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嗜碱芽孢杆菌耐热耐碱内切木聚糖酶基因的密码子优
化及在毕赤酵母中的表达*

TheCodonOptimizationofThermostableandAlkali飊re灢
sistingEndo飊xylanasefromBacillushaloduransS7and
ExpressioninPichiapastoris

严暋闯,尹李峰,周玉玲**,张桂敏

YANChuang,YINLifeng,ZHOUYuling,ZHANGGuimin

(湖北大学生命科学学院,生物资源绿色转化湖北省协同创新中心,湖北武汉暋430062)
(HubeiCollaborativeInnovationCenterforGreenTransformationofBio飊Resources,Collegeof
LifeScience,HubeiUniversity,Wuhan,Hubei,430062,China)

摘要:暰目的暱研究极端耐热耐碱的木聚糖酶,使其能够满足造纸行业中碱性高温的苛刻环境。暰方法暱将一种来

源于嗜碱芽孢杆菌 S7的耐热耐碱内切木聚糖酶基因(xyn10A)密码子进行优化,基因合成后克隆至 pH灢
BM905BDM 载体上,并转化毕赤酵母 GS115菌株。暰结果暱木聚糖酶基因(xyn10A)优化后与原始序列比对相似

性为76.70%。基因合成后克隆到pHBM905BDM 载体上,并成功转化毕赤酵母 GS115菌株。通过交联木聚糖

底物平板水解圈法初筛及摇瓶复筛得到一株产酶量较高的菌株,且其在摇瓶发酵第10天达到最高酶活力,为

495U/mL。另外,糖基化分析表明该酶在毕赤酵母中表达时被糖基化修饰。暰结论暱密码子优化后的极端耐热

耐碱木聚糖酶基因在毕赤酵母中成功表达。

关键词:嗜碱芽孢杆菌内切木聚糖酶暋基因优化暋表达暋毕赤酵母
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Abstract:暰Objective暱Studyingtheextremeheatandalkalixylanasecansatisfytheharshenvi灢
ronmentwithhightemperatureandalkalineinpapermakingindustry.暰Methods暱Axylanase
genederivedfromanalkalophilicBacillusS7(xyn10A)iscodonoptimized,thenclonedinto
pHBM905BDMvector,andtransformedintoPichiapastorisstrainGS115.暰Results暱Thesimi灢
laritybetweentheoptimizedxylanasegene(xyn10A)andtheoriginalsequenceis76.70%.
ThenthegeneisclonedintopHBM905BDM vectorandsuccessfullytransformedintoP.
pastorisGS115.ThetransformationsarescreenedontheRBB飊xylanplate,thenintheshake
flaskfermentationahighexpressionstrainisobtained.Thehighestactivityis495U/mLatthe
10thdayoftheshakefermentation.Inaddition,glycosylationanalysisshowsthattheenzyme
isglycosylatedinP.pastoris.暰Conclusion暱Theoptimizedextremeheatandalkaliresistancexy灢

lanasegenearesuccessfully expressedinP.
pastoris.
Keywords:thermostableandalkali飊resistingxy灢
lanase,codon optimization,expression,Pichia
pastoris
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0暋引言

暋暋暰研究意义暱木聚糖是植物细胞壁半纤维素的重

要组成部分,它是自然界中含量仅次于纤维素的第二

大丰富的多聚糖,几乎占地球可再生碳源的三分之

一[1]。毬飊1,4飊内切木聚糖酶(Endo飊毬飊1,4飊xylanase,

EC3.2.1.8)主要从糖链内部作用于毬飊1,4飊糖苷键,
能够专一降解木聚糖为低聚木糖和木寡糖,是木聚糖

降解过程中最重要的酶之一[1]。自然界能够产生木

聚糖酶的微生物有很多,包括丝状真菌、细菌、放线菌

等。不同微生物来源的木聚糖酶,其理化性质和分子

量不尽相同,分子量从7.7kDa到150kDa不等,绝
大多数为20~40kDa,最适pH 值在2~11都有分

布[2飊4]。木聚糖酶在造纸、食品、饲料、纺织和能源等

工业领域都有着广泛的应用前景[5],特别是在造纸行

业。木聚糖酶可以解聚凝结于纤维表面的半纤维素,
提高漂白剂在纸浆中的扩散速度,提高漂白效率,减
少氯的使用量[6],因此可用于纸浆的预漂白、二次纤

维的脱墨等。近几年,国家倡导“绿色工艺暠,要求工

业上减少能源消耗,降低污水排放;而造纸行业由于

大量使用氯漂白、酸碱清洗的缘故,污染比较严重,环
保及节能减排压力很大,技术更新需求迫切。在造纸

上添加木聚糖酶可减少氯的排放和酸碱的使用,有利

于绿色工艺,然而并不是所有的木聚糖酶能够满足造

纸行业碱性高温的苛刻环境,只有极端耐热耐碱的木

聚糖酶才能满足这样的条件[6飊10]。暰前人研究进展暱

2016年 Lu等[11]将来源于BacilluspumilusHBP8
的耐碱木聚糖酶188位点的天冬酰胺突变为丙氨酸

后,酶的热稳定性提高,通过基因优化并在毕赤酵母

中实现高效表达;在纸张漂白过程中补加15U/g的

木聚糖酶可提高纸张2%的亮度,13%的强度,6.5%
的破裂系数。因此,在纸张漂白过程中添加耐热耐碱

的木聚糖酶有助于纸张的漂白及性质的改善。暰本研

究切 入 点暱来 源 于 嗜 碱 芽 孢 杆 菌 S7(Bacillus
haloduransS7)的木聚糖酶最适温度为75曟,最适

pH 值为9,并且该酶在很广的pH 值范围内都有酶

活力[12],因此该酶能够满足造纸行业碱性高温的苛

刻环境。暰拟解决的关键问题暱根据该酶的基因序列

(GenBank:AY687345)进行密码子优化后合成新的

基因 (GenBank:KX712250),并 将 其 克 隆 到 pH灢
BM905BDM 载体上,然后通过电转法转入毕赤酵母

GS115;最后通过交联木聚糖底物平板水解圈法对重

组菌进行初筛以及摇瓶诱导后比较酶活力大小进行

复筛,筛选得到一株产酶量较高的高产菌株。

1暋材料和方法

1.1暋材料

1.1.1暋菌株及质粒

暋暋大肠杆菌(Escherichiacoli)DH5毩克隆菌株,
用于重组质粒的构建;毕赤酵母(Pichiapastoris)

GS115 菌 株,用 于 目 的 蛋 白 的 发 酵 表 达;pH灢
BM905BDM 质粒(来源于本实验室[8])。

1.1.2暋试剂

暋 暋Not栺、Cop栺、Sal栺 等 限 制 性 内 切 酶,T4
DNApolymerase、Solution 栺连接酶,ExTaq酶均

购自 TaKaRa 公 司;Endo H 购 自 BioLabs公 司;

DNA分子量标准 l/EcoT14与 DL2000、dNTP购

自 TaKaRa公司;预染蛋白 Marker购自 Thermo公

司;木聚糖、YNB、考马斯亮蓝以及溴化乙锭(EB)购
自Sigma公司。引物合成及测序由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成,密码子优化及基因合成由

武汉金开瑞生物工程有限公司完成。

1.1.3暋培养基

暋暋LB 培养基,用于大肠杆菌的培养;YPD、MD、

BMGY和BMMY培养基,用于毕赤酵母的培养、筛
选和诱导表达,具体配方见Invitrogen公司的毕赤酵

母操作手册。

1.2暋方法

1.2.1暋密码子优化

暋暋许多数据证明,优化外源基因密码子对提高外源

蛋白表达量有显著的作用,可以使表达量提高几倍甚

至数十倍[13飊15]。因此在保证氨基酸序列不变的前体

下,尽量使用毕赤酵母偏爱密码子对外源基因序列进

行改造。对毕赤酵母密码子的偏好性有不同的算

法[16飊17],很多研究也给出酵母稀有密码子及偏爱密码

子表,可以根据这些算法及偏爱密码子统计表对目的

基因密码子序列进行改造[13飊15]。此外,还可以通过一

些密码子优化网站(http://helixweb.nih.gov/dna灢
works)对密码子序列进行改造。

1.2.2暋pHBM905BDM飊xyn 质粒的构建

暋暋 用 限 制 酶 Cop栺 和 Not栺 双 酶 切 处 理 pH灢
BM905BDM 质粒,琼脂糖凝胶回收大片段作为载

体。以武汉金开瑞生物工程有限公司合成的基因构

建的pMD18T飊xyn 质粒为模板,用木聚糖酶基因

(大 小 为 1 116 bp)的 前 引 物 xynF(5曚飊GT灢
CAAACGTTGCTGCTGCTCAA 飊3曚)和 后 引 物

xynR(5曚飊GGCCATTAATCGATGATTCTCCAA
T飊3曚)进行PCR扩增,扩增条件:95曟预变性3min;

95曟变性30s,56曟退火30s,72曟延伸70s,25个循
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环;72曟再延伸5min。PCR扩增后胶回收 PCR 片

段,用 T4DNA聚合酶与dTTP于12曟条件下处理

20min,得到与限制酶Cop 栺 和Not栺 酶切位点有

相同粘性末端的目的片段,再用Solution栺连接酶将

质粒与目的片段按1暶3的摩尔比在16曟条件下连

接2h,将连接产物转化E.coliDH5毩克隆感受态细

胞,涂布于含氨苄青霉素的 LB固体平板,37曟过夜

培养。pHBM905BDM飊xyn 质粒的构建流程具体如

图1所示。

暋暋图1暋重组质粒pHBM905BDM飊xyn的构建流程

暋暋Fig.1暋Theflowchartofconstructrecombinantvector

pHBM905BDM飊xyn

1.2.3暋重组质粒pHBM905BDM飊xyn 的验证

暋暋待平板上长出单菌落后,挑选部分转化子分别作

为模板,以引物xynF和xynR进行菌落PCR验证,

PCR扩增条件:95曟预变性5min;95曟变性30s,

56曟退火30s,72曟延伸70s,30个循环;72曟再延

伸5min。将能扩增得到目的条带的转化子摇瓶培

养后抽提质粒并测序验证,得到的重组质粒命名为

pHBM905BDM飊xyn。

1.2.4暋目的基因的转化

暋暋用限制酶Sal栺将pHBM905BDM飊xyn 质粒进

行线性化并回收大片段。取80毺L毕赤酵母 GS115
感受态细胞与5~20ng线性化 DNA(溶于10毺L
TE缓冲液)混合后,转入预冷的0.2cm 电转杯中,
冰上放置5min,根据参数电击,最后加入1mL1

mol/LPBST30曟静置培养2h后涂布 MD 平板。

28曟培养2~3d直至长出单菌落,挑选单菌落以引

物xynF和xynR进行菌落 PCR验证,PCR扩增条

件:95曟预变性10min;95曟变性30s,56曟退火30
s,72曟延伸70s,30个循环;72曟再延伸5min。

1.2.5暋木聚糖酶基因的表达与高产菌株的初筛

暋暋挑选 MD平板上筛选出的重组子接种在含有桦

木木聚糖的BMMY 底物平板上,每12h加400毺L
甲醇诱导木聚糖酶基因表达。产木聚糖酶的重组菌

落会水解底物平板上的交联木聚糖从而产生水解圈,
根据产生水解圈的速度和大小可以初步筛选出酶活

力较高的重组菌落。

1.2.6暋高产菌株的复筛

暋暋将初筛得到的重组菌落做好标记,分别接种到

50mL BMGY 种 子 培 养 基 中,28曟 摇 瓶 培 养 至

OD600=20~30时,将菌体量调一致后分别离心收集

菌体并转接至25mLBMMY诱导培养基中,同时添

加400毺L甲醇,于28曟摇瓶诱导发酵。每隔24h在

超净工作台中取出400毺L发酵液并添加400毺L甲

醇,诱导10d。将发酵液于12000r/min条件下离

心1min,所得上清液即为粗酶液。用3,5飊二硝基水

杨酸(DNS)法[8,13]测定木聚糖酶酶活力,具体步骤如

下:取100毺L 用 glycine飊NaOH 缓冲液(pH 值为

9灡0)稀释适当倍数的粗酶液和100毺L溶解在gly灢
cine飊NaOH 缓冲液(pH 值为9.0)中的1%(W/V)桦
木木聚糖溶液于70曟反应10min,然后100曟灭活5
min,冷却后加入250毺LDNS溶液并在100曟反应5
min,冷却至室温后加入500毺L H2O 混匀后在540
nm 处测其吸光度。酶活力单位(U)定义:在该测试

条件下每分钟生成1毺mol的木糖所需要的酶量作为

一个酶活力单位(U)。比较不同重组子的酶活力大

小,进一步筛选出酶活力较高的重组菌。

2暋结果与分析

2.1暋密码子优化

暋暋 为 提 高 木 聚 糖 酶 xyn10A 在 毕 赤 酵 母 P.
pastorisGS115中的表达量,依据毕赤酵母的密码子

偏好性对该木聚糖酶基因(GenBank:AY687345)的
密码子进行优化(新登录号:KX712250)。原始基因

序列中含有的稀有密码子会降低蛋白翻译的效率,甚
至终止翻译过程。因此,对xyn10A 基因序列中的

228个稀有密码子进行优化,提高毕赤酵母的最适密

码子使用频率。通过 DNAMEN 软件分析优化后的

xyn10A 序列与原始基因序列比对一致性为76灡70%
(图2)。
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图2暋xyn10A 序列与原始基因序列比对

暋暋Fig.2暋xyn10Aalignmentwithoriginalgenesequence

2.2暋重组质粒pHBM905BDM飊xyn的PCR验证

暋暋分别以 pHBM905BDM 质粒和构建好的 pH灢
BM905BDM飊xyn 质粒为模板,使用引物对木聚糖酶

基因(大小为1116bp)进行PCR扩增(图3),从图中

可以看出以pHBM905BDM飊xyn质粒为模板的PCR
在1100bp左右处出现一条亮带,证明重组质粒

pHBM905BDM飊xyn 构建成功。

暋暋M:DNA MarkerDL2000;栙、栚:以 pHBM905BDM 质

粒为模板;栛、栜:以pHBM905BDM飊xyn质粒为模板

暋暋M:DNA MarkerDL2000;栙,栚:pHBM905BDM plas灢
midastemplate;栛,栜:pHBM905BDM飊xynplasmidastem灢

plate

暋暋图3暋pHBM905BDM飊xyn重组质粒的PCR验证

暋暋Fig.3暋ThePCRverificationofpHBM905BDM飊xynre灢
combinantplasmid

2.3暋木聚糖酶基因的表达与高产菌株的初筛

暋暋将测序验证后的pHBM905BDM飊xyn 重组质粒

用限制酶Sal栺线性化后电转化毕赤酵母 GS115感

受态细胞,涂在 MD平板上筛选重组子,挑取转化子

进行菌落PCR验证后,挑取 MD平板上的单菌落转

接到含桦木木聚糖底物的平板 BMMY 上并加甲醇

诱导,根据产生水解圈的快慢和大小初步筛选酶活力

较高的重组菌,从图4中可以看出栛~栤都产生水解

圈,可以进行下一步实验。

暋暋栙GS115;栚GS115/pHBM905BDM;栛~栤重组酵母

暋暋栙GS115;栚GS115/pHBM905BDM;栛~栤Therecom灢
binantstrains

图4暋重组子的初步筛选

Fig.4暋Preliminaryscreeningoftherecombinants

2.4暋高产菌株的复筛

暋暋通过初筛,挑选6株产生水解圈较快、较大的重

组菌。将这6株菌进行摇瓶诱导复筛得一株酶活力

相对较高的菌株。甲醇诱导10d,每隔24h取其发

酵上清液测活并用SDS飊PAGE检测表达量,结果如

图5。由图5b可知,随着诱导时间的延长,木聚糖酶

的表达量和酶活力在逐步提高,诱导8d以后酶的表
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达量和酶活力基本趋于稳定,在第10天最高活力达

到495U/mL。

暋暋(a)SDS飊PAGE检测木聚糖酶的表达,其中 M 为 Marker,
栙~栣泳道分别为2号菌加甲醇诱导10d,每24h的表达量;
(b)重组木聚糖酶的产酶曲线

暋暋(a)SDS飊PAGEanalysisofhigh飊yieldstrain2,M:Mark灢
er;Lane栙~栣,thesamplesat24飊intervalfor10d;(b)En灢
zymeproductionofrecombinantxylanase
暋暋图5暋2号菌不同诱导时间木聚糖酶的表达量和产酶

曲线

暋暋Fig.5暋Expressionofxylanaseanditsenzymeproduction
curveatdifferentinductiontime
暋暋该木聚糖基因长度为1116bp,预测蛋白质分子

量约为43kDa,由图5a可以看出表达的蛋白大小基

本正确。然而图中有两条带,推测较大分子量的蛋白

质可能是木聚糖酶在酵母中表达糖基化修饰造成的。
因此,用去糖基化酶 EndoH 处理,验证是否发生糖

基化修饰[18],结果如图6所示。SDS飊PAGE表明,经
去糖基化酶EndoH 处理后发酵液中的木聚糖酶条

带由两条变为一条,且分子量变小,证明该酶在毕赤

酵母中表达时的确发生糖基化修饰。

暋暋M:预染蛋白 Marker;栙未用EndoH 糖基化酶处理的粗

酶液;栚用EndoH 糖基化酶处理后的酶液

暋暋M:marker;栙Thecrudeenzymesolutionwasnottreated
withEndoH;栚XylanasetreatedwithEndoH

图6暋木聚糖酶糖基化验证

Fig.6暋Glycosylationanalysisofxylanase

3暋讨论

暋暋毕赤酵母表达系统由于遗传背景清晰、安全性

好,具有 较 强 的 醇 氧 化 酶 基 因 (AlcoholOxidase,

AOX1)启动子,并能严格调控外源蛋白的表达,获得

外源蛋白的表达量高,因此得到广泛应用,并已成功

表达数百种外源蛋白[19飊21]。由于巴斯德毕赤酵母存

在特殊的密码子使用偏好,在所有61个密码子中有

25个是毕赤酵母所偏爱的[22飊24],如果外源基因密码

子偏爱性不同于宿主毕赤酵母,将导致外源蛋白表达

量低或表达出没有生物学功能的外源蛋白[25]。研究

表明,密码子优化是提高外源蛋白在毕赤酵母中表达

量的有效策略之一[11,26]。本研究成功地将一种来源

于嗜碱芽孢杆菌S7的内切木聚糖酶基因(xyn10A)
经密码子优化后克隆到pHBM905BDM 载体上并转

化毕赤酵母 GS115菌株,实现该酶的分泌表达,并通

过底物平板水解圈法和摇瓶发酵比较酶活力大小筛

选出产酶量较高的菌株。

暋暋基因剂量效应是影响蛋白表达量的重要因素。
重组质粒在毕赤酵母染色体上整合一般为单拷贝,但
是在甲醇诱导的PAOX1强启动子下,即使单拷贝也能

获得外源蛋白高水平表达。一般情况下外源基因整

合的拷贝数越高,蛋白的表达量就越高。为进一步提

高该酶的表达量,可以用“生物砖暠法构建多拷贝质

粒[27],进一步筛选出产酶量更高的菌株。

暋暋虽然该酶在毕赤酵母表达系统中成功表达,但该

酶的活性不高,摇瓶发酵只有495U/mL,而现在很

多木聚糖酶的活力可以很高,如Lu等[11]在毕赤酵母

中表达的木聚糖酶的活力可达到6043U/mL。由

于该酶耐热耐碱,可以进一步采用体外定向进化技术

改造该酶基因,例如根据该酶已经解析过的结构对其

进行一些理性改造,合理构建突变体库筛选出热稳定

性更好,酶活力更高的重组木聚糖酶,进一步满足工

业化大规模生产的要求。

4暋结论

暋暋本研究将来源于嗜碱芽孢杆菌S7的耐热耐碱内

切木聚糖酶基因(xyn10A)经密码子优化合成后克隆

到 pHBM905BDM 载 体 上,成 功 转 化 毕 赤 酵 母

GS115菌株后,通过交联木聚糖底物平板水解圈法

筛选得到一株产酶量较高的菌株,可用于后续造纸工

业纸浆的漂白预处理。
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