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深海热液区是海洋中的一类极端生态系统，一般在海洋

1 000 m以下的深水区域. 其独特的极端环境蕴藏着丰富的

微生物资源. 这些微生物进化出在这种严酷生境中的适应机

制，有着很强的极端条件耐受性. 因此，现在越来越多的生

物学家开始关注海洋热液微生物资源的研究，尤其对这些微

生物基因资源的开发利用越来越重视. 

Fulvimarina manganoxydans sp. nov. 8047是从西南印度

洋（37°47′S49°39′E）水下2 800 m深海热液羽流区筛选获得

的一株新种 [1]，该菌是需氧、Mn2+氧化、革兰氏阴性菌，是目

前Fulvimarina属已有报道 [2]中发现的第2个菌种. 对其基因

组进行分析，从中选取一个注释为脱卤酶的基因fm2382（专

利申请号：201610128149.7）进行研究. 将fm2382基因序列与
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摘  要  为促 进海洋微 生物及基因资源的开发 应 用，将海洋微 生物Fulvimarina manganoxydans sp. nov. 8047的磷酸

酶 基因 fm2382在大 肠杆菌（Escherichia coli）中异源 表 达、纯化，并 研 究磷酸酶 FM2382的酶学性 质. 设 计引物从
F. manganoxydans sp. nov.8047基因组DNA中扩增出磷酸酶 fm2382基因，克隆至pET28（a）表 达载体中，构建 重组菌

株，表 达纯化后对磷酸酶 FM2382的酶学性质进行分析. 结果 表明：磷酸酶 FM2382最 适反应温 度为45 ℃，最 适反

应pH 7.1，70-80 ℃高温 处理1 h后仍具35%左右的活力，在pH 7.1-9.0范围内具 有较 好的稳定性；金属离子对磷酸酶

活力有不同程度的影响，其中Mg2+、Mn2+具 有强烈的激活作用；Km = 1.42 × 10-3 mol/L，Vm = 2.5 × 10-7 mol/L.  本研究

表明F. manganoxydans sp. nov.中获得的fm2382基因可以在大 肠杆菌中高效表达 且FM2382是 一种新的磷酸酶. （图
9 表1 参20）
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Abstract  To characterize phosphatase FM2382, we cloned the fm2382 gene of Fulvimarina manganoxydans sp. nov. 8047 
and expressed it in Escherichia coli. Based on the genomic DNA sequence of F. manganoxydans sp. nov.8047, we designed a 
pair of primers and amplified phosphatase fm2382 gene by PCR methods. Then fm2382 was cloned into the vector of pET-28a 
and expressed in E. coli. The recombinant protein was purified to investigate enzymatic properties of phosphatase FM2382. 
The nucleotide sequencing result showed that the fm2382 gene had 890 base pairs and encoded 289 amino acid residues. The 
purified FM2382 exhibited phosphatase activity with optimum temperature of 45 °C and optimum pH of 7.1. Moreover, the 
FM2382 was stable between pH 7.1and pH 9.0 for 1 hour, and the relative activity held 40% after storing at 70–80 °C for 1 
hour. Furthermore, FM2382 was activated by Mg2+, Mn2+, and inhibited by Zn2+, EDTA. Lineweaver-Burk assay revealed 
that FM2382 had Km of and 1.42 × 10-3 mol/L and Vm of 2.5×10-7 mol/L. This research first reported that gene fm2382 from F. 
manganoxydans sp. nov. 8047 could be highly expressed in E. coli, and the enzymatic characterization results suggested that 
FM2382 is a novel phosphatase. 
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氨基酸序列分别在NCBI数据库与PDB数据库中进行比对分

析，结果表明该基因为HAD超家族（Haloacid Dehalogenase 
Superfamily）中的卤酸脱卤酶 [3-7]. 将其克隆至大肠杆菌中异

源表达，研究其脱卤性质，先后尝试13种卤酸类和卤代烷烃

类底物，研究结果并没有明显的脱卤现象. 进一步对该基因

进行分析研究，推测该基因可能是HAD超家族中的磷酸酶

基因，编码的蛋白质具有磷酸酶功能 [8]. 

关于HAD超 家 族 磷 酸 酶的研 究，目前已有很 多 报 道 . 
HAD超家族是普遍存在于生物体中的一大类酶 [9]，家族成员

中目前已有超过19 000条单一序列被鉴定出[10]. 该家族主要

包括磷酸酶（约占全家族的79%）和ATP酶（约占全家族的
20%）[11-12]. 

在此基础上，我们课题 组开始探究 fm2382基因的磷酸

酶功能，从F. manganoxydans sp. nov基因组中克隆出磷酸酶

基因fm2382，并在大肠杆菌中重组表达. 通过对其表达产物
FM2382最适温度、最适pH、金属离子影响，以及温度稳定性

和酸碱稳定性的研究，来确定该基因的生物学功能，为海洋

微生物资源的开发利用奠定基础. 

1  材料与方法

1.1  材 料
1.1.1  菌株和质粒　　大肠杆菌（Escherichia coli）BMBL21
（DE3）购于博迈德生物技术有限公司，E. coli Trans1-T1购于

北京全式金生物技术有限公司；载体pEASY-Blunt Simple购

于北京全式金生物技术有限公司，pET-28a为本实验室保存. 
1.1.2  培养基　　LB培养基（0.5%酵母提取物，1%蛋白胨，1% 
NaCl），37 ℃培养，需要时添加终浓度为50 μg/mL的卡那霉

素. 
1.1.3  主要试剂　　高分子量蛋白质标准购于Thermo公司，

硫酸卡那霉素、IPTG（Isopropy-β-D-thiogalactoside，异丙

基-β-D-硫代半乳糖苷）购于江晨生物，改良型Bradford蛋白

质 浓度测定试 剂盒 购于生工生物工程（上海）股份有限公

司，pNPP（p-nitrophenyl phosphate，对硝基苯磷酸二钠）、pNP
（p-nitrophenol，对硝基苯酚）购于上海阿拉丁生化科技股份

有限公司，其它化学试剂均为分析纯. 

1.2  磷酸酶基因fm2382的克隆
以F. manganoxydans sp. nov. 8047菌株基因组DNA为模

板，用引物FM2382-F和FM2382-R进行PCR扩增fm2382全长

序列. PCR扩增程序：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，55 
℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，30个循环；72 ℃ 10min，4 ℃ 1 h. 
PCR产物经电泳纯化回收后，克隆到pEASY-Blunt Simple质粒

中，转化到E. coli Trans1-T1. 经转化子验证后，送交北京擎科

新业生物技术有限公司测序. 

表1  PCR引物序列
Table 1  Oligonucleotides used as primers

引物 Primer 引物序列 Primer sequence (5′→3′)
FM2382-F
FM2382-R

GGAATTCCATATGATGCGCGAAAGCGACACCGGAG
CCCAAGCTTTCAACGCAGAGTCGGGATGAAG

1.3  表达载体的构建
将含有目的基因fm2382的pEASY-Blunt Simple-fm2382质

粒与载体pET-28a质粒分别经Nde I和Hind III消化，经电泳验

证，纯化回收目的基因fm2382，连接到pET-28a，转化 E. coli 
Trans1-T1.  对阳性克隆子提取质粒，转化到E. coli BMBL21
（DE3). 获得阳性克隆子保种备用. 

1.4  磷酸酶FM2382同源性分析
利用MEGA、Clustal W等软件对蛋白FM2382与典型的

HAD超家族保守区序列进行同源比对. 

1.5  磷酸酶FM2382表达
将获得的E. coli BMBL21（DE3）-pET-28a-fm2382工程菌

接种到含有终浓度50 μg/mL卡那霉素的LB液体培养基中，37 
℃，200 r/min条件下培养至OD600 nm值0.6-0.8，加入终浓度为
1 mmol/L的IPTG，换至20 ℃，200 r/min条件下，诱导外源基

因fm2382的表达. 诱导16 h后，6 000 r/min离心10 min，收集E. 
coli菌体. 用Buffer A（0.1 mol/L Tris-HCl，0.1 mol/L NaCl，0.01 
mol/L咪唑，0.5 mmol/L EDTA，pH 8.0）重悬菌体，在冰水浴

上超声处理，破碎细胞，至重悬液清澈透明. 在4 ℃，12 000 
r/min条件下离心10 min，收集上清液. 上清液上机流经Buffer 
A 平衡的HisTrap HP（1 mL），再用洗脱缓冲液Buffer B（0.1 
mol/L Tris-HCl，0.1 mol/L NaCl，0.5 mol/L咪唑，0.5 mmol/L 
EDTA，pH 8.0）洗脱层析柱，收集目标蛋白. 收集的蛋白溶

液再流经Buffer C（0.1 mol/L Tris-HCl，0.1 mol/L NaCl， 0.5 
mmol/L EDTA，pH 8.0）平衡的HisTrap Desalting色谱柱脱盐

除镍和Superdex 200-10/300GL分子排阻色谱柱鉴定FM2382
的聚合状态. 经SDS-PAGE检测和鉴定后，用超滤离心管（10 
× 103）浓缩得到纯酶液，采用Bradford方法 [13]，对蛋白质浓度

进行测定. 

1.6  磷酸酶FM2382酶学性质分析
1.6.1  磷 酸 酶活性的测定 　　磷 酸 酶 活 性 的 测定参照 文

献 [14]，并进行了改进. 1 mL反应体系中含20 mmol/L的pNPP
（p-nitrophenyl phosphate，对硝基苯磷酸二钠），2 mmol/L 
MgCl2，200 mmol/L NaCl，20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 
7.1），10 μg/mL磷酸酶FM2382. 45 ℃水浴孵育10 min，加入
100 μL 1mol/L NaOH混匀. 在405 nm波长条件下测定吸光度

值，计算水解产物pNP（4-nitrophenol，对硝基酚）的含量. 磷

酸酶活力定义：在45 ℃，pH 7.1条件下，每毫克磷酸酶每分钟

水解产生pNP的量. 
1.6.2  最适温度与最适pH　　设置温度梯度30 ℃、35 ℃、40 
℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃，在其它条件一致的情况下分别测定

磷酸酶FM2382活性，确定其最适温度. 确定最适温度后，在

该温度下，在pH 3.0-9.0范围内（缓冲液体系由pH 3.0-6.6的柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液和pH 7.1-9.0的Tris-HCl缓冲溶液组

成）分别测定磷酸酶FM2382活性，确定其最适pH. 每个反应

进行3次重复. 
1.6.3 热稳定性与pH稳定性　　将酶液分别置于70 ℃、80 
℃、90 ℃、100 ℃水浴中保温，每隔20 min取100 μL酶液，置

于冰上5 min，12 000 r/min离心10 min，取上清液，在最适条

件下检测剩余酶活. 将酶液分别置于pH 3.0、pH 5.0、pH 7.1、
pH 9.0、pH 11缓冲溶液中，处理1 h，12 000 r/min离心10 min，

取上清液，在最适条件下检测剩余酶活. 每个反应进行3次

重复. 
1.6.4  金属离子对磷酸酶FM2382活性的影响　　在纯化后



154

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

1期海洋微生物Fulvimarina manganoxydans磷酸酶FM2382的……

的酶液中分别加入 终 浓度为1 mmol/L的金 属离子化合 物
MgCl2、MgSO4、MnCl2、NiCl2、CoCl2、FeCl2、ZnCl2、CuCl2、
EDTA、None（未添加金属离子），在最适条件下检测它们的

相对酶活力，以添加MgCl2的酶活力为100%. 每个反应进行3
次重复. 
1.6.5  酶促动力学参数测定    配制浓度范围为0.1-10 mmol/L
的pNPP，在最适反应条件下分别测定405 nm波长下的吸光度

值，计算不同浓度底物对应的磷酸酶活力. 利用Lineweaver-
Burk双倒数作图法计算出磷酸酶FM2382的Km、Vm参数. 

2   结果和分析

2.1  磷酸酶FM2382同源性分析
将FM2382蛋白与已知的典 型HAD超 家 族保守序列进

行同源性比较，结果如图1所示. 典型的HAD超家族有3个非

常保守的Motif：Motif I由DXDX（T/V）（X代表任意氨基酸

残基）组成，Motif II仅含(T/S)G一2个氨基酸残基，Motif III
则由K-(X)18-30(G/S)(D/S)XXX(D/N)组成. 从图中可以看出，
FM2382氨基酸序列与HAD超家族保守序列的匹配度并不

高，Motif I中的第2个天冬氨酸被色氨酸（W）取代，Motif II
中的甘氨酸被天冬酰胺（N）取代，Motif III中的赖氨酸和第1
个天冬氨酸分别被亮氨酸（L）和丙氨酸（A）所取代，且不难

发现，这些取代的氨基酸之间物理化学性质也截然不同. 因

此，我们初步推测，FM2382可能是HAD超家族中的新型磷

酸酶. 

图1  FM2382与HAD超家族保守序列同源比较. 
Fig. 1  Alignment of sequence conserved between FM2382 and HAD 
superfamily.

2.1  磷酸酶基因fm2382的克隆表达
以F.arina manganoxydans sp. nov. 8047菌株基因组DNA

为模 板，PCR扩增出一 条大 小约为870 bp的条 带，连 接 到

载体中，进行测序验 证. 测序结果表明基因全长870 bp，编

码289个 氨 基 酸，与磷 酸 酶 fm2382基因序列完 全 一 致，说

明载体 构建成功. 重组质粒pET-28-a-fm2382转化到E. coli 
BMBL21（DE3)中，经过IPTG诱导表达、HisTrap HP亲和层析

和Histrap Desalting脱盐纯化后，对样品进行SDS-PAGE电泳

分析结果见图2.  发现除了有一条分子量（Mr）约为30 × 103

的条带与我们基因预测所得的分 子量一致 外，还有两条分

子量约为60 × 103和110 × 103的细的条带. 将这3条条带分别

进行LC-MALDI质谱分析，结果显示都为磷酸酶FM2382. 为

了探究FM2382在自然条件下的聚合状态，进行了分 子筛层

析实验，如图3所示. 图中可以看出FM2382主峰的Ve = 15.6，

根据蛋白质分子量校正曲线计算出FM2382的相对分子质量

为43 × 103，介于理论上单体（31 × 103）和二聚体（62 × 103）

分 子量之间. 考虑到分 子排阻 层析洗脱 顺序除了与相对分

子质量有关，还与分子的形状密切相关，如分子结构紧密的

利血平（一种药物）实际相对分 子质量为608，而在校 正曲

线上对应的却是相对分 子质量410的洗脱峰 [15].  同理，推测

FM2382在自然状态下是以紧密的球状二聚体形式存在的. 试

验还表明FM2382表达量较高，纯化效 果好，获得了纯的蛋

白质，同时也说明磷酸酶FM2382的结构比较稳定，普通变

性方法不能完全将其解聚成单体. 确定纯化得到的蛋白质是

磷酸酶FM2382后，用超滤离心管（10 × 103）浓缩纯化后的蛋

白，并用改良型Bradford蛋白质浓度测定试剂盒测得磷酸酶

FM2382的浓度为17 mg/mL. 

图2  磷酸酶FM2382蛋白SDS-PAGE电泳图. 1：上清液，2：包涵体，3：纯
化蛋白. 
Fig. 2  SDS-PAGE of phosphatase FM2382. M: protein marker; Lane 1: 
supernate protein; Lane 2: inclusion-body protein; Lane 3: purified protein. 

图3  FM2382分子排阻层析分析. 
Fig.  3  Size-exclusion chromatography analysis of FM2382.

2.2  磷酸酶FM2382酶学性质分析
2.2.1  温度对磷酸酶FM2382酶活力的影响　　在30-45 ℃范

围内，随着温度的上升，磷酸酶FM2382的活力逐渐提高；当

温度进一步升高时（50-55 ℃），其活力开始下降. 因此，最

适温度为45 ℃左右，结果见图4.  对其热稳定性进行分析，

FM2382在4 ℃处理2 h，酶活力保持稳定，这与一般的酶性质

类似. 70-80 ℃高温处理30 min仍能保持50%-60%的活力，且

1 h后还具35%左右的活力，表明FM2382具有一定的耐高温

性，结果见图5. 

2.2.2  pH对磷酸酶FM2382酶活力的影响　　在强酸性条件

（pH 3.0- 5.0）下，磷酸酶FM2382几乎没有活力，且在pH 5.0
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时有部分絮状物产生. 根据基因预测得到FM2382的理论pI
为4.72，推测在pH 5.0环境下，FM2382的静电荷趋近于零，导

致蛋白质分子之间的静电力减小，从而形成聚集沉淀，表现

出来即为剩余酶活力的降低. 在pH 6.0- 7.1时，FM2382活力迅

速升高；在中性偏碱性条件（pH 7.1-9.0）下，FM2382活力开始

下降. 因此磷酸酶FM2382最适pH为7.1左右，结果见图6. 酶活

的pH稳定性试验表明，磷酸酶FM2382在pH 7.1-9.0之间比较

稳定，处理1 h后酶活保持在较高的水平几乎不变. 在pH 5.0
条件下处理1 h，FM2382几乎没有表现出活力，进一步证明了

由等电点沉降引起的剩余酶活力的降低，结果见图7. 

图6  磷酸酶FM2382最适pH. 
Fig. 6  Optimum pH of phosphatase FM2382.

2.2.3  金属离子对磷酸酶 FM2382活性的影响　　磷酸 酶
FM2382活力会受到不同金属离子的影响. Mg2+、Mn2+、Fe2+、
Co2+、Cu2+、Ni2+对FM2382有不同程度的激活作用，其中Mn2+

对FM2382具有强烈的激活作用，约为Mg2+的4.5倍. 这可能与
fm2382基因来源于F. manganoxydans有关，该菌为锰氧化菌，

在其生理代谢过程中多有锰 元素的参加，而该基因编码的
FM2382在执行生物学功能过程中对Mn2+有更强的适应性，

因此表现出较高的酶活力. Zn2+、EDTA对酶活力有抑制作

用，使得酶活力几乎为零. 而Cl-、SO4
2-等阴离子对FM2382的

活力没有明显影响. 结果见图8. 

图8  金属离子对磷酸酶FM2382活力的影响. 
Fig. 8  Effect of metal ions on phosphatase activity of FM2382.

2.2.4  酶促动力学参数测定　　磷酸酶FM2382与一系列不同

浓度的pNPP反应，根据Lineweaver-Burk双倒数作图法计算出

磷酸酶FM2382的Km = 1.42 × 10-3 mol/L，Vm = 2.5 × 10-7 mol/L，

结果见图9. 

图9  磷酸酶FM2382双倒数曲线图. 
Fig. 9  Double reciprocal diagram of phosphatase FM2382.

3  讨 论

本研究成功地从新种F. manganoxydans sp. nov基因组中

获取了目的基因fm2382，并在大肠杆菌中大量重组表达. 对

其生物学功能进行研究，发现该基因编码的蛋白质FM2382
具有磷酸酶功能，与NCBI和PDB数据库序列比对给出的注

释具 有脱卤酶功能的结果不完全相符，这也证实了现有数

据库中存在大量不准确基因功能注释的现象 [8]. 虽然fm2382

图4  磷酸酶FM2382最适反应温度. 
Fig. 4  Optimum temperature of phosphatase FM2382.

图5  磷酸酶FM2382温度稳定性. 
Fig. 5  Thermal stability of phosphatase FM2382.

图7  磷酸酶FM2382 pH稳定性. 
Fig. 7  The pH stability of phosphatase FM2382.
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1期海洋微生物Fulvimarina manganoxydans磷酸酶FM2382的……

预 测为HAD超 家 族 的成 员，且试 验 结果 表明编 码的蛋白

FM2382有磷酸酶 功能，但没有 HAD超家 族 磷酸酶核心区

域典型的Motif I [DXDX(T/V)]、Motif II [(S/T)G]和Motif III 
[K-(X)18-30-(G/S)(D/S)XXX(D/N)]这3个保守区[14, 16-17]. 因此，结

合功能性试验结果和生物信息学分析，我们推测该酶为HAD
超家族中的另一类新型磷酸酶. 

为了在 酶 学 性 质 上 探 讨 大 肠杆 菌 重 组 表 达 的 磷 酸 酶

FM2382究，我们以pNPP为底物，对纯化后的FM2382磷酸酶

活性进行了详细研究. 结果表明，FM2382的最适温度约为

45 ℃，热稳定性试验表明FM2382具有一定的耐热性. 此外，

FM2382最适pH在7.1左右，说明FM2382为中性磷酸酶 [18]；在

pH 7.1-9.0之间比较稳定，处理1 h后酶活仍能保持在较高的水

平. 金属离子试验表明，FM2382是一种金属离子依赖型磷酸

酶，其中对Mn2+的依赖型最强；而Zn2+和EDTA对FM2382磷

酸酶活性存在抑制作用，几乎检测不到磷酸酶的活性. 从动

力学参数可以看出，本研究中FM2382的Km = 1.42 × 10-3 mol/
L，Vm = 2.5 × 10-7 mol/L，与其他文献报道的Km值 [19-20]相比较，

FM2382与底物pNPP的亲和力处于较高水平. 

本研究首次在F. manganoxydans sp. nov.中发现了一个具

有良好温度稳定性的中性磷酸酶基因fm2382，并在大肠杆菌

中重组表达. 对其编码的FM2382蛋白进行了初步研究，发现

其为HAD超家族中的新型磷酸酶. 在此基础上，课题组后期

将着手开发磷酸酶FM2382潜在的应用价值，即进一步研究

FM2382对有机磷农药的降解和检测情况，使该酶能够在环

境生物修复和农药残留检测方面发挥作用. 此外，本研究还

可为丰富磷酸酶的种类和来源以及后续的应用研究奠定基

础，为F. manganoxydans sp. nov.基因资源的开发创造条件. 
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