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摘要: 为构建安全高效表达海洋源金属硫蛋白的益生菌重组菌株，以海洋源褶牡蛎内脏团为模

板，PCR 克隆得到褶牡蛎金属硫蛋白基因 ( Op －MT) ，大小为324 bp，经 pMD19 － T 载体亚克

隆到融合表达载体 pHT43 － SUMO 中，然后通过电转化法将重组质粒转入八种蛋白酶缺陷的宿

主枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis) WB800N 中。SDS － PAGE 电泳显示诱导表达的融合蛋白

SUMO －Op －MT 分子量约为 23 kD，与预期一致，说明可溶性融合蛋白 SUMO － Op － MT 在宿

主菌中得到了表达，且通过 Western blotting 进一步得到验证。同时，HPLC 检测重组枯草芽孢

杆菌发酵液，结果也表明重组枯草芽孢杆菌成功表达了可溶性目的蛋白 Op － MT。通过对重组

工程菌中 MT 活性检测发现，其对重金属镉耐受力增强，说明重组工程菌成功表达出有活性的

金属硫蛋白。这为以后开发天然、高效海洋源重金属解毒剂提供理论基础。
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金属硫蛋白 ( Metallothionein，MT) 是一类

普遍存在于生物体内的、高度可诱导性的内源金

属结合蛋白，具有维持生物体内必须金属含量动

态平衡、重金属解毒、清除自由基，改善机体免

疫力、增强机体抗应激能力等多种作用［1 － 3］，且

与动物机体的生长发育及部分疾病的发病机理有

着密切的关系。因此，MT 在医学、化妆品、保

健食品添加剂、环保等方面得到了广泛应用。
目前，国内市场上常见的 MT 多数是从兔肝

脏 中 提 纯［4］， 提 取 工 艺 中 使 用 大 量 有 机 溶

剂［5 － 7］，且步骤繁复，产量极低，致使 MT 的价

格极其昂贵，从而使其应用和研究受到限制。采

用基因重组技术规模化生产制备金属硫蛋白，对

其大规模开发和作用机理的研究有重要意义。目

前利用大肠杆菌作为工业生产蛋白质的优选宿主

细胞研究 MT 表达方法多有文献报道［8 － 9］，但其

缺少蛋白翻译后进行加工和修饰的功能，且目的

蛋白极易形成包涵体，分离纯化繁琐，给生产实
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践带来困难。
枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis) 是一种传

统的酶制剂工业生产菌株，具有可操作性强、发

酵周期短的优点，可直接将表达产物分泌到培养

基 中， 也 是 分 泌 表 达 外 源 基 因 的 良 好 受 体

菌［10 － 11］。同时枯草芽孢杆菌不分泌内毒素，具

有较好的生物安全性，是美国 FDA 和我国农业

部批准使用的食品安全菌种，其发酵产物可直接

用于食品生产中。近年来枯草芽孢杆菌作为外源

基因表达的宿主系统发展迅速并展现出良好的工

业应用前景［12 － 16］。
滤食性的底栖双壳类海洋动物对重金属有较

强的生物累积能力，海洋贝类 MT 对重金属具有

高敏感的应激效应［17 － 22］，且相对于陆地源 MT，

海洋源 MT 具有独特的化学结构和特殊的生物活

性。本研究旨在解决制约 MT 产业发展原料来源

瓶颈，应用基因重组技术，将褶牡蛎 ( Ostrea pli-
catula) 金属硫蛋白基因全长序列 Op － MT，插入

到表达载体 pHT43 － SUMO 的相应位点，并转入

八种蛋白酶缺失的枯草芽孢杆菌 WB800N，拟构

建安全高效分泌表达的重组枯草芽孢杆菌 MT 基

因工程菌。以期能获得具高安全性、高产量和高

活性的高纯目标蛋白，使海洋源 MT 具有极大地

应用于实际工业生产潜能，为天然高效重金属生

物解毒剂的成功开发和推广提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 质粒、菌株和培养基

枯草芽孢杆菌 B. subtilis WB800N 为厦门大学

某博 士 惠 赠，E. coli DH － 5α 购 自 宝 生 物 工 程

( 大连) 有限公司; 质粒载体 pMD19 － Tvector 购

自宝生物工程 ( 大连) 有限公司，枯草芽孢杆菌

表达载体 pHT43 为本实验室保藏。E. coli DH －5α
和枯草芽孢杆菌生长和发酵培养基为 LB 培养基。
1. 1. 2 主要试剂

TaqDNA 聚合酶、PCR 反应试剂、限制性内

切酶 SacII /BamHI /SmaI、T4 DNA 连接酶、质粒

提取和胶回收试剂盒购自宝生物工程 ( 大连)

有限公司，胰蛋白胨、酵母浸提粉 ( 英国 OX-
OID 公司产品) 购自厦门绿茵公司，氨苄青霉

素、氯霉素、新霉素为 Solarbo 公司产品。PCR

引物及 DNA 测序均由上海生物工程技术有限公

司完成。氯化镉 ( CdCl2 ) 购自厦门绿茵试剂有

限公司。其他试剂均为国产分析纯。
1. 2 试验方法

1. 2. 1 褶牡蛎金属硫蛋白基因的克隆以及分泌

表达载体的构建

运用 TRIzol 试 剂 盒 提 取 褶 牡 蛎 内 脏 团 总

RNA，采用 TaKaRa Prime － Script TM RT Reagent
Kit with gDNA Eraser 试剂盒 ( TaKaRa，Japan )

进行反转录。根据 GeneBank 褶牡蛎金属硫蛋白

基因序列 Op － MT ( 登录号: KP875559 ) 设计

引物 ( 表 1，F1 /R1 ) ，PCR 扩增 Op － MT 基因

序列。PCR 产 物 经 过 回 收、连 接 至 克 隆 载 体

pMD －19，并转化到 E. coli DH － 5α 中，送至上

海生物工程技术进行序列测定。用 BamHI /SmaI
酶切质粒 pMD － 19 － Op － MT 和 pHT43 － SUMO
表达载体，各自胶回收后用 T4 DNA 连接酶并转

化到 E. coli DH －5α 细胞，在含有 100 μg /mL 氨

苄青霉素 ( Amp) LB 平板上筛选阳性转化子并

加以验证。
1. 2. 2 重组工程菌构建和筛选

以枯草芽孢杆菌 B. subtilis WB800N 为表达

宿主，用电转法转化分泌表达载体 pHT43 － SU-
MO，在含有 10 μg /mL 氯霉素和 50 μg /mL 新霉

素的 LB 平板上筛选。得到阳性转化子菌株，命

名为 B. subtilis WB800N /pHT43 － SUMO － Op －
MT ( 图 1) 。
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将 B. subtilis WB800N /pHT43 － SUMO － Op －
MT 接种到 LB 液体培养基 ( 10 μg /mL 氯霉素和

50 μg /mL 新霉素) 中，37℃ 培养过夜，收集菌

液并提取总 DNA，以 F2 /R2 ( 表 1) 为引物进行

PCR 鉴定。

表 1 褶牡蛎金属硫蛋白 cDNA 克隆测序及 PCR 中所用引物

Tab. 1 Primers used to amplify the MT cDNA full length and PCR

引物 Primer 序列 Sequence( 5’－ 3’) 退火温度 /℃ Tempertature

F1 TGG ACC GGA TGT AAT GTG GT 58

R1 TTG GGT CCT TTG TTA CAC GC 58

F2 ATG TCT GAT CCA TGT AAC 52

R2 TC ATT TCT TAC AGA CAC ATC 52

1. 2. 3 融合蛋白诱导表达和分离纯化

100 mL WB800N /pHT43 － SUMO － Op － MT
菌液 扩 大 诱 导 培 养， 培 养 条 件: 37℃，4 h，

1 mmol /L IPTG，220 r /min 振荡培养至 OD600 为

0. 8 ～ 1. 0。2、4 h 分别离心收集发酵液上清，进

行 SDS －PAGE 凝胶电泳定性，分离胶 12%，浓缩

胶 5%。另一组空白 B． subtilis WB800N 作为对照。
电泳结束后凝胶染色 4 ～6 h，将脱色后的凝胶保存

于去离子水中，用 Bio －Rad 凝胶成像系统拍照。
对发酵液进行 His － tag 标签亲和纯化。首

先，用 3 个柱体积的 TBS ( pH 8. 0) 缓冲液平衡

镍柱。然后，将上清液上样，流速约为 1 mL /
min。上样完毕后，再用 3 个柱体积的 TBS ( 含

50 mmol /L 咪唑，pH 8. 0) 进行洗涤; 随后，用

洗脱缓冲液 ( 含 300 mmol /L 咪唑，pH 8. 0) 洗

脱目的蛋白，收集各个洗脱峰进行 12% 的 SDS
－ PAGE 凝胶电泳检测。最后利用 Bradford meth-
od 定量目的蛋白。
1. 2. 4 融合蛋白的 Western blotting 鉴定

将重组工程菌诱导表达 48 h 后的发酵液和

空白对照组 ( B． subtilis WB800N ) 的发酵液，

经丙酮沉淀后进行 SDS － PAGE 凝胶电泳，转膜

( 湿转: 300 mA，1 h) ，用 5%脱脂奶粉 4℃封闭

过夜，加入用 TBST ( Tris 缓冲盐 － 吐温溶液，

含 10 mmol /L pH 7. 6 Tris － HCl、150 mmol /L
NaCl、0. 05% 土温 － 20 ) 1 ∶ 10 000 稀释的 His
一抗，37℃ 孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 15
min ; 加入用 TBST 1 ∶ 20 000 稀释的 His 二抗，

37℃ 孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 15 min;

HRP － DAB 底物显色试剂盒显色，用 Bio － Rad

凝胶成像系统拍照。
1. 2. 5 褶牡蛎金属硫蛋白 HPLC 检测

将取出的菌液 7 000 r /min 10min 收集菌液，

于 80℃ 下水浴 5 min，12 000 rpm /min 离心 10
min，后取上清。

MT 含量测定: 取 MT 上清液 20 μL，依次加

入 20% ( W/V) TCEP 溶液 3 μL、5 mg /mL 的

SBD － F 溶液 10 μL 及反应缓冲液 ( 1 mol /L 硼

酸、30 mmol /L EDTA、0. 8 mol /L KOH， pH
10. 5) 75 μL，震荡混匀，于 50℃下水浴反应 30
min，反应完成后加入 HCl ( 4 mol /L) 10 μL 终止

反应，然后用 20 mmol /L 定容缓冲液 ( pH 7. 5)

定容至 1 mL，旋涡震荡混匀，过 0. 22 μm 水系膜

后上 HPLC 进行 MT 含量测定。采用 HPLC 方法测

定其中 － SH 含量以进行 MT 间接定量［23］。
色谱条件: 流动相为乙腈∶ 磷酸缓冲液 ( 25

mmol /L，pH =7. 5) ∶ 甲醇 = 18∶ 80 ∶ 2，色谱柱:

ODS － BP ( 填 料: Sinochrom，4. 6 mm × 250
mm，5 μm) C18柱; 进样量: 40 μL; 洗脱时间:

20 min; 流速: 0. 5 mL /min; 柱温: 25℃ ; 激发

波长 380 nm，发射波长 510 nm。图 6 ( A) 为色

谱条件下得到的兔肝 MT 标样色谱图，MT 保留

时间为 7. 3 ～ 7. 7 min。
1. 2. 6 融合蛋白活性检测

配 置 50、100、200、500、700 μmol /L 的

CdCl2工作液各 100 μl，分别将其涂布于 LB 固体

培养 基 平 板 上，待 其 完 全 吸 收 后，取 100 μL
OD600为 4. 0 的枯草芽孢杆菌重组 Op － MT 工程菌

均匀涂布于上述平板上，同时以枯草芽孢杆菌

WB800N 菌株为对照组，37℃倒置培养 12 ～ 16 h
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观察菌落生长情况。

2 结果与分析

2. 1 PCR 扩增 Op － MT 及分泌表达载体的构建

以褶牡蛎内脏团总 RNA 反转录得到的 DNA
为模板，PCR 扩增得到目的基因 Op － MT 与预计

大小相符 ( 约为 324 bp ) ，见图 2。用 BamHI /
SmaI 分别双酶切此 PCR 产物和分泌表达载体

pHT43 后用连接酶连接，构建重组质粒 pHT43 －
SUMO － Op － MT。该质粒的酶切验证见图 2。酶

切片段大小约为 660 bp，与预期相符，此片段为

目的基因 SUMO － Op － MT。

注: 左为 PCR 扩增 SUMO － Op － MT 基因; M: DNA Marker; 1: SUMO － Op － MT 扩增产物。右为 SUMO － Op －
MT 表达载体的酶切图; M: DNA Marker; 2: 表达质粒双酶切。

Notes: Amplification of SUMO － Op －MT gene by PCR ( left) ; M: DNA Marker; 1: Gene of SUMO － Op －MT． Restric-
tive enzyme digestion of SUMO － Op －MT ( right) ; M: DNA Marker; 2: Restrictive enzyme digestion of SUMO － Op －MT．

2. 2 高效分泌表达 Op － MT 重组工程菌筛选

将重组质粒 pHT43 － SUMO － Op － MT 运用

化学转化法转化宿主枯草芽孢杆菌 B． subtilis
WB800N，经过氯霉素和新霉素抗性筛选、PCR

鉴定，得到一株高效表达 Op － MT 的枯草杆菌工

程菌 B． subtilis WB800N /pHT43 － SUMO － Op －
MT，见图 3。

注: A: 阴性对照; B: 枯草芽孢杆菌 WB800N 对照; C: 重组 WB800N － MT 枯草芽孢杆菌工程菌; D: 枯草芽孢
杆菌 WB800N 对照。

Notes: A: Negative control; B: Control of WB800N bacteria; C: Recombinant bacteria of WB800N － MT; D: Control
of WB800N bacteria．
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2. 3 重组蛋白的诱导表达、分离纯化和 Western
blotting 鉴定

100 mL WB800N / pHT43 － SUMO － Op － MT
菌液扩大诱导培养，培养条件: 37℃，4 h，1
mmol /L IPTG。2、4 h 分别离心 ( 12 000 r /min，

4℃，30 min ) 收 集 发 酵 液 上 清，进 行 SDS －
PAGE 电泳分析。以未转入表达载体的枯草芽孢

杆菌培养液为空白对照 ( 图 4 ) 。分析图 4 发现

在 23 kD ( 其中 Op － MT 编码蛋白大小为 10. 5
kD) 位置出现了一条明显的特异性条带，且融

合蛋白为可溶形式表达。
利用 His － tag 标签亲和纯化 SUMO － Op －

MT 融 合 蛋 白，并 用 含 500 mmol /L 咪 唑、pH
8. 0 TBS 洗脱液进行洗脱。收集洗脱峰并进行

12% SDS － PAGE 凝胶电泳分析。结果显示，洗

脱液中含有分子量约为 23 kD 的目的条带 ( 图

4) 。Bradford method 分析结果表明，蛋白纯度在

95% 以 上 ( 图 4 ) ( 目 的 蛋 白 得 率 0. 436 mg /
mL) 。然 后 将 纯 化 后 的 目 的 蛋 白 进 行 Western
blotting 鉴定，结果显示融合蛋白能与 His － Tag
单克隆抗体产生阳性反应 ( 图 5 ) ，且与 SDS －
PAGE 中 SUMO － Op － MT 融合蛋白的位置相符，

说明融合蛋白在宿主菌中得到了表达。

注: M: 虹 彩 蛋 白 Marker; : 未 转 化 ( 阴 性 对

照) ; 红色箭头为目的蛋白。
Notes: M: Protein Marker; : Non － transfector

( negative control) ; Red arrowhead: Target protein．

2. 4 重组枯草芽孢杆菌发酵液中 Op － MT 的

HPLC 检测

以 兔 肝 MT 为 标 样，兔 肝 MT 标 品 ( 0. 1
mg /mL) 和 枯 草 芽 孢 杆 菌 重 组 工 程 菌 发 酵 液

HPLC 结果见图 6。兔肝 MT 目的峰的保留时间

为 7. 3 ～ 7. 7 min。结果显示，枯草芽孢杆菌重组

工程菌发酵液在 7. 7 min 有峰出现，说明枯草芽

孢杆菌重组工程菌发酵液中含有目的蛋白，枯草

芽孢杆菌重组工程菌成功表达了目的蛋白 Op －
MT，表达量为 0. 13 mg /mL。

注: M: 蛋白 Marker; + ． 阳性对照。
Notes: M: Protein Marker; + : Positive control．

2. 5 褶牡蛎金属硫蛋白的活性检测

将含有 SUMO － Op － MT 质粒的重组枯草芽

孢杆菌工程菌和不含 SUMO － Op － MT 质粒的空

载体枯草芽孢杆菌空载体分别涂布于含有 CdCl2
的培养 基 上，37℃ 培 养 12 ～ 16 h 后 发 现 ( 图

7) ，在浓度为 50 μmol /L 的 CdCl2 平板上，空载

体的菌落少于含有 MT 的重组工程菌; 当 CdCl2
浓度达到 100 μmol /L 时，MT 重组工程菌生长较

差，而空载体平板上未能检测到菌落; 说明含有

SUMO － Op － MT 的重组枯草芽孢杆菌工程菌对

重金属镉耐受能力增强。但是当 CdCl2 浓度达到

200 μmol /L 及以上时，两种菌落都未能被检测

到，说明在高浓度 CdCl2 胁迫下金属硫蛋白活性

受到了抑制。
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3 讨论

目前，国内对 MT 的基因工程方面研究大多

集中在大肠杆菌表达系统和微生物 MT 解毒，对

MT 工业化应用关注较少，具有工业化生产价值

的基因工程菌株报道更是极少。近年来，国内外

学者针对 MT 大肠杆菌表达系统研究做了大量工

作，取得了较大进展，但 E． coli 直接表达 MT，

其表达量极低，通常需使用同位素标记才能检测

到［24 － 26］，或因形成大量无生物活性的包涵体，

而复性效果不明显［27 － 30］。本课题组前期研究也

证实尽管大肠杆菌 ( E． coli) 直接表达 MT 也能

高效表达，但是表达的蛋白仍以包涵体的形式

存在。
枯草芽孢杆菌作为宿主菌，具有表达和分泌

活性蛋白、直接将表达产物分泌到培养基中、不

分泌内毒素、其发酵产物可直接用于食品生产中

等优点，具有良好的工业应用前景。随着研究的

不断深入及对芽孢杆菌的多种特性的揭示，芽孢

杆菌的研究已在多种领域开展［31］，并利用枯草

芽孢杆菌实现了某些外源基因的表达［32 － 35］，且

所表达的蛋白保留原有的生物学活性［36］，但尚

未见利用枯草芽孢杆菌实现海洋源 MT 的报道。
本 研 究 运 用 八 种 蛋 白 酶 缺 陷 的 枯 草 芽 孢 杆 菌

WB800N 作为宿主，实现 SUMO ( Small ubiquitin
－ related modifier) 与海洋源 MT 在枯草芽孢杆

菌 WB800N 中融合表达，得到可溶性目的蛋白，

成功实现了海洋源金属硫蛋白在枯草芽孢杆菌中

的分泌表达，并获得具有活性的海洋源金属硫蛋

白，为解决制约 MT 产业发展原料来源瓶颈、开

发天然高效海洋源重金属生物解毒剂提供理论依

据，也为实现海洋源 MT 的工业化生产奠定了基

础。
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Preparation of marine sources metallothionein based on construction
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Abstract: In order to facilitate marine sources metallothionein，safe and high － level expression system as an
efficient tool in Bacillus subtilis was reconstructed in this study． The metallothionein ( MT) gene was ob-
tained by PCR amplification using Ostrea plicatula genome DNA as a template and sub － cloned into the ex-
pression plasmid pHT43 via pMD19 － Tvector． Then the plasmid was electro － transformed into B． subtilis
WB800N． The molecular weight of expressed fusion protein SUMO － Op － MT was about 23 kD，which was
confirmed by Western blotting． This showed that the soluble fusion protein SUMO － Op － MT was expressed in
the host bacteria． At the same time，the fermentation broth of recombinant Bacillus subtilis was detected by
HPLC，and the results also showed that the soluble protein Op － MT was expressed in recombinant Bacillus
subtilis successfully． Furthermore，through the detection of MT activity in recombinant bacteria，it was found
that recombinant bacteria's tolerance to heavy metal cadmium was increased，indicating that active MT was
successfully expressed in recombinant bacteria． It provides a theoretical basis for the future development of
heavy metal antidote of natural and efficient marine sources．
Key words: Bacillus subtilis; marine sources metallothionein; soluble fusion protein
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