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适冷海洋细菌交替假单胞菌（./012($*#0’(3(-$/ !" #）$%&’
内切葡聚糖酶基因的克隆和表达

游银伟 汪天虹"

（山东大学生命科学学院 微生物技术国家重点实验室 济南 $"%#%%）

摘 要：从黄海深海海底淤泥中筛选出一株产纤维素酶的适冷革兰氏阴性杆菌 GH5#，克隆和分析了 GH5# 的 #4I
-J1K 序列（L+BH/BM 接受号：KN""#6$#），经鉴定为交替假单胞菌（!"#$%&’()#*&+&,’"），命名为 !"#$%&’()#*&+&,’" ?O)
GH5#。克隆了该菌适冷内切葡聚糖酶基因 -#(.（L+BH/BM 接受号：KN""#6$$），并在大肠杆菌（/"-0#*1-01’ -&(1）HP$# 中

进行了表达。重组 / ) -&(1 菌体破碎后，获取上清液，其中融合蛋白 LI25Q+(K 浓度约为 D3F"8RSP。分析了融合酶

LI25Q+(K 的性质，其最适反应温度为 6"T，最适反应 OU 值为 DF$，为中性适冷酶。实验结果为交替假单胞菌低温纤

维素酶的基础理论和应用研究奠定了基础。
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交替假单胞菌属［#］（ !"#$%&’()#*&+&,’"）是 #CC" 年 根 据

#4I -J1K 序列的特点从交替单胞菌属（.()#*&+&,’"）中分离出

来的一个新属，目前已知的交替假单胞菌都是从海洋和湖泊

中分离得到的，大部分是适冷菌［$］，最适生长温度在 #"T左

右。

由于低温酶在低温时具有较高催化活性，使之在生产上

可以部分的缓解能源危机问题［6］，因此有着良好的应用前

景。纤 维 素 酶 系 包 括 6 种 成 员，即 内 切!5#，!5葡 聚 糖 酶

（7L），外切葡聚糖纤维二糖水解酶（QHU）和!5葡萄糖苷酶

（7Q）［!］。纤维素酶在酿酒、饲料、食品加工等行业中有着广

泛的用途［"］。本文对海洋细菌 GH5# 从分子水平进行了菌株

鉴定，克隆和表达了其适冷内切葡聚糖酶基因，并对重组融

合酶的性质进行了分析。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 酶和试剂：2’3 酶、2! J1K 连接酶、限制性内切酶均

购自 2/W/X/ 公司；低分子量蛋白质 G/-M+- 购自上海西巴斯

生物技术开发有限公司。其它均为分析纯生化试剂。

’(’() 菌株和质粒：大肠杆菌（/"-0#*1-01’ -&(1）JU""和 HP$#
以及 OYQ852 载体均为上海 I/BR’B 产品；表达质粒 OL7Z5!25#
为 [-’8+R/ 公司产品。GH5# 为本实验室从黄海深海海底淤

泥中分离出的 # 株革兰氏阴性杆状细菌。

’() *+, 扩增 ’-. /012
按文献［4］提取细菌 J1K。

参照 \+9?,.-R 等［D］（#CC#）报道，采用细菌 #4I -J1K 的通

用引物 [# 和 [$ 进行 [QX 扩增。引物 序 列 为 [#："]5QQL

LK2QQKLKL222LK2QQ2LLQ2QKL56]；[$："]5QLLLK2QQ2KQL
LQ2KQQ22L22KQLKQ256]。反应体系（"%#P）：#% ^ ,.>>+- "#P，

模 板 ##P，$%%#8’(SP @12[，$Y 2’3 酶，引 物 [# 和 [$ 各

%F##8’(SP。反应条件：CDT "89B；C!T #89B，"#T #89B，D$T
$89B，6% 个循环；D$T #%89B。

扩增产物回收后，连接到 OYQ852 载体上，转化 / ) -&(1
JU""。在含有 #%%8RSP K8O9A9(9B 的麦康凯琼脂平板上培养

后挑选白色菌落，提取阳性转化子所含质粒，通过酶切和

[QX 双重验证，将正确的重组质粒命名为 O25#4I -J1K。

’(3 *+, 扩增内切葡聚糖酶基因

根据 L+BH/BM 报道的 !"#$%&’()#*&+&,’" 0’(&4(’,-)1" -#(5 基

因序列和 !"#$%&’()#*&+&,’" ?O) JN56 -#(6 基因序列设计扩增

内切葡聚糖酶基因 -#(. 的引物 [6 和 [!。引物序列为 [6："]5
QLLKQLLLK2QQ2QKLLKKK2KQLK2LKK2KK56]（ 含 7’+U$
酶 切 位 点 ）；[!： "]5LQQ2QLQ2QLKL2K2KKKKQL2LQ22KK
22KQ56]（含 60&$酶切位点）。反应体系（"%#P）：#% ^ ,.>>+-
"#P，模板 6#P，$%%#8’(SP @12[，$Y 2’3 酶，引物 [6 和 [! 各

%F##8’(SP。反应条件：CDT "89B；C!T #89B，""T #89B，D$T
$89B，6% 个循环；D$T #%89B。

扩增产物回收后，用 7’+U$和 60&$双酶切，回收小片

段，连接 到 经 同 样 双 酶 切 的 表 达 载 体 OL7Z5!25# 上，转 化

/ ) -&(1 HP$#，在含有 #%%8RSP K8O9A9(9B 的 PH 平板上培养后，

随机挑选菌落，提取质粒进行验证，将验证正确的重组质粒

命名为 OL7Z5A+(K。

’(4 012 序列分析

由上海博亚生物技术有限公司进行测序，在 1QH_ 上分

析序列同源性。



!"# 融合蛋白的表达及性质分析

将重组 ! ! "#$% "#$%（&’()*+,-.）和对照菌株 ! ! "#$% "#$%
（&’()*/0*%）分别接种于含有 %11234# .2&5+5-56 的 #" 液体培

养基中，789过夜培养，按 %:接种量转接于含 .2&5+5-56 的

/12#新鲜培养基，789培养至 &’ 值为 1;< 左右，加入 =>0’
至终浓度为 ?22@-4#，对照菌株 ! ! "#$% "#$%（&’()*/0*%）继续

在 789下诱导培养，而重组 ! ! "#$% "#$%（&’()*+,-.）则转入

%<9下诱导培养［<］。/A 后低温离心收集菌体，菌体重悬于

/2# 含 1;?22@-4# (B0. 和 1;%22@-4# >CDE 的 1;$2@-4# 磷酸

二氢钠*磷酸氢二钠缓冲液（&F?;<）中，冰浴中进行超声波破

碎，离心收集上清液，取 71!# 进行 DBD*>.’( 检测。

参照王 沁等［G］报道的方法测定融合酶 ’D0*H,-. 的酶

活性。

$ 结果和分析

$"! !%& ’()* 序列的 +,- 扩增

以细菌 C"*% 染色体 BI. 为模板，以 >% 和 >$ 为引物进

行 >HJ 扩 增，得 到 %;?KL 左 右 的 片 段。将 该 片 段 克 隆 到

&MH2*0 载体，测序结果表明该扩增片段为 %?%?L&。在 IH"=
进 行 "#.D0，结 果 显 示 它 与 交 替 假 单 胞 菌 属

（()*+,#-$.*/#0#1-)）%ND OBI. 序 列 同 源 性 可 达 GG:。结 合

C"*% 的形态学特征，将其鉴定为交替假单胞菌属的一个种，

命名为 ()*+,#-$.*/#0#1-) P&! C"*%。目前大部分交替假单胞

菌都是从海水中分离到的，绝大部分是适冷菌，最适生长温

度在 %?9左右，C"*% 的特征与它们相吻合。

将 ()*+,#-$.*/#0#1-) P&! C"*% 的 %ND OBI. 序 列 在

’,6"Q6K中进行了同源比较，比对结果用 H-RPSQ-T 在线绘制

了系 统 发 育 树。 结 果 表 明 ()*+,#-$.*/#0#1-) P&! C"*% 与

( ! %))-"2*13#1%%的进化关系最近。

$"$ 内切葡聚糖酶基因 !"#$ 序列的 +,- 扩增

以 ()*+,#-$.*/#0#1-) P&!C"*% 染色体 BI. 为模板，以 >7
和 >/ 为引物进行 >HJ 扩增，得到 %;?KL 左右的片段。将该

片段克隆到 &’()*/0*% 表达载体上，测序结果表明该扩增片

段 为 %?18L&。 在 IH"= 进 行 "#.D0，结 果 表 明 它 与

()*+,#-$.*/#0#1-) 2-$#4$-1".%) 的 "*$5 基 因 和 ()*+,#-$.*/#0#1-)
P&!BU*7 的 "*$6 基因同源性均在 G7:以上，证明克隆到正确

的基因。将该基因命名为 "*$7，将构建的融合型表达质粒命

名为 &’()*+,-.。

利用 >O52,O?;1 分析 "*$7，结果显示该序列编码 /G$ 个氨

基酸，推导的蛋白质理论分子量为 ?7KB 左右。利用自动蛋

白质同源模建服务器（DT=DD*CVB(#），模建了 H,-. 的三维结

构。模建结果表明 H,-. 包含两个大的结构域，即催化结构

域和 底 物 结 合 结 构 域，通 过 蛋 白 质 序 列 比 对，H,-. 和

()*+,#-$.*/#0#1-) 2-$#4$-1".%) 的 H,-’ 同源性高达 G/:，而根据

W5@-@S 等［%1］（$117）的报道，H,-’ 由催化结构域，底物结合结构

域和链接区组成，其催化结构域属于糖基水解酶家族的第 ?
族，因此判断 H,-. 的催化结构域同样属于糖基水解酶家族

的第 ? 族。结合 H,-. 同源模建结果，判断其 % X $8 氨基酸序

列为信号肽，$< X 7$< 氨基酸序列为催化结构域，7$G X /$8 氨

基酸序列为链接区，/$< X /G$ 氨基酸序列为底物结合结构

域。

$". 融合蛋白 &(&/+*01 检测

从 DBD*>.’( 结果（图 %）可见经 =>0’ 诱导 /A 后，对照菌

株 ! ! "#$% "#$%（&’()*/0*%）表达出了 $NKB 的 ’D0 对照蛋白，

重组菌株 ! ! "#$% "#$%（&’()*+,-.）表达出了 8GKB 左右的融

合蛋白 ’D0*H,-.，与理论值相符合。用软件 "Q6YD+Q6/;?1 分

析 DBD*>.’( 电泳图，结果表明：在上清液中，融合蛋白 ’D0*
H,-. 的浓度约为 8<;?234#。

图 ! 0&2/,34* 在 % 5 !&#’ 67$! 中表达的 &(&/+*01 分

析

E53!% DBD*>.’( Q6Q-ZP5P @[ ’D0*H,-. ,\&O,PP5@6 56 ! ! "#$% "#$%

C!#@] 2@-,+R-QO ],53AS 2QOK,O；%;’D0 ,\&O,PP5@6 Q[S,O 56YR+,；$;’D0*

H,-. ,\&O,PP5@6 L,[@O, 56YR+,；7;’D0*H,-. ,\&O,PP5@6 Q[S,O 56YR+,!

$"8 融合蛋白性质分析

融合酶 ’D0*H,-. 酶活测定结果表明，其最适反应温度为

7?9，仍然是适冷酶；最适反应 &F 值为 8;$，是中性酶，而且

&F 在 / X < 之间变化比较小，说明它对酸碱性的变化不敏

感。

. 讨论

交替假单胞菌所产酶大部分都是适冷酶。目前从交替

假单胞菌中纯化得到的酶主要有琼脂糖酶，"*半乳糖苷酶，#*
半乳糖苷酶，蛋白酶，BI. 连接酶等［%% X %?］，这些酶的最适反

应温度在 719左右，比中温酶低 $19左右，因此在实际生活

中使用这些低温酶是一条很有效的节省能源的途径［<］。

本文采用 %<9诱导的方法在中温菌 ! ! "#$% "#$% 中表达

了低温酶基因 "*$7。虽然融合酶 ’D0*H,-. 表达量不高，但是

其最适反应温度仍然是 7?9，保持了低温酶的特性。因此，

可以通过优化培养条件或者换用不同的表达载体和宿主菌

来提高酶的表达量，开拓其在工农业生产中的应用。目前只

有少数低温酶在生产上得到大规模应用，可见低温酶在产业

化的过程中存在一些问题尚待解决，但低温酶的应用前景良

好。本文结果为研究交替假单胞菌低温纤维素酶的适冷机

理，以及进一步的应用研究奠定了基础。
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