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摘要: 根据朱黄青霉( Penicillium minioluteum HI�4)��1, 6�葡聚糖酶的基因序列,人工合成 ��1, 6�葡聚糖酶基因并将其

插入毕赤酵母(Pichia pas toris )表达载体 pPICZ�A, PCR和双酶切验证结果均表明成功构建了重组质粒 pP ICZ�A�Dex.

重组质粒经 Sac� 线性化后整合到毕赤酵母 X33基因组中进行表达.摇瓶发酵表明,重组毕赤酵母经甲醇诱导 120 h 产

酶活力达到最高值 29. 2 U / mL, SDS�PAGE 结果显示在 67 ku附近有明显的条带,与 ��1, 6�葡聚糖酶理论分子质量相符

合.
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� � 葡聚糖( dex tr an)是 D�吡喃葡萄糖的聚合物, 主

要通过 ��1, 6糖苷键,以及少量的 ��1, 2, ��1, 3和 ��1,
4糖苷键连接. 葡聚糖由于其良好的生物相容性被广

泛用于医疗领域,如做成葡聚糖胶囊控制药物释放
[ 1]

,

特定分子质量的葡聚糖溶液还可用作代用血浆[ 2] 等.

但是葡聚糖也有很多副作用, 如: 在制糖工业中,葡聚

糖使糖汁粘度增高导致过滤困难, 蔗糖的结晶效率降

低,形成针状晶体,降低离心分离过程中糖蜜的清除效

率,使糖的精炼质量下降;葡聚糖还会使饮料产生絮状

物,使糖果变形, 精糖的葡聚糖含量指标规定不超过
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; 同时,食物中的葡聚糖会与唾液中的糖

蛋白形成牙菌斑, 进而导致龋齿[ 6�7] . ��1, 6�葡聚糖酶
(��1, 6�dex t ranase, EC3. 2. 1. 11) ( 67 ku)通过水解葡

聚糖中的 ��1, 6�糖苷键, 把葡聚糖分解成小分子的葡

萄糖、低聚异麦芽糖、异麦芽糖,从而降低糖液的粘度,

缩短煮沸和蒸发时间,提高结晶效率和净化器的效率,

提高糖的质量[ 3�5] ;通过 ��1, 6�葡聚糖酶的水解作用控
制葡聚糖的大小,可以满足医疗领域对血浆的需求;使

用添加了 ��1, 6�葡聚糖酶的牙膏,可以预防龋齿和牙

菌斑的形成[ 8] . 因此, 近年来, ��1, 6�葡聚糖酶受到了
研究人员的重视. 然而, 由于其主要为真菌表达产

物[ 2] ,天然菌株的产酶量满足不了实际应用的要求,因

此,利用基因工程技术构建高效表达 ��1, 6�葡聚糖酶
的重组菌株,对提高酶的产量具有重要意义.

朱黄青霉 ( P enici ll ium minioluteum HI�4) 是一
种能够合成 ��1, 6�葡聚糖酶的真菌,然而其产酶量很

低,不适于直接用于工业生产. 毕赤酵母( Pichia pas�
tori s ) 不仅具有大肠杆菌繁殖快、易于培养、遗传操作

简单和易于工业化生产等原核生物的特点, 还具有真

核生物基因表达调控和蛋白修饰功能, 如糖基化、蛋白

磷酸化等,避免了产物形成包涵体, 活性降低等问题;

再者,毕赤酵母还具有醇氧化酶基因 AOX1 启动子,

可以严格控制外源基因的表达;此外,毕赤酵母自我分

泌的蛋白极少,同时其表达质粒pPICZ�A 具有编码 ��
信号肽、6 � his标记的基因以及 Zeocin 抗性基因, 不

仅可以高效分泌表达外源蛋白, 而且有利于目的蛋白

的纯化
[ 9]

. 因此, 将朱黄青霉 ��1, 6�葡聚糖酶基因
( Dex )导入毕赤酵母高效表达体系,有望获得具有大

规模工业生产价值的重组菌株. 本研究以朱黄青霉为

出发菌,以 pPICZ�A 为表达载体,通过基因克隆技术,

在毕赤酵母中成功表达 ��1, 6�葡聚糖酶基因.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材 � 料

1. 1. 1 � 菌种和质粒

大肠杆菌 ( Escher ichia col i ) DH5�, 本实验室保

存;毕赤酵母 X33, 本实验室保存; 质粒 pPICZ�A, 购

于 Invit rog en公司.

1. 1. 2 � 工具酶和试剂盒

EcoR � , N ot �, S ac �, T aq 酶, T4 DNA 连接酶

均购自 TaKaRa(大连)有限公司.



质粒小量提取试剂盒, DNA 凝胶回收试剂盒均购

自广州东盛生物科技有限公司.

1. 2 � 实验方法

1. 2. 1 � DNA的提取

质粒 DNA 的提取参考广州东盛生物科技有限公

司质粒小量提取试剂盒说明书.

1. 2. 2 � 朱黄青霉 Dex 基因的获得

根据美国专利数据库(专利号: 5637491)中所报道

朱黄青霉 HI�4的 Dex 基因序列[ 10] , 人工合成 Dex 基

因.基因的合成委托上海英骏生物技术有限公司.

1. 2. 3 � Dex 基因的扩增

根据 Dex 的基因序列设计下列引物: 上游引物

( P1) : 5��T CGCGAA TT CAT GGGCA CT ACGAA TA�
ATACCCA�3�,下游引物( P2) : 5��ATCT GCGGCCGC

GGAAACCTGGAAATGT CCT TAT T�3�. 下划线处
为引入的限制性酶切位点, P1带 E coR �酶切位点, P2

带 N ot �酶切位点.引物委托上海英骏生物技术有限

公司合成.以人工合成的 D ex 基因为模板 PCR 扩增

Dex 基因, 预期目的片段大小约为 2 000 bp. PCR反

应条件为: 95 � , 4 m in; 94 � , 1 m in; 56 � , 1 min; 72

� , 1 min;循环 30次; 72 � , 10 m in.

1. 2. 4 � pPICZ�A�Dex 载体的构建

PCR扩增产物及载体 pPICZ�A 用 EcoR �和N ot

�双酶切, 在质量分数为 1%的琼脂糖凝胶电泳分别

回收相应的条带, 用 T4 连接酶 16 � 过夜连接, 反应

体系为 1 �L 10 � T4连接酶缓冲液, 1 �L T 4 DNA连

接酶, 4 �L Dex 基因, 1 �L pPICZ�A, 3 �L 蒸馏水.

CaCl2 法转化大肠杆菌 DH5�, 涂布于含有 Zeocin( 25

�g/ mL)的 LB 平板上, 37 � 培养 16 h, 筛选阳性克

隆. CaCl2 转化方法参考文献[ 11] .

1. 2. 5 � 毕赤酵母分泌表达系统的构建

选取正确重组子,提取其质粒 DNA经 S ac�酶切

后线性化, 用电转化法转入毕赤酵母 X33 感受态细

胞, 用含 Zeocin ( 100 �g/ mL) 的 YPD( yeast ex t ract

peptone dex t rose medium )平板筛选, 获取外源 Dex

基因成功整合插入毕赤酵母 X33 染色体的重组菌株.

电转化方法参考文献[ 11] .

1. 2. 6 � 重组酵母的培养

将重组酵母接种于 25 mL BMGY 培养基 ( 10 g/

L 酵母提取物, 20 g/ L 蛋白胨, 13. 4 g / L YNB, 0. 4

mg/ L 生物素, 体积分数为 1%的甘油)中, 28 � , 200

r/ min培养 24 h.

1. 2. 7 � 重组酵母的诱导表达
培养液于 4 000 r/ min离心 5 m in 收集菌体, 把菌

体加入到 50 mL 诱导培养基 BMMY( 10 g/ L 酵母提

取物, 20 g/ L 蛋白胨, 13. 4 g/ L YNB, 0. 4 mg/ L 生物

素,体积分数为 0. 5%的甲醇, pH 6. 0) 中, 28 � , 200

r/ min诱导培养 144 h.每隔 24 h 取样 500 �L,并补加

体积分数为 5%的甲醇 500 �L, 使总体积保持不变.

1. 2. 8 � Dex 酶活性测量方法

利用 DN S法
[ 12]
测定还原糖的含量来计算 ��1, 6

葡聚糖酶的活性,酶活力单位( U )定义为在 40 � 、pH

5. 5条件下, 每分钟催化底物葡聚糖 T 2000 水解产生

1 �mol还原糖所需的酶量.

1. 2. 9 � Dex 的 SDS�PA GE 分析

将重组毕赤酵母诱导培养于 50 mL BMMY培养

基中,培养 120 h ,取培养液于 4 000 r/ m in离心 5 min

后,取上清 90 �L 于 10 �L 10 �上样缓冲液混合均匀,

沸水中煮 5 min,取 10 �L 进行 SDS�PAGE.分离胶浓

度 12% (质量分数) ,浓缩胶浓度 5%(质量分数) , Bio�
Rad电泳仪电泳,电压 120 V,电泳 90 min.银染观察.

2 � 结果与分析

2. 1 � PCR扩增 Dex 基因

以人工合成的 Dex 基因为模板,利用引物 P1、P2

进行扩增 Dex 基因. 扩增产物经质量分数为 1%的琼

脂糖凝胶电泳鉴定, 结果显示在 2 000 bp左右出现特

异性条带(图 1) , 与预期目的片段大小一致.

Lane M . DNA Marker ; L ane 1~ 5. P roduct o f PCR.

图 1 � PCR产物凝胶电泳

Fig. 1 � Aga rose gel electr opho resis of PCR product

2. 2 � pPICZ�A�Dex 分泌表达载体的构建

PCR扩增获得的 Dex 基因及pPICZ�A载体用
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EcoR �和 N ot �双酶切回收后连接, 转入大肠杆菌

DH5�, 利用含有 Zeocin( 25 �g/ L )的 LB平板上筛选

出阳性克隆.提取质粒通过 PCR验证和 E coR �、N ot

�双酶切验证, 均得到了约 2 000 bp的条带(图 2, 3) ,

证明Dex基因已经成功连接到pPICZ�A载体上 , 将

所得到的重组质粒命名为 pPICZ�A�Dex.

2. 3 � 重组毕赤酵母产酶诱导表达

提取质粒 pPICZ�A�Dex 经 Sac�酶切线性化后,

电转化转入毕赤酵母 X33感受态细胞, 利用含 Zeocin

( 100 �g/ mL)的 YPD平板筛选出重组毕赤酵母.对电

转化筛选出的 7株重组毕赤酵母进行诱导表达,筛选

出来一株产酶活力最高的重组酵母菌, 其产酶曲线如

图 4所示. 从图 4 可知, 在摇瓶发酵中, 经甲醇诱导

120 h时酶活力达到最大值 29. 2 U/ mL.

2. 4 � SDS�PAGE分析

2. 3中摇瓶发酵的样品, 离心取上清进行 SDS�
PAGE,由图 5可知, 在约 66. 2 ku 附近有明显的条

带 , 与预期��1, 6�葡聚糖酶大小一致, 表明朱黄青霉

Dex 基因在毕赤酵母 X33中得到表达,并且随着发酵

时间的延长,产酶量增加,与产酶曲线变化一致.

3 � 结 � 论

随着人们对糖类物质质量和数量要求的提高, 以

及医疗领域对代用血浆需求的增大, ��1, 6�葡聚糖酶
日益受到人们的重视, 提高 ��1, 6�葡聚糖酶的产量和
质量也成为国内外研究的热点. ��1, 6�葡聚糖酶主要
为真菌的胞内产物, 产量低而且不容易分离纯化. 本文

成功构建了 pPICZ�A�Dex 分泌表达载体,并以毕赤酵

母 X33为宿主表达了 ��1, 6�葡聚糖酶. 筛选得到的重

组菌株在摇瓶中发酵,随着发酵时间的延长, 产酶量增

加,经甲醇诱导 120 h 时酶活力达到最大值 29. 2 U/

mL.另外, 对重组菌培养基优化以及对 ��1, 6�葡聚糖
酶酶学性质的研究工作正在进行中, 有望提高 ��1, 6�
葡聚糖酶的质量和产量, 以满足工业化的要求.
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Cloning of a Recombinant Dextranase and Its Expression in

Pichia pastoris

ZHONG Li�juan, Bwegendaho Damien, CH EN Long�jun, LING Xue�ping,
H E Ning, LU Ying�hua*

( Colleg e of Chem istry and Chemical Eng ineering , Xiamen Univ eristy , Xiamen 361005, China)

Abstract: The ��1, 6�dex tr anase gene w as amplified from a synthetic ��1, 6�dex tranase gene derived from P enicil lium minioluteum

HI�4 and w as inser ted into plasmid pP ICZ�A. The recombinant plasmid named pPICZ�A�Dex was ident ified by PCR and enzyme di�

gestion, and was then electrot ransfo rmed into P ichia pastor is X33. The recombinant Pichia pastor is X33 was induced t o expr ess the

dex tranase using methano l. T he enzyme activit y reached 29. 2 U / mL after 120 h o f induct ion. The size of the r ecombinant ��1, 6�dex�

t ranase is approx imat ely 67 ku analyzed by SDS�PAGE, w hich is consistent w ith the theo retical molecular w eight.

Key words:��1, 6�dex tr anase; P enicillium minioluteum ; Pichia p astor is
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