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　　摘要：由ＧｅｎＢａｎｋ上发布的壳聚糖酶基因编码区序列设计ＰＣＲ扩增引物，从笔者所在实验室已筛选的１株具有
降解壳聚糖功能的芽孢杆菌中克隆得到壳聚糖酶基因片段，将该片段与ｐＭＤ２０－Ｔ载体连接后转化至大肠杆菌ＤＨ５α
中，测序并与ＮＣＢＩ上已发布的芽孢杆菌属壳聚糖酶编码区序列进行比对分析。结果表明，该片段与来自糖苷水解酶
４６家族中的ＢａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓＭＨ－Ｋ１和 ＢａｃｉｌｌｕｓｅｈｉｍｅｎｓｉｓＥＡＧ１的壳聚糖酶编码区序列同源性分别为７１．７５％和
７５９３％；与糖苷水解酶８家族中的Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．Ｎｏ．７－Ｍ的壳聚糖酶编码区序列同源性为８７．７３％。初步推断该片段
为类似壳聚糖酶基因片段。
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　　壳聚糖酶（ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅＥＣ３．２．１．９９）可以催化壳聚糖中糖
苷键的水解，并生成壳寡糖［１］。在日常生活中，壳寡糖被广泛

应用在医药［２］、保健品［３］、食品［４］等方面。目前，国内外已报道

的壳聚糖酶产生菌主要包括细菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｍｙｘｏｂａｃｔｅｒ、
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）［５－７］、放线菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）［８－９］等。

根据国内外现有报道，ＰＤＢ数据库中公布了３种已测定
三级结构的壳聚糖酶，其中 ２种来自芽孢杆菌属，分别为
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．Ｋ１７和ＢａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓＭＨ－Ｋ１。有关非专一性
降解酶对壳聚糖的降解也曾引起过很多学者的兴趣，如脂肪

酶［１０］、纤维素酶［１１］和蛋白酶［１２］。本研究从大连周边海域的

海泥中筛选出１株壳聚糖酶产生菌Ｗ－２，测定１６ＳｒＤＮＡ序
列，并进行了鉴定，克隆基因组ＤＮＡ中壳聚糖酶基因片段，测
序并进行序列分析，为进一步研究该壳聚糖酶蛋白的表达和

结构分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、克隆载体和酶　壳聚糖降解菌Ｗ－２由笔者所
在实验室在大连周边海域海泥中筛选获得。菌株 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉＤＨ５α由笔者所在实验室保藏；克隆载体ｐＭＤ２０－ＴＶｅｃ
ｔｏｒ、ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ购自
宝生物工程大连有限公司。

１．１．２　主要培养基　活化培养基：葡萄糖１０ｇ／Ｌ、蛋白胨
０．２ｇ／Ｌ、酵母膏０．１ｇ／Ｌ、海水６００ｇ／Ｌ、１２１℃灭菌２０ｍｉｎ；
ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母膏５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值
７．０，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。
１．２　试剂与仪器

Ｂｉｏｓｐｉｎ细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自杭州博日科技

有限公司；超薄琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒和质粒小提试剂
盒，购自天根生化科技北京有限公司；ＴＰ６００ＰＣＲ仪，日本
ＴａＫａＲａ公司生产；ＥＳ－３１５高压蒸汽灭菌锅，日本 ＴＯＭＹ公
司生产；ＨｉｍａｃＣＲ－２１Ｇ高速冰冻离心机，日本日立公司生
产；ＮＵＡＩＲＥ６３８２Ｅ－８５℃超低温冰柜，日本日立公司生产；
凝胶成像系统，美国ＵＶＰ公司生产。
１．３　１６ＳｒＤＮＡ的扩增和测定

利用在ＴａＫａＲａ公司合成的细菌１６ＳｒＤＮＡ扩增通用引
物２７Ｆ和１４９２Ｒ，以Ｗ－２菌株基因组 ＤＮＡ为模板，用 ＰＣＲ
仪进行扩增。将扩增产物送至宝生物工程大连有限公司测序

后用ＮＣＢＩ在线进行 Ｂｌａｓｔ比对，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０和 ＭＥＧＡ５．０
构建系统发育树。

１．４　目的基因片段的克隆
１．４．１　引物的设计　根据 ＮＣＢＩ核酸数据库中已发布的芽
孢 杆 菌 属 壳 聚 糖 酶 （Ｄ１０６２４、ＡＢ００８７８８、ＡＢ０５１５７４、
ＡＢ０５１５７５、ＥＵ９２４１４７、ＪＱ４２５４０８）编码区保守序列设计引物
Ｐ１：５′－ＴＴＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＧＣＴＧＴＴＴ－３′；Ｐ２：５′－ＴＴＧＧＣＡＴＴＡ
ＣＴＴＴＧＣＴＧＴＴＴ－３′。
１．４．２　目的基因片段扩增与回收　以菌株 Ｗ－２基因组
ＤＮＡ为模板进行扩增。选定温度为４０～６０℃进行退火温度
初步优化，最终确立扩增体系：１０×Ｔａｑｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ２μＬ，
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｐ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｐ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
１μＬ，ＤＮＡ模板（３０～６０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（５．０Ｕ／μＬ）０．２μＬ，补充 ｄｄＨ２Ｏ使反应体系总体积为
２０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性３ｍｉｎ，扩增反应３０个循
环（９４℃变性３０ｓ，４６．４℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ），７２℃
延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检
测，目的基因片段用超薄琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收。
１．５　重组质粒的构建

将回收的基因片段与克隆载体 ｐＭＤ２０－Ｔ进行连接，构
建重组质粒，转化至 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，经
蓝白斑筛选后挑选阳性克隆子进行菌落 ＰＣＲ鉴定。提取质
粒并进行 ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切以及 ＥｃｏＲⅠ单酶切检验。
将重组质粒送至宝生物工程大连有限公司进行测序，并使用
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相关软件进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　壳聚糖降解菌Ｗ－２的鉴定
经０．８％琼脂糖凝胶电泳检测，提取的菌株Ｗ－２基因组

ＤＮＡ和以该ＤＮＡ为模板，利用１６ＳｒＤＮＡ扩增通用引物２７Ｆ、
１４９２Ｒ扩增的片段均条带单一且清晰（图１）。扩增产物经测
序，并在 ＮＣＢＩ网站上用 Ｂｌａｓｔ程序进行序列同源性比对之
后，确定目的菌株为芽孢杆菌属。用 ＭＥＧＡ５．０构建系统进
化树（图２），确定目的菌株Ｗ－２为芽孢杆菌属，与苏云金杆
菌亲缘关系较近。

２．２　目的基因片段的ＰＣＲ扩增
以Ｗ－２菌株基因组ＤＮＡ为模板，加入引物 Ｐ１、Ｐ２进行

退火温度优化。选择其中１１个温度经１％琼脂糖凝胶电泳
检测，大多在５００ｂｐ处有单一较亮的条带，与预期目的片段
大小一致；第４泳道扩增产物条带较亮且稳定，因此，将退火
温度选定为４６．４℃（图３）。

２．３　重组质粒的构建和筛选
将回收的ＤＮＡ片段与ｐＭＤ２０－Ｔ载体进行连接，并转化

至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，经蓝白斑筛选，挑取部分白斑
处菌落进行菌落 ＰＣＲ鉴定。利用１％琼脂糖凝胶电泳检测
（图４），看出所有泳道均出现与目的条带大小一致的单一条
带，且无拖尾现象。其中第１、２、４、５、７、８泳道亮度较强，初步
验证了所取白色菌落为阳性克隆株。

２．４　阳性重组质粒的鉴定
将２号菌株Ｂ－２接种于液体ＬＢ培养基中，过夜振荡培

养１０ｈ，摇床转速 １５０ｒ／ｍｉｎ。用质粒小提试剂盒对上述
Ｂ－４菌的新鲜培养液进行质粒抽提，并将该重组质粒进行
ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ的双酶切（图５），经１％琼脂糖凝胶电泳检
测，得到了５００ｂｐ左右的片段，与克隆目的片段大小相近，进
一步证明了目的片段插入了ｐＭＤ２０－Ｔ载体中。
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２．５　氨基酸序列测定及分析
将单菌落 Ｂ－２的过夜新鲜 ＬＢ培养液用质粒小提试剂

盒抽提，提取产物送至宝生物工程大连有限公司进行氨基酸

序列测定，得到４７９ｂｐ的正向插入序列。
将目的片段序列与核酸数据库中已发布的１１个芽孢杆

菌属壳聚糖酶编码区全序列进行比对，构建 ＮＪ进化树（图
６），发现目的片段 Ｂ－２ｆ与来自糖苷水解酶 ４６家族中的
ＢａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓＭＨ－Ｋ１和 ＢａｃｉｌｌｕｓｅｈｉｍｅｎｓｉｓＥＡＧ１的壳聚
糖酶编码区序列同源性分别为７１．７５％和７５．９３％；与糖苷水
解酶８家族中的 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．Ｎｏ．７－Ｍ的壳聚糖酶编码区序
列同源性为８７．７３％。初步推断目的片段与糖苷水解酶第８
族中的芽孢杆菌属壳聚糖酶最为相近。

　　利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０将已测序的目的基因片段翻译
成氨基酸序列为：ＭＮＧＫＮＮＩＦＴＣＦＥＤＩＰＦＴＲＹＬＫＮＤＨＳＳＬＰＧＡ
ＹＹＮＫＧＥＩＴＧＤＭＤＧＦＫＰＬＧＶＳＣＦＣＬＬＭＶＬＲＩＮＴＮＴＶＮＶＰＦＩＨＦ
ＬＣＷＲＮＣＩＷＡＴＣＬＮＣＹＦＴＨＩＦＨＩＷＥＲＦＩＨＦＳＳＬＰＧＧＹＹＶＫＧＥＩ
ＴＣＴＳＡＶＩＮＲＲＮＦＹＴＦＦＦＫＬＴＮＦＴＮＦＩＭＹＤＧＭＦＫＴＡ。该序列含
１４８个氨基酸，并且在上述拟表达序列中发现与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．
Ｎｏ．７－Ｍ基因中编码壳聚糖酶的氨基酸序列部分片段有较
大的相似性（图７）。进一步推断目的片段与糖苷水解酶第８
族中的芽孢杆菌属壳聚糖酶相近。

３　讨论

由于细菌自身的特殊性，使得来自芽孢杆菌属中不同菌

株的壳聚糖酶编码区序列同源性可能相对较低。如来自糖苷

水解酶第８族的 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．Ｎｏ．７－Ｍ（ＡＢ０５１５７５）和糖苷水

解酶４６族的 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓＭＨ－Ｋ１（Ｄ１０６２４），两者编码
区序列一致性为４８．５２％；同样来自糖苷水解酶４６家族中的
ＢａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓＭＨ－Ｋ１（Ｄ１０６２４）和 Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓ（ＡＢ０５１５７４），两者编码区序列一致性也只有 ５６５４％。
初步推断本试验从目的菌株中克隆得到的基因片段为壳聚糖

酶基因片段。
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