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摘 � 要: 作者克隆及分析了棘孢木霉木聚糖酶 II 结构基因和上游调控区, 并获得了内源启动子。

根据木霉属木聚糖酶 II结构基因及上游调控区的保守性,以棘孢木霉基因组 DNA 为模板, 进行简

并 PCR扩增, 产物纯化并克隆至 T 载体,经酶切鉴定后进行序列分析。扩增获得片段长 1 875 bp,

由 795 bp的木聚糖酶 II 结构基因和 1 080 bp的上游调控区组成。结构基因编码 223 个氨基酸,

具有糖基水解酶第 11 家族的典型保守区域。上游调控区具备核心启动子和转录起始点, 有

CAAT�Box , T ATA�Box 等启动子特征元件,分析其还有 CreI, A reA, XlnR, Ace1, AlcR等转录

因子结合位点。综上表明,克隆的 1 080 bp 上游调控区是典型的丝状真菌基因启动子,可作为内

源启动子用于构建棘孢木霉高效外源基因表达系统。
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Cloning and Sequence Analysis of Xylanase II Structural Gene and

Its 5� Flanking Region of Trichoderma asp erellum
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( 1. Co llege o f Food Science, South China Agr iculture Univer sity , Guangzhou, 510640, China; 2. Institute of Bio�
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Abstract:T o study the nat ive pr omoter o f xy lanase II of T r ichoderma asp erellum , cloning and

sequence analysis of x y lanase II st ructural gene and its 5' f lanking r eg ion w as perfo rmed. On the

basis of the genomic conser ved sequence o f Tr ichoderma sp p . , deg ener ate PCR was designed to

amplify the xylanase II st ructural gene and its 5�f lanking region of T richoderma asperellum. The

product w as cloned into T vector and confirmed by EcoR I dig est ion. Sequence analy sis show ed

that cloned fragment w as 1 875 bp long , comprising the 795 bp xylanase II str ucture gene and its

1 080 bp 5'f lanking r eg ion. T he st ructur e gene encoded a po lypeptide of 223 amino acids, w here

the Glyco�hydro�11 superfam ily domains w ere detected. In the 5' f lanking r eg ion, core promoter

r eg ion, t ranscr ipt ional start site, CAA T�Box and TA TA�Box w ere detected. Sever al typical

t ranscript ional factor binding domain, such as CreI, AreA, XlnR, Ace1, AlcR w ere also found.



T he 1080 bp 5' flanking region w as a typical promoter. T he isolat ion of this nat ive promo ter can

benef it the development of an eff icient T richoderma asp er el lum host system fo r gene expression.

Key words: Tr ichod erma asp er el lum , x ylanase II, g ene cloning, promo ter

� � 木聚糖酶( Xylanase)在造纸业、纺织业、食品及

饲料行业被广泛应用,该酶以内切方式作用于木聚

糖主链内部的 ��1, 4木糖苷键,是降解木聚糖的最

主要酶。近 20年来, 不少人对来自真菌的木聚糖

酶的生化性质、三维结构以及其基因调控等进行了

研究
[ 1- 2]
。其中, 对来自瑞氏木霉 ( Tr ichoderma

r eesei )的木聚糖酶的研究发现, 瑞氏木霉有两种性

质各异的内切 ��1, 4�木聚糖酶, 简称木聚糖酶 I 和

木聚糖酶 II, 其相对分子质量分别为 19 000 和

21 000,等电点分别为 pI 5� 2和 pI 9� 0,分别属于酸
性蛋白质和碱性蛋白质 [ 3- 4]。瑞氏木霉的木聚糖酶

II,因其等电点( pI 9� 0)和最适 pH 6� 0 较高, 在高

pH 值及高温条件下耐受性强, 在工业生产中相对

木聚糖酶 I 被更为广泛应用, 实际应用价值更大。

另外,对木聚糖酶 II 进行蛋白质改造也相对更容

易[ 5] 。

棘孢木霉( T r ichoderma asp er el lum )在国外被

报道用作生防菌种, 可有效抑制植物病害 [ 6] , 而在

我国则属于新记录的木霉种
[ 7]
, 目前国内对该菌种

的开发利用尚处于起步阶段。棘孢木霉作为一种

小型丝状真菌,在用作外源基因表达宿主上有着巨

大的开发潜力。与细菌宿主相比, 其具有表达量

大、胞外分泌率高、蛋白质分子折叠和修饰系统接

近高等真核细胞、生产的外源蛋白质具有天然活性

等优点[ 8] 。

在对棘孢木霉 LaT r01菌株的木聚糖酶 I结构

基因及上游调控区进行克隆分析的基础上,作者利

用简并 PCR方法,克隆其木聚糖酶 II 结构基因及

上游调控区, 并进行序列分析以及启动子特征分

析,为进一步构建棘孢木霉的高效外源基因表达系

统提供元件。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料
1� 1� 1 � 菌株 � 棘孢木霉 ( T r ichoderma asp erel�
lum )LaTr01菌株及大肠杆菌 ( E� col i) T op10F � 菌
株: 由华南农业大学食品学院生物炼制实验室保

存。

1� 1� 2 � 试剂 � 克隆载体 pGEM�T Easy : Promega

公司产品; Taq DNA 聚合酶、dNTP、EcoR I: 均购

自广州东盛生物技术有限公司; 琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒及质粒小样快速提取试剂盒: 购自天根

生化科技有限公司; 常规试剂均为国产分析纯。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � PCR 引物的设计与合成 � 从 GenBank 基

因组数据库中获取了深绿木霉( Tr ichod erma atro�
v ir id e) , 瑞氏木霉 ( T r ichoderma reesei ) , 绿木霉

( Tr ichoderma v ir ens )的全基因组序列, 同源比对

分析了这 3种木霉的木聚糖酶 II 结构基因及上游

调控区的序列保守性, 据此设计了 1 对简并引物,

可用于扩增棘孢木霉的木聚糖酶 II 结构基因及其

上游调控区。简并引物如下, WXF: 5��CNYYNC�
CAGCT GAYTT TAGGC �3�, WXR: 5��NMRYCA

NYCMYYT AGCT GAC �3�(简并碱基表示方法按
国际惯用规则)。引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。

1� 2� 2 � 棘孢木霉基因组 DNA 的提取 � 将棘孢木
霉菌种接种于 PDA 固体培养基上, 30 � 培养 3 d

后,收集菌丝提取基因组 DNA。提取方法参照刘

世强等 [ 9]的方法。

1� 2� 3 � 简并 PCR � 以棘孢木霉基因组 DNA 为模

板, WXF/ WXR为上下游引物, 进行简并 PCR。扩

增的反应条件为:在 50 �L 反应体系中, 含 5 �L 10

� Buf fer、1 �L dNT P( 10 mmo l/ L )、0� 5 �L T aq

DNA 聚合酶 ( 5 U /�L)、1� 5 �L WXF( 50 �mo l/

L )、1� 5 �L WXR ( 50 �mol/ L)、1 �L 基因组DNA、

39� 5 �L 无菌去离子水。反应参数为: 94 � 预变性

5 m in, 94 � 变性40 s, 50 � 退火 30 s, 72 � 延伸 2

m in, 35个循环后在 72 � 继续延伸 7 min。PCR产

物用 1 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1� 2� 4 � PCR产物的回收、克隆及阳性克隆的鉴定
� PCR产物经 1 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳后, 参照琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒的使用说明进行目标片

段回收,采用Nano Dr op分光光度计 ND�1000检测
浓度,并按 Promega公司提供的方法, 将目标片段

与 pGEM�T Easy 载体连接。连接产物转化大肠杆

菌 E� col i Top10F� 感受态细胞,菌液涂布于含氨苄

青霉素的 LB 平板上(含 X�gal 和 IPTG)。倒置平

板于 37 � 培养 16 h 后, 挑出白色单菌落, 提取质

粒,并进行 EcoR I 酶切鉴定, 以获得阳性重组子。
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将酶切鉴定正确的阳性重组质粒送往华大基因有

限公司进行 DNA 序列测定。

1� 2� 5 � 序列的生物信息学分析 � 采用美国国立生
物信息中心 ( NCBI ) 在线核酸序列比对程序

( BLASTn) 进行目的片段同源分析, 利用 DNA�
MAN软件进行核苷酸及氨基酸序列分析, P romot�
er Predict ion进行核心启动子及转录起始位点预

测, GENSCAN 进行内含子分析, SignalP 3� 0进行
信号肽预测。

2 � 结果与分析

2� 1 � 基因的 PCR扩增

以WXF/WXR为引物, 棘孢木霉基因组 DNA

为模板,进行简并 PCR 扩增, PCR 产物经 1 g/ dL

琼脂糖凝胶电泳分析, 见图 1。可扩增出约 1� 9 kb

的片段,与预测的木聚糖酶 II 结构基因及上游调控

区序列总长一致。

1. PCR产物; 2. DNA Marker III

图 1 � 目的片段的 PCR扩增

Fig. 1 � Amplification of target fragment by PCR

2� 2 � 重组质粒酶切鉴定
将扩增片段克隆至 pGEM�T Easy 载体上, 通

过蓝白斑筛选, 选取拟重组子进行 EcoR I 酶切鉴

定,见图 2。可以看出, 重组质粒经 E coR I 酶切可

切出一条约3 000 bp的 T 载体片段。另外, 插入片

段中预期有一 EcoR I酶切位点,会使1 900 bp的插

入片段被切成两段, 分别为 1 100 bp 及 800 bp, 电

泳检测结果显示与预期一致。表明 1 900 bp的目

的片段已经成功克隆至 pGEM�T Easy 载体中。

2� 3 � 序列测定及分析
对 1 900 bp的目的片段进行测序,得到包含上

游调控区和结构基因在内的棘孢木霉木聚糖酶 II

基因序列,并推导其编码的氨基酸序列,见图 3。分

析表明该基因长 1 875 bp,由 795 bp的木聚糖酶 II

结构基因和 1 080 bp 的上游调控区组成。GEN�

1. DNA Marker III; 2. EcoR I 酶切后的重组子

图 2 � 重组质粒的酶切鉴定

Fig. 2 � Identification of the recombinant plasmids by

EcoR I digestion

SCAN 分析显示, 结构基因由两个外显子及一个

112 bp的内含子组成(图 3波浪线表示)。外显子

总长 672 bp, 从起始密码子 ATG 到终止子 T AA

(图 3双下划线表示)共编码 223个氨基酸, 氨基酸

序列分析表明, 编码蛋白相对分子质量为 24 200,

等电点 pI 8� 59,属于碱性蛋白质,其中43~ 222 AA

含有糖基水解酶第 11 家族的典型保守区域, 表明

该编码蛋白质具有水解木聚糖的结构区域。

BLASTn分析发现该编码蛋白与绿木霉木聚糖酶

( GenBank AAP83925)相似性高达 99%, 与瑞氏木

霉木聚糖酶 II( Sw iss�Prot P36217� 1)有 81%相似。

氨基酸序列的跨膜分析显示,蛋白质的 N 端含

有明显的跨膜区,范围介于 4~ 22 AA 之间,表明该

区域可能存在信号肽剪切位点。进一步用 SignalP

3� 0对信号肽进行预测, 发现 19 AA 与20 AA 之间

有明显的信号肽剪切位点信号, 这与跨膜区分析结

果吻合,据此判断 1~ 19 AA 为信号肽(图 3粗下划

线表示) , 20~ 223 AA 为成熟肽。

对上游调控区的 BLAST n分析未发现高度相

似序列。Promo ter Predict ion 预测发现, 上游调控

区的两个核心启动子区, 分别在 437~ 487 bp 及

879~ 929 bp 区间内 (图 3虚下划线表示) , 两个转

录起始点分别在 477 bp及 919 bp(图 3实心三角部

位)。启动子特征元件方面,在 163 bp及 352 bp处

发现了 CAAT�Box , 在 154、526、964 bp 处发现

T ATA�Box(图 3 阴影方框表示)。TAT A�Box 决
定着 RNA 聚合酶 II 的位置, 在很多情况下会影响

到基因的转录水平, 与具有控制转录起始频率的

CAAT�Box 作为真核基因启动子的上游元件, 可以

极大地提高基本启动子的低水平转录活性
[ 10]
。

此外,上游调控区内还发现了某些转录因子的
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结合位点,其中 CreI结合位点 3个, Ar eA 结合位点

2个, XlnR、Ace1、AlcR 位点各 1 个(图 3 方框表

示)。CreI为碳源抑制蛋白, 参与抑制基因转录,其

识别序列为 SYGGRG[ 11] ; Ar eA 介导氮代谢抑制,

是 GATA 家族的转录激活因子
[ 12]

; XlnR是木糖依

赖转录激活因子的结合位点, 通过与相应转录因子

的结合,能够激活纤维素酶基因以及半纤维素酶基

因的表达, 结合序列为 GGCT RA
[ 13]

; Acel 是一种

转录调控蛋白, 结合序列为 AGGCA, 对 Acel基因

缺失、在不同诱导条件下对主要的纤维素酶与半纤

维素酶基因表达的研究发现, Acel具有抑制转录的

作用
[ 14]

; AlcR是构巢曲霉乙醇利用途径中的一种

特异反式作用因子, 具有激活转录作用, 其结合序

列为 CCGCA [ 15]。

从分析结果可以看出, 上游调控区具备了核心

启动子区、转录起始点和启动子特征元件。此外,

还具有多个典型的丝状真菌蛋白结合位点, 受多种

转录激活因子、阻遏蛋白、增强子的调控。表明所

克隆到的 1 080 bp 的上游调控区是典型的丝状真

菌基因启动子。

图 3 � 棘孢木霉木聚糖酶 II 结构基因及上游调控区的序列分析

Fig. 3 � Sequence analysis of xylanase II structural gene and its 5� flanking region from Trichoderma asp erellum

3 � 结 � 语

高效表达的基因, 其启动子必定具有较高的转

录起始效率。选择强启动子构建外源基因表达系

统,是提高外源蛋白质表达量的一种重要策略。另

外,启动子与受体细胞之间的合理匹配是外源基因

在宿主细胞中表达的关键。同源启动子有利于受

体细胞调控因子的识别, 减少甲基化, 促进外源基

因整合到染色体上, 从而提高转化效率和外源基因

的表达效率
[ 16]
。瑞氏木霉( T r ichoderma r eesei )的

纤维二糖水解酶 I启动子( cbh1) , 是瑞氏木霉的内

源强启动子。Margolles�Clar k等人利用 cbh1 启动

子高效介导了内切几丁质酶的表达,其总酶活力比

原来提升了 10倍 [ 17]。

已经发现棘孢木霉 LaT r01是一株产木聚糖酶

活力较高的菌株, 并克隆获得了其木聚糖酶 I 的启

动子[ 18]。对棘孢木霉木聚糖酶 I 和 II 的启动子进

行比较发现, 其都具有相似的 CAAT�Box 和 T A�
T A�Box 等特征元件以及相同的 CreI, XlnR,

Ace1, A reA 等转录因子结合位点。然而, Zeilinger

等人在转录水平上的研究指出, 瑞氏木霉的木聚糖

酶 I 和木聚糖酶 II表达调控机制存在差异, 会受不

同的诱导剂调控 [ 19]。葡萄糖对两者的诱导存在差

异,当葡萄糖作惟一碳源时, 木聚糖酶 II 表现出基
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础水平的表达, 而木聚糖酶 I 表达被完全抑制。当

使用木聚糖、木二糖或槐糖作碳源时, 木聚糖酶 II

的表达提高, 然而葡萄糖的添加会抑制其表达[ 20]。

相反,木聚糖酶 I受木糖诱导,葡萄糖的添加不影响

其表达
[ 21]
。另有研究指出,两种酶的表达受各自的

降解产物诱导,木聚糖酶 I 受其降解产物木糖所诱

导,而木聚糖酶 II 受木二糖诱导
[ 22]
。综上所述, 木

聚糖酶 II与木聚糖酶 I的表达调控存在异同,作者克

隆的棘孢木霉木聚糖酶 II 启动子,可为进一步构建

棘孢木霉的高效外源基因表达系统提供表达元件。
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