胞嘧啶，发生在 CpG 二核苷酸的胞嘧啶

位点。而原核生物中除了 5-甲基胞嘧啶外，还

存在着 6-甲基腺嘌呤修饰。除了对基因表达的

潜在影响 [2]，“GmATC”也是原核生物区分新旧

DNA 链以协助损伤修复的重要机制[3]。甲基化

修饰也是发生在 RNA 上的众多化学修饰中比较

主要的修饰类型。许多种类的 RNA 包括 mRNA、

rRNA、tRNA、snRNA 和 snoRNA 都存在甲基化

修饰，其中 6-甲基腺嘌呤在 mRNA 中丰度最高[4]；

而 tRNA 上的修饰则包括 1-甲基腺嘌呤、3-甲基胞

嘧啶和 1-甲基鸟嘌呤等，这些修饰可能对 tRNA
的生物合成、稳定性和功能活性起重要作用[5]。 

在重要的生物学功能以外，核酸的甲基化修
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饰也可能在相关领域的研究中带来一定的问题。

荧 光 定 量 PCR (real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction, RT- 
qPCR)和转录组测序(RNA-seq)是对样品中的转

录产物进行定量，比较在发育的不同阶段以及

不同条件下基因表达水平的技术[6-8]，目前已广

泛应用于生物学、医学和药物研发等多个研究领

域。然而与 mRNA 相比，对 tRNA 表达水平的

检测具有一定的技术难度。因为这两种技术都依

赖逆转录这一关键步骤，而 tRNA 上具有的大量

化学修饰会导致逆转录过程的暂停或终止。此

外，tRNA 稳定的二级结构也进一步限制了接头

连接和 cDNA 的合成效率，因此 tRNA 是目前唯

一仍然不能被传统的 RNA-seq 有效且定量测序

的 RNA 类型[6]。tRNA 除了参与翻译过程，也被

报道参与调控细胞增殖、代谢信号传递以及疾病

发生机制[9-10]。Northern blotting 是目前常用的检

测 tRNA 表达水平的常用方法，但是其通量低、

操作繁琐的特点在一定程度上限制了实验进度。

因此，突破技术瓶颈问题，实现 tRNA 表达水平

的快速精确检测具有重大的意义。 
AlkB 蛋白家族是一类核酸去甲基酶，在表

观基因调控、RNA 代谢和 DNA 修复等研究领域

都获得了广泛的关注[11]。哺乳动物和大肠杆菌中

都存在 AlkB 的同源蛋白。哺乳动物中 AlkB 的

错误调控与肥胖、糖尿病、肿瘤等疾病发生存在

相关性，因此其抑制剂的筛选也是疾病治疗的研

究热点[12]。来自大肠杆菌的 AlkB 蛋白是一种多

功能的脱烷基化酶，属于非血红素二价铁和 α-
酮戊二酸依赖的双加氧酶超家族中的一员[13]，

以 1-甲基腺嘌呤和 3-甲基胞嘧啶为主要底物，

也可以去除 3-甲基胸嘧啶、1-甲基鸟嘌呤、6-
乙基腺嘌呤和 4-乙烯胞嘧啶中的烷基[14-16]。 

基于大肠杆菌 AlkB 在去除核酸甲基化等修

饰中的重要作用，我们分别尝试在大肠杆菌

(Escherichia coli)和毕赤酵母(Pichia pastoris)两
种重组蛋白表达系统中表达 AlkB 并进行分离纯

化。对于纯化获得的 AlkB 蛋白，进一步测定其酶

活和其他酶学性质参数，并研究了 AlkB 的处理对

于荧光定量 PCR 法检测 tRNA 表达水平的影响。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)菌株，毕赤酵

母 GS115、GS115-tRNAIle 
UAU、GS115-tRNAThr 

CGU菌株

均由本实验室保存，其余菌株在此基础上构建。

pET28a 载体和 pPICZα 载体由本实验室保存，

其余载体在此基础上构建。 

1.2  试剂和培养基 
质粒抽提试剂盒、RNA 纯化试剂盒购自生

工生物工程(上海)股份有限公司，识别 6×His 标

签的一抗和二抗、cDNA 第一链合成试剂盒、化

学发光法生物素标记核酸检测试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，SYBR Green 购自北

京聚合美生物科技有限公司，蛋白纯化所用镍柱

填料购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司，无缝

克隆试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司。引物序列、DNA 探针合成及 Sanger 测序

由苏州金唯智生物科技有限公司完成，其余化学

品试剂购自华东理工大学材料采购平台。LB 培

养基配方：0.5%酵母提取物，1%蛋白胨，1%氯

化钠。酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(yeast extract 
peptone dextrose medium, YPD)配方：1%酵母提

取物，2%蛋白胨，2%葡萄糖。含甲醇的缓冲性复

杂 培 养 基 (buffered methanol-complex medium, 
BMMY)配方：1%酵母提取物，2%蛋白胨，1.34%
酵母氮源基础(yeast nitrogen base, YNB)，1%甲醇，

0.1mol/L 磷酸钾缓冲液。固体培养基中加入 2%琼

脂。于 121 ℃高压灭菌 20 min。如需抗性，加入

终浓度0.1−1 mg/mL zeocin或50 μg/mL卡那霉素。 
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1.3  仪器和器材 
蛋白质垂直电泳仪(上海天能生命科学有限

公司)，转印电泳仪(上海天能生命科学有限公

司)，离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司)，PCR 仪(苏州东胜兴业科学仪器有限公司)，
化学发光仪(上海天能生命科学有限公司)，荧光

酶标仪(伯腾仪器有限公司)，核酸杂交仪(宁波新

芝生物科技股份有限公司)，微量分光光度计(杭
州奥盛仪器有限公司)。 

1.4  表达载体的构建 
从 National Center for Biotechnology 

Information (NCBI)数据库查找获得大肠杆菌

AlkB 基因的核酸序列(Gene ID: 946708)，设计引

物进行 PCR 扩增。所得基因片段通过无缝克隆

插入 pET28a 载体的 T7 启动子之后，N 端添加

OmpA 分泌序列，并保留 C 端 6×His 标签，获

得 pET28a-AlkB 表达载体；所得基因片段通过

无缝克隆插入 pPICZα 载体 alpha 因子分泌序列

之后，保留 C 端 6×His 标签，获得 pPICZα-AlkB。

构建好的表达载体使用大肠杆菌扩增，验证测序

无误后保存。所用引物序列如表 1 所示。 

1.5  大肠杆菌的化学转化 
将 0.5 μL质粒或 10 μL无缝克隆连接液加入

到 100 μL 大肠杆菌感受态细胞中，轻弹管壁混

匀，于冰上静置 10 min。将离心管轻柔放入 42 ℃
水浴锅中，热激 45 s 后立即拿出置于冰上冷却

2−3 min。加入 900 μL LB 培养基(不添加抗生素)，
37 ℃复苏 1 h。5 000 r/min 离心 5 min，弃掉 800 μL
上清。菌体轻柔吹打混匀后，涂布于含卡那霉素

的 LB 平板，37 ℃培养箱中倒置培养 12−16 h 后

挑选单菌落，抽提质粒并进行测序验证。 

1.6  毕赤酵母的电转化 
构建好的质粒(1 μg 以上)经 Sac I 酶切线性

化后与 80 μL 新鲜制备的毕赤酵母感受态细胞

混合，转移到预冷的电转杯中冰浴 5 min。将电

转杯放入设定在“Pic”模式的电转仪滑槽中，电

击 1 次，立即加入 1 mL 预冷的 1 mol/L 山梨醇

溶液，并将电转杯中的菌液转移到装有 1 mL  
 
表 1  本研究使用的引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) 
pet28a-F GGCCTGCGCTACGGTAGCGAA 
pet28a-R CTCGAGCACCACCACCACCA 
pet28a-AlkB-F TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTCTTTTTTACCTGCCTGACG 
pet28a-AlkB-R TTCGCTACCGTAGCGCAGGCCATGTTGGATCTGTTTGCCGA 
T7-R TAATACGACTCACTATAGGG 
T7t-F GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
AlkB-F GGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGTTGGATCTGTTTGCCGATGC 
AlkB-R TTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTTCTTTTTTACCTGCCTGACG 
pPICZa-F GAACAAAAACTCATCTCAGAA 
pPICZa-R CTCTCTTTTCTCGAGAGATACC 
5AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 
3AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 
RT-5sRNA-F CCATATCTAGCAGAAAGCA 
RT-5sRNA-R TCTCCCACTACACTACTC 
RT-Ile tRNA-F CTTCTGTGGCGCAGTGGT 
RT-Ile tRNA-R TGCTTCTGGAGGGGTTCG 
RT-Thr tRNA-F GCCCTTTTGGCCAAGTGG 
RT-Thr tRNA-R TGCCCTTTGACGGGATCG 
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YPD 液体培养基的血清瓶中，30 ℃、200 r/min
摇床培养 2−3 h。用移液枪吸取适量电转复苏后

的菌液，涂布于相应带有高浓度 zeocin 抗生素

(0.7 mg/mL)的筛选平板，倒置于 30 ℃培养箱中

培养 2 d 左右，至有肉眼可见的转化子长出。挑

选单菌落，提取基因组进行 PCR 验证。 
1.7  SDS-PAGE 电泳和 Western blotting 

通过离心分离菌体和上清，十二烷基硫酸 
钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE)和 Western blotting 的方法如参考文

献[17]所述。Western blotting 一抗使用抗 6×His
小鼠抗体，二抗使用 HRP 标记山羊抗小鼠 IgG
抗体。 
1.8  毕赤酵母中 AlkB 的表达与纯化 

AlkB 表达菌株在 YPD 培养基中培养至

OD600 值达到 2−6，离心分离菌体，无菌水洗涤     
3 次后转移到 BMMY (含 1%甲醇)培养基中进行

目标蛋白的诱导表达。每 24 h 补充一次甲醇，

诱导 72 h 后离心收集上清。培养温度为 30 ℃。

离心收集发酵液上清，通过 10 kDa 孔径超滤膜

包(赛多利斯 Vivaflow 50)浓缩 10 倍。在浓缩后

的上清中加入等量的镍柱平衡缓冲液并调 pH 至

7.4，加入镍柱中与介质充分结合。分别使用含    
25 mmol/L 和 300 mmol/L 咪唑的平衡缓冲液进

行洗涤和洗脱，通过 SDS-PAGE 电泳、考马斯

亮蓝染色和 Western blotting 检测每一组分中的

目标蛋白含量。将含目标蛋白 AlkB 的数管洗脱

液合并，使用 10 kDa 孔径超滤管超滤浓缩，并

通过 Bradford 法测定蛋白浓度。 

1.9  AlkB 酶活测定 
AlkB 酶活测定的原理如下：AlkB 对 DNA

进行脱甲基作用时，每个被氧化的甲基会产生一

个甲醛分子，甲醛可被甲醛脱氢酶(formaldehyde 
dehydrogenase, FDH)氧化成甲酸，在此过程中，

辅酶 NAD+被还原为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH) ，
NADH 受 340 nm 波长激发光照射下可发射出

465 nm 波长荧光。使用酶标仪监测反应开始后

的荧光强度，以此性质来定量计算酶活。AlkB
反应缓冲液配方：20 mmol/L HEPES pH 8.0，  
200 μmol/L α-酮戊二酸，2 mmol/L L-抗坏血酸，

20 μmol/L Fe(NH4)2(SO4)2，100 μg/mL 牛血清白蛋

白(bovine serum albumin, BSA)。检测 AlkB 活性

时选用底物为单链 DNA (5′-CGTCGXATTCTA 
GAGCCCC-3′)[13]，其中 X 代表 1-methyl-dA。 
1.10  最适反应温度的测定 

在 AlkB 反应缓冲液中添加 15 μmol/L DNA
底物、120 ng AlkB、2.5 U/mL FDH 和 1 mmol/L 
NAD+，反应体系 120 μL，控制反应温度分别为

15、20、25、30、35 ℃。用酶标仪连续监测     
465 nm 波长处发射荧光值的增加，从而计算不

同温度下的催化反应速率。 
1.11  最适 pH 的测定 

在 AlkB 反应缓冲液中添加 15 μmol/L DNA
底物、120 ng AlkB、2.5 U/mL FDH 和 1 mmol/L 
NAD+，调节 AlkB 反应缓冲液的 pH 使得最终反

应体系的 pH 值分别为 4.0、4.7、5.0、6.5、7.8、
8.5、9.2、10.0，反应体系 120 μL。25 ℃下进行反

应，用酶标仪连续监测 465 nm 波长发射荧光值的

增加，从而计算不同 pH 值下的催化反应速率。 
1.12  AlkB 的动力学常数测定 

如方法 1.9 所述，在 AlkB 反应缓冲液中添

加 DNA 底物、50 ng AlkB、2.5 U/mL FDH 和      
1 mmol/L NAD+，底物浓度[S]分别选择 0、5、
10、15、25、30 μmol/L，反应体系 120 μL。在

25 ℃，pH 6.5 条件下测定荧光强度变化，从而

计算不同底物浓度下的催化反应速率。 
1.13  荧光定量 PCR 

通过离心分离毕赤酵母菌体和上清，菌体液

氮研磨破碎后使用 Trizol 试剂法抽提总 RNA。

通过微量分光光度计测定RNA浓度后，使用cDNA
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第一链合成试剂盒对RNA进行逆转录，使用SYBR 
Green 预混液进行荧光定量 PCR。内参选择 5S 
rRNA，tRNA 与内参的扩增引物序列见表 1。 
1.14  Northern blotting 

通过离心分离毕赤酵母菌体和上清，菌体液

氮研磨破碎后使用 Trizol 试剂法抽提总 RNA。

通过微量分光光度计测定 RNA 浓度后，使用尿

素变性的 PAGE 胶分离 RNA。将 RNA 由胶上转

至尼龙膜，与生物素标记的 tRNA 探针进行杂

交，使用化学发光法生物素标记核酸检测试剂盒

进行显影。检测 tRNA Ile 
UAU所用的探针序列为

biotin-5′-GCTTCTGTGGCGCAGTGGTTTAGCG
CATCGTGCTTATAAACGTTTAACACGTCTAT
GTTCAAAGCACAGTCGTTTAGAAACGCGAT
GGTCGTGGGTTCGAACCCCTCCAGAAGCA-
3′-biotin ，检测 tRNA Thr 

CGU 所用的探针序列为

biotin-5′-TTGACGGGATCGAACCATCGGTCTT
CTCATTACGAGTGAGACGCCTTACCACTTG
GCCAAAAGGGC-3′-biotin。 
1.15  AlkB 处理 RNA 

在 AlkB 反应缓冲液中加入 60 pmol 总 RNA
和 120 pmol AlkB，25 ℃反应 2 h。反应结束后

使用 RNA 快速浓缩纯化试剂盒回收 RNA，通过

微量分光光度计测定浓度后用于后续实验。

RNA 与 AlkB 的用量计算依据如下： 
根据测得的比酶活 1.08 U/mg，x mol 的底

物需要约 0.05x mol 的酶处理 1 min 以完全去甲

基化。而这里用的是总 RNA，平均长度 2 kb，
是酶活反应中所用底物的 100 倍，因此 x mol 的
RNA 则需要 5x mol 的酶。考虑到这是理论值，

实际的反应效率必定低于理论值并且会随着时

间而降低，此外所用底物的碱基修饰比例为 1/20，
而 tRNA 中可能更高，因此将 RNA 与酶的比例

调整为 1:2，并且增加处理时间至 2h 以充分反应。 

2  结果与分析 
2.1  AlkB 在大肠杆菌中的表达 

由于这里选择的 AlkB 蛋白来自大肠杆菌，

首先尝试在大肠杆菌中对其进行分泌表达。将

AlkB 基因片段克隆入 pET28a 载体获得表达载

体 pET28a-AlkB ， 化 学 转 化 进 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)感受态，筛选阳性转化子。验证无误

后，挑取单菌落于 5 mL LB 液体培养基中培养

过夜作为一级培养液。将一级培养液以 1%的接

种量转接到 50 mL LB 培养基中，待 OD600 值达

到 0.6−0.8 时，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG
进行诱导。37 ℃诱导 16 h 后收集发酵液上清和

菌体，对菌体进行超声破碎，通过 SDS-PAGE
和 Western blotting 检测 AlkB 的表达情况。 

如图 1 所示，其中 A 为 SDS-PAGE 的考马斯

亮蓝染色结果，B 为 Western blotting 检测结果。

泳道 1 为发酵液上清，泳道 2 为菌体破碎上清，泳

道 3 为菌体破碎沉淀，泳道 M 为分子量标准。可

以看到，大肠杆菌中表达的 AlkB 大多位于菌体破

碎沉淀组分，显示其在大肠杆菌中以包涵体形式存

在(泳道 3)。AlkB 的实际大小与理论大小(23.9 kDa)
相符。后期我们逐步降低诱导温度至 16 ℃，仍然

无法解决此问题。AlkB 是大肠杆菌的内源蛋白，

包涵体的形成可能是使用 IPTG 诱导型启动子后

蛋白质表达水平过高，远远超出原本水平导致。 

 

 
 

图 1  AlkB 蛋白在大肠杆菌中的表达情况 
Figure 1  Examine AlkB expression in Escherichia 
coli BL21 strain. A: Coommassie blue staining of 
SDS-PAGE. B: Western blotting detecting AlkB. 
Lane M: Marker; Lane 1: Cell culture medium; Lane 
2: Supernatant of cell lysate; Lane 3: Pellet of cell 
lysate. 
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2.2  AlkB 在毕赤酵母中的表达 
由于 AlkB 无法在大肠杆菌中可溶性高效表

达，接下来尝试使用毕赤酵母表达系统，该系统

中不存在 AlkB 同源蛋白。将 AlkB 基因片段克

隆入 pPICZα 载体获得表达载体 pPICZα-AlkB，

将该质粒线性化后电转入毕赤酵母 GS115 感受

态细胞，使用高浓度 zeocin 抗性平板筛选多拷

贝阳性转化子。基因组 PCR 验证无误后，使用

甲醇培养诱导并通过 Western blotting 初步比较

所有阳性转化子中目标蛋白 AlkB 的表达水平，

挑选表达水平最高的菌株进行后续的表达纯化

实验。该菌株命名为 GS115-pPICZα-AlkB。 

2.3  AlkB 的亲和纯化 
对以上构建获得的 GS115-pPICZα-AlkB 菌

株进行摇瓶培养和甲醇诱导，方法如 1.8 所示。

分离发酵液上清进行超滤浓缩、镍柱纯化，结果

如图 2 所示。图 2A 为 SDS-PAGE 的考马斯亮蓝 
 

 
 

图 2  AlkB 蛋白的镍柱纯化结果 
Figure 2  AlkB purification results by Nickel 
column. A: SDS-PAGE and Coommassie blue 
staining of different fractions. B: Western blotting 
detecting target protein AlkB. Lane M: Marker; Lane 
1: Cell culture medium; Lane 2: Flow through; Lane 3: 
Wash buffer containing 25 mmol/L imidazole; Lane 
4−5: Wash buffer containing 300 mmol/L imidazole. 

染色结果，图 2B 为 Western blotting 检测结果。

其中泳道 1为发酵液上清，泳道 2为上样流穿液，

泳道 3 为 25 mmol/L 咪唑洗涤流穿液，泳道 4−5
为 300 mmol/L 咪唑洗脱流穿液。可以看到，镍

柱亲和层析能高效分离纯化目的蛋白和去除杂

蛋白，获得较高纯度的可溶性 AlkB。通过使用

Image J 对洗脱泳道的条带灰度进行定量分析，

目标蛋白纯度大于 95%。 

2.4  AlkB 的酶学性质研究 
2.4.1  甲醛浓度-荧光强度增值标准曲线的测定 

AlkB 酶活检测的原理实际上是对反应产生

的甲醛进行定量，因此首先需要绘制不同甲醛浓

度下荧光值变化的标准曲线。室温 25 ℃下在

AlkB 反应缓冲液中加入不同浓度的甲醛 (1−  
20 μmol/L)，FDH (终浓度 2.5 U/mL)，NAD+ (终
浓度 1 mmol/L)，反应体系 120 μL。用酶标仪连

续监测 NADH 的产生直到荧光值趋于稳定，记

录荧光强度增值。将荧光强度增值(单位：RFU)
相对于甲醛浓度(单位：μmol/L)作图，拟合成标

准曲线。所得标准曲线方程为 y=125.16x–47.316，
R2=0.994 9。 
2.4.2  温度对于 AlkB 催化速率的影响 

我们首先研究了不同温度对于 AlkB 催化速

率的影响，以探究该酶的最适反应温度。实验方

法如 1.10 所述，测试温度选择 15、20、25、30、
35 ℃。将 AlkB 催化反应速率定义为反应体系中

每分钟催化底物产生甲醛的量(单位：μmol/L)，
计算方法为 V[μmol/(L·min)]=单位时间(min)荧
光值的增加/标准曲线斜率。不同温度的反应体

系中反应速率的计算结果如图 3A 所示。可以看

到，反应速率在 25 ℃左右达到最高，随着温度

的升高和降低反应速率均迅速降低。因此我们纯

化获得的 AlkB 最适反应温度为 25 ℃。 
2.4.3  pH 对于 AlkB 催化速率的影响 

接下来我们研究了不同 pH 对于 AlkB 催化

速率的影响，以探究该酶的最适 pH。实验方法
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如 1.11 所述，测试 pH 选择 4.0、4.7、5.0、6.5、
7.8、8.5、9.2、10.0。反应速率 V 的计算方法与

2.4.2 相同。不同 pH 的反应体系中反应速率的计

算结果如图 3B 所示。可以看到，反应速率在极

端 pH (<5 或>9)下都非常低，在接近中性 pH 时

达到最高。我们纯化获得的 AlkB 最适 pH 为 6.5。 
2.4.4  AlkB 的动力学常数测定 

接下来我们进一步测定了 AlkB 的酶动力学

参数。实验方法如 1.12 所述，测试底物浓度[S]

选择 0，5，10，15，25，30 μmol/L。反应速      

率 V 的计算方法与 2.4.2 相同。如图 4A 所示，

在底物浓度[S]高于 15 μmol/L 后反应速率达到

最大。 

由于底物浓度[S]-反应速率 V 的关系曲线较

难精确计算 Km 和 Vmax，我们通过 Hanes-Woolf
法作图，绘制[S]/V 与[S]关系曲线，并进行线性

拟合(图 4B)。拟合趋势线的斜率为 2.573 9，与

x 轴的截距为−8.320 9/2.573 9=−3.23。根据斜  
率=1/Vmax，与 x 轴的截距=−Km，计算可得 Vmax=1/ 
2.573 9=0.39 μmol/(L·min)，Km=3.23 μmol/L。通

过 Hanes-Woolf 法计算获得的 Km 和 Vmax 数值也

与图 4A 相匹配。 
将酶活力单位(U)定义为：在 25 ℃下，1 min

内转化 1 μmol 底物所需的酶量。根据 AlkB 的催

化原理，每转化 1 μmol 底物产生 1 μmol 的甲醛，

那么 1 U 等于 25 ℃下，1 min 内产生 1 μmol 甲
醛所需要的 AlkB 的量。经计算得出 AlkB 的比

酶活为 1.08 U/mg。 
 

 
 

图 3  AlkB 催化速率随温度和 pH 的变化 
Figure 3  The catalytic activity change of AlkB with temperature and pH. A: Temperature. B: pH. Data are 
shown as the mean of three replicates, with the error bars representing±standard error. 

 

 
 

图 4  AlkB 的动力学常数测定 
Figure 4  Measurement of kinetic parameters of AlkB. A: The reaction rates of AlkB at different substrate 
concentrations. B: Hanes-Woolf plot of the data in A. Data are shown as the mean of three replicates, with the 
error bars representing±standard error. 
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2.5  AlkB 的处理对于荧光定量 PCR 法检

测 tRNA 表达水平的影响 
接下来，我们尝试使用纯化获得的 AlkB 去

甲基酶处理 RNA，研究 AlkB 的处理是否有助于

提高荧光定量 PCR 法对 tRNA 表达水平的检测

精准度。我们选取了 2 种 tRNA 作为检测对象，

分别是 tRNAI l e 
UAU和 tRNAT h r 

CGU，两者在毕赤酵母野

生型菌株 GS115 中均只有一个拷贝。课题组前 

期构建了 GS115-tRNAIle 
UAU和 GS115-tRNAThr 

CGU菌

株，分别额外导入了 2 个拷贝的 tRNAIle 
UAU和 

tRNAThr 
CGU基因。Northern blotting 检测(实验方法如

1.14 所述 )显示，转基因菌株中 tRNA Ile 
UAU和  

tRNAThr 
CGU的表达水平分别达到了野生型菌株的

3−4 倍(图 5A、5B)，与预期相符。直接通过荧

光定量 PCR (实验方法如 1.13 所述)检测 tRNA 表

达水平结果如图 5C 所示，仍然可以看到转基因 
 

 
 

图 5  AlkB 处理对于荧光定量 PCR 法检测 tRNA 表达水平的准确度的影响 
Figure 5  The effect of AlkB treatment on the accuracy of real-time PCR in detecting tRNA expression levels. 
A: Northern blotting measuring tRNAIle 

UAU levels in two strains, as well as its quantification by Image J. B: 
Northern blotting measuring tRNAThr 

CGU levels in two strains, as well as its quantification by Image J. C: 
Regulator real-time PCR to detect tRNA levels. D: Real-time PCR after AlkB treatment to detect tRNA 
expression levels. For C and D, data are shown as the mean of three replicates, with the error bars 
representing±standard error. 
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菌株中 tRNA 表达水平提高的趋势，但是过大的

误差线导致与野生型菌株相比失去了差异显著

性。误差线较大的原因是 tRNA 上的众多修饰影

响了逆转录效率，导致各平行实验的逆转录质量

均不同。在逆转录步骤之前使用 AlkB 处理 RNA

样品(实验方法如 1.15 所述)，纯化 RNA 后再次

通过荧光定量 PCR 检测 tRNA 表达水平，结果

如图 5D 所示。可以看到转基因菌株与野生型菌

株之间的差异更加明显，误差线显著减小，说明

AlkB 的处理可以减少 tRNA 的修饰以提高逆转

录质量，从而帮助荧光定量 PCR 检测结果变得

更精确。 

3  讨论与结论 

3.1  AlkB 的酶学性质比较 
本研究尝试在大肠杆菌和毕赤酵母两种表

达系统中分泌表达 AlkB。AlkB 的理论大小为

23.9 kDa，在大肠杆菌和毕赤酵母中表达的实际

大小与理论大小相符。在大肠杆菌中多以包涵体

形式存在，但是成功在毕赤酵母中表达并使用镍

柱亲和层析纯化了 AlkB，纯度达到 95%以上。

通过对于纯化所得 AlkB 进行酶学性质参数的测

定显示，最适反应温度为 25 ℃，最适 pH 值为

6.5，Vmax=0.39 μmol/(L·min)，Km=3.23 μmol/L，

比酶活为 1.08 U/mg。 

Roy 等[13]曾通过监测 NADH 类似物的荧光

强度变化，测定了大肠杆菌表达 AlkB 的 Km 值

为(5.4±0.9) μmol/L，高于本文中测得的 Km 值，

说明本实验用毕赤酵母表达的 AlkB 蛋白与

DNA 底物的亲和力高于大肠杆菌表达的 AlkB；

其测得 Vmax 为 0.04 μmol/(L·min)，小于本文测定

的 0.39 μmol/(L·min)，说明我们表达纯化获得的

AlkB 具有显著更高的催化速率。二者酶学性质

的差异，可能与所用 AlkB 的一级序列存在略微

差异有关。本实验所用的 AlkB 序列克隆自

MG1655 菌株，而 Roy 等克隆自 BL21 菌株，二

者在 3 个氨基酸位点存在差异(G8A、S71T 和

T201I)。并且 Roy 等使用 NADH 类似物 APADH

进行荧光检测，与本实验选用 NADH 也有所不

同，可能也是测得酶学性质有所差异的原因之

一。另外，酶学性质的差异也可能由表达宿主的

不同而造成。作为常用的真核表达系统，毕赤酵

母中表达的蛋白存在一定程度的糖基化修饰。目

前关于 AlkB 的糖基化修饰以及与功能的关系没

有太多的报道，可能是出现酶学性质差异的因

素。此外，也有报道使用非 NADH 或类似物荧

光变化测定 AlkB 的 DNA 脱烷基酶活性的方法，

例如放射性标记的 DNA 凝胶电泳[18]，以及使用

HPLC 或质谱分析法对非放射性标记 DNA 进行

分析等方法。 

3.2  AlkB 的应用 
DNA 和 RNA 的甲基化修饰都具备重要的

生物学功能，而这些甲基化修饰却有可能为一些

核酸的研究技术增加困难。本研究显示，AlkB

对 RNA 的处理可以增加荧光定量 PCR 对 tRNA

表达水平检测的准确度。后续可以尝试 AlkB 处

理是否可以改善 tRNA 建库和高通量测序的  

效率。 

除了 tRNA 相关的研究，AlkB 在 DNA 相关

的研究中也存在应用潜力。例如许多限制性内切

酶对靶序列位点的识别受甲基化影响，甲基化修

饰的存在可能降低工具酶对靶标位点的切割，而

AlkB 处理可以解决这一问题。本研究中对于

AlkB 酶学性质的研究，也为核酸去甲基反应的

条件、酶量需求估算以及反应时间的设定提供了

依据。 
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