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摘 要 从蜂房哈夫尼菌（;+-$#+ +,<%#）中克隆获得一个植酸酶编码基因 +==7，该基因全长 &""L/9，编码 [[[ 个氨基酸，其中前

"" 个氨基酸为信号肽，成熟蛋白的理论分子量为 [LQ!>F。将基因 +==7 克隆到大肠杆菌 > * 0(,# 表达载体 9O;E!!/（ J ），并在大

肠杆菌中表达，表达产物具有植酸酶活性。对表达的酶蛋白进行纯化，并初步研究了该酶的酶学性质，结果表明：酶的作用最

适 9D 值为 [QL；在 9D !Q$ \ &$Q$ 范围内，酶活性保留 I$]以上；酶的作用最适温度为 #$^；酶的比活性为 "L#Q%S_.A，酶动力

学分析表明其 ?. 为 $Q[K..()_W，@.6N为 !"IS_.A；该酶对胰蛋白酶和胃蛋白酶有一定的抗性。该研究为哈夫尼菌属来源植酸

酶的首次报道。
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植酸（肌醇六磷酸）是植物中磷的主要储存形

式，由于单胃动物缺乏相应的酶而不能水解利用植

酸，造成了磷源的浪费，且不能被利用的植酸磷直接

排出体外，造成了磷污染。此外植酸还是一种抗营

养因子，它能与多种矿质元素及蛋白质螯合，使这些

营养元素不能被有效利用，导致了植物性饲料营养

价值的降低。植酸酶是一种可以将植酸磷降解为肌

醇和磷酸的酶，应用在单胃动物饲料中可使植酸磷

的利用率提高 #$]，粪便中磷排出量减少 [$]，并

可减少植酸磷的抗营养作用，因此已被广泛应用于



动物饲料中［!］。

植酸酶已经成为饲料添加剂和酶制剂研究的热

点，在它的分子生物学和基因工程研究方面都取得

了大量进展［" # $］。目前研究主要集中在性质不同的

植酸酶基因的获得；通过酶工程或基因工程进行酶

学性质改良；通过重组微生物反应器高效表达酶蛋

白这三方面。性质不同酶基因的获得是高效表达的

基础，同时也可为研究植酸酶的结构与功能提供材

料。

本文首次从蜂房哈夫尼菌（! % "#$%&）克隆到植

酸酶基因 "’’(，在原核表达系统中进行表达并对表

达产物的酶学性质进行了初步研究。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒

蜂房哈夫尼菌（! % "#$%&）由本实验室保存；大肠

杆菌（)*+,%-&+,&" +.#&）&’!() 和 *+"!（*,-）及大肠杆

菌表达载体 .,/0""1（ 2 ）均由本实验室保存。

!"# 主要试剂

植酸钠（肌醇六磷酸十二钠）、34/5、60789 购自

:;7<8 公 司；限 制 性 内 切 酶、连 接 酶、/8= 酶 购 自

/8>8?8 公司；蛋白质分子量标准为上海生化研究所

产品；层 析 介 质 购 自 @<ABCD8< 4D8B<8E;8 公 司；

.5,’0/ ,8CF 载体购自 4BG<A78 公司；引物由上海生

工合成；其他试剂为国产分析纯。

!"$ 方法

!"$"! 植酸酶基因的克隆：根据植酸酶蛋白的内部

保守序列 ?H56?64 和 HI/J 设计简并引物 K3 和 ?3
（见表 !）。提取 ! % "#$%& 的总 IJ@［L］，用 K3 和 ?3 引

物扩增植酸酶基因片段，4M? 程序如下：)$ N预变

性 L<;O，)$N -(C，$PN -(C，Q"N !<;O，-( 个循环，

最后 Q" N延伸 !(<;O。所得片段纯化后与 .5,’0/
载体连接，电击转化，挑选白斑培养，提取质粒酶切

鉴定重组子，阳性克隆测序获得植酸酶基因序列片

段。所得序列与 5AO*8OR 中数据库比较，根据与该

基因 同 源 性 最 高 的 变 形 肥 杆 菌（ /0%*120"+3%-&12
’-.3%1*）的植酸酶基因 ’,4(［S］设计简并引物 T4:0K
和 T40?（分别位于基因的两端），再根据前述扩增出

的基因片段设计 U:4 和 H:4 引物，由 T4:0K 和 U:4
扩增出基因的上游序列，由 T40? 和 H:4 扩增出下

游序列。4M? 扩增程序为 )$ N预变性 L <;O，)$N
-(C，$LN -(C，Q"N !<;O，-( 个循环，最后 Q"N延伸

!(<;O。

表 ! 实验中所用引物

%&’() ! *+,-)+. /.)0 ,1 )23)+,-)14
4B;<A O8<A 4B;<A CA=VAOEA

K3 LW05/>:/>@XX>/5@5YM5MM@0-W
?3 LW0/X>5M’@>?//?5/@/M@/50-W

T4:0K LW0@/5@M@@///MXM/?//Y@MZM@0-W
T40? LW0//@//55M@M/MJ@MY@5Y/M?//0-W
U:4 LW05///5M5/M@////55/@55M50-W
H:4 LW0M@@@MM@/M5/M@5M5M@@/M@@0-W
.J[A3 LW0MMM@/@/5@M@@///M/M/5///@M@M@M@5/MM@@M0-W
H8H LW0@/@@5M////@//55M@M/MM@MM@5//M5////5///M5MM 0-W

!"$"# 基因序列分析：采用 :;7O894（D\\.：]]^^^% E1C %
[\V % [R]CAB_;EAC]:;7O894）进 行 信 号 肽 预 测；应 用

IJ@:\8B软件进行分子量计算及等电点预测；蛋白

的序列比对采用 M+‘:/@+6 软件进行。

!"$"$ 大肠杆菌表达载体的构建及植酸酶基因的

诱导表达：设计引物 .J[A3 和 H8H，扩增出全长基因

片段，利用 56%!和 !&7["双酶切后，将基因克隆

到表 达 载 体 .,/0""1（ 2 ）上，筛 选 出 阳 性 克 隆 子

.,/0""1（ 2 ）0"’’(。挑选含重组质粒 .,/0""1（ 2 ）0
"’’( 的大肠杆菌单菌落接种至含氨苄青霉素（终浓

度为 !((#7]<+）的 +* 培养基中，-QN 振荡培养过

夜，次日按 !a接种量转接，-QN培养至 /8S((约 (bS
c (bP，用 !<<G9]+ 的 34/5 诱导表达 -D，收集上清并

进行酶活测定。

!"$"5 重组植酸酶的纯化：诱导培养上清液经 S(a
c P(a的硫酸铵沉淀，收集沉淀物用醋酸钠0醋酸缓

冲液溶解，透析后利用 .HPb( 的 H;/B8. U 6+ 柱子纯

化，平衡缓冲液为 "(<<G9]+ 的 /B;C0HM9（.HPb(），洗

脱 液 为 含 (bS<G9]+ J8M9 的 "(<<G9]+ /B;C0HM9
（.HPb(），上样量 (bL <+，( c !((a洗脱 !(MZ，流速

"<+]<;O，分部收集洗脱峰，得到电泳纯的目标蛋白。

!"$"6 重组植酸酶的酶学性质研究：

（!）最适 .H 及 .H 稳定性：纯化后的酶在不同

的 .H（"b( c PbL）条件下进行酶促反应测定其最适

.H值，所用缓冲液为 .H"b( c -bL 的 (b!<G9]+ 甘氨

酸0盐酸缓冲液；.H$b( c LbL 的 (b!<G9]+ 醋酸钠0醋
酸缓 冲 液；.HSb( c SbL 的 (b!<G9]+ /B;C0醋 酸 缓 冲

液；.HQb( c PbL 的 (b!<G9]+ /B;C0盐酸缓冲液，-QN测

定酶活性。将酶液在不同 .H 缓冲液中于 -QN处理

!D，在 -QN，.H$bL 的醋酸钠0醋酸缓冲液中测定酶

活性研究酶的 .H 稳定性。每一 .H 值下的测定重

复 - 次，取平均值。

（"）最适温度及热稳定性：在 .H$bL 的 (b!<G9]+
醋酸钠0醋酸缓冲液及不同温度（-(N c Q(N）条件

下测定酶活性以确定最适温度。热稳定性测定为在

P!(! 9,&7%*% :.1-7"# .; <&.3%+,7.#.=4 生物工程学报 "((Q，ZG9b"-，JGbS



不同温度（!"#、$"#、%"#）条件下将酶液分别处理

!，&"，&!，’"，(")*+，再进行酶活性测定。每一温度

下的测定重复 ( 次，取平均值。

（(）不同金属离子及相关化学试剂对酶活性的

影响：酶促反应体系中加入终浓度为 &)),-./ 的不

同的金属离子及化学试剂，在 (%#、0123! 条件下测

定酶活性，重复测定 ( 次取平均值，研究其对酶活

性的影响。

（2）植酸酶 !) 值和 ")45的测定：参见文献［%］。

（!）植酸酶抗胃蛋白酶和胰蛋白酶的能力：酶液

分别与胃蛋白酶和胰蛋白（蛋白酶.植酸酶 6 "3&，# .
#）混合，(%#处理 $" )*+，分别于 !，&"，’"，("，$")*+
取样测定酶活性，重复测定 ( 次取平均值。

!"#"$ 植酸酶活性的测定：测定方法见参考文献

［7］。酶活性单位定义为：在一定条件下，每分钟释

放出 &!),- 无机磷所需的酶量为一个酶活性单位

（8）。

% 结果与分析

%"! 植酸酶基因的克隆及分析

提取 $ 9 %&’() 的总 :;<，用 => 和 ?> 引物进行

扩增，得到长度为 7@&A0 的基因内部片段，通过与

BC+D4+E 数据库中序列比对，发现它与 * 9 +,-.(/0 的

植酸酶基因 +123 核苷酸序列相似性达到 @2F，氨

基酸序列相似性达到 @!F。根据 +123 基因序列设

计引物 GHIJ= 和 GHJ?（见表 &），根据得到的 7@& A0
片段序列设计 KIH、1IH 引物，利用 GHIJ= 和 KIH 扩

增出上游序列，用 GHJ? 和 1IH 扩增出下游序列。

克隆得到的植酸酶基因 %++3 全长 &((! A0，编码 222
个 氨 基 酸，用 I*L+4-H（ MNN0：..OOO9 PAQ 9 RNS 9 RE.
QCTU*PCQ.I*L+4-H）进行分析表明前 (( 个氨基酸为信号

肽。该 基 因 所 编 码 成 熟 蛋 白 的 理 论 分 子 量 为

2!3’E:，预测等电点为 %3"。成熟蛋白有两个潜在

的糖基化位点（;JVJI.W）。 %++3 基因与 * 9 +,-.(/0
的植酸酶基因 +123 核苷酸序列［$］相似性为 @23!F，

氨基酸序列相似性为 @!3@F，二者具有 &% 个氨基酸

的差异（图 &）。

%"% !""# 基因在 $ & %&’( 中表达与重组蛋白的纯

化

%++3 基因插入到表达载体 0XWJ’’A（ Y ）上得到

重组载体 0XWJ’’A（ Y ）J%++3，转化大肠杆菌后得到

重组子，诱导重组子，诱导后的菌液经 I:IJH<BX 分

析，检测到一条分子量约为 2! E: 的特异性条带

（图 ’），与此酶的理论分子量相当。上清液中测定

图 & 蜂房哈夫尼菌来源植酸酶与变形肥杆菌

来源植酸酶氨基酸序列比对

=*L9 & <)*+, 4P*R QCZSC+PC 4-*L+)C+N ,[ <HH< [T,)
$ 9 %&’() 4+R H1\< [T,) * 9 +,-.(/0

WMC RCRSPCR Q*L+4- 0C0N*RC QCZSC+PCQ OCTC A,5CR9 WMC P,+QCTUCR ),N*[
TC-4N*+L O*NM NMC P4N4-]N*P PC+NCT OCTC S+RCT-*+CR，OM*PM OCTC NMC A4Q*Q ,[
0T*)CT RCQ*L+9 WMC R*[[CTC+N 4)*+, 4P*R TCQ*RSCQ ACNOCC+ NMC NO, C+^])CQ
QM,OCR *+ LT4] A4PELT,S+R9 WMC +S)ACT *+R*P4NCR NMC 4)*+, 4P*RQ ,[
)4NSTC 0T,NC*+9

酶活为 @3$!8.)/，表明基因在大肠杆菌中得到表

达，且表达酶蛋白具有生物学活性。

图 ’ %++3 基因在 4 9 5-&) 中表达（<）

及重组酶蛋白的纯化（D）

=*L9 ’ I:IJH<BX 4+4-]Q*Q ,[ C50TCQQ*,+ 4+R
0ST*[*CR Q4)0-C ,[ TJ<HH<

<9 &：QS0CT+4N4+N ,[ 4 9 5-&) D/’& O*NM TCP,)A*+4+N 0-4Q)*R 0XWJ’’A
（ Y ）J%++3；’：QS0CT+4N4+N ,[ 4 9 5-&) D/’&O*NM 0-4Q)*R 0XWJ’’A（ Y ）；

(：QS0CT+4N4+N ,[ 4 9 5-&) D/’&O*NM TCP,)A*+4+N 0-4Q)*R 0XWJ’’A（ Y ）J
400< O*NM,SN >HWB9 D9 &：0ST*[*CR TJ<HH<9

诱导培养的上清通过硫酸铵沉淀并透析后，利

用 1*WT40 K V/ 阴离子层析柱（0173"）纯化，最终得

到电泳纯的目的蛋白（图 ’）。酶的比活性由粗酶液

的 ’2&3(8.)L 提高到 (!$3%8.)L，纯化倍数为 &327
倍，纯化过程及结果见表 ’。

@&"&谷维娜等：蜂房哈夫尼菌植酸酶基因 %++3 的克隆、表达及酶学性质研究



表 ! ! " "#$% 表达重组酶的纯化结果

#$%&’ ! #(’ )’*+&, -. /+)0.01$,0-2 -. )34554 ’6/)’**’7 02 ! " "#$%

!"#$
%&"’(

’)"*+*",-.
%&"’(

$/&"#*0-12
!$#)*3*)

’)"*+*",-（.-12）
45/*3*)’"*&0
（3&(6）

7/56# #8"/’)" 9:;: <9=> :?< =9 <
（@A?）:!B? $/#)*$*"’"*&0 CDE : =;< 9:: =< < =99

A*%/’$ F GH E9E <=E 9E> =I < =?;

!89 重组植酸酶的酶学性质分析

!898: 最适 $A 及 $A 稳定性：重组酶的最适 $A 值

为 ?JE，在 $A9JD K EJD 条件下，酶活性维持在 ;DL
以上，而在 $A>JE 以上和 <JE 以下酶活性难以检测。

$A 稳定性方面，将酶在不同 $A 条件下处理 <M 后测

定酶活性，结果表明：从 $A:JD 到 <DJD 剩余酶活均

在 ;DL以上，说明该酶的稳定性很好（图 9）。

图 9 /NO44O 的最适 $A（’）和 $A 稳定性（P）

Q*2=9 %M# &$"*1’( $A（’）’06 $A R"’P*(*",（P）&3 /NO44O

!898! 最适温度及热稳定性：酶促反应最适温度

测定结果表明，酶的最适温度为 >DS。热稳定性试

验表明，EDS处理 9D1*0，剩余酶活为 CDL，>DS处

理 9D1*0，剩余酶活为 9DL，IDS处理 E1*0 剩余酶活

为 9;L，处理 9D1*0 剩余酶活为 :EL（图 ?）。

图 ? /NO44O 的最适反应温度（’）和热稳定性（P）
Q*2=? %M# &$"*1’( "#1$#/’"5/#（’）’06

"M#/1’( R"’P*(*",（P）&3 /NO44O

!8989 不同金属离子及相关化学试剂对酶活性的

影响：在酶促反应体系中加入不同的化学试剂，然后

分别测定酶活性，结果表明 Q#9 T 、!U! 和 V0: T 对酶

具有明显抑制作用，其中 !U! 完全抑制了其酶活

性。其余化学试剂对酶促反应无明显影响（表 9）。

表 9 各种金属离子和化学试剂对 )34554 活性的影响

#$%&’ 9 ;..’1, -. <$)0-+* 1(’=01$&* $27 =’,$& 0-2*
-2 ,(’ $1,0<0,> -. )34554

W’/*&5R )M#1*)’(R ’06 1#"’( *&0R（<11&(-H） X#(’"*+# $M,"’R# ’)"*+*",-L
YT C?J;
Z2: T C;J9
7’: T CCJC
V0: T 9CJ;
7/9 T IEJ:
75: T I>JE
Z0: T C?J;
Q#9 T E
[U%O <DD
!U! D

!898? 酶的比活性、!1 值和 "1’8：纯化的重组酶比

活性为 9E>JI.-12，酶动力学分析结果表明其 !1 为

DJ?C11&(-H，"1’8为 :9;.-12。

!898@ 酶抗胃蛋白酶和胰蛋白酶的能力：胰蛋白酶

和胃蛋白酶处理重组酶液 >D1*0 后，剩余酶活分别

为 I:L和 ?9L，说明酶对胰蛋白酶和胃蛋白酶有一

定的抗性（图 E），且胰蛋白酶抗性强于胃蛋白酶。

图 E 胰蛋白酶和胃蛋白酶处理对 /NO44O 的影响

Q*2=E [33#)" &3 "/,R*0 ’06 $#$R*0 "/#’"1#0"
&0 ’)"*+*", &3 /NO44O

%M# /#R*65# $M,"’R# ’)"*+*"*#R \#/# 6#"#/1*0#6 ’3"#/ ",$R*0 ’06 $#$R*0
"/#’"1#0" 3&/ >D 1*0 ’" 9IS =

9 讨论

# = $%&’( 属于肠杆菌科哈夫尼菌属，目前尚无

在该属中发现植酸酶基因的报道，本文为首次报道。

本研究克隆到的植酸酶基因 $))* 与 + = ),-.’/0 来

源的植酸酶基因 )12* 核苷酸序列相似性为 C?JEL，

氨基酸序列相似性为 CEJCL，二者间只有 <I 个氨基

酸的差异。虽然二者的同源性较高，但两种蛋白的

酶学性质却有所差异，且 O44O 的某些性质要优于

4A]O。我们曾将 + = ),-.’/0 来源的 )12* 基因在大
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肠杆菌中表达并进行了性质研究，与 !"#$%&’(［)］报道

的基本一致。表达的 *+,-./ 最适温度为 012，*+
/,,/ 最适温度为 )12，比前者高出 312。在热稳

定方面，*+//,/ 也比 *+,-./ 优异，*+,-./ 在 )12
条件下处理 415"6，剩余酶活不到 718，而 *+//,/
为 418，912 处 理 *+,-./ 415"6，剩 余 酶 活 不 到

08，而 *+//,/ 为 708。 *+,-./ 的 比 活 性 为 431
:;5<，*+//,/ 的比活性为 40)=9:;5<，二者较为接

近。

两种酶性质的差异可能与 39 个不同氨基酸相

关。对 39 个氨基酸进行分析，发现其中 > 个属于性

质相近的氨基酸，可能对酶学性质无影响，而另外 ?
个氨基酸存在分子间作用力和结构的差异，可能对

性质有一定影响。/,,/ 中位于分子表面的 @ 个氨

基酸 A99，-77?，B477，C4?4 与 ,-./ 中 D99，.77?，

/477，D4?4 相比（图 3），氨基酸亲水性增加，增大蛋

白质分子表面的亲水性，从而稳定蛋白质结构。其

中 A99 和 -77? 还可能和邻近的氨基酸形成氢键，

也可以起到稳定蛋白结构的作用。/,,/ 中 E414 相

对于 ,-./ 中脯氨酸（,）能提供较强的疏水作用，而

处于分子内部可以使蛋白质结构更加稳定。以上这

些因素可能是 /,,/ 比 ,-./ 具有较高的最适温度

和较好的热稳定性的原因［>］。另外 /,,/ 中 4 个位

于分子表面的氨基酸 /300，/7??，/4@0 与 ,-./ 中

A300，F7??，B4@0 相比，可以使氨基酸疏水性增加，

减弱了蛋白表面的亲水性，可能会对蛋白质结构的

稳定有影响。但是植酸酶结构复杂，酶学性质的改

变可能是由单一氨基酸决定，但更可能是多个氨基

酸共同作用的结果。氨基酸序列对蛋白结构和酶学

性质的影响还有待进一步的实验证明［31］。

与已发表的来源于 ! G "#$%、&%’(#)*"’+( ,(+-./%%
和 & G )(**0%% 植酸酶的性质相比，本文中来源于 1 G
*$2+% 的植酸酶的性质具有以下特点：（3）热稳定性

相对较好，912处理 415"6 剩余酶活性为 708，而

! G "#$% 来源植酸酶 912处理 415"6 剩余酶活性为

308，& G )(**0%% 来源植酸酶 912处理 315"6 剩余酶

活性为 9=08，& G ,(+-./%% 来源的植酸酶 912处理

@5"6 酶活性完全丧失。（7）抗胃蛋白酶的能力虽不

如 ! G "#$% 植酸酶，但优于 & G ,(+-./%% 和 & G )(**0%%
来源植酸酶。胃蛋白酶处理 & G )(**0%% 植酸酶 05"6
剩余酶活性仅为 018，& G ,(+-./%% 来源植酸酶活性

为 1，而 1 G *$2+% 植酸酶处理 )15"6 后剩余酶活性为

@48。抗胰蛋白能力与 & G ,(+-./%% 和 & G )(**0%% 来

源植酸酶基本一致，但优于 ! G "#$% 植酸酶，胰蛋白

酶处理 ! G "#$% 植酸酶 )15"6 后剩余酶活性为 @18，

而 1 G *$2+% 植酸酶剩余酶活性为 978［33，37］。上述

这些优点使 1 G *$2+% 来源植酸酶具有一定的应用潜

力，此外也可以作为备选实验材料用于植酸酶蛋白

质工程的研究。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ 3 ］ ,’&&’HI J，C"5K’#L DG !H*M*"M"%6’& N"<6"I"#’6#O %I PL(M"# ’#"Q ’6Q

PL(M’NOG 3("4 5%+(+(.*4(，3>>9，’(（@）：413 R 43>=
［ 7 ］ EO" SD， ,%**ON JTG ,L(M’NO O6U(5%&%<(， ’PP&"#’M"%6， ’6Q

K"%MO#L6%&%<(G 6%#’+"4.#$ 7+’’，7114，)’（73）：39?9 R 39>@=
［ 4 ］ V%L*’ /， F’M(’6’*’(’6’ BG ,L(M’NO： 5"#*%K"’& N%H*#ON，

P*%QH#M"%6，PH*"I"#’M"%6，’6Q P%MO6M"’& K"%MO#L6%&%<"#’& ’PP&"#’M"%6G

&(%’%"*$ 8+2%+9: %. 6%#’+"4.#$#;<，7114，)*（3）：7> R )1=
［ @ ］ .’% W（姚斌），X’6 .E（范云 六）G T%&O#H&’* K"%&%<( ’6Q <O6O

O6<"6OO*"6< %I PL(M’NOG &4%.+:+ =#-(.*$ #, 6%#’+"4.#$#;<（生物工

程学报），7111，+,+：3 R 0=
［ 0 ］ F’5K*%%$ J， X*"MN#L YX， T’6"’M"N BG T%&O#H&’* Z&%6"6<： /

E’K%*’M%*( T’6H’& G 76Q OQ， !O[ .%*$： Z%&Q FP*"6< -’*K%*

E’K%*’M%*( ,*ONN，3>?>=
［ ) ］ !"#$%&’( V\，/66’ VF，T"$L’"& FD， +’ *$ G DO6O #&%6"6<，

O]P*ONN"%6 ’6Q #L’*’#MO*"U’M"%6 %I 6%^O& PL(M’NO I*%5

>)+:-?)*"’+(%-? @(#’+-: G A!BC B%"(#)%#$#;< 7+’’+(:，711@，)*,：

7?4 R 7>1=
［ 9 ］ -H’6< -，EH% -，.’6< ,，+’ *$ G / 6%^O& PL(M’NO ["ML P*OIO*’K&O

#L’*’#MO*"NM"#N I*%5 D+(:%.%* %.’+(?+/%* G 6%#"4+?%"*$ *./

6%#@4<:%"*$ 8+:+*("4 &#??-.%"*’%#.:，711)，*’(：??@ R ??>=
［ ? ］ .’% W（姚斌），\L’6< Z.（张春义），_’6< J-（王建华），+’

*$ G -"<L &O^O& O]P*ONN"%6 %I K"%’#M"^O PL(M’NO "6 E%"4%* @*:’#(%:

(O’NM G C"%+."+ %. &4%.*（C+(%+: &）（中国科学 Z 辑），3>>?，)-
（4）：749 R 7@4=

［ > ］ XO6< SE（冯小黎），J"6 .B（金业涛），FH \D（苏志国），+’ *$ G

‘6NM’K"&"M( %I P*%MO"6N QH*"6< K"%NOP’*’M"%6 ’6Q MLO NM*’MO<( I%* ’6M"+

QO6’MH*’M"%6G E(#;(+:: %. 6%#’+"4.#$#;<（生物工程进展），7111，

)(（4）：)9 R 93=
［31］ YQ[’*Q T，Z’MLO*"6O A，B’O[’6 a，+’ *$ G F"MO+Q"*O#MOQ 5HM’<O6ON"N

%I 3:@+(;%$$-: .%;+( !CCE 4340 PL(M’NO ’M *ON"QHO 411 M% O6L’6#O

#’M’&(N"N ’M P- @=1= 6%#"4+?%"*$ *./ 6%#@4<:%"*$ 8+:+*("4

&#??-.%"*’%#.:，7117，)./：313) R 3171G
［33］ EH% -.（罗会颖），.’% W（姚斌），.H’6 B\（袁铁铮），+’ *$ G

b^O*O]P*ONN"%6 %I !:"4+(%"4%* "#$% PL(M’NO ["ML L"<L NPO#"I"#

’#M"^"M(G &4%.+:+ =#-(.*$ #, 6%#’+"4.#$#;<（生 物 工 程 学 报 ），

711@，)(（3）：9? R ?@=
［37］ -H’6< -c（黄火清），EH% -.（罗会颖），W’" .D（柏映国），+’ *$ G

b^O*O]P*ONN"%6 %I &%’(#)*"’+( )(**0%% PL(M’NO ["ML L"<L NPO#"I"#

’#M"^"M( "6 E%"4%* @*:’#(%: G 3"’* B%"(#)%#$#;%"* C%.%"*（微生物学

报），711)，0,（)）：>@0 R >01=

3713谷维娜等：蜂房哈夫尼菌植酸酶基因 *@@3 的克隆、表达及酶学性质研究




