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植酸酶和甘露聚糖酶双功能毕赤酵母工程菌的构建和产酶分析

黄生平，汪昌丽，张桂敏，马立新"

（湖北大学生命科学学院 分子微生物与基因工程研究室 武汉 !-$$,#）

摘 要：根据已发表的植酸酶基因和甘露聚糖酶基因序列设计并合成引物，应用 EFG 技术，分别以土曲霉总 HI’
和质粒 (J/K.#$. 为模板，扩增出均不含假定信号肽序列的植酸酶基因 !"#$ 和甘露聚糖酶基因 %&’，将它们各自

克隆到 毕 赤 酵 母 表 达 载 体 (J/K4$"F 上，分 别 得 到 重 组 质 粒 (J/K4$"F3 !"#$ 和 (J/K4$"F3%&’。将 质 粒

(J/K4$"F3 !"#$ 上由乙醇氧化酶（’LM.）启动子和终止子引导表达、酿酒酵母!信号肽序列引导分泌的 !"#$ 表达

盒式结构插入到质粒 (J/K4$"F3%&’ 中，构成双基因表达分泌质粒 (J/K4$"F3 !"#$3%&’。(J/K4$"F3 !"#$3%&’ 经

(&)"酶切线性后转化毕赤酵母（*+,"+& !&-./0+-）NO..0，获得了同时分泌表达植酸酶和甘露聚糖酶的双功能酵母工程

菌。研究了该酵母工程菌所分泌表达的重组植酸酶和甘露聚糖酶的相关酶学性质，并进行了双功能酵母工程菌的

稳定性测试。
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植酸酶（E<Q>6D2；8F-R.R-R%）是催化植酸（即肌

醇六磷酸）及植酸盐水解成肌醇与磷酸（或磷酸盐）

的一类酶的总称。植酸酶作为一种单胃动物的环保

型饲料添加剂，它的饲喂效果已在世界范围内得到

了认证。在饲料中添加植酸酶能够使植物性饲料中

磷的 利 用 率 提 高 ,$S，粪 便 中 磷 的 排 出 量 减 少

!$S，同时还能降低植酸磷的抗营养作用，提高饲

料中微量元素的利用率，提高饲料中蛋白质和氨基

酸的利用率，因此对提高畜牧生产效益及降低其对

环境的污染有重要意义［.，#］。

#3甘露聚糖酶（#3.，!3H396::6: 96::=<QT)=+6D2；
8F-R#R.R"%）是一类降解甘露聚糖、葡萄甘露聚糖、

半乳甘露聚糖和半乳葡萄甘露聚糖的主链#3.，!3H3
甘露吡喃糖的酶［-，!］。#3甘露聚糖酶作为一种新型

的饲料添加剂已日益为人们所重视。它具有降低消

化道内容物粘度、破坏植物性饲料细胞壁结构，使营

养物质与消化酶充分接触，提高动物内源酶（如胰蛋

白酶、淀粉酶和脂肪酶）的活性，改善肠道微生物菌

群和提高肠粘膜的完整性等功能。

毕赤酵母表达系统是甲醇酵母表达系统类型中

比较成熟的一个表达系统，有许多蛋白质和多肽在

该系统中成功表达并且获得较高的表达量，同时巴

斯德毕赤酵母的工业发酵工艺也已经发展的比较成

熟，这使得该酵母在饲料添加剂上具有广阔的前

景［0］。目前，利用 * ? !&-./0+- 表达系统单独表达植

酸酶或者甘露聚糖酶的例子很多，例如：姚斌等［,］将

来源于 $-!102+))3- ’+210 4,- 的植酸酶基因经定点突

变后在毕赤酵母中实现了表达，伍洛夫等［"］将来源

于土曲霉植酸酶基因在该系统中实现了高效表达；

韦跃华等将来源于里氏木霉内切3#3甘露聚糖酶基

因和谭秀华等将从土壤中筛选得到的耐碱性甘露聚

糖酶基因也在该系统中实现了表达［%，4］。

本研究利用 * ? !&-./0+- 表达系统首次实现了对

植酸酶和甘露聚糖酶的共分泌表达，并对这两种酶

的相关酶学性质作了初步研究。鉴于酵母本身的生

物安全性，并且植酸酶和甘露聚糖酶均可以作为良

好的动物饲料添加剂，本研究为新型复合酶饲料添

加剂的研究奠定了初步的基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：大 肠 杆 菌 MU.$3N=+T 购 于

O>)6>6C2:2 公 司，巴 斯 德 毕 赤 酵 母（ *+,"+& !&-./0+-）

NO..0 购 于 V:W*>)=C2: 公 司，(KH.%31 载 体 购 于

16X6G6 公司，(J/K4$"F、(J/K.#$. 为本研究室保

存，土曲霉 FF1FF’54-$!! 购于中国典型培养物保



藏中心。

!"!"# 培 养 基：!"、#$% 培 养 基 参 照 文 献［&’］。

%()*、+*、"+,%、"++% 培养基见 -./012345. 公司毕

赤酵母操作手册。

!"!"$ 试剂：限 制 性 内 切 酶、67 *#8 聚 合 酶、67
*#8 连 接 酶、!"9#$% *#8 聚 合 酶、:86)、:,6)、

:;6)、:66) 等购自 6<=<>< 公司，其它常规试剂采用

进口分装或国产分析纯。

!"# 质粒的抽提和纯化

参照文献［&’］用碱法提取，亚精胺法纯化。

!"$ 土曲霉总 %&’ 抽提

抽提步骤参照文献［&&］进行。

!"( %&’ 操作

*#8回收、消化、连接和转化参见相应试剂盒

手册和文献［&?］进行。毕赤酵母感受态细胞制备、

转化参照 -./012345. 公司毕赤酵母操作手册进行。

!") *+, 引物设计和扩增反应

根据文献［&@］发表的土曲霉 ;;6;;8AB@’77 植

酸酶基因 &’() 序列，设计一对引物 )& 和 )?，)&：CD9
,6;88;6,,;8,6;;;;,;;6;9@D；)?： CD9,,;;8;6
88,;8888;8;6;;,;;;89@D，,6;8 和 ,,;;8 分别

为 )& 和 )? 的 CD端 接 头，用 于 从 土 曲 霉 ;;6;;8
AB@’77 总 *#8 中扩增植酸酶基因 &’() 和转化子中

植酸酶基因 &’() 整合的 );> 检测。);> 反应条件：

B7E CF0.；B7E @’G，C?E &F0.，H?E ?F0.，@’ 个循

环；H?E &’F0.。扩增产物用 ’IHJ68( 琼脂糖凝胶

电泳检测。

根据文献［B］发表的甘露聚糖酶基因 *$+ 序列

设计一对引物 )@ 和 )7，)@：CD9,6;8;8888;,,8
666;8;,686;;,9@D；)7：CD9,,;;866886;8;6;66
88,;;;86666;8;;9@D，,6;8 和 ,,;;8 分别为 )@
和 )7 的 CD端接头，用于从质粒 KL"+&?’& 中扩增甘

露聚糖酶基因 *$+ 和转化子中甘露聚糖酶基因

*$+ 整合的 );> 检测。扩增条件：B7E CF0.；B7E
&F0.，C@E &F0.，H?E &F0.，@’ 个循环；H?E &’F0.。

扩增产物用 ’IHJ68( 琼脂糖凝胶电泳检测。

!"- 共表达植酸酶和甘露聚糖酶的转化子的筛选

毕赤 酵 母 感 受 态 细 胞 的 制 备 与 转 化 参 照

-./012345. 公司毕赤酵母操作手册进行。将 +* 平板

上生 长 的 部 分 毕 赤 酵 母 转 化 子 分 别 转 接 适 量 到

"+,% 平板上，?ME培养 ?:，再分别转接适量菌落到

添加 ’ICJ 的 植 酸 钙（植 酸 酶 作 用 底 物）和 添 加

’ICJ的魔芋粉（甘露聚糖酶作用底物）的 ++ 平板

上，每 &?N 添加适量甲醇进行诱导，?ME培养，观察

其表达情况。

!". 植酸酶基因 !"#$ 与甘露聚糖酶基因 %&’ 在

毕赤酵母中的高密度诱导表达［!(］

挑取待表达的重组毕赤酵母单菌落于 "+,% 液

体培养基（按!&’J装瓶）?ME、?M’2OF0. 培养至对

数期（ ,-P’’ Q ? R P），转 接 &F! 培 养 液 至 &’’F!
"+,%液体培养基（按!&’J 装瓶），?ME、?M’2OF0.
摇床 培 养 至 对 数 中 期（ ,-P’’ Q ?’ R @’），室 温

7’’’2OF0.离心 CF0. ，收集菌体，弃上清，细胞沉淀全

部转移至 &’’F! "++% 液体培养基中，?ME、?M’2O
F0. 摇床培养。每隔 &?N 补加 &’’J甲醇至适当浓

度。从细胞沉淀转至 "++% 液体培养基诱导开始，

每隔 ?7N 取 &F! 上清分析表达水平。

!"/ 甘露聚糖酶酶活力单位的定义

吸取 ?&7F! &I’J 的魔芋粉溶液（以 ’I?F3SO!
的 L8; 和 #<8; 缓冲液配制 KL@IP R CIM 的溶液，以

’I?F3SO! 的 #<?L)T7 和 #<L?)T7 缓冲液配制 KLCIM
R MI’ 的溶液，以 ’I&F3SO! 的 #<?;T@ 和 #<L;T@ 缓

冲液 配 制 KLMIHH R &’ICH 的 溶 液），加 入 ’I&F!
（#L7）? UT7 沉淀的粗酶液，C’E水浴反应 @’F0. 后，

*#U 法测定酶解液的还原糖基含量 &C。酶活力单

位定义：以每分钟生成 &!F3S 相当于 *9甘露糖的还

原糖所需的酶量为一个酶活力单位（V）。

!"0 植酸酶酶活力单位的定义

植酸酶酶活力测定见参考文献［&P］。酶活力单

位定义：样品在 @HE、KLCI’ 的条件下，每分钟释放

&!F3S 无机磷所需植酸酶的量即为一个酶活力单位

（V）。

# 结果

#"! 植酸酶基因 !"#$ 与甘露聚糖酶基因 %&’ 的

克隆

按材料方法 &IC 所述，以土曲霉 ;;6;;8AB@’77
总 *#8 为模板，用引物 )& 与 )? 进行 );> 扩增，获

得了约 &I7WX 的特异性条带，与预期的大小一致。

);> 产物经过胶回收与 K+*&M96 载体连接后送上

海博亚公司测序验证。

按材料方法 &IC 所述，以质粒 KL"+&?’& 为模

板，用引物 )@ 与 )7 进行 );> 扩增，获得了约 B’’XK
的特异性条带，与预期的大小一致。);> 产物经过

胶回收与 K+*&M96 载体连接后送上海博亚公司测

序验证。

#"# 植酸酶与甘露聚糖酶毕赤酵母共表达质粒

123405.+6!"#$6%&’ 的构建

将结果 ?I& 中的两种 );> 产物经凝胶回收纯

化后，在 :66) 的保护下经 67 *#8 聚合酶处理，与

&M?黄生平等：植酸酶和甘露聚糖酶双功能毕赤酵母工程菌的构建和产酶分析 Y O微生物学报（?’’H）7H（?）



经 !"#!和 $#%!双 酶 切 的 毕 赤 酵 母 表 达 载 体

!"#$%&’( 相连，得到两个重组质粒，分别命名为

!"#$%&’()"&’( 与 !"#$%&’())*+。在这两个重组

质粒中，"&’( 表达盒式结构与 )*+ 表达盒式结构的

上游均有 $&,!和 -.,*+*’!这两个单酶切位点，下

游均有 /0*!这一单酶切位点。质粒 !"#$%&’()
"&’( 经过 -.,*+*’!和 /0*!双 酶 切 后 回 收 含 有

"&’( 表达盒式结构的小片段，此小片段命名为 ,-；

质粒 !"#$%&’())*+ 经过 -.,*+*’!和 $&,!双酶

切后回收含有 )*+ 表达盒式结构和骨架载体的大

片段，此大片段命名为 ,.。由于 $&,!和 /0*!为

同尾酶，故小片段 ,- 与大片段 ,. 粘性末端恰好匹

配，这样小片段 ,- 与大片段的 ,. 进行定向连接后，

即得到植酸酶与甘露聚糖酶毕赤酵母共表达质粒，

命 名 为 !"#$%&’()"&’())*+。 共 表 达 质 粒

!"#$%&’()"&’())*+ 的物理图谱如图 - 所示。

图 ! 重组质粒 "#$%&’()*!"#$*%&’ 的物理图谱

,/01- 2345/678 97! :; <3= >=6:9?/@7@< !8759/A !"#$%&’()"&’())*+ 1

+,- 植酸酶与甘露聚糖酶双功能毕赤酵母工程菌

的筛选

将质粒 !"#$%&’()"&’())*+ 用 -*1!酶切后，

转化毕赤酵母 BC--D，涂布 $E 平板。随机挑取 -&&
个转化子点接至 #$BF 培养基平板上，并编号 -、.、

+⋯-&&，.*G培养 - H .A 后，分别按编号顺序点接至

添加 &IDJ的植酸钙和添加 &IDJ的魔芋粉的 $$
平板上。加适量甲醇诱导（每 -.3 补加一次）-.3
后，在添加 &IDJ的魔芋粉的 $$ 平板上的部分菌

落的周围出现明显的透明水解圈（图 .)#），.K3 后，

在添加 &IDJ的植酸钙的 $$ 平板上的部分菌落周

围也出现了明显的透明水解圈（图 .)L）。在 #$BF
培养基平板上，选取在两种平板上均能出现较大水

解圈并且菌体相对较小的菌落 M 株，记下其编号，按

其编号分别命名为 NOI+、-&、-%、.%、+M、M.，图 . 给出

了部分转化子的编号。将这 M 株酵母菌落接种于

F2E 液体培养基中培养到适当浓度后，收集菌体，抽

提总 ENL 作为模板，分别利用引物 2-、2. 和引物

2+、2K 进 行 2(P 扩 增，前 者 得 到 与 正 对 照

（!"#$%&’()"&’( 质粒 ENL 作为模板）一致的扩增

产物，后者得到与正对照（!"#$%&’())*+ 质粒 ENL
作为模板）一致的扩增产物，说明 "&’( 与 )*+ 这两

个基因已整合到酵母染色体上。

图 + 部分转化子的平板鉴定

,/01. 287<= A=<=6</:@ :; !7></78 <>7@5;:>97@<51 Q3= <R=@<4 <>7@5;:>97@<5
（L-)L-&，#-)#-&）7>= @=0=</S= 6:@<>:85；Q3= =/03< <>7@5;:>97@<5（L-)
LK，#-)#K）7>= BC--D（!"#$%&’(）；LD)L-& 7>= BC--D（!"#$%&’()
)*+）；#D)#-& 7>= BC--D（!"#$%&’()"&’(）1

+,. 双功能毕赤酵母中植酸酶与甘露聚糖酶的共

表达

将上述 M 株酵母菌按高密度摇瓶方式在 .*G、

-I&J（TUT）甲 醇 流 加 量 条 件 下 诱 导 产 酶，.*G、

.*&>U9/@振荡培养 ’.3，测定上清中植酸酶与甘露聚

糖酶的酶活（表 -），根据酶活的测定数据我们看出，

双功能毕赤酵母工程菌 N:I.% 在以摇瓶方式诱导产

酶 ’.3 后，分泌表达的植酸酶酶活力与伍洛夫等［’］

报道的同是来源于土曲酶的植酸酶的酶活力相差不

大，而分泌表达的甘露聚糖酶的酶活力则与单独表

达时基本一致［%］。这表明，并没有因为共表达而影

响每一种酶的酶活力，因为即使共表达这两种酶时

所分泌表达的蛋白总量与毕赤酵母中分泌型蛋白表

达量最高可达 -KI*90U9V 的报道［-’］相比，还有很大

上升空间。

表 ! 工程菌植酸酶与甘露聚糖酶分泌酶活性的测定

Q7?8= - E=<=>9/@7</:@ :; 5=6>=<=A 76</S/</=5 :; !34<75=

7@A 97@@7@75= :; =@0/@==>=A 4=75<
Q>7@5;:>97@< @W9?=> + -& -% .% +M M.

234<75=（XU9V） ’&I+ *.I* ’%IK -.&IM D-I’ %*I.

$7@@7@75=（XU9V） .DID .*I. .’I- +%I’ -MI% +KID

+,/ 酵母工程菌所分泌的植酸酶与甘露聚糖酶酶

学性质分析

植酸酶的酶学性质的研究显示：该酶最适 !"
值约为 DID，在 !".I& H MID 范围内该酶的酶活较稳

定，该酶作用的适宜温度为 KDG H D&G，最适温度

为 D&G，*&G处理 D9/@ 后，酶活下降到 ’&J；甘露聚

糖酶酶学性质的研究显示：该酶的最适 !" 值为

’ID，在 !"DID H -&ID 范围内该酶的酶活较稳定，酶

.*. "XLNB C3=@0)!/@0 ,% *1 1 U(2%* 3425#04#1#642* -4+42*（.&&’）K’（.）



的最适反应温度为 !!"，#$"处理 !%&’ 后，酶活下

降到 ($)，当温度再恢复到 !!"其活性竟然提高到

*$)以上，由此可见：甘露聚糖酶酶学性质共表达与

单独表达时的基本一致［+］，本研究表达的植酸酶的

酶学性质虽未见报道，但与伍洛夫等［,］报道的同是

来源于土曲霉的植酸酶的酶学性质相差不大。本研

究所得的双功能酵母工程菌在弱酸性环境中能比较

好的行使其功能。

!"# 双功能工程菌植酸酶和甘露聚糖酶表达的稳

定性检测

将 -./0、($ 和 1+ 三株菌在 234 平板上连续传

代 ($ 次后，分别将原初菌株与转移 ! 次和 ($ 次的

菌株按高密度摇瓶方式在 1#"、(/$)（565）甲醇流

加量条件下诱导产酶，1#"、1#$76%&’ 振荡培养 ,18，

测定上清中植酸酶与甘露聚糖酶的酶活（表 1）。上

述结果表明，这 0 株工程菌所分泌表达原初的植酸

酶和甘露聚糖酶酶活与转移 ! 次和 ($ 次的相比，无

明显的差异，说明本研究得到的双功能酵母工程菌

具有比较好的稳定性。

表 ! 双功能工程菌稳定性检测

9:;<= 1 >?:;&<&?@ ?=A? .B =’C&’==7=D @=:A? -E/0，($ :’D 1+
>?7:&’6?7:’AB=7 ?&%=A 38@?:A=（F6%G） H:’’:’:A=（F6%G）

>?7:&’ 0 *#/! 1!/,

>?7:&’ 06! ?&%=A ,1/I 1!/(

>?7:&’ 06($ ?&%=A *!/# 10/!

>?7:&’ ($ #0/( 1*/#

>?7:&’ ($6! ?&%=A #(/1 1I/0

>?7:&’ ($6($ ?&%=A ,#/# 10/$

>?7:&’ 1+ ((#/, 0,/0

>?7:&’ 1+6! ?&%=A ((1/I 0I/0

>?7:&’ 1+6($ ?&%=A ($+/* 00/#

$ 讨论

本研究构建的毕赤酵母共表达质粒的优越性主

要有：（(）在克隆目的基因 !"#$ 与 %&’ 时，在 3JK
正、反向引物的两端分别加上 L9JM 和 LLJJM 的序

列，将 3JK 扩增出来的产物用 D993 保护，利用 9I
4-M N.<@%=7:A= 0O!!O方向的外切酶活性，在 3JK 产

物两端产生的粘性末端恰好可以和经 (!)!、*)+!
双酶切的载体产生的两个粘性末端互补匹配，无须

考虑这两个基因内部的酶切位点，两个基因可以平

行操作，这种高通量的克隆方式也能推广到多个基

因的平行操作，为克隆外源基因带来方便。（1）本研

究在构建毕赤酵母共表达质粒时，巧妙利用表达盒

式结构左侧稀有酶切位点 >A=#0#,!和两侧的一对

同尾酶 *",!和 -.&!，解决了仅用一对同尾酶时

产生非定向连接的问题。（0）载体线性化后抗药性

标记被切除掉，这使得我们构建的双功能毕赤酵母

中没有采用任何抗药性标记，具有很好的生物安全

性。

本研究所使用的受体菌毕赤酵母本身具有很好

的安全性，曾作为单细胞蛋白广泛应用（包括在饲料

中使用），双功能工程菌所分泌的植酸酶和甘露聚糖

酶可以不必分离纯化，而能直接以酵母培养物的形

式添加到饲料中。这在实际生产应用中可进一步降

低生产成本。

本研究利用 / P !&0+)120 表达系统首次共表达的

植酸酶和甘露聚糖酶在经过 #$"处理 !%&’ 后，恢复

到 !$"，酶活力均维持在 *$)以上，这表明本研究

所得到的双功能工程菌具有比较好的热稳定性，这

一点对于解决工业酶制剂的制粒问题具有重要意

义，比较适合工业生产的要求。但是本研究使用的

!"#$ 与 %&’ 均没有经过改造，进一步通过结构基因

的定点诱变、根据毕赤酵母密码子的选择偏向进行

基因的优化改造［(#］、改变基因在染色体上整合位

点，可以得到表达量更高、热稳定性更好、催化活性

更高、两种酶的比例更合适的双功能工程菌。这样

在饲料高温制粒过程中酶的损失更小，并且在动物

的消化道中不容易被降解。结合巴斯德毕赤酵母营

养要求低、生长快、培养基廉价、能高密度发酵生长

等优点，为廉价有效地生产优质饲料酶，特别是环保

性复合酶饲料添加剂的研究提供了新的思路。
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