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摘要　为实现有工业生产价值的葡萄糖异构酶双突变体酶 GI ( G138P2G247D)的稳定高效表

达 ,在建立 7号淀粉酶链霉菌M1033原生质体转化条件的基础上 ,构建了含 600 bp 不完整 GI

( G138P2G247D)结构基因片段的插入型同源重组质粒 pXW ,并通过同源重组模式整合到M1033

的染色体上 ,实现了 GI基因的破坏 (gene disruption) ,获得了同源重组葡萄糖异构酶缺陷型菌

株. 对同源重组片段的分析 ,突变引入的验证以及缺陷型菌株稳定性的检测证实了以此方法

在染色体上引入突变的可行性.

关键词　葡萄糖异构酶　链霉菌　同源重组　基因破坏

葡萄糖异构酶 (glucose isomerase , GI) ,又称木糖异构酶 ,是工业生产上大规模以淀粉制备

高果糖浆的关键酶 ,同时也是一个较好的蛋白质工程研究模型. 我们在分离得到 7号淀粉酶

链霉菌M1033的葡萄糖异构酶基因后[1 ] ,利用 pT27系统实现了其在大肠杆菌中的高表达[2 ] .

同时依据 0. 19 nm分辨率野生型晶体结构模型[3 ]和分子模拟设计 ,分别构建成功单突变体酶

GI( G138P) [4 ]和 GI( G247D) . 进一步通过 DNA重组构建成功双突变体酶 GI ( G138P2G247D) .

初步分析认为 ,由于 GI第 138位的 Gly被突变后的 Pro取代 ,引入的吡咯烷环侧链恰好填充了

由于 Gly无侧链基团而留下的空洞 ,使 GI空间结构更具刚性 ,从而导致 GI( G138P)的最适反应

温度提高约 10℃,热稳定性提高约 1倍 (专利公开号 :CN1156182A) ;而 GI基因第 247位的点突

变引入 Asp 后可能由于 Asp 具有较强的电负性 ,从而改变了 GI活性部位的电荷传递过程 ,导

致 GI( G247D)的酶活提高约 50 %. 双突变体酶 GI( G138P2G247D)的酶活为 GI( G138P)的 1158

倍 ,热失活半衰期在以葡萄糖为底物时提高到 1124倍 ,在以木糖为底物时提高到 4. 06倍 ,较

两种单突变体酶中任一种具有更高的酶活及热稳定性. 考虑到链霉菌质粒表达系统中的结构

不稳定性和序列丢失现象 ,拟通过同源重组的方法将突变位点置换回 M1033染色体 ,从而实

现双突变体酶的稳定高效表达. 本文报道了 7号淀粉酶链霉菌M1033遗传背景分析及原生质

体制备、转化条件的建立以及链霉菌M1033同源重组 GI缺陷型菌株的构建.

1　材料与方法

　　( ⅰ) 菌株与质粒. 　大肠杆菌 NM522、7号淀粉酶链霉菌M1033、单链丝状噬菌体M13K07

均为本实验室贮藏. 含有 GI ( G138P2G247D)基因全序列的重组质粒 pUBⅠ2GIⅡ为本课题组构

建. 链霉菌插入型同源重组载体 pDH5为法国 Eberhard2karls大学Wohlleben教授惠赠.

( ⅱ) 酶及主要试剂. 　限制性内切酶 Sph Ⅰ, Sma Ⅰ, Sal Ⅰ,T4 DNA连接酶 ,DNA聚合酶

ⅠKlenow片段为华美生物工程公司产品. 限制性内切酶 Mst Ⅰ,DIG DNA Labeling and Detection

Kit为 Boehringer Mannheim产品. 限制性内切酶 Bgl Ⅰ, Not Ⅰ为 Promega 公司产品. Sephaglas
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Band Prep Kit为 Pharmacia公司产品.

( ⅲ) 培养基. 　大肠杆菌用LB培养基 ,按文献[5 ]方法配制 ,链霉菌用 YEME液体培养基

和 R2 YE固体培养基均按文献[6 ]方法配制.

( ⅳ) 引物的设计与合成. 　根据 GI基因编码序列分别设计了两组引物. 为便于克隆 ,在

P1和 P2引物内分别引入了 NdeⅠ和 BamHⅠ位点.

P1 : 5′2AAA CAT ATG AGC TAC CAG CCC ACC CCC GAG23′(30 mer) ,

P2 : 5′2AAA GGA TCC CTA GCC CCG CGC GCC CAG CAG23′(30 mer) ,

P3 : 5′2GGC CGC GGA GGC CCA GAC GCC 3′(21 mer) ,

P4 : 5′2ACC ATC CGC AAC ATC GAC CTC 3′(21 mer) .

引物由中国科学院上海生物工程研究中心合成.

( ⅴ) DNA重组. 　按文献[5 ]方法进行.

( ⅵ) 链霉菌总DNA及质粒的抽提 ,链霉菌原生质体的制备、转化. 　按文献[6 ]方法进行.

(ⅶ) 葡萄糖异构酶活力的测定. 　以 D2葡萄糖或 D2木糖为底物 ,采用改进的乙醇2咔唑
法[7 ] .

( ⅷ) Dot blot 与 Southern杂交分析. 　均按 Boehringer Mannheim公司的 DIG DNA Labeling

and Detection Kit说明书操作.

(ⅸ) Western杂交分析. 　以实验室分离纯化的电泳纯葡萄糖异构酶作为抗原 ,注射家

兔 ,二次加强免疫后 ,提取兔血清为抗体 ,作为 Western杂交的一抗 (稀释倍数为 1∶200) . 二抗

为华美生物工程公司生产的 HRP耦联的羊抗兔抗体 (稀释倍数为 1∶250) . Western杂交参考

文献[5 ]进行.

2　结果

2. 1　M1033菌株遗传背景分析 ,原生质体制备、再生及转化条件的建立

分别采用中性法和碱变性法提取 M1033 菌丝体的质粒 ,电泳检测未发现有内源质粒存

在. 抗生素检测发现M1033对硫链丝菌素具有敏感性 ,抗性区间与变铅青链霉菌一致. 以常

规链霉菌原生质体制备、转化条件制备M1033原生质体 ,并分别用 1. 0μg pIJ702和 pIJ4083质

粒转化 ,发现转化率较低 (102～103/μg) . 通过对M1033菌丝体生长时间、溶菌酶浓度、作用时

间等条件的优化 ,转化频率提高至 104～105/μg.

2. 2　插入型同源重组质粒 pXW的构建

pDH5为 Hillemann等人[8 ]构建的一种用于在链霉菌中进行同源重组的大肠杆菌噬菌粒.

它含有便于在大肠杆菌中进行基因操作的 lacZ操纵子、多克隆位点及氨苄青霉素抗性基因

bla ;用于抽提单链 DNA的 f1噬菌体整合位点 ;以及在链霉菌中作为重组子筛选标记的硫链丝

菌素抗性基因 tsr. 通过二步亚克隆 ,我们将一段切除了 5′端与 3′端的不完整 GI ( G138P2
G247D)基因片段插入 pDH5 ,构建成插入型同源重组质粒 pXW. 首先用 Sph Ⅰ酶切质粒

pUBⅠ2GIⅡ,回收 GI( G138P2G247D)结构基因 5′端 1. 1 kb的片段与 SphⅠ酶解的载体 pDH5连

接 ,筛选获得反向插入的重组质粒 pXZ. 再用 Mst Ⅰ酶切 pXZ ,回收 800 bp 的含 GI ( G138P2
G247D)结构基因中部的 DNA片段 ,DNA聚合酶ⅠKlenow片段补平后插入 pDH5的 SmaⅠ位点

构建成 pXW. 重组质粒 pXW含有 GI ( G138P2G247D)结构基因中部从 Mst Ⅰ位点至 SphⅠ位点

约 600 bp的不完整基因片段 ,其中包括 138突变位点和 247突变位点 ,其方向与在质粒 pUBⅠ2
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GIⅡ中相同 (图 1) .

图 1　pXW重组质粒构建示意图

2. 3　通过同源重组获得链霉菌 M1033的 GI缺陷型菌株

pXW不能通过质粒自主复制的方式在 M1033中进行扩增 ,但是可以通过其上 600 bp 的

GI ( G138P2G247D)基因片段与M1033染色体上的同源区域发生重组 ,从而整合到M1033的染

色体上随染色体一起复制. 重组后一方面将 pXW上的 tsr基因引入M1033的染色体 ,使重组

菌株产生对于硫链丝菌素的抗性 ;另一方面 ,pXW的插入打断了M1033染色体上的 GI结构基

因 ,产生由两个不完整的 GI结构基因构成的串联重复序列 ,其间被 pDH5的质粒骨架间隔 ,从

而实现 GI基因的破坏 (图 2 (a)和 (b) ) .

我们用常规的碱变性法和助噬菌体M13K07感染法分别抽提 pXW的双链 DNA和单链环
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图 2　链霉菌M1033同源重组过程示意图
(a) 插入型同源重组质粒 pXW上 600 bp的 GI ( G138P2G247D)基因片段与M1033染色体上同源区域发生重组 ; (b)

重组后M1033染色体上的序列分布 ,其中 138和 247突变根据 pXW插入位点的不同随机分布于染色体上的 2个不

完整 GI基因拷贝中 ; (c) 染色体内同源片段间自发进行第 2次同源重组 ; (d) 第 2次重组后移除pXW ,染色体恢复

原状 , 但先后 2次重组位点间的同源序列却发生了交换 ,其中可能包括 138和 (或) 247突变

状 DNA ,转化M1033原生质体发现双链 DNA的转化效率约为 10～102/μg ,而单链 DNA的转化

效率可达到 103～104/μg. 以硫链丝菌素为标记筛选出 356个抗性转化子 ,采取平板影印方法

排除了其中 84个抗性不稳定菌株. 进一步通过摇瓶测活的方法获得 2个酶活丧失菌株 ,命名

为 :M1033XW78 ,M1033XW194. 其胞内粗酶液酶活的测定结果显示 ,其葡萄糖异构酶活性完全

丧失. SDS2PAGE电泳的结果 (图 3)也表明 ,其在 42. 5 ku处不具有 GI蛋白的特异性条带.

Western杂交分析 (图 4)进一步证明了蛋白电泳检测结果的可靠性.

　　蛋白水平上确定基因破坏后 ,我们又从分子水平上对其加以验证. 首先采用载体 pDH5

上的 1. 2 kb的 Bgl Ⅰ酶切片段作为探针对 M1033 以及 2 个抗性菌株的总 DNA进行点杂交

(图 5) ,结果显示 :作为对照的质粒 pDH5和 pXW杂交结果呈阳性 ,M1033的总 DNA杂交结果

呈阴性 ,而M1033XW78和M1033XW194的总 DNA杂交结果均呈阳性. 这证明 pXW已整合入

M1033染色体中. 进一步 Southern杂交分析 (图 6)显示同源重组后重组序列的分布模式 :以 GI

基因中 1. 1 kb的 SphⅠ片段为探针 ,与 Sal Ⅰ酶解的M1033总DNA杂交 ,出现了 3. 2 kb的杂交

条带 ,为M1033染色体上包含完整 GI基因的 Sal Ⅰ片段 ;与M1033XW78和M1033XW194 Sal Ⅰ
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酶解的总 DNA杂交均出现 1. 1和 5. 0 kb的 2条杂交条带 ,分别为M1033染色体上 GI 基因上

游和下游的 Sal Ⅰ位点与质粒 pXW上 2个 Sal Ⅰ位点间 DNA片段的长度 (图 2 (b) ) .

图 3　SDS2PAGE结果

1———M1033 胞内粗酶液 ,

2———M1033XW78 胞内粗

酶 液 , 3———M1033XW194

胞内粗酶液 ,4———葡萄糖

异构酶纯酶 ,5———蛋白质

标准分子量

图 4　Western杂交结果

1———M1033XW78 胞内粗

酶 液 , 2———M1033XW194

胞内粗酶液 , 3———M1033

胞内粗酶液 ,4———葡萄糖

异构酶纯酶

图 5　Dot blot结果

1———pDH5 , 2———pXW,

3———M1033总DNA ,

4———M1033XW78总DNA ,

5———M1033XW194总DNA

图 6　Southern杂交结果

1———M1033总 DNA ,

2———M1033XW78总 DNA ,

3———M1033XW194总 DNA

2. 4　同源重组序列中突变位点的确证

在实现 GI基因破坏的同时 , 位于 pXW上的 138和 247突变位点是否已引入染色体对于

实现对 M1033 上 GI 基因的分子改造至关重要. 利用设计合成的 2 对引物分别扩增

M1033XW78 ,M1033XW194染色体中 600 bp 的 2 个基因片段 ,克隆入 T2Vector ,序列分析表明

138和 247突变位点已引入了M1033XW78 ,M1033XW194染色体中.

2. 5　同源重组菌株稳定性的检测

在不含硫链丝菌素的条件下 ,对M1033XW78和M1033XW194进行传代培养 ,以检验同源

重组后其染色体上重组区域的稳定性. 经过数十次的传代培养和平板影印比较后 ,发现绝大

多数后代仍保持了对硫链丝菌素的抗性和酶活丧失的特性 ,这证明重组后的 GI缺陷型菌株比

较稳定. 同时 ,我们也发现有少数的后代抗性消失 ,其发生频率约 10 - 9～10 - 10/代. 对这些抗

性消失的菌株进行酶活的测定 ,发现大多数菌株恢复了葡萄糖异构酶的活性. 用 PCR的方

法 ,以 P1和 P2为引物 ,对M1033 ,M1033XW78 ,M1033XW194和酶活恢复菌株的总 DNA进行扩

增 ,发现M1033和酶活恢复菌株均扩增出完整 GI 结构基因的 1. 2 kb条带 ;这表明有极少数

M1033XW78和M1033XW194在传代过程中通过染色体内 2个 600 bp 的同源片段自发重组 ,移

除了插入的 pXW质粒而回复成与野生型M1033菌株相同的染色体框架排列 (图 2 (c) , (d) ) .

少数既不具有抗性又丧失酶活的菌株尚待进一步分析 ,推测是由于自发重组时质粒骨架的移

除导致 GI基因内部发生重排引起的.
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3　讨论

　　利用细胞染色体 DNA与外源 DNA的同源序列发生重组 ,可以达到定点修饰或缺失染色

体上某一基因的目的. 这种基因打靶的方法已被广泛应用于小鼠的胚胎干细胞中[9 ] ,国外利

用此方法在链霉菌中亦开展了一些有意义的工作 ,主要用于对链霉菌发育分化调控中的相关

基因如 whiG和抗生素基因的研究中[10 ,11 ] . 我们利用 Wohlleben的 pDH5系统 ,通过 pXW单、

双链对M1033原生质体的转化发现单链 DNA的重组频率高于双链 DNA ,这与 Wohlleben教授

的研究结果一致[8 ] . 推测可能单链 DNA的构型是链霉菌同源重组蛋白的较佳底物. 另一方

面 ,在 pXW插入M1033染色体进行基因破坏的同时 ,两个不完整的 GI基因拷贝会以较低频率

自发产生第 2次重组 ,移除 pXW质粒骨架而恢复为基因破坏前的染色体基因排列. 在这一过

程中 ,138和 247突变有可能会留在染色体上 ,这取决于重组过程中先后两次重组所发生的位

点在 GI基因上的分布[12 ,13 ] . 目前我们的实验已证实 138 ,247突变的成功引入以及同源重组

缺陷型菌株的低频率可回复性 ,利用这一特性可在大量筛选的基础上获得定向染色体分子水

平改建的含 GI ( G138P2G247D)基因的M1033基因工程菌株. 筛选及突变子检测工作正在进行

中.
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