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瑞氏木霉纤维素酶基因在酿酒酵母中的表达研究

丁新丽，汪天虹 1，张光涛，卢 翌

（山东大学微生物技术国家重点实验室，山东 济南 !#"%""）

摘 要： 从瑞氏木霉 （!"#$%&’(")* "((+(#）23’4 文库中克隆到外切葡聚糖纤维二糖水解酶 5
（6785）23’4 基因，将该基因分别连接到酿酒酵母（,*$$%*"&)-$(+ $("(.#+#*(）表达载体 94:/"%

和 9;+%""<= 上，构建了重组质粒 94:/"%.2>?% 和 9;+%""<=.2>?%。分别电转化 ! 个重组质粒转

移至酿酒酵母 8%#@ 中，得到重组酵母 8A6 和 846，实现了 6785 的分泌型表达。再将质粒

94:/"%.2>?% 转入已含有瑞氏木霉内切葡聚糖酶 5 基因 (/0 的重组酵母 8%B 中，构建了同时表

达 $1%0 和 (/0 的重组酵母菌株 8CDA6。比较 8CDA6 和 8%B 对纤维素底物的降解，前者滤纸酶

活比后者提高 %/)& E，表明 6785 与 DF5 对滤纸降解有协同作用。
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67."-38"： The cbh1 gene was obtained by PCR from !2"((+(# cDNA library and was inserted into ,2$("(.#+#*( expression

vector pAJ401 and pVT100_U to construct the expression cassette of cbh1. The cbh1 gene was transferred to ,2$("(.#+#*(
on the different expression plasmid，and CBHI was produced by recombinant ,2 $("(.#+#*( strains HPC and HAC with cel-

lobiohydrolases activities 4 U/L and 3.5 U/L respectively. CBHI and EGI co-expressing recombinant ,2$("(.#+#*( strain

HMEPC was constructed. The filter paper activity of HMEPC increased 14.3 % than that of H1m，which indicated the syn-

ergism between cbh1 and eg1.（Tran. by YUE Yang）

9)% :&-$.：!"#$%&’(")* "((+(#；cellobiohydrolases I；gene expression；,*$$%*"&)-$(+ $("(.#+#*(

纤维素物质是地球上最丰富的可再生资源，植物材

料的主要组分除了半纤维素和木素以外，就是纤维素。

纤维素物质占地球总生物量的 /" E，它由 !.%J/.键连

接的葡萄糖单位长链组成，这些长链再形成更复杂的纤

维素结构。将纤维素物质转化为人类社会所需要的糖

类、乙醇及其他化工产品是对可再生资源利用中的一项

重要内容，与人类的生存有密切关系。

丝状真菌瑞氏木霉是目前发现的对纤维素降解最

有效的菌种之一。纤维素酶系含有三大类组分：内切葡

聚 糖 酶*KLM(N,O2PLPQKJ DF-、纤 维 二 糖 水 解 酶 *2K,,(>R(S
?TMU(,PQKJ 678-和葡萄糖苷酶*N,O2(QRMPQKQ-V%W，不同的纤

维素酶组分通过相互之间协同作用降解纤维素。因此瑞

氏木霉纤维素酶基因的克隆和表达具有重要的意义和

广泛的应用前景。

% 材料和方法

%)% 菌株和质粒

实验中所用大肠杆菌 3+$%("#$%#*2$&4#，酿酒酵母 ,2
$("(.#+#*( 各菌株及质粒的遗传特征见表 %。

%)! 培养基

培养 32 $&4# 用 X7 培养基；培养 ,2$("(.#+#*( 8%#@
用 YA3 培 养 基 ； 培 养 重 组 酵 母 用 选 择 性 合 成 培 养 基

H6.=UP 或 H6.=UP.XKO。

%)& 分子克隆用酶及试剂盒

限制性内切酶、+/ 3’4 连接酶购自宝生物工程有

限公司；+PZ 3’4 聚合酶、M’+A 购自上海博亚生物 技
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Strains and plasmids Properties of heredity Selective 
marker 

References 
or sources 

pUCm-T Vector Ampr Lac POZ rep Ampr Sangon 

 
pUCm-T-cbh1 

 
plasmid pUCm-T with entire cbh1 

 
Ampr 

Present 
paper 
gene from 
T.reesei 

pAJ401 
5.55Kb, with Ura3, 2µ plasmid 
origin and pgk1 promoter and 
terminator of S. cerevisiae 

SC-Ura 

Inst. of 
Biotechnol., 
VTT, 
Finland 

pAJ401-cbh1 plasmid pAJ401 with entire cbh1 
gene from T.reesei SC-Ura this study 

pVT100_U 
6.88Kb,with Ura3, 2µ plasmid 
origin and adh1 promoter and 
terminator of S. cerevisiae 

SC-Ura this lab 

pVT100_U-cbh1 plasmid pVT100_U with entire 
cbh1 gene from T.reesei SC-Ura Present 

paper 

E.coli DH5¡ 
F-,supE44,¡ (argF lacZya) U169 
¡80lacZ¡15, hs- dR17(rk-,mk-),  
recA1, end A1, gyr96, thil, relA1, ¡- 

 this lab 

S.cerevisiae H158 leu2-3, 112 ura3-52 trp1-289 
his4-519 SC-Ura 

Inst.of 
Biotechnol., 
VTT,Finland 

S.cerevisiae H1m S.cerevisiae H158 with plasmid 
pRS415ME SC-Leu this lab[2] 

S.cerevisiae HPC S.cerevisiae H158 with plasmid 
pAJ401-cbh1 SC-Ura this study 

S.cerevisiae HAC S.cerevisiae H158 with plasmid 
pVT100_U -cbh1 SC-Ura this study 

S.cerevisiae HMEPC S.cerevisiae H158 with plasmids 
pRS415ME and pAJ401-cbh1 SC-Leu-Ura this study 

 
术有限公司；!"# 引物由博亚公司合成。凝胶回收试剂

盒购自 $%&’( 公司。

)*+ ,-. 操作

大肠杆菌质粒 ,-. 提取、限制性内切酶酶切、,-.
片段回收、,-. 连接和大肠杆菌转化等均按《分子克隆

实验指南》所述进行。酵母质粒的提取和酵母细胞电穿

孔转化按《精编分子生物学实验指南》所述进行。

)*/ !"# 引物设计和扩增反应

根据文献012给出的瑞氏木霉 !"#$ 3,-. 序列，设计

两对特异性引物 .)，.4 和 5)，54。其中 .)，.4 用于 !"#
合成 !"#$ 3,-. 全长序列，其 /6端均引入 %#& 7 限制

性酶切位点和保护碱基；5)，54 用于扩增 !"#$ 3,-. 部

分序列，以便进行重组质粒的验证。

合成 !"#$ 3,-. 全长序列 !"# 反应条件：

.)：/68.9.9"9":.:8""..:..9"9.""::9:":9"816
%#&’

.4：/68:9"."9":.:8":"::."9::".9".9:9.9"816
%#&’

以 ()*++,+- 3,-. 库为模板，.)，.4 为引物，循环条

件 ：;+ < / %=>；;+ < ?*/ %=>，// < ?*/
%=>，@4< 4%=>，1? 个循环；@4< )? %=>。

扩增 3AB)3,-. 部分序列 !"# 反应

条件：

5)：/68:."9::".9".9:9.9"::..816
54：/689."99:"9".":""."".9""816
以含有 !"#$ 3,-. 的重组质粒为模

板，5)，54 为引物，循环条件：;+</%=>；

;+ < ?*/ %=>，C? < ?*/%=>，@4 < 4 %=>，1?
个循环；@4<)?%=>。

)*C !"#$ 3,-. 基因序列测定

按双脱氧法进行。

)*@ 重组酵母 "5D 7 酶活测定

E-!" 溶 于 /? %%FG H I ED +*J 醋 酸

缓冲液中，浓度为 ?*/ KLM H NO，同时加入

?*) KLM H NO葡萄糖内酯以抑制 !8葡萄糖

苷酶对纤维二糖侧链的水解。4 %I 反应

液中加 "5D 7 培养物上清液 ) %I，/? <
保温 )4 B 后加 )? K -(4"$1 ?*/ %I 终止

反应，+4? >% 测定对硝基酚的生成量 0+2。

单位酶活力定义为 ) %=> 产生 ) "%FG 对

硝基酚的酶量为一个酶活力单位。

)*J 滤纸酶活测定方法

该方法为反应多酶组分协同水解纤

维性材料产生还原糖能力的酶活力测定

方法。/? %’P/ %’ QB(R%(> -F*) 滤纸加

) %I ED +*J，/? %S -(.3 缓冲液和 ) %I
酶液，/? <反应 )4 B，用 ,-T 法于 //?
>% 测定还原糖生成量 （以葡萄糖 为 标

准）0+2。每 ) %=> 产生 ) "’ 葡萄糖所需酶量定义为一个酶

活力单位。

4 结果与讨论

4*) 基因克隆和序列分析

按 )*/ 所述，以引物 .)，.4 进行 !"# 获得了 )C))
AE 3AB) 3,-. 特异条带（图略），将其连接到 EU"%89
载体，获得质粒 EU"%8983AB)（图 ).）。用 3AB) 3,-.
基因内部以及 EU"%89 质粒载体上的 5(%D 7，VBF 7 酶

切位点进 行 鉴 定 ，5(%D 7 酶 切 产 生 了 1*; WA 和 ?*/ WA
两片段，VBF 7 酶切产生了 )*C WA 和 4*J WA 两片段，实验

结果显示 3AB) 基因片段插入方向正确。对质粒插入片

段进行测序，测序结果与文献报道序列一致012。

4*4 酿酒酵母纤维二糖水解酶表达质粒的构建

质 粒 EU"%8983AB) 用 VBF7 酶 切 后 回 收 )*C WA
3AB) 片 段 ， 分 别 插 入 经 VBF7 酶 切 的 质 粒 E.X+?) 和

EY9)??ZU，得到含 !E’W)8 3AB)8 9E’W) 表达盒的重组质粒

E.X+?)83AB)（见图 )5）和含 !([B)8 3AB)8 9([B) 表达盒的
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图 % ./012+2345%*6-，.678"%2345%*9-和 .:+%"";/2345%*0-质粒图

%)<=0> !)<60> &)<?@=0> 8)<%#A
图 ! 重组酵母 09<B 酶活

%)<%1（%"" C）> !)<?@=0> &)<=0> <%#A
图 & 重组酵母的相对滤纸酶活

（下转第 &# 页）

重组质粒 .:+%"";/2345%（见图 %0）。

!)& !"#$ 分泌型表达质粒对酿酒酵母的转化

使 用 电 穿 孔 方 法 将 质 粒 .678"% 2345% 和

.:+%"";/2345% 分别转入酿酒酵母 <%#A 菌株，转化细

胞涂布于选择性培养基 D02/EF 上；将 .678"%2345% 转

化含有瑞氏木霉 GH% 基因的重组酿酒酵母 <%1 菌株，

转化细胞涂布于选择性培养基 D02IGJ2/EF 上。&" K培

养 &LM N，得到的 & 种酵母转化子依次命名为 <=0，<60
和 <?@=0。

!)8 重组酿酒酵母验证

挑选重组酵母 <=0，<60 和 <?@=0 各一株，提取

其酵母总 O’6，用琼脂糖凝胶电泳检测染色体带和质

粒带（图略）。以重组酵母总 O’6 为模板，以 9%，9! 为引

物进行 =0P 扩增，得到了 ")M Q4 !"#$ 特异带；以质粒

.678"%2345% 为模板进行 =0P 作为对照，得到相同大小

的 特 异 性 带 （ 图 略 ）。 试 验 结 果 证 实 <=0，<60 和

<?@=0 & 种重组酵母细胞中确实转入了 345%。

!)# 重组酵母 09<B 酶活测定

随机挑选 <=0，<60 和 <?@=0 转化子各 $ 株，接

入 # 1I R=O 液体培养基，&" K，!"" E S 1TU 培养 V! 5。取

出 & 1I 培养液，离心取上清液，用 .’=0 法测定分泌至

胞外的 09<B 酶活力。重组酵母 <=0、<60 和 <?@=0
的酶活力 分 别 为 ")"MV J S I，")"#A J S I 和 ")"M& J S I，宿

主菌株 <%#A 无酶活力（图 !）。

!)M !"#$ 和 %&$ 在重组酵母 <?@=0 中的共表达

接种 <%1，<?@=0，<=0 和 <%#A 菌株于 # 1I R=O
液体培养基中，&" K，!"" E S 1TU 培养 %! 5，然后以相同

菌浓度接入 #" 1I R=O 液体摇瓶中，&" K，!"" E S 1TU 培

养 V! 5。取出 ! 1I 培养液，离心取上清液，测定各酵母

菌株所分泌的胞外酶对滤纸的分解情况。结果

<%#A 无滤纸酶活力，<=0 和 <?@=0 的滤纸酶

活力分别为 <%1 的 &)% C和 %%8)& C（见图 &）。

本实验从瑞氏木霉 3O’6 文库中克隆到外

切葡聚糖纤维二糖水解酶 B*09<B-基因，并构建

了分别在不同酵母启动子 ’&($ 和 )*#$ 控制下

的 !"#$ 表达质粒 .678"%2345% 和 .:+%"";/2
345%。通过电转化使重组质粒转移至实验室酿

酒酵母 <%#A 菌株中，得到了 ! 种酵母转化子

<=0 和 <60。它们所产生的 09<B 都能在酶自身信号肽

序列引导下进行分泌型表达，但其 .’=0 酶活力都不

高，分别为 ")"MV J S I 和 ")"#A J S I，其原因有可能是酶

的糖基化程度过高、以及向胞外分泌的比例较少所致。

由实验结果还可以看到 ’&($ 和 )*#$ 虽同为酵母强启

动子，但在它们控制下的 !"#$ 表达程度并不相同，’&($
的 启 动 功 能 似 乎 更 强 ， 比 )*#$ 高 出 约 %#)# C。 而

<?@=0 是含有 !"#$ 与 %&$ 两个表达质粒的重组酵母

菌株，以 .’=0 为底物的测定方法只体现其 09<B 酶活

力，因此测定的酶活力数值与 <=0 和 <60 菌株接近，

为 ")"M& J S I。

内切纤维素酶能够通过内部随机攻击碳水化合物

链而水解可溶性的替代性纤维素，如经常用来确定内切

葡聚糖酶活性的底物羧甲基纤维素*3FE4(WX,21GY5X,3G,Z
,J,([G\ 0?0-，但对高度有序的结晶纤维素活力较低；外

切纤维素酶对替代纤维素无效但能够降解结晶纤维素，

从纤维素链的非还原末端或还原末端剪切纤维二糖单

位；葡萄糖苷酶能把其他酶产生的纤维二糖和其他短的

纤维寡糖水解成葡萄糖]#^。本论文中，以滤纸为底物的酶

活测定方法可以反应多酶组分协同水解纤维性材料产

生还原糖能力。由于 <=0 只含有 !"#$ 表达质粒，其对

滤纸的降解由还原糖法基本检测不到（仅为 <%1 的 &)%
C）。含有 !"#$ 与 %&$ 两个表达质粒的重组酵母 <?@=0
与只含有 %&$ 表达质粒的重组酵母 <%1 相比，对纤维

素底物滤纸的降解酶活前者比后者提高了 %8)& C，这也

在一个侧面证实了 09<B 与 @_B 对滤纸降解的协同作

用。同时，本试验结果也为扩展酿酒酵母底物利用范围，

以及通过遗传操作改良酿酒酵母菌株、改进啤酒发酵生



产等方面进行了有益的前期探索工作和奠定了一定的

技术基础。
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吴天祥，刘春朝·贵州 "I 种代表性白酒特征性香气成分的研究

酒中重要的风味成分。其中，"."H二乙氧基乙烷、"."H二

乙氧基HEH甲基丁烷、"."H二乙氧基HIH甲基丙烷、EH甲

基丁醛、"."H二乙氧基己烷、IH乙氧基呋喃甲烷等是贵

州白酒特征性的缩醛类组分。

I,U 贵州 "I 种白酒中的其他组分

据报道，在洋酒的 XWH+3 分析中!K，G#，也发现烷烃物

质的存在。在分析图谱过程中，发现茅台酒、习酒、习水

大曲中含有一定量的异辛烷、辛烷和癸烷。茅台酒在

VZII,"D 6(& 处出现 I.GH二甲基HEHSH丁基吡嗪化合物

的特征峰，相对含量为 J,JE ]。习酒、珍酒、青酒中出现

了二甲基二硫化物和二甲基三硫化物的特征峰。习水大

曲出现二甲基二硫化物特征峰。怀酒在 VZ"C,KG 6(& 处

发现有甘菊环（*^=)%&%）特征峰，含量为 J,"D ]，这些物

质可能与当时使用的生产工具有关。鸭溪大曲、精酿醇、

安酒中出现了庚烷特征峰。精酿醇在 VZ"E,DD 6(& 处出

现二甲基三硫化物的特征峰。平坝窖酒出现了庚烷、辛

烷和癸烷的特征峰。金华白酒也出现了辛烷的特征峰。

E 讨论

E," 研究结果表明.贵州酱香型白酒中的挥发性醇类组

分主要是 EH甲基丁醇、IH甲基丁醇、己醇和 IH甲基丙醇

等组分（除乙醇外），它们对香气的贡献较大。董酒中 EH
甲基丁醇、己醇、IH甲基丙醇和 IH甲基丁醇等组分较突

出。浓香型白酒中 EH甲基丁醇和己醇等组分较明显。

E,I 贵州传统酱香型白酒和浓香型白酒中挥发性的酸

类组分主要由棕榈酸、油酸和亚油酸等构成。其中，浓香

型白酒中己酸的相对百分含量比较明显。

E,E 贵州酱香型白酒中的丙酸乙酯、苯乙酸乙酯、IH甲

基丙酸乙酯的相对百分含量要高于浓香型白酒，这是贵

州白酒酯类组分的一大特点。

E,K 贵州白酒中的 "."H二乙氧基乙烷、"."H二乙氧基H
EH甲基丁烷、"."H二乙氧基HIH甲基丙烷、EH甲基丁醛、

"."H二乙氧基己烷、IH乙氧基呋喃甲烷等是贵州白酒特

征性的缩醛类组分。
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