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极端耐热木聚糖酶基因在大肠杆菌和毕赤酵母中的高效表达

杨梦华1 李 颖1" 关国华1 江正强#

（1中国农业大学生物学院 北京 1$$$@!）

（#中国农业大学食品科学与营养工程学院 北京 1$$$.0）

摘 要：以海栖热袍菌（!"#$%&’&() %)$*’*%)）BCD. 菌株基因组 E-) 为模板，通过 FGH 扩增出木聚糖酶（I9’8:8>4D）

基因，将此基因克隆至大肠杆菌表达载体 *635#.8（ J ）和毕赤酵母表达载体 *FKG@L，并分别转化大肠杆菌 DM#1 和

毕赤酵母 NC11"。该木聚糖酶在大肠杆菌细胞中表达量高，但不能分泌；而在毕赤酵母细胞的表达产物可分泌至

胞外。酶学性质分析表明，此酶分子量约为 !$OE，其最适反应温度为 @$P，最适反应 *Q 值为 /R/"，且在碱性条件

下稳定，具有重要的工业应用前景。
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!51，!5E5木聚糖水解酶（6G0R#R1R.）能降解木聚

糖主链上木糖残基之间的!51，! 糖苷键，从而把多

糖的碳链骨架降解成短链的木寡糖［1］。因此木聚糖

酶在食品、饲料、造纸等工业领域上有着广泛的应用

价值。T,:U4+V8’U4+ 等［#］在 1@@" 年首次克隆了海栖

热袍菌（!"#$%&’&() %)$*’*%)）的木聚糖酶 )（I9:)）

基因，并将其在大肠杆菌中表达成功；同年 GV+,>U&*V
等［0］也从该菌中纯化得到木聚糖酶 D（I9:D），并报

道了 其 主 要 酶 学 性 质，由 此 获 知 该 木 聚 糖 酶 D
（I9:D）最适反应温度高、热稳定性好以及在偏碱性

的条件下稳定，具有适合于工业应用的理想特性。

但此后并没有看到关于该酶应用于生产的报道。分

析其原因可能在于，其一，在原始菌株中该酶表达量

很低，加之菌株为严格厌氧的极端耐热菌，培养困

难；其二，尽管 W,8:; 等［ !］将其基因在大肠杆菌中表

达，但该酶不能分泌，须进行破壁提取，因而限制了

其在工业上的应用。

巴斯德毕赤酵母表达系统近年来被广泛应用，

由于其可将目的基因产物分泌至胞外，受到人们的

广泛关注，已成功表达多种外源蛋白［" X 2］。极端环

境微生物的生存特点决定了它们可能具有的特殊功

能，本研究克隆了海栖热袍菌 BCD. 菌株木聚糖酶

（I9:D）的基因，并分别在大肠杆菌和毕赤酵母中高

效表达，从而为工业应用提供了新的酶资源。

! 材料和方法

!"! 菌株、载体和试剂

大肠杆菌（+,-"#$*-"*) -&.*）EQ1$D、DM#1 及表达

载体 *635#.8（ J ）由本实验室保存；质粒 *N6B53
68>9 购自 F+&74;8 公司；巴斯德毕赤酵母（/*-"*)
0),’&$*,）NC11" 及其表达载体 *FKG@L 由广西大学黄

日波教授馈赠；海栖热袍菌（ !"#$%&’&() %)$*’*%)）

BCD. 菌株基因组 E-) 由中国农业大学食品学院江

正强副教授提供。

各种限制性内切酶购自 38L8H8 公司，!)1 酶和

3! E-) 连接酶购自 F+&74;8 公司，N!1.、木聚糖酶

的底 物 燕 麦 木 聚 糖（Y8U >*4’U> Z9’8:）和 H478[&’
D+,’’,8:U D’\4 H5E5I9’8:（HDD5I9’8:）以及酶活测定相

关试剂对胺基二甲基苯肼（FQD)Q）购自 C,;78 公

司。引物合成及序列测定均由上海 C8:;&: 公司完

成。

!"# 表达载体的构建

根据 N4:D8:O 中 I9:D 基因的序列以及大肠杆菌

和毕赤酵母表达载体上的多克隆位点的特征，设计合

成 了 以 下 两 对 引 物：F1：（]T）"^5)3) NGNNGGNG

3)3N))))3)33)GG33G3N3N50^； F#：（ H6% ） "^5

)3)NGNNGGNG3G)3333G333G33G3)3G333350^；F0：

（]T）"^5 GGGGG)3NN)))3)33)GG33G3N3N33N50^；



!"：（ #$% ） &’()))**+),,,),,,),,),*,),,,,(
,),))(-’。

引物 !.、!/分别设计有 !"#!酶切位点，!-、!"
两端分别设计有 !$"!和 %&’0"酶切位点（下划线

部分）。分别以 !. 1!/或 !- 1!"作为引物，以海栖热孢

菌 2345 菌 株 基 因 组 67* 作 为 模 板，反 应 体 系

（/8#9）：.8 : 4;<<=>（ 含 2?/ @ ） /#9；07,!（ 各

/A&BBCD19）8A&#9；正、反向引物各（.8EB1#9）8A&#9；

模板（.F?1#9）.#9；()* 酶（.8G1#9）8A/#9；00H/ I
.&A-#9。!)# 反应条件：J"K &BLF；J"K -8M，&NK
.BLF，O/K .A&BLF，循环 /& 次；O/K .8BLF。扩增得

到两个两端带有不同酶切位点的木聚糖酶 +,’- 基

因片段。扩增产物分别回收并连接至 E+$2(, $PMQ
载体，转化大肠杆菌 6H.84，提取重组质粒酶切鉴

定，经序列测定分析，保证其阅读框正确。将以 !-(
!" 为引物扩增获得的 !)# 产物经 !$"!和 %&’0"
酶切后，再连接至大肠杆菌表达载体 E$,(/5P（ @ ）。

以 !.(!/ 为引物的扩增产物经 !"#R 酶切后，连接至

毕赤 酵 母 表 达 载 体 E!R)JS，将 重 组 质 粒 E!R)JS(
+,’4 转化大肠杆菌 6H.84，挑选出阳性转化子。

!"# 转化及转化子表型鉴定

将大肠杆菌表达载体 E$,(/5P(+,’4 电击转化

49/. 菌株，在含卡那霉素的抗性平板上筛选转化

子，提取质粒并进行酶切鉴定。提取质粒 E!R)JS(
+,’4，经 .)/!酶切线性化后，电击法转化毕赤酵母

+3..& 菌 株，采 用 不 含 组 氨 酸 的 26（2LFLBPD
0=TU>CM=）平 板［.A-"V W74，/V +D;XCM=，（" :
.8Y &）V 4LCULF，.A&V *?P>］筛选出发生同源重组的

HLM@ 转化子，然后将阳性克隆分别点接在 26 和 22
（2LFLBPD B=UZPFCD）平板上，进行 2;U@ 12;UM 表型鉴

定。在两种平板均能正常生长的转化子为 2;U@ 1
HLM@ 型，而在 26 平板上能正常生长，在 22 平板上

不生长或者生长缓慢的为 2;UM 1 HLM@ 型。

!"$ 用 %$!& 浓度梯度筛选毕赤酵母高拷贝转化子

取 /B9 无菌水将在 26 平板上生长的转化子洗

脱并悬浮，轻微的振荡后稀释，以 .8& 1B9 的细胞浓

度分别在含 +".5 浓度为 8A/&，8A&，.A8，.A&，/A8，

-A8，"A8 和 NA8B?1B9 的 W!6 平 板（每 升 含 W=PMU
$TU>PXU .8?，!=EUCF= /8?，+D;XCM= /8?，*?P> /8?）上涂

布，挑选在含 NA8B?1B9 +".5 的平板上生长的转化

子，再经含 5A8B? 1B9 +".5 的培养液筛选。

!"’ 重组蛋白的诱导表达和 ()(*+,%- 检测

挑取大肠杆菌阳性转化子于 &B9 含 &8#?1B9

94（SPF@ ）培养基中，在 -OK 摇床培养 ./ [ .-Z，以

.V 的 接 种 量 转 接 到 装 有 &8B9 相 同 培 养 基 的

&88B9 三角瓶中，加入 &8#9 .BCD19 R!,+，于 -8K诱

导表 达 .N Z 后，离 心 收 集 菌 体，用 &B9 &8BBCD19
2$3缓冲液（EHNA&）悬浮细胞，于冰浴中用超声波

破碎细胞，离心取上清在 O8K下水浴 /8BLF，再次离

心，除去不耐热且变性的杂蛋白，将上清进行 363(
!*+$ 检测。

挑选具有高拷贝数的 HLM@ 12;U@ 的毕赤酵母阳

性转化子，接种于 &B9 42+W 培养基［每升含 W=PMU
=TU>PXU .8?，!=EUCF= /8?，.88BBCD !CUPMML;B EZCMEZPU=，
EHNA8，.A-"V W74，+DQX=>CD .8?，（" : .8Y & ）V
4LCULF］于 -8K摇床培养至 01N88为 NA8 左右，离心收

集菌体，转接到装有 &8B9 422W 培养基（42+W 培

养 基 中 的 .V +DQX=>CD 改 为 8A&V 2=UZPFCD）的

&88B9 三角瓶中，继续培养，每 ./Z 补加 .88V甲醇

于培养基至终浓度为 8A&V，诱导表达 O0。离心弃

去细胞，收集上清，O8K下水浴保温 /8BLF 后离心取

上清，经透析除盐并超滤浓缩后进行 363(!*+$ 检

测。

!". 重组木聚糖酶活性测定和酶学性质分析

木聚糖酶 \QF4 酶活检测采用 #44(木聚糖酶

法［5］，酶反应温度设定为 O8K。. 个酶活单位（GFLU）
定义为：在上述反应条件下，测定 01&J& 数值每分钟

上升为 . 时所需的酶量为 . 个酶活单位。最适 EH
值和 EH 稳定性的测定采用如下缓冲体系：2$3（EH
&A&J [ OA-O），2I!3（EH OA5），)H$3（EH 5AN" [
.8A.5）及 )*!3（EH .8A5）。EH 稳定性的测定采用

将酶液在与各缓冲液混合后，O8K下保温 -8BLF，置

冰浴中冷却 -8BLF 后，测定其残留酶活。酶反应最

适温度的测定在 8 [ .88K的范围内进行；另将酶液

分别置于各温度条件下保温 -8BLF 后，置冰浴中冷

却后测定其残留酶活，从而确定该酶在不同温度下

的稳定性。

根据文献报道，本实验还尝试了采用 !H4*H
法［J］测定酶活，用燕麦木聚糖作为底物，反应温度设

定为 O8K。. 个 酶 活 单 位 定 义（IF= LFU=>FPULCFPD
;FLU）为：每分钟释放 .#BCD 木糖所需的酶量为 . 个

酶活单位。

大肠杆菌粗酶提取液的蛋白质含量及毕赤酵母

诱导培养液上清经处理后的蛋白质含量，均采用考

马斯亮蓝染色法（4>P0<C>0 法）［.8］进行测定。
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! 结果和分析

!"# 表达载体 $%&’!()’!"#$ 和 $*+,-.’/"#$ 的

构建

以 !"、!# 为引物扩增出的 !"#$ 基因片段大小

约为 $%&’(，!)* 产物经 %&’!和 ()#+"酶切后连

接至 ,-./012（ 3 ）上，构建成大 肠 杆 菌 表 达 载 体

,-./012/!"#4。重组质粒 ,-./012/!"#4 经 %&’!和

()#+"酶切检测，得到外源片段（ 5 $%&’(）和载体

,-./012（6%#’(）大 小；重 组 质 粒 ,-./012/!"#4 经

()#+"酶切检测，得到 7%#’( 的片段。

用 !$、!0 引物扩增出的 !"#$ 基因（约 $%&’(）经

%’*!酶切后，连接至毕赤酵母表达载体 ,!8)9:/
!"#$。重组质粒 ,!8)9:/!"#$ 经 %’*!酶切检测，

外源片段（ 5 $%&’(）和载体 ,!8)9:（9%"’(）大小正

确；重组质粒 ,!8)9:/!"#$ 经 +,-!酶切检测 得到

$&%"’( 的片段。从 ,!8)9:/!"#$ 6; 端再次测序，得

到外 源 基 因 正 向 插 入 的 表 达 载 体 ,!8)9:/!"#$。

,!8)9: 上含有酿酒酵母（ +,&&.,/’0"&12 &1/13)2),1）的

#因子的前导肽（#/<2=>?@ AB=@B>B+ ACDE2F）序列，可引

导表达产物分泌至胞外。

分析 ,-./012/!"#4 与 ,!8)9’/!"#4 上 !"#4 基

因的测序结果，发现两个目的片段完全一致。基因

全长为 $&## 个碱基对，对应于 "#1 个氨基酸。将此

序列与 :2@BE -G HBFA?E 等在 IBE42E’ 中注册的木聚

糖酶基因 !"#$（J<$&&&7"）进行同源比较，得知我们

获得基因的第 7# 位碱基与前人公布的序列有所不

同，由腺嘌呤（J）改变为鸟嘌呤（I），因此该基因产

物的第 00 位氨基酸也相应的由天冬酰胺（JAE）转变

为天冬氨酸（JA,）。该基因被命名为 K!"#4（7#），已

将其在 IBE42E’ 中注册，注册号为 JL"#&M19。

!"! 毕赤酵母高拷贝转化子的筛选

由于毕赤酵母中表达质粒的拷贝数与平板中

I#$1 的浓度具有一定的比例关系，因此利用含有不

同浓度的 I#$1 的 L!N 平板可以快速推测出整合至

基因组的外源基因的拷贝数［$$］。将 ON 平板上长

出的酵母转化子，经无菌水悬浮后，稀释 0&& 倍（约

$&6 =BFFA PKQ），在含有 I#$1（7KDPKQ）的 L!N 平板上

挑选了 # 个转化子（IR$$6/9:/!"#$!、$、"、%），

分别接种到含有 I#$1（$&KDPKQ）的 L!N 液体培养

基中，摇床培养表明这 # 个转化子都生长良好，推测

每个转化子基因组整合外源木聚糖酶基因约 0& 个

拷贝左右。分别挑选这 # 个转化子进行摇瓶诱导培

养，发现其外源蛋白表达分泌量基本相同，随机挑选

出其中一个转化子进行后续实验。

!"0 重组蛋白的表达和酶活检测

大肠杆菌 4Q0$/!"#4 经 8!.I 诱导培养，细胞经

超声波破碎，离心收集上清，此粗酶提取液在 M&S
处理 0&KCE 后再次离心收集上清，经 RNR/!JI- 检

测重组蛋白。图 $/J 泳道 $ 和 0 是培养过程中采用

8!.I 诱导后所获得的表达产物，目的蛋白量大，而

未加诱导物的表达产物（图 $/J 泳道 " 和 #），在相同

蛋白上样量的情况下，目的蛋白量明显少些。挑选

毕赤 酵 母 阳 性 转 化 子 IR$$6/9:/!"#4$（OT>3 P
UCA3 ）及阴性对照 IR$$6/9:，在含有甲醇的培养基

中诱导表达 M+，收集培养液，由于分泌蛋白量少，将

培养液先经 M&S处理 0&KCE 后离心，再经超滤膜超

滤浓缩 $6 倍后，进行 RNR/!JI- 检测（图 $/4）。从

两个蛋白电泳图中可见，在约 #&’N 左右都有一条明

显的蛋白带（图中箭头所指处），证明蛋白大小与从

该木聚糖酶氨基酸序列估计的蛋白分子量相符。

在相同条件下，采用 !U4JU 法在 M&S进行初

步酶活检测表明，在重组大肠杆菌的粗酶提取液中，

木聚糖酶的比活为 7MVPKD；而在重组毕赤酵母诱导

培养液上清中，木聚糖酶比活为 6&VPKD。
在摇瓶培养的条件下，毕赤酵母向培养液中分

泌的目的蛋白量并不多，很可能是由于摇瓶中供养

和通气不足所致。为了进一步研究毕赤酵母中异源

表达的重组木聚糖酶的应用价值，随后对其进行了

初步的性质分析。

图 # 重组木聚糖酶 121’*34% 分析

<CDG$ RNR/!JI- 2E2FWACA X?@ >YB ZWE4 CE 4 G &’-)（J）2E+

5 G 6,2*’/)2（4）

OG O?FB=TF2@ [BCDY> K2@’B@；J：$ 2E+ 0% .YB B\,@BAAB+ ,@?>BCE CE 4 G

&’-) CE+T=B+ (W 8!.I；" 2E+ #% .YB B\,@BAAB+ ,@?>BCE CE 4 G &’-) [C>Y?T>

CE+T=BKBE>；4：$% *B=?K(CE2E> ,@?>BCE AB=@B>B+ (W IR$$6/9:/!"#4；0%

HBD2>C]B =?E>@?F ?X IR$$6/9:G .YB ZWE4 AY?[B+ 2A 2@@?[YB2+G

!"5 $6 和温度稳定性

由于目的基因来源于极端耐热菌，该木聚糖酶

具有良好的热稳定性。因此在测定其酶学性质时，

将 *44/木聚糖酶法［M］中的测定温度由原方法建议

1"0 微 生 物 学 报 #6 卷



的 !"#提高至 $"#。实验结果显示，该木聚糖酶的

最适反应 %& 值为 ’(’!；在 $"#反应条件下，该酶

在不同 %& 值（!(!) * +"(,）的范围内处理 -"./0 后，

仍能保持最大酶活力的 ,"1（图 234）。

从最适温度及温度稳定性的测定结果可知，该

酶最适反应温度为 )"#；如果以 )"# 时测定的酶

活定义为 +""1，该酶在 +""#处理 -"./0 后，仍能

保留最大酶活力的 $"1（图 235）。由此可见，该木

聚糖酶具有在高温和偏碱性条件下稳定的特点，尤

其适用于造纸工业中纸浆漂白的工艺。

图 ! "# 值和温度对木聚糖酶（$%&’）酶活的影响
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海栖热袍菌 HI5, 菌株的耐高温木聚糖酶基因

可在大肠杆菌和毕赤酵母中均实现高效表达，该木

聚糖酶序列第 22 位氨基酸与前人公布的不一致，但

其酶学性质良好，在高温及偏碱性的条件下稳定，与

J/@07 等 所 报 道 的 略 有 差 异，主 要 表 现 在 最 适 %&
值［K］。该酶最适 %& 为 ’(’!，高于 J/@07 等报道的 %&
’(+K，是否由于第 22 位氨基酸不同所致，还须探

讨。此外，J/@07 等采用 L55 法测定酶活，温度条件

为 !"#，而我们用相同的方法，发现提高反应温度

在 $"#时，测定效果最好。由于文献报道测定木聚

糖酶的方法不统一，如 MNI 法［-］，L55 法和 O&54&
法，不同方法中所用底物、反应温度有差别，酶活的

计算方法不同，各文献报道的数据缺乏严格的可比

性，有 人 建 议 耐 热 木 聚 糖 酶 酶 活 测 定 最 好 采 用

O&54& 法［)］。本实验中比较过同一种酶 - 种方法

的测定结果，发现用 L553木聚糖酶法推算的酶活数

据一般高于 O&54& 法 2 * - 倍，MNI 法测定结果比

L55法高 2 倍左右，比 O&54& 法高 ! * ’ 倍，但无

论采用哪种方法测定，.!"#5（’K）基因表达产物的酶

活都高于前人的报道。

尽管目前对于大肠杆菌胞内重组蛋白的提取并

不困难［+2］，但是，如果重组蛋白可以直接被分泌到

胞外，会更有利于工业化的应用。酵母具有生长速

度快，便于操作等优点。近年来酵母表达系统已成

功应用于生物技术领域和工业生产中，包括多形汉

逊酵母、巴斯德毕赤酵母和乳酸克鲁维酵母等表达

体系，均 在 不 同 程 度 上 表 达 了 许 多 外 源 蛋 白 基

因［+-］。5;BPC/>= 等［+K］克隆了来自于 $%&’()*)+, >=B@/0
6QII-58+ 的木聚糖酶（DE04）基因，并在乳酸克鲁

维酵母中表达。作为甲基营养型的毕赤酵母表达系

统具有许多优点［+!］，较另外两种系统应用更为广

泛［+’ * 2"］。本研究利用该系统表达耐高温木聚糖酶

基因 .!"#5（’K），重组木聚糖酶作为一种主要的蛋白

产物被分泌到胞外，可有效地简化后续的纯化步骤。

本实验所构建的重组毕赤酵母菌株在 !"".R 摇瓶

诱导培养，外源蛋白分泌量较低，推测主要与摇瓶培

养中供氧受到限制有关，而且当细胞达到一定密度

时（-.’"" S 2"），摇瓶中养料的缺乏和代谢产物的增

高都会对外源蛋白的表达和分泌造成一定的影响。

在随后进行的发酵罐高密度培养细胞的实验中，采

取适当调节氧分压和定量流加诱导剂及营养成分的

策略，在 !R 自动发酵罐中诱导培养 !A 后测定，结果

分泌到胞外的目的蛋白量已达 2"$.7TR，以 O&54&
方法测定得知该酶比活达 !$$UT.7 蛋白（资料另

附），由此看来，这个来源于细菌的木聚糖酶基因在

真核细胞中分泌表达尚有一定潜力。优化培养正在

进行，有望进一步提高重组蛋白的分泌能力。本实

验所构建的重组毕赤酵母菌株所表达的木聚糖酶，

具有耐高温和偏碱性条件下稳定的特点，因而它具

有重要的工业应用价值。
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