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摘!要!淀粉液化芽孢杆菌!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’是一种嗜热细菌!其产生的中性植酸酶具
有很好的应用前景)通过451678技术将!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’编码的中性植酸酶基因克隆
至原核表达载体9:41%#,";#上!在大肠杆菌<=!."5:%#中得到了高效表达!表达量占大肠杆菌
可溶性蛋白的%%)$>)采用金属*?!;亲和层析对基因表达产物进行纯化!表达产物具有正常的生
物学功能)
关键词!!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’#中性植酸酶#高效表达#纯化
中图分类号!@$$ 文献标识码!A
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451678%?DZM-VM[?DV’VPM9(,ZX?[9:41%#,#;$%,D[WLZM[‘?VPVPM/B?ZV,\)4PM-MY’XU?D,DV
9(,ZX?[‘,ZV-,DZW’-XM[V’0/#*%$<=!. #5:%$)4PM-MY’XU?D,DV9-’VM?D‘,Z9L-?W?M[UH
PM,V?D\,D[?XX’U?(?̂?D\XMV,(,WW?D?VHYP-’X,V’\-,9PH)4PMMN9-MZZ?’D9PHV,ZM‘,Z’]M-"#>
VPMV’V,(Z’(LU(M9-’VM?D’W0/#*%$,D[P,ZD’-X,(U?’,YV?]?VH)
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!!作为饲料主要来源的玉米&豆饼粕&谷糠&棉籽
粕中所含的磷大约有"#>!0#>以植酸磷的形式

存在)单胃动物消化道内缺乏水解植酸磷的酶%其
利用率小于"#>%大部分磷被直接排出体外%形成
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的高磷粪便严重污染环境!."!#)另外"植酸盐在动物
胃肠道的消化吸收过程中与多种金属离子如ID!;$

7,!;$7L!;$OM!;等以及蛋白质螯合成相应的不溶
性化合物"降低动物对营养物质的有效利用!%#)
植酸酶可使植酸磷降解成肌醇和磷酸)添加植

酸酶能够提高植物性饲料中磷的利用率"减少对无
机磷的使用以及磷的排泄"降低植酸磷的抗营养作
用!"#"促进动物生长发育"提高畜牧业生产效益"减
少环境污染)
以往的研究主要集中在酸性植酸酶上"并且已

从不同的微生物中得到了分离"如1’2,34$%%&’.$5
4,3%-$#&&(&$6)#,%$*2787*3"87,3(*27$%"和9"5
%"3*()#,’87,3(*27$%&’等!$!3#"而对中性植酸酶研
究比较少)由于酸性植酸酶在9B 中性的条件下活
性比较低"不适合在消化道无胃$肠道呈中性的鲤
科鱼类中应用)芽孢杆菌植酸酶具有近乎中性的

9B值"酶活较高"热稳定性好"可广泛应用于水产
饲料中"同时可与酸性植酸酶配合用于单胃畜禽动
物"具有很好的应用前景)
作者从淀粉水解芽孢杆菌中分离克隆中性植

酸酶基因"此基因此大肠杆菌中高效表达"且表达
产物具有正常的生物学活性)

@!材料与方法

@A@!菌种与质粒

!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.菌株由作者所在试
验室自行分离$保存’大肠杆菌菌株0/#*%$4SR$

<=!.%5:%&$克隆载体9S:+14:,ZH&MYV’-均购
自6-’XM\,公司’大肠杆菌表达质粒9:41%#,%;&
为*’],\MD公司产品)
@AB!工具酶和生化试剂
限制酶<,XB_和KP’_等购自S?UY’公司’

4"5*A连接酶购自6-’XM\,公司’4,a酶购自上
海生物工程有限公司’蛋白质相对分子质量标准为

6P,X,Y?,公司产品’植酸钠$_64S 购自 E?\X,
公司)
@AC!!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,. 菌株总 D8< 的
提取

取%0b 培养!!%[的菌液"$###-(X?D离心

.#X?D"清洗并收集菌体约.)#\放于研钵中"在液
氮存在的情况下磨成细粉)将细粉转至干净的离心
管中"加入")!X=4:缓冲液和.)#X=溶菌酶"
混匀"/#b水浴.#X?D"加入#)!!$X=.#>E5E"
混匀"/#b水浴保温.#X?D"加入8*,ZM/#"="

%0b水浴!P"加入6-’VM?D,ZMT"#"="%0b水浴

!P"$$b保温.P"冷却至室温"2###4离心.$
X?D"上清液转移至另一洁净的离心管中"加入等体
积的酚c氯仿c异戊醇"柔和颠倒几次".####4离
心$X?D"取上清液于干净的.#X=离心管中"反
复%次"加入.(!#体积的$X’((=的氯化钠和!倍
体积的无水乙醇".####4离心!X?D"弃去上清
液"加入适量体积0#>的乙醇".###4稍离心"弃
去上清液"重复此步骤%次"室温干燥沉淀"加入$#

"=的4:*缓冲液以溶解5*A"d0#b保存备用)
@AE!植酸酶基因613F的克隆及大肠杆菌重组表
达载体的构建

首先根据SMD<,De报道的!"#$%%&’"()%*%$+5
&,-"#$,.’AC#$$!!#植酸酶基因设计引物)在引物
中分别引入<,XB_和KP’_%划线部分&"引物由上
海生物工程有限公司合成)分别为
上游引物 6.)$fASSASSA477A4SAA41

7A447AAAAA7A744%f"
下游引物6!)$f7A747SAS444477S741

474S47SS%f)
!!将克隆到的带有信号肽编码序列的植酸酶基
因9PH7插入表达质粒9:41%#,%;&上"转化大肠
杆菌<=!.%5:%&"挑取阳性克隆子用于表达研究)
@AG!中性植酸酶的诱导表达及产物+D+H9<:4
分析

挑重组子于%X==<培养基%含.##"\(X=
T,D,&中%#b培养过夜"按#).>接种到%##X=
=<培养基中%含.##"\(X=T,D,&"%#b"!$#-(

X?D培养过夜%约.!P&’然后加入终质量浓度为

!"#"\(X=的_64S进行诱导表达约"P)取.X=
诱导培养物.)$X=菌液.!###-(X?D 离心.#
X?D"彻底除去上清液"收集菌体’加.##"=的6<E
缓冲液悬浮菌体"加!倍上样缓冲液%.##XX’((=
4-?Z1B7("9B/)2$!##XX’((=544""> E5E$

#)!> 溴酚蓝$!#>甘油&.##"=".##b煮.#X?D
后".!###-(X?D离心$X?D"取.$"=进行丙烯酰
胺凝胶电泳)
@AI!表达产物的纯化及酶学特性测定
由于所采用的9:4%#,%;&表达系统所表达的

蛋白质带有/个连续的组氨酸"可以通过金属离子
层析柱%*?1*4AA\,-’ZM&亲和纯化)超声波破碎诱
导后的菌体于.$###-(X?D离心"去除细胞碎片"
上清液进行冷冻干燥浓缩)采用@_AS:*公司 B?Z
纯化试剂盒"操作参照 4PM@_AMN9-MZZ?’D?ZV%第
五版&中的纯化步骤.#".0)
酶活测定方法如下)过柱后的洗脱液适当稀
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释)#)!X=的酶液加入#)2X=.>的植酸钠!%0
b保温%#X?D!加入.X=.#>47A终止酶活反
应!然后加入!X=硫酸亚铁d钼酸铵显色液!0##
DX比色"0!.型分光光度计#测定无机磷含量)对照
先在#)!X=的酶稀释液中加入.X=.#>47A
"三氯乙酸#使酶灭活!再加入底物)酶活单位定义
为$在9B$)#!%0b反应液中!底物每分钟释放.
DX’(无机磷的酶量为.个酶活力单位"F#)
配制9B!)#!3)#的一系列缓冲液)"9B!)#

!%)#!#)!X’(%=甘氨酸dB7(缓冲液&9B%)$!
$)$!#)!X’(%=醋酸钠缓冲液&9B/)#!/)$!#)!
X’(%=咪唑dB7(缓冲液&9B0)#!3)##)!X’(%

=4-?Z1B7(缓冲液#!再用9B计校正)用上述不同

9B缓冲液分别配制测定酶液和.>植酸钠底物!最
适温度下反应.#X?D!测其酶活)用上述不同的9B
缓冲液在%0b水浴条件下处理酶液")#P!然后测
其酶活)

B!试验结果

BA@!中性植酸酶基因的克隆测序
以提取的!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’基因组

为 模 板!6.’6! 为 引 物 进 行 扩 增!451678
"4’LYP[’‘D678#的反应参数为$3"b预变性!
X?D’3"b变性$#Z’/%b退火$#Z’每个循环降低

#)!b!0!b延伸.X?D!%#个循环后!0!b保温.#
X?D)扩增产物用.\%[=琼脂糖凝胶电泳检测!见
图.)结果发现在.!##U9处有一条带!这与预期片
段相符!说明已经成功克隆)

.)淀粉芽孢杆菌基因组&!)基因组5*A作模板678扩增产

物&6-)5*A+,-eM-

图@!淀粉芽孢杆菌植酸基因9FJ扩增

)-2A@!9FJ&;6’-(-,&0-"%"(6130&7.2.%.($"; !2

"()%*%$+&,-"#$,.’

!!中性植酸酶基因序列见图!)克隆序列全长为

..$!U9!编码%2%个氨基酸的前体蛋白!根据信号
肽序列的结构规则推断!*1端的!/个氨基酸为信
号肽!信号肽的切割位点在;!/位的 A(,之后)此
植酸酶基因与基因库中已登录的中性植酸酶基因

"AO#!3#$%!AC#$$!!#!AO!3#.#%#同源性在3#>
以上!而与以往大量报道的来源于丝状真菌酸性植
酸酶基因均无同源性!也不含有丝状真菌和植物来
源的植酸酶蛋白中存在的高度保守序列$8BSA81
C6)这说明分离到的植酸酶为另一类植酸酶)

!.SSA477A4SAA47A447AAAAA7A74444S44AA77S7SS7SS77SSA74SA4S747A7A /#

. <,XB_ + * B E T 4 = = = 4 A A A S = + = 4 !#

/.4S7SS4S7SS4S4744777ASS7AAAS7A4AAS74S477SA47744A47A4444A77S4S .!#

!. 7 S A & E E @ A# T B T = E 5 6 C B O 4 & "#

.!.AA4S7AS7SS7SSAAA7SSAA77SS44SA4A7SS77SS4SA7S7SS74SA4SA4774S7S .2#

". * A A A : 4 : 6 & 5 4 A S 5 A A 5 5 6 A /#

.2.A444SS74SSA7777AASA747747ASAA7AS7AAA44SA44A7SA77AA4AAAAAA47A !"#

/. _ R = 5 6 T 4 6 @ * E T = _ 4 4 * T T E 2#

!".SS444AS47S444A7AS7744SA4SS4AASA4S7447A44774A4AA4A77SSSAAS74S %##

2. S = & & C E = 5 S T + = B E C * 4 S T = .##

%#.AA7AA4S47SA4A477S44A4SA444477S44SAA7SS7AAAAAAS47SA4A47S7SS7A %/#

.#. * * & 5 _ 8 C 5 O 6 = * S T T & 5 _ A A .!#

%/.S7A477AA47SS474SAASSAAAAAA4A77A44SASA444A7S74A44SA4SSAAAAAA7 "!#

.!. A E * 8 E : S T * 4 _ : _ C A _ 5 S T * ."#

"!.SS7A7A44A7AAAS7A4SA7ASA477ASA77A477SA44S7AA7AS7AA44AA4SASS4A "2

.". S 4 = @ E + 4 5 6 5 B 6 _ A 4 A _ * : & ./#

"2.4A7SS4444A7744A4A77A7AS47AAAAAA7ASSAAAA4A44A7S7SA4SS4SA7ASSA $"#
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./. C S O 4 = C B E @ T 4 S T C C A + & 4 S .2#

$".AAASASSS4SAA444SAA7AA4A7SAA44AAASS7SSA7AAAAA4SSA4A7A4A477SS7 /##

.2. T : S : O : @ C : = T A 5 T * S C _ E S !##

/#.AAAAASS4A7SSS7S444AAAA4SAA44777ASA7SSAASSSA4SS7AS7ASA7SA4SAA //#

!#. T T & 8 A O T + * E @ 4 : S + A A 5 5 : !!#

//.4A7SS7ASS7444A4A47S7ASAASAASA4SASS77A444SSAAS447AS7S77SAS77S 0!#

!!. C S 8 = C _ A : : 5 : A _ R T O E A : 6 !"#

0!.SA7SS7SS7AS4AA7SSAA7SS44A47SA77S4S77SA7SS7ASS7A444AA747S4SA4 02#

!". 5 S S E * S 4 & _ 5 8 A 5 S 8 B = 4 8 5 !/#

02.A44SAASSA44SA7SA444A74A7S74S74SA7SSSAAASS74A474SA4SS7A47AAS7 2"#

!/. _ : S = 4 _ C C A A 5 S T S C = + A E E !2#

2".7ASSSAAA7AS7AS74A7S77A444A4SA7ASA7AASSAAASAA7AAA4A4S44S7SSA4 3##

!2. @ S * E E C A _ C 5 8 @ S T * T C & A 5 %##

3#.4447S7A4AA7ASA7SS4774SAAA7ASA7SSSA7AAS7SA4A7ASA7SSAA44SA7S44 3/#

%#. O 8 _ 4 5 S 6 : 4 5 S 4 E 5 4 5 S _ 5 & %!#

3/.74SSS4447SSA74SSSS774SAA4A477S447SS4A44444S47S7A7ASSA7SS4SAA .#!#

%!. = S O S = S 6 : C 6 O S _ O & A @ 5 S : %"#

.#!.AA4A4ASA47A7SS77AAAASS77AA47AAAA4444AAAA47S4S77A4SSSAAASAA44 .#2#

%". * _ 5 B S @ T A * @ * O T _ & 6 R : 8 _ %/#

.#2.S74SA47AAA47SS44477S777S74SS7AAA4SAA7ASS44SA777SASAAAA74SA77 .."#

%/. A 5 @ _ S O 8 6 = A * : @ & 5 6 8 T = 4 %2#

..".SA7ASAAS7SSAAAA747SAS ../.

%2. 5 8 E S T KP’_ "##

图B!来源于!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’的中性植酸酶的基因序列及推导出的氨基酸序列

)-2AB!K1.D8<7.L#.%,."(6130&7.2.%./913F($";!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’&%**.*#,.*<<7.L#.%,.7-2%&’6.60-*..%,"H

*-%27.L#.%,.-7-%*-,&0.*=37.L#.%,.#%*.$’-%.*7-2%&’6.60-*.,’.&M&2.7-0.-%*-,&0.*M.$0-,&’&$$"?7

BAB!表达载体的构建及重组质粒酶切鉴定
将带有自身信号肽的<6PH7基因通过<,XB

#和KP’#位点定向插入大肠杆菌表达载体9:41
%#,!;"!见图%"#得到重组质粒96PH7)重组表达
载体9:41%#!;",1SB 经<,XB_和KP’_双酶切
得到与插入片段同样大小的片段#酶切得到的片段
与克隆得到的基因片段的长度相符#说明重组表达
质粒构建成功)正反测序结果表明#所插入的中性
植酸酶基因序列完全正确)
BAC!中性植酸酶基因/913F在大肠杆菌中的表达
所表达的中性植酸酶蛋白的E5E16AS:见图

")结果表明#中性植酸酶基因<6PH7在大肠杆菌得
到了高效表达)在标准蛋白质"$###!//###之间
有一条明显的特异性蛋白质条带#其相对分子质量
约为$#####基因工程菌经_64S诱导后!泳道."
比未经诱导的!泳道!"的表达量明显提高#占菌体
总蛋白质的!.)%>#比推导出的理论相对分子质量

".3##大)这是由于两方面因素引起的#一方面

9:4表达系统中自带一段信号肽与<6PH7基因发
生融合表达$另一方面在试验设计时去掉了基因序

列本身的终止子 !4AA"#采用系统的终止子
!4SA"#并融合表达了两个有利于用*?1*4A纯化
的组氨酸链)

图C!重组表达质粒6913F的物理图谱

)-2AC!9137-,&’;&6"($.,";=-%&%0.56$.77-"%6’&7;-*

6913F

BAE!中性植酸酶的酶学特性
表达产物用*?1*4A亲和纯化#分别经.##!##

!$#XX’(%=咪唑依次洗脱#测酶活)收集酶液#进
行分析#结果见图$)
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.)0/#*%$9:4%#,!;"全细胞蛋白质#

!)0/#*%$<6PH7未经_64S诱导的全细胞蛋白质#

%)0/#*%$<6PH7经_64S诱导的全细胞蛋白质#

63$标准蛋白质相对分子质量)

图E!图E中性植酸酶的+D+H9<:4电泳图

)-2AE!+D+H9<:4&%&’37-7"(01.%.#0$&’6130&7.

图G!中性植酸酶的最适反应温度和最适6N值

)-2AG!K1."60-;&’0.;6.$&0#$.&%*01."60-;&’6N"(

6130&7.

!!结果表明%在%0b下其反应的最适9B 值为

0)$#最适9B值下%反应的最佳温度为0#b#%0b
以植酸钠为底物的:X 值为#)%!XX’(&=%单位发
酵液工程菌植酸酶活性为"2#)/F&X=%为出发菌
株活性的.)!0倍)表达的中性植酸酶在最适温度’

9B值等酶学特性跟!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’’

!"#$%%&’’&;8$%$’的中性植酸酶基本一致%这证明克
隆到的这一基因为中性植酸酶基因)

C!讨!论

在大肠杆菌中表达的中性植酸酶具有正常的

生物学功能%酶学性质与淀粉液化芽孢杆菌原始植
酸酶一致%但表达的植酸酶蛋白活性较低)经进一
步分析%其原因可能是由于在大肠杆菌中表达的植
酸酶大多以无活性的包涵体的形式存在)将重组子
植酸酶诱导温度从%0b降低到!2b%表达量一致
的情况下%检测到的酶活性也有所提高%占可溶性
蛋白质的%%)$>)枯草芽孢杆菌植酸酶基因在不同
的系统中表达%相继发现了有包涵体形式的存在%
如TM-’]L’将带有自身信号肽的!/’&;8$%$’植酸酶
基因克隆到表达载体9@:10#%表达的融合蛋白

3#>以包涵体的形式存在%姚斌等将来源于!/’&;5
8$%$’植酸酶基因在0/#*%$<=!.中表达%产物0#>
以包涵体的形式存在)淀粉液化芽孢杆菌植酸酶基
因可能也具有这个特征%确切原因有待进一步研
究)

7,!;对维持!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’植酸
酶的活性和稳定性都起着很重要的作用%酶反应体
系中加入不同浓度的7,!;%结果表明%反应体系中
无7,!;时%检测不到酶活性%随着 7,!; 浓度的增
加%植酸酶的活性进一步提高%浓度达到.XX’(&=
时%酶活性达到最高值)这说明此中性植酸酶的生
物活性依赖7,!;存在)EP?D等(.#)在!##.年研究发
现!"#$%%&’"()%*%$+&,-"#$,.’植酸酶的活性部位
不仅有"个7,!;%而且还有两个不同的磷酸离子
!6P’.和6P’!"的结合位点)该酶的"个7,!;与结
合在9P’.位点的磷酸离子发生螯合%在亲和位点
的=HZ0/’A-\.!!’4H-.$3’=HZ.03残基侧链与结
合在6P’!位点的磷酸离子发生相互作用)
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图N!G种处理对芦笋叶绿素的影响

)-2CN!4((.,05"(("#$0$.&0;.%05"%01.,1’"$">13’’"(

85>&$&2#5

F!结!论

在芦笋保鲜实验中!#)3+W,混合惰性气体处
理后的芦笋有明显的保鲜效果!在芦笋的贮藏过程
中!各项指标都好于直接冷藏!在抑制呼吸高峰"减
少纤维素含量增加和膜通透性方面则好于气调
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