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灰树花海藻糖合成酶基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达
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摘 要：海藻糖主要作用是作为生物体的结构组分、以及保护生物膜和保护蛋白质。在灰树花中，海藻糖在干重中所

占比例最高可达到 /6H I /7H，说明灰树花合成海藻糖的能力很强。将灰树花海藻糖合成酶基因克隆，并在大肠杆

菌表达系统里表达。表达量为 /8#:+JK。通过活性测定，证明在大肠杆菌中表达的海藻糖合成酶具有酶活性，结合基

因工程和酶工程方法，为合成海藻糖的研究提供了新的方向。
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灰树花（!"#$%&’ $"%()%*’）又称贝叶多孔菌、千佛菌、栗子

蘑、麻栗窝菌、重菇、叶状奇果菌、莲花菌等，在日本俗称舞茸。

它隶属于真菌门（9*:M?&-;）、担子菌亚门（N;,<B<&:M?&-<C;）、非

褶菌目（)OFM’’&OF&>;’4,）、多 孔 菌 科（P&’MO&>;?4;4）、多 孔 菌 属

（+%&,-%".*）［/］。

海藻糖（3>4F;’&,4）是一种稳定的非还原性双糖，由两个吡

喃环葡萄糖分子以 /，/ 糖苷键连结而成［"］。它的主要作用是

作为生物体的结构组分、以及保护生物膜和保护蛋白质。海

藻糖在食品、保健、生物制品、精细化工等领域中有很广阔的

应用前景，而且有很大的市场需求量。据报道，灰树花海藻糖

在干重中所占比例最高达到 /6H I /7H，这说明灰树花合成

海藻糖的能力很强［5］。

在担子菌（/’*#)#%0,1232）灰树花（!"#$%&’ $"%()%*’）中，海藻

糖是由海藻糖合酶（3,;,4）催化合成，合成途径为［!］：

Q0 葡萄糖

;0Q0 葡萄糖 0/0 磷酸
#

海藻糖合酶
海藻糖

海藻糖应用前景广阔，目前海藻糖主要是通过生物提取

和发酵的方式生产，但生产成本较为昂贵［2］。若能找到廉价

的生产方法，将获得较好的经济效益。酶法生产海藻糖是最

近几年发展的新方法，其研究刚开始起步。

大肠杆菌表达系统具有产量高、菌体生长速度快、操作容

易、成本低的优点［7］。本研究拟通过 R30PSR 方法从摇瓶培养

的灰树花总 R.) 中克隆海藻糖合成酶基因，并通过其在大肠

杆菌中的表达和酶活性测定，探索一种新型的低成本的合成

海藻糖方法。

! 材料和方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌种和质粒：灰树花（!"#$%&’ $"%()%*’）、ON%""# 载体、大

肠杆菌（4*152"#15#’ 1%&#）QT6U 菌种由本室保存。

!"!"# 主要试剂：本实验所用限制性内切酶、9E6’7 酶、分子

量标准购自 3;V;R; 公司，3! Q.) K<+;,4、)+;>;,4 购自 .4W 9C0
+’;CB N<&’;=。其他试剂为国产或者进口分析纯试剂。大肠杆

菌蔗糖磷酸化酶由本室通过大肠杆菌表达后纯化获得。

!"# 灰树花菌丝体总 $%& 提取

参照文献［6］的方法进行。

!"’ $()*+$
根据 X&,F<B; 等［!］报道的序列设计了一对引物，引物 /：6Y0

SSZ))33S)3ZZS3SS3SSSS)SS)Z 05Y；引物 "：6Y0ZS3S3)Z)3S0
SS3ZS)S)3ZS)Z33S 05Y。按照 3;V;R; 公司试剂盒说明书调

制反应液。把反应液加入 R3 反应液中，混匀，加入 "# I !#!K
矿物油，稍稍离心一下。PSR 反应条件：8![ ":<C；8![ 5#,，
66[ 5#,，7"[ 8#,，循环 "$ 次；7"[ /#:<C。取 6!K 反应液加入

/!K Q.) 上样缓冲液进行检测，/H琼脂糖凝胶电泳，电泳缓冲

液为 #G6 \ 3N9，电压 5# I 6#%。

!", 大肠杆菌表达和产物纯化

挑取细菌转化子单菌落，接种于含 /##!+J:K ):O 的 KN
培养基中，5#[ "##>J:<C 振荡过夜，次日按 /#H接种量转接于

适当体积（6##:K 三角瓶中装液 6#:K 为宜）含 /##!+J:K ):O
的 KN 培养基中，5#[ "##>J:<C 振荡培养 " I 5F 至 892## 约为

#G5 I #G$ 时，将温度迅速升至 !"[，并在此温度下水浴振荡培

养数小时，离心收集菌体。

产物纯化：将诱导表达后的菌体悬于适量的菌体裂解液

中，经超声波破碎后，![ $###+ 离心 6:<C，收集沉淀。沉淀反

复用包涵体洗液 ] 和 ]] 洗涤，![，$###+ 离心 6:<C，收集洗涤后

的沉淀。

!"- 包涵体的复性

将 $:&’JK 尿素溶解的包涵体溶液（浓度约为 " I 5:+J:K）

在 ![下缓慢滴加 /# 倍体积的复性缓冲液，放置过夜。

!". 海藻糖纸层析

在长 "6?:，宽 5?: 的层析滤纸条上，于起始线（起始线距

滤纸末端 6?:）上用毛细管点样，斑点直径不得超过 6::。点



样量约为 !""!#。样品吹干后，置于展开剂［正丁醇 $丙酮 $水 $
醋酸为 !"$%$%$&（’(’）］中，室温下展开到前沿距起始线 !)*+
时取出。自然风干后，在滤纸条上均匀喷上 , 液［,#-./ 的水0
丙酮饱和溶液，水 $丙酮为 !$&""（’(’）］，晾干后，再均匀喷上 1
液［!# -2.3 晶体溶于 !""+4 乙醇水溶液中，乙醇 $ 水 ! $ !

（’(’）］，并将滤纸条于暗处放置 !"+56，底色为棕黄色，根据是

否有棕黑色斑点确定海藻糖的有无。

!"# 表达产物的活性测定

!+4 反应液（/""+78(4 蔗糖，/""+78(4 葡萄糖，!"+78(4 磷

酸）中，加入溶于 9:;（<3 %=>）缓冲液中的海藻糖合成酶和蔗

糖磷酸化酶各 !!4（浓度约为 !!#(!4），于 /?@反应 &AB，取 /"!4
做纸层析分析，通过显色反应确定酶的活性。

$ 结果和分析

$"! 灰树花海藻糖合成酶基因的克隆

利用 CD0EFC 方法从灰树花总 C-, 中扩增出了一个大约

&=&GH 左右的片段。将片段连接到 <9I0D 载体 上（命 名 为

<9I0D0DC），进行测序。从灰树花 C-, 中扩增的片段全长

&!JJH<，编码 ?/& 个氨基酸，根据 I-,;K; 软件分析，同已经报

道的日本灰树花海藻糖合成酶基因序列相比，有 J)=>L的碱

基相同，而氨基酸序列则有 JJ=&L的相似性。

$"$ 海藻糖合成酶基因大肠杆菌表达载体的构建

将连接到 D 载体上的海藻糖酶基因用 !"#CK 和 $%&3K 双

酶切切下，和双酶切后的 <1’&&" 质粒连接，连接后的质粒命

名为 <1’&&"0DC。

$"% 海藻糖合成酶基因的表达

将 A&@诱导表达的海藻糖合成酶基因转化子，每小时取

样，做蛋白电泳分析（图 !）。

图 ! 不同时间表达的海藻糖合成酶 &’&()*+, 分析

M5#N! ;I;0E,O: 2628PQ5Q 7R STUB287QU QP6SB2QU UV<TUQQUW 56 W5RRUTU6S S5+U
!=47X +78U*Y82T XU5#BS +2TGUT；&=ET7SU56 Q2+<8U X5SB7YS 56WY*S576，*Y80
SYTU S5+U 5Q A B7YT；/ Z )=! Z % B7YT 56WY*S576 2S A&@，Q2+<8UQ XUTU
S2GU6 2S !B 56SUT[28QN

从图 ! 可以看出，经 A&@诱导的大肠杆菌转化子与未诱

导的相比，在 )"GI 位置附近有特异性表达的条带，与文献中

报道的灰树花海藻糖合成酶的大小相近。经光密度积分扫

描分析，第 A 个小时的表达量为最大，达到总蛋白的 !&L。

从蛋白电泳图可以看出，在 A&@诱导期间，整个菌体的蛋白

表达量系统地增加，这可能是因为菌体在高温情况下生长的

原因，也可能是海藻糖合成酶的表达所造成的。

$"- 海藻糖合成酶包涵体的纯化

将诱导表达 AB 的大肠杆菌 I3>"(<1’&&"0DC 超声波破

碎，收集到的沉淀为粗制包涵体，反复用包涵体洗液 K 和 KK
洗涤，可洗去细胞碎片和大部分杂蛋白，包涵体的洗涤纯化

过程如图 & 所示。

图 $ 海藻糖合成酶包涵体洗涤纯化过程

M5#N& DBU X2QB56# <T7*UQQ 7R 56*8YQ576 H7WP 7R STUB287QU QP6SB2QU
!=ET7SU56 +2TGUT；&=DTUB287QU QP6SB2QU 56*8YQ576 H7WP 2RSUT X2QB56# 26W
<YT5R5*2S576；/=;Y<UT62S26S 2RSUT X2QB56# X5SB 56*8YQ576 H7WP Q78YS576 KK；
A=;Y<UT62S26S 2RSUT X2QB56# X5SB 56*8YQ576 H7WP Q78YS576 K；>=ET7SU56 Q2+0
<8U 2RSUT 56WY*S576 R7T A B7YTQN

经光密度积分扫描分析，洗涤后的包涵体约占总蛋白的

%)=%L。!"""+4 发酵液约得到 !># 湿菌体，经超声破碎和洗

涤纯 化 后，得 到 "=%&# 精 制 包 涵 体，其 中 蛋 白 质 含 量 为

A>=/L，目标蛋白量约为 "=!J#。将包涵体复性，复性后的蛋

白做下一步的活性测定研究。

$". 表达产物的活性测定

由灰树花海藻糖合成酶合成途径可知，海藻糖合成酶需

要 I0葡萄糖和"0I0葡萄糖0!0磷酸作为反应底物。在大肠杆

菌中，蔗糖磷酸化酶能将蔗糖分解为果糖和"0I0葡萄糖0!0磷
酸。因此在灰树花海藻糖合成酶的酶活测定中，我们采用葡

萄糖和蔗糖为合成原料，并在反应液中加入大肠杆菌蔗糖磷

酸化酶。纸层析分析结果如图 / 所示。

图 % 纸层析法分析反应结果

M5#N/ E2<UT *BT7+2S7#T2<BP 7R SBU TU2*S576 +5VSYTUN
!= ;S26W2TW Q2+<8U 7R STUB287QU；&=;P6SBUQ5\UW STUB287QUN

通过纸层析定性分析，在反应液中检测到了海藻糖的存

在。证明在大肠杆菌中表达的海藻糖合成酶具有合成海藻

糖的活性。

% 讨论

海藻糖合成酶在大肠杆菌中的表达产物以包涵体形式

存在。本研究采用超声破碎的方法裂解菌体，加入包涵体洗

液洗涤可获得较为纯净的包涵体。包涵体中除了含有重组

蛋白之外，还含有细菌杂蛋白以及核酸等成分。在包涵体洗

涤剂中添加 DT5S76 ]0!""、尿素、高浓度 -2F8，可以进一步除去

杂质。采用这种方法，通过大肠杆菌表达的海藻糖合成酶纯

度达到 ?"L左右。本研究采用稀释法对包涵体进行复性。

将 )+78(4 尿素溶解的包涵体溶液（浓度约为 & Z /+#(+4）在

A@下缓慢滴加 !" 倍体积的复性缓冲液，放置过夜。复性率

约为 !>L左右。

纸层析和薄层层析都具有设备简单、操作易行的特点，
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均为海藻糖定性分析的常规方法。由于纸层析 !" 值重现性

较薄层层析好，故更适用于海藻糖的定性分析。本研究采用

纸层析法分析海藻糖。通过纸层析定性分析，在反应液中都

检测到了海藻糖的存在。说明在大肠杆菌中表达的海藻糖

合成酶具有合成海藻糖活性。利用葡萄糖和蔗糖这两种廉

价的原料，结合基因工程和酶工程方法，为海藻糖研究提供

了新的思路。下一步将通过表达参数的优化提高海藻糖合

成酶的表达产量，可进一步降低海藻糖合成的成本。
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奥林巴斯（北京）销售服务有限公司宣告成立

在整个亚洲地区，中国市场无疑是发展最为迅猛的市场之一。为了在持续扩大的中国市场上增加内窥镜和生物显微镜

的销售，奥林巴斯株式会社（社长：菊川 刚）合并了中国本地销售代理商，在北京设立了服务子公司“奥林巴斯（北京）销售·服

务有限公司”［bDF:H;2（XC4_4BR）J6DC2 c JC<Y4@C ‘1$，SA5$］，并已于 *’’+ 年 & 月 # 日正式开始营业。

奥林巴斯进入中国市场已有 +’ 年的历史。过去，内窥镜和生物显微镜一直是通过在中国的代理店进行销售和服务。此

次将中国代理店纳入旗下，实现了奥林巴斯向直接进行销售、服务、市场开拓的经营体制的转变。奥林巴斯（北京）销售服务

有限公司将以 +’’ 名员工、*+ 家分支机构为事业起点，逐步进行规模的扩大，预计在 , 年后的 *’’. 年度，奥林巴斯的销售业绩

将由 *’’, 年度的约 /’ 亿日元增长至约 **’ 亿日元。通过对仪器的维修检验等市场技术支持服务来加强同用户的直接接触，

通过优质、高效的服务使用户对奥林巴斯产品的满意度进一步提高。同时，奥林巴斯还将积极开展旨在扩大中国市场的中长

期营销活动，以期为中国的医疗及科学研究的发展作出自己应有的贡献。
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