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　　摘要:植酸酶是催化植酸及其盐类物质水解成肌醇和磷酸的一类酶的总称 , 用其作为动物饲料添加剂既可以达

到提高磷利用率的目的 ,又可以降低环境中的磷污染。真正具有开发价值的是利用微生物生产植酸酶。直接以宇佐

美曲霉菌株2418基因组 DNA为模板 , 对植酸酶基因 phy A 的成熟肽(分子长度为 1 347 bp)进行了 PCR 扩增 , 再将

PCR产物克隆入 pBS-T载体 , 经 DNA测序鉴定 ,与已发表的植酸酶基因同源性达到 99%以上 ,这为进一步获得大量 、

高活性植酸酶以及研究和开发新型微生态制剂打下了基础。
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Abstract:The phytase gene(phyA)of Aspergillus usamii 2418 strain ,which had been already selected and identi-

fied by us in the key laboratory of biomechanics and tissue engineering ,was amplified by polymerase chain reaction

(PCR)in this study.The PCR fragments were subcloned into the pBS-T vector.Nucleotide sequence analysis of the

phyA gene showed that it comprised 1 347 bp without the signal peptide sequence and shows over 99%homology in nu-

cleotides.It is the base of obtaining high active phytase and developing new microecological preparation.
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　　磷和钙是各种动物必需的常量矿物元素 ,既是

机体重要的结构成分 ,又参与许多重要的生理 、生化

过程 ,发挥着不可替代的代谢功能 。所以 ,动物必须

获得足够的磷 、钙来维持机体的正常生理活动 。在

集约化生产的今天 ,动物要获得足够的磷和钙 ,无外

乎来自于饲料 ,然而在常规植物性(谷实类 、糠麸类 、

油饼类)饲料中 ,虽然含磷十分丰富 ,但其中 2/3的

磷是以植酸磷形式存在。由于单胃动物胃肠道不分

泌或极少分泌植酸酶 ,使得植酸中的磷不能被直接

利用 。

植酸酶即肌醇六磷酸水解酶 ,是催化植酸及其

盐类物质水解成肌醇和磷酸的一类酶的总称[ 1] ,因

而用其作为动物饲料添加剂既可以达到提高磷利用

率的目的 ,又可以降低环境中的磷污染。现已经知

道植酸酶有 3种类型:肌醇六磷酸 3-磷酸水解酶 、肌

醇六磷酸 6-磷酸水解酶和非特性的正磷酸盐单酯

磷酸水解酶。天然植酸酶蛋白活性低 、产量小。近

年来 ,由于饲料工业 、畜牧业的发展及植酸酶新用途

的不断被发现 ,它被广泛用于促进单胃动物的生长

发育和提高饲料中磷的利用率方面 ,因此 ,植酸酶的

研究对提高畜牧生产效益及降低环境污染有重要意

义[ 2] 。

植酸酶有 3种来源:微生物 、植物和动物 。由于

动物中植酸酶含量很低 ,植物中的植酸酶因加工 、贮
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藏等因素被破坏 ,难以获得大量的植酸酶 ,所以真正

具有开发价值的仅限于利用微生物生产植酸酶。而

且 ,微生物植酸酶具有 pH范围广(pH 2.10 ～ 7.10)、

活性高(比植物性植酸酶高 10%)、可耐受较高温

度 、不被消化道中蛋白酶降解及易于生产等诸多优

点 ,因此植酸酶的研究主要致力于微生物酶的鉴定

和开发。经研究发现 ,自然界中细菌 、酵母都分泌一

定的植酸酶 ,但霉菌分泌的植酸酶量相对较高 ,在实

际生产中微生物植酸酶是最主要的来源 。目前研究

最多的是真菌植酸酶 ,特别是各种曲霉 ,如米曲霉

(A orgaze)、土曲霉(A terrus)、黑曲霉(A niger)、无花

果曲霉(A ficuum)等[ 3 , 4] 。

Shimizu研究了米曲霉 ,筛选出高产菌株并对其

所产生的植酸酶进行了纯化;1978 年 Skowronski等

首先研究了黑曲霉所产生的植酸酶 。UIIah 等[ 5]检

测了来自 25个种的 84株产细胞外植酸酶的真菌菌

株 ,筛选到编号为 Aspergillus ficuum NRRL3135 的高

产菌株 。我国的一些研究主要也是采用曲霉类 ,多

数为黑曲霉 ,未见有宇佐美曲霉的报道 。

本研究旨在从宇佐美曲霉 2418中克隆植酸酶

基因 phy A ,以期构建其新型表达载体 ,得到大量活

性高 、产量高 、热稳定性好的重组植酸酶以及开发能

表达植酸酶的新型微生态制剂 。

1　材料和方法

1.1　质粒和菌株

宇佐美曲霉(Aspergillus usamii)2418为北京市

农林科学院畜牧所高技术室保存的产植酸酶菌株 。

E coli DH5α为北京市农林科学院畜牧所高技术室

保存 。

1.2　酶及生化试剂

EcoRⅠ ,Kpn Ⅰ限制性内切酶均为TaKaRa 公司

产品。异丙基 β -D-硫代半乳糖苷(IPTG), X-gal

均为北京鼎国公司产品 。细菌质粒提取试剂盒 、胶

回收试剂盒 、DNA 连接试剂盒 、pBS-T 试剂盒均为北

京天为时代科技有限公司产品。DNA Marker , PCR

试剂盒均为大连 TaKaRa 公司产品。

1.3　引物设计

根据从 GenBank 中下载的多条黑曲霉植酸酶

phy A 基因序列[ 6] ,结合国内姚斌[ 7] 、霍丹群[ 8] 、李

桂兰[ 9]等的报道 ,利用Primer 5.0 软件 ,针对 pET32a

+表达载体多克隆位点 ,设计出一对用于扩增 phy

A 基因的引物。

引物的序列为:上游引物 P1:5′- GGGGTACC-

CTGGCAGTCCCCGCCTCGA-3′, 下 游 引 物 P2:5′-

GGAATTCCTAAGCAAAACACTCCGCC-3′,引物送英骏

生物技术有限公司合成 。

1.4　宇佐美曲霉细胞总 DNA的提取

将实验室保存的宇佐美曲霉菌株的斜面孢子接

种于 PDA斜面培养基中 , 28℃培养 4 d ,待完全产孢

后 ,用无菌水洗涤 ,制成孢子悬液 ,取适量孢子悬液

在无菌条件下涂布在事先铺有一层玻璃纸的 PDA

平板上 ,玻璃纸用灭过菌的针打孔 , 30℃恒温培养

24 ～ 30 h。收集菌丝体于 1.5 mL 的离心管中 ,置于

-20℃冰箱里冷冻 0.5 h 以上或过夜 。用改进的

CTAB法提取宇佐美曲霉细胞总 DNA 。

1.5　phy A基因的 PCR扩增

以宇佐美曲霉细胞基因组总 DNA为模板 ,用前

面所设计的引物直接 PCR 扩增植酸酶的成熟肽基

因(不包含信号肽和内含子)。PCR扩增反应条件

为:94℃变性 40 s , 56.5℃退火 40 s , 72℃延伸 1.5

min ,共 35个循环 。扩增完毕 ,取 5μL PCR产物 ,用

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测结果 。

1.6　phy A基因 PCR产物的克隆

采用北京天为时代公司的胶回收试剂盒纯化

phy A基因 PCR产物 ,将纯化的 phy A基因与 pBS-T

载体直接连接(T 载体末端带有T 碱基 ,PCR产物末

端带有A碱基)。连接反应体系为:目的 DNA 5 μL ,

pBS-T载体 1 μL , T4-Ligase 1 μL , Buffer 1 μL ,无菌

水 2μL ,混匀后 16℃连接过夜。同时 ,采用氯化钙

法制备大肠埃希氏菌 DH5α感受态细胞 。然后进行

转化 、阳性克隆菌株的筛选及酶切鉴定 。

1.7　phy A基因测序与分析

将筛选的带有质粒 pBS-T-phy A 的阳性克隆

菌株送英骏生物技术有限公司(原上海博亚生物技

术有限公司)对克隆片段 phy A基因测序 ,并对测序

结果进行分析 。

2　结果与分析

2.1　phy A基因的 PCR扩增及其产物的酶切鉴定

直接对宇佐美曲霉基因组进行 PCR扩增鉴定 ,

用 0.8%的琼脂糖凝胶进行检测 ,电泳结果见图 1。

从图 1可看出 ,在此 PCR反应条件下 ,扩增到 1

条长约 1.4 kb的特异性目标带 ,符合 phy A基因成

熟肽的理论长度(1 347 bp),由此初步判断 PCR扩

增 phy A基因成功。
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1.DL2000DNA Maker;2.Negative control;3.PCR Product

图 1　PCR 产物鉴定

Fig.1　PCR and cloning of phytase phyA

图 2　质粒鉴定

Fig.2　Analysis of plasmid

2.2　phy A基因 PCR产物的克隆

将大量 PCR扩增的 phy A基因 ,经过胶回收纯

化后 ,直接与pBS-T 载体 (3.0 kb)连接 , 然后转化

E.coli DH5α,通过α互补法进行蓝白斑筛选 ,挑取 4

个白色阳性克隆菌 ,提取质粒 ,所提质粒用 0.8%的

琼脂糖凝胶进行电泳检测 ,如图 2所示。

1.DL2000 DNA marker;2.PCR Product of recombinant plasmid;

3.λDNA Hind Ⅲ Marker;4.Enzyme digestion product;

of EcoR I+Kpn I

图 3　pBS-T-phy A质粒的双酶切鉴定

Fig.3　Restriction enzyme digestion analysis

of recombinant plasmid

从图 2 可以看出 , 3 , 4 号均为阳性克隆质粒

(pBS-T phy A),并对阳性质粒进行 PCR鉴定和酶切

鉴定(图 3)。经过双酶切后 ,得到约1.4 kb的 phy A

基因和 3.0 kb 左右的 pBS-T。切出的 1 347 bp 的

DNA 片段与笔者插入的片段大小一致 ,初步证明阳

性克隆质粒 pBS-T-phy A 构建成功 。

2.3　phy A基因测序与序列分析

phy A 基因成熟肽长 1 347 bp ,将阳性克隆质粒

pBS-T-phy A 送英骏生物技术有限公司进行克隆

片段序列测定 。测序结果见图 4。

CTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATTGG GGTACCCTGGCAGTCCCCGCCTCGAGAAGTCAATCTACTTGCGATACGGTCGATCAG

GGGTATCAATGCTTCTCGGAGACTTCGCATCTTTGGGGCCAATACGCGCCGTTCTTTTCTCTGGCAAACAAATCGGCCATCTCCCCTGATGT

TCCTGCCGGATGCCATGTCACTTTCGCCCAGGTTCTCTCCCGCCATGGAGCACGGTATCCGACCGACTCCAAGGGCAAGAAATACTCCGCT

CTCATCGAGGAGATCCAGCAGAACGCGACAACCTTCGAGGGGAAGTATGCCTTCCTGAAGACATACAACTACAGCCTGGGCGCGGATGA

CCTGACTCCCTTCGGAGAGCAGGAGCTGGTCAACTCCGGCGTCAAGTTCTACCAGCGATACGAATCGCTCACAAGAAACATCGTCCCGTT

CATCCGATCCTCAGGCTCCAGCCGCGTGATTGCCTCTGGCAATAAATTCATCGAGGGCTTCCAGAGCACTAAGCTGAAGGATCCTCGTGCC

CAGCCCGGCCAATCGTCGCCCAAGATCGACGTGGTCATTTCAGAGGCCAGCACATCCAACAACACTCTCGATCCGGGCACCTGCACCGTT

TTCGAAGATAGCGAATTGGCCGATGACATCGAAGCCAATTTCACCGCCACGTTCGTCCCCTCCATTCGTCAACGTCTGGAGAACGACTTGT

CTGGCGTGTCTCTCACGGACACAGAAGTGACCTACCTCATGGACATGTGCTCCTTCGACACCATCTCCACCAGCACCGTCGACACCAAGCT

GTCCCCCTTCTGTGACCTGTTCACCCATGAAGAATGGATCAACTACGACTACCTCCAGTCCCTGAACAAATACTACGGCCATGGCGCAGGT

AACCCGCTCGGCCCGACCCAGGGCGTCGGCTACGCTAACGAGCTCATCGCCCGTCTCACCCACTCGCCTGTCCACGATGACACCAGCTCC

AACCACACATTGGACTCCAACCCGGCTACTTTCCCGCTCAACTCCACTCTCTATGCGGACTTTCCGCATGATAACGGCATCATCTCTATCCT

CTTTGCTTTGGGTCTGTACAACGGCACCAAGCCGCTGTCTTCCACGACCGCGGAGAATATCACCCAGACCGATGGGTTCTCATCTGCCTGG

ACGGTTCCTTTCGCGTCGCGCATGTACGTCGAGATGATGCAATGCCAGTCCGAGCAGGAGCCTTTGGTCCGTGTCTTGGTTAATGATCGTG

TTGTTCCGCTGCATGGCTGTCCGGTTGATGCTTTGGGAAGATGTACGCGGGATAGCTTCGTGAAGGGGTTGAGCTTTGCCAGATCTGGCGG

TGATTGGGCGGAGTGTTTTGCTTAGGAGTTCCATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCC

图 4 　phy A 基因序列

Fig.4　Nucleotide sequence of phytase gene
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3　讨论

phy A基因成熟肽序列测定与分析表明 , PCR

扩增产物全长 1 363 bp ,其中包含 1 347 bp phy A基

因成熟肽和引入的 2 个酶切位点 。笔者所克隆的

phy A基因与Wu J , Yan C Y所注册的 Ay615712黑

曲霉 phy A 基因相比 ,二者的成熟肽基因的长度 、所

编码氨基酸的长度等均相同 ,只错配5个碱基 ,同源

性达到99.6%;与 Zhang L ,An L等注册的AY013315

植酸酶 phy A 基因比较 ,同源性高达 99.7%。目前

国内外尚无关于宇佐美曲霉的 phy A基因序列的报

道 ,因此我们已将该基因序列在 Genbank上注册成

功 ,编号为 DQ198163 。到目前为止 ,我们是第一个

成功克隆宇佐美曲霉 phy A基因并将该基因序列公

布的研究小组。

综上所述 ,宇佐美曲霉 2418是北京市农林科学

院畜牧所高技术室经过一年多时间筛选出的产植酸

酶活性最高的菌株 , 与黑曲霉 NRRL3135 、黑曲霉

N25的植酸酶 phy A 基因高度同源 。因此 ,可将其

转入大肠埃希氏菌 pET32a+高效表达系统和真核

表达系统进行深入研究。
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