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菊粉酶基因在酿酒酵母中的表达及乙醇发酵 

李楠楠 1，袁文杰 1，王娜 1，辛程勋 2，葛旭萌 1，白凤武 1 
1 大连理工大学 生命科学与技术学院，大连 116024 
2 大庆九环生物能源有限公司，大庆 163511 

摘  要: 以乙醇耐受力较强的酿酒酵母为受体菌，构建了能够分泌菊粉酶的基因工程菌并进行了菊芋粉的生料发酵。

首先，以马克斯克鲁维酵母 Kluyveromyces marxianus 中的基因组 DNA 为模板，PCR 扩增菊粉酶编码基因 inu，分别使

用菊粉酶自身启动子和酵母磷酸甘油激酶  (Phosphoglycerate kinase，pgk) 启动子，构建重组表达质粒 HO/p-inu 和

HO/pgk-inu。经 NotⅠ线性化后，采用电击法转化酿酒酵母工业菌株 Saccharomyces cerevisiae 6525，分别得到含菊粉酶

基因的阳性菌株 HI6/1~HI6/10 及 HPI6/1~HPI6/3。实验结果表明 HI6/6 及 HPI6/3 的菊粉酶活力较高，分别为 86.0 U/mL
和 23.8 U/mL，是出发菌株的 4.6 倍和 1.5 倍。进而以粗菊芋粉生料为底物进行了乙醇发酵，当浓度为 200 g/L 时，重

组菌株 HI6/6 和 HPI6/3 的发酵终点乙醇浓度分别为 55 g/L 和 52 g/L，糖醇转化率分别为 0.495 和 0.453，达到理论值

的 96.9％和 88.6％。这些研究工作为非粮作物菊芋生产燃料乙醇奠定了良好的基础。 

关键词 : 菊粉酶基因，整合表达，酿酒酵母，菊芋，乙醇  

Ethanol fermentation from Jerusalem artichoke tubers by a  
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Abstract:  Ethanol fermentation from Jerusalem artichoke tubers by recombinant Saccharomyces cerevisiae strains 
expressing the inulinase gene (inu) from Kluyveromyces marxianus was investigated. The inu native and pgk promoters were 
used to drive the expression of the inu gene, and the inulinase was expressed as an extracellular enzyme. All positive clones 
(confirmed by PCR) were able to express inulinase as measured by enzyme activity in the culture supernatant, among which 
two clones HI6/6 and HPI6/3 were selected, and their inulinase activity and ethanol fermentation performance were compared 
with their wild type. The inulinase activities of 86 and 23.8 U/mL were achieved, which were 4.6-fold and 1.5-fold higher than 
that of the wild type. Furthermore, ethanol fermentation was carried out with the recombinants and medium containing 200 g/L 
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raw Jerusalem artichoke meal, and ethanol concentrations of 55 g/L and 52 g/L were obtained, with ethanol yields of 0.495 and 
0.453, respectively, equivalent to 96.9% and 88.6% of the theoretical value. 

Keywords:  inulinase gene, integrative expression, Saccharomyces cerevisiae, Jerusalem artichoke, ethanol 

目前国内外燃料乙醇主要使用糖质和淀粉质原

料生产，随着陈化粮的消耗殆尽，燃料乙醇需求的

增长，寻找非粮原料生产燃料乙醇已成为我国燃料

乙醇产业发展的基本方向。 

菊芋 Jerusalem artichoke 耐瘠薄、耐盐碱、抗干

旱、生物质产量高，其主要成分是菊粉，占块茎干

重的 60％~70％，由果糖残基经 β-2,1 糖苷键脱水聚

合而成，末端为一个葡萄糖分子 [1]，可以通过酸解

和酶解等途径转化为易于发酵的果糖[2]。与目前国

内外普遍关注的秸秆类生物质相比，不需要复杂的

预处理，且水解产物也不含难以利用的五碳糖[3-4]，

是我国燃料乙醇及其他生物基化学品生产的良好粮

食替代原料。 

国内外对利用菊芋块茎生产乙醇进行了大量的

文献报道[5-11]，其中效果最好的当属克鲁维酵母的一

步法发酵工艺，菊芋的糖化和发酵均由克鲁维酵母

自身完成，原料不需预先糖化，节约了能耗和额外

添加酶的费用[12]，但其缺点是克鲁维酵母属于非常

规酵母，其乙醇产生机制尚不明了，乙醇耐性较酿

酒酵母差，发酵过程乙醇收率仅为 80％左右，终

点乙醇浓度 6％~7％，远远低于淀粉质原料乙醇发

酵收率达到理论值 90％以上和发酵终点乙醇浓度

10％~12％的技术指标，并且发酵速率慢，时间很长，

导致发酵罐设备生产强度很低。因此，通过诱变育

种或采用基因工程的方法选育能够高效发酵菊芋生

产乙醇的菌种是菊芋原料生产燃料乙醇的发展方

向，其中最有效的方法就是以乙醇耐性较高的酿酒

酵母为受体菌，构建能够高效分泌菊粉酶的基因工

程菌株。 

在酵母基因组中，ho 单拷贝基因编码核酸内切

酶，负责完成酵母 a 型和 α 型之间的转换，普遍存

在于出芽繁殖的酵母中[13]，并且该基因是生长非必

需的，破坏 ho 基因不会影响酵母生长[14]。Warren

等[15]构建了以 ho 起始密码−2720~−1814 为左边界，

+1 199~+1 699 为右边界的整合载体，实现了外源基

因在酿酒酵母中的表达。 

本研究以工业酿酒酵母作为受体菌株，以 ho 位

点为整合位点，使菊粉酶基因在酿酒酵母中得到表

达，进而使酿酒酵母在自身优良的发酵性能基础上

利用菊芋粉一步发酵得到乙醇，为菊粉发酵燃料乙

醇的工业生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本实验过程中涉及的菌株及质粒列于表 1 中。 

其中酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 6525 为

本实验用的出发菌株，具有良好的乙醇发酵性能；

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 288c、马克斯

克鲁维酵母 Kluyveromyces marxianus 及大肠杆菌

E. coli DH5α 为本实验室保存菌种；HI6/6 为本实验

构建的含有带自身启动子的菊粉酶基因的基因工程

菌；HPI6/3 为本实验构建的带 pgk 启动子的菊粉酶

基因的基因工程菌；HO-2 (6 062 bp) 质粒为本实验

室保存；质粒 HO/inu (7 729 bp) 是不带启动子的菊

粉 酶 整 合 表 达 载 体 ， 为 本 实 验 室 构 建 并 保 存 ；

HO/p-inu (8 349 bp) 是带自身启动子的菊粉酶基

因的整合表达载体，为本研究构建；HO/pgk-inu 

(8 547 bp) 是带 pgk 启动子的菊粉酶基因的整合表

达载体，为本研究构建。 

1.1.2  工具酶和化学试剂  

引物合成和序列测定委托 TaKaRa (大连) 公司

完成。Taq DNA 聚合酶、限制内切酶、T4 DNA 连

接酶、DNA marker 等购自 TaKaRa (大连) 公司；菊

粉购自内蒙古亿利生物技术有限公司；菊芋购自山

东济宁，用前进行烘干粉碎并过 60 目筛，经测定， 
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表 1  实验菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strains and plasmids Characteristics and genotype Sources 

Plasmids   

HO-2(HO-poly-KanMX4-HO) Ampr, 6 061 bp Presented by Stillman 

HO/inu 1 668 bp DNA fragment with inu in HO-2, 7 729 bp Our laboratory 

HO/p-inu 2 387 bp DNA fragment with inu in HO-2, 8 349 bp Constructed in this study 

HO/pgk-inu 818 bp DNA fragment with pgk in HO/inu, 8 547 bp Constructed in this study 

Strains   

S. cerevisiae 6525  Our laboratory 

K. marxianus  Our laboratory 

S. cerevisiae 288c  Our laboratory 

E. coli DH5α  Our laboratory 

HI6/6 Host of HO/p-INU Constructed in this study 

HPI6/3 Host of HO/pgk-INU Constructed in this study 

 
100 g 菊芋粗粉中含有 63 g 的菊糖。G418 购自

Sigma 公司；DNA 纯化试剂盒、质粒提取试剂盒与

凝胶回收试剂盒均购自 Solarbio 公司。 

1.1.3  培养基 

YPD 培养基 (g/L)：无水葡萄糖 20，酵母浸粉

10，蛋白胨 20，121 ℃灭菌 15 min，用于酵母菌的

培养。 

YPD 选择培养基 (g/L)：无水葡萄糖 20，酵母

浸粉 10，蛋白胨 20，121 ℃灭菌 15 min，冷却后加

入 G418，使其终浓度为 300 μg/mL，用于酵母菌转

化子的培养。 

LB 培养基 (g/L)：氯化钠 10，酵母浸粉 5，蛋

白胨 10，pH 7.0，121 ℃灭菌 15 min，用于 E. coli

菌株的培养。 

LB 选择培养基 (g/L)：氯化钠 10，酵母浸粉 5，

蛋白胨 10，pH 7.0，121 ℃灭菌 15 min，冷却后加

入 Amp，使其终浓度为 100 μg/mL，用于 E. coli 转

化子的培养。 

菊粉培养基 (g/L)：菊粉 40，酵母粉 4，蛋白胨 4，

121 ℃灭菌 15 min，用于酵母菌转化子的产酶培养。 

菊芋粗粉培养基：60 目以下的菊芋粗粉加自

来水配成的培养基，料水比为 1∶4，菊糖浓度为

126 g/L，无其他成分添加，未灭菌，用于酵母菌转

化子的乙醇发酵。 

1.2  方法 
1.2.1  菊粉酶基因整合表达载体的构建 

根据菊粉酶 (GenBank Accession No. X57202) 

序列，设计引物 p-inu forward primer 和 p-inu reverse 

primer，以 K. marxianus 基因组为模板扩增 p-inu

基因 (引物序列见表 2)。PCR 程序：94 ℃预变性

5 min；94 ℃ 1 min，63.6  1 min℃ ，72  3 min℃ ，

30 个循环；72 ℃延伸 10 min。根据 pgk 启动子序列

(GenBank Accession No. BK006937.1)，设计引物

pgk forward primer 和 pgk reverse primer，以酿酒酵

母 S. cerevisiae 288c 基因组为模板扩增 pgk 启动子基

因。PCR 程序：94 ℃预变性 5 min；94  1 min℃ ，

61  1 min℃ ，72  1 min℃ ，30 个循环；72 ℃延伸

10 min。PCR 产物经胶回收纯化后，分别与载体

pMD19-T 连接。阳性克隆提取质粒后测序，分别命

名为 pMD19T/p-inu 和 pMD19T/pgk。pMD19T/p-inu

经 BamHⅠ、BssHⅡ双酶切后与经过同样处理的

HO-2 进行连接；pMD19T/pgk 经 BsiWⅠ、BamHⅠ

双酶切后与经过同样处理的 HO/inu 进行连接。连接

产物转化 E. coli DH5α 感受态细胞，在 LB 选择培养

基上培养，挑取单菌落，小量提取质粒酶切鉴定并

进行 DNA 序列测定，得到整合载体 HO/p-inu 和
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表 2  本实验所用的引物序列 
Table 2  Primer sequences used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

p-inu forward primer GCCGGATCCGAATTCTCAAACCGAA (BamH )Ⅰ  

p-inu reverse primer CGGGCGCGCAGATCAGATCAAACG (BssH )Ⅱ  

pgk forward primer TTCGTACGACTGTAATTGCTTTTAGTTG (BsiWⅠ) 

pgk reverse primer CCGGATCCTGTTTTATATTTGTTGTAAAAAG (BamH )Ⅰ  

HI6/6 forward primer AGCTTAATTATCCTGGGCACGAGT 

HI6/6 reverse primer GCGAGCTCAGCTCGTTTTCGACACTGGA 

HPI6/3 forward primer GCAGCTTCCAATTTCGTCA 

HPI6/3 reverse primer CCTCGTGCCAGAACACCTTA 

 
HO/pgk-inu。引物设计利用 Pimer Premier 5.0 软件，

质粒的提取、酶切、连接和 E. coli 转化均按 Sambrook

等[16]的方法进行。 

1.2.2  S. cerevisiae 6525 的转化 

整合载体 HO/p-inu、HO/pgk-inu，经 NotⅠ酶切

后，进行琼脂糖电泳，回收目的 DNA 片段，采用

电击法转化 S. cerevisiae 6525 感受态细胞，在含有

300 μg/mL G418 的 YPD 平板上筛选转化子。详细操

作参考 BIORAD 说明书。 

1.2.3  转化子的验证 

分别提取 HI6/6 及 HPI6/3 转化子的基因组

DNA。采用 PCR 法进行验证。HI6/6 的验证所使用

的引物序列为 HI6/6 forward primer 和 HI6/6 reverse 

primer。HPI6/3 的验证所使用的引物序列为 HPI6/3 

forward primer 和 HPI6/3 reverse primer。 

1.2.4  转化子产酶情况考察 

取 S. cerevisiae 6525 和整合子 HI6/6 及 HPI6/3

各 100 μL，接至 50 mL 的 YPD 液体培养基中，30 ℃

培养 24 h 后，按 10％接种到菊粉培养基，100/250 mL

摇瓶，每 24 h 取样测定生物量、菊粉酶活性。 

1.2.5  转化子发酵性能考察 

取 S. cerevisiae 6525 和转化子 HI6/6 及 HPI6/3

各 100 μL，接至 50 mL 的 YPD 液体培养基中，

30 ℃培养 24 h 后，按 10％接种到菊芋粗粉发酵培

养基中，100/250 mL 摇瓶，厌氧发酵，每 12 h 取样

测定菊粉酶的活性、还原糖、总糖及乙醇含量。乙

醇对理论值的收率=乙醇/(总糖−剩余总糖)/0.511。 

1.2.6  分析方法 

还原糖及总糖测定方法：还原糖采用 DNS 法测

定，总糖经酸水解后用 DNS 法测定。 

菊粉酶活的测定方法：取适量发酵上清液，用

0.1 mol/LHAc-NaAc 缓冲液  (pH 4.6) 稀释，取

50 μL 稀释液加入 450 μL 5％菊粉溶液，混匀，60 ℃

水浴反应 10 min (精确计时)，立即取出沸水浴 5 min

灭活，从反应液中取出 50 μL，加入 1.5 mL DNS 试

剂+1.95 mL 水，混匀，沸水浴中 5 min，冷水冷却，

用容量瓶定容至 25 mL，测 OD540。对应果糖标准曲

线计算得样品反应液中的含糖量(mg)。空白对照：

取发酵上清稀释液沸水 5 min 灭活，同上反应，作

为对照。菊粉酶活性单位定义：每分钟产生 1 μmol

果糖所需酶量。 

乙醇测定方法：乙醇浓度利用 SBA 生物传感分

析仪 (山东省科学院生物研究所) 测定。 

生物量测定采用干重法[17]：取一定体积的样品

置于预先烘干称重的离心管中，离心后的沉淀用蒸

馏水洗涤 2 次，然后置 85 ℃的恒温烘箱中烘至恒重

后称重。 

2  结果与分析 

2.1  菊粉酶基因整合表达载体的构建 
构建菊粉酶基因整合表达载体的图谱如图 1

所示。  
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图 1  菊粉酶基因整合载体的示意图 
Fig. 1  Map of the inulinase integrating expression system. 
 

首先以 K. marxianus 基因组 DNA 为模板，采

用 PCR 法扩增 p-inu 基因，扩增出特异性谱带，大

小约为 2.4 kb，与预期一致；以 S. cerevisiae288c 基

因组 DNA 为模板，采用 PCR 法扩增 pgk 基因，扩

增出特异性谱带，大小约为 800 bp，结果如图 2 所

示，与预期一致。经 Blast 比对，与模板的相似性达

100％。HO/p-inu 经 NotⅠ酶切出现 3.1 kb 和 5.3 kb

两条谱带，HO/pgk-inu 经 NotⅠ酶切出现 3.1 kb 和

5.4 kb 两条谱带，结果如图 3 所示，证明整合载体

的连接成功。 

 

图 2  PCR 法扩增马克斯克鲁维酵母的菊粉酶基因和酿

酒酵母 288c 的 pgk 启动子基因 
Fig. 2  Amplification of the p-inu gene from K. marxianus and 
the pgk gene from S. cerevisiae 288c by PCR. M1: DL2000 DNA 
marker; 1−3: pgk promoter; 4: p-inu gene; M2: 1 kb marker. 

 

图 3  重组质粒的 NotⅠ酶切鉴定 
Fig. 3  Recombinant plasmids digested with Not I. M: 1 kb 
marker; 1−5: HO/pgk-inu digested with Not I; 6: HO/p-inu 
digested with Not I. 
 
2.2  S. cerevisiae 6525 的转化及转化子验证 

NotⅠ酶切载体 HO/p-inu、HO/pgk-inu，分别回

收 5.3 kb 和 5.4 kb 的线性目的片段，电击法转化，涂

布含有 300 μg/mL G418 的 YPD 培养基。挑取选择平

板上的抗性菌落进行培养。对生长出的菌体依次进

行基因组的提取和 PCR 扩增，HO/p-inu 转化子扩增

的片段包括 HO 的左边界，菊粉酶基因和 kam 基因，

预期的目标序列的长度为 4.8 kb；HO/pgk-inu 转化

子扩增的片段包括 pgk 的后半部分和菊粉酶基因的

前半部分，预期的目标序列的长度为 1 kb，而出发菌

株无整合片段，PCR 结果应为阴性。PCR 的电泳结 



李楠楠等: 菊粉酶基因在酿酒酵母中的表达及乙醇发酵  1037 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 4  转化子 HI6/6 和 HPI6/3 的 PCR 验证 
Fig. 4  Confirmation of the recombinants HI6/6 and HPI6/3 by PCR. M: 1 kb marker; 1: plasmid HO/p-inu; 2, 6: S. cerevisiae 6525; 
3: HI6/11; 4: HI6/6; 5: plasmid HO/pgk-inu; 7: HPI6/3; 8: HPI6/4. 
 
果如图 4 所示。HI6/6 和 HPI6/3 的产物大小与预期

相符，对 PCR 产物进行测序证明外源基因随 HO 片

段与染色体同源区域发生重组而整合到染色体上。

基因工程菌在无筛选压力下连续培养 20 代以上，仍

然保持 G418 抗性，说明整合的基因片段是稳定的。 

2.3  转化子的产酶情况 
为了考察转化子由于 ho 基因的破坏是否对酵

母的生长产生不利的影响及转化子产酶的情况，按

照前述的实验方法在摇瓶中对转化子的生长和产酶

能力进行测定，结果如图 5 所示。可见 HPI6/3 的生

物量在 24 h 达到了 6.4 g/L，在 168 h 时达到 9 g/L，

几乎与出发菌株生长一致，而 HI6/6 的生物量虽然

略低于出发菌株与 HPI6/3，但终点的生物量仍然达

到 8.2 g/L，说明转化子的生长状况并没有受到影响。

至于产酶情况，转化子 HI6/6 的酶活明显高于出发

菌株，48 h 前酶活没有明显提高，之后酶活迅速提

高，在 144 h 达到最高酶活 86 U/mL，是出发菌株的

4.5 倍，而 HPI6/3 的酶活略高于出发菌株，在 120 h

达到最高，为 23.8 U/mL。由此可以看出，该菊粉酶

基因利用自身的启动子比 pgk 启动子表达的菊粉酶

活要高。 

 

图 5  宿主菌和转化子 HI6/6 及 HPI6/3 的生长情况及菊

粉酶活力的变化 
Fig. 5  Yeast cell growth and inulinase production of the host 
and recombinants HI6/6 and HPI6/3 at aerobic conditions. 
Biomass and inulinase activity: S. cerevisiae 6525 (  and ); ◆ ◇

HI6/6 (▲ and ); HPI6/3 (■ and □).△  
 
2.4  转化子的发酵情况 

在摇瓶中对转化子 HI6/6 及 HPI6/3 的乙醇发酵

性能进行了测定，结果如图 6 所示。由图可以看出，

转化子在前 24 h，乙醇浓度迅速提高，总糖含量迅

速下降，还原糖浓度降低到 3 g/L，是发酵的主要阶

段；24 h 后，乙醇浓度增加缓慢，到 48 h 基本上达
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图 6  转化子 HI6/6 及 HPI6/3 的菊芋粉乙醇发酵性能 
Fig. 6  Ethanol fermentation performance of HI6/6 and HPI6/3 in the batch fermentations from Jerusalem artichoke. (A) Total sugar 
and ethanol concentration. S. cerevisiae 6525 (  and ), HI6/6 (▲ and ) and HPI6/3 (■ and □). (B) Reducing sugar◆ ◇ △  concentration 
and inulinase activity. S. cerevisiae 6525 (◆ and ); HI6/6 (▲ and ); HPI6/3 (■ and □).◇ △  
 

到发酵终点，乙醇浓度达到最高，总糖和还原糖浓

度基本上降到最低水平。HI6/6 与 HPI6/3 的最终乙

醇浓度分别为 55 g/L 和 52 g/L，均高于出发菌株

49 g/L，较出发菌株最终乙醇浓度分别提高了 12.24％

和 6.12％，糖醇转化率分别为 0.495 和 0.453，为理

论值的 96.9％和 88.6％，虽然 HPI6/3 不如 HI6/6

的终点乙醇浓度高，但是其发酵时间缩短了 12 h。

在发酵过程中，3 株菌的酶活逐渐增高，到 60 h 基

本上达到最高点，其中 HI6/6 的酶活力最高，达到

26 U/mL，明显高于出发菌株。总之，HI6/6 和 HPI6/3

的发酵性能均高于出发菌株，说明菊粉酶基因在酿

酒酵母中得到了很好的表达，而 HI6/6 的发酵性能

要优于 HPI6/3。 

3  讨论 

酿酒酵母是生产燃料乙醇的最成熟的菌种，具

有生长速度快、乙醇得率高、遗传背景清楚、生物

安全等优点，广泛应用于国内外的燃料乙醇生产中。

菊芋因其具有抗旱、抗盐、抗虫等优点成为极具开

发价值的非粮燃料乙醇生产原料。一般认为，普通

的酿酒酵母因不产生菊粉酶而不能直接发酵菊粉生

产乙醇[18-19]，但酿酒酵母具有分泌蔗糖转化酶的能

力，该酶 (SUC2) 的氨基酸序列与 K. marxianus 的

菊粉酶的氨基酸序列有 67％的相似性[20]，表现出部

分菊粉酶活力，所以，酿酒酵母能部分地水解菊芋

生成乙醇，但残余总糖较高，不能满足工业化生产

的需要。因此，本文通过采用菊粉酶启动子和酿酒

酵母 3-磷酸甘油酸激酶基因 (pgk) 启动子实现来源

于 K. marxianus 的菊粉酶在酿酒酵母中的高表达。

实验结果表明，两种启动子及目的基因在 ho 基因位

点整合后，不影响菌体的生长，且都能够启动菊粉

酶基因的表达。其中菊粉酶自身启动子效率较高，

最高菊粉酶酶活达到 86 U/mL，是出发菌株的 4.6

倍；而 pgk 启动子的效率略高于出发菌株，最高菊

粉酶酶活为 23.8 U/mL，是出发菌株的 1.5 倍。浓

度为 200 g/L 的粗菊芋粉的生料发酵结果表明，重

组表达菊粉酶的酿酒酵母的乙醇发酵速度较快，终

点乙醇浓度分别为 55 g/L 和 52 g/L，均高于出发菌

株 49 g/L，较出发菌株最终乙醇浓度分别提高了

12.24％和 6.12％，糖醇转化率分别为 0.495 和 0.453，

为理论值的 96.9％和 88.6％。为提高终点乙醇浓度，

我们尝试了补料发酵，当菊芋粉浓度提高到 280 g/L

时，乙醇的浓度可达到 10％以上，发酵可在 60 h 完

成 (数据另文发表)，表现出潜在的工业化应用价值。 
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