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　　摘要：用ＰＣＲ技术从桔青霉基因组ＤＮＡ反转录扩增得到木聚糖酶编码基因ｘｙｌ，并构建基因表达载体ｐＰＡＬ７－ｘｙｌ
重组质粒，转化受体菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１进行原核表达分析。ＩＰＴＧ诱导６ｈ酶活性达到最高，为２．０７ＩＵ／ｍＬ；表达产物进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析，在２２ｋｕ处呈现蛋白条带，与理论的蛋白大小相一致，３７℃条件下诱导６ｈ蛋白表达量最高；同
时进行构建基因表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ｘｙｌ重组质粒，转化受体菌毕赤酵母ＧＳ１１５作真核表达分析，经甲醇诱导９６ｈ后酶
活性达到最高，为２３．８４ＩＵ／ｍＬ。
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　　木聚糖是植物半纤维素的主要成份，是除纤维素之外自
然界中最为丰富的多糖，也是自然界中最为丰富的可再生资

源之一［１］。半纤维素在秸秆中仅次于纤维素，是可再生资

源，但是大部分被作为废弃物浪费。我国秸秆资源丰富，将秸

秆中的半纤维素转化为可利用资源是一个尚待解决的问题。

木聚糖酶是木聚糖降解中最关键的酶，可以使木聚糖分子中

β－１，４糖苷键断裂，水解产物为木二糖和木寡糖。木聚糖酶
在能源工业、造纸制浆、食品、纺织、饲料等方面具有广阔的应

用前景［２－３］。用木聚糖酶对含半纤维素的纸浆进行处理，可

以减少漂白工艺中化学的用量，减轻对环境的污染，还可以提

高纸浆的漂白度；木聚糖酶还可以作为饲料添加剂来提高饲

料的利用率，改善饲料的营养价值；制酒工业添加木聚糖酶降

低非淀粉多糖的含量，使后期易于过滤，酒色变澄清。国内已

经成功构建了木聚糖酶工程菌株，但是和国外相比有着一定

的差距，对木聚糖酶的研究较晚，因此，对木聚糖酶工程菌的

进一步研究是有必要的。本研究通过分子生物学技术从桔青

霉中克隆得到编码木聚糖酶基因，将其在毕赤酵母 ＧＳ１１５和
大肠杆菌ＢＬ２１进行了表达研究，为木聚糖酶作为酶制剂应
用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　培养基　ＬＢ培养基参照《分子克隆实验指南》配制。
酵母 ＹＰＤ培养基、选择 ＭＤ培养基、诱导表达 ＢＭＧＹ和
ＢＭＭＹ培养基均根据Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司毕赤酵母表达操作手册
配制。

１．１．２　菌株与质粒　含有木聚糖酶的桔青霉菌株由笔者所
在实验室筛选得到；克隆宿主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α、毕赤酵

母菌ＧＳ１１５、大肠杆菌ＢＬ２１为实验室保存。表达载体ｐＰＡＬ７
购自ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；ｐＰＩＣ９Ｋ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．３　主要酶和试剂　试验所涉及限制性核酸内切酶均购
自ＮＥＢ公司；ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ回收、
ＤＮＡ纯化和ＤＮＡ提取试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ连接
酶购买自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒小量提取试剂盒购自天根公司；
氨苄青霉素购自Ｓｉｇｍａ公司。其他试剂均为国产分析纯。
１．２　试验方法
１．２．１　缓冲液配制　配制方法参照《分子克隆实验指南》。
１．２．２　桔青霉ＣＲ－２的ＲＮＡ提取　提取方法参照 ＲＮＡ提
取试剂盒操作说明书。

１．２．３　ＲＮＡ反转录ｃＤＮＡ　操作过程参照《分子克隆实验指
南》。

１．２．４　木聚糖酶基因片段的扩增　根据木聚糖酶基因
ｃＤＮＡ序列设计引物，真核表达系统引物为 Ｐ１：５′－
ＴＡＣＧＴＡＡＴＧＡＴＴＡＡＧＴＣＴＡＡ－３′；Ｐ２：５′－ＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＣＡ
ＣＡＣＣＧＴＴＡ－３′，下划线分别为ＳｎａＢⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切位点序
列。原核表达系统引物为 Ｐ１：５′－ＣＧＴＣＣＡＴＡＴＧＡＴＴＡＡＧ
ＴＣＴＡＡＡＡＡＧ－３′；Ｐ２：５′－ＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＣＡＣＡＣＣＧＴＴＡ－３′，
下划线分别为ＮｄｅⅠ和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点序列。扩增反应条
件为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。产物经１％琼脂糖
凝胶电泳鉴定。

１．２．５　质粒提取　提取方法参照质粒小量提取试剂盒说
明书。

１．２．６　转化大肠杆菌［４］

１．２．７　酶切验证　酶切反应体系（μＬ）：ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ２μＬ，
１０×ｅｎｚｙｍｅＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ＳｎａＢⅠ０．５μＬ，ＥｃｏＲⅠ０．５μＬ，补充
ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。３７℃过夜酶切（内切酶相应变化），酶切产
物经琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．８　感受态制备　大肠杆菌ＤＨ５α和ＢＬ２１感受态的制备
参照文献［５］；酵母菌株ＧＳ１１５感受态的制备参照文献［６］。
１．２．９　超声波破碎菌体　操作过程参照《分子克隆实验指
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南》。

１．２．１０　酵母的电击转化　将９μｇ的线性化好的ＤＮＡ片段
溶解在１２μＬ去离子水中，与８０μＬ的感受态混匀，转入电转
化杯中４～１０ｍｓ进行电击；电击后，迅速加入１ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ
预冷的山梨醇溶液；电击产物放置３０℃恢复３０ｍｉｎ，涂于ＭＤ
平板上，每４５０μＬ涂布１块平板，将平板置于３０℃培养，直
至单个菌落出现。

１．２．１１　表达质粒载体的线性化　转化前用 ＳｃａⅠ酶切，酶

切体系（μＬ）：ｐＰＩＣ９Ｋ－ｘｙｌ８０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２０μＬ，ＳｃａＩ
１０μＬ，补加ｄｄＨ２Ｏ至２００μＬ。
１．２．１２　真核表达载体的构建　将连有ｘｙｌ基因的克隆用ＬＢ
液体培养基活化并提取质粒。用ＳｎａＢⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切质
粒与ｐＰＩＣ９Ｋ载体，回收 ｘｙｌ片段及载体大片段，将２个回收
产物连接构建表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ｘｙｌ，构建过程如图１。转化
大肠杆菌ＤＨ５α，得到的转化子用ＳｎａＢⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴
定，鉴定正确的转化子用于下一步试验。

１．２．１３　毕赤酵母的诱导表达试验　挑选阳性克隆于２０ｍＬ
ＢＭＧＹ培养基摇瓶培养，２８～３０℃培养至Ｄ６００ｎｍ为２～６，离心
５ｍｉｎ收集菌体，用１／５原培养体积的ＢＭＭＹ重悬菌体；将菌
液重新置于１００ｍＬ的摇瓶２８～３０℃摇床培养；每隔２４ｈ向
培养基中添加无水甲醇至终浓度为 １．０％；隔 ２４ｈ取样，
１２８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清，分析重组菌的活性。取
样时间一般为０、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ。
１．２．１４　大肠杆菌的诱导表达试验　挑选正确的菌落，接入
１０ｍＬ含１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素 ＬＢ培养液中，３７℃培养至
Ｄ６００ｎｍ为０．２～０．６；取１００μＬ样品加入５０ｍＬ含１００ｍｇ／ｍＬ
氨苄青霉素ＬＢ培养液中，３７℃培养至Ｄ６００ｎｍ为０．２～０．６，加
ＩＰＴＧ至终浓度０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃培养，每２ｈ取样，样品超声
波破碎后分析其胞内表达情况，利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ等活性试
验检测与鉴定重组蛋白的表达。

１．２．１５　重组蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　重组蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测操作步骤见参考文献［７］，蛋白电泳主要试剂配制方法
见参考文献［８－９］。
１．２．１６　木聚糖酶活性测定方法　配制１０．０ｍｇ／ｍＬ的木糖
溶液：称取无水木糖 １．０００ｇ，加入去离子水后定容至
１００ｍＬ。取８支试管按表１加入试剂，稀释木糖标准液，再加
入３ｍＬＤＮＳ试剂；充分摇匀置于沸水中煮５ｍｉｎ；流动冷水冷
却后，将显色液以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取上清液，用０号
试管作对照，在５４０ｎｍ下测其他试液的吸光度 Ｄ５４０ｎｍ。以吸
光度为纵坐标，以木糖浓度为横坐标绘制标准曲线。

　　木聚糖酶活性测定方法：取３支试管各加０．５ｍＬ中性木
聚糖底物，与待测酶液一起在５０℃水浴中预热５ｍｉｎ。在第
１、２试管中加入０．５ｍＬ待测酶液，５０℃水浴中反应１５ｍｉｎ。
加入３ｍＬ的ＤＮＳ试剂，在第３支试管中加入０．５ｍＬ的待测
酶液，沸水浴５ｍｉｎ。将显色液（包括空白）以４０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ。取上清夜以第３支试管为对照在５４０ｎｍ条件下测
第１、２试管样的吸光度Ｄ５４０ｎｍ。吸光度以在０．２～０．３为宜，

表１　酶活性测量用木糖标准曲线溶液配制

试管号
缓冲液加

入量（μＬ）
１．０％中性木糖
底物（μＬ）

木糖标准液

加入量（μＬ）
木糖含量

（μｇ）

０ ５００ ５００ ０ ０
１ ４９０ ５００ １０ １００
２ ４８０ ５００ ２０ ２００
３ ４７５ ５００ ２５ ２５０
４ ４７０ ５００ ３０ ３００
５ ４６５ ５００ ３５ ３５０
６ ４６０ ５００ ４０ ４００
７ ４５５ ５００ ４５ ４５０

若不在此范围可改变稀释倍数重做。

　　酶活性的计算：酶活性（ＩＵ／ｍＬ或 ＩＵ／ｇ）＝木聚糖等量
值÷１５０÷１５÷０．５×ｎ。
式中：１５０指木糖从微克量换算成微克分子数；１５指待测液与
底物的反应时间；０．５指与底物反应的待测酶液量；ｎ指原酶
液（或固体原酶）的稀释倍数

２　结果与分析

２．１　目的基因的片段克隆结果
ＰＣＲ产物电泳鉴定结果表明，在６３６ｂｐ的位置有一明显

条带，与公布的基因片段大小相一致（图２）。回收扩增片段
连接ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ测序，所测序列与ＧｅｎＢａｎｋ中报道的木聚
糖酶基因序列同源性为９９．９９％，编码２１２个氨基酸。将所
得到的木聚糖酶基因作原核表达和真核系统表达，重组质粒

ｐＧＥＭ－ｘｙｌ经 ＳｎａＢⅠ和 ＥｃｏＲⅠ（真核表达）、ＮｄｅⅠ和 ＥｃｏＲ
Ⅰ（原核表达）双酶切验证，酶切后电泳鉴定出２条带：一条
带为６３６ｂｐ，与ＰＣＲ产物带相同；另一条带为３０００ｂｐ，与载
体ｐＥＧＭ－Ｔｅａｓｙ的条带大小一致（２个图大小相一致，以真
核表达系统酶切图为例，图３）。结果表明，初步获得了木聚
糖酶编码基因ｘｙｌ。
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２．２　表达载体的构建
原核表达载体（ｐＰＡＬ７）和真核表达载体（ｐＰＩＣ９Ｋ）的构

建方法一致，同时双酶切载体质粒和ｐＧＥＭ－ｘｙｌ阳性转化子
质粒，酶切产物同时回收，回收产物和表达载体过夜酶连，连

接后转化大肠杆菌ＤＨ５α；重组子经双酶切验证，在真核表达
载体中，质粒经 ＳｎａＢⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切电泳检测如图４所
示，在６３６、９０００ｂｐ有２条明显的条带，分别与扩增产物和载
体大小相一致；在原核表达系统中，重组子质粒经 ＮｄｅⅠ和
ＥｃｏＲⅠ双酶切电泳检测，在６３６、５６４１ｂｐ处有２条与预期大
小相一致的条带（图５），初步表明，该重组子含有木聚糖酶编
码基因。验证正确的质粒分别转化大肠杆菌 ＢＬ２１和酵母
ＧＳ１１５进行诱导表达试验。

２．３　木糖酶在原核系统和真核系统中的表达分析
２．３．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（原核表达系统）　用 ＩＰＴＧ对重组
菌进行不同时间的诱导，表达产物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分
析，在２２ｋｕ处呈现表达蛋白条带，与理论蛋白大小相一致
（图６），根据诱导时间与表达量的关系，３７℃条件下诱导６ｈ
蛋白表达量最高。

２．３．２　木糖标准曲线　由图７可知，标准曲线方程为 ｙ＝
０．００５４ｘ－１．０７７６（ｘ轴为木糖浓度，ｙ轴为 Ｄ５４０ｎｍ），根据标
准方程可以计算出还原糖浓度，根据木聚糖酶酶活性计算公

式求出酶活性，酶活性单位为ＩＵ／ｍＬ。
２．３．３　木聚糖酶基因在原核系统中的表达　在原核表达系
统中，重组子经 ＩＰＴＧ诱导，每隔２ｈ取样，测定其酶活性（图
８），诱导６ｈ时酶活性最高，达到２．０７ＩＵ／ｍＬ。
２．３．４　木聚糖酶基因在真核系统中的表达　在真核表达系
统中，重组子经甲醇诱导，每间隔２４ｈ取样，测定其酶活性，
诱导９６ｈ时酶活性最高，达到２３．８４ＩＵ／ｍＬ（图９）。
２．３．５　木聚糖酶基因氨基酸保守序列分析　根据 ＮＣＢＩ比
对木聚糖酶氨基酸的保守序列分析，该酶属于１１家族糖基水
解酶，保守序列有２８～２１１个氨基酸序列，与许多菌种的氨基
酸保守序列同源性很高（图１０）。

３　小结

根据已经报道的桔青霉菌中木聚糖酶基因的同源序列设

计引物，提取桔青霉的ＲＮＡ，通过ＲＴ－ＰＣＲ扩增得到木聚糖
酶的编码基因ｘｙｌ，结果进行比对分析，阅读框编码２１２个氨
基酸，表达蛋白分子量大小为２２ｋｕ。

木聚糖酶的表达活性分析中，同时测定了在原核系统和
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真核系统中酶的表达量，发现木聚糖酶在真核表达系统中的

酶活性（２３．８４ＩＵ／ｍＬ）远远要高于原核表达系统中的酶活性
（２．０７ＩＵ／ｍＬ），推测可能原因为该基因来源于真核生物，所
以在真核系统中更容易实现表达。本试验研究木聚糖酶基因

的克隆与表达，该工程菌在没有对载体和基因改造的情况下，

对产酶条件未进行优化，表达量不是很高。本研究侧重克隆

表达，后续的研究中可通过对该基因和载体进行改造、优化其

产酶条件来提高酶的活性。
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