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摘要：【目的】研究生淀粉结合域ＳＢＤ及糖化酶基因在毕赤酵母中的融合表达，提高酶的表达量和水解生淀粉的

能力。【方法】利用Ｉｎ－ｆｕｓｉｏｎＴＭ　ＰＣＲ克隆技术将淀粉结合域ＳＢＤ无缝隙插入到黑曲霉糖化酶基因ｇｌｕ的５′端

构建融合表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ，实现融合酶基因ｐｓｇ在毕赤酵母ＧＳ１１５中的高效表达，并进行酶学性质研究。

【结果】融合酶的最适作用条件及热稳定性均与原 始 酶 无 明 显 差 别，但 反 应 温 度 及ｐＨ值 的 范 围 更 为 宽 泛，在 反

应温度６０～７０℃，ｐＨ值为４．０～７．０时均较稳定；融合酶ＰＳＧ降解生淀粉的能力较原始酶ＰＧ提高２９．６％，比

原始菌株提高８６．５％。【结论】淀粉结合域ＳＢＤ的融合提高了糖化酶水解生淀粉的能力。
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０　引言

　　【研究意义】淀粉能被多种淀粉酶水解，但这些酶

中大约只有１０％能 结 合 并 降 解 生 淀 粉［１］，其 中 生 淀

粉糖化 酶（Ｒａｗ　ｓｔａｒｃｈ－ｄｉｇｅｓｔｉｎｇ　ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ，ＲＳ－
ＧＡ）是一种可以水解生淀粉的葡萄糖糖化生淀粉酶，
可直接将未经蒸煮糊化的生淀粉降解成为葡萄糖，并
可将淀粉发酵酒精中的糊化、液化、糖化三步变为一

步，省去现代工业发酵生产酒精过程中的淀粉前期处

理工艺，节约 能 源 消 耗，降 低 发 酵 生 产 酒 精 的 成 本。

ＲＳＧＡ通常具有一个明显的序列结构模块，即淀粉结

合域ＳＢＤ（Ｓｔａｒｃｈ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎｓ，ＳＢＤ）［２］。真菌中

的糖化酶所含有的ＳＢＤ序列一般包括大约１００个氨

基酸残基，是一个由７个β链组成扭曲而且开放的β
桶形结构［３－４］。文 献［２，５］证 明，ＳＢＤ可 以 在 整 个 蛋

白结构中保持独立的功能，与糖化酶或淀粉酶融合后

可显著增加不溶性淀粉在酶分子活性中心的浓度，赋
予普通糖化酶或淀粉酶降解生淀粉的能力。【前人研

究进展】现已 发 现 在 细 菌、真 菌 的α?淀 粉 酶、β?淀 粉

酶、细菌的环糊精转移酶以及真菌的糖化酶中都存在

淀粉结合域［６］。本实验室杨键等［７］将ＳＢＤ插入α?淀

粉酶（ＣＮ７Ａ）基因的５′端融合表达，淀粉酶酶活提高

８．７倍，另有研究证明来源米根霉的糖化酶生淀粉酶

活力显著，生淀粉利用率为６５％～７０％，可以通过基

因克隆和融合表达的方式，进一步提高生淀粉酶的活

力。【本研究切入点】目前对该结合域融合表达的研

究较少，而将淀粉结合域连接到糖化酶实现融合表达

的研究国内并未有报道。【拟解决的关键问题】笔者

在前期的工作中筛选得到一株产酸性糖化酶的黑曲

霉ＡＳＰ－Ｓ２１，该 酶 在 酸 性 条 件 下 稳 定 性 好 且 酶 活 力

高，但降解生淀粉的酶活较低。经基因测序发现该基

因未含有生淀粉结合域，因此将实验室原保藏的米曲

霉生淀粉结合域ＳＢＤ片段与糖化酶基因在毕赤酵母

中融合表达，提高其水解生淀粉能力和表达量，以期

得到能在酸性环境下降解生淀粉的糖化酶。

１　材料和方法

１．１　材料

　　黑曲霉ＡＳＰ－Ｓ２１由本实验室筛选，ｐＰＩＣ９Ｋ载体

及毕赤酵母ＧＳ１１５来自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。基因操作

相关酶购自大连ＴａＫａＲａ生物工程公司，反转录试剂

盒Ｒｅｖｅｒｔ　Ａｉｄ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ购

自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，酵 母 基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒、ＰＣＲ
产物纯化试剂盒、小型质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶

回收试剂盒均购自上海华舜生物工程有限公司，其他

试剂为国产或进口的分析纯和生化试剂，实验所用到

的ＹＰＤ、ＢＭＧＹ、ＢＭＭＹ培 养 基 均 按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司酵母操作手册方法配制。

１．２　引物的设计及合成

　　根据已报道的黑曲霉糖化酶基因序列及淀粉结

合域ＳＢＤ基 因 序 列，参 照Ｉｎ－ｆｕｓｉｏｎ　ＴＭ　ＰＣＲ　Ｃｌｏ－
ｎｉｎｇ　Ｋｉｔ的使用 说 明，将ＳＢＤ片 段 及 糖 化 酶 基 因 片

段通过引物的退火互补串联连接，再将串联片段连接

入载体ｐＰＩＣ９Ｋ，为此，设计以下引物，下划线分别为

引入的酶切位点ＥｃｏＲⅠ 和ＮｏｔⅠ：

　　ｐｓｇ１－１：５′－ＡＧＣＴＴＡＣＧＴＡＧＡＡＴＴＣＧＣＡＡ－
ＧＴＡＴＴＣＣＴＡＧＣＡＧＴＧＣＴＴ－３′，

　　ｐｓｇ１－２：５′－ＧＣＧＣＴＴＧＧＡＡＡＴＣＡＣＴＧＴＡＧＡ－
ＴＡＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＧＧＣＡ－３′；

　　ｐｓｇ２－１：５′－ＴＡＣＣＡＡＧＴＡＴＣＴＡＣＡＧＴＧＡＴＴ－
ＴＣＣＡＡＧＣＧＣＧＣＧＡＣＣＴＴＧ－３′，

　　ｐｓｇ２－２：５′－ＡＡＴＴＡＡＴＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＧ－
ＡＧＡＴＴＣＣＧＣＣＡＧＧＴＧＴ－３′；

　　ｐｇ－１：５′－ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＴＧＡＴＴＴＣＣＡＡＧＣ－
ＧＣＧＣＧＡＣＣＴＴＧ－３′，

　　ｐｇ－２：５′－ＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＧＡＧＡＴＴＣＣ－
ＧＣＣＡＧＧＴＧＴ－３′。
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　 重 组 毕 赤 酵 母 表 达 质 粒 ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｇ 及

ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｓｇ的构建

　　利用液体筛选培养基培养黑曲霉，收集菌体，菌

体用液氮 研 磨 后，用 ｍＲＮＡ 抽 提 纯 化 试 剂 盒 提 取

ｍＲＮＡ。以黑曲霉ｍＲＮＡ 做模板，根据反转录试剂

盒 Ｒｅｖｅｒｔ　Ａｉｄ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）的使 用 指 南 合 成 黑 曲 霉 的 双 链ｃＤＮＡ。
以ｐｇ－１／ｐｇ－２为引物，以ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增，将

ＰＣＲ扩 增 得 到 的ｇｌｕ 片 段 经 纯 化 后，用 ＥｃｏＲⅠ、

ＮｏｔⅠ 双酶 切 后，与 同 样 双 酶 切 的 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ 用

Ｔ４连接酶连接，转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９，涂布在氨苄抗

性的ＬＢ平板，抽提阳性转化子，用ＥｃｏＲⅠ、ＮｏｔⅠ酶

切验证与测序，得到正确的表达载体命名为ｐＰＩＣ９Ｋ－
ｐｇ。

　　利用Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ克隆技术得到的ＳＢＤ－ｇｌｕ串联

片段 与 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ 按 照 上 述 方 法 构 建 表 达 载 体

ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ。

１．４　酵母转化与高拷贝转化子筛选

　　利 用ＸｂａⅠ 酶 切 位 点 对 重 组 质 粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ
与ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ 进 行 线 性 化 后，电 转 化 毕 赤 酵 母

ＧＳ１１５，电 转 化 方 法 参 见Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 操 作 手 册。
利用 ＭＤ和 ＭＭ平板进行转化子筛选，在不同Ｇ４１８

８ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



浓度（０．２５ｍｇ／ｍＬ、０．５０ｍｇ／ｍＬ、０．７５ｍｇ／ｍＬ、

１．００ｍｇ／ｍＬ、１．５０ｍｇ／ｍＬ、２．００ｍｇ／ｍＬ）的 ＹＰＤ
培养基平板进行高拷贝转化子筛选。

１．５　转化子的诱导表达及ＳＤＳ?ＰＡＧＥ检测

　 　 挑 取 有 高 拷 贝 数 的 重 组 毕 赤 酵 母 ＧＳ１１５／

ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ 转 化 子，接 种 至

５ｍＬ　ＢＭＭＹ液体 培 养 基，过 夜 培 养 至ＯＤ６００ 达 到

２．０～４．０，５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５～１０ｍｉｎ收集菌体，再
用ＢＭＧＹ液体培养基重悬细胞至ＯＤ６００ 为１．０，进行

诱导表达，每隔２４ｈ补加甲醇以继续诱导，７２ｈ后收

集酶液，测定酶活，同时８　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取

上清液，利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析表达产物［８］。

１．６　酶活力测定

　　将０．４ｍＬ的１％（Ｗ／Ｖ）可溶性淀粉与０．３ｍＬ
ｐＨ值为４．０的柠檬酸－磷酸盐缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）
混合后置于６５℃保温１０ｍｉｎ，再加入０．１ｍＬ适当稀

释的酶液，反应１０ｍｉｎ后，立即加入０．８ｍＬ的３，５－
二硝基水杨酸（ＤＮＳ）终止反应并测定还原糖。以在

上述条件下反应后，每分钟产生１μｍｏｌ还原糖（葡萄

糖当量）所需要的酶量定义为一个酶活力单位（Ｕ）。

１．７　酶的生淀粉降解性质分析

　　用ｐＨ 值 为４．４柠 檬 酸 －磷 酸 盐 缓 冲 液（０．０５
ｍｏｌ／Ｌ）配制成１％（Ｗ／Ｖ）的木薯生淀粉悬液作为底

物。首先在５０ｍＬ的锥形瓶中加入４ｍＬ底物，５０℃
预热１０ｍｉｎ，再加入经过适当稀释的酶液１ｍＬ，５０℃
恒温振荡（１８０ｒ／ｍｉｎ）反应１ｈ后，加入０．５ｍＬ、４％
（Ｗ／Ｖ）ＮａＯＨ终 止 反 应，最 后 取 适 当 体 积 的 反 应 液

于５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液用ＤＮＳ法测定

还原糖量［９］。

１．８　生淀粉降解能力（ＲＤＡ）计算

　　根据文献［９］的 方 法，ＲＤＡ＝Ｂ／Ａ ×１００％ ，其

中Ｂ为降解生淀粉酶活，Ａ为降解糊化淀粉酶活。

１．９　ＰＳＧ和ＰＧ最适条件及热稳定性分析

　　ＰＳＧ及ＰＧ酶 液 在６５℃下 分 别 保 温１ｍｉｎ、３
ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ取 出 后 测 定 其 残 余 酶

活，绘制融合酶与原始酶的时间与残余酶活之间的关

系曲线。在不同温度（４０℃、５０℃、５５℃、６０℃、６５℃、

７０℃、７５℃、８０℃、９０℃）下 测 定ｐＨ 值 为４．４条 件 下

的酶活力，绘制温度与相对酶活之间的关系曲线。以

不同ｐＨ 值（２．２，３．０，４．０，４．４，５．０，５．４，６．０，６．４，

７．０，８．０，９．０）缓冲液配制的可溶性淀粉溶液为底物，
在６５℃分别 测 定 融 合 酶 与 原 始 酶 的 酶 活，得 到ｐＨ
值与相对酶活的关系曲线。

２　结果与分析

２．１　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｇ与ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｓｇ的构建

　　利用所设计的３对引物ＰＣＲ扩增得到黑曲霉糖

化酶基因ｇｌｕ及淀粉结合域ＳＢＤ基因片段（图１），将
图１中２号位的片段连接上Ｔ载体后测序，在ＮＣＢＩ
上进行比对确定该片段为不含生淀粉结合域的黑曲

霉糖化酶基因ｇｌｕ。

　　１：ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｇｌｕ；３：ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＳＢＤ
　　图１　ｇｌｕ和ＳＢＤ　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳分析

　　Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｇｌｕａｎｄ　ＳＢＤ
　　由 图２显 示，构 建 的 重 组 质 粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ 及

ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ进行酶 切 鉴 定、测 序，确 定 糖 化 酶 基 因

ｇｌｕ与 淀 粉 结 合 域ＳＢＤ均 与 表 达 载 体ｐＰＩＣ９Ｋ的α
因子信号肽３′端融合，并且阅读框架正确无误。

　　１：!ＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ；２：ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ／ＥｃｏＲⅠ，ＮｏｔⅠ；３：

ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ／ＥｃｏＲⅠ，ＮｏｔⅠ
　　图２　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ及ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ的酶切验证

　　Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉ－
ｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇａｎｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ
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２．２　重 组 质 粒ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｓｇ与ｐＰＩＣ９Ｋ?ｐｇ的 诱 导

表达

　　由图３可 知，含ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ与ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ转

化子的发酵液与不含质粒的原始菌比较均多出一条

约为１０１ｋＤａ大小的蛋白条带，表明目的蛋白得到了

分泌表达。但ＰＧ及ＰＳＧ表达蛋白所表现出的实际

分子质量均大于理论值，因此推测这是毕赤酵母对目

的蛋白进行糖基化修饰的结果。

　　 Ｍａｒｋ：蛋 白 质 分 子 质 量 标 准；１：重 组 酵 母 ＧＳ１１５／

ｐＰＩＣ９Ｋ；２：重 组 酵 母 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ －ｐｇ；３：重 组 酵 母

ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ

　　 Ｍａｒｋ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ　ｍａｒｋｅｒｓ；１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ

ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ；２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｇ；３：

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｙｅａｓｔ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ｐｓｇ
　　图３　ＰＳＧ及ＰＧ在毕赤酵母中表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

　　Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＰＳＧ　ａｎｄ　ＰＧ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ
Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ

２．３　融合酶ＰＳＧ及原始酶ＰＧ的酶学性质比较

２．３．１　糖化酶活力以及水解生淀粉能力

　　由 表 １ 可 知，ＰＧ 测 得 糖 化 酶 活 力 为 ７．７２
Ｕ／ｍＬ，生 淀 粉 酶 活 力 为１．８４Ｕ／ｍＬ，ＲＤＡ 值 为

２３．８％。转化子ＰＳＧ糖化酶活力为７．８１Ｕ／ｍＬ，生

淀粉酶活力为２．６４Ｕ／ｍＬ，ＲＤＡ值为３３．８％。降解

生淀 粉 的 能 力 较 未 加 ＳＢＤ 结 合 域 的 菌 株 提 高

２９．６％，比原始菌株提高８６．５％。

２．３．２　最适作用条件及热稳定性分析

　　由图４～６可知，融合酶的热稳定性并没有显著

变化。最适作用温度，最适作用ｐＨ值也与原始酶相

同，分别为６５℃和４．８，但在高温条件（７０～８５℃）及

偏酸性、碱性条件（ｐＨ值为４．０，６．４～８．０）下融合酶

的相对酶活均有所提高。

表１　ＰＳＧ与ＰＧ的糖化酶活力以及水解生淀粉能力比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｒａｗ　ｃａｓｓａｖａ

ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｆｕｓｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ

ｗｉｌｄｔｙｐｅ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

糖化酶活力
Ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ／ｍＬ）

生木薯粉酶活
Ｒａｗ　 ｃａｓｓａｖａ
ｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙ－
ｓｉｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ／ｍＬ）

生淀粉
降解能力
ＲＤＡ
（％）

ＡＳＰ－Ｓ２１　 １３６．３４±０．２４　 ０．３９±０．０８　 ４．５７±０．２５
ＰＧ－３　 ７．７２±０．３５　 １．８４±０．０５　 ２３．８０±０．８０
ＰＳＧ－２　 ７．８１±０．２１　 ２．６４±０．１４　 ３３．８０±１．４３

图４　ＰＧ及ＰＳＧ在６５℃下的热稳定性

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＰＧ　ａｎｄ　ＰＳＧ　ａｔ　６５℃

图５　温度对ＰＧ及ＰＳＧ酶活力的影响

Ｆｉｇ．５　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ＰＧ　ａｎｄ　ＰＳＧ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

图６　ｐＨ值对ＰＧ及ＰＳＧ酶活力的影响

Ｆｉｇ．６　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ＰＧ　ａｎｄ　ＰＳＧ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

０１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



３　结论

　　本研究将筛选得到的黑曲霉ＡＳＰ－Ｓ２１糖化酶基

因与实验室原有的米曲霉ＳＢＤ生淀粉结合域基因在

毕赤酵母中融合表达，对融合酶与原始酶的酶学性质

进行分析，可知：（１）测得原始酶转化子的ＰＧ糖化酶

酶活力为７．７２Ｕ／ｍＬ，生淀粉酶活力为１．８４Ｕ／ｍＬ，

ＲＤＡ值为２３．８％；融合转化子的ＰＳＧ糖化酶活力为

７．８１Ｕ／ｍＬ，生 淀 粉 酶 活 力 为２．６４Ｕ／ｍＬ，ＲＤＡ值

为３３．８％。（２）ＰＳＧ降 解 生 淀 粉 的 能 力 比ＰＧ提 高

２９．６％，比原始菌株提高８６．５％，即融合酶较原始酶

具有降解 生 淀 粉 的 能 力。（３）融 合 酶 的 最 适 反 应 温

度、ｐＨ值及热 稳 定 性 均 与 原 始 酶 基 本 相 同，但 反 应

温度及ｐＨ值的范围均变得更为宽泛，融合酶在反应

温度６０～７０℃，ｐＨ值 为４．０～７．０时 较 为 稳 定。该

融合酶对用生淀粉发酵生产酒精具有重要的推动作

用。
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