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摘 要 将来源于黑曲霉 *!%的植酸酶基因 <"26: 重组于大肠杆菌表达载体 8N<HM$.（ Y），以重组表达载体 8N<M$.HG<"26:

为模板经 FK0扩增获得结构延伸突变植酸酶基因 <"26%（在植酸酶基因 K端增加了来源于 8N<HM$.HG<"26: 载体上 "M氨基酸
残基）。含突变基因的重组表达载体 8FZK[@H <"26% 在 RD""%酵母中表达。纯化的突变酶 FFH*F, 与野生型酶 FFH*F-HL相比：
FFH*F7, 的最适反应温度上升了 M\，]%\处理 "$-2C，热稳定性提高 !"^，比活力略有提高。最适反应 8P为 %_#，有效 8P范
围 8PJ_#到 8P#_#。比未突变酶扩大了 $_J单位。
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植酸酶可将植物性饲料中植酸及其盐分解为肌醇和磷

酸，增加可利用磷的含量，降低植酸对矿物质和蛋白质的亲

和力，解除植酸的抗营养作用，从而增加动物对蛋白质和某

些金属离子的吸收能力。作为一种单胃动物的饲料添加剂，

它的饲喂效果已在世界范围内得到了确证。由于植酸酶热

不稳定性不能完全满足饲料加工、贮藏、使用的要求，限制了

植酸酶在饲料中的推广和应用。

随着基因工程与蛋白质工程技术的发展，采用计算机辅

助设计，定点突变，结构延伸突变，杂合酶及分子定向进化等

方法，可获得理化性质改善的酶［"］。酶结构延伸突变是进化



蛋白质工程研究的一种新方法，通过在酶蛋白的 !末端增加
一段肽段来扩展蛋白质一级结构，从而改变酶蛋白高级结

构，以达到改善酶理化性质的目的［"］。大肠杆菌表达载体

#$%&’()（ *）的特点之一：在表达蛋白 !端带有组氨酸标签
+,-·%./序列，该序列中 0’个氨基酸残基 12- 134 56. 56. 56.
134 764 +,-8经序列预测，12- 134 56. 56. 56. 134 764易形成
螺旋结构，螺旋结构的刚性将增加酶蛋白的热稳定性，另外

+,-8是极性氨基酸，倘若在分子的表面，不仅能增强酶蛋白
的溶解性，同时增加酶分子表面电荷的相互作用，形成盐键

以提高酶蛋白的热稳定性。基于此，本研究采用基因工程的

手段将植酸酶 !"#$% 基因的 !末端增加一段来源于大肠杆
菌表达载体 #$%&’()（ *）的 0’氨基酸残基肽链，实现植酸酶
的结构延伸，提高酶的耐热性。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株与质粒：大肠杆菌 9:0(;，毕赤酵母 7<00=、
7<00= 5)64>,?、7<00=!&/.6，大肠杆菌表达载体 #$%&’()（ *）、
酵母表达载体 #@A!;B为本实验室保存；含有黑曲霉 C"= 植
酸酶 !"#$% 基因的 #D!0E& !"#$%，本实验室构建；#D!0E&%载
体购自北京赛百胜生物工程有限公司。

!"!"# 试剂与仪器：限制酶、%F GC5连接酶、HC%@购自宝生
物工程（大连）有限公司，A@%7、I&/.6购自北京赛百胜生物工
程有限公司，%.J #64- GC5聚合酶购自上海生物工程有限公
司，GC5 纯化试剂盒购自华舜生物公司，植酸钠购自美国
<,/>.公司。DK@凝胶成像仪，++L <00&"型电热恒温水浴锅
（温度可调，精度为 M (N0O）。
!"!"$ 培养基：

1P液体培养基：0Q蛋白胨、(N=Q酵母抽提物、0QC.!6，
#+RN(。

:G培养基：0N’FQSCP、F T 0(U =生物素、"Q葡萄糖。
::培养基：0N’FQSCP、F T 0(U =生物素、(N=Q甲醇。
P:7S和 P::S 培养基：0Q酵母抽提物、"Q蛋白胨、

0((>>V6W1磷酸钾缓冲液、0N’FQSCP、F T 0(U =生物素、0Q甘
油（P:7S）或 (N=Q甲醇（P::S）。
!"# 方法
!"#"! 植酸酶 !"#$% 基因的 #$%&’()（ *）融合表达载体的构
建：根据 @D!0E& !"#$% 序列［’］及 #$%&’()（ *）载体酶切位点
序列，设计出下面的植酸酶 !"#$% 基因表达片段的 @!X引
物，在上游引物 =Y端引入一个 &’("位点和 )*+X"，在下游
引物 =Y端引入一个 ,-.H#位点。表达产物 !端将融合表达
#$%&’()（ *）载体质粒上的 0’氨基酸残基，12- 134 56. 56. 56.
134 764 +,-8。

上游引物：=Y&7% !5%5%7 755%%! Z[//Z./[ZZZZ/ZZ[Z&’Y

&’(" )*+X"
下游引物：=Y&!% 557!%% ./Z....Z.Z[ZZ/ZZ&’Y

,-.H#
以 @D!0E& !"#$% 质粒为模板，加入引物、HC%@等，最后加

入 GC5聚合酶，按下列参数进行 @!X：;FO变性 ’(-，==O退
火 ’(-，R"O延伸 =>,?，’(个循环后，增加延伸 0(>,?。@!X扩
增产物经 GC5回收试剂盒纯化后，与 #D!0E&%载体进行连接
反应。按《分子克隆实验指南》的方法，采用氯化钙法制备大

肠杆菌 9:0(;感受态细胞，进行连接产物转化、阳性克隆菌
株筛选及其电泳鉴定［F］，获得含有 #D!0E& !"#$% 阳性菌株。

然后将 #D!0E& !"#$% 和 #$%&’()（ *）质粒 GC5分别用 &’("W
,-.H#双酶切，电泳胶回收，连接，转化大肠杆菌 9:0(;，筛选
获得 #$%’()&\!"#$% 阳性转化子。

!"#"# 延伸突变植酸酶 !"#$( 基因酵母表达载体 #@A!;]&
!"#$( 的构建：为获得 !端融合 #$%&’()&\!"#$% 载体上 0’氨
基酸残基的植酸酶基因 !"#$(（延伸突变植酸酶），根据载体

#@A!;]酶切位点序列，设计出如下 @!X引物，在上游引物 =Y
端引入一个 &’("位点和 )*+X"，在下游引物 =Y端引入一个
&+/"位点：

上游引物：=Y&7% !5%5%7 755%%! Z[//Z./[ZZZZ/ZZ[Z&’Y

&’(" )*+X"
下游引物：=Y&!% 7!77!!7! Z[./[//[//[//[//[&’Y

&+/"
以 #$%’()&\!"#$% 质粒为模板，加入引物、HC%@等，最后

加入 GC5聚合酶，按下列参数进行 @!X：;FO变性 ’(-，==O
退火 ’(-，R"O延伸 =，’( 个循环后，最后一次 R"O延伸
0(>,?。
植酸酶 !"#$( 基因 @!X产物的 #D!0E&%载体克隆，参照

0N"N0获得 #D!0E& !"#$( 阳性转化子，并进行插入片段的序列

测定。#D!0E& !"#$( 和 #@A!;] 质粒分别用 )*+X"W&+/"双
酶切，电泳胶回收，连接，转化大肠杆菌 9:0(;，筛选获得
#@A!;]& !"#$( 阳性转化子。

!"#"$ 重组酵母表达载体 #@A!;]& !"#$( 的电击转化及转化

子的筛选：#@A!;]& !"#$( 质粒经 01!$"线性化后电击转化
7<00=，通过 :G（葡萄糖最低限度培养基）和 ::（甲醇最低限
度培养基）平板筛选甲醇利用快型转化子，获得阳性菌落［=］。

!"#"% 延伸突变重组酵母表达及纯化：将筛选到的甲醇利
用快型转化子接种于 0(>1 P:7S培养中，’(O培养 "(^，按
0Q的接种量接种于 0((>1 P:7S中。培养 0E^后，室温静置
F^，倾去培养液，加入 0((>1诱导培养基 P::S（FQ甲醇诱
导），’(O继续诱导培养 ’E^。FO离心，上清液用 8(Q的预
冷乙醇沉淀 =^，冷冻离心弃上清，用 (N(">V6W1 +5Z&C.5Z缓
冲液溶解沉淀得粗酶蛋白，再经过亲和树脂层析，洗脱液为

%_,-&+!6，’((>>V6W1 C.!6，0=(>>V6W1咪唑，#+RN(。纯化植酸
酶经 <G<&@57$［8］鉴定。酶活测定见文献［R］。
!"#"& 延伸突变植酸酶最适反应温度的测定：以植酸钠为
底物，加酶样品于 #+FN8，(N(0>V6W1 +5Z&C.5Z 缓冲液中，在
’RO，F(O，F=O，=(O，==O，=RO，=;O，8(O，80O，8’O，
8=O，R(O，R=O，E(O，E=O，;(O反应 ’(>,?后，测酶活。以
相对活力为纵坐标，温度为横坐标作图，求出酶的最适反应

温度。植酸酶性质的测定均采用纯酶，重复测定 ’次。
!"#"’ 延伸突变植酸酶热稳定性测定：加酶样品于 #+FN8，

FE; 2"-.(1( 3+45.67 +8 0-+/(*".+7+9# 生物工程学报 "((=，KV6N"0，CVN8



!"!#$%&’( )*+,-.*+ 缓冲液中，分别置于 /01，021，321，
421水浴 5!$67，于 /01以植酸钠为底物反应 /!$67后，测定
酶活。

!"#"$ 延伸突变植酸酶最适 8)测定：加酶样品于不同 8)
值的底物缓冲液于 /01反应 /!$67后，分别在 8)5"0，8) #，
8) #"9，8) /"9，8) :"9，8) 2"9，8) 9"#，8) 9"9，8) 0"5，8)
0"2，8) 3"5下测定酶活。
!"#"% 酶动力学测定：以植酸钠为底物，在 8):"9，!"!#$%&’(
)*+,-.*+缓冲液中，测定 /01时的产物磷的生成量，按
(67;<;.=;>,?@>A法作图，求出酶的表观 !$，"$.B。

延伸突变技术路线见下图：

# 结果

#"! 植酸酶 !"#$% 基因的 &’()*+,（-）融合表达载体的构建
经琼脂糖凝胶电泳检测 CDE产物长约 5":AF，#$%! G

&’(H"双酶切后，重组子中释放出 5":AF I-* 片段，表明
)*+,- 已正确插入到了 8JK,/!F（ G）表达载体中。
#"# 延伸突变植酸酶 !"#$& 基因 &./012表达片段的 .03
及克隆

经琼脂糖凝胶电泳检测 CDE产物大小为 5": AF，并获得
该植酸酶表达片段在 8LD53,K载体中的阳性克隆。测序结
果表明，插入片段的序列符合预期延伸突变设计。

#"* 植酸酶 !"#$& 基因酵母表达载体 &./012)!"#$& 的构建

经琼脂糖凝胶电泳检测 CDE产物大小为 5": AF，并正确

插入到 8CMD4A表达载体中。表达植酸酶的 D末端增加了来
源于表达载体 8JK,/!F（ G）序列的 5/个氨基酸残基。
#"4 重组酵母表达载体 &./012)&5678 的电击转化及转化
子的筛选

线性化的 8CMD4A, )*+,% 质粒电击转化受体酵母 NO552，
产生单交换引起目的基因插入，整合位点在宿主染色体的

)MO:区，并未破坏 *PQ5基因，因而在 RI、RR培养基上生长
均正常的为阳性转化子，即 R@SG 型转化子。经酶活测定鉴
定，获得阳性转化子 CC,-C;。

#"9 延伸突变重组酵母表达及纯化
突变基因 )*+,; 在毕赤酵母中得到表达，表达产物经分

离纯化后，OIO,C*NJ表明已获得均一的酶蛋白（如图 5）。其
分子量为 0!"#AI，与未突变植酸酶（CC,-C$,3）一致［/］。

图 5 纯化植酸酶 OIO,C*NJ
T6UV 5 OIO,C*NJ .7.&WX6X %Y 8ZWS.X; 8@>6Y6;H

5：CC,-C;（$@S.7S 8ZWS.X;）；#：CC,-C$,3（<6&H,SW8; 8ZWS.X;）；/：8>%S;67
XS.7H.>HV

#": 突变酶的酶学性质
#":"! 最适反应温度：突变酶液与 8):"9，!"!#$%&’( )*+,
-.*+底物缓冲液在不同的温度下反应 /!$67，测定酶活，结
果如图 #。由图 #中可知突变酶 CC,-C; 的最适反应温度为

9/1。比未突变植酸酶 CC,-C$,3上升了 /1。

图 # 反应温度对植酸酶活性的影响

T6UV # KZ; +@>=; %Y %8S6$@$ S;$8;>.S@>; Y%> +.S.&WS6+
>;.+S6%7 %Y <6H;,SW8; 8ZWS.X; .7H 6SX $@S.7SX

! CC,-C$,3（<6&H,SW8; 8ZWS.X;）；"CC,-C;（$@S.7S 8ZWS.X;）V
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!"#"! 延伸突变植酸酶热稳定性测定：以 !"#植酸酶活性
作为对照，经各温度处理后的残余酶活，见图 !。由图 ! 可
知，纯化的突变酶与野生型酶相比：突变酶 $$%&$’ 在 "(#，
)(#，*(#水浴处理 +,-./ 后，残留酶活性分别达到 ")0，
"+0，(*0，比未突变植酸酶热稳定性提高 1+0，1,0，+)0。

图 ! 植酸酶热稳定性曲线图

2.34 ! 56’7-89:;<.=.:> 8? @.A’%:>B’ B6>:;9’ ;/A .:9 -C:;/:9

! $$%&$-%)（@.=A%:>B’ B6>:;9’）；"$$%&$’（-C:;/: B6>:;9’）4

!"#"$ 酶动力学测定：!"#条件下，突变酶和野生型植酸酶
的动力学参数列于表 +，从表中可见，以植酸钠为底物时，突
变体 $$%&$’ 的比活力比野生型植酸酶略有增加，与底物的

亲和力增强，催化效率提高，但均不显著。

表 % 突变植酸酶与未突变植酸酶的动力学参数
&’()* % +,-*.,/ 0’1’2*.*13 45 6,7*8.90* 0:9.’3* ’-7 ,.3 2;.’-.

D/E>-’ FB’G.?.G ;G:.H.:>
I（C·-3J +）

!-

I（!-8=·K
J +）

!G;:

I9 J +

!G;: I!-

I［--8=·
（K·9）J +］

$$%&$-%)
（@.=A%:>B’
B6>:;9’）

1,**(( L !M! !NO) L 1O1 ,ON,1 L ,O,+) ++O((

$$%&$’

（-C:;/:
B6>:;9’）

1+"(!M L !,+ 1(O, L +O" ,O!,) L ,O,+( +1O!!

!"#"< 延伸突变植酸酶最适 BP测定：$$%&$’延伸突变植酸
酶最适 BP测定结果见图 N。由图 N 可知：该酶反应 BP有
1OM和 (OM两个峰值，最适反应 BP(OM，BPNOM Q MOM的范围内，
催化效率为 BP(OM的 "1O*0以上。而未突变 $$%&$-%)植酸
酶在 BPNOM Q MO1的范围内，催化效率为 BP(OM的 ",0以上，
BP MOM催化效率仅为 BP(OM的 N+0。表明突变酶在微酸性
范围有较强的催化效率，反应 BP范围向中性扩大到 BPMOM。

图 N 反应 BP对植酸酶活性的影响

2.34 N D??’G:.8/ 8? 7’;G:.8/ BP 8/ ;G:.H.:> 8? @.A’%:>B’

B6>:;9’ ;/A .:9 -C:;/:9

!$$%&$-%)（@.=A%:>B’ B6>:;9’）；"$$%&$’（-C:;/: B6>:;9’）4

!"#"= 二级结构的预测：采用英国的皇家科学技术医药学
院结构生物学研究组蛋白质三维预测在线网站 6::B：II@@@4
9<34 <.84 .G 4 ;G4 CRI9’7H’79I!AB99-I对突变及未突变黑曲霉植酸
酶的二级结构预测分析，结果见图 (。结果表明，该酶蛋白"%
螺旋（P’=.S）为 N+OM0；无规卷曲（T8.=）为 N,O!0；而#%折叠
（F:7;/A）只有 +)O+0。未突变的植酸酶"%螺旋为 !(O!0；无
规卷曲为 N"ON0；而#%折叠为 +"O!10。与未突变的植酸酶
比，其"%螺旋的比例有所增加，T末端增加了一个含有 M个氨
基酸残基的"%螺旋和一个由 N个 P.9组成的无规卷曲。

图 ( 延伸突变植酸酶二级结构预测

2.34 ( F’G8/A;7> 9:7CG:C7’ B7’A.G:.8/ 8? D=8/3;:.8/ -C:;:.8/ B6>:;9’
（T：G8.=；F：9:7;/A；P：6’=.S4）
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! 讨论

!"# 结构延伸突变对酶热稳定性的影响
李弘剑（!""#）等［$］利用结构延伸突变的方法，在嗜热脂

肪芽孢杆菌过氧化氢酶!及其取代突变酶 %%（$&）的 ’末端
连接了 !$个氨基酸的随机肽链，结果非常有效地提高了嗜
热脂肪芽孢杆菌过氧化氢酶!及其取代突变酶 %%（$&）的热
稳定性。吴琦［%］（$(()）等将芽孢杆菌植酸酶 !"#$ 基因在大
肠杆菌中融合表达，其表达植酸酶 ’末端增加了来源于表达
载体序列的 !*个氨基酸残基。融合表达植酸酶，其最适反
应温度高达 #&+，比出发菌株植酸酶的高 !&+，比非融合表
达植酸酶的高 $&+；其耐热性也显著提高，"(+处理 !(,-.
后的残留酶活性为 *#+时的 #&/#0。本研究将黑曲霉植酸
酶 !"#%& 基因构建在 1234*(5（ 6）载体质粒上，通过特定引
物设计，7’8扩增，获得含有 1234*(5（ 6）载体质粒上的 !*氨
基酸残基延伸突变植酸酶基因 !"#%’。并实现 !"#%’ 基因在

毕赤酵母中有效表达。表达突变植酸酶最适反应温度为

9*+。比未突变植酸酶上升了 *+。其耐热性也显著提高，
突变酶在 #&+水浴处理 !(,-.后，残留酶活性达到 #%0，比
未突变植酸酶热稳定性提高 $!0。由于突变植酸酶 ’末端
增加了来源于表达载体序列的 !*个氨基酸残基 :;< :=> ?@A
?@A ?@A :=> B@> C-<9。经 *D41<<,蛋白质数据服务器的蛋白
质二级结构预测分析表明，由于这 !*个氨基酸残基的加入，
不仅使原有酶蛋白的 ’末端增加了一个含有 9个氨基酸残
基的"4螺旋和一个由 )个 C-<组成的无规卷曲，且引起酶分
子内部"4螺旋比例的提高。一方面，"4螺旋在酶分子中产生
螺旋偶极相互作用，有利于在三维结构上增加蛋白质的刚

性，另一方面，’末端 9个带正电荷 C-<残基的加入，可为蛋
白质提供额外的盐键作用。上述两种结构都有助于防止蛋

白质分子热运动所导致的肽链伸展，从而增加蛋白质的热稳

定性［%，!(］。

!"$ 结构延伸突变对酶反应 %&的影响
要使植酸酶能在畜禽体内产生有效的催化作用，就必须

使酶与畜禽的生理条件相适应。不同的动物消化道的 1C值
不同，即使是一种动物在消化道的不同部位 1C值也不同。
因此要求饲用酶对 1C值有较大的适应范围。?.EF=A 3G,<HI;
等［"］（$(($）通过定点突变改变真菌和同序概念（HG.<=.<><
HG.H=1J）植酸酶的 1C活性范围，结果产生第 $个最适 1C在
$/% K */)。另外，在同序概念植酸酶和 % L ()&*+,-). 中 M9%?
单点突变，以及在 % L ()&*+,-). 植酸酶进行 N!)(O，D!)!B双
突变，以植酸为底物将降低最适 1C值 (/& K !/(单位。吴琦
（$(()）等将芽孢杆菌植酸酶 !"#$ 基因在大肠杆菌中融合表
达，表达植酸酶有效催化 1C范围扩大 !/&单位。本研究中，
结构延伸突变植酸酶基因 !"#%’ 在毕赤酵母中表达产物最

适反应 1C&/9，有效催化 1C范围向中性扩大到 1C9/9，比未
突变酶扩大了 (/)单位。可能由于该延伸 !*氨基酸片段改
变酶分子表面电荷的相互作用，使得其反应 1C范围有所增

加［"］。真菌来源的酸性植酸酶催化反应的有效作用 1C范围
在 $/& K &/&之间，适用于 1C值呈酸性的单胃动物，但不适
合用于消化道呈中性的鲤科鱼类，以及在单胃动物中 1C值
接近中性的肠道中表现酶活力。而结构延伸突变植酸酶的

有效作用 1C向中性扩大，对该酶在肠道发挥催化作用以及
在消化道呈中性的鲤科鱼类中应用具有积极意义。

另外，结构延伸突变对植酸酶的比活力几乎没有影响，

动力学研究表明，突变酶对植酸钠的亲和性增强，但其 /HAJ值

并未得到提高，说明酶与底物的结合不是植酸酶水解植酸产

磷的限速步骤。突变植酸酶热稳定性的提高，酶促反应 1C
范围的扩大，将有利于植酸酶的工业化生产。

本研究用结构延伸的方法提高真菌植酸酶的热稳定性

及扩大酶作用有效 1C范围在国内外还未见报道。突变植酸
酶热稳定性的提高，酶促反应 1C范围的扩大，将有利于植酸
酶的工业化生产及应用。
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