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研究报告                                                              

水稻几丁质酶基因在大肠杆菌中的表达、纯化与活性分析 

陈爱葵 1, 俞陆军 2, 樊剑鸣 2, 冯冬茹 2, 王金发 2 
1 广东教育学院生物系, 广州, 510303 
2 中山大学生命科学学院, 广州, 510275 

摘  要: 将克隆并确定序列的水稻(Oryza sativa L．Cpslo17)几丁质酶基因 Oschi 的 cDNA 序列(此序列已在 GenBank 中

注册, 登录号为 EU045451)插入原核表达载体 pGEX-4T-1 中。经酶切、序列鉴定分析后, 用该重组质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3); 经 IPTG诱导获得表达, 并对 Oschi蛋白表达条件进行了优化; 在大肠杆菌中表达的几丁质酶经纯化后在一

定的浓度、一定的反应时间内能高效地分解几丁质。 
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Abstract: The cloned cDNA sequence of rice (Oryza sativa L．Cpslo17) chitinase gene Oschi was cloned, (which was registered in 

GenBank, the accession number: EU045451) ligated with the expression vector pGEX-4T-1, and transformed into E.coli BL21(DE3). 
The expression of Oschi was induced by IPTG, and the conditions were optimized. After purification the in vitro activity of Oschi 
chitinase was analyzed, and the results indicated that it could efficiently degrade chitin. 
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几丁质酶 (chitinase)是一种能降解几丁质的糖

苷酶 , 是植物体中与防御有关的一种次生水解酶 , 

它能催化真菌细胞壁的重要成分——几丁质的水解, 

从而抑制真菌的生长增殖 , 提高植物的抗真菌能

力。高等植物本身不含几丁质, 但当植物受到真菌、

细菌和病毒感染时, 几丁质酶活性迅速提高[1]。因此, 

几丁质酶被认为与植物对病原真菌的抗性有关, 几

丁质酶在植物体中诱导与积累, 对于增强植物的抗

病能力有重要作用。在健康的植物中几丁质酶活性

很低, 但一些因素的诱导能使其活性迅速增强。例

如病原体入侵、重金属、盐溶液、机械损伤、植物

激素等都能诱导植物几丁质酶的表达[2]。 

大量研究证明, 提纯的几丁质酶能够抑制 20多

种病原和非病原的真菌菌丝生长与孢子萌发, 刺激

宿主植物的抗病反应，特别是在 β-1,3葡聚糖酶的协

同作用下, 可明显抑制真菌的生长[3]。由于几丁质酶
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对病原真菌生长有明显的抑制作用, 所以人们希望

通过生物技术手段, 将几丁质酶基因导入植物体中, 

使其具有较高的抗真菌病害的能力[4]。Schlumbaum

等[5]报道纯化的蚕豆几丁质酶能高度抑制绿色木霉

的生长，其有效浓度和病原菌感染或乙烯处理后的

蚕豆叶片抽提液中的酶浓度相似。而这种蚕豆叶片

抽提液的抗真菌活力几乎可被蚕豆几丁质酶的抗血

清完全抑制, 充分说明了几丁质酶是抽提液中抑制

菌丝生长的主要成分。 

本研究以中山大学生命科学学院遗传实验室克

隆大蕉时设计的一对引物, 以 RT-PCR 方法成功从

中国水稻(Oryza sativa L. Cpslo17)叶片中克隆得到

几丁质酶基因Oschi的 cDNA序列, 将该基因在大肠

杆菌 BL21中进行了表达和纯化, 并分析了 Oschi蛋

白的几丁质酶活性。为进一步研究水稻几丁质酶在

抗病性中的作用打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
水稻(Oryza sativa L. Cpslo17)为中山大学生命

科学学院遗传实验室种植保存; 菌种 E.coli DH5α及

BL21为实验室保存, 重组质粒 pMD18-T-Oschi为作

者在中山大学生命科学学院遗传实验室构建。 

PCR 所用试剂为 TaKaRa Biotechnology 公司

(大连)产品, DNA 胶回收试剂盒、胶纯化试剂盒为

Sangon公司产品, pGEX-4T-1载体系统和 4B亲和层

析柱为 Pharmacia 公司产品 , 连接所用酶为

Fermentas公司的 T4 DNA Ligase, DU-530蛋白核酸

分析仪是 Beckman公司的产品。 

1.2  方法 
1.2.1  克隆水稻几丁质酶基因 Oschi 及构建

pGEX-4T-1-Oschi 重组质粒 

以 pMD18-T-Oschi 重组质粒为模板, 设计特异

性引物 OschipGEX F和 OschipGEX R, 引物两端分

别加 EcoRI 和 SalI 酶切位点, 扩增水稻几丁质酶基

因 Oschi, 引物序列为:  
OschipGEX F 5'-GCGGAATTCATGAGAGCGC 

TCGCTGTGGTGG-3' 
OschipGEX R 5'-ATAGTCGACTGGAGCCGAA 

GGGCCTCTGGC-3' 
将 Oschi 亚克隆到 pGEX-4T-1 质粒, 连接反应

于 16℃过夜。 

1.2.2  pGEX-4T-1-Oschi重组质粒转化 E. coli BL21 

将 pGEX-4T-1-Oschi 重组质粒转化 E. coli DH5α,  

提取 pGEX-4T-1-Oschi / DH5α阳性菌株质粒, 用于测

序。用测序正确的质粒转化 E. coli BL21, 筛选阳性克隆。 

1.2.3  pGEX-4T-1-Oschi/BL21 菌株的诱导表达条件

的优化 

以加入 IPTG 进行诱导时的起始菌体密度和加

入 IPTG 的作用浓度及作用时间为变量, 为得到较

优的诱导条件, 采用正交方法进行, 即起始菌体密

度(OD600)为 0.40、0.60、0.80 三个梯度, IPTG 浓度

为 0.2、0.5、0.8、1.0、1.5 mmol/L五个梯度, 诱导

培养时间为 1、1.5、2、2.5、3 h 五个梯度。经

SDS-PAGE 和光密度扫描检测后, 确定合适的起始

菌体密度和 IPTG浓度及作用时间。 

1.2.4  重组蛋白 Oschi 的纯化 

将经超声破碎处理的液体于 12 000 r/min 离心 

2 min, 取上清每 1 mL, 加 20 uL的 50%的 Glutathione 

Sepharose 4B, 混匀, 室温放置 5 min, 期间偶尔摇

动; 加入 100 uL的 1×PBS, 混匀, 离心 5 s以沉淀, 

去上清; 重复洗涤 3次; 加 10 uL的谷胱甘肽洗脱液, 

重悬, 室温放置 5 min; 500 rcf离心 5 min, 取上清, 

电泳。12 % SDS-PAGE电泳检测。 

1.2.5  几丁质酶活测定 

吸取酶液 0. 5 mL, 加入 0. 1 mL的NaN3(叠氮化

钠), 再加入 0. 5 mL的几丁质悬浮液, 37℃保温 3 h

后, 加热至 100℃ 5 min 终止反应。在 A544nm下测定

光密度。在 10 000 r/min下离心 10 min。去除多余

的几丁质, 取上清再测 OD544 值, 得二次测定之差

ΔOD544 值。在 OD595 下测得蛋白质含量, 根据下式

算出酶的活力[6]。 

酶活力=ΔOD544/OD595×(nkat.g-1) 

1.2.6  纯化的几丁质酶分解几丁质的能力 

在 0.5 mL的离心管里加入 50 μL 几丁质, 100 μL 

100 umol/L醋酸钠(pH5.0), 50 μL的蛋白样品, 37oC水浴

2.5 h后加入50 μL 0.3 N盐酸以沉淀未分解的几丁质, 放

在冰上 10 min以终止反应, 4oC, 1500 g离心 10 min后取

200 μL上清测定 A550的值, 对照为不加酶的反应液。 

2  结果与分析 

2.1  原核表达载体 pGEX-4T-1-Oschi 的构建和筛选 
用特异性引物 OschipGEX F / OschipGEX R 扩
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增的水稻几丁质酶基因 Oschi经 1%琼脂糖凝胶电泳

检测, 可见在 1000 bp附近的扩增产物(图 1)。 

 
图 1  Oschi 基因的扩增结果 

Fig. 1  Result of Oschi amplification 
M: DNA marker DL2000; 1: result of Oschi amplification 

 

用限制性内切酶 EcoR I 和 Sal I 酶切,连接到

pGEX-4T-1载体上, 经测序验证结果正确。转化 E. coli 

BL21细胞, PCR筛选阳性克隆(图 2)。 

 

图 2  pGEX-4T-1/Oschi 重组质粒酶切鉴定 
Fig.2  Digestion result of recombinant pGEX-4T-1/Oschi 

M: DNA marker DL2000; 1: digested by EcoR and Ⅰ SalⅠ  
2: recombinant pGEX-4T-1/ Oschi 

 

2.2  pGEX-4T-1-Oschi 重组质粒的诱导表达及优

化条件分析 
以重组质粒 pGEX-4T-1-Oschi 为表达载体, 对

其在大肠杆菌 E. coli BL21中的表达条件进行分析。

对诱导条件的起始菌体密度(菌液的光密度值)和加

入 IPTG 的作用浓度和作用时间进行优化实验分析

(图 3~5):  

结果显示 , 随着起始菌体密度 (OD600)的增大 , 

其诱导表达的蛋白量也逐渐增大 , 当 OD600 增至

0.80 时, 诱导表达的蛋白量为最大(见图 3); 对不同

的起始菌体密度而言, 诱导表达的蛋白量随着 IPTG

的浓度增加而逐渐增加 , IPTG 的浓度增至 1.0 

mmol/L时(见图 4), 诱导表达的蛋白量已达最大, 当

继续增大 IPTG 的浓度时, 诱导表达的蛋白量却不

再增加, 这与高浓度 IPTG 对细菌的生长有一定的

抑制作用相符合 [7]; 在 OD600 为 0.8, IPTG 为 1.0 

mmol/L 时, 随诱导表达的时间增加, 蛋白表达量也

增加, 当诱导时间达 2.5 h 时蛋白表达量已达最大

(图 5)。通过试验, 得到了优化的起始菌体密度和

IPTG工作浓度及作用时间, 即 OD600: 0.8; IPTG浓

度: 1.0 mmol/L; 诱导时间: 2.5 h。在优化的诱导条件

下, 诱导表达了一个 33.5 kD的目的蛋白。 

 

图 3  诱导条件的优化分析——起始菌液密度 
Fig 3  Inducing condition analysis—optical density gradient 

M: marker; 1: nonrecombinant; 2: uninduced uninduced sample; 
3~5: total protein after induced for 3h under OD600 0.8, 0.6, 0.4  by 

1.0 mmol/L IPTG 

 

图 4  诱导条件的优化实验分析——IPTG 浓度 
Fig.4  Inducing condition analysis—IPTG concentration gradient 

M: marker; 1: uninduced sample; 2: total protein of BL21 (DE3); 
3–7: protein of pGEX-4T-1-Oschi/BL21(DE3) after induced with 

0.2, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5 mmol/L IPTG under OD600/0.80 

 

图 5  诱导条件的优化实验分析——诱导时间梯度 
Fig 5  Inducing condition analysis—induced time gradient 

M: marker; 1: uninduced sample; 2: nonrecombinant; 3, 4: total 
protein of BL21 (DE3); 5–9: protein of pGEX-4T-1- Oschi / 

BL21(DE3) after induced with protein of pGEX-4T-1- Oschi / 
BL21(DE3) after induced for 3, 2.5, 2, 1.5, 1 h, respectively, with 

1.0 mmol/L IPTG under OD600/0.80 
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2.3  GST/Oschi 融合蛋白的纯化 
SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳结果显示, 经

过谷胱甘肽琼脂糖亲和纯化, GST/Oschi融合蛋白被

成功地纯化, 无杂带, 按照 1.2.6 几丁质酶活测定方

法测得水稻几丁质酶在 37℃, pH5.0 时的比活力为

0.37△A544/μg/h。纯化的蛋白电泳图见图 6。 

 

图 6  纯化 GST/Oschi 蛋白的 SDS-PAGE 电泳结果 
Fig 6  SDS-PAGE analysis of the purified GST/ Oschi protein 

M: marker; 1: control of not induced; 
2: control of vacant plastid; 3, 4: purified protein; 

5: induced unpurified protein 
 

2.4  几丁质酶的活性测定 
纯化的水稻几丁质酶具有分解几丁质的能力。

用水解胶体几丁质的方法测定纯化的水稻几丁质酶

在 37oC, pH5.0时的酶活力为 0.36△A544/μg/h。把纯

化的水稻几丁质酶(20μg/mL)在 37 oC, pH5.0的醋酸

钠缓冲液中和不同浓度的底物(胶体几丁质)反应 2.5 h

后进行活力测定, 可以看出当底物浓度在胶体几丁

质为 2%~5%之间时, 几丁质酶分解底物的能力逐渐

增加, 大于 5%时反而快速降低(图 7)。 

 

图 7  纯化的水稻几丁质酶在不同底物浓度时分解几丁

质的能力 
Fig.7  In vitro activity of the purified chitinase digesting 

chitin at different concentrations 
 

3  讨论 

自 Schlumbaum 等证明了纯化的蚕豆几丁质酶

能高度抑制绿色木霉的生长以来, 已报道了许多从

植物如烟草、马铃薯、黄瓜、菜豆，豌豆、甜菜、

水稻、大麦、小麦、玉米等中提取纯化的几丁质酶,

对立枯丝核菌等 20 多种病原真菌表现出明显的抑

菌活性。大量研究证明, 提纯的几丁质酶主要是通

过水解真菌的菌丝生长点来抑制真菌生长[5]。2005

年朱新霞等人构建了小拟南芥 chitinase 基因原核表

达载体 pET30a, 转化表达受体菌 E. coli BL21(DE3),

经 IPTG 诱导后表达出一个分子量约为 40 kD 的蛋 

白 [9]; 植物几丁质酶的原核表达已有很多报道 , 如

2003 年李和平等将小麦几丁质酶基因 Wch2 克隆到

细菌表达载体 pET22b, 在细菌中表达的重组 Wch2

具有几丁质酶活性[8]; 2007 年曲敏等将菜豆几丁质

酶基因 Bchi 进行原核表达、以 pQE-30 为原核表达

载体, 构建成 pQE-Bchi 重组表达载体, 转化表达受体

菌 E.col iM15, 经 IPTG诱导后表达出一个约 35 kD的

蛋白[10]; 甘德芳等人构建了大白菜几丁质酶 CHB 4的

原核表达载体 pET-CHB4, 并转化到大肠杆菌

BL21(DE3)得到表达[11], 在表达过程中出现了包涵体。 

本研究以中山大学生命科学学院遗传实验室克

隆大蕉时设计的一对引物, 以 RT-PCR 方法成功克

隆了水稻几丁质酶基因(Oschi), 该基因的核苷酸序

列及氨基酸序列已提交 GenBank, 登陆号为

EU045451。将 Oschi插入 pGEX-4T-1, 并转化 E.coli 

BL21, 在体外成功表达了 Oschi, 通过实验测定结

果 , 纯化的 Oschi 酶在底物 (胶体几丁质 )浓度为

2%~5%之间其分解能力逐渐增加。说明该基因与以

上报道的植物几丁质酶基因相同, 都有分解几丁质

的能力 , 只是所用的原核表达载体及受体菌不同 , 

所表达的几丁质酶蛋白分子量等特性也有不同。以

上的研究都说明几丁质酶降解真菌的细胞壁可能在

抗植物真菌病害反应中具有重要作用。这些结果说

明, 是 Oschi 参与水稻真菌反应的重要防卫基因之

一。但在水稻抗真菌互作中,还有哪些其它防卫相关

基因同步激活表达, 还需要进一步深入研究。 
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表观遗传学是研究非 DNA 序列变化的、可遗传的表达改变的科学, 表观遗传学机制
参与个体发育、成体的许多生物学进程中基因表达的调节, 这一过程的异常可导致人类癌
症和其他疾病的发生。本书是基础研究专著, 24 章均由知名专家撰写, 分别从不同角度探
讨表观遗传学问题。首先介绍表观遗传学简史、基本概念; 然后详细阐释表观遗传调节的
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本书对作者在生物活性炭水处理研究领域近十年所取得的理论和技术成果进行了系
统的介绍, 主要包括生物活性炭的机制、生物活性炭流化床处理采油废水技术、生物活性
炭深度处理回用水技术, 以及生物活性炭处理微污染水源水技术的研究。 
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