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摘要!通过
F?L̀5L]

公布的黄曲霉毒素分解酶基因序列!

合成
+'Pg

基因引物"从发霉的玉米样品中提取混合菌

液!经菌液
I*,

扩增!筛选
+'Pg

基因片段!构建表达载

体!将目的基因转化到大肠杆菌中!并进行诱导表达"通

过
-'-.I+F3

检测表达产物大小和浓度"通过酶解试验

检测表达产物对
+&̀

#

的降解能力"结果成功从发霉玉

米混菌悬液中扩增到
+'Pg

基因!该基因序列全长

!"$$Q

>

!与已报道的
+'Pg

基因相似度达到
11O

"该

基因可在大肠杆菌中进行融合表达!表达产物蛋白大小

为
##$;0]'5

"重组大肠杆菌培养后获得的粗酶液可降

解发霉玉米中的
+&̀

#

!降解率达到
EE;21O
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关键词!黄曲霉毒素分解酶基因'大肠杆菌'融合表达'黄

曲霉毒素
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黄曲霉毒素#

+S75C<B6LK

'

+&P

%是一类化学结构类似

的剧毒物质+

#

,

'主要由曲霉菌属的黄曲霉#

#;

M

08

,

*22';

3

2:=';

%-寄生曲霉#

#;

M

08

,

*22';

M

:8:;*9*7';

%等真菌在一

定的环境条件下生物合成的次级代谢产物+

!b)

,

'具有强

烈的致畸-致癌和致突变作用+

(b0

,

(

+&P

是各种粮食-食

品和饲料中广泛存在的一类霉菌毒素'对全世界人类和

动物的健康构成极大的威胁+

2b$

,

(近年来微生物及其产

生的分解酶对
+&P

进行生物抑制和降解的方法陆续被

报道'其中黄曲霉毒素分解酶#

+S75C<B6L.A?C<S6X

G

4?

'

+'Pg

%是特异性分解黄曲霉毒素的活性物质+

1b#!

,

(但

天然黄曲霉毒素分解酶'难以从菌株中分离'不同微生物

菌种对
+&P

的降解作用机理还不明确'酶的活性不高'

大部分对标准品黄曲霉毒素
`

#

#

+&̀

#

%具有分解效

果+

1

'

#)

,

'而所筛选的酶对天然谷物等感染的黄曲霉毒素

分解研究甚少(利用分子生物学和基因工程技术将

+'Pg

基因克隆'并在异源宿主中进行表达'可以获得明

确的分解酶产物'提高
+'Pg

的产量和活性+

#(

,

(

本研究拟通过已报道+

#0

,的
+'Pg

序列合成引物'扩

增
+'Pg

基因'在大肠杆菌中融合表达'验证
+'Pg

基因

是否可以进行异源表达'同时检测表达产物表达量并应

用到对谷物中黄曲霉毒素的分解上'以期获得更高活性

的
+'Pg

'对天然谷物中黄曲霉毒素的生物降解提供
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材料与方法
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!

材料
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质粒菌种

质粒
>

F3Y.P?5K

G

$美国
I@<4?

V

5

公司&

质粒
>

Y+H.90B

-大肠杆菌
P1;099:

#

'3)

%$生工生物

工程#上海%股份有限公司&

大肠杆菌#

AB712*'U0Y

%$本实验室保存&

混合菌种混悬液$本实验经发霉玉米制备'用以扩增

+'Pg

目的基因(

#;#;!

!

主要试剂

质粒小 提 试 剂 盒-

'M+

凝 胶 回 收 试 剂 盒-

'M+

Y5@]?@

$天根生化科技#北京%有限公司&

黄曲霉毒素
`

#

3HJ-+

检测试剂盒$北京华安麦科生

物技术有限公司&

非预染蛋白
Y5@]?@

-预染蛋白
Y5@]?@

$生工生物工

程#上海%股份有限公司&

$71J

-

I:CUJ

-

'M+

聚合酶#

0""\

%-

'M+

连接酶

#

#""\

%$美国
I@<4?

V

5

公司(

#;#;)

!

主要设备

恒温培养箱$

'MI.1!E!̀ -

型'上海新苗医疗器械制

造有限公司&

恒温培养摇床$

-/%.!#"!

型'上海苏坤实业有限

公司&

冷冻离心机$

P:?@4<Y69@<!#,

型'美国
P:?@4<3.

7?9C@<L*<@

>

<@5C6<L

公司&

电泳仪$

e%2""*

型'北京君意东方电泳设备有限

公司&

凝胶成像系统$

P5L<L(2""-&

型'上海天能科技有限

公司&

酶标仪$

'MY.12"2

型'北京普朗新技术有限公司(

#;!

!

方法

#;!;#

!

混合菌种混悬液制备
!

称取
!""

V

发霉玉米'破碎

后置于
0""4H

烧杯中'加入
!"4H

蒸馏水'用塑料袋封

住烧杯口'室温条件下放置
#(A

'待霉菌菌丝长出'取表

面
#"

V

发霉玉米'加入
)"4H

的蒸馏水'用涡旋震荡器

震荡
046L

'经
)

层纱布过滤杂质'取
#$"

#

H

的滤液沸水

浴
046L

后'加入
!"

#

H

的溶菌酶'在
)Ea

水浴
)"46L

(

#;!;!

!

目的基因的
P+

克隆与鉴定
!

以处理过的发霉玉

米混合菌液为模板'利用表
#

中合成的引物#上游引物含

$71J

酶切位点'下游引物含
I:CUJ

酶切位点%'

00a

退

火温度扩增
+'Pg

基因'琼脂糖凝胶电泳检测后'回收

I*,

产物(将回收的
I*,

产物与
>

F3Y.P?5K

G

载体连

接'转化到
AB712*'U0

"

中'对重组菌进行培养'提取质

粒命名
>

F3Y.P?5K

G

.+'Pg

'并用
$71J

-

I:CUJ

进行双

酶切鉴定(序列测定由生工生物工程#上海%股份有限公

司完成(

表
#

!

目的基因引物信息

P5Q7?#

!

P:?

>

@64?@K<S<Q

8

?9C6R?

V

?L?

引物名称 引物序列

+'Pg

基因序列上游引物
0o.P**+PFF+PFF**+**+*++*PFP*.)o

+'Pg

基因序列下游引物
0o.*FF+P**P*+*++P*FP*P*P*++PF.)o

#;!;)

!

表达载体的构建与鉴定
!

分别对重组质粒

>

F3Y.P?5K

G

.+'Pg

-质粒
IY+H.90B

用
$71J

-

I:CUJ

进行双酶切'用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的基因片

段(用
P

(

'M+

连接酶连接-转化到感受态细胞
P1;099:

#

'3)

%中'涂板在培养皿上形成单菌落(挑取阳性克隆菌

落'提取质粒'对重组质粒进行酶切和测序'将重组的质

粒命名为
>

Y+H.90B.+'Pg

(

#;!;(

!

+'Pg

基因的诱导表达及分析
!

挑取含
>

Y+H.

90B.+'Pg

质粒的
P1;099:

#

'3)

%菌落于含
#"4H

的
H̀

培养基的大试管中'

)Ea

'

!!"@

*

46L

摇床过夜扩大培养&

将培养的菌液按体积比
#

&

#""

比例分别接种于
$

个装

液
#""4HH̀

培养基的
0""4H

三角瓶中'添加
+4

>

#

#

#

V

*

4H

%溶液'

)Ea

'

!!"@

*

46L

振荡培养约
!:

'当菌

液
Z'

值达到
";2

"

";$

时'在
(

个摇瓶中分别添加终浓度

为
#44<7

*

4H

的
JIPF

'并将
(

个三角瓶分
!

组'

!

瓶于

!0 a

'

!!"@

*

46L

振 摇 诱 导 过 夜&另
!

瓶 于
)E a

'

!!"@

*

46L

振摇诱导
(:

(未加
JIPF

诱导培养的
(

个摇

瓶菌种按照同样的接种流程分别在
!0

'

)Ea

培养(对所

有菌液进行低温离心收集菌体和上清液'菌体进行超声

波破碎'然后将破碎的菌体和上清液分别进行
-'-.

I+F3

电泳检测(

#;!;0

!

+'Pg

粗酶液降解玉米
+&̀

#

试验

#

#

%粗酶液的制备$将含
>

Y+H.90B.+'Pg

质粒的

P1;099:

#

'3)

%菌液活化'加入
JIPF

'

!!"@

*

46L

'

)E a

诱

导过夜培养&离心收集菌体'用
#"

倍
Ì -

缓冲液重悬超

声波破碎后'即为粗酶液(

#

!

%降解试验$称取
0

V

发霉玉米样品置于
!04H

的

小烧杯中'

#!#a

灭菌
!"46L

(取
04H

的
+'Pg

粗酶

液'加入到发霉的玉米样品中'搅拌均匀'在
)Ea

水浴锅

中反应
($:

'在
20 a

条件下烘干样品备测(对照组将

+'Pg

粗酶液煮沸灭活'同样操作'对照组和试验组各

)

个重复样品(

#

)

%黄曲霉毒素检测$取样品
0

V

'加入
2"O

甲醇

!04H

萃取
+&̀

#

&

)"""@

*

46L

离心
#" 46L

'取上清
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#4H

萃取液'再加入
(4H

去离子水'稀释至甲醇浓度

#!O

的待测液#样品共稀释
!0

倍%(按照
3HJ-+

检测试

剂盒说明书操作方法测定样品
+&̀

#

的含量(按式#

#

%计

算
+&̀

#

降解率(

5

Q

7

R

9

7

S

#""O

' #

#

%

式中$

5

)))降解率'

O

&

7

)))对照组
+&̀

#

含量'

#

V

*

]

V

&

9

)))试验组
+&̀

#

含量'

#

V

*

]

V

(

!

!

结果与分析
!;#

!

+'Pg

序列的克隆与序列分析

以发霉玉米提取的混合菌液为模板'对
+'Pg

序列

进行
I*,

扩增'凝胶电泳结果显示成功扩出了大于

!#""Q

>

大小目的的条带'如图
#

#

5

%泳道
#

-

!

-

)

(将

I*,

扩增产物与
>

F3Y.P?5K

G

进行连接'提取重组质粒'

命名为
>

F3Y.P?5K

G

.+'Pg

'对其进行
$71J

-

I:CUJ

双

酶切鉴定'酶切后获得两条目的条带'其中一条约为

)"""Q

>

'另一条约为
!#""Q

>

'与
I*,

扩增结果和载体

大小一致'如图
#

#

Q

%所示(将质粒进行测序'结果表明该

基因片段大小为
!"$$Q

>

'连续编码
210

个氨基酸(在

M*̀J

#

M5C6<L57*?LC?@S<@ 6̀<C?9:L<7<

VG

JLS<@45C6<L

%网

站上的
H̀+-P

比对'结果显示'该基因与
M*̀J

网站公

布报道的黄曲霉毒素分解酶基因#

V

?L?J'

$

+%1(#"10;#

%

序列+

#0

,相似性达到
11O

#见图
!

%'整个序列中有
)

处共

1

个碱基与已报道+

#0

,的黄曲霉基因碱基不同'说明已成功

从发霉玉米混悬菌液中克隆得到黄曲霉毒素分解酶基因(

图
#

!

+'Pg

基因的
I*,

扩增和酶切鉴定

&6

V

=@?#

!

I*,54

>

76S695C6<L5LA6A?LC6S695C6<L<S

C:?+'PgK?

W

=?L9?

!!

已知的
+'Pg

基因来源于真菌假密环菌#

#8C*22:8*(

022:9:@0;70+;

%

+

#0

,

'但也有报道+

1b#!

,表明'很多微生物具

有降解黄曲霉毒素的能力(本试验中
+'Pg

基因'是从

发霉玉米中提取的混合菌液中扩增得到'且与黄曲霉毒

素分解酶#

+'Pg

%基因序列相似性达到
11O

(结合李俊

霞等+

#2

,从发霉饲料中筛选出两株降解
+&̀

#

菌株的试验

结果'推测发霉玉米中不仅含有能够产生
+&P

的微生

物'同时也具有能够降解黄曲霉毒素的微生物的存在(

其可能为较高浓度的毒素作为一种选择压力'能够降解

+&P

菌株更容易生存(在模板不明确的条件下'从混合

方框内
+'Pg

碱基序列与已报道的黄曲霉基因#

+%1(#"10;#

%碱基不同

图
!

!

+'Pg

序列分析与比对
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V

=@?!

!
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G

K6K5LA576

V
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("
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期
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菌液中成功获得
+'Pg

基因'表明
I*,

探针能够有效地

筛选出目的基因(与常规的
I*,

技术进行比较'利用菌

液
I*,

技术筛选目的基因快速灵敏'成本较低'是获得

目的基因片段的有效途径+

#E

,

(

!;!

!

重组质粒
>

Y+H.90B.+'Pg

的构建与鉴定

+'Pg

基因片段经
$71J

-

I:CUJ

双酶切后连接-转

化'构建重组质粒
>

Y+H.90B.+'Pg

'该质粒的各序列结

构图谱如图
)

所示(

!!

挑取含有
>

Y+H.90B.+'Pg

重组质粒的阳性菌'扩

大培养后提质粒'用限制性内切酶
$71J

-

I:CUJ

双酶切

鉴定'结果如图
(

所示(质粒酶切后获得两条
'M+

片

段'其中一条与载体大小一致'约为
0E""Q

>

'另一条与

+'Pg

目的基因大小一致'约为
!#""Q

>

'表明目的基因

成功连接到大肠杆菌表达载体上(

!;)

!

+'Pg

基因在大肠杆菌中的表达

将含有重组质粒
>

Y+H.90B.+'Pg

的 大 肠 杆 菌

P1;099:

#

'3)

%和宿主菌在
!0

'

)Ea

下培养'收集菌体和

上清'对菌体破碎后进行聚丙烯酰胺电泳#

-'-.I+F3

%'

结果如图
0

所示(

!!

由图
0

可知'在宿主大肠杆菌
P1;099:

#

'3)

%菌体蛋

白中未出现于目的蛋白大小相当的条带(在重组大肠杆

图
)

!

重组质粒
>

Y+H.90B.+'Pg

模式图

&6

V

=@?)

!

-9:?45C69A65

V

@54<SC:?@?9<4Q6L5LC

>

75K46A

>

Y+H.90B.+'Pg

'M+

分子标量从上到下依次为
#""""

'

$"""

'

2"""

'

0"""

'

("""

'

)0""

'

)"""

'

!0""

'

!"""

'

#0""

'

#!""

'

#"""

'

1""

'

$""

'

E""

'

2""

'

0""

'

(""

'

)""Q

>

图
(

!

质粒
IY+H.90B.+'Pg

的双酶切鉴定

&6

V

=@?(

!

JA?LC6S695C6<L<S

>

75K46AIY+H.90B.+'Pg

Q

G

A<=Q7?A6

V

?KC6<L

Y;I@<C?6LY5@]?@

!

#;P1;099:

#

'3)

%总蛋白
!

!;!0a

上清

);!0a

沉淀
!

(;)Ea

上清
!

0;)Ea

沉淀

图
0

!

Ỳ I.+'Pg

融合蛋白
-'-.I+F3

检测

&6

V

=@?0

!

Ỳ I.+'PgS=K6<L

>

@<C?6L-'-.I+F3

A?C?9C6<L

菌的上清液和菌体蛋白中#泳道
!

"

(

%均可检测到分子量

约
##2]'5

的蛋白条带'与
Ỳ I

标签和
+'Pg

蛋白两者

融合产生的蛋白分子量一致(其中菌体中的目的蛋白含

量更多'

)Ea

培养的细菌菌体中目的蛋白含量高于
!0a

培养'而上清液中目的蛋白含量相反(

!!

对重组大肠杆菌进行
JIPF

诱导表达结果如图
2

所

示(宿主
P1;099:

#

'3)

%诱导后无与目的蛋白大小一致的

条带出现&而其他
(

条泳道均有大小与目标蛋白一致的

蛋白条带'其规律未进行诱导的结果一致'表达的蛋白量

高于未经诱导的菌株(进一步验证了
+'Pg

基因能够在

大肠杆菌中与
Ỳ I

标签进行了融合并表达'表达产物大

部分在细胞内'受诱导物的诱导(

!!>

Y+HPY

系统是一种高效的蛋白融合表达系统'其

中
>

Y+H

载体含有编码麦芽糖结合蛋白#

Y57C<K? 6̀LA.

6L

V

I@<C?6L

'

Ỳ I

%的基因'其下游插入目的基因'可利用

Ỳ I

标签对麦芽糖的特异性'结合实现融合蛋白的一步

亲和纯化+

#$

,

(其中
Ỳ I

蛋白大小为
("]'

'由大肠杆菌

/#!

的
C:23

基 因 编 码'具 有 表 达 效 率 高-蛋 白 稳

定-易于纯化等优点'能够协助新生的多肽链折叠'并组

Y;

预染
I@<C?6LY5@]?@

!

#;

诱导前总蛋白
!

!;!0a

上清

);!0a

沉淀
!

(;)Ea

上清
!

0;)Ea

沉淀

图
2

!

Ỳ I.+'Pg

诱导表达电泳图

&6

V

=@?2

!

JLA=9?A?B

>

@?KK6<L?7?9C@<

>

:<@?K6K<S

Ỳ I.+'Pg

)"

#

<̂7;)0

"

M<;E

李
!

旺等!黄曲霉毒素分解酶基因克隆及其在大肠杆菌中的融合表达



装成稳定的有生物活性的结构+

#1b!"

,

(本试验正是利用

该表达系统的特点'进行
+'Pg

基因的融合表达'并获得

了具有生物活性的表达产物(验证了该系统的可靠性(

已报道+

#2

'

!#

,来源于假密环菌#

#8C*22:8*022:9:@0;70+;

%

的
+'Pg

基因'编码合成的生物蛋白为假密环菌的胞内

酶'具有降解
+&P

的能力'能独立完整地表达具有活性的

+'Pg

蛋白'并能够在大肠 杆 菌 以 及 酵 母 菌#

N*7.*:

M

:;918*;

%中表达+

!!b!)

,

(温思霞等+

#0

,通过分子克隆技术'

成功克隆并重组表达了一种具有
+&̀

#

转化功能的黄曲霉

毒素氧化酶#

+S75C<B6L.<B6A5K?

'

+&Z

%'同时试验推测
+'Pg

酶可能存在于其他能够降解
+&P

的生物菌株中(本试验

扩增的
+'Pg

基因与已有的报道'虽然同源性高达
11O

'

但存在
)

处碱基的突变'通过构建表达载体
>

Y+H.90B

实

现了黄曲霉毒素在大肠杆菌中的异源融合表达'表达产物

具有生物活性'丰富了
+&̀

#

降解基因的种类(

!;(

!

+&'g

表达产物对玉米
+&̀

#

的分解

为了验证
+'Pg

基因表达产物)))黄曲霉毒素分解

酶的酶活性'用其对发霉玉米的
+&̀

#

进行分解试验'结

果如表
!

所示(对照组中
+&̀

#

测定结果平均值为

!E;1E

#

V

*

]

V

'试验组中
+&̀

#

的平均值为
2;!(

#

V

*

]

V

'

+&̀

#

平均降解率为
EE;21O

(表明'

+'Pg

基因在大肠杆菌中

的表达产物能够有效地降低天然发霉样品中的
+&̀

#

的

含量'更进一步验证了
+'Pg

基因结构完整'能够实现异

源表达'且表达产物具有生物学活性(

表
!

!

表达产物对玉米
+&̀

#

的降解结果

P5Q7?!

!

'?

V

@5A5C6<L<S?B

>

@?KK?A

>

@<A=9CKC<

456X?+&̀

#

样品
+&̀

#

含量*#

#

V

0

]

V

b#

%

对照组 试验组

+&̀

#

降解

率*
O

玉米样品
# !E;(0 0;E1 E$;1#

玉米样品
! !$;(E 2;E0 E2;!1

玉米样品
) !E;1$ 2;#E EE;10

平均值
!E;1E 2;!( EE;21

((((((((((((((((((((((

!!

本试验中重组菌粗酶液对黄曲霉毒素的降解率为

EE;21O

'低于已报道的降解率#达到
$"O

以上+

!(b!0

,

%(

分析其原因可能$本试验表达产物为融合蛋白'在降解功

能上可能受到影响&本试验测定的降解率为天然发霉玉

米种的
+&̀

#

'与标准品
+&̀

#

比较'天然样品的结构更复

杂'降解其中的
+&̀

#

难度更高(

)

!

结论
采用

I*,

的方法成功从发霉玉米样品中扩增到黄

曲霉毒素分解酶基因'通过序列分析与已报道+

#0

,的基因

相似度达到
11O

'说明黄曲霉毒素分解酶基因广泛存在

于自然界的微生物菌种中'并丰富了黄曲霉毒素分解酶

基因序列(通过构建表达载体实现了该基因在大肠杆菌

中的表达'表达产物表现出了分解黄曲霉毒素的能力'说

明可以通过异源表达获得高纯度的黄曲霉毒素分解酶(

本研究使用大肠杆菌表达系统进行基因表达'后续的研

究将集中在该基因产物的分离纯化方面'以获得纯度较

高的酶蛋白'并通过分子手段从基因水平对其进行改造

以提高表达产物分解天然黄曲霉毒素的效果(
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