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里氏木霉内切!!!甘露聚糖酶基因在毕赤酵母中的表达
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摘 要 采用 DC0方法从里氏木霉（>*#0"(;%*<+ *%%&%#）基因组中获得含有两个内含子的内切J!J甘露聚糖酶全长基因，末端重
叠延伸 DC0去除内含子后，将其插入到巴斯德毕赤酵母（?#0"%* @+&/(*#&）表达载体 8DOCUV中，位于"J因子信号肽序列的下游，并
与之同框，获得重组质粒 8Q!H!。重组质粒线性化后用电击法转化毕赤酵母菌株 AW""%。经大量筛选，获得高效分泌表达内切
甘露聚糖酶的毕赤酵母工程菌株 A8-B!%。摇瓶发酵结果表明，培养基中甘露聚糖酶的活力可达 "!X%OYZ-[。重组酶最适 8F
和最适反应温度分别为 %X$和 I$\，在 8F%X$ ] #X$时酶活稳定，在 8F%XH时 ^$\保温 _$-26酶活维持 %$‘以上。
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4&5 6)%,’ K63’J"，HJ-@66@6@=,，=,1/,9’/: ,a8/,==2’6，,6L:-@921 8/’8,/92,=

!JGJ"，HJ甘露聚糖酶（!JGJ"，HJ-@66@6@=,；KC
_X!X"X^I）是一类能够水解含有!JGJ"，HJ糖苷键的甘
露寡糖、甘露多糖的内切水解酶。它属于半纤维素

酶类。该酶广泛存在于动物、植物和微生物中，在造

纸工业、食品工业和农业中有广泛的应用［" c !］。到

目前为止，细菌来源的甘露聚糖酶以芽孢杆菌研究

最多；真菌来源的甘露聚糖酶报道较少，酶活普遍较

低，例如黑曲霉的甘露聚糖活性仅为 #X%OYZ-[［_］，
而 0@99’ 等报道里氏木霉的甘露聚糖活性仅为
"XHOYZ-[［H］。
里氏木霉 059C_$所产生的甘露聚糖酶蛋白有 %

种，其中活性最高的两种酶已经获得纯化［%］。后来

又发现，这两种甘露聚糖酶同属于基因 -@6" 的产
物［#］。该酶具有纤维素结合域，属于糖苷水解酶第

五家族。其晶体结构以及水解机制已经得到深入的



研究［! " ##］。

目前国内外有关甘露聚糖酶基因的克隆表达研

究较少。近来细菌来源的甘露聚糖酶陆续得到克隆

并在 ! $ "#$% 中表达，发酵酶活从 % & #’" ( )*+,-［#.］

到 #’/’ )*+,-［#(］；真菌来源的甘露聚糖酶报道的还
不多，只 有 里 氏 木 霉 和 刺 突 曲 霉（ &’()*+%$$,’
-",$)-.,’）的甘露聚糖酶基因在酿酒酵母中得到表
达［!，#0］，但酶活力非常低，如酿酒酵母表达里氏木霉

,12#活力仅为 ’/..2314［!］（相当于 #/( & #’" . )*+
,-）。国内在这方面研究仍为空白。本文在国内外
首次报道利用毕赤酵母成功表达木霉甘露聚糖酶基

因 ,12#，获得了较高分泌表达的甘露聚糖酶的毕赤
酵母基因工程菌株 56,7.8，发酵 #.’9重组甘露聚糖
酶活力可达 #./8)*+,-，比酿酒酵母表达的里氏木
霉甘露聚糖酶的活力高出近 #’’’倍。

! 材料与方法

!"! 材料
里氏木霉（/*%"0#1)*2- *))’)%）:;<0#0 购自中国

科学院微生物研究所菌种保藏中心，毕赤酵母

（3%"0%- 3-’.#*%’）5=##8 和 6>)?<@ 表达载体及 50#%
购自 )2AB4CDEF2 公司，质粒 65G;HI JFK4DC 购自
>CD,FE1公司，限制酶、I0 LMN 连接酶、-1 I1O LMN
聚合酶等购自 I1@1P1 公司，-DKQR4 SF12 EQ, 购自
=BE,1公司，LMN 纯化试剂盒购自上海申能博彩生
物技术有限公司，蛋白质分子量标准购自上海生物

化学研究所，>?P引物合成及序列测定由上海基康
公司完成。

!"# 方法
!"#"! 里氏木霉 :;<0#0菌株基因组 LMN的提取：
参照文献［#8］方法从里氏木霉 :;<0#0中提取基因
组 LMN。
!"#"# 里氏木霉 ,12#成熟蛋白编码序列的克隆：

表 ! $%&扩增所用的引物及序列
’()*+ ! $,-.+,/ 0/+1 23, $%&

>CB,FC >CB,FC RFOQF2KF
;T 8UHI??5NNII?5?II?5N5?III5INN??NIH(U
;P 8UHII5?55??5?NN5?IN??5N?NI??ININIH(U
VB2# 8UHI5II????NN5N5I??55NIN5N55I55H(U
VB2. 8UH55N?I?II5555NN?NNN?IN?N?II55H(U
VB2( 8UHI5?5??5INII?II?NNN?N?5?NN55IH(U
VB20 8UHI5NN5NNIN?55?5?N?N5?NNNN????H(U

首先根据文献报道的序列［W］，设计引物 ;T、;P
扩增 ,12# 全长序列：>?P 反应体系 8’!-，其中含
8’2E里氏木霉 :;<0#0 菌株基因组 LMN，’/.,,DX+-

VMI>，.8 6,DX每种引物，# & >?P反应缓冲液，./8 Q
-1 I1O LMN 聚合酶。反应条件为：<0Y预变性 8,B2
后，<0Y变性 #,B2，8!Y退火 #,B2；!.Y延伸 .,B2，(’
个循环，再 !.Y延伸 8,B2。回收 >?P 产物并连接
65G;HI JFK4DC，转化大肠杆菌 LZ8"，获得重组质粒
I;?，测序鉴定。

,12#上的外显子和内含子如图 #所示，采用引
物末端重叠延伸方法，设计 >?P扩增引物（表 #），以
去除 ,12#基因的信号肽序列和内含子，获得 ,12#
成熟蛋白编码序列（图 #）。各 >?P反应的模板和引
物如图 #所示。除 >?P#、>?P.、>?P0、>?P8延伸时
间为 #,B2，其他条件全同上述。将 >?PW 的产物连
接 65G;HI JFK4DC，转化大肠杆菌 LZ8"，重组质粒命
名为 I;.0，并测序鉴定。

图 # 重叠延伸 >?P去除 ,12#内含子 )2#、)2.示意图
TBE$ # LFXF4BD2 D7 )2# 12V )2. 7CD, ,12# S[

\AFCX16 G]4F2RBD2 >?P

!"#"4 毕赤酵母重组表达载体的构建：将质粒
I;.0上 ,12#的 KLMN序列经 !"#P#、4#.#双酶切
后插入毕赤酵母表达载体 6>)?<@的多克隆位点，使
其位于"H因子信号肽序列的下游，并与之同框。转
化 LZ8"得到重组质粒 6;.0.，并进行限制性酶切及
测序鉴定。

!"#"5 毕赤酵母的电转化：质粒 6;.0.经 5-"#线
性化后，电转化酵母感受态细胞 5=##8。电转化参
数为：#8’’J，.8!T，.’’$。化转之后的酵母细胞在
PL^平板上培养 ( _ 8V，直至长出菌落。
!"#"6 重组毕赤酵母的平板筛选：用灭菌牙签挑取
转化子分别点种到筛选培养基 ;;和 ;L平板上，
(’Y培养 .V，在 ;L上生长正常而在 ;;上生长缓
慢或不生长的转化子为阳性转化子。挑取阳性转化

子，分别点种于含 .8’!E+,-、8’’!E+,-、!8’!E+,-、
#’’’!E+,- 50#%的 ‘>L培养基平板上，进一步筛选
阳性转化子。
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!"#"$ 重组毕赤酵母工程菌株的诱导表达：将阳性
转化子接种于含 !"#$ %&’(培养基中的 )!"#$的
摇瓶中，*"+下 ))",-#./摇床培养 012。离心收集菌
体，将菌体转移至 )!#$ %&&(诱导培养基中，*"+
下 ))",-#./继续培养，每 )02补加甲醇使其浓度为
"3!4。每 )02 取样，0+下 5""",-#./ 离心 !#./，收
集上清，即为粗酶液。

!"#"% 刚果红平板检测酶活：取甲醇诱导 012不同
菌株的粗酶液各 )"!$，加入到含 "3!4 $6789: ;<=/
>8#的琼脂平板的孔穴中，!"+培养过夜，用 "3?4
的刚果红染色 ?2，再用 ?#6@-$ A=B@脱色 0"#./［?5］。
酶解圈的大小可大致反映菌株产重组甘露聚糖酶活

力的高低。

!"#"& 重组甘露聚糖酶的活力测定：采用 CAD定糖
法测定内切甘露聚糖酶的活性，底物的制备和酶活

测定参照文献［5］。定义每分钟催化产生 ?!#6@甘露
糖所需酶量为一个酶活力单位（EF）。
!"#"’ 重组毕赤酵母表达产物的 DCDGHI’J 电泳：
分别取诱导发酵 )0、01、K)、L52的粗酶液 )"!$，进行
?"4DCDG聚丙烯酰胺凝胶电泳，分析重组蛋白的表
达情况。

!"#"!( 重组甘露聚糖酶最适 MN及 MN稳定性：用
不同 MN的柠檬酸缓冲液制备反应底物［5］，测定重
组内切甘露聚糖酶的活力；将重组甘露聚糖酶在不

同 MN值的缓冲液中（MN*3" O 53"：!"##6@-$柠檬酸
钠缓冲液，MNK3" O 13"：!"##6@-$磷酸缓冲液）*"+
保温 )02，检测剩余的酶活力。经 * 次取样统计分
析，计算相对酶活力。

!"#"!! 重组内切甘露聚糖酶最适温度及温度稳定
性：在不同温度条件下测定重组甘露聚糖酶的活力；

将重组甘露聚糖酶在不同温度下保温 ?)"#./，检测
剩余的酶活力。经 *次取样统计分析，计算相对酶
活力。

# 结果

#"! 里氏木霉 !"#! 基因成熟蛋白编码序列的克
隆

以里氏木霉 P&L0?0为模板，以 &Q和 &R为引
物 HBR得到大约 ?30S;的片段（如图 )），将该片段
克隆到 M’J&GT U<7:6,中，得到质粒 T&B，序列测定
结果表明，该片段与文献报道的 #=/?序列同源性为
?""4［K］。以 T&B为模板，分别扩增 JV?和 JV)GE/)G
JV*片段。扩增获得的 JV? 片段大小约为 K"";M ，
JV)GE/)GJV*片段大小约为 !"";M，与理论值 K*L;M和

!0);M相符。再以 JV?、J)GE/)GJV*片段混合作为模
板，&Q、&R为引物进行 HBR扩增，得到去除 E/? 的
基因的全编码序列，长度约为 ?3)S;，并与理论值
?)*1;M相符。以同样的方法去除第二个内含子
E/)，最后得到 JV?GJV)GJV*，即 #=/?成熟蛋白编码序
列（图 *）。测序结果表明，两个内含子都正确除去。

图 ) 从里氏木霉 P&L0?0中扩增 #=/?全长序列
Q.>W ) HBR M,6X87: 6Y :2< Z26@< @</>:2 #=/? Y,6#

!"#$%&’(")* "((+(# P&L0?0
?：?S; CAI $=XX<,；)：#=/? ></< Z.:2 :Z6 ./:,6/9W

图 * 末端重叠延伸 HBR去除第二个内含子 E/)
Q.>W * C<@<:.6/ 6Y E/) ;[ 6\<,@=M <V:</9.6/ HBR

?：?S; @=XX<,；)：#=/? Z.:268: ./:,6/9 6;:=./<X ;[ 6\<,@=M <V:</9.6/ 6Y *
=/X 0；*：Y,=>#</: JV?GJV)；0：Y,=>#</: JV*3

#"# 毕赤酵母表达载体的构建
将 #=/? 的成熟蛋白编码序列进行 ,$&R"和

-&."双酶切后插入到毕赤酵母表达载体 MHEBL]
中，并插入#G因子信号肽序列下游的阅读框，获得重
组质粒 M&)0)。进行如下酶切鉴定：,$&R"和-&."
双酶（?*?*;M）、/*$"（)*K?;M）、/*0"（)"1*;M）、1+.
"（?)0);M、?1)K;M、)!!!;M、0*!K;M），230$（?0*?;M、
)0"*;M、5555;M），括号内表示理论上切出的片段长
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度。电泳结果与理论值相符（图 !）。测序结果表明
插入片段在 "#$%&’中有正确的阅读框。

图 ! 重组质粒 "()!)的酶切分析
*+,- ! ./012+31+45 656780+0 49 1:/ 2/34;<+5651 "760;+= "()!)
>：>?< @AB 76==/2；)："()!) =+,/01/= C1: !"#.! 65= $#%!；D：

"()!) C+1:4E1 =+,/01+45；!："()!) =+,/01/= C+1: &"’!；F："()!)

=+,/01/= C+1: &’(!；G："()!) =+,/01/= C+1: )*%!；H："()!) =+,/01/=

C+1: +,(" -

!"# 重组毕赤酵母的筛选和鉴定
在 ((和 (@筛选培养基上筛选得到 FII个阳

性转化子，分别点种于含有 )FI#,J;K、FII#,J;K、
HFI#,J;K 和 >III#,J;K、L!>M 的 N#@ 平板上，在含
有 >III#,J;K L!>M的平板上获得了近 FI个阳性转
化子。分别诱导表达这些阳性转化子，取诱导 )!:
的培养物上清液 )II#K 进行 @AO 法测酶活。筛选
获得酶活较高的 L";6!D、L";<!!、L";<G、L";<>M、
L";9>G、L";)F共 G个克隆。酶活最高的 L";9)F和
次高 L";<!! 进行刚果红平板检测，酶解圈如图 F
所示。

图 F 分泌表达的重组内切甘露聚糖平板检测
*+,- F @/1/31+45 49 2/34;<+5651 ;6556560/ 45

6,62 ;/=+E; 34516+5+5, KPL
>：LO>>F 60 3451247；)：12650942;651 L";<!!；D：12650942;651 L";9)FQ

!"$ 重组毕赤酵母 %&’(!) 的诱导表达和 *+*,
-.%/电泳
以甲醇诱导表达重组毕赤酵母 L";9)F，每 )!:取

样，测定培养基中分泌表达的内切甘露聚糖酶活力，

发现甘露聚糖酶的活力在诱导培养 >)I:达到高峰，
活力为 >)QF$RJ;K，O@OS#BLT电泳分析结果表明（图
G），表达产物分子量约为 GI?@，与文献报道的 FD?@相
比，重组表达的甘露聚糖酶分子量略偏大［G］。

图 G 重组内切甘露聚糖酶的 O@OS#BLT分析
*+,- G O@OS#BLT 656780+0 49 2/34;<+5651 ;6556560/

(：(47/3E762 C/+,:1 76==/2；>：L";9)F C+1:4E1 +5=E31+45；) U F：L";9)F
61 )!:，!M:，H): 65= &G: 691/2 +5=E3/= <8 ;/1:6547 -

!") 重组内切甘露聚糖酶最适 &0及 &0稳定性
鉴于工程菌发酵产生的酶液将直接作为酶制剂

用于生产，因对该重组甘露聚糖酶发酵液进行相关

酶学性质分析。在不同 "V反应条件下分析重组内
切甘露聚糖酶发酵液的活力，表明最适 "V 为 FQI
（图 H），而 O167<265= 报道的甘露聚糖酶纯酶最适
"V!QI［G］。将重组内切甘露聚糖酶发酵液在不同 "V
值的缓冲液中 DIW保温 )!:，检测剩余酶活力，发现
该酶在 "VFQI U GQI 条件下保持 &IX以上的酶活
（图 M），而纯酶在 "V!QI U HQI之间酶活稳定。

图 H 重组内切甘露聚糖酶的最适 "V值
*+,- H Y"1+;E; "V Z67E/ 942 2/34;<+5651 ;6556560/

!"1 重组内切甘露聚糖酶最适温度及温度稳定性
在不同温度条件下测定重组甘露聚糖酶发酵液
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图 ! 重组表达内切甘露聚糖酶的 "#值稳定性
$%&’ ! "# ()*+%,%)- ./ 012.3+%4*4) 3*44*4*(1

的活力，发现该酶最适反应温度为 !56（图 7），
8)*,+0*49报道的纯酶的最适温度为 :5 ; !56［<］。将
重组甘露聚糖酶发酵液分别在不同温度下保温

=>53%4，检测剩余的酶活力。结果表明重组甘露聚
糖酶在 !56的条件下保温 ?53%4 后基本丧失酶活
力，:56条件下 ?53%4后保持约 @5A酶活，而在 <56
条件下保温 =>53%4酶活维持 <5A以上；B56、@56
酶活稳定（图 =5）。8)*,+0*49 报道的纯酶在 :56、
?53%4酶活基本不变，而在 !56、?53%4 酶活维持
!5A。

图 7 重组内切甘露聚糖酶的最适反应温度
$%&’ 7 C")%3D3 )13"10*)D01 /.0 012.3+%4*4) 3*44*4(1

图 =5 重组表达内切甘露聚糖酶的温度稳定性
$%&’ =5 E13"10*)D01 ()*+%,%)- ./ 012.3+%4*4) 3*44*4*(1

!B56；"@56；#<56；$:56；%!56

! 讨论
甘露聚糖酶能专一水解甘露聚糖多糖链的!FGF

=，BF甘露糖苷键，其对降解半纤维素具有重要的意
义。有关研究表明甘露聚糖酶作为饲料添加剂，能

够明显提高饲料利用率［=:］，在造纸漂白过程中甘露

聚糖酶能够降低化学污染［=］等，甘露聚糖酶还可用

来分解食物中的甘露聚糖，产生功能性糖类，由此可

改善人体和动物肠道中的菌群组成，促进消化系统

的功能［=!］，因而甘露聚糖酶研究逐渐受到广泛的关

注。=7!7 年，HI%4. 首次报道从芽孢杆菌中克隆得
到甘露糖酶基因［=7］，到目前为止已有大约 ?5 个微
生物来源甘露聚糖酶基因得到克隆，其中有 !个基
因属真菌来源［>5F>B］；但关于微生物来源的甘露聚糖

酶基因异源表达研究相对较少，特别是真菌的甘露

聚糖酶基因，只有刺突曲霉和里氏木霉来源的两个

基因得到了表达［:，=B］。

近年来 8)*,+0*49对里氏木霉甘露聚糖酶进行了
较为深入的研究，纯化并分析了其性质，并在酿酒酵

母中进行表达［<F:］；酶的结构和功能也获得了系统的

研究［!F=>］。然而，在酿酒酵母中表达里氏木霉甘露

聚糖酶基因所产甘露聚糖酶的活力很低，使其应用

受到限制；而甘露聚糖酶高表达的尝试却未见报道。

本文首次将里氏木霉!FGF甘露聚糖酶基因在巴
斯德毕赤酵母表达，并筛选获得高表达，表达活力较

在酿酒酵母中表达的高出近 =555 倍。表达的重组
甘露聚糖酶得到正确折叠并分泌到细胞外。经对发

酵粗酶液初步鉴定，酶液拥有良好的 "#和温度稳
定性，具有很大的应用潜力。粗酶液较 8)*,+0*49报
道的纯酶最适 "#稍高，温度稳定性较低，可能是由
于发酵液中的多种杂质影响，在具体的应用中仍须

对其性质作进一步评估。基因序列分析发现，该基

因 JK含量是 @<A，而毕赤自身高表达的基因 JK含
量约 B5A ; B>A［>@］；同时在毕赤中很少使用的密码
子如 H0&（KJK，HJJ）占了 <个 H0&密码子的 B个；而
J,-非常用密码子 JJK、JJJ占了 B@个中的 >7个。
通过 8G8电泳分析发现毕赤表达的木霉甘露聚糖
酶基因表达产物的分子量为 <5IG，大于根据其氨基
酸序列推导出的分子量，也大于已报道的里氏木霉

原始菌株所产甘露聚糖酶分子量［<］，这可能是由于

毕赤酵母糖基化程度不同造成的［><］；在酿酒酵母中

表达糖基化更高，达到 :5IG［:］。本研究还发现里氏
木霉甘露聚糖酶在毕赤酵母中表达较慢，在甲醇诱导

发酵 =>5L才达到最高活性，这可能由于毕赤密码子
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偏好与木霉有所差异，导致外源基因转录表达较

慢［!"］。若通过定点突变的方法改变外源基因糖基化

位点和优化同义密码子有可能使该基因在毕赤酵母

中得到更高的表达，有关研究我们将作进一步报道。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ #］ $%&’()* +，,-./01(1 +，,002-3-’4 5 !" #$ 6 7’( )4.( 48 %&’()*+!&,#

&!!-!’ 9:.-1-;( -1< /-11-1-;( 01 *’( *)(-*/(1* 48 ;48*=44< 2)-8*

>%.> >)04) *4 ?.(-&’01@6 .*$/0*&-()123，#AAB，’(：C"B D C"E
［ !］ F002-)0 G，H-1*(.01(1 I， ,002-3I’4 5 !" #$ 6 I>>.0&-*041 48

%&’()*+!&,# &!!-!’ 01 >%.> -1< >->() 01<%;*):6 4&*(!!+’23- *0 ")!

5!(*2+ %&’(!$ 56,7*-’1, *2 %&’()*+!&,# 8!$$1$#-!- #2+ 9")!&

.6+&*$#-!-，#AAB，)：!JJ D !K!
［ B］ 5&L.(-): $F6!3M3/-11-1-;(;6 :!")*+- ’2 ;2/6,*$*36：<’*,#--

4#&" = 8!$$1$*-! #2+ .!,’(!$$1$*-! 6 I&<(/0& N)(;; O1&，#AEE，*+,：

JAK D K#P
［ C］ Q-**4 5，N-%*-/(1 H6 N)4<%&*041 48 /-11-13<(@)-<01@ (1R:/(;6

<’*"!()2*$ >!""，#AEE，*,（A）：KK# D KKC
［ J］ ,*-.?)-1< S，,002-3-’4 5，7(12-1(1 5 !" #$ 6 N%)080&-*041 -1<

&’-)-&*()0R-*041 48 *=4 !3/-11-1-;(; 8)4/ %&’()*+!&,# &!!-!’ 6

?*1&2#$ *0 <’*"!()2*$*36，#AAB，-.：!!A D !C!
［ K］ ,*-.?)-1< S，,-.4’(0/4 I，F(’/--1>()- + !" #$ 6 L.4101@ -1<

(9>)(;;041 01 5#(()#&*,6(!- (!&!@’-’#! 48 - %&’()*+!&,# &!!-!’ ?3

/-11-1-;( @(1( &41*-0101@ - &(..%.4;( ?01<01@ <4/-016 =77$

;2@’&*2 :’(&*A’*$，#AAJ，+*：#PAP D #PA"
［ "］ I>-)0&04 Q，T0;&’() S，,&4** M+ !" #$ 6 ,*)%&*%)-. 01;0@’*; 01*4 *’(

?(*-3/-114;0<-;( 8)4/ % 6 &!!-!’ 4?*-01(< ?: ;:1&’)4*)41 ;/-..3

-1@.( U3)-: ;4.%*041 ;&-**()01@ (1’-1&(< ?: U3)-: &):;*-..4@)->’:6

<’*()!,’-"&6，!PP!，’*（BP）：AB"P D AB"J
［ E］ S-@@.%1< N，,-?010 V，$40;;(* L !" #$ 6 M(@)-<-*041 48 /-11-1 "

-1< # &):;*-.; ?: 8%1@-. (1<43?(*-3#，C3/-11-1-;(; -1< - ?(*-3#，

C3/-114;0<-;( ;*%<0(< =0*’ *)-1;/0;;041 (.(&*)41 /0&)4;&4>:6

<’*,#(&*,*$!(1$!-，!PP#，-（B）：KAC D KAA
［ A］ S-@@.%1< N，V)02;;41 7，L4..(1 I !" #$ 6 I &(..%.4;(3?01<01@

/4<%.( 48 *’( 7)0&’4<()/- )((;(0 ?(*-3/-11-1-;( 5-1JI 01&)(-;(;

*’( /-11-13’:<)4.:;0; 48 &4/>.(9 ;%?;*)-*(;6 ? <’*"!()2*$，!PPB，

*,*（#）：B" D CE
［#P］ ,-?010 V，,&’%?()* S，5%);’%<4W X !" #$ 6 7’( *’)((3<0/(1;041-.

;*)%&*%)( 48 - 7)0&’4<()/- )((;(0 !3/-11-1-;( 8)4/ @.:&4;0<(

’:<)4.-;( 8-/0.: J 6 =("# 8&6-"#$$*3& B <’*$ 8&6-"#$$*3&，!PPP，/+
（#）：B D #B

［##］ ,-?010 V，Y0.;41 H,，,002-3-’4 5 !" #$ 6 M0@(;*041 48 ;01@.( &):;*-.;

48 /-11-1 O ?: -1 (1<43/-11-1-;( 8)4/ 7)0&’4<()/- )((;(0 6 ;1& ?

<’*()!,，!PPP，-+(（E）：!BCP D !BCC
［#!］ 501@-)<41 T，N())(* ,，$(.-0&’ I !" #$ 6 S(*()4.4@4%; >)4<%&*041，

-;;(/?.:， -1< ;(&)(*041 48 - /010&(..%.4;4/( ?: 8$*-"&’+’1,

#(!"*A1"6$’(1, I7LL E!CZ =77$ ;2@’&*2 :’(&*A’*$，!PPJ，(*（B）：

#!#J D #!!!
［#B］ 5-0 F，Y0(@(. +6 I<W-1&(; 01 <(W(.4>/(1* 48 - @(1(*0& ;:;*(/ 84)

%)!&,*#2#!&*A#("!&’1, -77 6： (9>)(;;041 48 @(1(; (1&4<01@

’:<)4.:*0& (1R:/(;，<(W(.4>/(1* 48 - ;(&41< ;’%**.( W(&*4)，-1<

01*(@)-*041 48 @(1(; 01*4 *’( &’)4/4;4/(6 =77$ ;2@’&*2 :’(&*A’*$，

!PPP，++（##）：CE#" D CE!#
［#C］ ,(*-*0 5V，I<(/-)2 N，W-1 [:. YS !" #$ 6 V9>)(;;041 48 *’(

=-7!&3’$$1- #(1$!#"1- (1<43?(*-3#，C3/-11-1-;( (1&4<01@ @(1(
（/-1#） 01 5#(()#&*,6(!- (!&!@’-’#! -1< &’-)-&*()0R-*041 48 *’(

)(&4/?01-1* (1R:/(6 4&*"!’2 ;C7& 41&’0，!PP#，-*（#）：#PJ D ##C
［#J］ [’% S（朱衡），\% T（瞿峰），[’% GS（朱立煌）6 O;4.-*041 48

@(14/0& M]I; 8)4/ 8%1@0 %;01@ ?(1R:. &’.4)0<(6 =("# :6(*$*3’(#

5’2’(#（真菌学报），#AAC，*0（#）：BC D CP
［#K］ 7(-&’() Q5，Y44< N+ !" #$ 6 ^;( 48 &41@4 )(<3>4.:;-&&’-)0<(

01*()-&*041; 01 (1%/()-*041 -1< &’-)-&*()0R-*041 48 &(..%.4.:*0&

?-&*()0- 8)4/ *’( ?4W01( )%/(16 =77$ ;2@’&* :’(&*A’*$，#AE!，’0：

""" D "EP
［#"］ \0 +Q（齐军茹），G0-4 +,（廖劲松），N(1@ [_（彭志英）6

N)(>-)-*041 -1< ->>.0&-*041 48!3/-11-1-;(6 8)’2!-! D**+ =++"’@!-
（中国食品添加剂），!PP!，+：#! D #J

［#E］ _-1@ $Y（杨文博），M41@ ,5（佟树敏），,’(1 \（沈庆）!" #$ 6!3

/-11-1-;( 8)4/ ]H3!" ;*)-01 <(@)-<-*( >.-1* @%/ -1< >)4<%&*;

>)4/4*( @)4=*’ 48 <’0’+*#("!&’1, 6 :’(&*A’*$*36（微生物学通报），

#AAJ，--（C）：!PC D !P"
［#A］ I2014 7，H-*4 L，S4)024;’0 H6 7=4 $-&0..%; ?3/-11-1-;(; ’-W01@

<088()(1* L‘‘S *()/010 -)( >)4<%&(< 01 ;-()!&’()’# (*$’ &-)):01@

>5ISJZ =77$ ;2@’&*2 :’(&*A’*$，#AEA，//（#!）：B#"E D B#EB
［!P］ I.0 $Q，[’4% G，X)-W(; T5，T)((</-1 Q$ !" #$ 6 L(..%.-;(; -1<

’(/0&(..%.-;(; 48 *’( -1-()4?0& 8%1@%; 4’&*,6(!- &41;*0*%*( -

/%.*0>)4*(01 &(..%.4;(3?01<01@ &4/>.(9 -1< -)( (1&4<(< ?: /%.*0@(1(

8-/0.0(;6 D;:5 :’(&*A’*$ >!""，#AAJ，*-/（#）：#J D !#
［!#］ T-1%**0 L，N41:0 7，$.-&2 XY !" #$ 6 7’( &41;()W(< 141&-*-.:*0&

CP3)(;0<%( ;(a%(1&( 01 &(..%.-;(; -1< ’(/0&(..%.-;(; 8)4/ -1-()4?0&

8%1@0 8%1&*041; -; - >)4*(01 <4&201@ <4/-016 ? <’*$ 8)!,，#AAJ，

-(,（CA）：!AB#C D !AB!!
［!!］ 50..=-)<3,-<.() ,+，S-.. +，$.-&2 XY !" #$ 6 VW0<(1&( *’-* *’(

N0)4/:&(; @(1( 8-/0.: (1&4<01@ (1<43#，C3/-11-1-;(; -)4;( *’)4%@’

@(1( <%>.0&-*0416 D;:5 :’(&*A’*$ >!""，#AAK，*’*：#EB D #EE
［!B］ ,*((1?-22(); N+，G0 UG，U0/(1(; VI !" #$ 6 ]41&-*-.:*0& <4&201@

<4/-01; 48 &(..%.4;4/(; 48 -1-()4?0& 8%1@0 6 ? <#("!&’*$，!PP#，*)0
（#E）：JB!J D JBBB

［!C］ ,%@014 S，T%)%0&’0 ,，5%)-4 , !" #$ 6 54.(&%.-) &’-)-&*()0R-*041 48

- Q’4<4*4)%.-3.:*0& (1R:/( 8)4/ 4#!(’$*,6(!- $’$#(’21- ’-W01@ ?(*-3

#，B3/-11-1-;( -&*0W0*: 6 <’*-(’ <’*"!()2*$ <’*()!,，!PPC，+)："J"

D "KP
［!J］ [’-4 U（赵翔），S%4 HH（霍克克），G0 __（李育阳）6 ,:141:/4%;

&4<41 %;-@( 01 4’()’# 7#-"*&’- 6 8)’2!-! ?*1&2#$ *0 <’*"!()2*$*36
（生物工程学报），!PPP，*+（B）：BPE D B##

［!K］ Y-1@ N，[’-1@ +，,%1 [ !" #$ 6 X.:&4;:.-*041 48 >)4%)4201-;(

>)4<%&(< ?: 4’()’# 7#-"*&’- 0/>-0); (1R:/-*0& -&*0W0*: ?%* 14*

;(&)(*0416 4&*"!’2 ;C7& 41&’0，!PPP，-,（!）：#"A D #EJ
［!"］ ,01&.-0) X，L’4: T_6 ,:141:/4%; &4<41 %;-@( ?0-; -1< *’(

(9>)(;;041 48 ’%/-1 @.%&4&()(?)4;0<-;( 01 *’( /(*’:.4*)4>’0& :(-;*

4’()’# 7#-"*&’- 6 4&*"!’2 ;C7& 41&’0，!PP!，-+（#）：AK D #PJ

BEE韦跃华等：里氏木霉内切3!3甘露聚糖酶基因在毕赤酵母中的表达


