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摘 要 来自米曲霉（@&A%*1#,,)& (*2B+%）和黑曲霉（@&A%*1#,,)& $#1%*）的果胶酸酯裂解酶（.-4/5: )<9B-）一直被用于传统发酵食品的

生产，但自然条件下 @ * (*2B+% 和 @ * $#1%* 的果胶酸酯裂解酶产量较低。通过 3@RIH3 的方法，获得不含信号肽的 @ * (*2B+% I-)
= 4O+?，将 I-)= 4O+? 连入 .L@R!P9（ Q ）载体，构建 .L@R!P9（ Q ）R A%,= 质粒。.L@R!P9（ Q ）R A%,= 转化 @;2:-2（OL"）.)94!细胞，

得到转化子 .L@R!P9（ Q ）R A%,=R@;2:-2（OL"）.)94!，表达与 > 个组氨酸融合的 I-)=。进一步对 I-)= 在 C * 0(,# 系统中表达的条

件进行了研究，在 "%^，!!$ 2_05: 条件下，培养 .L@R!P9（ Q ）R A%,=R@;2:-2（OL"）.)94!细胞，当 DE>$$至 $‘P 左右时，用 #$$"0()_\

5B(.2(.<)#ROR/A5(E9)94/(E9)94/(.R<29:(B57-（aI@[）进行诱导表达，在 =#^和 =%$2_05: 条件下，继续培养 >$A 后，表达效果最好，产酶

可达到 ]$$;_0\，是 @ * (*2B+% 自然条件下产酶量的 ]$$$ 倍，也高于已报道的真菌果胶酸酯裂解酶在真菌体系中重组表达的效

果。
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果胶是一类富含半乳糖醛酸的多糖，其主链的

半乳糖醛酸残基之间以!!"!#，$!糖苷键相连，主要

存在于高等植物初生细胞壁和中胶层。果胶多糖有

三 种 不 同 结 构 域：均 一 型 聚 半 乳 糖 醛 酸

（%&’&()*)+,-.&/)/，01）、聚 鼠 李 糖 半 乳 糖 醛 酸

（.%)’/&()*)+,-.&/)/!2，31!）和替代聚半乳糖醛酸

（4-54,6,-,7" ()*)+,-.&/)/4，31"），该三种结构域多糖

已经分别从细胞壁中被分离纯化和加以研究［#，8］。

01 是线形的#!"!#，$!糖苷键相连的多聚半乳糖醛

酸，其部分半乳糖醛酸残基的羧基被甲酯化。果胶

的降解需要各种果胶酶的作用，如果胶酸酯裂解酶

（97+,6/ *:)47）、果胶酸裂解酶（97+,),7 *:)47）、果胶酸

水解 酶（ 9&*:()*)+,-.&/)47）、果 胶 酸 甲 酯 酶（ 97+,6/
’7,%:*74,7.)47）、聚 鼠 李 糖 半 乳 糖 醛 酸 水 解 酶

（.%)’/&()*)+,-.&/)47）。在上述果胶酶中，只有果胶

酸酯裂解酶能够降解高度甲酯化的果胶，因此在果

胶降解过程中，果胶酸酯裂解酶起着重要的作用。

果胶酸酯裂解酶以$!消旋机制裂解果胶，其产物的

非还原端残基的 ;$!;< 之间会形成不饱和双键［=，$］。

来 自 ! > "#$%&［<］， ! > ’&()*%［=，?］， +%"#,#--#./
#0*-#,./［$］， 1’--%0’0&#,2./ $-’%’34’&#’#5%3［@］ 和

6-’/%&%--* ,#"$.-*0*［A］的许多真菌果胶酸酯裂解酶基

因已 经 被 克 隆 和 研 究，! > "#$%& 和 6 > 6-’/%&%--*
,#"$.-*0* 基因组中存在果胶酸酯裂解酶基因家族。

果胶酶在饮料、酒类［B］、食品、制药、饲料［#C］、造纸和

纺织品［##］等行业中有广泛的应用。>
一些果胶酸酯裂解酶的生产和性质已经在许多

文献和综述有所报道［#8，#=］。 ! > ’&()*% 和 ! > "#$%&
是工业化生产果胶酸酯裂解酶的常用菌种。在中国

和日 本 的 传 统 发 酵 食 品 酱 和 酱 油 的 生 产 中，! >
’&()*% 是常用的菌种。

在自然条件下，真菌需要在果胶酸或果胶酸酯

等底物的诱导下，才能产生果胶酸酯裂解酶和其他

果胶酶；在其他碳源如葡萄糖或蔗糖存在的条件下，

果胶酶的表达会受到抑制［#$］。固体发酵和基因重

组技术是解决葡萄糖或蔗糖等碳源抑制真菌果胶酶

自然表达的有效方法。! > ’&()*%［=，B］，! > "#$%&［#=］的

一些果胶酸酯裂解酶已经通过基因重组技术，替换

启 动 子，实 现 同 源 重 组 表 达；来 自 6-’/%&%--*
,#"$.-*0*［B］和 ! > "#5.-*"3［#<］的果胶酸酯裂解酶，已

经实现了在酵母体内的异源重组表达。然而，真菌

果胶酸酯裂解酶在真菌中重组表达的效果比较差，

产酶量约 $C-D’E ’7"6-’ 左右［=，@，B，#=，#<］。相对于真

菌表达系统而言，大肠杆菌表达系统是常用的、更为

方便的表达系统，能够获得较多的重组蛋白，我们已

经在原核系统中，成功的表达了来自 ! > "#5.-*"3 的

果胶酸裂解酶 F（97+,),7 *:)47 F）和来自 ! > ’&()*% 的

果胶酸内切水解酶 F（7/"&!9&*:()*)+,-.&/)47 F），本研

究成功实现了 ! > ’&()*% 的果胶酸酯裂解酶 #（97+,6/
*:)47 #，G7*#）在 7 > ,’-# H-./7.（IJ=）9*)+!细胞中

的过表达，酶活可达 $CC-D’E ’7"6-’，具体报道如

下。

! 材料与方法

!"! 菌株与质粒

! > ’&()*% =K@?8（野生型）来自中国普通微生物

菌种 保 藏 管 理 中 心（;%6/) 17/7.)* L6+.&56&*&(6+)*
;-*,-.7 ;&**7+,6&/ ;7/,7.，;1L;;），用 <C’E 含 #M甲

酯化果胶酸（GB<?#，N6(’)）的基本培养基，#<C.D’6/，

=CO避光条件下培养 A"［@］。大肠杆菌 I0<#作为基

因克 隆 的 宿 主 菌。 7 > ,’-# H-./7. 9*)+!（IJ=）

（P&Q)(7/），用作 4%-# 基因表达的宿主菌。9LI #A!H
R7+,&.（ H)S)3)）作 为 克 隆 载 体，9JH!8A)（ T ）

（P&Q)(7/）用作表达载体。

!"# !"#! 基因的克隆与表达

参照 E&(7’)// 等的方法从 ! > ’&()*% 的菌丝体

中提取总 3PF［#?］，然后用 &*6(&（"H）#8 U #A 9.6’7.，
通过逆转录得 +IPF。根据 P;V2 核酸数据库中 ! >
’&()*% G7*# 基 因 全 长 +IPF 序 列（P;V2 )++7446&/
/-’57.：FVC8B=88）设 计 特 异 引 物，正 义 链 为 <W!
;FHFH111;1HHH;H11HH;!=W（为 +%-# +IPF 正义链

的 ?# U @@ 碱基序列，<W端加上 85%!切点），反义链

为 <W!11FH;;HHF1F1;HH1;!=W（为 +%-# +IPF 正义

链的 ##=@ U ##$? 碱基序列的反向互补链，<W端加上

9*/0!切点）。使用高保真的 GX-Y*,.)HL IPF 聚合

酶（N,.),)(7/7）和上述特异引物通过扩增得到不含

信号肽的 +%-# +IPF；然后将 G7*# +IPF 序列连接到

9LI #A!H R7+,&.（H)S)3)），构建 9LI #A!H!4%-# 质粒

转化 I0<#，得到 9LI #A!H!4%-#!I0<#阳性转化子；

用限制性内切酶 85%!和 9*/0!将不含信号肽的

+%-# +IPF 片 段 从 9LI #A!H!4%-# 上 切 下，连 接 到

9JH!8A)（ T ）（P&Q)(7/）表达载体上，转 化 7 > ,’-#
H-./7. 9*)+!（IJ=）细 胞（P&Q)(7/），得 到 9JH!8A)

（ T ）!4%-#!H-./7. 9*)+!（IJ=）阳性转化子。

9JH!8A)（ T ）!4%-#!H-./7. 9*)+!（IJ=）转化子在

EV 中培养，EV 中分别加入葡萄糖、卡那霉素和氯霉

素，分 别 至 终 浓 度 为 #M（ : D;）、<C %(D’E 和 =$

%(D’E。在 =@O，88C.D’6/ 条件下培养，当 <=?CC达到

$@A 12#"%3% >’.&"*- ’? 9#’0%,2"’-’$( 生物工程学报 8CC@，R&*K8=，P&K<



!"# 左右时，加入 !"$%%&’()，在 *+!,(%-.，*$/条件

下表达 0!1。诱导表达结束后，在 $!!!!，2/条件下

离心 *!%-.，收 集 菌 体，用 $%) *!%%&’() 3,-4567’，
86+"! 溶 液 洗 涤 菌 体 重 复 一 次，然 后 将 菌 体 在

9 #!/条 件 下 冻 存 01 以 上，然 后 用 :$%) 含 *!!

!;(%) ’<4&=<%> 和 *%%&’() ?@AB 的 *!%%&’() 3,-45
67’（86+"$）溶液重新悬浮细胞，在 !/条件下，超

声破 碎 细 胞，离 心 得 上 清，上 清 进 一 步 用 C-: D 5
.-E,-’&E,-FG>EFE>5F;,&4> 柱进行亲和层析，包涵体用含

*HE,-E&. 的 3,-4(67’，86 +"! 清洗。

!"# $%$&聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

为了检测重组菌表达的 ?>’* 重组蛋白产物，采

用 AIA5?JKL 凝胶电泳检测，浓缩胶浓度为 M"$H，

分离胶浓度为 **"!H，用考马斯亮蓝 N5:$! 染色。

!"’ 蛋白浓度的测定

参照 O,FPQ&,P 的方法采用考马斯亮蓝 K5:$! 法进

行可溶性蛋白含量测定［*+］。以牛血清白蛋白（OAJ）

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：$!%) 菌液表达结束

后，收 集 细 胞，用 :$%) 含 *!!!;(%) 溶 菌 酶 和

*%%&’() ?@AB 的 *!%%&’() 3,-4567’（86+"$）溶液重

新悬浮细胞，!/条件下超声破碎细胞，*2 !!!,(%-.
条件下离心 :!%-.，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：!"$%) 反应液，

内含 $!%%&’() 4&P-R% FG>EFE>（86 $"!），!"*H 果胶

酸酯和适量的 ?>’*，在 2!/反应 *!%-.［+］。反应结束

后，加 *%) !"!:%&’ 67’ 终止反应，然后在 :M$.% 检

测光吸收值的变化。一个酶活单位定义为每 %-. 释

放 的 *!%&’ 不 饱 和 半 乳 糖 醛 酸（ R.4FER,FE>P
;F’FGER,&.-G FG-P）的酶量。在 :M$.%，不饱和半乳糖

醛酸光吸收系数为 $:!!@9 * G%9 *［*#］。

!", 组织离析实验

用 *H次氯酸钠对土豆块茎进行消毒，再用无

菌的生理盐水清洗 :!; 土豆，在室温条件下晾干。

将土豆块茎切成 :%% S :%% S :%% 小块。:; 土豆块

茎小块用 *%) 反应溶液（$!%%&’() CFJ7(6JG，:R
?>’*，86 $"!）2!/下处理 !"$1。

- 结果

-"! )*+! .%/0 的克隆和序列分析

我们成功地从 " T #$%&’( M"+0: 克隆了不含信号

肽的 " T #$%&’( ?>’* 基因。 " T #$%&’( M"+0: 在添加

*H 8>GE-.（U!H %>E1<’5>4E>,-Q->P 8>GE-.）的 7=F8>V5I&V
%>P-R% 中，在 *$!,(%-.，M!/，条件下培养 #P，培养基

上清中酶活可达到 !"*R(%)。经过 N35?7N，得到了

含 *!#0W8 但不含信号肽的 " T #$%&’( ?>’* GICJ ，编

码 M0* 氨基酸的多肽链。通过序列比对分析，发现

在 " T #$%&’( XOC0*0 ?>’* GICJ 和 " T #$%&’( ?>’*
ICJ 之 间，有 三 处 核 苷 酸 差 异。 从 " T #$%&’(
XOC0*0 ?>’* GICJ 到 " T #$%&’( ?>’* GICJ，分别是

C&T #+0 7!3、C&T U:* 7! 3 和 C&T **:* 3! 7（图

*）。#+0 7! 3 和 U:* 7! 3 二处的核苷酸差异对

?>’* 蛋白的氨基酸序列未有影响，但突变 **:* 3!
7 导致了 ?>’* 蛋白 C&T M+2 氨基酸 Y 变为 氨基酸 J

（图 :）。三次重复实验的结果一致，说明 " T #$%&’(
M"+0: ?>’* GICJ 和 " T #$%&’( XOC0*0 )(** GICJ 之

间的差异可能是由于菌株之间的差异导致的，而不

是 N35?7N 过程产生的突变。

图 * " T #$%&’( XOC0*0 和 " T #$%&’( M"+0:
的 ?>’* 酶核苷酸序列比对

B-;T * J’-;.%>.E &Q ?>’* GICJ Q,&% " T #$%&’( XOC0*0
（R88>, ’-.>）F.P ?>’* GICJ Q,&%

" T #$%&’( M"+0:（’&Z>, ’-.>）

图 : " T #$%&’( XOC0*0 和 " T #$%&’( M"+0: 的 ?>’*
酶氨基酸序列比对

B-;T : J’-;.%>.E &Q ?>’* 8,&E>-. Q,&% " T #$%&’( XOC0*0
（R88>, ’-.>）F.P ?>’* 8,&E>-. Q,&% " T #$%&’( M"+0:（’&Z>, ’-.>）

-"- )*+! 在 ! 1 "#$% 中的表达

本研究首次实现了 " T #$%&’( +(** 基因在原核

系统中的表达，也是丝状真菌 8>GE-. ’<F4> 基因首次

在原核系统中表达。在 [?3K 诱导下，构建的重组菌

8L35:#F（ D ）5+(**53R,.>, 8’FG"（ILM）能够表达与 0
6-45EF; 融合的 " T #$%&’( M"+0: ?>’* 重组蛋白，该重

$+#赵庆新等：米曲霉果胶酸酯裂解酶（8>GE-. ’<F4> *）在原核系统中重组表达



组蛋白是不含信号肽的成熟蛋白。在 !""#$%& ’()*
诱导下，+,-和 .//0%"12 条件下，表达 3 4，表达的

(5$! 酶活很低，大部分是包涵体形式。为了提高

(5$! 重组蛋白的表达效果，进一步对表达条件进行

了优 化，在 !,/0%"12 和 !6 -（ 图 +7），/8/6 9
/8!""#$%& ’()*（图 +:）诱导下，经过 3/4（图 +;）表

达后，表达效果较好，酶活可 <//=%"& "5>1="。

(5$! 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）。

(5$! 重组蛋白的 ?@A50"12=B 被加上 3@C1B A7D，重

组表达的 (5$! 蛋白可以用 ?1. E @?)F@7D70#B5 ;#$="2
进行纯化，重组表达的 (5$! 约是 +GHI（图略）。

图 + 温度、’()* 浓度和时间对 (5$! 表达的影响

J1DK + LMA1"1N7A1#2 #O A45 5PM05BB1#2 #O ! K "#$%&’ (5$! 12 ( K )"*+
Q5$$B #O MR)@.S7（ E ）@,’*!@)=0250 M$7;!（IR+）T505 12;=:7A5> 7A +,- 7A .//0%"12 A# A45 ;5$$ >52B1AU T1A4 -.3// 7:#=A /8S，A452 M$7;5> =2>50 >1OO5052A
;#2>1A1#2B O#0 5PM05BB1#2 #O (5$!：（7）7A >1OO5052A A5"M507A=05B（!6 9 +,-），5PM05BB1#2B T505 M50O#0"5> =2>50 A45 12>=;A1#2 #O /86""#$%& ’()* 7A !,/0%"12
O#0 3/ 4；（:）5PM05BB1#2B T505 12>=;5> :U >1OO5052A ;#2;52A07A1#2B #O ’()*（/8/! 9 !8/""#$%&）7A !6 - 72> !,/0%"12 O#0 3/4；（;）5PM05BB1#2B T505
M50O#0"5> 7A !6- 7A !,/0%"12 =2>50 A45 12>=;A1#2 #O /86""#$%& ’()* O#0 >1OO5052A $52DA4B #O A1"5K

!"# 组织离析

组织 离 析 实 验 表 明，重 组 表 达 的 !/,’#0+**1/
"#$%&’ (5$! 能够有效地离析土豆组织块，从组织块

中释放出单细胞（图 <F），未经 !/,’#0+**1/ "#$%&’ (5$!
处理的组织块细胞仍然紧密地连接在一起（图 <V）。

图 < 重组表达的 !/,’#0+11/ "#$%&’ (5$! 离析土豆组织块的实验

J1DK < FBB7U O#0 M#A7A# A1BB=5 "7;507A1#2 ;7=B5> :U 05;#":1272A !/,’#0+11/ "#$%&’ (5$!
.D #O M#A7A# A=:50B（7:#=A ."" W ."" W .""）T505 A057A5> T1A4 .= (5$! 12 !"& 057;A1#2 B#$=A1#2 ;#2A71212D 6/""#$%& ?7F;@CF;，MC6，7A </- O#0
/86 4K Q#2A0#$B T505 A057A5> T1A4 A45 B7"5 057;A1#2 B#$=A1#2 7B 7:#X5 5P;5MA O#0 A45 $7;H #O 52NU"5BK F：A5BA #O M#A7A# A=:50B；V：;#2A0#$ #O M#A7A# A=:50BK
F00#T 12 F T1A4 B47OA B4#TB B12D$5 ;5$$B "7;507A5> O0#" A1BB=5 :U (5$F；F00#T 12 V 12>1;7A5B A1BB=5 ;5$$B Y#125> ;$#B5$U；V70 Z .6/""K

# 讨论

! K "#$%&’ (5$! 在 ( K )"*+ 中的表达效果可达

<//=%"& "5>1="，表明 ! K "#$%&’ (5$! 在 ( K )"*+ 中的

表达是成功的。前人报道 ! K "#$%&’ (5$! 是一种糖

基化蛋白［,］，(5$! 在 ( K )"*+ 中成功表达说明 (5$! 糖

基化对其酶活而言，不是必需的。! K "#$%&’ (5$! 在

( K )"*+ 中 的 表 达 效 果 与 ! K "#$%&’ （ /8!=%"&

3,S 23+4’/’ 5"1#4&* "6 7+"8’)34"*"0$ 生物工程学报 .//,，[#$8.+，?#86



!"#$%!，&’ ()’*&）自然表达的效果相比，高达 +,,,
倍。

前人 曾 经 通 过 生 物 重 组 技 术，用 ! - "#$%&’
()*. 基因的启动子调控 +’,. 和 +’,/ 的表达，实现

! - "#$%&’ 0123.3 +’,. 和 +’,/ 基因在 ! - "#$%&’ 中

的原位重组表达，表达水平约 4, 5 3,%6!7［4，8］，! -
"#$%&’ 9":. 在 ) - -",. 中的表达效果是其 3 5 .. 倍。

! - /.0’# 2+,, 9";<$& :=>(" ? @"&"［./］，在 ! - /.0’#
A=B%C><" D$&>(" 启动子调控下重组表达的酶活约是

4,%6!7 !"#$%!［.E］，也低于 ! - "#$%&’ 9":. 在 ) - -",.
中 的 表 达 效 果。 1,"2’#’,,& -./03,&4［E］ 和 ! -
/.53,&/6［.F］9";<$& :=>(" 基因在 7.-8.& +&64"#.6 实现了

异源重组表达，但文献未对表达效果作详细报道。

! - "#$%&’ 9":. 在 ) - -",. 中的成功表达，使得

用 ) - -",. 工业化发酵生产 ! - "#$%&’ 9":. 成为可

能。本实验构建的工程菌 AGHI/J>（ K ）I+’,.IH%B&"B
A:>;!（LG4）最佳表达条件为 ,M,F!!’:67 N9HO、.FP
和 3, )，对工业发酵来说还不是比较适宜，但我们将

对表达载体构建的有关元件作出改进，得到改良的

表达工程菌，使得之适合工业化发酵。我们的实验

结果表明 3Q$(I<>@ 不影响酶活，而且有利于目的蛋

白的纯化。一般情况下当细胞中目的蛋白表达量较

低时，使用镍柱纯化，难以得到单一条带；但当目的

蛋白表达效果改进后，表达量较大时，3Q$(I<>@ 将更

有利于目的蛋白的分离和纯化。

通过对纯化的重组表达的 ! - "#$%&’ 9":. 的酶

活初步研究，发现在 AQFM, 5 FMF 和 +, 5 F,P左右活

性较高，和前人通过真菌同源重组表达的 ! - "#$%&’
9":. 类似［8］。植物组织离析实验表明，重组的 ! -
"#$%&’ 9":. 酶也能够有效的解离土豆块茎等植物组

织细胞（R$@ - +），重组表达的 ! - "#$%&’ 9":. 在酸性

饮料和啤酒的澄清、有关食品行业加工和植物来源

的有效药物成分的提取等方面可能会有较好应用前

景。
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