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［摘要］ 以微泡菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ） ＡＬＷ１ 的基因组为模板， 利用几丁质酶基因的特异性引物进行

ＰＣＲ 扩增， 然后将产物插入到 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体后进行 ＤＮＡ 序列测定， 并对目的基因编码的蛋白质序列进行

信息学分析。 结果显示， 克隆的目的基因大小为 １６４４ ｂｐ， 预测编码含有 ５４７ 个氨基酸残基的蛋白质。 该蛋

白质序列与其他菌株来源的几丁质酶序列具有 ７０％ 左右的相似性， 表明预测目的基因编码几丁质酶。 该蛋

白质具有 ２ 个几丁质结合结构域和 １ 个 ＧＨ１８ 家族酶的催化结构域， 属于糖苷水解酶 （ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，
ＧＨ） 家族 １８， 命名为几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ。 模拟的三维结构显示， Ｃｈｉ１８Ａ 含有 （βα） ８桶状结构。
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０　 引言
几丁质 （ｃｈｉｔｉｎ） 又名甲壳素、 壳多糖， 是以 Ｎ － 乙酰 － Ｄ － 氨基葡萄糖为单体， 通过 β － １， ４ 糖

苷键连接而成的高分子多聚物。 它广泛分布在节肢动物的外骨骼、 甲壳动物的外壳、 真菌细胞壁

中［１］ ， 在地球上的天然高分子中， 其蕴藏量仅次于纤维素， 占第二位。 尽管几丁质资源丰富， 但是，
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由于它在水和有机溶剂中难以溶解， 使得其应用非常有限。 几丁质降解后可以生成多种产物， 主要包

括壳聚糖、 几丁寡糖、 Ｎ － 乙酰葡糖胺 （ＧｌｃＮＡｃ）、 氨基葡萄糖等［２］ ， 它们在食品、 医药和农业等领

域应用广泛［３ － ６］ 。 例如： 壳聚糖有强化肝机能、 增加肠内有益菌等生物活性， 被广泛用作功能性食品

或饮料补充剂； ＧｌｃＮＡｃ 可用于治疗溃疡性结肠炎、 炎症性肠病和骨关节炎等疾病。
几丁质酶作为几丁质的降解工具， 它是一类能将几丁质专一性降解为 Ｎ － 乙酰 － Ｄ － 氨基葡萄糖

或寡聚 Ｎ － 乙酰胺基葡萄糖的水解酶， 其来源广泛［７ － ９］ 。 几丁质酶不仅在植物的生长发育过程、 昆虫

的成长蜕皮阶段以及抵御病原真菌入侵方面发挥了巨大的作用， 而且还能将其应用在几丁质废物清理

和利用中［１０ － １３］ 。
海洋环境中含有丰富的几丁质， 特殊的生存环境使得从海洋环境中分离筛选产几丁质酶的微生物

成为可能。 先前的研究以腐烂海带为样品， 筛选分离出一株微泡菌 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ＡＬＷ１） ［１４］ ， 该

菌株可以产生几丁质酶。 本研究拟从微泡菌 ＡＬＷ１ 中克隆几丁质酶基因， 并对其序列进行信息学分

析， 以期为今后研究几丁质酶的结构和功能奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

微泡菌 ＡＬＷ１， 由本实验室从腐烂的海带中筛选分离； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌株作为目的基因的

克隆宿主菌， 由本实验室保存。
ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体、 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 ｄＮＴＰｓ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和 ＤＮＡ 标准为 ＴａＫａＲａ 公司产品。 细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自广州东盛生物技术有限公司。 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒为天根生化科技

（北京） 有限公司产品。 寡核苷酸引物的合成及 ＤＮＡ 序列的测定均委托厦门铂锐生物科技有限公司

完成。 几丁质为 Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品， 其余试剂均为分析纯产品。
１􀆰 ２　 主要仪器

Ｃ１０００ 基因扩增仪， 美国 Ｂｉｏ － Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司； ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 生物分光光度计， Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司； ５４１７Ｒ 高速冷冻离心机， Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司； ＳＷ － ＣＪ － ＺＦＤ 型双人单面净化工作台， 苏州净化设

备有限公司。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 几丁质酶的活力测定

将微泡菌 ＡＬＷ１ 接种于以几丁质为唯一碳源的培养基 （０􀆰 ５％ 几丁质， ０􀆰 ２％ Ｋ２ ＨＰＯ４ ， ０􀆰 １％
ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ， ３􀆰 ０％ ＮａＣｌ， ０􀆰 ００１％ ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ， 均为质量分数）， ２５ ℃ 培养 ３６ ｈ 后， 取 ２５ ｍＬ
培养液在 ４ ℃下、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 即为胞外粗酶液。 以质量分数 ５􀆰 ６％ 的几

丁质胶体溶液作为底物， 采用 ＤＮＳ 法［１５］ 测定几丁质酶的活力。 取 １００ μＬ 几丁质胶体溶液， 加入

１００ μＬ粗酶液， 在 ４５ ℃下反应 １ ｈ 后， 立即煮沸 １０ ｍｉｎ， 加入 ２００ μＬ ＤＮＳ 溶液， 煮沸 １０ ｍｉｎ， 测定

其在 ５４０ ｎｍ 处的吸光度值。 几丁质酶活力的定义： 在上述条件下， 每分钟催化产生 １ μｇ 还原糖 （以
葡萄糖计） 所需的酶量为一个酶活力单位 （Ｕ）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 几丁质酶基因的 ＰＣＲ 扩增

根据菌株 ＡＬＷ１ 几丁质酶的基因序列设计合成引物， Ｃｈｉ － Ｆ： ５′ － ＧＴＣＧＡＴＴＧＣＴＣＴＧＧＴＴＴＧＴ －
３′， Ｃｈｉ － Ｒ： ５′ － ＡＡＧＣＧＡＡＴＣＣＡＧＡＴＡＣＧＣＣ － ３′。 提取菌株 ＡＬＷ１ 的基因组 ＤＮＡ， 将其作为模板进

行目的基因的 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增条件： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ４５ ｓ， ５５ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃
延伸 ９０ ｓ， ３０ 次循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物利用琼脂糖凝胶电泳检测后， 回收目的基因片段。
１􀆰 ３􀆰 ３　 几丁质酶基因的克隆

将回收的目的基因产物与 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体在 １６ ℃ 连接 １６ ｈ， 连接产物转化至 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受

态细胞。 在含有 １００ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养平板上涂布 ＩＰＴＧ 诱导剂 （１０ μＬ， ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）

·０８１·
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和 Ｘ － ｇａｌ 底物 （５０ μＬ， ２０ ｇ ／ Ｌ） 后， 将转化后的细胞涂布在培养平板上， ３７ ℃培养 １６ ｈ。 从平板挑

选白色单菌落进行菌落 ＰＣＲ 鉴定重组子， 并将 ＰＣＲ 阳性克隆子进行目的基因的测序验证。
１􀆰 ３􀆰 ４　 基因及其编码产物的生物学信息分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对目的基因进行序列分析； 利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 程序在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜

索蛋白质序列的同源性， 并运用 ＥＳＰｒｉｐｔ ３􀆰 ０ 进行蛋白质序列比对分析； 利用 ＥｘＰＡＳｙ 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工

具进行蛋白质的理化性质预测； 利用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ ４􀆰 １ 工具进行信号肽预测； 利用 ＳＭＡＲＴ 工具进行蛋白

质的结构域分析； 利用 ＮＰＳ 服务器（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ）上的 ＧＯＲ４ 法进行蛋白质二级结构的

预测； 利用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 进行蛋白质的三维结构模拟。

２　 结果
２􀆰 １　 几丁质酶的活力

以几丁质胶体为底物， 利用 ＤＮＳ 法测定菌株 ＡＬＷ１ 所产的细胞外几丁质酶的活性。 结果显示，
胞外粗酶液的比活力达 ０􀆰 ８ Ｕ ／ ｍｇ。
２􀆰 ２　 几丁质酶基因的 ＰＣＲ 扩增

以菌株 ＡＬＷ１ 的基因组 ＤＮＡ 为模板， 用几丁质酶的特异性引物进行 ＰＣＲ， 琼脂糖凝胶电泳对扩

增产物的分析结果 （见图 １） 显示， 扩增的目的条带在 １６００ ｂｐ 左右。
２􀆰 ３　 几丁质酶基因的克隆

将几丁质酶基因插入 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体后， 转化至克隆宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 筛选阳性克隆子， 利用

ＰＣＲ 进行鉴定， 结果为阳性 （见图 ２）， ＰＣＲ 条带的大小约为 １６００ ｂｐ， 说明转化成功。 将含有目的基

因的重组质粒进行测序分析， 结果显示， 几丁质酶基因的大小为 １６４４ ｂｐ。
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说明：M—DL5000 DNA 标准；1—几丁质酶基因 PCR 产
物；2—未加模板 PCR 产物

Notes:M—DL5000 DNA marker;1—chitinase gene PCR
products;2—PCR products without template

图 1 几丁质酶基因的 PCR 产物

Fig.1 PCR products of the chitinase gene

说明：M—DL5000 DNA 标准；1—菌落 PCR 产物

Notes:M—DL5000 DNA marker;1—colony PCR
products

图 2 克隆子的 PCR 鉴定

Fig.2 Identification of clone using PCR

２􀆰 ４　 几丁质酶基因及其编码产物的生物学信息分析

２􀆰 ４􀆰 １　 几丁质酶基因及蛋白质序列分析

几丁质酶基因大小为 １６４４ ｂｐ， 预测编码 ５４７ 个氨基酸， Ｎ 端 １ ～ ２７ 位氨基酸构成信号肽。 将基

因编码的蛋白质序列在 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 同源性搜索， 显示其与来源于 Ｐａｅｎｉｂａ⁃

·１８１·
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ｃｉｌｌｕｓ ｅｈｉｍｅｎｓｉｓ （ ＷＰ ＿０２５８４８１９８􀆰 １ ）、 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｅｌｇｉｉ （ ＷＰ ＿０１０４９６９１８􀆰 １ ）、 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｉａｎｍｕｅｎｓｉｓ
（ＷＰ＿０９０６７０９８５􀆰 １）、 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｅｌｇｉｉ（ ＷＰ＿０８８８３０９４３􀆰 １）、 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｙｒｆｉｓ（ ＷＰ＿０３６６７５３５２􀆰 １） 和

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｅｌｇｉｉ（ＷＰ＿０６３１７７９３９􀆰 １）的几丁质酶分别具有 ７１％ 、 ７０％ 、 ７０％ 、 ７０％ 、 ６９％ 和 ６９％ 的相

似性， 所以预测目的基因编码产物为几丁质酶。 该几丁质酶蛋白质序列与其他来源的几丁质酶序列的比

对结果见图 ３， 结果显示， 该几丁质酶含有 ＧＨ１８ 家族几丁质酶的催化模块 ＤｘｘＤｘＤｘＥ， 其中谷氨酸

（Ｇｌｕ， Ｅ） 活性位点为酸碱催化氨基酸残基 （图 ３ 黑色方框部分∗所示 ）。 与谷氨酸相近的两个天冬氨

酸 （Ａｓｐ， Ｄ） 不但可以保证多糖链的 Ｎ － 乙酰基正确结合在 － １ 位上， 还可以降低谷氨酸的 ｐＫａ 值。 将

本研究的几丁质酶蛋白质序列与 ＧＨ 家族的几丁质酶蛋白质序列进行系统发育分析， 结果如图 ４ 所示，
该几丁质酶与来自 ＧＨ１８ 家族的几丁质酶聚在同一分支， 将其命名为 Ｃｈｉ１８Ａ。

图 3 微泡菌 ALW1 几丁质酶的氨基酸序列与其他几丁质酶序列的比对

Fig.3 Alignment of the amino acid sequences of chitinase fromMicrobulbifer sp. ALW1with other chitinases

·２８１·
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图 4 微泡菌 ALW1 几丁质酶的系统发育进化树

Fig.4 Unrooted neighbor鄄joining phylogenetic tree of
chitinase from Microbulbifer sp. ALW1

２􀆰 ４􀆰 ２　 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 基因编码蛋白质

的理化性质

利用 ＥｘＰＡＳｙ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对该

基因编码的蛋白质序列进行分析， 结果显

示： 氨基酸数为 ５４７， 相对分子质量为

５７ ４６９􀆰 ７５ ｕ； 理论等电点为 ４􀆰 ６３， 负电荷

残基总数为 ５１， 正电荷残基总数为 ２４； 分

子式为 Ｃ２５０９ Ｈ３７６５ Ｎ６８９ Ｏ８３０ Ｓ１９ ， 原子总数达

７８１２； 预计在大肠杆菌细胞内半衰期大于

１０ ｈ， 在酵母体内半衰期大于 ２０ ｈ， 不稳

定指数为 ４６􀆰 ５４， 该蛋白质分类为不稳定蛋

白质。 脂肪指数为 ６６􀆰 ７６， 总平均亲水性为

－ ０􀆰 １７８。
２􀆰 ４􀆰 ３　 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 的二级结构和结

构域预测

蛋白质的二级结构分析结果见图 ５， 预测几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 的二级结构由 ２８􀆰 １５％ 的 α － 螺旋、
１８􀆰 １０％ 的 β － 折叠和 ５３􀆰 ７５％ 的无规则卷曲组成。 ＳＭＡＲＴ 分析结果 （见图 ６） 显示， Ｃｈｉ１８Ａ 的 Ｎ 端

３３ ～ ７９ 位和 １２６ ～ １７５ 位氨基酸构成类型 ３ 几丁质结合结构域 （ Ｔｙｐｅ⁃３ ｃｈｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ， Ｃｈｔ
ＢＤ３）， ２１８ ～ ５２９ 位氨基酸为 ＧＨ１８ 家族酶的催化结构域（ＧＨ１８ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ，Ｇｌｙｃｏ＿１８）。

图 5 几丁质酶 Chi18A 二级结构预测

Fig.5 Prediction of secondary structure of chitinase Chi18A

·３８１·
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图 6 几丁质酶 Chi18A 保守结构域

Fig.6 The conserved domain of chitinase Chi18A

底物结合位点
Substrate binding site

图 7 微泡菌 ALW1 几丁质酶 Chi18A 的三维模建

Fig.7 3鄄D structure modeling of chitinase
Chi18A from Microbulbifer sp. ALW1

２􀆰 ４􀆰 ４　 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 基因编码蛋白质的三维

建模

将菌株 ＡＬＷ１ 的几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 的蛋白质

序列通过 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 进行三维模型的构建，
结果如图 ７ 所示。 模板为来源于 Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｖｉｏｌａｃｅｕｍ 的 ＧＨ１８ 家族几丁质酶的晶体结构， 登

录号为 ４ｔｘ８􀆰 １􀆰 Ａ， 覆盖范围为 １２５ ～ ５４６ 位氨基

酸。 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 与其他已解析的 １８ 家族几

丁质酶拥有相似的三级结构， 即 βα８ 的 “ ＴＩＭ”
桶状结构。 中心部分是平行的 β 折叠组成的内

桶， 外桶由 α 螺旋组成， 内外桶紧贴在一起。 底

物结合位点在筒底部无规则卷曲附近 （见图 ７）

３　 讨论
几丁质酶在食品、 农业、 能源和环境保护等领域发挥着重要作用。 本研究从微泡菌 ＡＬＷ１ 的基

因组中成功扩增了 １６４４ ｂｐ 的几丁质酶基因片段， 该基因编码的蛋白质与其他菌株来源的几丁质酶具

有 ７０％ 左右的相似性。
几丁质酶属于 ＧＨ 家族， 其中 ＧＨ１８、 ＧＨ１９、 ＧＨ２３、 ＧＨ４８ 含有几丁质酶。 大多数细菌来源的几

丁质酶属于 ＧＨ１８ 家族， 少数真菌来源的几丁质酶属于 ＧＨ１９ 家族。 本研究的几丁质酶属于 ＧＨ１８ 家

族， 该酶的结构域包括 ２ 个类型 ３ 几丁质结合结构域 （ Ｃｈｔ ＢＤ３） 和一个 ＧＨ１８ 家族酶催化结构域。
Ｗａｔａｎａｂｅ 等［１６］报道 Ｃｈｔ ＢＤ３ 结构域在酶降解几丁质中发挥关键作用， 它可持续作用几丁质底物并具

有脱乙酰功能， 更有利于几丁质酶催化域与底物结合， 但具体机理并未完全阐述清楚。 通常情况下，
几丁质酶只含有一个几丁质结合结构域， 本研究中的几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 有两个 Ｃｈｔ ＢＤ３ 结构域， 这样

的结构有助于酶与不溶性几丁质的结合， 从而提高酶水解能力。 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 的同源建模显示，
该蛋白质含有 （βα） ８桶状结构， 是 ＧＨ１８ 家族几丁质酶典型的结构。 在 ＧＨ１８ 家族中， β３和 β４链具有

相似的结构， 是两段高度保守的氨基酸片段， 底物结合的部位就在保守序列 β３和 β４链形成的环状缝

隙中。 几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 的信息学分析与同源建模为研究其结构与功能的关系提供了理论参考。

４　 结论
本文将来源于微泡菌 ＡＬＷ１ 的几丁质酶基因进行克隆和测序， 并将该基因的编码产物进行信息

学分析。 结果显示， 该几丁质酶的氨基酸序列与其他菌株来源的几丁质酶有 ７０％ 左右的相似性。 系

统发育分析结果显示， 该几丁质酶属于 ＧＨ１８ 家族， 命名为 Ｃｈｉ１８Ａ； 二级结构分析预测 Ｃｈｉ１８Ａ 主要

由无规则卷曲和 α － 螺旋组成， 结构域分析预测 Ｃｈｉ１８Ａ 有 ２ 个 Ｃｈｔ ＢＤ３ 结构域和 １ 个 ＧＨ１８ 家族催化

结构域， 三维结构模拟分析显示该蛋白质含有 （βα） ８桶状结构。 在后续的研究中， 可进行该几丁质

酶基因的体外表达、 纯化和酶学性质研究以及几丁质酶 Ｃｈｉ１８Ａ 蛋白的分子改造， 以改善其酶学性质。

·４８１·
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