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摘 要：用 FGH 合成的瑞氏木霉（! * "##$#%）!5内切葡聚糖酶"（;I"）的 ,J1K，构建了由酵母

醇脱氢酶（KJL&）启动子和终止子引导表达、!5内切葡聚糖酶自身信号肽序列引导分泌、由酵

母 0J1K 序列引导同源整合的酵母 MNF 型!5内切葡聚糖酶表达分泌质粒 OK&#5F;2。采用

OK&#5F;2 与酵母 M;F 型 I!&3 抗性表达质粒的共转化，将 ;I"表达单元整合到已整合有#5
乙酰乳酸脱羧酶（#5KPJG）表达单元的啤酒酵母工程菌 Q;67&& 的染色体 0J1K 序列中，获得同

时表达胞内#5KPJG 和胞外!5内切葡聚糖酶的啤酒酵母工程菌。
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大麦是啤酒生产的主要原料，大麦粒中!5葡聚糖含量高达 !S T 3S。!5葡聚糖属非

淀粉糖，是由葡萄糖以!5&，! 和!5&，" 糖苷键连接而成的聚合物，易溶于水，水溶液黏度极

高。因此，麦芽汁中过量的!5葡聚糖会造成啤酒过滤困难，使啤酒口感不爽，并使贮存啤

酒产生雾状和沉淀。啤酒中的双乙酰也是啤酒质量控制的重点，双乙酰是啤酒发酵过程

的副产物，它的过量会严重影响啤酒风味，当麦芽质量不好时，!5葡聚糖和双乙酰问题就

更为突出。啤酒生产工艺上目前采取分别添加!5葡聚糖酶制剂和#5乙酰乳酸脱羧酶（#5
KPJG）酶制剂的方法加以解决。但添加酶制剂不仅成本高，且商业酶制剂通常是多种酶

的混合物，工艺上不易掌握，加上制剂中的杂质会影响啤酒风味，因此最好的解决办法是

从菌种本身入手，国外已有同类研究报道［&］。本课题组已将#5KPJG 基因整入工业啤酒

酵母，用建成的工程菌 Q;67&& 生产啤酒已不再有双乙酰问题。本项研究则进一步将!5葡
聚糖酶基因整合 Q;67&&，并使之分泌表达，以建成既能大幅度降低啤酒液双乙酰又能适

度降低!5葡聚糖含量的双功能啤酒酵母工程菌。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

&$’(#"%’(%) ’*+% JL##用于质粒构建，啤酒酵母（,)’’()"*-.’#$ ’#"#/%$%)#）Q;67&& 是已整

合#5KPJG 编码基因的工业啤酒酵母。质粒 OUG&6 用作克隆载体，OKV!%&5/@& 含瑞氏木霉

（!"%’*01#"- "##$#%）#2& ,J1K，由山东大学微生物技术国家重点实验室汪天虹教授惠赠；

OIQ26 含酵母醇脱氢酶（KJL&）启动子和终止子，OK&#QL 含酵母 0J1K 的 32+$53)-L"W



!"#!!序列，"#$%&’( 含酵母 )*$+ 抗性表达单元，均由本实验室保存。

!"# 培养基

,- 培养基用于 $ . %&’" 生长和保存，/01 培养基（每升含酵母粉 $23，蛋白胨 423，葡萄

糖 423，自然 "5）用于 ( . %)*)+","-) 的培养，含 *2"3 67, )*$+ 的 /01 培养基用于酵母转化，

添加 28$9羧甲基纤维素（:;:）的 /01 培养基用于筛选和鉴定分泌表达#<内切葡聚糖酶

（#<3=>?@A@BC，D)$）的转化子。

!"$ 酶和试剂

)*$+ 购自北京鼎国生物技术发展中心；./0 1E# 聚合酶为 F@A3GA 生物技术公司产

品；各种限制性内切酶及 &* 1E# 连接酶为 &@H@(@ 生物公司产品；引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。

!"% 酵母转化

参照文献［4］进行。

!"& 大肠杆菌转化、质粒提取等分子操作

参照文献［I］按常规方法进行。

!"’ ()* 引物设计和扩增反应

根据文献［*］给出的酵母醇脱氢酶启动子（012!3）序列设计一对引物。

0$：%J<:&&):#&):##:&&:<IJ；
04：%J<):&:&#)#))#)&&)#&&)&#&):<IJ。

两引物中分别引入限制性酶切位点 (45$和 67-$。以 ")-&K 质粒（见图 $）为模板 0:(
扩增 012!$ 片段，循环条件：K*L I7MA；K*L $7MA，%%L $7MA，N4L %2B，I2 个循环；N4L
$27MA。根据文献［%］发表的瑞氏木霉 D)$序列和肖志壮等关于 D)$?1E# 的 IJ<O&( 对

D)$在酿酒酵母中的表达有显著影响的报道［P］，设计一对引物 0I 和 0* 以扩增带有 IJ<
O&( 序列的 D)$?1E# 片段。

0I：%J<#&&:&#)##&)):):::&:#)&&#:#:<IJ；
0*：%J<:)))#&::)#&##)&&:&&&&&:#&&&<IJ。

两引物中分别引入 67-$和 8-95$限制性酶切位点。反应条件：K*L I7MA；K*L $7MA，

%IL $7MA，N4L *7MA，I2 个循环；N4L $27MA。

!"+ ,-. 核苷酸序列测定

由上海博亚生物技术有限公司完成。

!"/ 转化子 01!分泌表达的定性和定量测定

!"/"! 定性分析：将酵母转化子点接在含 28$9:;: 的 /01 平板上，I2L培养 I! 后用

28$9的刚果红染色 $Q，再用 $7G=6, E@:= 脱色 *27MA，产生透明水解圈的为阳性转化子。

或将转化子的 4*Q /01 培养物上清加入 28$9:;: 琼脂平板的孔穴中，INL培养 +Q，同样

作染色操作，观察是否有透明水解圈的产生。

!"/"# 定量测定：取 28%7, 适当稀释的阳性转化子培养上清，加入 28%7, $9 :;:（用

282% 7G=6, 柠檬酸 R 28$7G=6, 磷酸氢二钠缓冲液配制，"5%82），%2L保温 I27MA，用 1EF 方

法测定生成的还原糖［N］。定义每分钟产生 $ 微克分子葡萄糖的酶量为一个酶活力单位。

!"2 啤酒酵母工程菌中"3.4,) 表达水平测定

%27, 三角瓶装 I27, 麦芽汁，接入工程菌于 $4L进行啤酒发酵 I!，此时酒液中双乙酰
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（!"）值达到高峰，以工程菌受体菌 #$%&% 同样操作作为对照。细胞内!’"(!) 表达会导致

酒液 !" 峰值下降，因此将工程菌酒液中 !" 含量峰值与 #$%&% 的比较，其下降幅度即反映

工程菌!’"(!) 表达水平。!" 含量按参考文献［%］的方法测定，并直接以 !"**+值表示。

图 ! 含 "#!表达单元的酵母整合型质粒的构建

,-./$ )01234563-01 07 89:23 -139.4:3-01 ;<:2=-> 6013:-1-1. ?@" 9A;4922-01 6:229339
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! 结果

!"# 酵母醇脱氢酶!（$%&!）启动子 ’!"##的 ’() 合成

按材料方法 !"# 所述进行 $%&，扩增产物用 !"’(琼脂糖凝胶电泳检查，获得了长约

)’!*+ 的 ,-. 片段，与 $!"#!的预期值相符。将 $%& 产物用 $%&!和 ’()!双酶切后，克隆

到 +/%!0 相应位点，获得重组质粒 +/%!01$!"#!。

!"! 带有 *+,-.) 的 /0!1%2$ 的扩增

按材料方法 !"# 所述进行 $%& 扩增获得了 !"23* 特异条带，用 *+!基因内的 ’&,!、

-./!酶切位点进行鉴定，’&,!酶切应产生 #45*+ 和 420*+ 的两片段；-./!酶切应产生

!642*+ 和 )27*+ 两片段，实验结果与预期相符（图未出示）。将 $%& 产物用 ’()!和

0)18!酶切后克隆到 +/%!0 相应位点，获得质粒 +/%!01 *+!。对质粒插入片段进行测

序，结果与文献报道的带有 591/:& 的 ;<! =,-. 的序列完全一致。

!"* /0!酵母整合型表达质粒的构建

!"*"# ;<!表达单元的组建：用 0)18!和 $%&!双酶切 +<>:0，获 ’’4*+ 的 .,8!终止

子 :!"#! 片 段，然 后 将 $!"#!（ $%&! ? ’()!）、;<! =,-.（ ’()! ? 0)18!）和 :!"#!

（0)18! ? $%&!）5 个片段分两步连接成 ;<!酵母表达单元。

!"*"! ;<!酵母整合型表达质粒的构建：将上述 ;<!表达单元用 $%&!切出，插入含酵

母 @,-. 序列的整合型质粒 +.!2>8，构建成 ;<!酵母整合型表达质粒 +.!2>81$;:，构建

全过程示于图 !。

图 ! 转化子 /0!分泌表达

的平板检测

ABCD’ ,EFE=FBGH GI ;<! JE=@EFBGH GH KCK@ LEMBNL

A@GL OEIF FG @BCPF：:@KHJIG@LKHF !Q’62；

>;07!!（=GHF@GO）；:@KHJIG@LKHF5Q!6 D

!"3 瑞氏木霉 /0!表达单元在啤酒酵母 4/56## 中的整合及表达

用 -23"酶切质粒 +.!2>81$;: 使线性化，然后与 +.!2:R& 质粒按克分子比 )：! 共

转化 >;07!!，在 S$,Q<)!4 平板上筛选 <)!4 抗性转

化子。随后按 !"4 所述对转化子作 ;<!分泌表达

检测，结果在 !6’) 个抗性转化子中观察到 2 个有透

明水解圈的转化子，共转化频率为 6"2(。将这 2
个转化子 !Q’62、5Q!6、5Q’05、5Q570 和 5Q)50 再按 !"4
所述的平板孔穴法进行复测。结果表明，;<!在这

2 个转化子中确实获得了有功能活性的分泌表达。

图 ’ 给出了其中两个转化子的复测结果。

!"7 整合株 /0!分泌酶活的定量测定

从斜面上挑取菌，接入 ’LT S$,，56U振荡培

养 )4P，离心取上清，按材料方法中所述测定 ;<!
酶活。转化子 !Q’62、5Q!6、5Q’05、5Q570 和 5Q)50 的

;<!分 泌 酶 活 分 别 为 !7"4、!’"4、2"#、!!"7 和

!’"4 /QT。

!"8 /0!酵母工程菌分泌的 /0!的酶学性质

选取 !Q’62 和 5Q!6 两株工程菌，进行分析。

!"8"# 分泌酶活与培养时间的关系：将 !Q’62 和 5Q!6 分别接种于含 26LT S$, 培养基的
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图 ! "#!分泌酶活与培养

时间的关系

!"#$% &’()*"+, -’*.’’, /0! ’,123’
)4*"5"*2 ),6 47(*78’ *"3’

9:;3< 三角瓶中，%;= 99;8>3", 培养，从 %?@ 开始每隔 A9@ 取

样测定酶活。图 % 表明工程菌在培养过程中，分泌至培养液

中的 /0!酶活先随时间逐步提高，在 B9@ 达到高峰，随后降

低。实验以 C/DBAA>EFA:CG 为对照同样进行培养和酶活测

定，从 %?@ 至 A9;@ 均没有检测到 /0!酶活力。

$%&%$ 酶的最适作用温度和 EG：培养条件同上，培养 ?;@，取

出 93< 培养液，在不同温度或 EG 下测定酶活。结果表明，两

个工程菌分泌 /0!酶活的最适作用温度 ::= H ?;=，最适

作用 EG 为 :I;，在 EGJ H ? 的范围内有 ?;K的最大活性，与文

献报道的 ! $ "##$#% /0!的最适温度和最适 EG 一致。

$%’ "(葡聚糖酶整合株中#()*+, 表达水平的测定

为考察单功能工程菌 C/DBAA 在整入并分泌表达"L葡聚糖酶后，原已整入的#LF<MN
编码基因的表达是否会受到影响，对 : 株又整入 /0!编码基因的菌株作了#LF<MN 的表

达检测（表 A）。

表 - 工程菌#()*+, 表达水平检测

O)-(’ A M’*’4*"+, +P#LF<MN ’QE8’RR’6 -2 ’,#",’’8’6 -8’.",# 2’)R*

S*8)",R !CATJT C/DBAA A>9;: %>A; %>9D% %>%BD> %>J%D

&’%%: ;I%9; ;I;%% ;I%;A ;I9B% ;I;%9 ;I9JJ ;IAB;

M8+E>K TDIB :ID AJIB D;I; 9%IT :%IA

!CATJT：F -’’8 E8+674",# R*8)",，.@"4@ "R *@’ 8’4"E"’* P+8 4+,R*874*",##LF<MN ’,#",’’8",# R*8)", C/DBAA$

由表 A 可知，在 /0!表达株 %>9D% 中，#LF<MN 表达未受任何影响；而在 A>9;: 中#LF<L
MN 几乎不再表达；在 %>J%D 中表达受到一定影响。

$%. 双功能工程菌中 "#!表达的稳定性检测

取 %>9D% 和 %>J%D 在 UVM 液体管中连续转移培养 ? 次，离心取上清后，用 NWN 平板法

定性观察 /0!的分泌表达并定量测定 /0!分泌酶活力，每个测定作 % 个重复。结果表

明这两株双功能工程菌株连续转移 ? 次后，"L葡聚糖酶的分泌表达是十分稳定的。转移

前 %>9D% 和 %>J%D 的平均酶活力分别为 :I: 和 A9ITX><，连续转移 ? 次后，测得平均酶活力

分别为 ?I? 和 AAIBX><。

上述结果表明，整入#LF<MN 工程酵母 C/DBAA 的"L葡聚糖酶基因在该菌株中能稳定

分泌表达。由于基因整合在染色体上，拷贝数少，表达酶活较低，但在啤酒发酵过程中，由

于酶的长时间连续作用，相当低表达的酶量就足以满足生产要求，关键是表达的稳定

性［A］。

! 讨论

从以上实验结果看，工程酵母 C/DBAA 引入 #(!基因后，虽然"L葡聚糖酶的分泌表达

是稳定的，但对已经整入的#LF<MN 编码基因的表达在不同的转化子中却产生了不同程

度的影响，即从不影响表达到几乎完全消除了#LF<MN 的表达。初步推测，这可能与两个
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基因同时整合在 !"#$ 区域有关，如果向菌株引入第 % 个基因时，选用不同的同源整合部

位，或许会有利于两基因的共同高表达。由于国际上目前尚无构建双功能啤酒酵母工程

菌的报道，上述推测是否正确有待进一步试验。
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