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耐热果胶裂解酶基因45(26的克隆和表达
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摘!要!利用789技术从耐热梭状芽孢杆菌"!"#$%&’(’)*$%+&,#&-&’)*#中扩增得到产耐热果胶

裂解酶的结构基因.+"26!并 将 其 克 隆 于 表 达 载 体4:;!1,中!最 后 将 此 重 组 质 粒 转 化 到 受 体 菌

/0,#"’<=0!.中 进 行 表 达$诱 导 条 件 为%%/>诱 导"?!@7;A浓 度 为#)1BB’(&=$重 组 菌 经

@7;A诱导和CDC076A:分析表达的蛋白质的相对分子质量为.%####!与预期相对分子质量相

符$细胞经超声破碎后!测得果胶酶的比酶活为."E&BF粗蛋白$
关键词!果胶裂解酶#耐热梭状芽孢杆菌#重组质粒#大肠杆菌<=0!.#表达

中图分类号!G""/ 文献标识码!6

4’"%-%2&%*567$.88-"%"(9.%.:.’;<5%,"*-%2=1.$>"80&?’.:.,0&0.@3&8.

HI:*D’JF0KL,’.%!M6*AC?N0OLJF!%!P6*GNJ.%!=@IN,0Q?’JF.%%

#.)R5O=,S’-,T’-O’U@JVNWT-L,(<L’T5X?J’(’FO%+LJLWT-O’U:VNX,TL’J%C’NT?5-JP,JFTQ5EJLY5-WLTO%MNKL

!.3#%$%8?LJ,"!);5WTLJFZ 6JN(OWLW85JT5-%C’NT?5-JP,JFTQ5EJLY5-WLTO%MNKL!.3#%$%8?LJ,"%)D54,-T0

B5JT’U+5VLXLJ5%C’NT?5-JP,JFTQ5EJLY5-WLTO%MNKL!.3#%$%8?LJ,$

<?80$&,0!MLT?F5J’BLXD*6’U!"#$%&’(’)*$%+&,#&-&’)*,W,T5B4(,T5%,WT-NXTN-,(F5J545(26
5JX’VLJF45XT,T5(O,W5[,W’ST,LJ5VSO789,B4(LULX,TL’J);?545(26[,WX(’J5VLJT’4:;!1,T’
-5X’BSLJ5,J5K4-5WW4(,WBLV475(26%,JVT?5JT?54(,WBLV475(26[,WT-,JWU’-B5VLJT’/0,#"’
<=0!.%5K4-5WW5VNJV5-T?5X’JT-’(’U;/(,X4-’B’T5-,T%/>),JVLJVNXTL’J[LT?#)1BB’(&=
@7;AU’-"?)CDC076A:,J,(OWLW-5Y5,(5VT?,T[LT?@7;ALJVNXTL’J%T?5-5X’BSLJ,JTWT-,LJ
?,-S’-LJFT?54(,WBLV475(26X’N(V5K4-5WWT?5T,-F5T4-’T5LJ#.%####$%[LT?T?5B’(5XN(,-
[5LF?TW,B5,WT?55K45XT5V45XT,T5(O,W54-’T5LJ);?5W45XLULX,XTLYLTO’U45XT,T5(O,W5[,W."E&

BFX-NV54-’T5LJ)
A.3B"$*8!45XT,T5(O,W5"!"#$%&’(’)*$%+&,#&-&’)*"-5X’BSLJ,JT4(,WBLV"/0,#"’<=0!.

!!果胶酶 是 广 泛 存 在 于 果 实 及 多 种 微 生 物 中 可

以作用于果 胶 质 的 一 类 由 许 多 单 酶 组 成 的 复 合 酶

的总称’按 其 作 用 原 理%果 胶 酶 可 分 为 果 胶 解 聚

酶(果胶酯酶和原果胶酶’碱性果胶酶一般指聚半

乳糖醛 酸 裂 解 酶#7’(OF,(,XTN-’J,T5(O,W5%7A=$%

即果胶裂解酶%是果胶解聚酶的一种’果胶裂解酶

可用于香料油和类胡萝卜素等医用原料的提取(咖

啡和茶的发酵(含有果胶质废水的处理以及原油的

提取过程’近 年 来 又 发 现 了 果 胶 裂 解 酶 还 可 用 于

植 物 病 毒 的 纯 化(纸 浆 漂 白 和 纺 织 品 的 生 物 精 炼

万方数据



等!.\!"#
果胶酶有广 泛 的 微 生 物 来 源$细 菌%真 菌 和 放

线菌都可以产果胶酶$但能产生果胶酶并具有工业

化使用前 景 的 细 菌 却 不 多#.2/!年$R’]LI’L]’0
W?L第一次 用 嗜 碱 细 菌 制 得 了 碱 性 果 胶 酶#此 后$
不同的研究表明!%\""$芽孢杆菌 作 为 生 产 果 胶 酶 用

菌较为理想#
耐热梭状 芽 孢 杆 菌 是 具 有 很 强 的 半 纤 维 素 和

果胶降解能力的厌氧耐热菌$但由于其生长时绝对

厌氧$直接发酵法生产耐热果胶裂解酶有一定的困

难#根据已 经 报 道 的 耐 热 梭 状 芽 孢 杆 菌 果 胶 裂 解

酶75(26基因为一个由%/!#S4组成的开放读框$
作者将其果胶裂解酶的产酶基因克隆至质粒4:;!1,
中$并使其在/0,#"’<=0!.中高效表达$以获得相对

分子质量为.%####的果胶裂解酶#

C!材料与方法

CDC!材料

C)C)C!菌 株 和 质 粒!耐 热 梭 状 芽 孢 杆 菌&!"#$1
%&’(’)*$%+&,#&-&’)*’由日本三重大学生物资源学

部 提 供(/$,2+&’,2’-,#"’ =̂0.<(N5%/$,2+&’,2’-
,#"’<=0!.菌株 以 及 质 粒4:;0!1,$均 由 作 者 所 在

研究室保藏#

C)C)E!酶和化学试剂!质粒小量提取试剂盒购自

碧云天公司(E*@G0.#柱式D*6胶回收试剂盒购

自上海生工生物工程技术服务有限公司(限制性内

切酶%;3D*6连接酶%=63-4D*6聚合酶分别购

于日本;,R,9,公司(抗生素为华美生物工程公司

产品(@7;A购于日本*,X,(,L;5W_N5公司(聚半乳

糖醛酸购于CLFB,公司(其他所用试剂为国产分析

纯试剂#

C)C)F!培养 基!=<培 养 基 用 于 大 肠 杆 菌 及 转 化

子培养$固体=<培 养 基 添 加.)"F)V=的 琼 脂$固

体和液体=<培养基在使用时按需要加入卡那霉素

&终质量浓度"#!F)B=’#

C)C)G!主 要 仪 器!垂 直 电 泳 仪 8’B4,XT76A:
CPC;:+6:0/%##&日 本 6;;6制 造’(超 声 波 破

碎仪ILF?@JT5JWLTOE(T-,W’JLX7-’X5WW’-M8̂ 3##
&美国C‘*@8+6;:9@6=C制造’(E&7凝胶成像

系统&美国<@‘096D制造’#

CDE!方法

C)E)C!耐热 梭 状 芽 孢 杆 菌 染 色 体D*6的 提 取!
提取方法按文献!$"进行操作#

C)E)E!目的基因片断的克隆及表达载体的构建!
根据已 经 报 道 的 耐 热 梭 状 芽 孢 杆 菌 果 胶 裂 解 酶

75(26基因为一个由%/!#S4组成的开放读框!2"$
设计和合成了两个引物*
引物.*"a;;886;AA;;A66A66A86A6A
A866;A88%a
引物!*"aAAA8;8A6A;;;;6;A8;;;;
;6;;;;;A6%a

引物.的"a端 含 *X’@酶 切 位 点$引 物!的"a
端含 ?̂’@酶切位点#

将从耐热梭状芽孢杆菌中提取的染色体D*6
作为789扩增的模板#789方法扩增条件*2">
变性"BLJ$扩增反应%#个循环&2">变性%#W$"#
>复性%#W$/!>延伸3BLJ’$/!>延伸.#BLJ#

D*6片 段 的 回 收%D*6 酶 切%电 泳 鉴 定%连

接%转化和质粒提取等操作均按文献!$"进行#

C)E)F!重 组 大 肠 杆 菌 的 培 养 及 诱 导 表 达!将 含

75(26基因 重 组 质 粒 的 大 肠 杆 菌/0,#"’<=0!.接

种于含"#!F)B=卡那霉素的=<培养基中$%/>
下培养1".#?$然后以体积分数"b的接种量接种

至新鲜的=<培养基中$至5$##为#)""#)/时加入

终浓度为#)1BB’()=的异丙基硫代0!0D0半乳糖苷

&@7;A’诱导"?#取"B=菌液1###-)BLJ离心"
BLJ$将 沉 淀 重 悬 浮 于!B=%!#BB’()=的 ;-LW0
I8(缓冲液中$超 声 波 破 碎&3##M’$离 心 除 去 碎

片$上清液即 为 所 得 粗 酶 液$粗 酶 液 用 于 目 的 酶 的

蛋白质分析和酶活测定#

C)E)G!CDC076A:蛋 白 电 泳 检 测 酶 蛋 白 表 达!
DC076A:垂直板蛋白电泳&分 离 胶 质 量 浓 度 为.#
F)V=$浓缩胶质量浓度为3F)V=’检测外源蛋白的

表达情况$蛋 白 质 条 带 用 考 马 斯 亮 蓝 染 色$参 照 文

献!$"#

C)E)H!酶活 测 定!酶 活 测 定 方 法 参 照 文 献!/"并

作适当调整$反应体系的4I值为/)#$反应温度为

$">#
酶活定 义*每 分 钟 裂 解 聚 半 乳 糖 醛 酸 产 生.

!B’(的不饱 和 半 乳 糖 二 酸&NJW,TN-,T5VVLF,(,XTN0
-’JLV5’所需要的酶量为一个酶活单位#

C)E)I!蛋白质浓度测定!以牛血清白蛋白&<C6’
为标准$采用<-,VU’-V法测定蛋白质浓度!1"#

E!结!果

EDC!表达重组质粒7:.’;<的构建与鉴定!
以提取的耐热梭状芽孢杆菌染色体D*6为模

板$用合成的引物进行789扩增#琼脂糖电泳检测

扩增片断$见图.#扩增的D*6片断与预期的大小

一致$约%/##S4#

%..!第!期 甄东晓等!耐热果胶裂解酶基因45(26的克隆和表达

万方数据



图C!:4J扩增片断电泳图

)-2DC!<2&$"8.K.’.,0$"71"$.8-8"(01.&>7’-(-.*LM<

!!789产 物 与 质 粒4:;0!1,分 别 经62#@!7,#@
进行双酶切并纯化"经;3D*6连接 酶 连 接 后 转 化

感受态细胞/0,#"’ =̂.0<(N5#少量制备所获得的

重组质粒475(26经 双 酶 切 后"琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检

测"见图!#显示一条与789扩增片断大小一致的

%/##S4片 断 和 一 条 大 小 为"%##S4线 性 的

4:;!1,"证明 已 获 得 所 需 要 的 重 组 质 粒475(26#

D*6序列测 定 结 果 表 明"所 克 隆 的 基 因 与 已 报 道

的原序列完全一致"没有突变#

图E!重组质粒7:.C;<的!"#N!$%#N酶切

)-2DE!L"#?’.*-2.80-"%"(7:.C;<B-01!"#N!$%#N

EDE!:.’;<基因在&’%#()/@KEC中的表达

将从/0,#"’ =̂.0<(N5$475(26%中纯化得到的

重组质粒475(26转化受体菌/0,#"’<=0!.感受态

细胞并通过抗 生 素$卡 那 霉 素%平 板 挑 取 阳 性 转 化

子/0,#"’<=0!.$475(26%#

E)E)C!诱导温度对7A=表达的影响!%/>培养

/0,#"’<=0!.$475(26%!?$5$##为#)""#)/%"加入

@7;A至终浓度为.BB’(!="分别于!3"!1"%/"3!

>下诱导$?"不同诱导温度下7A=活性表达情况

见图%#由图%可 知"在%/>下7A=的 活 性 达 到

.!)!!E!BF粗 蛋 白"为 试 验 温 度 下 的 最 高 值#较

高的诱导温 度 造 成 酶 过 快 积 累"使 得 酶 活 降 低"过

低的诱导温度会导致酶积累太慢"从而影响酶活#

图F!诱导温度对:9@活性的影响

)-2DF!5((.,0"(-%*#,0-%20.>7.$&0#$."%:9@&,0-O-03

E)E)E!@7;A浓度对7A=表达的影响!由于诱导

剂@7;A的添加量往往对外源蛋白质的表达有较大

的影响"作者讨论了%/>培养菌体!?后不同浓度

@7;A对酶活的影响#分别加入@7;A至终浓度为

#c."#c%"#c""#c1".BB’(!="于%/>诱导3?#在

上述浓 度 下"7A=的 活 性 最 高 达 到.%)2"E!BF#
不同@7;A浓度下7A=表达情况见图3#可见#)1
BB’(!=的@7;A剂 量 可 以 诱 导 酶 较 充 分 表 达"过

多添加@7;A并没有提高酶活#

图G!N:=9浓度对:9@活性的影响

)-2DG!5((.,0N:=9,"%,.%0$&0-"%"%:9@&,0-O-03

E)E)F!诱 导 时 机 对7A=表 达 的 影 响!由 于 过 早

诱导会使能 量 和 营 养 物 质 主 要 供 给 外 源 蛋 白 质 的

表达而影响菌体生长"诱导时机滞后又会导致外源

蛋白质表达不 充 分"所 以 作 者 分 别 在%/>培 养 菌

体."!"%"3""?后加入@7;A$终浓度.BB’(!=%"
并于%/>诱导3?#不同诱导时机下7A=表达情

况见图"#可知"当重组菌在%/>生长!?时达到

一定菌体量$5$##为#)1左 右%后 再 进 行 诱 导 时"酶

活性达到最高值"为.!)"3E!BF#
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图H!诱导时机对:9@活性的影响

)-2DH!5((.,0-%*#,-%20->."%:9@&,0-O-03

E)E)G!诱导时间对7A=表达的影响! 菌体于%/
>培养!?后加入@7;A!终浓度#)1BB’("=#$分

别诱导!$%$3$"$$$/?%不 同 诱 导 时 间 对7A=活

性的影响情况见图$)当诱导至"?左右 时 酶 活 较

高$为.%)%.E"BF%另一方面$随着诱导时间的增

长$酶活反而下降%

图I!诱导时间对:9@活性的影响

)-2DI!5((.,0-%*#,-%2*#$&0-"%"%:9@&,0-O-03

EDF!表达产物的分析鉴定与比酶活测定

%/>培 养/0,#"’<=0!.!475(26#!?后 加 入

@7;A!终浓度为#)1BB’("=#$诱导"?$经CDC0

76A:蛋白质 电 泳 检 测 了 外 源7A= 的 表 达$结 果

见图/%电 泳 结 果 显 示$/0,#"’<=0!.!475(26#细

胞破 碎&离 心 后 上 清 液 比 空 载 的 /0,#"’<=0!.
!4:;!1,#明显多出一条蛋白质谱带$对照相对分子

质量标 准 可 知 大 约 为.%####$与 预 期 相 对 分 子 质

量大小相符%测得粗酶液的比酶活为."E"BF粗

蛋白%

.)+,-]5-’!)<=!.!4:;!1,#破 碎 上 清 液’%)<=!.!475(26#破

碎上清液

图P!+L+K:<95蛋白电泳图

)-2DP!+L+K:<95"(.67$.88.*7$"0.-%

F!结!论

作 者 利 用 789 方 法 从 耐 热 梭 状 芽 孢 杆 菌

!!"#$%&’(’)*$%+&,#&-&’)*#中 成 功 克 隆 出 全 长 为

%/##S4的耐高温 果 胶 酶 编 码 基 因.+"26$并 将 其

插入 到 表 达 载 体 4:;0!1, 中$构 建 重 组 质 粒

475(26%将重组质粒475(26成功转化大肠杆菌宿

主/0,#"’<=0!.$在@7;A的诱导下成功表达重组

耐热梭状 芽 孢 杆 菌 耐 高 温 果 胶 裂 解 酶%诱 导 后 的

粗酶液果胶去除率为1.b%
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