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分泌载体p P S A 18 的构建及地衣杆菌

淀粉酶在枯草杆菌中的表达和分泌
*

张添元 罗进贤 李文清

( 中山 大学生物工程研究中心 /生物 学系 )

摘 要 本文报道利用枯草杆菌噬菌体 s p o l的启动子 S p a 。 I
,

合成的解淀粉芽胞杆菌信号

序列及枯草杆菌质粒 P U B 1 8 重组
,

构建分泌型表达载体并将地衣芽胞杆菌 a 一

淀粉酶基因

( 缺失启动子及信号序列 ) 引入构建的载体
,

获得重组质拉 p P S A 18
.

将此质粒转化枯草杆

菌Q B l l 3 0 ( a m y
一

) 感受态细胞
,

在含 5 “ g /二1卡那霉素及 l %可溶性淀粉的 L B平板上筛选

K m r

及淀粉酶阳性的转化子
.

从阳性转化 子中提取质粒
,

经酶切分 析后重新转化枯草 杆菌

Q lB l so
,

得到的转化子全部都能向胞外分泌淀粉酶
,

证明构建的载体能在枯草杆 菌中表达

和分泌外源基因产物
.

关健词 枯草杆菌
.

分泌载体
, a 一

淀粉酶基因
,

基因表达和分泌

枯草杆菌的重要特征是它能合成和向胞外分泌大量的酶和蛋白质
,

研究其蛋白质分

泌的机制对于利用枯草杆菌工业规模的合成外源基因 产物有重要意义 〔’ 〕。

八十年代以

来
,

国外开始用克隆的枯草杆菌和解淀粉 芽胞杆菌的 a 一淀粉酶〔“ ~ `〕和蛋白 酶〔 .

~
7 〕基

因的启动子和信号序列构建分泌载体实现了大肠杆菌的少内酞胺酶基因
、

金黄色葡萄球

菌的A蛋白基因以及人的干扰素基因
,
心房肤基因在枯草杆菌中的表达和 分泌

。

我们采

用基因重组技术从枯草杆菌染色体中克隆了一批启动子
一

信号序列
,

并利用 部分 克隆序

列构建分泌载体
,

实现地衣芽胞杆菌缺失了启动子
一

信号序列的
a 一

淀粉酶基 因的 表达和

分泌 ” 。

本文报道利用枯草杆菌 S p ol 病毒的 S p ac l启动子及人工合 成的解 淀 粉芽 胞杆
“ 一

淀粉酶基因的信号序列构建枯草杆菌的分泌型表达载体表达和分泌地衣杆菌 a 一

淀粉酶

菌基因
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株及质粒

本文所用菌株及质粒列于表
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表 1 菌 林 和 质 拉

T a b
.

1 B a e t e r i a l s t r a i n s a n d P l a s nZ i d s

菌株 5 t r a i n , 基因型 G e n o t y p e
.

来源 S o u r e e s

E
。

co l` JM i o i *五1 p or A B s t r A s妞 p E P a s t e u r In s t i t u t e

B
。

胡 b*111才 Q B z i 30 m e t B S a e 3 2 i a r t I 90 9 M o n o d a n d J a e o b

a m y
一

I n s t i t u t e

质粒 p l a s m i d s

p U C i s A m p r
P a s t e u r I n s t i t u t e

PU B 1 8 K也
r

D r .

D o i

P P L 70 3 ( S P a e l ) N e o r
C , r D r .

L o v e t t

p P A 2 22 A m p r a m y
+

T h i s l a b o r a t o r y

p U C S 4 A m p r
T il i s l a b o r a t o r了

p U C P S 7 A m p
r

T h i s l a b o r a t o r y

p U B A I K m r a m y
一

T h i s l a b o r a t o r y

P P SA 1 8 K m r a m y +

T h i s Ia b o r a t o r y

1
.

2 培养签

大肠杆菌和枯草杆菌的培养用 L
一

肉汤
,

固体平板为L
一

肉汤加 1
。
5帕琼脂及适量抗生

素
,

枯草杆菌感受态细胞转化用 G M I 及 G M I 培养基 〔吕〕
。

1
.

3 主要试荆

限制酶 P , t l
,

E e o R I
,

X b a l
,

H i n d l 为 G IB C O
一
B R L公司 产品

,

T 4D N A

聚合酶
,

d A T P
,

d C T P
,
d G T P及 d T T P为 N e w E n g l a n d B i o l a b

.

公司产品
,

B a
l 3 1

,

T 4 D N A连接酶由华美生物工程公司提供
,

余为国产分析纯试剂
.

反应 缓冲液按厂家提

供的配方
。

1
.

4 D N A的分离
、

纯化与处理

质粒D N A 的提取按文献的方法 〔“ 〕 ,

获得的粗抽提液通过 S
e p h ar os e 4 B凝胶柱层析

纯化
.

质粒的快速检测采用 D ol y 的方法 〔 ’ “ 〕
。

D N A 限制酶片段的分离采用低 熔点 琼脂

糖凝胶电泳法
。

电泳后切下所需片段置 1
.

5 m l离 心管中
,

加 2 倍体积酒精沉淀
,

溶于

适量 T E中
。

1
.

5 解淀粉芽胞杆菌
a 一

淀粉醉基因信号序列的合成

按已发表的基因序列 〔“ 〕采用基因合成仪在Y
。

W
。

K a n
的实验室合成

,

该信号序列

共有 31 个氨基酸相当于 93 个碱基对
,

两端加上P s
lt 切口

,

共97 个碱基对
。

1
·

6 D N A 的连接和转化

D N A的连接和转化按 M a in at is 的方法〔。 〕 ,

大肠杆 菌转化按 C o
he

n
的 方法 〔` “ 〕

,

枯

草杆菌转化参照 S iP z i : e n 的方法 〔“ 〕
。

1
.

了 淀粉醉阳性菌落的检浦和醉活力的浦定

将转化细胞涂布在含 1 肠可溶性淀粉的固体L B平板上
,

37 ℃培 养过夜
,

将 I
: 一
K l溶

液倒入平板
,

周围出现白色透明圈的即为淀粉酶阳性菌落
。

a 一

淀粉酶活力测定采用 3
,

诊
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5
一

二硝基水杨酸法 〔`。〕
。

2 结果与讨论

之
。

1 质粒 p U C P S 7 的构建
考虑到利用大肠杆菌进行D N A操作比较方便

,

我们先将合成的信号 序列及 S p aC I

启动子重组进大肠杆菌质粒 p U C 1 8
,

`

然后再转入枯 草杆菌质粒 p U B1 8 构建分 泌型表达

载体
.

如图 1 所示
,

用限制酶 P st l 将质粒 p U C 18 切开与 合成的信号序列 连接
,

构建

质粒 p U C S 4
,

将此质粒转化大肠杆菌 JM l o i 进 行扩增
。

用 E
e o R I

,

X b
a l 将 S p a e

I 启动子从质粒 p P L 703 ( S p ac l ) 上切下
,

低熔点琼脂糖电泳分离后 接到扩增 的质粒
p U C S 4 的E c o R I

一

X b a l 位点上
,

转化大肠杆菌 JM 10 1
,

从含氨节青霉素的平 板上

挑取阳性菌落
,

提取质粒
,

经酶切分析后
,

获得含S p aC I 启动子及信号序列的重组质

粒 p U C P S 7
。

此质粒 经E e o R I
,

P s t l 酶切 后得 到 2
.

7 及 0
.

4 K b二个 片段 ( 图

2 )
,

后者包含。
.

3 K b的启动子及 9 7 b p的信号序列 ( 图 3 )
.

巴咨 . 肛 翻“ 日 1 1七. 孟 , 一 t l 趁二. 月 1 1 1

_ _口

价
.

匀.P o r 、

品\ ~ 夕梦勺 “

!
卫亡 o RI + X b a l

巴` 一一一一一~ - ~ 三全叮

E e o R I

一
X匕认 ;

卫 e o R士

、 打

存济
`

:

卜
/

图 1 质粒 PU C P S 7的构建

F i g
。

1 C o n s t r u e t i o n o f p l a s m i d p U C P S 7

之
.

2 分泌型表达截体p P S A 18 的构趁

如图 4 所示
,

先用限制酶 P st l 及H她 d 互将地衣芽胞杆菌 a 一

淀粉酶基因片段从质

粒 p P A 22 2上切下
,

该 sP t l
一
H in d , 片段长 1

.

k6 b
,

含完整的编码顺序但不包括启 动

子及信号序列
。

将此片 段插入枯草杆菌质粒 p U 1B s( K m )r 的 sP t l 和 H in d l 两个位

点之间
,

组建 质粒 p U B A I
。

将 S p ac l 启动子和合 成的信号序列用 限制酶 E切 R l 和

t l 从质粒 p U C P S 7上切下
,

插到质粒 p U B A I的 E
e o R I

一
P s t l 位点上

,

构建分
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图 2 质粒 P U C P S 7
,

P P SA l s
,

PU B A I

的酶切电泳图
F 19

.

2 R e s t r i e t i o n p a t t e r o s o f P l a s m id s

p U C P S 7
,
p P SA i s a n d p U B A i

1 P U C P S 7 / E e o R I + P s t l
2 孟e I 8 57 s 7 / D N A / H i n d互

3
_

p P S A 1 8 / P s t l + H i n d !

4 P P S A 1 8 / E e o R I + P s t l
5 p P S A i吕/ E e o R I , H i n d互

6 p P S A 1 8 / P s t l

7 p U B A I / P s t l + H i n d l

5
, 一 。从 , r e , ^ e八 e人e e e e Ao r e e人。 人e ,人了工e。。 e人e了。几从士, 人% 。

G TG A盒 G TGG T C AAG A C C T C A C T A G GC AC C企T A A AA A二AG C GC人 C C C TG儿气

G人几 GAT I T A T企 TG AGG赞人G C C C T T GC C T A C C T AG C士 T C巴 A A GA A火 O A T人 T

C C士 AAC AG以 C人 C G人GC QG AAA GA T GT T T TG T TC T AC舰 C C AG从 C公 C O

, e了 Ge士A点 A人了士e e士以人人人人 T士士了 G e AA J通人。工, 。厕亘正血以 Te士盛C
一 3 5

点人。。凡 , “ 厄亚巫〕 丁。 : 。。从了士。丁。人。 e。 。 ^工从 e从 , 士从 。 c , 里从
一 1 0 s p a 。 工 P r 。 二

.
。 y。 七h e七土。 。 i ` n a i 。 e 。丽

n e e

姗.11cGT.uIcGT娜cĜagr姗伽ccG小滋.lycGT
·

叭呱..r翎黔粥
人 Tc T肠 AGU经些竺些妇啥爵左粉黯

C GG 点 C A G T T

一 r 压 t h r l a l

T T人 了 r T G T C

1 e u p h e
忆 l

T C G T T C AG A C士 T G TG C T里 人里O
s . r p h . a r g 1 . u , . 几 1 . u . e 七

AG T 里TG C C G AT T 点 C鑫 盛五盛 AC A
. e r l e u P r o 1 1 e t h r l y . t h公

人一 3

图 3 S p a c l 启动子和合成信号序列的核昔酸序列
F i `

.

5 N u c l e o t id e s e q u e n e e o f t h e s p a c 1 p r o 口 o t e r a n d t h e S y n t五e t i e s i g n a l s e q o e n e e

肚 n d l l :

l o d : I :

翎

图通 分泌表达软体 p P S人 18 的构建

F i g
。

4 C o n s t r u c t云o n o f s e e r e t王v e e x P r e s : i o n v e e t o r p P S A 18

草
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泌型表达载体p P S A 1 8
.

将构建质粒转化枯草杆菌 B D 22 4 的感受态细胞
,

在抗性平板 上

筛选卡那霉素抗性转化子
,

提取质粒用 E co R I
,

sP t l 双酶 切可得一个 。
。

4K b的 小

片段 ( 合成信号序列两端的 P st l 位点
,

在与 S p ac l 启动子连接后 已丢 失其中一个
,

用 P
s t l 不能把启动子和信号序列切开 )

,

用 P st l 和 H in d l 双酶切可得到 1
。
6K b 的淀

粉酶的编码顺 序 ( 图 2 )
,

这表明质粒 p P S A 18 的构建是成功的
。

2
。

3 地衣芽胞杆菌
a 一

淀粉映墓因在枯革杆菌中的裹达

将构建的重组质粒 p P S A 18 转化枯草杆菌 Q lB l 30 (
a m y 一

) 的感受态细胞
,

在 含

5 召g / m l卡那霉素和 1 肠可溶性淀粉的 L B平板 上筛选 K m
r

及淀粉酶阳 性菌落
,

发现在

K m
r

转化子中
,

90 肠以上都能向胞外分泌淀粉酶
.

从部分淀粉酶阳性转化子中 分 离 质

粒
,

经限制酶切分析后证实
,

淀粉酶阳性转化子所含质粒是 p P S A 1 8 ( 图 2 )
。

将枯草

杆菌 Q B l l 3o ( p P S A 18 )
,

同时 以含淀粉酶完整基因 ( 即包括其本身的启动子 及 信 号

序列 ) 的质粒 p U B A 33 的枯草杆菌Q B l l 3 。 ( p U B A 3 3 )及含淀粉酶完整基因的质粒 p 0J 7

的大肠杆菌 H B 101 ( p j o 7 )作对照
,

接种至 s m 1 L
一

肉汤培养基
,

37 ℃振荡培养 2b4
。

用二

硝基水杨酸法测定培养上清液中及胞内 ( 超声波破碎细胞 ) 淀粉酶活力
,

结果见表 2
。

从表中可见
,

在构建的表达系统中 ( p P S A 1 8 ) 淀粉酶基因的表达水平是用原启动 子时

( p U B A 33 ) 的 2 倍而且 90 帕以上的产物分泌至胞外
。

以上结果表明
,

我们构建的表达和分泌系统具有表达和分泌外源蛋白的功能
,

为真

核生物基因在枯草杆菌中的表达和分泌创造了条件
。

表 2 枯草杆菌和大肠杆菌克隆的胞 内和培养基 中淀粉晦活力

( p U B A 33 和 p 0J 7包含带自身启动子和信号序列 的沈粉薛完整基因 )

T a b
.

2 A m y l a s e a e t i v i t i e s i n e e l l P e l l e t s a n d e u l t u r e s u P e r n a t a n t s o f

B
。 s o b t `115 a n d E

.

co l` e l o n e s

C l o n e s

A m y l a s e a e t i v i t i e s

( u / m l )

S u P e r n a t a n t s C e l l P e l l e t s T o t a l
S e e r e t i o n

(% )

B
。 忿u b t i l`宕 Q B l l 3 o

( p P S A 18 )

B
。

翻6* 11̀ 才 Q B l l 3 0

( P U B A 33 )

E
. e o l i H B 101

( p j o 7 )

99
。

40 1 0
。

90 11 9
。

30 90
。

44

5 6
。

79 5
。

20 8 62
。

0 0 9 1
。

6

2
。
3 2 2 8

。

22 3 0
。

5 4 8
。

22

PU B A 33 a n d p j o 7 a r e P l a s m i d s h a b o r i n g t h e t o t a l a m 了I a s e g e n e w i t h P r o m o t e r

a n d s i g n a l s e q u e n e e
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