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极端嗜热古菌 ./’("(""01 2(’&3(12&& 几丁二糖脱乙酰酶的克隆、

表达及性质研究
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摘 要：利用 H-I 扩增技术从极端嗜热古菌 !"#$%$%%&’ ($#)*$’()) 中得到预测为几丁二糖脱乙酰酶的基因（J8B)=，

HK$!11），将其克隆入表达质粒 )630%L，并在 + A %$,) .M#05BG@G>H,:<（J62）5INM 中表达获得可溶的 J8B)= 重组蛋白

（20F"OJ8），3M- 分析证明 J8B)= 能够脱去 P5乙酰氨基葡萄糖及几丁二糖的一个乙酰基，并与氨基葡萄糖苷酶

（.;,(H=）共同作用水解几丁二糖生成氨基葡萄糖，从而被命名为一种几丁二糖脱乙酰酶。与 !"#$%$%%&’ ($#)*$’()) 中

外切氨基葡萄糖苷酶等共同作用，J8B)=可能在嗜热球古菌独特的几丁质降解途径中起重要作用。
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几丁质是自然界第二大类有机物质，其降解是

自然界中营养物质循环利用的重要过程［0］。最近有

研究证实，在古菌中糖类与氨基酸等有机物质的合

成与降解途径与真核生物和细菌相比有许多特异之

处［#］。#$$2 年 日 本 38>8O8 等［2］通 过 对 嗜 热 古 菌

-(.#/$%$%%&’ *$01*1#1#1.2’)’ RSJ0 中发现的一种外

切氨基葡萄糖苷酶（6TG5!5J5U,:BG<87+>+@8<4）的研

究，进一步发现并鉴定了与其相关的几丁二糖脱乙

酰酶（J+8B4D9,B=+DGL+G<4 J48B4D9,8<4）［!］，结合该古菌

双功能域几丁质酶（-=+D+>8<4）的研究结果［%，"］，提

出在该古菌中存在一种新的几丁质降解途径［!］。然

而这一途径在古菌中存在的普遍性，以及其降解几

丁质机理的细节仍需要进一步研究。

掘越氏热球菌（!"#$%$%%&’ ($#)*$’())）生存于冲绳

岛附近海底约 021% 米火山口，发现并报道于 011’
年。其最适生长温度为摄氏 1% & 0$%V，分类上属

广古菌［/］。该菌的完整基因组已测序［’］，同源比对

显示，在其基因组中具有一组非常保守的 SIW，无

论基因的大小还是排列方式与 - A *$01*1#1#1.2’)’
RSJ0 中几丁质代谢相关基因均具有相似性［1］，因此

我们推测在 ! A ($#)*$’()) 中可能存在相似的几丁质

降解途径。本文首次将 ! A ($#)*$’()) 基因组中该途

径的几丁二糖脱乙酰酶 J8B)= 基因在大肠杆菌中进

行表达及纯化，并对其性质进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒与培养基：克隆与表达质粒载体

)630%L、大 肠 杆 菌（ +’%(.#)%()1 %$,) ）JK%"、.M#05
BG@G>H,:<（J62）5INM 均为本实验室保存；M. 培养基：

每升含 3*9)DG>4 0$;，X48<D 4TD*8BD %;，P8-, 0$;，氨苄

青霉素浓度为 0$$7;YM，氯霉素浓度为 2!7;YM。

!"!"# 酶和引物：限制性内切酶、JP( 连接试剂盒、

H*GL4<D3ZJP( 聚合酶为 38R8I8 公司产品；引物由上

海博亚生物公司合成。

!"# $%& 引物设计及扩增反应

! A ($#)*$’()) 基因组 JP( 由日本工业技术院产

业综 合 研 究 所 NO:G Z8D<:+ 博 士 赠 送。根 据 ! A
($#)*$’()) 基因组序列，设计一对引物：上游引物为

%[53--(--3-(3(3UU3(UU3(3U(((U33-((-(-U
(3UU52[，划线部分为 30.#酶切位点；下游引物为

%[53U33U-U3U3-U(-3((((33-3(3-3-(((UU333
---3U3-U3U--52[，划 线 部 分 为 41,#酶 切 位 点。

以全基因组序列为模板进行扩增，0$$$M 反应体系：

模板 $F%$M（#%>;），@P3H（#%77G,YM）$F%$M，引物

（0$$$7G,YM）各 $F%$M，0$ \ 缓 冲 液 0$$M，H*GL4<D3Z

JP( 聚合酶（%]Y$M）$F%$M，超纯水 ’/F%$M。H-I
反应条件：1!V %7+>；1!V 2$<，%%V 2$<，/#V 07+>，



!" 个循环。

!"# 重组质粒的构建

#$%&’基因的 ()* 产物用 !"#!和 $%&!两种酶

切后连接到经同样酶切的 &+,-./ 上，连接产物转化

大肠杆菌 ’ 0 ()&* #1."，筛选重组质粒，经双酶切及

测序验证后将其命名为 &+,-./2#$%&’。

!"$ 基因的诱导表达与蛋白质的纯化

将重 组 质 粒 &+,-./2#$%&’ 转 化 ’ 0 ()&* 345-2
%6768(9:;（#+!）2*<4。带 有 重 组 质 粒 的 表 达 菌 在

.=4 含 -""=>?4 氨苄青霉素和 !@=>?4 氯霉素的 43
液体培养基中进行过夜培养，然后按 -：-"" 的体积

比转 接 到 .""=4 上 述 液 体 培 养 基 中 继 续 培 养 至

+,A"" B "C.，加入 "C".==69?4 <(,D 于 !EF继续培养

!’，@F G"""H?=I8 离心 -.=I8，收集细胞后将细胞在

含 ."==69?4 ,HI;21)9 和 ."==69?4 J$)9 的缓冲液（&1
GC"）中重悬，然后超声处理以使细胞壁裂解。将裂

解液 -""""H?=I8 离心 !"=I8 后弃去沉淀，上清液经

G.F处理 !"=I8 后再离心（-""""H?=I8，!"=I8）去除

热不稳定蛋白沉淀物，从而得到粗酶液。将粗酶液

继续过镍亲和层析柱得到纯化的酶蛋白。

!"% &’()*的酶活检测

分别以壳二糖与几丁二糖（"C5=69?4，各 5""#4）

为底物，加入纯化的氨基葡萄糖苷酶（3>9K(’，实验

结果另文发表）.#4（A!"8>），E"F反应一定时间后硅

胶薄层层析分析反应产物。展层剂为正丁醇 L甲醇 L
氨水 L水 B .L@ L 5 L -（M?M?M?M），以茚三酮（特异性地

对氨基糖显色）为显色剂分析壳二糖降解产物，以苯

胺二苯胺为显色剂分析几丁二糖降解产物，G"F
-"=I8 烘干，显色后分析反应产物［!］。以苯胺二苯

胺为 显 色 剂（ 展 层 剂 同 上 ），分 别 以 D9%JK% 和

D9%JK%5 为底物（"C5=69?4，各 5""#4），加入纯化的

#$%&’ .#4（.""8>）；再以几丁二糖为底物，加入纯化

的氨基葡萄糖苷酶 3>9K(’与 #$%&’各 .#4，E.F反应

一定时间后硅胶薄层层析分析反应产物。

+ 结果和分析

+"! &’()*基因序列分析

根据 - 0 .)/*0)1.** 与 2 0 0)"%0%/%#31*1 基因组中

保守的 N*O 序列［G，P］（图 -），以 预 测 的 #$%&’ 基 因

（(1"@PP）序列做 (Q<239$;R，发现以下 ! 种热球古菌

具有较高的相似序列：- 0 45/*)151（(O"!@.）（GGS）；

- 0 %6711*（(K3-!@-）（EPS）；2 0 0)"%0%/%#31*1（ 202
#$%）（.PS）。#$%&’基因全长 G-P/&，预测全长为 5E5

个氨基酸序列，编码分子量大小为 !-CAT#$ 的蛋白。

在 J)3< 进行序列分析，#$%&’ 属于 4=/+ 蛋白家族

（(U$="5.G.，)ND5-5"）。基因数据库（##3V）中登录

号为 3K"""""-。

图 ! 嗜热古菌 ! , "#$%"%&%&%’()*)（-）和 + , ,#&*"#),**
（.）中与几丁质代谢相关的保守基因簇

OI>0 - )68;WHXW7 >W8W %9:;RWH 6U ’Y&WHR’WH=6&’I9I% $H%’$W68 2 0

0)"%0%/%/%#31*1 （ K）$87 - 0 .)/*0)1.**（ 3） I8X69XI8> I8 %’IRI8

7W>H$7$RI680

+"+ &’()*基因的扩增和表达质粒 )/0!%12&’()*的

构建

以全基因组序列为模板，()* 扩增得到与预期

大小相符的目的片段（G-P/&）。构建好的重组质粒

&+,-./2#$%&’经双酶切分析，并进行 #JK 测序证明。

结果显示，克隆的 #$%&’基因与预期产物（(1"@PP）一

致，表明重组质粒构建正确。

+"# 重组蛋白的表达与纯化

将过 镍 亲 和 层 析 柱 纯 化 得 到 的 酶 蛋 白 进 行

Q#Q2(KD+ 鉴定出一条约 !-T#$ 的条带（图 5），与预

测的 #$%&’ 的分子量相符，表明 #$%&’ 蛋白经镍亲和

层析柱已纯化。

图 + &’()* 蛋白在 - , .#/* .3+!2(4546789:（&/#）2;<3 中

的表达与纯化

OI>0 5 +Z&HW;;I68 $87 &:HIUI%$RI68 6U #$%&’ I8 ’ 0 ()&* 345-2%6768(9:;

（#+!）2*<40 [C[$HTWH；-C)H:7W WZRH$%R；5C)H:7W WZRH$%R $URWH ’W$R

I8%:/$RI68（!"=I8 $R G.F）；!C(:HIUIW7 W8\Y=W $URWH 8I%TW9 %69:=8

&:HIUI%$RI68（J6X$>W8）0

+"$ &’()*的酶性质鉴定

我们已经从 - 0 .)/*0)1.** 中克隆、表达与鉴定

A.5 4<] 36 #8 %& 0 ?9(8% :*(/)6*)&);*(% $*3*(%（5""A）@A（5）



了一种外切氨基葡萄糖苷酶 !"#$%&（%’()**），如图 +
所示，它能将壳二糖（单体为氨基葡萄糖）水解，生成

氨基葡萄糖（图 +,$），而对几丁二糖（单体为 -,乙酰

氨基葡萄糖）没有水解作用（图 +,!），其作用机制是

将还原性一端具有 .#/- 的几丁类有机物脱去 .#/-。

根据在 ! 0 "#$%"%, &%’()*) 中的研究，12/3& 基因很可

能具有脱乙酰酶的活性。如图 4 所示，12/3&能将 -,
乙酰氨基葡萄糖脱去乙酰基生成氨基葡萄糖（图 4,
$，泳道 +），同时水解几丁二糖生成介于 -,乙酰氨基

图 ! "#$%&及 ’()*+&协同作用对几丁二糖的水解作用

56"0 ) 7&8 /9:/8;<8= ;82/<69: 9> 12/3& 2:= !"#$%& 6: <&8 =8";2=2<69: 9>

.#/-$/?0 *@.#/-$/*,+ A<2:=2;=；?@!8>9;8 <&8 ;82/<69:；+@B82/<69: >9;

? &9C;A；4@D9:<;9# E6<&9C< 8:FGH8；)@ .#/-*,+ A<2:=2;=A0 $:6#6:8

=63&8:G#2H6:8 ;82"8:< E2A CA8= >9; A<26:6:"0

图 , "#$%&对 -.乙酰氨基葡萄糖及几丁二糖的水解

56"04 7&8 &G=;9#G<6/ 2/<6I6<G 9> 12/3& <9E2;=A .#/-$/ 2:= .#/-$/?0

$：.#/-$/ 2A <&8 ACJA<;2<80 !：.#/-$/? 2A <&8 ACJA<;2<80*@.#/-$/*,+

A<2:=2;=A；?@!8>9;8 <&8 ;82/<69:；+@B82/<69: >9; ? &9C;A；4@D9:<;9#

E6<&9C< 8:FGH8；)@ .#/-*,+ A<2:=2;=A0 $:6#6:8 =63&8:G#2H6:8 ;82"8:<

E2A CA8= >9; A<26:6:"0

图 / ’()*+&对壳二糖及几丁二糖的水解

56"0+ 7&8 &G=;9#G<6/ 2/<6I6<G 9> !"#$%& <9E2;=A .#/-? 2:= .#/-$/?@

$：.#/-? 2A <&8 ACJA<;2<80 -6:&G=;6: ;82"8:< E2A CA8= >9; A<26:6:"0 !：

.#/-$/? 2A <&8 ACJA<;2<80 $:6#6:8 =63&8:G#2H6:8 ;82"8:< E2A CA8= >9;

A<26:6:" 0 *@.#/-$/*,+ A<2:=2;=A；?@ !8>9;8 <&8 ;82/<69:；+@ B82/<69: >9;

* &9C;；4@B82/<69: >9; ? &9C;A；)@D9:<;9# E6<&9C< 8:FGH80

葡萄糖与氨基葡萄糖层析点位置之间的产物（图 4,
!，泳道 +），说明 12/3& 对几丁二糖具有部分脱乙酰

基的作用，生成 .#/-,.#/-$/。而在 !"#$%&和 12/3&的

共同作用下，水解几丁二糖生成氨基葡萄糖（图 )，

泳道 +）。结合上述试验结果，可以得出以下作用过

程：12/3&能够将几丁二糖先脱去乙酰基，生成部分

脱乙酰化的 .#/-,.#/-$/，然后在 !"#$%&的作用下生

成 .#/-$/ 与 .#/-，最后 12/3&将 .#/-$/ 再脱去乙酰

基从而生成最终产物氨基葡萄糖，因此 12/3&可鉴定

为几丁二糖脱乙酰酶。

/ 讨论

在对 12/3& 诱导表达时我们发现 K%7. 浓度高

时，目的蛋白在细胞内大量表达，但在粗酶液中未能

得到可溶的目的蛋白，降低 K%7. 浓度至 (@()HH9#LM
时才能得到相对较多的 12/3&。分析认为 12/3&在细

胞内大量表达，但大部分形成包涵体，降低诱导浓度

使 12/3&在胞内正确折叠、修饰或组装可使其在胞内

以较多的可溶形式存在［*(］。

依据 序 列 相 似 性，12/3& 属 于 MHJN 蛋 白 家 族

（%>2H(?)O)，DP.?*?(）。而已经报道的真菌与昆虫

的几丁质脱乙酰酶、根瘤菌几丁寡糖脱乙酰酶属于

多糖 脱 乙 酰 酶 家 族（%>2H(*)??，DP.(Q?R），细 菌

.#/-$/R% 脱 乙 酰 酶 属 于 酰 胺 水 解 酶 家 族

（%>2H(*SQS，DP.*O?(）［4］。而且 12/3& 氨基酸序列与

MHJN 蛋白家族中的 -,乙酰氨基葡萄糖磷脂酰肌醇

脱乙酰酶、?,脱氧,!,1,吡喃型葡萄糖甘脱乙酰酶也

无较高的相似性，说明这种脱乙酰酶可能具有独特

的作用机制［4］，进一步研究 12/3&对几丁质类有机物

质的水解作用，从而揭示其在几丁质代谢过程中的

作用是我们进一步的工作。同时，迄今对脱乙酰酶

的结构分析很少，对 12/3&三维结构以及催化结构域

与催化残基的进一步研究对深入了解其结构与功能

的关系具有重要的意义。

已经报道的古菌许多有机物代谢的途径与真核

生物与原核生物相比有许多特异之处［**］。如前所

述，在 ! 0 "#$%"%&%&%’()*) TP1* 中存在一种新的几

丁质降解途径，而且这种途径在极端热球古菌中可

能是 保 守 的。 本 研 究 结 果 表 明 在 热 球 菌 + 0
,#&*"#),** 中 12/3&具有与 ! 0 "#$%"%&%&%’()*) TP1* 中

几丁二糖脱乙酰酶相同的催化性质，因此使这种推

测有了进一步的依据。我们已经从中鉴定了外切

",1氨 基 葡 萄 糖 苷 酶（ 待 发 表 ），进 一 步 鉴 定 在

+ 0 ,#&*"#),**中几丁质降解的所有酶系，从而最终阐

明该古菌的几丁质降解途径是今后研究方向。

Q)?刘 波等：极端嗜热古菌 +-&#.#../) ,#&*"#),** 几丁二糖脱乙酰酶的克隆、表达及性质研究 0 L微生物学报（?((R）4R（?）
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