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提 要 采用123技术克隆得到嗜热细菌%#&’()*+*,-(./)-&."+)&’,#0,)*1,- 木糖异构酶

（456"7897":8;<78=>）基因!"#$，将该基因连接于酵母表达载体?@A%)的磷酸甘油激酶

（1BC）启动子下，得到重组质粒?D=+)。通过E9AF完整细胞转化法将重组质粒转移至酿酒

酵母（2311.3)&-"1/’1/)/4*’*3/）G)/0受体菌中，得到重组酵母转化子GH).，酶活测定结果表

明，成功地在酿酒酵母中得到木糖异构酶的活性表达。I’I+1ABJ电泳结果显示出明显的特

异性表达产物带，单体分子量为-*K’。由酿酒酵母重组子GH).产生的木糖异构酶最高酶

活条件与其在自然状态下的一致，均为0/L，?G&M,，在这一条件下酶的比活力为)M,N／:O
蛋白，而在接近酵母最适生长温度的*,L和-,L时，其相对酶活分别下降*M&P和))P。研

究结果显示在酿酒酵母中得到木糖异构酶的活性表达，为进一步在酿酒酵母菌中建立新的木

糖代谢途径打下了基础。
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代谢工程（:8Q<R"69F8SO9S88;9SO）也称途径工程（?TQTU<58SO9S88;9SO），是基因工程的

一个重要分支，一般为多基因的基因工程。改变代谢流向，开辟新的代谢途径是代谢工程

的主要目的之一［)!*］。

木糖是除葡萄糖以外自然界中含量最为丰富的单糖之一，其广泛存在于可再生的木

质纤维素材料中，如农副产品及林产业的木质废弃物，以及以农产、林产品为原料的工业

如造纸厂废弃物中［-］。当前随着能源危机和环境污染的日益严重，对再生资源的利用已

受到广泛的关注，其中对木糖的利用，特别是通过微生物转化木糖产生乙醇的研究也成为

热点之一［)，.，/!&］。自然界中存在着某些利用木糖的丝状真菌、酵母菌如树干毕赤氏酵母

（5*1.*3’(*6*(*’）、休哈塔假丝酵母（%37+*+3’./.3(3/）和细菌如大肠杆菌（891&#*）、克氏

杆菌属（:#/;’*/##37?#）等［&］。在利用木糖的真菌中，木糖首先经依赖!A’1G的木糖还

原酶（456"78;8VWFQ<78，=3）还原形成木糖醇，再由依赖!A’X的木糖醇脱氢酶（=569Q"6V8+
T5V;"O8S<78，=’G）酶促反应形成木酮糖［0，%］。而利用木糖的细菌中则是在木糖异构酶的

作用下直接转化木糖形成木酮糖［),］。酿酒酵母菌由于缺乏将木糖转化为木酮糖的酶，而

不能利用木糖，但其可以代谢木糖的异构体形式———木酮糖。木酮糖由木酮糖激酶催化

形成/+磷酸木酮糖，然后进入磷酸戊糖途径（111途径），并经糖酵解途径或在厌氧条件

下产生乙醇，或在好氧条件下经Y2A循环彻底氧化［/，&］。通过代谢工程手段引入木糖代
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谢基因，以改变酿酒酵母的代谢途径，使其利用木糖的研究已有不少报道［!，""，"#］。

木糖异构酶（$%）&’!()("(!）在细胞体内催化木糖转化成木酮糖，在体外可以转化

葡萄糖形成果糖，在工业上用于生产高果糖浆。由于直接完成木糖的木酮糖的转化，并且

不需要任何辅助因子，最初认为是构建利用木糖酿酒酵母代谢工程菌株的便利途径。!"
#$%&、’#(&)$*%+),-.&--$/0&,)-&-，1+#&%%/--/2(&%&-和3+#($2+#&%%/-*,)($-/-的木糖异构酶

基因45%’曾先后被克隆于酿酒酵母菌中，但均没有得到有活性的表达［")!"*］，这一结果

一直没有充分的理由以予解释。为此在酿酒酵母中引入木糖!木糖醇!木酮糖的真菌木

糖代谢途径的工作成为构建利用木糖酿酒酵母的另一尝试，大量结果［!，*，+("#］表明，虽然

这条途径上的木糖还原酶基因673"和木糖醇脱氢酶基因673#在酿酒酵母菌中均得

到高活性的表达，但由于这两步可逆反应的8, 值及两酶所用的辅酶不同造成氧化还原

平衡失调的影响，导致中间代谢产物木糖醇的积累，严重影响乙醇的形成，使得构建利用

木糖酿酒酵母菌的工作处于徘徊的局面，因而有必要重新探讨木糖异构酶在酿酒酵母中

的表达及其对发酵木糖产生乙醇的影响。

由于嗜热细菌9%$-(0&:&/.(;,0.$;5:0$-/%</0&#/. 的木糖异构酶基因45%’ 在茄科

植物细胞中得到活性表达（个人通讯），因而本文克隆该基因，并转化酿酒酵母，以期在酿

酒酵母菌中得到木糖异构酶基因的活性表达。

! 材料和方法

!(! 菌株、质粒及基因

!"#$%&-.!"：［/0#+12%+#=">"!"（%+#=7’?+0@A）3"*4:,$B0,#’",):’";-?
:B"5（670,78）-/*!99!0(;&0"@50’4*0,%’"］（:%;’<;=>，:?@ABC6DEF6G，H2(）用

于亚克隆。

C"#,0,D&-&+,:IJ!!K"!;"又名."!+（%,/#?)%,/#?""#/0+)?!#(0*"?#+4;&-9?!"4
*02%#&08），来自美国加州大学，用于转化的酵母受体菌株。

用于45%’基因表达的质粒为酵母表达质粒LHM4"，其携带有酵母的磷酸甘油激酶

（I:N）的启动子，为!"#$%&与C"#,0,D&-&+,之间的穿梭载体，在!"#$%&中的选择标记为

+.*0，而在C"#,0,D&-&+,中的选择标记为3!E8。

9"(;,0.$;5:0$-/%</0&#/. .;+来自MO’’，编号MO’’))##)。

!(" 培养基

!"#$%&用>;培养基，添加!1$G／,>氨卞青霉素以选择转化子。C"#,0,D&-&+,用完

全合成培养基（P’8）：1Q*5R不含氨基酸的酵母氮源（JS;），#R葡萄糖并添加必要的氨

基酸及维生素［!］。选择培养基则根据质粒的选择标记在配方中去掉相应的氨基酸，记作

P’KTCF等。

!(# 核酸操作程序

标准核酸操作程序参照文献［"5］及有关公司提供的操作手册进行。经琼脂糖凝胶电

泳分离的-SM片段的回收采用美国;@UVBC,@V?TD公司的:CWCVTC?W试剂盒，I’=反应采

用美国&=N%SKI&>H&=-的I’=仪。

!$% !"#$%&及’"#()(*&+&,(的转化

1! 微 生 物 学 报 )4卷



!"#$%&的转化采用常规!"!#$法；’，#()(*&+&,(的转化参照%&’()*+#等人［,-］的.(/&
完整细胞转化法。

!"# $%$&’()*电泳

采用."0)1(不连续缓冲系统的%2%34/56电泳，操作程序参照文献［,7］及有关公

司提供的操作手册进行。表达产物在菌体可溶性蛋白中所占的比例用光密度薄层扫描确

定。

!8+ 酶粗提液的制备

酿酒酵母转化子摇瓶培养在%!选择培养基中至对数生长期，离心收集菌体，以

9:,0;#／.，<=7:9的磷酸钠缓冲液离心洗涤两次，菌体悬浮于裂解缓冲液（9:,0;#／.，

<=7:9的磷酸缓冲液中含9:>00;#／.62?/，,00;#／.4@%A，9:>00;#／.2??）中，

加入一定数量的玻璃珠（直径9:>00），在保持低温（!,9B）状态下，旋涡振荡器振荡处

理,90(1左右，在显微镜下镜检细胞的破碎程度，当破碎率达C9D以上时停止振荡处

理，将细胞破碎液离心,90(1（EB,9999F／0(1），收集上清液作为粗酶液，储存于G
$9B用于测定酶活及蛋白含量。

!8, 酶活测定方法

木糖异构酶的活性以转化果糖为葡萄糖的能力表示之。将酶活反应液,999!.（9:,
0;#／.<=7:9的=646%缓冲液，E9900;#／.果糖，,900;#／.@1!#$，,99!.酶粗提

液）保温处理,90(1，加9:H0.>9D的三氯乙酸以终止反应。所产生的葡萄糖通过葡萄

糖氧化酶试剂盒（%(I0"2("I1;*+(&*，%+.;J(*）进行定量［,C］，木糖异构酶的一个比活力单

位（K／0I）定义为每毫克酶蛋白每分钟转化底物的毫克分子数。

蛋白含量的测定按!;;0"**()L#J)法，以牛血清蛋白为标准品。

!8- 木糖利用平板生长实验

在以木糖替代葡萄糖的培养基固体平板上，划线酵母菌株，H9B培养EM，观察菌株的

生长状况。

. 结果和讨论

."! !"#$%&’($)*&(+,-.,&/0,’木糖异构酶基因1)-2的克隆

参照2)NN)F等人［,9］报道的-"./()0$/12)$+3%43)&#30 中OP#/基因的序列，并以计

算机进行内切酶图谱分析，同时兼顾载体<@/C,的克隆位点为LI#QQ，因而设计4!R引

物为：

>S引物为：>S35!5!5675-7/0/()(/?5?/!5/5!!!///!!55/5!/!/53HS；

HS引物为：>S35!??5675-7/0/()(?!/!!!!!5!/!!!!!/55/55?/!?3HS。

这对引物含有L&,Q（斜体）及TU"#（黑体）位点，前者可以与载体<@/C,的克隆位点LI#QQ
进行粘性互补连接，但不再被这两种酶回收，因而加一TU"#的位点。引物中将原基因内

的5?5起始密码改为酵母菌更偏爱的/?5起始密码。以L;)’F(1I)F@"11’)(0公司新

产的4V;32W/多聚酶进行4!R扩增，结果见图,。回收4!R产物，经内切酶L&#Q酶切

处理，与事先经LI,QQ酶切并去磷酸化处理载体<@/C,连接，转化!"#$%&2=>"，得到转

化子，随机挑取一定数量的转化子，小量制备质粒，通过L"0=Q酶切，鉴定其片段大小，以
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确定结构基因的方向与转录方向一致，获得携带!"#$基因的酵母重组质粒!"#$%，见图

&。图&显示!"#$基因在’()启动子控制下，酵母’()启动子是组成型强启动子，适

合在酿酒酵母中高效表达外源基因。

图* ’+,对!"#$基因的扩增

-./0* 12!3.4.567.8984!"#$/:9:;<’+,
*0!=>1／’?7%；&，@0!"#$(:9:0

图& 重组质粒!"#$*的物理图谱

-./0& ’A<?.56326!84B:582;.9697!36?2.C!"#$*

!"! 外源基因!"#$在酿酒酵母#$%&中的表达

图@ D=DE’1(F电泳图

-./0@ ’677:B984D=D$

’1(F

*0G8H$283:5I36BH:./A7

?769C6BC；

&0,:582;.969?%&’()(*+,+-(
JK*&H.7A!"#$/:9:；

@0,:4:B:95:?7B6.90

上述重组质粒!"#$*通过G.15完整细胞转化法转化酿酒酵母J*LM，得到酵母转化

子，以酵母转化子为模板进行’+,以及反转化到.&’/#+再酶切其中质粒以确定得到酵

母转化子，编号为JK*&。将JK*&培养在D+选择液体培养基中，@NO摇瓶培养@NA，离

心收集细胞，制备酶粗提液，取适量进行D=D$’1(F电泳，结果（图@）显示酵母重组菌株

JK*&有明显特异性表达产物带产生，分子量为P@Q=，这个分子量

与=:QQ:B等人［*N］报道的木糖异构酶单体的分子量相同。表明该

木糖异构酶基因已在酿酒酵母中得到表达，L@N92光密度扫描

结果表明外源蛋白表达量约占可溶性蛋白的@NR。

!"’ 酿酒酵母工程菌#($!木糖异构酶的活性测定

以酿酒酵母工程菌JK*&的酶粗提液，分别测定不同温度及

不同!J下木糖异构酶的酶活，结果见图P。图P$1显示，重组酵

母转化子产生的木糖异构酶，在所测定的&&O到SLO的温度范围

内，最适作用温度为MLO，此时木糖异构酶的比活力为*TNU／2/
蛋白。而温度在@NO及PNO时，该酶的相对酶活力分别仅有PR
和**R。这一结果暗示在酵母菌的最适生长温度下，此木糖异构

酶的活力不会很高。图P$"显示重组酵母转化子产生的木糖异构

酶最适!J为V。重组酵母菌株JK*&的木糖异构酶的最适!J及

最适温度均与其在0&12()3/2"4)/,5#65)+’53 中相同［*N］。而对

照菌株（J*LM$!W1S*）在所测定条件下均未检测到木糖异构酶酶

活。但利用木糖的平板实验表明，仅表达木糖异构酶的酿酒酵母
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图! 不同温度（"）及#$（%）下重组酿酒酵母菌株的木糖异构酶活性

&’()! *+,-,./0’1,/20’1’03/04’55,-,600,7#,-/08-,9（"）/64#$（%）:50+,-,2:7;’6/60’9:7,-/9,

重组菌株$<=>在木糖平板上的生长状况与对照菌株相差不多。

本文将!"#$%&’($)*&(+,-.,&/0,’ 的木糖异构酶基因1)-2 置于?@A启动子下，转

化酿酒酵母，成功地在酿酒酵母中得到木糖异构酶的活性表达，由酿酒酵母重组子$<=>
产生的木糖异构酶最高酶活条件与其在自然状态下的一致，均为BCD，#$EFG［=G］。在这

一反应条件下，重组木糖异构酶的比活力为=FGH／7(蛋白，外源蛋白表达量占可溶性蛋

白的IGJ。

为了构建利用木糖酿酒酵母代谢工程菌株，曾先后将3"0(-/、20#/4(5-64%+’/+7
+(,&/%4+/+，860/--,++,9#/-/+和:60#(960/--,+5%4#(+,+的木糖异构酶基因1)-2 克隆于酿酒

酵母菌中，虽然有些基因被翻译，但均没有得到有活性的表达［=I!=<］。利用电脑数据库，

分析上述细菌的木糖异构酶基因1)-2 密码在酿酒酵母中的使用频率，并不呈现一定的

规律性，这似乎表明密码的使用频率并不是细菌基因在酿酒酵母中成功表达的关键。!"
#$%&’($)*&(+,-.,&/0,’ 的木糖异构酶基因1)-2在酿酒酵母中成功表达更主要的原因可

能是较近的亲缘关系，从分类上看，嗜热细菌属于古细菌，许多特性比真细菌更接近酿酒

酵母。比较几种细菌1)-2 基因的氨基酸序列，!"#$%&’($)*&(+,-.,&/0,’1)-2 基因的

底物结合区域及催化区域与其他细菌有较大不同，而其他细菌木糖异构酶之间的这两个

位点有较高的同源性［=G］。

本研究虽然得到细菌木糖异构酶在酿酒酵母中的活性表达，但利用木糖的平板生长

实验表明，仅有该酶活性的酿酒酵母重组菌株$<=>仍不能利用木糖。根据代谢工程原

理，今后的工作将通过引入磷酸戊糖途径（???途径）上的关键酶基因，期望代谢工程菌株

不仅可以利用木糖并产生乙醇。
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