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研究报告 

嗜热棉毛菌木糖苷酶 Xyl43 基因优化及其在毕赤 

酵母中高效表达 
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摘  要：【目的】通过外源表达手段构建重组毕赤酵母实现木糖苷酶的高效表达。【方法】基于

毕赤酵母密码子偏好性优化嗜热棉毛菌 β-木糖苷酶(Xyl43)基因密码子，将其导入毕赤酵母GS115

中实现分泌表达，并对重组木糖苷酶酶学性质进行分析。通过单因素实验优化高产菌株的摇

瓶发酵条件，并在 5 L 发酵罐中进行扩大培养。【结果】Xyl43 基因优化后的序列中 222 个碱

基发生改变，G+C 含量由 52.8%降低到 44.6%，序列一致性为 78.17%；将构建的表达载体

pPIC9K-OptXyl43 电击转入毕赤酵母中，利用平板初筛和摇瓶复筛获得一株高效表达重组菌(命

名为 P. pastoris GS115-Xyl43)；其所产重组木糖苷酶大小为 51.5 kD，动力学参数 Km 为      

2.93 mmol/L、Vmax 为 157.9 μmol/(min·mg)，最适反应温度 55 °C，最适 pH 7.0，在 pH 6.0−9.5

条件下具有良好的稳定性；摇瓶优化结果表明：培养基初始 pH 6.0、甲醇补加浓度 1.0%、培

养温度 28 °C、摇床转速 250 r/min 为最佳产酶条件，在此条件下发酵 144 h 胞外酶活达到      

42 U/mL (蛋白含量 0.54 g/L)；5 L 发酵罐放大培养，发酵 156 h (甲醇诱导 96 h)，木糖苷酶酶活

为 222.2 U/mL，蛋白含量 2.36 g/L，较摇瓶提高了 4.3 倍。【结论】木糖苷酶在毕赤酵母中实现

了高效表达，具有较好的工业化应用前景。 

关键词：嗜热棉毛菌，β-木糖苷酶，密码子优化，发酵优化，毕赤酵母 
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Abstract: [Objective] We overexpressed β-xylosidase with heterologous expression by constructing 
a recombinant Pichia pastoris. [Methods] According to the codon usage frequency of highly 
expressed genes in P. pastoris, the Thermomyces lanuginosus β-xylosidase (Xyl43) gene was 
optimized and expressed in P. pastoris GS115, followed by characterization of Xyl43. Then, single 
factor experiments were used to optimize the fermentation conditions, in a 5-L fermenter. [Results] 
The optimized Xyl43 gene changed greatly with 78.17% of the sequence homology, and the GC 
content reduced from 52.8% to 44.6% with 222 bases substituted. The optimized gene was 
transplanted with an expression vector pPIC9K-OptXyl43 into P. pastoris GS115 to produce 
transformants. Then, a high xylosidase activity secreting recombinant P. pastoris GS115-Xyl43 was 
selected from the transformants on G-418 resistant plates, followed by shake flask cultivation. Basic 
enzyme properties of the recombinant xylosidase was analyzed as below: the protein molecular 
weight 51.5 kD, the optimal reaction temperature 55 °C, the optimum pH 7.0, and kinetic parameters 
Km=2.93 mmol/L and Vmax=157.9 μmol/(min·mg). β-xylosidase fermentation was optimized in shake 
flask as follows: methanol supply 1% (each 24 h), shaking speed 250 r/min, incubation time 144 h, 
incubation temperature 28 °C and initial pH 6.0. Under the optimal condition, the extracellular 
enzyme activity reached 42 U/mL with a protein content of 0.54 g/L. Further, in a 5-L fermenter, P. 
pastoris GS115-Xyl43 achieved 222.2 U/mL of xylosidase at 156 h (methanol induction for 96 h), 
with protein concentration at 2.36 g/L, which was 4.3 fold more than that in the shake-flask 
fermentation. [Conclusion] β-xylosidase can be expressed in P. pastoris GS115 with high level 
production and can be used as a candidate in various industrial applications. 

Keywords: Thermomyces lanuginosus, β-xylosidase, Codon optimization, Fermentation 
optimization, Pichia pastoris 

β-木糖苷酶(β-D-xylosidase，EC3.2.1.37)是半纤

维素降解酶系的关键组分之一，主要作用于低聚木

糖末端，催化水解 β-木糖苷键，将木寡糖水解为木

糖[1]。据 Wongwisansri 报道[2]，木糖苷酶和木聚糖

酶在木聚糖的水解过程中具有良好的协同水解作

用，并已将其成功应用于乙醇的同步发酵过程。可

见，木糖苷酶在天然木质纤维素原料高效水解中具

有重要的地位。 

木糖苷酶主要由细菌、丝状真菌和高等植物产

生。近年来，国内外报道了许多能分泌木糖苷酶的

真菌，如嗜热拟青霉(Paecilomyces thermophila)、构

巢曲霉 (Aspergillus nidulans)、篮状嗜热链球菌

(Talaromyces thermophilus)、黑曲霉 (Aspergillus 

niger)、里氏木霉(Trichoderma reesei)等，其中以曲

霉属(Aspergillus)和青霉属(Penicillium)较多[3-5]。天

然菌株分泌的木糖苷酶酶活通常较低，Lenartovicz

等[6]优化 Aspergillus fumigatus产酶条件后，木糖苷

酶酶活为 45 U/mL，是目前天然菌株产木糖苷酶的
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最高水平。天然菌株分泌的酶成分复杂，增加了后

续酶分离纯化的难度，从而限制了木糖苷酶的大规

模生产与应用。于是，国内外研究者尝试外源表达

来解决上述问题，已在原核(如大肠杆菌)和真核表

达系统(如毕赤酵母)中实现了真菌木糖苷酶的表 

达[7-9]。然而大肠杆菌所表达重组酶多为胞内酶且含

量通常偏低，而且异源蛋白经大肠杆菌表达后收集

过程繁琐[10]。毕赤酵母作为表达宿主，具有表达量

高、杂蛋白少和外源蛋白修饰等优点，有利于蛋白

的正确折叠[11-12]。此外，重组毕赤酵母菌产生的目

的蛋白多为胞外蛋白且杂蛋白少，大大简化了粗酶

液的分离纯化[13]。可见，作为真核表达系统的毕赤

酵母在酶蛋白外源表达方面具有明显优势。 

嗜热棉毛菌(Thermomyces lanuginosus)木糖苷酶

Xyl43具有较高木糖耐受性，在木聚糖水解过程中具

有较大的应用前景[7]。本文以该菌木糖苷酶Xyl43为

研究对象，根据毕赤酵母密码子偏好性，优化了     

β-木糖苷酶(Xyl43)基因，并构建毕赤酵母表达载体在

P. pastoris GS115中实现分泌表达，分析重组木糖苷

酶酶学性质并对重组毕赤酵母菌株摇瓶发酵条件进

行了优化。另外，为获得高产量的木糖苷酶，在 5 L

发酵罐对重组毕赤酵母进行放大培养，为木糖苷酶的

工业化生产和应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

P. pastoris GS115、E. coli DH5α、pUCm-T、

pPIC9K均由本实验室保存。限制性内切酶、T4 DNA

连接酶、DNA Ladder Marker、蛋白Marker均购于

大连 TaKaRa公司；YNB、酵母提取物、蛋白胨、

遗传霉素 G418 购自上海生工公司；对-硝基苯     

基 -β-D-木糖苷 (pNPX)和对 -硝基苯酚 (pNP)购于

Sigma 公司；LB、YPD、MD、BMMY和 BSM 培

养基(含 PTM1)按 Invitrogen 编著的 Multi-Copy 

Pichia Expression Kit操作手册配制。 

1.2  主要仪器 

核酸电泳仪、PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；

DYY-10C 型蛋白电泳仪，北京市六一仪器厂；蛋白

纯化仪 AKTATM Avant，GE Healthcare 公司；

SW-CJ-ID 型单人超净工作台，苏州净化设备有限公

司；HH-W600 数显素用恒温水箱，江苏金坛荣华仪

器制造有限公司；UV-1100紫外分光光度计，上海精

密仪器仪表有限公司；HYG-A 全温摇瓶柜，江苏太

仓市实验设备厂；5 L发酵罐，上海万木春有限公司。 

1.3  目的基因优化 

木糖苷 酶 基因 Xyl43 (GenBank 登录号

HM123759.1)优化步骤如下：(1) 根据毕赤酵母密码

子使用频率表，利用软件 Gene Designer 2.0将木糖

苷酶基因中低使用频率的密码子调整为高使用频

率的密码子；(2) 调整基因中富含 AT和 GC的区域，

使 GC 含量介于 40%−60%；(3) 检查其中的密码子

和隐藏的酶切位点，适当使用次优密码子和消除一些

不利的酶切位点；(4) 利用RNAStructure分析调整后

的全长基因的二级结构和自由能，直到起始密码子端

呈开环结构。优化后的木糖苷酶基因 5′端和 3′端分别

加入 EcoR I、Not I酶切位点，命名为OptXyl43。将

OptXyl43序列送往上海生工公司合成。合成的基因连

到 pUCm-T载体，即 pUCm-T-OptXyl43。 

1.4  重组表达载体的构建 

将质粒 pUCm-T-OptXyl43与表达载体 pPIC9K

分别用 EcoR I和 Not I双酶切，用 0.8%的琼脂糖凝

胶回收酶切后的目的基因 OptXyl43 和载体片段

pPIC9K，基因 OptXyl43和载体 pPIC9K连接后，经

酶切鉴定(Sac I单酶切、EcoR I和 Not I双酶切)获

得表达质粒 pPIC9K-OptXyl43。 

1.5  高产菌株的筛选及验证 

(1) 菌 株 筛 选 ： 经 Sac I 线 性 化 的

pPIC9K-OptXyl43电击转化 P. pastoris GS115感受

态细胞(转化方法参考 Invitrogen公司的毕赤酵母表

达手册)，转化液涂布 MD 培养基平板，将板上阳

性转化子点种在含不同浓度遗传霉素 G418 (1.0、

2.0、4.0、6.0 g/L)的 YPD培养基上，筛选出高拷

贝转化子。将高拷贝转化子接于摇瓶中 30 °C、  

220 r/min 培养并测定发酵上清液中酶活，获得  

一株高产木糖苷酶的重组毕赤酵母菌株。 
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(2) 菌落 PCR验证：菌落 PCR鉴定阳性转化子

时，模板为高温裂解的菌液，引物为 AOX1 的通用

引物(F：5′-CAACGTGAAAAAATTATTATTCGC-3′；

R：5′-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3′)，反应条

件：95 °C 10 min；95 °C 30 s；55 °C 30 s；72 °C   

90 s，共 30个循环；72 °C 10 min。所得产物利用

0.8%琼脂糖凝胶进行电泳分析。 

1.6  木糖苷酶的诱导表达 

将重组菌单菌落接入 30 mL YPD 培养基   

(250 mL摇瓶)中，于 30 °C、220 r/min振荡培养至

菌体 OD600=5.0，按 2% (体积比)接种量转接至装有

50 mL BMMY 培养基(500 mL 摇瓶)中，30 °C、   

220 r/min继续振荡培养，每隔 24 h加入纯甲醇进行

诱导，其终浓度为 0.5% (体积比)。 

1.7  菌体含量、酶活及蛋白含量测定 

(1) 菌体密度(OD600)值测定：将菌液稀释适当

倍数后于分光光度计 600 nm处以去离子水为空白

测定吸光值。 

(2) 酶活测定：反应体系为 200 μL，内含 10 μL 

20 mmol/L 对 -硝基苯基 -β-D-木糖苷 (pNPX)，   

185 μL 50 mmol/L pH 6.5磷酸盐缓冲液和 5 μL适

当稀释的酶液，对照样中用 5 μL 去离子水代替   

5 μL酶液，于 50 °C反应 10 min后，加入 600 μL    

1 mol/L Na2CO3溶液终止反应。分光光度计 410 nm

处以对照样为空白测定吸光度值，以对-硝基苯酚

(pNP)作标准曲线计算酶活力。酶活力单位的定义：

在上述条件下，每分钟生成 1 μmol pNP所需要的

酶量为 1个酶活单位(U)。 

(3) 蛋白含量测定：用 Bradford法[14]测定蛋白

质浓度，以牛血清蛋白作为标准蛋白绘制标准曲

线。0.4 mL NaCl溶液(0.15 mol/L)与 0.1 mL适当稀

释的酶液混合，加入 2.5 mL考马斯亮蓝试剂后混

匀，对照为 0.5 mL NaCl溶液(0.15 mol/L)与 2.5 mL

考马斯亮蓝混合物，以对照样为空白在 595 nm处

测定样品吸光值，计算蛋白含量。 

1.8  单因素摇瓶优化及上罐发酵 

基于上述毕赤酵母培养方法，保持其它条件不

变，种子液按6%的接种量接种到发酵培养基BMMY

中，每隔 24 h向 BMMY培养基中补加纯甲醇。通

过单因素实验，分别对 BMMY培养基初始 pH (4.5、

5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0)、甲醇补加量(0.5%、

1.0%、1.5%、2.0%、2.5%)、温度(24、26、28、30 °C)、

摇床转速(100、190、220、250 r/min)进行优化，测

定木糖苷酶活性，确定最佳诱导条件。 

发酵罐(5 L)培养：在摇瓶发酵条件基础上利

用 5 L发酵罐对重组菌进行放大培养。按 6%的接

种量将培养 24 h的种子培养液接种到 1.5 L初始培

养基中。菌体生长阶段温度为 30 °C，pH 6.0，通

气量维持在 25%以上，待初始培养基中甘油耗尽，

即 DO 值迅速升高时，以 12 mL/(h·L)的速度补加

50%甘油(含 12 mL/L PTM1)，菌体 OD600达到一定

量时停止补加甘油，饥饿处理 2 h后补加甲醇诱导

产酶。甲醇诱导阶段温度为 28 °C，pH 6.0，转速

与溶氧关联，溶氧 DO 值维持 25%左右，甲醇(含

12 mL/L PTM1)流加速度 6 mL/(h·L)。开始甲醇诱

导后每隔 12 h取样并分析表达产物。 

1.9  木糖苷酶的纯化和 SDS-PAGE 分析 

高产菌在上述诱导条件下培养 144 h，发酵液在

6 000 r/min离心 5 min后，取上清液 100 mL，在 0 °C

条件下加入硫酸铵(饱和度 60%)。将沉淀的蛋白用

pH 6.5的磷酸盐缓冲液复溶，上样凝胶色谱Sephadex 

G-75分离蛋白，以峰收集方式收集洗脱组分，每管

收集 1 mL。根据 A280值将处于同一吸收峰的样品合

并，并测定合并样品的酶活。具体方法见文献[15]，

纯化后的蛋白用 12% SDS-PAGE电泳分析。 

1.10  酶学性质分析 

酶的最适作用温度和 pH 以及热稳定性和 pH

稳定性测定参照文献[16]。 

底物特异性测定：以榉木木聚糖(Beechwood 

xylan)、微晶纤维素(Avicel)、羧甲基纤维素(CMC)

和水杨苷(D-salicin)为底物分别测定木糖苷酶的比

酶活，方法参照文献[17]，所用的缓冲液均为 pH 6.5

的磷酸盐缓冲液。比酶活(U/mg)=酶活/蛋白含量。 

1.11  木糖苷酶动力学参数的测定 

在酶促反应的最适条件下，以浓度分别为   

1−8 mmol/L的pNPX为底物，55 °C反应时间10 min，
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测定酶活，计算出相应的反应速度，利用软件

GraphPad Prism 5拟合分析，确定 Km和 Vmax值。 

2  结果与分析 

2.1  木糖苷酶基因的优化 

为了使目的基因在毕赤酵母中更好地表达，常需

要对目的基因密码子进行优化[18]。对比木糖苷酶基

因密码子和毕赤酵母密码子使用频率表(表 1)，发现

密码子 GCG (Ala)、GTC (Leu)、CCG (Pro)、CGC 

(Arg)、TCG (Ser)和ACG (Thr)在毕赤酵母中使用频

率低于 11%，而在天然的 Xyl43基因中，这些密码子

频率有的高达 40%，可能导致木糖苷酶在毕赤酵母

中难以表达。于是，在保持氨基酸序列不发生改变的

前提下，通过优化密码偏好性、调整 mRNA 二级结

构及降低GC含量完成对目的基因优化。木糖苷酶基

因全长 1 017 bp，编码 339个氨基酸，优化后的基因

序列中 222个碱基发生改变，序列同源性为 78.17%。 
 

表 1  Xyl43 基因优化前后密码子使用频率表 
Table 1  Codon usage of native and optimized Xyl43 gene in P. pastoris 

氨基酸 

Amino 

acid 

密码子 

Codon 

毕赤酵母 

Pichia Kazusa 

(%) 

天然基因 

Nat. Xyl43 

(%) 

优化的基因
Opt. Xyl43

(%) 

氨基酸 

Amino acid

密码子
Codon

毕赤酵母 

Pichia Kazusa 

(%) 

天然基因 

Nat. Xyl43 

(%) 

优化的基因
Opt. Xyl43

(%) 

Ala GCA 23.4 26.1 0 Pro CCA 41.6 26.7 90.0 

 GCT 44.8 26.1 78.3  CCT 34.8 20.0 10.0 

 GCG 6.1 17.4 0  CCG 8.6 36.6 0 

 GCC 25.7 30.4 21.7  CCC 15.0 16.7 0 

Cys TGT 82.0 0 100 Gln CAA 60.9 41.7 91.7 

 TGC 18.0 100 0  CAG 39.1 58.3 8.3 

Asp GAT 58.0 53.3 53.3 Arg AGA 48.0 21.4 85.7 

 GAC 42.0 46.7 46.7  AGG 15.8 14.3 0 

Glu GAA 56.3 47.1 76.5  CGA 10.0 7.1 0 

 GAG 43.7 52.9 23.5  CGT 16.5 7.1 14.3 

Phe TTT 53.9 42.9 14.3  CGG 4.5 7.1 0 

 TTC 46.1 57.1 85.7  CGC 5.3 43.0 0 

Gly GGA 32.7 32.1 3.6 Ser AGT 15.0 9.5 0 

 GGT 43.6 32.1 96.4  AGC 9.1 23.8 0 

 GGG 9.9 7.1 0  TCA 18.2 0 0 

 GGC 13.9 28.6 0  TCT 29.2 4.8 85.7 

His CAT 56.5 73.3 53.3  TCG 8.9 38.1 0 

 CAC 43.5 26.7 46.7  TCC 19.7 23.8 14.3 

Ile ATA 18.0 0 0 Thr ACA 24.3 25.0 0 

 ATT 50.5 58.8 88.2  ACT 39.5 8.4 66.7 

 ATC 31.5 41.2 11.8  ACG 10.6 33.3 0 

Lys AAA 46.9 37.5 0  ACC 25.6 33.3 33.3 

 AAG 53.1 62.5 100 Val GTA 15.5 5.0 0 

Leu TTA 16.2 0 0  GTT 42.0 20.0 80.0 

 TTG 32.7 18.2 95.5  GTG 19.2 50.0 0 

 CTA 11.1 0 0  GTC 23.3 25.0 20.0 

 CTT 16.5 40.9 4.5 Tyr TAT 46.9 31.8 0 

 CTG 15.5 18.2 0  TAC 53.1 68.2 100 

 CTC 7.9 22.7 0 Stop TAA 50.0 0 100 

Trp TGG 100 100 100  TAG 31.2 100 0 

Met ATG 100 100 100  TGA 18.8 0 0 

Asn AAT 48.5 33.3 0      

 AAC 51.5 66.7 100      
注: Pichia Kazusa表示来源于网站 http://www.kazusa.or.jp/codon的毕赤酵母密码子偏好性表. 

Note: Pichia Kazusa: The codon usage frequency of P. pastoris, from http://www.kazusa.or.jp/codon. 
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基因序列 G+C含量直接影响 PCR退火温度，

也影响mRNA热力学稳定性及mRNA二级结构[19]。

木糖苷酶基因优化后二级结构的起始密码子端序

列有 13 个碱基呈开环结构(图略)，据报道[20]这种

结构利于基因在毕赤酵母中转录和翻译。另外，优

化后基因序列中不含隐藏的酶切位点(EcoR I、Not 

I、Sac I 和 Sal I 等)，G+C 含量由 52.8%降低到

44.6%，与毕赤酵母表达手册要求的外源基因 G+C

含量(40%−50%)相一致，为目的基因在毕赤酵母中

成功表达提供了保障。 

2.2  表达载体 pPIC9K-OptXyl43 的构建 

连接目的基因 OptXyl43和载体片段 pPIC9K，

连接后的 pPIC9K-OptXyl43用 Sac I单酶切，EcoR 

I和 Not I双酶切验证，凝胶电泳如图 1所示。原质

粒 pPIC9K 大小约 9 300 bp，构建的载体为      

13 000 bp左右，明显大于原质粒，表明木糖苷酶

基因已成功连接到质粒 pPIC9K上，基因测序也进

一步验证了其正确性。 

 
 

 
 

图 1  重组质粒 pPIC9K-OptXyl43 的酶切验证 
Figure 1  Analysis of pPIC9K-OptXyl43 digested by  
Sac I and EcoR I/Not I 
注：M：DL15000 marker；1：Sac I单酶切 pPIC9K-OptXyl43；

2：EcoR I/Not I双酶切 pPIC9K-OptXyl43. 

Note: M: DL15000 marker; 1: Digestion of pPIC9K-OptXyl43 by 
Sac I; 2: Digestion of pPIC9K-OptXyl43 by EcoR I and Not I.  
 

2.3  重组毕赤酵母的构建及筛选 

表达载体 pPIC9K-OptXyl43经 Sac I线性化后

通过电击转化导入 P. pastoris GS115感受态细胞，

其转化液涂布在 30 °C的MD培养基上培养 72 h，

共获得 83株转化子。转化子点到 6 g/L的 G418抗

性 YPD平板上培养 72 h左右，挑取菌落，最终获

得 19株能生长的转化子。以 P. pastoris GS115为对

照，对 19株转化子进行菌落 PCR，用 AOX1的通

用引物扩增，结果如图 2所示。对照菌扩增产物中

只有一条约 2 200 bp条带(野生型 AOX1基因)；挑

选出的 19 株转化子的扩增产物中均有两条带，其

中一条带和宿主菌(P. pastoris GS115)扩增产物一

致，另一条带约 1 500 bp，即目的基因(1 017 bp)和

AOX1部分序列(Flanking Aox1，492 bp)之和。该结

果表明线性化质粒 pPIC9K-OptXyl43已成功整合到

P. pastoris GS115基因组上。 

 

 

 
图 2  高产 Xyl43 菌株的 PCR 验证 
Figure 2  PCR amplification analysis of high-yield Xyl43 
transformants  
注：M：DL5000 marker；P：毕赤酵母 GS115；1−19：19 株

pPIC9K-OptXyl43转化子. 

Note: M: DL5000 marker; P: P. pastoris GS115; 1−19: Nineteen 
pPIC9K-OptXyl43 transformants. 
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为获得高产菌，将上述平板筛选到的 19株转

化子接至摇瓶发酵培养基进行复筛。如图 3所示，

这 19株菌摇瓶培养 144 h均能产生木糖苷酶，其

中 8 号菌株产酶最高(14.2 U/mL)。对 8 号菌株进

一步培养发现，该菌培养至 144 h达到最高产酶水

平。因此，实验中选择 8号重组菌株作为后续研究

对象，命名为 P. pastoris GS115-Xyl43，该菌最适

发酵时间为 144 h。 

2.4  木糖苷酶分离纯化及酶学性质分析 

发酵上清液中重组木糖苷酶(ReXyl43)的分离

纯化主要采用硫酸铵(饱和度 60%)沉淀蛋白，通过

磷酸盐缓冲液 (pH 6.5)复溶蛋白并经凝胶柱

Sephadex G-75分离，最终获得木糖苷酶。纯化后

木糖苷酶的比酶活由纯化前 78 U/mg 提高到   

125 U/mg，样品的 SDS-PAGE电泳图谱如图 4所

示。纯化前后样品均在 44.3 kD附近出现一条明显

条带。Chen 等[7]对该木糖苷酶开展了相似工作，

并确认该条带对应的是木糖苷酶，其分子量大小约

为 51.5 kD。SDS-PAGE分析表明，纯化后的重组

木糖苷酶可用于后续酶学性质分析。 

酶学性质分析如表 2所示。经测定(图略)，该 

 
 

 
 
图 3  高产木糖苷酶重组毕赤酵母的摇瓶筛选 
Figure 3  Screening of high-yield xylosidase recombinant 
P. pastoris at shake flask fermentation 

 
 
图 4  纯化前后重组木糖苷酶的 SDS-PAGE 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the ReXyl43 enzyme 
before (1) and after (2) the purification. 
注：M：Marker；1：粗酶液；2：纯化后木糖苷酶. 

Note: M: Protein marker; 1: Crude xylosidase; 2: Purified 
xylosidase. 

 
重组木糖苷酶最适作用温度为 55 °C，重组木糖苷

酶在不超过 55 °C条件下热稳定良好，在此温度下

保温 60 min相对酶活还能保持 95%以上。该酶作

用的最适 pH为 7.0，在 pH 6.0−9.5条件下稳定性

较好，其相对酶活能保持 80%以上，比其天然基

因在大肠杆菌中表达(pH 7.0−9.5范围 80%以上)具

有更宽泛的 pH适应性[7]。底物特异性显示，该木

糖苷酶不能水解微晶纤维素、羧甲基纤维素和水杨

苷等纤维素类标准底物；对榉木木聚糖有明显水

解，比酶活达到 3.8 U/mg，最适于水解 pNPX木糖

苷键，比酶活可达 120 U/mg以上。另外，以不同

浓度 pNPX为底物在最适反应条件(55 °C，pH 7.0)

下测定酶活，并通过软件拟合得该重组酶 Km 和

Vmax值分别为 2.93 mmol/L和 157.9 μmol/(min·mg)。 
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表 2  不同木糖苷酶酶学性质和表达产量比较 
Table 2  Comparison of the enzyme property and production of different xylosidases 

微生物 

Microorganisms 

表达宿主 

Host 

重组木糖苷酶基本酶学性质 

Recombinant xylosidase basic enzyme properties 
产量 

Yield  

(U/mL) 

参考文献 

Reference Mw 

(kD) 

Temperature 

(°C) 

pH Km 

(mmol/L)

Vmax  

(μmol/(min·mg))

A. fumigatus − − 70 − − − 45a Lenartovicz[6] 

P. thermophila − − − − − − 3.2a Wang[5] 

P. thermophila E. coli − − − − − 103.9a/392.5b Chen[21] 

P. thermophila E. coli 52.3 55 7.0 4.50 90.2 98.0a Teng[22] 

C. owensensis E. coli 55.0 75 5.0 1.60 3 930.0 − Mi[23] 

B. subilis E. coli 61.4 35 7.0 − − 0.4a Banka[24] 

A. japonicus P. pastoris 113.2 70 4.0 0.31 114.0 0.3a Wakiyama[25] 

P. chrysosporium P. pastoris 83.0 45 5.0 − − 26.1a Huy[26] 

H. insolens P. pastoris 83.2 60 6.0 2.51 37.3 8.1c Xia[27] 

A. niger P. pastoris 84.5 70 4.0 0.66 − 4.6a Choengpanya[28]

T. lanuginosus E. coli 51.5 55 6.5 3.90 107.6 37.3a Chen[7] 

T. lanuginosus P. pastoris 51.5 55 7.0 2.93 157.9 42.0a/222.2b This work 
注：Mw：分子量；T：最适温度；pH：最适 pH. a：摇瓶水平；b：发酵罐水平；c：摇瓶纯化；−：未显示. 

Note: Mw: Molecular weight; T: Optimal temperature; pH: Optimum pH. a: Shake-flask level; b: Fermenter level; c: Shake-flask broth 
purification level; −: Not show. 
 

与其天然基因的大肠杆菌表达结果[7]相比，该

重组木糖苷酶(ReXyl43)的最适反应 pH、米氏常数

和最大反应速度分别发生改变(表 2)，推测原因可

能是因为毕赤酵母的后修饰作用使木糖苷酶结构

发生变化，最终影响了其酶学性质。该木糖苷酶经

毕赤酵母表达后，其米氏常数明显变小，表明

ReXyl43的底物亲和力增强，更易于结合底物；最

大反应速度略有提升，有助于酶反应效率的提高，

因此该酶在未来木聚糖类基质高效水解方面具有

潜在的应用价值。 

2.5  摇瓶发酵产木糖苷酶的条件优化 

为提高木糖苷酶的表达水平，对重组菌的主要

发酵条件(发酵培养基初始 pH 值、甲醇补加量、

培养温度和培养转速)进行优化，结果如图 5所示。

当发酵培养基 BMMY初始 pH值较低时(图 5A)，

随着初始 pH值增加，重组菌生物量和木糖苷酶活

性均明显提高，在初始 pH 6.0时二者均达到最高

水平，此后进一步增加 pH值，菌体生物量和木糖

苷酶表达量均显著下降。 

诱导型表达载体含有 AOX1 启动子，添加适

量甲醇能有效促进重组菌产酶能力[29]。在培养基

初始 pH 6.0时考察甲醇补加量对重组菌生长和产

酶的影响(图 5B)。结果显示，随着甲醇添加量提

高，重组菌生物量呈现先增加再降低趋势，在 1.5%

甲醇添加量时生物量达到最高水平；而重组菌在

1.0%甲醇诱导量时达到较高产酶水平。过多甲醇

用量(如甲醇补加量为 2.5%时)可能对菌体产生一定

的毒害作用，不利于木糖苷酶表达[30]。 

在 上 述 最 佳 条 件 下 ， 优 化 P. pastoris 

GS115-Xyl43的培养温度(图 5C)。结果发现，培养

温度对重组菌生物量影响较小，但对木糖苷酶表达

量影响显著，木糖苷酶酶活在 28 °C时达到最高水

平(38.05 U/mL)。 

增加溶氧可以明显提高重组毕赤酵母的生物

量和产酶能力[30]。通过调节发酵摇床转速来控制

溶氧 (图 5D)，摇床转速从 100 r/min 增加到     

250 r/min 时重组毕赤酵母生物量和木糖苷酶表达

量都明显增加，分别从 100 r/min时 OD600为 12.78

和 14.46 U/mL增加到 OD600为 29.59和 42 U/mL。

因此，P. pastoris GS115-Xyl43在摇瓶中发酵 144 h

时的最佳产酶条件为：BMMY培养基初始 pH 6.0、

甲醇补加量 1.0%、温度 28 °C和摇床转速 250 r/min。

该条件下，木糖苷酶的酶活达到 42 U/mL，蛋白含

量为 0.54 g/L。 
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图 5  重组菌 P. pastoris GS115-Xyl43 发酵(144 h)关键参数的选择 
Figure 5  Selection of some key variables for the xylosidase fermentation (144 h) at BMMY medium 

注：培养基初始 pH (A)、甲醇补加量(B)、培养温度(C)和培养转速(D). 

Note: Initial pH (A), methanol supply (B), culture temperature (C) and agitation (D). 
 

2.6  重组木糖苷酶的上罐发酵 

重组菌 P. pastoris GS115-Xyl43在 5 L发酵罐

的放大培养，结果如图 6所示。在菌体生长阶段(如

图 6A)，当溶氧 DO值在 20 h迅速上升(培养基甘

油耗尽)时以恒速补加甘油，使菌体生长至 OD600

为 280左右，此时停止补加甘油，饥饿培养 2 h后

开始甲醇诱导。在甲醇诱导阶段，通过控制 DO值

来流加甲醇以高效诱导重组毕赤酵母产酶，同时可

避免过高的甲醇对菌体产生毒害作用，甲醇流加 

[6 mL/(h·L)]与 DO 偶联，即 DO 值高于 25%时补

加甲醇，维持 DO在 25%左右。 

发酵结果如图 6B所示，在 5 L发酵罐中重组

菌在甘油补料阶段生长速度很快，在甘油耗尽时

(60 h)生物量 OD600已近 280；此时添加甲醇进行

诱导，细胞生长繁殖放缓，但菌体量仍持续增加，

直至发酵后期时生物量 OD600接近 400。随着甲醇

添加，木糖苷酶酶活不断提升，156 h (甲醇诱导

96 h)时酶活达到 222.2 U/mL。同时发酵上清液蛋

白总量达到 2.36 g/L。此外，对不同时间点的发酵

上清液进行 SDS-PAGE 电泳分析(图 6B)，结果显

示各上清液在 SDS-PAGE 图中有一条清晰条带，

该条带随发酵时间增加而变得浓重清晰，表明发酵

上清液中木糖苷酶含量随着发酵时间增加而显著

提高，与酶活增长趋势保持一致。 
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图 6  上罐发酵实验 
Figure 6  ReXyl43 fermentation in a 5 L bioreactor 

注：A：5 L发酵罐过程控制；B：上罐发酵结果(含 60−156 h上清液酶蛋白 SDS-PAGE). 

Note: A: Process control of the bioreactor (5 L); B: Results of the ReXyl43 fermentation, containing SDS-PAGE of the ReXyl43 protein 
at fermentation (60−156 h) supernatant. 

 
近年来国内外研究者开展了不少关于木糖苷

酶发酵的工作(表 2)。其中，Lenartovicz 等[6]进行

天然烟曲霉发酵 72 h时木糖苷酶活达到 45 U/mL，

是截止目前天然菌株发酵产木糖苷酶的最高水平。

江正强课题组在国内较早开展了木糖苷酶研究，对

P. thermophile J18 发酵培养 120 h 酶活仅为     

3.2 U/mL；将该菌木糖苷酶在大肠杆菌中表达，摇

瓶发酵 48 h酶活达到 104 U/mL，进一步上罐发酵

酶活近 400 U/mL，达到目前报道的较高水平[5,21]。

另外，该课题组也尝试了天然 T. lanuginosus木糖

苷酶 Xyl43在大肠杆菌中克隆表达，发酵 60 h胞

外酶活达到 37 U/mL[7]。与这些报道相比，本文

在毕赤酵母中实现了木糖苷酶高分泌表达    

(220 U/mL)。 

3  结论 

本研究利用毕赤酵母表达系统实现了嗜热棉

毛菌 β-木糖苷酶(Xyl43)的分泌表达，通过分析影

响表达量的关键因素，对这些因素进行了优化，如

β-木糖苷酶基因密码子和摇瓶发酵条件等，在最佳

培养条件下木糖苷酶酶活在摇瓶水平达到     

42 U/mL。进一步在 5 L发酵罐中对重组毕赤酵母

放大培养，木糖苷酶酶活高达 220 U/mL，相应蛋

白含量为 2.36 g/L，为木糖苷酶的工业化生产和应

用奠定了良好的基础。 
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