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利用 !"层蛋白在细胞表面展示!"淀粉酶和金属硫蛋白

吴怀光 刘 欣# 孙 明" 喻子牛
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摘 要：选用苏云金芽胞杆菌 595 菌株细胞表面 J:层蛋白作为表面展示载体，利用其 0:端信号肽以及锚定序列分

别将不同生物特性的外源蛋白带到胞外并锚定在细胞的表面。为研究外源蛋白的分子量和生化特性对表面展示

以及对其在细胞表面生物活性的影响，选用分子量较大的分泌性蛋白!:淀粉酶和富含半胱氨酸的非分泌性蛋白金

属硫蛋白作为目标蛋白。将!:淀粉酶的结构基因（!"#）和金属硫蛋白的结构基因（ $"%&）与 J:层蛋白的锚定区 $’(
结合，构建融合蛋白基因 $’(K !"# 及 $’(K $"%&，克隆至穿梭载体 LM91$! 上，得到重组质粒 L6N6J8:1$! 和 L6N6JN:
1$!；转入带有帮助质粒的重组菌株 6N6%4%KL6N6:5J8 中，得到新的重组菌株 6N6J85 和 6N6JN5。JOJ:P8Q> 显示

融合蛋白 JRMK8NS 和 JRMKJN98 在重组菌的表面得到了表达。利用锥虫蓝染色K打孔加膜法表明重组菌 J85 的确

具有表面酶活性，!:淀粉酶被固定在细胞表面。碘液法测定的数据表明重组菌 J85 的菌悬液样品较之受体菌

6N6%4% 菌悬液样品酶活提高了 !#T!U。0@:098:琼脂糖微球吸附试验显示重组菌 JN5 能够被微球所吸附，证实

JN98 在重组菌表面具有活性。对游离镉离子的吸附试验显示重组菌对镉离子的吸附能力是对照受体菌的 ! 倍。
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J:层蛋白是位于细胞外壳最外层的一类表面结

构，生物圈中有 J 层的生物体普遍存在，这层结构对

细菌细胞的生存及完整性有着很重要的作用［%］。J
层是由蛋白质或糖蛋白亚基组成的单分子晶体点

阵，它们形成有孔的网格结构覆盖在细胞表面［#］。

用 J:层蛋白进行细胞表面展示有很多优点。首先，

J:层蛋白的表达量高，一般可达整个细胞蛋白的

%$U W %"U［#，1］；其次，J:层蛋白具有高效的信号肽

和表面定位结构，能够准确的定位在细胞表面，尽管

如此，利用 J:层蛋白进行细胞表面展示对外源片段

的大小仍有一定限制［!］。N.AC<X. 等［"］利用炭疽芽

胞杆菌的 J:层蛋白在细胞表面展示了果聚糖蔗糖

酶，但是到目前为止，还没有人利用苏云金芽胞杆菌

的 J:层蛋白进行过蛋白质的表面展示工作。苏云

金芽胞杆菌是土壤中广泛存在的一种细菌，已成功

用于生物杀虫剂［7］。我们克隆到了来自苏云金芽胞

杆菌的 J:层蛋白基因 )%)［4］，该蛋白质 0:末端氨基酸

序列与炭疽芽胞杆菌和地衣芽胞杆菌的细胞表面

J:层蛋白具有 3#U W 31U的同源性［4］，其中细胞表

面锚定所必需的 J 层蛋白同源模体（J:(<Y./ E’?’(’XY

?’,@Z，JRM）同源性高达 34U，适合作为表面展示的

载体［2］。我们已利用这一 J:层蛋白在细胞表面展示

了生化性质单一的多聚组氨酸肽［3］。

!:淀粉酶（!:<?Y(<A.），相对分子量为 "$[O 左右，

是一种分泌型的蛋白质，其活性易于检测；能任意切

断淀粉分子内的!:%，!:葡萄糖苷键，终产物为麦芽

糖、糊精和少量葡萄糖［%$］。金属硫蛋白（N.,<((’,E@’:
C.@C，N9），分子量多位于 7 W 4[O，是一种非分泌型

的蛋白质，富含半胱氨酸，占氨基酸总数的 %7U，其

间形成的二硫键对蛋白质折叠成正确的构象［%%］起

稳定 作 用；有 大 量 能 结 合 重 金 属 离 子（如 \C# ] 、

5G# ] 、5B# ] 、MX# ] 和 8X] ）的巯基，广泛分布于生物体

内［%#］。N9 能清除体内自由基，有效抵抗辐射，参与

体内微量元素的储存、运输和代谢过程，能解除铅、

汞、镉等重金属对生物体的毒害，还可用于医药业、

化妆品业、保健食品业和环保行业［%#，%1］。本研究选

用上述两种蛋白质作为目标蛋白，研究了利用苏云

金芽胞杆菌 J:层蛋白展示不同生物特性蛋白质的

可行性，并探讨其在全细胞催化剂和全细胞吸附剂

方面的应用潜力。



! 材料和方法

!" ! 材料

!"!"! 质 粒 和 菌 株：大 肠 杆 菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）

!"#!，苏 云 金 芽 胞 杆 菌（ +(#’**," -$,&’./’%."’" ）

$%$&’&（库斯塔克亚种 ($)&*+, #&0-无质粒突变株，

见文献［&*］），$%$&’&./$%$012（辅助质粒 /$%$0-
12 转入 $%$&’&，见文献［3］），质粒 /"),4*（$5 6 复

制子，氨苄青霉素抗性、红霉素抗性，见文献［&#］），

质粒 /$%$378-,4*（含有 #-# 基因的 !92 片段插入

/"),4*，见文献［’］），质粒 /$&+（含有!-(10*("% 基

因的 !92 片段插入 /:0&,，氨苄青霉素抗性，见文

献［&4］），质粒 /;)-83<-=>62（含有 "1-2 的 !92 片段

插入 /;)-83<，卡那霉素抗性，!?5 @ABCD=AD 惠赠，见

文献［&&］），质粒 /$%$012（含有 #"(2+ 操纵子的

!92片段插入 ! 5 #)*’-EF 穿梭载体，含金黄色葡萄

球菌复制起始点，氨苄青霉素抗性，四环素抗性，见

文献［3］）。大肠杆菌在 ,’G培养，苏云金芽胞杆菌

在 87G培养，均用 H$ 培养基培养。抗生素使用浓

度：氨苄青霉素为 &44"I.>H，红霉素为 8#"I.>H，四

环素 8#"I.>H，卡那霉素为 #4"I.>H。

!"!"# 引物设计：根据 (10 基因的序列设计克隆

该基因的引物 J& 和 J8，并在结构基因前引入 34(#
位点，以与 #-# 基因上参与细胞表面锚定所必需的

"*$ 片段融合，根据 "1-2 基因的序列设计引物 J, 和

J*，并在结构基因前引入 34(#位点，以与 #-# 基因

的 "*$ 融合。

J&： #K-0202)0)2E20E)02)00)E02)E0E))0 -,K
（含 34(#酶切位点）；J8：#K-E)22220E20EE002E)-
,K；J,： #K-E2E2)0)2E2)2)E200)02202-,K（ 含

34(# 酶 切 位 点）；J*：#K-E0)2E))2))E0)02E0-
EE-,K
!"# $%& 操作和蛋白质检测

质粒的提取、酶切、连接、转化、J0@ 参照文献

［&+］的方法。细胞表面层蛋白样品制备：挑取单菌

落接种于 H$ 培养基，,4G摇床培养 &8L，收获菌体。

取 &>H 菌液离心，沉淀物用 &>AM.H 9<0M 和无菌水各

洗涤 , 次后，用 &44 N &#4"H 的无菌水悬浮，并加入

等量的 8 倍的上样缓冲液。混匀后，在沸水中加热

, N #>CD，冷却后离心取上清，即得 1!1-J2E; 样品。

1!1-J2E; 参照文献［&+］的方法。蛋白定量采用上

海四星生物技术公司生产的凝胶成像系统软件进行

光密度测定后定量。

!"’ 质粒电脉冲转化苏云金芽胞杆菌

按照文献［&’］所述方法进行。

!"( 锥虫蓝染色法检测!)淀粉酶活性

收集菌体培养制样，菌体经 J$1（磷酸缓冲液，

/"+O4）洗涤 , 次后重新悬浮于等体积 J$1（/"+O4）。

检测基质 1)2［1 即 16<?PL，可溶性淀粉 &O4Q（R.S）；

) 即 )?T/<D BMUV，锥虫蓝 4O4&Q（R.S）；2 即 2I<?，琼

脂 &O#Q（R.S）］灭菌后融化倾倒于平皿中，经打孔、

加滤膜处理后，取起始培养物、菌悬液、上清液各样

品适量滴加至孔中或滤膜上，并以滤膜及 J$1 为对

照。,’G反应 ,L。

!"* 碘液法测定!)淀粉酶活力

参照文献［&7］的方法测定!-淀粉酶活力。收集

菌体培养物，用 J$1 洗涤菌 8 N , 次，重新悬浮于

56+44 &O# 左右。取 &O4Q的可溶性淀粉 &>H 置于离

心管中，,’G保温 &4>CD，加入菌悬液、J$1 各样品

4O&>H，混匀。,’G保温 &4>CD，迅速取出离心，吸上

清 4O&>H 加入 &>H 4O&>AM.H "0M 中，混匀。从中取

4O,>H 加入 ,>H 稀释 844 倍的 &O4Q碘液中，混匀。

用 :9W0X’844 型分光光度计于 ++4D>、以稀释碘液

为参比测定 56 值。一个淀粉酶单位定义为：在规

定条件下每分钟将浓度为 &O4Q的可溶性淀粉溶液

的显蓝强度降低 &Q时所需的酶量。计算酶活力的

公式为：:.>H Y（$ Z [）.（$ \ &4 \ S）\ &44，式中 $
是对照吸光度值，[ 为主值吸光度，S 是样品。

!"+ 镉离子吸附试验

参照许朝晖等［&3］的方法。收集菌体培养物，以

4O7#Q（R.S）9<0M 溶液洗涤菌体 , 次，并重新悬浮。

取 &4"H 稀释成 &>H 以计数。样品加入等体积的

#4 \ &4Z + I.>H 0]0M8溶液〔4O7#Q（R.S）9<0M 溶液配

制〕。将混合物在 8#G摇床上缓慢振荡 8*L。收集

菌体，以 4O7#Q（R.S）9<0M 溶液洗涤菌体两次后，用

’4Q（R.S）的硝酸过夜消化。稀释 &44 倍后，用全

谱直读等离子体发射光谱仪对消化液中的 0]8 F 进

行定量测定，波长为 887O7D>。计算每个细胞吸附

0]8 F 个数的公式为：@ Y（[ \ S）.（% \ 9）.( \ 稀释

倍数系数。式中 [ 是测定的 0]8 F 浓度，( 是测量的

菌体数，S 是样品体积，% 是 0]8 F 的分子量 &&8，9
是摩尔常数 +O48 \ &48,，稀释倍数系数综合了测定

0]8 F 浓度和菌体数时的稀释倍数。

!", 琼脂糖微球吸附实验

参照许朝晖等［&3］的方法。收集菌体培养物，用

4O7#Q（R.S）9<0M 溶液洗涤菌体 , 次，重新悬浮于

56+44 &O# 左右。同样用 4O7#Q（R.S）9<0M 洗涤 9C-
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!"#$琼脂糖微球 % 次，等体积悬浮。将菌悬液与 !&$
!"#$琼脂糖微球溶液以 ’ ()（*+*）的比例均匀混合，

加入碘化丙啶，使其终浓度为 ,!-+./，然后用荧光

显微镜（0/12345 678)）对上述混合液进行观察。

观察时使用 8%9:. 的绿色激发光。

! 结果

!"# 重组菌 $%$&’( 和 $%$&%( 的构建

以含有 !"#（;<:6=:> 登录号为 2%9?@,）的质粒

A6)B 为模板，3CD 扩增引入了 $%!"位点的 !"# 结

构基因，获得了符合预期大小 )E,>F 的特异性扩增

产物。回收该基因片段，经 $%!"和 &’("双酶切

连接到载体 AG"%H, 上，得到质粒 A6265#$%H,。再

由 $%!"和 )*+#位点与经 $%!"和 ,-.#（不完全

酶切）消化的 A626’?9$%H, 的含 /01 和载体的部分

相连，得到 A62652$%H,。同样以克隆有蓝细菌金属

硫蛋白基因 /"23（;<:6=:> 登录号为 7B,8?8）的质粒

AI"$9’=$J.K# 为模板，3CD 扩增引入了 $%!"位点

的 /"23 结构基因，获得符合预期大小 HE%9>F 的特

异性扩增产物。回收该产物，通过 $%!"和 ,-.L#
位点直接克隆到 A626’?9$%H, 上，得到含融合基因

/01 + /"23 的重组质粒 A62652$%H,。将 A6265#$%H,
和 A62652$%H, 分别转入重组菌 626)@)+A626C5#，

用红霉素和四环素双抗平板进行筛选得到重组菌

6265#C 和 62652C。

!"! 融合蛋白 &)*+’%, 和 &)*+&%-’ 在重组菌

表面的表达

5M5$3#;I 结果显示（图版#$#），重组菌 626$
5#C 的菌体沉淀蛋白样品中可以检测到 5/G+#21

（预期大小为 ?%>M）的融合蛋白，重组菌 62652C 的

菌体沉淀蛋白样品中可以检测到 5/G+52"#（预期

大小为 ,)>M）融合蛋白，表明融合蛋白 5/G+#21 及

5/G+52"# 在重组菌 6265#C 及 62652C 的细胞表

面分别得到表达，证实了蛋白质的分子量以及分泌

特性并未影响融合蛋白在细胞表面的表达。

!" . 重组菌 $%$&’( 的表面酶活

!"."# 锥虫蓝染色法检测$$淀粉酶活性：为了检测

$$淀粉酶在重组菌 6265#C 表面上的活性，将受体

菌 626)@)+A626$C5# 和重组菌 6265#C 分别接种

于 6GN、6GN O I.+"L 的液体培养基中，%HP摇床培

养 )9Q。取等量菌体制备试验样品：626)@)+A626$
C5# 和 6265#C 的起始培养物；626)@)+A626$C5#
和 6265#C 的菌悬液；626)@)+A626$C5# 和 626$
5#C 的上清液。用打孔加膜法直观检测样品的酶

活。以 5"# 为检测基质，经打孔、加滤膜处理后，取

以上样品适量滴加至孔中或滤膜上，并以滤膜及

365 为对照，%@P反应 %Q。由于苏云金芽胞杆菌自

身合成$$淀粉酶并分泌到胞外，所以对起始培养物

和上清的检测中重组菌和受体菌都会产生水解圈

［图版#$6 中 %，8，? 显示的圈是由于加了滤膜引起

的，去掉滤膜（图版#$6 右图）后并未显示出水解

圈］，但是重组菌 6265#C 的菌悬液样品的孔周围有

一窄水解圈，而受体菌 626)@)+A626$C5# 的菌悬液

样品的孔周围没有，而且垫有滤膜的样品处却都看

不到水解圈，表明重组菌 6265#C 的确具有表面酶

活，$$淀粉酶被固定在菌体表面，而未分泌至胞外，

此结果表明利用 5$层蛋白可以将分子量较大的分

泌性$$淀粉酶锚定在细胞表面，并在表面实现其原

有生物功能。

!"."! 碘液法测定$$淀粉酶活力：通过碘液法定量

测定了重组菌 6265#C$$淀粉酶表面酶活大小。以

磷酸缓冲液（365，AGBEH）为对照，分别测定了重组

菌 6265#C 和受体菌 626)@)+A626$C5# 菌悬液样

品反应后的 45BBH（表 )）。可以看出，重组菌 626$
5#C 的菌悬液样品较之受体菌 626)@)+626$C5# 菌

悬液样品酶活平均提高了 ,9E,R。

表 # 碘液法检测重组菌 $%$&’( 表面!/淀粉酶表面酶活

"=FS< ) $$=.TS=J< JUVW=L< <:XT.< =LK&Y&KT ZW V<LZ.F&:=:K JKV=&: 6265#C

5=.AS< <:XT.< =LK&Y&KT+（4+./） [&VJK 5<LZ:\ "Q&V\

6265#C JUJA<:J&Z: 99EB) )’E?8 9HE’B

626)@)+A626$C5# JUJA<:J&Z: )8E@, ),EH% ),E@8

N:LV<=J<\ <:XT.< =LK&Y&KT AVZAZVK&Z:+R ,%EB ,)E8 ,9E)

!"0 12/1-’/琼脂糖微球对 $%$&%( 的吸附

金属硫蛋白含有丰富的巯基，因而能螯合大量

的金属离子。通过 2" 与 !&9 O 间的螯合作用，表面

展示金属硫蛋白的重组菌就可以被 !&9 O 标记了的

!&$!"#$琼脂糖微球颗粒所吸附。样品处理后经荧

光染色镜检。受体菌 626)@)+A626C5# 中，只能看

到零散的发光菌体，而无法看到琼脂糖微球；而重组

菌 62652C 的样品中，琼脂糖微球的轮廓依稀可

辨，表明绝大部分菌体已被吸附于琼脂糖微球的表

面（图版#$C），此结果表明利用 5$层蛋白可以将分

子量较小的非分泌性金属硫蛋白锚定在细胞表面，

表面展示并未影响生化性质特殊的金属硫蛋白在细

胞表面实现其原有生物功能。

!"3 $%$&%( 对游离镉离子的吸附

为了翔实表现重组菌 62652C 对重金属离子
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的吸附能力，又以游离的镉离子为底物进行了测试。

表面展示金属硫蛋白的重组菌能吸附 !"#$ % &’( 个

镉离子 )每个细胞，而受体菌 *+*&(&,-*+*./01 仅

能吸附 &"#( % &’( 个镉离子 )每个细胞，重组菌的吸

附能力约为受体菌的 2 倍。

! 讨论

本研究结果表明利用苏云金芽胞杆菌 0.层蛋

白可以在细胞表面展示不同生物特性的外源蛋白，

外源蛋白的分子量大小及原有的分泌特性（或非分

泌特性）并未影响融合蛋白的表达及表面展示，表达

的融合蛋白可以在细胞表面实现其原有生物活性；

对比利用 0.层蛋白可以在苏云金芽胞杆菌细胞表

面展示结构简单的多肽的事实［3］，本实验结果表明

生化性质特殊的富含半胱氨酸的金属硫蛋白也可以

利用此系统被展示到细胞表面，并且在表面实现其

生物学功能，这一点暗示该系统可用于展示生化性

质特殊的外源蛋白。!.淀粉酶的成功展示表明利用

苏云金芽胞杆菌 0.层蛋白可用于展示其他目标蛋

白，可以开发成全细胞催化剂。金属硫蛋白的成功

展示有望开发成为全细胞吸附剂。具有吸附重金属

离子功能的重组微生物细胞提供了一种用于净化工

业废水、回收重金属及富集矿物质的有益的思路。

首先吸附特性可以由微生物自身的繁殖传给下一

代，通过发酵工程就可以得到大量具有吸附功能的

微生物。其次，这种微生物细胞可以经固定制成填

充柱的形式，而且采用 -4 梯度洗脱法还能将不同

的离子（如 567 8 、/97 8 和 /:7 8 等）分步洗脱［7’］。这

在实际操作上是可行的，并对金属离子的回收具有

了一定选择性。苏云金芽胞杆菌是一种分布范围

广、对环境适应性强、对人畜基本无害的细菌，而且，

由于苏云金杆菌制剂的杀虫功能，人们对其发酵生

产的研究也相当成熟［!］。表面展示金属硫蛋白的苏

云金芽胞杆菌具有吸附重金属离子的良好性能，将

其开发成为全细胞吸附剂在实际应用中将会有广阔

的前景。

由于苏云金芽胞杆菌自身产!.淀粉酶并分泌到

胞外，所以在锥虫蓝染色法检测!.淀粉酶活性中，阴

性对照（*+*&(&,-*+*./01 菌悬液）因未能完全排

除分泌过程中!.淀粉酶的干扰也产生微弱的水解

圈。为了排除这一干扰，可考虑获得 *+*&(&,-*+*.
/01 菌株!.淀粉酶基因的中断菌株，以此为受体菌；

也可考虑其它易检测的表面展示对象。另外从重组

菌 0+/ 的菌体沉淀 0;0.51<= 结果中可以看出融合

蛋白 0>4,0+?1 的确在细胞表面表达了，但表达量

并不高。这极有可能源于融合基因与宿主菌的匹配

问题，尽管 0 层基因的启动子非常强［7］，受体菌无晶

体突变株 *+*&(& 在表达 0.层蛋白及形成 0 层方面

可能不太适合。 !"! 基因的出发菌株 /?/ 是最理想

的选择。我室正开展构建出发菌株 /?/ 的基因中

断工作，有望开发成适合表面展示的宿主菌。
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