
枯草杆菌 !"#$ 基因的克隆及定点突变!

毛绍名! 章怀云! 张学文"!!

（中南林业科技大学生命科学与技术学院 长沙 #!$$$#）! （湖南农业大学生物科学技术学院 长沙 #!$!"%）"

摘要：!"#$是编码!&甘露聚糖酶（!&!，#&’())() ’())*+,-.*/(01 23 45"5!56%）的基因。将枯草杆菌 744株的 !"#$ 基
因插入到 829&4"(载体，并在大肠杆菌 :;"!（<24）中实现了异源非融合表达，表达活力为 #!5=%>?’;。为了提高酶
的表达活力，当采用 @3A介导的定点突变技术将该基因第 "号密码子 3>> 突变为 B>>，构建成突变表达载体 829&
4"(&’()7!并转入大肠杆菌 :;"!（<24）中表达，目标酶表达活力增加到 !4%5C=>?’;。说明当!&甘露聚糖酶 D端第
二号氨基酸由亮氨酸突变为缬氨酸后，酶在大肠杆菌中的表达活力大大提高。推测是由于突变后的!&甘露聚糖酶
在大肠杆菌中的稳定性增强所致。突变表达的!&甘露聚糖酶最适作用温度和 8E值并没有发生明显改变。
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!"#$ 是编码!&甘露聚糖酶（!&!，#&’())()
’())*+,-.*/(01 23 45"5!56%）的基因。!&甘露聚糖酶
又简称为!&<&甘露聚糖酶或!&!，#&<&甘露聚糖酶，
是一类能够水解含有!&!，#&<&甘露糖苷键的甘露寡
糖、甘露多糖的内切水解酶，它属于半纤维素酶

类［!］。并具有纤维素酶活性的广谱诱导型多功能

酶，广泛存在于动植物和微生物中［"］。通过对各种

来源的!&甘露聚糖酶的研究和开发，这类酶已在食
品、医药、饲料、造纸、印染、纺织、石油开采及生物

研究技术等多方面得到了广泛的应用［4］。

本文首先将枯草杆菌 744 株的!&甘露聚糖酶
基因 !"#$，插入到 829&4"( 载体，并在大肠杆菌
:;"!（<24）中实现异源非融合表达。为了提高酶的
表达活力，采用 @3A介导的定点突变技术将该酶 D&
端第二个氨基酸亮氨酸（3>>）突变成缬氨酸
（B>>）。构建了突变非融合表达载体 829&4"(&
’()7!，在大肠杆菌 :;"!（<24）中实现了异源非融
合表达。以期望获得高产量、高酶活力、高稳定性

的酶。
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! 材料与方法

!"! 菌株和质粒
! ! "#$% "#$（%’菌株、! ! "#$% &’()（*+,）菌株及

枯草杆菌 -,, 菌株均由湖南农业大学遗传工程实
验室提供；.+/0,(1质粒购自 23$145#公司。
!"# 工具酶及主要试剂

&’( "、!"#6 "、/7 *2- 连接酶、/18 *2- 酶、

92/:;、*2- <1=>5= 以及 :=5;?1@#59 :=3?5@# <3A5BCA1=
D5@4E? <1=>5= F G<H77)均购自 <&"公司，槐豆胶购
自 G@4I1公司。
!"$ 引物设计及目的基因的 %&’扩增
!"$"! 引物设计：（)）正常引物的设计：根据毛绍名
等已在 J5#&1#>注册（-B5;;@3# 2CIK5=：*L(MN7O,）的

!0甘露聚糖酶基因 )*+-及 .+/0,(1表达载体的特
点，设计引物如下：:)（含 &’( " 酶切位点）：PQ0

RJR&() ()* &//-----J//-JR-J0,Q；:(（含

!"#6 " 酶切位点）：PQ0RRJ *(())&))())&&*&+
*()&**&*0,Q；由上海生物工程技术公司合成。
（(）突变引物的设计：根据《 ,-) ./0123

456758》［7］中的“9026: ;782”S原核生物的蛋白质稳
定性与其 90端氨基酸的组成有很大关系，研究发现
当表达的目标蛋白质 90端是 (;<，=/0，%>2，=27，
);,，)/;时其半寿命仅仅 (3?6。尤其当亮氨酸出
现在目标蛋白质 90端第二位时（即甲硫氨酸之后），
亮氨酸很容易因为 @421被去除而暴露出来，从而导
致目标蛋白的迅速降解，因此当 !"# A酶切位点被
用作在 ,-)载体中产生非融合蛋白时，在目标蛋白
质 90端第二个位置应当避免出现 =27密码子。由
于 该 !0甘 露 聚 糖 酶（ 90421=27=/0=/0=27(85
B58&/0=27.2;0）的 90端第二位氨基酸刚好是亮氨酸
（=27）。推测该蛋白质原核表达后可能不稳定，从
而通过 %&’介导的定点突变技术来改造此酶。由
于亮氨酸（&CC）是中性氨基酸，它和中性氨基酸缬
氨酸（*CC）分子结构相差一个亚甲基，密码子仅相
差一个碱基，所以设计点突变引物将 &突变成 *。
突变上游引物：%,（含 !"# A 酶切位点，*!为突变

碱 基 ）： PQ0&*&&() ()* *! //-

----J//-JR-J0,Q；下游引物使用 :(，引物由上海
生物工程技术公司合成。

!"$"# )*+, 和突变体 )*+,!的获得：按姚斌等［P］

的方法提取枯草杆菌 -,, 菌基因组 *2-。用正常
引物（:)和 :(）和突变引物（:,和 :(）分别对 -,,菌
株基因组 *2- 进行 :R6 扩增。使用降落 :R6 程
序：NPT预变性 7I@#，N7T变性 )I@#，M(T退火 PH;，
O(T延伸 )(H;，7个循环；再 N7T变性 )I@#，MHT退
火 PH;，O(T延伸 )(H;，7个循环；再 N7T变性 )I@#，
PUT退火 PH;，O(T延伸 )(H;，7个循环；再 N7T变性
)I@#，PMT退火 PH;，O(T延伸 )(H;，7 个循环；再
N7T变性 )I@#，P7T退火 PH;，O(T延伸 )(H;，7个循
环；再 N7T变性 )I@#，P(T退火 PH;，O(T延伸 )(H;，
,H个循环后，最后 O(T延伸 )PI@#。

:R6产物经电泳检测、胶回收后，分别用 &’( "
与 !"#- "进行双酶切，,O T酶切 )( E，经凝胶电泳
后回收目的片段，再将目的片段与 .+/0,(1载体的
连接并转化 ! ! "#$% "#$"%Q。
!"$"$ 表达载体 .+/0,(10I1#- 和 .+/0,(10I1#-!

的鉴定：分别对两组转化菌进行菌落 :R6 反应检
测。并用 &’( "和 !"#- "对重组质粒进行双酶切检
测。将菌落 :R6 及双酶切检测均呈阳性的质粒送
往上海英俊生物技术有限公司测序。

!"$"D 表达载体 .+/0,(10I1#- 和 .+/0,(10I1#-!

在大肠杆菌中的诱导表达：将重组质粒 .+/0,(10
I1#- 和 .+/0,(10I1#-! 转化到大肠杆菌 &’()
（*+,）。获得的阳性菌按常规方法进行摇瓶培养，
当 ./MHH 至 HVM 时，加入 ":/J 至不同的终浓度

（HVPII3AW’、)VHII3AW’、)VP II3AW’、(VH II3AW’），在
不同的诱导温度（,OT、,HT、(UT、(PT）条件下，继
续培养 ME X OE，每隔 )E取 )I’菌液，)(HHH=WI@#离
心 ,H;，菌体与培养基分离，于 S (HT保存。
!"$"E 表达产物生物学活性的测定：参照 ->@#3
等［M］的方法，取 HVH(PI’经 ":/J诱导的重组菌上清
液与 )I’槐豆胶溶液（HVPY .ZOVH 磷酸缓冲液配
制）混合，PPT准确反应 )HI@#，然后用 *2G 法测定
水解产生的还原糖，在上述反应条件下，每分钟产

生 )#I3A还原糖所需酶量为 )个酶活力单位。表达
的!0甘露聚糖酶分别在不同的 .Z值和温度下进行
酶促反应测定其最适 .Z和最适温度。
!"$"F 表达产物的 G*G0:-J+检测：取 )I’诱导培
养物离心收集菌体。用双蒸水洗 ( 遍后重悬于
)HH#’双蒸水中。加入等体积的 ($G*G 加样缓冲
液 )HHT煮 PI@#，取 )H#’上 )HY的聚丙烯酰胺凝胶
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电泳［!］。

! 结果与分析

!"# 表达载体 $%&’(!)’*)+, 和 $%&’(!)’*)+,!

的构建流程见图 #

图 " #$%&’()&*)+,和 #$%&’()&*)+,!

表达载体构建流程

!"! 重组子 $%&’(!)’*)+,和 $%&’(!)’*)+,!的
鉴定

在两组转化平板上分别随机挑取 -个菌落，分
别对其进行菌落 ./0 反应，都能扩出约 ""112# 的
特异条带，与预期大小相符。选取 ./0检测呈阳性
的菌落培养后提取质粒以 !"#3 和 $%&0 3 进行酶
切，均能切出一条约""112#的条带，与预期结果相

图 ( #$%&’()&*)+,重组质粒双酶切
" 45, 6)7897，(，’ #$%&’()&*)+,重组质粒，:，- #$%&’()&*)+,重

组质粒双酶切

一致（图 (和图 ’）。将菌落 ./0及双酶切检测均呈
阳性的 #$%&’()&*)+,和 #$%&’()&*)+,!质粒进行测
序鉴定，结果表明两组质粒构建正确，具有正确的

阅读框。

图 ’ #$%&’()&*)+,!重组质粒双酶切

" 45, 6)7897，(，’ #$%&’()&*)+,!重组质粒双酶切，:，- #$%&’()&

*)+,!重组质粒

!"( $%&’(!)’*)+,和 $%&’(!)’*)+,!在大肠杆
菌中的诱导表达

!"("# 诱导时间对表达的影响：通过 45;法［<］检测
重组菌诱导表达后上清液的酶活力，检测不同的诱

导时间对重组菌表达的影响，结果见图 :。由图可
知：两组重组菌诱导表达后的上清液都具有!&甘露
聚糖酶活性，所以推测该酶为可溶性表达；当没有

3.%=诱导时，两重组菌均有一定的本底表达；当加
入 3.%= 诱导 <> 后，重组菌 #$%&’()&*)+,（$ ? %&’(
@A("（4$’））上清液酶活力达到最高 :"B-CDE*A；而
突变重组菌 #$%&’()&*)+,!（$ ? %&’( @A("（4$’））诱
导时间达到 ->时，上清液酶活力就达到最高 "’CB<-
DE*A，是突变前表达的酶活力的 ’倍多。

图 : #$%&’()&*)+,（$ ? %&’( @A("（4$’））和

#$%&’()&*)+,!（$ ? %&’( @A("（4$’））重组菌不同
诱导时间后上清液!&甘露聚糖酶的活力分析

未突变非融合表达， 突变后非融合表达

!"("! 3.%=浓度对表达的影响：用不同终浓度的
3.%=在 ’!F和 ’1F分别诱导未突变和突变重组菌
<>，取重组菌诱导后产生的粗酶液，检测其酶活力，
结果见图 -和图 <。由图可知：在 ’!F和 ’1F诱导
条件下，当 3.%=终浓度达到 "B1**GHEA时，两组重

·1’-· 微 生 物 学 通 报 (11!年 ’:（’）



组菌产生的酶液，其酶活力均达到最高，为最佳

!"#$诱导浓度。

图 % &’(诱导时 !"#$浓度对!)甘露聚糖酶表达的影响

未突变非融合表达， 突变后非融合表达

图 * &+(诱导时 !"#$浓度对!)甘露聚糖酶表达的影响

未突变非融合表达， 突变后非融合表达

!"#"# 诱导温度对表达的影响：在 ,%(、,-(、
&+(、&’(下用终浓度 ./+ 001234的 !"#$诱导重组
菌 *5，其粗酶液活力的检测结果见图 ’。由图可知：
（.）未突变重组菌在 &’(诱导表达后产生的粗酶
液，酶活力较低，,-(诱导时，酶活力最高，为最佳诱
导温度；（,）突变重组菌在 &+(诱导表达后产生的
粗酶液，其酶活力最高，为最佳诱导温度，而其它温

度诱导时酶活力不高。

图 ’ 诱导温度对!)甘露聚糖酶表达的影响
未突变非融合表达， 突变后非融合表达

!"#"$ 表达产物的 676)"8$9分析：将经过 !"#$诱
导后的重组菌菌体 676)"8$9（图 -和图 :）检测，结
果表明：（.）未突变重组菌和突变重组菌经过 676)
"8$9电泳后，结果都有分子量大小约为 ;+<7的明

显条带出现，该条带大小与所预测的!)甘露聚糖酶
非融合蛋白大小一致，分子量约为 ;+<7，没有经过
!"#$诱导的重组菌有一定的本底表达，但是经 !"#$
诱导后，随着诱导时间的增长，酶蛋白的量逐渐增

多。

图 - =9#)&,>)0>?8（! @ "#$% A4,.（79&））诱导
表达蛋白的 676)"8$9

.蛋白质B>C<DC，, =9#)&,>（9@ E12F A4,.（79&））空质粒菌表达的蛋

白，& G - 不同诱导时间后重组菌表达的蛋白（依次为 +5、,5、&5、

;5、%5、*5）

图 : =9#)&,>)0>?8!（! @ "#$% A4,.（79&））诱导
表达蛋白的 676)"8$9

. 蛋白质 B>C<DC，, =9#)&,>（! @ "#$% A4,.（79&））空质粒菌表达的

蛋白，& G - 不同诱导时间后重组菌表达的蛋白（依次为 +5、,5、

&5、;5、%5、*5）

!"#"% !)甘露聚糖酶的生物学活性测定：取菌体表
达后产生的粗酶液，进行生物学活性的测定，结果

表明：在含空载体的菌株中检测不到!)甘露聚糖酶
活性，而两组重组菌诱导后产生的粗酶液，都有!)
甘露聚糖酶活性，酶学性质研究结果（图 .+ 和图

图 .+ =H值对!)甘露聚糖酶活力的影响
———"———未突变非融合表达，———#———突变非融合表达
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!!）：（!）未突变重组菌和突变重组菌表达的!"甘露
聚糖酶，在 ##$下其作用 %&都有 %&#’( 和 %&)’*
两个峰值，最适作用 %&值都为 #’(；在 %&#’(下，未
突变和突变的!"甘露聚糖酶最适作用温度都为
)($，当温度达到 +#$时，两组酶都没有完全失活，
这表明两组酶都有一定的耐热性。

图 !! 温度对!"甘露聚糖酶活力的影响
———!———未突变非融合表达，———"———突变非融合表达

! 讨论

!"# 关于非融合表达和本底表达
由于融合表达时表达的目的蛋白需要进一步

切割与纯化，经切割后的目的蛋白上往往带有少数

载体融入的氨基酸，这样往往会使得对 ,"端要求较
严格的目的蛋白发生构象改变甚至生物学活性部

分或全部丧失。本研究将 %-."/01载体中的 234标
签序列去除，采用非融合表达方式，除去了融合表

达时 234标签序列对!"甘露聚糖酶性质的影响，使
表达产物能与!"甘露聚糖酶的序列完全一致，为更
好的研究酶的生物学特性奠定了基础。

虽然认为 %-.系统理论上讲可以严格调控目
的基因的表达，但调控不是绝对的，即使在没有

56.7存在的情况下，也会有少量 !"#89# 启动子表
达的 .: ;,<聚合酶，它将结合 .: 启动子，启动其
下游目的基因的转录。因此，在 56.7诱导前，产生
目的蛋白的本底表达。

!"$ 关于 %&’介导的体外突变
定点突变是普遍用于分子生物学和生物化学

的有效方法。早期应用于定点突变的方法，得到突

变子的效率很低［*］。随着 6=;技术的发展，为定点
诱变开辟了一条新途径，并建立起多种诱变方法［+］。

本研究采用 6=;介导定点突变将枯草杆菌 <// 株
的!"甘露聚糖酶 ,"端第二个氨基酸亮氨酸（=88）
突变成缬氨酸（788），结果发现：（!）!"甘露聚糖酶
,"端第二个氨基酸亮氨酸突变成缬氨酸，并没有丧
失酶活性，突变重组菌诱导的上清液最高酶活力是

突变前的 /倍多，推测基因突变后可能增强了!"甘
露聚糖酶在大肠杆菌中的稳定性，从而导致酶的表

达量提高了。（0）未突变重组菌低温诱导酶活力更
高，最佳诱导温度为 0*$；而突变重组菌其最佳诱
导温度却为 /($。一般温度越低，酶的性质越稳
定，所以推测可能由于突变后的!"甘露聚糖酶在大
肠杆菌中的降解速率减弱，增强了其稳定性，使重

组菌在 /($诱导时达到最高酶活力。
本研究表明枯草杆菌 <// 株的!"甘露聚糖酶

,"端第二个氨基酸亮氨酸不是催化甘露聚糖降解
所必须的活性中心或底物结合位点，它的突变不会

对酶的催化作用产生影响，在进行非融合表达时反

而能增强!"甘露聚糖酶的稳定性，提高了酶的表达
量和酶活力。本工作为研究!"甘露聚糖酶作用机
理及通过分子进化技术改善酶的特性使其能在生

产中应用奠定了基础。
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