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摘 要 用%2种不同的碳源（包括单一碳源和混合碳源）分别培养瑞氏木霉（!"#$%&’(")*
"((+(#）B7"6$6。通过一系列0’/<C+/;杂交分析检测瑞氏木霉木糖还原酶（DE），木糖醇脱氢

酶（D*F）以及转醛醇酶（?GH）-E0G的表达情况。实验结果证实，槐糖和木二糖是,"和

,’%表达的强诱导物，阿拉伯糖和乳糖也有较强的诱导作用。葡萄糖在培养基中的存在阻遏

该二基因的表达。当葡萄糖耗尽以后，培养基中不存在任何诱导物的情况下，,"和,’%以一

定的基础水平进行转录。相比较，-*.基因在每种碳源上都是强表达。
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*4木糖是一类木质纤维素中大量存在的五碳糖，是自然界最丰富的糖类之一。对它

的生物转化具有重要的经济意义。木糖相对于葡萄糖、甘油和果糖等能被微生物优先利

用的碳源而言为迟效碳源。某些细菌、酵母和丝状真菌能发酵木糖为乙醇［$］，但原核与

真核生物利用*4木糖起始代谢步骤不同。通常细菌是利用木糖异构酶经一步异构化反

应将*4木糖转变为*4木酮糖［%］，而酵母和真菌则是利用木糖还原酶（DE）和木糖醇脱氢

酶（D*F）进行两步氧化还原反应来进行同样的生物转化过程［!］，即：

木糖
0G*:F 0G*:
########
木糖还原酶

$木糖酶
0G* 0G*F
######
木糖醇脱氢酶

$木酮酶
（进入::
########$

途径）

生成的木酮糖进一步磷酸化为54磷酸木酮糖，然后进入磷酸戊糖（::）途径代谢。在酵母

和真菌对木糖的利用中，由*4木糖到*4木酮糖的生物转换是一个重要的调节或限速步

骤。

瑞氏木霉（!"#$%&’(")*"((+(#）是自然界中广泛分布的腐生性丝状真菌，传统地被应

用于生产各种酶制剂，如纤维素酶、淀粉酶、果胶酶、蛋白酶、脂肪酶等，其工业规模的生产

工艺已比较成熟。在基因工程研究中，现已被作为宿主菌生产多种外源蛋白［6］。瑞氏木

霉具有降解纤维素与半纤维素的完全酶系［5］。由于其具有木糖还原酶和木糖醇脱氢酶

（D*F），所以能继续利用降解半纤维素所产生的木糖作为碳源与能源生长。对丝状真菌

木糖代谢酶基因的表达，尚未在分子水平上进行过研究。对瑞氏木霉木糖还原酶和木糖

醇脱氢酶基因的克隆成功，为在分子水平上研究该二基因的表达创造了条件。我们以瑞

氏木霉进行木糖代谢的关键酶———木酶还原酶和木糖醇脱氢酶以及磷酸戊糖代谢途径的

代表酶———转醛醇酶的基因片段为探针，通过一系列0’<C+/;印迹杂交，分析比较了瑞氏



木霉在!"种不同碳源（包括单一碳源和混合碳源）条件下#个基因的表达情况。

! 材料和方法

!$! 菌株和质粒

用于基因表达研究的瑞氏木霉（!"#$%&’(")*"((+(#）%&’()(（*+,,!-’!)）是由美

国菌种保藏中心得到，质粒.*/(")0123)，是在酵母／大肠杆菌穿梭质粒.*/(")上插入瑞

氏木霉的木糖醇脱氢酶456*基因构建得到的重组质粒，由汪天虹等人分离得到［-］。质

粒.*/(")017和.*/(")089:分别是在.*/(")上插入瑞氏木霉的木糖还原酶基因和转醛

醇酶基因构建得到的重组质粒，该!基因由芬兰;++生物技术与食品研究所分离提供。

利用.*/(")构建瑞氏木霉456*文库时外源基因插入位点两端设计有,$&<=和-%&=
位点。

!$" 培养基和生长条件

在!>"?:三角瓶中装入>"?@含各种不同碳源的生长培养基，接种瑞氏木霉孢子)"A

个，!""7／?BC，!DE振荡培养，根据生长状况，A!!DA3（均在对数生长期）收获菌丝体提取

<6*。瑞 氏 木 霉 生 长 培 养 基 为 基 本 培 养 基（+&& 培 养 基），每 升 含 FG!HI()>J，

（6G(）!KI(>J，LMKI(AG!I>?J，&CKI(·G!I)N-?J，OCKI(·G!I)N(?J，,P,:!·-G!I
#NA?J，&JKI("N-J，,9,:!"N-J，.G(ND。所用的碳源包括：(种单糖：葡萄糖、木糖、甘

露糖、阿拉伯糖；(种双糖：槐糖（!0I0"0J:Q4P.R79CPSR)）、甘露二糖、木二糖和纤维二糖；几

种糖醇：山梨糖醇、木糖醇、阿拉伯糖醇和甘油以及几种多聚物：)种纤维素（SP:T9U:P4T
4M::Q:PSM）和)种木聚糖（:MCVBC1R:9C）。甘露二糖和木二糖分别由相应的多聚糖经酶水解

得到，并经高压液相柱层析（GH@,）纯化。由于槐糖、甘露二糖、木二糖等双糖价格昂贵，

这些化合物分别在-!和A!3分两次，每次按原初体积计算加入终浓度为)??P:／@的双

糖加到以葡萄糖、甘油或山梨糖醇为碳源的培养基中。为避免碳源耗尽所引起的基因表

达对实验结果分析的干扰，在培养A!3后取样检测以确证所实验碳源在培养基中仍过量

存在。其它碳源：甘露糖、木糖、木糖醇、阿拉伯糖、阿拉伯糖醇和葡萄糖分别为-"J／@；甘

油、山梨糖醇和纤维二糖添加量分别为>"J／@、("J／@和#"J／@。纤维素（KP:49U:P44M::Q0
:PSM）及木聚糖（:MCVBCWR:9C）的添加量为#"J／@。在葡萄糖／槐糖、葡萄糖／甘露二糖、葡萄

糖／纤维二糖等这些混合碳源培养基中，经A!3培养后，补加(?@!>X葡萄糖使其终浓度

达!X。在混合碳源培养基上生长的培养物至A>3获取菌体。培养结束时用GH@,检测

各种碳源以确证其在培养基中仍过量存在。从起始葡萄糖含量为!X，培养A!3后经

GH@,测定葡萄糖含量已在"N)X以下的培养物中所提取的总<6*为葡萄糖解阻遏条

件下的总<6*。用YL／Z玻璃微纤维滤器（[398?9C）过滤培养物收获菌体，灭菌蒸馏水

洗涤，\A"E储藏备用。

!$# 杂交探针的制备

各基因探针的制备是用]4P<=和W3P=双酶切含有相应456*基因的重组质粒

.*/(")017、.*/(")0123)和.*/(")089:，在低融点琼脂糖上进行凝胶电泳，分离所要的基

因片段。用YM:]187948BPCFB8（%=*Y]6公司产品）试剂盒纯化56*片段，用#>H和随机

引物标记试剂盒（ZB437BCJM7&9CQ3MB?ZBP43M?B49产品）对各基因探针进行放射性标记。
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!"# 瑞氏木霉总$%&的提取及%’()*+(,印迹杂交分析

按照!"#$%&#’等的方 法［(］提 取 在 各 种 不 同 碳 源 上 生 长 的!"#$$%$&)*+,-,总

./0。测定各样品./0含量，根据浓度的不同调整上样体积，使总./0上样量为1!%
左右。按照 *2’#23#4［5］等人的方法将总./0乙酰化后，以-67789／:磷酸钠为缓冲液

（;<(=6），在->琼脂糖上进行电泳。以?.:公司生产的带有已知分子量的./0为分子

量标准。由于./0样品较多，电泳是在两块凝胶板上进行（-"#-+"在一块板，@6"在另

一块板）。为避免杂交膜因使用次数太多而影响杂交效果，每块凝胶电泳板都用同样的样

品及上样量制备了双份。电泳结束后，用丫啶橙（-17%／79）在-67789／:磷酸缓冲液中

染色-17#’，然后用-67789／:磷酸缓冲液洗涤背景。紫外光下拍照，作为最终判断杂交

结果的一个参照物。通过毛细管印迹转移法在@6倍AA!中将./0转到<BC8’D/尼龙

膜（07E$4"27公司产品）上。杂交是在16>甲酰胺F->硫酸葡萄糖F->AGAF-789／:/2F
!9F-@1!%变性鲑精G/0／79溶液中进行。-6HIJ7探针／79杂交液。由于K.和KG<的

7./0大小接近，无法同时在同一溶液中进行杂交，因此L个基因的杂交分别进行。在

实验过程中注意使操作条件尽可能保持一致，以使实验结果有可比性，并通过./0凝胶

电泳后的丫啶橙染色照相，根据上样量的差异调整对杂交结果的分析判断。’#和()*的

杂交是用同一张膜先后进行（先进行与’#基因片段的杂交，膜洗涤后再与329基片段杂

交）。’+,的杂交用另一张膜进行。杂交是在,@M过夜进行，,@M1NAA;O洗膜-17#’，

然后在-NAA;OF6=->AGA中洗涤@N-17#’；6=-倍AA;OF6=->AGA中洗涤@N-17#’。

柯达K0.F1K胶片置P(6M曝光。

- 结果和讨论

-Q! 在-.种不同碳源上生长的瑞氏木霉培养物的制备

在基本培养基中补加@6种不同碳源的瑞氏木霉培养物，其碳源的起始浓度和最终浓

度见表-。

-"- 木糖还原酶、木糖醇脱氢酶和转醛醇酶/$%&的大小

提取在@6种不同碳源上生长的瑞氏木霉)*+,-,的总./0，分别以-=@1、-=L和

-=@RC的全长’#，’+,和()*基因片段为探针，进行一系列的/8$3"E$’杂交。在进行

./0凝胶电泳时，加入./0标准分子量。由杂交结果显示，瑞氏木霉木糖还原酶、木糖

醇脱氢酶和转醛醇酶7./0的大小分别为-=L、-=L1和-=@1RC。

-"0 瑞氏木霉1(基因在不同碳源条件下的表达

对在@6种不同碳源上生长的瑞氏木霉7./0进行一系列/8$3"E$’杂交的结果汇总

于图-。

由图-可见，在所采用的@6种碳源（包括单一碳源和混合碳源）中，瑞氏木霉木糖还

原酶基因在单一碳源：纤维素（A#%72产品）、木聚糖（A#%72产品）、木二糖、阿拉伯糖、阿拉

伯糖醇、甘露糖以及混合碳源：山梨糖醇／槐糖、甘油／木二糖上都得到强表达。葡萄糖阻

遏瑞氏木霉’#的表达。但在葡萄糖／槐糖培养基上，’#基因有一定程度表达。木糖是木

糖还是原酶的底物，对木糖还原酶的合成有一定的诱导作用，但并非最强的诱导物。
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表! 在添加不同碳源的基本培养基上生长的瑞氏木霉!""#!#培养物碳源起始浓度和终浓度

#$%&’( #)’%’*+,,+,*$,-.&/+0$/’12,1’,/3$/+2,4251$3%2,42.31’+,0+,+0$&0’-+.044.66&’0’,/’-7+/)
-+55’3’,/1$3%2,42.31’2,7)+1)!"#$$%$&!"89(91.&/+:$/+2,47’3’*327,

碳源

;$3%2,<2.31’4

起始浓度／=

>’*+,,+,*12,1’,/3$/+2,

终浓度／=

?&/+0$/’12,1’,/3$/+2,
纤维素<2&@$5&21@1’&&.&24’ AB* (C*
葡萄糖阻遏D&.3’63’44 EB* C(!CF*
葡萄糖解阻遏D&.-’3’63’44 CB* !BG(*
葡萄糖／槐糖D&.／<26)2324’ EB*／BGEHI* C(!CF*／&JBE*
葡萄糖／甘露二糖D&.／"$,,2%+24’ EB*／BJEHI* C(!CF*／(J(C*
葡萄糖／木二糖D&.／KL&2%+24’ EB*／BJIEI* C(!CF*／BJ8I*
山梨糖醇<23%+/2& 9B* (9!(E*
山梨糖醇／槐糖<23%／<26)324’ 9B*／BJEHI* (9!(E*／BJFH*
山梨糖醇／甘露二糖<23%／"$,,2%+24’ 9B*／BJEHI* (9!(E*／(J(C*
山梨糖醇／木二糖<23%／ML&2%+24’ 9B*／BJIEI* (9!(E*／BJAAH*
山梨糖醇／纤维二糖<23%／;’&&.%+24’ 9B*／BJEHI* (9!(E*／(JB8*
纤维二糖;’&&.%+24’ AB* AJH*
甘油／甘露二糖D&L／"$,,2%+24’ IB*／BJEHI* CH!C8*／(JB8*
甘油／木二糖D&L／KL&2%+24’ IB*／BJIEI* CH!C8*／BJ(E8*
甘露糖 "$,,24’ EB* AA*
木糖KL&24’ EB* 9I*
木糖醇KL&+/2& EB* 9C*
阿拉伯糖N32%+,24’ EB* 9F*
阿拉伯糖醇N3$%+/2& EB* 9I*
木聚糖=’,O+,ML&$, AB* (C*

备注：混合碳源培养基中双糖的加入是在EC和FC)分两次按培养物原初体积计算加入终浓度为(002&／=的双糖，

FI)收获菌体。

P2/’：N1123-+,*/2/)’23+*+,$&:2&.0’，(002&251233’462,-+,*-+4$11)$3+5+1$/’7$4$--’-$/EC)$,-FC)，/72/+0’4，+,/2
’:’3L0’-+.0+,7)+1)/)’0+M’-1$3%2,42.31’47’3’.4’-J#)’0L1’&+.07’3’)$3:’4/’-$/FI)J

$%# 瑞氏木霉!"#基因在多种碳源上的表达

由杂交结果可见瑞氏木霉木糖醇脱氢酶基因在木聚糖、木糖、阿拉伯糖、阿拉伯糖醇

以及混合碳源：甘油／木二糖上得到强表达。在纤维素和山梨糖醇／槐糖上的表达较’#
弱。木糖醇是木糖醇脱氢酶作用底物，但对木糖醇脱氢酶的表达并不是最强的诱导物。

葡萄糖阻遏瑞氏木霉’()的表达，即使在葡萄糖／槐糖培养基上，’()基因也基本不表

达。

$%& 瑞氏木霉’()基因在多种碳源上的表达

瑞氏木霉转醛醇酶基因在所有各种不同碳源上都得到强表达。证实瑞氏木霉在不同

碳源上生长时，都需要磷酸戊碳糖途径的存在，以产生菌体代谢所需要的各种戊碳糖及其

它中间代谢产物。

$%* 葡萄糖对木糖代谢的阻遏作用与解阻遏条件下!$和!"#的基础水平组成型合成表

达

木糖为迟效碳源。本实验结果证实瑞氏木霉的木糖代谢关键酶基因的表达受代谢降

解物阻遏机制控制。这与纤维素酶、半纤维素酶等与迟效碳源代谢有关的酶类受代谢降

解物阻遏机制控制是一致的［8，(B］，表明KQ和KRS与纤维素酶、木聚糖酶等受同一普遍

性调节机制的控制。在葡萄糖培养基上生长的瑞氏木霉，当葡萄糖耗尽以后，在没有加入

任何诱导剂的情况下，检测到’#和’()有一定量的表达。这说明在代谢降解物阻遏机
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制解除的情况下，瑞氏木霉的木糖还原酶和木糖醇脱氢酶存在着一定量的基础水平的组

成型合成表达。这与文献报道纤维素酶在葡萄糖解阻遏条件下存在一定量的基础水平组

成型表达是一致的［!!］。山梨醇阻遏瑞氏木霉!"和!#$基因的表达，这与山梨醇对纤维

素酶表达的作用也是一致的［!"］。

图! #$%&’(%)系列杂交

*，+，,分别是以-%，-.’和&/0为基因探针进行杂交的结果

1234! 5’(%(670&6$8/6(%2(6$8)$%&’(%)’9:%2.2;/&2$)/)/09626

</)(6*，+，,=(%(#$%&’(%)’9:%2.2;/&2$)>%$:2)3=2&’-%，-.’/).&/08%/3?()&6(>/%/&(09

!@$0A/80$BAB(0070$6(； "C07B$6(%(>%(662$)； DC07B$6(.(%(>%(662$)； EC07／@$>’$%$6(；

FC07／G/))$:2$6(； HC07／I90$:2$6(； J@$%:2&$0； K@$%:／G/))$:2$6(；

L@$%:／I90$:2$6(； !M@$%:／,(007:2$6(； !!,(007:2$6(； !"C09／G/))$:2$6(；

!DC09／I90$:2$6(； !EG/))$6(； !FI90$6(； !HI902&$0；

!J*%/:2)$6(； !K*%/:2&$0； !L<();2)-90/)； "M@$%:／@$%>’%$6(4

!4" 槐糖的普遍性诱导作用

本实验结果证明：葡萄糖、山梨糖醇单独存在时均阻遏瑞氏木霉!"和!#$基因的表

达。但在葡萄糖／槐糖及山梨糖醇／槐糖培养基上，尽管只含有"??$0／<槐糖，!"在葡萄

糖／槐糖和山梨糖醇／槐糖培养基上，!#$在葡萄糖／槐糖培养基上都有一定程度的表达。

甘油对迟效糖源没有诱导作用。但在甘油／木二糖培养基上，!"和!#$均为强表达。这

说明木二糖对该"基因的表达具有诱导作用。但在葡萄糖／木二糖和山梨糖醇／木二糖

上，!"和!#$不表达。这提示我们：对瑞氏木霉木糖代谢关键酶而言，槐糖是比木二糖更

强的诱导剂。

槐糖是纤维素酶、半纤维素酶合成的一个普遍性强诱导物。槐糖能诱导瑞氏木霉的

大多数纤维素酶，尤其是外切葡聚糖纤维二糖水解酶!（,+NO）的合成［!"］，并诱导细

菌［!D］和真菌的木聚糖酶的表达［!E］。本实验的结果证实了槐糖对瑞氏木霉木糖代谢酶的
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诱导作用，进一步证实了槐糖作为一个普遍性诱导剂对于多种代谢迟效碳源的酶类起作

用。

!"# 瑞氏木霉$%和$&’表达情况的比较

在各种培养基上，!"和!#$的表达基本上是协调一致的，但并不完全相同。如在葡

萄糖解阻遏条件下，在葡萄糖／槐糖、山梨糖醇／槐糖和甘露糖培养基上，!"的表达程度比

!"#要强。是否因木糖醇脱氢酶所催化的反应是处于木糖还原酶的下游，而需要进一步

的级联反应物，以激活!#$的表达，或其它原因，有待于进一步探讨。

!"( 用)*%+’,%-系列杂交法鉴定基因表达方法的探讨

应用$%&’#(&)系列杂交法对同一个酶系的若干个基因同时从转录水平上进行基因

表达的研究，即研究基因在不同生长条件或生理状态下的表达情况，具有直接、简捷、一目

了然的优点。但其前提是各种样品的实验条件需严格保持一致，方有可比性。这种方法

是在定性水平上比较基因表达的相对强弱，很难做到定量。但对许多实验目的而言，能够

在定性水平上检测系列酶系中各基因的表达情况，已能够满足其实验要求。本文用

$%&’#(&)系列杂交法鉴定了瑞氏木霉木糖代谢关键酶基因在*+种不同碳源上的表达情

况，检测结果与用酶学方法检测的结果是一致的。芬兰,--.(&/01()’’230等人用此方法

研究了半纤维素酶系的多个基因在不同碳源上的表达情况［45］，证明了该方法的可行性。

当然，影响基因表达的因素，从复制、转录、转录后加工到翻译水平都存在，而本方法只是

在转录水平上进行基因表达的研究，但该研究结果能提供一些有益的信息。进一步将转

录水平上的研究结果与其它水平上的研究结果相结合，相互佐证，有利于作出最后的判

断。

细胞对不同碳源的利用情况不同，因而在不同碳源中的生长速度显然是不一致的，结

果必然影响67$8在总7$8中的含量。本实验中我们掌握各培养物的收获时间均在对

数期内，以及保证所利用的碳源在收获细胞时仍过量存在，并用同样量7$8进行9%:’#;
(&)杂交，这样就避免了由于培养物进入生长平稳期或碳源耗尽所引起的错误判断，并如

实地反映出各种所检测的67$8在总7$8中的含量。

我们在混合碳源培养基中加入*66%3／<双糖，而最终测到的双糖浓度有的大于

*66%3／<。是否由于长时间振荡培养过程中体积减少而造成的浓缩效应，或由于其它原

因，尚不清楚。
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