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摘要：从土壤中筛选到产植酸酶活性较高的烟曲霉菌株 &’($，其植酸酶最适 )*为 +,+，最适温度为 ++ -。通过对
烟曲霉&’($植酸酶基因进行 ./0扩增，获得了一个 !,+ 12大小的特异性产物，将其克隆到载体 )34!5(6中。测序
结果分析表明，该基因片段含有植酸酶基因完整的阅读框架（708），基因全长 !%+9 2)，其中包含一个 "! 2)的内含
子，编码 %"+个氨基酸，有 :个潜在的糖基化位点，+;端有一编码 $"个氨基酸的信号肽序列。该基因与已报道的烟
曲霉 <6//=%"$+植酸酶基因有 9!>同源性，编码的氨基酸序列同源性为 9!>。
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植酸酶是一类能将植酸及其盐类水解成肌醇

和无机磷酸的酶，目前主要用于饲料工业和食品工

业，以提高植物性饲料（或食品）中磷的利用率，减

少动物粪便中排出的磷对环境的污染，解除植酸的

抗营养作用，提高机体对蛋白及多种微量元素的利

用率［!］。植酸酶广泛存在于微生物中，但产酶量很

低，因此导致植酸酶的生产成本较高。随着基因工

程技术的发展，这个缺点已经通过构建植酸酶基因

工程菌株的方法予以解决。目前，植酸酶工业化生

产中存在的主要问题是当前商业植酸酶的耐热性

欠佳，不能完全满足饲料加工的要求［$］。因此，从

自然界寻找或者通过随机突变筛选耐热植酸酶成

为植酸酶研究的热点。

瑞士罗氏公司的 .BMBYFCNRM 等从烟曲霉
<6//=%"$+中分离出一个植酸酶基因，将其表达在
工程菌中，所获表达产物具有很高的耐热能力，

!##-处理 $#YEC 后仍保持 9#>的残余酶活力［=］。
鉴于该酶的巨大市场潜能，许多国内外学者对这一

来源的植酸酶基因进行了研究［% _ 5］。虽然所用烟曲

霉菌种不同，但克隆出的植酸酶基因却具有高度的

保守性，几乎均与 .BMBYFCNRM等人所报道的基因序
列完全相同。多样化烟曲霉植酸酶基因的获得对
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于了解植酸酶结构与功能的关系及进一步利用蛋

白质工程技术提高其它植酸酶的耐热性都是非常

有意义的。本研究从土壤中新分离了一株产植酸

酶的烟曲霉菌，从该菌株中克隆出植酸酶基因并对

其进行了序列分析，结果表明该基因可能是一个具

有新颖特性的烟曲霉植酸酶基因。

! 材料与方法

!"! 材料
大肠杆菌 !"#!为本实验室保存材料。载体

$%!&’()，*+ ),- !.+ 聚合酶，!.+ 分子量标记及
!.+回收试剂盒购于 ),/,0,（大连）分公司。植酸
钠为 1234,公司产品。其余试剂为国产分析纯。
!"# 产植酸酶菌株的筛选
土样按常规稀释后涂布 5!+ 平板上，67 8培

养 6 9后，挑取菌落转接到筛选平板（7:;<植酸钙，
7:6<葡萄糖，7:#< ."=.>6，7:7#< /?@，7:7#<

%31>=·A";>，7:776< %B1>=·A";>，7:776< CD1>=·

A";>，&:#<琼脂，$" #:#）上，678培养 69，挑取有

透明消解圈的菌株。

!"$ 植酸酶酶活性的测定
将上述获得的菌株接种于液体产酶培养基

（&:#<葡萄糖，7:6<蛋白胨，;<可溶性淀粉，7:;<
（."=）; 1>=，7:7#< /?@，7:776< %B1>=·A";>，

7:7#< %31>=·A";>，7:776< CD1>=·A";>，$" #:#），

678，;77 EF42B培养 6 9后，离心收集培养液，进行
植酸酶活性的测定。植酸酶的活性测定方法参照

文献进行［G］，酶的活性单位（H）定义为：6A 8，$"
#:#条件下每分钟水解植酸释放 &"4I@的无机磷所
需要的酶量为 &个酶活性单位 H。
!"% 植酸酶 &’适性和温度适性的测定
筛选菌株经液体培养 6 9后，离心收集上清液

用 &7 J!的滤膜进行超滤，这个过程中不断加入缓
冲液 +（&7 44I@F* "+K(.,+K，$" #:#），消耗体积约
为原溶液体积的 6 倍，然后将滤液浓缩至适当体
积，在 6A8、不同 $"条件下及在 $"#:#、不同温度
条件下进行 $"适性和温度适性的测定。
!"( 筛选菌株的菌种鉴定
按照标准方法对筛选菌株进行表型鉴定及分

子生物学鉴定，该工作由中国工业微生物菌种保藏

中心完成。

!") 植酸酶基因的克隆与分析
!")"! 基因组 !.+的提取：按照张莉莉等所描述
的方法［&7］提取菌株 LM(;基因组 !.+。
!")"# 引物设计：由于本研究所筛选的菌株为烟曲
霉菌，因此根据 5,N,4IBODN 等报 道 的 烟 曲 霉
+)??6=P;#植酸酶基因序列设计引物。
上游引物：#Q+)RR)R+?)?)R+?)))??)R?))6Q；
下游 引 物：#Q )?++?)+++R?+?)?)????+R))R(
??6Q。
!")"$ 植酸酶基因的 5?0 扩增与回收：以烟曲霉
LM(;基因组 !.+ 为模板，5?0 扩增植酸酶基因。
5?0扩增的反应体系为：STUUDE #"*，9.)5 ’"*，!.+
（#7 B3F"*）&"*，),- !.+聚合酶（# HF"*）7:#"*，
上、下游引物（;7 $4I@F"*）各为 &"*，99";> 66:#

"*。反应条件为：G=8预变性 642B，进入循环，G=8
变性 67 N，## 8退火 67 N，A;8延伸 &42B，进行 6#个
循环后，再 A;8延伸 &742B结束反应。扩增产物用
!.+回收试剂盒回收。
!")"% 植酸酶基因的克隆：将回收产物与载体
$%!&’()相连，转化大肠杆菌 !"#!感受态细胞，涂
布含有 +4$、V(3,@和 W5)R的 *S平板，6A8培养过
夜。采用碱裂解法抽提质粒 !.+进行电泳检测和
5?0鉴定。
!")"( 植酸酶基因的序列测定与分析：所获阳性转
化子的质粒 !.+由 ),/,0,（大连）分公司进行序列
测定。采用相关软件对序列进行分析。

# 结果与分析

#"! 产植酸酶菌株的筛选
利用植酸钙平板的筛选方法从土壤中共筛选

出 ’=个产透明圈的菌，进一步摇瓶培养发现有 A;
个菌具有胞外植酸酶活力，其中菌株 LM(;（图 &）产
酶性能较为稳定，且具有较高的植酸酶活力（7:&=
HF4*），选为进一步研究对象。经中国工业微生物
菌种保藏中心鉴定，菌株 LM(;为烟曲霉，其菌种收
录号为 ?W?? =7PGG。
#"# 烟曲霉*+,#植酸酶的 &’适性和温度适性
烟曲霉 LM(; 的发酵液经超滤处理后，用于植

酸酶 $"适性和温度适性的测定。$"适性的测定
表明，烟曲霉 LM(;植酸酶在 $"= X A的范围内均具
有较高的酶活力，其中 $"#:# 为其最适 $"（图 ;）。

·7;A· 微 生 物 学 通 报 ;77A年 6=（=）



温度适性的测定表明，该酶在 !!"表现了最高的酶
活力，在 #$"时保持了 !#%&’的残余酶活力（图 #）。

图 ( 菌株 )*+,在植酸钙平板上形成的透明圈

图 , 烟曲霉 )*+,植酸酶的 -.曲线

图 # 烟曲霉 )*+,植酸酶的温度曲线

!"# 烟曲霉$%&!植酸酶基因的 ’()扩增
用 /01 234聚合酶进行 567扩增，得到一条长

约 (%! 89 的特异性条带（图 :），与报道的烟曲霉
4/66#:&,!植酸酶基因大小基本一致。
!"* 植酸酶基因的克隆
挑选含 4;-、<+=0>和 ?5/@平板上的白色菌落，

获得含有阳性克隆质粒的转化子。以重组质粒为

模板进行 567扩增，扩增产物在 (%! 89处出现特异
性条带，说明已成功克隆了植酸酶基因。

!"+ 烟曲霉$%&!植酸酶基因的序列分析
测序结果表明，烟曲霉 )*+, 植酸酶基因全长

(:!A 9-，其中 B :C D B (EC的 &(个核苷酸序列为真
菌内含子序列，基因序列中的 @6 含量为 !$%C’。

图 : 扩增自烟曲霉)*+,基因组 234的 567产物电泳图
( 567产物；6 阴性对照；F 234分子量标记

该基因共编码 :&!个氨基酸，根据信号肽切割位点
的预测原则并结合已知的植酸酶基因序列分析，3
端的 ,&个氨基酸为信号肽（ B ( D B :$和 B (EA D B
(#A位核苷酸所编码氨基酸），信号肽切割后的为成
熟植酸酶的氨基酸序列（ B (:E D B (:!A 位核苷酸
所编码氨基酸）。由该基因所推导的氨基酸序列上

具备真菌植酸酶的活性中心保守序列 7.@47*5/
和催化中心保守序列 .2。该基因已经在 @GHI0H8
登陆，编号为 4*$:!$#C。
!", 与烟曲霉 -.((#*,!+植酸酶基因的同源比较
烟曲霉 )*+,植酸酶基因与烟曲霉 4/66#:&,!

植酸酶基因（@GHI0H8 4JJGKKLMH 3MN O!ACE:）的 234
序列同源性为 A(’；编码的氨基酸序列同源性为

A(’，二者之间存在 :E个氨基酸位点上差别，其中
有 #C个氨基酸位于成熟植酸酶的编码序列中（图
!）。进一步利用 P<54Q*蛋白分析工具 QJ0H-RMKLSG
分析表明，烟曲霉 )*+, 植酸酶基因编码的氨基酸
序列中存在 $个潜在糖基化位点，其位置及数量均
与烟曲霉 4/66#:&,!植酸酶相同，该酶的理论 -?值
为 !%A!，大大低于烟曲霉 4/66#:&,!植酸酶的理论
-?值 $%E:。

# 讨论

植酸酶作为一种绿色的饲料添加剂，其饲味效

果已经得到世界范围内的公认。目前，植酸酶在工

业化生产中存在的主要问题是其耐热能力不能完

全抵抗饲料加工过程中的高温处理，因此获得一个

高耐热的植酸酶将是解决此问题的根本方法。

来源于烟曲霉的植酸酶具有较强的耐热能力，

是目前为止最耐热的植酸酶之一。自瑞士罗氏公

司的 50K0;MHSGK 等人首次分离了烟曲霉植酸酶基
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图 ! 烟曲霉 "#$%植酸酶与烟曲霉 &’(()*+%!植酸酶的氨基酸序列比对

因［)］以来，国内外已有多名研究人员从不同的烟曲

霉菌种中克隆植酸酶基因［* , -］，但所获得的基因序

列基本与 ./0/123450所报道的完全相同。本实验室
也对筛选获得的其它烟曲霉植酸酶产生菌进行了

植酸酶基因克隆，得到的植酸酶基因序列也几乎与

./0/123450所报道的完全一致。到目前为止，包括
本研究所克隆的烟曲霉 "#$%植酸酶基因在内的天
然烟曲霉植酸酶基因在 6537/38 上登录的仅有 )
个，并且相关于第三个烟曲霉植酸酶基因的研究还

未见报道。烟曲霉 "#$% 植酸酶基因与烟曲霉
&’(()*+%! 植酸酶基因具有 9:;的氨基酸序列同
源性，二者成熟植酸酶编码序列之间存在 )-个氨基
酸位点上的差异，导致了这两个酶的分子性质如理

论 <=值等具有较大的差别，而这些改变均有可能对
植酸酶的性质产生影响，如烟曲霉 "#$% 植酸酶仅
在酸性范围内具有酶活性，在中性范围内几乎不表

现酶活性，最适作用 <> 为 !?!，最适作用温度为
!!@，在 )A @时保持了 !)?+;的残余酶活力，而烟
曲霉 &’(()*+%! 植酸酶在酸性和中性范围都表现
有酶活性，最适作用 <>为 +?B , +?!［)］，最适作用温
度为 +B @，在 )A @时保持了 *!; 的残余酶活
力［!］。这些性质上的差异表明烟曲霉 "#$%植酸酶
基因可能是一个具有新颖特性的植酸酶基因，但这

还需要进一步的研究证实。该基因的获得为利用

蛋白质工程技术在分子水平上改造植酸酶基因提

供了新依据，也为进一步开发我国耐热型植酸酶提

供了基础材料。

烟曲霉植酸酶的高耐热性主要源自于其超强

的复性能力，即该酶在高温变性后可在常温下重新

正确折叠［:B］。由于该酶在高温下极易受到蛋白酶

的攻击，因此蛋白酶的存在对该酶的耐热效果影响

极大［:B , :%］。作者曾尝试对天然烟曲霉 "#$% 植酸
酶进行纯化，但是由于野生菌株产酶量太低且产物

成分复杂，纯化效果不理想。目前，作者已经将烟

曲霉 "#$%植酸酶基因表达在毕赤酵母菌中，表达
产物在发酵液中就具有很高的耐热能力，现正在进

行表达酶的纯化和性质研究，结果将另文报道。
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