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乙酸钙不动杆菌磷脂酶 C在大肠杆菌中重组表达、纯化及酶学
性质分析
汪艳红，张梁 * ，顾正华，丁重阳，石贵阳
江南大学，粮食发酵工艺与技术国家工程实验室，工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 214122

摘要:【目的】构建乙酸钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)ATCC17902 磷脂酶 C( Phospholipase C，PLC)
的重组大肠杆菌菌株、纯化重组酶并进行酶学性质分析比较。【方法】以 A． calcoaceticus ATCC17902 基因组
DNA 为模板，PCＲ 扩增得到两段磷脂酶 C 基因(PLC1、PLC2)，构建重组大肠杆菌表达质粒并转化大肠杆菌
BL21(DE3)中，实现 PLC1、PLC2 基因的表达。 IPTG 诱导表达后，经镍柱亲和层析纯化重组蛋白。【结果】
成功构建两株产磷脂酶 C 的重组大肠杆菌并纯化，样品经 SDS-PAGE 分析在 80 kDa 附近均出现显著的特异
性条带。NPPC 法测得 PLC1、PLC2 酶活分别为 31160 ± 418 U /mg、13640 ± 354 U /mg，最适反应温度分别为
65、50℃，最适 pH 值分别为 8、7. 5。在低于 30℃时，pH 值 7 － 8 时，PLC1、PLC2 重组酶较稳定，40℃处理 30
min，PLC1 酶活稳定而 PLC2 残余酶活低于 25%。Mg2 +、Ca2 +增强 PLC1、PLC2 的活性，Zn2 +增强 PLC1 酶活
性却抑制 PLC2 酶活。底物特异性分析表明 PLC1、PLC2 均水解磷脂酰肌醇(Phosphatidylinositol，PI)，对其他
种类磷脂不能水解或水解程度很低。【结论】本文首次实现了 A． calcoaceticus ATCC17902 来源的磷脂酶 C
的重组表达与功能验证，为其它食品安全性微生物来源的磷脂酶 C 的研究提供了一定的借鉴意义。
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磷脂酶 C(Phospholipase C，PLC)是作用于磷脂
C3 位点，水解磷脂生成甘油二酯和磷酸单脂的一种
水解酶。根据水解底物的特异性，细菌来源的 PLC
可以分为磷脂酰肌醇特异性磷脂酶 C(PI-PLC)及磷
脂酰胆碱偏爱性磷脂酶 C( PC-PLC)。其中 PI-PLC
特异性的水解磷脂酰肌醇生成甘油二酯及肌醇-(1，
4，5)三磷酸，后者在钙离子代谢途径中起着重要作

用［1］。PC-PLC(E． C． 3. 1. 4. 3)是偏好水解 PC 的一
类酶，也可以水解其它种类磷脂，如磷脂酰乙醇胺、
磷脂酰丝氨酸等，PC-PLC 是广泛存在于细菌中的一
种磷脂酶 C［2］。由于 PC-PLC 同动物 PLCs 具有高
度的结构和催化相似性，细菌性来源的磷脂酶 C 也
用于医学。而且，随着对 PLC 研究的深入及工业发
展的需求，PLC 应用价值已经逐渐从药品研究延伸
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至油脂精炼、食品加工及磷脂改性等领域［3 － 6］。而
近年 PLC 作为一种新的食品添加剂势必会推动
PLC 的广泛应用和研究。

微生物 PLC 来源广泛，包括细菌及真菌。目前
已报道细菌性 PLC 主要来源于病原性微生物，同时
该来源的 PLC 作为致病因子的报道也越来越多，如
蜡样芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、产气荚膜梭状芽孢杆
菌、李斯特菌等 PLC［7 － 9］。真菌性来源 PLC 主要有
米曲霉及黑曲霉等，该来源 PLC 安全性好，缺点是
其不仅水解磷脂，同时水解磷酸单脂，造成食品营养
的流失［4］。因此筛选安全性高的 PLC 和构建食品
安 全 性 菌 株 显 得 尤 其 重 要。 A． calcoaceticus
ATCC17902 作为非致病菌，全基因组测序已完成。
关于 其 PLC 的 研 究 鲜 见 报 道，本 研 究 以 A．
calcoaceticus 作为出发菌株，在大肠杆菌中表达并纯
化 PLC1、PLC2，研究该酶最适催化条件及底物特异
性，为 PLC 的研究奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:乙酸钙不动杆菌( Acinetobacter
calcoaceticus)ATCC17902，购自中国普通微生物菌种
保藏中心，pET28a ( + )、大肠杆菌 JM109、BL21
(DE3)本实验室保藏，pMD18-t simple 购自 TaKaＲa
公司。
1. 1. 2 培 养 基: LB 培 养 基: yeast extract 1%，
trypepton 0. 5%，NaCl 1%。
1. 1. 3 主要试剂:限制性内切酶购自 Fermentas;
T4 DNA Ligase，Extaq DNA polymerase 购自宝生物
工程(大连)有限公司;DNA 快速纯化试剂盒、B 型
质粒小量快速提取试剂盒和胶回收试剂盒均购自
北京博大泰克生物基因技术有限责任公司; IPTG、
氨苄青霉素、卡那霉素购自上海生物工程技术有
限 公 司; p-NPPC、 L-α-磷 脂 酰 肌 醇
( Phosphatidylinositol，PI) 购自 Sigma 公司; L-α-磷
脂酰丝氨酸( Phosphatidylserine，PS)、L-α-磷脂酰甘
油 ( Phosphatidylglycerol， PG )、 鞘 磷 脂
( Sphingomyelin，SM)购自 Avanti 公司;其他试剂均
为国产分析纯。
1. 2 细菌基因组 DNA 的提取

具体方法见参考文献［10］。

1. 3 磷脂酶 C 基因的克隆
分别以 NCBI 上报道的 A． calcoaceticus PHEA-2

的 PLCN(BDGL_001526)、NPLC(BDGL_002961)为
模板设计 PCＲ 引物 F-PLC-Sac I /Ｒ-PLC-Xho I，下划
线为酶切位点(表 1)。

表 1． 引物
Table 1． Primers

primers primer Sequence(5'→3')
F-PLC1-Sac I CGGAGCTCTTGATCATGATTACACGTCGTAAATT
Ｒ-PLC1-Xho I CCGCTCGAGGATCATTGCAGGATCACTAAAGGAG
F-PLC2-Sac I CGGGATCCATGCATCGTCGCGAATTTCTTTTAAAT
Ｒ-PLC2-Xho I CGGCTCGAGAGACTCTAAATAACCCATATATGGA

以 A． calcoaceticus ATCC17902 的基因组 DNA 为
模板，以 F-PLC-Sac I /Ｒ-PLC-Xho I 为引物设计 PCＲ
扩增。PCＲ 扩增体系为:dNTPS 4 μL，10 × ExBuffer
5 μL，上下游引物各 1 μL，模板 0. 5 μL，灭菌的
ddH2O 39 μL，ExTaq 酶 0. 5 μL。PCＲ 扩增条件为:
94℃ 5 min，94℃ 30 s，55℃ 1 min，72℃ 150 s，30 个
循环后 72℃ 延伸 10 min。琼脂糖凝胶电泳分析
PCＲ 结 果，割 胶 回 收 目 的 带 后，用 T4 DNA
polymerase 连接，插入 pMD18-T simple 载体转化大
肠杆菌 JM109，筛选阳性转化子送上海生工测序。
1. 4 重组大肠杆菌的构建

将经 Sac I-Xho I 线性化的载体 pET28a( + )和
经 Sac I-Xho I 消化的基因片段用 DNA 片段快速纯
化试剂盒纯化后，按照质量比 1 ∶ 10 的比例加入
10 μL连接体系，于 16℃ 培养箱培养过夜。次日
42℃热击 90 s 后转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞。
37℃温育 1 h 后涂布 30 μg /mL 卡那霉素-LB 抗性
平板，37℃培养 10 h。提取质粒用 Sac I-Xho I 双酶
切验证。
1. 5 重组大肠杆菌的诱导表达及鉴定

挑取阳性转化子单菌落，接种于 20 μL 的 LB
(含 30 μg /mL 卡那霉素) 液体培养基中 37℃、
200 r /min过夜培养，次日按 2% 的接种量转接于
50 mL LB 抗性液体培养基中，37℃、200 r /min 培养
至 OD 至 0. 4 － 0. 6 时，添加 IPTG 至终浓度为
0. 4 mmol /L，25℃、200 r /min 诱导表达 6 h。诱导结
束后 13800 × g 离心 2 min 收集菌体，平衡缓冲液洗
涤菌体 2 次，并用平衡缓冲液重悬菌体 OD 至 6，超
声波破碎，破碎结束后用等体积的平衡缓冲液重悬
破碎沉淀(包涵体)，用于蛋白电泳。10%的凝胶作
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为分离胶，电泳结束后用考马斯亮蓝 Ｒ250 染色，鉴
定重组蛋白表达。
1. 6 磷脂酶 C 活力的测定

采用 p-NPPC 法［11］。反应体系的组成: 0. 25
mol /L Tris-HCl( pH 7. 2)缓冲液，60% 山梨醇 (W /
V)，10 mmol /L p-NPPC，0. 5 μg /mL 酶液，200 μL 的
反应溶液于 37℃反应 30 min。酶活力单位定义:在
pH 7. 2，37℃下，每分钟水解 p-NPPC 生成 1 mmol /L
对硝基苯酚需要的酶量为 1 个酶活力单位(U)。
1. 7 磷脂酶 C 底物特异性分析

采用无机定磷法［12］。反应体系组成:25 mmol /
L Tris-HCl ( pH 7. 2 )缓冲液，250 μg /mL 磷脂 (约
0. 3 mmol /L)，20 U 酶液 (酶活由 NPPC 法测得)，
200 μL 的反应溶液于 37℃温育，于不同反应时间的
反应液中加入 1 mL 氯仿:甲醇 ( 2 ∶ 1 )溶液混匀，
13800 × g 离心 10 min，取 300 μL 上层水相测定可
溶性磷含量。
1. 8 磷脂酶 C 的纯化

将重组大肠杆菌接种于 LB 液体培养基中，按
上述方法诱导表达。冷冻离心收集菌体，用结合缓
冲液洗涤 1 次，离心，并用结合缓冲液重悬菌体，超
声波破碎所得粗酶液，用于镍柱亲和层析，穿透峰和
洗脱峰用 NPPC 法和 SDS-PAGE 分析。上样前预先
5 CV 平衡缓冲液平衡亲和柱，上样后以 10 CV 结合
缓冲液洗脱杂蛋白，再以 10 CV 洗脱缓冲液洗脱重
组蛋白。平衡缓冲液: 25 mmol /L Tris-HCl ( pH
8. 0)，0. 5 mol /L NaCl;结合缓冲液:25 mmol /L Tris-
HCl(pH 8. 0)，0. 5 mol /L NaCl，10 mmol /L 咪唑;解
析缓冲液:25 mmol /L Tris-HCl( pH 8. 0)，0. 5 mol /L
NaCl，200 mmol /L 咪唑。

2 结果和分析

2. 1 磷脂酶 C 基因在大肠杆菌中的重组表达
2. 1. 1 磷 脂 酶 C 基 因 的 克 隆 及 分 析: A．
calcoaceticus PLC1、PLC2 的 PCＲ 产物测序结果中，
PLC1 与 BDGL_001526 碱基相似度为 90. 21%，蛋白
序列相似度为 96. 53% ;PLC2 与 BDGL_002961 碱基
序列 相 似 度 为 92. 13%，蛋 白 序 列 相 似 度 为
97. 23%。
2. 1. 2 重组表达质粒的构建:挑取阳性转化子提取
质粒，用 Sac I /Xho I 双酶切验证，目的条带大小分

别为 5. 4、2. 2 kb，与预期相符。
2. 1. 3 重组大肠杆菌的诱导表达及重组磷脂酶 C
的纯化:重组菌株经诱导表达后，与对照菌株相比，
有外源目的蛋白形成，条带大小与预期的分子量一
致，约为 80 kDa。实验过程中发现 pET28a-A． cal
PLC1-DE3 发酵过程中有大量的包涵体形成，发酵
条件优化后仍大量存在包涵体。而 pET28a-A． cal
PLC2-DE3 在 25℃、200 r /min 条件下菌液破碎澄
清，蛋白电泳发现包涵体量很少，外源蛋白几乎都是
以可溶性胞内蛋白存在。
2. 2 重组磷脂酶酶学性质的分析
2. 2. 1 最适反应温度的测定:将 PLC1、PLC2 纯酶
液分别置于 20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、
75、80、85、90℃下反应并测定酶活力，以测得的最高
酶活力为 100%计算相对酶活，结果见图 1-A。

由图分析可知，PLC1、PLC2 最适反应温度分别
为 65、50℃。PLC1 在 35 － 70℃反应温度下酶活稳
定，相对酶活 70%以上，而 PLC2 的反应温度最适值
比 PLC1 狭窄，为 45 － 60℃。高于 70℃ 时，PLC1、
PLC2 酶活均显著性降低。
2. 2. 2 最适 pH 值分析:分别用 0. 25 mol /L pH
4. 0、4. 5、5. 0、5. 5、6. 0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液、
0. 25 mol /L pH 6. 5、7 的磷酸氢二钾-磷酸二氢钾缓
冲液及 0. 25 mol /L pH 7. 5、8、8. 5、9 的 Tris-HCl 缓
冲液配置底物反应液，测其酶活力，并以酶活力最大
值为 100%计算相对酶活，结果见图 1-B。

由图可知，PLC1、PLC2 酶的最适反应 pH 分别
为 8. 5、7. 5。当 pH 为 6 时，PLC1、PLC2 酶活分别为
最高值的 4. 32%、14. 59%，损失大于 80%。可知，
PLC1 较 PLC2 更适合在偏碱性 pH 范围内工作。
2. 2. 3 热稳定性分析:将酶液分别置于 20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90℃金属浴
30 min，然后 37℃反应测剩余酶活力，并以未保温时
的酶活力为 100%计算相对酶活，结果见图 1-C。

由图可知，PLC2 热稳定较 PLC1 好，在 40℃下
处理 30 min，PLC2 残余酶活为 78. 3%，PLC1 仅剩
21. 14%。由此可见，PLC1 热稳定性较差，高温下酶
活力丧失严重。
2. 2. 4 pH 耐受性分析:将酶液分别置于上述相应
的 pH 缓冲液中于 4℃放置过夜，并测剩余酶活力，
pH 7. 2 处理下的酶液酶活力 (100% ) 大小作为对
照，计算相对酶活，结果见图 1-D。
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由图可知，PLC1 酶在 pH5. 5 － 9 内、PLC2 酶在
pH 7. 5 － 8 内较为稳定，当 pH 值低于 5 时，PLC1、
PLC2 相对酶活力剩余均在 40% 以下。PLC1 在碱
性环境下酶活稳定，在 pH 值为 9 时，残余酶活高于
70%。PLC2 稳定 pH 范围较窄，pH 低于 8 时，酶稳
定性显著减低，故该酶保存在偏碱性环境内酶活较

为稳定。
2. 2. 5 金属离子对酶活的影响:分别添加 MgCl2、
ZnCl2、CaCl2、NiCl2、CuCl2 等二价金属离子至终浓度
为 0. 1、0. 5、1、5 mmol /L 测定酶活力，并计算相应的
酶活，结果见图 2。

图 1． 温度、pH 对酶活的影响
Figure 1． Effect of temperature and pH on PLC1 and PLC2 enzyme activity．

图 2． 金属离子对 PLC1(A)、PLC2(B)酶活的影响
Figure 2． Effect of metal ions on PLC1(A) and PLC2(B) enzymes activity．
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由图 2 可知，Mg2 +、Ca2 +对 PLC1、PLC2 酶活有
促进作用。当 Zn2 + 浓度为 0. 1 mol /L 时，PLC1、
PLC2 的相对酶活分别为 128. 54%、22%，可见 Zn2 +

显著的促进了 PLC1 的活性却抑制 PLC2 的活性。
低浓度的 Ni2 +、Cu2 +对 PLC1、PLC2 不敏感，而高浓
度的 Ni2 +、Cu2 +对 PLC1、PLC2 抑制明显。
2. 3 重组 PLC 底物特异性分析

以 PC、PI、PS、PG、SM、NPPC 为底物，研究
PLC1、PLC2 的底物特异性，PLC1、PLC2 底物特异性
结果见表 2。

表 2． PLC1、PLC2 底物特异性
Table 2． Substrate specificity of PLC1 and PLC2

substate PC PI PS PG SM NPPC
PLC1，PLC2 － + － － － +

Unhydrolysable substrate was marked with minus， and hydrolysable

substrate was marked with plus．

其中，PLC1、PLC2 均可水解 PI，其中 PLC2 对其
水解活性较大，反应 1 h 水解 PI 为 4. 48 nmol，PLC1
微弱的水解 PI，反应 1 h 水解 PI 为 0. 36 nmol。对
于其他磷脂，PLC1、PLC2 均未表现出水解。实验过
程发现 PLC1、PLC2 可以高效水解 NPPC(酶活分别
为 31160 ± 418 U /mg、13640 ± 354 U /mg)，但是不能
在卵黄平板上形成沉淀圈，该现象目前很少报道，说
明 PLC 不仅识别磷脂的亲水头部磷酸极性基团，同
时识别疏水碳端尾链，推测 PLC1、PLC2 可以水解小
分子类磷脂或者可溶性磷脂。
2. 4 PLC1、PLC2 序列比较

PLC1、PLC2 的氨基酸序列同源性很高( PLC1、
PLC2 氨基酸序列的登陆号分别为 BDGL_001526、
BDGL_002961)，整段序列相似性达到 56. 4%。两
个蛋白序列中 NH2 末端序列同源性在最高，而 N-端
相似性是 61%，C-端同源性 47%。PLC1、PLC2 的部
分性质很相似，两个蛋白的相对分子量非常相近
(MW ( PLC1) = 80. 9 kDa，MW ( PLC2 ) = 80. 4 kDa)，pI 也
相似(pI( PLC1) = 5. 98，pI( PLC2 ) = 6. 28)，均是酸性蛋
白。而 PLC1 经 Signal P 预测含有 22 个氨基酸的信
号肽，这点在实验中得到 SDS-PAGE 验证，pET28a-
A． cal PLC1-DE3 发酵上清液中含有外源分泌蛋白，
检测到目的蛋白带，并测到酶活，而 pET28a-A． cal
PLC1-DE3 发酵上清液中无目的蛋白且测不到酶
活，重组蛋白 N 端带有 His-tag 并成功用亲和柱纯
化。

3 讨论

本实验主要研究了非致病菌 A． calcoaceticus 来
源的磷脂酶 C(PLC1、PLC2)在大肠杆菌中重组表达
及部分酶学性质，并比较了 PLC1、PLC2 的氨基酸序
列。PLC1、PLC2 的氨基酸同源性很高，相同氨基酸
达到 56. 4%，相对分子质量及 pI 也非常相近。
NPPC 法测得 PLC1、PLC2 酶活分别为 31160 ± 418
U /mg、13640 ± 354 U /mg。酶学性质结果显示最适
反应温度分别为 65、50℃，最适 pH 值分别为 8、7. 5，
PLC1 在碱性范围内酶活很稳定。Zn2 + 抑制 PLC2
的活性，该性质与 PLC1 及大多 PLC 性质不一样，如
来源荧光假单胞菌［13］、蜡样芽孢杆菌［14］、蕈状芽孢
杆菌［15］及产气荚膜梭菌梭状芽孢杆菌［16］等菌磷脂
酶 C，Mg2 +、Ca2 + 促进 PLC1、PLC2 的酶活性。本实
验结果与之前文献报道的 A． calcoaceticus PLC 相对
分子质量差异很大(25 － 35 kDa)，且本文的 PLC1、
PLC2 不具有溶血性，在卵黄平板上也没有沉淀圈形
成［17 － 19］，推测可能是原始菌来源不同，本文是从土
壤中分离得到，后者 A． calcoaceticus 是从病人身上分
离纯化得到。

与 PLC2 相比，PLC1 对应的重组菌表达过程中
形成了大量的包涵体，可能是由于 PLC1 带有信号
肽，在蛋白表达过程大肠杆菌不能完全识别 PLC1
信号肽导致。PLC2 作为胞内磷脂酶 C，与之前报道
的细菌性磷脂酶 C 均为胞外酶不同，这点与真核生
物相似。目前，国内研究的磷脂酶 C 产生菌主要有
蜡样芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、蕈状芽孢杆菌等致病
菌［20 － 23］，本实验在国内外首次实现了对非致病细菌
的磷脂酶 C 基因的外源表达，对 PLC 应用于食品添
加剂的安全应用具有一定的指导意义。
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Overexpression， purification and characterization of
phospholipase C from Acinetobacter calcoaceticus

Yanhong Wang，Liang Zhang* ，Zhenghua Gu，Zhongyang Ding，Guiyang Shi
Key Laboratory of Industrial Biotechnology of Ministry of Education， National Engineering Laboratory for Cereal
Fermentation Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ In this study，we constructed two recombinant Escherichia coli strains to produce phospholipase C
(PLC) from Acinetobacter calcoaceticus． The recombinant enzymes were purified to homogeneity and characterized．
［Methods］We cloned the PLC encoding gene plc1，plc2 from genome DNA of A． calcoaceticus ATCC17902． The
amplified fragments were inserted into pET28a( + ) to obtain expression plasmids． E． coli BL21 ( DE3) harboring the
above plasmids were cultivated and induced with isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside to express PLCs． The recombinant
PLCs were purified by affinity chromatography and their catalytic properties were characterized． ［Ｒesults］Two PLCs from
A． calcoaceticus were cloned and functional expressed in E． coli． The recombinant enzymes have activities of 31160 ± 418
U /mg for PLC1 and 13640 ± 354 U /mg for PLC2，when using p-nitrophenyl phosphorycholine as substrate． The purified
PLC1 and PLC2 exhibited optimum temperature at 65 o C and 50 o C，respectively． Their optimal pH were 8 and 7. 5，
respectively． PLC2 was stable under 40 oC and pH at 8，whereas the residual activity of PLC1 was less than 25% in the
same condition． Mg2 + and Ca2 + stimulated two enzymes activity，whereas Zn2 + stimulated PLC1 and inhibited PLC2．
PLC1 and PLC2 hydrolyzed phosphatidylinositol． ［Conclusion］ It is the first time to express and characterize the PLC
gene from A． calcoaceticus ATCC17902． These research results provide reference for the study of food-safety
microbiological PLC．
Keywords: Acineitobacter calcoaceticus，phospholipase C，purification，genetic recombination
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