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摘 要 以工业生产菌株黑曲霉 EYEYI Z#"7# 基因组 [*8 为模板，扩增出糖化酶 1,+D 基因，测序并进行表达研究。E,+D 基因

的核苷酸序列长为 !7$% A9，包含 " 个内含子。氨基酸序列比对表明此黑曲霉糖化酶与其他曲霉属来源的糖化酶有很高的同

源性。将 1,+D 基因克隆到 9\EM]-@6’ 载体中，构建重组质粒 9\EM]-@6’M1,+D 并转化 D ) $#1%* Z#"7#。携多拷贝 1,+D 的转化子

用 7Q#!@^CW 潮霉素抗性筛选并通过荧光实时定量 BE. 鉴定。结果表明，在染色体整合 ! _ X 倍糖化酶基因对糖化酶的过量合

成是适宜的，有助于提高糖化酶活力。对转化子进行摇瓶发酵研究，发酵终止时转化子 V\#Q#$ 的糖化酶活力比出发菌株

Z#"7# 提高了 7%‘Qa。因此，增加黑曲霉染色体糖化酶基因的拷贝数可以显著提高糖化酶活力。
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糖化酶，系统名为淀粉 7，"M"M[M葡聚糖葡萄糖

水解酶（FE)X‘!‘7‘X），是淀粉水解过程中的重要酶，

其功能在于从淀粉、糊精或糖原等碳水化合物的非

还原性末端释放#M[M葡萄糖［7］。各种不同来源的糖

化酶组成糖苷水解酶的第 7Q 族。到目前为止已经

克隆和表达了来源于丝状真菌、酵母和细菌的约 7$
种糖化酶，其中曲霉属来源的糖化酶商业价值最高。

传统的单孢子分离、诱变技术和过程优化已经



被广泛的用于提高糖化酶产量［!］，随着基因工程技

术的发展，用分子生物学手段改造糖化酶基因也得

到大量的研究。黑曲霉糖化酶基因于 "#$% 年第一

次被克隆和鉴定［&］，此后多次被克隆并成功在酿酒

酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）［%］、镰 孢 霉（ -.*"%,.’
+)/)/"0.’）［’］和毕赤酵母（1,#$," 2"*0&%,*）［(］中得到表

达。#) 年代的研究成果表明黑曲霉糖化酶基因的

表达很大程度上受转录水平的调控［*］。

尽管有报道指出基因重组存在不稳定性，这种

技术仍被广泛应用于提高基因表达水平［$］。目前，

通过基因重组提高糖化酶工业生产菌株的生产能力

国内还未见报道。在本研究中，我们克隆了一株糖

化酶工业生产菌株的糖化酶基因，并通过筛选获得

了携多拷贝糖化酶基因的重组黑曲霉，有效地提高

了糖化酶的生产能力。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：黑曲霉 +,+,- .)%")（3*2)%4,55.*
/,4)% +,+,- .)%")），由江南大学中国高校工业微生

物资源和信息中心保藏，是经过多次物理和化学诱

变获得的一株糖化酶生产菌株；质粒 /0+123456 由

法国 78 9:;<5 教授惠赠，携带潮 霉 素 0 抗 性 基 因

（$2$），用作克隆和表达载体；大肠杆菌（6*#$)%,#$,"
#&5,）=-")# 用作克隆宿主菌。

!"!"# 培养基和培养方法：黑曲霉 .)%") 的培养采

用淀粉（>?）培养基（每升含有 &4 牛肉膏、")4 蛋白

胨、!4 酵母抽提物、!4 @<+;、!)4 淀粉、"*4 琼脂，/2
’A$），在 &%B培养 *! C "!)D，在 & C ’E 内始终观察菌

落形态，标准形态灰白色，凹型状。

摇瓶发酵培养基：每升含有 &)4 玉米浆、&)4 硝

酸铵、"))4 葡萄糖，/2 ’A’。

大肠杆菌 =-")# 培养采用 F0 培养基［#］，必要时

补加终浓度为 &’!4GHF 氯霉素，培养在 &*B进行。

!"!"$ 主要试剂：>% I@J 连接酶、17. I@J 聚合

酶、I@J 限制性内切酶 6#&K"、!’""和 8,/E#均

为上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 产 品；

9L0K1M5NNO"为上海闪晶分子生物科技有限公司产

品；7+K 产物（小量）纯化试剂盒为上海博大泰克生

物工 程 有 限 公 司 产 品；抗 生 素 D3456H3P:O 0 为

,OQ:Q6MNO 公司产品。

!"# 方法

!"#"! 基因的克隆：根据 @+0, 公布的黑曲霉糖化

酶 基 因 设 计 一 对 引 物：J@1MJ1"（ ’R1>J++

>MM+MJ++>J>MJ+>J>MM+J+1&R）和 J@1MJ1!（ ’R1
MM>+MJ>>J+JJ>+J+J>MJ+>>M M+1&R）。以黑曲霉

.)%") 染色体 I@J 为模板扩增糖化酶基因，7+K 采

用 17. I@J 聚合酶，在 #’B变性 ’H:O 后，进行 &’ 个

循环，每个循环的条件为 #%B变性 &)S，’%B 退火

"H:O，($B延伸 %H:O，最后在 ($B延伸 ")H:O。将扩

增的 7+K 产物连接到质粒 /0+123456 的 !’""位

点，构建重组质粒 /0+123456145"3 用于序列测定和

转化。

!"#"# 7+K 产物的序列测定：I@J 测序采用双脱氧

核苷酸链终止法，由 J0, 7K,9- &!)) 序列测定系统

（J//;:NE 0:6S3STNHS +68，.6STN5 +:T3，U9J）完成。序

列比对和同源性分析采用 I@J-J@ 软件（VN5S:6O
’A!A!，F3O6O 0:696WT）和 0FJ9> 网 络 资 源（@<T:6O<;
+NOTN5 W65 0:6TNPDO6;643 ,OW65H<T:6O，U9J）进行分析。

!"#"$ 原生质体转化：重组质粒 /0+123456145"3 转

化黑曲霉 .)%") 采用 7XM1原生质体法［")］：收集培养

%E 的菌丝体，加入 "H6;GF 山梨醇配置 "Y 蜗牛酶，

"Y纤维素酶，)A"Y裂解酶的混合酶，在 &)B裂解

!A’ C &D 制备原生质体。!))!F 新鲜制备的原生质

体（$A’ Z ")’ 个）和 ")!4 /0+123456145"3 在转化缓冲

液（"H6;GF 山梨醇，")HH6;GF +<+;!，")HH6;GF >5:S1
2+;；/2 *A’）和 !’Y 7XM$))) 存在的条件下进行转

化，添加 "H6;GF 山梨醇和 "’)!4GHF 潮霉素的 >? 平

板用于筛选转化子。

!"#"% 转化子的筛选和稳定性研究：挑取转化子至

潮霉素浓度为 !!’ C &))!4GHF 的 >? 平板，&%B培养

&E，始终观察菌落形态和透明圈大小。挑单菌落接

入 +I 培养基［""］，&%B培养 % C (E 制备种子液。在

发酵培养基中接入 $Y种子液，&%B，!!)5GH:O，摇床

发酵 "!) C "%%D，三角瓶装液量为 ’)HFG!’)HF 三角

瓶，每 !%D 取样测定酶活力。

为了考察转化子的稳定性，将其在不加抗性的

>? 培养基传代 ’ 次，每传一代都进行潮霉素抗性稳

定性研究，同时进行摇瓶发酵测定酶活力。

!"#"& 酶活力测定方法：糖化酶酶活测定按文献

［"!］方法略有改动：反应管加入 !Y的可溶性淀粉

"HF 和 ’)HH6;GF 的乙酸钠缓冲液 )A!HF，在 %)B保

温 ’H:O 后，加入 $)!F 稀释适当倍数的酶液在 %)B
准确反应 !H:O，用 !))4GF @<[2 终止反应，释放的葡

萄糖用葡萄糖酶电极测定［"&］。于 %)B、/2 %A( 的条

件下，"D 分解可溶性淀粉产生 "H4 葡萄糖所需要的

糖化酶定义为一个酶活力单位。

!"#"’ 定量 7+K：转化子在染色体整合的糖化酶基
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的菌落形态，与出发菌株 !"#$" 比较如表 $ 所示。

菌落形态为 %& 和 ’( 的转化子在初筛时表现

出优势，糖化酶活力与出发菌株相比有明显的提高，

但 %& 在传代后会恢复到出发菌株的形态，糖化酶

活力也表现不稳定，因此选择 ) 株 ’( 型转化子进

行摇瓶发酵，并通过相对定量 *+, 考察它们染色体

上整合的 !"#$ 基因拷贝数。结果如表 - 所示，在相

同的培养条件下，转化子发酵产生的糖化酶活力与

出发菌株相比有了明显的提高，在染色体整合 - . /
倍的糖化酶基因对糖化酶的过量合成是适宜的，糖

化酶的活力比出发菌株提高了 $-012 . -/2，当在

染色体整合的糖化酶基因拷贝数达到出发菌株的 3
倍时，糖化酶的活力仅提高了 )2。

表 ! 黑曲霉及其转化子糖化酶活力与

基因拷贝数之间的关系

"#$%& ! "’& (&%#)*+,-’*. +/ 0%12+#34%#-& #2)*5*)*&- #,6 !"#$
2+.*&- *, $ 7 %&!’( #,6 *)- 6&(*5&6 )(#,-/+(3#,)-

456789: ,;<758=; 7>58=858;:，2 +5# - ?!+5

!"#$" $""0" -#0"# $0""
’("@"$ $$A0- --0#) -0A3
’("@"- $"#01 -/0)# $0/-
’("@"/ $$#03 --0A- -0$1
’("@"# $$-01 --0)- -0)3
’("@"@ $")0$ -"0AA 30-3
’("@") $-/0" --03A -0-"
#：+5 值的含义是：每个反应管内的荧光信号到达设定的域值

时所经历的循环数。每个模板的 +5 值与该模板的起始拷贝数的对

数存在线性关系，低 +5 值意味着高浓度的起始模板量，- ?!+5方法用

来进行相对定量分析［$#］。

为了考察转化菌株的稳定性，转化子 ’("@")
在不加抗性的 BC 培养基传代 @ 次，每传一代都随机

挑取 /" 个单菌落至添加 $@""DEFG 潮霉素的 BC 选

择性培养基上进行潮霉素抗性稳定性研究，同时进

行摇瓶发酵测定酶活力。所挑选的单菌落都能够在

抗性培养基上生长，糖化酶活力也表现出良好的稳

定性（表 /）。

表 8 $ 7 %&!’( 9:;<;= 的稳定性研究

"#$%& 8 >)#$*%*)4 (&-&#(2’ +/ $ 7 %&!’( )(#,-/+(3#,) 9:;<;=

*767F;5;6:
HIFJ;6 KL D;9;6758K9

$ - / # @
,;:8:579>; :57J8<85M# $""0"2 $""0"2 $""0"2 $""0"2 $""0"2
’<I>K7FM<7:; 7>58=85M% $""0"2 $"-0#2 $""0$2 $"$0@2 AA032

#：菌株在不加抗性的 BC 培养基传代并随机挑选 /" 个单菌落至

添加 $@""DEFG 潮霉素的 BC 培养基培养。

%：$ N &’!() ’("@") 第一代的糖化酶活力计为 $""2。每个值都

是 / 份平行样的平均值。

!?8 重组黑曲霉过量合成糖化酶

对重组菌 ’("@") 进行摇瓶条件优化，考察了

不同的培养基及摇瓶条件对糖化酶产量的影响。最

优的摇瓶发酵条件是 /"DEG 玉米浆，/"DEG 硝酸铵

和 $""DEG 工业葡萄糖，培养基 O& @0@，接 种 量 为

32。与其它碳源相比，用葡萄糖作为唯一碳源可以

获得最高的糖化酶活力（数据未列出）。在优化条件

下对重组菌 ’("@") 和出发菌株 !"#$" 进行摇瓶发

酵，在整个发酵过程中，’("@") 的糖化酶活力稳定

高于 !"#$"（图 -），在 $## P 发 酵 终 了 时，转 化 子

’("@")的 糖 化 酶 活 力 比 出 发 菌 株 !"#$" 提 高 了

$10@2。

图 - 黑曲霉 !"#$"（!）和转化菌株 ’("@")（"）

-@"FG 摇瓶发酵进程曲线

!8DN - B8F; >KI6:; KL D<I>K7FM<7:; 7>58=858;: KL
$ N &’!() !"#$"（!）79Q $ N &’!()

5679:LK6F795 ’("@")（"）89 -@"FG :P7R; L<7:RN

8 讨论

通过基因重组或再转化的方法在黑曲霉染色体

引入多拷贝的糖化酶基因可以提高糖化酶产量。

S;6QK;:［$@］研究了糖化酶基因拷贝数与表达量的关

系，结果显示在 -" 个基因拷贝数之内，糖化酶的表

达水平得到提高（由 @"FDEFG 提高到 A""FDEFG），但

随着基因拷贝数的继续增加，糖化酶表达出现很大

程度的下降，在一些菌株中还发现了基因不稳定现

象，表现为基因拷贝的丢失；对转化子 4KI5P;69 杂交

的分 析 表 明 新 引 入 的 糖 化 酶 基 因 发 生 了 重 排。

4T8L5［$)］对携带有 -" 个糖化酶基因拷贝的重组菌

$ N &’!() ($ 进行了糖化酶发酵研究，在其最大生长

速率时糖化酶的产量达到 $@0"FDE（D·P）。,M:UR7［$1］对

整合了多拷贝糖化酶基因的重组菌进行了糖化酶发

酵研究。对于液态发酵，重组菌 $ N #*#+,)’ VN 7N -E
- 和 $ N &’!() VN 9N-" 的糖化酶活力是出发菌株的 -
倍，对于固态发酵，重组菌 $ N #*#+,)’ VN 7N $# 的糖

化酶活力比出发菌株提高了 3@2。
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本研究中，我们克隆了糖化酶生产菌株黑曲霉

!"#$" 的糖化酶基因，并获得了携多拷贝 !"#$ 的黑

曲霉转化菌株，有效地提高了糖化酶的生产能力（表

%，图 %）。经 &&’ 发酵罐中试实验，重组基因工程菌

()"*"+ 糖化酶发酵水平达 *$ """ 单位（数据未显

示）。结果表明在工业菌株 $ , %&!’( !"#$" 染色体

整合多拷贝的糖化酶基因可以提高糖化酶的活力，

其中在染色体整合 % - & 倍糖化酶基因对糖化酶的

过量合成是适宜的（表 %），但研究也发现，糖化酶的

产量与染色体整合的 !"#$ 拷贝数不呈线性关系，这

可能是因为基因的整合位点、转录调节蛋白的数量

等因素也限制了糖化酶基因的分泌表达［$*］。
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