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" 所产氨肽酶具有良好的热稳定

性#克隆出该氨肽酶编码基因!

-).

"$测序得知该基因长度为
% &)% *+

$编码
,()

个氨基酸#将
-/.

与表达载体
+-.',/0123

连接构建重组基因
+-.'&/0'40+

$重组基因转化进入原核表达宿主

012&,- 56/%78-93

构建重组菌
56:;

$

56:;

在
%< !

低温诱导下成功表达出重组氨肽酶#通过镍柱

!

!='!.:

"亲和层析对重组酶进行分离纯化$得到电泳纯的重组酶酶液$纯化倍数和回收率分别

为
,>?

和
(9>@"

# 考察该重组氨肽酶的酶学特性$发现该酶的最适
+A

为
(>9

$在
+A )>@#B>@

之间

具有较好的稳定性%最适反应温度为
(C !

$经过
DC !

热处理
% E

仍能保留
<C"

以上的酶活性%

底物特异性研究表明该重组酶能够水解
:FG'.!:

&

6HI'.!:

和
6JK'.!:

$对
6JK'.!:

的水解能

力分别是其他
/

种的
)>)

倍和
/>,

倍$ 通过酶动力学分析证实了该酶对赖氨酸底物具有最强的

亲和力$与野生菌所产的酶一致属于一种赖氨酸氨肽酶#
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氨肽酶!

!"#$%&'&()*+,',

"简称
!-

#是一类能够

水解多肽
.

末端附近肽键释放出游离氨基酸的外

切蛋白酶/01

$ 对于蛋白质水解物苦味的去除/21

%提高

营养价值以及深加工等方面具有良好的作用"可应

用于乳制品%肉制品行业促进食品风味&此外在医

疗行业"氨肽酶检测也可作为一项疾病诊断指标/31

$

氨肽酶广泛存在于动植物和微生物中 451

"根据不同

的标准可以分成很多种类$ 赖氨酸氨肽酶是指切割

多肽链
6

末端赖氨酸残基效率最高的一类氨肽酶/71

"

水解释放出的游离赖氨酸是人和动物的必需氨基

酸"对于人体代谢水平的调节%钙离子的吸收和积

累及增强体质等方面具有重要作用/81

$ 因此"赖氨酸

氨肽酶在食品工业领域具有广泛的应用价值$

耐热酶是一类能够在高温下保持活性的酶"在

工业领域具有降低制备成本%提高反应速率%生产

工艺简化等优势"应用前景广阔/9:;1

$ 因此自从
9<

年

代发现产生耐热酶的嗜热菌以来"耐热酶迅速成为

一个重要的研究领域/=>

$ 目前"大多数研究仍集中在

耐热酶产生菌的筛选及分离纯化上 40<:00>

"由于野生

嗜热菌的培养条件严格%生长速度较慢"实现耐热

酶在常温宿主中的表达成为一个新的研究方向$

作者在筛选得到一株耐热赖氨酸氨肽酶产生

菌
!"#$%$#&%$&

的基础上 40?>

"克隆得到该耐热酶的编

码基因"构建重组基因并实现了重组酶在原核宿主

'"()*+

中的异源表达" 纯化得到电泳纯的酶液并初

步研究了其特性表征"为进一步研究实现耐热赖氨

酸氨肽酶的工业化应用奠定了基础$

!"!

实验材料

!"!"!

菌株和质粒
!#,-$).)/&# &,0-1*/)#& 6@:

;05

' 实验室筛选与保藏& 菌株
2"()*+ @A0<=

%

2"()*+

BC?0

!

DE3

('

6%FGH'$

公司产品&质粒
&EI:5?GJKL

'

大连宝生物公司产品$

!"!"#

主要试剂 胰蛋白胨%酵母粉'英国
%M%)*

公

司产品&基因组提取试剂盒'天根生化科技公司产

品&质粒抽提试剂盒%

D6N

纯化试剂盒%硫酸卡那霉

素'上海生工公司产品&限制性内切酶%

D6N "GOP'O

%

I5 D6N

连接酶' 大连宝生物公司产品&

QDQ:RNSE

凝胶配制试剂盒'碧云天生物技术研究所产品$

!"!"$

培养基
CB

液体培养基)

HT*C

('

U

胰蛋白胨"

<V7

酵母粉"

06GWX

&自然
&Y

$

IB

液体培养基 !

HTZC

('

UV?

胰蛋白胨"

?V5

酵母

粉& 体积分数
<V7!

甘油 "

9?""%XTC [

?

YR\

5

*

3Y

?

\

"

U9""%XTC [Y

?

R\

5

$

CB[

%

IB[

培养基' 分别对应在
CB

液体培养

基%

IB

液体培养基中添加终质量浓度为
7< !HT"C

过滤除菌的硫酸卡那霉素!

[+$

($

固体培养基即在对应液体培养基基础上添加

UV7 HT*C

的琼脂粉$

!"#

赖氨酸氨肽酶基因的获取

!"#"! !" &,0-1*/)#&

基因组的提取 实验室前人从

土壤中筛选得到一株氨肽酶产生菌铜绿假单胞菌

6@:;U5

!

!#,-$).)/&# &,0-1*/)#& 6@:;U5

($取甘油冷

冻保藏的
!" &,0-1*/)#& 6@:;U5

"划线于
CB

平板
39 "

活化培养" 挑取活化好的单菌落转接到
CB

液体培

养基"

39 "

%

??< OT")$

振荡过夜培养$ 取适量培养

液" 根据细菌基因组
D6N

提取试剂盒操作方法提

取
!#,-$).)/&# &,0-1*/)#&

基因组$

!"#"#

编码基因的克隆 根据
6WB]

公布的铜绿假

单胞菌
!#,-$).)/&# &,0-1*/)#& S^3U

氨肽酶基因序

列设计引物'

X+&:,

'

7_ WWSHGG((`NISSIWNSWNWWW

WSWIISSWWISWWSW 3_

!小写字母表示
E`%a"

酶

切位点(&

X+&:+

'

7_ WWS`(`H+HIINWIISNISNNSIW

SISNWW 3_

!小写字母表示
bc%"

酶切位点($ 利用

UV?VU

中提取的基因组作为模板"

RWa

扩增
+&3

基

因$

RWa

反应体系!

7< !C

('模板
? !C

"

+&3:, ? !C

"

+&3:+ ? !C

"

**Y

?

\ U= !C

"

RO)"'QINa ANb ?7 !C

$

RWa

反应条件'

=7 " 7 ")$

预变性&

=7 " U7 ,

变性"

77" 3< ,

退火"

9?" =< ,

延伸"循环
37

次&

9?" 7 ")$

!"#$%&'!(&%)*%&%)$+),-.)'/0)1.)" &%2$%3!45%67

"

'/0)8!)*'2)%9!&':&04/'&7)2!';6%)*8!<8/)$+)=-.#,->):&)

;%6:*) =.) " -?33:&08/@) !:) 2(;2!&'!%) 2$%38A434!7) '/'B7282) '/0) %/C7D'!83) &%'3!8:/) E8/%!832

"

!<82)

&%3:D;8/'/!) %/C7D%) ;%B:/@2) !:) B728/%) 'D8/:$%$!80'2%

"

*<83<) 82) 2'D%) '2) !" &,0-1*/)#& FGH1IJ)

'D4/:$%$!40'2%)&%$:&!%0);%A:&%-

%&'()*+,

'

B724/%)'D4/:$%$!40'2%

"
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"

@%/%)%/@8/%%&8/@

"
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后延伸!

!"#

重组菌的构建与表达

!"#"!

基因的连接与转化
!"#

产物通过纯化试

剂盒纯化" 与质粒
$%&'()*

#

+

$ 用限制性内切酶

!"#$!

%

%&#!

同条件双酶切"酶切产物经过琼脂糖

凝胶电泳后进行胶回收" 胶回收产物通过
&, -./

连接酶于
01 !

过夜连接" 连接液
,) !

热击转化

!'"#() 23456

感受态细胞"涂布到
789

平板上
:; !

过夜培养"筛选出具有
9*<

抗性的转化菌株! 菌落

!"#

筛选阳性转化子"培养后用质粒抽提试剂盒提

取重组质粒"双酶切验证并送检上海生工测序!

!"#"$

重组酶的诱导表达与检测 重组质粒转化

*+"#() 87)4

&

-%:

$感受态细胞获得重组菌
87/!

'挑取

单菌落接种于
= >7 789

液体培养基"

:; !

%

?)@ AB>C<

振荡过夜培养"再以
DE

的接种体积分数转接到
=5 >7

&89

液体培养基中培养至
F-

155

达到
5G1

左右"加入

终浓度为
5H= >>IJK7

的诱导剂
L!&M

"

D1 !

低温诱

导
:1 N

! 诱导培养结束后"取发酵液离心得到发酵液上

清和菌体沉淀"沉淀用
&ACOPQ"J

&

=5 >>IJK7

"

$Q ;H=

$

缓冲液漂洗后超声破碎"破碎液离心收集上清液!

通过
7./

比色法 RD:S测定发酵液上清中的胞外

氨肽酶酶活和破碎液上清中的胞内氨肽酶酶活!

) >7 &ACOTQ"J

&

=5 >>IJK7

"

$Q 6H5

$缓冲液加入
D >7

底物亮氨酸对硝基苯胺&

7U7VWU,./

$和
D >7

适量

稀释的上清液"

X5 !

水浴条件反应
D5 >C<

"

,5= <>

波长下比色测定吸光值!

取发酵液上清和破碎液上清作为实验组进行

Y-YU!/M%

电泳"以未连接
)-,

的质粒
$%&U,)*Z+[

转化
!'"#() 87)D

&

-%:

$后经过同条件处理作为对照

组"验证重组酶的表达情况!

!"%

重组酶的纯化与酶学性质

通过
.C'.&/

亲和层析对重组酶进行纯化分离

并进行
Y-Y'!/M%

电泳验证!

初步研究了纯化后的重组酶的酶学性质!

!"&

酶活定义

在
X5 !

水浴条件下每分钟分解亮氨酸对硝基

苯胺&

7'7VW',./

$产生
D ">IJ

对硝基苯胺所需的

酶量"即为
D

个酶活单位!

$"!

重组菌的构建

根 据
."8L

公 布 的
./012#3#4-/ -0516(4#/-

M\:D

氨肽酶
-./

序列设计引物" 以
./012#3#4-/

-0516(4#/- .2'XD,

基因组为模板"

!"#

扩增出大小

约
DH= ]^

的
-./

条带! 纯化的
!"#

产物与质粒

$%&U,)*

&

+

$经过
7"#8!

和
%&#!

双酶切"成为两

端带有相同粘性末端的基因片段" 在
&, -./

连接

酶的作用下部分连接形成重组质粒! 重组质粒转化

进入
!'"#()

感受态细胞后能使转化子在含有卡那霉

素的
78

平板上长出单菌落"通过菌落
!"#

进一步

将阳性转化子从空载质粒转化菌株中筛选出来"能

够扩增出目标条带的即对应构建成功的重组菌

87/!

!

87/!

经过培养提取重组质粒进行双酶切验

证! 重组质粒在上海生工测序后得到
)-,

基因的

-./

序列" 通过
-./3/.

翻译出其所对应的氨基

酸序列"如图
D

所示! 该基因长度为
D ,1D ^$

"与凝

胶电泳结果相符"共编码
,X1

个氨基酸"通过分析软

件
%_!/Y`

预测其相对分子质量大小约为
=,"D5

:

!

将序列提交到
."8L

通过
8J*Oa

比对" 确认
!"#

扩

增得到的目的基因为编码
./012#3#4-/ -0516(4#/-

氨肽酶的
-./

!

图
! !"#

基因的核酸序列和氨基酸序列

'()" ! *+,-./0(1. 231 24(3/ 2,(1 5.6+.3,.5 /7 ).3. !"#

$"$

重组酶的表达

87/!

按
DH:H)

所述条件诱导培养后"测得胞内

氨肽酶酶活约
)H= bK>7

" 胞外未测到氨肽酶酶活!

已知重组酶相对分子质量大小约为
=,"D5

:

"同时载

体质粒
$%&U,)*Z+[

上
MY&

标签能够表达出约
)1"D5

:

的融合蛋白" 共
X5"D5

:左右"

Y-YU!/M%

对重组酶

表达情况的验证结果见图
)

" 可以观察到破碎液上

清电泳在
11c,"D5

:与
6;H)"D5

:之间出现一条对照组

没有的条带"可以证明重组酶的成功表达!

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
::::

:
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!

!蛋白质相对分子质量标准"

"

!实验组破碎液上清液"

#

!对

照组破碎液上清液"
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重组酶的纯化

载体质粒
&'()%#*+,-

带有
./0)1*2

#使得表达的

重组酶能够通过镍柱亲和层析进行分离纯化#纯化

结果如表
3

所示#重组酶纯化倍数为
%45

倍#回收率

为
6$47!

$ 纯化后的酶液进行
898):;<'

分析得

到电泳纯#见图
$

$

表
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重组酶镍柱纯化结果
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重组酶的酶学性质

-,G,?

最适反应
&.

和
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稳定性 室温条件下配

制不同
&.
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$4="334=

&的缓冲液#测定重组酶在各缓

冲液体系中的酶活#如图
%

#以
&.

值为横坐标'相

对酶活为纵坐标#确定该酶的最适反应
&.

为
64$
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将酶液置于不同
&.

条件下#

$= #

水浴保温
3 >

后#

测定其残留酶活#由图
7

可知该酶在
&. ?47"@47

之

间具有较好的稳定性$ 与课题组报道的野生菌所

产氨肽酶最适
&.

为
@4=

'在
&. 547"3=47

之间具有

稳定性A3%B是一致的$

图
G

重组酶最适反应
CH

)*+, G IC2*95A 80542*61 CH 63 270 80469:*1512 01;<90

图
J

重组酶
CH

稳定性

)*+, J CH E25:*A*2< 63 270 80469:*1512 01;<90

纯化

步骤

总酶活
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回收率
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最适反应温度和温度稳定性 将重组酶与

底物置于不同温度条件下反应测定酶活! 根据图
!

可知
"# !

为最适反应温度" 将酶液于梯度温度中

分别水浴
$ %

! 再按照标准方法测定处理后的剩余

酶活! 以
& !

酶液保存温度下的酶活作为对照!如

图
'

所示! 该重组酶经过
'# !

热处理
( %

能保留

!#"

以上的酶活性!与野生菌所产氨肽酶经过
'# !

热处理
) %

后保留约
'#"

酶活 *()+ (,-相比!热稳定性

略有降低!但仍比多数常温酶具有更好的耐热性"

图
$

重组酶最适反应温度
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图
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重组酶温度稳定性
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底物特异性!动力学分析

分 别 用
./0 1!2.

#

.34 5!2.
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!2.

#

8:;5!2.
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作为

底物!考察重组酶的底物特异性!如图
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所示!该酶

能够水解
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8795!2.

和
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! 对
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的水解能力分别是
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的
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倍#
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的
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以不同浓度 $

#A)#(A& BB?/C8

% 的
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和
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作为底物! 采用
8EF7G70H735I93J

双倒数

作图法!见图
K5

图
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!算得以
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为底物的米

氏常数
"

B

为
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# 最大反应速率
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为
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%! 以
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和
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"A'! !B?/C
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结果表明该重组酶对
8:;5!2.

亲和性更强!与

野生菌所产的酶表现出相似的底物特异性!同属赖

氨酸氨肽酶"

图
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重组酶底物特异性
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图
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底物的重组酶双倒数图
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论文从野生菌
!"#$%&'&()" )#*$+,(&")

中克隆

出编码一种氨肽酶的基因
-).

! 利用该基因构建的

重组质粒
!"# $%&' $-/.

转化到异源宿主
012&,-

()&*

"

+",

#中!形成能够表达重组氨肽酶的工程菌

(-./

$重组酶经过
01$02.

分离纯化后得到氨肽酶

纯酶液$ 对重组酶的酶学性质研究发现!该酶和野

生菌所产酶一样都属于赖氨酸氨肽酶!在碱性条件

下表现出活性!并且具有良好的热稳定性$ 为进一

步研究该重组酶的高效分泌表达和热稳定性氨肽

酶的构效及进一步的应用奠定了基础$
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欧盟认可一种乳酸乳球菌作为饲料添加剂的安全性

&345

年
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月
%

日!据欧盟食品安全局"

"67.

&消息!应欧盟委员会要求!欧盟动物饲料添加剂和产品"

899+./

&研

究小组就乳酸乳球菌"
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作为饲料添加剂的安全性发表科学意见)

据了解!申请人提议将聚乙二醇添加到可用于冷冻干燥步骤的潜在防冻剂列表中'

/"D %333

#来修改制造工艺!最大浓度
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青贮饲料* 经过评估!专家小组认为!在以上使用用途和水平下!预计不会对环境造成安全问题*

+信息来源,食品伙伴网
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