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阿拉伯糖苷酶基因的克隆、表达及表达产物的酶稳定性 ①

薛业敏　卢 晨　毛忠贵　邵蔚蓝
(江南大学 工业生物技术教育部重点实验室 ,江苏 无锡 214036)

摘　要　阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶是木聚糖类半纤维素生物降解和转化所必需的酶类。本文在国内首次报道对该
酶的研究 :通过 PCR从产乙醇热厌氧杆菌 Thermoanaerobacter ethanolicus JW200克隆出编码高度热稳定性阿拉伯糖苷
酶/木糖苷酶的基因 ,与组氨酸标签融合 ,以高拷贝质粒 pAlter2Ex1在大肠杆菌中得到高效表达 ;基因表达产物通过
热处理和亲和层析柱纯化后 ,酶纯度达电泳均一。纯化重组酶稳定性检测表明 ,得到的阿拉伯呋喃糖苷酶在 pH

4. 2～8. 2之间酶活力稳定 ,75 ℃的半衰期为 1 h ;β2木糖苷酶在 pH 5. 0～8. 2之间有较高的稳定性 ,酶 1 h半衰期温
度为 84 ℃。
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Cloning and expre ssion of arabinofurano sida se/ xylo sida se gene
of Thermoanaerobacter ethanolicus in Escherichia coli

and stability of expre ssion products

Xue Yemin , Lu Chen , Mao Zhonggui , Shao Weilan
( Key Laboratory of Industrial Biotechnology , Ministry of Education , Southern Yangtze Univercity , Jiangsu Wuxi 214036 , China)

Abstract　Thermoanaerobacter ethanolicus J W200 grows between 37～78 ℃, and isolated from analkaline hot spring
in Yellowstone Park. The gene of arabinofurano sidase/ xylo sidase was obtained from a genome DNA of T.
ethanolicus , cloned and expre ssed in E. coli J M109 (DE3) . Two primer were de signed on the basis of nucleotide se2
quence of xar gene . The xar gene fragments were succe ssfully amplified by PCR reaction under the suitable condic2
tions. E. coli J M109 (DE3) competent cells were transformed by electroporation with the ligated xar 2pAlter2Ex1
with Pst Ⅰ2Xho Ⅰsite . The translated protein was solubleα2arabinofurano sidase andβ2xylo sidase activitie s , and the
C2terminal 62His tag was introduced in the recombinase . The recombinant protein was purified by the heat treatment
and immobilized metal affinity chromatography. The purified enzyme pre sented as a single protein band on SDS2PAGE
with a molecular weight of 85 kD. The optimum activity of arabinofurano sidase was found be at pH 6. 0 and 80 ℃,at
the pH range of 4. 2～8. 2 , the arabinofurano sidase was stable and had 1 h half2life at 75 ℃. At the pH range of 5. 0
～8. 2 , theβ2xylo sidase was stable with an half2life of 1 h at 84 ℃.
Key words　arabinofurano sidase2β2xylo sidase ; gene expre ssion ; purification and characterization ; stability

　　半纤维素是仅次于淀粉和纤维素的一大类可再

生资源 ,其降解物的工业价值使其开发越来越受到

关注[1～3 ]。目前 ,木聚糖酶在食品、饲料、纺织、能源

工业 ,特别是在纸浆和造纸工业中已经得到广泛的

应用[2 ] ,如将极端嗜热和嗜碱菌的木聚糖酶基因克

隆到现有工程菌中生产工业用酶 ,用于纸浆的生物

漂白和饲料加工[4～7 ]。但是木聚糖酶只能将木聚糖

分解成带有侧枝的不同聚合度片段 ,它必须与木糖

苷酶、葡萄糖醛酸酶 ,以及α2阿拉伯呋喃糖苷酶或
乙酰酯酶共同作用 ,才能被进一步降解或彻底降解。

我国每年有大量的秸秆成为环保负担 ,而 94 %的秸

秆半纤维素是阿拉伯糖葡萄糖醛酸木聚糖构成 ;利

用木聚糖酶水解这类农业废弃物时 ,阿拉伯糖和葡

萄糖醛酸侧枝则对木聚糖酶的作用产生空间屏障 ,

使得内切木聚糖酶不能结合和分解邻近这些侧枝的

木聚糖而影响水解效率。因此 ,阿拉伯呋喃糖苷酶、

葡萄糖醛酸酶的参与对于低聚木糖的生产、废物的

生物处理、食品或饲料养分的提高 ,以及半纤维素的

生物转化起着非常重要的作用。同时 ,α2阿拉伯糖
苷酶能够释放以糖苷键连接的非挥发的单萜类物质

而使酒和果汁的香味增加 ,它的生物技术潜力正越

来越受到人们的关注[7～13 ]。国外这方面研究相当活
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跃 ,而国内未见报道 ,本文是国内首次报道对α2阿拉
伯糖苷酶的研究。

嗜热厌氧菌 Thermoanaerobacter ethanolicus JW200

能转化木糖、低聚木糖和木聚糖为乙醇生产菌 ,它产

生的α2L2阿拉伯呋喃糖苷酶具有很高热稳定性 ,同

时 ,还具有β2木糖苷酶活性即双重活性[14 ,15 ]。这种

双重活性的酶在基因工程和酶工程中具有很高的效

益 ,只要再增加一个α2葡萄糖醛酸酶或乙酰酯酶就
可以与木聚糖酶协同作用而彻底降解木聚糖。选择

T. ethanolicus 作为α2L2阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶
(Xar)的基因材料 ,根据已报道的基因序列 ,对α2L2
阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶进行基因克隆、表达及表达

产物的研究。本研究为开发其在植物残体的生物转

化、清洁生产、食品工业 ,以及饲料工业的应用奠定

基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株与质粒 　T. ethanolicus JW200 由美国

乔治亚州大学微生物系惠赠 ;大肠杆菌 Escherichia

coli JM109 和 JM109 (DE3) 、质粒 pAlter2Ex1 购于

Promega (Wisconsin , WI ,USA) ,其遗传特性见表 1。本

实验室用其构建的质粒 pAlter2Ex12aguA26His为含有

目的基因 aguA和 6个组氨酸序列的大肠杆菌质粒。

表 1　菌株与质粒
Table 1　Strains or plasmids

菌株与质粒 基　因　型 来源

JM109 RecA supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi △( lac2proAB) F′[ traD36 proAB + lacIq lacZ △M15 ] Promega

JM109 (DE3)
　

RecA supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi △( lac2proAB) F′[ traD36 proAB + lacIq lacZ △M15 ]
With DE3 ,aλprophage carring the T7 RNA polymerase gene

Promega

pAlter2Ex1 The expression vecter with a strong T7 promoter upstream of the MCS , higher copies and Tetr Promega

1. 1. 2　主要试剂 　限制酶 Xho Ⅰ, Pst Ⅰ, T4DNA

连接酶和 Pyrobest DNA聚合酶购自华美生物工程公

司和宝生物工程公司公司 ,Rapid Affinity Purification

Kit购自 Novagen 公司 ;蛋白酶 K、溶菌酶、IPTG、对

硝基苯酚2β2D2木糖苷和对硝基苯2阿拉伯呋喃糖苷
购自 Promega公司 ;CTAB 、DNA抽提酚 (Tris饱和酚)

购自美国BBST公司 ; 质粒抽提QIAprep Spin Plasmid

Miniprep Kit 和 QIAquick Gel Extraction Kit 胶回收试

剂盒购自 Qiagen公司。

1. 1. 3　PCR引物　基因扩增引物按实验要求设计 :

引 物 1 : 5′2CGGCTGCAGATGAAGCCATTATATTT2A2
GATTCC23′内有 PstⅠ酶切位点和起始密码子 ;

引物 2 :5′2GGGCTCGAGTTTATTCTCTACCCTTACTTCC2
3′内有一个 XhoⅠ酶切位点 ,由上海生工生物工程

技术服务公司合成。

1. 2　方法

1. 2. 1　培养基和培养条件　大肠杆菌培养在LB培

养基上 ,电转化用 SOC培养基 ,转化子的选择用含

有四环素 ( 10 μg·mL - 1 ) 的 LB 培养基 [15 ]。 T.

ethanolicus JW200的培养基配方见文献[14 ]。
Vitamin solution的制备 :取 biotin 20. 0 mg , p2aminobenzoic

acid 50. 0 mg ,folic acid 20. 0 mg ,pantothenic acid calcium salt

50. 0mg ,nicotinic acid 50. 0 mg ,vitamin B12 1. 0 mg ,thiamine HCl

5. 0mg ,pyridoxine HCl 100. 0 mg ,thioctic acid 50. 0 mg ,riboflavin

5. 0 mg ,溶于 500 mL去离子水 ,冰冻避光保存。

微量元素液的制备 : nitrilotriacetic acid 1. 5 g , MgSO4·

7H2O 3. 0 g , MnSO4·H2O 500. 0 mg , NaCl 1. 0 g , FeSO4·7H2O

100. 0 mg , Co (NO3) 2·6H2O 100. 0 mg , CaCl2 (无水) 100. 0 mg ,

ZnSO4·7H2O 100. 0 mg , CuSO4·5H2O 10. 0 mg , AlK(SO4) 2 (无

水) 10. 0 mg , boric acid 10. 0 mg , Na2MoO4·2H2O 10. 0 mg ,

Na2SeO3 (无水) 1. 0 g。先将 nitrilotriacetic acid溶于 500 mL 去

离子水 ,用 2～3 mol 的 KOH调 pH6. 5 ,再加入其他成分 ,定

容至 1 L。

T. ethanolicus JW200 的接种与培养 :用注射器

按 0. 5 %接种量接种于预先还原的培养基中 , 59 ℃

静置培养 8 h。菌种于 16 ℃厌氧条件下保存。

1. 2. 2　基因操作　基因组 DNA提取、DNA的内切

酶水解和连接、DNA片段的分离、感受态细胞的制

备 ,以及基因的高效电转化方法均参照文献 [ 15 ]。

质粒的制备、从琼脂糖凝胶提取 DNA 等操作按照

Qiagen试剂盒使用指南进行。

PCR扩增参数 : 95 ℃变性 5 min 后加 Pyrobest

DNA聚合酶 ;然后 94 ℃变性 50 s , 54 ℃退火1. 5

min , 72 ℃延伸 3 min ,循环 35次 72 ℃保温 10 min。

1. 2. 3　xar基因在原核表达载体中的表达　将构建

好的重组质粒 pAlter2Ex12xar 转入 E. coli JM109

(DE3) ,挑选 1～2 个单菌落接入含有四环素 ( Tet)

抗性的LB 培养液中 ,30 ℃培养过夜 ;取 100μL 过

夜培养液接入 100 mL 含四环素抗性的 LB 培养液

中 ,30 ℃振荡培养至 OD值达 0. 6～0. 8 ,吸出 1 mL
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未诱导的培养物 ,剩余培养物中加入 IPTG至浓度

1 mmol·L - 1 ,并继续培养 4 h 后 ,以 5 000 ×g离心

10 min收集菌体。SDS2PAGE检测 xar基因在原核

表达载体中的表达情况。

1. 2. 4　酶的纯化　按 1 %接种量将含有质粒 pAlter2
Ex12xar的 E. coli JM109 (DE3) 接种于含有四环素

抗性的 LB 培养液中 ,置 30 ℃,200 r·min - 1振荡培

养至 OD 达 0. 6～0. 8 ,加入 IPTG至浓度 1 mmol·

L - 1 ,继续培养 4 h ,以 4 800 ×g离心 10 min收集细

胞。用 Rapid Affinity Purification Kit中的结合缓冲液
(Binding Buffer ) 悬浮细胞 ,经高压细胞破碎仪
(French Pressure , Thermo ) 破碎 , 9 600 ×g 离心

20 min ,取上清液 70 ℃下热处理 20 min ,9 600×g离

心 20 min ,上清液为粗酶液。酶的亲和层析法快速

提取按 Novagen 的产品说明进行 ;最后将洗脱收集

的酶蛋白转入透析袋 ,外置聚乙二醇进行浓缩 ,在

1 L 50 mmol·L - 1 Tris . HCl 缓冲液中透析 2 h ,pH7. 0 ;

用 3 mL缓冲液洗出并加甘油至 20 % , - 20 ℃保存。

1. 2. 5　重组酶的生物学测定　阿拉伯糖苷酶和β2
木糖苷酶活性是以分别从底物对硝基苯2阿拉伯呋
喃糖苷 (pNPAF)和对硝基苯酚2β2D2木糖苷 (pNPX)

释放对硝基苯酚 (pNP)的量确定。将待测 10μL 酶

液加至 0. 18 mL 0. 1 mmol·L - 1 pH 5. 8缓冲液中 ,再

加 10μL 底物 ,反应 10 min 后加入 NaCO3 0. 6 mL

(1 mol·L - 1)终止反应 ,用 405 nm分光光度计测定

其吸光值。一个酶单位定义为每分钟催化产生 1

μmol的硝基苯酚产物的酶量。对硝基苯酚作标准

曲线[14 ]。蛋白质浓度用 Bradford法测定 ,以牛血清

白蛋白作为标准蛋白[16 ]。

纯酶的热稳定性的测定 :分别将酶置于 70、75、

80、82、84 和 86 ℃下保温 5、10、20、40、60、80、

120 min ,然后加入底物于 85 ℃,pH 5. 8测定残留活

力 ,以保存于冰浴中 (未保温)的酶活力为 100 % ,作

温度稳定性曲线 ,找到酶活力半衰期的时间。

pH稳定性的分析 :酶置于不同 pH值的缓冲液

中 ,37 ℃保温 30 min ,加入底物测定残留活力 ,以冰

浴保存的酶在相对应的 pH条件下的活力为 100 % ,

比较酶在不同 pH条件下的稳定性。所用缓冲液为

100 mmol·L - 1邻苯二甲酸氢钾2咪唑 (pH 4. 2～8. 2)

和 100 mmol·L - 1Tris. HCl (pH 8. 5～9. 0) 。

2　结果与讨论

2. 1　原核表达质粒的构建

以 T. ethanolicus JW200 菌的基因组 DNA 为模

板 ,进行 xar基因片段 PCR扩增 ,电泳检测结果 (图

1)表明 ,在 2. 3 kb 附近有 1 条很亮的扩增带 ,与报

道的 xar基因序列大小一致。将 PCR产物经 Pst Ⅰ

和 XhoⅠ双酶切并经纯化 ,以适当比例与同样双酶

切的 pAlter2Ex12aguA26His的大片段混合并连接 ,转

化大肠杆菌 JM109 后 ,在 Tet 抗性平板上得到转化

子。然后用限制性内切酶对重组质粒进行鉴定 ,重

组质粒能被 Pst Ⅰ和 XhoⅠ酶切出 1条与 PCR扩增

片段大小一致的片段 ,同时在 5. 8 kb处存在 1条片

段与线性的 pAlter2Ex1大小一致 (图 1) 。因此 ,初步

证实 xar基因已插入 pAlter2Ex1载体中 ,构建出阿拉

伯呋喃糖苷酶 Xar的融合蛋白表达质粒 (图 2) 。

图 1　DNA琼脂糖凝胶电泳图
Fig. 1　Agarose gel electrophoresis of DNA

M DNA marker ;　1　PCR amplified fragments ;　2　pAlter2Ex1/ PstⅠ;

3　pAlter2Ex12xar/ XhoⅠ, PstⅠ.

图 2　组氨酸融合表达载体的构建图

Fig. 2　Construction of plasmid pAlter2Ex12xar
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2. 2　xar 基因在大肠杆菌中的表达

重组质粒 pAlter2Ex12xar 转化大肠杆菌 JM109

(DE3) , 经 IPTG诱导 4 h 后 ,收集菌体细胞进行

SDS2PAGE电泳 (分离胶浓度为 10 %) ,考马斯亮蓝

染色 (图 3) 。从电泳图谱上可看出 ,经 IPTG诱导

后 ,含有质粒 pAlter2Ex12xar 的大肠杆菌在分子量

85 kD处有明显的蛋白表达带 ,表达量约占总蛋白

的 8 %。

以含质粒 pAlter2Ex12xar 的 JM109 (DE3)和不含

质粒的 JM109 (DE3)为对照 , 2 种菌悬液经 French

Pressure破胞后 , 分别进行酶活性检测 ,结果重组质

粒 pAlter2Ex12xar的无细胞抽提液中则检测到明显

的活性 ,阿拉伯呋喃糖苷酶和β2木糖苷酶活性分别
为 3. 36和 2. 25 U·mg - 1 (总蛋白) ,对照菌则均未检

测到阿拉伯呋喃糖苷酶和β2木糖苷酶活性。
2. 3　表达蛋白的纯化

利用 His与金属 Ni2 +的亲和性 ,带有 6个组氨

酸标记的融合蛋白经金属螯和柱层析被纯化。将

IPTG诱导表达的菌体 JM109 (DE3) / pAlter2Ex12xar裂

解 ,并经 70 ℃20 min 热处理 ,取上清液上 Poly2His

亲和层析柱 ,检测不同柱流分中阿拉伯呋喃糖苷酶

和β2木糖苷酶活性。结果表明 ,在洗脱缓冲液中检

测到较高的阿拉伯呋喃糖苷酶和β2木糖苷酶活性 ,

而在结合缓冲液和洗涤缓冲液中均未检测到酶活

性。因此 ,证明组氨酸融合表达载体已构建正确。

同时 ,SDS2PAGE电泳结果表明 : Xar 重组酶通过热

处理和亲和层析柱纯化后 ,酶纯度达到电泳均一
(图 3) 。

图 3　xar基因表达产物的 SDS2PAGE图谱
Fig. 3　SDS2PAGE analysis of expression product of xar gene
　　1　protein marker ;
　　2　Crude extract from E. coli JM109 (DE3) / pAlter2Ex1 ;
　　3　Crude extract from E. coli JM109 (DE3) / pAlter2Ex12xar ;
　　4　Purified products

　

2. 4　纯化重组酶的酶活性检测

对重组阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶进行酶稳定性

研究。温度对酶活力热稳定性影响结果表明 (图 4 ,

a、b) ,阿拉伯呋喃糖苷酶热稳定性为 75 ℃保温 1 h

酶活力保持在 50 % ,β2木糖苷酶热稳定性为酶 1 h

半衰期温度为 84 ℃;pH对酶活力稳定性影响表明
(图 4 ,c) ,阿拉伯呋喃糖苷酶在 pH4. 2～8. 2之间有

较高的稳定性 ,β2木糖苷酶在 pH5. 0～8. 2之间有较

高的稳定性 ,来源于 T. ethanolicus的阿拉伯糖苷酶/

木糖苷酶基本一致。证明克隆到的这一基因是热稳

定性阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶的编码基因。

图 4　重组阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶的热稳定性( a)、( b)和 pH稳定性( c)
Fig. 4　Thermostability ofβ2xylosidase (a) and arabinofuranosidase ,

(b) and the pH stability , (c) of expressed arabinofuranosidase2xylosidase
　

2. 5　Xar同源性序列比较

具有双重活性阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶并不多 ,

主要来自 T. ethanolicus , B . fibrisolvens , C. streco2
rarium 和 C. crescentus CB15[17 ,18 ]。其中来自 T.

ethanolicus的阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶是热稳定性最

高的酶。通过 Genbank数据库的 BLAST进行序列比

对分析表明 , T. ethanolicus阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶

蛋白的氨基酸序列 ,与 C. crescentus CB15的 Xar的

同源性最高 ,达 40 % ,其余均不超过 4. 7 % ;相反 ,与

T. brockii [19 ]木糖2葡萄糖苷酶 XglS同源性非常高 ,
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为 96 % ,与 T. maritima和 T. neopolitana的木糖苷酶

Xyl同源性为 55 %。

3　结　论

产乙醇热厌氧杆菌 T. ethanolicus ,最适生长温

度 59 ℃,是热稳定性酶的重要基因源。从自然界分

离产阿拉伯糖苷酶/木糖苷酶的的微生物 ,多因着酶

系复杂而难于纯化。本室用 PCR方法从嗜热产乙

醇菌 T. ethanolicus克隆出编码高度热稳定性阿拉伯

糖苷酶/木糖苷酶的基因 ,与组氨酸标签融合 ,以高

拷贝质粒 pAlter2Ex1作为接受载体在大肠杆菌中得

到高效表达 ,为其应用性研究提供便利 ;同时 ,基因

表达产物融合了一个 6个组氨酸的标签 ,可通过金

属离子亲和层析柱纯化 ,既简化操作又减少目的蛋

白的损失。纯化重组酶稳定性检测表明 ,阿拉伯呋

喃糖苷酶在 pH 4. 2～8. 2之间酶活力稳定 ,75 ℃的

半衰期为 1 h ;β2木糖苷酶在 pH 5. 0～8. 2之间有较

高的稳定性 ,酶 1 h半衰期温度为 84 ℃。因此证明

我们克隆到的 xar基因是热稳定性阿拉伯糖苷酶/

木糖苷酶的编码基因。
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