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摘要:将来自嗜热放线细菌 Thermobif ida f usca的木糖异构酶 ( x ylose isomerase, X I)基因 xy lA ,连接于酵母表达

载体 pYES2的半乳糖诱导启动子 ( PGAL )下 ,得到重组质粒 pYES2-xy lA ,用其转化酵母菌 INV Sc1,测定重组

酵母菌株 INVSc1-xyl A的木糖异构酶活性 ,并对重组酵母菌株进行木糖葡萄糖共发酵试验 ,探讨在酿酒酵母中

建立新的生产乙醇木糖代射途径。结果木糖异构酶在 75℃ , pH值 6. 8的酶活力最高 ,在酿酒酵母中成功地获得活

性表达 ,并且 SDS-PAGE电泳有明显的特异性表达产物带 ,单体分子量为 43kD。INV Sc1-x yl A在木糖葡萄糖共

发酵实验中消耗木糖和产生乙醇分别比对照菌提高 53. 8%和 36% ,提高了其生产乙醇的能力。
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Abstract: The xylose isomerase gene xy lA of Thermobi f ida f usca was successfully cloned in the

yeast expression vecto r pY ES2 to const ruct recomninant that consume xy lose to produce

ethanol. The fused gene w as under the control of the galactose-ind-ucible promoter ( PGAL) . The

recombinant plasmid was transformed into the yeast stain Saccharomyces cerevisiae INV Sc1 by the

lithium aceta te method. The recombinant strain named INV Sc1 /pYES2-x ylA was abtained. The

recombinant x ylose isomerase activity w as determined by the modified g lucose oxidase assay and

show ed the highest activity at 75℃ and pH6. 8. Production of recombinant xy lose isomerase w as

seen in the Coomassie stained SDS-PAGE gel and the molecular mass was estimated to be

43kD. Glucose and xylose co-fermentation by INV Sc1 /pYES2-x ylA were carried out , the

consumption of x ylose and the production of ethanol w ere 53. 8% and 36% higer than the control

st rain INV Sc1 /pYES2.

Key words: x ylose metabolize, x ylose isomerase, Thermobi f ida f usca , Saccharomyces cerevisiae

　　木质纤维素是年产量巨大而且目前尚未被充分

利用的可再生资源 ,广泛存在于农副产品及林业加工

的木质废弃物 ,以及造纸厂废弃物中 ,其水解物中木

糖的含量仅次于葡萄糖。如果能有效利用这些可再生

资源 ,将可以缓解能源和环境污染危机 [1 ]。燃料乙醇

是有发展前景的环境友好清洁能源之一 ,促进木糖向

乙醇的生物转化是充分利用木质纤维素生物质 ,降低

乙醇生产成本的关键环节之一 [2 ]。近年来 ,很多研究

者致力于构建能够利用木糖发酵产酒精的重组酵母

菌 ,拓展酵母菌转化出乙醇的底物。这对于木质纤维
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素资源全面利用具有重要的理论意义和应用价值
[ 3]
。

　　酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae )是传统的乙

醇生产菌株。酿酒酵母缺乏将木糖转化为木酮糖的代

谢途径而不能很好地利用木糖 ,但是其可以代谢木糖

的异构体形式:木酮糖 [ 4]。木糖在木糖异构酶 ( xylose

isomerase, XI)的作用下直接转化形成木酮糖。细菌的

木糖异构酶 (X I, EC5. 3. 1. 5)在体内可以直接转化木

糖到木酮糖 ,不需要辅酶 ,被认为是构建代谢木糖酿

酒酵母工程菌株的便利途径 [5 ]。但是许多不同种属来

源的木糖异构酶在酿酒酵母中均没有得到活性表

达
[6～ 8 ]

,直到 1996年 Walfridsson等
[5 ]
首次在酿酒酵

母中实现了嗜热细菌 Thermus thermophilus木糖异构

酶的活性表达。目前只有 Thermus thermophilus
[5 ]及

Piromyces sp. [9 ]的木糖异构酶基因 x ylA在酿酒酵母

中得到了活性表达。成功构建利用木糖酿酒酵母工程

菌株的例子不多 ,仍然有必要再探讨木糖异构酶在酿

酒酵母中的表达及其对发酵木糖生产乙醇的影响。

　　由于嗜热细菌的木糖异构酶基因能在酵母菌中

有活性表达 ,所以我们克隆嗜热放线菌 T . f usca的木

糖异构酶基因 ,并转化酿酒酵母 ,初步研究工程菌株

利用木糖葡萄糖共同发酵生产乙醇 ,为进一步在酿酒

酵母中建立新的木糖代谢途径打下基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株和质粒

　　大肠杆菌 E. coli DH5α: [ F
-
Υ80d lacZ△ M15

△ ( lacZYA-argF) U169 deoR recA 1 endA 1 hs-

dR17 ( rk
-

mk
+ ) supE44λ

-
thi-1 g rA96 relA 1,用

于克隆 ,为本实验室保藏 ]。作为酵母受体菌株的酿酒

酵母 ( S. cerevisiae) INV Sc1 ( MATa his3Δ1 leu2 t

rp1-289 ura3-52)和表达质粒 pYES2购自英骏生物有

限公司 ,用于 xylA基因表达的酵母表达质粒 pYES2

携带有半乳糖启动子 ,为 E. coli和 S. cerevisiae之间的

穿梭载体 ,在 E.coli中的选择标记为 Amp
r ,而在

S. cerevisiae中的选择标记为尿嘧啶 U
+ 。重组质粒

pYES2-x ylA和重组酵母菌 INV Sc1( pYES2-xyl A)

为本研究中作者自己构建。

1. 2　培养基及培养条件

　　 E. coli在 LB培养基中于 37℃培养 ,添加 100μg /

m l氨苄青霉素用以筛选转化子。 S. cerevisiae在 Y PD

培养基中培养于 30℃。在不含尿嘧啶的酿酒酵母完全

合成培养基 SC-U [( synthetic complete medium, SC-

U): 1. 7g /L无氨基酸的酵母基础氮源 ( yeast nit rogen

base, YNB) 、 5g /L ( N H4 ) 2 SO4 ,添加必需的氨基酸

(组氨酸、亮氨酸和色氨酸 ) ]上筛选转化子 ,酿酒酵母

完全合成培养基或添加其他营养成分以及 25g /L木

糖和 20g /L葡萄糖后用发酵培养基。

1. 3　分子生物学操作程序

　　常规分子生物学操作程序参照文献 [10 ]及有关

公司提供的操作手册进行。 E.coli的转化采用常规

CaCl2法 ;酵母转化采用醋酸锂完整细胞转化法 [11 ]。

PCR引物合成由捷瑞生物技术有限公司完成。扩增

xylA基因的引物如下:

sense Primer:

5’ -AC TCATA TGAAATCT AAAAGATTCCAAGTAT-3’

antisense Primer:

5 ’ -ATAGGA TCCT TACTCT TCTATTCT TAAT TTATT T-

3’

其中斜体部分分别为 N deⅠ 和 Bam HⅠ 酶切位点。

PCR反应采用德国的 Whatman Biometra PCR仪。

1. 4　粗酶液制备

　　酿酒酵母转化子摇瓶液体培养在 SC诱导培养

基 (含 2%半乳糖的 SC-U培养基 )中培养 8～ 12h,离

心收集菌体 ,用 100mmol /L, pH值 7. 0的磷酸钠缓冲

液洗涤 2次 ,菌体悬浮于新配制的裂解缓冲液

( 100mmol /L 磷 酸 缓 冲 液 , 0. 5mmol /L EDT A,

0. 5mmol /L DTT, 1mmol /L PM SF, pH值 7. 0)中。菌

悬液加入适量玻璃珠 (直径 0. 5mm ) ,在漩涡振荡器

振荡处理 30～ 50 s,冰浴 5min。破碎重复 3～ 5次。将细

胞破碎液于 10000g , 4℃离心 10min,收集上清液 ,即

为粗酶液 ,储存于 - 20℃用于酶活性测定及蛋白含量

分析。

1. 5　酶活性测定方法

　　木糖异构酶活性以转化果糖为葡萄糖的能力表

示
[ 12]
。将酶活反应液 1000μl ( 0. 1 mol /L pH值 7. 0的

HEPES 缓冲 液 , 400 mmol /L 果 糖 , 10 mmol /L

M nCl2 , 100μl酶粗液 ) , 80℃保温处理 10min,加入 3ml

50%的三氯乙酸以终止反应。产生的葡萄糖应用葡萄

糖氧化酶试剂盒 (上海荣盛生物技术有限公司出品 )

进行定量。

　　酶活定义为 1个酶活单位等于每分钟催化 1μmol

底物 (果糖 )转化为产物 (葡萄糖 )所需要的酶量。

　　蛋白含量的测定按 Coomassie Blue法进行 ,以牛

血清白蛋白为标准品。

1. 6　 SDS-PAGE电泳方法

　　采用不连续缓冲系统的 SDS-PAGE电泳 ,参照

文献 [13]的操作程序以及有关公司提供的操作手册

进行。

1. 7　葡萄糖与木糖共发酵实验方法

　　从平板上挑取重组酿酒酵母菌落 ,在 YPD液体
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培养基中 30℃过夜培养后 ,于 2000rpm, 4℃离心

5min,弃上清 ,菌体用 0. 9%生理盐水洗涤 2次 ,沉淀

重悬于 2ml诱导培养基 (含 2%半乳糖的 SC-U培养

基 )并接入 50ml诱导培养基中 , 30℃、 220rpm条件下

振荡培养 8～ 12h。同前述离心收集洗涤菌体 ,沉淀重

悬于 10ml木糖发酵培养基 (含 2. 0%葡萄糖和 2. 5%

木糖的 SC-U培养基 )并接入 100ml SC-U木糖培养

基中 ,控制初始 A600约为 0. 4,于 30℃、 90rpm条件下

摇床限氧发酵 72h。

　　用高效液相层析方法 ( HPLC)分析共发酵底物

的消耗以及用气相色谱方法分析共发酵产物的产出。

高效液相色谱仪 ,使用 Waters carbonhydrate柱 ,恒定

柱温 30℃ ,恒定流速为 lml /min,流动相为 80%的乙

腈水溶液 ,用 2414示差检测器 (美国 Waters公司出

品 )检测。

2　结果与分析

2. 1　带有 xylA基因的重组质粒的构建

　　以嗜热细菌 T . f usca的总 DNA为模板 , PCR扩

增 T . f usca的木糖异构酶基因 xylA ,结果 (图 1) ,扩

增出 1. 1kb大小的目的 DNA片段。以限制性内切酶

N deⅠ 和 Bam HⅠ 分别对 x ylA和表达质粒 pYES2

处理后 ,回收 xyl A基因和 pYES2大片段 ,经连接酶

连接得到重组质粒 pYES2-xy1A。

图 1　 xyl A的 PCR扩增

Fig . 1　 Aplifica tion of xy lA gene by PCR

1. DN A Marker DL200; M . xyl A gene.

2. 2　重组酵母菌的构建与重组酶的表达

　　用重组质粒 pYES2-xy1A 转化酿酒酵母

INV Sc1,在不含尿嘧啶的 SC平板上各获得了几十个

转化子 ,转化子细胞破碎液以 P1、 P2为引物作 PCR

扩增 ,可以获得 1条 1. 1kb左右的扩增片段 ,分离提取

重组表达质粒进行酶切鉴定 ,酶切图谱与预期的一

致 ,说明所获转化子确为含有 pYES2-xy1A的重组

酵母菌 ,命名为 INSc1 /pYES2-xy1A。对照空载体

pYES2的转化子不能获得 1. 1kb左右的扩增片段。

粗酶液的 SDS-PAGE电泳结果 (图 2显示 ,酵母重组

菌株 INSc1有明显特异性表达产物带产生 ,分子量为

43kD,与文献 [5 ]报道的木糖异构酶单体的分子量相

同。说明该木糖异构酶基因已经在酿酒酵母中得到表

达 , 530 nm光密度扫描结果表明外源蛋白表达量约

占可溶性蛋白的 16%。

图 2　 SDS-PAGE电泳结果

Fig. 2　 Pattern of SDS-PAGE

　　 M. Low -mo lecular weigh t standa rd; 1, 2. Control strain; 3,

5. Recombinants S. cerevisiae INSc1 with x ylA gene.

2. 3　重组木糖异构酶的酶活性

　　以 pYES2-xy1A和 pYES2空载体的转化子诱导

表达后的细胞破碎液在文献 [5 ]报道的最适条件 ( 80

℃、 pH7. 0)下测得 xy 1A转化子的细胞破碎液有明显

酶活 ,酶活力为 28U /ml, pYES2空载体转化子的细胞

破碎液没有酶活 ,表明该木糖异构酶基因已在酿酒酵

母中得到表达。

2. 4　重组酶的性质

　　以酿酒酵母工程菌 IN Sc1的粗酶液分别测定不

同温度及不同 pH值下木糖异构酶的酶活结果 (图 3)

显示 ,重组酵母转化子产生的木糖异构酶 ,在 25℃到

90℃的温度范围内 ,最适作用温度为 75℃ ,而温度在

30℃及 40℃时 ,该酶的相对酶活力分别为 33%及 50%

(图 4A) ,说明在酵母菌的最适生长温度下 ,此异构酶

的活力接近于中等水平 ,重组酵母菌产生的木糖异构

酶的最适 pH值为 6. 8(图 3B)。而对照菌株 ( INVSc1-

pYES2)在所测定条件下均未检测到木糖异构酶酶

活。

　　将 T . f usca的木糖异构酶基因 xylA置于 PGAL

启动子下 ,转化酿酒酵母 ,成功地在酿酒酵母中得到

木糖异构酶的活性表达 ,由酿酒酵母重组子 IN Sc1产

生的木糖异构酶最高酶活条件为温度 75℃ , pH值

6. 5,在这一反应条件下 ,酿酒酵母重组子 IN Sc1木糖

异构酶的发酵液酶活约为 46U /ml。

448 Guangx i Sciences, Vol. 16 No. 4, November 2009



　　图 3　不同温度 ( a)及 pH值 ( b)下重组酿酒酵母菌株的木

糖异构酶活性

　　 Fig. 3　 The relativ e activity at different tem perature ( a )

and p H value ( b) of the recombinant x y lose isomera se

2. 5　重组酿酒酵母木糖葡萄糖共底物发酵结果

　　各工程菌株表现出相似的生长 ,最大生长量均在

A600 6. 0左右 ,达到最大生长量的时间均为 18h。图 4

表明 ,酵母菌利用葡萄糖的能力大于木糖 ,并且优先

利用葡萄糖。重组酵母菌株 INV Sc1 /pYES2-x ylA经

过 72h发酵 ,消耗木糖 7. 6g /L ,产生乙醇 9. 7g /L,重

组酵母菌株 INV Sc1 /pYES2-x ylA木糖的消耗和乙

醇产量分别比对照菌提高 53. 8%和 36% ,说明尝试建

立的 XI木糖代谢途径。促进了酿酒酵母利用木糖发

酵生产乙醇的能力。

　　图 4　重组菌株葡萄糖木糖共底物发酵实验结果

　　 Fig. 4　 Co fermenta tion of g luco se and xy lose by the

recombinent strains

　　—■— :木糖 ;—◆— :葡萄糖 ;— ▲— : 酒精 ;—×— :木糖醇。

　　—■— : X ylo se;—◆— : Gluco se;—▲— : Ethanol;—×— : Xy lito l。

3　结束语

　　本研究利用 PCR技术克隆出嗜热放线细菌

T . f uscad的木糖异构酶并置于酿酒酵母的表达载体

pYES2的 PGAL启动子下进行表达 ,实现了嗜热菌

木糖异构酶在酿酒酵母中的活性表达。工程菌

INVSc1-xyl A消耗木糖和产生乙醇分别比对照菌提

高 53. 8% 和 36% ,提高了其在厌氧条件下发酵葡萄

糖和木糖产生乙醇的能力。

　　利用基因工程技术构建和改良酵母菌 ,提高它们

对木糖的发酵能力是可行的。但是这些重酵母还存在

着许多问题需要解决 ,比如 ,来源于嗜热菌的 xyl A

虽然能够在酿酒酵母中活性表达 ,但是其最适反应温

度较高 ( 75℃ ) ,而在常规酵母培养温度 ( 30～ 35℃ )下

活性较低 [5 ] ,这就给重组菌株对木糖的利用造成一定

的障碍。

　　本研究尝试从嗜热放线细菌克隆木糖异构酶基

因并在酿酒酵母中进行表达 ,为在酿酒酵母中构建能

利用木糖生产乙醇的酵母工程菌提出了一个新的思

路 ,同时还成功构建了能够利用木糖产乙醇的酵母工

程菌。但是木糖乙醇的转化率还不高 ,必须要进一步

对酵母工程菌进行改造 ,以期望获得比较理想的酵母

工程菌。
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