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干根总 ＤＮＡ能够扩增出 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨＤＮＡ条形码序
列。本研究根据不同方法对银柴胡叶片、鲜根和干根ＤＮＡ提
取的检测结果，比较得出相对适合的银柴胡不同材料总 ＤＮＡ
提取方法，为后续的ＤＮＡ条形码分子鉴定及分子生物学研究
奠定了基础。
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　　在酿酒行业中，作为原料的粮食外层有纤维素和木聚糖
等半纤维素成分，从而影响对淀粉的利用率。利用木聚糖酶

作用于半纤维素层，降低物料黏度，有利于提高淀粉的利用

率，增加乙醇的产率［１］。木聚糖酶通过水解木糖分子１，４－
糖苷键，将木聚糖水解为木寡糖等低木聚糖及少量木糖和阿

拉伯糖，在食品、饲料、医药、能源、生物转化等行业中有着广

泛的应用［２－４］。果胶酶是可将果胶协同分解为半乳糖醛酸等

小分子的一组酶的总称，存在于高等植物及微生物中，也分布

在某些昆虫和原生动物中。根据果胶酶作用原理分为原果胶

酶、果胶酯酶、水解酶、裂解酶［５］，其中水解酶和裂解酶统称

解聚酶。果胶裂解酶在果酒的澄清和提高出酒率方面起着重

要作用［６］。

近年来，蛋白融合技术越来越受到人们的关注，其中基因

重叠延伸技术应用最为广泛，通过重叠ＰＣＲ方法将木聚糖酶
基因和果胶裂解酶基因连接在一起，转入大肠杆菌 ＢＬ２１原
核系统中，实现了木聚糖酶 －果胶裂解酶双功能酶的分泌表
达，为工业化应用奠定了理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
海栖热袍杆菌购自中国农业科学院微生物菌种保藏中

心；木聚糖酶基因来源菌桔青霉ＣＲ－２由笔者所在实验室筛
选得到；ｐＰＡＬ７表达载体购自ＢＩＯ－ＲＡＤ（美国）公司；表达菌
株ＢＬ２１和克隆宿主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α由笔者所在实验
室保存。限制性核酸内切酶和 ＤＮＡ连接酶均购自 ＮＥＢ（北
京）有限公司；ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ购自Ｐｒｏｍｅｇａ（北京）生物技术有
限公司；ＤＮＡ回收试剂盒和 ＤＮＡ纯化试剂盒均购自宝生物
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工程（大连）有限公司；质粒小量提取试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司；氨苄青霉素购自Ｓｉｇｍａ公司；其他试剂均
为国产分析纯。试验涉及引物见表１。

表１　试验涉及引物

引物名称 引物

Ｐ１ ５′－ＣＡＧＴＴＣＡＴＡＴＧＣＴＣＡＴＧＡＧＧＴＴＴＣ－３′（下划线为
ＮｄｅⅠ酶切位点序列）

Ｐ２ ５′－ＡＣＴＴＡＡＴＣＡＴＣＴＧＡＧＣＣＧＴＡ－３′
Ｐ３ ５′－ＴＡＣＧＧＣＴＣＡＧＡＴＧＡＴＴＡＡＧＴ－３′

Ｐ４ ５′－ＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＴＧＡＧＣＣＧＴＡＴＴＴＡＧ－３′（下划线
为ＥｃｏＲⅠ酶切位点序列）

１．２　试验方法
１．２．１　培养基配制　ＬＢ培养基配制方法参照《分子克隆实
验指南》［７］。

１．２．２　目的基因片段的克隆　用 Ｐ１和 Ｐ２、Ｐ３和 Ｐ４分别对
２个基因做ＰＣＲ扩增，将扩增得到的片段电泳检测，条带正确
的１组将２个基因ＰＣＲ组分混合，用两端引物Ｐ１和 Ｐ４做融
合ＰＣＲ扩增，最终得到融合基因序列，扩增物理图谱如图１
所示。

１．２．３　质粒提取方法　质粒提取方法参照试剂盒说明书进
行操作。

１．２．４　大肠杆菌转化ＤＨ５α　采用热击转化方法参照《分子

克隆实验指南》［７］进行操作。

１．２．５　表达载体质粒ＤＮＡ酶切鉴定　酶切反应体系（μＬ）：
ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ２μＬ，１０×ｅｎｚｙｍｅｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＮｄｅⅠ ０．５μＬ，
ＥｃｏＲⅠ０．５μＬ，补充ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ，３７℃过夜酶切，产物经
琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．６　目的片度和载体连接　目的片度和ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ连
接体系：目的片段 ４μＬ，ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ０．５μＬ，２×ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ，Ｌｉｇｅｓｅ０．５μＬ，总体积 １０μＬ，漩涡混匀离心机点离，
４℃ 过夜连接。
１．２．７　大肠杆菌ＤＨ５α、ＢＬ２１的制备　制备方法参照《分子
克隆实验指南》［７］进行操作。

１．２．８　融合基因表达载体的构建　ｐＰＡＬ７表达载体构建方
法详见图２。

１．２．９　大肠杆菌的诱导表达试验　挑选验证正确的单菌落，
接入１０ｍＬ含１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ培养液中，３７℃
培养至Ｄ６００ｎｍ为 ０．２～０．６；取 １００μＬ样品加入 ５０ｍＬ含
１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ培养液中，３７℃培养至Ｄ６００ｎｍ为
０２～０．６，加入终浓度达到０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃培养，每
２ｈ取样；样品超生波破碎后测定其酶活性，分析表达情况。

２　结果与分析

２．１　融合基因的ＰＣＲ扩增
将来源于海栖热袍杆菌的果胶裂解酶基因和来源于桔青

霉ＣＲ－２的木聚糖酶基因分别做 ＰＣＲ扩增，扩增产物经

ＤＮＡ纯化试剂盒纯化后等体积混匀，用两端的引物（Ｐ１和
Ｐ４）做 ＰＣＲ扩增得到融合基因，经琼脂糖凝胶鉴定，在
１７３７ｂｐ处有１条明显的条带，与２个基因的总长度相同（图
３）。回收ＰＣＲ产物连接ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ测序，测序结果表明，
该基因序列中含有果胶裂解酶基因和木聚糖酶基因，提取重

组子的质粒双酶切验证，验证后得到 ２条条带：一条带为
１７３７ｂｐ，与ＰＣＲ产物带相同；另一条带为３０００ｂｐ，与载体
ｐＥＧＭ－Ｔｅａｓｙ的条带大小一致（图４），结果表明融合基因插
入载体的位置正确。

２．２　表达载体的构建
双酶切后回收载体大片段与目的基因连接，转化大肠杆
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菌ＤＨ５α，得到的重组子提取质粒进行双酶切验证，酶切结果
表明，该重组子中含有该融合基因（图５）。将该重组子转入
受体菌株ＢＬ２１中进行诱导表达试验。

２．３　重组质粒在大肠杆菌中的表达
将含有融合基因的重组子进行 ＩＰＴＧ诱导，间隔时间取

样，采用ＤＮＳ法［８］测定其酶活性。果胶裂解酶和木聚糖酶的

活性均在诱导 ６ｈ时达到最高，分别为 ３０．１１Ｕ／ｍＬ、
２．０３ＩＵ／ｍＬ（图６、图７）。

３　结论

将来源于海栖热袍杆菌的果胶裂解酶基因和来源于桔青

酶的木聚糖酶基因构建融合基因，转化受体菌 ＢＬ２１，经 ＩＰＴＧ
诱导，２个基因实现了在大肠杆菌中的共表达。本研究所构

建的基因工程菌所产的木聚糖酶的反应温度为５０℃，ｐＨ值
为中性，有比较稳定的活性，诱导６ｈ时酶活性能达到最高，
为２．０３ＩＵ／ｍＬ；果胶裂解酶基因在诱导６ｈ后酶活性最高达
到３０．１１Ｕ／ｍＬ。
　　本研究果胶裂解酶基因和木聚糖酶基因均比其他文献中
单个基因的表达量低，其原因可在今后的工作中继续研究。
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