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交替假单胞菌（!"#$%&’()#*&+&,’" !" #）$%& 菌株

产内切葡聚糖酶的性质研究及基因克隆

熊鹏钧 文建军"

（国家海洋局第三海洋研究所 海洋生物工程重点实验室 厦门 $51""6）

摘 要 从深海样品 :B"1"0 中分离到一株具有高内切葡聚糖酶活力的细菌 CD$，15B,C)E 序列分析表明该菌与交

替假单胞菌属（3&%)4(+,/%*(5($+& FG(）的 3&%)4(+,/%*(5($+& 0#/*%+ 和 3&%)4(+,/%*(5($+& %,2+6(7## 的同源性为 00H。IJK
扩增 CD$ 的内切葡聚糖酶基因 0%,L 全长 1#90MG，编码一个 #0!EE 的蛋白质。酶的氨基酸序列分析表明 J4’L 与

3&%)4(+,/%*(5($+& "+,(8,+$6/#& 的内切葡聚糖酶 J4’N 有 06H的相似性，包括一个糖基水解酶家族 6 的催化结构域，一

个连接序列和位于 J 端的的 JO*6 结构域。对酶性质的初步研究发现，J4’L 的最适温度为 #" P，酶的最适 GQ 在 5
R 9 之间。
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纤维素是最为丰富的天然多聚物，主要由 C/葡
萄糖通过!/1，#/糖苷键连接形成的线状多聚物，有

望成为食品和工业原料的来源，而且纤维素是可再

生的碳源和能源，所以对纤维素分解的研究一直吸

引着众多的研究人员。纤维素酶可以应用在工业和

生物技术领域的许多方面，一个成功的应用是作为

洗涤添加剂［1］。由于洗涤剂一般作用于温度不高和

偏碱性的环境，因此适用于这一领域的纤维素酶必

须在碱性和低温条件下有较高的活性。

纤维素酶广泛分布，但到目前为此，未见有关深

海样品低温纤维素酶的报道。本文报道一株深海交

替假单胞菌的分离及对其低温碱性内切葡聚糖酶性

质的初步研究和酶基因的克隆及序列分析。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 样品

实验 所 用 样 品 采 自 西 太 平 洋 暖 池 深 海 底 部

6""";（) 2T!1U"9V，W1#6T10U!0V）沉积物，样品编号为

WB"1"0。

’(’() !!15: 培养基：蛋白胨 6X，酵母膏 1X，硫酸

亚铁 74BY# "Z"1X，海水 1[。

’(’(& 筛选培养基：羧甲基纤维素 1"X，硫酸亚铁

74BY# "Z"1X，酵母膏 1X，海水 1[，琼脂 !"X。
’(’(* 发酵培养基：羧甲基纤维素 1"X，蛋白胨 6X，
酵母膏 1X，硫酸亚铁 74BY# "Z"1X，海水 1[。

’(’(+ 菌种和质粒：9 ( 0(,# CQ6"为本室保存，3/载
体购自 I,&;4X+。
’(’(, 试剂：刚果红（-&>X&,4\）、羧甲基纤维素（-+,/
M&8A;4].A’-4’’^’&F4）购自 B<X;+，N:):J[:E) #核酸

纯化试剂盒购自 O_Y1"1，:+; 酶等 IJK 用品购自

*O_，其他为国产分析纯试剂。

’() 方法

’()(’ 内切葡聚糖酶产生菌株的筛选：在 1Z6 ;[
灭菌离心管中用灭菌海水将样品混匀，静置后取上

清 1""$[ 涂布初筛培养基平板，置于 2P培养 9\。

影印平板后用 1H刚果红对原平板染色 $";<>，然后

用 6H)+J’ 脱色 $";<>，挑选周围有透明或浅色圈最

大的菌落，保种备用，记做 CD$。

’()() 染色体 C)E 的提取及核酸操作：参照文献

［!，$］。

’()(& 15B ,C)E 的扩增和克隆：使用通用引物［#］



!"#（$%&’&’(((’&())(’’)()&’*%）和 +,-（$%&)’.
’)(&))((’((&)’&)((*%）（ 上海生工合成）。,)/
扩增细菌 #01 "2&。扩增参数为：3$4 -567，然后以

384 *9:，$$4 *9:，;-4 -567 为一个循环，共进行 *9
个循环。,)/ 产物经 ’<2<)=<&2 ! >?( 纯化后连

接到 (.载体，转化大肠杆菌 ! @ "#$% "A$"，得到含有

#01 +"2& 的转化子 B(.+"C*。

!"#"$ 粗酶制备："C* 接种到 -= 发酵培养基，-$4
-99+D567 培 养 -E，将 培 养 物 于 84，#9 999F 离 心

*9567，取上清，加硫酸铵至 39G饱和度，84冰箱过

夜。离心取沉淀，加 $955HID=（BA JK9）的磷酸盐缓

冲液透析过夜，浓缩到 85=。

!"#"% 纤维素酶活力测定：酶活力按文献［$］中羧

甲基纤维素酶（)L)M:N）活力测定法进行。酶活力

单位定义为每分钟催化底物产生 ##5HI 葡萄糖作为

一个活力单位。

!"#"& 酶的最适温度测定：在 #K$5= 离心管中混匀

*09#= 含 #G)L) 的 $955HI 磷酸盐（BA JK9）缓冲液

和 89#= 粗酶液，于不同温度下测定酶活力。

!"#"’ 酶的热稳定性测定：将 89#= 粗酶液在不同

温度 下 保 温 09567 后，与 *09#= 含 #G )L) 的

$955HI 磷酸盐（BAJK9）缓冲液混匀，在 894测酶活。

!"#"( 酶的最适 BA 测定：在 #K$5= 离心管中混匀

*09#=含 #G)L) 的不同 BA 缓冲液（BA8 O $ 醋酸.
醋酸钠缓冲液；BA0 O ; 磷酸钠缓冲液，BAJ O #9 硼

酸缓冲液），和 89#= 粗酶液，于 894测定酶活力。

!"#") 酶的 BA 稳定性测定：分别将 89#= 粗酶液和

#-9#= 不同 BA 的缓冲液混匀，于 94保温 09567 后

加入 -89#= 含 #K$G)L) 的同样缓冲液，在 894测

定酶活力。

!"#"!* 内切葡聚糖酶基因 "&$P 的克隆：参考 ’N7.
QM7R 存放序列［0］，设计引物（SNIP.!Q：$%’’&())&(.
’&&(&&)&’(()&&&(&&()&)&*%， SNIP.+2： $%
’)(&’)((&&((&)&&’(&(&& &’&&’)’())*%，上

海生工合成）。以基因组 "2& 为模板，使用高保真

’() 酶 扩 增 基 因 "&$P。,)/ 反 应 体 系 是：QT!!N+
#9#=，E2(,#9#=，引 物 各 加 #9B5HI，LF- U 浓 度 为

#55HID=，’() 聚合酶 -TD#99#=，补 EEA-V 到 #99#=。

反应 条 件：3$4 -567，然 后 以 384 *9:，$-4 *9:，
;-4 -567 为一个循环，共进行 *9 个循环。产物由

Q?V#9# 的 ’<2<)=<&2 ! >?( 纯化后按 *：# 连接到

,+H5NFM 的 (.载体，转化 ! @ "#$% "A$"，通过菌落 ,)/
筛选含有纤维素酶基因 "&$P 的克隆，得到转化子

B(. "&$P。

!"#"!! 核酸测序及同源性分析：上海生工完成 B(.
+"C* 和 B(. "&$P 的测序及拼接工作，序列同源性分

析在 2)Q? 网站完成。

# 结果

#"! 低温纤维素酶产生菌的筛选

在平均温度 J4的冷室中，以羧甲基纤维素为

单一碳源的筛选培养基平板上一共上找到 0 株分泌

胞外纤维素酶的菌株，取其中水解圈最大的作为试

验菌，记为 "C*。

#"# +,- 的 !&. /+01 分析

以 "C* 基因组 "2& 为模板，#01 +"2& 通用引

物扩增出 #K$RW 带，测序拼接后搜索 ’N7QM7R，发现

它与 *+&,-#($.&/#0#1(+ :B@ 的 许 多 成 员 相 似 性 达

3JG，与 *+&,-#($.&/#0#1(+ "%./&( 和 *+&,-#($.&/#0#1(+
&$2(3#4%% 的同源性高达 33G。因此将所分离的耐冷

菌归为交替假单胞菌属（*+&,-#($.&/#0#1(+ FN7N+M），

命名为 *+&,-#($.&/#0#1(+ :B@ "C* 菌株。#01 +"2&
的 ’N7QM7R 注册号为：&C#;9J33。参考 "C* 的 #01
+"2& 在 ’N7QM7R 的比较结果，利用 /",!构建系统

发育树（图 #）。

图 # "C* 菌株 #01 +"2& 系统发生树

X6F@# #01 +"2& BYZIHFN7N[6S [+NN H! "C* :[+M67

#"- +,- 菌株所产内切葡聚糖酶的性质

图 - 是 "C* 菌株所产内切葡聚糖酶的酶活与

温度关系和酶的热稳定性曲线图，显然酶作用的最

适温度为 894，-94时酶的相对活力为 09G，094
时仅 为 *9G。该 酶 在 -94 时 稳 定 性 最 好，保 温

09567后仍有 3JG活力，随着温度的升高稳定性下

降，$94保温 09567 后，剩余活力不到 #9G，$$4时
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酶极不稳定，保温 !"#$% 后活力丧失。

图 & 温度对酶活力（!）及稳定性（"）的影响

’$()& *++,-. /+ .,#0,12.31, /% 2-.$4$.5（!）

2%6 7.28$9$.5（"）/+ .:, ,%;5#,

图 < 是酶的最适 0= 曲线及其 0= 对酶稳定性

的影响，该酶的最适 0= 在 ! > ? 之间，0=@ 时相对活

力为 ?<A，0=B" 时为 !<A。0= 对酶的稳定性的影

响与 0= 对酶活力的影响基本一致。在 0=@ 的缓冲

液中处理 !"#$% 后酶活还有 !CD<A，在 0=B" 的缓冲

液中处理 !"#$% 后酶活还有 <?D!A，这说明该酶有

一定程度的耐碱性。

图 < 0= 对酶活力（#）及稳定性（"）的影响

’$()< *++,-. /+ 0= /% 2-.$4$.5（#）

2%6 7.28$9$.5（"）/+ .:, ,%;5#,

!"# 交替假单胞菌 $%& 内切葡聚糖酶基因 !"#’
的克隆和测序

EFG 扩增的产物大小在 BD< > BDHI8 之间（图

C），纯 化 后 连 接 到 J 载 体（<I8）上 ，转 化 ! ) "#$%
K=H!，培养过夜。经 &’(="和 )*+"双酶切鉴定

正确后（图 H）测 序，获 得 "+$L 的 全 长 核 酸 序 列，

M,%N2%I注册号为 OP&H"@@?。

!"( 氨基酸序列分析

使用 KQOROQ 软件对全长 SG’ 为 BC?@80 的

"+$L 基因进行分析。 "+$L 基因编码一个由 C@& 个氨

基酸 残 基 组 成、分 子 量 预 计 为 H&?CCK 的 蛋 白 质

F,9L，其 理 论 0T 为 CD"H。通 过 比 较 发 现，F,9L 与

,-+./#’$0+1#(#2’- *’$#3$’240%- 的内切葡聚糖酶 F,9M
有 @HA的相似性（图 !）。

图 C EFG 扩增内切葡聚糖酶基因 "+$L
’$()C O#09$+$-2.$/% /+ ,%6/(93-2%27, (,%,

R：#KQOU!"#G" V 5%26$；

B：EFG 01/63-. /+ 6+$L

图 H 重组质粒 0JW "+$L 的酶切鉴定

’$()H K$(,7.$/% 02..,1% /+ 1,-/#8$%2%. 0927#$6 0JW "+$L
R：#KQOU!"#G" V 5%26$；

B：6/389, 6$(,7.$/% /+ 1,-/#8$%2%. 0927#$6

0JW "+$L X$.: &’(=" 2%6 )*+"

通过 QFNT 的保守结构域检索，"+$L 编码的内

切葡聚糖酶 F,9L 有一个位于 Q 端 <<OO 到 <&<OO
之间、属于糖基水解酶家族 H 的催化结构域和一个

位于 F 端的碳水化合物结合模块，两者通过富含脯

氨酸、丝氨酸和苏氨酸的连接序列相连［!］。

比较催化结构域（图 ?），发现 "+$L 编码的酶和

!17%2%’ 6*18-’20*+(% 的 F:2$% O，N，F 相似性为 !CA；

跟 ,+"0#9’"0+1%.( "*18-’20*+(% 的 ,%6/WB，CW8,.2W(93W
-2%27, 01,-317/1 和 ,-+./#(#2’- 70) QKB<? 的 -,993927,
以及 6+$$:%91%# "+$$.$#-’ 的 ,%6/WB，CW8,.2W(93-2%27, 的

相似性为 !BA；跟 6+$$:%91%# (%;0.- 的 -,993927, N 的相

H<&& 期 熊鹏钧等：交替假单胞菌（,-+./#’$0+1#(#2’- 70)）KP< 菌株产内切葡聚糖酶的性质研究及基因克隆



图 ! "#$% 与 "#$& 的氨基酸序列比较

’()*! "+,-./(0+1 +2 .,(1+ .3(4 0#56#13#0 7#89##1 "#$% .14 "#$&

图 : ;<= 菌株的内切葡聚糖酶催化结构域氨基酸序列的比较

’()*: "+,-./(0+1 +2 8># .,(1+ .3(4 0#56#13# +2 3.8.$?8(3 4+,.(10 .,+1) "#$& .14 #14+)$63.1.0#0
@0#64+,+1.0 0-AA：3#$$6$.0# 2/+, !"#$%&’&()" 0-* B;C=:，"#$$D(7/(+ 3#$$6$：#14+EC，FE7#8.E)$63.1.0#

2/+, *#++,-./-& 0#++$+&"#，"#$$D(7/(+ ,(G86：3#$$6$.0# H 2/+, *#++,-./-& ’-12$"；I%JEHCEAK:：">.(1 H +2 3#$L

2/+, 3/4-(-) *5/6")(25#’-；@#38+7.38#/(6,E3：#14+EC，FE7#8.E)$63.1.0# -/#36/0+/ 2/+, !#02&.)02#/-$’ 05/6")(25#’-；

"#$&："#$$6$.0# 2/+, !"#$%&)+2#/&’&()" 0-* ;<=

似性为 LKM；跟 !/)26+#(05$" 7#(#2/)(" 的 7#8.EC，FE#1E
4+)$63.1.0# 的相似性为 F!M。

! 讨 论

低温微生物可以分为两类：一类是其最高生长

温度 低 于 ANO 的 微 生 物，称 为 嗜 冷 菌（ -0?3>/+E

->($#0）；另一类是指在 N P FNO可以生长的微生物，

称为耐冷菌（-0?3>/+8/+->0）。;<= 可以在 FO生长，

ALO为最适温度，超过 =:O不生长，表现出耐冷微

生物的典型特征［:］。

"#$& 与文献报道的来自 !"#$%&)+2#/&’&()" 5)+&8
7+)(92-" 的嗜冷纤维素酶 "#$%［!］相比，两者的氨基酸

!=A 生 物 工 程 学 报 AN 卷



序列相似性虽然为 !"#$"%；但在系统发育树上，与

!"#$%&’()#*&+&,$" &’( )*+ 亲 缘 关 系 最 近 的 不 是

!"#$%&’()#*&+&,’" -’(&.(’,/)0"，而是 !"#$%&’()#*&+&,’"
’,)’*1)01’ &,- ( ./+ 0102 3443，其 次 是 !"#$%&’()#*&2
+&,’" 3*’10(0" &,- ( 5!。说明种属进化与具体某一分

子进化并不同步，可能具体分子进化与生存环境关

系更为密切。

大多数葡聚糖内切酶水解纤维素底物时，一般

为酸性或中性偏酸性条件，而洗涤剂工业要求添加

的纤维素酶为碱性或耐碱性纤维素酶。)*+ 菌株分

泌的内切葡聚糖酶在较广的 ’6 范围内均有很高活

性，在 ’6! 时有 $+%的活性，而在 ’678 时仍有 4+%
以上的活性。即使在 ’6! 和 ’678 维持 489:;，仍然

保留 43#+%和 +$#4%的活性，这体现了该酶具有抗

碱性，也说明本研究结果有一定的理论意义，更具有

应用开发价值。
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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。（6,,’：gg&XNE^H( ’I-:>B:E=D&( E>9( E;）
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