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运用定点突变提高重组木聚糖酶在毕赤氏酵母中的表达"

陆 健 曹 钰 陈 坚
（江南大学生物工程学院工业生物技术教育部重点实验室 无锡 "1!#73）

摘 要：运用 89: 介导的定点突变对米曲霉（!"#$%&’(()" *%+,-$）来源的木聚糖酶在毕赤酵母中

的重组表达进行了研究，获得一表达量远远高于亲本的突变株 ;1<3)，对其进行了提纯并研究

其酶学特性，除热稳定性外其余与亲本基本一致。突变株 ;1<3) 所产木聚糖酶 =>?@’ 的分子

量为 7<AB，在 CD ! 5 2 范围内稳定，最适 CD 为 EF#，最适温度为 !<G，在 <#G以下稳定性略高

于亲本。
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随着经济和科技的发展，环境和资源问题越来越引起人们的关注，半纤维素中的木聚糖

约占纤维物质的 1<I 5 7#I。木聚糖的完全降解需要木聚糖酶和木糖苷酶的协同作用，其

中木聚糖酶（1，!6!6B6J>’K? J>’K?&L>MN&’K,O，P9 7( "( 1( $）以内切方式水解木聚糖分子中的!6
1，!糖苷键，是一类重要的半纤维素酶。人们对各种微生物来源的木聚糖酶展开了各方面的

基础研究，克隆了其中一些并在原核和真核中进行了同源或异源重组表达［1 5 <］。

目前毕赤酵母表达系统是倍受关注的真核表达系统，它不仅具有可诱导的强启动子

（)Q=’），而且外源基因整合于染色体上，可防止重组工程菌的退化，并且具有高密度发酵

等特点，因而正在成为外源基因表达的常用表达系统。

研究发现，米曲霉（!"#$.&’(()" *%+,-$）来源的木聚糖酶基因 /+011 在毕赤酵母中重组

表达时，重组酶的催化活性非常低。本文对重组表达于毕赤氏酵母的木聚糖酶 =>?@’ 运

用 89: 介导的定点突变，提高重组酶的酶活水平，并研究了酶学性质。

! 材料和方法

! "! 菌株

大肠杆菌 DR1#1、巴斯德毕赤氏酵母（2’34’-#-".*%’"）S/’’<（LT,!）及表达质粒 C8;92U 购

于美国 ;.%;0:QSP. 公司，米曲霉（!"#$%&’(()" *%+,-$）:;R’"$ 日本国税厅酿造研究所保藏，

分别在 7EG、7#G、7#G培养大肠杆菌、酵母和米曲霉。

! "# 培养基

!$#$! VR 培养基：胰蛋白胨（B;@9Q）1#+，酵母浸膏（B;@9Q）<+，.K9’ 1#+，用蒸馏水定容至

1V，CDE(#，添加氨苄青霉素 #F1W+XWV 用于质粒筛选。



!"#"# !"# 培养基：葡萄糖 $%&，酵母浸膏 ’%&，蛋白胨 $%&，用蒸馏水定容至 ’(，)*+,-，用

于酵母的培养；!"#./0’1 培养基添加不同量的 /0’1，用于体外多拷贝插入的筛选。

!"#"$ 233! 培养基：酵母浸膏 ’%&，胰蛋白胨 $%&，酵母氮基（#4567）’890&，生物素 0 :
’%; 0&，甲醇 -<(，用 ’%%<<=>?( )*+,% 磷酸缓冲液定容至 ’(，用于重组毕赤氏酵母的表达

培养。

!"#"% @#2 培养基：山梨糖醇 ’1$&，葡萄糖 $%&，酵母氮基 ’890&，生物素 0 : ’%; 0 &，氨基酸混

合物（含 (AB、4>A、(CD、3AE、/>B 各 %9-F）%9%-&，用蒸馏水定容至 ’(，用于毕赤氏酵母的转化。

!"#"& 麦麸培养基：蛋白胨 ’&，酵母膏 -&，GHG78 ’&，I$*"70 ’&，3&J70·K*$7 %,-&，5AJ70·

K*$7 %,%’&，蔗糖 8&，麦麸 ’%&，用蒸馏水定容至 ’(，)*+,%，用于米曲霉 @42’$1 的培养。

! ’$ ()* 操作及转化

#GL 操作及转化按标准方案进行，其中限制性内切酶、M0 连接酶、大肠杆菌感受态细

胞购于日本 MHNHOH JPQR=B 公司，毕赤酵母表达 IQE 购于 4STQEO=&AS 公司，并依据其推荐的方

案采用原生质体法进行转化。

! ’% 质粒 +,-./01234! 的构建

米曲霉在麦麸培养基上培养 8U，用 GQ))=S &ASA 公司的 4D=&AS 制备米曲霉 @42’$1 的

<@GL，并用 <@GL 快速制备 IQE（"PHO<HVQH 公司）纯化，然后用 JGL@M "6@ V#GL 合成 IQE
（6>=SEAVP 公司）合成米曲霉的 V#GL，并利用反转录 "6@ 法扩增编码米曲霉 !"#$’ 基因。

根据 IQEH<=E= 等人［+］对 !"#$’ 基因的报道设计的两条寡核苷酸引物如下，分别与 WCS5>
的 $+ X 8$ 氨基酸和 8$K X 8$$ 氨基酸同源。JASDA."’：-Y.6//LLMM6/6L/66/66L/6LM.
6LLM/LM/.8Y（含 %&’@!酶切位点），LSEQDASDA."$：-Y.ML///6//66/6MML6L/L/6LM6/L
M/LM.8Y（含 (’)!酶切位点），扩增后的片段克隆至质粒 )"46ZI。

! ’& 定点突变

根据 *Q&BVPQ 的方法［K］进行定点突变操作。用于突变的寡核苷酸由 /ASA LDDA<[>AO
（"PHO<HVQH 公司）合成，根据与 WCS5> 同属于一家族木聚糖酶的氨基酸序列比较，设计的突

变引 物 如 下 所 示（ 带 有 下 划 线 部 分 为 替 换 的 核 苷 酸 ），4’-+L：-Y./L6/MM/M.
6LL6/L//66MM6/LM/L//L6//6.8Y。
!"5 木聚糖酶酶活的测定

木聚糖酶酶活的测定方法如下：%9$<( 适当稀释的酶液加入到已在 0%\保温过的

%9-<( 的 $F木聚糖（]O=< =HE D)A>ED，JQ&<H 公司）和 %98<( >%%<<=> ^ ( )*09- 醋酸盐缓冲液，

0%\反应 8%<QS，释放出的糖按照 J=<=&CQ.GA>D=S 法在 -%%S< 处测定。酶活单位定义：在

)*0,-，0%\每分钟产生 ’"<=> 产物（木糖）为 ’ 活性单位（_）。

! ’6 重组木聚糖酶的纯化

将含有突变重组质粒的毕赤氏酵母在完全培养基 !"# 上 8%\预培养 $% P，再接种于

233! 培养基 8%\摇瓶培养 1%P，离心收集上清液。浓缩后的上清液经过 MJI /$%%%J‘
（$’9-<< : +%%<<，M=D=P 公司，日本）凝胶色谱柱，用 0%<<=>?( )*+, - 磷酸缓冲液（含

%9$<=>?( 的 GH6>）洗脱，收集有活力的组分，浓缩后进样至阴离子交换柱（"=O=D *a?3，

09+<< : ’%<<，"AOJA)EQTA 2Q=DCDEA<D，日本），用 0%<<=>?( )*-9% 醋酸缓冲液（含 ’9%<=>?( 的

GH6>）进行梯度洗脱，收集活力峰。
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! "# 凝胶电泳

!"!#$%&’ 按照 ()*++,- 方法进行，使用 ./0聚丙烯酰胺凝胶（日本第一化学公司），

银染色或考马斯亮蓝染色。琼脂糖凝胶浓度为 .0，.// 伏电泳，紫外摄影。

! "$ 温度和 12 的影响及稳定性

按木聚糖酶活测定方法在 12345，657 8 557以及 125 8 9，3/7分别测定重组木聚糖

酶的酶活，以考察酶的最适作用温度和 12。

将酶液在它们的最适温度（最适 12 条件）下分别在不同 12（不同温度）下保持 .:，考

察酶的 12 稳定性和耐热稳定性。

! "!% 米氏常数 !+ 的测定

在 3/7 12345 的醋酸缓冲液中，底物浓度从 ;+<=+( 增大至 .;>5+<=+( 测定酶反应

的初速度。

& 结果和讨论

& "! 重组质粒 ’()*$+,-./0! 的构建

采用反转录 $?@ 法扩增 "#$%. 基因，扩增片段经 &’(@!和 )(*!酶切后，克隆至巴

斯德 毕 赤 酶 母 的 载 体 1$A?BC 中，构 建 成 1$A?BC#DEFG.，内 含 受 %HD. 启 动 子 调 控 的

"#$%. 基因（图 .）。

& "& 定点突变

经过三轮 $?@ 将 "#$%. 中 A,*.5I突变为 %,).5I，扩增获得 />BJK 的 "L% 片段（图 ;），通

过序列测定分析，确证突变位点与设计的目标位点一致。转化大肠杆菌，随机筛选 .I 个

阳性克隆子。经酶切鉴定含有目标片段，再经过大量培养、提取、纯化获得含有突变的

"#$%. 基因的重组质粒。

图 ! 重组质粒 ’()*$+,-./0!
G-<4. % 1,)M+-N 1$A?BC#DEFG.

"#$%. <*F* O)M )+1,-*N KE P:* +*P:QN QR S*T*SM* PS)F#
MUS-1P-QF 1Q,E+*S)M* U:)-F S*)UP-QF MEMP*+；$,)M+-N
1$A?BC#DEFG. O)M +,’-,. /.0*(1,0 T*UPQS P:)P UQFP)-FM

"#$%. VFN*S P:* UQFPSQ, QR %HD. 1SQ+QP*S 4

图 & 定点突变扩增后 !"#$! 基

因片段的电泳结果

G-<4; ’,*UPSQ1:QS*M-M QR $?@ 1SQNVUPM QR

"#$%. <*F* KE M-P*#N-S*UP +VP)<*F*M-M

. 4""L%=2,$N#；; 8 54 $?@ 1SQNVUPM QR

"#$%. <*F* KE M-P*#N-S*UP +VP)<*F*M-M4
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重组质粒 !"#$%&’()*+, 经 !"#!切割，采用表达系统推荐的原生质体法转化巴斯德

毕赤氏酵母 -.,,/，在不含组氨酸的再生平板 012 上随机挑选 344 个克隆子。经同步培

养后，鉴定转化子的 -5,6 抗性，从中挑选具有较高抗性的转化子，并在含有 022’木聚糖

（0789:;< 2=><<>9*? 2<@7 0’1’()<9*，.>A89 公司）的平板上培养鉴定。在研究过程中发现突变

株 #,/BC 的 -5,6 抗性浓度为 4D/8A E 8F，远低于亲本的 -5,6 抗性浓度 ,DG/8A E 8F。由于

-5,6 抗性水平大致依赖于所整合的细菌卡那霉素基因数目，因而也反映了重组质粒的整

合拷贝数。由此可知，突变株的整合拷贝数低于亲本。

!"# 培养和纯化

将含有突变的 $%&’, 基因的转化子（突变株）和未突变的 $%&’, 基因的转化子（亲本

或出发菌株）在 2HHI 培养基上摇瓶培养，并每天补加 /8F E F 的甲醇诱导表达。

测定摇瓶培养上清液中的木聚糖酶含量，发现突变株的产酶单位远远高于出发菌株

的产酶单位。在以考马斯蓝染色的突变株上清液蛋白凝胶电泳中能非常清晰地看到一条

约 J/K1 的谱带，而亲本则很难辨认（图 J），这表明突变株木聚糖酶的分泌表达量远高于

亲本；但同时发现突变株的粗酶液很快地丧失活力，考虑到高密度发酵胞外蛋白浓度很高

时，毕赤氏酵母分泌的蛋白酶浓度也相应提高，分泌的外源蛋白会遭到一定程度的降解，

因而有必要提纯木聚糖酶。

图 # 突变株和亲本培养上清液的 $%$&’()*
+>AL J .1.’"C-M ;N ?O7 P@!7=*9?9*? ;N ?O7 8@?9*? 9*Q R><Q’

?)!7

F9*7 ,：3"F !=;?7>* P?9*Q9=Q（1C#$S!’#）；F9*7 3：,4"F

P@!7=*9?9*? ;N ?O7 =7T;8U>*9*? 8@?9*?；F9*7 J：34"F P@!7=*9’

?9*? ;N ?O7 =7T;8U>*9*? R><Q ?)!7L

图 + 纯化后的重组木聚糖酶 $%$&’()*
+>AL5 .1.’"C-M ;N ?O7 !@=>N>7Q =7T;8U>*9*? 8@?9*? V)<9’

*9P7+, P?9>*7Q U) P<>W7= P?9>*

F9*7 ,："=;?7>* P?9*Q9=Q（1C#$S!’#）；F9*7 3：CT?>W7

N=9T?>;*P T;<<7T?7Q N=;8 A7< N><?=9?>;* TO=;89?;A=9!O)；F9*7 J：

"@=>N>7Q =7T;8U>*9*? V)<9*9P7L

突变株的培养上清液经过凝胶过滤色谱和离子交换色谱等步骤纯化后，在 .1.’"C-M
上获得单一的蛋白条带，分子量大约为 J/K1（图 5）。

!"+ 突变株和亲本酶学特性比较

从表 , 可以看出，突变株和亲本在酶学性质上除了热稳定性略有不同，其它特性基本

一致。突变株培养上清液中的酶活单位比亲本提高了约 , 444 倍。两者的 (8 相差约一
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倍，表明它们与底物的亲和性相差较大。

表 ! 突变株和亲本酶学特性

!"#$% & ’()*%(+,%- ). /0$"1"-% .()2 *"(%1+ "13 24+"1+

’()*%(+,%- ). %1502% 60$"1"-% .()2 *"(%1+ 60$"1"-% .()2 24+"1+

71502% "8+,9,+0:（4:2;） <=<>? >@ =@<<

A*+,242 +%2*%("+4(%:B >C >C

A*+,242 *D @=< @ =<

!%2*%("+4(% -+"#,$,+0:B >C C<

*D -+"#,$,+0 > E F > E F

!2:（2G:2;） ?H =I& >H =?J

米曲霉的木聚糖酶基因 "#$%& 在毕赤氏酵母中进行表达，由于毕赤氏酵母对外源蛋

白的翻译后修饰与高等真核很相似，多为甘露糖型的 KL糖苷键，不会产生超糖基化［J］，并

且宿主为分泌型表达。因而其低表达量的原因不同于其它木聚糖酶基因在原核宿主中受

限于细胞质或周质空间以及蛋白质的翻译后修饰等因素。结果分析表明尽管突变株的整

合拷贝数低于亲本，但是突变株的木聚糖酶分泌表达量却远高于亲本。这表明在毕赤氏

酵母中基因拷贝数的增加并不一定意味着外源基因表达水平的上升，有时反而对表达起

反作用。有研究报道表明，对于分泌型表达的转化子影响表达水平的关键在于巴斯德毕

赤氏酵母分泌途径处理外源蛋白的能力［F］。此外宿主表达系统在密码子使用上的偏好性

在翻译水平影响外源基因的表达，因而密码子的用法也是可能的影响因素［&<］。

除了酶蛋白分泌量的差异外，突变株和亲本发酵液中木聚糖酶的比活力相差约 @<
倍，推测其原因是受到突变株酶蛋白结构的改变而引起的。由 M,+"2)+) 等人对 "#$%& 基

因的报道可知，木聚糖酶 601N$ 依据其序列同源性推定属于糖苷水解酶 N 家族（又称 &<
家族），并由同源性比较推定木聚糖酶 601N$ 中 &CC 位的谷氨酸作为酸碱催化中的质子供

体。将其紧邻的异亮氨酸 O&CI突变为结构简单的极小氨基酸丙氨酸 P&CI，其侧链的疏水性

降低。在酶促反应中，底物过渡态的电荷与酶蛋白活性中心附近的电荷相互作用，因而酶

蛋白细微结构的改变将影响基态和过渡态之间的能量差，即某个氨基酸残基的改变可能

会影响反应的活化能。&CI 位的氨基酸残基在极性和空间结构的改变使得糖基L酶的共价

中间产物的形成也发生改变，表现在酶与底物的亲和力降低。

米曲霉的木聚糖酶基因 "#$%& 在毕赤氏酵母中表达量极低以及突变株 O&CIP 表达量

远远高于亲本的原因仍有待进一步的结构信息的研究。

致谢 日本国税厅酿造研究所提供了试验用菌株及部分实验材料，并协助进行了序列测

定。
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《微生物学报》入选“中国科技期刊方阵”

近期，中国科学技术部公布了我国期刊进入“中国期刊方阵”的名单。全国共有 F46
种期刊进入了“中国期刊方阵”，其中“双高”期刊 !M 种，“双奖”期刊 :8 种，“双百”期刊 4@@
种，“双效”期刊 !56 种。《微生物学报》入选“双百”期刊方阵。

“中国期刊方阵”的建设是现阶段我国期刊出版事业发展的需要，是推进新世纪我国

期刊发展的战略性举措，它将促进我国期刊“精品战略”的实施。

《微生物学报》编委会感谢各级领导的关心，感谢广大作者、读者对本刊办刊工作的大

力支持。我们将更好地贯彻国家有关办刊工作的各项政策、法规和法令，进一步提高刊物

质量，为我国的经济建设服务，为使期刊尽快走向世界做出积极贡献。
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