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环状芽孢杆菌!"#几丁酶基因的克隆
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摘 要 环状芽孢杆菌（!"#$%%&’#$(#&%")’）)$&总*+,经-./0部分酶切后分离&!!%12的片

段，插入质粒34)!"的-./0位点，转化大肠杆菌（*’#+,($#+$"#-%$），利用几丁质平板从约5%%%
个重组子中筛选到一个几丁酶基因阳性克隆（命名为3)67!）。用!&种限制酶对重组质粒

进行的酶切分析表明，重组质粒中的插入片段长89%12，其中各有一个:3;0，<=>0和<.30位

点。把该克隆片段反向插入34)!"的-./0位点所得到的重组子同样具有几丁酶基因表达活

性，说明此片段含有一个完整的几丁酶基因，其自身的启动子能被大肠杆菌转录系统所识别。

<?@/ABC;杂交证实了该片段来自于!.#$(#&%")’)$&基因组，且以单拷贝形式存在，它不能与

来自于其它#株几丁酶产生菌的总*+,杂交。
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几丁质是一种广泛分布于自然界中的生物多聚物，它是多数真菌细胞壁和无脊椎动

物外 壳 的 主 要 结 构 成 分。 作 为 几 丁 质 生 物 降 解 过 程 中 的 关 键 酶———几 丁 酶

（E)89&9!9!(）在植物抗真菌病及几丁质作为再生能源的利用等方面都具有广泛的应用

前景［!!8］。国外对几丁酶基因的克隆始于5%年代中期［(］，目前已从多种微生物及植物

中克隆到多个几丁酶基因，而国内对几丁酶基因的研究起步较晚，迄今为止还未见有关完

整几丁酶基因克隆的报道。

环状芽孢杆菌)$&是一株分离自成都动物园土样中的具较高几丁酶和半纤维素酶活

性的菌株，该菌株的胞内外蛋白酶活性都很低，并且分泌多种胞外蛋白质［F］。我们以它

为出发菌株，质粒34)!"为载体，克隆到了含有几丁酶基因的*+,片段，并在大肠杆菌

中得到了表达。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌株和质粒：几丁酶基因供体菌!"#$%%&’#$(#&%")’)$&和其它几丁酶产生菌G!，

G&，G8，*!，*&，*8，*(由本室分离和保存，大肠杆菌*6F"和质粒34)!"为本室保存。

$%$%# 培养基：HI，<JI，<J)按文献［’］方法配制；几丁质培养基按文献［(］方法配制。
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!"!"# 主要酶制剂：本研究中使用的分子克隆工具酶包括各种限制酶，!"#$%，&"’聚

合酶(大片段，)*&"’连接酶，牛小肠碱性磷酸酶（+(,），溶菌酶等，分别购自华美生物

工程公司、德国柏林格尔曼海姆中国有限公司、美国,-./%0#、1!2和13.42#5$等公司。

!"!"$ 几丁质（+6789:;"）<=（>?9@A）<购自上海试剂二厂，［!49>,］B+),购自北京亚辉

生物工程公司，其余试剂均为国产。

!"% 方法

!"%"! !"#$%%&’#$(#&%")’+4>染色体&"’的提取：参考文献［C］。

!"%"% 质粒&"’的提取、酶切、连接、转化和D.EFG%-<杂交均按文献［6］进行。

!"%"# 几丁酶基因阳性克隆的筛选：从构建的!*#$(#&%")’+4>基因组文库中取菌体稀

释至约8????个细胞／/H，取?I;/H与*>J保温的;/H几丁质培养基（含8??"0／/H氨苄

青霉素）混合后倒入下层为琼脂的平板中，9CJ培养96#*KG，通过观察水解几丁质产生

的无色透明水解圈筛选阳性克隆。

% 结 果

%"! !"#$%%&’#$(#&%")’&’%基因组文库的构建

已报道的研究结果表明，来自大多数细菌的几丁酶基因均不存在,$F(位点，因此用

,$F(将!*#$(#&%")’+4>总&"’部分酶切，用低熔点琼脂糖凝胶回收>#8?L5的片段，载

体MN+8A采用相同酶切后经+(,脱磷酸基，将两者以9O8比例连接，转化+*#,%$&7;!，

共得约8????个转化子。随机挑选>??个转化子点种于P4Q#H平板上，共得86*个白色

菌落，重组频率为K>R。随机挑选>*个用于抽提质粒，电泳结果表明，与载体MN+8A比

较，它们均有插入片段，平均长度为9I;L5。将全部转化子（约8????个）从平板上用无菌

水洗下离心，在所得的菌体中加入>?/H等体积混合的>S21／甘油即得!*#$(#&%")’+4>
的,$F(基因组文库，T>?J保存待用。

%"% 几丁酶基因阳性克隆的筛选

根据上述几丁酶基因阳性克隆的筛选方法，几丁质平板在9CJ培养96#*KG后，从

约8????个菌落中得到一个产生水解圈的’M-菌落，挑取划线纯化成单菌落后，再将其

点种于加有氨苄青霉素（8??"0／/H）的几丁质平板上，经培养后仍可产生无色透明圈（图

848）。提取产生水解圈的阳性菌落中的质粒&"’，重新转化+*#,%$，挑取具氨苄青霉素

抗性的转化子点种于几丁质平板上，它们均可产生水解圈（图84>）。将质粒&"’进行琼

脂糖凝胶电泳分析，该质粒明显大于载体&"’。此重组质粒命名为M+7)8，其插入片段

命名为+7)8。

%"# 几丁酶基因片段的限制酶切分析

将重组质粒M+7)8用1#/7(，UV.!(，UV.!W，73<B$，XM<(，,$F(，D#V(，D#V%，D#H(，

D/#(，D$M(，P5#(等8>种限制酶分别酶切，电泳结果表明+7)8片段大小为9I?L5，片段

两端的,$F(位点均已恢复，其中各有一个XM<(，D#V(和D$M(位点（图>4&中第9、;、C
道），其余A种限制酶均无识别位点。根据酶切片段大小绘制了+7)8的限制酶谱，结果

见图>4%。
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图! 阳性克隆在几丁质平板

上形成的水解圈
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!"# $%&’()*+杂交分析

为了证实重组子2&=<!中的外源插入片段&=<!
是否来自!"#$%#&’()*&1;，并且检查此几丁酶基因与

来自其它C株几丁酶产生菌的几丁酶基因是否具有一

定的同源性，将!"#$%#&’()*总DEF分别用G.:=#，

H+0?#，=(*6!，I5)#完全酶切，另外C株几丁酶产生菌

J!，J;，J>，D!，D;，D>，D@的总DEF分别用I5)#完全酶

切，经琼脂糖电泳和K07)’-/*转移后，与放射性同位素

标记的插入片段探针杂交（图>）。结果显示，&=<!来

自于!"#$%#&’()*&1;基因组，并且在基因组中以单拷

贝形式存在，但是，&=<!不能与其它几丁酶产生菌的

总DEF杂交，说明此几丁酶基因与来自于这些菌的几

丁酶基因无明显同源性。

!", !"#$%#&’()*-.!几丁酶基因启动子在+"#,’$中

的作用

由 于 质 粒 载 体2A&!B的 多 克 隆 位 点 区 上 游 有

图; 2&=<!的限制酶切分析（"）和&=<!片段的限制酶谱（#）

"($%; ?-5)/(+)(0*.*.,45(5092&=<!（"）.*6?-5)/(+)(0*:.209&=<!（#）

L.*-5(*"：!%H+0?M；;%=(*6!；>%N2*#；@%I5)#；O%K.+#；P%K:.#；C%K52#；Q%Q0,-+7,./R-($’)

:./S-/（,-9)：$／H+0?#T=(*6!，/($’)：／=(*6!）%

L.+U%基因启动子，因此，为了证实克隆到的几丁酶基因是一个完整的基因，即它含有自

身的基因启动子且能被+"#,’$表达系统所识别，将2&=<!的几丁酶基因片段用I5)#切
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! "
图! "#$%的&’()*+,-杂交分析

./01! &’()*+,-*23,/4/56)/’-6-6728/8’9"#$%
!1:06,’8+0+78)6/-+432+)*/4/(;3,’;/4+；"1&’()*+,-*23,/4/56)/’-
<6-+8/-!6-4"：%#=1$’)67>?:’9!"#$%#&’()*4/0+8)+432@6;#A，BC’DA，#/-4$6-4E8)A，,+F
8G+C)/H+721
I#%%1$’)67>?:8’9J%，JK，J!，>%，>K，>!，>=4/0+8)+432E8)A，,+8G+C)/H+721
L1L’7+C(76,M+/0*);6,N+,（7+9)：%／BC’DAO#/-4$，,/0*)：%／#/-4$）

下，插入GP"%Q的E8)A位点，转化+"#,’$>#I&，将转化子点种于RFS67平板，选白色菌

落提取质粒。利用TG-A酶切筛选含反向插入片段的重组子G"#$%FD。将含反向插入片

段的重组子点种于加氨苄青霉素（%UU’0／;7）的几丁质平板上，发现它也能产生透明的水

解圈（图%F!），说明"#$%含有完整的几丁酶基因，该基因启动子能够被+"#,’$表达系统

所识别并发挥转录启动功能。经摇瓶培养的+"#,’$>#I&转化菌株培养上清液中几丁酶

活力最高可达KUV%(／;7，这也说明该几丁酶基因的启动子在+"#,’$中有较高的启动效

率（结果另文发表）。

! 讨 论

目前微生物几丁酶基因阳性克隆的常用筛选方法仍是点种法，即将转化子直接点种

于几丁质平板上，通过观察水解圈的产生来筛选阳性克隆，而本研究采用先建立基因组文

库，然后取部分文库样品与几丁质培养基混合后倒入下层为琼脂的平板中，再通过观察水

解圈的产生筛选阳性克隆。这种方法与常用的点种法相比省去了大量的点种工作，一次

性筛选量大，而且灵敏度也有所提高。同时，建立的基因组文库还可用于筛选其它基因。

迄今为止，从!"#$%#&’()*中克隆到的几丁酶基因只有两个："*/:%和"*/>，均是

W6)6-63+等从一株!"#$%#&’()*W<F%K中克隆得到的［X，Q］。通过比较限制酶切图谱发

现，"#$%同"*/:%和"*/>有很大差别，"*/:%和"*/>功能区内的E8)A和@6;#A位

点均未在"#$%的功能区内发现，而"#$%中的TG-A和&8GA位点则未在"*/:%和"*/>
中发现，因此可以初步判定"#$%是一个来自于!"#$%#&’()*的新几丁酶基因。其功能

缺失分析和序列测定工作正在进行之中。另外，W6)6-63+等［X，Q］通过比较"*/:%，"*/>
和其它微生物的几丁酶基因的核苷酸序列后发现，几丁酶基因间的同源性较低，因此他们

认为这可能是由于几丁酶基因在起源和进化上差异较大所致。本研究用"#$%作为探

针同其它Y种几丁酶产生菌总>?:杂交的结果均呈阴性的结果也符合这一说法。
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