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木瓜凝乳蛋白酶基因的克隆及在
原核细胞中的表达
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摘 要：以青番木瓜总RNA为模板，采用RT-PCR技术扩增出木瓜凝乳蛋白酶基因 CHY（chymopapain），构

建带有His-tag的原核表达载体 pEASY-E1-CHY。将该重组载体转化到大肠杆菌BL21（DE3）菌株中，重组菌株

用 IPTG诱导表达，在诱导 6 h，IPTG浓度为 0.05 mmol/L时重组蛋白表达量最高。SDS-PAGE凝胶电泳和West⁃
ern-Blot杂交分析结果表明蛋白大小为 45 kDa。用脱脂奶粉进行凝乳分析，证明此木瓜凝乳蛋白酶具有凝乳

活性，此结果为今后利用生物技术进行木瓜凝乳蛋白酶工程化生产奠定了基础。
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Cloning of Chymopapain Gene and Its Expression in E.coli
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Abstract：Chymopapain gene (CHY) was cloned from papaya by RT-PCR, and constructed into pEASY-E1 to

generated recombinant plasmid pEASY-E1-CHY. The plasmid was transformed into E.coli. The expression was in⁃
duced by IPTG and the induction time was optimized. The condition of suitable expression was 6h and 0.05 mmlo/L
IPTG. The analysis of SDS-PAGE and Western-Blot indicated that the molecular weight of protein was 45kDa. The
chymopapain was expressed successfully in BL21（DE3）and the enzyme activity was identified by curd experiment.
The result will be helpful to the chymopapain engineering.
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木瓜凝乳蛋白酶（chymopapain）是木瓜乳汁中

一种含半胱氨酸蛋白酶，它不但具有蛋白酶活性

还具有凝乳活性，Jansen于 1941年首先发现并将

其命名为木瓜凝乳蛋白酶 [1]。它不仅可以用来制

造干酪 [2]，嫩肉，还可以用于治疗腰椎间盘突出

症，肿瘤的辅助治疗，Rh血型的鉴定以及用于消

炎等 [3-6]。因此木瓜凝乳蛋白酶在医药领域上的

用途使其越来越受到重视。

本实验从青番木瓜中提取总 RNA，通过 RT-
PCR技术扩增出木瓜凝乳蛋白酶基因 Chymopapa⁃

in，并构建了 pEASY-E1-CHY原核表达载体，重组
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质粒在大肠杆菌BL21中实现了原核表达，并初步

鉴定其具有凝乳活性，为木瓜凝乳蛋白酶工程化

生产奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 菌种和植物材料

大肠杆菌 trans-T1感受态细胞和BL21感受态

细胞购于北京全式金生物技术有限公司，青番木

瓜购于沃尔玛超市。

1.1.2 酶、试剂盒和生化试剂

RNAiso Plus，反 转 录 试 剂 盒 ，DL2000 DNA
Marker，Protein Molecular Weight Marker（Low）购于

宝生物工程（大连）有限公司；2xTransTaq-T PCR
Super Mix，pEASY-E1 Expression Kit 表达试剂盒，

IPTG 购于北京全式金生物技术有限公司；Tryp⁃
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tone，Yeast Extract 购于 OXOID 公司；NaCl 购于生

工生物工程（上海）股份有限公司；琼脂粉购于北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；AxyPrep
DNA Gel Extraction Kit 和 AxyPrep Plasmid Mini⁃
prep Kit购于康宁生命科学（吴江）有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 木瓜 cDNA 的合成

参考《分子克隆实验指南》的方法分离提取番

木瓜总RNA，将RNA利用反转录试剂盒反转录成

cDNA并稀释至 50 ng/μL。
1.2.2 引物的设计与合成

根据Gene Bank中 CHY（ID: AJ131996.1）的基

因序列设计两条特异引物 P1，P2。上游引物 P1:
5′-ATGGCTACCATGTCAAGCATCAGC-3′，下游引

物 P2:5′-AATATACGTATGGAACCCCAGATC-3′。
1.2.3 CHY（chymopapain）原核表达载体的构建

以稀释后的 cDNA 为模板，PCR 扩增 CHY 基

因。反应在 25μL体系中进行，PCR 程序为：94℃
预变性 5 min；94℃变性 30 s，56℃退火 30 s，72℃延

伸 60 s，30个循环；72℃后延伸 5 min。产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳分离并回收目的片段。按照

pEASY-E1 Expression Kit 说明书将回收的 PCR 产

物连接到表达载体 pEASY-E1上转化 Trans-T1，经
amp+抗性的 LB固体培养基筛选。挑取抗性重组

子交由长春库美公司进行测序，并与 Gene Bank
上已发布的序列进行比对，将序列插入方向正确

的克隆命名为 pEASY-E1-CHY。提取该质粒转化

BL21感受态细胞。

1.2.4 CHY基因表达条件优化

将携带原核表达载体 pEASY-E1-CHY的工程

菌BL21细胞在 LB培养基上培养至OD600为 0.6时，

分别加入 0、0.01、0.02、0.03、0.05、0.07、0.1 mmol/L
的 IPTG，37℃诱导 4 h，并通过 SDS电泳分析 IPTG
浓度对诱导结果的差异。并在加入 0.05 mmol/L
的 IPTG条件下诱导 0、2、4、6、8 h，分析不同诱导

时间对诱导结果的差异。

1.2.5 目的蛋白的纯化回收

将经 0.05 mmol/L IPTG诱导 4 h的菌液离心收

集菌体，并用 0.1倍体积的 PBS缓冲液重悬菌体，

超声波破碎后通过 15 000 r/min离心 5 min收集上

清并利用 Ni 柱纯化目的蛋白。通过 SDS 电泳分

析纯化结果，利用Bradford法测定回收蛋白产量。

1.2.6 木瓜凝乳蛋白酶的凝乳实验

参照 Arima 方法 [7]，将脱脂乳粉用 0.01 mol/L
CaCl2 配制 10%复原脱脂乳溶液，取 0.1 mL（10

mg/mL）木瓜凝乳蛋白酶加入 1 mL 10%复原脱脂

乳中，于 35℃处理 30 min后观察是否出现凝乳现

象，并将 0.1 mL提取缓冲液 PBS作为阴性对照加

入 1 mL 10%复原脱脂乳中。

2 结果与分析

2.1 木瓜凝乳蛋白酶 3的克隆与原核表达载体

构建

如图 1所示，通过RT-PCR成功获得与目的基

因大小相符的 DNA 片段。将该片段连接到原核

表达载体 pEASY-E1并进行测序。选择目的基因

片段正确插入到原核表达载体 pEASY-E1的重组

子，及 T7-启动子→SD序列→Chymopapain→T7终

止子的重组子命名为pEASY-E1-CHY。

2.2 CHY的表达条件优化

通过对不同诱导条件的比较发现，当加入

IPTG浓度为 0.05 mmol/L时，目的基因的蛋白表达

量不再增加（图 2-A）；而当诱导时间达到 6 h以后

M 1 2

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

图 1 木瓜凝乳蛋白酶基因 chymopapain
的克隆与原核表达载体的构建

M：DL 2000
1: RT-PCR 2 :重组质粒 pEASY-E1-CHY PCR

图 2 SDS-PAGE检测 chymopapain的表达

A：不同 IPTG 浓度对 Chymopapain 表达的影响，M：Premixed
Protein Marker（Broad），1～7：IPTG 浓度为 0、0.01、0.02、0.03、
0.05、0.07、0.1mmol/L；B:不同时间对 Chymopapain 表达的影

响，M: Premixed Protein Marker（Broad），1～5:0、2、4、6、8 h
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目的基因的蛋白表达量也没有显著变化（图 2-B）。

可以推断最佳诱导条件为 37℃，0.05 mmol/L，IPTG
诱导 6 h。
2.3 目的蛋白的纯化回收

如图3所示，SDS-PAGE结果表明，经Ni柱纯化的

洗脱液中含有一条分子量大小为45kDa的蛋白条带。

2.4 木瓜凝乳蛋白酶凝乳实验

如图 4 所示，当脱脂乳中加入重组木瓜蛋白

凝乳酶，于 30 min后完全凝乳，而添加不含重组凝

乳酶的缓冲液做对照时，脂乳未出现凝乳现象。

实验结果表明：重组的木瓜蛋白凝乳酶具有明显

的生物活性。

3 讨论与结论

作为食品添加剂，凝乳酶在 1990年就被美国

食品和药物管理局注册通过，最先在美国使用，

随后陆续被其他国家和地区认可 [8]。近年来随着

对凝乳酶研究的深入，发现凝乳酶中的木瓜凝乳

蛋白酶与菠萝蛋白酶、胰蛋白酶制成的复合酶对

肿瘤细胞有杀伤作用 [9-11]，说明木瓜凝乳蛋白酶在

医药领域也具有应用潜力。

原核表达系统可以在短时间内生产出大量的

目标产物而受到欢迎，同时又有遗传背景清晰，

周期短，易于工程化等优点，而且调节表达条件

可以使蛋白以可溶的形式产生。本研究发现在加

入 0.5 mmol/L 的 IPTG，在温度为 37℃，培养 6 h 蛋

白以可溶性形式存在，较少形成包涵体。生产的

蛋白不用经过复性处理。简化了生产程序，提高

了蛋白产率。便于在酶活测定时计算产量和活性

的关系。因此，以原核表达系统生产木瓜凝乳蛋

白酶是很好的工程化生产方式。

本研究与张俊瑞 [12]，普燕 [13]等人研究结果基

本一致，但是在 IPTG诱导浓度、诱导时间有一定

的差异，差异可能与处理条件、离子浓度、表达的

重组凝乳酶的来源以及修饰差别有关，具体原因

需进一步研究。

本实验成功克隆了木瓜凝乳蛋白酶基因，可

以在原核中表达，在 37℃，0.05 mmol/L IPTG 诱导

条件下表达 6 h，表达量最大，产物以可溶形式存

在。经 SDS-PAGE 和 Western-Blot 分析分子量约

为 45 kDa。凝乳实验结果表明表达产物具有生物

学活性。
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图 4 凝乳酶的凝乳实验

A：对照 B：凝乳实验

图 3 木瓜凝乳蛋白酶的纯化与鉴定

M：Premixed Protein Marker（Broad），1：大肠杆菌总可溶蛋白，

2：纯化的 Chymopapain蛋白，3：Western杂交
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抗褐纹病育种具有深远的意义。掌握丰富的抗性

资源是研究抗病育种工作的首要前提，目前对茄

子褐纹病抗源的研究及育种工作仍向纵深方向继

续发展，未来的研究工作应在及时监测生理小种

的变化同时，进一步寻找新的、有效的褐纹病抗

源，更加深入地了解抗原抗病的机理，并有效地

利用抗源开展育种工作。只有在茄子育种专家、

病理学家、生物技术专家等多方面的密切协作，

推动茄子的生物科学技术研究迅猛发展，才能进

一步有效地加快茄子品种改良的进程，推动具有

优良商品性状茄子的大规模栽培和生产。
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