
极耐热内切葡聚糖酶 !"#$%&的
基因克隆、表达和酶学性质的研究

李相前$，%，邵蔚蓝$，’

（$(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 %$)*’+）

（%(淮阴工学院生物系，江苏 淮安 %%’**$）

（’(南京师范大学生命科学学院，江苏 南京 %$**,-）

［摘要］. 极耐热酶在工业生产中有可观的潜在用途，为此从极端嗜热厌氧细菌海栖热袍菌中通过 /!0 方法
克隆出 !"#$%&基因，构建重组表达质粒 123 4 %*5 4 !"#$%&，转化至大肠杆菌 67$*,（82’）诱导表达后，获得极
耐热重组内切葡聚糖酶(经过热处理和组氨酸亲和层析柱纯化，获得电泳纯单一条带，酶学性质测定表明：最适

作用 19为 +: *，最适作用温度 ,*;，在 19<: ’ = +: < 之间酶活力稳定，,*;半衰期 -* >?@(
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B. 引言
纤维素是自然界中数量最大的可再生资源，它的降解是自然界碳素循环的中心环节，纤维素的利用与

转化对于解决目前世界能源危机、粮食短缺、环境污染等问题具有十分重要意义［$］(
内切葡聚糖酶是纤维素酶法降解的重要一员，一般认为：内切葡聚糖酶以随机方式切割葡聚糖线性大

分子，再辅以纤维二糖酶和葡葡糖苷酶作用彻底降解纤维素(在纤维素酶法降解研究中，来自真菌的常温
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酶研究较多，事实上极耐热酶在工业转化过程中具有保持较快反应速度、反应受污染可能性小、提高酶作

用底物溶解度、较高抗化学变性等优点而引起广泛注意［!］"海栖热袍菌（!"#$%&’&() %)$*’*%)）是生长在海
底火山口的极端嗜热专性厌氧微生物，能够分解利用淀粉、纤维素、半纤维素等多聚糖，可以产生耐高温和

热稳定性的淀粉酶、纤维素酶和半纤维素酶［#］"根据已公布的基因组序列，经对编码的氨基酸序列分析，海
栖热袍菌有多个编码内切葡聚糖酶的基因，其中内切葡聚糖酶 $%&’(、$%&)!(、$%&*+ 等均有报道，但
$%&)!,的酶学特性尚未知［+ - .］" 本文报道用 /01 - !23 表达载体，克隆、表达 !+ %)$*’*%) 内切葡聚糖酶
$%&)!,基因并融合 . 个组氨酸标签，经亲和层析，获得纯酶，测试了该酶部分生化特性，为极耐热内切葡聚
糖酶的应用提供基础"

)4 材料与方法
)5 )4 菌种与质粒
4 4 大肠杆菌 ,+ -&.* 67)28，67)28（90#）购于 :;<=%>?公司；!+ %)$*’*%) 购自美国菌种保藏中心，编号为
(1$$+#’@8；质粒 /01 - !23购于 A<B?>%C公司"
)5 !4 酶和试剂

:D;<3%EF聚合酶、限制性内切酶、1+9A( 连接酶、9A( 标准分子量等购于 1(G(H( 公司；胶回收试剂

盒、质粒抽提试剂盒购自 IJ(K0A公司；氨苄青霉素、J:1K购自 LJK7(公司"
)5 #4 海栖热袍菌基因组 9A(的提取方法
参照参考文献［*］"

)5 +4 引物设计
按照已知的海栖热袍菌葡聚糖酶基因（(022)*’!）设计引物，运用 9A( 分析程序对海栖热袍菌内切

葡聚糖酶 )!,的信号肽序列进行分析，引物由中科院上海生物工程中心合成"
引物 )：A端：’M - KK((11$$(1(1K(KK1KKK$(K11$11$1K ( -#M，前面加上 AN%J位点；
下游引物设计：$ 端：’M - $$$((K$1111(11($1$K(K 111 1($ ($$ 11$ K($ (K( K(( K1$$，引

入组氨酸标签和 OP<&J位点，在组氨酸标签后加入两个终止密码子 Q((、Q(K来加强翻译终止"
)5 ’4 重组质粒构建

:$H扩增结束后（扩增的条件是 8’R，’ =SC；暂停计时，加高保真性的 :D;<3%EF 聚合酶，加 +2 !T 石蜡
油密封；#’ 次循环（8+R，’2 E；.2R，82 E；*!R，# =SC；*!R，)2 =SC；），电泳检查并将 :$H产物从胶回收，用
AN%J和 OP<&J双酶切并经纯化，以适当比例与同样双酶切的 /01 - !23 载体混合，加入连接酶，).R过夜，
转化 67)28 构建内切葡聚糖酶 )!,的重组质粒 /01 - !23 - $%&)!,"
)5 .4 $%&)!,基因在 /01 - !2（3）表达载体中的表达
用重组质粒 /01 - !23 - $%&)!,转化宿主菌株 ,+ -&.* 67)28,90#，挑取单菌落接入含有 (=/ )22 !> U

=T的 T,培养基中，#2R振荡培养过夜；取 )22 !> U =T 过夜培养液接入 )22 =T 含 (=/ )22 !> U =T 的 T,
培养基中，#*R振荡培养至 V9.22达 25 . W 25 @，吸出 ) =T未诱导的培养物，剩余培养物中加入 J:1K至终浓
度 ) ==<& U T，并继续培养，培养结束后，取 ) =T 菌液，以 )! 222 ; U =SC 离心 ) =SC 收集菌体，用 10 缓冲液
（)2 ==<& U T 1;SE，) ==<& U T 091( /X *5 .）洗涤细胞 ! 次，并用 ’22 !T !2 ==<& U T 1;SEYX$&（/X *5 ’）重悬
细胞，超声波破碎，#2 E，+ 次" )! 222 ; U =SC，+R离心 )’ =SC去除细胞碎片沉淀，取上清测酶活"
)5 *4 葡聚糖酶酶活的测定
加酶液 )22 !T和 ’2 !T25 ) =<& U T /X .5 2 的咪唑邻苯二甲酸氢钾缓冲液，#’2 !T 水，’22 !T $7$ 底

物，@’R反应 )2 =SC后，加 ! =T终止剂 9AL煮沸 ’ =SC，冷却后测 (’!2值"酶活单位（Q）的定义：在 @’R下，
/X .5 2，) =SC内催化产生 ) !=<&葡萄糖所需的酶量"
)" @4 葡萄糖的标准曲线的测定
配制 25 + => U =T 葡聚糖溶液母液，然后用不同浓度梯度的葡萄糖与 9AL 反应，最后测溶液在每次反

应后的 (’!2值"在一定浓度范围内（25 2’ W 25 !’ => U =T），葡萄糖的浓度与吸光度值呈线性关系"
蛋白质浓度用 ,;?NZ<;N法测定，以牛血清白蛋白作为标准蛋白［@］"
—!*—
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!" #$ 重组酶的分离纯化
!" #" !$ 重组菌的培养
$ $ 将含有质粒的 %&’ ( )*+ ( ,-.!)/ 的 &0 12.3 45!*# 6&7 的 8/ 平板菌种接种于 9:% 的 8/ 液体培养
基，7*;，转速 )** < = :3>摇瓶过夜制备液体种子，然后以 !?的接种量接入 ) 个装有 )@* :8 含有 9:% 的
液体 8/培养基的 ! 8三角瓶中，7A;，)** < = :3>培养至 B6C***" C D *" E 时加入 FG’H 至浓度 ! ::2. = 8，继
续培养 C I，J;下，@ *** K离心 )* :3>收集细胞0
!" #" )$ 粗酶液的制备
将收集细胞用 @* :8 亲和柱结合缓冲液三角瓶中重悬，经高压细胞破碎仪（L<->1I G<-MMN<-，’I-<:2）

破碎细胞，# C** K离心 )* :3>，取上清于 A@;热处理 )* :3>，# C** K离心 7* :3>，上清液即为粗酶液0（亲和
层析所用缓冲液见参考文献［A］）0
!" #" 7$ O3MPQRK柱亲和层析
将粗酶液经微孔膜过滤后注入亲和层析柱（S2TRK->）（!" C 1: U ) 1:），然后用洗涤缓冲液洗涤，最后

用洗脱缓冲液洗脱，流速 *" @ :8 = :3>，以每管 ! :8分部收集0收集酶活的峰值部分，用半透膜超滤浓缩后，
以 V6VPG9H&凝胶电泳检测纯度0
!" !*$ 重组酶性质分析
（!）最适反应温度的测定：在 C@ D !**;范围内，每隔 @;，分别测定酶活0以酶活最高为 !**?，计算
相对酶活0
（)）最适反应 %O：在不同的 %O值条件下分别测定酶活，以酶活最高为 !**?，计算相对活性0反应所
用的缓冲液是 *" ! :2. = 8咪唑 (邻苯二甲酸氢钾缓冲液，使用时需在 #*;下校正，校正后的范围 %O 值为
J" @ D E" *0
（7）温度稳定性：在相对稳定的 %O值下，使酶在某个温度下保温不同的时间，再测定相对酶活，以未
保温（J;保存）的酶样活性为 !**?，由此确定酶的稳定性0
（J）%O稳定性：酶在不同的 %O值条件下保温相同的时间，再分别测定残留酶活性与不保温的酶活
比，计算百分比0缓冲液的选择同上0

)$ 结果
)" !$ 原核表达质粒的构建
采用 G,W技术从 !" #$%&’&#$ 菌的基因组中扩增出 ,-.!)/ 基

因片段（EA* +%）见图 !，G,W 产物和载体双酶切，以适当比例混合
并连接，构建内切葡聚糖酶基因 ,-.!)/ 的高效表达质粒 %&’ ( )*+
( ,-.!)/，其特点是 ’A 启动子控制下的内切葡聚糖酶基因与组氨
酸标签融合，便于重组蛋白纯化0
)" )$ 重组质粒鉴定分析
连接液转化大肠杆菌 45!*# 后，在 9:% 抗性平板上得到转化

子0然后用限制性内切酶对重组质粒进行鉴定，重组质粒能被 SX-
!和 YI2.! 双酶切下一条与 G,W扩增片段大小一致的片段（如图
)）0因此，初步证实 ,-.!)/ 基因已插入 %&’ ( )*+ 载体中0测序后，
经过比对分析，得到 ,-.!)/基因序列0
)" 7$ ,-.!)/基因在大肠杆菌中的表达
重组质粒 %&’ ( )*+ ( ,-.!)/ 转化至大肠杆菌 45!*#（6&7），经 FG’H 诱导 JI 后，收集菌体细胞进行

V6V ( G9H&（分离胶的浓度为 !*?），考马期亮蓝染色结果见图 70从电泳图谱上可以看出，内切葡聚糖酶
,-.!)/在相对分子质量 7) *** 处有明显的蛋白表达条带0
)" J$ 表达蛋白的纯化
经 FG’H诱导表达的菌体 45!*#（6&7）= %&’ ( )*+ ( ,-.!)/ 裂解，并经 A* ;)* :3> 热处理，取上清液

加到亲和层析柱（G2.ZPO3M亲和层析柱），检测不同流份中内切葡聚糖酶酶活0结果表明：在冼脱缓冲液中
—7A—
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得到较高的酶活，证明组氨酸融合表达载体构建成功!取活力高的流份并管，经透析样品用 "#"$%&’( 电
泳检测，酶纯度达到电泳均一，结果见图 )!

*+ ,- 纯化重组酶的性质
*+ ,+ .- 重组内切葡聚糖酶的最适反应 /0
- - 在不同的 /0值条件下分别测定酶活，以酶活最高为 .112，计算相对活性，结果如图 3，重组内切葡
聚糖酶的最适反应 /0是 4+ 1 左右!

*+ ,+ *- 重组内切葡聚糖酶的最适反应温度
在 4, 5 .116范围内，每隔 ,6，分别测定酶活!以酶活最高为 .112，计算相对酶活，重组内切葡聚糖

酶的最适反应温度为 716 ! 7,6以后酶活有所降低!
*+ ,+ )- 重组内切葡聚糖酶的 /0稳定性
酶在不同的 /0条件下 8,6保温 * 9，再分别测定残留酶活性与 36保温的酶活相比，计算百分率!重

组内切葡聚糖酶在 /0,+ ) 5 4+ , 都比较稳定! /0 4+ 1 时残余酶活最高，/0 4+ , 以后 /0值升高残余酶活迅
速降低!
*+ ,+ 3- 重组内切葡聚糖酶的温度稳定性
在相对稳定的 /0 4+ 1 下，使酶在某个温度下保温不同的时间，再测定相对酶活，以未保温（36保存）

的酶样活性为 .112，由此确定酶的稳定性，测得结果表明，重组内切葡聚糖酶的温度稳定性不太好，在
716下保温 * 9后，残存酶活和没保温酶的酶活相比还有 *82，在 .116下保温 * 9后几乎为 1!

)- 讨论
海栖热袍菌 !"#$%&’&() %)$*’*%)是一个嗜极端高温的厌氧真细菌，生长在 ,, 5 716 海底火山口，是

极耐热酶重要来源!但该菌产生包括纤维素酶、淀粉酶和木聚糖酶，这些酶的酶学性质比较相近，分离纯化
某一酶类非常困难!同时海栖热袍菌生长条件苛刻，细胞密度低，不适合工业化生产!利用基因克隆技术，
将极耐热内切葡聚糖酶基因克隆至表达载体，通过提高表达水平可以得到自然界难以得到的有可观潜在
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用途的热稳定性内切葡聚糖酶［!，"，#$］%
由于基因表达产物带有一个 & 个组氨酸的标签，可通过金属离子亲和层析法进行纯化%同时表达蛋白

对热稳定性高，将重组菌细胞破碎后的上清经 ’$(，)$ *+, 的热处理，去除了大量菌体蛋白，再通过一步
组氨酸亲和层析柱可达到电泳一条带的纯度，为酶学性质鉴定和分析工作提供了便利，也为重组酶的大规

模工业化提取奠定基础%
热稳定性是酶的众多性质中重要因素之一，因为如果不需要终止酶催化反应，酶的半衰期长就意味着

效率高%同时热稳定性酶与常温酶相比有以下优点：! 高温下的热稳定性，可以降少污染的危害%" 室温
下较长的贮藏期，对商品酶制剂尤为重要%# 有较高的抗化学变性%$ 高温下的高活性，因为耐高温酶随
温度上升其活性增加的程度比常温酶更明显，同时温度增加使反应体系粘度降低，促使传质效率高%% 易
于大规模生产和纯化%因为基因工程技术构建高效表达高温酶的常温重组菌，可以不需要高温设备，表达
产物可以通过热处理去除大量杂蛋白，简化纯化操作%
纤维质原料生物转化是当今科技界热点，内切葡聚糖酶是纤维素降解酶系中重要一员，来自于常温微

生物中常温纤维素酶研究较多，来源于嗜极端高温菌热稳定性高的纤维素降解酶几乎都缺乏对天然纤维

素分解能力，通过蛋白质工程改造这些酶使之具有降解结晶纤维能力是一个值得研究的方向［##，#)］%

［参考文献］

［#］- 谭仁祥，孟军才，陈道峰，等% 植物成分分析［.］% 北京：科学出版社，)$$#%
［)］- ./01+, 2% 30415+, 5,6+,550+,6 47 8599:9/;5;［<］% =+48>5*+8/ 51 =+4?>@;+8/ A81/，)$$$，#BC!：)!" )B)%
［!］- D4E50 F，G>4*/; A H，F59*:1 I，51 /9% G>50*41464 */0+1+*/ ;?% ,4J% 05?05;5,1; / ,5K 65,:; 47 :,+L:5 5M105*59@ 1>50N

*4?>+9+8 5:E/8150+/ 604K+,6 :? "$(［<］% A08> .+804E+49，#"O&，#CC：!)C !!!%
［C］- P>>/E0/ 2 D，I599@ D .% =+48>5*+8/9 8>/0/8150+Q/1+4, 47 G>50*4146/ */0+1+*5 5,R469:8/,/;5 P59’C K+1> /,R K+1>4:1 /8/0E4N

>@R0/15 E+,R+,6 *4R:95（P=.）［<］% ST=2 H51150;，)$$)，B!#：!’B !O$%
［B］- =04,,5,*5+50 I，I50, A，9+5E9 U，51 /9% 3:0+7+8/1+4, 47 G>50*4146/ */0+1+*/ 5,Q@*5; 740 1>5 R560/R/1+4, 47 859:94;+8 */150+N

/9;［<］% A??9 T,J+04, .+804E+49，#""B，&#：#!"" #C$’%
［&］- H+5E9 U，D:+95 3，=04,,5,*5+50 I，51 /9% A,/9@;+; 47 / G>50*4146/ */0+1+*/ VWA 70/6*5,1 5,84R+,6 1K4 ;+*+9/0 1>50*4N

;1/E95 */0+1+*5 VWA 70/6*5,1 5,84R+,6 1K4 ;+*+9/0 1>50*4;1/E95 8599:9/;5;，P59A /,R P59=，/,R 8>/0/8150+Q/1+4, 47 1>5 05N
84*E+,/,1 5,Q@*5;［<］% .+804E+4946@，#""&，#C)：)B!) )BC)%

［’］- 薛业敏% 耐热性木聚糖降解酶系的基因克隆、表达和酶学性质研究［V］% 无锡：江南大学，)$$C%
［O］- =0/R740R . .% A 0/?+R /,R ;5,;+1+J5 *51>4R 740 1>5 L:/,1+1/1+4, 47 *+804604* L:/,1+1+5; 47 ?0415+, :1+9+Q+,6 1>5 ?0+,8+?95 47

?0415+,NR@5E+,R+,6［<］% A,/9 =+48>5*，#"’&，’)：)CO )BC%
［"］- P>0+;14?> U，U4976/,6 H% GK4 5M105*59@ 1>50*4;1/E95 M@9/,/;5; 47 1>5 >@?501>50*4?>+9+8 E/8150+:* G>50*4146/ */0+1+*5

.2=O［<］% A??9 T,J+04, .+804E+49，#""B，&#：#O#$ #O#B%
［#$］- W59;4, I T，P9/@14, D A，X+99 2 D，51 /9% TJ+R5,85 740 9/150/9 65,5 10/,;750 E51K55, A08>/5/ /,R =/8150+/ 704* 65,4*5 ;5N

L:5,85 47 G>50*4146/ */0+1+*/［<］% W/1:05，#"""，!""：!)! !)"%
［##］- ./01+, 2% 30415+, 5,6+,550+,6 47 8599:9/;5;［<］% =+48>5*+8/ 51 =+4?>@;+8/ A81/，)$$$，#BC!：)!" )B)%
［#)］- H+,R50 .，G550+ G G% G>5 0495; /,R 7:,81+4, 47 8599:94;5NE+,R+,6 R4*/+,;［ <］% < =+4158>,4946@，#""’，B’（# Y ) Y !）：#B

)O% ［责任编辑：孙德泉］

—B’—

李相前，等：极耐热内切葡聚糖酶 P59#)=的基因克隆、表达和酶学性质的研究
&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

  万方数据


