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　　摘要 :为使地衣芽孢杆菌信号肽序列实现异源基因在大肠杆菌中的分泌表达 ,将地衣芽孢杆菌中编码耐高温α-

淀粉酶的基因克隆在大肠杆菌表达载体 pET - 22b的 T7启动子下游 ,转化大肠杆菌 BL21 (DE3)。重组菌株经乳糖诱

导后 ,在上清液中能够检测到淀粉酶活性。表明该芽孢杆菌淀粉酶基因 5′端信号肽序列能够将大肠杆菌中的重组α

- 淀粉酶引导到胞外 ,完成分泌表达。同时 ,用该信号肽序列还实现了甜蛋白 monellin基因在大肠杆菌中的分泌表

达。
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Abstract :The gene encoding a hyperthermostableα- amylase from a Bacillus licheniformis strain was cloned in pET

- 22b transcription vector containing T7 promoter ,and expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The recombinant

strain can secret the active recombinant enzyme into the medium. These indicated the signal peptide of this Bacillus sp .

could be recognized by E. coli secretory system. At the same time ,the signal peptide secreted sweet protein monellin from

periplasm to the medium too. This study gives a theory support for other foreign proteins expressed in E. coli through the

use of this signal peptide.
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　　α- 淀粉酶 (α- 1 ,4 - 葡聚糖 - 4 - 葡聚糖水解
酶)是内切酶 ,它基本上无规则水解淀粉骨架α- 1 ,

4 - 糖苷键而产生麦芽糖糊精。很多生物包括植物、
真菌和细菌都表现出α- 淀粉酶活性。α- 淀粉酶
广泛应用于淀粉加工、酒精、洗涤剂生产以及纺织工
业中的淀粉脱浆等。因其极大的商用价值 ,各国科
学家对其进行了大量研究[1 ,2 ]。其中 ,耐高温α- 淀
粉酶由于其热稳定性好 ,适合在高温下液化淀粉 ,因
此被广泛应用于食品、制药等行业 ,是目前工业上用
途最广泛的一种酶。目前 ,大部分商品淀粉酶来源
于细菌 ,如地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、解淀粉芽
孢杆菌或嗜热脂肪芽孢杆菌等[3 ]。

本研究将来源于地衣芽孢杆菌的耐高温α- 淀
粉酶基因克隆在大肠杆菌表达载体 pET - 22b的 T7

启动子下游 ,转化大肠杆菌 BL21 (DE3) 。发现α -

淀粉酶表达产物能够部分分泌到胞外 ,说明该α-

淀粉酶基因的信号肽序列能够被大肠杆菌分泌系统
识别。这为使用该信号肽序列实现异源基因在大肠
杆菌中的分泌表达提供了理论依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株及质粒 　E. coli 菌株 :BL21 (DE3) ,地

衣芽孢杆菌 ( Bacillus licheniformis) 020401 由本实验

华北农学报·2008 ,23 ( 2 ) : 1062109



室保存。质粒 pUAM由本实验室构建 (含完整地衣

芽孢杆菌α - 淀粉酶基因) 。质粒 pET - 22b 购自

NOVAGEN公司 (含 T7启动子的高效表达载体) 。

1. 1. 2　工具酶和试剂　限制性内切酶 NdeI、HindI2
II、T4DNA 连接酶、PolyrestDNA 高保真聚合酶购自

TaKaRa公司 ; Protein Marker、核酸分子量标准、氨苄

青霉素购自上海生物工程公司 ;所用试剂盒购自

Promega公司。

1. 1. 3　培养基和培养条件　LB液体培养基用于细

菌培养 ,在 LB 培养基中添加 1. 5 %的琼脂粉即为

LA培养基 ,LB培养基在需要时加入氨苄青霉素 50

μg/ mL ,LA 培养基加倍 ;筛选培养基为含抗菌素和

1 %淀粉的LA培养基 ,用作透明圈选择。其中抗菌

素氨苄青霉素浓度 100μg/ mL。

1. 1. 4　PCR引物 　根据测序结果设计合成了 PCR

所需引物 :引物 A 5′- AACATATGAAACAACAAAAA

CGGCTTTACG- 3′,引入 NdeI酶切位点 ;引物 B 5′-

GCAAGCTTCCTGAGGGCTGATGACACTTTG - 3′,引入

HindIII酶切位点 ;引物 C 5′- AACCATGGCCGCT2
GCTGCAGAATGAGG- 3′,引入 NcoI酶切位点 ;引物

由中科院上海生物工程中心合成。

1. 2　方法

1. 2. 1 　DNA 的提取 　B . licheniformis 染色体 DNA

的提取及质粒 DNA的快速提取参照文献[3 ]

1. 2. 2 　PCR扩增 　扩增α- 淀粉酶基因 　反应体

系为 :10×PCR缓冲液 5μL ,215 mmol/ L dNTPs 2μL ,

10μmol/ L 引物 A 和引物 B 各 2μL、质粒 pUAM 1

μL、PolyrestDNA高保真聚合酶 1μL、加双蒸水至 50

μL。反应条件 :95℃变性 3 min ;94℃30 s ,63℃30 s ,

72℃3 min ,30个循环后 ,最后 72℃延伸 10 min。

扩增α- 淀粉酶基因信号肽序列 　反应体系

为 :10×PCR缓冲液 5μL、2. 5 mmol/ L dNTPs 2μL、10

μmol/ L引物 A和引物 C各 2μL、质粒 pETAM 1μL、

PolyrestDNA高保真聚合酶 1μL、加双蒸水至 50μL。

反应条件 :95℃变性 3 min ;94℃30 s ,60℃30 s ,72℃

30 s ,25个循环后 ,在 72℃延伸 5 min。

扩增产物用 PCR回收纯化试剂盒进行纯化 ,纯

化产物进行酶切后经过凝胶纯化试剂盒回收特异性

扩增片段。

11213　重组 DNA技术和分子克隆技术　质粒 DNA

的制备 ,DNA片断的亚克隆 ,酶切和连接转化技术

参照文献[5 ]进行。

1. 2. 4　淀粉酶阳性菌落的检测　将转化细胞涂布

在含有 1 %可溶性淀粉的固体 LA平板上 ,37℃过夜

培养 ,将 I2 - KI溶液倒入平板 ,周围出现透明圈的

即为淀粉酶阳性菌落

1. 2. 5　重组子质粒在大肠杆菌中的诱导表达　将

阳性转化子接入 100 mL LB的 500 mL 三角瓶中 ,置

37℃振荡培养 5 h至 OD600约为 011。加入乳糖至终

浓度 20 mmol/ L ,诱导表达 2 ,4 ,6 ,8 ,16 h后 ,3 000×

g离心 15 min。上清液中加入蛋白酶抑制剂 PMSF

至终浓 1. 0 mmol/ L ,Pepstain - A至终浓 1. 0μmol/ L ,

即为胞外处理液。沉淀用裂解缓冲液 (10 mg/ mL 溶

菌酶 ,1. 0 mmol/ L PMSM ,110μmol/ L Pepstain - A ,50

mmol/ L Tris - HCl pH 710)洗涤 ,再重悬于 2 mL相同

缓冲液中进行超声波破碎。破碎液加入终浓为

1mg/ mL DNase 后冰浴 30 min。12 000 ×g 离心 20

min以除去细胞碎片 ,得到的上清液即为胞内处理

液。

1. 2. 6　酶活力的测定　α- 淀粉酶活力测定方法参

照文献[6 ]。原理是以 EPS( Ethylidene 4 - nitrophenyl

-α- D - maltoheptaoside)作底物 ,在 37℃,20 mmol/

L、pH 715 Tris - HCl 缓冲液中反应 ,底物渐进水解 ,

逐步释放出生色物质 4 - nitrophenyl ,该物质在 405

nm处有一最大吸收峰。

2　结果与分析

2. 1　含α- 淀粉酶基因的重组表达质粒 pETAM的

构建

以质粒 pUAM为模板 ,用合成的引物 A和 B进

行 PCR扩增 ,扩增产物经 018 %琼脂糖凝胶电泳检

测 (图 1) 。图中显示 ,扩增的DNA片段与预期一致 ,

约 117 kb ,是包含起始密码子 ATG的完整的α- 淀

粉酶基因。通过 PCR纯化试剂盒和凝胶回收试剂

盒对 PCR扩增产物进行纯化后 ,用 NdeI和 HindIII

双酶切 ,同时质粒 pET - 22b也用 NdeI和 HindIII双

酶切 ,试剂盒纯化回收 ,再用 T4DNA连接酶连接 ,获

得重组表达质粒 pETAM(图 2) 。该重组质粒经 NdeI

和 HindIII双酶切 ,凝胶电泳得到验证。在该重组质

粒中α- 淀粉酶基因由 T7启动子控制。

2. 2　α- 淀粉酶基因信号肽编码区的核苷酸序列

来自地衣芽孢杆菌的耐高温α- 淀粉酶基因全

核酸序列已被测定。图 3是该基因 5′端的核苷酸序

列 ,由该序列推导出的氨基酸序列也被列出。经序

列分析 ,从 + 1位 (Ala) 到 + 18位 (Asp)的氨基酸序

列与早先报道[6 ]的成熟淀粉酶的 N端氨基酸序列

一致 ,说明该地衣芽孢杆菌的淀粉酶前体物质含有

29个氨基酸残基的信号肽序列。同时发现该信号

肽的 3个氨基酸残基 ,分别位于 - 2 , - 4 , - 7位 ,具

有 E. coli信号肽酶 LepB 能够特异性结合的氨基酸
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序列的典型结构特征。

A. 1 kb DNA标准分子量 ;B.扩增产物
A. 1 kb Marker ;B. The amplified products

图 1　地衣芽孢杆菌耐高温α- 淀粉酶基因 PCR扩增片段
Fig. 1　PCR products of B. licheniformisα- amylase gene

图 2　表达质粒的结构图

Fig. 2　The structure of the expression plasmid

图 3　淀粉酶基因 5′端核苷酸序列( 1)及

推导的氨基酸序列( 2)

Fig. 3　Nuccleotide sequence( 1) and deduced amino

sequence( 2) of the 5′region ofα- amylase gene

2. 3　重组质粒 pETAM在大肠杆菌中的表达

将重组质粒 pETAM转化 E. coli BL21 (DE3) 。

为验证重组淀粉酶基因在 E. coli BL21 (DE3)中是否

表达 ,将重组转化子画线在含 1 %淀粉的 LA氨苄平

板上 ,同时将含 pET - 22b 空质粒的 E. coli BL21

(DE3) 转化子画线于同一块平板作为阴性对照。

37℃培养 2 d后 ,经 I2 - KI显色反应 ,重组转化子与

阴性对照相比 ,有很强淀粉酶的表达 (图 4) 。

上部. BL21 (DE3) / pETAM;下部. BL21 (DE3) / pET - 22b
Upper. BL21 (DE3) / pETAM;Down. BL21 (DE3) / pET - 22b

图 4　BL21( DE3) / pETAM在淀粉平板上的水解圈

Fig. 4　BL21( DE3) / pETAM on a LA plate

containing 1 % soluble starch

2. 4　乳糖诱导下的α- 淀粉酶基因的表达

将重组子接种于含抗性的 LB培养基中 ,培养 5

h后加入乳糖诱导表达。分别在不同的诱导时间测

定上清液和胞内的淀粉酶活性 ,结果见图 5。胞内

酶活在诱导 6 h时达到峰值 ,继续诱导 ,胞内酶活开

始下降。而胞外酶活随着诱导时间的延长逐渐增

加 ,16 h时达到最大。

图 5　乳糖诱导下大肠杆菌 BL21( OE3)

转化细胞 pETAM质粒表达的淀粉酶活性变化

Fig. 5　Amylase activity in E. coli BL21( DE3) transformed

cells pETAM expression plasmid under lactose inducing

2. 5　植物甜蛋白 monellin 基因在α - 淀粉酶信号

肽引导下的分泌表达

以 pETAM为模板 ,用合成的引物 A和引物 C进

行 PCR扩增 ,得到大小约 100 bp的α- 淀粉酶信号肽

序列 (图略)。回收纯化后用 NdeI和 NcoI双酶切 ,与

同样双酶切的 pETMO[7]的大片段连接 ,得到重组分泌

载体 pEAMO (构建过程见图 6所示) ,转化大肠杆菌

BL21(DE3)。将重组子接种于含抗性的 LB 培养基

中 ,培养 5 h后加入乳糖诱导表达。诱导 24 h后 ,发

酵液离心 ,用 SDS - PAGE电泳检测上清中蛋白表达

情况。以 BL21 (DE3) / pETMO 作为对照 ,结果见图
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7。在诱导上清液中能够检测到大小约 11 kD mon2
ellin的电泳条带 ,而对照则没有相应条带。且发酵

上清液经离心浓缩后进行品尝 ,具有甜味。说明甜

蛋白在α- 淀粉酶信号肽引导下能被分泌胞外。

图 6　重组质粒 pEAMO构建图

Fig. 6　Construction of recombinant

expression vector pEAMO

1. Molecular weight marker ;2. pETMO ;3. pEAMO

图 7　重组菌上清液的 SDS - PAGE分析

Fig. 7　SOS - PAGE analysis of the supernatant

fluid of recombinant strain

3　讨论

本研究将来自地衣芽孢杆菌的α- 淀粉酶基因

克隆在大肠杆菌诱导表达载体 pET - 22b ,由载体所

带的强启动子 - T7 控制。当重组子被诱导剂诱导

时 ,在发酵液中能够检测到明显的淀粉酶活性。同

时 ,随着诱导时间的延长 ,上清液酶活增大 ,说明大

肠杆菌中α- 淀粉酶可在自身信号肽的引导下分泌

胞外。同时 ,本研究用α- 淀粉酶信号肽序列取代

位于重组质粒 pETMO中甜蛋白 monellin 基因上游

pelB信号肽 ,诱导后在发酵上清液中检测到甜蛋白

monellin。进一步说明来自芽孢杆菌的信号肽序列

能够被大肠杆菌分泌系统所识别。

对由该基因 5′端核苷酸序列推导出的氨基酸

序列进行序列分析可看出 ,从 + 1位 (Ala) 到 + 18位

(Asp)的氨基酸序列与早先报道的成熟淀粉酶的 N

端氨基酸序列一致 ,说明地衣芽孢杆菌的淀粉酶前

体物质含有 29个氨基酸残基的信号肽序列。而该

信号肽序列又具有大肠杆菌典型信号肽酶 LepB[9 ]

(一个完整的细胞质膜蛋白)所识别氨基酸序列的典

型特征。根据文献 [10 ] ,大多数成熟蛋白前体被

LepB信号肽酶识别切割的位点在 His功能区下游 5

～7个氨基酸残基处 ,同时在相对于切割位点 - 2和

- 4 位 (通常是 Ala 或 Gly)是小氨基酸残基 ,在 - 7

位是诱导形成β转角的氨基酸残基 (通常是 Gly或

Pro) 。所有这些结构特征都与该芽孢杆菌的信号肽

序列特征完全一致。这些数据充分说明了该重组淀

粉酶能够被大肠杆菌分泌系统识别加工 ,进而分泌

胞外。如果将 - 17 位 Thr 定点突变为 Pro 残基 ,该

淀粉酶基因的信号肽序列可能会更好地被大肠杆菌

分泌系统识别 ,从而提高分泌表达量[10 ]。因此 ,本

研究建议在大肠杆菌中表达其他外源蛋白时 ,可以

使用该信号肽完成蛋白的分泌表达。
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