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烟曲霉菌壳聚糖酶基因的克隆及在大肠杆菌中的表达

梁东春 左爱军 郭 刚 张镜宇"

（天津市内分泌研究所 天津 0$$$5$）

摘 要：根据 F2=G9=H中发布的烟曲霉菌壳聚糖酶（!"#$%&’(()" I+8:,9.+- A<:.’-9=9-2，7J0)#) 6 ) 60#）基因序列人工合成
%条 K/*长链及 !条引物链。K/*链的设计上在不改变壳聚糖酶氨基酸组成的前提下选择大肠杆菌使用频率高
的密码子。LJM拼接法扩增壳聚糖酶基因并克隆入 NF7O41 29-?载体进行序列分析，进一步亚克隆入表达载体
NF7P40P。重组质粒 NF7P4J-=转化 * ) +,(’ KQ"!，RL1F诱导表达，亲和层析及 S9A.’T P9酶解纯化重组 J-=。所得重
组壳聚糖酶具有降解壳聚糖的生物活性，其活性受温度及 NQ值的影响。
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几丁质（J<:.:=）又名甲壳素、壳多糖，作为蟹、虾
等甲壳类的外骨骼及蘑菇等菌类的细胞壁构成成

分，是自然界中储量仅次于纤维素的多糖。壳聚糖

（J<:.’-9=）为 J<:.:=脱乙酰化的产物，溶解性较 J<:.:=
有很大提高。壳寡糖（J<:.’4’(:,’-9AA<9T:D2）则是壳聚
糖进一步降解的产物，具有较低的分子量，呈水溶

性，非常容易被人体吸收，作为一种功能性低聚糖，

具有杀菌、抗肿瘤、调节人体免疫等功效，在医药、食

品等领域中有着广泛的应用前景［6］。

目前自壳聚糖制备壳寡糖的方法主要有化学降

解法及酶解法。化学降解法寡糖得率低，产物分离

困难，而且对环境污染严重。酶解法则具有反应条

件温和，寡糖得率高，不造成环境污染等优点［#］。降

解壳聚糖的酶可分为专一性酶和非专一性酶，非专

一性酶主要包括溶菌酶、脂肪酶、蛋白酶等，其具体

作用机制尚不清楚。壳聚糖酶（J<:.’-9=9-2，J-=）为
5$年代发现的一种可高效、专一水解壳聚糖的酶，
分布于从细菌、真菌、病毒到植物的广泛生物群中。

目前，国内已有多家实验室开展了利用细菌、真菌等

微生物生产壳聚糖酶的工作［0，!］。野生型产酶菌株

的筛选工作复杂，J-=的产生也不稳定，往往需要于
培养基中添加壳聚糖才能够诱导工程菌合成壳聚糖

酶。如何高效、稳定的生产壳聚糖酶是其应用上的

关键问题，为此，本文尝试进行了以基因工程方法生

产壳聚糖酶的研究。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株和试剂
质粒 NF7P40P、大肠杆菌（*"+-$%’+-’. +,(’）KQ"!

为实验室保存，克隆载体 NF7O4129-? 购自 LT’82,9
公司、/.0 K/*聚合酶、1! K/*连接酶为美国 OGR
公司产品；分子量 " 万的壳聚糖（脱乙酰度 %$V）、
氨基葡萄糖购自美国 W:,89 公司；限制性内切酶
*+,M"、1.2Q"购自大连 19X9M9生物技术有限公
司；F(+.9.<:’=2 W2N<9T’-2 !G A’(+82，S9A.’T P9购自美
国 L<9T89A:9公司。所需引物自行设计，上海博亚生
物技术有限公司合成。

!"# $%&拼接法扩增烟曲霉菌壳聚糖酶基因
!"#"! 壳聚糖酶基因片段的扩增：根据 F2=G9=H
（*Y3$50B0）所发布的烟曲霉菌壳聚糖酶基因序列，
合成 %条 6$$ZN左右的 K/*单链（96，9#，90，9!，Z6，
Z#，Z0，Z!）及 ! 条引物链（[6，[#，[0，[!）。其中，[6
序列组成为 "\4J*&&!/33*J**,,,****1,11JJ**,4
0\；[! 为 "\4,,&!!//3J1*1,J111J***J40\，分别含
有限制性内切酶 1.2Q"及 *+,M"识别位点。以
DDQ# ] 溶解 K/* 单链至 6E$#8’(^[，引物链至

!E$#8’(^[。按图 6所示方式进行 LJM拼接，反应管
*中加入 96 _ 9! 各 6E$#[，6$ ‘ LJM Z+II2T "E$#[，
#E"88’(^[ D/1L- !E$#[，/.0 K/*聚合酶 6a，DDQ#]
补充体积至 "$E$#[。LJM 反应条件：B"b "8:=；



图 ! 壳聚糖酶基因的 "#$拼接
!"#$% &’( )*++,)-"*+ *. )*/01,-, )2"-*34+43, #,+,

’*/01,/,+-456 789 3,:;,+),； <=,+-")41 789 3,:;,+),$

>?@ AB3，CB@ AB3，DE@ AB3，%B个循环后加入 F%、FE
各 EGB!F，以上述条件再进行 AE 个循环；DE@延伸
H/"+。反应管 I中以 J% K J?替代 4% K 4?，FA、F?替
代 F%、FE，其余组成及反应方式同反应管 9。&’(
产物进行 %GHL琼脂糖凝胶电泳，回收片段 9、I。
!%&%& 全壳聚糖酶基因扩增：&’(体系组成为 %B M
&’( J;..,5 HGB!F，EGH//*1NF =8O&3 ?GB!F，!"# 789
聚合酶 %P，回收的片段 9、I 各 %GB!F，F%、F? 各
EGB!F，==QER补充体积至 HBGB!F，&’(循环反应条件

同上。产物进行 %GHL琼脂糖凝胶电泳回收备用。
!%’ 壳聚糖酶基因的克隆
以质粒 0STUVO,436为载体，与回收的 &’(产物

直接进行连接，连接产物转化感受态大肠杆菌

7QH"。挑取单菌落提取质粒，$%&(#酶切筛选重组
子，对重组质粒 0STUVOV’3+进行序列分析。
!%( 表达型重组质粒 )*+,-#./的构建及在大肠
杆菌中的表达

以限制性内切酶 $%&(#及 ’"(Q#处理重组
质粒 0STUVOV’3+ 及表达载体 0STWVAW，回收所需
789条带进行连接。连接产物转化感受态大肠杆
菌 7QH"，$%&(#、’"(Q#双酶切筛选重组子。接
种含重组质粒 0STWV’3+的大肠杆菌 7QH"至 FI液
体培养基中，<&OS 诱导表达。收集菌体，超声碎菌
后离心分离上清及沉淀。以梯度浓度的尿素洗涤沉

淀，溶解包涵体于 X/*1NF的尿素溶液中，水稀释复
性。复性液对 &IY 透析 ?X2，透析后的复性液对
S1;-4-2"*+, Y,0245*3, ?I进行亲和层析纯化，纯化产
物（重组融合蛋白 SYOV’3+）进行 Y7YV&9ST 鉴定。
重组 SYOV’3+经 !4)-*5 W4蛋白酶切处理后再次亲和
层析去除担体蛋白 SYO。
!%0 重组壳聚糖酶的活性测定

I’9法（以 IY9为标准物）对纯化后的重组 ’3+

进行蛋白定量。取适量重组 ’3+加入到 %/F BGHL
壳聚糖乙酸溶液（0QHG?）中，作用 %H/"+，煮沸 H/"+
中止反应，78Y法测定反应液中还原糖浓度［H］〔以氨
基葡萄糖（89S）作标准曲线〕。一个酶活力单位（P）
定义为 AD@、0QHG?时，每分钟释放 %!/*1还原糖所
需的酶量。所得重组 ’3+ 的活性以比活性的方式
（PN!#）进行表征。同时测定溶菌酶的壳聚糖降解活
性作为对照。

!%1 温度和 )2值对重组 #./酶活性的影响
!%1%! 0Q 值的影响：配置不同 0Q 值的底物缓冲
液，BGBH/*1NF的醋酸V醋酸钠缓冲液（0Q?GB K HGH），
BGBH/*1NF磷酸氢二钠V磷酸二氢钠缓冲液（0QCGB K
>GB）。以不同 0Q值的缓冲液配置 BGHL的壳聚糖
底物溶液，取 %/F底物溶液于 AD@保温 H/"+ 后加
入适量重组 ’3+，按上述方法计算酶活性。将 0QHG?
时的酶活性定义为 %BBL，不同 0Q值条件下的酶活
性表示为与之比较后的相对活性。

!%1%& 温度的影响：以 0QHG? 的乙酸缓冲液配置
BGHL的壳聚糖底物溶液，取 %/F 底物溶液于不同
温度（EH K CH@）保温 H/"+后，加入适量重组 ’3+，于
各自保温温度中进行酶解反应。将 AD@时的酶活
性定义为 %BBL，不同温度条件下的酶活性表示为
相对活性。

& 结果

&%! 壳聚糖酶基因的 "#$扩增
以所合成的长单链 789为模板成功扩增出与

预期大小相符的两条 A?BJ0左右的 789条带 9及
I。对 789片段 9、I进行拼接后得到了 CABJ0与全
长壳聚糖酶基因大小相符的 789条带。
&%& 壳聚糖酶基因的克隆
质粒 0STUVO ,436多克隆位点的两端各有一限

制性内切酶 $%&(#的识别位点。经 $%&(#酶切鉴
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定筛选出重组质粒 !"#$%&’(，)*+序列分析证实所
克隆的壳聚糖酶基因与预期相符（",(-.(/：
+0121234）。所克隆的序列中对野生型壳聚糖酶基
因中的某些碱基进行了定点突变，其中 .56 突变为
7，8594突变为 :，85;1突变为 :，8<3;突变为 :，74<2
突变为 :，8441突变为 :，84=; 突变为 :，84;=突变
为 :。突变后的密码子并未改变氨基酸编码，但其
在大肠杆菌中的使用频率较原密码子为高。

!"# 重组壳聚糖酶的表达和纯化
经诱导表达，上清及沉淀中均可见目的蛋白条

带，目的蛋白主要以包涵体的形式存在于沉淀中。

经凝胶扫描分析，目的蛋白占沉淀中总蛋白的

9<>2?，经包涵体处理及亲和层析纯化后可得到大
小约为 49/)的重组 "@A%&’(（图 5）。该重组蛋白经
B.87CD E.处理后水解为 "@A及大小约为 5</)的重
组 &’(（图 <），再一次亲和层析纯化后即得重组 &’(
纯品，蛋白质定量表明重组 &’(的产率可达 653F:GH
培养基。

图 ! 重组 $%&’()*的诱导表达及纯化
BI:J5 #K!D,’’IC( .(L !MDINI8.7IC( CN D,8CFOI(.(7 "@A%&’(

$>PDC7,I( $Q F.D/,D； 6>PMDINI,L "@A； 5>PMDINI,L "@A%&’(；

<>@M!,D(.7.(7 CN 8,RR RS’I’；4>PD,8I!I7.7IC( CN 8,RR RS’I’J

图 # 重组 ()*的纯化
BI:J< PMDINI8.7IC( CN D,8CFOI(.(7 &’(

$>PDC7,I( $Q F.D/,D；6>PMDINI,L &’(；5>"@A%&’(；<>B.87CD E. LI:,’7,L

"@A%&’(J

!"+ 重组壳聚糖酶的活性测定
测定所得重组壳聚糖酶的比活性为 <533TGF:，

而溶菌酶的降解壳聚糖比活性仅为 =TGF:。重组

&’(对壳聚糖的降解能力远高于可非特异降解壳聚
糖的溶菌酶。

!", 温度和 -.值对重组 ()*酶活性的影响
重组 &’(的活性受温度及 !U值的影响，其活性

在 !U=>4及反应温度为 =3V时活性最高。

# 讨论
壳聚糖酶可高效降解壳聚糖，颇具经济价值。

芽孢杆菌、真菌、青霉菌等多种微生物均能产生壳聚

糖酶，当前壳聚糖酶的制备也多是采用由自然界中

筛选出产酶微生物，培养后自培养基中加以纯化的

方法。壳聚糖酶（&’(）基因在天然菌株中并非持续
表达，往往需要环境中有壳聚糖的存在，才能诱导

&’(基因的表达。做为产酶工程菌这种天然菌株并
不理想。本文克隆了壳聚糖酶基因，并进一步构建

了表达载体，希望利用基因工程手段获得稳定的产

酶工程菌。所克隆的 &’(基因为烟曲霉菌壳聚糖酶
基因（ !"#$%&’(()" NMFI:.7M’ &’( :,(,），该基因的表达
产物可高效降解壳聚糖，即可水解壳聚糖中的

"R8*+8%"R8*糖苷键也可水解 "R8*%"R8*糖苷键［9］。
在 &’(基因的获得上，国外研究机构多采用以

)*+探针自产酶菌株的 )*+或 8)*+文库中调取
的方式，所需费用高且实验步骤繁琐［1］。国内则还

未见有关 &’(基因克隆的报道，所得产酶菌株之 &’(
基因序列均不清楚。因此，无法以 P&W 或 WA%P&W
的方法扩增 &’(基因。本文根据 ",(-.(/中所发布
的烟曲霉菌壳聚糖酶基因序列，人工合成多条 )*+
单链再通过 P&W进行拼接，短时间内即完成了烟曲
霉菌壳聚糖酶基因的克隆。同时，在 )*+单链的合
成过程中还可对基因进行人为的改造，即在不改变

&’(氨基酸残基组成的前提下，选取大肠杆菌喜好
的密码子以获得重组蛋白的高效表达。烟曲霉菌在

密码子的使用上与大肠杆菌区别不大，因此实验中

只对野生型壳聚糖酶基因中少数的密码子进行了改

造。若进行某些高等真核基因的表达时，则可对基

因进行大幅度的改造，优势会更为明显。本文选用

融合型表达质粒 !"#E%<E作为表达载体，其不仅可
诱导高效表达重组融合蛋白且所表达的融合蛋白纯

化方便，经亲和层析及因子 E. 酶解即可获得重组
目的蛋白纯品。在因子 E.酶解过程中如反应条件
控制不严格可发生非特异性蛋白水解，且发生部位

多位于重组目的蛋白内。由图 <可见，虽然经因子
E.酶解后，重组 &’(的含量明显少于担体蛋白 "@A，
但以简易的摇瓶培养方式其产率仍可达 653F:GH培

64=533=，XCRJ4= *CJ4 梁东春等：烟曲霉菌壳聚糖酶基因的克隆及在大肠杆菌中的表达



养基，总酶活性近 !"万单位。且优化纯化条件后此
产率可进一步提高。而天然产酶菌株的壳聚糖酶产

量仅为数 #"个活性单位$%培养基［&］。此外，在研究
过程中还进行了产酶菌株传代稳定性的实验，即将

工程菌连续传代 ’" 代，第 ’" 代菌株的表达效率
———即重组 ()*占菌体总蛋白的比例较第一代无明
显变化。综上所述，本文成功完成了重组壳聚糖酶

在大肠杆菌中的表达，所构建的工程菌较以往筛选

所得的天然产酶菌株相比具有培养方便、表达稳定、

酶产量高的优点，更适于产业化生产的需要。
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