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摘要：为构建高效表达的内切葡聚糖酶基因工程菌，本研究以牛瘤胃液中微生物全基因组为模板，通过 PCR 扩增方

法得到 eg 片段，将其克隆至表达载体 pMG36e 中获得分泌型表达载体 pMG36e::eg；将测序正确后的重组质粒电转导

到乳酸菌 (Lactococcus lactis NZ9000) 中，得到 L. lactis NZ9000/pMG36e::eg 重组菌株，将发酵上清液通过 10% 三氯乙

酸 (Trichloroacetic acid, TCA)/丙酮沉淀法浓缩蛋白后，用刚果红染色法和 3, 5-二硝基水杨酸 (3, 5-Dinitrosalicylic acid, DNS)
法检测该蛋白酶活性，使用滤纸酶活力 (filter paper enzyme activity, FPA) 法检测该蛋白酶的总酶活，并对重组内切葡

聚糖酶进行酶学性质研究。结果表明：从牛瘤胃微生物中克隆得到一个基因大小为 1 500 bp 左右的条带，该酶分子

量为 50 kDa 左右，经刚果红染色有明显水解圈，水解圈直径为 2.32 cm；采用 DNS 法测定该重组蛋白的酶活为 12.401 9
U·mL−1

，用 FPA 法测定总酶活为 12.246 9 U·mL−1
；重组蛋白酶对羧甲基纤维素钠、滤纸、微晶纤维素、脱脂棉均有

酶活性；最适反应温度为 90 ℃；最适反应 pH 为 6；其中 Cu2 + 、Mn2 + 、Ba2 + 、Zn2 + 、Co2 + 等均可以提高重组酶的酶活力，

而 Fe2 + 可抑制重组内切葡聚糖酶活力。本试验纤维素酶 eg 基因在 L. lactis NZ9000 中的稳定高效表达为提高青贮饲料

的营养价值和消化率提供了技术支持。

关键词：内切葡聚糖酶；eg 基因；乳酸菌；克隆；蛋白表达；酶活；酶学性质
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Abstract:  In order to construct  highly expressing endoglucanase genetically engineered bacteria,  the whole genome of the
microorganism  in  bovine  rumen  juice  was  used  as  a  template  in  this  study,  and  the  eg  fragment  was  obtained  by  PCR
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amplification In order to construct genetically engineered bacteria with high endoglucanase expression, we used the whole
genomes of microorganisms in bovine rumen juice as a template. We obtained a fragment containing the eg gene of cellulase
by  PCR amplification,  which  was  cloned  into  the  expression  vector  pMG36e  to  yield  the  expression  vector  pMG36e::eg.
Recombinant  plasmids  containing  the  pMG36e::eg  construct  were  electrotransduced  into  lactic  acid  bacteria  (Lactococcus
lactis  NZ9000)  to  obtain  an  L.  lactis  NZ9000/pMG36e::eg  recombinant  strain,  and  the  fermentation  supernatant  of  the
recombinant strain was concentrated using the 10% trichloroacetic acid/acetone precipitation method. Enzyme activity of the
recombinant endoglucanase was determined using the 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) and Congo red staining methods, total
enzyme  activity  was  determined  using  the  filter  paper  enzyme  activity  (FPA)  method,  and  enzymatic  properties  were
examined. A gene of approximately 1 500 bp was cloned from a bovine rumen microorganism and the molecular weight of
the encoded enzyme was approximately 50 kDa. Congo red staining analysis revealed that the recombinant enzyme caused a
clear 2.32 cm zone of hydrolysis. The enzyme activity of the recombinant protein was 12.401 9 U·mL−1 based on the DNS
method and 12.246 9 U·mL−1 using the FPA method. Furthermore, the recombinant protease has enzymatic activity on CMC-Na,
filter  paper,  microcrystalline cellulose,  and absorbent  cotton.  Enzyme activity was found to be optimal at  a  temperature of
90  °C  and  pH  6.  Metal  ions,  including  Cu2  +  ,  Mn2  +  ,  Ba2  +  ,  Zn2  +  ,  and  Co2  +  ,  were  found  to  promote  activity  of  the
recombinant  enzyme,  whereas  Fe2  + inhibited  recombinant  endoglucanase  activity.  In  this  study,  we  thus  demonstrated  the
stable  high-efficiency  expression  of  the  cellulase  eg  gene  in  L.  lactis  NZ9000,  the  practical  utilization  of  which  will
contribute to improving the nutritional value of silage and digestibility of cattle feed.

Keywords: endoglucanase; eg gene; Lactobacillus; clone; protein expression; enzyme activity; enzymatic property
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纤维素 (cellulose)是植物细胞壁的主要成分，木

质纤维素生物质包括农作物和森林残留物，是地球

上最丰富的生物质资源
[1]
。随着我国畜牧业的发

展，农作物秸秆等的纤维素产量越来越多，为缓解

环境污染和促进能源循环利用，纤维素的生物降解

现在已经开始被广泛研究。相比于化学和物理方法

降解纤维素，生物降解法更加环保和高效，纤维素

酶在生物降解利用纤维素的过程中起着关键作用
[2]
。

牛瘤胃液中的微生物能分泌出活性较高的纤维素

酶
[3]
。纤维素酶是纤维素降解的基础生物酶，主要

由外切 β-葡聚糖酶 (1, 4-β-D-glucan cellobilhydrolase,
EC  3.2.1.91)、 β-葡萄糖苷酶 (β-1,  4-glucosidase,  EC
3.2.1.21,  BG)和 内 切 β-葡 聚 糖 酶 (1,  4-β-D-glucan
glucanohydrolase, EC 3.2.1.4)组成

[4]
。由 eg 基因所编

码的内切葡聚糖酶作为纤维素酶系的主要成分，其结

构包括纤维素结合结构域 (cellulose binding domain)、
连接桥 (linker)和催化结构域 (catalytic  domain)，这
3种结构在纤维素降解中起着至关重要的作用

[5]
，该

酶通过切割纤维素分子内部的非结晶随机水解 β-1, 4
糖苷键，将长链的纤维素分子截断，产生大量含非

还原性末端的小分子纤维素，之后在外切葡聚糖酶

(由 cbh 基因编码 )和 β-葡萄糖苷酶 (BG)的共同作

用下将纤维素彻底降解成葡萄糖
[6]
，从而实现纤维

素的彻底降解，目前纤维素酶已被广泛用于许多工

业领域
[7]
。

目前，常见内切葡聚糖酶基因的表达系统有原

核和真核表达系统，其中大肠杆菌 (Escherichia coli)
表达系统具有价格低廉、生长速度快、培养要求简

单、重组子稳定等的优势，在科研中得到广泛的应

用
[8]
。但大肠杆菌表达系统存在着表达的蛋白常以

包涵体的形式出现，导致蛋白纯化困难和活性降低

等一些问题
[9]
。乳酸菌为一种兼性厌氧菌，在厌氧

环境下可以大量繁殖，它们产生的乳酸会导致生存

环境中的 pH下降从而阻断有害细菌的生长，将乳

酸菌添加至饲料中可以提高饲料的营养价值，同时

也可以防止饲料腐败变质
[10]

。作为食品级的菌株，

具有 GRAS (generally recognized as safe)认证资格
[10]

，

可被用作表达异源基因和抗原的递送载体，并且在

蛋白表达过程中不以包涵体的形式出现
[11]

。科研中

常利用乳酸菌构建的基因工程菌株在活菌疫苗、活

性酶、细胞因子以及各种蛋白和多肽类等生产领域

中显现出独特的优势和应用价值
[12]

。为获得高产重
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组内切葡聚糖酶的乳酸菌，本研究通过提取牛瘤胃

液全基因组作为模板，克隆纤维素酶 eg 基因，构建

原核表达载体，在乳酸菌中表达内切葡聚糖酶，该

工程菌株的构建为重组内切葡聚糖酶乳酸菌在饲

料工业上的开发及利用提供了参考。 

1    材料与方法
 

1.1    材料
 

1.1.1    试验材料

乳酸菌 (L. lactis NZ9000)、大肠杆菌 (E. coli DH5α)、
载体 pMG36e均为甘肃农业大学动物医学院微生物

实验室保藏；牛瘤胃液 (插管抽取)来源于天祝县某

养殖场雄性黄牛。 

1.1.2    培养基

LB液体培养基：胰蛋白胨 10 g，酵母提取物

5 g，氯化钠 10 g，加水定容至 1 L，121 ℃高压灭菌

30 min；LB固体培养基添加 16 g琼脂粉。GM17液
体培养基：胰蛋白胨 5 g，大豆蛋白胨 5 g，牛肉膏 5 g，
酵母粉 2.5 g，葡萄糖 5 g，蔗糖 171 g，MgSO4·7H2O
0.25 g，β-磷酸甘油二钠 (索莱宝公司) 19 g，加水至

1 L，115 ℃ 高压灭菌 20 min；GM17固体培养基加

16 g琼脂粉。GM17-CMC-Na固体培养基：在 1 L的

GM17固体培养基中加入 10  g羧甲基纤维素钠

(carboxymethylcellulose  sodium，CMC-Na，来源于索

莱宝公司)，边加热边搅拌，待 CMC-Na溶解后，115 ℃
灭菌 20 min，用于刚果红染色。 

1.2    试验方法
 

1.2.1    牛瘤胃液微生物全基因组的提取及 eg 基因

的克隆及序列分析

AAGAAGGAGATATACATGCAAAAAA

AAGATTATCTCAGCTA

采用十六烷基三甲基溴化铵 (hexadecyl trimethyl
ammonium bromide, CTAB)法提取牛瘤胃液微生物

全基因组
[13]

。根据美国国家生物技术信息中心

(National  Center  for  Biotechnology  Information,  NCBI)
数据库公布的芽孢杆菌属的内切纤维素酶序列设

计引物，采用 DNAStar7.1生物学软件设计引物：

F:5 ’-CGAGC
ATGAAACGGTCAATCTCT

AA-3’(下划线为 Sac Ⅰ的酶切位点，波浪线为添加

的信号肽序列)，R:5’-GCTCTAGACTAATTTGGTTC
TGTTCCCCA-3’(下划线为 Xba Ⅰ的酶切位点)，将扩

增出的 eg 基因与 pMD-18T质粒连接后送至天津金

唯智公司测序后进行 Blast比对并下载同源性相近

的序列构建系统发育进化树。以牛瘤胃液微生物全

基因组为模板用 Taq酶 (诺唯赞有限公司)扩增目的

基因 eg，PCR反应体系为 94 ℃ 预变性 5 min，94 ℃
变性 30 s，56 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 90 s，35个循

环，72 ℃ 延伸 10 min；PCR产物通过 1%琼脂糖凝

胶进行电泳检测，并用 DNA纯化回收试剂盒 (北京

天根生化科技有限公司)回收。 

1.2.2    重组表达质粒的构建

使用两种内切酶 Sac Ⅰ和 Xba Ⅰ (TaKaRa公司)
在 37 ℃ 同时酶切 eg 基因和载体 pMG36e 1 h，用 T4
DNA连接酶 (Thermo Fisher公司) 22 ℃ 过夜连接后

转化至大肠杆菌 E. coli DH5α感受态细胞，挑取单克

隆菌落进行菌液 PCR和提取质粒后用 Sac Ⅰ和 Xba Ⅰ
双酶切验证，酶切验证正确后并送至金唯智公司进

行测序分析。 

1.2.3    重组质粒转化乳酸菌及阳性转化子的筛选

挑取划线培养的乳酸菌 NZ9000单菌落接种于

5 mL GM17液体培养基中，30 ℃ 静止培养 2 d，然后

参照 Holo和 Nes[14] 的方法制作乳酸菌的感受态细

胞，取测序正确的重组质粒 DNA 1 μL (100 ng·uL−1)
加入到 10 μL的感受态细胞中混合均匀后转移至预

冷的电击杯中，电击条件为 2 200 V，200 Ω，25 μF，菌
液复苏 3～4 h后，涂布于GM17 (含 2.5 μg·mL−1

红霉素)
的固体平板上，置于 30 ℃ 培养 48 h后，挑取GM17平
板上的单个菌落，将菌液煮沸 10 min后进行 PCR验证，

验证正确的重组乳酸菌 NZ9000用于后续试验。 

1.2.4    重组质粒在乳酸菌中的表达

取验证正确的菌液按 1   ꞉100的比例接种在GM17
培养液中 30 ℃ 静止培养 48 h后，将菌液在 4 ℃、12 000
r·min−1 条件下离心 10 min，取发酵上清液用预冷的

10% TCA/丙酮沉淀蛋白质，−20 ℃ 放置 3 h后于 4 ℃、

12 000 r·min−1 离心 10 min，用预冷的丙酮洗涤沉淀

2次，室温放置 30 min，晾干彻底去除丙酮后加入 1 mL
ddH2O溶解沉淀，分别将重组乳酸菌的菌液、培养

液的上清液、菌体超声破碎后的沉淀及重组蛋白和

空质粒重组菌的菌液、培养液的上清液、菌体超声

破碎后的沉淀制样后进行 SDS-PAGE检测。 

1.2.5    重组内切葡聚糖酶的酶活检测

采用刚果红 (索莱宝公司)染色法检测该蛋白酶
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有无活性
[15]

，用 DNS法测出重组内切葡聚糖酶

OD550 nm 值 (分光光度计)并计算出酶活值
[16]

，试验

组为重组乳酸菌发酵上清液浓缩蛋白，对照组为空

质粒重组菌发酵上清液的浓缩蛋白，使用滤纸酶活

力 (FPA)法检测总酶活
[17]

，利用刚果红染色法观察

水解圈及其直径大小。 

1.2.6    重组内切葡聚糖酶酶学性质初步研究

最适反应 pH：在 50 ℃ 的条件下，以 1%羧甲基

纤维素钠 (CMC-Na)作为底物，溶解在磷酸盐缓冲

液 (购于索莱宝公司)中，在 pH 4、5、6、7、8、9、10的
条件下用 DNS法测定重组内切葡聚糖酶酶活值并

计算出相对酶活力，最高酶活值记为 100%[16]
。

最适反应温度：在 pH为 6的条件下，设置 30、
50、60、70、90 ℃ 的温度梯度，以 1% CMC-Na为底

物，溶解在磷酸盐缓冲液中，用 DNS法在各温度下

测定重组蛋白的酶活力，最高酶活力记为 100%[16]
。

底物水解能力分析：在 pH为 6、反应温度为 50 ℃
的条件下分别以 CMC-Na、滤纸 (FPA)、脱脂棉、微

晶纤维素 (Avicel)为底物，溶解在磷酸盐缓冲液中，

用 DNS法测定重组蛋白酶活力，分析重组 EG蛋白

对不同底物的水解能力
[16]

。

不同金属离子对重组内切葡聚糖酶活性的影响：

在 pH为 6、反应温度为 50 ℃ 的条件下，以 1% CMC-Na
为底物，溶解在磷酸盐缓冲液中，反应体系中添加

5 mmol·L−1
的金属离子 (BaCl2、CaCl2、NaCl、HgCl2、

FeCl2、MgCl2、MnCl2、CoCl2、ZnCl2、CuCl2、KCl)，用
DNS法测定重组内切葡聚糖的酶活力，同时以未加

金属离子的重组乳酸菌粗酶液作为对照组，其酶活

力计为 100%，以此确定各种金属离子对重组内切葡

聚糖酶酶活的影响
[16]

。 

1.3    数据分析

将以上数据用 SPSS 19.0软件的 ANOVA进行

单因素方差分析，并用 Duncan法进行多重比较后，

用 Graph Prism 8.0软件绘制折线图和柱状图。 

2    结果与分析
 

2.1    eg 基因的克隆及表达载体构建

经 PCR扩增和核苷酸序列测定后可知该基因

大小为 1 500 bp (图 1)；在NCBI上通过 Blast进行同源

性比对，发现该基因序列与枯草芽孢杆菌 (Bacillus

subtilis strain SRCM102748)的 eg 基因相似性达 100%；

根据基因序列通过 MEGA 7.0软件构建系统进化树

(图 2)，发现试验所扩增的 eg 序列是来自Bacillus subtilis
strain  SRCM102748菌 株 (登 录 号 为 CP028212.1)。
分别用 Sac Ⅰ和 Xba Ⅰ内切酶同时酶切重组质粒

pMG36e::eg 和 pMG36e空质粒进行验证，pMG36e::eg
质粒切出大小为 1 500 bp左右的条带 (图 1)，获得的

基因片段大小与预期大小相符，表明表达载体

pMG36e::eg 构建成功。

 
 

M 1 2 3

5 000 bp
3 000 bp

2 000 bp

1 500 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

 
图 1   目的基因的 PCR 扩增产物及重组质粒双酶切鉴定

Figure 1    PCR amplification products of the target gene and
identification of the recombinant plasmid by

double enzyme digestion
 M：DNA分子质量标准；1：eg 基因 PCR产物；2：pMG36e::eg

重组质粒双酶切；3：pMG36e空质粒双酶切。

 M: DL5 000 DNA marker;  1:  PCR products of the eg gene; 2:  Double
digestion  of  pMG36e::eg  recombinant  plasmid;  3:  Double  digestion  of
pMG36e empty plasmid.
 

  

2.2    eg 基因在乳酸菌中表达的 SDS-PAGE 分析

通过 10% TCA/丙酮沉淀法浓缩重组乳酸菌发

酵上清液中的蛋白后，将重组乳酸菌的菌液、培养

液的上清液、菌体超声破碎后的沉淀及空质粒重组

菌的菌液、培养液的上清液和菌体超声破碎后的沉

淀分别制样进行 SDS-PAGE分析，结果表明：空质

粒重组菌的菌液、上清液和沉淀均无目的蛋白出

现，而重组乳酸菌培养液的上清液浓缩蛋白在 50 kDa
附近有明显的条带 (图 3)，表明有目的蛋白表达。 

2.3    重组内切葡聚糖酶酶活力的测定
 

2.3.1    DNS法和滤纸法测定重组内切葡聚糖酶的酶

活力

用 DNS法测得内切葡聚糖酶酶活为 12.401 9
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U·mL−1
，滤纸法测得总酶活为 12.246 9 U·mL−1

，通过

SPSS 19.0软件分析比较重组内切葡聚糖酶和对照

组酶活力值发现，试验组显著高于对照组酶活 (P <
0.05) (表 1)，说明该酶具有良好的酶活性。 

2.3.2    重组内切葡聚糖酶刚果红染色

分别将经 SDS-PAGE分析的样品和 ddH2O作

为空白对照加入 GM17-CMC-Na固体培养基中 30 ℃

孵育反应 12 h后，发现空质粒 pMG36e重组菌的菌

液、培养液的上清液、菌体破碎后的沉淀和 ddH2O

空白对照均无水解圈，但重组菌培养液的上清液和

重组蛋白酶出现明显的水解圈，直径分别为 1.98和

2.32 cm (图 4)，说明该蛋白为分泌型表达且具有酶活力。
 

2.3.3    重组内切葡聚糖酶的酶学性质分析

以 CMC-Na为底物测定重组内切葡聚糖酶在不

同 pH下的酶活，结果显示最适反应 pH为 6；在 pH

为 5～7时耐受性良好；在反应 pH低于 5时，酶活性

降到很低 (图 5A)。因此在研究重组蛋白酶的最适

 
表 1   二硝基水杨酸法和滤纸法测定酶活力值

Table 1   Determination of enzyme activity using the
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) and filter paper methods

方法
Method

酶活力
Enzyme activity/(U·mL−1)

试验组酶活值
Enzyme activities
in the test group

对照组酶活值
Enzyme activity

in the control group

DNS法
DNS method 12.401 9 ± 0.044 5a 0.573 4 ± 0.140 2b

滤纸酶活力法
Enzyme activity
of filter paper

12.246 9 ± 0.447 5a 0.579 0 ± 0.118 0b

　同行不同小写字母表示试验组与对照组间差异显著(P < 0.05)。
　Different  lowercase letters  within the same row indicate significant
difference between the test and control groups at the 0.05 level.

 

99

99

68

100

81

99

94

95

68

79

99

0.50

Trichoderma viride
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图 2   eg序列系统发育树

Figure 2    A phylogenetic tree of the eg gene in different microbial species
 

 

M 1 2 3 4 5 6

180 kDa
135 kDa

100 kDa

75 kDa

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

17 kDa 

图 3   SDS-PAGE 电泳

Figure 3    SDS-PAGE electrophoresis
 M：蛋白质分子质量标准；1、2、3分别为 NZ9000/pMG36e::eg

重组菌的菌液、培养上清液的浓缩蛋白、菌体超声破碎后的沉

淀；4、5、6分别为 NZ9000/pMG36e空质粒重组菌的菌液、培养

液的上清液、菌体超声破碎后的沉淀。

 M:  Protein  markers;  1,  2,  and  3  are  NZ9000/pMG36e::eg  recombinant
bacterial  suspension,  protein  concentrate  in  culture  supernatant,  and
bacterial suspension after ultrasonic disruption, respectively; 4, 5, and 6 are
NZ9000/pMG36e  empty  plasmid  recombinant  bacterial  suspension,
supernatant  of  the  culture  medium,  and  sediment  after  ultrasonic
disruption, respectively.
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反应温度、不同底物的水解能力、不同金属离子对

重组蛋白影响的试验中反应 pH均为 6。
重组内切葡聚糖酶以 CMC-Na为底物，在反

应 pH为 6的条件下，当反应温度低于 70 ℃ 时，相

对酶活力均低于 60%，之后随着温度不断升高，酶

活力也不断升高，当温度达 90 ℃ 时重组内切葡聚

糖酶的酶活值达到最高，最适反应温度为 90 ℃
(图 5B)。

重组内切葡聚糖酶以 CMC-Na、微晶纤维素、滤

纸、脱脂棉为底物时均有一定酶活力，但以脱脂棉

为底物时酶活力利用能力最低 (图 5C)。
重组内切葡聚糖酶以 CMC-Na为底物，在反应

pH为 6、温度为 50 ℃ 的条件下，Cu2 + 、Mn2 + 、Ba2 + 、
Zn2 + 、Co2 + 、Hg2 + 、K + 

等均可以提高重组酶的酶活

力，而 Fe2 + 抑制重组内切葡聚糖酶的酶活力 (表 2)。 

3    讨论

研究表明补充酶制剂可提高反刍动物的饲料利

用效率，减轻环境污染并控制某些疾病
[18]

。据报道

瘤胃微生物产生的纤维素酶是迄今为止最活跃的

酶之一
[19]

，其中瘤胃中的芽孢杆菌 (Bacillus)可分泌多

种纤维素酶和淀粉酶，本研究成功地克隆到 Bacillus

的纤维素酶 eg 基因并在乳酸菌中完成了表达。但

因自然来源 Bacillus 所产内切葡聚糖酶产量低、活

 

1

2

3

4
5

6

7

 

图 4   刚果红染色水解圈

Figure 4    Congo red stain zones of hydrolysis
 1、2、3分别为 NZ9000/pMG36e空质粒重组菌的菌液、培养液

的上清液、菌体超声破碎后的沉淀；4：ddH2O；5、6、7分别为

NZ9000/pMG36e::eg 重组菌超声破碎后的沉淀、培养液的上清液、

重组蛋白。

 1,  2,  and  3  are  NZ9000/pMG36e  empty  plasmid  recombinant  bacteria
suspension, culture medium supernatant, and cell sediment after ultrasonic
disruption,  respectively;  4:  ddH2O;  5,  6,  and  7  are  NZ000/pMG36e::eg
recombinant bacteria sediment after ultrasonic disruption, culture medium
supernatant, and recombinant protein, respectively.
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图 5   重组内切葡聚糖酶酶学性质分析

Figure 5    Analysis of the enzymatic properties of the
recombinant endoglucanase

 A：重组内切葡聚糖酶在不同 pH下的相对酶活力；B：重组内切

葡聚糖酶在不同温度下的相对酶活力；C：重组内切葡聚糖酶对不

同底物的水解能力。不同小写字母表示不同处理间差异显著 (P < 0.05)。

 A:  Relative  enzyme activity  of  recombinant  endoglucanase  at  different
pH values; B: Relative enzyme activity of the recombinant endoglucanase
at  different  reaction  temperatures;  C:  Hydrolysis  capacity  of  the
recombinant  endoglucanase  on  different  substrates.  Different  lowercase
letters indicate significant difference between the different treatments at the
0.05 level.
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性低、难回收等问题，可将内切葡聚糖酶基因在外

源宿主中表达来解决这一问题。大肠杆菌表达系统

因细胞快速生长、廉价的培养基和相对简单的培养

方法等优点在科研中得到广泛应用。汤斌等
[20]

在大肠

杆菌系统中表达了 eg2 基因，酶活值为 1.321 U·mL−1
，

但蛋白不能分泌至胞外；宝力德等
[21]

通过在大肠杆

菌中克隆表达枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)的 eg
基因，酶活力值达 683 U·L−1

，大多蛋白为包涵体表达。

刘原子等
[22]

扩增出多粘类芽孢杆菌 (Paenibacillus
polymyxa) eg 基因，并在大肠杆菌中表达，测得酶活

值为 2.427 U·mL−1
。虽然在该系统中可表达出重组

内切葡聚糖酶，然而一些报告描述了重组蛋白在大

肠杆菌表达系统中不能正确折叠且纯化困难，可能

会产生非功能性蛋白质
[23]

，且大肠杆菌易引起动物

机体损伤 (如腹泻等)，不易达到食品级的标准而难

以满足工业生产需求。乳酸菌作为食品级的菌株，

在蛋白表达过程中不以包涵体的形式出现，科研中

常利用乳酸菌作为宿主细胞已成功表达出各种外

源蛋白。Ozkose等 [24]
克隆了来源于牛瘤胃厌氧真

菌的 Neocallimastix sp.的纤维素酶基因并在乳酸菌

中完成表达，并将该重组蛋白酶添加至青贮饲料发

现可提高纤维素的降解率。乳酸菌表达系统 L. lactis
NZ9000是食品级安全表达系统且已被广泛应用，本

研究所用质粒 pMG36e来源于 pWV01载体，该载体

的强启动子 p32具有可供多种细菌识别的核糖体位

点可供表达蛋白，该质粒大小约为 3 600 bp，方便宿

主菌携带
[25]

已在细菌表达系统中成功表达出各种

酶
[26-28]

。王翠艳等
[29]

通过克隆绿色木霉 (Trichoderma
viride)纤维二糖水解酶基因 cbh Ⅱ并利用质粒 pMG36e
完成在乳酸菌中的表达，测得重组蛋白酶活值达

16.7 U·mL−1
。本研究设计引物时在引物上游添加了

一段信号肽序列，该段序列在基因表达过程中可引

导蛋白向胞外持续分泌，实现高表达，将已克隆得

到的 eg 基因序列连接表达质粒 pMG36e后电转至

乳酸菌中，成功分泌表达出内切葡聚糖酶，蛋白分

子大小为 50 kDa左右，与预期大小相符，1%羟甲基

纤维素钠 GM17培养基验证时产生明显的水解圈，

说明成功构建了分泌型表达载体，该内切葡聚糖酶

活力值为 12.401 9 U·mL−1
。而王瑾等

[30]
扩增出 eg 基

因，并在乳酸菌中表达，但测得蛋白酶无活性。本研

究获得的内切葡聚糖酶的酶活与 Nakazawa等 [31]

测定的酶活相比，提高了 24倍，具有良好的酶活

力。野生型的乳酸菌作为一类益生菌，是动物肠道

的正常菌群，将其添加至饲料中可促进动物消化，

提高动物免疫力，但无降解纤维素的能力
[32]

。谢骜

李畅等
[33]

通过构建重组乳酸菌并将其添加至饲料

中进行发酵，结果表明重组乳酸菌可对秸秆植物性

饲料均发挥一定的降解作用。本研究所获得的重组

内切葡聚糖酶的最适反应 pH为 6，在 pH为 5～7
时耐受性良好，pH稳定性的结果高于在枯草芽孢杆

菌 IARI-SP-1 (Bacillus subtilis IARI-SP-1)、地衣芽孢

杆菌 AU01 (B. licheniformis AU01)、解淀粉芽孢杆菌

DL-3 (B. amyloliquefaciens DL-3)等细菌上的报道
[34-36]

；

各种金属离子对该重组内切葡聚糖酶的影响结果

与朱泾等
[37]

试验结果相一致；该重组蛋白酶对不同

底物的水解能力结果与 Hakamada等 [38]
报道的在

Bacillus sp. KSM-S237上的试验结果相似；该重组内

切葡聚糖酶的最适反应温度可达 90 ℃，是一种耐高

温酶，市场潜力巨大，可广泛应用于多种耐高温的

工业生产中。 

4    结论

本研究成功将来源于牛瘤胃微生物的内切葡聚

糖酶在乳酸菌系统中进行了克隆和表达，成功构建

了分泌型重组内切葡聚糖酶的乳酸菌，并进行了酶

学性质分析。重组内切葡聚糖酶的分子量约为 50 kDa，
所用表达载体 pMG36e不需要添加诱导剂诱导，只

 
表 2   各种金属离子对重组内切葡聚糖酶相对酶活力的影响

Table 2   Effects of different metal ions on the relative enzyme
activity of the recombinant endoglucanase

金属离子
Metal ions

相对酶活力
Relative enzyme activity/%

Cu2 + 151.54 ± 0.82

Mn2 + 138.06 ± 0.47

Ba2 + 127.86 ± 0.43

Mg2 + 117.30 ± 0.98

Fe2 + 90.35 ± 0.50

Hg2 + 118.76 ± 0.13

K +
109.83 ± 0.20

Zn2 + 129.32 ± 0.08

Co2 + 135.15 ± 0.26

对照 Control 100.00 ± 0.03
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需正常培养重组乳酸菌就可在培养基上清液中获

得持续分泌的内切葡聚糖酶，检测到内切葡聚糖酶

活力为 12.401 9 U·mL−1
；重组内切葡聚糖酶对CMC-Na、

滤纸、微晶纤维素和脱脂棉均具有酶活力；最适反

应温度为 90 ℃；最适反应 pH为 6，在 pH 5～7内具

有较好的 pH耐受性； Cu2  + 、Mn2  + 、 Ba2  + 、 Zn2  + 、

Co2 + 等均可以提高重组蛋白的酶活力，而 Fe2 + 抑制

重组内切葡聚糖酶活力。甘肃农业大学动物医学院

微生物实验室正在将该重组内切葡聚糖酶作为纤

维素酶制剂进行青贮发酵试验，将其添加至饲料中

是否达到提高动物免疫力和饲料消化率的双重效

果，还需要进一步验证。
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