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摘 要: 从小牛皱胃中提取凝乳酶( Chymosin)总 RNA,经过 RT PCR获得凝乳酶 cDNA,纯化后

与 pMD 18T 载体连接, 转化大肠杆菌 JM109, 通过双酶切和序列测定, 获得了凝乳酶全长基因序

列。序列测定表明,凝乳酶全长核苷酸长度为 1 143 bp, 编码 381 个氨基酸。与 GenBank上已发

表序列 NM_180994 进行比较, 核苷酸同源性为 99 56%。将该基因片段克隆到原核表达载体

pET 22b中, 构建重组质粒 pET 22b/ Chymosin, 所获重组质粒经过酶切、测序鉴定,证实含有目的

片段,且连接、构建正确,为凝乳酶的进一步表达奠定了基础。
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Cloning and Prokaryotic Expression Vector Construction

of Bovine Chymosin
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Abstract: In this study , the total RNA of chymosin w as ex t racted f rom absomum of calf and its

cDNA was obtained by RT PCR. T he pur if ied RT PCR products and pMD 18T vector w er e

ligated and tr ansformed into host st rain E. col i JM 109. T he full length of Chymosin gene is

consist o f 1 143 bp, and encodes 381 amino acids. T he homo logy of the nucleot ides w ith NM _

180994 is 99. 56%. T he aim gene w as expr ession on the prokaryot ic expression vector pET 22b

and a r ecombinant plasmid pET 22b/ Chymosin w as const ructed successful ly.

Key words: chymosin, cloning, prokaryot ic expression vector, const ruct ion

凝乳酶( Chymosin)是从未断奶的小牛皱胃中

提取的一种天冬氨酸蛋白酶,其主要的生物学功能

是水解牛乳中 酪蛋白的 Phe105 M et106键,导致

牛乳凝结,因此被广泛用于干酪制造业。随着世界



范围内干酪产量的巨增及全球性小牛短缺, 使得天

然凝乳酶供应不足,应用基因工程技术可以使凝乳

酶基因在微生物中高效表达,从而为实现工业化生

产打下良好的基础。

牛凝乳酶通常在小牛第四胃,即皱胃中合成为

一个含有 381个氨基酸的前体聚肽 凝乳酶原

前体( Preprochymosin) , 凝乳酶原前体在分泌过程

中去掉 16个信号肽形成含有 365个氨基酸的凝乳

酶原( Pro chymosin)。凝乳酶原没有活性, 它在酸

性 pH 下通过多步的自动催化过程,去掉 N 末端 42

个氨基酸形成有活性的含有 323 个氨基酸的蛋白

质 凝乳酶成熟肽( Chymosin)。在一定条件下,

凝乳酶原可以通过去除 N 末端 27个氨基酸形成另

一种酶,假凝乳酶( Pesudochymosin)。凝乳酶和假

凝乳酶都具有凝乳活性 。凝乳酶蛋白结构见图 1。

图 1 牛凝乳酶蛋白质结构

Fig. 1 Protein structure of bovine chymosin

牛凝乳酶的基因组 DNA 是由 8个内含子分开

的 9个外显子组成
[ 2]
。牛凝乳酶有 3 个主要的形

态: A, B和 C, 凝乳酶 B的含量最高
[ 3]
。凝乳酶 A

和 B只有 1个氨基酸位置不同:凝乳酶 A 在 243位

(胃蛋白酶编码)上是 Asp,而凝乳酶 B 在这个位置

是 Gly。凝乳酶 C 是凝乳酶 A 降解后, 去掉 3个残

基 Asp244 Phe246后的产物[ 4]。

作者根据 GenBank 上发表的凝乳酶 B 基因

( NM_180994)设计引物, 从小牛皱胃中提取凝乳酶

总 RNA,经过 RT PCR获得牛凝乳酶全长 cDNA,

构建原核表达载体,为凝乳酶的工业化制备奠定基

础。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

皱胃粘膜取自未断奶的荷斯坦小牛第四胃, 大

肠杆菌 JM 109, 表达载体 pET 22b; 作者所在实验

室保存。

限制性内切酶, DNA 回收试剂盒, T4 DNA 连

接酶: 购于 MBI, Trizo l Reagent; RT PCR试剂盒:

购于 Inv it ro gen; pMD 18T, DL2000, DL15000, Ex

T aq, dNTP:购于 T aKaRa公司。

1. 2 仪器与设备

PCR扩增仪: Eppendor f公司制造;高速冷冻离

心机: T hermo 公司制造;超低温冰箱: Thermo 公司

制造;电泳仪: Bio rad公司制造;凝胶成像系统: Al

pha公司制造;紫外可见分光光度计: Varian 公司制

造。

1. 3 实验方法

1 3 1 引物设计与合成 应用 Primer ( V ersion

5 0)基因分析软件, 参照 GenBank 发表的凝乳酶

( NM _180994)基因序列设计一对引物, 并且在上游

引物中加入 Nco I 酶切位点,下游引物中加入Xho I

酶切位点。该对引物理论跨幅包括凝乳酶 CDS 序

列 1 143 bp,引物由上海生工公司合成。

Sense primer: 5 ' GGACCAT GGATAGGT

GT CTCGTGGTGCTAC 3'

Anti sense primer: 5 ' AT ACTCGAGGAT G

GCT TT GGCCAGCC 3'

1 3 2 凝乳酶总 RNA 的提取 无菌采取小牛皱

胃,液氮保存。凝乳酶总 RNA 的提取按照 Invit ro

gen Trizo l的说明书, - 70  保存。取 5 L 进行琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性。

1 3 3 RT PCR体外扩增目的基因片段

1) 合成 cDNA:取 1 L 提取的总 RNA 于灭菌

的 0 5 mL 离心管中,置于冰上,再加入 DEPC 水 8

L, 1 L 50 mo l/ L Olig o ( dT) 20 ,于 65  水浴保

温 5 min后立即置于冰上,加入 5 ! cDNA Synthe

sis Buffer 4 L, 0 1 mol/ L DTT 1 L, 1 L 40

U/ L RNase OUT TM , DEPC 水 1 L, 15 U / L

Thermoscript RT 1 L, 混匀后于 50  反应 60

min,之后于 85  反应 5 min 终止反应。加 1 L

RNase H , 37  、20 min去除 RNA 模板。取 2 L

进行 PCR反应,剩余物于- 20  贮存。

2) PCR 反应: 反应体系为 10 ! PCR Buffer

Minus Mg 5 L, 50 mmo l/ L M gCl2 1 5 L, 10

mmol/ L dNT P M ix 1 L, 20 mo l/ L sense pr imer

0 5 L, 20 mo l/ L ant isense primer 0 5 L, 5 U/

L Platium tag DNA polymerase 0 4 L, cDNA 2

L, DEPC treated Water 39 1 L。

反应条件为: 94  预变性 5 m in, 然后 94  变

性 30 s, 52  退火 30 s , 72  延伸 90 s, 72  延伸

10 min, 30 次循环。产物用 0 8 g/ dL 琼脂糖凝胶

电泳进行检测。

1 3 4 PCR 产物 TA 克隆 将电泳回收产物与

pMD18 T 载体进行连接反应, 16  连接 1 h 后, 将

连接产物转化 JM 109 感受态细胞, 在含有 X gal、

IPT G和 Amp的 LB琼脂平板培养基上培养 12 h,

挑取白斑菌落接种于含有 Amp 的 LB 液体培养基
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中, 37  振荡培养 12~ 16 h。提取质粒, 进行酶切

鉴定。选择酶切鉴定正确的质粒送上海生工公司

进行序列测定。

1 3 5 表达载体的构建 将含有目的基因的质粒

和 pET 22b同时用 N co I 和 Xho I 酶切,分别回收

后用 T4 DNA 连接酶连接, 构建重组表达质粒

pET 22b/ Chymosin。再将连接产物转化 JM109感

受态细胞, 在含有 Amp的 LB琼脂平板培养基上培

养 16 h, 挑取阳性菌落, 接种于含有 Amp 的 LB 液

体培养基中, 37  振荡培养 12~ 16 h。按质粒提取

试剂盒说明提取重组质粒,再进行 PCR及酶切电泳

检测鉴定。选择酶切和 PCR 鉴定为重组阳性的质

粒, 送上海生工公司进行序列测定, 验证重组质粒

读码框的正确性。

2 结 果

2 1 凝乳酶总 RNA鉴定

通过琼脂糖凝胶电泳检测 RNA, 28S、18S 和

5S条带明亮、清晰, 因此, 提取的 RNA 可用于后续

试验,见图 2。

图 2 Chymosin总 RNA琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of total RNA of Chy

mosin

2 2 RT PCR扩增产物鉴定

以提取的总 RNA 为模板, 使用反转录试剂盒

进行 RT PCR反应,琼脂糖电泳检测扩增结果见图

3,扩增的 DNA 片段与预期大小一致, 约为 1 200

kb。

2 3 PCR扩增产物的连接和筛选

用 DNA 回收试剂盒对凝乳酶 cDNA RT PCR

扩增产物进行纯化回收, 然后与 pMD 18T 进行 TA

1: DL15000; 2: C hymosin cDNA RT PCR扩增产物

图 3 凝乳酶 cDNA RT PCR扩增结果

Fig. 3 The result of RT PCR Chymosin cDNA amplifi

cation

连接,转化大肠杆菌 JM109感受态细胞。蓝白筛选

挑取白色菌落扩培后, 进行碱变性法提取质粒, 用

Nco I和 Xho I双酶切及 PCR鉴定,选出阳性克隆,

命名为 JM 109/ 18T / Chymosin。

2 4 克隆质粒测序

将上述阳性克隆质粒送上海生工, 进行正反两

个防线的序列测定,报告的核苷酸序列为 1 257 bp,

除去两端引物中的多余碱基,得到全长为 1 143 bp

的核苷酸序列, 含有一个完整的阅读框, 编码 381

个氨基酸,见图 4。此序列已经提交到 GenBank,收

录号为 FJ768675。与 GenBank数据库中凝乳酶基

因 NM_180994序列进行比对分析, 核苷酸同源性

为 99 56%。结果显示有 5 个碱基变异, 第 44 bp

(以 AT G为 1计)由 A ∀G,第 431 bp由 A ∀G, 第

687 bp由 A ∀G,第 816 bp 由T ∀C,第 1 007 bp由

A ∀G, 其编码的氨基酸序列中有 1个不一致, 第

229位氨基酸由 N ( Asn) ∀ D( Asp) (见粗体下划

线)。

2 5 重组质粒的构建

将 18T / Chymosin 及表达载体 pET 22b 经

Nco I 和 Xho I 双酶切后, 纯化回收后构建重组质

粒, 转化 JM 109后挑选白色菌落, 提取质粒后酶切

及 PCR扩增,经琼脂糖电泳鉴定在约 1 200 bp 处

有特异条带,经 Nco I 和 Xho I 双酶切后电泳出现

两条带,其中一条为载体质粒, 约 5 500 bp,另一条

带为所克隆的 Chymosin基因片段,约 1 200 bp, 见

图 5。测序结果表明,该转化菌的质粒中确实含有

目的基因片段,且读码框正确,重组质粒 pET 22b/

Chymosin构建成功。
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图 4 重组凝乳酶的核苷酸序列及其编码的氨基酸

Fig. 4 The nucleotide sequence and deduced amino acids of recombinant chymosin

1: DL15000, 2:重组质粒双酶切, 3:重组质粒 PCR 产物

图 5 重组表达质粒 PCR和酶切鉴定图

Fig. 5 Identification of recombinant plasmid by digested

(Nco I+ Xho I) and PCR

3 结 语

作者所研究的凝乳酶 B 基因,经过比对, 发现

克隆的凝乳酶基因与 GenBank 上 NM _180994 核

苷酸序列有 5个碱基变异, 但其中有 4 个变异的碱

基并不影响编码的氨基酸, 所以氨基酸序列只有

229位的 Asn( N)突变为 A sp( D)。

通过比对分析发现,本研究得到的凝乳酶氨基

酸序列与目的序列 NM_ 180994 相差一个氨基酸

(箭头指示处) ,但是与 Pr otein Data Bank上登录的

凝乳酶蛋白质结构 4CMS 的氨基酸序列完全一

致
[ 5]
, 见图 6。通过进一步分析 GenBank上登录的

凝乳酶 A 和 C 的氨基酸序列 [ 6- 7] , 根据 Danley 等

人( 1988)对凝乳酶的描述, 凝乳酶 A, B和 C 在此

位点的氨基酸序列应该是一致的。进而与另外两

种反刍动物,绵羊[ 8] 及骆驼[ 9] 的凝乳酶氨基酸序列

进行比对,发现其第 229 位上的氨基酸序列与本研

究所得到的氨基酸序列一致,所以不能确定此位点

是否为突变, 有可能是 GenBank 上登录的 NM _

180994序列有误。通过以上分析可以判断, 不论此

位点是否为突变, 对凝乳酶的功能没有影响, 克隆

的凝乳酶基因可用于下一步的实验。
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图 6 氨基酸序列比对结果

Fig. 6 Alignment of the peptide sequences

凝乳酶作为乳凝固用酶广泛应用于干酪的工

业化生产。我国干酪生产所用凝乳酶主要依赖于

进口, 利用生物工程技术生产凝乳酶, 可以减少对

进口产品的依赖, 降低干酪生产成本, 促进我国干

酪产业的发展。

pET 系统是在 E coli 中克隆表达重组蛋白的

首选, pET 系列载体是利用大肠杆菌 T7噬菌体转

录系统进行表达的载体。将凝乳酶基因片段克隆

到原核表达载体 pET 22b中, 构建重组质粒 pET

22b/ Chymosin, 所获重组质粒经过酶切、测序鉴定,

证实含有目的基因片段, 且连接、构建正确,为凝乳

酶的工业化生产奠定了基础。
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