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竹虫肠道微生物源纤维素酶基因在
运动发酵单胞菌中的异源表达
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摘　 要： 运动发酵单胞菌（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ ｍｏｂｉｌｉｓ， Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ）是生产燃料乙醇的传统优势菌株，也是秸秆燃料乙醇研究

方向的热点。 秸秆为底物具有难降解性的特性，在实际生产应用过程中往往需要额外投加酶制剂，导致菌株发酵

效率降低，发酵成本增高。 为缓解这一问题，通过引入外源纤维素酶基因，在 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 内构建纤维素酶的分泌途

径，让发酵菌株能够水解利用纤维素。 研究利用竹虫肠道内微生物含有丰富的纤维素酶基因，连接到质粒转化菌

株后并检测其在大肠杆菌和 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 的异源表达。 结果显示，研究构建了 ２１ 株重组菌 ＺＭＳ９１２，胞外酶活显示，
ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４ 酶活最高为 １９２． ５６ Ｕ·ｍＬ － １， ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｃ 酶活为 １３９． １９ Ｕ·ｍＬ － １， ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２８ 为 １３８． ７
Ｕ·ｍＬ － １，分别比出发菌株提高了 １１ 倍、７． ７ 倍和 ７． ６ 倍。 在菌株内构建分泌纤维素酶途径以降低生产中加酶量是

一个可行的降低成本的方法。
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　 　 运动发酵单胞菌利用 Ｅｎｔｎｅｒ⁃Ｄｏｕｄｏｒｏｆｆ（ＥＤ）代
谢途径将葡萄糖和果糖转化为乙醇，能够达到接近

最大理论产量［１ － ２］，同时 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 生长的营养需求

相对简单，能够耐受低 ｐＨ 值和水解木质纤维素生

物质产生的抑制物［３，４］，这些优点使得 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 在
工业化生产领域广泛的应用。 但由于其底物利用范

围狭窄，只能利用葡萄糖和果糖等简单糖类，几乎不

能直接利用纤维素为底物生产乙醇，在实际生产过

程中需要依靠额外的添加酶制剂来完成发酵。 若能

用基因工程的方法使运动发酵单胞菌直接以纤维素

为底物生产乙醇，将在一定程度上减少 ２０％ ～ ３０％
生产成本。

目前已公布的基因运动发酵单胞菌只含有 β⁃
１，４⁃内切葡聚糖酶（由 ＺＭＯ１０８６ 编码）的酶活性，
ＣｅｌＡ（ＺＭＯ１０８６）是 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 已发表基因组中唯一

发现的纤维素分解基因，酶活很微弱［５ － ６］。 利用运

动发酵单胞菌的烯醇酶基因的 Ｐｅｎｏ 启动子对

ＺＭＯ１０８６ 进行表达，仅有 １０％的蛋白能够分泌到胞

外。 将 ＺＭＯ１０８６ 的信号肽序列 ＳＰ１０８６ 融合外源

β⁃葡糖苷酶基因 ｂｇｌＢ 尝试分泌表达，结果表明内源

性信号肽能够有效促进纤维素酶的分泌表达［７］。
一些源自运动发酵单胞菌的膜结合蛋白如碱性磷酸

酶 ＰｈｏＡ［８］和 ＰｈｏＤ［９ － １０］的信号肽可以在大肠杆菌中

引导分泌［１１］。
竹虫（Ｏｍｐｈｉｓａ ｆｕｓｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｈａｍｐｓｏｎ），寄生在

竹腔体内，以富含纤维素的植物性物质为食［１２］，可
将纤维素水解产生的葡萄糖作为生长发育的能源物

质。 竹虫肠道菌群和大熊猫、食木高等白蚁、牛瘤

胃、塔马尔沙袋鼠肠道的微生物宏基因组相比，
ＧＨ５、ＧＨ１０ 和 ＧＨ２８ 是以上样品共有的糖苷水解酶

家族，推测可能与以上几个物种都以富含纤维素植

物为食物来源的特殊生活方式有关［１３］。 竹虫肠道

内具有丰富的纤维素降解菌资源，在不同水平上菌

群的分布与白蚁和大熊猫相似。 竹虫肠道微生物的

糖苷水解酶具有丰富的多样性，为基因选取提供了

多样化的选择。 目前尚无研究利用竹虫肠道纤维素

酶基因库作为构建异源表达的候选基因库。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株、质粒、培养基

本研究所用菌株和质粒见表 １，所用引物见表

２，引物均由成都擎科生物科技有限公司合成。
ＬＢ 培养基：Ｔｒｙｐｔｏｎｅ １０ ｇ·Ｌ － １， Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ５

ｇ·Ｌ － １， ＮａＣｌ ５ ｇ·Ｌ － １，调 ｐＨ 值至 ７． ０，ＬＢ 固体培养

基需另加 １． ５％（ｗ ／ ｖ）琼脂；用于重组菌的培养基需添

加壮观霉素，工作浓度为１００ ｕｇ·ｍＬ －１；ＬＢ⁃ＣＭＣ 培养基

在 ＬＢ 培养基基础上添加 ０． １２％（ｗ ／ ｖ）ＣＭＣ。
ＲＭ 培养基［１４］：Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ １０ ｇ·Ｌ － １， Ｇｌｕｃｏｓｅ

２０ ｇ·Ｌ － １， ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ·Ｌ － １， （ＮＨ４） ２ＳＯ４ １ ｇ·Ｌ － １，
ＲＭ 固体培养基需另加 １． ５％ （ ｗ ／ ｖ） 琼脂；用于

ＺＭＳ９１２ 重组菌的培养基需添加壮观霉素，工作浓

度为 １００ ｕｇ·ｍＬ － １；ＲＭ⁃ＣＭＣ 培养基［１５］ 在 ＲＭ 培养

基基础上添加 ０． １２％ （ｗ ／ ｖ）ＣＭＣ。
表 １　 本研究所用菌株和质粒

菌株和质粒 描述 备注

Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 克隆菌株 实验室保存

Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓＺＭ４ 野生型，ＡＴＣＣ３１８２１ 购自中国菌种保藏中心（ＣＩＣＣ）

ＺＭＳ９１２ Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 突变菌株 实验室构建

ｐＥＺ１５Ａｓｐ 克隆载体 实验室保存

ｐＰ⁃ＧＨ５⁃Ｔ ＧＨ５ 与 ｐｄｃ 启动子（Ｐｐｄｃ）和终止子（Ｔｐｄｃ）融合 以下为本研究构建

ｐＰ⁃ＧＨ６⁃Ｔ ＧＨ６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ 融合 —

ｐＰ⁃ＧＨ１０⁃Ｔ ＧＨ１０ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ 融合 —

ｐＰ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ ＧＨ２６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ 融合 —

ｐＰ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ ＧＨ２８ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ 融合 —

ｐＰ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ ＧＨ４４ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ 融合 —

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ５⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ 信号肽（ＳＰ）、ＧＨ５ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ６⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、ＧＨ６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ１０⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、ＧＨ１０ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、ＧＨ２６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、ＧＨ２８ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

５２中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２３，４１（５）



　 （续表 １）

菌株和质粒 描述 备注

ｐＰ⁃Ｃ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、ＧＨ４４ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ５⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ５ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ６⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ１０⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ１０ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ２６ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ２８ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、ＧＨ４４ 与 Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｃ⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＣ ＳＰ、Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

ｐＰ⁃Ｄ⁃Ｔ 融合 ｐｈｏＤ ＳＰ、Ｐｐｄｃ、Ｔｐｄｃ —

表 ２　 本研究所用引物

名称 引物 序列（５’⁃３’）

ＧＨ５ ＧＨ５⁃ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＴＣＣＧＴＧＧＴＡＧＡ
ＧＨ５⁃ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＣＣＴＡＣＧＧＣＣＡＣＣＴＣＴＧＡＡＡ

ＧＨ６ ＧＨ６⁃ｆ ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＧＣＧ
ＧＨ６⁃ｒ ＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡＧＴＧＣ

ＧＨ１０ ＧＨ１０⁃ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＡＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧ
ＧＨ１０⁃ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＧＡＧＴＡＴＡＴＡＣ

ＧＨ２６ ＧＨ２６⁃ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＡＡＡ
ＧＨ２６⁃ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＡＴＡＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＣＴＡＧＧＣ

ＧＨ２８ ＧＨ２８⁃ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＧＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴ
ＧＨ２８⁃ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴ

ＧＨ４４ ＧＨ４４⁃ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧ
ＧＨ４４⁃ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＡＣＴＴＴＧＧＣＣＣＡＴＴＴＴＴＡＡＴ

ＧＨ５ ＧＨ５⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＴＣＧＴＴＣＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＧＣＧＧＴＧ
ＧＨ５⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＣＣＴＡＣＧＧＣＣＡＣＣＴＣＴＧＡＡＡＣＣＧ

ＧＨ６ ＧＨ６⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＧＣＧＡＴＴＧＧＡＴ
ＧＨ６⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＣＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡＧＴＧＣＣＡＴＣＧ

ＧＨ１０ ＧＨ１０⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＴＡＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＡＴＧＧ
ＧＨ１０⁃Ｒ ｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＧＡＧＴＡＴＡＴＡＣ

ＧＨ２６ ＧＨ２６⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＡＡＡＧＧＧＧＴＧ
ＧＨ２６⁃Ｒ ｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＡＴＡＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＣＴＡＧＧＣＴＣ

ＧＨ２８ ＧＨ２８⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＴＧＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＡＧＡＴＣ
ＧＨ２８⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＧＴＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣ

ＧＨ４４ ＧＨ４４⁃Ｆ ａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａＡＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＡＧＡＣＡ
ＧＨ４４⁃Ｒ ｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＡＣＴＴＴＧＧＣＣＣＡＴＴＴＴＴＡＡＴＴＧＡＴＴＧ

ＧＨ５Ｃ ＧＨ５Ｃ⁃Ｆ ｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＴＣＧＴＴＣＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧ
ＧＨ５Ｃ⁃Ｒ ｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＴＡＣＧＧＣ

ＧＨ６Ｃ ＧＨ６Ｃ⁃Ｆ ａｇｃｇｔｔｔｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＧＣＧ
ＧＨ６Ｃ⁃Ｒ ａａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡ

ＧＨ１０Ｃ ＧＨ１０Ｃ⁃Ｆ ａｇｃｇｔｔｔｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＴＡＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＡＴＧＧ
ＧＨ１０Ｃ⁃Ｆ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＧＡＧＴＡＴＡＴＡＣＴＴ

ＧＨ２６Ｃ ＧＨ２６Ｃ⁃Ｆ ａｇｃｇｔｔｔｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＡＡ
ＧＨ２６Ｃ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＡＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＣＴＡＧＧＣＴＣＴ

６２ 中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２３，４１（５）



　 （续表 ２）

名称 引物 序列（５’⁃３’）

ＧＨ２８Ｃ ＧＨ２８Ｃ⁃Ｆ ａｇｃｇｔｔｔｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＴＧＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＡＧＡＴＣ

ＧＨ２８Ｃ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣ

ＧＨ４４Ｃ ＧＨ４４Ｃ⁃Ｆ ａｇｃｇｔｔｔｃａｇｃｔｃａｔＡＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧ
ＧＨ４４Ｃ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＡＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＣＣＡＴＴＴＴＴＡＡ ＴＴＧＡＴＴＧ

ＧＨ５Ｄ ＧＨ５Ｄ⁃Ｆ ｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＴＣＧＴＴＣＣＧＴＧＧＴＡＧＡ
ＧＨ５Ｄ⁃Ｒ ｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＴＡＣＧＧＣ

ＧＨ６Ｄ ＧＨ６Ｄ⁃Ｆ ｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＧＣＧ
ＧＨ６Ｄ⁃Ｒ ａａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡ

ＧＨ１０Ｄ ＧＨ１０Ｄ⁃Ｆ ｇｔａａｃａａｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＴＡＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＡＴＧＧ
ＧＨ１０Ｄ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＧＡＧＴＡＴＡＴＡＣＴＴ

ＧＨ２６Ｄ ＧＨ２６Ｄ⁃Ｆ ｇｔａａｃａａｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＡＡＡＧＧＧＧＴＧ
ＧＨ２６Ｄ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＡＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＣＴＡＧＧＣＴＣＴ

ＧＨ２８Ｄ ＧＨ２８Ｄ⁃Ｆ ｇｔａａｃａａｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＴＧＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＡＧＡＴＣ
ＧＨ２８Ｄ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣ

ＧＨ４４Ｄ ＧＨ４４Ｄ⁃Ｆ ｇｔａａｃａａｔｃｇｃｇｇｃａＡＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴ
ＧＨ４４Ｄ⁃Ｒ ａｇｔｔｔａｔｔｔａａａａａＡＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＣＣＡＴＴＴＴＴＡＡ ＴＴＧＡＴＴＧ

Ｐｐｄｃ Ｐｐｄｃ⁃Ｆ ＴＴＣＡＡＧＧＴＧＴＣＣＣＧＴＴＣＣＴＴＴＴＴＣ
Ｐｐｄｃ⁃Ｒ ＴＧＣＴＴＡＣＴＣＣＡＴＡＴＡＴＴＣＡＡＡＡＣ

Ｔｐｄｃ Ｔｐｄｃ⁃Ｆ ＴＴＴＴＴＡＡＡＴＡＡＡＣＴＴＡＧＡＧＣＴＴ
Ｔｐｄｃ⁃Ｒ ＧＣＡＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＴＡＡＴＴＣＡＧ

ｐｈｏＣ ｐｈｏＣ⁃Ｆ ｔａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａ ＡＴＧＡＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＧＣＧＧＴＴＣＡＴＣＴ
ｐｈｏＣ⁃Ｒ ＡＴＧＡＧＣＴＧＡＡＡＣＧＣＴＴＴＧＡＧＡＡＡＧＧ

ｐｈｏＤ ｐｈｏＤ⁃Ｆ ｔａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａ ＡＴＧＡＡＣＴＣＡＴＴＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＴＣＴＴ
ｐｈｏＤ⁃Ｒ ＴＧＣＣＧＣＧＡＴＴＧＴＴＡＣＣＧＡＴＧ

ｐｈｏＣ’ ｐｈｏＣ’⁃Ｆ ｔａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａ ＡＴＧＡＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＧＣＧＧＴＴＣＡＴＣＴ
ｐｈｏＣ’⁃Ｒ ｔａｔｔｔａａａａａＡＴＧＡＧＣＴＧＡＡＡＣＧＣＴＴＴＧ

ｐｈｏＤ’ ｐｈｏＤ’⁃Ｆ ｔａｔａｔｇｇａｇｔａａｇｃａ ＡＴＧＡＡＣＴＣＡＴＴＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＴＣＴＴ
ｐｈｏＤ’⁃Ｒ ｔａｔｔｔａａａａａＴＧＣＣＧＣＧＡＴＴＧＴＴＡＣＣＧＡＴ

ｐＥＺ１５Ａｓｐ ｐＥＺ１５Ａｓｐ⁃Ｆ ａｔｔｇａａｇｔｃａｇｔｇｃＣＣＡＴＡＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧ
ｐＥＺ１５Ａｓｐ⁃Ｒ ｃｇｇｇａｃａｃｃｔｔｇａａ ＧＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＧＡＴＣＴＧＡＴＡＴＣＡＣＴ

　 　 注：酶切位点用下划线标示；同源臂用小写标示。

１． １． ２　 实验材料、试剂

竹虫肠道微生物基因组、细菌基因组提取试剂

盒、质粒提取试剂盒、ＰＣＲ 酶、Ｇｉｂｓｏｎ Ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ Ｍｉｘ 连 接 酶、 壮 观 霉 素 （ Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ， １００
μｇ·ｍＬ － １）、刚果红染液、葡萄糖、羧甲基纤维素

（ＣＭＣ）、１ｍｏｌ·Ｌ － １ＮａＣｌ 溶液、ＤＮＳ 试剂等。
１． ２　 方法

１． ２． １　 竹虫肠道微生物源纤维素酶基因序列分析

利用分析预测工具及在线网站（见表 ３）对竹虫

肠道微生物源纤维素酶基因 ＣＤＳ 区进行序列分析

和蛋白质生物信息结构功能预测。
１． ２． ２　 纤维素酶基因序列克隆、片段扩增

以竹虫肠道宏基因组为模板，设计目的基因引

物，先用梯度 ＰＣＲ 分别扩增确定最优退火温度，再
扩增目的基因，ＧＨ５ 序列扩增条件为：９４ ℃预变性 ２
ｍｉｎ，９８ ℃变性 １０ ｓ，６６ ℃退火 ３０ ｓ，６８ ℃延伸 ３０ ｓ，
３５ 个循环，６８ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎ。 ＧＨ６ 退火温度为

６１℃，ＧＨ１０ 退火温度为 ５５℃， ＧＨ２６ 退火温度为

５８℃，ＧＨ２８ 退火温度为 ６５℃和 ＧＨ４４ 片段退火温度

为 ６６℃。 通过引物使基因片段两端加上限制性酶

切位点，除 ＧＨ６ 片段的 ５’端和 ３’端有 ＮｏｔＩ 和 ＳａｌＩ
的限制性酶切位点外，ＧＨ５、ＧＨ１０、ＧＨ２６、ＧＨ２８ 和

ＧＨ４４ 片段的 ５’端和 ３’端有 ＢａｍＨＩ 和 ＳａｃＩ 的限制

性酶切位点，用于转化大肠杆菌；通过引物使基因片

段两端加上同源臂，以便于和 Ｐｐｄｃ 片段、ｐｈｏＤ 片

段 、ＧＨ片段、Ｔｐｄｃ片段和ｐＥＺ１５Ａｓｐ线性载体片段
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表 ３　 序列数据分析工具

软件名称 应用说明 网址

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 开放阅读框分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｏｒｇ ／ ｓｍｓ２ ／ ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ． ｈｔｍＬ

ＥｘＰＡＳｙ Ｔｒａｎｓｌａｔｅ 蛋白翻译工具 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｒａｎｓｌａｔｅ ／ ＃ｏｐｅｎｎｅｗｗｉｎｄｏｗ

ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 理化性质 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 亲水性和疏水性 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／

ＴＭＨＭＭ 跨膜结构分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃２． ０ ／

ＨＭＭＴＯＰ 跨膜结构分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｎｚｉｍ． ｈｕ ／ ｈｍｍｔｏｐ ／ ｈｔｍＬ ／ ｓｕｂｍｉｔ． ｈｔｍＬ

ＳｉｇｎａｌＰ ｓｅｒｖｅｒ 预测信号肽 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 预测亚细胞定位 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ｈｏｍｅ

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 二硫键 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ｈｏｍｅ

ＳＯＰＭＡ 预测二级结构 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ． ｈｔｍＬ

ｐｓｉｐｒｅｄ 预测二级结构 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ． ｃｓ． ｕｃｌ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／

ＣＤＤ 预测结构域 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｃｄｄ

Ｓｗｉｓｓ⁃ｍｏｄｅｌ 预测三级结构 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／

连接，用于转化 ＺＭ。
以 ＺＭ 基因组为模板，扩增 ｐＥＺ１５Ａｓｐ 质粒片

段、Ｐｐｄｃ 片段、Ｔｐｄｃ 片段、ｐｈｏＣ 片段、ｐｈｏＤ 片段。 其

中，ｐＥＺ１５Ａｓｐ 扩增条件为：９４℃预变性 ２ ｍｉｎ；９８℃
变性 １０ ｓ，６８ ℃退火 ３０ ｓ，６８ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循

环，６８ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 Ｐｐｄｃ 片段和 Ｔｐｄｃ 片段退火温

度为 ５３℃；ｐｈｏＣ 片段退火温度为 ６０ ℃；ｐｈｏＤ 片段

退火温度为 ６１ ℃。 经琼脂糖凝胶电泳检测、凝胶回

收试剂盒纯化，获得线性 ＤＮＡ 片段。
１． ２． ３　 ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ）、ｐＥＺ１５Ａｓｐ 重组质粒构建

用质粒提取试剂盒提取 ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ）质粒，经
电泳和单酶切验证后，检测质粒浓度。 ＧＨ６ 选择

ＮｏｔＩ 和 ＳａｌＩ 两个酶切位点，用 ＮｏｔＩ 和 ＳａｌＩ 酶切 ｐＥＴ⁃
２８ａ （ ＋ ），酶切体系：２ μＬ １０ × Ｆａｓｔ Ｄｉｇｅｓｔ Ｇｒｅｅｎ
ｂｕｆｆｅｒ，１０ μＬ ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ），１ μＬ ＮｏｔＩ，１μＬ ＳａｌＩ，６
μＬ ｄｄＨ２Ｏ，于 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ，电泳检测后用胶回

收试剂盒进行纯化回收，获得 ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ） ／ ＮｏｔＩ ＋
ＳａｌＩ。 其余 ＧＨ 基因用 ＢａｍＨＩ 和 ＳａｃＩ 双酶切质粒

ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ），酶切体系为 ２０ μＬ：２ μＬ １０ × Ｆａｓｔ
Ｄｉｇｅｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｂｕｆｆｅｒ， １０ μＬ ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ）， １ μＬ
ＢａｍＨＩ，１ μＬ ＳａｃＩ，６ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，于 ３７ ℃ 孵育 ２０
ｍｉｎ，电泳检测后用胶回收试剂盒进行纯化回收，获
得 ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ） ／ ＢａｍＨＩ ＋ ＳａｃＩ。 然后分别用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶连接。

利用 Ｇｉｂｓｏｎ Ａｓｓｅｍｂｌｙ 连接方法［１６］ 将 Ｐｐｄｃ 片

段、Ｔｐｄｃ 片段、ＧＨ 片段、ｐｈｏＣ ／ Ｄ 信号肽 ４ 个片段连

接到载体上：分别检测 ＤＮＡ 片段浓度，根据片段和

浓度计算皮摩尔数，计算公式为 ｐｍｏｌｓ ＝ （ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ
ｎｇ） × １，０００ ／ （ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ × ６５０ ｄａｌｔｏｎｓ），连接 ４ ～ ６
个片段时，ＤＮＡ 片段需要 ０． ２ ～ １． ０ ｐｍｏｌｅｓ，将 ｐｈｏＣ
和 ｐｈｏＤ 分泌信号的基因片段分别组装在 ＧＨ 基因

的上游，在信号肽 ＳＰ 和基因 ＧＨ 融合片段的上游连

接 Ｐｐｄｃ 启动子，在融合片段的下游连接 Ｔｐｄｃ 终止

子，构成一个基因表达盒，构建的质粒示意图如图 １
所示。 连接体系为 ２０ μＬ：２ × Ｇｉｂｓｏｎ Ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，Ｐｐｄｃ 片段、ｐｈｏＣ ／ Ｄ 片段、ＧＨ 片段、
Ｔｐｄｃ 片段和 ｐＥＺ１５Ａｓｐ 线性载体的摩尔比为 ３ ～１０∶ １，
无菌 ｄｄＨ２Ｏ 补足体系至 ２０ μＬ，５０ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ，５
个含有同源臂的片段在吉布森连接酶的作用下，基
于碱基互补配对原则配对连接。 孵育完后，连接产

物用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 稀释 ４ 倍，取 ５ μＬ 稀释物加入到

５０ μＬ Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞中，轻柔混匀后冰浴

３０ ｍｉｎ，４２ ℃ 热激 ９０ ｓ，冰浴 ２ ｍｉｎ，加入 ９５０ μＬ ＬＢ
液体培养基，混匀后于 ２００ ｒｐｍ，３７ ℃ 恢复培养 １
ｈ。 将菌液 ４０００ ｒｐｍ，４℃ 离心 ３ ｍｉｎ，重悬菌体，吸
取 １００ μＬ 菌液涂布于含壮观霉素的 ＬＢ 平板，３７℃
倒置培养过夜。 挑取阳性克隆至含壮观霉素的 ＬＢ
液体培养基培养，用基因表达盒的上下游引物 Ｐｐ⁃
ｄｃ⁃Ｆ 和 Ｔｐｄｃ ⁃Ｒ 进行 ＰＣＲ，电泳检测目的条带，将初

步验证正确的 ＰＣＲ 产物送至成都擎科生物科技有

限公司测序。
１． ２． ４ 　 重组质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ （ ＋ ）转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３）、重组质粒 ｐＥＺ１５Ａｓｐ 转化 ＺＭＳ９１２

分别取连接产物以 １０％比例加入 ５０ μＬ Ｅ． ｃｏｌｉ
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ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，缓慢混匀后冰浴 ３０ ｍｉｎ，
４２ ℃热激 ４５ ｓｅｃ，冰浴 ２ ｍｉｎ，加入 ９５０ μＬ ＬＢ 液体

培养基，混匀后于 ２００ ｒｐｍ，３７℃恢复培养 １ ｈ。 重悬

菌体，吸取 １００ μＬ 菌液涂布于含卡那霉素的 ＬＢ 平

板，３７℃恒温培养箱中倒置培养过夜。 待平板上长

出单克隆菌落，进行质粒抽提鉴定：挑取单克隆菌落

接种至 ３ ｍＬ 含卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中，
３７℃，２００ ｒｐｍ 培养过夜至菌体明显浑浊，参照质粒

提取试剂盒的方法提取质粒并做酶切验证。 同时做

菌液 ＰＣＲ 鉴定，检测重组菌是否含有目的基因，将
初步验证成功的 ＰＣＲ 产物送至成都擎科生物科技

有限公司测序。 将测序结果与构建的重组质粒序列

进行比对，显示连接成功的将对应的重组大肠杆菌

菌液与 ６０％ （ ｖ ／ ｖ） 灭菌甘油按 １ ∶ １比例混合，于
－ ８０℃保存。

将成功转入 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 的重组质粒做扩大培

养，用中提试剂盒提取重组质粒，电泳检测后再测质

粒浓度。 为进一步提高生产性能，抵御不良生产环

境，本研究采用了课题组构建的运动发酵单胞菌的

突变菌株 ＺＭＳ９１２，该突变菌株具有良好的耐受不利

环境且对环境适应性较强，乙醇生产速率比 ＺＭ４ 高

３１％ ，具有较高的乙醇产率和稳定的发酵性能［１７］。
首先制备 ＺＭＳ９１２ 感受态细胞［１８］，加入电转化杯里

重组质粒按 １０％比例混合 ５０ μＬ ＺＭＳ９１２ 感受态细

胞，通过电转化方法将重组质粒导入目的菌株，电转

化条件：电压 １６００ Ｖ，电容 ２５ μＦ，电阻 ２００ Ω，电转

化杯厚度选择 １ ｍｍ。 待含壮观霉素抗性的平板长

出菌落后，随机挑取多个单克隆菌落接种至 ５ ｍＬ 含

壮观霉素抗性的 ＲＭ 液体培养基，３０ ℃过夜培养后

做菌液 ＰＣＲ 验证。 若目的条带与预期大小符合，对
与预期符合的菌液用 ６０％ 灭菌甘油按 １∶ １比例进

图 １　 基因表达盒构建示意图

行保种，混匀后于 － ８０ ℃ 保存。
１． ２． ５　 异源基因表达检测

１． ２． ５． １　 刚果红染色水解圈

在 ＲＭ⁃ＣＭＣ（０． １％ ＣＭＣ）平板上，取 １ μＬ 菌液

点板，３０℃ 培养 ３ ｄ，刚果红染液染色 ３０ ｍｉｎ，弃去

染液，加入 ５ ｍＬ １ ｍｏｌ·Ｌ － １ ＮａＣｌ 溶液［１９］，洗涤 ３０
ｍｉｎ，观察培养基上透明水解圈直径，初步检测重组

菌的纤维素水解能力。
１． ２． ５． ２　 ＤＮＳ 法酶活测定

重组菌株培养 ３０ ℃静置培养 ３ ｄ，菌液离心收

集上清液，同时保留菌体备提取胞内蛋白。 用蛋白

浓缩柱浓缩蛋白，在浓缩柱中先用 ｄｄＨ２Ｏ 预清洗，
加 ５００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，１５０００ × ｇ 离心至产生超过 ４００
μＬ 滤液，倒出滤液和滞留物，浓缩柱预处理完成，加
入样品 １００ ～ ５００ μＬ，１５０００ × ｇ 离心至产生需要的

浓度，用移液枪吸出柱子内浓缩的滞留物至 １． ５ ｍＬ
离心管，为胞外蛋白。 上述菌体用细胞裂解液 Ｂｕｇ
Ｂｕｓｔｅｒ Ｍｉｘ 在室温下低速振荡孵育，离心 ２０ ｍｉｎ，去
除破碎残留物，收集上清胞内粗酶液。 实验组和对

照组设 ３ 个重复。
首先建立葡萄糖标准曲线，称取恒重葡萄糖配

置 ２ ｍＬ 葡萄糖标准溶液，浓度分别为 ０ ｍｇ·ｍＬ － １，
０． ０２ ｍｇ·ｍＬ － １，０． ０４ ｍｇ·ｍＬ － １，０． ０８ ｍｇ·ｍＬ － １，０． １
ｍｇ·ｍＬ － １，０． １２ ｍｇ·ｍＬ － １，加入 ４ ｍＬ ＤＮＳ 显色剂，
沸水浴 ５ ｍｉｎ，冰水冷却后，ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １０ ｍＬ。
以 ０ 号管为空白对照，用分光光度计测定 ５４０ ｎｍ 处

的吸光度值。 以葡萄糖浓度（ｍｇ·ｍＬ － １）为横坐标

ｘ，吸光度值为纵坐标 ｙ，绘制葡萄糖标准曲线。
在 １０ ｍＬ 具塞比色管中加入 １ ｍＬ １％ ＣＭＣ⁃Ｎａ

溶液，１ ｍＬ ＨＡＣ⁃ＮａＡＣ（ｐＨ 值 ４． ８），０． ５ ｍＬ 粗酶

液，５０℃ 加热 ３０ ｍｉｎ，冰上冷却至室温，加入 ２ ｍＬ
ＤＮＳ 试剂，沸水浴中煮沸 １０ ｍｉｎ，冰上冷却，加

ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １０ ｍＬ，对照组在煮沸前加入 ＤＮＳ 试

剂，于 ５４０ ｎｍ 处测定吸光度。 ΔＡ ＝ Ａｓ⁃Ａｃｋ，根据

ΔＡ 从标准曲线上计算葡萄糖含量 Ｐ，再根据公式

（１）计算酶活，一个酶活力 Ｕ 定义为：１ ｍｉｎ 催化底

物释放 １ ｇ·Ｌ － １葡萄糖所需的酶量。 酶活力计算公

式如下：
酶活力（ｕ·ｍＬ － １） ＝ Ｐ × Ｋ × １０００ ／ （Ｖ × ｔ） （１）
式中：Ｐ 为测得吸光度值在标曲上对应的葡萄

糖量，ｍｇ； Ｋ 为酶液稀释倍数； Ｖ 为取的酶液量，
ｍＬ； ｔ 为反应时间，ｍｉｎ。
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２　 结果与分析

２． １　 纤维素酶基因序列分析

对竹虫肠道纤维素酶基因编码的蛋白进行理化

性质分析结果表明：６ 个 ＧＨ 基因均为亲水性蛋白，
亚细胞定位显示 ＧＨ５ 为胞内蛋白，其余都为分泌型

蛋白；ＧＨ１０、ＧＨ２６ 和 ＧＨ４４ 为稳定蛋白；信号肽预

测 ＧＨ４４ 在 １ ～ ２０ 位氨基酸位置处含有信号肽序

列，且含有与蛋白高级结构活性有关的二硫键，推测

ＧＨ４４ 是分泌蛋白且具有蛋白活性。 ＧＨ５ 和 ＧＨ４４
具有相似的三级结构，且都含有内切葡聚糖酶活性，
与运动发酵单胞菌自身的纤维素酶种类相同。 对竹

虫肠道微生物源编码纤维素酶的基因序列进行开放

阅读框分析，发现除了 ＧＨ５３ 的序列不含开放阅读

框外，另外 ６ 个基因序列分别包含 ７２０ ｂｐ、２８５ ｂｐ、
４８３ ｂｐ、３００ ｂｐ、４４０ ｂｐ 和 ４３０ ｂｐ 的开放阅读框。 蛋

白质的负电荷氨基酸残基总数、正电荷氨基酸残基

总数和稳定系数如下表 ４ 所示。
表 ４　 蛋白质理化性质

名称 氨基酸个数 相对分子质量 等电点 分子式 脂肪系数 亲水性平均值 半衰期

ＧＨ５ ２４１ ２３． ７５ｋＤａ １１． ５９ Ｃ１０３２Ｈ１５９１Ｎ３５５Ｏ２９５Ｓ２ ４０． ４１ － ０． ６８７ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

ＧＨ６ ９４ ８． ３５ｋＤａ ７． ９２ Ｃ３５６Ｈ５３９Ｎ１０７Ｏ１２１Ｓ３ ４０． ５３ － ０． １００ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

ＧＨ１０ １６０ １５． ４４ｋＤａ ６． ０９ Ｃ６６７Ｈ１０１９Ｎ１９９Ｏ２１４Ｓ６ ２９． ９４ － ０． ８８６ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

ＧＨ２６ ９９ ９． ６８ｋＤａ ５． ２７ Ｃ４１５Ｈ６５８Ｎ１２８Ｏ１３４Ｓ３ ５６． １６ － ０． ６８６ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

ＧＨ２８ １３９ １５． ８６ｋＤａ ４． ９２ Ｃ７１１Ｈ１１１１Ｎ１７７Ｏ２１７Ｓ８ ８３． ４５ － ０． ３４４ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

ＧＨ４４ １０４ １１． １３ｋＤａ １０． ４５ Ｃ５０６Ｈ７９９Ｎ１３１Ｏ１３９Ｓ６ ７９． ６２ ０． １５４ ＞ １０ ｈｏｕｒｓ

２． ２　 扩增目的基因、构建重组质粒、转化

根据电泳图显示扩增出的条带符合预期大小，
表明成功从竹虫肠道宏基因组中获得目的基因片

段，即 ＧＨ５ 基因 ７２０ ｂｐ 片段、ＧＨ６ 基因 ２８５ ｂｐ 片

段、ＧＨ１０ 基因 ４８３ ｂｐ 片段、ＧＨ２６ 基因 ３００ ｂｐ 片段、
ＧＨ２８ 基因 ４４０ ｂｐ 片段、ＧＨ４４ 基因 ４３０ ｂｐ 片段。 电

泳结果如图 ２ 所示。
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图 ２　 ＰＣＲ 扩增竹虫肠道六个纤维素酶基因

　 　 启动子和终止子条带为 ３００ ｂｐ，ｐＥＺ１５Ａｓｐ 线性

质粒片段为 ３ ｋｂ，条带与预期大小符合，见图 ３。
重组质粒转化至目的菌株后，挑取平板上长出

的单克隆菌落，分别用 ６ 个目标基因的上下游引物

进行菌液 ＰＣＲ 扩增，电泳结果显示获得与预期大小

一致的片段。 经公司测序后，利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将

测序结果与构建的重组质粒序列进行比对，结果显

示重组质粒连接成功，表明纤维素酶基因成功转入

目的菌株。
　 　 ｐＥＺ１５Ａｓｐ（３ｋｂ）作为外源基因的载体，是一种

可以在大肠杆菌和 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 中都进行复制的质粒，
含有该质粒的大肠杆菌和 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 表现出壮观霉

素抗性（Ｓｐｅｒ）。 ｐＥＺ１５Ａｓｐ 通过电穿孔的方法实现

向 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ 的转化。
　 　 经 ＰＣＲ 反应后获得重组片段 Ｐｐｄｃ⁃ＳＰ⁃ＧＨ⁃
Ｔｐｄｃ：目的片段 Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ５⁃Ｔ 长度为 １４０７ ｂｐ，目的片

段 Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ６⁃Ｔ 长度为 ９７２ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ１０⁃Ｔ
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图 ３　 ＰＣＲ 扩增启动子、终止子和质粒电泳图
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长度为 １１７０ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ 长度为 ９８７
ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ 长度为 １１２７ ｂｐ，目的片段

Ｐ⁃Ｃ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ 长度为 １１１７ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ５⁃Ｔ
长度为 １４１９ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ６⁃Ｔ 长度为 ９８４
ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ１０⁃Ｔ 长度为 １１８２ ｂｐ，目的片段

Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ 长度为 ９９９ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ
长度为 １１３９ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ 长度为 １１２９
ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｃ⁃Ｔ 长度为 ６８７ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃Ｄ⁃Ｔ
长度为 ６９９ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃ＧＨ５⁃Ｔ 长度为 １３２０ ｂｐ，
目的片段 Ｐ⁃ＧＨ６⁃Ｔ 长度为 ８８５ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃
ＧＨ１０⁃Ｔ 长度为 １０８３ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃ＧＨ２６⁃Ｔ 长度为

９００ ｂｐ，目的片段 Ｐ⁃ＧＨ２８⁃Ｔ 长度为 １０４０ ｂｐ，目的片

段 Ｐ⁃ＧＨ４４⁃Ｔ 长度为 １０３０ ｂｐ，获得与预期一致的片

段，即成功获得 ２０ 个 ＺＭＳ９１２ 重组菌株。 为方便表

示，ＺＭＳ９１２ 重组质粒 ｐＥＺ１５Ａｓｐ 上的片段将启动子

“Ｐｐｄｃ” 和终止子 “ Ｔｐｄｃ” 省略掉， “ ｐｈｏＣ” 简写为

“Ｃ”，“ｐｈｏＤ”简写为“Ｄ”，如 Ｐｐｄｃ⁃ｐｈｏＣ⁃ＧＨ５⁃Ｔｐｄｃ 简
写为 ＧＨ５Ｃ，Ｐｐｄｃ⁃ｐｈｏＤ⁃ＧＨ５⁃Ｔｐｄｃ 简写为 ＧＨ５Ｄ，电
泳图谱见图 ４，图 ４（ａ）为添加信号肽的重组片段，
图 ４（ｂ）为未添加信号肽的重组片段。
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图 ４　 重组基因片段的 ＰＣＲ 鉴定电泳图

２． ３　 重组菌的分泌表达

２． ３． １　 刚果红染色

重组 Ｅ． ｃｏｌｉ 的刚果红染色见图 ５，重组菌 Ｅ． ｃｏ⁃
ｌｉ⁃ＧＨ６ 可见透明水解圈，其次为 Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ２８ 和 Ｅ．
ｃｏｌｉ⁃ＧＨ４４，而 Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ２６、Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ１０ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ⁃
ＧＨ５ 的水解圈透明度较不明显。

重组菌 ＺＭＳ９１２ 的刚果红染色见图 ６，其中

“ＣＫ”表示对照菌株 ＺＭＳ９１２，信号肽加基因表示重

组菌株，如 ＺＭＳ９１２⁃ｐｈｏＣ⁃ＧＨ５ 用 “ Ｃ⁃ＧＨ５ ” 表示，
ＺＭＳ９１２⁃ｐｈｏＤ⁃ＧＨ５ 用 “ Ｄ⁃ＧＨ５” 表示，其余以此类

推。 为方便对比，用圆圈划出了水解圈的范围。 在

ＲＭ（ＣＭＣ） 平板中，Ｄ⁃ＧＨ４４、 Ｄ⁃ＧＨ６、ＧＨ２８ 和 Ｄ⁃
ＧＨ２８ 产生的水解圈直径最大，其次为 Ｃ⁃ＧＨ４４、Ｃ⁃
ＧＨ２６，只导入 ｐｈｏＣ 信号肽产生的水解圈要比只导

入 ｐｈｏＤ 信号肽的明显。 大部分添加了信号肽重组

菌的水解圈直径大于对照 ＺＭＳ９１２ 菌株，初步表明

信号肽对诱导蛋白的分泌是有效的，推断蛋白能够
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图 ５　 重组大肠杆菌刚果红染色图
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图 ６　 重组 ＺＭＳ９１２ 菌株刚果红染色图
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在运动发酵单胞菌中分泌表达。
２． ３． ２　 酶活检测

２． ３． ２． １　 重组大肠杆菌酶活

绘制葡萄糖标准曲线。 以 ＣＭＣ 作为底物，用
ＤＮＳ 法检测还原糖的产量，从而计算胞内酶活［２０］，
重组 Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ２８ 胞内酶活最高为 １２． ２３ Ｕ·ｍＬ － １，
Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ６ 胞内酶活为 １１． ８３ Ｕ·ｍＬ － １，Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ４４
胞内酶活为 ８． ９７ Ｕ·ｍＬ － １，Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ１０ 胞内酶活为

８． １５ Ｕ·ｍＬ － １，Ｅ． ｃｏｌｉ⁃ＧＨ５ 为 ４． ８９ Ｕ·ｍＬ － １、Ｅ． ｃｏｌｉ⁃
ＧＨ２６ 胞内酶活为 ４． ０７ Ｕ·ｍＬ － １，对照菌株为 ４． ３５
Ｕ·ｍＬ － １，各组间差异不显著（ｐ ＞ ０． ０５）。
２． ３． ２． ２　 重组 ＺＭＳ９１２ 酶活

内切葡聚糖酶活性以 ＣＭＣ 为底物测定，ＣＭＣ
降解能反应内切葡聚糖酶的活性，结果如图 ７ ～ ８。
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图 ７　 重组 ＺＭＳ９１２ 的胞内酶活检测
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图 ８　 重组 ＺＭＳ９１２ 的胞外酶活检测

　 　 胞内酶活（见图 ７）最高的是 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｄ 胞

内酶 活 为 ７４． ６５ Ｕ·ｍＬ － １， 与 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４、
ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｃ 在 ｐ ＜ ０． ０５ 时具有显著性差异，
ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｄ 与 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ６Ｄ、ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２６Ｄ、
ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２８Ｄ 具有显著性差异。

胞外酶活（见图 ８）最高的是 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４ 为

１９２． ５６ Ｕ·ｍＬ － １，相比对照酶活提高了 １１ 倍，胞外

与总酶活占比 ９５． １６％ ，ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４ 与 ＺＭＳ９１２⁃
ＧＨ４４Ｃ、ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｄ 在 ｐ ＜ ０． ０５ 时具有显著性

差异，ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｃ 为 １３９． １９ Ｕ·ｍＬ － １，相比对照

酶活提高了 ７． ６７ 倍，胞外与总酶活占比 ７９． ５％ ，有
７９． ５％的蛋白实现了分泌。 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２８ 为 １３８． ７
Ｕ·ｍＬ － １，相比对照酶活提高了 ７． ６４ 倍，胞外与总酶

活占比 ７３． ６％ ，与 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２８Ｃ 在 ｐ ＜ ０． ０５ 时

具 有 显 著 性 差 异。 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ５Ｄ 为 １３７． ９８
Ｕ·ｍＬ － １相比对照酶活提高了 ７． ５９ 倍，胞外与总酶

活 占 比 ７８． ４９％ 、 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ２８Ｃ 为 １２２． ２５
Ｕ·ｍＬ － １， 胞外与总酶活占比 ７９． ０６％ ， ＺＭＳ９１２⁃
ＧＨ５Ｃ 为 １１９． ８７ Ｕ·ｍＬ － １，胞外与总酶活占比 ７６．
８２％ 、ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｄ 为 ９５． ５９ Ｕ·ｍＬ － １，胞外与总

酶活占比 ６４％ 。 含 ＧＨ６、ＧＨ１０、ＧＨ２６ 的重组菌和

ＺＭＳ９１２ 出发菌株在添加了信号肽后，均未检测到

胞外酶活。

３　 结论

Ｅ． ｃｏｌｉ ／ ＢＬ２１⁃ＧＨ６ 重组菌的水解圈最为明显，推
测可能与 ＧＨ６ 含纤维二糖酶有关，其他水解圈相比

对照也较为明显。 ＺＭＳ９１２ 的出发菌株是 Ｚ． ｍｏｂｉｌｉｓ
ＺＭ４，其本身含有内切葡聚糖酶基因，能够低水平分

泌少量的酶且酶具有活性［２１］，在革兰氏阴性菌中，
依赖 ＳｅｃＢ（ＩＩ 型）的分泌系统将蛋白质跨膜转运，所
产生的蛋白被 Ｎ 端信号肽识别，并在胞浆周围空间

释放形成成熟蛋白，经过进一步的修饰被 ＩＩ 型分泌

装置转移到外膜［２２］，因此在染色的 ＲＭ（ＣＭＣ）平板

上出现少许可见的透明圈。 ＺＭＳ９１２⁃ＧＨ４４Ｃ 为

１３９． １９ Ｕ·ｍＬ － １，相比对照酶活提高了 ７． ６７ 倍，胞
外与总酶活占比 ７９． ５％ ，进一步表明 ＧＨ４４ 编码的

纤维素酶很可能是分泌型蛋白，且含有蛋白活性，这
与 ＧＨ４４ 结构预测的结果相吻合。 ＧＨ４４ 基因主要

编码内切葡聚糖酶，使产生的纤维素酶大量分泌到

重组菌细胞膜外，酶活比添加了 ＺＭ 内源性信号肽

的酶活高，推测可能是由于基因本身含有信号肽序

列的原因，提高了分泌表达。 ＧＨ２８ 主要编码聚半

乳糖醛酸酶，胞外酶活稍高于添加了 ｐｈｏＣ 的胞外酶

活，而添加了 ｐｈｏＤ 的重组菌检测不到胞外酶活。
ＧＨ５ 基因主要编码纤维素酶和内切 １，４⁃葡聚糖酶，
加入信号肽使 ＧＨ５ 的胞外分泌量得到明显提升，推
测可能是由于 ＧＨ５ 含有的内切葡聚糖酶和 ＺＭＳ９１２
含有的酶种类相同，在内源信号肽的作用下，水解

ＣＭＣ 的能力得到了提升。 在含 ＧＨ５ 的重组菌中，
添加了信号肽 ｐｈｏＤ 的序列比 ｐｈｏＣ 的诱导效果要

好。 结果表明不同的信号肽对不同种类的纤维素酶

２３ 中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２３，４１（５）



的诱导表达效果不同。 本研究采用质粒 ｐＥＺ１５Ａｓｐ
进行异源表达纤维素酶，尚未采用融合基因组的方

法进行试验研究，有研究采用质粒 ｐＨＷ２０ａ 在运动

发酵单胞菌中进行异源表达纤维素酶的研究，比融

合蛋白表达策略下的分泌量提高 １０％ 。 后续可进

行两种表达方式的对比，选取更优分泌表达策略。
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