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摘要椇为提高 棬 棶 棭发酵菊芋粉生产乙醇过程中的菊
粉酶活性棳以酿酒酵母旘斈斘斄为整合位点棳构建菊粉酶基因的整合表达载体旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢
旔旂旊灢旈旑旛棶经 斏线性化后棳采用电击法转化 棶 棳使表达载体整合到 棶

的染色体上棶经斝斆斠鉴定的阳性转化子能够分泌菊粉酶且能在无筛选压力下稳
定遗传椀棸代棶重组菌斔棷旘灢棽分泌的菊粉酶活力为棻棿棸斦棷旐斕棳比出发菌株提高了椄棸棩棶以粗菊
芋粉生料为底物进行了补料发酵棳重组菌株的发酵终点乙醇浓度为椃椂棶椀旂棷斕棳比出发菌株提高
了椀旂棷斕棳达到理论转化率的椆椂棩棶这些研究工作为非粮作物菊芋生产燃料乙醇奠定了基础棶
关键词椇菊粉酶基因椈整合表达椈 椈菊芋椈乙醇
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棸 引  言
燃料乙醇是迄今为止国内外公认的棳发展最

成熟的生物能源产品棳可以与汽油以一定比例配
混使用棶然而棳我国人口多耕地少的基本国情棳使
目前粮食类淀粉质原料燃料乙醇产业的规模化发

展受到了制约棶不与人争粮棳不与粮争地棳是当前
乃至未来我国燃料乙醇产业发展的基本方针棶

菊芋俗称洋姜或鬼子姜棳与其他农作物相比
具有适应性强暍耐贫瘠暍耐寒暍耐旱暍种植简易及产
量高等特点椲棻椵棶利用我国现有的非耕地资源种植
欧亚菊芋棳不仅可以为生物能源产品生产开辟新
的原料来源棳而且有助于生态环境保护棶我国已将
菊芋作为重点发展的非粮能源植物列入生物产业

发展暟十一五暠暟十二五暠规划中棶
在前期的研究中棳本实验室经过筛选暍驯化和

诱变选育了乙醇发酵性能优良且具有菊粉酶生产

能力 的 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 棬
斮斬棸棻棳 棶 斮斬棸棻棭棳研究开

发了集菊粉酶生产暍菊粉水解和乙醇发酵为一体
棬旙旈旐旛旍旚斸旑斿旓旛旙 旈旑旛旍斸旙斿 旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑棳 旈旑旛旍旈旑
旙斸斻斻旇斸旘旈旀旈斻斸旚旈旓旑斸旑斾斿旚旇斸旑旓旍旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑棳斢斏斢斊棭
的技术棳可以通过一步法将菊芋粉发酵生成乙

醇椲棽椵棶本工艺可采用生菊芋粉进行乙醇发酵棳原料
不需蒸煮和预先糖化棳节省能源及设备投资棳降低
生产成本棳同时还减少了因蒸煮而造成的可发酵
性糖的损失棶但是为了满足斢斏斢斊工艺棳必须使发
酵过程中的菊粉酶分泌暍菊粉酶酶解速度与发酵
速度相等棶虽然 棶 斮斬棸棻具有良好的
菊粉酶生产能力棳但实验结果表明棳发酵条件下
棶 斮斬棸棻的菊粉酶生产能力不足棳致
使发酵过程中酶解速度较慢棳达到发酵终点所需
的发酵时间比现有乙醇生产工艺显著延长棳发酵罐
设备生产强度相应降低棶提高发酵条件下菊粉酶的
表达量和活性棳可能是解决这一问题的有效途径棶

由于 棶 属于非常规酵母棳用于
基因表达的载体种类还不多棳并且带有附加型载
体的细胞不适于长期培养椲棾灢椀椵棶染色体整合表达是
稳定表达外源基因的另一选择棶斈旓旛旂旍斸旙等椲椂椵使
用来源于 棶 的可重复使用的 棾
基因簇表达系统在 棶 基因位

置插入外源基因并成功表达棶
核糖体旘斈斘斄序列是真核生物基因组斈斘斄

中的中等重复并有转录活性的基因家族棶酵母基
因组中旘斈斘斄有棻棸棸暙棽棸棸个重复单元棳是构建



高拷贝数整合型载体较为理想的重复顺序棶以
旘斈斘斄为整合位点提高整合拷贝数的应用策略棳
已经成功应用于多种外源基因的表达椲椃灢棻棸椵棶唐南
筠等椲棻棻椵也利用旘斈斘斄作为整合位点棳实现外源基
因在 棶 中的表达棶由于旘斈斘斄在物种中具
有很强的保守性棳斔旍斸斺旛旑斾斿等椲棻棽椵以来源于 棶

的旘斈斘斄为整合位点棳成功实现了
外源基因在 棶 暍 棶 暍 棶

和 棶 中的表达棶因为
棶 的旘斈斘斄序列尚属未知棳本文尝试
以 棶 的旘斈斘斄为整合位点棳实现
基因在 棶 斮斬棸棻中的过量表达棳并对
获得的基因工程菌进行菊芋生料乙醇发酵研究棳
以期为实现菊芋非粮乙醇工业化生产奠定基础棶
棻 材料与方法
棻棶棻 实验菌株和质粒

菌株及质粒列于表棻棶其中 棶
斮斬棸棻为本实验的出发菌株棳分泌菊粉酶并具有
良好的乙醇发酵性能椈酿酒酵母 棶
棽椄椄斻为模式菌株棳用作扩增旔旂旊启动子和整合位
点旘斈斘斄的模板棶
棻棶棽 酶和化学试剂

引物合成和序列测定委托斣斸斔斸斠斸棬大连棭公

司完成棶 斈斘斄聚合酶暍斣棿斈斘斄连接酶暍限制
内切酶暍斈斘斄旐斸旘旊斿旘等购自 斣斸斔斸斠斸棬大连棭公
司椈斍棿棻椄购自 斢旈旂旐斸公司棬美国棳密苏里州棭椈
斈斘斄纯化试剂盒暍质粒提取试剂盒与凝胶回收试
剂盒均购自斢旓旍斸旘斺旈旓公司棬北京棭棶菊粉购自内蒙
古亿利生物技术有限公司椈菊芋购自山东济宁棳用
前进行烘干粉碎棳稀酸水解处理后棻棸棸旂菊芋粗
粉中含有椂椀旂总糖棶
棻棶棾 培养基

斮斝斈培养基暍斮斝斈选择培养基暍菊粉培养基
及菊芋粗粉发酵培养基同文献椲棻棾椵棶
棻棶棿 引物设计

根据 棶 旔旂旊启动子棬斍斿旑斅斸旑旊登
录号斅斔棸棸椂椆棾椃棶棻棭序列棳设计引物旔旂旊旀旓旘旝斸旘斾
旔旘旈旐斿旘和旔旂旊旘斿旜斿旘旙斿旔旘旈旐斿旘棳椀曚和棾曚端分别引入
酶切位点 栺和 栻棶根据

斘斠斠斕 斮灢棻椃棽棻椃 的 旘斈斘斄 基 因

棬斍斿旑斅斸旑旊登录号斅斠棸棸棸棾棸椆棶棻棭序列棳设计引物
旘斈斘斄斊 和旘斈斘斄 斠棳分别在 椀曚和 棾曚端引入

斎栺和 斎栻酶切位点棶根据 棶
的菊粉酶基因棬斍斿旑斅斸旑旊登录号 斬椀椃棽棸棽棭序列棳
设计引物旈旑旛斊和旈旑旛斠棳在椀曚和棾曚端引入 栻
和 栺酶切位点棬引物序列见表棽棭棶

表棻 实验菌株和质粒
斣斸斺棶棻 斢旚旘斸旈旑旙斸旑斾旔旍斸旙旐旈斾旙

质粒和菌株 遗传特征 来源

质

粒

旔斊斄椂斸棬旔斊斄椂斸灢斔斸旑斖斬棿棭 斍棿棻椄旘棳棾椆棾椄斺旔 陈国强提供

旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛 椆椃棾椃斺旔的旔斊斄椂斸质粒斈斘斄带有旘斈斘斄暍旔旂旊启动子和 基因 本文构建

旔斖斈棻椆灢斣旜斿斻旚旓旘 棽椂椆棽斺旔 购自斣斸斔斸斠斸棬大连棭公司

菌

株

棶 斮斬棸棻 实验室贮存

棶 棽椄椄斻 实验室贮存

棶 斈斎椀毩 实验室贮存

斔棷旘 整合旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛的菌株 本文构建

表棽 文中所用的引物序列
斣斸斺棶棽 斣旇斿旔旘旈旐斿旘旙斿旕旛斿旑斻斿旙旈旑旚旇旈旙旔斸旔斿旘

引物 引物序列 棬椀曚暘棾曚棭 限制性内切酶

旈旑旛斊 斍斣斄 斄斣斍斄斄斍斣斣斆斍斆斄斣斄斆斣 栻
旈旑旛斠 斍斆斆 斍斆斄斍斄斣斆斄斍斄斣斆斄斄斄斆斍 栺
旔旂旊斊 斍斆 斄斆斣斍斣斄斄斣斣斍斆斣斣斣斣斄斍斣斣斍 栺
旔旂旊斠 斍斍 斣斍斣斣斣斣斄斣斄斣斣斣斍斣斣斍斣斄斄斄斄斄斍 栻
旘斈斘斄斊 斆斣 斍斆斄斄斣斍斣斆斄斣斣斣斣斍斆斍斣斍斍斍 斎栺
旘斈斘斄斠 斄斣 斣斄斣斍斄斆斣斄斆斣斍斍斆斄斍斍斄斣斆斄 斎栻
斏斾斊 斆斍斆斄斄斣斆斄斆斍斄斄斣斍斄斄斣斄斄斆斍斍
斏斾斠 斣斍斆斣斆斣斣斣斍斣斆斣斣斍斍斍斣斆斆斄斆斄
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棻棶椀 表达载体各元件的克隆
利用设计的引物及高保真 斈斘斄聚

合酶棳按表棾反应程序斝斆斠扩增表达载体构建所
需的棾个元件片段棶

表棾 棾个克隆元件的斝斆斠反应程序
斣斸斺棶棾 斣旇斿斝斆斠旙旟旙旚斿旐旙旛旙斿斾旈旑斻旍旓旑旈旑旂旓旀旚旇旘斿斿

斻旓旐旔旓旑斿旑旚旙
基因 预变性 斝斆斠程序 循环次数

旔旂旊启动子 椆棿曟预变
性椀旐旈旑

椆棿 曟 棻旐旈旑棳椂棻 曟 棻
旐旈旑棳椃棽曟棻旐旈旑

棾棸

椆棿曟预变
性椀旐旈旑

椆棿 曟 棻旐旈旑棳椀椄 曟 棻
旐旈旑棳椃棽曟棿旐旈旑

棾棸

旘斈斘斄 椆棿曟预变
性椀旐旈旑

椆棿曟预变性椀旐旈旑椈椆棿
曟棻旐旈旑棳椀椄曟棻旐旈旑棳
椃棽曟棽旐旈旑

棾棸

棻棶椂 菊粉酶基因整合表达载体的构建
斝斆斠产物经凝胶回收纯化后棳分别与克隆载

体旔斖斈棻椆灢斣连接并转化 棶 斈斎椀毩感受态细
胞棶阳性克隆提取质粒后测序棳验证正确的质粒分
别 命 名 为 旔斖斈棻椆灢斣棷旈旑旛暍旔斖斈棻椆灢斣棷旔旂旊 和

旔斖斈棻椆灢斣棷旘斈斘斄棶载体旔斖斈棻椆灢斣棷旔旂旊经 斏棷
栻双酶切后棳回收目的片段棳用斣棿斈斘斄连接

酶连接至经 斏棷 栻双酶切的旔斊斄椂斸棳重组
正确的载体命名为旔斊斄椂斸灢旔旂旊椈将载体旔斖斈棻椆灢
斣棷旈旑旛经 栻棷 栺双酶切后棳回收目的片
段棳用斣棿斈斘斄连接酶连接至经 栻棷 栺双
酶切的 旔斊斄椂斸灢旔旂旊棳重组正确的载体命名为
旔斊斄椂斸灢旔旂旊灢旈旑旛棶将 载 体 旔斖斈棻椆灢斣棷旘斈斘斄 经

斎栺棷 斎栻双酶切后棳回收目的片段棳用斣棿
斈斘斄连接酶连接至经 斎栺棷 斎栻双酶切
的 旔斊斄椂斸灢旔旂旊灢旈旑旛棳重 组 正 确 的 载 体 命 名 为
旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛棶质粒的提取暍酶切暍连接和
棶 转化均按斢斸旐斺旘旓旓旊等椲棻棿椵的方法进行棶

棻棶椃 重组质粒载体转化 棶 斮斬棸棻
重组质粒载体旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛用 栺

酶切线性化后棳利用电击法转化 棶
斮斬棸棻棶操作方法按说明书进行棶 栺的单酶切
位点位于棾棶棾旊斺旘斈斘斄 片段的中部棳重组质粒载
体经该酶线性化后可以特异整合到 棶
斮斬棸棻染色体的特定部位棳以实现外源基因的同
源重组棶
棻棶椄 重组菌的筛选与鉴定

用含棾棸棸毺旂棷旐斕斍棿棻椄的斮斝斈选择培养基

筛选阳性重组菌棶提取转化子的基因组斈斘斄棳利
用斝斆斠方法进行验证棶鉴定引物序列为斏斾斊棷斠
棬表棽棭棶筛选得到的重组菌株命名为斔棷旘棶
棻棶椆 重组菌株产菊粉酶性能的考察

在由斝斆斠鉴定得到的重组菌株中棳通过初筛
得到发酵性能较好的两株菌株 斔棷旘灢棻和 斔棷旘灢棽棶
取菌浓度相同的 棶 斮斬棸棻和重组菌
株斔棷旘灢棻和斔棷旘灢棽棳接至菊粉培养基棳使初始接种
量 值为棻棶棽椀棸旐斕摇瓶中装液量棻棸棸旐斕棳椄
层纱布封口棳摇床转速棻椀棸旘棷旐旈旑棳温度棾棸曟条件
下培养棶每棽棿旇取样测定生物量棬干质量棭暍菊粉
酶活性棶测定方法同文献椲棻棾椵棶
棻棶棻棸 重组菌株的菊芋生料补料发酵

取菌浓度相同的 棶 斮斬棸棻和重
组菌株 斔棷旘灢棻和 斔棷旘灢棽棳接至棽棸棸旂棷斕菊芋粗粉
发酵培养基中棬糖浓度为棻棽椃旂棷斕棭棳使初始接种
量 值为棻棶棽椀棸旐斕摇瓶中装液量棻棸棸旐斕棳厌
氧塞封口棳摇床转速棻椀棸旘棷旐旈旑棳温度棾棸曟条件下
培养棶发酵棻棽旇时向培养基中补加椄旂粗菊粉棳
使菊粉终浓度达到棽椄棸旂棷斕棳每棻棽旇取样测定总
糖及乙醇含量棶测定方法同文献椲棻棾椵棶
棽 结果与讨论
棽棶棻 菊粉酶基因多拷贝整合表达载体的构建

分别以 棶 斮斬棸棻和 棶
棽椄椄斻的基因组斈斘斄为模板棳斝斆斠扩增获得
基因暍旔旂旊启动子基因暍旘斈斘斄 基因棳经斅旍斸旙旚比
对棳棾个斝斆斠产物的斈斘斄序列与模板的相似性
达棻棸棸棩棶依次将克隆得到的目的片段连接至
旔斊斄椂斸骨架上棳成功构建得到重组整合表达载体
旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛棶重组质粒的斝斆斠验证结
果和酶切结果都与理论相符棶整个构建过程如图
棻所示棶
棽棶棽 棶 斮斬棸棻的转化及重组菌株的

鉴定

利用 栺 酶切载体 旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢
旈旑旛棳回收椆棶椃旊斺的线性目的片段棳利用电击法进
行转化棶对选择平板上的抗性菌落进行斝斆斠鉴
定棶斝斆斠鉴定以重组菌株的基因组斈斘斄为模板棳
以斮斱斊棷斠为引物进行斝斆斠扩增棶扩增的片段包
括斔斸旑斠后半部分基因暍旔旂旊启动子基因和
基因的前半部分棳预期的目标序列的长度为棻棶椆
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旊斺椈而出发菌株无整合片段棳斝斆斠结果应为阴性棶
斝斆斠的电泳结果如图棽所示棶基因工程菌在无筛
选压力下连续培养椀棸代以上棳仍然保持斍棿棻椄抗
性棶实验中选择了酿酒酵母旘斈斘斄结构单元中的
斘斣斢棻至棽椄斢旘斈斘斄部分片段棳长约棾棶棾旊斺作为
同源重组位点棳整合的质粒长度基本与旘斈斘斄的
一个重复单元长度一致棳使得整合后的质粒比较

稳定棶
棽棶棾 重组菌株产酶性能的考察

将初筛选出来的两株菌斔棷旘灢棻和斔棷旘灢棽接种
在菊粉培养基中进行培养棳考察菊粉酶分泌情况棶
按照前述的实验方法棻棶椆棳在摇瓶中对重组菌株
的生长和产酶能力进行了测定棳实验结果如图棾
所示棬 为酶活力棳为菌浓度棭棶

图棻 整合载体旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛的构建策略
斊旈旂棶棻 斣旇斿斻旓旑旙旚旘旛斻旚旈旓旑旙旚旘斸旚斿旂旟旓旀旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚旜斿斻旚旓旘旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛
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斖斈斘斄斖斸旘旊斿旘椈棻斔棷旘灢棻椈棽斔棷旘灢棽椈棾质粒旔斊斄椂斸灢
旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛椈棿 棶 斮斬棸棻

图棽 阳性转化子的斝斆斠鉴定结果
斊旈旂棶棽 斣旇斿斾斿旚斿斻旚旈旓旑旓旀旔旓旙旈旚旈旜斿旚旘斸旑旙旀旓旘旐斸旑旚斺旟斝斆斠

图棾 出发菌株和重组菌株斔棷旘灢棻暍斔棷旘灢棽的
生长情况及菊粉酶活力的变化

斊旈旂棶棾 斮斿斸旙旚斻斿旍旍旂旘旓旝旚旇斸旑斾旈旑旛旍旈旑斸旙斿斸斻旚旈旜旈旚旟旓旀
旚旇斿旇旓旙旚斸旑斾旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚旙斔棷旘灢棻斸旑斾斔棷旘灢棽

从图棾中可以看出棳两个重组菌株的生物量
几乎与出发菌株一致棳维持在椆旂棷斕左右棶重组菌
株斔棷旘灢棻和斔棷旘灢棽分泌的菊粉酶活力均高于出发
菌株棶在棻椂椄旇时棳斔棷旘灢棽菌株的最高酶活力达
棻棿棸斦棷旐斕棳斔棷旘灢棻菌株的最高酶活力为棻棽棸斦棷
旐斕棳分别是出发菌株棬椄棸斦棷旐斕棭的棻棶椄暍棻棶椀倍棳
说明所构建的质粒载体旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛转
化 棶 后成功地实现了菊粉酶基因的

过量表达棳达到了本文研究的预期目的棶来自于酿
酒酵母的旘斈斘斄 可以整合到非常规酵母 棶

的染色体基因组中棳且不影响生长棳说
明旘斈斘斄位点整合在真核微生物中存在广泛的
普适性棶旘斈斘斄位点整合将有益于外源基因在 棶

中的表达棳促进该种微生物在工业生
物技术中的应用棶
棽棶棿 重组菌株的菊芋粉补料批式发酵

对重组菌株斔棷旘灢棽和斔棷旘灢棻的菊芋粉乙醇发
酵进行了生料的批式补料工艺的考察棶发酵使用
菊芋粗粉培养基棳无其他营养盐添加棳结果如图棿
所示棬旚旙为总糖浓度棳斿为乙醇浓度棭棶

图棿 出发菌株和重组菌株斔棷旘灢棻暍斔棷旘灢棽的
菊芋粉乙醇补料发酵性能

斊旈旂棶棿 斉旚旇斸旑旓旍旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旔斿旘旀旓旘旐斸旑斻斿旓旀斔棷旘灢棻
斸旑斾斔棷旘灢棽旈旑旚旇斿旀斿斾灢斺斸旚斻旇旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旙
旀旘旓旐旘斸旝

由实验结果可以看出棳重组菌株斔棷旘灢棽和斔棷
旘灢棻的发酵性能明显好于出发菌株 棶
斮斬棸棻棶发酵在棿椄旇达到终点棳重组菌株的乙醇产
量均比出发菌株要高棳其中斔棷旘灢棽的最高乙醇浓
度为椃椂棶椀旂棷斕棳斔棷旘灢棻的最高乙醇浓度为椃棾棶椀
旂棷斕棳均高于出发菌株的椃棻棶椀旂棷斕棶在发酵过程
中棳发酵醪中总糖水平急剧下降棳说明出发菌株
棶 斮斬棸棻的发酵能力很强棶种子培养
液中具有的菊粉酶活力使得发酵液中的还原糖在

发酵初期达到很高水平棳在棻棽旇时棳斔棷旘灢棽的为
棽椂旂棷斕左右棳而出发菌株 棶 斮斬棸棻
的为棻椂旂棷斕棳与种子液的菊粉酶活力正相关棶补加
菊芋粉后棳发酵醪中总糖浓度得到了回升棳随着发
酵的进行逐渐被消耗棶到发酵终点时棳斔棷旘灢棽剩余
总糖为棽椀旂棷斕左右棳而出发菌株 棶
斮斬棸棻的为棾棸旂棷斕棳说明由于菊粉酶活力的升高棳
糖的利用率及乙醇对糖的得率都得到了提升棳证
明了菊粉酶活性是斢斏斢斊技术的关键控制点的推
论棶

菊粉酶是能够水解毬灢棽棳棻灢斈灢果聚糖苷键的一
类水解酶棳能够水解菊粉为果糖及低聚果糖棳在果
糖生产及菊芋生产发酵产品等方面引起了广泛关

注棶来源于 和 棶
的菊粉酶基因已经成功地实现了在 棶
中的表达椲棻椀灢棻椂椵棶斕旈旛等构建了菊粉酶的酵母细胞
表面展示载体并转化 椲棻椃椵棳利
用菊芋生产柠檬酸棳提高了柠檬酸的产量棶

非粮作物菊芋是生产燃料乙醇的理想原料之

一棳但目前尚无满足工业化生产的菌种与工艺棶本
实验通过过量表达菊粉酶基因棳提高了出发菌株
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棶 菊粉酶活力棳相应地提高了发酵终
点乙醇浓度棶本文的结果远高于文献椲棻椄椵报道的
克鲁维酵母能够利用菊粉发酵生产乙醇棳乙醇体
积分数达到椂棩暙椃棩棳糖醇转化效率椃椆棶棸棩暙
椄椃棶棿棩的结果棶为提高终点乙醇浓度棳降低发酵过
程中醪液黏度棳利用该基因工程菌本实验室正在
开发新的发酵工艺棳数据将另文发表棶
棾 结  论

本文以酿酒酵母旘斈斘斄 结构单元的 斘斣斢棻
至棽椄斢棬长约棾棶棾旊斺棭斈斘斄片段作为同源重组位
点棳构建了菊粉酶重组表达载体旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢
旔旂旊灢旈旑旛棳实现了菊粉酶基因在 棶
斮斬棸棻中的过量稳定表达棳提高了出发菌株 棶

斮斬棸棻菊粉酶活力棶利用菊芋生料的
乙醇发酵浓度得到提高棳剩余残糖的浓度降低棶在
菊芋粉浓度为棽椄棸旂棷斕棳总糖浓度为棻椄棸旂棷斕条
件下棳发酵棿椄旇棳乙醇浓度可达椃椂棶椀旂棷斕棳达到理
论转化率的椆椂棩棳为我国利用非粮作物菊芋生产
燃料乙醇奠定了基础棶
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椲椆椵 支晓慧棳王丽娜棳朱 平棳等棶基于旘斈斘斄序列的酵
母整合载体的构建及应用 椲斒椵棶中国医药生物技
术棳棽棸棻棻棳椂棬椀棭椇棾棾棸灢棾棾椀棶
斱斎斏斬旈斸旓灢旇旛旈棳斪斄斘斍 斕旈灢旑斸棳斱斎斦 斝旈旑旂棳 棶
斆旓旑旙旚旘旛斻旚旈旓旑 斸旑斾 斸旔旔旍旈斻斸旚旈旓旑 旓旀

旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑 旜斿斻旚旓旘 斺斸旙斿斾 旓旑 旘斈斘斄
旙斿旕旛斿旑斻斿 椲斒椵棶斆旇旈旑斿旙斿 斖斿斾旈斻旈旑斸旍斅旈旓旚斿斻旇旑旓旍旓旂旟棳
棽棸棻棻棳椂棬椀棭椇棾棾棸灢棾棾椀棶棬旈旑斆旇旈旑斿旙斿棭

椲棻棸椵姜 勇棳张学成棳孙平楠棳等棶以旘斈斘斄 为同源重组
位点酵母表达鲑鱼降钙素基因多拷贝整合载体的

构建椲斒椵棶中国海洋大学学报椇自然科学版棳棽棸棸椆棳
棾椆棬棾棭椇棿棿棾灢棿棿椃棶
斒斏斄斘斍斮旓旑旂棳斱斎斄斘斍斬旛斿灢斻旇斿旑旂棳斢斦斘斝旈旑旂灢旑斸旑棳

棶斆旓旑旙旚旘旛斻旚旈旓旑旓旀斸旘旈斺旓旙旓旐斸旍斈斘斄旐旛旍旚旈灢斻旓旔旟
旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑 旜斿斻旚旓旘 旀旓旘
斿旞旔旘斿旙旙旈旑旂旙斸旍旐旓旑斻斸旍斻旈旚旓旑旈旑 椲斒椵棶斝斿旘旈旓斾旈斻斸旍旓旀
斚斻斿斸旑 斦旑旈旜斿旘旙旈旚旟 旓旀 斆旇旈旑斸棳 棽棸棸椆棳

棻椄棻 第棽期  袁文杰等椇旘斈斘斄介导的菊粉酶基因整合载体构建及在 棶 中应用



棾椆棬棾棭椇棿棿棾灢棿棿椃棶棬旈旑斆旇旈旑斿旙斿棭
椲棻棻椵唐南筠棳霍克克棳李育阳棶乳酸克鲁维酵母高拷贝整

合载体的构建及应用椲斒椵棶生物化学与生物物理学
报棳棻椆椆椂棳棽椄棬椀棭椇椀棿棸灢椀棿椂棶
斣斄斘斍斘斸旑灢旉旛旑棳斎斦斚 斔斿灢旊斿棳斕斏斮旛灢旟斸旑旂棶斣旇斿
斻旓旑旙旚旘旛斻旚旈旓旑 斸旑斾 斸旔旔旍旈斻斸旚旈旓旑 旓旀 旚旇斿 旐旛旍旚旈灢斻旓旔旟
旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑旜斿斻旚旓旘旈旑 棶 椲斒椵棶斄斻旚斸斅旈旓斻旇旈旐旈斻斸
斿旚斅旈旓旔旇旟旙旈斻斸斢旈旑旈斻斸棳棻椆椆椂棳棽椄棬椀棭椇椀棿棸灢椀棿椂棶棬旈旑
斆旇旈旑斿旙斿棭

椲棻棽椵斔旍斸斺旛旑斾斿 斒棳 斔旛旑旡斿 斍棳 斍斿旍旍旈旙旙斿旑 斍棳 棶
斏旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑旓旀旇斿旚斿旘旓旍旓旂旛旙旂斿旑斿旙旈旑旙斿旜斿旘斸旍旟斿斸旙旚
旙旔斿斻旈斿旙 旛旙旈旑旂 旜斿斻旚旓旘旙 斻旓旑旚斸旈旑旈旑旂 斸

灢斾斿旘旈旜斿斾旘斈斘斄灢旚斸旘旂斿旚旈旑旂斿旍斿旐斿旑旚椲斒椵棶
斊斉斖斢斮斿斸旙旚斠斿旙斿斸旘斻旇棳棽棸棸棾棳棿棬棿棭椇棻椄椀灢棻椆棾

椲棻棾椵李楠楠棳袁文杰棳王 娜棳等棶菊粉酶基因在酿酒酵
母中的表达及乙醇发酵椲斒椵棶生物工程学报棳棽棸棻棻棳
棽椃棬椃棭椇棻棸棾棽灢棻棸棾椆棶
斕斏斘斸旑灢旑斸旑棳斮斦斄斘 斪斿旑灢旉旈斿棳斪斄斘斍 斘斸棳 棶
斉旚旇斸旑旓旍旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑 旀旘旓旐
旚旛斺斿旘旙 斺旟 斸 旂斿旑斿旚旈斻斸旍旍旟灢旐旓斾旈旀旈斿斾

旙旚旘斸旈旑斻斸旔斸斺旍斿旓旀旙斿斻旘斿旚旈旑旂旈旑旛旍旈旑斸旙斿椲斒椵棶
斆旇旈旑斿旙斿斒旓旛旘旑斸旍旓旀斅旈旓旚斿斻旇旑旓旍旓旂旟棳棽棸棻棻棳棽椃棬椃棭椇

棻棸棾棽灢棻棸棾椆棶棬旈旑斆旇旈旑斿旙斿棭
椲棻棿椵斢斸旐斺旘旓旓旊斒棳斊旘旈旚旙斻旇斉斊棳斖斸旑旈斸旚旈旙斣棶斖旓旍斿斻旛旍斸旘

斆旍旓旑旈旑旂椇斄斕斸斺旓旘斸旚旓旘旟斖斸旑旛斸旍椲斖椵棶棽旑斾斿斾棶斘斿旝
斮旓旘旊椇斆旓旍斾斢旔旘旈旑旂斎斸旘斺旓旘斕斸斺旓旘斸旚旓旘旟斝旘斿旙旙棳棻椆椄椆棶

椲棻椀椵斱斎斄斘斍斕旈旑旂灢旇旛斸棳斪斄斘斍斒旈旑旂棳斚旇旚斸斮棳 棶
斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀旚旇斿旈旑旛旍旈旑斸旙斿旂斿旑斿旀旘旓旐

旈旑 椲斒椵棶斝旘旓斻斿旙旙斅旈旓斻旇斿旐旈旙旚旘旟棳
棽棸棸棾棳棾椄棬椄棭椇棻棽棸椆灢棻棽棻棽棶

椲棻椂椵斱斎斄斘斍 斕旈旑旂灢旇旛斸棳斱斎斄斚 斆旇斸旑旂灢旞旈旑棳 斪斄斘斍
斒旈旑旂棳 棶斏旑旇旈斺旈旚旈旓旑旓旀旂旍旛斻旓旙斿旓旑斸旑斿旞旓旈旑旛旍旈旑斸旙斿
旀旘旓旐 斿旞旔旘斿旙旙斿斾旈旑

椲斒椵棶斝旘旓斻斿旙旙斅旈旓斻旇斿旐旈旙旚旘旟棳棽棸棸椀棳棿棸棬椀棭椇
棻椀棿棻灢棻椀棿椀棶

椲棻椃椵斕斏斦 斬旈斸旓灢旟斸旑棳斆斎斏斱旇斿旑灢旐旈旑旂棳斕斏斦 斍旛斸旑旂灢旍斿旈棳
棶斏旑旛旍旈旑旇旟斾旘旓旍旟旙旈旙斸旑斾斻旈旚旘旈斻斸斻旈斾旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑

旀旘旓旐旈旑旛旍旈旑旛旙旈旑旂旚旇斿旙旛旘旀斸斻斿灢斿旑旂旈旑斿斿旘斿斾
斾旈旙旔旍斸旟旈旑旂 旈旑旛旍旈旑斸旙斿 椲斒椵棶 斖斿旚斸斺旓旍旈斻

斉旑旂旈旑斿斿旘旈旑旂棳棽棸棻棸棳棻棽棬椀棭椇棿椂椆灢棿椃椂棶
椲棻椄椵斈旛旜旑旉斸旊斱棳斔旓旙斸旘旈斻斘棳斎斸旟斿旙斠 斈棶斔旈旑斿旚旈斻旙旓旀

斿旚旇斸旑旓旍旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑旀旘旓旐 旉旛旈斻斿
旝旈旚旇 旙旓旐斿 椲斒椵棶
斅旈旓旚斿斻旇旑旓旍旓旂旟斕斿旚旚斿旘棳棻椆椄棻棳棾棬棻棸棭椇椀椄椆灢椀椆棿棶

斆旓旑旙旚旘旛斻旚旈旓旑旓旀 旂斿旑斿旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑旜斿斻旚旓旘
斸旚旘斈斘斄灢旚斸旘旂斿旚旈旑旂旍旓斻旛旙斸旑斾旈旚旙斸旔旔旍旈斻斸旚旈旓旑旚旓 棶

斮斦斄斘 斪斿旑灢旉旈斿灣棻棳 斆斎斉斘 斕旈灢旉旈斿棻棳 斔斚斘斍 斕旈斸旑旂棽棳 斱旈旍旈旇斸旑棻棳 斠斉斘 斒旈斸旑灢旂斸旑旂棻棳 斅斄斏 斊斿旑旂灢旝旛棻
棬棻棶斢斻旇旓旓旍旓旀斕旈旀斿斢斻旈斿旑斻斿斸旑斾斅旈旓旚斿斻旇旑旓旍旓旂旟棳斈斸旍旈斸旑斦旑旈旜斿旘旙旈旚旟旓旀斣斿斻旇旑旓旍旓旂旟棳斈斸旍旈斸旑棻棻椂棸棽棿棳斆旇旈旑斸椈

棽棶斆旓旍旍斿旂斿旓旀斖斸旘旈旑斿斣斿斻旇旑旓旍旓旂旟斸旑斾斉旑旜旈旘旓旑旐斿旑旚棳斈斸旍旈斸旑斚斻斿斸旑斦旑旈旜斿旘旙旈旚旟棳斈斸旍旈斸旑棻棻椂棸棽棾棳斆旇旈旑斸棭

斄斺旙旚旘斸斻旚椇斏旑旓旘斾斿旘旚旓旈旐旔旘旓旜斿旈旑旛旍旈旑斸旙斿斸斻旚旈旜旈旚旟旓旀 棬 棶 棭旈旑旚旇斿
旔旘旓斻斿旙旙旓旀旔旘旓斾旛斻旈旑旂斿旚旇斸旑旓旍旝旈旚旇 旐斿斸旍棳旛旙旈旑旂旘斈斘斄 旓旀 棶 斸旙
旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑旙旈旚斿旙棳旚旇斿旈旑旚斿旂旘斸旚旈旓旑旜斿斻旚旓旘旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛旓旀 旂斿旑斿旈旙斻旓旑旙旚旘旛斻旚斿斾棶斈旈旂斿旙旚斿斾
斺旟 斏棳旚旇斿旍旈旑斿斸旘旜斿斻旚旓旘旔斊斄椂斸灢旘斈斘斄灢旔旂旊灢旈旑旛旈旙旈旑旚斿旂旘斸旚斿斾旈旑旚旓旂斿旑旓旐斿旓旀 棶 斺旟
斿旍斿斻旚旘旓旔旓旘斸旚旈旓旑棶斣旇斿旔旓旙旈旚旈旜斿旈旑旚斿旂旘斸旑旚旙旈斾斿旑旚旈旀旈斿斾斺旟斝斆斠旙旇旓旝旚旇斿旈旑旛旍旈旑斸旙斿斸斻旚旈旜旈旚旟斸旑斾斸旘斿
旐旈旚旓旚旈斻斸旍旍旟旙旚斸斺旍斿旀旓旘椀棸旂斿旑斿旘斸旚旈旓旑旙旛旑斾斿旘旚旇斿旑旓旑灢旙斿旍斿斻旚旈旜斿旔旘斿旙旙旛旘斿斻旓旑斾旈旚旈旓旑旙棶斣旇斿旈旑旛旍旈旑斸旙斿斸斻旚旈旜旈旚旟
旓旀旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚旙旚旘斸旈旑斔棷旘灢棽旂斿旚旙旚旇斿旇旈旂旇斿旙旚棻棿棸斦棷旐斕棳椄棸棩旇旈旂旇斿旘旚旇斸旑旚旇斸旚旓旀旚旇斿旝旈旍斾灢旚旟旔斿棶斏旑
旚旇斿斿旞旔斿旘旈旐斿旑旚旙旓旀旀斿斾灢斺斸旚斻旇旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旛旙旈旑旂旚旇斿旛旑斻旓旓旊斿斾 旐斿斸旍棳旚旇斿斿旚旇斸旑旓旍
斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旈旑斺旘旓旚旇旓旀旈旑旚斿旂旘斸旑旚旙旈旙椃椂棶椀旂棷斕棳椀旂棷斕旇旈旂旇斿旘旚旇斸旑旚旇斸旚旓旀旚旇斿旝旈旍斾灢旚旟旔斿旙旚旘斸旈旑旝旈旚旇
椆椂棩旓旀旈旚旙旚旇斿旓旘斿旚旈斻斸旍旜斸旍旛斿棶斢旛斻旇旘斿旙斿斸旘斻旇旝旓旘旊旍斸旟旙斸旂旓旓斾旀旓旛旑斾斸旚旈旓旑旀旓旘旔旘旓斾旛斻旈旑旂旀旛斿旍斿旚旇斸旑旓旍
旀旘旓旐 棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇旈旑旛旍旈旑斸旙斿旂斿旑斿椈旈旑旚斿旂旘斸旚旈旜斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑椈 椈 椈
斿旚旇斸旑旓旍
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