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黑曲霉果胶裂解酶基因的克隆与原核表达
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摘要：根据ＮＣＢＩ上果胶裂解酶（ＰＬ）基因在黑曲霉基因组上的分布特点设计特异引物，通过重组

ＰＣＲ扩增出黑曲霉编码ＰＬ的结构基因。将ＰＬ基因连接到大肠杆菌表达载体ｐＥＴ－２８ａ上，得到

重组质粒ｐＥＴ－２８ａ－ＰＬ，转化大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＬ２１后，用ＩＰＴＧ进行诱导表达。结果表明，ＰＬ
基因片段序列全长１　４３１ｂｐ，与已知ＰＬ基因（ＸＭ＿００１３９７２０６．２）核苷酸和氨基酸序列同源性均为

９９％。表达产物经１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，得到了一条大小约为５０ｋＤ的条带，与预期分子量相

符，证明真菌ＰＬ基因在Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１中可以有效表达。
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　　果胶酶是对能分解果胶质的一类酶的总称，按
作用类型分为原果胶酶、多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）、

裂解酶（ＰＬ）、果胶酯酶（ＰＥ）［１］。目前，果胶酶是世
界四大酶制剂之一，广泛应用于食品、酿酒、环保、医
药、纺织及洗涤剂等领域［２－３］。近年来又发现，其可

用于植物病毒的纯化和功能性寡糖的制取，随着植
物病理学研究的深入，果胶酶及其水解物应用于诱
导植物抗病的研究报道也日益增多［４］。

果胶酶作为重要的酶制剂，其产量需求越来越
多，微生物果胶酶的分子生物学研究将有助于更合
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理地利用果胶酶［５］。真菌所产生的果胶酶为诱导

酶，只有在果胶质的存在下才会被诱导表达［６］。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［７］。通过基因重组进行外源表达是
解决葡萄糖或蔗糖等碳源抑制真菌果胶酶表达的有

效方法之一。为了探索果胶裂解酶基因的外源表
达，本试验以筛选得到的１株酶活性很高的黑曲霉
为出发菌株，成功克隆出１个果胶裂解酶基因，并构
建重组质粒使之在大肠杆菌中获得了表达，期望为
构建生产用果胶裂解酶基因工程菌提供参考。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒　黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）、

大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＴＧ１和 ＢＬ２１菌株、质粒ｐＭＤ
１８－Ｔ和ｐＥＴ－２８ａ均由河南省农业科学院植物保

护研究所分子生物学实验室保存。

１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基：土豆２０ｇ，葡萄糖

２０ｇ，琼脂１５ｇ，水１Ｌ；果胶降解菌筛选培养基：果

胶５ｇ，ＮＨ４Ｃｌ　１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ，蛋白

胨１０ｇ，刚果红０．２ｇ，琼脂１５ｇ，水１Ｌ；ＬＢ培养

基：胰蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ　１０ｇ，酵母浸粉５ｇ，水１Ｌ；

含卡那霉素的ＬＢ固体培养基为ＬＢ固体培养基冷

却到６０℃时，加入卡那霉素（１００ｍｇ／ｍＬ）至质量浓

度为５０μｇ／ｍＬ，倒板，冷却后备用。

１．１．３　酶和试剂　ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、

ｐｆｕ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ）、１０×ｐｆｕ　ｂｕｆｆｅｒ、胶回

收试剂盒均购自上海生工生物工程技术服务有限公

司；质粒提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限

公司；ＣＴＡＢ购自北京索莱宝科技有限公司；异戊

醇、氯仿均为国产分析纯；ｐＨ值７．４的磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）。

１．２　重组ＰＣＲ
根据果胶裂解酶（ＰＬ）基因在黑曲霉基因组上

的分布特点设计３对引物［８］：Ｘ１Ｆ（５′－ＡＧＣＴ－
ＴＡＣＧＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＴＣ－３′）和

Ｘ１Ｒ （５′－ ＧＧＴＡＡＣＧＣＴＧＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴＣＧ－
ＴＡＴＣＣＧＧＣ－３′）；Ｘ２Ｆ（５′－ＴＡＣＧＡＡＧＣＣＡＧＴ－
ＣＡＣＡＧＣＧＴＴＡＣＣＡＴＴＴＣＧＡＡＣＡＧ－３′）和Ｘ２Ｒ
（５′－ＣＴＡＣＴＧＧＡＣＴＧＴＴＣＴＣＧＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡ－
ＣＡＡＴＧ－３′）；Ｘ３Ｆ（５′－ＣＴＡＣＴＧＧＡＣＴＴＣＴＣＧ－
ＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＴＧ－３′）和Ｘ３Ｒ（５′－ＡＴＴＡ－
ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＧＣＣＧＴ－３′），

其中引物 Ｘ１Ｆ 和 Ｘ３Ｒ 中下划线序列分别表示

ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点。

分别以Ｘ１Ｆ、Ｘ１Ｒ为第１对引物，Ｘ２Ｆ、Ｘ２Ｒ为第

２对引物，Ｘ３Ｆ、Ｘ３Ｒ为第３对引物，以黑曲霉基因组

ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ，扩增３个片段 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３。

ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）为：１０×ｐｆｕ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ　１μＬ，ｐｆｕ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１μＬ，基因组 ＤＮＡ

１μＬ，引物 Ｘ１Ｆ／Ｘ１Ｒ（或 Ｘ２Ｆ／Ｘ２Ｒ、Ｘ３Ｆ／Ｘ３Ｒ）各

２μＬ，去离子水３８μＬ。扩增程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。

将ＰＣＲ扩增得到的３个片段Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３分别进

行切胶回收，各取回收产物１μＬ作为混合模板，以

Ｘ１Ｆ、Ｘ３Ｒ为上、下游引物进行重组ＰＣＲ。重组ＰＣＲ
反应体系（５０μＬ）为：１０×ｐｆｕ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ－
ｔｕｒｅ　１μＬ，ｐｆｕ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１μＬ，模板片段Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３
各１μＬ，引物Ｘ１Ｆ、Ｘ３Ｒ各２μＬ，去离子水３６μＬ。扩

增程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃

２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。采用琼脂糖电泳检测

后，切胶回收目的片段。

１．３　重组表达质粒的构建

将扩增得到的ＰＬ片段连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载

体上，构建ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ重组质粒，转化ＴＧ１感

受态细胞得到ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ－ＴＧ１阳性转化

子。连接成功的ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ质粒由河南省农

科院植保所测序室测序。用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ
和ＸｈｏⅠ对ｐＭＤ　１８－Ｔ－ＰＬ进行双酶切，回收其
中的１．４ｋｂ片段，连接到以ＥｃｏＲ　Ｉ和Ｘｈｏ　Ｉ双酶
切的ｐＥＴ－２８ａ表达载体上，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１感
受态细胞。在含有卡那霉素的ＬＢ平板上进行阳性

克隆子筛选，然后用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切鉴
定，将鉴定正确的阳性克隆子命名为ｐＥＴ－２８ａ－

ＰＬ－ＢＬ２１。

１．４　目的蛋白的诱导表达

将ｐＥＴ－２８ａ－ＰＬ－ＢＬ２１阳性转化子置于含有

卡那霉素的液体ＬＢ培养基中，３７℃下、１８０ｒ／ｍｉｎ培养

１０ｈ，加ＩＰＴＧ至终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，２２℃下诱导表

达２４ｈ。诱导完成后，取１ｍＬ菌液，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

２ｍｉｎ收集菌体，用ＰＢＳ缓冲液洗涤菌体１～２次，最终

将其溶于５００μＬ　ＰＢＳ缓冲液中。测定菌液酶活性，并

超声破碎细胞：功率４００Ｗ，每超声５ｓ停５ｓ，共１０

ｍｉｎ。４℃下１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清进

行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。以空载体菌株为对照，分析

重组蛋白表达情况。
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２　结果与分析

２．１　重组ＰＣＲ扩增目的基因

以Ｘ１Ｆ、Ｘ１Ｒ为引物扩增出大小为７００ｂｐ左右

的片段Ｘ１，以Ｘ２Ｆ、Ｘ２Ｒ为引物扩增出大小为８０ｂｐ
左右的片段Ｘ２，以Ｘ３Ｆ、Ｘ３Ｒ为引物扩增出大小为

６００ｂｐ左右的片段 Ｘ３（图１）。以 Ｘ１Ｆ、Ｘ３Ｒ为引

物，通过重组ＰＣＲ将片段Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３连接起来，扩

增出大小为１　４００ｂｐ左右的片段（图２）。

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１、４．片段Ｘ１；
２、５．片段Ｘ２；３、６．片段Ｘ３

图１　ＰＣＲ扩增的小片段

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；
１－４．Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３拼接产物

图２　重组ＰＣＲ将小片段拼接后电泳图谱

２．２　重组表达质粒的鉴定
重组克隆ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ经ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ

双酶切后进行电泳，出现２条分别与载体ｐＭＤ１８－
Ｔ及目的片段大小相符的条带（图３），表明重组载
体构建成功。
重组表达质粒ｐＥＴ－２８ａ－ＰＬ经ＥｃｏＲⅠ、Ｘｈｏ

Ⅰ双酶切后得到约５．３ｋｂ和１．４ｋｂ的２条带（图

４），与载体ｐＥＴ－２８ａ和目的片段大小相符，表明重
组表达质粒构建成功。

１．ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ经双酶切后；
Ｍ１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．ＤＬ１５０００ｍａｒｋｅｒ

图３　ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ结果

Ｍ．ＤＬ１５０００ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ－２８ａ－ＰＬ经双酶切后

图４　ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切ｐＥＴ－２８ａ－ＰＬ结果

２．３　ＰＬ基因的序列测定及分析
重组质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－ＰＬ的测序结果表明，

ＰＬ基因片段全长为１　４３１ｂｐ，其中Ａ　２８４个、Ｔ　２９８
个、Ｃ　４９３个、Ｇ　３６６个，Ｇ＋Ｃ为６０％。登录 ＮＣＢＩ
进行ＢＬＡＳＴ比对，结果显示，目的基因序列与登录
号为 ＸＭ＿００１３９７２０６．２ 的核苷酸序列同源性为

９９％，其编码氨基酸同源性也为９９％。在线运用

ＰｒｏｔＰａｒａｍ　ｔｏｏｌ对此片段进行预测，结果表明，其可
编码４７６个氨基酸，目的蛋白大小预计５２．４ｋＤ，理
论ｐＩ值为４．９１。

２．４　重组蛋白的表达
重组菌及空载体在表达宿主中经过诱导后，分

别测定菌液酶活性，结果表明，重组菌及空载体菌液
几乎都没有酶活性。将菌体离心后，超声破碎。经

１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，发现诱导后的重组菌体出
现了明显加强的蛋白条带，大小在５０ｋＤ左右（图

５）。说明ＰＬ重组质粒经过诱导后得到了表达，然
而菌液上清几乎测定不出活性，可能是由于ＰＬ重
组蛋白大部分以包涵体的形式存在于沉淀中。
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Ｍ．９７ｋＤ蛋白ｍａｒｋｅｒ；１．空载体细胞破碎液；
２．重组体细胞破碎液

图５　重组ＰＬ的ＳＤＳ－Ｐ９ＡＧＥ电泳图谱

３　讨论

１）真菌果胶酶基因的开放阅读框绝大多数被
内含子分割［９］。ＲＴ－ＰＣＲ是常用的获得真菌基因
开放阅读框的方法，然而ＲＮＡ提取繁琐，在操作过
程中极易受到ＲＮＡ酶的污染，给基因克隆造成干
扰。本研究以基因组ＤＮＡ为模板，采用重组ＰＣＲ，
将目的基因的几个外显子进行拼接，从而得到了目
的基因的开放阅读框，避免了ＲＴ－ＰＣＲ的繁琐和

ＲＮＡ酶的污染，使基因克隆过程得到了简化。

２）本研究通过基因重组技术，实现了黑曲霉果
胶裂解酶基因在大肠杆菌中的原核表达，为真菌果
胶酶的外源表达提供了一定的理论依据。在对菌液
上清酶活性测定过程中，没有得到较高的酶活性数
值，可能是蛋白在表达过程中以包涵体的形式存在
于细胞中，后续工作将通过蛋白的纯化处理来研究
外源蛋白表达后的酶活性问题。

３）近年来，植物纤维伴随物———果胶质的生物
降解日益引起国内外学者的关注［１０］。果胶质降解
后将破坏植物组织的整体性，使薄壁细胞组织软化。

同时果胶酶还可诱导植物产生抗病性，将其用作生
物农药，用于绿色食品生产中，将有利于食品安全和
环境保护［１１］。如果将果胶酶产生菌与纤维素降解
菌和木质素降解菌联合作用于秸秆，将会加速秸秆
的降解，同时也会对秸秆中残留的植物病原菌起到
一定的抑制作用。
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