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摘!要!来源于嗜热脂肪芽胞杆菌$#%&’’())*+#,-*.+,/-0.&’()的耐热!-半乳糖苷酶基因!"#$被

克隆到大肠杆菌1枯草芽胞杆菌穿梭质粒2345中!然后将外源基因及其表达调控序列亚克隆到

枯草芽胞杆菌整合载体2646%00中!转化$#%&’’())(!*&’&)受体菌78%9#!在5!:";<的氯霉素

抗性平板上筛选抗性转化子)经摇瓶发酵后!得到耐热乳糖酶的比酶活为#)$!=";:!是出发菌株

比酶活的!倍)
关键词!耐热!-半乳糖苷酶$枯草芽孢杆菌$整合表达
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!!!-半乳糖苷酶#KJ!)$)%)!$$俗称乳糖酶%能将

乳糖水解为葡萄糖和半乳糖%工业上可用于生产低

乳 糖 牛 奶)来 源 不 同 的 乳 糖 酶 理 化 性 质 有 很 大 差

别%其中之一 就 是 热 稳 定 性 不 同%例 如 酵 母 乳 糖 酶

热稳定性较 差%是 一 种 常 温 水 解 酶%而 来 源 于 嗜 热

细菌和霉菌的乳糖酶热稳定性较好)来源于嗜热脂

肪 芽 胞 杆 菌#$#%&’’())*+#,-*.+,/-0.&’()$的 乳 糖

酶具有良好 的 热 稳 定 性%由 该 菌 染 色 体 基 因!"#$
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编码的乳糖酶!在9#[仍具有较高的稳定性"%#)
本课 题 组 已 经 从$#%&’’())*+#,-*.+,/-0.&’()

染色体扩增得到编码耐热乳糖酶的!"#$ 基因!并

克隆到大肠杆菌表达系统中进行了表达研究"!#)枯

草芽胞杆菌 表 达 体 系 广 泛 应 用 于 酶 制 剂 的 工 业 生

产!与大肠杆 菌 表 达 体 系 相 比 具 有 许 多 优 点!但 含

有外源基因 的 自 主 复 制 载 体 在 枯 草 杆 菌 宿 主 中 不

易稳定!克服这个缺点的方法之一是将外源基因整

合到染色体上)作者构建了含有外源耐热乳糖酶基

因!"#$的 枯 草 杆 菌 整 合 载 体!利 用 这 一 载 体 将

!"#$基因整合到枯草杆菌宿主染色体上并实现了

该基因的表达)

B! 材料与方法

BCB!实验材料

B)B)B!菌株和质粒!大肠杆菌宿主菌RA%$)(01
.)4"5*.&"$’#%30,-5$%67"*,#8$"0,-5$\’#%9:

’#%;"<%5#%和 8@5# $)(0100"’#%=%", $$.#
’#%;"<%5%.4)>%9,+%5%+?45%"@,5,"*.&3%,+3
’5%%!由作者 所 在 实 验 室 保 存)枯 草 芽 孢 杆 菌 宿 主

菌$2)(!*&’&)78%9#$*.,35*,0A!%"$#和 整 合 载 体

2646%00"0#以及大肠杆菌-枯草芽胞杆菌穿梭质粒

2345由中科 院 上 海 植 物 生 理 研 究 所 杨 晟 副 研 究

员惠赠)穿梭 质 粒2345-!"#$由 作 者 所 在 实 验 室

构建并保存)
B)B)D!工 具 酶 和 试 剂!各 种 限 制 性 内 切 酶&小 牛

肠碱性磷酸酶$JC]%&̂*4酶和R08*4连接酶均

购自RB_BTB公 司’氯 霉 素 购 自6G:;B公 司’8*4
胶回收试剂 盒 购 自 华 舜 公 司’8*4相 对 分 子 质 量

标 准 8<!###购 自 RB_BTB公 司’37C%_X8*4
(BQQMT相对分子质量标准购自生工$6BI:’I%’其余

试剂为国产分析纯)
B)B)E!培养基!大肠杆菌和枯草芽孢杆菌宿主菌

培养采用<7$<ETGB-7MTSBIG%培养基!整合质粒转化

大肠杆菌 所 得 重 组 菌 的 选 择 采 用<7\4;2GNG((GI
$%##!:(;<%培养基!整合质粒转化 枯 草 芽 孢 杆 菌

78%9#所 得 整 合 菌 株 转 化 子 的 选 择 采 用 <7\
NO(’TB;2OMIGN’($5!:(;<%培养基)
BCD!实验方法

B)D)B!质粒8*4操作技术!8*4的提取&纯化&
酶切&电泳&连接&]Ĵ 扩增等操作见文献"5#!胶回

收方法按照试剂盒产品说明书)
B)D)D!8*4的转化!质粒8*4的大肠杆菌转化

方法见文献"5#!整 合 质 粒 的 枯 草 芽 孢 杆 菌 转 化 方

法见文献""#)

B)D)E!枯 草 芽 孢 杆 菌 的 染 色 体 8*4 提 取!
78%9#整 合 菌 株 的 染 色 体 8*4 提 取 方 法 见 文

献"9#)
B)D)F!酶活测定方法!采用修改的AGVS-7T’NBQMV
法".#!酶反应温度为55[)酶活单 位 定 义 为%;GI
内水解底物‘*]A产生‘*]的微摩尔数)
B)D)G!蛋 白 质 含 量 的 测 定!采 用 考 马 斯 亮 蓝 法!
以牛血清白蛋白764为标准)

D!结果与讨论

DCB!整合载体8H?HBFF<;3&I的构建

整合质 粒2646%00上 含 有$2)(!*&’&)染 色 体

8*4的位点专一性重组区QGP!该区位于$2)(!*&’&)
染色体的%""a位 置 附 近!即 从$2)(!*&’&)基 因 组 序

列的%,0%9,."%,0%.!5范围!共!.X2)该区的

功能是在细菌细胞染色体复制之后!到分配至子代

细胞之前的这段时间里!将染色体复制和重组所形

成的二聚体或多聚体进行拆分!以保证染色体以单

拷贝方式分配到子代细胞之中)这一过程需要重组

酶N’Q&和TG2/的参与!而不需要TMN4的参与!因

此发生的是位点专一性重组而非同源重组"0#)含有

该区序列的整合载体可以与$2)(!*&’&)宿主菌发生

位点专一性重组!并携带外源基因整合到细菌染色

体上)另外此质粒还含有氯霉素抗性基因%#*!当它

整合到$2)(!*&’&)染色体上后!可表达氯霉素乙 酰

转移酶!使得原本为氯霉素敏感的宿主菌在发生整

合以后具有氯霉素抗性)
穿梭质粒2345中包含有B0##启动子!将耐

热乳糖酶基因!"#$的完整编码序列通过C4+C和

$#/BC两个酶切位点克隆到2345中B0##启动

子及 其 核 糖 体 结 合 位 点 的 下 游!构 成 质 粒2345-
!"#$)在B0##启动 子 上 游 有$"’CC酶 切 位 点!它

与$#/BC酶切位 点 能 产 生 互 补 的 对 合 末 端)整 合

载体2646%00中包含有一个$#/BC酶切位点!单

酶切 后 可 与2345-X:B7的$"’CC-$#/BC酶 切 片

断连接)
将2345-X:B7用$"’CC和$#/BC双 酶 切 后

胶回收!得到含有完整!"#$基因及其表达调控 序

列的片段’将2646%00用$#/BC单酶切后经JC]
酶去磷酸化并胶回收!这两个片断用R08*4连接

酶连接)连接 液 转 化 大 肠 杆 菌 宿 主 菌 RA%!涂 布 含

有%##!:(;<4;2GNG((GI的<7平 板!挑 转 化 子 抽

提质粒!用酶切电泳方法和]Ĵ 法检验!质粒构建

方案见图%)
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图B!整合质粒8H?HBFF<;3&I的构建

J+3CB!K"%/0$#=0+"%"(+%0.3$&0+-.8’&/:+68H?HBFF<;3&I

!!从转化平板上挑取的转化子!经质粒抽提和单

酶切电泳鉴 定 后!初 步 确 定 为 所 要 的 重 组 质 粒!然

后用!"#$基因的上下游引物"5b-JAA44RRJ4R
A44RARARR4RJJRJ-$b和5b-JAJRAJ4AJR
444JJRRJJJAAJRRJ-$b#对 该 质 粒 进 行 ]Ĵ
鉴定!扩增出一条!_X左右的条带!证明重组整合

质粒2646%00-X:B7中 携 带!"#$ 基 因!结 果 见 图

!)整合质粒2646%00-X:B7中 包 含 启 动 子 和!"#$
基因的片段插入方向有两种!将上述经]Ĵ 检验得

到的整合质粒用$#/BC和D#%C双酶切后电泳!得

到一条约%)%_X和")"_X左右的条带!证明该整

合质粒为2646%00-!"#$%!结果见图$)
DCD!整 合 质 粒8H?HBFF<!"#$的 枯 草 杆 菌 转 化 和

整合

将所 得 整 合 质 粒2646%00-!"#$ 转 化 大 肠 杆

菌宿主菌8@5#以扩增该整合载体)在<7\4;2G-
NG((GI"%##!:$;<#选择性平板上得到转化子 后!大

量提取该质粒)将质粒2646%00-!"#$转 化 感 受 态

的$2)(!*&’&)78%9#!在含有5!:$;<氯霉素的<7

平板上 筛 选 转 化 子)$2)(!*&’&)78%9#宿 主 菌 为 氯

霉素敏感菌!在含有5!:$;<氯霉素的<7平 板 上

不能生 长%整 合 质 粒2646%00-!"#$ 与 出 发 质 粒

2646%00同样不含有$2)(!*&’&)可辨认的质粒复制

起点!在宿主 菌 中 无 法 完 成 自 主 复 制!只 有 与 宿 主

染色体发生整合才能得以保留)该整合质粒依靠QGP
位点专一性重组区与宿主菌染色体发生整合!整合

质粒中携带的氯霉素抗性基因%#*和耐热乳糖酶基

因!"#$ 连 同 其 表 达 调 控 序 列 被 插 入$2)(!*&’&)
78%9#染色体8*4中!因而整合菌株获 得 氯 霉 素

抗性!并可表达 耐 热 乳 糖 酶)整 合 机 理 见 图0)能 够

在 氯 霉 素 平 板 上 生 长 的 菌 落 均 为 发 生 了 染 色 体 整

合的菌株所形成)
!!从 上 述 枯 草 杆 菌 整 合 型 转 换 子 平 板 上 随 机 挑

取!个转化子!抽提染色体8*4并用上述的!"#$
引物对其作]Ĵ 鉴 定!同 时 做 整 合 菌 的 菌 落]Ĵ
鉴定以及78%9#宿主菌染色体8*4的]Ĵ 阴性

对照!证 明 宿 主 菌78%9#基 因 组 不 含!"#$ 基 因!
这点 也 通 过 核 对 $2)(!*&’&)基 因 组 序 列 得 以 证

$!第"期 张灏等!耐热$-半乳糖苷酶基因!"#$在枯草芽孢杆菌中的整合表达
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实!,"#而从整合菌株78%9#$2646%00-!"#$染色体

8*4扩增出!_X左右的条带%证明其中确实含有

!"#$基因%结果见图5)
DCE!整合菌株的发酵和酶活的测定

整 合 菌 株 78%9#$2646%00-!"#$ 中!"#$ 基

因的启动子为非 诱 导 型)将 此 菌 用<7淀 粉 培 养 基

在$9[&!##T$;GI培养%.O%离心收集细 胞 后 用

超声 波 破 碎%测 定 酶 活 为#)!#=$;<%比 酶 活 为

#)$!=$;:蛋 白 质%与 出 发 菌 株 $2)*+#,-*.+,3
/-0.&’()产酶水平#)%05=$;:蛋白质相比!!"%比

酶活提高了%)%倍)686-]4AK电泳显示出在相对

分子质量为9####左右有一条弱带%为重组菌表达

的耐热乳糖酶)

!!!!%)RB_BTB8*43BT_MT8<!###)

!!!!!)从2646%00-!"#$扩增的!"#$ 基因条带

图D!整合载体8H?HBFF<;3&I的LKM鉴定

J+3CD!56.%0+(+=&0+"%"(+%0.3$&0+-.8’&/:+68H?HBFF<

;3&I

!!!%)37CAMIM̂ E(MT%_X8*4<BQQMT

!!!!)质粒2646%00-!"#$双酶切条带

图E!整合载体8H?HBFF<;3&I的双酶切鉴定

J+3CE!56.%0+(+=&0+"%"(+%0.3$&0+-.8’&/:+68H?HBFF<

;3&I6+3./0.6;1$#+,5&%6-#%5

图F!整合质粒8H?HBFF<!"#$与宿主细胞染色体的整

合

J+3CF!5%0.3$&0+"%"(8H?HBFF<!"#$+%0"4"/0=4$":"<

/":.

!!%’37CAMIM̂ E(MT%_X8*4(BQQMT

!!!’从质粒2646%00-!"#$扩增条带(阳性对照)

!!$c0’从78%9#$!"#$染色体8*4扩增的!"#$基因条带

!!5c"’从78%9#$2646%00-!"#$菌落]Ĵ 扩增的!"#$基因条带

!!9c.’宿主菌$2)(!*&’&)78%9#的]Ĵ 阴性对照

图G!整合菌INBOP!8H?HBFF<!"#$的LKM鉴定

J+3CG!Q.$+(+=&0+"%"(INBOP!8H?HBFF<!"#$;1LKM

E!结!论

构 建 了 位 点 专 一 性 重 组 整 合 载 体2646%00-
!"#$%将耐热乳糖酶基因!"#$及其表达调控序列

成功地整合到枯草芽胞杆菌宿主菌78%9#中%得到

的整合菌株具有耐热乳糖酶活力%比酶活约为出发

菌株的!倍)但酶活较游离载体2345-!"#$低%这

是因为目的基因在染色体上拷贝数低所致)通过在

整合菌株培养基中增加抗生素浓度的办法%可在一

定程度上增加目的基因在染色体上的拷贝数!%#"%从

而进一步提高重组菌酶活)
!下转第%0页"
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