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内生多粘芽孢杆菌 ＥＪＳ３纤溶酶基因
在毕赤氏酵母中的表达
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摘要　以自构建的重组质粒 ｐＥＴＤｓｂＡ／ＰＰＦＥＩ为模板，扩增内生多粘芽孢杆菌纤溶酶基因
ＰＰＦＥＩ，构建Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ表达载体 ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ，通过电击转化，ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ被整合
到ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＳＭＤ１１６８基因组中，抗性筛选得到的阳性转化子，用终浓度为１％甲醇诱导７２ｈ，
酶活达到２８６ＩＵ／ｍｌ，是野生菌的２．６倍，表达产物用 ＳＤＳＰＡＧＥ进行分析，在相对分子质量６３
ｋＤａ处出现明显的蛋白条带，降解人血纤维蛋白试验中 ｒＰＰＦＥＩ最先降解人血纤维蛋白原的 α
链，其次是β链，而对γ链降解最缓慢。实现了多粘类芽孢杆菌纤溶酶基因在毕赤酵母中的表
达，为植物内生菌来源溶栓药物的开发提供了新的途径。
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　　血栓性疾病发病率很高，这种疾病主要是由于体

内的纤溶系统与凝血系统失调造成的，预防血栓形成

及溶解血栓是防治血栓性疾病的重要手段。已有研究

表明，许多中药具有抗血小板聚集、抗血栓形成的作

用，包括生物碱类、黄酮类以及皂甙等化合物［１］，尤其

是活血化瘀中草药具有不同程度的抗凝血、血小板聚

集及溶解血栓的作用［２５］，其中溶解血栓的药物由于具

有溶解已形成血栓的能力而倍受重视。目前，我国的

活血化瘀中草药已广泛用于多种心脑血管疾病的防

治，并取得了良好的临床疗效［６］。生活在植物组织内

的内生菌，由于内生菌与宿主植物长期协同进化过程

中，彼此构成了稳定的生态关系，使内生菌具有产生某

些与植物相同或相似化合物的能力［７］。有鉴于此，从

中药植物内生菌资源中寻找和发现一些新型的溶栓药

物具有深远理论意义和潜在的应用价值。

　　本实验室首次从中药植物组织中筛选分离到一株

纤溶活性较高和良好体外溶栓效果的多粘类芽孢杆菌

ＥＪＳ３［８］。根据内生多粘芽孢杆菌 ＥＪＳ３纤溶酶基因

（ＰＰＦＥＩ，ＧｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮＯ．ＫＣ１７６８０２．１）推导的氨

基酸序列和已经报道的纳豆激酶、豆豉溶栓酶基因的

氨基酸序列比较，相似性只有３０％，与假蕈状芽孢杆菌
纤溶酶（ＧｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮＯ．ＡＣＫ３８２５５）相似性最高
为６５％，其酶学性质和其它已报道的纤溶酶存在显著
差异，是一种新型的纤溶酶［９］。然而，多粘类芽孢杆菌

ＥＪＳ３的纤溶酶活性较低，采用基因工程手段提高其酶
活是目前亟需解决的问题。

　　巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）表达系统因具有
表达量高、易大规模培养、生产成本低、能进行蛋白质

翻译后修饰和安全性高等特点被广泛使用，可利用

ＡＯＸ强效启动子，以甲醇为唯一碳源大量表达外源蛋
白［１０１１］。本研究通过构建ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ表达载体，
实现其在毕赤酵母中分泌表达，以期提高纤溶酶活性，

为利用基因工程技术在真核系统中高效表达纤溶酶提

供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＳＭＤｌｌ６８，ｐＥＴＤｓｂＡ／
ＰＰＦＥＩ为本实验室保藏；ｐＰＩＣＺαＡ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产
品。工具酶：ＥｃｏＲＩ、ＫｐｎＩ、Ｔ４ｌｉｇａｓｅ；Ａｍｐ（氨苄青霉
素）、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试
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剂盒均为上海生工生物工程公司产品；Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、Ｙｅａｓｔ

ｅｘｔｒａｃｔ为Ｏｘｉｏｄ公司产品；ＹＮＢ、Ｄ山梨醇、ＤＴＴ（二硫
苏糖醇）购自南京基天生物科技有限公司；ｚｅｏｃｉｎ抗生
素购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｂｉｏｔｉｎ（生物素）为Ｓｉｇｍａ公司产
品；其他试剂均为进口或国产分析纯。

　　ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，ＮａＣｌ
１０ｇ，去离子水１０００ｍｌ。配制固体培养基时，按每１００
ｍｌ加入琼脂粉２．０ｇ，配低盐 ＬＬＢ培养基：ＮａＣｌ减半，
抗性平板中ｚｅｏｃｉｎ终浓度２５μｇ／ｍｌ，４℃避光保存。
　　ＹＰＤＳ培养基：酵母膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，溶解后定容
至９００ｍｌ，高压灭菌，额外加入１００ｍｌ１０％葡萄糖，固
体培养基中加入２％琼脂粉，抗性培养基中ｚｅｏｃｉｎ的终

浓度为１００μｇ／ｍｌ，４℃避光保存。
１．２　仪器与设备
　 　 ５４１８小 型 高 速 离 心 机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公 司；
ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅＴＭ电转仪和０．２ｃｍ石英电转化杯，ＢｉｏＲＡＤ
产品；ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＨｃ型核酸水平电泳仪，ＢｉｏＲａｄ生产；
ＶＥ１８０型垂直电泳槽，上海天能科技有限公司，３０ＫＤ
超滤管，购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．３　方　法
１．３．１　ＰＰＦＥＩ基因的克隆　为从载体 ｐＥＴＤｓｂＡ／
ＰＰＦＥＩ上克隆出ＰＰＦＥＩ基因，设计上下游引物，上游
引物：ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＴＴＡＡＡＧＴＡＴＧＧＴＴＴＴＣＧＣＴＴＣＴＴＧ
ＧＡＧ，引入ＥｃｏＲＩ酶切位点；下游引物：ＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＣ
ＣＴＡＣＡＧＣＧＴＣＡＡＡＡＧＡＣＴＴＧＧＣ，引入 ＫｐｎＩ酶切位点。
以ｐＥＴＤｓｂＡ／ＰＰＦＥＩ为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应
条件为９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，６２℃退火３０
ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃最后延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物回收后，与ＰＭＤ１９Ｔ载体通过Ｔ４连接酶
连接，连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，菌落 ＰＣＲ确认阳
性转化子，挑选阳性菌落提取质粒送交南京金斯瑞生

物科技有限公司测序，测序正确的质粒命名为 ＰＭＤ１９
Ｔ／ＰＰＦＥＩ。
１．３．２　表达载体 ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ的构建　将
ＰＭＤ１９Ｔ／ＰＰＦＥＩ载体用 ＥｃｏＲＩ，ＫｐｎＩ双酶切，胶回收
试剂盒回收ＰＰＦＥＩ。同样将质粒 ｐＰＩＣＺαＡ用 ＥｃｏＲＩ，
ＫｐｎＩ进行双酶切，回收大片段。然后将 ＰＰＦＥＩ基因
与酶切后的质粒进行连接反应，转化 ＤＨ５α，将 ＤＨ５α
涂布在低盐的含 ｚｅｏｃｉｎ２５μｇ／ｍｌ的 ＬＬＢ培养基上于

３７℃倒置过夜培养约１２～１６ｈ。挑取抗性菌落，提取
质粒，分别单酶切、双酶切鉴定，酶切鉴定正确的送去

测序，序列正确的命名为ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ。

１．３．３　电击转化毕赤氏酵母 ＳＭＤ１１６８　将表达载体

ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ转化 ＤＨ５α，大量提取质粒后，用
ＥｃｏＲＩ单酶切线性化。２．０ｋｖ、５．５ｍｓ条件下转化
ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＳＭＤ１１６８感 受 态 细 胞。将 空 载 体
ｐＰＩＣＺαＡ作为阴性对照转化Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ，转化物涂布
于含 ｚｅｏｃｉｎ２５μｇ／ｍｌＹＰＤＳ抗性平板上，３０℃条件培
养，约３～４天长出转化子。
１．３．４　酵母转化子的 ｚｅｏｃｉｎ抗性梯度筛选及 ＰＣＲ验

证　将ＹＰＤＳ平板（ｚｅｏｃｉｎ２５μｇ／ｍｌ）上的转化单菌落
用无菌牙签依次点种到含有 ｚｅｏｃｉｎ浓度分别为 １００、
２００、５００μｇ／ｍｌ的ＹＰＤＳ平板上，３０℃培养２～３天，观
察酵母转化子的生长情况，逐级筛选生长良好重组酵

母菌株，挑取经菌落 ＰＣＲ鉴定的阳性转化子进行诱导
表达。

１．３．５　ＰＰＦＥＩ基因在毕赤酵母中的诱导表达　挑取

重组酵母单菌落接种于５ｍｌＢＭＧＹ培养基（１％酵母
膏、２％蛋白胨、１．３４％ＹＮＢ、１％甘油、４

!

／Ｌ生物素、
０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾，ｐＨ６．０）中，于３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养
至对数生长期，此时ＯＤ６００约为４．０～６．０（２４ｈ）；室温
下离心收集菌体，弃去上清后，菌体用５０ｍｌＢＭＭＹ培
养基（１％酵母膏、２％蛋白胨、１．３４％ＹＮＢ、０．５％ 甲醇、
４ｍｇ／Ｌ生物素、０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾，ｐＨ６．０）重新悬浮至
ＯＤ６００约为 １．０；将培养物置于 ２５０ｍｌ三角瓶内，于
３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ持续培养７２ｈ，每２４ｈ补加１００％甲醇
使其终浓度达到１％，从而诱导重组纤溶酶表达。
１．３．６　纤维蛋白平板法检测酶活　发酵液离心除去
菌体取上清液，采用纤维蛋白平板法［１２］检测上清液

酶活。

１．３．７　重组纤溶酶的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测　发酵液于
８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心除菌体，以３０％，７０％的硫酸铵
分级沉淀，除去部分杂蛋白。蛋白沉淀溶于少量 ＰＢＳ
ｐＨ７．４缓冲液中，３０ＫＤ超滤管６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
超滤脱盐。参照 ＬａｅｍｍＬｉ报道的方法［１３］进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳检测，分离胶浓度为 １０％，浓缩胶浓度为
５％。电泳完毕后，取出凝胶，考马斯亮蓝染色、脱色。
１．３．８　重组纤溶酶对人血纤维蛋白原的作用方式　
５０μｌ２．５％的人血纤维蛋白原（用５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液溶解）与１０μｌ浓度１．３６ｍｇ／ｍｌ纯化的
重组纤溶酶置于３７℃保温１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、
８ｈ，定时快速取出１０μｌ加入等体积样品稀释液，冰浴

终止酶促反应。将保温不同时间的样品进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ垂直板电泳，电泳时加人血纤维蛋白原作对照。

６４
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２　结果与分析

２．１　ＰＰＦＥＩ基因的克隆

　　以本实验室前期构建的ｐＥＴＤｓｂＡ／ＰＰＦＥＩ质粒为

模板，设计特异性引物进行ＰＣＲ扩增，扩增产物经琼脂

糖电泳分析，扩增产物大小约为１．８ｋｂ（图１），与目的

基因大小一致。产物回收后与 ＰＭＤ１９Ｔ载体连接，连

接后送南京金斯瑞公司测序，测序结果表明目的基因

ＰＰＦＥＩ已经成功连接到克隆载体ＰＭＤ１９Ｔ上。

图１　ＰＰＦＥＩ的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＰＦＥＩａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＰＦＥＩ

２．２　表达载体ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ的鉴定

　　构建质粒 ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ，连接产物转化 Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α。挑选ＬＬＢｚｅｏｃｉｎ抗性平板上生长良好的菌落，

提取重组质粒进行单酶切、双酶切鉴定，将酶切鉴定正

确的单菌落提取质粒测序，测序结果表明插入的目的

基因及阅读框均正确无误。

２．３　酵母转化子的ｚｅｏｃｉｎ抗性筛选及ＰＣＲ验证

　　用牙签挑取转化单菌落依次点种在含有 ｚｅｏｃｉｎ浓

度分别为１００、２００、５００μｇ／ｍｌ的 ＹＰＤＳ平板上３ｄ后，

酵母转化子在ＹＰＤＳ抗性梯度平板上的生长情况如图

２所示。随着ｚｅｏｃｉｎ浓度的逐级增加，ｚｅｃｃｉｎ浓度达到

２００μｇ／ｍｌ时转化子数目没有减少，当浓度达到 ５００

μｇ／ｍｌ转化子数目减少。挑取在 ＹＰＤＳ平板（ｚｅｏｃｉｎ浓

度５００μｇ／ｍｌ）上生长较好的４株重组酵母单菌落，进

一步进行菌液ＰＣＲ鉴定，结果获得了预期大小的条带，

说明在这些重组菌株中，ＰＰＦＥＩ基因已经整合到酵母

的基因组中。进行下一步的摇瓶甲醇诱导表达。

图２　酵母转化子的ｚｅｏｃｉｎ抗性筛选

Ｆｉｇ．２　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｂｙｚｅｏｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
（ａ）～（ｃ）ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｇｒｏｗｎｏｎＹＰＤＳＰｌａｔｅｓｗｉｔｈｚｅｏｃｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１００，２００，５００μｇ／ｍｌ

２．４　ＰＰＦＥＩ基因在毕赤酵母中表达及ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳分析

　　将阳性转化子经甲醇诱导表达。发酵上清液硫铵

沉淀，超滤脱盐后 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，结果如图３所

示，在６３ｋＤａ处有１条明显的特异性蛋白条带，与预测

的分子量大小一致，说明 ＰＰＦＥＩ基因在 Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ

中成功表达。

　　用纤维蛋白平板测定表达产物纤溶活性。ＰＰＦＥＩ

重组菌的发酵上清液在纤维蛋白平板上有明显的透明

水解圈，说明表达产物具有纤溶活性，ＰＰＦＥＩ基因获得

了表达，而含空载体重组菌为对照，其上清液无透明水

解圈（图４）。纤溶活性测定结果表明，ＰＰＦＥＩ重组菌

发酵上清液纤溶酶活性达２８６ＩＵ／ｍｌ，是野生菌的酶活

１１０ＩＵ／ｍｌ的２．６倍。

２．５　重组纤溶酶降解人血纤维蛋白原

　　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测重组纤溶酶对纤维蛋白原的

降解效果如图 ５所示，从中可以清楚地看到，１５ｍｉｎ

后，Ａα链几乎完全降解，３０ｍｉｎ后，Ｂβ链基本降解完

７４
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图３　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测重组蛋白

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒＰＰＦＥＩ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图４　纤维蛋白平板法测定纤溶活性

Ｆｉｇ．４　Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｏｎｆｉｂｒｉｎｐｌａｔｅ
１，２，３，４：ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓＳＭＤ１１６８／ＰＰＦＥＩ；ＣＫ：

ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓＳＭＤ１１６８／ｐＰＩＣＺαＡ

全，从１ｈ到４ｈ，γ链逐渐降解至完全。Ａα和Ｂβ链降

解产物分子量主要在２１０００～４１０００Ｄａ之间，随着时

间的延长，Ａα和 Ｂβ链的降解产物继续降解成更低分

子量小肽分子，γ链降解产物主要是 ３７０００和 ２１

０００Ｄａ的两个片段，与天然酶活性相似［９］。

３　讨　论

　　植物内生菌作为一种新的微生物资源已引起了广

泛的关注，但关于内生菌来源纤溶酶的研究报道尚不

多见。Ｌｉ等［１４］从中药络石的组织中筛选产纤溶酶一

株Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．Ｔｊ３３。Ｕｅｄａ等［１５］从芙蓉属的植物组

织中筛选到一株具有较强纤溶活性Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＢＬＢ。

本实验室前期从中草药百部的根组织中分离到具有较

强的纤溶活性的内生多粘芽孢杆菌 ＥＪＳ３［８］。因此，从

中药植物内生菌资源中可寻找和发现一些新型的溶栓

图５　重组纤溶酶降解纤维蛋白原

Ｆｉｇ５　Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｃｌｅａｖｅｄｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ
１：ＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔｒＰＰＦＥＩａｆｔｅｒ０ｍｉｎｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ；２～７：

ＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｏｌｙｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｒＰＰＦＥＩａｆｔｅｒ０．２５，０．５，１，２，４，８ｈ

ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

药物，将为丰富中药植物内生菌物种和溶栓药物的开

发提供又一重要资源。

　　多数天然纤溶酶在微生物体中含量较低，难以大

量制备和提取纯化，限制了它作为溶栓药物在临床上

的应用和推广。目前，已经有多种纤溶酶基因被获得，

对纤溶酶基因表达的研究较多，主要以纤溶酶基因的

原核表达系统为主，研究结果也不尽相同［１６１８］。但目

前还没有多粘芽孢杆菌纤溶酶基因在 Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ中

异源表达的报道。

　　本研究通过构建质粒 ｐＰＩＣＺαＡ／ＰＰＦＥＩ转化毕赤

酵母ＳＭＤ１１６８，经甲醇诱导７２ｈ，酶活达到２８６ＩＵ／ｍｌ

为大肠杆菌中表达的纤溶酶活 ２２８ＩＵ／ｍｌ的 １．２

倍［１９］。表达产物经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，在相对分子

质量６３ｋＤａ处出现明显的蛋白条带，与预测的分子量

大小一致，实现了内生多粘芽孢杆菌纤溶酶基因在

Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ中异源表达。同时，本研究发现植物内

生菌来源真核生物，似乎适合于真核表达系统的异源

表达。原因是毕赤酵母表达系统在蛋白折叠和糖基化

修饰方面优于原核表达系统，更适合真核基因的生物

学功能研究［２０２１］。

　　尽管内生多粘芽孢杆菌纤溶酶基因在毕赤酵母中

表达时其产物以可溶形式分泌到胞外，但纤溶酶的表

达量较低，如何提高产量还亟待进一步深入地研究。
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