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摘 要：本研究用鸟枪法构建了枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）56##" 的基因组文库，经平板

法筛选得到了六株能水解合成底物对3硝基苯3!373葡萄糖吡喃糖苷的阳性克隆，经鉴定均含

克隆了寡聚3/，03葡萄糖苷酶基因的重组质粒（命名为 )568##/ 9 )568##0）。选择 )568##-，

对其插入片段测序分析，此片段内有一编码 40/ 个氨基酸的开放阅读框，该蛋白质的计算分

子量为 04:.14;7。56##" 的寡聚3/，03葡萄糖苷酶的氨基酸序列与 !"#$%%&’ <)’和凝结芽孢杆

菌（!"#$%%&’ #*"+&%",’）的寡聚3/，03葡萄糖苷酶的氨基酸序列一致性分别为 1/=、0>=，相似性

分别为 1.=、>.=。从 )568##- 中扩增出寡聚3/，03葡萄糖苷酶基因，克隆到 )6$""# 上，转化

大肠杆菌（-’#./0$#.$" #*%$）754!，得到三个能水解对3硝基苯3!373葡萄糖吡喃糖苷的阳性克隆

568##-3/ 9 568##-3-，将此三个菌株热诱导表达，?7?3@(AB 电泳可检测到特异表达的蛋白

质，其 中 568##-3/、568##-3" 表 达 的 蛋 白 约 00;7，为 完 整 的 寡 聚3/，03葡 萄 糖 苷 酶，而

568##-3- 表达的蛋白质偏小；表达的蛋白质均有寡聚3/，03葡萄糖苷酶活性。
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寡聚3/，03葡萄糖苷酶（糊精303!373葡萄糖水解酶）［BD-:":/:/#］是能从多糖的非还原

端水解!3/，03糖苷键的外切酶，且能水解合成底物对3硝基苯3!373葡萄糖吡喃糖苷。?EFE3
;+ 等人系统研究了适宜不同生长温度的五种芽孢杆菌（!"#$%%&’ #/0/&’ (GDD >#0!，/#H 9
!#H；!"#$%%&’ #*"+&%",’ (GDD >#4#，-#H 9 44H；!"#$%%&’ )./01*"12%*%$3&/4"5$/&’ I@ /#>/，

-#H 9 00H；!"#$%%&’ )./01*+%&#*’$6"’$&’ I@ /##0，!"H 9 0.H；JKL !"#$%%&’ 4%"5*#"%6"0$&’ I@
/""1，4/H 9 1"H）的寡聚3/，03葡萄糖苷酶［/ 9 1］的酶学性质、氨基酸组成和蛋白质结构后，

提出了脯氨酸法则，即增加脯氨酸出现在"3折叠中的频率和在疏水氨基酸中的比例会增

强蛋白质的热稳定性。随后一系列利用定点诱变进行脯氨酸替换提高酶的热稳定性的报

道［0，>，1］都支持了脯氨酸法则，但脯氨酸法则是否具有普适性尚需更多的实验依据。

枯草芽孢杆菌是芽孢杆菌属的模式菌，迄今为止尚未见有关枯草芽孢杆菌的寡聚3/，

03葡萄糖苷酶的任何报道，因此，本研究克隆了枯草芽孢杆菌的寡聚3/，03葡萄糖苷酶基因

并在大肠杆菌中进行了表达。



! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 菌株和质粒：见表 !。

表 ! 供试菌株和质粒

"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-, 0,&- *+ (1*, 23)4

’()#*+56%#,/*- 71#)#8(&),(*8, ’30)8&
! 9 "#$% :; <! &’(=>>，"$)"?!@A，*&+B!C，,-"D! -.+D!，/,0DA@@，1*%E !，,-$D! ’(3)& *+ (1*, %#$9
2)"%$$’& &’31%$%& ;FGGH ’(3)& *+ (1*, %#$9
6%#,/*- .F%0&,8)*.( I’（ J ） D/.)，8%3+& K&8(3) ’(3)& *+ (1*, %#$9
6%#,/*- .FLHHG D/.)，&M.)&,,*3+ K&8(3) ’(3)& *+ (1*, %#$9
6%#,/*- .;FNGG! O .;FNGG@

P)#Q/&+(, 83+(#*+*+Q 3%*Q3E! 9 @EQ%083,*-#,& Q&+& 8%3+&- *+ .F%0&E

,8)*.( I’（ J ）
"1*, 23)4

6%#,/*- .;FNGGRE! O .;FNGGRER P)#Q/&+(, 83+(#*+*+Q 3%*Q3E!，@EQ%083,*-#,& Q&+& 8%3+&- *+ .FLHHG "1*, 23)4

!#!#$ 培养基：大肠杆菌培养基 SF、’TF 见文献［!G］；枯草芽孢杆菌培养基：可溶性淀粉

HU，蛋白胨 HU，酵母抽提物 GVHU，IH;6T>GVRU，I;H6T>GV!U。

!#!#% 酶和试剂：限制性内切酶、I%&+32 大片段、"> 连接酶、4)5 酶、溶菌酶分别购自华

美、6)3/&Q#、"#I#B# 公司，WEQ#%、X6"Y、> 种 -Z"6 购自 "#I#B# 公司，")*(3+EWE!GG、对E硝基苯

E!E:E葡萄糖吡喃糖苷购自 ’*Q/# 公司。

!#$ 方法

!#$#! 质粒的分离和纯化：按文献［!G］用碱法提取，6=Y 纯化。

!#$#$ 染色体 :ZD 的分离：!V</S 细菌培养物 !HGGG)5/*+ 离心 H/*+，去上清，沉淀用

HGG#S 裂解液（>G//3%5S ")*,ED8，.;C9 [、HG//3%5S Z#D8、!//3%5S =:"D \ ，!U ’:’）悬液；

剧裂震荡破碎细胞，加 HGG#S </3%5S Z#7% 混和均匀，!HGGG)5/*+ 离心 !G/*+；将上清转移至

另一无菌 &..&+-3)] 管中，加入等体积氯仿，轻柔颠倒混和，直至形成奶状悬浊液；!HGGG)5
/*+ 离心 R/*+，将上层水相移至另一 &..&+-3)] 管中，用二倍体积无水乙醇沉淀 !</*+；离

心，去上清，用 CGU乙醇洗涤沉淀；再离心，去上清，真空干燥沉淀，然后溶于 <G#S "= 中。

!#$#% :ZD 的酶切，片段回收，半补平，连接和转化：质粒或染色体 :ZD 的酶切按公司说

明书进行，:ZD 片段用 7%3+(&81 公司的 D-K#+(#Q&"N67BE.0)& I*( 或 Y&%E&M()#8( I*( 回收，半

补平，连接，转化均按文献［!G］进行。

!#$#& 枯草芽孢杆菌基因组文库的构建：枯草芽孢杆菌 ;FGGH 染色体 :ZD 用 6)’RDX 部

分酶切，回收 H O @4$ 间的片段，加 D"6 和 -Y"6，用 I%&+32 大片段部分补平，与经 6)$X 酶

切，加 -""6 和 -7"6，用 I%&+32 大片段部分补平的载体 .F%0&,8)*.( I’（ J ）连接，转化大肠

杆菌 :;<!。

!#$#’ 含枯草芽孢杆菌寡聚E!，@E葡萄糖苷酶基因的克隆的筛选，按文献［!!］方法进行。

!#$#( :ZD 序列测定：

测序引物 6)*/&)"R <’DD""DDD777"7D7"DDDYYYR’

6)*/&)"C <’"DD"D7YD7"7D7"D"DYYYR’

6)*/&)6! <’DDDYD77"Y7YYD"7D""7R’

6)*/&)6H <’YYDYDD7Y77"DD"YDY"YDR’
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!"#$%"!& ’’()))((***))))+*))*++&’

!"#$%"!,, ’’((**+*)*((((*((+(*()&’

!"#$%"!-- ’’+*((()(***+((+)(+))(&’

!"#$%"!&& ’’*++*((()((()++)***)*&’

重组质粒 ./0122&、./0122& 3 & 分别由 (45464 公司（大连）、上海博亚公司用 &77 全自动

测序仪，采用 849:%" 的链末端双脱氧终止法对 ;<) 双链进行引物步行测序。

!"#"$ ;<) 和蛋白质序列分析：用 0=)8(< 软件通过 >9?%"9%? 进行分析，本文报道的序列

已被 *%9049@ 收录，登记号为 )A22B&27。

!"#"% !+6 扩增：按文献［,2］进行，用 !C-D22 型扩增仪扩增。

扩增引物 !"#$%"!,、!"#$%"!-、!"#$%"!&、!"#$%"!,, 同上，

!"#$%"227B ’’)+**))((+*++())(*)*(*))(**(** &’

!"#$%"227E ’’)++*(+*)+)***)()((*)(((*((+(*+* &’

扩增条件：EDF ’$#9；EDF &2G ’’F D’G 7-F -$#9 &’ 个循环；7-F 7$#9。

!"#"& 表达载体的构建及诱导表达：利用引物 !"#$%"227B、!"#$%"227E，以重组质粒 ./H
0122& 为模板扩增，所得产物用 !"#> 和 $%&6> 双酶切后克隆到表达载体 .0I--2 上，转化

大肠杆菌 ;/’!。经酶切鉴定为克隆了寡聚H,，JH葡萄糖苷酶基因的重组子接入含氨苄青

霉素（终浓度为 ,22":K$=）的 =0 培养液中，&2F培养过夜，然后按 , L ,22 比例放大培养至

’(J22 M 2NJ，D-F诱导 JO，收集菌体，进行 8;8H!)*C 电泳或测酶活力。

!"#"!’ 8;8H!)*C：参照 0>PH6)P 实验手册进行。

!"#"!! 酶活测定：按文献［,］进行，菌体悬浮于 &&$$QRK= 磷酸缓冲液（./JS B）中，用超声

波破碎，即制得粗酶液。酶反应体系（,N2$=）：2NE$= -$$QRK= 对H硝基苯H!H;H葡萄糖吡喃

糖苷溶液（用 &&$$QRK= 磷酸缓冲液（./JNB）配制）加 2N,$= 粗酶液，J2F反应；一个酶活单

位定义为：在上述条件下，,$#9 水解 ,"$QR 对H硝基苯H!H;H葡萄糖吡喃糖苷所需的酶量。

# 结果

#"! 寡聚(!，)(葡萄糖苷酶基因的克隆

本研究从构建的枯草芽孢杆菌基因组文库中得到了 D--2 个重组子，按方法所述筛选

到六个能水解对H硝基苯H!H;H葡萄糖吡喃糖苷的阳性克隆（命名为 /0122, T /0122J），从

中抽出质粒（相应命名为 ./0122, T ./0122J）。用限制性内切酶 )*+> 酶切，琼脂糖凝胶

电泳分析表明这六个质粒均比 .0RU%GV"#.? 58（ W ）大（图 ,）；用 )*+> 和 !,"> 双酶切，电泳

检测显示插入的片段在 - T DN’@X 之间（图 -）。这六个重组子，以 /0122& 水解合成底物

对H硝基苯H!H;H葡萄糖吡喃糖苷的反应最迅速，且菌落周围出现最大黄色水解圈，因此选

择了 /0122& 菌株，对其重组质粒 ./0122& 的插入片段进行了测序分析。

测序结果显示整个插入片段长为 -’2,X.（图 &），其中有一个 ,JB&X. 的开放阅读框，编

码一个 ’J, 个氨基酸残基组成的蛋白质，其计算分子量为 J’NEBE@;，8; 序列为 ))*H
*)*))+*，跟芽孢杆菌的 8; 一致序列十分相似。

以测序的三对引物 !, 和 !-，!, 和 !&，!,, 和 !- 分别作为 !+6 扩增引物，以质粒 ./H
0122& ;<) 为模板进行 !+6 扩增，琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物大小分别为 ,ND@X，
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!"#$!%，&’(’ )
［&&］ *+,-$."/ 0 1，2$34!#. 5) !""# $%&’()% *’+(),’)#，&’(6，!：78( 9 78’)

"#$%&%’ (%) *+,-.//&$% &% !"#$%&’#$’( #)*’ $0 1#&’$:&，;:’#23$/&)(/.
4.%. 0-$5 +(#’**," ",-.’*’" 67887!

<+"=> ?+@+=> A" B+C+=
（-)##./. )0 1’0. 2+’.%+.，34,.’ 5%’&.(2’67，849:% 6788;7，-9’%:）

89/:-(3:：D-4 >4=4 ,$E+=> F$! $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 $F ;:+’##42 24,6’#’2 HI887 J"/ ,.$=4E 3% #-4
/-$#>G=:,.$=+=> K4#-$E "=E /4LG4=,4E 3% #-4 ,-"+=:#4!K+="#+$= K4#-$E $F ?"=>4! 4# ". ) M# ,$=/+/#/
$F "= $N4= !4"E+=> F!"K4 $F &;(O 3N) D-4 "K+=$ ",+E /4LG4=,4 $F $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 E4EG,4E
F!$K +#/ =G4,.4$#+E4 /4LG4=,4 N!4E+,#/ " N!$#4+= $F P;& "K+=$ ",+E !4/+EG4/ J+#- " A! $F ;P )’(PQR，

J-+,- +/ (&S "=E ;TS +E4=#+,". #$ #-$/4 $F $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 F!$K ;:+’##42 /N) "=E ;:+’##42
+):/4#:%2，!4/N4,#+U4.%，(’S "=E T’S /+K+."! #$ #-$/4 $F $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 F!$K ;:+’##42 /N)
"=E ;:+’##42 +):/4#:%2，!4/N4,#+U4.% ) D-4 $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 >4=4 $F ;:+’##42 24,6’#’2 HI887
J"/ ,.$=4E +=#$ $2+9.(’+9’: +)#’ 4CN!4//+$= N."/K+E NIV778，#-4 !4/G.# $F ?R?:15WX /-$J4E #-"#
#-4 $.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4 >4=4 -"E 344= 4CN!4//4E += $2+9.(’+9’: +)#’ RHP!，#-4 4CN!4//4E $.+>$:&，

;:>.G,$/+E"/4 -"/ 4=Y%K"#+, ",#+U+#% )
;.< =$-)/：;:+’##42 24,6’#’2，Z.+>$:&，;:>.G,$/+E"/4，W4=4 ,.$=+=>，W4=4 4CN!4//+$=

!1!$@4,# W!"=#4E 3% [-+=4/4 *"#+$=". *"#G!". ?,+4=,4 0G=E（O’’8888O
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