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哈茨木霉几丁质酶 !"#$ 基因的克隆及在酿酒酵母中的表达

刘丕钢 杨 谦"

（哈尔滨工业大学生命科学与工程系 哈尔滨 1"$$$1）

摘 要：为研究哈茨木霉（!"#$%&’(")* %*"+#*,-)）的生物防治机制并获得与生物防治相关基因，通过构建哈茨木霉菌

丝生长期的 BH-) 文库及对部分表达序列标签序列的测定与生物信息学分析，成功获得了哈茨木霉几丁质酶 E
（I@,%）基因的全长 BH-) 序列。该基因的编码框长度为 118!J*，编码 08K 个氨基酸，理论分子量为 !!DH。将该基因

构建到酿酒酵母诱导型表达载体 *L9M# 上，转化到酿酒酵母 N1". 菌株中，通过 -&+A@3+< 杂交检验后，确定该基因在

酿酒酵母转录水平上表达。在!4半乳糖诱导下，转化子在培养 /$@ 时产生的酶活活性最高，几丁质酶 % 最适活性

温度为 0KO，在 *N / 和 *N . 时活性较高。
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几丁质是由 -4乙酰氨基葡萄糖组成的大分子

物质，是植物病原真菌细胞壁的主要组成成分［1］。

几丁质酶（I@,A,<6F3，9I 0Q#Q1Q1!）能将几丁质降解

成几丁质寡糖和单糖，从而破坏病原真菌的细胞壁，

起到防治真菌病害的作用［#］。每年自然界生成的几

丁质约为 1$11吨，并几乎以相同的速度被消耗掉，在

这个过程中微生物起了非常重要的作用［0］。多种细

菌、放线菌以及霉菌能够生产几丁质酶，而霉菌中以

木霉菌研究得最多［!］。

由于哈茨木霉几丁质酶对病原真菌细胞壁中的

几丁质的水解作用，在生物防治中具有广泛的应用

前景。在植物病害防治中，几丁质酶在有效地防治

植物病原真菌的同时，还可以刺激植物分泌几丁质

酶，从而增强植物对病原菌的抵抗力［"］。近年来，科

学家致力于将来源于微生物的几丁质酶基因转入植

物中，以增强植物的抗菌能力。在英国，已经成功获

得的转基因植物包括烟草、大豆、棉花、水稻和玉米，

这些植物表达几丁质酶的生物活性，不仅可以抗真

菌，还对其它一些病原微生物具有抗性［/］。

本研 究 通 过 构 建 哈 茨 木 霉 菌 丝 体 生 长 期 的

BH-)文库，经过 9M2 序列测定与生物信息学分析

后，获得了哈茨木霉几丁质酶 % 的全长 BH-) 序列。

通过表达载体构建后，转化到酿酒酵母中并获得表

达，为构建具有高效表达能力的酿酒酵母工程菌株

以及进一步利用该基因进行植物转化奠定基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和质粒：哈茨木霉 2.. 菌株（!"#$%&’(")*
%*"+#*,-)）由 河 北 农 业 大 学 提 供；大 肠 杆 菌

（./$%("#$%#* $&0#）HN""由本实验室保存；酿酒酵母

大 肠 杆 菌 穿 梭 质 粒 *L9M#、酿 酒 酵 母 菌 株

（1*$$%*"&)2$(/ $("(3#/#*(）N1". 为山东大学微生物技

术国家重点实验室鲍晓明老师惠赠。

%&%&’ 试剂：植物小量总 R-) 提取试剂盒、胶回收

试剂盒、质粒提取试剂盒购自上海华舜生物工程公

司；-&+A@3+< 杂交的 HST N,=@ U+,:3 H-) V6J3’,<= 6<W
H3A3BA,&< MA6+A3+ X,A #购自 R&B@3 )**’,3W MB,3<B3 公

司；92 试剂购自 ):3+F@6: U@6+:6B,6 Y,&A3B@ S<B；限

制性内切酶、2! H-) 连接酶、9Z4!*4 H-) 聚合酶等

购自 26X6R6 公司；其他生化试剂为国产分析纯。

%&%&( 培养基：MI4[：) 液：腺嘌呤（)W3<,<3）\精氨

酸（)+=,<,<3）\半胱氨酸（V;FA3,<3）\亮氨酸（V3G3,<3）\
苏氨酸（2@+3&<,<3）\色氨酸（2+;*A&*@6<）各 #Q"=\V。Y
液：天冬氨酸（)F*6+A,B 6B,W）\组氨酸（N,FA,W,<3）\异亮

氨酸（ SF&’3GB,<3）\蛋 氨 酸（]3A@,&<,<3），苯 丙 氨 酸

（U@3<;’6’6<,<3）\脯氨酸（U+&’,<3）\丝氨酸（M3+,<3）\缬
氨酸（%6’,<3）\酪氨酸（2;+&F,<3）各 1Q#"=\V。MI4[ 基

本培养基配制：$Q1=\V ) 液，$Q$"=\V VY 液，/QK=\V
;36FA <,A+&=3< J6F3，#$=\V 琼脂（固体）。1Q$"D=\B:#、



!"!#$%条件下灭菌 "&’()。

!"!"# 引物：*+,- 合成引物（奥科合成）：依据真核

生物的 ./01（-）尾的特点设计引物，同时引入 !"#!
酶切位点 以 利 于 定 向 文 库 的 构 建。./01（2）3&：345
6-6-6-6-6-6-6-6-6--72-627276-622222222
22222222225$4。879 引物：根据所获得的几丁质酶

*+,- 序列，用 +,-:-, 软件设计引物用于分子检

测。 8!：3456-6-766722276227-6275$4；8"：345
762627-2277-76-627-75$4。
!"$ %&’( 文库的构建

用 ;0(</=>? ’9,- @(=（A(B<>)）试 剂 盒 分 离 出

’9,-后，以含 !"#!酶切位点的 ./01（2）3&寡核苷酸

为引 物，通 过 逆 转 录 酶（CD.>EF*(.= "）合 成 双 链

*+,-。双链 *+,- 经 2G +,- 聚合酶末端补平后，

用 2G +,- 连接酶加上 $%#9!接头后，双链 *+,-
末端磷酸化并用 !"#!酶切，采用胶回收试剂盒回

收大于 !HI 的双链 *+,-，与载体 .J0D>F*E(.=" C@ K
（.J@）连接后，用电转仪（J(/59-+）在 "#!HL 条件下

转化大肠杆菌感受态细胞（$ M %#&’ +N3#），将转化产

物置于 $O%，""&EP’() 振摇 !Q，R S&%保存。

!") 模板的制备和序列测定

!")"! 模板制备：随机选取 G!"S 个克隆转至含有

3’T U2 液体培养基的 VW 孔板中培养过夜，采用质

粒快速提取试剂盒提取质粒。

!")"$ 序列测定：用快速纯化试剂盒纯化后，以 2$
作引物进行 879 扩增，反应体系（W$T）：X2 !#3$T，2$
引物 !$T，YYN" ; "$T，模板 !#3$T。反应条件：VG%
!&’()；VG% !&F，3&% !3F，W&% W&F，$3 个 循 环；O"%
!&’()。用测序仪（:><BJBF>!&&&）从 34端进行单向测

序。

!")") 序列分析及同源性判定：所测 XC2 序列经过

聚类分析后，通过 ,7JZ 中的 JT-C2 程序完成同源

性比对分析，获得几丁质酶 XC2 片段；经 2$ 和 2O 引

物双向测通后，获得几丁质酶的全长 *+,- 序列，通

过国际互联网注册。

!"# 几丁质酶基因表达载体构建

将含几丁质酶基因的克隆载体 .J@ 经 $%#9!
和 !"#!双酶切后，回收目的片段，纯化后连接到预

先用 $%#9!和 !"#!酶切过的表达载体 .UXC" 上。

!"* 酵母转化

酿酒酵母转化采用 Z)[(=E/<>) 公司提供的 .UXC"
的转化方法。获得的酵母转化子经菌落 879 检验，

反应体系（"3$T）：X?5()* 酶 &#!"3$T（3\P$T），!& ]
X?5()* 缓 冲 液 "#3$T，Y,28 混 合 物 "#3$T（ 各

"#3’’/0PT），引 物 各 &#3$T（ !&#S’’/0PT），YYN";
!S#SO3$T。反应条件：VG% 3’()；VG% $&F，W&% $&F，
O"% !’()，$3 个循环；O"% !&’()。选取 879 检验的

阳性菌落提取酵母质粒，再次转化大肠杆菌，扩增质

粒后酶切检验。

!"+ ’,-./0-1 23,.
酵母总 9,- 提取采用上海华舜生物工程公司

植物小量总 9,- 提取试剂盒。总 9,- 变性及电泳

采用常规方法［O］，,/E=Q>E) 杂交的探针标记与检测方

法参照 9/*Q> 试剂盒说明书。

!"4 转化子诱导表达

将带有 .UXC"57Q(L 的酵母阳性克隆接种到含

有 "^蜜三糖的 C75\ 培养基中，$&%、!W&EP’() 振荡

培养，待 +,W&& 为 &#S 左右时，取 3’T 菌液转入含

" %̂5+5半乳糖 C75\ 培养基进行诱导 W&Q，培养液经

离心、盐析再用乙酸5乙酸钠缓冲液溶解后，用 +,C
还原糖法检测几丁质酶活性，对不同培养时间的几

丁质酶活性以及最适酶解温度和 .N 值进行测定；

实验设一个用葡萄糖抑制 7Q(L 基因表达的负对照，

$ 次重复。

几丁质酶活性检测方法采用 +,C 还原糖法［S］，

以胶态几丁质为作用底物，在 G&%反应 $&’()，测定

+,3$&值并计算还原糖含量。在实验条件下每分钟

产生 ! 微摩尔还原糖为 ! 个酶活单位（\）。

$ 结果

$"! 几丁质酶 5 全长 %&’( 序列的克隆及生物信

息学分析

对哈茨木霉菌丝体 *+,- 文库的随机克隆进行

XC2 测序分析后，经 JT-C2? 与 6>)JB)H 中非冗余蛋

白数据库比对分析后，其中编号为 Q_’5&&&V&" 的

XC2 序列与里氏木霉（(-’%"#./-0) -//1/’）的几丁质酶

的氨基酸序列的同源性为 SV^，比对结果显示该序

列具有完整的 34端氨基酸序列，推测可能是具有全

长 *+,- 序列的哈茨木霉几丁质酶基因。通过以 2$
和 2O 通用引物双向测通后，获得了哈茨木霉几丁质

酶 L 的全长 *+,- 序列。该序列长度为 !$W&I.，具

有完整的编码框，由起始密码子 -26 至终止密码子

26-，共由 !!VG 个碱基组成，编码 $VO 个氨基酸。其

理论分子量为 GGH+，理论等电点为 3#!S，67 含量为

3W^。在 $4端具有真核生物的加尾信号 --2--- 以

及完整的 ./01（-）尾巴，通过国际互联网将该基因成

功地登录到 6>)JB)H，登录号为 -UW$GWS$，命名为

7Q(L。
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通过 !"#$% 程序，在互联网上将所获得的哈茨

木霉几丁质酶 & 序列与 ’(!) 数据库中的序列在核

苷酸水平和氨基酸水平进行了同源性比较，结果表

明，在核苷酸水平上，(*+& 与里氏木霉（! , "##$#%）的

几丁 质 酶 & 序 列 的 同 源 性 为 -./，与 深 绿 木 霉

（!"%&’()#"*+ +,"(-%"%)#）内切几丁质酶序列同源性为

--/，与其它序列的同源性很低。在氨基酸水平上，

与里氏木霉的几丁质酶 & 的同源性为 -./，有 01
个氨基酸不同，在氨基酸水平上具有较高的保守性。

.’%& 基因的成功克隆，说明通过 23’# 文库筛选并

结合生物信息学分析手段，是获得全长 23’# 序列

的有效手段，为进一步对该基因的功能验证以及基

因转化，从而构建出具有高效生物防治能力的基因

工程菌株提供可能。

!"! 酵母表达载体的构建

将测序分析后含有目的基因片段的克隆载体

4!5 经 /&(6!和 0’(!双酶切后，回收目的片断。

把回收的目的基因连接到预先用 0’(!和 /&(6!
双酶 切 的 带 有 高 效 启 动 子 的 酿 酒 酵 母 表 达 载 体

478$0 上，得到 478$09(*+& 重组质粒。将该质粒转

化大肠杆菌，经选择性培养后，挑选阳性克隆菌株，

培养后提取质粒，再用 0’(!和 /&(6!双酶切后电

泳检测，得到大小为 :;.<= 空质粒条带和约 1;><=
的 (*+& 插入片段条带，初步验证将几丁质酶基因构

建到表达载体中。经过对所构建载体的序列的重新

测定及生物信息学分析，证实了几丁质酶 & 基因与

478$0 重组成功并在大肠杆菌中复制。保存重组质

粒 478$09(*+&，用于后续酿酒酵母转化。

!"# 酿酒酵母转化子获得

将重组质粒 478$09(*+& 转入酿酒酵母后，在

$(9? 平板上进行筛选，酿酒酵母 @1:- 菌株不能在

缺少尿嘧啶的 $(9? 平板上生长，而含有 478$0 质

粒的转化子因为 478$0 质粒上有 ?6#A 基因，可以

编码合成尿嘧啶，因此可以在 $(9? 平板上生长，通

过该种方法筛选后获得了数量大于 :BB 个菌落的酵

母转化子。

!"$ 酵母转化子鉴定

选取 > 个酵母转化子于去离子水中，同时平板

划线培养该菌落。以含有空质粒的酵母菌 @1:- 作

对照，进行菌落 C(6 后电泳检验，结果 > 个转化子

都获得了特异性条带（图 1），含有空质粒的酵母菌

@1:- 的电泳结果成阴性，说明几丁质酶基因在酵母

转化子中复制表达。培养菌落 C(6 结果呈阳性的

转化子 提 取 质 粒，回 转 大 肠 杆 菌，质 粒 扩 增 后 用

/&(6!和 0’(!双酶切，获得了预期的目的片断及

载体条带（图 0），进一步证明了酵母转化成功。

图 % 转化子菌落 &’( 结果

D+E,1 %*F C(6 GFHIJK LM KGNOHMLGPNOKH

Q：QNG<FG LM 3"1:BBB；1; 8P4KR 4JNHP+S；0 T :; C(6 4GLSI2K MGLP

KGNOHMLGPNOKH,

图 ! 酵母转化子双酶切鉴定结果

D+E,0 %*F +SFOK+M+2NK+LO GFHIJK LM RFNHK KGNOHMLGPNOKH =R SLI=JF S+EFHK+LO

Q, QNG<FG"982L%1> !S+EFHK；1 NOS 0; 7FNHK KGNOHMLGPNOK S+EFHK+LO =R

/&(6! NOS 0’(! ,

!") *+,-./,0 杂交结果

分别提取葡萄糖抑制表达的转化子总 6’#、经

半乳糖诱导培养 >-* 转化子的总 6’# 和诱导培养

UB* 转 化 子 的 总 6’#，各 取 0:#" 总 6’#（ 120UB V
120-B W 1;.-U），在预先经过严格处理的电泳槽中进

行甲醛凝胶变性电泳。经过印迹转膜后，用哈茨木

霉几丁质酶基因的 23’# 片段随机标记探针进行杂

交过夜。经放射自显影处理后，结果显示（图 A），葡

萄糖抑制的负对照 6’# 泳道没有杂交信号，在诱导

表达 >-* 和 UB* 的转化子 6’# 泳道上得到杂交条

带，而且诱导 UB* 的杂交信号明显强于诱导 >-* 的

杂交信号，证明几丁质酶 & 基因在酿酒酵母转录水

平上表达。

图 # 酵母转化子 *+,-./,0 杂交结果

D+E, A %*F ’LGK*FGO =JLK NONJRH+H LM KLKNJ 6’# MGLP K*F RFNHK

KGNOHMLGPNOKH

#：’LGK*FGO =JLK GFHIJK；!：%LKNJ 6’# MGLP RFNHK KGNOHMLGPNOKH,

1; %GNOHMLGPNOKH +O*N=+KFS =R EJI2LHF；0; %GNOHMLGPNOKH 2IJKIGFS MLG

>-*；A; %GNOHMLGPNOKH 2IJKIGFS MLG UB*,
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!"# 转化子诱导表达最佳培养时间确定

以胶态几丁质为底物，测定了酿酒酵母转化子

在!!半乳糖诱导培养条件下，不同培养时间对转化

子酶活的影响，分别测定了培养 "#$、%&$、#’$、()$、

&%$、*#$ 的几丁质酶的活性，结果转化子在诱导培

养 #’$ 时 所 产 生 的 几 丁 质 酶 活 性 达 到 最 高 值

+*,(-；从 #’$ 到 *#$ 几丁质酶活性逐渐降低，初步

确定 #’$ 为转化子的最佳诱导培养时间。

!"$ 几丁质酶最适活性条件测定

通过对诱导培养 #’$ 的酵母转化子发酵液的盐

析处理后，测定不同反应温度对几丁质酶活性的影

响。结果表明，几丁质酶的最适活性温度为 "(.，

从 )’ / "(.酶活迅速升高，在 "(.时达到最高，随

着温度继续提高，酶活迅速下降，确定酵母转化子产

生的几丁质酶的最适反应温度为 "(.。

不同 01 值对几丁质酶的活性影响较大。通过

对不同 01 值条件下几丁质酶活性的检测，该酶在

01# 和 01& 时具有较高的酶活活性，适于在微酸或

微碱性条件下发挥作用。当 01 值大于 & 时，酶的

活性迅速下降，说明该酶不适合在强碱条件下发挥

作用。

% 讨论

哈茨木霉通过重寄生作用、竞争作用、抗性物质

作用、蛋白酶作用等多种机制的协同作用而达到生

物防治的目的［*］。哈茨木霉通过产生几丁质酶、纤

维素酶等物质降解病原真菌细胞壁中的几丁质、纤

维素，从而达到崩解病原真菌细胞壁结构，杀灭病原

真菌的目的。关于几丁质酶的研究已经很多［+’，++］，

但是关于哈茨木霉几丁质酶 2 的研究还未见报道。

哈茨木霉几丁质酶 2 全长 3456 序列的获得，为进

一步利用该基因生产几丁质酶，以及进行基因转化

提供可能。同源于植物中的几丁质酶相比较，源于

微生物中的几丁质酶的研究具有迅速、高效且易于

研究的特点，因此在防治植物病害的应用中具有广

阔的前景。

通过将几丁质酶 2 基因成功地构建到表达载

体 0789) 中，构建出携带几丁质酶基因的重组体

0789)!:$;2，用于酿酒酵母的进一步转化的研究。

由于表达载体 0789) 是一种穿梭质粒，既可以在大

肠杆菌中扩增，又可以在酿酒酵母中诱导表达，因此

0789)!:$;2 的成功构建，既可以实现酿酒酵母的转

化与表达，研究该基因的生物学活性以及表达条件，

又有利于实现原核质粒扩增后的相关检测。通过对

处于对数生长中期的酿酒酵母的转化，获得了数量

大于 <’’ 个菌落的转化子，转化效果比较理想。在

对所获得转化子的鉴定中，阳性率为 +’’=，没有假

阳性的转化子出现，说明转化效率很高。本研究中

酵母转化子的成功获得以及几丁质酶基因在酵母中

的成功表达，为进一步利用几丁质酶进行生物防治

提供了广阔的应用前景。首先，可以通过大规模发

酵技术生产几丁质酶，将发酵产物加工成具有生物

防治能力的生物农药，用于生物防治的实践中。其

次，可以通过现代生物技术构建出具有高效杀灭病

原真菌的生物工程菌株，实现真正意义上的生物防

治。最后，通过转基因技术可以将本研究中所获得

几丁质酶基因转化到包括烟草、大豆、棉花、水稻和

玉米等多种作物中，构建出具有生防能力的转基因

作物，减少化学农药的使用量，实现可持续发展战

略。

虽然不同微生物所产生的几丁质酶在性质上有

所差异，但一般来说，微生物的几丁质酶在 01" / *
的范围内具有比较稳定的活性［+)］，其中在 01% / &
的条件下几丁质酶的活性最高；室温条件下几丁质

酶具有活性，%’ / <’.酶的活性最高。本研究中通

过对酵母转化子所表达的几丁质酶的活性检验结果

分析，几丁质酶的最适反应温度为 "(.，与大多数

微生物产生的几丁质酶的温度作用范围一致；该几

丁质酶在两个不同的 01 值条件下表现出较高的活

性，将有利于扩展该酶的应用范围，其机理有待于进

一步研究。
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