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海栖热袍菌α－葡萄糖苷酶基因ａｇｌＡ的
克隆、表达及酶学性质
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摘　要：主要研究了在大肠杆菌中克隆和表达海栖热袍菌（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ）的一个α－葡萄
糖苷酶（ＴＭ１８３４）。通过ＰＣＲ方法克隆编码Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ的一个α－葡萄糖苷酶基因ａｇｌＡ，构建
重组质粒ｐＨｓｈ－ＡｇｌＡ，电击转化Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９，通过热激诱导高效表达。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检
测出蛋白相对分子质量约５５　０００，经热处理，阴离子交换层析和疏水层析纯化后的α－葡萄糖苷酶
最适反应温度为９０℃，最适反应ｐＨ为７．５，在ｐＨ　６．５～８．５，温度６５～１００℃之间酶活仍达到

５０％以上。在辅助因子ＮＡＤ＋，Ｍｎ２＋和还原剂ＤＴＴ的存在条件下达到最高酶活。
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　　α－葡萄糖苷酶（α－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ　３．２．１．２０）
又叫α－Ｄ－葡萄糖苷水解酶，它可以从低聚糖类底物
的非还原末端切开α－１，４糖苷键，释放出葡萄糖，
或将游离出的葡萄糖残基转移到另一糖类底物形

成α－１，６糖苷键，从而得到非发酵性的低聚异麦芽
糖或糖酯、糖肽等［１－５］。α－葡萄糖苷酶广泛分布，几
乎存在于所有生物体内，在人类的糖原降解和动
物，植物以及微生物的糖代谢中具有重要的生理功
能［４－８］。
目前越来越多的来源于极端嗜热微生物的α－

葡萄糖苷酶受到了研究和重视，如Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕ－
ｒｉｏｓｕｓ （１０５～１１５ ℃），Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ　ｓｏｌｆａｔａｒｉｃｕｓ
（１０５℃），Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（８５℃）［９－１１］。
海栖热袍菌 （Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ）是生长在

５５～９０℃海底火山口的极端嗜热严格厌氧杆状微
生物，最适生长温度８０℃，培养条件极其苛刻，并
且细胞产量较低［１２－１３］。１９９９年海栖热袍菌全基因
组序列已经测通并公布。该菌的开放阅读框

ＴＭ＿１８３４，ＴＭ＿０４３４，ＴＭ＿１０６８，ＴＭ＿０７５２均编码

α－葡萄糖苷酶。作者主要报道了ＴＭ＿１８３４基因的
克隆，首次利用 Ｈｓｈ热激表达系统在大肠杆菌中表
达，并对重组酶进行了分离纯化和酶学性质研究，
为该重组酶的后续研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ相对分

子质量标准、蛋白质相对分子质量标准和Ｐｙｒｏｂｅｓｔ
ＤＮＡ聚合酶购自宝生物工程公司（ＴａＫａＲａ）；酵母
提取物和胰蛋白胨：购自ＯＸＯＩＤ公司；氨苄青霉素
（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）：购自上海生工生物工程技术服务有
限公司；质粒抽提试剂盒和胶回收试剂盒：购自

Ｑｉａｇｅｎ公司；引物：上海生工生物技术公司合成；其
它生化试剂：购于Ｓｉｇｍａ等公司。

１．２　菌株和质粒

Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ－
ｌｉ）ＪＭ１０９、表 达 质 粒 ｐＨｓｈ （中 国 专 利，

２００４１００４１６３６．７）由作者所在研究室保藏，Ｅ．ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．３　培养基和培养条件

Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８培养基采用改良的ＬＢ培
养基，培养方法参照参考文献［１３］，大肠杆菌重组子
培养采用含１００μｇ／ｍＬ　Ａｍｐ的ＬＢ培养基（蛋白胨

１０ｇ／Ｌ，酵母提取物５ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ，ｐＨ
７．０）。

１．４　引物设计
按照已公布海栖热袍菌α－葡萄糖苷酶基因序

列［６］设计引物，委托中科院上海生物工程中心合成。

引物１：５′－ＣＴＣＣＡＴＣＴＧＴＧＡＡＧＡＴＣ－３′；
引物２：５′－ＣＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＣＴＴＣＡＧＡＴ

ＡＡＴＧＴＴ－３′，引入ＸｈｏＩ位点。

１．５　重组质粒ｐＨｓｈ－ＡｇｌＡ的构建
以提取的Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８的基因组 ＤＮＡ

为模板，用高保真性聚合酶Ｐｙｒｏｂｅｓｔ酶对模板进行
扩增（９４℃，３０ｓ；４６℃，８０ｓ；７２℃，１．５ｍｉｎ），３０个
循环后电泳检查。ＰＣＲ扩增产物回收参考 Ｑｉａｎ－
ｇｅｎ　ＰＣＲ 产 物 纯 化 试 剂 盒 操 作 手 册。得 到

Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８α－葡萄糖苷酶基因ａｇｌＡ。用

ＸｈｏＩ酶切并纯化得到的α－葡萄糖苷酶基因片段，
以适当比例与已经Ｓｔｕ　Ｉ、Ｘｈｏ　Ｉ酶切并纯化的

ｐＨｓｈ载体混合，加入连接酶，１６℃过夜，转化Ｅ－
．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９构建含Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８葡萄糖异
构酶基因ａｇｌＡ的重组质粒ｐＨｓｈ－ＡｇｌＡ。

１．６　α－葡萄糖苷酶基因在大肠杆菌中的诱导表达
将重组菌接种到５ｍＬ氨苄ＬＢ培养基，在３７

℃摇床中进行振荡培养至对数期，以２％接种量于

５０ｍＬ氨苄ＬＢ培养基中，先置于３０℃摇床，２００ｒ／

ｍｉｎ进行振荡培养至Ａ６００ｎｍ为０．８时，再迅速移至

４２℃水浴摇床中继续进行振荡培养热激表达，继续
培养６～８ｈ后，８　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌体，用５０
ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ　７．０）洗涤菌体２
次，再用２．５ｍＬ同样缓冲液重悬菌体，超声波破碎
细胞后１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清即为重组α－葡萄
糖苷酶粗酶液。

１．７　重组α－葡萄糖苷酶酶活的测定
将酶液用对硝基酚α－Ｄ－葡萄糖苷（ｐＮＰＧ）为底

物测定酶活，总酶活反应体系２００μＬ，其中１０μＬ

ｐＮＰＧ（浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ），２０μＬ　ＭｎＣｌ２（浓度为

１０ｍｍｏｌ／Ｌ），２０μＬ　ＮＡＤ
＋（浓度为９ｍｍｏｌ／Ｌ），１０

μＬ　ＤＴＴ（浓度为１ｍｏｌ／Ｌ），２０μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液
（浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　７）于８０℃水浴中保温５
ｍｉｎ，加入１０μＬ酶液，反应１０ｍｉｎ，取出放在冰上
终止反应，立即加入６００ｍＬ　１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液
显色，于４１０ｎｍ测定吸光度。在上述条件下，每分
钟水解生成１μｍｏｌ对硝基酚所需的酶量为一个酶
活力单位。

１．８　重组α－葡萄糖苷酶的纯化及保存
高温热处理：将粗酶液置于８０℃水浴锅中热处

理１０ｍｉｎ，随后置于冰上冷却５ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ去除大热变性杂蛋白。
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阴离子交换层析：将热处理酶液经过０．４５μｍ
微孔滤膜过滤后上样于 ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ
Ｆｌｏｗ，由含有１００～４００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的样品缓冲
液以１．５ｍＬ／ｍｉｎ的速度进行线性洗脱，收集到活
力峰后，用质量分数５０％的硫酸铵沉淀。
疏水柱层析：输水柱经过Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（浓

度为０．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　７，质量分数５０％硫酸铵）平衡
后，将上述酶液上柱后，先用含有质量分数５０％硫
酸铵上样缓冲液洗脱未结合蛋白，然后以质量分数

５０％～０％硫酸铵洗脱，收集活力峰。
纯酶的保存：用２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ

６．５，体积分数２０％甘油，４℃）透析过夜后，加入适
量ＤＴＴ、ＭｎＣｌ２和ＮＡＤ＋后－２０℃保存。

２　结　果

２．１　α－葡萄糖苷酶基因的克隆、鉴定及表达载体的
构建

采用ＰＣＲ技术成功的从Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ　ＭＳＢ８
基因组中扩增得到α－葡萄糖苷酶基因ａｇｌＡ（１　４４３
ｂｐ），见图１。ＰＣＲ产物经过Ｘｈｏ　Ｉ酶切后，与经过

ＳｔｕＩ和Ｘｈｏ　Ｉ双酶切的ｐＨｓｈ质粒以适当比例混
合连接，得到含有α－葡萄糖苷酶基因ａｇｌＡ的表达
载体ｐＨｓｈ－ＡｇｌＡ，转化受体菌Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９。在

ＡＭＰ平板中挑选转化子，进行菌落ＰＣＲ验证。采
用α－葡萄糖苷酶结构基因的上下游引物扩增出大
约１．５ｋｂ的特异性片段（图２）。

１：ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；２：α－葡萄糖苷酶基因

图１　海栖热袍菌α－葡萄糖苷酶基因的ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆα－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍｅ

２．２　α－葡萄糖苷酶基因在大肠杆菌中的表达及酶
的纯化

将重组菌株接种于含氨苄青霉素的 ＬＢ培养
基，经６～８ｈ热激诱导后，离心收集菌体，超声波破
碎，离心获得上清可溶性粗酶液，将粗酶液经过８０
℃水浴锅热处理１０ｍｉｎ，再经过离子交换层析和疏
水层析后可以得到电泳纯的酶样品（列４），见图３。

１：ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；２：菌落ＰＣＲ特异性片段

图２　重组质粒酶切验证图

Ｆｉｇ．２　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９重组菌粗酶液，２：热处理

后上清液，３：经过阴离子柱纯化后的蛋白，４：经过疏水柱纯化

后的蛋白

图３　重组蛋白纯化过程ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｆｒｏｍ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｓｔｒａｉｎ

２．３　重组葡萄糖异构酶的酶学性质

２．３．１　ＮＡＤ＋浓度对酶活的影响　反应体系中含
有１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｎＣｌ２和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＴＴ，加入不
同浓度的 ＮＡＤ＋，计算其相对酶活。结果如图４，

ＮＡＤ＋浓度为０．９ｍｍｏｌ／Ｌ时酶活最高。

２．３．２　金属离子和还原剂ＤＴＴ对酶活的影响　
在标准酶反应体系中，用５ｍｍｏｌ／Ｌ各种不同金属
离子代替原有体系中的金属离子，测得经过ＥＤＴＡ
处理过的酶液的酶活力。结果表明，纯化后的

ＡｇｌＡ，在没有添加 Ｍｎ２＋情况下无法检测到酶活。

Ｃａ２＋，Ｍｇ２＋或者Ｚｎ２＋的加入只能检测到微量酶活，
当 Ｍｎ２＋浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ时酶活达到最高。当还原
剂ＤＴＴ的浓度高于５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，重组酶的酶活
仍然在提高。

２．３．３　最适反应ｐＨ　在不同的ｐＨ条件下分别测
定酶活。结果如图５，该重组酶最适反应ｐＨ　７～
７．５。
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图４　ＮＡＤ＋浓度对酶活的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮＡＤ＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＡｇｌＡ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

图５　重组酶的最适反应ｐＨ

Ｆｉｇ．５　Ｏｐｔｉｍｕｍ　ｐＨ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＡｇｌＡ

２．３．４　最适反应温度　在不同温度下测定酶活，
以最高酶活为１００％，结果见图６，该重组酶最适温
度为９０℃。并在７５℃和１００℃之间仍有８０％的
活性。

２．３．５　酶的底物专一性　在标准反应条件下，用１
ｇ／ｄＬ的不同底物与酶进行反应。该酶能水解

ｐＮＰＧ，ｐＮＰ－α－Ｄ－Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，麦芽糖，异麦芽糖，麦
芽三糖、麦芽四糖、麦芽五糖，蔗糖，海藻糖，但是不
能水解可溶性淀粉。

图６　重组酶的最适反应温度

Ｆｉｇ．６　Ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　ＡｇｌＡ

３　结　语

采用新型的热激表达质粒ｐＨｓｈ成功表达了来
源于海栖热袍菌的α－葡萄糖苷酶。ｐＨｓｈ含有能被
大肠杆菌中的σ３２识别的启动子，作为表达载体的优
势在于避免使用了常规的诱导底物ＩＰＴＧ，在一定
程度上减少了成本。
表达的特异蛋白相对分子质量约为５５　０００，经

过纯化后的α－葡萄糖苷酶无法检测到酶活，在强还
原性体系中，加入辅助因子 ＮＡＤ＋以及 Ｍｎ２＋后才
能检测完全检测到酶活，没有发现其他的金属离子
对该酶有较强的激活作用。目前还没有其他来源
的α－葡萄糖苷酶具有此类的特征。该重组酶最适
反应温度９０℃，最适反应ｐＨ为７．５。该酶能作用
于ｐＮＰＧ，可水解含有α－１，１，α－１，２，α－１，４和α－１，６
的短碳链（≤５）糖类底物，不能水解长链大分子如
淀粉。同大部分的α－葡萄糖苷酶一样，该酶水解底
物的速度随着底物链长的增加而降低。
实验中的表达产物是胞内酶，增加了后续的分

离纯化的步骤和成本，因此在下一步实验中，作者
将在分泌型表达载体毕赤酵母中表达胞外酶，以期
望得到更高的表达水平，为后续酶分子的结构研究
以及酶的应用奠定基础。
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