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摘  要: 研究内切菊粉酶基因在大肠杆菌中表达, 利用基因工程的原理和方法,将来源于 A sp er-

gi llus f i cuum JNSP5-06的内切菊粉酶基因 ( endoI) 克隆到 pET-28a( + ) , 并在大肠杆菌 BL21

( DE3)中进行表达。重组菌经 IPT G诱导后对表达产物进行酶活检测和酶水解产物分析。结果表

明已成功构建表达载体 pET28a- endoI, 表达后的粗酶活为 35 U/ mL 发酵液;重组酶水解菊粉的产

物经 TLC分析证实酶液具有内切菊粉酶活性, 水解产物主要为低聚二糖、三糖和四糖。为其应用

和工业化生产奠定基础。

关键词: 内切菊粉酶基因; 克隆; 表达; 低聚果糖

中图分类号: Q 5561 2 文献标识码: A

Expression of Endo-Inulinase gene from Aspergillus f icuum in Escherichia coli
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Abstract: In o rder to expand the indust rial application of endo- inulinase, it s g ene from Aspergillus

f icuum JNSP5-06 w as cloned into the pET-28a ( + ) and expressed in E . col i BL21 ( DE3) and get

a m utant st rain. T he mutant w as induced by IPTG before the hydrolysis act ivity w as m easured

and the product w as analyzed. The expression vecto r pET28a-endoI w as successfully obtained

and the cr ude enzyme act ivity was 35 U / mL ( fermentat ion broth) . The hydroly sis product f rom

the recombinant inulinase w as ident if ied by T LC analy sis, indicat ing that endo- inulinase enzym e

so lut ion had activity and the m ajor products w ere disaccharide, t risaccharide, and

tet rasaccharide. T hese r esults suggested that the endo- inulinase gene has been successfully

expressed in E. coli and significant ly impr oved the endo- inulinase act ivity .
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  低聚果糖具有增殖人体内双歧杆菌, 抑制肠道

沙门氏菌和腐败菌的生长, 促进肠胃功能, 防治便

秘,增加维生素的合成,提高人体免疫功能, 控制血

糖, 降低血脂等诸多调节功能和保健作用, 已经作

为功能性配料应用于食品、医药行业。内切菊粉酶

可以水解菊粉一步法生产高纯度低聚果糖, 具有巨

大的工业应用潜力,其实现的关键是要具备生产没

有外切菊粉酶和转化酶活力的高效内切菊粉酶的

技术。目前国内外研究者已从不同来源的微生物

中分离到几十种菊粉酶[ 1] , 但绝大多数的菌种所产

菊粉酶都是混合酶。如: A. f i cuum
[ 2]
菊粉酶经纯

化得到 8种酶: 5种外切酶和 3种内切酶, 外切酶的

相对分子量都为 74 000, 内切酶的相对分子质量都

为64 000;本实验室也从 A1 f i cuum JN SP5-06[ 3- 4]

的粗酶液中分离纯化出 3种外切酶和 2种内切酶,

且内切酶与外切酶性质相似,很难将内切酶从中分

离纯化,无法生产高纯度低聚果糖, 因此, 利用基因

工程技术构建内切菊粉酶基因工程菌,期望获得内

切菊粉酶的表达,以实现在工业生产中的应用。菊

粉酶基因重组表达是当前菊粉酶研究热点之一。

国外已报道了来源于无花果曲霉( Asp erg il lus f i c-

uum)
[ 5- 7]、节杆菌( A r throbacter sp1 ) [ 8]、克鲁维酵

母 ( K luy ver omyces )
[ 9- 10]

、青 霉 ( Penicil l i-

um)
[ 11- 12]

、黑曲霉 ( A sp er gi llus niger )
[ 13- 16]

等菊

粉酶基因的分子克隆、测序, 但到目前为止, 用内切

菊粉酶基因构建的基因工程菌不是表达量低, 就是

酶的专一性差, 用于低聚果糖的制备效果并不理

想,有必要继续深入研究。

大肠杆菌表达系统是目前最常用的外源蛋白

表达系统。其生长周期短, 培养成本低廉, 代谢调

控较为成熟, 在重组蛋白外源基因表达系统中占主

导地位。本研究根据 Genbank 所报道的内切菊粉

酶生物信息, 设计引物, 通过 PCR 技术从 A sp er-

gil lus f i cuum JNSP5-06 野生菌中克隆内切菊粉酶

基因 Endo I, 构建到原核高效表达载体 pET 28a

( + )上, 在 E1 coli BL21( DE3)中得到高效诱导表

达, 并进一步对重组蛋白进行纯化和酶学性质研

究,为内切菊粉酶的分子改造及应用提供理论

依据。

1  材料与方法

11 1  材料

11 11 1  菌种、载体和质粒  基因来源 菌株

A1 f i cuum JNSP5-06、克隆宿主菌 E1 col i JM109、

表达宿主 E1 coli BL21( DE3)由本实验室保藏,原核

表达载体 pET28a ( + ) 购自 N ovagen 公司,

pM D19 T 克隆载体购自 T akara 公司。

11 11 2  工具酶和试剂  DNA 限制性内切酶、T 4

DNA 连接酶、T aq DNA 聚合酶、DNA M arker、X-

gal均购自 TaKaRa 公司;蛋白胨、酵母粉、蛋白酶 K

和琼脂糖均购自上海华美公司;柱式 DNA 胶回收试

剂盒、质粒提取试剂盒、氨苄青霉素( Amp)、卡那霉素

( Kan)、氯霉素( Cat )、二硫苏糖醇( DTT )、Goodview-

na、丙烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺、蛋白质分子量标准购

自北京博大泰克;菊粉为 sigma 公司产品;其它主要

生化试剂为进口产品或国产分析纯产品。

11 2  方法

11 21 1  引物设计与基因克隆  参考 GenBank 中已

报道的黑曲霉 ( GenBank 登录号: CAA07345 和

DQ233221)菊粉酶基因的 DNA 序列, 应用 Olig o 6

引物设计软件设计 1 对引物, 由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。

  上游引物: 5-' AT C GA ATT C
E1 coRI

CAGTCT AAT-

GAT TA CCGTCC-3'

  下游引物: 5-' GAC GAATT C
E1 coRI

GGTACCT-

GT CTGCACTGC-3'。

11 21 2  培养基及培养条件

1) 无花果曲霉液体培养基  蛋白胨 10 g / L ,酵

母膏 5 g/ L, 20 g / L 的菊粉, pH 值 61 0。30 e 、200

r/ m in 往复振荡培养 36 h, 收集菌体用于总基因组

DNA 提取。

2) L-Broth( LB)  蛋白胨 10 g/ L, NaCl 10 g/

L ,酵母粉 5 g / L , pH 值 71 4。必要时加终浓度为 50

Lg/ m L 的卡那霉素( Kan) 或 100 Lg/ mL 的氨苄青

霉素( Amp)1 在 25~ 37 e , 220 r/ m in振荡培养。

11 21 3  Endo I PCR扩增与 TA 克隆  酚法[ 17]
抽

提基因组 DNA, 以其为模板, PCR 扩增目的片段

Endo I。PCR 扩增体系为: DNA 31 0 LL, 10( PCR

buf fer (含 2 mm ol/ L Mg
2+

) 51 0 LL, dN TP M ix-

ture ( 21 5 mo l/ L each) 41 0 LL, 上游引物 2 LL, 下

游引物 2 LL, T aq DNA 聚合酶 01 2 LL, 无菌水

331 8 LL,总体积 50 LL;反应条件为: 95 e 预变性 5

min, 94 e 变性 30 s, 52 e 退火 30 s, 72 e 延伸 120

s, 25个循环; 72 e 延伸 10 m in。

将扩增后回收的 DNA 片段与 pM D19-T 载体

连接,构建克隆载体 pM D19-Endo I(见图 1)。将克

隆载体 pM D19-Endo I 转化 E1 col i JM 109, 涂布于

含 Amp、IPT G、X-gal的 LB 琼脂平板上, 37 e 培养

过夜,随机挑取白色克隆提取质粒鉴定筛选。
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图 1  TA克隆策略示意图

Fig. 1  Map of TA cloning

11 21 4  序列测定及序列分析  提取重组质粒
DNA 进行目的片段测序, 结果经 BLA ST 查询及同

源性比较; 序列递交至 ht tp: / / w ww1 expasy1 or g/

sw issmod/ SWISS-MODEL1 html和 ht tp: / / us1
expasy1 o rg/ cg-i bia/ prosite/ scanview1 cgi 上 进 行

Endo I 的氨基酸序列分析及三维结构的同源建模。

11 21 5  大肠杆菌重组表达载体的构建  参照分子

克隆实验指南[ 17] 的方法构建重组表达载体。将

pM D19-Endo I重组载体和表达质粒 pET-28a ( + )

用 Eco RI 酶切后连接, 连接产物转化 E1 col i
JM 109, 提取转化子酶切鉴定,筛选阳性转化子转化

E1 col i BL21( DE3)。

11 21 6  诱导产酶及粗酶提取方法  将鉴定为阳性

克隆的转化子接入 2 m L 带有相应抗生素的 LB 培

养基中, 37 e 、220 r / min 下振荡培养过夜; 以 2 %

的接种量将其转接到 50 mL 相同的培养基中,

37 e 、220 r/ min 振荡培养至 OD600 值达到 01 6

时,加入 IPTG 溶液至终浓度 11 0 mm ol/ L , 22 e ,

220 r/ m in,诱导培养。

将发酵液中的菌体离心 ( 8 000 r/ min, 10

min) ,保留上清, 测定上清酶活。沉淀用细胞破碎

液( 01 5 m ol/ L N aCl, 20 m mol/ L Tris-H Cl缓冲液,

pH 71 7)悬浮,冰水浴中用超声波细胞破碎机破碎

菌体;破碎后, 4 e 下 12 000 r/ m in离心 20 m in, 所

得上清液即为粗酶液,测定酶活。

11 21 7  重组大肠杆菌表达产物的分析

1) 菊粉酶活性测定  以菊粉为底物,对 3, 5-二

硝基水杨酸( DNS)法稍作改进, 测定菊粉酶酶活。

反应体系为 50 LL 菊粉底物溶液( 21 0 % )加入 50

LL 适当稀释的酶液, 55 e 水浴中反应 30 m in,反应

结束加入 01 5 m L DNS 试剂中止反应, 并加入 01 9

mL 去离子水。反应体系沸水处理 5 min, 冷却后,

稀释 8倍测定 540 nm 处吸光值。将测得的 OD540

在果糖标准曲线上折算为果糖量, 计算菊粉酶活

力。在规定反应条件下,以每分钟产生 1 Lm ol果糖

所需的酶量定义为 1个酶活单位。

2) 蛋白浓度测定  采用 Bradfor d法
[ 19]
测定酶

液蛋白浓度。

3) SDS-PAGE 分析  收集 1 mL 菌体加 2倍

SDS加样缓冲液超声溶解,振荡均匀, 100 e 煮沸 5

min后, 10, 000 r/ m in,离心 5 min。采用 5 g / dL 浓

缩胶, 10 g/ dL 分离胶进行 SDS-PAGE 电泳[ 20] 。

4) TLC法分析重组内切菊粉酶的水解产物  

不同反应时间取出反应混合物, 点样于硅胶薄板,

用体积比正丙醇B乙酸乙酯 B水= 3 B1 B 1作为展

开剂, 置于层析缸中展开。用苯胺 B二苯胺 B

磷酸 B丙酮 = 1( g) B1( mL) B 5( mL) B 50( mL)为

显色剂, 100 e 加热 10 min 显色。

2  结果与分析

21 1  无花果曲霉总 DNA提取

提取 A1 ficuum JNSP5-06 的基因组 DNA, 经

质量浓度为01 8 g/ dL 的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 得到

浓度适中、条带单一的基因组 DNA, 如图 2所示,以

此作为 PCR反应的模板。

1, 2、基因组DNA; M、KDNA/ pst I DNA分子量标准

图 2  基因组 DNA电泳结果

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of resulting genomic DNA

21 2  Endo I DNA序列的 PCR扩增、克隆和测定

PCR扩增产物经 01 8 %的琼脂糖凝胶电泳鉴

定, 可清晰地见到约 1 700 bp 长的单一扩增条带

(图 3第 1泳道)。根据 Endo I DNA 片段的预计长

度推测该条带就是目的基因。割胶回收第 1 泳道

的 DNA 条带, 经 AT 克隆策略, 转化 E1 col i
JM 109, 挑选白斑进一步经 PCR 鉴定(图 4) 正确

后, 送样测定核苷酸序列。

21 3  Endo I DNA序列分析

A1 f i cuum JNSP5-06中克隆的 Endo I 序列的

GenBank登录号为 FJ984582,经过 BLAST 查询相

似序列可知, 其开放阅读框长 1 482 bp, 不含内含
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子,核苷酸序列编码 493 个氨基酸, 计算相对分子

质量为 53 200, 等电点 pI 为 41 33。1998 年,

Pons
[ 21]
等将已发表的 GH 32族糖苷水解酶氨基酸

序列进行了计算机分析, 发现有 8 个保守盒 ( mo-

t if )、2个活性中心的催化残基, 它们在本序列中的

相应位置上也同样存在, 8个保守盒分别为 WMNE

( + 17 ~ + 20 ) , WH LFFQ ( + 31 ~ + 36 ) ,

WGH A TS( + 49~ + 54) , FT GT ( + 76~ + 79) ,

RDP( + 152 ~ + 154 ) , EVP ( + 210 ~ + 212 ) ,

WLDNGRDFDG ( + 267 ~ + 276 ) , SVEVF

( + 446~ + 450)。2 个催化残基分别为+ 20 位对

应的 E 和+ 153位对应的 D, 序列中还含有 4 个潜

在的 N-糖基化位点。

1. 内切菊粉酶基因 End o I ; M . KDNA/ pst I DNA 分子量标准

图 3  内切菊粉酶 Endo I DNA片段的凝胶电泳

Fig. 3  Analysis of endoinulinase Endo I DNA amplified

by PCR

1. pMD19-菊粉酶/ EcoR I ( 21 68 kb 和 11 67 kb) ; M . KDNA/

p st I DNA 分子量标准

图 4 重组质粒的酶切验证

Fig. 4  Identification of the recombinant plasmid by

EcoR I

氨基酸序列的同源性比较结果表明, Endo I 与

来源 于 A sp er gil lus niger ( GenBank 登 录号:

DQ233222)、A sp er gi l lus f umigatus ( GenBank 登

录号: EA L86248)、P enici ll ium sp1 TN-88 ( Gen-

Bank 登录号: BAA19132)、P enici l lium purp ur o-

genum ( GenBank 登录号: BAA12321)、P seudo-

monas mucidolens ( GenBank 登录号: AAF24999)、

A rthr obacter sp1 S37 ( GenBank 登 录 号:

CAB63119) 6种微生物的菊粉酶同源性的分别为

971 97 %、591 17 %、731 43 %、731 02 %、201 97 %、

121 48 %。说明 A1 f umigatus 和 A1 niger/ A1
f i cuum 内切菊粉酶基因间进化有分歧, 而后者与

Penici ll ium 内切菊粉酶有共同的起源。P seudo-

monas mucidolens 和 Ar thr obacter sp1 S37内切菊

粉酶有共同的起源,与真菌内切菊粉酶基因间进化

有较大分歧。

Endo I 经 SWISS-M ODEL 三级结构预测的分

子模型如图 5所示。可知, Endo I 具有 GH 32族酶

的典型结构,由 5个反向的 B折叠片和 1 个 B-三明

治( B- sandw ich)结构组成。

图 5 SWISS-MODEL预测的 Endo I 三维模型

Fig. 5  Three-dimensional structure of Endo I predicted

by SWISS-MODEL

21 4  大肠杆菌表达载体 pET-28a-endo I 的构建

鉴于 T 7启动子的强启动特性, 提取重组质粒

pM D19- endo I,将其产物经 EcoR I 酶切, 回收目的

基因片段,与经相同酶切的 pET-28a( + )质粒连接,

得到重组质粒 pET-28a- endo I (见图 6) , 该方式使

目的蛋白 N 端在翻译之后与载体自身的一小段多

肽(包含 H is标签、T7标签、凝血酶切割位点)形成

了融合蛋白,便于后续纯化。重组质粒经 EcoR I酶

切检验, 出现两条条带 (见图 7) , 判定其为重组质

粒, 再经测序确保序列读码框正确。

图 6  重组质粒图谱

Fig. 6  Physical map of recombinant plasmid pET-28a-

Endo I
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M1 KDNA/ pst I Marker; 11 pET-28a-E ndoI / EcoR I

图 7 表达载体的酶切鉴定

Fig. 7  Identification of expression plasmids by EcoR I

digestion

21 5  pET-28a-Endo I表达载体在大肠杆菌中表达

SDS-PAGE 分析如图 8所示, 泳道 1、2分别为

导入载体 pET-28a( + )的菌株诱导前后的全细胞蛋

白电泳, 泳道 3、4、5、6分别为导入重组质粒 pET-

28a-Endo I的菌株诱导前以及诱导后 2、4、6 h的全

细胞蛋白电泳, 图中可见, 4、5、6泳道在66 000处比

其它泳道多出 1条清晰的蛋白条带, 这就是 pET-

28a-Endo I菌株诱导表达的目的蛋白, 说明加入

IPTG 后融合蛋白在胞内得到了表达,且随着诱导

时间的延长,表达蛋白量依次升高。因为内切菊粉

酶基因插入 pET-28a( + )表达载体中,其表达产物

的 N-端带有 6个组氨酸,在蛋白电泳图谱中比理论

值53 000大, 是由于 H is- tag 中的碱性氨基酸的作

用造成蛋白在 SDS-PAGE 中迁移变慢, 而导致偏

差[ 22]。粗酶液为 35 U / m L, 是 野生菌酶 活

的 10倍。

M1 低分子量标准蛋白; 11 BL21 ( DE3) / pET-28a 非诱导; 21

BL21( DE3) / pET-28a 诱导; 31 BL21( DE3) / pET- 28a-Endo I 非

诱导; 4~ 61 BL21( DE3) / pET-28a-End o I 分别诱导 2、4、6 h

图 8  pET-28a-Endo I 在 E1 coli BL21( DE3)中表达的

电泳图谱

Fig. 8  Expression of the pET-28a-Endo I in E1 coli

BL21(DE3)

21 6  TLC和 HPLC法分析重组内切菊粉酶的水解

产物

在 50 g/ L 的菊粉溶液(用 01 1 mo l/ L、pH 51 0

醋酸缓冲液配制)中加入 5 U / g 菊粉的内切菊粉

酶, 55 e 下反应,每隔一段时间取样, 10 min沸水浴

灭酶后,用 01 2 Lm 的微孔滤膜过滤,除去大分子物

质, 对水解液的最终产物进行 TLC 分析。结果如

图 9。从图 9可以看出:水解 01 5 h 时, 样品中的菊

粉已被彻底水解转变为低聚合度的低聚糖,随着水

解时间的延长,水解液中 DP2~ DP7的低聚糖含量

都不断增加, 其中 DP3 和 DP4 增长较快, DP5 ~

DP7的低聚糖随聚合度越大, 水解过程中增长速度

越慢。DP> 5的果聚糖, 过程中逐渐减少, 说明重

组内切菊粉酶优先作用于聚合度大的糖,而对聚合

度小于 4的低聚糖作用很弱,水解菊粉的主要产物

为 DP2、DP3和 DP4。

/ 10代表低聚糖标样, 2、3、4、5、6、7、8 分别为水解 0、01 5、1、2、

3、4和 6 h的水解产物

图 9  酶水解菊粉产物的 TLC图

Fig. 9  TLC prof iles of the hydrolysis products of inulin

3  结  语

作者从 A1 f icuum JNSP5-06 基因 DNA 上扩

增得到的内切菊粉酶的基因 endo I, 其开放阅读框

不含内含子, 长 1 482 bp, 编码 493 个氨基酸; M w

为 53 200, pI为 41 33,序列中有 4个潜在的 N-糖基

化位点,包含 GH 32族糖苷水解酶氨基酸序列中存

在的 8个保守盒、2个活性中心的催化残基, 说明从

A1 f i cuum JNSP5-06分离得到的内切菊粉酶 Endo

I是典型的 GH 32 族糖苷水解酶, 其二级结构属于

(类型,三级结构由 5个反向的 B折叠片和 1个B-三

明治结构组成。酶活测定和 SDS-PAGE 分析结果

表明利用表达质粒 pET-28a ( + )和 E1 coli BL21

( DE3)菌株成功地异源表达了具有较好可溶性和生

物学活性的内切菊粉酶, 每 mL 发酵液的粗酶活为
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35U ,水解菊粉的产物主要为 DP2、DP3和DP4。虽

然以 E1 coli 为受体的工程菌不宜用于生产食品及
药品工业, 但对于基因表达、酶学性质和蛋白质工

程的研究具有重要意义。
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