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海栖热袍菌葡萄糖异构酶基因 xylA 的克隆、 
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摘  要: 海栖热袍菌(Thermotoga maritima)是嗜极端高温的厌氧细菌, 其产生的葡萄糖异构酶由

于其出色的耐热性有着潜在的工业应用价值。由于海栖热袍菌苛刻的培养条件导致其葡萄糖异构

酶产量较低。通过 PCR 方法克隆编码 T. maritima MSB8 葡萄糖异构酶基因 xylA, 构建重组质粒

pHsh-xylA, 转入 Escherichia coli JM109, 通过热激诱导表达。通过热处理和离子交换层析纯化两

步得到电泳纯的酶制品, 纯化倍数和回收率分别为 8.02 和 49.02。对酶学性质研究表明, 该重组酶

为金属离子激活性酶, Mg2+, Co2+对相对酶活有很强的激活作用, 其最适 pH 为 7.0, 最适反应温度

为 95°C, 且在 pH 6~8 之间有着较好的稳定性, 在 95°C 下半衰期长达 5 h 以上。以葡萄糖为底物

时的表观 Km 和 Vmax 分别为 105 mmol/L 和 45.2 mol/min⋅mg。 
关键词: 葡萄糖异构酶, 海栖热袍菌, 表达, 酶学性质 

Expression and Characterization of a Thermostable Glucose 
Isomerase from the Hyperthermophile, Thermotoga maritima 
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Abstract: The glucose isomerase produced from Thermotoga maritima, a hyperthermophilic anaerobic bac-
terium, has a large potential in industrial application because of its excellent thermostability. T. maritima can 
only produce small amount glucose isomerase since the rigorous cultivation conditions. The gene xylA en-
coding glucose isomerase from T. maritima MSB8 were cloned and expressed in Escherichia coli JM109 
using a heat-shock expression vector pHsh. The recombinant glucose isomerase was purified 8.02-fold from 
the E. coli JM109 recombinant with a recovery of 49.02% using heat treatment and ion exchange chroma-
tography, to give a single band on SDS-PAGE. The optimum pH and temperature of the enzyme were found 
to be pH 7.0 and 95°C. The enzyme was stable in the range pH 6~9, and showed a half-life of over 5 h at 
95°C. The enzyme activity was activated with 5mmol/L Mg2+ and Co2+. The apparent Km and Vmax values for 
glucose were 105 mmol/L and 45.2 mol/(min⋅mg), respectively. 



1588 微生物学通报 2008, Vol.35, No.10 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Keywords: Glucose isomerase, Thermotoga maritima, Expression, Characterization

葡萄糖异构酶(glucose isomerase, GI), 又称木
糖异构酶(xylose isomerase, XI)(EC 5.3.1.5), 可以催
化 D-葡萄糖等醛糖至 D-果糖等相应酮醣的异构化
反应, 因此是工业生产上大规模以淀粉制备高果糖
浆的关键酶之一[1]。据报道, 提高异构化反应的温度
可以获得更高的果糖转化率, 因此耐热葡萄糖异构
酶的发现使得避免使用层析等浓缩步骤直接获得 
55％高果糖浆成为可能[2]。 

目前, 人们已经从一些天然嗜热菌中分离出了
耐热性葡萄糖异构酶 , 如 Bacillus thermoantarcti-
cus[3], Thermus aquaticus HB8[4]等。海栖热袍菌 
(Thermotoga maritima)是生长在海底火山口的极端
嗜热专性厌氧微生物, Brown SH等人于 1993年对其
产生的耐热葡萄糖异构酶进行了纯化、定性[5], 肯定
了它在制备高糖果浆工业上的巨大潜力。但由于嗜

热菌苛刻的培养条件以及低细胞产量, 其产酶量并
不适合工业化生产。 

本文采用基因操作技术 , 首次对 T. maritima 
MSB8 葡萄糖异构酶基因 xylA 进行克隆并利用 Hsh
热激表达系统在大肠杆菌中进行表达, 并对纯化重
组酶进行了酶学性质研究, 为该重组酶的工业生产
和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂及仪器 
限制性内切酶、T4 DNA连接酶、DNA分子量

标准、蛋白质分子量标准和 Pyrobest DNA聚合酶购
自宝生物工程公司(TaKaRa); 酵母提取物和胰蛋白
胨购自 OXOID 公司; 氨苄青霉素(Ampicillin)购自
上海生工生物工程技术服务有限公司; 质粒抽提试
剂盒(QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit)、胶回收试
剂盒(QIAquick Gel Extraction Kit)购自 Qiagen公司; 
其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  菌株和质粒 
T. maritima MSB8[6]、含有 σ32因子识别和调控

的热激方法表达外源基因的表达质粒 pHsh (中国专
利, 200410041636.7)由本研究室保藏, E. coli JM109
购于 Promega公司。 

1.3  培养基和培养条件 
T. maritima MSB8 采用改良的 LB培养基进行

培养 [6], 大肠杆菌重组子培养采用含 100 µg/mL 
Amp的 LB培养基(蛋白胨 10 g/L, 酵母提取物 5 g/L, 
氯化钠 10 g/L, pH 7.0)。 

1.4  海栖热袍菌基因组 DNA 提取方法 
参照参考文献[7]。 

1.5  引物设计 
按照已公布 T. maritima 葡萄糖异构酶基因序 

列[8]设计引物, 委托中科院上海生物工程中心合成。 
引物 1: 5′-AATTTTTCCCAGAAATCCCAAAG- 

3′;  
引物 2: 5′-CCCCTGCAGTTACCTCAGTTCTGC 

TATTGTC-3′, 引入 PstⅠ位点。 

1.6  重组质粒 pHsh-xylA 的构建 
以提取的 T. maritima MSB8的基因组 DNA为

模板, 用合成的引物进行 PCR 扩增 (94°C 30 s;  
50°C 80 s; 72°C 90 s), 35个循环后电泳检查。为提高
所扩增片段的保真性, 用 Pyrobest 酶对模板进行扩
增。通过凝胶回收试剂盒对 PCR 扩增产物进行纯
化。得到 T. maritima MSB8葡萄糖异构酶基因 xylA。
用 PstⅠ酶切并经纯化, 以适当比例与已经 StuⅠ、
PstⅠ酶切并纯化的 pHsh 载体混合 ,  加入连接 
酶, 16°C过夜, 转化 E. coli JM109构建含 T. mari-
tima MSB8 葡萄糖异构酶基因 xylA 的重组质粒

pHsh- xylA。 

1.7  xylA 基因在宿主细胞中的表达 
将重组质粒利用电穿孔法转入到大肠杆菌   

E. coli JM109 中, 选出的转化子接入 20 mL 含有 
100 µg/mL氨苄青霉素的 LB培养基, 在 37°C摇床
中进行振荡培养至对数期, 以 2%接种量于 250 mL
三角瓶中的 50 mL含有 100 µg/mL氨苄青霉素的 LB
培养基中, 置于 30°C摇床, 200 r/min进行振荡培养, 
培养至OD600为 0.8时, 将三角瓶移至 42°C水浴摇床
中继续进行振荡培养, 6 h~8 h后停止培养, 8000 r/min
离心收集菌体, 用 20 mmol/L的 Tris-HCl缓冲液(含
5 mmol/L Mg2+, 1 mmol/L Co2+, pH 7.0)洗涤菌体 2次
后用相同的缓冲液 2.5 mL 重悬细胞, 超声波破碎, 
12000 r/min离心菌体碎片, 上清即为粗酶液。 

1.8  葡萄糖异构酶的纯化及酶学性质的研究 
1.8.1  重组酶的纯化：热处理：将超声波破碎后获

得的粗酶液置于 95°C 水浴锅中热处理 10 min, 随



王一帆等: 海栖热袍菌葡萄糖异构酶基因 xylA的克隆、表达及酶学性质 1589 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

后置于冰上冷却, 12000 r/min离心 15 min, 上清即
为除去绝大部分杂蛋白的酶液。 

离子交换层析：将将热处理酶液经过 0.45 μm
微孔滤膜过滤后上样于 DEAE Sepharose Fast Flow, 
由含有 100 mmol/L ~300 mmol/L NaCl的缓冲液以
1.5 mL/min 的速度进行阶段式洗脱, 待收集到活力
峰后, 经过透析除盐即得纯酶样品。 
1.8.2  重组酶的酶学性质分析：(1) 最适反应 pH的
测定：在不同的 pH条件下分别测定酶活, 以最高酶
活为 100％, 计算相对活性。测定采用邻苯-咪唑广
谱缓冲液, pH范围 4.5~8.5, 且 pH均在 95°C下得以
校正。 

(2) 最适反应温度：在 60°C~100°C范围内, 每
隔 5°C 测定酶活, 以最高酶活为 100％, 计算相对 
酶活。 

(3) pH稳定性：将酶液置于不同 pH的缓冲液下
于室温中放置 2 h, 随后在最适 pH, 最适温度条件
下测定其酶活, 以未处理的酶样酶活为 100％, 计
算其相对酶活。缓冲液采用邻苯-咪唑缓冲液, pH范
围为 5~8。 

(4) 温度稳定性：将酶液置于指定温度(95°C)
的水浴锅中保温 , 每隔一段时间取样测定其酶活 , 
以未处理的酶液酶活为 100％, 计算其相对酶活。 

(5) 金属离子对酶活的影响：在标准酶反应体
系中, 用 5 mmol/L各种不同金属离子代替原有体系
中的金属离子, 测得经过 EDTA 处理过的酶液的酶
活力。以未加金属离子下的酶活力为 100％, 计算其
相对酶活。 

(6) 酶促反应动力学参数：以葡萄糖为底物, 测
得一系列底物浓度[S](40 mmol/L~280 mmol/L)下的
反应速度 V, 通过 Lineweaver–Burk作图法, 得到酶
的 Km和 Vmax。 

1.9  葡萄糖异构酶活力和蛋白质浓度的测定 
标准酶反应体系组成为：50 µL 3 mol/L 葡萄糖

溶液, 400 µL 100 mmol/L pH 7.0 邻苯二甲酸氢钾-
咪唑缓冲液(含 5 mmol/L Mg2+, 1 mmol/L Co2+),  
50 µL 稀释酶液。95°C反应 10 min后, 用 500 µL  
50％三氯乙酸中止反应。反应液中果糖的含量用半
胱氨酸-咔唑法进行测定[9]。 

酶单位(U)的定义：在该反应条件下, 1 min内转
化生成的 1 µmol果糖所需的酶量。 

蛋白浓度测定：以牛血清白蛋白(BSA)为标准, 
采用 Bradford法测定[10]。 

2  结果 

2.1  重组质粒 pHsh-xylA 的构建 
 以 T. maritima MSB8 基因组 DNA 为模板的
PCR扩增产物经琼脂糖电泳检测, 结果见图 1。结果
表明, 在 1.3 kb 左右有一明显条带, 与期望扩增的
葡萄糖异构酶结构基因 xylA(1335 bp)长度相符, 且
特异性较高。经序列测定, 扩增产物序列与文献报
道[8]一致。将经 PstⅠ酶切、胶回收纯化后的 PCR
产物与用 StuⅠ /PstⅠ双酶切、胶回收的表达载体
pHsh大片段(2.3 kb左右)连接, 转化 E. coli JM109
感受态细胞, 挑选阳性转化子 E. coli JM109(pHsh- 
xylA)。 
 

 
 
图 1  PCR 扩增片段电泳图 
Fig. 1  Agarose-electrophoresis of the amplified DNA 
1: DNA marker; 2: Amplified DNA 
 
2.2  pHsh-xylA 的酶切鉴定 

接种 E. coli JM109(pHsh-xylA)于含 Amp的 LB
液体培养基中培养 12 h后进行质粒提取。提取所得
的重组质粒 pHsh-xylA 图谱及酶切后琼脂糖凝胶电
泳鉴定结果分别见图 2 和图 3。由图 3 可见, 经 
SalⅠ/PstⅠ双酶切 pHsh-xylA 得到 1.3 kb 的结构基
因 xylA 片段和 2.3 kb 的 pHsh 片段, 表明重组表达
质粒构建成功。 

2.3  xylA 基因在大肠杆菌中的表达及重组酶的 
纯化 

重组质粒 pHsh-xylA转化 E. coli JM109中, 经 
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图 2  表达质粒 pHsh-xylA 的物理图谱 

 Fig. 2  Physical map of plasmid pHsh-xylA 
图 4  纯化重组葡萄糖异构酶的电泳图  Fig. 4  SDS-PAGE of purified glucose isomerase from re-
combined strains 

 

1: Crude extract; 2: Enzyme treated with heat; 3: Enzyme purified 
with Sepharose FF; 4: Protein marker 

 
的纯度达到 87.4%, 这无疑为其在工业化提供了便
利的条件。 
2.4  重组酶的酶学性质 

如图 5 所示, 重组葡萄糖异构酶的最适 pH 在

7.0(图 5A), 且在 pH 6~8之间经 2 h的处理仍然保存

75％以上的酶活(图 5B), 属于典型的中性酶。重组

葡萄糖异构酶在 90°C 以上相对酶活达到 85%以上, 

其中最适反应温度为 95°C (图 5C), 在 95°C 经 1 h

处理, 酶活仍保持 70％以上(图 5D), 表明该重组葡

萄糖异构酶有很好的耐热性和热稳定性, 能够在高

温下发挥相对高的酶催化能力, 且重组酶一定程度

上保持了其天然酶的耐热性等特性。由表 2 可以看

出, 重组葡萄糖异构酶和天然酶一样, 依然是金属

离子激活酶, Mg2+和 Co2+对其活性有着很大的激活

作用, 当有 5 mmol/L的Mg2+存在时, 酶活提高 4.5倍, 

而 Ca2+、Ni2+、Zn2+等离子却对酶活有很强的抑制作用。

以不同浓度葡萄糖为底物测重组酶的反应速度, 通 

 
图 3  质粒 pHsh-xylA 的酶切鉴定 
Fig. 3  Double digestion of pHsh-xylA with Sal I/Pst I 
1: DNA marker; 2: pHsh-xylA digested with Sal I/Pst I 

 
6 h~8 h 热激诱导后, 离心收集菌体, 超声波破碎, 

获得粗酶液, 将粗酶液经过 95°C 热处理, 再经过离

子交换层析后可以得到电泳纯的酶样品, 见图 4。由

重组酶的纯化表(表 1)可以看出, 95°C、10 min的热

处理可除去 86.5%的杂蛋白、回收 94.7%的酶活, 酶 
 

表 1  重组葡萄糖异构酶的纯化表 
Table 1  Purification of recombinant glucose isomerase from E. coli JM109( pHsh-xylA) 

纯化步骤 
Purificarion step 

总酶活 
Total activity (U) 

总蛋白 
Total protein (mg)

比酶活 
Specific activity (U/mg)

回收率 
Recovery (%) 

纯化倍数 
Purification (fold)

粗酶液 Crude extract 1683 340 4.95 100 1 

热处理 Heat treatment 1594 46 34.7 94 7 

离子交换层析 Ion exchange  825 20.8 39.7 49 8 
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图 5  温度和 pH 对纯化重组葡萄糖异构酶的影响 
Fig. 5  Effect of temperature and pH on the purified recombinant glucose isomerase 
Note: A: Optimum pH; B: pH stability; C: Optimum temperature; D: Thermo stability 

 

表 2  金属离子对酶活的影响 
Table 2  Effect of metal ions on recombinant glucose 

isomerase 

Metal ions  NONE Co2+ Mg2+ Mn2+ Ca2+ Zn2+ Ni2+

Relative  
activity (%) 100 435 550 160 26 35 29 

 
过图 6进行计算, 得到该重组酶的 Km和 Vmax分别为

105 mmol/L和 45.2 mol/(min⋅mg)。 

3 讨论 

海栖热袍菌 T. maritima是一个嗜极端高温的厌
氧真细菌, 生长在 55°C~90°C 海底火山口, 是极耐
热酶重要来源。但是由于其生长条件苛刻, 细胞密
度低, 不适合工业化生产。利用基因克隆技术, 将极
耐热葡萄糖异构酶基因克隆至表达载体, 通过提高 

 
 

图 6  重组葡萄糖异构酶作用葡萄糖的Lineweaver-Burk图 
Fig. 6  Lineweaver-Burk plot of recombinant glucose isom-
erase activity against glucose 
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表达水平可以得到自然界难以得到的有可观潜在用

途的热稳定性葡萄糖异构酶。 
本文通过基因克隆手段并采用新型的热激表达

质粒, 成功的表达了海栖热袍菌葡萄糖异构酶, 表
达量约 150 mg/L, 它相对于传统的基因克隆的优势
在于避免了 IPTG 等诱导剂的使用, 且在热激过程
中有效的降低了宿主的蛋白酶活性, 有利于目的产
物的大量表达。 

由本文看出重组葡萄糖异构酶一定程度上继承

了其天然酶的特性, 具有很高的耐热性, 并且由此, 
使得不需要复杂的纯化工序就能得到相对纯的产品, 
这对于其在高果糖浆工艺上的应用无疑是潜力十分

巨大的。当然, 此重组酶依然需要金属离子 Mg2+和

Co2+的支持来保持其耐热性与稳定性, 这点与这类
酶的活性中心催化原理是分不开的[11]。 

通过进一步优化重组菌的培养和表达条件, 实
现高密度培养和高效表达, 将使利用热激型诱导表
达外源葡萄糖异构酶在工业上大规模应用成为 
可能。 
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生 物 实 验 室 
 

将原来“技术与方法”栏目改为“生物实验室”。刊发的文章主要侧重于从实验室科研人员的角度, 深
度报道使用某种仪器设备进行实验后所获得的最新结果, 交流由此衍生出的新技术新方法。希望此栏目能够
成为架起实验室与实验室, 以及实验室与仪器生产商之间联系的桥梁。 
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