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膜荚黄芪苯丙氨酸解氨酶基因在毕赤酵母中的分泌表达
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摘要　通过提取膜荚黄芪叶片总ＲＮＡ进行反转录合成ｃＤＮＡ，根据ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的膜荚黄 芪 苯 丙 氨 酸 解 氨

酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ　ａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ）核酸序列设计引物，从ｃＤＮＡ中 扩 增 到ＰＡＬ的 开 放 阅 读 框 区 段，并 将 该 区

段亚克隆到ｐＵＣｍ－Ｔ载体上．通过设计与毕赤酵母表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ具有同源区段的引物，从ｐＵＣｍ－Ｔ－ＰＡＬ上扩

增出带同源臂的ＰＡＬ，利用体外同源重组技术将其克隆到ｐＰＩＣ９Ｋ中构建成ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ表达载体．与传统 的 酶

切连接载体构建方法相比，该方法可避免酶切位点可利用性的限制．将ＳａｌⅠ线性化的ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ电转化至毕

赤酵母ＧＳ１１５中，于２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８抗性 平 板 上 进 行 筛 选 获 得 阳 性 克 隆．经１％甲 醇 诱 导１２０ｈ后，重 组 菌 株

ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ与负对照相比，其ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝 胶 电 泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电 泳 图 谱 在７７．９６ｋｕ处 有１条 明

显的蛋白带，大小与预期ＰＡＬ蛋白一致．利用Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ蛋白纯化柱对总蛋白进行纯 化，获 得 了 较 纯 的 苯 丙

氨酸解氨酶．Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测得纯化后ＰＡＬ质量浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ，含量占总蛋白的１１．５４％ ，最高比活达到４　２７０

Ｕ／ｍｇ．
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ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＮＣＢＩ．Ａｆｔｅｒ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐＰＩＣ９Ｋａｎｄ　ＰＡＬ，ｔｈｅ　ｔｗｏ

ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ　ｔｈａｔ　ａｂｏｕｔ　９００ｂｐ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｗｈｉｃｈ　ｗａｓ　ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ　ｗａｓ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬｂｙ　ＥｃｏＲⅠ ｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈａｔ　ｆｕｒｔｈｅｒｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｏｔｈ　ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ　ｔｈａｔ

ＰＡＬ　ｗａｓ　ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ｐＰＩＣ９Ｋｗｉｔｈｏｕｔ　ａｎｙ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ａｆｔｅｒ

ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬｗａｓ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｉｎｔｏ　Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５，ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ＰＡＬｇｅｎｅ　ｗａｓ　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｙｅａｓｔ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ｉｎ　ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｔｏ　２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８ｗａｓ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ

ｔｏ　ｅｘｐｒｅｓｓ．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ　ｔｈａｔ　ａ　ｓｈａｒｐ　７８ｋｕ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗｈｉｃｈ　ｗａｓ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｖａｌｕｅ　ｗａｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｉｎ　ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｐａｒｅｎｔ　ｐＰＩＣ９Ｋ．Ｂｙ　Ｑ　ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ｆａｓｔ　ｆｌｏｗ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗａｓ　ｗｅｌｌ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ．Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗａｓ　０．０８ｍｇ／ｍＬ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｆｏｒ　１１．５４％ｏｆ　ｔｏｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ－３ｗａｓ　４　２７０Ｕ／ｍｇ．

　　Ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ　ｓｕｐｐｌｉｅｓ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｔｏ　ｉｎｓｅｒｔ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｉｎｔｏ　ｐＰＩＣ９Ｋｖｅｃｔｏｒ　ｂｙ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｗｈｉｃｈ　ｍａｋｅｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｇｅｔ　ｒｉｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ｃｕｔｔｉｎｇ　ｓｉｔｅ．

Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＰＡＬｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５ｈａｓ　ｌａｉｄ　ｔｈｅ　ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｕｓｉｎｇ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｔｏ　ｐｒｏｄｕｃｅ　ＰＡＬ　ｉｎ　ｌａｒｇｅ　ｓｃａｌｅ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ　Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ　ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ；ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ　ａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ；ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ；Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ；

ｓｅｃｒｅｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　苯丙 氨 酸 解 氨 酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ　ａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ，

ＰＡＬ，ＥＣ　４．３．１．５）广泛存在于高等植物及少数微生

物中，是植物苯丙烷类代谢途径中的关键酶和限速

酶［１］，可催化Ｌ－苯 丙 氨 酸（Ｌ－Ｐｈｅ）脱 氨 生 成 反 式 肉

桂酸，ＰＡＬ也可逆向催化反式肉桂酸与氨进行加成

反应生成Ｌ－Ｐｈｅ［２］．在食品工业中，Ｌ－Ｐｈｅ主要用作

新型 食 品 添 加 剂 阿 斯 巴 甜 （ａｓｐａｒｔａｍｅ，Ｌ－Ａｓｐ－Ｌ－
Ｐｈｅ－Ｍｅ）的合成 原 料［３］．随 着 世 界 市 场 每 年 对 阿 斯

巴甜需求量 的 增 加，Ｌ－Ｐｈｅ的 合 成 工 艺 已 成 为 当 前

生物化工领域研究与开发的热点．目前，国内外均有

公司 利 用ＰＡＬ的 逆 向 催 化 特 性 进 行Ｌ－Ｐｈｅ的 生

产．其中红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｇｌｕｔｉｎｉｓ）已经 被 作 为

工业生产中ＰＡＬ的 主 要 酶 源，但 从 红 酵 母 里 提 取

ＰＡＬ步骤繁琐，费时费力，且酶产量低，致使该生产

方法已经远远不能满足工业化生产Ｌ－Ｐｈｅ的要求．
因此，利用基因工程技术构建ＰＡＬ高表达工程菌株

是解决该问题的一个可行手段［４］．

　　１９６１年Ｋｏｕｋａｌ等［５］首次在绿色植物大麦 幼 苗

中发现并分离纯化到了ＰＡＬ，并对该酶的理化性质，

如最适ｐＨ、底物质量浓度与特异性，以及金属离子的
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影响等进 行 了 研 究．随 后，立 枯 丝 核 菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉ）、菜豆、水稻、小麦、红酵母等物种中的ＰＡＬ被

分离纯化［６－９］，其酶学基本特征也被进一步进行了研

究．近年 来，通 过 基 因 工 程 技 术，Ｊｉａ等［１０］将 红 酵 母

ＰＡＬ基因在大肠埃希菌中进行了表达，最高比活１２３
Ｕ／ｇ；Ｈｓｉｅｈ等［１１］将绿竹笋ＰＡＬ在大肠埃希菌和毕

赤酵母中进行了表达，最高比活分别为６２．９４ｎｋａｔ／
ｍｇ和６２．７０ｎｋａｔ／ｍｇ，但都是在胞内进行的表达，不
利于表达产物的分离纯化．
　　巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）作为一种成

熟的真核表达系统已成功应用于多种异源蛋白的表

达［１２］．该表达系统既具有易操作、细胞生长速度快、
能够以甲醇为碳源进行高密度发酵等优点，又具有

真核表达系 统 蛋 白 加 工 修 饰 的 功 能［１３］．目 前，植 酸

酶、人几丁质酶、人肝单胺氧化酶、人血清蛋白［１４－１７］

等多种蛋白都已在毕赤酵母中获得了高效表达．
　　本研究从膜荚黄芪中克隆了苯丙氨酸解氨酶基

因，利用体外同 源 重 组 技 术 将 其 克 隆 到ｐＰＩＣ９Ｋ表

达载体中，构建了ＰＡＬ毕赤酵母表达载体ＧＳ１１５／
ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ．通过将 表 达 载 体 整 合 到 酵 母 染 色 体

上，获得了ＰＡＬ的分泌表达．同时，分泌表达的总蛋

白通过Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ一 步 纯 化 便 获 得 了 较 高 纯

度的ＰＡＬ．本研 究 为 构 建ＰＡＬ高 产 基 因 工 程 菌 株

和ＰＡＬ在食品工业生产中的应用奠定了基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验材料　　膜荚黄芪种子购自河北保定

药华药材种子站．
１．１．２　菌 株、质 粒　　大 肠 埃 希 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）ＤＨ５α，ｐＵＣｍ－Ｔ购自生工生物工程（上 海）有
限公司；Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５及ｐＰＩＣ９Ｋ由浙江大学

化学工程与生物工程学系研究生刘悦惠赠．
１．１．３　试 剂　　反 转 录 试 剂 盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ－
ＰＣＲ　Ｋｉｔ），ＤＮＡ聚合酶（Ｅｘ　Ｔａｑ　ＨＳ）购自ＴａＫａＲａ
公 司，ＤＮＡ 聚 合 酶 （ｅａｓｙ　Ｔａｑ）购 自 ＴｒａｎｓＧｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ，阴 离 子 交 换 色 谱 （Ｑ　ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ｆａｓｔ　ｆｌｏｗ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司．
１．１．４　培养基　　细菌基础（Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ，ＬＢ）培
养基，酵 母 膏 胨 葡 萄 糖 琼 脂（ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｐｅｐｔｏｎｅ
ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ｍｅｄｉｕｍ，ＹＰＤ ）培 养 基，最 小 葡 萄 糖

（ｍｉｎｉｍａｌ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ｍｅｄｉｕｍ，ＭＤ）培养基，毕赤酵母

诱 导 表 达 前 （ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｍｉｎｉｍａｌ　ｇｌｙｃｅｒｏｌ－ｃｏｍｐｌｅｘ

ｍｅｄｉｕｍ，ＢＭＧＹ ）培 养 基，毕 赤 酵 母 诱 导 表 达

（ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｍｉｎｉｍａｌ　ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｃｏｍｐｌｅｘ　ｍｅｄｉｕｍ，

ＢＭＭＹ）培养基配方参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的毕赤酵

母表达手册．
１．２　方法

１．２．１　试验材料的准备　　挑选籽粒饱满、无病菌

的膜荚黄芪种子，用７０％乙醇表面消毒５ｍｉｎ，然后

用无菌水浸种２４ｈ，播 种 于 已 灭 菌 砂 壤 的 花 盆 中，
置于温度为２５℃，光 照 为３　０００ｌｘ，光 暗 周 期 比 为

１６ｈ∶８ｈ，湿度６０％的培养室中培养．植 物 生 长１
个月后，取幼苗的叶子作为本实验的供试材料．
１．２．２　ＰＡＬ基因克隆　　根据北京天恩泽基因科

技有限公司柱式植物ＲＮＡｏｕｔ试剂盒，从膜荚黄芪

（Ａ．ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ ）中 提 取 总 ＲＮＡ，然 后 用

ＴａＫａＲａ公 司 的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ－ＰＣＲ试 剂 盒 进 行

反转 录 反 应．先 在 离 心 管 中 配 制 混 合 液１０μＬ：

ｄＮＴＰ混 合 物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｅａｃｈ）１μＬ，Ｒａｎｄｏｍ　６
ｍｅｒｓ（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ（表１），Ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＲＮＡ　３

μＬ，加ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ　５μＬ．将 混 合 液 置 于ＰＣＲ
仪上进行ＲＮＡ变性，退火反应，６５℃５ｍｉｎ，４℃．
取出，离心数秒钟使模板ＲＮＡ／引物等的 混 合 液 聚

集于管底．配制反转录反应液：上述变性、退火后反

应 液１０μＬ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ缓 冲 液４μＬ，ＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴａｓｅ
（ｆｏｒ　２Ｓｔｅｐ）０．５μＬ，加ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ　５μＬ．在

ＰＣＲ仪上按下列条件进行ｃＤＮＡ的合成：３０℃１０
ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，７０℃１５ｍｉｎ，４℃．
　　根据ＧｅｎＢａｎｋ公 布 的 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶 基 因 序

列（ＥＦ５６７０７６）设计引物Ｆ１，Ｒ１（表１）．以 反 转 录 反

应得到的ｃＤＮＡ为模板，以Ｆ１／Ｒ１ 为引物进行ＰＣＲ
反应．ＰＣＲ反 应 体 系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲ 缓 冲 液５

μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｅａｃｈ）２μＬ，引 物

Ｆ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，引 物Ｒ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５

μＬ，ＴａＫａＲａ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＨＳ（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，上述反

转录 反 应 液２μＬ，Ｈ２Ｏ　３９．５μＬ．反 应 条 件：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９４℃ 变 性３０ｓ，５５℃ 退 火３０ｓ，

７２℃ 延 伸３ｍｉｎ，３０个 循 环，最 后７２ ℃延 伸１０
ｍｉｎ．ＰＣＲ产物纯化后，克隆到ｐＵＣｍ－Ｔ载体中，送

上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序．
１．２．３　表 达 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ的 构 建、转 化 与 筛

选　　由于在ＰＡＬ基因中含有ｐＰＩＣ９Ｋ多克隆位

点处的常用酶切位点，因此传统的酶切连接方法不

适 合 将 全 长 的ＰＡＬ克 隆 到 该 表 达 载 体 上．本 研 究

采用 体 外 同 源 重 组 的 方 式 来 构 建 表 达 载 体．先 用
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表１　膜荚黄芪ＰＡＬ反转录、基因克隆及菌落ＰＣＲ鉴定所用引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｏｒ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＰＡＬｇｅｎｅ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ
引物序列（５′—３′）　　　　　　　

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）　　　　　　　

Ｒａｎｄｏｍ　６ｍｅｒｓ　 ＮＮＮＮＮＮ

Ａｍ　ＰＡＬＦ１ ＡＧＣＴＡＣＧＴＡＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣ

Ａｍ　ＰＡＬ　Ｒ１ ＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＣＴＡＡＧＡＡＡＴＴＧ

Ａｍ　ＰＡＬＦ２ ＧＡＡＧＣＴＴＡＣＧＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧ

Ａｍ　ＰＡＬ　Ｒ２ ＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＣＴＡＡＧＡＡＡＴＴＧ

ＥｃｏＲⅠ＋ＮｏｔⅠ双酶切载体ｐＰＩＣ９Ｋ，使之线性化，

然后以测 序 验 证 过 的ｐＵＣｍ－Ｔ－ＰＡＬ为 模 板，利 用

与线性化的ｐＰＩＣ９Ｋ末 端 具 有１５～２０个 同 源 碱 基

的引物Ｆ２／Ｒ２（表１）再次扩增出ＰＡＬ．ＰＣＲ反应体

系５０μＬ：ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　Ｍａｘ　Ｐｒｅｍｉｘ（２× ）２５μＬ，

引物 Ｆ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引 物 Ｒ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ，模 板ｐＵＣｍ－Ｔ－ＰＡＬ（１００ｎｇ／ｍＬ）０．５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　２３μＬ．反应条件：９５℃ 预变性５ｍｉｎ，９８℃
变性１０ｓ，５７．３℃退火５ｓ，７２℃ 延伸１５ｓ，３０个循

环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ．纯化后的ＰＣＲ片段与线

性化 的 ｐＰＩＣ９Ｋ 利 用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ的Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ　ＨＤ
Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ进行载体构建．重组反应体系１０μＬ：纯
化 的 目 的 片 段 ０．５ μＬ，双 酶 切 后 的 ｐＰＩＣ９Ｋ
１．５μＬ，５×Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ　ＨＤ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｐｒｅｍｉｘ　２μＬ，无
菌ｄｄＨ２Ｏ　６μＬ．５０℃反应１５ｍｉｎ．取３μＬ反应液

转化到 感 受 态 大 肠 埃 希 菌ＤＨ５α中，在 含１００μｇ／
ｍＬ氨苄西林的平板上筛选阳性转化子．

　　将构建好的阳性ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ用ＳａｌⅠ限制性

内切酶线性化，乙醇沉淀回收到高质量浓度的ＤＮＡ
片 段 用 于 转 化．毕 赤 酵 母 ＧＳ１１５ 的 转 化 采 用

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｅｐｏｒａｔｏｒ　２５１０电穿孔仪进行电转化．

　　采用组氨酸缺陷性的 ＭＤ平板（１．３４％酵母氮

源，２％葡萄糖，４×１０－５生物素，１．５％琼脂）筛选出

发生同源重组的Ｈｉｓ＋ 转化子．用无菌水将ＭＤ平板

上的转化子洗 下，将 混 合 菌 涂 布 在 Ｇ４１８质 量 浓 度

梯度为１．０，２．０ｍｇ／ｍＬ的ＹＰＤ平板（１％酵母提取

物，２％蛋白胨，２％葡萄糖）上，进行多拷贝重组菌株

的筛选．
１．２．４　 重 组 酵 母 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ 的 菌 落

ＰＣＲ鉴定　　分 别 从 Ｇ４１８质 量 浓 度 为１．０，２．０
ｍｇ／ｍＬ的ＹＰＤ平板上挑取多拷贝单菌落，接种于

ＹＰＤ液体 培 养 基 上，培 养２４ｈ后，取２００μＬ培 养

液，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ．用等体积无菌水洗３

次后，取 １μＬ 作 为 ＰＣＲ 的 模 板．同 时，转 化 了

ｐＰＩＣ９Ｋ空载体 的 重 组 酵 母 作 为 阴 性 对 照，进 行 相

同处理；以 重 组 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ为 模 板，作 为 阳

性对照．反应体系和扩增程序按照全式金ｅａｓｙ　Ｔａｑ
酶的 说 明 书 进 行．ＰＣＲ 产 物 用 于 进 行 核 酸 电 泳

验证．
１．２．５　重 组 酵 母 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ 的 诱 导 表

达　　将ＰＣＲ鉴 定 阳 性 的 重 组 酵 母 接 种 于５ｍＬ
ＢＭＧＹ培养基中，２８℃摇 菌 培 养 至Ｄ（６００ｎｍ）＝
２～６，室温下３　０００　ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清液，菌体用

ＢＭＭＹ培养基重悬至Ｄ（６００ｎｍ）＝１．上述接种物

继续培养，每２４ｈ补加无水甲醇至终体积分数１％，

诱导重 组 蛋 白 的 表 达．期 间，每２４ｈ取 样１ｍＬ备

用．培养１４４ｈ后，收 集 发 酵 液，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

１０ｍｉｎ，上 清 液 经 三 氯 乙 酸（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，

ＴＣＡ）沉淀后，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测蛋白浓度．
１．２．６　表达产物的纯化　　为了从发酵液中纯化

出目标 蛋 白ＰＡＬ，本 研 究 使 用 Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ阴

离子交换 层 析 柱 进 行 纯 化，然 后 用Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５
脱盐处理．Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ阴离子交换层析柱先经

过０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．５）缓冲液进行预平

衡．将 离 心 后 的 发 酵 液 上 清 液 上 柱 后，用 含０．１，

０．２，０．４ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
８．５）缓冲液梯度洗脱，平均流速１ｍＬ／ｍｉｎ，分别收

集各峰的产物，并进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测．将 含 目 的

蛋白的收集产物过Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５进行脱盐 处 理．
纯化脱盐后 的 产 物 用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法 进 行 蛋 白 浓 度 的

测定．
１．２．７　重组酵母表达产物酶活性测定　　由于苯

丙氨酸解氨酶可以催化Ｌ－Ｐｈｅ脱氨生成反式肉桂酸，

产物在２９０ｎｍ具有特征吸收值，因此可以通过测定

该酶催化反应中产物的生成量来表征ＰＡＬ的酶活．
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在本研究中，酶活性以每小时反应液在波长２９０ｎｍ
处的光密度增加０．０１为１Ｕ．１Ｕ相当于生成肉桂

酸１μｇ／ｍＬ
［１８］．反 应 体 系：０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ

８．５）２ｍＬ，０．０２ｍｏｌ／Ｌ　Ｌ－Ｐｈｅ　１ｍＬ，纯 化 的 酶０．５
ｍＬ．以不加酶的一组作为空白对照．３０℃水浴反应

１ｈ后，用 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 反 应 液 的 Ｄ（２９０
ｎｍ）光密度值，计算出酶的比活．
　　 酶 的 比 活／（Ｕ／ｍｇ）＝ （酶 活／Ｕ）／（酶 质 量／
ｍｇ）．

２　结果与分析

２．１　ＰＡＬ基因的克隆　　通过ＲＮＡ提取，以反转

录得到的第１链为模板，利用Ｅｘ　Ｔａｑ　ＨＳ酶扩增出

约２　２００ｂｐ的目 的 片 段（图１）．将 目 的 片 段 构 建 到

ｐＵＣｍ－Ｔ，对转化子ｐＵＣｍ－Ｔ－ＰＡＬ进行ＰＣＲ鉴定，
并测序分析．将所得序列进行Ｂｌａｓｔ分析，结果表明

本研究中所扩增到的基因其核酸序列及氨基酸序列

均与膜荚黄芪苯丙氨酸解氨酶ＥＦ５６７０７６．１有９９％
的一致性．证明目的片段为苯丙氨酸解氨酶基因．生
物信息学分析表明：该基因编码７１８个氨基酸，蛋白

相对分子质量为７７　９６０，等电点为６．０４．

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ标志物；（１～２）：ＰＡＬ基因ＰＣＲ产物．

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；（１－２）：Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆ　ＰＡＬｇｅｎｅ．

图１　ＰＡＬ基因的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＰＡＬｇｅｎｅ

２．２　表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ的构建

　　因ＰＡＬ基因内部含有ＥｃｏＲⅠ酶切位点，所以

如果按照常规的酶切，连接法构建载体就不能选择

ＥｃｏＲⅠ酶切目 的 基 因 和 载 体．因 此，为 了 避 免 可 利

用酶切位点的限制，本文采用体外同源重组技术将

目的基因插入到ｐＰＩＣ９Ｋ上．
　　重 组 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ构 建 完 后，用ＥｃｏＲⅠ
对转化子质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ双酶切，得到约９００ｂｐ
大小的片段（图２），与预期值相符．酶切正确的阳性

转化子 测 序 序 列 用ＤＮＡＳｔａｒ软 件 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程

序 包 序 列 进 行 分 析 比 较，结 果 表 明 目 的 基 因 在

ｐＵＣｍ－Ｔ上与ｐＰＩＣ９Ｋ的 序 列 有１００％的 一 致 性，
中间ＰＣＲ过 程 没 发 生 碱 基 突 变，载 体 构 建 与 预 期

一致．

　　Ｍ：ＤＬ５０００ ＤＮＡ 标 志 物；１：重 组 载 体 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ；

２：ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ酶切分析．

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ；

２：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ．

图２　重组表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ的酶切分析

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ

ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ

２．３　表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ的转化与筛选

　　线性化的ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ电转ＧＳ１１５后，经 ＭＤ
平板筛选，结 果 如 图３Ａ：ＭＤ－Ａｍ，约２００个 克 隆，

ＭＤ－９Ｋ为 阴 性 对 照，转 化 的 是ｐＰＩＣ９Ｋ；ＭＤ－Ａｍ

上的转化 子 再 分 别 经１．０，２．０ｍｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８筛

选，结 果 如 图３Ｂ：Ｇ４１８－２．０－Ａｍ，Ｇ４１８－１．０－Ａｍ，各
有１个克隆，结果筛选出了对２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８有

抗性的多拷贝重组菌株．
２．４　重组酵母ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ菌落ＰＣＲ鉴定

　　从１．０，２．０ｍｇ／ｍＬ　ＹＰＤ－Ｇ４１８平板上挑取 多

拷贝单菌落，以Ｆ２，Ｒ２（表１）为引物进行ＰＣＲ鉴定，

扩增出了１条２　２００ｂｐ左 右 的 条 带 （图４），而 阴 性

对照空质粒ｐＰＩＣ９Ｋ转 化 的 酵 母 无 目 的 条 带，阳 性

对照ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ 载 体 有 明 显 的 目 的 条 带．表 明

ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ已经整合到了酵母染色体上．
２．５　重组蛋白ＰＡＬ的表达与纯化

　　从２．０ｍｇ／ｍＬ　ＹＰＤ－Ｇ４１８平板上挑取经ＰＣＲ
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图３　重组酵母ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ筛选结果

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－

ＰＡＬ

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ标志物；１：抗１．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８的重组酵

母；２：抗２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８的重组酵母；３：以重组载体ｐＰＩＣ９Ｋ－

ＰＡＬ为模板 作 阳 性 对 照；４：以 空 载 体 转 化 的 酵 母 为 模 板 作

负对照 ．

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｏ　１．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８；２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｔｏ　２．０

ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８；３：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬａｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；４：Ｐａｒｅｎｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＰＩＣ９Ｋａｓ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ．

图４　重组酵母基因组的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒｏｍ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ

ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ

鉴定的单菌ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ及ｐＰＩＣ９Ｋ，每２４ｈ补加

１％甲 醇 诱 导 表 达，取 上 清 液，ＴＣＡ 沉 淀 后，进 行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，考马斯亮蓝染色．结果表明，与负

对照相比，重组菌诱导表达上清液 在 约７８ｋｕ处 有

特异性条带，与预期相对分子质量大小相符（图５）．
重组蛋白经 Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ阴 离 子 交 换 层 析 柱 纯

化后，得到了较好的结果（图６）．用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋

白含量，在发酵上清液中菌株ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ－３蛋白

含量为０．６７５ｍｇ／ｍＬ，纯化之后，蛋白含量为０．０８
ｍｇ／ｍＬ，纯化的蛋白占总蛋白含量的１１．５４％．

　　Ｍ：标准蛋白标志物；１：ｐＰＩＣ９Ｋ负 对 照；２：ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ重

组蛋白．

　　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＰＩＣ９Ｋ ａｓ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；

２：ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ．

图５　表达蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ

　　Ｍ：标准蛋白标志物；１：纯化前的粗蛋白；２：纯化后的蛋白．

　　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ；２：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ．

图６　纯化蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．６　ＰＡＬ酶活分析

　　本实验通过测定生成物反式肉桂酸在２９０ｎｍ处

光密度值的增加来分析ＰＡＬ的酶活，并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测酶液中蛋白含量，计算出苯丙氨酸解氨酶ＰＡＬ
的比活力，结果见表２．菌株１，３，５最初来自于ＭＤ平

板；菌株３对２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８有抗性．
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表２　不同菌株酶活分析

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

酶活

Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ／
（Ｕ／ｈ）

酶比活

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ／
（Ｕ／ｍｇ）

ＧＳ１１５－ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ－１　 ６２．８　 １　５７０

ＧＳ１１５－ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ－３　 １７０．８　 ４　２７０

ＧＳ１１５－ｐＰＩＣ９Ｋ－ＰＡＬ－５　 ５９．０　 １　４７５

３　讨论

　　本研究尝试利用毕赤酵母这一成熟、高效的真

核表达系统来分泌表达膜荚黄芪苯丙氨酸解氨酶．
毕赤酵母能够利用甲醇作为碳源进行高密度发酵，
具有与其他真核生物非常相似的分泌途径和很强的

真核蛋白质修饰功能，并且其自身分泌的蛋白质很

少，因此在表达和分离纯化异源蛋白方面具有很大

的 优 势［１５］．目 前，通 过 将 异 源 基 因 构 建 到 载 体

ｐＰＩＣ９Ｋ上实现了异源蛋白的表达，如马乳铁蛋白、

假丝酵母脂肪酶、虾抗菌肽［１９－２１］等．

　　然而，ｐＰＩＣ９Ｋ上的多克隆位点非常有限，仅有

ＮｏｔＩ，ＡｖｒⅡ，ＥｃｏＲⅠ，ＳｎａＢⅠ４个酶切位点．并且，

ＡｖｒⅡ切出的 突 出 末 端 连 接 效 率 比 较 低，要 用 平 滑

末端的连接条 件，ＳｎａＢⅠ切 出 的 是 平 末 端，连 接 效

率也比较低下．当使用传统的酶切、连接载体构建方

法时，这些不利因素增加了表达载体构建的难度，影
响了载体的构建效率．

　　膜荚黄芪苯丙氨酸解氨酶基因内部含有ＥｃｏＲ
Ⅰ酶切位点，在本研究的前期工作中曾尝试过使用

ＮｏｔⅠ和ＳｎａＢⅠ双酶切载体和目的基因，然后进行

连接构建载体，但没有得到相应的阳性克隆．本实验

采用体外同源重组的方法成功地将目的基因构建到

ｐＰＩＣ９Ｋ上．本方法中的目的基因不需要酶切，仅需

要对载体进行线性化以及在目的基因２端加上与线

性化载体约１５～２０个碱基的同源区段，两者通过同

源重组，将目的基因插入到ｐＰＩＣ９Ｋ上．此载体构建

方法短时高效，不需要增加任何额外的序列，可实现

外源片段与载体的无缝克隆．若通过ＰＣＲ方法线性

化载体，还可以将目的基因插入到任何感兴趣的位

点［２２］．本实验尝 试 的 这 种 载 体 构 建 方 法，为 异 源 基

因构建到ｐＰＩＣ９Ｋ上提供了一种新思路．
　　重组的毕赤酵母在诱导表达目的蛋白时会产生

一些杂蛋白．这些杂蛋白来自目的蛋白的降解物及

色素，还有少部分酵母自身产生的蛋白．本研究通过

阴离子交换色谱Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ去除杂蛋白，纯化

目的蛋白．结 果 目 的 蛋 白 被 含０．４ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．５）缓冲液洗脱下来．与凝胶过滤法

分离蛋白相比，此方法样品上样量大，耗时短，易于

在工业上放大使用．增加外源基因在毕赤酵母基因

组上的拷贝数是提高外源蛋白表达量的常用方法，
而本研究筛选到了对２．０ｍｇ／ｍＬ　Ｇ４１８有抗性的菌

株，这样可以做到高表达［２３］．
　　本研究通过体外同源重组的方法成功将苯丙氨

酸解氨酶基因ＰＡＬ整合到ｐＰＩＣ９Ｋ上，为异源基因

构建到ｐＰＩＣ９Ｋ上提供了新方法．ＰＡＬ在毕赤酵母

中得到分泌表达，这样不仅避免了目的蛋白被胞内

蛋白酶降解，还大大简化了产物的分离纯化过程，为
大规模生产ＰＡＬ及将其应用到食品工业提供了便
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