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摘要：从黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）克隆木聚糖酶基因ｘｙｎＢ ，利用重叠延伸ＰＣＲ法去除其中的内含子。将该

基因与质粒ｐＹＥＳ２连接，构建真核表达载体，用醋酸锂化转法导入酿酒酵母 （Ｓａｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＩＮＶＳＣ１
菌株表达。利用α信号肽替换基因原信号肽，以考察信号 肽 对 表 达 蛋 白 分 泌 的 影 响。结 果 获 得２株 重 组 菌 株，

分别为ｘｙｎＢ 连接原信号肽的ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ菌株和ｘｙｎＢ 连接α信号肽的ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α菌株。木聚糖酶Ｂ成

功表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测到约２４ｋＤａ目的蛋白质条带。木聚糖酶Ｂ最适催化温度为５０℃，最适催化ｐＨ值为５．

０，Ｍｎ２＋ 对酶活具有强烈的抑制作用。将α信号肽取代原信号肽使酶活达到最高的诱导时间由７２ｈ缩短为４８ｈ，

但是置换信号肽使最高酶活由７．５９Ｕ降低为３．９７Ｕ。
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　　半纤维素是植物性纤维材料的重要组成部分，而
木聚糖是半纤维素的 主 要 成 分，在 被 子 植 物 中 约 占

干物 质 重 的１５％～３０％，在 祼 子 植 物 中 占７％～
１２％［１］。木聚糖酶（ＥＣ３．２．１．８）可 以 将 木 聚 糖 降 解

成小分子物质，产物以低聚木糖为主，此外还有少量

的木糖、阿 拉 伯 糖 等 成 分。木 聚 糖 酶 广 泛 应 用 于 造

纸、食 品、饲 料 等 行 业［２］，例 如 造 纸 业 中 的 纸 浆 预 处

理、啤酒、果汁等饮料的澄清、饲料中抗营养因子的去

除、低聚木糖的生产等等。许多微生物可以产生木聚

糖酶，如黑曲霉、里氏木 霉［３］、青 霉 等［４］、灰 浅 红 链 霉

菌等。目前的研究主要集中在产木聚糖酶菌株筛选、
发酵培养基优化、诱变育种、木聚糖酶组分分离纯化

等，但对木聚糖酶基因的克隆、异源表达方面的研究

较少。本研究从１株黑曲霉菌株中克隆木聚糖酶基

因ｘｙｎＢ ，并在酿酒酵母中成功进行表达。酿酒酵母

被美国食品与药品管理局认定为一种安全菌［５］，用它

作为表达宿主，符合食品用与饲用酶制剂的要求。发

酵完成后，剩余菌体可以收获，制成高蛋白饲料，既可

以避免环境污染，又可以增加经济效益。

１　材料与方法

１．１　材料

　　黑曲霉４０６１６菌株购自中国工业微生物菌种保

藏管理中心（ＣＩＣＣ），大肠杆菌ＤＨ５α、酿酒酵母ＩＮ－
ＶＳＣ１（ｌｅｕ?ｔｒｐ?ｈｉｓ?ｕｒａ －）、大肠杆菌酿酒酵母穿梭

质粒ｐＰＹＥＳ２均由本实验保藏。

　　限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ、连接酶、ＬＡ　Ｔａｑ
酶购自宝生物工程（大连）有限公司，测序委托上海英

骏公司进行。无氨基酸酵母氮源（ＹＮＢ）购自Ｄｉｆｃｏ，

ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ，ｔｒｐｔｏｎｅ购 自 ＯＸＯＩＤ公 司，其 他 试 剂

为国产分析纯。

　　培 养 基 有 ＬＢ培 养 基（１％ＮａＣｌ，１％ｔｒｐｔｏｎｅ，

０．５％ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ）、ＹＰＤ培 养 基（２％葡 萄 糖，２％
ｔｒｐｔｏｎｅ，１％ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ）、ＳＣ－Ｕ 培 养 基（２％葡 萄

糖，０．６７％ＹＮＢ，０．１１５％缺 省 尿 嘧 啶 的 氨 基 酸 混 合

物），和诱导培养基（用半乳糖代替葡萄糖即可）。固

体培养基添加２％琼脂。

１．２　实验方法

１．２．１　黑曲霉ｘｙｎＢ 基因克隆、内含子去除与序列
分析

　　使 用 袁 洪 水 等［６］的 方 法 提 取 黑 曲 霉 基 因 组

ＤＮＡ，作为 扩 增ｘｙｎＢ 基 因 的 模 板。参 考 ＧｅｎＢａｎｋ
上黑曲霉ｘｙｎＢ 基 因 核 酸 序 列（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ：

ＥＵ４２３８８１）设 计 引 物。利 用 引 物 对ｘｙｎＢ－１，ｘｙｎＢ４
扩增木聚糖酶基因ｘｙｎＢ ，利用引物对ｘｙｎＢ１，ｘｙｎＢ－
２扩增外显子１，引物对ｘｙｎＢ３，ｘｙｎＢ４扩增外显子２，
然后将两个外显子进行重叠延伸ＰＣＲ（ｇｅｎｅ　ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｂｙ　ｏｖｅｒｌａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ＰＣＲ）［７］，得到去除内含子的木

聚糖酶基因ｘｙｎＢ 。用质粒ｐＰＩＣ９Ｋ作模板，利用引

物对ａｌｐｈａ－１，ａｌｐｈａ２扩增α信号肽，利用ａｌｐｈａ－３，ａｌ－
ｐｈａ４扩增去除 自 身 信 号 肽 的ｘｙｎＢ 基 因，通 过 重 叠

延伸ＰＣＲ，可得到与α信号肽融合的ｘｙｎＢ 基因。将

黑曲霉ｘｙｎＢ 基因核酸序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ（Ａｃｃｅｓ－
ｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ：ＫＣ４１７３９４），选 用Ｂｌａｓｔ程 序 进 行 同 源

性搜索，对序列进行分析。实验所用引物序列如下：

ｘｙｎＢ１：５ －ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＴＧＣＴＣＡＣ－
ＣＡＡＧＡＡＣ－３；ｘｙｎＢ２：５－ＣＴＧＴＡＧＧＴＧＡＴＧＴＣ－
ＣＴＧＣＧＣＡＣＴＴＣＣＧ －３；ｘｙｎＢ３：５ －ＣＧＧＡＡＧＴ－
ＧＣＧＣＡＧＧＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣＡＧ－３；ｘｙｎＢ４：５－ＣＧ－
ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ－
ＣＴＧＡＡＣＡＧＴＧＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧ－３；ｘｙｎＢ?ａｌｐｈａ－
１：５－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＴＧＡＧＡＴＴＴＣＣＴ－
ＴＣＡＡＴＴ－３；ｘｙｎＢ?ａｌｐｈａ－２：５－ＧＴＣＧＴＧＧＧＧＡＡ－
ＣＡＧＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＣ－３；ｘｙｎＢ ?ａｌｐｈａ－３：５－
ＧＡＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＣＴＧＴＴＣＣＣＣＡＣＧＡＣ－３；ｘｙｎＢ

?ａｌｐｈａ－４：同ｘｙｎＢ４。下划线处表示酶切位点。

１．２．２　重组表达质粒构建和酿酒酵母感受态制备与
转化

　　扩增的基 因 含 有ＥｃｏＲⅠ，ＸｂａⅠ酶 切 位 点，双

酶切以后，通过Ｔ４连接酶与同样经过双酶切处理的

质粒ｐＹＥＳ２相 连，转 化 大 肠 杆 菌 ＤＨ５α，菌 落ＰＣＲ
筛选阳性转化子，提取质粒送交测序公司测序。重组

质粒按照信号肽不同分别命名为ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ（含自

身信号肽）和ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α（含α信号肽）。按照ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司实验 方 法 进 行 酿 酒 酵 母 化 学 感 受 制 备

（醋酸锂法）及重组质粒转化，重组酿酒酵母根据转入

质粒的不同，分别命名为酿酒酵母ｐＹＥＳ２、酿酒酵母

ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ、酿酒酵母ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α。

１．２．３　重组酿酒酵母诱导表达和重组木聚糖酶纯化

　　重 组 酿 酒 酵 母 用ＳＣ－Ｕ 培 养 基 培 养２４ｈ，测 定

ＯＤ６００ ，计算使５０ｍｌ诱导培养基ＯＤ６００ 达到０．４所需

的菌液，收集菌液，离心，菌体转入５０ｍｌ的诱导培养
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基进行 诱 导，培 养 温 度３０℃，转 速１８０ｒ／ｍｉｎ。每 隔

１２ｈ取样，４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清即为粗酶

液。酿 酒 酵 母 经 诱 导 培 养 后，收 集 培 养 液，４℃，

８０００ｒ／ｍｉｎ离心，收集上清，用８０％饱和度的（ＮＨ４）２
ＳＯ４沉 淀，沉 淀 用ｐＨ 值５．０的 缓 冲 液 溶 解，超 滤

（ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＭＷＣＯ＝３ｋＤａ），ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检 测 重 组

蛋白。

１．２．４　木聚糖酶酶活和酶学性质测定

　　适 当 稀 释 的５０μｌ木 聚 糖 酶Ｂ，加 入１．９５ｍｌ的

１％木聚糖（磷 酸 氢 二 钠 －柠 檬 酸 缓 冲 液 配 制，ｐＨ 值

５．０，５０℃下反应３０ｍｉｎ，加入２ｍｌＤＮＳ溶液灭 活，沸

水浴１０ｍｉｎ，冰 浴 冷 却，定 容 到２５ｍｌ，测 量ＯＤ５２０。１
个酶活单位（Ｕ）定义为在上述反应条件下，每分钟释

放１μｍｏｌ木糖的酶量［８］。

　　木聚糖酶酶学性质测定在其他测定条件不变的

情况下，测量不同温度下酶活力（３０～８０℃），考察温

度对酶催化活力的影响。在最适温度下，使反应在不

同ｐＨ值的缓冲液（ｐＨ值３～８）中进行，考察ｐＨ值

对酶 活 力 的 影 响。木 聚 糖 酶 在 不 同 温 度 中 保 持

３０ｍｉｎ（２０～８０℃），然后在最适温度，最适ｐＨ值反应

条件下测定残余的酶活，以４℃保温处理的木聚糖酶

酶活计为１００％，考 察 酶 的 热 稳 定 性。酶 在 不 同ｐＨ
值缓冲液中孵育３ｈ后，测定残余酶活，未经过处理的

木聚糖酶酶活计为１００％，考察木聚糖酶Ｂ的ｐＨ值

稳定性。反应底 物 中 加 入 终 浓 度１ｍＭ 的 不 同 金 属

离子，测定酶活，以未加金属离子时测得的酶活计为

１００％，考察金属离子对木聚糖酶酶活的影响。

２　结果与分析

２．１　木聚糖酶ｘｙｎＢ基因的克隆与内含子的去除

　　琼脂糖凝胶电 泳 出 现１条 约７５０ｂｐ的ｘｙｎＢ 基

因条 带，通 过 重 叠 延 伸 ＰＣＲ，得 到 去 除 内 含 子 的

ｘｙｎＢ 基 因（图１）。测 序 结 果 与 黑 曲 霉ｘｙｎＢ 基 因

（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ：ＡＹ１２６４８１）同 源 性 最 高，为

９８％，而两者编码的蛋白质序列则完全相同，这是由

于突变主要发生在内含子区的缘故。

２．２　信号肽对重组木聚糖酶诱导表达的影响

　　电泳分析和测序证实带ｘｙｎＢ 基因的ｐＹＥＳ２质

粒已经成功 导 入 酿 酒 酵 母ＩＮＶＳＣ１菌 株 后，按 照 方

法１．２．５进行木聚糖酶Ｂ的诱导表达（图２）。含 空

质粒ｐＹＥＳ２的酿酒酵母ｐＹＥＳ２未 检 测 到 木 聚 糖 酶

酶活，而酿酒酵母ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α与酿酒酵母ｐＹＥＳ２
?ｘｙｎＢ均 检 测 到 木 聚 糖 酶 酶 活。酿 酒 酵 母ｐＹＥＳ２－
ｘｙｎＢ在诱导７２ｈ后酶活最高，为５．５６Ｕ，而酿酒酵母

ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α则 在 诱 导４８后 酶 活 最 高，为３．９８。

酿酒酵母ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ最高酶活为酿酒酵母ｐＹＥＳ２－
ｘｙｎＢ?α最高酶活的１．９倍，表明对于木聚糖酶Ｂ而

言，信号肽种类对分泌具有显著的影响，自身信号肽

引导分泌的能力要比α信号肽要强。

图１　ｘｙｎＢ 基因的克隆与内含子的去除

　　Ｆｉｇ．１　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｘｙｎＢａｎｄ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｉｎｔｒｏｎ

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１．外 显 子１；２：外 显 子２；３：不 含 内 含 子 的

ｘｙｎＢ ；４：含内含子ｘｙｎＢ

　　 Ｍ：ｍａｒｋｅｒ，１．ｅｘｏｎ１，２：ｅｘｏｎ２，３：ｘｙｎＢｇｅｎｅ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｉｎ－
ｔｒｏｎ，４：ｘｙｎＢｇｅｎｅ　ｗｉｔｈ　ｉｎｔｒｏｎ

图２　诱导时间与酶活的关系

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｘｙｌａｎａｓｅ　Ｂ　ａｃｔｉｖｉｔｉｙ
—◇—：ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ?α；—■—：ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ．

２．３　重组木聚糖酶表达验证

　　通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检 测，酿 酒 酵 母ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ
出现１条约２４ｋＤａ的目的蛋白质条带，而酿酒酵母

ｐＹＥＳ２未有此条 带 出 现，说 明 此 条 带 的 确 为 木 聚 糖

酶Ｂ（图３），表明ｘｙｎＢ 基因在ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ菌株得

到表达。

２．４　重组木聚糖酶Ｂ的酶学性质

２．４．１　木聚糖酶Ｂ的最适催化温度与ｐＨ值

　　测定不 同 温 度 下 木 聚 糖 酶 酶 活，结 果 如 图４所

示。从图４中可以 看 出，木 聚 糖 酶Ｂ在４５～５５℃的

温度范围催化活力最高，超过５５℃酶活急剧降低，这

可能是 高 温 导 致 酶 的 不 可 逆 变 性 所 致。测 定 不 同

ｐＨ值条件下木聚糖酶Ｂ的酶活，结果如 图５所 示。
从中可以看出，木 聚 糖 酶Ｂ在 酸 性 条 件 下 催 化 活 力

０５１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



较强，ｐＨ 值为５时活力最高，ｐＨ 值 超 过６时，酶 活

急剧下降。

图３　木聚糖酶Ｂ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｘｙｌａｎａｓｅ　Ｂ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

　　Ｍ：蛋白质分子 量 标 准；１：酿 酒 酵 母ｐＹＥＳ２；２：酿 酒 酵 母

ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ

　　 Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄａｒｄ，１：Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

ｐＹＥＳ２，２：Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ｐＹＥＳ２－ｘｙｎＢ

图４　温度对木聚糖酶活力的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｘｙｌａｓｅ　Ｂ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

图５　ｐＨ值对木聚糖酶活力的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｘｙｌａｎａｓｅ　Ｂ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．４．２　木聚糖酶Ｂ的温度及ｐＨ值稳定性

　　从图６中可以看 出，木 聚 糖 酶Ｂ在５０℃以 下 较

稳定，保 温３０ｍｉｎ，酶 活 几 乎 没 有 损 失，５０℃保 温

３０ｍｉｎ后，酶 活 几 乎 损 失 一 半，而５０℃以 上，酶 非 常

不稳定，保温３０ｍｉｎ后，未能检测到酶活。从图７中

可以看出，木聚糖酶Ｂ的ｐＨ 稳 定 性 很 强，在ｐＨ 值

为３～１１的缓冲液中，酶活几乎没有损失。

图６　温度对木聚糖酶Ｂ稳定性的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｘｙｌａｎａｓｅ　Ｂ

图７　ｐＨ值对木聚糖酶Ｂ稳定性的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｘｙｌａｎａｓｅ　Ｂ

２．４．３　金属离子对木聚糖酶酶活影响

　　由图８可知，Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋ 对木聚糖酶Ｂ具

有抑制作用，其 中 Ｍｎ２＋ 的 抑 制 作 用 最 强，可 使 酶 活

降低约３０％，Ｃｕ２＋ 则具有一定的激活作用，可使酶活

增加７．９％，Ｆｅ２＋、Ｎｉ　２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｇ２＋ 对酶活没有显著

的作用。

图８　金属离子对木聚糖酶Ｂ酶活的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｌ　ｉｏｎ　ｏｎ　ｘｙｌａｎａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

３　讨论

　　通过优化产酶培养基与产酶条件，使黑曲霉液体

发酵生产木聚糖酶的产量提高了数倍。为进一步提

高木聚糖酶的产量，采用基因工程的方法，克隆了黑

曲霉木聚糖酶基因ｘｙｎＢ 并在酿酒酵母中进行表达。
实验结果显示，木聚糖酶基因ｘｙｎＢ 在酿酒酵母中成

功表达。利用酿酒酵母的α信 号 肽 引 导 木 聚 糖 酶Ｂ
的胞外分泌，酶活为３．９８Ｕ，用木聚糖酶Ｂ自身信号

肽引导木聚糖酶Ｂ的胞外分泌，酶活为７．５６Ｕ，是α
（下转第１５７页Ｃｏｎｔｉｎｕｅ　ｏｎ　ｐａｇｅ　１５７）　　
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利用鼠李糖乳杆菌发酵木薯淀粉产Ｌ－乳酸的最高发

酵浓度为１７５．４ｇ／Ｌ，糖酸转化率为７８．８３％，所用菌

株为ＣＡＳＬ［１３］。与之相比，本文报道 的ＳＣＴ－１０－１０－
６０发酵木薯淀粉产Ｌ－乳酸的最大 浓 度 为２０３．３３ｇ／

Ｌ，糖酸转化率为７８．８５％，指标略高于ＣＡＳＬ菌株。

ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株具有较高的潜在工业利用价值。
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信号肽分泌效率的１．９倍，说明信号肽的种类对木聚

糖酶Ｂ表达量具有显著的影响。与黑曲霉菌株液体

发酵相比，重组酿酒酵母的木聚糖酶产量有相当程度

的下降，分析原因可能是酿酒酵母分泌蛋白质能力较

差，导致木聚糖酶Ｂ产量降低；酶活降低也可能与菌

株的性质有关，Ｇｏｒｇｅｎｓ等发现异源木聚糖酶在营养

缺陷的酿酒酵母菌株中分泌严重降低，虽然可以通过

在培养基中添加相应的氨基酸来克服，但是酿酒酵母

的生长速度仍然缓慢。分析原因可能是细胞既要合

成氨基酸，又要分泌蛋白，导致细胞的负担加重［９］。

　　为解决木聚糖酶Ｂ在酿酒酵母中表达产量比黑

曲霉菌株液体发酵产量要低的问题，下一步的研究可

从以下两方面着手：一是克隆黑曲霉中其他木聚糖酶

基因，在酿酒酵母中表达。由于黑曲霉中具有多种木

聚糖酶基因，木 聚 糖 酶Ｂ可 能 不 是 复 合 酶 系 中 发 挥

主要作用的成分。如果克隆黑曲霉中其他木聚糖酶

基因，然后进行异源表达，可能会得到较好的结果；二
是更换表达宿主 ，如乳酸克鲁维酵母、粟酒裂殖酵母

等。乳酸克鲁维酵母已经成功表达多种外源蛋白质，
具有分泌能力超强、安全、大规模发酵特征优良、整合

表达能力等优点。
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