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摘 要 利用高表达分泌纤维素酶的真菌瑞氏木霉表达重组的黑曲霉葡萄糖氧化酶。在大肠杆菌 PQ;!中构建瑞氏木霉纤

维素酶 >TQU 启动子和 >TQU 信号肽基因D黑曲霉葡萄糖氧化酶基因D瑞氏木霉纤维素酶 >TQU 终止子D构巢曲霉的甘油醛 = 磷

酸脱氢酶启动子D大肠杆菌抗潮霉素 T 磷酸转移酶基因D构巢曲霉色氨酸 > 终止子D7K>"S（命名为 7>TQNVP）质粒，线性化后用

瑞氏木霉纤维素酶 >TQU 启动子和 >TQU 信号肽基因D黑曲霉葡萄糖氧化酶基因D瑞氏木霉纤维素酶 >TQU 终止子D构巢曲霉的

甘油醛 = 磷酸脱氢酶启动子D大肠杆菌抗潮霉素 T 磷酸转移酶基因D构巢曲霉色氨酸 > 终止子（命名为 >TQNVP）核酸片段转

化瑞氏木霉 OJSE"E 原生质体。用 W>0 扩增方法筛选出同源重组葡萄糖氧化酶基因的瑞士木霉突变株。用麦杆诱导瑞氏木

霉突变株，生产黑曲霉葡萄糖氧化酶，M1?81., :’&8 分析重组的葡萄糖氧化酶分子量与 63@9+ 公司的天然黑曲霉葡萄糖氧化酶

一致，生产的重组酶活性 !;-X9R，相当于 63@9+ 公司葡萄糖氧化酶标准品的产量为 #Y;@XR。瑞氏木霉可用于生产黑曲霉葡萄

糖氧化酶。
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葡萄糖氧化酶（.63#$," /7’2),"，简称 ./0484 94
:;:;<=）是一种需氧脱氢酶，它能利用分子氧作电子

受体，专一地催化!>0>葡萄糖氧化成为葡萄糖酸和

过氧化氢［:］。近年来，葡萄糖氧化酶被广泛地应用

于食品工业和发酵工业，及作为医学诊断试剂和环

境检测的分析工具［?］。黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%，简

写 ! 4 *’&$%）是工业上用于生产葡萄糖氧化酶的主

要菌种，由于 ./0 在生产过程中广泛分布于胞外

（占 <@A）、胞壁上（占 <=A）、胞浆中（占 :?A）和粘

质液中（占 :BA）［<］，在产品纯化过程中同时从培养

液中和菌丝体中回收 ./0 并不现实，所以其产量

总有相当大的丢失。因此用基因工程等其他方法构

建更优良的生产 ./0 的微生物一直受到各国科学

家的重视［=，C］。瑞氏木霉（ +%’,-./$%01 %$$"$’，简 写

+ 4 %$$"$’）是公认的生产分泌蛋白质最高的工业微

生物之一［B］，在适宜条件下分泌蛋白质表达量占总

蛋白的 CDA，其中纤维素酶 9EFG 产量占分泌蛋白

质的 BDA，9EFG 最高产量可达到 =D5HI 发酵液［J］。

黑曲霉和瑞氏木霉同属丝状真菌界霉菌，用瑞氏木

霉的纤维素酶 9EFG 启动子诱导表达黑曲霉葡萄糖

氧化酶，应是微生物工业提高葡萄糖氧化酶产量的

可行方法。

) 材料和方法

)*) 材料

构巢曲霉（!"#$%&’(()" *’/)(1*"，KL99 <@:B<），黑

曲 霉（ !"#$%&’(()" *’&$%，KL99 MD?M）， 瑞 氏 木 霉

+%’,-./$%01 %$$"$’ NOM=:=， KL99 ?BM?: ）， 含

FP5!$%P#’( E 1+$,1+$*!)(,-"!)," 5"(" 质粒的大肠杆菌

（KL99 <JB=J）， 都 购 自 K%"!’#)( LP1" 936*3!"
9$66"#*’$(（KL99）4 Q9R 反 应 引 物 由 加 拿 大 S’5%)
."($,P, 公司合成，购建的重组 0TK 载体核酸序列

测定由加拿大 O#O),*"! 大学分子生物学和生物技

术研究中心（O/EGU）完成。黑曲霉 ./0 标准品购

于 S’5%) 公 司，黑 曲 霉 ./0 兔 源 抗 体 购 自 R0G
（R",")!#+ 0’)5($,*’#, G(# 4），/1*’>=9T 羊抗兔检测盒

购自 EG/>RK0 公司。

)*+ 方法

)*+*) Q9R 所用引物及其序列：

V: CW>9K9.L.L.KLLLKKLK.9L99KL.L9><W
R: CW>..LK99K9K.LK9K9.K..K9LL9LK><W

V? CW>9K9.L.KL.KKKKK.99L.KK9L9K99.9
.K9.L9L.><W
R? CW>9LKLL99LLL.999L9..K9.K.L.><W
V< CW>9K9.L.99L9.L99L.L9K9KK9LK99><W
R< CW>..L.KL.L9L.9L9KK.9.><W
V= CW>.9..99.99K99K99K99K99K99K9LKKK.9
L99.L.9.KKK.99L.><W
R= CW>...L99L9..9LK9.LL.L9KL9><W
VC CW>9L9.K..KKLL9L9K9..L.KKL.LK..><W
RC CW>.9K9.K.9L.L..99KK.KK.><W
VB CW>.9KKLKK.KL.9..99.9LK.9KKL..9KLL.
KK.99K.><W
RB CW>.LKKL.KKLK.9..99.999L.9KL..KK.9
KLKKL9LL99><W
VJ CW>9K9.L.9K999LL.9K9.K9L.L9..><W
)*+*+ 外源载体构建：提取 ! 4 *’/)(1*"，! 4 *’&$%，
+ 4 %$$"$’ 基 因 组 0TK［@］ 和 提 取 含 FP5!$%P#’( E
1+$,1+$*!)(,-"!)," 5"(" 的质粒作 Q9R 反应模板，用引

物 V: 和引物 R: 扩增 ! 4 *’/)(1*" 的色氨酸 9（*!19）

终止子，用引物 V? 和引物 R? 扩增大肠杆菌抗潮霉

素 E（FP5!$%P#’( E，简写 FP5E）磷酸转移酶基因，用

引物 V< 和引物 R< 扩增 ! 4 *’/)(1*" 甘油醛 < 磷酸脱

氢酶（.6P#"!)62"+P2"><>1+$,1+)*" 2"+P2!$5"(),"，简写

512）启动子，用引物 V= 和引物 R= 扩增 + 4 %$$"$’
9EFG 终止子，用引物 VC 和引物 RC 扩增 + 4 %$$"$’
9EFG 启动子和 9EFG 信号肽基因，用引物 VB 和引物

RB 扩增 ! 4 *’&$% 葡萄糖氧化酶基因。9EFG 启动子

和 9EFG 信号肽基因>./0 基因>9EFG 终止子>512 启

动子>潮霉素 E 磷酸转移酶基因>*!1 9 终止子>1X9:M
质粒（命名为 19EF./0）构建过程见图 :。

)*+*, 转化 0TK 片段制备：在大肠杆菌 0FC"中提

取 19EF./0 质粒，用 2#*#消化后，在 :A K5)!$,"
5"6 上 提 取 9EFG 启 动 子>9EFG 信 号 肽 基 因>./0>
9EFG 终止子>512 启动子>FP5E 磷酸转移酶基因>*!19
终止子核酸片段（命名为 9EF./0 核酸片段），用

NGK.8T 公司 NYK8U$5"6 "7*!)#*’$( Z’* 纯化。

)*+*- 转化 + 4 %$$"$’ NOM=:= 原生质体：按 Q"(**’6)
方法［M］制备瑞氏木霉 NOM=:= 原生质体，并用一条

9EF./0 核酸片段转化 + 4 %$$"$’ NOM=:= 原生质体。

在基本培养基潮霉素 E 琼脂选择平板上［?D%5H%I

<@母敬郁等：瑞氏木霉表达黑曲霉葡萄糖氧化酶



!"#$%&’， ()!*)+（ ,-. ）/ 01.， 2()!*)+ 3-/41.，

567)!*)+ 8!01.， 567)!*)+ 9:9"/， 5655()!*)+
;’01.·<-/1，565527)!*)+ 8=01.·-/1，56552.

)!*)+ >=01.·<-/1，5655/)!*)+ 9%9"/，/? @!:A，

255!!*)+ -B!A%)B$C= D］培养，EF 后挑出阳性克隆继

续传代。

GH92I J !"#"! J KAG 9 K’A)C=:K%A" KAG 9 K’A)LGH92I，J M$%</2! J -B!A%)B$C= D GN%&GN%KA:=&O’A:&’ !’=’" -B! D 4N%&GN%KA:=&O’A:&’LKAG 9 K’A)L

GH92I，J M$%</2 ! J !GF GA%)%K’A " !GF GA%)L-B!D GN%GN%KA:=&O’A:&’LKAG9 K’A)LGH92I，J M$%</2 ! J 9D-P K’A) " 9D-P K’A)L!GF GA%)L-B!D

GN%&GN%KA:=&O’A:&’LKAG 9 K’A)LGH92I，J $%&" J 3"’=’Q OA:!)’=K (R!ER OC""LC=! J 9D-P GA%) L 9D-P &&S " 9D-P GA%) L 9D-P &&S L 9D-P K’A) L !GF

GA%) L -!BD GN%&GN%KA:=&O’A:&’ L KAG9 K’A) L GH92I，J $%&" ! J T1U J $%&" " 9D-P GA%) L 9D-P &&S L T1U L 9D-P K’A) L !GF GA%) L -!BD

GN%&GN%KA:=&O’A:&’ L KAG9 K’A) L GH92I（G9D-T1U）

图 2 9D-P 启动子和 9D-P 信号肽基因LT1U 基因L9D-P 终止子L!GF 启动子L潮霉素 D 磷酸转移酶基因

LKAG 9 终止子LGH92I（命名为 G9D-T1U）质粒构建

;C!S 2 9%=&KA#$KC%= %O 9D- P GA%)L9D- P &&S L T1U L 9D- P K’A) L !GF GA%) L -!B D
GN%&GN%KA:=&O’A:&’ L KAG 9 K’A) L GH92I（G9D-T1U）

!"#"$ 转化阳性克隆株鉴定：以转化重组株基因组

U,@ 为模板，用引物 ;( 和引物 V7，49V 扩增 9D-P
GA%)L9D-P &&LT1U 基 因 片 段。用 引 物 ;7 和 引 物

V.，49V 扩增 T1UL9--P K’A) 基因片段。用引物 ;<
和引物 V.，49V 扩增 9D-P 部分基因L9D-P 终止子

基因 片 段。选 择 只 有 9D-P GA%)L9D-P &&LT1U 和

T1UL9D-P K’A) 的 49V 扩 增 结 果 都 为 阳 性，并 且

9D-P 部分基因L9D-P 终止子的 49V 扩增结果为阴

性的重组株，作为同源重组的候选株。

!"#"% 重组 T1U 的瑞氏木霉突变株诱导表达：在

基本培养基里用绞碎的麦杆诱导在 9D-P 区重组

T1U 的瑞氏木霉生产 T1U，调控培养液 4- W (，在

第 ( 天取上清液用 X’&K’A= Y"%K 检测重组 T1U 产品。

!"#"& 葡萄糖氧化酶活性分析 按 3’""’B 方法［25］测

定葡萄糖氧化酶活性。

# 结果

#"! 外源 ’() 载体序列分析

G9D-T1U 质粒送加拿大 8$8:&K’A 大学 81DPZ
做核酸序列测定，将所有各段测序结果迭加做全序

列分析，结果证明所有 49V 扩增的基因片段插入

GH92I 载体时，U,@ 连接点都准确，并且插入序列没

有发生突变。

#"# 线性化 ’() 转化 ! * "##$#% +,-.!. 原生质体

机率

’()"消化后得到的 9D-T1U 核酸片段全长约

[6(\Y，取 (!! U,@ 转化 2 ] 25[ *)+ * S +,,-,. ^8I.2.
原生质体 /55!+，EF 后计数转化率为 25 _ (5 转化株

*!! U,@。

#"/ 同源重组 01’ 的瑞氏木霉突变株鉴定

随机挑选 E 个阳性转化株，通过 49V 方法区分

同源重组和随机插入突变株，以 * S +,,-,. ^8I.2. 野

生型基因组做 49V 背景对照。E 对引物 49V 扩增

都为阳性，外源 U,@ 是随机插入到基因组中，9D-P
基因 结 构 区 没 被 破 坏。9D-P GA%)LT1U 和 T1UL
9D-P K’A) 引物 49V 扩增为阳性，而 9D-P 部分基因

片段L9D-P K’A) 引物 49V 扩增为阴性，外源 U,@ 是

同源重组到基因组中，9D-P 基因被 T1U 替换。 * S
+,,-,. ^8I.2. 野生型基因组作对照，9D-P GA%)LT1U
和 T1UL9D-P K’A) 引物扩增为阴性，只有 9D-P 部分

基因片段L9D-P K’A) 引物扩增为阳性。图 / 显示这

三个转化株中，株L2 和株LE 为同源重组候选株，株L/
为随机插入候选株。

#". ! * "##$#% +,-.!. 葡萄糖氧化酶转化株诱导

表达产物分析

麦杆切碎后放入 * S +,,-,. 基本培养液中诱导

T1U 表达，同源重组株L2 和株LE 及随机插入株L/ 都

能产生分泌的 T1U，而 * S +,,-,. ^8I.2. 野生型不产

生 T1U。图 E 是 X’&K’A= Y"%K 分析培养上清液，显示

* S +,,-,. 产生的黑曲霉 T1U 分子量与 0C!): 公司天

然黑曲霉 T1U 分子量一致，亚基分子量都为 [5\U。

在 G- W ( 培养液条件下，诱导至第 ( 天仍未见 T1U
降解，X’&K’A= Y%"K 分析结果只可见一条带。

#"$ 重组 01’ 表达产量

测定同源重组转化株L2 在诱导第 ( 天时，T1U
活性为 /(#*)+ 上清培养液，而 * S +,,-,. ^8I.2. 野

生型在同等条件下测不到 T1U 活性。以 0C!): 公司

天然黑曲霉 T1U 标准品比活换算，重组 T1U 产量

达到 56(!*+。

/ 讨论

考虑到用瑞氏木霉生产黑曲霉 T1U 的生物安

全性，作者在设计 KAG9 终止子 ER端引物时，人为地

加入了核酸限制性内切酶 ’()"识别位点，同时在

.[ /0.),-, 1%2+)#3 %4 5.%&,60)%3%78 生物工程学报 /557，‘%"6//，,%62



图 ! "#$ 方法检测同源重组和随机插入的转化株

%&’(! "#$ )*+) ,-. /-0-1-’-2+ .*3-04&56)&-5
657 .657-0 &5+*.)&-5 &5 ).65+,-.065)+

8，89：:;< =*5*$21*. 8>4 ?@A 1677*. B C:DE88（DF!G，DFG，DFHG，

8，8FG，!，!FG，E，EFG，9，G，I，J，8D>4）；! K G：L.&0*. %G 657
L.&0*. $I "#$ ,-. ).65+,-.065) 8，!，E， 657 M&17)NL* O:P989

（L-+&)&Q* "#$ 4657 &+ 9D8G 4L）；I K P：L.&0*. %I 657 L.&0*. $9 "#$
,-. ).65+,-.065) 8，!，E，657 M&17)NL* O:P989（L-+&)&Q* "#$ 4657 &+
!9DJ 4L）；8D K 8E：L.&0*. %H 657 L.&0*. $9 "#$ ,-. ).65+,-.065) 8，

!，E，657 M&17)NL* O:P989（L-+&)&Q* "#$ 4657 &+ 8G8! 4L）(

图 E 8DR分离胶 S*+)*.5 41-) 分析麦杆诱导

重组瑞氏木霉生产黑曲霉 =T?
%&’(E 8DR +*L6.6)* ’*1 S*+)*.5 41-) 6561N+&+ ,-.
.*3-04&565) ! ( "#$%& =T? L.-723*7 &5 ’ ( &%%(%#

257*. &5723)&-5 -, M/*6) +).6M
8：’ ( &%%(%# O:P989 M&17 )NL*；!：;&-U$67 8I8UDEH9 L.*+)6&5*7 L.-)*&5
06.>*.［8D，8G，!D，!G（.*7），EH，GD，HG（.*7），8DD，8GD，!GD >?］；

E：).65+,-.065) +).6&5 E；9：).65+,-.065) +).6&5 !；G：).65+,-.065) +).6&5
8；I：+&’06 ! ( "#$%& =T? +)6576.7(

LV#8P 质粒上的核酸限制性内切酶 )*+!识别位点

前有一个 ,-"!识别序列，在核醇分析软件 #WT@X
里确定 #;Y< 启动子，#;Y< 信号肽基因，=T? 基因，

#;Y< 终止子，’L7 启动子，YN’; 磷酸转移酶基因，

).L# 终止子的 ?@A 序列都不存在 ,-"!识别序列。

因此，可以用 ,-"!消化 L#;Y=T?，去掉大肠杆菌

来源的 LV#8P 质粒序列，特别是 60L&3&11&5 抗性基

因，尽量保护生物工程产品的种属相对安全性。

本文选用 ’ ( &%%(%# 最 强 的 #;Y< 启 动 子 诱 导

=T? 表达，采用可被 ’ ( &%%(%# 识别的构巢曲霉强 ’L7
启动子诱导选择标志物 YN’; 磷酸转移酶表达，把

两个不同目的的表达序列串联在一起，就极大地保

证了转化后，在 YN’; 选择培养基上存活的阳性克

隆，都有生产 =T? 的能力。但用 "#$ 方法筛选同源

重组和随机插入转化株时，在定性的角度上，是一个

简单、安全、快速的好方法，但不能定量地选择出每

一个转化株内转化 ?@A 的数量。只有进一步诱导

表达后，测 =T? 的产量和活性来筛选工业生产上实

用的转化株。

瑞氏木霉作为微生物工业常用的发酵菌种，已

有多种外源蛋白质转化不同种的瑞氏木霉［88U8G］。但

由于瑞氏木霉有其自身偏爱的密码子，并且有糖基

化表达蛋白质的能力等特点，使得非丝状真菌来源

的蛋白质，可能由于转录 $@A 后不稳定而使信使

$@A 产量低，或由于自身折叠在宿主细胞内不正确

从而影响其在细胞内分泌通道中的转位，或由于其

对宿主的蛋白酶过度敏感而易被破坏，在瑞氏木霉

中产量或活性能达到工业上可应用的程度比较困

难［8I，8H］。重组宿主表达的外源蛋白质越是种源接

近，其活性就越稳定和产量就越高［8J］。同源的蛋白

质在 #;Y< 启动子调控下，产量和产品活性显著高

于其 它 外 源 蛋 白 质 在 #;Y< 启 动 子 调 控 下 的 表

达［8P］。黑曲霉和瑞氏木霉都是丝状真菌，黑曲霉糖

蛋白 =T? 在瑞氏木霉中生产时，糖基化程度和蛋白

质折叠过程等应该与天然黑曲霉 =T? 生产机制相

似［!D，!8］，因此存在高表达重组 =T? 的可能性。在

#;Y< 信号肽引导下重组 =T? 以泌出形式表达，利

于简化下游的纯化步骤。瑞氏木霉在 #;Y< 启动子

诱导条件下不会分泌生产触酶（36)616+*），极大地避

免了触酶对 =T? 产品的污染。瑞氏木霉对培养基

和诱导条件要求简单，可较大地降低工业上生产

=T? 的成本。S*+)*.5 41-) 分析和重组 =T? 活性测

定，都证明重组瑞氏木霉可生产有活性的黑曲霉葡

萄糖氧化酶。

GJ母敬郁等：瑞氏木霉表达黑曲霉葡萄糖氧化酶
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