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对该组分进行分析，确定该酶的分子量及热稳定性等理化性质。并通过化学修饰

的方法，对该酶的活性中心进行分析，通过实验，确定了该酶的活性中心包括精

氨酸、组氨酸等，从氨基酸的角度证明该酶属于phyA类植酸酶．

为建立基因和蛋白质之间的联系，本文采用PCR方法从米曲霉染色体DNA

中扩增得到植酸酶基因(phyA)，克隆至载体pMDl8一T上，构建了重组质粒

pMDl8-T—phyh．对pMDl8-T-phyh上插入的植酸酶基因外源片段进行了测序和序

列分析。测序结果表明：米曲霉植酸酶结构基因由1400个核苷酸残基组成，编

码466个氨基酸，与报道基本相同。将该序列提交NCBI GeneBank，获得Accession

Number为DQ464124。对植酸酶进行同源构建，米曲霉植酸酶属于组氨酸酸性磷

酸酶家族 、

关键词： 米曲霉，发酵，植酸酶，纯化，植酸酶基因
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Abstract

Phytic acid and phytates exist in all kinds of plant tissues and

foodstuff products in the biosphere．As the primary storage form of

phosphorus and inositol。they play an important role in keeping the

balance of physical phosphorus．Phytase is an important feed additive for

monogastric animals．It improves the using rate of phosphorus in feeds，

decreases the environment pollution of excretive phosphorus and debases

the anti—nutritious function of phytates．

In submerged culture，the production of phytase from AspergiJ]us

oryzae was optimized and the enzyme activity was improved．Through

experiments，protein was deposited， separated，purified and the

electrOphoretic grade phytase was got．The characterization such as Mw

and thermostable activity et al of this enzyme was got．The chemical

modification of Aspergi]lus oryzae phytase was confirmed that Arg，His

and some other amino acids were at the catalyzed center．It is another

way to provide that Aspergillus oryzae phytase belongs to HAPs．

The phyA WRS amplified by PCR from Aspergi]]us oryzae chromosome DNA

and cloned into plasmid pMl)18一T．The recombinant plasmid pMDl8一T—phyA was

constructed and transformed into E coli DH5 a and then sequenced．The

sequencing result reveals that an Open Reading Frame of 1400 nucleotides

that encoded a protein of 466 amino acids is detected．There is 1ittle

difference between this result and the reported DNA sequence of phytase．

The nucleotide sequence was submitted to the NCBI GeneBank and the

Accession Number is DQ464124．The figure of the 39 structure of the phytase
l

was constructed by Swiss-mode， an automated homology modelling

server．The model indicated that the phytase is a typical family of

histidine acidity phosphatase ，
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1植酸及植酸盐

第一章绪论

植酸(Phytic Acid or lnositol Hexakis-phospbate)，缩写为P^或者I％

分子式为C甜．如3P‘，通式为c扎[oFo(OH)：l，是肌醇六磷酸脂，比重1．56，分子

量660．08，由6分子磷酸与1分子环己六醇形成的磷酸脂。分子中所含6分子

磷酸可以解离出12个氢离子，在通常条件下，带有很强的负电荷，因而具有很

强的络合或连接阳极复合体的能力，且形成的络合物很稳定。植酸存放时间过长

则容易分解。植酸结构如图1-1所示
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H
OH

0=P—OH HO—P=O

A

、
HO=

B

HO—P20
’

I

OH

图卜1植酸结构及3—植酸酶，6—植酸酶，碱性植酸酶的酶切位点

植酸水解过程如下：植酸—一D-l，2，4，5，6-五磷酸肌醇和D-1，2，3，

4，5-五磷酸肌醇一一1，2，5，6-四磷酸肌醇一1，2，5三磷酸肌醇或1，2，
6一三磷酸肌醇一l，2一二磷酸肌醇——2一磷酸肌醇m．
植酸是一种淡黄色或淡褐色的枯稠液体，呈强酸性，易溶于水、95％7．醇混

和丙酮，几乎不溶于苯、氯仿、醚和乙烷。本身毒性很小，具有很强的螯台能力，

与EDTA接近，可以与金属阳离子如M矿，K■ca”，Mn’、Fe“、zn”整合形成稳

定的不溶性复合物。植酸在植物体中一般以各种盐的形式存在。植物性饲料中的

植酸常与上述矿物质结合成植酸钙，镁、钾的复块，通常被称为菲丁(phytin)。

菲丁存在于谷物的子实中，早在1872年，P．Fetter就由谷粒糊粉层的蛋白质

山东大学硕士学位论文4



中发现。菲丁纯品为无味、无嗅的白色粉末，难溶于水，其总磷和植酸磷在糠、

麸中的含量大体一致，一般分别为16．5％和15．1％左右叫，同时。植酸还可与蛋

白质整合生成植酸一蛋白质复合物。1．当介质pH值低于等电点时，生成植酸一

蛋白质复合物：高于等电点时，形成植酸一金属离子一蛋白质复合物；在中性条

件下，可以和二价或三价阳离子络合成不溶性盐(如C矿，MIl”，Zn”，Cu”)，使

小肠的吸收力降低。植酸及其盐类在不同条件下形成的络合物的分子结构如图

1-2所示．

OH

。 圈1．2植酸盐复台物(Mc脚．phy诅tec唧l瓢8)
植酸可抑制消化酶(如胃蛋白酶、胰蛋白酶和d一淀粉酶)的作用效果，这种

抑制作用可能是由于植酸的络合作用减少了cr+]葛子数量，因为c矿对胃蛋白酶

和胰蛋白酶的作用极为重要，d一淀粉酶的稳定性也需要c矿离子；也可能是因

为植酸与酶的作用底物作用的结果，这些负面作用也解释了植酸对蛋白质利用率

的影响：植酸对维生素也存在不利影响。因此动物采食高植酸含量的饲料后常表

现厌食、消瘦、繁殖机能衰退等都说明了植酸具有抗营养作用⋯．

植酸的提取物为白色粉末，难溶于水。当植酸盐受到高热时，可转化为5，4，

山东太学硬上学位论文 5



3磷酸环已酯，其螯合能力依次下降，降至3-磷酸肌醇时，对动物钙磷吸收的影

响就不大了．

植酸盐大量存在于植物成熟的子实中．在谷类的小麦稻谷大麦和黑麦中，多

数植酸盐存在于种皮表层附近．在玉米中，胚芽含有最高浓度的植酸盐。豆科植

物的植酸盐分布于整个中子的蛋白质络合物中。油粕、糠麸与谷物相比，含磷较

高，且含有较大比例的植酸盐”1。畜禽饲料主要以玉米和豆饼粕为主，但这些植

物性饲料所含的磷一半以上(4096—7096)以植酸磷形式存在如表i-I所示。1。由

于单胃动物体内都缺少内源植酸酶系统，仅消化道上皮细胞和后肠微生物产生少

量植酸酶，故不能充分利用植酸中的大量磷和肌酵。大约85％左右的磷都被畜

禽排出体外．导致对土壤和水源的污染。另一方面，还必须在畜禽的日粮中额外

添加无机磷酸盐，以满足猪、鸡畜禽的每日对磷酸盐的需求量。然而添加无机磷

又会带来很大的负面效应：尽管添加的无机磷满足了畜禽对磷的需求，但植酸磷

仍滞留在粪便中未被消化吸收面以植酸盐的形式排出体外．虽然磷被吸附于土壤

表面，不能渗透，对地下水没有多大危害．但是，磷能与钙、铝、铜等元素形成

不溶性复合物而保留在土壤中，～方面会引起土壤板结而影响种植业的发展：另

一方面，积聚在土壤中的磷最终园积聚过多而随地表径流的冲J$1IN江河湖海，与

氮一起造成水体的富营养化，导致水体缺氧，鱼类等水生动物窒息死亡，水体腐

败变质，进而影响到人们赖以生存的生态环境。我国是磷矿石较为缺乏的国家，

目前，国内最常见的磷源为磷酸氢钙。而国内投产的饲料级磷酸氢钙产品质量难

以保证，氟含量常超过国家标准，畜禽氟中毒时有发生．给畜禽生产带来极大危

害。因此，如何提高饲料中植酸磷的利用率，降低饲料中无机磷的使用，减少环

境中磷的污染，引起了很多饲料科学工作者的兴趣。所以，对植酸酶的研究成为

迫切需要，近年来发展非常迅速⋯．

除上述之外，植酸在某些领域仍有其积极的正面效应．据报道，植酸及植

酸盐类可作为米曲霉的发酵促进剂而对其代谢产生促进作用，从而缩短发酵时

间，提高米曲霉产糖化酶的能力“’．植酸酶在食品工业中可以作为天然的食品添

加剂，可以用作油脂的抗氧化剂，稳定剂，螯合剂，护色剂，发酵辅助剂，调节

剂及缓冲剂等。同时，植酸在化工上也被广泛应用，比如医药和化妆品”’。植酸

山东大学硕士学位论文



表I一1饲料中的植酸磷含量分布

酶在特定条件下(pH。温度等)将植酸分解为肌醇和无机磷酸。无机磷酸是动物生

长的必要元素，肌醇是微生物和人类细胞生长和内环境稳定的基本因子之一．对

治疗耱尿病、神经炎均有重要作用，在植物中，肌醇是尿酸和细胞壁多糖或者戊

糖残基的前体物质；IP。能调节鸟类、爬行动物和两栖动物红细胞中血红蛋白与

氧结合的亲和力．I^与IP．联合作用可以有效调节细胞内的钙离子水平。因此，

对此丰富资源应该加以开发研究，使之得到更好的应用。

2植酸酶的研究背景

2．1植酸酶的研究历史及现状

有关植酸酶的研究已有将近100年的历史，Suzuki和其他学者(1907)就报

道了磷能从有机含磷底物中被释放出来。1915年．Anderson提出天然植酸磷利

用率不同于化学分离纯化产品的一个可能原因是饲料成分中存在能水解植酸磷

山东大学硬t学位论文 7



为无机磷的酶一植酸酶，并对植酸酶的来源．理化特性及作用机理进行了研究。
从而引起了许多学者的广泛关注。Netson(196B)首次发现无花果曲霉(^ficu∽)

能产生植酸酶，体外实验时这种植酸酶能水解豆柏中97％的植酸磷。此后，植酸

酶的研究开始转入微生物领域。Shiel和Ware(1968)从200种微生物中筛选出

30种能产生胞外植酸酶的微生物，均属于真菌。结果表明大量的曲霉菌能产生

胞外植酸酶，而从土壤中分离得到的无花果曲霉NRRL3135能产生最大的酶活性。

产植酸酶的曲霉有米曲霉∽oryzae)、土曲霉∽terrus)，黑曲霉(』．niger)和

无花果曲霉(月．ficuum)等，它们能分泌具有高度活力的胞外植酸酶“”．在已发

现的几十种植酸酶的来源中，Shiel和Ware(1968)所筛选的无花果曲霉饥

fYcuum)产生的胞外酶活性最高，含有2种植酸酶phyA和phyB。phyA的最适pH

为2．5和5．5，phyB的最适pH为2．0。pH值为2．5和2与动物胃中pH值相适应，

州值为5．5与动物肠中pH值相适应。因此，该菌株成为各国实验室进行植酸酶

研究的首选材料。目前，对植酸酶己由60-80年代的酶的分离纯化及性质方面为

主的研究转向对植酸酶的分子领域研究．比如植酸酶基因的克隆和表达，植酸酶

工程菌的构建，以及植酸酶作用分子机理的研究．另外还有具有耐热优良性能植

酸酶的筛选和耐热分子机理的研究。随着对植酸酶越来越深入的研究，人们对其

性质和机理了解越来越彻底，这为其产业化和应用打下良好基础。

2．2植酸酶的分类

2．2．1传统植酸酶的分类方法

植酸酶(Phytase)是催化植酸及植酸盐水解成肌醇与磷酸(或盐)的一类酶

的总称，包括植酸酶和酸性磷酸酶。植酸酶只能将植酸分解为肌醇磷酸脂，不能

彻底地分解成肌醇和磷酸，酸性磷酸酶能将肌醇磷酸脂彻底分解成肌醇和磷酸．

传统的分类方法将植酸酶分为三类：①肌醇六磷酸-3-磷酸水解酶(3一磷酸水

解酶，EC-3．1．3．8)，主要存在于植物和微生物中，它首先使肌醇的第3位C的

磷酸解离，然后逐个水解，此过程需Mg’参与；②肌醇六磷酸一6-磷酸水解酶(6．

磷酸水解酶，EC-3．1．3．26)主要存在于植物种子中，在于燥状态和体眠状态下没

有活性，只有在种子发芽时，有充足水份存在才被激活。它首先使肌醇的第6

山东大学碗士学位论文



位C的磷酸解离，最终酶解整个分子并释放出磷；③非特异的正磷酸盐单酯磷酸

水解酶． ，

2．2．2新的植酸酶分类方法

植酸酶是能从植酸(肌醇六磷酸)水解磷酯键，释放无机正磷酸的一类酶．

但是在过去的十年里，这类植酸酶或是植酸降解酶种类增加了很多．然而，并不

是所有的植酸酶的结构都相似或者是裂解磷酸基团的机制都一样。

表l-2植酸酶新的分类方法

既然叫植酸酶，就必须有磷酸酶的活性，根据最适作用的pH值不同，分为

酸性，中性及碱性磷酸酶．因为近年来大多数对于植酸酶的研究都集中在该酶能

否作用于单胃动物的消化道，所以，主要集中在对酸性磷酸酶的研究．故，对酸

性磷酸酶又分为以下的三类：①组氢酸酸性磷酸酶(histidineacidphosphatasss，

IIAP)；②B螺旋桨式植酸酶<B propeller phytase，BPP)=@紫色酸性磷酸

酶(purple acid phosphatases，PAP)．

2．2．2．1组氨酸酸性磷酸酶

绝大多数的植酸酶都是HAPs(EC-3．1．3．8)。这一类酶都有这样两个特点：

拥有一个活性位点PJtC,XPl：(】P和一个两步作用水解磷酸单酯的机制。wyss及其合

作者“”根据檀酸酶对于底物降解的特性，又将HAP分为两类，印phy冉和phyB．

phyA有广泛的底物，但对于底物的特异性较低；phyB的底物谱比较窄，但是有

比较高的特异性。另外，phy^是一个单体酶，而phyB的活性形式是一个四聚体，

这种四聚体的结构为phyB类植酸酶提供了热稳定性，但是这同时也解释了，为

山末大学硬士学位{e文 9



什么当phyB类植酸酶热变性后，不能像phyA类酶那样复性。phyA类植酸酶广

泛存在于丝状真菌，细菌，酵母菌和植物中．目前商业上生产的植酸酶都属于这

类酶。phyB植酸酶目前只在某些曲霉中有报道，还没有投入商业生产的。

图1-3组氨酸酸性磷酸酶

’2．2．2．2 13螺旋桨式植酸酶

与HAP不同，BPP(EC-3．1．3．8)是最近发现的～类有新的水解底物机制的植

酸酶。现己纯化出的BPPs为来源于Bacillussubtilis的植酸酶(属予phyc)和来源

于Bacillusamyloliquefaciens的植酸酶(属于TS-phy)，其基因均也已被克隆。

从三维模型上看，这类植酸酶像是有六个叶片的螺旋桨一样．从PDB中搜索，还

没有发现有类似的植酸酶。这类植酸酶的热稳定性和催化活性都依靠其所结合的

Ca"，这与其它的植酸酶不同‘2．

BPP通常都有两个结合位点，底物水解出现在“裂开位点”，在其临近的“紧

密结合位点”是用来增加类似于植酸的磷酸基团的紧密结合能力。钙离子通过创

造一个合适的离子环境来帮助底物与酶的结合．

1蛩1-4 8螺旋桨式植酸酶三维结构模型(1H6L)
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2．2．2．3紫色酸性磷酸酶

另一类植酸酶GmPhy(EC 3．1．3．2)。是最近从大豆中分离出来的“”．GmPhy

拥有紫色酸性磷酸酶(PAP)的活性位点，这类的金属酶已经被广泛的研究“”．

这类植酸酶的三维结构和其可能催化机制都几经知道。通过基因组数据库的比

对，在植物，哺乳动物，真菌和细菌中都有PAP类似的序列。纯化出的GmPhy分

子量大约在70—72kD，其分子大小与源于植物的PAPs相类似，然而，GmPhy是唯

一一个报导的具有明显植酸酶活性的PAP。

图1-5紫色酸性磷酸酶(1lcBP)

2．3植酸酶研究热点

2．3．1植酸酶耐热性研究

随着基因工程和蛋白质工程的发展，植酸酶的研究也不再只局限于对酶的纯

化和性质研究上，在积极寻找能大量产酶的微生物菌株同时，也开始对通过基因

工程的方法来获得高产耐热的植酸酶做出尝试。德国的BASF公司通过对构建高

产的工程菌株，·已经成功的生产了注册商标为“Natuphos”的商用植酸酶，与之

有着同样盛名的丹麦NOV0公司也有属于自己知识产权的Phytase NOV0 CT，这

两种商用植酸酶每年都可以带来数以千万美元的收入。

植酸酶生产中一个非常现实的问题是酶的活性如何保存，在酶制剂的颗粒化

过程中，要经过差不多90X2或者更高的温度，但在这个温度下，植酸酶酶活损

失很严重，只能保持10-30％左右。如何解决酶活损失，维持其在单胃动物消化

山东大学硕t：学位论文
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道中的生物活性，与构建工程菌株，大规模生产植酸酶都是目前所面临的问题。

段学辉等比较了三种不同类型的植酸酶制剂，发现添加海藻酸钠、无机盐和

多羟基化合物颗粒化的植酸酶具有更高的热稳定性，在95℃高温下处理20 min，

酶活基本能保持在80％以上，比液体酶和普通固体化处理的植酸酶制剂提高了

50％I”1．台湾学者将高粱糖浆废弃液和淀粉的混合物添加到植酸酶溶液中，在

80"C处理10min，仍有67％的酶活，而未加保护剂的酶在此温度下完全失活，这

是一种非常经济的方法。欧洲的BASF公司和NOVO公司发明了制备包被型的含酶

颗粒，经90"(3高温处理30s，酶活残留率达93％，而未包被的酶仅有20％【16】。

由于商用植酸酶的运用目的是增加单胃动物对磷的吸收和利用，其作用的位

点是在动物的消化道内，故现在研究的重点是酸性植酸酶，pH值通常在2．5—5．5

之间，工业上所用的菌株大多是曲霉属，属于PhyA。对于酶的热稳定性，蛋白

质结构改造等等也大多集中在对这类植酸酶研究。

2．3．2植酸酶空间构象研究

Hartingsveldt等“即利用基因工程技术将无花果曲霉∽ficu蚴)植酸酶的

基因进行测序，从其DNA碱基推断出氨基酸序列，首次将植酸酶一级结构完整列

出。Ullah等∞在1993年，用内切蛋白酶GIu-C、溴化氰、梭菌蛋白酶等五种方

法断裂无花果曲霉植酸酶，从多肽的重叠区推断出植酸酶的氨基酸组成及二级结

构。发现去糖基化的植酸酶是由441个氨基酸残基组成，分子量为48．5KDa。在

氨基酸组成中，是由37％的非极性的氨基酸、42％的极性氨基酸、11．5％的酸性氨

基酸及9．5％的碱性氨基酸组成，推断出的二级结构包括17．3％的a一螺旋、29．1％

的B一折叠、32．6％转角及24．7％线圈。由于大部分植酸酶属于酸性磷酸酶家族，

所以其空间结构与酸性磷酸酶有很大的相似性，基本上都有两个结构域组成。

植酸酶活性部位在植酸酶的空间构象中，都有一个底物结合的口袋，这个口

袋一般都是活性部位的一些保守氨基酸形成的。植酸酶的活性部位包括两个功能

部位，一是位于N端的“RHGXRXP”元件的“结合部位”，另一个是位于C端的!HD”

元件的“催化部位”．在1991年Ullah等u引用1，2-环己二酮修饰无花果曲霉

植酸酶的精氨酸后，植酸酶完全失活，说明了有精氨酸位于酶的活性中心，把含

精氨酸的植酸酶片段与已报道的各种来源的酸性磷酸酶进行序列比较，发现有一
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段同源序列SRHGARYP，该片段是酸性磷酸酶的活性中心．1993年Ullah等“”用

溴化氰等断裂无花果曲霉的最适pH2．5的酸性磷酸酶，确定了与真菌植酸酶活性

部位同源的23个氨基酸残基，这一片段中，第1IR，12H，13G，15R、17P是高

度保守的，其中第11、15位的精氨酸涉及到底物磷酸集团与酶活性中心的最初

排列，第12位组氨酸与底物形成磷酸-His“E-S”复合物，第13位甘氨酸的作

用还不清楚，但由于它高度保守，可能在结构上起重要作用。第2、4，5和20

位残基是亲水性的，而第8、16、22位残基是疏水性的，这些残基构成了酶的催

化环境。位于C端的“叻”元件中的天冬氨酸为底物离去集团供体质子．实验表

明，C矿对维持Bacillus植酸酶的活性和稳定性都起着很重要的作用，Shin等“”

在2001年发现且amylo]／quef-ac／ens植酸酶的活性部位不仅有4个Ca"，而且

还有两个不同的磷酸离子(Phol和Ph02)的结合位点，一个是“切割位点”(Phol

位点)，负责对底物的水解，另一个是“亲和位点”(Ph02位点)，可提高底物对

酶的亲和性。该酶的4个Ca"离子与结合在Phol位点的磷酸离子发生螯合，在

亲和位点的Lys76、Ar9122、Tyrl59、kysl79残基侧链与结合在Ph02位点的磷

酸离子发生相互作用。
’

2．3．3植酸酶的晶体结构分析
’

对植酸酶的高级结构研究较多的是来源于Aspergillus Hcuum NRRL3135的

phyA编码的植酸酶PHYA，Kos仃ewa等。”SJMx衍射分析了它的晶体结构。phyA

类植酸酶的高级结构中有5对二硫键：Cys8、Cysl7、Cys 48 Cys 391、Cys 192 Cys

442、Cys 241、Cys 295、Cys 413、Cys 421，用盐酸胍变性处理后，植酸酶活

性丧失，说明二硫键在植酸酶的折叠上扮演着重要的作用。ph)rA类植酸酶的晶

体结构可分为两部分：一个大的a B结构域和一个较小的a结构域，n B结构域

的中心是一个由6片组成的B折叠片．结构中共有14个Q螺旋，对应的氨基酸序

列的位置分别为：8+82；+88+95：+107+123；+141+159；193+197；200+210；

213+223：231+246；257+261；264+281；290+305；334+345；423+429；躬9

+443。B折叠片中的6个片相对应的氨基酸序列的位置分别为：48+82；134+138；

173+177；332+337；383+391：398+403．在两个结构域的内表面有一很深的

凹套，凹套中有酶催化活性的必需氨基酸——Ar958和His59，它们是植酸酶活性
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位点保守序列RHGⅪD口中的前两个氨基酸，在以前的研究中利用化学修饰的方

法就已证实RHGXRXP序列中的Ar958直接涉及其酶活性，垭58在其晶体结构中
的位置也与它的作用相吻合．phyA的晶体结构与鼠的低分子量酸性磷酸酶的晶

体结构有很高的结构相似性，说明它属于组氨酸酸性磷酸酶家族．

从无花果曲霉的一级结构可以看出，在氨基酸序列中，存在着lO个半胱氨酸

残基，形成了5个二硫键，这个结果是通过X-光晶体衍射的方法得到的【381．在所

有这5个二硫键中，只有第二和第三对是“MAPs”蛋白质中严格存在的。序列中

第一对二硫键在真菌phyB型植酸酶中是不存在的。另外的两对二硫键在稳定分

子结构中起作用。这些二硫键在真菌植酸酶的折叠途径中究竟起了什么样的作

用，就是通过这种方法得到的I耳jJ．

LAVPASRNQS园刑D。GYQ昏SETSHLWG QYAPrFSLAN ESVZSPEVPA固}ⅣTz^∞60
12㈣YPTD SI‘GKKYSALI EEIQQNATTF DGKYAFLKTY NYSLGAImLT PFGEQELVNS 120
GIKFY(基YES LT眦V雒强SBGSSRVIAS唧聪FQg TKLKDPRAQP GQSS删V 180

o

ISEASSSI旧T L加GT且rvFE DSELADTVEA NFTATI“／PSI RQRL珏TDLSG vTLT肌唧240
LM啦FDTI STBTVDTKLS P瑁DLFTHDE WINYDTLQSL lq曙rYG丑q蝌PlL6PTQ田，5T 300
ARELIARLTH SPVHImTSSM HTLDSSPATF PLNSTLYADF同印Ne|工工S工L尉UGI．n嵋叮-l‘360

o @

PLSTTTVENI TQTDGFSsAW TVPFRSKLTV矾哪匦岫∞PL％'RVLVNDR wPuG目P四420

灿嗣目麟F舢眦∞融孽^
图1-6^扣ⅢⅣm植酸酶一级结构及其5个二硫键 由三维x-光衍射图推测得到

在研究最多的黑曲霉和无花果曲霉植酸酶中，我们发现其结构中都有5对二

硫键Ij叫，这些二硫键的存在对于维持植酸酶的热稳定性有非常重要的作用。根

据最近的研究发现，在真菌产生的植酸酶和酸性磷酸酶的热变性过程中，会发生

酶的快速失活和慢的结构变化，而失活是在结构变化之前发生的[40i。使用变性

剂盐酸胍(GtLHCI)来研究植酸酶的折叠和去折叠，通过检测酶活性损失的情

况来确定蛋白质变化的情况．同时可以使用巯基乙醇来辅助确定该实验的严谨

性。研究Gu．HCI对无花果曲霉质酸酶的变性浓度，我们发现在Gu．HCI浓度到

|moUL时，酶的活性就完全消失了，而在0．55mol／L的Gu．HCI中，有50％的植酸
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酶酶活可以检测的到，一种可能就是，有一半的酶在该浓度的变性剂条件下，仍

然维持着原来的活性蛋白结构，所以还可以活性．该酶在Imol／LGu．HCI，pH 5．0

的条件下，在酶活测定缓冲液中(5嘶l／L的乙酸钠pH 5．O)，随着变性剂浓度
由lmol／L降到O．5mol／L时，会有70％的酶活恢复。 ．

phyA类植酸酶和其它酶不同，该类酶有两个最适pH(5．0和2．5)。在pH条件

更低的条件下，0．2mol／L的Gu．HCl就可以植酸酶该酶完全失活。酶变性后，在

变性剂浓度降低的情况下，也更容易复性。也就是说，重新折叠成有活性的表型

是一个可逆的过程，并且在低pH下，复性折叠得动力学常数比较快。这就表明

了真菌植酸酶在pH2．5比pH5．0条件下，其去折叠和变性更容易受到影响【39】。

2．4植酸酶的分子研究

2．4．1植酸酶基因高效表达

Van Gorcom等‘铷将带有淀粉葡萄糖苷酶的启动子和无花果曲霉∽ficuun)

phyh基因前导序列的phyA基因， 克隆到月．niger CBS533．88中， 产酶活性

最高可提高到原来的7．3倍。Wim van Hartingsveledt将克隆的黑曲霉多拷贝基

因导入表达载体中，使产酶水平比野生型菌株提高了10倍。Ullah A叮‘埔·∞1

从无花果曲霉(A．ficuum)中提纯出phyA和phyB，测得它们的一级结构，在此

基础上利用基因工程技术在1991和1993年，分别得至)]TphyA和phyB的第一株

工程菌。至IJl996年，植酸酶制剂工业化生产技术已经比较成熟，美国把饲用植

酸酶商品投入了市场．Pasamontes等恤’在1997年首次从真菌Aspergillus

Cumigatus克隆出耐高温植酸酶基因，经重组表达发现，此酶在100。C高温处理

20rain，酶的活力仅损失10％左右，而且它作用的pH范围广，从2．5到8均可

有效水解植酸。国内报道：姚斌等馏1从土壤中筛选到产植酸酶的黑曲霉菌株A

nigez'963，其酶学特性适合于饲用，是我国第一株具有实用价值和应用前景的

生产饲用植酸酶的基因工程菌株。 ／

2．4．2植酸酶基因的分子改造

根据分析比较众多植酸酶基因序列和三级结构数据，分析结构和作用的关

系，进行基因定点突变，在分子水平上改造植酸酶基因，改变一些酶学性质如耐
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温性、pH适性、．催化活性等，从而提高其在饲料中使用的有效性。Lehmann M

等Ⅲ1研究了植酸酶蛋白质序列，分析了三级结构与酶耐热性之间的关系．

Tomschy A等。。研究表明A fumigatus的Gln27(相对于A．niger植酸酶的氨

基酸位置)与它酶活性低有关，定点突变为Leu(A．niger植酸酶在此点为Leu)

后，酶活性从26．5增加到92．1U／mg蛋白质。Tomschy A等‰1定点改变野生A

fumigatus株G1y2277和Tyr2282为Lys和His后，酶最适pH降低了0．5到1．0。

Mullaney E J等跚使用在爿niger NRRL 3135植酸酶基因第30i氨基酸位点进

行定点突变，结果在37℃，pH4．0，5．0处酶活力提高了56％和19％。 ·

2．4．3转植酸酶基因植物的研究

植酸酶基因工程的另一研究热点是培育转基因植物，使饲料本身含有丰富的

植酸酶。大量的研究证明正niger植酸酶能有效地在转基因植物如烟草、紫花

苜蓿、大豆等中有效表达㈨，转植酸酶基因植物饲喂单胃动物的效果与外加植

酸酶的效果一样有效‘鹦·咖．Denbow et al等‘剐的动物喂养试验表明在肉鸡养殖

中，与外加0．16％无机磷的养殖组比较，添加转基因大豆1200U植酸酶可降低50％

磷释放，与添加微生物植酸酶的养殖组比较，磷的释放减少11％，减少的释放说

明了磷的消化吸收提高了约10％。另外，储藏在种子的植酸酶具很好的热稳定性，

将种子磨粉加工，室温下储存一年，植酸酶仍有很好的生物活性。Preben B等

总结了把合适的植酸酶基因转入植物中，提高植物的微量元素，Fe”、Zn'+等

含量和利用率方面的工作．

2．4．4转植酸酶基因动物的研究

Golovan S P等协”把植酸酶基因与动物唾液腺分泌蛋白的启动子连接，然

后转到鼠中，建立了转植酸酶基因在单胃动物消化道表达是否能提高植酸的生物

利用率的模型，结果表明植酸酶基因在唾液腺能分泌，并最终使粪便中的磷降低

了11％。在此基础上，他们成功地建立了转植酸酶基因猪亦称“环保猪”，“环

保猪”的养殖实验证明除了在饲料中不需要添加无机磷外，粪便中磷的含量也降

低了75％，大大减轻了对环境的磷污染，并且粪便合适的氮磷比适合作为农田长

期使用的肥科‘捌．
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3．植酸酶的序列分析

3．1来源于丝状真菌的植酸酶基因

最先分离出的植酸酶基因是Aspergillusficuum NRRL3135 phyA基因‘卅。

来源于Aspergillus jc；c,,um NRRL3135的phyA结构基因全长1506bp，其中+46～

+147的102bp的核苷酸序列是一典型的真菌内含子序列，其上有真菌内含子的

特征保守序列：Donor序列--GTATGC、Lariat序列一GcrGAC及Aeceptor序列

一cAG。它的基因编码467个氨基酸，根据信号肽序列的结构规则推断，N端的

19个氨基酸为信号肽，信号肽的切割位点在+19位的Gly之后。来源于Aspergillus

]icuum NRKL3135的植酸酶是一种糖基化蛋白，在phyA编码的氨基酸序列上，

发现了10个潜在的N糖基化位点(Am-X．Ser／Thr，X为任意氨基酸)．从氨基

酸推断出的理论分子量约为51．4kDa，糖基化后的表观分子量在85kDa左右。氨

基酸序列上存在组氨酸酸性磷酸酶的活性位点保守序列(Active site sequence)：

CQVTFAQVLS趟堑丛睑2Ⅱ)SKGK，它位于氨基酸序列的+52～+74，可归为组

氨酸酸性磷酸酶这一家族[211。Aspergillusficuum NRRL3135 phyA基因中G+C

含量达到68．3％，这是丝状真菌中高表达蛋白编码序列所具有的特征之一。1。

来源于丝状真菌，尤其是曲霉的phyA基因无论在核营酸来源、编码的氨基

酸序列等基因结构上，还是在基因产物的酶学特征上均有较高的相似性，例如它

们的编码基因长度相当，核苷酸同源性较高，编码的氨基酸个数都在460～480

之间，氨基酸序列上也有较高同源性，均具有活性位点保守序列RHGXRXP(X为

可变氨基酸)，在氨基酸序列上有数量不等的潜在糖基化位点，翻译后的蛋白都

需进行糖基化修饰后才具有正常的生物学活性。

phyB基因与phyA相比，虽然也属于组氨酸酸性磷酸酶家族，有活性位点保

守序列I谢GXlLXP，但核苷酸序列及编码的氨基酸序列同源性较低，实际上它的最

适底物不是植酸盐，它仅是具有植酸酶活性的酸性磷酸酶。1．

3．2 来源于细菌的植酸酶基因

来源于细菌的植酸酶编码基因较短，编码蛋白的分子量也较小，它的核苷酸

序列及编码的氨基酸序列与phyA和phyB及已报道的磷酸酶基因没有同源性，它

也没有普遍存在于phyA和phyB编码蛋白上的活性位点保守序列RHGXRXP，这说
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明它不属于组氨酸酸性磷酸酶家族．对这一类植酸酶的研究仅在近年来才开始涉

及，1998年Kerovuo等才首次从Bacillus subti]is中分离出其完整的编码基

因。”。来源于BacillussubtJlJs的植酸酶基因phyC全长1152，编码383个氨

基酸，其中N端的26个氨基酸是信号肽序列。生物学活性依赖钙离子的存在。

3．3来源于植物的植酸酶基因

Maugenset等于1998年从萌发的玉米种子中分离的，成熟酶由两个相同的亚

基组成，亚基的结构基因(cDNA)全长1167bp，编码387个氨基酸，理论分子量

为41kDa．它与微生物来源的植酸酶没有氨基酸序列同源性，但存在一个包含活

性位点保守序列RHGxRXP的33个氨基酸的同源区，与来源于Aspergillus ficuum

NRRL3135的脚蜊和脚脚相比，这一段氨基酸序列的同源性分别达到48％和51％。丝

状真菌来源的phyA基因编码的植酸酶，其RHGXRXP序列一般位于N端，如

Aspergillus ficuum NRRL3135的phyA中它的位置在+81～+87，而玉米植酸酶中，

rocl

RHGXRXP序列位置较靠后，在+204～+210的区域上““．

4植酸酶的商品化

植酸酶作为一种饲料用酶，现在已经大量的运用在动物饲养上。在上个世纪

八十年代末，英国只有少于5％的禽类养殖使用了植酸酶添加剂，而在1995年左

右，这个数字已经增加到了90％以上．植酸酶工业化建立在基因工程发展的基础

上，将基因克隆出来，转入到能够进行大量表达的载体中进行表达，从而达到大

量生产植酸酶的目的。 ．

进行商业生产中最富盛名的植酸酶是添加的动物饲料中“Natuphos”(Gist

Brocades，theNetherlands)．该植酸酶是德国BASF公司生产，来源T'Aspergillus

nigerNRRL3135的phyA基因在五nigerCBS 513．88中重组表达的产物。这个产

品从1990年的几乎为O到现在的每年销售额在5000万美元左右，这个数字几乎占

到了整个饲料用酶市场的三分之--(Sheppy，2001)．丹麦的NOVO公司，以米曲

霉作为植酸酶基因的表达宿主，生产出最适pH值为5．5的植酸酶NOVO CT，该酶

在欧洲市场上也占有很大的比例。

’丹麦的Novozymes从1995年开始生产植酸酶。这种来源于微生物的RONOZYME"

山东大学硕士学位论立
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PS000是作为猪和家禽等单胃动物的饲料添加剂使用的，它能够在消化过程中将

植酸水解，从而使饲料中需要添加的无机磷的量降低了3096，这就使得原来需要

购进无机磷的成本降低了．RONOZYME PS000作为最新型投放市场的植酸酶产品，

已经在饲料业中取得了巨大的成功。至今，在市场上植酸酶已经大面积的取代了

无机磷添加剂的使用，并且已经有效的减少了磷对环境的污染．(——引自

Novozymes公司官方网站)

5本课题研究意义

作为世界上农牧业大国，我国对于饲料的生物添加剂做的远远不够，欧盟及

美国等发达国家开始对我国出口的农牧业产品进行安全检测。我国农副产品所含

的抗生素超标，这对于产品的出后有很大的影响。

植酸酶作为生物添加剂，可以广泛的用在单胃动物的饲料中，这被认为是安

全并且有效的。我国目前生产的植酸酶几乎都是低附加值的产品，高质量的植酸

酶都是进口而来的，价格昂贵，这就造成了植酸酶应用上的一个难题。米曲霉作

为工业上应用十分广泛的菌种，经过多年的验证，其菌株及发酵产物是安全的，

本课题选用该菌株就是从这个方面出发，当可以进行生产的时候，不会存在安全

问题。

从该菌出发得到的植酸酶，从产量，活性，耐热性上进行研究，为以后的工

作打下基础。从蛋白质结构、性质及基因的角度进行互相验证，尽可能详细的考

虑实验内容。同时克隆得到米曲霉植酸酶基因，‘为以后的基因改造做出铺垫．

山东太学硕上学位论文 9
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本实验所用菌种本实验室保存，鉴定为米曲霉(爿．oryzae)。对该菌株的产

酶培养基的组成、产酶时间等进行优化，使期达到产植酸酶的最佳条件，同时

为以后植酸酶的分离纯化打下基础。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1菌种

高产植酸酶米曲霉菌株(Aspe,,gillus．oryzae) 由本实验室保存

1．1．2培养基 ·

种子培养基： lO％麸皮煮沸30 min，补足水分，pH值自然，115℃，

30min灭菌

优化后的发酵培养基：可溶性淀粉3％，蛋白胨0．5％，硝酸钾1％，FeS04

0．015％，1％lOOX痕量无机盐母液(7％MgS0,，0．1％№S04)

1．1．3试；}!I

， 米曲霉孢子悬液：茄形瓶斜面培养3天的新鲜孢子，用带玻璃珠的灭菌去离

子水洗入到lOOmL三角瓶内，4"C冰箱保存备用

测酶活缓冲液(乙酸一乙酸钠缓冲液)：1．48raL乙酸，30．029乙酸钠，

1．ngCaCl2定容到1L，pH5．51411 k

钼酸铵溶液：lOOg钼酸铵，10mL25％氨7R／1LH20

钒酸铵溶液：2．359偏钒酸铵溶于200mLH20，60"(2搅拌加入22．75％I-IN03

(7mL浓HN03+13mLH20)20mL定溶至1L

颜色终止液：250mL钼酸铵溶液加入250mL钒酸铵溶液，然后，边搅拌边

缓慢加入65％的HN03165mL，冷却稀释至lL，现用现配

酶反应底物溶液：$．49／L植酸钠，乙酸一乙酸钠缓冲液配制，现配

植酸钠：Sigma公司

1．1．4仪器

彩虹752型分光光度计 山东高密

山东大学硕：e学位论文 20
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狮鼎真空泵 郑州长城科工贸

布氏漏斗收集装置

奥立龙808pH计：上海奥立龙公司

2实验方法与步骤

2．1发酵

2．1．1孢子悬液的制备准备麸皮汁茄形瓶，将米曲霉菌种划线，30"C培养4d，

25mL灭菌的含玻璃珠去离子水洗孢子，制备成孢子悬液，每InL含有5X10 7个孢

子。孢子悬液可以在4"C冰箱中保存。

2．1．2菌种发酵将米曲霉孢子悬液以1．5％的接种量接入50mL种子培养基于

300mL三角瓶中，3012，80rpm摇床培养24h后获得一级种子将一级种子。以

5％接种量接入100mL液体发酵培养基于500mL三角瓶中，30"C，110rpm摇床

培养37h后，即可获得植酸酶发酵液

2．2粗酶液的制取

将发酵产物用布氏漏斗抽滤，得到清液，即为租酶液

2．3植酸酶酶活的定义及检测

2．3．1酶活定义

植酸酶活性用植酸酶活力单位来表示，酶活的国际单位采用以下定义方法：

某温度下，每分钟从一定浓度的植酸钠溶液中释放出1纳摩尔的无机磷为1个酶

活单位．在相关的文献报道中，大都采用37℃作为酶活测定温度，本文主要进

行酶动力学方面的研究，故在测定酶活时选用该酶的最适作用温度50"C作为反

应温度。

2．3．2酶活测定方法

钒_钼酸铵法：该方法是利用植酸酶可以水解植酸钠释放出无机磷的原理，

通过加入酸性铝一钒试剂使水解反应停止，同时与水解释放出来的无机磷产生颜

色反应，形成黄色的钒钼磷络合物，在415rim波长下测定磷的含量。以标准植酸

酶为参照物，间接计算被测样品中植酸酶的含量。本法于1994年列入AOAC(美

国分析化学家协会)标准，我国也将此法的测定结果作为审批商品注册许可证和

验收进口产品的法定商检依据。

取lO倍稀释的粗酶液20．60止，(稀释度可根据实际调整)，加入180-140 gL

山东七学硕上学位论文 2l
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测酶活缓冲液，50"C水浴预热5rain，加入40叽L植酸钠底物溶液，50℃水浴反

应10min，然后立即加入400pL颜色终止液，振荡混匀，13000rpm离心lmin，

取上清液，在415nm处测其吸光度。根据定磷标准曲线计算酶活。将上述的颜

色终止液和酶底物加入顺序颠倒，即先加入颜色终止液，使酶变性，再加入酶底

物，剩余步骤同上，此即为对照．实际酶活是测量值减去对照值的差。以每分钟

从10mmoFL的植酸钠溶液中释放出lnmol的无机磷为1个酶活单位。

2．3．3定磷标准曲线

精确称取干燥的KH2P04 0．21959，NaH2c04·2H20 0．25189用重蒸水溶解，定

容为50mL，即含磷lmg／mL作原液。取原液10mL定容至100mL(含磷100[．tg／mL)，

用于测定。根据试验数据作出标准定磷曲线，推导得到标准曲线和R2。

3结果与讨论

3．1定磷标准曲线的绘制

表2-1定磷标准曲线绘制数据

NO． O l 2 3 4 5 6 7 8 9

AmL 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

P．mL O．O o-1 O．2 O．3 0．4 0．5 0．6 0．7 0．8 0．9

Buf．mL ．1 0．9 0．8 0．7 0．6 0．5 0．4 0．3 0．2 0．1

B．mL 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

OD4t5 0．038 0．084 0．121 0．164 0．206 0．258 0．307 0．347 0．385 0．422

No．；试验管号；^：植酸钠底物；P．t标准磷溶液；But'．：醋酸一醋酸钠缓冲液：B．；反应终止液

，由图2—1中直线，推导出测定植酸酶酶活的标准定磷曲线为y：4．254x，

R毛O．9989，最终确定通过此方程计算酶活。

山东大学硕士学位论文
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定磷标准曲线

0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．0 0．1

l 2 3 4 5 6 7 8 9

Concentration of phosphorus(mg／mL)

图2-I定磷标准曲线

根据该方程计算，I OD4x,5n．=7830 U。

3．2米曲霉植酸酶产酶进程及接种量对产酶的影响

根据菌体生长情况和酶活的测定，确定米曲霉植酸酶产酶进程及接种量。

3．2．1米曲霉产植酸酶的产酶进程将750肛L孢子悬液接到50ral液体麸皮培养

基中，30"C，llOrpm培养一天，即得到发酵种子．将种子5mL接入loomL／500ⅡIL

三角瓶发酵培养基中，摇瓶培养，每过6h测定酶活，确定其发酵进程．

1600

‘1400

1200

兮1000
、，800

暑600

400

200

O

O 10 20 30 40 50 60 70

Time (h)

图2之米曲霉植酸酶产酶进程

图2—2显示，米曲霉由于较高的产蛋白酶能力，所以发酵周期不能太长，当

超过40h以后，植酸酶活性明显下降，这可能是由于在这个时期，开始有蛋白酶

大量产生，导致了这个结果的发生。这个情况也与lin Fujitaml报道类似，该

文献中所用的米曲霉菌种发酵周期是30k

山东大学硕士学位论文



根据菌体生长情况和酶活的测定发酵周期选择在37h。

3．2．2接种量对产酶的影响

使用同一批种子，采用不同接种量对米曲霉发酵进行优化。来确定米曲霉植

酸酶发酵的最适接种量．

16∞

1400
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舍1000
—800

墓600
400

200

0

0 如 40 60 80

7i=e(h)

图2-3接种曩对米曲霉植酸酶发酵的影响

根据图2-3所示，并不是接种量越大越好，米曲霉生长非常快．接种量

太大。则早期生长过快，酶活性报快提高，但是随之则下降，也可能与产生蛋白

酶时间提早有关系．也存在另外一种可能，就是菌体量太大，开始吸附发酵液中

的各种酶类，所以在高接种量下显示类似的曲线，并且酶活比较低。

所以，在以后的米曲霉植酸酶发酵中，采用5％的接种量进行发酵。

3．3通气量对米曲毒产植酸酶的影响

采用500ral三角瓶，在瓶中分别添加30、50、70．90、100、120、140mL

的发酵培养基，对其进行发酵培养，确定最适装液量。经过实验发现，装液量太

小时·虽然通气量比较好，但是菌体量太少，积累植酸酶的能力较差，酶的活性

不高；而当装液量大于100mL，由于溶氧差酶活开始下降，从而导致了发酵不充

分，所以，选择了每500mL的三角瓶中装液量为t00mL，这种情况下。基本可以

达到比较好的情况。

山末上学顾士学位论文
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图2-7通气量对米曲毒植酸酶发酵的影响

3．4碳源对米曲霉产植酸酶的影响

由于本实验室对丝状真菌发酵进行了很多摸索，故以下的实验没有在进行正

交实验来优化发酵条件，而是在青霉发酵培养基的基础上进行了一定的优化．

qalucose

●succro$e

口■aILosw

廿xTlan

●starch

■z，lose

■c¨tin

口1北tosB

■B●l¨tose

■starch+gl呲ose

图2．4碳源对于米曲霉产植酸酶的影响

以上的碳源都选用3％的浓度，根据图2—4，选择淀粉作为碳源而不选择木糖，

原因是术糖的价格太过于昂贵，不适合作为大量培养时的碳源。从以上的结果也

可以看出，米曲霉在产植酸酶的时候，对大部分的碳源都可以利用．而真正在工

业生产中，淀粉质原料比较常用，所以适合于工业生产．有某些文献报道，在培

养基中使用混合碳源比较好，如采用淀粉+葡萄塘、淀粉+蔗糖之类的，根据图

2-4，此方法对米曲霉产酶活性提高役有明显效果。通过实验图2．5，研究不同

淀粉浓度对米曲霉产植酸酶活力的影响，发现3％淀粉为最适浓度。

山东走学硕卜学位论文

啪枷啪咖啪鲫枷狮。



●

●

●

J400

1200

1000

800

600

400

200

0

0 l 2 3 4 5 6

Concentration of starch(‘)

图2-5可溶性淀粉对于米曲霉产植酸酶的影响

3．5氮源对米曲霉产植酸酶的影响

本实验以3％可溶性淀粉为碳源，然后研究了几种无机氮源、有机氮源对产

酶的影响，氮源浓度均为2％。在此基础上，对米曲霉植酸酶发酵进行优化。
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图2-6氮源对米曲霉产植酸酶的影响

根据图2-6，以蛋白胨做为氮源，酶活虽比较高，但菌体生长比较差，而单

一硝酸钾作氮源菌体生长非常旺盛，酶活相对比较高。采用复合氮源进一步进行

优化，含量都取1％。通过实验，还发现铵盐作为氮源，发酵液出现不同色素，

硝酸铵产生粉色色素，硫酸铵产生黄色素。虽然硫酸铵和蛋白胨的酶活也比较高，

但是由于产生色素，后期处理不易，故放弃了该种组合。在后来的实验中发现，

加入0．5％的蛋白胨也可以达到相似的结果，出于对于实验成本的考虑，在以后

的发酵中，都采用了0．5％的蛋白胨加上1％硝酸钾作为氮源。

3．6植酸钙对米曲霉产植酸酶的影响

通过试验还发现，在发酵培养基中加入植酸盐对于米曲霉的发酵有促进作

用。在加入低浓度植酸钙后，，在原来基础上的发酵培养基可以提高酶的活性约
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20％．这种情况表明，在米曲霉植酸酶发酵过程中，植酸盐对其有一定的诱导

作用，但如果浓度太高，则会抑制植酸酶的产生．如果要用于生产，则要对含植

酸盐类的原料进行测定，以防原料抑制植酸酶的产生。
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图2-8添加植酸钙对米曲霉产植酸酶的影响

添加植酸钙之后，虽然酶的活性提高了，但也会带来一些问题，就是由于培

养基中被降解的磷增多，导致了在测定酶活时的背景升高，所以在检测植酸酶活

性的时候，需要对样品进行一定量的稀释。

3．7 优化后的产酶曲线

2500
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O

0 10 20 30 40 50
Fermentation time(h)

图2-9优化后的米曲霉产植酸酶曲线

通过优化，使得米曲霉植酸酶发酵产酶提高到原来的1．5倍左右。

4 小结

本部分内容对米曲霉产植酸酶的发酵条件进行了优化，确定了培养基的组成

及发酵条件，为以后的工作奠定基础．

发酵培养基如下：可溶性淀粉3％，蛋白胨0．5％，硝酸钾1％，FeS04 0．015％
、

1％100×痕量无机盐母液(7％MgS04 0．1％MnS04)。
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第三章米曲霉植酸酶的纯化及性质研究

通过上一章的实验结果，采用优化后的培养基对米曲霉进行发酵，得到粗酶

液，进行以下的实验。本部分内容是对米曲霉植酸酶分离，纯化，并对该酶的部

分性质进行研究和讨论，并对该酶是否有价值进行工业生产组出评价。通过实验

发现，该酶的最适作用温度为50"(3，但与其它的植酸酶不同，该酶在37℃(即

动物消化道内温度)能保持最适温度酶活的60％左右，比其它酶在该温度下的相

对活性要略高。根据实验得出，米曲霉植酸酶基本的性质是属于HAPs．并且，

该酶对于金属离子不敏感，这对于以后工业生产中的制作工艺将减少很多的麻

烦。 ．
．

1材料与方法

1．1材料

1．1．I菌株

米曲霉

1．1．2培养基

种子培养基；参照第二章

液体发酵培养基：可溶性淀粉3％，蛋白胨O．5％，KN031％，FeS040．015％。

100Xtrace(7％MgS04+0．1％MnS04)1％

1．1．3试剂

相同部分参见第二章 ．

SDS—PAGE试剂(参见蛋白质电泳手册)

10％SDS：109 SD$，加蒸馏水至100mL

50％甘油：50mL 100％甘油，加蒸馏水至50mL

1％溪酚蓝：lOOg溴酚蓝，加蒸馏水至lOmL，搅拌至完全溶解

A液：29．施丙烯酰胺，O．89甲叉双丙烯酰胺，100mL蒸馏水

B液：75mL2mol／LTris·HCl(pH8．8)，4mL 10％SDS，21mL蒸馏水

C液t 50mL Imol／LTris-HCI(pH6．8)，4roLl0％SDS，46mL蒸馏水

10％过硫酸铵：O．Ig过硫酸铵，IrnL蒸馏水

电泳缓冲液：39Tris，14．49甘氨酸，IgSDS，加蒸馏水至1000mL

5×样品缓冲液：0．6mL ImoFLTris-HCI(pH6．8)，5mL 50％甘油，2mL 10％SDS
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0．5mL B一巯基乙醇，lmL 1％溴酚蓝，0．9mL蒸馏水

TaKaRa公司的蛋白质Marker

Native—PAGE用试剂

在以上SDS—PAGE中所用试剂中，除去SDS即可

Commassie亮蓝染液：lg考马斯亮蓝R250 40％甲醇10％冰醋酸定容到1L

脱色液：0．8mol／L Nacl溶液

0．01moFL Tds-HCI(pH7．7)：500mL O．1moFL Tris，362mL O．1moFL HC!，加

蒸馏水至1L

将此配好缓冲液用时稀释5倍 ·

0．6moFL NaCI缓冲液：用0．01moFL pH7．7 Tri$．HCI缓冲液配制O．6moFL

NaCl溶液 、

DEAE．Sepharose F戤Flow凝胶：Amvrsham进口

Sephacryl S-100：Amersham进口

透析袋(8000．14400Dal，27ram)：购自济南爱博公司
’

植酸钠：Sigma公司

丙酮：上海国药

聚乙二醇：分子量20000Dal，分析纯，上海第一试剂厂

甘氨酸：分析纯，Amel'$go

丙烯酰铵：Amel篙co

甲叉丙烯酰铵，TEMED：上海生工

透析袋处理液：10retool／LNaHC03，lmmoFL EDTA，煮沸30min

1．1．4仪器

752型紫外光栅分光光度计：山东高密彩虹精密仪器有限公司

SHB．B型循环水式多用真空泵：郑州长城科工贸有限公司

冷冻离心机：Sigma公司

DYCZ．24D型电泳仪：北京六一仪器厂

BSZ．100型自动部分收集器：上海沪西分析仪器厂

XWT-S小型台式记录仪：上海自动化仪表三厂

TH一500型梯度混和器：．上海沪西分析仪器厂
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JB．90．2定时恒温磁力搅拌器：上海天平仪器厂

超滤器：Amicon杯式超滤器

滤膜：Millipore 5K

超滤管：Millpore 2mL 5K

髓Lc：BIO-RAD公司

1．2方法

1．2．1租酶液制备

1．2．1．1丙酮分级沉淀

将发酵37h的产物抽滤，弃去茁体，得到上清液即租酶液。将粗酶液放置4

℃冰箱中冷却。

将-20"C预冷的丙酮缓慢加入到4"C保存的粗酶液中，磁力搅拌器搅拌，终

浓度为3096。继续搅拌lO-15min，0"C，12000rpm，冷冻离心15min，弃去沉淀。

将上清继续加入丙酮，至丙酮终浓度为60％，搅拌lO-15min后，O℃，12000rpm，

离心15min。弃去上清，用pH7．7，0．Olmol／L Tris—HCl溶解沉淀。

1．2．1．2透析

将透析带在10nnnol／LNaHC03，1nunol／LEDTA的处理液中煮沸30rain后，

用蒸馏水冲洗干净。将上述得到的缓冲液溶解蛋白放入透析带，在pH7．7，

0．01mo]／LTris—HCl中透析，放于4℃冰箱中．其间换几次缓冲液，用以保证其

离子浓度及pH值与缓冲液一致。将透析好的蛋白质溶液冷冻离心，弃去不溶的

沉淀(大多为变性蛋白)。收集澄清溶液，准备进行以后的分析。

1．2．1．3聚乙二醇浓缩

将收集到的澄清酶液，放入新的透析带中，在冰箱中包埋在PEG20000中，

将酶液浓缩，准备进行离子交换．

1．2．2 米曲霉植酸酶的分离纯化

1．2．2．1米曲霉植酸酶与DEAE-Sepharose Fast flow的吸附实验

配制pH7．1—8．9的0．Olmol／L Tris—HCI缓冲液，进行DEAE-Sepharose Fast

flow凝胶吸附试验，确定最佳的缓冲液条件。取ImL的DEAE—Sepharose Fast flow

阴离子交换树脂，不同pH值的缓冲液处理好后，分另t加入l札酶液，混匀，置
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于4℃冰箱中静置lh后，测定上清的植酸酶活性．

1．2．2．2 Sephacryl S-100的准备

将置于乙醇中保存Seph∽ryl S-100用缓冲液多次浸洗，至凝胶pH的稳定、

整体均一，装柱，备用。
，

1．2．2．3离子交换树脂和分子筛的装柱

DEAE-Sepharose Fast flow和Scphacryl S-100在真空泵下抽气．S-100要

抽气时间比较长，因为分子筛中气泡比较多。将洗净的层析柱保持垂直位置，关

闭出口，柱内留下约2．0mL缓冲液。装DEAE柱时，将凝胶加入层析柱内，打

开柱底部出口，调节流速0．3mL／min，凝胶随柱内溶液慢慢流下而均匀沉降到层

析柱底部．装S-100柱时关闭出口，使凝胶慢慢下沉，且在此过程中不能出现分

层。两种凝胶都要一次装完，否则会影响柱子的均一性，使实验结果出现偏差，

影响准确性． ，

1．2．2．4米曲霉植酸酶的纯化流程、纯度检验及收率的计算

植酸酶的纯化：发酵好的粗酶液一4℃冰箱中保存一加入预冷的无水乙醇或

丙酮(经过实验发现，丙酮的效果好于无水乙醇，但价格偏贵)一有机溶剂浓度

到3096分级沉淀一冷冻离心，除去沉淀一再次加入有机溶剂到浓度6096一冷冻离

心，取得沉淀一沉淀在缓冲液中溶解，透析，至上样标准一DEAE Sepharose Fast

Flow进行离子交换一将收集到的有酶活样品浓缩一浓缩后样品上S-100进行分

离一电泳检测，纯度分析

得到的蛋白质用缓冲液溶解，装入透析袋中，放到缓冲液里进行体系平衡，

要保证在上柱时与上样缓冲液保持相同的pH值。这个过程中，透析袋最好用新

的，一是用于保证不受其它蛋白的污染，二是因为曲霉的发酵液中会含有少量的

纤维素酶活性，如果使用时间太久，会导致透析袋破裂，造成不必要的损失。

处理好的样品可以用来上DEAE Sepharose Fast Flow离子交换树脂，上样

后用。一O．6mol／L NaCI溶液梯度洗脱，收集有酶活的组分，透析除盐，然后再进

行分子筛S-100分离。
’

分离后的组分，进行变性蛋白质电泳(sDs—PAGE)，用以鉴定组分的纯度。

通过实验确定，采用pHT．7，0．01mol／L的Tris—HCl作为分析过程．中的缓冲

液，进行离子交换及分子筛分离。
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1．3 SDs-PAGE垂直板电泳

采用垂直扳SDS—PAGE电泳。

分离胶浓度为12，6，浓缩胶浓度5％。电泳过程中恒压160V。电泳后，考马

斯亮兰R-250染色0．5h，用o．8mol／LNaCl脱色．

I．4植酸酶收率的计算

采用Bradford法测定蛋ta质含量，以牛血清白蛋白(BSA Img／mL)做标准

曲线。

2植酸酶性质的研究

2．1作用温度对米曲霉植酸酶活性的影响

在30℃、37"C、40℃、50℃、60℃、70℃、80℃等一系列温度下，测定植

酸酶酶活，确定最适作用温度．

2．2米曲霉植酸酶最适作用pH值的测定

在最适作用温度下，在0．Imol／L不同pH下，反应lOmin测植酸酶的酶活

力，确定该酶的最适作用pH值。
’

2．3米曲霉植酸酶热稳定性的测定

将酶液分别在30℃、37℃、40℃、50℃、60"C、70℃、80℃等湿度下保温

不同时间，然后在50T，lOmin测定残余酶活力，研究米曲霉植酸酶的热稳定性。

2．4米曲霉植酸酶对于金属离子的耐受

将1wJnol／L浓度的不同金属离子加入到植酸酶中，4℃放置30rain后测定残

余酶活，确定金属离子对酶活力的影响．

3结果与讨论。

3．1米曲霉植酸酶的分离与纯化流程

用离子交换处理大量的样品，收集有酶活部分，经过除盐，浓缩后．用FPLc

系统进行处理，这样既省去了很多人工，也大大加快了样品处理速度，并且减少

了蛋白质变性的机会。用本实验室的离子交换系统处理后，再用相同的条件用

FPLC进行处理，将几次得到的样品浓缩后，再用S-100分离，得到了电泳纯的
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图3-1米曲霉植酸酶DEAE Sepharose Fast Flow FPLC图谱

图3—1是经过一次离子交换后，在FPLC上使用Sepharose Fast Flow的纪

录图谱，在这种情况下，第一次上柱时的色素和透过峰基本上都没有了，收集到

相应有酶活的组分，对该部分收集也进行脱盐处理，然后在上分子筛进行分离。

使用FPLC时要注意，要使用抗压的凝胶，由于该系统是一个加压系统，所

以才使这个分离过程加速，如果凝胶不抗压，将导致柱中填料变短，以至于最后

缓冲液根本无法经过凝胶等一系列的问题。

将几次收集到的有活性的部分除盐后，用超滤管进行浓缩。将浓缩后的酶液

采用S-100进行分离，缓冲体系仍然用pH7．7 0．Olmol／L Tris—HCl。再次在FPLC

上进行分离，得到以下的结果．

图3-2米曲霉植酸酶S-100 FPLC图谱
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表3-1米曲霉植酸酶的纯化

●———————————————————————————一
纯化步骤 总蛋白(rag) 总酶活(1旷研 I恸(U／mg) 收辜(％) 纯化倍数

_—————————————————————————————一
租酶液 3150 230 73．0 100 l

丙酮沉淀(∞％) 520 150 勰8．5 65．2 3．95

DF_．AE-Scphamsc FF 42．5 43．4 1021．2 18·S 14

S-100 7．5 20 4 2720 8．8 39·2

S-100在用 分离的时候，第六、七两管为收集剑明有．估任削组万。叫r⋯帅。

电泳分析，得到电泳纯的单带。

图3-3 米曲霉植酸酶SDS—PAGE

L卸el蛋白质Mark Lane2，Lane3米曲霉植酸酶蛋白

经过电泳迁移率计算，得到米曲霉植酸酶的分子量为57200Da·在已知的真

菌植酸酶中，分子量属于比较小的· ．

3．2作用温度对植酸酶活性的影响

实验结果表明，米曲霉植酸酶作用的最适温度为50"C·动物消化道中最适的作

用温度为37"C，在该温度下，植酸酶活性可以保持最适温度下的60％左右。
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图3-4 米曲霉植酸酶最适反应温度

从图3—4中可以看出，米曲霉植酸酶在80"C处出现一个拐点，酶活又开

始升高，这种情况多有报导。由于实验中所用的底物是植酸钠，通过查阅资料，

植酸钠在高温度下会自行分解，释放出磷，这可能是植酸酶酶活测定时出现拐点

的一个原因。

3．3 pH值对植酸酶活性的影响

根据参考文献，植酸酶可以分为酸性、中性、碱性，由于单胃动物消化道

内pH值表较低，往往起作用的植酸酶也需要在酸性条件下发挥其作用，所以，

考查植酸酶的最适作用pH值是非常必要的。

图3-5 米曲霉植酸酶的最适pH值
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根据实验结果图3—5，米曲霉植酸酶的作用pH峰值有两个，分别在2．5和

5．5，这与文献中报导的phyA类植酸酶一致。而在pit5．5时酶的活性更高，pH2．5

相对低一些．这个情况基本适应动物体内的情况。米曲霉产植酸酶作为饲料添加

剂使用。

3．4米曲霉植酸酶热稳定性

本实验将酶在不同温度下保温不同时间，然后再测定其酶活。在日常生产和

应用中，饲料用植酸酶产品的储藏和使用都是比较粗放的。所以，植酸酶的热稳

定性就是该类产品能否广泛应用的一个重要标准之一。本实用来检测究竟米曲霉

植酸酶对环境的要求是否严格，能否在较高温度下维持酶的活性。由实验结果图

3-6可以看出，在常温下，米曲霉植酸酶还是比较稳定的，当温度超过70"0，米

曲霉植酸酶较容易失活。本实验结果为植酸酶产品的保存提供一个指导．

'捌田
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图3-6米曲霉植酸酶热稳定性测定

实验结果图3-6，米曲霉植酸酶在7012时，30Ⅲin稳定性还是很好的．植酸

酶产品在最后的处理中，要经过一步高温制粒过程，该过程需要几到十几分钟，

这一步正是植酸酶产品活性损失最大的步骤。米曲霉植酸酶在7012时稳定性较

好，30rain处理仍可维持较高的活性，在该温度下进行制粒，酶活损失不会太大．

可以对米曲霉植酸酶进行热稳定性改造，有一定的应用价值。
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3．5金属离子对米曲霉植酸酶活性的影响

金属离子往往会影响到酶的活性，造成某些酶的使用受到影响，本实验测定了不

同离子对米曲霉植酸酶的影响。

∞

∞

柏

emird ●● u● u aI ●TT¨’¨l c●

M etaJlOn

图3—7离子对米曲霉植酸酶的影响

实验结果图3-7表明，发现lmol／L Li+，Fe”，Co”对米曲霉植酸酶的活性

有轻微的促进作用，z矿，B矿对该酶的活性稍有抑制作用。该植酸酶的活性基

本上不受离子的影响，这与有关报导符合“训．在发酵过程中，不可避免的会接

触到各种金属离子，如果离子对米曲霉植酸酶的活性影响很大，则对发酵设备及

程序要求比较严格。从图3-7看来，铁离子对于米曲霉植酸酶活性略有增强作用，

采用普通的钢铁容器进行发酵不会有副作用。

加入金属离子对于米曲霉植酸酶活性没有太大的影响，所以，我考虑如

果加入EDTA除去金属离子会不会影响酶活，做了以下实验，用酶与不同浓度的

EDT^保温处理，半个小时后测定酶活。

山东大学硕七学位论文
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Concentration of EDTA(mmoI／L)

图3-8 EDTA对米曲霉植酸酶的活性影响

通过图3-8可以看到，在50mmol／L的EDTA存在下，酶活性不会有太大的

变化，这说明米曲霉植酸酶对于金属离子不依赖，或者说在不剧烈的情况下，EDTA

不能除去可能存在于米曲霉植酸酶内部的金属离子，所以不会有太大的影响．

4小结

本章的内容主要是对米曲霉植酸进行纯化及基础的性质研究。发现该酶无法

用硫酸铵沉淀下来，因此采用有机溶剂沉淀，这种方法代价比较大。经过DEAE-

Sepharose Fast Flow和Sephacryl S-100分离，得到电泳纯的米曲霉植酸酶蛋

白。 ． 一

在米曲霉植酸酶纯化的过程中，最早使用硫酸铵分级沉淀，结果发现，即使

将盐浓度加大到100％，得到的沉淀仍然没有酶活，故采用有机溶剂进行沉淀，

这个结果与国外报道的类似，文献中记载的关于米曲霉植酸酶沉淀是采用70％的

无水乙醇实现的．但是，用有机溶剂沉淀蛋白质，容易使蛋白变性，这就要求要

尽快的处理样品，而且尽可能的保持低温。

米曲霉植酸酶的最适作用温度为50℃，最适pH值为2．5和5．5，测定酶活

时一般采用pH5．5。该酶在常温下稳定性较好，超过60℃则活性下降很快。金属

离子对于该酶没有太大的影响。Li+，Fe’，co”对米曲霉植酸酶的活性有轻微的

促进作用，Zn”，Ba”对该酶的活性稍有抑制作用。在温和的状况下，EDTA对该

酶没有作用，从现有数据看，该酶不属于金属酶。从以上的结果看，米曲霉植酸

酶应该属于mPs。
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第四章米曲霉植酸酶活性中心氨基酸残基的研究

通过第三章的分析研究，基本确定米曲霉植酸酶属于}tAPs(EC 3．1．3．8)．

该类酶都有一个相同的活性位点R—H．G—x_R《一P和两步催化水解磷酸单酯键的
●

机制啪“”．所以，以下的实验是根据化学修饰的方法对活性位点中的精氨酸

(Arg)、组氨酸(His)、甘氨酸(Gly)等位点进行分析。此外，在已经报导的

植酸酶中，其结构中都有5组二硫键的存在，这对于蛋白质的耐热性，蛋白质结

构的稳定性都有很大的作用，故该部分内容中包括对二硫键的一些分析．

蛋白质的化学修饰是指蛋白质分子化学结构的改变，有的时候化学结构的改

变并不影响蛋白质的生物学性质，这些修饰称为非必需部分的修饰。但是大多数

情况下，蛋白质化学结构的改变将引起生物学活性的改变(如下降或者完全消

失)。蛋白质的化学修饰主要包括两个方面：(1)蛋白质分子的侧链基团的改变；

(2)蛋白质分子中主链结构的改变。化学修饰是研究蛋白质的结构与功能关系

的一种重要手段，也是定向改造蛋白质性质的一种有力工具．

在以前的报道中，对植酸酶的化学修饰做得比较少。本部分内容主要对植酸

酶活性中心的氨基酸进行分析。

l材料与方法

1．1试剂

焦炭酸二乙酯(DEPC，diethylpyrocarbonate Sigma)、巯基乙醇，甲醛、

乙酰丙酮为国产分析纯。

1-2实验方法

1．2．1精氨酸的化学修饰

用乙酰丙酮(0-0．87∞l几)在pH8．9的Tris—HCI缓冲液中(5retool几)，25"C

下保温30min进行化学修饰，然后检测酶的剩余活力。

1．2．2组氨酸的化学修饰

组氨酸中的咪唑基团是化学修饰的主要作用位点，可以通过氮原子的烷基化

或碳原子的亲核取代来进行修饰。焦炭酸-Z,酯(DEPC，Diethylpyrocarbonate)

是最常用的修饰组氨酸残基的试剂。DEPC用冷乙醇溶解(0℃)，其浓度用咪唑
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滴定测定．以不同浓度的DEPC(O-28mlol／L)与植酸酶pH 5．6的NaAc—HAc缓

冲液中(5mmol／L)，25℃保温处理30min进行修饰，然后检测酶的剩余活力(对

照加等体积的乙醇)。

1．2．3氨基的化学修饰

甲醛(O一4．26moi／L)在pH 5．6 N“c—mc缓冲液中(Smol／L)，25"C下与

酶作用30min后，检测酶的剩余活力。酶蛋白中的氨基主要是赖氨酸游离的e一

氨基，因此可以确定赖氨酸是否与活性中心有关。

2结果与讨论

2．1精氨酸残基的化学修饰结果

乙酰丙酮在一定的pH条件下能特异地与蛋白质中的精氨酸残基起化学反

应，从而改变精氨酸侧链基团的性质。倘若精氨酸是酶活性必需的，酶被修饰后

活力将丧失。用乙酰丙酮(O-Imol／L)在pH8．9的Tris—HCI缓冲液中(5retool／L)，

进行化学修饰，检测酶的剩余活力，结果如图4—1所示。

0 0 0 2 0．4 0．O 0．● '．0

Concentration Of Acetyl acetone(mol／L)

图4．1乙酰丙酮对米曲霉植酸酶活性的影响

实验结果图4．1有些让入迷惑，经过几次重复，仍然是如此。经过查阅资料，

乙酰丙酮对于用本实验中测酶活的方法有一定的影响，即在不加入酶的情况下，

随着乙酰丙酮浓度的升高，也会出现在415rim下，吸光度增加的情况。

但在乙酰丙酮浓度小于O．2mol／L的情况下，还是可以清楚地看到植酸酶的

酶活是下降的，由此也可以确定精氨酸的确是在米曲霉植酸酶的活性中心，并且

山东大学硕l·学位论上41
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起着非常重要的作用。

2．2组氨酸的化学修饰结果

图4-2不同浓度的DEPC(O-45mmol／L)与米曲霉植酸酶在pH 6．0的

N“c—HAc缓冲液中(5tooI／L)，25"C保温处理30min进行修饰，检测酶的剩余

活力。随着DEPC浓度的增加，植酸酶活力下降，到lOrmol／L的时候，相对酶活

降至50％以下，并且，随着DEPC浓度增加，酶活基本上呈现直线下降，由此可

见，组氨酸是该酶活性中必需基团之一。

O 5 t0 15 ∞ 笛 ∞ ∞ 柏

Concentration Of DEPC(mmoVL)

图4-2 DEPC对米曲霉植酸酶活性的影响

2．3氨基的化学修饰结果

甲醛对米曲霉植酸酶进行化学修饰，探讨赖氨酸的氨基酶催化活力的关

系．不同浓度的甲醛(O一6mol／L)在pH 5．6NaA．c．HAc缓冲液中，25℃下与酶作

用30m／n后，检测酶的剩余活力。

Concentration of formaldehyde(mmol／L)

图4-3甲醛对米曲霉植酸酶活性的影响

结果见图4—3。随着修饰剂浓度的增大，植酸酶酶活力逐渐下降，当甲醛浓
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图4．4巯基乙醇对米曲霉植酸酶活性的影响

在实验结果中，发现巯基乙醇浓度低于8mmol／L的时候，植酸酶酶活是

增加的，这可能是因为在低浓度的情况下，并不能使蛋白中的二硫键完全遭到

破坏，而是使蛋白质的结构相对打开，这样，更有利于底物与酶结合，所以，

表现出来的情况是酶活有所提高。

当随着巯基乙醇浓度增大，这时候，分子结构中的二硫键遭到严重的破坏，

这种情况下，底物无法和酶结合，或是酶的活性中心无法再维持原来的结构，

无法再完成酶分子原来作用．在这样的情况下，植酸酶分子失去了水解磷酸酯

键的功能，表现为酶活性的丧失。

3．小结+

据已报道文献可知，phyA类植酸酶具有保守的RHGXRXP结构，并是植酸

酶的活性位点。本章内容利用化学修饰的方法来确定米曲霉植酸酶是否属于
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phy．A类植酸酶。

研究结果表明，由于乙酰丙酮能够影响精氨酸(Arg)侧链的胍基，从而导

致了米曲霉植酸酶活性的下降，这也就表明了精氨酸的确处在米曲霉植酸酶活性

中心。DEPC可以定点修饰组氨酸(His)，实验中的数据也表明，随着DEPC浓

度的增加，米曲霉植酸酶的活性迅速下降，所以，组氨酸也是米曲霉植酸酶活性

中心之一．赖氨酸(Lys)的e一氨基往往对酶活性有很大的影响，从实验结果可

以看出，虽然甲醛液可以影响到米曲霉植酸酶的活性，但是并不能完全抑制，这

可能是由于赖氨酸e一氨基所形成的区域对于该酶活性有一定的影响，但并不位

于该酶的活性中心。

由于在ph蚋类植酸酶中都有多对的二硫键存在，而且对于维持植酸酶的活

性有很重要的作用，通过用巯基乙醇破坏二硫键实验发现，低浓度的巯基乙醇有

利于打开蛋白质的结构，使得米曲霉植酸酶活性稍有提高，但随着浓度增加，则

二硫键被破坏，使得酶活性丧失，这说明，二硫键对于维护米曲霉植酸酶活性有

着非常重要的作用。
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第五章米曲霉植酸酶基因的克隆

酶学性质及化学修饰研究发现，米曲霉植酸酶与已报道的phyA类植酸酶非

常相似，并且该酶酶具有较高活性，有很好的工业生产利用价值。因此，克隆该

酶的基因，构建工程菌，从分子角度对该酶基因进行改造，进行体外酶的高效表

达，提高其工业生产应用价值。

本文通过检索GcneBank中已发表米曲霉植酸酶序列，进行比对，根据同源

性设计引物，PCR克隆1．5kb的DNA片段。将该片段连接到载体pMDl8一T中，进

行全序列测定。通过分子生物学软件及国际互联网检索，对该片段的核苷酸序列

及其编码的蛋白质序列进行了分析比较。

l材料与方法

1．1菌株与质粒

表1菌株和质粒

1．2试剂

DNA分子量Marker(^DNAHindlll酶切)，Taq DNA聚合酶，RNase A，

琼脂糖凝胶DNA回收、纯化试剂盒，IPTG，X-gal均购自TaKaRa公司，其他试

剂为国产分析级纯。

丝状真菌染色体提取液：

200mmol／L Tris·Cl(pH 8．5)：250mmol／L NaCI 25retool／L EDTA；296SDS
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丝状真菌染色体DNA提取试剂盒

TE溶液：lOmmol／L Tris·C1，Immol／L EDTA，pH8．0

NaAc溶液：3mol／L NaAc，调pH值至5．2

碱法提取质粒试剂：

溶液I：50mol／L葡萄糖；25mmol／L Tris·CI；lOmol／L EDTA；

溶液If=200n啪I／L NaOH)1％SDS：

溶液III：3mol／LKAc，pU4．8

小批量提取质粒试剂盒

1．3培养基及培养条件

米曲霉产植酸酶培养基：3％可溶性淀粉，0．5％蛋白胨，1％I(N嘎，

0．05％MgSO,·7H20，0．015％FeSO(·7H20，0．001％MnSO,‘mO

大肠杆菌LB培养基：1％胰蛋白胨，0．5％酵母提取物，I％NaCI，用NaOH调

pH至7．5，1S磅高压灭菌20min。固体培养基添加I．5％的琼脂粉。

含IPTG和X-gal的筛选培养基：在事先准备好的含50pg／mL Amp(氨苄青

霉素)的LB平板表面加40此X-gal储液(20mg／mL)和4皿IPTG储液(200mg／mL)，

用无菌刮刀将溶液涂匀，置于3712下放置3～4小时，使培养基表面的液体完全

吸收． ．

I．4 DNA克隆技术‘“蛔

I．4．1米曲霉染色体总DNA的提取和纯化‘47】

I．在固体麸皮培养基上划线，28℃培养三天，活化菌种．用无菌去离子水制

成孢子悬液，按种于装有lOOmL麸皮液体培养基的500mL三角瓶中200rpm培养

三天

2．将生长良好的菌丝体实心小球，用放有灭菌滤纸的布氏漏斗中，真空泵抽

干，放到烘箱中烘干
．

3．取0．59干燥菌体，加入液氮研磨约0．5h

4．将研磨菌体加入lOmL SDS提取液，63X2水浴0．5～2h

5．加入等体积的酚：氯仿：异丙醇，混匀lOmin，I1000rpm离心lOmin，时间

可适当延长至30min

6．取上清，重复上一步
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7．取上清，加入等体积氯仿：异丙醇，混匀lOmin，l 1000rpm离心lOmin

8．取上清，重复上一步

9．取上清，加入2／3体积预冷异丙醇，颠倒混匀，出现絮状沉淀

10．将絮状沉淀小心挑至Ep管中，加洗buffer洗涤2～3次

11．将纤维状DNA转移至另一Ep管中，加入0．5mL TE溶解，4℃保存

12．加入lmg／mL gNase 100pL，使其终浓度为50-70斗g／mL，37"C保温30rain

除RNA

13．加入lOmg／mL蛋白酶K 30吐，30"C保温5min，使其终浓度为0．2岭／nlL

14．加入等体积的酚：氯仿：异戊醇，颠倒30sec，除蛋白及酶，l1000rpm

离心10min
’

15．取上清水相，加入1／10体积3mol／L NaAc和2倍体积预冷无水乙醇，-20

℃放置0．5h，挑取絮状DNA沉淀至Ep管中

16．加400uL TE溶解，一20"C保存

1．4．2 PCR引物设计合成

根据从互联网上GeneBank中检索到的植酸酶cDNA序列，利用引物设计软件

Primer Premier5．0设计了上下游引物Primer A和Primer B，将设计好的引物

提交给上海生工生物技术公司合成。

Primer A：5’一ATGGCGGTC口叮^GCGTG口卜3’

Primer B：5’一1rr从GC～蚺Gc^∞c0CC^一3

1．4．3 PcR扩增反应

在501xL反应体系中分别加入lOXTaq DNA聚合酶buffer 5汕，上下游引物

至20¨mol／L，dNTPIOOImol／L，Mgcl2Imol几，模板DNA lOng／“L，加灭菌的去

离子水补足到50乩，充分混匀并离心。放入PCR仪(DNA Thermal Cycler2400)

中，使用Touchdown PCR， 94"C充分变性4min，然后迅速加入1吐TaQDNA聚合

酶，混匀。设定反应条件：94℃变性30s，61"C退火Imin，72"C延伸2min，2

个循环：94"C变性30s，60℃退火Imin，72℃延伸2min，2个循环，以此类推，

到94℃变性30s，47℃退火Imin，72℃延伸2min，2个循环；然后72℃保温lOmin，

山东^学硕l：学位论文
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程序结束。

另外设立阴性对照：除了不加模板外，所有步骤同上．

1．4．4琼脂糖凝胶电泳技术

采用Tris·HAc(TAE：40咖ol／L Tris·HAc，ImollL EDTA，pH8．0)，琼

脂糖浓度为0．8％(w／v)。称取适量的琼脂糖，加入电泳缓冲液，加热溶化后倒

入制胶模具中，插入梳子．

DNA样品在电泳前加入I／5～I／10体积的上样缓冲液(1％SDS，50％甘油，

0．05％溴酚蓝)，混匀，取适量体积的样品加入凝胶点样孔中，控制电压在3～

6V／cm为宜．电泳结束后将胶板放入0．5Ilg／mC的溴化乙锭(EB)溶液中，室温

下染色15～30min，蒸馏水中脱色lOmin后，置于紫外灯下观察。

1．4．5 PCR样品的纯化(DM琼脂糖凝胶回收)

PCR扩增样品经过琼脂糖电泳后，利用琼脂糖凝胶DNA回收纯化试剂盒从凝

胶中回收目的DNA片段，其操作步骤如下：

1．用手术刀片将含有目的DNA片段的凝胶块切下来(应保留尽可能少的凝

胶)，转入已称重的Eppendorf管中

2．按每lOOmg凝胶加入300pL琼脂糖溶解DR—I buffer，混匀后62℃加热融

化胶块

3．向融化的胶中加入DR-I Buffeerl／2体积的DR—II Buffeer

4．将试剂盒中的spin colunln安置于collection tube上

5．将3中的溶液转至新spin column中，3600rpm离心Imin，弃滤液

6．加入500扯L Rinse A加入spin column中，3600rpm离心30sec，弃滤液

7．加入700汕Rinse B加入spin column中，3600rpm离心30sec，弃滤液

8．重复上步，然后12000 rpm离心Imin

9．将spin column按置于新的1．5mL离心管中，加X60"C预热的洗脱液25乩，

室温静置Imin，12000rpm离心Imin洗脱DNA

1．4．6连接反应

1．取0．IpL载体DNA(pMDl8一T质粒)转移到无菌离心管中，加入4倍的外

源DNA片段(PCR回收样品)。
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2．加入连接酶Solution I 5止，轻轻混匀，短暂离心，将液体都甩到管底．

3．1612连接过夜。

同时做一组对照，用无菌水代替外源载体，其他同上

1．4．7 Cacl：法转化大肠杆菌

1．按1：100比例将过夜培养的菌液加入到200mL新鲜LB培养液中，37℃

通气培养至0D‰约0．4，冰浴lOmin，5000rpm离心，弃上清

2．用少量CaCl=-MgCl2洗涤，冰浴20rain，加入1／15体积的CaCI=-甘油，200pL

分装，-70℃保存备用

3．一70℃保存的感受态细胞置于冰上融化，加入不超过10吐的质粒(浓度应

小于10 ng／pL)，混匀，冰浴30rain

4．42℃热冲击90sec，勿摇，冰浴5=in

5．加入800pL LB液体培养基，37℃轻摇60min后

6．涂布于含IPTG和X-gal的筛选培养基

1．4．8重组质粒的筛选

将转化后的菌液涂布在含IPTG和X-ga]的筛选培养基平板上，37℃倒置培

养12～16h，待菌落长到直径1～2哪后将平板拿出。自身发生连接的载体和宿

主菌有a一互补作用，在筛选培养基平板上为蓝色菌落；而含有带外源片段的重

组质粒的转化子由于缺乏B一半乳糖苷酶活性，在该平板上应为白色菌落。

用无菌牙签挑取白色菌落，接于3mL含lOOpg／mL Amp的LB液体培养基中，

37℃摇床，过夜培养，小样提取质粒，电泳检测质粒的大小，挑出可疑的质粒，

进一步做限制性内切酶酶切验证。

I．4．9转化质粒的提取

1．挑取白色单菌落接种予3mL含Amp(100 Fg／汕)的LB培养基中，37℃摇

床培养过夜

2．取1．5mL培养物倒入Eppendorf管中，高速离心30sec

3．将Eppendorf管倒扣于吸水纸上，尽量空干培养基

4．加入IOOpL溶液I，用枪头抽吸混匀

5．加入200pL溶液II，颠倒混匀，冰浴放置5min

6．加入150pL溶液III，颠倒混匀，冰浴放置lOmin

山东人学颁I。学位论空
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7．12000rpm离心5～lOmin，将上清转入一新Eppendorf管中

8．加入等体积的酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)抽提一次，12000rpm离心5min，

取上清

9．加入lIIIL异丙醇，颠倒混匀，室温放置15min，12000rpm离心5min，弃

上清

lO．将沉淀物用70％7,醇洗涤一至两次，真空干燥

11．将沉淀物用无水乙醇洗涤一至两次，真空干燥

12．将质粒沉淀物溶于10此含PiNaseA(10mg／mL)的双蒸水中，37"C保温O．5h，

除去RN^，-20℃保存备用

2结果与讨论

2．1米曲霉植酸酶基因的克隆

以米曲霉染色体DNA为模板，进行PcR扩增得到约1．5kb的DNA片段，琼脂

糖电泳结果如图5-1．将该片段凝胶回收纯化，与载体pMDl8-T直接连接，转化

大肠杆菌DB5 o，在含IFTG和x-gal的筛选培养基平板上挑选白色菌落，得到5

株阳性克隆，所携带的质粒命名为：p旧18一T-phyA． ．

图5-1米曲霉植酸酶基因克隆产物bm 1 Lane 2分别为总基因组克隆产物

2。2米曲霉植酸酶基因phy^的鉴定

2．2．1限制性内切酶酶切分析

碱法小量提取质粒．载体pMDl8-T-phyA进行PCR验证，结果如图5—2。从
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p岫18-T—phyA中所携带外源片段的序列，其核苷酸序列和推测的氨基酸序列见

图5-3

盯GGC(；c玎CCTrAGCGr(删CTTCCCA兀：ACCn陀Cn℃卫朗『cGAGTC玎T
ACCGC记ACTCCGGTGACCAGCCCGAGACAACAGTCGTGCAA正ACCG订G

ACGAAGG(1．ACCAGTGCTTCTCCGGGGTCTCTCACrrGTI3lGGGCCAGI．A

TTCGCCrr^(XTCTCGGTCGACGACGAGTCTTCCITGTCCGAAGACGTTC

CAGACCACTGCCAGGnACCn-rGCCCAAGr(蛇TCTCCC(’TCACGGl’GC

ACGGTATCCAACGAAGAGCAAGTCTGAGAAGTACGCCAAGCTCATCAAG

GCCGTCCAGCATAATGC．I=ACCrCGTI"CTCCGGGA AGTATGCG玎CCrG从
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A1℃兀：^CAACrAarCCCrCAGCGCCGATl3ACCTTACGCC兀Tr(而AGA(IA

ACCAGl]rGGroG朋广rCGOGGATCAAGrTI：TACCAGCGCtATGAGGAGCT

CGCCAAGAACGl℃GTTCC兀’rCA：】广rAGGGCATCGoGTTCoGArCGGGT：AA

TCGCA卫CCGGCGAGAAATTCATCGAGGGC丌℃CAGAAl3GCAAAGCl盯(好

TGAC吼：A AGrCTAAGCGGGGCCAoCCT(℃TCCrA：】’r('TCAACGl．AGn．A
TrA(1．G^GACCGAGoGrrTCAACAACACG，rrGGACCACAGTCTCrGCAC

GGCCmGAGAACAGCACAACAGGGGATGACGCAGAGGACAAGTTCAC
CGCr(订TmACGCCCrcG鲴汀G兀IGAGCGTCT(弛～GAAGGAC(汀CCCAG
GAACCACoCTCTCCAGCAAAGAoGToGTTTATCTGAK}GACATGT(配TCA

11陀GACACCATCGCC兀GACCCGTGACGGCAGTCGGCm虹CCCCa盯C蕾G

CGCmGTTCACCCAoGAAGAA]略GGCACAA∞ⅡGACIACCTGCAGTCA
Grc了CI：AAG，rACrACGGCIACGGToGAGGAAACCCTCTC(鼢～CCr(℃(艳

AGGGCATCGGCll陀GC必ACGAoCTGATCGCTCGCCTGACCAAGTCTCC

oGTl-AAGGATCACACCACCACCAA工ACCACGCTGGACTCAAATCCCGCC

ACC兀℃CCGCrGAA]舰ACGC赖：ATGCGGACTTCTCGCACGA=队ACAC
G蛆’GACCTCCG丌-rTC兀℃GCGC兀IGGTCTGTATAATACGACCGAGCCCCT

CTCTCAGACll陀GG．rGCAGrCCAarG徂GGAGACGAACGGAIATTCATCC

GCCCGGACCGrTCC删GGoGCCAGAGCCI：AC(玎CGAGATGATGCAGT
GCACGGATGAGAAGGAGCCrCTCGTCCGCGTACr(；(玎C从CGACCGGGT
CATTCCoCTC圮AAGGcTGTG加册GATGAGn虹GGCCoGTGTAAACGG
GACG加rn℃G1℃GAAGGACrGAGCTTCGTlIACATCGG(玎GGAAACT(×孔i

GAGAG∞GC兀TGC肌A ·

图5-3米曲霉植酸酶基因序列

2．3．1．2对米曲霉植酸酶基因的分析

将测得的序列提交NCBI，得到序列号为DQ464124

gill35369981dbilAB042805．11 Aspergill璐oryzacphyAmRNAforphytase，

completecds Length=1553进行比对，相似度达到99％，该酶属于米血霉植
，

酸酶无异．

2．3．2序列分析

2．3．2．1测序蛋白质序列

MAVLSVLLPlTFLLSSVTGTPVTSPRQQSCNTVDEGYQCFSGVSHLWGQYSP

YFSVDDESSLSEDVPDHCQVTFAQVLSRHGARYPTKSKSEKYAKLIKAVQH

山东大学硕士学位论文
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NATSFSGKYAFLKSYNYSLSADDU限FGENQLVDSGⅡ口Y01wEEI，AKNVVP
FⅡ乙ASGSDRⅥ阪SGEKFIEGFQKAKLGDSKSKRGQPAPIVNVVn’ETEGnqNT

LDHSLCl：f虹砸NSTTGDDAEDKFrA、，mSⅣERL】三KDLPGrn SSKEWⅥ．M
DMCSFDTIAI TRDGSIUSPFCALFTQEEWAQYDYLQSVSKYYGYGGGNPLG
PAQGIGFANELIARI TKSPVKDHTrrNTTLDSNPAIFPLNATLY：ADFSHDNTM

TSVFFALGLYNTTEPLSQTSVQSTEETNGYSSARTVPFGARAYVEMMQCTDE

KEPLVRVLVNDRVIPLQGCDADEYGRCKRDDF忸GLSFvTSGGNWGECFA

图54米曲霉植酸酶氨基酸序列

2．3．2．2氨基酸序列分析

根据基因序列得到该植酸酶的氨基酸序列，将该序列提交ExPASy网站服务

器，应用Protparam软件对蛋白质的一级结构的一些理化性质进行了分析．该序

列编码区共1400个核苷酸，翻译成466个氨基酸。计算的理论分子量为：

51287．IDa。推测其分子式为C22741G#M0727S。6共含有带负电的氨基酸(Asp+Glu)

57个，带正电的氨基酸(Lys+Arg)39个，酶蛋白的理论等电点为：4．87．

2．3．2．3氨基酸疏水性分析

应用ProtScale对该蛋白序列进行了疏水性分析和极性分析，结果显示在其

N末端有较强的疏水区和极性区，推测为信号肽序列．目前对信号肽的功能做了

广泛的研究，从结构上确定了3个明确的区域：N-末端、中间疏水区和信号肽的

切割位点。

，r●t●o●te●u’■-●’r洲●r-●■u●忡●

5●¨哺 l，● e●● 25● 瑚 ：ISO ●●●4M
Posi’lon
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图5-5米曲霉植酸酶疏水性分析图

2．3．2．4信号肽分析将氨基酸序列提交，使用Signalp3．0进行分析，得到一

下结果。信号肽分析见下图‘删．

●l●^●”’-H■—‘●鲋●tl-^“‘☆^●t--P■，”，●■u—’"

r●●I’l●h

． 图5．6米曲霉植酸酶信号肽序列分析图

C—score自然切割位点植，用以区分切割位点与其他位点：S-score是信号肽值，

用以区分信号肽序列和非信号肽序列；Y-score是组合切割位点值，是C-score

的高度和S-score的斜率组合，可较准确的预测切割位点。

从图中可以看到，C值和Y值在第20个氨基酸处达到峰值，而S值在第20

个氨基酸出陡然下降，属于典型的信号肽序列。信号肽的切割位点很可能在19

和20位氨基酸之间(软件分析数据为0．987)．

2．3．3米曲霉植酸酶结构预测

生物大分子的三维空间结构是进一步了解生物分子功能的重要前提。目前多

采用将目的样品结晶后做x．射线衍射或核磁共振等方法来测定其三维结构．由

于实验条件有限，本文不可能完成这些实验。但是由于该酶的氨基酸全序列都已

知，可以用分子生物学软件通过同源模建的方法预测样品的空间三维结构．首先
／

将米曲霉植酸酶的氨基酸序列提交给ExPASy网站的Swiss-Model服务器。该服

务器会自动将该蛋白的原子空间分布坐标的有关数据反馈给用户．再用专用浏览

软件spdbv就可以看到目的蛋白的三维结构。图5-7是米曲霉植酸酶的同源模建

图． ．

山东大学硕I：学位论文



图5-7 米曲霉植酸酶结构预测

3小结

本章内容主要是通过对米曲霉总DNA进行克隆，得到的PCR产物连接载体并

测序得到了米曲霉植酸酶的基因．对该基因进行序列分析。

利用生物信息学的手段，对米曲霉植酸酶的高级结构进行预测，确定信号肽

切割位点，为以后该酶的分子改造打下基础。

山东夫学顽上学位论文
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文章总结及展望

本论文通过对米曲霉产植酸酶的发酵条件优化，提高米曲霉植酸酶产量。并

对米曲霉植酸酶的部分性质作了一定的研究，从化学实验的角度鉴定米曲霉植酸

酶属于组氨酸酸性磷酸酶(HAP)。发现该酶在37"(2时的活性为最适反应温度下

的60％以上，且该酶在70"C时30分钟处理酶活性损失不是很大，金属离子对于

米曲霉植酸酶没有太大的影响。通过研究发现，米曲霉植酸酶有一定的工业利用

价值．

本文还对米曲霉植酸酶的基因进行了克隆，并对该基因进行了序列分析，

发现该基因与已经报导过的即应相似度达到99％。由于时间所限，没有能对该酶

的基因进行表达及构建高产的工程菌。

本文采用了化学修饰的方法对米曲霉植酸酶活性中心进行确定，发现该酶

的活性中心中包括精氨酸，组氨酸，并且二硫键对于该酶的催化活性极稳定性有

很大的影响．这也是国内首次用化学方法确定植酸酶的活性中心。

本文中没有测定米曲霉植酸酶的N一末端，希望以后的工作可以完成。

以后的工作可以放在以下方面：对米曲霉植酸酶发酵产物进行动物喂养实

验，来确定该酶的实际利用价值；对米曲霉植酸酶基因进行改造，希望得到更加

稳定的米曲霉植酸酶蛋白；构建工程菌。

山东大学l爱士学位论文
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