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多粘类芽孢杆菌β葡萄糖苷酶犫犵犾犃、犫犵犾犅和

犫犵犾基因在大肠杆菌中的表达
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摘要：为了有效地提高β葡萄糖苷酶的活性，本实验将多粘类芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆狅犾狔犿狔狓犪）β葡萄糖苷酶犫犵犾犃、

犫犵犾犅和犫犵犾（犫犵犾犃和犫犵犾犅 基因）基因分别连接在ｐＥＴ２８ａ上并在大肠杆菌Ｃ４１中表达。将这３株重组菌分别命名

为ＥＡ、ＥＢ及共表达菌株ＥＡＢ，并将构建好的工程菌ＥＡ和ＥＢ按１∶１，１∶２，２∶１进行混合培养，分别比较单一酶

组分、共表达及混合表达菌株的酶活。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图显示ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ的大小都为５０ｋｕ，ＥＡ和ＥＢ混合培

养的蛋白大小也为５０ｋｕ，Ｂｇｌ大小为１００ｋｕ，表明ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ在体外不能形成蛋白复合物，只有在生物体内才能

形成Ｂｇｌ复合蛋白。酶活测定结果表明共表达Ｂｇｌ与多粘类芽孢杆菌的酶活差异不显著，但显著高于其他组分酶

活（犘＜０．０５）。刚果红染色结果也表明Ｂｇｌ酶活比单一酶组分的酶活明显提高。本实验为纤维素酶多组分人工组

装及集成生物工艺菌种的构建奠定实验基础。
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纤维素是植物材料的主要成分，植物通过光合作用的形式使光能以生物能的形式固定下来，其生成量每年高

达２０００亿ｔ，其中５０％以上为纤维素和半纤维素，这些能量相当于全球人类每年能源消耗量的２０倍，食物中所

含能量的２００倍，是永远不会枯竭的可再生资源
［１］。但由于纤维素具有水不溶性的高结晶构造，其外围又被木质

素层包围，要把它水解成可利用的葡萄糖相当困难，所以到目前为止纤维素仍没有得到很好地应用［２］。纤维素的

降解包括物理法、化学法和生物降解法，其中生物降解法因具有条件温和、成本低廉而且对环境无污染的特点备

受关注。

β葡萄糖苷酶，又称βＤ葡萄糖苷水解酶，属于糖苷水解酶家族３，能将各种寡糖及纤维二糖降解为葡萄糖，

是纤维素水解糖化过程中的限速步骤。它不仅能够水解纤维二糖产生两分子的葡萄糖，更可解除纤维二糖对内

切葡聚糖酶和外切葡聚糖酶的抑制，提高水解速率和程度。但在纤维素酶系中β葡萄糖苷酶所占比例不足１％，

这使其成为纤维素降解成单糖的瓶颈［３］。有报道指出，当增加纤维素酶中β葡萄糖苷酶活性，能有效提高纤维素

的酶解效率［４］。由于不同来源的β葡萄糖苷酶活性差异很大，因此获得比活高、产量大、热稳定性好的β葡萄糖

苷酶一直是研究纤维素酶水解的热点问题。

有研究指出，多粘类芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆狅犾狔犿狔狓犪）所产β葡萄糖苷酶对木质纤维素来源的纤维二糖水解专

一性较高，这对于研究纤维素的酶解机制有重要意义，因而受到国内外学者的高度重视［５］。犫犵犾犃和犫犵犾犅 基因是

β葡萄糖苷酶犫犵犾的两个亚基，单个亚基不足以充分发挥水解纤维素的作用或者对纤维素的水解作用相对较弱，

因此本研究选择来源于西北特殊地理环境的多粘类芽孢杆菌作为研究材料，并分别克隆表达了β葡萄糖苷酶

犫犵犾犃及犫犵犾犅 基因后又将犫犵犾犃 和犫犵犾犅 基因进行了共表达。

本研究将β葡萄糖苷酶（犫犵犾）的两个亚基犫犵犾犃和犫犵犾犅 分别连接到ｐＥＴ２８ａ上，与此同时将犫犵犾犃和犫犵犾犅

连接在ｐＥＴ２８ａ上，将３个重组质粒分别在大肠杆菌Ｃ４１中表达，并比较重组菌株的酶活。本研究对提高β葡

萄糖苷酶的酶活及纤维素的降解具有极大的现实意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与质粒　　大肠杆菌ＤＨ５α、Ｃ４１及质粒ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ（＋）、ｐＥＴ２８ａ为甘肃农业大学微生物实

验室保藏，多粘类芽孢杆菌为本实验室分离所得。

１．１．２　试剂　　限制性内切酶犅犪犿犎Ⅰ、犡犺狅Ⅰ和犛犿犪Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、Ｔ４ 磷酸化酶（ＰＮＫ）购于ＴａＫａＲａ

公司；镍柱购于ＧＥ公司；ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ、氨苄青霉素、卡那霉素、ＦａｓｔＰｆｕｆｌｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购于北京全式金生

物技术有限公司；刚果红、水杨苷、ＣＭＣＮａ购于国产分析纯；ＣＴＡＢ购于ＯＸＯＩＤ公司产品；质粒ＤＮＡ小提试剂

盒、胶回收试剂盒购于天根生化科技有限公司。

１．１．３　培养基　　培养大肠杆菌ＤＨ５α、Ｃ４１及多粘类芽孢杆菌的培养基为ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基
［３］，ＬＢ微

晶纤维素钠培养基用于多粘类芽孢杆菌的诱导，２×ＹＴ（２×ＹｅａｓｔＴｒｙｐｔｏｎｅ）培养基用于重组菌株的诱导，ＬＢ

ＣＭＣ培养基
［４］用于刚果红试验检测β葡萄糖苷酶的水解能力。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　　试验材料为多粘类芽孢杆菌，于２０１５年３月１４日在ＬＢ液体培养基中３７℃进

行振荡培养过夜，收集菌体后采用ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ
［６］。

１．２．２　重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃和ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅的构建　　重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃和ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅

的构建策略见图１Ａ和图１Ｂ。以多粘类芽孢杆菌基因组ＤＮＡ为模板，ｂｇｌＡＦ／Ｒ为引物（表１）进行ＰＣＲ扩增

犫犵犾犃片段，ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；６４℃３０ｓ；７２℃８０ｓ；共３０个循环；７２℃延伸５

０９１ ＡＣＴＡＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥＳＩＮＩＣＡ（２０１７） Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５



ｍｉｎ；以多粘类芽孢杆菌基因组ＤＮＡ为模板，ｂｇｌＢＦ／Ｒ为引物（表１）进行ＰＣＲ扩增犫犵犾犅片段，ＰＣＲ反应条件

为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；６１℃３０ｓ；７２℃８０ｓ；共３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。用胶回收试剂盒分别回

收ＰＣＲ产物后，将目的片段与ｐＥＴ２８ａ同时经犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切，酶切后的目的片段与ｐＥＴ２８ａ纯化后通

过Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ进行连接，分别得到重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃和ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅。重组质粒经菌液ＰＣＲ和

双酶切验证（犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）正确后，送往金唯智生物科技有限公司测序。

１．２．３　共表达重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾（ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃：：犫犵犾犅）的构建　　共表达重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾

（ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃：：犫犵犾犅）的构建策略见图１Ｃ。首先将引物ｂｇｌＡＲ１和ｂｇｌＢＦ１磷酸化，然后以多粘类芽孢杆菌

基因组ＤＮＡ为模板，ｂｇｌＡＦ／Ｒ１为引物进行ＰＣＲ扩增犫犵犾犃片段，ＰＣＲ反应条件同上；以多粘类芽孢杆菌基因

组ＤＮＡ为模板，ｂｇｌＢＦ１／Ｒ为引物进行ＰＣＲ扩增犫犵犾犅片段，ＰＣＲ反应条件同上。用胶回收试剂盒分别回收

犫犵犾犃和犫犵犾犅 片段，用犅犪犿犎Ⅰ酶切犫犵犾犃片段，犡犺狅Ⅰ酶切犫犵犾犅片段，用犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ

Ⅱ ＫＳ（＋）后，将酶切后的犫犵犾犃、犫犵犾犅与ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡ ＫＳ（＋）纯化后通过Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接得到重组质粒

ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡ ＫＳ（＋）：：犫犵犾。重组质粒通过犛犿犪Ⅰ和犅犪犿犎Ⅰ双酶切验证正确后，将重组质粒ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡ

ＫＳ（＋）：：犫犵犾与ｐＥＴ２８ａ分别用犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ进行酶切，酶切产物纯化后用Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ进行连接得到

重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾。经菌液ＰＣＲ和双酶切验证（犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）正确后，送往金唯智生物科技有限公

司测序。

表１　β葡萄糖苷酶犫犵犾犃和犫犵犾犅基因扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狅犳β犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

ｂｇｌＡＦ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＴＡＴＴＴＴＴＣＡＡＴＴＴＣＣＧＣ（犅犪犿犎Ⅰ）

ｂｇｌＡＲ ＣＧＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＴＴＣＴＣＴＴＴＧＴＴＴＡＧＣＧＴＣ（犡犺狅Ⅰ）

ｂｇｌＢＦ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＧＡＧＡＡＴＡＣＣＴＴＴＡＴＡＴＴＴＣ（犅犪犿犎Ⅰ）

ｂｇｌＢＲ ＣＧＣＣＴＣＧＡＧＣＣＣＴＴＴＴＣＴＡＴＴＴＡＡＡＡＣＣＣＧ（犡犺狅Ⅰ）

ｂｇｌＡＲ１ ＴＣＡＴＴＴＣＴＣＴＴＴＧＴＴＴＡＧＣＧＴＣ

ｂｇｌＢＦ１ ＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＧＣＧＡＧＡＡＴＡＣＣＴＴＴＡＴＡＴＴＴＣ（ＲＢＳ）

１．２．４　重组质粒的转化及培养　　将测序正确的重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃、ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅及ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾

转化至大肠杆菌Ｃ４１感受态细胞中，在含有卡那霉素（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体培养基上３７℃过夜培养后，筛选

阳性克隆［７］。

１．２．５　β葡萄糖苷酶的诱导表达　　将筛选出的重组菌菌落接种到３ｍＬ含卡那霉素的ＬＢ中，３７℃２２０

ｒ／ｍｉｎ过夜培养，按１∶１００加入到１００ｍＬ２×ＹＴ培养基中，３７℃培养２．５ｈ，加入ＩＰＴＧ到终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ，

２８℃低温诱导１４ｈ。将菌液用Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ洗涤两次后，超声破碎细胞：功率２９２．５Ｗ，每超声５ｓ间隔５ｓ，

至菌液澄清后４℃８０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ收集上清液，用ＧＥ公司的ＮｉＮＴＡ柱进行蛋白纯化
［８］。以诱导前

的重组菌株为对照进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
［９］，分析重组蛋白表达情况。

１．２．６　重组β葡萄糖苷酶的定量分析和酶活力的测定　　通过ＢＣＡ试剂盒绘制５６２ｎｍ下的蛋白浓度标准曲

线，并测定样品的ＯＤ５６２ｎｍ值，通过标准曲线，计算样品的总蛋白浓度。

通过ＤＮＳ法测定β葡萄糖苷酶酶活
［１０１１］。酶活定义：每分钟内分解底物生成１μｇ葡萄糖所需酶量定义为１

个酶活单位，以Ｕ／ｍＬ表示。试验组取０．５ｍＬ粗酶液（ＢｇｌＡ为１１０ｍｇ蛋白）与１ｍＬ１％水杨苷柠檬酸缓冲液

（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．８），于５０℃保温６０ｍｉｎ后，加入１．５ｍＬＤＮＳ煮沸１０ｍｉｎ，定容至２５ｍＬ，测定ＯＤ５４０ｎｍ。同

时取粗酶液煮沸灭活测ＯＤ５４０ｎｍ作为对照组，平行试验重复３次，样品酶活值为试验组酶活值与对照组酶活值之

差，并使用ＳＰＳＳ（ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＰａｃｋａｇｅｆｏｒｔｈｅＳｏｃｉａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ｖｅｒｓｉｏｎ１３．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ；ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，

ＩＬ，ＵＳＡ）软件进行显著性差异分析。
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通过ＬＢＣＭＣ培养基进行刚果红染色，并根据水解圈的大小判断β葡萄糖苷酶的水解活性
［１２］。

２　结果与分析

２．１　犫犵犾犃和犫犵犾犅 克隆与表达载体的构建

通过ＰＣＲ方法克隆得到了多粘类芽孢杆菌β葡萄糖苷酶犫犵犾犃、犫犵犾犅基因，测序结果表明犫犵犾犃和犫犵犾犅 大

小分别为１３６１和１３５８ｂｐ，所得犫犵犾犃基因序列与多粘类芽孢杆菌的犫犵犾犃 基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 Ｍ６０２１０．１）序

列比对同源性为９９％，犫犵犾犅基因序列与多粘类芽孢杆菌的犫犵犾犅 基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 Ｍ６０２１１．１）序列比对同

源性为９９％。将犫犵犾犃、犫犵犾犅分别连接ｐＥＴ２８ａ，转化大肠杆菌ＤＨ５α，构建的重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃和ｐＥＴ

２８ａ：：犫犵犾犅经犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切验证无误后分别转化大肠杆菌Ｃ４１，质粒双酶切验证图谱如图１Ｄ，该结果

说明重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃和ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅已成功转入大肠杆菌Ｃ４１中。将得到的大肠杆菌重组菌株分

别命名为ＥＡ（ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃）和ＥＢ（ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅）。

图１　重组质粒图谱及β葡萄糖苷酶基因的双酶切验证

犉犻犵．１　犘犾犪狊犿犻犱狊犿犪狆犪狀犱β犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犱犻犵犲狊狋犲犱犳狉狅犿犅犪犮犻犾犾狌狊狆狅犾狔犿狔狓犪

　Ａ：ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃重组质粒图谱ＰｌａｓｍｉｄｍａｐｏｆｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃；Ｂ：ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅重组质粒图谱ＰｌａｓｍｉｄｍａｐｏｆｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅；Ｃ：ｐＥＴ

２８ａ：：犫犵犾重组质粒图谱ＰｌａｓｍｉｄｍａｐｏｆｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾；Ｄ：β葡萄糖苷酶基因的双酶切验证βｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｇｅｎｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄ；Ｍ：

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃重组质粒双酶切（犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犃ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿犎Ⅰａｎｄ犡犺狅Ⅰ；２：ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅重组质粒

双酶切（犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾犅ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿犎Ⅰａｎｄ犡犺狅Ⅰ；３：ｐＥＴ２８ａ；４：ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ（＋）；５：ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ（＋）：：犫犵犾重

组质粒双酶切（犛犿犪Ⅰ和犅犪犿犎Ⅰ）ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ（＋）：：犫犵犾ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犛犿犪Ⅰａｎｄ犅犪犿犎Ⅰ；６：ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾重组质粒双酶切（犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅

Ⅰ）ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿犎Ⅰａｎｄ犡犺狅Ⅰ．

２９１ ＡＣＴＡＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥＳＩＮＩＣＡ（２０１７） Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５



２．２　犫犵犾克隆与表达载体的构建

利用ＰＣＲ获得犫犵犾犃、犫犵犾犅基因片段，酶切连接到ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ（＋）获得重组质粒ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳ

（＋）：：犫犵犾，通过犛犿犪Ⅰ和犅犪犿犎Ⅰ酶切验证无误后（图１Ｄ），将犫犵犾基因从ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡ ＫＳ（＋）：：犫犵犾上切下

连接ｐＥＴ２８ａ，获得重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾，通过犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切验证无误后（图１Ｄ）转化大肠杆菌

Ｃ４１，挑选阳性重组子提取质粒，ＤＮＡ测序后证明所得片段正确，说明共表达重组质粒ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾已成功转

入大肠杆菌Ｃ４１中。将得到的大肠杆菌共表达重组菌株命名为ＥＡＢ（ｐＥＴ２８ａ：：犫犵犾）。

２．３　ＢｇｌＡ、ＢｇｌＢ及Ｂｇｌ的诱导表达及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳

将ＥＡ、ＥＢ、ＥＡＢ、ＥＡ与ＥＢ等体积混合的重组菌株经ＩＰＴＧ诱导，超声破碎后进行纯化，得到蛋白ＢｇｌＡ、

ＢｇｌＢ、ＢｇｌＡ与ＢｇｌＢ等体积混合蛋白及Ｂｇｌ，并进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析表明（图２），诱导

前无特异条带，诱导后出现特异条带，纯化后条带单一。诱导后的ＢｇｌＡ、ＢｇｌＢ、ＢｇｌＡ与ＢｇｌＢ等体积混合的蛋白

在５０ｋｕ处有明显的蛋白表达带，与文献中报道的多粘类芽孢杆菌所产β葡萄糖苷酶分子量为５０ｋｕ相符
［１３］，诱

导后的Ｂｇｌ蛋白在１００ｋｕ处出现明显的蛋白表达带。根据蛋白大小可知，ＢｇｌＡ与ＢｇｌＢ等体积混合蛋白并没有

形成完整的复合蛋白，还是以两个相等大小的单体存在，而诱导后的共表达蛋白Ｂｇｌ在生物体内形成了一个完整

的蛋白复合体。

图２　犛犇犛－犘犃犌犈电泳

犉犻犵．２　犛犇犛－犘犃犌犈犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

　Ｍ：蛋白 ＭａｒｋｅｒＰｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＥＡ诱导前ＥＡｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：ＥＢ诱导前ＥＢｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：ＥＡ和ＥＢ混合表达诱导前ＥＡａｎｄＥＢ

ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｍｉｘｅｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ１∶１ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：ＥＡＢ诱导前ＥＡＢｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；５：ＥＡ诱导后ＥＡａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；６：ＥＢ诱导后ＥＢａｆｔｅｒ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；７：ＥＡ和ＥＢ混合表达诱导后ＥＡａｎｄＥＢｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｍｉｘｅｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ１∶１ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；８：ＥＡＢ诱导后ＥＡＢａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；９：ＥＡ

纯化后ＥＡａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１０：ＥＢ纯化后ＥＢａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１１：ＥＡ和ＥＢ混合表达纯化后ＥＡａｎｄＥＢｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｍｉｘｅｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ１∶１ａｆ

ｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１２：ＥＡＢ纯化后ＥＡＢａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．ＥＡ：犫犵犾犃基因连接ｐＥＴ２８ａ后转入Ｃ４１感受态细胞的重组菌株Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｆ

犫犵犾犃ｗａｓｌｉｎｋｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｃ４１；ＥＢ：犫犵犾犅基因连接ｐＥＴ２８ａ后转入Ｃ４１感受态细胞的重组菌株Ｒｅｃｏｍｂｉｎａ

ｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｆ犫犵犾犅ｗａｓｌｉｎｋｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｃ４１；ＥＡＢ：犫犵犾犃，犫犵犾犅基因连接ｐＥＴ２８ａ后转入Ｃ４１感受态细胞的

重组菌株Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｆ犫犵犾犃，犫犵犾犅ｗａｓｌｉｎｋｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｃ４１．下同 Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．４　ＤＮＳ法测定重组β葡萄糖苷酶酶活

用ＤＮＳ法测定重组β葡萄糖苷酶酶活值见表２。通过ＳＰＳＳ软件分别比较Ｂｇｌ与多粘类芽孢杆菌、ＢｇｌＡ、

ＢｇｌＢ、ＥＡ和ＥＢ（１∶１）、ＥＡ和ＥＢ（１∶２）及ＥＡ和ＥＢ（２∶１）的酶活值。结果显示，Ｂｇｌ与多粘类芽孢杆菌的酶活

值差异不显著（犘＞０．０５），但显著高于ＢｇｌＡ、ＢｇｌＢ、ＥＡ和ＥＢ（１∶１）、ＥＡ和ＥＢ（１∶２）及ＥＡ和ＥＢ（２∶１）的酶活

值（犘＜０．０５），是由于Ｂｇｌ的犫犵犾犃和犫犵犾犅 两个亚基形成了完整的复合蛋白，因此酶活值大大提高；而ＥＡ和ＥＢ

混合表达的酶活值与单个表达的酶活值差异不显著，是由于ＥＡ和ＥＢ混合培养时犫犵犾犃和犫犵犾犅 两个亚基没有

形成完整的复合蛋白。
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表２　犇犖犛法测定酶活值

犜犪犫犾犲２　犇犖犛犿犲狋犺狅犱犳狅狉狋犺犲犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔 Ｕ／ｍＬ

样品Ｓａｍｐｌｅ 对照组酶活Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｃｔｉｖｉｔｙ 试验组酶活Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｔｅｓｔｇｒｏｕｐ 酶活值Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

犅犪犮犻犾犾狌狊狆狅犾狔犿狔狓犪 １．０５２±０．１８８ ５．１８６±０．３７１ ４．１３４±０．２１６

ＢｇｌＡ ０．１９７±０．０３５ １．４６８±０．１４０ １．２７１±０．１２５＃

ＢｇｌＢ ０．１６９±０．０５０ １．１９３±０．１９９ １．０２４±０．１７３＃

Ｂｇｌ ０．１８８±０．０７８ ４．１１３±０．２３９ ３．９２５±０．２６２

ＥＡ＋ＥＢ（１∶１） ０．１６５±０．０５４ １．２６４±０．０９０ １．０９９±０．１４４＃

ＥＡ＋ＥＢ（１∶２） ０．１７４±０．０３３ １．３７８±０．４９８ １．２０４±０．４６６＃

ＥＡ＋ＥＢ（２∶１） ０．１８３±０．０１７ １．２８１±０．４１１ １．０９８±０．４２６＃

　注： 表示差异显著（犘＜０．０５），＃ 表示差异不显著（犘＞０．０５）。

　Ｎｏｔｅ： ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．＃ ｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．

２．５　刚果红染色

图３　刚果红染色水解圈

犉犻犵．３　犆狅狀犵狅狉犲犱狊狋犪犻狀犺狔犱狉狅犾狔狊犻狊犮犻狉犮犾犲

　　　１：ＥＡ上清ＥＡｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；２：ＥＢ上清ＥＢｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；３：ＥＡ和ＥＢ

（１∶１）混合上清ＥＡａｎｄＥＢ１∶１ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；４：共表达上清ＥＡＢｓｕ

ｐｅｒｎａｔａｎｔ；５：ＥＡ纯化后蛋白ＥＡｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；６：ＥＢ纯化后

蛋白ＥＢｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；７：ＥＡ和ＥＢ（１∶１）混合表达纯化后

蛋白ＥＡａｎｄＥＢ１∶１ｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；８：ＥＡ破碎后ＥＡａｆｔｅｒ

ｂｒｅａｋｉｎｇ；９：ＥＢ破碎后ＥＢａｆｔｅｒｂｒｅａｋｉｎｇ；１０：ＥＡ和ＥＢ（１∶１）混合表达

破碎后ＥＡａｎｄＥＢ１∶１ａｆｔｅｒｂｒｅａｋｉｎｇ；１１：共表达破碎后 ＥＡＢａｆｔｅｒ

ｂｒｅａｋｉｎｇ；１２：共表达纯化后蛋白ＥＡＢｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１３：ＢｇｌＡ

和ＢｇｌＢ（１∶１）ＢｇｌＡａｎｄＢｇｌＢ１∶１；１４：多粘类芽孢杆菌犅．狆狅犾狔犿狔狓犪；

１５：ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ（２∶１）ＢｇｌＡａｎｄＢｇｌＢ２∶１；１６：ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ（１∶２）

ＢｇｌＡａｎｄＢｇｌＢ１∶２．

将样品按顺序加入 ＣＭＣＮａ的 ＬＢ平板孔中，

３７℃过夜培养，经刚果红染色、ＮａＣｌ溶液脱色后出现

水解圈，根据水解圈直径的大小即可判断水解活性的

强弱。结果显示（图３），ＥＡ 上清、ＥＢ上清、ＥＡＢ上

清、ＥＡ和ＥＢ（１∶１）混合表达上清没有出现水解圈，

说明在上清中不存在蛋白，不能将蛋白分泌到细胞外。

超声破碎后样品的水解圈大于纯化后蛋白样品的水解

圈，是因为破碎后蛋白含有许多杂蛋白，而纯化后的蛋

白只含有单一的蛋白条带，因此形成的水解圈更小。

将ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ按１∶１，２∶１，１∶２混合后形成的水

解圈，差别并不明显，但将共表达蛋白Ｂｇｌ加入到平板

孔中，发现所产生的水解圈大于混合表达及单一酶组

分所产生的水解圈，说明共表达β葡萄糖苷酶Ｂｇｌ的

水解活性最强。

３　讨论

β葡萄糖苷酶作为纤维素降解过程中的一个重要

酶组分，在医疗、食品、生物质转化等领域具有重要的

应用价值，特别是随着近年来环境能源等危机的加重，

纤维素作为自然界最广泛的碳源受到了各国政府的高

度重视。本试验采用多粘类芽孢杆菌为试验材料，克

隆表达了β葡萄糖苷酶犫犵犾犃、犫犵犾犅及犫犵犾基因，希望

能够解决β葡萄糖苷酶酶活低的问题。

本实验先后将β葡萄糖苷酶犫犵犾犃、犫犵犾犅和犫犵犾分

别连接ｐＥＴ２８ａ，并在大肠杆菌Ｃ４１中实现了表达，实

验表明ＢｇｌＡ、ＢｇｌＢ和Ｂｇｌ３个蛋白都为可溶性的蛋白。将重组菌株ＥＡ、ＥＢ、ＥＡ和ＥＢ（１∶１）混合表达后进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ实验的蛋白条带差别不大，都在５０ｋｕ（ＢｇｌＡ蛋白大小）的位置上有蛋白条带，可能是ＥＡ和ＥＢ

（１∶１）混合表达在体外不能形成完整的复合蛋白。

目前，纤维素酶活力的测定方法缺乏一个统一标准，所用的方法与底物各有不同，测得的酶活差异较大，因此

４９１ ＡＣＴＡＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥＳＩＮＩＣＡ（２０１７） Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５



不具有可比性［１４］。赵云等［１５］从多粘类芽孢杆菌（犅．狆狅犾狔犿狔狓犪１．７９４）中克隆得到β葡萄糖苷酶基因犫犵犾犃，将

其构建在ｐＥＴ２８ａ上，转化大肠杆菌ＢＬ２１，通过β对硝基酚葡萄糖苷（βｐＮＰＧ）为底物测定酶活，重组β葡萄糖

苷酶的酶活为２４．７ＩＵ／ｍＬ。胡开蕾等
［１６］从嗜热脱氮土壤芽孢杆菌中克隆得到犫犵犾犅 基因，将该基因连接到

ｐＧＥＸ２ＴＬ上并在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中表达，通过βｐＮＰＧ为底物测定酶活，在最适反应条件下该酶比活力

为０．０４３ＩＵ／ｍｇ。为了更方便的比较酶活，本实验使用国内较便宜的水杨苷（ｓａｌｉｃｉｎ）作底物，也能准确地反映β

葡萄糖苷酶的活力［１７］。ＢｇｌＡ与ＢｇｌＢ单一酶组分用ＤＮＳ法比较酶活时，ＢｇｌＡ的酶活值比ＢｇｌＢ的大，Ｇｏｎｚａｌｅｚ

等［１３］研究表明来自多粘类芽孢杆菌的犫犵犾犃基因编码的β葡萄糖苷酶相比犫犵犾犅基因对纤维二糖底物的水解作

用更强。将ＥＡ、ＥＢ诱导产生的蛋白纯化后，其酶活值较低，且水解圈也不明显，究其原因可能是在ＩＰＴＧ诱导

时蛋白合成速度较快，空间折叠不充分而影响其活性，也可能是与大肠杆菌Ｃ４１胞内成分发生了协同作用，研究

表明错误折叠的重组蛋白与其正确折叠的蛋白相比，其酶活显著下降［１８］。而影响其酶活最主要的原因是ＢｇｌＡ

和ＢｇｌＢ没有形成复合蛋白，试验表明，当ＢｇｌＡ和ＢｇｌＢ形成完整的复合蛋白后才能更好地发挥水解活性。目前

大部分研究是将β葡萄糖苷酶和其他的酶进行共表达，王远等
［１９］将β葡萄糖苷酶基因犫犵犾犃和犫犵犾犅 分别与内切

葡聚糖酶基因犮犲犾犃在枯草芽孢杆菌 ＷＢ８００中共表达，共表达重组菌 ＷＢ８００（ｐＰ４３ＪＭ２ｃｅｌＡ犫犵犾犃）的胞内酶液

与纤维二糖底物作用释放出３１７．４ｍｇ／Ｌ的葡萄糖，其胞外酶液和纤维二糖底物反应释放出２４ｍｇ／Ｌ的葡萄糖；

唐自钟等［２０］将β葡萄糖苷酶基因和内切葡聚糖苷酶基因在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中共表达，酶活力可达１１９６．８

Ｕ／ｍＬ。

４　结论

本研究将β葡萄糖苷酶两个亚基犫犵犾犃和犫犵犾犅 在大肠杆菌Ｃ４１中共表达后，其酶活比单一酶组分及混合表

达的酶活提高了４倍，与原始菌株酶活差别不显著，这一研究结果对纤维素降解及基因的共表达提供了实验材

料。
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