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基因缺陷型的乳酸杆菌感受态细胞中!通过质粒提取'酶切鉴定'
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莹等$酸性纤维素酶
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基因与非抗性穿梭表达载体的重组及在乳酸杆菌的表达及其活性检测
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瘤胃纤维的分解与吸收是反刍动物的重要营养

来源之一!而瘤胃纤维水解菌是分解瘤胃纤维的重

要微生物基础&大量证据显示纤维水解不受纤维水

解微生物数量和活力的限制!而与微生物可获得的

纤维数量和所处环境的
,
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值有关(
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&已知低
,

2

值通过阻止纤维水解细*真菌生长抑制瘤胃纤维消

化"细*真菌生长要求的最低
,
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值为
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&通过

遗传工程对耐受低
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值的瘤胃细菌引入纤维水解

功能可能是增强酸性条件下纤维水解能力的途

径(
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!尤其改善高精料日粮产生的酸性瘤胃条件下

纤维消化更具有前途&
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本研究将能降解纤维素酶系中的纤维二糖水解

酶
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基因在非抗生素抗性表达载体中进行重

组后!再转化至能够耐受消化道前段酸性条件下的

细菌"乳酸菌杆菌#中并进行表达!旨在验证重组质

粒经转化后所形成的转基因乳酸杆菌是否可以赋予

乳酸菌分泌纤维素酶的功能!为下一步验证重组质

粒经转化后所形成的转基因乳酸杆菌是否可以回归

消化道并定植其中'检测转基因工程乳酸菌在消化

道内的消涨规律!以及将能降解纤维素的酶系在此

非抗性表达载体及共生乳酸菌中共表达奠定基础&
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基因缺陷型的大肠杆菌和乳酸杆菌均由中国

农业科学院北京畜牧兽医研究所动物营养学国家重
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基因为选

择压力的载体
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将上述反应液混匀!
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过夜连接!做好的反

应液最好直接进行转化试验!如果试验条件不允许!
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保存&连接产物应用电击转化法(
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基 因 缺 陷 型 的 乳 酸 杆 菌 感 受 态

.R-V:B"(J

中!之后将转化产物在普通的
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固

体培养基"未添加胸腺嘧啶核苷#上培养'观察&
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重组质粒用
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将

经过生长功能弥补获得的菌落在普通
-AB

液体培

养基"未添加外源的胸腺嘧啶核苷#中培养!对筛选

的菌落进行质粒提取(
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质粒用
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基因和非抗性穿梭表达载体大片段&做成
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做成的反应液混匀后!
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作用
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!之后
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作用
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反应产物于
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琼脂糖凝胶上进行电泳!观察并对重组质粒进行
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鉴定&

"E#E$
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重组质粒
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将上述鉴定的质粒用

灭菌二馏水稀释
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混匀反应液!反应条件为$
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预变性
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退火
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产物进行
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琼脂糖凝胶电泳!紫外观察&
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测序鉴定
!

根据
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重组质粒

设计
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对 引物!上 游 引 物$
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%下游引物$
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&由北京六合通经贸有限公

司进行测序!并用
17L/LL9

软件进行分析&
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!
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基因在乳酸杆菌中的表达
!

将经过

生长功能弥补获得的含有
,

?%#&3!012

!

重组质
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粒的阳性菌株接种在普通
-AB

液体培养基"未添

加外源的胸腺嘧啶核苷#中!

$J_#&(Y

+

67=

`"培

养过夜&取
&6V

接种于
"((6V

新配制的
-AB

液

体培养基中!

$J _ #((Y
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67=

`"培养至
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F((

为

(EF
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(E*

!在培养基中添加
%(66L9
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.V!

苏氨

酸&每隔
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取
"

次菌液!取至
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&以同样的方法

诱导
J4

含空载体
,
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的乳酸杆菌
.R-V:B"(J

作对照&

"E#EF

!

B.B!@>CD

分析
!

将各个时间诱导收获的

菌液
R.

F((

均调至
(EJ

!取菌液
"E&6V

!

%_

离心收

集菌体!用生理盐水洗涤
#

次!在沉淀菌体中加入
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$

V

二馏水!加入终浓度为
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+

6V

`"的溶菌

酶!

$J_

放置
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!使细菌裂解!再加入等量的
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B.B

凝胶上样缓冲液!混匀后于沸水中煮沸
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67=

!

"&(((Y
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`"离心
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V

参

考文献(
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)的方法进行
B.B!@>CD

电泳&

"E#EJ

!

重组乳酸杆菌中
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酶活的平皿检测
!

采用刚果红染色法!参照官家发等的方法(

*

)

&

"E#E*

!

最适
012
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酶解温度和
,

2

值的测定
!

用

,

U@0

法(

)

)

!检测
012

!

的酶活性!以及对最适酶

解温度和
,

2

值进行测定!试验中用高温'高压灭活

的待测粗酶液代替待测粗酶液作为对照!

$

次重复!

每个重复测
$

次!最终取其平均数值并做标准差&

"E#E)

!

酸性纤维素酶活力的测定
!

采用
,

U@0

法

进行
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活力的测定&以
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的醋酸钠缓冲液配制
#E&66L9

+
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溶液!取
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粗酶液!
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保温
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67=

!以
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的
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#
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$

"6V

终止反应!

%"(=6

比

色&以对硝基酚的生成量表示酶活力!一个酶活力

单位定义为每分钟水解
,

U@0

产生
"

$

6L9

对硝基

酚所需要的酶量(

)

)

&

!

!

结
!

果

!GF

!

生长恢复鉴定结果

!!
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基因缺陷型乳酸杆菌
.R-V:B"(J

在普

通的
-AB

培养基上不能生长或生长不良!必须在

加有外源的胸腺嘧啶核苷"

&(

$

M

+

6V

`"

#的条件下

才能恢复生长&在本试验中含
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基因的重组质

粒
,

?%#&3!012

!

的转入能使
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基因缺陷型乳

酸杆菌
.R-V:B"(J

在普通的
-AB

平板上恢复生

长!见图
"

&

!G!

!

重组质粒
?

H$!%17IJK

!

的构建与鉴定

!!

将经过生长功能弥补获得的菌落在普通
-AB

图
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重组大肠杆菌阳性菌筛选
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对筛选的
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个菌落进行质粒提取!将重组质粒用
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和
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了约
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的
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线性片段和
"%"$X
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的
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插入片段!表明已构建出含酸性纤维素酶
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基因的非抗性穿梭表达载体的重组质粒

,

?%#&3!012

!

"图
#

#&

-E#((X

,

.U>6:YG;Y

%

"!#E-.$

%

和
-

/

,

%

双酶切

-E#((X

,

.U> 6:YG;Y

%

"!#E+8;=37O7N:37L=

[734-.$

%

:=8-

/

,

%

图
!

!

重组克隆质粒
?

H$!%17IJK

!

酶切鉴定

L.

M

G!

!

N:)/1.2.*01.+/+2<)*+,-./0/1

?

90@,.:

?

H$!%17IJK

!

4.15<)@1<.*1.B))/O

C

,)

:.

M

)@1.+/

!GP

!

重组质粒
?

H$!%17IJK

!

的
QI(

鉴定

!!

用重组质粒载体
.U>

作为模板经
@0A

扩增

得到目的片段大小的条带!如图
$

!证明重组质粒内

确实含有目的基因&

#JF
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&

期 赵
!

莹等$酸性纤维素酶
012

!

基因与非抗性穿梭表达载体的重组及在乳酸杆菌的表达及其活性检测

-E&((X

,

.U>6:YG;Y

%

"E012

!

基因
@0A

阳性结果

-E&((X

,

.U>6:YG;Y

%

"E@L<737P;

,

9:<678LO

012

!M

;=;X

5

@0A

图
P

!

QI(

鉴定重组质粒
?

H$!%17IJK

!

L.

M

GP

!

QI(.:)/1.2.*01.+/+2<)*+,-./0/1

?

90@7

,.:+2

?

H$!%17IJK

!

!G$

!

测序鉴定

!!

经过
17L/LL9

软件分析!测序结果与
C;=1:=G

发表的标准序列相比同源性达到
))EJ)a

!其中有
$

个碱基发生变异!它们分别是
012

!

基因序列上的

第
$"

位的
>0C!C0C

!第
*)

位的
C00!C/0

!第

)F(

位的
0C0!0C/

!使其编码的第
""

个氨基酸由

/4Y!>9:

!第
$(

个氨基酸由
>9:!c:9

!而第
$#(

个氨

基酸并没有发生改变!

0C0

与
0C/

编码同一个氨

基酸
>Y

M

"测序分析图略#&

!G%

!

8D87QA3=

分析

!!

分析上述经过鉴定为阳性的克隆菌株在各时间

的表达情况&由图
%

可知!

012

!

基因获得了表

达!在
"

&

%4

内!蛋白表达量是随着时间而逐渐增

加!

%4

基本达到稳定不变!相对分子质量约为
%)EF

GH

!与预期
012

!

蛋白的相对分子质量一致&而含

空载体
,

?%#&3

的乳酸杆菌
.R-V:B"(J

作对照则

未见该蛋白质表达&

"!JE

,

?%#&3!012

!

在
V:N3LX:N799H<.R-V:B"(J

中

"

!

#

!

$

!

%

!

&

!

F

!

J4

后的表达产物%

*E

空载体
,

?%#&3

在

V:N3LX:N799H<.R-V:B"(J

中
J4

后的表达产物%

)E

低

分子量蛋白质标准

"!JE

,

?%#&3!012

!

;Z

,

Y;<<7L=

,

YL8HN3<7=V:N3LX:!

N799H<.R-V:B"(J:O3;Y"!J4Y;<

,

;N37P;9

5

!

:<=;

M

:37P;

NL=3YL9

%

*ED6

,

3

5,

?%#&3;Z

,

Y;<<7L=

,

YL8HN3<7=V:N!

3LX:N799H<.R-V:B"(J:O3;YJ4

%

)E VL[ 6L9;NH9:Y

[;7

M

43

,

YL3;7=6:YG;Y

图
$

!

8D87QA3=

电泳检测
!"#

!

基因表达产物

L.

M

G$

!

D)1)*1.+/+215)IJK

!

?

<+1)./4.158D87QA3=

!G&

!

重组乳酸杆菌中
IJK

!

酶活的平皿检测

!!

将平板上的重组菌用
"6

M

+

6V

`"的刚果红溶

液染色
"4

!弃去染液!再用
"6L9

+

V

`"的
U:0"

溶

液洗涤
"4

后!发现菌落的周围出现了清晰的透明

圈!纤维素酶的活性可凭借清晰透明圈的出现来判

断!如图
&

&

"E

重组乳酸杆菌%

#E

乳酸杆菌

"EA;NL6X7=:=36$"#+7$"(99;=

%

#E6$"#+7$"(99;=:<=;

M

:37P;NL=3YL9

图
%

!

重组乳酸杆菌刚果红染色产生的水解圈

L.

M

G%

!

K

C

:<+9

C

@.@509+@

?

<+:R*):+/I+/

M

+7():7ISI

?

901)-

C

<)*+,-./0/1$%&'()%&*++,-

$JF



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
%(

卷
!

!G'

!

最适
IJK

!

酶解温度和
?

K

值的测定

!!

温度对纤维素酶
012

!

酶活影响的研究结果

表明!在转基因工程菌中
012

!

最适的酶活反应温

度为
&( _

!温度从
$( _

降到
&( _

时纤维素酶

012

!

的相对酶活逐渐升高!在
&(_

时达到最高!

随着温度继续提高相对酶活逐渐下降"图
F

#&

图
&

!

温度对
IJK

!

酶活的影响

L.

M

G&

!

=22)*1+21),

?

)<01R<)+/IJK

!

<)901.B)

)/O

C

,)0*1.B.1

C

!!,

2

对纤维素酶
012

!

酶活影响的研究结果表

明!在转基因工程菌中
012

!

的最适酶活反应
,

2

为
&E(

!

,

2

从
$E(

降到
&E(

时纤维素酶
012

!

的

相对酶活逐渐升高!在
,

2

为
&E(

时达到最高!随着

温度继续提高相对酶活逐渐下降"图
J

#&温度
&(

_

!

,

2&E(

时重组乳酸杆菌的
012

!

的酶活力达

到
(E"&F#T

+

6V

`"

&

图
'

!

?

K

对
IJK

!

酶活的影响

L.

M

G'

!

=22)*1+2

?

K+/IJK

!

<)901.B))/O

C

,)0*7

1.B.1

C

P

!

讨
!

论

PGF

!

酸性纤维素酶
!"#

!

基因的选择

!!

纤维素酶是一种重要的工业用酶!已经被广泛

地应用于饲料添加剂'棉麻纺织品的处理和加酶洗

涤剂等的生产中&纤维素降解酶系包括$"

"

#内切葡

萄糖苷酶"

DC

#&这类酶随机水解
#

!"

!

%!

糖苷键!将

长链纤维素分子"羧甲基纤维素钠"

0-0

#即为人工

合成的一种线形纤维素钠盐#截短&"

#

#外切葡萄糖

苷酶!又称纤维二糖水解酶 "

N;99LX7L4

5

8YL9:<;

!

012

或
012

!

#%也有文献报道还包括外切葡萄糖

苷酶"

N;99L8;Z3Y7=:<;<

#

(

"(

)

&这类酶作用于
#

!"

!

%!

糖

苷键!每次切下
"

个纤维二糖分子&"

$

#

#

!

葡萄糖苷

酶"

1C

#!这类酶将纤维二糖"葡萄糖苷键连接的纤

维二糖#水解成葡萄糖分子&目前人们对纤维素酶

的研究多以葡聚糖内切酶为主!而葡萄糖外切酶是

纤维素水解酶系中唯一可以作用于结晶纤维素的酶

组分!其中
012

!

基因对整个纤维素酶系的表达起

着重要作用&由于动物消化道内纤维素消化发生的

"胃*瘤胃'小肠#环境大多呈弱酸性!据此推断酸性

纤维素酶在动物营养上更具意义&

PG!

!

乳酸杆菌的选择

!!

乳酸菌作为活菌制剂及人和动物体内正常菌群

的重要成员之一!与人类及动物的生命息息相关!它

在生命科学中的应用日益受到人们的关注和广泛开

发利用&乳酸杆菌是相对安全的共生菌!乳酸杆菌

作为一种良好的表达外源基因且安全的受体菌株可

通过定居于人或哺乳动物粘膜表面而持续发挥作

用!以乳酸杆菌作为表达外源保护性抗原基因的受

体菌株!就可以将乳酸菌的生物学功能和外源功能

抗原基因的特异性免疫相结合(

""!"$

)

&同时乳酸菌作

为正常生理性细菌!又符合可食性'安全性等优点&

PGP

!

乳酸菌的表达量

!!

由于乳酸菌的研究相对较晚!对乳酸菌进行基

因操作也比较难!所以有关乳酸菌表达的报道较少!

而且由于乳酸乳球菌较乳酸乳杆菌的表达效率高!

所以多数为乳酸乳球菌方面的报道&虽然乳酸乳球

菌较乳酸乳杆菌的整体表达效率高!但由于乳酸乳

球菌不适于表达分泌型抗原!更不能在人或动物的

消化道内定植!仅一过性地通过肠道(

"%

)

!所以其应

用受到了限制&而乳酸乳杆菌可以定植于人或动物

的消化道!所以乳酸乳杆菌更适于表达分泌型抗原&

本试验中所用的表达载体的启动子为
@$#

(

"&

)

!是在

乳酸菌中表达的一种非常强的启动子&但影响外源

基因乳酸菌中表达效率的因素除了启动子外!还有

很多因素!包括培养条件的控制!

N.U>

密码子的选

用!

6AU>

的一'二级结构和表达产物的后加工处

理等等&

PG$

!

温度%

?

K

值及其互作

!!

温度与
,

2

值的确是酶促反应中的两个关键影

响因素!而且两者之间也的确存在互作问题&虽然

何平等(

"F

)在实验室条件下测得的外切
#

!

葡聚糖苷

酶
012

的反应最适温度为
F(_

!最适
,

2

为
FE(

!

%JF
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!

莹等$酸性纤维素酶
012

!

基因与非抗性穿梭表达载体的重组及在乳酸杆菌的表达及其活性检测

与本研究得出的结论
012

!

的反应最适温度为
&(

_

!最适
,

2

为
&E(

有一定出入!但所有发表的关于

测定纤维素酶的条件均为
&(_

!

,

2

为
&E(

!所以分

别假定在
&(_

和
,

2&E(

特定前提下的另一个因

素对固定条件的反应"互作#!最后确定酸性纤维素

酶
012

!

基因最适温度和
,

2

值&

PG%

!

具体应用

!!

基因工程菌的有效性!构建的基因工程菌能否

遗传!它的目的功能是否稳定!在加工过程中转基因

工程菌活力的损失以及能否高效地到达肠道而不被

胃酸过多杀死等方面都是急需解决的问题%转基因

工程菌的货期!转基因工程菌多数存在保存期短!活

性不稳定的缺点!给实际应用带来很多困难!因为转

基因微生态制剂在制备过程中不可避免的要经历某

些高温条件或特殊
,

2

的给喂环节%转基因工程菌

的实际应用环境包括其本身生存环境'与其它物质

混合时其它物质的性质'给动物应用的同时动物是

否应用了对转基因工程菌不利的其它物质"如抗生

素等#等因素&

!!

微生态制剂诞生之初就是要用其取代抗生素的

应用!而在实际应用过程中微生态制剂的最大障碍

也是抗生素的滥用&虽然含有非抗生素抗性表达载

体的转基因工程乳酸菌具有广阔的应用前景!但距

离实际应用还有一段很长的距离!除了严格执行抗

生素类添加剂的应用外!还有许多限制其应用的瓶

颈问题需要我们去逐一解决!相信在广大科研工作

者的共同努力下定会迎来其辉煌的益生时代&
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