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麦 芽 寡 糖 基 海 藻 糖 合 酶（,-)D(E:F(@.)DG4H-)(@4 @.>DH-@4；
,3I-@4）是近年来在一些微生物中发现的新型分子内糖苷转

移酶，能将淀粉或淀粉部分水解物（大于 # 个葡糖基）的糖链

还原末端的!/!，2 糖苷键转化为!/!，! 糖苷键，生成具海藻

糖末端结构的产物［!］，如下所示：

J> #
,3I-@4

J>K$ K 3
J> 为聚合度 >（> L #）的麦芽寡糖，J>K $ K 3 为麦芽寡糖

基海藻糖，K 3 为海藻糖基。

,3I-@4 和麦芽寡糖基海藻糖海藻糖基水解酶（,-)D(():/
F(@.) DG4H-)(@4DG4H-)(H.EG()-@4，,3M-@4）联合作用于麦芽寡糖，

可以得到海藻糖（3G4H-)(@4）和比初始糖链少 $ 个葡糖基的麦

芽寡糖，这是酶法合成海藻糖的新途径［!］。海藻糖是由 $ 个

葡萄糖残基经!/!，! 糖苷键缩合而成的非还原二糖，广泛存

在于微生物、植物和昆虫中，对各种生物大分子和生物膜具

有非特异性保护作用，与生物的抗旱，抗逆及隐生现象密切

相关。海藻糖可用作微生物冷干制品、疫苗、多种药品、化妆

品及食品的稳定剂和保护剂［$］，其潜在用途十分广泛。

我们已经克隆和表达了芝田硫化叶菌（ 3),-(,(4)& &"#4+5
/+%）的 ,3I-@4 基因［#］，但其酶活力不高，所以我们换用了嗜

酸热硫化叶菌 C3NN202$5 作为目的基因供体。本文报道该

菌的 ,3I-@4 基因（简称为 J3）在大肠杆菌中的克隆和表达。

! 材料和方法

!"! 材料

质 粒 OP’$$% 为 张 智 清 等 人 构 建［2］。 辅 助 质 粒

OQPI&$%［&］为德国 ,-DD4@ R 教授惠赠。受体菌大肠杆菌 SM&!
为本实验室保存。限制酶、32S+C 连接酶、3-TS+C 聚合酶等

工具酶及核酸和蛋白质分子量标准等分别购自华美公司、上

海生工公司等。

!"# 方法

细菌培养用的 UP 培养基配制方法及分子克隆技术和表

达产物的 ISI/VCJ8 分析，参照文献［5］进行。培养基中的氨

苄青霉素和卡那霉素的浓度都为 !%%"FW9U。重组菌株的培

养温度为 #%X，培养至 675%% 为 %Y5 时左右调节温度为 2$X
开始诱导，诱导时间为 2H。摇床转速为 $&%GW9:>。酶活力测

定方法，参照文献［#］进行。

辅助质粒 OQPI&$% 转入受体菌方法：将重组菌株用文献

［5］的方法制成感受态细胞，转入 OQPI&$% 质粒，然后用氨苄

青霉素和卡那霉素的双抗性培养基筛选出双抗性的重组菌

株，再用酶切检测的方法鉴定。

# 实验结果

#"! 重组质粒 $%&##’()* 的构建

杂交实验表明，嗜酸热硫化叶菌 C3NN202$5 的基因组同

嗜酸热硫化叶菌 C3NN##0%0 的基因组有很高的序列同源

性［"］，参照后者的 ,3I-@4 基因序列，设计合成了如下引物：

上游：&ZCJC JCC33N C3J C3C 3NC JNC CNN 3CN CJ #Z
下游：&Z33C J3NJCN C33C NC3 3N3 CCN 3CJ 3C3 NN #Z

上游引物含 80(R#位点，下游引物含 3+,[ 位点，终止密码子

改为终止能力强的 3CC3。

以嗜酸热硫化叶菌 C3NN202$5 的基因组 S+C 为模板，

进行 VNR 扩增，条件为 02X变性 !9:>，&2X退火 !9:>，"!X
延伸 $9:>，#% 个循环，"!X后保温 !%9:>。电泳检测扩增产物

约 $Y$\]，与预期结果相符。将该片段纯化、酶切，与载体

OP’$$% 相连后，转入大肠杆菌 SM&!，用酶切检测的方法筛

选出含重组质粒的菌株 SM&!（OP’$$%/J3），如图 !。重组质

粒的图谱见图 $。

#"# 优化了外源基因 +,和 -,端的重组质粒 OP’##’(J3,的构建

#.#.! 引物的设计：由于 SM&!（OP’$$%/J3）的表达水平不

高，所以对目的基因的 &Z和 #Z端序列进行改造，用军事医学

科学院的软件 J^US_8‘$Y% 进行分析和辅助设计［1］。设计

引物时考虑到：（!）密码子的偏好性，在不改变蛋白质一级结

构的前提下，把该基因的 &Z和 #Z端的大肠杆菌使用频率极低

的密码子改为使用频率高的密码子；（$）9R+C 的二级结构，

采用基于螺旋区随机堆积的 R+C 二级结构预测方法进行优



图 ! 重组质粒 "#$%%&’() 的酶切鉴定

*+,-! ./012+31+45 /5645738/90/ 3:92931/2+;91+45 4<
2/34=>+5951 "890=+6 "#$%%&’()

!-!?@AB!"#6" =92C/2；% - "#$%%&B$%&.#；D- "#%%&’()B$%&.#
E - "#$%%&’()B$%&.# F ’()#

图 % 重组质粒 "#$%%&() 的图谱

*+,-% G9" 4< 2/34=>+5951 "890=+6 "#$%%&’()

化。最终设计的引物如下：

上游：HIA(A (AA))J !)( A)" )J# (JA AJJ )AJ "(#
))A JA( ))A AA) DI

下游：HI ))A ((A)JJ A))A JA) $J$ AAJ "A( $A)
(J$ A(( )A( J)J A)) AA) DI

上游引物含 $%&.#位点，下游引物含 *(+K#位点。

加黑的碱基是被改变了的碱基。

%&%&% 目的基因的扩增：以嗜酸热硫化叶菌 A)JJELE%M 的

基因组 ?@A 为模板进行扩增，由于引物核苷酸改变较多，

NJ.扩增出很多杂带，所以采用二步扩增法。首先，用上下

游不改变的引物扩增出 %O%C> 的片段，纯化后以此为模板，

用改造过的上下游引物进行 NJ. 扩增，得到优化了 HI和 DI
端的目的基因并测序。

%&%&’ 优化了外源基因 HI和 DI端的重组质粒 "#$%%&’()I的
构建：将优化了 HI和 DI端的目的基因 ()I酶切后，与载体

"#$%%& 相连，转入大肠杆菌 ?KH$，用酶切检测的方法筛选

出含重组质粒的菌株 ?KH$（N#$%%&’()I），如图 D。

%(’ 辅助质粒 )*+,-%. 的引入

向重组菌株 ?KH$（"#$%%&’()I）中引入了 "P#QH%&，得到

重组菌株 ?KH$（"#$%%&’()IB"P#QH%&）。酶切鉴定如图 D 的 H
号样品：$%&.# F *(+K#双酶切 "#$%%&’()IB"P#QH%& 为 D
条带：%O%C>，D- MC>，H- EC>（"P#QH%& 上无 $%&.#切点，HOEC>
即为该质粒的单酶切线性片段）。

%(/ 酶活力的测定

培养诱导重组菌株 ?KH$（"#$%%&’()）、?KH$（"#$%%&’
()I）、?KH$（N#$%%&’()IB"P#QH%&），测得酶活分别为 !&7B,、
!L-R7B, 和 %!- !7B,（S/1 3/88），较原来芝田硫化叶菌表达的

G)Q90/ 酶活水平 DOTH7B,（S/1 3/88）均有显著提高。

图 D 重组质粒 "#$%%&’()I的酶切鉴定

*+,-D ./012+31+45 /5645738/90/ 3:92931/2+;91+45 4<
2/34=>+5951 "890=+6 "#$%%&’()I

! -!?@AB!"#6" =92C/2；% - "#$%%&B$%&.#；

D- "#$%%&’()IB$%&.#；E- "#$%%&’()IB$%&.# F *(+K#；

H- "#$%%&’()I F "P#QH%&B$%&.# F *(+K#

图 E 重组菌株的 Q?Q’NA(U 图

*+,-E Q?Q’NA(U 2/07810 4< 2/34=>+5951 0129+50
! -MMC? =48/37892 S/+,:1 =92C/2；%- Q7"/2591/ 4< ?KH$（"#$%%&）

9<1/2 T&V 6+0"4098 4< & -H:；D- Q7"/2591/ 4< ?KH$（"#$%%&’()I）

9<1/2 T&V 6+0"4098 4< & -H:；E- Q7"/2591/ 4< ?KH$（"#$%%&’()I）

H- N2/3+"+191+45 4< ?KH$（"#$%%&’()I）；M- ?KH$（N#$%%&’()I）

T- ?KH$（N#$%%&’()）；R- ?KH$（N#$%%&’()B"P#QH%&）

%(- 表达产物的 ,0,12!$3 分析

将培养诱导的重组菌细胞经超声破碎并离心后的上清

液和沉淀部分进行 Q?Q’NA(U 分析，分别为图 E 中的 %、D、E、H
号样品；M、T、R 号样品为全菌体蛋白。根据嗜酸热硫化叶菌

A)JJELE%M 的 G)Q90/ 基因序列，推测其酶蛋白的分子量为

REOTC?，蛋白带的位置如箭头所示。与 % 号相比，D 号在该处

有一明显蛋白带，根据分子量标准曲线推算与预期值一致，

估计 为 表 达 的 G)Q90/。E 号 和 H 号 样 品 分 别 为 ?KH$
（N#$%%&’()I）破菌离心后的上清与沉淀，两者比较可见表达

的 G)Q90/ 产物中含有一定量的不溶性包涵体。凝胶经紫外

扫 描 计 算 后，可 知 重 组 菌 株 ?KH$（N#$%%&’()I）、?KH$
（N#$%%&’()）、?KH$（"#$%%&’()IB"P#QH%&）目的蛋白 G)Q90/

的表达量分别占全菌蛋白的 EOTW、!OLW、EOHW，这也说明

了该基因的上下游改造提高了目的蛋白的表达，但辅助质粒

的引入效果不明显。

’ 讨 论

嗜酸热硫化叶菌是嗜热嗜酸古细菌，最适生长温度 R&V
左右，最适生长 "K 值 DOH，生长缓慢，难于培养，不适合工业

生产。而构建一个合适的古菌外源表达系统，高效率地去表

达一些古菌中特有的耐酸耐热蛋白，一直是该领域的一个重
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要研究热点。但至目前，在几个常用的表达系统中，古菌基

因的表达水平都难尽人意，这是因为古菌基因与其它原核及

真核生物的基因有着显著差别，它常含有数量较大的稀有密

码子。如 !"##$%$&’ 的 (")*+, 基因序列（已被测序，另文报

道）有 &-’. 个碱基，编码 /&0 个氨基酸，（12 #）含量为 .-3。

序列分析表明，该基因的密码子偏性与大肠杆菌基因的明显

不同，其中 $.45/3 的密码子在大肠杆菌中的使用频率在

53以下，特别是 ""!、!"!、!1!、11! 这 $ 个在大肠杆菌中

偏性为 -3或 0 的密码子，竟占了 (")*+, 基因的 -/4$’3。

而通过以上实验结果表明，改变 (")*+, 56和 .6端的稀有密

码子为常用密码子，并优化这两端的 789! 二级结构，有助

于提高该基因在大肠杆菌中的表达水平。

辅助质粒 :;<)5&0 含有 *=>; 基因，此基因的转录产物

是对大肠杆菌稀有密码子 !1! 和 !11 专一的 ?89!，华子春

等［-0］曾用 :;<)5&0 有效提高了人粒细胞@巨嗜细胞集落刺激

因子在大肠杆菌中的表达，并认为 *=>; 基因编码的 ?89!!=>

既可能是翻译的限制因素之一，也可能在染色体和质粒复制

过程中起作用。(")*+, 基因含 !1! 和 !11 分别为 .4053
和 04%/3，所以向重组菌株中引入 :;<)5&0，希望能够进一

步提高目的基因的表达量。但结果并不理想，这可能是由于

该基因中还含有一些制约表达的关键稀有密码子并有待改

造。此外，该 (")*+, 基因在嗜酸热硫化叶菌的基因组中，与

("A*+, 及一个脱支酶（B,C=*DEFGD> ,DHI7,）的基因位于同一

个操纵子上，构成一个基因簇，按 ("A*+,、脱支酶、(")*+, 的

顺序排列。而该基因位于这个基因簇的末位，可能受硫化叶

菌中某种特殊机制的调控才能高水平地表达［--］。因此该基

因的高表达还有待于今后进一步全面深入地研究。
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