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居瘤胃解纤维素菌细胞密度与纤维素酶的合成

王璨，东秀珠*

中国科学院微生物研究所，微生物资源前期开发国家重点实验室，北京 100101

摘要:居瘤胃解纤维素菌(Cellulosilyticum ruminicola)H1 是本实验室分离自青海牦牛瘤胃的一株新的纤维素
降解细菌。前期研究发现，菌株 H1 在滤纸纤维素上连续传代数次后无法生长，只有在纤维素降解产物纤维
二糖中培养后方能继续在纤维素中生长，并恢复其纤维素降解活性。这与纤维素酶合成受“代谢产物抑制”
的传统认识相悖。【目的】证明菌株 H1 的纤维素酶合成受细胞密度调控。【方法】检测菌株 H1 的纤维素酶
活和转录水平在高和低密度细胞培养物中差异，并检测高密度细胞培养物中的寡肽对低密度细胞纤维素酶
活和转录水平的促进作用。【结果】菌株 H1 的高密度细胞培养物的纤维素酶活和转录水平比低密度细胞的
高 3 － 10 倍;并且高密度细胞培养液能显著提高低密度细胞纤维素酶活和转录水平。【结论】居瘤胃解纤维
素菌(Cellulosilyticum ruminicola)H1 纤维素酶的合成受细胞密度调控。
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细胞密度介导的群感效应 (Quorum sensing，
QS)是细菌根据种群密度大小，通过种内或种间信
息交流调节群体行为的基因调控机制。QS 系统调
控细菌的多种生理生态功能，包括抗生素产生、生物
发光、致病基因的表达、色素产生、生物膜形成
等［1］。我们在对本实验室分离自牦牛瘤胃的纤维
素降解细菌 － 居瘤胃解纤维素菌(Cellulosilyticum
ruminicola)H1［2］的培养中，发现该菌株在滤纸纤维
素上连续传代数次后则无法生长，而只有将其在纤
维素降解产物纤维二糖中培养后方能继续在纤维素
中生长，并恢复纤维素降解活性。这与纤维素酶合
成受“代谢产物抑制”的传统认识相悖。过去的研

究认为纤维素酶多属于诱导酶，即在纤维素存在时
大量表达，但通常受产物的抑制，尤其纤维素外切酶
的表达受其产物纤维二糖的抑制［3 － 7］。而居瘤胃解
纤维素菌的纤维素降解能力的保持与其需要在纤维
二糖中培养的现象，提示菌株 H1 的纤维素酶合成
或受纤维二糖的诱导，或受高细胞密度诱导，因为菌
株 H1 在纤维二糖培养物中的细胞量显著高于纤维
素培养物。

本研究在已完成菌株 H1 基因组草图及其纤
维素酶组成［2］的基础上，从酶活和转录水平证明
高细胞密度可诱导菌株 H1 的主要两类纤维素
酶———内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶的酶活及
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其基因转录的高表达，而非纤维二糖的底物诱导
作用。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂:纤维二糖、木糖、羧甲基纤维素、
微晶态纤维素均购买于中国国药集团公司;反转录
试剂购买于 Promega 公司;BCA 蛋白定量检测试剂
盒购买于 Thermo Scientific 公司; Trizol 购买于
Invitrogen公司;Real-time PCR检测试剂 SYBR green
SuperMix购买于 Takara公司;蛋白 Marker购买于鼎
国公司; CSP(competence stimulation peptide)分子来
自本实验室。
1. 1. 2 菌株:居瘤胃解纤维素菌 (Cellulosilyticum
ruminicola)H1 为本实验室分离和保存。
1. 2 菌株 H1 的培养

培养基及培养方法参见 Cai 等(2010)［2］，以纤
维二糖或木糖为碳源。
1. 3 内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶的酶活测定
方法

采用 Cai 等 (2010，2011 ) 的方法［8 － 9］。收集
50 mL 菌株 H1 的纤维二糖培养物，经 13000 × g 离
心10 min去除菌体及残留物。培养液上清用 80%饱
和度的(NH4) 2SO4沉淀以获得粗酶液。以羧甲基纤
维素 为 底 物 检 测 内 切 葡 聚 糖 酶 活，以 pNP-
cellobioside为底物检测纤维二糖水解酶酶活。采用
BCA蛋白定量检测试剂盒测定粗酶蛋白质的量。
1. 4 菌株 H1 的 mRNA提取及反转录

菌株 H1 的 mRNA 提取参见 Li 等(2011)［10］的
方法，包括液氮研磨裂解细胞、加 Trizol为 mRNA作
保护剂、氯仿变性蛋白质纯化、异丙醇沉淀 mRNA，
并用 Trizol作保护剂，乙醇洗涤。取2 μg mRNA 进
行反转录反应。
1. 5 转录表达水平检测

采用实时定量 PCR (所用定量检测试剂为
SYBR green SuperMix，检测仪器为 ABI Prism 7000)
检测纤维素酶基因的相对转录水平。qPCR 循环参
数为:循环数 40，95℃变性10 s，52℃ 退火30 s，
72℃延伸30 s。以菌株 H1 的 DNA为模板绘制相对
定量标准曲线，以 16S rRNA 基因为内参。采用的
qPCR引物序列如表 1 所示。

表 1 本研究使用的定量 PCR引物
Table 1 Primers used for quantitative PCR

Primer Sequence(5'→3')
16s-F TACACACCGCCCGTCACAC
16s-R CAGCCGCACCTTCCGATAC
09989-F TAGGAGATAGTTCACCAAT
09989-R CTGTTGTTGTCATCATCA
04825-F TCAACTTACCAATGTCATATAC
04825-R CGTTACCATCACCTACTT
04820-F AAGAAGACAGGCGAATTCCA
04820-R TCCAACTTTTGCTGTTGCAG

1. 6 高细胞密度培养物培养液的收集与处理
以 0. 5%纤维二糖培养菌株 H1 至对数生长后

期，12000 × g 离心去细胞后收集培养液上清;培养
液经3 kDa超滤管过滤，以 4000 × g 离心40 min后收
集未截留部分溶液;超滤收集的溶液以 80%饱和度
硫铵沉淀，之后 14000 × g 离心30 min收集沉淀;将
得到的沉淀重溶于透析缓冲液中，并用100 Da透析
袋过夜透析;最后进行冻干处理。
1. 7 高密度细胞培养液处理低细胞密度培养物的
加法和加量

收集 5L 以 0. 5%纤维二糖培养的 H1 高细胞密
度培养物，经如 1. 6 所述方法处理后得到10 mL高密
度细胞培养液，在向25 mL 0. 1%纤维二糖培养基接
种 H1 时，同时加入1 mL高密度细胞培养液。

2 结果和分析

2. 1 菌株 H1 内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶酶
活及其基因表达与细胞密度相关
2. 1. 1 不同细胞密度的菌株 H1 的生长速率相同:
本实验分别以 0. 5%和 0. 1%两种纤维二糖浓度培
养菌株 H1，以分别获得高和低细胞密度的培养物。
结果如图 1 所示，尽管菌株 H1 以低浓度的纤维二
糖(0. 1% ) 为底物时的最终细胞密度 ( OD60 0 为
1. 00)低于高浓度纤维二糖 (0. 5% ) 的细胞密度
(OD60 0为 2. 00)，但生长速率相似，均约为 OD60 0 =
0. 32 /h。
2. 1. 2 内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶活力与细
胞密度相关:为了检测菌株 H1 的纤维素酶活力与
细胞密度的关系，我们选择了内切葡聚糖酶和纤维
二糖水解酶为研究对象。为避免两种纤维素酶基因
在不同生长时期的表达不同，选取处于对数生长末
期的 0. 5%和 0. 1%纤维二糖的细胞用于酶活检测。
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图 1 菌株 H1 在 0. 5%(A)和 0. 1% (B) 纤维二糖的生
长曲线
Fig． 1 Growth curves of strain H1 growing in 0. 5% (A) and 0. 1%

(B) cellobiose．

结果显示，高密度细胞比低密度细胞的内切葡聚糖
酶和外切葡聚糖酶的比活分别高 2. 5 和 4. 3 倍(表
2)。为了澄清纤维素酶活的差异是底物还是细胞
密度所导致，我们检测了菌株 H1 在木糖培养物中

的两种酶活。结果同纤维二糖的培养物相同，两种
酶活也是在高细胞密度培养物中显著高于低细胞密
度培养物(表 2)。因此证明菌株 H1 的纤维素酶的
合成受细胞密度调控，而非底物纤维二糖的诱导。
2. 2 菌株 H1 的内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶
基因表达与细胞密度相关

菌株 H1 基因组中含有多个内切葡聚糖酶基
因，和一个纤维二糖水解酶(orf4820)。前期研究发
现内切葡聚糖酶基因 orf9989 和 orf4825 编码的蛋白
具有高的内切葡聚糖酶酶活［8］。本实验中，我们通
过实时定量 PCR 检测这 3 个基因分别在 0. 5% 和
0. 1%纤维二糖为底物时的转录水平。同时也比较
了 3 个基因在 0. 5% 和 0. 1%木糖培养物中的转录
水平差异。结果如表 2 所示，无论以纤维二糖或木
糖为底物，菌株 H1 的内切葡聚糖酶和纤维二糖水
解酶基因均在高密度细胞中高表达。在两种糖的高
细胞密度培养物中，内切葡聚糖酶基因( orf9989 和
orf4825)的转录水平均提高 3 倍左右;纤维二糖水
解酶基因(orf4820)在高浓度的纤维二糖中提高转
录 6 倍左右，在高浓度的木糖中提高转录水平 10 倍
左右。由此，在基因转录水平上证明菌株 H1 纤维
素酶的表达与细胞密度相关。
2. 3 菌株 H1 的纤维素酶活及其基因表达在对数
生长末期最高

为了进一步证明纤维素酶合成受细胞密度调
控，我们检测了菌株 H1 的 0. 5%纤维二糖培养物在
不同生长时期(延滞期，培养4 h，OD60 0为 0. 26;对数
早期，培养 8h，OD60 0为 0. 34;对数中期，培养12 h、
OD60 0为 1. 1;对数末期，培养 14h、OD60 0为 1. 84)的

表 2 菌株 H1 在两种底物中高和低细胞密度培养液的纤维酶活
Table 2 Fibrolytic activities in the spent cultures of strain H1 grown in different concentrations of cellobiose and xylose

Enzyme
Mean specific activity (mU /mg of protein) ± SD

Cellobiose Xylose
0. 5% 0. 1% 0. 5% 0. 1%

Endoglucanase 566. 5 ± 28. 3 226. 1 ± 11. 3 547. 89 ± 27. 4 96. 1 ± 4. 8
Cellobiohydrolase 990. 9 ± 49. 5 229. 9 ± 11. 5 1708. 5 ± 85. 4 435. 9 ± 21. 8

表 3 菌株 H1 在两种浓度的纤维二糖和木糖培养物中的纤维酶基因转录水平
Table 3 Transcript levels of the three fibrolytic genes in the cultures of strain H1 grown in cellobiose and xylose

orf annotation
Gene transcript copies ± SD

Cellobiose Xylose
0. 5% 0. 1% 0. 5% 0. 1%

9989 Endoglucanase 3. 3 ± 0. 3 0. 8 ± 0. 1 3. 4 ± 0. 7 0. 9 ± 0. 1
4825 Endoglucanase 7. 3 ± 1. 0 3. 3 ± 0. 2 2. 4 ± 0. 3 0. 8 ± 0. 1
4820 Cellobiohydrolase 1. 8 ± 0. 2 0. 3 ± 0. 0 5. 4 ± 1. 0 0. 5 ± 0. 1

* values are given as means ± standard deviations; the transcript copies are given as specific gene copy numbers /1000 16S rRNA copies．
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纤维素活及其基因表达水平。图 2 显示，菌株 H1
的纤维素酶活及其基因表达水平均在对数末期达到
峰值。对数末期比对数早期的内切葡聚糖酶活高 3
倍左右，纤维二糖水解酶活高 4 倍左右;内切葡聚糖
酶基因 9989 的转录在对数末期比对数早期高 10 倍
左右，内切葡聚糖酶基因 4825 及其与之共转录的纤
维二糖水解酶基因 4820 的转录在对数末期比对数
早期高 14 倍左右。该实验结果验证了菌株 H1 的
纤维素酶合成受细胞密度调控。

图 2 不同生长时期的菌株 H1 在 0. 5%纤维二糖
培养物的纤维素酶酶活(A) 及其基因转录水平
(B)
Fig． 2 Fibrolytic activities(A) and transcript levels (B) of

strain H1 during the growth in cellobiose(0. 5% ) ．

2. 4 菌株 H1 的高密度细胞培养液促进低密度细
胞培养物的纤维素酶合成

已知群感效应通过细胞产生并分泌到胞外的信
号分子实现其调控作用。我们收集了菌株 H1 的
0. 5%纤维二糖对数生长末期的培养物，经离心去除
细胞及过滤除去大分子蛋白质制得高密度细胞培养
液。然后将此处理的培养液加入 0. 1%纤维二糖的
H1 培养物中，培养至对数末期时，检测该低密度细
胞培养物的内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶活的变
化，从而证明高密度细胞培养液对纤维素酶合成的

促进作用。结果(图 3)显示:加入高细胞密度的菌
株 H1 培养液，使低细胞密度培养物的内切葡聚糖
酶活提高 3 倍左右、纤维二糖水解酶活提高 8 倍左
右。而制备的高细胞密度培养液不含有纤维素酶
活。通常认为革兰氏阳性细菌的群感效应信号分子
多属于寡肽类物质［11］。因此我们用蛋白酶 K 处理
高细胞密度培养液以分解可能的信号肽。结果显示
经蛋白酶 K 处理的培养液对低细胞密度培养物的
内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶活没有促进作用
(图 3)。同样，菌株 H1 的木糖培养物的高细胞密
度培养液也具有同样的促进作用。本实验结果表明
菌株 H1 的高细胞密度培养液有促进纤维素酶合成
的作用，且发挥这种促进作用的物质可能是寡肽，即
常见的革兰氏阳性细菌群感效应信号分子。

图 3 菌株 H1 高细胞密度培养液促进其低细胞密度
培养物纤维素酶活
Fig． 3 Cellulase activities of strain H1 in low cell density added

by the spent culture of the higher cell mass． A，cellulase activity

of the low cellmass culture upon addition with its own culture

medium; B，cellulase activity of the low cellmass culture upon

addition of the higher cell mass-spent culture; C，cellulase activity

of the low cellmass culture upon addition of Protease K-treated high

cellmass-spent culture of H1; D，cellulase activity of the high-

cellmass culture．

3 讨论

纤维素酶高效合成是其应用的重要前提。目前
的研究表明，微生物的纤维素酶主要受其底物纤维
素的诱导，而受其产物的反馈抑制［3 － 7］。然而，自
20 世纪 90 年代发现细菌中普遍存在群感效应调控
的基因表达机制后，人们看到一些植物病原革兰氏
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阴性细菌的胞外多糖合成及其降解也受群感效应调
控［12 － 16］，但是对主要的纤维素降解菌———革兰氏阳
性细菌的纤维素酶合成调控研究较少。本研究的结
果证明，革兰氏阳性纤维素降解细菌纤维素酶的合
成也与细胞密度的调控即群感效应有关，提供了新
的纤维素降解调控机制，同时为纤维素酶的工业化
应用提供理论指导。

本研究的初步结果显示居瘤胃解纤维素菌 H1
的群感效应信号分子可能是寡肽类物质，我们在其
基因组中也看到几个可能的寡肽编码基因，及多个
双组分信号系统的基因。但获得寡肽是分析其对细
胞密度及纤维素酶合成的调控功能的前提。同时，
确定信号寡肽的合成基因及其调控的靶基因，以及
调控网络和调控机制是提高纤维素酶合成的重要
基础。
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Cell density mediated cellulases synthesis in
Cellulosilyticum ruminicola

Can Wang，Xiuzhu Dong*

State Key Laboratory of Microbial Resources，Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，
China

Abstract:Cellulosilyticum ruminicola H1 is an anaerobic cellulolytic bacterium isolated from the rumen content of yak．
Previously，we found that strain H1 lost growth on filter paper cellulose after several subcultures． The growth on cellulose
cannot be restored until a few transfers in the cellobiose-containing medium． This is contrary to the knowledge that
microbial cellulases synthesis is induced by the substrate while repressed by the metabolites，e． g． cellobiose，but provides
a hint of cell-density mediated cellulase synthesis． ［Objective］ The study aimed to test if cell density regulation
mechanism involved in the cellulase synthesis by Cellulosilyticum ruminicola H1． ［Methods］By using enzyme assays and
real-time PCR quantification，we investigated cellulase activities and the gene transcript levels in the high- and low-
cellmass cultures of strain H1． We also determined the elevation of endoglucanase and cellobiohydrolase activities and the
gene expression in the low-cellmass culture upon addition of the high-cellmass spent culture． ［Results］ Both
endoglucanase and cellobiohydrolase of strain H1 were detected 3 to 10 times higher in the high cellmass culture than in
the lower cellmass culture either in enzymatic activity or the gene transcript abundance，thus confirming the cell density-
mediated cellulase synthesis． ［Conclusion］This study demonstrates that cell density regulation is involved in cellulases
synthesis by Cellulosilyticum ruminicola H1．
Keywords: fibrolytic bacterium，cellulase synthesis，cell density
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