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摘要 利用PCR技术从冰岛硫化叶菌(Sulfolobusislandicus)REY15A中分别扩增得到带有和不带有信号

肽编码序列的β-1,4-内切葡聚糖酶基因(S.islandicuseng),将其克隆至硫化叶菌表达载体pZC2中,构建重组表

达载体pZC2-eng-YS和pZC2-eng-WS,并转化至S.islandicusE233S(△pyrEF△lacS)。重组菌株经D-阿拉伯

糖诱导后,细胞破碎上清经镍离子金属鳌合亲和层析介质(Ni-NTA)柱纯化,得到重组蛋白。SDS-PAGE结果表

明:不带有信号肽的葡聚糖酶(ENG-W)分子质量为41ku,带有信号肽的分子质量(ENG-SP)为43ku;酶学性质

分析表明前者没有酶活性,后者酶活力为103.4U/L,最适反应温度为90℃,最适pH为4.0。耐热性试验结果

表明:在90℃保温60min后酶活力稳定在最高酶活力的40%以上。金属离子试验结果表明:Mn2+对重组酶促

进作用最大,使其酶活力提高了约50%,Ca2+对其抑制作用最强,使其酶活力下降了约50%。
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  纤维素是自然界中分布最广且含量最多的一种

结构多糖。纤维素的利用与转化有希望用于解决目

前世界能源危机、粮食短缺及环境污染等问题[1-2]。
内切β-1,4-葡聚糖酶是一种能特异性作用于β-1,4-
葡萄糖苷键的水解酶,可与纤维素二糖水解酶及β-
葡萄糖苷酶协同作用降解纤维素[1,3],这类酶作用

于纤维素内部的非结晶区,随机水解β-1,4-糖苷键,
将长链纤维素分子截短,产生大量带非还原性末端

的小分子纤维素。葡聚糖内切酶分子质量介于23~
146ku,不同来源的微生物差异较大,如真菌的葡聚

糖内切酶(endo-β-1,4-D-glucanase,EG)包括2种异

构酶EGⅠ和EGⅢ,其中EGⅠ分子质量为54ku,

EGⅢ分子质量约为49.8ku,而纤维粘菌EG有2
种菌的内切酶,分子质量只有6.3ku[4]。

冰岛硫化叶菌(Sulfolobusislandicus)属于古

菌域中的泉古菌门,广泛的分布于冰岛、俄罗斯、美
国等国家地热温泉的喷口处,其最适生长温度为

75~80℃,最适pH为2.0~3.0[5]。鉴于硫化叶菌

具有在高温和低pH的极端环境下生长的特点,研
究者考虑从该类极端微生物中挖掘一些具有潜在工

业价值的嗜热酶。目前,来源于硫化叶菌的木聚糖

酶[6]、β-1,4-葡聚糖酶[7]、α-淀粉酶[8]等已经在大肠

杆菌中成功表达,研究表明这些酶均具有耐热的特

性,但在硫化叶菌中的同源表达还尚未见报道。本

研究利用冰岛硫化叶菌蛋白表达系统,在冰岛硫化

叶菌中同源表达内切β-1,4-葡聚糖酶,探索该酶在

工业化应用中的可行性。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株与质粒。冰岛硫化叶菌REY15A(S.is-
landicusREY15A)[9]、冰岛硫化叶菌E233S(S.is-
landicusE233S(△pyrEF△lacS)[10]、硫化叶菌表

达载体pZC2[10]及大肠杆菌E.coliDH5α菌株为华

中农业大学农业微生物学国家重点实验室古菌研究

室和发酵工程研究室保存。

2)工具酶与试剂。细菌基因组抽提试剂盒,通
用型DNA纯化回收试剂盒购自天根生化科技(北
京)有限公司。限制性内切酶、PyrobestDNA 聚合

酶、T4DNA连接酶均购自TaKaRa公司。DNA标
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准品购自北京全式金生物技术有限公司,蛋白质分

子质量标准购于Fermentas公司,引物及测序由上

海英骏生物技术有限公司完成。镍离子金属鳌合亲

和层析介质(Ni-NTA)填料购自于Novagen公司。

3)培养基。硫化叶菌液体培养基及硫化叶菌双

层平板配方参见文献[10-11]。LB培养基配方参见

文献[4]。根据试验需求,LB液体及固体培养基中

氨苄青霉素终质量浓度为100μg/mL。
1.2 试验方法

1)S.islandicuseng 基因的克隆。研究表明冰

岛硫化叶菌S.islandicusREY15A和S.solfatari-
cusP2的基因组序列具有高达95%以上的同源性,
同时软件(signalP3.0)分析结果显示S.islandicus
eng 基因中含有1段信号肽序列,因此根据Sso1949
(S.solfataricusP2的葡聚糖酶基因)的基因序列及

S.islandicusREY15A的基因组序列分别设计了带

有信号肽和不带信号肽编码序列的引物:引物1(带
有信号肽编码序列):F1:(5′-AGCCGACGCGTAT-
GAATAAATTATATATCATTATAGTT -3′);R1:
( 5′-ATTTGCGGCCGCGAGGAGAGTTTCAGAG-
AAAT-3′);

引物2(去除信号肽编码序列):

F2:(5′- AGCCGACGCGTATGGCTATT-
TACCTACACCAT-3′);

R2:(5′-ATTTGCGGCCGCGAGGAGAGTT-
TCAGAGAAATT-3′)。

其中,下 划 线 部 分 分 别 为 引 入 的 MluⅠ 和

NotⅠ限制性内切酶酶切位点。设计下游引物时去

除S.islandicuseng 基因的终止密码子TAA以便

载体pZC2上6×His-tag的表达。以S.islandicus
REY15A的基因组为模板进行PCR扩增,扩增条

件为:94℃预变性2min,94℃变性30s,55℃退火

30s,72℃延 伸1 min,循 环 30 次,72 ℃ 延 伸

10min。

2)S.islandicuseng 基因硫化叶菌表达载体的

构建。用琼脂糖凝胶(agarosegel,1.0%)电泳检测

PCR扩增产物并用清洁回收试剂盒进行回收纯化。
纯化的PCR产物经MluⅠ和NotⅠ双酶切后,插入

到硫化叶菌表达载体pZC2的 MluⅠ和 NotⅠ位

点,分别构建含有信号肽的表达载体pZC2-eng-YS
和不含信号肽的表达载体pZC2-eng-WS,转化大肠

杆菌E.coliDH5α。对转化子进行酶切验证,并将

酶切验证正确的转化子送到上海英骏生物技术有限

公司测序。

3)硫化叶菌转化子的电转化及验证。抽取阳性

克隆的质粒,经乙醇沉淀处理后电击转化至受体菌

株S.islandicusE233S(△pyrEF△lacS)。硫化叶

菌感受态制备方法及电转化步骤等参见文献[12]。
在表达载体pZC2多克隆位点的上游设计1条引物

SeqF (F3:5′-AACTGGCGGTACATAGTGGTA-
3′),同时以扩增葡聚糖酶编码基因的下游引物R1,

R2作为另外1条引物,菌液PCR鉴定转化子。将

含有pZC2-eng-YS和pZC2-eng-WS重组质粒的

阳性转化子分别命名为YS和 WS。

4)S.islandicuseng 基因在硫化叶菌中的诱导

表达及纯化。将重组菌YS和 WS分别接种于100
mLSCVy(生长培养基)中培养至D600=0.4~0.5,
离心收集菌体,重悬后加入1000mL终质量分数

为0.2%的D-阿拉伯糖诱导培养基 ACVy中进行

诱导表达,待D600达到0.8以上后,8000r/min,20
min离心收集细胞沉淀及培养液上清。超声波破碎

细胞,4℃下12000r/min离心10min收集得到上

清。将重组菌胞内上清及培养液上清过 Ni2+ 亲和

层析柱纯化带有His标签的目的蛋白后,聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测分析表达情况。

5)重组内切β-1,4-葡聚糖酶的酶活性检测。采

用羧甲基纤维素钠(CMC)为底物用3,5-二硝基水

杨酸(DNS)法测定内切葡聚糖酶的活性。取0.5
mL适当稀释的粗酶液,0.5% CMC溶液2.0mL
(用pH4.0的醋酸-醋酸钠缓冲液配制),保温30
min,取 出 加 入 DNS试 剂2.5 mL,沸 水 浴 煮 沸

5min,用水定容至25mL,冷却后在530nm 波长

下测定吸光度[13]。酶反应温度设定为90℃。1个

酶活力单位定义为:在上述反应条件下,每分钟从质

量浓度4mg/mL的CMC溶液中降解释放1μmol
还原糖所需要的酶量为1个酶活力单位(U)[14]。

6)重组葡聚糖酶的最适pH 的测定。分别用

pH值为2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0的缓冲液

稀释酶液,以0.5%羧甲基纤维素钠溶液作为反应

底物,采用本文“1.25)”的方法测定酶活力。定义

最高酶活力为100%,计算不同pH 条件下内切葡

聚糖酶的相对酶活力。

7)重组葡聚糖酶的最适温度及耐热性的测定。
将酶液分别在40、50、60、70、80、90、100℃中水浴保

温30min,采用本文“1.25)”的方法测定酶活力。
定义最高酶活力为100%,计算不同温度条件下内
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切葡聚糖酶的相对酶活力。将酶液分别置于90℃
中水浴保温10、20、30、40、50、60min,然后立即冷

却,采用本文“1.25)”的方法测定剩余的酶活力。
将未处理的酶活力定义为100%,计算不同时间处

理后的相对酶活力。

8)金属离子对重组葡聚糖酶的影响。在酶反应

体系中分别加入终浓度为1mmol/L的不同种类的

金属离子,同时以不添加任何金属离子的酶反应体

系为对照,采用本文“1.25)”的方法测定酶活力,将
对照组的酶活力定义为100%,计算相对酶活力。

2 结果与分析

2.1 冰岛硫化叶菌β-1,4-内切葡聚糖酶的克隆

以S.islandicusREY15A的基因组DNA为模

板,并以F1/R1和F2/R2为引物进行特异性扩增,
分别得到含有信号肽和去除信号肽编码序列的内切

葡聚糖酶编码基因(S.islandicuseng-y,S.islandi-
cuseng-w),长度约为1000和930bp,与预期一致

(图1)。

 M.蛋白质标记 DNAmarker,Trans5KDNAmarker;1.带有

信号肽的葡聚糖酶基因片段 S.islandicuseng-y;2.去除信号肽

的葡聚糖酶基因片段S.islandicuseng-w.

图1 目的基因的克隆

Fig.1 CloningofS.islandicuseng-yand

S.islandicuseng-wgene

2.2 重组表达载体的构建

清洁回收PCR扩增产物,连接到pZC2载体

上,转化E.coliDH5α。挑取转化子,抽提质粒并用

MluⅠ和NotⅠ双酶切验证,得到1000bp左右和

8400bp左右的预期目的片段(图2),该结果显示

目的基因已插入到表达载体pZC2上,进一步测序

表明,该PCR片段没有发生突变。
2.3 硫化叶菌转化子的鉴定

将重组质粒pZC2-1949-YS和pZC2-1949-WS
分别电击转化至受体菌株S.islandicusE233S,得

到硫化叶菌转化子 YS和 WS;分别以 F3/R1和

F3/R2为引物按本文“1.23)”的方法对转化子进行

菌液PCR鉴定,得到1140和1070bp的片段,与
预期一致,说明重组质粒pZC2-1949-YS和pZC2-
1949-WS已经成功转入到硫化叶菌中。
2.4 重组蛋白的 SDS-PAGE 分析及酶活检测

重组菌株YS和 WS经 D-阿拉伯糖诱导表达

后,按本文“1.24)”的方法对培养液进行处理后,

SDS-PAGE检测β-1,4-葡聚糖酶表达情况(图3)。

 M.蛋白质标记 DNAmarker,1kbDNAmarker;1.经 MluⅠ
和NotⅠ酶 切 的 重 组 质 粒 pZC2-eng-YSpZC2-eng-YSdigested

withMluⅠandNotⅠ;2.经 MluⅠ和 NotⅠ酶切的重组质粒

pZC2-eng-WSpZC2-engS-WSdigestedwithMlu Ⅰ andNotⅠ;

3.经 MluⅠ和NotⅠ酶切的质粒pZC2pZC2digestedwithMluⅠ

andNotⅠ.

图2 重组质粒的酶切验证

Fig.2 Restrictionanalysisoftherecombinantplasmid

 M.蛋白质分子质量标准 Proteinweightmarker;1.空载pZC2
重组菌株超声波处理后上清 SupernatantofpZC2recombinant

strainwithultrasonictreatment;2.WS重组菌株超声波处理后上

清SupernatantofWSrecombinantstrainwithultrasonictreat-
ment;3.YS重组菌株超声波处理后上清 SupernatantofYSre-
combinantstrainwithultrasonictreatment;4.WS重组菌株Ni2+

柱纯化蛋白ENG-WRecombinantproteinENG-WofWSrecom-
binantstrainwithNi2+purification;5.YS重组菌株 Ni2+柱纯化

蛋白ENG-SPRecombinantproteinENG-SPofYSrecombinant

strainwithNi2+purification.

图3 重组蛋白的SDS-PAGE分析

Fig.3 AnalysisofrecombinantproteinbySDS-PAGE
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结果表明:重组酶均在胞内表达并未分泌到胞外,

S.islandicuseng-y 基因的表达产物ENG-SP的分

子质量约为43ku,S.islandicuseng-w 基因的表达

产物ENG-W的分子质量约为41ku,但两者的表达

量不是很高。DNS法酶活测定结果显示,重组酶

ENG-SP酶活力为103.4U/L,而重组酶ENG-W
检测不到酶活。
2.5 重组酶 ENG-SP 的最适 pH

按本文“1.26)”的方法将重组酶ENG-SP分别

在不同pH缓冲液中反应,结果如图4所示。由图

可以 看 出,ENG-SP 的 最 适 pH 为 4.0。在 pH
3.0~5.0的范围内,酶活力均保持最高酶活力的

60%以上,在pH7.0~8.0的范围内,ENG-SP丧

失了大部分活性,说明重组酶ENG-SP具有嗜酸的

特性。

图4 重组酶ENG-SP的最适pH

Fig.4 TheoptimalpHforrecombinantENG-SP

2.6 重组酶 ENG-SP 的最适温度及耐热性

按本文“1.27)”的方法将重组酶ENG-SP在不

同温度中保温30min,检测酶的活力。试验结果显

示该酶最适反应温度为90℃,在70~100℃范围内

酶活力均在最高酶活力的60%以上(图5),这说明

该酶在高温下依然能保持相对较高的酶活力。耐

热性试验结果表明ENG-SP对高温的耐受能力一

般,在90℃保温时,前20min酶活力下降较快,

20~60min酶活力稳定在最高酶活力的40%以上

(图6)。
2.7 金属离子对重组酶 ENG-SP 的影响

按本文“1.28)”的方法检测不同金属离子对

ENG-SP酶活力的影响,结果如图7所示,Mn2+、

K+ 和 Co2+ 对 ENG-SP 有 较 大 促 进 作 用,其 中

Mn2+促使重组酶ENG-SP酶活力提高了约50%,
而Ca2+对ENG-SP有较大抑制作用,使其相对酶活

只有50%。

图5 重组酶ENG-SP的最适反应温度

Fig.5 Theoptimaltemperaturefor
recombinantenzymeENG-SP

图6 重组酶ENG-SP的耐热性试验

Fig.6 Thetemperaturestabilityof
recombinantenzymeENG-SP

图7 金属离子对重组酶ENG-SP的影响

Fig.7 Effectofdifferentmetalionsonrecombinant
enzymeENG-SPactivity

3 讨 论

据报道,硫化叶菌体内蛋白翻译后修饰作用对

该蛋 白 耐 热、耐 酸 和 耐 有 机 溶 剂 等 特 性 密 切 相

关[15]。目前,来源于嗜热古菌硫化叶菌的内切β-1,

4-葡聚糖酶已经在大肠杆菌表达体系中成功表达,

但用硫化叶菌表达体系对该酶实现同源表达的例子
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还没有报道。
本试验首次应用实验室构建的硫化叶菌超表达

载体pZC2,该载体是基于硫化叶菌质粒pRN2构建

的1个Sulfolobus-E.coli的穿梭质粒[10]。该质粒

由3部分组成,来自于pRN2的 ORF框,氨苄抗性

基因和用于筛选的pryEF。同时该质粒含有araS
启动子,并带有His-tag标签。利用载体pZC2对来

源于冰岛硫化叶菌的 内 切β-1,4-葡 聚 糖 酶 基 因

S.islandicuseng进行了同源表达,分离纯化及酶学

性质研究。
研究发现,去除信号肽后的内切β-1,4-葡聚糖

酶ENG-W 检测不到酶活,而含有信号肽的内切

β-1,4-葡聚糖酶ENG-SP具有酶活力为103.4U/

L;其最适pH为4.0,最适反应温度为90℃,具有嗜

酸嗜热的特性;比Huang等[7]所报道的在大肠杆菌

中表达的ENG-1949酶活力提高了70多倍,最适反

应温度升高了10℃。本试验中目的蛋白酶活力的

提高以及最适反应温度的提高可能是由于来源于硫

化叶菌的β-1,4-内切葡聚糖酶在其自身和大肠杆菌

2种不同的宿主中的翻译后修饰机制不同造成

的[15]。

来源于黑曲霉、芽孢杆菌[16]、苜蓿根瘤菌[17]、

里氏木霉[18]、海栖热袍菌[1]等的内切葡聚糖酶已经

在大肠杆菌或毕赤酵母中成功表达,其中来源于黑

曲霉的内切葡聚糖酶酶活力可达到1928U/mL。
而本 研 究 SDS-PAGE 及 酶 活 力 测 定 结 果 显 示,

S.islandicuseng 基因在硫化叶菌中的蛋白表达量

及酶活力相对较低。
进一步的研究计划采用液态发酵得到大量同源

表达的目的蛋白,通过质谱等方法研究其翻译后修

饰位点及修饰方式,希望在此基础上将极端嗜酸热

古菌的翻译后修饰体系改造到目前成熟的表达系

统中,如毕赤酵母和大肠杆菌表达系统,从而提高

这些表达系统生产耐热耐酸蛋白的能力。
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Homogeneousexpression,purificationandcharacterization
ofendo-β-1,4-glucanasefromSulfolobusislandicusREY15A

ZHUJing ZHAOShu-miao PENGNan LIANGYun-xiang

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Endo-β-1,4-glucanasegene(withorwithoutsignalpeptidecodingsequence)wasampli-
fiedfromSulfolobusislandicusREY15AgenomicDNAwithPCRandinsertedintotheSulfolobusex-
pressionvectorpZC2,constructingtherecombinantplasmidpZC2-eng-YSandpZC2-eng-WS,respective-
ly.Thentherecombinantplasmidswereelectro-transformedintothehoststrainS.islandicusE233S
(△pyrEF△lacS).AfterinducedbyD-arabinoseandpurifiedwiththeNi2+-nitrilotriacetatecolumn,two
obviousproteinbandswithmolecularweightabout43kuand41kuappearedontheSDS-PAGE.The
followinganalysisshowedtherecombinantprotein(ENG-W)withoutsignalpeptidedoesnothaveendo-

β-1,4-glucanaseactivity.However,theactivityofrecombinantprotein(ENG-SP)withsignalpeptide
was103.4U/L.TheoptimaltemperatureandpHfortherecombinantprotein(ENG-SP)was90℃and
4.0,respectively.Furtherresearchindicatedthatafterincubatingat90°Cforonehour,ENG-SPstillhad
40%ofthehighestactivity.Mn2+couldincreasetheactivityofENG-SPby50%,whileCa2+couldinhibit
theactivityofENG-SPby50%.

Keywords Sulfolobusislandicus;endo-β-1,4-glucanase;homogeneousexpression;Sulfolobusex-
pressionvectorpZC2;recombinantprotein
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