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β- 1，3- 1，4- 葡聚糖酶在毕赤酵母中的

克隆与表达
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摘 要：β-1，3-1，4-D-葡聚糖酶是一类专一性降解β-1，3-1，4-葡糖苷键中的β-1，4-糖苷键，产生小分子还原糖的

水解酶，广泛应用于啤酒工业和饲料工业中。本研究根据毕赤酵母密码子偏好性优化β-1，3-1，4-葡聚糖酶基因序

列，采用PCR法将其插入毕赤酵母表达载体pPICZαA，经Sac I线性化后电击整合入毕赤酵母X-33基因组，构建重组酵

母；经菌落PCR验证和摇瓶筛选，获得一株X-33/pPICZαA-bgl，甲醇诱导96h后，酶活力达308.5U/mL，经SDS-PAGE电

泳，实际蛋白分子量约为33ku。β-1，3-1，4-D-葡聚糖酶最适反应pH为5.0，最适反应温度为50℃。
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Abstract：β-1，3-1，4-glucanase，which can hydrolyze β-1，3-1，4-glucan by cutting off the β-1，4-glycosidic
linkages and release shorter reducing sugar，has been applied in the brewing and animal feed additive
industry. It can effectively improve digestibility of barley-based diets and reduce enteritis. In this report，the
gene of β -1，3 -1，4 -glucanase，which was optimized according to Pichia pastoris condon usage，was
amplified by polymerase chain reaction and ligated into the expression vector pPICZαA. The recombinant
vector was lineared by Sac I and transformed into Pichia pastoris X-33 by electroporation. Then the optimal
positive transformant，named X-33/pPICZαA-bgl，was screened by colony PCR and shake flask fermentation.
The enzyme activity of recombinant β -1，3 -1，4 -glucanase couldreach 308.5U/mL after 96h methanol
induction. Results of SDS-PAGE showed that about 33ku protein of the β-1，3-1，4-glucanase was expressed.
Acidity and temperature optimal for this recombinant enzyme was pH5.0 and 50℃，respectively.
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β-1，3-1，4-D-葡聚糖，是一种由D型β-葡萄糖

苷通过β-1，3和β-1，4糖苷键连接而成的线性多糖；

β-葡聚糖作为一种非结构性淀粉多糖，广泛存在于

高等植物的细胞壁中，如谷物类的大麦、小麦、燕麦、
水稻等[1]。它有可溶性与非可溶性之分，可溶性β-葡

聚糖在液体中具有高黏性、高亲水性、高的吸水膨胀

力和持水性、高吸附性；基于上述特性，给含有β-葡

聚糖谷类作物的实际应用带来一些负面影响。如在

制造麦芽汁过程中，由于大量高分子β-葡聚糖存在，

致使麦芽汁粘度增大，过滤困难；在发酵过程中过量

的β-葡聚糖还会与蛋白质结合，使酵母早期沉淀。饲

料工业中发现，存在于饲料中的β-葡聚糖由于自身

的种种限制因素（高粘性、高亲水性、高吸水活性及

离子吸附性等）影响营养物质在动物体内的代谢，从

而降低饲料的转化率[2-3]。因此，β-1，3-1，4-葡聚糖

酶作为专一、高效降解β-1，3-1，4-D-葡聚糖的一类

酶，对解决含葡聚糖的谷类作物的工农业应用遇到

的问题，起到至关重要的作用。目前国内外已克隆和

表达了多种不同来源β-1，3-1，4-葡聚糖酶基因[4-6]，

并且国外已经实现了工业化。而国内对β-葡聚糖酶

的研究虽取得了相当的进步，但是在工业化工程中

仍然存在一些问题，如酶产量、稳定性、及比活力等

制约了其应用。本研究旨在构建筛选出β-1，3-1，4-
D-葡聚糖酶毕赤酵母基因工程菌，提高酶活力及其

热稳定性、酸碱稳定性，为葡聚糖酶的工业化应用奠

定基础。
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1 材料与方法
1.1 实验材料

大 肠 杆 菌（Escherichia coli）JM109、含β-1，3-
1，4-葡聚糖酶基因的质粒pLF3 均由厦门大学化学

化 工 学 院 化 工 系 卢 英 华 老 师 课 题 组 惠 赠 ；Pichia
pastoris X-33（毕赤酵母）、质粒pPICZαA Invitrogen
公司；β-1，3-1，4-葡聚糖（地衣多糖） Sigma公司

（St.louis，MO）；PCR试剂、限制性内切酶、Taq DNA聚

合酶、标准蛋白 TAKARA产品；质粒提取试剂盒、
凝胶回收试剂盒 广州东盛生物科技有限公司；博

来霉素 上海贝基生物科技有限公司；蛋白胨、酵母

粉、YNB 上海生物工程技术服务有限公司；LB培养

基 用于培养大肠杆菌；YPDS、BMGY/BMMY 用于培

养诱导毕赤酵母；以上培养基具体配方 见Invitrogen
公司的毕赤酵母操作手册[7]。
1.2 实验方法
1.2.1 β-1，3-1，4-葡聚糖酶基因扩增 以经密码子

优化合成的全基因glucanase为模板，在该基因两端

分别引入两个酶切位点，EcoR I、Not I，设计一对引

物如下：

BGL1：5’-CG GAATTC ATGAAACGAGTGTTG
CT-3’

BGL2：5’-AAA GCGGCCGC ATTGCTCGTATAT
TTTA-3’

PCR反 应 体 系（50μL）：10×PCR缓 冲 液5μL，

MgCl2（25mmol/L）3μL，dNTP（10mmol/L）1mL，两条引

物各1μL，模板1μL，Taq酶（10000U/mL）1μL，ddH2O
37μL。PCR反应程序如下：a.95℃ 4min；b.94℃ 1min、
55℃ 1min、72℃ 1min；c.重复步骤b 30次；d.72℃ 10min；

e.4℃保存。PCR产物经过1.0%琼脂回收预期大小的

片段。与pMD-T-18载体连接，转化入大肠杆菌

JM109感受态细胞，涂布在含氨苄青霉素LB平板

上，挑选阳性克隆，提质粒进行测序验证，得pMD18-
T-bgl。
1.2.2 毕赤酵母重组表达质粒的构建 将获得的

pMD18-T-bgl用EcoR I和Not I进行双酶切，回收目的

片 段 ， 并 与 同 样 经 过EcoR I和Not I双 切 的 载 体

pPICZαA进行16℃过夜连接，连接产物转化感受态大

肠杆菌JM109，涂布于含25μg/mL博来霉素的低盐LB
平板，37℃过夜培养后。挑选阳性克隆子提取质粒进

行测序，并用EcoR I和Not I进行双酶切验证。

1.2.3 毕赤酵母重组菌的构建及筛选 取构建好的

重组表达载体pPICZαA-bgl 20μL，经限制性内切酶

Sac I 在37℃下酶切16h，然后将酶切产物用无水乙

醇沉淀，溶于10μL无菌水，加入到80μL毕赤酵母

GS115感受态细胞，冰浴5min，在1500V电压（25μF）
条件下电击转化，迅速加入1mL 1mol/L的山梨醇，

转移到15mL空的无菌离心管中于30℃摇床下静置培

养2~3h，然后混匀分别适量涂布于含有100μg/mL博

来霉素的YPDS抗性平板，30℃倒置培养2~4d，直至

长出清晰菌落；随机挑取若干个单克隆，提取酵母基

因组DNA进行PCR验证是否转化成功。
1.2.4 重组毕赤酵母X-33摇瓶诱导表达 将转化的

毕赤酵母阳性克隆子，接种于25mL BMGY培养基中

培养24h后，离心收集菌体，加入25mL BMMY培养基

后于30℃、250r/min继续培养，每12h补加体积浓度为

0.5%的甲醇，并取样，离心得上清，即为粗酶液；测定

β-1，3-1，4-D-葡聚糖酶活力（DNS法[8]）。酶的活力

单位定义为：pH5.0，温度为50℃下，每分钟催化产生

1μmol还原糖（葡萄糖）所需要的酶量，即为1U。
1.2.5 表达产物SDS-PAGE电泳 采用分离胶浓度

12%，浓缩胶5%的SDS-PAGE，发酵液加入5×上样缓

冲液，沸水浴10min后上样20μL进行电泳，参照文献

[9]进行。
1.2.6 β-1，3-1，4-葡聚糖酶的最适反应温度测定

在不同温度下条件下按照常规法测定酶活力，以测

得的最高酶活力为100%，其余条件下测得的酶活力

换算成相对酶活。
1.2.7 β-1，3-1，4-葡聚糖酶对温度的稳定性测定

在酶液50、60、70、80℃分别保温30、60、90、120、150min，

冷却至室温，按照常规法测定残余酶活力，以未保温

酶液的酶活力为100%。
1.2.8 β-1，3-1，4-葡聚糖酶的最适反应pH测定 在

不同pH缓冲液中按常规法测定酶活力，以测得的最

高酶活力为100%，其余条件测得的酶活力换算成相

对酶活。
1.2.9 β-1，3-1，4-葡聚糖酶对pH的稳定性测定 将

酶液与不同pH得缓冲液50℃下保温1h，冷却至室温，

测定酶活，以处理前测得的酶活力为100%。

2 结果与分析
2.1 β-1，3-1，4-glucanase基因的获取

经过引物BGL1/BGL2扩增得到的阳性条带大小

图2 β-1，3-1，4-glucanase基因扩增产物

Fig.2 PCR product of β-1，3-1，4-glucanase gene
注：泳道1：DNA分子标记；泳道2~5：β-1，3-1，4-葡聚糖酶基因。
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图1 重组质粒pPICZαA-bgl
Fig.1 The constructed plasmid of pPICZαA-bgl
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在700bp左右，如图2所示，与目的基因glucanase的大

小（717bp，编码239个氨基酸）基本相符，测序验证，

至此成功获得bgl基因。
2.2 重组表达载体的构建

将pMD18-T-bgl和载体pPICZαA分别经EcoR I
和Not I双酶切，回收相应片段，连接产物转化大肠杆

菌JM109，挑取转化子扩增并抽提质粒。将抽提的质

粒经EcoR I和Not I双酶切，得到了700bp左右和3600bp
左右的条带（见图3），证实bgl基因成功插入载体

pPICZαA，将重组质粒命名为pPICZαA-bgl。

2.3 毕赤酵母的转化和重组菌株的验证
利用重组质粒pPICZαA-bgl上的AOX序列与毕

赤酵母基因组上的同源序列进行重组，进而把外源

基因整合入酵母染色体上。先用内切酶Sac I对重组

质粒进行线性化，然后通过电转化方法转化感受态

毕赤酵母细胞X-33。涂布于含100μg/mL博来霉素的

YPDS琼脂平板培养基进行初步筛选。随机挑取若干

菌株，用液氮破碎法提取酵母基因组作为模板，分别

以AOX基因的引物（5’AOX1/3’AOX1）和bgl的引物

（BGL1/BGL2）进行PCR验证，如图4所示，3~6泳道分

别是以转化子基因组为模板，泳道3引物AOX1/AOX2
得两个片段，分别为1300bp和2200bp，泳道4BGL1/
BGL2为750bp，泳道5AOX1/BGL2为1200bp，泳道6
BGL1/AOX2为800bp左右，而泳道2以原始菌株X-33
基因组为模板，引物为AOX1/AOX2得片段2200bp，

均与预期大小一致，至此重组毕赤酵母构建成功，命

名为X-33/pPICZαA-bgl。
2.4 重组毕赤酵母X-33摇瓶诱导表达

挑取表达菌株接种于25mL BMGY的培养基中，

30℃振荡培养约24h，离心收集菌体，用含0.5%的甲

醇的新鲜BMMY培养基重悬菌体，诱导表达。每隔

12h取样，测定酶活力及湿重，其产酶曲线如图5所

示。由图5可知，在摇瓶发酵中，经甲醇诱导96h酶活

力达到308.5U/mL，湿重为89.5g/L；96h之后产酶速率

趋于平缓。因此甲醇诱导96h为最佳诱导时间。

2.5 SDS-PAGE电泳检测表达产物
发酵液上清（用TCA法浓缩10倍）溶于5×上样缓

冲液，SDS-PAGE检验，结果见图6。从图6中可见在约

33ku有一条带，而阴性对照中没有相应条带。此条带

与β-1，3-1，4-葡聚糖酶理论分子量（26.6ku）相比稍

大，究其原因可能是蛋白表达过程中引起毕赤酵母

的糖基化作用，导致目的蛋白比理论分子量偏大。

2.6 β-1，3-1，4-葡聚糖酶的稳定性
2.6.1 温度对β-1，3-1，4-葡聚糖酶的影响 从图7
中可看出，在不同温度条件下，当低于50℃时，酶活

力随着温度的增加而增加；当温度达到50℃时，相对

酶活力达到最高；当温度大于50℃，酶活力逐渐下

降；高于55℃时，酶活力下降显著。由此可知，该酶的

最适反应温度为50℃，在40~55℃之间具有较高的酶

活性。

图4 PCR分析毕赤酵母阳性转化子

Fig.4 PCR analysis of the positive transformants
注：1：DNA分子标记；2：引物AOX1/AOX2，以原始菌株X-33基

因组为模板，验证pPICZαA转化子；3~6：以重组菌株基因组为

模板，引物AOX1/AOX2，BGL1/BGL2，AOX1/BGL2，BGL1/AOX2
验证pPICZαA-bgl转化子。
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图3 双酶切验证重组质粒pPICZαA-bgl
Fig.3 Identification of pPICZαA-bgl by digested with EcoR I

and Not I
注：泳道1：DNA分子标记；泳道2~4：质粒pPICZαA-bgl经EcoR I

和Not I双酶切。
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图5 β-1，3-1，4-葡聚糖酶的诱导表达

Fig.5 Expression of β-1，3-1，4-glucanase
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图6 重组X-33表达产物SDS-PAGE电泳结果

Fig.6 SDS-PAGE analysis of recombinant P.pastoris X-33
culture supernatant

注：M：蛋白分子标记；1~7：毕赤酵母工程菌X-33/pPICZαA-bgl
甲醇诱导不同时间（0、24、48、72、84、96、120h）发酵上清液；

8：毕赤酵母X-33发酵上清液。
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2.6.2 葡聚糖酶的热稳定性 由图8可看出，葡聚糖

酶在50~80℃范围内分别保温不同时间内的酶活力

的变化趋势基本一致，均逐步下降；随着温度的增加

和储存时间的延长，酶活力损失逐渐增大，然而在

50℃下保温150min后，相对酶活仍达到95.4%，而

70℃下保温30min酶活下降至38.5%，因此该酶在

50℃下具有较好的热稳定性。

2.6.3 pH对β-1，3-1，4-葡聚糖酶的影响 pH对酶

活的影响如图9所示，葡聚糖酶活力在pH5.0时达到

最大值。在pH4.5~6.0范围内相对酶活力均高于65%；

当pH大于6.0后，酶活力迅速下降；pH7时，酶活力只

有31.1%，说明碱性条件下酶活性较低。

2.6.4 葡聚糖酶对不同pH的耐受性 β-1，3-1，4-
葡聚糖酶经不同的酸碱处理1h后，结果如图10所示。
在pH3~7之间酶活力均能保持在80%以上，由此可见，

在不同的酸碱条件下酶均能保持较好的稳定性。

3 结论与讨论
β-葡聚糖酶作为一种重要的工业用酶，其应用

已扩展到酿酒工业、饲料工业、医药纺织等各个领域

中，具有广阔的应用前景。β-1，3-1，4-葡聚糖酶基

因在原核大肠杆菌中已有表达研究的报道[10-11]，本研

究运用真核表达系统，对β-1，3-1，4-葡聚糖酶的进

一步进行密码子偏好性优化，运用基因工程手段成

功实现了其在毕赤酵母系统中的高效分泌表达，其

初筛的摇瓶酶活力高达308.5U/mL，比优化密码子前

活力提高了近3倍，诱导时间为96h；经SDS-PAGE电

泳，实际蛋白分子量约为33ku，比理论分子量稍大，

究其原因可能是该基因的四个糖基化位点（Asn56-
Cys-Thr，Asn63-Val-Ser，Asn89-Arg-Ser，Asn210-Gly-
Thr），引起毕赤酵母的糖基化作用，从而导致目的蛋

白比理论分子量偏大。此外，对酶学性质进行了初步

探讨，该酶最适反应温度为50℃，最适反应pH为5.0，

在酸性条件下具有较好的稳定性。
毕赤酵母作为高效表达外源蛋白的表达系统，

高密度发酵是其重要特点，而且其胞外分泌的杂蛋

白少，有利于后期目的蛋白的分离纯化。今后将对该

工程菌进行摇瓶及发酵罐放大优化，探索目的蛋白

纯化工艺，为中试及后期应用奠定基础。此外，考虑

到甲醇型毕赤酵母在生产上的安全性问题及其产品

在食品应用方面的局限性，对酵母生产及产品分离

纯化提出了更高要求；为消除甲醇影响、拓展葡聚糖

酶应用、简化生产工艺及提高生产效率，后期将考虑

以组成型毕赤酵母为实验菌，用甘油替代甲醇实现

葡聚糖酶的生产。
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图7 温度对β-1，3-1，4-葡聚糖酶活性的影响

Fig.7 Effect of temperature onβ-1，3-1，4-glucanase activity
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图8 温度对β-1，3-1，4-葡聚糖酶稳定性的影响

Fig.8 Effect of temperature on β-1，3-1，4-glucanase stability
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图9 pH对β-1，3-1，4-葡聚糖酶活性的影响

Fig.9 Effect of pH on β-1，3-1，4-glucanase activity
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图10 温度对β-1，3-1，4-葡聚糖酶稳定性的影响

Fig.10 Effect of temperature on β-1，3-1，4-glucanase stability
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具有更好的保护机体DNA氧化损伤的作用。但由于

本实验局限于体外模型，对CADs联合在体内的代谢

及吸收机制还不很明确，体内清除自由基及对DNA
的氧化损伤作用还有待进一步研究。
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