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摘   要：【背景】碱性磷酸酶作为工具酶被广泛应用于各个领域，在免疫学检测方面应用较多的是

PhoA 家族的碱性磷酸酶，尚无关于 PhoD 家族的碱性磷酸酶在免疫学检测方面的研究。【目的】筛

选出一株产高酶活性 PhoD 家族碱性磷酸酶的细菌，并将其 phoD 基因进行克隆表达，研究 PhoD

的酶学性质，为 PhoD 家族的碱性磷酸酶在免疫学检测方面的应用奠定一定的基础。【方法】采取

有机质丰富的土样在有机磷平板中进行细菌分离，以 4-硝基苯磷酸二钠盐(4-nitrophenyl phosphate 

disodium salt hexahydrate，p-NPP)为底物测定有机磷平板中单菌落的酶活性，选取酶活性高的菌株

作为目的菌株，克隆其 phoD 基因。【结果】筛选到一株产碱性磷酸酶酶活性高的菌株 S2-4，通过

16S rRNA 基因序列同源性比较分析，鉴定该菌株为解淀粉芽孢杆菌，克隆了其 phoD 基因并进行

诱导表达。研究了纯化后 PhoD 的酶学性质，PhoD 的最适反应温度为 70 °C；最适反应 pH 为 9.8；

PhoD 最适 Ca2+浓度为 3 mmol/L，Mg2+对 PhoD 的酶活性有抑制作用，K+、Zn2+、Mn2+和 Fe2+对

PhoD 的酶活性没有明显影响；以 p-NPP 为底物，在 25 °C 下测得 PhoD 的 Km 为 5.94 mmol/L，Vmax

为 31.46 μmol/(L·min)，kcat 值为 103.59 s−1，为大肠杆菌碱性磷酸酶 EAP kcat 值的 1.60 倍。【结论】菌

株 S2-4 能产高酶活性的碱性磷酸酶，其含有的 PhoD 为单体酶，催化效率高于 EAP，是比 EAP 具

有更大优势的标记酶。 

关键词：碱性磷酸酶；筛选；解淀粉芽孢杆菌；phoD；酶学性质  
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Abstract: [Background] Alkaline phosphatase (ALP), a tool enzyme, is widely used in various fields. 

Among the ALPs, PhoA has been extensively applied in immunological detection, while the functions of 

PhoD in immunological detection have been rarely reported. [Objective] This paper aims to screen a 

bacterial strain producing high-activity PhoD, clone and express the enzyme gene phoD, and study the 

enzymatic properties of PhoD, which is expected to lay a foundation for the application of PhoD in 

immunological detection. [Methods] Soil samples rich in organic matter were used to isolate bacteria in 

organophosphorus plate, and 4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate (p-NPP) was employed 

to detect the enzyme activity of single colonies. The strain with high enzyme activity was selected and 

the phoD gene was cloned. [Results] S2-4, the strain producing high-activity ALP, was screened out, 

which was identified as Bacillus amyloliquefaciens by 16S rRNA gene alignment. Its phoD gene was 

cloned and induced, and the enzymatic properties of purified PhoD are as follows: optimal reaction 

temperature, pH, and Ca2+ concentration of 70 °C, 9.8, and 3 mmol/L, respectively, inhibition of Mg2+ 

on PhoD activity, no significant influence of K+, Zn2+, Mn2+, and Fe2+ on PhoD activity, Michaelis constant 

(Km), maximum reaction rate (Vmax), and catalytic constant (kcat) of 5.94 mmol/L, 31.46 μmol/(L·min), and 

103.59 s−1 at 25 °C in the presence of p-NPP, separately. The kcat was 1.60 folds that of Escherichia coli 

alkaline phosphatase (EAP). [Conclusion] S2-4 can synthesize alkaline phosphatase with high activity 

and its monomer enzyme PhoD has higher catalytic efficiency than EAP, which is more advantageous 

than EAP as a marker enzyme. 

Keywords: alkaline phosphatase; screening; Bacillus amyloliquefaciens; phoD; enzymatic properties 

碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)在

碱性条件下能水解磷酸酯类化合物，已被广泛

用于免疫学标记检测，如：自动免疫分析系统、

Southern 及 Western 印迹分析[1]。目前，商业化

的碱性磷酸酶中活性最高的为牛小肠碱性磷酸

酶，但是由于哺乳动物的碱性磷酸酶产率低、

热稳性差等使其应用受到限制，因此微生物的

碱性磷酸酶受到关注[2]。 

碱性磷酸酶来源广泛，不同来源的碱性磷

酸酶分子量大小、编码序列、空间结构及催化

功能都有很大差异[3]。原核生物的碱性磷酸酶

主要分为 3 个家族，即 PhoA、PhoD 和 PhoX[4]。

PhoA 主要为磷酸单酯酶，属于二聚体酶，活性

位点包括 2 个 Zn2+和 1 个 Mg2+[5]。PhoD 能水解

磷酸单酯及磷酸双酯，属于单体酶，需 Ca2+激

活[6]。PhoX 既是磷酸单酯酶，也是磷酸二酯酶，

属于单体酶[7]，该酶的辅基包含 2 个 Fe3+、3 个

Ca2+及一个连接金属离子的氧代基团[8]。 
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在免疫学检测应用方面，许多研究者将单

链抗体与大肠杆菌碱性磷酸酶(Escherichia coli 

alkaline phosphatase，EAP)融合表达后，建立了

一步法 ELISA 进行检测，如检测植物中的镰刀

菌感染[9]、人体中蜘蛛毒液[10]、谷物中的黄曲

霉毒素[11]及狂犬病病毒[12]等。这种抗体与 EAP

融合表达的蛋白既有抗原的特异性，又有标记

酶的显色能力，可使构建的一步法 ELISA 简单

高效。EAP 为二聚体酶，有复杂的空间结构[13]，

而 PhoD 为单体酶，若将 PhoD 与单链抗体进行

融合表达，得到的双功能蛋白所受空间位阻影

响也更小，推测能更有效地使抗原蛋白发挥出

其原有的生物特性。EAP 的 kcat 值约为 65 s−1[14]，

催化效率较低，若筛选到一个催化效率比 EAP

高的 PhoD，将使 PhoD 在免疫学检测方面有更

大的价值。因此，本文从土壤微生物中筛选到

一株产碱性磷酸酶酶活性较高的解淀粉芽孢杆

菌，克隆了其 phoD 基因，研究了其酶学性质，

为寻找更有利于作为融合表达的碱性磷酸酶标

记基因奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  培养基、主要试剂和仪器 
有机磷筛选培养基(g/L)：葡萄糖 10.00，  

硫酸铵 0.50，氯化钠 0.30，氯化钾 0.30，

MgSO4·7H2O 0.30，FeSO4·7H2O 0.03，MnSO4·H2O 

0.03，CaCO3 5.00，卵磷脂 0.20，pH 7.5，琼脂

粉 15.00。LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵

母浸粉 5.0，氯化钠 10.0。 

胰蛋白胨、酵母浸粉、琼脂粉，卡那霉素、

4-硝基苯磷酸二钠盐 (4-nitrophenyl phosphate 

disodium salt hexahydrate，p-NPP)、DNA 分子

量标准，北京索莱宝科技有限公司；PrimeSTAR® 

GXL DNA Polymerase、BamH Ⅰ/Xhol Ⅰ限制性

内切酶，宝生物工程(大连)有限公司；异丙基硫

代半乳糖苷(IPTG)，Sigma 公司；Ni 离子亲和

层析介质，武汉汇研生物科技有限公司；二乙

醇胺(diethanol amine，DEA)，上海麦克林生化

科技有限公司；Pierce™考马斯(Bradford)蛋白检

测试剂盒，赛默飞世尔科技(中国)有限公司。 

多功能酶标仪，Molecular Devices 公司；

全温度振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；

凝胶成像系统，上海天能公司；PCR 仪，北京

东胜创新生物科技有限公司；超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技有限公司；小型垂直电

泳系统，伯乐生物医学产品有限公司；高速冷

冻离心机，Thermo 公司；电热恒温水浴锅，上

海飞越实验仪器有限公司。 

1.2  采样及菌株分离培养 

采取有机质丰富的土样，用灭菌的生理

盐水进行稀释，取 500 倍的稀释液涂布于有机

磷筛选培养基中，置于 37 °C 恒温箱中静置培

养 20 h[15]。 

1.3  产高酶活性碱性磷酸酶菌株的筛选 

挑取筛选培养基中的单菌落至加入了  

100 μL 生理盐水的 96 孔板中混匀，加入 50 μL

的底物(1 mg/mL p-NPP，pH 9.8)，在 37 °C 避

光反应 20 min 后，加入 50 μL 0.5 mol/L NaOH 

终止反应，在 405 nm 处测定 OD 值。选取读数

高的单菌落进行平板划线，如此操作 3 次，最

终得到纯菌株。 

1.4  菌株的鉴定 
1.4.1  菌株形态学观察 

通过在筛选培养基中划线观察菌落形态，

挑取单菌落进行革兰氏染色观察。 

1.4.2  16S rRNA 基因分子鉴定 

采用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增保

守序列。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后
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测序。测序结果经 BLAST 进行序列比对，利用

MEGA 7.0 中的邻接法(neighbor-joining method)

构建系统发育树。 

1.5  碱性磷酸酶 phoD 基因的克隆 
根据 16S rRNA 基因的 BLAST 比对结果，

参考 GenBank 数据库中 Bacillus amyloliquefaciens 

strain ALB69 (登录号：CP029070.1)的 phoD 基

因设计扩增引物，上游引物为 5-GCAGGATC 

CCTCCGAAATTTTCAAACTATC-3；下游引物

为 5-GAGCCTCGAGTTGTGAGATTTTGGCC 

CGTT-3，其中上游引物下划线处为 BamH Ⅰ酶

切位点，下游引物下划线处为 Xhol Ⅰ酶切位

点 。 以 目 的 菌 株 全 基 因 组 为 模 板 ， 采 用

PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase 体系进行

PCR 扩增。PCR 产物和 pET-28a(+)载体经

BamH Ⅰ/Xhol Ⅰ双酶切连接后转入到 E. coli 

BL21(DE3)中，在含 50 µg/mL 卡那霉素的 LB

平板中筛选阳性菌株，提取阳性菌株质粒测序。 

1.6  蛋白的诱导及纯化 
将重组菌 E. coli BL21(DE3)-pET-28a(+)- 

phoD 于 37 °C、180 r/min 培养过夜复苏，按 1%

将复苏菌液接种到 200 mL 含 50 µg/mL 卡那霉素

的 LB 培养基中，37 °C、180 r/min 培养至菌液

OD600为0.6−0.8；加入终浓度为1 mmol/L的 IPTG，

16 °C、180 r/min 诱导约 20 h；4 °C、6 000 r/min

离心 5 min 收集菌体，加入 10 mL Tris-HCl 缓

冲液重悬菌体后进行超声破碎，功率 25%，工

作 5 s，间隔 5 s，共超声 20 min；4 °C、12 000×g

离心 20 min，取上清，得到 PhoD 碱性磷酸酶

粗酶液。利用 Ni 离子亲和层析介质对 PhoD 碱性

磷酸酶粗酶液进行纯化，经SDS-PAGE电泳鉴定，

用 Bradford 法测定蛋白浓度。 

1.7  碱性磷酸酶 PhoD 酶学性质分析 
1.7.1  确定酶最适反应 pH 

用纯水将蛋白稀释到 500 ng/mL，取 100 μL

稀释好的蛋白液，加入 50 μL 不同 pH (pH 值为

8.0、9.0 的 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液，pH 值

为 9.5、9.8、10.0、10.5、11.0、12.0 的 10%二

乙醇胺缓冲液)的 p-NPP 底物(1 mg/mL p-NPP，

2 mmol/L Ca2+)，在 37 °C 反应 20 min，加入   

50 μL 0.5 mol/L NaOH 终止反应，测定 405 nm

处的 OD 值。以酶活性最高为 100%，计算其他

pH 下 PhoD 的相对酶活性。 

1.7.2  确定酶最适反应温度 

在 1.7.1 方法的基础上，调整反应底物 pH

值为 9.8，分别在 37、40、50、60、65、70、

75、80 °C 下反应。以酶活性最高为 100%，计

算其他温度下 PhoD 的相对酶活性。 

1.7.3  不同浓度金属离子对 PhoD 酶活性的影响 

在 1.7.1 方法的基础上，调整反应底物   

pH 值为 9.8，反应温度为 70 °C，分别配制含    

0−10 mmol/L 的 Ca2+ 、Mg2+ 和 K+ 的底物及   

0−100 μmol/L 的 Zn2+、Mn2+和 Fe2+的底物，以

酶活性最高为 100%，分别计算其他离子浓度下

PhoD 的相对酶活性。 

1.7.4  PhoD 米氏常数 Km、最大反应速率 Vmax

和 kcat 的测定 

配制不同浓度(1、2、3、4、5 mmol/L)的

p-NPP 底物(pH 9.8，3 mmol/L Ca2+)，在 25 °C

的条件下测定不同底物浓度下的酶促反应速

度，采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图法，分别

以 p-NPP 浓度和反应速度的倒数为横、纵坐标，

计算出 PhoD的米氏常数 Km、最大反应速率 Vmax

和 kcat。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选与鉴定 
经碱性磷酸酶酶活性检测筛选，从土壤中

分离到一株产碱性磷酸酶酶活性较高的菌株

S2-4。如图 1A 所示，在筛选培养基中，菌株 
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图 1  菌株 S2-4 菌落形态(A)和革兰氏染色镜检

结果(100×) (B) 
Figure 1  Colony morphology (A) and Gram staining 
of strain S2-4 (100×) (B).  
 

S2-4 的菌落呈乳白色，形状不规则，表面粗糙

无光泽。如图 1B 所示，革兰氏染色呈阳性，菌

体呈短杆状，两端钝圆。 

2.2  菌株分子学鉴定 
以菌株 S2-4 的全基因组为模板，采用细菌

16S rRNA 基因通用引物 27F/1492R 进行 PCR

扩增，在 1 500 bp 左右出现目的条带，产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后测序。将得到的测序

结果在 NCBI 进行 BLAST，利用 MEGA 7.0 中

的邻接法构建系统发育树，结果如图 2 所示，

菌株 S2-4 与已报道的 Bacillus amyloliquefaciens 

(MN099360.1、KU359247.1)亲缘关系最近，相似

性达 100%，判断菌株 S2-4 为解淀粉芽孢杆菌。 

2.3  碱性磷酸酶 phoD 基因的克隆 
以菌株 S2-4 全基因组为模板，扩增其碱性

磷酸酶 phoD 基因，PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，结果见图 3，在 1 500 bp 左右有一

特异性条带，与目的片段 1 581 bp 大小相符。

PCR 产物和 pET-28a(+)载体经 BamH Ⅰ/Xhol Ⅰ

双酶切，连接后转入 E. coli BL21(DE3)，经含

卡那霉素的 LB 平板筛选后，挑取单克隆进行

鉴定，将阳性菌株进行蛋白诱导表达并提取质

粒测序，质粒测序后获得的编码蛋白基因的

GenBank 登录号为 MN579654。 

2.4  碱性磷酸酶 PhoD 纯化结果 

重组菌 E. coli BL21(DE3)-pET-28a(+)-phoD

和阴性对照菌 E. coli BL21(DE3)-pET-28a(+)经

1 mmol/L IPTG 16 °C 诱导约 20 h 后收集菌体，

超声破碎后得到粗酶液。利用 Ni 离子亲和层析

介质对 PhoD 粗酶液进行纯化，SDS-PAGE 电泳

图中目的条带与 PhoD 预期大小 59.7 kDa 相符。

阴性对照、PhoD 粗酶液和 PhoD 纯化后电泳图

见图 4。纯化后的 PhoD 纯酶经 Bradford 法测定

蛋白浓度为 195.85 μg/mL。 

 

 
 
图 2  菌株 S2-4 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain S2-4 based on 16S rRNA gene sequence. 
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图 3  phoD 基因 PCR 扩增结果   1：phoD 基因

PCR 扩增产物；M：DL2000 DNA Marker 

Figure 3  Results of PCR amplification of phoD 
gene. 1: PCR amplification product of phoD gene; 
M: DL2000 DNA Marker. 

 

 
 
图 4  PhoD 重组表达和纯化后 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 4  SDS-PAGE electrophoresis after recombinant 
expression and purification of PhoD. M: Protein 
Marker; 1: pET-28a(+) empty vector; 2: PhoD crude 
enzyme solution; 3: Purified PhoD. 
 

2.5  PhoD 酶学性质分析 
2.5.1  PhoD 最适反应 pH 

由图 5 可知，在 pH 8.0−9.8 之间，PhoD 的

相对酶活性逐渐增加，在 pH 9.8 时，酶活性达

到最大，当 pH 值超过 9.8 时，酶活性迅速下降。

因此，PhoD 的最适反应 pH 值为 9.8。 

2.5.2  PhoD 最适反应温度 

由图 6 可知，从 37−70 °C，PhoD 的相对酶

活性逐渐增加，在 70 °C 时，酶活性达到最大，

在 65−75 °C 之间，酶的相对活性都在 95%以上，

但当温度达到 80 °C 时，酶活性迅速下降。因

此，PhoD 的最适反应温度在 65−75 °C 之间，

其中 70 °C 为最适反应温度。 

2.5.3  不同浓度金属离子对 PhoD 酶活性的影响 

在反应底物中加入不同浓度的金属离子，

结果如图 7 所示，Ca2+对 PhoD 的酶活性呈激活

作用，当 Ca2+为 3 mmol/L 时，激活作用最大； 

 

 
 
图 5  PhoD 的最适反应 pH 
Figure 5  The optimum reaction pH of PhoD. 

 

 
 
图 6  PhoD 的最适反应温度 
Figure 6  The optimum reaction temperature of 
PhoD. 
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图 7  不同浓度金属离子对 PhoD 酶活性的影响 
Figure 7  Effect of different concentrations of 
metal ions on the activity of PhoD enzyme. 

 
Mg2+对 PhoD 的酶活性呈抑制作用；K+、Zn2+、

Mn2+和 Fe2+对 PhoD 的酶活性没有明显影响，

详细结果见图 7A 和 7B。 

2.5.4  PhoD 米氏常数 Km、最大反应速率 Vmax

和 kcat 的测定 

配制浓度为 1、2、3、4、5 mmol/L 的底

物，在 25 °C 下测定不同浓度的酶促反应速度，

采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图法，拟合曲

线的线性回归方程为 y=0.031 79+0.058 35x 

(r2=0.999 1)，计算米氏常数 Km为 5.94 mmol/L，

Vmax 为 31.46 μmol/(L·min)，kcat 为 103.59 s−1。

与大肠杆菌碱性磷酸酶 EAP 的 kcat 值 65 s−1 相

比较，PhoD 的 kcat 是 EAP 的 1.60 倍，说明 PhoD

的酶活性明显高于大肠杆菌碱性磷酸酶 EAP 的

酶活。 

3  讨论与结论 

有机磷或无机磷培养基可用于解磷菌的筛

选。宁清等[16]利用无机磷培养平板筛选磷矿区

土壤中的解磷菌，选取平板中溶磷圈较大的菌

株为目标菌株，最终筛选出一株成团泛生菌并

克隆了其碱性磷酸酶基因。上官亦卿等[17]用有

机磷培养基，通过解磷圈法筛选出 11 株解磷

菌。在前期试验中，本研究也引用这种解磷圈

的方法来筛选高效的解磷菌，然后克隆其碱性

磷酸酶基因，但是进展缓慢。后经试验调整，

尝试将筛选培养基中的单菌落直接检测碱性磷

酸酶酶活性，结果显示，细菌碱性磷酸酶酶活

的高低和有解磷圈并不成正比关系。最终，本

研究以有机质丰富的土壤为样本，在有机磷筛

选培养基中挑取单菌落，以 p-NPP 为底物筛选

碱性磷酸酶酶活较高的菌株，通过比较，筛选

出一株解淀粉芽孢杆菌，克隆了其 phoD 基因，

成功在 E. coli BL21(DE3)中实现可溶性表达。 

1996 年，Eder 等[18]在枯草芽孢杆菌中最早

发现了 phoD 基因，不同细菌种属之间的 phoD

基因差别较大，而其他细菌种属中的 phoD 鲜

有报道，只能从全基因组序列中找到相关基因。

本研究中的 phoD 基因是从一株解淀粉芽孢杆

菌中克隆得到的，目前尚无相关文献单独报道

过解淀粉芽孢杆菌中的 phoD 基因。有研究表

明[19]，phoD 基因多样性在土壤和海洋中高于

phoA 和 phoX，对维持生态系统中的初级生产

力有重要作用，所以关于 phoD 的研究中，大

部分是关于生态环境方面的研究，尚无关于

phoD 应用方面的研究。 

PhoA 家族的碱性磷酸酶为二聚体，分子量

大，穿透细胞的特性较差，较少应用于免疫酶

定位研究[20]。PhoD 为单体酶，有更小的分子量，

应具有更大的优势进入细胞，发挥出标记酶的
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作用。与 PhoA 同源二聚体相比，PhoD 与抗原

蛋白进行融合表达后，得到的双功能分子蛋白

有更小的空间位阻，应能更好地发挥出融合蛋

白的功能。 

有假说认为在常温下嗜热酶比嗜温酶具有

更好的稳定性，这是蛋白在高热条件下保持稳

定的先决条件[21]。通过 PhoD 的最适反应温度

的试验可知，PhoD 为嗜热酶，在常温下应有比

牛小肠碱性磷酸酶更好的稳定性。虽有许多关

于 EAP 与特异性单链抗体融合表达后进行检测

的成功研究，但是在尚国富等[22]建立的一步法

ELISA 检测中，EAP 的酶活性尚未达到检测应

用的要求。在本研究中比较了 PhoD 和 EAP 在

25 °C 下的催化效率，结果显示 PhoD 的催化效

率是 EAP 的 1.6 倍左右，那么 PhoD 在免疫检

测中将有比 EAP 更大的优势发挥作用。本文

为 PhoD 作为免疫检测中抗原标记基因奠定了  

基础。 
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