
 

纤维素酶的分泌表达及其在生物炼制中的应用 

 

摘要 

整合生物加工（CBP）工艺是木质纤维素生物炼制过程中一种重要策略。在利用纤

维质底物进行微生物发酵的过程中，用于 CBP 过程的菌株通常集成了纤维素酶生产、

纤维质水解以及单糖发酵三个功能，以此减少甚至替代发酵过程中纤维素酶的使用，从

而降低生物炼制加工成本。虽然自然界很少存在具备 CBP 齐全功能的野生菌种，但是

随着近年来人们在能源微生物领域研究的逐渐深入和基因工程技术的日趋成熟，人们在

CBP 菌株的构建方面开始有越来越多的积累和认识，许多有 CBP 潜力的微生物正在被

进行各方面的研究，以获得合适的 CBP 发酵菌株并在大规模发酵过程中进行应用。 

大肠杆菌（Escherichia coli）具备极其良好基因工程改造性能，虽然野生型的大肠

杆菌不具备产纤维素酶的能力以及高附加值产物的发酵生产能力，但是由于其易于改造，

所以可以通过基因工程的手段将其改造成为一株 CBP 菌株。实验中，首先通过在大肠

杆菌基因组中整合源自运动发酵单胞菌的醇脱氢酶（adhB）基因和丙酮酸脱羧酶（pdc）

基因，从而在大肠杆菌中引入乙醇的生产途径，使其能够利用碳源进行乙醇发酵生产。

在此基础上，我们又利用有效的启动子和信号肽，在重组产乙醇大肠杆菌中分别分泌表

达了不同的纤维素酶基因：源自热纤梭菌的内切葡聚糖酶基因（celA）、外切葡聚糖酶基

因（cbhA）以及源自多黏芽孢杆菌 β-葡萄糖苷酶基因（bglB）。三种基因的重组菌都表

现出了对应纤维素酶的分泌表达特性，并在发酵过程中体现了对相应底物的利用能力和

乙醇生产能力。然而，大肠杆菌具有良好的外源基因表达能力，但是其分泌能力并不理

想，为了改善重组菌纤维素酶的分泌情况，我们在又尝试了在发酵过程中添加表面活性

剂的策略，以期其能增加细胞通透性并促进纤维素酶的分泌表达。通过实验我们在几种

表面活性剂中确定 EDTA 具有最好的效果，并在表达 bglB 基因的产乙醇重组大肠杆菌

利用纤维二糖发酵产乙醇的过程中表现出了明显的效果，促进了底物的利用并提高了乙

醇的生产。 

运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）是一种革兰氏阴性菌，通过 ED 途径专一地

利用葡萄糖、果糖和蔗糖进行乙醇发酵，能够得到接近理论产量的乙醇。同时，运动发

酵单胞菌还拥有良好的产物耐受性、低量氧气需求等性能，因而成为一株优良的乙醇发

酵菌株。但是运动发酵单胞菌缺乏对纤维质底物的利用能力和相关的纤维素降解基因。

基于此，本论文通过基因工程改造的手段，在运动发酵单胞菌中尝试新的表达策略，进

行了纤维二糖酶基因 bglB 的表达。首先我们通过内源性沉默纤维素酶基因 ZMO1086 的

过表达，确认了纤维素酶在运动发酵单胞菌中表达的可能性并对其分泌表达的情况进行

了研究；接着，利用 ZMO1086 的信号肽成功地将 bglB 在运动发酵单胞菌中进行了分泌

表达。同时，发现 bglB 能够通过和宿主菌中的果聚蔗糖酶基因 sacB 进行融合，进而以



融合蛋白的形式进行分泌表达。相应的基因工程重组菌在利用纤维二糖的发酵试验中，

体现出了一定的纤维二糖利用能力。本实验研究了外源纤维二糖酶在运动发酵单胞菌中

分泌表达情况，测试了两种新的分泌表达策略，为今后运动发酵单胞菌中纤维素酶表达

的实验提供了基础和思路。 

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）也是一种拥有成熟的基因改造系统的菌株，并具

有相当良好的蛋白分泌性能。同时该菌株在生长过程中也能进行一些诸如丁醇、乳酸等

物质的生产。研究发现了一个源自热纤梭菌的 β-1,3-1,4-葡聚糖基因 licB，并在枯草芽孢

杆菌中进行了分泌表达。licB 基因在表达后表现出了相当优秀的耐热性能，最适酶活性

高达 80 
o
C，且分泌到胞外的蛋白在 70 

o
C 下半衰期达到 5 h；同时 LicB 在 pH 4-11 的范

围内都有很好的催化表现，并不易受金属离子的影响，仅 Cu
2+和 Fe

2+会对其酶活产生比

较明显的抑制。良好的耐热性能以及广泛的 pH 适性使得 LicB 蛋白拥有相当广阔的应用

前景，而枯草芽孢杆菌对纤维素酶表现出来的良好的表达和分泌性能也能在 CBP 发酵

应用中起到重要的作用。 

    本研究文论通过对运动发酵单胞菌、大肠杆菌以及枯草芽孢杆菌这些潜在的 CBP

菌株进行了基因工程改造，尝试并实现了不同的纤维素酶基因在不同菌体中的表达，研

究了菌体中纤维素酶分泌的情况并进行了一些 CBP 发酵的尝试和改进。通过实验我们

总结了一些 CBP 基因工程菌研究的基本规律，为实现 CBP 基因工程菌的构建和应用打

下了基础。 

关键词：运动发酵单胞菌；大肠杆菌；枯草芽孢杆菌；CBP 基因工程菌；纤维素酶；分

泌表达。 

  



 

Secretive Expression of Cellulase Enzyme and Its Application in Biorefinery 

Processes 

 

Abstract 

Consolidated bioprocessing process (CBP) is an important strategy in biorefinery 

processes using lignocellulose as the substrate. CBP microbes must own the ability of 

cellulase production, cellulose hydrolysis, and fermentation to reduce the cost of biorefinery 

process through the decrease of the cellulase dosage. Few wild type strains are capable of 

CBP functions with all the three properties, therefore metabolic engineering is the major focus 

for developing CBP strains, and great efforts have been invested into the this field. 

Escherichia coli is not capable of cellulose degradation and ethanol fermentation, but it 

could be genetically engineered to behanve the CBP properties. In this thesis, E. coli was 

engineered by integrating two genes from Zymomonas mobilis, pyruvate decarboxylase gene 

(pdc) and alcohol dehydrogenase gene (adhB), into the genome of E. coli JM109 to obtain the 

ethanologenic E. coli recombinant. Then, the β-glucosidase gene bglB from Bacillus 

polymyxa, as well as the endoglucanase gene celA and the exoglucanase gene cbhA from 

Clostridium thermocellum, were heterologously expressed in the recombinant E. coli by using 

the screened promoters and signal pepteids. The recombinant E. coli strains containing the 

genes demonstrated the corresponding intracellular cellulase activity and CBP fermentability. 

Moreover, the surfactants were used to enhance the release of cellulase proteins from the 

periplasm space into the medium by increasing the permeability of the cell membrane and 

promoting the secretion of the cellulase proteins. The addition of 0.5 % EDTA showed the 

most obviously improvement in the ethanol fermentation by using cellobiose as the substrate. 

Zymomonas mobilis is a gram-negative facultative bacterium for production of ethanol at 

a high yield through ED pathway using glucose, fructose and sucrose as the substrate, as well 

as lower biomass production, facultative oxygen requirement and the tolerance to the toxicity 

of the final product. However, Z.mobilis is unable to degrade the lignocellulose. In this thesis, 

new expression strategies were investigated and the β-glucosidase gene bglB from Bacillus 

polymyxa was secretively expressed in Z. mobilis. The endogenous cellulase gene ZMO1086 

was over-expressed in Z. mobilis to test the possibility and secretion situation of cellulase. 

Then the signal peptide of ZMO1086 was used to facilitate the secretive expression of bglB in 

Z. mobilis. We also found that the BglB protein could be secreted through the form of fusion 



protein by fused with the levansucrase sacB gene of Z. mobilis. The recombinant Z. mobilis 

expressing the bglB gene showed the ability of cellobiose utilization. The study of the new 

expression strategies and the BglB secretion in Z. mobilis improved the understanding on the 

cellulase expression and provided some new methods for the future secretive expression of 

cellulase in Z. mobilis.  

Bacillus subtilis is frequently used for the secretive expression of various heterogeneous 

proteins for its excellent protein secretive capacity. It also performance well in the 

fermantaion process to produce lactic acid or butane for its outstanding utilization of hexose 

and pentose, fast growth rate, and low nutrient need. A β-1,3-1,4-glucanase gene licB was 

obtained from Clostridium thermocellum and secretively expressed in Bacillus subtilis. LicB 

showed the optimal β-1,3-1,4-glucanase activity at 80 
o
C and pH at 7 in a wide pH range from 

4 to 11. The secreted protein retained more than 50% activity when being incubated at 70 
o
C 

for 5 hours. It is active in the condition with different metal ion except for Cu
2+

 and Fe
2+

. The 

thermostability and pH adaptability make LicB can be widely used in the industrial 

processing，and the excellent expression and secretion of cellulase in Bacillus subtilis may 

play an important role in the CBP research. 

Conclusively, the genetic engineering research on the potential CBP strains of 

Zymomonas mobilis, E. coli and Bacillus subtilis were investigated. The secretion of cellulase 

through expressing different cellulase gene in different strains realized the CBP fermentation 

capacity at different extent. The study paved the way of constructing and applying CBP strain 

in biorefinery processes. 

Key words: Consolidated bioprocessing (CBP), Zymomonas mobilis, Bacillus subtilis, E. coli, 

cellulase, secretively expression. 
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第一章 前言 

 

    生物炼制是通过微生物对再生的生物质进行利用，同时整合对生物质进行转化的工

艺和设备来生产燃料、化学产品及能源的工艺流程。在未来生物产业的发展中，生物炼

制被认为是新型生物产业的基础与核心。随着科技的逐年发展，近代科学技术在化学、

机械和生物领域取得的进步使得生物炼制对于可再生的生物质原材料的应用能力大幅

度提高。而近年来合成生物学、生物组学和系统生物学等新兴生物学科的兴起，人们对

微生物进行分析和改造的手段也变得更加全面而丰富，为促进生物炼制的发展提供了许

多崭新的研究方法和思路。 

 

1.1 生物炼制的意义 

 

目前随着人类社会的不断发展，全球各地的人们对于自然资源的需求和依赖也在不

断增长。随着上世纪七十年代石油危机在全球的爆发，人们终于开始认识到，对传统化

石燃料能源（包括石油、煤、天然气等）与日俱增的依赖已经开始影响到人类社会的运

作。与此同时，全球石油燃料分布并不均匀（仅中东地区的石油储量便占全世界总储量

的六成以上），因此对石油燃料的开采和使用客观上会受到地理、经济、政治等诸多因

素的影响[1]，而世界各国的能源安全也因此受到了相当大的制约。目前，随着这些传统

能源的日益枯竭，人们开始提倡对能源的节约使用，限制无节制的开采，并着手常规能

源的升级和进一步的开发。另一方面，随着近年来石油价格的逐年攀升和日益严重的全

球性环境污染，人们对于改进当前世界上传统的能源消费结构的需求也越来越迫切。为

此，人们急需寻找可再生的清洁能源来替代传统化石燃料能源，从而合理地控制人类社

会的发展成本，缓解能源危机并保护人类赖以生存的环境，从而实现社会的可持续发展。 

生物炼制的研究始于上世纪 60 年代。当时许多燃料、溶剂、人造纤维等工业材料

的生产，其原料由原本的树木以及农作物，逐渐开始被石油衍生物原料所替代[2]。但是

上世纪 70 年代的石油危机，使得人们重新开始重视利用生物质原料合成燃料和制造材

料的生物炼制工艺。虽然随着之后油价的回落，次年世界石油的使用量增长了大约有数

倍，人们对生物炼制的开发热情也随之减退[3]，但是人们也从那时起逐渐意识到，人类

对有限石的油资源日益增长的需求虽然促进了人类社会的飞速发展，但终非长久之策。

而生物炼制工艺的发展正好满足了人们寻找替代能源的需求。以木质纤维素材料为原料

的生物炼制在大大节约了成本的同时，可以生产多种有价值的产品，包括燃料、电能与

热能为形式的能源（图 1.1）。 



 

图 1.1 应用木质纤维素原材料进行生物炼制的流程[4]
 

Fig. 1.1 Overview of an integrated biorefinery producing fuel, chemicals and energy from a variety of 

lignocellulosic materials 

 

自然界中存在着极其丰富且多样的生物质资源，但是在人类的生产活动中对其的利

用程度却相当低下，仅有一小部分被用于制造纤维或者纸类产品。绝大部分却成为了种

植、砍伐和加工过程中的剩余物料或者废弃物，造成了极大的浪费。举例来说，中国每

年农业生产中所产生的秸秆类纤维质就有大约 6 亿吨之巨。但是由于缺乏有效的利用手

段，对其中的绝大部分只能采用抛弃、掩埋或者焚烧的手段进行处理，造成了大量的浪

费和环境污染。生物炼制则能够对生物质进行合理的利用，其充足而廉价的原料使得生

物炼制相较于其他产能方式而言，在原料成本上拥有显著的优势。同时，生物质资源的

可再生性也保证了相关生物炼制产业的可持续性，不会因为产业的不断发展而导致环境

破坏和资源枯竭。 

在传统石油化学工业中，约 95 %的石油被用作运输和生产所需的燃料，或者转化

为各种形式的能源以满足社会发展的能源需求，而剩下的 5 %石油则用于加工生产一些

衍生的化学品[5]。同样地，生物炼制也能够对这种发展和利用模式进行借鉴，在利用生

物质材料生产生物燃料的同时，同时利用生物质原材料特有的天然性以及微生物代谢及

其改造的多样性，生产一些高附加值的生物基化学品，拓展生物炼制所面向的领域，完

善生物炼制产业的结构，使得生物炼制在补充甚至满足社会能源需求并进行可持续发展

的同时，也能够在其他方面为相关产业带来经济上的效益，实现产业的全面发展。与此

同时，微生物细胞工厂作为生物炼制发展的研究核心，也随着生物炼制的兴起，在微生

物领域取得了长足的进步。酒精酿造工艺作为传统的生物炼制行业，通过长期的研究和

实践为生物乙醇的生产提供了丰富的手段和经验。在此基础上，生物乙醇成为了第一代

生物燃料，也是是最常用的液体生物燃料，一直以来都被认为是一种合适的替代能源[6]，

其工艺的成熟程度以及相关工业菌种的研究也都达到了相当高的水准。但是长久以来，

生物炼制所面临的一个重大的问题就是微生物对生物质的利用。由于生物质紧密而稳定

的结构，许多工业生产菌株往往不具备直接分解代谢天然生物质的能力[7]，而对生物质

进行额外的预处理和酶水解等降解处理则提高了生物炼制的成本。因此，如何以更低的
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代价和更高的效率将生物质分解成可被微生物利用的糖类，从而提高生物炼制中微生物

发酵的效率，也是人们在生物炼制研究中所面临的一个重大课题。 

 

1.2 木质纤维素及纤维素酶概述 

 

 

图 1.2 全球生物质资源的主要成分[3]
 

Fig. 1.2 The main contents of biomass resources in global 

 

1.2.1 木质纤维素 

生物质（biomass）一词源于希腊语，其本意为生物、生命和质量。所谓生物质，顾

名思义就是源于植物、动物和微生物等生物资源而形成的有机物质[8]。在众多的生物质

资源中，木质纤维素是其中含量最为丰富的一种。木质纤维素是植物通过光合作用将太

阳能转化为化学能储存从而生成的有机资源,主要由纤维素（40 %-50 %）、半纤维素

（25 %-35 %）和木质素（15 %-20 %）三种高分子物质构成（图 1.2），同时还含有少量

的果胶、蛋白质、萃取物和灰分等其它成分[3,4,9]。在不同的植物器官中，纤维素、半纤

维素和木质素的含量不尽相同，植物主要依靠这几种物质的紧密连接来构成植物细胞壁

的结构骨架[10,11]。同时，木质纤维素的组成还与植物的种类、年龄以及生长环境等息息

相关。不同的植物其纤维素、半纤维素以及木质素的分布和含量以及半纤维素中糖的分

布与含量都有很大的区别。 

纤维素是植物细胞壁中含量最为丰富的成分，是由 D-葡萄糖通过 β-1,4-糖苷键相结

合而形成的链状高分子聚合物，聚合度往往能达到 10000 以上（图 1.3）。纤维素本身所

具有的链状结构使其分子间或分子内形成氢键，从而聚合形成由 36 条纤维素链组成的

丝状基纤维晶体。基纤维由于分子间有氢键维持，纤维素在大部分溶剂中都无法溶解，

并拥有很高的抗拉强度。这也使得微生物对纤维素无法进行降解和利用[12]。而纤维素的



疏水性表面也使其在水中能形成致密层，阻碍酶水解过程中在纤维素表面的酶和水解产

物的自由扩散[13]。 

 

图 1.3 纤维素结构式 

Fig. 1.3 The struction of cellulose 

 

半纤维素是异构多糖复合物，主要由 D-葡萄糖、D-半乳糖、D-甘露糖、D-木糖、

L-阿拉伯糖、D-葡萄糖醛酸和 4-O-甲基-D-葡萄糖醛酸的单分子残基构成。半纤维素的

聚合度一般在 200 以下，常带有短的侧链并可以被乙酰化[11]。半纤维素依照聚合物分子

骨架中所含的主要糖类进行分类，如木糖通过 β-1,4-键连接形成的木聚糖或甘露糖通过

β-1,4-键连接形成的甘露聚糖。草本植物中的半纤维素主要由葡糖醛基阿糖基木聚糖

（glucuronoarabinoxylan）组成[14]。而在软木类的木本植物中，半乳糖基葡糖基甘露聚

糖（ galactoglucomannan）则是主要的半纤维素成分，阿糖基葡糖醛基木聚糖

（arabinoglucuronoxylan）次之[15]。在硬木类的木本植物中，4-O-甲基葡糖醛基木聚糖

（ 4-O-methyl-glucuronoxylans ）是最为丰富的半纤维素成分，葡糖基甘露聚糖

（glucomannans）则是含量第二丰富的半纤维素物质[16]。基于这些半纤维素组分的差异，

稻草、玉米秸秆等农业废弃物和硬木类物料均富含木糖，而软木类物料则一般甘露糖的

含量较高（表 1.1）。 

木质素是由不同的苯丙烷单分子连接形成的无定形网状高聚物，是木质纤维素中含

量最丰富的非多糖组分。ρ-香豆醇，松柏醇和芥子醇是木质素中三种主要的单体，通过

烷基-芳基、烷基-烷基和芳基-芳基乙醚键相连接。在植物体内，木质素和半纤维素通过

共价键相结合，包埋纤维素分子保护细胞壁上的多糖组分，使其避免被微生物或化学试

剂直接降解，从而增加了细胞壁的强度。通常来说，草本植物木质素的含量较低，而软

木和硬木类的植物则含有较多的木质素 （表 1.1）。 

表 1.1 不同木质纤维素材料的组分 

Table 1.1 Composition of different lignocellulosic materials 

 Glucose
a
 Xylose

b
 Arabinose

b
 Mannose

b
 Lignin  

Material  [% of total dry weight] Reference 

Hardwood        

Birch  38.2 18.5 -
c
 1.2 22.8 

[17] 

Willow  43.0 24.9 1.2 3.2 24.2 
[18] 

Softwood       
 

Spruce  43.4 4.9 1.1 12.0 28.1 
[19] 



Pine  46.4 8.8 2.4 11.7 29.4 
[20] 

Grasses (Poaceae)       
 

Wheat straw  38.2 21.2 2.5 0.3 23.4 
[20] 

Rice straw  34.2 24.5 n.d.
d
 n.d.

d
 11.9 

[20] 

Corn stover  35.6 18.9 2.9 0.3 12.3 
[17] 

a 
Glucose is mainly coming from cellulose. 

b 
Xylose, arabinose and mannose make up hemicelluloses. 

c 
Below detection limit. 

d 
Not determined. 

 

1.2.2 纤维素酶 

纤维素酶（cellulose）一词是由 cellul (ose)-和-ase 两个词拼接而成，该称呼大致出

现于 1900-1905 年[21]，意即以纤维质为底物的酶。纤维素酶（EC 3.2.1.4）的主要作用是

催化纤维素中的 β-1,4-D-糖苷键，以及地衣多糖（lichenin）和谷物中的 β-D-葡聚糖的内

水解。不过从广义上来说，外切葡聚糖酶（EC 3.2.1.74 和 EC 3.2.1.91）以及 β-葡萄糖

苷酶（EC 3.2.1.21）也被包括在纤维素酶的范畴中[22,23]。如今随着人们日益重视对生物

质资源的开发和利用，纤维素酶在工业生产中的应用也越来越广泛，因为其催化底物纤

维素、地衣多糖和 β-D-葡聚糖在木质纤维素中是广泛存在的[24]。许多生物都能在生长过

程中生产纤维素酶，包括各种细菌、真菌、原生动物以及动物[25]，而不同的微生物产生

的纤维素酶，其结构和功能都有较大的差异，这也为纤维素酶研究提供了众多的选择。 

纤维素结构复杂而紧密，任何一种单独的酶都难以有效地对其进行降解。因此能降

解天然纤维素的纤维素酶一般都是复杂的多酶体系。随着近年来蛋白质分离及纯化技术

的不断改进，纤维素酶的降解作用机理也逐渐明确。按照研究的结果，现在一般认为参

与纤维素降解的纤维素酶从功能上来说大致可以分为内切 β-1,4- 葡聚糖酶

（endo-β-1,4-glucanse, EC 3.2.1.4）、外切 β-1,4 葡聚糖酶（exo-β-1,4-glucanse, EC 3.2.1.91）

以及 β-葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.21）这三种类型[26]。纤维素酶体系降解纤维素的机理见于

图 1.4：内切酶作用于纤维素分子内的非结晶区域并随机地水解 β-1,4-糖苷键，将长链的

纤维素分子截断，产生大量的纤维糊精、纤维二糖、纤维三糖等具有还原性末端的低聚

合度小分子纤维素；接着外切酶作用于纤维素分子末端，水解 β-1, 4 糖苷键并生成纤维

二糖分子；最后就是 β-葡萄糖苷酶水解纤维二糖生成葡萄糖。虽然 β-葡萄糖苷酶不能直

接对纤维素产生降解作用，但它可以消除纤维素水解过程中前两个催化步骤所生成的中

间产物，消除反应的产物抑制从而加快降解速度。 



 

图 1.4 纤维素酶水解机理 

Fig. 1.4 The mechanism of cellulase hydrolysis 

 

    由此可见，在三种不同功能的纤维素酶的共同作用下实现了纤维素的降解。鉴于纤

维素复杂的结构且难以降解，通过多种不同功能的纤维素酶共同作用藉此提高纤维素酶

的水解能力，也就是是纤维素酶反应中的协同作用，既不同酶组分共同作用产生的效果

高于单独的酶组分所产生的效果的一种现象[27]。协同作用的方式也有很多种，如不同外

切酶或内切酶之间、外切酶与内切酶之间、以及 β-葡萄糖苷酶和内切酶或外切酶之间等

多种反应方式，都能形成协同作用以提高纤维素酶的催化能力。 

 

1.3 木质纤维素的生物利用 

 

1.3.1 木质纤维素的降解 

在传统的降解木质纤维素的方法中，对木质纤维素进行预处理和酶水解是比较常用

且有效的方法。通过高强度预处理将木质纤维素紧密的结构变得松散，再通过纤维素酶

将其转化为可利用的糖类。经过长年的研究，人们开发了许多不同的预处理方式（表 1.2）。 

表 1.2 预处理方法及原理 

Table 1.2 List of pretreatment methods and main mechanisms involved 

Pretreatment Methods Main priciple 

Diluted acid 

Steam explosion (auto hydrolysis) 

Acid-catalyzed steam explosion  

Partial hydrolysis and solubilization of hemicelluloses, redistribution 

of lignin on fibre surfaces, fractionation of fibres  

Hot water flow through  Removal of hemicelluloses and some lignin  

Cellulose (crystal)

Endocellulase

Exocellulase

Cellobiase
(β-glucosidase)

Glucose Cellobiose or cellotetrose

Cellulose



Lime  Removal of lignin 

Wet oxidation 

Wet explosion  

Removal and partial degradation of lignin, solubilization and 

oxidation of some hemicelluloses  

AFEX  Cleavage of lignin and partially depolymerization of hemicelluloses 

and cellulose  

Organosolv/Avcel  Removal of lignin and some hemicelluloses  

 

对于预处理而言，一个成功的预处理方式应当做到[28]：能够最大化酶的转化效率、

糖的损失降到最少、尽量多地生产有价值的副产物、不添加影响水解酶和发酵菌株活性

的化学试剂、尽量减少能耗及试剂用量、可以大规模使用。可见，想要开发出达到所有

上述标准的预处理方法，需要大量的研究和优化。不过在实际应用中，减少能耗和实现

工业化生产是最重要的两点。预处理的最终目的就是提高之后酶水解的效率，通常来说

就是尽量去除半纤维素和木质素的含量，从而加大纤维素的表面积并降低其聚合度[29,30]。

而去除木质素并减少半纤维素的含量已经被证明是提高纤维素降解效率的一种有效的

手段[31-33]。但是为了达到这个目的，预处理的发展也面临着许多需要解决的问题。其中

很重要的一点就是预处理的能耗问题。利用生物质进行生物燃料等生产，其本意之一就

是节约能源。因此人们对于生物炼制过程中的能源消耗及平衡十分的关注[34]，不然有本

末倒置之嫌。现有的预处理方法，基本都要将物料加热升温至 100-200℃左右，这需要

消耗相当的能量。此外，一些预处理方法中对物料进行打碎和碾磨的步骤也会增加能耗
[35]。为了使生物炼制工艺变得更经济，人们目前主要在降低能耗以及减少废水产生的方

面进行改善。为了这个目的，现阶段研究的工作中心主要集中在：（1）提高对大颗粒

物料的处理能力，以减少粉碎物料所消耗的能量；（2）对物料进行高固含量的处理以

减少水的利用和能耗；（3）对预处理中其他步骤所产生的余热（或蒸汽）进行整合利

用。一般来说，在预处理过程中大规模使用电或者微波[36]加热都会剧烈消耗能量，因为

这会造成热量的大量损失。由此也可以总结出，在现今的预处理技术发展中，一个坚固

的反应器是必须的硬件设施，用以承受对大颗粒物料进行高固含量的预处理。 

通过预处理将生物质原料的结构变得相对松散后，人们就可以对原料进行进一步的

降解，使其转化为可被微生物利用的单糖从而进行产物的生产。通常人们使用酶水解的

方式来进行原料的降解。使用工业纤维素酶虽然能取得较好的水解效果，但是其成本也

不低。因此如何降低对预处理原料进行酶水解的成本，也是人们研究的一个重点[37-39]。

而且在很多预处理过程中，物料中会有一些半纤维素的剩余。因此在水解过程中，很多

时候不但需要纤维素酶，还需要半纤维素酶的参与方能进行高效的酶水解。由于不同的

物料所对应的成分不同，因此使用酶的含量和配比也会随之产生变化。 

对木质纤维素进行酶水解的过程中，会有很多因素对酶水解的效率产生影响（图

1.5）。虽然随着 Novozymes 和 Genencor 等公司在酶反应和生产等方面的研究[39]，纤维

素酶的价格逐渐降低。但是为了降低生物炼制的成本，纤维素酶的用量依然是越少越好。



在酶水解过程中，所使用的时间越长，对物料的降解就越彻底。但是当使用高固含量的

物料时，不但预处理的难度增加，酶水解的效率也会因为产物抑制受到相当的影响。如

果物料中还含有木质素，则会对纤维素链形成保护并吸附纤维素酶，这也是抑制纤维素

酶的主要因素。此外，在水解过程中许多酶也会由于自身的变性或者降解而失活，从而

降低水解效率。其余的一些抑制因素则和物料的构成以及预处理的方法有紧密的联系。 

 

图 1.5 纤维素水解的限制因素[4]
 

Fig. 1.5 Limit factors in efficient hydrolysis of cellulose  

1: Glucose and cellobiose inhibit β-glucosidases and cellulase by product inhibition.  

2: Unproductive binding of cellulase onto a cellulose chain. Due to the processivity of cellulase and their 

strong binding of the cellulose chain in their catalytic core, obstacles can make the enzymes halt and 

become unproductively bound.  

3 & 4: Microfibrils associated with hemicelluloses and lignin prevent the cellulases from contacting the 

cellulose surface.  

5: The unspecifically adsorption of enzymes by lignin particles or surfaces.  

6: Proteolytic activity, mechanical shear or low thermostability may cause the denaturation or loss of 

enzyme activity. 

 

虽然酶水解有多种抑制因素，但是人们也通过各种生物炼制工艺，用以缓解酶水解

的抑制。为了消除酶水解的底物抑制，人们往往采用同步糖化发酵（SSF, simultaneous 

saccharification and fermentation），通过将糖化和发酵整合的方式，将产生的糖即时消

耗掉。同时，作为发酵产物的乙醇或乳酸也会对纤维素酶产生抑制，虽然这种抑制比起

葡萄糖还是较为温和[40-42]。对于这种抑制，则应当在设计反应时选择那些不易受到该产

物抑制的酶，或者对酶进行一些改善或者进化，以使得水解反应符合生物炼制过程的需



求。将木质纤维素转化为可被微生物利用的糖分是实现生物炼制的一个基础和前提。目

前许多研究已经进入到了中试的阶段，这也在相当程度上促进了相应技术的发展。其中

相当一部分是关于通过预处理的改进来提高酶水解的效率，但是对于高效的酶水解同样

也进行了各种各样的研究，比如对于酶的混合比、稳定性及比活的改进都能在一定程度

上减缓生物炼制中酶的使用和其成本。除了这些方法外，还有一些提高酶蛋白和底物交

联能力的方式用以提高酶水解效率。通过这些研究的不断发展，我们也对于如何大规模

应用预处理和酶水解这些技术有了更深的理解和认识，并期待在不久的将来对这一系列

技术的整合和应用形成完善而高效的体系。 

1.3.2 木质纤维素的发酵工艺 

如今对木质纤维素进行生物炼制的工艺一般都基于对生物质糖类的发酵，并且通过

各种改进以达到扩展工业结构（EISA）的标准。对于生物炼制过程而言，一般都包含生

物质的收集和储存、原材料的粉碎、高温化学预处理、糖化、发酵以及产物回收等步骤。

随着最近的技术发展，对于使用诸如玉米秸秆等生物质原材料进行燃料乙醇的生产目前

通常使用稀酸预处理以及同步糖化发酵（SSF, simultaneous saccharification and 

fermentation）的工艺。对于不同的工艺应用和步骤整合，SSF过程大致可以细化为三类：

同步糖化发酵（SSF）、同步糖化共发酵(SSCF)以及整合生物加工(CBP)
 [7]。同步糖化发

酵（SSF）将糖化和发酵这两个过程整合在生物反应器中同时进行（图1.6）。由于发酵

过程和糖化过程同时进行且糖化速度一般来说远低于糖的消耗速度，因此反应器中的糖

浓度始终保持在较低的水平，有效缓解了糖作为酶水解的产物而对糖化过程产生的底物

抑制以及高浓度糖对菌体产生的抑制，从而提高了糖化的效率和菌株生长发酵的效果。 

 

图1.6 同步糖化发酵流程 

Fig. 1.6 Scheme for SSF (simultaneous saccharification and fermentation) 

 

同步糖化共发酵（SSCF, simultaneous saccharification and cofementation)是指进行纤

维素水解的同时，利用不同菌株对糖化所产生的戊糖和己糖进行发酵的工艺（图1.7）。
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由于纤维素糖化后产生的糖种类多样，而单一的发酵菌株其底物利用范围十分有限，因

此SSCF工艺在SSF的基础上进行了改进，发酵中同时使用不同的菌株实行共发酵，从而

实现对糖化产物的充分利用。该工艺通过共发酵手段，使得纤维素酶水解所产生的六碳

糖和五碳糖能同时被利用进行发酵，避免了某些糖类在反应器中的积累并缓解了水解产

物对纤维素酶的反馈抑制，同时提高了水解产物的利用效率。不过SSF和SSCF的实现依

赖于发酵过程中纤维素酶以及半纤维素酶等水解酶的添加 [43-45]，而这些酶的使用在占

了整个发酵成本的约16 %
[46]，因此利用微生物本身的特性来减少或取代工业纤维素水解

酶的使用，将能很大程度上降低相关生物炼制工艺的成本，而这也是整合生物加工（CPB）

工艺的改造目的。 

 

图1.7 同步糖化共发酵流程 

Fig. 1.7 Scheme for SSCF (simultaneous saccharification and cofermentation) 

 

1.3.3 整合生物加工（CBP）工艺 

整合生物加工工艺（CBP, consolidated bioprocessing）是通过微生物细胞工厂的构建，

将纤维素酶的生产、纤维素的水解和产物发酵的工艺（图1.8）。自然界中很少会出现这

种全能的微生物，因此通过基因工程的改造来实现这一目的就成了十分重要的手段，经

改造后所得到的同时拥有这多种功能的发酵菌种则可以被称为整合生物加工菌株（CBP 

strain）。整合生物加工工艺在同步糖化共发酵的优点上更进一步，利用微生物本生的能

力和特性将各个步骤整合到一起，节约了空间和时间；同时由于其本身可以生产纤维素

酶，从而减少了发酵过程中纤维素酶的使用，降低了生物炼制的成本[47]。 

Pretreatment

Fermentation of 
Cellulosic and 
Hemicellulosic

Sugars

Product 
Recovery

Enzyme 
Production

Residue 
Processing

Coproducts

Products

Eliminate slurry separation 
& combine all sugar 

fermentations



 

图1.8 整个生物加工流程 

Fig. 1.8 Scheme for CBP (consolidated bioprocessing) 

 

CBP 工程菌株的构建通常需要由基因工程改造来完成。构建工程菌的思路也各有不

同。对于自身拥有发酵生产能力的菌株（如酿酒酵母[48]），则为其导入产纤维素酶基因，

使其具有分解纤维素的能力；对于本身有能力代谢纤维素的菌株（如克雷伯氏菌[49]），

则可以为其添加一些产物生产的途径；对于那些虽然在纤维素代谢和目的产物生产上都

没有天然能力，但是菌体本身具有良好的改造和发酵性能的微生物，则可以为其同时导

入产纤维素酶基因和产物的代谢生产途径（如大肠杆菌[50]和枯草芽胞杆菌[51]）。 

这些改造虽然目的明确，但是往往也面临着很多难题。木质纤维素的降解需要多种

的纤维素酶体系共同进行水解催化，但是由于基因表达的限制以及菌体分泌性能的差异，

菌体外源表达纤维素酶可能存在单一性，其种类以及分泌性能上的缺陷可能导致重组工

程菌在纤维素代谢能力上的不足；对于导入目的产物生产途径的改造，产物及副产物的

生成对菌体代谢的影响和生长的抑制也往往会成为改造的限制因素，产物的生产效率以

及速率也极易受到影响；对那些优秀的工程菌进行改造，虽然各种基因操作比较成熟，

生长及代谢的表现也较为高效，但是同时面对纤维素酶体系的分泌表达以及产物的生成

两种改造，对菌体造成的影响可能更为明显。因此在实际的改造中，需要我们根据菌株

自身发酵的特性配合合理的基因工程改造和发酵策略，来进行高效的 CBP 发酵。 

 

1.4 微生物中纤维素酶的表达和分泌 

 

纤维素酶只有接触到底物才能进行切割和降解，因此对于在 CBP 菌株中进行纤维

素酶的表达，菌体不但要自身生产纤维素，还需将其分泌到胞外才能与底物进行接触。

由于不同菌株拥有各自不同的分泌机制和性能，因此菌体中纤维素酶的分泌也是 CBP

菌株构建的一个重点。一个标准的细胞分泌途径通常包括高尔基体和内质网两个部分，
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以及两种内膜系统，一种负责输入而另一种负责输出[52]。通常蛋白质的分泌需要经过下

列步骤：蛋白质的和成、向内质网的移位、N-聚糖的连接、糖基蛋白的折叠、N 端和 O

端的糖基化、向高尔基体的转运、蛋白质分选、分泌小炮的形成、囊泡的形成、转运以

及与质膜接触后溶解[52,53]。这些组分构成了通常真核细胞中蛋白质由内质网到高尔基膜

的分泌途径。分泌细胞的种类分许多种，包括内分泌细胞、外分泌细胞及免疫细胞[54-56]。 

1.4.1 纤维素酶在细胞中的位置 

对于真核细胞而言，存在着多种亚细胞结构：顶体精子、细胞壁、中心体、叶绿体、

蓝小体、细胞质、细胞骨架、内质网、核内体、高尔基体、氢化酶体、溶酶体、黑素体、

微粒体、线粒体、细胞核、过氧化酶体、质膜、纺锤体、突触以及液泡[57]。革兰氏阳性

菌包含 4 种亚细胞结构：细胞壁、细胞质、周质以及质膜；而革兰氏阴性菌则包括：细

胞质、菌毛、鞭毛、内膜、外膜、周质以及拟核这几种亚细胞结构[58]。蛋白质如果定位

于不同亚细胞结构中，则其会拥有相应特异的功能并对细胞产生精密的影响。而对于同

一种蛋白而言，在不同亚细胞结构中的所含有的浓度往往不同，以起到功能上的差异。 

对于纤维素酶而言，关于其在细胞中的定位已经展开了几十年的相关研究。早在上

世纪 70 年代，人们已经就植物生长素处理过的豌豆中，在缓冲液中可溶及不可溶的纤

维素酶的亚细胞结构定位进行了研究[59]。在该研究中，研究者发现缓冲液可溶纤维素酶

位于细胞壁的内表面而缓冲液不溶性纤维素酶位于内质网。这个结论也部分地反映了纤

维素酶的可溶性，同时这也和革兰氏阳性菌中所包含的 5 条分泌途径的影响相关[60]。此

后，人们通过研究又提出了新的假设认为纤维素酶位于细胞质囊中，而 IDP 酶、ATP 酶、

UDPG 转移酶和糖类沉淀都位于该相同的位置[61]。对于真菌的研究则表明，真菌中高

尔基体的形状并不明显，许多真菌都拥有其独立的和内质网相关联的球囊[61-63]，纤维素

酶就存在于这些源自内质网的球囊之中。 

对于特定的纤维素酶而言，研究者也进行了许多对于其相关定位的研究。β-葡萄糖

苷酶（EC 3.2.1.21）一般有胞内、胞外及细胞壁关联型三种定位模式[64]。比如在沃氏菌

（Prevotella ruminicola）中，β-1,4,-D-内切葡聚糖酶就存在于细胞表面[65]，因此菌体可

以降解淀粉并利用水溶性的纤维糊精[66]
, 甚至该菌属中的许多菌种都表现出了羧甲基

纤维素酶活性[67-70]。许多酶学的研究也表明，细菌同时拥有胞外及细胞关联的内切葡聚

糖酶活性，其中 80 %都在细菌生长的平稳期分泌到胞外。在产琥珀丝状杆菌（Fibrobacter 

succinogenes）S85 亚种中，小部分内切葡聚糖酶存在于周质空间，而剩余的大部分存在

于细胞质以及膜空间中[71]。研究者 Groleau 等人证明，细胞中游离的纤维素酶主要和细

胞中可沉淀的膜组分有密切的关系，剩余的纤维素酶则一般是分子量较小蛋白（约 45 

kDa），以及在离心条件下亦不可沉淀的蛋白（其分子量普遍大于 4000 kDa）[72-74]。此

外研究者们还通过一系列实验，将 EG1、EG2
 [75]和 EG3

 [76]这三种单独的内切葡聚糖酶

蛋白、一个氯离子酶活关联型的纤维二糖苷酶[77]，以及一个周质纤维糊精酶[78,79]进行了

纯化和测定。实验结果表明，其中纤维二糖苷酶的分泌与细胞的生长状态息息相关[79]。 

1.4.2 纤维素酶的分泌途径 



在不同的微生物中，一般都拥有其各自不同的分泌途径（表 1.3）。分泌途径是由细

胞中不同的部件以及不同的蛋白组成的，它们共同构成了细胞膜转运和蛋白分泌的转运

体系[53]。 

表 1.3 不同微生物中的分泌途径 

Table 1.3 List of general secretory pathways in different organisms 

Organism Secretory pathway  Description 

Gram-negative bacteria Type I secretory pathway An oligomeric complex composed of an inner 

membrane ATP-binding cassette exporter, a 

membrane fusion protein, and an outer 

membrane homologue. 

 Type II secretory pathway A two-step process: 1) proteins are moved 

across the inner membrane through the Sec 

system, and 2) proteins are moved across the 

outer membrane. 

 Type III secretory pathway A highly regulated channel through both the 

inner and outer membranes forming a 

needle-like structure. 

 Type IV secretory pathway Involves conjugative transfer of DNA and 

nucleoprotein complexes. 

 Type V secretory pathway A large family of protein-translocating outer 

membrane porins. 

 Type VI secretory pathway Forms a transenvelope apparatus. It also exists 

in plant, animal, and human pathogens, and 

environmental strains. 

 Type VII secretory pathway Exists mainly in Mycobacterium and 

Gram-positive bacteria to a small degree. 

Gram-negative bacteria Sec-type pathways Involves Sec-type signal peptides. 

Mammalian cells Non-vesicular secretory pathway Type I is a self-sustained protein translocation 

across plasma membranes. 

Type II is an ATP-binding cassette 

transporter-based secretion. 

 Vesicular secretory pathway Type III is an autophagy-based secretion. 

Type IV comprises the proteins that bypass the 

Golgi apparatus to transport to the plasma 

membrane 

Eukaryotic cells Budding from endoplasmic 

reticulum to form the coat protein 

complex II (COPII) vesicles 

Essential processes are similar from yeasts to 

higher eukaryotes. 

Archaea Similar to Sec-type pathways Most Archaea have a homologue of CsaA. 

     
 

 

革兰氏阴性菌拥有两层不对称的细胞膜，因此在上世纪 80 年代，人们就开始了对



革兰氏阴性菌分泌机制的研究。经过多年的研究和发展，人们在革兰氏阴性菌中发现了

七条分泌可溶性蛋白的途径[80-81]。I 型分泌途径是由内膜 ATP 关联转运部件、融膜蛋白

以及外膜同源体构成的低聚复合物[82,83]。II 型分泌途径也称为常规分泌途径，其转运过

程分为 2个步骤：首先蛋白质通过分泌系统穿过内膜；接着蛋白再穿过外膜达成分泌[84,85]。

III 型分泌途径是一种高度调控的贯通内膜和外膜的管道，呈针状结构[86-88]。IV 型分泌

途径包括了 DNA 和核蛋白质复合物的接合转化，并根据序列的同源性分为 IVa 和 IVb

型两种分泌途径[88-90]。V 型分泌途径则拥有最简单的转运部件，其包含了相当大的一个

外膜转运蛋白家族[91]。VI 型分泌途径是新发现的一种分泌途径[92,93]，普遍存在于革兰

氏阴性菌、植物以及人类病原体中[94-96]。而在分支杆菌（Mycobacterium）和革兰氏阳性

菌中则存在着 VII 型分泌途径[97-99]。不过就目前研究显示，VII 型分泌途径和纤维素酶

的分泌没有直接的联系。 

相较于革兰氏阴性菌，革兰氏阳性菌的亚细胞结构更少、膜结构也更为简单，其菌

体中也没有用于折叠多肽的专门的部件。不过革兰氏阳性菌的分泌途径并不少，研究表

明，革兰氏阳性菌中也发现了许多不同的分泌途径。其中包括 Sec 分泌系统、双精氨酸

转运（Tat）、鞭毛输出部件（FEA）、菌毛蛋白输出部件（FPE）、穴蛋白（holin）以及

WXG100 分泌系统（Wss）[100]。其中 Sec 分泌系统与蛋白质分泌的相关性最高[101-104]。

在众多不同的蛋白质分泌系统中，蛋白质的分泌主要分为内源性蛋白的分泌以及外源性

蛋白的分泌。对于纤维素的分泌而言，一个厌氧细菌中标准的纤维小体可以由 20 多种

纤维素/半纤维素水解酶组成。而在厌氧的真菌中，一个纤维小体复合体则通常由 6-10

种多肽构成[105-107]，其中各个结构各司其职，用以将胞内的纤维素酶分泌至胞外或锚定

在细胞表面。 

1.4.3 纤维素酶的分泌机制 

    纤维素酶的分泌机制目前仍旧在不停的研究中，但是并没有一个确切的结果。通常

认为按照纤维素酶在细胞中所处的位置不同，其分泌的机制也有所不同。大致包括：不

受纤维素酶影响的独立分泌机制、由纤维素酶诱导的分泌机制以及与碳源无关的起泡反

应[71]。通常来说纤维素酶的分泌是需要诱导的，这个诱导过程也包括了用于构建分泌途

径的新蛋白的产生。当然，除了分泌过程中的其他生成物的作用，纤维素酶本身也能触

发分泌机制。此外，胞外的氯离子浓度也会刺激细胞纤维二糖酶的分泌[78]。同时还有研

究表明，欧文氏杆菌（E. carotovora）中用于分泌纤维素酶的革兰氏阴性菌 II 型分泌途

径在许多菌中都有很广泛的通用性[80,108,109]。通过研究人们大致总结出，纤维素酶在分

泌的过程中，首先需要通过 N-聚糖与糖基化目标蛋白的天冬氨酸结合；接着通过内质

网和高尔基体之间的传输，期间 Rab GTP 酶和一些交联因子会对这个过程进行调控。

Rab GTP 酶是属于单分子鸟嘌呤三磷酸酶的 Ras 家族蛋白，该系列的蛋白包含 150 种结

构上相互关联的蛋白[52]。最后该反应进入细胞中的微小管和内质网关联的降解途径[53]。

总体而言，纤维素酶的分泌更倾向于一种输出型的转运过程，一般来说许多细胞天生并

不具有分泌纤维素酶的能力。在细胞的其他过程中，Rab GTP 酶在细胞分泌外来体中起



到了相当显著的作用，因此 Rab GTP 酶很可能也在纤维素酶的分泌中起主要的调控作用。 

 

1.5 立题目的及意义 

 

基于目前生物炼制工艺的发展和应用需求，人们在菌种、发酵等各个领域均对生物

炼制进行了大量的研究。其中整合生物加工（CBP）工艺便是相当高效且节能的一种生

物炼制过程。通过微生物细胞工厂的构建，利用微生物本身的代谢能力完成原材料向产

物的转化。因此，通过生物工程手段对天然微生物进行改造，从而构建高效率的 CBP

菌株是实现 CBP 工艺的基础。可用于生物工程改造的 CBP 菌株有很多种，其各自也需

要不同的改造策略和应用方法。 

在微生物研究中，类似于枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、大肠杆菌（Escherichia coli）

等菌株由于常年的研究和其自身的特性，都拥有相当良好的基因改造基础。但是作为

CBP 菌株，它们虽然拥有快速的菌体生长和广泛的底物利用范围，但是由于无法对生物

质底物进行降解利用，其代谢的产物也无法作为主流的工业产品，因此无法满足 CBP

发酵的需求。如果对这类微生物进行基因工程改造，利用它们良好的改造和表达特性，

为其导入所需的额外途径，使它们能在发酵中发挥各自的优势，就能成为优秀的 CBP

菌株。与此同时，人们也通过实验发现了很多优秀的发酵菌株，例如运动发酵单胞菌

（Zymomonas mobilis）等。它们本身具有良好的发酵特性，但是同样在发酵中受限于对

生物质的降解能力，因而如果在 CBP 改造中能对它们进行针对性的改造，完善它们对

生物质底物的降解和利用能力，同样也能使其成为优良的 CBP 工程菌。 

虽然对 CBP 工程菌的改造方法不尽相同，但是作为一种发酵工艺，对发酵进行一

些条件的优化和改良，促进重组菌对底物的利用和产物发酵，提高生物炼制产品的生产

效率，是完善 CBP 工艺的必要环节。在 CBP 重组菌的构建中，由于纤维素酶作用机制

的复杂性以及菌体分泌能力的差异，很多菌体在纤维素酶的生产和分泌上都不尽如人意，

并直接影响其对生物质底物的代谢能力。因此如何促使纤维素酶在重组工程菌中进行分

泌表达，提高纤维素酶的表达和分泌效率也是构建高效 CBP 菌株的一个重点。 

本论文针对上述问题，进行了一系列研究和探讨，取得了一些有意义的结果。 

 

1.6 本论文主要研究内容 

 

本论文对 CBP 菌株的构建和应用进行了尝试，并对改造后的重组菌进行了发酵和

应用上的研究。主要分为以下三个方面： 

1.6.1 产乙醇重组大肠杆菌中分泌表达不同纤维素酶及发酵的研究 

本研究利用大肠杆菌易于进行基因改造的特点，构建了能进行乙醇生产的重组菌

E.coli ZY81，并将源自热纤梭菌（Clostridium thermocellum）的内切葡聚糖酶基因（celA）、

外切葡聚糖酶基因（cbhA）和源自多黏芽孢杆菌（Bacillus polymyxa）的 β-葡萄糖苷酶



（bglB）在产乙醇重组大肠杆菌 P81 中进行了表达，以期重组菌能够则在发酵产乙醇的

同时，也能进行不同纤维素酶的生产。同时，由于大肠杆菌其本身的分泌表达性能不强，

因此在实验中还尝试了添加表面活性剂，用以提高细胞的通透性，加强胞内蛋白向胞外

的转运。最后，由于纤维素降解需要不同纤维素酶之间的协同作用，不同纤维素酶基因

在重组大肠杆菌 P81 中也进行了共同分泌表达，从而依靠重组菌本身对纤维素进行有效

的降解和利用。 

1.6.2 运动发酵单胞菌中纤维素酶的表达研究 

运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）有着出色的乙醇生产能力，在乙醇发酵的过

程中也存在着许多优点，使得它成为了一种极具 CBP 潜力的菌种。但是由于运动发酵

单胞菌 Z. mobilis 自身底物利用范围过于狭窄，对于纤维素也没有相应的降解和代谢能

力，因此在 Z. mobilis 中额外的纤维素酶表达将是将其改造成为 CBP 菌株的一个必要过

程。Z. mobilis 在进行纤维素酶的表达时，只表现出了微弱的表达性能和分泌性能。因此

本研究通过在 Z. mobilis 中过表达一些内源和外源的纤维素酶基因，用以研究纤维素酶

在 Z. mobilis 中高效表达的可能性。同时，我们尝试了一些之前从未被使用过的分泌表

达策略，包括利用使用 Z. mobilis 本身的基因 ZMO1086 的信号肽以及与果聚蔗糖酶 SacB

进行融合表达等方法，试图在 Z. mobilis 中进行纤维素酶的过表达。试验中主要研究了

源自多黏芽孢杆菌（Bacillus polymyxa）的 β-葡萄糖苷酶（bglB）在 Z. mobilis 中表达和

分泌情况，并成功地实现了 bglB 基因在 Z. mobilis 中的分泌表达。 

1.6.3 耐热型 β-1,3-1,4-葡聚糖酶在枯草芽孢杆菌中的分泌表达研究 

本研究利用基因工程操作成熟、生长迅速且分泌性能良好的枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）为宿主菌，将源自热纤梭菌（Clostridium thermocellum DSM 1237）的 β-1,3-1,4-

葡聚糖酶基因（licB）在其中进行了克隆表达，达成了耐热 β-1,3-1,4-葡聚糖酶通过微生

物的分泌表达。出于实际工艺应用的需要，β-1,3-1,4-葡聚糖酶须要拥有较好的耐热性能

和反应环境适应性，因此我们对该种表达策略下所分泌表达的酶蛋白进行了分泌性、酶

学特性、耐热性、最适 pH 范围、金属离子影响等各项指标进行了研究，证明了所表达

的酶蛋白拥有良好的热稳定性和较好的催化性能，并在一个广泛的 pH 范围内都能表现

出良好的酶活。 

  



 

第二章 纤维素酶在产乙醇大肠杆菌中的分泌表达研究 

 

2.1 前言 

 

目前，利用廉价而丰富的生物质以及微生物发酵来生产燃料乙醇是生物炼制研究的

一个重要的内容。在这个相应的发酵过程中，发酵和纤维素酶的使用在整个发酵成本中

都占了约相当的一部分，达到了 16 %左右 [46]。由此可见，为了达成对生物质的降解和

利用，需要在发酵过程中使用相当量的纤维素酶。为了降低成本，人们开始采用各种策

略以减少在发酵过程中纤维素酶的使用[110,111]。整合生物加工工艺（CBP）就能在一定

程度上缓解这个问题，其通过微生物本身的特性以及基因工程改造，将纤维素酶生产、

纤维素降解以及乙醇发酵等步骤整合在一起，从而降低了发酵成本[9,112,113]。对于 CBP

过程而言，发酵菌株能同时生产纤维素酶和发酵生产乙醇是微生物所需要拥有的最重要

的功能[3,7,26]。 

纤维素的降解并不只依靠单独的一种纤维素酶进行，通常来说需要内切葡聚糖酶、

外切葡聚糖酶以及 β-葡萄糖苷酶[26,27,47,114]的共同作用。通常在发酵中所使用的商业纤维

素酶，都是通过不同的菌株所生产的各种纤维素酶，进行提取并以一定比例混合后的产

品。这些纤维素酶一般可以直接用于对木质纤维素的降解和糖化。但是对于 CBP 菌株

的发酵而言，除了生产纤维素酶之外，还需要将纤维素酶分泌到细胞外，否则纤维素酶

无法接触到需降解的纤维素，自然也无法发挥应有的水解作用[1,21,115]。在三种纤维素酶

中，β-葡萄糖苷酶在分泌上的要求并不是十分的高，β-葡萄糖苷酶主要负责将一分子纤

维二糖水解两分子的葡萄糖[116]，但由于其底物纤维二糖分子量并不巨大，可以在一定

程度上穿过细胞壁到达周质空间[117]，因此 β-葡萄糖苷酶只需要通过分泌达到周质空间

就能够接触到相应的底物并进行催化。而内切葡聚糖酶和外切葡聚糖酶由于底物大多数

为聚糖，分子量较高而无法通过细胞壁，因此其必须在分泌过程中被转运到胞外，才能

接触到主要的催化底物并发挥功能。 

目前对于 CBP 大肠杆菌的改造已有研究者进行了许多的研究[50,117,118-128]。本实验中

通过对大肠杆菌 JM109 进行基因工程改造，为其基因组中整合源自乙醇发酵菌株运动发

酵单胞菌（Zymomonas mobilis）的丙酮酸脱羧酶（pdc）和乙醇脱氢酶（adhB）基因，

使其能够在生长的同时利用碳源进行乙醇发酵。与此同时，在改造后的大肠杆菌 P81 中

表达不同的纤维素酶基因：源自热纤梭菌的内切葡聚糖酶基因（celA）、外切葡聚糖酶基

因（cbhA）和源自多黏芽孢杆菌 β-葡萄糖苷酶基因（bglB），以期重组大肠杆菌 P81 能

够则在发酵产乙醇的同时，也能进行不同纤维素酶的生产，并能对纤维素进行一定程度

的降解。虽然大肠杆菌易于进行基因改造和异源表达[129-139]，但是其分泌性能却并不优

秀，其本身的胞外蛋白数量就十分少。同时，基于其本身的分泌表达机制很多时候也只



能将蛋白转移到周质空间，而并非彻底转移到胞外[140,141]。因此在实验中，还尝试了添

加表面活性剂，以提高细胞的通透性，加强胞内蛋白向胞外的转运。最后，由于纤维素

降解需要不同纤维素酶之间的协同作用，不同纤维素酶基因在重组大肠杆菌 P81 中也进

行了共同分泌表达，以期依靠重组菌本身对纤维素进行有效的降解和利用。 

 

2.2 材料与方法 

 

2.2.1 实验材料 

2.2.1.1 菌株和质粒 

热纤梭菌（Clostridium thermocellum, DSM 1237）购自德国微生物菌种保藏中心

（Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen），多粘芽孢杆菌（Bacillus 

polymyxa 1.794）购自中国普通微生物菌种保藏管理中心（China General Microbiological 

Culture Collection Center），运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis, ATCC 31821）购自美

国模式菌种收集中心（American Type Culture Collection）。大肠杆菌 DH5α 用于基因克

隆和质粒构建等基因操作，大肠杆菌 JM109 作为用于改造的重组菌。实验中所使用的菌

株和质粒具体见表 2.1。 

表 2.1 菌株及质粒 

Table 3.1 Strains and plasmids used in this study 

Strains/plasmids  Characteristics Sources 

Strains 

  E. coli DH5α 

 

F
-
, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, deoR, 

recA1, endA1, hsdR17(rk
-
 ,mk

+
), phoA, supE44, λ

-
, 

thi-1, gyrA96, relA1. 

 

Stored in lab 

  E. coli JM109 RecA1, gyrA96, endA1, hsdR17, thi-1, supE44, 

relA1, Δ(lac-proAB) /F` [traD36, proAB+, lacIq, 

lacZΔM15] 

Stored in lab
 

Zymomonas mobilis ZM4 Wild type strain, ATCC 31821 Purchased from ATCC 

  C. thermocellum DSM1237 Wild type. DSMZ 

  Bacillus polymyxa 1.794 Wild type, CGMCC 1.794 Purchased from CGMCC 

  E. coli ZY81 E. coli JM109 pfl::Ptac-pdc-adhB In this study 

   

Plasmids 

  pUC19 

 

Cloning vector 

 

  pGEX-4T-1 Template plasmid, carrying Ptac promoter gene Pharmacia 

pMD19-T Cloning T-vector Takara 

pKD4 Template plasmid, carrying kanamycin-resistance 

gene (Kan
R
) flanked by the recognition sites (FRT 

[142] 



 

2.2.1.2 实验试剂 

实验中所用的限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自 Fermentas 公司（Vilnius Lithuania）；

DNA 分子量标品、蛋白质分子量标品、rTaq 及 Primer STAR HS DNA 聚合酶购自日本

Takara 大连分公司（Dalian, China）；基因组抽提试剂盒（Bacterial DNA Kit）购自 Omega

生物公司（Norcross, GA, USA）；质粒小量制备试剂盒（Plasmid Mini Kit）和琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒（Gel Extraction Kit）购自上海捷瑞生物工程公司（Shanghai, China）；

PCR 产物纯化试剂盒（PCR Purification Kit）购自上海生工生物工程公司（Shanghai, 

China）；葡萄糖试剂盒购自上海科欣生物技术研究所（Shanghai, China）；胰蛋白胨

（Tryptone）和酵母提取物（yeast extract）购自 Oxoid 公司（Cambridge, UK）；卡那霉

素（Kanamycin, Km）、氨苄青霉素（Ampicilin, Amp）、十二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl 

sulfonate, SDS）、溴化乙锭（Ethidium bromide, EB）均购自美国 Amresco 公司（Cleveland, 

OH, USA）；西班牙琼脂糖（Biowest, Spain）购自比利时 Acros Organics 公司（Geel, 

Belgium）；对硝基苯葡萄糖苷（4-硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷，pNPG）购自美国 Sigma

公司（St. Lous, MO, USA）；微晶纤维素（Avicel）购自上海昌为医药辅料技术有限公司

（Shanghai, China）；SPEZYME CP（55 FPU/ml）购自丹麦 Danisco 公司（Copenhagen, 

Danmark）；其他试剂如无特殊说明均为国产分析纯，购自上海国药化学试剂集团或凌峰

化学试剂公司。实验中使用的引物在上海捷瑞生物工程有限公司进行引物合成。 

2.2.1.3 实验仪器 

实验中所使用的仪器见表 2.2。 

sites) of the yeast FLP recombinase in direct repeats 

pKD46 Helper plasmid, carrying bacteriophage λ-Red 

recombinase genes under the control of 

arabinose-inducible ParaBAD promoter 

(araBp-gam-bet-exo) 

[142] 

pCP20 Helper plasmid , carrying FLP recombinase gene 

under the control of an temperature sensitive 

promoter 

[143] 

pUC19-P43-NprB-bglB Recombinant plasmid secretively expressing bglB In this study
 

pUC19-P43-NprB-celA Recombinant plasmid secretively expressing celA In this study
 

pUC19-P43-NprB-cbhA Recombinant plasmid secretively expressing cbhA In this study
 

pUC19-bglB-cbhA Recombinant plasmid secretively expressing bglB 

and cbhA 

In this study
 

pUC19-bglB-celA Recombinant plasmid secretively expressing bglB 

and celA 

In this study
 

pUC19-celA-cbhA-bglB Recombinant plasmid secretively expressing bglB, 

cbhA and celA 

In this study
 



表 2.2 实验仪器 

Table 2.2 Experiment instruments 

仪器名称 规格 生产厂家 

超低温冰箱 -86C Thermo 公司 

移液器 Research Eppendorf 公司 

PCR 仪 Mastercycler Eppendorf 公司 

微型摇床 5430 Eppendorf 公司 

台式冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

大型超高速离心机 Avanti J-26 Beckman 公司 

核酸蛋白质分析仪 DU-800 Beckman 公司 

超声波破碎仪 JY92-II 宁波新芝生物科技有限公司 

低温水槽 SDC-6 宁波新芝生物科技有限公司 

制冰机 XB-70 宁波新芝生物科技有限公司 

超纯水机 Milli-Q Synthesis Millipore 公司 

电转仪 GenePulserXcell
TM

 Bio-Rad 公司 

蛋白电泳系统 EPS-300 Bio-Rad 公司 

核酸电泳系统 EPS-100 Bio-Rad 公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器有限公司 

三孔电热恒温水槽 DK-8D 上海一恒科学仪器有限公司 

真空干燥箱 DZF-6050B 上海一恒科学仪器有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化设备有限公司 

自动高温灭菌锅 YXQ-LS-75SII 上海博迅实业有限公司 

凝胶成像系统 FR-980 复日科技 

超声波脱气机 KWT-100A 科伟达 

HPLC(自动示差检测） LC-20AD 岛津公司 

海尔冰箱 BCD-239VC 海尔公司 

pH 计 PHS-3C 上海精密科学仪器有限公司 

电子天平 BS223S 梅特勒 

漩涡混合器 QL-901 江苏海门市其林贝尔公司 

手掌型离心机 LX-100 江苏海门市其林贝尔公司 

落地恒温震荡摇床 TS-2 太仓华利达有限公司 

气浴摇床 SHZ-82 太仓华利达有限公司 

 

2.2.1.4 菌种的培养及保存 

大肠杆菌的培养均采用 LB（Luria broth）培养基[144]：10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L NaCl

以及 5 g/L 酵母提取物。如果需要配置琼脂固体培养基，则再向其中添加 15 g/L 的琼脂。

培养基成分添加完成后用 5 M NaOH 调节 pH 值到 7.0，并在 115 
o
C 条件下灭菌 20 min。

如果培养基在使用时需要添加抗生素，则在使用前按所需浓度在无菌条件下加入相应的



抗生素。氨苄青霉素的使用浓度为 100 μg/ml、卡那霉素使用浓度为 50 μg/ml。如果需要

使用含有抗生素的琼脂固体培养基，则在高温灭菌后等含有琼脂的培养基冷却至 60 
o
C

左右时，按所需浓度加入相应的抗生素，摇晃均匀后等待培养基凝固，并置于 4 
o
C 条件

下避光保存。大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的培养条件如无特殊说明，所有的液体培养均是

在摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行培养；琼脂固体培养基培养均是将涂布有菌体的平

板放置于 37 
o
C 恒温培养箱中进行培养。 

大肠杆菌感受态细胞的制备及所用的培养基：10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L NaCl 以及 5 

g/L 酵母提取物，10 mM MgSO4 以及 2 g/L 葡萄糖。培养基成分添加完成后用 5 M NaOH

调节 pH 值到 7.0，并在 115 
o
C 条件下灭菌 20 min。 

M9 盐离子培养基：配制 1 mol/L MgSO4·7H2O、20 %（w/v）葡萄糖以及 1 mol/L CaCl2

溶液，并在超净工作台中以无菌 0.22 μm 硝酸纤维素滤膜过滤除菌。同时，称取 0.5 g 

NH4Cl、3.0 g Na2HPO4和 1.5 g KH2PO4 溶解于 450ml 去离子水和下各成份将其溶解於水

中，然后用 lN NaOH 将溶液的 pH 调整到 7.4 并将整体积调整到 494 ml，之后在 115 
o
C

条件下灭菌 20 min。接着在超净工作台中向其加入 1ml 的 1 mol/L MgSO4·7H2O、5 ml

的 20 %（w/v）葡萄糖以及 50 μl 的 1 mol/L CaCl2 溶液，混匀并完成 M9 培养基的制备。 

菌种保藏的操作方法：在超净工作台中将800 µL培养到对数生长期的菌液与800 µL 

60 %无菌甘油混合均匀，装入预先灭菌的冻存管中，保存于-80 
o
C 超低温冰箱中。 

2.2.1.5 实验试剂及溶液配制 

氨苄青霉素贮存液：称取 1.00 g 氨苄青霉素粉末溶解于 50 ml 无菌超纯水中，搅拌

使其充分溶解并继续加入超纯水，定容于 100 ml。接着在超净工作台中以无菌 0.22 μm

硝酸纤维素滤膜过滤除菌，再行分装于-20 
o
C 条件下避光保存。 

卡那霉素贮存液：贮存液浓度和配制的操作步骤参见氨苄青霉素贮存液的配制。 

    5×TBE 核酸电泳缓冲液：将 54 g Tris-base，27.5 g 硼酸以及 0.5 M EDTA 溶液 20 ml 

溶于 1 L 的去离子水中，充分溶解后常温避光保存，使用时将其稀释成为 0.5×工作液，

既稀释 10 倍。 

0.7 %琼脂糖凝胶：称取 0.7 g 琼脂糖，溶于 100 ml 的 5×TBE 核酸电泳缓冲液，用

微波炉加热至完全溶解，溶液澄清为止。之后加入 20 µL 溴化乙锭，混匀后即可用于凝

胶配制。 

5×蛋白电泳样品缓冲液：将 0.6 ml 的 1 M Tris-HCl（pH=6.8）缓冲液、5 ml 的 50 %

甘油、2 ml 的 10 % SDS、0.5 ml 的巯基乙醇、1 ml 的 1 %溴酚蓝与 0.9 ml 蒸馏水混匀后，

配制成 5×蛋白电泳样品缓冲液，分装后于-20 
o
C 条件下避光保存。 

10×蛋白电泳缓冲液：将 10 g SDS、30g Tris-base 和 144 g 甘氨酸溶于 1 L 的去离子

水中，充分溶解后常温保存，使用时将其稀释成为 1×工作液，既稀释 10 倍。 

0.1 M 柠檬酸缓冲液：分别配制 0.1 M 柠檬酸溶液和柠檬酸钠溶液，接着将两种溶

液缓缓混合并搅拌均匀，使用 pH 计测量溶液的 pH 值，直到缓冲液达到所需的 pH。配

制完成的缓冲液置于常温保存。 



Tris-HCl 缓冲液：将 Tris 按所需浓度溶于去离子水中，然后用移液器缓慢加入浓

HCl 并混匀。使用 pH 计实时监测缓冲液的 pH 值直到达到所需的缓冲液 pH 值以完成缓

冲液的配置，常温保存。 

pNPG 溶液（2.4 mg/mL）：称取 0.072 g 的 4-硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（pNPG）溶

于 30ml 0.1M 柠檬酸缓冲液。配制完成后在 4 
o
C 避光保存。 

0.5M 碳酸钠溶液（Na2CO3）：称取 10.6 g 无水 Na2CO3 粉末溶于去 200 ml 离子水

中，充分溶解后置于常温保存。 

渗透冲击溶液：配制 100ml 33 mmol/L 的 Tris-HCl（pH 8.0）缓冲液，并称取 20 g

蔗糖、0.019g Na2EDTA 并加入其中，混匀后于于-20 
o
C 条件下保存。 

DNS 试剂：称取 91 g 酒石酸钾钠并溶于 250 ml 水中，稍微加热并称取 3.15 g 的 3,5-

二硝基水杨酸、10.5 g 氢氧化钠以及 2.5 g 苯酚加入加热的溶液中，充分溶解后冷却并定

容至 500 ml。配置完成后贮藏于棕色瓶中，于 4 
o
C 避光保存。 

2.2.2 实验及分析方法 

2.2.2.1 基因组及质粒 DNA 的抽提、纯化和制备 

基因组和质粒制备前，先将细菌培养至稳定期，并离心取得适当量的菌体用以制备

基因组或质粒 DNA。基因组抽提的具体操作步骤可参考 Omega 基因组抽提试剂盒

（Omega Bacterial DNA Kit）说明书；质粒提取的具体操作步骤可参考捷瑞质粒小量制

备试剂盒（捷瑞 Plasmid Mini Kit）说明书；DNA 片段的琼脂糖凝胶回收的具体操作步

骤可参考捷瑞琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（捷瑞 Gel Extraction Kit）说明书；PCR 的

产物纯化操作步骤具体可参考生工 PCR 产物纯化试剂盒（生工 PCR Purification Kit）说

明书。 

2.2.2.2 目的基因的克隆及质粒构建 

本实验中采用 PCR 的方法对目的基因进行扩增，用于进行 PCR 的引物见表 2.3。 

表 2.3 本实验使用的引物 

Table 2.3 Primers used in this study 

Primer name  Sequence (5→3) 

pdc-S GGAATTCCATATGAGTTATACTGTCGGTACCTA 

pdc-A ACGCGTCGACTAGAGGAGCTTGTTAACAGG 

adhB-S ACGCGTCGACGAGGTTATAGCTATGGCTTCTTCAACTTT 

adhB-A TCCGCTCGAGTTTTCCTGTTTTGAAATTAG 

kan-S CGCAGTAAATAAAAAATCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACGTCTTGAGC

GATTGTGTAGG 

kan-A ACTCAATAAAGTTGCCGCTTTACGGGGAAATTAGAACATTCTCGAGTTA

AGGTTTAACGG 

P1 GGGAATTCCATATGGGAGCTGTTGACAATTA 

P2 GTACCGACAGTATAACTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGA 

P3 TCACACAGGAAACAGTATTCATGAGTTATACTGTCGGTAC 



P4 CCGCTCGAGGTTTTCCTGTTTTGAAATTAGA 

R1 CGCAGTAAATAAAAAATCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACGTCTTGAGC

GATGTGTAGG 

R2 ACTCAATAAAGTTGCCGCTTTACGGGGAAATTAGAACATTCTCGGTTAA

GGTTTAACGG 

D1 ATACTGGGTCATTTACCTGC 

D2  CAATCCATCTTGTTCAATCA 

D3 ATAGTGATAGTCGGTTTTGC 

D4 CAGAATGAAGCGCGGAATAA 

P43-S CGGGATCCTGATAGGTGGTATGTTTTCGC) 

P43-A GCTCTAGAGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATG 

P43-NprB-S CGGAATTCTGATAGGTGGTATGTTTTCGCT 

P43-NprB-A CGGGATCCTGCAGCTGAGGCATGTGTT 

celA-S GCTCTAGATGCAGGTGTGCCTTTTAACAC 

celA-A CCCAAGCTTCTAATAAGGTAGGTGGGGTATG 

cbhA-S GCTCTAGAAGCCTGTTGAATATATACTTCCGC 

cbhA-A CCCAAGCTTTTACTCGTCAAGATAAGCTGTAACC 

bglB-S GCTCTAGAATGAGCGAGAATACCTTTATATTTC 

bglB-A CCCAAGCTTTTAAAACCCGTTCTTCGCC 

 

实验中将新订购的引物在低温高速离心机中以 4 
o
C，12000rpm 条件下离心 3 min，

防止引物管中的引物粉末随着开盖喷溅。之后按照引物订单上所标明的引物浓度，加入

适量的无菌超纯水溶解引物粉，溶解后引物浓度为 10 μM。接着按照不同的 PCR 需求，

在 PCR 专用管中按照表 2.4 的溶液配比加入相应的 PCR 试剂以完成相应 PCR 体系的配

制。 

表 2.4 PCR 反应体系 

Table 2.4 Composition of PCR 

Reagents Volume (μl) 

rTaq  

ddH2O 7.0 

Forward primer (10μM) 1.0 

Reverse primer (10μM) 1.0 

Template 1.0 

rTaq Premix DNA polymerase (including DNA polymerase, buffer and dNTP) 10.0 

  

Primer STAR  

  5× Primer STAR buffer  10.0 

  dNTP (2.5 mM/each) 4.0 



Forward primer (10μM) 1.0 

  Reverse primer (10μM) 1.0 

ddH2O 32.5 

  Template 1.0 

  Primer STAR HS DNA polymerase (2.5 U/μl) 0.5 

 

以上 PCR 体系均在冰上添加完毕后，用移液枪轻轻吹打混合均匀，同时将 PCR 仪

器的顶盖预热至105 
o
C，并将装有PCR体系的PCR管放入仪器并按照以下参数进行PCR

循环程序：94 
o
C 预变性 3 min；94 

o
C 变性 30 s；按照引物设计时所设定的 Tm 温度退

火 30 s；72 
o
C 进行 DNA 链延伸，延长时间按照片段长度确定（普通 taq 酶一般为 1000 

bp/min）。之后将变性到延长的步骤重复 25-30 个循环后，再在 72 
o
C 下延伸 10 min，然

后于 10 
o
C 保存。产物可以通过核酸电泳进行对片段长度进行验证。 

目的基因通过 PCR 扩增后，使用 PCR 纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化，然后使用

引物上预设的限制性内切酶对其进行酶切（具体酶切位点以及体系参见实验结果部分）；

同时对所需的载体质粒使用相同的限制性内切酶进行酶切。将 PCR 和目的载体的酶切

产物通过胶回收，取得酶切后的目的基因 DNA 片段和载体片段，然后使用 T4 DNA 连

接酶将两个片段通过酶切后产生的粘性末端进行特异性的连接，连接的具体操作可参考

T4 DNA 连接酶（Fermemtas T4 DNA Ligase）使用说明书。连接的体系配比见表 2.5。

目的基因与目的载体相连成环状 DNA 后，即形成了新的目的质粒。将连接后的连接液

转化进入大肠杆菌 DH5α，便能扩增制备所需的目的质粒。 

表 2.5 连接体系 

Table 2.5 The ligation system 

Vector (μl) Target fragment (μl) 10× Buffer (μl) T4 DNA Ligase (μl) 

V 8-V 1 1 

In the ligation system, the concentration of target fragment should be 3-7 folds more than the vector to 

enhance the efficiency of ligation. 

 

2.2.2.3 目的质粒在大肠杆菌中的转化及鉴定 

实验中采用传统的氯化钙法制备大肠杆菌 DH5α 感受态[145]，用以完成目的质粒向

大肠杆菌中的转化。具体的操作步骤为： 

1）将保存于-80 
o
C 冰箱中中保种的大肠杆菌 DH5α 甘油管取出，在超净工作台中用接

种环挑取少量的菌液涂布于 LB 琼脂平板上，放置于 37 
o
C 恒温培养箱中培养约 12 h，

便可于平板上看到肉眼可清晰分辨的大肠杆菌 DH5α 单菌落。 

2）用牙签挑取一个单菌落，接种于 20 ml LB 培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm

条件进行震荡培养 12 h。 

3）取 2 ml 培养后的大肠杆菌 DH5α 菌液，转接于 200 ml 制备大肠杆菌感受态的专用培



养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行震荡培养。约 2 h 后，当大肠杆菌

DH5α 生长至对数生长初期（OD600nm=0.3-0.4），将培养所用的摇瓶取出置于冰水混

合物中冰浴 10 min。 

4）将冷却后的菌体培养液迅速转移至无菌预冷的离心杯中，于低温离心机中 4 
o
C、2000 

g 离心 5 min。所有操作尽可能在冰上或低温条件下进行，以避免感受态细胞的转化

效率受到影响。 

5）将离心后的菌液中的上清弃去，加入 25 ml 无菌预冷的 0.1 M CaCl2（过滤除菌），于

冰上轻轻摇晃悬浮菌体。 

6）再次将菌液于低温离心机中 4 
o
C、2000 g 离心 5 min，尽可能弃去上清。接着向离心

杯中加入 2 ml 预冷 0.1 M CaCl2，于冰上轻轻摇晃悬浮菌体。 

7）向离心杯中加入 40 μl DMSO，密封杯口于冰上轻轻混合均匀后，将离心杯置于冰

水混合物中冰浴 15 min；之后再次向离心杯中加入 40 μl DMSO，密封杯口于冰上

轻轻混合均匀后，将离心杯置于冰水混合物中冰浴 15 min。 

在无菌条件下将感受态菌液以 100 μl 每管分装至无菌的 1.5 ml 离心管中。加入分

装菌液后的离心管迅速浸入液氮中速冻，然后保存于-80 
o
C 超低温冰箱中，隔天即可使

用。其感受态转化活性约能保持半年。对于所制备的大肠杆菌 DH5α 感受态，采用相应

的热激转化法来进行目的质粒的转化操作。具体步骤为： 

1）从-80 
o
C 超低温冰箱中取一管大肠杆菌 DH5α 感受态（100 μl），冰浴直至其菌液溶

化。 

2）取 10 μl 需要转化的连接产物或者质粒，通过移液器将其加入 100 μl 大肠杆菌 DH5α

感受态中轻微吹打混匀后，将装有转化体系的 1.5 ml 离心管置于冰水混合物中冰浴

30 min。 

3）将装有转化体系的 1.5 ml 离心管放入 42 
o
C 水浴锅中热激 90 s。 

4）将装有转化体系的 1.5 ml 离心管重新插入冰水混合物中冰浴 2 min。 

5）向转化体系中加入 900 μl 无菌 LB 培养基后放入摇床，以 37 
o
C，100 rpm 条件孵育

45 min。 

6）吸取 100 μl（如转化效率不高可适当多取，最好不要超过 500 μl）转化菌液，涂布

于含有相应抗生素的 LB 平板上，于 37 
o
C 恒温培养箱中培养 12-20 h 后，即可于平

板上长出肉眼可辨的阳性克隆单菌落，接着挑取菌落培养后进行质粒抽和鉴定。 

大肠杆菌阳性克隆的鉴定：挑取目的阳性克隆，接种于 20 ml LB 培养基中，放置

于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养 18 h 至菌体明显浑浊，然后取适当菌量进行质

粒抽提。抽提出的质粒可以按照质粒图谱，进行相应的限制性内切酶酶切，以检测酶切

后的 DNA 片段大小是否符合理论值。单酶切体系为：5 μl 质粒+1 μl 10×酶切缓冲液+0.5 

μl 限制性内切酶，最后用超纯水将酶切体系补齐至 10 μl。双酶切体系为：5 μl 质粒+2 

μl 10×Tango 缓冲液+0.5 μl 限制性内切酶×2，最后用超纯水将酶切体系补齐至 10 μl。

同时，对于含有目的基因的载体质粒还能以该质粒为模板，对目的基因进行 PCR，并



以无菌超纯水作为空白对照 PCR 的模板。通过核酸电泳观察目的质粒经过 PCR 是否

能够得到相应的扩增条带，用以确认该质粒是否含有目的基因。 

大肠杆菌电击转化细胞感受态制备操作步骤为： 

1) 将保存于-80 
o
C 冰箱中保种的大肠杆菌甘油管取出，在超净工作台中用接种环挑取

少量的菌液涂布于 LB 琼脂平板上，放置于 37 
o
C 恒温培养箱中培养约 12 h，便可于

平板上看到肉眼可清晰分辨的大肠杆菌 DH5α 单菌落。 

2) 用牙签挑取一个单菌落，接种于 20 ml LB 培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm

条件进行震荡培养 12 h。 

3) 取 2 ml 培养后的大肠杆菌 DH5α 菌液，转接于 200 ml 制备大肠杆菌感受态的专用培

养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行震荡培养，约 2 h 后当大肠杆菌

DH5α 生长至对数生长初期（OD600nm=0.4-0.6），将培养所用的摇瓶取出置于冰水混

合物中冰浴 15 min。 

4) 将冷却后的菌体培养液快速转移至无菌预冷的离心杯中，于低温离心机中 4 
o
C、2000 

g 离心 5 min，弃去上清。所有操作尽可能在冰上或低温条件下进行，以免降低感受

态细胞的转化效率。 

5) 加入20 ml预冷的无菌去离子水，悬浮菌体并于低温离心机中4 
o
C、2000 g离心5 min，

弃去上清。 

6) 加入 5 ml 预冷且无菌的 10 %甘油，悬浮菌体并于低温离心机中 4 
o
C、2000 g 离心 5 

min，弃去上清。 

7) 加入 3 ml 预冷且无菌的 10 %甘油，接着在无菌条件下将感受态菌液以 150 μl 每管分

装至无菌的 1.5 ml 离心管中。加入分装菌液后的离心管迅速浸入液氮中速冻，然后

保存于-80 
o
C 超低温冰箱中。 

大肠杆菌电击转化操作步骤为： 

1) 将一管大肠杆菌电击转化感受态放置于冰水混合物中，冰浴使其溶解。 

2) 向感受态中加入 10 μl 质粒（约 500 ng），混匀后冰浴 15 min。 

3) 将转化体系在无菌条件下转入预冷的 0.1 cm 电击杯进行电转，电转条件设定值为 200 

Ω，25 μF，2000 V，4~5 ms。 

4) 电击后迅速向电击杯中加入 500 ml 预热的LB培养基，并将转化体系转移进入 1.5 ml

离心管中，于 37 
o
C、150 rpm 孵育 60 min 后，吸取 200 μl（如转化效率不高可适当

多取，最好不要超过 500 μl）转化菌液，涂布于含有相应抗生素的 LB 平板上，于

37 
o
C恒温培养箱中培养 12-20 h后，即可于平板上长出肉眼可辨的阳性克隆单菌落，

接着挑取菌落培养后进行质粒抽和鉴定。 

2.2.2.4 重组大肠杆菌胞内及胞外蛋白的提取 

实验中使用超声破碎法进行重组大肠杆菌胞内蛋白的提取，渗透冲击法对大肠杆菌

的周质和胞质的蛋白进行提取[146]，使用使用硫酸铵沉淀法用来对菌液中的菌体胞外蛋

白进行提取。提取获得蛋白则用于之后的实验。具体方法为： 



1) 用牙签挑取一个重组大肠杆菌单菌落，接种于 20 ml LB（含 100 μg/ml 氨苄青霉素）

培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养约 24 h，菌体约生长到至

OD600nm=2.0。 

2) 将菌液摇瓶置于冰水混合物中，冰浴 10 min。接着将菌液转移至预冷离心杯中，于

低温离心机中 4 
o
C、10000 rpm 离心 2 min，沉淀即为大肠杆菌菌体，上清则含有待

提取的胞外蛋白。 

3) 将 2）步骤中产生的沉淀，用 20 ml 柠檬酸缓冲液悬浮菌体，取 1 ml 菌体悬浮液加

入 1.5 ml 离心管。 

4) 将菌体悬浮液于冰上进行超声破碎，条件为 100W、超声时间 3 s、超声间隔 15 s，

工作 15 次。 

5) 将破碎后的菌体悬浮液于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 5 min，上清即是所需

的胞内蛋白。 

6) 于 3）步骤中用 20 ml 柠檬酸缓冲液悬浮的菌体后，另取 1 ml 菌体悬浮液加入 1.5 ml

离心管，于低温离心机中 4 
o
C、10000 rpm 离心 2 min，弃去上清。 

7) 向离心管中加入 1 ml 渗透冲击液，用移液器轻轻吹打悬浮菌体后混匀，然后将离心

管置于冰上冰浴 10 min。 

8) 将离心管于低温离心机中 4 
o
C、8000 rpm 离心 2 min，弃去上清，再加入 1 ml 超纯

水，用移液器轻轻吹打悬浮菌体后混匀，并冰浴 10 min。 

9) 将离心管于低温离心机中 4 
o
C、8000 rpm 离心 2 min，所得上清便是周质空间的蛋

白溶液；同时将所得沉淀以 1 ml 柠檬酸缓冲液悬浮，将菌体悬浮液于冰上进行超声

破碎，条件为 100W、超声时间 3 s、超声间隔 15 s，工作 15 次。将破碎后的菌体悬

浮液于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 5 min，上清即是所需的胞质蛋白溶液。 

10) 将 2）步骤中产生的上清液然转移进入另一个预冷离心杯中，于冰上以 60 %的沉淀

浓度分批次缓慢加入无水硫酸铵粉末（每 100 ml 菌液加入 36.1 g 无水硫酸铵），每

次添加硫酸铵后要搅拌均匀以使其充分溶解。 

11) 将离心杯于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 10 min，弃去上清后用 1 ml Tris-HCl

缓冲液（pH=7）溶解沉淀，所得溶液既是胞外蛋白液（如此时有沉淀则于低温离心

机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 3 min 取上清作为胞外蛋白液）。 

2.2.2.5 重组大肠杆菌细胞光密度（OD600nm）与细胞干重（DCW，mg/mL）曲线的测定 

实验中需要对大肠杆菌的菌体量进行定义，因此对其菌液的光密度和细胞干重的关

系进行了测定，以便在之后的实验中以细胞光密度（OD600nm）来定量菌体，用作实验

的参数，具体操作步骤为：用牙签挑取一个重组大肠杆菌单菌落后接种于 20 ml LB 培

养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养约 12 h 然后 1 %转接于 500 ml LB

培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行震荡培养。约 2 h 后，测量菌液此

时的 OD600nm 值，同时取 30 ml 菌液并加入 50 ml 离心管中，于离心机中 10000 rpm 离心

2 min，弃去上清后用 15 ml 超纯水悬浮菌体并分装成 3 份作为平行。之后将分装后的菌



体悬浮液以 10000 rpm 离心 2 min，弃去上清，并重新加入 1 ml 超纯水悬浮菌体，然后

将菌液加入预先烘干并称重的 6 cm 培养皿中，同时向离心管中再加入 1 ml 超纯水对离

心管进行润洗，润洗液也一并加入培养皿中，然后将培养皿置于 115 
o
C 烘箱中烘干 12h

至恒重。之后将带有菌体的培养皿称重，得出每个培养皿中所对应的 10 ml 菌液中菌体

的重量，并根据当时所测相应的 OD600nm 值，计算出细胞光密度与细胞干重的关系并绘

制曲线（附图 2），回归出关系式，其中横坐标为细胞光密度（OD600nm），纵坐标为细胞

干重（DCW，mg/mL）： 

DCW (mg/mL) = 0.52×OD600nm 

2.2.2.6 磷酸处理微晶纤维素（PASC）的制备 

试验中的纤维素外切及内切酶酶活测定实验中，采用 10 g/L 的磷酸处理微晶纤维素

（PASC）作为底物，该材料的制备方法为[147]： 

1）称取 1.0 g 微晶纤维素（Avicel），并将微晶纤维素粉末加入 250 ml 离心杯中，同时

加入 3 ml 去离子水并轻轻将微晶纤维素粉末及水混合均匀至糊状，完成微晶纤维素

的预浸。 

2）加入 50 ml 预冷的浓磷酸，边加边进行成分的搅拌，避免微晶纤维素结块，直至其

成为均匀的糊状物，全过程均在冰上操作，几分钟内糊状物将由浑浊变得透明。之

后将离心杯冰浴 1 h，期间每隔 10 min 就要对离心杯内的混合物进行一次充分的搅

拌。 

3）将 200 ml 预冷的去离子水分几次加入离心杯，每次加 50 ml 水并进行充分的搅拌，

并能观察到白色沉淀的生成。 

4）将离心杯在 4 
o
C、6000 rpm 离心 20 min，弃去上清。之后再次加入 200 ml 去离子水

悬浮微晶纤维素并在相同条件下离心，重复洗涤四次，每次皆弃去上清。 

5）向离心后的沉淀加入 2 ml的 2 M Na2CO3，充分混匀用以中和残余的磷酸来调节 pH。 

向离心杯中加入 100 ml 去离子水对微晶纤维素进行洗涤，搅拌均匀后在 4 
o
C、6000 rpm

离心 20 min，弃去上清并重复上述步骤，直至微晶纤维素水溶液达到 pH=5-7 为止。最

后将处理后的微晶纤维素（PASC）以 100 ml 去离子水悬浮溶解，并置于 4 
o
C 保存。 

2.2.2.7 纤维素酶活测定 

对于纤维素酶活的测定，外切酶和内切酶的酶活测定采用磷酸处理微晶纤维素

（PASC）作为底物并用 DNS 试剂进行酶活测定，β-葡萄糖苷酶则采用 pNPG 为底物进

行对硝基苯显色反应以及葡萄糖试剂盒进行酶活测试。纤维素外切酶和内切酶的酶活测

定具体方法为：按照 3.2.2.4 所示方法，进行重组大肠杆菌胞内及胞外蛋白的提取并进行

酶活的测定。取 750 μl 酶液和 750 μl 的 PASC 在 15 ml 试管中混合均匀后，于 50 
o
C 反

应 30 min；之后立刻加入 3 ml 的 DNS 试剂，并将试管置于沸水浴中煮沸 3 min，煮沸

步骤在使 DNS 和底物结合显色的同时，也能使酶蛋白失活，终止酶反应。之后将试管

置于冰水混合物中冰浴，待其冷却后从反应体系中取 200 μl 反应液，稀释于 2.5 ml 去

离子水中，并测量其 OD540 nm 的值。与此同时，每次在使用 DNS 试剂进行显色测定之



前，均需进行标准曲线的制作，配制浓度范围在 0-1.0 g/L 的葡萄糖标准溶液，将 1.5 ml

底物溶液和 3 ml DNS 混合于 15 ml 试管，并将试管置于沸水浴中煮沸 3 min，之后将试

管置于冰水混合物中冰浴，待其冷却后从反应体系中取 200 μl 反应液，稀释于 2.5 ml

去离子水中，并测量其 OD540 nm 的值。通过已知的不同浓度所对应的吸光值，即可得到

一条反应标准曲线。实验中一个酶力活单位（U）定义为：1 min 催化底物释放 1 g/L 还

原糖所需的酶量。 

β-葡萄糖苷酶 pNPG 酶活测定：该方法主要是测量底物通过酶催化后所释放的对硝

基苯的含量，并通过其在 OD405nm 下吸光值对所释放的对硝基苯进行定量。按照 3.2.2.4

所示方法，进行重组大肠杆菌胞内及胞外蛋白的提取并进行酶活的测定。取 200 μl 酶液、

800 μl 的 0.1 M 柠檬酸缓冲液（pH=6.0）以及 1 ml pNPG 溶液（2.4 mg/ml）在 15 ml

试管中混合均匀后，于 37 
o
C 反应 10 min；同时将 200 μl 酶液、1.800 ml 的 0.1 M 柠檬

酸缓冲液混合作为底物空白样品，将 1 ml 的 0.1 M 柠檬酸缓冲液和 1 ml pNPG 溶液混

合作为酶空白样品在相同条件下进行反应。反应结束后加入 0.5 M Na2CO3 终止反应。

然后对测量反应体系在 OD405nm 下的吸光值。所得到的数值减去酶空白和底物空白样

品的测得值后，即可得到反应体系中所释放的对硝基苯的含量，进而表征反应体系中

酶蛋白的酶活。试验中一个酶活力单位（U）定义为：1 min 催化底物释放 1 μmol 对硝

基苯酚所需的酶量。 

β-葡萄糖苷酶纤维二糖酶活测定：按照 3.2.2.4 所示方法，进行重组大肠杆菌胞内及

胞外蛋白的提取并进行酶活的测定。取 500 μl 酶液、500 μl 的 0.1 M 柠檬酸缓冲液

（pH=6.0）以及 1 ml 纤维二塘溶液（5 g/L）在 15 ml 试管中混合均匀后，于 37 
o
C 反

应 10 min；随后用葡萄糖试剂盒测定反应后体系中葡萄糖的浓度,以确定 β-葡萄糖苷酶

的催化能力。葡萄糖测定试剂盒（上海科欣生物技术研究所葡萄糖测定试剂盒）使用方

法详见其说明书。试验中一个酶活力单位（U）定义为：1 min 催化底物释放 1 g/L 葡萄

糖所需的酶量。 

2.2.2.8 重组大肠杆菌的发酵培养 

将保存于-80 
o
C 冰箱中保种的重组大肠杆菌甘油管取出，待其溶化后在超净工作台

中以 1 %（vol/vol）接种量于 LB 培养基中接种（对于含质粒的重组菌则于 LB 培养基中

添加相应浓度和种类的的抗生素，详见本章 3.2.1.5 关于试剂配制和使用的内容），放置

于恒温摇床中以 37 
o
C、220 rpm 的条件培养约 12-16 h 至 OD600nm值约为 1.5 左右。接着

用移液器将种子液以 1 %（vol/vol）的接种量接入相应的 LB 发酵培养中，同样以 37 
o
C、

220 rpm 的条件开始发酵培养（对于含质粒的重组菌则同时添加相应浓度和种类的的抗

生素）。发酵过程中，当菌体生长到 OD600nm=0.4-0.6 时，向发酵体系中加入 0.1 mM 的

IPTG 进行诱导，激活重组菌中产乙醇的基因。试验中根据菌体的发酵情况和实验需要，

于合适的时间点取样用于分析菌体的发酵情况。对于发酵液的分析如无特别说明，均采

用 HPLC 系统进行分析。本实验中使用配有 Bio-Rad Aminex HPX-87H 色谱柱、岛津



LC-20AD 送液泵和岛津 RID-10A 视察检测器的 HPLC 系统。HPLC 使用及分析具体参

数为： 

流动相 5 mM H2SO4 

流速 0.6 ml/min 

柱温 65 
o
C 

其中待测的样品在从发酵液中取样之后，都要在 13000 rpm 的条件下离心 3 min 以去除

样品中的菌体和其他固体杂质，接着将离心后的上清液用 0.22 μm 滤膜过滤并按照一定

倍数进行稀释（以稀释后的样品浓度在 HPLC 的检测范围内为准）后使用 HPLC 进行检

测。 

 

2.3 结果与讨论 

 

2.3.1 产乙醇重组大肠杆菌的构建 

试验中，我们首先通过将源自运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）丙酮酸脱羧酶

（pdc）和乙醇脱氢酶（adhB）通过同源重组，插入整合到大肠杆菌 E.coli JM109 的基

因组中，从而实现大肠杆菌的乙醇生产。在普通的菌体代谢过程中,葡萄糖会被转化丙酮

酸，进而参与各种代谢途径。而丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶则能够将丙酮酸转化为乙醇，

实现乙醇的生产[122]。 

 

其中外源基因的插入方法采用 RED 重组[142,143]，利用相应的工具质粒（pKD46）向

目的宿主菌中导入功能基因 gam、exo 和 bet。其所表达的 Gam 蛋白能够抑制 E. coli 本

身的 RecBCD 核酸外切酶对外源 DNA 片段的降解；Exo 蛋白能够与双链 DNA 的末端

结合，并从 5’端向 3’端对 DNA 进行降解然后产生 3’突出端；Bet 蛋白则能在防止单链

DNA 被降解的同时，完成单链 DNA 的互补退火，从而实现重组[148-152]。这几种基因所

表达的蛋白质能够使菌体的基因组 DNA，通过其本身上下游一段较短的同源序列与一

段含有相同同源序列的线性 DNA 片段发生高频重组，从而使外源线性基因片段能够定

向的整合到该染色体的特定位点，对原有的序列发生交换并进行替代，从而实现重组。

本实验中插入的重组功能片段 Kan-Ptac-pdc-adhB 的构建流程见图 2.1。 

丙酮酸
Pdc

乙醛 CO2+

乙醛 + NADH + H+ 乙醇 + NAD+
AdhB



 

图 2.1 功能片段 Kan-Ptac-pdc-adhB 的构建 

Fig. 2.1 Consturction of fragment Kan-Ptac-pdc-adhB 

 

作为构建重组菌的第一步，首先通过 PCR 扩增，以引物 pdc-S、pdc-A 以及 adhB-S、

adhB-S 从预先抽提的运动发酵单胞菌基因组中得到 pdc（1.7kb）和 adhB（1.2kb）基因

片段（图 2.2）。 

 
图2.2 pdc和adhB的PCR 

Fig. 2.2 PCR amplification of pdc and adhB 

(a) PCR amplification of pdc. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, PCR production of pdc (1.7 

kb). (b) PCR amplification of adhB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, PCR production of 

adhB (1.2 kb). 
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得到 pdc 与 adhB 片段后，在 pdc 片段 5’端和 3’端有 NdeI 和 SalI 的限制性内切酶位点，

adhB 片段 5’端和 3’端有 XhoI 和 SalI 的限制性内切酶位点。通过这些酶切位点，对这两

种片段进行相应的双酶切，逐一连接到 T 载体（pMD19）上。依照图 2.1 所示流程，对

片段 adhB 以及载体质粒 pMD19 进行 XhoI 和 SalI 双酶切，并进行连接构建完成

pMD19-adhB；接着再使用 NdeI 和 SalI 双酶切，并将 2 个片段连接到 pMD19 上，完成

质粒 pMD19-pdc-adhB 的构建，并进行 PCR 鉴定。试验中使用 Ptac 启动子来对 pdc 和

adhB 这两个基因进行调控。利用引物 P1 和 P2，通过 PCR 的手段从质粒 pGEX-4T-1 中

得到Ptac启动子片段。同时使用P3和P4引物从质粒pMD19-pdc-adhB扩增得到pdc-adhB

片段。引物设计时，P2 和 P3 有一段互补的片段，进而使用重叠 PCR（Overlap）的手段，

将 Pta 和 pdc-adhB 片段连接起来，得到片段 Ptac-pdc-adhB（图 2.3）。 

 

图 2.3 pMD19-Ptac-pdc-adhB 的构建及鉴定 

Fig. 2.3 Construction and identification of pMD19-Ptac-pdc-adhB 

(a) Idendification of pMD19-adhB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, pMD19-adhB (XhoI & 

SalI). (b) PCR indentification of pdc-adhB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, PCR production 

of pdc-adhB (3.0 kb). (c) Overlap PCR production of Ptac-pdc-adhB. Lane M, marker (250 bp DNA 

ladder); Lane 1, PCR production of Ptac-pdc-adhB (3.1 kb). 

 

在得到片段 Ptac-pdc-adhB 片段后，我们又利用引物 kan-S 和 kan-A，通过 PCR 从

pKD4 上得到卡那霉素抗性基因 kan，并连接到 pMD19 上。其中卡那霉素抗性基因两端

具有 FRT 功能片段，方便在同源重组后抗性基因的消除；而在片段的 5’和 3’端，则分

别通过引物设计引入了大肠杆菌甲酸裂解酶基因（pflA 和 pflB）的两端同源序列，用于

之后的同源重组。之后通过 NdeI 和 XhoI 双酶切及连接，将片段 Ptac-pdc-adhB 与

pMD19-kan 连接，构成质粒 pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB（图 2.4）。 
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图 2.4 pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 的构建及鉴定 

Fig. 2.4 Construction of pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 

Lane M, marker (wide range 500 bp-12.0 kb); Lane 1, pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB (EcoRI); Lane 2, 

pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB (XhoI & NdeI). 

 

完成了质粒 pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 后，以 pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 为模板使

用引物 R1 和 R2 进行 PCR 试验，得到含有 pfl 基因同源臂的片段 kan-Ptac-pdc-adhB，

之后便通过 RED 重组，将该片段整合到 E. coli JM109 的基因组中。首先通过常用的氯

化钙转化法，将工具质粒 pKD46转化进入试图进行改造的菌株E. coli JM109，得到E. coli 

JM109/pKD46。然后按照 2.2.2.3 所示的电击转化法将片段 kan-Ptac-pdc-adhB 转入 E. coli 

JM109/pKD46，并将转化后的菌液涂布于含有 25 μg/mL 卡那霉素的 LB 平板上，放置于

37
 o
C 使菌体进行外源片段和基因组目的基因 pflA、pflB 的同源重组。之后挑选该平板上

所长出的阳性克隆转而涂布于含有较高浓度卡那霉素（100 μg/mL）的 LB 平板上，并首

先抽提所长出的阳性克隆的质粒，确认该菌体中的质粒 pKD46 已随着 37
 o
C 下的培养而

丢失。之后再抽提该重组菌的基因组，并使用引物 D1 和 D2、D3 和 D4 对其基因组进

行 PCR 鉴定（图 2.5），由于该两对引物所对应的片段包含了插入的目的基因，因此只

有进行了正确同源重组的菌体才能通过 PCR 得到大小正确的目的片段。 
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图 2.5 pKD46 以及片段重组和鉴定原理 

Fig. 2.5 pKD46 and the principle of recombination 

 

实验结果表明，通过筛选和鉴定我们成功地得到了发生同源重组的菌株。得到的重组菌

能够在含有卡那霉素的LB平板上生长，同时在含有氨苄青霉素的 LB 平板上无法生长，

这表明重组菌种的质粒 pKD46 已经消除，而对其抽提质粒后也发现其菌体内部没有质

粒。接着我们使用相对应的引物对重组菌的基因组进行鉴定，也通过 PCR 得到了正确

的条带（图 2.6），表明片段 kan-Ptac-pdc-adhB 已经通过同源重组整合到了宿主菌的基因

组中。 

 

图 2.6 产乙醇重组大肠杆菌的构建及鉴定 

Fig. 2.6 Construction and identification of ethanologenic E. coli 

(a) PCR idendification of the recombinant strain. Lane M, marker (DL 2000); Lane 1, PCR by using D1 

and D2 as the primer; Lane 2, PCR by using D3 and D4 as the primer. (b) PCR indentification of 

Ptac-pdc-adhB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, PCR production by using the recombinant 

strain’s genome as the template of Ptac-pdc-adhB (3.0 kb); Lane 2, PCR production by using 

pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB as the template. 
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    在得到了产乙醇重组大肠杆菌后，再通过质粒 pCP20 将插入的 kan-Ptac-pdc-adhB

片段中的卡那霉素抗性基因进行消除，以便于一些后续的质粒转化筛选操作。我们使用

氯化钙转化法将 pCP20 转入产乙醇重组大肠杆菌内，然后将转化后的菌液于 30
 o
C 条件

下孵育 8 h，进行抗性基因的消除。在卡那霉素抗性基因序列的两边我已在构建时特意

加入了 FRT 位点，以便于 pCP20 对其进行消除（图 2.7）。之后再将菌体转接到 LB 培养

基中并于 42
 o
C 条件下培养 12 h，利用质粒 pCP20 的温敏复制特性对质粒进行消除。最

后将菌液涂布于 LB 平板并置于 37
 o

C 培养，在所长出的菌株中挑选单克隆并在分别含

有氨苄青霉素以及卡纳青霉素的 LB 平板上划线，置于 37
 o

C 过夜培养，从中筛选出对

两种抗生素均敏感的阳性克隆。之后便可以对所得的阳性克隆用 D1 和 D2、D3 和 D4

引物以其基因组为模板进行 PCR 鉴定，确认筛选后所得到的阳性克隆拥有正确的基因

型，并最终得到了产乙醇重组工程大肠杆菌 E. coli P81（JM109 pfl::Ptac-pdc-adhB）。在

此基础上，我们将在其中表达不同的纤维素酶，使其能在对纤维素进行降解和利用的同

时，实现乙醇的发酵生产。 

 

图 2.7 FLP 重组酶机理 

Fig. 2.7 Principle of FLP recombinase 

 

2.3.2 分泌表达不同纤维素酶基因的产乙醇大肠杆菌的构建 

在上一步中，我们成功地构建了产乙醇菌株E. coli P81。接着我们尝试表达了在该

重组菌中表达不同类型的纤维素酶基因，尝试将源自热纤梭菌的内切葡聚糖酶基因

（celA）、外切葡聚糖酶基因（cbhA）和源自多黏芽孢杆菌β-葡萄糖苷酶（bglB）在E. coli 

P81中进行分泌表达。试验中，我们选定使用的表达载体为pUC19（2.7 kb），这是一种

可以在大肠杆菌中进行复制的质粒，含有该质粒的大肠杆菌表现出氨苄青霉素抗性

（Amp
r）。同时在表达中使用P43启动子以及NprB信号肽[153]，以实现目的基因在大肠杆

菌中的的分泌表达。构建重组质粒时，首先在pUC19质粒上添加启动子和信号肽功能片

段。利用实验室之前构建的pP43JM2质粒[153]为模板，利用P43-NprB-S和P43-NprB-A引

物，通过PCR得到片段P43-NprB，其长度为387 bp。所设计的引物所为该片段的5’端和3’

端分别引入了EcoRI和BamHI限制性内切酶位点，依照本章2.2.2.2中所描述的方法，对扩
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增的P43-NprB片段和载体pUC19片段进行EcoRI和BamHI双酶切，之后对酶切后的片段

进行胶回收和连接，得到目的重组载体pUC19-P43-NprB（图2.8）。 

 

 

图 2.8 质粒 pUC19-P43-NprB 的构建及鉴定 

Fig. 2.8 Construction and identification of pUC19-P43-NprB 

(a) Construction of pUC19-P43-NprB. (b) Indentification of pUC19-P43-NprB. Lane M, marker (250 

bp DNA ladder); Lane 1, pUC19-P43-NprB (EcoRI); Lane 2, pUC19-P43-NprB (EcoRI & BamHI, 2.7 

kb & 0.4 kb). 

 

完成了 pUC19-P43-NprB 的构建后，我们接着通过 PCR 扩增，从预先抽提的热纤梭

菌基因组中，使用引物 celA-S 和 celA-A 并通过 PCR 的方法得到 celA 基因片段，该基因

全长1.3 kb；之后再使用相同的方法用 cbhA-S和 cbhA-A以及 bglB-S和 bglB-A作为引物，

从热纤梭菌和多粘芽孢杆菌的基因组中得到 cbhA（1.8 kb）以及 bglB（1.3 kb）基因片

段（图 2.9a）。上述几段基因均通过引物在其 5’端和 3’端分别引入了 XbaI 和 HindIII 限

制性内切酶位点。接着通过对扩增的目的基因片段和载体 pUC19-P43-NprB 进行 XbaI

和 HindIII 双酶切、胶回收和连接，得到重组目的质粒 pUC19-P43-NprB-celA、

pUC19-P43-NprB-cbhA 和 pUC19-P43-NprB-bglB，并对重组质粒进行双酶切鉴定（图

2.9b-d）。 
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图 2.9 表达不同纤维素酶基因的重组质粒的构建 

Fig. 2.9 Consturction of recombinant plasmid which expressed different cellulase gene 

(a) PCR amplification of celA (1.3 kb), cbhA (1.8 kb) and bglB (1.3 kb). (b) Consturction and identification 

of pUC19-P43-NprB-celA. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, pUC19-P43-NprB-celA (XbaI & 

HindIII). (c) Consturction and identification of pUC19-P43-NprB-cbhA. Lane M, marker (250 bp DNA 
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ladder); Lane 1, pUC19-P43-NprB-cbhA (XbaI & HindIII). (d) Consturction and identification of 

pUC19-P43-NprB-bglB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, pUC19-P43-NprB-bglB (XbaI & 

HindIII). 

 

从鉴定实验的结果表明，我们成功地构建了重组目的质粒 pUC19-P43-NprB-celA、

pUC19-P43-NprB-cbhA 和 pUC19-P43-NprB-bglB，接着按照本文 2.2.2.3 所示的氯化钙转

化法，将重组质粒分别转化进入之前所构建完成产乙醇重组大肠杆菌 E. coli P81 中，得

到重组大肠杆菌 P81/celA、P81/cbhA 和 P81/bglB。 

 

2.3.3 重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 的酶活测定及发酵试验 

2.3.3.1 重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 的酶活测定 

    构建完成重组菌 P81/celA、P81/cbhA 和 P81/bglB 后，首先对 P81/celA、P81/cbhA 的

胞内及胞外的纤维素酶酶活进行测定。其中 celA 表达为纤维素内切酶，cbhA 表达为纤

维素外切酶。由于纤维素本身无法穿透细胞膜进入细胞体内，重组菌所表达的纤维素酶

蛋白必须由胞内分泌至胞外才能与纤维素接触从而起到降解的作用。因此在酶活测定试

验中对于胞内外所表达的纤维素酶都进行了检测（表 2.6）。试验中以 10 g/L 的 PASC

作为底物，其中 PASC 的制备方法见本章 2.2.2.6，酶活的定义及测定方法见本章 2.2.2.7。 

表 2.6 CelA 及 CbhA 酶活 

Table 2.6 Activity of CelA and CbhA 

Activity 

(U/mg DCW) 

Intracellular Periplasmic 

space 

Whole cell Extracellular 

CelA 1.06  1.39 2.44  0.03 

CbhA 0.05 0.02 0.12 0.00 

PASC was used as the substrate and the enzyme activity was assayed at the condition of pH6 and 50 
o
C. 

 

所表达的外源基因由于不具备分泌所需的信号肽等组件，因此在构建重组质粒时在

其上游添加了 NprB 信号肽。试验结果也表明，在信号肽 NprB 的作用下超过一半的 CelA

蛋白都分泌到了周质空间，其酶活达到了 1.39 U/mg DCW，但是由于大肠杆菌的分泌性

能并不突出，因此真正分泌到胞外的蛋白其酶活仅为 0.03 U/mg DCW，只占分泌蛋白的

2.19 %。与此同时，在相同反应条件下，CbhA 并没有表现出对 PASC 明显的催化的酶

活力，酶活相对 CelA 较低。而从所显示的酶活来看，CbhA 在重组菌种的分泌情况同样

不高。 

2.3.3.2 重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 的发酵试验 

之前的酶活实验表明重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 所表达的蛋白对于 PASC 有一定

的催化能力，且有一定程度的分泌表达。为了测试相应程度的分泌表达是否能在发酵中

起到作用，因此尝试使用重组菌以 PASC 为底物进行发酵。首先，试验中首先使用不含



质粒的产乙醇重组菌 P81 进行发酵，以确定 P81 在发酵过程中能够利用碳源进行乙醇发

酵。试验中使用含 10 g/L 葡萄糖的 LB 培养基作为发酵培养基，于 37 
o
C、220 rpm 的条

件下进行发酵，实验结果见图 2.10。发酵结果显示，P81 在 30 h 内就将 10 g/L 的葡萄糖

全部消耗完毕，并发酵产生了约 3.00 g/L 的乙醇，约达到理论产率的 60 %。野生型的大

肠杆菌在 LB 培养基中生长的过程中只产生极其微量的乙醇作为副产物，因而这个结果

说明重组菌 P81 实现了构建的预想，该重组菌能够利用碳源并进行乙醇的生产。 

 

图 2.10 E. coli P81 利用葡萄糖产乙醇发酵 

Fig. 2.10 Utilization of glucose and ethanol fermentation by E. coli P81 

The ethanol fermentation by E. coli P81 with 10 g/L glucose in LB medium. (◇) for glucose concentration 

and (△) for ethanol concentration. 

 

在确认了重组菌 P81 的乙醇发酵能力后，我们便将重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 在

含有 10 g/L PASC 的 LB（含 100 μg/ml 氨苄青霉素）培养基中进行发酵，试验中使用

P81/pUC19 作为对照菌株（图 2.11）。但是经过了 48 h 的发酵，无论是对照菌还是重组

菌在发酵过程中都只生产了约 0.02-0.03 g/L 的乙醇。这些乙醇可能只是大肠杆菌在 LB

培养基中生长所产生的一些微量的代谢产物。 

由此可以我们可以得出结论：虽然重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 的的酶提取液对

PASC 有一定水解活性，但是对于重组菌而言，其分解能力仍旧不足以支持重组菌以

PASC 作为底物进行生长和发酵。同时，相较于对照菌株 P81/pUC19，表达纤维素酶的

P81/celA 和 P81/cbhA 在发酵过程中并没有产生更多的乙醇，这也说明 celA 和 cbhA 在

P81 中的表达并不能帮助重组菌对 PASC 进行降解和利用。其中最大的原因可能就是由
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于 PASC 作为分子量较大的纤维素物质，无法穿过细胞壁，而重组菌所表达的纤维素酶

蛋白绝大多数即使进行了分泌，也仅仅在细胞的周质空间中进行了表达，分泌到胞外的

酶蛋白只占总量的 1%左右。之前的试验中已经证明了重组菌 P81 可以利用葡萄糖进行

乙醇生产，因此这次的发酵结果中仅有微量乙醇的生产，表明重组菌所表达的纤维素酶

蛋白其低下的分泌效率使得重组菌无法对胞外的 PASC 进行有效的水解而产生可被菌体

利用的碳源，导致没有乙醇产生；同时，PASC 其本身也可能由于结构过于紧密，重组

菌所表达的纤维素酶蛋白可能没有对其进行高效降解的能力，并最终影响了发酵的结果。 

 

图 2.11 P81/celA 和 P81/cbhA 利用 PASC 产乙醇发酵 

Fig. 2.11 Utilization of PASC and ethanol fermentation by E. coli P81 

The ethanol fermentation by P81/celA and P81/cbhA with 10 g/L PASC in LB medium. P81/pUC19 was 

used as the control strain. Triangle is for ethanol concentration. White is for P81/pUC19, grey for P81/celA 

and black for P81/cbhA. 

 

由于 PASC 的较大尺寸以及紧密结构，使得重组菌所表达的蛋白无法对其进行有效

接触，也无法进行高效地降解，因此我们尝试对底物 PASC 进行一定的处理，使其更容

易被重组菌利用。在 P81 中表达纤维素酶的目的主要是减少或者完全替代在糖化过程中

的纤维素酶的应用，因此我试图先以少量的纤维素酶对 Avicel 以及 PASC 进行糖化，将

其降解成为糊精从而有利于重组菌对其的利用（图 2.12）。试验中我使用纤维素酶

SPEZYME CP（55 FPU/ml）来对 10 g/L 的 Avciel 和 PASC 分别进行糖化实验，糖化在

pH=4.8、50
 o

C 及 150 rpm 条件下进行，同时对底物使用了不同量的纤维素酶以研究在

不同糖化条件下底物的水解情况，并从中得出水解底物以使重组菌能够对其进行利用所

需的最低酶量。我们希望水解过程能够在尽可少地使用纤维素酶的前提下，尽可能多得
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释放短链纤维素，同时产生尽可能少的葡萄糖。这样首先能够减少纤维素酶的使用，降

低发酵的成本，同时对于重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 的发酵能力研究也较为有利，可

以更好地观察重组菌对于聚合度较低、结构相对松散的纤维糊精类物质的降解能力。由

于检测条件的限制，我们通过水解产物中纤维二糖和葡萄糖的浓度来对水解的结果进行

分析。 

 

 

图 2.12 对 Avicel 以及 PASC 的糖化实验 

Fig. 2.12 Saccharification of Avciel and PASC 

(a) Saccharification of Avciel in different FPU/g substrate. (b) Saccharification of PASC in different FPU/g 

substrate. 
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从结果可以看出，无论在哪一种酶量下进行水解，Avicel 在水解过程中都只产生少

量的纤维二糖，绝大多数产物都是葡萄糖。在该种条件下，无法产生大量的短纤维链则

无法研究重组菌的对纤维质底物的利用能力。与此同时，对 PASC 的水解则呈现出了不

同的结果，在 1 FPU/g 底物的糖化条件下，当水解进行到 7 h 时 PASC 会释放出相对少

量的葡萄糖，以及相对较多的纤维二糖，随着糖化的进行葡萄糖的量不断上升，纤维二

糖的量并没有显著增加。而在更高酶量的水解条件下，则只会释放出更多的葡萄糖，纤

维二糖的浓度没有明显的减少。这个结果表明在 7 小时的时候，PASC 已经被降解的比

较充分，且大部分都以不同长度的纤维素链形式存在，不会释放出过多的葡萄糖，这对

于研究重组菌的发酵性能来说是较为有利的。因此我们对于 1 FPU/g 底物的水解进行了

进一步的研究，对其糖化 pH 进行了一定的改变以期能得到更好的糖化结果（图 2.13）。

从结果中我们可以发现，大约 5-6 小时纤维二糖的释放已经趋于稳定而葡萄糖的量则会

随着糖化的进行慢慢地提升。不同的 pH（3.5、4.0、4.8）对于糖化酶的影响不大，通过

糖化所释放的纤维二糖以及葡萄糖的浓度在不同 pH 条件下都十分相似。因此我们使用

SPEZYME CP（55 FPU/ml）对 10 g/L PASC 在 pH=4.8、50
 o
C 及 150 rpm 条件下糖化 6 h，

并通过旋转蒸发的方式得到其中的糖并加入 LB 培养基作为碳源进行发酵试验。 

 

图 2.13 不同 pH 条件下对 PASC 的糖化实验 

Fig. 2.13 Saccharification PASC in different pH 

 

在确定了 PASC 底物的处理方法后，我们依照条件配制了含有 5 g/L 糖化后 PASC

的 LB 培养基（含 100 μg/ml 氨苄青霉素），试图让重组菌以其为碳源进行利用并进行乙

醇生产。将重组菌 P81/celA 和 P81/cbhA 接入培养基中进行乙醇发酵，试验中使用

P81/pUC19 作为对照菌株，发酵在 37
 o
C、220 rpm 的条件下进行（图 2.14）。 
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图 2.14 P81/celA 和 P81/cbhA 利用糖化 PASC 产乙醇发酵 

Fig. 2.14 Fermentation of saccharification by P81/celA and P81/cbhA. 

The ethanol fermentation by P81/celA and P81/cbhA with 5 g/L saccharification PASC in LB medium. 

P81/pUC19 was used as the control strain. Triangle is for ethanol, square for glucose and diamond for 

cellobiose. White is for P81/pUC19, grey for P81/celA and black for P81/cbhA. 

 

实验结果表明，P81/celA 在发酵过程中消耗了约 0.74 g/L 葡萄糖和 0.31 g/L 纤维二

糖，并生成了 1.23 g/L 乙醇；而 P81/cbhA 也同样消耗了 0.74 g/L 葡萄糖和 0.30 g/L 纤维

二糖，并生成了 0.91 g/L 乙醇。从两株重组菌的发酵情况来看，P81/celA 的生长和代谢

能力更强，在 12 h 内就完成了所有葡萄糖的代谢，而 P81/cbhA 则花了 24 h 代谢才将相

同的葡萄糖代谢完毕。对照菌株 P81/pUC19在整个发酵过程中只消耗了 0.74 g/L葡萄糖，

生产了 0.26 g/L 乙醇，对纤维二糖则没有进行任何利用。重组菌对纤维二糖的利用表明，

虽然 CelA 和 CbhA 分别作为内切和外切葡聚糖酶，但他们在发酵过程中对于纤维二糖

也表现出了一定的水解能力。在完成发酵后，P81/pUC19 的乙醇产率约为理论值的 65%，

但是依照重组菌消耗纤维二糖和葡萄糖的量， P81/celA 和 P81/cbhA 的乙醇产率均超过

了理论产量。这也表明重组菌对于除葡萄糖和纤维二糖以外的碳源，肯定也进行了一定

程度的利用，才会最终产生这多于理论值的乙醇，其来源应该是由于重组菌种所分泌表

达的 CelA 和 CbhA，随着重组菌菌体的生长和自身蛋白的分泌，对于培养基中所含的纤

维质底物进行了一定程度的降解，从而在培养基中生成了更多能被重组菌所利用的碳源，

并最终生产了更多的乙醇。 

2.3.3.3 表面活性剂的添加对重组菌 P81/celA 的影响 
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实验表明，P81/celA 在正确表达了相应的外源基因后能够表现出明显的葡聚糖酶酶

活。但是重组菌对于这些外源葡聚糖酶的分泌并不显著，只有大约 2 %的目的蛋白被分

泌到胞外。重组菌如果想要在发酵中对纤维质底物发挥更好的水解作用，那么外源葡聚

糖酶的分泌将十分重要，因为纤维素酶只有分泌到胞外才能接触到底物并进行水解。有

文献表明，表面活性剂的添加能够增加细胞膜的通透性从而增进细胞对分泌蛋白的分泌

性能[140]。因此在试验中，我们尝试在菌体生长时在培养基中分别添加 2 %甘氨酸、0.5 % 

EDTA 以及 0.1 %吐温-80 
[141, 154]并检测重组菌的分泌情况。P81/cbhA 由于在酶活测试中

活性表现得不明显，无法明显体现出胞内和胞外酶活的变化，因此没有对其进行相应的

测试。 

在测定表面活性剂对于重组菌分泌情况的影响之前，我们首先确定了不同的表面活

性剂对于酶蛋白本身的影响，以防止纤维素酶蛋白自身的活性变化影响到胞内外酶活因

表面活性剂的添加而产生的变化。（表 2.7）。实验结果表明，0.5 % EDTA 的添加对于

CelA 的酶活有促进作用，酶活上升了约 35%，而同样条件下 2 %甘氨酸的添加则略微抑

制了 CelA 的活性，CelA 酶活大约降低了 9 %，而 0.1 %吐温-80 的添加对 CelA 几乎没

有影响。这也说明对于之后的实验来说，甘氨酸和吐温-80 的添加对于 CelA 酶活的变化

不会带来很大的影响，而 EDTA 则对该蛋白的酶活有一定的促进能力，该种促进作用接

下来的试验分析中应当被考虑。 

表 2.7 不同表面活性剂对 CelA 酶活的影响 

Table 2.7 CelA activity with different surfactant 

 PASC Activity (U/OD·ml) 

Control 0.0208 

0.5 % EDTA 0.0271 

2 % Glycine 0.0188 

0.1 % Tween-80 0.0211 

PASC was used as the substrate and the enzyme activity was assayed at the condition of pH6 and 50 
o
C. 

 

接着我们便测试了表面活性剂对于重组菌分泌状况的影响。试验中，将重组菌接入

培养基 12 h 后，我们向培养基中分别加入相应浓度的表面活性剂（2 %甘氨酸、0.5 % 

EDTA 以及 0.1 %吐温-80），并继续培养至 24 h 后收集重组菌并对其进行相应的酶活测

试。酶活试验中以 10 g/L 的 PASC 作为底物，其中 PASC 的制备方法见本章 2.2.2.6，酶

活的定义及测定方法见本章 2.2.2.7。实验结果见图 2.15 及表 2.8。 



 

图 2.15 表面活性剂的添加对 CelA 分泌的影响 

Fig. 2.15 CelA secretion with the addition of surfactant 

PASC activities of the recombinant strain E. coli P81/celA when different surfactants were added. The 

surfactants were added at 12h after the inoculation. The activity without addition of surfactant was used as 

the control. 

表 2.8 CelA 分泌情况 

Table 2.8 CelA secretion 

 
Control EDTA added Glycine added Tween added 

Secretive  

proportion 
2.19 % 9.31 % 5.54 % 4.39 % 

 

从实验结果可以看出，重组菌在添加表面活性剂之后，其细胞不同部位所含的酶蛋白的

量都产生了一定程度的变化。重组菌在对照条件下，约有 2.19 %的酶蛋白被分泌到了胞

外。而添加了 EDTA 后，重组菌在周质空间所显示的酶活有所下降，而其胞外酶活分泌

率则提高到了 9.31 %。与此同时，甘氨酸和吐温-80 的添加也都在一定程度上降低了周

质空间的酶活，并提高了胞外酶活的分泌率，分别达到了 5.54 %和 4.39 %。结果也证明，

表面活性剂通过增加细胞膜的通透性，促进了蛋白从周质空间向胞外的分泌和转移。从

三种表面活性剂的添加结果来看，0.5 % EDTA 的添加取得了最明显的效果，胞外分泌

率提高了 4 倍。虽然 EDTA 的添加能够提升 CelA 本身的酶活性，但是从胞外酶活的提

升幅度来看，其对分泌的促进能力仍旧是最为显著的。 

在确定了添加 0.5 % EDTA 用以促进重组菌的胞外分泌后，我们仍旧按照之前的条

件，将重组菌 P81/celA 在含有 5 g/L 糖化后 PASC 的 LB 培养基（含 100 μg/ml 氨苄青霉

素）中进行发酵，并在发酵进行到 12 h 时加入 0.5 %的 EDTA 作为表面活性剂，用以促
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进菌体的蛋白分泌。试验中将重组菌在不添加表面活性剂的条件下同样进行发酵作为对

照，发酵试验在 37
 o
C、220 rpm 的条件下进行。但是结果并不如我们所想，重组菌 P81/celA

在添加 0.5 % EDTA 的发酵过程中，对于底物并没有体现出更高的利用性能，发酵结果

中也没有更多的乙醇产生。该结果可能是由于在发酵过程中，CelA 由于自身活性的限

制，只能对某些低聚合度底物进行分解并进而进行利用。因此虽然重组菌种 CelA 的分

泌率提高了，但是 CelA 的催化能力仍旧没有增加，可利用的底物的范围和含量仍旧没

有变化，因此导致了最终的发酵结果仍旧没有取得显著的变化。不过通过表面活性剂的

添加来促进重组菌胞内及周质蛋白分泌的策略，仍旧可以再其他试验中进行尝试。 

2.3.4 重组菌 P81/bglB 的酶活测定及发酵试验 

2.3.4.1 重组菌 P81/bglB 的酶活测定 

构建完成重组菌 P81/bglB 后，该重组菌所表达的是 β-葡萄糖苷酶 bglB 基因，但是

其所表达的蛋白 BglB 也体现出纤维二糖酶的活性，能够将 1 分子纤维二糖分解成为 2

分子可以被重组菌利用的葡萄糖。纤维二糖虽然无法通过细胞膜，但是由于其分子量并

不大，因此可以在一定程度上通过细胞壁。该种情况下，重组菌所分泌的纤维素酶蛋白

只要分泌到周质空间就能够接触到底物并进行水解，这也使得重组菌 P81/bglB 对纤维二

糖的利用更加成为可能。试验中我们同样先对重组菌 P81/bglB 的胞内及胞外的 β-葡萄

糖苷酶酶活进行了测定，用以研究重组菌的分泌情况（图 2.16）。试验中以 pNPG 作为

底物，酶活的定义及测定方法见本章 2.2.2.7。试验中使用 E. coli JM109/pUC19 以及

P81/pUC19 作为对照菌株。 

 

图 2.16 BglB 酶活测定 

Fig. 2.16 β-Glucosidase activity of the strain P81/bglB 
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The glucosidase activity was determined using pNPG as substrate at 37 
o
C for 10 min. The strains E.coli 

JM109/pUC19 and P81/pUC19 were used as the controls. 

 

实验结果中我们可以看出，重组菌 P81/bglB 的整体 β-葡萄糖苷酶酶活性达到了 4.64 

U/g DCW，而对照菌 E. coli JM109/pUC19 以及 P81/pUC19 的整体 β-葡萄糖苷酶酶活性

只有大约 0.02 U/g DCW，和重组菌相比几乎可以忽略不计。重组菌所表达的显著的酶

活同时也证明了外源基因 bglB 在 P81 中得到了正确的表达。在 P81/bglB 中，所表达的

β-葡萄糖苷酶大约有 79.02 %被分泌到了周质空间中，其酶活达到了 3.69 U/g DCW。与

此同时，在细胞胞质内的酶活为 0.95 U/g DCW，约占总酶活的 20.47 %，而胞外的 β-

葡萄糖苷酶酶活为 0.03 U/g DCW，只占总酶活的 0.64 %。这个结果说明在构建的重组

菌中，NprB 信号肽发挥了应有的作用，将大部分异源蛋白 BglB 从胞内分泌到了周质空

间之中，但是大肠杆菌本身有限的分泌性能还是使得蛋白向胞外分泌的效率不高。虽然

分泌到胞外的酶活不是很多，但处在周质空间中的蛋白已经可以接触到作为底物的纤维

二糖，并将其分解为葡萄糖让重组菌利用。基于此，我们对重组菌 P81/bglB 的纤维二糖

代谢能力进行了检测。 

2.3.4.2 重组菌 P81/bglB 的对纤维二糖的利用 

试验中，我们首先将 P81/bglB 分别在含有 10 g/L纤维二糖的 LB 培养基中进行发酵，

用以验证重组菌对纤维二糖的利用能力，E. coli JM109/pUC19（没有产乙醇能力及纤维

二糖代谢能力）以及 P81/pUC19（没有纤维二糖代谢能力）则被用作对照菌，在相同的

条件下进行发酵（图 2.17a）。从结果中可以发现，三种菌都能够在发酵液中生长，但是

只有重组菌 P81/bglB 对纤维二糖进行了利用，在 48 h 的时间内消耗了 5.94 g/L 纤维二

糖并生产了 1.00 g/L 乙醇，达到了理论产率的 33.99 %。两株对照菌对纤维二糖都没有

任何利用，也没有任何乙醇的产生。这个结果表明，重组菌 P81 达到了设计的目的，能

够利用纤维二糖进行乙醇的生产。不过其利用纤维二糖生产乙醇时，其乙醇产率低于利

用葡萄糖的发酵过程（60 %）。 

葡萄糖作为纤维二糖分解后的产物，其存在有可能对纤维二糖的利用产生一定的影

响。在确认了重组菌 P81/bglB 对纤维二糖的代谢能力后，我们又将其在含有 10 g/L 葡

萄糖与 10 g/L 纤维二糖的 LB 中进行了发酵（图 2.17b）。从实验结果中我们可以发现，

葡萄糖在经过 12 h 的发酵后已经消耗殆尽，而期间重组菌同时也消耗了大约 1.79 g/L 纤

维二糖。而在以纤维二糖为单碳源的发酵试验中（图 2.17a），重组菌在 12 h 内消耗了大

约 3.21 g/L 的纤维二糖，可见在葡萄糖存在的情况下重组菌 P81/bglB 对纤维二糖的代谢

能力有明显的减弱，降低了大约 44 %。通过上述的实验，我们确认外源 β-葡萄糖苷酶

基因 bglB 在 P81 中得到了正确的表达并通过分泌组件发挥了应有的作用，使得 BglB 能

够被分泌到周质空间和胞外，以对培养基中的纤维二糖进行降解和利用。 



 

 

图 2.17 P81/bglB 的发酵试验 

Fig. 2.17 Fermentation of P81/bglB 

Utilization of cellobiose and ethanol fermentation by P81/bglB. (a) Fermentation with 10 g/L cellobiose in 

LB medium, circle for cellobiose concentration and triangle for ethanol concentration. White symbol for 

JM109/pUC19, gray symbol for P81/pUC19, and black symbol for P 81/bglB; (b) Co-fermentation in LB 

medium with 10 g/L cellobiose and 10 g/L glucose. Square for cell growth, diamond for glucose 

concentration, circle for cellobiose concentration and triangle for ethanol concentration. 1% of the P 

0

2

4

6

8

10

12

0 6 12 18 24 30 36 42 48

C
e

ll
o

b
io

s
e

 a
n

d
 e

th
a

n
o

l (
g

/L
)

Time (h)

E. coli JM109/pUC19 E. coli JM109/pUC19
P81/pUC19 P81/pUC19
P81/bglB P81/bglB

(a) Fermentation of cellobiose in LB medium 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0

2

4

6

8

10

12

0 6 12 18 24 30 36 42 48

O
D

6
0
0

G
lu

o
c
o

s
e

, c
e

ll
o

b
io

s
e

 a
n

d
 e

th
a

n
o

l (
g

/L
)

Time (h)

cellobiose glucose ethanol OD600nm

(b) Co-fermentation of cellobiose and glucose in LB medium



81/bglB and control strain culture were inoculated and cultivated in 20 mL LB medium with 100 μg/mL 

ampicilin at 37 °C, 220 rpm in flask. 0.1 mM IPTG was added when the strain grew to OD600nm=0.4-0.6. 

 

2.3.4.3 表面活性剂的添加对重组菌 P81/bglB 的影响 

    按照 3.3.3.3 中实验的结果，2 %甘氨酸、0.5 % EDTA 以及 0.1 %吐温-80 作为表面

活性剂可以提高重组菌的表达率，促进细胞中周质空间的蛋白向胞外的分泌。因此我们

也对重组菌 P81/bglB 进行了相同的实验，以检测表面活性剂对重组菌蛋白分泌的影响。

同样地，我们首先测试了不同表面活性剂的添加对 BglB 本身酶活的影响（表 2.9），以

避免其酶活变化影响对重组菌胞内外酶活分布测试的影响。结果表明，EDTA 的添加能

够提高 BglB 大约 10 %的酶活，而甘氨酸和吐温-80 的添加对于 BglB 酶活的几乎没有影

响。 

表 2.9 不同表面活性剂对 BglB 酶活的影响 

Table 2.9 BglB activity with different surfactant 

 pNPG Activity (U/OD·ml) 

Control 0.0168 

0.5 % EDTA 0.0188 

2 % Glycine 0.0164 

0.1 % Tween-80 0.0158 

 

接着我们测试了表面活性剂对于重组菌分泌状况的影响。试验中，将重组菌接入培养基

12 h 后，我们向培养基中分别加入相应浓度的表面活性剂（2 %甘氨酸、0.5 % EDTA 以

及 0.1 %吐温-80），并继续培养至 24 h 后收集重组菌并对其进行相应的酶活测试。酶活

试验中以 pNPG 作为底物，pNPG 作为底物，酶活的定义及测定方法见本章 2.2.2.7。实

验结果见图 2.18a 及表 2.10。 
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图 2.18 表面活性剂的添加对 BglB 分泌的影响 

Fig. 2.18 BglB secretion with the addition of surfactant 

β-glucosidase activities of the strain P81/bglB when different surfactants were added. (a) pNPG was used 

as the substrate at 37 
o
C for 10 min, (b) cellobiose was used as the substrate at 37 

o
C for 1 h. The 

surfactants were added at 12h after the inoculation. The activity without addition of surfactant was used as 

the control. 

表 2.10 BglB 分泌情况 

Table 2.10 Secretion of BglB 

Secretive proportion Control Glycine added EDTA added Tween added 

pNPG 0.64% 4.01% 6.69% 2.21% 

Cellobiose 0.62% 3.28 % 6.38 % 2.13 % 

 

实验结果表明，添加 EDTA 和吐温-80 都能够明显地减少重组菌在周质空间中 β-葡

萄糖苷酶酶活所占的比重。添加 EDTA 使得周质空间中的 β-葡萄糖苷酶酶活从 79.02 %

降低到了 51.80 %，而添加吐温-80 则使其周质空间中所含的酶活量降低到了 35.77%。

该种结果表明这两种表面活性剂的添加都促进了重组菌中位于周质空间的蛋白的分泌

和转运。与此同时，甘氨酸的添加对于周质空间的蛋白并没有显著的促进分泌的作用，

其含量没有明显的变化。而重组菌中 BglB 分泌到胞外的比率，也随着不同表面活性剂

的添加而有了提升。其分泌率从原先的 0.64 %，在 2 %甘氨酸、0.5 % EDTA 以及 0.1 %

吐温-80 的影响下分别提高到了 6.69%、4.01%和 2.21%。从结果来看，EDTA 的添加同

样取得了最好的效果，其胞外的分泌率提高了大约 10 倍。虽然 EDTA 能够提升大约 10 %

的 BglB 本身酶活，但是这与提高的胞外酶活量相比还相差很远。因此我们确认表面活

性剂 EDTA 的添加，能够提高重组菌胞外蛋白的分泌率，并显著提高胞外 β-葡萄糖苷酶

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

2.5 

3.0 

Control Glycine added EDTA added Tween added

C
e

ll
o

b
ia

s
e

 a
c
ti
v
it
y
 (
g

/L
·m

g
 c

e
ll
)

(b)  cellobiose as the substrate

Whole cell Periplasm Cytoplasm Extracellular



酶活。由于 BglB 在发酵中被用于降解纤维二糖，因此我们也利用纤维二糖作为底物，

在相同的条件下对 P81/bglB 的分泌和活性进行了测定（图 2.18b 和表 2.10）。实验结果

也和上一个实验表现出了相同的趋势，EDTA 和吐温-80 促进了周质空间中蛋白向胞外

的分泌，而甘氨酸的添加则对其没有明显的影响。最终 EDTA 表现出了最好的促进分泌

的效果，将周质空间中所含的酶活量从 68.14 %降低到 53.57 %，并将分泌率从 0.62 %

提高到了 6.38 %。通过这个实验我们再一次确认添加 0.5 % EDTA 作为表面活性剂，对

于 P81 中蛋白的分泌表达，尤其是从周质空间向胞外的分泌能够取得最好的效果。 

    在确定了以 0.5 % EDTA 作为表面活性剂进行添加后，我们便决定将其应用于发酵

过程中，以期能够改善重组菌 P81/bglB 在纤维二糖代谢中的表现。试验中我们将

P81/bglB 在含有 10 g/L 纤维二糖的 LB 培养基中进行发酵，并在发酵进行到 12 h 时加入

0.5 %的 EDTA 作为表面活性剂，用以促进菌体的蛋白分泌。试验中将重组菌在不添加

表面活性剂的条件下同样进行发酵作为对照，发酵试验在37
 o
C、220 rpm的条件下进行，

实验结果见图 2.19。 

 

图 2.19 表面活性剂的添加对 P81/bglB 发酵的影响 

Fig. 2.19 P81/bglB fermentation with the addition of sufactant 

The fermentation of P81/bglB when surfactant was added. The fermentation of recombinant without the 

addition of surfactant was used as the control. The open symbols indicate the control fermentation and the 

closed indicated the fermentation with the addition of EDTA. Triangles indicate the ethanol concentration, 

square the cell growth and round the cellobiose concentration. 
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实验结果表明，在添加 EDTA 的情况下 P81/bglB 在 12 h 内生长到了 OD600nm=4.62，

而在不添加 EDTA 的对照发酵中菌体则长到了 OD600nm=5.83。EDTA 的添加导致菌体的

生长降低了约 20 %左右，由此可见 EDTA 对于菌体的生长有一定的抑制作用。由于表

面活性剂通过增加细胞的通透性来增加蛋白的分泌，这也势必导致菌体的耐受性降低并

在一定程度上抑制菌体的生长。在添加 EDTA 的发酵试验中，P81/bglB 在 48 h 的发酵

过程中消耗了 9.01 g/L 纤维二糖并产生了 1.39 g/L 乙醇，其产率达到理论值的 31.03 %。

相较于对照发酵试验，虽然 P81/bglB 的生长受到了 EDTA 的抑制，但是 EDTA 的添加

使得 P81/bglB 在 72 h 内多利用了 1.85 g/L 纤维二糖，并生产了额外的 0.88 g/L 乙醇。从

之前的试验中我们也可以发现，纤维二糖通常无法在发酵过程中被全部消耗掉，在利用

10 g/L 的纤维二糖的试验中，图 2.17a 和图 2.19 中我们都可以看到，分别有 3.6 g/L 以及

2.9 g/L 的纤维二糖残余。但是在 EDTA 添加的发酵结果中，仅仅残余了 1.0 g/L 的纤维

二糖，这可能是由于 EDTA 的添加增加了 β-葡萄糖苷酶的分泌和活性，在提升了 BglB

的催化能力的同时，也提高了参与到水解中的酶的含量，进而提高了酶对于底物的利用

水平，降低了底物的最低反应浓度。从发酵结果来看，虽然菌体的生长受到一定的限制、

乙醇的产率没有太大的提高（均为 30 %左右），但是对底物的利用能力和乙醇的产量，

都因为 EDTA 的添加而有了进一步的提升。 

2.3.5 不同纤维素酶基因的共表达 

2.3.5.1 共表达重组菌的构建 

通过实验，我们在产乙醇重组菌P81中分别表达了celA、cbhA以及bglB三个基因。三

种基因在P81中都表现出了相应的酶活和分泌性，并且在发酵试验中也取得了一定的效

果。通常情况下，对纤维素进行降解需要纤维素内切酶、外切酶和纤维二糖酶同时发挥

作用。在这些纤维素酶单独作用时，只能对某些特定的纤维质底物进行降解，降解程度

也视底物不同而不同，无法彻底地将纤维素降解成可被微生物利用的单糖。因此在通过

实验，成功表达了源自热纤梭菌的内切葡聚糖酶基因（celA）、外切葡聚糖酶基因（cbhA）

和源自多黏芽孢杆菌β-葡萄糖苷酶（bglB）后，我尝试将这3种不同的基因在P81中同时

进行表达，以期构建的重组菌能够有更好的纤维素降解能力。试验中，首先在原有的

pUC19-P43-NprB-bglB表达基础上，我构建了bglB-celA、bglB-cbhA和bglB-cbhA-celA三个

基因片段（图2.20a）。接着通过相应的限制性内切酶酶切、胶回收和连接，得到重组目

的质粒pUC19-bglB-celA、pUC19-bglB-cbhA和pUC19-bglB-cbhA-celA，并对重组质粒进

行双酶切和PCR鉴定（图2.20b-d）。 
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图 2.20 celA、cbhA 及 bglB 共表达质粒的构建和鉴定 

Fig. 2.20 Consturction and identification of recombinant plasmid which co-expressed different gene 

(a) Fragment map of bglB-celA, bglB-cbhA and bglB-cbhA-celA. (b1) Identification of pUC19-bglB-celA. 

Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, pUC19-bglB-celA (SalI & HindIII). (b2) PCR amplification 

of celA (1.3 kb) and NprB-bglB (1.4 kb). (c1) Identification of pUC19-bglB-cbhA. Lane M, marker (250 bp 

DNA ladder); Lane 1, pUC19-bglB-celA (SalI & XhoI). (c2) PCR amplification of NprB-bglB (1.4 kb) and 

cbhA (2.0 kb). (d1) Identification of pUC19-bglB-cbhA-celA. Lane M, marker (Wide range DNA ladder); 

Lane 1, pUC19-bglB-celA (SalI & XhoI). (d2) PCR amplification of celA (1.3 kb), NprB-bglB (1.4 kb) and 

cbhA (2.0 kb). 

 

    鉴定结果表明，我们成功地构建了重组目的质粒pUC19-bglB-celA、pUC19-bglB-cbhA

和pUC19-bglB-cbhA-celA，接着按照本文2.2.2.3所示的氯化钙转化法，将重组质粒分别

转化进入之前所构建完成产乙醇重组大肠杆菌E. coli P81中，得到重组大肠杆菌

P81/bglB-celA、P81/bglB-cbhA和P81/bglB-cbhA-celA。 

2.3.5.2 共表达重组菌的酶活测定 

在完成了重组大肠杆菌 P81/bglB-celA、P81/bglB-cbhA 和 P81/bglB-cbhA-celA 的构建

后，我首先对重组菌的胞内及胞外的纤维素酶酶活进行测定。由于是重组菌中的纤维素

酶采取了共表达的策略，理论上可以对于纤维质材料应该有一定的代谢能力，因此在酶

活测定直接中使用 PASC 作为底物，用以检测重组菌的酶活性。试验和之前的酶活测定

相似，对于胞内外所表达的纤维素酶都进行了检测（表 2.11）。试验中以 10 g/L 的 PASC

作为底物，并将重组菌 P81/celA 作为对照菌株，在相同条件下进行酶活测定。其中 PASC

的制备方法见本章 2.2.2.6，酶活的定义及测定方法见本章 2.2.2.7。 

表 2.11 共表达重组菌酶活 

Table 2.11 Activity of recombinant which co-express different cellulase gene 

Released sugar 

(U/mg DCW) 
celA bglB-celA bglB-cbhA bglB-cbhA-celA 

intracellular 0.6536 0.5397 0.1053 0.5023 

1.5 kb

2.0 kb

6.0 kb
8.0 kb

12.0 kb
pUC19-bglB-cbhA

(6.7 kb)

P43-NprB-celA (1.7 kb)

1.0 kb

1.5 kb

2.2 kb

M 1 2 3M 1
(d1) (d2)

1.3kb

1.4 kb

2.0 kb



periplasmic space 0.4180 0.4479 0.0055 0.3961 

whole cell 1.0323 0.8819 0.1067 0.7946 

extracellular 0.0173 0.0167 0.0010 0.0121 

PASC was used as the substrate and the enzyme activity was assayed at the condition of pH6 and 50 
o
C. 

 

从结果中我们可以看出，相比于 celA 基因的单独表达，共表达的基因在相同条件下

所表现出来的酶活普遍较低。其中 bglB-cbhA 的表达则更是由于 CbhA 本身酶活较低，

而 BglB 对于 PASC 没有降解能力而导致其共表达酶活明显得低下，其细胞的总酶活仅

仅达到 0.11 g/mg DCW。对于 bglB-celA 和 bglB-cbhA-celA 的表达，CelA 对于 PASC 的

活性比较高，因此这两种共表达所表现出的总酶活相对比较明显，分别达到了 0.54 g/mg 

DCW 和 0.50 g/mg DCW，但是均没有超过 P81/celA 的总酶活高。从 celA、bglB-celA 和

bglB-cbhA-celA 三种共表达重组菌的酶活来看，参与共表达的基因越多，则其酶活就越

弱,说明不同基因的共表达形成了竞争的关系。在同一株菌体中，由于在表达设计时对不

同的基因，都采用了相同的启动子和信号肽进行调控，使得通过质粒所表达的外源基因

由于相同的表达系统，其总表达量可能有一定的上限，而不是线性叠加的关系。因而同

时表达几个基因时，每一个基因的表达量可能就会较单独表达时更低。而在这个试验中，

由于对 PASC 进行初步的降解主要依靠的 CelA 的活性，因此在共表达中 CelA 由于表达

量的下降，导致整个共表达体系对 PASC 降解能力的下降。 

纤维素酶的共表达，其主要目的是利用不同纤维素酶之间的协同作用，对纤维质底

物进行更彻底的降解。在共表达的重组菌中，虽然之前的酶活实验表明，共表达纤维素

酶的重组菌对 PASC 的降解能力有所下降，但是对 PASC 的降解程度可能更为彻底。为

此，我们重新对其进行了酶活的测定实验。试验中同样采用 PASC 作为底物，但是表征

酶活时，不再以产生的还原糖作为酶活力的计量单位，而是通过测量酶水解后的最终产

物葡萄糖的浓度，来对共表达重组菌的降解能力进行评估。试验中以 10 g/L 的 PASC

作为底物，并将重组菌 P81/celA 作为对照菌株，在相同条件下进行酶活测定。酶反应后

所产生的葡萄糖浓度则使用葡萄糖试剂盒来进行测定，重组菌 P81/bglB-cbhA 由于酶活

较低，对 PASC 的降解能力有限，在本次实验中没有进行测定，实验结果见表 2.12。 

表 2.12 共表达重组菌酶活 

Table 2.12 Activity of recombinant which co-express different cellulase gene 

Released glucose 

(g/mg DCW) 
Control celA bglB-celA bglB-cbhA-celA 

whole cell 0.002 0.0105 0.0209 0.0158 

PASC was used as the substrate and the enzyme activity was assayed at the condition of pH6 and 50 
o
C. 

The concentration of glucose was detected to represent the activity. 

 

    实验结果表明，P81/celA 的菌体酶活达到 0.0105 g/mg DCW，低于 P81/bglB-celA 的

酶活（0.0209 g/mg DCW）以及 P81/bglB-cbhA-celA 的酶活（0.0158 g/mg DCW）。这个



结果表明，虽然共表达的重组菌在对 PASC 的降解能力上有所下降，但是降解的程度相

较于 P81/celA 更为彻底，降解了更少的 PASC 却能产生更多的葡萄糖。这应该也是由于

其中 BglB 的存在，使得重组菌所产生的纤维素酶体系能够在 CelA 对 PASC 进行初步的

切割后，进行进一步的降解。其中同时表达三种不同纤维素酶的重组菌

P81/bglB-cbhA-celA 的酶活低于 P81/bglB-celA，首先可能是由于 CbhA 在对 PASC 的降

解中催化活性一直不高导致；其次由于是三种基因的共表达，其中 BglB 的表达肯定会

被削弱，这也就使得其催化降解纤维二糖生成葡萄糖的能力有所降低。 

在测定了纤维素酶共表达重组菌的酶活之后，我们按照之前的条件，将重组菌

P81/bglB-celA 和 P81/bglB-cbhA-celA 在含有 10 g/L 糖化后 PASC 的 LB 培养基（含 100 

μg/ml 氨苄青霉素）中进行发酵。试验中将 P81/celA 作为对照菌株，同样在在 37
 o
C、220 

rpm 的条件下进行发酵（图 2.20）。从结果中我们可以得知，对纤维二糖的代谢能力成

为了重组菌主要的代谢手段。相较于对照菌 P81/celA 的发酵情况来看，P81/bglB-celA 和

P81/bglB-cbhA-celA 在葡萄糖的利用上稍微有些缓慢，这可能是由于表达了多种外源基

因而导致重组菌的代谢负担过重，从而一定程度上影响了菌体基本的代谢和生长能力。

但是由于这 2 种重组菌都能够产生 BglB 并对糖化 PASC 中的纤维二糖进行利用，

P81/bglB-celA 在 48 h 的发酵中消耗了 4.56 g/L 纤维二糖，而 P81/bglB-cbhA-celA 在则消

耗了 3.8 g/L 纤维二糖。这也和之前的酶活测定所显示的结果类似，bglB-cbhA-celA 的共

表达在一定程度上虚弱了 bglB 的表达，并降低了相应重组菌对纤维二糖的利用能力。

对照菌 P81/celA 则无法利用纤维二糖。P81/bglB-celA 和 P81/bglB-cbhA-celA 共表达重组

菌在利用更多碳源的同时，自然也生产了更多的乙醇，分别达到 1.11 g/L 和 0.96 g/L，

多于对照菌 P81/celA 所产生的 0.42 g/L 乙醇。从结果中可以发现，共表达重组菌之所以

能够产生更多的产物，是由于其中 bglB 的表达对纤维二糖的利用能力显著提高的结果。

对于纤维质底物的降解能力，共表达的重组菌和对照菌 P81/celA 在发酵中没有体现出明

显的差异，P81/bglB-cbhA-celA 也没有因为表达了相对完备纤维素酶体系而获得更优秀

的发酵结果。这可能还是由于其所表达的纤维素酶活性不够高，虽然在酶活上有一定的

差异，但是在实际应用中，对于纤维质底物的降解能力仍旧十分有限，其所表现出来的

差距不足以让实现纤维素酶共表达的重组菌在发酵中获得更加高效的底物利用能力，因

而其在生长和乙醇发酵上都没有体现出理想的结果。从功能上来说，上述重组菌均具备

了 CBP 菌株的特性，也能在一定程度上实现 CBP 的发酵过程；但是从实际应用效果上

来说，这些菌株只具有初步的应用性能，距离真正实现高效的 CBP 过程还有一定的距

离。 



 

图 2.20 共表达重组菌的发酵实验 

Fig. 2.20 Fermentation of the recombinant strain which co-expressed different cellulase gene 

The ethanol fermentation by P81/celA and P81/cbhA with 5 g/L saccharification PASC in LB medium. 

P81/celA was used as the control strain. Diamond for cellobiose concentration, square for glucose 

concentration and triangle for ethanol concentration. White symbol for P81/bglB-cbhA-celA, gray symbol 

for P81/ celA, and black symbol for P 81/bglB-celA. 1% of the strain culture were inoculated and cultivated 

in 20 mL LB medium with 100 μg/mL ampicilin at 37 °C, 220 rpm in flask. 0.1 mM IPTG was added when 

the strain grew to OD600nm=0.4-0.6. 

 

2.4 小结 

 

整合生物加工工艺（CBP）菌株作为集纤维素酶生产、纤维素降解以及乙醇发酵等

步骤于一体的工程菌株，利用重组工程菌本身的性能，实现微生物对纤维质底物的利用

以及乙醇发酵，从而降低生产成本。对于 CBP 菌株而言，发酵菌株需要能够同时生产

纤维素酶和发酵生产乙醇。在本次试验中，通过在 E.coli 中整合源自 Zymomonas mobilis

的丙酮酸脱羧酶（pdc）和乙醇脱氢酶（adhB）基因，构建了重组大肠杆菌 P81。P81

能够利用碳源并生成乙醇，在利用葡萄糖时能乙醇产率够达到理论值的 60%。同时，源

自热纤梭菌的内切葡聚糖酶基因（celA）、外切葡聚糖酶基因（cbhA）和源自多黏芽孢

杆菌 β-葡萄糖苷酶（bglB）基因也在 P81 中进行了表达，得到的重组菌均表现出了一定

的纤维素酶酶活。同时信号肽 NprB 的使用，也使得这些纤维素酶蛋白在 P81 中实现了

一定程度的分泌，使其能在重组菌胞外进行表达，这样就能接触到无法穿膜的纤维质底

物，并对相应的底物拥有一定的降解能力。其中 P81/bglB 对纤维二糖的降解能力尤为突
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出，能够以纤维二糖为单碳源进行乙醇的发酵生产。P81/celA 和 P81/cbhA 则只能对糖化

后的 PASC 进行一定程度的利用，并进行乙醇的生产。虽然其单独对底物进行降解并利

用的能力不足，但是仍旧能够在一定程度上缓解发酵过程中商品纤维素酶的使用量，从

而降低成本。纤维素的降解通常来说也需要内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶以及 β-葡萄糖

苷酶的共同作用，但是三种基因的共表达由于在表达水平上的竞争和总体表达量上的不

足，在实际发酵中并没有体现出明显的协同效应。 

在本实验中我们同时发现，大肠杆菌虽然易于进行基因改造和异源表达，但是其分

泌性能却并不优秀。同时，基于其本身的分泌表达机制很多时候也只能将蛋白转移到周

质空间，而并非彻底转移到胞外。但是通过实验，我们发现添加不同的表面活性剂，就

能够在一定程度上提高细胞的通透性，加强胞内蛋白向胞外的转运。虽然细胞通透性的

增加会导致菌体自身耐受性的下降以及生长状态的降低，但是在 P81/bglB 的发酵试验中

中，其对底物的利用能力以及乙醇的发酵生产上仍旧能够取得明显的提升。这也为我们

在研究大肠杆菌的分泌性能的同时，为提高大肠杆菌的分泌能力提供了一些借鉴和应用

的思路。 

试验中对 CBP 菌株的构建尝试虽然取得了成功，但是其实际应用效果依然不够高

效，需要进行更多的研究来对其进行改善。首先就是重组大肠杆菌中异源纤维素酶的表

达和分泌能力的提高。由于自然界中能够降解纤维素的菌种并不多见，而在产纤维素菌

种之间寻找高效的发酵菌株则更加困难。因此利用基因工程改造，在合适的菌株中进行

外源基因的表达以完善菌株的功能则成了一种必然的选择。大肠杆菌虽然易于改造，但

是其外源纤维素酶蛋白的表达量和分泌能力仍旧不足，使得重组菌对于高聚合度的纤维

素仍旧缺乏有效的降解能力，这也在很大程度上限制了其中的不同纤维素酶共表达策略

的应用。如果能在这两个方面进行改善，提高菌体对底物的降解和利用能力，则其作为

CBP 菌株将拥有更好的应用前景。其次，重组大肠杆菌的发酵生产能力也有进一步提升

的空间。乙醇作为生物质能源的主要产物，通常都是 CBP 菌株的目的产物。但是大肠

杆菌由于其自身对乙醇的耐受力，以及试验中所体现出来的乙醇产率并不能够让人满意。

因此，我们也可以通过提高重组大肠杆菌的耐受性，或者对其代谢途径进行改造使其生

产其他的高附加值发酵产物，以提高 CBP 菌株在实际应用中的表现和价值。本实验通

过在产乙醇大肠杆菌中表达纤维素酶的尝试，确认了大肠杆菌在 CBP 过程中所表现出

来的潜力，并在一定程度上实现了 CBP 菌株的构建和应用；同时还在在发酵过程中进

行了表面活性剂添加的尝试，为之后 CBP 菌株的构建和实际发酵应用打下了一定的基

础。 

  



 

第三章 运动发酵单胞菌中纤维素酶的表达研究 

 

3.1 前言 

 

运动发酵单胞菌(Zymomonas mobilis)最早由 Linder 于 1924 年从龙舌兰酒中分离得

到[155-157]。运动发酵单胞菌为革兰氏阴性菌，并属于厌氧细菌，不过对于氧气仍旧有一

定的耐受性，表现出兼性厌氧的特性[158]。运动发酵单胞菌细胞形状呈现为圆端肥粗的

杆状细胞，周生鞭毛运动；其细胞大小长约为 1.4-2.0 μm，直径约为 4.0-5.0 μm，通常

成对出现，较少情况下可形成短链。与其他许多种微生物相比，运动发酵单胞菌的代谢

途径相对简单，该菌通过 ED 途径（Etner-Doudoroff pathway）专一地利用葡萄糖、果糖

和蔗糖作为碳源和能源。当运动发酵单胞菌利用蔗糖进行乙醇发酵时，会产生诸如果聚

糖和山梨醇等副产物，相较于底物的利用其乙醇的转化率一般在 70 %左右[159,160]；不过

当其对葡萄糖和果糖进行代谢时，就能够得到近似理论产量的乙醇[161]。基于此，运动

发酵单胞菌一般被认为是一种极其优良而高效的乙醇生产菌株。除了极高的乙醇产率，

运动发酵单胞菌在发酵过程中生物质的转化量并不高，其所摄取的营养以很高的比率转

化成为乙醇；同时它对氧气的兼性需求特性也使得运动发酵单胞菌可以不依赖于特定的

供氧条件而进行发酵；此外，其对终产物乙醇以及一些有毒抑制物的耐受性也十分的优

秀[161-172]。不过，虽然运动发酵单胞菌拥有很多优点，其在发酵应用中的缺点也显而易

见：它的底物利用范围过于狭窄，仅限于葡萄糖、果糖和蔗糖[173]，这个特点限制了运

动发酵单胞菌在发酵中的应用，尤其是以木质纤维质水解液为底物的发酵中的应用，其

中通常都含有大量的戊糖[174]，这是运动发酵单胞菌所无法进行利用的。与此同时，由

于运动发酵单胞菌无法直接对木质纤维素进行降解，因此当使用木质纤维素类的底物时，

会不可避免地使用商品糖化酶对底物进行水解，而这一步也是生物乙醇发酵生产过程中

成本最高的步骤之一，大约占整个发酵过程的 16 %的成本[46]。这些年来，随着对运动

发酵单胞菌的研究越来越深入，人们也开始逐渐认识到运动发酵单胞菌在乙醇发酵中所

蕴含的巨大潜力，并致力于将其改造成为可应用于大规模发酵的整合生物加工（CBP）

菌株。整合生物加工（CBP）菌株将纤维素酶的生产、纤维质底物的糖化以及乙醇发酵

生产整合在同一个微生物中，以使重组菌能够直接应用于发酵纤维质底物产乙醇的过程

之中，并通过减少发酵过程中商品纤维素酶的使用而大幅度降低发酵的成本[9, 111-113,175]。 

纤维素会在纤维素酶的水解下，被逐渐分解最终成为可被微生物利用的单糖。因此，

对于 CBP 菌株而言，高效的纤维素酶表达和分泌体系是十分重要的因素。没有实验表

明野生型的运动发酵单胞菌能够直接利用纤维素，因此在将运动发酵单胞菌构建成为

CBP 菌株的过程中，外源纤维素酶蛋白的表达将是必要的步骤。虽然有着不少先关的研

究，但是如何在运动发酵单胞菌高效地表达外源蛋白，目前仍旧没有形成一个最佳的方



案[176]。通过基因工程改造，人们成功地在运动发酵单胞菌中表达了外源纤维素酶基因
[169,176-180]，但是其表达量和分泌情况始终不尽如人意。在外源蛋白的分泌表达改造中，

通常会用到源自运动发酵单胞菌本身的信号肽或者分泌途径。比较常用的包括

ZMO0130 基因（PhoC，属于 SecB 依赖型分泌途径）的信号肽、ZMO0331 基因（一种

假定功能的蛋白，属于 TAT 途径）的信号肽[176]以及 ZMO0938（PhoD，碱性磷酸酶）

的信号肽[175]。 

纤维素的降解需要内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶以及 β-葡萄糖苷酶的共同作用。对

于基因工程重组菌而言，β-葡萄糖苷酶的表达或许可以取得更理想的效果。相较于其他

两种纤维素酶，β-葡萄糖苷酶的底物纤维二糖可以穿过细胞壁并接触到细胞膜，使得菌

体能够更好地接触到纤维二糖并对其进行降解[116,117]。这也可以在某种程度上缓解运动

发酵单胞菌蛋白分泌能力不足的问题。本实验中，我们以运动发酵单胞菌 Z. mobilis 为

宿主菌，以源自多黏芽孢杆菌（Bacillus polymyxa）的 β-葡萄糖苷酶基因（bglB）为目

的基因，试验了几种目前未被尝试过的分泌表达策略，从而对 Z. mobilis 中外源纤维素

酶的分泌表达情况进行探索和研究。首先，我们研究了源自 Z. mobilis 本身的纤维素酶

基因 ZMO1086
[181]在 Z. mobilis 中的表达情况。在野生型的 Z. mobilis 中，ZMO1086 基

因可以表达出极其微弱的纤维素酶活性，我们通过可以在 Z. mobilis 中复制的穿梭载体

pHW20a
[182]以及源自 Z. mobilis 本身烯醇酶基因 eno 的启动子 Peno，在 Z. mobilis 中对

ZMO1086 进行了过表达，对 Z. mobilis 中纤维素酶的表达情况进行了一定的研究；接着，

我们又利用 ZMO1086 基因的信号肽（SP1086）对 bglB 基因在 Z. mobilis 中进行了分泌

表达的尝试；最后，我们还尝试了构建融合蛋白的策略，将 β-葡萄糖苷酶 BglB 通过和

可分泌的蛋白果聚蔗糖酶（SacB）融合，并在 Z. mobilis 中实现分泌表达。通过本次实

验，我们对纤维素酶在 Z. mobilis 中的表达有了一个初步的认识，对于外源纤维素酶在

Z. mobilis 中表达的可能性及一些基本条件进行了一定的探索和分析。同时我们还尝试了

不同的分泌表达策略，为之后 Z. mobilis 的进一步的改造提供了充足的基础和一些新的

思路和借鉴。 

 

3.2 材料与方法 

 

3.2.1 实验材料 

3.2.1.1 菌株和质粒 

多粘芽孢杆菌（Bacillus polymyxa 1.794）购自中国普通微生物菌种保藏管理中心

（China General Microbiological Culture Collection Center），热纤梭菌（Clostridium 

thermocellum, DSM 1237）购自德国微生物菌种保藏中心（Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen），运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis, ATCC 31821）

购自美国模式菌种收集中心（American Type Culture Collection）。大肠杆菌 DH5α 用于

基因克隆和质粒构建等基因操作，大肠杆菌 S17-1 用于重组质粒向 Z. mobilis 中的接合



转化，穿梭质粒 pHW20a 用于在 Z. mobilis 中进行外源基因的表达。实验中所使用的菌

株和质粒具体见表 3.1。 

表 3.1 菌株及质粒 

Table 3.1 Strains and plasmids used in this study 

 

3.2.1.2 实验试剂 

实验中所用的限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自 Fermentas 公司（Vilnius Lithuania）；

DNA 分子量标品、rTaq 及 Primer STAR HS DNA 聚合酶购自日本 Takara 大连分公司

（Dalian, China）；基因组抽提试剂盒（Bacterial DNA Kit）购自 Omega 生物公司（Norcross, 

GA, USA）；十二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl sulfonate, SDS）、溴化乙锭（Ethidium 

bromide, EB）均购自美国 Amresco 公司（Cleveland, OH, USA）；西班牙琼脂糖（Biowest, 

Spain）、四环素（Tetracycline, Tc）、萘啶酸（Nalidixic acid, NA）购自比利时 Acros Organics

公司（Geel, Belgium）；质粒小量制备试剂盒（Plasmid Mini Kit）和琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒（Gel Extraction Kit）购自上海捷瑞生物工程公司（Shanghai, China）；PCR 产

物纯化试剂盒（PCR Purification Kit）购自上海生工生物工程公司（Shanghai, China）；

葡萄糖试剂盒购自上海科欣生物技术研究所（Shanghai, China）；胰蛋白胨（Tryptone）

和酵母提取物（yeast extract）购自 Oxoid 公司（Cambridge, UK）；对硝基苯葡萄糖苷（4-

硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷，pNPG）购自美国 Sigma 公司（St. Lous, MO, USA）；微晶

Strains and plasmids Genotype and/or salient characteristics Source/reference 

Strains 

E. coli DH5α F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, deoR, recA1, 

endA1, hsdR17(rk- ,mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, 

relA1 

Grant et al. (1990) 

E. coli S17-1 Pro, res
-
, mod

+
; chromosomal integrated RP4; 

2-Tc::Mu-Km::Tn7; Tp, sm 

Simon et al. (1983) 
[183]

 

Z. mobilis Wild type strain, ATCC 31821 Purchased from ATCC 

B. polymyxa Wild type strain, CGMCC 1.794 Purchased from 

CGMCC 

C. thermocellum Wild type strain, DSMZ 1237 Purchased from DSMZ 

Plasmids   

pHW20a Tc
r
, mob (RP4), mob (RSF1010), lacZα, MCS, and oriV Dong et al. (2011) 

[28]
 

pP43JM2 Km
r
, E. coli-B. subtilis shuttle vector. Stored in the lab

[153]
 

P-bglB pHW20a-Peno-bglB In this study 

PS-bglB pHW20a-Peno-NprB-bglB In this study 

P-ZM1086 pHW20a-Peno-ZMO1086 In this study 

PSZ-bglB pHW20a-Peno-SP1086-bglB In this study 

PB-bglB pHW20a-Peno-sacB-bglB In this study 



纤维素（Avicel）购自上海昌为医药辅料技术有限公司（Shanghai, China）；SPEZYME CP

（55 FPU/ml）购自丹麦 Danisco 公司（Copenhagen, Danmark）；其他试剂如无特殊说明

均为国产分析纯，购自上海国药化学试剂集团或凌峰化学试剂公司。实验中使用的引物

在上海捷瑞生物工程有限公司进行引物合成。 

3.2.1.3 实验仪器 

实验中所使用的仪器见本文第二章表 2.2。 

3.2.1.4 菌种的培养及保存 

大肠杆菌的培养、感受态的制备所用的培养基见本文 2.2.1.4 章节。 

运动发酵单胞菌的培养采用 RM 培养基：2.0 g/L KH2PO4，5 g/L 酵母提取物和 20

培 g/L 葡萄糖。如果需要配置琼脂固体培养基，则再向其中添加 15 g/L 的琼脂。养基成

分添加完成后用 5 M NaOH 调节 pH 值到 6.0，并在 115 
o
C 条件下灭菌 20 min。如需要

使用含有抗生素的液体培养基，则在接入菌体前按所需浓度加入相应的抗生素。四环素

素的使用浓度为 20 μg/ml、萘啶酸使用浓度为 30 μg/ml。如果需要使用含有抗生素的琼

脂固体培养基，则待含有琼脂的培养基冷却至 60 
o
C 左右时，按所需浓度加入相应的抗

生素，摇晃均匀后等待培养基凝固，并置于 4 
o
C 条件下避光保存。试验中，含有 20 μg/ml

四环素的 RM 培养基称为 RT 培养基，含有 20 μg/ml 四环素以及 30 μg/ml 萘啶酸的 RM

培养基称为 RMNT 培养基。运动发酵单胞菌的培养条件如无特殊说明，液体培养均是

在恒温培养箱中在 30 
o
C 条件下进行静置培养；琼脂固体培养基培养均是将涂布有菌体

的平板放置于 30 
o
C 恒温培养箱中进行培养。 

    菌种保存的操作方法：在超净工作台中将800 µL培养到对数生长期的菌液与800 µL 

60 %无菌甘油混合均匀，装入预先灭菌的冻存管中，保存于-80 
o
C 超低温冰箱中。 

3.2.1.5 实验试剂及溶液配制 

四环素贮存液：称取 1.00 g 四环素盐酸盐粉末溶解于 100 ml 75 %（v/v）乙醇中，

搅拌使其充分溶解并继续加入 75 %（v/v）乙醇，定容于 100 ml。之后在-20 
o
C 条件下

过夜放置，再行分装并于-20 
o
C 条件下避光保存。 

萘啶酸贮存液：称取 1.00 g 萘啶酸粉末溶解于 50 ml 无菌超纯水中，并不停的搅拌。

在搅拌的同时用 100 μl 移液器向溶液中缓慢地滴加 5 M NaOH，直至溶液中的萘啶酸粉

末完全溶解，并加入超纯水定容于 100 ml。接着在超净工作台中以无菌 0.22 μm 硝酸纤

维素滤膜过滤除菌，再行分装于-20 
o
C 条件下避光保存。 

    5×TBE 核酸电泳缓冲液：将 54 g Tris-base，27.5 g 硼酸以及 0.5 M EDTA 溶液 20 ml 

溶于 1 L 的去离子水中，充分溶解后常温避光保存，使用时将其稀释成为 0.5×工作液，

既稀释 10 倍。 

0.7 %琼脂糖凝胶：称取 0.7 g 琼脂糖，溶于 100 ml 的 5×TBE 核酸电泳缓冲液，用

微波炉加热至完全溶解，溶液澄清为止。之后加入 20 µL 溴化乙锭，混匀后即可使用。 

Tris-HCl 缓冲液：将 Tris 按所需浓度溶于去离子水中，然后用移液器缓慢加入浓

HCl 并混匀。使用 pH 计实时监测缓冲液的 pH 值直到达到所需的缓冲液 pH 值以完成缓



冲液的配置，常温保存。 

pNPG 溶液（2.4 mg/mL）：称取 0.072 g 的 4-硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（pNPG）溶

于 30ml 0.1M 柠檬酸缓冲液。配制完成后在 4 
o
C 避光保存。 

0.5M 碳酸钠溶液（Na2CO3）：称取 10.6 g 无水 Na2CO3 粉末溶于去 200 ml 离子水

中，充分溶解后置于常温保存。：称取 10.6 g 无水 Na2CO3 粉末溶于去 200 ml 离子水中，

充分溶解后置于常温保存。 

渗透冲击溶液：配制 100ml 33 mmol/L 的 Tris-HCl（pH 8.0）缓冲液，并称取 20 g

蔗糖、0.019g Na2EDTA 并加入其中，混匀后于于-20 
o
C 条件下保存。 

羧甲基纤维素 CMC 溶液（10 g/L）：称取 0.5 g 羧甲基纤维素粉末溶于 50 ml 去离子

水中，充分溶解后进行使用，通常现配现用。 

DNS 试剂：称取 91 g 酒石酸钾钠并溶于 250 ml 水中，稍微加热并称取 3.15 g 的 3,5-

二硝基水杨酸、10.5 g 氢氧化钠以及 2.5 g 苯酚加入加热的溶液中，充分溶解后冷却并定

容至 500 ml。配置完成后贮藏于棕色瓶中，于 4 
o
C 避光保存。 

3.2.2 实验及分析方法 

3.2.2.1 基因组及质粒 DNA 的抽提、纯化和制备 

    基因组和质粒制备前，先通过适宜的条件将细菌培养至稳定期，并离心取得适当量

的菌体用以制备基因组或质粒 DNA。基因组抽提的具体操作步骤可参考 Omega 基因组

抽提试剂盒（Omega Bacterial DNA Kit）说明书；质粒提取的具体操作步骤可参考捷瑞

质粒小量制备试剂盒（捷瑞 Plasmid Mini Kit）说明书；DNA 片段的琼脂糖凝胶回收的

具体操作步骤可参考捷瑞琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（捷瑞 Gel Extraction Kit）说明

书；PCR 的产物纯化操作步骤具体可参考生工 PCR 产物纯化试剂盒（生工 PCR 

Purification Kit）说明书。 

3.2.2.2 目的基因的克隆及质粒构建 

本实验中采用 PCR 的方法对目的基因进行扩增，用于进行 PCR 的引物见表 3.2。 

表 3.2 本实验使用的引物 

Table 3.2 Primers used in this study 

Amplified fragments  Primer  Sequence (5–3)  

bglB  bgl1  CGGGATCCATGCGCAACTTGACCAAGAC (BamHІ)  

   bgl2  CCCAAGCTTTTAAAACCCGTTCTTCGCC (HindШ)  

Peno  pe1  CGGAATTCTCGGCCATTGTCTATACTC (EcoRI)  

 pe2  CGGGATCCATCGAAACCTTTCTTAAAATC (BamHI)  

Peno-NprB  pn1  CGGAATTCTCGGCCATTGTCTATACTC (EcoRI)  

 pn2  CGGGATCCTGCAGCTGAGGCATGTGTT (BamHI)  

ZMO0186  zc1  CGGGATCCATGACCTATAGTCGTCGTTTTATC (BamHI) 

 zc2  CCCAAGCTTAAAGATTTAGCGGTTATGCG (HindШ) 

Peno-SP0186  pes1  CGGAATTCTCGGCCATTGTCTATACTCCAGTTAC (EcoRI)  



 pes2  CGGGATCCGGCCGCTTTACCCTTCCG (BamHI)  

NprB-bglB nb1 CGGGATCCATGCGCAACTTGACCAAGAC (BamHI) 

 nb2 CCCAAGCTTTTAAAACCCGTTCTTCGCC (HindШ) 

sacB-bglB  p1  CGGGATCCATGTTGAATAAAGCAGGCATTG (BamHI)  

 p2  ATAAAGGTATTCTCGCTCATACCACCACCACCACCACCACCTTTAT

TCAATAAAGACAGGGCT  

 p3  TGTCTTTATTGAATAAATAAGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTATGAG

CGAGAATACCTTTATATTTC  

 p4  CCAAGCTTTTAAAACCCGTTCTTCGCC (HindШ)  

 

试验中引物的处理、PCR体系的制备以及PCR条件的设置均参考本文 2.2.2.2章节。 

目的基因通过 PCR 扩增之后，接着使用 PCR 纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化，然

后再使用引物上预设的限制性内切酶对其进行酶切（具体酶切位点以及体系参见实验结

果部分）；同时对载体质粒 pHW20a 使用相同的限制性内切酶进行酶切。将 PCR 和目的

载体的酶切产物通过胶回收，取得含有酶切后粘性末端的目的基因 DNA 片段和载体片

段，然后使用 T4 DNA 连接酶将两个片段的粘性末端进行特异性的连接，连接的具体操

作可参考 T4 DNA 连接酶（Fermemtas T4 DNA Ligase）使用说明书。连接的体系配比见

本文表 2.5。目的基因与目的载体相连成环状 DNA 后，即形成了新的目的质粒。将连接

后的连接液转化进入大肠杆菌 DH5α，便能进行扩增。 

3.2.2.3 目的质粒在大肠杆菌中的转化及鉴定 

实验中采用氯化钙法制备大肠杆菌 DH5α 和 S17-1 感受态、转化操作及鉴定的方法

见本文 2.2.2.3 章节。 

3.2.2.4 目的质粒在运动发酵单胞菌 Z. mobilis 中的转化及鉴定 

实验中采用接合转化[28]的方法，用以完成目的质粒向运动发酵单胞菌 Z. mobilis 中

的转化。具体的操作步骤为： 

1）按照本文 2.2.2.3 章节所示方法，将待转的目的质粒转化进入大肠杆菌 S17-1，获得

含有重组质粒的大肠杆菌 S17-1（未经特殊说明，一般使用 pHW20a 作为重组质粒的

载体，即表明该重组菌拥有四环素抗性）。 

2）将保存于-80 
o
C 冰箱中保种的运动发酵单胞菌 Z. mobilis 甘油管取出，在超净工作台

中用接种环挑取少量的菌液涂布于 RM 琼脂平板上，放置于 37 
o
C 恒温培养箱中培

养约 24 h，便可于平板上看到肉眼可清晰分辨的运动发酵单胞菌单菌落。 

3）将含有重组质粒的大肠杆菌 S17-1 在超净工作台中用接种环挑取少量的菌体涂布于

LB（含 20 μg/ml 四环素）琼脂平板上，放置于 37 
o
C 恒温培养箱中培养约 12 h，便

可于平板上看到肉眼可清晰分辨的重组大肠杆菌 S17-1 单菌落。 

4）分别用牙签挑取一个 Z. mobilis 以及一个含有目的重组质粒的大肠杆菌 S17-1 单菌落，

Z. mobilis 接种于 20 ml 的 RM 培养基中，放置于 30 
o
C 的恒温培养箱中静置培养大



约 18 h；大肠杆菌 S17-1 接种于 20 ml LB（含 20 μg/ml 四环素）培养基中，放置于

摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养大约 12 h。 

5）当大肠杆菌 S17-1 生长至 OD600nm=0.5，而 Z. mobilis 生长至 OD600nm=0.4 时，用移液

枪从两种菌液中各取 0.5 mL 的菌液，移至无菌 1.5 mL EP 管中混合均匀。 

6）将混合的菌液于低温离心机中 4 
o
C、10000 g 离心 0.5 min，尽可能弃去上清后另外

加入 900 µL 新鲜无菌 RM 培养基并轻轻敲打、弹震 EP 管身使其中的细胞重新悬浮

并上下翻转 EP 管数次使其混合均匀，接着再次将混合的菌液于低温离心机中 4 
o
C、

10000 g 离心 0.5 min。小心地弃去上清并在 EP 管中剩余约 20-30 μl 的上清液体。 

7）于超净工作台中用移液器轻微吹打 EP 管中的细胞使之悬浮，并将其移至事先已贴在

RM 琼脂培养基上的 0.22μm 滤膜上。该步骤操作时应当小心进行，尽量不要将菌液

滴落于滤膜之外。之后将贴有滤膜的平板置于 30
 o

C 恒温培养箱中放置 12 h 以完成

接合转化。 

8）于超净工作台中，滤膜取出并转移至加有 1 mL 无菌 RM 培养基的 EP 管中，在旋涡

振荡器上振荡，使滤膜上的细胞重新悬浮于 RM 培养基之中。接着将 EP 管中的菌液

涂布于 RMNT（含有 20 μg/ml 四环素、30 μg/ml 萘啶酸）平板上，置于 30
 o

C 恒温

培养箱中放置 48-60 h，即可于平板上长出肉眼可辨的阳性克隆单菌落，接着挑取菌

落培养后进行质粒抽和鉴定。 

运动发酵单胞菌 Z. mobilis 阳性克隆的鉴定：挑取目的阳性克隆，接种于 20 ml 

RMNT 培养基中，放置于 30
 o
C 恒温培养箱中静置培养 24-48 h，直至菌液明显浑浊（菌

体培养时间和菌体量视不同重组 Z. mobilis 而不同），然后取适当菌量进行质粒抽提。抽

提出的质粒可以按照质粒图谱上所示的限制性内切酶位点，进行相应的限制性内切酶酶

切，以检测酶切后的 DNA 片段大小是否符合理论值。单酶切体系为：5 μl 质粒+1 μl 10×

酶切缓冲液+0.5 μl 限制性内切酶，最后用超纯水将酶切体系补齐至 10 μl。双酶切体

系为：5 μl 质粒+2 μl 10×Tango 缓冲液+0.5 μl 限制性内切酶×2，最后用超纯水将酶切体

系补齐至 10 μl。同时，对于含有目的基因的载体质粒还能以该质粒为模板，对目的基

因进行 PCR，并以无菌超纯水作为空白对照 PCR 的模板。通过核酸电泳观察目的质粒

经过 PCR 是否能够得到相应的扩增条带，用以确认该质粒是否含有目的基因。 

3.2.2.5 运动发酵单胞菌 Z. mobilis 胞内及胞外蛋白的提取 

实验中使用超声破碎的方法对运动发酵单胞菌的胞内蛋白进行提取；使用渗透冲击

法[146]对周质空间和胞质的蛋白进行提取；使用硫酸铵沉淀法用来对菌液中的菌体胞外

蛋白进行提取。提取获得蛋白则用于之后的实验，具体方法为： 

1) 用牙签挑取一个重组运动发酵单胞菌 Z. mobilis 单菌落，接种于 20 ml 的 RM 或者

RMNT 培养基中（视不同 Z. mobilis 而定），放置于恒温培养箱中以 30 
o
C 条件静置

培养约 24 h，菌体约生长到至 OD600nm=2.0。 

2) 将菌液摇瓶置于冰水混合物中，冰浴 10 min。接着将菌液转移至预冷离心杯中，于

低温离心机中 4 
o
C、10000 rpm 离心 2 min，沉淀即为 Z. mobilis 菌体，上清则含有



待提取的胞外蛋白。 

3) 将 2）步骤中产生的沉淀，用 20 ml Tris-HCL（pH=6.0）缓冲液悬浮菌体，取 1 ml 菌

体悬浮液加入 1.5 ml 离心管。 

4) 将菌体悬浮液于冰上进行超声破碎，条件为 100W、超声时间 3 s、超声间隔 15 s，

工作 15 次。 

5) 将破碎后的菌体悬浮液于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 5 min，上清即是所需

的胞内蛋白。 

6) 于 3）步骤中用 20 ml Tris-HCL（pH=6.0）缓冲液悬浮的菌体后，另取 1 ml 菌体悬

浮液加入 1.5 ml 离心管，于低温离心机中 4 
o
C、10000 rpm 离心 2 min，弃去上清。 

7) 向离心管中加入 1 ml 渗透冲击液，用移液器轻轻吹打悬浮菌体后混匀，然后将离心

管置于冰上冰浴 10 min。 

8) 将离心管于低温离心机中 4 
o
C、8000 rpm 离心 2 min，弃去上清，再加入 1 ml 超纯

水，用移液器轻轻吹打悬浮菌体后混匀，并冰浴 10 min。 

9) 将离心管于低温离心机中 4 
o
C、8000 rpm 离心 2 min，所得上清便是周质空间的蛋

白溶液；同时将所得沉淀以 1 ml Tris-HCl（pH=6.0）缓冲液悬浮，将菌体悬浮液于

冰上进行超声破碎，条件为 100W、超声时间 3 s、超声间隔 15 s，工作 15 次。将破

碎后的菌体悬浮液于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 5 min，上清即是所需的胞

质蛋白溶液。 

10) 将 2）步骤中产生的上清液然转移进入另一个预冷离心杯中，于冰上以 60 %的沉淀

浓度分批次缓慢加入无水硫酸铵粉末（每 100 ml 菌液加入 36.1 g 无水硫酸铵），每

次添加硫酸铵后要搅拌均匀以使其充分溶解。 

11) 将离心杯于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 10 min，弃去上清后用 1 ml Tris-HCl

（pH=6.0）缓冲液溶解沉淀，所得溶液既是胞外蛋白液（如此时有沉淀则于低温离

心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 3 min 取上清作为胞外蛋白液）。 

3.2.2.6 运动发酵单胞菌 Z. mobilis 细胞光密度（OD600nm）与细胞干重（DCW，mg/mL）

曲线的测定 

实验中由于需要对运动发酵单胞菌 Z. mobilis 的菌体量进行定义，因此对其菌液的

光密度和细胞干重的关系进行了测定，以便在之后的实验中以细胞光密度（OD600nm）

来定量菌体，用作实验的参数，具体操作步骤为：用牙签挑取一个重组 Z. mobilis 单菌

落后接种于 20 ml RM 培养基中，放置于恒温培养箱中以 30 
o
C 条件静置培养约 24 h 然

后 1 %转接于 500 ml RM 培养基中，放置于恒温培养箱中以 30 
o
C 条件静置培养。约 2 h

后，测量菌液此时的 OD600nm 值，同时取 30 ml 菌液并加入 50 ml 离心管中，于离心机

中 10000 rpm 离心 2 min，弃去上清后用 15 ml 超纯水悬浮菌体并分装成 3 份作为平行。

之后将分装后的菌体悬浮液以 10000 rpm 离心 2 min，弃去上清，并重新加入 1 ml 超纯

水悬浮菌体，然后将菌液加入预先烘干并称重的 6 cm 培养皿中，同时向离心管中再加

入 1 ml 超纯水对离心管进行润洗，润洗液也一并加入培养皿中，然后将培养皿置于 115 



o
C 烘箱中烘干 12 h 至恒重。之后将带有菌体的培养皿称重，得出每个培养皿中所对应

的 10 ml 菌液中菌体的重量，并根据当时所测相应的 OD600nm 值，计算出细胞光密度与

细胞干重的关系并绘制曲线（附图 1），回归出关系式，其中横坐标为细胞光密度

（OD600nm），纵坐标为细胞干重（DCW，mg/mL）： 

DCW (mg/mL) = 0.31×OD600nm 

该结果与其他实验者所报道的实验数据基本吻合[184]。 

3.2.2.7 磷酸处理微晶纤维素（PASC）的制备 

试验中的用于测酶活所用的 10 g/L 的磷酸处理微晶纤维素（PASC）作为底物，该

材料的制备方法见本文 2.2.2.6 章节。 

3.2.2.8 纤维素酶活测定 

对于运动发酵单胞菌 Z. mobilis 中的纤维素酶活的测定，外切酶和内切酶的酶活测

定主要采用两种方法：以 10 g/L 磷酸处理微晶纤维素（PASC）作为底物并定量产生的

还原糖量以定义酶活；或者以 10 g/L 羧甲基纤维素（CMC）为底物并定量产生的还原

糖量以定义酶活。β-葡萄糖苷酶则采用 pNPG 为底物进行对硝基苯显色反应以及葡萄糖

试剂盒进行酶活测试。 

以 PASC 为底物测定酶活的具体方法为：按照 3.2.2.5 所示方法，进行重组 Z. mobilis

胞内及胞外蛋白的提取并进行酶活的测定。取 750 μl 酶液和 750 μl 的 PASC 在 15 ml

试管中混合均匀后，于 30 
o
C 反应 30 min；之后立刻加入 3 ml 的 DNS 试剂，并将试管

置于沸水浴中煮沸 3 min，煮沸步骤在使 DNS 和底物结合显色的同时，也能使酶蛋白失

活，终止酶反应。之后将试管置于冰水混合物中冰浴，待其冷却后从反应体系中取 200 μl

反应液，稀释于 2.5 ml 去离子水中，并测量其 OD540 nm 的值。与此同时，每次在使用

DNS 试剂进行显色测定之前，均需进行标准曲线的制作，配制浓度范围在 0-1.0 g/L 的

葡萄糖标准溶液，将 1.5 ml 底物溶液和 3 ml DNS 混合于 15 ml 试管，并将试管置于沸

水浴中煮沸 3 min，之后将试管置于冰水混合物中冰浴，待其冷却后从反应体系中取 200 

μl 反应液，稀释于 2.5 ml 去离子水中，并测量其 OD540 nm 的值。通过已知的不同浓度

所对应的吸光值，即可得到一条反应标准曲线。实验中一个酶力活单位（U）定义为：1 

min 催化底物释放 1 g/L 还原糖所需的酶量。 

以 CMC 为底物测定酶活的具体方法为：按照 3.2.2.5 所示方法，进行重组 Z. mobilis

胞内及胞外蛋白的提取并进行酶活的测定。取 750 μl 酶液和 750 μl 的 CMC 溶液在 15 ml

试管中混合均匀后，于 30 
o
C 反应 60 min；之后立刻加入 3 ml 的 DNS 试剂，并将试管

置于沸水浴中煮沸 3 min，煮沸步骤在使 DNS 和底物结合显色的同时，也能使酶蛋白失

活，终止酶反应。之后将试管置于冰水混合物中冰浴，待其冷却后从反应体系中取 200 μl

反应液，稀释于 2.5 ml 去离子水中，并测量其 OD540 nm的值。实验中一个酶力活单位（U）

定义为：1 min 催化底物释放 1 g/L 还原糖所需的酶量。 

β-葡萄糖苷酶 pNPG 酶活测定：该方法主要是测量底物通过酶催化后所释放的对硝

基苯的含量，并通过其在 OD405nm 下吸光值对所释放的对硝基苯进行定量。按照 3.2.2.5



所示方法，进行重组大肠杆菌胞内及胞外蛋白的提取并进行酶活的测定。取 200 μl 酶液、

800 μl 的 0.1 M 柠檬酸缓冲液（pH=6.0）以及 1 ml pNPG 溶液（2.4 mg/ml）在 15 ml

试管中混合均匀后，于 37 
o
C 反应 15 min；同时将 200 μl 酶液、1.800 ml 的 0.1 M 柠檬

酸缓冲液混合作为底物空白样品，将 1 ml 的 0.1 M 柠檬酸缓冲液和 1 ml pNPG 溶液混

合作为酶空白样品在相同条件下进行反应。反应结束后加入 0.5 M Na2CO3 终止反应。

然后对测量反应体系在 OD405nm 下的吸光值。所得到的数值减去酶空白和底物空白样

品的测得值后，即可得到反应体系中所释放的对硝基苯的含量，进而表征反应体系中

酶蛋白的酶活。试验中一个酶活力单位（U）定义为：1 min 催化底物释放 1 μmol 对硝

基苯酚所需的酶量。 

3.2.2.9 运动发酵单胞菌 Z. mobilis 的发酵培养 

将保存于-80 
o
C 冰箱中保种的 Z. mobilis 的甘油管取出，待其溶化后在超净工作台

中以 1 %（vol/vol）接种量于 RM 培养基中接种（对于含质粒的重组菌则于 RM 培养基

中添加相应浓度和种类的的抗生素，详见本章 3.2.1.5 关于试剂配制和使用的内容），放

置于恒温培养箱中以 30 
o
C 条件静置培养约 20-24 h 至 OD600nm 值约为 1.5 左右。接着用

移液器将种子液以 1 %（vol/vol）的接种量接入相应的发酵培养基中，同样以 30 
o
C 的

条件开始静置发酵培养（对于含质粒的重组菌则同时添加相应浓度和种类的的抗生素）。

试验中根据菌体的发酵情况和实验需要，于合适的时间点取样用于分析菌体的发酵情况。 

对于发酵液的分析如无特别说明，均采用 HPLC 系统进行分析，HPLC 分析条件见本文

2.2.2.8 章节。待测的样品在从发酵液中取样之后，都要在 13000 rpm 的条件下离心 3 min

以去除样品中的菌体和其他固体杂质，接着将离心后的上清液用 0.22 μm 滤膜过滤并按

照一定倍数进行稀释（以稀释后的样品浓度在 HPLC 的检测范围内为准）后使用 HPLC

进行检测。 

 

3.3 结果与讨论 

 

3.3.1 外源纤维素酶基因 bglB 在 Z. mobilis 中的表达尝试 

运动发酵单胞菌 Z. mobilis 作为一株乙醇发酵能力极强的菌株，具有作为 CBP 菌株

的潜力。由于其缺乏纤维素的降解能力，因此我们尝试在其中进行纤维素酶的表达。一

开始，我们尝试使用源自多黏芽孢杆菌的 β-葡萄糖苷酶基因（bglB）为目的基因在 Z. 

mobilis 中进行表达。一些前期的实验证明，该基因能够在同为革兰氏阴性菌的大肠杆菌

中进行分泌表达，并且能取得较好的分泌效果，因此尝试在同为革兰氏阴性菌的 Z. 

mobilis 中同样进行分泌表达。为了使该基因实现分泌表达，我们尝试使用源自热纤梭菌

（Clostridium thermocellum）的信号肽 NprB，该信号肽在在众多细菌中都起到了引导蛋

白分泌的作用，包括革兰氏阳性菌和阴性菌[153,185]。实验中，选定使用穿梭载体 pHW20a

（9.9 kb）作为外源基因的表达载体（图 3.1），这是一种可以在大肠杆菌和 Z. mobilis 中



都进行复制的穿梭质粒。含有该质粒的大肠杆菌和 Z. mobilis 表现出四环素抗性（Tc
r）。

pHW20a 在本实验中使用接合转化的方法实现向 Z. mobilis 中的转化。 

 

图 3.1 pHW20a 质粒图谱 

Fig. 3.1 Plasmid map of pHW20a 

 

为了构建在 Z. mobilis 中表达 bglB 基因的重组质粒，首先通过 PCR 扩增，从预先抽

提的多粘芽孢杆菌基因组中得到 bglB 基因片段，该基因全长 1347 bp（图 3.2a）。接着

对该 bglB 片段和实验室之前构建的 pP43JM2
[153]（含有 NprB 信号肽）质粒进行 XbaI 和

HindIII 双酶切，酶切体系为：22 μl 目的片段+6 μl Tango buffer+1 μl XbaI+1 μl HindIII。

之后对酶切后的片段进行胶回收和连接，得到目的重组载体 pP43JM2-bglB。接着使用

nb1 和 nb2 引物，通过 PCR 从 pP43JM2-bglB 中扩增得到 NprB-bglB（1.4 kb）片段（图

3.2b）。 

 

图3.2 bglB和NprB-bglB的PCR产物 

Fig. 3.2 PCR fragment of bglB and NprB-bglB 

(a) PCR amplification of bglB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, bglB (1.3 kb). (b) PCR 

amplification of NprB-bglB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, NprB-bglB (1.4 kb). 
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与此同时，使用引物 pe1 和 pe2 通过 PCR 扩增，从预先抽提的运动发酵单胞菌基因组中

得到 Peno 基因片段（图 3.3），该启动子片段全长 209 bp。 

 

图3.3 Peno的PCR产物 

Fig. 3.3 PCR fragment of Peno 

PCR amplification of Peno. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, Peno (0.2 kb). 

 

接着对 Peno 片段和 pHW20a（9.9 kb）质粒进行 EcoRI 和 BamHI 双酶切，酶切体系

为：22 μl 目的片段+6 μl Tango buffer+1 μl XbaI+1 μl HindIII。接着对酶切后的片段进行

胶回收和连接，得到目的重组载体 pHW20a-Peno。Peno 启动子是 Z. mobilis 中烯醇酶基

因 eno 的启动子，在 Z. mobilis 中处于该启动子调控下的蛋白通常会表现出较强的表达

水平。最后对 pHW20a-Peno 以及 NprB-bglB 片段 HindIII 和 BamHI 双酶切，并对酶切后

的片段进行胶回收和连接，得到重组质粒 pHW20a-Peno-NprB-bglB（图 3.4a）。在得到

了重组质粒后，我们对 pHW20a-Peno-NprB-bglB 进行了 HindIII 单酶切鉴定以及

EcoRI/HindIII 双酶切鉴定（图 3.4b 和图 3.4c）。单酶切体系为：8μl 目的片段+1 μl Tango 

buffer+1 μl HindIII；双酶切体系为：7μl 目的片段+2 μl Tango buffer+0.5 μl HindIII+0.5 μl 

EcoRI。同时也对 pHW20a-Peno-NprB-bglB 中的 bglB 片段进行了 PCR 扩增，以确定重

组质粒中正确地含有我们所需的目的基因 bglB 片段（图 3.4d）。 
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图 3.4 pHW20a-Peno-NprB-bglB 的构建与鉴定 

Fig. 3.4 Construction and identification of pHW20a-Peno-NprB-bglB 

(a) Plasmid map of pHW20a-Peno-NprB-bglB. (b) Identification of pUC19-bglB-celA. Lane M, marker 

(250 bp DNA ladder); Lane 1, pHW20a-Peno-NprB-bglB (HindIII). (c) Identification of 

pHW20a-Peno-NprB-bglB. Lane M, marker (Wide range DNA ladder); Lane 1, pHW20a-Peno-NprB-bglB 

(EcoRI & HindIII). (d) PCR amplification of bglB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, bglB 

(1.3 kb). 

 

完成了 pHW20a-Peno-NprB-bglB 的构建后，我们便按照 3.2.2.4 所示方法，尝试将

质粒 pHW20a-Peno-NprB-bglB 通过接合转化进入 Z. mobilis。但是经过数次转化试验后，

接合转化操作一直没有获得成功。而作为对照转化实验，我们同时进行了将质粒 pHW20a

向 Z. mobilis 中的接合转化，该接合转化则每次都能获得含有正确质粒的重组 Z. mobilis。

这个结果表明质粒 pHW20a-Peno-NprB-bglB 无法通过转化进入 Z. mobilis 中，或者是含

有该重组质粒的的 Z. mobilis 不能正常的生长。由于 Z. mobilis 并不是一株易于进行基因

工程改造的宿主菌，外源基因的表达在其中可能受到许多方面的限制；同时，如果在表

达外源基因的同时对其进行一定程度的分泌，可能在一定程度上加大了对 Z. mobilis 的

影响。所以我们决定首先实现 bglB 基因在 Z. mobilis 中的表达，而不在表达 bglB 的同时

去实现外源蛋白的分泌。为此，我们将通过 PCR 得到的 bglB 片段和重组质粒

pHW20a-Peno 进行 HindIII 和 BamHI 双酶切，并对酶切后的片段进行胶回收和连接，得

到重组质粒 pHW20a-Peno-bglB（图 3.5a），并对其进行了 HindIII 单酶切鉴定以及

EcoRI/HindIII 双酶切鉴定（图 3.5b） 
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图 3.5 pHW20a-Peno-bglB 的构建与鉴定 

Fig. 3.5 Construction and identification of pHW20a-Peno-bglB 

(a) Plasmid map of pHW20a-Peno-bglB. (b) Identification of pHW20a-Peno-bglB. Lane M, marker (Wide 

range DNA ladder); Lane 1, pHW20a-Peno-bglB (EcoRI & HindIII). 

 

在完成了 pHW20a-Peno-bglB 的构建后，我们依旧按照 3.2.2.4 所示方法，尝试将质

粒 pHW20a-Peno-bglB 通过接合转化进入 Z. mobilis。但是同样地，经过数次接合转化试

验后，我们始终没有得到相应的阳性克隆。可见，在 Z. mobilis 中表达外源纤维素酶并

不能通过通用的表达策略来实现。对于 Z. mobilis 而言，在菌体中进行纤维素酶的分泌

表达，可能对菌体本身产生一定的危害，从而抑制菌体的生长甚至直接导致菌体的死亡。

其原因首先可能是由于外源蛋白的分泌以及表达，会为Z. mobilis带来一定的代谢负担，

这可能在一定程度地上影响菌体的生长；其次，所表达的纤维素酶可能对 Z. mobilis 细

胞壁中的肽聚糖产生一定程度的影响，造成菌体细胞壁的损伤从而导致菌体生长受抑制，

或者死亡，作为一种不善于表达及分泌外源蛋白的菌种，Z. mobilis 可能对外源蛋白所造

成的影响更为敏感。 

3.3.2 ZMO1086 在 Z. mobilis 中的表达 

3.3.2.1 ZMO1086 基因的获得和重组菌的构建 

为了在 Z. mobilis 中实现纤维素酶的表达，我们在上一部分试验中进行了尝试，但

是没有取得成功。在 Z. mobilis 中高效表达纤维素酶的可能性有待于研究。通过文献我

们发现，在 Z. mobilis 基因组中存在着一个基因 ZMO1086，虽然在野生型的 Z. mobilis

中它的活性极其微弱，接近于一个沉默基因[176,181]，但是 ZMO1086 在大肠杆菌中通过

pET28a 表达体系进行过表达后，能够体现出一定的纤维素酶活性[181]，并对羧甲基纤维

素（CMC）有一定的降解活性。鉴于 ZMO1086 的低表达量无法作为 Z. mobilis 中是否

能够高效表达纤维素酶的佐证，因此我们尝试在 Z. mobilis 中对 ZMO1086 进行过表达，

从而研究 Z. mobilis 中纤维素酶的表达情况。通过基因组中序列的分析，我们发现

ZMO1086 的 CDS 序列中在其 5’端含有相应的信号肽序列（SP1086），因此我们没有为
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ZMO1086 添加额外的信号肽，而是直接使用其自带的信号肽。为了实现 ZMO1086 在 Z. 

mobilis 中的过表达，我们将 ZMO1086 片段组装在启动子 Peno 的下游，并开始进行重

组质粒 P-ZMO1086（pHW20a-Peno-ZMO1086）的构建。首先通过 PCR 扩增，从预先抽

提的运动发酵单胞菌基因组中得到 ZMO1086 基因片段，该基因全长 1026 bp（图 3.6）。 

 

图3.6 Peno的PCR产物 

Fig. 3.6 PCR fragment of Peno 

PCR amplification of ZMO1086. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, ZMO1086 (1.0 kb). 

 

接着对该 ZMO1086 片段和之前构建的 pHW20a-Peno 质粒进行 BamHI 和 HindIII 双

酶切，酶切体系为。之后对酶切后的片段进行胶回收和连接，得到目的重组质粒

P-ZMO1086（图 3.7a）。在得到了重组质粒后，我们对 P-ZMO1086 进行了 EcoRI/HindIII

双酶切鉴定（图 3.7b）。 

 

图 3.7 P-ZMO1086 的构建与鉴定 

Fig. 3.7 Construction and identification of P-ZMO1086 

(a) Plasmid map of P-ZMO1086. (b) Identification of P-ZMO1086. Lane M, marker (Wide range DNA 

ladder); Lane 1, pHW20a-Peno-ZMO1086 (EcoRI & HindIII). 

 

在完成了 P-ZMO1086 的构建后，我们依旧按照 3.2.2.4 所示方法，尝试将质粒 P-ZMO1086

通过接合转化进入 Z. mobilis。接合转化之后，我们得到了相应的阳性克隆，并按照 3.2.2.4
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所示的方法对得到的阳性 Z. mobilis 克隆进行了鉴定，确认重组质粒 P-ZMO1086 已经成

功地转化进入了 Z. mobilis，并得到重组菌 Z. mobilis ZM4/P-ZMO1086。相较于之前

pHW20a-Peno-NprB-bglB 以及 pHW20a-Peno-bglB 的转化失败，此次转化成功的质粒

P-ZMO1086 和它们使用了相同的启动子，但是其纤维素酶基因和所含的信号肽都是源自

Z. mobilis 自身的基因片段。这也在一定程度上表明，在 Z. mobilis 中进行内源基因的表

达要远比外源基因的表达容易得多。 

3.3.2.2 Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 的酶活测定 

    在得到了重组菌 Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 后，我们对其胞内及胞外的的纤维素酶

酶活进行了测定。由于文献报道 ZMO1086 在一定程度上表现出纤维素内切酶活性，因

此按照我们首先使用 PASC 作为底物，对其催化活性进行测试。试验中使用 Z. mobilis 

ZM4/pHW20a 作为对照菌株，以 10 g/L 的 PASC 作为酶活反应底物。其中 PASC 的制

备方法见本章 3.2.2.7，酶活的定义及测定方法见本章 3.2.2.8，实验结果见表 3.3。 

表 3.3 ZMO1086 酶活 

Table 3.3 Activity of ZMO1086 

Activity 

(U/mg DCW) 

Intracellular Periplasmic 

space 

Whole cell Extracellular 

Control 0.01  0.00 0.01 0.00 

ZMO1086 0.02 0.00 0.02 0.00 

PASC was used as the substrate and the enzyme activity was assayed at the condition of pH6 and 50 
o
C. 

 

从实验结果可以得出，无论是对照菌 Z. mobilis ZM4/pHW20a 还是 Z. mobilis ZM4/ 

P-ZMO1086 所表现出来的酶活都十分的低下，这也表明 ZMO1086 对于 PASC 几乎没有

降解活性。而相关的报道也曾经提到过，野生型运动发酵单胞菌会表现出微弱的 CMC

降解活性，而 ZMO1086 在大肠杆菌中进行过表达时也体现出 CMC 的降解活性。因此

我们以 10 g/L 的 CMC 作为酶活反应底物，重新对 ZMO1086 的酶活进行测定，试验中

同样使用Z. mobilis ZM4/pHW20a作为对照菌株，酶活的定义及测定方法见本章3.2.2.8，

实验结果见图 3.8。 



 

图 3.8 Z. mobilis ZM4/P-ZM1086 的 CMC 酶活性 

Fig. 3.8 The CMC cellulolytic activity of Z. mobilis ZM4/P-ZM1086 

The activity was determined by using CMC as the substrate at 30 
o
C for 1 hour. The strains ZM4/pHW20a 

was used as the controls. 

 

从实验结果可以发现，Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 相较于对照菌拥有相当明显的

CMC 降解活性。对照菌 Z. mobilis ZM4/pHW20a 的菌体总酶活只有 0.27 U/g DCW，而

Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 的菌体总酶活则达到了 6.50 U/g DCW，提高了大约 25 倍。

这个结果首先表明，ZMO1086 在重组菌中 Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 得到了正确的表

达，才使得重组菌拥有十分明显的 CMC 降解活性；其次则说明 ZMO1086 本身的催化

能力有限，对于 PASC 就几乎没有降解能力，仅能以 CMC 为底物表现出催化活性。但

是虽然 Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 在总酶活上表现出了明显的提升，但是胞内的酶活性

占了总酶活的约 90 %，达到了 5.36 U/g DCW。这也说明虽然 ZMO1086 蛋白在 Z. mobilis 

ZM4 获得了大量的表达，但是其蛋白的分布情况却没有因为其自带信号肽而显出很强的

分泌能力，约 90 %的蛋白都滞留在细胞胞质内；处于周质空间的蛋白约占总蛋白的

6.31 %，其酶活力为 0.41 U/g DCW；而分泌到胞外的蛋白则更加少，其表现出来的酶活

只有 0.38 U/g DCW，占总蛋白量的 5.90 %。 

通过这个实验表明，ZMO1086 所自带的信号肽 SP1086 能起到一定的作用，将少量

的蛋白（约 10 %）运送到周质空间以及胞外。不过我们也可以看出，在 Z. mobilis 以比

较显著的表达量对纤维素酶进行表达是可行的，但是所表达的纤维素酶的分泌仍旧受到

了很大程度的限制。从另一个方面来说，也很有可能是由于这种较低分泌水平，才能实

现在 Z. mobilis 中纤维素酶的表达。在这种情况下，大部分的纤维素酶蛋白都被保留在

细胞胞内，仅有很少的一部分蛋白会被分泌出去并接触到细胞壁，保持这种较低蛋白的

分泌率才能将纤维素酶对细胞壁的影响程度降到最低。但与此同时，只有分泌出去的纤
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维素酶蛋白才能接触到培养基中所含的纤维素底物，并对其进行降解。也就是说，对于

Z. mobilis ZM4/ P-ZMO1086 而言，其所表达的 ZMO1086 蛋白仅有 10 %能够真正地接触

到底物并起到催化降解的作用。 

3.3.3 利用信号肽 SP1086 分泌表达 bglB 基因 

3.3.3.1 PSZ-bglB 的构建 

通过上一部分的实验，我们确认了在 Z. mobilis 中表达纤维素酶的可能性，并且对

ZMO1086 基因进行了过表达。但是由于 ZMO1086 本身的催化能力不强，其在发酵应用

中很难真正起到降解纤维质底物的作用。源自多黏芽孢杆菌的 β-葡萄糖苷酶基因（bglB）

在所表达的蛋白对纤维二糖具有良好的催化能力，而对纤维二糖的利用能力则能在很大

程度上减少发酵过程中纤维二糖酶的使用，从而降低发酵的成本。但是在之前的试验中，

bglB在 Z. mobilis中的表达以失败告终。通过 ZMO1086基因在 Z. mobilis 中的成功表达，

我们发现 Z. mobilis 并不会明显地排斥内源基因的表达，因此我们尝试使用 ZMO1086 的

信号肽 SP1086 来代替之前使用的外源信号肽 NprB。Z. mobilis 中内源基因的顺利表达，

很大程度上可能是因为内源基因由于其部件的同源性，其表达方式和表达量对于 Z. 

mobilis 的生长和代谢不会有太大的影响，而源自 Z. mobilis 的信号肽 SP1086 可能也具

有合理引导、分布纤维素酶蛋白表达以及定位的能力，使其表达量和分泌情况能被 Z. 

mobilis 所接受；同时信号肽 SP1086 在上一部分试验中也体现出了引导胞内蛋白向胞外

分泌的能力。基于这两点，因此我们开始重组质粒 PSZ-bglB（pHW20a-Peno-SP1086-bglB）

的构建。 

试验中，我们首先使用 pes1 和 pes2 引物通过 PCR 扩增，从质粒 P-ZMO1086 中基

扩增 Peno-SP1086 片段。接着对该片段和载体质粒 pHW20a 进行 EcoRI 和 BamHI 双酶

切。之后对酶切后的片段进行胶回收和连接，得到目的重组载体 pHW20a-Peno-SP1086。

接着通过 bgl1和 bgl2 引物通过 PCR从多粘芽孢杆菌基因组中扩增得到 bglB基因片段，

然后和 pHW20a-Peno-SP1086 同时进行 HindIII 和 BamHI 双酶切。之后对酶切后的片段

进行胶回收和连接，得到目的重组载体 PSZ-bglB（pHW20a-Peno-SP1086-bglB）。在得

到了重组质粒后，我们对 PSZ-bglB 进行了 EcoRI/HindIII 双酶切鉴定（图 3.9）。 
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图 3.9 PSZ-bglB 的构建与鉴定 

Fig. 3.9 Construction and identification of PSZ-bglB 

(a) Plasmid map of PSZ-bglB. (b) Identification of PSZ-bglB. Lane M, marker (Wide range DNA ladder); 

Lane 1, PSZ-bglB (EcoRI & HindIII). 

 

在完成了 PSZ-bglB 的构建后，我们同样使用接合转化的方法尝试将质粒 PSZ-bglB 通过

接合转化进入 Z. mobilis。接合转化之后，我们得到了相应的阳性克隆，并按照对得到的

阳性 Z. mobilis 克隆进行了鉴定，确认重组质粒 PSZ-bglB 已经成功地转化进入了 Z. 

mobilis，并得到重组菌 Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB。在之前的试验中，和该重组质粒使用

相同启动子和目的基因的重组质粒 pHW20a-Peno-NprB-bglB 在接合转化的尝试中没有

获得成功，而将其外源信号肽 NprB 替换成内源信号肽 SP1086 后，则成功地通过结合转

化获得了目的重组 Z. mobilis。该结果表明，bglB 作为一种外源的纤维素酶基因片段，

并非不能在 Z. mobilis 中进行表达，但是必须在内源性信号肽的介导下进行。其原因可

能就是由于内源性的信号肽才能更好地引导蛋白在细胞中的分泌，使纤维素酶蛋白在细

胞中的分布情况趋于合理，并把对菌体的影响降低到最低。 

3.3.3.2 Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 的酶活测定 

    在得到了重组菌 Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB 后，我们对其胞内及胞外的的 β-葡萄糖苷

酶酶活进行了测定。试验中使用 Z. mobilis ZM4/pHW20a 作为对照菌株，以 pNPG 作为

酶活反应底物，酶活的定义及测定方法见本章 3.2.2.8，实验结果见图 3.10。 

 

图 3.10 Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB 的 pNPG 酶活性 

Fig. 3.10 The β-glucosidase activity of Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB 

The activity was determined by using pNPG as the substrate at 37 
o
C for 15 min. The strains Z. mobilis 
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ZM4/pHW20a was used as the controls. 

 

从实验结果很明显地可以看出，重组菌 Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 体现出了相当明显的 β-

葡萄糖苷酶酶活，菌体总酶活达到了 2.48 U/g DCW。作为对照菌的 Z. mobilis ZM4/ 

pHW20a 的菌体总酶活则只有 0.16 U/g DCW，几乎可以认为没有活性。这也与野生型的

Z. mobilis 无法代谢利用纤维二糖的表型相符合。重组菌中显而易见的 β-葡萄糖苷酶酶

活也表明 bglB 基因在 Z. mobilis 中获得了正确的表达。从该结果可以看出，bglB 可以在

Z. mobilis 中表达，而且能够在 Z. mobilis 中积累到一定的活性。这说明 SP1086 的确能

够合理地介导蛋白进行正确的分泌，从而使 Z. mobilis 能够承受外源蛋白过量表达所带

来的对菌体的负担和影响。如果脱离了内源性信号肽的介导，表达的外源蛋白可能会由

于不合理的过量表达而使蛋白对菌体造成伤害，并最终导致无法获得含有目的质粒的重

组 Z. mobilis。 

    Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 在表现出过量 β-葡萄糖苷酶活性的同时，SP1086 的介导

也起到了一定的分泌作用。大约 80 %的蛋白仍旧存在于细胞内的胞质中，胞内蛋白所

表达的酶活达到了 1.91 U/g DCW。BglB 蛋白的分泌主要是从胞内向周质空间的转移，

周质空间中所含蛋白所表现出来的 β-葡萄糖苷酶酶活为 0.35 U/g DCW，占细胞总酶活

的 14.11 %。分泌到胞外的蛋白所表现出来的 β-葡萄糖苷酶酶活为 0.05 U/g DCW，占总

酶活的 2.02 %。从其他 Z. mobilis 相关的外源纤维素酶表达改造结果来看[9, 111-175]，成功

地在 Z. mobilis 中进行了外源纤维素酶基因的分泌表达的实验通常都使用了内源性的信

号肽或者表达部件（gfor 基因的信号肽、ZMO0130 基因的信号肽、ZMO0331 基因的信

号肽等）；还有一类表达成功的实验则是在 Z. mobilis 中表达外源的羧甲基纤维素酶

（CMCase），这种可能是由于该种酶蛋白的催化活性与 Z. mobilis 本身所具有的纤维素

酶相似，从而更容易在 Z. mobilis 中进行表达。但是该种表达通常都只限于胞内，没有

内源信号肽的介导，外源纤维素酶很难在 Z. mobilis 中实现分泌表达。而本实验也同样

证明，内源性信号肽 SP1086 对于 bglB 基因的表达是必不可少的。 

3.3.4 利用果聚蔗糖酶（SacB）构建融合蛋白分泌表达 bglB 基因 

3.3.4.1 融合蛋白 SacB-BglB 的构建及重组菌的构建 

运动发酵单胞菌的底物利用范围较为狭窄，仅限于葡萄糖、果糖和蔗糖。葡萄糖和

果糖作为单糖，可以通过渗透作用直接穿过细胞膜进入细胞，并被细胞所利用。但是蔗

糖作为双糖，理论上是无法通过渗透作用进入运动发酵单胞菌菌体的，而目前也没有明

确的转运机制被确认为专门用于蔗糖的转运。与之相对应的，运动发酵单胞菌自身拥有

三种不同的蔗糖酶（SacA、SacB 和 SacC），在利用蔗糖的过程中利用中发挥着重要的

作用[186-193]。其中果聚蔗糖酶 SacB 和蔗糖酶 SacC 起到最主要的功能。由于蔗糖无法跨

膜，因此运动发酵单胞菌的蔗糖酶想要分解并利用蔗糖，SacB 和 SacC 必然需要有一定

的胞外活性才能发挥作用。不过就目前的基因组信息来看， sacB 和 sacC 的基因序列中

均没有发现信号肽或类似的片段，因此关于蔗糖酶在运动发酵单胞菌中如何穿膜并表达



的机制目前仍旧不清楚。但是在运动发酵单胞菌对于蔗糖酶必然存在着相关的分泌或者

转运机能，这也为我们提供了一定的思路。由于蔗糖是运动发酵单胞菌仅能利用的三种

底物之一，其代谢的速率虽然不如葡萄糖和果糖，但也能被菌体较快地进行利用，因此

蔗糖酶在运动发酵单胞菌中必然有着相对较高的表达和分泌水平。基于此，本实验选择

了果聚蔗糖酶 SacB，并尝试将其和外源 β-葡萄糖苷酶蛋白 BglB 进行融合表达，藉由

SacB 较好的表达以及分泌水平，在运动发酵单胞菌中实现外源 β-葡萄糖苷酶蛋白 BglB

的分泌表达。 

试验中，为了构建融合蛋白，我们首先利用重叠延伸 PCR 的方法，将 sacB 基因和

bglB 基因融合在一起（图 3.11）。 

 

图 3.11 重叠延伸 PCR 流程图 

Fig. 3.11 Map of Overlap PCR 

 

首先，我们用引物 p1 和 p2 从运动发酵单胞菌基因组中通过 PCR 扩增得到 sacB 片段；

同时用引物 p3 和 p4 从多粘芽孢杆菌基因组中通过 PCR 的方法扩增得到 bglB 片段。接

着分别以上一步的两个产物 sacB片段和 bglB片段为共同模板，以引物 p1和 p4进行 PCR

扩增，并最终得到融合基因 sacB-bglB 片段，该片段大小约 2.7 kb（图 2.12）。其中的 sacB

和 bglB 基因之间的重叠延伸片段为 GGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT，翻译成蛋白后表

达为 7 个甘氨酸，并以此作为 SacB 和 BglB 两个蛋白的桥接片段。 
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图 3.12 sacB-bglB 片段 

Fig. 3.12 PCR fragment of sacB-bglB 

PCR amplification of sacB-bglB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, sacB-bglB (2.7 kb). 

 

在得到 sacB-bglB 片段后，我们将其和之前构建的重组质粒 pHW20a-Peno 进行 BamHI

和 HindIII 双酶切。之后对酶切后的片段进行胶回收和连接，得到目的重组质粒 PB-bglB

（ pHW20a-Peno-sacB-bglB ）。在得到了重组质粒后，我们对 PSZ-bglB 进行了

EcoRI/HindIII 双酶切以及 sacB-bglB 片段的 PCR 鉴定（图 3.13）。 

 

 

图 3.13 PB-bglB 的构建与鉴定 
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Fig. 3.13 Construction and identification of PB-bglB 

(a) Plasmid map of PB-bglB. (b) Identification of PB-bglB. Lane M, marker (Wide range DNA ladder); 

Lane 1, PSZ-bglB (EcoRI & HindIII). (c) PCR identification of sacB-bglB. Lane M, marker (250 bp DNA 

ladder); Lane 1, sacB-bglB (2.7 kb). 

 

在完成了 PB-bglB 的构建后，我们通过接合转化的方法，试将重组质粒 PB-bglB 通

过接合转化的方法转化进入 Z. mobilis，并通过筛选得到了相应的阳性克隆，同时按照

2.2.2.4 所示的方法对得到的阳性 Z. mobilis 克隆进行了鉴定，确认了重组质粒 PSZ-bglB

已经成功地转化进入了 Z. mobilis，从而得到重组菌 Z. mobilis ZM4/PB-bglB。该重组菌

的成功构建，说明除了使用Z. mobilis内源基因的信号肽来表达外源纤维素酶基因之外，

我们还可以通过融合蛋白的方式来介导外源纤维素酶基因的表达。内源的信号肽可能是

通过介导外源蛋白合理地表达、分泌以使外源纤维素酶的分泌表达对重组 Z. mobilis 的

影响降低。而融合蛋白的表达成功，可能是由于借助了内源性蛋白本身对 Z. mobilis 的

亲和性以及在 Z. mobilis 中适度的表达特性。由于是融合蛋白，外源的目的蛋白会随着

内源的蛋白一同进行表达，使其表达量能一直维持在 Z. mobilis 的可接受范围之内。 

3.3.4.2 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 的酶活测定 

    在得到了重组菌 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 后，我们同样地对重组菌的胞内及胞外的

β-葡萄糖苷酶酶活进行了测定。和上一个 β-葡萄糖苷酶酶活测定实验相似，本试验中也

使用 Z. mobilis ZM4/pHW20a 作为对照菌株，并将同样表达 bglB 基因的 Z. mobilis ZM4/ 

PSZ-bglB 的酶活作为对比。试验中以 pNPG 作为酶活反应底物，β-葡萄糖苷酶酶活的测

定、以及相关酶活的测定方法见本章 3.2.2.8，实验结果见图 3.14。 

 

图 3.14 Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB 和 Z. mobilis ZM4/PB-bglB 的 β-葡萄糖苷酶酶活测定 
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Fig. 3.14 β-Glucosidase activity of the strain Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB and ZM4/PB-bglB. 

The glucosidase activity was determined using pNPG as substrate at 37 
o
C for 15 min. The strain 

ZM4/pHW20a was used as the control. 

 

从实验结果中我们可以看出，表达融合蛋白的重组菌 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 菌体

总酶活达到了 5.26 U/g DCW，比使用内源信号肽 SP1086 表达 bglB 基因的重组菌 Z. 

mobilis ZM4/ PSZ-bglB 的总酶活（2.48 U/g DCW）高了 1 倍。由此可以推测，融合蛋白

sacB-bglB 中果聚蔗糖酶 SacB 的高表达，很可能也促进了与之融合的 BglB 的表达，从

而导致了重组菌 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 总酶活的大量提升。但是和显著提升的酶活总

量不同的是，其目的纤维素酶蛋白的分泌却有明显的下降。周质空间中的蛋白所测得的

酶活仅为 0.05 U/g DCW，占总酶活的 1.0 %；而胞外蛋白所表现出的酶活为 0.06 U/g 

DCW，占总酶活的 1.1 %。显然，Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 中 BglB 的分泌率远低于在

Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 中的情况（14.11 %转运到周质空间、2.02 %分泌到胞外）。而

从分泌量来看，虽然 Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 中的总酶活仅为 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB

的一半，但是其周质空间的蛋白酶活达到 0.35 U/g DCW，数倍于 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB

周质空间中的酶活量；而两种重组菌的胞外酶活量则十分的相近。这个结果表明，使用

融合蛋白来表达外源纤维素酶的策略虽然可行，并且能够取得更高的酶活表达量，但是

总体上该种重组菌更倾向于将表达的纤维素酶蛋白保留在胞质之中，而非高效地进行分

泌。换言之，在如此高的表达量下，如果融合蛋白能够同时进行大量的分泌，那么这些

分泌出来的带有纤维素酶活性的蛋白很有可能对宿主菌的细胞壁形成一定程度的损害，

从而影响菌体的生长；抑或大量的纤维素酶蛋白的分泌和表达，将会对宿主菌带来严重

的代谢负担，并同样对菌体带来不利的影响。 

3.3.5 重组菌利用纤维二糖进行乙醇发酵尝试 

    在得到了分泌表达 bglB 基因的重组菌 Z. mobilis ZM4/ PB-bglB 和 Z. mobilis ZM4/ 

PSZ-bglB 后，我们确认了它们菌体中 β-葡萄糖苷酶的表达，并尝试将它们应用于实际的

CBP 发酵过程中。试验中我们使用 RM 培养基作为发酵的培养基，并向其中额外加入

10 g/L 的纤维二糖作为碳源，Z. mobilis ZM4/ pHW20a 作为对照菌株。Z. mobilis ZM4 的

具体的发酵条件及操作参见本文 3.2.2.9 章节，发酵试验重组菌对纤维二糖的利用结果见

图 3.15，重组菌的葡萄糖代谢、生长和乙醇发酵结果见表 3.4。 



 

图 3.15 重组菌对纤维二糖的利用 

Fig. 3.15 Cellobiose utilization of recombinant strain Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB and ZM4/PB-bglB. 

The cellobiose utilization of recombinant strain Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB and ZM4/PB-bglB in RM 

medium with 10 g/L cellobiose. ZM4/pHW20a was used as the control strain. Circle for cellobiose 

concentration of Z. mobilis ZM4/pHW20a, triangle for Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB and squrare for Z. mobilis 

ZM4/PB-bglB. 

表 3.4 重组菌纤维二糖发酵试验 

Table 2.4 Fermentation of Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB and ZM4/PB-bglB 

 
ZM4/PSZ-bglB ZM4/PB-bglB ZM4/pHW20a 

 
Concentration (g/L) and cell growth (OD600nm) 

Time (h) Glucose Ethanol OD600nm Glucose Ethanol OD600nm Glucose Ethanol OD600nm 

0 8.10 0.00 0.10 8.11 0.00 0.08 8.07 0.00 0.09 

12 7.61 0.52 0.23 7.50 0.21 0.12 7.55 0.52 0.29 

24 0.73 3.65 1.18 0.32 3.73 0.95 0.68 3.85 1.19 

36 0.04 3.66 1.30 0.07 3.58 1.02 0.04 3.66 1.34 

 

从发酵试验中我们发现，两株重组菌在生长、葡萄糖代谢和乙醇生产方面没有显著

的区别，重组菌的生长稍微有些迟滞，这可能是由于其中外源蛋白的表达所带来的代谢

负担，以及纤维素酶的分泌表达对菌体带来的损害所致。不过重组菌菌体生长的形态有

明显的变化，对照菌 Z. mobilis ZM4/ pHW20a 的菌液中，菌体为均匀的细粉末状；但是
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重组菌的菌体在培养基中则呈现碎块状，且比较容易堆积絮凝。这很有可能是因为纤维

素酶的表达对菌体的细胞壁产生了一定的影响所导致的细胞形态变化。而从发酵的结果

来看，重组菌对纤维二糖的利用能力并不显著。虽然纤维二糖可以穿过细胞壁而被周质

空间中的纤维素酶蛋白接触并降解，但是对于重组菌而言，分泌效果较好的 Z. mobilis 

ZM4/ PSZ-bglB 也仅仅实现了大约 20 %左右的酶蛋白的分泌，Z. mobilis ZM4/ PB-bglB

的分泌率则仅为 10 %左右，而其分泌表达量也低于 Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB。实验结

果也表现出相同的趋势，Z. mobilis ZM4/PSZ-bglB 消耗了大约 0.4 g/L 纤维二糖，而 Z. 

mobilis ZM4/PB-bglB 消耗了大约 0.2 g/L 纤维二糖，对照菌 Z. mobilis ZM4/ pHW20a 由

于没有额外的 β-葡萄糖苷酶表达，因此对于纤维二糖没有任何利用。 

从结果来看，重组菌对于纤维二糖的利用效果并不理想，所代谢的额外的纤维二糖

量也没有带来明显的乙醇生产的提升。这主要还是由于 β-葡萄糖苷酶 BglB 在运动发酵

单胞菌中的分泌效果不理想，从而导致重组菌所产生的纤维素酶无法有效地接触到底物

并降低了降解效果；同时，运动发酵单胞菌中外源纤维素酶的表达量也可能是导致该结

果的一个原因，限于运动发酵单胞菌本身的分泌表达性能并不优秀，较低的蛋白表达水

平也在一定程度上削弱了重组菌对纤维质底物的利用能力。 

 

3.4 小结 

    运动发酵单胞菌作为一种出色的乙醇生产菌株，其狭窄的底物利用范围以及无法降

解利用纤维质材料的特性限制了它在实际发酵中的应用。因此，如果能对运动发酵单胞

菌进行针对性地改造，使其能在纤维质原料的生物炼制过程中有更好的发酵表现，将具

有很大的实用意义和经济价值。但是运动发酵单胞菌在基因工程改造中却显得十分不友

好，外源基因的导入和表达都十分的困难，许多研究也围绕着这一点开展，试图构建一

个稳定的基因改造平台。 

在试验中，我们对运动发酵单胞菌的纤维素酶分泌表达能力进行了研究和探索，并

依据实验结果，发现并确认了几种可以实现的纤维素酶分泌表达策略。在实验的一开始，

我们尝试使用一种普片的分泌表达方法，利用信号肽 NprB 尝试在运动发酵单胞菌中实

现外源纤维素酶 bglB 基因的分泌表达，但是没有获得成功。我们推测运动发酵单胞菌

可能对纤维素酶的表达比较敏感，且其菌体在该种表达情况下可能会受到损害。因此在

我们在运动发酵单胞菌中过表达了内源纤维素酶基因 ZMO1086，确认了在运动发酵单

胞菌中表达纤维素酶的可能性并研究了它的表达情况，决定采用 ZMO1086 的信号肽来

分泌表达 bglB 基因。这种方法获得了成功，也在一定程度上展示了内源信号肽对于外

源纤维素酶基因表达的重要性，它可能会以一种更合理、更能被宿主菌接受的形式对纤

维素酶的基因进行表达，最大程度地避免该过量表达对菌体带来的损伤。与此同时，我

们还发现，将 bglB 基因和运动发酵单胞菌中的果聚蔗糖酶基因 sacB 进行融合，就能够

以融合蛋白的形式实现 bglB 在运动发酵单胞菌中的分泌表达，并且能够获得一个比较

高的表达量。不过重组菌代谢利用纤维素的一个前提条件就是纤维素酶的分泌表达，而



在这一方面重组菌做的并不好。在 SP1086 的介导下，重组菌实现了大约 20 %的酶蛋白

从胞内向周质空间以及胞外的转运，而以融合蛋白策略进行表达的情况下，仅有 10%左

右的蛋白实现了分泌。低下的分泌率也使得在接下来的利用纤维二糖发酵产乙醇的实验

没有获得理想的实验结果。 

通过实验，我们发现了不同的在运动发酵单胞菌中分泌表达纤维素酶的方法，并通

过重组菌的构建验证、实现了这些方法的可行性和实用性。为在运动发酵单胞菌中进行

外源纤维素酶的表达提供了一定的思路和借鉴。同时，在试验中构建完成的重组菌 Z. 

mobilis ZM4/ PB-bglB 和 Z. mobilis ZM4/ PSZ-bglB 初步具有了 CBP 菌株的特性，虽然发

酵性能仍旧有待提高，但是相关的改造思路和改造工具的确立则为以后的工作奠定了基

础。 

  



 

第四章 耐热型β-1,3-1,4-葡聚糖酶在枯草芽孢杆菌中的分泌表达研究 

 

4.1 前言 

 

β-葡聚糖是广泛存在于细菌、真菌以及植物诸如大麦、小麦、燕麦、水稻等稻谷类

农作物细胞壁中的一种多糖[194]。在稻谷类农作物细胞壁中，D-葡萄糖单体通过 β-1,3 和

β-1,4 糖苷键连接，形成 β-1,3-1,4-葡聚糖并构成细胞壁的一部分[195]。这些农业作物组分

作为生物质原料的重要来源，除了日常的食用之外，也经常被用于许多其他诸如酒精酿

制等生产领域。但是在酿制的过程中，原材料加工处理后残余的 β-葡聚糖通常会导致产

品产生沉淀并增加其凝胶化程度，对于产品的纯化和储存都非常的不利。为了解决生产

过程中由 β-葡聚糖所导致的问题，人们普遍在原料碾磨和发酵过程中添加 β-葡聚糖酶，

用以降解 β-葡聚糖[196,197]。此外，加工该种原料制作饲料等产品时，其中的 β-葡聚糖由

于不易被消化，掺杂在饲料中容易导致被喂养的动物产生消化道方面的问题，因此在这

些过程中 β-葡聚糖酶的应用也非常的广泛[198]。 

β-1,3-1,4-葡聚糖酶是一种内切葡聚糖酶，能特异性地水解 β-1,3-1,4-糖苷键，对纤维

素中通过 β-1,4 或 β-1,3 糖苷键连接形成的葡聚糖则没有催化效果[199]。自身能够产生

β-1,3-1,4-葡聚糖酶的微生物有许多，比如枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）[200]、解淀粉

芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）[201]、球形芽孢杆菌（Bacillus sphaericus）[202]、

地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）[203]、环状芽孢杆菌（Bacillus circulans）[204,205]、

产琥珀丝状杆菌（Fibrobacter succinogenes）[206]、嗜热拟青菌（Paecilomyces thermophila）
[207]、嗜热毛壳菌（Chaetomium thermophilum）[208]以及热纤梭菌（Clostridium thermocellum）
[194]等。在实际的工艺应用中，一般的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶也存在着许多自身的不足。源

自芽孢杆菌属的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶其最适反应温度一般都低于 50 
o
C，而且无法在较高

的温度中维持酶蛋白的活性，在酒精酿造等一些需要经历高温过程的工艺中这些酶便很

难保持活性；而源自嗜热菌嗜热毛壳菌（Chaetomium thermophilum）[208]和嗜热拟青菌

（Paecilomyces thermophila）[207]的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶虽然最适反应温度较高，达到 50-70 

o
C，但是在它们的热稳定性并不好，这种条件的高温下很容易失活。同时他们并不广泛

的反应 pH 范围（pH 4-7）也使得他们在许多工业应用中受到了限制。因此如何获得具

有更优秀的耐热性以，同时对较广范围的催化条件具有更好适应性的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶，

就能对相关的工艺进行更好的完善。此外，为这种生物酶寻找一种高产且能进行分泌表

达的宿主菌，对于该生物酶的应用、纯化甚至直接的 CBP 发酵都能带来极大的帮助。 

本论文将源自热纤梭菌（Clostridium thermocellum DSM 1237）的 β-1,3-1,4-葡聚糖

酶基因（licB）进行了克隆表达，并通过穿梭载体 pP43JM2
[153]在具有良好分泌性能的枯

草芽孢杆菌改造株 Bacillus subtilis WB800（缺失八种胞外蛋白酶）[209]中进行了分泌表



达。接着通过进一步的实验，对重组菌 B. subtilis WB800/pP43JM2-licB 所分泌表达的

β-1,3-1,4-葡聚糖酶的分泌性、酶学特性、耐热性、最适 pH 范围、金属离子影响等各项

指标进行了研究，证明了在该种表达策略下，实现了耐热 β-1,3-1,4-葡聚糖酶的高效分泌

表达，且所表达的酶蛋白拥有良好的耐热性能和较高的催化性能，并在一个广泛的 pH

范围内都能表现出良好的酶活。该重组菌的构建使得我们能够利用重组微生物，通过廉

价的生物发酵得到拥有良好性能的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶，为相关酶的生产和应用提供了新

的思路。 

 

4.2 材料与方法 

 

4.2.1 实验材料 

4.2.1.1 菌株和质粒 

热纤梭菌（Clostridium thermocellum, DSM 1237）购自德国微生物菌种保藏中心

（Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen），枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis WB800）由张以恒教授实验组（Virginia Polytechnic Institute and State University, 

USA）慷慨惠赠，大肠杆菌 DH5α 用于基因克隆和质粒构建等基因操作。实验中所使用

的菌株和质粒具体见表 4.1。 

表 4.1 菌株及质粒 

Table 4.1 Strains and plasmids used in this study 

 

4.2.1.2 实验试剂 

β-1,3-1,4-葡聚糖（β-1,3-1,4-glucan）购自南京化学试剂公司（Nanjing, China）；实验

中所用的限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自 Fermentas 公司（Vilnius Lithuania）；DNA

分子量标品、蛋白质分子量标品、rTaq 及 Primer STAR HS DNA 聚合酶购自日本 Takara

Strains/plasmids  Characteristics Sources 

Strains 

  E. coli DH5α 

 

F
-
, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, deoR, 

recA1, endA1, hsdR17(rk
-
 ,mk

+
), phoA, supE44, λ

-
, 

thi-1, gyrA96, relA1. 

 

Stored in lab 

  B. subtilis WB800 nprE, aprE, epr, bpr, mpr::ble, nprB::bsr, Δvpr, 

wprA::hyg. 

[209] 

  C. thermocellum DSM1237 Wild type. DSMZ 

Plasmids 

  pP43JM2 

 

Km
r
, E. coli-B. subtilis shuttle vector. 

 

Stored in the lab
[153]

 

  pP43JM2-licB Secretively-express licB with promoter P43 and 

signal peptide NprB in B. subtilis. 

In this study 



大连分公司（Dalian, China）；基因组抽提试剂盒（Bacterial DNA Kit）购自 Omega 生物

公司（Norcross, GA, USA）；质粒小量制备试剂盒（Plasmid Mini Kit）和琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒（Gel Extraction Kit）购自上海捷瑞生物工程公司（Shanghai, China）；PCR

产物纯化试剂盒（PCR Purification Kit）购自上海生工生物工程公司（Shanghai, China）；

胰蛋白胨（Tryptone）和酵母提取物（yeast extract）购自 Oxoid 公司（Cambridge, UK）；

卡那霉素（Kanamycin, Km）、氨苄青霉素（Ampicilin, Amp）、十二烷基硫酸钠（Sodium 

dodecyl sulfonate, SDS）、溴化乙锭（Ethidium bromide, EB）均购自美国 Amresco 公司

（Cleveland, OH, USA）；西班牙琼脂糖（Biowest, Spain）购自比利时 Acros Organics 公

司（Geel, Belgium）；其他试剂如无特殊说明均为国产分析纯，购自上海国药化学试剂

集团或凌峰化学试剂公司。实验中使用的引物在上海捷瑞生物工程有限公司进行引物合

成。 

4.2.1.3 实验仪器 

实验中所使用的仪器见表 2.2。 

4.2.1.4 菌种的培养及保存 

大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的培养均采用 LB（Luria broth）培养基：10 g/L 胰蛋白胨，

10 g/L NaCl 以及 5 g/L 酵母提取物。如果需要配置琼脂固体培养基，则添加 15 g/L 的琼

脂。培养基成分添加完成后用 5 M NaOH调节 pH值到 7.0，并在 115 
o
C条件下灭菌 20 min。

如需要使用含有抗生素的液体培养基，则在接入菌体前按所需浓度加入相应的抗生素。

氨苄青霉素的使用浓度为 100 μg/ml、卡那霉素使用浓度为 50 μg/ml。如果需要使用含有

抗生素的琼脂固体培养基，则待含有琼脂的培养基冷却至 60 
o
C 左右时，按所需浓度加

入相应的抗生素，摇晃均匀后等待培养基凝固，并置于 4 
o
C 避光保存。大肠杆菌和枯草

芽孢杆菌的培养条件如无特殊说明，液体培养均是在摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行

培养；琼脂固体培养基培养均是将涂布有菌体的平板放置于 37 
o
C 恒温培养箱中进行培

养。 

热纤梭菌的培养所采用的培养基[210]：1.5 g/L KH2PO4, 2.9 g/L K2HPO4, 2.1 g/L Urea，

1 g/L MgCl2·6H2O，150 mg/L CaCl2·2H2O，1.25 mg/L FeSO4·6H2O，0.5 g/L L-谷胱甘肽，

5 g/L 纤维二糖，10 g/L Morpholinopropane sulfonic acid，6.0 g/L 酵母提取物，3 g/L 柠

檬酸钠。培养基成分添加完成后用 5 M NaOH 调节 pH 值到 7.0，并在 115 
o
C 条件下灭

菌 20 min。热纤梭菌在 60 
o
C 的厌氧条件下进行培养。 

大肠杆菌感受态细胞制备所用的培养基：10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L NaCl 以及 5 g/L

酵母提取物，10 mM MgSO4 以及 2 g/L 葡萄糖。培养基成分添加完成后用 5 M NaOH 调

节 pH 值到 7.0，并在 115 
o
C 条件下灭菌 20 min。 

枯草芽孢杆菌感受态细胞制备所用的培养基：SP-A 盐溶液：4 g/L (NH4)2SO4，28 

g/L K2HPO4·3H2O，12 g/L KH2PO4，2g/L 柠 檬 酸 钠 ； SP-B 盐 溶 液 ： 0.4 g/L 

MgSO4·7H2O；100×CAYE 溶液：20 g/L 酪氨酸，100 g/L 酵母提取物。 培养基成分添

加完成后在 115 
o
C 条件下灭菌 20 min。之后通过将 9.8 mL SP-A 盐溶液、9.8 mL SP-B



盐溶液、200 µL（1 %V）葡萄糖溶液以及 200 µL 100× CAYE 溶液混合配制成 20 ml SPI

培养基；将 5.88 ml SP I 培养基、60 µL（1 %V）50 mM CaCl2 溶液以及 60 µL（1 %V）

250mM MgCl2 溶液混合配制成 6 ml SP II 培养基。 

    实验中对所需菌种进行保种的操作方法：在超净工作台中将 800 µL 培养到对数生

长期的菌液与 800 µL 60 %无菌甘油混合均匀，装入预先灭菌的冻存管中，保存于-80 
o
C

超低温冰箱中。 

4.2.1.5 实验试剂及溶液配制 

氨苄青霉素贮存液：称取 1.00 g 氨苄青霉素粉末溶解于 50 ml 无菌超纯水中，搅拌

使其充分溶解并继续加入超纯水，定容于 100 ml。接着在超净工作台中以无菌 0.22 μm

硝酸纤维素滤膜过滤除菌，再行分装于-20 
o
C 条件下避光保存。 

卡那霉素贮存液：贮存液浓度和配制的操作步骤参见氨苄青霉素贮存液的配制。 

    5×TBE 核酸电泳缓冲液：将 54 g Tris-base，27.5 g 硼酸以及 0.5 M EDTA 溶液 20 ml 

溶于 1 L 的去离子水中，充分溶解后常温避光保存，使用时将其稀释成为 0.5×工作液，

既稀释 10 倍。 

0.7 %琼脂糖凝胶：称取 0.7 g 琼脂糖，溶于 100 ml 的 5×TBE 核酸电泳缓冲液，用

微波炉加热至完全溶解，溶液澄清为止。之后加入 20 µL 溴化乙锭，混匀后即可使用。 

5×蛋白电泳样品缓冲液：将 0.6 ml 的 1 M Tris-HCl（pH=6.8）缓冲液、5 ml 的 50 %

甘油、2 ml 的 10 % SDS、0.5 ml 的巯基乙醇、1 ml 的 1 %溴酚蓝加入 0.9 ml 蒸馏水混匀

后，配制成 5×蛋白电泳样品缓冲液，分装后于-20 
o
C 条件下避光保存。 

10×蛋白电泳缓冲液：将 10 g SDS、30g Tris-base 和 144 g 甘氨酸溶于 1 L 的去离子

水中，充分溶解后常温保存，使用时将其稀释成为 1×工作液，既稀释 10 倍。 

100×EGTA 溶液：配制 10 mM EGTA 溶液，溶解时需加少量 NaOH 至 pH8.0。 

Tris-HCl 缓冲液：将 Tris 按所需浓度溶于去离子水中，然后用移液器缓慢加入浓

HCl 并混匀。使用 pH 计实时监测缓冲液的 pH 值直到达到所需的缓冲液 pH 值以完成缓

冲液的配置，常温保存。 

磷酸缓冲液：按照所需浓度配制 NaH2PO4 和 Na2HPO4 溶液，然后将两者按照一定

浓度缓慢混合并混匀。使用 pH 计实时监测缓冲液的 pH 值直到达到所需的缓冲液 pH 值

以完成缓冲液的配置，常温保存。 

刚果红溶液：称取 0.02 g 刚果红溶于 200ml 的 0.1 M 磷酸缓冲液中（pH=8.0），于

常温下避光保存。 

4.2.2 实验及分析方法 

4.2.2.1 基因组及质粒 DNA 的抽提、纯化和制备 

基因组及质粒 DNA 的抽提、纯化等具体操作见第二章 2.2.2.1。 

4.2.2.2 目的基因的克隆及质粒构建 

本实验中采用 PCR 的方法对目的基因进行扩增，用于进行 PCR 的引物见表 4.2。 

表 4.2 本实验使用的引物 



Table 4.2 Primers used in this study 

Primer name  Sequence (5→3) 

licB-S TCTAGAATGAAAAACAGGGTAATTTC (XbaI) 

licB-A AAGCTTTTCAAAGTGACGGAATTG (HindIII) 

 

试验中引物的处理、PCR体系的制备以及PCR条件的设置均参考本文 2.2.2.2章节。 

目的基因通过 PCR 扩增之后，接着使用 PCR 纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化，然后再

使用引物上预设的限制性内切酶对其进行酶切（具体酶切位点以及体系参见实验结果部

分）；同时对载体质粒 pHW20a 使用相同的限制性内切酶进行酶切。将 PCR 和目的载体

的酶切产物通过胶回收，取得含有酶切后粘性末端的目的基因 DNA 片段和载体片段，

然后使用 T4 DNA 连接酶将两个片段的粘性末端进行特异性的连接，连接的具体操作可

参考 T4 DNA 连接酶（Fermemtas T4 DNA Ligase）使用说明书。连接的体系配比见本文

表 2.5。目的基因与目的载体相连成环状 DNA 后，即形成了新的目的质粒。将连接后的

连接液转化进入大肠杆菌 DH5α，便能进行扩增。 

4.2.2.3 目的质粒在大肠杆菌中的转化及鉴定 

实验中采用大肠杆菌 DH5α 感受态的具体制备步骤、操作方法以及阳性克隆的鉴定

详见本文 2.2.2.3 章节。 

4.2.2.4 目的质粒在枯草芽孢杆菌中的转化及鉴定 

实验中采用化学法制备枯草芽孢杆菌感受态[211]，用以完成目的质粒向枯草芽孢杆

菌中的转化。具体的操作步骤为： 

1) 将保存于-80 
o
C 冰箱中保种的枯草芽孢杆菌甘油管取出，在超净工作台中用接种环

挑取少量的菌液涂布于 LB 琼脂平板上，放置于 37 
o
C 恒温培养箱中培养约 12 h，便

可于平板上看到肉眼可清晰分辨的枯草芽孢杆菌单菌落。 

2) 用牙签挑取一个单菌落，接种于 20 ml LB 培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm

条件震荡培养 12 h。 

3) 取 100 μl 培养后的枯草芽孢杆菌菌液，转接于 5 ml SP I 培养基中，放置于摇床中以

37 
o
C，220rpm 条件进行震荡培养大约 3 h 后。当枯草芽孢杆菌生长至对数生长后期

（OD600nm=0.8-1.0），迅速从其中取 200 μl 菌液转接于 2 ml SP II 培养基中，放置于

摇床中以 37 
o
C，100rpm 条件震荡培养 1.5 h。 

4) 向菌液中加入 20 μl 100×EGTA 溶液放置于摇床中以 37 
o
C，100rpm 条件震荡培养

10 min。然后将转化体系按照 500 μl 每管分装入 1.5 ml 离心管中。 

5) 用移液器向离心管中加入约 10 μl 需转化的目的质粒（高浓度质粒效果更佳），轻轻

吹打混匀，放置于摇床中以 37 
o
C，100rpm 条件震荡培养 30 min。 

6) 将离心管转移至另一个摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养 1.5 h。 

7) 将菌体培养液于离心机中 8000 rpm 离心 1 min。弃去上清，仅留少量上清用以重悬

菌体，之后将菌液涂布于含有相应抗生素的 LB 平板上，于 37 
o
C 恒温培养箱中培



养约 24 h 后，即可于平板上长出肉眼可辨的阳性克隆单菌落，接着挑取菌落培后

进行质粒抽和鉴定。 

质粒鉴定方法参见 4.2.2.3 中大肠杆菌阳性克隆的鉴定。 

4.2.2.5 枯草芽孢杆菌胞内及胞外蛋白的提取 

实验中使用反复冻融后超声破碎的方法进行枯草芽孢杆菌胞内蛋白的提取；使用硫

酸铵沉淀法用来对菌液中的菌体胞外蛋白进行提取。提取获得蛋白则用于之后的实验。

具体方法为： 

1) 用牙签挑取一个重组枯草芽孢杆菌单菌落，接种于 20 ml LB（含相应的抗生素）培

养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养约 24 h，菌体约生长到至

OD600nm=2.0。 

2) 将菌液摇瓶置于冰水混合物中，冰浴 10 min。接着将菌液转移至预冷离心杯中，于

低温离心机中 4 
o
C、10000 rpm 离心 2 min，沉淀即为枯草芽孢杆菌菌体，上清则含

有待提取的胞外蛋白。 

3) 将 2）步骤中产生的沉淀，用 20 ml Tris-HCl 缓冲液（pH=7）悬浮菌体，取 1 ml 菌

体悬浮液加入 1.5 ml 离心管。 

4) 将含有菌体悬浮液的离心管插入液氮速冻，放置 20 s 后再将离心管放入 80 
o
C 甘油

浴中 1 min，反复 5 次。 

5) 将反复冻融后的菌体悬浮液于冰上进行超声破碎，条件为 100W、超声时间 3 s、超

声间隔 15 s，工作 15 次。 

6) 将破碎后的菌体悬浮液于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 5 min，上清即是所需

的胞内蛋白。 

7) 将 2）步骤中产生的上清液然转移进入另一个预冷离心杯中，于冰上以 60 %的沉淀

浓度分批次缓慢加入无水硫酸铵粉末（每 100 ml 菌液加入 36.1 g 无水硫酸铵），每

次添加硫酸铵后要搅拌均匀以使其充分溶解。 

8) 将离心杯于低温离心机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 10 min，弃去上清后用 1 ml Tris-HCl

缓冲液（pH=7）溶解沉淀，所得溶液既是胞外蛋白液（如此时有沉淀则于低温离心

机中 4 
o
C、12000 rpm 离心 3 min 取上清作为胞外蛋白液）。 

4.2.2.6 枯草芽孢杆菌细胞光密度（OD600nm）与细胞干重（DCW，mg/mL）曲线的测定 

实验中需要对枯草芽孢杆菌的菌体量进行定义，因此对其菌液的光密度和细胞干重

的关系进行了测定，以便在之后的实验中以细胞光密度（OD600nm）来定量菌体，用作

实验的参数，具体操作步骤为：用牙签挑取一个重组枯草芽孢杆菌单菌落后接种于 20 ml 

LB 培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件震荡培养约 12 h 然后 1 %转接于 500 

ml LB 培养基中，放置于摇床中以 37 
o
C，220rpm 条件进行震荡培养。约 2 h 后，测量

菌液此时的 OD600nm 值，同时取 30 ml 菌液并加入 50 ml 离心管中，于离心机中 10000 rpm

离心 2 min，弃去上清后用 15 ml 超纯水悬浮菌体并分装成 3 份作为平行。之后将分装

后的菌体悬浮液以 10000 rpm 离心 2 min，弃去上清，并重新加入 1 ml 超纯水悬浮菌体，



然后将菌液加入预先烘干并称重的 6 cm 培养皿中，同时向离心管中再加入 1 ml 超纯水

对离心管进行润洗，润洗液也一并加入培养皿中，然后将培养皿置于 115 
o
C 烘箱中烘干

12h 至恒重。之后将带有菌体的培养皿称重，得出每个培养皿中所对应的 10 ml 菌液中

菌体的重量，并根据当时所测相应的 OD600nm值，计算出细胞光密度与细胞干重的关系

并绘制曲线（附图 3），回归出关系式，其中横坐标为细胞光密度（OD600nm），纵坐标为

细胞干重（DCW，mg/mL）： 

DCW (mg/mL) = 0.26×OD600nm 

4.2.2.7 SDS-PAGE 蛋白电泳 

    按照本章 4.2.2.5 中所示方法，提取枯草芽孢杆菌的胞内及胞外蛋白。取 40 μl 蛋白

样品与 10 μl的 5×蛋白电泳样品缓冲液混匀，于 100 
o
C煮沸 5 min，然后于离心机中 12000 

rpm 离心 5 min，取 15 μl 进行 SDS-PAGE 蛋白电泳。SDS-PAGE 蛋白电泳中蛋白电泳胶

的制备、电泳方法等具体操作步骤详见《分子克隆实验指南》（中文版第三版）第 418-425

页[145]。 

4.2.2.8 重组菌胞外 β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活测定 

按照本章4.2.2.5 中所示方法，提取枯草芽孢杆菌的胞外蛋白。将1 ml溶于50 mM 

Tris-HCl缓冲液的蛋白提取液和1 ml 1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖于15 ml试管中混合，在设定

为所需温度的恒温水浴槽中孵育5 min，然后将试管放于100 
o
C煮沸3 min终止反应。接

着用刚果红定量法[212]测定反应体系中剩余的β-1,3-1,4-葡聚糖的浓度以确定酶的催化能

力，具体操作步骤为：每次测量前需要制作标准曲线（附图4），配制0.1 M的刚果红溶

液以及浓度范围在0-0.1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖标准溶液。将1 ml底物溶液和2 ml刚果红

溶液混合于15 ml试管，在20 
o
C孵育30 min，然后测量反应体系OD545 nm的值。按照不同

浓度的标准底物所对应的OD545 nm值即可得到反应标准曲线。之后将酶活测定的反应液

做适当稀释（使其处于标准曲线范围内）后，采用相同的实验条件测定反应液中β-1,3-1,4-

葡聚糖的浓度。反应中将1 ml 50 mM Tris-HCl缓冲液和1 ml 1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖混合

于15 ml试管中作为反应的空白对照。实验中一个酶力活单位（U）定义为：1 min催化

分解1 g β-1,3-1,4-葡聚糖所需的酶量。实验中使用不同pH值的50 mM Tris-HCl缓冲液

（pH=3-12）用以测量β-1,3-1,4-葡聚糖酶的最适pH反应范围；检测金属离子对β-1,3-1,4-

葡聚糖酶的酶活影响实验则使用10 mM的金属离子浓度。 

 

4.3 结果与讨论 

 

4.3.1 licB 基因的克隆和表达 

实验中，选定使用的表达载体pP43JM2（8.5 kb）是一种可以在大肠杆菌和枯草芽

孢杆菌中都进行复制的穿梭质粒。含有该质粒的大肠杆菌表现出氨苄青霉素抗性（Amp
r），

含有该质粒的枯草芽孢杆菌则表现为卡那霉素抗性（Kan
r）。pP43JM2本身自带P43启动

子以及NprB信号肽，用于蛋白在枯草芽孢杆菌中的分泌表达[153]。为了构建重组质粒，



首先通过PCR扩增，从预先抽提的热纤梭菌基因组中得到licB基因片段，该基因全长1005 

bp（图4.1）。 

 

图4.1 licB的PCR产物 

Fig. 4.1 licB PCR fragment 

PCR identification of licB. Lane M, marker (250 bp DNA ladder); Lane 1, licB (1.0 kb). 

 

为了完成之后的基因构建操作，通过所设计的引物PCR后得到的该片段，在其5’端

和3’端分别有XbaI和HindIII限制性内切酶位点，依照本章2.2.2.2中所描述的方法，对扩

增的licB片段和载体pP43JM2片段进行XbaI和HindIII双酶切，酶切体系为：22 μl目的片

段+6 μl Tango buffer+1 μl XbaI+1 μl HindIII。之后对酶切后的片段进行胶回收和连接，得

到目的重组载体pP43JM2-licB（图4.2）。 

 

图4.2 质粒pP43JM2-licB构建流程 

Fig. 4.2 Construction of recombinant plasmid pP43JM2-licB 

Shuttle vector pP43JM2 and recombinant plasmid pP43JM2-licB. licB fragment was amplified by PCR. 

The PCR product and the vector pP43JM2 was cleaved by XbaI and HindIII, gel purified, and ligated to 
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give the plasmid pP43JM2-licB. 

 

构建完成的质粒通过进行XbaI和HindIII双酶切和0.7 %核酸电泳验证（图4.2），证明了重

组质粒pP43JM2-licB的片段大小和理论值相同，因此认为重组质粒pP43JM2-licB构建完

成。 

 

图4.3 pP43JM2-licB的鉴定 

Fig. 4.3 Identification of recombinant plasmid pP43JM2-licB 

Lane M, marker (wide range 500 bp-12.0 kb); Lane 1, pP43JM2-licB (XbaI & HindIII). 

 

完成了重组质粒pP43JM2-licB的构建后，通过化学转化的方法将该质粒转化入宿主

菌枯草芽孢杆菌B. subtilis WB800。含有重组质粒的阳性克隆对卡那霉素具有抗性，因

此用含有50 μg/ml卡那霉素的LB琼脂平板对转化子进行筛选，并抽提质粒进行PCR以及

酶切鉴定，确认了B. subtilis WB800/pP43JM2-licB构建完成。为了确认LicB在B. subtilis 

WB800中有正确的表达，提取了B. subtilis WB800/pP43JM2-licB的胞内及胞外的蛋白进

行SDS-PAGE电泳（图4.4）。 

 

图4.4 B. subtilis WB800/pP43JM2-licB的SDS-PAGE蛋白电泳 

Fig. 4.4 SDS-PAGE of intra- and extracellular protein of B. subtilis WB800/pP43JM2-licB 

(a) SDS-PAGE of B. subtilis pP43JM2-licB. Lane M, Protein molecular weight marker (low molecular 

weight); Lane 1, protein of B. subtilis WB800 whole cell; Lane 2, protein of B. subtilis 

WB800/pP43JM2-licB whole cell. (b) SDS-PAGE of B. subtilis WB800 and B. subtilis 

licB (1.0 kb)

pP43JM2 (7.8 kb)

M          1

1.5 kb

1.0 kb

8.0 kb

6.0 kb

  

M       1          2          3         4

66KDa

45KDa

35KDa 38KDalicB

(37.9 kDa)

M       1         2 M       1         2          3        4
(a) (b)

66 kDa

45 kDa

35 kDa
licB 

(37.9 kDa)



WB800/pP43JM2-licB. Lane M, Protein molecular weight marker (low molecular weight); Lane 1, B. 

subtilis WB800 cells’ protein; Lane 2, B. subtilis WB800 extracellular protein; Lane 3, B. subtilis 

pP43JM2-LicB cells’ protein; Lane 4, B. subtilis pP43JM2-licB extracellular protein. 

 

licB所表达的蛋白大小约为37.9 kDa
[213]。通过蛋白电泳（图4.4a）我们可以发现，

重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-LicB相较于对照B. subtilis WB800，其菌体细胞中提取

的蛋白在电泳图中可以在35-45 kDa之间发现一条额外的蛋白条带，并与LicB蛋白理论值

大小38 kDa相近。因此我们判定licB在B. subtilis WB800中得到了正确的表达。同时该蛋

白在构建设计时为其添加了信号肽，希望其能有分泌表达。为了进一步确认目的蛋白的

分泌表达情况，在之后的实验中除了对菌体本身所表达的蛋白进行电泳检测，还对菌液

中的胞外蛋白也进行了提取，并进行SDS-PAGE蛋白电泳（图4.4b）。在电泳图中，1号

和3号样品分别为B. subtilis WB800和B. subtilis WB800/pP43JM2-licB的胞内蛋白条带。和

图2.4a相似，重组菌相较于对照菌，胞内蛋白在38 kDa附近有明显的条带；而2号和4号

样品分别为B. subtilis WB800和B. subtilis WB800/pP43JM2-licB的胞外蛋白条带，其中4

号样品同样在38 kDa附近有相应的蛋白条带，而对照菌B. subtilis WB800的胞外蛋白在理

论大小附近并没有相应的条带。这证明重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB在胞内表

达LicB蛋白的同时，也在胞外进行了分泌表达。至此，licB基因在B. subtilis WB800中进

行分泌表达的目的已经达成。 

4.3.2 β-1,3-1,4-葡聚糖酶 LicB 的最适反应 pH 

热纤梭菌的培养温度为 60
 o
C，因此暂时使用 60

 o
C 作为 LicB 的反应温度，对 LicB

其它的反应条件进行测定，由于只有胞外的蛋白才能对培养基中的底物进行催化，所以

实验中均提取重组菌的胞外蛋白进行酶活的测定。实验中首先测试LicB反应的pH范围，

将重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB接种于含有 50 μg/ml卡那霉素的LB培养基中，

37 
o
C、220rpm 培养 18 h 并提取胞外蛋白进行酶活测定。将所提取的胞外酶液用 pH 范

围 3-12 的 50 mM Tris-HCl 缓冲液溶解，并与 1 g/L 的 β-1,3-1,4-葡聚糖混合后在 60 
o
C 反

应 5 min 测试其在不同 pH 条件下对底物的催化能力。实验中将反应结果中的最大酶活

力定义为 100 %酶活，并以百分比酶活的形式对不同 pH 下的 LicB 的催化能力进行表征，

实验结果见图 4.5： 



 

图 4.5 β-1,3-1,4-葡聚糖酶 LicB 在不同 pH 中的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活 

Fig. 4.5 Extracellular β-1,3-1,4-glucanase activity assay of B. subtilis pP43JM2-LicB in different pH 

condition 

Tris-HCl buffer (pH 3-12) were used to apply different pH condition at 60 
o
C. Activity was estimated as a 

percentage of the maximum. The maximum activity was defined as 100 %. 

 

    实验结果表明，LicB 在 pH 7.0 的条件下有最高的酶活力，同时其在一个较广的 pH

范围内都有相当高的酶活。在 pH 6-11 范围内，LicB 仍旧能保持 80 %以上的酶活；在

pH 4-5 范围内也能保持 60 %以上的酶活。相较之下，源自 Chaetomium thermophilum 的

耐热 β-1,3-1,4-葡聚糖酶[208]只在 pH 4-6 的范围内保持 80 %的酶活，而源自 Paecilomyces 

thermophila 的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶[207]，则在 pH 6-8 的范围内保持 80 %的酶活。可见由

B. subtilis WB800 所分泌表达的 LicB 拥有广泛的 pH 反应范围，这对于其在许多工业过

程中的应用有很大的帮助。 

4.3.3 金属离子对β-1,3-1,4-葡聚糖酶LicB的影响 

在工业应用过程中，反应体系中往往会含有许多金属离子和化学试剂，作为许多酶

蛋白的重要辅因子，金属离子对酶活也可能产生很大的影响。通常比较常见金属离子包

括：Mg
2+、K

+、Ca
2+、Na

+、Co
2+、Cu

2+、Fe
2+、Zn

2+、Mn
2+等。因此在实验中，对于这

些金属离子对于LicB酶活的影响也进行了测试。实验中在反应体系中添加10 mM的金属

离子浓度，然后再pH 7、60 
o
C的条件下进行反应。实验中以不添加任何金属离子的反应

条件作为空白对照，以空白对照的酶活力定义为100 %酶活，并以百分比酶活的形式对

不同金属离子条件下下的LicB的催化能力进行表征，实验结果见表4.3： 

表4.3 金属离子对LicB的影响 

Table 4.3 Effect of metal ions or chemicals on the activity of LicB. 
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Metal ion  Relative activity (%) 

Control 100.00 

Co
2+

 96.59±2.12 

Fe
2+

 49.19±3.55 

Ca
2+

 100.03±1.04 

K
+
 101.47±1.83 

Mn
2+

 93.41±2.91 

Cu
2+

 63.07±3.02 

Zn
2+

 85.40±2.66 

Na
+
 99.91±1.09 

Mg
2+

 99.93±0.28 

EDTA 95.56±2.47 

Enzyme activity was assayed in the presence of a 10 mM concentration of different metal ions at the 

condition of pH7 and 60 
o
C. Activity assayed in the absence of metal ions was taken to be 100 %. 

 

    实验结果表明，在这些金属离子中，Cu
2+（49.19 %）、Fe

2+
 （63.07 %）以及Zn

2+

（85.40 %）对LicB有比较明显的抑制作用，其中Cu
2+和Fe

2+的添加都降低了40 %以上的

酶活，而Zn
2+也降低了约15 %的酶活，因而这几种金属离子的添加对于LicB的反应是极

度不利的；而EDTA（95.56 %）、Mn
2+（93.41 %）和Co

2+（96.59 %）的添加则会少许

地对酶活产生影响，大约降低了5 %左右的酶活；Mg
2+、K

+、Ca
2+、Na

+则对酶活基本没

有影响，而在添加K
+（101.47）后，酶活则有略微的提升。综合其在不同金属离子中的

表现，可以LicB在催化反应中对Cu
2+和Fe

2+极为敏感，这两种离子会很大程度上抑制其

酶活，而Zn
2+也会在一定程度上对LicB进行抑制，但是效果并不是非常显著。其他的金

属离子则基本不会对LicB酶活产生影响，这也说明LicB在大多数应用过程中，基本都不

会受到金属离子的影响。 

4.3.4 β-1,3-1,4-葡聚糖酶LicB在不同温度下的酶活及其热稳定性 

LicB作为耐热β-1,3-1,4-葡聚糖酶，其耐热性使其能在许多高温的工业处理过程中进

行应用，但是这同时也需要其在高温下有良好的酶催化活性以及稳定性，才能在高温反

应中高效而稳定地发挥作用。因此在确定了LicB的最适反应pH后，我们对重组菌所分泌

的LicB在不同温度下进行了酶活力的测定，以期找到LicB的最适反应温度。实验中，首

先将重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB接种于含有50 μg/ml卡那霉素的LB培养基中，

37 
o
C、220rpm培养18 h（OD600nm=2.5左右）并提取胞外蛋白进行酶活测定。反应时将所

提取的胞外酶液与1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖混合，然后在pH 7的条件下，在不同温度

（30-90 
o
C）反应5 min，以检测LicB的最适反应温度。实验中将B. subtilis WB800和B. 

subtilis WB800/pP43JM2两种菌作为对照菌株，在相同条件和操作下进行胞外酶活的测

定，实验结果见图4.6： 



 

图4.6 对数生长期LicB在不同温度下的β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活测定 

Fig 4.6 Extracellular β-1,3-1,4-glucanase activity assay in exponential phase 

B. subtilis WB800 and B. subtilis pP43JM2 were used as the control strains. The cells growth was 

measured by optical density at 600 nm. In exponential phaseand, all the crude enzyme sample of these three 

strains were prepare when the strains grew to about OD600nm=2.5. 1 U/g corresponds to the 1 g strain 

hydrolyze 1 g β-1,3-1,4-glucan per min. 

 

实验结果表明，B. subtilis WB800本身就具有一定的β-1,3-1,4-葡聚糖酶活性，这也

与文献中所描述的一致[199]。但是正如文献所说，源自枯草芽孢杆菌的β-1,3-1,4-葡聚糖

酶一般在50 
o
C时拥有最佳的催化活性，从图2.6中也可看出，在50 

o
C之后B. subtilis 

WB800本身的胞外β-1,3-1,4-葡聚糖酶活在不断降低，在70 
o
C以后基本已经失去了催化

活性。而重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB由于表达了licB基因，分泌表达了大量的

LicB蛋白，因此相较于对照菌株，B. subtilis WB800/pP43JM2-licB在各个温度下都表现

出了更高的胞外β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活。但不同的是，随着温度的上升，LicB的酶活也

随之升高，并在80 
o
C表现出了最佳的酶活力，为0.587 U/g DCW。此时对照菌株B. subtilis 

WB800和B. subtilis WB800/pP43JM2的胞外β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活分别为0.049 和0.105 

U/g DCW，明显低于重组菌所表现出的酶活。由此可以确认，重组菌由于LicB蛋白的表

达而有了显著的β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活提升，尤其在高温条件下，酶活的提升更为明显，

并在80 
o
C达到最大值。因此80 

o
C也就是LicB的最适催化温度。 

同时，LicB作为分泌蛋白，在相对应的培养条件和培养基中必须保持稳定，才能实

现酶蛋白的积累并达到更加的生产和反应效果。之前的实验中所测得的是重组菌在对数

生长前期所表现出的胞外酶活（OD600nm=2.5），为了确定LicB在培养过程中的稳定性，

将培养时间提高到30 h并达到稳定期，此时B. subtilis WB800生长到了OD600nm=6.0，B. 

subtilis WB800/pP43JM2和B. subtilis WB800/pP43JM2-licB生长到了OD600nm=4.5。含有质
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粒的枯草芽孢杆菌可能由于代谢负担更重的缘故，在相同的培养条件下，生长的速度和

菌量都要低一些。此时提取各个菌株的胞外蛋白进行酶活测定。反应时将所提取的胞外

酶液与1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖混合，然后在pH 7的条件下，在不同温度（30-90 
o
C）反

应5 min，以检测LicB在不同温度下的酶活（图2.7）。 

 

图4.7 稳定期LicB在不同温度下的β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活测定 

Fig. 4.7 Extracellular β-1,3-1,4-glucanase activity assay in steady phase 

B. subtilis WB800 and B. subtilis pP43JM2 were used as the control strains. The cells growth was 

measured by optical density at 600 nm. In steady phase, B. subtilis grew to OD600nm=6.0, B. subtilis 

pP43JM2 and B. subtilis pP43JM2-licB grew to OD600nm=4.5 (B. subtilis without plasmid can grow better 

in the same culture condition). 1 U/g corresponds to the 1 g strain hydrolyze 1 g β-1,3-1,4-glucan per min. 

 

通过菌体量的积累可以得知，对数生长后期的枯草芽孢杆菌相较于前期至少增长了

1倍以上。在50 
o
C时，两组对照菌B. subtilis WB800的前期胞外β-1,3-1,4-葡聚糖酶活为

0.217 U/g DCW，而在后期则为0.281 U/g DCW；而B. subtilis WB800/pP43JM2的前期胞

外β-1,3-1,4-葡聚糖酶活为0.160 U/g DCW，而在后期则为0.165 U/g DCW。可见B. subtilis 

WB800和B. subtilis WB800/pP43JM2的胞外酶活并没有得到显著的积累，也就是说源自

枯草芽孢杆菌本身的β-1,3-1,4-葡聚糖酶在相应的培养条件下比较容易失活，因此随着培

养时间的提升，虽然菌量有了成倍的增长，但是胞外的活性酶蛋白由于其稳定性不足，

无法形成积累。相较于对照菌株，重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB在培养到稳定

期时，菌量同样增长了近1倍，而其最适酶催化活性同样出现在80 
o
C的反应条件下，此

时胞外β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活也从0.587 U/ g DCW提高到了1.1808 U/g DCW，同样也提

高了1倍。由此可见，LicB在枯草芽孢杆菌的培养条件下，出于其广泛的pH适性和热稳

定性，蛋白的性质非常稳定，不容易失活。因此LicB在长时间的由B. subtilis WB800分
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泌生产的过程中，不用担心蛋白会过度失活而导致酶活力的下降，可以很好地实现活性

蛋白的积累，对于酶蛋白产物的生产和提取都有相当积极的效果，具有大规模生产的潜

力。通常来说，普通的β-1,3-1,4-葡聚糖酶的最佳催化温度不会超过60 
o
C

[200-205,214]。源自

Paecilomyces thermophila的β-1,3-1,4-葡聚糖酶[207]的最适反应温度能够达到70 
o
C，但是

当温度提高到80 
o
C时，其酶活会损失接近80 %。LicB在60-80 

o
C的温度范围内，都体现

出很高的酶活，并在80 
o
C达到最适的反应温度。虽然在90 

o
C时LicB的催化活性下降了

约40 %，但是仍然保持着一定的酶活水准。因此LicB作为一种耐热β-1,3-1,4-葡聚糖酶，

拥有较高的反应温度、较广的反应温度和pH范围，在高温工业过程中表现出很高的应用

价值。 

    在确定了LicB的最佳反应条件为pH=7.0、80 
o
C后，我们在该条件下测定了LicB的

β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶动力学参数（图4.8）。图中酶动力学方程式为：y=3.814x+2.3086，

R
2
= 0.9931。通过Lineweaver-Burk函数计算得到LicB的Km值为1.65±0.13 mg/mL，Vmax为

0.43±0.03 g/min·mg蛋白。 

 

图4.8 LicB酶动力学曲线 

Fig. 4.8 Lineweaver-Burk plot for determination of Km and Vmax values of LicB 

 

相较于其他文献中报道的源自枯草芽孢杆菌的β-1,3-1,4-葡聚糖酶[215]，其在pH=6.0、70 
o
C

并用β-葡聚糖的条件下，Km值为2.7 mg/mL。之所以在本实验中LicB表现出更低的Km值，

主要可能是因为所使用的底物（β-1,3-1,4-葡聚糖）具有更高的特异性。LicB专一性地催

化β-1,3-1,4键连接的葡聚糖，对于由β-1,3或者β-1,4键连接的葡聚糖并没有水解能力，因

此当使用β-1,3-1,4-葡聚糖作为反应底物时，酶对底物就能体现出更高的亲和力，既表现

出更低的Km值。同时本实验中LicB的反应温度也更高（80 
o
C），可能更进一步促进了酶

的催化能力。 
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LicB在高温下依旧拥有很高的β-1,3-1,4-葡聚糖酶催化活性，因此在如果其在高温下

拥有很好的稳定性，能长久地保持活性进行催化，则可以在酿酒等高温过程中有更好的

实用性[216]。因此我们对重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB的胞外LicB在70和80 °C

的热稳定性进行了测定（图4.9），在这两个温度下LicB都表现出相当高的活性。实验中，

先将重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-licB接种于含有50 μg/ml卡那霉素的LB培养基中，

37 
o
C、220rpm培养18 h（OD600nm=2.5左右）并提取胞外蛋白进行酶活测定。反应时，先

将所提取的胞外酶液在不同温度（70或80 
o
C）下孵育，每过一小时则取出相应孵育时间

的酶液，与1 g/L的β-1,3-1,4-葡聚糖混合，然后在pH 7的条件下80 
o
C反应5 min，以检测

不同温度下赋予不同时间的LicB所剩余的活性。实验中将反应结果中的孵育0 h时的酶活

力定义为100 %酶活，并以百分比酶活的形式对不同孵育时间的LicB的催化能力进行表

征。 

 

图4.9 LicB热稳定性 

Fig. 4.9 The Thermal stability of extracellular β-1,3-1,4-glucanase of B. subtilis pP43JM2-licB 

Extracellular enzyme extracts were incubated at 70 °C (□) or 80 °C (∆) in the absence of substrate and then 

assay its activity at 80 °C, pH=7. The original activity was regard as the 100 % activity. 

 

实验结果表明，LicB虽然在80 
o
C有最佳的酶活力，但是在该条件下酶活损失也很快，

1 h以内就损失了全部的酶活。而在70 
o
C时，LicB酶活与最适酶活相近，但是热稳定性

则有明显的改善。通过3 h孵育，酶活仍旧保持在80 %以上，5 h后仍旧能保持约50 % 的

酶活。相较于源自Paecilomyces thermophila的β-1,3-1,4-葡聚糖酶，其在70 °C和80 °C下的

酶活半衰期分别为174 min和13 min
[207]，LicB虽然在80 °C下同样不稳定，但是在70 °C

时则拥有更好的稳定性，且酶催化活力也相对较高。不过相较于在LicB在大肠杆菌中的
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胞内表达[194]（在70 °C和80 °C时，酶活半衰期均大于7 h），胞外LicB的热稳定性却有

了显著的下降。这可能是由于在枯草芽孢杆菌中的分泌表达，使LicB在折叠过程中其折

叠或结构产生了一定变化，从而导致了热稳定性的变化。 

 

4.4 小结 

 

普通的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶在实际应用中，往往因为自身的最适酶活过低以及热稳定

性不佳而不能高效地进行使用，在酒精酿造等一些需要经历高温过程的工艺中这些酶便

很难保持活性。为了解决这个问题，人们开始对嗜热菌进行研究，并从中发现了许多能

够生产耐热 β-1,3-1,4-葡聚糖酶的菌株。源自 Clostridium thermocellum 的 LicB 就是一种

耐热的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶，为了探究其在实际应用中的潜力，对其进行了各种酶活性能

的研究。而为了提高该酶的生产和利用效率，还需为其寻找一种合适的表达宿主菌，使

其能进行高效的生产和分泌，甚至进行直接的 CBP 发酵。 

研究中将源自Clostridium thermocellum的LicB通过穿梭质粒pP43HM2在枯草芽孢杆

菌中进行了表达，并构建了重组菌B. subtilis WB800/pP43JM2-LicB。研究结果证明，重

组菌能够分泌表达β-1,3-1,4-葡聚糖酶LicB，其最适反应条件为80 
o
C、pH 7，而且在pH 

4-11的范围内都有很好的催化表现。同时LicB不易受金属离子的影响，仅Cu
2+和Fe

2+会

对其酶活产生比较明显的抑制。得益于其广泛的pH适性和较高的最适酶活，LicB在重组

菌培养条件下不容易失活，能在培养基中随着重组菌的菌体生长进行蛋白积累，并保持

活性。而在高温反应条件下，分泌到胞外的LicB其在70 
o
C下的半衰期大约为5 h，虽然

蛋白的分泌所进行的折叠在一定程度上影响了其热稳定性，但是其高效的分泌表达策略、

在高温下的活性以及广泛的反应条件使其在许多工业过程中都表现出良好的应用潜力。

针对β-1,3-1,4-葡聚糖酶的应用需求，本研究的实验重点主要集中在耐热β-1,3-1,4-葡聚糖

酶的分泌表达。而对于各种不同β-葡聚糖酶研究者们也进行了许多不同的改造策略的研

究，诸如通过构建融合蛋白[217]或优化密码子[195]等工作对蛋白的酶活、耐热性等方面进

行改良。本实验中所表达的licB基因所表达的蛋白虽然分泌变表达、温度适性以及反应

条件上具有优秀的特性，但是其在酶活力以及热稳定性方面仍旧拥有提高的空间。而枯

草芽孢杆菌本身作为一种优秀的发酵及基因工程改造模式菌，其在CBP发酵中也拥有很

大的潜力，目前通过该菌对性能优良的β-1,3-1,4-葡聚糖酶进行了高效的分泌表达，为其

在之后的进一步改造和CBP发酵中的应用打下了良好的基础。 

  



 

第五章 结论与展望 

 

5.1 结论 

整合生物加工工艺（CBP）由于能够在发酵过程中减少纤维素酶的使用而降低发酵

的成本，因此成为生物炼制过程中一种十分重要的研究领域。在微生物发酵的过程中，

集成了纤维素酶生产、纤维质底物水解以及产物生产的 CBP 菌株是实现 CBP 过程的基

础。因此如何针对不同菌种的优缺点，进行合理的基因工程改造来构建优良的 CBP 菌

株是研究的一个重点。本论文通过对运动发酵单胞菌、大肠杆菌以及枯草芽孢杆菌这些

潜在的 CBP 菌株进行相关基因工程改造，尝试了在重组菌中进行纤维素酶基因的分泌

表达、乙醇生产途径的构建、生物炼制工艺等方面的研究，得出了以下结论和创新： 

5.1.1 纤维素酶在产乙醇大肠杆菌中的表达研究 

试验中，大肠杆菌首先通过外源乙醇脱氢酶和丙酮酸脱羧酶的整合，实现了在菌体

内乙醇生产途径的构建。该产乙醇大肠杆菌能够利用葡萄糖进行乙醇的发酵生产，并达

到约 60 %的乙醇得率。在此基础上，我们尝试在该重组菌中进行了不同纤维素酶的表

达，并获得了成功。分别表达纤维素内切酶和外切酶的重组菌能够对糖化后的 PASC 进

行一定程度的利用，并产生乙醇。与此同时，表达 β-葡萄糖苷酶基因的重组菌则能显著

地利用纤维二糖并进行乙醇的生产。而在细菌生长和发酵的过程中，我们也发现添加表

面活性剂能够提高重组菌中纤维素酶的分泌情况，并以此来提高重组菌对底物的利用能

力。 

5.1.2 运动发酵单胞菌中纤维素酶的表达研究 

运动发酵单胞菌是一株优秀的乙醇发酵菌株，但是对该菌的基因工程操作比较困难，

在其中进行外源纤维素酶的分泌表达也十分的困难。本实验通过研究，开发了两种新型

的表达策略：利用内源纤维素酶基因 ZMO1086 的信号肽对外源纤维素酶蛋白进行介导，

以及通过果聚蔗糖酶 SacB 构建融合蛋白进行外源纤维素酶蛋白的分泌表达。利用这两

种方法，我们实现了外源 β-葡萄糖苷酶基因 bglB 在运动发酵单胞菌中的分泌表达。并

使重组运动发酵单胞菌初步拥有了对纤维二糖的利用能力，为将其改造成 CBP 菌株打

下了基础。 

5.1.3 耐热型 β-1,3-1,4-葡聚糖酶在枯草芽孢杆菌中的分泌表达研究 

普通的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶在实际应用中，往往因为自身的最适酶活过低以及热稳定

性不佳而不能高效地进行使用。我们发现源自热纤梭菌的 LicB 是一种耐热的 β-1,3-1,4-

葡聚糖酶，我们在试验中将其在枯草芽孢杆菌中进行了高效的分泌表达，并对其进行了

各种酶活性能的研究。结果表明，重组菌能够分泌表达 β-1,3-1,4-葡聚糖酶 LicB，其最

适反应条件为 80 
o
C、pH 7，而且在 pH 4-11 的范围内都有很好的催化表现，同时 LicB

不易受金属离子的影响，并在重组菌培养条件下不容易失活。其高效的分泌表达策略、



在高温下的活性以及广泛的反应条件使其在许多工业过程中都表现出良好的应用潜力。 

 

5.2 展望 

以基因工程的手段对菌种进行改造，并将菌体改造成可以实际应用的 CBP 菌株，

在生物炼制过程中具有非常良好的前景。本实验也以此为宗旨，对不同的具有 CBP 潜

力的菌体进行改造，以期能够获得性能优良的重组基因工程菌。通过实验我们构建了几

种不同的重组菌，都能够在一定程度上分泌表达纤维素酶，并进行相应产物的生产，初

步实现了 CBP 菌株的概念，并在发酵应用中起到了一定的作用。 

同时，在构建过程中我们也发现了许多的亟待解决的问题。首先，就是重组菌所对

应的基因工程改造平台的构建。对于不同的重组菌，实验者想对其进行改造就必须采用

相应的改造工具和方法。针对诸如大肠杆菌、枯草芽孢杆菌等具有比较成熟的改造系统

的菌株，实验者就能十分容易滴按照目的进行基因工程改造。而这都得益于往年的科研

工作者对于这些菌种的大量基础研究、改造尝试以及表达优化改进，从而使得如今的研

究人员能够熟练而高效地对它们进行基因工程操作。随着近年来在微生物以及生物炼制

领域的发展，越来越多具有优秀发酵性能的菌种被发现，并被利用于生物炼制的过程之

中。但是其中许多菌并不具有成熟的基因改造平台，使得在其中的基因工程改造往往只

能在摸索和尝试中进行，许多实验构想和改造设计也因此得不到很好的实施；与此同时，

也有一些特殊的菌种，虽然具有良好的性能但是却很难被轻易改造，研究者虽然通过各

种手段，也只能对其进行一些基础的重组，而无法通过一个成熟的体系来对其进行系统

的改造。针对这些菌所进行基因工程操作具有不小的难度，也在很大程度上限制了相关

CBP 重组菌的构建。如果研究者能够在这一方面有所突破，构建面向更多菌种的基因工

程改造平台，则能够大大提高 CBP 工程菌的研究进度。不过该方面的研究需要大量的

针对性基础研究以及无数的尝试，因此要通过更多科研工作者的研究来、以及相关数据

和理论的积累来实现。 

在 CBP 工程菌的构建中，许多关键蛋白的表达量对于最终的发酵结果起着至关重

要的作用。诸如纤维素酶的表达关乎于底物的利用水平，而涉及产物生产的蛋白表达和

其上下游代谢流调控则关乎着产物的最终产量。随着近年来生物科学领域的飞速发展，

人们对于基因的编码到最终蛋白的表达和作用，在分子、转录、蛋白、代谢等水平上的

研究都取得了长足的进步。这也使得研究者可以使用各种各样的手段，来调控 CBP 重

组菌中关键基因的表达，以及关键蛋白的作用。随着近年来组学的发展，对于某些关键

点的调控已经不仅限于单个基因和蛋白的优化，而将涉及到整个菌体内的各种因素，除

了加强重组菌中目的基因的表达以外，加强菌体自身的耐受性、减轻菌体在发酵过程中

的代谢负担等方法都能从其他方面加强重组菌的性能，并实现最优的调控策略。因此，

将CBP菌株的构建和目前整个生物工程领域内的发展有机地结合起来，也将是未来CBP

工艺发展的一个重要方法。 



同时，在 CBP 菌株利用底物的过程中，除了纤维素酶的表达量会影响重组菌对纤

维质底物的利用之外，纤维素酶的分泌情况也与之息息相关。目前随着菌体研究手段的

越来越丰富，研究者对于菌体内的分泌途径的了解也越来越深刻。就目前而言，即便是

对于最常用最熟悉的微生物大肠杆菌，其分泌的相关研究仍旧要依靠许多推测和理论来

实现，也仍旧有新的分泌途径被发现。可见，人们对于微生物的分泌机制和相关研究仍

然不够深入，但是随着科学技术的发展，越来越多的生物学领域发生了交叉，研究者也

得以从不同的角度对研究内容进行解析，因此随着关于微生物分泌研究的发展，对于在

CBP 菌株中实现高效的分泌表达也将推动 CBP 工艺在生物炼制过程中的发展。 

综上所述，CBP 菌株的构建虽然依赖于基因工程改造，但是随着工作的开展和认识

的提高，其他学科的引入和应用对于 CBP 菌株的性能和 CBP 工艺的发展也会起到至关

重要的作用。只有将研究不断的深入，整合不同领域的研究成果，才能最终完成高效

CBP 菌株的构建，实现生物炼制在能源及其他领域的可持续发展。 
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附录 

 

 

附图 1：运动发酵单胞菌细胞光密度（OD600nm）与细胞干重关系图 

Appendix Fig.1 The relationship between Zymomonas mobilis cell concentration and its optical density at 

600nm 

 

 

附图 2：大肠杆菌 E. coli P81 细胞光密度（OD600nm）与细胞干重关系图 

Appendix Fig.2 The relationship between E. coli P81 cell concentration and its optical density at 600nm 
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附图 3：枯草芽孢杆菌细胞光密度（OD600nm）与细胞干重关系图 

Appendix Fig.3 The relationship between B. subtilis cell concentration and its optical density at 600nm 

 

 

附图 4：刚过红法测定 β-1,3-1,4-葡聚糖标准曲线 

Appendix Fig.4 The standard curve of β-1,3-1,4-glucan concentration by Congo red spectroscopic method 
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