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摘 要 将黑曲霉葡萄糖氧化酶（GXL）基因重组进大肠杆菌.酵母穿梭质粒 AYMH1，转化甲基营养酵母 3#0"#+ 4+&/(5
*#& GO!!/，构建出 GXL 的高产酵母工程菌株。在酵母!.67EB’K 及 FXZ! 基因启动子和终止信号的调控下，黑曲霉

GXL 在甲基酵母中大量表达并分泌至胞外，经甲醇诱导 0 [ #R，发酵液中的 GXL 活力可达 0% [ #%,\:S。OLO.YFG9
证实 GXL 在培养物上清中的含量显著高于其它杂蛋白，约占胞外蛋白总量的 5%] [ "%]，经 ^ O4A=7K’I43Q 67IB 6(’C
离子交换柱一步纯化即达电泳纯。重组酵母 GXL 比活达 #$5_50,\:? 蛋白，是商品黑曲霉 GXL 的 !_5 倍。动力学

性质分析表明，重组酵母 GXL 的 6: 和 7E7B分别为 02_$/::’(\S 和 0#1$_55I‘ !，与商品黑曲霉 GXL 相比，具有更高的

催化效率。重组酵母 GXL 的高活力特性可有效提高葡萄糖传感器的线性检测范围。

关键词 葡萄糖氧化酶，甲基酵母 3#0"#+ 4+&/(*#&，基因表达，纯化，动力学分析，生物传感器
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葡萄糖氧化酶（G(,E’I4 ’8;R7I4，9H !) ! ) 0 ) #，简

称 GXL）消耗氧气催化葡萄糖氧化生成葡萄糖酸内

酯，并释放出 a$X$，广泛应用于蛋白脱糖、食品除氧

及葡萄糖定量分析等，也是迄今为止生物传感器领

域最主要的工具酶。目前，GXL 的大规模生产广泛

采用黑曲霉或青霉菌发酵，但黑曲霉和青霉菌发酵

生产 GXL 过程中，过氧化氢酶、纤维素酶及淀粉酶

等大量杂蛋白的存在给纯化带来相当的困难［!］。因

此，构建生产性能优良的 GXL 产生菌，研制及生产

高品 质 的 GXL 制 剂，具 有 重 要 意 义。6K4R4K;Eb W
c［$］和 T=;BB;>?B’> a［0］分别在酿酒酵母中表达了黑

曲霉和青霉菌的 GXL 基因，获得了具有生物学活性

的酿酒酵母 GXL。T;BB O 等［!］试图在大肠杆菌中表

达 GXL，但活力较低。甲基营养酵母 3#0"#+ 4+&/(*#&
表达系统为 2% [ 1% 年代发展起来的优良酵母表达

系统［#］，已成功地表达了数十种相关蛋白。本文采

用 3#0"#+ 4+&/(*#& GO!!/ 高效酵母表达载体，成功地

构建了 GXL 高产酵母工程菌株，实现了 GXL 在甲

基酵母中的高效表达和分泌，并对重组酵母 GXL 和

商品黑曲霉 GXL 的性质进行了比较分析。

! 材料与方法

! "! 材料

! "! " ! 菌株和质粒：甲基营养酵母 3#0"#+ 4+&/(*#&
GO!!/ 和质粒 AYMH1 为中国科学院上海生命科学院

生物工程研究中心杨胜利教授馈赠。3 载体和黑曲

霉 1%$1 分别购自 YK’:4?7 公司和美国典型菌种保藏

中心（F3HH），其余菌株和质粒为本室保存或本工作

构建。8 ) 0(,# La/!作为受体菌用于质粒 AYMH1、3
载体及它们衍生质粒的保存与扩增。

! "! "# 培养基：大肠杆菌的培养和转化用 SJ 培养

基。酵母的培养、转化和蛋白的诱导生成用 UYL、

QL、QQ 及 cL 等培养基。

培养基组成成分如下：

SJ（S‘ !）：蛋白胨 !%?，酵母膏 /?，氯化钠 !%?；

UYL（S‘ !）：蛋白胨 $%?，酵母膏 !%?，葡萄糖 $%?；

QL（S‘ !）：酵母基本氮源培养基（U*J）!_"?，硫

酸铵 /?，葡萄糖 $%?，生物素 #%%"?；
QQ（S‘ ! ）：U*J!_"?，硫酸铵 /?，甲醇 !$:S，生

物素 #%%"?，酪蛋白水解物 !%?，Aa/_5；



!"（#$ %）：&’(%)*+，硫酸铵 ,+，葡萄糖 -.+，生

物素 /..!+，琼脂粉 0.+，山梨醇 %1/)/+。
! "! "# 试剂：限制酶、"’2 聚合酶和 3/"’2 连接酶

为 3454!4 和 647+87 公司产品；酵母裂解酶、邻联茴

香胺、9:"、牛血清白蛋白（(62）等购自 6;+<4 公司；

蛋白质浓度测定试剂盒为 (;8=!4> 公司产品。

! "$ 实验方法

! "$ "! 黑曲霉基因组的提取：黑曲霉基因组的制备

采用氯化苄法［,］。将黑曲霉在 -?@条件下培养 ->，

离心收集菌体，并将菌体依次用 %.<# 水和 %.<# 提

取液（%..<<8AB# 3C;D=EFA，/.<<8AB# G"32，HE1),）各

洗涤 % 次。加入 %.<# 提取液重悬菌体，再加入 -<#
%.I6"6、?<# 氯化苄，剧烈振荡混匀，使管内混合物

呈乳状。将该混合物于 ,.@保温 %J，每隔 %.<;7 振

荡混合 % 次，然后加入 ?<# 0<8AB# 醋酸钠，冰水浴

%,<;7。/@、?...CB<;7 离心 %,<;7，取上清，加入等

体积的异丙醇沉淀黑曲霉基因组 "’2。

! "$ "$ 酵母的转化和基因组的提取：酵母的转化采

用原 生 质 体 转 化 法［?］。96%%, 于 &K" 中 培 养 至

!"?.. L .)-，离心收集细胞。依次用 %.<# 水洗 %
次、%.<# 6G"（ %<8AB# 山 梨 醇，-,<<8AB# G"32，

,.<<8AB# "33）洗 % 次、%.<# %<8AB# 山梨醇洗 - 次细

胞，重悬细胞于 %.<# 6KG 缓冲液（%<8AB# 山梨醇，

%.<<8AB# G"32，.)%<8AB# 磷酸钾缓冲液，HE*),），加

入 ,)-<+B<# 的酵母裂解酶 -.!#，在 0.@下缓慢摇

动至镜检 1.I M N.I酵母细胞形成原生质体。依

次用 %.<# %<8AB# 山梨醇洗 - 次、%.<# F46（%.<<8AB
# F4FA-，%<8AB# 山梨醇）洗 % 次原生质体，然后重悬

原生质体于 .)?<# F46 中。%..!# 原生质体与 /!+
线性化质粒 "’2（ #$%"切）、-.!+ 鲑鱼精担体 "’2
混合，室温下放置 -.<;7。加入 %<# -.I聚乙二醇

00,.（%.<<8AB# F4FA-，%.<<8AB# 3C;D=EFA，HE*)/），继

续放置 %,<;7，离心收集原生质体。将原生质体重

悬于 %,.!# 6:6（%<8AB# 山梨醇，%.<<8AB# F4FA-，.)0

!&K"）中，室温放置 0.<;7 后，用 %<8AB# 山梨醇稀

释至 %<#，取 -..!# 与保温于 ,,@的 %.<# !" 再生

培养基混匀，并立即倾到入 O" 固体培养基中。

提取酵母基因组时，首先如上所述裂解酵母细

胞，然后重悬原生质体于 1<# 裂解缓冲液（.)%I
6"6，%.<<8AB# 3C;D=EFA，,<<8AB# G"32，,.<<8AB#
’4FA，HE*)/）中。加入蛋白酶 5 和 !’2 酶至终浓度

%..!+B<#，于 0*@保温 -J。*.@加热 %.<;7 终止反

应，冷却后，加入 .)1<# ,<8AB# 醋酸钾，冰浴 0.<;7，

离心去除沉淀。上清液经抽提去除蛋白后，用等体

积的异丙醇沉淀酵母基因组 "’2。

! "$ "# 9:" 活力的测定：按文献［-、0］的方法，以新

鲜的 6;+<4 公司商品 9:" 作标准曲线。用 HE,)?、

.)%<8AB# 柠檬酸钠缓冲液配制 -<+B<# 葡萄糖、-<+B
<#邻联茴香胺和 %..PB<# 辣根过氧化物酶溶液。

在 ,<# 离心管中分别加入 %<# 葡萄糖溶液、-<# 甘

油及邻联茴香胺和辣根过氧化物酶溶液各 %..!#，

0.@保温 %.<;7 后，加入 -.!# 9:" 标准溶液或样

品，迅 速 摇 匀，在 0.@ 下 反 应 0<;7 后，加 入 -<#
,<8AB# 盐酸终止反应，测定 !",-,。

! "$ "% 6"6=K29G 分析蛋白纯度及分子量：%.I聚

丙烯酰胺，考马斯亮蓝 !=-,. 染色，应用 (;8=!4> 公

司的 9QA "8R-... 扫描系统分析蛋白的相对含量及

分子量。

! "$ "& 9:" 的纯化：S 6QHJ4C8DQ3T U4DV UA8W 离子交

换层析柱纯化，洗脱体系为 HE?).、’4FA 梯度（. M
.)%<8AB#）柠檬酸钠缓冲液。

! "$ "’ 蛋白质浓度测定：用 (;8=!4> 公司的蛋白质

浓度测定试剂盒测定，以 (62 作标准曲线。

! "$ " ( 酶电极的制备：参照文献［*］的方法。0!#
-.I (62 溶 液，%.!# -<+B<# 的 9:" 溶 液 和 -!#
-),I的戊二醛溶液在直径 -R< 的 3QXA87 薄膜上混

匀扩散，室温下静置交联 %J 形成酶膜。将此附着有

酶膜的 3QXA87 薄膜紧贴氧电极端部的铂阴极，用橡

圈固定，即成为酶电极。

$ 结果与分析

$ "! )*+ 酵母表达载体的构建

根据文献［-］报道，黑曲霉 9:" 基因结构无内

含子，无 #&’("、()&>#、*+$"位点。以黑曲霉基

因 组 为 模 板，利 用 引 物 ,Y=32F93229F2239=
9F2339229FF29F=0Y 和 ,Y=229F33F2399229=
F23223F33FF229=,Y扩增两端分别加有 #&’("和

()&>#酶切位点、大小为 %)*Z[ 的完整 9:" 编码序

列。KF! 产物经试剂盒纯化后，以适当的比例与 3
载体混合，用 3/ "’2 连接酶连接后转化大肠杆菌

"E,$，在氨苄青霉素平板上筛选转化子，并经质粒

KF! 和酶切检测筛选出 9:" 基因以正确方向插入

3 载体的重组子 3=9:"。利用 3 载体本身的 *+$"
位点，从 重 组 质 粒 3=9:" 切 下 含 有 9:" 基 因 的

#&’("=*+$"片段，然后与同样双酶解的 HK\FN 质

粒相连，转化大肠杆菌 "E,$，筛选出含有 9:" 基因

的酵母表达载体 HK\F9:"%（图 %）。
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! "! #$% 在甲基酵母中的高效表达和分泌

用原生质体转化法［!］将构建的表达载体 "#$%&
’()* 引入甲基营养酵母 ’+**,，在缺组氨酸的 -)
再生平板上筛选出转化子约 ./ 0 1/ 个2平板。随机

挑选 1 个转化子，提取酵母基因组作为 #%- 反应的

模板，用引物：

,3&45%’455’%554’’%544’55’%%5’%&.3和
,3&55’%44%54’’55’%54554%44%%55’&.3
扩增 ’() 基因，结果如图 6，有 . 个克隆子出现阳性结

果，表明 "#$%’()* 已整合进酵母 ’+**, 的基因组中。

图 * 重组质粒 "#$%’()* 的酶切鉴定

789:* -;<=>8?=8@A "B==;>A @C >;?@DE8ABA= "#$%’()*
*，!:)F*,/// )G5 DB>H;>；6: "#$%I J89;<=;J K8=L !"#!；

.: "#$%’()* J89;<=;J K8=L !"#!；1: "#$%’()* J89;<=;J
K8=L $%#"；,: "#$%I J89;<=;J K8=L $%#"

图 6 重组酵母基因组 )G5 的 #%- 鉴定

789:6 #%- B<<BM @C >;?@DE8ABA= M;B<= 9;A@D8? )G5
*，!:)F6/// )G5 DB>H;>；6 0 1: #@<8=8N; =>BA<C@>DBA=<；

,:G;9B=8N; =>BA<C@>DBA=

为优化产酶条件，我们研究了培养液 "O 和甲

醇含量对 ’() 产量的影响，结果如图 .，1 所示。虽

然酵母细胞能在较广的 "O 范围内（"O1 0 P）正常生

长，但培养液的 "O 对 ’() 的产量有明显影响。在

"O, 和 ! 的条件下，不同诱导时间发酵液中 ’() 活

力普遍较高。但是，在碱性（"O Q P）诱导条件下，发

酵后期培养液中 ’() 活力明显偏低，这种现象可能

是由于碱性条件影响 ’() 的稳定性而造成的。据

报道，’() 在 "O,R/ 0 !R, 下具有很好的稳定性，在

碱性条件下容易失活［P］。从图 1 可以看出，培养基

的甲醇含量对 ’() 产量也有较大影响。在较低甲

醇浓度下，随培养液甲醇含量的增加，’() 的产量

逐步提高，并在每天添加 *R6S甲醇的 TT 培养基

中获得最高 ’() 产量，甲醇浓度超过 *R6S，’()
的产量反而略有下降。此外，在 TT 培养基中诱导

61L 后，各发酵液就有 ’() 活力检出。随着诱导时

间的延长，’() 活力逐步提高，培养 I!L 后各发酵液

’() 活力分别达其最高值，继续培养，无明显活力

增加。因 此，我 们 选 择 在 每 天 添 加 *R6S 甲 醇、

"O,R! 的 TT 培养基中培养 1J 作为后续研究所需

’() 的诱导生成条件。

图 . 培养基 "O 对 ’() 产量的影响

789:. UCC;?= @C 8AJV?=8@A "O @A ’() M8;WJ

图 1 每 61L 添加的甲醇量对 ’() 产量的影响

789:1 UCC;?= @C D;=LBA@W ?@A=;A= @A ’() M8;WJ

为了研究酶的分泌情况，将酵母转化子在 T)
培养基中培养后转入 "O Q ,R! 的 TT 培养基中振摇

1J，离心，测定上清液中的酶活，同时将菌体用超声

波破碎后测定胞内酶活力，结果表明甲基营养酵母

’+**, 在酵母#&7B?=@> 前导序列的调控下，具有很强

的外源蛋白分泌能力，可将 I,RXS的 ’() 分泌至胞

外，结果如表 *。
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表 ! 甲基营养酵母 "#!!$ 产生的 "%& 活力

’()*+ ! ,-./0/.1 23 "%& 45267-+6 )1 "#!!$
!"#$"% &%’()*"’

!"##$
%&’()(’*+（,+-.）

/0’12&344,421 53443’ 67’24
89:9; #:$$ 8<:=8

8 9: 重组酵母 "%& 的纯化

图 $ 的发酵液上清蛋白质电泳结果表明，在甲

醇的诱导下，!>? 在 !"##$ 中的表达量明显高于其

他杂蛋白，可占胞外蛋白总量的 <=@ A B=@（扫描

法）。培 养 物 上 清 经 超 滤 浓 缩 后，首 先 在 =:==C
-74+.、DE<:= 的柠檬酸钠缓冲液中透析除盐，以保证

阴离子交换柱的吸附性质。F "3DG217H36I J2H’ J47K
离子交换层析柱经 DE<:=、=:=#-74+. 柠檬酸钠缓冲

液平衡后，上样，并以 DE<:=、含有 = A =:#-74+. L2M4
盐梯度 的 柠 檬 酸 钠 缓 冲 液 进 行 洗 脱。收 集 含 有

!>? 活 力 的 洗 脱 峰，超 滤 浓 缩 后 "?"N5%!/ 检 测

!>? 的纯度见图 <。重组酵母 !>? 经 F "3DG217H36I

J2H’ J47K 离子交换层析柱纯化后，"?"N5%!/ 结果为

一条略大于商品黑曲霉 !>? 的蛋白带。酵母 !>?
和黑曲霉 !>? 的分子量差异主要是由于糖基化程

度不同造成的。其它外源蛋白在酵母中的表达也存

在这种过糖基化现象［C］［O］。

图 $ 培养物上清的蛋白质 "?"N5%!/
J(PQ$ "?"N5%!/ 7R &1,S3 D17’3(T 30’12&’

# Q!"##$ &211*(TP D5UM!>?#；CQ M7--31&(24 !>?；

8Q!"##$ &211*(TP D5UMO；9QEIV 517’3(T -21W31

8 9; 重组酵母 "%& 的动力学性质分析

为研 究 重 组 酵 母 !>? 催 化 动 力 学 性 质，在

8=X、DE$:<，溶液为氧所饱和的条件下，我们分别测

定了重组酵母 !>? 和商品黑曲霉 !>? 对 #=、#C、

#9、#<、#;、C=、C$、8=、8$、9=、$=、<=、;=、#==--74+. 底

物葡萄糖的反应速度，以双倒数作图法求出两酶的

动力学常数，如表 C 所示。与商品黑曲霉 !>? 相

比，重组酵母 !>? 具有更高的比酶活力，其比活高

达 9C<:<8,+-P 蛋白，是商品酶（C<<:;C,+-P 蛋白）的

#:< 倍。重组酵母 !>? 和商品黑曲霉 !>? 对葡萄

糖 具 有 相 似 的 亲 合 力，它 们 +- 值 分 别 为

8;:C$--74+. 和 88:99--74+.。但是，两酶的转换数

,&2’值及二级动力学常数 ,&2’ ++- 却相差较大，酵母

!>?的 ,&2’ 和 ,&2’ ++- 值分别为 89OC:<<HY # 和 O#:8#
（HY # --74Y #·.），而商品酶仅为 C8=8:$<HY # 和 <;:;O
（HY #--74Y #·.）。可见，重组酵母 !>? 对底物葡萄

糖具有更高的催化效率。

图 < 纯化后重组酵母 !>? 的 "?"N5%!/
J(PQ< "?"N5%!/ 7R D,1(R(3S !>? R17- *32H’

# QEIV D17’3(T -21W31；CQ 5,1(R(3S 13&7-Z(T2T’ !>?；

8Q M7--31&(24 !>?
表 8 重组酵母 "%& 和商品黑曲霉 "%& 的动力学参数

’()*+ 8 </=+./- 4(5(>+.+5? 23 "*7-2?+ 2@/6(?+

"7,1&3 7R !>?
"D3&(R(& 2&’()(’*+

（,+-P D17’3(T）

+-+

（--74+.）

,&2’ +

（HY #）

（ ,&2’ ++-）+

（HY #--74 Y #.）

- Q ."/0* C<<:;C 88:99 C8=8:$< <;:;O
! Q &%’()*"’ 9C<:<8 8;:C$ 89OC:<< O#:8#

8 9$ 重组酵母 "%& 热稳定性和酸碱稳定性分析

将 #$,+-.（DE$:<）的重组酵母 !>? 和商品黑曲

霉 !>? 分别于不同温度下保温 #G，然后测定剩余酶

活，结果如图 B。从图 B 可以看出，重组酵母 !>? 和

商品黑曲霉 !>? 的热稳定性基本一致，两酶均在

9 A 9=X范围内稳定，温度超过 9=X，活力开始下

图 B 酵母 !>? 与黑曲霉 !>? 的热稳定性比较

J(PQB M7-D21(H7T 7R !>? ’3-D312’,13 H’2Z(4(’*
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降，至 !"#，活力几乎降至 "。

比较重组酵母 $%& 和商品黑曲霉 $%& 的酸碱

稳定性时，首先用不同 ’( 值的缓冲液（’() 以下用

柠檬酸钠缓冲液，’() 及 ’() 以上用 *+,-.(/0 缓冲

液）分别将重组酵母 $%& 和商品黑曲霉 $%& 稀释

成 123456 的酶液，于 7"#保温 189 后，测定 $%& 活

力（图 )）。酵母 $%& 和黑曲霉 $%& 均在 ’(: ; ! 范

围内有较高稳定性，’( 小于 : 及大于 ! 时，酶活开

始下降。

图 ) 酵母 $%& 与黑曲霉 $%& 的酸碱稳定性比较

<,=>) /?5’@+,-?A ?B $%& ’( -C@D,0,CE

! "# 重组酵母 $%& 生物传感器的制备

$%&的一个重要应用就是制备葡萄糖检测传

感器，用于临床血糖和发酵醪液葡萄糖浓度的快速

测定。为进一步研究重组酵母 $%& 的应用性质，我

们采用酶电极流动注射分析系统（F<GH）［!］比较了重

组酵母 $%& 电极和商品黑曲霉 $%& 电极对不同浓

度葡萄糖的响应特性（图 I）。在固定流速为 8J"564
5,A，进样量为 82!6 时，重组酵母 $%& 电极测定标

准葡萄糖溶液的线性范围达 " ; 2"55?046，而商品黑

曲霉 $%& 电极的线性范围为 " ; 7255?046。可见，

重组酵母 $%& 的高比活特性有效地增加了 $%& 电

极的线性响应范围。

图 I 重组酵母 $%& 电极与商品 $%& 电极的响应特性

<,=>I /?5’@+,-?A ?B $%& K0KLC+?MK +K-’?A-K-

’ 讨 论

如前所叙，$%& 是一种非常重要的应用酶。我

国学者在 $%& 产生菌的筛选及产酶条件的优化上

做了大量工作，并取得一些成果［1" ; 18］。本文首次进

行了黑曲霉 $%& 基因在甲基营养酵母 !"#$"% &%’()*
+"’ $N112 中的克隆和表达，并获得了有应用前景的

$%& 生产酵母工程菌株。甲基营养酵母表达 $%&
有如下特点：@> 在成分简单的 O& 培养基中细胞就

能迅速生长至 17"= 干重细胞46 发酵液；D>在 H%P1
基因启动子和终止信号调控下，以甲醇作为细胞生

长唯一碳源时，$%& 大量表达，其表达量可占胞外

蛋白总量的 Q"R ; !"R；L> 在酵母".<@LC?+ 前导序

列作用 下，具 有 很 强 的 外 源 蛋 白 分 泌 能 力，可 将

I2R以上的 $%& 分泌至胞外，甲醇诱导生长 7 ; :M，

培养液中的 $%& 活力可达 7" ; :"3456；M>发酵液含

杂蛋白少，目标蛋白纯化较容易，纯化成本低。在本

研究中，我们采用 S NK’9@+?-K*O <@-C <0?T 离子交换

层析柱对 $%& 进行纯化，通过不断调整洗脱溶液的

’( 和盐离子浓度达到了较好的纯化效果。动力学

性质分析表明，重组酵母 $%& 和商品黑曲霉 $%&
的 ,5 值相近，但酵母 $%& 的比活、转换数 -L@C值及

二级动力学常数 -L@C 4,5 值却明显高于商品酶，酵母

$%& 比活和催化效率提高的原因，还有待于进一步

的深入研究。重组酵母 $%& 的高催化活力和催化

效率特性具有重要的实际意义，例如，我们将等量酵

母 $%& 和商品黑曲霉 $%& 分别制成葡萄糖电极，

前者测定葡萄糖的线性范围明显高于后者，使葡萄

糖生物传感器的性能得到改善。
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