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[摘要 ] � 将不含信号肽的瑞氏木霉内切葡聚糖酶 II( Ce l5A )的 cDNA克隆到 pET- 28a( + )表达质粒上,与其 N

末端 6个组氨酸标签序列融合, 构建成 pET- 28a( + ) - eg l2表达质粒,在大肠杆菌 BL21 ( DE3)中诱导表达. 利

用低温诱导策略,成功表达出活性重组蛋白. W este rn b lo t结果显示重组 Ce l5A相对分子分量大约为 43 000. 进一

步对重组 Ce l5A进行 N i- NTA亲和层析柱纯化并对其进行酶学性质测定,结果显示以羧甲基纤维素钠为作用

底物时重组酶最适作用 pH 为 4�5, 最适作用温度为 60� ;重组酶热稳定性较好,在 65� 及以下保温 1�5 h, 活性

仍相当稳定. M n2+对 Ce l5A的酶活有促进作用, F e3+和 Cu2+有抑制作用, 其它金属离子和 EDTA对酶活没有明

显影响. 底物特异性研究表明,重组 Ce l5A只能水解混合键葡聚糖和羧甲基纤维素钠,对混合键葡聚糖的水解能

力是其对羧甲基纤维素钠水解能力的 6�7倍, 但对微晶纤维素、G lass m icro fibe r filters、木聚糖、阿拉伯木聚糖和

木葡聚糖没有水解作用 .
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Abstrac t: Ce l5A ofT richoderma reeseiw as fused w ith h istid ine( 6) tag and cloned in pET- 28a( + ) p lasm id. W ith a

low tem pera ture induction stra tegy, the enzym ew as successfu lly expressed in E. co li host. W este rn b lot analysis show ed

tha t the recomb inan tC el5A had am o lecu larw e ight of 43 000. The recom binant Ce l5A had m ax ima l ac tiv ities at pH 4� 5,

60� and w as stab lew hen it was heated fo r 1�5 h a t 65� . The enzym atic ac tiv ityw as enhanced by 1mmo l/LM n2+ and

inh ibited by Fe3+ and Cu2+ wh ile o ther m eta l ions and EDTA had no effec t. The recom binant Ce l5A was ab le to hydro�

lyze ��g lucan and CM C- Na, but unab le to hydro ly zeAv ice,l G lassm ic ro fiber filte rs, Xy lan, A rabiroxy lan and Xy log lu�

can. The ac tiv ity of Cel5A to digest��g lucan is 6� 7�fo ld h igher than to d igest CMC�Na.
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� � 纤维素是地球上数量最多的可再生自然资源, 从廉价的可再生的木质纤维素生产生物能源及产品对

维持人类社会的持续性发展至关重要
[ 1]

( Zhang et a.l 2006) .工业生产中将纤维素转化成葡萄糖, 进一步

发酵成为酒精是纤维素最有潜力的利用途径之一. 长久以来,人们一直在想方设法利用各种来源的纤维素

酶水解植物细胞壁的多糖组分,将其转化为可利用的单糖组分,并最终将其变成为可再生生物能源如乙醇

或其它有用物质等.

许多类型的真菌和细菌能够产生水解纤维素的酶类, 其中丝状真菌 Trichoderma reesei是最被广泛研

究的纤维素降解生物. T. reesei产生一系列不同的纤维素酶,其中大多数已被深入研究. 这些酶主要分为三
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大类: ( 1)内切�1, 4���D�葡聚糖酶, ( 2)外切 �1, 4���D�葡聚糖酶又称 1, 4���D�纤维二糖水解酶 ( 3) 1, 4���D�
葡萄糖苷酶.

内切葡聚糖酶可随机地作用于糖链内部水解可溶性的具有取代基的纤维素,但是很难水解高度有序

的微晶纤维素;外切葡聚糖酶不能有效作用于取代基纤维素但是能够降解微晶纤维素; ��葡萄糖苷酶能够
水解另两种酶水解产生的纤维二糖以及其它短链寡聚糖为葡萄糖

[ 2]
( Penttil� et a.l 1987) . 目前已经分离

的 T. reesei纤维素酶至少包括 2种外切葡聚糖酶, C el7A ( CBH I)
[ 3]

( Shoemaker et a.l 1983) 和 Cel6A

( CBH II)
[ 4]

( Teeri et a.l 1983) , 5种内切葡聚糖酶, 即 Cel7B ( EG I)
[ 5]

( Penttil� et a.l 1986)、Cel5A ( EG

II)
[ 6]

( Salohe imo et a.l 1988)、Ce l12A ( EG III)
[ 7]

( Okada et a.l 1998)、Cel61A ( EG IV )
[ 8]

( Saloheimo et a.l

1997) 和 Cel45A ( EG V)
[ 9]

( Sa lohe imo et a.l 1994)以及一种 ��葡萄糖苷酶 [ 10]
( Barnett et a.l 1991) .其中

内切葡聚糖酶 Cel5A,又称 EG II, 最初被命名为 EG III
[ 6 ]

( Saloheimo et a.l 1988) ,占表达的纤维素酶总量

的 5% ~ 10%,是最重要的内切酶之一
[ 11]

(W ang et a.l 2005) , 它具有很高的催化活性, 被广泛用于纺织、

印刷、染料、造纸和洗涤等工业
[ 12 ]

( Q in et a.l 2008) .

为了研究纤维素酶之间的协同作用, 需要获得各种纯的纤维素酶制剂. 从真菌培养液中分离纯化天然

纤维素酶需要花费大量时间和劳力, 且常常存在其它微量多糖水解酶的干扰影响.最好的办法是利用基因

工程菌异源表达重组纤维素酶.已知很多纤维素酶在真核细胞表达系统如酵母细胞或丝状真菌细胞中成

功表达,但丝状真菌细胞存在内源纤维素酶干扰问题,酵母细胞也被发现存在内源果胶酶 (结果未发表 ) ,

而我们实验室证明果胶酶与 expansin具有协同作用
[ 13]

( Zhao et a.l 2008), 因而需要探讨纤维素酶在原核

细胞中异源重组表达.本文报道来自瑞氏木霉内切葡聚糖酶 Cel5A首次在大肠杆菌中异源重组表达及其

重组酶酶学性质的研究.

1� 材料和方法

1�1� 菌株、质粒和培养条件
� � Trichoderma reesei QM 9414 ( ATCC )用于克隆 egl2( Cel5A的编码基因 ) , 菌株在含 1% (w /v ) CMC�N a

( sigma)的 V ogel� s培养基中 27� 静置生长 5 d
[ 14]

( Sandhu et a.l 1982).大肠杆菌 DH5�(Novagen)作为基

因克隆的宿主菌, 大肠杆菌 BL21�CodonP lus ( DE3) R IL ( Stratagene )用作基因表达的宿主菌, pMD18�T
( TaKaR a)作为克隆载体, pET�28a( + ) ( Novagen) 用作表达载体.

1�2� Ce l5A基因的克隆与表达

参照 Logemann et a.l
[ 15]

( 1987)的方法从 T. reesei菌丝体中提取总 RNA, 然后用 o ligo ( dT ) 12�18
pr imer, 通过逆转录得到其 cDNA. PCR引物设计根据瑞氏木霉纤维素内切葡聚糖酶 II基因序列 ( NCB I ac�
cession number: D178347) ,正义引物 ( 5� �CATATGCAGCAGACTGTCTGGGGC�3� )包含Nde I限制性酶切位

点,反义引物 ( 5� �GGATCCCTACTTTCTTGCGAGACACG�3� )包含 BamH I限制性酶切位点, 使用 P fuU ltra
TM

DNA聚合酶 ( Stratagene)和上述特异引物通过扩增得到不含信号肽的 Ce l5A cDNA;然后将 Cel5A cDNA

序列连接到 pMD18�T Vector,构建的 pMD18- T - egl2质粒转化 DH5�, 得到 pMD18- T - eg l2- DH5�阳

性转化子;用限制性内切酶 Nde I和 BamH I将不含信号肽的 Cel5A cDNA片段从 pMD18- T - eg l2上切

下,连接到 pET - 28a( + )表达载体上,转化 E. coli BL21( DE3)细胞,得到 pET - 28a ( + ) - eg l2- BL21-

CodonPlus ( DE3) R IL阳性转化子.

pET- 28a ( + ) - egl2- BL21- C odonP lus ( DE3) R IL转化子在 LB中培养, 100mL LB中分别加入葡

萄糖、卡那霉素和氯霉素分别至终浓度为 1% (w /v)、50 �g /mL和 34 �g /mL. 在 37� , 220 r/m in条件下培

养,当 A 600达到 0�8左右时,加入 0�5mmo l/L的 IPTG,诱导表达 6 h.低温诱导时表达条件为 15 � 、160 r /

m in、0�2mmo l /L IPTG诱导表达 50 h.

1�3� 蛋白抽提和纯化
诱导表达结束后, 在 8 000 r /m in、4� 条件下离心 5m in, 收集菌体, 用 10mL 10mmo l /L T ris- HC ,l

pH7�0溶液洗涤菌体,重复洗涤 1次, 将菌体在 - 80� 条件下冻存 6 h以上;然后用 10mL含 100�g /mL ly�
sozyme和 1mmo l/L PMSF的 10mmo l/L T ris- HC l ( pH7�0) 溶液重新悬浮细胞,在 0� 条件下,超声破碎

细胞, 12 000 r /m in、4� 离心 20m in, 上清抽提液即为粗蛋白. 抽提液进一步用 N i
2+

- NTA柱 ( Novagen)按
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照纯化系统操作程序进行亲和层析纯化, 洗脱的蛋白液转至透析袋 ( 25 � 16 mm
2
, S igma�A ldrich )在

20mmo l /L NaAC- HAC, pH4�5缓冲液中透析 3 h, 12 000 r /m in、4� 离心 5m in, 上清蛋白为纯化的重组蛋

白,用于后续实验.

1�4� SDS�PAGE andW estern b lot分析

SDS�PAGE浓缩胶浓度为 3�5% ,分离胶浓度为 11�0%, 用考马斯亮蓝 R - 250染色. W estern blot根据

Sambrook et a.l
[ 16]

( 1989)方法进行,略作修改.蛋白样品与上样缓冲液混合, 煮沸 5m in, 上样后进行凝胶

电泳; 电泳结束后凝胶上分离的蛋白转至 PVDF膜 ( B iorad) ,转移缓冲液为 25mmo l/L Tris, 192mmo l/L甘

氨酸, 20% ( v /v )甲醇, pH 8�3; PVDF膜在含 5%脱脂奶粉的 PBS- T ( PBS加 0�1% Tween20, pH7�2)中封
闭 3 h,洗涤后用含 0�3% BSA的 TBS- T以 1�5 000稀释的 H is标签单克隆抗体 (一抗 )室温下孵育 4 h,洗

涤后用含 0�3% BSA的 TBS- T以 1�5000稀释的兔抗鼠 IgG (二抗 )室温孵育 1 h;最后 PVDF膜用 TMB

S tab ilized Substrate forHRP( Promega)显色.预染蛋白 marker SM 0411 ( Fermentas)用于 SDS�PAGE和West�
ern b lo .t

1�5� 蛋白浓度的测定

蛋白浓度的测定参照 B radford的方法采用考马斯亮蓝 G - 250法进行粗蛋白和纯化蛋白含量测定
[ 17]

( B radford 1976), 以牛血清白蛋白 ( BSA)作为标准蛋白.

1�6� 重组 Cel5A酶活性检测

重组 Cel5A对各种底物的水解活性测定采用二硝基水杨酸试剂 ( DNS)法测定水解过程中释放的还原

糖量进行
[ 14]

( Sandhu et a.l 1982) .

测定内切 - 1, 4- �- D - 葡聚糖酶活性的反应体系和条件为: 0�4 mL反应体系, 内含 50mmo l /L

N aAC- HAC buffer( pH 4�5)、5mg /mL羧甲基纤维素钠和适量重组表达的 Ce l5A; 60� 反应 20m in.当测定

重组 Cel5A底物特异性时, 5mg /mL羧甲基纤维素钠被用下列多糖底物所替换,混合键葡聚糖 ( from bar�
ley, M egazyme), 木聚糖 ( from oat spe lts, S igma),阿拉伯木聚糖 ( from whea,t FMC) ,木葡聚糖 ( from fama�
rind seed, FMC) ,微晶纤维素 PH 101( FMC ) 和 G lassm icro fiber filters (Whatman) ;除了使用不溶性底物微

晶纤维素和W ateman filters时反应条件为 60� 反应 12 h之外, 其它底物的反应条件为 60� 反应 20m in.为

了检测反应体系中产生的还原糖的量,加 0�4mL DNS试剂终止反应, 100� 加热 10m im显色,然后检测在

520 nm处的吸收值,再根据标准曲线回归方程,换算得到还原糖浓度. 一个酶活单位定义为检测条件下每

m in反应释放 1 �mo l还原糖的酶量.

当测定 pH对重组 Ce l5A活性影响时:配制从 pH3�0~ pH6�5的 NaAC- HAC buffer和 pH7�0~ pH 8�5
的 Tris- HC l buffer, 分别替代反应液中的 50mmol /L N aAC- HAC bu ffer( pH 4�5).

当测定温度对重组 Cel5A活性影响时:反应温度由 25� 到 80� 范围所指定的温度代替上述反应体系

的 60� .

当测定温度稳定性时: 重组酶加入 50mmol /L pH4�5 N aAC- HAC中分别置 55� 、60� 、65、� 、70�
和 75� 水浴锅中处理从 10m in到 3 h不同时间,再加入底物 CMC- Na, 按上述反应体系 60� 反应 20m in

测定重组酶残留活性.

当测定金属离子对重组酶活性影响时:反应液中分别加入终浓度 1mmo l/L的下列金属离子, B a
2+
、

Ca
2+
、Fe

3+
、Fe

2+
、K

+
、Mn

2+
、Mg

2+
、N a

+
、Cu

2 +
、Zn

2+
、Ag

+
和金属离子螯和剂 EDTA,按上述反应体系测

定重组酶活性.

2� 结果

2�1� 重组 Cel5A在大肠杆菌中的表达

� � 我们利用 E. coli作为宿主菌表达 T. reesei Cel5A不含信号肽的 cDNA.在 0�5mmo l/L IPTG的诱导下,

重组菌 pET- 28a( + ) - egl2- BL21- CodonPlus ( DE3) R IL在 37� 220 r /m in培养 6 h, 所表达出的重组

蛋白几乎全部以不溶的包涵体形式存在,检测不到纤维素酶活性, W estern b lo t在细胞抽提液中未检测到

重组 Cel5A. 为了使重组蛋白以可溶性的活性形式表达,对细胞的表达条件进行了优化研究. 最佳优化条

件是以 0�2mmo l/L IPTG诱导, 15� 、160 r/m in表达 50 h, 全细胞细胞裂解液的上清抽提液可检测到纤维

�94�

南京师大学报 (自然科学版 ) � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 32卷第 3期 ( 2009年 )



素酶活性.细胞裂解液 SDS- PAGE全蛋白分析表明, 与空载质粒对照相比 ( w e ll 2) , 在相对分子质量约

43 000处存在一个较强的表达蛋白条带 ( w ell 1), 上清抽提液表达蛋白因受杂蛋白的干扰难以确认, 但活

性分析和W estern b lo t检测表明抽提液中确实存在可溶性的重组表达的 Cel5A (见图 1).

2�2� 重组 Cel5A的纯化

事先在重组 Ce l5A的 N端融合有 6个组氨酸标签, 可利用 N i
2+

- NTA亲和层析法纯化分离重组

Ce l5A. SDS�PAGE检测 N i
2+

- NTA亲和层析纯化蛋白显示,细胞抽提液中大部分杂蛋白已被去除,虽然仍

存在少量其它杂蛋白,但相对分子质量为 43 000的蛋白条带清晰可见, 而含空载质粒的表达菌的蛋白抽

提液进行亲和层析后则没有相应的条带, 说明该蛋白为可溶性的重组表达的 Ce l5A, W estern blot检测也表

明该蛋白条带确实为重组表达的 Cel5A(见图 1) .详细的纯化数据见表 1.

表 1� 重组 Cel5A的纯化

Table 1� Purification o f recom binan t Cel5A

组分 总蛋白 /mg 总酶活 /U 特异酶活 / (U /mg) 纯化效果 ( -倍数 ) 得率 /%

细胞裂解液 51 17�3 0�34 1 100

N i2+ - NTA纯化上清 0�135 4�3 32�2 94�7 24�9

2�3� pH、温度对重组 Ce l5A活性和稳定性的影响

表 2� 金属离子对重组 C el5A CMCase活性的影响

Tab le 2� E ffects o fm etal ions on Cel5A CMCase a ctiv ity

金属离子 浓度 / (mm ol/L) 相对活性 /%

N one

BaC l2

CaC l2
FeC l3
FeSO 4

KC1

MnC l2
MgSO2

NaC l

CuC l2

AgNO 3

ZnC l2
EDTA

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

100*

97

95

27

83

97

139

93

98

56

92

95

98

� * : 未添加金属离子和 EDTA的活性为 100% ( activity= 33�2U /mg).

� � 测定了不同 pH和不同温度对重组 Ce l5A CMCase

活性和稳定性的影响,结果显示以 CMC - N a为作

用底物时重组酶最适作用 pH为 4�5;重组酶最适作
用温度为 60� ;重组酶热稳定性较好,在 65� 及以
下保温 1�5 h,活性仍相当稳定, 65� 孵育 3 h后酶

活仍维持在 70%左右,而当温度到 75� 时重组酶会

很快地失去活性 (见图 2) .

2�4� 金属离子和 EDTA对重组酶活性的影响

终浓度 1mmo l/L的金属离子对重组 Cel5A的

CMCase活性影响结果如下:如果指定没有添加任何

金属离子的酶活为 100% ,添加 Mn
2 +
后酶活提高至

139%; 添加 Fe
3+
、Cu

2+
和 Fe

2+
分别抑制酶活到

27%、56%和 83%; 添加其它金属离子和金属螯合

剂 EDTA,对重组酶的活性基本没有影响, 说明该酶

为非金属酶 (见表 2) .
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2�5� 重组酶的底物特异性测定
表 3� 重组 C el5A的底物特异性

Table 3� Specificity of recom binant C el5A

底物 水解活性 / (U /mg)

羧甲基纤维素钠

微晶纤维素

G lassm icrofiber filters

混合键葡聚糖

木聚糖

木葡聚糖

阿拉伯木聚糖

35�2
-

-

235�8
-

-

-

� � - : 未检测到

� � 底物特异性研究表明, 重组 Ce l5A只能水解混

合键葡聚糖和 CMC- N a,对混合键葡聚糖的水解能

力是其对 CMC- Na水解能力的 6�7倍.对其它半纤

维素底物木聚糖、阿拉伯木聚糖和木葡聚糖没有降

解作用,值得注意的是对微晶纤维素 Av icel和 G lass

m icrof iber filters也没有检测到水解活性 (见表 3).

3� 讨论

很多异源性的蛋白尤其是来自真核生物的蛋白

在大肠杆菌中往往不能折叠成天然的活性形式而是一般聚集成不溶性的形式即所谓的包涵体.这种情况

下这些蛋白在大肠杆菌中表达就遇到了很大的困难
[ 18 ]

( Hanning et a.l 1998). 有许多策略被研究者利用

来改善或提高蛋白的正确折叠效率包括共表达同源或异源的折叠辅助蛋白、菌培养条件的优化及表达融

合蛋白等.其中对培养条件进行优化是一种简单有效促进蛋白正确折叠的方法. 对培养条件的优化包括对

培养基成分的改造、诱导剂浓度的优化和培养温度、培养 pH的优化等方面. 低温诱导是一种常见有效的

提高蛋白折叠的策略,其原理可能涉及很多因素,如蛋白自联作用力的减弱、蛋白合成速度的降低以及多

肽链折叠动力学的改变等
[ 18 ]

(H ann ing et a.l 1998) .在我们的研究中发现 Cel5A在 37� 诱导表达时,重组

蛋白几乎全部是以不溶性的包涵体的形式存在, 当在 15� 诱导表达时表达出了可溶性的活性重组蛋白.

我们还用低温诱导的方法表达了另外一个 T. reesei纤维素酶 外切葡聚糖酶 II( Cel6A ) ,但是没有检测到

有活性蛋白的表达.由此可见蛋白多肽链的正确折叠是异源表达这些真菌来源纤维素酶的关键因素,应该

联合运用多种改善蛋白折叠的方法来有效表达这类蛋白.

纯化的天然内切葡聚糖酶往往混有少量的外切葡聚糖酶. 从 T. reesei中纯化单一的纤维素酶是很困

难的事,这些酶的特性仍需要去进一步阐释
[ 19]

( Okada et a.l 1998) .因此有必要将这些酶进行异源表达,

得到没有其它酶污染的重组酶, 以供进一步研究这些酶的特性及其之间的联系. 我们将 T. reesei Ce l5A在

通常没有纤维素酶干扰的大肠杆菌中表达,对重组酶进行了底物特异性测定.结果显示在对所用的多种多
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糖底物中 Cel5A只水解混合键葡聚糖和 CMC- N a.微晶纤维素 ( Av ice l)通常被认为是很好的度量外切葡

聚糖酶活性的底物,但关于内切葡聚糖酶的 Av ice lase活性仍然不是很明确.虽然在有些研究中重组 Cel5A

显示了微弱的 Av ice lase活性
[ 20]

( Takash ima et a.l 1998)
[ 12]

(Q in et al 2008) ,然而在我们的测定条件下没

有检测到重组 Cel5A的 Av ice lase活性,这说明很可能 Cel5A本身的外切酶活性与蛋白的糖基化有关,或

者 Ce l5A本身就不具有外切酶活性, 以往报道的 Cel5A的 Av ice lase活性可能与酶制剂中含有微量外切葡

聚糖酶有关.因而对于需要排除其它纤维素酶干扰的研究,选用合适的重组表达系统是非常必要的.

根据 M acarr�n et a.l
[ 21]

( 1993) 研究报道, 从 T. reesei中分离纯化的天然 Ce l5A相对分子质量约

48 000,但 Q in et a l
[ 12]

( 2008) 报道, Ce l5A在 Saccharomyces cerevisiae表达时, 其表达产物 Cel5A被高度糖

基化,据糖基化程度不同分为 Compound 1 ( 57 000)和 Compound 2 ( 80 000~ 200 000) 2个组分;在 Asp erg il�
lus oryzae中表达的 Cel5A也存在糖基化现象, 其表达产物 Cel5A相对分子质量变为 55 000

[ 20]
( Takash ima

et a.l 1998) .但本研究表达的重组 Cel5A相对分子质量仅 43 000,大小非常接近于理论计算值, 由于在大

肠杆菌中重组表达的蛋白质通常不发生糖基化,基于在大肠杆菌中重组表达的 Cel5A酶有较高的活性,我

们可以认为糖基化作用并不是 Ce l5A活性所必需的.
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