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田菁根瘤菌嗜盐毩飊淀粉酶的基因克隆表达与分子改造*

Rhizobiumsesbania HalophilicAlpha飊AmylaseGene
CloningandEnzymologyCharacteristicsResearch
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摘要:暰目的暱克隆表达田菁根瘤菌嗜盐毩飊淀粉酶基因,并对其进行基因改造,为探索与嗜盐性相关的氨基酸位点

提供参考。暰方法暱从田菁根瘤菌及周围土壤的宏基因组中克隆到一个命名为 RSA的极端嗜盐淀粉酶。通过与

同源性为75.33%的嗜盐毩飊淀粉酶 K6的序列比对发现,RSA飊D205位点与已报道的 K6飊N204(嗜盐相关的氨基

酸位点)相似,从而对其进行定点饱和突变以研究相关酶学性质。暰结果暱共获得17个突变子,其最适 NaCl浓度

较 RSA均有不同程度的降低。RSA飊D205R、RSA飊D205C酶反应温度高达80曟,拓宽了其应用范围。暰结论暱
RSA飊D205氨基酸残基位点与Na+ 结合位点有一定的联系;另外,精氨酸(R)、半胱氨酸(C)对淀粉酶的高温改造

具有参考价值。
关键词:克隆表达暋嗜盐机理暋毩飊淀粉酶暋定点突变暋离子结合位点

中图分类号:Q78暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)02灢0201灢05
Abstract:暰Objective暱Thestudywastoprovidethereferenceforexploringtheaminoacidsites
relatedtohalophiliccharacteristicsbycloning,expressingandgeneticallymodifyingthegeneof
Rhizobiumsesbania.暰Methods暱AnextremehalophilicamylasenamedRSA wasclonedfrom
themetagenomeofRhizobiumsesbaniaandsurroundingsoil.RSA飊D205sitewasfoundto
haveasimilaritytothereportedK6飊N204(aminoacidsiterelatedtohalophiliccharacteristics)
atsequencehomologylevelabout75.33% withhalophilicamylaseK6.Inordertostudythe
relevantenzymaticproperties,asitedirectedsaturationmutagenesiswasperformed.暰Results暱A
totalof17mutantswereobtained,andtheoptimumNaClconcentrationwaslowerthanthatof
RSAinvariousdegree.However,thereactiontemperatureofRSA飊D205RandRSA飊D205C
werebothupto80曟,whichbroadenedtheirapplication.暰Conclusion暱Thereisacertainrela灢
tionshipbetweentheaminoacidresiduesofRSA飊D205andNa+ bindingsites,andthearginine
(R)andcysteine(C)havethereferencevalueforthemodificationofamylase.
Keywords:cloningandexpression,halophilicmechanism,alpha飊amylase,site飊saturationmuta灢
genesis,ionbindingsite

0暋引言

暋暋暰研究意义暱嗜盐淀粉酶在许多行业中都具有潜

在的应用价值,如医药、纺织、制糖、酿造、食品及洗涤

行业[1飊4]。了解嗜盐毩飊淀粉酶的嗜盐机制,不仅对解

决蛋白质的折叠、稳定性的保持、溶解性的提高有重
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要意义,而且能为生物技术应用工程稳定蛋白质或酶

提供指导方针和范本。暰前人研究进展暱目前有一些

文献指出,蛋白质表面富含负电荷氨基酸残基是这类

来自于嗜盐微生物蛋白质的最突出特征之一[5飊7]。为

研究嗜盐淀粉酶的嗜盐机理,Zorgani等[8]对大量的

嗜盐及非嗜盐淀粉酶的氨基酸组成进行了序列比对,
并着重研究嗜盐酶的结构特征。与非嗜盐酶相比,嗜
盐酶呈现出不一样的三维结构以保证其在高盐浓度

的环境下能维持稳定性和活力[8]。暰本研究切入点暱
为了解嗜盐毩飊淀粉酶的嗜盐性与氨基酸序列及离子

结合位点的关系,采用定点突变技术对 RSA 离子结

合位点上的氨基酸进行改造研究。暰拟解决的关键问

题暱通过改变嗜盐毩飊淀粉酶的蛋白质序列来研究是

否离子结合位点本身的变化影响了酶与盐之间的相

互作用,从而表现出不同的稳定性与嗜盐性。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋样本的采集

暋暋根据田菁的植物特征,从广西南宁市石埠码头靠

河流附近采集到一株田菁,取其根部及根瘤周围

土壤。

1.1.2暋主要试剂

暋暋由Beyotime公司生产的小剂量质粒提取试剂盒

(BiospinPlasmidDNAExtractionKit)、PCR产物纯

化试剂盒(PCRPurificationKit)以及 DNA 凝胶回

收试剂盒(DNAGelExtractionKit)。IPTG、SDS为

CALBIOCHEM 公司产品。Yeastextract、Tryptone
为 OXIOD公司产品。dNTP、TEMED、Tris碱、N,

N暞飊甲叉双丙烯酰、NaCl、丙烯酰胺、苯酚、RNaseA、
四水亚硫酸钠、溴酚蓝、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等均

为上海生工生产。

1.1.3暋菌种和质粒

暋暋EscherichiacoliJM109、表达载体 pSE380(色
氨酸启动子、复制子 PBR322、Amp抗性)均为本实

验组保藏菌种。

1.2暋方法

1.2.1暋引物设计

暋暋通过PCR从田菁根瘤菌根瘤及根瘤周围土壤的

宏基因组中克隆到一个注释为毩飊淀粉酶的 ORFrsa,
测序结果表明这个 ORF来自于Rhizobiumsp.IR灢
BG74。利用 NCBI网站上BLAST对获得的毩飊淀粉

酶的氨基酸进行序列比对,得到相似性最高的氨基酸

信息,找到其中相对应的核苷酸序列进行引物设计。
设计的引物序列如下:

暋暋P1:5曚飊CCGGAATTCATGCATCATCATCAT灢
CATCATATGGCCGGACGCACCTTGCTT飊3曚,

暋暋P2:5曚飊CCCAAGCTTTCACCCGGATTCGGC飊
TGGCAC飊3曚。

1.2.2暋PCR扩增目的片段

暋暋以田菁根瘤周围土壤菌种中获得的宏基因组

DNA为模板,设计的P1、P2为引物进行PCR扩增。

PCR反应体系25毺L,扩增条件:94曟预变性2min;

94曟变性30s,45曟退火45s,72曟延伸2min,循环

29次;最后72曟延伸10min。

1.2.3暋重组表达载体的构建及目的蛋白的纯化

暋暋利用限制性内切酶EcoR栺及Hind栿对胶回收

获得的PCR产物和表达载体pSE380分别进行双酶

切处理后,利用热激法转入大肠杆菌JM109中并进

行测序验证。挑测序正确的重组菌接种于 LB培养

基(Amp浓度为100毺g/mL)中,于37曟、220r/min
摇床中恒温培养。待 OD600 值达到0.6时加入终浓

度为0.6mmol/L的IPTG,于30曟、220r/min摇床

中诱导表达6h。最后,收集菌体用裂解缓冲液(10
mmol/L咪唑,50mmol/LNaH2PO4)充分重悬菌体

后进行超声波破胞。对破胞液进行离心取上清,用镍

柱亲和层析纯化蛋白,采用SDS飊PAGE检测纯化蛋

白的分子量大小和纯度。

1.2.4暋突变位点的选择

暋暋本课题组已研究的来自大肠杆菌的 K6毩飊淀粉

酶的突变子中,K6飊N204D的嗜盐性相较原始的 K6
得到提高。RSA与K6的氨基酸序列同源性较高,该
位点对应到RSA为D205位点,而且经过预测分析,
这两个位点在各自蛋白质三维空间结构上的位置都

处于离子结合位点上,这个位点的氨基酸可能与离子

直接接触,所以选择该位点进行突变研究。

1.2.5暋重组酶和突变酶酶活的测定

暋暋酶活力测定的方法参考3,5飊二硝基水杨酸比色

法(Bernfeld法)[9]对还原糖的含量进行测定,并结合

之前测定的葡萄糖标准曲线对测定结果进行计算。
将190毺L、含有1%(W/V)的可溶性淀粉为底物的

反应缓冲液加入至1.5mL的 Ep管中,使用移液枪

每隔10s加入10毺L的稀释一定倍数的纯酶液。将

10毺L经煮沸灭活的纯酶加入到相同的缓冲液中作

为空白对照组。在最适条件下反应10min后,各管

加入400毺LDNS终止反应,移至沸水浴中加热5
min显色;然后各取200毺L混合液加至96孔板中,
测定混合液的吸光值OD540,再结合葡萄糖标准曲线

计算出葡萄糖的产量。毩飊淀粉酶的酶活力单位定义:
处于最适条件时,每分钟生成1毺mol葡萄糖所需的
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酶量为一个酶活力单位(U)。毩飊淀粉酶活力的计算:

毩飊淀粉酶活力单位(U/mL)=(葡萄糖含量暳103暳
稀释倍数)/(198.17暳10暳0.01),比活力=最高酶活

力(U)/纯化后蛋白质的含量(mg)。

1.2.6暋重组酶和突变酶酶学性质的测定

暋暋(1)pH 值对酶活力的影响

暋暋使用不同pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液与可溶性

淀粉进行底物的配制,取10毺L稀释的纯酶液与190

毺L底物在37曟恒温水浴锅中反应10min。根据公

式计算酶活力,以最高相对酶活力为100%,绘制pH
值对酶活力的影响曲线。

暋暋(2)温度对酶活力的影响

暋暋使用最适pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液与可溶性

淀粉进行底物的配制,取10毺L稀释的纯酶液与190

毺L底物分别在不同温度下反应10min。根据公式

计算酶活力,以最高相对酶活力为100%,绘制温度

对酶活力的影响曲线。

暋暋(3)最适 NaCl浓度

暋暋使用最适pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液与可溶性

淀粉进行底物的配制,并加入不同浓度的 NaCl溶

液。取10毺L稀释的纯酶液与190毺L含不同浓度

NaCl的底物在最适温度下反应10min。根据公式

计算酶活力,以最高相对酶活力为100%,绘制pH
值对酶活力的影响曲线。

暋暋(4)Ca2+ 对酶活力的影响

暋暋使用最适pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液稀释酶

液,使稀释后的酶液中含有不同终浓度的 Ca2+ 。将

稀释后的酶液于4曟处理12h。取10毺L经处理的

酶液与190毺L底物在最适温度下反应10min。以

最高相对酶活力为100%,绘制不同浓度的Ca2+ 对酶

活力影响曲线。

暋暋(5)EDTA对酶活力的影响

暋暋使用最适pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液稀释酶

液,使稀释后的酶液中含有不同终浓度的 EDTA。
将稀释后的酶液于4曟处理12h。取10毺L经处理

的酶液与190毺L底物在最适温度下反应10min(未
经处理的酶液为空白对照)。以空白对照的相对酶活

力为100%,绘制不同浓度的 EDTA 对酶活力影响

曲线。

暋暋(6)金属离子对酶活力的影响

暋暋使用最适pH 值的磷酸飊柠檬酸缓冲液与可溶性

淀粉进行底物配置,使得底物中的 NiCl2、MgCl2、

CuCl2、FeCl3、CoCl2、CaCl2、ZnSO4、PbAc、MnCl2、

BaCl2的终浓度为10mmol/L。取10毺L稀释的纯酶

液与190毺L含不同金属的底物在最适温度下反应

10min(无金属离子的底物为空白对照)。根据公式

计算酶活力,以空白对照的相对酶活为100%,绘制

不同盐溶液对酶活性影响的柱状图。

2暋结果与分析

2.1暋重组酶的表达与纯化

暋暋如图1所示,利用SDS飊PAGE凝胶电泳对获得

的重组蛋白RSA进行纯化,重组酶的蛋白质大小为

55kDa。结果表明 RSA 在大肠杆菌JM109中成功

表达,且经过IPTG诱导表达所产生的目的蛋白条带

较为单一,可以进行下一步研究。

暋暋M:蛋白质 Marker;栙诱导空载体 pSE380/JM109可溶

性蛋白;栚诱导转化子可溶性蛋白质;栛纯化目的蛋白 RSA
暋暋M:Proteinmarker;栙Proteinsfromsolublefractionsof
pSE380/JM109withinduction;栚Proteinsfromsolublefrac灢
tionsofpSE380飊RSA/JM109withinduction;栛PurifiedRSA
fromsolublefractionsofpSE380飊RSA/JM109

图1暋重组蛋白 RSA的SDS飊PAGE凝胶电泳

Fig.1暋SDS飊PAGEgelofRSApurificationsteps
2.2暋重组酶酶学性质

2.2.1暋最适pH 值

暋暋如图2所示,RSA 的最适pH 值为7.5,在pH
值7.0以下及pH 值8以上的溶液中 RSA的酶活下

降很明显,当pH 值下降到6时 RSA 基本失去酶活

力,表明RSA的pH 耐受范围较小。

图2暋RSA的最适pH 值

Fig.2暋OptimalpHvalueofRSA
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2.2.2暋最适温度

暋暋如图3所示,RSA 的最适温度是45曟,在35~
50曟时酶的活性较高,相对活力维持在60%以上。
温度超过50曟后的酶活力有较大的降低,表明 RSA
不能耐高温,低温下稳定性较好。

图3暋RSA的最适温度

Fig.3暋OptimaltemperatureofRSA
2.2.3暋最适 NaCl浓度

暋暋 由 图 4 可 见,RSA 的 最 适 NaCl浓 度 为 5
mol/L,在2~5mol/LNaCl环境中酶活力不断升

高,到6mol/L时开始下降。说明 RSA 的嗜盐性较

高,属于极端嗜盐酶。

图4暋RSA的最适 NaCl浓度

Fig.4暋OptimalNaClofRSA
2.2.4暋Ca2+ 对酶活力的影响

暋暋如图5所示,在0~5mmol/LCa2+ 溶液中,随着

Ca2+ 浓度增加,酶活力不断地升高,说明 Ca2+ 对

RSA具有激活作用。在Ca2+ 达到5mmol/L以上时

出现酶活抑制现象,说明 Ca2+ 浓度在5mmol/L的

时候激活作用最强。

图5暋Ca2+ 对重组酶活性的影响

Fig.5暋EffectofCa2+ onrecombinantenzymeactivity

2.2.5暋EDTA 对酶活力的影响

暋暋如图6所示,从实验结果可知 EDTA 对重组酶

RSA的酶活性影响很大,相对酶活力均在10%以下,
说明重组酶RSA是一种金属酶。

图6暋EDTA对重组酶活性的影响

Fig.6暋EffectofEDTAonrecombinantenzymeactivity

2.2.6暋金属离子对酶活力的影响

暋暋如图7所示,Cu2+ 、Fe3+ 、Zn2+ 、Pb2+ 均对 RSA
有抑制作用,其中 Zn2+ 对于 RSA 的抑制作用不明

显。Ni2+ 、Mg2+ 、Co2+ 、Ca2+ 、Mn2+ 、Ba2+ 均对 RSA
有激活作用,其中 Co2+ 、Ca2+ 对 RSA 的激活效果显

著,而Ba2+ 对于RSA的激活效果不明显。

图7暋金属离子对 RSA活力的影响

Fig.7暋EffectofmetalionsonRSAactivity

2.3暋突变酶的酶学性质及其与重组酶的比较

暋暋 在 17 个 突 变 子 中 (表 1),RSA 的 D205K、

D205I、D205M、D205L、D205S、D205N、D205T、

D205F、D205H、D205E突变子为嗜盐酶,但是嗜盐性

较 RSA 均 有 所 下 降。另 外,RSA飊D205R、RSA飊
D205C突变子的最适温度均为80曟,相比野生重组

酶上升35曟成为嗜热酶。

3暋讨论

暋暋通过分析PDB数据库中一些酶的三维结构后发

现,大多数氨基酸是用来维持酶分子结构上的稳定,
少部分氨基酸作为构成活性中心的关键氨基酸,这些

关键氨基酸对酶分子的催化活性影响巨大,对这类型

氨基酸进行替换可能会引起酶学性质的改善。RSA
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表1暋定点突变子的酶学性质汇总

Table1暋Summarizetheenzymeproportiesofsite飊saturation
mutants

RSA突变子

RSA Mutants

最适温度

Optimum
temperature(曟)

最适pH 值

OptimumpH

最适 NaCl浓度

Optimum NaCl
concentration

(mol/L)

RSA
D205L

45
45

7.5
6.5

5
2

D205Q 60 5.0 0
D205R 80 5.5 0
D205S 55 5.5 2
D205K 55 6.5 3
D205N 65 7.0 2
D205T 50 6.5 2
D205Y 60 5.5 0
D205A 55 6.0 0
D205C 80 6.5 0
D205G 35 6.0 0
D205W 60 5.5 0
D205V 75 5.5 0
D205I 55 7.0 3
D205M 35 6.5 4
D205F 45 6.5 1.5
D205P 75 8.0 0
D205H 45 6.0 2
D205E 60 5.0 2

最适 NaCl浓度为5mol/L,为极端嗜盐酶。本实验

通过对RSA飊D205位点进行突变,突变子的嗜盐性均

有所降低。另外,RSA飊D205R、RSA飊D205C这两个

突变子的最适反应温度达到80曟,相较原始的 RSA
提高35曟。精氨酸(R)、半胱氨酸(C)也许对淀粉酶

的高温改造具有参考价值。这些改变可能是因为离

子结合位点本身的变化影响酶与盐之间的相互作用,
从而表现出不同的性能。同时RSA嗜盐淀粉酶是从

非嗜盐菌田菁根瘤菌中获得的,打破了嗜盐酶从嗜盐

菌中获得的传统。由于RSA的晶体结构尚未被完全

理解,突变位点的选择存在较大的不可预见性和盲目

性。仅从这些定点突变结果还不能完全说明该离子

结合位点是如何影响酶的性能,但是这些结果可以为

嗜盐淀粉酶的分子改造积累经验。目前嗜盐酶在生

物技术 应 用 方 面 的 潜 力 还 没 有 被 广 泛 地 开 发 利

用[10],但是相比在极端环境下比如高温、宽范围的

pH 值或者在物理化学都不适合的普通酶[11]来说,这
些属性使得嗜盐水解酶在工业生产上得到更广泛的

应用。
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