
!" 卷 # 期
!$$%年 #月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-.,/0 !$$%

12324526：+.(0 !7，!$$7；83329:26：;29:2<=2/ #>，!$$7)

?@4A B’/C B,A A.99’/:26 =0 :@2 D/,-:A E/’< :@2 *,:4’-,( *,:./,( ;342-32 F.-6A ’E G@4-,（*’)"$#%$$$H）,-6 :@2 +4,-DA. I/’54-32 *,:4’-,( *,:./,( ;342-32

F.-6A（*’) JK!$$H#"7）)

L J’:@ MN8*O P.QR4-D ,-6 MN8S T4-DQU4- ,/2 E4/A: ,.:@’/A)

" G’//2A9’-64-D ,.:@’/ ) ?2(：V W7Q!HQW"H>W%>$；F,X：V W7Q!HQW"%$7H7H；YQ<,4(：A@2-D0.,-Z2<,4( ) -[-.) 26.) 3-
国家自然科学基金（*’)"$#%$$$H）和江苏省自然科学基金（*’) JK!$$H#"7）。

L为共同第一作者。

米曲霉（!"#$%&’(()" *%+,-$）果胶酸内切水解酶（!"#）在原核系统中重组
表达

$%&’())*+, +- $,.+&+/012/2345’+,2)( # +- !"#$%&’(()"
*%+,-$ *, ."/0$%’/0’- /*(’

张宇玲 L，赵庆新 L，朱 泓，孙 静，韩丰敏，袁 生"

MN8*O P.QR4-D L，MN8S T4-DQU4- L，MN\ N’-D，;\* +4-D，N8* F2-DQ]4- ,-6 P\8* ;@2-D"

江苏省生物多样性和生物技术重点实验室，南京师范大学生命科学学院微生物工程重点实验室，南京 !#$$>%
’#+$1&) 3%2 4+5(*+/(*2 -(* .#(6#7%*&#/2 +$6 .#(/%0"$(,(12，3%2 4+5(*+/(*2 -(* 8#0*(5#+, 9%0"$(,(12 #$ /"% !(,,%1% (- 4#-% :0#%$0%&，;+$<#$1 ;(*=+, >$#7%*&#/2，

;+$<#$1 !#$$>%，!"#$+

摘 要 果胶酶具有广阔的商业用途，在食品工业上主要用于果汁和酒类的澄清、提高植物油的提取率、提高水果的硬度和

植物纤维脱胶。米曲霉（?&@%*1#,,)& (*2A+%）一直用于传统发酵食品的生产，自然条件下其果胶酶的产量较低。文献报道的果胶
酶的重组表达成功的例子较少，且活性较低。通过 1?QIG1 的方法，获得不含信号肽的果胶酸内切水解酶 8（9’(0D,(,3:./’-,A2
8，IO8）的 3^*8，IO8 3^*8连入 9Y?Q!W,（ V）载体，构建 9Y?Q!W,（ V）Q9D,质粒。9Y?Q!W,（ V）Q9D,转化 ?./-2/（^Y"）9(,3!
细胞，得到转化子 9Y?Q!W,（ V）Q9D,Q?./-2/（^Y"）9(,3!，首次实现了米曲霉 IO8在大肠杆菌系统中过表达，进一步对 IO8在
大肠杆菌系统中表达的条件进行了研究。在 "%_、!!$ /‘<4-条件培养 9Y?Q!W,（ V）Q9D,Q?./-2/（^Y"）9(,3!细胞，BC7$$至 $aW
左右时，用 H$$"<’(‘R 4A’9/’90(#Q Q̂:@4’D,(,3:’D,(,3:’90/,-’A462（bI?O）进行诱导表达，在 #H_和 #%$/‘<4-条件下继续培养 !c @，表
达效果最好，相对于每毫升培养基而言，产酶可达到 %$.‘<R，是米曲霉自然条件产酶量的 W%aH倍，远优于文献报道的重组表达
的 IO8酶活。

关键词 米曲霉，果胶酸水解酶，大肠杆菌，原核表达
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果胶酶可分为果胶酯酶和果胶降解酶两类。果

胶酯酶可脱去果胶上的甲氧基团，使果胶去酯化，果

胶降解酶可分为水解酶和裂解酶两类。果胶酸内切

水解酶（MH NH .:1:B:B=）可水解两个未甲基化的半
乳糖醛酸残基间的!DB，CDOD糖苷键，果胶酸外切水
解酶（MH NH .:1:B:6/）可水解果胶酸还原端的末端
残基［B］。果胶酶具有广阔的商业用途，在食品工业

上主要用于果汁和酒类的澄清、提高植物油的提取

率、去除柑橘囊衣、提高水果的硬度和植物纤维脱

胶［1 P =］。商品果胶酶通常是通过真菌发酵生产的，

常用的发酵菌种是黑曲霉。许多真菌产果胶酶过程

中，需要以果胶、半乳糖醛酸或多聚半乳糖醛酸等为

底物进行诱导［6］，且受其他碳源物质如葡萄糖的抑

制作用［/］。

丝状真菌米曲霉（# H $%&’()）一直用于传统发酵
食品的生产，米曲霉用于酱油生产时，产生的 @AG
产量较低。# H $%&’() 的 @AG酶为内切型的果胶酸
水解酶［;］，前人已经克隆了 # H $%&’() QRS6B6 的
@AG基因（FL"G）［;］，为了改善 @AG 的同源表达，前
人构建了 @AG在 # H $%&’() 中表达的同源重组表达
系统，但 @AG产量仅达 2:2;C"L3">

［T］。为此，我们尝

试采用大肠杆菌原核表达系统重组表达 # H $%&’()
@AG，得到了可溶性的并具有较高生物学活性的
@AG，酶活可达 /2)34>，结果报告如下。

) 材料与方法

)*) 菌株与质粒
# H $%&’() .:/61（野生型）来自中国普通微生物

菌种保藏管理中心，用 =24>含 BU果胶酸的基本培
养基，B=2&34%5，.20避光条件下培养 1-［;］。大肠杆
菌 OV=!作为基因克隆的宿主菌。 0*12)%-12-( 1$.-
<)&5,& F*"(#（OM.）（S9+"L,5），用作 FL"G基因表达
的宿主菌。FWO B;D< X,(’9&（<"Q"Y"）作为克隆载
体，FM<D1;"（ Z）（S9+"L,5）用作表达载体。
)*+ ,-./基因的克隆与表达
参照 >9L,4"55 等的方法从米曲霉的菌丝体中

提取总 YSG［B2］。然后用 9*%L9（-<）B1DB; F&%4,&，通
过逆转录得到 @AG的 (OSG；@NY引物设计是根据

参考文献［;］和 SNR?核酸数据库中米曲霉内切型的
果胶酸水解酶 FL"G 基因序列（SNR? "((,##%95
5)48,&：OBC1;1），正义引物（=[DNG<G<AAGN<NN<
A<GN<<<NGNN<NAD.[）包含 34)#限制性酶切位点
和 @AG基因序列正义链第 .2/D.1/碱基序列，反义
引物（=[DAGG<<NGNGG<GAG<G<NGNGG<AANNAAN<
AGGN<AD.[）包含 01$Y#限制性酶切位点和与 @AG
基因序列正义链第 BCT2DB=12碱基互补的反义链序
列；使 用 高 保 真 的 @$)\*’&"<W OSG 聚 合 酶
（]’&"’"L,5,）和上述特异引物通过扩增得到不含信号
肽的 @AG (OSG；然后将 @AG (OSG序列连接到 FWO
B;D< X,(’9&（<"Q"Y"），构建 FWO B;D<DFLG质粒转化
OV=!，得到 FWO B;D<DFLGDOV=!阳性转化子；用限制
性内切酶 34)#和 01$Y#将不含信号肽的 @AG
(OSG片段从 FWO B;D<DFLG上切下，连接到 FM<D1;"
（ Z）（S9+"L,5）表达载体上，转化 0 H 1$.- <)&5,& F*"(

#（OM.）细胞（S9+"L,5），得到 FM<D1;"（ Z ）DFLGD
<)&5,& F*"(#（OM.）阳性转化子。

FM<D1;"（ Z）DFLGD<)&5,& F*"(#（OM.）转化子在
>R中培养，>R中分别加入葡萄糖、卡那霉素和氯霉
素至终浓度为 BU（5 36）、=2"L34>和 .C"L34>。在
./0，112&34%5 条件下培养，当 !"622达到 2:; 左右

时，加入不同浓度的 ?@<A，在结果中所指示的实验
温度下诱导表达不同时间。诱导表达结束后，在

=222L，C0条件下离心 B24%5，收集菌体，用 =4>
B2449*3> <&%#DVN*，FV /:2 溶液洗涤菌体，重复 B
次，然后将菌体在 P ;20条件下冻存 67以上，然后
用 1=4> 含 B22"L34> *J#9^J4, 和 B449*3> @W]_ 的
B2449*3> <&%#DVN*（FV/:=）溶液重新悬浮细胞，在
20条件下，超声破碎细胞，离心得上清，上清进一步
用 S%1 Z D5%’&%*9’&%"(,’"’,D"L&9#, 柱进行亲和层析，包涵
体用含 BU<&%’95的 <&%#DVN*，FV/:2 清洗 =次。
)*0 1213聚丙烯酰胺凝胶电泳检测
为了检测重组菌表达的 @AG重组蛋白产物，采

用 ]O]D@GAM凝胶电泳检测，浓缩胶浓度为 .:=U，
分离胶浓度为 BB:2U，用考马斯亮蓝 YD1=2染色。
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!"# 蛋白浓度的测定
参照 !"#$%&"$的方法采用考马斯亮蓝 ’()*+法

进行可溶性蛋白含量测定［,,］。以牛血清白蛋白

（!-.）作为标准蛋白，配制标准溶液，制作标准曲
线。

!"$ %&’酶活的检测
/’.酶活测定的样品制备：*+01菌液表达结束

后，收集细胞，用 )*01 含 ,++!2301 456&7508 和
,00&431 /9-:的 ,+00&431 ;"<6(=>4（?=@A*）溶液重
新悬浮细胞，+B条件下超声破碎细胞，,C+++"30<D
条件下离心 )+0<D，收集上清，测定上清中可溶性重
组表达的 /’.酶活。

/’.酶活性检测的反应体系为：+A* 01 反应
液，内含 *+00&431 6&$<E0 #F8G#G8（?= *A+），+A,H 果
胶酸和适量的 /’.，在 *+B反应 ,+0<D。为了检测
反应 体 系 中 产 生 的 还 原 糖 的 量，加 +A*01
$<D<G"&6#4<F54<F #F<$（IJ-）试剂终止反应，然后检测在
*)+D0处的吸收值［,)］，再根据标准曲线回归方程，换
算得到还原糖浓度，然后计算裂解细胞上清的每毫

升体积所含的总酶活，再计算相对于每毫升菌体培

养液体积的总酶活。一个酶活单位定义为每分钟释

放的还原糖等同 ,!0&4 半乳糖醛酸（ 2#4#FGE"&D<F
#F<$）的酶量。

( 结果

("! %&’ )*+’的克隆和序列分析
! K "#$%&’ LA@M)在 *+ 01含 ,H果胶酸的基本

培养基中，,@+"30<D，L+B，避光条件下培养 )$，菌液
上清中测得最高 /’.酶活可达 +ANE301。收集菌体
提取总 OJ.，经 O;(/>O，得到了不含信号肽的 /’.
FIJ.，全长 ,++NP?，编码一条 LLM个氨基酸的肽链。
通过基因序列比对发现，从 ! K "#$%&’ LA@M)来源的
/’.酶核苷酸序列与文献报道的 ! K "#$%&’ Q!JM,M
的 /’.酶核苷酸有 *个核苷酸碱基发生改变：,+,+(
,+,C位的 ’.>;!.>;’，,+@) 位 ;!>（:<2 K ,），最终
导致! K "#$%&’ LA@M)的 /’.与来自! K "#$%&’ Q!JM,M
的 /’.的氨基酸序列相比发生了 L个氨基酸替换，
即 LL@位 ’45!.6?，LLN位 18E!;"?，L*N位 -8"!/"&
（:<2 K )）。L 次重复得到的 ! K "#$%&’ LA@M) 来源的
/’.酶核苷酸序列序列完全一致，所以这种差异可
能是由于两株菌株本身的差异造成的，而不是 O;(
/>O过程产生的突变。

图 , ! K "#$%&’ Q!JM,M 和 ! K "#$%&’ LA@M)的 /’.6酶核苷酸序列比对
:<2K, .4<2D08DG &% DEF48&G<$8 68RE8DF86 &% /’.6 %"&0 ! K "#$%&’ Q!JM,M #D$ ! K "#$%&’ LA@M)

图 ) ! K "#$%&’ Q!JM,M 和 ! K "#$%&’ LA@M)的 /’.6酶氨基酸酸序列比对
:<2K) .4<2D08DG &% #0<D& #F<$6 68RE8DF86 &% /’.6 %"&0 ! K "#$%&’ Q!JM,M #D$ ! K "#$%&’ LA@M)

L+,张宇玲等：米曲霉（!()’#*+,,-( "#$%&’）果胶酸内切水解酶（/’.）在原核系统中重组表达



!"! #$%在 ! & "#$% 中的表达
在 !"#$诱导下，构建的重组菌 %&#’()*（ +）’

%,*-’#./01/ %2*3!（4&5）能够表达与 6 789’:*, 融合
的 ! ; "#$%&’ 5<=6( "$-重组蛋白，该重组蛋白是不
含信号肽的成熟蛋白。"$-重组蛋白的表达形式包
含有活性的可溶性蛋白和无活性的包涵体蛋白。所

收集的包涵体检测不到活性，包涵体经过复性处理，

仍未检测出活性（具体复性过程和方法略）。

为了提高重组活性 "$-蛋白的表达效果，对其
表达条件进行进一步研究。在菌体培养液培养到

()6>>0?约为 ><)时，加入 @>>"?A2BC !"#$进行诱导，
在不同温度下，D=>/B?80条件下连续表达 (EF（G8, ;
5），结果表明 D@ H条件下产酶活性最高。高温表达
可能加快蛋白合成速度，但可能只有少部分蛋白能

进行正确折叠，所以高温表达效果差。在 ()6>>0?约

为 ><)时，加入不同浓度的 !"#$进行诱导，重组菌
在 D@ H，D=>/B?80连续表达 (EF（G8, ; E），最适 !"#$
诱导浓度为 @>>"?A2BC。在 ()6>>0?约为 ><)时，加入

@>>"?A2BC !"#$进行诱导，重组菌在 D@ H，D=>/B?80
下连续表达时间为 6 I =(F（G8, ; @），最佳表达时间
为 (EF。重组表达 "$- 蛋白多数以包涵体形式存
在，可溶性重组表达 "$- 经 J8( + ’08:/82A:/8*31:*:1’
*,/A91部分纯化，可去除大多数杂蛋白。在优化的
诱导表达条件下，@>>"?A2BC !"#$，D@ H，D=>/B?80，
表达 (EF，由 @>?C菌体培养液中获得的菌体，可制
备获得 (@?C细胞裂解上清液，经检测每毫升上清液
作用 D>?80可释放还原糖量为 D<E??A2，即每毫升裂
解上清含酶活为 DE>.，相对于菌体培养液 @>?C体积
而言，每毫升菌体培养液重组蛋白酶活可达 =>.。

图 5 温度对 "$-表达的影响
G8,;5 &KK13: AK :1?%1/*:./1 A0 "$- 1L%/1998A0

M122 AK %&#’()*（ +）’%,-’#./01/ %2*3!（4&5）N*9 803.O*:1P *: 5=H

*: (>>/B?80 :A :F1 3122 P1098:Q N8:F ()6>> *OA.: ><)< #F1 1L%/1998A09

N1/1 80P.31P OQ *PP80, !"#$ :A @>>"?A2BC 3A0310:/*:8A0 *0P 3122 N*9

3A0:80.A.92Q 803.O*:1P *: P8KK1/10: :1?%1/*:./19 *: D=>/B?80 KA/ (EF;

图 E !"#$浓度对 "$-表达的影响
G8,;E &KK13: AK R*/8A.9 3A0310:/*:8A09

AK !"#$ A0 "$- 1L%/1998A0
M122 AK %&#’()*（ +）’%,-’#./01/ %2*3!（4&5）N*9 803.O*:1P *: 5=H

*: (>>/B?80 :A :F1 3122 P1098:Q N8:F ()6>> *OA.: ><)< #F1 1L%/1998A09

N1/1 80P.31P *: P8KK1/10: 3A0310:/*:8A09 AK !"#$ *0P 3122 N*9 3A0:80.A.92Q

803.O*:1P *: D@H*: D=>/B?80 KA/ (EF;

图 @ 表达时间对 "$-活性的影响
G8,;@ SFAN9 :F1 :8?1’3A./91 AK "$- 1L%/199*:8A0

M122 AK %&#’()*（ +）’%,-’#./01/ %2*3!（4&5）N*9 803.O*:1P *: 5=H
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’ 讨论
以上实验结果表明，! ; "#$%&’ 的 "$-酶在大肠

杆菌系统中表达是行之有效的。"$- 在 ! ; "#$%&’
5<=6(中是糖基化蛋白［)］，"$-在 * ; +",- 中的成功
表达表明 "$-的糖基化对该蛋白酶的水解果胶酸
的活性是非必需的。重组蛋白 "$-在 * ; +",- 中表
达的酶活可达 =>.B?C，比 "$- 在 ! ; "#$%&’（><)
.B?C）中自然表达水平高要 )=<@ 倍，也比其他 "$9
（%A2Q,*2*3:./A0*919）在自然条件下的表达优越，! ;
.-/’# 通过液体发酵产生的酶，以果胶作为唯一碳源
并在培养基中不断补充不同浓度的葡萄糖，果胶酶

活力仅能达到 ><D(>.B?C［D5］。
此外，本文报道的 ! ; "#$%&’ "$-在原核重组表

达体系中的表达效果比以往报道的其它 "$酶的异

E>D 01-.’2’ 3"4#.&, "5 6-"7’+1.","/$ 生物工程学报 (>>=，TA2<(5，JA<D



源表达效果更好，是病原真菌 !"#$#%& ’%$’%$#%& 来
源的 !"#在 ( $ )*+, 中表达酶活的 %&倍左右，后者
表 达 酶 活 力 仅 达 ’()*+,-［.)］。虽 然 !"#$#%&
’%$’%$#%& 来源的 !"#在 ( $ )*+, 中表达也采取 %&/
低温表达，但可能 0!1"浓度和表达的时间未能进一
步优化，影响了表达的效果。另外 - $ *$./0# ’(23%
的 !"#与文献相比发生了 ’个氨基酸替换，也可能
是 - $ *$./0# ’(23%的 !"#在 ( $ )*+, 中表达效果较
好的原因，在以后的研究中我们将进一步确认 - $
*$./0# ’(23%的 !"#的三处氨基酸改变对酶活和表
达的 影 响。 456789 #" 0+ 报 道 将 酿 酒 酵 母
!0))10$*&.)#2 )#$#3,2,0#（!":.）的 ’4 基因在 5,)1,0
’02"*$,2 中表达，但表达的 !" 酶活力也仅有
3*+,-［.;］，约为 - $ *$./0# !"#在 ( $ )*+, 中表达酶活
的 .+.%。- $ *$./0# !"#和 !"#$#%& ’%$’%$#%& 的 !"#
在 ( $ )*+, 中都能正常表达，说明糖基化修饰对 - $
*$./0# !"#和 !"#$#%& ’%$’%$#%& 的 !"#的催化功能
没有直接的影响，!0))10$*&.)#2 )#$#3,2,0#（!":.）的
!"酶的糖基化位点突变后，其酶活也未受到影
响［.;］，因此原核表达对其它待于研究的真菌 !"<可
能是一种很好的选择。

在饮料生产和酒类产品的澄清工艺中，需用果

胶酶清除果胶，- $ *$./0# !"#的最佳 =>为 ;(&，适
用于酸性饮料的澄清［?，@］。目前，- $ *$./0# !"#的工
业生产仍然使用真菌发酵工艺，酶的产量有待提高，

并且存在分离纯化困难等问题。- $ *$./0# !"#在原
核系统中的成功表达为 - $ *$./0# !"#的细菌发酵
生产工艺提供了理论和技术基础。
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