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草酸青霉 １６ β⁃葡萄糖苷酶的异源表达

张　 念，林颖颖，祁可丹，王国平，欧阳蓓，赵喜华∗

（江西师范大学生命科学学院，江西 南昌　 ３３００２２）

摘要：为探究真核菌株草酸青霉 １６ 的 β⁃葡萄糖苷酶（１６ＢＧＬ）在不同宿主中的异源表达情况，该文

通过基因克隆技术，将 １６ＢＧＬ 基因分别与 ｐＰＩＣ９Ｋ、ｐＥＴ⁃２８ａ、ｐＧＡＰＺαＡ 载体进行连接，转化到毕氏

酵母 ＧＳ１１５ 或大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３）上，筛选阳性克隆子，比较并分析其表达情况． 结果表明：
１６ＢＧＬ⁃９Ｋ 未能成功电转到毕氏酵母 ＧＳ１１５ 上；将 １６ＢＧＬ⁃２８ａ 转化到大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 上，使用最

终物质的量浓度为 ５０ μｍｏｌ·Ｌ － １的 ＩＰＴＧ 和质量分数为 １． ７％的乳糖在 ２２ ℃下诱导可实现高水平

表达，但极易形成包涵体且无活性． 为了消除包涵体的影响，在相同条件下将 １６ＢＧＬ 的 Ｎ 端加入

ＤｓｂＡ 分泌信号肽，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检验，１６ＢＧＬ 有高水平可溶性表达，但无活性；将 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 电转

到 ＧＳ１１５ 上，筛选阳性克隆子并接种到含 ＹＰＧ 培养基的摇瓶中，结果表明：上清液蛋白质量浓度

达到 ２３． ７２３ ｍｇ·ｍＬ － １，且有活性． 真核来源的 １６ＢＧＬ 基因适合于真核宿主表达．
关键词：β⁃葡萄糖苷酶；异源表达；酶活
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０　 引言

碳水化合物是地球上分布最广、储量最丰富的

可再生生物质资源，大量焚烧碳水化合物会造成环

境污染和资源浪费［１⁃２］ ． 因此，将多余的碳水化合物

转化为有用的生物燃料和化学物具有重要的研究

价值［３］ ． 纤维素是自然界分布最广、含量最多的一

种多糖，占植物界碳含量 ５０％ 以上． 水解纤维素的

酶包括 β⁃１，４⁃内切葡聚糖酶（ＥＧ）、纤维二糖水解酶

（ＣＢＨ）和 β⁃１，４⁃葡萄糖苷酶（ＢＧＬ）． ＥＧ 可将长链

纤维素水解为纤维糊精和低聚糖，ＣＢＨ 释放纤维二

糖单位，ＢＧＬ 将纤维二糖转化为葡萄糖． ＢＧＬ 通常

被最终产物葡萄糖抑制，使得纤维二糖的水解成为

一个限速步骤． 纤维二糖的积累会抑制 ＥＧ 和 ＣＢＨ
的作用，减缓整个降解过程［４⁃６］ ． 因此，获得大量性

质优良的 ＢＧＬ 对加速这一过程具有重要意义．
本课题组筛选了一种新的快速生长的野生真

菌———草酸青霉 １６，它能分泌淀粉酶、纤维素酶和

半纤维素酶［２，７］，研究了草酸青霉 １６ 的 ＢＧＬ 的最适

温度、最适 ｐＨ 值、酸碱耐受性等，发现 １６ＢＧＬ 具有

较差的有机酸耐受性［８］ ． １６ＢＧＬ 已通过同源建模获

得 ３ 维结构，也进行了分子对接［８］，但是精确度不

如 Ｘ⁃衍射［９］的 ３ 维结构． 此外，１６ＢＧＬ 的催化机制

还有待进一步地阐释． 想要解决这些问题，关键是

要获得 １６ＢＧＬ 的蛋白晶体． 基于 Ｘ⁃衍射等技术的结

构解析，根据结构决定功能原理，可进行定点突

变［１０］，以获得耐受有机酸的 １６ＢＧＬ 突变体，为其应

用于纤维素乙醇生产奠定基础． 所有这些过程的前

提是获得高浓度、高纯度的 １６ＢＧＬ 蛋白． 因此，本文

从提高蛋白浓度入手，通过多种手段进行蛋白表达

的对比分析．



１　 实验材料与方法

１． １　 实验材料

１６ＢＧＬ 基因来源于本实验室， ｐＰＩＣ９Ｋ 载体、
ｐＥＴ⁃２８ａ 载体、ｐＧＡＰＺαＡ 载体、毕氏酵母 ＧＳ１１５ 分

别由清华大学李春教授和华东理工大学魏东芝教

授赠送． 大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）购自索来宝，胶回

收和质粒提取试剂盒分别购自 Ｏｍｅｇａ 和 Ａｘｙｇｅｎ 公

司，ＫＯＤ 酶购自 Ｔｏｙｏｂｏ 公司，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和各

种限制性核酸内切酶购自 Ｔａｋａｒａ 公司，ｌｅｘＣａｐＳＰ６ＦＦ

离子交换柱购自天地人和公司，氨苄西林、卡那霉

素、氯霉素、柠檬酸、二水合柠檬酸三钠、氯化钠、
ＩＰＴＧ、乳糖、考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 等均为分析纯试剂，
它们购自国药集团药业股份有限公司．

１． ２　 实验方法

１． ２． １　 １６ＢＧＬ 基因的获取 　 从 １６ＢＧＬ 基因序列，
根据 ｐＰＩＣ９Ｋ、ｐＥＴ⁃２８ａ、ｐＧＡＰＺαＡ 载体酶切位点，使
用 Ｐｒｉｍｅｒ５ 软件设计引物，引物序列如表 １ 所示，再
使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将双酶切基因和相应载体进行

连接．
表 １　 与不同载体相连的 １６ＢＧＬ 基因引物

表达系统 引物名称 引物序列（５′⁃３′） 划线处酶切位点

酵母 ＧＳ１１５
甲醇诱导型

１６ＢＧＬ⁃９Ｋ⁃Ｆ
ＴＣＣＣＣＴＣＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＴＧＣＣＴＡ
ＣＴＣＴＣＣＣＣＣＣＴＴ

ＥｃｏＲ Ｉ

１６ＢＧＬ⁃９Ｋ⁃Ｒ
ＴＴＴＴＴＣＣＣＡＡＡＣＣＴＡＧＧＴＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＧＡＴＣＧＧＣ

Ａｖｒ ＩＩ

酵母 ＧＳ１１５
组成型

１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ⁃Ｆ ＧＡＡＴＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＴＧＣＣＴＡＣＴＣＴＣＣＣＣＣＣＴ ＥｃｏＲ Ｉ

１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ⁃Ｒ
ＧＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＧＣＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＧＡ ＴＣＧＧ
ＣＴＧＡＡＡＧ

Ｎｏｔ Ｉ

大肠杆菌

ＩＰＴＧ 诱导型

１６ＢＧＬ⁃２８ａ⁃Ｆ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＴＧＣＣＴＡＣＴＣＴＣ ＥｃｏＲ Ｉ

１６ＢＧＬ⁃２８ａ⁃Ｒ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＡＡＡＧＣＴＴＣＴＧＣＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＧＡＴＣＧ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ

１６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ
ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＴＴＴＧＧＣＴＧＧＣＧＣＴＧＧＣＧＧＧ
ＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＧＴＴＴＡＧＣＧＣＴＡＧＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴ

ＥｃｏＲＩ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ

１． ２． ２　 １６ＢＧＬ 酶活性的鉴定　 在碱性条件下，β⁃葡
萄糖苷酶以水杨苷为底物，在 ５０ ℃下反应 ０. ５ ｈ，可
产生葡萄糖，还原糖与二硝基水杨酸（ＤＮＳ）会发生

氧化还原反应，生成 ３⁃氨基⁃５⁃硝基水杨酸，该产物

在煮沸条件下呈棕红色，根据在一定浓度范围内颜

色深浅与还原糖含量成比例关系的原理，在５４０ ｎｍ
处测定其吸光度．

在 １６ＢＧＬ 和 ｐＧＡＰＺａＡ 连接并转化到毕氏酵母

ＧＳ１１５ 中表达时，目的蛋白分泌在胞外，只需在培养

后离心取上清液鉴定即可． 当转化到大肠杆菌

Ｒｏｓｅｔｔａ 中表达时，目的蛋白分泌在胞内，只有在诱

导后超声破碎离心取上清液才能鉴定．
１． ２． ３　 重组载体的表达　 １）ＧＳ１１５ 重组菌的表达．
１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 重组载体经 Ａｖｒ Ⅱ线性化后电转到毕

氏酵母 ＧＳ１１５ 上，在含博莱霉素的 ＹＰＤ 平板上筛选

阳性克隆子，将阳性克隆子接种到 ＹＰＧ 液体培养基

中于 ３０ ℃和 １８０ ｒｐｍ 的转速下培养 ３ ～ ４ ｄ，４ ℃离

心取上清液测酶活，并进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白电泳

鉴定．
２）Ｒｏｓｅｔｔａ 重组菌的表达． 将含有 １６ＢＧＬ⁃２８ａ 重

组载体的阳性克隆子接种到 ＴＢ 培养基中， 在

１８０ ｒｐｍ和 ３７ ℃条件下培养 ５ ～ ７ ｈ，再加入最终物

质的量浓度为 ５０ μｍｏｌ·Ｌ － １的 ＩＰＴＧ 和最终质量分

数为 １． ７％的乳糖，于 １８０ ｒｐｍ 和 ２２ ℃条件下过夜

诱导，在破碎细胞后取上清验证酶活，并进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白电泳鉴定．

在 １６ＢＧＬ 的 Ｎ 端引入 ＤｓｂＡ 分泌信号肽序列，
含有 １６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 重组工程菌的表达操作步骤

同上．
１． ２． ４　 蛋白纯化　 使用 ５ ｍＬ ｌｅｘＣａｐ ＳＰ ６ＦＦ 离子

交换柱和 ＡＫＴＡ 液相色谱分析仪进行蛋白纯化． 蛋
白酶液在 １０ ０００ ｒｐｍ 转速下离心 １０ ｍｉｎ，用透析袋

固装好上清液并放在装有 ｐＨ 值为 ５． ０、物质的量浓

度为 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的柠檬酸缓冲液的烧杯中，用保

鲜膜密封好放在 ４ ℃冰箱中透析 ２ ～ ３ ｄ，期间最少

换 ５ ～ ７ 次缓冲液． 之后收集液在 １０ ０００ ｒｐｍ 转速下

离心 １０ ｍｉｎ，上清液使用孔径为 ０． ２２ μｍ 的微孔滤

膜抽滤，平衡液与洗脱液也需进行同样处理． 使用

１５ ｍＬ不含盐的 ｐＨ 值为 ５． ０、物质的量浓度为

２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的柠檬酸缓冲液以 １ ｍＬ·ｍｉｎ － １的流

８３２ 江西师范大学学报（自然科学版） ２０２３ 年



速平衡预装柱，然后以相同的流速上样 ８ ｍＬ 蛋白酶

液，室温静置３０ ｍｉｎ，使用２０ ｍＬ不含盐的 ｐＨ 值为

５． ０、物质的量浓度为 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ 的柠檬酸缓冲

液洗脱部分杂蛋白，最后使用 ｐＨ 值为 ５． ０、物质的

量浓度为 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的低盐柠檬酸缓冲液和物质

的量浓度为５００ ｍｍｏｌ·Ｌ －１的高盐柠檬酸缓冲液进行

梯度洗脱，直至出现蛋白峰值． 检测每一步收集液的

酶活和蛋白浓度，并进行ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ蛋白电泳鉴定．

２　 实验结果

２． １　 重组载体的构建

如图 １ 所示，１６ＢＧＬ⁃９Ｋ、１６ＢＧＬ⁃２８ａ、１６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃
２８ａ、１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 都连接成功．
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　 　 注：Ｍ 为Ｍａｒｋ；１、４、９、１０ 为 １６ＢＧＬ 基因；２ 为 ＢＧＬ⁃９Ｋ 重

组质粒，３ 为 ｐＰＩＣ９Ｋ 空载体；５、７ 为 ｐＥＴ⁃２８ａ 空载体，６ 为

ＢＧＬ⁃２８ａ 重 组 质 粒； ８ 为 ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 重 组 质 粒； １１ 为

ｐＧＡＰＺαＡ 空载体，１２ 为 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 重组质粒．
图 １　 重组表达载体构建凝胶电泳图

２． ２　 重组蛋白的表达

２． ２． １　 １６ＢＧＬ⁃２８ａ 在 Ｒｏｓｅｔｔａ 中的表达　 如图 ２ 所

示，１６ＢＧＬ⁃２８ａ 重组蛋白在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 中实现

高水平表达，但目的蛋白均为包涵体，破碎细胞上

清液也没有酶的活性．
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9kDa

200
116
97.2
66.4

44.3

29.0

20.1

　 　 注：Ｍ 为 Ｍａｒｋ；１ ～ ９ 为 １６ＢＧＬ⁃２８ａ 重组蛋白：１ 为目的

蛋白①号在破碎后的全细胞，２ 为在破碎后的上清液，３ 为在

破碎后的沉淀；４ 为目的蛋白②号在破碎后的全细胞，５ 为在

破碎后的上清液，６ 为在破碎后的沉淀；７ 为空载体 ｐＥＴ⁃２８ａ
在破碎后的全细胞，８ 为在破碎后的上清液，９ 为在破碎后的

沉淀．
图 ２　 １６ＢＧＬ⁃２８ａ 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

２． ２． ２ 　 １６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 在 Ｒｏｓｅｔｔａ 中的表达 　 如图 ３
所示，１６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 重组蛋白在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 中

实现了高水平表达，而且在破碎后上清液含有目的

蛋白，这表明在胞内可溶性表达，但是酶也无活性．
另外，ＤＮＡ 测序表明序列连接正确．

M 1 2 3 4 5 6kDa
200
116
97.2
66.4

44.3

29.0

20.1

　 　 注：Ｍ 为 Ｍａｒｋ；１ 为目的蛋白在破碎后的全细胞，２ 为在

破碎后的上清液，３ 为在破碎后的沉淀；４ 为空载体 ｐＥＴ⁃２８ａ
在破碎后的全细胞，５ 为在破碎后的上清液，６ 为在破碎后的

沉淀．
图 ３　 １６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

２． ２． ３ 　 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 在 ＧＳ１１５ 中的表达 　 由于

１６ＢＧＬ⁃９Ｋ 不能电转到 ＧＳ１１５ 中，所以后续的蛋白

表达实验也无法进行． 因 此， 本 文 将 １６ＢＧＬ 与

ｐＧＡＰＺａＡ 连接，并且成功电转到 ＧＳ１１５ 中． 如图 ４ 和

图 ５ 所示，１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 重组蛋白在毕氏酵母 ＧＳ１１５
中表达且有活性． 由表 ２ 可知：蛋白质量浓度达到

２３． ７２３ ｍｇ·ｍＬ －１，经过浓缩纯化后，质量浓度达到

０． ６４６ ｍｇ·ｍＬ －１；ＧＣ 纯度为 ７５％左右，但仍达不到

１０ ｍｇ·ｍＬ －１的质量浓度和９５％以上的ＧＣ 纯度的结

晶要求．

97.0

66.2

42.7

31.0

1 2 M

　 　 注：Ｍ 为 Ｍａｒｋ；１ 为在纯化后的蛋白酶液；２ 为在浓缩后

的原始酶液．
图 ４　 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

表 ２　 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 的蛋白纯化

蛋白酶液 蛋白质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＯＤ５４０

原始酶 ２３． ７２３ １． ７７
透析液 ２１． ６５５ １． ６５
穿梭液 ２． ０３３ １． ６１
收集液 ０． ２４０ １． ５９
浓缩液 ０． ６４６ １． ５５
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　 　 注：１ 为对照组：５０ μＬ 酶液与 ４５０ μＬ 底物水杨苷未加

热反应，在直接加 ５００ μＬ ＤＮＳ 终止反应后煮沸冷却；２ 为实

验组：５０ μＬ 酶液与 ４５０ μＬ 水杨苷在 ５０ ℃ 下加热反应

３０ ｍｉｎ，在再加 ５００ μＬ ＤＮＳ 终止反应后煮沸冷却．
图 ５　 １６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 酶活检测图

３　 讨论

能源在国家发展中被视为经济增长的重要推

动力，有着举足轻重的作用［１１］ ． 但化石等能源为不

可再生资源且储量有限，在使用过程中容易造成环

境污染问题． 用可再生资源替代化石能源，可以减

少化石燃料的使用并减少对环境的污染［１２⁃１３］ ． 木质

纤维素在可再生生物质资源中占比最大（４０％ ～
５０％ ），其以纤维素生物质为原料，可转化为各种化

学品（如乙二醇等） ［１４］ ． 纤维素需要 ＥＧ、ＣＢＨ 和

ＢＧＬ 协同降解，其中 ＢＧＬ 是整个水解反应的限速

酶，它可将纤维二糖转化为葡萄糖［１５］，通过催化末

端非还原性 β⁃Ｄ⁃葡糖基残基的水解并释放 β⁃Ｄ⁃葡
萄糖． ＢＧＬ 在许多领域（如纤维素降解、食品风味的

改善等）中具有重要的应用价值，它存在于自然界

许多植物、酵母、曲霉、木霉［１６］ 等细菌体内，可参与

生物体的糖代谢，对维持生物体正常生理功能起着

重要作用［１７］ ． 此外，ＢＧＬ 还能将在水果、蔬菜、茶叶

中的风味前体物质水解为具有浓郁天然风味的香

气物质． 因此，近年来 ＢＧＬ 受到学术界广泛关注，具
有重要的理论和实用价值．

本文以 １６ＢＧＬ 为出发点，研究它与不同载体连

接后在不同宿主上的表达情况． 通过实验成功地筛

选到了阳性克隆子，但在验证后发现表达情况各不

相同． １６ＢＧＬ⁃９Ｋ 未能电转到毕氏酵母 ＧＳ１１５ 上，其
原因可能是重组载体片段过大；１６ＢＧＬ⁃２８ａ 转化到

大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 上，筛选阳性克隆子接种到 ＴＢ 培

养基中，在 ３７ ℃和 １８０ ｒｐｍ 条件下培养５ ～ ７ ｈ，使
用最终物质的量浓度为 ５０ μｍｍｏｌ·Ｌ － １的 ＩＰＴＧ［１８］

和最终质量分数为 １． ７％ 的乳糖在 ２２ ℃下过夜诱

导可实现高水平表达，但极易形成包涵体且无活

性． 为了消除包涵体，可使重组蛋白分泌至周质空

间，周质空间的周质蛋白不仅能帮助重组蛋白正确

折叠还有利于二硫键的生成． 因此，在设计 １６ＢＧＬ
引物时， Ｎ 端加了分泌信号肽序列 ＤｓｂＡ［１９⁃２０］ ．
１６ＢＧＬ⁃Ｄ⁃２８ａ 在相同条件下可实现高水平可溶性表

达，但表达的酶经鉴定无活性；１６ＢＧＬ⁃ＺαＡ 电转到

毕 氏 酵 母 ＧＳ１１５ 中， 涂 板 到 ＹＰＤ 平 板 （ 含

１００ μｇ·ｍＬ － １博莱霉素）上，筛选阳性克隆子接种

到 ＹＰＧ 烧瓶中，在 ３０ ℃和 １８０ ｒｐｍ 条件下培养 ３ ～
４ ｄ，最终能组成分泌表达且有酶的活性，但蛋白纯

化后的质量浓度较低，仅为 ０． ２４０ ｍｇ·ｍＬ － １ ． 为了

获得蛋白结晶，未来工作应集中于发酵罐小试研

究，以获得更多的 １６ＢＧＬ．
从构建的重组表达载体在不同宿主中的表达

情况来看，来源于真核菌株的基因在原核宿主中很

难表达出有活性的蛋白，因为原核宿主缺乏蛋白翻

译后修饰的功能，所以目的蛋白不能折叠为正确的

３ 维结构，最终导致蛋白无活性． 这为之后的研究提

供了一些思路：来源于真核菌株的基因应在真核宿

主中表达，尽量避免使用原核宿主．
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