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一种新型 ＡＴＰ－依赖型 ＣｌｐＰ家族蛋白水解酶
ＰｌｃｌｐＰ基因的克隆、表达和酶学特性

龚　丽，李云霞
（上海海洋大学食品科学与技术学院／农业部水产品贮藏保鲜质量安全风险评估重点实验室，上海 ２０１３０６）

　　摘要：运用基因克隆技术，以分离鉴定获得的蛋白水解酶高活性类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｌａｕｔｕｓ）ＣＨＮ２６菌株的
基因组ＤＮＡ为模板，经克隆鉴定该菌株是一种新型ＡＴＰ－依赖型 ＣｌｐＰ家族蛋白水解酶 ＰｌｃｌｐＰ基因，全长５８５ｂｐ，编
码１９４个氨基酸，分子量约为２１ｋｕ。采用大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａｃｏｌｉ）ｐＥＴ表达系统构建 ＰｌｃｌｐＰ基因表达质粒 ｐＥＴ－
２８－ＰｌｃｌｐＰ，并在大肠杆菌 ＢＬ２１中实现了重组 ＰｌＣｌｐＰ蛋白的表达。利用组氨酸标签（Ｈｉｓ－ｔａｇ）亲和纯化法获得
ＰｌＣｌｐＰ纯化蛋白，发现ＰｌＣｌｐＰ可能与宿主菌未知伴侣分子形成蛋白复合物。ＰｌＣｌｐＰ复合物具有ＡＴＰ－依赖型酪蛋白
水解酶活性，最适反应温度为４０℃、ｐＨ值７．０。表面活性剂强烈抑制ＰｌＣｌｐＰ复合物的酶活性，而常规丝氨酸蛋白酶
抑制剂对其活性没有抑制作用。本研究结果为蛋白酶新基因资源的开发、ＣｌｐＰ家族蛋白酶的基础理论和应用研究奠
定了基础。
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作者简介：龚　丽（１９８９—），女，上海人，硕士研究生，主要从事食品
质量与安全研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｅｍｏ＿ｊｕｎ＠１６３．ｃｏｍ。

　　蛋白水解酶约占全球酶制剂市场的６０％，被广泛应用于
食品、医药、洗涤剂、农业等领域［１］。微生物是水解酶的主要来

源，探索并开发微生物新基因资源，对于解决目前商品化酶制

剂种类及来源较少、底物单一、价格昂贵等问题具有重要意义。

ＣｌｐＰ（ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ）家族ＡＴＰ－依赖型伴侣分子
相连（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ－ｌｉｎｋｅｄ）的酪蛋白水解肽酶广泛存在于原核

生物及真核生物中［２］，其利用ＡＴＰ驱动蛋白底物解折叠并转
位进入蛋白水解腔（ｃｈａｍｂｅｒ）中降解成小分子肽［３］。１９８８
年，ＣｌｐＰ蛋白酶首次被发现于大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａｃｏｌｉ）中［４］。

此后的大量研究表明，大肠杆菌中ＣｌｐＰ蛋白酶（ＥｃＣｌｐＰ）由蛋
白水解核心ＣｌｐＰ、依赖 ＡＴＰ的伴侣分子 ＣｌｐＡ或 ＣｌｐＸ组成，
其蛋白水解腔由催化位点序列形成的２个反向同型七聚体环
构成［２］。在国外，ＣｌｐＰ蛋白酶已商品化，而目前国内尚无涉
及ＣｌｐＰ家族蛋白酶的研究报道。此外，有关类芽孢杆菌属
（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）中 ｃｌｐＰ基因功能的研究国内外均无报
道。采用基因克隆技术，以笔者所在实验室分离鉴定获得的
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蛋白水解酶高活性类芽孢杆菌（Ｐ．ｌａｕｔｕｓ）ＣＨＮ２６菌株基因
组ＤＮＡ为模板，克隆鉴定了该菌株的一种新型ＡＴＰ－依赖型
ＣｌｐＰ家族蛋白水解酶 ＰｌｃｌｐＰ基因，并在大肠杆菌 ＢＬ２１中实
现了异源表达。本研究结果为 ＣｌｐＰ家族蛋白酶的基础理论
和应用研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＭｉｎｉＢＥＳＴ细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、质粒提取试剂

盒、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＶｅｒｉｓｉｏｎ２．０、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ均购自宝生物工
程（大连）有限公司。限制性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ
购自Ｐｒｏｍｅｇａ（美国）公司，Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养基购自北
京陆桥技术有限责任公司。卡那霉素、氨苄青霉素、聚丙烯酰

胺和Ｎ，Ｎ′－亚甲双丙烯酰胺等 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ试剂、蛋白质定
量检测试剂盒均购自生工生物工程（上海）有限公司。蛋白

裂解试剂 ＢｕｇＢｕｓｔｅｒＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ、纯化试剂 Ｎｉ－ＮＴＡ
Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ ｒｅｓｉｎ均购自 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ（德国）公司。β－酪
蛋白购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（美国）公司。

大肠杆菌ＴＯＰ１０、大肠杆菌ＢＬ２１、基因克隆载体ｐＧＭ－Ｔ
（Ａｍｐｒ）均购自天根生物技术有限公司；基因表达载体ｐＥＴ－
２８ａ（Ｋｍｒ）购自 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ（德国）公司；类芽孢杆菌
ＣＨＮ２６由笔者所在实验室分离鉴定并保存。
１．２　试验方法
１．２．１　分子生物学方法　采用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｐｒｅｍｉｅｒｂｉｏｓｏｆｔ．ｃｏｍ／）设计ＰｌｃｌｐＰ基因ＰＣＲ扩增上、下游
引物 ＣｌｐＰ－Ｐ１ｆ（５′－ＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡＡＣＣＡＴＧＡＡ－３′）、
ＣｌｐＰ－Ｐ１ｒ（５′－ＴＣＡＣＡＧＴＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＧＴ－３′），以及在５′
端分别引入限制性核酸内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切位点（以
下划线表示）的上、下游引物 ＣｌｐＰ－Ｐ２ｆ（５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴ
ＧＧＡＧＧＡＴＧＡ－３′）、ＣｌｐＰ－Ｐ２ｒ（５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＧＴＴＴＧ
ＧＴＧＡＣ－３′）。寡核苷酸引物合成、ＤＮＡ序列测定由生工生
物工程（上海）有限公司完成，基因组和质粒 ＤＮＡ的提取参
照试剂盒说明书完成。参考 Ｓｈｉ等的方法［５］进行 ＰＣＲ反应、
产物纯化、酶切、ＤＮＡ片段连接与转化、菌落ＰＣＲ检测等。采
用Ｃｌｕｓｔａｌ２．１软件（ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ）进行多序
列比对分析。

１．２．２　蛋白表达及纯化　参考Ｌｉ等的方法［６］进行ＰｌｃｌｐＰ基
因表达质粒的构建、蛋白的诱导表达、组氨酸标签（Ｈｉｓ－ｔａｇ）
亲和纯化、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ等。
１．２．３　蛋白水解酶活性的检测　以 β－酪蛋白为底物，在
１５０μＬ酶反应液［２．７μｇβ－ｃａｓｅｉｎ，５μＬ０．１ｍｏｌ／ＬＡＴＰ，
２ｍｍｏｌ／ＬＺｎＣｌ２，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为７．３）］中加入
５０μＬ纯化酶进行反应。将４０℃、ｐＨ值７．０条件下，３０ｍｉｎ
内水解β酪蛋白使Ｄ５６２ｎｍ值增加０．０１的酶量定义为１个酶活性
单位（Ｕ）［７］。参考Ｌｉ等的方法［６］测定温度、ｐＨ值，表明活性剂
（ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ－２０、Ｔｗｅｅｎ－８０）和蛋白酶抑制剂（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅ
ｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）对ＰｌＣｌｐＰ复合物酶活性的影响。

２　结果与分析

２．１　蛋白水解酶高活性菌株类芽孢杆菌ＣＨＮ２６的分离鉴定
基于酶功能的筛选方法［６］，笔者所在实验室从东海水产

养殖池塘底泥中分离获得 １株蛋白水解酶高活性菌株，经
１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ４６００３０）分析
及生理生化鉴定，发现其为厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）芽孢杆菌纲
（Ｂａｃｉｌｌｉ）芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）类芽孢杆菌科（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌ
ｌａｃｅａｅ）类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）的细菌，命名为类芽孢杆
菌ＣＨＮ２６［６］。笔者所在实验室对该菌株的多种蛋白水解酶
基因进行了研究，本次报道其中一种酪蛋白水解肽酶 ｃｌｐＰ基
因的克隆和表达。

２．２　类芽孢杆菌ＣＨＮ２６的ＰｌｃｌｐＰ基因分子克隆及序列分析
迄今为止，国内外涉及类芽孢杆菌中 ｃｌｐＰ基因功能的研

究尚无文献报道。本研究利用目前 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中类芽
孢杆菌属Ｙ４１２ＭＣ１０菌株的全基因组信息（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
为ＮＣ＿０１３４０６．１），基于其 ｃｌｐＰ基因序列设计了 ＰＣＲ扩增引
物ｃｌｐＰ－Ｐ１ｆ／ｒ。提取类芽孢杆菌ＣＨＮ２６基因组ＤＮＡ并以其
为模板进行ＰＣＲ扩增，获得约０．６ｋｂ的单一ＰＣＲ扩增产物。
ＰＣＲ产物经纯化后与克隆载体 ｐＧＭ－Ｔ连接，转化大肠杆菌
ＴＯＰ１０感受态细胞。筛选并提取 Ａｍｐｒ阳性转化子重组质
粒，经 ＤＮＡ序列测定发现，克隆所得类芽孢杆菌 ＣＨＮ２６的
ｃｌｐＰ基因全长５８５ｂｐ，编码１９４个氨基酸，预测分子量约为
２１ｋｕ，将其命名为ＰｌｃｌｐＰ。

ＢＬＡＳＴ序列比对分析结果显示，ＰｌｃｌｐＰ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中类芽孢杆菌属的 ＡＴＰ－依赖型 ＣｌｐＰ蛋白酶水解亚
单位氨基酸序列的相似性为７１％ ～９８％，而与 ＥｃＣｌｐＰ的氨
基酸序列相似性仅为６２％。然而 ｃｌｐＰ基因多序列比对分析
结果显示，ＰｌｃｌｐＰ基因序列含有Ｓ１４＿ＣｌｐＰ家族的特征性八肽
结构域（ＫＤＩＨＭＹＩＮ，第５９个至第６６个氨基酸）（图１），其中
第５９个的赖氨酸（Ｌｙｓ５８，Ｋ）、第６０个的天冬氨酸（Ａｓｐ５９，Ｄ）、
第６４个的催化亲核物质（ｃａｔａｌｙｔｉｃｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅ）酪氨酸（Ｔｙｒ６３，
Ｙ）为高度保守的催化三分体残基（ｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｒｅｓｉｄｕｅｓ），在
酪蛋白水解中发挥重要作用［８］。此外，ＰｌｃｌｐＰ序列还含有丝
氨酸蛋白水解酶高度保守的催化活性位点（Ｓｅｒ９９－Ｈｉｓ１２４－
Ａｓｐ１７３）（图１）。
２．３　ＰｌｃｌｐＰ基因表达质粒ｐＥＴ－２８ａ－ＰｌｃｌｐＰ的构建与鉴定

基于本研究获得的 ＰｌｃｌｐＰ基因序列，设计了携带限制性
核酸内切酶ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切位点的引物 ｃｌｐＰ－Ｐ２ｆ／ｒ，
采用 ＰＣＲ方法扩增 ＰｌｃｌｐＰ基因，获得单一 ＰＣＲ产物。采用
ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切 ＰＣＲ产物，回收纯化酶切产物。同
时，提取表达载体 ｐＥＴ－２８ａ的质粒 ＤＮＡ，经 ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ 双酶切为线性的 ＤＮＡ片段，酶切产物的琼脂糖凝胶
电泳鉴定结果见图２。

将上述纯化后的酶切片段经Ｔ４－ＤＮＡ连接酶连接后，转
化大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞，在含有３０μｇ／ｍＬ卡那霉素的
ＬＢ琼脂平板上，采用菌落 ＰＣＲ方法筛选获得阳性转化子克
隆（图２）。提取阳性转化子重组质粒 ＤＮＡ，经 ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ 双酶切验证为单一ＤＮＡ片段插入，大小约０．６ｋｂ（图
２）。经ＤＮＡ序列测定，验证插入片段为ＰｌｃｌｐＰ基因。
２．４　ＰｌｃｌｐＰ基因的表达和纯化

采用ＬＢ液体培养基（含３０μｇ／ｍＬ卡那霉素）于２０℃培
养含有重组表达质粒的大肠杆菌ＢＬ２１（ｐＥＴ－２８ａ－ＰｌｃｌｐＰ），
通过０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表达１８ｈ，获得含有组氨酸标签
的重组ＰｌＣｌｐＰ蛋白，分子量约为２１ｋｕ，与预测的ＣｌｐＰ蛋白
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分子量大小相一致，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果见图３。利用 Ｎｉ－
ＮＴＡ－Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄｒｅｓｉｎ纯化法纯化大肠杆菌 ＢＬ２１菌体裂解
后的无细胞提取液，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析洗脱液各组分，获得
了纯化的目标蛋白ＰｌＣｌｐＰ。在大肠杆菌 ＢＬ２１中异源表达的
ＰｌＣｌｐＰ蛋白在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱上呈现２个条带，分子量分别
约为２１、２５ｋｕ（图３）。鉴于大肠杆菌 ＥｃＣｌｐＰ蛋白酶伴侣分
子ＣｌｐＡ、ＣｌｐＸ的分子量分别为８０、４６ｋｕ［９－１０］，推测ＰｌＣｌｐＰ可
能与大肠杆菌ＢＬ２１中未知伴侣分子形成复合物，未知伴侣
分子的序列和功能有待进一步研究。采用 ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒检测ＰｌＣｌｐＰ的表达量，结果显示，１ｇ细胞湿质量可以产
生纯化的重组ＰｌＣｌｐＰ蛋白复合物约０．５４ｍｇ，约占细胞总蛋
白的 ５．２５％。
２．５　ＰｌＣｌｐＰ复合物的蛋白水解酶活

本研究以非折叠态模式底物 β－酪蛋白为底物，在含有
２．５ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ的反应液中分析纯化 ＰｌＣｌｐＰ复合物在不同
温度下的蛋白水解酶活性，ＰｌＣｌｐＰ复合物的最适反应温度为
４０℃（图４），明显高于类芽孢杆菌 ＣＨＮ２６和大肠杆菌 ＢＬ２１
的最适生长温度３７℃。同时分析了该复合物在不同温度下
的稳定性，结果显示，ＰｌＣｌｐＰ复合物在１０～４０℃下处理３ｈ

后相对酶活性仍高于９０％，进一步证明了ＰｌＣｌｐＰ复合物的嗜
中温反应特性（图４）。此外还分析了ｐＨ值对ＰｌＣｌｐＰ复合物
蛋白水解酶活性的影响，结果显示，该复合物的最适反应 ｐＨ
值为７．０。在强酸（ｐＨ值≤６．０）、强碱（ｐＨ值≥７．０）条件下
于 ４℃ 处理１２ｈ后，相对酶活性迅速减弱，而在ｐＨ值６．０～
７．０条件下相对酶活性强于８７％，证明ＰｌＣｌｐＰ复合物的中性
ｐＨ值反应特性。
２．６　表面活性剂和蛋白酶抑制剂对ＰｌＣｌｐＰ复合物酶活性的
影响

分别采用 ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ－２０、Ｔｗｅｅｎ－８０表面活性剂于
４０℃ 条件下处理纯化的ＰｌＣｌｐＰ复合物１ｈ，并在最适温度和
ｐＨ值条件下测定残余酶活。结果显示，终浓度为０．５％的表
面活性剂强烈抑制 ＰｌＣｌｐＰ性复合物的酶活性 ５０％ ～６０％；
ＰｌＣｌｐＰ复合物对常规丝氨酸蛋白酶抑制剂具有较强的抗性，
１０ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ处理 ＰｌＣｌｐＰ复合物１ｈ对其酶活性无明显
影响，表明ＰｌＣｌｐＰ属于一类非常规的丝氨酸蛋白酶。

３　结论

运用基因克隆技术，以分离鉴定获得的蛋白水解酶高活

性类芽孢杆菌ＣＨＮ２６基因组 ＤＮＡ为模板，经克隆鉴定该菌
株为一种新型蛋白水解酶基因ＰｌｃｌｐＰ，编码１９４个氨基酸，分
子量约为２１ｋｕ。ＰｌＣｌｐＰ氨基酸序列含有保守的ＣｌｐＰ家族特
征性八肽结构域（ＫＤＩＨＭＹＩＮ，第５９个至第６６个氨基酸），以
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及丝氨酸蛋白水解酶保守的催化活性位点（Ｓｅｒ９９－Ｈｉｓ１２４－
Ａｓｐ１７３）。采用大肠杆菌的 ｐＥＴ表达系统构建了 ＰｌｃｌｐＰ基因
表达质粒ｐＥＴ－２８－ＰｌｃｌｐＰ，在大肠杆菌 ＢＬ２１中实现了重组
ＰｌＣｌｐＰ蛋白的表达。利用组氨酸标签（Ｈｉｓ－ｔａｇ）亲和纯化法
获得了ＰｌＣｌｐＰ纯化蛋白，发现ＰｌＣｌｐＰ可能与宿主菌未知伴侣
分子形成蛋白复合物。ＰｌＣｌｐＰ复合物具有ＡＴＰ－依赖型酪蛋
白水解酶活性，最适反应温度为４０℃、ｐＨ值７．０。终浓度为
０．５％的表面活性剂ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ－２０、Ｔｗｅｅｎ－８０均强烈抑制
ＰｌＣｌｐＰ复合物的酶活性，而常规丝氨酸蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）
对其活性无抑制作用。本研究填补了我国 ＣｌｐＰ家族蛋白水
解酶研究领域的空白，为开发蛋白酶新基因资源、ＣｌｐＰ家族
蛋白酶的基础理论和应用研究奠定了基础。
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