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摘  要: 依据 GenBank中收录的解淀粉芽孢杆菌( Bacil lus amy lol iquef aciens ) B-1, 3-1, 4-葡聚糖

酶基因序列,设计特异性引物,以提取的解淀粉芽孢杆菌基因组 DNA 为模板, 利用聚合酶链式反

应( PCR)扩增获得758 bp的B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因( bg l) ,将此目的基因克隆至 pT G19-T Easy

载体中,经 PCR、限制性内切酶鉴定和克隆片段的序列测定、比较,结果表明该克隆片段扩增准确、

可靠。序列比较发现,此片段与解淀粉芽孢杆菌( B1 amy loliquef acines, M15674)、枯草芽孢杆菌

( B1 subti l is, D00518)和地衣芽孢杆菌( B1 li chenif ormis, AY365256)分别有 99%、95%和 94%的

同源性。
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Abstract:Based on the sequence alignment o f Baci l lus amy lol iquef aciens, tw o pairs of primers

w er e designed and synthesized in this study. U sing the to tal DNA o f Baci l lus amy lol iquef aciens

as template, the gene of B-1, 3-1, 4- glucanase ( bgl ) was amplif ied by PCR, w hich has about 750

bp in length. The gene w as cloned into pTG19-T Easy vector, and the recombinant plasm id w as

ident if ied by PCR, restrict ion enzyme analy sis and sequencing. T he homology analy sis rev ealed

that the nucleo tide sequences o f the cloned B-1, 3-1, 4-g lucanase gene similar to the B1
amylo liquefacines( M15674) , B1 subt il i s( D00518) and B . l icheni f orm is ( AY365256) w ere 99% ,

95% and 94% , r espect ively.
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  B-1, 3-1, 4-葡聚糖是禾本科高等植物 (谷物

类)细胞壁的多糖组分,是由 1 200个以上的 B-D-葡

萄糖残基通过B-1, 3和 B-1, 4 糖苷键连接而成的线

性分子,在大麦、燕麦、高粱、大米和小麦等谷物胚乳

细胞壁中的含量尤为丰富,不同谷物B-葡聚糖中两种

糖苷键键型的比例和寡糖单元的长度有所不同, 如大

麦, 90%以上的水溶性B-葡聚糖是由单一的B-1, 3糖

苷键连接纤维三糖和纤维四糖所组成 [1] 。

B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶( 1, 3-1, 4-B-D-glucan 4-

glucanohydr olase, 1, 3-1, 4-g lucanase,

E1C1 31 21 11 73, 简称 B-葡聚糖酶或地衣多糖酶) ,

它是只降解 B-葡聚糖中与B-1, 3糖苷键相邻的 B-1,

4糖苷键的酶,其降解产物主要是纤维三糖和纤维

四糖
[ 2]
。它是一种有经济价值的工业用酶, 在啤酒

酿造中常用于糖化或发酵以提高啤酒质量和稳定

性
[ 3]

, 并且作为饲料添加剂也能够有效的提高饲料

转化率[ 4-5]。但是现有的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的耐

热性较差、酸性条件下活性较低,在工业应用中, 较

高的加工温度或酸性环境, 就会使 B-1, 3-1, 4-葡聚

糖酶的活性降低甚至失活, 限制了 B-1, 3-1, 4-葡聚

糖酶的应用范围, 增加生产成本。因此, 开发出在

高温、强酸条件下具有高活性的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖

酶将具有很好的社会经济价值。

许多不同来源的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因已经

克隆得到,如芽孢杆菌属
[ 6-10]
、球菌

[ 11]
和真菌

[ 12]
等,

并在大肠杆菌( Escher ichia col i )、芽孢杆菌( Baci l-

lus str ains )、啤酒酵母 ( S accharomyces cerevi siae )

以及其他转基因植物大麦和烟草等不同宿主菌中

进行了表达。通过单一菌株的基因的克隆表达、定

点诱变以及基因缺失等手段得到的 B-1, 3-1, 4-葡聚

糖酶在耐热、耐酸和活性方面不够理想。随着分子

生物学技术的发展, 基因重叠延伸 PCR技术在基因

工程中有很好的应用, 通过此技术采用具有互补末

端的引物, 使 PCR产物形成重叠链,从而在随后的

扩增反应中通过重叠链的延伸, 将不同来源的扩增

片段重叠拼接起来
[ 13]
。为了获得工业生产条件下

具有较高热稳定性的酶, 将不同来源的 B-1, 3-1, 4-

葡聚糖酶基因通过基因重叠延伸 PCR技术进行杂

合, 构建杂合基因工程菌, 表达出适合工业生产需

要的杂合酶将是一种较好的手段。

作者以解淀粉芽孢杆菌 ( Bacil lus amy lol iq-

uef aciens)为研究对象,克隆了 B-1, 3-1, 4-葡聚糖

酶的基因,并对基因序列进行了分析,为进一步构建

耐热、耐酸高活性的B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶奠定基础。

1  材料与方法

11 1  材料与试剂
11 11 1  菌株和质粒  解淀粉芽孢杆菌( Bacil lus

amyloliquef aciens)、DH5a由作者所在实验室保存。

11 11 2  培养基与试剂  LB 培养基( g/ L ) : 蛋白胨

10, 酵母膏5, 氯化钠10。氨苄青霉素的使用浓度为

100 Lg/ mL,固体培养基按 2%的量加入琼脂。

限制性内切酶 BamHI、XhoI、T 4 DNA 连接

酶、Taq DNA 聚合酶、pTG19-T Easy Vector、

DL2000 M arker、小量质粒快速提取试剂盒均购于

上海捷瑞生物工程公司; X-gal和 IPT G购于 Sigma

公司;其他主要试剂均为国产 AR级产品。

11 2  仪器与设备
PCR仪 PT C-2000: 美国 MJ 公司产品; 凝胶成

像透射仪 chemi system : 美国 UV P公司产品; One

Drop Spect rophotometer OD-1000: 上海采邑生物

科技有限公司产品; 冷冻气浴恒温振荡器 BS-1E:

金坛市瑞华仪器有限公司产品。

11 3  方法
11 31 1  解淀粉芽孢杆菌基因组 DNA 提取  活化

的解淀粉芽孢杆菌接种到 LB 培养基中, 37 e 下
200 r/ mim 振荡培养过夜, 收集菌液按照小量质粒

快速提取试剂盒提供的方法提取解淀粉芽孢杆菌

基因组 DNA,用 11 5 g / dL 的琼脂糖凝胶电泳对提

取的 DNA 进行检测。同时用 OD-1000紫外、可见

光分光光度计检测 DNA浓度和纯度。

11 31 2  引物的设计与合成  参考 GenBank中 B-1,

3-1, 4-葡聚糖酶的基因序列, 利用 Premier Pr imer

51 0设计特异性的上下引物, 预期扩增基因产物为

758bp, 并在引物中引入适当的限制性酶切位点,上

游引物: 5c-A ATGGA TCC AT G AAACGAGT-

GT TGCTA-3c(下划线为 BamHI 酶切位点,方框标

记 为 起 始 密 码 子 ) ; 下 游 引 物: 5c-AG-

GCT CGAGTT T TT TT GTAT AGCGCACC-3c ( 下

划线为 XhoI 酶切位点) ,引物由上海生物工程公司

合成。

11 31 3  B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的基因的 PCR 扩增  

以提取的解淀粉芽孢杆菌基因组 DNA 为模板, 利

用 PCR扩增B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的基因, 反应体系

( 50 LL) : 10 @ PCR buf fer 5LL, M gCl2 ( 25 mmol/ L)

21 5 LL, dN TP( 10 mmo l/ L ) 1 LL, 引物各2 LL,模

板 3 LL, Taq 酶( 5 U /LL) 01 5 LL, 重蒸水 34 LL。

PCR反应条件: 94 e 2 min; 94 e 1 min; 42 e 1

min, 每循环增加 01 1 e , 72 e 1 min,重复 30次;
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72 e 10 min; 4 e 保存。

11 31 4  B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因的克隆  PCR 产

物经 11 5 g / dL 的琼脂糖凝胶电泳,割胶回收试剂盒

回收目的基因片段, 回收产物与 pT G19-T vector 4

e 连接过夜, 连接产物加入感受态 DH5a 中, 冰浴

30 min, 42 e 下热激 45 S, 立即放入冰浴中 5 m in,

加入 800 LL 的LB培养基, 37 e 下200 r/ m im 振荡

培养 1 h。将转化好的菌液接种在含有氨苄青霉素

的 LB 平板上(已经涂过 X-gal和 IPT G) 37 e 过夜

培养,挑取白色菌落,接种到含有氨苄青霉素的 LB

液体培养基中, 37 e 过夜培养。提取质粒备用。

11 31 5  阳性克隆的鉴定

1) PCR鉴定  以提取的重组克隆质粒进行
PCR扩增, 反应体系和条件同基因扩增, 扩增产物

用 11 5 g/ dL 的琼脂糖凝胶电泳检测。

2) BamHI 和 XhoI双酶切鉴定  酶切反应体

系为: buf fer 2 LL, BamH I 1 LL, XhoI 1 LL,克隆

质粒 8 LL,无菌水 8 LL; 混匀, 37 e 酶切 4 h 后, 65

e 灭活 15 min, 酶切产物经 11 5 g / dL 琼脂糖凝胶

电泳检测。

11 31 6  测序及序列分析  经 PCR和酶切鉴定为阳

性的克隆质粒送上海生物工程公司进行测序。应

用 DNA Too ls软件对B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因的

核苷酸序列进行分析,将推导的氨基酸序列与 Gen-

Bank 上发表的已知序列做同源性比较与分析。

2  结果与分析

21 1  解淀粉芽孢杆菌基因的提取

通过琼脂糖凝胶电泳对所提取的 DNA 进行检

查可以清晰地看到特征性条带, 证明得到了解淀粉

芽孢杆菌的基因。用 OD-1000紫外、可见光分光光

度计检测 DNA 的质量浓度为 2151 33 ng/LL, A 260

和 A 280之比为 11 954, 符合 11 8~ 21 0的要求, 说明

DNA 的纯度较高,可用于 PCR的扩增。

21 2  B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的基因的 PCR扩增

以解淀粉芽孢杆菌基因组 DNA 为模板, 进行

PCR扩增出的目的片段在 750 bp左右, 其条带单

一, 特异性强, 表现与目的基因预期大小一致的条

带,琼脂糖电泳图如图 1。

21 3  阳性克隆的鉴定

21 31 1  PCR 鉴定  在 LB 平板上筛选白斑, 得到

一些阳性克隆子。挑取得到的白斑于 LB 液体培养

基中培养,提取质粒,经 PCR扩增后,琼脂糖凝胶电

泳结果如图 2,克隆得到的基因片段与目的基因片

段大小一致, 说明目的基因片段 bgl 已经插入到

pT G19-T vector 中。

M: DNA M ark er; 1: PCR扩增产物

图 1  B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的基因的 PCR扩增

Fig. 1  Gel electrophoresis analysis of PCR amplif ication

product of B-1, 3-1, 4-glucanase gene

M: DNA M ark er; 1: PCR扩增产物

图 2 阳性克隆子 PCR 鉴定电泳图

Fig. 2  Gel electrophoresis analysis of PCR amplif ication

product of positive cloning plasmid

21 31 2  BamHI 和 X hoI 双酶切鉴定  克隆载体经

BamHI和 X hoI 双酶切后, 琼脂糖凝胶电泳结果如

图 3, 与未经酶切的克隆质粒对比发现, 在 750 bp

左右出现明显的条带, 进一步证实 B-1, 3-1, 4-葡聚

糖酶目的基因已经插入到pTG19-T vector 中, 成功

获得阳性克隆子 pT G19-T-bg l。

M: DNA Marker; 1:双酶切克隆质粒; 2:未经双酶切的克隆质粒

图 3 阳性克隆子双酶切电泳图

Fig. 3  Restriction enzyme cutting of positive cloning

plasmid
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21 4  测序结果及序列分析

序列测定结果表明, 克隆得到的B-1, 3-1, 4-葡

聚糖酶扩增片段全长为 758 bp, 已被 GenBank 收

录( Accession AY205562)。如图 4, 与预期长度相

同。经 Blast同源性分析结果表明, 克隆得到的 B-

1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因与 GenBank 登录的解淀粉

芽孢杆菌( B1 amy lol iquef acines, M 15674)、枯草芽

孢杆菌 ( B1 subt il i s, D00518 ) 和地衣芽孢杆菌

( B1 li chenif ormis, AY365256)分别有 99%、95%

和 94%的同源性。用 DNA T ools 分析表明, 该基

因 ORF 为 717 bp, 编码239个氨基酸,计算相对分

子质量为 26 807, 等电点为 61 51,其中疏水性氨基

酸占 361 8% , 亲水性氨基酸占 441 8% ,酸性氨基酸

占 81 8%,碱性氨基酸占 91 6%。

图 4 解淀粉芽孢杆菌B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶核苷酸序列及其推译的氨基酸序列

Fig. 4 The nucleotides sequence and its deduced amino acid sequence of B-1, 3-1, 4-glucanade from Bacillus amyloliq-

uefaciens

3  结  语

B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶是一种重要的工业用酶,广

泛应用于酿酒和饲料工业。B-葡聚糖在啤酒生产和

饲料加工过程中会产生一些问题, 如降低麦芽汁和

啤酒过滤速度、影响啤酒风味、在啤酒储存过程中

易引起沉淀;过多的 B-葡聚糖增加饲料的粘性和不

可消化性,降低饲料的营养价值。在啤酒生产和饲

料加工过程中, 由于高温、低 pH 的条件,往往使谷

物内源性 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶失活, 因此添加适量

的耐热、耐酸、活性高的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶能够解

决工业生产中 B-葡聚糖引起的负面影响。但现有

的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶的热稳定性、耐酸性较差, 在

酿酒和饲料工业应用时增加了生产成本。通过分

子生物学技术构建适应工业需要的 B-1, 3-1, 4-葡聚

糖酶, 降低其在酿酒和饲料工业应用时的生产成

本, 已经成为近年来的热点。

作者根据 GenBank提供的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖

酶基因已知序列,应用 Primer5 软件设计特异性引

物, 运用 PCR及 T-A克隆技术成功获得了包含 758

bp的 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因片段,并与 pTG19-T

Easy Vector 载体连接, 经 PCR、酶切和测序鉴定,

结果与 GenBank报告的序列完全一致,成功构建出

pT G19-T-bg l真核表达载体, 为下一步构建耐热、

耐酸、活性高的杂合 B-1, 3-1, 4-葡聚糖酶基因奠定

基础。
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