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黑曲霉木聚糖酶在工业酒精酵母中的分泌表达

李海燕 祝令香 毛爱军 董志扬"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室 北京 #%%%2%）

摘 要：用重叠延伸 FGH方法从黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）I&8##的基因组 J15中克隆出木聚糖酶的 BJ15基因，构
建了由酵母乙醇脱氢酶（5JK#）启动子和终止子引导表达、木聚糖酶自身信号肽引导分泌、-J15序列介导的酵母整
合型分泌表达质粒 L5M$。用 L5M$与酵母 N9L型 O!#2抗性质粒共转化野生型工业酒精酵母 + ) ,$%$-’"’.$ $P4!3，获
得了整合型分泌表达木聚糖酶的酵母重组菌株 MN$。发酵分析表明该工程菌能够明显提高酒精生产率。
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内切木聚糖酶（+=<’8#，!8!8J8R0(/= R0(/=’E0<-’(/A+；9G
4P$P#P2）能够水解木聚糖分子中!8#，! 糖苷键，把木聚糖降
解成为低聚木糖，具有重要的应用价值。在酒精生产原料中

存在一定量的半纤维素———主要成分为木聚糖，影响了酒精

发酵过程中对淀粉的充分利用，研究表明，在酒精发酵过程

中加入一定量的木聚糖酶能够提高淀粉利用率［#，$］，从而提

高产酒率，降低酒精生产成本。通过基因工程技术将外源木

聚糖酶基因构建在酒精生产酵母中并得到表达是一种提高

酒精生产效率的有效途径［4］。各种微生物来源的木聚糖酶

基因在酒精酵母中得到表达已在国际上有较多研究，但在多

倍体的工业酒精酵母中整合型的表达仍未见报道［! S C］。本

研究属首次报道将黑曲霉木聚糖酶基因整合到工业酒精酵

母染色体上并获得稳定表达，使酒精酵母在发酵过程中分泌

木聚糖酶，从而明显提高了酒精产率。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：表 #为本研究所用的菌株和质粒。

表 ! 本研究所用的菌株和质粒
7/,(+ # TU-/;=A /=< L(/A:;<A .A+< ;= UE;A AU.<0

TU-/;=A /=< L(/A:;<A FE+=’U0L+ ’- >+=’U0L+ T’.-B+ ’- -+V+-+=B+

TU-/;=A
/",0$%’,0’. ,1(’ JK"" ")#/!!，#(.,I#3C，%$,5# W/,’-/U’-0 AU’BX
!"#$%&’(()" *’&$% I&8## Y;(< U0L+ W/,’-/U’-0 AU’BX
+.,,0.%123,$" ,$%$-’"’.$ $P4!3 Y;(< U0L+ W/,’-/U’-0 AU’BX
+.,,0.%123,$" ,$%$-’"’.$ $$C Z &(35，"8/:0 F-’[;<+< ,0 F-’V ) 7/=>
+.,,0.%123,$" ,$%$-’"’.$ MN$ 43*\ 7E;A ]’-X

F(/A:;<A
LO\7#% 5L-，&.(!，$$’-;，G’( 9#’-; W/,’-/U’-0 AU’BX
L5#"\\! 5L-，#2T -J15 W/,’-/U’-0 AU’BX
L\9^#3 5L-，O!#2-，$$’-; F-’[;<+< ,0 F-’V ) 7/=>
L5M$ 5L-，#2T -J15，43*\ 7E;A ]’-X

!"!"# 试剂和酶：各种 J15限制性内切酶、7! J15连接酶、
蛋白质分子量标准均购自北京鼎国公司；牛小肠碱性磷酸酶

购自 F-’:+>/公司；J15回收试剂盒购自上海申能博彩公司；
5.6 J15聚合酶购自 T/=>’=公司；FGH扩增引物由 O+=+B’-+
公司合成；\;-BE]’’< 木聚糖购自 T;>:/ 公司；市售古船牌标
准小麦面粉用于发酵试验；"8淀粉酶（#2%%I_:W）、葡萄糖淀粉
酶（C万 I_:W）由中国科学院微生物研究所的扈芝香老师惠

赠。

!"!"$ 培养基：W\培养基用于细菌培养；NFJ培养基用于酵
母培养，添加 O8!#2用于转化后筛选；NFO9培养基用于检测
酵母转化子的木聚糖酶的分泌，配方均参照文献［#%］。
!"# 曲霉总 %&’的提取
参照文献［##］的方法从黑曲霉 ! ) *’&$% I&8##中提取基

因组 J15。



!"# 木聚糖酶 !"#$基因的克隆
!"#"! 全基因序列的获得：根据已报道的 !"#$ 基因序列［!"］

设计 #$%扩增引物。#&’()& #!：*+,-./$.$-$$--/--$$,0+；
#&’()& #"：*+,..-$./--$-/./-.//,0+。以 % 1 #&’() 23,!!基
因组 45-为模板，对 !"#$ 基因进行扩增。#$%反应体系：
!678 基因组 45-，69"*((:;<= >5.#，69*!(:;<= 每种引物，
! ? #$%反应缓冲液，"9*2 *+, 45-聚合酶。反应条件：@AB
0(’7；@AB *6C，ADB *6C，D"B !(’7，06 个循环；D"B !6(’7。
扩增片段连接到 E/FG,. FHCI载体上并测序鉴定。
!"#"$ 去除内含子：根据定点突变的原理，合成一对部分互
补的 跨 过 !"#$ 基 因 内 含 子 的 引 物。 #&’()& J!：*+,
./-./.$$./$/$-$..$$-///,0+；#&’()& J"：*+,-/./$/$
-//-$-.$-$$.-$-/,0+。以 !"#$全基因作为模板，分别以
引物对 #!<J!以及 J"<#" 进行 #$%扩增，得到部分互补的两
个外显子序列，进行胶纯化和回收，再以这两个外显子作为

二次 #$% 的模板，以 #!<#" 为引物进行扩增，得到最终的
!"#$ K45-序列，然后将 #$%产物进行纯化、连接、转化及阳
性克隆的筛选。并对得到的重组质粒进行测序分析。

!"% 表达载体的构建
45-重组操作参照文献［!0］进行。用 -&#>"和 ./0#双

酶切质粒 E/J.!6，切下 ’+1A 基因，在原来位置连接上 !"#$
基因片段，构建成 E/L,"质粒；用 234#酶切 E/L,"，获得的
#-4M! ,!"#$,.-4M!片段克隆到质粒 E-!*JJA的 234#,234#位

点，该位置上的酵母 45-序列被替换，从而构建成酵母整合
型表达质粒。

!"& 多倍体工业酒精酵母的转化和鉴定
!"&"! 工业酒精酵母的转化：采用 NHO’ 方法［!A］和醋酸锂
法［!*］进行工业酒精酵母的转化，并加以改进。将 2 1 5()(6&/&+(
"90AP的单菌落接种到 *(= Q#4液体培养基中，06B培养过
夜，细胞密度达到 " ? !6P 个<(=（78P66值约为 69!）；取适量过

夜培养菌液接种到 *6(=Q#4液体培养基中，培养 " R AS，使
细胞密度达到 78P66值约为 69A。取适量菌液在 *(=离心管

中 A666&<(’7离心 *(’7，收集细胞，无菌超纯水洗涤两次。用
"66!=锂盐溶液（T6U纯水；!6U.F ? !6；!6U醋酸锂）重悬细
胞；再加入 !A!=鲑鱼精 45-（"66!8）作为担体 45-，*!=用
29+#线性化的表达载体 E-L"（!!8<!=）和 !!= 抗性质粒
JFV!P（!6678<!=）；加 !(= #F/溶液（T6U#F/A666；!6U.F ?
!6；!6U醋酸锂），混匀。06B !66&<(’7摇荡培养 06(’7，A"B
热激 "6(’7，离心彻底去除 #F/溶液，沉淀中加入 "(= Q#4液
体培养基，06B!66&<(’7摇荡培养 A R *S。A666&<(’7离心 06C，
去上清后沉淀加入 !66!= Q#4培养基，涂布 Q#4平板，06B
培养 " R 0>至转化子出现。
!"&"$ 酵母转化子的 #$%鉴定：参照文献［!P］的方法提取
酵母转化子基因组 45-，以此作为 #$%反应模板，以 #!<#"
为引物进行 #$%扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳分析。
!"&"# 刚果红法检测转化子分泌表达木聚糖酶：滤纸片浸
于转化子菌株培养数天的发酵上清液中，取出后平铺在含

69"U木聚糖的 Q#4平板上，将平板置于 *6B水浴中约 !S，

去掉滤纸片后用 69!U刚果红染色 A6(’7，!(:;<= 5H$; 脱色
06(’7，产生透明圈的为阳性转化子。
!"&"% 表达产物的酶学性质测定：采用 45N法检测酵母转
化子表达的木聚糖酶的酶活［!D］。用不含葡萄糖的 Q#/F培
养基培养酵母转化子，取一定量的发酵液上清与用 69!(:;<=
醋酸缓冲液（EM*96）配成的 !U的木聚糖溶液混合，*6B 反
应 !*(’7，加入 69P(= 45N试剂，煮沸 !6(’7，用蒸馏水定容至
*(=后测 **67(光吸收。定义每分钟分解木聚糖生成 !!(:;
还原糖所需酶量为 !个酶活性单位（W2）。
!"&"& 重组菌株表达产物的 N4N,#-/F分析：将 #$%筛选
出的酵母转化子接种到 Q#4培养液中，06B 培养 P>，离心取
上清，经冷冻干燥把上清液浓缩 *倍进行 N4N,#-/F分析。
!"’ 酒精酵母基因工程菌酒精发酵分析
!"’"! 糖化醪的制备：!666 8小麦面粉加入 P*B 的 0*66(=
水，调 EM到 P9"，加热至 @*B，加入液化酶 "66662，搅拌，液
化 A*(’7后，煮沸 !6(’7灭活酶；降温至 P6B，调 EM到 A96，加
入糖化酶 "666662搅拌，P6B保温糖化 0S。
!"’"$ 发酵实验：将重组菌株和对照菌株分别接种于含 *(=
Q#4液体培养基的试管中，06B摇荡过夜，然后转接到三角
瓶的 Q#4培养基中培养过夜，细胞密度达到 " ? !6D 细胞<(=
（78P66约为 !96），作为种子液。!66(=三角瓶 ! R 0 X 分别装

入上述糖化醪 !66(=，分别接种 !T(=过夜种子液，接种量为
!*U，06B静置发酵，定时摇荡。发酵后，测定其酒精含量。
!"’"# 酒精含量的测定：采用 M#=$法进行酒精含量测定。
测定条件：色谱柱 -(’7)Y M#L,TDM；流动相 *((:;<= M" NZA 溶

液；流速 69P(=<(’7；检测器 %)[&HK\’]) W7>)Y。酒精含量与酒精
峰高成正比，以 !6U（^<3）酒精为标准，测定样品酒精峰高，
按比例推算样品酒精含量。

$ 结果

$"! !"#$基因的克隆
以 #!<#"为引物，以黑曲霉 % 1 #&’() 23,!! 基因组 45-

为模板由 #$%扩增出约 DA*_E的完整木聚糖酶基因 !"#$，克
隆到 E/FG,. FHCI载体上。序列分析表明该基因含有一个
PD_E的内含子和 0D个氨基酸的信号肽。它与 W\:（!@@A）!"#$
序列的同源性为 @!U。进一步去除内含子后得到 !"#$ 基因
的 K45-序列，大小为 PDT_E。
$"$ 酵母整合型表达载体的构建
构建成的酵母整合型表达质粒 E-L," 携带 -(E 抗性，

!"#$基因（带自身信号肽），真核生物 !TN &45-序列以及整
合位点 29+#。
$"# 木聚糖酶基因在工业酒精酵母中的整合表达
通过改良的醋酸锂法将整合型表达质粒 E-L,"与 /A!T

抗性质粒 EJFV!P 共转化酒精酵母 2 1 5()(6&/&+( "90AP，在含

"66!8<(= /A!T的 Q#4平板上得到抗 /A!T的转化子，抗性转
化子的转化效率为 !6A 个转化子<!845-。随机挑取上述转
化子，提取酵母基因组 45-作 #$%鉴定。由于质粒 E-L,"
缺少真核复制位点而不能在酵母中独立复制，所以若基因组
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经扩增得到有 !"#$%大小（木聚糖酶基因）的特异性条带，即
表示表达载体 %&’()已经整合到酵母染色体上（图 *）。整合
转化子的转化效率约为 +##个转化子,!-./&。

图 ! "#$ 筛选转化子的凝胶电泳分析
01-2* 345671819:71;6 ;8 7<5 7=:6>8;=?:67 $@ ABC

D2 *E$ D:=E5=；*FG;>7 >7=:16；)FA;>171H5 9;67=;I %&’)；J :64 KF

L7=:16> M17<;N7 !"#$；+F C59;?$16:67 <:=$;=16- M17< !"#$ 2

以获得的整合转化子 ’O) 进行工程菌的性质研究。
L.L(A&PQ分析表明在重组菌株 ’O)的分泌表达产物中出现
了分子量为 )*E.左右的蛋白条带，而对照野生型菌株的表
达产物没有对应条带。根据氨基酸序列分析，黑曲霉木聚糖

酶共有 *RS个氨基酸，分子量理论值为 )#F"E.，所以初步认
为该蛋白条带是分泌表达的木聚糖酶蛋白（图 )）。同时平板
刚果红染色法表明，重组菌株 ’O)能够分泌表达木聚糖酶。
%&’ 转化子的木聚糖酶酶活分析
将重组工业酒精酵母菌株接种到 )+#?T三角瓶的 )+?T

培养基中，J#U *R#=,?16摇床培养。以野生型酵母为对照，
检测上清液的木聚糖酶酶活。随着培养时间的延长，酶活逐

渐升高，到大约 "4达到最大值 +F+V,?T。测得该重组表达

酶的最适温度为 +#U，最适 %G值为 +F#。

图 % 重组菌株 ()%表达产物的 *+*,"-./
01-2 ) L.L(A&PQ :6:I@>1> ;8 5W%=5>>1;6 %=;7516 ;8 7<5 =59;?$16:67

*F A=;7516 ?;I59NI:= M51-<7 ?:=E5=；)F % 2 &’(’)*+*,’ ’O)（ !"#$）；JF % 2

&’(’)*+*,’ )FJK!F

%&0 酵母工程菌酒精发酵分析
在以小麦面粉为原料的发酵实验中，重组酵母菌株 ’O)

产生的木聚糖酶，降解了原料中半纤维素的网状结构，释放

出更多淀粉。为了利用这部分淀粉，我们采用分泌糖化酶的

工程菌 % 2 &’(’)*+*,’ ))S X 协助重组酵母菌株 ’O)发酵，并以
野生型 % 2 &’(’)*+*,’ )FJK!与 % 2 &’(’)*+*,’ ))S X 各半的混合菌
为对照。在最初的 J!<内，两发酵液的酒精含量大致相同；
J!<以后至发酵结束，% 2 &’(’)*+*,’ ’O),))S X 的酒精含量渐渐
明显高于 % 2 &’(’)*+*,’ )FJK!,))S X，说明重组酵母菌株 ’O)与
% 2 &’(’)*+*,’ )FJK!相比提高了酒精产量（表 )）。

表 % 分泌木聚糖酶酵母工程菌 ()%的酒精发酵分析
Y:$I5 ) &6:I@>1> ;8 :I9;<;I %=;4N971;6 ;8 ’O) 9;?%:=54 M17< <;>7 >7=:16

QW%5=1?567 71?5> L7=:16>
&I9;<;I %=;4N971;6 16 85=?567:71;6 9;N=>5,Z（[,\）

#< *)< )K< J!< KR< !#<

*>7 QL
BL

#
#

JF#K
JF)#

KF#)
KF#K

!FJ#
!F)+

"F"#
"F#K

"F")
"F#)

)64 QL
BL

#
#

JF#R
JF)#

KF*#
KF#S

!FJR
!F)S

"F"!
"F*)

"F"+
"F*#

J=4 QL
BL

#
#

)FSR
JF*+

JFS)
JFS"

!F)+
!F)#

"F!+
"F#*

"F!)
!FSR

QL（5W%5=1?567:I >7=:16>）：’O),))S X；BL（9;67=;I >7=:16>）：)FJK!,))S X 2

1 讨论

迄今为止，来自于不同微生物的内切木聚糖酶已经在酵

母中得到表达，主要用于酶制剂的大量制备［*R］，纸浆漂白和

生物质降解［*S，)#］。本研究从黑曲霉中克隆得到的木聚糖酶

属于酸性木聚糖酶，能够在酒精发酵的酸性环境中有效作

用，对降解生产原料中的半纤维素，释放更多淀粉非常有利。

国际上应用重组技术改造野生型酵母菌株的报道较少。

D;68;=7［R］等采用附加型表达载体把内切木聚糖酶 ’)K 引入
工业面包酵母，工程菌的稳定性有待提高。本研究在国内首

次把 - 2 #*.’( V\(**的木聚糖酶基因引入多倍体野生型的工

业酒精酵母染色体中并得到整合型表达。酶活检测证明，本

研究使用的方法对外源基因转化工业酒精酵母是完全可行

的。

重组菌株 % 2 &’(’)*+*,’ ’O)产生的木聚糖酶的最适 %G、
最适温度均与原始菌株 - 2 #*.’( V\(**的性质一致，且分泌
到胞外，说明 !"#$基因本身的信号肽在工业酵母中也能有
效作用。

为使木聚糖酶能在酒精酵母中长期稳定表达并且较少

影响其本身的产酒精能力，我们使用了组成型启动子引导目

的基因的酵母 O3%型表达载体。发酵分析结果说明，随着发
酵时间的延长，酒精酵母能够分泌表达木聚糖酶，使酒精产
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量比原始菌株有明显提高。

将重组菌株在 !"#平板上连续转接 $%次，并分别在 &
个月和 ’ 个月后根据上述方法重新检测菌株基因组中的
!"#$基因以及发酵液中的木聚糖酶活力，检测结果与转接
传代以前相比基本不变，说明该整合型重组工业菌株稳定性

较高。
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