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摘 要 从橄榄绿链霉菌 3/*%4/(520%& (,#6+0%(6#*#7#& 6! 中克隆出木聚糖酶基因 82$9，将带与不带原基因信号肽编码

序列的 82$9 分别以正确的阅读框架克隆到大肠杆菌表达载体 A<71##?（ D ）上的 4%,,. 信号肽编码序列之后，得到 #
种构建的重组载体，在重组大肠杆菌中木聚糖酶得到了表达，表达产物具有生物活性。进一步将不带原基因信号

肽编码序列的 82$9 插入到毕赤酵母转移载体 AEFG" 中，转化毕赤酵母得到重组子，在重组子中木聚糖酶基因得到

了高效分泌表达，在摇床培养水平上的表达量达到 #$$=HIJ，且表达产物具有生物学活性。

关键词 木聚糖酶 KL*6，高效表达，毕赤酵母
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木聚糖（K0(,-）是一种多聚五碳糖，是植物半纤

维素的重要组分，它占植物碳水化合物总量的 !I%，

在自然界中是继纤维素之后含量第二丰富的再生生

物资源［!］。

!1!，31木 聚 糖 酶（ !，31!1N1;0(,-’O0P/’(,Q8，
<G%R!R#R4）可将木聚糖降解，其主要产物为低聚糖

和木二糖。木聚糖酶可广泛应用于制浆造纸、饲料、

食品和能源工业中［#］。

木聚糖酶广泛存在于微生物中，目前已从不同

来源的微生物中分离到了上百种木聚糖酶，并克隆

了其编码基因［%］，也大量尝试了在大肠杆菌、芽孢杆

菌、链霉菌、拟杆菌等细菌，曲霉、酿酒酵母等真菌以

及在植物中表达木聚糖酶基因［%］。在分子生物学方

面，目前已有上 !$ 种木聚糖酶进行了晶体 K1/,0 的

高级结构研究［% S 9］，并通过氨基酸修饰、突变等手段

研究其结构与功能的关系，加深了对木聚糖酶作用

机制的了解［%］。

橄榄绿链霉菌 3/*%4/(520%& (,#6+0%(6#*#7#& 6! 能产

生 # 种胞外木聚糖酶：KL*6 和 KL*T，我们在前期

工作中纯化了 KL*6 并进行了详细的酶学性质研

究［5］，此酶具有较好的酶学性质，有望在生产实践中

实际应用，本文报道木聚糖酶基因 82$9 在大肠杆菌

和毕赤酵母中的表达，为进一步工业化廉价生产木

聚糖酶奠定基础。

! 材料与方法

!"! 菌种与质粒

3/*%4/(520%& (,#6+0%(6#*#7#& 6! 菌株为中国农业科

学院饲料研究所生物技术研究室分离、保存；大肠杆

菌菌株 : ) 0(,# +U!$"、TJ#!（N<%）、质粒载体 AVG!"
等为中国农业科学院饲料研究所生物技术研究室保

存；大肠杆菌表达质粒 A<71##?（ D ）为 *’W,H8- 公司

产品；毕赤酵母菌株 XY!!9、表达载体 AEFG" 为 F-1
W>C/’H8- 公司产品。

!"# 工具酶和生化试剂

限制酶 :0(Z F、;4$ F、<0( F、=#$P "、35+ ( F、
>*+ F 等购自 X>?B’ 公司；73 N*6 连接酶购自 E/’1
=8H, 公司；蛋白质分子量标准为 EO,=,B>, 公司产

品；7,[ 酶为 7,\,Z, 公司的 7,\,Z, J6 7,[7U（]>CO
XG T.^^8/）；可溶性 31_1U81N1H(.B./’-’1N1;0(,-、FE7X



购自 !"#$% 公司。

!"# !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* $! 菌株总 %&$ 的

提取

取 &’(培养 ) * ’+ 的菌液 ,---./$"0 离心 ,-$"0
沉淀菌体，取 ’-$# 菌泥加 ’--!1 无菌水清洗，离心

取沉淀。沉淀重悬于 ’--!1 溶菌酶混合液（2$#/$1
溶菌 酶、’-$#/$1 34%56、-7&$89/1 蔗 糖、2’$$89/1
:."5;<=9、2’$$89/1 >?:@，A<BC -），&D(温育 &-$"0，

再补加酶液 ,--!1 于 ’-(继续保温 &-$"0，至菌液

透明后，加 ,-E!?! 至终浓度 2E，搅拌约 ’$"0 至菌

液粘度显著下降，,’---./$"0 离心 ,--$"0 去碎片。

上清液用等体积酚、酚：氯仿、氯仿依次抽提，异丙醇

常温沉淀，沉淀用 D-E乙醇洗涤后真空干燥，溶于

&-!1 无菌水中备用。

!"’ 木聚糖酶基因 0(12 的克隆及大肠杆菌重组

表达载体的构建

主要根据 F%0"%G"5 手册［D］进行。将克隆到的带

有和不带有原信号肽编码序列的木聚糖酶基因!"#$
插入 表 达 质 粒 A>:;22H 上，转 化 大 肠 杆 菌 I12,

（?>&），挑取阳性克隆子，用于表达研究。

!"( 大肠杆菌重组子表达的木聚糖酶检测

取 ’--!1 诱导后的培养液离心收集菌体，用无

菌水洗 2 次后重悬于 &-!1 无菌水中，加入等体积的

!?! 上样缓冲液，沸水浴 ’$"0，进行 ,2E的聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测。

诱导后的菌体离心沉淀，用 ,$1 柠檬酸缓冲液

（含 ,$$89/1 JF!K，A<’CL）洗 2 次，沉淀再用 L-!1 柠

檬酸缓冲液悬浮，超声波破碎菌体，,&---./$"0 离心

’$"0，去除细胞碎片，用常规方法来检测上清的木聚

糖酶活性。

木聚糖酶活性检测用国际通用的 !8$8#M";469;
580 法，测 定 时 酶 促 反 应 的 A< 值 为 ’72，温 度 为

’’(。, 个木聚糖酶活性单位（ NO）为在一定条件

下，每分钟分解木聚糖生成 ,!$89 木糖所需的酶量。

!") 酵母重组表达载体的构建及重组酵母的筛选

不带 原 信 号 肽 编 码 序 列 的 木 聚 糖 酶 基 因 经

%&’3"和 ()*"双酶切后插入酵母表达载体 AJN=P
的 %&’3"和 ()*"双 酶 切 位 点，得 到 重 组 质 粒

AJN=P;QM0@。

酵母菌株 +,&-,* .*/0’1,/ R!,,’ 于 ’--$1 SJ?
（,E酵母提取物、2E蛋白胨、2E葡萄糖）中 &-(培

养至 $L-- T ,7& * ,7’，,’--# 离心收集菌体，先后用

’--$1、2’-$1 预冷的无菌水洗菌体，离心去上清液，

用 2-$1 预冷的 ,$89/1 山梨醇悬浮菌体，离心后菌

体再用 -7’$1 预冷的山梨醇悬浮，取 )-!1，加入 , *
’!# 经 21* N 线性化的重组质粒 AJN=P，冰浴 ’$"0，用

电转化仪电击，电击结束后立即加入 -7’$1 预冷的

, $89/1 山梨醇，取 2--!1 于固体 3?I（,B7LE山梨

醇，2E 葡萄糖，,7&)E 无氨基酸的酵母氮源（S6%5G
4"G.8#60 I%56 U/V %$"08 %W"+5，S4I），-7----)E
I"8G"0，-7--’E谷氨酸，-7--’E甲硫氨酸，-7--’E赖

氨酸，-7--’E 亮氨酸，-7--’E 异 亮 氨 酸，2E 琼 脂

糖）上涂板，&-(培养直至转化子出现。用牙签挑取

转化 子 对 应 点 种 到 FF（,7&)E S4I，-7----)E
I"8G"0，-7’E 甲 醇，,7’E 琼 脂 糖 ）和 F?（,7&)E
S4I，-7----)E I"8G"0，2E葡萄糖，,7’E 琼脂糖）平

板上，&-(培养 2+，在 F? 上生长正常而在 FF 上生

长不正常或不生长的转化子为阳性克隆子。

!"* 重组酵母的培养、诱导表达及检测

重组酵母于 ,-$1 IFRS［,E酵母提取物，2E
蛋白胨，,7&)ES4I，-7----)E I"8G"0，,E甘油（体积

比）］中，&-(剧烈振摇使细胞生长至饱和状态（$L--

T ,- * 2-），离心收集菌体，加入 ,-$1 诱导培养基

IFFS（用 -7’E甲醇代替 IFRS 中的甘油），&-(下

继续培养，每 ,2X 取样，测酶活性，直至 PLX，筛选出

高表达菌株，同时进行 !?!;J@R> 分析。

+ 结果与分析

+"! 0(12 的克隆

根据所发表的 KYS4 编码基因全序列资料［B］，合

成上游引物 Z,：’[:@R@@::=R==@:R RR=:=R:@=R=;
==::===&[，下游引物 Z2；’[ :@ RR: @== :=@ RR:
R=R RR: ==@ R=R&[，在上游引物 Z, 中引入 %&’3 N
位点和 3&’ N 位点（下划线标示），下游引物 Z2 中终止

密码子之后引入 4.# N 酶切位点（下划线标示）。Z,、

Z2为引物，以 (015.0’)"&5/ ’6,7*&5’7,1,8,/ @, 的染色体

?4@ 为模板［由于模板 R= 含量较高，并且二级结构

复杂，所以用专门针对这种模板的 :%\ 酶：:%]%3% 1@
:%\:F（^"GX R= I_‘‘6.）］，扩增出约 ,7)aH 的带原信号

肽编码序列的完整木聚糖酶基因 !"#$，利用 %&’3 N
和 4.# N 位点克隆到 AO=,P 上，序列测定结构表明它

与报道的 9!"# 序列［B］完全一致。进一步根据 YS4@
成熟蛋白序列设计引物 Z&：’[ :@ R@@ ::= R== @:R
R== R@R @R= @=R =:=&[，与 Z2 配对克隆出去掉了

信号肽编码序列的木聚糖酶基因 !"#$。

+"+ 木聚糖酶基因 0(12 在大肠杆菌中的诱导表达

将带有信号肽编码序列的 !"#$ 和去掉了原信号

肽序列的 !"#$ 通过 3&’6"与 :,#8#位点以正确的阅

2) 生 物 工 程 学 报 ,B 卷



读框架分别插入到表达载体 !"#$%%&（ ’ ）的 !"#( 信

号肽编码序列之后，得到大小分别为 )*+,& 和 )*-,&
的重组质粒 !"#$%%&（ ’ ）$$%&’（图 .）。

图 . 重组表达质粒 !"#$%%&（ ’ ）$ $%&’ 的物理图谱

/012. 34560789 :8! ;< =>7;:&0?8?@
>A!=>660;? !986:0B !"#$%%&（ ’ ）$ $%&’

含有重组表达质粒的大肠杆菌 (C%.（D"E）用于

诱导表达，表达的木聚糖酶 FGHI 经 JDJ$3IK" 检测

（图 %）和酶活性分析，结果表明：.* 两种构建的木聚

图 % 基因 $%&’ 在大肠杆菌中

表达的木聚糖酶 FGHI 的 JDJ L 3IK"
/012% JDJ$3IK" 8?895606 ;< @4> $%&’ >A!=>66>B 0? ( 2 )*#+

.2 J@8?B8=B !=;@>0? :;9>7M98= N>014@；%2 ( 2 )*#+ N0@4 !986:0B !"#$%%&
（ ’ ）；E，O2#N; ( 2 )*#+ =>7;:&0?8?@6 N0@4 !"#$%%&（ ’ ）$$%&’（ $%&’ N0@4

601?89 !>!@0B> 6>PM>?7>）；Q，)2 #N; ( 2 )*#+ =>7;:&0?8?@6 N0@4 !"#$%%&
（ ’ ）$$%&I（$%&I N0@4;M@ 601?89 !>!@0B> 6>PM>?7>）

糖酶基因都得到了表达，均在 OE,D 处出现一条特异

性蛋白条带，分子量大小与木聚糖酶的理论分子量及

来源于 ,-."!-*/%)"0 *#+12)"*1+.+3+0 I. 的原始酶［)］一致。

两种构建表达的木聚糖酶分子量大小基本一样，但理

论上带原信号肽编码序列的 $%&’ 表达的蛋白应比不

带的蛋白分子量大些（相差约 O*),D），可能是原基因

的信号肽在翻译后被切掉，这还有待进一步的实验分

析研究。%* 不带原信号肽编码序列时其蛋白表达量

约占可溶性蛋白的 ERS左右，而带原信号肽编码序列

时其表达量较低，不到可溶性蛋白的 .RS，但都可检

测到木聚糖酶活性，效价分别为 .%*% TUV:C 和 E*+

TUV:C。

!"# 木聚糖酶基因 !"#$ 在酵母中的诱导表达

将去掉了原信号肽编码序列的木聚糖酶基因

$%&’ 通过 ()*W T 和 ,/2 T 位点以正确的阅读框架克

隆到表达载体 !3TX+ 上的酵母!$因子信号肽编码序

列之后，得到重组质粒 !3TX+$$%&’（图 E）。

图 E 重组表达质粒 !3TX+$ $%&’ 的物理图谱

/012E 34560789 :8! ;< =>7;:&0?8?@ >A!=>660;?
!986:0B !3TX+$$%&’

由于受体酵母 4+)5+2 !20-*.+0 KJ ..Q 为 Y06 缺陷

型（5+0 L ），而重组载体上带有 406O 基因而无酵母复制

起始子，这样在不加 Y06 的基本培养基 WD( 上只有

406O 整合到酵母染色体上的重组酵母才能正常生长。

另外，外源基因同源重组到酵母染色体上后会破坏受

体酵母的酒精氧化酶基因，使它不能利用甲醇作为碳

源正常生长，这样，重组子（/6- L ）在以甲醇为唯一碳

源的 ZZ 培养基上就不生长或生长缓慢，而在以葡萄

糖为碳源的 ZD 培养基上能正常生长，通过这些标

记，筛选重组子。进一步在试管中诱导表达，通过酶

活性测定，从 )O 株重组子中筛选出胞外表达木聚糖

酶的菌株 %. 株，其中产酶最高的一株在试管培养中

效价达到 %+ TUV:C 培养液，在 QRR:C 三角瓶培养中达

到 QR TUV:C，FGHI 酶蛋白表达量可达到 R*%:1V:C。

从培养上清液的 JDJ$3IK" 结果（图 O）来看，表达的

酶蛋白分子量略大于在大肠杆菌中表达的酶蛋白，且

蛋白电泳带型较宽，其原因可能是在酵母中表达的酶

蛋白进行了糖基化修饰，在 FGHI 的氨基酸序列中发

现有 Q 个潜在的糖基化位点。

# 讨 论

木聚糖酶 FGHI 具有较好的酶学性质［)］，它的最

适 !Y 为 Q*)，最适温度为 )R[，耐碱、耐热性较好，在

!Y+*R时仍有近 QRS的酶活性，在 )R[下处理 ER:0?
还能维护 -R*+S的酶活性，同时对各种金属离子、表

面活性剂 JDJ 和螯合剂 "D#I 均不敏感，且无纤维素

酶活性，有望在纸浆工业、食品工业和能源工业中实

EO. 期 张红莲等：链霉菌 ,-."!-*/%)"0 *#+12)"*1+.+3+0 ’. 木聚糖酶基因 $%&’ 在大肠杆菌及毕赤酵母中的高效表达



际应用。但原菌株中 !"#$ 的产量较低，通过基因工

程的方法大副度提高其单位产量对其实际应用有着

重要意义。

图 % 在毕赤酵母中表达的木聚糖酶 !"#$的 &’&()$*+
,-./% &’&()$*+ 010234-4 56 789 :3201049 !"#$ 9:;<9449=

-1 !"#$"% &%’()*"’
>/&701=0<= ;<579-1 ?529@A20< B9-.87；C/ !"#$"% &%’()*"’ *&>>D 8547；E F

D/ G8<99 &"#$"% &%’()*"’ <9@5?H-10174

通过基因工程手段构建高效生物反应器是解决

木聚糖酶工业化廉价生产这一问题的最有效途径，

国内外都已进行了大量的研究并取得了较大进展。

起先的工作是在大肠杆菌中表达，如 &A1. 等［I］使来

源于 +%#",,-’ #"*#-,%.’/0 的木聚糖酶基因在大肠杆菌

细胞周质中表达量达到 EJJ?.KL。近年来为了进一

步提高表达量及便于酶的后加工，更多地采用分泌

型的高效表达系统，如芽孢杆菌、链霉菌、曲霉等，

>IIM 年 NA-O($<<-H04 等［>J］将 1(*0&()23#0’ $%,’(0/"" 的

木聚糖酶基因在 1(*0&()23#0’ &%*3,,-’ 中表达，表达量

达 到 >%%PQK?L 发 酵 液；CJJC 年 =9 ,0<-0［>>］ 和

R9<.SA-47［>C］都报道了利用 4*"#$)/0*2% *00’0" 来高效

分泌表达来源于 5-2"#),% 6*"’0% 的木聚糖酶基因

73.C，表达量分别达到 JTD.KL 和 >.KL，为目前报道的

最高水平。在本研究中，构建的重组毕赤酵母其木

聚糖酶的表达量在摇床培养时达到了 JTC?.K?L，在

可定量流加诱导剂的 DL 发酵罐高细胞密度发酵中

提高到了 C?.K?L，效价达到 DJJPQK?L（详情将另文

发表），比原始菌株提高了 D 倍以上（原菌株同时产

!"#$ 和 !"#R 两种酶，总效价为 ID PQK?L）。另外，

通过密码子优化等进行 73.8 的改造以期进一步提

高其在毕赤酵母中的表达量的工作正在进行之中。

含原信号肽编码序列的 73.8 和不含原信号肽

的 73.8 在大肠杆菌中表达的酶蛋白分子量基本一

致，这有可能是原基因的信号肽编码序列在大肠杆

菌中能被识别、切割，以往也有过链霉菌来源的信号

肽编码序列在大肠杆菌中有生物学功能的报道，如

G5UA304A 等［>E］用来源于 1(*0&()23#0’ ,"9"/%.’ 的几丁

质酶信号肽编码序列，在大肠杆菌中使表达的异源

蛋白分泌到胞外，并证实分泌的外源蛋白上的信号

肽序列已被切除。V9-U5［>%］等也证实来源于 1(*0&():
23#0’ %9"/"."" 的链亲和素（47<9;70W-=-1）的信号肽编码

序列能在大肠杆菌中将表达的链亲和素分泌至细胞

周质中。本研究中确切的证据还必需对表达的酶蛋

白进行 # 端氨基酸序列测定后才能证实。
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