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宇佐美曲霉 E001 菌株 X y n Ⅱ基因的
克隆和融合表达
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(江南大学 a 医学院 ,b 生物工程学院 ,c 食品学院 ,江苏 无锡 214122)

[摘 　要 ] 　以宇佐美曲霉 ( A s pergi l l us usamii) E001 株基因组 DNA 为模板 , PCR 扩增了编码木聚糖酶 Ⅱ( Xyla2
nases ,Xyn Ⅱ)成熟肽的 DNA 片段。构建重组克隆质粒 pUCm2T2Xyn Ⅱ,并以其为摸板 , PCR 扩增 Xyn Ⅱ成熟肽的

cDNA 片段 (555 bp) ,连接于表达质粒 p GEX25X23 的 B am H Ⅰ和 EcoR Ⅰ酶切位点间 ,构建重组表达质粒 p GEX25X2
32Xyn Ⅱ,转化 E. coli BL21 (DE3) ,IPT G诱导表达 ,并对表达产物进行检测。结果表明 ,Xyn ⅡDNA 中存在 1 个内

含子 ,长度为 51 bp ;融合蛋白 GST2Xyn Ⅱ主要以包涵体形式存在 ,相对分子质量约为 50 ku ,IPT G诱导 1 ,3 和 5 h 融

合蛋白 GST2Xyn Ⅱ的表达量分别约占菌体总蛋白量的 12. 6 % ,25. 3 %和 32. 1 %。表明宇佐美曲霉 E001 菌株 Xyn Ⅱ

基因融合表达成功。
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Abstract : The DNA f ragment of encoding xylanase Ⅱ( Xyn Ⅱ) mature peptide was amplified wit h

chromo some DNA isolated f rom As pergi l l us usamii E001 by PCR. The recombinant cloning plasmid

p UCm2T2Xyn Ⅱwas const ructed ,and t he cDNA f ragment (555 bp in length) by encoding Xyn Ⅱmat ure

peptide was obtained f rom t he p UCm2T2xyn Ⅱby PCR. The PCR product was digested with B am H Ⅰand

EcoR Ⅰ,and t hen inserted into t he expressive vector p GEX25X23. The recombinant plasmid p GEX25X232
Xyn Ⅱwas t ransformed into Escherichi a coli BL21 (D E3) and inducing expressed by IP T G. The expressed

product s were examined. The result s showed t hat t he DNA sequence only contained one int ron , and it s

lengt h was 51 bp . The f usion p rotein mainly existed in the form of inclusion body ,and it s relative molecular

weight was about 50 ku. The expression levels of p GEX25X232Xyn Ⅱin E. col i BL21 induced by IP T G for 1

h ,3 h and 5 h were about 12. 6 % ,25. 3 % and 32. 1 % ,respectively. Based on this st udy ,t he p rotein engi2
neering modification of t he E001 Xyn Ⅱand it s high exp ression in Pichi a p astoris will be f urt her st udied

Key words : as pergi l l us usamii ; xylanase Xyn Ⅱ;gene cloning ;f usion expression

　　木聚糖酶 ( Xylanases , Xyn) 是能专一降解不同 结构木聚糖的一组酶 ,通常是指β21 ,42D2木聚糖内
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切酶 ( EC 3. 2. 1. 8) ,其能降解木聚糖主链上木糖残

基之间的β21 ,4 糖苷键 ,将长碳链骨架降解成短链

的木寡糖[122 ] 。不同物种来源的木聚糖酶 ,其氨基酸

序列、空间结构、分子质量、等电点及底物特异性等

各不相同[3 ] 。从 20 世纪 70 年代末开始到目前为

止 ,已有上百种微生物木聚糖酶基因被克隆和表达。

多数降解木聚糖的微生物存在多个同工酶 ,其通常

是多个基因编码的产物 ,也可以是单个基因在翻译

前后的加工 (翻译前 mRNA 的剪切加工、翻译后的

糖基化和分泌后受宿主细胞蛋白酶的有限水解) 产

物[4 ] 。

Wakarchuk 等[5 ] 在木聚糖酶分子中引入不影

响其活性的二硫键 ,使其耐热性提高了 15 ℃。Page

等[6 ]将浅青紫霉的木聚糖酶基因 ( X y n A ) 的信号肽

序列 ,分别替换成同一菌株中的甘露聚糖酶基因

( m am A ) 和纤维素酶基因 ( cel A ) 的信号肽序列 ,结

果使木聚糖酶的表达量分别提高了 1. 5 和 2. 5 倍。

Sung[7 ]对来自里氏木霉的 Xyn Ⅱ进行了改良 ,通过

点突变、取不同木聚糖酶的片断组成杂合酶 (酶的定

向进化) 、在酶的 N 末端增加不超过 10 个氨基酸等

的方法 ,将 Xyn Ⅱ的耐热性提高了 28 ℃。Moreau

等[8 ]通过不同的点突变 ,将来源于链霉菌属的 Xy2
nA 酶活性提高了 10 %～25 % ,半衰期最高提高了

47 % ,而突变酶的 p H 性质与天然酶相同。

宇佐美曲霉 ( A s pergi l l us usamii ) E001 是江南

大学医学院分子生物学研究室选育和保藏的一株木

聚糖酶高产菌株 ,邬敏辰等[ 9 ] 从其固态发酵曲中分

离纯化了 2 种木聚糖酶 : Xyn Ⅰ和 Xyn Ⅱ;周晨妍

等[10 ]对 Xyn Ⅱ的 cDNA 进行了克隆和序列分析

( GenBank 登录号为 :DQ114485) 。本试验在上述研

究结果的基础上 ,进一步对 X y n Ⅱ基因进行了克隆

和融合表达 ,以期为对宇佐美曲霉 E001 菌株 Xyn Ⅱ

耐热性等酶学特性的改造及 X y n Ⅱ基因在毕氏酵

母中的高效表达研究奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　菌株和质粒 　宇佐美曲霉 E001 菌株由江

南大学医学院分子生物学研究室保存 ;大肠杆菌

( E. col i) Top10、BL21 (D E3) 和表达质粒 p GEX2
5X23均由复旦大学生命科学学院黄伟达教授惠赠 ;

克隆载体 p UCm2T 购于 Sangon 公司 ;含有 Xyn Ⅱ

cDNA 的重组质粒 p UCm2T2Xyn Ⅱ,由江南大学医

学院分子生物学研究室构建和保存。

1. 1. 2 　工具酶及主要试剂 　反转录试剂盒、X2Gal

和 IP T G 购自 Ta KaRa 公司 ; T4 DNA 连接酶、

DNA 100 bp marker 购自 MBI 公司 ;酵母粉、胰蛋

白胨和琼脂糖购自 BBI 公司 ;溴化乙锭购自 Amres2
co 公司 ; T aq DNA 聚合酶、TRIzol 试剂和玻璃珠

(Silver Beads) DNA 胶回收试剂盒购自 Sangon 公

司 ;限制性内切酶 B am H Ⅰ、EcoR Ⅰ、Pst Ⅰ购自 Bi2
olabs 公司 ;SDS2PA GE 所用试剂均购自 Bio2Rad 公

司。其他常规试剂均为国产分析纯级。

1. 1. 3 　引物设计与合成 　根据宇佐美曲霉 E001

Xyn ⅡcDNA 核苷酸序列[10 ] ,设计了 2 对 PCR 引物。

第 1 对的 5′端外引物 NC:5′2CGGGATCC GAA GT2
GCCGGTA TCAACTA T GT 23′(下划线示 B am HⅠ

酶切位点) ,3′端外引物 XZ:5′2CGGAATTC T TAA2
GAA GA TA TCGT GACACT GGCA23′( 下划线示

EcoR Ⅰ酶切位点) ,用于完整 Xyn ⅡcDNA 的扩增、

连接以及 Xyn ⅡDNA 片段的扩增。第 2 对的 5′端

内引物 N2 : 5′2GTGCA GAACTACAACGGCAAC23′,

3′端内引物 X2 :5′2GTA GGAGCTGGA GCTA GAAGC2
3′,位于 Xyn ⅡcDNA 序列的内部 ,用于 PCR 验证以

NC 和 XZ为引物所扩增的 PCR 产物以及重组表达

质粒 p GEX25X232xyn Ⅱ。引物由上海英骏生物技

术有限公司合成。

1. 1. 4 　培养基 　(1) 宇佐美曲霉 E001 菌株液体培

养基[11 ] :10 g/ L 蛋白胨 + 5 g/ L 酵母膏 + 10 g/ L

葡萄糖 + 200 mL/ L 的玉米芯提取液 (70 g/ L) ,p H

6. 0 ,121 ℃灭菌 20 min 备用。(2) L2Brot h (LB) 液

体培养基 :10 g/ L 蛋白胨 + 10 g/ L NaCl + 5 g/ L

酵母粉 ,调 p H 7. 4。用于培养四环素抗性 ( Tcr ) 的

E. col i Top10 的 LB 培养基 ,需在 LB 培养基 121 ℃

灭菌 20 min 并冷却后 , 添加 100 mg/ L 四环素

( Tc) ;用于培养含氨苄青霉素抗性 ( Amp r ) 质粒的

E. col i LB 培养基 ,需添加 100 mg/ L 的氨苄青霉

素。(3) LB 固体培养基 :在 LB 培养基的基础上添

加 18 g/ L 琼脂粉 ,121 ℃灭菌 20 min 备用。

1. 2 　宇佐美曲霉 E001 菌株的培养

将宇佐美曲霉 E001 菌株试管斜面种子接种到

液体培养基中 ,置 30 ℃、200 r/ min 往复式摇床上振

荡培养 36 h ,抽滤收集菌体 ,用于 E001 基因组 DNA

的提取。

1. 3 　宇佐美曲霉基因组 DNA 的提取

宇佐美曲霉基因组 DNA 的提取按文献 [ 12 ]的

方法并略作改动。将培养至 36 h 的宇佐美曲霉

E001 培养液抽滤 ,用 4 ℃、含 0. 15 mol/ L NaCl 的
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0. 1 mol/ L ED TA (p H 8. 0)溶液洗涤菌体数次。称

取 300 mg 菌体 ,悬浮于 3 mL 上述 ED TA 溶液中 ,

用玻璃匀浆器研磨 3～5 min ,依次加入 6 g/ L SDS

和 100 mg/ L 蛋白酶 K ,置于 100 r/ min 的摇床上 37

℃温育 2 h ,再加入 20 g/ L SDS ,60 ℃保温 20 min。

加入等体积酚 - 氯仿 - 异戊醇 (V (酚) ∶V (氯仿) ∶V

(异戊醇) = 25 ∶24 ∶1) ,以 150 r/ min 混匀 30 min ;

10 000 r/ min 离心 10 min ,取上清液用氯仿抽提 1

次。氯仿抽提物用 2 倍体积无水乙醇沉淀 ,体积分

数 70 %乙醇洗涤沉淀后自然干燥 ,最后将提取物溶

于 50μL 含 50 mg/ L RNase 的 TE 缓冲液中 ,55 ℃

保温 10 min 后 ,置 - 20 ℃保存备用。取少量提取

物进行琼脂糖电泳检测。

1. 4 　Xyn ⅡDNA 的 PCR 扩增及重组克隆质粒

p UCm2T2Xyn Ⅱ的构建

1. 4. 1 　PCR 扩增 　PCR 反应体系为 50μL : E001

菌株基因组 DNA 模板 2μL ,10 ×PCR buffer 5μL ,

dN TP (1 mmol/ L) 5μL ,5′端外引物 NC、3′端外引

物 XZ各 2μL ,dd H2 O 33. 5μL , T aq 酶 (5 U/μL )

0. 5μL 。扩增程序为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变

性 30 s ,52 ℃退火 45 s ,72 ℃延伸 60 s ,共循环 30

次 ;最后 72 ℃延伸 10 min。扩增完毕后 ,取扩增产

物进行 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳及 PCR (以 N2/ XZ

为引物)检测。

1. 4. 2 　p UCm2T2Xyn Ⅱ的构建 　割胶回收约 600

bp 的 DNA 条带 ,利用 A2T 克隆策略直接与载体

p UCm2T 连接 ,构建重组克隆质粒 p UCm2T2Xyn

Ⅱ,转化 E. col i Top10 受体菌 ,蓝白斑筛选 ,挑选白

斑进行 Pst Ⅰ酶切或 PCR 鉴定。目的 DNA 片段的

回收、连接和转化的具体操作参见文献[10 ]。

1. 5 　Xyn ⅡcDNA 的扩增及重组表达质粒 p GEX2
5X232Xyn Ⅱ的构建

PCR 反应体系为 50μL :p UCm2T2Xyn Ⅱ模板 1

μL ,10 ×PCR buffer 5μL ,dN TP (1 mmol/ L) 5μL ,

5′端外引物 NC、3′端外引物 XZ 各 2 μL , dd H2 O

34. 5μL , T aq酶 (5 U/μL) 0. 5μL 。扩增程序为 :94

℃预变性 2 min ;94 ℃变性 30 s ,52 ℃退火 45 s ,72

℃延伸 45 s ,共循环 30 次 ;最后 72 ℃延伸 10 min。

扩增产物检测方法同上。

回收目的基因片段 Xyn ⅡcDNA ,用 B am H Ⅰ

和 EcoR Ⅰ双酶切 ,与经同样双酶切处理的表达质粒

p GEX25X23 连接 ,构建重组表达质粒 p GEX25X232
Xyn Ⅱ(图 1) 。具体操作步骤参照 Sambrook 等[13 ]

的方法进行。

图 1 　重组质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ的构建

Fig. 4 　Diagram for the const ruction of the

recombinant plasmid

1. 6 　重组表达质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ的融合表达

分别将重组表达质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ和空

质粒 p GEX25X23 转化大肠杆菌 E. col i BL21 (D E3)

菌株 ,得转化菌株 BL21/ Xyn Ⅱ和 BL21/ p GEX。将

2 种转化菌株分别接种于 1. 5 mL 含 Amp ( 100

mg/ L)的 LB 培养基中 ,于 37 ℃、200 r/ min 往复振

荡培养过夜 ,再以 1 ∶100 (体积比) 的比例转接种于

3 mL 含 Amp 的新鲜 LB 中。37 ℃继续培养至对数

生长中期 (OD600为 0. 6～1. 0) ,加入 IP T G至终浓度

为 1. 0 mmol/ L 进行诱导表达 ,并于 1、3 和 5 h 时取

培养液备用。

1. 7 　融合表达产物 (融合蛋白 GST2Xyn Ⅱ) 的

SDS2PA GE 鉴定

将上述培养液 5 000 r/ min 离心 10 min ,收集

菌体 ,用 1 ×蛋白电泳加样缓冲液溶解 ,振荡均匀 ,

于沸水浴中煮沸 3～5 min , 8 000 r/ min 离心 10

min ,吸取上清液进行 SDS2PA GE 鉴定[14 ] 。

2 　结果与分析

2. 1 　Xyn ⅡDNA 片段的扩增和克隆

由图 2 可知 ,以 NC/ XZ 为引物可扩增出 600

bp 的条带 ,根据 Xyn ⅡDNA 片段的预计长度及以

N2/ XZ或 NC/ X2 为引物的嵌式 PCR 验证结果 (图

2) ,可初步确证该条带就是目的基因。重组克隆质

粒 p UCm2T2Xyn ⅡPCR 扩增结果显示 ,在 600 bp

处有特异性条带 (图 3) 。

2. 2 　XynⅡDNA 片段胶及其编码的氨基酸序列分析

将克隆的 Xyn ⅡDNA 片段测序结果 ( Genbank
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登录号 : DQ191144) ,与 Xyn ⅡcDNA ( Genbank 登

录 :为 DQ114485) 进行序列对比分析。由图 4 可

知 ,在 Xyn ⅡDNA 编码区内仅存在一个内含子 ,其

长度为 51 bp 。将 E001 菌株 Xyn Ⅱ的氨基酸序列

与其他木聚糖酶的氨基酸序列同源性进行比较 ,结

果表明其与 A s pergi l l us ni ger 木聚糖酶 ( Genbank

登录 :为 ANU39784) 的同源性为 89 %、与 Penici l2
l i um p urp urogenum 木聚糖酶 ( Genbank 登录号 :

AA K50762) 为 73 %、与 A ureobasi di um p ul l ul ans

木聚糖酶 ( Genbank 登录号 :AAD51950)为 68 % ,说

明 E001 Xyn Ⅱ是一种新发现的木聚糖酶。对 Xyn

Ⅱ的分析结果表明 ,在 Xyn Ⅱ中存在 4 个保守盒

( SSSYL AV YGWV ( 63～ 73 bp ) 、PQA E YYIV ED

(76～85 bp) 、SD GST YQVCTD TR (103～115 bp )

和 HFN FWAQ H GF G NS(148～160 bp) )和 2 个催

化残基 E(分别位于 85 位和 170 位) 。

图 2 　Xyn ⅡDNA 片段扩增产物电泳图

1. DNA 100 bp marker ;2. 以 NC/ XZ为引物 ;3. 以 N2/ XZ为引物 ;

4. 以 NC/ X2 为引物 ;5. E001 菌株基因组 DNA

Fig. 2 　Analysis of the Xylanase Xyn ⅡDNA fragment

amplified by PCR on 1 % agarose gel

1. DNA 100 bp marker ;2. Primers of NC/ XZ;3. Primers of N2/

XZ;4. Primers of NC/ X2 ;5. Chromosome DNA of t he E001 st rain

图 3 　重组克隆质粒 pUCm2T2Xyn ⅡPCR 产物电泳图

1. 以 NC/ XZ为引物 ;2. 以 N2/ XZ为引物 ;3. DNA 100 bp marker

Fig. 3 　Identification of the recombinant plasmid

containing Xyn ⅡDNA fragment by PCR

1. Primers of NC and XZ;2. Primers of N2 and XZ;

3. DNA 100 bp marker

图 4 　Xyn ⅡDNA 片段序列和内含子的剪接位置

—. 表示内含子 ;斜体碱基为终止密码子

Fig. 3 　DNA fragment sequence of Xyn Ⅱand splice position of int ron

—. represent s int ron ;italic base is termination codon

2. 3 　重组表达质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ的鉴定

重组表达质粒 p GEX25X232Xyn ⅡPCR 扩增 (以

NC/ XZ或 N2/ X2 为引物) 结果 (图 5) 表明 ,所构建

的重组表达质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ含有目的基因
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Xyn ⅡcDNA。

2. 4 　p GEX25X232Xyn Ⅱ的融合表达

由图 6 可见 ,泳道 2 在 28 ku 处有一明显条带 ,

这是 BL21/ p GEX 菌株在 IP T G 诱导下所表达的

p GEX25X23 自身 GST 蛋白 ;泳道 4 ,5 ,6 在 50 ku 处

比其他泳道多出一蛋白条带 ,这是 BL21/ x y n Ⅱ菌

株诱导表达的 GST2Xyn Ⅱ融合蛋白 , 说明加入

IP T G后融合蛋白在胞内得到了表达 ,且随着诱导

时间的延长蛋白表达量逐渐升高。将凝胶电泳经计

算机扫描 ,以低分子量标准蛋白为标准 ,根据蛋白条

带染色的强度 ,利用 Quantity One 凝胶分析软件进

行定量分析 ,结果表明诱导 1 ,3 和 5 h 时 ,融合蛋白

的表达量分别约占细菌总蛋白量的 12. 6 % ,25. 3 %

和 32. 1 %。

2. 5 　融合蛋白 GST2Xyn Ⅱ的 SDS2PA GE 结果

按文献 [ 9 ]的方法测定木聚糖酶活性 ,结果显

示 ,表达的融合蛋白 GST2Xyn Ⅱ没有木聚糖酶活

性。

图 5 　重组表达质粒 p GEX25X232Xyn Ⅱ

PCR 产物电泳图

1. 100 bp DNA 标样 ;2. 以 NC/ XZ为引物 ;

3. 以 N2/ X2 为引物

Fig. 5 　Gel elect rophoresis of PCR product s

amplified f rom plasmid p GEX25X2Xyn Ⅱ

1. DNA100 bp marker ;2. primers of NC and XZ;

3. primers of N2 and X2

图 6 　p GEX25X232Xyn Ⅱ在 E. coli BL21 中表达产物

R 的电泳图

1. BL21/ p GEX ;2. BL21/ p GEX 诱导 5 h ;3. BL21/ xyn Ⅱ;4～6 分别

为 BL21/ xyn Ⅱ诱导 1 ,3 和 5 h 的产物 ;7. 低分子量蛋白标样

Fig. 6 　SDS2PA GE pattern of the product s of p GEX25X2
32Xyn Ⅱexpressed in E. coli BL21

1. BL21/ p GEX ;2. BL21/ p GEX induction 5 h ;3. BL21/ Xyn Ⅱ;

4. Induced 1 h by BL21/ Xyn Ⅱ;5. Induced 3 h by BL21/ Xyn Ⅱ;

6. Induced 5 h by BL21/ Xyn Ⅱ;7. Low molecular weight marker

3 　讨　论

对真核微生物基因组而言 ,由于大多数结构基

因是不连续的 ,所以在已知木聚糖酶 Xyn ⅡcDNA

核苷酸序列[10 ]的基础上 ,有必要进一步测定编码该

木聚糖酶的 DNA 核苷酸序列 ,以确定 Xyn Ⅱ编码

基因 DNA 中是否含有内含子及内含子的剪接位

置、数目和长度。Kitamoto 等[15 ] 对米曲霉 ( A s p.

ory z ae) 的木聚糖酶基因 x y n F1 进行了克隆和表

达 ,结果发现该基因长度为 1 484 bp ,包含 10 个内

含子 ,编码一个由 327 个氨基酸残基组成的酶蛋白

(相对分子质量为 35 402 ku) 。本研究将木聚糖酶

Xyn ⅡDNA 的 测 序 结 果 ( Genbank 登 录 号 :

DQ191144)与其所对应的 cDNA 序列 ( Genbank 登

录号 :DQ114485)进行了对比分析 ,结果发现宇佐美

曲霉木聚糖酶 Xyn ⅡDNA 中仅存在 1 个内含子 ,其

长度为 51 bp 。E001 菌株 Xyn Ⅱ氨基酸序列与其他

木聚糖酶氨基酸序列的同源性比较结果表明 ,其与

A s pergi l l us ni ger 木聚糖酶 ( Genbank 登录号 :

ANU39784)的同源性最高 ,为 89 % ;与 Penici l l i um

p ur p urogenum 木聚糖酶 ( Genbank 登录号为 :AA K

50762)的同源性为 73 % ;与 A ureobasi di um p ul l u2
l ans 木聚糖酶 ( Genbank 登录号 : AAD51950) 其同

源性为 68 % ,说明 E001 Xyn Ⅱ是一种新发现的木

聚糖酶。

2002 年 ,Sapag 等[ 16 ] 对已经发表的 G/ 11 家族

木聚糖酶共 82 个成熟蛋白的氨基酸序列进行了计

算机分析 ,结果发现有 4 个保守盒和 2 个存在于活
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性中心的催化残基 E。本研究结果表明 ,在 Xyn Ⅱ

中的相应位置上也同样存在 4 个保守盒 (分别为

SSSYL AV YGWV ( 63 ～ 73 bp ) 、PQA E YYIV ED

(76～85 bp ) 、SD GST YQVCTD TR (103～115 bp )

和 H FN FWAQ H GF G NS(148～160 bp) )和 2 个催

化残基 E (位于 85 和 170 位) ,说明本研究得到的

Xyn Ⅱ属于木聚糖酶 G/ 11 家族。

本研究结果表明 ,虽然 p GEX25X232Xyn Ⅱ在大

肠杆菌 E. col i BL21 (DE3)中得到了高效表达 ,其中

诱导 5 h 的融合蛋白表达量约占细菌总蛋白的

32. 1 % ,但所表达的融合蛋白 ( GST2Xyn Ⅱ) 未能检

测到木聚糖酶活性 ,这与作者先前对圆弧青霉 P G37

碱性脂肪酶基因的研究结果相似[17 ] 。推测可能存

在以下几个方面的原因 : (1) 融合的 GST 蛋白影响

了木聚糖酶 Xyn Ⅱ空间结构的形成 ; (2) p GEX25X2
32Xyn Ⅱ在 E. coli BL21 中所表达的融合蛋白 ,绝大

部分形成了不溶性的包涵体 ,在细胞破碎、包涵体溶

解和酶蛋白复性过程中易丧失活性 ; (3) Xyn ⅡcD2
NA 在 E. col i BL21 中的复制、转录和翻译等过程与

原宿主菌宇佐美曲霉 E001 (真核微生物) 存在显著

差异。鉴于以上可能原因 ,下一步的研究工作是将

Xyn ⅡcDNA 在大肠杆菌表达体系中进行非融合表

达 ,以及在毕赤酵母 (真核微生物) 表达体系中进行

分泌表达。
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