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工业酒精酵母的整合及其共表达
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摘 要：用 CDE 合成的黑曲霉（ !"#$%&’(()" *’&$%）酸性!5淀粉酶（)@:F!598>’9,4）的 @G.)，构建了由酵母醇脱氢酶

（)GH1）启动子和终止子引导表达，酸性!5淀粉酶自身信号肽序列引导分泌的表达元件，与黑曲霉糖化酶 @G.) 的

表达元件同时插入由酵母 IG.) 序列引导同源整合的酵母 JKL 型表达载体 LMHJ 中，构成双基因表达分泌质粒

LM)N。采用 LM)N 与酵母 J7L 型 N!1$ 抗性表达质粒的共转化，将两个基因表达元件整合到酒精生产酵母菌株

)O"P0!/ 的染色体 IG.) 序列中，获得同时表达胞外酸性!5淀粉酶和糖化酶的双功能酒精酵母工程菌。
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酵母菌在自然界分布甚广，是发酵工业的重要

微生物，主要用于酒精、啤酒和面包工业。酒精在国

民经济中有着广泛的用途，是化工和制药等的重要

原料，又是轻工业中配制各种饮料酒的原料。酒精

燃料作为清洁燃料，在环境保护上具有特别重要的

意义，获得了世界各国越来越大的关注。我国酒精

生产主要使用淀粉质原料。但酒精酵母（+,--.,%/0
12-$" -$%$3’"’,$）不具有淀粉水解酶的活性不能直接

发酵淀粉。原料淀粉需先经过蒸煮、液化、糖化等工

序水解成葡萄糖等可发酵性糖后才能被利用。改良

菌种，获得能分解和利用淀粉的酵母工程菌，可简化

工艺、节省能源和酶制剂、降低成本，有重要的应用

前景。近年来，利用重组 G.) 技术已将!5淀粉酶基

因和糖化酶基因通过自主复制载体同时引入实验室

单倍体酵母，培育出能直接利用淀粉产生酒精的酵

母菌株［1，"］。本研究将黑曲霉的酸性!5淀粉酶基因

和糖化酶基因整入酒精生产酵母菌株 )O"P0!/ 中，

旨在获得酒精发酵生产条件下能同时行使各自淀粉

水解功能的酒精酵母工程菌，以加快酒精发酵速度

并提高淀粉质原料的利用率和出酒率。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：大肠杆菌（4"-.$%’-.’, -/(’）GH2!

用于质粒构建，)O"P0!/ 是酒精生产用工业酵母，本所

保存。质粒 LRD16 用作克隆载体。黑曲霉 @G.) 文

库由本实验室构建并保存。LRD165C!561 含酵母醇脱

氢酶（)GH1）启动子；LNS36 含 )GH"终止子；LMHJ 含

酵母 IG.) 的 +1,"57,1H"序列；LTN1 含有受酵母磷

酸甘油激酶（CNT）启动子控制的黑曲霉糖化酶 @G.)
表达元件；LS7U1/ 是含有 N!1$ 抗性表达单元的酵母

自主复制型质粒，均由本实验室保存。

"#"#$ 培养基：VS 培养基用于 4 ( -/(’ 生长和保存。

JCG 培养基（每升含酵母粉 1#+，蛋白胨 "#+，葡萄糖

"#+）用于酒精酵母（ +,--.,%/12-$" -$%$3’"’,$）的培养；

含 "###+W8V N!1$ 的 JCG 培养基用于酵母转化。添

加 1X可溶性淀粉的 J.S 培养基（每升含酵母氮基

/PB+，葡萄糖 "#+）用于筛选和鉴定分泌表达酸性

!5淀粉酶和糖化酶（N’*@&98>’9,4，N)）的转化子。

"#"#% 试剂：N!1$ 购自北京鼎国生物技术发展中

心；CY* G.) C&’>84I9,4 为上海 O9A+&A 生物技术公司

产品；各种限制性内切酶及 3! G.) V:+9,4 为 39T9E9
生物公司产品；引物由上海生工生物工程技术服务

公司合成；葡萄糖氧化酶试剂系本所产品。

"#$ 酵母转化

参照文献［0］方法进行。

"#% 大肠杆菌转化、质粒提取等分子操作

参照文献［!］按常规方法进行。



!"# $%& 引物设计和扩增反应

根据文献［!］发表的 ! " "#$%& 酸性!#淀粉酶基

因序列，设计一对引物 $% 和 $& 用于从 ! " "#$%&
’()*文库中扩增酸性!#淀粉酶 ’()* 和转化子中酸

性 !#淀 粉 酶 基 因 整 合 的 $+, 检 测。 $%：

!-#.+/+/*.*+.+*.+.*/.*.*//*/+#0-； $&：!-#
+*..*/++*+*./**++.*++*+/++#0-。 两 引 物 中

分别引入 ’()"和 *)+1"限制性酶切位点。反应

条件：234 0567；234 %567，894 %567，:&4 &;!567，

09 个循环；:&4 %9567。

根据文献［8］提供的 ! " "#$%& 糖化酶基因序列，

设计一对引物 $0 和 $3 用于转化子中糖化酶基因整

合的 $+, 检测。$0：!-#+**/./+.//++.*/#0-；$3：

!-#./++*.**..*+/.+#0-。反 应 条 件：234 0567；

234 %567，!34 %567，:&4 %567，09 个 循 环；:&4
%9567。

!"’ 酵母基因组 ()* 的制备

参照文献［:］操作。

!"+ 转化子酸性!,淀粉酶和糖化酶分泌表达的定

性测定

从 <$(=.3%> 转化平板上将酵母转化子用无菌

牙签点接在含 %?可溶性淀粉的 <)@ 平板上 094
培养 0A 后，用碘蒸汽熏染，观察是否产生透明水解

圈。

!"- 阳性转化子糖化酶表达水平的测定

取 099#B 转化子培养上清与 099#B %?可溶性

淀粉溶液（内含 9;9&5CD=B )E*’#1*’ 缓冲液，F13;8）

混匀，894反应 %G，%994水浴煮沸 %9567 灭活。用

%994%9567 灭活的培养上清同样操作，作为对照。

反应液中生成的葡萄糖用葡萄糖氧化酶试剂测定。

定义 894%G 水解淀粉产生 %5H 葡萄糖的酶量为一

个酶活力单位。

!". 阳性转化子酸性!,淀粉酶表达水平的测定

取 %5B 转化子培养上清，加入 &5B 9;!?淀粉

溶液（用 9;!5CD=B 磷酸缓冲液配制，F18;9）。混匀

后立即置 394水浴保温 &9567。吸取反应液 9;&5B，

与 !5B %=09995CD=B 碘液充分混匀后测定 ,-:99。定

义在上述反应系统中，394每分钟使反应液淀粉蓝

值（,-:99）下降 9;% 的酶量为一个酶活力单位。

/ 结果和讨论

/"! ! 0 "#$%& 酸性!,淀粉酶 1()* 的 $%& 扩增

按材料方法 %;3 所述进行 $+, 扩增，获得了约

%;!IJ 的特异性条带，并用基因内部的酶切位点进

行鉴定。.+)"酶切应产生 :&>JF 和 >03JF 两片段；

/#"A$酶切应产生 09>JF 和 %&!3JF 两片段；012%
酶切应产生 &:0JF、0:9JF 和 2%2JF 三片段；345"酶

切应产生 &02JF、098JF 和 %9%:JF 三片段。实验结果

与预期完全一致（图略）。将此 %;!IJ 片段用 ’()"
和 *)+1"双酶切后，克隆到 FK+%2 的相应位点，获

得质粒 FK+%2#E’6A#E5L。
/"/ 酸性!,淀粉酶和糖化酶共表达的整合型质粒

的构建

分别用 .67"和 ’()"酶切 FK+%2#$!-/%，’()"
和 *)+1"酶切 FK+%2#E’6A#E5L，*)+1"和 .67"
酶切 F.@/2，获得 *(1"启动子 $!-/% 片段（393JF），

酸性!#淀粉酶 ’()* 片段（%;!IJ）和 *(1"终止子

/!-/%片段。将这 0 个片段分两步连接成 E’6A#*M<
表达单元，克隆到质粒 F.@/2 的 .67"位点。然后

用 .67"将其切下，插入含酵母 N()* 序列的整合型

质粒 FO1< 的 .67"位点，同时用 845,"将 .* 表

达单元从质粒 FP.% 中切下，插入 FO1< 的 845,"
位点，构建成酵母整合型双基因表达质粒 FO*.，

FO*. 的物理图谱示于图 %。

图 ! 酵母整合型双基因表达质粒

Q6H"% $GLR6’ 5EF CS 67TUHNET6C7 TLFU FDER56A V6TG TVC SCNU6H7 HU7UR’
UWFNURR6C7 ’ERRUTTUR

/"2 双基因整入酒精工业酵母 *3 /"2#+
用 /6)"酶 切 质 粒 FO*.，使 其 线 性 化 后 与

F@XY%8 质粒按克分子比 3：% 混合共转化酒精酵母

工业菌株 *Z &;038，在 <$(=.3%> 平板上筛选含该抗

性的转化子。随后，按 %;> 所述对转化子作酸性

!#淀粉酶和糖化酶的分泌表达检测。结果从 899 个

转化子中共获得 : 个产生透明水解圈的转化子，分

别编号为 )C"%、2!、%2>、&&2、03>、3:9 和 !09。图 & 给

出了部分转化子的平板检测结果。随机取 )C" %、

03> 和 3:9 三个转化子提取基因组 ()*，按 %;8 所述

进行 $+,，结果证实两个外源基因确实已整合到酵

母的染色体上（图略）。
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图 ! 部分转化子的平板鉴定

!"#$% &’()* +*)*,)"-. -/ 0(1)"(’ )1(.2/-13(.)2
45* /-1)5 ,-’-.6 /1-3 ’*/) ". 1-7 8 "2 .*#*)"9* ,-.)1-’；45* 2*,-.+ ,-’-.6
/1-3 1"#5) ". 1-7 : "2 0-2")"9* )1(.2/-13(.) $

!"# 工程菌中酸性!$淀粉酶和糖化酶的共表达

上述 ; 个转化子在 %3<=&> 中 ?@A振荡培养

;%5，离心取上清，测定上清中酸性!B淀粉酶和糖化

酶的酶活（表 C）。

表 % 工程菌酸性!$淀粉酶和糖化酶分泌酶活性的测定

4(D’* C >*)*13".()"-. -/ 2*,1*)*+ (,)"9")"*2 -/ (,"+!B(36’(2*
(.+ #’E,-(36’(2* -/ *.#".**1*+ +"2)"’’*1’2 6*(2)

41(.2/-13(.)2 C FG CFH %%F ?8H 8;@ G?@

!B(36’(2*I（JI3<） CK?8C @KG:? @K?@@ @KG:? CK%:H CK%;G @K8GH

L’",-(36’(2*I（JI3<）%K?C? CK:C; %K8F: %K;8; %K:G% %K::@ CK%@F

!"& 酵母工程菌分泌的酸性!$淀粉酶的酶学性质

本实验室前已报道，在酿酒酵母中分泌表达的

黑曲霉糖化酶能在发酵的低 0M 和低温下发挥功

能［H］，为此本研究仅就分泌表达的酸性!B淀粉酶的

酶学特性作了考察。结果表明工程菌分泌的酸性

!B淀粉酶在0M%K@ N GKG 范围内活性较高，最适 0M
为 ?K@ N 8K@，与酒精发酵过程的 0M 相一致。该酶

的最适作用温度为 :GA，在 CGA时的酶活力为最适

温度下的 %@O（图略）。因此双基因工程菌在酒精

发酵的低 0M 和低温下能行使其功能作用。

!"’ 双功能工程菌酸性!$淀粉酶和糖化酶表达的

稳定性检测

将 P-$ C、?8H 和 8;@ 三株菌在 =&> 平板上连续

转移培养 C@ 次后，分别将原初菌株与转移 G 次和

C@ 次的菌株接种于 =&> 液体培养基，?;A振荡培养

;%5，测定上清液中的酸性!B淀粉酶和糖化酶活性

（表 %）。上述结果表明，C 和 ?8H 这两株工程菌原初

菌株的酸性!B淀粉酶和糖化酶酶活与转移 G 次和

C@ 次的相比，无明显的差异。但 8;@ 菌株转移 C@ 次

后，酸性!B淀粉酶酶活部分下降，而糖化酶的活性完

全丧失。

表 ! 双功能工程菌的稳定性试验

4(D’* % Q)(D"’")6 )*2) -/ *.#".**1*+ 6*(2) .-$C ，?8H (.+ 8;@

Q)1(".I)1(.2/*1 )"3*2 R,"+!B(36’(2*I（JI3<） L’E,-(36’(2*I（JI3<）

Q)1(". C CK;GC CKC;@
Q)1(". CIG )"3*2 @KF@H CK@%?
Q)1(". CIC@ )"3*2 CK@FF @K;G%
Q)1(". ?8H @KFCF @K:;;
Q)1(". ?8HIG )"3*2 CKC@? @KF;;
Q)1(". ?8HIC@ )"3*2 @KH@: @KHH;
Q)1(". 8;@ CK8;H CK%CH
Q)1(". 8;@IG )"3*2 @K8FG @KCFG
Q)1(". 8;@IC@ )"3*2 @K:G? @

从以上实验结果看，酸性!B淀粉酶和糖化酶

,>PR引入酒精酵母 RQ %K?8: 后，均能分泌表达。

但在传代过程中，酵母有可能通过重组机制将其染

色体上的外源基因切除或破坏，导致酶活性的丧失。

因此，需就稳定性作进一步筛选。

本实验室在开始构建双功能工业菌株时曾尝试

将第二个外源基因整入已整合有第一个外源基因的

酵母染色体的 1>PR。可能由于后一个基因的整入

影响或者破坏了前一个基因的表达，检测时发现，前

一个基因的表达水平极低或者丢失［F］。本研究改变

策略，将两个外源基因同时整入到酵母染色体上，获

得了两个外源基因都表达的双功能工业酵母菌株。
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科学出版社最新图书推介

《疫 苗 学》

主 编：张延龄 张 晖

+66O(-MS# Y(69(633W7P(OZ,K3+76
3P 开，纸面精装，3W66 页 定价：387N66 元

国内第一本全面系统地介绍疫苗学及相关知识的专

著，全书分理论管理篇、技术篇和各论三部分，共六十四章。

理论管理篇主要介绍了疫苗的基本概念、发展简史、疫苗

研制、开发与生产应用等基本知识。技术篇全面系统地介

绍了疫苗研制、开发和生产所涉及的各种实验技术、方法

和操作过程。各论篇就各种类型疫苗的基本概念、病原学

与流行病学原理、病原致病机制以及疫苗的免疫机制与临

床应用等内容进行了详细地介绍。

《肿瘤遗传学》

吴 旻

-MS# Y(69(633W73(9Z,N3+Y8
3P 开，定价：397N66 元

国内首部大型肿瘤遗传学专著。院士牵头，编著者多

为这一研究领域的资深或活跃在研究一线的中青年专家。

第一篇为肿瘤遗传学基础；第二篇为肿瘤遗传学各论；第

三篇为肿瘤预防、早期诊断和治疗的遗传学对策；第四篇

为研究技术。

《基因免疫的原理与方法》

主编：姜勋平

-MS# Y(69(63+W77(PZ,K39W3
3P 开，定价：97N66 元

系统介绍基因免疫的基本原理、研究方法和应用现

状，有基因疫苗工作原理、基因疫苗抗原基因的筛选与克

隆、基因疫苗的构建、基因疫苗制备、基因疫苗免疫方法等

内容，反映了当前国际上基因免疫研究的前沿进展和我国

学者的研究成就。

《蛋白质化学与蛋白质组学》

夏其昌 曾嵘 等

-MS# Y(69(63+O63(OZ,K3993
定价：YWN66

系统论述了蛋白质化学基础理论和实验技巧，也反映

了蛋白质组学研究的最新成果。在蛋白质组学领域介绍

了基本概念、样品制备、双向凝胶电泳的图像分析和定量

分析、质谱等常规方法，并介绍了国际上最新的多维技术

在研究中的应用；同时充分体现了生物信息学在蛋白质组

研究中的重要性。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。
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