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摘 要: 葡萄糖异构酶是生物法转化葡萄糖为果糖制备果葡糖浆的关键酶。本文克隆到一种葡萄糖异构酶基因 xyl，
来源于嗜酸耐热型微生物 Acidothermus cellulolyticus 11B ( ATCC 43068 ) 。以 pET－22b ( + ) 为载体质粒，E. coli BL21
( DE3) 为宿主细胞，构建了基因重组菌，IPTG 可诱导目的重组葡萄糖异构酶过量表达; 经亲和层析纯化的重组蛋白样

品进行 SDS－PAGE 分析，在约 43kDa 处出现显著的特征蛋白条带; 活性检测结果表明该重组葡萄糖异构酶具有较高的

果糖转化活性。
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Abstract: Glucose isomerase is the main enzyme for biotransformation of high － fructose corn syrup. A gene，

encoding glucose isomerase from Acidothermus cellulolyticus 11B( ATCC 43068) was cloned and over expressed
in Escherichia coli. The recombinant glucose isomerase was purified to electrophoretic homogeneity by affinity
chromatography.The recombinant enzyme molecular weight was about 43kDa with high bioconversion activity.
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葡 萄 糖 异 构 酶 ( Glucose isomerase，GI，EC
5.3.1.5) ，又称木糖异构酶( xylose isomerase，XI) ［1］，可

以催化 D－葡萄糖等醛糖至 D－果糖等相应酮糖的异

构化反应，在规模化制备果葡糖浆和结晶果糖等食

品工业中具有重要的作用［2］。目前，已经有很多种微

生物来源的 GI 被发掘和鉴定，其表达基因被序列测

定、克隆及异源表达［3－4］。热稳定性及反应 pH 是 GI
工业应用重要的两个参数。一方面，反应温度越高，

反应速率就越快，较高温条件下( 60℃ 以上) 更有利

于果糖的生成，可以降低果糖转化生产成本和提高
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产物产量［5］; 另一方面，工业生产要求 GI 最适反应

pH 为弱酸性，因为在偏酸性条件可以减少非特异性

副反应、可以减少褐变反应，提高产品质量［6］。通过

筛选嗜酸、耐热性微生物来源的 GI［7］，及利用蛋白质

工程技术改造 GI［8］ 获得适合工业化应用的突变酶，

是 目 前 GI 研 究 的 热 点 和 趋 势。 Acidothermus
cellulolyticus 11B( 解纤维热酸菌) 是从酸性温泉中筛

选获得的微生物，其基因组序列于 2008 年被完整测

序［9］。Acidothermus cellulolyticus 11B 同时兼具了耐热

与耐酸的特性，属于产 GI 微生物筛选与工业应用的

研 究 趋 势。本 文 以 嗜 酸 耐 热 菌 Acidothermus
cellulolyticus 11B 基因组为模板，通过 PCR 扩增获得

GI 的编码基因 xyl，以 pET22b( + ) 为载体，构建获得

重组质粒 pET22b－ac－xyl，并在大肠杆菌中实现成功
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表达，表达产物 GI 被鉴定具有较高的生物活性，对

于弱酸稳定与热稳定性的 GI 开发与工业应用具有

一定的创新性与指导意义。

1 材料与方法
1.1 实验材料

Acidothermus cellulolyticus 11B ( ATCC 43068 )

购自美国标准菌种收藏所; 表达载体 pET－22b ( + )

中国科学技术大学生命科学学院王玉珍教授惠

赠; DNA polymerase、胶回收试剂盒、质粒抽提试剂

盒、E.coli DH5α、E.coli BL21 ( DE3 ) 购自上海生工

公司; T4 DNA 连接酶、Wide Range DNA Marker( 500
－10，000 ) 、DNA marker ( λ /EcoR I + Hind III) 、限制

性内切酶 Nde I、Xho I 及 PCR 产物纯化试剂盒、克隆

载体 PMD 19－T simple vector 购自宝生物工程( 大

连) 有限公司; Chelating Sepharaose Fast Flow 购自

安马西亚公司; 其它试剂 均为国产分析纯。
1.2 实验方法
1.2.1 Acidothermus cellulolyticus 11B xyl 基因的 PCR
扩增 根据 Acidothermus cellulolyticus 11B xyl 基因序

列设计引物，为方便其定向克隆，于上下游引物 5’端

分别引入 Nde I 和 Xho I 酶切位点。引物序列如下:

引物 1: 5’－GGGTTTCATATGTCACTCACCACTGCAT－3’
引物 2 : 5’－TTTATTACTCGAGGCCGCGTGCGCCGAGGAG－3’

以 Acidothermus cellulolyticus 11B 菌液 DNA 为模

板，PCR 扩增 xyl 基因。PCR 循环条件为: 94℃ 预变

性 5min; 94℃ 变性 1min，56℃ 退火 1min，72℃ 延伸

1.5min，进行 35 个循环; 最后 72℃延伸 10min。
1.2.2 PCR 产物的克隆、鉴定 将纯化的 PCR 产物

以 T4 DNA 连接酶连接至 PMD19－T simple Vector，连

接产物转化至 E.coli DH5α 感受态细胞中，涂布蓝白

斑筛选平板，37℃培养过夜，白色菌落初步确定为阳

性菌落。挑 取 白 色 单 菌 落 至 LB 液 体 培 养 基 ( 含

50μg /mL 氨苄抗生素) 中，37℃ 培养过夜，通过菌液

PCR 扩增、抽提质粒确定重组质粒大小及酶切分析，

得到阳性克隆，送上海生工测序。将鉴定为阳性克

隆的重组质粒命名为 T－Ac－xyl。
1.2.3 Acidothermus cellulolyticus 11B GI 基因重组菌

的构建 将 1.2.2 中的阳性重组质粒 T－Ac－xyl 及质

粒 pET－22b( + ) 分别用 Nde I 和 Xho I 双酶切，回收

目的片段后，以 T4 DNA 连接酶进行连接，连接产物

转化至 E.coli BL21 ( DE3 ) 感受态细胞中。通过筛选

与鉴定，获得重组质粒阳性克隆，重组质粒命名为

pET22b－Ac－xyl，重组菌命名为 E.coli BL21 ( pET22b
－Ac－xyl) 。
1.2.4 Acidothermus cellulolyticus 11B GI 基因重组菌

的诱导表达 将重组菌 E. coli BL21 ( pET22b－ Ac－
xyl) 接种于 4mL LB 液体培养基( 含 50μg /mL 氨苄抗

生素) 中，37℃条件下 200r /min 培养过夜; 将其接种

至 200mL LB 培养基中，37℃，200r /min 培养至 OD
值为 0.6 ～ 0.8［7］，加 入 终 浓 度 为 1mmol /L 的 IPTG，

28℃条件下 200r /min 诱导培养 6h。
1.2.5 重组 GI 的纯化 离心收集菌体，以 Binding
Buffer ( 50mmol /L Tris － HCl，500mmol /L NaCl，pH

7.5) 重悬菌体，超声波破碎细胞( 250W，超声 1s，停顿

2s，全 程 工 作 时 间 6min ) 后，离 心 ( 15000r /min，

20min，4℃ ) 弃细胞碎片，收集上清液进行亲和层析

纯化。采用 Ni2 +－ Chelating Sepharose Fast Flow 亲和

介质填充层析柱，对重组蛋白进行纯化。上柱前预

先以 3 倍柱体积的 Binding Buffer 平衡亲和柱，样品上

柱后以 Wash buffer ( 50mmol /L Tris－HCl，500mmol /L
NaCl，50mmol /L 咪 唑，pH7.5 ) 洗 脱 杂 蛋 白，再 用

Elution buffer( 50mmol /L Tris－HCl，500mmol /L NaCl，
500mmol /L 咪 唑，pH7.5 ) 洗 脱 重 组 蛋 白，最 终 用

Sample buffer( 50mmol /L Tris－HCl，100mmol /L NaCl，
pH 7.5) 对洗脱蛋白进行透析( 以上操作均在 4℃ 条

件下进 行) 。将 纯 化 的 重 组 蛋 白 进 行 SDS － PAGE
分析。
1.2.6 重组 GI 生物活性测定 GI 可催化葡萄糖异

构化生成果糖，底物葡萄糖与产物果糖含量可通过

HPLC 进行测定。HPLC 条件: Waters 600 高效液相

色谱仪，Sugarpak－1 钙型阳离子交换柱，Waters 2410
示差折光检测器; 流动相: 纯水; 柱温: 85℃ ; 流速:

0.4mL /min; 进样量: 10μL。

2 结果与讨论
2.1 Acidothermus cellulolyticus 11B xyl 基 因 的
PCR 扩增、克隆及鉴定

以 Acidothermus cellulolyticus 11B 菌液 DNA 为模

板，扩增出了一条约 1.2kb 的条带( 见图 1 ) ，与预期

的扩增产物大小吻合。

图 1 xyl 基因的 PCR 扩增片段检测

注: 其中泳道 1 为 DNA 标样; 泳道 2 为 PCR 扩增产物。

使用 T4 DNA 连接酶将纯化后的 Acidothermus
cellulolyticus 11B xyl 基因连接到 PMD 19－T 载体，转化

培养，经菌液 PCR 鉴定、提质粒检测质粒大小( 图 1) ，

得到阳性重组质粒 T－Ac－xyl，送上海生工测序，测序

结果显示所得基因与 NCBI 中已知基因完全吻合。

2.2 重组表达质粒 pET22b－Ac－xyl 的构建
将重组质粒 T－ Ac－ xyl 与表达载体 pET－ 22b

( + ) 分别使用 Nde I 和 Xho I 双酶切，用 T4 DNA 连

接酶进行连接，获得重组表达质粒 pET22b－Ac－xyl。
重组质粒 pET22b－Ac－xyl 经 Nde I 和 Xho I 双酶切，

得到 pET－22b ( + ) 线性片段和插入的目的基因片

段，该片段与 PCR 产物大小相同，pET22b－Ac－xyl 酶

谱鉴定结果见图 2。

2.3 基因重组菌的诱导表达及重组 GI 的纯化
对重组菌 E.coli BL21 ( pET22b－Ac－ xyl) 的诱导

表达进行了初步研究，为了防止目的蛋白 GI 形成大量

包涵体，使用诱导温度 28℃。在此温度下，1mmol /L
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图 2 重组表达质粒 pET22b－Ac－xyl 的酶切鉴定

注: 其中泳道 1 为 DNA 标样;

泳道 2 为 pET22b－Ac－xyl 质粒经 NdeI 和 XhoI 双切产物。

的 IPTG 诱导 6h 可使重组 GI 的量达到重组菌表达

总蛋白的 40%以上( 图 3) 。经镍柱亲和层析的重组

GI 样品进行 SDS－PAGE 分析( 图 4) ，该重组 GI 的分

子量约为 43kDa，与预期分子量相吻合。

图 3 重组 GI 的在 E.coli BL21( DE3) 中的表达

注: 其中泳道 1 为蛋白质标样;

泳道 2 为重组菌经诱导表达后的全细胞蛋白。

图 4 SDS－PAGE 分析亲和层析纯化的重组 GI
注: 其中泳道 1 为蛋白质标样;

泳道 2 为镍柱亲和层析纯化后的重组 GI。

2.4 重组 GI 的活性研究
利用重组 GI 细胞进行果糖转化实验( 如图 5 ) ，

反应条件为 80℃，pH 6.5，在 500μg /mL 的葡萄糖反

应体 系 中，80℃ 条 件 下 反 应 4h 果 糖 含 量 达 到

344.9μg /mL，转化率为 69.98%。而相同条件下，以

非重组菌 E.coli BL21 ( DE3 ) 细胞作为果糖生物转化

合成实验的对照，其最高果糖含量为 99μg /mL，充分

说明 GI 基因在 E.coli 中得到了正确的表达，并具有

较高生物活性。

3 结论
葡萄糖异构酶是工业上大规模生产高果糖浆的

关键酶之一，提高其反应的温度可以提高果糖的转

化率，具有很高的工业价值。利用基因克隆技术，将

耐热葡萄糖异构酶基因克隆至表达载体，通过提高

表达水平可以得到有可观潜在用途的热稳定性葡萄

糖异构酶。
本文以耐热菌 Acidothermus cellulolyticus 11B 葡

图 5 重组 GI 细胞催化葡萄糖生产果糖的进程曲线

萄糖异构酶基因为模板，通过 PCR 及基因克隆技术，

将目的基因构建到 pET－22b ( + ) 为载体中，获得重

组质粒 pET22b－Ac－xyl，并将该质粒转化至大肠杆菌

E.coli BL21( DE3) 中获得基因重组菌。IPTG 可诱导

该基因重组菌过量表达重组 GI，表达量达到细胞总

蛋白的 40%以上。经亲和层析纯化的重组蛋白质样

品进行 SDS－PAGE 电泳分析，约在 43kDa 处出现特

征蛋白条带，进一步证明了 Acidothermus cellulolyticus
11B xyl 基因在 E. coli BL21 中得到了正确的表达。
对该重组 GI 的活性进行了初步研究，在 80℃下反应

4h 果糖转化率为 69.98%，表明 在 大 肠 杆 菌 E. coli
BL21 中成功地表达了具有生物活性的重组 GI，且该

GI 具备提高工业生产果糖产率的潜能。
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