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草菇胞外高丰度蛋白质的分离测序
及cDNA片段克隆

罗楚平，邵蔚蓝

(南京师范大学生命科学学院，210097，江苏，南京)

[摘要】 经过柱层析，从以稻草粉为基质培养的草菇(Volvariella volvacea)摇瓶发酵液中纯化了HEPI(high

expressional protein】)和HEP2(bjgh expressional protein 2)两个在胞外高丰度存在的蛋白质，SDS—PAGE电泳和

分子筛层析的结果表明HEPl和HEP2的相对分子质量分别是52．6 X 103和26．2×103，且都是单亚基．其中

HEPl经过酶解印迹后对肽段N端前15个氨基酸进行测序．根据测序结果设计简并引物，PCR扩增到一条长约

750 bp特异核酸条带．克隆测序后，该cDNA片段经GenBank多序列比对，未发现其属于某个特定的基因家族．
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Purification of Two High Expressional Exocellular Proteins

From Volvariella Volvacea and Cloning one of Cdnd Fragments

Luo Chuping，Shao Weilan

(School of Life Science，Nanjing Normal University，210097，Nanjing，China)

Abstract：Two exocellular proteins，HEPl and HEP2 are abundant in fermentation broth，were purified

from straw powder culture of Vovareilla volvacea through protein chromatograph methods．The result of

SDS—PAGE and gel filtration indicated that HEPl and HEP2 are both composed of one polypeptide with

the molecular mass of 52．6×103 and 26．2 X 103．respectively．The HEPl§fifteen amino acid
residues

of N—terminal was determined．Degenerated primers designed according to the N—terminal amino acid，

The 750 bp cDNA fragment was amplified with degenerated primers and aligned with GenBank．The orthol—

ogous sequences wasnt found．

Key words：Vovareilla volvacea，protein purification，anino acid residues of N—terninal，promoter

0 引言

丝状真菌由于具有(1)生长基质广泛，转化能力强，外泌蛋白质能力强；(2)对合成的外源真核蛋白质

比酵母更能正确的进行各种翻译后加工，包括肽链剪切和糖基化；(3)其发酵工艺及下游加工技术已完善

建立起来这为基因工程菌投入工业生产打下基础．因此研究构建丝状真菌成为表达外源蛋白质的宿主是

继大肠杆菌和酵母后的又一热点．然而不足的是丝状真菌的遗传背景知识贫乏，分泌的外源蛋白质容易降

解且远不如内源蛋白质含量高等缺点严重阻碍了其工业化生产应用的进程¨“J．本文研究的对象草菇，作

为食用菌除安全无毒外，还具有生长温度高、生物转化能力强等优点，是表达外源蛋白质的理想宿主菌株．

目前用于构建转化食用菌的表达载体的启动子主要是从香菇中分离的ras基因启动子和酿酒酵母中分离

的gpd(Glyceraldehyde一3一phosphate dehydrogenase)基因分离的启动子旧1，未见有草菇内源基因调控序

收稿日期：2004．11—18．

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30370034)．

作者简介：罗楚平，1979一，硕士研究生，主要从事分子微生物学的学习与研究，E-mail：luochuping@163．tom

通讯联系人：邵蔚蓝，女，1958一，教授，博士生导师，主要从事微生物分子生物学的教学与研究．E-mail：wlshao@jsmail．com．cn

．---——74．---——  万方数据



罗楚平，等：草菇胞外高丰度蛋白质的分离测序及eDNA片段克隆

列的研究报道．由于丝状真菌的启动子具有种属特异性和诱导特异性o 7’8I，研究获得草菇内源的可调控的

强启动子，信号肽序列，终止子序列不仅是构成草菇成为高效表达体系关键的一步，而且能够增加对草菇

的遗传背景知识和基因调控机理的了解．本课题假定胞外高丰度存在的蛋白质其基因上游必存在强启动

子和信号肽，本实验纯化了两个草菇发酵液中高丰度存在的蛋白质，并根据其中一个蛋白质的肽段氨基酸

序列设计简并引物，反向PCR得到一条特异核酸序列．这些工作为下一步从本实验室构建的草菇基因组

文库杂交出其全序列和分析其调控序列奠定基础．

1材料和方法

1．1主要试剂：

木聚糖、小牛血清白蛋白、DEAE—Sephacel、Acr—Bis均购于Sigma公司．叠氮化钠(上海博彩生物公

司)、SDS．PAGE低分子质量标准蛋白(Promega公司)、PVDF膜(BioRad公司)．

大肠杆菌E．coli JMl09购于Promega公司，限制性内切酶、T。DNA连接酶和。。Taq酶购于宝生物公

司，Total RNA Purification Kit购于申能博彩生物科技有限公司，质粒抽提QIAprep Spin Plasmid Miniprep

Kit和Plasmid Gel Extraction Kit凝胶回收试剂盒购于Qiagen公司．PowerScriptⅢReverse Transcriptase购于

CLONETECH公司．

1．2菌种和培养

草菇菌株由南京师范大学何强泰教授惠赠．

固体培养基：CMC和木聚糖各5 g／L、蛋白胨2∥L、磷酸二氢钾0．6 g／L、MgSO。·7H：O 0．5∥L、琼脂粉

1．5 g／L．

1．3蛋白质浓度测定、蛋白质相对分子质量测定和蛋白质银染

用BradFord法测定蛋白浓度，以小牛血清白蛋白作为标准蛋白．

蛋白质银染根据《精编分子生物学实验指南》的快速银染方法．19 o

1．4不同碳源和氦源培养条件下发酵液中蛋白质组分的变化

分别用碳源玉米芯、稻草粉、木聚糖、羧甲基纤维素于不同氮源酵母粉蛋白胨、硫酸铵混合摇瓶培养草

菇，180 r／min，38 oC，4 d，发酵液中的蛋白质经饱和度为80％硫酸铵沉淀，透析后，用10％SDS-PAGE电泳

检测蛋白质组分．

1．5草菇胞外高丰度蛋白质的分离纯化

经以稻草为碳源培养的草菇发酵液经纱布过滤后，5 000 r／min离心30 min除去杂质．所有纯化步骤

均在4℃进行，所有缓冲液都加0．2 g／L叠氮化钠以防杂菌生长．

1．5．1硫酸铵沉淀

加固体硫酸铵至饱和度为80％，在冰上静置过夜。10 000 r／min离心10 min，沉淀用25 mmol／L的Tis—

HCl缓冲液溶解沉淀物，再10 000 r／min离心30 min，最终得到粗酶液50 mL．

1．5．2 DEAE—Sephacel阴离子交换柱层析

样品在25 mmol／L的Tris．HCl中透析2次，每次4 h．DEAE—Sephacel阴离子交换柱预先用同样的

Tris．HCl缓冲液平衡，然后将透析的酶液注入柱中，以0—1 moL／L NaCI的磷酸缓冲液进行梯度洗脱(流速

2 mL／min)和部分收集(6 mL／tube)．将收集蛋白质峰的管进行SDS．PAGE电泳，银染鉴定合并含目的蛋白

质管．

1．5．3凝胶过滤层析

75％的硫酸铵沉淀含目的蛋白质样品，经两次2 L含150 mmol／L NaCl、pH7．0的磷酸钾缓冲液透析，

每次4 h，然后注入柱中．用同样的缓冲液洗脱(流速0．5 mL／min)，以每管2 mL分部收集．收集对应蛋白

质峰的管做SDS．PAGE电泳，银染确定含目标蛋白质管，丢弃含杂蛋白质管．合并超滤浓缩后，以SDS—

PAGE电泳检测其纯度．

1．5．4 HTP(羟基磷灰石)柱层析

用pH 7．5的20 mmol／L的磷酸缓冲液把蛋白质相对分子质量为5．26 X 104的样品稀释1倍，柱子用

含1 mmol／L NaCl的去离子水平衡，上样．再以20 mL、10 mmol／L的磷酸缓冲液，120 mL、10～400 mmoL／L
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的磷酸缓冲液，20 mL、400 mmol／L的磷酸缓冲液洗脱和部分收集(2 mL／tube)．收集对应蛋白质峰的管做

SDS．PAGE电泳，银染确定含目标蛋白质管，丢弃含杂蛋白质管．合并超滤浓缩后以SDS．PAGE电泳检测

其纯度．

1．6蛋白质N端序列分析

制备12％分离胶50 V预电泳1 h后制备4％的浓缩胶．相对分子质量为52．6 X 103蛋白质样品上样

(4恤g／孔)，150 V电泳45 min后进行蛋白质酶解印迹．印迹采用的是caps缓冲体系，100 V电转2 h后，用

Comaasie—R一252．6染色2 min，50％甲醇脱色后取出夹在虑膜中，置密闭塑料袋4℃冰箱保存．蛋白质Ⅳ端

序列测定在中国协和医科大学基础医学院中心实验室进行．

1．7草菇总RNA、mRNA的提取和第一链eDNA合成

将草菇菌丝平板培养4～5 d，收获菌体，用灭菌蒸馏水洗涤菌体，带手套将其尽量挤干，称取100 mg

菌体，置于研钵中。在液氮存在下研成极细的粉末，将粉末迅速转移至40 mL离心管中，加入30 mL变性

液，混匀。加人1 mL 2 mol／L NaAc(pH4．0)，充分混匀。再加入10 mL水饱和酚和2 mL氯仿／异戊醇(24

：1)，振荡完全10 S，冰浴15 min后，在4℃，10 000 r／min离心20 min。加入等体积的酚：氯仿：异戊醇(25：

24：1)再抽提1次，振荡完全(10 S)，冰浴15 min后，在4℃，10 000 r／min离心20 min。转移上清，加入等

体积的异丙醇，一20℃，沉淀60 min后，在4℃，10000 r／min离心15 min。弃上清，将RNA沉淀用3 mL变

性液再溶1次，完全溶解后，分装，加入等体积的异丙醇，一20℃，沉淀60 min后，在4℃，10 000 r／min离

心15 min。弃上清，用75％的乙醇洗涤沉淀2次，将总RNA溶于适量的DEPC水中，一70℃保存。

将RNA样品65℃加热10 min，加入3 txL Biotinylated—Oligo(dT)和13¨L 20×SSC后，轻柔混合，放置

室温至完全冷却，注意时间小于10 min。

洗涤Streptacidin Paramagnetic Particles(SA．PMPs)：轻弹试管将SA．PMPs悬起，放置于磁架上，小心移

去上清，用0．5 X SSC洗涤3次(300¨L／次)，将SA—PMPs重悬于100 mL 0．5×SSC中。将1中的产物放入

2中，室温放置10 min，每隔1～2 min轻柔倒转，将管子放于磁架上，小心移去上清，用0．1×SSC洗涤4次

(300¨I／次)。用100 mL×RNase．free的水重悬SA．PMPs，轻柔混合，放于磁架上，将上清转移至干净的

管子中，重复2次，得到约270 mL mRNA样品。为了将微量的SA．PMPs除去，将样品在4℃，以12000×

r／min离心1 min，将上清转移至一个干净管子中。样品中加人0．1体积的乙酸钠(pH 5．2，用DEPC处理

过)和1体积异丙醇，一70℃过夜，取出样品，在4℃，以12 000 r／min离心20 min，用75％乙醇洗涤一次，

同上高速离心，风干后，用10 mL l RNase—free的水重悬。

提取的mRNA用PowerSeriptⅢReverse Transcriptase反转录成第一链cDNA。

1．8引物设计，PCR和TA克隆

一对简并引物：5’CCC AAGCTF GCN AT(T／C)TA(T／C)CCI GA(T／C)AA(A／G)3’和5’d(T)30 Nl

(A／G／C)N2(A／G／C／T)3’；PCR条件：先在较低的退火温度36℃进行5个循环后，然后退火温度上升为

55℃进行30个循环．TA克隆根据宝生物工程公司试剂盒说明书，测序在生物技术工程公司进行．

2结果与分析

2．1 不同碳源和氮源组合的草菇发酵液蛋白组分分析

用不同的碳源氮源组合的培养基摇瓶培养草菇，在发酵液中HEPl(相对分子质量为52．6×103)和

HEP2(26．2×103)都选择性高效表达，在SDS．PAGE电泳图中呈现出很粗的条带(见图1)．推测HEPl和

HEP2基因的上游序列具有可调控强启动子；由于其是胞外蛋白质，N端带有信号肽序列．

2．2草菇胞外高丰度蛋白质分离纯化及N端序列

SDS．PAGE电泳分析结果表明(见图2)，经过柱层析得到了电泳纯HEPl和HEP2蛋白质．HEPl肽段

N端序列测序结果为AADXX ALLSA IYPDK．

2．3 PCR结果电泳图、重组子验证和核酸序列分析

核酸凝胶电泳(见图3)结果表明扩增得到一条长约750 bp的特异核酸带．然后对PCR产物TA克隆

(插入子验证见图4)和C端测序．根据测序的结果(见图5)和预测的阅读框架(下划线表示)翻译成的蛋

白质序列经GenBank同源性比对未发现其属于某个特定的基因家族．
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图1不同培养基的条件下发酵液中蛋白质凝胶电泳比较图

0．Protein molecular weight marker；1．straw powder+Pep—

tone；2．straw powder+(NH4)zS04；3．corn powder+Peptone；

4．corn powder+(NH4)2S04；5．xylan，CMC+Peptone；

6．xylan，CMC+(NH4)2S04

图3 PCR产物的凝胶电泳图

0：h-EcoTl4 I digest DNA Marker

1：PCR product

图2纯化的HEPl和HEP2凝胶电泳图

0．Protein molecular weight marker；1．the exocellular proteins

precipitated by amnlonium sulfate；2．the purified HEP2；

3．the purified HEPl

图4插入子的PCR验证

0：DNA Marker，1、2 and，

3：The PCR products from the recombinant plasmid

CAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACGATTCCCAAGCTTGCAAT

TTACCCGGATAAAGACACACCTTCGATTCTTATTCAAGAGTCCCTAACG

CCAAATGAATCCATCTTCCCGCAAACCAGGGAAGGCACTCTATCTGGAC

TGGACTCGTCAACGGGGCACGCATCGCGGGACGTGATCAATGGGTCGAA

TGACACGGACCTGTTGAACGTTTCGCAGCCGGATGCATATTATGCCTCG

GAAGACAACAACCTCAAGCTCTCAGGCGTTGGTGTATTTTCACCCGCTG

GCTCACAACCCGGGTCGCCAACCCTTAGTCGAAGGAATCTCCTTGGGGA

TAGGATGTTGAGTGTTGAGGCCTTAACGCCATTACAGGATGATGTACTT

GCTGTTCGACGAAGACCAGGGGCGGGCCAGCCGGGTTTCGTGGATGAGT

GAGGTGTTTTCCCCTTTCCCGGGCGTTCCTTCTTTCTCCAAAACGCGTT

GTACATTCATTACATAGTGATACAATTACTCCTAATCTACACTGTGTAG

TCATAAAAACGTCCTAGTCACCACCCAAACCGCAATTGGTCTCGCGGAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

图5 PCR产物核苷酸序列

3讨论

构建丝状真菌成为外源蛋白质的高效表达体系成为近来研究的热点．基因转录调控作为调控外源蛋

白质高效表达的第一步，因此，寻找、分析、获得丝状真菌内源的可调控的强启动子、信号肽序列、终止子序

列是构建外源基因高效表达载体的关键‘101．草菇，作为食用菌的一种，目前的研究集中在对其完整的纤维
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素、半纤维素酶系统和自身抗寒机制的研究本实验室根据草菇生长温度高，生物转化快，安全无毒等特点

致力于构建草菇为医用蛋白质的高效表达体系，但国内外未见有关于草菇基因调控序列的研究报道．本文

根据胞外高丰度存在的蛋白质去寻找强启动子的技术路线虽然具有一定的技术难度和风险性，但它却可

以克服一般胞外酶启动子较弱和胞内酶不具有信号肽的缺点，大大增加了获得草菇高表达元件的机率．草

菇外源基因高效表达体系的构建除了用于表达一些价格昂贵的医用蛋白外，而且可以表达与抗冷冻相关

的蛋白质来提高草菇抗冷冻伤害能力¨1I．本实验鉴定、纯化出两个高丰度表达的蛋白质HEPl和HEP2与

草菇已知基因序列的胞外酶，如纤维素半纤维素酶，相对分子质量大小不同，说明我们所纯化的蛋白是草

菇中没有研究过的新蛋白．并根据HEPl氨基酸序列设计简并引物克隆其cDNA序列做了初步研究．
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