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在大肠杆菌中的表达
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摘 要 通过ABC的方法从.+0#,,)&&)3/#,#&基因组中克隆了中性植酸酶基因$4"2，D)E全序列分析表明其结构
基因全长!!1#个核苷酸（编码323个氨基酸），1F端有一编码#6个氨基酸的信号肽序列。去除信号肽编码序列的

$4"2克隆到大肠杆菌GA4H诱导表达载体>4IJK$上，在大肠杆菌中得到了高效表达，表达量达到大肠杆菌可溶
性蛋白的K$L以上，表达产物具有生物学活性，证实了克隆到的中性植酸酶的编码基因有正常的生物学功能。

关键词 中性植酸酶，基因克隆，高效表达

中图分类号 M"2 文献标识码 E 文章编号!$$$03$6!0（#$$!）$!0$$!!0$1

磷是动物生长、繁殖、骨骼矿化及代谢所必需的

矿物因素之一。作为动物饲料主要成分的植物性饲

料中虽含有相当数量的总磷，但其中1$L以上以植
酸磷（六磷酸肌醇）的形式存在，单胃动物缺乏分解

植酸所必需的酶而不能有效地利用植酸磷，从而造

成许多问题［!］。主要有：!）磷源浪费。一方面饲料
中的磷源不能得到有效利用，另一方面为了满足动

物对磷的需求，又必须在饲料中额外添加无机磷，从

而提高了饲料成本。添加磷酸氢钙等无机磷还易引

起动物的氟中毒或其它重金属中毒。#）形成高磷粪
便造成环境污染。植物性饲料中21L左右的磷会
被单胃动物直接排出体外，粪便中大量的磷使水源

和土壤受严重污染，目前许多欧洲国家如荷兰等因

此问题已开始限制畜禽的养殖数量。3）植酸磷还是
一种抗营养因子，它在动物肠胃道的消化吸收过程

中会与多种金属离子N,#O、B+#O、B-#O、85#O等以
及蛋白质螯合成相应的不溶性复合物，从而降低了

动物对这些营养元素的有效利用［#］。

植酸酶（:B3P!P3P2(，52(0G,&Q<@&’0R59+>R&Q0
>R+@5>R&Q>R&R/S.&’+Q5）可使植酸磷降解成肌醇和
磷酸，其对单胃动物的饲喂效果已得到了广泛的确

证［3］。它可使植物性饲料中磷的利用率提高6$L，
粪便中磷的排出量减少K$L，还可降低植酸盐的抗
营养作用，因此对提高畜牧生产效益及降低其对环

境的污染有重要意义。

以往的研究主要集中在应用于单胃畜禽饲料中

的酸性植酸酶上，并利用高效表达酸性植酸酶的基

因工程菌株实现了商品化生产［K，1］。但这种酸性植

酸酶却不适用于淡水养殖的鲤鱼科鱼类的饲料，因

为鲤鱼科鱼类无胃，只有>T呈中性的肠道，必需使
用最适>T为中性的中性植酸酶。目前对中性植酸
酶还未得到深入研究。

我们从土壤中筛选到了一株产中性植酸酶的枯

草芽孢杆菌，其所产植酸酶的最适>T值为"P1，最
适温度为11U，表观分子量约为K1VD，成熟酶的)
端氨基酸序列为W/Q0T<Q0W/Q0W5-0X5.0EQ>0A.&04/.0
T<Q0AR504R.。本文进一步报道了从此枯草芽孢杆
菌中分离克隆中性植酸酶基因及此基因在大肠杆菌

中高效表达，表达产物具有正常的生物学活性。

! 材料与方法

!"! !"#$%%&’’&()$%$’总#$%的分离
菌株在WJ培养基中#2U摇床培养#KR，取

1$;W培养液离心沉淀菌体，沉淀重悬于#1;W
!P$;&’／W的)+B’中，KU下剧烈振荡!R，离心后沉
淀用#1;W预冷的4:X缓冲液（$P$!;&’／W4.<Q，

>T2($；$($#1;&’／W:D4E；$(!1;&’／W)+B’）洗一
次，沉淀再悬浮于1;W4:缓冲液（不含)+B’的



!"#）中，加入$%&’()’*／’(的溶菌酶，+,-保温

.&’/0，再加入$%1’(的肌氨酰2蛋白酶溶液（.$3
肌氨酰和&’*／’(的蛋白酶溶于!"中），+,-保温

.4，细胞裂解液用苯酚、苯酚2氯仿、氯仿依次抽提，
酒精沉淀567后溶于89:%$的!"中备用。

!"# 中性植酸酶基因的克隆
主要根据;<0/<=/>手册［1］进行。大肠肝菌菌株

!"#$%&59&!、克隆载体8?";2!等均为本室保存。
限制酶、连接酶、!<@酶为ABC4D/0*CD公司产品。
根据测定的此中性植酸酶6端氨基酸序列合

成简并引物，分别与)$个随机引物组对EFG扩增
中性植酸酶成熟蛋白编码序列。EFG反应参数为：

HI-变性.’/0、&$-退火I&>、,)-延伸.’/0；循环

+$轮后,)-保温.$’/0。含有成熟酶编码序列的

EFG片段电泳回收后分别克隆到8?";2!载体上，
进行序列分析。根据序列分析的结果，再合成反向

EFG引物，分别与随机引物组对后扩增基因&J端信
号肽编码序列。

!"$ 中性植酸酶在大肠杆菌中的表达
大肠杆菌表达载体8!KAI$（由A/B(<L>/0MN的

8!KAIF2末端融合载体去除O0=C/0融合蛋白编码
序列后得到）为本室保存。重组载体构建根据文献

［1］进行。

!"% 中性植酸酶的诱导表达
大肠杆菌重组子于&’((A培养液（含.$$"*／

’(78）中+,-培养过夜，按$%.3接种到)$’((A
培养液（含.$$"*／’(78）中，+,-、+$$D／’/0培养
至’( 值达到$%1#$%:，加入OE!?至终浓度为

.’’BP／(，+$-下诱导培养+4。

!"& 表达产物的’(’)*+,-
取.’(诱导培养物离心收集菌体，用双蒸水洗

)遍后重悬于.$$"(双蒸水中，加入等体积的)Q
#5#加样缓冲液（.$$’’BP／(!D/>29FP，891N:、

)$$’’BP／(5!!、I3#5#、$%)3溴酚蓝、)$3甘
油），.$$-煮+’/0，取&"(上.)3的聚丙烯酰胺凝
胶。

!". 表达产物的生物学测定
用超声波破碎诱导后的菌体，.&$$$D／’/0离心去

除细胞碎片，上清液用来检测植酸酶活性。酶活性测

定方法如下：上述上清液适当稀释后，取$%)’(，加入

$%:’(.%)&’’BP／(的植酸钠［用含.’’BP／(F<FP)
的$%)&’’BP／(!D/>29FP（89,%&）配制］，+,-保温

+$’/0，加入.’(.$3!F7终止酶活反应，然后加入

)’(硫酸亚铁R钼酸铵显色液，,$$0’测定无机磷含

量。对照为先在$%)’(的酶稀释液中加入.’(!F7
使酶灭活，再加入同体积的底物保温。酶活性单位

（S）定义为：在一定条件下，每分钟释放出."’BP无机
磷所需的酶量为一个酶活性单位。

表达的中性植酸酶在不同的89值下进行酶促
反应测定其最适89。底物植酸钠用不同89的含

.’’BP／(F<FP)的$%)’’BP／(缓冲液配制（89.%$、

89)%$为9FP2TFP缓冲液；89+%$为9FP2甘氨酸缓
冲液；89I%$、&%$、&%1 为 97M26<7M 缓 冲 液；

891%$、1%I、1%:为 !D/>2;<PC<=C缓冲液；89,%)、

,%&、:%$、:%1、H%$为!D/>29FP缓冲液；89.$为甘氨
酸26<U9缓冲液），+,-和&&-测定酶活性。
表达的中性植酸酶的最适温度定为在!D/>29FP

（89,N&）缓冲液体系及不同温度下进行酶促反应。

# 结 果

#"! 中性植酸酶编码基因的分离克隆
根据此成熟植酸酶6端氨基酸序列(V>29/>2

(V>2(CS2#CD27>82EDB2!VD29/>2E4C2!4D，合成简并引
物，考虑到序列中第I和第&个氨基酸是由1个密
码子编码的氨基酸，因而合成的引物从第1个，即

7>8的密码子开始，设计的简并引物为：E.&J?7
（!／F）FF（7／!／?／F）!7（!／F）F7（!／F）!!（!／

F）7F+J，另一端的引物采用)$个随机引物，分别
与引物E.组对，以枯草芽孢杆菌总567为模板，
进行EFG扩增。其中一组引物扩增到了约.%IWL
的EFG片段。根据测定的此蛋白的分子量，推断此
酶蛋白氨基酸个数在I$$个以下，相应的基因长度
不超过.%)WL，如果此EFG片段为中性植酸酶编码
基因，应该包括完整的结构基因+J端。挑取此

.%IWL的EFG片段，将它克隆到8?";2!载体上，
进行序列测定。结果表明，在此片段有一个长

.$&HL8的阅读框架，&J端编码的1个氨基酸与氨基
酸序列测定结果相一致，初步判断为我们拟克隆的

目的基因。

为了克隆酶蛋白62端的信号肽编码序列，我们
根据上述测定的序列结果，设计合成一段反向EFG
引物E)：&JF77??F!?!777F?7F+J，此引物序列
与成熟酶基因的X.1)#X.,:序列配对。同样与
随机引物组对，进行EFG扩增，得到一约1$$L8的

EFG片段，将它克隆到8?";2!质粒上，进行序列
分析。

综合这两段序列的结果，得到完整的中性植酸

酶的结构编码基因)*+,（图.），此基因全长..&)
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个核苷酸，编码!"!个氨基酸，根据信号肽序列的结
构规则［#］推断，$%端的&’个氨基酸为信号肽，信号
肽的切割位点在(&’位的)*+之后，这一结果与成
熟酶的$端氨基酸序列测定结果一致。此中性植

酸酶的基因序列与以往大量报道的来源于丝状真菌

和植物的植酸酶基因均无同源性，也不含有丝状真

菌和植物来源的植酸酶蛋白中均存在的高度保守序

列：,-.),/01［"］。

图2 来源于!"#$%%&’’&()$%$’的中性植酸酶结构基因序列及推导出的氨基酸序列

34562 1789$):8;<8=>8?@A7BC+:858=8*+,-@D?E!"#$%%&’’&()$%$’+=FF8F<>8F++:8;<8=>8
G45=+*A8AC4F88=>?F4=5:8;<8=>84:4=F4>+C8FHB:8;<8=>8<=F8D*4=8FI

G45=+*A8AC4F8>*8+J+58:4C84=F4>+C8FJ8DC4>+*+DD?K:

!"! 中性植酸酶基因在大肠杆菌中的表达
为了了解此基因是否是中性植酸酶基因，我们

将其转入大肠杆菌进行表达研究。

重组质粒的结构见图&。我们将去除了信号肽

编码序列的中性植酸酶结构基因以正确的阅读框架

克隆到载体A1/LMN上紧接起始密码子)1.之后
的./0O位点上，得到重组质粒A1/LM2，转化到大
肠杆菌LP&2中，挑取阳性克隆子进行诱导表达。
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由于!"#$%&上已去除了融合蛋白’()*+(的编码序
列，这样表达的中性植酸酶蛋白不带融合蛋白。

图, 重组表达质粒!"#$%-的物理图谱

.+/0, 1234+56786!9:;*598<+(6()
*=!;*44+9(!7648+>!"#$%-

在大肠杆菌中表达的中性植酸酶蛋白的?@?A
1BCD（图E）结果表明，中性植酸酶在大肠杆菌中得
到了高效表达。在约%&F@处有一特异蛋白带，与
根据氨基酸序列推导出来的理论分子量相一致，其

表达量达到大肠杆菌可溶性蛋白的%&G左右。

!"# 表达的中性植酸酶的生物学测定
取包含表达产物的菌体破碎液，稀释后进行酶

活性的生物学测定，结果表明，在含空载体的菌株中

检测不到植酸酶酶活性，而在阳性克隆子的细胞破

碎液中检测到植酸酶活性，酶学性质研究结果（图%）

图E 在大肠杆菌中表达的中性植酸酶的?@?H1BCD
.+/0E ?@?H1BCD6(6734+49:)2*(*I);67

!23)64**=!;*44*>+(!"#$%&
-J?)6(>6;>!;9)*+(897*5I76;K*+/2)；

,，EJ"K9!"#$%&;*598<+(6()4K+)2!7648+>!"#$%-，

;*4!*5)+L*73；%J!"#$%&K+)2!7648+>!"#$%&

表明，在EMN下其酶反应的最适!O值为M0P，PPN
下为M0&；最适温度PPN；EMN下以植酸钠为底物的

F8值为&0,8897／Q。表达的中性植酸酶在!O特
性、温度特性等酶学性质与来源于枯草芽孢杆菌的

中性植酸酶基本一致，这证明我们克隆到的这一基

因是中性植酸酶的编码基因。

图% 表达的中性植酸酶的最适!O（6）和最适反应温度（<）

.+/0% "2*9!)+867!O（6）6(>)2*9!)+867)*8!6;6)I;*（<）9:*=!;*44*>!23)64*

# 讨 论
许多植酸酶基因已从多种微生物中分离到，尤

其是丝状真菌［R!--］，它们所产的植酸酶均是酶反应

最适!O为酸性的酸性植酸酶，酶反应的最适!O基
本都在S0&以下。来源于植物的植酸酶其最适!O
也在P0&左右［-,］。也有报道从原核瘤胃细菌中分
离到植酸酶基因［-E］，其编码的植酸酶反应最适!O
为P0&，也在酸性的范围内。而我们从枯草芽孢杆

菌中分离到的这一植酸酶基因所编码的植酸酶在

EMN下最适，!O为M0P，属于中性植酸酶。
从编码中性植酸酶的结构基因来看，它与以往

分离到的酸性植酸酶基因均无同源性，而来源于丝

状真菌的酸性植酸酶相互之间的同源性在P&G以
上。在它编码的氨基酸序列中，也未发现在植酸酶

中高度保守的活性位点序列TOCBT#1"［U］，这说
明我们分离到的这种植酸酶属于另一类植酸酶。

中性植酸酶在大肠杆菌中表达后，通过?@?A

%- 生 物 工 程 学 报 -M卷



!"#$分析，它的分子量约为%&’(，与通过氨基酸
序列推导出的理论分子量（)*+&,’(）相当，而枯草
芽孢杆菌分泌的原始植酸酶在-(-.!"#$上表现
出的表观分子量约为%/’(，这之间存在一些差异，
原因还需进一步深入研究。

在大肠杆菌中表达的中性植酸酶具有生物学活

性，酶学性质也与枯草芽孢杆菌分泌的原始植酸酶

基本一致，但从大肠杆菌表达的植酸酶蛋白的绝对

量来说，其表现的酶活性不到理论酶活性的/0。
进一步的研究发现，其原因有两个：第一，在大肠杆

菌中表达的植酸酶1&0左右以包含体的形式存在，
这部分的植酸酶没有活性。我们将重组子表达植酸

酶时的诱导温度从)12降低到)&2，包含体的比例
可降低/&0左右，在植酸酶总表达量一致的情况
下，检测到的酶活性也有所提高。第二，在大肠杆菌

中表达的植酸酶其可溶性部分的比活性（3／45可
溶性酶蛋白）为6&/+7，而原始酶为6/&+,，低了约

)&0，确切的原因正在进一步研究之中。
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