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大肠杆菌表达的 Taq DNA 聚合酶的纯化 
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摘要: Taq DNA聚合酶是分子生物学研究中最常用的热稳定DNA聚合酶之一, 与其他热稳定DNA聚合酶具有

相似的特征, 其纯化策略不但有潜在的应用前景, 也对同类聚合酶的分离具有指导意义。已报道的适宜大量制

备Taq酶的方案所需成本较高, 而文章介绍了一种利用国产阳离子交换树脂廉价制备Taq酶的方案。在本方案中, 

采用热变性、(NH4)SO4沉淀与 724 离子交换层析分离大肠杆菌表达的Taq酶, 约 18 g Na型树脂干粉一次可回收

比活约 8 131.98 U/mg、总酶活 2.2×105 U、近 27.07 mg Taq酶。纯化的产率可达 48.92%, 纯化倍数约 59.35。

所制酶SDS-PAGE电泳只检测到 94 kDa单一蛋白条带, 未检测到DNA核酸酶污染, 与商品酶的PCR扩增能力无

区别。此纯化方法成本低, 适合实验室一般性的制备和生产应用。 

关键词:  Taq DNA 聚合酶; 724 树脂; 阳离子交换层析 

Purification of Taq DNA polymerase expressed in Escherichia coli 
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Abstract:  Taq DNA polymerase is one of the most commonly thermostable DNA polymerases in molecular biological 
researches, which shares its basic characters with others of the family, thereby its purifying strategy could be used not only 
in itself production but also in the extraction of the others as a reference. At present, the protocols reported for large scale 
preparation of Taq DNA are high cost, so a cheaper method was described here. In this protocol, by heat denaturation, am-
monium sulfate precipitation and cation exchange chromatography of 724 resin, about 18 g powder of Na form resin could 
recover about 27.07 mg of Taq enzyme. The total activity and specific activity were approximately 2.2×105 U and 8131.98 
U/mg. The total yield was about 48.92% with 59.35 of purification folds. Analysis of quality of purified enzyme indicated 
that only one protein 94 kDa was identified against SDS-PAGE and the remnant of DNA nuclease was not detected. For 
PCR reaction, The amplification ability of purified Taq polymerase was not different from that of the commercially avail-
able ones. This method reported in the present study is effective and low cost, making it suitable for general purification in 
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laboratories or business production. 

Keywords: Taq DNA polymerase; 724 resin; cation-exchange chromatography 

Taq酶是第一个分离的热稳定DNA聚合酶 [1, 2], 
也是第一个用于PCR反应的热稳定聚合酶 [3], 采用
Taq酶催化DNA体外合成使得PCR反应的自动化成
为现实[3~6]。目前已分离出Bst、Taq、Tth、Tfl、Pfu、
Pow、Vent及Pab等热稳定聚合酶 , 能够满足多种
PCR及PCR衍生技术的需求 [7~9]。Taq酶是热稳定
DNA 聚合酶的重要成员, 主要用在常规PCR、DNA
测序、T-载体克隆时DNA片段末端加A及各种PCR
衍生技术, 是分子生物学不可缺少的工具酶[7~9]。此

外, 在群体遗传学、数量遗传学和图位克隆等大批样
品基因型分析中Taq酶用量巨大。Taq酶是分子量为
94 kDa的热稳定碱性蛋白, 具有DNA结和能力[2, 5, 6], 
它的纯化正是基于它的特点设计的。如针对它的热

稳定性可采用反复冻融[10]、热变性[4, 6, 11, 12]以及热洗

脱[13]进行提纯, 而针对Taq酶可以和DNA与dNTP结
合的特点设计了亲和纯化[2, 14], 此外可以利用Taq酶
的解离特性进行离子交换纯化[2, 4, 5, 15]。成熟的大肠

杆菌表达系统也为Taq酶的表达和纯化提供了新思
路 , 如对带有Tag的重组酶可以选择相应的树脂进
行亲和分离[13, 16, 17]。Taq酶同其他热稳定聚合酶具有
相似的特征 , 探讨Taq酶的纯化方法对所有热稳定
聚合酶的分离都有借鉴意义。在已报道的方案中只

有Enlgeke等[4] 和Lawyer等[5]的方法适合Taq酶的大
量制备 , 前者程序比较繁杂 , 后者相对简洁。
Enlgeke等的方法最大特点是选用BioRex70 树脂 , 
用较高的pH(7.9)进行洗脱。BioRex70是丙烯酸型弱
酸性阳离子交换树脂, 其超大孔径即可通过蛋白分
子, 又能有效的移除核酸残存, 故被较多采用。国内
外丙烯酸型弱酸性阳离子树脂主要是作为水处理、

抗生素、色素、氨基酸、小肽、溶菌酶及细胞色素C
等小分子纯化的生产用介质, 这类树脂的特点是强
度高价格低, 但他们都不具备BioRex70 超大孔径的
物理结构; 因此这类树脂是否能够用来分离分子量
达 94 kDa且保持生物活性的蛋白还未知。本研究选
用国产 724 阳离子交换树脂, 辅以热变性和硫酸铵
沉淀发展成为有效廉价的Taq酶抽提方法 , 丰富耐

热DNA聚合酶的纯化策略。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和试剂 

菌株为本实验室保存的 E. coli DH1/pTaq, 该菌
含有受 IPTG诱导、Tac启动子控制的 Taq基因的质
粒, 是氨苄青霉素抗性菌株。氢型 724 树脂直接购
于三星公司 (www.sxsz.com.cn), HEPES、PMSF、
DTT、IPTG、氨苄青霉素和溶菌酶为 Amerasco产品, 
胰蛋白胨、酵母粉、Tween 20、NP40、Triton X-100
及无机试剂等为国药产品(www.reagent.com.cn)。 

1.2  Taq酶的表达和粗酶制备 

在含有 20 mL LB液体培养基(含 100 μg/mL 氨
苄青霉素)的 100 mL三角瓶接种一单菌落, 37℃ 160 
r/min过夜培养。将 500 μL过夜培养菌液转接到含有
250 mL LB培养基(含 100 μg /mL 氨苄青霉素)的 500 
mL三角瓶中, 37℃ 160 r/min培养 12 h, 然后再加入
50 mL 2 × LB培养基(0.80 mg/mL IPTG, 100 μg/mL 

氨苄青霉素)诱导培养 12 h。将培养物置于冰上冷却, 
4℃ 4 000 r/min离心 5 min收集细菌。用 25 mL清洗
缓冲液(50 mmol /L Tris-HCI pH 7.9, 50 mmol/L dex-
trose, 1 mmol/L EDTA)重悬菌体, 4℃ 4 000 r/min离心
5 min收集细菌, 重复 1次。再用 25 mL清洗缓冲液
(含 4 mg/mL溶菌酶)重悬细菌, 室温放置 20 min裂菌, 
随后加入等体积的变性裂解缓冲液 (10 mmol/L 
Tris-HCI pH 7.9, 50 mmol/L KCl, 1 mmol/L EDTA, 1 
mmol/L PMSF, 0.5% Tween 20, 0.5% Nonidet P40), 
75℃保温 1 h。冰浴冷却, 4℃ 15 000 r/min离心 15 min, 
将上清转入灭菌的烧杯, 按 100 mL上清加入 35 g 
(NH4)2SO4冰浴盐析。4℃ 15 000 r/min离心 15 min, 
小心倾去清液并保留膜状漂浮的粗蛋白, 然后 3 500 
r/min离心使粗蛋白沉积于离心管底部, 并用移液枪
尽量吸除液体, 保留Taq粗酶沉淀。用约 4 mL洗脱缓
冲液I(20 mmol/L HEPES, 50 mmol/L KCl, 1 mmol/L 
EDTA, 0.5% Tween 20, 0.5% NP40; pH7.9)溶解沉淀, 
冰上放置 1 h, 4℃ 5 000 r/min离心 10 min, 将上清转
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至新灭菌离心管, −80℃贮存备用。 

1.3  724色谱柱的准备和离子交换层析 

将 724 树脂用 5 倍体积dH2O(去离子水)清洗 5
次, 6 倍体积的 1 mol/L的NaOH浸泡 4 h, 然后用
dH2O反复清洗除去NaOH; 抽滤 , 再用 5 体积 1 
mol/L HCl浸泡 4 h, dH2O多次清洗除去HCl, 再次抽
滤, 然后重复进行NaOH处理。碱处理的树脂(Na型)
用HCl调节pH至 7.9左右, 然后用 5体积洗脱缓冲液
I(20 mmol/L HEPES, 50 mmol/L KCl, 1 mmol/L 
EDTA, 0.5% Tween 20, 0.5% NP40; pH7.9)平衡, 间
或搅拌 , 并用NaOH或HCl调节pH, 直至pH稳定为
7.9。取已平衡树脂装填直径为 15 mm的层析柱, 约
230 mL自然沉降树脂(18.80 ± 0.07 g Na型干粉)。用
600 mL 洗脱缓冲液I、40 mL含 0.5 mmol/L PMSF的
洗脱缓冲液I再次平衡树脂(流速为 3 mL/min)。 

加载 3 mL粗酶液(约 4.5×105 U), 分别用约 300 
mL 洗脱液 I和洗脱液 II(20 mmol/L HEPES, 200 
mmol/L KCl, 1 mmol/L EDTA, 0.5% Tween 20, 0.5% 
NP40; PH7.9)洗柱, 流速 3 mL/min, 按 4 mL体积收
集洗出液, 4℃储存以备检测。将检测到有Taq酶活性
的洗出液回收。用截流量为 14 kDa 的透析袋对 10
倍体积的浓缩脱盐缓冲液 (20 mmol/L HEPES, pH 
7.9, 100 mmol/L KCl, 0.1 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L 
PMSF, 1 mmol/L dithiothreitol, 20% glycerol)进行 12 
h的冰浴透析, 然后再对 10 倍体积储存缓冲液(20 
mmol/L HEPES, pH 7.9, 100 mmol/L KCl, 0.1 
mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L PMSF, 1 mmol/L dithio-
threitol, 50% glycerol)进行 12 h透析, 透析完成后将
制备的Taq酶合并混匀, −80℃保存。 

1.4  Taq酶的检测 

以质粒pBI121 中的CaMV35S启动子为靶序列, 
正反向引物分别为 5′-AAGGTACCAGGTCCCCAG 
ATTAGCC-3′和 5′-TAGGTACCGTCGACCCCCGTG 
TTCTCTCCAAATG-3′, 利用PCR检测Taq酶。反应体
系为 20 μL (20 mmol/L Tris-HCl pH 8.8, 10 mmol/L 
KCl, 10 mmol/L (NH4)2SO4, 2 mmol/L MgSO4, 0.1% 
Triton X-100, 0.01% BSA), 4种脱氧核糖核酸三磷酸
(dNTP)终浓度均为 0.4 μmol/L, 10 ng模板pBI121质
粒, 引物终浓度均为 0.5 μmol/L。正对照选用某公司
Taq聚合酶, 20 μL体系用酶为 2.5 U。取 1.0 μL洗脱
液、合适体积的稀释细菌悬液、稀释裂解液上清、

稀释(NH4)2SO4沉淀上清及最终制备Taq酶作为待测
样品。PCR扩增程序为：94℃预变性 3 min; 94℃变
性 30 s, 55℃复性 1 min, 72℃延伸 90 s, 1个循环; 
94℃变性 30 s、55℃复性 30 s、72℃延伸 1 min, 24
个循环; 最后再 72℃延伸 7 min, 4℃保存。PCR产物
用 1.2%琼脂糖胶电泳检测。Taq酶活测定采用PCR
滴度法[4, 10, 11, 15], PCR扩增为 20个循环, 反应体系与
程序等如上所述。 

1.5  蛋白含量测定和 SDS-PAGE电泳检测 

首先对细胞裂解液、热变性上清和粗酶液进行

透析 , 然后测定蛋白含量或制备SDS-PAGE电泳样
品。对离子交换回收酶液先用聚乙二醇 20000浓缩、
透析 , 然后用于测定蛋白含量或用于SDS-PAGE样
品制备。蛋白含量测定用Bradford法[18]。垂直电泳

采用Bio-Rad Mini-Protein 电泳槽, 0.75 mm厚、12%
的分离胶和 4%的浓缩胶, 按照Laemmli方法进行[19], 
电泳结束后用 0.25%考马斯亮蓝R250甲醇乙酸溶液
(甲醇∶冰乙酸∶水 = 5∶1∶4)染色 4 h以上, 甲醇
乙酸溶液脱色并照相记录。 

1.6  DNA核酸酶检测 

参照Chieu和Lawyer方法[2, 5]加以改进, 选用反
应体系为 50 μL (20 mmol/L Tris-HCl pH 8.8, 10 
mmol/L KCl, 10 mmol/L (NH4)2SO4, 2 mmol/L 
MgSO4, 0.1% Triton X-100, 0.01% BSA), 含 20 U Taq
酶和 4 μg λ DNA/EcoRⅠ+HindⅢ Marker (SM0197, 
Fermentas), 而对照加入 20 μg BSA (B14, Fermentas)
替代Taq酶。样品混匀后于 74℃保温 1 h, 然后冰上冷
却, 分别取 3、6、9与 12 μL用 1%琼脂糖胶电泳检测。 

1.7  PCR扩增能力检测 

选用 EGFP、GUS 和 35S+GUS 3 个长度分别
749、1 931以及 2 772 bp的 DNA片段进行 PCR扩
增以检测新制备 Taq 酶的扩增能力 , 反应体系同
CaMV35S启动子的扩增, 其中商品酶和自制酶用量
均为 2.5 U。EGFP基因扩增模板为质粒 pEGFP-N2, 
正反向引物分别是 5′-CCGGGATCCCCGGGTTCCA 
TGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3′和 5′-ATCGAGCT 
CTATTACTTGTACAGCTCGTCCAT-3′。GUS和 35S+ 
GUS 片段扩增模板都是 pBI121 质粒, 其中 GUS 扩
增的正反向引物分别是 5′-AGAGAACACGGGGGA 
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CTCTA-3′和 5′-TCGAGCTCACTAGTCGTACGGTA 
GCAATTCCCGAGGCT-3′; 35S+GUS 片段扩增的正
向引物与扩增 CaMV35S 启动子正向引物相同, 反
向引物为 GUS 基因扩增的反向引物。EGFP、GUS
和 35S+GUS扩增程序为：94℃预变性 3 min, 94℃变
性 30 s, 72℃延伸 ; 循环扩增的程序分别是：对
EGFP先做 1个循环的 52℃复性 1 min、90 s的延伸, 
然后进行 24个循环的 54℃复性 40 s、1 min的延伸; 
对 GUS扩增先做 1个循环的 54℃复性 40 s、2 min 30 
s的延伸, 再做 24个循环的 56℃复性 40 s和 2 min
的延伸; 对片段 35S+GUS先进行 1个循环的 52℃复
性 1 min与 3 min 30 s的延伸, 然后进行 24个循环
的 54℃复性 30 s和 3 min的延伸。循环结束后 3个
扩增均再做 1个循环的 72℃延伸 5 min, 然后 4℃保
存。PCR产物用 1.2%琼脂糖电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1  724树脂离子交换层析 

加载 3 mL粗酶液(约 4.5×105 U), 分别用约 300 
mL 洗脱液I和洗脱液II层析, 每 4 mL收集样品。
PCR检测显示洗脱液I洗脱的 1~70 号样品未检测到
任何扩增条带(数据未显示)。更换洗脱液II后在 36
号样品首次检测到微弱扩增条带, 39~46扩增条带强
烈, 47~64 号样扩增条带较弱, 洗脱峰托尾明显(图
1)。当用不含Tween20和NP40的洗脱液I、洗脱液II

洗脱时, 在洗脱液I的 16~23 号洗出样品检测到 280 
nm的吸收峰, 而洗脱液II全部 70 个洗脱样品在 280 
nm均未检测到吸收峰(数据未显示)。回收洗脱液II
洗脱 36~64 号样品, 可得约 120 mL含有Taq酶的稀
溶液。 

2.2  Taq酶的 SDS-PAGE检测 

SDS-PAGE电泳显示 IPTG可有效诱导 Taq酶表
达, 但 Taq酶表达丰度较低(图 2白色箭头)。热变性
可有效去除大量杂蛋白, 但一分子量约 50 kDa的蛋
白不能去除且在热变性上清中含量比 Taq 酶高, 该
蛋白还是 Taq酶的硫酸铵共沉淀组分(图 2中的*号)。
离子交换可有效移除粗酶液中杂质蛋白, 经离子交
换纯化后的蛋白上样量 60～30 μg 电泳检测只有唯
一条带(图 2黑色箭头)。 

2.3  DNA核酸酶检测 

用λ DNA/EcoRI+HindIII Marker(SM0197, Fer-
mentas)降解程度检测纯化 Taq 酶 DNA 核酸酶残存
时, 对照组和实验组 21 kb的条带未见明显差异, 锯
齿状边缘可能是掺入的蛋白干扰造成的(图 3)。泳道
1~2中对照组和实验组 3.5~5.1 kb条带清晰未见带型
改变(图 3)。对 1.3~2.0 kb的条带, 对照组和实验组
全部泳道中的 DNA 带型清晰未见差异。同样, 在
2~4泳道中 0.8、0.9和 0.5 kb DNA带型的对照和处
理也未检测到差异(图 3)。 

 

 
 

图 1  724 树脂层析洗脱液 II 洗脱样品 PCR 检测 
1：正对照; 2~25：顺序收集洗脱液 II洗脱样品 PCR产物; 36：Taq酶初始检出样品; 39~46：Taq酶高活检测区; 36~64：Taq酶回收区。 
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图 2  Taq 酶纯化 SDS-PAGE 检测 
M：宽分子量标准(TaKaRa, D532A); 0：未加 IPTG诱导细胞样品; 
IPTG：加 IPTG诱导细胞样品; HD：热变性离心上清; CTaq：硫
酸铵沉淀制备的粗酶液; T1-4：离子交换纯化样品(上样量依次是
60、50、40及 30 μg); 白色箭头：IPTG诱导表达分子量 94 kDa
的 Taq 酶; 黑色箭头：Taq 酶; 星号：热稳定同 Taq 酶硫酸铵共
沉淀蛋白。 

 

2.4  Taq酶扩增能力检测 

选用 EGFP、GUS和 35S+GUS 3个 DNA片段
进行 PCR 反应, 自制酶和商品酶都能扩增长度分别
749、1 931与 2 772 bp的 DNA片段, 电泳检测时发
现扩增条带都很清晰(图 4)。自制酶和商品酶在 20 
μL 反应体系用量均为 2.5 U, 电泳图谱中自制酶 3
个扩增条带强于对应商品酶的扩增条带(图 4)。 

2.5  Taq酶纯化的效率 

热变性-硫酸铵沉淀-724 离子交换纯化Taq酶的
过程中, 热变性、硫酸铵沉淀和离子交换的纯化倍
数分别约为 7.48、3.7和 2.15, 产率介于 76%~80%(表
1)。该方法的总纯化倍数约为 59.35, 效率 48.92%, 
一次可制备比活约 8131.98 U /mg、总活力约
2.15×105 U近 27.07 mg酶(表 1)。 

3  讨 论 

最初热稳定 DNA聚合酶是直接从嗜热菌
Thermus aquaticus分离的[1, 2], 后来Lawyer等克隆了
Taq pol I 全基因, 证明该基因编码 94 kDa蛋白(Taq
酶)[6]。Thermus aquaticus中Taq酶丰度较低, Taq酶大
肠杆菌表达的成功奠定了大量制备的基础[4~6, 11]。该酶

具有热稳定性、DNA结合能力以及可容忍较大范围
的pH变化等特点[2, 5, 6], 重组酶的纯化常采用的热变
性、沉淀与色谱层析 3 个步骤就是根据这些特点设
计的。此外, Taq酶主要用于PCR等, 避免核酸酶、核
酸片段和二价金属离子污染是关键。二价金属离子

污染可通过试剂和水的质量得到有效控制, 消除核
酸酶和核酸片段是纯化方案首先要考虑的。 

热变性能有效的除去宿主的大量杂质蛋     
白 [4, 5, 10~12, 15, 20], 75℃乃至更高温度的保温还可使
DNA核酸酶和蛋白酶得到有效灭活, 因此大多Taq 

 

 
 

图 3  纯化 Taq 酶样品残存 DNA 核酸酶检测 
A：含 20 μg BSA对照组; B：含 20 U Taq酶实验组。1～4：上样量分别为 3、6、9 和 12 μL。 
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图 4  纯化 Taq 酶的扩增能力 
A：某公司 Taq 酶; B：本实验纯化 Taq 酶; M：DNA Marker 
G(GM341,BBI); 1： EGFP片段(749 bp); 2：GUS片段(1 931 bp); 
3：35S+GUS片段(2 772 bp)。 
 
粗酶的制备优先选择热变性[4, 6, 11, 12], 甚至有学者
直接用热变性-硫酸铵沉淀-透析的产物作为Taq酶
制剂用于PCR[11]。采用 75℃保温 1 h, Taq酶的回收
效率为 79.32%, 丢失近 20%的酶活, 但可确保有效
清除Taq酶中DNA核酸酶和大多杂蛋白。按本文描述
制备的Taq酶未检测到残存的DNA核酸酶 , 这与热
变性处理不无关系(表 1、图 3)。Taq酶本身具 5′→3′
外切酶活性 , 仅在掺有寡核苷酸变性退伙的混合
DNA中才能检测到, 对于双链DNA(dsDNA)即使采
用同位素标记也不能检测到外切酶的活性 [5], 事实
上我们实验的灵敏度也不足以检测Taq酶的外切活
性。热变性的提纯效率很高, 纯化倍数 7.48(表 1), 
SDS-PAGE电泳HD泳道和 IPTG泳道相比多数蛋白
得以清除, 同以上结果相一致(图 2)。 

Taq酶可用硫酸铵[11]或聚乙烯亚胺进行沉淀[5, 10, 15], 
硫酸铵沉淀是廉价而有效的方法, 本方法的硫酸铵
沉淀收率达 76.73%, 纯化倍数大约 3.7(表 1); 电泳
数据也显示硫酸铵沉淀能提高Taq酶的丰度(图 2)。

用硫酸铵沉淀蛋白可引起溶液pH降低,可以通过加
入三乙醇胺或者调节pH得到改善以提高回收率。此
外 , 采用 PCR反应缓冲体系是含有 10 mmol/L 
(NH4)2SO4和 2 mmol/L MgSO4, 那么通过离子交换
和透析后Taq酶制品即使仍有痕量的铵离子和硫酸
根离子对PCR反应也不足以产生影响。 

Taq酶的粗制品可通过阴离子交换(DEAE-Sepha-
dex[2])、阳离子交换(磷酸纤维素[2]与BioRex70[4, 15])、疏
水(phenyl-Sepharose [5] )与亲和层析(heparin-Sepha- 
rose[5, 15]、Ni2+亲和[13]、DNA纤维素[2]、HAS-Sepharose[13]

以及模拟dNTP亲和 [14] )等一种或几种组合进行精
制。在这些纯化方案中Engelke等和Lawyer等的方法影
响较大, 都适合进行大量制备。前者采用BioRex70进
行一步纯化而后者采用疏水 -亲和层析 (ph en y l - 
Sepharose/heparin-Sepharose)两步层析。在较高pH 
(8.0)和低盐的洗脱条件下阳离子交换树脂层析可有
效清除带负电荷DNA片段, 而有关DNA 污染也仅
在Engelke的实验中被测定过, 或许这也是很多研究
者选用阳离子层析进行一步精制Taq酶的原因。我们
选用 724 弱酸性丙烯酸型阳离子交换树脂是国产生
产用经典树脂之一, 该树脂强度高价格低。层析中
洗脱液I和洗脱液II用量分别约 300 mL, 洗脱液II洗
脱的 36 号样(约 140 mL洗脱体积)是酶活检测初始
位置, 酶活检测峰值为 39~46 号样, 而可检测酶活
持续到 64号样(近 100 mL回收液), 洗脱峰托尾明显
(图 1), 通过提高洗脱液II的KCl浓度可使托尾现象
得到改善。当采用不含Tween20 和NP40 的洗脱液I
洗脱时 ,  280 nm紫外吸收峰在 17~29 号样之间
(68~116 mL)且此区间未检测到Taq酶活, 表明杂质
蛋白洗出体积在 68~116 mL之间, 采用 300 mL左右
的洗脱液 I和洗脱液 I I进行层析可满足纯化 (数 

 
表 1  Taq 酶热变性-硫酸铵沉淀-724 树脂纯化 

测定项目 
步骤 

蛋白含量(mg) 酶活(×105U) 比活(U/mg) 纯化倍数 产率(%) 

细胞裂解液 3288.07±253.57 4.5±0.1 137.31±9.08 / / 

热变性上清 349.6±29.44 3.57±0.15 1022.94±51.47 7.48±0.69 79.32±4.69 

沉淀粗酶液 72.47±7.45 2.73±0.21 3779.25±129.9 3.7±0.22 76.73±6.61 

724树脂纯化 27.07±1.22 2.2±0.1 8131.98±314.19 2.15±0.11 80.77±6.62 

总计 / / / 59.35±3.64 48.92±2.88 
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据未显示)。我们的层析耗时约 3 h, 产率约 80.77%, 
每克Na型树脂可制可制备比活近 8131.98 U/mg约
1.17×104 U的Taq酶(表 1)。 

经热变性-硫酸铵沉淀-724层析制备的 Taq酶产
率近 50%, SDS-PAGE 检测为均一蛋白, 未检测到
DNA核酸酶残存, 与商品化的酶 PCR扩增能力无区
别等都表明该方案制备的 Taq 酶是切实可行的。此
外, 热变性、硫酸铵沉淀与层析损失的酶活均近 20%, 
可以通过缩短热变性处理时间、提高硫酸铵饱和度、

改善层析缓冲液得到改善, 因此热变性-硫酸铵沉淀
-724层析制备 Taq DNA聚合酶还有提高的潜力。 

在Taq酶的大量制备研究中, Lawyer等方法获得
Taq酶的比活是迄今为止最高的(290 kU/mg), 考虑
到其超声波细胞裂解液也有高达 2.45 kU/mg的比活
(45 kU/18.4 mg), 推断这种现象部分是表达系统自
身特性引起的。另外, 该方法的总纯化倍数近 120, 
高纯度是酶高比活的重要原因。Engelke等制备酶的
比活为 5 300 U/mg, 相对于热变性上清的纯化倍数
为 6.36。我们的方法可概括为‘热变性-硫酸铵沉淀
-724离子交换’, 成品酶比活 8131.98 U/mg, 总纯化
倍数为 59.35(相对于热变性上清纯化倍数为 7.79), 
成品酶质量和纯化效果介于上述两种方法之间。本

研究的离子交换回收率和Engelke等的方法接近
(85%), 低于Lawyer等的方法 (>90%)。操作中硫酸铵
沉淀的效率低于Engelke等的 100% 和Lawyer等方
法的 93%, 损失约 20%的酶活, 因此在沉淀方法上
仍有改进的空间。在耗费上, 由于廉价树脂的选用
使整个费用低于上述两个方案。总之, 本研究提供
的Taq酶纯化方案法成本低, 适合实验室常规制备, 
对生产也有指导意义。 
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