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研究报告

一株降解纤维素放线菌的产纤维素酶基因克隆与表达 

张志宇  刘东格  卓君雨  景如贤  李祎* 

河南师范大学生命科学学院  河南 新乡  453007 

摘  要：【背景】纤维素在自然界中储量丰富，但天然纤维素的难降解性成为广泛应用纤维素资源的

壁垒，近年来利用微生物来降解纤维素成为热点研究。【目的】筛选分离得到一株具有降解纤维素功

能的放线菌菌株 Lb1，通过全基因组测序确定其产纤维素酶关键基因 5676，对基因 5676 进行克隆

转化，使其在大肠杆菌中进行表达。【方法】通过基因工程技术将产纤维素基因连接到表达质粒上并

导入表达菌株，对其降解纤维素生成葡萄糖的能力进行探究。【结果】将 Lb1 菌株的 16S rRNA 基因

进行比对，确定菌株 Lb1 属于链霉菌属，命名为 Streptomyces sp. Lb1。成功构建出纤维素酶表达载

体，并且导入表达菌株大肠杆菌 BL21(DE3)，重组菌株的产纤维素酶能力大于空载菌株。【结论】通

过基因工程技术成功克隆出产纤维素酶基因，从而表达纤维素酶，为今后利用微生物降解纤维素的

大规模应用提供参考。 
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Cloning and expression of cellulase gene from a strain of cellulose 
degrading actinomycete 
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Abstract: [Background] Cellulose is abundant in the nature, but difficult for natural cellulase to degrade, 
which is a barrier to the extensive application of cellulose resources. In recent years, the degradation of 
cellulose by microorganisms has become a hot research topic. [Objective] A strain of actinomycete Lb1 
with cellulose degradation ability was screened and isolated. The key cellulase producing gene 5676 was 
determined by whole genome sequencing, and the gene 5676 was cloned and transformed to be expressed 
in Escherichia coli. [Methods] The cellulose producing gene was connected to the expression plasmid and 
transferred into the expression strain by genetic engineering technology to investigate its ability to degrade 
cellulose. [Results] 16S rRNA gene of the strain Lb1 was sequenced, which was determined that the strain 
Lb1 belonged to genus Streptomyces and was named Streptomyces sp. Lb1. The expression vector of 
cellulose producing gene was successfully constructed, and the expression strain Escherichia coli 
BL21(DE3) was introduced, and its cellulase production capacity was higher than that of the wild-type 
strain. [Conclusion] Cellulase gene was successfully cloned and produced by genetic engineering 
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technology to express cellulase, providing reference for large-scale application of microorganisms to 
degrade cellulose in future. 

Keywords: Cellulose, Actinomycete, Cellulase gene, Heterologous expression 

纤维素是自然界分布最广、含量最多的一种

由葡萄糖组成的大分子多糖[1]，广泛应用于动物

饲料、食品、纺织品、清洁剂和纸张制造[2-3]，然

而天然纤维素难以降解，在生产生活中对其利用

有很大的局限性[4]。过往人们对富含纤维素的木

材废料、废纸、作物残渣等进行简单堆积或焚

烧，不仅没有充分利用纤维素而且对生态环境造

成了污染[5]。在传统工业生产中，一般使用酸碱

水解纤维素，但是处理后会引入一些不利于纤维

素降解的物质且成本较高[6-7]。近年来面对日益严

重的环境和资源匮乏问题[8]，越来越多的人把目

光投向利用微生物来降解纤维素，这种生物处理

方法不仅降解效率高[9]、对环境友好，而且有效降

低了成本[10-11]，能有效加强对纤维素的开发和利

用。微生物降解纤维素关键在于其能否产生纤维

素酶，目前对于产纤维素酶菌种研究较多的是曲

霉(Aspergillus sp.)、木霉(Trichoderma sp.)、腐质霉

(Humicola sp.)等真菌[12]，但是用真菌分解木质纤

维素往往需要较长时间[13]。 

本研究通过筛选分离出一株能降解纤维素的

放线菌 Lb1，并对其进行全基因组测序，对功能

基因进行注释后确定其降解纤维素的通路，发现

有 3 个基因与纤维素酶的合成有关，使用基因工

程技术将其中尚未被报道的基因 5676 进行克隆，

将重组 DNA 分子导入大肠杆菌 BL21(DE3)，成功

表达出纤维素酶，对利用生物方法降解纤维素提

供理论基础，为放线菌降解纤维素在生产生活中

的应用有重大意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  培养基 

富集培养基(g/L)：CMC-Na 5.0，滤纸 5.0，

NaNO3 2.0，K2HPO4 1.0，KCl 0.5，MgSO4·7H2O 

0.5，FeSO4 0.001，pH 自然。 

筛选鉴定培养基(g/L)：CMC-Na 5.0，酵母粉

2.0，磷酸二氢钾 0.5，硫酸镁 0.5，琼脂 20.0。 

液体产酶鉴定培养基(g/L)：CMC-Na 10.0，蛋

白胨 3.0，酵母粉 0.2，硫酸铵 2.0，磷酸二氢钾

4.0，硫酸镁 0.3。 

LB 液体培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨

10.0，氯化钠 10.0，调 pH 至 7.0。 

抗 生 素 浓 度 ： 氨 苄 青 霉 素 (Amp) 浓 度 为   

100 mg/mL。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

PBS 缓冲液：磷酸二氢钾 0.24 g，磷酸氢二

钠 1.44 g，氯化钠 8 g，氯化钾 0.2 g，加去离子水

800 mL 溶解，调 pH 至 7.2，定容至 1 L。 

DNS 试剂：酒石酸钾钠 18.2 g，溶解在 50 mL

蒸馏水中，加入 0.63 g 3,5-二硝基水杨酸，溶解，

再依次加入 2 g 氢氧化钠、0.5 g 苯酚和 0.5 g 无水

硫酸钠，溶解后定容至 100 mL，避光保存，放置

一周后使用。 

1% CMC 缓冲液：1 g CMC-Na，溶解在 100 mL 

50 mmol/L 柠檬酸-100 mmol/L 磷酸氢二钠缓冲液

(pH 6.0)中。 

EZ-10 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒，生

工生物工程(上海)股份有限公司；PCR 引物、PCR 

Mix，pETDuet-1 载体，T4 DNA 连接酶，宝生物

工程(大连)有限公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒，天

根生化科技有限公司；SDS-PAGE 凝胶制备试剂

盒，北京索莱宝科技有限公司。 

高速冷冻离心机，Eppendorf 中国有限公司；

PCR 仪，北京东胜创新生物科技有限公司；凝胶

成像分析系统，济南东仪实验室设备有限公司；

超微量分光光度仪，赛默飞世尔科技公司；电泳

仪，Bio-Rad 公司。 
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1.2  方法 

1.2.1  菌株的筛选 

土样取自河南师范大学花园土壤，土样采集

时选择带有枯枝落叶的表层土。取 5 g 样品放入

200 mL 富集培养基，30 °C 条件下 180 r/min 恒温

培养 3 d，观察菌体生长情况。采用梯度稀释法将

富集培养后的菌液涂布于筛选培养基平板。24 h

后观察平板菌落，挑取不同形态、颜色的菌落进行

分离及纯化，从而获得纯培养物。 

将分离纯化的单菌落接种于 LB 液体培养

基，37 °C、180 r/min 培养 2 d 后，取 1 mL 菌液

于离心管中，4 000 r/min 离心 2 min，用液体产酶

培养基洗涤 2 次，4 000 r/min 离心 2 min 去上清。

无菌水重悬菌体，取 5 μL 点在筛选鉴定培养基平

板中心，37 °C 培养 1 d 后观察菌落形态，测量菌

落直径，使用克氏碘染液将菌落染色 5 min，观

察透明圈大小，测量并记录透明圈直径。计算透

明圈直径与菌落直径的比值，筛选出比值比较大

的菌株。 

1.2.2  菌株的鉴定 

将筛选出的菌株送生工生物工程(上海)股份有

限公司进行 16S rRNA 基因测序。将测序结果与

NCBI 的 GenBank 数据库以及 EzTaxon 数据库进行

比对[14]，选取出与所测序列相似性较高的种或属，

最后再用 Neighbor-Joining 法构建系统进化树[15]。 

1.2.3  菌株 Lb1 的全基因组学分析 

对 Lb1 进行全基因组测序分析[16]，送测菌株

做 3 个生物学重复。送检样品通过 DNA 抽提、纯

化、建库和测序，得到一系列下机数据。运用统

计学方法对所有测序 Reads 的每个 Cycle 进行碱基

分布和质量波动的统计，从宏观上反映出测序样

本的文库构建质量和测序质量，并分析每一个样

本的碱基质量、碱基错误率以及碱基分布。 

对 Lb1 基因进行综合预测，采用 GeneMark 

S-native 方 法 [17] 和 Heuristic 模 型 参 数 [18] ， 与

KEGG、COG、NR、SwissProt 和 GO 5 个数据库进

行比对，得到相应的注释信息。在进行 BLAST 时

需要设置筛选条件：E-value 小于 10−5，大于 40%

的序列相似性，大于 50%的序列覆盖度。在相同

条件下将基因的注释信息进行集合组成，用 Circos

绘制 Lb1 的基因图谱。 

1.2.4  纤维素酶分泌表达载体的构建 

根据 Streptomyces sp. Lb1 基因组序列中 5676

基 因 序 列 设 计 一 对 引 物 5676F (5′-GGAATTC 

CATATGATGGACGTCAGCAGGGGG-3′)和 5676R 

(5′-GGGGTACCTCACTCGCCGGCCCGGGC-3′) ，

在引物 5′加 Nde I 和 Kpn I 双酶切位点，片段大小为

1 044 bp。以 Streptomyces sp. Lb1 总 DNA 为模板对

基因 5676 进行扩增。PCR 反应体系：DNA 0.5 μg，

Premix Taq 25 μL，正、反向引物各 0.2 μmol/L，

ddH2O 补充至 50 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

98 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C 1.5 min，30 个循

环；72 °C 10 min，8 °C 保存。PCR 产物纯化回收

后，用 Nde I 和 Kpn I 双酶切，纯化回收片段。然

后将 pETDuet-1 空质粒用同样的酶双酶切，纯化回

收后与前面得到的片段连接。连接产物转化 E. coli 

DH5α，转化子经菌落 PCR 验证，PCR 反应体系：

rTaq (5 U/μL) 0.25 μL，正、反向引物(同上)各    

1 μmol/L，10×PCR Buffer (Mg2+ plus) 5 μL，dNTP 

Mixture (各 2.5 mmol/L) 4 μL，无菌牙签挑取菌落

混入反应液，ddH2O 补充至 50 μL。PCR 反应条

件：94 °C 5 min；98 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C 

1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min，8 °C 保存。质

粒 抽 提 和 双 酶 切 验 证 ， 获 得 的 重 组 表 达 质 粒

pETDuet-1-5676，并送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序鉴定。 

1.2.5  纤维素酶重组表达菌株的构建 

挑取 LB 固体平板上大肠杆菌 BL21(DE3)单菌

落于 LB 液体培养基中，37 °C、180 r/min 培养至

OD600 为 0.5，4 °C、5 000 r/min 离心 10 min，弃上

清，用预冷过的无菌水洗涤 2 次后加入 1.5 mL 预冷

的 CaCl2 (100 mmol/L)重悬后即为感受态细胞[19]。

取 100 μL 感 受 态 细 胞 加 入 5 μL 重 组 质 粒

pETDuet-1-5676 (100 ng/μL)，冰浴 30 min，42 °C
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水浴 90 s 后冰浴 2 min，加入 350 μL 预热的 LB 液

体培养基 37 °C 水浴孵育 1 h，吸取 100 μL 涂布于

含有氨苄青霉素抗性平板，37 °C 正置培养 1 h 后

倒置培养 12 h，挑取转化子，经质粒抽提酶切验

证获得阳性转化子，通过该方法构建重组表达菌

株并同时构建空质粒 pETDuet-1 的对照组菌株。 

1.2.6  葡萄糖标准曲线 

由于纤维素在纤维素酶的作用下生成葡萄 

糖 [20-21]，因此测得反应液中葡萄糖即可确定纤维

素的酶活力。本研究采用 DNS 法测定葡萄糖，首

先绘制葡萄糖标准曲线：取 9 支 10 mL 的 EP 管，

向每支管中分别加入 1 mg/mL 的葡萄糖标准液、

DNS 试剂和蒸馏水，配制成不同浓度的葡萄糖反应

液。混匀后在沸水浴中加热 10 min，然后立即用流

动水冷却，分别取 200 μL 加到 96 孔板中，用酶标

仪测定其在 540 nm 下的吸光值。以葡萄糖质量为

横坐标，吸光值为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线。 

1.2.7  纤维素酶活力的测定 

吸取 150 μL CMC 缓冲液于 4 mL EP 管中，加

入 50 μL 产酶液，对照组加空质粒 pETDuet-1 发酵

液。50 °C 水浴保温 30 min，结束后加入 200 μL 

DNS 终 止 反 应 ， 将 EP 管 中 的 混 合 液 沸 水 浴      

5 min，加入 650 μL 蒸馏水，混匀取 200 μL 加至

96 孔板，用酶标仪测定 540 nm 下的吸光度值，实

验组与对照组做 3 个平行重复取平均值[22]。酶活

力定义为：在 50 °C 的反应条件下，1 min 内催化

CMC-Na 生成 1 μmoL 葡萄糖所需的酶量[23]。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选 

通过对样品进行直接稀释涂布分离筛选及纯

化，共获得 6 株纤维素降解菌(表 1)。这 6 株菌在筛

选鉴定培养基平板上培养 1 d 后菌落为白色或乳白

色；菌落形态均为圆形有光泽不透明。分别测量

这 6 株菌的降解圈和菌落的直径发现，菌株 D3 的

降解圈直径最大为 2.7 cm，菌株 Lb1 的降解圈直径

最小为 1.4 cm，菌株 D3 的菌落直径最大为 1.90 cm，

菌株 Lb1 的菌落直径最小为 0.45 cm。单个菌株的 

表 1  菌落及降解圈大小 
Table 1  Colony and degradation cycle size 
菌株名称

Strain 
name 

降解圈直径 

Degradation circle 
diameter (cm) 

菌落直径 

Colony 
diameter (cm) 

降解圈直径/菌落直径

Degradation circle/ 
Colony diameter 

D1 2.6 1.75 1.49 
D3 2.7 1.90 1.42 
D4 2.2 1.50 1.47 
H1 2.3 1.16 1.44 
H2 1.8 1.15 1.57 
Lb1 1.4 0.45 3.10 

 
大小或是透明圈的大小不能代表菌株的降解能

力，所以用每个菌株的透明圈直径与菌落直径的比

值来表示菌株的降解能力。菌株 Lb1 的直径比值最

大为 3.10，从而反映出菌株 Lb1 的降解能力最强，

因此选择菌株 Lb1 作为目标菌株进行后续实验。 

2.2  菌株的鉴定 

将菌株 Lb1 测序后的 16S rRNA 基因序列提交

至 NCBI 的 GenBank 数据库以及 EzTaxon 数据库进

行比对，结果表明菌株 Lb1 与 Streptomyces 属的菌

株 Streptomyces thermoviolaceus subsp. apingens 

(DSM41392)有最高相似性(表 2)，为 99.93%。使用

MEGA 5 软件构建系统发育树，从进化树中可以看

出，菌株 Lb1 与菌株 Streptomyces thermoviolaceus 

subsp. apingens (DSM41392)在同一分支中(图 1)。

因此，根据 16S rRNA 基因序列、系统进化分析及

形态特征，确定菌株 Lb1 为 Streptomyces 属，命名

为 Streptomyces sp. Lb1。 

2.3  Lb1 的全基因组学分析 

2.3.1  Lb1 的基因组特征 

依据测序结果及分析，Lb1 的全基因组由一条

2 184 066 bp 的完整环状染色体组成，基因大小为

6 275 290，拼接数 284， (G+C)mol%含量占比

72.45%，编码序列数量 5 806 个，KEGG 基因注释

2 820 个，COG 基因注释数量为 4 285 个。 

2.3.2  Lb1 的 GO 功能注释 

Lb1 的 GO 功能注释结果如图 2 所示，有    

2 574 个基因有具体的功能定义，共获得了 12 956 个

GO 功能注释。在所有 GO 注释中，有 3 847 个为

分子功能，占 28.5%；有 3 068 个为细胞组件，占 
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表 2  菌株 Lb1 与其他菌株的 16S rRNA 基因相似性 
Table 2  16S rRNA gene similarity between strain Lb1 and other strains 
种属名 

Hit taxon name 

种加词 

Hit strain name 

登录号 

Accession No. 

相似度 

Similarity (%) 

完整度 

Completeness (%) 
Streptomyces thermoviolaceus subsp. apingens DSM41392 Z68095 99.93 100.0 
Streptomyces thermoviolaceus subsp. thermoviolaceus DSM40443 Z68096 99.41 100.0 
Streptomyces mexicanus CH-M-1035 AF441168 99.12 100.0 
Streptomyces chiangmaiensis TA4-1 AB562507 98.81 100.0 
Streptomyces chromofuscus NBRC12851 AB184194 98.60 99.8 
Streptomyces bullii C2 HE591384 98.59 99.2 
Streptomyces glomeratus LMG19903 AJ781754 98.38 100.0 
Streptomyces thermoalcalitolerans NBRC16322 AB249909 98.38 100.0 
Streptomyces thermocarboxydovorans DSM44296 U94489 89.29 100.0 
Streptomyces thermodiastaticus DSM40573 Z68101 88.59 100.0 

 

 
 

图 1  菌株 Lb1 基于 16S rRNA 基因构建的系统进化树 
Figure 1  Phylogenetic tree of strain Lb1 based on 16S rRNA gene sequence 
注：步长值通过 1 000 次重复运算在各分支点显示出来；只保留步长值大于 50%.  

Note: Bootstrap values (expressed as percentages of 1 000 replications) are shown at branch points; Only bootstrap values>50% are showed. 
 

29.2%；6 041 个为生物过程，占 46.6%。所有 GO

注释的基因可归为 40 个亚类。与分子相关的基因

最多，为 44.3%。催化活性(catalytic activity)和蛋

白结合(binding)相关的基因数量最多，其比例为

71.6%和 56.0%，并且有 178 个基因与转录活性

(transporter activity)有关，有 165 个基因与核酸结

合转录因子(nucleic acid binding transcription factor 

activity)有关，有 30 个基因与分子传感活性(molecular 

transducer activity)有关，而与水营养活性(nutrient 

reservoir activity)有关的最少，只有 1 个。 

2.3.3  菌株 Lb1 的碳水化合物活性酶注释 

碳水化合物在很多生物学功能中具有重要地

位，通过研究碳水化合物相关酶可以得到大量有

意义的生物学信息，CAZy 数据库专注于分析碳水

化合物酶的基因组、结构和生物化学信息。比对

CAZy 数据库(Carbohydrate Active Enzymes Database)

获得碳水化合物活性酶基因注释概况并进行统

计。如图 3 所示，在菌株 Lb1 中，比例最高的是

水解酶(glycoside hydrolases)，占 40.81%；其次是

糖基转移酶(glycosyltransferases)，占 24.66%。 

2.3.4  菌株 Lb1 的 KEGG 代谢通路分析 

通过 KEGG 的计算和推测，获得菌株 Lb1 的

KEGG 注释(图 4)。结果显示其基因功能与细胞过

程、环境信息处理、遗传信息处理、人类疾病、

新陈代谢和生物体系统这 6 类有关。在代谢通路

中发现有 39 个与菌体生长能力有关的基因，这些

基因可映射到 5 个 KEGG pathway 通路上，说明

这些基因可以在这 5 个代谢途径上发挥作用。这

些基因基本与糖的降解有关，形成一个复杂而又

稳定的网络为菌体的生长提供物质和能量，能将

来源于细胞外的蔗糖降解为葡萄糖和果糖，将细

胞外麦芽糖降解为葡萄糖，这些基因通过产生不

同的酶改变糖的构象和种类，最终将多糖和二糖

降解成可利用的单糖。降解过程中产生的尿苷二 
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图 2  菌株 Lb1 的 GO 功能注释 
Figure 2  GO function annotation of strain Lb1 

 

 
 

图 3  菌株 Lb1 的碳水化合物合成酶基因组成 
Figure 3   The carbohydrate synthase gene composition of strain Lb1 
 

磷酸葡萄糖与氨基糖和核苷酸糖代谢过程互为联

系，而产生的腺嘌呤核苷二磷酸葡萄糖与糖异生

或糖酵解过程相联系，从而与细胞内的其他过程

相联系。 

从菌株 Lb1 的 KEGG 通路中可知，有两条与

纤维素降解有关的途径，与纤维素降解有关的基因

有 3 个，如图 4 所示，纤维素可以由基因(3.2.1.4)

先分解成纤维糊精(cellodextrin)，再由 β-葡糖苷酶

(3.2.1.21)分解成葡萄糖，也可以由基因(3.2.1.91)

分解成纤维二糖(cellobiose)，最终分解成葡萄糖；

纤维素也可以直接由基因(3.2.1.91)或者内切葡聚

糖酶(3.2.1.4)分解成纤维二糖，之后再降解成单糖。 
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如表3 所示，与产纤维素酶有关的基因有3 个，

其中有两个基因已经被命名为 bg1B 和 cbhA，本研

究选取另外一个没有被命名的且标识为 5676 的基

因进行克隆并使其在大肠杆菌中得到表达。 

2.4  纤维素酶表达载体的构建 

通过构建 pETDuet-1 纤维素酶重组表达载体

pETDuet-1-5676，转化到大肠杆菌 DH5α，挑选克

隆子在氨苄青霉素抗性培养基培养过夜，抽提质

粒酶切验证结果如图 5 所示。重组质粒经过 Nde I

和 Kpn I 双酶切后，经 1%琼脂糖凝胶电泳结果显

示得到两条片段大约为 5 366 bp 和 1 044 bp，通过

对重组表达质粒测序，验证连接到载体的基因与

目的基因一致，说明重组表达载体构建成功。 

2.5  纤维素酶表达菌株的构建 

将构建好的纤维素表达载体转入 BL21(DE3)，

得到表达菌株 BL21(5676)，将空质粒 pETDuet-1 转

入 BL21(DE3)得到对照菌株 BL21(pETDuet-1)，经

液体培养抽提质粒酶切验证，结果如图 6 所示，抽

提重组质粒后测序，目的片段与目的基因一致，

表明纤维素酶表达菌种构建成功。 

 
表 3  与产纤维素酶有关的基因 
Table 3  Genes involved in cellulase production 
基因 

Gene 

基因名称 

Gene name 

基因长度 

Geng long (bp) 

基因标识 

Gene ID 

注释 

Defination 

与基因 5676 相似度 

Similar to gene 5676 (%) 

3.2.1.4 − 1 044 Gene5676 Engoglucanase    100.00 

3.2.1.21 bg1B 1 359 Gene0220 Beta-glucosidase  48.09 

3.2.1.91 cbhA 1 341 Gene1760 Cellose 1,4-beta-cellobiosidase 46.97 

注：−：未命名的基因名. 

Note: −: The name of the unnamed gene. 

 
 

 
                             
图 5  重组表达质粒 pETDuet-1-5676 酶切验证 
Figure 5  Restriction analysis of expression plasmid 
pETDuet-1-5676 
注：1：重组质粒；2：经 Nde I 和 Kpn I 双酶切后的重组质粒；

M：1 kb plus DNA ladder.  

Note: 1: Recombinant plasmid; 2: Recombinant plasmid digested 
by Nde I and Kpn I; M: 1 kb plus DNA ladder.  

 
 
图 6  表达菌株抽提重组质粒酶切验证 
Figure 6  Restriction analysis of expression vector in 
expression of strain 
注：M：1 kb plus DNA ladder；1：经单酶切后的重组质粒；2：

经 Nde I 和 Kpn I 双酶切后的重组质粒；3：经单酶切后的空质粒. 

Note： M: 1 kb plus DNA ladder; 1: Recombinant plasmid 

digested by Nde I and Kpn I; 2: Recombinant plasmid digested by 
Nde I; 3: Empty plasmid digested by Nde I. 
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2.6  表达菌株纤维素酶活性的测定 

配制浓度范围在 0−1.6 mg/mL 的葡萄糖标准

液，加入 DNS 试剂充分混匀后沸水浴 10 min，用

酶标仪测定其在 540 nm 下的吸光值制作标准曲

线 ， 根 据 标 准 曲 线 计 算 线 性 回 归 方 程 为

y=2.150x−0.057，相关系数 R2=0.972 13。分别取表

达菌株发酵液和空载菌株发酵液加入到 CMC 缓冲

液中，使用 DNS 终止法测定发酵液酶活性，实验

组和对照组做 3 个平行重复，取平均值，结果如 

图 7 所示。 

可以看到对于纤维素降解生成葡萄糖，表达

菌株相较于空载菌株有较为明显(P<0.001)的促进

纤维素生成葡萄糖的作用，因此可以判断出表达

菌株生成有纤维素酶。 

3  讨论 

目前所发现和研究的降解纤维素的微生物主

要为真菌，真菌产纤维素酶较细菌活性高，但发

酵过程不易控制且发酵时间过长，所以克隆真菌

中产纤维素酶基因使其在原核生物如大肠杆菌中

进行表达也是热点研究[24-26]。近年来有学者对真

菌-细菌联合使用降解纤维素生成乳酸进行初步研 

 

 
 
图 7  重组菌株的纤维素酶活性 
Figure 7  Cellulase activity of recombinant strain 
注：所有的误差棒代表 3 个生物学重复. ***：P<0.001. 

Note: All error bars indicate the SE of the three biological repeats. 
***: P<0.001. 

究[27]。本研究分离筛选出一株具有降解纤维素作

用的放线菌，并将纤维素酶合成基因在大肠杆菌中

表达。对于控制生成纤维素酶的基因的研究主要

在于基因 bg1B 和基因 cbhA，本研究首次验证了

基因 5676 产纤维素酶的功能并使其在细菌中表

达，为微生物降解纤维素的理论和应用提供新的

渠道。 

4  结论  

本研究首先筛选分离出一株具有降解纤维素

功能的菌株 Lb1，鉴定证实属于链霉菌属，命名

为 Streptomyces sp. Lb1。通过对 Lb1 的全基因组

测序分析，发现其有 3 个与纤维素酶表达相关的

基因，选取基因 5676，构建出纤维素酶表达载体，

实现了纤维素酶在大肠杆菌 BL21(DE3)中的表

达。通过对表达菌株发酵液降解纤维素并对其产

物葡萄糖进行测定，其降解纤维素的能力要明显

高于空质粒菌株发酵液。未来对其的后续研究可

重点放在发酵工艺的优化，使得纤维素酶在菌株

中得到更高量的表达，为其在工业中的应用打下

良好的基础。 
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