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摘 要 嗜热毛壳菌 !"+%/(5#)5 /"%*5(4"#,)5 B=! 是一种土壤腐生菌，可产生具有重要工业生产价值的纤维素酶类。07BOM
GB0 获得嗜热毛壳菌纤维二糖水解酶!（BWI!）的编码基因（ 0="!）。J*7 序列分析表明 0="! 的开放阅读框由 "K!L 个碱基组

成，编码 KF# 个氨基酸。推断的氨基酸序列包含一个典型真菌纤维素酶的糖结合域（BWJ）、催化域（BJ）以及二者之间富含脯

氨酸和羟基氨基酸的连接桥。根据氨基酸序列推算该酶分子量为 %<@J，属于糖苷水解酶第六家族，具有该家族催化保守区的

典型特征。GB0 扩增 1.>! 的成熟蛋白编码基因，利用基因重组的方法构建可在毕赤酵母分泌表达系统中表达纤维二糖水解

酶蛋白的重组表达载体，并转化毕赤酵母得到重组子。在毕赤酵母醇氧化酶 :>?" 基因启动子的作用下，重组蛋白得到高效

表达，小规模发酵量达 "X! -:Y-Q。经硫酸铵沉淀、JO7OMD,8>A/’;, EA;9 H(’? 阴离子层析等步骤纯化了该重组表达蛋白。DJDM
G7UO 得到重组蛋白分子量为 #F@J，与从嗜热毛壳菌中纯化的该酶分子量一致。该重组纤维二糖水解酶作用的最适合温度

%$Z，最适 8IKX$，在 F$Z的半衰期为 <$-2C，具有较好的热稳定性。
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纤维素是地球上最丰富的可再生资源，是植物

细胞壁的主要成分，由"@A，B 葡萄糖苷链连接葡萄

糖苷形成的线形聚合体，不溶于水，可被纤维素酶水

解成葡萄糖［A］。细菌和真菌是降解纤维素的主要微

生物，主要是通过分泌纤维素酶降解纤维素［C］。纤

维素酶是一组能降解纤维素的酶的总称。一般真菌

纤维素酶系（(-’’6’&9- 9+9)-0）由三类不同但又互补

的酶组成，分别为内切型"@A，B@葡聚糖酶（DE）、外切

型"@A，B@葡聚糖酶（又称为纤维二糖水解酶，FGH）

和"@葡萄糖苷酶（也称为纤维二糖酶，GE）［.］。纤维

二糖水解酶从长链纤维素分子末端水解"@A，B 糖苷

键，每次切下一个纤维二糖分子［B］。纤维素酶应用

广泛，主要用于食品、纺织、饲料添加剂、纤维素饲

料、生物制品、纤维废物转化配料、造纸等领域，已经

成为现代酶制剂工业中的重要酶类。虽然纤维素酶

在微生物中广泛存在，但是产酶效率低，难以获得大

量产品；而且热稳定性差，货价寿命短，从而一直限

制着纤 维 素 酶 的 推 广 应 用。嗜 热 毛 壳 菌 是 能 在

I/2条件下正常生长的一类嗜热真菌，能产生热稳

定的完整纤维素酶类［I］。我们试图通过基因工程的

手段，分离嗜热毛壳菌热稳定纤维二糖水解酶编码

基因，并导入毕赤酵母中，利用酵母生长快、易于培

养等特点，使纤维素酶基因在常温和短时间内快速、

超量表达，期望达到降低能耗和提高经济效益的目

的。本文将在从中国分离到的嗜热毛壳菌中克隆纤

维二糖水解酶基因，并构建重组毕赤酵母工程菌表

达此纤维素酶，为大规模发酵及工业应用奠定基础。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 菌 株 与 质 粒：嗜 热 毛 壳 菌 +*#,%&-(.-
%*,’-&"*(/.- F4C 为本实验室分离得到。大肠杆菌

菌株 0 3 )&/( =HI#、JKA/L 为本实验室保存；毕赤酵

母 !()*(# !#$%&’($ EMAAI 和 <NOFLP 分泌型表达载体

购自 O%*#)"!$-% 公 司；质 粒 <K=AQ@4 R-()!" 购 自

4&P&S& 公司。

)*)*+ 酶和试剂：4"#T!’ 购自 O%*#)"!$-%，=DNF、4"#9、
S4@NFS 试剂盒、胶回收试剂盒、ON4E、U@$&’，、氨卞青

霉素、=>? K&":-"（=VC///，$@1(28 % 8#$-9)）、限制

酶、4B=>? 连 接 酶 等 工 具 酶 购 自 4&P&S& 公 司；

MK?S4@S?FD 试剂盒购自 F’!%)-(5 公司。EBAQ 购自

O%*#)"!$-%，医用脱脂棉（甲级）购自上海生工。

NFS 引物合成及测序由上海生物工程公司完

成。

)*)*, 培养基及培养条件：固体 N=? 培养基：I/2
培养 1C5；液体诱导培养基（A///0V 培养基中含 AI$
微晶 纤 维 素，A/$ 淀 粉，B$ 酵 母，1I/0V 蒸 馏 水，

CI/0V 自来水，R!$-’’9 母液，微量元素 /WA0V；浓盐

酸调 <H 值到 IW/，A/.WI:N& 下灭菌 C/0#%），I/2，

C//"X0#% 培养 BQ5［Y］。

大肠杆菌 VG 培养基见《分子克隆实验指南》

（第三版），ZN=、KK、K=、GKEZ、GKKZ，培养基见

O%*#)"!$-% 公司毕赤酵母操作手册。

)*+ -./ 引物

根据实验需要设计 NFS 扩增引物（表 A）。

表 ) -./ 扩增所用的引物及其序列

0123" ) -&45"& ("67"89"( 7("’ :%& ;<" -./ 15=34:491;4%8
N"#0-" 9-[6-%(-

FMA： I\@E?ZZ4EFF>EMZ>EMEMZ4EZEF@.\
F?A： I\@FF>FF]EEF44>?FFF?E?F@.\
FMC： I\@E?F44?FF?E?FFE4E?44EF@.\
=4A： I\@4EFFE??EF44444444444?EF@.\
F?C： I\@?4?E?FF?F4FEFFE44FE??EF@.\
GA： I\@FF44E4F4FF4E4F4FE44@.\
GC： I\@4EEF????4FF?4?F4F??@.\
FM.： I\@E4?44FEEE?4F4EF?4EEF4??EF @.\
F?.： I\@44F?E??FEE?EEE44EEF??44FF@.\

)*, 嗜热毛壳菌 !"#+ 基因的克隆

)*,*) 总 S>? 提取：在纤维素诱导培养基上接种

嗜热毛壳菌，I/2恒温培养 .8，收集菌丝，无菌水冲

洗，液氮速冻，提取总 S>?。方法见 4"#T!’ 试剂盒说

明。

)*,*+ 全长 (=>? 序列的克隆：

S4@NFS：按照 4&P&S& 公司的 S4@NFS 试剂盒说

明进行。NFS 所用正向引物 FMA 和反向引物 F?A
是根据已报道纤维二糖水解酶!基因同源序列设计

的兼并引物。NFS 反应体系（CI&V）(=>? C&V，A/ ^
G6,,-" CWI&V，8>4N C&V，CI00!’XV K$F’C C&V，上下游

引物 各 AWI&V，4&[ =>? 聚 合 酶 /WI&V（I6X&V），

88HC_ A.&V。反应条件为 LB2 .0#% 预变性；LB2
BI9，Y/2 BI9，1C2 A0#%，共 ./ 个 循 环；1C2 延 伸

A/0#%，B2保存。

.\S?FD：根据已测定的序列设计特异引物 FMC。

.LQ刘守安等：嗜热毛壳菌纤维素酶（FGH!）(=>? 的克隆及在毕赤酵母中的表达



用 !"# 和下游锚定引物 $%& 进行 ’!( 反应，反应程

序如下：)*+ ,-./ 预变性，然后进行以下循环：)*+
&-./，00+ &-./，1#+ &-./，共进行 ,2 个循环，最后

1#+延伸 &2-./，*+保存，’!( 产物经 &3琼脂糖凝

胶电泳分析。

04(5!6：根据已知序列设计特异引物 !5# 和

7&、7# 进行 %89:;<8=/ ’!(，反应程序为：)*+ ,-./，

1#+ ,-./，进行 , 个循环；)*+ &-./，>?+ &-./，1#+
&-./，进行 , 个循环；然后 )*+ &-./，>0+ &-./，1#+
&-./ 反应 #0 个循环，最后 1#+延伸 &2-./，*+保存。

’!( 产物经 &3琼脂糖凝胶电泳分析。

全长 :$@5扩增：分别在起始密码子 5%A 上游和

终止密码子 %A5下游设计特异引物 !", 和 !5,扩增。

! "# $%&!成熟肽编码基因的扩增及毕赤酵母表

达载体的构建

!’#’! 基 因 的 ’!( 扩 增：根 据 上 述 扩 增 得 到 的

!"## 基因序列，设计一对引物扩增纤维二糖水解酶

!成熟蛋白编码基因。设计引物时在上下游引物中

分别引入了 $!%("和 &%’"酶切位点（加下划线处

为酶切位点）。

上游引物（!&）：04B!!A55%%!A!!!!%!%!!%%A5AA5AB,4
下游引物（!#）：04BAAA!AA!!A!%!5A5A!AA5AAA%%AAB,4

两个引物之间相距 &,11CD，上游引物从纤维二

糖水解酶成熟蛋白编码基因开始，扩增产物去除了

!7E!信号肽序列。以嗜热毛壳菌总 (@5 反转录

产物为模板进行 ’!( 扩增。

!’#’( 毕赤酵母表达载体的构建：将 !"## 基因的

成熟蛋白编码序列经 $!%("和 &%’"双酶切后插

入毕赤酵母表达载体 D’F!)G 的多克隆位点，并位于

#B因子信号肽序列的下游，得到重组质粒，并对该质

粒进行限制性酶切及测序鉴定。

!’) 毕赤酵母的电转化

酵母菌株 A"&&0 于 022-H I’$ 中 ,2+培养至

(>22 J &K0，&022LM-./ 离 心 收 集 菌 体，先 后 用 022、

#02-H预冷的无菌水洗菌体，*+下 ,222LM-./ 离心

去上清液，用 #2-H 预冷的 &-8NMH 山梨醇悬浮，取

?2$H 加入 0 O &2/P 线性化的重组质粒（&!%"切），

冰浴 0-./，电击仪电击，电击参数为 &K0QR、#0$S。

电击结束后迅速加入 &-H 预冷后的 &-8NMH 山梨醇，

取 #22$H 于固体 T$ 培养基上涂板，,2+培养直至

单个转化子出现。

!’* 重组毕赤酵母的筛选和鉴定

!’*’! 重组毕赤酵母的筛选：用灭菌牙签挑取转化

子对应点种到筛选培养基 TT 和 T$ 平板上，,2+

培养 #<，在 T$ 和 TT 均正常生长的转化子为阳性

转化子。

!’*’( 酵母转化子的 ’!( 鉴定：毕赤酵母基因组

$@5 提取参照 F/U.VL8PW/ 公司毕赤酵母操作手册。

’!( 反应体系为 02$H，含有 02/P 基因组 $@5。

!’*’+ 重组酵母工程菌株多拷贝整合子的筛选及

诱导表达：将阳性转化子点种到不同 A*&? 浓度的

I’$ 平板上，筛选抗不同 A*&? 水平的重组酵母菌

株。将不 同 抗 性 水 平 的 重 组 酵 母 菌 株 接 种 于 含

#0-H 7TAI 培 养 基 的 #02-H 摇 瓶 中，,2+ 下 ##2
LM-./摇床培养 *?;。离心收集菌体，用无菌水洗 ,
次，将菌体转移至含 #22-H 7TTI 诱导培养基的 &H
摇瓶中，,2+下继续培养，每 #*; 补加 &-H &223甲

醇。每隔 &#; 取样，将培养液于 *+下 0222LM-./ 离

心 0-./，收集上清液。

!’*’# 表达纤维二糖水解酶!的活性测定：酶活性

测定基本采用 A;8X 法［1］。称取 *-P 脱脂棉，加入

2K&-H 适当稀释的酶液、2K&-H 02--8NMH DE 0K2 醋

酸缓冲液混合后，02+下保温 #*;，加入 2K&-H $@"
试剂测还原糖量。

一个酶活力单位（9）定义为：每小时水解纤维素

产生 &$-8N 葡萄糖所需酶量。

!’, 重组毕赤酵母表达产物的分析及特性研究

!’,’! 表达产物纤维二糖水解酶的 "$"B’5A6 电

泳：重组毕赤酵母在 7TTI 诱导培养的过程中，每

隔 #*; 取上清液 02$H，进行 "$"B聚丙烯酰胺凝胶电

泳，分析重组蛋白的表达情况；收集培养 &**; 的上

清液进行蛋白纯化和性质研究。

!’,’( 酶的分离纯化：将提取的上清液用 123饱和

度的硫酸铵沉淀 #*; 后，?222LM-./ 离心 #2-./，收集

沉淀，用适量的缓冲液 5（02--8NMH %L.XBE!N 缓冲液，

DE 值为 ?K2）回溶，并在相同的缓冲液中透析 #*;，

?222LM-./ 离心 &2-./，取上清液。将上清液施于经缓

冲液 5 平衡好的 $656B"WD;YL8XW 柱（&K2:- Z #2:-，凝

胶为 ’;YL-Y:.Y 产品），酶蛋白先用 0 倍柱床体积的缓

冲液 5 洗脱至 (#?2 不变后，再用 &22-H 缓冲液 5 和

&22-H含 2K,-8NMH @Y!N 的相同缓冲液溶液进行线形

梯度洗脱，流速为 #K*-HM-./，#K0-./ 收集 & 管。将每

管进行活性测定和 "$"B’5A6 电泳检测纯度。

!’,’+ 纤维素酶表达的遗传稳定性：将筛选得到的

酶活性最高的酵母工程菌在 I’$ 平板上划线，取单

菌落连续传代 &2 次后，进行重组纤维素酶基因的

’!( 检测和表达产物的生物学活性研究。

*)? )#*+,-, .%/0+12 %3 4*%’,!#+%2%56 生物工程学报 #220，R8NK#&，@8K>



!"# 重组纤维二糖水解酶!的生物学特性

!"#"! 重组纤维二糖水解酶!的反应最适温度及

热稳 定 性：不 同 温 度 下（!"#、$"#、%"#、&"#、

’"#）测酶活性，得出酶的最适反应温度；将重组蛋

白在不同温度（%"#、&"#、’"#）下保温处理不同时

间（(")*+、,")*+、!")*+、$")*+、%")*+、&")*+）后，立即

在 "#冰浴中冷却，然后检测剩余酶活。

!"#"$ 重组酶的最适 -.：在不同 -. 值缓冲液中测

定重组纤维二糖水解酶!的酶活，检测酶作用的最

适 -. 值。

$ 结果与分析

$"! 以嗜热毛壳菌总 %&’ 为模板进行 %()*+%，

获得约 ,--./ 的片段，与预期大小相符

根据 测 定 的 片 段 序 列 设 计 特 异 引 物，利 用

/0123 2145 法进行 !62145 和 %62145，分别获得

长度约为 ("""7- 和 ’%"7- 的片段。将目的带切胶

纯化后 381 克隆测序结果表明，!62145 和 %62145
的 插 入 片 段 长 ("%,7- 和 ’$"7-。 将 239:42，!6
2145，%62145 产物的序列进行拼接，拼接的序列长

(’!’7-（图 (）。为了验证各片段来自同一基因，在起

始密码子上游和终止密码子下游分别设计引物进行

:42，得到约 (’""7- 的 ;<1 片段，测序结果与拼接

结果 完 全 一 致。 该 基 因 的 =>+?@+A 检 索 号 为

1BC&(!$C。

图 ( 嗜热毛壳菌 !"#, 基因扩增电泳图谱

D*EF ( :42 @)-G*H*I@J*K+ KH !"#, E>+> @+L
>G>IJMK-NKM>O*O KH JN> :42 -MKLPIJ

0：;Q,""" ;<1 )@MA>M；(：:42 @)-G*H*I@J*K+ KH !"#, HM@E)>+J；,：!6
2145 M>OPGJO；!：%6 2145 M>OPGJO；$：HPGG G>+EJN KH JN> !"#, E>+>F

序列分析表明该基因具有真菌纤维二糖水解酶

!典型的序列特征，属于糖苷水解酶第六家族，具有

第六家族纤维素酶的催化保守序列，一段位于第

(RC 与 ,($ 个氨基酸之间的 SSB;Q:;2;41111/<=，

另一 段 位 于 第 ,$& 与 第 ,%% 个 氨 基 酸 之 间 的

TQST5:;/Q1（图 ,）。推断的信号肽序列位于 ( U (’
个氨基酸，1G@（(’）后有一个推断的剪切位点［C］。其

成熟肽有一段糖结合域（4?;）通过一段富含脯氨酸

（:MK）和羟基氨基酸（/>M，3NM）的接头区与催化域相

连［,］。4?; 由 !, 个氨基酸残基组成，位于 < 端，这

与其它丝状真菌的 4?.!相似。4?; 包含 % 个半胱

氨酸和 % 个芳香族氨基酸残基（, 个色氨酸，! 个酪

氨酸）［R］。

$"$ 成熟蛋白编码序列的克隆及毕赤酵母重组载

体的构建

以添加了酶切位点的特异引物 4( 和 4, 扩增

!"#, 成 熟 蛋 白 编 码 基 因，回 收 :42 产 物 并 与

-0;(C93 载体连接，转化感受态 ;.%"，得到重组质

粒 -0;938I7N。测序得到一段长为 (!’’7- 的基因序

列，与 ,V( 扩 增 得 到 的 基 因 序 列 完 全 一 致。 用

$!%2#和&%’#双酶切重组质粒 -0;938I7N，相同的

限制性内切酶双酶切酵母分泌型表达质粒 -:T4RW。

回收并纯化 !"#, 成熟蛋白编码基因及酶切得到的

-:T4RW 载体片段。3$ ;<1 连接酶连接回收的片

段，后转化大肠杆菌 X0("R 感受态细胞，获得重组质

粒 -:T4RW8I7N，进行酶切鉴定，$!%2#和 &%’#双酶

切得到的片段长度与预期结果相符（图 !）。

$"0 重组毕赤酵母的筛选和鉴定

转化受体菌毕赤酵母经 00 和 0; 平板筛选

后，挑选酵母转化子提取基因组 ;<1 进行进一步

:42 鉴定（图 $），筛选到多株重组酵母菌。将重组

酵 母 菌 点 种 到 含 "V,%)E8)Q， "V%)E8)Q， "V’%
)E8)Q，(V")E8)Q，(V%)E8)Q，,V")E8)Q，,V%)E8
)Q，!V")E8)Q =$(C 的 B:; 平 板 上，在 含 有 !V"
)E8)Q =$(C 的平板上筛选到 ,& 个转化子（ Y (, 拷

贝）。分别选取各 =$(C 抗性水平的酵母工程菌株

（共 ," 株）接种到 ,%)Q ?0=B 的培养基中，菌体生

长 $CN 后转入 ,"")Q ?00B 培养基中进行诱导表

达。分别取诱导培养的上清液进行活性检测，发现

各转化子都具有纤维二糖水解酶活性，其中筛选出

一 株 抗 !V")E8)Q 水 平 =$(C 的 酵 母 工 程 菌 培 养

($$N 后活力最高，该菌株命名为 :=/9;。

$"1 重组表达产物的分离纯化及生物学特性

将获得的重组工程菌株 :=/9; 甲醇诱导培养，

每隔 ,$N 收集酶液，各取 ,%$Q 粗酶液 /;/9:1=5 电

泳分析重组酶表达情况，结果得知重组纤维二糖水

解酶的表达量随着时间的增加而增高，诱导 ($$N 后

表达量达到最高，随后保持稳定不再增加（图 %）。

检测重组蛋白的活性，诱导 ($$N 后酶活力达到最高

!"P8)Q。

%RC刘守安等：嗜热毛壳菌纤维素酶（4?.!）I;<1 的克隆及在毕赤酵母中的表达



图 ! 嗜热毛壳菌纤维二糖水解酶 "#$!基因的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

%&’( ! )*+,-./&0- 120 0-0*+-0 13&2. 1+&0 120 /4- 5-,-612/ 7-1/*5-8 .7 ! ( "#$%&’(#)*+& "9! ,-#! ’-2-
94- "#: 8-;*-2+- &8 <.=-0( 94- ’,>+.8>, 4>05.,18-8 713&,> ? 8&’21/*5- @1//-528 15- *20-5,&2-0( A/.@ +.0.2 &8 0-2./-0 <> 12 18/-5&=(

将培养 BCC4 的上清液（)$C）! ADC 分级沉淀，用

缓冲液回溶透析后得到 EF3G 的粗酶液，施于相同

的缓冲液平衡的阴离子交换柱，进行离子交换层析，

得到纯化的重组蛋白。取 !F"G 纯酶液 A:AHIJKL
电泳，以空载体转化的毕赤酵母发酵产物为对照。

电泳结果表明，表达的纤维二糖水解酶!分子量为

?MN:（图 ?），与本实验室从嗜热毛壳菌中纯化得到

的纤维二糖水解酶一致（?MN:，待发表）。重组菌株

经过继代培养连续 BF 次后，提取基因组 :)J 进行

I"O 鉴定，发现连续多次传代后纤维二糖水解酶基

因（ ,-#!）仍然稳定的整合在 IKABBE 基因组中，且重

组纤维二糖水解酶!的表达量基本保持稳定。重组

纤维二糖水解酶酶!作用的最适温度为 EFP，最适

@$ 为 CQF（图 M），在 MFP保温处理 RF3&2 后还保持

EFS相对酶活性（图 T），表现了较高的热稳定性。

?UT !#).$/$ 0’+%.1* ’2 3)’"$,#.’*’45 生物工程学报 !FFE，V.,Q!B，).Q?



图 ! "#$%&’()*+ 重组质粒的酶切鉴定

,-./ ! 01234-)3-56 767892-2 5: 41)5;*-6763 "872;-< "#$%&’()*+
=>：!?!"#< " <-.123 @AB ;74C14；>D "#$%&’()*+ $%&0# E ’&(#
<-.123-56（ &FGH*" E >!GG*" ）； FD"#$%&’()*+ $%&0 # <-.123-56

（>IHJ!*"）；!D "#$%&’()*+ $%&0# E ’%&# <-.123-56（HKHH*" E
!GKG*"）；=F：@LFIII @AB ;74C14 /

图 M 酵母转化子的 #%0 鉴定

,-./ M $<163-:73-56 5: 41)5;*-6763 ) / *+,(&-", *9 #%0
> N H：#%0 "45<O)3 5: 3+1 41)5;*-6763 91723 .165;-) @AB 7;"8-:-1< P-3+
JQ./0> "4-;14 76< !Q ./0>"4-;14；L761 >，! ，H 2+5P2 41)5;*-6763
91723 )5637-6 -62143 76< 3+1 P-8<?39"1 ./0> .161（FDFC*）；L761 F，M ，J
2+5P2 3+1 41)5;*-6763 91723 )5637-6 65 -62143（5689 3+1 P-8<?39"1 ./0>
.161）；=>：!?!"#< " <-.123 @AB ;74C14；=F：@LFIII @AB ;74C14 /

图 J 酵母工程菌 #RS?@ 不同诱导时间表达

纤维二糖水解酶的 S@S?#BRT 电泳

,-./ J S@S?#BRT 767892-2 5: %UV$1W"4122-56 81X18 73
<-::14163 -6<O)3-56 3-;12 :54 )"%1"+ #RS?@ 2347-6

=>：#4531-6 ;581)O874 P1-.+3 ;74C142；>?G： %21F 1W"4122-56 -6<O)1<
FM+，MK+，GF+，&H+，>FI+，>MM+，>HK+ 412"1)3-X189/

图 H 纯化的重组纤维二糖水解酶$的 S@S?#BRT
,-./ H S@S?#BRT 5: 3+1 "O4-:-1< 41)5;*-6763 %UV$

=>：#4531-6 ;581)O874 P1-.+3 ;74C142；>：Y+1 "O4-:-1< 1W"41221< %UV$；

F：%4O<1 1W347)3；!：=1<-O; 2O"14673763 5: 61.73-X1 )563458（RS>>J(
"#$%&’ -6<O)1< >MM+）/

图 G 表达纤维二糖水解酶的最适反应温度和最适 "V
,-./ G T::1)3 5: 31;"1473O41（B）76< "V（U）

56 7)3-X-39 5: 3+1 "O4-:-1< )1885*-5+9<458721$
:45; 3+1 41)5;*-6763 ) / *+,(&-", 2347-6

图 K 表达纤维二糖水解酶的热稳定性

,-./ K Y+14;5237*-8-39 5: 3+1 "O4-:-1< )1885*-5+9<458721 $
5: 3+1 41)5;*-6763 ) / *+,(&-", 2347-6

G&K刘守安等：嗜热毛壳菌纤维素酶（%UV$）)@AB 的克隆及在毕赤酵母中的表达



! 讨论

自然界中产生纤维素酶的微生物很多，目前人

们对纤维素酶的研究多以中温真菌木霉为主，嗜热

真菌同样能产生纤维素酶，而且产生的纤维素酶热

稳定性高。本实验室已经研究并纯化了嗜热毛壳菌

纤维素酶的各个组分［!，"#，""］，并且已经证明各个组分

都具有较高的热稳定性，因此与中温真菌相比，嗜热

真菌产生的纤维素酶更具有工业开发优势。

纤维二糖水解酶!在糖苷水解酶家族中占据了

重要地位，被划为第六家族中［"$］，分析比较这个家

族所有真菌的纤维素酶基因，发现有两段比较保守

的氨基酸序列。我们根据这两段序列设计一对引物

成功扩增了嗜热毛壳菌的纤维二糖水解酶基因片

段，此片段与其它真菌 !"#$ 的同源性较高，此后以

此片段为探针设计特异引物，通过 %&’( 法扩增

)*+&，获得了纤维二糖水解酶!基因的全长克隆。

这种策略的成功应用启示我们，可以用此保守引物

克隆其它丝状真菌的纤维二糖水解酶!基因。

纤维二糖水解酶!是纤维素酶的重要组分，目

前从嗜热真菌中获取纤维素酶主要是在以纤维素为

底物的液体培养基中诱导产生的。然而通过这种方

式获取的纤维二糖水解酶的比活力仅为 #,"$-./0，
产量和活性较低，效率不高。我们从嗜热毛壳菌中

克隆了纤维素酶（’12!）的基因，利用重组毕赤酵

母表达纤维素酶。获得的酵母工程菌在摇瓶中发酵

"334 后 蛋 白 表 达 量 超 过 ",$/0./5，酶 活 性 为 6#
-./5，比活力达 $7-./0，是出发菌株的 $## 倍；与从

嗜热毛壳菌发酵产酶相比，重组毕赤酵母发酵获得

的粗酶液中纤维素酶的含量和活性都很高，实现了

外源基因在毕赤酵母中的高效表达，而且毕赤酵母

产生的自身分泌蛋白很少，使分离纯化步骤比较简

单（图 !）［"6，"3］。与从嗜热毛壳菌中纯化的纤维二糖

水解酶性质相似，重组酶的最适反应温度范围为

378 9 778，最适 :2 值在 6,7 9 3,7 之间，酸性条件

下较稳定。表达的纤维二糖水解酶!的热稳定性较

高，在 7#8保温一周后酶活基本不损失，!78的半

衰期是 3#/;<，=#8保温 6#/;< 还具有 7#> 的酶活

力，高于其它嗜热真菌：$%&’!()* ’+,()-+,（!78，.".$ ?
7/;<）［"7］，/#-0&(*,!%, *%0*+.’*!%,（7#8，.".$ ? @4）［"!］。

重组毕赤酵母发酵产生的热稳定纤维二糖水解酶对

于在较高温度下催化降解纤维素具有重要意义，一

方面嗜热酶催化反应的条件下（超过 7#8）很少有

杂菌污染，从而减少了细菌代谢产物对产品的污染，

可提高产物的纯度；另一方面酶制剂的工业生产成

本降低，稳定性提高，可以在室温下分离提纯和贮藏

运输，延长了货架寿命。

毕赤酵母是一种甲醇营养型酵母，作为一种较

为理想的表达胞内和胞外外源蛋白的真核蛋白表达

系统具有很多优点［"@］。一方面，它能进行蛋白翻译

后的修饰，包括糖基化修饰，有助于表达蛋白的活性

和对蛋白酶的抗性，从本实验的结果看，通过酵母表

达获得的纤维二糖水解酶!与从嗜热毛壳菌纯化得

到的该酶分子量一致，比通过氨基酸序列计算得到

的蛋白分子量 76A* 大，可能是外源蛋白翻译后糖基

化修饰的结果；另一方面，毕赤酵母在发酵过程中可

以忍受高密度的菌体，重组工程菌能稳定的表达外

源蛋白。因此利用毕赤酵母表达系统来表达纤维二

糖水解酶是合适的。本项工作为进一步利用和开发

纤维二糖水解酶，并解析其结构与功能的相互关系

奠定了基础。已经开始对纯化的重组纤维素酶进行

晶体学研究，随后的研究将做进一步的报道。
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=9; < =SS

（上接 SH= 页 征稿简则）

;X= 中英文摘要

中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

;X=X! 字数：综述性文章要求不少于 9::W.5+-，学术性

文章要求 9:: Y =::W.5+-。
;X=X9 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究

课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

;X=X; 写法：

!）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。9）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结

论。;）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不

用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

= 特别说明

=X! 关于综述

综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

=X9 关于测序类论文

凡涉及测定 &ZL、KZL 或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 Q$?"（欧洲）或 P,/?3/N（美国）

或 &&?V（日本），申请得到国际基因库接受号（L88,--%./ Z.(）
后再投来。

=X; 关于版权

=X;X! 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。

=X;X9 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

=X;X; 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如

涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

=X;X= 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄

袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

=X= 审稿程序及提前发表

=X=X! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的

稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收到来

稿 ; 个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底

稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

=X=X9 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量

为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重

要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格

审查并通过后，可予提前刊出。

I 发表费及稿费

论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表

费，并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 9:: 元[面，彩

版每面另加 S:: 元（发表费如有调整，以本刊所发通知为

准）。

H 编辑部地址

（!:::S:） 北京市海淀区中关村 中国科学院微生物

研究所《生物工程学报》编辑部
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