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酿酒酵母GPD 1中整合表达纤维二糖酶
基因用于纤维素酒精发酵的研究
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　　[摘　要 ]　采用基因敲除技术,在工业酿酒酵母染色体DNA 上的甘油代谢途径关键酶基因GD P 1中,整合入

来源于里氏木霉的Β2葡萄糖苷酶基因bg lÊ ,通过提高G418浓度筛选得到多拷贝整合子。结果表明,整合子利用纤

维二糖的能力得到提高,产甘油能力下降,外源基因表达稳定; 引入外源基因后,其对酵母增殖能力没有大的影响,

仅形态发生变化; 在以微晶纤维素为原料,结合纤维素酶发酵时,与亲代工业酿酒酵母相比,发酵液乙醇浓度最高

增加 69%。
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　　纤维质原料转化燃料乙醇是全球许多科学工作

者研究的热点,而高活力纤维素酶是影响纤维质原

料转化为乙醇的关键因素。一般认为,纤维素酶是一

种多组分的复合酶,复合酶协同作用才能将纤维素

大分子转化为葡萄糖[122 ]。Ho ltzapp le 等[3 ]认为,纤

维素酶水解纤维素形成的中间产物纤维二糖是纤维

素酶的非竞争性抑制物,即纤维二糖会对纤维素酶

的催化作用形成强烈的反馈抑制,纤维二糖的水解

是纤维素酶降解纤维素的限速步骤。Stock ton 等[4 ]

在利用纤维质原料生产酒精时认为,有效酶法水解

纤维素时需要较高活性的纤维二糖酶。沈雪亮等[5 ]

用固定化纤维二糖酶消除了稀酸处理玉米芯经

T. reesei纤维素酶降解时因纤维二糖积累所造成的

反馈抑制作用。Β2葡萄糖苷酶 (纤维二糖酶, EC3. 2.

121)的研究可以追溯到 1837年, L ieb ig and W oh ler

首次在苦杏仁汁中发现了该酶,其分布较为广泛,特

别是在植物种子和微生物中的分布尤为普遍。较早

对Β2葡萄糖苷酶基因克隆与表达进行的研究,是M i2
saw a等[6 ]于 1989 年对瘤胃球菌蛋白Β2葡萄糖苷酶
基因在Z. m obilis中的表达和稳定性的研究。此后,

对许多不同来源的Β2葡萄糖苷酶基因均进行了克隆
与表达研究[7 ] ,但以上研究均是期望宿主微生物能

够大量积累Β2葡萄糖苷酶,以获得商用Β2葡萄糖苷

酶; 或者使宿主微生物能表达足够量的Β2葡萄糖苷
酶酶活,从而以纤维二糖为底物进行发酵[8210 ]。

如果能将Β2葡萄糖苷酶基因整合在酒精发酵用
酵母染色体上,使其能高效稳定表达,并能结合纤维

素酶一起应用于纤维素酒精发酵,则有可能在不增

加成本的前提下提高纤维素的利用率,对有效利用

纤维质原料生产燃料乙醇是一种有益的探索。本研

究拟通过分子生物学手段构建 1株能稳定表达Β2葡
萄糖苷酶的重组酵母,结合纤维素酶应用于微晶纤

维素酒精发酵试验,以期为提高纤维素的利用率提

供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　菌种和质粒

　　酒精工业生产用酿酒酵母 (S accha rom y ces cere2
v isiae Y)、里氏木霉 (T richod erm a reesei)、大肠杆菌

宿主菌株E scherich ia coli JM 109 ( recA 1 sup E 44 en2
dA 1 hsdR 17 gy rA 96 relA 1 th i∃ (L ac2p roA B ) F′

[ traD 36 p roA B
+

lacI
q

lacZ ∃M 15 ])、实验酵母

S. cerev isiae W 3032A (M A T Αad e221 h is3211 leu223

trp 121 u ra321 can12100)、穿梭质粒pYX212 (细菌酵

母穿梭载体, N ovagen 公司产品,带有 T P I 强启动

子)和质粒pSK sym 8 Km (带卡那基因片段) ,均由本
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研究室保藏。

1. 2　培养基、工具酶和试剂

1. 2. 1　培养基　本研究中所用的主要培养基有:

(1)产酶培养基。含豆饼粉45 göL、麸皮10 göL、玉米
粉20 göL、磷酸二氢钾5 göL、氯化钙3 göL、氯化铵5

göL ,用于培养里氏木霉菌体。 (2)LB 培养基。含胰

蛋白胨 10 göL、酵母提取物 5 göL、氯化钠 10 göL ,

pH 7. 0; 使用前需加入 100 ΛgömL 氨苄青霉素和

(或) 40 ΛgömL 卡那霉素。LB 固体培养基需添加15

göL 琼脂,用于大肠杆菌培养。(3) YEPD 培养基。含

胰蛋白胨 20 göL、酵母提取物 10 göL、葡萄糖 20 gö

L , pH 自然。YEPD 固体培养基中添加15 göL 琼脂
用于酵母菌培养; 添加 100 ΛgömL G418 用于整合

子的筛选。 (4) YNBG 培养基。含酵母氮基 (不含氨

基酸) 6. 7 göL、葡萄糖 20 göL、亮氨酸 0. 12 göL、色
氨酸 0. 12 göL、组氨酸 0. 12 göL、腺嘌呤0. 12 göL。

YNBG 固体培养基中需添加 15 göL 琼脂,用于S.

cerev isiae W 30321A 转化子的筛选和培养。 (5) YN 2
BC 培养基。含酵母氮基 (不含氨基酸) 6. 7 göL、纤维
二糖20 göL、亮氨酸0. 12 göL、色氨酸0. 12 göL、组
氨酸0. 12 göL、腺嘌呤0. 12 göL。
1. 2. 2　工具酶和药品　碱性磷酸酶 (C IA P )、T 4

DNA 连接酶和限制性内切酶H indË、E coR É 等均
为晶美生物工程有限公司产品; Κ2E co T 14É digest

DNA M arker 和 Pyrobest 酶均购于宝 (TA KA RA )

生物工程有限公司; mRNA 分离、反转录和胶回收

试剂盒均为德国Q IA GEN 产品; PCR 产物纯化试剂

盒为上海申能博彩生物技术有限公司产品; 纤维二

糖为 Sigm a 公司产品; 其他试剂药品皆为国产或进

口的分析纯和生化试剂。

1. 3　方　法

1. 3. 1　里氏木霉总RNA 提取　参照文献[ 11 ]的方

法进行。

1. 3. 2　里氏木霉总RNA 纯化mRNA　按照Q IA 2
GEN 的O ligoex K IT 说明书, 用试剂盒从总RNA

中分离po ly A + mRNA。

1. 3. 3　目的基因 bg l Ê 的 PCR 扩增　根据

T akash im a 等[12 ]发表的T. reesei bg lÊ基因序列,设

计扩增里氏木霉Β2葡萄糖苷酶基因bg lÊ所用的上、
下游引物,并由上海生工生物工程有限公司合成。上

游引物A 的序列为: 5′2CCG GAA T TC A T G T T G

CCC AA G GA C T T T CA G T GG G23′;下游引物B

的序列为: 5′2CCC T TC GAA A T T TCC CCT

T T G AA G AA G CA T CA G G23′;划线部分分别为

E coR É和H indË的酶切位点。
分别按Q IA GEN 的ON E2ST EP R T 2PCR K IT

说明书,在PCR 管中加入适当体积的引物等试剂进

行目的基因bg lÊ扩增。PCR 反应条件为: 55 ℃ 30

m in 进行反转录; 95 ℃ 15 m in; 94 ℃ 1 m in, 64. 3 ℃

1 m in, 72 ℃ 1 m in, 30个循环; 72 ℃延伸10 m in。于

4 ℃条件下保存扩增产物。

1. 3. 4　目的基因bg lÊ的克隆与表达　选用大肠杆
菌2酵母穿梭质粒pYX2212 作为载体,将 bg lÊ 基因
片段用限制性内切酶E coR É和H indË酶切后,与对

应限制性内切酶酶切的质粒pYX2212通过T 4DNA

连接酶连接,构建重组质粒pYX2BGL ,转化至E. coli

JM 109感受态细胞中,然后涂布于含氨苄青霉素的

LB 平板培养基上,挑选转化子,常规方法提取质粒

后用限制性内切酶E coR É和H indË酶切验证。
1. 3. 5　目的基因 bg lÊ 表达能力的验证　 (1)将重

组质粒pYX2BGL 电转化至感受态酵母S. cerev isiae

W 30321A 中,然后涂布于YNBG 平板培养基上,于

30 ℃培养 3 d,挑选转化子于另一块YNBG 平板培

养基上划线培养,再制取细胞裂解液,测定Β2葡萄糖
苷酶活性。(2)将转化子和S. cerev isiaeW 30321A 单

菌落分别转接入于YNBC 液体培养基中,于 30 ℃,

200 röm in 培养48 h,测定培养液OD 600。

1. 3. 6　显性标记的引入　卡那基因是一种来自细

菌的基因,编码一种非活性酶 (氨基糖苷酸转移酶)。

该基因在酵母中的表达能使酵母对G418产生抗性,

可作为显性的选择标记。

在本研究中, 用限制性内切酶H ind Ë 从质粒

pSK sym 8 Km 上切下卡那基因片断,将回收得到的

基因片段 (1 kb) ,与用H indË酶切并去磷酸化的重
组质粒pYX2BGL 通过T 4DNA 连接酶连接后,转化

至E. coli JM 109感受态细胞,用含氨苄青霉素和卡

那霉素的LB 平板培养基筛选,构建重组载体pYX2
BGL∷8 Km ,其构建流程如图1所示。

1. 3. 7　整合用基因簇的PCR 扩增　一般而言,若

将通过 PCR 方法获得的基因片断 (含合适抗性标

记)用于整合,其两端各需有50 bp 左右的片段序列

作为介导[13 ]。根据pYX2212载体序列,在T P I 启动

子序列上游和多克隆位点下游设计引物P1和P2,引

物P1和P2上下游各引入54 bp 的酿酒酵母磷酸甘

油脱氢酶 (GD P)基因片段。

上游引物P1的序列为:

5′2AA C T TA A CT TCC GGC CA C T T G AA T GCT

GGT A GA AA G A GA A GT TCC TCT TCT GT T AA C
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GGG A GC GTA A T G GT G A T G GAA 23′;

下游引物P2的序列为:

5′2TAA T TC T TC AA T CA T GTC CGG CA G GT T

CT T CA T T GG GTA GT T GT T GTA AA C GA T GA G

A TA TCA T GC GTA GTC A GG CA C23′。

划线部分为酿酒酵母磷酸甘油脱氢酶 (GD P )

基因片段。

以重组载体pYX2BGL∷8 Km 为模板进行PCR

扩增, PCR 反应体系为: 10×Buffer 5 ΛL , dN T P 4

ΛL , P1和P2各1 ΛL ,DNA 模板1 ΛL , Pyrobest (酶)

0. 25 ΛL , ddH 2O 补至 50 ΛL。PCR 反应程序为: 96

℃ 5 m in; 94 ℃ 25 s, 56 ℃ 1. 5 m in, 68 ℃ 5 m in, 35

个循环; 72 ℃延伸10 m in。

图 1　重组质粒pYX2BGL∷8 Km 的构建流程

F ig. 1　Construction of p lasm id pYX2BGL∷8 Km

1. 3. 8　目的基因整合　将1. 3. 7中经PCR 扩增得

到的gp d 1′∷ (PT P I 2bg l28 Km )基因簇纯化后,电转化

至工业酿酒酵母S. cerev isiae Y 中,以含200 ΛgömL

G418的YEPD 平板培养基筛选整合子。

1. 3. 9　多拷贝整合子的挑选　为提高重组酵母Β2
葡萄糖苷酶的表达量,需筛选多拷贝整合子。首先挑

取 1. 3. 8 中获得的阳性整合子, 将其转接到YEPD

固体培养基上进行培养,然后在含500 ΛgömL G418

的YEPD 固体培养基上挑取生长最快、菌落最大的

阳性整合子进行后续研究, 该整合子被暂命名为

S accha rom y ces cerev isiae CG1。

1. 3. 10　整合子S. cerev isiae CG1的验证及基本性

质考察　 (1)S. cerev isiae CG1基因组DNA 的提取。

按文献[ 14 ]方法进行。(2) PCR 扩增试验。以提取的

S. cerev isiae CG1基因组DNA 为模板,按照扩增bg l

Ê的引物和条件进行PCR 扩增。(3)传代能力。将S.

cerev isiae CG1 转接于 YEPD 斜面培养基上, 于 30

℃培养,每24 h 转接1次,共转接10次,再将斜面菌

种分别转接于YNBC 培养基中,于30 ℃, 200 röm in

培养48 h,测定OD 600值,研究S. cerev isiae CG1对唯

一碳源的利用能力。(4)增殖能力和形态变化。分别

将S. cerev isiae CG1 和亲代酿酒酵母转接于YEPD

培养基中,于30 ℃, 200 röm in 振荡培养2 h,静置培

养24 h,酵母计数并观察形态。

1. 4　重组酵母纤维素试验

将微晶纤维素 (Cellu lo se m icrocrysta lline)以m

661 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

(微晶纤维素)∶V (自来水) = 1∶4 的比例拌料,调

节pH 为4. 8,分别添加体积分数1%的吐温280和纤

维素酶,于 50 ℃恒温水解 1～ 1. 5 h, 添加 200 m gö

mL 氨苄青霉素后分别按体积分数10%的接种量接

种S. cerev isiae CG1 和亲代酵母S. cerev isiae Y, 30

℃培养72 h。在此发酵过程中,纤维素酶 (滤纸酶活

30 IU ömL )的添加量和添加时间按照下述 3种发酵

方式进行:在500 mL 三角瓶中,加30 g 微晶纤维素,

补水拌料,调pH 为4. 8; (1)按每克原料添加6 IU 纤

维素酶的比例添加纤维素酶,水解后接种、发酵; (2)

首先按每克原料添加 4 IU 纤维素酶的比例添加纤

维素酶,于 50 ℃恒温水解 1～ 1. 5 h 后,再按每克原

料添加 2 IU 纤维素酶的比例补加纤维素酶,接种、

发酵; (3)首先按每克原料添加 4 IU 纤维素酶的比

例添加纤维素酶,于 50 ℃恒温水解 1～ 1. 5 h 后,再

按每克原料添加 2 IU 纤维素酶的比例补加纤维素

酶,接种、发酵,在发酵过程中,每隔 12 h 按每克原

料添加2 IU 纤维素酶的比例补加纤维素酶。发酵过

程中每隔 12 h 取样测定发酵液中纤维二糖和葡萄

糖的含量。

将亲代酵母和本研究构建得到的整合酵母按上

述方法进行纤维素发酵试验,比较发酵过程中纤维

二糖、葡萄糖和酒精的变化。

1. 5　发酵液检测

培养液中的纤维二糖和葡萄糖含量采用H PL C

法[15 ]测定;发酵液中的乙醇浓度采用气相色谱法[16 ]

测定。

1. 6　Β2葡萄糖苷酶的酶活测定
按照文献[ 17 ]的方法进行Β2葡萄糖苷酶的酶活
性测定。

2　结果与分析

2. 1　里氏木霉Β2葡萄糖苷酶基因bg lÊ的克隆与表
达

2. 1. 1　里氏木霉总RNA 的分析　提取总RNA 质

量的优劣, 由RNA 的均一性 (即纯度)和完整性决

定。用紫外分光光度计分别测定里氏木霉总RNA 在

230, 260和280 nm 处的吸光度A 230,A 260和A 280,结果

表明, A 260öA 230大于2, A 260öA 280为1. 7～ 2. 0,这说明

总RNA 的均一性较好。由里氏木霉总RNA 的电泳

图 (图2)可知,样品28S RNA 与18S RNA 的亮度比

约为2,这说明总RNA 的完整性较好。

2. 1. 2　目的基因 bg lÊ 扩增　由图 3 可知,扩增到

的目的基因bg lÊ的长度约为1. 5 kb,与预期结果一

致。

2. 1. 3　基因 bg lÊ 的克隆与表达　由图 4 可知,重

组质粒pYX2BGL∷8 Km 经E coR É 和H indË 双酶
切后得到1. 5和8. 3 kb 的条带,与目的基因bg lÊ和
载体片段相吻合, 初步认为成功获得了重组质粒

pYX2BGL。进一步验证试验表明: ①转化子的Β2葡

萄糖苷酶活性为 0. 47 U ömL (亲代酵母S. cerev isiae

Y 无Β2葡萄糖苷酶活性) ,初步说明目的基因bg lÊ
能在酿酒酵母中表达; ②将转化子和S. cerev isiae

W 30321A 单菌落分别转入YNBC 液体培养基中培

养48 h 后,培养液的OD 600分别为 0. 195和 0. 06,说

明转化子能以纤维二糖为唯一碳源生长,而S. cere2
v isiae W 30321A 基本不能生长,进一步证明目的基

因bg lÊ在酿酒酵母中进行了正确表达。
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图 4　重组质粒pYX2BGL∷8 Km 的酶切验证
1. Κ2DNA öE co T 14; 2. H indË酶切重组质粒;

3. E coR É , H indË双酶切重组质粒

F ig. 4　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm id

pYX2BGL∷8 Km by digest ion
1. Κ2DNA öE co T 14; 2. D igested by H indË ;

3. D igested by E coR É and H indË

2. 2　目的基因在工业酿酒酵母染色体上的整合

2. 2. 1　卡那基因的引入　引入卡那基因后,重组质

粒大小应该为 10. 8 kb,分别由 8. 3 kb 的pYX2212

质粒、1. 5 kb 的目的基因 bg lÊ 和 1 kb 的卡那基因

串联而成。图4表明,重组质粒单酶切后分别得到9.

8和 1 kb 大小的片段, 双酶切后得到 8. 3, 1. 5, 1. 0

kb 3 个基因片段, 与构建过程相吻合, 说明成功构

建得到了重组质粒pYX2BGL∷8 Km。

2. 2. 2　整合子的验证及其基本性质　由图5可知,

扩增得到了长度1. 5 kb 的基因片段,这与目的基因

bg lÊ 的长度一致,表明目的基因 bg lÊ 已在工业酿
酒酵母染色体上整合成功。由图6可知,经过10次转

接后,整合子S. cerev isiae CG1在YNBC 培养基中的

生长能力并未减弱。

　　本研究对酵母增殖能力进行的统计发现,培养液

中整合子酵母数 (平均 0. 84 亿ömL )和亲代酵母数

(平均 0. 91 亿ömL )差异不明显,这表明整合子增殖

能力并没有降低。对酵母形态进行的电镜观察发现,

整合子形状较常规酵母略小,具较强的自絮凝力。这

可能是由于引入纤维二糖后,使某些细胞膜组成发生
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了变化,从而引起细胞形态上的差异 (图7, 8)。

2. 3　整合酵母的微晶纤维素发酵

由表1可知,同步发酵72 h 后,在相同的发酵方

式下S. cerev isiae CG1纤维二糖的平均含量较亲代

酵母低,而发酵液酒精度较亲代酵母高,说明本研究

构建的菌株能部分消除纤维二糖的反馈抑制作用。

表 1　亲代酵母S. cerev isiae Y 与整合酵母S. cerev isiae CG1发酵微晶纤维素的比较

T able 1　Comparison of ferm entat ion of cellu lo se m icrocrysta lline by recom binan t yeast and its paren t yeast

菌株
Strain

发酵方式
P rocess N o.

试验批次
T est N o.

酒精度ö%
A lcoho l

纤维二糖ö
(m g·L - 1)
Cellob io se

葡萄糖ö
(m g·L - 1)

Gluco se

S. cerev isiae Y 1
1 1. 8 1 019 332

2 1. 3 1 350 354

2
1 2. 8 606 231

2 2. 6 725 124

3
1 8. 3 86 963

2 8. 5 165 883

S. cerev isiae CG1 1
1 2. 6 713 1 283

2 2. 2 645 1 099

2
1 4. 3 168 172

2 4. 0 209 155

3
1 8. 9 N. D. 648

2 9. 0 77 916

　　注: N. D. 表示未检出。N o te: N. D. is no t detectab le.

　　一般来讲,纤维素酶水解可分为纤维素酶吸附

在纤维素表面、纤维素降解生成可发酵性糖、纤维素

酶的解吸3个步骤。3步水解过程中纤维素酶的活性

会降低,这种钝化作用部分是由于纤维素酶对纤维

素的不可逆吸附造成的。有研究[18 ]发现,在纤维素

酶水解过程中添加表面活性剂能够改变纤维素的表

面特性,减少纤维素酶对纤维素的不可逆吸附。在本

研究中,培养液添加了吐温280以减缓酶的钝化。同

步发酵纤维素72 h 的发酵过程中,葡萄糖和纤维二

糖的浓度变化如图9所示。

图 9　不同方式发酵过程中葡萄糖和纤维二糖浓度的变化

- □- . S. cerev isiae Y (葡萄糖) ; - △- . S. cerev isiae CG1 (葡萄糖) ; - ○- . S. cerev isiae Y (纤维二糖) ; - ◇- . S. cerev isiae CG1 (纤维二糖)

F ig. 9　Changes of gluco se and cellob io se concen tra t ion in the differen t ferm entat ion courses

- □- . S. cerev isiae Y (gluco se) ; - △- . S. cerev isiae CG1 (gluco se) ; - ○- . S. cerev isiae Y (cellob io se) ; - ◇- . S. cerev isiae CG1 (cellob io se)

　　由图9可知,虽然酶的钝化仍然存在,但发酵方

式 (2)优于发酵方式 (1) ,表明补加纤维素酶后纤维

素的利用效果较好。由表 1 和图 9 可知,按照方式

(1)和 (2)进行发酵,与亲代酵母相比,采用重组酵母

S. cerev isiae CG1发酵时,因其表达生成的Β2葡萄糖
苷酶可协同纤维素酶水解纤维素,部分解除了纤维

二糖对纤维素酶的反馈抑制作用,提高了纤维素的

利用效率;发酵一段时间后,其发酵液中纤维二糖的

积累相对于亲代酵母发酵液中明显减少,发酵时间

延长,酒精度升高。方式 (3)中不断有新的纤维素酶

加入,发酵状态趋于相同,这是由于纤维素酶的不断

加入,同时带入Β2葡萄糖苷酶,使其达到一定浓度,

纤维二糖不再积累,这也再次证明了纤维素的有效

发酵需要高活性Β2葡萄糖苷酶的结论[4 ]。
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3　讨　论

当今世界,能源需求日益增大与可利用能源日

益减少的矛盾愈发突出,利用纤维质原料进行清洁

能源——燃料酒精的生产越来越受到广泛重视。本

研究希望通过DNA 重组技术,将T. reesei的Β2葡萄
糖苷酶基因整合到工业酿酒酵母的染色体DNA 上,

使其在细胞内有一定表达量,以期得到一种新型的

酒精发酵酵母,使其能在利用纤维质原料时部分解

除纤维二糖的抑制作用,提高纤维素的水解率,以期

有效利用纤维质原料生产燃料乙醇。

国内外已有构建能利用纤维二糖重组酵母的报

道,如M ach ida 等[19 ]、Cumm ings等[20 ]的酵母分泌表

达Β2葡萄糖苷酶的研究及T anaka 等[21 ]的酵母细胞

表面固定Β2葡萄糖苷酶的研究等。但分泌或表面表

达Β2葡萄糖苷酶时,发酵液的复杂成分和较高的酒

精浓度对Β2葡萄糖苷酶的活性非常不利,不利于纤

维素的降解利用。本研究提出了Β2葡萄糖苷酶在酵
母细胞内适量表达,纤维素酶降解的纤维二糖进入

细胞被进一步利用的思路。这样,重组酵母协同纤维

素酶就可能有效降解利用纤维素进行酒精发酵。

本试验结果表明,通过实现Β2葡萄糖苷酶基因
在工业酿酒酵母染色体DNA 上的整合,初步达到了

预期的目标,在同步发酵纤维素产生酒精时,纤维二

糖的积累降低,部分消除了其对纤维素酶的反馈抑

制作用,发酵液酒精度得到较大幅度增加。但是,由

于研究过程中目的基因的整合拷贝数不高,因此在

酵母中表达时酶活较低。适用于工业酿酒酵母的高

拷贝整合质粒的构建、能高活力表达Β2葡萄糖苷酶
基因的筛选等进一步的研究工作正在进行。

[参考文献 ]
[ 1 ]　To lan J S, Foody B. Cellu lase from subm erged ferm en tation [J ]. A dv B iochem Engin B io tech, 1999, 65: 41267.

[ 2 ]　E sterbauer H , SteinerW , L abudova I, et al. P roduction of T richod erm a cellu lase in labo rato ry and p ilo t scale[J ]. B io res T echno l, 1991, 36:

51265.

[ 3 ]　Ho ltzapp le M , Cognata M , Shu Y C, et al. Inh ib it ion of T richod erm a reesei cellu lase by sugars and so lven ts[J ]. B io tech B ioeng, 1990, 36:

2752287.

[ 4 ]　Stock ton D C,M itchell D J , Grohm ann K, et al. Op tim um Β2gluco sidase supp lem en tation of cellu lase fo r efficien t conversion cellu lo se to

gluco se[J ]. B io tech L ett, 1991, 13 (1) : 57262.

[ 5 ]　沈雪亮,夏黎明. 固定化纤维二糖酶的研究[J ]. 生物工程学报, 2003, 19 (2) : 2362239.

[ 6 ]　M isaw a, N akam ura K. Exp ression and stab ility of a Β2gluco sidase gene of rum inococcus albus in Zym ononas m obilis[J ]. A gric B io l Chem ,

1989, 53 (3) : 7232727.

[ 7 ]　曾黎辉, Pou lton J E,吕柳新. P ich ia p astoris表达Β2葡萄糖苷酶基因研究[J ]. 福建农林大学学报:自然科学版, 2003, 32 (3) : 3312335.

[ 8 ]　Rajoka M I, Bash ir A , H ussain S R , et al. C lon ing and exp ression of beta2gluco sidase genes in E scherich ia coli and S accharomy ces cerev isiae

using shu ttle vecto r pYES 2. 0[J ]. Fo lia M icrob io l, 1998, 43 (2) : 1292135.

[ 9 ]　M o rana A ,M o racciM , O ttom brino A , et al. Industrial2scale p roduction and rap id purification of an archaeal beta2glyco sidase exp ressed in

S accharomy ces cerev isiae[J ]. B io tech A pp l B iochem , 1995, 22 (3) : 2612268.

[ 10 ]　A dam A C, Rubio2T exeira M , Po laina J. Induced exp ression of bacterial beta2gluco sidase activity in S accharomy ces cerev isiae[J ]. Yeast,

1995, 11 (5) : 3952406.

[ 11 ]　李春明,王俊琦. 丝状真菌深黄被孢酶RNA 的提取方法[J ]. 菌物系统, 1999, 18 (1) : 1082111.

[ 12 ]　T akash im a S, N akam ura A , H idaka M , et al. M o lecu lar clon ing and exp ression of the novel fungal beta2gluco sidase genes from H um icola

g risea and T richod erm a reesei[J ]. J B iochem , 1999, 125: 7282736.

[ 13 ]　M urphy K C, Campellone K G, Po teete A R. PCR 2m ediated rep lacem ent in E scherich ia coli[J ]. Gene, 2000, 246: 3212330.

[ 14 ]　A dam s A , Go ttsch ling D E, Kaiser C A , et al. M ethods in yeast genetics: a co ld sp ring harbo r labo rato ry course m anual[M ]. N ew Yo rk:

Co ld Sp ring H arbo r L abo rato ry P ress, 1998.

[ 15 ]　张　梁,陈　蕴,石贵阳,等. H PL C 法测定玉米浓醪发酵酒精醪液中的纤维二糖和蜜二糖[J ]. 食品与生物技术学报, 2005, 24 (2) : 89292.

[ 16 ]　柴政强. 气相色谱法测定丢糟中残留酒精分[J ]. 酿酒科技, 2000 (6) : 102.

[ 17 ]　张　梁,洪剑辉,石贵阳,等. 酿酒酵母纤维二糖代谢途径的搭建[J ]. 酿酒科技, 2005 (3) : 30233.

[ 18 ]　W u J, Ju L K. Enhancing enzym atic saccharification of w aste new sp rin t by surfactan t addition [J ]. B io techno l P rog, 1998, 14: 6492652.

[ 19 ]　M ach ida M , O h tsuk i I, Fuku i S, et al. N ucleo tide sequences of S accharomy cop sis f ibu lig era genes fo r ex tracellu lar beta2gluco sidases as

exp ressed in S accharomy ces cerev isiae[J ]. A pp l Environ M icrob io l, 1988, 54 (12) : 314723155.

[ 20 ]　Cumm ings C, Fow ler T. Secretion of T richod erm a reesei beta2gluco sidase by S accharomy ces cerev isiae[J ]. Curr Genet, 1996, 29 (3) : 2272
233.

[ 21 ]　M itsuyo sh i U , A tsuo T. Genetic immobilization of p ro teins on the yeast cell su rface[J ]. B io tech A dv, 2000, 18: 1212140.

(下转第177页)

071 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

Study on the ob ta in ing of sterile exp lan ts and ca llu s induct ion

of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. e t Sav

L IY u-p inga, b,W ANG Y ong-hongb, ZHANG Qiangb, FENG Jun - taob, ZHANG X ingb

(a Colleg e of L if e S ciences; b B iora tiona l P esticid es R esearch and D evelopm en t Cen ter,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: It w as the first t im e to induce the callu s of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav by tak2
ing its roo t as the exp lan ts from its seeds in th is paper. T he resu lts ind ica ted that the asep sis germ inat ion

ra te of seed amoun ted to 98. 80% w hen its seeds w ere sterilized w ith 70% alcoho l fo r 5 m in, then 50%

N aC lO 3 fo r 30 m inu tes. It a lso show ed that such facto rs as basic m edia, types and concen tra t ion of ho r2
mones had a great effect on the induct ion ra te, grow th and b row n ing t im e of the callu s. T he p roper callu s

induct ion m edia w ere selected by o rthogonal design,mo re2over, the k ind and su itab le level of ho rmone w ere

ascerta ined. T he basic m edia w ere the crit ica l facto rs to callu s induct ion, then NAA , the op t im um m edium

fo r callu s induct ion of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav w as B 5 + NAA 3. 0 m göL + 62BA 0. 2

m göL. M o reover the best effects w ere ob ta ined by u sing NAA of 2. 0- 3. 0 m göL + 62BA 0. 2- 0. 4 m göL
in B 5 so lid m edium s. T he induct ion ra te of the callu s w as 100% , and the callu s w as p rim ro se yellow and

loo se. By adding 500 m göL V C o r 10 000 m göL PV P, the callu s kep t p rim ro se yellow and vigo rou s.

Key words: compo sitae p lan t; Ca rp esium. m acrocep ha lum F ranch. et Sav; exp lan t; d isinfecto r; ca llu s in2
duct ion
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E thano l ferm en ta t ion from cellu lo se by exp ression of cellob iase

gene and d isrup t ion of GPD 1 in S accha rom y ces cerev isiae

ZHANG L ianga , SH I Gui-yanga ,W ANG Zheng-x iangb, ZHANG Ke-changa

(a L abora tory of B iom ass R esou rces, S chool of B iotechnology ; b T he K ey L abora tory of Ind ustry B iotechnology ,

M inistry of E d uca tion, S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214036, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to homo logou s recom b inat ion theo ry, Β2gluco sidase gene bg lÊ from T richod erm a

reesei w as in tegra ted in to the key enzym e gene GD P 1 of the glycero l m etabo lism pathw ay from indu stria l

S accha rom y ces cerev isiae ch romo som e DNA. A nd m u lt i2copy recom b inan ts w ere screened th rough increas2
ing G418 concen tra t ion in the m edium. It w as show n, based on the study, tha t cellob io se u t ility capab ility of

the recom b inan ts w as increased, g lycero l p roduct ivity of that w as decreased, and the bg lÊ gene exp ression

w as stab le in the ho st cell. N o impact on the cell character appeared after the in troduct ion of ex trin sic

gene, bu t the cells f luctuated w hen grow ing. W hen compared w ith paren t indu stria l S. cerev isiae Y to fer2
m en t w ith m icrocrysta lline cellu lo se fo r raw m ateria l inco rpo ra t ion cellu lase, ethano l st rength increased by

69% and cellob io se accum u lat ion decreased.

Key words: Β2gluco sidase; cellob io se; cellu lo se u t ility; ethano l ferm en ta t ion
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