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摘要 从黑曲霉(Aspergillusniger)GIM3.452中克隆得到木聚糖酶基因xynA 的成熟肽编码序列。通过

重叠延伸PCR将不带原基因信号肽编码序列的xynA 基因片段和猪腮腺分泌蛋白(parotidsecretoryprotein,

PSP)基因的信号肽进行拼接得到融合片段SPA,并将其克隆到真核表达载体pcDNA6/HisTM A中,得到重组质

粒pcDNA-SPA,重组质粒经过酶切、测序鉴定其读码框的正确性,在脂质体介导下将重组质粒pcDNA-SPA 转

染猪肾细胞(PK15),通过 RT-PCR证实其在PK15细胞中表达,并在细胞培养液中检测到木聚糖酶活性为

7.6IU/mL。
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  木聚糖属于半纤维素,广泛存在于植物细胞壁

中,含量仅次于纤维素的第二丰富的天然多糖,是半

纤维素主要组分[1],约占细胞干质量的35%,是谷

物籽实中的主要非淀粉多糖(NSP)之一。木聚糖酶

(β-1,4-xylanase)包括外切木聚糖酶(EC3.2.1.7)
和内切木聚糖酶(EC3.2.1.8)两大类,内切木聚糖

酶是指通过内切方式专一降解不同结构的木聚糖的

一组酶的总称[2]。木聚糖酶(EC3.2.1.8)在食品、
饲料、医药、能源、生物转化、造纸纺织[3]等行业中有

着广泛的应用,具有很大的商业开发价值。目前使

用的木聚糖酶主要是利用米曲霉、黑曲霉、芽孢杆菌

和酵母菌等发酵后,经提取、浓缩等工艺加工而

成[4]。黑曲霉产生的木聚糖酶具有良好的耐酸性,
动物胃肠道内的温度和pH值对该木聚糖酶的活性

影响不明显,这使其在畜禽及水产动物饲料中的应

用有独特的优势[5]。
本研究从黑曲霉菌株GIM3.452中克隆出β-1,

4-内切木聚糖酶基因xynA 的成熟肽编码序列,通
过重叠PCR方法与猪腮腺分泌蛋白(parotidsecre-
toryprotein,PSP)基因的信号肽序列进行拼接,将
得到的拼接片段插入到真核表达载体pcDNA6/

HisTM A中,在脂质体介导下成功将带有目的基因

的真核表达质粒转入PK15细胞,并通过提取PK15
细胞中的RNA,检测到了xynA 基因的表达,采用

DNS法在细胞培养液上清中检测到有木聚糖酶活

性,实现了异源基因分泌表达。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)菌株。黑曲霉(Aspergillusniger)GIM3.452
购自广东省微生物研究所微生物菌种保藏中心,基因

工程菌DH5α购自宝生物(大连)有限公司。

2)载体。pMD18-TVector购自宝生物(大连)
有限公司,pcDNA6/HisTM A表达载体由广东省温

氏集团研究院生物技术研究中心保存。

3)酶类和主要试剂。PrimeScriptTM OneStep
RT-PCRKit、PrimeSTAR HSDNAPolymerase、

LATaqTM、DNALigationKitVer2.0、ExTaqTM均
购自宝生物工程(大连)有限公司;PCR检测用Taq
酶购自广州东盛生物科技有限公司;限制性内切酶

NheⅠ和 XhoⅠ 购自Fermentas公司;RNA抽提

试剂盒、DNA胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒均购
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自北京天根生化科技有限公司;LipofectamineTM

2000脂质体转染试剂盒购自Invitrogen公司。木

聚糖、D-木糖购自Sigma公司(美国)。引物合成及

测序均由上海生工生物技术有限公司完成。
1.2 黑曲霉的液体培养及总 RNA 的提取

配制液体培养基:Sucrose(蔗糖)30g,NaNO3
3g,MgSO4·7H2O0.01g,K2HPO41g,蒸馏水

1000mL,调pH至6.8,高压,冷却,接种黑曲霉到

无菌液体培养基,30℃、200r/min培养3d;收集菌

体进行RNA抽提(参照天根植物总RNA提取试剂

盒说明提取)。
1.3 xynA 基因成熟肽编码序列的 RT-PCR 扩增

参照 GenBank中 发 表 的 黑 曲 霉 xynA(XM
001389959)的成熟肽序列设计2条特异引物。正向

引物 F:5′-GAGCCCATTGAACCCCT-3′;反向引

物R:5′-CTAGAGAGCATTTGCGAT-3′。以黑曲

霉提取的 RNA 为模板,用 RT-PCRkit直接进行

PCR扩增,取 RNA16μL,2 ×1StepBuffer25

μL,上下游引物各1μL,PrimeScript1StepEn-
zymeMix2μL,蒸馏水5μL,反应条件为:50℃30
min,94℃2min;94℃30s,52℃30s,72℃1min
35个循环,最后72℃延伸10min。取PCR产物用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测,用琼脂糖凝胶DNA回

收试剂盒回收纯化PCR产物,将回收产物连接到

pMD18-T载体上,再将连接产物转化感受态细胞

DH5a,挑选白色菌落,进行菌液PCR,选择PCR检

测为阳性的菌液送上海生物工程技术服务有限公司

测序,进行正反2个方向测定。
1.4 融合基因 SPA 的重叠延伸 PCR

猪腮腺分泌蛋白(PSP)基因在唾液腺中特异性

高表达[6],猪PSP基因是研制猪腮腺转基因生物反

应器及进行抗病育种研究的最佳候选基因[7],利用

猪腮腺分泌蛋白基因的信号肽序列,与木聚糖酶基

因成熟肽编码序列进行重叠延伸PCR得到融合基

因(命名为SPA),以达到xynA 基因能够分泌表达

的目的。设计重叠延伸PCR 引物,并且在 A1和

A6加入酶切位点NheⅠ和XhoⅠ(表1),将最后得

到的PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳检测,然后用琼

脂糖凝胶DNA回收试剂盒进行回收纯化。方法同

本文“1.3”,同样回收产物连接到pMD18-T载体

上,筛选阳性克隆送上海生工生物工程技术服务有

限公司进行正反2个方向测定。

表1 重叠延伸PCR引物序列

Table1 PrimersofoverlapextensionPCR

引物编号

PrimerNo.
引物序列

Primersequence

NheⅠ
A1

5′-CTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGC-3′

A2
5′-CACAAGAAAACAAGTTTCCAAAGTTGAAA-
CATGGTAAGCTTAAGTTTAAACGCTAGCCA-3′

A3
5′-AACTTTGGAAACTTGTTTTCTTGTGCG-
GTCTGCTCATTGGGACCTCAGCAGAGCCCATT-3′

A4
5′-GCCTGACGGGGTTCAATGGGCTCTGCT-
GAGGT-3′

A5 5′-TCAGCAGAGCCCATTGAACCCC-3′
XhoⅠ
A6

5′-ATACTCGAGCTAGAGAGCATTTGCG-3′

1.5 xynA 真核表达载体的构建

用NheⅠ和XhoⅠ将SPA 片段释出,定向克隆

到经同样处理的pcDNA6/HisTM A载体中,构建重

组表达质粒pcDNA-SPA,转化DH5α后挑选白色

菌落,直接以菌液为模板进行PCR、琼脂糖凝胶电

泳。按质粒提取试剂盒说明提取重组质粒,以质粒

为模板再进行PCR扩增、NheⅠ单酶切和 NheⅠ+
XhoⅠ双酶切、琼脂糖凝胶电泳检测和鉴定。选择

酶切和PCR鉴定为阳性的重组质粒送上海生工生

物工程技术服务有限公司测序,验证重组质粒读码

框的正确性。
1.6 阳性重组质粒转染猪肾细胞 PK15 及其表达

将重组质粒DNA在脂质体介导下转染PK15
细胞,CO2培养箱内37℃培养48h后可进行酶活

测定。刮取转染后的PK15细胞,12000r/min离

心3min,提取PK15细胞总RNA,以A5和A6为

引物,进行RT-PCR扩增。收集细胞培养液,12000
r/min离心3min后,取上清,采用DNS法测定重

组木聚糖酶的酶活,以1%木聚糖为底物,反应时间

为10min,pH5.0,温度为40℃,波长为550nm[8]。

1个酶活单位(IU)定义为在给定的反应条件下,以

1μmol/min的速度释放出木糖所需的酶量。

2 结果与分析

2.1 xynA 基因的 RT-PCR 扩增

对RT-PCR扩增产物进行凝胶电泳,结果可见

有1条大约927bp的特异条带,与预期的相符。
2.2 xynA 基因的克隆及测序鉴定

将测序结果拼接得到927bp的核苷酸序列,含
有1个完整的阅读框,编码308个氨基酸,读码框完
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整。与 GenBank 中 发 表 的 黑 曲 霉 xynA (XM
001389959)基因的序列进行比对,核苷酸相似性为

99.5%。将测序得到的序列与GenBank下载的黑

曲霉β-1,4-内切木聚糖酶的氨基酸序列同源性分别

达到98.7%(XP001389996)、97.7%(ACJ26381)、

96.4%(P33559)、96.4%(ACR83565)。

 M.DNA markerDL2000;1.xynA 基因 RT-PCR产物 RT-

PCRproductofxynA;2.阴性对照 Negativecontrol.

图1 xynA 的RT-PCR扩增结果

Fig.1 AmplifiedproductofxynAbyRT-PCR

  对黑曲霉GIM3.452木聚糖酶xynA 基因序列

与GenBank下载的读取的黑曲霉木聚糖酶基因序

列进行系统进化树分析,结果如图2所示。从系统

进化树可以看出,黑曲霉GIM3.452木聚糖酶xy-
nA 基因与XP001389996亲缘关系最近。

图2 黑曲霉木聚糖酶基因进化树

Fig.2 Homologytreebasedonaminoacidssequences
ofAspergillusnigerxylanasesgene

2.3 融合基因 SPA 序列的克隆及测序鉴定

菌液PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳出现1条

约1021bp条带,与预期的片段相符(图3),测序结

 M.DNAmarkerDL2000;1.SPA 重叠延伸PCR产物 Over-

lapextensionPCRproductofSPA;2.阴性对照Negativecontrol.

图3 SPA 的PCR扩增结果

Fig.3 AmplifiedproductofSPAbyPCR

果得到1021bp的核苷酸序列,含有PSP 基因的信

号肽序列、xynA 基因的成熟肽编码序列以及pcD-
NA6/HisA载体上的一部分序列。测序结果与目

的序列进行比较,相似性为100%,证明重叠延伸片

段正确。
2.4 pcDNA-SPA 重组表达载体的构建

以菌液为模板进行PCR扩增得到的产物进行

琼脂糖凝胶电泳出现1条约1021bp的特异性条

带;重组质粒经 NheⅠ酶切、电泳出现1条大约

6000bp的带;经 NheⅠ+ XhoⅠ酶切电泳出现2
条带:其中1条为载体质粒,约5000bp,另1条为

SPA 片段,约1009bp(图4)。测序结果表明该转

化菌的质粒含有目的基因片段,且读码框正确。

 M1.DNA markerDL15000;M2.DNA MarkerDL2000;

1.重组质粒pcDNA-SPA 的NheⅠ单酶切pcDNA-SPAdigested

byNheⅠ;2.重组质粒pcDNA-SPA 的 NheⅠ、XhoⅠ双酶切

pcDNA-SPAdigestedbyNheⅠandXhoⅠ.

图4 重组表达质粒pcDNA-SPA 图谱及酶切鉴定

Fig.4 Mapofrecombinantexpressionplasmid

pcDNA-SPAandidentificationofrecombinantplasmid

pcDNA-SPAbyenzymedigestion

2.5 转染细胞 RT-PCR 结果

以提取的PK15细胞 RNA为模板进行 RT-
PCR扩增出约927bp的xynA 基因编码成熟肽序

列片段(图5),说明在转录水平有xynA 基因表

达。
2.6 重组质粒分泌表达蛋白酶活性的测定

采用DNS法测定细胞培养液上清的酶活,检测

到木聚糖酶活力最高为7.6IU/mL。而对照组没

有检测到酶活,说明重组质粒分泌表达成功。
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 M.DNAmarkerDL2000;1.重组质粒pcDNA-SPA转染PK15
的RT-PCR产物 RT-PCRproductofPK15ransformedbypcD-

NA-SPA;2.未 转 染 PK15的 RT-RT-PCRproductofuntrans-

formedPK15cells.

图5 RT-PCR检测xynAmRNA在PK15细胞中的表达

Fig.5 RT-PCRanalysisofxynAmRNA

expressioninPK15cells

3 讨 论

随着基因工程、蛋白质工程等生物技术的发展

及应用,人们对木聚糖酶基因的研究不断深入。内

切木聚糖酶(EC3.2.1.8)是木聚糖水解酶系中最重

要的酶[9],本试验克隆的黑曲霉β-1,4-内切木聚糖酶

xynA基因成熟肽编码序列927bp,编码308个氨基

酸,与NCBI发表的黑曲霉xynA(XM001389959)基
因的序列相似性为99.5%,与其他发表的黑曲霉β-1,

4-内切木聚糖酶基因的氨基酸的 同 源 性 分 别 为

98.7%(XP001389996)、97.7%(ACJ26381)、96.4%
(P33559)、96.4%(ACR83565),故推测黑曲霉β-1,4-
内切木聚糖酶基因具有多态性,其变异对蛋白的生物

学活性影响还有待进一步的研究。据研究报道[8]黑

曲霉产木聚糖酶对pH不敏感,在不同pH 值(2~
11)缓冲液中30℃ 保温3h,其残余酶活力均在

89.55%以上;保温6h,其残余酶活力均在75%以

上;保温12h,其残余酶活力仍在68.01%以上,这
说明,该酶可以在较为广泛的pH条件下发挥作用,
能够耐受动物消化道中pH 值的变化,本试验克隆

出黑曲霉木聚糖酶基因,使其在真核细胞里面进行

表达,该基因编码的酶在酸性条件下具有降解木聚

糖的作用,可作为制作转基因动物的候选基因。
本研究采用的真核表达载体pcDNA6/HisTMA

是一种在哺乳动物细胞系内过量表达重组蛋白的载

体,在大多数哺乳动物细胞中进行稳定高水平的瞬

时表达。木聚糖酶基因表达的研究主要是在大肠杆

菌和毕赤酵母进行的,大肠杆菌表达产物主要是以

包涵体和胞内可溶性蛋白存在,而毕赤酵母表达借

助了毕赤酵母的分泌信号肽序列进行的分泌表达。
本试验为了保证xynA 能够进行分泌表达,将PSP
基因信号肽序列与xynA 成熟肽编码序列的拼接片

段SPA 插入真核表达载体进行分泌表达,对下一

步构建消化道特异表达载体,制备组织特异性表达

的转基因猪具有重要意义。其次,酶活测定与底物

浓度、反应时间、反应温度、pH值等因素有关,所以

采用多次重复测定,减少了测定误差。
近年来,人们对碱性木聚糖酶的研究较多,对嗜

酸性木聚糖酶的研究相对较少,然而嗜酸性木聚糖

酶在畜牧业生产中具有重要的应用价值[9]。木聚糖

酶作为一种饲料添加剂在动物的消化道中发挥作

用,可降低肠道内食糜粘度,消除木聚糖带来的抗营

养作 用,提 高 饲 料 利 用 率,减 少 粪 便 对 环 境 污

染[10-11]。动物消化道是处于一种强酸及弱碱状态,
这要求饲料中木聚糖酶要有较好的酸稳定性。黑曲

霉产生的木聚糖酶在酸性环境下较稳定,并且通过

重叠延伸PCR的方法使猪腮腺分泌蛋白基因的信

号肽序列与xynA 基因的成熟肽编码序列进行拼

接,构建到真核表达载体转染PK15进行表达,其最

高酶活力可达7.6IU/mL,实现了异源基因在哺乳

动物细胞中分泌表达。由于饲料酶是在畜禽消化道

(通常温度40~41℃,pH5~6)内进行催化反应,
其体外测定条件应尽可能接近酶在动物体内的消化

环境,因此本试验在pH5、温度40℃的环境下测定

其酶活,此条件接近猪消化道内环境,测定结果表明

细胞分泌的木聚糖酶能在消化道内的环境中发挥活

性。在测定酶活的过程中设立了对照跟平行样测

定,保证了数据的准确性。此外本试验还进行了空

质粒转染猪肾细胞的酶活测定,结果显示空质粒转

染细胞的细胞液没有酶活,确保了试验结果的可靠

性。来源于微生物的木聚糖酶能够在哺乳动物细胞

内合成、分泌且表现出功能活性,证明生产能够内源

性降解半纤维素木聚糖的动物是可行的[12],为转基

因猪的制备奠定基础。
猪PSP 基因在不同发育期的腮腺中高效表达,

而且表达量的变化在可接受的范围内,可以利用猪

PSP 基因的调控区作为转基因生物反应器的转基

因平台。利用转基因技术在动物内源性消化道来生

产外源木聚糖酶,分解饲料中的木聚糖,促进营养物

质的吸收,提高单胃动物的消化能力,减少饲粮成

本,促进畜禽健康、减少动物粪便对环境的污染等将

有很大的应用前景。
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CloningofXylanaseGenexynAfromAspergillusniger
andConstructionofEukaryoticExpressionVector

ZHANGMao1 LIUDe-wu1 LINChun1 HEXiao-yan1

MENGFan-ming1 ZHOUQing-feng2 DUYun-ping2 WUZhen-fang1

1.CollegeofAnimalScience,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;

2.InstituteofWen’sGroup,GuangdongProvince,Xinxing527400,China

Abstract ThematurepeptidecodingsequenceofxylanasegenexynA wasamplifiedbyRT-PCR
fromAspergillusnigerGIM3.452totalRNAextracts.Theresultsuggestedthatthematurepeptidese-
quenceofxynA wasconsistedof927bp,andencoded308aminoacids.Then,thematurepeptidese-
quenceandsignalpeptidesequenceofpigparotidsecretoryproteingeneweresplicingbyoverlapexten-
sionPCR (SOE-PCR).SPA wassubclonedintotheeukaryoticexpressingplasmidvectorpcDNA6/

HisTMA.TherecombinantplasmidpcDNA-SPAwasidentifiedbyPCR,enzymedigestionandDNAse-
quencing.TheresultshowedthattherecombinantplasmidofpcDNA-SPA wasconstructedcorrectly.
Meanwhile,thePK15cellsweretransfectedwithpcDNA-SPAbycationicliposome,andthemRNAof
thetargetgenewasdeterminedbyRT-PCR.Themaximumyieldoftherecombinantxylanaseincellcul-
turemediumwas7.6IU/mL.

Keywords Aspergillusniger;xylanase;xynAgene;eukaryoticexpression
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