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摘 要 利用毕赤酵母表达系统表达芥菜几丁质酶基因 .3!45!及其两个衍生基因 .3!45$和 .3!454，获得相应的
蛋白质。经 8MIE纯化后，测定了 4种蛋白质的几丁质酶活性，发现它们均能降解 EH3B></<D3JN’和胶状几丁质。以
EH3B></<D3JN’为底物时的 O0值分别为 %*5&&0PQ0I、%*#RR0PQ0I和 %* 5&40PQ0I，差别甚微。而以胶状几丁质为底
物时的 O0值分别为 %*$"!0PQ0I、%*4""0PQ0I和 !*7R40PQ0I，表现一定的差别，说明几丁质结合域影响了酶对不溶
性底物的亲和力。4种蛋白中，只有 N@EFS!在 44!PQ0I以上浓度具有凝集素活性，而 N@EFS$和 N@EFS4的浓度即使
高达 "%%!PQ0I也无凝集素活性，表明 $个几丁质结合域是 N@EFS!具有凝集素活性的必需条件，这是植物中发现的
第一个兼有几丁质酶和凝集素活性的蛋白质。
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植物几丁质酶是一种能够降解几丁质的 MJ蛋
白，提纯的植物几丁质酶对真菌具有抑制作用，转几

丁质酶基因的作物增强了对某些真菌病的抗

性［! U 4］。随着越来越多的植物几丁质酶基因被克

隆，近年国际上将植物几丁质酶分成 & 类，其中属
!"#+$ 和 !"#6$ 的几丁质酶没有几丁质结合域；
!"#+7 几丁质酶只有半个几丁质结合域；!"#+!，
!"#+R，!"#7!，!"#0!和 !"#6! 几丁质酶具有 !个几
丁质结合域；!"#+# 所编码的几丁质酶前体含有 $
个几丁质结合域，但在蛋白成熟过程中，几丁质酶催

化区与 $个几丁质结合域被切离［R］。
V>9(等从芥菜中克隆了 !个新型几丁质酶基因

的全长 BW+K，命名为 .3!45!（X-DN9D? KBB-CC<(D +(：
K8%&"4%$）。 .3!45! 包含 $ 个几丁质结合域编码
区，所编码的成熟酶是目前所知的唯一具有 $个几
丁质结合域（ENW）的植物几丁质酶［#］。利用大肠杆
菌表达系统难以获得 .3!45!所编码的蛋白质［#］，故
我们改用毕赤酵母（8#0"#+ 9+&/(*#&）表达系统，获得
了成功［7］。为研究 $个几丁质结合域的作用，我们
对 .3!45!进行了改造，得到两个衍生基因 .3!45$

和 .3!454。.3!45$ 只含其中 ! 个几丁质结合域编
码区，而 .3!454不含几丁质结合域编码区，它们的
其它区域与 .3!45!相应区域完全相同。并利用毕
赤酵母表达系统获得了 .3!45$和 .3!454相应的蛋
白质，对这 4种蛋白质的酶活性（O0值）和凝集素活
性进行了比较。

& 材料与方法

&’& 材料
质粒和菌株：毕赤酵母表达质粒 .MSE&O、毕赤

酵母菌 OH5!、大肠杆菌（:&0"%*#0"#+ 0(,#）6YM!%8’均
购自 SDL</2(P-D 公司；含全长 .3!45! BW+K 的质粒
.N@!5和含缺失其中一个几丁质结合域编码区的几
丁质酶基因（ .3!45$）的质粒 .N@$" 由香港大学
E>Z- HI提供，其中 .3!45$ 是用 4#$[ SSS 将 .3!45!
第 !#4至 4%#位碱基切除后重新连接而得。
培养基：IN、G;MW培养基；JWN平板（!" * 7\山

梨醇，$\W3葡葡糖，! * 4R\G+N，% * %%%%R\生物素，
% *%%#\氨基酸混合物）；NHXG培养液（% * !0()QI磷
酸钾缓冲液 .F7* %，!\酵母抽提物，$\蛋白胨，



!"#$% &’(，!%甘油，)"))))$%生物素）；(**&培
养液（(*+&中的甘油换成 ) ,-%的甲醇）。
几 丁 质 底 物：.*/012324/5(6（ 0789:;<=>31<?@

012324@5>=7A:? (82??743 62:?>3 -5）购自 B:>C> (2:01>=2/
07 +=9D公司；几丁质为 E2F=7产品。
! "# 方法
! "# "! 质粒微制备、限制性酶切反应、琼脂糖电泳、
琼脂糖中 G’H片段的回收、连接、大肠杆菌的转化、
I.5扩增等均参照 E7=98::J K等［L］或相应试剂盒操
作手册进行。

! "# "# 重组质粒转化酵母：参照 M4N238:F>4 !"#$"% 操
作手册，用 &%#M将重组质粒线性化后，电激法转化
酶母 O*L!。转化后用 5G(平板筛选转化子。对于
阳性菌落（D2PQ）再用含 +$!R 的 &SIG筛选高抗菌
株。

! "# "$ 酵母染色体 G’H的提取及 I.5鉴定：按 M4/
N238:F>4 !"#$"% 操作手册进行酵母染色体 G’H的提
取。用 I.5法鉴定目的片段是否整合到酵母染色
体。

! "# " % 外源基因在酵母中诱导表达：将含有 ’()
*+,!、’(*+,T和 ’(*+,#的重组酵母菌接入 (*+&培
养液中，T-)8@=24，#)U培养至 -.V))达 T W V，室温
#))) F离心收集菌体，重悬于 (**&培养基，继续振
摇培养，每天补加 !))%甲醇至终浓度 ) , -%，并取
出 !=B培养液用于 EGE/IH+S电泳检查蛋白表达情
况。

! "# "& 表达产物的检测及 XIB.（蛋白快速液相层
析）纯化：EGE/IH+S采用 -%的浓缩胶和 !T%分离
胶，在 (2:/57Y公司的 *242/Z8:3>24 MM装置上 T))6恒
压电泳 !1，经考马斯亮蓝 5/T-)染色和脱色后进行
观察；[>P3>84杂交则参照 E7=98::J K等［L］所述方法
进行，特异性抗体由 \17: /0 %1 制备［-］；XIB.程序参
考 MP>?2等（!]]#）［R］所述方法。
! " # " ’ .*/012324/5(6 为底物的几丁质酶活性测
定：按照 [2831 /0 %1（!]])）［]］方法进行。取 .*/
012324/5(6水溶液（) , ! =B，T=F@=B），) , T =:?@B醋
酸缓冲液（) ,T =B，ZD-），和酶样品溶液（) , T=B）混
合于 >ZZ>4Y:8^管中，于室温（T-U）下反应 !T 1。加
入 ) , !=B 的 ! , )=:?@B D.? 以终止反应，立即离心
（!$])) F，-=24），取上清测定 -.--)。用无酶液的混

合物作空白对照。每处理重复 # 次。根据 .*/
012324/5(6水溶液浓度与 -.--)之间的关系确定降

解底物量。

! "# "( 胶状几丁质的制备：按照陈崇顺等（!]]#）［!)］

所述方法进行。

! "# ") 以胶状几丁质为底物的几丁质酶活性测定：
按照《现代植物生理学实验指南》（!]]]）［!!］所述方
法进行。取胶状几丁质 ! , -=B（) , $=F@=B），加入
) ,$=B ), !=:?@B 醋酸钠缓冲液（ZD$, -），) , $=B 酶
液，) ,!=B L-!=:?@B叠氮钠溶液，混匀。于 #LU保温
T 1后，加入 ) , - =B ), R=:?@B 硼酸钠缓冲液（ZD],
!），!) )))8@=24离心 !)=24。取上清液 ! , -=B，加入
T=B高铁氰化钾溶液，于 !))U水浴 !-=24，于 $T)4=
测定光密度值，以蒸馏水调零。以不加酶液的处理

为标准对照。以光密度差值（标准对照光密度值 _
样品液光密度值），从标准曲线上求出产生的 ’/乙
酰氨基葡萄糖的量。以每小时产生 !!F 的 ’/乙酰
氨基葡萄糖的量为一个酶活性单位。

! "# "* 凝集素活性的测定：参照 G:>P 等（!]]]）［!T］

所述方法利用兔血红细胞进行。

# 结 果

#+! 酵母表达载体 ,-!(、,-#)和 ,./0的构建
# "! "! 引物设计和 I.5 扩增：根据 ’(*+,! 和 ’()
*+,T基因的编码序列设计下列 #条引物，即：
上游引物 .!：-‘ *212233.a..a..++a+H+/

.HH a+.+#‘
上游引物 .T!：-‘ *212233.++++Ha.aaa.a/

++ .Ha. #‘
下游引物 .T：-‘ 3*34*21.11..1.+aaH./

aH. .aa.HaaHHH.+ #‘
对应于 ZIM.]O的多克隆位点，在上游引物加有

5#65 M 位点，下游引物加有 760 M酶切位点（黑体），
斜体示酶切位点的保护碱基。引物由上海生工生物

公司合成。

以 Z(b!L和 Z(bTR质粒为模板，用 .!和 .T为引
物对，采用高保真 I^; G’H聚合酶进行 I.5扩增，获
取从成熟蛋白的第 !密码子至最后一个密码子间的
G’H片段，分别为 !!!)9Z 和 ]V#9Z 称为 ’(*+,! 和
’(*+,T片段。以 Z(b!L为模板，用 .T!和 .T为引物
对扩增获取几丁质酶催化区的编码片段，为 L#R9Z，
称为 ’(*+,#片段。
# "! " # 表达载体的构建：上述 I.5产物用酚@氯仿
处理纯化。纯化产物用 5#65 M和 760M进行双酶切，
琼脂糖电泳，回收纯化，再与经 5#65 M和 760 M双酶
切的 ZIM.]O 进 行 连 接 反 应，转 化 大 肠 杆 菌
acI!)X‘。挑选阳性菌落进行质粒微制备，做双酶切
鉴定分析。通过酶切鉴定表明它们均含有预期条
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带，即 !"#$ 的 ###%&!、!"’( 的为 )*+&!、!,-. 的为
$+(&!条带。将 +种重组质粒中的插入片段进行测
序验证，证实了所扩增片段在 ",/过程没有发生序
列错误，因而包含全长 !"#$%#、含一个和没有几丁
质结合域编码区的几丁质酶基因（即 !"#$%’和 !"&
#$%+）的酵母表达载体 !"#$、!"’(和 !,-.构建成功。
! "! 酵母的转化和 #$%鉴定
将经测序验证的重组质粒 !"#$、!"’( 和 !,-.，

用 ’() 0酶切，琼脂糖电泳查看酶切完全与否。酚1
氯仿纯化酶切产物后，用电激法转化酵母 23$# 的
感受态细胞，涂布于 /45平板上，’(6倒置培养至
长出单菌落。用 #78灭菌水悬浮起 /45平板上的
9:;<菌落，并涂布于含 =>#( 的 ?@"4 平板上，’(6
倒置培养 ’ A BC，分别获得了 *个抗 # D %7E178 =>#(
的重组菌 23$#F!"#$，’个重组菌 23$#F!"’(和 ’个
重组菌 23$#F!,-.。为确定目的片段是否整合到酵
母染色体上，利用前述引物分别对 +种重组酵母菌
染色体 4GH进行了 ",/鉴定（每种选取一个菌落）。
分别获得了预期条带（图 #），因而可以用于蛋白诱
导表达。

图 # 重组酵母菌的 ",/鉴定
I:ED# ",/ -J-KL;:; MN LO-;. POQM7&:J-J.;
#，’，+ D 5R,90#，5R,90’，5R,90+，PO;!OQ.:SOKL；

3D#D%T& 4GH 7-PTOP

! "& 蛋白的诱导表达和 ’#($纯化
按 0JS:.PMEOJ *+),+( 操作手册进行蛋白诱导表

达，U4UF"H=@分析表明重组菌分泌表达的 5R,90#、
5R,90’ 和 5R,90+ 的表观分子量分别约为 *%T4、
>$T4和 +#T4，大于按照 4GH 序列预测值（分别为
>#T4、+*T4和 ’( DBT4），其原因主要是 U4UF"H=@的
误差所致，其他人的研究也出现类似情况。VO;.OPJ

分析显示所分泌的蛋白质均能与专化性抗体发生反

应（图 +），表明重组菌表达了预期的蛋白质。+种重
组菌的蛋白表达量均在诱导后第 ’ A +天达到最大
值，故大量表达时在诱导后第 ’天收集表达的蛋白
质。由于杂蛋白少，故用 *%W饱和度的硫酸铵沉淀蛋
白后，直接按照 0;OK:等［(］所述方法进行 I"8,纯化，获
得了比较纯的蛋白质（图 >），可以用于活性分析。

图 ’ +种蛋白的 VO;.OPJ分析
I:ED’ VO;.OPJ &KM..:JE MN 5R,90#（#），

5R,90’（’）-JC 5R,90+（+）

图 + 经 I"8,纯化后的 U4UF"H=@蛋白条带
I:ED+ U4UF"H=@ -J-KL;:; MN .XO !PM.O:J; !YP:N:OC &L I"8,

! ") 几丁质酶水解 $*+,-./.0+%12的 !3值测定
按照实验程序均能测出 +种几丁质酶降解 ,3F

QX:.:JF/5Z的活性。由于 -7值与 !9 值和温度有
关系，故为了避免误差，+种蛋白对不同浓度底物的
酶活性分析均在相同条件下进行，根据底物浓度

［’］（!E1!8）和反应速度 .（!E1X），计算出反应速度
倒数（#1 .）和底物浓度倒数（#1［ ’］），利用 8:J[O-SOPF
5YPT双倒数作图法求其 27 值。得到回归方程和
-7值如下：5R,90#双倒数作图的回归方程为：

>$B 生 物 工 程 学 报 #(卷



! ! "#"$%$" & "#"’$(，#) ! "#*++),-).（图
/0）；

12345$的回归方程为：
! ! "#"$’6" & "#"/$7，#) ! "#7//),-).（图

/1）；
12345’的回归方程为：
! ! "#"$*$" & "#"’/’，#) ! "#*+’),-).（图

/3）。
由此可见，’种几丁质酶的 8)值差别不大，说

明几丁质结合域的数目对酶降解可溶性底物 39:
;<=>=?:@1A的影响很小。
! "# 几丁质酶水解胶状几丁质的 !$值测定

’种几丁质酶亦能降解胶状几丁质底物。在相
同条件下测定 ’种酶对不同浓度的胶状几丁质的水

解活性，利用双倒数作图法求它们的 #)值。得到
123456的回归方程为：! ! "#"76*" & "#6(’+，其 #)
! "#$(6),-).（即 "#%+$))BC-.），相关系数为
"#+(7"（图 70）；

12345$的回归方程为 ! ! "#"(’’" & "#$6/7，其
#) ! "#’((),-).（即 "#+7%))BC-.），相关系数为
"#+(%$（图 71）；

12345’的回归方程为：! ! "#6$6$" & "#"*’*/，
其 #) ! 6#%/’),-).（即 /#"/*"))BC-.），相关系数
为 "#+((6（图 73）。可见 12345 ’ 的 #)值最大，表
明它与不溶性底物的亲和能力要低于 12345 6 和
12345 $。后两者的 #)值差别不大，表明相对于 6
个几丁质结合域而言，$ 个几丁质结合域对于酶与
底物的亲合能力的增强作用不是很明显。

图 / 几丁质酶降解 39:;<=>=?:@1A的 #)值测定
D=,E/ FG>GH)=?I>=B? BJ 9=;<IGC=K ;B?K>I?>（#)）BJ ><G ;<=>=?IKGK JBH 39:;<=>=?:@1A

0E 123456；1E 12345$；3E 12345’

图 7 几丁质酶降解胶状几丁质的 #)值测定
D=,E7 FG>GH)=?I>=B? BJ 9=;<IGC=K ;B?K>I?>（#)）BJ ><G ;<=>=?IKGK JBH ;BCCB=LIC ;<=>=?

0E 123456；1E 12345$；3E 12345’

! "% 凝集素活性的测定
在凝血板孔上，每孔加入含有不同量（"#6$7、

"#7、6 E"、$ E"、/ E "、( E "、6% E "、$/ E "!,）的纯化蛋白的
’"!. "#+M NI3C溶液，再加入 ’"!. $M的兔血红细
胞进行凝集素活性测定，发现 123456 在 6 E "!,（即
’’!,-).）或更高蛋白水平即显示凝集素活性，而低
于 6 E"!,蛋白水平即观察不到此活性。对于 12345$
和 12345’在高达 $/!,（(""!,-).）蛋白水平仍未有
凝集素活性（图 %）。说明两个几丁质结合域是凝集
素活性所必需的。

图 % 几丁质酶的凝集素活性测定
D=,E% 0,,CO>=?I>=B? I?ICPK=K BJ 123456，12345$ I?L 12345’

& 讨 论
几丁质结合域在几丁质酶中的作用已有诸多研
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究。!"#$%等将烟草的 &$’"" !几丁质酶的几丁质结合
域编码区切去，比较具有一个几丁质结合域的几丁

质酶和不具几丁质结合域的几丁质酶的生化及功能

特性的差别。结果表明几丁质结合域对几丁质酶酶

活性不是必不可少的，但它能增强对几丁质的亲和

性而提高其酶活性，具一个几丁质结合域的酶的抗

菌能力比不具几丁质结合域的要高 (倍，且能在更
低的 )*条件下起作用［+］。黑麦种子中有 (种几丁
质酶，其中几丁质酶 ’（,-./’）含有一个几丁质结合
域，而几丁质酶 .（,-./&）没有。,-./’对乙二醇几
丁质的水解酶活性与 ,-./&相当，但对胶状几丁质
的活性却是 ,-./&的 (倍。用!/巯基乙醇还原 ,-./
’的 0个二硫键或将其几丁质结合域去掉，均降低
了酶对胶状几丁质的活性。由此认为几丁质结合域

通过对不溶性几丁质的结合而增强了催化区的水解

活性，但对可溶性几丁质可能没有此效应［1(］。对细

菌的几丁质酶的研究也有类似的结果，认为几丁质

结合域对于酶完全裂解胶状几丁质酶是非常重要

的［12］。34#"等将 536的两个几丁质结合域编码区
与烟草 &$’"" !几丁质酶的催化区的编码区连接起来
形成编码具两个几丁质结合域的嵌合几丁质酶基

因，并将其转化到烟草中研究其功能。虽然所得到

的嵌合蛋白具有凝集素活性，但对 .7/&8%9%:/,;<的
催化活性比烟草 &$’"" ! 几丁质酶的活性要低 ( = >
倍［1?］。

在我们的实验中，不管用可溶性或不溶性底物，

无论有无几丁质结合域，几丁质酶均表现出水解活

性。;@.*!1、;@.*!? 和 ;@.*!( 对 .7/&8%9%:/,;< 的
活性的 !A 值区别甚微，( 者的 !A 值分别为
BCDEEAFGAH、BC022AFGAH 和 BCDE(AFGAH，似乎说明
几丁质结合域的数目对于几丁质酶降解可溶性底物

的亲和力没多大影响。但用胶状几丁质为底物，(
种几丁质酶表现有一定的区别。虽然 ;@.*!1的 !A
值与 ;@.*!?的差别不大，但 ;@.*(的 !A值分别是
它们的 0 =+0倍和 2 = ?(倍。!"#$%等［+］研究的结果类
似，含有几丁质结合域的烟草几丁质酶 !A值（( =
0AA4$GH）远小于切除了几丁质结合域的酶的 !A值
（?(AA4$GH）。说明在催化过程中，几丁质结合域能
够协助几丁质酶与不溶性底物的结合，提高几丁质

酶与不溶性底物的亲合力，因而相对于没有几丁质

结合域的几丁质酶，只需较低的底物浓度即可很容

易地达到最大反应速度（ "A’I）。但具一个几丁质结
合域的几丁质酶与具两个几丁质结合域的几丁质酶

的 !A值仅相差 BC1AFGAH，可能说明对于提高几丁

质酶与不溶性底物的亲和力，一个几丁质结合域即

足够了，再增加几丁质结合域数目效用变得不明显。

芥菜 ;@.*!1是一个独特的几丁质酶，是目前为
止发现的唯一既有几丁质酶活性又有凝集活性的天

然植物蛋白质［2，10］，只有同时具备两个几丁质结合

域的 ;@.*!1才表现凝集素活性，切除一个几丁质结
合域，即使其丧失凝集素活性。;@.*!1既然又是凝
集素，则其功能可能也是多样的，有可能在抗真菌、

细菌甚至抗虫方面发挥作用［1>］。
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