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摘 要：圆弧青霉 67#8总 9*:甲醛变性电泳呈现真核生物所特有的 !0; <9*:和 "0; <9*:条
带 )根据 67#8所产碱性脂肪酶（=>? 65）* 末端氨基酸残基序列和真核生物 @9*:在 #’端具有
?’(-（:）等所提供的生物信息，采用 9A4659技术扩增了 =>? 65成熟肽和 #’非编码区的 BC*:片
段，并将该 659产物直接克隆至 ?D5@4A 载体中 )序列分析表明，=>? 65含有 !%0个氨基酸残基，
其中保守的五肽序列为 7(-4E>F4;G<4=GH47(- )进一步采用 5(’IAGBJ公司的 ;@,<KA+ 659 BC*:文
库构建试剂盒，扩增、克隆和测定了自转录起始点至编码区的 BC*:片段，从而完成了 =>? 65完整
BC*:的分析测定 )最后将编码完整脂肪酶蛋白质的 BC*:克隆至 ?7L14%14# 表达载体中，;C;4
6:7L检测结果表明，大肠杆菌 M=!"所表达的 7;A4=>? 65融合蛋白质分子质量约为 %# NH)
关键词：圆弧青霉 67#8；碱性脂肪酶；克隆；表达
中图分类号：O.#4# 文献标识码：:
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@>I,( ?’(-（:）’U GHN,<-’K>B @9*:，KJG @,KH<G ?G?K>SG GIB’S>IT <GT>’I ,IS #’I’I4GIB’S>IT ’IG ’U
=>? 65 BC*: U<’@ 67#8 [G<G ,@?(>U>GS ]- 9A4659，,IS 659 ?<’SHBKF [G<G B(’IGS >IK’ KJG XGBK’<
?D5@4A ) ;G^HGIBG ,I,(-F>F FJ’[GS KJ,K KJG @,KH<G ?<’KG>I ’U =>? 65 [,F B’@?’FGS ’U !%0 ,@>I’
,B>SF，>I [J>BJ , [G((4B’IFG<XGS 47(-4E>F4;G<4=GH47(-4 FG^HGIBG [,F >IB(HSGS) :@?(>U>B,K>’I，B(’I>IT
,IS FG^HGIB>IT ’U BC*: U<,T@GIK U<’@ KJG K<,IFB<>?K>’I FK,<K ?’>IK K’ =>? 65 GIB’S>IT <GT>’I [G<G
B,<<>GS ’HK [>KJ ;+:9AA+ 659 BC*: ;-IKJGF>F _>K ’]K,>IGS U<’@ 5(’IAGBJ ) Z<’@ ,]’XG K[’ FKG?F
’U 659，,I GIK><G =>? 65 BC*: FG^HGIBG U<’@ 67#8 [,F SGKG<@>IGS ,IS ,I,(-WGS) AJG BC*: GI4
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脂肪酶（</1(!% => 4 6 ? 6 ? 6 4 6，@-/(+A*:*A+%-#* (B
+A*"A&-#*(!%）是分解三脂酰甘油的水解酶类 6 ?CDD
年，E#F# G0&,!’-/(* H I J公司以基因重组的方法将
绵毛状腐质菌（ .*+&#$%/ %/)*0&)$1/）中的脂肪酶
基因克隆到 21-(30&%%*1 $3,4/( 中，得到了高效表
达，首次向市场推出商品化的碱性脂肪酶 </1#-(!%，
并成功地将其应用于洗涤剂行业［?］6国内江南大学
对微生物碱性脂肪酶的研究已有近 KL 年的历史，
圆弧青霉 7849菌株产碱性脂肪酶能力处于国内外
领先地位，但研究主要致力于产酶微生物的常规诱

变育种［K］、产酶发酵工艺条件优化［4，M］、酶的分离

纯化［3，N］、酶学性质［9］和工业化应用等方面 6本文
报道了圆弧青霉碱性脂肪酶 +OEH的克隆和表达，
在测定了 </1 7> E末端氨基酸残基序列的基础上，
采用 P@B7>P扩增和克隆了相关的基因片段，通过
拼接获得了 </1 7>完整的 +OEH核苷酸序列，推导
出了包括信号肽在内的完整的脂肪酶一级结构 6与
最接近的 . %/)*0&)$1/ 脂肪酶仅有 K3 6 NQ的同源
性，表明作者所克隆的 </1 7> +OEH是一种新的脂
肪酶基因（8%0J(05 登录号 HRK9M4KL）6有关圆弧
青霉碱性脂肪酶 +OEH 的克隆、核苷酸序列，以及
在大肠杆菌中的表达等方面的研究，国内外尚未见

报道 6

) 材料与方法

) * ) 菌株
大肠杆菌 S<?BJ*,%，用作基因克隆、质粒转化

的受体菌；大肠杆菌 J<K?，用作基因表达的受体
菌；圆弧青霉 7849为碱性脂肪酶基因的来源菌株 6
) * + 质粒

1T>)B@ 质粒（U(0:#0，上海）；大肠杆菌融合表
达质粒 18=SB3SB4，氨苄青霉素抗性，作者所在实
验室保存 6
) * , 化学试剂及试剂盒
各种限制性内切酶、连接酶及其他工具酶，购

自 J/#B<(2!、JGV 及华美公司；PEH分离 @PGW#*试
剂及培养基，购自 8/2+# JP<公司；G7@8、SB:(*、VB
V<F 逆转录酶，均购自 7-#)%:( 公司；O=7>、
VX7U为 H)-%!+#公司产品；@(Y(P( PEH 7>P试
剂盒（F%- 6 K 6 ?），购自 @(Y(P(生物工程（大连）有
限公司；U)(-’@V 7>P +OEH 文库构建试剂盒，购

自 >*#0@%+"公司；其他主要的生化试剂为进口产品
或国产分析纯产品 6
) * - ./0引物
) 6- 6 ) E) 和 E+ 简并引物

? 3’端外引物 E?：3’B
8H（> I @）8>（> I @）8>（> I @）8>（> I @）@@>>> B
4’，对应于 </1 7> E末端氨基酸 H!1M 至 7-#C；内引
物 EK：3’B >>（> I @）8H（> I @）>@（8 I > I @）>H（> I
@）>8（> I @）8>（H I 8 I > I @）8> B4’，对应于 </1
7>末端氨基酸 7-#C 至 H*(?3 6
) 6- 6 + ) </1? 和 </1K 引物 4’端外引物 </1?：3’B
8H>>HH88@>@8@8HH>H>>@ B4’；内引物 </1K：
3’B >@>@>H@8H@>@@>H>H@>H8 B4’6均是为了
扩增 </1 7>自 3’端转录起始点至结构基因的 +OB
EH片段 6
) 6 - 6 , </1, 和 </1- 引物 ? 3’端引物 </14：3’B
888H@>>>>8>HH>@8>@8H>8>>8 B4’，其中设
计了一个 J()Z G 酶切位点；4’端引物 </1M：3’B
HH8HH@@>@>H8>@>H8H@H8>>H> B4’，其中
设计了一个 =+#P G酶切位点 6这一对引物是为了扩
增 </1 7>成熟肽完整的 +OEH，用于 </1 7>基因的
重组表达 6
) * 1 培养基
) 61 6) <BJ-#’" 培养基 ) 蛋白胨 ?L : I <，E(>* ?L
: I <，酵母粉 3 : I <，1Z 9 6 M；对于固体平板 <J培养
基，在 <BJ-#’"的基础上添加 ?3 : I <的琼脂粉 6
) 61 6+ 圆弧青霉培养基) 大豆磷脂 9 6 3 : I <，玉米
浆 4L : I <，豆油 M : I <，豆饼水解液 MLL : I <，
YKZ7XM ?L : I <，柠檬酸三钠 L 6 3 : I <，V:UXM ? 6 L

: I <；1Z 9 6 3 6
) * 2 方法
) 62 6 ) 圆弧青霉总 PEH 提取? 将培养 KM [ 4L "
的圆弧青霉菌培养液抽滤、无菌水洗涤菌体数次，

取 ?LL ):湿菌体加 ? )< @PGW#*试剂，用玻璃匀浆
器研磨 4 [ 3 )/0，室温放置 3 )/0 后加入 L 6 K )<
氯仿，剧烈摇动 ?3 !后，M \ ?K LLL - I )/0离心 ?3
)/0；将上清液移至另一试管中，加入 L 6 3 )< 异丙
醇，室温放置 ?L )/0，M \ ?K LLL - I )/0 离心 ?L
)/0，弃去上清液，用 93Q乙醇洗涤 ? [ K次；干燥后
的总 PEH沉淀溶于 4L!< O=7>水中 6
) 62 6+ 质粒的抽提、酶切及 OEH 片段的回收、连
接、转化? 参照 U()2-##5等［D］的分子克隆实验指南
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一书的方法进行 !
! !" !# "#$%第一条链的合成& 以圆弧青霉 ’()*
总 +$%为模板，其他操作参见 ,-.-+- +$% ’/+
试剂盒（012 ! 3 ! &）和 45-26,7 ’/+ "#$%文库构建
试剂盒说明书 !
! !" ! $ ’/+ 产物的克隆、鉴定 对于用 89/5:,
作载体的基因克隆，’/+ 产物经凝胶电泳后，可直
接割胶玻璃粉回收、连接、转化 ;<&:=>?1；对于用其
他载体的基因克隆，以常规的基因工程方法操作 !
所有基因克隆需先经酶切或 ’/+鉴定无误后，再测
定核苷酸序列 !
! !" !% 表达质粒的构建! 以总 +$% 为模板，<@8)
和 <@8A 为引物，采用 +,:’/+ 技术扩增 <@8 ’/ 成
熟肽完整的 "#$%! ’/+产物用 =-5B C 和 D"E+ C
双酶切，回收目的基因片段，与经相同内切酶双酶

切的 8(D;:F;:) 质粒连接，构建重组质粒 8(D;:
<@8 ’/!

& 结果与分析

& ’ ! 圆弧青霉 ()#*总 +,-提取
高质量总 +$%的提取是 +,:’/+扩增目的基

因的关键 !从图 & 可见，,+CGE>试剂一步抽提法提
取的不同培养时间的圆弧青霉 ’()*总 +$%，经甲
醛变性 +$%琼脂糖凝胶电泳检测，其 3H4 2+$%和
&H4 2+$% 条带清晰，浓度比值恰当；+$% 紫外吸
收检测表明，! 3IJ " ! 3HJ比值介于 & ! H K 3 ! J之间 !以
上两个检测指标显示所提取的 +$% 无明显降解，
并且纯度较高，符合逆转录和 ’/+扩增目的基因的
要求 !

& ! 3A L +$%；3 ! 3H L +$%；) ! )J L +$%

图 ! ()#*总 +,-甲醛变性电泳图谱
./0’ ! -12345/5 67 86823 +,- /563289: 7;6< ()#* 61

76;<23:9=4:9 :9128>;9: 202;659 093

& ’& ?/@ (A BC,-的 +DE(A+扩增、克隆和序列
测定

首先以 ’()* 总 +$% 为模板，M>@NE O,:7&)

’2@512 7A 为逆转录引物，合成了第一链总 "#$%；
然后再以合成的第一链 "#$%为模板，$3 或 $& 和

7&) ’2@512 7A 为引物，进行 ’/+ 扩增 ! ’/+ 扩增

<@8 ’/ "#$%的条件为：7N/>3（3F 5E> P <）I!<，&J
Q +$% ’/+ =?RR12 H!<，无菌去离子水 *) ! F!<，
,-.-+- ,-S（F 9 P!<）J ! F!<，F’引物 $& 或 $3（FJ
85E> P!<）&!<，)’引物 7&) ’2@512 7A（3J 85E> P

!<）&!<，逆转录产物 &J!<，TA U预变性 3 5@V；TA
U )J W，FF U )J W，*3 U FJ W，共 )F 个循环；第 )F
个循环 *3 U延伸 &J 5@V !经 & ! JX的琼脂糖凝胶电
泳鉴定，可清晰地见到约 THJ Y8 和 IJJ Y8 长的扩
增产物（图 3第 &泳道）!根据目的基因的长度和嵌
式 ’/+扩增结果（图 3第 3泳道），割胶回收 THJ Y8
"#$%条带，直接与 89/5:, 载体连接，转化 ;<&:
=>?1受体菌，挑选白斑进一步用 ’W6 C 酶切或 ’/+
鉴定正确后，送样测定核苷酸序列 !测定结果表明，
所克隆的 ’/+产物包含了 ’()* <@8 ’/成熟肽编
码区、)’非编码区和 8E>Z（O%）!

& ! 引物 $& P 7A；3 ! $3 P 7A；) ! 7-2[12

图 & ?/@ (A BC,-的凝胶电泳（!F）
./0’ & -12345/5 67 ?/@ (AE91B6:/10 BC,- 2<@3/7/9: G4

(A+ 61 !F 202;659 093

& ’ # ?/@ (A %’端转录位点 BC,-片段 (A+扩增、
克隆和序列测定

采用 45-26,7 ’/+ "#$%文库构建试剂盒，其
中：47%+, CC 寡 聚 核 苷 酸 序 列 为 F ’:
%%(/%(,((,%%/%%/(/%(%(,%/(/((( :
)’，’/+ ’2@512 序列为 F’: %%(/%(,((,%%:
/%%/(/%(%(, :)’! 以 ’()* 总 +$% 为模板，
<@8&为逆转录引物，47%+, "作为 F’端的延伸引
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物，合成了第一链 !"#$%以合成的 !"#$ 为模板，
&’()和 *+, *-’./- 为引物，进行 *+, 扩增 % *+,
扩增条件为：01 2 $3456758/ ) *+, 9:;;/- 01!&，去
离子水 <1!&，=1 2 $3456758/ ) *>?@./-5A/ B’C )

!&，=1 2 3#D* .’C )!&，*+, *-’./- )!&，&’() )

!&，逆转录产物 )!&，EF G预变性 ) .’6；EF G H1
A，== G H1 A，I) G F1 A，H=个循环 %经 0 % 1J琼脂糖
凝胶电泳鉴定，可清晰地见到一约 FI1 K(长的条带
（图 H 第 F 泳道）%割胶回收 FI1 K( 条带，直接与
(L+.MD 载体连接、转化，*A7 N酶切或 *+,鉴定正
确后，送样测定核苷酸序列 %测定结果表明，该 !"M
#$片段包含 *OHI &’( *+ .,#$转录起始位点、
信号肽编码区和部分成熟肽编码区等核苷酸序列 %
! " # $%&’ ()* $+ ,-./序列分析
将上述 ) % )和 ) % H测定的 *OHI &’( *+ !"#$

部分序列进行拼接，得到了 &’( *+ !"#$ 全序列
（图 F）%编码区核苷酸序列推导的 &’( *+氨基酸序
列与纯化的 *OHI &’( *+ # 末端测定的 )1个氨基
酸序列以及胰蛋白酶酶解的 )个肽段部分氨基酸

序列完全匹配；&’( *+计算分子质量（)I % )0 P:）与
质谱测定的 &’( *+分子质量完全一致，说明该碱性
脂肪酶蛋白质不含糖基，与整个序列中不含糖基化

位点相一致［E］%

0 % B5-P/-；) % 引物 #0 Q &’()；H % #) Q &’()；F % *-’./- Q &’()

图 & ()* $+ 0’端基因片段的凝胶电泳
1)2" & %34 343,567*87639)9 7: 0’632)7;<4 ,-./ 3;,7=);2

()* $+ :67> $%&’

注：黑框代表起始密码子，下划线为信号肽序列，黑框加阴影代表测定的 &’( *+ #末端 )1个氨基酸序列以及胰蛋白酶酶解的 )个

肽段部分氨基酸序列，下划线加阴影代表所有脂肪酶的保守五肽序列，黑体阴影代表 .,#$加尾识别信号，黑斜体为终止密码子，

箭头所指为转录起始点，R/-0=E、$A()0=、S’A)T<组成 &’( *+活性催化中心；起始密码子 $DO前面核苷酸序列为 =’非编码区，终止

密码子 DO$后为 H’非编码区 %

图 # $%&’ ()* $+ ,-./全序列和推导的 ()* $+氨基酸序列
1)2" # ?;5)63 ,-./ <;= =3=@,3= <>);7 <,)= 93A@3;,39 7: ()* $+ :67> $%&’
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! "# $%&’ ()* $+与其他脂肪酶一级结构的同源
性比较

来源于人胰腺组织［!"］和丝状真菌 !"#$%&’(%)
&#*"*# 的脂肪酶空间结构的研究［!!］表明，脂肪酶中
同样存在丝氨酸蛋白酶类的 #$%、&’(和 )*$三组合
活性催化中心，而 &’(即为保守 +,-*.中 &’( /肝脂肪
酶的定点突变分析也证实了上述结论，并进一步证

实了 &’(对脂肪酶催化活性的重要性［!0］/
将 1234 5*% 16 与其他脂肪酶一级结构的同

源性进行比较，除了保守 +,-*. 2789:9&’(9:9278 以
外未发现有明显的同源性 /
图 ;列出了 5*% 16与 3 种较具代表性的真菌

脂肪酶同源性比较的结果，分别仅有 00 / <=、0; /
>=和 00 / 3=的同源性 /

!：相同氨基酸；·：相似氨基酸；5*%：5*% 16 .,(+ +*,#(#--#’& (.(-%/#’& 1234（0;? @@）；1A@：7*%@$’ .(,+ +*,#(#--#’& (0&*&1*)2##

B9!;"（04< @@）；)7@：7*%@$’ .(,+ 3’&#(%-0 -0,’4#,%50（04" @@）；C+*：7*%@$’ .(,+ !"#$%&’(%) &#*"*#（0>< @@）/

图 # ()* $+与 !"# $%&"&’"()**，+ ,%#-.*#/0% 和1 &*"2"* 脂肪酶序列比较
,)-" # +./*01)2.3 .4 5657865 0/)3. 08)5 26976386 0/.3- ,*3，!$%，+4% 035 1&*

在所比较的 D个脂肪酶一级结构中，存在几段
保守的短序列，例如（以 1234 5*% 16 的氨基酸序
号计），C’->0（或 1(,）9#(E92789&’(、278!3"9)*$9&’(9
5’F92789278（或 #7@）9#7@、278!>;9#$G9:@@9#7@9:@@9
#7@和 #$%!??9:@@9H@791(,9:@@9C’-（或 5’F）/存在
于 6 &#*"*# 的 &’(!DD、#$%0"3和 )*$0;4三组合活性催
化中心相当于 1234 5*% 16 的 &’(!30、#$%!??和
)*$0D!，+*,#(#--#’& (0&*&1*)22# 的 &’(!D;、#$%!<<和
)*$0;<，3’&#(%-0 -0,’4#,%50 的 &’(!D4、#$%0"0 和
)*$0;<，是完全保守的 / 6 &#*"*# 脂肪酶 I(%??附近
序列被认为是覆盖活性中心 &’(的‘7*J’中心部位的
组成序列，与 +*,#(#--#’& (0&*&1*)22# 是同源的，而
与 1234 5*% 16和 3’&#(%-0 -0,’4#,%50 不同源 /

! " : *%;<=()* $+重组质粒的表达
分别用 %2K:95*% 16 重组表达质粒和 %2K:9

;:93质粒转化大肠杆菌 L50! 菌株，所得转化菌株
定义为 L50! M 5*% 16 和 L50! M %2K:/分别接种于
! /; +5含 #+%（!""!E M +5）的 5L中，34 N培养
过夜，再以 ! O !" 的体积比接种于 3 +5 含 #+%的
新鲜 5L 中，继续在 34 N培养至对数生长中期
（7 >""为 " / > P ! / "），加入 Q1I2 使终浓度达 ! / "
+,7 M 5，诱导表达 > R /进行 !;= &S&91#2K 检测
（图 >）/从图 > 可见，泳道 0 在 0> TS@处有一明显
主带，这是 L50! M %2K: 转化菌株在 Q1I2 诱导下
所表达的 2&I 蛋白质；泳道 D 比其他泳道在 ;3
TS@多出一蛋白条带，这是 L50! M %2K:95*% 16 转
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化菌株诱导表达的 !"#$%&’ ()融合蛋白质 *

+ * ,%-+ . ’!/0；- * ,%-+ . ’!/0 诱导；1 * ,%-+ . ’!/0$%&’
()；2 * ,%-+ . ’!/0$%&’ ()诱导；3 * 456786

图 ! "#$%&’(" )*在 +’,-中表达的电泳图谱
.(/0 ! -12 343&)5#$ 67 789(6: ";6<=(: =>";=99=? (: !

"#$% +’,-

@ 结 语

脂肪酶基因的克隆一般可采用 1种方法：

+）从样本的 9:;<或 :;<文库中筛选目的基
因，即利用标记的特异性探针与目的基因杂交的方

法获取目的基因；

-）构建 9:;<或 :;<表达文库，通过直接检
测脂肪酶活性或抗原$抗体特异性结合来筛选目的
基因；

1）利用 ()= 技术从 9:;< 或 :;< 文库、总
:;<中扩增目的基因，或直接采用 =#$()=技术，
以 >=;<为模板扩增目的基因 *研究中采用 ()=
和 =#$()=技术分段扩增目的基因片段，然后将所
克隆并测序的基因片段拼接，获得了完整的 (!1?
脂肪酶的 9:;<序列 *
重组质粒 ’!/0$%&’ ()在 ! "#$% ,%-+中进行

了融合表达，但所表达的融合蛋白质 !"#$%&’ (/
活性很难检测到，推测可能存在的原因是：融合的

!"# 蛋白质影响 %&’ () 的表达和高级结构的形
成；’!/0$%&’ ()在 ! "#$% ,%-+ 中的表达易形成
不溶性的包涵体，在细胞的破碎、包涵体溶解和蛋

白质复性过程中引起酶活性的丧失；%&’ () 9:;<
在 ! & "#$% ,%-+中的复制、转录和翻译等过程与原
宿主菌圆弧青霉存在明显的差异 *
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