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毛柄金钱菌 gpd启动子驱动福寿螺纤维素酶
基因在灰盖鬼伞菌中的表达

杨培周 1 , 2，郭丽琼 1，林俊芳 1 ,*
(1. 华南农业大学食品学院，广东 广州      510640；2. 合肥工业大学生物与食品工程学院，安徽 合肥      230009)

摘   要：为研究毛柄金钱菌 gpd 启动子驱动福寿螺纤维素酶基因(mfc)在大型丝状真菌中的表达效果，本实验通过构

建毛柄金钱菌 gpd 启动子驱动的 mfc 基因的真核表达载体，采用 PEG(polyethylene glycol)介导法将目的基因重组进

色氨酸营养缺陷型灰盖鬼伞菌染色体，对转化子进行 PCR、Southern blotting、RT-PCR 等分子鉴定，通过测定滤

纸酶、CMC 酶和木聚糖酶的活力考察 mfc 的表达效果。结果表明：多功能纤维素酶基因整合入灰盖鬼伞基因组中，

毛柄金钱菌 gpd启动子能够高效驱动 mfc 基因的表达，其中酶活力最高的工程菌株为Cfvlm9，其滤纸酶活力、CMC
酶活力和木聚糖酶活力分别为 21.5、44、235U/mL，分别是对照的 1.79 倍、1.6 倍和 2.97 倍。
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Abstract ：In order to investigate the expression of multifunctional cellulase gene of Ampullarium crossean (mfc) in large
filamentous fungi driven by glyceradehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) promoter (Fvl) of Flammulina velutipes, a new
eukaryotic expression vector containing F. velutipes gpd promoter (Fvl) and A. crossean cellulase gene (mfc) was constructed.
The expression vector was inserted into the chromosome of tryptophan auxotrophic Corprinus cinereus by polyethylene glycol
(PEG) mediation. The transformants were selected by PCR and Southern blotting. The transcription of mfc was confirmed by
RT-PCR and the expression of mfc was further determined by measuring the activities of filter paper enzyme , carboxymethylcellulase
and xylanase. The results showed that mfc driven by F. velutipes gpd promoter exhibited highly effective expression in engineered
C. cinereus, and the strain with the highest cellulase activity was Cfvlm9, in which the filter paper enzyme, carboxymethylcellulase
and xylanase activities were 21.5, 44 U/mL and 235 U/mL, respectively with 1.79, 1.6 and 2.97 fold increase as compared to the
control strain.
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纤维素酶是能将纤维素降解为葡萄糖的酶的总称，

广泛应用于酿造、保鲜以及饮料加工等食品工业中。纤

维素酶能够加快柿子[1]、黄花梨[2]的成熟，提高废水的

回收利用率和出酒率[3 ]，增大饮料的透光率[4 ]；降低薯

浆的黏度，提高淀粉产率 [ 5 ]。

通过物理化学诱变等传统方法选育产纤维素酶的微

生物菌株，表达的纤维素酶受到酶活力较低、酶系组

分不合理、成本较高的限制。通过遗传工程技术开发

新型高效的纤维素酶表达工程菌是开发高产纤维素酶菌

株的一个重要方向。福寿螺纤维素酶基因(mfc)具有高活
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性，同时具有内切 -β-1,4- 葡萄糖苷酶、外切 -β-1,4- 葡
萄糖苷酶以及木聚糖酶的多功能性[6]。高等大型真菌是

一种良好的高效分泌外源基因产物的宿主菌[7]。利用遗

传工程技术，研究毛柄金钱菌 gpd 启动子驱动下的 mfc
基因在大型真菌灰盖鬼伞菌中的表达，为构建新型纤维

素酶工程菌提供参考。

1 材料与方法

1.1 目的基因与启动子基因

本课题组前期从福寿螺(捕捉自广州华南农业大学教

学实验农场)的胃组织中分离出纤维素酶基因(mfc)，其

开放阅读框为 1185bp[8]；从毛柄金钱菌(购自华中农业大

学菌种厂)的基因组中分离出 gpd 启动子 fvl，基因片段

长度为 1412bp[9]。

1.2 试剂与仪器

T4 DNA 连接酶    美国 Promega 公司；Taq 聚合

酶、EcoR Ⅰ和 Spe Ⅰ限制性内切酶    上海生工生物工

程技术服务有限公司；实验所用引物均由上海生工生物

工程技术有限公司合成；RT-PCR 操作试剂盒    美国

Invitrogen 公司；杂交试剂盒   瑞士 Roche 公司；其他

化学试剂均为分析纯。

PCR 扩增仪    德国 Biometra 公司；低温冷冻离心机

德国 Eppendorf 公司；紫外凝胶成像系统    美国 Bio-Rad
公司；Elga 超纯水仪   英国 Ultra Bioscience 公司。

1.3 方法

1.3.1 表达质粒 pgFvl-mfc 的构建和鉴定

首先用限制性内切酶 S a cⅡ和 S p eⅠ双酶切质粒

pgLes-mfc [10]，回收含有 mfc 基因的载体大片段，然后

再同样用这两种限制性内切酶双酶切载体 pGEM-fvl [9]，

胶回收 gpd 启动子 fvl 基因，最后采用 DNA 连接酶将回

收的载体大片段和 gpd 启动子 fv l 基因连接，得到重组

质粒 pgFvl-mfc。酶切及 DNA 连接反应参照所购酶说明

书进行。

1.3.2 测序鉴定

根据 mfc 基因的序列与重组质粒构建的 DNA 序列特

点，在距离 mfc 的上游 60bp 的位置设计一段反向引物，

序列为5＇-CAGTCGGTCGATCTCGCTGG-3＇，该引物片段

与 mfc 上游的一部分载体片段互补，通过扩展能够向下

扩展延伸到联接目的片段部分，通过扩增、测序、检

测 mfc 基因上游片段的序列。

1.3.3 遗传转化及鉴定

将已构建的含有 mfc 基因的重组质粒和含有灰盖鬼

伞菌恢复基因的辅助质粒 pCc1001 利用 PEG(polyethylene
glycol)介导法共转化灰盖鬼伞菌色氨酸营养缺陷型菌株

LT2，菌株通过溶壁酶去壁生成原生质体，重组质粒在

PEG 的介导下转化原生质体[11]，转化质粒 pCc1001 后的

缺陷型菌株能够在无色氨酸的营养缺陷性固体平板培养

基上生长。通过转化筛选拟转化子，然后以目的基因

mfc 为引物扩增鉴定，Southern blotting 杂交鉴定采用地

高辛荧光标记法，探针的引物来自 mfc 基因片段，筛选

出真实的阳性灰盖鬼伞工程菌株。转化子基因组 DNA
提取采用 CTAB(hexadecyltrimethylammonium bromide)
法，RT-PCR 鉴定 mfc 基因的引物为：Primer R：5＇-
GCTTCAGTCAAGCGCATGCC-3 ＇(20bp)；Primer F：5＇-
GTCGGCGGCGTGTGCGATACG-3＇(21bp)。

1.3.4 纤维素酶及木聚糖酶酶活力的测定

通过测定阳性转化子和对照的纤维素酶活力和木聚

糖酶活力，研究 mfc 基因的表达。将转化子与对照菌株

接种于灰盖鬼伞菌再生培养基上，30℃培养 3d，然后

采用打孔器取等量的菌丝体接种到含 50mL 液体发酵培养

基的 250mL 三角瓶中，30℃、150r/min 摇瓶培养。从

第 5 天开始，隔天测一次酶活力，每次取 3 m L 菌液。

再生培养基配制[11]：称取 10g 葡萄糖、2g 天冬酰

胺、0.1g 腺嘌呤硫酸盐，加入 25mL Stock A 缓冲液、

1mL Stock B 缓冲液、10mL Stock C 缓冲液和适量蒸馏

水，充分溶解后定容至 1000mL，加入 14g 琼脂粉，121℃
高压灭菌 15min；液体发酵培养基配制：硝酸铵 1%、

磷酸二氢钾 0.8%、磷酸氢二钠 0.2%、七水硫酸镁 0.5%、

酵母抽提物 2%、3% 香蕉皮粉，pH6.0，121℃高压灭

菌 15min。
采用 3,5-二硝基水杨酸(DNS)法测定底物还原糖的释

放量，推算出滤纸酶活力、CMC 酶活力和木聚糖酶活

力。酶活力单位的定义为：每分钟由底物生成 1μmo l
葡萄糖(或木糖)所需的酶量为一个酶活力单位(U)[12]。

　　                                   m×V0×5.56
CMC酶活力 /(U/mL)=————————               (1)
　　                                           V×t

式中：m为葡萄糖质量 /mg；V0 为酶液定容体积 /mL；
V 为反应体系中酶液加入体积 /mL；t 为反应时间 /min。

滤纸酶活力计算公式同 CMC 酶活力。

　　                                     m×V0×6.67
木聚糖酶活力 /(U/mL)=————————             (2)
　　                                             V×t

式中：m 为木糖质量 /mg；V0 为酶液定容体积 /mL；
V 为反应体系中酶液加入体积 /mL；t 为反应时间 /min。

2 结果与分析

2.1 载体构建

Sac Ⅱ和 Spe Ⅰ双酶切质粒 pgLes-mfc 和 pGEM-fvl，
分别回收目的 D N A 片段，连接、转化、得到重组质

粒 pgFvl-mfc，PCR 扩增鉴定，得到一条带约为 1200bp
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的 DNA 片段(图 1)，Sac Ⅱ和 BsrG Ⅰ酶切重组质粒，得

到一条带约为 2800bp，一条带约为 3100bp(图 2)。Sac Ⅱ

和 Spe Ⅰ双酶切重组质粒，酶切的两个目的 DNA 片段

大小分别约为 4000bp 和 1400bp(图 3)，与预期结果一致。

测序鉴定的结果见图 4，mfc 上游紧靠 gpd-Fvl 基因，证

明重组质粒构建成功。重组质粒的框架图表明总大小为

5711bp，其中 gpd -vFv1 大小为 1412bp，mfc 大小为

1185bp，表达质粒的主框架为 3114bp，在限制性内切

酶 Sac Ⅱ、Spe Ⅰ和 BsrG Ⅰ的黏性末端互补作用下，通

过 DNA 连接酶将各片段链接成整体，毛柄金钱菌 gpd
启动子和 mfc 基因已经连接入重组质粒中(图 5)。

2000bp→

M 1 2 3 4 5

1000bp→
750bp →
500bp →
250bp →
100bp →

M. 分子质量标准；1.空白对照(水)；2～5. 扩增产物。

图 1 重组质粒 pgFvl-mfc 的 PCR 扩增鉴定

Fig.1   Identification of recombinant expression vector pgFvl-mfc by
PCR amplification

M 1

800bp →

4000bp→
3000bp→
2000bp→

1200bp→

M.分子质量标准；1 .酶切产物。

图 2 重组质粒 pgFvl-mfc 的 Sac Ⅱ和 BsrG Ⅰ酶切鉴定

Fig.2   Identification of recombinant expression vector pgFvl-mfc by
double enzyme digestion with Sac II and BsrG I

M 1 2

800bp →

4000bp→3000bp→
2000bp→
1200bp→

500bp →

200bp →

M .分子质量标准；1、2 .酶切产物。

图 3 重组质粒 pgFvl-mfc 的 Sac Ⅱ和 Spe Ⅰ酶切鉴定

Fig.3  Identification of recombination expression vector pgFvl-mfc by
double enzyme digestion with Sac II and Spe I

2.2 转化子分子鉴定

2.2.1 PCR 鉴定结果

通过遗传转化以及色氨酸营养缺陷型菌株筛选，获

得 60 个 pgFvl-mfc 拟转化子，将部分转化子进行基因组

PCR 扩增鉴定(图 6)，结果表明，该 4 个转化子都扩增

出一条约 600bp 明亮特异的条带，与阳性质粒扩增的结

果一致，且都与预期的扩增基因片段(600bp)相符。初

步确定 mfc 已经整合入转化子的 DNA 中，共有 20 个转

化子的基因组中同时插入了 m f c 和 t r p 1，共转化率为

3 3 %。

下划线为 gpd-Fvl 序列；波浪线为 mfc 序列。

图 4  重组质粒 pgFvl-mfc 的测序鉴定

Fig.4   Identification of recombinant expression vector pgFvl-mfc by
sequencing

pgFvl-mfc
  5711bp

Amp terminator

mfc

gpd-Fvl
spe Ⅰ

EcoR ⅠSac Ⅰ
Sac Ⅱ

图 5 表达质粒 pgFvl-mfc 的构建

Fig.5   Construction of recombinant expression vector pgFvl-mfc

1 2 3 4 CK－ CK ＋ M

750bp
500bp

M.分子质量标准；1～4.分别为拟转化子 Cfvlm4、
Cfvlm6、Cfvlm9、Cfvlm10；CK －.阴性(未转化的营

养缺陷型原菌株)；CK+.阳性(扩增带有 mfc 的质粒)。
图 6 拟转化子的 PCR 扩增鉴定

Fig.6   Identification of putative C. cinereus transformants by PCR
amplification

BsrG Ⅰ
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2.2.2 Southern blotting 鉴定结果

选择 4 个 PCR 扩增鉴定稳定且电泳条带亮度较强的

拟转化子，液体大量培养后，抽取基因组 DNA，通过

酶切、电泳、转膜、与地高辛标记的目的基因 m f c 探

针杂交(图 7)。结果表明：4 个转化子的基因组 DNA 和

阳性对照与 mfc 探针杂交后，杂交膜中出现明显信号条

带，该结果与 P CR 鉴定相一致，进一步证明目的基因

已经稳定整合进转化子染色体上。各转化子杂交信号条

带数量存在差异，可能原因是外源重组质粒整合如灰盖

鬼伞基因组 DNA 的拷贝数存在差异，多个杂交信号条

带也可能是基因的分离整合以及基因组染色体 DNA 的重

排引起的，此外，在同一泳道转化子的杂交信号的明

亮强度不同，可能是由外源载体 DNA 不完全整合入宿

主染色体 D N A 中，产生“边界序列”引起的 [ 1 3 ]。

CK ＋  1 2 3 4 CK－

CK+.阳性质粒；CK －.阴性对照(转化的原菌株)；1～4.分
别为拟转化子 Cfvlm4、Cfvlm6、Cfvlm9、Cfvlm10。
图 7 灰盖鬼伞菌拟转化子的 Southern blotting 鉴定

Fig.7   Identification of putative C. cinereus transformants by Southern
blotting

2.2.3 RT-PCR鉴定结果

通过抽取总 RNA，消化基因组 DNA，分离 mRNA，

合成 cDNA，以设计的引物进行 PCR 扩增，结果见图

8。各拟转化子的 RT-PCR 泳道中出现一条明亮的约为

600bp 的 DNA 条带，与阳性对照一致，证明已经整合

进宿主染色体中的目的基因实现正确转录，毛柄金钱菌

gpd 启动子能够驱动目的基因 mfc 的表达。

1 2 3 4 CK－ CK ＋ M

M.分子质量标准；1～4.分别为拟转化子 Cfvlm4、Cfvlm6、
Cfvlm9、Cfvlm10；CK －.阴对照性(没有转化的营养缺陷型

原菌株)；C K + .阳性对照(扩展含有目的基因 m f c 的质粒)。
图 8 转化子的 RT-PCR 鉴定

Fig.8   Identification of putative C.cinereus transformants by RT-PCR

2.3 转化子纤维素酶和木聚糖酶的表达

2.3.1 转化子表达的滤纸酶活力

图 9 转化子的滤纸酶活力

Fig.9   Filter paper enzyme activity of transformants
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以仅转化含有灰盖鬼伞菌恢复基因的辅助质粒

pCc1001 的转化子为对照，测定转化子(含有辅助质粒

pCc1001 和目的基因 mfc，以下同)的滤纸酶活力，研究

目的基因在灰盖鬼伞工程菌株中的表达。由图 9 可见，

各转化子的滤纸酶活力都比对照有了一定的提高，但各

转化子间的酶活力存在较大的差异，酶活力最高的为

Cfvlm10，达到 23U/mL，约是对照的 2 倍；Cfvlm9 的

酶活力稍低；酶活力最小的为 Cfvlm6(13U/mL)。

2.3.2 CMC 酶活力

图 10 转化子的 CMC 酶活力

Fig.10   Carboxymethylcellulase activity of transformants
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由图 10 可知，各转化子的 CMC 酶活力都比对照有

了较大的提高，其中酶活力最高的为 Cfvlm9，CMC 酶

活力达到 44U/mL，比对照提高 40%；转化子最低的CMC
酶活力为 32U/mL，稍高于对照菌株(27U/mL)。

2.3.3 木聚糖酶活力

测定各转化子的木聚糖酶活力，考察多功能纤维素

酶的表达。由图 11 可见，转化子的木聚糖酶活力比对

照显著提高，对照的木聚糖酶活力为 79U/mL，Cfvlm9
的木聚糖酶活力达到 235U/mL，是对照的近 3 倍；木聚

糖酶表达最低的转化子为 Cfvlm6，酶活力约是对照的 2
倍。显示出转化子具有较高的木聚糖酶活性。
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3 结论与讨论

本实验构建出毛柄金钱菌 gpd 启动子驱动的 mfc 基

因的真核表达载体，并将其遗传转化入大型真菌灰盖鬼

伞染色体中，m f c 在灰盖鬼伞菌中实现了转录和表达。

与对照菌株比较，各工程菌株的滤纸酶活力、CMC 酶

活力和木聚糖酶活力都得到不同程度的提高，其中酶活

力提高最高的工程菌株为 C f v l m 9 ，其滤纸酶活力、

CMC 酶活力和木聚糖酶活力分别为对照的 1.79 倍、1.6
倍和 2.97 倍。

针对纤维素酶工程菌株的构建策略，目前主要研究

思路：一方面是通过提高β-葡萄糖苷酶、内切葡聚糖

酶和外切葡聚糖酶的某一单个酶表达量；另一方面是通

过构建具有以上 3 种酶融合基因的工程菌株，提高各酶

系协同降解纤维素的效果。纤维素酶的一些不足促使人

们开发新的纤维素酶酶源，试图从其他生物中寻找更具

有应用前景的纤维素酶，动物纤维素酶逐渐成为研究的

重点[14]。最初人们普遍认为动物自身不含有纤维素酶，

那些食木性的节肢动物以及草食性动物是通过体内共生

生物来利用纤维素的，但是随着研究的深入，人们逐

渐发现动物体内的纤维素酶与其体内的生物并没有直接关

系[15]。对线虫[16]、甲虫[17]和白蚁[18]等体内纤维素酶基因

进行克隆，进一步证实了内源性动物纤维素酶的存在。
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图 11 转化子的木聚糖酶活力

Fig.11   Xylanase activity of transformants
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