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摘 要：从台湾海峡潮间带的红树林土壤中分离到一株产纤维素酶的短小芽孢杆菌:8#;，该

菌只产生葡聚糖内切酶。对该酶的研究显示其作用最适温度为99<，最适=1为9!;，在

=13的条件下仍具有;3>$?的活力。用=@’-*AB,C=D"为载体，!"#$%&E1"$@为受体，克隆到

该酶的基因，并对其进行测序。测序结果显示其全长为"34$+=，推测其含66$个氨基酸。比

较F*G@.GH中的已知葡聚糖内切酶，发现该酶的氨基酸序列与嗜纤维杆菌（’%$()*&+&,-#.%/
%,%$0$*12(）的IGJK及31#&%%,(A=(L:M89##的IF8#同源性极高。
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生物转化纤维素物质成为有用产物一直是纤维素酶研究的主要动力，但由于纤维素

底物的高度复杂性等原因，纤维素的生物转化与利用与实际应用一直有相当的距离。随

着分子生物学的发展及生物工程技术的兴起，纤维素酶的应用又出现了新的转机。

近年来，纤维素酶的一个新的应用领域是成功地应用于洗涤剂工业，它改变了传统的

去污机理，被认为是洗涤剂工业上的一次革命［"］。洗涤剂中添加的纤维素酶能使棉纤维

的非结晶区结构膨松，使被封闭在纤维间隙的污垢易被洗出，从而提高了洗涤效果。由于

洗涤剂的水溶液为碱性，因此适用于洗涤剂添加剂的纤维素酶必须在碱性条件下有较高

活性。本文报道对一株来源于海洋潮间带的短小芽苞杆菌所产纤维素内切酶的研究及其

基因的克隆。

! 材料和方法

!(! 材料

!"!"! 菌种：短小芽孢杆菌（31#&%%,(4,-&%,(）:8#;为本实验室自台湾海峡潮间带红树

林土壤中分离。

!"!"# 分离平板培养基：羧甲基纤维素钠（KMK80.）#$J，蛋白胨#>9J，酵母膏$>9J，

L1#PQ!"(9J，0.#1PQ!#(9J，=14($，定容到"R。

!"!"$ 发酵培养基：KMK80.9J，01!0Q5"J，LK’$(9J，酪蛋白5J，酵母膏"J，MJ:Q!·

;1#Q$>9J，"?MGK’#·!1#Q$(#SR，"$SJ／SRK.K’#"SR，"／"9S&’／R磷酸盐缓冲液



（!"#$%）&’’()，蒸馏水定容至&)。

!$" 方法

!#"#! 粗酶制备：*+,-接种发酵培养基.-/,’’0／(12培养3%4，将培养物于3/、&’’’’
56离心.’(12，取上清液，加硫酸铵至7’8饱和度，93/冰箱过夜。离心取沉淀，加

&’((:;／)醋酸盐缓冲液（!"<$’）溶解，对&’((:;／)醋酸盐缓冲液（!"<$’）透析过夜，得

粗酶液。

!#"#" 纤维素酶活力测定：酶活力测定按文献［,］中羧甲基纤维素酶（=>=?@A）活力测定

法进行。酶活力单位定义为每分钟催化底物产生&!(:;葡萄糖为一个活性单位。

!#"#$ 染色体BCD的提取与纯化参考*E(1F:(:等人的方法［.］进行。

!#"#% 质粒BCD的提取与纯化、BCD的酶切、连接和琼脂糖凝胶电泳等均按文献［3］进

行。

!#"#& 重组质粒的构建和转化：*+,-菌株染色体BCD经!"#.DG部分酶切后，从琼脂糖

凝胶电泳上分离适当大小的片段；载体质粒!H;EA@I01!F"经$"%"G酶切后去磷酸化，二

者按&J.的比例混合，K3BCD连接酶&#/连接过夜，连接产物经乙醇沉淀、纯水溶解后

电转化受体菌B"&’H，涂布生长于分离平板培养基（&’’!6／()D(!）上。

!#"#’ 产生内切纤维素酶的重组子的检测：参照KA?F4A0等人的刚果红染色法［<］进行，

将重组子生长的平板影印至另一新鲜分离平板上，.-/培养过夜，’L&8刚果红溶液染色

母板&<(12，弃染液后用&(:;／)C?=;溶液洗涤平板&<(12，纤维素酶的活性可凭借清晰

透明圈的出现来判定，在相应位置从子板挑出阳性克隆。

" 结果

"(! )*"+菌株所产生,-,./0的酶学特征

图& 温度对酶活力（!）及稳定性（"）的

影响

M16$& NOOAIF:OFA(!A0?FE0A:2F4AA2PQ(A?I+

F1R1FQ（!）?2SF4A@F?T1;1FQ:OA2PQ(A（"）

"#!#! 温度对酶活力的影响：将’L<()粗酶液与

’L<()含&L’8=>=+C?的醋酸盐缓冲液（’L&(:;／)
!"<L’）混合，于不同温度下测定酶活力，结果显示

（图&），酶作用的最适温度为<</。

"#!#" 温度对酶稳定性的影响：把’L<()粗酶液

分别 在 不 同 温 度 下 保 温#’(12，再 与’L<()含

&L’8=>=+C?醋酸盐缓冲液（’L&(:;／)!"<L’）混

合，于<</反应.’(12，测定残余酶活。结果显示

（图&），分别于.’/、3’/、<’/保温#’(12后，残

余酶活分别为%,L%8、-7L-8和,<L<8。

"#!#$ !"对酶活力的影响：将’L<()粗酶液与

’L<()含&L’8=>=+C?的一系列不同!"的缓冲

液混合，<</反应.’(12，测定酶活力。结果显示

（图,），酶作用的最适!"范围在!"<$’#-$’，在!"7$’时，该酶仍有-7L’8的活性。

"#!#% !"对酶稳定性的影响：将’L<()粗酶液与’L,<()不同!"的缓冲液混合，在

3/放置#’(12，加入’L,<()含,L’8=>=+C?的醋酸盐缓冲液（’L,(:;／)!"<$’），<</
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图! "#对酶活力（!）及稳定性

（"）的影响

$%&’! ())*+,-)"#-.,/**.012*3+,%4%5

,1（!）3.6,/*7,38%9%,1-)*.012*（"）

反应:;2%.，测定残余酶活。图!显示，该酶在"#<’;!
=’;之间较稳定，在"#>>’;下放置?;2%.，仍有@!ABC
的活性。

!"! 短小芽孢杆菌#$!%菌株的&’&()*基因克隆

用限制性内切酶!"#:DE部分消化短小芽孢杆菌F5
!B菌 株 的 染 色 体，回 收 大 于<G8的 酶 切 片 段，与 经

$"%#E酶切的"H9I*7+J%","质粒载体连接，连接产物电

转化至&’()*+K#>;H中，采用刚果红染色法从近一万个

转化子中检测出:株具有LML37*活性的阳性克隆，其

中N@阳性克隆子的纤维素酶（LML37*）活性能经多次

传代后稳定遗传。从N@阳性克隆细胞中抽提得到重组

质粒，命名为"H9I*7+J%",5LML37*（简称"HL）。

重组质粒经,-"#，./0#，!"(#和&()O#等内切酶酶切后电泳显示，其含有<<G8
的外源KPD片段，根据限制性酶切分析结果，含LML37*基因片段的限制性内切酶图谱

及酶切位置示意图如图:，<所图示。

图: "HL酶切鉴定图谱

$%&’: O*7,J%+,%-.3.3917%7-)"HL

M：>;;8"Q366*J23JG*J；>："HL6%&*7,*681./0#3.6,-"#；!’K%&*7,*6

81&()O#3.6,-"#；:’K%&*7,*6811+26$；<’K%&*7,*6811+26$，

&()O#3.6,-"#’

图< 含LML37*基因片段的限制性内切酶图谱

$%&’< O*7,J%+,%-.23"-),/*)J3&2*.,+-.,3%.%.&,/*LML37*&*.*

R/*,/%+G9%.*%.6%+3,*7,/*7I8+9-.*6)J3&2*.,+-.,3%.%.&!"(#3,-"#!’<G8)J3&2*.,’
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!!" 亚克隆

根据含"#"$%&基因片段的限制性内切酶图谱，用相应的内切酶将该片段’()的两

端逐步分别切除，与载体重新连接，得到重组质粒，命名为*+",-.，再转化受体菌!"#$%&
’/01+。亚克隆显示，携带有外源’()’()!*+)#!2!345片段的亚克隆具有稳定的

"#"$%&活性，而切除了,-.!*’()!1!645的亚克隆则无"#"$%&活性。

!!# 测序及序列分析

利用*+78&%9:;*<"载体上的测序引物对+)#!2!345片段进行测序，测得序列长

2=>=5*（图?）

图? 短小芽孢杆菌.,26菌株的"#"$%&基因核苷酸全序列及其编码的氨基酸序列

@;A!? (897&B<;C&$DCC&C89&C$E;DB$9;C%&F8&D9&%BG/)#&%%0-102&%0-"#"$%&A&D&
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序列分析显示，!"#!$%&"!!"#$%片段上仅含有一个开放阅读框，位于第&’位至

!(’#位核苷酸之间，长)*+(%,，该阅读框编码--(个氨基酸，推测其分子量为&#.+$/，等

电点为’.0)。与123453$中的已知氨基酸序列比较发现，该676582氨基酸序列与

’()*+,-.-/0#1((/()2),"3*中的纤维素内切酶基因93:6［-］及4"#-((/*8,";<7=’!!的纤

维素内切酶基因91="［&］极为相似，同属纤维素酶9!族，93:6编码’’#个氨基酸，而

91="编码-0-个氨基酸。三种酶的氨基酸序列的主要不同在于676582的第#&*至

#+*位的氨基酸及93:6的6末端（图-）。

图- <=!&的676582与23:6及91="氨基酸序列的比较

>?:"- 6@A,5B?8@3@CDE25A?3@5F?G82HI23F2@C676582CB@A<=!&J?DE93:653G91="

! 讨论

纤维素酶包括多种水解酶成员，构成了一个复杂的纤维素酶家族，一般将纤维素酶分

为三类：（)）葡聚糖内切酶（23G@=)，#=#=/=:KIF53582，960"!")"#），这类酶作用于纤维素分

子内部的非结晶区，产生大量带非还原性末端的小分子纤维素；（!）葡聚糖外切酶（2L@=)，

#=#=/=:KIF53582，960"!")"*)），这类酶作用于纤维素线状分子末端，每次切下一个纤维二

糖分子；（0）#=葡萄糖苷酶（#=:KIF@8?G582，960"!")"!)），这类酶将纤维二糖水解成葡萄糖

分子。<=!&菌株不能利用天然纤维素作为碳源生长，其发酵液中检测不到葡聚糖外切酶

及#=葡萄糖苷酶的活性，只有葡聚糖内切酶的活性，这是该菌的特点之一。已发现及克隆

的大多数葡聚糖内切酶水解纤维素底物时，一般为酸性或中性偏酸性，而近年来，纤维素
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酶成功应用于洗涤剂工业，则要求所添加的纤维素酶为碱性纤维素酶或耐碱性的纤维素

酶。!"#$菌株所分泌的葡聚糖内切酶在较广的%&范围内均有很高活性，在%&’条件

下，仍具有$’()*的活性，在%&++,)下放置-)./0，仍具有1#($*的活性。

本文首次报道了短小芽孢杆菌中葡聚糖内切酶基因的全序列。该酶的氨基酸序列与

!"#$%%&%’(’)*+,的2034及-*#.%%&,5%,6!7"1##的28"!极为相似，三者除4末端及

47495:的第;$’至;<’位的氨基酸不同外，其余序列基本相同，然而三种酶的酶学性质

均不相同，因此序列的差异对所编码酶的影响有待进一步的研究，该研究也将有助于对短

小芽孢杆菌葡聚糖内切酶的进一步改造。
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