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　　摘要：为了研究捕食线虫性真菌———少孢节丛孢菌几丁质酶的生物学功能，对少孢节丛孢菌 ＸＪ－Ａ１几丁质酶
ＡＯ－８０１基因进行克隆和分子特征分析，通过大肠杆菌表达 ＡＯ－８０１重组几丁质酶，利用镍柱纯化技术纯化目的蛋
白，免疫小鼠后制备ＡＯ－８０１几丁质酶多克隆抗体。结果显示，几丁质酶ＡＯ－８０１基因序列与少孢节丛孢菌标准株
［ＡｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｏｌｉｇｏｓｐｏｒａＦｒｅｓ．，美国模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，简称 ＡＴＣＣ）２４９２７］的核苷酸序
列同源性为９５．９６％，氨基酸序列的同源性为９７．３４％。几丁质酶ＡＯ－８０１属于糖苷水解酶１８家族，具有典型的几丁
质酶催化区保守序列ＳＩＧＧＷ和ＬＤＧＶＤＶＤＷＥ，无信号肽序列，其二级结构以无规则卷曲、α螺旋和β折叠为主要结构
元件，三级结构中有（α／β）８的圆桶形结构。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分析表明，重组几丁质酶蛋白的分
子量约为５９ｋｕ，与预期大小一致，与少孢节丛孢菌阳性血清能发生特异性反应。间接酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）法的检测结果显示，获得的抗ＡＯ－８０１多克隆抗体血清效价达到 １∶２５６００。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｊｍｑｌｑｊ＠１６３．ｃｏｍ。

　　现有的研究发现，捕食线虫性真菌———少孢节丛孢菌产
生的侵染性胞外蛋白酶在其侵染线虫时能够发挥重要作

用［１－５］。然而，以往的研究多集中在探讨捕食线虫性真菌胞

外酶丝氨酸蛋白酶的机制和功能上，鲜有对捕食线虫性真菌

少孢节丛孢菌的几丁质酶的相关报道。Ｙａｎｇ等已经从少孢
节丛孢菌（Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｏｌｉｇｏｓｐｏｒａ）全基因组中鉴定出１６个开
放阅读框（ＯＲＦ）编码假定的几丁质酶［５］，对其进行功能结构

域、分子量和转录分析表明，大多数几丁质酶在碳源缺乏、含

有几丁质底物或植物病原真菌时表达量上调，提示少孢节丛

孢菌几丁质酶可能发挥重要作用。

少孢节丛孢菌是目前研究最多的一种捕食线虫性真菌，

在自然界中广泛分布［２］。２０１１年，Ｙａｎｇ等首次对捕食线虫
性真菌———少孢节丛孢菌进行了全基因组测序［４］，对基因组

编码的侵染性胞外蛋白酶进行了生物信息学分析，共发现和

鉴定出１６个几丁质酶，然而这些几丁质酶的生物学功能尚未
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被深入研究。为了研究少孢节丛孢菌在侵染线虫中高表达的

几丁质酶 ＡＯ－８０１的生物学功能，本研究对少孢节丛孢菌
ＸＪ－Ａ１几丁质酶 ＡＯ－８０１基因进行克隆，并在大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行诱导表达，拟纯化获得重组ＡＯ－８０１蛋白
酶，制备高效价的多克隆抗体，为研究少孢节丛孢菌中该蛋白

酶作用的分子机制奠定前期基础。

１　材料与方法

１．１　菌株及试剂
捕食线虫性真菌少孢节丛孢菌新疆分离株 ＸＪ－Ａ１、

ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α菌株、ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌株和
表达载体ｐＥＴ３２ａ，由石河子大学动物科技学院实验室保存。
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、透析袋，购自广州东盛生物科技有限
公司。ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒、
ｐＭＤ１９－Ｔ载体、组氨酸标签（Ｈｉｓ－ｔａｇ）融合蛋白纯化柱
（ＳｉｎｏＢｉｏ），购自 ＴａＫａＲａ公司。ＥＺＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎＦｕｎｇａｌＲＮＡ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔｓ试剂盒，购自生工生物工程（上海）股份有限公
司。鼠抗Ｈｉｓ抗体、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠
ＩｇＧ，购自北京全氏金生物技术有限公司。ＳｏｌｕｂｌｅＴＭＢ
ＳｕｂｓｔｒａｔｅＳｏｌｕｔｉｏｎ，购自天根生化科技（北京）有限公司。Ｔ４
ＤＮＡ连接酶，购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。。
１．２　几丁质酶ＡＯ－８０１引物的设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 ＡＯ－８０１基因序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ５
软件设计合成１对特异引物，上、下游引物分别引入ＥｃｏＲⅠ、
ＸｈｏⅠ限制性内切酶位点，上游引物：５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣ
ＡＴＧＡＡＧＧＣＣＡＴＣＴＡＴＧＧＡＣＧＴＡＡＣＴ－３′（下划线部分为
ＥｃｏＲⅠ 酶 切 位 点），下 游 引 物：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡ
ＡＧＣＧＣＡＡＧＣＧＣＴＧＣＧ－３′（下划线部分为 ＸｈｏⅠ酶切位点）。
引物由北京六合华大基因科技股份有限公司合成。

１．３　几丁质酶ＡＯ－８０１基因的扩增与克隆
将少孢节丛孢菌 ＸＪ－Ａ１分离株接种于 ＹＰＳＳＡ培养基

上，于２０℃霉菌培养箱内培养１周。取适量菌丝，用ＴａＫａＲａ
真菌ＲＮＡ提取试剂盒提取 ＸＪ－Ａ１分离株 ＲＮＡ，用 ＲＴ试剂
盒反转录成ｃＤＮＡ，进行逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增。２０μＬ
ＰＣＲ反应体系：９μＬＨ２Ｏ２，８μＬＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ，各０．５μＬ上下
游引物，２μＬ提取的ｃＤＮＡ模板。ＡＯ－８０１基因扩增反应条
件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，６５℃４０ｓ，７２℃１２０ｓ，３５个循环；
７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离，切胶回收。
将回收的ＡＯ－８０１基因片段与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接后转化
至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，经氨苄青霉素抗性平板筛选及
菌液ＰＣＲ验证后，送至北京六合华大基因科技股份有限公司
测序。

１．４　几丁质酶ＡＯ－８０１分子特征分析
将测序结果与少孢节丛孢菌标准株［美国模式培养物集

存库（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，简称 ＡＴＣＣ）２４９２７］的
几丁质酶ＡＯ－８０１进行比对分析，并利用生物在线分析软件
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．
ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／，ＳＭＡＲＴ，
Ｐｒａｂｉ，ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ等）进行相关生物信息学分析。
１．５　原核表达质粒ｐＥＴ－ＡＯ８０１的构建

用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ分别对 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＡＯ８０１和

ｐＥＴ３２ａ质粒进行双酶切，回收 ｐＥＴ３２ａ载体片段和 ＡＯ－８０１
目的片段，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下，于４℃过夜连接后转化
入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，在氨苄抗性平板上于３７℃过
夜培养，挑取单菌落，再经菌液 ＰＣＲ和双酶切方法筛选阳性
克隆（命名为ｐＥＴ－ＡＯ８０１）。
１．６　目的蛋白的诱导表达及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分
析鉴定

将重组质粒ｐＥＴ－ＡＯ８０１转化入Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受
态细胞中，挑取阳性克隆于含氨苄抗性的５ｍＬ液体 ＬＢ培养
基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养，再取 ３ｍＬ菌液接种于
２００ｍＬ液体ＬＢ培养基中，培养至Ｄ６００ｎｍ约为０．６～０．８，加入
终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的诱导剂异丙基硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ
β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称 ＩＰＴＧ），进行诱导表达。诱导６ｈ
后收集菌体，对重组菌的表达产物进行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ）分析。
１．７　重组几丁质酶ＡＯ－８０１的纯化及多克隆抗体制备

诱导 ６ｈ后于 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集菌体，加
１５ｍＬ裂解液（ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ）裂解菌体，用镍柱亲和层析法纯化
重组蛋白。将纯化的重组蛋白与等体积的弗氏完全佐剂混匀

后按０．２ｍＬ／只的剂量皮下注射接种给小鼠，１４、２１ｄ后再将
纯化的蛋白与弗氏不完全佐剂混匀并注射小鼠，采血分离

血清。

１．８　重组几丁质酶ＡＯ－８０１多克隆抗体效价的测定
用包被缓冲液将纯化的重组蛋白稀释为１０μｇ／ｍＬ，酶标

板各加入１００μＬ／孔，４℃过夜。扣干，加入３００μＬ／孔洗涤
缓冲液洗３次；用１５０μＬ／孔封闭液于３７℃封闭１ｈ；洗涤３
次后，加入不同稀释度的血清，１００μＬ／孔，３７℃孵育２ｈ，洗涤
清洗５次，每孔加入１００μＬ辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
ＩｇＧ（１∶２０００）溶液，３７℃孵育１ｈ。洗涤缓冲液清洗５次后，
加入１００μＬ／孔 ＴＭＢ显色液，３７℃避光反应 ３０ｍｉｎ，加入
１００μＬ／孔２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止反应。用酶标仪测定４５０ｎｍ处
的吸光度。

２　结果与分析

２．１　ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果
以少孢节丛孢菌的 ｃＤＮＡ为模板，通过 ＲＴ－ＰＣＲ扩增、

琼脂糖凝胶电泳分析，结果表明，ＰＣＲ扩增产物大小约为１
１００ｂｐ，与 ＧｅｎＢａｎｋ中提供的 ＡＯ－８０１基因片段大小一致
（图１）。
２．２　测序结果及序列分析

经测序，ＡＯ－８０１基因全长 １４４８ｂｐ，有 ３个内含子序
列，分别位于第１３９～２０４、４４２～５１３和１１８３～１３６１位核苷
酸，内含子具有保守的５′－ＧＴ、３′－ＡＧ末端，符合真菌内含
子特征；有１个１１３１ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ），编码３７６个氨
基酸，无信号肽序列（图２）；与少孢节丛孢菌标准株（ＡＴＣＣ
２４９２７）的几丁质酶基因 ＡＯ－８０１核苷酸序列的同源性为
９５９６％，氨基酸序列的同源性为９７．３４％。Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ软件
分析发现，该几丁质酶属于糖苷水解酶１８家族，其特征序列
为第１２０～１２８位氨基酸的ＬＤＧＶＤＶＤＷＥ；有２个高度保守的
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区域ＳＩＧＧＷ、ＬＤＧＶＤＶＤＷＥ，ＳＩＧＧＷ位于第 ８２～８６位氨基
酸，为底物结合位点，ＬＤＧＶＤＶＤＷＥ位于第１２０～１２８位氨基
酸，为水解酶催化活性位点。

　　经过ＳＭＡＲＴ在线分析，ＡＯ－８０１编码的蛋白具有１个

Ｇｌｙｃｏ－１８结构域，位于第３～３３３位氨基酸；Ｉｎｔｅｒｐｒｏ软件预
测结果显示，几丁质酶 ＡＯ－８０１存在１个几丁质酶插入域，
位于第２４３～３０４位氨基酸位置（图３）。ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ软
件的三级结构预测结果（图４）显示，几丁质酶ＡＯ－８０１具有
（α／β）８ 的三磷酸异构酶（ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，简称
ＴＩＭ）桶形结构域（简称ＴＩＭ桶），与烟曲霉ＹＪ－４０７的几丁质
酶结构相似。

２．３　重组质粒ｐＥＴ－ＡＯ８０１的双酶切鉴定
重组质粒ｐＥＴ－ＡＯ８０１经ＰＣＲ和双酶切鉴定，得到大小

约为１．１ｋｂ的插入片段，与预期一致（图５）。测序结果表
明，插入片段大小为１１３１ｂｐ，为目的基因片段，表明开放阅
读框正确。

２．４　重组蛋白ＡＯ－８０１的诱导表达、纯化及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和
Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ分析

阳性菌落经１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导６ｈ后提取蛋白，表达产
物经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（图６）后，在相对分子质量约为５９ｋｕ
处可见特异性反应条带，分子量与预期值相同。利用镍柱纯化
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技术纯化重组蛋白酶，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，得到单一条带，且
与预期大小一致。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析（图７）表明，表达的重组

蛋白酶能与少孢节丛孢菌阳性血清发生特异性血清学反应。

２．５　间接酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）检测多克隆抗体

用间接 ＥＬＩＳＡ测定抗 ＡＯ－８０１多克隆抗体效价。将抗
血清稀释至不同浓度（１∶２００～１∶２５６００），检测结果显示，
多克隆抗体效价达到１∶２５６００（图８）。

３　讨论

目前国内外已有报道表明，少孢节丛孢菌在侵染线虫过

程中分泌的胞外水解酶（蛋白酶、胶原酶和几丁质酶）在侵入

线虫表皮和降解线虫细胞的过程中发挥着重要作用［２－４］。几

丁质是由Ｎ－乙酰－β－Ｄ－氨基葡萄糖以 β－１，４糖苷键连
接而成的链状高分子化合物，是含量仅次于纤维素的第二大

生物高聚物，也是大多数线虫体壁及其虫卵外壳的主要成

分［５］。已有研究表明，许多真菌在其整个生长过程中都会产

生几丁质酶，源于致病性真菌的几丁质酶能催化几丁质 β－

１，４糖苷键水解，对真菌侵入线虫表皮屏障并进一步降解宿
主细胞有重要的作用［１，３－５］。

１９８９年Ｄａｃｋｍａｎ等在捕食线虫性真菌培养液中检测到
几丁质酶活性，并发现几丁质酶的活力水平与致病性密切相

关［６］。近年来，Ｔａｉｂ等在烟曲霉中发现了１４个几丁质酶［７］，

且烟曲霉ＹＪ－４０７几丁质酶的晶体结构已有初步研究［８］。此

外，Ｄüｎｋｌｅｒ等在白色念珠菌中发现４个几丁质酶［９］，在丝状

真菌构巢曲霉中发现了１８个几丁质酶，在绿僵菌中发现了
２４个几丁质酶［１０］，越来越多的有功能的几丁质酶不断在细

菌、病毒、真菌、植物以及动物等不同生物上被发现。
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本研究中对少孢节丛孢菌新疆分离株ＸＪ－Ａ１几丁质酶
基因ＡＯ－８０１进行了克隆和分子特征分析，发现ＡＯ－８０１酶
属于糖苷水解酶１８家族，也具有类似的结构域，含有几丁质
底物结合位点、水解酶催化活性位点［１１－１４］，同时还发现１个
几丁质酶插入域（ｃｈｉｔｉｎａｓｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，简称ＣＩＤ）。许多
ＧＨ１８中的几丁质酶含有ＣＩＤ，通常ＣＩＤ由５个或５个反平行
β－折叠和１个 α－螺旋组成，并且其插入 ＴＩＭ桶的第７个
α－螺旋和第７个β－折叠之间［１５］。ＣＩＤ与ＴＩＭ桶能够使几
丁质酶和底物牢固结合，从而更有利于底物的降解。Ｌｉ等将
来自古细菌、细菌、真菌、植物和动物的共２７个含有几丁质酶
插入域的几丁质酶序列进行比对和分析，确定了１组高度保
守的疏水残基对几丁质酶的折叠和结构稳定性很重要，并推

测ＴＩＭ桶结构域＋ＣＩＤ可以通过提供深的底物结合裂缝来结
合长链底物，但是关于ＣＩＤ在几丁质酶发挥功能中的作用尚
未完全确定［１６］。少孢节丛孢菌几丁质酶 ＡＯ－８０１存在的
ＴＩＭ桶结构域和ＣＩＤ可能预示其能更好地与底物结合，可能
在真菌捕食线虫的过程中发挥重要作用。此外，Ａｒａｋａｎｅ等
发现，高度糖基化的接头可以保护几丁质酶免于发生蛋白水

解，而在ＡＯ－８０１中并未发现存在糖基化位点［１７］。

真菌在其整个生长过程中能产生多种几丁质酶，不同真

菌几丁质酶的生物学功能及其在致病过程发挥的作用也存在

差异［１８－１９］。Ａｒｎｏｌｄ等报道的 ＧＨ１８可能参与线虫的蜕皮以
及幼虫孵化等过程［２０－２１］。Ｋｈａｎ等将拟青霉菌的几丁质酶作
用于爪哇根结线虫虫卵，发现几丁质酶显着改变了卵壳结构，

并且卵黄层被分裂并失去其完整性［２２］。少孢节丛孢菌是新

疆地区分布广泛的捕食线虫性真菌，通过对捕食线虫性真菌

胞外水解酶———几丁质酶功能的深入研究将有助于开发适合

新疆地区的线虫防控真菌制剂。
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