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摘 要 !.葡萄糖醛酸酶作为木聚糖降解的限速酶之一，在木聚糖类半纤维素的生物转化中起着重要的作用。海

栖热袍菌 3"%*4(/(1+ 4+*#/#4+ 是一个嗜极端高温的厌氧细菌，其产生的极耐热性酶类具有非常可观的工业应用前

景。但热袍菌属 3"%*4(/(1+ 的基因在大肠杆菌中的表达一般较困难。研究了 3 ( 4+*#/#4+ 中的极耐热性!.葡萄糖

醛酸酶基因在大肠杆菌不同菌株中的表达水平及纯化技术。结果表明，稀有密码子 FGF、FGG 和 FHF 限制了该基

因在大肠杆菌中的表达，在大肠杆菌 IJ!/.K&L&CM’+=（N9-）.OPJ 可得到高效表达，重组蛋白表达量达 !"Q，比酶活比

野生菌株提高 1 倍；重组蛋白经热处理和金属 );! R 的亲和层析提纯后，达到了电泳纯，提纯倍数为 1S/ 倍，收率为

11S/Q。对重组菌诱导表达条件的研究表明，营养丰富的 2I 培养基有助于重组菌的生长，重组菌生长至 564"" 为

"S$ T "S0 时添加 PM2G 诱导 1> 后重组蛋白的表达量最高。
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我国是一个农业大国，每年秸秆产量达 1S$ 亿

吨，占世界秸秆总产量的 !"Q T -"Q，其中大部分

用于燃烧或者废弃［/］。秸秆中半纤维素的含量占总

干重的 !1Q T 1"Q，其化学结构较纤维素复杂得

多，是一条以"./，# 糖苷键相联的木聚糖主链，上面

带有 /，-.阿拉伯糖或 /，!.#.V.甲基葡萄糖醛酸构成

的侧枝，被称为阿拉伯葡萄糖醛酸木聚糖。这种木

聚糖彻底降解的产物主要是木糖和少量阿拉伯糖、

葡萄糖醛酸，可以用作基本碳源生产各种发酵产品，

包括有机酸、氨基酸、单细胞蛋白、糖醇、工业酶类、

溶剂或燃剂［!］。但是这类木聚糖的完全降解需要多

种酶的协同作用。内切木聚糖酶（3CL&"./，#.8,’7.
C7=3，9K -S!S/S0）水解木聚糖骨架，产生木寡糖，".
木糖苷酶（"./，#.8,’&=;L7=3，9K -S!S/S-$）从非还原性

末端将木寡糖和木二糖分解为木糖。侧链取代基的

去除是由水解木糖与侧链取代基之间的糖苷键的酶

催化的，如阿拉伯糖苷酶（!.J.7W7A;C&D+W7C&=;L7=3，9K
-S!S/S11）、!.N.葡萄糖醛酸酶（!.N.X’+Y+W&C;L7=3，9K
-S!S/S/-5）和乙酰酯酶（9K-S/S/S4）［-，#］。利用木聚

糖酶水解这类农业废弃物时，阿拉伯糖和 #.V.葡萄

糖醛酸侧枝则对木聚糖酶的作用产生空间屏障，使

得内切木聚糖酶不能结合和分解邻近这些侧枝的木

聚糖而影响水解效率。因此，!.葡萄糖醛酸酶的参

与对于低聚木糖的生产、废物的生物处理、食品或饲

料养分的提高，以及半纤维素的生物转化起着非常

重要的作用［/，1］。我国科学家对于半纤维素酶在食

品加工、低聚糖制备、饲料加工、溶解纸浆以及纸浆

漂白等方面的应用已经展开了研究并取得了可观的

进展，对木聚糖降解酶系统中!.葡萄糖醛酸酶的研

究未见报道。

海栖热袍菌 3"%*4(/(1+ 4+*#/#4+ 是一种生长在

11 T 5"Z的海底火山口附近、严格厌氧的细菌，能够

分解和利用淀粉、纤维素、半纤维素等多聚糖［4 [ /"］，

是极耐热性半纤维素酶的重要来源，也是基因工程

的理想材料。但是该菌在产生复杂的木聚糖降解酶

系的同时还产生大量酶学性质比较相近的淀粉酶、

纤维素酶，因此，分离纯化木聚糖降解酶系中的酶非

常困难。同时，海栖热袍菌生长条件要求苛刻，细胞



密度较低，不适合工业化生产。因此，采用基因工程

的技术对极端微生物的重要酶的基因进行高效率的

表达，一直是人们研究的热点。目前，已有研究者将

这个菌的木聚糖酶基因 !"#$ 和!!葡萄糖醛酸酶基

因 %&’( 构建基因工程菌，但其表达水平很低［" # $%］，

因此，构建高效表达极耐热性!!葡萄糖醛酸酶的基

因工程菌具有一定的应用前景。本研究采用带有

&" 强启动子的 ’(& 系列表达载体，选择大肠杆菌的

不同菌株为表达宿主，对 ) ) *%+,-,*% 的!!葡萄糖醛

酸酶的高效表达进行了尝试，结果在 *+,$!-./.01234
（5(6）!78+ 中成功实现 %&’( 基因的超量表达，该项

研究为开发!!葡萄糖醛酸酶在寡糖制备、清洁生产、

食品工业，以及饲料工业的应用奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：) ) *%+,-,*% 购自美国菌种收

藏中心，编号为 9&--:6;<=，大肠杆菌 . ) /01, >?$%=
和 >?$%=（5(6） 购 于 1@.ABCD（EF4G.04F0，E8，
HI9），质粒 ’(&!,<D（ J ）、’(&!,%K 和 . ) /01, *+,$

（5(6）及 *+,$!-./.01234（5(6）!78+ 购于 L.MDCB0 公

司。

!"!"# 主要试剂：限制酶 230"，4/0"，&: 5L9
连接酶和 5"+0678- 5L9 聚合酶，购自宝生物工程公

司，7D’F/ 9NNF0FOP 13@FNFGDOF.0 QFO 购自 L.MDCB0 公司；

蛋白酶 Q、溶菌酶、81&R 购自华美生物工程公司；:!
S!甲基葡糖醛酸基!5!木聚糖、#!$，:!内切木聚糖酶

购自 IFCAD 公 司；质 粒 抽 提 T89’@B’ I’F0 12D4AF/
?F0F’@B’ QFO 和 T89U3FGV RB2 (WO@DGOF.0 QFO 胶回收试

剂盒购自 TFDCB0 公司。

!"# 方法

!"#"! 培养基和培养条件：大肠杆菌培养在 +* 或

&* 培养基，电转化用 IS- 培养基，转化子的筛选所

用抗 菌 素 的 浓 度：氨 苄 青 霉 素（9A’）为 ;% X $%%

$CYA+，卡那霉素（Q0D）为 6%$CYA+，氯霉素（-DA）为

Z%$CYA+，配方见文献［$$］。

培养 ) ) *%+,-,*% 所 用 的 培 养 基 配 方 为（每

升）：可溶性淀粉 %[; C，树脂天青（@B4D\3@F0）$AC，
LD-2 ,< C，?CIS:·"],S 6[; C，?C-2,·Z],S ,[" C，
Q-2 %[66 C，L]:-2 %[,; C，-D-2, %[%<;; C，酵母膏

%[$ C，微量元素（ 配方见文献［Z，$%］）$; A+，’]
"[%。培养基经加热驱氧、充氮、冷却后加还原剂

LD,I %[; CY+，并分装于预先充氮的 $%% A+ 血清瓶

中，加盖密封并灭菌。

) ) *%+,-,*% 的接种与培养：用注射器按 %[;^
接种量接种于预先还原的培养基中，<%_静置培养

<‘。菌种于室温厌氧条件下可保存半年。

!"#"# 基因操作：基因组 5L9 提取、5L9 的内切

酶水解和连接、5L9 片段的分离、感受态细胞的制

备，以及基因的高效电转化方法均参照文献［$$］。

质粒的制备、从琼脂糖凝胶提取 5L9 等操作按照

TFDCB0 试剂盒使用指南进行。

!"#"$ 引物设计和 1-7 扩增 %&’( 基因：根据 RB0!
*D0V中 %&’( 序列设计一对引物，L 端引物为（;a!
--R&&--9&RR9-&9-9RR9&R&R-!6a） 内 有 一 个

4/0"酶 切 位 点，- 端 引 物 为（;a!--R-&-R9R-R!
R9&9&9&-&&&-&&---&&!6a）带有一个 230"酶切位

点，由上海生工生物工程技术服务公司合成。1-7
扩增参数：先在 =;_变性 ;AF0 ，加 5"+0678- 5L9 聚

合酶；然后 =:_变性 ;%4，Z,_退火 $[; AF0，",_
延伸 6 AF0，循环 6; 次后 ",_保温 $% AF0。

!"#"% 重 组 表 达 载 体 的 构 建：1-7 产 物 和 质 粒

’(&!,<D（ J ）用 4/0"和 230"双酶切后，用 &: 连接

酶连接，构建质粒 ’(&!,<D（ J ）!DC39 用于测序。把

经测序验证的 ’(&!,<D（ J ）!DC39 中的 %&’( 用4/0"
和 230"双酶切后，连接到同样双酶切的 ’(&!,%K
中，构建表达质粒 ’(&!,%K!DC39。

!"#"& 5L9 测序：采用 ID0CB@ 双脱氧末端终止法，

由上海基康生物技术有限公司完成。

!"#"’ 重组菌诱导表达条件的优化：将构建的重

组质粒 ’(&!,<D（ J ）!DC39 转化宿主 *+,$!-./.01234
（5(6）!78+，挑取单菌落接入含有 Q0D 和 -DA 的 +*

培养基中，6"_培养过夜；取 ;%%$+ 过夜培养液接入

$%% A+ 含 Q0D 和 -DA 的 +* 培养基中，6"_振荡培

养至 9:Z%% 达 %[" X %[<，加入诱导剂 81&R 至浓度

$AA.2Y+，诱导培养不同时间后，酶活检测 %&’( 基因

的诱导表达的情况；选择不同生长时期加入 81&R 至

浓度 $AA.2Y+ 后，继续培养 ;‘，检测 %&’( 基因在原

核表达载体中的诱导表达的情况。

!"#"( !!葡萄糖醛酸酶活性的测定（参见文献［$%，

$,］）：!!葡萄糖醛酸酶作用的底物是 :!S!甲基葡糖

醛酸基木寡糖。在 ,^ :!S!甲基葡糖醛酸基!5!木聚

糖加入 %[%; ACYA+#!$，:!内切木聚糖酶，置 ;;_水

浴中反应 $Z ‘，反应混合物经 ;%_真空浓缩 $; 倍

后，保存于 # ,%_。

!!葡萄糖醛酸酶活性测定是利用酶水解反应产

生的 :!S!?BR2G9 与砷钼酸钠的显色反应进行比色，

具体方法是以 ?BR2G9b, 为底物，添加适当稀释酶在

;;;: 期 薛业敏等：极端嗜热菌海栖热袍菌!!葡萄糖醛酸酶的高效表达和重组酶的纯化



适当条件下保温，然后添加铜试剂终止反应。其混

合物在沸水浴中加热 !"#$% 后，在冰水浴中冷却，然

后添加砷钼酸钠试剂呈蓝色，在 &’"%# 下用分光光

度计测其吸收峰值。!(葡萄糖醛酸酶活性单位定义

为每分钟催化产生 !"#)* 产物的酶量。以!(葡萄糖

醛酸作标准曲线。

纯化重组!(葡萄糖醛酸酶在不同 +, 值下进行

酶促反应测定其最适 +,，保温在不同 +, 缓冲液 -"
#$% 后测其 +, 稳定性。+, -./ 到 0." 为 !"" ##)*12
34$5(咪唑缓冲液，+, 0./，6." 为 !"" ##)*12 34$5(,7*
缓冲液。最适温度定在 +, /.8 34$5(咪唑缓冲液体

系及不同温度下酶促反应 /#$% 后测酶活；温度稳定

性定为将酶保温在 //9，&/9，8/9，0/9，6/9 下

! :（+, /.8 34$5(咪唑缓冲液），然后测定其残余酶

活。

!"#"$ 重组酶的分离纯化

（!）重组菌的培养：将质粒 +;3(’0（ < ）(=>?@
转化 ! A "#$% B2’!(7)C)%D*?5（E;F）(GH2，挑单菌落接

种于含有 !I胰蛋白胨、"./I酵母提取物、!IJ=7*、
".""FI K%= 和 ".""&I 7=# 的 液 体 培 养 基，于

F89，转速 ’""41#$% 摇瓶培养过夜制备液体菌种，然

后以 !I 的接种量接入 - 个装有 ’/" #2 含有 K%=
和 7=# 的液体 2B 培养基的 !2 三角瓶中。于 F89，

转速 ’’" 41#$% 下培养至 &’&"" ".& L ".0 时加 HD3M
至浓度 ".0 ##)*12，继续培养 - :，-9下，/ """ N > 离

心 ’" #$% 收集细胞。

（’）粗酶液的制备：将细胞用亲和柱结合缓冲

液（/##)*12 咪唑、’"##)*12 ,4$5(,7*，+, 8.6）重悬，

经高压细胞破碎仪（O4P%Q: D4P55?4P，3:P4#)）破碎细

胞，6 &"" N > 离心 ’" #$%，取上清于 8"9下热处理

’" #$% 后，6 &"" N > 离心 F" #$%，上清液为粗酶液。

（F）金属 J$’ < 的亲和层析：将粗酶液经 ".-/"#
的微孔膜过滤后上亲和层析柱（J)R=>P%）（!.&Q# N
’Q#），然后用洗涤缓冲液（&"##)*12 咪唑、’"##)*12
34$5(,7*，+, 8.6）洗涤，最后用洗脱缓冲液（!#)*12
咪唑、’" ##)*12 34$5(,7*，+, 8.6）洗脱，流速 "./
#21#$%，以每管 ! #2 分部收集。收集酶活的峰值部

分，用截留分子量为 F 万的超滤膜浓缩后，以 SES(
D@M; 凝胶电泳检测纯度。

!"#"% SES(D@M; 分析蛋白质纯度及分子量：!’I
的聚 丙 烯 酰 胺，考 马 斯 亮 蓝 G’/" 染 色，用 复 日

OG’"" 电子扫描系统分析蛋白相对含量。

!"#"!& 蛋白质浓度：用 B4=CT)4C 法测定蛋白质浓

度，以牛血清白蛋白（S$>#= H%QA）作为标准蛋白［!F］。

# 结果与分析

#"! !"#$ 基因扩增与测序

图 ! 第 & 泳道为 D7G 结果，在 ’ UV 附近有一条

很亮的扩增带与报道的 ()*+ 基因大小相同。质粒

+;3(’0=（ < ）(=>?@ 用 S=%>P4 双脱氧法测序，结果证

明 D7G 产物的序列与文献［!"］报道的一致。

图 ! EJ@ 琼脂糖凝胶电泳图

O$>A! @>=4)5P >P* P*PQW4)+:)4P5$5 )T EJ@
!：#(!"#3!-! C$>P=5W EJ@ #=4UP4；’：+;3(’"V1,"#$，-.#$；F：

+;3(’"V(=>?@1,"#$，-.#$；-：+;3(’0=（ < ）1,"#$，-.#$；/：

+;3(’0=（ < ）(=>?@1,"#$，-.#$；&：D7G =#+*$T$PC T4=>#P%W5

#"# 原核表达质粒的构建与鉴定

图 ’ 为重组表达质粒的构建图。图 ! 第 F 泳道

为重组质粒 +;3(’"V(=>?@ 用 ,"#$和 -.#$双酶切

的结果，第 / 泳道为重组质粒 +;3(’0=（ < ）(=>?@ 用

同样酶双酶切，重组质粒均能被 ,"#$和 -.#$双

酶切下一条与 D7G 扩增片段大小一致的片段（如图

!），结果表明 ()*+ 基因已插入表达质粒 +;3(’"V
和 +;3(’0=（ < ）中。

图 ’ 重组表达载体的构建示意图

O$>A’ 7)%5W4?QW$)% )T +*=5#$C +;3(’"V(=>?@
=%C +;3(’0=（ < ）(=>?@
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!"# !"#$ 基因在不同表达载体和宿主中的表达

将构建的重组质粒 !"#$%&’$()*+、!"#$%,(（ - ）$
()*+ 分别转化大肠杆菌 ./0&1（2"3）、45%0（2"3）和

45%0$67879:;*<（2"3）$=>5，>:#? 诱导表达后，并以

转化空载体为对照，收集菌体细胞进行全细胞 @2@$
:+?"（分离胶的浓度为 0%A），考马斯亮蓝染色的结

果见图 3。从电泳图谱上可以看出，!"#$ 基因无论

是克隆至分泌型表达质粒 !"#$%&’，还是克隆至非

分泌型表达质粒 !"#$%,(（ - ），其在常规大肠杆菌

./0&1（2"3）、45%0（2"3）中的表达量均很低，而在

!"#$%,(（ - ）$()*+ 转 化 大 肠 杆 菌 45%0$67879:;*<
（2"3）$=>5 的泳道中明显多出一条蛋白表达带，分

子量约为 B%C2，与预计的结果基本一致；酶活检测

结果表明（见表 0），比酶活比野生菌株 % D &!’()(*!
提高 E 倍，比国外报道的提高约 0& 倍［0&］，密度扫描

计算可知，目标蛋白 +)*+ 的表达量占全菌蛋白的

%&A。由此可见，!"#$ 基因在 !"#$%,(（ - ）这一载

体中获得超量表达。

图 3 融合蛋白诱导表达的 @2@$:+?" 图谱

FG)D3 @2@$!7;H(IJH;(KG8L )L;（0%A）7M!$);*I*J79G8(<L
(MNLJ G98*IL8 LO!JL<<G79

0：K7;LI*;(J K(<< K(JCLJ<；%：+ D ,-.( 45%0$67879:;*<（2"3）$
=>5P!"#$%,(（ - ）；3：+ D ,-.( ./0&1（2"3）P!"#$%,(（ - ）$
()*+；Q：+ D ,-.( 45%0（2"3）P!"#$%,(（ - ）$()*+；E：+ D ,-.(
45%0$67879:;*<（2"3）$=>5P!"#$%,(（ - ）$()*+；R：!*JGMGL8
!J78*IN<； B：+ D ,-.( 45%0$67879:;*<（ 2"3）$=>5P!#JI11+$
()*+；,：+ D ,-.( 45%0$67879:;*<（2"3）$=>5 P !"#$%&’$()*+

表 $ !%葡萄糖醛酸酶酶活性检测

&’()* $ +,’)-./. 01!%2)34350,/6’.* 1507 *,2/,**5*6 .85’/,

"O!JL<<L8

!J78*IN

45%0$67879:;*<（2"3）

$=>5P !"#$%,(（-）

45%0$67879:;*<（2"3）

$=>5P !"#$%,(（-）$()*+

SG;8

<NJ(G9

"9THKL (INGUGNH

P（*PK)）
&V& 1V3 %V0

!"9 重 组 菌 :;!$%<060,=)3.（>?#）%@A;BC?&%!D’
（ E ）%’23+ 诱导条件的优化

选 择 不 同 培 养 基 对 重 组 菌 45%0$67879:;*<
（2"3）$=>5P !"#$%,(（ - ）$()*+ 进行培养，结果表明

重组菌在 54 中培养具有普通细菌的生长规律（见

图 Q），在经过约 0 W % X 的延迟期后进入对数生长

期，/0R&&值迅速增加，E X 后达到对数生长后期，接

着进入平稳期，/0R&&值不再增加。整个生长周期重

组菌的生长密度高出 54 培养基 0 倍，这意味着采用

#4 培养基有望提高重组蛋白的产率。

图 Q 重组菌 45%0$67879:;*<（2"3）$=>5P
!"#$%,(（ - ）$()*+ 生长曲线

FG)DQ ?J7YNX I*JUL 7M JLI7K’G9(9N 45%0$67879:;*<
（2"3）$=>5P !"#$%,(（ - ）$()*+

由图 E( 可见，诱导时间的长短对外源基因的表

达有明显的影响，当加入 >:#? 后培养 E X 时重组酶

的表达水平最高，之后表达量有所下降。这可能是

随着诱导时间的延长，菌体产酶会趋于饱和，表达量

不但不会再继续增加，反而会被产生的蛋白酶降解

使表达量降低。

根据重组菌生长曲线，选择 /0R&& 值为 &V,0E、

3V&E、EV%&、RVRR，即对数生长期的前期、中期、后期

和稳定期时添加 >:#?，然后诱导 E X 进行诱导时机

研究，结果见图 E’，>:#? 在 /0R&& 为 &V,0E 时加入诱

导表达效果最好，/0R&& 值高于 3V&E 后重组蛋白的

表达量明显降低，这说明菌体生长密度的提高并不

一定能使目标蛋白的表达量也提高。因此，进一步

选择 /0R&&值在 &VB W 3V& 之间对重组蛋白进行诱导

表达试验，结果表明（见表 %），/0R&& 值在 &VB W &V,
时添加 >:#?，目标蛋白的表达效果最好。

!"F 重组蛋白的纯化

将 >:#? 诱导表达后的 45%0$67879:;*<（2"3）$
=>5 P !"#$%,(（ - ）$()*+ 菌体细胞裂解，并经 B&Z
%&KG9 热处理，上清液经 &VQE"K 的微孔膜过滤后上

:7;H$[G< 亲和层析柱，@2@$:+?" 检测表明，目标蛋白

经热处理后，纯度达到 1&A以上，亲和层析柱纯化

后，纯度达到电泳均一（见图 R）。
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图 ! 重组酶表达的最佳诱导条件

"#$%! &’( )*+#,-, #./-0+#). 0)./#+#).1 )2 +’( (3*4(11#). )2 +’( 4(0),5#.6.+ (.78,(
9：(22(0+ )2 #./-0+#). /-46+#). ). +’( 18.+’(1#1 )2!:$;-0-4).#/61(；<：(22(0+ )2 #./-0+#). +#,( ). +’( 18.+’(1#1 )2!:$;-0-4).#/61(

表 ! 诱导时机对重组酶表达的影响

"#$%& ! ’((&)* +( ,-./)*,+- *,0& +- *1& 23-*1&2,2 +(!45%/)/6+-,.#2&

=)% !">??
6 !">??

5 @.78,( 60+#A#+8B（-B,C） D*(0#2#0 60+#A#+8B（-B,$）

E ?FGEH EF?I? EFEJK JFI

K EFKHJ IFKL! EFEHG IFK

I EFG> IFH> EF?GE KFJ

H KFEE! IF?G! ?FLEE KF>

! KFGG !FEL ?FLII EF!

> IFJK! !FE! ?FL!K EF>

6：0(;; /(.1#+8 5(2)4( #./-0+#).；5：0(;; /(.1#+8 #. +’( (./ )2 #./-0+#).

图 > 热稳定性!:葡萄糖醛酸酶纯化过程的 DMD:N9O@图谱

"#$% > DMD:*);86048;6,#/( $(;（EKP）)2 +’(4,)1+65;(

!:$;-0-4).#/61( *-4#2#06+#). 1+(*1
E：,);(0-;64 ,611 ,64Q(41；K：04-/( (3+460+ )2 # % $%&’ <CKE:R)/).N;-1

（M@I）:STC B *@&:KL6（ U ）；I：04-/( (3+460+ )2 # % $%&’ <CKE:R)./).

N;-1（M@I）:STCB*@&:KL6（ U ）:6$-9；H：04-/( (3+460+ )2 # % $%&’ <CKE:

R)/).N;-1（M@I）:STCB *@&:KL6（ U ）:6$-9 62+(4 ’(6+ *4(0#*#+6+#).；!：

#,,)5#;#7(/ ,(+6; 622#.#+8 0’4),6+)$46*’8

纯化步骤以及相应的纯化效果列于表 I，最终

提纯倍数为 !FE 倍，收率为 !!FEP。

!78 纯化重组酶的酶活性检测

对重组!:葡萄糖醛酸酶进行初步酶学性质研

究，结果表明（图 G:6，5，0），该酶反应最适 *V 为

>F?，最适温度为 L!W，重组酶热稳定性为 L!W保温

E’ 酶活力保持在 G?P。用不同浓度的 =6R; 对!:葡
萄糖醛酸酶进行处理，发现其活性在 =6R; 超过 ?FK
,);BC 时 被 降 低（ 图 G:/），与 报 道 的 来 源 于

( % )*+’,’)*的!:葡萄糖醛酸酶基本一致。

表 9 重组热稳定性!4葡萄糖醛酸酶纯化结果

"#$%& 9 :/6,(,)#*,+- +( *1&60+2*#$%&!45%/)/6+-,.#2& (6+0 &-5,-&&6&. ;*6#,-

D+(* &)+6; *4)+(#.B,$ D*(0#2#0 60+#A#+8B（-B,$） &)+6; 60+#A#+8B- S(0)A(48BP N-4#2#06+#). 2);/

R4-/( (3+460+ EKIFE HFJ >E?FL E?? E

V(6+ +4(6+,(.+ IJFG EEF! H!!FL GHF> KFI

T,,)5#;#7(/ ,(+6; 622#.#+8 EIF! KHFJ II>FK !!FE !FE
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图 ! 重组!"葡萄糖醛酸酶的最适 #$（%）、最适反应温度（&）、热稳定性（’）和 (%)* 浓度的抑制作用（+）

,-./! 012 3#4-5%* #$（%），412 3#4-5%* 425#26%4762（&）%8+ 41265394%&-*-4:（’）
3; 2<#62992+!".*7’7638-+%92 %8+ -81-&-4-8. 2;;2’4 ;635 (%)*（+）

! 讨论

构建合适的极端菌的外源基因表达系统，高效

率表达一些耐热耐碱酶蛋白，一直是人们研究的热

点。但是欲达到外源基因的高效表达，选择一个好

的大肠杆菌表达系统非常重要。! / "#$%&%"# 的!"
葡萄糖醛酸酶基因在大肠杆菌中的表达是很低的，

甚至采用 0! 强启动子和具有合适的转录、翻译起始

序列的表达载体也未实现高效表达［=>］。本文选用

大肠杆菌的高效表达载体 #?0"@A%（ B ）作为接受载

体，以大肠杆菌 CD@=")3+38E*79（F?G）"HID 为表达宿

主，使!"葡萄糖醛酸酶基因得到了高效表达，蛋白的

表达量约占总蛋白的 @>J，=D 培养液得到 K>J纯

度的目标蛋白约 L>5.，电泳纯蛋白 =GMN5.，而国外

的学者将 #’() 基因克隆到表达载体 #0!"! 中，=>D
培养液可得到 GMG5. 的纯蛋白［=>］。O.7O 重组酶在

大肠杆菌中实现了高效表达，将有助于进一步开展

!"葡萄糖醛酸酶的应用性研究。

实验过程中，我们将构建的重组质粒 #?0"@A%
（ B ）"%.7O 转化大肠杆菌的不同宿主中发现，在常规

大肠杆菌 PQ=>K（F?G）和 CD@=（F?G）中，未能实现!"
葡萄糖 醛 酸 酶 基 因 的 高 表 达。而 转 化 大 肠 杆 菌

CD@=")3+38E*79（F?G）"HID 中，非 分 泌 型 表 达 质 粒

#?0"@A%（ B ）"%.7O 却得到高效表达。通过对海栖热

袍菌的!"葡萄糖醛酸酶基因序列分析发现，该基因

的密码子偏性与高表达的大肠杆菌基因明显不同，

其中极端稀有密码子 ORR、ORO、OSO、))) 使用频

率达 KMLJ。而 ORR 和 ORO 在 #’() 基因的偏好性

达 ANJ。大 肠 杆 菌 宿 主 菌 CD@=")3+38E*79（F?G）"
HID 是针对外源基因含有大量大肠杆菌使用的稀有

密码子（如 ORO、ORR）和影响大肠杆菌产蛋白量密

码子 OSO、)SO、))) 的特点，使其带有大肠杆菌稀

有 4H(O 基因额外拷贝，如 #$’* 4H(O、%+,- 4H(O 和

+,(. 4H(O，以识别 OROTORR、OSO、)SO，在常规大

肠 杆 菌 中 表 达 低 的 #’(O 却 在 CD@=")3+38E*79
（F?G）"HID 中高水平地表达。因此，推测 #’() 基因

中的极端稀有密码子 ORO、ORR、OSO、))) 可能限

制了该基因的大量表达［=L，=N］。

同时我们将已构建的分泌型重组质粒 #?0"@>&"
%.7O 也转化 CD@=")3+38E*79（F?G）"HID 菌株，却未实

现该基因的高表达，分析其原因，可能是 #?0"@>& 自

身所带信号肽使目标蛋白分泌到周质或在细胞膜上

发生堵塞，结果对细胞产生毒性而抑制了该基因的

表达。这也恰好证实了 !/,$"0&0’# 属的!"葡萄糖醛

酸酶基因的表达不仅与其密码子的偏好性有关，还

与信号肽、翻译起始区的二级结构等因素有关。

对重组菌诱导表达条件的研究表明，选用营养

丰富 的 0C 培 养 基 培 养，重 组 菌 CD@=")3+38E*79
（F?G）"HIDT#?0"@A%（ B ）"%.7O 的 生 长 密 度 可 高 达

UMUG，但重组菌高密度培养的实现并未得到外源基

因的高表达。分析其原因，可能是在重组菌生长后

期由于外源基因的本底表达时因竞争利用物质、能

源和核糖体等干扰宿主细胞的正常代谢活动，可能

造成质粒丢失；同时随着细胞的成熟，自身蛋白酶的

水解能力增强，也有可能使表达量下降［=U］。

在实验过程中，利用在常温菌 1 / 20+% 中表达的

!"葡萄糖醛酸酶对热的稳定性，加之重组蛋白表达

量的大幅度提高，使得 O.7O 重组酶通过 !>V @>5-8
的热 处 理 后，纯 度 达 到 K>J 以 上，酶 活 收 率 为

!LMUJ。这一结果表明该酶在今后工业化制备中是

可以采用此低成本的方法的，也为重组酶的大规模

工业化提取奠定了基础。
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