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母中的分泌表达及酶学性质研究
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摘 要 将短小芽孢杆菌 DE$%$ 的内切1!，71木聚糖酶基因克隆到毕赤酵母表达载体 F5GH"I 上，得到重组质粒 FD1
EJ##$，将 FDEJ##$ 经酶切后分别转化三株毕赤酵母 KJ2!、8L!!6、LJM!!34，该木聚糖酶基因在三株毕赤酵母中均

实现了分泌表达。将重组毕赤酵母 KJ2!（FDEJ##$）、8L!!6（FDEJ##$）、LJM!!34（FDEJ##$）分别诱导产酶，对重组

酶进行相关的酶学性质分析表明，三者的最适反应 FD 值约为 6N6，最适反应温度约为 3$O。在其最适反应条件下

测得三者粗酶液酶活分别为 !$N4$GPQ>R，!!N3%GPQ>R，"N34GPQ>R。重组毕赤酵母 KJ2!（FDEJ##$）所产酶的热稳定

性较好，而在 FD 稳定性方面三者没有太大的差异。

关键词 内切1!，71木聚糖酶基因，毕赤酵母，分泌表达，酶学性质
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木聚糖是半纤维素的主要组分之一，作为一种

可再生资源越来越受到人们的重视。内切1!，71木
聚糖酶［=H%)# )! )4］是主要催化水解木聚糖的内切

木聚糖酶，在造纸、食品、饲料等行业中有极大的应

用前景［! U %］，源于短小芽孢杆菌的木聚糖酶基因已

有在酿酒酵母中表达的相关报道［7 U 4］，但目前还未

见有在毕赤酵母中表达的报道。本研究将本实验室

克隆得到的短小芽孢杆菌 DE$%$ 的内切1!，71木聚

糖 酶 基 因 分 别 在 % 株 毕 赤 酵 母 KJ2!、8L!!6、

LJM!!34 中实现了分泌表达，并对表达产物进行相

关酶学性质分析。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 酶和试剂：限制酶、97 M*T 聚合酶、97 M*T
连接酶、3+4M*T 聚合酶、溶菌酶等分别购自华美、

5/’>:V,、9,K,W, 公司，7 种 X*95 购自 9,K,W, 公司，

燕麦 木 聚 糖、WEE1Y0(,-（W:>,Z’( E/?((?,-B E.(:1Y01
(,-）购自 L?V>, 公司，其它常规试剂采用进口分装或

国产分析纯。

!"!"# 培养基：RE 培养基见文献［"］，[=5M、JJ、

JM、EJ8[、EJJ[ 培养基见 5$6#/*(1%$ 公司毕赤酵

母操作手册。

!"!"$ 菌株与质粒：见表 !。

! %# 方法

!"#"! M*T 的酶切，片段回收，补平，连接和转化：

M*T 片段用 H(’-B:CA 公司的 TX\,-B,V:9J 5HW1F./:
K?B 或 8:(1:<B/,CB K?B 回收，质粒 M*T 的酶切，补平，

连接，转化按文献［"］进行。

!"#"# 5HW 扩增：按文献［"］用 5=#7$$ 型扩增仪扩

增。

扩增引物：5/?>:/7：6]188HHT88HH9HTHTH H91
89H8999881%]

5/?>:/6：6]189HT9T8HHHT98H8T8TTHHT99T
H81%]

扩 增 条 件："6O 6>?-；"6O !>?-；64O !>?-；

2#O !N6>?- %6 个循环；2#O 2>?-
!"#"$ 毕赤酵母感受态细胞的制备、转化：参照 5$7



!"#$%&’( 公司毕赤酵母操作手册进行。

!"#"$ 重组毕赤酵母的表型鉴定、诱导表达：参照

)(!"#$%&’( 公司毕赤酵母操作手册进行。

!"#"% !"!#$%&’：参照 ()*#+%" 实验手册进行。

!"#"& 木聚糖酶酶活力测定及酶活力单位定义：用

重组毕赤酵母诱导所产的粗酶液经硫酸铵（,-.饱

和度）初步纯化后，水解燕麦木聚糖，用 "/! 法测定

反应液中的还原糖（以木糖作为标准）含量。酶活力

单位定义：在最适反应条件下，以每 0123 生成 0!145
还原糖所需的酶量作为一个酶活力单位（)6）。

表 ! 供试菌株和质粒

’()*+ ! ,-.(/01 (02 3*(14/21 51+2 /0 -6/1 78.9

!78923:$59;12< =>989?7@8;72?; !4A8?@

* B +,-".,/ C(DED !748@< 23 7>2; 59F

0 B 1%." "C-" 2,+’,,， #.3160GH，4/5+0I，$’1%0，’(5%0，&$6%HGG，#4"#0，$’.%0 !748@< 23 7>2; 59F

7"14"3 +3/#%$"/ &!00- 4"/, $A8?>9;@< J841 )(!"#$%&’(

7"14"3 +3/#%$"/ KLI0 4"/,，3%80!9:;,，3$&, $A8?>9;@< J841 )(!"#$%&’(

7"14"3 +3/#%$"/ !L"00GM 4"/,，+’+, $A8?>9;@< J841 )(!"#$%&’(

&!00-（NC(LOOD） P>2; Q48R

KLI0（NC(LOOD P>2; Q48R

!L"00GM（NC(LOOD） P>2; Q48R

N$)=HK %1N8，K938，NA? 482，<)2,，79=>0，?9=>0，"#S9?748 !!，L=! $A8?>9;@< J841 )(!"#$%&’(

NC(LO0H 86. ?543@< 23 NC(LE0G%O !748@< 23 7>2; 59F

NC(LOOD 86. ?543@< 23 N$)=HK P>2; Q48R

# 结 果

#"! 表达载体的构建

将质粒 NC(LO0H 用 >@3) 完全酶切，用 P, "/%
$45T1@89;@ 处理，使其末端平头化，再用 *3-C) 完全

酶切，回收 U 0VDRF 的片段。此片段与经 *3-C) W
2(3() 双酶切的 N$)=HK 载体连接，可得到NC(LOOD，

如图 0。

因 N$)=HK 中只在 I00DFN 处有一个 A5’) 限制

性酶切位点，而在木聚糖酶基因中，只在距起始密码

U ,DDFN 处有一个 A5’) 限制性酶切位点，故该质粒

用 A5’) 酶切后，可出现 U EVHRF 和 U GVERF 两片段，

如图 O。由此可判断 NC(LOOD 为重组质粒。

#"# 重组毕赤酵母的筛选

将质粒 NC(LOOD 用 23.) 完全酶切，分别转化毕

赤酵母 KLI0、&!00-、!L"00GM 三株宿主菌。根据各

转化平板上转化子数目的多少，分别挑取 ED U GD 个

转化子点接至 (L&X 培养基上，OMY培养 0 U O< 后，

转接至含有 +((#ZT593 的 (LLX 培养基平板上，甲

醇诱导（每 O,> 补加一次甲醇）,M> 后，有部分菌落

周围有明显水解圈出现，如图 E。挑取有水解圈的

转化子，经 X’$" 液体培养基 OMY摇床培养后，抽提

图 0 NC(LOOD 构建过程图

S2[B0 =43;78A?7243 4J N59;12< NC(LOOD

总 "/% 作为模板，用 $821@8,、$821@8- 进行 $=+ 扩

增，得 到 与 正 对 照（以 短 小 芽 孢 杆 菌 C(DED 的 总

"/% 为模板进行 $=+ 扩增）相同的目的带，如图 ,。

将 E 株整合了内切#0，,#木聚糖酶基因且有明显分

0-0 期 江正兵等：短小芽孢杆菌木聚糖酶基因在毕赤酵母中的分泌表达及酶学性质研究



泌表达的毕赤酵母转化子在含有 !""#$%&’( 的 ")#
)* 培养基的平板上进行筛选，分别挑取一株水解

圈较大的重组毕赤酵母命名为 +),-（./")001）、

2)3--45（./")001）和 62--7（./")001）。

图 0 毕赤酵母表达质粒酶切鉴定

89:;0 <=>(?9@9A’?9B( B@ >C.D>EE9B( .&’EF9=E @BD
! ; "#$%&’($ G% =9:>E?9B(

- ; ./")001H)*+!；0 ; .I<JKLH)*+!；);"3MNH,(-=#

图 O 重组毕赤酵母 !""#C%&’( 检测

89:;O P>E? B@ D>ABFG9(’(? ! ; "#$%&’($ G% !""#$%&’(
-; JB(?DB&（ Q ）：+),-（.I<JKL）；0，O 2)3--45（./")001）

R，7 ; +),-（./")001）；4，, ; 62--7（./")001）

图 R 重组毕赤酵母 IJ! 鉴定

89:;R <=>(?9@9A’?9B( B@ D>ABFG9(’(? ! ; "#$%&’($ G% IJ!
-; JB(?DB&（ Q ）! ; "#$%&’($ ?B?’& 3MN S .I<JKLH?>F.&’?>；

0 ; JB(?DB&（ S ）/")1O1 ?B?’& 3MNH?>F.&’?>；

O ; 2)3--45（./")001）?B?’& 3MNH?>F.&’?>；

R ; +),-（./")001）?B?’& 3MNH?>F.&’?>；

7 ; 62--7（./")001）?B?’& 3MNH?>F.&’?>；

);"3MNH,(-=# ;

!"# 重组毕赤酵母的诱导表达

重组 毕 赤 酵 母 +),-（./")001）)T? 表 型 为

)T?2，2)3--45（./")001）和 62--7（./")001）经

)T? 表型鉴定为 )T?S 。将 +),-（./")001）按 )T?2

诱导方式诱导产酶，62--7（./")001）和 2)3--45
（./")001）按 )T?S 诱 导 方 式 诱 导 产 酶，同 时 将

2)3--45（./")001）按 )T?2 诱导方式诱导产酶以比

较不同诱导方式对产酶的影响，并将转入 .I<JKL 质

粒的毕赤酵母 +),-、2)3--45、62--7 三株宿主菌同

步诱导作为产酶的本底对照，与对应的重组菌株同

时取 样 分 析，作 为 本 底 对 照 菌 株 的 酶 活 分 别 为

1U11O5<VHFW、1U1R4<VHFW、1U1-4<VHFW，而且，其随诱

导时间 的 延 长 并 无 明 显 变 化。三 者 中 的 最 大 值

（1U1R4<VHFW）远小于重组菌株诱导产酶第一次取样

的最小值（OUK0<VHFW）。鉴于此，为便于计算忽略宿

主菌产酶的本底影响。+),-（./")001）#)T?2 在诱

导 培 养 的 第 K4 小 时 产 酶 达 最 高 值，2)3--45
（./")001）#)T?2 在诱导培养的第 ,0 小时产酶达最

高值，如图 7；62--7（./")001）#)T?S 在诱导培养的

第 4R 小时产酶达最高值，2)3--45（./")001）#)T?S

在诱导培养的第 4R 小时产酶达最高值，如图 4。将

诱导所产酶的粗酶液经 232#IN6X 分析表明有明显

的表达蛋白带（该木聚糖酶基因表达产物的计算分

子量为 04U5L3），如图 ,。

图 7 +),-（./")001）、2)3--45（./")001）诱导

（)T?2）产酶曲线

89:;7 JTDY> B@ >(Z%F> .DB=TA?9B( G% +),-（./")001）、

2)3--45（./")001）#)T?2

图 4 62--7（./")001）、2)3--45（./")001）诱导（)T?S ）

产酶曲线

89:; 4 JTDY> B@ >(Z%F> .DB=TA?9B( G% 62--7（./")001）、

2)3--45（./")001）#)T?S
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!"# 重组毕赤酵母酶学性质分析

分别 用 !"#$%、!"%$&、!"%$%、!"’$&、!"’$%、

!"($&、!"($%、!")$&、!")$% 的磷酸缓冲液配制木聚

糖底物，在 %&*反应温度下，测定 + 株重组毕赤酵

母诱导所产酶粗酶液经硫酸铵（#%,饱和度）初步纯

化后的酶活力，测得其最适反应 !" 值均约为 %$%，

如图 )；用 !"($& 的磷酸缓冲液配制木聚糖底物，分

别在 +%*、#&*、#%*、%&*、%%*、’&*、’%*、(&*、

(%*、)&*、)%*测定酶活力，测得其最适反应温度

均约为 ’&*，如图 -。

图 ( 重组毕赤酵母 ./.01234 检测

5678( 9:;< => ?:@=AB6CDC< ! 8 "#$%&’($ BE ./.01234
F81?=<:6C A=G:@HGD? I:67J< AD?K:?；
L8 .F/LL’)（!"MFNN&）0FH<.；

N8 .F/LL’)（!"MFNN&）0FH< O ；

+8 PF(L（!"MFNN&）0FH<;；

#8 3.LL%（!"MFNN&）0FH< O ；

%8 Q=C<?=G（ O ）：3.LL%R"6;O FH< O 2GBHA6C；

’8 Q=C<?=G（ S ）：PF(L（!1TQ-K）0FH<.

图 ) !" 值对重组毕赤酵母所产酶酶活的影响

5678) 4>>:@< => !" =C D@<6U6<E => <J: :CVEA: !?=WH@:W
BE ?:@=AB6CDC< ! 8 "#$%&’($

取 + 株重组毕赤酵母诱导所产粗酶液，经硫酸

铵（#%,饱和度）初步纯化后分成若干等份，并分别

调节 !" 值为 N$&、+$&、#$&、%$&、’$&、($&、)$&、-$&、

L&$&、LL$&，同时取自然 !" 值的酶液作参照，在 #*
保存 N#J 后调节其 !" 值与自然 !" 值相同，在其最

适反应条件下分别测定酶活，测得在 !"%$& X L&$&
的 范 围 内 PF(L（ !"MFNN& ）0FH<.、 .F/LL’)

（!"MFNN&）0FH<. 所 产 酶 的 稳 定 性 较 好，而 3.LL%
（!"MFNN&）0FH<O 、.F/LL’)（ !"MFNN&）0FH<O 产 的

酶，在中性偏酸的情况下较稳定，如图 L&。

图 - 温度对重组毕赤酵母所产酶酶活的影响

5678- 4>>:@< => <:A!:?D<H?: =C D@<6U6<E => <J: :CVEA:
!?=WH@:W BE ?:@=AB6CDC< ! 8 "#$%&’($

图 L& 重组毕赤酵母所产酶的 !" 值稳定性

8 L& !" ;<DB6G6<E => <J: :CVEA: !?=WH@:W BE ?:@=AB6CDC< ! 8 "#$%&’($

将 + 株重组毕赤酵母诱导所产粗酶液经硫酸铵

（#%,饱和度）初步纯化后，在其最适反应温度 ’&*
保温，每隔 L$%J 取样，在其最适反应条件下测定其

酶活，测得 PF(L（!"MFNN&）0FH<. 所产酶的热稳定

性较好，在其最适反应温度 ’&*保温 ’J 还可保持

%&,以上的酶活，.F/LL’)（!"MFNN&）0FH<. 所产酶

热稳定性较差，在其最适反应温度 ’&*保温 ’J 后，

其酶活降到 N&,以下，而 3.LL%（!"MFNN&）0FH<O 在

其最适反应温度 ’&*保温 L$%J 可保持 %&,以上的

活性，+J 以后活性急剧下降，如图 LL。

$ 讨 论

短小芽孢杆菌 "M&+& 的内切0L，#0木聚糖酶基
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图 !! 重组毕赤酵母所产酶的热稳定性

"#$%!! &’() *)(+#,#)- ./ )0’ ’12-3’ 45.678’6 +-
5’8.3+#1(1) ! % "#$%&’($

因在毕赤酵母 )*+,、-.,,/、.*0,,12 中均实现了分

泌表 达，其 酶 活 力 分 别 达 到 ,342356789、,,41:567
89、;41256789，与 <(=(" >?@AB$ 等［9］在 :;;! 年报道在

酿酒酵母中的最高表达量 9<=1>() ?3@（1>()?3@ 与本

文定义的 AB?3@ 相当）高 !<!9 C D<!D AB?3@。本研

究中的重组毕赤酵母未经 EF!9 进行高拷贝筛选，若

经 EF!9 进行筛选可能得到高拷贝的重组毕赤酵母，

也可能得到该木聚糖酶更高的表达量，这方面的工

作本室正在进行。本研究的木聚糖酶基因分别用三

株毕赤酵母作为宿主表达得到的重组酶最适反应

4& 和最适反应温度几乎一致，均分别约为 4&=<=、

G;H，用毕赤酵母 EI!!= 作为宿主的表达量略高，用

毕赤酵母 JKL! 作为宿主表达的木聚糖酶的热稳定

性和 4& 稳定性较好，而蛋白酶缺陷型毕赤酵母

IKM!!G9 作为宿主并没有表现出明显的优越性。

本研究中，重组毕赤酵母的甲醇诱导方式对诱

导产酶有一定的影响。如 IKM!!G9（4&NK::;）K7)
表型鉴定为 K7)O ，按 K7)I 诱导方式诱导，在诱导的

第 D 天，即第 L:0 产酶达最高值，而 L:0 后酶活急剧

下降，JKL!（4&NK::;）PK7)I 和 EI!!=（4&NK::;）P
K7) O 在诱导产酶达最高值后表现为缓慢下降趋势，

如图 =、图 G 所示。将 IKM!!G9（4&NK::;）按 K7)O

诱导方式诱导，在诱导的第 GF0 达到最高值后亦表

现 为 缓 慢 下 降 趋 势，如 图 G 所 示。 IKM!!G9
（4&NK::;）PK7)I 在诱导产酶达最高值后表现为急

剧下降，可能是因为诱导时间过长，而导致一些内源

蛋白水解酶系对目标蛋白降解所造成。

从本研究的实验数据来看，重组毕赤酵母所表

达木聚糖酶的 4& 值稳定性和热稳定性与甲醇的诱

导方式有关。从 4& 值稳定性方面来看，JKL!（4&P

NK::;）PK7)I、IKM!!G9（4&NK::;）PK7)I 所 产 酶 的

4& 值稳定性曲线很相似，在 4&=<; C !;<; 范围内稳

定性较好；EI!!=（4&NK::;）PK7) O 和 IKM!!G9（4&P
NK::;）PK7)O 所产酶的 4& 值稳定性曲线也极为相

似，而重组毕赤酵母 IKM!!G9（4&NK::;）经两种不

同的诱导方式诱导所产的木聚糖酶表现出截然不同

的 4& 值稳定性，如图 !; 所示。在热稳定性方面，也

与甲醇的诱导方式有一定的联系，在酶的最适反应

温度保温 !<=C，JKL!（4&NK::;）PK7)I 和 IKM!!G9
（4&NK::;）PK7)I 所产酶均可保持 =;Q以上的酶活

性； 而 EI!!= （ 4&NK::; ）PK7)O 和 IKM!!G9
（4&NK::;）PK7) O 所产酶均在 =;Q以下。K7)I（甲醇

利用慢）、K7)O（甲醇利用快）的甲醇诱导方式对所

产酶的 4& 值稳定性和热稳定性的影响，可能是因

为 K7)I 诱导方式诱导时间长，更有利于毕赤酵母本

身的修饰系统对表达产物的后期加工修饰作用，如

糖基化等，这对酶的稳定性是有利的［!; C !!］。当然，

这只是通过本研究的实验得出的结论，是否具有一

般性，还需要更进一步的实验来证实。
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广告

最新的 ?@2J！最方便的 ?@2J！

广州因赛生物科技公司位于环境优美的广州经济技术开发区，是一家以基因工程为手段，以酶工程技

术为核心的技术性企业 ，公司的研发中心设在广州留学人员创业园。开发中心生产的三磷酸脱氧核苷

（?@2J），具有纯度高、扩增效果好、稳定性强的特点。我们可根据用户需要，随时接单、即时生产，保证新鲜

出炉！特殊比例的 ?@2J 可特殊定做，满足不同客户的不同需求！欢迎您使用，也欢迎试剂经销商代理我们

的产品。

联系电话：F>F R E>>>>!YF 传真：F>F R E>>>XE>F
通信地址：广州经济开发区宝石路 DD 号 邮编：\DF[YF
.,,C：PPAAA3 51]=$53 6’$3 61 /<$#+4：>D51%a>D613 6’$
联系人：张克勤 杨 威

\\D 期 江正兵等：短小芽孢杆菌木聚糖酶基因在毕赤酵母中的分泌表达及酶学性质研究




