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耐碱性木聚糖酶基因在短小芽孢杆菌中高效分泌表达的研究

刘伟丰 毛爱军 祝令香 赵 云 董志扬"

（中国科学院微生物研究所 北京 1###$#）

摘 要：从木聚糖酶高产短小芽孢杆菌（!"#$%%&’ (&)$%&’）NO?1 中克隆得到木聚糖酶基因 *+,-，将其构建在芽孢杆菌

表达载体 P8Q1?"# 中得到重组质粒 P87511。*+,- 由木糖诱导 *+%- 启动子调控 *+,- 表达。采用同源高效表达策

略，以原生质体转化方法将 P87511 转回原始菌株 NO?1 中，获得重组菌株 NO511。通过木糖诱导重组菌株中的 *+.
,- 基因高效分泌表达，使木聚糖酶产酶活力比原菌株 NO?1 提高了 $JR，同时对重组表达的木聚糖酶的酶学性质进

行了初步研究。
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内切!61，!6木聚糖酶［@40T"T1T$］是木聚糖酶

系中最主要的酶，它通过催化水解木聚糖主链内部

的!61，!6木糖苷键来降解木聚糖，其产物以寡聚木

糖、木二糖为主伴有少量的木糖。随着木聚糖酶在

造纸、饲料及食品发酵工业中的广泛应用，木聚糖酶

已成为酶学研究领域的一个重要对象。通过现代分

子生物技术构建木聚糖酶高产工程菌以及改良木聚

糖酶性质已是目前研究方向之一［1，"］。

木聚糖酶广泛存在于细菌、真菌、藻类等微生物

中，不同来源的木聚糖酶性质也各不相同。短小芽

孢杆菌木聚糖酶由于具有良好的耐热、耐碱等特

性［0］，非常适于纸浆生物漂白及饲料工业中应用，该

酶基因在 1I$0 年［!］已被克隆得到，并分别在大肠杆

菌、酵母中得到表达［?，/］，但表达活力极低，无法应用

于产业化。到目前为止，在国内外尚未见该基因在

芽孢杆菌中表达的报道。

本文在国内外首次报道采用同源表达策略在短

小芽孢杆菌中高效分泌表达木聚糖酶，通过从短小

芽孢杆菌 NO?1 中克隆得到木聚糖酶基因 *+,-，将

其构建到木糖诱导的芽孢杆菌表达载体 P8Q1?"#
中，再通过转化原生质体，将木聚糖酶基因表达载体

转入原短小芽孢杆菌 NO?1 中，获得木聚糖酶高产重

组工程菌株，使短小芽孢杆菌的产酶水平有较大幅

度提高，产酶周期明显缩短，为该木聚糖酶产业化应

用奠定了良好基础。

! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 菌株和质粒：大肠杆菌 /’#012$#0$" #3%$ UQ?"、

短小芽孢杆菌 !"#$%%&’ (&)$%&’ NO?1 为本实验室保

存；质粒 PV@W69 @=,F 购于 OX&A:+= 公司，芽孢杆菌

分泌表达载体 P8Q1?"# 购于 W&NB9:H 公司。

! "!#$ 培养基：YN 培养基见文献［J］；)N0 培养基

配成 1TJ?R，购自 UBLH& 公司；芽孢杆菌转化培养基、

7WW 液、7WWO 液和 4Z? 培养基见 W&NB9:H 公司操

作手册；产酶发酵培养基每升含蛋白胨 "#+、酵母膏

"#+、稻草粉 1#+、木糖 ?+，PQ/T?，四环素工作浓度为

1##+;AY。

!#! "% 酶和试剂：各种 U.) 限制性内切酶、9! U.)
连接酶、U.) 回收试剂盒、蛋白质分子量标准购自

鼎国生物技术公司；小牛肠碱性磷酸酶、56V=’ 购自

OX&A:+= 公 司；4"5 U.) 聚 合 酶 购 自 7=D+&D 公 司；

O4Z 引物由 V:D:H&X: 公司合成；其它生化试剂购于

7B+A= 等公司。

! "$ 芽孢杆菌总 &’( 的提取

参照文献［J］的方法从短小芽孢杆菌 NO?1 中提

取基因组 U.)。

! "% 木聚糖酶 ./-! 基因的克隆

根据文献中 *+,- 基因的序列［!］设计 O4Z 扩增

引物，上游带一个终止子 -==（$）和一个核糖体结合



位点（!），两引物均带一个 !"#!"酶切位点：

"#：$%%%&’$$ ’&& &&’% & & &&&%%&% &% %& &’%；

!"#!" " !
"(：$%%%&’$$’’&%’’%$$&&’&&&$&%。

!"#!"
提取短小芽孢杆菌 )"*# 总 +,-，以此为模板，

对 $%&- 基因进行扩增，"./ 反应体系为 *0#1，含有

*02% +,-，03(445671 8,9"， (*:456 每 种 引 物，

# ; "./反应缓冲液，(3*< ’"( +,- 聚合酶。反应条

件：=>? >4@2；=>? *0A，*#? #4@2，B(? #4@2，>* 个

循环；B(? B4@2。将 "./ 扩增产物经 +,- 回收试

剂盒回收，连接到 :CDEF9 D&AG 上，转化 +!*$，筛选

获得阳性克隆，进行测序鉴定。

! "# 重组表达载体的构建

将上 述 含 $%&) 基 因 的 :CDEF9 D&AG 质 粒 用

!"#!"酶切得到 $%&) 基因片段，将该片段连接到

芽孢杆菌表达载体 :H!#*(0 的多克隆位点!"#!"
上，转化 +!*$，酶切鉴定重组表达载体。

! "$ 芽孢杆菌的转化

从斜面上将短小芽孢杆菌接种于 -)> 培养基

>B?培养 #(I，以 (J的接种量接于 *41 -)> 培养基

中，>B?培养至 *+K00 值 #30，L000M74@2 离心 #*4@2，

菌体用 03*41 NEE" 液重悬，加入溶菌酶至终浓度

#4%741，>B?保温 #I，生成的原生质体用 NEE" 液

洗一遍后，重悬于 03* 41 的 NEE" 液中。

按 E5)@9O$ 公司的操作手册进行芽孢杆菌的转

化。

! "% !"#$ 基因的诱导表达

将重组芽孢杆菌接入含四环素的 1) 培养基中

>B?培养过夜。以 (J的接种量转接到含四环素的

1) 培养基中继续培养至对数生长期，加入木糖到终

浓度 03*J，诱导培养一定时间，室温下 L000M74@2
#*4@2 离心收集上清。

! "& 重组菌株的产酶发酵

将重组芽孢杆菌接入产酶培养基中，>B?培养。

间隔一定时间取样分析木聚糖酶活性。

! "’ 表达产物的分析和鉴定

参照 1&O46@［P］方法用 N+NF"-CD 对表达产物进

行分析；木聚糖酶活力测定采用 +,N 定糖方法进

行［=］：取 03#41 稀 释 的 酶 液，加 入 到 03#41 用

03(45671 磷酸缓冲液（:!K3*）配成的 #J木聚糖溶

液中，*0?反应 #04@2，加入 03K41 +,N 试剂，煮沸

#04@2，用水定容至 *41 测 **024 光吸收，以每分钟

生成 ##456 木糖所需酶量定义为 # 个酶活力单位

（Q<）。

( 结果和分析

( "! 木聚糖酶基因的克隆和表达载体构建

利用 :H!#*(0 载体时，外源基因会与上游的一

段载体自身多肽融合表达。因此在设计上游引物

"# 时，加入了终止密码子 9-- 以终止载体自身多肽

的翻译，并利用 $%&) 基因自身的核糖体结合位点开

始 $%&) 独立的翻译；"( 为下游引物。两种引物均

加入 了 !"#!"位 点。以 ! R ,-#./-0 )"*# 的 总

+,- 为模版，"./ 扩增获得木聚糖酶基因片段，长

B#KS:，带 有 自 身 信 号 肽 序 列，将 该 基 因 克 隆 到

:CDEF9 D&AG 中，经测序鉴定与已报道的 $%&) 基因

序列同源性 #00J。以 !"#!"酶切得到的基因片

段，连接到表达载体 :H!#*(0 上，获得重组表达质

粒 :HNT##（图 #）。利用基因内部的 123/"位点鉴

定插入片段方向，酶切验证结果证明质粒构建成功。

图 ! 重组质粒 )*+,!! 图谱

U@%R# E&: 5V MO$54S@2&2’ :6&A4@8 :HNT##

( "( 重组木聚糖酶的诱导表达

将重组质粒 :HNT## 以原生质体法转化短小芽

孢杆 菌 )"*#，获 得 含 有 重 组 质 粒 的 重 组 菌 株

)"T##。将 )"T## 转接到含 #0#%741 四环素 1) 培

养基中，添加 03*J 木糖诱导表达，当菌体生长至

*+K00大于 *30，经离心收集发酵液上清、进行酶活力

测定和 N+NF"-CD 分析。

结果表明，重组菌 )"T## 木聚糖酶基因表达产

物主要分泌到胞外，在胞外上清中的酶活力可达

#0K3P*Q<741，原宿主菌 )"*# 在此培养条件下未见

木聚糖酶产生，表明在此条件下重组短小芽孢杆菌

)"T## 的酶活力是由 $%/) 启动子诱导表达产生的，

原始菌 )"*# 在木糖诱导的 1) 培养基中不产木聚

糖酶。N+NF"-CD 结果显示，重组菌 :HNT## 在短小

芽孢杆菌中的表达产物分子量约为 ((W+（图 (），与

原木聚糖酶分子量大小一致。未经诱导的对照中没

有检测到明显的木聚糖酶活力，表明重组木聚糖酶

的表达是受木糖诱导物严格调控诱导的。
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图 ! 重组木聚糖酶基因的 "#"$%&’( 分析

!"#$% &’()*+"+ ,- ./0,12"’(’3 4*)(’(+/ 2* 56578&9:
;$ <8=;; "’>?0/> 2* 4*),+/；% $ <8=;; @"3A,?3 "’>?0/>；B$ <8C; "’7
>?0/> 2* 4*),+/；D$ 53(’>(.> E.,3/"’ 1,)/0?)(. @/"#A3 $

! )* 重组表达的木聚糖酶的性质研究

取重组菌 <8=;; 在 F< 培养基中的诱导表达产

物进行酶活力测定。同时将短小芽孢杆菌 <8C; 接

于产 酶 发 酵 培 养 基 中，BGH 培 养 IJA，培 养 液 经

IKKK.L1"’ 离心 ;C1"’，取上清液检测木聚糖酶活力，

作为原始菌株产生木聚糖酶的对照。

! )* )+ 重组木聚糖酶作用最适温度和温度稳定性：

在不同温度条件下测定重组木聚糖酶活力，发现该

酶最适反应温度为 CCH，与 <8C; 产生的木聚糖酶

一致。将重组木聚糖酶液分别在 BKH、CKH和 MKH
温度条件下保温不同时间，检测剩余的酶活力。结

果表明重组木聚糖酶在 BKH的条件下保温 ;CA 仍具

有 ;KKN的酶活力，而在 MKH条件下保温 %A 酶活力

下降 OKN，稳定性与原始菌株 <8C; 产生的木聚糖

酶均基本一致。但在 CKH条件下，重组木聚糖酶保

温 %A 酶活力下降 CKN，与原始菌株产生的木聚糖

酶下降 ;KN相比，稳定性有比较明显的下降。

! )* )! 重组木聚糖酶作用最适 EP 和 EP 稳定性：

在不同 EP 条件下分析重组木聚糖酶的活力，表明

该酶最适 EP 为 MQC，与 <8C; 产生的木聚糖酶一致。

将重组木聚糖酶在不同 EP 值的缓冲液 BGH保温

BK1"’，检测剩余的酶活力，发现该酶在 EP;KQK 的条

件下保温 BK1"’ 仍有 MKN的酶活力，表明该重组酶

有较好的耐碱性，并与 <8C; 产生的木聚糖酶一致。

! ), 重组工程菌与原始出发菌株的产酶能力比较

分别将重组菌株 <8=;;、原始菌株 <8C; 接种于

产酶发酵培养基中，BGH、%%C.L1"’ 摇床培养，间隔 JA
取样分析培养液上清中的木聚糖酶活力。结果表明，

重组菌 <8=;; 在 JA 时开始产酶，在培养 IKA 后产酶

量可达 OMJQKJ RSL1F 培养物，与原始菌株 ! $ "#$%&#’
<8C; 比较，最高产酶活力提高了 JGN（图 B）。

图 * 产酶发酵培养基中的产酶分析

!"#$B &’()*+"+ ,- 4*)(’(+/ E.,>?03",’ "’ -/.1/’3(3",’ 1/>"?1

* 讨论

短小芽孢杆菌来源的木聚糖酶具有较高的酶活

力和较好的耐碱性，因此国内外学者都对该酶进行

了大量研究［;K，;;］，该酶基因在 ;OJB 年已得到克隆，

人们通过各种分子生物技术，试图在大肠杆菌、酵母

菌中进行了表达［C，M，;%，;B］，但这些表达系统对短小芽

孢杆菌木聚糖酶基因的表达能力极低，如在大肠杆

菌表达系统中，短小芽孢杆菌的木聚糖酶表达活力

不足 ; RSL1F［;%］。江正兵等［;B］利用毕赤酵母表达系

统对短小芽孢杆菌木聚糖酶进行表达，但表达活力

较低。由于短小芽孢杆菌具有较高的产木聚糖酶能

力，目前报道的采用各种异源表达系统，表达活力都

没有明显超越短小芽孢杆菌自身的产酶活力。因此

本文采取了同源表达策略，将构建好的短小芽孢杆

菌木聚糖酶基因表达载体转回到短小芽孢杆菌供体

菌中，使木聚糖酶基因的表达水平得到明显提高。

同源表达可以避免一系列在异源表达过程中发生的

问题，如易被内源蛋白酶降解、易发生错误折叠等。

已报道一些微生物来源的酶基因如漆酶、!7葡萄糖

苷酶基因已经采用此方式在原始菌株中获得高效表

达［;I，;C］，但在短小芽孢杆菌中通过同源表达来提高

木聚糖酶产酶水平在国内外尚属首次报道。

ETP;C%K 表达系统是带有 ()&* 启动子的芽孢

杆菌表达系统，所含有的 ()&* 启动子为巨大芽孢杆

菌（!+,%&&#’ $-.+/-0%#$）木糖异构酶基因的启动子，

其调控机制已被阐明［;M］。该启动子可被 ETP;C%K
上 ()&1 基因的编码蛋白阻遏，但在含有木糖而不含

葡萄糖的培养基中阻遏被去除，启动子被有效诱导。

该表达系统属非分泌型表达系统，尚未见到利用该

系统进行分泌表达报道。本实验通过利用木聚糖酶

基因自身核糖体结合位点和信号肽序列成功地实现

了 ()2* 基因的高效分泌表达。在 ()&* 启动子下诱

导产生的重组木聚糖酶最适温度、最适 EP、EP 稳定

性等均与原始菌株产生的木聚糖酶性质一致，但温
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度稳定性有所下降，可能是由于酶液中的不同成份

造成的。

短小芽孢杆菌自身的木聚糖酶基因可在富含木

聚糖的培养基中被显著诱导，同时木糖也不会抑制

短小芽孢杆菌自身木聚糖酶基因的表达［!"］。产酶

发酵 培 养 基 中 含 有 木 糖 和 木 聚 糖，可 同 时 诱 导

#$%!! 内 !"#$ 启动子下重组木聚糖酶基因以及染

色体上的自身木聚糖酶基因的表达，#$%!! 在产酶

发酵培养基中产生的木聚糖酶应为重组表达与自身

表达共同产生的。产酶发酵培养基中不含葡萄糖成

份，因此不会受到葡萄糖效应的影响。

将工程菌 #$%!! 与原始受体菌进行产酶发酵

研究，发现工程菌 #$%!! 的产酶水平比对照原始菌

#$&! 有了大幅度的提高，表明通过本同源表达策略

可以显著地提高原始菌的产酶能力，产酶周期也明

显缩短，这为该酶的产业化应用奠定了良好基础。
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