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摘要：【目的】从耐碱性木聚糖酶高产短小芽孢杆菌中克隆得到带有自身启动子的木聚糖酶基因，将其在巨

大芽孢杆菌中进行表达，并对表达产物进行性质分析。【方法】将克隆得到的木聚糖酶基因 ./-! 以及带有自

身启动子序列的结构基因，构建在芽孢杆菌表达载体 8LM#&/$ 和改造后的载体 8LN$% 中，得到重组质粒

8LOBPQ 和 8LNQR2，分别转化到巨大芽孢杆菌 STI$ 中，获得重组巨大芽孢杆菌 STPQM" 和 STN88#/；经过

诱导产酶培养，均得到分泌表达。【结论】重组巨大芽孢杆菌 STN88#/ 比 STPQM" 产酶活力提高了 % 倍，重

组表达的木聚糖酶的酶学性质研究表明其仍具有很好的耐碱性，这为木聚糖酶的进一步应用研究提供了重

要的理论依据。
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木聚糖酶作为一种多酶体系广泛的存在于各种

微生物中，在近年的研究历程中，科学家们已从不同

来源的微生物中分离到大量的不同类型和功能的木

聚糖酶［#，/］，并对其酶学性质、催化机制以及分子结

构也有了比较详尽的研究。随着生物技术的不断发

展和进步，特别是基因工程技术和蛋白质工程技术

的广泛应用，对木聚糖酶的了解更加深入，已经分离

出多种木 聚 糖 酶 基 因，并 出 现 多 种 木 聚 糖 酶 产 品。

尤其是具有特殊性质的木聚糖酶更是受到不同应用

行业的青睐［%］。

自 /$ 世纪 K$ 年代初开展木聚糖酶基因的研究

工作以来已有上百种来自细菌和真菌的木聚糖酶基

因被克隆并得到表达。木聚糖酶基因克隆工作所用

的始发菌株大多数为细菌［!］，研究外源木聚糖 酶 基

因表达和调控机制的受体菌也主要为大肠杆菌。芽

孢杆菌具有非致病性、分泌蛋白能力强的特性和良

好的发酵基础，是目前原核表达系统中分泌表达外

源蛋白较理想的宿主［&］。国内外对芽孢杆菌作为宿

主菌研究较多的是枯草杆菌，其它芽孢杆菌的报道

却很少。本文从耐碱性木聚糖酶高产菌株中克隆得

到 ./-! 基因，并且利用该基因上游携带启动子构建

表达载体，通过原生质体转化法，在巨大芽孢杆菌中

成功地实现了分泌表达。

! 材料和方法

! "! 试验材料

! "! "! 菌株与质 粒：大 肠 杆 菌 0 ? "(*& VM&!、短 小

芽孢杆菌 1 ? 234&*35 SW&#、巨 大 芽 孢 杆 菌 STI$ 为

本实 验 室 保 存；质 粒 8NBTCO B<>G 购 于 W.+A-E< 公

司，芽孢杆 菌 分 泌 表 达 载 体 8LM#&/$ 购 于 T+S@O-)
公司。

! "! "# 培养基和溶液：XS 培养基见文献［3］；US% 培



养基配成 ! "#$%，购自 &’()* 公司；芽孢杆菌转化培

养基、+,, 液、+,,- 液和 ./$ 培养基见 ,*0’12) 公

司操作手册；产酶发酵培养基：每升含蛋白胨 34 5，

酵母膏 34 5，木糖 $ 5，678 "$，抗生素四环素工作浓

度为 !4!59:;。

! "! "# 酶和试剂：各种 &<= 限制性内切酶、1> &<=
连接 酶、&<= 回 收 试 剂 盒、蛋 白 质 分 子 量 标 准 购 自

国公司；小牛肠碱性磷酸酶、? @ ABC 购自 -D*:25B
公司；!"# &<= 聚 合 酶 购 自 +BE5*E 公 司；-./ 引 物

由 A2E2)*D2 公 司 合 成；其 它 生 化 试 剂 购 于 +’5:B 等

公司。

! "$ 大肠杆菌的 %&’ 操作

质粒 提 取、&<= 的 酶 切、电 泳、.F- 脱 磷 反 应、

&<= 片断连接、转化大肠杆菌均参照文献［8］进行。

! "# 芽孢杆菌 %&’ 的操作

! "# "! 芽孢杆菌的总 &<= 提取：参照文献［8］的方

法从短小芽孢杆菌 0-$! 中提取基因组 &<=。

! "# "$ 芽孢杆菌原生质体的制备：从斜面上将芽孢

杆菌 0,#4 接种于 =0G 培养基中，G#H培养过夜，以

3%的接种量接于 $ :; =0G 培 养 基 中，G#H 培 养 至

$%844 值为 ! "4，G444 I 5 离心 !$ :’E，菌体用 4 "$ :;

+,,- 液 重 悬，加 入 溶 菌 酶 至 终 浓 度 ! :59:;，G#H
保温，一定 时 间 取 样 镜 检，观 察 原 生 质 体 的 形 成 情

况。待观察到菌体全部转变成原生质体时，G444 I 5
离心 !$ :’E 沉淀原生质体。再用 $44!; +,,- 液洗

一遍 后，G444 I 5 离 心 !$ :’E，重 悬 于 4 "$ :; 的

+,,- 液中。

! "( 耐碱性木聚糖酶基因的克隆

! "( "! 结构 基 因 的 克 隆：根 据 已 报 道 的 JKE= 结 构

基因序列［#］，设计并合成 -./ 引物，克隆基因带有

自身信号 肽 编 码 序 列。两 条 引 物 的 $L端 分 别 设 计

了单一的 &"’7F 酶切位点。

-G!，$LM .AA A=1.. 1== ==1A = = ===AA=A =A A= =1A MGL；

&"’7F F FF
-G3，$LM .AA A=1..11=A11A..==1===.=AMGL。

&"’7F

其中 -G! 上游带 一 个 终 止 子 1==（ F）和 一 个 核

糖体结合位点（FF），两引物均带一个 &"’7F 酶切位

点。以 短 小 芽 孢 杆 菌 0-$! 总 &<= 为 模 板，进 行

-./ 扩增。-./ 反应体系为 $4!;，含有 $4 E5 &<=，

4 "3 : :*C9; N<1-，3$ 6:*C 每种引物，! I -./ 反应

缓冲液，3 "$ O !"# &<= 聚合酶。反应条件为：PGH
预变 性 G :’E 后，PGH 变 性 $4 Q，$!H 退 火 ! :’E，

#3H延伸 ! :’E，进行 G$ 个 循 环；然 后 在 #3H 延 伸

# :’E。将 -./ 扩增产物经 &<= 快速回收试剂盒回

收。

! "( " $ 带 有 自 身 启 动 子 编 码 序 列 ()*+ 基 因 的 扩

增：实验室通过 1=F;M-./ 的方法，从保存的木聚糖

酶高产短小芽孢杆菌 0-$! 中得到含有上、下游调控

序列的 ()*+ 基因，将其构建在 6AR,M12BQK 上，转化

&7$"，得 到 菌 株 6AR,MAST!3，进 行 测 序，根 据 测 序

结果，设计并 合 成 如 下 -./ 引 物，两 条 引 物 均 带 一

个 &,-#酶切位点：

-GP，$LMA==A=1.1..1.=1A.=A=11.=A1.=1MGL；
&,-#

-G!4，$LMA==A=1.1==.A=AAA..111.A==A=1MGL
&,-#

以短 小 芽 孢 杆 菌 0-$! 总 &<= 为 模 板，进 行

-./ 扩增。-./ 反应体系为 $4!;，含有 $4 E5 &<=，

4 "3 ::*C9; N<1-，3$ 6:*C 每种引物，! I -./ 反 应

缓冲液，3 "$ O !"# &<= 聚合酶。反应条件为：P>H
预变 性 G :’E 后，P>H 变 性 $4 Q，$4H 退 火 ! :’E，

#3H延伸 ! :’E，进行 G$ 个 循 环；然 后 在 #3H 延 伸

U :’E。将 -./ 扩增产物经 &<= 快速回收试剂盒回

收，连接到 6AR,M1 RBQK 上，转化 &7$"，筛选获得阳

性克隆，得到 6AR, @ 1V?W!。

! ") 芽孢杆菌表达载体的改造

将 由 ,*0’12) 购 买 的 芽 孢 杆 菌 表 达 载 体

6X7!$34，进行改 造。用 ./* $限 制 内 切 酶 除 去 载

体自身的启动子，重新连接，转化 0 Y 12-/ &7$"，获

得新的无启动子的芽孢杆菌表达载体 6XA4G。

! "* 重组表达载体的构建

将 6AR,M1RS3 质粒用 &"’7F 酶切得到带 信 号

肽序列 J )*+ 基 因 片 段，连 接 到 芽 孢 杆 菌 表 达 载 体

6X7!$34 的 多 克 隆 位 点 &"’7F 上；同 时 将 6AR,M
1V?W! 用 &,-#酶 切 得 到 带 有 自 身 启 动 子 序 列 的

J )*+ 基因片段，连接到芽孢杆菌表达 载 体 6XA4G，

转化 &7$"，酶切、-./ 鉴定 重 组 表 达 载 体 及 其 插 入

>$G! W’Z*E5 0B* 2[ BC Y 9 +13" 4/1526/2-2,/1" 7/*/1"（344P）>P（!4）



方向。

! "# 表达产物的分析和鉴定

参照 !"#$%&［’］方 法 利 用 ()(*+,-. 对 表 达 产 物

进行分析；木聚糖酶活力测定采用 )/( 定糖方法进

行［0］：取 1 23 $! 稀 释 的 酶 液，加 入 到 1 23 $! 用

1 24 $5%6!磷酸 缓 冲 液（789 2:）配 成 的 3; 木 聚 糖 溶

液中，:1<反应 31 $&=，加入 1 29 $! )/( 试剂，煮沸

31 $&=，用水定容至 : $! 后测 ::1 =$ 光吸收，以每

分钟生成 3!$5% 木糖所需酶量定义为 3 个酶活力单

位（>?）。

! "$ 重组木聚糖酶基因的诱导表达

将重组芽孢杆菌接入含四环素的 !@ 培养基中

AB<培养过夜。以 4;的接种量转接到含四环素的

!@ 培养基中继续培养至对数生长期，分别加入木糖

和麸皮浸提液到终浓度 1 2:;，诱导培养一定时间，

室温下 A111 C D 3: $&=离心收集上清。

! "% 发酵培养

将重组芽孢杆菌接于 4 $! !@ 培养基中 AB<培

养过夜，以 4; 的 接 种 量 转 接 于 :1 $! 产 酶 培 养 基

中，AB< 441 E6$&= 摇床培养。间隔一定时间取样分

析木聚糖酶活性。

& 结果

& "! 带有信号肽编码序列 !"#$ 基因的扩增

从短小芽孢 杆 菌 ! F "#$%&#’ @+:3 中 提 取 基 因

组 )/,，大小约为 41 GH。以 ! F "#$%&#’ @+:3 的 总

)/, 为模版，+IJ 扩增获得带有信号肽的木聚糖酶

基因片段，大小约为 B11 H7。测序结 果 与 已 报 道 的

短小芽孢杆菌 ()*+ 基因相比对，同源性可达 0’;。

将该基因克隆到 7-.K*L ."MN 中得到重组质粒

7-.K*L.O4。

& "& 带 有 启 动 子 调 控 区 编 码 序 列 !"#$ 基 因 的 扩增

以 ! F "#$%&#’ @+:3 的 总 )/, 为 模 板，+IJ 扩

增获得带有木聚糖酶基因调控区编码序列的片段，

大小约为 3B11 H7。序 列 分 析 显 示，P Q0 至 R 9A 区

在其典型的与已报道的短小芽孢杆菌 ()*+ 基因的

:S上游区相比，同源性为 01;，启动子 P 31 区中，有

一个碱基由 L 改变为 I。 P 4’1 至 P :1 为未报道序

列，通过与芽孢杆菌属调控序列 比 较 发 现，在 P 3:9
至 P 3QA 及 P 93 至 P BQ 处有 4 个潜在的阻遏蛋白结

合位点 ,-. 序列，在这两处序列上下游富含 ,6L，具

有 ,-. 序列的典型特征。

将该基因克隆到 7-.K*L ."MN 中得到重组质粒

7-.K P LTUV3。

& "’ 重组工程菌 ()*+,% 的构建

& "’ " ! 质 粒 7WL.OU 的 构 建：以 !/$8" 酶 切

7-.K*L.O4，得到带有信号肽编码序列的 ()*+ 基因

片段，连接 到 表 达 载 体 7W83:41 上，利 用 基 因 内 部

的 0,1J> 位点鉴定插入片段方向。最终得到重组表

达质粒 7WL.OU（见图 3，图 4）。

图 ! 重组质粒 -./0*+ 的酶切鉴定

X&D F 3 LY# E#MZE&[Z&5= "="%NM&M 5\ E#[5$H&="=Z 7%"M$&] 7WL.OU F

3 2 7WL.OU6 0,123；4 2 7W83:416 !/$8>；A 2 7WL.OU6 !/$8>；Q 2 +IJ

7E5]^[Z；: 23GH )/, %"]]#EM F

& "’ "& 带有信号肽编码序列 ()*+ 基因在巨大芽孢

杆菌中的表达：将重组质粒 7WL.OU 转化巨大芽 孢

杆菌 @KB1，获 得 重 组 转 化 子 @KOU80。 转 接 后，添

加木糖到终浓度 1 2:;，诱导培养一定时间，3411 C D
离心 : $&= 取 上 清 为 胞 外 上 清；沉 淀 经 超 声 波 破 碎

仪进行破碎处理，3411 C D 离心 : $&= 取上清为超声

上清。然后分别对胞外上清、超声上清和超声沉淀

进行酶活力测定以及 ()(*+,-. 分析。

结果 显 示，()*+ 自 身 信 号 肽 在 巨 大 芽 孢 杆 菌

中可以正 常 发 挥 作 用，@KOU80 的 表 达 产 物 可 以 分

泌到胞外，属于分泌型表达；胞外上清木聚糖酶的酶

活力可达 34 2:1 >?6$!；表 达 产 物 分 子 量 为 44 G)"
（图 A）。

& "1 重组工程菌 ()2--!& 的构建

& "1 "! 7W-UV/ 的构建：将由 K5@&L#[ 购买的芽孢

杆菌表达载体 7W83:41，进行改造。用 )/,K,/ 软

件对 7W83:41 序 列 分 析。据 自 身 的 限 制 性 酶 切 位

点特点，利用启动子序列附近含有的 4%*]#限制性

内切酶位点，除去载体 7W83:41 自身的 _N%, 启动子

以及 _N%J 阻遏基因，重新连接，转化 0 F ,1&% )8:$，

获得新的无启动子的芽孢杆菌表达载体 7W-1A。

以 !5&%酶切 7-.K*LTUV3，得到带有调控区编

码序 列 的 ()*+ 基 因 片 段，连 接 到 表 达 载 体 7W-1A
上，利用基因内部的 0,12&和 67/3 位 点 鉴 定 插 入
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图 ! 重组质粒 "#$%&’ 图谱

!"# $ % &’( )* +,-)./"0’01 (2’3."4 (56789 $

图 ( )*&’+, 的表达产物

!"# $ : 7;(+,33")0 (+)4<-1 )* =&89>? $ @ $ A01+’-,22<2’+ (+)1,"03；% $

7;1+’-,22<2’+ (+)1,"03；&$ B1’04’+4 (+)1,"0 .)2,-<2’+ C,"#D1 $

片段方向。 最 终 得 到 以 =(E@ 中 !"#$ 基 因 的 启 动

子、终止子为表达元件的重组表达质粒 (5F9GH（见

图 I）。

! -. -! 带有启动子调控区编码序列 !"#$ 基因在巨

大芽孢杆菌中的表达：将重组质粒 (5F9GH 转化巨

大芽孢杆菌 =&JK，获得重组转化子 =&F((@%。转接

后，诱导培养一定时间，@%KK L # 离 心 E ."0 取 上 清

为胞外上 清；沉 淀 经 超 声 波 破 碎 仪 进 行 破 碎 处 理，

@%KK L # 离 心 E ."0 取 上 清 为 超 声 上 清。然 后 分 别

对胞外上清、超声上清和超声沉淀进行酶活力测定

以及 BMBNOPF7 分析。

实验结果表明，=OE@ 中木聚糖酶 !"#$ 基因的

启动子和终止子表达元件，在巨大芽孢杆菌中可以

得到识别，而且 =&F((@% 的表达产物可以分泌到胞

外，属于分泌型表达，胞外上清木聚糖酶的酶活力可

达 :E QIR AST.U，酶活力可达到 =&89>? 胞外上清中

木聚糖酶酶活力的 : 倍。由此可以证明 =OE@ 是一

株木聚糖酶高产菌株，与其自身较强的启动子是分

不开的。BMBNOPF7 结果显示，=&F((@% 在巨大芽孢

杆菌中的表 达 产 物 分 子 量 为 %% VM’，与 =&89>? 所

产为同一种酶（图 E）。

! -/ 培 养 基 对 重 组 巨 大 芽 孢 杆 菌 )*0""1! 产 酶

的影响

将重组巨大芽孢杆菌 =&F((@% 接种于 % .U U=

WE:@ G"D)0# =’) ,1 ’2 $ T $%&’ ()%*+,)+-+.)%’ /)#)%’（%KK?）I?（@K）
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图 ! 重组质粒 "#$%&’ 图谱

!"# $ % &’( )* +,-)./"0’01 (2’3."4 (56789 $

图 ( )*$""+, 的表达产物

!"# $ : ;<(+,33")0 (+)4=-1 )* >&6((?@ $ ? $ ;<1+’-,22=2’+ (+)1,"03

A"1B)=1 "04=-,,4；@ $ C01+’-,22=2’+ (+)1,"03；D $ ;<1+’-,22=2’+ (+)1,"03 $

培养基，然 后 以 @E 接 种 量 转 接 如 下 各 种 培 养 基，

DFG下 @@H +I."0 摇床培养 JH B，?@HH K # 离心 : ."0，

取上清，测定木聚糖酶活力，培养基成分和实验结果

见表 ?。

表 + 培养基成分与实验结果

L’/2, ? LB, +,3=21 ’04 "0#+,4",01 )* -=21=+, .,4"=.

M=21=+, .,4"=. N-1"O"1PI（CQI.R）

R>
R> S HT:E ,<1+’-1")0 )* AB,’1 /+’0
R> S %E AB,’1 /+’0
%E AB,’1 /+’0
%E AB,’1 /+’0 S ?E #2=-)3,

@: TU V H THD
DU T? V H THD
%D TW V H TH:
DF TJ V H THF
: TJF V HTH%

实验结果表明：麸皮可以诱导重组巨大芽孢杆

菌 >&6((?@ 木聚糖酶的产生，在不含有其它成分的

R> 培养基中，!"#$ 基因也可得到分泌表达，葡萄糖

对酶的产生有强烈的抑制作用。

, -. 重组表达的木聚糖酶的酶学性质

收集 >&6((?@ 诱导表达后的培养物，离心取上

清液，分析木聚糖酶的酶学性质。

, -. -+ 重组木聚糖酶作用最温度及温度稳定性：在

不同温度条件下测定重组木聚糖酶的酶活力，最适

反应温度为 ::G；将重组木聚糖酶液分别在 DHG、

:HG和 JHG温度条件下保温不同时间，检测剩余的

酶活力，结果表明重组木聚糖酶在 DHG的条件下保

温 ?: B 仍具有 ?HHE的酶活力。而在 :HG条件下保

温 @ B 下降 :HE，在 JHG条件下则不稳定，与原始菌

F:D?包怡红等：耐碱性木聚糖酶基因在巨大芽孢杆菌中的表达及其酶学性质 $ I微生物学报（@HHW）%W（?H）
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株 !"#$ 所产木聚糖酶相比，温度稳定性略有下降。

! "# "! 重 组 木 聚 糖 酶 作 用 最 适 %& 及 %& 稳 定 性：

在不同 %& 反 应 条 件 下 分 析 重 组 木 聚 糖 酶 的 活 力，

表明该酶最适 %& 为 ’ (#，与原始木聚糖酶 的 一 致。

将重组木 聚 糖 酶 在 不 同 %& 值 的 缓 冲 液 )*+ 保 温

), -./，检测剩 余 的 酶 活 力，发 现 该 酶 在 %&$, (, 的

条件下保温 ), -./ 仍具有 ’,0的酶活力，表明该重

组酶具有较好的耐碱性。

$ 讨论

木聚糖酶基因自 $12) 年得到克隆，木聚糖酶基

因的分子克隆和表达取得了很大的进展，不仅有近

百种不同菌株的木聚糖酶基因被克隆，而且通过构

建基因载体及特殊受体菌株等手段成功的使一些木

聚糖酶基因得到表达［1 3 $,］。不过，表达的宿主菌和

研究调控机制的受体菌株主要是 ! 4 "#$%。人们通过

各种分子生物技术，试图在大肠杆菌、酵母菌中进行

了表达［$$］，但这些表达系统对短小芽孢杆菌木聚糖

酶基因的表达能力较低，而且分泌效果也不很理想。

如在大肠杆菌表达系统中，短小芽孢杆菌的木聚糖

酶表达活力不足 $ 567-8［$9］。9,,) 年江正兵等［$)］利

用毕赤酵母表达系统对短小芽孢杆菌木聚糖酶基因

进行表达，最大表达活力为 $$ (’) 567-8。本文以巨

大芽孢杆菌为受体菌，不仅实现了分泌性表达，而且

酶活力与相关报道比较也有所提高。

本研究采 用 的 %:&$#9, 表 达 系 统 是 带 有 &’$(
启动子的芽孢杆菌表达系统，&’$( 启动子为巨大芽

孢杆菌（)*"%$$+, -./*0.1%+-）木糖异构酶基因的启动

子，其 调 控 机 制 已 被 阐 明［$;］。 该 启 动 子 可 被

%:&$#9, 上 &’$2 基因编码的蛋白阻遏，但在含有木

糖而不含葡萄糖的培养基中阻遏被去除，启动子被

有效诱导［$#］。该表达系统属非分泌型表达系统，尚

未见到利用该系统进行分泌表达报道。本实验通过

利用木聚糖酶基因自身的核糖体结合位点和信号肽

序列实现了 &’3( 基因的分泌表达。

另外我们实验室利用 <=.>?"@A 的 方 法，从 筛 选

的耐碱性木聚糖酶高产短小芽孢杆菌 !"#$ 得到其

上、下游调控区序列，将其与 &’3( 基因一起构建在

经过改造的巨大芽孢杆菌表达载体 %:B,) 上，利用

自身携带 的 启 动 子 和 调 控 序 列 在 受 体 菌 中 进 行 表

达，木聚糖酶不仅得到了分泌表达，而且蛋白表达量

提高了将近 ) 倍。说明短小芽孢杆菌中的启动子和

终止子元件在巨大芽孢杆菌中得到了识别，但高效

表达的具体机制尚不十分清楚，是由于启动子与结

构基因的亲缘性还是确实为一强启动子，还有待于

研究，进一步的开发利用以及机制研究也正是我们

在进行的研究内容。

重组 巨 大 芽 孢 杆 菌 !CB%%$9 在 不 含 有 麸 皮 成

分的 8! 培 养 基 中 也 可 产 生 木 聚 糖 酶，而 原 始 菌 株

!"#$ 的 &’3( 则是严格的麸皮诱导型。重组木聚糖

酶除温度稳 定 性 有 所 下 降 以 外，最 适 作 用 温 度、%&
值、%& 稳定性等性质均与原始菌株产生的木聚糖酶

的性质相一致，是在碱性范围内保持较高酶活力和

稳定性的耐 碱 性 木 聚 糖 酶，%&$, (, 的 环 境 下，保 温

), -./ 仍可保存 ’,0以上的活力，而且产酶周期明

显缩短，这为该酶的产业化生产和造纸等特殊环境

的应用奠定了良好基础。
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