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弗氏链霉菌丝氨酸蛋白酶基因的克隆及表达
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摘 要 从一株具有极强的降解羽毛能力的弗氏链霉菌菌株（ 8/*%</(720%& -*+6#+% A+* ) ?""）中纯化得到了一种丝氨酸蛋白酶

+PE!。经蛋白测序，得到部分氨基酸序列，设计简并引物，ED2 扩增得到部分基因序列，通过构建基因文库，获得了包括信号肽

序列在内的完整的基因 &-<!（S7_V 收录号 :WRHK%K$），开放阅读框全长 %!K0-，包括 ""K0- 的信号肽编码序列和 H"$0- 的酶原编

码序列，其中成熟蛋白编码基因长 #RI0-，编码 "%" 个氨基酸，理论分子量为 "%U""!?G。酶原编码基因和成熟蛋白编码基因均

在大肠杆菌和枯草芽孢杆菌中得到了表达，酶原编码基因表达产物具有正常的生物学活性，证明了克隆基因的生物学功能。
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链霉菌（ !"#$%"&’()$*）属于原核生物放线菌，其

中 灰 色 链 霉 菌（ ! ! +#,*$-*）、变 铅 青 链 霉 菌（ ! !
.,/,012*）和弗氏链霉菌（! ! 3#10,1$）等链霉菌可产生

多种蛋白酶［"］。#$%&’(%(［)］和 *&+,-%.$/［0］等人报道

了弗氏链霉菌能分泌多种蛋白酶，包括具有角蛋白

酶活性的丝氨酸蛋白酶、一种类胰蛋白酶等。"11"
年 23( 等从弗氏链霉菌中纯化了两种丝氨酸蛋白

酶，其 中 一 种 具 有 角 蛋 白 酶 活 性［4］。 "114 年

5&6(7$,$%$ 等纯化了弗氏链霉菌分泌的一种丝氨酸

蛋白酶 89(.-:)，研究了其酶学性质，发现其有较强的

降解角蛋白的能力，测定了其 * 端和 ; 端氨基酸序

列，并据此设计引物通过 <;= 扩增了其部分 >*? 片

段，加上 * 端和 ; 端氨基酸序列测定结果，推测出

其 成 熟 蛋 白 的 氨 基 酸 序 列［@］。 )AA@ 年 0 月

5&6(7$,$%$ 等 又 更 新 了 他 们 的 网 上 注 册 信 息

（?++-..&$/ /B3C-% <4""4A），对 89(.-:) 成 熟 蛋 白 的

"D4 个氨基酸的二级结构进行了注释，但他们的工

作只得到了成熟蛋白的部分基因序列（编码成熟蛋

白的 @DECF 中的 41)CF），蛋白酶的 F%$ 肽、信号肽编

码序列及基因侧翼序列均未得到，而且未验证基因

功能。本研究从一株具有很强的降解羽毛能力的弗

氏链霉菌变种 86%-F6$3G+-. 9%(7&(- H(% ! ,"" 中纯化出

一种丝氨酸蛋白酶 8I<)，进一步克隆了其完整的编

码基因，并对其进行了表达，验证了基因功能。

! 材料和方法

! "! 实验材料

弗氏链霉菌 ,""（ !"#$%"&’()$* 3#10,1$ /1# ! ,""），

枯草芽孢杆菌蛋白酶缺陷型菌株 >J"A4（ 4,* 2%#5"K
2%#6)!1%#70），大 肠 杆 菌（ 5*)4$#,)4,1 )&.,）L#"A1、

JM)"（>N0），质粒 F2;"1、FOP0AA<M5、FNQ:))C（ R ）

均 为 本 实 验 室 保 存；枯 草 芽 孢 杆 菌 表 达 载 体

FOP@AA? 为本实验室以质粒 F?#P4A)（南开大学蒋

如璋老师惠赠）［E］和 FOP0AA<M5（Q(5(=( 公司产品）

为基础构建得到（组成型启动子，四环素抗性标记）；

实验所用的各种限制性酶、5S-/$T 大片段酶购自

Q(5(=( 公司；Q4 >*? 连接酶购自 U&C+$ 公司；819
酶 为 Q(5(=( 公 司 的 81:161 ;7 8198<（T&6’ U;
JB99-%）产品；其他常规试剂均为国产分析纯试剂。

! "# 培养基及培养条件

"V脱脂牛奶平板："V脱脂奶粉，"V琼脂溶于

蒸馏水中，自然 FO 值。AW0V羽毛培养基：AW0V羽

毛，AW"V 尿素，AW"V 5O)<X4，AW"V（*O4 ）) 8X4，自

然 FO 值。先将弗氏链霉菌 ,""（ !"#$%"&’()$* 3#10,1$

/1# ! ,""）接种于高氏 " 号培养基，使菌生长到对数

期，离心收集菌体，高密度接种于 AW0V 羽毛培养

基，培养 0E Y 4A ’，蛋白酶活性达到最高值时离心，

取上清，用作蛋白酶纯化的粗酶液。蛋白酶活性测

定按文献［D］方法略为改动（蛋白酶反应温度改为

@AZ）。

! "$ 蛋白酶的纯化

粗酶液经分子量截留为 @,> 的超滤膜包超滤

浓缩并将缓冲溶液置换为 AWA)@ 3$S[M 的 Q%&.:O;S
缓冲溶液（FO1WA），得到浓缩酶液。将浓缩酶液上

>N?N 阴离子层析柱，用 AWA)@ 3$S[M 的 Q%&.:O;S 缓

冲溶液（FO1WA）洗脱平衡柱子，然后用相同缓冲溶

液配制的 A Y "3$S[M 的 *(;S 线性梯度洗脱，分部收

集，将检测有蛋白酶活性的收集样合并后超滤浓缩，

再 经 过 分 子 筛 8BF-%7-\:D@:O= "A[0A（?3-%.’(3
<’(%3(+&( J&$6-+’ 预 装 柱）纯 化，用 AWA)A 3$S[M 的

Q%&.:O;S 缓冲溶液（FOKW)）洗脱，分部收集洗脱峰，

检测其蛋白酶活性，得到纯化的 8I<)，超滤浓缩后

备用。取少量纯化样品进行 8>8:<?UN 分析。

凝胶电泳及考马斯亮蓝 =)@A 染色、银染主要跟

据 #(/&(6&. 手册［K］进行。酪蛋白活性染色按以下方

法进行：电泳结束后，将胶取下，置 @AZ预热好的

"V的酪蛋白溶液浸泡处理 )A3&/，然后进行常规的

考马斯亮蓝 =)@A 染色、脱色处理。

! "% 蛋白酶的氨基酸序列测定

纯化得到的蛋白酶样品，经 8>8:<?UN，用考马

斯亮蓝 =)@A 染色后送军事医学科学院国家生物医

学分析中心进行胰蛋白酶酶解后的内肽测序。

! "& 蛋白酶基因部分序列的克隆

主要根据 #(/&(6&. 手册［K］进行。根据蛋白酶成

熟蛋白氨基酸序列测序结果及链霉菌密码子使用的

偏爱性［1］，设计简并引物 <"：@] U?UU;;?Q;Q?;U;
;U;8UU 0]，<)：@]UQ;QUU;;U?;UQ?8U;UQQ 0]，以

弗氏链霉菌 ,""（!"#$%"&’()$* 3#10,1$ /1# ! ,""）总 >*?
为模板，进行 <;= 扩增。

<;= 反应参数：1KZ变性 03&/；14Z变性 "3&/，

EAZ退火 "3&/，D)Z延伸 "3&/，0A 个循环后 D)Z保

温 "A3&/。<;= 产物回收后克隆到 FUN#:Q 载体上

送博亚生物技术有限公司进行序列测定。

! "’ 基因文库的构建和筛选

基因文库的构建采用半补齐法［"A］。 !1-0? ^ 局

部消化弗氏链霉菌 ,"" 染色体 >*?，琼脂糖电泳回

收 @ Y "),C 的 >*? 片段，用 7?Q<、7UQ< 在 5S-/$T 大

片段酶作用下将末端 @]U?Q; 0]补上 ) 个碱基，但仍

0KD李 江等：弗氏链霉菌丝氨酸蛋白酶基因的克隆及表达



留有 ! 个碱基的 "#突出（"#$%&#）。 !"#!消化质粒

’()*+，由 ,-./01 大片段酶用 2)34，2334 作末端半

补齐。两种半补齐产物经 35 67% 连接酶连接，转

化 $ 8 %&#’ 9:*;+ 感受态细胞，在含有 %<’ 的 => 平

板上培养，用蓝白斑法筛选含有外源基因的重组阳

性克隆，构建基因文库。将转化子平行转接二套同

样的平板，每个平板接种 *;; 个单菌落。用菌落

4)? 法筛选构建好的基因文库。将其中一套平板上

的菌落以适量的 => 培养液冲洗到 @4 管中，每管中

含有 *;; 个菌落组成的混合菌液，先以 *;;; 个克隆

的混合菌液（*; 管）为模板进行 4)? 筛选，结果为阳

性的再以 *;; 个克隆（* 管）为单位进行筛选，确定

某管为阳性后，从对应的另一套平板挑菌（每 *; 个

克隆挑到一管中）进行 4)?，最后以单个克隆为模板

进行 4)? 筛选，筛出阳性克隆。所得阳性克隆送博

亚生物技术有限公司测序。

! "# 丝氨酸蛋白酶 $%&’ 的表达

大肠杆菌重组表达载体的构建及 AB4! 的诱导

表达：根据网上数据库分析及同源性比较确定 AB4!
的信号肽及 ’C0 肽。分别用 4)? 的方法获得除去信

号肽编码序列的 AB4! 成熟蛋白基因和酶原基因，利

用引物上设计的 (%&!和 )’*2"酶切位点克隆进

表达载体 ’@3D!!E（ F ）中，电击转化 >=!*（6@&）感受

态细胞，筛选出阳性转化子，与对照［含质粒 ’@3D
!!E（ F ）的 >=!*（6@&）］同时接种于含 %<’（终浓度

为 *;;#GH<=）和 I43$（终浓度为 *"#<0-H=）的 *J脱

脂牛奶平板。同时接种于含 %<’（终浓度为 *;;

#GH<=）的 => 液体培养基中，&KL振荡培养过夜，次

日按 *J 接种量转接，&KL 培养至 +,M;; 为 ;NM O
;NP，用终浓度为 *"#<0-H= 的 I43$ 于 !PL诱导表达

5Q，收集上清液，检测蛋白酶活性。用 ! 倍体积的丙

酮沉淀上清液中的蛋白，所得沉淀溶解于 ;N;!" <0-H
= 的 3CRSDT)- 缓冲溶液（’T+N;）中，进行 A6AD4%$@
分析。将 I43$ 诱导表达 5Q 的 >=!*D -./!’C0（含重组

质粒 ’@3D!!ED -./!’C0）的上清液，经超滤浓缩，阴离

子柱层析纯化后，A6AD4%$@ 分析。

枯草芽孢杆菌重组表达载体的构建及 AB4! 的

诱导表达：利用引物上设计的 (01!和 2"3T!酶

切位点，将 AB4! 成熟蛋白基因和酶原基因分别克隆

到组成型表达载体 ’TU";;% 中（图 *、图 !），电击转

化枯草芽孢杆菌蛋白酶缺陷型菌株 6>*;5 感受态

细胞，枯草芽孢杆菌转化方法参照 $VCW 等方法略加

改进［**］。 筛 选 出 阳 性 转 化 子，与 对 照（ 含 质 粒

’TU";;% 的 6>*;5）同时接种至含有四环素（终浓度

为 &;#GH<=）的 *J脱脂牛奶平板。同时接种于含四

环素（终浓度为 &;#GH<=）的 => 液体培养基中，&KL
振荡培养过夜，次日按 "J接种量转接，&KL培养，

分时取上清液检测其蛋白酶活性。

图 * 重组表达质粒 ’TU";;%D -./!’C0 的物理图谱

BRG8* 4QWSRXV- <V’ 0Y .Z’C.SSR0/ ’-VS<R2 ’TU";;%D -./!’C0
%<W4：B[SR0/ 0Y $DV<W-VS. ’C0<0\.C 1R\Q S.][./X. ./X02R/G SRG/V-

’.’\R2.，%<W3：A.][./X. ./X02R/G \CV/SXCR’\R0/V- \.C<R/V\R0/ SRG/V- 0Y

2"%’##4- #’%01*’.&53’-$DV<W-VS.8

图 ! 重组表达质粒 ’TU";;%D -./! 的物理图谱

BRG8! 4QWSRXV- <V’ 0Y .Z’C.SSR0/ ’-VS<R2 ’TU";;%D -./!
%<W4：B[SR0/ 0Y $DV<W-VS. ’C0<0\.C 1R\Q S.][./X. ./X02R/G SRG/V-

’.’\R2.，%<W3：A.][./X. ./X02R/G \CV/SXCR’\R0/V- \.C<R/V\R0/ SRG/V- 0Y

2"%’##4- #’%01*’.&53’-$DV<W-VS.8

’ 结果与分析

’ "! 丝氨酸蛋白酶 $%&’ 的纯化

粗酶液经超滤浓缩、离子交换层析、凝胶层析纯

化后，A6AD4%$@ 结果（图 &）表明，未经煮沸变性的

纯化样品银染和酪蛋白活性染色均显示单一的条

带。通过样品煮沸变性的 A6AD4%$@ 测得其分子量

约为 *KNM^6（图 5）。

’ "’ 丝氨酸蛋白酶 $%&’ 部分编码基因序列的克

隆

经氨基酸序列测定，纯化的蛋白酶成熟蛋白测

得的三段内肽的氨基酸序列分别为：I%$$@%IU%%$
$$?，%$3AB4$76U$=I?，6I3$%$7%U_$‘3_‘?。

根据氨基酸序列测定结果及链霉菌密码子使用

偏爱性［+］设计引物，4)? 扩增出约 &;;E’ 的 67% 片

段，回收 4)? 产物，克隆到 ’$@:D3 载体进行序列测

定。结果表明（图 "），根据这段 67% 序列推测得到

的氨基酸编码序列中含有另一段已测定的氨基酸序

5PK 60’*1-1 7&45*"# &. 2’&81%0*&#&9: 生物工程学报 !;;"，_0-N!*，70N"



列“!"#$%&"’()"*+,”，说明 &-, 扩增所得到的片

段是我们拟克隆的基因。

图 . 丝氨酸蛋白酶 $%&/ 纯化的 $($0&!"1 分析

（样品未经煮沸变性）

%234. $($0&!"1 56578929 :; <=>2;2?@ $%&/
（’5A2B? <=>2;2?@ $%&/）

C：9A526?@ D2AE 927B?>；/：5FA2B2A8 9A5262634

图 G 丝氨酸蛋白酶 $%&/ 纯化的 $($0&!"1 分析

（样品经煮沸变性）

%234 G $($0&!"1 56578929 :; <=>2;2?@ $%&/
（$%&/ @?65A=>572H?@ =6@?> CIIJ）

C：<=>2;2?@ $%&/；/：9A56@5>@ <>:A?26 K:7?F=75> D?23EA 4

图 L &-, 获得的 $%&/ 部分基因序列推测的氨基酸序列

（方框内为氨基酸测序得到的内肽序列）

%234L (?@=F?@ 5K26: 5F2@ 9?M=?6F? ;>:K <5>A257 (’!
9?M=?6F? :NA526?@ N8 &-,（#E? 5K26: 5F2@9 9?M=?6F?9

26 <56? >?<>?9?6A?@ 9?M=?6F?9 @?A?>K26?@
N8 <>:A?26 9?M=?6F263 :; $%&/）

! "# 基因文库的构建和筛选

一次连接反应的 CI!* 连接体系分 L 次转化

! 4 "#$% OPCIQ 感受态细胞，共得到 CR SII 个克隆，其

中 QQT为白斑。随机挑取 CI 个白斑提质粒鉴定，

阳性率为 QIT，转入的 (’! 片段大小分布于 L U
C/VN 之间。所插入的外源基因片段平均大小约为

SVN 左右。以链霉菌的基因组大小为 Q IIIVN 计算，

根据公式 & W 76（C X ’）Y76（C X (）计算，达到 QQT的

覆盖率，需 L CZQ 个克隆。所得到的克隆数大大超

过此数，因此文库的构建是成功的。

公式中 & 为一个完全基因文库所应包含的重

组 (’! 的转化子克隆数；’ 为在重组体群体中出现

目的基因序列的几率；( 为限制片段的平均大小与

基因组 (’! 总量之比。

根据已知的 $%&/ 部分 (’! 序列设计引物，从

构建的基因文库中用菌落 &-, 法筛选了约 R /II 个

白色重组子，经过 G 轮 &-,，从中筛选到两个重组子

含有 $%&/ 蛋白酶基因。测序结果及推测的氨基酸

序列如图 R 所示。

分离 得 到 的 蛋 白 酶 基 因 )(’/（1P[* 收 录 号

!OZSGQGI）含一个全长 Q/GN< 的开放阅读框，成熟蛋

白基因 LZRN<，" \ - 含量为 Z/T，编码 CQC 个氨基

酸，理论分子量为 CQ]CC/V(。图 R 中粗斜体所示的

C0CCGN< 为信号肽编码序列，起 始 密 码 子 为 "#"，

CCL0.GSN< 为 <>: 肽编码序列，.GQ0Q/GN< 为成熟蛋白

酶的编码序列。

! "$ 丝氨酸蛋白酶基因 !"#! 的表达

! "$ "% 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达：将 丝 氨 酸 蛋 白 酶

$%&/ 成熟蛋白基因 )(’/K5A 和酶原基因 )(’/<>: 以正

确的阅读框架克隆到表达载体 <1#0//N（ \ ）上的信

号肽编码序列 ’*$[ 之后，得到重组质粒 <1#0//N0
)(’/K5A 和 <1#0//N0 )(’/<>:，受 #Z $+" 启动子驱动表

达。

在 CT 脱 脂 牛 奶 平 板 上，对 照 [*/C0<1#0//N
（ \ ）（含质粒 <1#0//N（ \ ））和 [*/C0 )(’/K5A（含重组

质粒 <1#0//N0 )(’/K5A）不形成降解牛奶的透明圈，而

[*/C0 )(’/<>:（含重组质粒 <1#0//N0 )(’/<>:）则降解牛

奶形成明显的透明圈，表明其具有分泌蛋白酶活性

（图 Z）。

接种于 *[ 液体培养基中的对照 [*/C0<1#0//N
（ \ ）和 [*/C0 )(’/ K5A 经 +&#" 诱导后，其培养液上清

中未检测出蛋白酶活性，而 [*/C0 )(’/ <>: 则检测到

明显的蛋白酶酶活（//=YK*）。样品未经煮沸变性的

$($0&!"1 检 测 结 果 表 明（图 S），+&#" 诱 导 后 的

[*/C0 )(’/<>: 培养液上清浓缩液，考染和酪蛋白活性

染色均显示一条特异性蛋白条带。对照 [*/C0<1#0
//N（ \ ）则没有这一蛋白条带，这进一步表明 $%&/
蛋白酶原基因得到了正确表达，且表达产物具有正
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常的生物学活性。

图 ! 来源于 !"#$%"&’()$* +#,-.,$ /,# " #$$ 的 *+%% 核苷酸序列及推导出的氨基酸序列

（斜体部分代表信号肽，下划线部分代表成熟蛋白，两者之间部分为 &’( 肽）

)*+"! ,-. /01 2.34.56. (7 *+%% 7’(8 ! " +#,-.,$ /,# "#$$ 95: ;-. :.:46.: 98*5( 96*: 2.34.56.（,-. *;9<*6 =9’; ’.=’.2.5;.: 2*+59< =.=;*:.，
;-. 45:.’<*5. =9’; ’.=’.2.5;.: ;-. 89;4’. .5>?8. ;-. =9’; @.;A..5 ;-. *;9<*6 =9’; 95: ;-. 45:.’<*5. =9’; ’.=’.2.5;.: ;-. =’(B=.=;*:.）

图 C $D脱脂牛奶平板检测重组大肠杆菌蛋白酶酶活

)*+"C 1959<?2*2 (7 =’(;.92. 96;*E*;? (5
;-. $D :.+’.92.: 8*<# =<9;.

FG%$B=H,B%%@（ I ）：0 " )&1. A*;- =<928*: =H,B%%@（ I ）FG%$B *+%%89;：
0 " )&1. A*;- =<928*: =H,B%%@B *+%% FG%$B *+%%=’(：0 " )&1. A*;- =<928*:
=H,B%%@B *+%%=’("

图 J 表达的 K)&% 的 K/KB&1LH 和活性染色

)*+"J K/KB&1LH 959<?2*2 95: 96;*E*;? +.<B2;9*5*5+ (7
K)&% .M=’.22.: *5 0 " )&1.

$ N O：8.:*48 24=.’59;95; (7 FG%$B *+%%=’( *5:46.: @? P&,L；Q N J：

8.:*48 24=.’59;95; (7 FG%$B=H,B%%@（ I ）*5:46.: @? P&,L"

将 P&,L 诱导表达 O- 的 FG%$B *+%%=’( 的上清液，

经超滤浓缩，阴离子柱层析纯化后，进行样品煮沸变

性的 K/KB&1LH 分析，结果表明（图 R）：表达的有蛋

白酶活性的蛋白酶分子量大小约为 $CS!#/，明显小

于蛋白酶原的理论分子量而与成熟蛋白酶分子量相

当，说明蛋白酶原的 =’( 肽部分在蛋白酶成熟过程

中被切除了。

图 R K)&% 酶原基因表达的 K/KB&1LH 分析

)*+" R K/KB&1LH 959<?2*2 (7 K)&% =’(B=’(;.*5
.M=’.22.: *5 0 " )&1.

$：=4’*7*.: .5>?8.；%：8(<.64<9’ 8922 2;95:9’:2"

! "# "! 在枯草芽孢杆菌中的表达：将丝氨酸蛋白酶

!JC 23.4$*$ 5&6#4,1 &+ 7.&"$)34&1&8( 生物工程学报 %TTQ，U(<S%$，0(SQ



!"#$ 成熟蛋白编码基因和酶原编码基因以正确的

阅读框架克隆到表达载体 %&’())* 的地衣芽孢杆

菌!淀粉酶启动子和信号肽之后，得到重组质粒

%&’())*+ !"#$ 和 %&’())*+ !"#$%,-。
在 ./ 脱脂牛奶平板上，对 照 01.)2%&’())*

（含 质 粒 %&’())*）不 形 成 降 解 牛 奶 的 透 明 圈，

01.)234%$567（含重组质粒 %&’())*+ !"#$）仅形成微

弱的透明圈，而 01.)2 !"#$%,-（含重组质粒 %&’())*+
!"#$%,-）则降解牛奶形成极明显的透明圈，表明其具

有很强的分泌蛋白酶活性（图 .)）。

接种于 81 培养基中的对照 01.)2%&’())*，其

培养液上清未检测出蛋白酶活性，01.)2 !"#$567 检

测到极弱的蛋白酶活性，而 01.)2 !"#$%,- 则检测到

明显的蛋白酶酶活（9:;58）。

图 .) ./脱脂牛奶平板检测重组菌的蛋白酶酶活

"<=>.) *?6@A3<3 -4 %,-7B63B 6C7<D<7A
-? 7EB ./ FB=,B63BF 5<@G %@67B

01.)2%&’())*：01.)2 H<7E %@635<F %&’())* 01.)2 !"#$567：01.)2

H<7E %@635<F %&’())*+ !"#$ 01.)2 !"#$%,-： 01.)2 H<7E %@635<F

%&’())*+ !"#$%,->

! 讨论

本研究中，由于样品中含有多种蛋白酶，其中仅

丝氨酸蛋白酶就不只一种，故纯化过程中未计算酶

的比活的提高倍数和得率。运用银染和蛋白酶活性

染色均证明纯化所得样品为单一条带，说明所得样

品纯度较高，可直接用于蛋白测序。

应用半补齐法建库，有效消除了载体的自身环

化和插入片段自身彼此退火的能力，极大提高了连

接产物中重组质粒的比例，使组成基因文库的总转

化子数目大大减少，减轻了文库筛选的工作量。研

究结果证明了此方法的正确性。

采用菌落 #IJ 法筛选文库，简便，快捷，一个人

一至二个工作日即可完成数千乃至上万个克隆的筛

选，筛选的灵敏性和准确率也很好。与用核酸探针

杂交筛选方法相比，既省时省力，又避免了放射性污

染，筛 选 结 果 可 靠 性 高（ 我 们 用 此 法 筛 选 到 了

$%&’#%()*+’! "&,-.,’ /,& > G.. 中包括 !"#$ 在内的 K 种

蛋白酶基因的阳性克隆子，经 0L* 测序验证，全部

是所要获得的克隆）。因此，在克隆到所筛基因的部

分序列的情况下，采用此法筛选文库，是一种理想的

选择。

蛋白酶的异源表达较困难，一方面由于蛋白酶

的表达可能对受体菌的生长繁殖产生不利影响，另

一方面受体菌自身蛋白酶对表达产物有影响，而且

增加了表达蛋白酶检测的困难，这也是很多蛋白酶

基因未能进一步验证其生物学功能的原因。本研究

中，分别采用了革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌（蛋白酶

缺陷型）和革兰氏阴性菌大肠杆菌为受体菌，成功地

表达了 !"#$ 基因，验证了所克隆基因的生物学功

能。

研究发现，无论是在大肠杆菌还是在枯草芽孢

杆菌中，表达成熟蛋白基因的蛋白酶酶活很低，而

表达蛋白酶原基因的蛋白酶活则高得多，这可能是

因为蛋白酶的 %,- 肽对蛋白酶的正确折叠和运输起

重要作用。!E<E 等人在对角蛋白酶基因 0’&* 进行

表达时，也是采用表达其蛋白酶原基因的策略，并取

得了成功［.$，.M］。

克隆的 !"#$ 其成熟酶的氨基酸序列与已报道

的 !463B+$ 同源性高达 NNO(/，基本上可认为是同一

蛋白酶。以天青角蛋白（GB,67<? 6P:,B）作为底物测

定在大肠杆菌中表达的蛋白酶 !"#$ 的部分酶学性

质，结果表明，!"#$ 的蛋白酶活性可被丝氨酸蛋白

酶抑制剂 #Q!" 所抑制，!"#$ 是一种丝氨酸蛋白

酶。!"#$ 的最适 %& 为 NO(，最适反应温度为 K)R，

具有较强的角蛋白酶活性，而且还原剂的存在，能极

大地提高其角蛋白酶活性，表现出对角蛋白具有较

强的底物专一性（详情另文发表）。!"#$ 具有较高

的角蛋白酶活性，是一极具应用潜力的蛋白酶，但

S<76F-G-,- 等的工作只得到了成熟蛋白的部分基因

序列（编码成熟蛋白的 (9KT% 中的 2N$T%）［(］，蛋白酶

的 %,- 肽、信号肽编码序列及基因侧翼序列均未得

到，而且未验证基因功能，而蛋白酶的 %,- 肽对蛋白

酶的活性表达可能具有较重要的作用。我们从蛋白

纯化出发，经蛋白测序，调出部分基因序列，通过构

建基因文库，首次获得了包括信号肽、%,- 肽编码序

列在内的完整的基因，并且首次完成了此基因的表

达，既验证了基因的功能，也为今后的开发利用打下

了良好的基础。

弗氏链霉菌 G..（ $%&’#%()*+’! "&,-.,’ /,& > G..）具
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有极强的降解羽毛的能力。角蛋白的降解机制极为

复杂，目前的研究还难以得出一个清晰的结论，除蛋

白酶以外，可能还涉及到脂肪酶、氧化还原酶类等，

我们从此菌中已克隆得到包括 !"#! 在内的 " 种蛋

白酶 基 因（其 中 四 个 已 在 #$%& 注 册，注 册 号 为

’()*+*!*，’()*,+-.，’()*,.,/，’(*+//.+），其中 0 种

与报道的蛋白酶基因同源性最高的均在 */1以下。

另外还克隆到一个脂肪酶编码基因。这些基因的克

隆，为进一步研究它们在降解角蛋白过程中的时空

表达顺序、协同作用机制等打下了基础。
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++ < 我的文章现已审查完毕，并收到了有关审稿意见。我想咨询，如果我的文章修改后，再次投稿，是否

还需要交审稿费，是否仍然用原论文编号提交？

答：如果你的文章已经被通知退稿了，那么文章修改之后再投来将按新稿件处理，从程序上来讲和新投稿件是一样的，仍

需要缴纳审稿费，只是为节省审稿时间，可在投稿时注明“修改重投稿件”字样和原稿件的编号。如果是编辑部在审稿意见中

要求您改后再投来复审，则不作为新稿处置，请直接注明：“原稿件号 a 改后复审”字样，不再另交审稿费。

+! < 我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费

等方法？

答：我们已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评

审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于编

辑部进行评审，我们的承诺是在 0 个月之内给予答复，" c * 个月之内刊出。如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，

说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加费

用。

+0 < 我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想增加

新的作者并且修改作者及单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：如变更单位署名顺序，需要原第一署名单位的证明信，证明内容：原署名顺序 J 现署名顺序 J 盖章。如变更作者署名

顺序，需要所有作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序，修改之后的作者姓名及顺序，并且在证明信的下方，需

要有全部原作者和新作者的亲笔签字。将此证明信邮寄回编辑部，新的作者顺序即可生效。

+, < 我漏订了今年的《生物工程学报》，如何补订？费用多少？

答：如您错过了邮局订刊的时间，可以直接汇款到本刊编辑部补订，费用为每本 0* 元，全年 !!* 元，本刊作者 * 折优惠，免

收邮费。汇款单上请务必写明您的地址、邮编，我们会按期寄上期刊。
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