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淀粉酶链霉菌几丁质酶克隆表达及催化功能分析
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摘要!目的!提高几丁质酶降解几丁质生产几丁寡糖产

量!方法!利用基因工程方法对淀粉酶链霉菌几丁质酶

进行克隆"原核表达"酶学性质探究#并通过同源建模"催

化域氨基酸比对"定点突变等方法探究几丁质酶活性位

点!结果!克隆和原核表达后#产酶周期由
89

缩短至

#*:

#酶活可达
)%#;

$

<

#较原始菌酶活性%

)$$;

$

<

&提

高了
%#=

!决定几丁质酶活性的氨基酸为催化域的
)#&

#

)%$

位的天冬氨酸和
)%#

位的谷氨酸!结论!对几丁质酶

基因克隆表达后#其产酶周期缩短"酶活性提高!

关键词!淀粉酶链霉菌'几丁质酶'克隆表达'同源建模'

定点突变
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几丁质是一种天然碱性线性多糖%其结构由多个
(-

乙酰
-I

葡萄糖胺通过
!

-)

%

*

糖苷键连接组成%是来自甲

壳动物的外骨骼以及真菌和昆虫细胞壁的第二个最丰富

的天然生物聚合物)

)

*

&其年生物合成量约为
)$$$

亿
@

%

降解产物中的几丁寡糖+壳低聚糖和
(-

乙酰氨基葡萄糖

被广泛应用于食品+纺织+农业等领域%具有普遍的生物

活性和广阔的市场开发前景)

#

*

&几丁寡糖是由几丁质或

壳聚糖降解获得的水溶性物质%聚合度为
#

"

#$

%是目前

自然界中唯一带正电的碱性氨基酸寡糖)

%

*

%具有良好的

水溶性+抗氧化和抗肿瘤活性)

*

*

&目前%制备几丁寡糖的

方法包括化学和物理降解+酶催化水解)

,

*和转糖基化介

导的合成)

'

*

&大多数几丁寡糖是通过化学方法生产的%

主要使用酸或氧化剂来降解几丁质)

8

*

%该方法会造成严

重的环境污染和资源浪费)

&

*

&转糖基化介导的几丁寡糖

合成是几丁寡糖酶促生产的新方法%该反应取决于在供

体和受体糖之间引入新的糖苷键)

+

*

&据报道)

)$P)#

*

%只有

少数
NQ)&

几丁质酶具有转糖基化!

>N

"活性&酶催化

因具有反应条件温和+酶促副反应少+产品安全性高+无

环境污染等优点%将逐步取代传统的酸性或氧化降解方

法)

)%

*

&因此%利用几丁质酶降解法降解几丁质生产几丁

寡糖的研究较多)

)*P),

*

&

几丁质酶是一类可以催化几丁质并将其专一性降解

为几丁寡糖+壳聚糖和
(-

乙酰葡萄糖胺的糖苷键水解

!
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酶)

)'

*

&然而%目前产几丁质酶活性高+用于工业化生产几

丁寡糖的菌株极少%只有少数黏质沙雷氏菌和木霉菌等&

张博阳等)

)8

*对桑氏链霉菌几丁质酶基因
/5$JBKL

进行

克隆表达%得到几丁质酶活性为
$5$&$;

(

.<

&

<0

等)

)&

*

采 用
[OY

方 法 对
;:7,

G

:0+

@

8,? ?6+

G

?0%$$

!

V011/F9U!AFF

"

\/I?./4 ]̂*$

的 几 丁 质 酶 基 因

/5$JBKLMNOM

进行克隆并在大肠杆菌
!<#)

!

T"%

"中表

达%其粗蛋白质和纯化蛋白质溶液中的几丁质酶活性仅

为
$5$*,

%

$5$%%;

(

.<

&研究拟对淀粉酶链霉菌
O()&$)

几丁质酶
[YS]]M$)$8$

基因在大肠杆菌中进行克隆%

通过原核表达系统获得可溶性几丁质酶%对其活性进行

探究%结合同源建模+催化域氨基酸比对及其催化域关键

氨基酸位点突变%验证其活性口袋内部关键氨基酸的功

能%揭示这些氨基酸残基在酶催化中的作用%为该菌的后

续深入研究及工业生产几丁寡糖提供依据&

)

!

材料与方法
)5)

!

材料与仪器

)5)5)

!

材料与试剂

淀粉酶链霉菌!

;:7,

G

:0+

@

8,?H$6?:6:$89?

"

O()&$)

#由

实验室从虾酱中筛选得到$

大肠杆菌
>7

E

)$

感受态+大肠杆菌
!<#)

!

T"%

"+细菌

TXM

抽提试剂盒+高
NO

含量
[OY

扩增试剂盒+

TXM

凝

胶回收试剂盒+质粒小提取试剂盒+定点突变试剂盒+氨

苄青霉素钠#生工生物工程!上海"股份有限公司$

[VT-)+>

载体基因克隆试剂盒以及限制性内切酶

!

"67Y

#

和
_:7

#

"#宝日医生物技术!北京"有限公司$

E

">-%#/

!

`

"载体#南通柯
!

克生物科技有限公司&

)5)5#

!

仪器与设备

全温振荡培养箱#

abaZ-OR

型%上海知楚仪器有限

公司$

微孔板分光光度计#

_VMY]

型%美国
!07-Y/9

公司$

恒温培养箱#

NQ[-+#8$

型%上海索普仪器有限公司$

电子天平#

_()$,T;

型%瑞士
VD@@1DF>71D97

公司$

高速 台 式 离 心 机#

<D

H

D49 V06F7)8Y

型%德 国

>:DF.7

公司$

高速冷冻离心机#

OY##N

$

型%日本
Q0@/6:0

公司$

垂直电泳系统#

E

F7@D/4

$

型%美国
!07-Y/9

公司$

[OY

基因扩增仪#

V

B

O

B

61DF

型%美国
!07-Y/9

公司$

琼脂糖水平电泳槽#

TZO[-%)!X

型%美国
!07-Y/9

公司$

凝胶成像系统#

ND1T76_

型%美国
!07-Y/9

公司$

核酸浓度测定仪#

X/47TF7

E

#$$$

型%德国
>:DF.7

公司&

)5#

!

方法

)5#5)

!

胶体几丁质制备
!

称取
)$

H

几丁质粉末%加至

#$$.<

浓盐酸中%均匀搅拌至全部溶解%过滤%加入

)$$$.<

蒸馏水%离心%用蒸馏水洗沉淀至中性%

*c

保

存备用&

)5#5#

!

几丁质酶
O:0M

基因扩增和克隆
!

根据细菌
TXM

提取试剂盒提取淀粉酶链霉菌
O()&$)

!

;:7,

G

:0+

@

8,?H$*

6?:6:$89?O()&$)

"基因组
TXM

&根据已获得的淀粉酶链

霉 菌 全 基 因 组 测 序 数 据 库 信 息 中%几 丁 质 酶

[YS]]M$)$8$

基因序列用
[F0.DF[FD.0DF,5$

生物软

件设计两条引物%在两条引物的
,

,端分别引入酶切位点%

如表
)

所示&

表
)

!

引物序列

>/31D)

!

[F0.DF?D

2

AD46D?

引物 引物序列!

,d-%d

" 酶切位点

R

OONNMM>>ON>N>MONMOONNMMO>MO-

OMON

E80C"

Y

OONO>ONMN>OMN>ONM>ONON>NNM>-

OMN

P50"

!!

去除几丁质酶
[YS]]M$)$8$

基因序列的信号肽%

[OY

扩增目的基因片段%

[OY

反应条件#

+, c %.04

%

+,c%$?

%

,,c%$?

%

8#c).04

%共
%$

个循环%

8#c

%$.04

%

* c

保存&琼脂糖凝胶电泳检测
[OY

结果%将

[OY

产物与
E

VT)+->

载体通过
>*

连接酶
)'c

连接过

夜后转化至
>7

E

)$

感受态细胞中并进行蓝白斑筛选%挑

选白色单克隆菌落进行菌液
[OY

验证%将鉴定为阳性的

重组菌株送生工生物工程!上海"股份有限公司进行

测序&

)5#5%

!

表达载体的构建
!

将测序正确的
O:0M

(

E

VT)+->

质粒与表达载体
E

">-%#/

!

`

"分别用
"67Y

#

酶和
_:7

#

酶双酶切&验证酶切产物后%切胶回收质粒和基因片段&

酶切的
/5$'

基因片段用
>*

连接酶与酶切的
E

">-%#/

!

`

"连接&转化
>7

E

)$

感受态细胞%培养过夜&菌落

[OY

和质粒酶切鉴定后%获得的阳性重组菌
O:0M

(

E

">-

%#/

!

`

"(

>7

E

)$

送至生工生物工程!上海"股份有限公司

进行测序&

)5#5*

!

重组几丁质酶
(T(-[MN"

分析
!

将测序正确的

O:0M

(

E

">-%#/

!

`

"转化至大肠杆菌
!<#)

!

T"%

"感受态

细胞%涂布于含有氨苄青霉素的
<!

平板上%挑取阳性克

隆于
,$.<

含氨苄青霉素的
<!

液体培养基中%

%8 c

+

#$$F

(

.04

培养过夜&按
#=

接种量接种至新鲜的
<!

液

体培养基中%

%8 c

+

#$$F

(

.04

震荡培养至
ST

'$$4.

为

$5'

"

$5&

%用终浓度为
$5,..71

(

<

的
W[>N

%

)' c

诱导

#*:

&收集菌体%按
)

H

(

,.<

加入裂解液%加入溶菌酶

).

H

(

.<

%冰育
*,.04

%分别于
P#$c

+室温下进行冻融

循环&破壁后%

)$$$$F

(

.04

离心
#$.04

%取菌体+上清和

沉淀进行
(T(-[MN"

分析)

)+

*

&

"

基础研究
R;XTMV"X>M<Y"("MYOQ

总第
#*8

期
"

#$##

年
,

月
"



)5#5,

!

酶活测定
!

采用
TX(

!

%

%

,

二硝基水杨酸"

法)

#$P#)

*

&

(-

乙 酰
-I-

氨 基 葡 萄 糖 标 准 曲 线 为
@

e

%5%)$'QP$5$88*

%

C

#

e$5++,+

&

)5#5'

!

重组几丁质酶的表征

!

)

"反应温度#采用标准几丁质酶活性测定法测定

#$

"

8$c

下几丁质酶活性&

!

#

"

E

Q

值#分 别 在 柠 檬 酸'柠 檬 酸 钠 缓 冲 液

!

E

Q%5$

"

,5$

"+磷 酸 氢 二 钠'磷 酸 二 氢 钠 缓 冲 液

!

E

Q'5$

"

&5$

"+

>F0?-QO1

缓冲液!

E

Q+5$

"和碳酸氢钠'

氢氧化钠缓冲液!

E

Q)$5$

"

))5$

"中进行标准酶活性测

定%确定
O:0M

的最佳反应
E

Q

%所有缓冲液浓度均为

,$..71

(

<

&

!

%

"金属离子及化学试剂#分别用
)

%

,

%

)$..71

(

<

的
V

H

O1

#

+

RDO1

%

+

a4O1

#

+

O/O1

#

+

]O1

+

X/O1

+

O

#

Q

%

S

#

<0

+

"T>M

+巯基乙醇+

(T(

%在标准几丁质酶测定条件下探究

几丁质酶活性&

!

*

"底物#用
)=

的胶体几丁质+粉状几丁质+虾壳

粉+蟹壳粉+壳聚糖+羧甲基纤维素钠%于磷酸氢二钠'磷

酸二氢钠盐缓冲液!

E

Q85$

"中%

,$c

反应
%$.04

%测定

O:0M

的底物特异性&

)5#58

!

同源建模
!

在
XO!W

的
[T!

结构数据库中%将几

丁质酶
O:0M

的氨基酸序列进行
!<M(>

%将检索出的同

源性高的蛋白作为模板%利用同源模建的方法构建几丁

质酶
O:0M

的三维结构&几丁质酶同源建模选用
(\W((-

VST"<

在线软件)

##

*

%建模后用
[YSOQ"O]

作拉氏图

评估预测三维结构的可信度)

#%

*

&

)5#5&

!

氨基酸多序列比对
!

根据几丁质酶
O:0M

同源建

模模型%利用
O1A?@/1S.D

H

/

在线软件%比对分析几丁质

酶
O:0M

编码的催化域氨基酸序列与其他同源性高并且

晶体结构确定的几丁质酶催化域的氨基酸序列%推测几

丁质酶
O:0M

的催化反应机制&

)5#5+

!

催化域关键氨基酸的突变
!

以
O:0M

(

E

">%#/

!

`

"(

>7

E

)$

作为出发菌株%采用定点突变试剂盒)

#*

*

%根

据
)&

家族几丁质酶
O:0M

催化域氨基酸比对结果%选择

催化结构域中的关键氨基酸位点进行定点突变%探究其

催化活性&为了确保所需的突变是序列中唯一的突变%

在生工生物工程!上海"股份有限公司中对插入的
TXM

的整个区域进行测序&

)5#5)$

!

突变体在大肠杆菌
!<#)

!

T"%

"中的表达
!

将序

列突变正确的重组质粒转化至大肠杆菌
!<#)

!

T"%

"中%

挑取单菌落至
,$.<

含有
M.

E

!

)$$

%

H

(

.<

"的
<!

培养

基中%

%8c

+

#$$F

(

.04

培养过夜&按
#=

接种量接种至

新鲜的
<!

液体培养基中%

%8c

+

#$$F

(

.04

震荡培养至

ST

'$$4.

为
$5'

"

$5&

%用终浓度为
$5,..71

(

<

的
W[>N

%

)'c

诱导
#*:

&收集菌体%按
)

H

(

,.<

加入裂解液%加

入溶菌酶
).

H

(

.<

%冰育
*,.04

%于
P#$c

+室温下进行

冻融循环&破壁后%

)$$$$F

(

.04

离心
#$.04

%去沉淀留

上清酶液&

)5#5))

!

突变体酶活力和动力学参数测定
!

用
TX(

法测

定突变体酶活&动力学参数测定#在反应管中加入不同

质量浓度!

)5#,

%

#5,$

%

,5$$

%

85,$

%

)$5$$

%

)#5,$.

H

(

.<

"的

底物 胶 体 几 丁 质%加 入 相 同 量 的 适 量 酶 液%

,$ c

+

#$$F

(

.04

摇床反应
%$ .04

&加入
)5, .<TX(

%煮沸

,.04

显色%冰水中冷却至室温%

)$$$$F

(

.04

离心

,.04

%取上清液于
,*$4.

处测定吸光值&通过制作

V06:/D10?-VD4@D4

动力学曲线测定
J

.

+

R

./J

和
S

6/@

值&

#

!

结果与分析
#5)

!

基因克隆及鉴定

由图
)

可知%几丁质酶
[YS]]M$)$8$

基因扩增结

果与实 验 室 前 期 全 基 因 组 测 序 结 果 一 致%大 小 为

)$',3

E

$菌液
[OY

验证结果在约
)$',3

E

处有目的条

表
#

!

用于定点突变的引物序列

>/31D#

!

>:D

E

F0.DF?D

2

AD46D?A?D904?0@D-90FD6@D9.A@/@074

突变引物 引物序列!

,d-%d

"

T)#&M

R-NMON>O>>ONMONNOM>ONOON>ONMO>NNNMN>M>OONMM

Y-N>>ONNM>MO>OOOMN>ONMONNONM>NOON>ONMMNMON>O

T)#&X

R-ONMON>O>>ONMONNOM>OMMON>ONMO>NNNMN>M>OON

Y-ONNM>MO>OOOMN>ONMON>>NM>NOON>ONMMNMON>ON

T)%$M

R-ONMONNOM>ONMON>ONOO>NNNMN>M>OONMMONOO>N

Y-OMNNON>>ONNM>MO>OOOMNNONMON>ONM>NOON>ON

T)%$X

R-O>>ONMONNOM>ONMON>OMMO>NNNMN>M>OONMMONOO

Y-NNON>>ONNM>MO>OOOMN>>NMON>ONM>NOON>ONMMN

")%#M

R-NNOM>ONMON>ONMO>NNNON>M>OONMMONOO>NONNN

Y-OOONOMNNON>>ONNM>MONOOOMN>ONMON>ONM>NOO

")%#b

R-ONNOM>ONMON>ONMO>NNOMN>M>OONMMONOO>NONN

Y-OONOMNNON>>ONNM>MO>NOOMN>ONMON>ONM>NOON

#

"

f715%&

"

X75,

李
!

芹等!淀粉酶链霉菌几丁质酶克隆表达及催化功能分析



V5)$I3 TXM V/FIDF

!

)

"

%5O:0M

基因
[OY

扩增产物

!

*5O:0M

(

E

VT)+->[OY

产物

图
)

!

/5$'

基因
[OY

扩增及克隆鉴定

R0

H

AFD)

!

[OY/.

E

10C06/@074/496174D09D4@0C06/@074

7C/5$'

H

D4D

带%与测序结果一致%说明阳性克隆
O:0M

(

E

VT)+->

(

>7

E

)$

构建成功&

#5#

!

O:0M

#

E

">%#/

$

`

%表达载体的构建与鉴定

由图
#

可知%菌落
[OY

电泳显示在约
)$',3

E

处有

一目的条带&双酶切验证结果表明%约在
)$',

%

'$$$3

E

有目的条带%大小与预期结果相符%表明目的基因和表达

载体连接方向正确%证明原核表达载体
O:0M

(

E

">%#/

!

`

"构建成功&

#5%

!

表达产物的鉴定及酶活检测

由图
%

可知%

*,IT/

附近有目的条带%与预测蛋白大

小相差无几%说明该重组菌成功表达蛋白&将构建好的

重组菌株诱导表达后%在
E

Q85$

%

,$c

下%诱导后的酶活

为
)%#;

(

<

%而未诱导的检测不到酶活性%说明重组几丁

质酶
O:0M

在大肠杆菌中成功表达且重组几丁质酶活性

比原始酶活性!

)$$;

(

<

"提高了
%#=

&

#5*

!

重组几丁质酶的表征

#5*5)

!E

Q

和反应温度
!

由图
*

可知%重组酶在
E

Q85$

下显示出最高的活性%最佳反应温度为
,$c

&

#5*5#

!

金属离子和化学试剂
!

由表
%

可知%

)$..71

(

<

浓度下%

a4

#̀ 和
RD

%̀ 对该重组酶有较强烈的抑制作用%相

V5,$$$3

E

TXM./FIDF

!

)

"

#5O:0M

(

E

">%#/

!

`

"

[OY

产物

%

"

*5O:0M

(

E

">%#/

!

`

"双酶切条带

图
#

!

重组质粒
O:0M

$

E

">%#/

%

`

&鉴定

R0

H

AFD#

!

W9D4@0C06/@0747CFD67.304/4@

E

1/?.09

O:0M

$

E

">%#/

%

`

&

)5

蛋白
V/FIDF

!

#5

诱导前全菌体
!

%5

诱导后全菌体
!

*

"

,5

试

剂盒提取酶蛋白
!

'

"

85

诱导后破壁上清

图
%

!

重组蛋白
(T(-[MN"

分析

R0

H

AFD%

!

(T(-[MN"/4/1

B

?0?7CFD67.304/4@

E

F7@D04

对酶活力只有
%858=

和
%,5%=

$

V

H

#̀

+

O/

#̀

+

(T(

+巯基乙

醇+

"T>M

对该酶也有不同程度的抑制%但
]

`

+

X/

`

+

<0

`

对该酶分别有
'5%=

%

)$5'=

%

&5'=

的促进作用&

)

%

,..71

(

<

浓度下%

a4

#̀ 和
(T(

对重组酶有较强的抑制

作用%其他离子和试剂对该酶无明显影响&

)..71

(

<

浓

度下%

O/

#̀

+

RD

%̀ 和
V

H

#̀ 对该酶有一定的促进作用&试

验浓度下%

X/

`和
<0

`对该酶均有促进作用&

#5*5%

!

底物
!

由表
*

可知%当以胶体几丁质为底物时%重

组酶的相对酶活性最高$当以粉末为底物时%重组酶的相

对酶活性为
+5&=

&当以
)=

虾壳粉和蟹壳粉为底物时%

图
*

!E

Q

和反应温度对
O:0M

活性的影响

R0

H

AFD*

!

"CCD6@?7C

E

Q/49@D.

E

DF/@AFD74O:0M/6@0G0@

B

$

基础研究
R;XTMV"X>M<Y"("MYOQ

总第
#*8

期
"

#$##

年
,

月
"



表
%

!

离子和化学试剂对重组酶
O:0M

酶活力的影响

>/31D%

!

"CCD6@?7C90CCDFD4@.D@/1074?/496:D.06/1?

74O:0M/6@0G0@

B

=

试剂
浓度(!

..71

-

<

P)

"

) , )$

V

H

#̀

)$,5*g#5% +)5)g%5$ ,'5&g#5&

O/

#̀

))$5$g#5' ++5#g%5* 885*g)5&

a4

#̀

*%5)g%5$ %&58g)5& %858g#5*

RD

%̀

)$#5,g)5+ &&5'g#5% %,5%g%5*

]

`

&+5'g%5# +$5#g%5, )$'5%g#58

X/

`

))$5#g)5$ )$+5&g#5% ))$5'g#5$

<0

`

))#5,g%5$ )$*5%g#5& )$&5'g%5*

(T( 8+5&g)5' ,'5%g#5$ *85)g%5)

巯基乙醇
+'5&g%5$ &85'g#5$ ,'5&g#5*

"T>M +85#g%5' &#5,g%5% '$5,g)5#

表
*

!

O:0M

的底物特异性测定结果

>/31D*

!

TD@DF.04/@0747C?A3?@F/@D?

E

D60C060@

B

7CO:0M

底物 相对酶活力(
=

胶体几丁质
!!

)$$5$g$5#

粉末几丁质
!!

+5&g$5%

虾壳粉
!!!!

'5,g$5*

蟹壳粉
!!!!

,5&g$5%

壳聚糖
!!!!

$5$g$5$

羧甲基纤维素钠
$5$g$5$

只检测到微弱酶活$当以壳聚糖和羧甲基纤维素钠为底

物时%检测不到酶活&综上%重组酶可以有效地降解胶体

几丁质%对几丁质具有底物特异性%而壳聚糖+羧甲基纤

维素钠等几丁质结构类似物不能与重组酶特异性结合&

#5,

!

同源建模

经比对分析%选择与几丁质酶
O:0M

催化结构域中的

结构基序!

[T!WT

#

*L,A

"在相应的密码子区域具有

'+5$%=

的氨基酸序列相似性的嗜热链霉菌!

(@O:0*$

"的

几丁质酶作为
O:0M

同源建模的模板&由图
,

可知%

O:0M

属于
)&

家族糖苷水解酶%其结构由
&

个
"

-

螺旋内桶和

&

个
!

-

折叠外桶组成%它们紧密地挤在一起%并由一个不

规则的卷曲段连接&

)&

家族中对应
!

-%

和
!

-*

链的两个

高度保守的氨基酸片段具有相似的结构%底物结合位点

位于
!

-%

和
!

-*

链的保守序列形成的环缝中&

由图
'

可知%

+$5*=

%

&5'=

%

)5$=

和
$=

的氨基酸分

别落入核心区+偏好允许区+一般允许区和不允许区&总

的来说%

+$=

以上的氨基酸在其偏好区%说明预测的几丁

质酶三维结构可信&

#5'

!

O:0M

催化氨基酸序列分析

序 列 比 对 分 析 所 选 序 列%包 括 环 状 芽 孢 杆

菌!

-68$119?8$78916%?\1-)#

"菌 株
O:0@04/?DM)

的
M

链

图
,

!

几丁质酶
O:0M

的三级结构模型

R0

H

AFD,

!

>:FDD-90.D4?074/1?@FA6@AFD.79D17C

6:0@04/?DO:0M

图
'

!

几丁质酶三维结构拉氏图

R0

H

AFD'

!

Y/./6:/49F/4

E

17@7C@:D.79D1D9%T

?@FA6@AFD7C6:0@04/?D

!

[T!

#

)W>_

.

M

"+嗜热链霉菌!

;:7,

G

:0+

@

8,?:5,7+0>$0*

168,9?(@O:0*$

"菌株几丁质酶的
M

链!

[T!

#

*\,;

"+关节

杆菌!

'7:570T68:,7?

E

5>MT#$

"菌株
O:0@04/?D!

的
M

链

!

[T!

#

)]R\

"+黏质沙雷氏菌!

;,776:$6+678,?8,%?

"菌株

O:0@04/?D M

的
M

链 !

[T!

#

)_'<

"+黏 质 沙 雷 氏 菌

!

;,776:$6+678,?8,%?

"菌株
O:0@04/?DM

的
M

链!

[T!

#

#\]#

"+黏 质 沙 雷 氏 菌 !

;,776:$6 +678,?8,%?

"菌 株

O:0@04/?DM

的
M

链!

[T!

#

)YT'

"和哈氏弧菌!

R$T7$0

U67>,

@

$

"菌株几丁质酶的
M

链!

[T!

#

%!&(

.

M

"&由图
8

可知%

&

种菌的氨基酸序列和功能有差异性%但都具有高

度保守的催化域的关键氨基酸&

O:0M

具有两个典型的

)&

家族糖苷水解酶的保守域%分别为
&8

"

+$

位的

/

(JNN

0结构和
)#,

"

)%#

位的/

TJJTJTJ"

0结构%在催化

域的环缝部位&有研究)

#,P#8

*表明%几丁质酶/

(JNN

0保

守模块的活性中心负责酶与底物结合%/

TJJTJTJ"

0保守

域 的 催 化 活 性 中 心 具 有 催 化 降 解 底 物 功 能&

)#,

TJJTJTJ"

)%#形成即!

!

"

"

&

桶的
!

-*

链%构成催化域的

核心部位&

#58

!

重组菌株中活性位点氨基酸的定点突变

为了证实
O:0M

中保守氨基酸的功能%将
T)#&

+

T)%$

和
")%#

残基用
M?4

+

M1/

或
N14

取代%产生
'

个突变体#

T)#&X

+

T)#&M

+

T)%$X

+

T)%$M

+

")%#b

和
")%#M

&

由图
&

可知%突变体的比活性大大降低%特别是

%

"

f715%&

"

X75,

李
!

芹等!淀粉酶链霉菌几丁质酶克隆表达及催化功能分析



图
8

!

几丁质酶
O:0M

催化域与其他生物体的

催化域多重序列比对

R0

H

AFD8

!

VA1@0

E

1D?D

2

AD46D/10

H

4.D4@7C@:D6/@/1

B

@06

97./04 7C 6:0@04/?D O:0M L0@: @:/@ 7C

7@:DF7F

H

/40?.?

")%#M

+

")%#b

几乎完全失活!

)#58

%

)%5#;

(

<

"%证实了

N1A-)%#

在酶催化中起重要作用$在突变体中%

T)#&X

+

T)#&M

+

T)%$X

和
T)%$M

也表现出较低的比活性%证实

了
T)#&

+

T)%$

+

")%#

氨基酸在
)&

家族的保守区域中起重

要作用&有研究)

#&

*报道%

N1A-)%#

在催化反应中作为质

子供体起着关键作用&突变体
T)%$X

的比活性在阴性突

变体中最高%因为天冬酰胺提供的氢键可以取代天冬氨

酸提供的氢键%而丙氨酸不能产生氢键)

#,

*

&天冬氨酸在

)%$

位的催化作用主要由氢键支持%因此氢键的存在极大

地稳定了
O:0M

的催化活性)

#+

*

&第
)#&

位的天冬氨酸被

认为是
T)%$

的辅助因子%增加了
T)%$

的
E

]/

)

%$

*

&此

外%

T__T_T_"

保守结构域中的中间
M?

E

可以增加几丁

质酶的转糖基活性)

%)

*

&

#5&

!

重组几丁质酶突变体的动力学常数

由表
,

可知%

'

个突变体的催化效率与重组酶相比显

著降低%其
J

.

值明显升高%可能是突变体与底物胶体几

)

"

8

分别为
O:0M

+

T)#&M

+

T)#&X

+

T)%$M

+

T)%$X

+

")%#b

和

")%#M

菌株

图
&

!

各个突变体酶活

R0

H

AFD&

!

>:D?

E

D60C06/6@0G0@0D?7C@:D.A@/4@?

表
,

!

O:0M

及其突变体的动力学参数

>/31D,

!

]04D@06

E

/F/.D@DF?7CO:0M/490@?.A@/4@?

酶
R

./J

(!

%

.71

-

.04

P)

-

.<

P)

"

J

.

(

!

.

H

-

.<

P)

"

S

6/@

(

!

?

P)

"

S

6/@

(

J

.

(!

.<

-

?

P)

-

.

H

P)

"

T)#&M $5%,' $5+#% #5+* %5)+

T)#&X $5%', $5&&% %5$, %5*,

T)%$M $5%,& $5+$) #5+, %5#8
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几丁质酶基因序列为研究

对象%以大肠杆菌
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"为表达宿主%成功表达了几
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&结果表明%几丁质酶重组工程菌培养周期

缩短至
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%酶活为
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%较原始酶提高了
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&重

组几丁质酶的最适反应温度为
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E

Q

为
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%且该酶

具有胶体几丁质底物特异性&第
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位的天冬氨酸

和
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位的谷氨酸是几丁质酶
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催化结构域内的催

化活性氨基酸&为进一步提高几丁质酶的活性及酶法生

产几丁寡糖的效率%可通过分离纯化+酶固定化等技术对

几丁质酶进行研究%获得催化生产几丁寡糖效率得到提

高的几丁质酶&
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