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腐皮镰孢菌壳聚糖酶的酶学性质研究及其在酿酒酵母工业菌

株中的表达

刘怀伟，鲍晓明!

（山东大学微生物技术国家重点实验室，济南 $3&#&&）

摘要：【目的】本研究旨在了解腐皮镰孢菌（./0$’&/1 0(*$-&）壳聚糖酶的基本酶学性质及其在壳寡糖生产中的
应用，构建能高效分泌表达壳聚糖酶的酿酒酵母工业菌株。【方法】采用 NBEO2N扩增腐皮镰孢菌壳聚糖酶
的 +)1P序列；通过组氨酸标签，纯化得到 2 @ "(*& 表达的重组壳聚糖酶，并进行基本酶学性质研究；以薄层
层析、高效液相色谱等技术对该酶的酶解产物进行分析；通过马克斯克鲁维酵母（3*/456’(14"60 1$’7&$-/0）菊
粉酶信号肽（/1Q#P）实现壳聚糖酶在酿酒酵母工业菌株 1E$’中的分泌表达，得到高效分泌壳聚糖酶的重组
工业菌株 1E$’2。【结果】所得到的壳聚糖酶 +)1P序列（R*<S=<T，IQ$%F"#’）含有一个长为 "&F -8的开放读
码框，编码 F&& 个氨基酸残基。 2 @ "(*& 重组壳聚糖酶的最适温度为 3&U，最适 8L 值为 3V%，W, 值为
&V&%F ,X4,Y；该酶的水解产物中不含单糖，#&糖以下组分占 ’3Z以上。酶活测定结果表明壳聚糖酶基因能
在酿酒酵母中分泌表达，体积酶活达到 3&V$ ,Q4,Y。【结论】腐皮镰胞菌壳聚糖酶是一种内切型壳聚糖酶，
在功能性壳寡糖的生产中具有良好的应用前景，分泌型表达该酶的酿酒酵母工业菌株对于该酶的规模化生

产具有潜在用途。
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壳寡糖（26A7::>AX:?=++6.=AK*?）是一种重要的功能
性寡糖，具有强化免疫、抑制癌细胞、调节生理机能

等多种功能，广泛应用于医药、食品、农业等领域［#］。

壳寡糖主要由壳聚糖（26A7:?=<）水解产生。壳聚糖
是氨基葡萄糖的多聚物，是几丁质（26A7A<）脱乙酰基
的形式［$］，天然存在于半知菌、接合菌等真菌的细胞

壁中。目前，壳寡糖的制备主要是通过水解从几丁

质含量高的蟹壳、虾壳等原料脱乙酰基得到壳聚糖，

常用的方法主要有化学和酶解法。酶解法具有反应

条件温和、寡糖得率高、环境污染小等特点，具有较

好的发展前景。壳寡糖的酶法制备又分为专一性酶

法和非专一性酶法，非专一性酶法主要是混合利用

各种水解酶类，包括纤维素酶、蛋白酶、脂肪酶等，降

解壳聚糖产生不同聚合度的壳寡糖。但该方法用酶

量大，成本高，且产物成分组成难以控制。壳聚糖酶

（IV2VFV$V#V#F$）是专一性水解壳聚糖生成壳寡糖
的酶，利用壳聚糖酶制备壳寡糖的方法，称为壳寡糖

的专一性酶法制备。目前已在多种微生物和植物中

发现壳聚糖酶，但由于酶活较低，产酶量小等特点，

还未有产业化的报道［F ( 3］。

前期工作中，我们筛选到一株壳聚糖酶产生菌

—腐皮镰孢菌（. @ 0(*$-&）&##!［%］，克隆得到了壳聚
糖酶的基因组 )1P序列，并通过根瘤农杆菌介导转
化技术（PB[B）实现其在腐皮镰孢菌中的超表达［’］，
但腐皮镰孢菌是一种植物病原菌，不适合用于壳聚

糖酶的规模化生产。在本研究中，我们克隆了该酶



的 !"#$序列，并通过组氨酸标签，纯化得到 ! % "#$%
表达的重组壳聚糖酶，进行了基本酶学性质研究。

在此 基 础 上，利 用 食 品 安 全 的 酿 酒 酵 母

（&’""(’)#*+",- ",),.%-%’,）为受体菌，构建了高效分泌
表达壳聚糖酶的酿酒酵母工程菌株。

! 材料和方法

! "! 材料
!#!#! 菌株：腐皮镰孢菌 / % -#$’0% &’’(，酿酒酵母
（& % ",),.%-%’,）工业菌株 #)*+（*,，野生型），大肠杆
菌 ! % "#$% -.*’（"/0），! % "#$% "12!均为本实验室
保存。其中，! % "#$% -.*’ （"/0）为壳聚糖酶 !"#$
大量表达和蛋白纯化的宿主菌，! % "#$% "12!为用

于质粒构建的宿主菌。

!#!#$ 主要试剂：质粒小提试剂盒，购自北京百泰
克生物技术有限公司。凝胶回收及 "#$纯化试剂
盒，购自美国 34567 公司。镍柱填料，购自美国
8,9:;<=65,公司。$>?反转录试剂盒购自日本 @7A7<7
公司，引物序列均由上海博亚生物技术有限公司合

成。氨基葡萄糖（BCD!=E74:,5）、壳三糖（FG:;=;<:=E5）
及 H2I 脱乙酰度壳聚糖，均购自美国 J:647
公司。

!#$ %&’引物
根据 / % -#$’0% &’’( 的壳聚糖酶基因组序列

（/K*L+L+’）及实验目的设计不同的 MFN 引物（表
’），所有引物均由上海博亚生物技术公司合成。

表 ! 本研究所用 %&’引物
@7OC5 ’ MFN P<:45<E DE5Q :, ;G:E E;DQR

M<:45<E J5SD5,!5 （2T!0T） 3OU5!;:95

M’ $@BFBFB$FB@@FFBBFF$$@ FC=,5 ;G5 !G:;=E7,7E5 !"#$ V<=4 ;=;7C 4N#$ =V / % -#$’0% &’’(
M* BB@BB$BBFB$BF$F@@BFFB@@BB@
/M’ F$BFF$@$@BFBFB$FB@@FFBBFF$$@B@F$$B$BF /WP<5EE ;G5 !G:;=E7,7E5 !"#$ :, !"#$% "/0
/M* F$B@BB$@FF@F$@BB$BBFB$BF$F@@BFFB@@BB@
JM’ F$@@BB$@FF$@B$$B@@FBF$@$F@FFF@F@@BF@@FF

$@@BBF$BB$B@F$B@
XDE5 ;G5 8#K’$ E:6,7C E5SD5,!5 ;= ;G5 !G:;=E7,7E5 !"#$ 7,Q
5WP<5EE :, & % ",),.%-%’, #)*+

JM* """""""""""""""""
BF@F@@B$F$@@BBFFBB$$FB@FBFB@F@F@@B@$$@@B$@F$

F@B$$BF$F@B$F@FF@
JM0 F$B@$B$@F@BB@BB$BBFB$BF$F@@BFFB@@BB@

J=C:Q D,Q5<C:,5E :,Q:!7;5 ;G5 !=4PC545,;7<R E5SD5,!5E O5;Y55, JM’ 7,Q JM*% "=DOC5 D,Q5<C:,5 :,Q:!7;5E ;G5 !=4PC545,;7<R E5SD5,!5 Y:;G ;G5 "-0 !"#$%

!#( 腐皮镰孢菌的液体培养
活化及产酶培养参照 .:D［+］% 产酶培养基中

*2Z培养 L2 G 后，L 层纱布过滤收集菌体，"#$ 及
N#$的抽提参照 B7<O5<［H］和 /G<5,EG7V;［[］。
!#) 壳聚糖酶 *+,-序列的克隆及在 ! " "#$% 中的
表达、纯化及复性

利用上下游引物 M’、M*，以 / % -#$’0% &’’( 总
N#$为模板，通过反转录 MFN（N@)MFN）的方法扩增
壳聚糖酶基因（"-0）全长 !"#$ 序列，扩增片段与
M>")*&@载体连接后测序。
以克隆到的 "-0 !"#$为模板，通过引物 /M’与

/M*扩增不含 # 端 ’[ 个氨基酸残基信号肽的 "-0
3NX片段。扩增片段经 12,"和 3’*1"双酶切后
与 P/@)’2O 载体连接并转化 ! % "#$% -.*’ （"/0）。
转化子在 .-液体培养基中 0+Z培养至对数中期，
按 2I接种量转移至新鲜培养基中，加入 &\2 44=C].
8M@B诱导表达 2 G，H&&& <]4:,离心收集细胞，超声
波破碎，得到的包含体溶于溶液 $中（H 4=C]. 尿素，
2& 4=C]. @<:E)1FC，*&& 44=C]. #7FC，&\’ 44=C].
M>JX，’ 44=C].#)巯基乙醇，P1 H\&），变性蛋白经

#:)#@$纯化系统纯化。
纯化后的蛋白经透析缓慢复性，依次在溶液 -

（( 4=C]. 尿素，2& 44=C]. @<:E)1FC，P1 +\2）中透析
( G，溶液 F（* 4=C].尿素，2& 44=C].乙酸钠缓冲液，
P1 L\2）中透析 ’* G，溶液 "（’ 4=C].尿素，2& 44=C].
乙酸钠缓冲液，P1 2\L）中透析 ’* G，2& 44=C].乙酸
钠缓冲液 （P1 2\L）中透析 ’* G。
!#. 壳聚糖酶活测定及酶学性质分析
酶活测定参照 JG:4=E7A7［’&］。以 H2I 脱乙酰度

壳聚糖为底物，反应体系为：浓度为 ’ 46]4.的底
物 &\2 4.，酶液 ’ 4.，&\* 4=C]. 乙酸钠缓冲液
（P1 2\L）&\2 4.，混匀后 0+Z反应 ’2 4:,，"#J法测
还原糖量。’酶活单位（K）定义为每分钟释放’$4=C
还原糖所需的酶量，以氨基葡萄糖作标准曲线。蛋

白浓度测定采用 .=Y<R法［’’］，以牛血清蛋白作标准
曲线。酶促反应动力学参数测定采用双倒数作图法

（’]? 对 ’]J），以不同浓 度 的 壳 聚 糖 （&\’ ^
&\2 46]4.）为底物，反应体系参照酶活测定。
!#/ 酶解产物分析
壳聚糖的酶解反应体系参照酶活测定，混匀后

H&L’ 1D7:Y5: .:D 5; 7C % ]4"5’ 6%")#7%#$#8%"’ &%0%"’（*&&[）([（’*）



!"#反应 $ %。产物分析采用高效液相色谱法
（&’()）和薄层层析法（*()）［+,］。&’()法分析时以
*-./01"""23柱分离产物，示差检测器检测，以普鲁
兰糖和壳五糖为作为分子量标准。薄层层析的标准

品为 氨 基 葡 萄 糖 （0456789:;<=）及 壳 三 糖
（)%;>7>?;78=）。
!"# 酿酒酵母表达载体的构建
根据马克斯克鲁维酵母（! @ "#$%&#’()）菊粉酶

信号肽（ABC+D）序列［+1］，设计合成两条寡核苷酸单
链 -’+和 -’,（表 +），并通过两轮 ’)E过程与壳聚糖
酶 6FBD序列融合（图 +/D）。融合序列连接酿酒酵
母表达质粒 2GHA.’［+$］，重组质粒命名为 2GHA.’/
*)’（图 +/I）。采用 (;D6法［+!］转化酿酒酵母工业菌
株 B/,J，在含高浓度 0$+K （1" :LM:(）的 G’NF固体
培养基上筛选转化子。

图 ! $%&!’信号肽与壳聚糖酶的融合（’）和 ()*$+,- *)’质粒物理图谱（I）
O;L@+ *%= P58;7< 7P ABC+D 8;L<94 8=Q5=<6= >7 *)’ （D）9<R 2%S8;694 :92 7P >%= >%= S=98> =T2?=88;7< U=6>7? 2GHA.’/68< （I）@

. 结果

. /! ! / "#$%&’ 0!!1壳聚糖酶基因 23%’的克隆
通过对我们前期克隆到的 + @ ),-#’& "++$壳聚

糖酶基因 FBD序列（0=<I9<V，NC,WJWJ+）的外显子
分析，根据开放读码框上下游序列设计引物 ’+、’,
（表 +）。根据我们前期的酶活研究结果［W］，提取培
养 W!小时的菌体总 EBD，通过 E*/’)E克隆得到了
该酶的全长 6FBD片段，测序结果表明其开放读码
框为 X"1 Y2，编码 1"" 个氨基酸残基。该序列已并
提交至 0=<I9<V，登录号为 NC,W1X+J。将其氨基酸
序列与 0=<I9<V中收录的两个 + @ ),-#’& 壳聚糖酶
蛋白序列（FK!1KK，DI"X"1,W）比对，同源性分别为
KXZ 和 X,Z，属于种间差异。

.". 壳聚糖酶基因在 ( / )#$’ 中的表达
以壳聚糖酶 6FBD序列为模板，N’+与 N’,（表

+）为引物，扩增不含自身信号肽的 6FBD片段，所得
产物与 2N*/+!Y表达载体连接后转化 . @ *,-& I(,+
（FN1），转化子细胞经 A’*0诱导表达后，超声破碎，
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（-F-/’D0N）分析细胞裂
解液，结果表明壳聚糖酶在 . @ *,-& 中形成了包含体
（R9>9 <7> 8%73<）。包含体经 K :74M(尿素变性，镍柱
纯化及梯度透析复性后，得到了纯化的壳聚糖酶，

-F-/’D0N分析表明该酶的分子量约 1" VF9（图 ,），
酶活测定表明纯酶的比酶活为 ,[! \ "[+ CM:L。
."4 壳聚糖酶最适 (5、温度及酶促反应动力学参
数测定

2&、温度对壳聚糖酶酶活的影响见图 1。该酶

X"W+刘怀伟等：腐皮镰孢菌壳聚糖酶的酶学性质研究及其在酿酒酵母工业菌株中的表达 @ M微生物学报（,""X）$X（+,）
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图 ! 纯化壳聚糖酶的 "#"$%&’(分析
!"#$% &’()*+"+ ,- ./0 123"-"04 13,.0"’ 5* 67689&:;$ <(’0 =，13,.0"’

>(3?03 $ <(’0 @，123"-"04 13,.0"’$

的最适 1A值为 BCD，最适温度为 BEF。前期我们对
! $ "#$%&’ E@@G发酵产生的壳聚糖酶粗酶液进行了
研究，测得粗酶液的最适 1A值为 BCG，最适温度为
BEF［D］，表明重组酶与初始酶的性质基本一致。另
外，温度对该酶的影响与 ! $ "#$%&’ ( $ ") $ *+%",#$’
来源的壳聚糖酶（7HBIHH）不同，! $ "#$%&’ ( $ ") $
*+%",#$’ 的壳聚糖酶最适温度为 GEF，超过 BEF基
本没有活性［@E］。酶促反应动力学参数 J>及 K>(L
测定见图 G，以 HBM脱乙酰度壳聚糖（6"#>(）为底物
时，该酶的 J> 值为 E $ EDI >#N><，K>(L O @%DCBH

!>,)N（><·>"’）。
!)* +%,-法对酶解产物的分析

A9<P分析显示，壳聚糖酶酶解产物中分子量
小于 @CH ?7(的组分占 QHCRM，不含单糖（图 B），表
明水解产物中大部分为聚合度 % S @E的壳寡糖。
!). 分泌型表达壳聚糖酶酿酒酵母工程菌株的
构建

将重组质粒 1T=UJ98 -"& 转化酿酒酵母工程菌
株 V8%Q，在含高浓度 :G@H （IE >#N><）的 T9;7平板

图 / 0+及温度对于壳聚糖酶活性的影响
!"#$I U’-)20’W0 ,- 1A（&）(’4 .0>103(.230 （X）,’ W/".,+(’(+0 (W."Y".* $

图 * 壳聚糖酶酶促反应动力学常数测定
!"#$G J"’0."W (’()*+"+ ,- ./0 123"-"04 W/".,+(’(+0$

上筛选多拷贝插入的转化子，转化菌株命名为 V8
%QP。以分批培养的方式测定 V8%QP的壳聚糖酶产

图 . 酶解产物的 +%,-分析
!"#$B A9<P (’()*+"+ ,- ./0 0’Z*>(."W /*43,)*+(.0+$

量，结果表明酶活峰值出现在 ID /，体积酶活为

E@D@ A2("[0" <"2 0. () $ N.-/% 0’-1#2’#$#3’-% 4’&’-%（%EER）GR（@%）
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!"#$ %&’%(。与 ! ) "#$%&’ "**+（,-#+ %&’%(）相比，
虽然 ./$,0的壳聚糖酶产量较低，但 ! ) "#$%&’ "**+
的发酵时间为 ,$ 1。因此，./$,0的发酵性能整体
上要优于 ! ) "#$%&’ "**+（表 $），更适合用于壳聚糖
酶的生产。酶活测定结果表明 ./$,0所分泌的壳聚
糖酶与大肠杆菌重组酶的最适 23及温度一致，4(0
结果表明其酶解特性与重组酶及 ! ) "#$%&’ "**+所
产初始酶相一致（图 -）。
表 ! "#!$%与 ! & "#$%&’ ’(()发酵性能对比
45678 $ 09%25:;<9= 9> >8:%8=?5?;9= 28:>9:%5=@8 68?A88= ./$,0 5=B ! )

"#$%&’ "**+

C?:5;=<
D8:%8=?5?;9=

?;%8’1
01;?9<5=5<8

E;87B’（%&’%(）
01;?9<5=5<8 <E=?18<;<

:5?8’（&’(·1）
./$,0 F- !"#$ G F#+ *#+ G "#$
! ) "#$%&’ "**+ ,$ ,-#+ G !#" *#* G "#*

图 * 酶解产物的 +,%分析
D;H) - 4(0 5=57E<;< 9> 8=IE%5?;@ 1EB:97E<5?8<) (5=8 *，H7J@9<5%;=8
（K7@.）) (5=8 $， @1;?9?:;9<8 （K7@.）F ) (5=8 F， 1EB:97E<5?8< 9>

:8=5?J:8B， 2J:;>;8B @1;?9<5=5<8 8L?:5@?8B >:9% ( ) )#$’ ) (5=8 +，

1EB:97E<5?8< 9> @:JB8 @1;?9<5=5<8 >:9% * ) )+,+-’"’%+ .$,0) (5=8 !，

1EB:97E<5?8< 9> @:JB8 @1;?9<5=5<8 >:9% ! ) "#$%&’ "**+)

- 讨论
聚合度在 $ M *"的壳寡糖被认为是较好的功能

性壳寡糖产品。虽然采用多种水解酶类如纤维素

酶、果胶酶、脂肪酶等复合作用也能水解壳聚糖产生

壳寡糖，但此方法的水解产物较为混杂。壳聚糖酶

具有底物特异性强、水解产物易于控制等优点，在功

能性壳寡糖的生产中具有较好的应用前景。本研究

我们克隆了腐皮镰孢菌 ! ) "#$%&’ "**+的壳聚糖酶
@N.O，并在大肠杆菌中成功表达，对纯酶的酶学性
质、水解特性进行了研究。实验结果表明该酶能高

效催化壳聚糖的水解，水解产物中 $ M *"糖组分占
P"Q左右，不含单糖，推断该酶是一种内切型壳聚糖

酶。其水解产物有效成分高，适合用于壳寡糖的生

产。另外，该酶的最适温度与 ! ) "#$%&’ > ) <2 )
./%"+#$’ 来源的壳聚糖酶不同，! ) "#$%&’ > ) <2 )
./%"+#$’ 的壳聚糖酶最适温度为 +"R，超过 !"R基
本没有活性［*"］，而 ! ) "#$%&’ "**+ 壳聚糖酶的最适
温度为 !"R，且在该温度下酶活性能稳定 + 1以上。
二者的蛋白序列同源性高达 PSQ，可能两个蛋白在
高级结构上存在着某些差异。

腐皮镰胞菌是一种植物病原菌，能产生多种霉

菌毒素，对植物及人畜都有潜在的危害［*-］，用其所

产的壳聚糖酶粗酶液进行功能性壳寡糖的生产可能

会带来安全性问题。而酿酒酵母由于培养条件简

单、生长迅速，且是公认的生物安全菌（KTOC），已广
泛用于真核生物基因的异源表达。菊粉酶信号肽

（U.&*O）在酿酒酵母中可以有效指导较大分子量蛋
白的分泌［*,］，本研究我们将壳聚糖酶基因与 U.&*O
序列融合并导入酿酒酵母工程菌株 ./$,中，实现了
壳聚糖酶的分泌表达，对于该酶的规模化生产奠定

了基础。
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