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摘  要: α-醇腈酶(α-hydroxynitrilelyase, HNL)是手性醇腈化合物生物合成十分有用的工具, 能够

催化羰基化合物和 HCN 立体选择性的加工形成手性醇腈化合物。应用 PCR 扩增得到 HNL 基因, 

连接到 pMD18-T 中进行测序 , 然后通过 EcoRⅠ和 NotⅠ将其连接到汉逊酵母表达载体

pHMOXGαA 中。通过在含有 4 mg/mL 的 G418 的 YPD 培养基上进行筛选获得阳性重组子, 用 0.5%

的甲醇诱导 96 h。酶活测定和 SDS-PAGE 分析显示 HNL 在汉逊酵母 NCYC495(leu1.1)中得到正确

表达, 每毫升发酵液中获得 2.015 U 的醇腈酶。 
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Abstract: α-Hydroxynitrilelyase (HNL), a vital tool in the bio-synthesis of optically active cyanohydrin, 
which can catalyze carbonyls and HCN selective forming optically active cyanohydrin. HNL gene was am-
plified by PCR using pET30a-HNL as template and then ligated into pMD18-T vector. Validated HNL gene 
by sequenced was linked into pHMOXGαA vector. Positive recombinants grown in the medium containing 
4 mg/mL of G418 were screened using PCR. Bio-active α-hydroxynitrilelyase expressed in Hansenula po-
lymorpha after 0.5% methanol induction was obtained with 2.015 U determined by analysis of enzyme ac-
tivity and SDS-PAGE. 
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手性醇腈化合物是一类非常重要的手性分子 , 

是制备精细化工、医药、农用化学品的中间体, 具

有广泛的应用前景[1,2]。由醇腈酶(HNL)催化的生物

转化法制备手性醇腈化合物, 具有不污染环境、效

率高、能耗低等优点而倍受关注, 从而极大地推动

了HNL在结构、酶学性质、催化机理以及分子、基
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因水平和生物转化等方面的研究, 并取得显著的进

展。1965年, Pfeil 等证实从杏仁提取的粗酶制品能

催化苯甲醛与HCN合成右旋扁桃腈 [3], 此后大量的

实验证据和不断的新发现, 使人们对HNL产生了极

大的关注。 

近年来, 人们一直把汉逊酵母作为细胞工厂表

达外源基因特别是真核生物基因的理想宿主 [4], 是

一种优于大肠杆菌和其他酵母的外源基因表达系统, 

已得到广泛关注。尤其在分泌表达中, 外源蛋白通

过分泌途径可完成蛋白水解成熟、糖基化修饰和二

硫键形成等翻译后加工过程, 使所表达的蛋白更接

近具有生物活性的天然蛋白形式[5]。 

本研究通过 PCR方法克隆HNL基因, 连接到汉

逊酵母分泌表达载体 pHMOXGαA 中, 并引入 25S 

rDNA和HARS等重组序列, 电击转化汉逊酵母, 用

0.5%甲醇诱导 96 h, 获得了具有生物活性的木薯醇

腈酶。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和质粒: pET30a-HNL 由中国科学院微

生物研究所孙万儒研究员惠赠, 大肠杆菌 DH5α 和

汉逊酵母表达载体 pHMOXGαA 由本实验室保存, 

Hansenula polymorpha NCYC495(leu1.1)由荷兰格罗

宁根大学(University of Groningen, Netherland)的 Jan 

Kiel 博士惠赠。 

1.1.2  酶和试剂: Ex Taq DNA聚合酶、限制性内切

酶、pMD18-T vector、T4 DNA连接酶均购自 TaKaRa, 

Expand high-fidelity PCR system购自 Roche, DNA 

回收试剂盒购自 Gene, G418购自 Invitrogen, (dl)-扁

桃腈购自 Fluka, 其他化学试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基: LB、YPD培养基参照文献[6]配制。 

1.2  方法 
1.2.1  基因操作: DNA分子克隆技术和分析表达水

平的 SDS-PAGE参照文献[6]进行。 

1.2.2  转化方法: 大肠杆菌和汉逊酵母的转化分别

参照文献[7]和[8]进行。 

1.2.3  工程菌的培养及诱导表达: 将电击转化后的

培养物吸取 0.1 mL涂布于含有 0.2 mg/mL G481抗

生素的 YPD 培养基, 28°C恒温培养箱中培养 3 d。 

挑取十几个菌落到装有 0.2 mL新鲜 YPD培养基的
eppendorf 管里, 混合均匀, 吸取 0.05 mL 接种到 
5 mL新鲜的 YPD培养基中, 培养 2 d。按照 1%的
接种量转接到新鲜的YPD培养基中, 培养 1 d, 转接
1 次。吸取 0.1 mL培养液涂布在抗生素 G418浓度分
别为 0.2 mg/mL、1.0 mg/mL、2.0 mg/mL和 4.0 mg/mL
的 YPD 平板上。培养 2 d 后, 挑取 G418 浓度为 
4.0 mg/mL 的 YPD 平板上的菌落接种到新鲜的含
有 5 mL培养基的试管里。培养 2 d后, 用 0.5%的甲
醇进行诱导, 每隔 12 h添加 1次甲醇, 诱导 96 h后
进行鉴定。 
1.2.4  表达产物的鉴定及活性检测: 取发酵液离心
收集细胞并加细胞裂解液和直径为 0.5 mm 的玻璃
珠强烈振荡破壁, 提取蛋白质, 经 SDS-PAGE 分析, 
检测目的蛋白表达水平和分子量。活性检测参照文

献[9]进行。 
1.2.5  遗传稳定性检测 : 将构建的基因工程菌
Hansenula polymorpha NCYC495于 YPD培养基中
继代培养 50 代 , 检测 Hansenula polymorpha 
NCYC495 每一代发酵培养基中木薯醇腈酶的活力, 
酶活力的检测按照 1.2.4的方法进行, 以此为指标来
考察构建的基因工程菌汉逊酵母 NCYC495 产生木
薯醇腈酶的遗传稳定性。 

2  结果和讨论 

2.1  木薯 HNL 基因的克隆 
以pET30a-HNL质粒为模板 , 参照程树华等 [10]

报道的木薯HNL基因的cDNA序列和汉逊酵母分泌
表达载体pHMOXGαA多克隆位点 , 设计上下游引
物 , 并分别引入EcoRⅠ和NotⅠ酶切位点 , 具体序
列为上游 5′-GAATTCATGGTAACTGCACATTTTG 
TTCTGA-3′, 下游 5′-GCGGCCGCTCAAGCGTATG 
CATCAGCCACCTCT-3′。划横线的部分为酶切位点。
产物通过 TA 克隆连接到 pMD18-T 上 , 转化
Eschrichia coli DH5α, 挑 取 阳 性 克 隆 命 名 为
pMD18T-HNL。HNL基因由 777 bp 组成, 编码 258 
个氨基酸。 

2.2  汉逊酵母重组表达载体的构建 
将 pMD18T-HNL 和汉逊酵母分泌表达载体

pHMOXGαA分别用 EcoRⅠ和NotⅠ双酶切, HNL和
pHMOXGαA 用 T4 DNA Ligase连接, 转化 E. coli  
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图 1  汉逊酵母表达载体的构建 
Fig. 1  Construction of recombinant expression vector (pHMOXGαA-HNL) 

 
DH5α, 挑取阳性克隆命名为 pHMOXGαA-HNL。载
体构建流程如图 1 所示。 

2.3  重组质粒的转化及阳性酵母菌转化子的筛选 
将pHMOXGαA-HNL用ScaⅠ线化后, 电击转化

Hansenula polymorpha NCYC495, 利用在G418浓度
逐渐增加的YPD培养基中筛选多拷贝的重组子。拷
贝数越高, 转化子能够承受的抗生素浓度越大[11]。

挑取G418 浓度为 4.0 mg/mL YPD平板上的单菌落
接种到新鲜培养基, 培养 2 d, 提取酵母基因组, 用
HNL基因的上下游引物进行PCR鉴定(图 2), 筛选阳
性重组子。 

2.4  木薯 HNL 重组子的诱导表达及活性测定 
挑取阳性重组子, 将菌液按 1% 的接种量接种

到新鲜的培养基中, 培养 2 d 后诱导表达, 同时每
隔 12 h取样, 测定细胞的干重[12]、OD值和上清液的
酶活性, 如图 3和图 4所示。 

 

 
图 2  PCR 检测阳性重组子 
Fig. 2  PCR analysis of positive recombination 
注: 1: DL2000 DNA分子量标准; 2-5: PCR检测重组子. 

Note: 1: DL2000 DNA marker; 2-5: PCR analysis of positive re-
combination. 
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图 3  酵母细胞干重的变化 
Fig. 3  The variety of yeast cell dry weight     
 

 
 
图 4  酵母细胞密度(OD600)和酶活性的变化 
Fig. 4  The variety of yeast cell density and enzyme activity 

 

 
 
图 5  HNL 表达产物的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of HNL expression product 
注: 1: 蛋白分子量标准; 2: 空载体转化子菌体超声波破碎物; 3: 空
载体转化子培养液的上清; 4: 重组子诱导前的菌体超声波破碎物; 5: 
重组子诱导前的培养液上清; 6: 诱导 96 h后的菌体超声波破碎物; 7: 
诱导 96 h后的培养液上清. 
Note: 1: Protein marker; 2: Negative control/no recombinant(cell 
lysate); 3: Negative control/no recombinant(supernatant of fermen-
tation); 4: Negative control/recombinant but no induce(cell lysate); 
5: Negative control/recombinant but no induce (supernatant of 
fermentation); 6: Recombinant/induced for 96 h(cell lysate); 7: 
Recombinant/induced for 96 h (supernatant of fermentation). 

目的蛋白的 SDS-PAGE 电泳结果如图 5 所示: 

阳性克隆菌株经甲醇诱导发酵后, 所表达的特异蛋

白条带在 29 kD处清晰可见, 分子质量约为 30 kD, 

这与理论值相符, 而空白对照株在此处无清晰的条

带, 说明 HNL基因在汉逊酵母中得到表达。 

2.5  遗传稳定性分析 
一株具有木薯醇腈酶活性的基因工程菌

Hansenula polymorpha NCYC495 被用来分析其遗

传稳定性。将其在 YPD培养基中继代培养 50代, 以

确定其生产木薯醇腈酶的稳定性。结果显示, 在传

代过程中该菌株转化子生产木薯醇腈酶的能力没有

下降。 

3  结论 

本研究应用汉逊酵母表达系统成功表达了有活

性的中国木薯醇腈酶, 避免了大肠杆菌表达繁琐的

变性复性操作, 节省了大量工作程序, 表达产物分

泌到培养基中, 可以不经过细胞破壁处理, 直接进

行发酵液纯化。 

在汉逊酵母中表达所应用的载体 pHMOXGαA 

转化到酵母细胞后, 均采用同源重组的方式整合到

酵母染色体基因组中, 这种整合方式比游离的质粒

更稳定, 并且实验表明其拷贝数不丢失。其启动子

为甲醇氧化酶启动子 (Methanol oxidase promoter, 

MOXp), 采用 PCR方法从多形汉逊酵母基因组中扩

增得到, 所以酵母基因组和表达载体都存在序列一

致的 MOXp 序列, 为同源重组提供了前提条件。同

时采用来自啤酒酵母 (S. cerevisiae)中的分泌信号

α-MF(Mating factor-alpha)进行分泌表达。 

对于表达载体pHMOXGαA, 在转化酵母之前

需要线化。假如目的基因本身也有线化位点ScaⅠ, 

表达载体则无法线化。相关报道介绍了在载体中引

入汉逊酵母自动复制序列HARS, 该序列相当于原

核表达/克隆载体中的PUC-ori序列, HARS允许表达

载体不用线化, 可以直接转化酵母细胞, 此时载体

在HARS 作用下能自动复制, 边复制边向酵母基因

组中整合, 整合方式以非同源重组为主, 一般整合

到染色体末端[13]。25S rDNA作为位点特异的重组元

件被广泛应用。它能够使重组质粒在酵母基因组中

稳定, 并且能够增加其拷贝数[14]。 

酶活性和细胞重量呈现正相关性, 随着细胞的
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积累, 酶活性逐渐提高, 提高发酵细胞密度能够有
效提高酶的表达。研究中发现, 目的产物除了分泌
到胞外, 在细胞内还有相当的含量, 提高目的蛋白
的分泌能力不仅能够增加产物的回收率, 而且能有
效避免产物的反馈抑制[15]。寻找强分泌能力的信号

肽的实验正在进行。同时, 增加细胞通透性能有效
促进蛋白的分泌, 对培养基及增加细胞通透性试剂
的选择正在陆续展开。 
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稿件书写规范 

论文中阿拉伯数字的使用 

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须

使用阿拉伯数字, 年份必须用全称。对科技期刊来说, 凡处在计量单位和计数单位前面的数字, 包括 9 以下

的各位数字, 除个别特例外, 均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用汉

字, 例如: 一本教材、两种商品等。 
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