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一个新葡萄糖淀粉酶基因的克隆与表达
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摘 要 根据已报道的米根霉葡萄糖淀粉酶基因序列，通过 IK.方法，从天然少根根霉的总 H*8中克隆到含有四个内含子的
葡萄糖淀粉酶基因。通过设计引物并采取重叠 IK.方法删除内含子，获得了新的少根根霉葡萄糖淀粉酶（@"#D(E)& +**"#D)
A(@0’,4-(,=/，.,R8）0H*8序列（800/==1’B B@45/6：HT\#"E%"）。该基因在毕赤酵母中成功表达，表达产物具有较高的葡萄糖淀粉
酶活性。
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目前，能源短缺和环境污染极大限制了社会的

发展进步，乙醇作为替代能源已逐步被人们所认识，

被认为是解决上述问题的有效途径之一。寻找可替

代能源已经成为现代科学的一大研究热点，受到各

国政府的高度重视和大力支持。与其它石化燃料相

比，乙醇具有可再生、燃烧清洁和不产生温室气体等

优点，有可能成为替代汽油等化石能源的主要燃料

能源。目前通过淀粉生产乙醇的方法包括构建分泌

葡萄糖淀粉酶的工程菌株，通过一步降解淀粉并发

酵生产乙醇以提高乙醇产率［L］。目前酒精发酵工业

中广泛应用的酶法糖化发酵一般采用来自黑曲霉

（ B&E%*1#,,)& $#1%* ）［!］、泡 盛 曲 霉（ B&E%*1#,,)&
+G+C(*#）［"］、得氏根霉（ @"#D(E)& $#7%)&）［]］和臭曲霉
（B&E%*1#,,)& -(%/#:%&）［%］等生产菌株提取的葡萄糖淀
粉酶糖化淀粉，酶制剂用量大，生产成本高。而且，

上述来源的葡萄糖淀粉酶基本不具备糖化生淀粉的

能力，因此糖化前必须将淀粉高温蒸煮，然后再通过

!N淀粉酶使其糊化，能源消耗大并增加了生产成本，



从而降低了企业的竞争力和用户使用成本。虽然国

内外也有使用混合培养糖化和发酵菌株生产乙醇的

发酵生产方式，但此工艺缺点在于菌株自身生长需

要消耗大部分的淀粉底物，实际淀粉利用率和乙醇

产率依然相当低［!］。根霉葡萄糖淀粉酶能够高效降

解!"#，$、!"#，%、!"#，!"糖苷键，从淀粉非还原性
末端释放葡萄糖［&］，因此具有很高的商业价值。有

人通过构建分泌米根根霉葡萄糖淀粉酶的酿酒酵母

菌株，显著提高了乙醇产率和缩短发酵所需的时

间［’］。

少根根霉具有很高的淀粉降解能力，本研究的

目的就是构建分泌少根根霉葡萄糖淀粉酶的毕赤酵

母菌株，用于降解淀粉、发酵生产乙醇。常规获取基

因 ()*+的方法是 ,-"./,，但我们使用购自中科院
普通微生物菌种保藏管理中心的工业 !"#$%&’(
)**"#$’( %01’2% 菌株生长速度快，其 3,*+ 降解迅
速，很难分离其 3,*+，故用常规 ,-"./,方法获取
()*+序列没能成功。因此，我们通过基因组 )*+，
获得了含有四个内含子的葡萄糖淀粉酶基因。因为

酵母和少根根霉的内含子剪接机制不同，因此必须

在体外通过 ./,方法，删除基因中的 $ 个内含子。
通过测序分析表明，$个内含子被精确删除，并且跟
基因组 )*+ 相比，没有引入新的突变位点。将
,45+基因构建到毕赤酵母表达载体 6.7/2并转化
毕赤酵母 58##9，得到了分泌活性葡萄糖淀粉酶的
工程菌株。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 质粒和菌株：6:)#’"-载体，+ ; ,%-# )<9)，
.#,") &)(/%*#( 58##9本室自存。
!"!"# 培养基和添加剂：=>培养基用于大肠杆菌
培养。?.)培养基用于酵母培养。:)平板（#0%$@
无氨基酵母氮碱，#@葡萄糖，1@琼脂）用于挑选重
组酵母。>:5?（#@ 酵母浸膏，1@ 蛋白胨，
#AA33BCD= 6< !0A 磷酸缓冲液，#0%$@酵母氮碱，
#@ 甘油）用于增殖细胞，>::?（#@ 酵母浸膏，1@
蛋白胨，#AA33BCD= 6< !0A 磷酸缓冲液，#0%$@酵母
氮碱，#@ 甲醇）用于诱导表达。.0’ )*+聚合酶，
E*-.购自生工。-$ )*+连接酶以及可溶性淀粉购
自大连宝生物公司。)*+ 4FE .GBHIJF 34GKIG购自北
京鼎国公司。

!"!"$ 用于印记的抗体：鼠源的葡萄糖淀粉酶单
克隆抗体购自 /CBFHI(L公司，辣根过氧化酶标记的

二抗（羊抗鼠 7M5"<,.）购自北京欣经科公司。.N)O
膜购自 :7==.P,Q 公司。
!"# 方法
!"#"! 内含子删除策略：内含子体外剪接根据 :#%
删除诱变设计［2］。每个内含子的删除需要两对引

物，如图 #所示。引物 1、%互相配对，其 %R端一部分
碱基与基因组 )*+配对。两端引物 #、$ 设计有限
制性内切酶位点，以便构建载体。使用 #、1；%、$ 作
为引物，进行两组 ./,，获得扩增片段 +、>有一段
互相配对。琼脂糖电泳和回收试剂盒纯化除去多余

的引物相当重要［#A］。使用 +、>两个片段作为模板，
两端引物进行 ./,扩增。为了在上述过程中减少
突变，我们使用了高保真的 )*+聚合酶。

图 # 内含子删除示意图
OJM; # + S(LI34HJ( BT EICIHJBF BT JFHGBFS

!"#"# 少根根霉葡萄糖淀粉酶内含子的删除：设计
一系列引物用来删除少根根霉葡萄糖淀粉酶中的四

个内含子（表 #）。引物 5#1和 5##用于删除第一个
内含子，他们是相互配对的，并且 %R端一部分的碱
基与基因组 )*+配对。引物 *#和 *1设计用于删
除第四个内含子，他们相互配对，且 %R端一部分碱
基与基因组 )*+配对。第三个外显子只有 9$碱基
长，设计 51#，511 和 51% 这三个引物用来一次延
伸，直接扩增该片段。51# 的设计同 5## 类似。
./,剪接各步以及各引物的使用见图 1所示。

表 ! 用于少根根霉葡萄糖淀粉酶内含子删除的引物
%&’() ! *+,-)+. /).,01)/ 23+ /)()4,31 32 ,14+31. 32 !"#$%&’( )**"#$’

U6 9R/-/-/5+5++++5+5/++5/+--//-+5-+5-5/--/
)BVF 9R--+5++--/--++5/55/+55-5/+//+5/%R
5## 9R/+55+++++---+-5-/++5++/+--5/%R
5#1 9R5/++-5--/--5+/+-+++-----//-5%R
51# 9R---//+/-5+//-/+-+/--+++5-+5++/-//%R
511 9R5++--5--5--+-/+-+5-+-5-----//+/-5+//-/%R
51% 9R+//--55-++--55/+5++--5--5--+-/+-+5%R
*# 9R-//-55/-/-5++++5+-//--5//+/-5/-5%R
*1 9R/+5/+5-55/++55+-/----/+5+5//+55+%R
5%1 9R-/-+/+-//++5//%R

’&$ 1"#23(3 4%’*2)- %0 5#%/3,"2%-%67 生物工程学报 1AA&，NBC01%，*B0%



图 ! 内含子删除过程中 "#$剪接以及
各引物的使用示意图

%&’( ! "#$ )*+&,&-’ .-/ 0)1 23 *4&514) /04&-’ 671
*42,1)) 23 671 /1+16&2- 23 &-642-)

通过 "#$扩增出片段 8，（9 : #），;和 <后用
电泳纯化回收。第一、第四个内含子的删除如图 =
所示的删除策略进行。"#$ 条件：预变性 >?@
=A5&-，变性 >?@ ??)，退火 ?!@ ??)，延伸 B!@，延伸
时间取决于片段大小，每 CD延伸时间 !5&-。得到含
!"#!酶切位点和含 $%#$!酶切位点的两个片段。
!"#"$ *E#=FG$.H8 载体的构建：获得含 !"#!酶
切位点的片段（8 : 9 : #）和含 $%#$!酶切位点片
段（; : <）后。用 $%#$! 和 &’(!双酶切 *E#=F载
体，含 !"#!位点片段和含 $%#$!位点片段也使用
相应的限制酶消化，两个片段的另一端为平端。&’(

!和 !"#!酶切后会产生相同的粘性末端。上述三
片段于 =I@连接过夜（图 J）。重组载体通过电脉冲
法转化大肠杆菌［==］，提取阳性转化子的质粒进行碱

基测序。

图 K 根霉葡萄糖淀粉酶内含子的删除
%&’( K ;1+16&2- 23 &-642-) 23 ’+0,2.5L+.)1 23 )"*+#,-. ’//"*+-

M= .-/ M! .41 5.4C14)( !：’1+ &5.’1) 23 34.’51-6 8，<，9 : # .-/ ; .5*+&3&1/ DL "#$，"："#$ *42/0,6 23 .D206 =KAA D*，N72)1

615*+.61) .41 ; .-/ < .-/ *4&514) .41 HJ! .-/ ;2N-；"#$ *42/0,6 23 .D206 JAAD*，N72)1 615*+.61) .41 8 : 9 : # .-/ *4&514) .41 H!J

.-/ E*(

!"#"% 构建 *"O#>G$.H8表达载体：*E#=FG$.H8和
*"O#>两个质粒通过 $%#$!和 !"#!双酶切消化、
回收。获取目的基因片段和表达载体片段。通过

PK ;Q8连接酶联接，构建 *"O#>G$.H8载体，转化大
肠杆菌。提取阳性菌质粒，通过 01("线性化后电
击法转化毕赤酵母 HR==?［=!］。

图 J *E#=FG$.H8载体的构建
%&’( J #2-)640,6&2- 23 *E#=FG$.H8

!"#"& 根霉葡萄糖淀粉酶在毕赤酵母中的诱导表
达：整合有 *"O#>G$.H8的 HR==?具备了组氨酸的合
成能力，通过 M; 平板可以筛选得到阳性克隆［=J］。
挑选转化子，转接到 ?5S 9MHT 培养基中 JA@振荡
培养 KF7后，离心收集菌体，用 =A5S 9MMT培养基
重悬，在 JA@ 振荡培养 B!7。第一次添加甲醇
=AA#S，以后每 !K7 添加甲醇 B?#S。J/ 后 IAAA4U5&-
离心 ?5&-，收集培养基上清。准备 R;RG"8H< 并进
行酶活测定。

!"#"’ 酶活性分析：（=）=AA#S酶液（通过诱导培养
的发酵液的离心上清）混合 BAA#S ?A552+US磷酸钾
缓冲液（*V?W?），!AA#S =AX淀粉溶液，JB@反应
!A5&-。终止液为 =5S =AX三氯乙酸和 KAA5S =52+US
碳酸钠［=K］。通过试剂盒检测释放的葡萄糖（中生北

控生物科技股份有限公司）= 个酶活力单位定义为
适当条件下每分钟释放 =#52+US 葡萄糖的酶量。
（!）使用含 !X 可溶性淀粉，!X琼脂，AW=#52+US，
*V ?WA醋酸盐缓冲液的平板进行酶活力分析。在
平板表面上放置直径 =,5滤纸，向其上滴入 =AA#S
培养基上清，JB@过夜后使用碘酒染色。
!"#"( Y1)614- D+266&-’［=?］：将经过 R;RG"8H<的蛋白
转 "Z;%膜，用牛血清白蛋白封闭。将一抗按 = [ !AA
用 "9R稀释 J5S，加入装有 "Z;%膜塑料袋中，排除
气泡后密封袋口，于室温平缓摇动 =7，然后用 "9R
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漂洗 !次，每次 "#$%。将羊抗鼠 &’(标记抗体按 ) *
+,,,用 (-.稀释 !#/，加入装有 (012膜塑料袋中，
排除气泡后密封，于室温平缓摇动 )3，用 (-.漂洗
!次，每次 "#$%。最后用 1-4显色。

! 结果

!"# 内含子删除
(5’扩增出 4，（- 6 5），1 和 7四个片段后琼

脂糖电泳，对照 184 #9:;<:=进行鉴定（图 > ?）。4，
（- 6 5），1 和 7的大小为 )+@AB，)@! AB，@!C AB 以
及 ")>AB。含 !"#’!位点片段（1 6 7）约 )>,,AB和
含 $%#!位点片段（4 6 - 6 5）约 !,,AB电泳结果见
图 > "。
!"! 基因序列分析

’9D4基因序列与其基因组 184序列比较后发
现，>个内含子被精确删除。>个内含子原来所在位
置为 @@，+CE，!!!和 )+">。与米根霉葡萄糖淀粉酶
基因序列比较发现，有五个碱基不同，导致四个氨基

酸残改变：米根霉的 ?F<">，DFG+>C，HG:+",，.<:+C"和
(3<!),在少根根霉中为 09F，DFG，HG:，DFG 和 /<I。
’9D4基因在 D<%<-9%; 的接收序列号为 1J@,!K"!
（L$：))>>"!+E,）。
!"$ %&’()*+,-.表达载体的构建
我们使用 B(?5@ 酵母表达载体进行表达，首先

对载体和 ’9D4进行双酶切，然后连接转化大肠杆
菌 &’"(，构建成 B(?5@M’9D4表达载体。图 "所示
为 B(?5@M’9D4载体 !"#’!和 $%#!双酶切鉴定的
结果。凝胶电泳结果显示载体上切下 )NC ;A片段，
表明基因成功连入载体。

!"/ 根霉葡萄糖淀粉酶在毕赤酵母中的表达
重组毕赤酵母诱导表达后，培养基上清在 )+O

.1.M(4D7结果如图 E 所示。跟 D.))" 空白对照相
比，重组子多了一条约 E";1的蛋白条带。
从图中可以看出，跟对照相比，转化子多了一条

E";1的蛋白条带，与理论蛋白大小相符。通过印记
进一步得到验证，表明葡萄糖淀粉酶基因在毕赤酵

母中进行了表达。其大小比通过氨基酸计算的结果

大些，是由于它存在部分糖基化现象。糖基化现象

因不同的表达宿主而有差异，即使同一宿主也会因

培养条件的改变而略有不同。

!"0 淀粉圈法酶活分析
淀粉平板在重组子培养基上清作用后，碘染色

的结果见图 C。从形成的亮斑看，)M)活力较高。水
和缓冲液和空滤纸都没有亮斑出现。D.))"稍有些

图 " B(?5@M’9D4载体酶切鉴定的电泳结果
2$LP " ’<=Q:$RQ$S% T:9L#<%Q 9%9FG=$= ST (?5@M’9D4

)：U<RQS: B(?5@ RS%Q:SF；+： :<=Q:$RQ$S% T:9L#<%Q= ST B(?5@；! V C：

W$TT<:<%Q RFS%<= Q:9%=TS:#<W X$Q3 B(?5@M’9D4；K：184 #9:;<: P

图 E 重组毕赤酵母培养上清 )+O .1.M(4D7结果
2$LP E .1.M(4D7 9%9FG=$= ST =IB<:%9Q9%Q ST RIFQI:<W

:<RS#A$%9%Q )*"%( +(,#-*./
)：FSX #SF<RIF9: X<$L3Q #9:;<:；+：D.?)" RS%Q:SF；! V "：=IB<:%9Q9%Q=

ST W$TT<:<%Q :<RS#A$%9%Q=P 4::SX $%W$R9Q<= Q3< A9%W ST LFIRS9#GF9=<（4）

9%W Y<=Q<:%MAFSQQ$%L ST F9%< "（-）P

透明，可能是酵母本身具有降解特殊结构的淀粉能

力所至。

图 C 淀粉板在培养基上清作用后碘染色结果
2$LP C ?SW$%< WG< :<=IFQ ST Q3< =Q9:R3 BF9Q<

9TQ<: Q:<9Q#<%Q AG #<W$I# =IB<:%9Q9%Q
H3< %I#A<: $% Q3< T$LI:< $%W$R9Q<= Q3< Q:9%=B9:<%Q W$=R #9W< AG Q3<

W$L<=Q$S% ST =Q9:R3P

!"1 酶活力测定
相对酶活性测试，我们选取几个阳性菌株进行
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诱导表达。然后将菌液离心，取其上清进行活性测

试。选择了 !个转化菌进行诱导表达，其中 "个表
现出葡萄糖淀粉酶的活性，最大的为 ##$"%&’(，与
同类产品的酶活力相当。

! 讨论
根霉葡萄糖淀粉酶在发酵工业中具有十分重要

的应用价值。我们试图利用根霉葡萄糖淀粉酶的同

源性，根据发表的米根根霉葡萄糖淀粉酶基因序列

设计两端引物，通过 )*+,-)方法克隆少根根酶的
葡萄糖淀粉酶基因，但是多次试验没有获得成功。

其原因可能是所选的 ! . "##$%&’( /$0!1/ 是酒厂工
业用菌，其生长速度快，’)23降解迅速，在有限的
条件下难以提取完整的总 )23。获取该酶的全基
因序列，在体外剪接除去四个内含子。

来源于少根根霉的葡萄糖淀粉酶基因还没有报

到过，测序结果表明，少根根霉葡萄糖淀粉酶基因全

长 #45678，与发表的米根根霉葡萄糖淀粉酶长度相
同。使用 923:;:软件 <0$" 进行同源分析，少根根
霉葡萄糖淀粉酶与米根根霉葡萄糖淀粉酶基因同源

性 11=，米根根霉葡萄糖淀粉酶基因中脱氧核苷酸
3#45 在少根根霉葡萄糖淀粉酶中为 >#45，此外
-0"5在少根根霉中为 >，*0?5为 -，3!/4为 >，*105
为 -。它们的变化导致三个个氨基酸残改变：米根
根霉的 ;@A"5在少根根霉中为 BC@，它们同属非极性
氨基酸，分子量相当。米根根霉葡萄糖淀粉酶

:AD04" 在少根根霉中为 >@E，它们同为极性氨基酸，
而且报道的米根根霉葡萄糖淀粉酶可能的空间结构

与羟基无关，活性位点的作用也与羟基没有直接关

系，因此该氨基酸的改变对于酶的活性可能没有多

大影响；米根根霉的 ,FA/#6 在少根根霉中为 (A%，它
们同为非极性氨基酸，并且未见报道 ,FA/#6与酶活
性相关。这些氨基酸残基发生改变，但所在位置的

极性并没有变化。报道称米根根霉葡萄糖淀粉酶中

与淀粉结合相关的氨基酸可能为 *D854，*ED15，
:AD?/，*FD4#，:AD4/，与催化相关的氨基酸可能为
3G8//?，>@%//1，*D8041。
测序还发现，其中一个拼接产物 8H-+)C>3+0

第二个外显子缺失了 #54个碱基（#6!+0"5），缺失第
/0+!6共 51个氨基酸。预测的米根根霉葡萄糖淀粉
酶淀粉结合域位点 ; 两个氨基酸丢失一个，仅剩
*ED15。位点 ;;三个氨基酸全部丢失，因此，;; 号菌
与淀粉的结合能力会受到影响。丢失碱基的原因可

能是这几步的 ,-) 过程中一些偶然因素造成的。

在实验中发现使用 0号基因构建的重组毕赤酵母工
程菌同样分泌了具有活性的葡萄糖淀粉酶，它们在

降解可溶性淀粉的能力差别不是很大。但是，经过

淀粉结合实验后，# 号菌发酵上清中糖化酶活力下
降幅度大于 0号菌，这一实验结果证实了 #54 位碱
基的缺失部位处于葡萄糖淀粉酶的淀粉结合域，其

缺失虽然对可溶性淀粉活力影响不大，但对生淀粉

的结合能力影响显著。*IGFJFJKI在克隆米根根霉葡
萄糖淀粉酶时发现，从米根根霉发酵提取液中得到

的三种葡萄糖淀粉酶区别在于 2长度，并且只有全
长的 >@%#具有生淀粉的降解能力，因此他认为根霉
葡萄糖淀粉的淀粉结合域位于酶蛋白的 2末端［#?］。
构建能够连续水解淀粉（糖化）和进行酒精发酵

并具备高密度发酵优点的酿酒酵母工程菌株，对于

开发利用可再生生物能源有积极意义。发酵工程上

减少工艺流程不但减少成本消耗，而且有利于提高

原料利用率和最终产量。随着酒精这种清洁燃料正

逐步成为缓解环境污染的替代燃料。我们拟构建能

够表达葡萄糖淀粉酶的酿酒酵母工程菌，使淀粉糖

化和发酵一次完成。
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AU3 中英文摘要
中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

AU3U@ 字数：综述性文章要求不少于 122R$"<,，学术性
文章要求 122 ^ 322R$"<,。

AU3U1 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究
课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

AU3UA 写法：
@）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。1）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。A）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

3 特别说明
3U@ 关于综述
综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

3U1 关于测序类论文
凡涉及测定 >W;、GW;或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 8:PH（欧洲）或 N#/P&/Y（美国）
或 >>PI（日本），申请得到国际基因库接受号（;’’#,,)$/ W$0）
后再投来。

3UA 关于版权
3UAU@ 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。
3UAU1 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

3UAUA 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如
涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

3UAU3 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄
袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。
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