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苏云金芽孢杆菌酪氨酸酶基因的克隆表达及应用初探

何 伟 阮丽芳 孙 明 李茜茜 喻子牛"

（华中农业大学 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !5$$4$）

摘 要：酪氨酸酶基因编码的酪氨酸酶是生物体合成黑色素的关键酶。采用比较酪氨酸酶的同源保守结构域氨基

酸序列的方法设计引物，从苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）!*%% 中通过 FGH 扩增得到了包含酪氨酸酶基因

的 *0I 片段。将该片段亚克隆到载体 JK:L34=M 上并转入大肠杆菌 *N6!，所得到的转化子在添加了 O3酪氨酸的 OP
培养基中能合成可溶性的黑色素。测定该菌株黑色素的产量和在紫外光照射后的菌体活力，结果表明该基因产生

的黑色素能在一定程度上保护菌体免受紫外辐射。
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酪氨酸酶是生物体中合成黑色素的关键酶，它催化 O3
酪氨酸形成 O3多巴及多巴醌，随后多巴醌经一系列非酶促

反应形成黑色素。黑色素是一类广泛分布于生物界的一种

无定型物质，它在生物体内表现多种生物学功能：例如抗氧

化［%］、对生物大分子具有光保护活性［#］等。目前报道能产生

黑色素的细菌包括 .-*/0/+"’，.1/(/2"#(-*，34#/2"#(-*$&0，3$5
#*/#/##&’，!"#$%%&’，6(*-7(/04#-’，8$2*$/，9)$1/2$&0 和 6)-:"+-%%"。

苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，PR）是目前世界上

产量最大的微生物杀虫制剂。PR 产生黑色素的现象已经有

人报道［5，!］。O;M8BS H@8B［6］首次发现苏云金芽孢杆菌高温诱

导产黑色素的新现象，并且发现这个现象具有普遍性。进一

步研究发现苏云金芽孢杆菌高温诱导所产黑色素也是经酪

氨酸酶氧化酪氨酸途径产生的，该黑色素能大大提高苏云金

芽孢杆菌对 T& 的抗性。本文在此研究的基础上，克隆了苏

云金芽孢杆菌酪氨酸酶基因并在大肠杆菌中获得表达，验证

了其功能。同时对黑色素的产生以及对生物活性的保持也

进行了研究。为苏云金芽孢杆菌功能基因组研究及构建产

黑色素杀虫基因工程菌提供了有益的参考。

! 材料和方法

!"! 实验材料

实验中采用的菌株见表 %。

表 ! 供试菌株和质粒

18.(+ % UR/8;BV 8BA J(8V-;AV @V+A ;B R?;V E’/W
UR/8;BVXF(8V-;AV G?8/8,R+/;VR;,V U’@/,+

UR/8;BV

;’#)-*$#)$" #/%$ *N6! 6&7:!!，# %"#T%"C，)’<H%4，*-#I% -+<I%，,*4IC""，()$3%，*-%I% UR’/+ ;B R?;V (8.)

!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ !*%% U+/’R<J+ 58，5.，5,—U+/’Y8/ ) =&*’("=$ ，>*4 D UR’/+ ;B R?;V (8.)

:LP4=M ; ) #/%$ *N6!,’BR8;BV R?+ J(8V-;A JK:L34=M 1?;V E’/W

:LP%%4C ; ) #/%$ *N6!,’BR8;BV R?+ J(8V-;A JK:L3%%4C 1?;V E’/W

F(8V-;AV

JK:L3%%4C 7/8S-+BR %%4C ,’BR8;B;BS 0-% S+B+ ,(’B+A ;B JK:L34=M 1?;V E’/W

JK:L34=M I-J/，,(’B+ Y+,R’/ UR’/+ ;B R?;V (8.)

所用抗生素为氨苄青霉素（I-J）%$$"SX-O。产黑色素验

证所需培养基为酪素培养基，配方：OP 培养基添加 $Z%[

O3酪氨酸［6］。各种 *0I 限制酶、*0I 聚合酶及 1! *0I 连接

酶均购于 18\8H8 公司，K+( +9R/8,R;’B \;R 购于 &;R8S+B 公司，上

海 U8BS’B 公司合成引物，其它化学试剂均为国产分析纯。

!"# $%& 引物的设计和扩增

通过 0GP] 网站将各种已知酪氨酸酶（1</’V;B8V+）蛋白质

的氨基酸序列进行同源性比较得到其结构域保守氨基酸序

列，编号为 JM8-$$#!"。由于有人将苏云金芽孢杆菌和蜡状

芽孢杆菌已报道的基因序列进行比较发现，二者的相似性高

达 C2[［"］，因此将该结构域保守氨基酸序列通过在测序的

蜡状芽孢杆菌 I1GG%$C24（0HU3#!2）总基因组中比对，查找

得到与其同源性最大的一段 *0I 序列。根据这段序列设计

引物 F/;-+/ L%：6^3KIIKKI1GG111K1IKGIKI1II1GGIKK13



!"；#$%&’$ ()：*"+,,,-.-,/,-/.//.../.---/,//-/,/+!"。
#,0扩增条件：123 456，**3 456，7)3 456，)8 个 循 环；

7)395&%:。扩增体系：95 ; <=>>’$ )!?，@$%&’$ 95@&AB，CD/#
5E)&&ABF?，!"#$% 5E*!?，补水至 )5!? 混匀，加矿物油覆盖。

!"# $%& 操作和转化

GH 总 ID. 抽提、质粒的提取及酶切等方法见文献［7］。

!"’ 细胞全蛋白 ($()*&+,
菌体在液体酪素培养基中 !73 培养 !4J，收集 菌 体，

9&ABF? DK,B 洗涤 ! 次，蒸馏水洗涤 ! 次，955!? CCL)M 悬浮菌

体，加等量 ) ; NIN+#.-O 上样缓冲液，9553加热 ! P *&%:，

95555$F&%:离心 )&%:，取上清液点样电泳。

!"- 黑色素含量的测定

配制 *、95、9*、)5、)*、!5、!*、25、2*、*5&QF&? 黑色素标准

溶液，测定其 &’255值，制作黑色素标准曲线（资料未给出）。

该曲线中溶液的 &’255 值与黑色素的浓度呈线性关系，算出

其斜率。测定发酵黑色素含量时，将发酵液离心，取上清用

7)9 型分光光度计测得 &’255 值，则黑色素的含量（QF?）R

&’255 ;（9FS）; 9F955 ; D（其中 S 表示黑色素标准曲线的斜

率，D 表示稀释倍数）。

!". 菌体存活力的计算

取 2&? 菌液于事先放置一大头针的灭菌培养皿（"R
!T&）中。将培养皿盖子打开放置于磁力搅拌器上，调转速为

955$F&%:。打开 !55:& 波长紫外灯进行照射，紫外光源功率

94U，距离被照射菌液 )*T&。照射完成后，关上紫外灯，将样

品进行 95 倍梯度稀释，每个稀释度取 955!? 涂布抗性 ?G 平

板，所有操作应在无菌且避光或红光下进行。置于 !73培

养 9) P 94J 后进行菌落计数。

/ 结果和分析

/"! !"# 基因的克隆和表达

以苏云金芽孢杆菌 2I99 总 ID. 为模板，用引物 (9F()
进行 #,0 扩增，得到大小约 9971<@ 的 ID. 片段。将该 ID.
片段亚克隆到载体 @-O(+7V> 上，得到重组质粒 @-O(9971。

进一步转化大肠杆菌 IL*#，得到转化子 O(G9971。将转化

子 O(G9971 在液体酪素培养基中，!73培养 !4J 后可观察到

明显的产黑色素现象（图 9）。实验结果证明，#,0 扩增得到

图 ! 转化子 ,01!!23 利用自身启动子表达酪氨酸酶产黑色素

效果

W%QX9 #KHH’$: A> &’BK:%: @$AC=TH%A: A> O(G9971

.：O(G9971；G：O(G7V>；,：IL*#X

的 9971<@ ID. 片段上含有完整的 ()* 基因，并且此 ()* 基

因能赋予大肠杆菌产生黑色素的新表型。

/"/ *45 扩增产物的序列分析

将 #,0 扩增得到的 9971<@ ID. 片段在 /KYK0K 公司进

行测序，利用 Z’THA$ D/[ N=%H 7 ID. 分析软件进行序列分析。

结果表明，该片段内部有一长度为 729<@ 的 M0W，该 ID. 序

列提交 -’:GK:S，登陆号为 .\2*9!)2。

/"# 酪氨酸酶蛋白的 ($()*&+, 分析

将转 化 子 O(G9971 和 宿 主 菌 IL*#以 及 载 体 菌 株

O(G7V> 在液体酪素培养基中 !73培养 !4J，进行细胞全蛋白

样品的制备。制好的样品进行 9)] NIN+#.-O 分析（图 )）。

由测序结果得到的 729<@ M0W 推测所表达的蛋白质分子量

约为 )8E*SI，从电泳结果可以看出，与对照相比，重组菌株

获得一条与预期大小一致的特异条带。由以上实验结果可

以推断此特异蛋白带为酪氨酸酶蛋白带。

图 / 转化子 ,01!!23 表达酪氨酸酶蛋白的 ($()*&+,

W%QX) NIN+#.-O 6’@K$KH%A:6 A> H^$A6%:K6’ @$AH’%: >$A& HJ’ HAHKB 6AB=<B’

T’BB @$AH’%:6 A> H$K:6>A$&’C T’BB6

9E #$AH’%: &AB’T=BK$ _’%QJH (K$S’$； )E IL*#； !X O(G7V>； 2E

O(G9971E

/"’ 重组菌株黑色素生成量的测定

将产黑色素的转化子 O(G9971 在酪素培养基中连续培

养 4、9)、)2、!5、!4、28J 后取样并在紫外分光光度计上进行吸

光度的测定。根据公式：黑色素的含量（QF?）R &’255 ; 5E59*

; D 计算出各培养时期的黑色素含量。结果表明，黑色素在

菌体培养前 4J 内生成量不大，在 4 P 98J 内生成量逐渐增

大，到 98J 达到峰值。

/"- 重组菌株经紫外照射后菌体存活率的测定

将 O(G9971 在摇瓶中 !73培养 !4J，此时黑色素浓度为

*E4&QF&?。按方法中所述进行紫外照射，从打开培养皿盖子

图 # ,01!!23 在 #6678紫外灯下照射后的菌体存活率对比

W%QX! /J’ 6=$‘%‘KB TA&@K$%6A: A> O(G9971，O(G7V> K:C IL*#=:C’$

aZ %$$KC%KH%A:
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起分别开始计时照射 !、"、#、$、%&’()。菌落计数后算出存活

率（图 *），结果表明 +,-%%./ 由于具有了产黑色素的新特

征，在紫外线照射下与对照相比存活率显著提高。以上实验

结果表明重组大肠杆菌 +,-%%./ 所产生的黑色素能有效增

强其对紫外线的抵抗。

! 讨论

本研究首次在苏云金芽孢杆菌中克隆了产黑色素的关

键酶基因 !"#，并在大肠杆菌中验证了此 !"# 基因的功能，在

表型和蛋白质水平上检测了它的表达。同时初步研究了此

重组菌株黑色素的产生与时间的关系，并进一步检测了此重

组菌株对紫外线的抗性。研究结果表明，黑色素作为一种紫

外吸收物质可以较好地增强菌体对紫外辐射的抗性。本研

究将此苏云金芽孢杆菌高温诱导产黑色素的新现象从细胞

水平的研究深入到分子水平，为进一步研究此 !"# 基因的调

控机制提供了理论及实验基础。

由于 -0 制剂释放田间最大的一个问题就是持效期的问

题，日光中 *&& 1 *$&)’ 波长范围的紫外辐射是造成制剂中

晶体失活的最重要的因素之一［$］，本实验用该范围最小波长

进行照射，目的是为了更好地评价黑色素对高能紫外线的吸

收效果。目前所报道的有关利用黑色素提高 -0 制剂持效性

的途径包括直接添加黑色素作为光屏蔽剂［*］，利用外源酪氨

酸酶基因在 -0 中进行表达［/］等。苏云金芽孢杆菌自身 !"#
基因的克隆将为其应用前景开辟新的天地，若将此 !"# 基因

构建到 -0 非温度诱导型强启动子的控制下并转入高毒力苏

云金芽孢杆菌，将会获得抗紫外线的 -0 高毒力菌株。
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