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耐碱性甘露聚糖酶基因的克隆及其在毕赤酵母中的表达
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摘 要：通过功能平板从土壤中筛选得到含甘露聚糖酶基因的耐碱菌株。构建其基因组文库，从中筛选到甘露聚

糖酶基因 6D3并测序分析，用 4E*F6分析表明，6D3的氨基酸序列与其他在 G7?4:?H发表的甘露聚糖酶的氨基酸
序列的同源性均低于 0$I，故确定其为一个新的甘露聚糖酶基因（G7?4:?H登录号为 *J0#18$1）。将此基因去除信
号肽后的编码序列克隆到表达载体 KL4D8$"M上，得到重组质粒 KL4D3#$3。经 !"#!酶切后分别转化毕赤酵母
（$%&’%" (")*+,%)）ND23、GF33"、FDO330%，得到分泌表达的重组毕赤酵母。挑选相对表达量最高的重组毕赤酵母
FDO330%51在摇瓶中诱导产酶，对该酶的粗酶进行酶学性质分析表明，其最适反应温度为 ""P，最适 QL值为 2R"，
以魔芋粉为底物所测得的最高酶活为 !3R%S，半衰期为 3A，在 %$P保温 "=>? 其酶活由最初酶活的 22I下降到
33I，温度下降到 ""P后活性可恢复到最初酶活的 0$I以上。
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"5甘露聚糖酶（"53，!5O5=:??:? =:??’AUVW’(:-7；
<M1R#R3R2%）是一类降解甘露聚糖、葡萄甘露聚糖、
半乳甘露聚糖和半乳葡萄甘露聚糖的主链"53，!5O5
甘露吡喃糖的酶［3，#］，它在利用现存在于一些植物如

干椰子肉的胚乳、象牙棕榈树的坚果、瓜尔豆、洋槐、

咖啡树以及魔芋的块茎中的各种"5甘露聚糖有着潜
在的重要性［1］。按其最适 KL 值的不同又有酸性、
中性、碱性之分。国内外现主要用于造纸工业纸浆

的漂白［!，"］、油井的破胶、降解植物胶生产低聚糖用

作双歧杆菌促生长因子，防病抗衰老的保健食品以

及饲料工业中作为抗营养因子［0］。微生物来源的"5
甘露聚糖酶具有活力高、成本低、来源稳定、提取方

便等明显优点；对于其他种类的"5甘露聚糖酶来说，
碱性或耐碱性的"5甘露聚糖酶不仅可以生产用作双
歧杆菌促生长因子的低聚糖，而且在需碱性环境的

纸浆漂白等工业方面应用更为广泛，因此对微生物

来源的碱性或耐碱性"5甘露聚糖酶的研究和开发具
有重要的意义。本文主要报道的是克隆到了一个新

的耐碱性甘露聚糖酶基因并对其编码的在毕赤酵母

中分泌表达的甘露聚糖酶的粗酶进行了相关酶学性

质的研究分析。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌 XE3$5G’(V 购于
F.W:.:,7?7公司，巴斯德毕赤氏酵母（$%&’%" (")*+,%)）
FDO330%、GF33"、ND23，质粒 K4(+7-BW>K.# FN（ Y）
购于 Z?[>.W’,7? 公司，菌株 -"&%##.) -K)从土壤中取
得。KL4D8$"M为本实验室保存。
!"!"# 培养基：E4、/\J 培养基参照文献［2］。
J<QO、DO、4DGJ、4DDJ 培养基见 Z?[>.W’,7? 公司毕
赤酵母操作手册。筛选耐碱的甘露聚糖酶菌株的培

养基：E4 固体培养基，用 /:]L 调 KL 值到 3$，加
$R"I的魔芋粉，$R$1I的曲利本兰。
!"!"$ 试剂：限制酶、6! O/* 聚合酶、6! O/*连接
酶、/051"2 O/* 聚合酶、V*6Q、VG6Q、VM6Q、V66Q，
N(7?’^大片段等购自 6:N:_: 公司，其它常规试剂
采用进口分装或国产分析纯。

!"# 质粒的抽提和纯化
参照用文献［2］碱法提取，亚精胺法纯化。

!"$ 总 %&’的抽提
抽提步骤参照文献［%］进行，但在转移上清后，

加等体积的异丙醇或 #R"倍的无水乙醇之前要加等



体积氯仿混匀，!"###$%&’(离心 )&’(。
!"# $%&操作
大肠杆菌的转化参照文献［*］；毕赤酵母的转化

参照 +(,’-$./0(公司的酵母操作手册。
!"’ 基因 ()!的 *+,引物设计和扩增反应
根据 12!全基因序列设计一对引物 3! 和 34。

扩增引物：3!："56718987719787711877891916)5；
34： "567788977118788191711871119999 6)5。
7189和 77889分别为 3!和 34的 "5端接头。38:
反应体系：模板 ; !!/，引物 !和 4（均为 !#!&.<%=）各
!!=，!# > 反应缓冲液 "!=，?@13（A&&.<%=）"!=，
4"&&.<%= 2/8<4 "!=，!"6#$% B@9 聚合酶（"C%!=）

#D)!=，补去离子水至 "#!=。扩增条件：EAF "&’(；
EAF !&’(，"!F #D"&’(，*4F !&’(，4" 个循环；*4F
*&’(。
!"- .$./*&01分析
具体步骤参照 G+H6:9B实验手册进行。

!"2 酶活力的检测
吸取 4DA&= !D#I的瓜儿豆胶［E］溶液（以 #D4

&.<%=的 @J4 K3HA和 @JK4 3HA缓冲液配制 LK"DM N

MD#的溶液，以 #D!&.<%=的 @J48H)和 @JK8H)缓冲液

配制 LKMD** N !#D"*的溶液），加入 #D!&= 经（@KA）4

OHA沉淀的粗酶液，"#F水浴反应 )#&’( 后，B@O 法

测定酶解液的还原糖基含量［!#］。酶活力单位定义：

以每分钟生成 !!&.<相当于 B6甘露糖的还原糖所需
的酶量为一个酶活力单位（C）。

3 结果和讨论

3"! 含甘露聚糖酶基因片段的克隆和亚克隆
稀释土样 !###倍，涂含魔芋粉底物和曲利本兰

的 LK!!D"的 =G 平板，筛选到产生水解圈的菌株，
参照文献［!!］初步鉴定为 &$’())*+ PLQ。抽提此菌株
的总 B@9，用 ,$*)9"部分酶切，胶回收 A N ERS［!4］

大小的带，加 ?913、?713，用 T<0(.U 大片段部分补
平后克隆到经 ,$)" 酶切，加 ?813、?113，T<0(.U大
片段部分补平后的 LG<V0PW$’L- # OT（ X）上，转化大
肠杆菌 Y=!#67.<?，构建该菌株的基因组文库。从文
库中筛选到重组子 )M4#个，其中产生水解圈的有 M
个（命名为 KG2!##! N KG2!##M）。M个目标重组子
中以 KG2!##)出现水解圈最早且菌落周围水解圈
最大，因此抽质粒对其所插入片段进行亚克隆得到

"个重组质粒（命名为 LKG2!##)6! 至 LKG2!##)6
"），用 &$-K"单切，琼脂糖凝胶电泳比较大小，其

中 LKG2!##)6"所含目的片段（约 )RS）最小，送其到
上海博亚公司测序。

3"3 甘露聚糖酶基因的测序分析
将所测得的序列用 70(0-..< 分析，结果表明所

测序列包含一个 EZ#SL完整的$6甘露聚糖酶基因，
编码一个 )!E个氨基酸残基组成的蛋白质，其计算
分子量为 )"D#ERB。用 G=9O1@软件［!)］通过 +(-0$(0-
进行分析，该基因的氨基酸序列与在此基因登录之

前 70(GJ(R中已登录的同类基因的氨基酸序列的同
源性均低于 Z#I，所以判断其为一个新的甘露聚糖
酶基因（70(GJ(R登录号为 9[Z4)E#)），命名为 12!。
通过 O’(/J< \4D#的分析，该基因包含一个 )#个氨基
酸大小的信号肽，位于 12!序列的前端。
3"4 含甘露聚糖酶基因的毕赤酵母表达质粒
567)!38!的构建
引物 3! 和 34 扩增的是 12! 不带信号肽的片

段。将 38:扩增的不带信号肽的产物凝胶回收纯
化后，在 ?113的保护下经 1 A B@9聚合酶处理，与
经 ./0"和 102"双酶切的毕赤酵母表达载体
LKG2E#"8相连，得到重组质粒 LKG2!4#!（图 !）。

图 ! 质粒 567)!38!的构建
]’/Q! 8.(P-$VW-’.( .^ L<JP&’? LKG2!4#!

3"# 甘露聚糖酶基因的分泌表达
将重组质粒 LKG2!4#! 和 LKG2E#"8（对照）用

,$)"酶切，转化毕赤酵母 O2B!!ZM、T2*!和 7O!!"
)种菌株，涂 2B平板，从各种转化子中分别挑选 M
个（分别编号为 8.(-$.<6! 至 8.(-$.<6M；O2B!!ZM6! 至
O2B!!ZM6M；T2*!6!至 T2*!6M；7O!!"6!至 7O!!"6M）
进行平板诱导表达，*4_后观察平板，除对照外的各
转化子周围均有水解圈产生，即除对照外均为含

12!基因的重组毕赤酵母。挑选菌体较小水解圈最
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大的 !"#$$%&’(、)"*$’+ 和 ,!$$-’% 点在同一块平
板上，通过比较（图 +）选定菌体较小而水解圈最大
的 !"#$$%&’(菌株进行摇瓶表达，每 $+. 加甲醇诱
导。在诱导表达 *+. 之后该酶活性达最高值为
(/-01，经 !#!’23,4检测（图 (），在大约 (-5#处有
明显的表达蛋白带，与甘露聚糖酶的计算分子量是

一致的。

图 ! "#$基因在 %#&$$’(，)#*$，+%$$,中的表达
6789+ :.; ;<=>;??7@A @B :"$ 7A !"#$$%&，)"*$，,!$$-

图 - 甘露聚糖酶的 %&%./0+1检测
6789( :;?C @B DEAAEAE?; FG !#!’23,4

!2, "#$编码的碱性甘露聚糖酶的酶学特征
!2,2$ =H对酶活的影响：分别用柠檬酸’柠檬酸钠
缓冲液、磷酸氢二钠’磷酸二氢钠缓冲液和碳酸钠’
碳酸氢钠缓冲液配制瓜尔豆胶底物（=H 值分别为
(/I、(/J、J/I、J/J、-/I、-/J、%/I、%/-、*/I、*/-、&/I、
&/**、0/-、$I/I&、$I/-*），在 -IK反应温度下测定酶
活，结果显示该酶的最适 =H值为 */-，在 =H%/- L
$I/-*范围内该酶的酶活较稳定，在 =H$I/-*条件下
的酶活是 =H(/I条件下的 %I倍。
!2,2! 温度对酶活的影响：用 =H*/-的磷酸缓冲液
配制瓜尔豆胶底物分别在 (-K、JIK、J-K、-IK、
--K、%IK、%-K、*IK测定酶活，结果表明该酶的最
适反应温度为 --K，在 --K L *IK范围内酶活下降
缓慢。

!2,2- 酶的半衰期以及高温对酶活的影响：在最适
温度与最适 =H值的条件下测定酶活，通过比较确
定该酶的半衰期约为 $.；在最适 =H值的条件下测
得 &IK时该酶的活性为最适 =H与最适温度条件下
测得的活性的 **M，&IK保温 -D7A测定酶活，同样
的处理之后再在 --K处理 -D7A、$ID7A、$-D7A 测定
酶活，结果表明该酶在 &IK处理 -D7A后酶活下降到
$$M，&IK处理 -D7A再在 --K反应以及分别处理、

-、$I、$-、(ID7A后其相对酶活提升并稳定在 %+M L
*$/(M。
!2,23 魔芋粉和瓜尔豆胶对酶活的影响：用 =H*/-
的磷酸缓冲液配制魔芋粉底物测定酶活，结果表明

所测酶活的最高值为 J$/&1，与用 =H*/- 的磷酸缓
冲液配制瓜尔豆胶底物测定的酶活相比高 $I 倍
以上。

综上所述，本研究有目的性的从土壤中筛选并

克隆了 :"$ 这一耐碱性甘露聚糖酶基因并对其酶
学特征加以分析。研究发现，魔芋粉比瓜尔豆胶更

适合做该酶的底物，在本实验中所测得的最高酶活

为 J$/&1，如果对其发酵条件加以优化的话，其酶活
可能会大幅度提高，本实验室将对其进一步研究。

从对该酶在碱性条件和酸性条件下所测得的酶活比

较以及酶活随温度不同的变化趋势中可以看出 :"$
所编码的甘露聚糖酶在碱性和高温条件下相对稳

定，与文献［$J］中所表达的同类酶相比更具有耐高
温性，尤其是该酶在 &IK保温 -D7A 后再恢复到
--K其活性竟然提高到 %IM以上这个特点非常适
合工业生产的要求。
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《微生物学报》加入“万方数据”等数字化期刊群的声明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。从 A""A年
开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信息服务。本刊所付稿酬包含刊物内

容上网服务报酬，不再另付。

通常在期刊的出版过程中，不可能将其中的一篇撤掉。因此，本刊建议：凡不同意转让光盘版和网络版的作者，改投其他

刊物。

读者可上网查询浏览本刊内容，刊物网址：0++:：ccZ/ZM61 :3.%’L%2*9/1 2’81 2&
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