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摘 要：热海栖热袍菌 !"#$%&’&() %)$*’*%) 是一个嗜极端高温的厌氧细菌，其产生的耐高温和热稳

定性的木聚糖酶 5 具有很好的工业应用前景 (利用 678 技术将嗜热产乙醇菌 ! + %)$*’*%) 编码高

度热稳定性木聚糖酶的基因克隆至原核表达载体 9:; / !#<，使之与组氨酸标签融合，并在大肠杆

菌 =*-#.（>:"）中得到了高效表达 (最后采用金属 )?! @ 螯和层析柱对基因表达产物进行了纯化 (
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木聚糖酶是一类水解木聚糖主干链内部!F-，4
木糖苷键的酶，多数作用于木聚糖的无侧枝区段，

产生低聚糖或带有侧枝的寡聚糖［- _ "］(该酶不仅在

食品、饲料、纺织、能源工业中有着广阔的应用前

景，而且在农作物残渣的利用，特别是在纸浆造纸

工业中用于纸浆漂白，能够提高纸浆白度，降低后

续漂白工序的化学药剂用量，从而减少对环境的污

染［4 _ 0］(由于纸浆漂白工序的环境是温度较高的碱

性，这就要求木聚糖酶具有耐热和耐碱的特性 ( 目

前，人们已从自然界分离到许多产木聚糖酶的菌

株，但往往都存在着产酶不高或耐热耐碱不够的问

题 (因此，运用现代分子生物学技术构建符合人们

要求的发酵工程菌已成为研究热点 (
热袍菌属的海栖热袍菌 !"#$%&’&() %)$*’*%) 是

一个嗜极端高温的厌氧细菌，生长在 $$ _ .# ‘海底

火山口处，能够分解利用淀粉、纤维素、半纤维素等

多聚糖，产生耐高温和热稳定性的淀粉酶、纤维素

酶、半纤维素酶［.，-#］( 该菌所产的木聚糖酶最适催
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化温度高达 !"# $［!"］，是造纸工业用酶所需的理想

特性 %作者选择 ! " #$%&’&#$ 作为材料，利用已经报

道的 ! " #$%&’&#$ 基因组资料，对木聚糖酶进行基

因克隆、表达与纯化研究 %

! 材料与方法

! "! 材料

! " #$%&’&#$ 购自美国菌种收藏中心，编号为

&’(()*#+,；大肠杆菌 ( " )*+& -.!", 和 -.!",（/0*）

购于 1234567（89:;3<:9<，8=，>?&）% 质粒 @0’AB"C
是带有 ’D 启动子，氨苄青霉素（&4@）抗性基因和

组氨酸标签的表达质粒，购于 E3F765< 公司 %
限制性 内 切 酶 ,-*=，./0=，’)/E& 连 接 酶 和

1G23C5:H/E& 聚合酶，分别购自华美生物工程公司、

博彩生物公司和宝生物工程公司；I7@9J &KK9<9HG 1LA
29K9;7H93< M9H 购自 E3F765< 公司；燕麦木聚糖和 =1’N
购自 ?9647 公 司；质 粒 抽 提 O=&@25@ ?@9< 1P7:49J
.9<9@25@ M9H 和 O=&QL9;R N5P 0SH27;H93< M9H 胶回收试

剂盒购自 O9765< 公司 %
! "# 实验方法

! %# %! 培养基和培养条件! 大肠杆菌培养在 TU 培

养基，电转化用 ?V( 培养基，转化子的选择用含有

氨苄抗性（!""!6 W 4T）的 TU 培养基，配方见文献

［!B］%
培养 ! " #$%&’&#$ 所用的培养基配方（6 W JT）为：

可溶性淀粉 " %#，E7(P B+，.6(PB·XYBV *%#，.6(PB·
XYBV "%**，EY)(P " %B#，(7(PB " % *+，酵母膏 " % !，微

量元素 !# 4T，树脂天青（25:7ZL29<）! 46，@Y D%" %培
养基经加热驱氧、充氮、冷却后加还原剂 E7B? " % #
6 W T，并分装于预先充氮的 !"" 4T 血清瓶中，加盖

密封并灭菌 %
用注射器按 " %#[接种量接种于预先还原的培

养基中，+" $静置培养 + \% 菌种于室温厌氧条件

下可保存半年 %
! %# %# 基因操作 基因组 /E& 提取、/E& 的内切

酶水解和连接、/E& 片段的分离、感受态细胞的制

备以及基因的高效电转化方法均参照文献［!B］%质
粒的制备、从琼脂糖凝胶提取 /E& 等操作按照 O97A
65< 试剂盒使用指南进行 %

根据 N5<5U7<R 中木聚糖酶基因 ,12U 的 /E&
序列设计两个引物，E 端引物（#]ANN&&’’((&’&’A
N&&& &’&’’&((’’(’N’N’’N&’A*]）内有一个 ./0=
酶切位点，该酶切位点包含起始密码子（&’N）；( 端

引物（#]A((( ’(N&N’(’’’(’’(’&’(’’’’’(’((&NA
*]）内有一个 ,-*= 酶切位点 % 设计的引物由上海生

工生物工程技术服务公司合成 %
1(I 反应为：,# $变性 # 49<，加 ’G23C5:H /E&

聚合酶；然后 ,) $变性 #" :，)+ $退火 ," :，DB $
延伸 * 49<，循环 *# 次后于 DB $保温 !" 49<%
! %# %$ 木聚糖酶活测定! 木聚糖酶活性的测定是

" %#[燕麦木聚糖为底物，利用对羟基苯甲酸酰肼与

水解反应产生的还原糖的显色反应进行比色［!!］%具
体方法是：在 ,"!T #" 443P W T @Y #%+ 的邻苯二甲酸

二氢钾缓冲液中加 " % ! 4T "% #[燕麦木聚糖，然后

添加 !"!T 酶液在 ,# $下保温 !" 49<，，最后加入

E7VY 和对羟基苯甲酸酰肼终止反应 % 其混合物在

沸水浴中加热 !" 49< 后，在冰水浴中冷却，用分光

光度计在 )!" <4 下测其吸收值 %木聚糖酶活性单位

定义为每分钟催化产生 !!43P 产物的酶量，以木糖

作标准曲线 %
! %# %% ,12U 基因在原核表达载体中的表达! 将构

建好的重组质粒 @0’AB"CA^G<U 转入 ( " )*+& -.!",
（/0*），挑取 ! _ B 个单菌落接入含有 &4@ 的 TU 培

养液中，*" $培养过夜 %取 !""!T 过夜培养液接入

!"" 4T 含 &4@ 的 TU 培养液中，*" $振荡培养至吸

光度值达 " %X _ " %+，吸出 ! 4T 未诱导的培养物，剩

余培养物中加入 =1’N 至浓度为 ! 443P W T，继续培

养 %在不同的诱导时间下取 ! 4T 样品，以! B"" 2 W
49< 离心 ! 49<，收集菌体，用 @Y D%X 的 ’0 缓冲液洗

涤细胞两次，并用 *""!T 同样缓冲液重悬细胞，加

溶菌酶达 B 46 W 4T，B# $保温 ! \，!B """ 2 W 49< 离心

*" 49<，取上清液测酶活 %
! %# % & 酶的纯化! 按 ![接种量将含有质粒 @0’A
B"CA^G<U 的 ( " )*+& -.!",（/0*）接种于含有氨苄

青霉素的 TU 培养液中，置于 *" $，B"" 2 W 49< 下振

荡培养至 V%/%值达 " % X _ " % +，加入 =1’N 至浓度为

! 443P W T，并继续培养 ) _ X \，以 ) +"" 3 离心 !"
49< 收集细胞 % 用 I7@9J &KK9<9HG 1L29K9;7H93< M9H 中的

结合缓冲液（U9<J9<6 ULKK52）悬浮细胞，经高压细胞

破碎仪（‘25<;\ 125::L25，’\5243）破碎细胞，, X"" 3
离心 B" 49<，取上清液于 D" $下热处理 B" 49< 后，,
X"" 3 离心 B" 49<，上清液为粗酶液 %酶的亲和层析

法快速提取按 E3F365< 的产品说明书进行 % 将洗脱

收集的酶蛋白转入透析袋，外置聚乙二醇进行浓

缩，接着在 ! T 的 #" 443P W T E7BY1V)AE7YB1V) 缓冲

液中透析 B \（@Y X% +），最后用 * 4T 缓冲液洗出并

加甘油至 B"[，a B" $保存 %

# 实验结果

# "! 组氨酸融合表达载体的构建
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以 ! " #$%&’&#$ 菌的基因组 !"# 为模板，用上

述引物进行 $%& 扩增，至 ’ () 大小，将此片段和表

达质粒分别用 ()** 和 +,-* 双酶切后重组，构建出

木聚糖酶基因 +./+ 的融合蛋白表达质粒，该质粒

的构建图见图 ’ ,其特点是 -. 启动子控制下的木聚

糖酶基因与 / 个组氨酸序列标签融合，便于重组蛋

白的纯化 ,

图 ! 组氨酸融合表达载体的构建示意图

"#$%! &’()*+,-*#’( ’. /01)2#3 /4567896:;(<

7%7 =&> 扩增及克隆

以 ! " #$%&’&#$ 菌的基因组 !"# 为模板，以上

述引物扩增出 ’ () 的片段，$%& 产物与预期基因片

段大小一致 , 反应产物经琼脂糖凝胶电泳分析和

!"# 测序证明是一段 ’ () 大小的木聚糖酶基因

!"#片段（见图 0）, 它包括 12端的 ()**，32端的

+,-’ 和 #-4 开始的基因的编码序列 ,
将 $%& 产物从胶回收后，用 ()** 和 +,-* 双酶

切并经纯化，以适当比例与同样双酶切的 56-708)
混合并连接，转化大肠杆菌 9:’8;（!63）后，在 #<5
抗性平板上得到转化子 ,然后用限制性内切酶对重

组质粒进行鉴定，重组质粒能被 ()** 和 +,-* 双酶

切下一条与 $%& 扩增片段大小一致的片段（见图

3）,

’ , !"# 标准相对分子质量标记；0，3, $%& 扩增片段

图 7 木聚糖酶的 =&> 电泳图

"#$%7 =&> -0’(#($ ’. *?@ A;01(1)@ $@(@ .+1$2@(*

’ , !"# 标准相对分子质量；0 , 重组质粒 56-708)7=>?+ 双酶

切；3 ,质粒 56-708)；@ , 56-708) 双酶切 ,

图 B 质粒 /4567896:;(< 限制性内切酶分析

"#$%B >@)*+#-*#’( 1(10;)#) ’. /4567896:;(<
7%B 木聚糖酶在大肠杆菌中的表达

以重组质粒 56-708)7=>?+ 转化大肠杆菌 9:’8;
（!63），*$-4 诱导表达后，用一倍 A!A 上样缓冲液

煮沸来裂解菌体细胞，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

（A!A），重组质粒 56-708)7=>?+ 在相对分子质量为

@3 888 处 有 明 显 的 蛋 白 表 达（见 图 @）, 同 时，对

9:’8;（!63）B 56-708)7=>?+ 采用不同诱导时间进行

重组菌融合蛋白的表达，以 9:’8;（!63）B 56-708)7
=>?+（不诱导）及 9:’8;（!63）B 56-708) 作对照，诱

导条件为 38 C培养 8 ,D E ’ , 8 F，诱导剂为 *$-4，在

不同的诱导时间下取样测酶活，结果见图 1 ,诱导 D
F 的重组菌显示了较高的木聚糖酶活性，说明木聚

糖酶基因已成功获得表达；而不诱导的重组菌也有

一定的酶活，表明有较高的本底表达 , 在实验过程

中发现，诱导菌的生长状况比不诱导菌差，说明木

聚糖酶基因的表达对宿主大肠杆菌有一定的毒性 ,
7 %C 木聚糖酶的纯化

利用 GHI 与金属 "H0 J 的亲和性，带有 / 个组氨

酸标记的融合蛋白经金属螯和柱层析被纯化 , 将

*$-4 诱导表达的菌体 9:’8;（!63）B 56-708)7K>L+ 裂

解，并经 .8 C热处理 38 <H?，取上清液上 $ML>7GHI 亲
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和层析柱，检测不同柱流分中木聚糖酶活性 ! 结果

表明，在洗脱缓冲液中检测到较高木聚糖酶活性，

而在结合缓冲液、洗涤缓冲液中均未检测到酶活

性 !因此，组氨酸融合表达载体已构建成功 !

" ! 未诱导表达；#! 诱导表达；$! %&’ 标准分子量

图 ! 融合蛋白诱导表达的 "#"$%&’( 谱图

)*+,! "#"$-./01230/14*56 +6/（789）.: ;0/1<1=6 1:>63
*<5?265 6;-36==*.<

表 7 %./0$@*= 亲和层析不同柱流分中酶活性

A1B,7 (<C046 12>*D*>0 :3.4 #*::636<> :312>*.<= .: >E6 %./0$
@*= -3.>6*< -?3*:*21>*.< 2E3.41>.+314

组 分 酶活 (（)* ( +,）

结合缓冲液 -

洗涤缓冲液 -

洗脱缓冲液 " .!/0

洗脱缓冲液 # #!1#

图 F 不同诱导时间对融合蛋白表达的影响

)*+,F (;-36==*.< .: :?=*.< -3.>6*< :.3 5*::636<> *<5?265
>*46

G 讨 论

自然界分离出的产木聚糖酶的微生物，多存在

着复杂的酶系，并伴有纤维素酶的产生，而纸浆工

业用酶只需要不含纤维素酶的木聚糖酶，其目的是

避免损伤纤维强度 ! 作者利用 ! " #$%&’&#$ 基因组

%&’ 为材料，通过 234 克隆出编码高度热稳定性木

聚糖酶基因，并在大肠杆菌中获得成功表达 !同时，

由于选用了大肠杆菌带有组氨酸标记的表达载体

作为受体，这样表达产物一般融合 0 个组氨酸作为

标签，可通过金属离子亲和层析柱使单一的木聚糖

酶非常容易地得到纯化 !
在实验过程中，利用在常温菌 ( " )*+& 表达的木

聚糖酶对热的稳定性，将重组菌 5678#-98:;<= 细胞

破碎后的上清液经过 >- ?、1- +@< 的热处理后，可

去除大量首体蛋白，为后续纯化工作提供便利 !
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