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摘 要 将从黑曲霉菌株 3&4%*1#,,)& $#1%* "3% 克隆并经改造后的植酸酶基因在昆虫 D 杆状病毒表达系统中表达，

EFE1GHI; 电泳检测蚕体和蛹的表达量分别达到 !)6% JKL 血淋巴液和 !)"$ JKL 血淋巴液。酶活性测定结果表明，在

蚕体和蛹的表达活性分别为 6)37 M !$2 .KL 血淋巴液和 :)"" M !$2 .KL 血淋巴液。该酶活性的最适温度范围为 :$ N
3$ O，最适 PQ 值为 :): N :)$ 和 #):。研究表明杆状病毒系统表达的植酸酶具有耐酸性和抗高温的特性，可以用于

生产饲用植酸酶。
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植物性饲料中 #K% 的磷是与植酸结合在一起的，不能为

单胃动物（猪、鸡等）利用，使整个日粮养分利用率降低［!］。

植酸一直被认为是饲料中的抗营养因子。植酸酶能水解植

酸，释放出磷，提高植物性饲料中磷的利用率，并减少动物粪

便中的有机磷造成的环境污染［# D 6］。植酸酶存在于微生物、

植物和某些动物细胞中，但适合于在饲料中使用的植酸酶主

要存在于微生物中［#，%］。植酸酶的饲喂效果已广泛地得到确

证［!，6］。

昆虫1杆状病毒表达系统创建于 2$ 年代。E<=TB［:］等在

!"2%年 首 先 报 道 了 用 HC*G&（ 3)/(1*+4"+ 0+,#-(*$#0+ *.C(5,/
G’(0B5U/’A=A &=/.A）作载体在 A> 细胞中高效表达了!1干扰素，

其后多种蛋白得到了表达［3］。该表达系统因具有安全性好，

表达效率高，表达的产物能进行加工修饰等优点，成为当今

基因工程四大表达系统之一［3］。作者将黑曲霉（ 3&4%*1#,,)&
$#1%*）的植酸酶基因在家蚕 D 杆状病毒系统中进行了表达，

并研究了表达产物的酶学特点，现报道如下。

" 材料与方法

"#" 材料

植酸酶基因的质粒 PVV1$! 由中国农业科学院饲料研究

所姚 斌 博 士 构 建［7］，转 移 质 粒 PW,CGHX2、载 体 病 毒 W<1
W,CGHX3、大肠杆菌 4I! 和 .5* 细胞由本实验室保存，*=CY
4/,-A(,T=’- 试剂盒、46F*H 连接酶、限制酶及其他试剂购自于

IZW[\ WSL 公司，检测无机磷含量的分光光度计为岛津 ]&1
#3$ 型，供试家蚕品种为 +V!。

"#$ 重组转移质粒的构建

植酸酶基因两端为 60(S Z 位点，基因全长约为 !) : Y^，

在 H4I 后 :7$ ^P 处有 .+5Q Z 位点。以 60(S Z 酶切带有植

酸酶基因的 PVV1$! 质粒，分离植酸酶基因片段，并以 60(S Z
酶切杆状病毒表达系统的转移质粒 PW,CGHX2，用 46 F*H 连

接酶连接基因片段和载体，连接液转化大肠杆菌 4I!，用

.+5Q Z 和 60(S Z 酶切鉴定植酸酶基因以正确的方向插入

到 PW,CGHX2 质粒中。质粒 F*H 的快速和大量抽提参照文

献［2］。

"#% 重组病毒的筛选

重组转移质粒和线性化 W<GHX3 病毒共转染 W<* 细

胞，操作过程参照文献［"］。

"#& ’() *+() 筛选重组病毒

以蓝白斑筛选重组病毒，重组病毒为白斑。挑取覆盖白

色病毒斑的琼脂糖凝胶块，分别溶于适量的 4[1!$$ 培养基



中，取上 清 液 感 染 培 养 在 !" 孔 板 中 的 细 胞（内 含 #$ % &
#’( )*++,-孔），./0培养 12 后，吸取培养液并保存，每孔中加

入 .’’!3 ’$ % 45+-3 6789 裂 解 细 胞，%4:; 后 加 入 %’!3
#’ 45+-3 69(<) 中和，作 =5> ?+5>，进行三轮纯化，=5> ?+5> 技术

参照文献［@］。

!"# $%&’()*+ ,-%’ 鉴定重组病毒

=5> ?+5> 的阳性克隆经感染 A46 细胞扩增后，于 .% ’’’B-
4:; 超离心 #$%C，收集病毒粒子。病毒粒子 =6< 的抽提参照

文献［!］。以 !"#9 D 和 $%&E D，’#"D 单酶切病毒 =6<，于 @
F-3琼脂糖凝胶上电泳，并将 =6< 转印到 6G 膜上，作 H5I>CJ
*B;J?+5>。
!". 植酸酶基因在蚕体和蛹体中的表达

重组病毒以 #’! KLM-3 注射到 % 龄起蚕和蛹体中，每头

注射 %!3，以 A4K<N" 病毒作为对照。采集不同时期的血

样，测定其表达量，收集表达量最高时期的血样，稀释后测定

酶学性质和作 H=HJK<OP 电泳，上样量为 #’!3 血淋巴液。用

AD8JE<= Q5+*)I+7B 7;7+R,> 软件分析蛋白质的表达量，表达量

为除去了对照该区域蛋白质后的绝对值。

!"/ 表达产物活性的测定

植酸酶活性单位的定义为 1/ 0，S9 %$ %’ 条件下，每分

钟从植酸钠中释放出 # ;45+ 无机磷所需的酶量为 # 个单位。

测定方法为将 ’$# 43 酶液（酶液可稀释，以同体积双蒸水为

对照）加入到 ’$! 43 反应液中 内含 #445+-3 植酸钠的 ’$ .%
45+-3 的 乙 酸J乙 酸 钠 缓 冲 液（S9%$ %） 于 1/ 0 恒 温 水 浴

1’4:;，然后加入 . 43 显色剂显色，显色 剂 为 %’ 43 中 含

1$"" F L*H8(·/9.8 的 钼 酸 铵 溶 液，配 制 方 法 为 .$ % F
（69(）"Q5/8.(·(9.8 和 @ 43 9. H8( 用双蒸水稀释至 .%’ 43。

在分光光度计 /%’ ;4 处测定吸光值，根据磷酸盐比色标准

曲线得到释放出的磷酸盐量，计算出酶活力［#’，##］。

!"0 酶学性质的测定

酶活性的测定及酶学性质的测定的试样均为以 % 头蚕

的蚕血混合为一个样品，每一个处理收集 1 个样品，测定时

每个样品重复 1 次，结果中的数据为平均值。

1 结果

1"! 重组转移质粒的构建

大量抽提含植酸酶基因的质粒 STTJ’#=6<，用 $%&ED 酶

切后分离植酸酶基因 =6<，与同样酶切的 SA7)K<N@ 质粒连

接后转化大肠杆菌 UO#，在固体 3A 培养基上挑取单菌落，快

速抽提质粒 =6< 进行酶切鉴定，$%&E D 单酶切有 #$ % V? 的

条带，$%&E D 和 !"#9 D 酶切有近 %/’ ?S 和 # V? 的条带，证

明植酸酶基因以正确的方向插入到转移质粒中。

1"1 重组病毒的获得

含植酸酶基因的转移质粒 =6< 和线性化 A4K<N" 病毒

共转染 A46 细胞后，观察细胞的变化，当细胞变圆，膨大时，

证明细胞已受感染。用感染的病毒液经蓝白斑分离重组病

毒株，进一步在 !" 孔板用 WJF7+ 鉴定获得的重组病毒，选用

培养液不变色的病毒株。这样的病毒株经扩大培养后，抽取

病毒 =6<，分别用 !"#9 D、$%&E D 和 ’#"D 单酶切。由于植

酸酶基因中，<UO 上游附近及下游 %/’?S 处各有一个 !"#9 D
酶切位点，因此，用 !"#9 D 酶切后的重组病毒 =6< 应将植

酸酶基因分解成 %/’?S 和一个较大的 =6< 片段；在植酸酶基

因的两端分别有 $%&E D 位点，用 $%&E D 酶切后的重组病毒

=6< 应产生一个完整的植酸酶基因片段；植酸酶基因中没

有 ’"#D 位点，用 ’"#D 酶切应产生一个大于 #$ %V? 的片段。

H5I>C*B;J?+5> 的结果显示，这三种酶切的病毒 =6< 与植酸酶

基因的探针杂交，分别生产两条、一条和一条阳性带（见图

#），证明植酸酶基因已转入病毒基因组上，获得了含植酸酶

基因的重组杆状病毒 A4JSA7)K<N（K<.）。

图 # 植酸酶基因片段为探针检测重组病毒 =6< 中的植酸酶基

因的存在

L:F$# =6< 5X B*)54?:;7;> Y:BI, A4JSA7)K<N"（K<.）Z7, I,*2 >5 2*J

>*)> >C* F*;* 5X SCR>7,* :;,*B>*2 :;>5 A4JSA7)K<N" Y:BI, ?R H5I>C*B; ?+5>
（>C* XB7F4*;> 5X SCR>7,* F*;* 7, SB5?*）

UC*B* 7B* >Z5 B*)5F;:[:;F ,:>*, 5X !"#9 D 7> ;*7B 7>F 7;2 %/’?S 25Z;J

,>B*74 5X 7>F， B*,S*)>:Y*+R；ZC*; =6< 5X B*)54?:;7;> Y:BI, A4J

SA7)K<N"（K<.）Z7, 2:F*,>*2 Z:>C !"#9 D，>C* SCR>7,* F*;* Z5I+2 7SJ

S*7B :; %/’?S 7;2 7 +7BF*B XB7F4*;>,$ UC*B* 7B* >Z5 B*)5F;:[:;F ,:>*, 5X

$%&E D 7> 6J>*B4:;7+ 7;2 GJ>*B4:;7+ *;2, 5X >C* F*;*，ZC*; =6< 5X

B*)54?:;7;> Y:BI, Z7, 2:F*,>*2 Z:>C $%&E D，>C* SCR>7,* F*;* Z5I+2 7SJ

S*7B :; 7 XB7F4*;> 5X # $%V? +*;F>C$ # $ A4JSA7)K<N"（K<.）XI++ +*;F>C

=6<；. $ Q7BV*B（"=6< 2:F*,>*2 Z:>C $%&E D 7;2 ()*2 #）；1$ A4J

SA7)K<N"（K<.）=6< 2:F*,>*2 Z:>C ’"#D；($ A4JSA7)K<N"（K<.）

=6< 2:F*,>*2 Z:>C $%&E D；% $ A4JSA7)K<N"（K<.）=6< 2:F*,>*2 Z:>C

!"#9 D$

1"2 植酸酶的活性测定

根据磷酸盐的标准曲线，分别测得蚕体、蛹的植酸酶表

达活性为：($ "/ & #’@ I-3 血淋巴液，%$ !! & #’@ I-3 血淋巴

液。H=HJK<OP 电泳显示蚕幼虫和蛹体的表达量分别为 #$ (1
F-3 血淋巴液和 #$!’ F-3 血淋巴液（见图 .“!”所示）。

1"3 植酸酶基因在家蚕幼虫体内不同时间的表达量的变化

感染 /.C 后测到活性，!" \ #.’C 酶活性较高。#.’C 以

后，虫体逐渐死亡，酶活性下降（见图 1）。

1"# 本系统表达的植酸酶的酶学性质

1"# " ! 米氏常数的测定：用双倒数法测得植酸酶的 +4 值

为 ’$//。
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图 ! "#"$%&’( 检测植酸酶在家蚕幼虫和蛹体内的表达

)*+, ! (-./011*23 24 .567810 +030 *3 1*9:;2/< 98/=80 83> .?.80 ;81 >0$

70@70> A6 "#"$%2968@/698<*>0 ’09 &38961*1，?1*3+ .8/03789 =*/?1 ;5*@5

@2378*31 98@ B +030 81 8 @237/29

CD!E 9618701 24 580<296<.5 24 08@5 18<.90 ;0/0 928>0> *372 750 +09 ,

C , CD :# ./270*3 <8/:0/（’*A@2）；! , (-./011*23 24 .567810 +030 *3 1*9:$

;2/< .?.80；F , (-./011*23 24 .567810 +030 *3 1*9:;2/< 98/=80；G , "*9:$

;2/< 98/=80 *340@70> ;*75 H<$.H8@%&IJ @2378*3*3+ 98@ B +030；K,

L089756 1*9:;2/< 98/=80

图 F 家蚕幼虫感染病毒后体内不同时期的植酸酶活性

)*+, F M50 03N6<*@ 8@7*=*76 24 .567810 0-./0110> *3 1*9:;2/< 98/=80 87

>*440/037 7*<0 .2*37 8470/ *340@7*23,

!"# "! 温度对植酸酶活性的影响：植酸酶活性最适的反应

温度范围为 KD O JD P，超过 JD P后，酶的活力下降（见图

G）。

图 G 温度对植酸酶活性的影响

)*+, G (440@7 24 70<.0/87?/0 23 .567810 8@7*=*76

!"# "$ .L 值对植酸酶活力的影响：.L 值在 K, D O K, K 之间，

酶活力最高，大于 J, D 后，酶活力下降很快，Q, D 以上则完全

失活；.L 值低于 K,D 时，酶活力逐渐下降，至约 F, Q 时，达到

最低值，随 .L 值的下降，酶活力又逐渐回升，至 .L 值 !,K 时

达到峰值，之后又逐渐下降（见图 K）。

图 K .L 对植酸酶活性的影响

)*+, K (440@7 24 .L 23 .567810 8@7*=*76

$ 讨 论

杆状病毒表达系统自建立以来，因其具有独特的优点而

受到重视。杆状病毒的宿主域窄，主要感染鳞翅目昆虫。家

蚕是该目的代表种。对家蚕杆状病毒感染家蚕的记录可以

追溯到 C! 世纪，但并没有出现有关家蚕杆状病毒对人类健

康危害的报道；携带植酸酶基因的家蚕杆状病毒必须通过穿

刺的方法接种家蚕，在体外病毒很容易失活，不会造成污染；

家蚕的幼虫、蛹和蛾均可入药和食用，因此利用家蚕生产人

用、动物用蛋白产品的安全性好［J］。由于昆虫细胞对蛋白的

后加工体系更接近脊椎动物，表达的蛋白的活性高。我国有

悠久的养蚕历史，全国各地均有蚕业基地和相关研究单位，

对蚕的研究相当深入。因此，以家蚕作为生物反应器，是具

有我国特色的一个重要发展方向。

植酸酶具备饲料添加剂的营养价值和对环境的保护作

用等特点，其应用潜能巨大，相关研究开展得较为活跃。由

于天然产酶菌株的表达量普遍较低，难以获得大量产品，生

产成本高，利用基因工程方法生产植酸酶是一个解决途径。

通过植酸酶基因在家蚕$杆状病毒表达系统中的表达，检测

到的表达活性与姚斌［CC］等报道的在酵母系统中表达的植酸

酶活性大致相同。对表达产物的酶活性研究表明，该产物有

较高的抗酸性和耐高温等特性，很适合用作饲料添加剂。该

系统的生产投入较简单，产品无需后处理而可直接添加到饲

料中，因此，利用家蚕$杆状病毒表达系统生产的植酸酶有开

发的实用价值。
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《生物工程学报》加入“万方数据———数字化期刊群”的声明

为了实现科技期刊编辑、出版发行工作的电子化，推进科技信息交流的网络化进程，我刊现已入网“万方数据———数字化

期刊群”，所以，向本刊投稿并录用的稿件文章，将一律由编辑部统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信

息服务。有不同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

本刊全文内容按照统一格式制作，读者可上网查询浏览，并订阅本刊。

《生物工程学报》编辑部
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