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扣囊复膜孢酵母!!葡萄糖苷酶基因在毕赤酵母中的克隆与表达

邵金辉 赵 云 毛爱军 朱雅新 董志扬"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源国家重点实验室 北京 %$$$1$）

摘 要：利用 N7O 技术，从扣囊复膜孢酵母的总 P04 中扩增得到!9葡萄糖苷酶（!9Q(K+’JCD>J.）基因（!"#%），长度为

#"@2 -R，连接到 RQAS9< 载体上，用限制性内切酶切下目的基因，插入到巴斯德毕赤酵母表达载体 RNT7@5 中，使之

位于"9因子信号肽下游，且与之同框，构建成重组质粒 R:UV@5。通过电转化将重组质粒 R:UV@5 插入到 $%&’%(
)(*+,-%* Q:%%" 菌株染色体中，获得高效表达 !"#% 基因的毕赤酵母重组工程菌株。重组酶的最适温度为 "$W，最适

RU 为 "X!。培养基中!9葡萄糖苷酶活性最高可达 !LYZBV。
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纤维素酶系由内切葡聚糖酶（A73X#X%X!）、外切纤维二

糖水解酶（A73X#X%X@%）和!9葡萄糖苷酶（A73X#X%X#%）3 种酶

构成。内切葡聚糖酶和外切纤维二糖水解酶把纤维素降解

成纤维二糖，进而由!9葡萄糖苷酶分解成葡萄糖［%，#］。而!9葡
萄糖苷酶在纤维素酶水解过程中为最后一步关键酶，对纤维

素糖化水解具有关键性作用，但从微生物所产纤维素酶来

看，!9葡萄糖苷酶在纤维素酶系中所占比例很低不足 %\，这

使得!9葡萄糖苷酶成为纤维素降解为单糖的瓶颈［%］，对!9葡
萄糖苷酶基因的克隆与表达，以成为研究纤维素酶催化机制

的重要环节之一。到目前为止，已有上百个微生物!9葡萄糖

苷酶基因得到克隆，许多微生物来源的!9葡萄糖苷酶基因已

获得 异 源 表 达［#］， 例 如 最 近 SK//>H 等［3］ 从 嗜 热 真 菌

.(/(-,01&2* 202-*,3%% 中克隆了!9葡萄糖苷酶基因 &2/3>，在里

氏木霉（.-%&’,42-0( -22*2%）中表达，并研究了重组!9葡萄糖苷

酶性质。

巴斯德毕赤酵母（$%&’%( )(*+,-%*）表达系统作为一种新型

的真核基因表达系统，具有目的蛋白表达量高、且具有天然

的生物活性，操作简单，以及价格低廉等优点［!，"］。因而巴斯

德毕赤酵母表达系统为!9葡萄糖苷酶基因的表达提供了一

个良好条件，利用酵母表达扣囊复膜孢酵母!9葡萄糖苷酶方

面的工作在国内外尚未见报道。

本研究从扣囊复膜孢酵母（ 5(&&’(-,01&,)*%* 6%78/%92-(）基

因组中克隆了编码!9葡萄糖苷酶的基因（!"#%）［2］，插入到

巴斯德毕赤酵母表达载体 RNT7@5"9因子信号肽序列下游，且

与之同框。通过电转化，获得高效表达 !"#% 基因的重组

$%&’%( )(*+,-%*。通过优化表达条件，实现了!9葡萄糖苷酶基

因的高效表达。

" 材料和方法

"#" 材料

"#" $" 菌株、质粒和试剂：大肠杆菌（ :*&’2-%&’%( &,/%）PU""
菌株为本实验室保存。毕赤酵母（$%&’%( )(*+,-%*）Q:%%"［]CJ!］

菌株及质粒 RNT7@5 购自 TE^C,/’F.E 公司。RQAS9< 载体试剂

盒购自 N/’B.F> 公司，P04 回收试剂盒购自鼎国生物技术发

展中心，N7O 所 用 NH/’-.J, P04 聚 合 酶 购 自 <>5>O> 公 司，

N7O 引物合成与 P04 测序由上海基康生物技术有限公司完

成。其它分子生物学试剂购自 :CFB> 公司和华美生物工程公

司等。

"#"#% 酵母菌培养基：_NP 固体培养基（每升含 %$F 酵母抽

提物，#$F 蛋白胨，#$F 葡萄糖，%"F 琼脂）；SP 固体培养基（每

升含 %3X!F _0‘，#$F 葡萄糖，! a %$M ! F 生物素，%"F 琼脂）；

SS 培养基（每升含 %3X!F_0‘，! a %$M ! F 生物素，"BV 甲醇），

‘SQ_（每升含 %$F 酵母抽提物，#$F 蛋白胨，%B’(ZV 磷酸钾，

RU2X$，%3X!F _0‘，%$BV 甘油，! a %$M ! F 生物素）；‘SS_（每升

含 %$F 酵母抽提物，#$F 蛋白胨，%B’(ZV 磷酸钾，RU2X$，%3X!F
_0‘，"BV 甲醇，! a %$M ! F 生物素）。

"#% 总 &’( 的提取和 ./0" 基因的克隆

提取扣囊复膜孢酵母的总 P04［L］，以所提取的 P04 为

模 板 进 行 N7O。 引 物 序 列 为 "b9774Q44<<7Q<77744
<<744447<93b 和 "b94<Q7QQ77Q7<7444<4Q<44474QQ93b，
下划线部分序列分别带有限制性内切酶 :&,O#和 ;,+#的

识别位点。"$$V N7O 反应体系中含有：$X"$B’(ZV 每种引物，

#"$$B’(ZV D0<N 混合物，% a N7O 缓冲液，%X#"Y NH/’-.J, P04
N’(HB./>J.，"$EF P04 模板。N7O 扩增条件：@#W "BCE；@!W



!"#，$%& !"#，%’& ()*+("#，共 (" 个循环；%’& ,")*+。

!"# 重组表达质粒的构建

将 -./ 产 物 连 接 到 012345 载 体 上，获 得 重 组 质 粒

067859。对 067859 进行 !"#/!和 $#%!双酶切，酶切产物

进行琼脂糖凝胶电泳，回收目的基因片段。对质粒 0-:.;< 进

行 !"#/!和 $#%!双酶切。连接两种酶切产物，构建成重

组质粒 0678;< 并进行酶切及测序鉴定。

!"$ 受体菌 %&!!’ 感受态细胞的制备和电转化

按照 :+=*>?@AB+ 公司提供的毕赤酵母操作手册进行，制备

感受态细胞后立即使用。将 C""8 感受态细胞和 ,""8 DEF
溶液（含 ,!"A 0678;< 质粒 DEF 的 &’(!酶切产物）混合，转

入预 冷 的 "G’H) 电 转 化 杯 中，冰 浴 !)*+。 用 I*@4/JK
1B+B-LM#B?电击（,!""9 电压，’!"N 电容，,")#）后，立即加入

,)8 冰冷的 ,)@LO8 山梨醇溶液，将混合液转入 ,G!)8 无菌离

心管。取 ’"""8 涂布于 3D 平板上，在 ("&培养 ’ P $K，获得

7*#Q 3M># 型转化子。

!"’ 阳性转化子的鉴定

用无菌牙签挑取 7*#Q 3M># 型转化子，先后在 33 和 3D
平板上划线（先划 33 平板）。("&培养 ’K。在 3D 上生长正

常，在 33 上没有生长或生长缓慢的菌株为阳性转化子。

!"( ! ) "#$%&#’()* +,-! 基因在毕赤酵母中的表达

将 7*#Q 3M># 型单菌落接种于装有 %!)8 I31R 培养基的

!"")8培养瓶中，’C P ("&摇床培养（’!" P (""?O)*+）("S。室

温 ("""A 离心 !)*+ 收集细胞，细胞沉淀重悬于 ’")8 I33R
液体培养基中，置于 ’!")8 培养瓶中 ’C P ("&摇床继续培

养。每隔 ’$S 补加蒸发的水分，并添加 ,""T甲醇至终浓度

为 "G!T。诱导 UK 后，离心，收集上清，进行 6D64-F12 分析。

!"* !+葡萄糖苷酶活性检测

采用二硝基水扬酸比色法测定［%］。取 ,)8 含 ,T水扬

苷（#JL*H*+）的 3H:L=J*+B 缓冲液（07 !G$），向其中加入 "G!)8 酶

溶液，!"&反应 (")*+，加入二硝基水扬酸 ()8，煮沸 ,")*+，加

入 ,U)8 蒸馏水，在 !!"+) 处测定吸光度。每分钟分解底物

生成 ,")@8 葡萄糖所需的酶量为 , 个国际单位（:V）。

, 结果

,"! +,-! 基因的克隆和重组质粒 -&./01 的构建

-./ 扩增后获得的 )*+, 基因长度为 ’!;UW0，与预计大

小相符。-./ 产物连接到 012345 载体上，获得重组质 粒

067859。对 067859 进行 !"#/!和 $#%!双酶切，回收 )*+,
基因片段。对质粒 0-:.;< 进行 !"#/!和 $#%!双酶切，连

接 )*+, 基 因 片 段，构 建 成 重 组 质 粒 0678;<。重 组 质 粒

0678;< 进 行 ),(#单 酶 切、&’(! 和 !"#/!双 酶 切 以 及

$#%!和 !"#/!双酶切鉴定，并进行测序。酶切及测序结果

表明 )*+, 基因被正确地插入到 0-:.;< 质粒中。

,", 阳性克隆的筛选

取 ,;" 个电转化获得的 - X .’/%#01/ 7*#Q 型转化子进行甲

醇利用型鉴定，结果表明这些转化子均为 7*#Q 3M># 型菌株。

用含 1$,C 的 R-D 平板筛选，以获得含多拷贝目的基因的菌

株［C，;］。1$,C 浓度分别为 "G!、,、’ 和 ()AO)8。最后获得抗

浓度为 ()AO)8 1$,C 的重组菌株 ; 个，选择其中一个生长快

的菌株 -14, 进行基因表达分析。

,"# 表达产物的酶活性测定及酶活性质的鉴定［!2，!!］

取重组工程菌株 -14, 进行培养，I31R 培养基扩增菌

体，在 I33R 培养基中甲醇诱导表达 UK。培养基离心后取上

清制备粗酶液，以水扬苷为底物，用二硝基水扬酸试剂比色

法，测定粗酶液中$4葡萄糖苷酶的活性，活性可达 $%VO)8。

6D64-F12 分析结果表明，该菌株能够分泌表达$4葡萄糖苷

酶蛋白，分子量为 ,U%YD（图 ,）。在其它条件一定的情况下，

研究 07 和温度对酶活性的影响，结果表明重组酶的最适 07
为 !G$，最适温度为 !"&；将重组酶分别在 (" P U"&范围内的

不同温度下保温 (")*+，测定剩余酶活性，结果重组酶在(" P
!"&之间稳定。由此可见，重组酶与来源于 &’""20#34"#./1/
5167(1,80’ 菌株的$4葡萄糖苷酶的性质基本一致［!］。

图 ! 表达产物的 &3&+45%6 分析

N*AX , 6D64-F12 J+JLZ#*# @[ >SB B\0?B##BK 0?@KMH>#

, P UG.ML>M?B #M0B?+J>J+> @[ *+KMHBK -1"21’ .’/%#01/ -14, [?@) , >@ U

KJZ#；%G.ML>M?B #M0B?+J>J+> @[ *+KMHBK -1"21’ .’/%#01/ >?J+#[@?)BK ]*>S

0-:.;< [@? U KJZ#（ H@+KB+#BK [@? >B+ >*)B#）；CG 3@LBHMLJ? ]B*AS>

#>J+KJ?KX

# 讨论

在自然界中有丰富的纤维素资源，许多微生物可产生各

种纤维素酶将纤维素降解，利用纤维素为碳源进行生长，而

人类对这一巨大资源的有效利用是非常少的，由于当今世界

粮食和能源的短缺使可再生的植物纤维资源的开发和利用

更加受到重视，而传统的化学法降解纤维素有许多不利之

处，如反应条件剧烈、设备昂贵、后处理存在环境污染等问

题，因此利用微生物及其产生的酶降解纤维素成为当前生物

学研究领域的一个热点。在降解纤维素所需的 ( 种酶中，

$4葡萄糖苷酶所占比例最小，这直接影响了纤维素酶系的水

解效率。因此利用基因工程技术，使$4葡萄糖苷酶高效表

达，有助于提高纤维素的利用率。

巴斯德毕赤酵母（-1"21’ .’/%#01/）表达系统是一种优良的

外源真核基因表达系统，其表达质粒具有 F^_, 强启动子，

基因表达效率较高，可用甲醇进行简易、精确的调控，蛋白产

物能够进行正确的翻译后加工和修饰，而且可以进行高密度

细胞发酵和大规模生产，因此我们采用该表达系统对$4葡
萄糖苷酶基因进行异源表达［C］。

(;%’""!，9@LX$! E@X! 邵金辉等：扣囊复膜孢酵母$4葡萄糖苷酶基因在毕赤酵母中的克隆与表达



本项研究成功地获得了能够高效分泌表达!!葡萄苷酶

基因的重组 ! " "#$%&’($ 菌株。对其中重组 #$!% 菌株的研究

表明，培养基中分泌表达的总蛋白量可达 &’() 左右，*+*!
#,$-显示培养基中只有重组酶蛋白一条带，有利于对重组

酶进一步分离和纯化。对重组 ! " "#$%&’($ 菌株进行高细胞

密度发酵和大规模生产，可以进一步提高!!葡萄苷酶的产

量，有关研究我们将作进一步报道。
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