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［摘要］ 为了简单快速地获取大量的 β-1，3 葡聚糖酶以研究其在真菌形态发生过程中所发挥的作用，本研究

以灰盖鬼伞的 cDNA 为模板克隆了一种编码外切 β-1，3 葡聚糖酶的基因，并将该基因插入表达质粒 pET28A
（+）中，获得了重组表达质粒 pET28A（+）-exg，转化到 E. coli Rosetta 菌株中并进行异源重组表达 . 结果显示，克

隆基因的 cDNA 全长 2 415 bp，共编码 786 个氨基酸；SDS-PAGE 电泳表明该基因在 E.coli Rosetta 菌株中得到了

高效表达，重组表达的酶蛋白表观分子量为 85 kDa；纯化后获得的表达酶经 DNS 法测得比活力为 45 U/mg. 酶学

性质测定结果表明，该酶具有 β-1，3 葡聚糖外切酶活性，以昆布多糖为底物时，最适反应条件为 pH 6.0、温度

60 ℃，且有一定的耐热能力和较好的 pH 稳定性，具有较好的应用前景 .
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Cloning and Expression of an Exo-β-1，3 glucanase
Gene from Coprinopsis cinerea
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（School of Life Sciences，Nanjing Normal University，Jiangsu Key Laboratory for Microbes and Microbial Functional Genomics，
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Abstract：To acquire enough β-1，3 glucanase for investigating its role in morphological changes of fungus，an exo-β-
1，3 glucanase gene（exg）was cloned from cDNA of Coprinopsis cinerea okayama 7#130 and inserted into plasmid
pET28A（+）to generate the recombinant expression plasmid pET28A（+）-exg. pET28A（+）-exg was transformed into
Escherichia coli Rosetta strain for heterologous expression. The result showed that the length of exg gene is 2 415 bp，
which encodes 786 amino acids. SDS-PAGE analysis showed that the exo-β-1，3 glucanase was effectively expressed in
E. coli Rosetta with an apparent molecular masses of 85 kDa. The specific enzyme activity was 45 U/mg after purifica⁃
tion. Characterization of the recombinant enzyme showed that it had an exo-hydrolases activity and the optimum pH val⁃
ue was 6.0，and the optimum reaction temperature was at 60 ℃ when laminarin as substrate. Besides，the thermostability
and pH stability give it some prospect in the future.
Key words：exo-β-1，3 glucanase，gene cloning，heterologous expression，biochemical characterization，Coprinopsis ci⁃
nerea

β-1，3 葡聚糖酶按照其反应性质可分为外切酶和内切酶两种［1］，外切 β-1，3 葡聚糖酶可以从 β-1，3
葡聚糖的非还原端逐步断裂 β-1，3 糖苷键，生成水解产物葡萄糖［2-4］，而内切 β-1，3 葡聚糖酶则随意断裂

β-1，3 葡聚糖中的 β-1，3 糖苷键，生成聚合度较小的寡糖［5］. 对真菌类生物而言，尽管会因为种属的不同

而存在某些差异，但它们的细胞壁却拥有共同的结构核心，就是由带有 β-1，6 分枝的 β-1，3 葡聚糖与几
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丁质交联形成的复合物［6-7］. 在真菌生物细胞发育过程中，细胞壁的形态和结构会随着细胞的生长或分裂

而发生相应的变化［8］. 因此，对细胞壁的核心结构组分 β-1，3 葡聚糖有主要水解和修饰作用的 β-1，3 葡

聚糖酶在其中就发挥着尤为重要的作用［9-11］，主要表现为与几丁质酶一起完成真菌细胞壁的自水解以及

细胞壁形态和组成成分的重构等重要的生理过程［12-15］.
本课题组在前期的实验过程中，以模式真菌灰盖鬼伞成熟子实体的伞盖为材料，通过一系列的色谱

层析方法，成功地分离纯化出 3 种 β-1，3 葡聚糖酶［16］. 但由于分离纯化过程周期较长，且纯化过程较为复

杂，获得的酶量难以满足后期实验的大规模需求 . 本研究就是以其中的一种具有外切活性的外切 β-1，3
葡聚糖酶为对象，使其与组氨酸标签相融合，重组到表达质粒 pET28A（+）中，并在 E.coli Rosetta 菌株细胞

中进行表达，以期高效快速地获取大量纯化的外切 β-1，3 葡聚糖酶 .
1 材料和方法

1.1 菌株、质粒和培养条件

灰盖鬼伞（Coprinopsis cinerea okayama 7#130）（ATCC）用于克隆外切 β-1，3 葡聚糖酶基因，菌种从保

藏的斜面转移至 PDYA 平板（去皮土豆片 300 g，加适量双蒸水煮沸，用纱布过滤，滤液中加入葡萄糖

20 g，酵母提取物 5 g，琼脂粉 15 g，以 5 mol/L NaOH 调 pH 至 7.0，加水补足至 1000 mL，115 ℃灭菌 20 min
后，倒平板备用），于 37 ℃黑暗环境中静置培养，待菌丝长满整个平板后，将平板揭盖罩上玻璃罩置于

28 ℃，12 h 光照，12 h 黑暗的培养箱中生长子实体 . 质粒 pET28A（+）（Novagen）用作表达载体，大肠杆菌

DH5α（Novagen）用作基因克隆的宿主菌，在含 50 mg/L Kana-50 的 LB 平板（1 000 mL 中含酵母粉 5 g，蛋
白胨 10 g，NaCl 10 g，琼脂粉 15 g，以 5 mol/L 的 NaOH 调 pH 至 7.0，115 ℃灭菌 20 min 后倒平板备用）上

进行筛选 . 大肠杆菌 Rosetta（Invitrogen）用作基因表达的宿主菌，在含 50 mg/L Kana-50 和 34 mg/L Chloro⁃
mycetin 的 LB 平板上进行筛选 . 最后构建成功的重组菌在含 50 mg/L Kana-50 和 34 mg/L Chloromycetin
的 LB 液体培养基（1000 mL 中含酵母粉 5 g，蛋白胨 10 g，NaCl 10 g，葡萄糖 10 g，以 5 mol/L 的 NaOH 调

pH 至 7.0，115 ℃灭菌 20 min 后备用）中进行诱导表达 .
1.2 基因克隆、转化与重组表达

当灰盖鬼伞子实体生长到约 6 cm 时，收取其伞盖，用液氮速冻后研磨成粉末 . 从灰盖鬼伞菌盖组织

中提取总 RNA 方法参照 Sangon Biotech 公司生产的 TotalRNAExtractor（Trizol）试剂盒说明书；cDNA 的合

成参照 Vazyme 公司生产的 Hiscript II Reverse Transcriptase 试剂盒说明书 .
外切 β-1，3 葡聚糖酶基因（GenBank 登录号 XM_001835119）的克隆采用正向引物 5’-CTTTA⁃

AGAAGGAGATATACCATGAAATCGTTCTCCGCAGACATT-3’和反向引物 5’-AGTGGTGGTGGTGGTGGT⁃
GCTCGAGCTAGTTATTGCTCCAGCAGGTCACAGTA-3’，以灰盖鬼伞菌盖总 cDNA 为模板，扩增外切 β-1，
3 葡聚糖酶 cDNA 片段 .

参照 Vazyme 公司生产的 ClonExpress® Entry One Step Cloning Kit 说明书将外切 β-1，3 葡聚糖酶

cDNA 片段与 pET28A（+）载体经 Nco1 和 Xho1 双酶切位点相连接，构建成重组表达质粒 pET28A（+）-
exg，再将质粒 pET28A（+）-exg 转染大肠杆菌 DH5α，用含 50 mg/L Kana-50 的 LB 平板筛选，所获抗性阳

性克隆经提取质粒测序验证 . pET28A（+）-exg/DH5α 克隆菌株经大量培养后从中提取表达质粒 pET28A
（+）-exg，用上述方法将其转染大肠杆菌 Rosetta 菌株，用含 50 mg/L Kana-50 和 34 mg/L Chloromycetin 的

LB 平板筛选阳性克隆转化子 pET28A（+）-exg/Rosetta.
重组菌的诱导表达采用乳糖操纵子诱导表达模型［17］，先将 pET28A（+）-exg/Rosetta 转化子在诱导表

达培养基中于 37 ℃，220 rpm 条件下培养至 OD600=0.8，再向培养基中加入终浓度为 0.1 mM 的异丙基-β-
D-硫代吡喃半乳糖苷（IPTG）. 之后分为 3 种温度条件（20 ℃，30 ℃，37 ℃），220 rpm 分别诱导表达 0 h、
6 h、12 h、24 h、48 h.

重组菌表达酶活检测：将分别于 20 ℃、30 ℃、37 ℃下诱导表达不同时间的菌体经 2 000 g/min 离心

5 min 收集，以破细胞缓冲液（10 mmol pH 7.0 的 Tri-HCl）清洗菌体 3 次后用含 1 mM PMSF 的破细胞缓冲

液重新悬浮细胞，0 ℃条件下超声破碎细胞，超声工作条件：15 Hz，工作 10 s 间隔 10 s，超声 20 min 至悬液
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透明，8 000 g/min 离心 10 min 后取上清作为粗酶液，检测其对昆布糖活性 .
1.3 表达酶的纯化

表达酶的纯化过程参照 TransGen Biotech 公司生产的 ProteinIsoTM Ni-NTA Resin 产品说明书，将

100 mL 菌液在 20 ℃，220 rpm 条件下用 IPTG 诱导 48 h，收集菌体，用破细胞缓冲液重悬至 20 mL，按上述

方法破碎细胞并收集上清 . 将上清液经 Ni 金属亲和层析柱进行表达酶的分离纯化 .
1.4 表达酶的蛋白电泳

参照 UK Laemmli 的方法对纯化后的表达酶纯度及分子量大小进行 SDS-PAGE 分析，将经破碎后的

空载菌上清及重组菌破碎液上清，Ni 金属亲和层析柱纯化后收集的酶液分别混合了上样缓冲液后与标准

品一起进行 SDS-PAGE 凝胶电泳（聚丙烯酰胺浓度为 12%）［18］.
1.5 蛋白浓度的测定

纯化后的酶液蛋白浓度测定参照 Bradford 采用考马斯亮蓝法［19］，以牛血清白蛋白（BSA）作为标准

品 .
1.6 表达酶的水解活性分析

表达酶降解多糖释放还原糖的量采用 DNS 法测定［20］：200 μL 反应液含适量的酶，1%昆布糖或其他

多糖或其衍生物，50 mmol 醋酸盐缓冲液（pH 6.0），于 37 ℃，800 rpm 条件下温育 30 min 后，加入 200 μL
DNS 溶液，100 ℃ 加热 10 min 后，置冰浴冷却 2 min 终止反应，直接或短暂离心取上清测定其 520 nm 处

的吸光度，以葡萄糖为标准品 . 1 个酶活力单位定义为在反应条件下每分钟释放 1.0 μmol 还原糖（以葡萄

糖为标准）所需要的酶量 . 为了评价 pH 对酶活性的影响，分别使用 50 mmol/L 醋酸盐缓冲液（pH 3~
pH 6）或 50 mM Tris-HCl（pH 7~ pH 9）缓冲溶液以改变反应液 pH；或将酶液先在不同 pH 下温育 30 min，
再加入到反应液中，在 50 mmol/L 醋酸盐缓冲液（pH 6.0）条件下进行酶反应，以测定酶的 pH 稳定性 . 为
了测定温度对酶活性的影响，在 50 mmol/L 醋酸盐缓冲液（pH 6.0）条件下，在 20 ℃~80 ℃不同的温度条件

下进行酶反应；或将酶液先在 20 ℃~80 ℃不同的温度下孵育 30 min 后再加入到反应液中，然后在 37 ℃
条件下进行酶反应，以测定酶的热稳定性 . 为了测定底物浓度对酶活性的影响及酶反应动力学参数，在

37 ℃，50 mM 醋酸盐缓冲液（pH 6.0）条件下，分别使用 2%~10%的昆布糖进行酶反应［21］.
表达酶降解昆布寡糖释放葡萄糖的量采用葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法测定［22］：10 μL 反应液，含有

适量的酶，1%昆布寡糖，50 mM 醋酸盐缓冲液（pH 6.0），于 37 ℃，800 rpm 条件下温育 60 min 后，使用葡萄

糖分析测试盒（Robio，China）测定其 505 nm 处的吸光度，以葡萄糖作标准 . 1 个酶活力单位定义为在反应

条件下降解昆布三糖及以上昆布寡糖时每分钟释放 1.0 μmol 葡萄糖所需要的酶量 .
表达酶降解 pNPG 及其他对硝基苯酚糖苷衍生物释放的对硝基苯酚的量采用碳酸钠终止法测定［23］：

200 μL 反应液，含有适量的酶，2 mM pNPG 或其他硝基苯酚糖苷衍生物，50 mM NaAc-HAc（pH 6.0），于

37 ℃，800 rpm 条件下温育 20 min 后，加入 200 μL 预冷的 0.5 M 碳酸钠，所释放的硝基苯酚形成的颜色在

410 nm 处测定吸光度，以对硝基苯酚作标准 . 1 个酶活力单位定义为在反应条件下降解 pNPG 或对硝基

苯酚糖苷衍生物每分钟释放 1 μmol 对硝基苯酚所需要的酶量 .
2 结果

2.1 鬼伞外切β-1，3葡聚糖酶基因的克隆与异源重组表达

以灰盖鬼伞菌盖总 cDNA 为模板，对外切 β-1，3 葡聚糖酶基因进行 PCR 扩增，产物经琼脂糖凝胶电

泳检测，结果显示条带大小与预期相符（图 1 A）. 测序结果表明，该片段序列与 GenBank 数据库所列序列

完全一致 . 按照材料与方法所述步骤构建重组表达质粒 pET28A（+）-exg，转染大肠杆菌细胞中构建重组

菌株 pET28A（+）-exg/Rosetta.
重组菌株 pET28A（+）-exg/Rosetta 在不同温度下经 IPTG 诱导表达不同时间后，粗酶液酶活显示出非

常明显的差异（图 1C）. 在 20 ℃条件下诱导表达时，其粗酶液酶活比 30 ℃和 37 ℃时显著较高，推测为在

偏高的温度下进行诱导表达时表达酶蛋白形成了不溶性的包涵体，从而相应地导致了粗酶液中可溶性的

酶蛋白含量降低，直接影响到粗酶液酶活的测定值 . 在 20 ℃和 30 ℃的条件下，随着诱导表达时间的延
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长，酶活都逐渐升高 . 所以最终确定诱导表达的条件为 20 ℃，220 rpm，培养 48 h.
将 20 ℃诱导表达的重组菌细胞破碎液与空载菌细胞破碎液相比，在 SDS-PAGE 上可明显看出新增

加的一条 85 kDa 左右的蛋白条带 . 将重组表达菌细胞破碎液上清液经 Ni 金属亲和层析柱纯化后，所获

纯化的表达酶显示仅含有单一的蛋白条带，分子量大小为 85 kDa 左右（图 1 B）. 与外切 β-1，3 葡聚糖酶

蛋白的理论分子量相近 . 纯化后的酶液经考马斯亮蓝法测定，蛋白含量为 0.07 mg/mL.

A，外切β-1，3葡聚糖酶基因的PCR扩增电泳图，M：DL5000 标准品；1：外切 β-1，3 葡聚糖酶基因的 PCR 扩增产物 . B，重组表达的外切

β-1，3 葡聚糖酶蛋白的 SDS-PAGE 电泳分析 . M：蛋白分子量标准品；1：空载菌的全细胞破碎液；2：表达菌的全细胞破碎液；3：经 Ni 金属亲和

层析柱纯化后得到的重组蛋白样品 . C，重组菌在不同温度下诱导培养后细胞破碎液酶活随诱导时间的变化 . ■：20 ℃；●：30 ℃；▲：37 ℃
A，Electrophoresis result of exg PCR，M：DL5000 Marker；1：PCR product of exg. B，SDS-PAGE of exo-β-1，3 glucanase. Note：1：protein mark⁃

er；2：total bacteria（Blank）；3：total bacteria（Induced）；4：The recombinant protein purified by Ni-NTA affinity chromatography column. C，changes
of the enzyme activity in the breaking cell extraction with cultivation time at different temperatures. ■：20 ℃；●：30 ℃；▲：37 ℃

图1 外切β-1，3葡聚糖酶的重组表达

Fig.1 The expression of recombinant exo-β-1，3 glucanase

表1 表达酶的底物特异性

Table 1 Substrate specificity of enzyme

Substrates
Chitin
Pustulan
CM-cellulose
Starch Soluble
Pachyman
Barley β-glucan
Laminarin
periodate-oxidized laminarin
Gentiobiose
Cellobiose
Laminaribiose
Laminaritriose
Laminaritetraose
Laminaripentaose
Laminarihexaose
pNPG
p-Nitrophenyl-N-acetyl-b-D-glucosaminide
o-Nitrophenyl-b-D-galactopyranoside
p-Nitrophenyl-b-D-glucuronide

Glycoside Linkage/s
β-1，4
β-1，6
β-1，4
α-1，4
β-1，3

β-1，3/1，4
β-1，3/1，6
β-1，3/1，6

β-1，6
β-1，4
β-1，3
β-1，3
β-1，3
β-1，3
β-1，3

Special Activity/（U·mg-1）

—

—

—

—

—

—

45
—

—

—

—

747
1504
1793
1635
—

—

—

—

—：未检测到 .
2.2 重组表达的鬼伞外切β-1，3葡聚糖酶特性分析

该酶在 NCBI 中被注释为 β-1，3 葡聚糖苷酶，本实验以不同底物检测其作用方式，结果显示该酶能

作用于昆布多糖（含 β-1，6-分支侧链的 β-1，3 葡聚糖），但对 β-1，6-葡聚糖、β-1，4-葡聚糖以及不分支

的 β-1，3 葡聚糖没有作用；该酶对 β-1，3 键的昆布二糖、pNPG、以及其他对硝基苯糖苷衍生物均不起作
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用，显示其不能作用于二糖苷化合物，为非糖苷酶；且该酶可作用于含 β-1，3 葡苷键的昆布三糖以上的昆

布寡糖，但又不能作用于过氧酸-氧化-昆布糖（表 1），上述结果表明该酶以外切方式水解昆布糖，所以该

酶应为外切 β-1，3 葡聚糖酶 .
通过在不同温度下进行水解反应，发现该酶在 50 ℃~70 ℃时都具有较高的活性，酶的最适反应温度

为 60 ℃. 但根据耐热性分析显示，在 60 ℃及以上温度时该酶较不稳定（图 2 A），当在 50 ℃及低于此温度

时，该酶具有较好的稳定性 .
在不同 pH 条件下进行水解反应，结果显示表达酶的最适反应 pH 为 6.0，偏酸或者偏碱都会导致酶

活性的下降 . 但表达酶在 pH 5.0~pH 8.0 范围内都有较好的稳定性，孵育 30 min 不会对酶活性有明显的

改变，但在 pH 9.0 时，酶稳定性快速下降（图 2 B）.
底物对酶活性的影响及酶反应动力学数据表明，表达酶在 37 ℃反应条件下的 Km为 2.23 mg/mL，Vmax

为 232.56 U/mL（图 2 C）.

A，酶的反应温度依赖性（■）和热稳定性（●）. B，酶反应的 pH 依赖性（■）和 pH 稳定性（●）. C，表达酶的 Lineweaver-Burk 曲线

A，Optimum temperature（■）and stability（●）of enzyme. B，Optimum pH（■）and pH stability（●）of enzyme.
C，Lineweaver-Burk plot for enzyme determined by varying the concentration of the substrate laminaran（mg/mL）

图2 重组外切β-1，3葡聚糖酶的酶学特性

Fig.2 The enzyme characteristic of the recombinant exo-β-1，3 glucanase

3 讨论

本实验室前期报道从灰盖鬼伞成熟子实体的伞盖中分离纯化获得 3 种 β-1，3 葡聚糖酶，其具有一定

的科研价值和使用价值 . 但由于分离纯化过程周期较长，且需要大量培养获得灰盖鬼伞子实体，费时、费

力，成本较高，难以满足后续研究对酶的大量需求，本研究试图重组异源表达这些 β-1，3 葡聚糖酶 . 但研

究发现，内切 β-1，3 葡聚糖酶和 β-1，3 葡苷糖酶因存在表达后糖基化修饰作用，无法在原核生物大肠杆

菌中异源重组表达，只有外切 β-1，3 葡聚糖酶可以成功地在大肠杆菌中异源重组表达，并且通过对表达

条件的摸索可以看出，只有在较低的温度下（本研究中为 20 ℃）诱导表达的外切 β-1，3 葡聚糖酶才可以

获得较好的活性 .
外切 β-1，3 葡聚糖酶基因在大肠杆菌中的异源重组表达以及同组氨酸标签的成功融合，可以通过简

单的菌体发酵，超声破碎及 Ni 金属亲和层析法在较短的时间内获取大量高纯度的外切 β-1，3 葡聚糖酶

以用于实验所需 . 研究表明，该酶活性较高，同时具有一定的耐热能力和较好的 pH 稳定性，同时异源重

组表达的外切 β-1，3 葡聚糖酶虽然加上 His 融合标签，但其酶催化活性基本没有改变，为未来进一步开

拓该酶的工业化生产及应用奠定了基础 .
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