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摘要　根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的菜豆几丁质酶基因ｍＲＮＡ序列设计一对引物，以菜豆品种五常油豆
总ＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增获得一个约１．１ｋｂ的 ＤＮＡ片段 Ｂｃｈｉ，将其克隆入 ｐＵＣ１８载体。测
序和序列分析结果表明，该序列全长１０８８ｂｐ，含有一个９８１ｂｐ的完整开放读码框，无内含子，编码
３２７个氨基酸，编码产物在结构上具有ＣｌａｓｓＩａ几丁质酶的结构特征：Ｎ－端具有一个２６个氨基酸
的信号肽，其后是富含８个半胱氨酸、长４１个氨基酸的几丁质结合区和由２４９个氨基酸组成的高
度保守的催化区，Ｃ－端为由１１个氨基酸组成的液泡定位多肽。序列与结构上的同源性分析表明
Ｂｃｈｉ基因是菜豆ＣｌａｓｓＩａ几丁质酶基因。此序列已在 ＧｅｎＢａｎｋ中注册，登录号为 ＡＹ３５７３００。以
ｐＱＥ－３０为原核表达载体，构建成 ｐＱＥ－Ｂｃｈｉ重组表达载体，转化表达受体菌 Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５，经 ＩＰＴＧ
诱导后表达出一个约３５ｋＤ的蛋白，与推测的Ｂｃｈｉ基因编码产物的大小一致，表明Ｂｃｈｉ基因在大肠
杆菌中能够表达，是一个具有表达功能的基因。

关键词　菜豆；几丁质酶基因；克隆；序列分析；表达　
中图分类号　Ｓ５６５．１　文献标识码　Ａ　文章编号　１０００－９８４１（２００７）０２－０１２１－０６

ＣＬＯＮＩＮＧ，ＳＥＱＵＥＮＣＩＮＧＡＮＤＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮＯＦＣＨＩＴＩＮＡＳＥＧＥＮＥＦＲＯＭ ＫＩＤＮＥＹＢＥＡＮ

ＱＵＭｉｎ１，２，ＷＡＮＧＱｕａｎｗｅｉ２，ＬＩＸｉｎｌｉｎｇ２

（１．ＢｉｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＦｏｏｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＣｏｌｌｅｇｅ，ＨａｅｒｂｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｏｍｍｅｒｃｅ，Ｈａｅｒｂｉｎ，１５００７６；２．ＬｉｆｅＳｃｉ
ｅｎｃｅａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔＳｃｉｅｎｃｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＨａｒｂｉｎＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｒｂｉｎ１５００８０）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅｄｅｓｉｇｎｅｄｐａｉｒｏｆｐｒｉｍｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅ
ｇｅｎｅｏｆｂｅａｎｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎＧｅｎＢａｎｋ，ｔｏａｍｐｌｉｆｙｔｈｉｓｇｅｎｅｉｎｔｈｅｇｅｎｏｍｅｏｆＷｕｃｈａｎｇｂｅａｎｂｙＰＣＲ．Ｗｅｇｏｔ
ａＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｏｆａｂｏｕｔ１．１ｋｂ，ｗｈｉｃｈｗａｓｎａｍｅｄＢｃｈｉ，ｔｈｅｎｗｅｃｌｏｎｅｄｔｈｉｓＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｐＵＣ１８
ｖｅｃｔｏｒ．Ｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｉｓｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓ１０８８ｂｐａｎｄｈａｄａＯＲＦｏｆ９８１ｂｐ，ｗｈｉｃｈｈａｄｎｏ
ｉｎｔｒｏｎｓ．Ｔｈｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｅｎｃｏｄｅｄ３２７ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ｗｈｏｓｅｐｒｏｄｕｃｔｈａｄｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｉｔｏｆＣｌａｓｓＩａｃｈｉｔｉ
ｎａｓｅ：Ｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆ２６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎｔｈｅＮｅｎｄｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｃｈｉｔｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｏｆ
４１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅｇｉｏｎｏｆ２４９ａｍｉｎｏａｃｉｄ；ｏｎｔｈｅＣｅｎｄ，ｔｈｅｒｅｗａｓＶＴＰ
ｏｆ１１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．ＴｈｅｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｉｓＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｔｈｅ
ｇｅｎｅｏｆＣｌａｓｓＩａｃｈｉｔｉｎａｓｅｏｆｂｅａｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｇｉｓｔｅｒｅｄｉｎＧｅｎＢａｎｋ，ｔｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：



１２２　　 大 豆 科 学 ２期

ＡＹ３５７３００．ＷｅｐｕｔｔｈｉｓｇｅｎｅｉｎｔｏｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｅｘｐｒｅｓｓｖｅｃｔｏｒｏｆｐＱＥ－３０ａｎｄｍａｄｅｉｔｅｘｐｒｅｓｓｉｎ
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ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｉｓｇｅｎｅ，ａｎｄｔｈｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＢｃｈｉｇｅｎｅｗａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｏｎｅ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｅｘｐｒｅｓｓｉｎＥ．ｃｏ
ｌｉ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｂｅａｎ；Ｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅ；Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ；Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　属于水解酶的几丁质酶广泛存在于许多动植物
及微生物中，能降解真菌细胞壁的主要成分几丁质，

催化植物病原菌细胞壁的水解，从而抑制真菌的生长

与繁殖［１～３］。几丁质酶为单基因编码，植物几丁质酶

的产生可分为组成型和诱导型。高等植物本身不含

作为真菌细胞壁组分之一的几丁质，或有机植物在正

常情况下体内就有几丁质酶，但含量较低，当植物受

到外源因子如病原真菌、细菌、病毒侵染后，或植物受

伤后及用乙烯处理后，植物体内几丁质酶活性会迅速

升高，增加几倍至几百倍［１１］。由于许多危害植物的

病原真菌的细胞壁的组成成分之一是几丁质，而植物

中尚未发现几丁质酶的天然底物，所以几丁质酶在防

御病原真菌侵害中具有重要作用，是植物防御系统的

重要组成部分。因此，普遍认为几丁质酶与植物对病

原微生物的抗性有关［４］。植物几丁质酶作为抗真菌

蛋白已经用于花卉、蔬菜等植物的抗真菌病基因工

程，表达几丁质酶的转基因植株的抗病性显著强于对

照植株［５，６］。几丁质酶基因的抗真菌作用在水稻、烟

草、黑杨等多种作物中也得到证实［７］。因此，在植物

抗真菌基因工程中，人们广泛使用几丁质酶基因作为

目的基因［１，８～１０］。而且近年来，随着对几丁质酶研究

的深入，发现该酶在植物发育、共生固氮及抗胁迫、抗

细菌、抗虫害等方面都发挥着重要的作用［１２］，因此，

几丁质酶已成为植物分子生物学研究领域中重要的

研究对象和作物抗真菌病害基因工程的研究热点。

本文根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的菜豆几丁质酶基因ｍＲ
ＮＡ序列设计引物，从菜豆基因组中分离、克隆了几丁
质酶基因Ｂｃｈｉ，对其进行了ＤＮＡ序列测定和分析，并
与ＧｅｎＢａｎｋ中收录的植物几丁质酶基因序列及其编
码的氨基酸序列进行了同源性比较。同时将Ｂｃｈｉ基
因与原核表达载体ｐＱＥ－３０重组，在Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５中得
到表达。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
菜豆品种为五常油豆，由黑龙江省农科院园艺

研究所提供。转化受体菌 Ｅ．ＣｏｌｉＪＭ１０９、克隆载体
ｐＵＣ１８由本实验室保存。限制性内切酶、Ｘ－ｇａｌ、
ＩＰＴＧ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶购自 Ｔａｋａｒａ公司，柱式
ＤＮＡ胶回收试剂盒购自上海Ｓａｎｇｏｎ公司，氨苄青霉
素、琼脂糖购自Ｓｉｇｍａ公司，其余试剂为进口或国产
分析纯。

１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ引物的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中收录的
菜豆ｍＲＮＡ序列，采用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５．０并结
合引物设计原则设计了一对ＰＣＲ扩增引物，为进一
步构建植物表达载体的需要，在引物５′端分别引入
了限制性核酸内切酶ＳａｃＩ及ＢａｍＨＩ位点，并在每个
引物前均加上了两个保护碱基 ＧＧ。引物由上海申
能博彩生物科技有限公司合成，序列如下：

Ｐ１（５′端 引 物）：５′ＧＧ ＧＧＡＴＣＣ
ＢａｍＨⅠ

ＡＧＡＧＡＡＡＴ

ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＡＧＧ３′
Ｐ２（３′端引物）：５′ＧＧＧＡＧＣＴＣ

ＳａｃⅠ
ＡＴＴＴＡＴＴＧＡＴＡＧＡＴＧ

ＧＴＧＧＧ３′
１．２．２ 菜豆基因组总 ＤＮＡ的提取　参照文献［１３］

采用ＣＴＡＢ法小量提取基因组ＤＮＡ。
１．２．３ 菜豆几丁质酶基因的ＰＣＲ扩增　以菜豆总
ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。反应体系：１ｘＢｕｆｆｅｒ，
０．２ｍＭｄＮＴＰ，引物Ｐ１、Ｐ２各０．４μＭ，ＥｘＴａｑＤＮＡ聚
合酶１．２５Ｕ，模板 ＤＮＡ０．１～１μｇ，加 ｄｄＨ２Ｏ至２５

μＬ。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４０Ｃ变性
３０ｓ，５６℃复性３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环，最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物经１．０％
的琼脂糖凝胶电泳进行检测。

１．２．４ ＰＣＲ产物的克隆　ＰＣＲ产物用柱式 ＤＮＡ
胶回收试剂盒回收，方法参照试剂盒说明书。回收

产物经限制性内切酶ＳａｃＩ、ＢａｍＨＩ酶切后，与经同样
酶切的 ｐＵＣ１８克隆载体连接，连接体系：ｐＵＣ１８载
体５０ｎｇ，ＰＣＲ产物５０～１００ｎｇ，１ⅹＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶１Ｕ，加ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。２３℃～２６℃
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连接２ｈ。连接产物按常规方法转化Ｅ．ＣｏｌｉＪＭ１０９感
受态细胞［１４］，在含有氨苄青霉素、Ｘ－ｇａｌ和ＩＰＴＧ的
ＬＢ筛选平板上进行蓝白斑筛选，提取若干白斑和１
个蓝斑菌落质粒进行酶切鉴定。

１．２．５　ＤＮＡ序列测定与分析　经鉴定为阳性的重
组克隆送至上海博亚生物技术有限公司，利用

ＡＢＩ３７７荧光自动序列分析仪进行序列测定，测序结
果用软件ＤＮＡＭＡＮ进行序列比较分析，序列的同源
性比较在 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ网站上用
ＢＬＡＳＴ程序进行。将所获得的目的基因命名为
Ｂｃｈｉ，阳性重组克隆质粒命名为ｐＵＣ－Ｂｃｈｉ。
１．２．６ 菜豆几丁质酶基因在大肠杆菌中的表达

用ＳａｃＩ和ＢａｍＨＩ对质粒ｐＵＣ－Ｂｃｈｉ进行双酶切，回
收Ｂｃｈｉ基因，与经同样酶切的载体 ｐＱＥ－３０连接，
构建重组表达载体ｐＱＥ－Ｂｃｈｉ，转化Ｅ．ＣｏｌｉＭ１５感受
态细胞，筛选阳性重组子。挑取转化平皿上的单菌

落接种于１０ｍＬ含１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素和５０ｍｇ／
Ｌ卡那霉素的 ＬＢ液体培养基中３７℃振荡培养过
夜，以１∶１００转接到１０ｍＬ含有以上浓度抗生素的
ＬＢ液体培养基，培养至ＯＤ６００约为０．６ｈ，加入 ＩＰＴＧ
至终浓度为１．０ｍＭ，３７℃、２００ｒｐｍ振荡培养３．５
ｈ，诱导几丁质酶基因表达，取１ｍＬ培养物进行 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ电泳分析。

２　结果与分析

２．１　菜豆几丁质酶基因的ＰＣＲ扩增
采用所设计的几丁质酶基因 ＰＣＲ扩增引物 Ｐ１

和Ｐ２、优化的ＰＣＲ反应体系及程序，成功从菜豆总
ＤＮＡ中扩增出一特异性条带，大小约１．１ｋｂ，与预期
设想的相符，将其命名为Ｂｃｈｉ（图１）。
２．２　重组克隆质粒的鉴定

将回收的ＰＣＲ产物插入到ｐＵＣ１８载体的ＳａｃＩ、
ＢａｍＨＩ位点，转化Ｅ．ＣｏｌｉＪＭ１０９感受态细胞，提取若
干白斑和１个蓝斑质粒，经ＳａｃＩ和ＢａｍＨＩ双酶切鉴
定，白斑质粒电泳显示出约２．７ｋｂ（ｐＵＣ１８载体）和
１．１ｋｂ（目的 ＤＮＡ片段）两条带，而作为对照的蓝斑
质粒只显示出约 ２．７ｋｂ（ｐＵＣ１８载体）一条带（图
２），表明１．１ｋｂ目的基因片段得到克隆，将重组质
粒命名为 ｐＵＣ－Ｂｃｈｉ。以重组质粒为模板，Ｐ１、Ｐ２
为引物进行 ＰＣＲ扩增，也得到了约 １．１ｋｂ的目的
ＤＮＡ片段（图略），进一步验证质粒重组是正确的。
２．３　ＤＮＡ测序结果与序列分析

１：λ－ＥｃｏＴ１４Ｉｍａｒｋｅｒ２～７：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＢｃｈｉ
图１　ＰＣＲ产物的１．０％琼脂糖凝胶电泳分析
Ｆｉｇ．１１．０％ Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

１：λ－ＥｃｏＴ１４Ｉｍａｒｋｅｒ２～５：ｐＵＣ１８＋Ｂｃｈｉ（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔ）
６：ｐＵＣ１８（ｂｌｕｅｓｐｏｔ）

图２　重组质粒ｐＵＣ－Ｂｃｈｉ的酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＵＣ－Ｂｃｈｉ

ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅＳａｃＩ＋ＢａｍＨＩ

利用Ｍ１３通用引物对目的 ＤＮＡ片段进行核苷
酸序列测定。测序及序列分析结果表明：Ｂｃｈｉ基因
全 长 １０８８ｂｐ，其 中 Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ａ 分 别 为 ２３２ｂｐ
（２１．３％）、３３０ｂｐ（３０．３％）、２７６ｂｐ（２５．４％）、２５０ｂｐ
（２３．０％），在 ７ｂｐ处有起始密码子 ＡＴＧ，在 ９８８ｂｐ
处有终止密码子 ＴＧＡ，在１００８ｂｐ和１０８２ｂｐ处各有
一个 ｐｏｌｙ（Ａ）附加信号。该基因内部含有一个
９８１ｂｐ的完整开放读码框，无内含子，编码３２７个氨
基酸，推测分子量为 ３５．３ｋＤ，等电点 ｐＩ为 ７．９３。
Ｂｃｈｉ编码的多肽产物符合 ＣｌａｓｓＩａ几丁质酶前体的
结构特点：其 Ｎ－端具有一个２６个氨基酸的信号
肽，其中疏水性氨基酸为１８个，约占６９％，信号肽
剪切位点在Ｇ２６－Ｅ２７之间，与几丁质酶的细胞定位
有关，在成熟肽中将被切除；其后是富含８个半胱氨
酸（Ｃｙｓ）、长４１个氨基酸的几丁质结合区；还有由
２４９个氨基酸组成的高度保守的催化区，在几丁质
结合区和催化区之间无富含脯氨酸（Ｐｒｏ）的可变交
连区；Ｃ－端有由１１个氨基酸组成的前导肽序列，
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是几丁质酶的液泡定位信号，称为液泡定位多肽

（ＶＴＰ）（图３）。因此 Ｂｃｈｉ基因编码的蛋白产物属
于ＣｌａｓｓＩａ几丁质酶，且为碱性内切几丁质酶。该
基因序列已被ＧｅｎＢａｎｋ收录，登录号为ＡＹ３５７３００。

（１）Ｎ－端信号肽（２）几丁质结合区 （３）催化区 （４）前导肽 （５）（６）ｐｏｌｙ（Ａ）附加信号
（１）Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌｓｉｇｎａｌｒｅｇｉｏｎ　（２）ｃｈｉｔｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ　（３）ｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅｇｉｏｎ （４）ｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ （５）（６）ｐｏｌｙ（Ａ）ａｄｄｉｔｉｏｎ

图３　菜豆几丁质酶基因Ｂｃｈｉ核苷酸序列及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．３ ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｂｅａｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅＢｃｈｉ
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２．４　菜豆几丁质酶基因序列及其氨基酸序列的同
源性检索

将Ｂｃｈｉ基因 １０８８ｂｐ的核苷酸序列与编码的
３２７个氨基酸序列在 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ上
进行ｂｌａｓｔ同源性检索分析，结果在ＧｅｎＢａｎｋ数据库
中显示出２０６条有同源性的核苷酸序列，９９条有同
源性的氨基酸序列。这些序列均为几丁质酶基因，

同源性较高的依次为菜豆、豇豆、豌豆、苜蓿和水稻

等，相应区段的核苷酸序列同源率在８０％以上，氨
基酸序列同源性多在 ７０％以上（表 １），充分证明
Ｂｃｈｉ基因是植物几丁质酶基因家族的成员。

表１ Ｂｃｈｉ与其他植物几丁质酶核苷酸及
氨基酸序列的同源性比较

Ｔａｂｌｅ１ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓｏｆＢｃｈｉａｎｄｏｔｈｅｒｐｌａｎｔｃｈｉｔｉｎａｓｅｉｎＧｅｎＢａｎｋ

菜豆

Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ

ｖｕｌｇａｒｉｓ

菜豆

Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ

ｖｕｌｇａｒｉｓ

豇豆

Ｖｉｇｎａ

ｓｅｓｑｕｉｐｅｄａｌｉｓ

豌豆

Ｐｉｓｕｍ

ｓａｔｉｖｕｍ

苜蓿

Ｍｅｄｉｃａｇｏ

ｓａｔｉｖａ

水稻

Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．ｉｎＧｅｎＢａｎｋ

Ｍ１３９６８
Ｐ０６２１５

ＡＪ２９７３９５
ＣＡＢ９７００２

ＡＦ３０７５１１
ＡＡＧ２３９６５

Ｌ３７８７６
ＡＡＡ７５１９６

Ｕ８３５９２
ＡＡＢ４１３２５

Ｄ１６２２３Ｄ
ＢＡＡ０３７５１

与Ｂｃｈｉ核苷酸
序列同源率

Ｈｏｍｏｌｏｇｙ（％）
９８．３％ ９４．６％ ８９％ ８２％ ８５％ ８０％

与Ｂｃｈｉ氨基酸
序列同源率

Ｈｏｍｏｌｏｇｙ（％）
９７．６％ ９０．８％ ８７％ ７５％ ７５％ ６７％

２．５ 菜豆几丁质酶基因在大肠杆菌中的表达

将构建的原核表达重组质粒ｐＱＥ－Ｂｃｈｉ转入表
达宿主菌 Ｅ．ＣｏｌｉＭ１５中，３７℃培养至 ＯＤ６００约
０．６时，加入总浓度为１．０ｍＭ的 ＩＰＴＧ，３７℃诱导
３ｈ后，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳检测表达产物，结果
得到分子量约为３５ｋＤ的特异带，与推测的 Ｂｃｈｉ编
码蛋白质产物的分子量大致相同；而诱导前的

Ｅ．ＣｏｌｉＭ１５（ｐＱＥ－Ｂｃｈｉ）和经同样处理的 Ｅ．Ｃｏｌｉ
Ｍ１５（ｐＱＥ－３０）则没有此特异性条带，说明菜豆几
丁质酶基因Ｂｃｈｉ在大肠杆菌中得到了正确表达（图
４）。

３　讨论

信号肽具有引导蛋白质的转运、定位和分泌的

功能，其主要特征有：在氨基端有一段带正电荷的氨

基酸序列；在中间有一个疏水的核心区，常含亮氨酸

１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ
２．Ｅｃｏｌｉ．Ｍ１５ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＰＱＥ－３０，ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
３．Ｅｃｏｌｉ．Ｍ１５ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＰＱＥ－ＢｃｈｉｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
４．Ｅｃｏｌｉ．Ｍ１５ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＰＱＥ－ＢｃｈｉａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
ｔｈｅ（→）ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｂｊｅｅｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ．

图４　Ｂｃｈｉ基因表达产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢｃｈｉ

或异亮氨酸残基；在羧基端有一个能被信号肽酶水

解的位点，这个位点常在丙氨酸之后，或在甘氨酸或

丝氨酸之后［１５］。本研究克隆的菜豆 Ｂｃｈｉ基因编码
的蛋白产物 Ｎ－端含有一段２６个氨基酸的多肽序
列，其氨基端有２个带正电荷的赖氨酸（Ｋ）和１个
精氨酸（Ｒ）；中间有１８个富含亮氨酸和异亮氨酸疏
水性氨基酸，占此多肽序列的６９％，构成了一个疏
水的核心区；第２６位的甘氨酸符合典型的信号肽剪
切位点的特征（图３）。可见该序列具备一般信号肽
的所有主要特征，因此是几丁质酶的信号肽，其作用

是引导几丁质酶运输到内质网，在几丁质酶成熟肽

中将被切除。

Ｂｃｈｉ基因编码的蛋白产物在 Ｃ－端有一个１１
个氨基酸的多肽序列，是几丁质酶的液泡定位信号，

使Ｂｃｈｉ基因编码的成熟几丁质酶分泌到液泡中。
该序列在不同植物几丁质酶间没有相似性，但也存

在一定规律，即液泡定位多肽都有负电荷，末端残基

为甲硫氨酸或其它脂肪族氨基酸或有一个糖基化位

点［１６］，胞外几丁质酶都不具有这种序列。

Ｂｃｈｉ基因编码的多肽链含有一个由４１个氨基
酸组 成 的 几 丁 质 结 合 域 （ＣＢＤ），序 列 为：
ＥＱＣＧＲＱＡＧＧＡＬＣＰＧＧＮＣＣＳＱＦＧＷＣＧＳＴＴＤＹ
ＣＧＫＤＣＱＳＱＣＧＧ，其中半胱氨酸（Ｃｙｓ）有 ８个，占
２０％；而Ｃｙｓ在整个多肽链中只占５．１％。Ｃｙｓ在不
同几丁质酶的ＣＢＤ中位置基本固定，表现出高度的
保守性，彼此之间形成二硫键。Ｂｃｈｉ基因多肽的
ＣＢＤ区分别在 Ｃｙｓ３－Ｃｙｓ１８、Ｃｙｓ１２－Ｃｙｓ２４、Ｃｙｓ１７－
Ｃｙｓ３１、Ｃｙｓ３６－Ｃｙｓ４０（以 ＣＢＤ内的氨基酸为序）半胱
氨酸之间形成４对二硫键，其中前３对二硫键相互
重叠，在第３到第３１氨基酸残基间形成了 ＣＢＤ的
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保守内核区。有的几丁质酶由于缺失或增加一个或

几个半胱氨酸而导致形成的二硫键少于或多于 ４
个［１７］。在Ｂｃｈｉ基因编码多肽的ＣＢＤ内部还存在着
大量的亲水性氨基酸残基，与多糖的结合有关。

几丁质结合域虽然具有结合几丁质的功能，但

酶催化活性的发挥并不依赖于它，有它可能增强酶

对几丁质的亲和性，从而在一定程度上提高酶的活

性［１８，１９］，但是这种亲和性受底物的影响。有研究表

明，几丁质结合域能够提高几丁质酶对胶状几丁质

的催化作用，但对可溶性几丁质来说，ＣＢＤ的有无
对酶的催化作用影响不大［１９］，这似乎表明几丁质结

合域与不溶性几丁质具有更强的亲和力。另外，

ＣＢＤ的数目对于几丁质酶降解几丁质的亲和力也
无大的影响［２０］。
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