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摘 要：筛选出一株产菊粉酶酶源菌株 56/$，鉴定为黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）。789 扩增 56/$
的内切菊粉酶基因 ’*)5/ 并进行核苷酸序列分析。结果表明 ’*)5/ 全长 /11/:;，没有内含

子，所编码的氨基酸序列中，存在 ! 个潜在的 .4糖基化位点，其中存在菊粉酶的保守序列

<=.>7.。以 ;?8//@ 为克隆载体，以 + ) ,-(’ *=/$0 为受体菌株，获得菌粉酶基因克隆。
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菊粉酶（B,+(C,DE- ’F B,+(DE-）可分为两类［/，"］，一类是内切菊粉酶（>,G’C,+(C,DE-，>8 #)
" )/ )2），主要水解产物是寡聚糖；另一类为外切菊粉酶（>H’C,+(C,DE-，>8 #) " ) / ) @$），水解

产物主要是果糖。菊粉酶广泛存在于植物和微生物中。利用菊粉酶水解菊粉生产寡聚果

糖或超高果糖浆，具有巨大的工业应用潜力。野生型微生物菊粉酶表达量比较低，利用基

因工程技术构建菊粉酶基因工程菌，有望提高菊粉酶的表达量。国外已报道了来源于节

杆菌（!%./%-01,.$% E;)）、克鲁维酵母（2()34$%-53,$"）、青霉（6$*’,’((’)5）、黑曲霉（ !"#$%&’(()"
*’&$%）及无花果曲霉（!"#$%&’(()" 7’,))5）等内切菊粉酶基因的分子克隆［# I %］。本文报道菊粉

酶酶源菌株的筛选及其内切菊粉酶基因的克隆和序列分析。

! 材料和方法

!"! 菊粉酶产生菌分离样品

菊芋根部土壤。

!"# 菊芋

采自野生菊芋。

!"$ 培养基

!"$"! 初筛培养基：菊粉 "$J，蛋白胨 /$J，酵母膏 /$J，琼脂 "$J，定容至 /K。（菊粉单独灭

菌，加入已熔化并冷却到 1$L的琼脂培养基中，混匀制平板）。

!"$"# 复筛培养基：菊芋 /$J，酵母膏 1J，氯化钠 1J，磷酸氢二钾 #J，;M%N$，定容至 /K。

!"$"$ 察氏培养基：按文献［2］方法配制。

!"$"% KO 培养基：按文献［@］方法配制。

!"% 菌种和质粒

+ ) ,-(’ *=/$0、质粒 ;?8//@ 购自日本宝生物工程（大连）有限公司。



!"# 试剂

!"# 提取液：在 $%&’ 水中加入 (%&’ )%%&&*+,’ -./0123+（4256 %）和 7&’ )%%&&*+,’
8!-#（4276%），加水定容至 9%%&’。菊粉为 0/:&; 公司产品，!"# 聚合酶、<3= 产物回收试

剂盒等购自日本宝生物工程（大连）有限公司。

!"$ 菊粉酶酶源菌株的筛选

!"$"! 初筛：取分离样品于无菌生理盐水中，>%?，97% .,&/@ 振荡 >%&/@，按不同稀释度涂

布于初筛培养基上，培养 ( A >B，挑选透明圈直径与菌落直径之比较大的菌株。

!"$"% 复筛：初筛得到的菌株，接种于 >% &’ 发酵培养基中，>%?，9)% .,&/@ 摇床发酵，跟

踪测定菊粉酶活性，从中筛选高产菌株。

!"$"& 菊粉酶活性测定［5］：菊粉酶活性单位定义：42)C)、))?条件下每分钟水解底物生

成 9!&*+ 还原糖所需的酶量为一个酶活单位。酶活性测定：以 (D菊粉为底物，42EC$，

)%?水解 9)&/@，用 >，)1二硝基水杨酸测定产生的还原糖量。

!"’ 菊粉酶酶源菌株的鉴定［’］

!"’"! 菌落形态观察：将待鉴定菌株涂布于察氏培养基平板上，(7?培养，( 周内跟踪观

察菌落形态。镜下形态观察：在涂有察氏培养基的盖玻片上接种待鉴定菌，置于培养皿

中，加入甘油保湿，(7?培养，E 天内跟踪观察其镜下形态。

!"( 菊粉酶基因克隆

!"("! 提取黑曲霉 #F9% 基因组 "!#［9%］：#F9% 活化后接种于 (%%&’ 马铃薯液体培养基

中，(7?、9>).,&/@ 摇床培养 (G，离心并洗涤菌丝体。无菌研钵中，用液氮将菌丝体迅速研

磨成粉末状。在 9C)&’ 离心管中加入约 %C9: 菌体和 )%%!’ !"# 提取液，振荡使之充分混

合，再加入 9%%!’ 9%DH!H、氯化苄 >%%!’，剧烈振荡使管内混合物成乳状，在 )%?保温 9G。

然后加入 >%%!’ >&*+,’ ";#3（<2)6(）混匀，冰水浴 9)&/@，$ %%%.,&/@ 离心 9)&/@，收集上清

液。加入等体积无水乙醇室温沉淀 (%&/@。9% %%%.,&/@ 室温离心 9)&/@，沉淀用 I%D乙醇

洗一次，室温尽量挥发残留的痕量乙醇，-8 缓冲液溶解 !"#。每个离心管加入 9!:,!’ 的

=";0J 酶，>I?恒温 >%&/@。用 9D琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，以"!"#,!"#B#作为 !"# 分

子量标记，9%K,L& 电压下电泳 >%&/@。

!"("% <3= 扩增菊粉酶基因 "#$#9：以 #F9% 基因组 "!# 为模板，以文献［>］报道的 % 6
#"&’( 菊粉酶基因序列为参考设计并合成 <3= 引物，用 )*(+,’-. !"# 聚合酶，扩增 "#$#9。

引物：F9：)M1#-N##--3N--N##-33N##NN- 1>M；=9：)M1-3333NNN#--3##N-N###1
3#3-331>M，引物由日本宝生物工程（大连）有限公司合成。

<3= 反应：OPQQJ. )!’，B@-< E!’，F9 % 6)!’，=9 % 6)!’，#F9%!"# (!’，<R.*SJ0T !"# 聚合

酶 %C()!’，B2(% >ICI)!’ 反应条件：5E? 9&/@，然后以 57? 9)0、))? >%0、I(? (&/@ 为一

个循环，共运行 >) 个循环。并对 <3= 产物按文献［7］方法精制、回收。

!"("& <3= 产物核苷酸序列测定及分析：<3= 产物核苷酸序列由日本宝生物工程（大连）

有限公司测定，序列分析按文献［99］方法进行。

!"(") 菊粉酶基因 "#$#9 的克隆：为了使上述 <3= 产物与平滑末端的载体 4U3997 连接，

首先用“-;V;=; OV’ V/T”对 <3= 产物进行 >M末端的平滑化和 )M末端的磷酸化。向 844J@1
B*.Q 中加入 O+P@T/@: V/@;T/*@ 8@WR&J X/Y 9!’，9% Z O+P@T/@: V/@;T/*@ OPQQJ. (!’，<3= 反应液
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!!"，#$%& ’&!"，(!)，’&*+,。产物 用 -./.0. 1+2345637 89 精 制。加 入 ’!" 经“-./.0.
:;<，=>;<”脱磷酸化处理的具有平滑末端的载体 5?=’’@，"+A.B+4, C4D6B+4, ; E!"，充分混

合，’E)，过夜，全部反应液用热冲击法转化 ! F "#$% G1’&H［@］，涂布于含有 ;*5 和 IJA.DK
><-L 的 ": 培养基平板上，(&)，培养 %MN，挑选白色菌落做质粒的酶切分析和 <=0 鉴定。

! 结果和讨论

!"# 菊粉酶酶源菌株的筛选

初筛获得 ’@ 株产菊粉酶的霉菌，复筛，测定发酵液菊粉酶活性，其中 O 株酶活性较

高，结果见表 ’。由表 ’ 可见，O 株霉菌，显示不同程度的酶活性，其中 ;P’& 酶活性最高，

为 M@ F&?K*"，以下以菌株 ;P’& 为研究对象。

表 # 菊粉酶酶源菌株筛选结果

-.QD7 ’ -N7 37C6DBC 4R C2377,+,A

& F ’%()* ;P&’ ;P&% ;P&M ;P’& ;P’E
;2B+S+BTK（?K*"） MEU% M!U& %HU@ M@U& (%UM

!"! 菊粉酶酶源菌株的鉴定

对 ;P’& 菌株进行菌落形态

观察鉴定：察氏培养基上 %@)培

养 % 周，菌 落 直 径 达 %UO2* V
(U&2*，表面扁平且有放射性皱纹，全缘绒毛状，中心部分略有突起，起初白色，常出现黄色

区域，后转为黑色，反而无色或在中央部分略带黄褐色。显微镜下形态观察鉴定，培养 M#
的菌体分生孢子穗球形，常在周围裂开成放射性的柱状物，一般为 !&&!* V @&&!*；分生孢

子梗长短不一，大部分无色光滑壁厚；顶囊为球形，MO!* V !O!*，双层小梗，梗基较短，有

时具横隔；分生孢子为球形，M!* V O!*，褐色；菌丝有时可见横隔。由文献［O］鉴定菌株

;P’& 为曲霉属的黑曲霉群（&+,)*(%$$-+ ’%()*），命名为 & F ’%()* ;P’&。

!"$ ! % "#$%& &’#( 菊粉酶基因的克隆

!"$"# & F ’%()* ;P’& 基因组 WX; 的提取：按文献［’&］方法提取 & F ’%()* ;P’& 基因组

WX;，在 &U@Y琼脂糖凝胶上电泳检测，在约 %(ZQ 处呈现特异条带（图 ’）。

!"$"! <=0 扩增 & F ’%()* ;P’& 菊粉酶基因：<=0 扩增 & F ’%()* ;P’& 菊粉酶基因，对 <=0
产物做琼脂糖凝胶电泳分析，在约 ’UE ZQ 处呈现特异条带（图 %）。

图 # ! % "#$%& &’#( 基因组 )*& 琼脂糖凝胶电泳

P+AF’ ;A.34C7 7D72B345N437C+C 4R

;F ,+A73 ;P’& A7,4*+2 WX;

’，%，(F ;P’& A7,4*+2 WX;；M F1.3Z73"WX;K.%’## F

图 ! +,- 扩增菊粉酶基因琼脂糖凝胶电泳

P+AF% <=0 .*5D+R+2.B+4, 4R

>,6D+,.C7 A7,7

’ F1.3Z73 W"J%&&&；%，(F ;P’& %’-;’ .C . B7*5D.B7F
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!"#"# !"# 产物序列分析：分别对 $ 个 !"# 产物进行核苷酸序列测定，它们的核苷酸序

列完全相同。序列分析表明：阅读框架全长 %&&%’(，其中 ) * " 含量为 &+,$-，没有内含

子序列，与已报道的菊粉酶基因核苷酸有不同程度的同源性（表 .）［%. / %&］，将所获提的基因

命名为 !"#0%。 !"#0% 的核苷酸序列及其结构已在 )123425 上登录，登录号为 06$78$99。

表 ! !"#0$ 与其它菌株菊粉酶基因的核苷酸同源性

:4’;1 . :<1 <=>=;=?=@A ’1BCBB12 06%D !"#0% 42E

F2@;F24A1 ?121 GH=> =B<1H AB4F2A

)121 IE12BFBF1AJ- K=@HL1

$"#%（& M "!’()） 8N,. ［%$］

$"#&（& M "!’()） 89,D ［%+］

!"#.（&*+()’!,,#* -!.##/） 89,D ［%&］

$"#0（1("!.,,!#/ A(M :OP99） 89,D ［%7］

用 QR!0KS 中 !H=B!4H4> 分析工具［%%］分

析 !"#0% 推导的氨基酸序列，& M "!’() 06%D
菊粉酶由 &%7 个氨基酸组成，其中存在 + 个

潜在的 OP糖基化位点，第 +D / +& 位氨基酸

为菊粉酶的保守序列 TUOQ!O。 & M "!’()
06%D菊粉酶的氨基酸成分如表 $ 所示，其

中酸性氨基酸有 &7 个，碱性氨基酸有 $8
个。分子量为 &&9&%,8，分子式为 ".+N+ V$NND O7&9 WN8D K%&。理论 (I 为 +,&9。负电荷氨基酸残基

（0A( * );@）有 &7 个，正电荷氨基酸残基（0H? * XYA）有 .9 个。

表 # 氨基酸组成分析

:4’;1 $ "=>(=AFBF=2 =G 4>F2= 4LFE

0>F2= 4LFE K@> "=2B12BJ- 0>F2= 4LFE K@> "=2B12BJ- 0>F2= 4LFE K@> "=2B12BJ-
0;4 （0） $9 N,+ 0H? （#） %+ .,N 0A2 （O） .+ +,N
0A( （Z） $& 7,9 "YA （"） $ D,7 );2 （[） .$ +,&
);@ （Q） .% +,% );Y （)） +7 9,8 VFA （V） %% .,%
I;1 （I） .. +,$ X1@ （X） $8 N,7 XYA （\） %+ .,N
U1B （U） %. .,$ !<1 （6） %8 $,N !H= （!） .N &,.
K1H （K） &% 8,8 :<H （:） &% 8,8 0A] （3） D D,D
:YH （S） %. .,$ ^4; （^） $N N,. 0A] （3） D D,D
);] （_） D DMD R44 （R） D D,D

!"#"% !"#0% 的克隆：将 06%D 菊粉酶基因 !"#0% 重组至克隆载体 (‘"%%9 中，获得菊粉

酶基因重组质粒 ( !"#0%。 !"#0% 转化大肠杆菌 aU%D8 感受态细胞，挑选在 X3 筛选培养基

上生长的白色菌落提取质粒，用 2.34!和 5/6!酶切，酶切产物做琼脂糖凝胶电泳分析，

分别在约 .,N5’ 和 %,75’ 处呈现特异条带（图 $）。以所提取的质粒为模板做 !"#，!"# 产

物做琼脂糖凝胶电泳分析，在 %,75’ 处呈现特异条带（图 +），获得了推有 & M "!’() 06%D 菊

粉酶基因重组质粒 ( !"#0% 的 2 M .3,! aU%D8，即 aU%D8JF2@0%。

图 # 重组质粒 &!"#’$ 酶切鉴定

6F?M$ ZF?1ABF=2 (4BB1H2 =G H1L=>’F242B (;4A>FE =G !"#0%

%MU4H51H ZXP.DDD；. M #1L=>’F242B (;4A>FE =G !"#0%M

图 % ()$*+, !"#’$ 的 -./ 检测

6F?M$ !"# 424;YAFA =G aU%D8J !"#0%

%MU4H51H ZXP.DDD；.，$M !"# (H=E@LB =G aU%D8J !"#0%M
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!"# 讨论

目前，果糖的生产是以淀粉为原料，经过三步酶促反应生成果葡糖浆，其中果糖含量

仅有 !"# $ !%#，转化率低、工艺复杂。利用外切菊分酶直接水解菊芋粉生产果糖或超

高果葡糖浆（&’()*），水解产物中果糖含量可达 +,# $ +%#，而且生产工艺简单。如果内

切菊粉酶和外切菊粉酶联合使用，可进一步提高水解速率。另外可用内切菊粉酶水解菊

芋粉，生产寡聚果糖。因此通过基因工程技术高效表达内切菊粉酶具有重要意义。本文

对 -(., 菌株内切菌粉酶基因的克隆和测序，为进一步研究其异源高效表达奠定了基础。
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