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洋葱伯克霍尔德氏菌4%1邻苯二酚!，#0双加氧酶

基因克隆、表达和纯化

吕 鹏!!刘大桅!!张长铠"

!山东大学 微生物技术国家重点实验室"山东 济南!"$.$$#

摘!要!采用自行设计的引物!从洋葱伯克霍尔德氏菌4%1中567扩增得到!"#8"邻苯二酚!!#0
双加氧酶#基因!亚克隆到高表达载体98:#!,上!转入表达菌株中$经双向测序!证实构建过程

中未出现突变$重组子经;5:<诱导后!可以表达有活性的重组双加氧酶$选择!%=进行重组蛋

白诱导$薄层扫描显示!表达重组蛋白总量最高可占总蛋白的%3)2!>$利用金属螯合层析对重

组蛋白进行了一步纯化!?@?05A<8结果显示!重组蛋白纯度达到2">$
关键词!洋葱伯克霍尔德氏菌$邻苯二酚!"#0双加氧酶$克隆表达$金属螯合层析

中图分类号!B2# 文献标识码!A

4’"%-%2%567$.88-"%&%*9#$-(-,&0-"%"(4&0.,1"’!%#:;-"632.%&8.($"<
!"#$%&’()#*+,)-+,*+=%1

4C;5DEF%!4;C@,GDH%!IJA*<6K,EF0L,H"

#?M,MDND-4,O’P,M’P-’Q+HRP’OH,(:DRKE’(’F-%?K,ES’EFCEHTDPUHM-%VHE,E!"$.$$%6KHE,$

>?80$&,0!6,MDRK’(!%#0SH’W-FDE,UD#6!#X$FDEDG,U,Y9(HQHDSGHMKMKDSDUHFEDS9PHYDPUQP’Y
MKDM’M,(@*A’QZ[PLK’(SDPH,RD9,RH,4%1):KD5679P’S[RMG,US’[O(DSHFDUMDS,ESR’EEDRMDS
GHMKMKD98:#!,TDRM’P):KDPDR’YOHEDSTDRM’PG,UMP,EUQ’PYDSM’$%&’()Z4!.MPWZ#@8#$)
AQMDPHES[RDSO-"Y+;5:<%MKD(-UHU’QMKDMP,EUQ’PY,EMUUK’GDSU9DRHQHR6!#X,RMHTHMHDU)
:KPDDMDY9DP,M[PDUGDPDMDUMDSM’’9MHYH\DMKDHES[RDMDY9DP,M[PD%,ES!%=G,UUD(DRMDS,UMKD
’9MHY,(HES[RDMDY9DP,M[PD):KDM’M,(PDR’YOHEDS6!#X9P’MDHEG,U,O’[M%3)2!>’QMKDM’M,(
RD((9P’MDHEUO,UD’EMKDMKHE(,-DPUR,EEHEF,E,(-UHU):KDPDR’YOHEDS6!#XG,UQ[PMKDP9[PHQHDS
GHMK*H0*:AJHUZHES7DUHEUM’D(DRMP’9K’PDMHRK’Y’FDEDHM-)
@.3A"$*8!*+,-"’(./,)0&/!0&)0"R,MDRK’(!%#0SH’W-FDE,UD"R(’EHEF"DW9PDUUH’E"9[PHQHR,MH’E

!!在芳香烃化合物的微生物降解过程中%邻苯二

酚 !%#0双 加 氧 酶 #6,MDRK’(!%#0@H’W-FDE,UD%

6!#X%86.).#)..)!$是催化芳香烃化合物代谢的

关键酶&许 多 芳 香 烃 化 合 物 在 降 解 过 程 中 都 会 形

成中间产物邻苯二酚%细菌可以通过邻位裂解和间

位裂解两 种 途 径 继 续 降 解 邻 苯 二 酚’.(&在 间 位 降

解途径中%邻苯二酚!%#0双加氧酶催化邻苯二酚的

苯环裂解%转化为!0羟粘糠酸半醛#J+?$%对消除
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芳香烃类化合物的污染具有重要作用!!"#
作者所在 实 验 室 从 炼 油 厂 废 水 中 分 离 筛 选 到

一株苯酚高效降解菌4%1$经形态%生理生化及.%?
P7*A同源性等指标分析$鉴定该菌株为洋葱 伯 克

霍尔德 氏 菌&*+,-"’(./,)0&/!0&)0’!#"#经 过 初 步

分析$该菌株 可 产 生 邻 苯 二 酚!$#0双 加 氧 酶$通 过

间位降解 途 径 催 化 邻 苯 二 酚 的 苯 环 裂 解!3"#通 过

构建染色体文库筛选$得到了该菌株6!#X基因序

列$经Z4A?:比对$该序列仅与*+,-"’(./,)01!%
75$$/的!"#8!基因!""同源性较高$而与广泛报道

的假单胞菌的6!#X基因同源性较低$将该基因命

名为!"#8#研 究 中 应 用 567 扩 增 的 方 法 得 到

!"#8基因$亚克隆到高表达载体98:#!,上$转入

表达菌株实现了6!#X的高效表达$并利用金属螯

合层析对重组蛋白进行了一步纯化$为该酶的进一

步研究及利用奠定了基础#

B!材料和方法

BCB!菌株及质粒

菌 株 *+,-"’(./,)0&/!0&)0 4%1$$1&"/,)&")0
&’()Z4!.2,3Z&@8#’$质粒98:#!,$均为作者所

在实验室保存#

BCD!培养基!酶类及试剂

4Z培养基按文 献!%"配 制$固 体 培 养 基 加.]/
F(S4琼脂粉)苯酚培养基按文献!3"配制)氨苄青霉

素%总@*A提取试剂盒为*上海生工+产品):,̂@0
*A聚合酶和S*:5为上海博亚公司 产 品)限 制 性

内切酶?,(;和8R’7;为 +Z;公司产品):3@*A连

接酶%;5:<%@*A +,PLDP@4!$$$为 大 连 宝 生 物

公司产品)质粒小量提取试剂盒%567产物 回 收 试

剂盒%凝 胶 回 收 试 剂 盒 均 为 XYDF,公 司 产 品)JHU
,ZHES7DUHE为*’T,FDE公司产品)咪唑为ZZ;公

司产品)扩 增 基 因 用 的 引 物 由 上 海 博 亚 公 司 合 成$
其余试剂均为国产分析纯#

BCE!重组质粒的构建

*%&/!0&)04%1接 种 于 苯 酚 液 体 培 养 基 中$

#"=振 荡 培 养 !3K 后 离 心 收 集 菌 体$提 取 总

@*A#具体步骤按试剂盒说明书进行#
目的基因的567扩增按常规方法进行$扩增条

件-23=%$U$"1=#$U$/!=3"U$#$个循环$最
后/!=保温.$YHE#

质粒提取%567产物回收%凝胶产物回收$分别

按试剂盒说明书进行#
限制性内切酶酶切%连接$感受态细胞的制备%

转化$重组克隆的筛选$按文献!%"进行#

BCF!重组蛋白的诱导表达

表达菌株接种于.$$Y4含氨苄青霉 素 的4Z
液体培养基中$#/=振荡通气培养至X@%$$$)%左

右时$加入;5:<至浓度.YY’((4$!%=诱导.!K
后离心收集菌体$保存备用#

BCG!重组可溶蛋白的金属螯合层析纯化

按照.$$_3&菌体初始培养基体积_缓冲液体

积’的比例在菌体中加入ZHESHEFZ[QQDP&$)"Y’((

4*,6($!$YY’((4:PHU,J6($"YY’((4咪 唑$

9J/)2’$充 分 悬 浮 后 在 冰 浴 中 超 声 破 碎$裂 解 菌

体#菌体裂解液.!$$$P(YHE离心!$YHE后$上清

液经$)3"!Y的微孔滤膜过滤$上 JHU,ZHES7DU0
HE柱#分别用"$Y4ZHESHEFZ[QQDP和!"Y(‘,UK
Z[QQDP&$)"Y’((4*,6($!$YY’((4:PHU,J6($

!$YY’((4咪唑$9J/]2’洗 脱 非 特 异 性 结 合 蛋 白

后$用 .$ Y4 8([MDZ[QQDP&$)" Y’((4 *,6($

!$YY’((4 :PHU , J6($!"$ YY’((4 咪 唑$

9J/]2’洗脱$收集蛋白峰#?@?05A<8电泳检测#

BCH!其他分析方法

邻苯二酚!$#0双 加 氧 酶 活 力 测 定 采 用 分 光 光

度法!/"#测定系统总体积#Y4$内含.Y’(邻苯二

酚和.#$Y’(9J/)"的 磷 酸 钾 缓 冲 液 和$)!Y4
酶液##$=反应.YHE$在#/"EY处测定光吸收的

增加值#

?@?05A<8电泳按 照 文 献!1"进 行$分 离 胶 质

量分数为.!>$浓缩胶质量分数为">#染色%脱色

后拍 照$目 的 蛋 白 含 量 用 :’M,(4,OT!$$" 软 件

分析#
阳性克隆用AZ;#/#$型@*A测序仪进行核酸

序列测定$采 用 :/9P’Y’MDP9PHYDP和 :/MDPYHE,0
M’P9PHYDP进行双向测序$&DRM’P*:;?[HMD2软件

进行拼接#

D!结果与分析

DCB!重组质粒的构建

根据*%&/!0&)04%16!#X基因序列$合 成 一

对分别含有$&’7;和40(;限制性内切酶位点的引

物$其 序 列 分 别 为-Z6X.&"a0<:6 <AA ::6
A:<<<:<:<A:<6<A0#a’和Z6X!&"a0A6:
<:6<A6:6A<<:<:AAA66:60#a’#

利用上述引物$567方法从*%&/!0&)04%1总

@*A中扩增!"#8基因$扩增产物经$)/>琼脂糖

凝胶电泳$扩增出一条约.LO的条带$与预期结果

2%#O9一致&图.’#
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.)567产物!!"@*A+,PLDP@4!#$$$

图B!94I扩增-%.5基因

)-2CB!><7’-(-,&0-"%"(-%.5

!!567产物经回收后#用$&’7;$40(;双酶 切#
与同样双酶切的表达载体98:#!,连接#转化入表

达菌株$%&’()Z4!.MPWZ%@8#&中#获 得 了 氨 苄 青

霉 素 抗 性 的 转 化 子’转 化 子$%&’()4#%98:#!,0
!"#8&经菌 落567初 筛 及 重 组 质 粒$&’7;$40(;
双酶切验证#均证明成功转入.LO左右的片断’经

双 向 测 序 证 明#!"#8 成 功 插 入 到 98:#!,的

$&’7;$40(;位点#且 构 建 过 程 中 未 发 生 突 变’重

组子$%&’()4#在 含 氨 苄 青 霉 素 的4Z培 养 基 中 经

;5:<诱 导 表 达#酶 活 力 测 定 结 果 显 示#重 组 子

$%&’()4#菌体裂解液中含有较高的6!#X酶活力#
达到.)#C$YF总蛋白!而转入空载体的宿主菌菌

体裂解液中无6!#X酶活力’

DCD!重组蛋白的诱导表达

对工程菌$%&’()4#的诱导表达温度进行优化’
加入;5:<后#分别考察了#/##$=和!%=对重

组蛋白表达的影响’在诱导的不同时间取样#直接

进行?@?05A<8检测’?@?05A<8电泳 结 果 经 扫

描后#用M’M,((,O软 件 分 析 目 的 蛋 白 含 量’结 果 表

明#在加入;5:<诱 导 前#重 组 6!#X的 表 达 不 明

显!;5:<加入后#随着诱导时间的增加#重组6!#X
的表 达 量 逐 步 增 加#到 达 一 定 时 间 后#其 含 量 基 本

不再变化’诱导温度不同时#重组6!#X的 最 终 表

达量也不一致’与!%=和#$=诱导相比##/=诱

导时最终表达量反而较低%图!&’

!!表达 的 重 组 蛋 白 占 总 蛋 白 的 比 率 见 图#’与

重组6!#X的表达量不同#表达的重组蛋白占总蛋

白的比率随 着 时 间 的 增 加 快 速 达 到 最 高 值 后 缓 慢

下降#说 明 在 诱 导 的 后 期#重 组 蛋 白 的 合 成 速 度 与

图D!不同诱导温度下重组4DEJ的表达量

)-2CD!5((.,08"(-%*#,.0.<7.$&0#$.8"%$.,"<?-%.*

4DEJ.67$.88-"%

其他 蛋 白 相 比 相 对 下 降’当 诱 导 温 度 为#$=和

#/=时#诱导!K时表达的重组蛋白占总蛋白的比

率达到 最 高 值#略 高 于"$>’当 诱 导 温 度 下 降 为

!%=时#诱导%K时#表达的重组蛋白占 总 蛋 白 的

比率达到%%).2>!1K时#表达的重组蛋白占总蛋

白的比率最高#达到%3)2!>!.!K时#表 达 的 重 组

蛋白占总蛋白的比率仍高达%!).#>’综合不同诱

导温度下重组6!#X的表达情况#选定!%=诱导重

组6!#X蛋白的表达’

图E!不同诱 导 温 度 下 表 达 的 重 组4DEJ占 总 蛋 白 的

比率

)-2CE!5((.,08"(-%*#,.0.<7.$&0#$.8"%$.,"<?-%.*

4DEJ7$"0.-%$&0-"

DCE!重组可溶蛋白的金属螯合层析纯化

重组可 溶 蛋 白 由 于 带 有 JHU(:,F#因 此 可 以

采用金属螯和层析进行一步纯化’用含有高浓度咪

唑的缓冲 液 洗 脱 后#重 组6!#X蛋 白 得 到 了 一 步 纯

化#经?@?05A<8分析#其纯度达到了2">%图3&’

E!结!论

.2%.年#b[M,L,N’cHY,等 首 先 报 道 了 对 恶 臭

假单孢菌中邻苯二酚!##0双加氧酶性质的研究)2*’
随后发现有很 多 种 细 菌 都 能 产 生 邻 苯 二 酚!##0双

加氧酶#不同细菌产生的邻苯二酚!##0双加氧酶在

理化性质+催化活性+酶作用底物等方面都有不同

#.!第#期 吕 鹏等!洋葱伯克霍尔德氏菌4%1邻苯二酚!"#0双加氧酶基因克隆#表达和纯化
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.)6!#X!!)低相对分子质量蛋白标准!#)重组6!#X

图F!重组4DEJ蛋白

)-2CF!I.,"<?-%.*4DEJ

程度的差别"通过检索<DEZ,EL#发现目前报道的

6!#X多来源于假单孢菌"本文报道的6!#X基因

!"#8来 源 于*+,-"’(./,)0&/!0&)04%1"与 大 多

数6!#X基因序列不同的是#根据8(MHU和Z’(HE的

分类#!"#8基 因 属 于;)!)6亚 家 族"该 亚 家 族 的

一个显著特点 就 是 比 其 他6!#X基 因 序 列 多 出!3
个碱基$.$%"从酶动力学考虑#该亚家族的6!#X有

可能对低浓度的底物比较敏感$..%!而从分类角度出

发#多 出 的!3个 碱 基 则 可 能 与 进 化 压 力 有 关$.!%"
鉴于该基因 的 特 点#研 究!"#8编 码 的6!#X的 性

质有着重 要 的 理 论 意 义 和 潜 在 的 应 用 价 值"作 者

利用98:#!,表达载体#成功构建了邻苯二酚!##0
双加氧酶表达载体#在表达菌株中实现 了6!#X的

高效表达"进 而 利 用 重 组 蛋 白 的 JHU&:,F#采 用

金属螯和层析方法一步纯化了重组蛋白#为进一步

研究该酶的性质奠定了基础"
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