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中性内切型纤维素酶在毕赤酵母中高水平表达的研究
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摘 要 中性内切型纤维素酶在纺织及造纸工业具有重要的应用，为了进一步提高从我国草菇中克隆的一种新的中性内切

型纤维素酶（KP"）在 ?#0"#+ 4+&/(*#& 中的表达水平，我们进行了提高基因拷贝数及高密度发酵等多种手段实现其高水平表达的
研究。在前期研究的基础上，利用对已整合 %1"的重组子再转化的方法，从含有 !###!BXY V1&23,的 SZN6V平板上筛选到高抗

V1&23,转化子，在摇瓶培养条件下，该转化子表达量比原来提高了 F[H倍，在 7T J \ H条件下均有稳定表达，接种量（@3$## ]

;[#）表达水平最好，提高甲醇的诱导浓度对表达有显著的促进作用。用 F[!Y发酵罐进行了高密度发酵，甲醇诱导 ^;[;>后达
到最高值，比摇瓶培养再提高了 $[J倍，因此利用高抗 V1&23,转化子及高密度发酵的手段，使 KP"的表达水平提高了 FJ倍，蛋
白表达量达 H[H#9BX9Y，KP"酶活达到 ;JF[F$OWX9Y，实现了中性内切纤维素酶的高水平表达，本研究将大大促进建立我国纺织
用纤维素酶大规模高效生产技术。
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纤维素酶在众多领域均具有广泛的应用前景，

特别在纺织工业，纤维素酶已经成功地应用于牛仔

布生物酶洗、纤维素类织物的生物抛光、H82(-**织物
的生物整理，成为纺织品和服装湿处理中的关

键［=］。不过，纤维素酶本身的特性及生产成本仍然

是限制纤维素酶在这些领域更广泛应用的主要障

碍［N］。

纤维素酶它不是单一酶，而是起协同作用的多

组分酶系，主要包括外切型纤维素酶（IOP）、内切型
纤维素酶（>;）以及!6葡萄糖苷酶（O;H）等三种
酶［9］。但是，纺织工业及造纸工业的纤维素酶处理

过程中，并不需三种纤维素酶组分协同作用把纤维

素完全水解为葡萄糖，它往往造成纤维机械强度的

下降。研究认为，单组分的 >;就可以有效地部分
水解纤维素纤维的无定型区，从而易被随后的机械

揉搓将表面的微原纤维脱落，达到去除靛蓝染料及

纤维生物改性的目的［:，0］。目前世界主要酶制剂厂

商开发的纺织用纤维素酶多为富含 >; 或单组分
>;的纤维素酶制品。
中性纤维素酶在牛仔布洗旧加工过程中，具有

酶洗不易返染现象，处理织物的性能优良，通常用于

高档产品的处理，需求量较大［D］，但目前产自

B,%("23-,5# ,--!-%等纤维素酶高产真菌的纤维素酶
一般为酸性纤维素酶［Q］，因此，寻找中性内切型纤

维素酶的新酶源，及其大规模高效生产技术对发展

我国纺织用纤维素酶具有重大而深远的意义。

我们从我国草菇（+),-%*".,,% -),-%#.%）中克隆到
一种新的中性内切型纤维素酶的基因（ ./=）
（;-&7#&$ R2A ST9N/Q9N），该酶在中性 CP环境中具
有最高活性和较强的热稳定性［K］，酶用量为 9EFG’，
对靛蓝织物酶洗 DL分钟后的织物减量率为 =109U，
该酶在废纸纤维生物脱墨中也有显著效果，有望成

为理想的纺织及造纸用纤维素酶［/］，但 >;=在草菇
中的表达量较低，利用 !"#$"% &%’()*"’ 外源表达体
系，我们成功地实现了 >;= 的分泌表达［=L］。本文，
为了进一步提高该酶表达水平，我们构建多拷贝数

工程菌及高密度发酵工艺等多种策略来实现其高水

平表达。

) 材料与方法
)*) 材料
)*)*) 菌株与质粒：大肠杆菌 VP0"菌株、质粒
CWEI@"O6-’=；酵母菌株 !"#$"% &%’()*"’ ;<==0（P%!X

J)+Y）、工程菌 ;<==0>;==均为本实验室保存。
)*)*+ 工具酶和生化试剂：限制酶，B:VRS连接酶
购自 W,25-’#公司；蛋白质分子量标准为 W"#,5#(%#
公司产品；<V<、B>J>V、过硫酸铵、丙烯酰及 R，RZ
甲叉双丙烯酰等购自 OE[6\SV 公司，IJ6纤维素
（IJI）购自 <E;JS公司，其它化学试剂均为进口或
国产试剂。

)*)*, 培养基：酵母培养基 OJ;]、OJJ]、]WV、
]WV<@、JV、JJ等配方见 E&?%+,2’-&公司操作手册。
分批发酵培养基：含甘油 :U（0 G+）发酵基础

盐（T-,5-&+#+%2& O#!#* <#*+! J-3%)5）和 :5HGH WBJ=微
量元素溶液配制而成。

补料生长培养基：0LU甘油（0 G+，含 =N5HGH
WBJ=）补料液。
发酵诱导培养基：=LLU甲醇（含 =N5HGH WBJ=）

诱导液。

)*)*- 仪器：;-&-W)*!-,#电穿孔仪购自 \E[6\SV
公司；;E<NLND图像分析系统购自上海天能公司；摇
床购自 <P>HHSO公司；OE[<BSB IBN6N全自动发酵
罐购自 OA O\FSR 公司；紫外可见分光光度计 F^6
=KLL购自 P%+#("%公司。
)*+ 方法
)*+*) 酵母的电击转化及多拷贝数重组子筛选：将
已构建重组载体 CWEI@"O6 ./=用 1%#$酶切使之线
性化，电击转化毕赤酵母工程菌 ;<==0>;==，该工程
菌由我实验室构建，已整合了单拷贝的 ./=基因，能
分泌表达中性型纤维素酶 >;=。电转化后的酵母菌
涂布于含有 NLLL%’GH @-2(%& 的 ]WV<@ 平板上，于
NK_培养 9 ‘ :3，挑取阳性转化子。这些转化子分
别接种于 =L5H OJ;]（=0L5H三角瓶）培养 =3，离心
收集菌体后转接到 =L5H OJJ] 进行诱导培养，KD
小时后测定上清液中的 IJI 酶活，筛选高表达菌
株，电转化方法参见 E&?%+,2’-&公司操作手册。
)*+*+ 多拷贝酵母工程菌和 ;<==0>;== 表达水平
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的比较：分别接种 !种工程菌于含有 "##$% &’()
的 "%三角瓶中（每种均接 * 个三角瓶，下同），在
!+,及 !-#./$01培养 "2，离心收集菌体，转接到含有
"##$% &’’) 的 "% 三角瓶中继续诱导培养，每隔
!34取样并添加 "$% "##5甲醇培养 62，测定上清液
中 7’7酶活。
!"#"$ 摇瓶诱导表达条件的研究：分别研究了接
种量、起始 89、甲醇浓度对多拷贝酵母工程菌表达
水平的影响，除接种量、起始 89、甲醇浓度不同外，
培养过程都按如下进行：从平板上挑一单菌落，接入

装有 !-$% &’() 的 !-#$% 三角瓶中，!+,，!-#
./$01，培养 !34。离心收集菌体，再接入至 !-$%
&’’)中，*#,，!-#./$01培养。每 !34补加 "##5甲
醇，-2后收集上清液，比较 7’7酶活、89、!"6##。

!"#"$ 分批高密度发酵：经在 &’()摇瓶培养的培
养液，按 "#5接种量接入到装有 !:#% 35甘油分批
发酵培养基（89-:#）的 &;<=>?> 7>!@! 全自动 *:!%
发酵罐中，进行分批培养，搅拌速度为 "###./$01，通
纯氧维持溶氧（A<）在 3#5以上，流加 !+5氨水自
动控制 89-:#，当碳源甘油耗尽后（A< 陡然上升，
"$01内），流加补料生长培养基（流加速率 !# B *6
$%/$01，溶氧维持大于 3#5）。当 A<再次上升，甘
油耗尽后，流加发酵诱导培养基进行甲醇诱导表达

发酵，流加速度：# B 34，*:-$%/（%/4）；- B !34，逐渐
提高流加速度到 "#$%/（%/4），并一直维持该速度至
发酵结束。通过调节氧气流量使溶氧（A<）一直大
于 3#5，发酵过程中，每隔 "!4取样，测定 !"6##、湿

重及 7’7酶活，发酵结束后离心收集上清液。
!"#"% !"6##及细胞湿重的测定：发酵液稀释后于

波长 6##1$处以蒸溜水为对照进行比色测定，!"6##

C !" 读数 D 稀释倍数；取 "$% 发酵液在 "####
./$01离心 "#$01，吸尽上清液后，称得的细胞重量换
算为每升的克数即细胞湿重。

!"#"& =A=@E?(F 分析及蛋白质浓度测定：=A=@
E?(F按 %GH$$I0［"#］方法进行，一定量的发酵液用样
品缓冲液（#:+J =A=、3J蔗糖、-$% 89 6:+的 >.0K@97I
缓冲液、!:-5&&和 !$%!@巯基乙醇）于 "##,处理
"# $01 变性，浓缩胶浓度 *:L-5，分离胶浓度
L:-5。考马斯亮蓝 M!-#染色。蛋白质浓度测定采
用 E0H.NH 公司的 &7? 蛋白测定试剂盒进行。
!"#"’ 7’7酶活的测定：内切型纤维素酶的活性
是利用 =O$OJP0@QHIKO1方法［"#］，用 7’@纤维素（7’7）
为底物测定经酶处理后，还原糖释放出的量来决定

的。总反应中含有 ":#$% #:"$OI/% 磷酸钾缓冲液
（89L:-），#:3$% !5 7’@纤维素（=0J$G）和 #:"$%经
稀释后的酶液，对照不含 7’@纤维素或酶液，经在
-#,下反应 *#$01后，加入 #:-$% =O$OJP0试剂中止
反应，在 "##,下加热 "-$01，冷却到室温时，加入
#:-$% QHIKO1试剂，离心后测定反应液在 -!#1$下
的吸光值，酶活定义为每分钟生成 ""$OI葡萄糖的
酶量为一个酶活单位。

# 结果

#"! 高抗 ()*+,-重组子筛选及和 ./!!&0.!!工程
菌的比较

利用重组载体 8E;7R#&@HJ" 对 (=""-F("" 工程
菌再转化的方法，在含有 !###"J/% RHON01 的 )EA=R
平板中获得了 6#个阳性转化子，摇瓶培养表明，大
部分转化子都比 (=""-F("" 的表达水平有不同程
度的 提 高，筛 选 出 最 高 表 达 量 的 转 化 子

(=""-’F("，比较二者在摇瓶条件下的表达水平，如
图 "。

图 " 高抗 RHON01重组子筛选及和
(=""-F(""工程菌的比较

S0JT " 7O$8G.0KO1 OU HV8.HKK0O1 IHWHI OU F("
01 (=""-’F("（!）G12 (=""-F(""（"）

从结果可以看出，培养 62后，多拷贝数重组子
(=""-’F("的表达水平比出发菌株 (=""-F("" 工
程菌提高了 *:+倍多。
#"# 接种量对 0.!表达的影响

(=""-’F("在 &’()培养过夜（!"6## C "-），离
心后收集菌体，转接 &’’)培养基（896:#），使细胞
浓度（!"6##）分别为 ":#、!:-、-:#、"#:#、"-:#，每隔

!34加入 ":#5（ # /#）的甲醇进行诱导，-2 后测定
7’7酶活、!"6##，如图 !，结果显示，接种量从 ":#
提高到 "-:#，培养液中最终的 !"6##增加了 !+:*5，
但 7’7酶活在接种量为 -时最高，不同接种量之间
相差并不显著，因此，在下面的实验中采用 ":#的接
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种量。

图 ! 接种量对 "#$表达的影响
%&’( ! "))*+, -) &.&,&/0 +*00 1*.2&,3 -. ,4* "#$*567*22&-.

! ".1-’08+/./2* /+,&9&,3；" %&./0 +*00 1*.2&,3(

!"# 起始 $%对 &’(表达的影响
#:$$;<"#$在 =<#>培养过夜后，离心后收集

菌体，接种于以 $??@@-0AB 的 C!DEFG ACD!EFG 为缓

冲液配制的 6D值分别为 GH?、;H?、IH?、JH?及 KH?的
=<<>，每隔 !G4 加入 $H?L（ ! A!）甲醇进行诱导，
;1后测定 M<M酶活、"#I??、6D，如图 N。

图 N 起始 6D对 "#$表达的影响
%&’( N "))*+, -) &.&,&/0 6D -. ,4* "#$ *567*22&-.

! *.1-’08+/./2* /+,&9&,3；" +*00 1*.2&,3；# )&./0 6D(

结果发现，6DGH? O KH? 的范围内，生长及表达
良好，培养液中的 M<M酶活及 "#I??没有显著差别，

但培养终止 6D值有很明显的变化，在起始 6D值为
IH?、JH?及 KH? 的 =<<>培养液中培养后的 6D 均
有不同程度的下降，而起始 6D值 GH?、;H?的 =<<>
培养液中培养的 6D 均有不同程度的上升。
!") 甲醇浓度对 &’(表达的影响
将生长 =<#>培养基的菌体接入含有甲醇百分

比浓度（ ! A!）分别为 ?H!;、?H ;、$H?、$H;、!H? 的
=<<>（6DIH?）上进行诱导培养，每隔 !G4后补加相
同浓度的甲醇，;1 后按上述方法测定 M<M 酶活、
"#I??、6D，如图 G，结果发现，摇瓶培养时，当甲醇
的浓度由 ?H!;L提高到 $H?L时，M<M酶活及 "#I??

均快速上升，M<M 酶活从 N?H!GPQA@B 提高到

;JHG$PQA@B，增幅达 KRHKL，超过 $H?L后，增幅趋于
平缓，最终分别提高了 $?IH;L和 JKH!L。在试验
中我们还发现，当甲醇浓度为 ?H!;L和 ?H;L时，终
止 6D均都比起始 6DIH?高。

图 G 甲醇浓度对 "#$表达的影响
%&’( G "))*+, -) @*,4/.-0 +-.+*.,7/,&-. -. ,4* "#$ *567*22&-.
! *.1-’08+/./2* /+,&9&,3；" +*00 1*.2&,3；# )&./0 6D(

!"* 分批高密度发酵
进行了二批次发酵罐高密度发酵实验，第一批

次发酵罐高密度发酵时，流加 ;?L甘油的量为
$;?@B，共进行了 $!KH;4 的发酵（甲醇诱导时间为
$?!4），在第一批次的基础上，优化发酵过程，我们进
行了第二批次发酵，流加 ;?L甘油的量增为 !!;@B，
发酵时间延长为 $GG4（甲醇诱导时间为 $$NH;4），如
图 ;。

图 ; #:$$;<"#$的分批高密度发酵
%&’( ; =/,+4S)*1 )*7@*.,/,&-. -) #:$$;<"#$

! /.1 $ ".1-’08+/./2* /+,&9&,3 （ $2, /.1 !.1 )*7@*.,/,&-.
7*26*+,&9*03）；" /.1 % %&./0 +*00 1*.2&,3（$2, /.1 !.1 )*7@*.,/,&-.
7*26*+,&9*03）(

二批次发酵结果表明，在发酵初期，酵母经过

I4左右的延滞期后，细胞密度快速增加，进入甲醇
诱导阶段，发酵液中的 M<M 酶活线性增加，发酵
$!I4（甲醇诱导时间分别为 RRH;4和 R;H;4后）达到
最高值，分别为 GN$HK;PQA@B 和 ;GNHNIPQA@B，比摇
瓶培养再提高了 GHKR 和 IHG$ 倍，总蛋白质表达量
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分别达 !"#$%&’%( 和 )")*%&’%(，+,+-./01 显示，
如图 !，发酵液中目的蛋白的浓度逐渐增强。发酵
结束后，最终的细胞湿重分别为 2$3&’(和 3*4&’(。

图 ! 发酵液中分泌蛋白的 +,+-./01分析
56&7 ! +,+-./01 898:;<6< => ?@=AB69 <BC@BABD

69A= >B@%B9A8A6=9 :6EF6D
/：4<A >B@%B9A8A6=9；4 G !：8>AB@ 2*，$3，H)，4*I，4I!，4I)"$ J=F@<
>B@%B9A8A6=9 @B<?BCA6KB:;；L：I9D >B@%B9A8A6=9；4 G !：8>AB@ 2*，$3，H)，
4*I，4I!，42I J=F@< >B@%B9A8A6=9 @B<?BCA6KB:;7

! 讨论

!"# 多拷贝数重组子筛选及对表达水平的影响
毕赤巴斯德酵母表达系统具有真核生物表达的

特点，且表达量高，易于工业化发酵，现已广泛用于

外源蛋白的表达。但毕赤巴斯德酵母表达水平和目

的基因密码子偏爱性、载体、克隆菌株、外源基因拷

贝数的多少以及发酵工艺等多种因素都有极大的

关系［44］。

由于单拷贝 !" #$% 基因整合到 & 7 ’()*+,-) 基因
组中可以产生对 4**!&’%( MB=C69 的抗性，因此利用
高浓度的 MB=C69平板可筛选到高拷贝数转化子［4I］。
在毕赤巴斯德酵母的一次电转化中，就可以发生外

源基因连续整合到基因组，从而形成多拷贝数的重

组子，但概率非常低，很难能筛选到能在 I***!&’(
MB=C69的 N.,+M平板生长的多拷贝数的重组子。在
这里，我们对已整合了 %.4的 0+44$1044进行二次
电转化的方法，在含有 I***!&’( MB=C69的 N.,+M平
板上获得了 !* 个阳性转化子，极大地提高了转化
率，0+44$O104 和 0+44$1044 摇瓶对比试验表明，
表达量增加了 2")倍多。虽然有报道单拷贝数转化
子足以获得高的表达量，甚至高拷贝数反而降低表

达量［42、43］，但对 104 来说，提高基因拷贝数对提高
表达水平十分有效。经过多次传代及诱导试验，该

转化子表达水平非常稳定。

!"$ 接种量、%&、甲醇浓度对生长及表达水平的影
响

接种量、?P、甲醇浓度等外部条件是影响毕赤
巴斯德酵母表达外源蛋白的重要因素，提高接种量，

虽能相应地提高细胞密度，但过高接种量下，104
的表达量反而略有下降，这可能在摇床条件下受到

养分及溶氧的限制，生长状态不好。外源蛋白在表

达过程的稳定性往往会影响最终表达量，有些蛋白

本身对 ?P非常敏感，也易被 & 7 ’()*+,-) 分泌蛋白
水解酶所降解，这在高密度发酵中尤为严重［4$］，因

此选择合适 ?P有重要意义。内切纤维素酶通常是
包含纤维素接合域（QB::F:=<B L69D69& ,=%869）和催化
域（Q8A8:;A6C D=%869）以一段多肽连接的双功能域蛋
白，连接多肽易被蛋白水解酶所降解，这也是造成纤

维素酶外源表达困难的原因［4!］，在我们的实验中，

0+44$O104在 ?P3"* G )"* 均生长良好，有基本相
同的表达水平，表明重组 104对蛋白水解酶稳定性
很好。

0+44$O104是含 /RS4强启动子、OFAT 的重组
子，甲醇的浓度是影响表达水平的最关键的参数，

甲醇既是强诱导剂，但对细胞也有一定的毒性。当

甲醇的浓度由 *"I$U提高到 I"*U时，QOQ酶活及
/0!**大幅度提高，表明甲醇可被 0+44$O104 快速
利用，维持较高浓度的甲醇添加量，不仅有利于提高

细胞密度，也有利于 /RS4 强启动子始终处于诱导
状态，提高表达水平，相反，甲醇的添加量过低，甲醇

会过早耗尽，会造成细胞饥饿，也易使细胞处于非诱

导状态，降低表达水平，在这种情况下，细胞很可能

会利用培养液中一些酸性有机物，使 ?P上升。
!"! 分批高密度发酵
高密度发酵是提高外源蛋白在 & 7 ’()*+,-) 表达

量的重要策略之一。本实验在摇瓶发酵研究的基础

上，采用 2"I(发酵罐进行发酵实验。两种发酵，最
高 QOQ酶活达分别比摇瓶培培养再提高了 3")#和
!"34培，因此利用多拷贝转化子及高密度发酵策
略，我们成功地使 104在 & 7 ’()*+,-) 表达量比原来
的 0+44$1044提高了 23倍多。
精确控制甲醇的流加量，维持合适的甲醇浓度

和溶氧（0/）是保证外源蛋白在高密度发酵时表达
量的最为关键的因素，在这里，我们通纯氧以维持溶

氧，利用 0/ +?6VB 的方法很好地控制了甲醇的流加
速度，加之，该工程菌从摇瓶培养上看，具有较好的

适应性，易于高密度发酵，二批次发酵结果均令人满

意，不过，单纯利用利用 0/ +?6VB 的方法，也会造成
甲醇浓度过高的情况［4H］，因此，我们今后将会利用

甲醇在线检测方法，进一步优化发酵工艺，我们相

信，表达量将会进一步提高。

随着诱导时间的延长，细胞密度不再增高，目
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的蛋白的表达量略有下降，这可能由于密度过高，菌

体代谢旺盛，有害物质积累导致其进入生长停滞期，

发酵延长后色素增多，颜色加深，应及时放罐。

! 结论
中性内切型纤维素酶在纺织及造纸工业具有重

要的应用，建立大规模高效生产技术对发展我国纺

织用纤维素酶具有重大而深远的意义。我们利用毕

赤巴斯德酵母表达体系，通过构建多拷贝重组子及

高密度发酵工艺等多种策略，成功地使从我国草菇

中克隆到新的中性内切型纤维素酶 !"# 的酶活达
到 $%&’&()*+,-。目前，中性内切型纤维素酶市场需
求量较大，价格昂贵，多为国际上大公司所垄断，本

研究将大大有助于发展具有自主知识产权的中性内

切型纤维素酶制剂生产技术。
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