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　　摘要：自然界中的木质素是潜在的丰富的可再生资源，近年来利用生物法降解木质素成为研究的热点。利用
ＲＴ－ＰＣＲ克隆了黄孢原毛平革菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）木质素过氧化物酶基因（ＬｉＰ）、锰过氧化物酶基因
（ＭｎＰ）、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）葡萄糖氧化酶基因（ｇｏｘ）及白腐真菌（ＷｈｉｔｅＲｏｔＦｕｎｇｉ）漆酶基因（Ｌａｃ），并构建了毕赤
酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）表达载体，电转化入ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ－３３宿主菌中，获得转化子并进行微培养，通过测定培养液
的酶活，筛选出高酶活菌株。对４种重组菌株进行发酵，以经过处理的玉米皮作为底物，分别加入４种酶的发酵液及４
种酶的混合液，于３０℃反应后测定不同反应时间木质素的降解量，反应２４ｈ，木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡萄
糖氧化物酶、漆酶吸光度Ｄ２８０ｎｍ的降低幅度分别为４５％、３９％、９％、５７％；复合酶降解木质素的活性明显高于单一酶，

吸光度的降低幅度为７８％，说明木质素降解酶系的相互协同作用，提高了木质素的降解效率，为木质素酶解提供了新
方法。
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　　木质素是一种丰富的天然可再生的有机高分子化合物，
广泛存在于植物体中，它包围着纤维素，和半纤维素一起填充

于微原纤维之间，与纤维素、半纤维素一起构成植物细胞壁的

主要成分，是自然界中植物光合作用制造的总量仅次于纤维

素的碳素资源［１］。据估计，全世界每年由植物生长产生的木

质素达１５００亿ｔ，其中造纸工业废液中产生的工业木质素有
３０００万ｔ［２］，因此对大自然给予人类的木质素等丰富的可再
生天然资源予以充分重视并加以研究和利用，对于可持续发

展具有重要意义。

木质素的结构复杂，不易分解［３－４］，从２０世纪开始，国内
外的学者一直寻找木质素降解的最佳途径，研究内容主要包

括物理法、化学法、物理化学法、生物降解法［５］。木质素的微

生物降解不仅可以缓解环境污染、变废为宝，而且对生物质资

源的充分利用有重大的现实意义，因此对木质素的生物降解

已经成为当今世界国内外学者的研究热点［６－９］。木质素的降

解是由一系列酶协同完成的，目前已知，在降解木质素过程中

起主导作用的主要是漆酶（ｌａｃｃａｓｅ，ＬＡＣ）、木质素过氧化物酶
（ｌｉｇｎｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＬＩＰ）、锰过氧化物酶（ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ，ＭＮＰ）这 ３种酶［１０］。此外，葡萄糖氧化酶（ｇｌｕｃｏｓｅ
１－ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯ）、芳醇氧化酶（ａｒｙｌ－ａｌｃｏｈｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＡＡＯ）、乙
二醛氧化酶（ｇｙｏｘａｌｏｘｉｄａｓｅ，ＧＬＯＸ）等也对木质素的降解产生
一定的影响或者直接参与其降解［１１］。

木质素降解的相关酶最早是在白腐真菌的胞外培养液中

发现的，近年来随着国内外学者对木质素降解酶系的研究进

展，发现在自然界中木质素的降解是由真菌、细菌、放线菌三

者共同作用的结果，其中真菌起主要作用［１２］。自然界中降解

木质素能力最强的一类真菌是白腐菌［１３－１６］，白腐菌虽然有广

谱的酶系统，但是由于其生理代谢的特殊性以及近乎苛刻的

对环境因子的要求，对于实现工业化产酶产生了严重阻碍。

随着分子生物学的发展，基因工程菌的构建和木质素酶系的

异源表达成为从根本上解决这一问题的一种可能的途径。本

研究主要利用基因重组技术，利用毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）
分泌表达了不同来源的木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡

萄糖氧化酶、漆酶基因，利用工程菌的发酵液降解天然木质

素，并通过木质素降解酶系的协同作用，增强了木质素的降解

效率，为木质素酶解提供了新方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌种和质粒　大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α菌株购自北京全式
金生物技术有限公司，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＸ－３３菌株和表达质粒
ｐＧＡＰＺαＡ由河北科技大学分子生物学实验室保存，黄孢原毛
平革菌 （Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）、黑 曲 霉 （Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ）、白腐真菌（ＷｈｉｔｅＲｏｔＦｕｎｇｉ）为笔者所在实验室保藏的
野生型菌株。

１．１．２　培养基　ＬＢ、ＹＰＤＳ、ＹＰＤ培养基均按照《Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司操作手册》推荐的方法配制。

１．１．３　试剂　限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、ＢｃａｂｅｓｔＴＭＲＮＡＰＣＲ试剂盒，购自宝生物工程（大连）有限
公司（ＴａＲａＫａ）；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＮＡ回收试
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剂盒、质粒提取试剂盒、琼脂糖，购自天根生化科技（北京）有

限公司；ＰＭＤ－１８克隆载体，购自北京全式金生物技术有限
公司；ＰＣＲ引物由上海英骏生物技术有限公司合成；ＤＮＡ测
序由宝生物工程（大连）有限公司完成。如无特别说明，所有

的化学试剂均为分析纯产品。

１．２　试验方法
１．２．１　基因的操作　质粒提取、酶切反应、ＤＮＡ片段回收、
连接以及大肠杆菌转化等均参照试剂盒提供的方法进行

操作。

１．２．２　基因的克隆　采用液氮研磨 －ＳＤＳ法提取黄孢原毛
平革菌、黑曲霉和白腐真菌总ＲＮＡ，以合成的ｃＤＮＡ第１链为
模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳进行
检测，纯化 ＰＣＲ产物，与 ＰＭＤ－１８连接，构建 ＰＭＤ－１８－
ＬｉＰ、ＰＭＤ－１８－ＭｎＰ、ＰＭＤ－１８－ｇｏｘ、ＰＭＤ－１８－Ｌａｃ质粒，
转化Ｅ．ｃｏｌｉＴｒａｎｓ５α感受态细胞，涂布于含１５０μｇ／Ｌ氨苄青
霉素、异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、Ｘ－ｇａｌ的ＬＢ平板，３７℃
培养过夜。挑取白色菌落，提质粒，ＰＣＲ验证，对阳性克隆进
行ＤＮＡ序列测定。
１．２．３　重组表达载体的构建　载体 ｐＧＡＰＺαＡ用 ＥｃｏＲⅠ、
ＫｐｎⅠ双酶切，产生的３．１ｋｂＤＮＡ片段用ＤＮＡ回收试剂盒回
收纯化。以测序验证正确的含有 Ｌａｃ基因的 ＰＭＤ－１８－Ｌａｃ
质粒作模板 ＰＣＲ，ＰＣＲ片段用 ＥｃｏＲⅠ、ＫｐｎⅠ双酶切，１．５ｋｂ
片段用上述方法纯化，将片段与用 ＥｃｏＲⅠ／ＫｐｎⅠ酶切后的
ｐＧＡＰＺαＡ片段用Ｔ４连接酶于１６℃过夜连接；连接液转化
Ｅ．ｃｏｌｉＴｒａｎｓ５α，涂布于含有博莱霉素（Ｚｅｏｃｉｎ）（１００ｍｇ／Ｌ）的
ＬＢ平板上，３７℃培养过夜，随机选取转化子提取质粒，ＰＣＲ
分子验证，ＰＣＲ验证正确的转化子用ＥｃｏＲⅠ、ＫｐｎⅠ双酶切再
次验证，将重组质粒送相应公司测序。ＬｉＰ、ＭｎＰ、ｇｏｘ、Ｌａｃ基
因表达载体的构建方法一样，只是酶切位点不同，ＬｉＰ基因的
酶切用ＥｃｏＲⅠ／ＮｏｔⅠ，ＭｎＰ基因的酶切用ＥｃｏＲⅠ／ＮｏｔⅠ，ｇｏｘ
基因的酶切用 ＫｐｎⅠ／ＮｏｔⅠ，Ｌａｃ基因的酶切用 ＥｃｏＲⅠ／Ｋｐｎ
Ⅰ，从而得到表达载体 ＧＡＰＺαＡ－ＬｉＰ、ｐＧＡＰＺαＡ－ＭｎＰ、
ｐＧＡＰＺαＡ－ｇｏｘ、ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ。
１．２．４　酶活测定
１．２．４．１　木质素过氧化物酶（ＬＩＰ）酶活的测定［１７］　２ｍＬ反
应体系中含０．４ｍＬ发酵液（或稀释酶液）、１０ｍｍｏｌ／Ｌ藜芦
醇、５０ｍｍｏｌ／Ｌ酒石酸缓冲液（ｐＨ值２．５），加入０．４ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２启动反应，３０℃反应２ｍｉｎ后，以不加发酵液、用蒸馏水
补齐的２ｍＬ反应液作对照，用酶标仪在３１０ｎｍ处测定吸光
度Ｄ３１０ｎｍ。
１．２．４．２　锰过氧化物酶（ＭＮＰ）酶活的测定［１８］　２ｍＬ反应
体系中含０．４ｍＬ发酵液（或稀释酶液）、１００μｍｏｌ／ＬＭｎＳＯ４、
０．０１％苯酚红、０．１％牛血清蛋白、２５ｍｍｏｌ／Ｌ乳酸锂、
５０ｍｍｏｌ／Ｌ酒石酸缓冲液（ｐＨ值４．５），加入０．１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２
启动反应，于３０℃反应５ｍｉｎ后，加入１００μＬ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
溶液终止反应，以先加终止剂的作对照，测６１０ｎｍ处的吸光
度Ｄ６１０ｎｍ。
１．２．４．３　葡萄糖氧化酶（ＧＯ）酶活的测定［１９］　５ｍＬ反应体
系含０．７ｍＬ发酵液（或稀释酶液）、０．０４ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、３ｍＬ
０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸－乙酸钠缓冲液（ｐＨ值 ４）、１．３ｍＬ靛蓝胭脂
红溶液（１．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ），于３７℃条件下反应１０ｍｉｎ，再于

１００℃水浴１３ｍｉｎ，用流水冷却５ｍｉｎ以终止反应，以不加发
酵液用蒸馏水补齐的等量体系作对照，测６１５ｎｍ处的吸光
度Ｄ６１５ｎｍ。
１．２．４．４　漆酶（ＬＡＣ）酶活的测定［２０－２１］　３ｍＬ反应体系中
含有２．９５ｍＬ柠檬酸 －磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ３．４）、１ｍＬ
１ｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ、０．０５ｍＬ稀释后的酶液，于２５℃反应３ｍｉｎ后，
对照为未加 ＡＢＴＳ同体积的反应混合液，用酶标仪在４２０ｎｍ
下测定吸光度Ｄ４２０ｎｍ。
１．３　毕赤酵母重组菌株的获得及鉴定

将重组质粒用 ＢｓｐＨＩ酶切，使其完全线性化，电击转化
至毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞中，感受态细胞及电转化过程参
照《Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司操作手册》［２２］。电转化液均匀涂布到含
１００ｍｇ／ＬＺｅｏｃｉｎ的ＹＰＤＳ培养基上，于３０℃培养２～３ｄ至长
出重组子。将平板上生长的重组子分别挑取到含有 ３ｍＬ
ＹＰＤ培养基的２４孔板中，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养，漆酶
重组菌株培养５ｄ，木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡萄糖
氧化酶重组菌株培养３ｄ，根据上述方法测定酶活。高温裂解
高酶活酵母转化子，获得其ＤＮＡ，以此为模板，用目的基因引
物进行ＰＣＲ扩增，用琼脂糖电泳进行鉴定。
１．４　重组菌株对天然木质素玉米皮的酶解

将木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡萄糖氧化酶、漆

酶的重组酵母工程菌株和转有空质粒的对照酵母菌株于

２５ｍＬＹＰＤ培养基中３０℃振荡培养（２００ｒ／ｍｉｎ），木质素过
氧化物酶、锰过氧化物酶及葡萄糖氧化酶工程菌株培养３ｄ，
漆酶工程菌株及转有空质粒的对照酵母菌株培养 ５ｄ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，得到上清液。取１ｍＬ５株菌的上清
液加入到４ｍＬ经０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液预处理的玉米皮上
清液中，另各取２５０μＬ木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡
萄糖氧化酶、漆酶的工程菌株发酵上清液混合，加入到４ｍＬ用
０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液浸泡２４ｈ的玉米皮上清液中，置于
３０℃ 恒温培养箱中降解木质素。用０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液
调零，于２８０ｎｍ处测吸光度Ｄ２８０ｎｍ，吸光度的降低值表征木质
素的降解量。为了降低误差，平行做３组玉米皮的酶解试验。

２　结果与分析

２．１　ＬｉＰ、ＭｎＰ、ｇｏｘ、Ｌａｃ基因表达载体的构建及序列测定和
分析

ＬｉＰ基因的纯化回收片段与载体 ｐＧＡＰＺαＡ用 ＥｃｏＲⅠ／
ＮｏｔⅠ酶切，ＭｎＰ基因的纯化回收片段用 ＥｃｏＲⅠ／ＮｏｔⅠ酶切，
ｇｏｘ基因的纯化回收片段用 ＫｐｎⅠ／ＮｏｔⅠ酶切，Ｌａｃ基因的纯
化回收片段用ＥｃｏＲⅠ／ＫｐｎⅠ酶切。Ｔ４连接酶于１６℃过夜
连接，连接液转化到感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＴｒａｎｓ５α，构建
ｐＧＡＰＺαＡ － ＬｉＰ、ｐＧＡＰＺαＡ － ＭｎＰ、ｐＧＡＰＺαＡ － ｇｏｘ、
ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ质粒。挑选阳性克隆，提质粒，分别用４种基
因的限制性内切酶对构建的质粒进行酶切验证，从图１可以
看出，ＬｉＰ、ＭｎＰ、ｇｏｘ、Ｌａｃ基因与载体连接成功；重组阳性质粒
ｐＧＡＰＺαＡ － ＬｉＰ、ｐＧＡＰＺαＡ － ＭｎＰ、ｐＧＡＰＺαＡ － ｇｏｘ、
ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ经测序结果表明，ＬｉＰ基因长１００３ｂｐ，ＭｎＰ
基因长１１００ｂｐ，ｇｏｘ基因长１９６３ｂｐ，Ｌａｃ基因长１５６３ｂｐ。
将基因序列用 ＤＮＡｃｌｕｂ翻译为氨基酸序列后，在 ＮＣＢＩ数据
库中进行Ｂｌａｓｔ比对，ＬｉＰ、ＭｎＰ基因与黄孢原毛平革菌的同源
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性达１００％，ｇｏｘ基因与黑曲霉的同源性达１００％，Ｌａｃ基因与
白腐真菌的同源性达 １００％，说明构建 ｐＧＡＰＺαＡ－ＬｉＰ、
ｐＧＡＰＺαＡ－ＭｎＰ、ｐＧＡＰＺαＡ－ｇｏｘ、ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ成功。

２．２　转化与高表达工程菌株的筛选
用电转化方法分别将重组表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ－ＬｉＰ、

ｐＧＡＰＺαＡ－ＭｎＰ、ｐＧＡＰＺαＡ－ｇｏｘ、ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ和空载体
ｐＧＡＰＺαＡ转化到毕赤氏酵母中，电转化液均匀涂布到 ＹＰＤＳ
培养基上，Ｚｅｏｃｉｎ浓度为１００ｍｇ／Ｌ，在平板上分别获得转化
子。采用２４孔板微培养抗性转化子，以酶活性为筛选指标，
依据上述测定酶活方法等比例缩小反应体系为２００μＬ，采用
９６孔板测定吸光度，筛选阳性转化子。木质素过氧化物酶工
程菌株发酵３ｄ，共筛选了５６１个转化子，筛选出酶活力较大
且酶活稳定的２株工程菌株（表１）；锰过氧化物酶工程菌株
发酵３ｄ，共筛选了６３２个转化子，筛选出酶活力较大且酶活稳
定的５株工程菌株（表２）；葡萄糖氧化酶发酵３ｄ，共筛选了
７３１个转化子，筛选出酶活力较大且酶活稳定的２株工程菌株
（表３）；漆酶发酵５ｄ，测定酶活，共筛选了８６３个转化子，筛选
出酶活力较大且酶活稳定的３株工程菌株（表４）。

表１　重组菌株产生的木素过氧化酶的吸光度

重组菌株编号 Ｄ３１０ｎｍ
ＬｉＰ１ ０．３６９
ＬｉＰ２ ０．３８６

对照（空载体） ０

表２　重组菌株产生的锰过氧化酶的吸光度

重组菌株编号 Ｄ６１０ｎｍ
ＭｎＰ１ ０．２６８
ＭｎＰ２ ０．２９１
ＭｎＰ３ ０．２７８
ＭｎＰ４ ０．２８６
ＭｎＰ５ ０．２７６

对照（空载体） ０

表３　重组菌株产生的葡萄糖氧化酶的吸光度

重组菌株编号 Ｄ６１５ｎｍ
ＧＯ１ ０．３１０
ＧＯ２ ０．３２６

对照（空载体） ０

表４　重组菌株产生的漆酶的吸光度

重组菌株编号 Ｄ４２０ｎｍ
Ｌａｃ１ ０．５５１
Ｌａｃ２ ０．５２６
Ｌａｃ３ ０．５３１

对照（空载体） ０

２．３　工程菌株的鉴定
筛选出的酶活较高的工程菌株经分离纯化后，用 ＰＣＲ方

法对筛选得到的工程菌株进行鉴定，ｐＧＡＰＺαＡ－ＬｉＰ转化毕
赤酵母Ｘ－３３所得到的阳性转化子的ＰＣＲ鉴定结果见图２；
ｐＧＡＰＺαＡ－ＭｎＰ转化毕赤酵母 Ｘ－３３所得阳性转化子的
ＰＣＲ鉴定结果见图３；ｐＧＡＰＺαＡ－ｇｏｘ转化毕赤酵母 Ｘ－３３
所得阳性转化子的 ＰＣＲ鉴定结果见图４；ｐＧＡＰＺαＡ－Ｌａｃ转
化毕赤酵母Ｘ－３３所得阳性转化子的ＰＣＲ鉴定结果见图５。

２．４　单一酶和复合酶对天然木质素的降解效果
玉米皮水溶性差，直接加入降解酶会影响酶的降解效果，

ＯＨ－能够减弱纤维素与半纤维素之间的氢键，并且皂化半纤
维素与木质素分子之间的酯键，使木质素释放出玉米皮结构

组织，因此应先将玉米皮用０．１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液浸泡
２４ｈ。将高酶活表达的木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶、葡
萄糖氧化酶、漆酶基因的工程菌株发酵液于４０００ｒ／ｍｉｎ离
心，取上清液。将４种酶及转有空质粒的对照酵母菌株的上
清液分别加入玉米皮上清液中，将４种酶的上清液等比例配

—０６— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



合后也加入到玉米皮的上清液中，置于３０℃的恒温培养箱中
降解木质素，用酶标仪在２８０ｎｍ处测０、６、１２、１８、２４ｈ的吸
光度，吸光度的下降幅度表征木质素的降解量，详见图６。根
据木质素降解造成的吸光度递减数据可知，４种酶均对木质
素有一定的降解作用，其中木质素过氧化物酶、漆酶的降解活

性高于锰过氧化物酶、葡萄糖氧化酶；木质素与过氧化物酶、

锰过氧化物酶、葡萄糖氧化酶、漆酶反应２４ｈ，Ｄ２８０ｎｍ的降低幅
度分别为４５％、３９％、９％、５７％，复合酶降解木质素的活性明
显高于单一酶，Ｄ２８０ｎｍ的降低幅度为７８％，说明复合酶增强了
木质素的降解效率。

３　讨论

Ｒａｙｍｏｎｄ报道用Ｐｉｃｈｉａｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ表达系统表达木质素

过氧化物酶，产生的蛋白量达到５００ｍｇ／Ｌ［２３］；国际上亦曾报
道毕赤酵母中漆酶基因的最高酶活达到１１．５Ｕ／ｍＬ［２４］；关于
锰过氧化物酶基因在Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ中异源表达的报道较少，
Ｇｕ等在２０００年发表的会议论文中报道，重组锰过氧化物酶
的酶活力为７Ｕ／Ｌ［２５］。目前，葡萄糖氧化酶的研究主要集中
在来源于青霉和黑曲霉的基因，Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ等在酿酒酵母中
成功表达了来源于黑曲霉的葡萄糖氧化酶基因［２６－２７］；母敬郁

等采用瑞式木霉表达了黑曲霉来源的葡萄糖氧化酶基因［２８］；

国内外的研究人员也在毕赤酵母中成功表达了来源于青霉和

黑曲霉的葡萄糖氧化酶基因［２９－３０］。本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ方
法克隆了黄孢原毛平革菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）来源
的木质素过氧化物酶基因（ＬｉＰ）、锰过氧化物酶基因（ＭｎＰ），
黑曲霉（Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）来源的葡萄糖氧化酶基因（ｇｏｘ）及白
腐真菌（ＷｈｉｔｅＲｏｔＦｕｎｇｉ）来源的漆酶基因（Ｌａｃ），氨基酸序列
与ＮＣＢＩ报道的同源性达到１００％。

对于木质素降解酶系的异源表达，研究人员尝试了不同

的表达系统，包括昆虫杆状病毒表达系统、大肠杆菌表达系

统、黑曲霉表达系统以及酵母表达系统［３１］。结果表明，相比

较而言木质素降解酶系在酵母中的表达比较成功。酿酒酵母

是最早用于表达的酵母菌，但它有一定的局限性，因此科研工

作者将焦点转移到毕赤酵母上，毕赤酵母有其他表达系统不

可比拟的优势，它既有原核生物易于培养、生长速度快、培养

基廉价和试验过程简单等特点，而且有强有力的启动子，可对

异源蛋白进行加工折叠和翻译后修饰，然后分泌到胞外，具有

典型的真核生物表达体系的特点［３２］。毕赤酵母表达系统表

达量高，易于大规模培养，同时生产成本低，能进行蛋白质翻

译后修饰，且生物安全性高，到目前为止已经有超过５００种蛋
白在毕赤酵母中得到了高效表达［３３］。随着毕赤酵母基因测

序工作的完成［３４］，毕赤酵母的代谢调控信息会更加明晰，所

以重组蛋白的毕赤酵母表达系统会得到进一步的发展。本研

究分别构建了４种酶的毕赤酵母表达载体，转化宿主Ｘ３３，采
用２４孔板微培养转化子，再利用酶标仪测定酶活力，高酶活
菌株再做ＰＣＲ进一步确认，提高了筛选效率，建立了１种简
单快速、高通量筛选方法，提高了异源蛋白在毕赤酵母中表达

的效率。

本研究利用毕赤酵母成功分泌表达了漆酶、木质素过氧

化物酶、锰过氧化物酶和葡萄糖氧化酶，借鉴其他研究者酶活

的测定方法，采用特定底物，都分别表现了各自的酶活性。与

其他研究者不同的是，本研究采用了玉米皮作为底物，与４种
酶的发酵液及其混合液反应，研究其发酵液对天然木质素的

降解效果。试验结果显示，４种酶对玉米皮中的木质素成分
均有降解作用，而且复合酶的酶活水平比单一酶的酶活明显

提高，降解效率提高了２倍左右。木质素降解酶系的协同作
用，提高了木质素的降解效率，这在国内外相关研究中未见报

道，为探索木质素酶解的新方法、新途径提供了一个全新

思路。
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