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摘要：利用宏基因组学的方法构建红树林土壤宏基因组文库，然后采用以三丁酸甘油酯为底物的

功能筛选法对文库进行磷酸酯酶基因的筛选，并对磷酸酯酶基因进行克隆及酶学性质分析。经筛

选获得１个具有酯水解活性的阳性克隆子，该克隆子含有１个１　５４５ｂｐ的ＯＲＦ，可编码５１４个氨

基酸，命名为ｐｈｏｐ１５４５。该基因表达的蛋白属于新的酯水解酶类亚家族，其分子质量约为５７ｋＤ。

该磷酸酯酶的最适ｐＨ值为５．５，温度为５６℃，表明该酶为酸性磷酸酯酶且耐高温。

关键词：红树林土壤；宏基因组文库；磷酸酯酶；克隆；表达；酶学性质

中图分类号：Ｑ７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００４－３２６８（２０１４）０３－００７０－０５

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ　Ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ　ｆｒｏｍ　Ｓｏｉｌ

ＬＩＵ　Ｙｕｅ１，ＴＡＮ　Ｙａｎ－ｆｅｎｇ２，ＬＩ　Ｈｅ１＊

（Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｃｏｕｒｓｅｓ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ　５１０００６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａ　ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　ｍａｎｇｒｏｖｅ　ｓｏｉｌ　ｗａｓ　ｇｅｎｅｒａｔｅｄ，ａｎｄ　ａ　ｎｅｗ　ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｍａｎｇｒｏｖｅ　ｓｏｉｌ　ｗａｓ　ｓｃｒｅｅｎｅｄ　ａｎｄ　ｃｌｏｎｅｄ，ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ　ａｎｄ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｗｅｒｅ　ａｎａｌｙｚｅｄ．Ｏｎｅ　ｃｌｏｎｅ　ｗｉｔｈ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｗａｓ　ａｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ　ｌｉ－
ｂｒａｒｙ，ｗｈｉｃｈ　ｃｏｎｔａｉｎｅｄ　ａ　１　５４５ｂｐ　ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ（ＯＲＦ），ｅｎｃｏｄｅｄ　ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　５１４ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ，ａｎｄ　ｎａｍｅｄ　ａｓ　ｐｈｏｐ１５４５．Ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ　ｏｆ　Ｐｈｏｐ１５４５ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗａｓ　ａｂｏｕｔ　５７ｋＤ．Ｔｈｅ　ｏｐ－
ｔｉｍｕｍ　ｐＨ　ｏｆ　Ｐｈｏｐ１５４５ ｗａｓ　５．５，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｗａｓ　５６ ℃，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ　ｔｈａｔ
Ｐｈｏｐ１５４５ｉｓ　ａｃｉｄ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　ａｎｄ　ｈａｓ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｔｏ　ｈｉｇｈ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｍａｎｇｒｏｖｅ　ｓｏｉｌ；ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ　ｌｉｂｒａｒｙ；ｐｈｏｓｐｈｏｅｓｔｅｒａｓｅｓ；ｃｌｏｎｉｎｇ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｅｎｚｙ－
ｍａｔｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

　　磷酸酯酶通常是指能够催化正磷酸酯化合物水
解的一类水解酶。根据其作用时所需氢离子浓度值
的不同可分为碱性磷酸酯酶（ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，

ＡＰ）和酸性磷酸酯酶（ａｃｉｄ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡｃＰａｓｅ）两
大类。研究表明，当大多数植物受到低磷营养胁迫
时，植株叶片、茎、根甚至是全株的磷酸酯酶活性都
会显著提高［１］。在植物所需的大量元素中，磷是土
壤中最容易被稀释和最不易移动的养分，但是大部

分磷与Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ｆｅ２＋、Ａｌ　３＋等结合成难溶性磷酸
盐，致使９５％以上的磷成为植物不可利用的无效形
式［２］。据估计，全世界范围内大约有４３％的耕地缺
磷［３］。土壤有机磷对土壤肥力和植物营养有重要的
影响，其对植物的作用越来越受关注。因此，研究植
物磷酸酯酶及其在低磷环境中的诱导分泌机制对于

植物低磷营养性状的遗传改良和挖掘土壤有机磷资

源具有重要意义。

　河南农业科学，２０１４，４３（３）：７０－７４
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｎａｎ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ



近年来，从环境微生物中发掘新型生物催化
剂已成为研究热点，然而环境中的微生物大部分
是不可培养的。目前，已知微生物菌株仅占环境
微生物总量的７％左右，大大限制了新型微生物催
化剂的开发和利用［４］。而宏基因组学利用非培养
的分子生物学技术，对某一特定生境中的全部微
生物遗传物质总和进行系统研究，从而避开传统
工艺的限制［５］。宏基因组学已经广泛应用于各种
环境中新型生物催化剂的筛选［６］。目前，关于红
树林土壤中磷酸酯酶的研究十分缺乏，而从非培
养微生物中研究磷酸酯酶的报道更是少见。为
此，本研究以红树林土壤这一特殊生境为样本，构
建了宏基因组文库，通过功能筛选的方法从文库
中筛选出新型磷酸酯酶基因进行克隆，并对其表
达蛋白的酶学性质进行初步探索，为后期的工业
改造提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
供试材料为深圳福田红树林自然保护区的植物

根泥，于－２０℃保存。

１．２　方法

１．２．１　红树林土壤宏基因组ＤＮＡ的提取及纯化

　参考文献［７］中的方法提取红树林土壤宏基因组

ＤＮＡ，然后用１．２％琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。

采用ＯＭＥＧＡ公司的ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ回收并
纯化所提取的土壤基因组ＤＮＡ。

１．２．２　红树林土壤宏基因组文库的构建及质量
评估　采用不同的内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＰｓｔⅠ、

ＥｃｏＲⅠ对纯化后的红树林土壤基因组ＤＮＡ进行不
完全酶切及酶切时间的优化，最终确定ＢａｍＨⅠ作
为基因组ＤＮＡ的最佳限制性内切酶。对纯化后的
基因组ＤＮＡ用ＢａｍＨⅠ酶切５ｈ，回收２～８ｋｂ的

ＤＮＡ片段。回收后的基因组片段与载体ｐＵＣ１１８／

ＢａｍＨⅠ（ＢＡＰ）用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ　Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ于２２℃
连接２ｈ。连接产物加入０．７倍体积异丙醇混匀，

－２０℃沉淀过夜。１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清，

用８０％的乙醇洗涤１次，１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心，收集管中
沉淀，室温晾干。加入１０μＬ灭菌的超纯水重悬连接
产物。取５μＬ纯化好的连接产物与１００μＬ　Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞在２　５００Ｖ电压下电击，电击后立
即加入５００μＬ　４６℃预热的ＳＯＣ培养液，于３７℃的
摇床上１８０ｒ／ｍｉｎ孵育４５ｍｉｎ。取适量培养物涂布于

ＬＢ固体平板上（１００μｇ／ｍＬ　Ａｍｐ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ

和４０μｇ／ｍＬ　Ｘ－ｇａｌ），３７℃倒置培养过夜。次日随机
挑取２０个阳性克隆子于５ｍＬ液体ＬＢ培养基（含

１００μｇ／ｍＬ　Ａｍｐ）中，过夜培养后采用ＯＭＥＧＡ公司
的Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ提取质粒，用ＢａｍＨⅠ对质粒进行
酶切，然后电泳检测文库插入片段的大小及多样性。

１．２．３　磷酸酯酶基因的筛选及其序列、系统进化分
析　挑取白色克隆子，点板于三丁酸甘油酯筛选
（１００μｇ／ｍＬ　Ａｍｐ、１％ｔｒｉｂｕｔｙｒｉｎ、１％ａｒａｂｉｃ　ｇｕｍ）平板
上，３７℃培养２～３ｄ，观察菌落周围是否有水解
圈。若有水解圈可确定有磷酸酯酶活性。挑选具有
水解圈的克隆子，提质粒，酶切验证后送质粒到

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行序列测定。采用ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ和

ＢＬＡＳＴ对所测序列进行ＯＲＦ及同源性分析，再用

ＭＥＧＡ　４软件进行进化分析。

１．２．４　磷酸酯酶基因的ＰＣＲ扩增和纯化　根据引
物设计原则，设计磷酸酯酶基因的 上 游 引 物

ｐｈｏｐ１５４５－Ｆ： ５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＡＡＴ－
ＧＧＧＣＧＡＡＧＡＡＣＧＡＡＡＡＡＴＡＡＣＡＧＧＣＣ－３′ＧＧＧＣＧＡＡＧＡＡＣＧＡＡＡＡＡＴＡＡＣＡＧＧＣＣ－３′， 下
游引 物 ｐｈｏｐ１５４５－Ｒ：５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴ　ＴＣＡＴＣ－
ＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴ－３′。在上下游引物
中分别加入了ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ２个酶切位点及
相应的保护碱基。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。以
包含磷酸酯酶基因的ｐＵＣ１１８－基因组质粒为模板，

利用高保真酶 Ｐｒｉｍｅ　ＳＴＡＲＴＭ　Ｍａｘ　Ｐｒｅｍｉｘ进行

ＰＣＲ扩增。扩增后的产物经琼脂糖凝胶电泳后用

ＯＭＥＧＡ胶回收试剂盒回收、纯化。

１．２．５　磷酸酯酶表达体系的构建及重组菌株的表
达　利用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ 和ＨｉｎｄⅢ分别对
原核表达载体ｐＥＴ－３２ａ及磷酸酯酶基因的ＰＣＲ产
物进行双酶切，３７℃酶切１０ｈ。用 ＯＭＥＧＡ胶回
收试剂盒纯化酶切产物。采用 Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ对
双酶切处理的ｐＥＴ－３２ａ及ＰＣＲ产物进行连接，连
接产物导入Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１感受态细胞。随机挑取转
化子经培养后，提取其质粒并双酶切验证。挑取酶
切验证正确的转化子于３７℃摇床中培养，当ＯＤ６００
达到 ０．８ 左 右 时，加 入 ＩＰＴＧ，使 其 终 浓 度 为

１ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃诱导表达１６ｈ。培养好的发酵液离
心后收集菌体，去离子水洗涤菌体３次，涡旋振荡至
菌体悬浮，冰浴条件下超声破碎菌体细胞１０ｍｉｎ，

４℃下１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清即得粗酶
液。取适量粗酶液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．２．６　磷酸酯酶的底物特异性检测　在４５℃、ｐＨ
值７．８条件下，取４００μＬ反应液［１０μＬ粗酶液、

１ｍｍｏｌ／Ｌ底物、１％乙腈、４０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｂ－Ｒ酸缓冲液
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（ｐＨ值７．８）］４５℃反应２０ｍｉｎ，每个反应设３个平
行试验和１个空白对照试验。底物分别为对硝基苯
酚乙酸酯（Ｃ２）、对硝基苯酚丁酸酯（Ｃ４）、对硝基苯酚
己酸酯（Ｃ６）、对硝基苯酚辛酸酯（Ｃ８）、对硝基苯酚葵
酸酯（Ｃ１０）、对硝基苯酚月桂酸酯（Ｃ１２）、对硝基苯酚
豆蔻酸酯（Ｃ１４）、对硝基苯酚棕榈酸酯（Ｃ１６）。测定磷
酸酯酶水解不同碳链的酶活性，以相对酶活性做图，

观察其底物特异性。

１．２．７　磷酸酯酶的酶学性质研究

１．２．７．１　温度对酶活性的影响　ｐＨ值７．８时，先
测定温度为４、３０、４０、５０、６０、７０℃时磷酸酯酶水解
对硝基苯酚丁酸酯的活性，然后再缩小温度区间，并
在该区间内间隔０．２℃取值，逐步确定最适温度。

１．２．７．２　ｐＨ 值对酶活性的影响　温度５６℃时，

先测定ｐＨ值为３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０时
磷酸酯酶水解对硝基苯酚丁酸酯的活性，然后再缩
小ｐＨ值区间，并在该区间内间隔０．５取值，逐步确
定最适ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　红树林土壤宏基因组ＤＮＡ的提取及文库构建
如图１所示，提取的红树林土壤宏基因组ＤＮＡ主

要集中在２３ｋｂ以上，且较少降解，满足构建宏基因
组文库的需要。

Ｍ．λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；
１．未纯化的红树林土壤宏基因组ＤＮＡ

图１　红树林土壤宏基因组ＤＮＡ的电泳结果

蓝白斑平板显示转化情况良好，红树林土壤宏基
因组文库约含５０　０００个阳性克隆子，随机挑取２０个阳
性克隆子进行质粒提取、ＢａｍＨⅠ酶切验证。结果如图

２所示，有１９个克隆子含有插入片段，表明该宏基因组
文库阳性克隆率非常高，载体自连情况较少，连接率高
达９５％，插入片段平均大小约３．５ｋｂ，且文库基因片段
的多样性较好，文库质量符合后期筛选要求。

Ｍ．ＤＬ４０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－２０．随机挑选的２０个阳性克隆子

图２　２０个随机克隆子的质粒酶切结果

２．２　磷酸酯酶基因的筛选及其序列、系统进化情况

采用以三丁酸甘油酯为底物的功能筛选法对构

建的红树林土壤宏基因组文库进行初筛，从文库中

筛选出１株有明显水解圈的克隆子，初步确定其具

有酯水解活性。测序所得ｐＵＣ１１８中的插入片段全

长６　１８１ｂｐ，经 ＮＣＢＩ中的ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ分析，插入

片段中含有１个磷酸酯酶基因，全长１　５４５ｂｐ，可编

码５１４个氨基酸，该基因命名为ｐｈｏｐ１５４５，其编码
的蛋白命名为Ｐｈｏｐ１５４５。将该基因提交到 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ上，登录号为ＫＦ７６７０９６。经ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ

软件分析，Ｐｈｏｐ１５４５与已报道的磷酸酯酶 Ｃｙ－
ｃｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｍａｒｉｎｕｍ ＤＳＭ　７４５（ＹＰ　００４７７６３１２．１）

同源 性 最 高，为 ３１％。采 用 ＭＥＧＡ 软 件 对

Ｐｈｏｐ１５４５与已知酯水解酶类的进化关系做进一步

的分析，结果显示Ｐｈｏｐ１５４５属于新的酯水解酶类

亚家族（图３），其丰富了酯水解酶类的基因文库。

２．３　磷酸酯酶基因ｐｈｏｐ１５４５的克隆及表达
图４显示，以ｐＵＣ１１８－基因组为模板，利用引物

ｐｈｏｐ１５４５－Ｆ／ｐｈｏｐ１５４５－Ｒ扩增ｐｈｏｐ１５４５，得到１条明
显的特异性ＤＮＡ条带，与预期基因大小一致。
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图３　Ｐｈｏｐ１５４５与亲缘性较近蛋白的系统进化树

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；
１．基因的ＰＣＲ扩增产物

图４　ｐｈｏｐ１５４５基因的ＰＣＲ扩增产物

图５显示，将ｐｈｏｐ１５４５ 基因亚克隆至表达载

体ｐＥＴ－３２ａ后，转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１感受态细胞，

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＭＷ　Ｍａｒｋｅｒ；１．未添加诱导剂ＩＰＴＧ
的表达结果；２．添加诱导剂ＩＰＴＧ的表达结果

图５　ｐｈｏｐ１５４５表达蛋白产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

经ＩＰＴＧ诱导表达，在７５ｋＤ处有明显的诱导带，即

蛋白分子量为５７ｋＤ，与理论预测大小一致。

２．４　磷酸酯酶Ｐｈｏｐ１５４５的底物特异性

如图６所示，Ｐｈｏｐ１５４５对Ｃ２－Ｃ１６的对硝基

苯酚酯有不同的水解活性，其中对对硝基苯酚丁酸

酯（Ｃ４）水解活性最高，其次是对硝基苯酚己酸酯
（Ｃ６）。

图６　Ｐｈｏｐ１５４５的底物特异性

２．５　磷酸酯酶Ｐｈｏｐ１５４５的酶学性质

２．５．１　温度　从图７可以看出，随着温度的升高，

磷酸酯酶Ｐｈｏｐ１５４５活性逐渐上升，且在５６℃时达

到最大值，因此该酶的最适温度为５６℃，且在温度

为４０～６５℃时，酶活性仍在５０％以上，说明该酶比

较耐高温。
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图７　温度对Ｐｈｏｐ１５４５活性的影响

２．５．２　ｐＨ值　如图８所示，当ｐＨ值小于５．５时，

Ｐｈｏｐ１５４５活性随着ｐＨ值的升高而增加；ｐＨ 值达
到５．５时，酶活性最高；之后随着ｐＨ 值的升高，酶
活性逐渐降低；ｐＨ 值为９．０时，该酶几乎失去活
性。根据磷酸酯酶的分类，可以将Ｐｈｏｐ１５４５归为
酸性磷酸酯酶。

图８　ｐＨ值对Ｐｈｏｐ１５４５活性的影响

３　讨论

虽然宏基因组学已经广泛应用于发掘新型基

因，且目前已从土壤宏基因组文库中获得大量新基
因和新型生物活性物质，但运用宏基因组技术筛选
新型功能基因时仍存在很多问题。比如采用功能性
筛选方法时，存在不能高通量筛选的技术限制。本
研究从构建的含５０　０００个克隆子的红树林土壤宏
基因组文库中仅筛选到１个新型磷酸酯酶基因。

Ｊｉｍéｎｅｚ等［８］从构建的含２０　０００个克隆子的森林土
壤宏基因组文库中筛选到１个脂肪酶克隆子。

Ｂｕｎｔｅｒｎｇｓｏｏｋ等［９］从含１５　０００个克隆子的泥炭沼
泽土壤宏基因组文库中也只筛选到１个新型脂肪酶
基因。汤熙翔等［１０］从深海宏基因组文库的克隆子
发酵物中，筛选到３个具有细胞毒性的克隆子，筛选
概率约为万分之一。

本研究通过构建土壤宏基因组文库筛选到１个
新型磷酸酯酶基因ｐｈｏｐ１５４５，对Ｐｈｏｐ１５４５与已报
道的酯水解酶类的进化关系做进一步分析表明，该
基因属于新的酯水解酶类亚家族。后期加入ＩＰＴＧ
诱导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析显示表达的磷酸酯酶蛋
白相对分子质量约为５７ｋＤ，与预测相符。通过对
磷酸酯酶Ｐｈｏｐ１５４５酶学性质的初步探究，该重组
蛋白最适反应温度为５６℃，最适反应ｐＨ值为５．５，
推断该重组蛋白为酸性磷酸酯酶，耐高温，更具有工
业应用价值。酸性磷酸酯酶是植物和土壤中的一种
重要的水解酶，研究植物磷酸酯酶及其在植物磷营
养胁迫条件时的诱导分泌机制对于植物的种植和育

种方面有重要导向作用和功能应用。依靠植物本身
分泌的酸性磷酸酯酶很难矿化充足的有机磷以满足

植物生长，必要时需要外源的酸性磷酸酯酶，如现在
的有机化肥中就添加了酸性磷酸酶，促进植物对土壤
中磷的充分利用，以满足植物生长需要。目前酸性磷
酸酯酶的生产尚未产业化，性质优良的酸性磷酸酯酶
的发掘是一个需要解决的关键问题。本研究下一步
工作将对该基因的诱导表达条件进行优化，并对其酶
学性质进行更深入的分析，以期获得稳定性更好的
酶，为将来实现规模化工业生产提供技术支撑。
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