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产朊假丝酵母整合表达载体的构建
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摘要：【目的】构建一个产朊假丝酵母（.$-/&/$ 0#&*&1，. = 0#&*&1）整合表达载体。【方法】该载体以质粒 6AQ#’’
为骨架，包括 #G磷酸甘油醛脱氢酶（BRS）启动子和终止子、放线菌酮（1NO）抗性基因和 $F/ *T0R介导的同源
整合区。再以木聚糖酶基因为目标基因，插入 6BPQ"U载体上，构建重组表达载体，电击转化 . = 0#&*&1。对
阳性转化子进行酶活测定，检测其表达情况。【结果】转化子的胞内外都可检测到木聚糖酶酶活，酶活可达

%- V3?P。【结论】本实验构建了一个 . = 0#&*&1 载体，并用此载体表达了木聚糖酶基因，本研究将为产朊假丝
酵母工程菌在饲料添加剂及食品行业中的应用提供又一个新的实验平台。
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产朊假丝酵母是一种极其重要的工业微生物，

常被用于生产多种生物质，如谷胱甘肽及一些氨基

酸和酶类［$］。它和啤酒酵母、克鲁维酵母被美国

CTR认证为可作为食品添加剂的酵母，能运用于食
品、制药业以及畜禽的饲料中［’］。目前使用较多的

酿酒酵母和甲醇酵母与产朊假丝酵母相比均存在着

不同的缺陷：如大量表达时酿酒酵母常常会发生质

粒丢失现象；在有些实验中，分泌性的蛋白滞留于壁

膜间隙中，使分离纯化十分困难，而且在发酵中通常

有乙醇产生，难以对其进行高密度发酵。现阶段广

泛使用的甲醇酵母尽管具有高表达、高稳定、高分泌

的特点［# & %］，但它们不是食品酵母，诱导中需要添加

甲醇，在部分行业不能被广泛接受［@ & "］。与之相比，

产朊假丝酵母具有以下优点：!不具有酵解抑制有
氧氧化效应（+*)W5*KKG:KJ)5>XK），因而在严格好气的条
件下生长不会产生乙醇；"产朊假丝酵母属多倍体，

其基因组中 *T0R 属高度重复单元，使用此重复序
列作为整合载体的同源重组位点可使外源基因与宿

主染色体之间发生多拷贝同源重组；#发酵密度高，
在高密度发酵中细胞干重可达到 "’ J3P；$在廉价
的糖蜜中就能生长；%作为添加剂可直接使用。因
而产朊假丝酵母作为基因工程表达宿主具有很大的

潜力［$- & $$，’!］。

产朊假丝酵母是多倍体无有性世代，没有稳定

的附加质粒，因此采用整合型载体将外源基因整合

到染色体中是产朊假丝酵母引入外源基因的主要方

式。产朊假丝酵母基因组中存在一段 P!$基因属放
线菌酮（1NO）敏感性基因，研究表明［$’］，对 P!$基因
第 2%位氨基酸密码子的一个碱基进行突变即可获
得 1NO抗性基因，为构建产朊假丝酵母整合型表达
载体提供便利。

木聚糖是一种半纤维素，广泛存在于自然界中，



尤其是禾本科植物秸秆中含量很高［!" # !$］。然而，由

于其不易降解，很难被动物消化吸收。研究表明，木

聚糖酶（%&’()(*+）能降解饲草植物中的木聚糖，有
效提高饲草的利用率。目前研究最多的是内切木聚

糖酶 ,（-&),），它是一类可将木聚糖降解为低聚木
糖和木糖的水解酶类，在饲料、制浆造纸、食品医药

等行业中有广阔的应用前景［!. # !/］。因此，本研究选

用此酶基因作为目标基因，旨在验证 012345载体
的可行性及初步研究产朊假丝酵母对木聚糖酶的表

达情况。

本研究以 063"77 载体作为基本骨架，以产朊
假丝酵母基因组 89,为模板，采用定点突变法获得
放线菌酮抗性基因，同样以产朊假丝酵母基因组

89,为模板，采用 :;3 方法获得其 !<= >89, 片
段［!<］和 1,:启动子?终止子片段［!4 # 7@］，构建具有放

线菌酮抗性和 !<= >89,同源整合区域的产朊假丝
酵母表达载体。克隆来自链霉菌（ !"#$%"&’()$*
&+,-.)$&-,#,/,*）的木聚糖酶基因，连接到质粒 0A;!4
上，命名为 0A;!4?%,，由本室保存。本文将木聚糖
酶基因插入产朊假丝酵母表达载体中，获得重组表

达载体；将重组表达载体线性化后采用电击法转化

产朊假丝酵母，通过抗性平板筛选出阳性转化子，采

用 :;3 等方法对阳性转化子进行鉴定；采用 =8=?
:,1B和相应酶活测定的方法对目的基因表达产物
进行检测，从而对产朊假丝酵母表达载体的构建及

携带有外源基因的产朊假丝酵母的遗传特性进行初

步探索，为食品及新型饲料添加剂的研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和载体：大肠杆菌（0 C )&+,）8D.(、质粒
0A;!4?%,、产朊假丝酵母由本室保存。质粒 063"77
及克隆载体 0E8!4?F *GH0’+ I+JKL> 均购自大连
F(5(3(公司。
!"!"# 仪器和试剂：各种限制性内切酶、1.2 89,
聚合酶、F$ 89,连接酶和牛小肠碱性磷酸酶（;M,:）
均购自大连 F(5(3(公司。89,凝胶回收试剂盒购
自上海华舜生物公司。=LNKO+>) P’LKKG)Q 试剂盒（8M1
DGQO :>GH+ 89, 2(P+’G)Q ()R 8+K+JKGL) =K(>K+> 5GK M）购
自德国罗氏公司。其它产品购自上海生物工程公

司，试剂均为分析纯。:;3仪和电转仪 1+)+ :N*’+>
MM为美国 6GL?3(R公司产品。本文中涉及的 89,测
序均由大连 F(5(3(公司完成。
!"# 引物设计
根据 1+)6()S中公布的 3 C 4",+,* 各基因序列结

合 063"77质粒序列特征设计引物并引入合适的酶
切位点，引物均由上海生物工程技术服务有限公司

合成。其中引物 :. 和 3. 是根据文献［!7］设计的一
对反向互补引物。各引物序列见表 !。

表 ! $%&引物序列
F(P’+ ! FO+ *+TN+)J+* LU :;3 0>GH+>* N*+R G) 0’(*HGR JL)*K>NJKGL)

1+)+ V>(QH+)K *GW+XP0 :>GH+> *+TN+)J+（.Y!"Y） =LN>J+
567?% 4/@ :!：11,F,F;FF,;,1;1,1;,;F;,, 3 C 4",+,*

0)& 3Z
3!：,11F,;;1;F,1;F;F,1,,F1FF1FFF1F

8%9! :;$! <=.
567? " <@7 :7：FF;F,1,1;F,1;11F,;;F,F1,;FFFF,F 3 C 4",+,*

<=.! :;$! 8%9!
37：111,F;;,;1F1F,,F,;;,11

>.’DM
!<= >89, !/@@ :"：;1,F,F;F1;;,1F,1F;,F,F1; 3 C 4",+,*

0)&3"
3"：;1,F,F;F1,;FF1;1;FF,;F,1

0)&3"
2$! !4/@ :$：;1F;1,;,1F,,1F,F1,,,,1,1; 3 C 4",+,*

!.+M
3$：111,F;;11 1FFF11F;F,F1FF1;F

>.’DM
H2$! （J(( JLR+ 1’)） :.：,,;;,,1;,,1FFFF;;,; 3 C 4",+,*

3.：1F11,,,,;FF1;FF11FF
-&), !"@@ :[：F,F;F,1,,F11;;1,1,1;,;1;F ! C &-,#,/,*

<=.!
3[：11F,;;F;,11F1;111F;;

8%9!
-&),?7 !7@@ :/：,;,F11F1,;11;;1,1,,;1,1,F ! C &-,#,/,*

3/：FF11,1;,11,1F,1,1;F11,F;,
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!"# 同源整合表达载体 $%&’()的构建
!"#"! !"#抗性基因的克隆：以 ! $ "#$%$& 基因组为
模板，分别以 %&’()、%)’(& 为引物进行 %!(，获得
*&+基因上游片段、下游片段，这 ,片段的一端具有
碱基重叠区。分别回收这 ,片段。以这两片段等量
混合为模板，%&’(&为引物进行套叠 %!(，即可获得
!"#抗性基因。%!( 反应条件：-&. ) /01；-&.
23 4，)5. 23 4，6,. , /01，23个循环；6,. +3 /01。
回收目的片段连接至载体 789+-:; 40/7<= >=?@AB上
（命名为 7;:!"#）进行测序分析。
!"#"* 酵母 CD%启动子（CD%:7）和终止子（CD%:@）
基因的克隆：以 ! $ "#$%$& 基因组为模板，分别以 %+’
(+、%,’(, 为引物进行 %!(，获得酵母 CD% 启动子
（CD%:7）基因片段、CD% 终止子（CD%:@）基因片段。
%!(条件同上。回收这两片段分别连接至载体
789+-:; 40/7<= >=?@AB上（分别命名为 7;:C%、7;:C;）
进行测序分析。

!"#"# +EF B9GD基因的克隆：以 ! $ "#$%$& 基因组为
模板，以 %2’(2 为引物进行 %!(，获得 +EF B9GD片
段。%!( 条件同上。回收目的片段构建至载体
789+-:; 40/7<= >=?@AB上（命名为 7;:B9）进行测序分
析。

!"#"+ 整合表达载体 7C*(-H的构建：提取 7;:C%、
7;:C;和 7I(2,,质粒，分别采用 ’() (J’*+, K、*+,
K’-,. #K和 ’() (J’-,. #K进行酶切，回收目的片
段。采用 2片段连接法，用 ;& 9GD连接酶将这 2片
段同时连接，获得质粒 7I(:CD%。
提取 7;:!"#和 7I(:CD%质粒，分别采用 -,.

#K’/,% K进行酶切。回收目的片段，用 ;& 9GD连接
酶进行连接，获得质粒 7I(:C:*。
提取 7;:B9和 7I(:C:*质粒，分别采用 ’() (J

进行酶切。回收目的片段，用 ;& 9GD连接酶进行
连接，获得载体 7C*(-L。转化大肠杆菌 9#)M，提取
质粒后采用酶切和 %!(方法鉴定阳性克隆并保存
备用。

!"+ 含 ,-./基因的酵母表达载体 $%&0’的构建
!"+"! NO1D 基因的克隆：以质粒 7P!+-:QD 为模
板，%5’(5 为引物进行 %!(，获得 NO1D 目的基因片
段［,，-］。%!( 条件为：-&. ) /01；-&. 23 4，)E.
23 4，6,. +R) /01，23循环；6,. +3 /01。回收目的
基因克隆至载体 789+-:; 40/7<= >=?@AB 上（命名为
7;:QD）进行测序分析。

!"+"* 重组表达载体 7C*Q( 的构建：提取 7;:QD
质粒，采用 *+, K’012 K进行酶切，回收目的片段构
建至载体 7C*(-H 相应位点上，获得质粒 7C*Q(。
转化大肠杆菌 9#)!，筛选鉴定阳性克隆并保存备
用。

!"1 电转化 ! 2 "#$%$&
提取质粒 7C*Q(，分别采用 ’() (K、31, K线性

化，回收目的片段保存待用。

电击转化方法参照文献［+,，,2］。
!"3 转化子的筛选及稳定实验
转化子在含有 !"#（)3"S’/*）的 "%9液体培养

基中连续继代 2次，挑选数个转化子，提取基因组，
用外源基因中的特异引物 %5’(5 扩增，%!(结果为
阳性的转化子转入无抗性 "%9培养基中连续培养
数代后，继续在不同浓度梯度（)3、53、6)、+33"S’/*）
的 !"#选择培养基中筛选。复筛采用 %!(方法：挑
取数个电转化后的酵母单菌落，增菌培养后分别提

取基因组，用外源基因两侧特异引物（%6’(6）扩增筛
选。其中，引物 %6’(6位于外源基因的中间序列上，
可以扩增出 +R, LT的目标基因，是为了进一步验证
外源基因是否整合到染色体上而设计的。

!"4 ,-./的表达检测
从平板上挑取经过 %!( 复筛后的阳性菌落至

液体 "%9选择培养基中，23.培养过夜，按 + U+33的
比例接种到 ,3 /*新鲜的 "%9选择培养基中，23.
培养 63 V和 E) V后，分别收集菌体和发酵液，菌体
用超声波破壁。采用 9GF法测定其胞内外每 /*发
酵培养物中 NO1D的酶活（P’/*）［,+ W ,,］。
酶活定义为 )3.，7#)R5 条件下 +/01 产生

+"/A<的木糖所需的酶量为一个酶活单位（P）。
!"5 基因片段的 67’扩增和 $89:;制备
以质粒 7C*Q(为模板，%6’(6为引物进行 %!(，

反应体系和反应程序同 +R&R+。扩增的木聚糖酶产
物用 +R3X琼脂糖凝胶电泳分离，回收目的片段。
探针采用 9KC:YP;% 随机引物标记法标记 %!( 产
物，探针标定方法参照罗氏试剂盒说明书。

!"( <9=>?;@ :A9>分析
本研究以 FAZ@V=B1 杂交试验验证外源 NO1D 基

因是否整合到酵母基因组中。以 NO1D基因为探针，
挑选 %!(验证为阳性酵母转化子基因组 9GD进行
3REX琼脂糖胶电泳，同时以未经转化的酵母基因组
为对照。基因组转移到尼龙膜，PJ交联仪固定，用

E+2 #A1S<M1 "M1S =@ M< $ ’4(#, 5$(6)+$)%)7$(, /$2$(,（,33-）&-（2）



含有 !"# $ %%&，!"’(%)%溶液洗涤滤膜进行预杂交
和杂交。用 )*+,-./0标定的探针杂交，酶联免疫反
应显色。

! 结果

!"# 同源整合表达载体 $%&’()的构建
将所得 &12抗性基因、酵母 +30启动子（+30,

4）、终止子（+30,5）基因和 ’6% 7)83片段进行测序
分析。结果表明，成功克隆到各基因片段。

依次将 +30,4、+30,5、&12基因和 ’6% 7)83基
因片段构建至质粒 49:;<< 上。提取质粒，采用酶
切和 0&:进行验证，结果表明：所有片段都正确连
接至载体上，得到的同源整合表达载体命名为

4+=:>?（图 ’）。

图 # 质粒 $%&’()的构建
@ABC’ &DEF57GH5ADE DI 5JK 4LMFNA- 4+=:>?C

!"! 重组表达载体 $%&*’的构建
以质粒 4.&’>,O3 为模板通过 0&: 获得 PQE3

目的基因片段，对此基因进行测序分析，结果表明该

基因片段具有完整的开放阅读框（R:@），基因大小
为 ’"; ST，不带有原基因的分泌信号肽。
提取 4/,O3质粒，采用 !"# *U$%& *进行酶切，

回收目的基因构建至载体 4+=:>?多克隆位点上，
获得质粒 4+=O:（图 <）。转化大肠杆菌 )2#!，提取
质粒采用酶切和 0&:方法进行鉴定。鉴定结果表

明，目的基因成功构建至表达载体上。用 ’() *线
性化载体 4+=O: 后，琼脂糖凝胶电泳条带大小为
’!"6 ST，与理论相符（图 ;）。至此，成功获得重组表
达载体 4+=O:。
!"+ 酵母转化子的稳定及验证分析
将整合表达载体 4+=O:线性化后，采用电击法

转化 * C +,-.-/。转化产物涂布于 &12抗性平板上，
置于 ;!V培养，直至长出菌落。
选取若干阳性转化子在含有 &12（#!"BUN=）的
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图 ! "#$%&酵母表达载体结构图

!"#$% &’( )*+,-*,+( ./ 0(-*.+ 12345$

图 ’ 载体 "#$%&线性化酶切产物电泳图

!"#$6 &’( 7"8(9+":(; 1+.;,-*".8 ./ 12345（;"#(<*(; => !"#?）：@A@B=

C9+B(+；%A&’( 7"8(9+":(; 1+.;,-*".8 ./ 12345$

DEF液体培养基中连续继代多次，发现转化子均能
很好地生长，通过 EG5检测，挑选出 H 个 EG5结果
为阳性的转化子在无抗性培养基中连续培养多次

后，在不同浓度梯度（IJ、KJ、HI、@JJ!#LM3）的 GDN
选择培养基中筛选。结果表明在 @JJ!#LM3的 GDN
抗性培养基中可见转化子的生长，而未经转化的 $ $
%&’(’) 在 GDN抗性培养基中不能生长，从而获得具
有稳定 GDN抗性的 $ $ %&’(’) 工程菌株。EG5方法
复筛：挑取上述 H个转化子的单菌落，提取转化子基
因组，以未经转化的原始菌株 $ $ %&’(’) 基因组为模
板的 EG5结果为阴性对照，用外源基因 O>8P 两侧
特异引物（EHL5H）扩增，EG5产物进行 @Q的琼脂糖
凝胶电泳，结果显示在 @AJ R @AI B=之间有明显的特
异条带，大小与理论值（@A% B=）相吻合，未经质粒转
化的原始酵母菌株未出现特征条带（图 S），经过多
次转化子的筛选实验表明 EG5 检测的阳性率在

TIAHQ左右，阳性转化子摇瓶发酵后，经过 EG5 验
证，质粒也无丢失现象，表明 O>8P基因成功连接至

1235UV载体上。

图 ( )*&产物电泳图

!"#$ S EG5 ?;(8*"/"-9*".8 ./ O>7989<( #(8( "8-.+1.+9*".8（ EG5

9M17"/"-9*".8 => ,<"8# 1+"M(+< EH 98; 5H）$ @WH：&’( >(9<*< *+98</.+M(;

X"*’ 12345；C：%IJ=1 C9+B(+；GV：$ $ %&’(’) $

!+( 重组木聚糖酶的酶活检测
木聚糖酶活测定是以未经转化的 $ $ %&’(’) 为

对照。测定结果表明：相同条件下，不同转化子的木

聚糖酶酶活差异很大，所测定的酵母转化子的酶活

最高可达 KJ YLM3（图 I）。*"# 5?酶线性化载体后
的转化子比用 +,- ?酶线性化载体后转化子的酶活
高。

图 , 不同酵母转化子的木聚糖酶酶活比较

!"#$I &’( -.M19+"<.8 ./ O>7989<( 9-*"0"*> "8 ;"//(+(8* +(-.M="898* $ $

%&’(’) $

酶活实验表明：发酵 HJ ’时胞内酶活比发酵 TI
’时胞内酶活高；发酵 TI ’时胞外酶活比发酵 HJ ’
时的胞外酶活高。但总体来说，胞外酶活普遍比胞

内酶活高（数据略）。酵母转化子发酵实验表明：重

组 $ $ %&’(’) 工程菌能表达木聚糖酶。

!+, -./01234 56.0结果

).,*’(+8杂交是以未经转化的 $ $ %&’(’) 酵母基
因组为对照的，用 ).,*’(+8杂交验证 EG5为阳性的

$ $ %&’(’) 酵母转化子基因组中质粒 12345的整合情
况（图 K）。图 P 为 Z[ 染色后的电泳图，[ 为

).,*’(+8杂交图。从图中可以看出：未经转化的 $ $

J%6 N.8#798 D98# (* 97 $ L."&- /’"0#1’#(#2’"- 3’4’"-（%JJU）SU（6）
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!"#$#%基因组的杂交结果为阴性，而经质粒 !"#$%
转化后的酵母基因组与 &’( )* 的木聚糖酶基因探
针杂交后，可见清晰的杂交条带，杂交结果为阳性。

表明木聚糖酶基因整合到 & + !"#$#% 酵母基因组中。

图 ! ! " "#$%$&转化子基因组与探针的 #$%&’()*杂交

,-.+/ 01234567 48*6-9-:;3-17 <-34 =>"?#;*5@59 &’( )* A6;.B573 + C：

345 ;.61D5 9859 *8 EF； F： 345 78@17 B5B*56 A-@B <-34 D1234567

48*6-9-:;3-17+ #;75 G：!’#(9" G;6)56；#;75 HI：345 & + !"#$#% <-34

717?36;7DA16B59；#;75 &，(，J：345 36;7DA16B59 & + !"#$#% <-34 !"#$%+

+ 讨论

由于表达载体不含酵母自主复制序列

（C%0）［&&］，导入酵母体内的重组表达载体只有和酵
母染色体上的同源区发生重组，整合到染色体上，外

源基因才能够稳定存在，才能得到稳定表达，这种整

合型转化子一旦形成整合就非常稳定。如果转化后

的重组表达载体未能整合到染色体上，而是以游离

质粒形式存在，这种转化子就不稳定，重组表达载体

极易丢失。本文是以 &K0 6=LC作为同源整合序列
介导的转化实验，在不同浓度梯度的 HMN选择培养
基中筛选，结果表明各个浓度梯度都可见转化子的

生长。继代过程中也未发现抗性的不稳定，从而证

明重组 & + !"#$#% 工程菌获得了稳定的 HMN抗性，酵
母转化子的基因组 OH%结果表明重组 & + !"#$#% 的
染色体中获得木聚糖酶基因，通过酶活测定实验，证

明木聚糖酶基因插入到 & + !"#$#% 的染色体上，且能
表达有活性的木聚糖酶。

表达载体与酵母染色体有单交换和双交换 (种

整合方式，线性化的质粒载体与宿主菌染色体的交

换方式及整合频率与载体的线性化位点有关。在本

研究中，)*+ %>酶线性化载体的转化效率比 ’,- >
酶线性化后转化效率高。推测主要原因是整合位点

不同导致的：)*+ %>酶位于同源整合序列中，且同

源整合序列（&K0 6=LC）是多拷贝序列［&K］，用此酶线

性化后，载体可以以两种方式整合到酵母染色体中；

而 ’,- >酶位于抗性基因序列中（HMN），它线性化

载体后，整合位点可能在抗性基因上，减弱了抗性，

不利于转化子的生长。通过 01234567 *@13技术证明

!"#%PI载体携带的 Q87C 基因整合到酵母基因组
中，在 & + !"#$#% 基因组中成功整合了外源 Q87C 基

因。

木聚糖酶是最重要，也是研究最多的一种半纤

维素酶。木聚糖酶一般为胞外酶，被分泌到周围环

境或培养液中，便于降解木聚糖。因此，通过基因重

组技术使发酵工程菌获得降解半纤维素的能力是当

前研究的热点。有资料显示［(J］，五碳糖代谢途径中

的相关酶类在 & + !"#$#% 中表达有一定可行性。另
外，宿主菌 & + !"#$#% 是一种被 ,=C公认的用于重组

表达外源基因的生物学安全菌株，而且，其本身就是

一种单细胞蛋白，可直接作为食用酵母［(R］。本文以

木聚糖酶基因为目标基因来检测载体 !"#$%的同

源整合的可行性，实验证明此思路具有一定的可行

性，旨在直接把稳定高效表达木聚糖酶的 & + !"#$#%
工程菌株应用于青贮饲料添加剂及其它相关的工农

业应用方面。本文实现了木聚糖酶在 & + !"#$#% 中
的整合表达，对半纤维素酶类在 & + !"#$# 中的表达

提供了一种新思路。同源重组载体 !"#%PI的构建

也将为安全模式菌株 & + !"#$# 通用表达系统的构建

及应用打下良好的基础。木聚糖酶在 & + !"#$# 中表

达成功，为饲料及食品行业提供又一实验平台。
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本刊荣获 *EED年度“中国精品科技期刊”称号

*EED年 (*月 F日中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心召开的“中国科技论文统计结果发布会”上，《微生物学
报》被评为 *EED年度中国精品科技期刊。
据中国科学技术信息研究所 *EED年 ((月公布的统计结果，我国大陆的科技期刊已达 ]ED* 种、中国科技核心期刊 ([]\

种，此次“精品科技期刊服务与保障系统项目组”评选出 .*. 种精品科技期刊。
《微生物学报》能够获得此项殊荣，是广大作者、专家共同努力的结果，在此表示衷心的感谢！

.*.杨红兰等：产朊假丝酵母整合表达载体的构建 O a微生物学报（*EEF）WF（.）




