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摘 要:通过 RT帽PCR 从绿色木霉 AS3.3711 中克隆得到 EG III 基因，序列分析显示该基因编码序列全长为 1

257 坤，编码 418 个 aa ，且自身带有 21 个 aa 的信号肤序列，与里氏木霉 eg3 的同源性为 99.6% 。将该基因连人

酿酒酵母多拷贝整合型表达载体 pScIKP 中获得重组质粒，线性化后电转化酿酒酵母工业菌株 AS2. 489 ，通过

SDS-PAGE 蛋白电泳、刚果红染色和酶活测定对转化子进行了分析。结果表明:转化子有明显的重组 EG III 表达

带，能够产生 CMC 水解圈，说明 eg3 基因巳在酿酒酵母中获得了正确的分泌表达，表达 EG III 的重组菌产酶高

峰出现时间为 60 h ，最高酶活接近 120 U/mL，重组酶 EG III 的最适温度为 60 oC ，最适 pH 为 6.0 ，转化子的遗

传稳定性达到 99.17% ，实现了绿色木霉 eg3 基因在工业酿酒酵母中的稳定高效表达。
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A如stract: The endo书-glucanase III gene (eg3) was obtained from the total RNA of Trichodermα viride 

AS3. 3711 by RT-PCR. Sequence analysis indicated that this eg3 gene was composed of 1 257 nucleo­

tides , coding for 418 amino acid residues , and had its own signal peptide. The sequence homologies be­

tween this gene with Trichodermα Reesei eg3 were 99. 6%. Then it was cloned into the high-copy integra­

tive expression vector pScIKP , generating a recombinant plasmid named pScIKP吃g3 ， which was then 

transformed by electroporation into Sαccharomyces cerevisiae AS2.489 after linearization. Transformants 

were detected by SDS-PAGE analysis , Congo Red method and enzyme activity assay. The results showed 

that transformants could secrete recombinant EG III and produced hydrolysis halos on the Congo-Red­

CMC plate , indicating that this eg3 gene was conectly expressed in S. cerevisiae. The highest enzyme ac­

tivity of recombinant EG III reached 120 U/mL after 60 h cultivation , and the optimum temperature and 

pH were 60 oC and 6. 0 respectively. The genetic stability of transformants achieved 99. 179毛 after 50 

generations in nonselective medium. In conclusion , the eg3 gene of T. viride could be expressed in in­

dustrial yeast strain stably and efficiently. 
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纤维素是自然界中存在最广泛的碳水化合物，

也是地球上数量最大且廉价的可再生资源，其开发

利用一直是关注热点。但由于纤维素具有水不溶性

的高结晶构造，要把它降解为可利用的葡萄糖相

困难，到目前为止仍没有找到高效、简便、低成本

的方法[1] 。目前，纤维素降解常用的方法主要有

两类:酸水解和酶水解。酸水解虽然效率较高?但

同样能耗高、污染大;而利用纤维素酶水解纤维素

虽然成本高、效率低 9 但胜在污染小?可持续发展

的前景好。因此，针对纤维素酶的研究越发显得急

迫而重要。纤维素酶是指能够水解纤维素的在一 1 ，

4 一糖背键，使纤维素降解为纤维寡糖、纤维二糖

和葡萄糖的一组酶的总称。通常出作用方式不同的

3 类酶组成[2] .①内切葡聚糖酶( endo-1 , 4-ß-D 

- glucanase , EC3. 2. 1. 4 ，简称 EG) ;②外切葡聚

糖酶 (exo-1 ， 4夺回D-glucanase ， EC3. 2. 1. 91 ，简称

CBH) ;③户一葡萄糖背酶( ß-glucosidase , 

EC3. 2. 1. 21 ，简称 BG) 。

在纤维素酶系中， EG 是最主要的成分 9 它首

先作用于纤维素长链?随机水解纤维素分子内部的

户， 4 一糖昔键?将纤维素长链打断?能迅速降

低纤维素结构的完整性，对整个纤维素的降解起到

至关重要的作用 [3 J 。同时?它还可以与 CBH 发生

强烈的协同效应，在降解结晶纤维素的过程中起重

要作用 [4J 。而绿色木霉是高效的纤维素酶产生菌

9 常被用作工业纤维素酶制剂的生产菌?有关

其 EG 的研究对于纤维素酶的开发应用具有比较重

要的意义。

本研究拟采用 RT-PCR 的方法从绿色木霉 T川r叫iιw 

ch与切odθrmαU町Lr叫id仇e AS臼3.3711 中克隆出 EG 1口I日I 的编码序

列 9 利用酿酒酵母 Sαccharomyces cerevisiae 整合型表

达载体 pScIKP 将其整合到工业用酿酒酵母的染色

体上并使之高效分泌表达，以期研究重组酵母和重

组酶 EGIII 的生长和酶活特性，为进一步在酿酒酵

母中同时表达整个纤维素酶系基因，以便早日实现

重组酿酒酵母直接利用纤维素合成乙醇的目标打下

基础。

1 材料与方法

1 圄 1

绿色木霉 AS3.3711 购自广东微生物所菌种保

藏中心;大肠杆菌 JM109 为本实验室保存;酿酒

酵曰:工业菌株 AS2.489 购自中科院微生物所菌种

保藏中心; pGEM -T Easy 克隆载体购自 Prorr吨a 公

司;多拷贝整合型表达载体(含G418 抗性

基因，酿酒酵母 PG区启动子和 PG区终止子，以酿

酒酵母基因组中的 rDNA 重复序列作为外源基因的

整合位点)由本实验室自行构建[5 J 。

1. 2 酶和试剂

各种限制性内切酶、 DNase 1 (RNase Free) 、

T4 DNA 连接酶和胶回收试剂盒购自 TaKaRa 公司?

RNA 提取试剂 TRlzol@ Reagent 购自 Invitrogen 公

司，反转录用的 ReverTra Ace-α 一试剂盒购自

TOYOBO 公司， PCR 产物纯化试剂盒购自上海:申

能博彩，质粒提取试剂盒购白 Omega 公司，

D口000 Marker 和 DL3000 Marker 购自东胜创新生

物科技有限公司 9 小量酵母菌基因组 DNA 提取试

剂盒购自上海华舜生物工程公司， GoldView™核酸

染料购自赛百胜基因技术有限公司， P配CR 引物合

成及序列测定由 1m口飞V咄f

为国产、进口分析纯。

1. 3 

LB 培养基用于大肠杆菌培养 9 马铃薯葡萄糖

琼脂 (PDA) 和 Mendels 培养基用于绿色木霉的培

养和纤维素酶表达的诱导[6 叫， YPD 用于酿酒酵母

的培养[6]?YPPA 固体培养基则在中加入ω:

.5% 琼脂 7 含有 200 问/mL G418 的 YPD

用于酵母转化子筛选 9 添加 ω=0.5% 竣甲基纤维

( CMC) 的 YPD 培养基用于鉴定转化子。

1. 4 cDNA 

参照 1m口飞V忧f

No. 15596 - 018) 说明书进行操作 9 提取绿色木霉

AS3.3711 的总 RNA，对提取的总 RNA 用 DNaes I 

进行处理?然后参照 TOYOBO 公词的 ReverTra

Ace-α 一试剂盒说明书进行反转录?以 Olio (dT) 

为引物反转录得到绿色木霉的 cDNA 。

1. 5 

外源基因片段与载体的连接?大肠杆菌感受态

的制备及转化方法， DNA 凝胶电泳和 SDS-PAGE

电泳等操作及相关试剂配制参考《分子克隆实验

指南》 [61 其他分子生物学常规操作按各公司说明

书进行。

1 回 6 eg3 

参考里氏木霉 Trichodermα reeseL 基因的编

码序列， GenBank 的登陆号为 M19373 [4J ，利用引

物设计软件 oligo6 设计 θ 扩增引物:上游引物

eu. 5'-CGGGATCCATGAACAAGTCCGTGGCTCCAT-

3' ，下游引物 el:

GCGAGACACGAG-3' ，分别引人 BamH I 和 Spe 1 酶

切位点(见下划线部分)用于连人表达载体
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pScIKP。以绿色木霉 cDNA 为模板，进行 PCR 扩 1. 12 

增，循环条件为: 95 OC 5 min; 94 oC 30 s , 55 oC 

30 s , 72 oC 70 s , 28 个循环; 72 oC 10 mino 将

PCR 产物进行纯化回收?与 pGEM -T Easy Vector 连

接，转化 E. coli JMI09 ，把经菌落 PCR 和酶切鉴定

筛选出阳性克隆进行测序鉴定。

1. 7 置组肢粒的构建

将 eg3 基因片段用品mH 1 和 Spe 1 从 pGEM-T

Easy 载体上双酶切切下，与采用同样双酶切过的

pScIKP 用刊 DNA 连接酶连接，构建重组质粒0

1. 8 酿酒酵母 AS2.489 对G418 敏感性测定

将少量过夜培养的酿酒酵母 AS2.489 适当稀

释后，涂布于含有不同质量浓度G418 的 YPD 平板

上， G418 质量浓度分别为: 50 , 100 , 150 , 200 , 

250μg/mL ， 30 oC 培养 3 ~4 d ，观察生长情况。

1. 9 酿酒酵母的

酿酒酵母的电转化参考 Thompson 等川的方法?

将 30 0C 活化培养 14 ~ 16 h 的酿酒酵母 AS2.489

( A600介于 1. 2~ 1. 5 之间)制备成感受态;用限制

性内切酶将重组质粒线性化， 1 500 V 电击

转化感受态菌;然后涂布于含 200 问/mL G418 的

YPD 平板以筛选转化子， 30 oC 培养 2 ~ 3 d 后挑取

单克隆转化子到 5 mL 中， 30 0C 培养 24 h , 

取基因组 9 用 eg3 的上下游扩增引物扩增目的

因 9 鉴定阳性转化子。

1. 10 SDS-PAGE 蛋白

将用创18 抗性筛选出来的转化子和宿主酵母

AS2.489 按 1%接种最分别用 3 mL YPD 培养 60 h 

后 9 离心分别取 2 mL 上清用三氯乙酸一丙酬浓缩

法[6] 浓缩后上样跑 SDS-PAGE 蛋白电泳。

1. 11 

1. 11. 1 定性分析 采用刚果红染色法[叫，将

G418 抗性平板上生长的转化子点种在含 0.5%

CMC 的 YPD 平板上， 30 0C 培养 3 d 后 9 将菌落刮

掉?用 ω=0.1% 的刚果红染色 1 h ，再用 1 mol/L 

NaCl 脱色 40 min，产生透明水解圈的为阳性转化

子。

1. 11. 2 定量测定 取 0.5 mL 阳性转化子的培养

液土清?加入 0.5 mLω= 1% CMC 溶液(溶于

0.05 mol/L 拧棱酸 -0.1 mol/L 磷酸氢二饷缓冲液，

0) , 50 oC 保温 30 min ，用 DNS ~去测定生成

的还原糖[11] 。另取沸水浴 15 min 灭活的转化子培

养液上清以同样步骤操作后作为空白对照。;主义在

50 oC , pH 5. 0 时产生 1μg/min 分子葡萄糖的酶量

为一个酶活力单位 U。

将酵母转化子以相同的起始接种量接种到 2

luL YPD 培养液中即为 0 世代菌。在 30 oC 摇床培

养 24 h 后即为 10 世代菌。取 2μL 10 世代菌接入

2 mL YPD 培养液中，在 30 oC 摇床培养 24 h 后即

为 20 世代菌。以此类推?连续培养 50 世代。从 0

世代起?每隔 10 世代取少量菌液，经适当稀释后，

涂布于 YPD 平板上?培养 24 h 后?把板上的菌落

挑到含G418 的 YPD 固体平板上 9 培养 3 d ，观察

菌落数，按下列公式计算质粒的遗传稳定性:

M 

质粒 n 世代稳定性=一些i一
M~ 

式中， Mll 为 n 世代含G418 的 YPD 平板上生长菌

落数;M;为 n 世代 YPD 平板上生长菌落数 ; lV1，。为
0 世代含 G418 的 YPD 平板上生长菌落数;为。

世代 YPD 平板上长菌落数。

2 

Z AS3.371 cDNA 

2 M 飞
，J

i 'hu 

2000 

1000 

750 
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。
υ
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且

图 1 绿色木霉 eg3 基因 PCR 扩增产物电泳结果

Fig. 1 The PCR result of T. reesei eg3 gene 

M: Marker DI2000; 

1 , 2: 长度为 1 257 bp 的 eg3 扩增片段

绿色木霉用微晶纤维京为碳源的 Mendels 培养

基诱导培养 4 d，过滤收集菌体?用 TRlzol 法提取

总 RNA 并进行电泳分析，结果可以看到清晰的

18S 和 28S 条带 9 表明所提总 RNA 完整性很好 3
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无明显降解，可用来进行反转录。对提取的总

RNA 用 DNaes 1 进行处理消除了痕量的基因组 DNA

污染，然后通过反转录得到了绿色木霉的 cDNA。

2. 2 eg3 基因的克隆及序列分析

以绿色木霉 cDNA 为模板，用上下游引物 eu

和 el 进行 PCR 扩增，产物进行琼脂糖凝胶电泳检

测，结果如图 1 ，证明目的基因已被成功扩增。随

后将扩增片段接入 pGEM-T Easy Vector，转化大肠

杆菌 JM109 并挑取阳性克隆进行测序(数据未列

出) ，发现克隆到的 eg3 编码序列全长为 1 257 bp , 

编码 418 个氨基酸残基 (aa) ，与参考序列里氏木

霉 eg3 基因的同源性为 99.6% ，证实了获得基因的

正确性。利用 Sigr叫P 3. 。在线信号肤预测软件

( http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 对

eg3 的编码序列进行信号肤预测，发现 eg3 基因自

身具有信号肤序列?最大可能的信号肤剪切位点位

于编码序列的第 21 和 22 个氨基酸残基之间?这与

Saloheimo 等问]报璋的里氏木霉基因的信号肤

序列长度一致 9 均为 21 个氨基酸残基，但在第 20

位氨基酸残基存在一个 Val/Ala 的差异。

2. 3 

用 BαmH 和句e 从载体上把

的编码序列双酶切切下 连接到用同样双酶切

过的载体上?构建成重组表达质粒

，经测序证明与载体的连接完全正确(数

据未列出)。

将吨3 电转入宿主酿酒酵母 AS2.489

中，通过G418 抗性筛选出了阳性转化子?转化子

经 PCR 扩增进一步证明 eg3 基因已经成功导人酵

母(数据未列出)。由于预先测试了宿主酿酒酵母

AS2.489 对不同质量浓度 G418 的耐受，发现酵母

在 G418 质量浓度为 150μg/mL 的 YPD 板上的生长

已经被完全抑制，故使用 200μg/mL 的 G418 质量

浓度来筛选阳性转化子以降低假阳性转化子产生的

机率。

2.4 SDS-PAGE 蛋白

将经过验证的阳性转化子用 YPD 培养 60 h 

后，分别取重组酵母:与宿主酵母上清液进行 SDS­

PAGE 电泳(图匀，重组酵母大约在 48 000 处有

较明显的蛋白带出现 9 与预期的 EG 酶蛋白相对

分子质量大小相符 9 进一步证明基因巳

人酿酒酵母基因组中并且获得了正确的的分泌

达 9 且表达量较高。这可能是因为我们采用的表达

载体的cIKP 带有组成型强启动子 PG区[51 能够高

效稳定地表达外源基因?同时绿色木霉基因自

身携带的信号肤也能被酿酒酵母很好地识别，将外

源蛋白高效地分泌到胞外。

2. 5 

M 2 
x103 

20。
一 116
- 97.2 
- 66.4 

44.3 

一 29.0

20.1 

14.3 
6.5 

图 2 重组酵母和宿主酵母

培养上清的 SDS-PAGE 电泳因

Fig. 2 SDS-PAGE a1a1ysis of culture supernatant of 

the recombinant and host S. cerevisiαe 

M: 标准相对分子质量参照;

1 :重组酵母的培养上清;

2: 宿主酵母的培养上清;

箭头:重组 EG 酶

从 G418 抗性板上随机挑取了多个生长良好的

菌落到含有 ω=0.5% CMC 的 YPD 平板上?静置

30 0C 培养 3 d 后进行刚果红染色?结果如图

3 ，其中 98.2% 的菌形成了水解圈?平均直径约

1. 5 cm，证明转化子分泌的重组 EG III 酶具有较高

的酶活 9 能对培养基中的 CMC 发生明显的水解

作用。

图 3 经刚果红染色形成的重组

酵母转化子 CMC 水解圈

Fig.3 Hych叶 ha10s produced on Congo-Red町CMC

plate by recombinant transformants 

。:宿主酿酒酵母 AS2. 489; 其余为重组酵母转化子
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整合表达的遗传稳定性很好。推测是因为采用了整

合表达的缘故，目的基因整合到了宿主基因组上不

容易丢失?这对于工业微生物生产应用方面具有重

要意义。

艳等:绿色木霉 EG III 基因的克隆及其在工业酿酒酵母中的整合表达Ä 
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80 

图 5 温度对 EG III 重组酶活性的影响

Fig. 5 Effect of temperature on the 

activity of recombinant EG III 
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2.6 重重组酵母的产酶特性和重组 EG III 的酶活检测

2.6.1 重纽酵母的最佳培养时间和产酶特性 挑

取刚果红染色实验中形成最大水解圈的第 17 号菌

株( AS2. 489 eg3 … 17 )到 2 mL YPD 液体培养基

中， 30 oC , 200νmm 培养 12 h 后，按 1% 接种量

接种到 50 mL YPD 中， 30 oC? 200 r/min 培养。此

后，每隔 12 h 取样，测定 A600和酶活。结果如图 4

表明:重组菌到 60 h 时开始进入生长稳定期，同

样重组菌产酶高峰也出现在 60 h 左右，重组 EGIII

酶的 CMC 酶活力最高接近 120 U/mL。这一结果远

高于其他利用酿酒酵母表达系统表达内切葡聚糖酶

的同类研究[1卜 15J 。这可能与我们采用的表达载体

有关， PScIKP 由于采用了酿酒酵母基因组中的 rD­

NA 重复序列作为外源基因的整合位点，这种 rD­

NA 重复序列在酿酒酵母基因组中有 100 ~ 200 个拷

贝 [51 因此能实现外源基因的高效表达。
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图 6 pH 对 EG III 重组酶活性的影响

Fig. 6 Effect of pH on the activity of 

recombinant EG III 
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图 7 转化子遗传稳定性测定

Fig. 7 Genetic stability of transformant 
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2.6.2 重组酶 EG III 最适反应温度和 pH 挑取酿

酒酵母 AS2. 489 - eg3 一 17 转化株，培养 60 h 时取

上清酶液，在不同温度和不同 pH 下测定酶活。结

果见图 5 和图 6 ，表明:重组酿酒酵母转化子产生

的 EG III 最适酶解温度为 60 oC ，最适酶解 pH 为

6.0。此结果与文献报道的里氏木霉[4 ， 13J 和绿色木

霉[14 -1町的 EG III 相近，只是最适 pH 为上述 EG III 

中最高的?接近中性0

2. 7 

挑取重组酵母转化株接种到 YPD 液体培养基

中连续培养 50 代后，仍有 99.179毛菌能在含有

G418 的 YPD 平板上生长?结果如图 7。说明在元

选择压力下，重组质粒 pScIKP吨3 在酵母基因组i二

图 4 重组酵母的生长曲线和产酶时间曲线

Fig. 4 The growth curve and the time course 

of enzyme activity of transformant 

:重组酵母的生长曲线;

:重组酵母的产酶时间曲线
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3 结论

纤维素酶基因在酵母中的表达是纤维素代谢工

程的一个重要研究方向。酿酒酵母具有将葡萄糖转

化为酒精的能力?但其缺乏有效转化纤维素生成葡

萄糖的酶，因此在自然条件下酿酒酵母不能直接利

用纤维素类物质发酵产生乙醇。若能将整个纤维素

酶系的基因同时导人酿酒酵母中?使得酿酒酵母具

有高效率的纤维素降解能力，便可以实现梦寐以求

的纤维素直接发酵生产乙醇的工艺。本研究在这方

面做了初步的尝试，使得重组酿酒酵母获得了较高

的纤维素分解能力?为进一步的研究打下了良好的

基础。
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