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海藻糖[α-D-葡萄糖-(1,1)-α-D-葡萄糖苷]是一种具有很

多功能的非还原性二糖 [1]，多数生物在极端逆境条件（如干

旱）下体内大量合成海藻糖，这是因为其具有稳定细胞膜、

蛋白质结构，避免细胞受到损伤的作用[1, 2]. 这些特性决定了

海藻糖在医药、生物制品和食品行业的用途越来越广泛 [3~4]，

如可应用于生化试剂——各种工具酶、细胞膜、细胞器、抗

体、抗原及病毒等的保存 [5]. 早期科研人员从生物体内提取

海藻糖，但成本太高，无法进行大规模的生产和应用. 后来

科学家Kato从高温菌株Sulfolobus solfataricus KM1中分离到

了麦芽寡糖基海藻糖合成酶（MTSase）和麦芽寡糖基海藻

糖水解酶（MTHase），在这两种酶的作用下，以淀粉为原料，

可分解转化为海藻糖 [6~7]. 用该方法生产海藻糖成本低，效率

高，是非常有竞争力的方法. 目前科研人员对两种酶进行了

基因克隆和表达，但在大肠杆菌中的表达效果均不理想，主

要表现为大肠杆菌表达量低，活性低，最多达到400 U/g(湿
细胞) [8~9]. 

我们在分析了MTHase基因密码子的成分后，以芝田硫

化叶菌（Sulfolobus shibatae）B12嗜热嗜酸古细菌MTHase基

因（GenBank：AF201335）为基础，优化了密码子结构，利用

酵母表达系统能高密度发酵、高效分泌表达外源蛋白、对外

源蛋白进行糖基化等优点[10]，将目标基因克隆到巴斯德酵母

（Pichia pastoris）进行了表达. 

1  材料与方法
1.1  材 料

酵 母 菌（Pich ia  pa s tor i s  SM D1168H）、大 肠 杆 菌

Escherichia coli Top10、pPICZαA Vector、Zeocin等购自美国

Invitrogen；Taq DNA polymerase、dNTP Mixture、pMD18-T 
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摘  要  海藻糖是一种具有很多功能的非还原性二糖，在生物制品和食品等行业中具有较广泛的用途. 对来自芝田硫

化叶菌（Sulfolobus shibatae）B12海藻糖酶转化过程中的关键酶基因——麦芽寡糖基海藻糖水解酶（MTHase）基因进

行了遗传密码子的人工改造，合成酵母偏爱密码子和修改基因遗传密码子中的A/T含量，然后将完整的MTHase基因

克隆到酵母表达载体pPICZαA，筛选出重组载体并将其导入巴斯德酵母（Pichia pastoris）细胞进行重组表达以用于海

藻糖的酶转化. 最后获得了一株高效稳定表达MTHase的酵母菌株，分泌到表达培养基上清中的MTHase的酶活大于

800 U/mg(蛋白质)，该重组菌株遗传稳定率达84%以上，为工业化酶法生产海藻糖奠定了一定基础. 图4 参21
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Vector、XhoI和EcoRI限制性内切酶、T4 DNA连接试剂盒、蛋

白质分子量标准等购自TaKaRa；质粒抽提试剂盒、DNA 回
收试剂盒购于Tiangen公司；蛋白胨、酵母膏购自Oxoid公司. 
1.2  方 法
1.2.1  引物合成    按照引物相互配对的原理，根据芝田硫化叶

菌（S. shibatae）B12嗜热嗜酸古细菌MTHase基因（GenBank：

AF201335）修 改 后的 全 长 DNA遗传密 码 子 合成引物，由

Invitrogen公司合成 . 根据设 计序列，按照酵母菌密码子偏

好性原则设计用于基因拼接的正、反链DNA引物. 其中5’端
加入 XhoI酶切位点，3’端加入 EcoRⅠ酶切位点序列（以下划

线表 示），便于与载体连接. 其中上游引物为：5’-CTC GAG 
AAA AGA GAG GCT GAA GCT ATG ACC TTC GCT TAC 
AAG ATC-3’；下游引物为：5’- GAATTCTTACTACAACTTGT 
ACAAAGCGAA-3’. 
1.2.2  全基因合成及PCR反应    用超纯水配制引物，使引物浓

度为：100 pmol/µL，分别取1.2.1中引物1 µL，混合后于100 ℃
沸水中作用15 min，立即冰浴；加入5 µL 10X T4DNA ligase 
Buffer，T4 Polynucleotide Kinase 5 µL，加水至总体积为45 
µL，37 ℃作用30 min；65 ℃ 20 min，冰浴2 min；加入5 µL T4 
DNA Ligase，16 ℃反应2 h，65 ℃ 20 min. 取上述混合反应液

1 µL作为PCR反应的模板，其PCR扩增参数：94 ℃预变性5 
min；循环30次：94 ℃，30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，2 min. 最终延

伸：72 ℃，10 min. 
1.2.3  重组表达质粒的构建及阳性克隆的筛选    PCR产物经纯

化回收，连接到pMD18-T vector，经过序列分析并选择正确

的阳性克隆pMD8-T/MTHase，用XhoI/EcoRI进行双酶切，分

离、回收1.7 kb左右的MTHase基因片段，将其连接到经XhoI/
EcoRI双酶切的pPICZαA酵母表达载体，并筛选出阳性克隆

pPICZαA/MTHase. 将阳性克隆载体经BglII单酶切后，转化

Pichia pastoris SMD1168H酵母菌，并在高浓度的ZeocinYPD
固体培养基上筛选阳性克隆菌株（Pichia pastoris SMD1168H/ 
MTHase），并对其进行进一步的PCR鉴定确认. 
1.2.4  培养基及培养表达条件    参照文献[9]的培养表达条件

进行. 
1.2.5   表达产物的SDS-PAGE分析    参照文献[11]的方法进行. 
1.2.6  基因工程菌遗传稳定性研究    连续传代：将鉴定后的基

因工程菌（P. pastoris SMD1168H/ MTHase）进行适当稀释，

涂布在YPD（+）平板上（含1 000 µg/mL Zeocin），于30 ℃恒

温培养2 d，随机挑取50个单菌落，同一个菌落分别接种于

YPD（+）和YPD（–）（不含1 000 µg/mL Zeocin）上，于30 ℃恒

温培养2 d（称为第1代）. 将YPD（+）上的菌接种于YPD（+）

平板上，YPD（–）上的菌接种于YPD（–）平板上，于30 ℃恒

温培养2 d（称为第2代）. 依次进行连续传代50次，对两个平

板上生长的菌落分别进行计数. 
平板传代稳定性鉴定：在传代过程中，每隔一定天数将

YPD（–）平板上的菌落接种于YPD（+）平板上（含1 000 µg/
mL Zeocin），菌落计数，计算该基因工程重组菌种在无选择

压力下的遗传稳定率. 
发酵条件下稳定性鉴定：发酵液稀释106倍，分别涂布于

YPD（+）和YPD（–）平板，30 ℃恒温培养2 d，以两种平板菌

落数上的比值YPD（+）/YPD（–）间接表示该条件下菌株的

稳定率. 
1.2.7  酶活性测定    将麦芽六糖溶于50 mmol/L pH 5.0的磷

酸–柠檬酸缓冲液中，配制成5.0 mmol/L的溶液，取1 mL该溶

液，加入MTHase酶制剂50 μL，75 ℃反应2 h，沸水中煮沸10 
min终止反应. 待溶液冷却后，加入10 μL MTHase表达上清

液，75 ℃反应15 min，用HPLC测定糖化液中海藻糖的含量. 
MTHase的酶活单位定义为每分钟水解1 μmol麦芽四糖基海

藻糖生成海藻糖所需要的酶量. 

2  结 果
2.1  全基因合成和测序

经过Invitrogen公司序列分析，合成的全基因完全符合

设计要求，共修改密码子132个，氨基酸序列并未发生改变，

与预期结果一致. 这样，原基因（GenBank：AF201335）密码

子中的A/T含量大大降低了，由63.4%降低到53.3%，增加了

G/C的含量，由36.6%增加到46.7%. 
2.2  含MTHase基因重组质粒的构建及阳性克隆菌株

的鉴定
图1为重组MTHase基因工程菌的构建示意图.  将人工合

成的MTHase基因片段连接到pMD18-T载体 , 重组中间载体

pMD18-T/MTHase经XhoI、EcoRI双酶切电泳，分离出载体片

段约2.6 kb的pMD18-T载体片段和1.7 kb的MTHase基因片段

（图2-A）；酶切pMD18-T/MTHase载体，分离MTHase DNA片

段（图2-B），连接转化后，插入表达载体pPICZαA，用XhoI、

图1  重组MTHase基因工程菌的构建流程图
Fig. 1  Construction of recombinant MTHase in P. pastoris strain
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EcoRI酶切鉴定pPICZαA/MTHase重组子，切出了预期大小的

DNA片段1.7 kb和pPICZαA载体片段3.6 kb（图2-C）. 将重组子

载体转化酵母菌（Pichia Pastoris strain），筛选并得到了酵母

的阳性克隆，用AOXI引物进行PCR检测：阳性克隆酵母基因

组DNA模板扩增产物大小约为2.1 kb，空白对照酵母基因组

DNA模板扩增产物大小为2.2 kb；用MTHase引物进行PCR检

测：阳性克隆酵母基因组DNA模板扩增产物大小为1.7 kb（图

4-D）. 试验结果证实pPICZαA/ MTHase重组到酵母基因组的

AOXI位点. 
2.3  表达产物的SDS-PAGE电泳

SMD1168H -MTHase诱导表达的SDS-PAGE图谱见图3，

将诱导后的培养基离心，取上清20 μL加电泳Buffer后电泳. 由
图3的结果可知，MTHase实现了高水平的分泌表达，表达出

的相对分子质量约为64×103，与文献[1]报道和预期的一致. 

2.4  遗传稳定性
P. pastoris酵母真核表达系统价格低廉，操作简便，能

够高密度发酵，其分泌表达的目标蛋白占可达分泌表达总蛋

白的90%以上，便于纯化和分析，同时不会形成像大肠杆菌

表达蛋白的包涵体形式[12]. 然而，在研究中发现，随着传代次

数过多，外援基因表达衰减或者丢失，从而影响产物的得率. 
重组酵母菌经过60代的传代中，从40代以后菌体的抗性开始

丢失，但丢失的速率较小，50代后仅仅发现2个重组基因工程

菌株的的抗性丢失；在无选择压力下的传代，酵母抗性丢失

较高，50个单菌中有6个菌落丢失抗性，丢失率达到了12%；

将发酵后的酵母稀释后涂于有Zeocin抗性的平板和无Zeocin
抗性的平板，两平板上生长菌落数之比为517/613=0.84（稳定

率）（图4）. 

2.5  酶活力
经测定，MTHase的酶比活达到837 U/mg(蛋白质). 

3  讨 论
MTHase基因在大肠杆菌中表达量不高 [7]，不能满足生

图2  重组子鉴定结果

Fig. 2  Identifi cation of rMTHase in P. pastoris strain
M1：1 kb DNA分子量标准（Invitrogen公司）；M2：1 kb DNA分子量标准（MBI公司）；1：pMD18-T/ MTHase双酶切（EcoRI/XhoI）鉴定；2：MTHase基因PCR
产物双酶切（EcoRI/XhoI）片段；3：pPICZαA载体双酶切（EcoRI/XhoI）片段；4：重组质粒pPICZαA/MTHase双酶切（EcoRI/XhoI）鉴定；5：以P. pastoris基
因组DNA为模板扩增AOX1基因（副对照）；6：以重组P. pastoris基因组DNA为模板扩增AOX1基因；7：以重组P. pastoris基因组DNA为模板扩增麦芽寡糖基

海藻糖水解酶基因片段

Lane M1: 1 kb DNA ladder (Invitrogen); Lane M2: 1 kb DNA ladder (MBI); Lane 1: Identifi cation of plasmid pMD18-T/ MTHase (digested with EcoRⅠ and XhoⅠ); 
Lane 2: MTHase DNA fragment (digested by EcoRⅠ and XhoⅠ); Lane 3: pPICZαA DNA fragment (digested by EcoRⅠ and XhoⅠ); Lane 4: Identifi cation of 
plasmid pPICZαA/MTHase (digested by EcoRⅠ and XhoⅠ); Lane 5: PCR product with P. pastoris yeast total DNA as template by AOX1 primers (negative 
control); Lane 6: PCR product with recombinant P. pastoris yeast total DNA as template by AOX1 primers; Lane 7: PCR product with recombinant P. pastoris 
yeast total DNA as template by MTHase primers

图3  MTHase表达产物

Fig. 3  Product of MTHase expression
1：诱导前；2：24 h诱导；3：48 h诱导；4：72 h诱导；M：蛋白质分子量标准

Lane 1: Before induction; Lane 2: Induction for 24 hour; Lane 3: Induction 
for 48 hour; Lane 4: Induction fot 72 hour; Lane M: Protein molecular weight 
marker (Low) 

图4  重组工程菌传代后的稳定率
Fig. 4   Steady effi ciency of the engineering P. pastoris strain
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产要求，本研究分析了芝田硫化叶菌MTHase基因的密码子

组成，修改了密码子中高富集A/T的含量，增加了密码子中

G/C的含量，以及修改了密码子偏爱性，然后将基因导入酵

母表达菌株 . 甲醇酵母是常用的外源蛋白表达系统之一，基

因组具有两个乙酰氧化酶基因（Alcohol oxidase I，AOXI和
alcohol oxidase II，AOXII），其中AOXI为主要代谢途径，当

用甲醇作为碳源时，AOXI基因得到高效表达，并且受到甲醇

浓度的调控，将目标蛋白基因重组到AOXI基因启动子后，酵

母利用甲醇作为碳源时，目标蛋白得以有效表达 . 甲醇浓度

太高和太低都会抑制AOXI基因的表达，研究表明，甲醇浓

度维持在0.5%时，外源蛋白能够高效表达 . pPICZαA载体是

invitrogen公司构建的酵母表达载体，载体上构建有AOXI基

因的左右臂，便于酵母的体内重组，将目的基因定点整合到

酵母染色体；另外载体上还具 有α-factor信号肽，能将表达

的外源蛋白从酵母细胞内高效地转运到细胞 外 [13]，使目标

蛋白能够进行分泌表达，简化了对于目标蛋白的纯化难度，

增加了蛋白在发酵上清的累积量. 目前，来源于Thermobifida 
fusca [14]、Thermus aquaticus ATCC 33923 [15]、Picrophius 
torridus [16]、Pseudomonas stutzeri CJ38 [17]、Mycobacterium 
smegmatis ATCC14468 [18]、Thermus caldophilus GK24 [19] 和
Enterobacter hormaechei [20]等的海藻糖合酶基因均已在大肠

杆菌中实现表达，但一般表达量较低 [21]. 从本试验结果看，

MTHase基因的表达增强，达到了837 U/mg(蛋白质)，为工业

化用酶法以淀粉为原料生产海藻糖奠定了基础. 
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