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造纸废水纸浆沉淀物中未培养微生物纤维素酶基因的克隆和鉴定

许跃强&，$，段承杰&，$，周权能$，唐纪良&，$，冯家勋&，$"
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摘 要：提取纯化造纸废水纸浆沉淀物的宏基因组 IJ2 并构建 &"K 1IJ2 文库，系统发育分析显示该环境中存在大

量的未培养细菌且具有种类的多样性。以柯斯质粒为载体构建了 & 个含 &%%%% 个克隆的宏基因组文库，文库容量

为 )L#) M &%( /A。筛选文库得到 $ 个表达内切葡聚糖酶活性的克隆、) 个表达外切葡聚糖酶活性的克隆和 $ 个表达

!5葡萄糖苷酶活性的克隆。从表达不同活性的克隆中分别挑选活性最强的进行鉴定，得到 ) 个新的纤维素酶基因

!"#$%#N、!"#$%#O 和 !"&’%)I。!"#$%#N、!"#$%#O 和 !"&’%)I 分别编码产生内切葡聚糖酶、纤维糊精酶和!5葡萄糖

苷酶，其编码产物与已报道的纤维素酶一致性最高的分别为 !)P、!(P和 !"P。这是第一次采用未培养方法对造

纸废水纸浆沉淀物中的细菌多样性进行分析并从中克隆纤维素酶基因的报道。
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纤维素是由吡喃型 I5葡萄糖以!5&，!5糖苷键连

接而成的直链状大分子，是地球上最丰富的生物质

（/<.;8GG）资源。纤维素的降解涉及到一组复合的纤

维素酶系：内切葡聚糖酶（0>R.5&，!5!5I 5?4B,8>8G0，
:S)L$L&L!）、外切葡聚糖酶（包括纤维二糖水解酶

（&，!5!5I 5?4B,8> ,044./<.HER1.48G0，:S)L$L&L6&）和纤

维糊精酶（,044.R09-1<>8G0，:S)L$L&L’!））及!5葡萄糖

苷酶（!5?4B,.G<R8G0，:S)L$L&L$&）［&］。在这些酶的协

同作用下，纤维素最终被转化为葡萄糖，葡萄糖经发

酵生成的酒精可用作燃料［$］，这对于解决世界能源

危机及环境污染等问题具有重要意义。但目前人们

所发现的纤维素酶存在效率低、成本高的问题［)］，无

法在生产上大规模应用于对木质纤维素的降解转

化，因此需要寻找高效的纤维素酶。

可在实验室条件下培养的微生物只占自然界中

微生物种类的 &P甚至更少［!］，占微生物种类 66P
以上的未培养微生物（B>,B4-B10R ;<,1..1?8><G;G）中蕴

藏了丰富的基因资源。宏基因组文库（;0-8?0>.;<,
4</181E）是指对环境样品中存在的所有微生物的混合

IJ2 进行提取并将其克隆到合适的宿主菌中构建的

文库［#］。通过构建各种环境样品的宏基因组文库已

筛选得到大量新的基因，如编码几丁质酶、蛋白酶、脂

肪酶、淀粉酶、纤维素酶、抗生素等活性物质的基

因［"］。因此，构建纤维素被活跃降解环境的宏基因组

文库将有可能克隆到性能优良的纤维素酶基因。

造纸废水中富含纸浆，纸浆在废水排放过程中

会在排放出口处逐渐沉淀下来并富集。纸浆的主要

成分是纤维素，我们推测该环境中有大量的微生物

在进行纤维素的分解活动，这些微生物中可能含有

丰富的纤维素酶基因资源。本工作的目的是采用未

培养的手段对造纸废水纸浆沉淀物的细菌多样性进

行分析，并构建宏基因组文库对该环境中的纤维素

酶基因资源进行挖掘。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：样品取自广西壮族自治区南宁市

某造纸厂的排污口，主要成分是造纸废水中纸浆的

沉淀物。在不同的采样点垂直取 & * &#,; 深的纸浆

沉淀物，每个点采样量大体一致。混合均匀后装入

无菌保鲜袋，带回实验室 D (%T保存。

!"!"# 主要试剂：文库构建试剂盒 AU:V：：3JS3O

S.G;<R S4.><>? W<- 购自 :A<,0>-10 公司；AX:O53 08GE
载体 试 剂 盒 购 自 Y1.;0?8 公 司；限 制 性 内 切 酶、

:9()* IJ2 聚合酶及 3! IJ2 连接酶购自 38W8Z8 公

司；K0AH8R09 X$%% 购自原 YH81;8,<8 公司；聚乙烯聚



吡 咯 烷 酮（!"!!，!#$%&’(%$!#$%)%**#$’+#(,）、七 叶 苷

（-./0$’( 1%+*23,）、柠檬酸高铁铵（455#(’05 ’*#(（!）

/’3*23, ）、 6789: （ 675,31%$05;,$$’<,*%$7;,327=7
/,$$#;’#.’+,）及 羧 甲 基 纤 维 素 钠（ :2*;#>%5,31%$
/,$$0$#., .#+’05 .2$3，:8:）购自 ?’@52 公司；其它化学

试剂购自上海生工生物工程有限公司。

!"# 宏基因组 $%& 的提取与纯化

宏基因组 =A4 的提取参照 B1#0 等［C］的方法并

做适当改进，不同之处在于细胞裂解过程中将环境

样品于液氮和 DEF水浴中反复冻融 G 次。采用含

HI酸洗 !"!! 的 ?,)12+,> JHKK 凝胶柱纯化环境样

品 =A4［L］，再结合电洗脱回收 =A4 的方法获取造纸

废水纸浆沉淀物的宏基因组 =A4。

!"’ 造纸废水纸浆沉淀物中细菌的多样性分析

对细菌的 MD? *=A4 的序列进行比较可以得知

细菌之间的亲缘关系，采用文献中广泛使用的根据

MD? *=A4 的 保 守 序 列 设 计 的 引 物 HC<： EN7
4J4JOOOJ4O:4OJJ:O:4J7GN 和 M6PH*： EN7
O4:JJOO4::OOJOO4:J4:OO7GN［P］扩 增 细 菌 的 MD?
*=A4。采用常规的 !:Q 反应体系，!:Q 反应条件

为：PDF H5’(；P6F 6K.，DLF GK.，CHF MRE5’(，共 GK
个循环；CHF MK5’(。

回收 !:Q 产 物，以 )J-87O -2.% 为 载 体 构 建

MD? *=A4 文库。随机挑取 MD? *=A4 文库的克隆提

取质粒测序，用 A:ST（133)：UUVVVW (/;’ W ($5W (’1 W @#&U）
的 S$2.3A 搜索 J,(S2(X，使用 =A484A ",*.’#( ERHRP
软件对所测序的 MD? *=A4 序列及代表性细菌的 MD?
*=A4 序列进行多序列匹配排列，以 AY 法（A,’@1;#*7
Z#’(’(@）构 建 进 化 树，并 对 所 构 建 的 进 化 树 进 行

S##3.3*2) 分析（MKKK 个样本）。

!"( 宏基因组文库的构建

回收 GK [ EKX; 的宏基因组 =A4，参照 -)’/,(3*,
公司的 )\-S：：OA:O8 :#.5’+ :$#(’(@ ]’3 产品说明书

进行末端补平后连接到柯斯载体 )\-S：：OA: 上，

侵染 ! W "#$% -!TMKK 构建造纸废水纸浆沉淀物的宏

基因组文库。

!") 宏基因组文库中表达纤维素酶活性克隆的筛

选

在对文库中的克隆进行筛选时，采用氯仿熏蒸

的方法对文库克隆进行破壁处理，以使大肠杆菌中

的蛋白质释放，然后进行活性筛选。

内切葡聚糖酶活性克隆的筛选采用刚果红染色

法［MK］，将文库克隆影印到含有 KREI羧甲基纤维素

钠的 ^4 平板上于 GCF培养 H61，用氯仿对文库克隆

熏蒸 ME5’(，GCF培养箱放置 H1 后用 KREI刚果红溶

液染色 ME5’(，再用 M5#$U^ 的 A2:$ 溶液脱色，菌落周

围出现水解圈的即为阳性克隆。

"7葡萄糖苷酶活性克隆的筛选参考 ]V#(［MM］的

方法，将文库克隆影印到含 KRMI七叶苷和 KRHEI
柠檬酸高铁铵的 ^4 平板上于 GCF培养 MH [ MD1，用

氯仿对文库克隆熏蒸 ME5’(，GCF放置 H1，菌落周围

显黑色即为阳性克隆。

外 切 葡 聚 糖 酶 活 性 克 隆 的 筛 选 参 考

_,)3’(.32$$［MH］的方法，将文库克隆影印到 ^4 平板上

于 GCF培养 MH [ MD1 后，用氯仿对文库克隆熏蒸

ME5’(，用含有 KRK6I 6789: 的琼脂糖溶液（KRDI）

倒上层平板，GCF培养 M1 后，紫外灯下观察到菌落

周围显荧光者为阳性克隆。挑选阳性克隆检测其是

否具有"7葡萄糖苷酶活性，如果没有则可能为表达

外切葡聚糖酶活性的克隆。

提取阳性克隆的质粒重新转化 ! W "#$% -!TMKK，

以证实该基因表达的酶活确实来自于克隆的外源

=A4。

!"* 文库中纤维素酶基因的鉴定

在表达 G 种不同活性的克隆中分别选择活性最

强的克隆进行亚克隆、测序。用 A:ST 的 ‘Qa a’(+,*
工具预测 =A4 片段上的开放阅读框，用 S$2.3! 搜寻

J,(S2(X 数据库，将开放阅读框编码的蛋白质序列

提交 ?84QO（133)：UU.52*3 W ,5;$71,’+,$;,*@ W +,U）进行

结构域预测。

!:Q扩增纤维素酶基因，扩增基因 &’"($E^ 的

引物 为 05/,$E^7a（EN74J:JJ4O:::OJ4:4::JJ44
J:4:4J4:7GN）和 &’"($E^7Q（EN7J::44J:OO:O4OO
J::::4O4OO:4J:47GN）；扩增基因 &’"($E8 的引物

为 &’"($E87a（EN74J:JJ4O::4OJ44JJJOJO:44::
OOJJ7GN）和 &’"($E87Q（ EN74::44J:OOO:4JOJJ
OOOOJ:4J:44OO7GN）；扩增基因 &’)*$G= 的引物为

&’)*$G=7a（EN74J:J44OO::OJ4O:44JJ4:J4OJ::
O4OO4::7GN）和 &’)*$G=7Q（EN7J::44J:OOJ:JJJ
OJ4OJJO4JOJ4:J:OJ7GN）。在 &’"($E^ 和 &’"($E8
的正向引物 EN端加入 +,’_#位点，在 &’)*$G= 的

正向引物 EN端加入 !"#Q#位点，在 G 个基因的反向

引物 EN端均加入 -%.+!位点。

将相 应 的 基 因 在 ! W "#$% S^HM（=-G）)^%. 或

! W "#$% Q#.,332（=-G）中表达并进行活性检测。

!"+ ,-./0.1 索引号

MD? *=A4 序列索引号为 =b66CGKG [ =b66CGMC
及 =b6LGKE6，G 个 纤 维 素 酶 基 因 的 索 引 号 为：

6LC c9 d0,7e’2(@ (/ ,$ W U0"/, 1%"2#)%#$#*%", 3%.%",（HKKD）6D（E）



!"#$%!"（#$%%&’()），!"#$%!*（#$%%&’(+），!"&’%’#
（#$%%&’,-）。

! 结果和分析

!"# 造纸废水纸浆沉淀物中宏基因组 $%& 的提取

和纯化

采用本文所述的 #./ 提取方法，(0 环境样品可

得到 ,!0 左右的粗提 #./，再使用含 ,1酸洗 2322
的 4567895: ;,-- 凝胶柱纯化后，#./ 损失量不到

,-1，并且很好地除去了可降解 #./ 的杂质。纯化

后的 #./ 经琼脂糖凝胶电泳后回收 ’-<= > !-<= 的

片段，回收得率约为 !-1，得到的 #./ 可以满足构

建柯斯文库的需要。

!"! 环境中细菌的多样性分析

构建的 (?4 @#./ 文库共含有 ()?’ 个克隆，随

机挑选 () 个克隆提取质粒 #./ 并测其一端的序

列，结果得到 (? 种不同的序列。经 AB8CD. 对比发现

其中的 (% 种序列与未培养细菌的 (?4 @#./ 具有较

高的同源性，, 种序列与未鉴定细菌的 (?4 @#./ 具

有较 高 的 同 源 性（ 表 (）。 选 取 代 表 性 细 菌 的

(?4 @#./与本文所测得的 (?4 @#./ 一起构建系统

进化树（图 (），从进化树上可以看出这 (? 种序列可

被分为 % 个簇，即螺旋体（47E@FG685D5C）、变形杆菌

（2@FD5F=8GD5@E8）、拟 杆 菌（A8GD5@FE95D5C）及 厚 壁 菌

（HE@IEGJD5C）。这些未培养细菌位于进化树不同的分

支上，说明该环境中的细菌具有种类的多样性。

!"’ 宏基因组文库的构建及表达纤维素酶活性克

隆的筛选

以 7KLA：：M.N NFCIE9 NBFOEO0 P5GDF@ 为载体构

建了造纸废水纸浆沉淀物的宏基因组文库。该文库

含有 (---- 个克隆，随机提取文库中的 (, 个克隆的

质粒用 ()"Q"酶切，结果表明所有的重组质粒都

含有外源 #./ 片段，最小为 ,-R&<=，最大为 %!R%<=，

平均大小为 ’!R’<=（图 ,）。这些外源 #./ 片段的酶

切带型都各不相同，说明该宏基因组文库中克隆的

外源 #./ 具有很好的随机性。该文库中外源 #./
的克隆容量约为 ’R!’ S (-) =7。

图 # 造纸废水纸浆沉淀物中的细菌与相近细菌的系统发育树

HE0T( 26UBF05O5DEG D@55 FV =8GD5@E8 EO 7JB7 C59EI5ODC V@FI 7875@ IEBB 5VVBJ5OD WED6 EDC @5B8DEP5CT
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表 ! 造纸废水纸浆沉淀物中细菌的 !"# $%&’ 序列分析结果

!"#$% & ’()$*+%,%-./ "00.$."-.*,1 *0 &23 4567 1%89%,/%1 *0 #"/-%4." ., :9$: 1%;.<%,-1 04*< :":%4 <.$$ %00$9%,-
=%:4%1%,-"-.>% /$*,%1 6%"4%1- :()$*+%,%-./ ,%.+(#*4 &23 4567 ?;%,-.-)（@）

A3&（5BCCDEFE） G,/9$-94%; #"/-%4.9< 04*< 1$944)H/*<:*1-（7IJC&K2J） LE
A3E（5BCCDEFC） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% 3?MNHJ&2& 04*< 1"$- <"41(（7OD&&KJD） PP
A3K（5BCCDEFK） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% QRI& 04*< 1S.11 /("4; 4(.T*:$",%（7UELJ22D） LK
A32（5BCCDEF2） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% 7V?W&FL& 04*< 94#", "%4*1*$（5B&JLEJ&） LC
A3P（5BCCDEFD） G,/9$-94%; ","%4*#./ #"/-%4.9< /$*,% IH&IX 04*< ","%4*#./ 1S.,% $"+**,（7OLKE&2P） LC
A3L（5BCCDEFP） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% 7V7GE2FL 04*< 94",.9< /*,-"<.,"-%; 1*.$（5B&JK2FC） LP
A3&F（5BCCDEFL） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% QNI ’CH& 04*< -%4<.-% .,-%1-.,"$ -4"/-（7O&2FPCP） LF
A3&J（5BCCDE&F） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% /*:.JL 04*< /*:.*-4*:(./ "4-.0./."$ S"1-%S"-%4（7OK2ECK2） LL
A3&E（5BCCDE&&） G,/9$-94%; Q*<"<*,";"/%"% #"/-%4.9< /$*,% 04*< <",+4*>%（5BJEC&FL） LL
A3&C（5BCCDE&J） G,.;%,-.0.%; 49<%, #"/-%4.9< =U6&F（7IFFL&2L） L&
A3&D（5BCPEFKC） G,.;%,-.0.%; %9#"/-%4.9< /$*,% >";.,Y7CJ 04*< ","%4*#./ ;.+%1-*4 0%; #) >.,"11%1（GRGP&D2J） LE
A3&L（5BCCDE&E） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% QDEK 04*< (9<", 1-**$ 1"<:$%（7OL&2ECK） LE
A3JF（5BCCDE&C） G,/9$-94%; #"/-%4.9< /$*,% RZP&PIYRIK&FJDFJ373K 04*< 19#1940"/% S"-%4（5BJK2EC2） LE

A3JE（5BCCDE&K）
G,/9$-94%; #"/-%4.9< 04*< #"/-%4."$ /*,1*4-." 4%<*>.,+ /($*4.,% 19#1-.-9%,-1 04*< /($*4*#%,T%,%1

（GI7CPPFDC）
LK

A3JC（5BCCDE&2） G,/9$-94%; Q$*1-4.;." #"/-%4.9< /$*,% [LI"LE 04*< ",*\./ 4./% 0.%$; 1*.$（7O2FDJJE） LE
A3JD（5BCCDE&D） G,/9$-94%; #"/-%4.9< YI2L 04*< ","%4*#./ ;.+%1-*4（7U&JLP2D） L&

经过活性筛选得到 J 个表达内切葡聚糖酶活性

的克隆，E 个表达外切葡聚糖酶活性的克隆及 J 个

表达!H葡萄糖苷酶活性的克隆。提取这些克隆的质

粒经 !"#Y"酶切分析表明这些克隆均为独立的重

组子（数据未显示）。将这些克隆的质粒再次转化

$ ] %&’( R’?&FF，转化子在相应的底物上仍然表现出

活性，说明克隆的外源 567 使大肠杆菌表达了纤维

素酶活性。

图 ( 造纸废水纸浆沉淀物宏基因组文库中重组质粒的

!"#)!酶切分析

U.+]J =%/*<#.,",- :$"1<.;1 04*< -(% <%-"+%,*<./ $.#4"4) ;.+%1-%; S.-(

!"#Y" ] M&：#̂$%&="；MJ：&_# 567 $";;%4；& ‘ &J：=%/*<#.,",-

:$"1<.;1 ;.+%1-%; S.-( !"#Y" ]

(*+ 纤维素酶基因的鉴定

(*+*! 内切葡聚糖酶基因 )#%*’KA 的鉴定：挑选一

个表达内切葡聚糖酶活性最强的克隆进行亚克隆，

将可能编码产生内切葡聚糖酶的基因定位在 2_# 的

+(,/$片段上。序列分析发现该 567 片段上一个

&KJ&#: 的开放阅读框的编码产物与大豆慢生根瘤

菌（ !-"./-0(1&2()# 3"4&,(%)#）的一个内切葡聚糖酶

（I7QCP2EJ）的同源性最高，具有 CE@ 的一致性和

KL@的相似性。3M7=! 分析表明该多肽的第 & ‘ JK
个氨基酸残基为信号肽，第 E2 ‘ E&P 个氨基酸残基

为糖基水解酶家族 K 的催化功能域，第 EKF ‘ KFC 个

氨基 酸 残 基 是 一 个 碳 水 化 合 物 结 合 组 件（QIM，

Q"4#*();4"-% I.,;.,+ M*;9$%）。 该 基 因 在 $ ] %&’(
=*1%--"（5RE）中表达后使大肠杆菌表达有内切葡聚

糖酶活性（图版"H7H"），从而证实该基因确实编码

一个内切葡聚糖酶，将该基因命名为 )#%*’KA。

(*+*( 纤维糊精酶基因 )#%*’KM 的鉴定：挑选一个

表达外切葡聚糖酶活性最强的克隆进行亚克隆，将

可能编码产生外切葡聚糖酶的基因定位在 C_# 的

!"#Y"H+(,;%片段上。序列分析显示该 567 片

段含有的一个 &FKE#: 的开放阅读框的编码产物与

产琥珀酸丝状杆菌（5(2-&2"%6*- 7)%%(,&8*,*7）的一个

纤维糊精酶（777KFJ&F）的同源性最高，具有 CP@的

一致性和 2L@的相似性。3M7=! 分析表明该多肽

的第 &J ‘ EJF 个氨基酸残基为糖基水解酶家族 K 的

催化功能域。该基因在 $ ] %&’( =*1%--"（5RE）中表达

后使大肠杆菌表达有外切葡聚糖酶活性（图版"H7H
#），从而认为该基因编码一个纤维糊精酶，将该基因

命名为 )#%*’KM。

(*+*, !H葡萄糖苷酶基因 )#28’E5 的鉴定：挑选一

个表达!H葡萄糖苷酶活性最强的克隆进行亚克隆，

将可能编码!H葡萄糖苷酶的基因定位在 JaK_# 的

976"片段上。序列分析表明该 567 片段上一个

JEPJ#: 的 开 放 阅 读 框 的 编 码 产 物 与 海 栖 热 袍 菌

（ :0*-#&6&8" #"-(6(#" ）的 一 个 !H葡 萄 糖 苷 酶

（775EK&&L）的同源性最高，具有 C2@ 的一致性和

2&@的相似性。3M7=! 分析表明该多肽从第 & ‘ &L
个氨基酸残基为信号肽，第 PL ‘ E&& 个氨基酸残基

2PD [G O9%H8.",+ *6 "’ ] ^;%6" <(%-&2(&’&8(%" =(,(%"（JFF2）C2（K）



为糖基水解酶家族 ! 的催化功能域，第 !"# $ %&! 个

氨基酸残基为糖基水解酶家族 !’ 的结构域。该基

因在 ! ( "#$% )*+,（-.!）/*01 中表达后使大肠杆菌表

达有!2葡萄糖苷酶活性（图版"2324），从而证实该

基因确实编码一个!2葡萄糖苷酶，将该基因命名为

&’()$!-。

! 讨论

本文采用未培养的手段对造纸废水纸浆沉淀物

中细菌的多样性进行了初步研究。构建 ,%5 6-73
文库并测序，结果显示得到的 ,% 种独立的 ,%5 6-73
序列 中 有 ,& 种 与 89:);:< 中 未 培 养 细 菌 的 ,%5
6-73 的一致性最高，+ 种与未鉴定细菌的 ,%5 6-73
的一致性最高，这 ,% 种 ,%5 6-73 在系统发育树上

可 分 为 螺 旋 体 （ 5/=6>4?;9@91 ）、 变 形 杆 菌

（A6>@9>B;4@96=;）、拟 杆 菌（);4@96>=C9@91）及 厚 壁 菌

（D=6E=4F@91）& 个簇，这表明该环境中存在大量的未

培养细菌且具有种类的多样性。G;//9 等［,!］指出未

培养细菌大多属于新的细菌门，这些门中没有典型

的可培养细菌，而本研究中的未培养细菌在系统发

育树上分属于有典型可培养细菌的门，这说明未培

养细菌不仅属于新的细菌门，而且存在于含可培养

细菌的分类单元中。HFI9:?>J@K［,&］的研究显示大部

分的可培养细菌属于变形杆菌、放线菌、厚壁菌、拟

杆菌等四个门，从本文所构建的系统发育树看，该环

境中没有放线菌。其原因可能有两点：（,）放线菌多

为好氧菌，而造纸废水纸浆沉淀物的环境是缺氧的，

该环境可能不适于放线菌的生存；（+）本工作只从

,%5 6-73 文库中随机挑选了 ,L 个克隆进行测序，数

量较少，有可能会漏掉该类细菌。另外，不同造纸厂

所采用造纸原料、生产工艺的不同以及季节和地域

的差异，其造纸废水纸浆沉淀物中细菌的多样性也

可能不同。MF 等［,#］曾对造纸废水处理过程中不同

阶段的细菌多样性进行研究，其结果表明造纸废水

中的优势细菌类群为变形杆菌和拟杆菌而没有厚壁

菌，这表明造纸废水与造纸废水纸浆沉淀物中可能

存在不同的细菌多样性。

当前在纤维素酶基因的克隆和鉴定方面，国内

外主要是从木质纤维素被活跃降解的环境中分离具

有纤维素酶活性的微生物，然后对获得的菌株进行

鉴定并研究其产酶条件和纤维素酶的酶学特性，再

进一步用分子生物学方法对纤维素酶基因进行克

隆、鉴定和表达。随着人类对微生物认识的不断提

高，从未培养微生物中直接克隆相关基因成为获取

各种活性物质的有效手段。有人从厌氧富集培养

物［,%］、碱湖样品［,"］、土壤［,L］、鼠大肠［,N］及牛瘤胃［+O］

的宏基因组文库克隆到新的纤维素酶基因，但还未

见构建造纸废水纸浆沉淀物宏基因组文库并获得纤

维素酶基因的报道。本研究从造纸废水纸浆沉淀物

中提取宏基因组 -73 并构建文库，经活性筛选得到

+ 个表达内切葡聚糖酶活性的克隆，! 个表达外切葡

聚糖酶活性的克隆及 + 个表达!2葡萄糖苷酶活性的

克隆。从中挑选活性克隆经鉴定得到 ! 个新的纤维

素酶基因，它们的编码产物与已报道纤维素酶的一

致性都比较低，这表明通过构建该环境样品的宏基

因组文库能获得新的纤维素酶基因。
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