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因的构建、表达及融合酶性质分析
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摘 要：海栖热袍菌内切葡聚糖酶 K/6&$3是极耐热胞外酶，氨基酸序列分析表明不含有纤维素结合结构域（K3L），
对结晶纤维素无活性，但同样菌种来源的木聚糖酶 MNFO有催化结构域和纤维素结合结构城。用同样极耐热酶
K3L区域和 !"#&$$融合构建重组质粒 P=5;$%.;!"#&$$;K3L，经诱导表达后，对结晶纤维素有活性，酶学特性研究
表明：最适反应温度为 &%%Q、最适 PR为 #J4、在 PR!J# ( ’J%时酶活力稳定，)%Q保温 $B仍有 4’S的酶活。
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纤维素是植物细胞壁主要结构多糖，由 L葡萄
糖通过!;&，!糖苷键连接成的线性大分子。纤维素
资源是世界上最大的可再生资源，它的降解对解决

能源危机、环境污染、粮食短缺等有重要意义。内切

葡聚糖酶是纤维素降解酶系中的重要一员，纤维素

的降解首先由内切葡聚糖酶随机切割!;&，! 主键，
进而由纤维二糖酶和!葡萄糖苷酶完成彻底降
解［&］。自纤维素酶发现以来，有关纤维素酶研究一

直是科学界热点，迄今为止已有上百种来源于真菌、

细菌的内切葡萄糖酶、纤维二糖酶和葡萄糖苷酶相

继被纯化、克隆、表达。在酶的生化特性中，热稳定

性是其重要性质之一［$］。

海栖热袍菌是生活在海底火山口的严格厌氧极

端嗜高温菌，因此很难用作工业生产菌种，采取基因

工程方法，用常用的宿主表达基因是生产极端嗜高

温菌耐热酶的一条合理途径。目前己纯化和表达过

的来源于极端嗜热菌 %&"’()*)+, (,’-*-(, 内切葡聚
糖酶对天然纤维素没有降解能力［<，!］，这些酶的结构

中只有催化结构域缺少纤维素结合域。来源于真菌

纤维 素 酶 结 构 研 究 相 当 多，其 中 瑞 氏 木 霉

%’-.&)/"’(, ’""0"- 内切葡聚糖酶三维结构已清楚，由
催化结构域（KL）、纤维素结合结构域（K3L）和连接
桥 U?FV组成［<］。有关常温纤维素酶 K3L融合表达
研究报道较多，但由于缺乏热稳定性高的 K3L区域
极耐热酶 K3L融合表达鲜有研究，虽然 K3L准确的
生物学功能不清楚，但 K3L能够提高底物在酶周边

的浓度或破坏底物多糖结构进而增强了催化能

力［! ( "］。本研究 % E (,’-*-(, 内切葡聚糖酶 +/6&$3
与同样来源木聚糖酶 O的 K3L融合表达［’，4］，以期
为极耐热酶的应用研究提供基础。

$ 材料和方法
$,$ 材料
$,$,$ 菌种和质粒：大肠杆菌（ 10.&"’-.&-, .)#-）
2W&%)，2W&%)3（ L=< ）购 于 X0->/H9 公 司；% E
(,’-*-(, 购 自 美 国 菌 种 保 藏 中 心，编 号 为
O5KK!<#4)；质粒 P=5;$%.购于 Y-Z9H/F公司。
$,$,% 酶和试剂：XN0-./A, 聚合酶、限制性内切酶、
5! LYO连接酶、LYO标准分子量等购于 5919[9公
司；胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒购自 T?9H/F 公
司；氨苄青霉素、\X5]购自 ^?H>9公司。
$,% 海栖热袍菌基因组 +-*的提取
在除氧充氮条件下配制培养基，分装于 &%%>U

预先充氮的血清瓶中，加盖密封并灭菌。用注射器

按 %J#S（_7_）接种量接种，4%Q静置培养 4 ( &$B，
收集细胞，于 &"Q环境下可保存半年［!］。
$,%,$ 细胞制备及裂解：4%Q静置培养 % E (,’-*-(,
4B，取 #%%>U菌液，在 #%%%H 离心 &%>?F，收集细胞。
用 )J#>U 5=缓冲液重悬菌体，加入 %J#>U &%S ^L^
和 #%"U 蛋白酶 1（$%>H7>U），混合均匀，<’Q保温
&B。
$,%,% LYO的提取：参考文献［!］的方法进行。



!"# 融合基因的构建
基因扩增引物按 !"#$%#&报道的内切葡聚糖酶

’"()*$序列和木聚糖酶 +的 ’$,区域序列设计，-
条引物序列分别为引物 )：./0!!++11’’+1+1!+
’!+!’!11!!1!’++’!!02/；引 物 *：./0!!""!##
$#!""1111+’++’11’!+’+!+!++!1’’02/；引物 2：
./0"!!"$$"$!!!!’’1!+!!1’’11’’+’’+’02/； 引
物 -：./0’’’++!’11+11+’1’!+!’11!+1!+!’’1
!+!!11+’’02/。黑体表示酶切位点，斜体表示搭头
区域。内切葡聚糖酶 ’"()*$基因由引物 )和引物 *
配对通过 3’4扩增获得，在引物 *带有木聚糖酶 +
的 ’$,区域上游片段序列，木聚糖酶 56#+的 ’$,
基因由引物 2和引物 -配对通过 3’4扩增获得，扩
增条件均为：7.8 .9:#；7-8 .;<，=;8 )>.9:#，?*8
29:#，2.个循环；?*8 );9:#。在引物 2的上游带有
内切葡聚糖酶 ’"()*$下游基因片段序列。融合基
因合成按以下方法进行，首先分别合成亲本基因，然

后以引物 )和引物 -配对，两个亲本基因 3’4产物
为模板，扩增条件：7.8 .9:#；7-8 .;<，=.8
)>.9:#，?*8 29:#，2.个循环；?*8 );9:#；融合基因
构建方式见图 )。

图 ! 融合基因构建图
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!"$ 重组质粒构建
融合基因 3’4扩增结束后，电泳检查并将 3’4

产物回收，用 %&’!和 ()*!双酶切并经纯化，以适当比
例与同样双酶切的 JK10*;L载体混合，加入连接酶，
)=8过夜，连接液转化 MN);7，在 +9J平板上挑取转
化子，获得重组质粒 JK10*;L0#’+)*,0#,-。
!"% 融合基因在 &’()*+（,）表达载体中的表达
重组蛋白表达参考文献［-］，培养结束后，取

)9O菌液，以 )*;;;EP9:#离心 )9:#收集菌体，用 1K
缓冲液（);99C(PO 1E:<，)99C(PO K,1+ JQ ?>=）洗涤
细胞两次，并用 .;;"O *;99C(PO 1E:<0Q’(（JQ ?>.）重
悬细胞，超声波破碎 2;<，-次。)*;;;EP9:#、-8离心
).9:#去除细胞碎片沉淀，取上清于 ?;8下热处理
2;9:#后，7=;;A、-8离心 2;9:#，上清液为粗酶液。
蛋白质浓度测定采用 $E%RHCER方法［-］。

!"- 葡聚糖酶酶活的测定
加酶液 );;"O和 .;"O ;>)9C(PO JQ =>;的咪唑

邻苯二甲酸氢钾缓冲液，2.;"O 水，.;;"O ’N’ 底
物，S.8反应 );9:# 后，加 *9O 终止剂 ,TU 煮沸
.9:#，冷却后测 !.*;值。酶活单位（V）的定义：在
S.8下，JQ =>;，) 分钟内催化产生 )"9C( 葡萄糖所
需的酶量。

配制 ;>-9AP9O 葡聚糖溶液母液，然后用不同
浓度梯度的葡萄糖与 ,TU反应，最后测溶液在每次
反应后的 !.*;值。在一定范围内，葡萄糖的浓度与

吸光度值呈线性关系。

!". 融合蛋白酶学特性
!"."! 最适反应温度的测定：在 =. W );.8范围内，
每隔 .8，与底物反应 );9:#分别测定酶活，（);.8
酶活测定：反应液密封在高压灭菌锅中升到预定温

度维持 );9:#，取出后迅速置冰浴，测定所形成还原
糖量）。以酶活最高为 );;X，其余酶活与之相比计
算相对酶活。

!"."* 最适反应 JQ：在 JQ ->. W S>; 范围内，缓冲
液是 ;>)9C(PO咪唑邻苯二甲酸氢钾缓冲液，与底物
反应 );9:#分别测定酶活。以酶活最高为 );;X，其
余酶活与之相比计算相对酶活。

!"."# 温度稳定性：在相对稳定的 JQ.>S 下，使酶
在某个温度下保温不同的时间，再测定相对酶活，以

未保温（-8保存）的酶样活性为 );;X，确定酶的温
度稳定性。

!"."$ JQ稳定性：酶在不同的 JQ条件下保温相同
的时间，再分别测定残留酶活性，与不保温酶的酶活

相比，计算百分比。缓冲液的选择同上。

!"."% 底物专一性测定：以燕麦木聚糖、’N’、
$%E("6 0A(FG%#、J0#:DECJI"#6(为底物，融合酶底物特异
性测定方法与重组亲本酶测定方法相同。

* 结果
*"! 融合基因构建
天然纤维素是吡喃葡萄糖基由#0)，-糖苷键连

接而成的线性分子链，并进而籍氢键形成螺旋状和

聚集成为超分子结构聚合物，分子链有序排列为结

晶区，松驰无规则聚集为无定形区，是一两相共存的

体系。为了考察 ’$,对极耐热内切葡聚糖酶作用
天然纤维素的影响，我们尝试用 $ B ./0121./ 的木聚
糖酶 56#+的连接区和 ’$,区域融合到 ’"()*$的 ’
端，构建了融合基因，琼脂糖凝胶电泳显示获得了预

期大小，’"()*$ 片段 ?.7LJ、’$, 片段 ));)LJ（经测
序验证序列无误）。

*"* 融合基因的表达
重组质粒 JK10*;L0#’+)*,0#,- 转化至大肠杆

?*?
李相前等：海栖热袍菌内切葡聚糖酶 ’"()*$与木聚糖酶 56#+ ’$,结构域融合基因的构建、表达及融合酶性质
分析 B P微生物学报（*;;=）-=（.）



菌 !"#$%（&’(），经 )*+,诱导 -. 后，收集菌体细胞
超声波破裂，热处理后取上清进行 /&/0*1,’（分离
胶的浓度为 #$2）。从电泳图谱上可以看出，融合
蛋白在相对分子质量 345&6处有明显的蛋白表达条
带（图 7）。

图 ! 融合蛋白诱导表达的 "#"$%&’(图谱
89:;7 /&/0*1,’ 6<6=>?9? @A B.9CDE9B D<F>CD 6AGDE 9<HIBDH DJKED??9@<;
"; KE@GD9< C6E5DE；#L MEIHD DJGE6BG @A 9<HIBDH ! ; "#$% !"#$%N（&’(）
K’+07$O；7LMEIHD DJGE6BG @A 9<HIBDH ! ; "#$% !"#$%N（&’(）PK’+07$O0
&’$#7(0&() ;

!)* 融合蛋白酶学特性
!)*)+ 重组内切葡聚糖酶的最适反应 KQ的确定：
将重组内切葡聚糖酶与底物 M"M在不同 KQ值条件
下，#$$R反应 #$C9<以酶活最高为 #$$2，其余酶活
与之相比计算相对酶活。

图 * ,-（&）和温度（.）对酶活的影响
89:;( +.D @KG9C6= KQ（1）6<H GDCKDE6GIED（N）@A B.9CDE9B D<F>CD;

!)*)! 重组内切葡聚糖酶的最适反应温度的确定：
将重组内切葡聚糖酶与底物 M"M在不同温度条件
下，#$$R反应 #$C9<，以酶活最高为 #$$2，其余酶
活与之相比计算相对酶活。

!)*)* 重组内切葡聚糖酶的 KQ稳定性分析：酶在
不同的 KQ条件下 %$R保温 7.，再分别测定残留酶
活性与 -R保温的酶活相比，计算百分比。结果表
明：最适 KQ为 SL4，KQ大于 3LS后，酶活急剧下降。
!)*)/ 重组内切葡聚糖酶的温度稳定性分析：在
KQSL4下，使酶在 %$R和 #$$R温度下保温不同的
时间，以未保温（-R保存）的酶样活性为 #$$2。结
果表明：%$R保温 7.仍有 4T2的酶活，#$$R保温 7.
仍有 -72的酶活。
!)*)0 底物特异性：重组酶对 N6E=D>!0:=IB6<、M"M、
*0<9GE@K.D<>=、U6G ?KD=G J>=6<都能分解，对 1V9BD=无活
性。融合酶对所有试验底物均检出活性，表现出对

结晶纤维素一定分解能力。底物专一性测定用粗

酶，酶的实际比活应高于粗酶比活。

表 + 重组内切葡聚糖酶 123+!.和融合酶底物特异性
+6O=D # /IO?GE6GD ?KDB9A9B9G> @A + ; ,-.%/%,- D<H@:=IB6<6?D

BD=#7N 6<H B.9CDE9B D<F>CD

/IO?GE6GD WDB@CO9<6<G MD=#7N0MN&6

/KDB9A9B 6BG9V9G>（XPC:）
WDB@CO9<6<G MD=#7NO

/KDB9A9B 6BG9V9G>（CXPC:）
N6E=D>!0:=IB6< 7-7LT 7%$S

M"M 43L( 4%$
*0<9GE@K.D<>= -L3 S$

1V9BD= $L7- $
U6G ?KD=G J>=6< (%L- 4

6 1??6>? YDED KDEA@ECDH 6G ?IO?GE6GD B@<BD<GE6G9@< @A -CC@=PZ K0<9GE@K.D<>=
!0&0BD==@O9@?9HD，#2（[P\）<@<0?@=IO=D K@=>CDE9B ?IO?GE6GD? @E $LS2（[P
\）?@=IO=D K@=>CDE? 9< #$$CC@=PZ K@G6??9IC H9.>HE@:D< K.D<>=6GD09C9H6F@=D
OIAADE KQ 3L$，6G 4SR I?9<: 6< D<F>CD B@<BD<GE6G9@< @A (":PCZ（ BEIHD
D<F>CD DJGE6BG）; )<BIO6G9@< Y6? B6EE9DH @IG A@E #$ ] 3$C9< A@E N6E=D>!0
:=IB6<，M"M，*0<9GE@K.D<>=，#$. A@E J>=6< 6<H 1V9BD= ; O &6G6 EDK@EGDH O>
Z9DO= ;[，’/ -$ ;（#%%3）［-］;

融合前的重组亲本酶 MD=#7N 最适作用温度
4SR，最适作用 KQ3L$，温度稳定性方面为 %$R半衰
期 %.（粗酶液）［-］。融合酶酶学特性表明：最适反应
温度 #$$R、最适 KQ为 SL4、在 KQ-LS ] TL$ 酶活力
稳定，%$R保温 7.仍有 4T2的酶活。融合酶表现出
最适反应温度有较大提高，最适反应 KQ稍有改变，
温度稳定性与亲本酶无明显差异，底物特异性上对

结晶纤维素有一定的分解能力，较亲本酶有质的改

变，为极耐热纤维素酶对天然纤维素生物转化研究

提供基础。

* 讨论
海栖热袍菌生活环境是在海底火山口，MD=#7N

和 MD=T-N带有信号肽分泌到胞外，以大分子可溶性
多聚糖为底物提供细胞能源，分解产物是寡多糖，转

移到细胞内可被其它内切葡聚糖酶如 MD=S1 和
MD=#71等进一步降解，这是 + ; ,-.%/%,- 能够以大
分子葡聚糖为底物生长的原因，同时也表明这些胞

外葡聚糖酶并没有分解天然纤维能力［%，#$］。过去一

般认为：在天然纤维素降解过程中，内切酶首先随机

47T Z) ^96<:0_96< ’/ -$ ; P0"/- 1%".#2%#$#3%"- 4%5%"-（7$$3）-3（S）



水解纤维素无定形区，暴露出更多的非还原性未端

链，为外切酶的作用提供条件。但它无法解释结晶

纤维素的酶解是怎样进行的，而这又是纤维素降解

的关键。纤维素结合结构域 !"#具有破坏纤维素
超分子结构这一功能发现，表明 !"#区域是天然纤
维素被有效酶解的关键所在，本实验结果也证明这

一推测［$，%］。有关 !"#结构和内切葡聚糖酶的融合
有许多研究，有些研究是关于 !"#分别接在内切葡
聚糖酶的 &端或 !端，有些研究是串联 ’个甚至更
多 !"#区域，!"#数量对于融合蛋白提高作用于天
然纤维素能力一般呈正相关，但涉及到的 !"#结构
域均来自常温微生物，有关极耐热纤维素酶 !"#融
合鲜有报道，这主要由于极耐热 !"#区域来源少。
本实验获得的融合酶具有分解天然纤维素能力，但分

解能力较弱，进一步研究可从 !"#区域来源和串联
表达研究着手，同时对于极端嗜热菌来源 !"#与常
温菌来源 !"#作用于天然纤维素的差异也有待研
究。
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