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摘 要： 酒糟中存在着一些未能被酵母消耗的糖，含量较高的如纤维二糖、蜜二糖等，有效利用

酒精发酵过程中产生的纤维二糖，具有一定理论和实际意义。采用异硫氰酸胍2酚2氯仿法提取里
氏木霉总 6’0，分离 7(,8 09 :6’0，通过 6+2;<6方法扩增得到 !2葡萄糖苷酶基因。构建了重
组质粒 7=>2/?@，并在酿酒酵母 !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") A$"$2%0 中获得表达，得到的转化子
能以纤维二糖为唯一碳源生长。
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在酒糟中存在着一些未能被酵母消耗的糖，最常见

的含量较高的如纤维二糖、蜜二糖等，用于酒精发酵的

酵母不含有相关酶系对它们加以利用。酒精发酵工艺从

稀醪发展到浓醪，向更小的料水比方向发展，甚至向固

态回归，以减少成本，降低污染b%c。而料水比的减少必将

导致酒糟中残糖的升高，其中主要是纤维二糖、蜜二糖、

棉籽糖等不能为常规酵母利用的糖的增加。本研究室在

前期研究中，运用高效液相法定性定量分析了不同原料

浓醪酒糟清液中的纤维二糖，发现其含量都在 #"" :I d
eI以上，有的甚至有 %""" :I d eI 左右。因此，如何有效
利用酒精发酵过程中产生的纤维二糖，具有一定理论和

实际意义。

纤维质原料转化燃料乙醇，更是使全球许多科学家

为之奋斗终身。要达到这个目标，高活力的纤维素酶是

其中的一个关键因素。一般普遍认为，纤维素酶是一种

多组分的复合酶，复合酶协同作用的结果才能将纤维素

大分子转化为葡萄糖b!c。YGTe E(,U[G77,O等b$c认为纤维素

酶水解纤维素的中间产物纤维二糖是纤维素酶的非竞

争性抑制物，会对纤维素酶的催化作用形成强烈的反馈

抑制，纤维二糖的水解是纤维素酶降解纤维素的限速步

骤。CU(ReU(H等b1c在利用纤维质原料生产酒精时，认为有

效酶法水解纤维素需要高纤维二糖酶活。沈雪亮等b#c用

固定化纤维二糖酶消除了稀酸处理的玉米芯经 -%,#$&/
.)%’" %))*), 的纤维素酶降解时纤维二糖积累所造成的
反馈抑制作用。

对 !2葡萄糖苷酶（也叫纤维二糖酶，Z<$)!)%!%）的
研究可以追溯到 %3$4 年，@FOSFI GHW A(N,OT 首次在苦
杏仁汁中发现了该酶。该酶分布较为广泛，特别是植物



的种子和微生物中尤为普遍。黑樱桃、水稻、大豆、木薯

等作物，酵母、细菌、真菌、链霉等微生物的 !!葡萄糖苷
酶都已被分离纯化并对其性质和应用作了研究"#$。较早

对 !!葡萄糖苷酶基因克隆与表达的研究是 %&’()(，
*(+(,-.( /"0$于 1232年对瘤胃球菌蛋白 !!葡萄糖苷酶
基因在 !" #$%&’&( 中的表达和稳定性研究。此后，对许多
不同来源的 !!葡萄糖苷酶基因都进行了克隆与表达研
究"3$。但这些改造都是希望宿主微生物能够大量积累 !!
葡萄糖苷酶，以获得商业用 !!葡萄糖苷酶；或者使宿主
微生物能表达足够量的 !!葡萄糖苷酶酶活，以纤维二
糖为底物进行发酵"2411$。

如果将 !!葡萄糖苷酶直接像糖化酶一样在酒精生
产中添加，虽能达到利用纤维二糖的目的，但生产成本

也会受 !!葡萄糖苷酶价格的影响。若能将 !!葡萄糖苷
酶基因整合入酒精发酵用酵母并高效稳定表达，结合纤

维素酶一起应用于酒精发酵，有可能进一步提高原料出

酒率，同时对纤维素原料的高效利用也是一种新的探讨

方式。

1 材料与方法

151 菌种和质粒
里氏木霉（)" *++(+&）为生物资源研究室保藏；酵母

,-../-*$#0.+( .+*+1&(&-+ 6787!19、质粒 :;<=1=、大肠
杆菌 2(./+*&./&- .$’& >%182 由工业生物技术教育部重
点实验室王正祥教授惠赠。

15= 培养基、工具酶和试剂
15=51 培养基
产酶培养基：豆饼粉 ?5@ A，麸皮 1 A，玉米粉 = A，

磷酸二氢钾 85@ A，氯化钙 857 A，氯化铵 85@ A，用于里
氏木霉培养菌体。

BC 培养基（D E B）：胰蛋白胨 18，酵母提取物 @，氯化
钠 18，:F058。需要时使用前加入 188 ,D E ,B 氨苄青霉
素，固体培养基添加 15@ A琼脂，用于大肠杆菌培养。

;GHI 培养基（D E B）：胰蛋白胨 =8，酵母提取物 18，
葡萄糖 =8，:F 自然。固体培养基添加 15@ A琼脂，用于
酵母菌培养。

;*CJ培养基（D E B）：酵母氮基（不含氨基酸）#50，葡
萄糖 =8，亮氨酸 851=，色氨酸 851=，组氨酸 851=，腺嘌呤
851=。固体培养基添加 15@ A琼脂，用于 ,".+*+1&(&-+
6787!19转化子的筛选和培养。

;*CK 培养基（D E B）：酵母氮基（不含氨基酸）#50，纤
维二糖 =8，亮氨酸 851=，色氨酸 851=，组氨酸 851=，腺嘌
呤 851=。
15=5= 工具酶和药品
碱性磷酸酶（KL9H）、M?I*9 连接酶和限制性内切

酶 GNOP·，F&QR·等为晶美生物工程有限公司产品；"!GS
NOM1?·R&DT’U I*9 %(.+T.，HV.OWT’U 酶购于宝生物工程

有限公司；M.&’平衡酚、P*(’T购于上海华美生物工程有
限公司；XY&DOTZ /LM，X*G![MGH PM!HKP /LM、胶回收
试剂盒为德国 \L9JG* 产品；HKP 产物纯化试剂盒、焦
碳酸二乙酯]IGHK^、异硫氰酸胍、十二烷基肌氨酸钠等
为上海申能博彩生物技术有限公司产品；纤维二糖、对

硝基酚!!!I!吡喃葡萄糖苷为 [&D,( 公司产品；其他试
剂药品皆为国产或进口的分析纯和生化试剂。

157 引物设计及目的基因的 HKP扩增
扩增里氏木霉 !!葡萄糖苷酶基因 %3’·所用的引物

根据 M(+(’_&,( 等 "1=$发表的 )"*++(+& %3’·基因的序列设
计，由上海生工生物工程有限公司合成。

上游引物 9 为：@，!KKJ J99MMK 9MJMMJKKS
K99JJ9KMMMK9JMJJJ!7‘
下 游 引 物 C 为 ：@，!KKK MMKJ99 9MMMKKKS

KMMMJ99J99JK9MK9JJ!7‘
分别引入 2.$P·，4&5R·位点。
在 HKP 管中分别按 \L9JG* X*G![MGH PM!HKP

/LM 的方法加入适当体积的引物 9 和引物 C，R*MH 混
合液、@aPM!HKP C-bbT. 和无 P*9 酶，\L9JG* PM!HKP
TQcV,T ,&Z，PQ(’T抑制剂，最后加入 ) "*++(+& 模板 ,PS
*9，加入矿物油后进行 HKP 扩增，设置反应条件为：@@
d·78 ,&Q，进行反转录，2@ d·1@ ,&Q（2? d·1 ,&Q，#?57
d·1 ,&Q，0= d·1 ,&Q），进行 78 个循环后，在 0= d延伸
18 ,&Q。
15? 里氏木霉总 P*9的提取
按李春明等"17$的方法稍作改良。

15@ 常规基因克隆操作方法
外源基因片段与载体的拼接，大肠杆菌 2".$’&

>%182 感受态的制备及简易转化程序，2" .$’& 质粒的
快速提取，碱裂解法提取质粒等操作参见《分子克隆实

验指南》"1?$和《精编分子生物学实验指南》"1@$。

15# ," .+*+1&(&-+ 6787!19电穿孔转化法
15#51 接种 =8 ,B 液体 ;GHI 培养基，78 eK 培养 1#4
13 _；
15#5= 接种过夜培养菌体 @ ,B 至 @8 ,B 新鲜的液体
;GHI 培养基中，78e K 培养 18 _，使菌体浓度达到 1a
183左右；

15#57 7888 . E ,&Q离心 18 ,&Q，收集菌体；
15#5? 倒掉上清液，菌体用 =8 ,B 无菌水悬浮，洗涤一
次；

15#5@ 离心收集菌体，用 =8 ,B无菌水再洗涤一次；
15#5# 离心收集菌体，用 1 ,B 1 ,OY E B山梨醇重新悬浮
菌体，洗涤一次，转移至 @ ,B离心管中；
15#50 离心收集菌体，移液器吸净上清液，加入 85= ,B
1 ,OY E B山梨醇，混匀菌体，使菌体呈浓浆状；
15#53 取 85=485? ,B 浓稠的菌悬液分装 15@ ,B 的离心
管，每管中加入 18 #B（!1 #D）质粒 I*9，混匀，冰浴 18
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./0；
%)1)& 将转化菌悬液全部转入预冷的转化池中，%#""
2，# .3条件下电击两次；
%)1)%" 用等体积的 % .(, 4 5 山梨醇将转化菌悬液从转
化池中洗出，取 !"" !5涂布 6’78平板；
%)1)%% $" 9:培养箱培养。
%); 细胞裂解液的制备
接种划线分离的酵母转化子单菌落入 !" .5 6’78

液体培养基，$" <，!"" = 4 ./0 摇床培养至对数中后期，
接种 # .5 入 #" .5 的 6’78 液体培养基中，$" <，!""
= 4 ./0摇床培养至静止期。离心收集菌体，用 >缓冲液?%1@

洗涤一次，离心后用适量 >缓冲液重悬菌体。超声破碎
!A ./0（工作 % 3 停 ! 3），破壁后高速离心，上清液即为
细胞裂解物，用于酶活测定。

%)B 酶活的测定?%;@

取 ")! .5 细胞裂解物，加入 %)B .5 CDA)# 的 ")!
.(, 4 5 ’E!DFGAH")% .(, 4 5 柠檬酸缓冲液，$" <水浴预
热 %" ./0，在加入已预热 %" ./0 的 # ..(, 4 5 对硝基
酚H"HIH吡喃葡萄糖苷溶液 ! .5，计时，%" ./0 后立即
加入 ! .5 % .(, 4 5 ’E!:G$ 溶液终止反应，室温放置 #
./0，A"" 0.处测消光值。以加热失活的酶液按照同样方
法处理作空白。

酶活定义：每分钟每毫升酶液水解产生 % !.(, 对
硝基酚（C’F8）的酶活力为一个酶活单位。

!结果

!)%总 J’K提取及样品的分析
里氏木霉总 J’K 的提取按 %)A 步骤进行，提取时所用
器皿、材料、工作间都用 ILF: 处理或 %B" <高温过夜，
所用溶液都用 ILF: 水配制，工作时勤换手套，防止污
染。

提取的 J’K 质量的好坏，决定于 J’K 的均一性
（即纯度）和完整性。

J’K 的均一性：用紫外分光光度计测量样品在 !$"
0.，!1" 0.，!B" 0.处的吸光度，K!1" 4 K!$"应大于 !，K!1" 4
K!B"在 %);M!)"之间。

J’K 的完整性：琼脂糖电泳，!B 3 J’K 与 %B 3 J’K
的亮度比大约为 !。
可用吸光度来衡量 J’K 的均一性，表 % 列出了

J’K 样品之间的吸光度的比较，样品 % 和 ! 的 K!1" 4 K!B"

均为 %)#1，说明 %和 ! 的纯度无差别；样品 % 的 K!1" 4 K!$"

的值为 !)"$&，大于 !，而样品 ! 的此值小于 !，则样品 %
的变性剂和糖原的污染较小。因此样品 %较样品 !的纯
度更均一。

总 J’K 经琼脂糖凝胶电泳，从图 % 可看出，图的下
部有 !B 3 J’K 与 %B 3 J’K 两条带，样品 % 的 !B 3 J’K
与 %B 3 J’K的亮度比样品 ! 的要大，显示出其与 L7 的

结合较好，同时样品 % 的 !B 3 J’K 与 %B 3 J’K 的亮度
比大约为 !，而样品 ! 的 !B 3 J’K 与 %B 3 J’K 的亮度
比为 % 左右，说明样品 % 的 J’K 的降解较少，其保持了
较高的完整性。

综上所述，样品 % 的均一性和完整性较样品 ! 的
高，因此选择样品 %的总 J’K为后续实验服务。
!)! 从总 J’K中纯化 .J’K
按 NOK8L’的 G,/P(QR SO+说明书步骤用试剂盒从

总 J’K中分离 C(,T KU .J’K。
!)$ F:J扩增目的基因 !"#
按 %)$ 的方法与步骤进行，F:J 结果电泳图如图 !

所示，可见成功扩增得到 %)# VW左右的 !"#基因。

!)A 基因 !"#的克隆与表达
选用大肠杆菌H酵母穿梭质粒 C6XH!%! 为载体，将

基因 !"#用限制性内切酶 $%&J·，’()*·酶切后，与用对
应限制性内切酶酶切的质粒 C6XH!%! 通过连接酶连
接，转化感受态 $+%&#(，涂布含氨苄青霉素的 57 平板，
挑选转化子，提取质粒后用限制性内切酶 $%&J·，’()*·
酶切验证，证明获得了重组质粒 C6XH785（图 $）。
将重组质粒 C6XH785 电转化感受态 ,+ %-.-/(0(1-

Y$"$H%K，涂布 6’78 平板，$" <培养 $ Z，挑选转化
子，在另一块 6’78 平板上划线培养后，按 %); 制取细
胞裂解液，测得转化子有 "H葡萄糖苷酶酶活（表 !），初
步说明外源基因 !"#能在酿酒酵母中表达。

图 % 里氏木霉总 J’K 电泳图
 

 
%)!) !"# $) #H I’K 4$%&+%A
图 ! F:J 扩增 WP,电泳图

! "# $ %&’ ()*+,-*./012#
!" A230 A260 A280 A260/A230 A260/A280 
!" 1 1.14 2.325 1.49 2.039 1.56 
!" 2 1.097 2.011 1.289 1.833 1.56 

 



!"#" 酶切验证 $" !%&’( )!"#*!+ +" $%&
图 $ 重组子 ,-.%/01酶切验证图

 

#"2 外源基因表达能力验证
将转化子和 ’("")(*#+,"-./ "-*-01.1(- 3$4$%!( 单

菌落分别转接入 -’/5 液体培养基，$4 6，#44 7 ) 89: 培
养 +; <，取培养液测定 =&>44值（空白为新鲜培养基），结

果见表 $。可见转化子能以纤维二糖为唯一碳源生长，
进一步证明外源基因在酿酒酵母中进行了正确表达，同

时也说明酿酒酵母具有运送纤维二糖进入细胞的系统

及酶系，纤维二糖能够自由进入酿酒酵母细胞为其利

用。

$ 讨论

"%葡萄糖苷酶能水解结合于末端、非还原性的 "%
&%糖苷键，同时释放 "%&%葡萄糖和相应的配基；在纤
维素的糖化作用中，"%葡萄糖苷酶能将纤维素二糖和纤
维素寡糖水解成葡萄糖。因而在食品工业、饲料工业和

医药工业都有较为广泛的应用。研究表明，一些动植物、

细菌和真菌体内都含有 "%葡萄糖苷酶，科学家也对许
多细菌和真菌体内的 "%葡萄糖苷酶进行了分离纯化、
基因测序、性质研究等?!;@。

本研究希望通过 &’(重组技术使 *" *--.-1 的 "%葡
萄糖苷酶基因在工业酿酒酵母染色体 &’( 上整合，使
"%葡萄糖苷酶在细胞内有一定表达量，但 "%葡萄糖苷
酶勿需超量表达或分泌表达，以防影响酵母本身的产酒

精能力；在整合的同时敲除某个副产物生产的关键酶基

因，使代谢流更多的流向酒精生产。以期得到一种新型

的酒精发酵酵母，在原来的酒精生产能力的基础上，利

用非常规酒精酵母不能利用的进入酒精废糟液中的纤

维二糖；在利用纤维质原料时部分解除纤维二糖的抑制

作用。

通过实现里氏木霉 "%葡萄糖苷酶基因的克隆与表

达，以及转化子能以纤维二糖为唯一碳源生长的现象，

初步证明了继续研究的可行性。
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