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摘
!

要!枯草芽孢杆菌
F*A&77>JJ>KC&7&J

是一种高效的外源蛋白表达菌株!能将目的蛋白分泌到细胞外的培养

基中$从福寿螺胃液共生菌株
F*A&77>J:

N

>4;)+2*JI6$

基因组中克隆纤维素酶
MLJ

的基因序列!利用基因工程技

术构建纤维素酶
MLJ

的重组枯草芽孢杆菌表达载体
N

J8:

N

6'

,

*

$该载体含有一个强启动子和一段信号肽!经淀粉

诱导能表达外源蛋白$以枯草芽孢杆菌蛋白酶缺失型菌株
ỲR""

为宿主菌!表达得到的重组纤维素酶
MLJ

以羧

甲基纤维素钠"

I@I6?+

#为底物得到的培养基上清酶活力达到
$$#"8

(

b

$该纤维素酶在
N

OT>"

表现最大水解活

力!最适反应温度为
T"̂

!在酸性条件下稳定性良好!具有较好的应用前景$

关键词!枯草芽孢杆菌%纤维素酶
MLJ

%分泌%羧甲基纤维素钠

中图分类号!

mRBT

!!!

文献标志码!

J

(

!

引
!

言

纤维素是自然界中分布广泛的可再生资源%如

农业废弃物"稻草'秸秆'甘蔗渣等#'食品加工废弃

物"果皮'果渣等#'木材废弃物"木屑'树皮等#及城

市废弃物"废纸#等都是纤维素的丰富来源&地球上

每年光合作用可产生大于
$""

亿吨的植物干物质%

其中一半以上是纤维素和半维素(

$6!

)

&纤维素是植

物干物质中细胞壁的主要成分%约占植物干重的

!%S

#

%"S

(

Q

)

&如果能有效地利用生物技术将纤维

素物质转化成简单糖%继而再发酵生产乙醇等生物

能源物质%将对解决能源危机'环境污染等一系列问

题有重要意义(

%

)

&

纤维素酶"

50,,(,+:0

#是一类能将纤维素水解成

纤维二糖和葡萄糖等简单糖的多种酶组成的复合

酶体系%包括内切
*

6$

%

Q6

葡聚糖酶"

0*H'6$

%

Q6

*

6

3

,(6

5+*+:0

%

MI!>#>,>Q

#'外切
*

6$

%

Q6

葡聚糖酶"

0F'6$

%

Q6

*

6

3

,(5+**+:0

%

MI!>#>$>D$

#和
*

6$

%

Q6

糖苷酶"

*

6$

%

Q6

3

,(5':2H+:0

%

MI!>#>$>#$

#

(

T6B

)

&内切
*

6$

%

Q6

葡聚

糖酶随机作用于纤维多糖内部无定形区%产生大

量的寡糖和新末端&外切
*

6$

%

Q6

葡聚糖酶作用于

这些还原性或非还原性的末端%产生纤维二糖%

*

6$

%

Q6

糖苷酶将纤维二糖分解成两分子的葡萄

糖(

D

)

&纤维素酶
MLJ

是由福寿螺胃液中分离出

的共生菌株
F*A&77>J:

N

>4;)+2*JI6$

所产的一种纤

维素内切酶&编码该酶的基因含有
$DB"\

N

的开

放阅读框%编码
T%D

个氨基酸残基(

$"

)

&该酶具有

较好的热稳定性且在酸性条件下相对稳定%有较

好的工业应用前景&

枯草芽孢杆菌是一类好氧型'内生抗逆孢子的

典型的革兰氏阳性杆状细菌%可作为基因工程表达

的宿主菌&与大肠杆菌等表达系统相比%枯草芽孢

杆菌具有蛋白分泌能力强(

$$

)

'遗传背景清晰(

$#

)和不

含内毒素(

$!6$Q

)等优点&

本文从
F*A&77>J:

N

>4;)+2*JI6$

基因组中克

隆得到纤维素酶
MLJ

的基因
'

,

*

%并在枯草芽孢杆

菌中开展表达重组纤维素酶
MLJ

的研究及重组酶

的性质分析&
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!

材料与方法

$>$

!

试
!

剂

ZPX6K,(:6?0'X?J

N

',

<

U0)+:0

购自
7PCP6

YP

公司$

7+

j

X?J

N

',

<

U0)+:0

'胶回收试剂盒购自

上海天根生物工程有限公司$限制性内切酶'

7

Q

X?J

连接酶'

KIV

产物回收试剂盒均购自
7+a+)+

公司$质粒抽提试剂盒购自上海博大泰克生物技术

有限公司&

其余试剂为国产试剂分析纯&

$>#

!

MLJ

基因的克隆

用细菌基因组抽提试剂盒抽提
F*A&77>J:

N

>

4;)+2*JI6$

基因组
X?J

作为
KIV

反应的模板%用

特异性引物
4KMLJ$1E'

)

*

MLJ@I#"A6V

)

克

隆得到纤维素酶
MLJ

的基因序列&

4KMLJ$1E'

)

和
MLJ@I#"A6V

)

序列见表
$

%

KIV

反体系见

表
#

&扩增产物用
KIV

产物纯化试剂盒纯化&

表
!

!

<E*

反应引物

4KMLJ$1E'

)

77ILI7JLILIJJ7L7IJLJ76

7JIJJI7J7L

MLJ@I#"A6V

)

JILJJ77I77JI77L77IL6

LJJL7L77IIJJJIJ

!!

注!下划线表示酶切位点&

表
'

!

<E*

反应体系

体系
%"

"

b

模板!

F*A&77>J:

N

>:;)+2*JI6$

基因组
$

"

b

上游引物!

4KMLJ$1E'

)

$

"

b

下游引物!

MLJ@I#"A6V

)

$

"

b

X?J

合成酶!

ZPX6

N

,(:6*0'X?J

N

',

<

U0)+:0 $

"

b

$"dZPX6

N

,(:6*0'\(--0) %

"

b

H?7K:

"

#U@

#

%

"

b

HHO

#

P !T

"

b

!!

在上述的反应体系下进行
KIV

扩增&

KIV

反

应程序为!预变性!

DQ̂

%

#U2*

$变性!

DB̂

%

$":

$退

火!

%B̂

%

!":

$延伸!

TB̂

%

#U2*

&

$>!

!

表达载体的构建

N

J:

N

质粒含有来源于淀粉酶的强启动子
K+U6

<

m

和果胶酶
K0,6Q

信号肽序列%

KIV

扩增得到的目

的基因片段和
N

J:

N

载体分别用
1E'

)

和
"A6V

)

双酶切消化处理&酶切产物回收后%用
7

Q

X?J

连

接酶在
$T̂

连接过夜%连接产物转化大肠杆菌感受

态菌株
XO%

(

%用
JU

N

"

%"

"

3

*

Ub

#抗性平板筛选阳

性克隆&转化菌体的质粒经过
KIV

和双酶切鉴定

以后测序%测序正确的质粒命名为
4

9J

4

-'

,

*

&

4

9J

4

-'

,

*

质粒和来源于芽孢杆菌
N

8Y$$"

质

粒分别用
F*[O

)

单酶切消化处理%线性化的

N

8Y$$"

质粒与
N

J:

N

6'

,

*

质粒连接后转化大肠杆

菌感受态菌株
XO%

(

%用
JU

N

"

%"

"

3

*

Ub

#抗性平板

筛选&得到的阳性重组载体命名为
N

J:

N

6'

,

*6

N

8Y$$"

%即得到既可以在枯草芽孢杆菌中又可以在

大肠杆菌中扩增的穿梭质粒&

为了提高载体的扩增效率%用
"A6V

)

单酶切消

化处理除去穿梭载体
N

J:

N

6'

,

*6

N

8Y$$"

上原位于

N

J:

N

质粒上的大肠杆菌来源的复制起始点等元件

后%回收
X?J

片段%加入
7

Q

X?J

连接酶使含有枯

草表达原件的线性载体片段自连接%连接产物转化

感受态枯草芽孢杆菌蛋白酶缺失菌株
ỲR""

%用

Z+*

"

%"

"

3

*

Ub

#抗性平板筛选%得到的阳性菌株即

含有重组表达载体
N

J8:

N

6'

,

*

的菌株&

$>Q

!

MLJ

基因的表达及酶活力分析

从转化得到的
Z+*

"

%"

"

3

*

Ub

#抗性平板上挑

取
N

J8:

N

6'

,

*

*

ỲR""

单克隆%接种到
!Ub

新鲜

的
bY

培养基中%

!R̂

%

#"")

*

U2*

培养
$#/

后%按照

$g$""

的比例转接到枯草芽孢杆菌表达培养基中%

!R̂

%

#"")

*

U2*

培养
#Q/

&菌液经
%""")

*

U2*

'

Q̂

离心
%U2*

后%收集上清液&

酶活力测定方法!

取
$B"

"

b

质量体积比为
$S

的
I@I6?+

"溶于

#"U@

N

OT>%

的磷酸钠缓冲液中#于
T%̂

水浴预

热
$"U2*

%加入
#"

"

b

酶液%

T%̂

水浴反应
$"U2*

%

加入
">%UbX?4

试剂终止反应%沸水浴
%U2*

后%

立即冷水浴冷却%补加
">%Ub

双蒸馏水%用可见分

光光度仪读取
%#"*U

吸光度值&灭活的酶液在同

样条件下反应作为空白对照&酶活定义为!在上述

条件下%

$U2*

水解生成
$

"

U',

还原糖当量所需要

的酶量为一个活力单位&

$>%

!

纤维素酶
MLJ

的性质分析

$>%>$

!N

O

对纤维素酶
MLJ

的活性以及稳定性的影响

配制不同
N

O

值"

N

O!

#

D

#的
Y)2;;'*6V'\6

2*:'*

缓冲溶液%在不同
N

O

的缓冲液体系中%

T%̂

水浴反应
$"U2*

%测定纤维素酶
MLJ

的最适反应

N

O

&通过表达培养基上清在不同
N

O

缓冲液"

N

O!

#

D

#中
!R̂

保温
!/

后%

T%̂

水浴反应
$"U2*

%测定

纤维素酶
MLJ

的残余活力来分析纤维素酶
MLJ

的
N

O

稳定性&

$>%>#

!

温度对纤维素酶
MLJ

的活性以及稳定性的影响

在
N

OT>"

的
Y)2;;'*6V'\2*:'*

缓冲溶液中%于

Q"

#

B"̂

范围内%水浴反应
$"U2*

%测定纤维素酶

MLJ

的最适反应温度&表达培养基上清分别在相

"D!
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应的
Q"

#

B"̂

温度下保温
">%

'

$

'

$>%

'

#/

后%

T%̂

水浴反应
$"U2*

%测定纤维素酶
MLJ

的残余活力

来分析酶的温度稳定性&

'

!

结
!

果

#>$

!

'

,

*

基因的克隆和重组表达载体的构建

通过基因重组技术成功构建了表达纤维素酶

MLJ

的重组芽孢杆菌
N

J8:

N

6'

,

*

*

ỲR""

&重组

表达质粒
N

J8:

N

6'

,

*

经
KIV

鉴定为阳性"引物!

4KMLJ1E'

)

%

MLJ@I#"A6V

)

#%基因
'

,

*

经测序鉴

定成功克隆到启动子和信号肽下游%

KIV

鉴定图见

图
$

&

图
$

!

重组枯草芽孢杆菌的
KIV

鉴定

#>#

!

纤维素酶
MLJ

的表达及酶活力分析

为减少枯草芽孢杆菌自身分泌的蛋白水解酶对

外源蛋白的降解%以枯草芽孢杆菌蛋白酶缺失型菌

株
ỲR""

为宿主菌%重组菌
N

J8:

N

6'

,

*

*

ỲR""

培

养
#Q/

后%培养基上清液以羧甲基纤维素钠"

I@I6

?+

#为底物测定表达得到的纤维素酶
MLJ

的活力

达到
$$#"8

*

b

&

#>!

!

纤维素酶
MLJ

的性质分析

#>!>$

!N

O

对纤维素酶
MLJ

的活性以及稳定性的影响

以
I@I6?+

为底物测定纤维素酶
MLJ

的水解

活力%得到酶反应的最适
N

O

值为
T>"

&图
#

为

ỲR""

阳性菌株培养
#Q/

后的培养基上清在不同

的
N

O

缓冲液"

N

O!

#

D

#中
T%̂

水解反应%以最高

酶活力为对照%计算得到纤维素酶
MLJ

的相对活

力作曲线&如图
#

显示%在
N

OT>"

条件下纤维素

酶
MLJ

的酶活力最高&

图
!

为
ỲR""

阳性菌株培养
#Q/

的表达培养基

上清在不同
N

O

缓冲液"

N

O!

#

D

#中%

!R̂

保温
!/

后

图
#

!

纤维素酶
MLJ

的最适反应
N

O

曲线

测定
T%̂

水解反应%以最高酶活力为对照%计算得到

纤维素酶
MLJ

的相对活力作曲线&如图
!

显示%在

N

O%>"

#

T>"

条件下纤维素酶
MLJ

的酶活力稳定&

图
!

!

纤维素酶
MLJ

的
N

O

稳定性曲线

#>!>#

!

温度对纤维素酶
MLJ

的活性以及稳定性的影响

纤维素酶
MLJ

反应的最适温度为
T"̂

%图
Q

为
ỲR""

阳性菌株培养
#Q/

后的培养基上清在

N

OT>"

的缓冲液中
Q"

#

B"̂

不同温度下反应%以

最高酶活力为对照%计算得到纤维素酶
MLJ

的相

对活力作曲线%图
Q

显示
T"̂

时酶的活力最大&

图
Q

!

纤维素酶
MLJ

的最适反应温度曲线

$D!

第
!

期 张漫莉等!纤维素酶
MLJ

基因在枯草芽孢杆菌中的表达及其产物性质研究



纤维素酶
MLJ

在
Q"̂

条件下热稳定性最好%

Q"̂

保温
#/

后仍有
T"S

以上的残余活力&随温度

升高%纤维素酶
MLJ

的稳定性下降%

%"̂

保温
#/

后仍有
%"S

以上的残余活力%而
B"̂

保温
$>%/

后

完全丧失水解活力&图
%

为
ỲR""

阳性菌株培养

#Q/

后表达培养基上清分别在相应的
Q"

#

B"̂

温

度下保温
">%

'

$

'

$>%

'

#/

后在
N

OT>"

的缓冲体系

中%

T%̂

水浴反应
$"U2*

%以保温前的上清同条件反

应作为对照%计算得到的相对活力作曲线&图
%

显

示%纤维素酶
MLJ

随温度升高稳定性下降%在
Q"̂

时稳定性最好&

图
%

!

纤维素酶
MLJ

的温度稳定性曲线

$

!

讨
!

论

传统基因重组操作中外源基因多采用宿主菌胞

内表达%后期需要菌体收集'破碎等繁琐的过程%同

时因细胞破碎带来的大量杂蛋白使目的产物提取纯

化变得十分困难%虽然可以添加一些如多聚组氨酸

等分子标签进行亲和层析%然而其过高成本而限制

工业化的大规模应用&枯草芽孢杆菌是一种革兰氏

阳性菌%细胞壁结构简单%有较强的分泌能力%能将

胞内蛋白直接分泌到培养基中%可简化蛋白质的生

产程序%降低生产成本&随着对枯草芽孢杆菌这一

基因工程表达系统的研究的深入%多种外源基因已

在枯草芽孢杆菌中得到分泌表达%并且表达的外源

蛋白仍具原有的生物学活性(

$%6$T

)

&

本文以福寿螺胃液共生菌株
F*A&77>J:

N

>

4;)+2*JI6$

来源的纤维素酶
MLJ

为研究对象%构

建了分泌表达
MLJ

的重组枯草芽孢杆菌
N

J8:

N

6

'

,

*

*

ỲR""

%该表达系统含有淀粉酶的强启动子

K+U

<

m

和果胶酶
K0,6Q

信号肽&重组菌在淀粉为

底物的培养基中培养
#Q/

后%培养基上清酶活达到

$$#"8

*

b

%比原始菌株提高了
T

倍(

$"

)

&重组
MLJ

保持了天然酶大部分特性%其最适
N

O

为
T>"

%并且

在酸性环境下稳定&表明
MLJ

是一种适合福寿螺

胃液酸性环境的纤维素酶&重组
MLJ

最适温度在

T"̂

%高于大多数芽孢杆菌分泌的纤维素内切

酶(

$R6#"

)

%并在该温度保温
#/

后仍保持
Q"S

活性%这

些特性预示在纤维素酶
MLJ

具有工业应用潜力&

纤维素酶是生物体所产生的生物活性物质%它

可以安全'高效地降解天然纤维素物质成为简单糖

进而用于发酵生产燃料乙醇&对于解决在当今能源

危机'碳排放超标等问题有重要意义%然而蛋白质的

生产成本制约了纤维素酶的广泛应用&随着分子生

物学技术的发展%对纤维素酶研究与应用的进一步

深入%对其研究也取得了很大的进展&本实验成功

构建了一个高效的分泌表达载体%成功的表达了具

有良好应用潜力的纤维素
MLJ

%为今后从分子水平

以及发酵水平上提高纤维酶
MLJ

产量'进行酶性

质分析以及酶的晶体结构分析提供了一个很好的

平台&
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