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基因的 !"#$ 克隆及表达
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（# 山东农业大学植保学院环境生物系 泰安 $0#%#1）
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摘 要：根据 !"#$%&%’(#) *+,-./,&)-) 热稳定几丁质酶 EF9G 的 H5端氨基酸序列和同源保守序列设计简并引物，通过

I35JEI 及快速扩增 ;KH2 末端（I2E7）的方法，克隆了该几丁质酶的编码基因 ("/0，全长 ;KH2 为 #6%%+L，包含一个

由 !!$ 个氨基酸组成的开放阅读框。该基因已在 M*?N.?O 中注册，登录号为 KP%&$(($。将成熟肽几丁质酶 EF9G 阅

读框与酵母表达载体 LJQE&R 连接，构建重组质粒 LJQE&RS ("/0，转化毕赤酵母 MT##6，在甲醇的诱导下，成功地分泌

出具生物活性的几丁质酶，诱导 ": 后酶活性达 $C$"#US8V，酶蛋白表达量为 %C("8BS8V。该酶的最适反应温度和

LW 值分别为 "%X和 6C6，该酶在 6%X以下稳定；"6X的半衰期为 !%89?。

关键词：几丁质酶；I2E7；同源性；表达
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几丁质（H5乙酰葡萄胺的!5#，! 线性聚合物）是

生物圈中含量丰富的碳水化合物，主要分布在虾、蟹

壳中［#］。其衍生物、低分子量几丁寡糖因具有多种

生物活性，在艾滋病和癌症治疗以及口腔医学领域

有着广泛应用，它们是目前几丁质工业中高附加值

产品［$］，但采用化学类控制几丁质降解，难度较大，

成本高，且易对环境造成污染。利用几丁质酶实现

几丁质的再生利用以及生物活性物质寡聚糖的生

产，有广阔的工业前景。专家们认为，较为理想的是

采用现代生物技术获得高效表达几丁质酶的基因工

程菌株，来解决几丁质工业化生产的技术难关［(］。

疏绵状嗜热丝孢菌（!"#$%&%’(#) *+,-./,&)-)）是

真核生物中生长上限温度很高的一种真菌，我们已

分离纯化了该菌的热稳定性几丁质酶，该酶活力较

高，且耐热耐酸碱，因而有极高的应用价值［!］。本文

根据测定的 H5端氨基酸序列和同源保守序列设计

简并引物，通过 I35JEI 及 I2E75JEI 的方法，克隆

了 !"#$%&%’(#) *+,-./,&)-) 热稳定性几丁质酶的编

码基因，并初步研究了该基因在酵母中的表达，为进

一步研究其功能及构建高效表达几丁质酶的基因工

程菌株提供平台。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌 株 和 质 粒：疏 绵 状 嗜 热 丝 胞 菌

（!"#$%&%’(#) *+,-./,&)-)）菌株由本实验室分离并保

存；大肠杆菌（1)("#$/("/+ (&*/）KW6"、YZ#%& 菌株购自

上海 T.?BD? 公司；毕赤酵母（2/("/+ 3+)0&$/)）MT##6 和

LJQE&R 分泌型表达载体购自 Q?[9G,DB*? 公司；质粒

LM7Z53 *.=/ \*;GD, 购自 J,D8*B. 公司。

%&%&’ 酶和试剂：3IQ]D4 购自 Q?[9G,DB*?；K7JE、3,9=、
I35JEI 试剂盒、3! KH2 连接酶、限制性内切酶、及

其它工具酶、QJ3M、̂ 5M.4、氨卞青霉素、KH2 Z.,O*,
KV$%%% 等试剂、胶回收试剂盒购自大连 3.R.I. 公

司；TZ2I3 I2E7 试剂盒购自 E4D?G*;F 公司。

%&%&( 培养基：VN 培养基参见文献［6］，_JK、ZZ、

ZK、NZM_、NZZ_ 培养基参见 Q?[9G,DB*? 公司毕赤酵

母操作手册。

%&%&) 引物：基因的克隆与表达所用引物序列如

下，引物利用 KH2Z2H 软件设计并由上海 T.?BD? 公

司 合 成。 J##： 6‘532E33_M3E22_3MMME_235(‘；
J!#： 6‘5E2MEI32I3EI322MEE235(‘； J(5#： 6‘5
MEM3M2E333M3MME3E3ME3ME5(‘； N$"：6‘5M2E3E



!"#"$#"$"!$#"!!!!!!!!!!!!!!!!!%&’； #()*+：

*’%$"$$$#$$#"!"#"$"#$"#""$$!!#%&’； ,)-：

*’%$!""!"$#"$!$"$!"!"###$""#$"#!##!"!$
""$#$"#"#!%&’（ 由 ./0 提 供 ）；$1%23*： *’%!$
#""!!$!$#!!#$"!$!#$"!"$!"!$%&’（!"#4!酶切

位 点 ）；$1%23&： *’%!!#$##$$#$!$"$!$!$$$##
#""#$$"#$%&’（$#%!酶切位点）。

!"# 热稳定几丁质酶基因全长 $%&’ 序列的克隆

!"#"! 总 45" 的提取：在几丁质酶诱导培养基中

接种 &’()*#*+"(, -./012/#,0,，*67恒温培养 &8，过滤

收集菌丝以提取总 45"。操作方法参照 !49:;< 试剂

盒说明进行。

!"#"# 4!%)$4：首先是第 + 链 =>5" 的获得（4!），

按照 !?@?4? 公司的 4!%)$4 试剂盒说明进行。)$4
所用正向引物 )++ 是根据纯化的热稳定几丁质酶的

5%端氨基酸序列（ABC5D"9）设计的简并引物，反向

引物 )E+ 是在分析、比较已报道的真菌几丁质酶氨

基酸序列的基础上，根据高度保守的 F-"A>A" 序

列设计的简并引物。)$4 反应体系（G*"F）：=>5"
（+6HIJ"F）G"F，+6 K LMNN2O GP*"F，+6QQ;<JF 85!)
G"F，G*QQ;<JF -I$<G G"F，上、下游引物（*"Q;<JF）各

G"F，&.3 >5" 聚合酶 6P*"F（*,J"F），881GR +G"F。

)$4 反应条件：SE7 &Q/H；SE7 E*T，ES7 E*T，UG7
+Q/H，共 &6 个循环；UG7 +6Q/H。所得 )$4 扩增产

物经 +V琼脂糖凝胶电泳检测，将目的片段回收纯

化后克隆到 3#W-%!2?TX C2=0;O 上并转化大肠杆菌

>1*#，阳性克隆经 !"#4!酶切验证后进行序列测

定。测序 工 作 由 上 海 基 康 生 物 技 术 有 限 公 司 在

"L9&UU 测序仪上完成。

!"#"( &’4"$W：根据已测定的序列设计特异引物

)&%+，用 )&%+ 和 LGY 进 行 )$4 反 应。反 应 条 件：

SE7 &Q/H；SE7 +Q/H，**7 +Q/H，UG7 S6T，共进行 &6
个循环；UG7 +6Q/H。)$4 产物经 +V的琼脂糖凝胶

电泳分析。

!"#") *’4"$W：按照 $<;02=Z 公司的 (-"4! 4"$W
试剂盒 说 明 进 行。根 据 已 知 序 列 设 计 特 异 引 物

#()*+，用 #()*+ 和 ,)-（由 ./0 提供）进行降落 )$4
（!;M=Z8;[H )$4）。反应条件：SE7 &Q/H，UG7 &Q/H，

进行 & 个循环；SE7 +Q/H，Y\7 +Q/H，UG7 +Q/H，共

进行 & 个循环；SE7 +Q/H，Y*7 +Q/H，UG7 +Q/H，共

进行 G* 个循环。)$4 产物经 +V的琼脂糖凝胶电

泳分析。将目的片段进行回收、连接、转化并测序。

!"( 几丁质酶基因的酵母表达

!"("! 酵母表达载体的构建：根据获得的几丁质酶

=>5" 序列设计一对表达引物 $1%23* 和 $1%23&，在

引物的 *’端分别引入 !"#4!和 $#%!酶切位点，用

限制性内切酶 !"#4!和 $#%!对 )$4 产物进行双

酶切，同时用 !"#4!和 $#%!双酶切酵母表达质粒

3)9$S@，>5" 胶回收试剂盒回收纯化 "’2% 基因及载

体 3)9$S@ 片段。然后进行体外连接，重组质粒转化

毕赤酵母 #(++*，以空质粒转化 #(++* 为对照。在

含 "Q3 的 FL 转化平板上挑选单菌落，提取质粒

>5"，进行 )$4 和酶切鉴定，测序确认重组质粒的

读码框正确。

!"("# 酵 母 的 转 化 和 筛 选：将 重 组 表 达 质 粒

3)9$S@J "’2% 和 3)9$S@ 空质粒分别用限制性内切酶

4."!（位于 *’"R]+ 区内）线性化后，采用氯化锂法

转化酵母菌株 5 ^ 6.,%#)2, #(++* 酵母感受态细胞，

转化方法参见 9H_/0O;I2H 公司毕赤酵母操作手册。

用灭菌牙签挑取转化子对应点种在 -- 和 -> 平板

上，&67培养 G ‘ E8，挑取在 ->J-- 平板上均生长

良好的转化子为阳性转化子。

!"("( 重组酵母的诱导表达：将阳性转化子接种于

含 G*QF L-#A 培养基中，&67、G*6OJQ/H 摇床培养

GEZ（78Y66达 G ‘ Y），离心收集菌体，将细胞重悬于适

当体积的 L--A 培养基中，至 78Y66值为 +P6，&67、

G*6OJQ/H 继 续 培 养，每 GEZ 补 充 甲 醇 至 终 浓 度 为

6P*V，每 GEZ 取样，室温 +6666 K I 离心 *Q/H，取上

清进行 (>(%)"#W 分析和酶活性检测。

!") 重组酵母表达产物分析

!")"! 表达产物的 (>(%)"#W 分析：分别取 诱 导

E\Z、UGZ、SYZ、+G6Z、+EEZ 和 +Y\Z 培养物的上清液进

行 (>(%)"#W，分析重组蛋白的表达情况。

!")"# 重组几丁质酶的酶活力检测和蛋白含量测

定：采用 >5( 法测定几丁质酶的活性［Y］。酶活力单

位（,）定义：每分钟水解几丁质产生 +"Q;< 还原糖所

需的 酶 蛋 白 量。蛋 白 质 含 量 测 定 采 用 LO?8N;O8
法［U］，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

!")"( 重组几丁质酶的最适反应 31 和 31 稳定

性：在不同的 31 反应条件下检测几丁质酶的酶活

力；将重组几丁质酶在不同的 31 缓冲液中 *67保

温 &6Q/H，检测剩余酶活力。

!")") 重组几丁质酶的最适反应温度及热稳定性：

在不同温度条件下测定重组几丁质酶的酶活力，将

最高的酶活力定义为 +66V，分别计算不同温度条

件下几丁质酶的相对酶活性；将重组几丁质酶在不

同的温度下保温 &6Q/H，检测剩余酶活力。

66+ #,R 4MH%N?HI (% .- ^ J 9"%. :2")#;2#-#12". 42/2".（G66Y）EY（+）



! 结果

!"# 热稳定几丁质酶基因 !"#$ 全长 $%&’ 的克隆

及序列分析

以 !"#$%&%’(#) *+,-./,&)-) 总 !"# 为模板进行

!$%&’!，获得约 ())*+ 的片段，与预期大小相符。根

据测 定 的 片 段 序 列 设 计 特 异 引 物，利 用 ,-#!$
!#’. 法进行 /0!#’. 和 10!#’.，分别获得长度约

为 23)*+ 和 4))*+ 的片段（图 5）。将目的带切下纯

化后 $6# 克隆测序。结果表明，/0!#’. 和 10!#’.
的插入片段长分别为 27)*+ 和 45)*+。将 !$%&’!、

10!#’. 和 /0!#’. 的序列进行拼接，拼接处重叠

8)2*+ 和 87)*+，拼接的序列长 5/))*+。该序列已在

9:;<=;> 中注册，检索号为 ?@)48118。

图 # 热稳定几丁质酶基因 ()* 产物电泳图谱

ABCD 5 .E:FGHI+JIH:KBK +=GG:H;K IL &’! +HIMNFG LHIO GJ:HOIKG=*E:

FJBGB;=K: C:;:

-D ?"# O=H>:H ?P8)))；5Q !$%&’! +HIMNFG；8Q!:FIO*B;=;G +E=KOBM

IL !$%&’! MBC:KG:M *R 0(&! !； 1Q10 !#’.%&’! +HIMNFG； 2Q10

!:FIO*B;=;G +E=KOBM MBC:KG:M *R 0(&!!；/Q/0!#’.%&’! +HIMNFG；(Q

/0!:FIO*B;=;G +E=KOBM MBC:KG:M *R 0(&!! D

几丁 质 酶 基 因 ("/1 的 全 长 F?"# 序 列 为

5/))*+，包含一个 518(*+（24 S 5177*+）的开放阅读

框（T!A），编码 228 个氨基酸。预测的产物大小为

24>?=。去除信号肽的 " 端氨基酸序列与测定的纯

酶 " 端序列完全一致，切割信号肽后成熟肽大小预

测为 2(>?=，与 ,?,%&#9. 检测的纯化蛋白分子量

23>?= 稍有差异，这可能与成熟蛋白的糖基化有关。

("/1 基因编码产物的理论等电点为 /Q(，推测该蛋白

是酸性蛋白质。氨基酸序列分析还发现两个潜在的

"%糖基化位点。

!"! 序列同源性比较

比较 ("/1 和其它 53 家族几丁质酶的氨基酸序

列，结果显示几丁质酶 ’JBG 与该家族几丁质酶有较

高的 同 源 性， 与 丝 状 真 菌 烟 曲 霉（ 2)3#$./**-)
4-%/.+1-)）、金龟绿僵菌（5#1+$"/6/-% +,/)&3*/+#）、哈茨

木霉（ !$/("&7#$%+ "+$6/+,-%）、盾壳霉（ 8&,/&1"’$/-%
%/,/1+,)）同 源 性 分 别 达 /(Q(U 、2/Q8U 、2(Q1U 、

/7Q1U ，与酵母 8+,7/7 +*9/(+,) 的同源性为 84Q4U ，

而与细菌苏云金芽孢杆菌（:+(/**-) 1"-$/,./#,)/)）、粘

质沙雷氏菌（ ;#$$+1/+ %+$(#)(#,)）的同源性达 57Q8U
和 5(Q5U。比较几丁质酶的催化区序列，发现有两

个基序 ,%99V 和 ?9%?%?V. 非常保守，有报道这两

保守序列为糖基水解酶（CERFIKREJRMHIE=K:K）53 家族活

性位点基序。其中，?577、?574、.535 高度保守，与

几丁质酶的催化活性相关。因此认为该几丁质酶属

于 53 家族几丁质酶。

!"+ 重组毕赤酵母表达产物的分析

!"+"# 重组几丁质酶的诱导表达和 ,?,%&#9. 分

析：筛选的重组酵母菌株 9,%’W%3 经诱导表达后，

分别取诱导 23J、78J、4(J、58)J、522J 和 5(3J 培养物

的上清液，进行酶活性检测和 ,?,%&#9. 分析。随

着诱导时间的延长，单位体积（OP）诱导上清液中的

几丁质酶活性不断增加，甲醇诱导 (M 酶活性达到最

高（8Q8(X6OP），酶蛋白表达量为 )Q1(OC6OP。,?,%
&#9. 分析结果显示在 23>?= 处有一条特异蛋白条

带，说明几丁质酶基因 ("/1 已经在毕赤酵母中进行

了有效的表达，且表达蛋白的表观分子量与理论计

算值基本相符。

图 ! 重组几丁质酶的 ,%,-(’./ 分析

ABCD8 ,?,%&#9. =;=ERKBK IL H:FIO*B;=;G FJBGB;=K: LHIO 9,%’W%3 KGH=B;

5Q23J；8Q78J；1Q 4(J；2Q 58)J；/Q522J；(Q5(3J；7Q":C=GBY: FI;GHIE
（9,55/6+&Z’4[=LG:H 5(3J）；-Q -IE:FNE=H \:BCJG O=H>:H D

!"+"! 重组几丁质酶的最适反应 +W 及 +W 稳定

性：在不同的 +W 反应条件下检测几丁质酶的酶活

力，表明重组几丁质酶的最适作用 +W 值为 /Q/；将

重组 几 丁 质 酶 在 不 同 的 +W 缓 冲 液 中 /)] 保 温

1)OB;，检 测 剩 余 酶 活 力，在 +W8Q) S (Q) 之 间

!"#$%&%’(#) *+,-./,&)-) 几丁质酶较稳定，即使在 +W
值为 8Q) 时，仍具有 7)U的剩余酶活性（图 1）。说

明重组几丁质酶在酸性环境中非常稳定。

!"+"+ 重组几丁质酶的最适反应温度及热稳定性：

在不同的温度下（1)] S 3)]）检测几丁质酶的活

性，结 果 表 明，重 组 几 丁 质 酶 的 最 适 作 用 温 度 为

()]；重组几丁质酶在 //]以下保温 1)OB;，酶活性

基本没有损失；(/]保温 1)OB;，仍具 7)U的相对酶

5)5郭润芳等：嗜热真菌 !"#$%&%’(#) *+,-./,&)-) 热稳定几丁质酶基因的 F?"# 克隆及表达 D 6微生物学报（8))(）2(（5）



活性（图 !），结果表明重组几丁质酶具有较高的热

稳定性。

图 ! 重组几丁质酶的最适反应 "# 和温度

"#$%! &’( )*+#,-, .(/0+#)1 *2 3/4-( /15 +(,*(./+-.( )6 .(0),7#1/1+
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! 讨论

我们已报道纯化了疏绵状嗜热丝孢菌几丁质

酶，该酶热稳定性高，耐酸耐碱，在几丁质废物的生

物转化工业和生物技术中有很好的应用优势［9］。但

真菌几丁质酶的工业化生产受多方面因素的限制，

如真菌的菌丝体向发酵系统中的转移、菌丝体与不

溶性底物的混合难度等等［!］。因此利用重组微生物

实现几丁质酶的工业化生产、提高几丁质酶的活性

和产量，是目前较为理想的方法。

已知蛋白质的部分氨基酸序列，要获得其编码

基因，:;<=>?<: 是一个较为快速、简单和高效的方

法。本实验中根据测定的纯酶 @ 端氨基酸序列和

报道的几丁质酶催化区保守序列设计了一对简并寡

核苷酸引物，通过反转录 ?<: 获得一段中间序列，

以此设计特异引物进行 !A和 BA末端序列的分离，成

功获得了疏绵状嗜热丝孢菌热稳定几丁质酶的全长

0C@; 序列。由核苷酸序列推导的相应氨基酸序列

结构包括 @ 端信号肽序列、催化区和 < 端区。切割

信号肽后成熟肽大小预测为 9DEC/，而纯化的热稳

定几丁质酶经 FCF>?;G= 检测分子量约为 9HEC/，表

观分子量和理论分子量之间的差异，可能是疏绵状

嗜热丝孢菌几丁质酶经过了糖基化修饰（氨基酸序

列中有两个潜在的糖基化位点）。几丁质酶的催化

区序列中有两个基序 F>GGI 和 CG>C>CI= 非常保

守，有 报 道 这 两 保 守 序 列 为 糖 基 水 解 酶

（$4J0)8J4’J5.)4/8(8）KH 家族活性位点基序［H］。其中不

变氨基酸残基 ;8* 和 G4- 与几丁质酶的催化机制有

关。L#4(M(8E# 等［N］通过化学修饰证实了 ;8*OG4- 残

基对 ! % "#$%&"’( 几 丁 质 酶 的 催 化 活 性 很 重 要；

I/+/1/7( 等［KP，KK］利用定点突变提供了强有力的证

据，证明细菌几丁质酶中 ;8* 和 G4- 残基与几丁质

酶的催化活性密切相关，因此该酶应属于几丁质酶

KH 家族。

巴斯德毕赤酵母（) % *"(+,-%(）表达系统是一类

表达外源蛋白较理想的真核表达系统。迄今为止，

已有 9PP 多种外源蛋白在此体系中成功表达［KQ］。

本实验利用 ) % *"(+,-%( 表达系统成功地表达了来源

于 ./0-1,12&0( #"’34%’,(3( 的热稳定几丁质酶基因。

表达量高达 PR!D$OS 以上，达到了已报道的 PR! T
KQ$OS 多数高效表达水平［K!］，而且表达几丁质酶的

酶学特性与原始出发菌株 ./0-1,12&0( #"’34%’,(3(
几丁质酶类似，初步证明了利用酵母表达和生产该

几丁质酶是可行的。期望能对该基因进行改造，或

进一步优化表达条件，获得真正有工业应用价值的

酵母工程菌株。
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致 作 者

为了提高学术期刊质量，鼓励科技工作者发表高水平的学术论文，促进学科发展和人才成长，中国科协学术交流工作委

员会决定：从 "::@ 年起，开展“中国科协期刊优秀学术论文评比活动”，每年评选一次。"::; 年 C 月，《微生物学报》推荐中国科

学院微生物研究所陈远童等人的论文参加第二届评比活动（陈远童，庞月川，郝秀珍 .微生物发酵生产十三碳二元酸的研究 . @A
（@）："CA = "B!），经专家评审委员会评审，此文荣获第二届中国科协期刊优秀学术论文奖，全国共计 AA 篇科技论文获此殊荣。

本刊编辑部希望能有更多的作者参与此项活动，"::> 年将是第四届，若您在 "::! = "::< 年有文章刊登在本刊，欢迎您在

"::> 年 > 月 @: 日前将一些相关的证明材料（详见以下 @ 条）寄回到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。今后我们将进

一步改进工作，更好的为科研工作者服务，使本刊成为您真正的朋友，以下为参加优秀论文评比时需要提供的材料：

（!）在 "::! ‘ "::< 年，发表在本刊的论文或相关成果的获奖情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 = 卷 = 期 = 页码）、

获奖名称（国家，省部级），并提供奖状或证书复印件一份。

（"）在 "::! ‘ "::< 年，由于论文或相关成果在本刊发表，促进了相关研究成果在应用和推广中获得的经济效益和社会效

益情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 = 卷 = 期 = 页码），并提供经济效益的证明材料（包括转让金额、投产规模、专利

等）（加盖公章），提供社会效益的简单文字材料 。

（@）您的论文被国内外权威检索系统（检索期刊和数据库）收录情况。

@:!郭润芳等：嗜热真菌 ?$2*5)5:#2’ 0%6=9"6)’=’ 热稳定几丁质酶基因的 8KPL 克隆及表达 . ]微生物学报（"::>）;>（!）




