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日本曲霉p呋喃果糖苷酶基因克隆及在
酿酒酵母中的表达
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摘要：通过反转录PCR法成功地扩增出日本曲霉p呋喃果糖苷酶基因，基因片断长度为1 917

bp，编码638个氨基酸。将所得片断定向克隆到pYX212载体上，并转化至酿酒酵母中，通过酵母

茵落PCR检验后，确定该基因在酿酒酵母中获得表达，转化子平均酶活为26．4 U／mg。
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Cloning and Expression of Fructofuranosidase eDNA from

Aspergillus japonicus in Saccharomyces cerevisiae
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Abstract：A p-fructofuranosidase gene of 1 9 1 7 bp was cloned from Aspergillus japonicus，and the

ORF sequence predicted a protein of 638 amino acids．A expression plasmid pYX212 carrying the

gene was under the control of the triose phosphate isomerase gene(TPI)promotor was

transformed into Saccharomyces cerevisiae W303一lA， and 伊fructofuranosidase gene was

successfully expressed in the recombinant strains．The enzyme activity was about 26．4 U／mg。
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低聚果糖是蔗糖的果糖基以pl，2糖苷键连接

1～3个果糖基而形成的果糖寡聚体，具有独特的保

健功能，被广泛应用于食品、饲料和医药工业‘11。

工业上一般以蔗糖为原料，利用微生物p呋喃果糖

苷酶(fructofuranosidase)生产低聚果糖。能够产生

p呋喃果糖苷酶的微生物包括细菌、酵母和丝状真
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菌，其中对丝状真菌伊呋喃果糖苷酶的研究较多，

并对一些编码p呋喃果糖苷酶基因进行了克

隆[2“J。作者以Aspergillus japonicus JNl9 mR—

NA反转录获得的产物为模板，扩增到了编码伊呋

喃果糖苷酶eDNA的结构基因，通过表达载体构建

后，转化到酿酒酵母中并获得表达，为构建具有高

效表达能力的工程菌株，以及进一步利用工程菌进

行低聚果糖的生产奠定了基础(该序列在GenBank

登记号为DQ439972)。

1材料与方法

1．1菌种与质粒

日本曲霉(Aspergillus japonicusJNl9)由作者

所在实验室筛选[5’63；E．coli JMl09，酿酒酵母宿主

菌株Saccharomyces cerevisiae W303—1A、pYX212

(细菌酵母穿梭载体，带有TPI强启动子)，由江南

大学生物工程学院柳志强博士惠赠；pMDl8一T克

隆载体，购自大连宝生物公司。

1．2培养基、酶及试剂

产酶培养基参照文献Es-I，LB培养基参照文献

E7]；EcoRI、SalI内切酶、T4DNA连接酶、RNaseA、

PCR试剂、DNA纯化试剂盒、胶回收试剂盒，均为

大连宝生物公司产品；酵母提取物和蛋白胨为Qx—

iod公司产品；mRNA分离试剂盒，购自Promega

公司；cDNA合成试剂盒，购自BD Clonetech公司；

其它试剂为国产分析纯。

1．3总RNA的制备及mRNA的分离

取0．4 g菌丝体，液氮速冻并研磨(加入少量石

英砂)成粉末，快速将粉末移入50 mL的离心管中，

加12 mL变性液(异硫氢酸胍6 mol／L，柠檬酸

37．5 mmol／L，十二烷基肌酸钠0．75 mmol／L，伊巯

基乙醇0．15 mol／L)，充分摇匀后按文献E8]方法提

取总RNA，利用核酸、蛋白质测定仪测定其在不同

波长的吸光度，同时进行甲醛变性电泳，确定总

RNA的完整性。然后参照Promega公司tuRNA

分离试剂盒说明书，分离提取mRNA。

1．4 eDNA第一链的合成

利用BD Cloneteeh逆转录试剂盒，以1．3中分

离得到的mRNA为模板，合成cDNA第一链。

1．5伊呋喃果糖苷酶cDNA结构基因的扩增

利用BLAST软件对NCBI上公布的p呋喃果

糖苷酶基因进行同源分析并设计下列引物：

引物1：AAGCTCACCACTACCCTG

引物2：CTAAATTTCTCTCCGGCC

利用引物l、引物2以cDNA第一链为模板，扩

增p呋喃果糖苷酶eDNA基因。PCR反应参数为：

94℃30 S，52℃1．5 min，68℃2．5 min，重复35

个循环，于72℃继续延伸10 min。用0．8 g／dL的

琼脂糖电泳鉴定PCR产物。

1．6目的片断的回收

取50“L PCR产物，用l g／dL的琼脂糖电泳

回收目的片断。利用DNA胶回收试剂盒进行回

收。

1．7克隆载体的构建与鉴定

将回收目的片断同载体pMDl8一T进行连接，

构建重组质粒pMDl8-T—FTA。然后按文献E7]的

方法将重组质粒电转化到E．coli JMl09宿主菌中。

将转化后的菌液涂布到含24 tzg／mL异丙基廿n硫

代半乳糖苷(IPTG)、40 t生g／mL 5-溴一4一氯一3～吲哚一伊

n半乳糖苷(X-gal)、100／-g／mL氨苄青霉素

(Amp)的LB琼脂平板上，37℃培养过夜。利用蓝

白斑筛选，从平板上挑取白色菌落，提取质粒后用

自动序列仪进行测序(由大连宝生物公司完成)，并

用DNAMAN软件分析测序结果。

1．8表达载体的构建与鉴定

1．8．1．p呋喃果糖苷酶cDNA结构基因的扩增

参照1．7序列测定结果设计引物，引物序列为：

引物3：AGGGGATCCATGAAGCTCACCAC

TACC，划线区域为BamH I酶切位点。

引物4：AGGAAGCTTCTAAATTTCTCTCC

GGCC，划线区域为Hind III酶切位点。

利用引物3和引物4，以pMD-18一T—FTA为模

板扩增p呋喃果糖苷酶eDNA基因。PCR反应参

数为：94℃30 S，58℃60 S，68℃90 S，重复30个

循环后，于72℃延伸10 rain。用1 g／dL的琼脂糖

凝胶电泳鉴定PCR产物。

1．8．2 目的片断的回收 方法同1．6。

1．8．3表达载体的构建纯化后的p呋喃果糖苷

酶cDNA基因用BamH I和Hind Ill于37℃酶解

3 h，用DNA回收试剂盒回收。将回收的目的片断

和载体质粒连接，构建表达载体pYX212一FTA。

1．8．4 阳性克隆茵的筛选 将构建好的表达载体

电转化至E．coli JMl09受体菌中并涂布到含100

btg／mL Amp的LB琼脂平板上，37℃培养过夜，从

平板上筛选阳性菌落，接种于含100肚g／mL Amp

的LB液体培养基中，37℃振荡培养过夜。按文献

E7]的方法从菌液中提取质粒，用BamH I、Hind

III于37℃酶解3 h，对酶解产物电泳。

 

 万方数据



64 食品 与 生物技术 学报 第26卷

1．9诱导表达

挑取阳性克隆单菌落并接种于4 mL含100

kLg／mL Amp的LB液体培养基中，于37℃、250 r／

min振荡过夜。取l mL培养物，将其转接于50

mL含100肛g／mL Amp的LB液体培养基中，37

℃、250 r／min振荡至菌体浓度OD60。约为0．6～o．8

左右。向培养物中加入IPTG至终浓度为3 mmol／

L，诱导培养。收集菌体供电泳分析及酶活力测定。

1．10酿酒酵母转化

将经过酶切验证的重组表达载体pYX212-

FTA，用电穿孔转化法转化尿嘧啶营养缺陷型实验

室酿酒酵母菌株S．cerevisiae W303-1A，以不含尿

嘧啶的YBG平板筛选阳性重组子[11|。

1．11酶活测定

1)粗酶液的制备：将分离的酵母转化子单菌落

接种于20 mL YNB(不含尿嘧啶)液体培养基中，30

℃、200 r／min摇床培养至静止期，离心，菌体加入1

倍体积醋酸一醋酸钠缓冲液(0．1 mol／L，pH 5．o)，

置冰浴，超声波破碎细胞20 min(工作5 S，间歇5

s)。4℃下8 000 g离心20 rain，上清液为粗酶液。

以未经转化的S．cerevisiae W303-1A菌株作为对

照。

2)p呋喃果糖苷酶活测定：参照文献[5]。

1．12菌体蛋白质含■的测定

按Bradford法测定[9]。

2结果与分析

2．1 RNA的提取及PCR扩增

将分离后的总RNA充分溶解于DEPC水中，

吸取适量溶解液用DEPC水稀释一定倍数，利用核

酸测定仪测定总RNA在不同波长下的吸光度，计

算总RNA的浓度。取50弘L总RNA溶液，进行琼

脂糖～甲醛变性电泳[1 0|，观察RNA的质量及完整

性。提取的总RNA经检测，质量及浓度达到要求

后进行mRNA的分离。

以mRNA为模板，Oligo(dT)，。为引物，在反转

录酶的作用下合成eDNA第一链，并利用置换合成

法获得了双链cDNA。用双链eDNA混合物为模

板，利用特异引物1、引物2进行PCR扩增。扩增产

物进行1 g／dL琼脂糖电泳，与标准相对分子质量对

照，在1．9 kb处出现明亮的特异性带，见图1。

将扩增后回收的PCR产物与pMDl8一T载体

连接，构建克隆载体pMDl8一T—FTA并转化至

E．coli JMl09受体菌，涂布于含Amp、IPTG、X-gal

的LB琼脂平板上，37℃培养过夜后，平板上长出

许多蓝色、白色菌落。随机挑取白色克隆菌落，提

取质粒并进行测序，利用软件DNAMAN对测序结

果进行分析，见图2。

利用Blast软件进行同源性分析，发现该序列

同Genebank数据库中公布的编码p呋喃果糖苷酶

cDNA序列(AB046383)同源性为97．5％。该序列

已提交到Genebank数据库(登记号为：

DQ439972)。

1．DI．2000 DNA marker{2．fffructosyltransferase eDNA的

PCR产物

图1争fruectofranosidasecDNA基因PCR扩增argrose

电泳图

Fig．1 Agarose gel electrophoresis of PCR product

2．2酵母表达载体的构建

将PCR产物及载体pYX212用BamH I和

Hind III进行酶切处理，酶切产物纯化后进行连

接，构建表达载体pYX212一FTA，转化至E．coli

JMl09受体菌，37℃培养过夜，随机挑取lo个转化

子接种到含100／zg／mL Amp的LB培养基中，提取

重组质粒，用限制酶对重组质粒进行鉴定，抽提的

重组载体用BamH I和Hind III双酶切释放出约

1．9 kb大小的片段，与PCR扩增得到的目的片段

的大小一致，见图3。从图3可以看出，通过定向克

隆，成功地将伊呋喃果糖苷酶eDNA基因插入到了

质粒pYX212中，证明已经成功构建了p呋喃果糖

苷酶cDNA基因在酿酒酵母中进行表达的重组

载体。

2．3哥呋喃果糖苷酶eDNA结构基因的表达及重

组子酶活测定

将经过酶切验证的重组表达载体pYX212-

FTA，用电穿孔转化法转化尿嘧啶营养缺陷型实验

室酿酒酵母菌株S．cerevisiae W303—1A，以不含尿

嘧啶的YBG平板筛选阳性重组子。随机挑选YBG
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平板上的阳性重组子，经酵母菌落PCR鉴定后，重

新划线分离，挑取两个单菌落重组子S．cerevisiae

W303—1A／pYX212一FTA一1和S．cerevisiae W303-

1A／pYX212一FTA一2，测定其酶活。酶活测定结果

见表l，结果表明平均酶活为26．4 U／rag。

l^：rGAAGCTCACCACl．ACCACCCTGGCGCTCGCCACCGGCGCAGCAGCAGCAGAAGCCTCA

6l ACCACCTGGCACACCACGGCCCCGCCGCCGACCAACCTCAGCACCCTCCCCAACAACACC

121 CTCTTCCACGTOTGGCGGCCGCGCOCGCACATCCTGCCCGCCGAGGGCCAGATCOGCGAC

18 l CC CTGCGCOCACl．ACACCGACCCATCCACCGGCCTCTTCCACGTGGGGTTCCTGCACGAC

241 GGGGACGoCATCGCOGGCGCCACCACGGCCAACCTGGCCACCTACACCGJ虹．ACCTCCGAT

301 AACTTCCTGATCCAGCCGGGCGGGAAGAACGACCCCGTCGCCGTGTTCGACGoCGCCGTC

361^TC CCCGTCaoCGTCAACAACACCCCCACCTTACTCTACACCTCCGT CTCCTTCCTGCCC

421 ATCTGGTCCATCCCCTACACCCGCGGCAGCGAGACGCAGTCGTT GGCCGTCGCGCGCGAC

481 00CGGCCGCCGCTTCGACAAGCTCGACCAGGGCCCCGTCATCGCCGACCACCCCTTCGCC

54 l GTCGACGTCACCGCCTTCCGCG_盯CCG TTTG TCTTCCGCAGTGCCAAGTTGGATGTGCTG

601 TTGOATGAGGAGGTGGCGCGGAATGAGACGGCCGTGCAGCAGGCCGTCGATGGCTGGACC

661 GAGAAGA．ACGCCCCCTGGTATGTCGCOGTCTCTGGCGGGGTGCACGGCGTCGGGCCCGCG

721 CAOT TCCTCTACCGCCAGAACOGCGGGAACGCTTCCGAGTTCCAGTACTGGGAG-I：ACCTC

781 GGGGAGTGGTGGCAGGAGGCGACCAACTCCAGCTGGGGCGACGAGGGCACCTGGGCCGGG

841 CGCTGGGGGTTCAACTTCGAGACGOGGAATGTGCTCTTCCTCACCGAGGAGGGCCATGAC

901 CCCCAGACGGGCGAGGTGTTCGTCACCCTCGGCACGGAGGGGTCTGGCCTGCCACCGCAG

961 GTCTCCAG．I：^TCCACGA：LATGCTGTGGGCGGCGOGTGAGGTCGGGGTGGGCAGTGAGCAG

1021 GAGAAGGTCGAGTTCTCCCCCTCCATGGCCGGoTTTCTGGACTGGGGGTTCAGCGCCl'AC

1081 GCTGCGGCOGGCAAGGTGCTGCCGGCCAGCTCGGCGGTGTCGAAGACCAGCGGCGTGGAG

1141 GTGGATCGOTATGTCTCGTTCGTCTGGTTGACGGGCGACCAGl：ACGAGCAGGCGGACGGG

1201 TTCCCCACGGCCCAGCAGGGGTGGGGGTCGCTGCTGCTGCCGCGCGAGCTGAAGACGGTG

1261 GAGAACGTCGTCGACAACGAGCTGGTGCGCGAGGAGGGCGTGTCGTGGGTGGTGGGoGAG

1321 TCGGACAACCAGACGGCCAGGCTGCGCACGCTGGG(弘ITCACGATCGCCCGGGAGACCAAG

1381 0CGGCCCTGCTOGCCAACGGCTCGGTGACCGCGGAGGAGGACCGCACGCTGCAGACGGCG

1441 GCGGCCCTGCTGGCCAACGGCTCGGTGACCGCGGAGGAGGACCGCACGCTGCAGACGGCG

1501 oACGCGAGCGCGCGCTCGTCCCCGCTCCAGTCCGGGTTCGAAA：rCCTGGCGTCGGAGCTG

1561 QAOCGCACGGCCATC．I=ACTACCAGTTCAGCAACGAGTCGCTGGTCGTCGACCGCAGCCAG

1621 ACTAGTGCGGCGGCGCCCACGAACCCCGATAGCTTTACTGAGTCCGGCAAGTTGCGGTTG

1681 TTCGACGTGATCGAGAACGGCCAGGAGCAGGTCGAGACGTTGGATCTCACTGTCGTCGTG

1741 G^茁AACGCGGTTGTCGAGGTGTATGCCAACGGGCGCTTTGCGTTGAGCACCTGGGCGAGA

1 801 TCGTGGTACGACAACTCCACCCAGATCCGCTTCTTCCACAACGGCGAGGGCGAGGTGCAG

l 861 TTCAGGAATGTCTCCGTGTCGGAGGGGCTCTAI．AACGCCTGGCCGGAGAGAAATTAG

图2伊frucctofranosidasecDNA结构基因

Fig．2 Nucleotides sequence of fructofuranosidase from Aspergillus japonicus JNl9

表1 ll-frucctofranosidase酶活力测定结果

Tab．1 The们tivity。f fruct鸺yltra璐fer嬲e 3讨{仑

菌株／质粒 酶活力／(U／mg)

S．cerevisiae W303—1A

S．cerevisiae W303—1A／pYX212～FTA一1

S．cerevisiae W303—1 A／pYX2 1 2～FTA一2

O

24．6

28．2

产p呋喃果糖苷酶的微生物菌株主要有黑曲

霉、出芽短梗霉、日本曲霉、枯草芽孢杆菌及酿酒酵

母，其中黑曲霉和出芽短梗霉已被应用于工业化生

产低聚果糖。但目前对p呋喃果糖苷酶的研究大
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多停留在产酶条件及酶催化条件的优化等方面，缺

乏对p呋喃果糖苷酶在分子水平上的研究和了解。

作者参考文献[2—3]，并根据NCBI中公布的编码p

呋喃果糖苷酶cDNA基因序列，设计了一对引物，

成功扩增到了编码仔呋喃果糖苷酶cDNA的结构

基因，并将该基因构建到表达载体pYX212中，构

建出携带p呋喃果糖苷酶基因的重组体pYX212一

FTA。表达载体pYX212是一种穿梭质粒，既可以

在大肠杆菌中扩增，又可以在酿酒酵母中诱导表

达。p呋喃果糖苷酶基因的克隆及在酿酒酵母中的

活性表达，为研究该酶催化机制及提高该酶在工业

化应用中的适应性奠定了基础，也为伊呋喃果糖苷

酶在基因水平上的研究及改造提供了理论依据。
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