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摘   要 

随着石化能源等不可再生资源的日益枯竭，人们试图寻找可以代替石化燃料的新型能源。利

用纤维素酶将纤维素降解为简单糖，进而发酵生产乙醇，为新能源的开发提供了一个新方法。 

本研究针对福寿螺（Ampullaria crossean）内源性多功能纤维素酶基因 EGX（Gene Bank 

Accession NO. AY285999）, 以蛋白质二级结构 α螺旋和 β折叠为单位进行末端缺失，利用巴斯

德毕赤酵母表达系统表达末端缺失蛋白片段，研究蛋白 N 端及 C 端α螺旋和β折叠的缺失对内

切-β-1,4-葡萄糖苷酶 (E.C.3.2.1.4)、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶 (E.C.3.2.9.11)、内切-β-1,4-木聚糖酶 

(E.C.3.2.1.8) 活力的影响，研究其作用机理，为酶分子的蛋白质工程改造提供理论依据。 

根据 egx cDNA 全长序列，设计了 7 对引物 5-1、5-2、5-3、5-4、5-5、3-1、3-2，用于 PCR

扩增末端缺失的基因片段。以EGX基因 cDNA全长序列为模版，分别得到 1132bp、1089bp、1056bp、

891bp、828bp、1044bp、921bp 片段，插入载体 pPIC9K，转化巴斯德毕赤酵母 GS115，甲醇诱导

表达获得 7 种末端缺失蛋白：5-1（N 端缺失一个 α螺旋）、5-2（N 端缺失α螺旋-β折叠）、5-3

（N 端缺失α螺旋-β折叠-α螺旋）、5-4（N 端缺失α螺旋-β折叠-α螺旋-β折叠）、5-5（N 端

缺失α螺旋-β折叠-α 螺旋-β折叠-α 螺旋）、3-1（C 端缺失 4 个β折叠）、3-2（C 端缺失 4 个

β折叠-2 个 α螺旋）。完成了 7 种蛋白的内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切-β-1,4-

葡萄糖苷酶活性测定。研究结果表明，5-1 的内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切

-β-1,4-葡萄糖苷酶活性与 EGX 全长蛋白近似。5-2 的内切-β-1,4-木聚糖酶活性与 EGX 全长蛋白近

似，内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、纤外切-β-1,4-葡萄糖苷酶活性与 EGX 全长蛋白相比活性下降很多。

5-3、5-4、5-5、3-1、3-2 的外切-β-1,4-葡萄糖苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶

活性很微弱。 

N 末端第一个β折叠到 C 端之间序列的完整性对内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、外切-β-1,4-葡萄糖

苷酶活性是重要的。N 端第二个α螺旋至 C 段之间序列的完整性对内切-β-1,4-木聚糖酶活性也是

非常必要的。 

在研究过程中，得到了 3 段 EST 序列，它们的蛋白序列分别含有 vWFA_subfaminly_ECM，

Peptidase_M41，FN3 结构域。 

 

关键词：纤维素酶，egx，末端缺失 
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Abstract 

The target gene is cDNA of egx from mullusc, Ampullaria crossean (Gene Bank Accession NO. 
AY285999). The EGX is a multi-fuctional celllulase with the activities of exo-β-1,4-glucanase 
(E.C.3.2.9.11), endo-β-1,4-glucanase (E.C.3.2.1.4) and endo-β-1,4-xylanase(E.C.3.2.1.8). Accoding to 
the full sequence of egx cDNA, a series of primers (5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5, 3-1, 3-2) were designed to 
amplify different fragment of egx. Seven deletions in different length of 1132bp, 1089bp, 1056bp, 
891bp, 828bp, 1044bp, 921bp were obtained respectively. These DNA fragments were inserted into 
expression vector pPIC9K and expressed in Pichia pastoris GS115 strain. Seven truncated proteins 
were obtained which named 5-1 (lacking the structure of αhelix of N terminal) ,5-2 (lacking the 
structure of αhelix-βstrand of N terminal), 5-3 (lacking the structure of αhelix-βstrand-αhelix of 
N termial), 5-4（lacking the structure of αhelix-βstrand-αhelix-βstrand of N terminal）, 5-5 (lacking 
the structure of αhelix-βstrand-αhelix-βstrand-αhelix of N terminal), 3-1 (lacking the structure of 
βstrand –βstrand-βstrand-βstrand of C terminal) and 3-2 (lacking the structure of βstrand –β
strand-βstrand-βstrand-αhelix-αhelix of C terminal). 

The activity assays of these seven truncated proteins were performed. The result indicated that the 
endo-β-1,4-glucanase, exo-β-1,4-glucanase and endo-β-1,4-xylanase activity of 5-1 were similar to that 
of the full length EGX protein. The endo-β-1,4-xylanase activity of 5-2 was similar to that of the full 
length EGX protein while the endo-β-1,4-glucanase and exo-β-1,4-glucanase decreased sharply. The 
endo-β-1,4-glucanase, exo-β-1,4-glucanase and endo-β-1,4-xylanase activity of 5-3, 5-4, 5-5, 3-1, 3-2 
decreased greatly. 

These results suggested that the sequence between the first β strand of N terminal and C terminal 
was important to the activities of the endo-β-1,4-glucanase and exo-β-1,4-glucanase. The sequence 
between the second α helix of N terminal and C terminal was important also. 

Three EST (Expressed Sequence Tags) were obtained. According to blast them on NCBI (The 
National Center for Biotechnology Information) , three domains were found which were 
vWFA_subfaminly_ECM, Peptidase_M41, FN3. 
 
Key word: cellulase, egx, truncated 
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第一章 引 言 

纤维素是地球上资源最丰富、最廉价的可再生资源。植物每年通过光合作用，可以产生

15.5x1010吨的纤维素类物质，其中纤维素、半纤维素约占一半以上 (汪维云 等,1996)。人类活动

也产生大量的纤维素类物质，比如建材、造纸等。虽然纤维素的开发利用早已引起人们的重视，

但目前其利用率仅有 1%左右 (张平平等,2004)。除极少数部分作为饲料、燃烧和农业渣肥为人们

所利用外，绝大部分废物都未被利用，这不仅造成极大的资源浪费，而且有可能造成环境污染。

随着现代工业的发展，世界人口激增，能源的短缺越发严峻。1998 年，Campbell和Laherrere 

(Campbell B A , Laherrere J H, 1998) 对现有石油储备和石油储量进行估计后认为，2010 年天然油

产量开始下降，到 2050 年全球每年石油供应量将从目前的 25 亿桶下降至 5 亿桶。纤维素以其巨

大的自然资源贮备逐渐受到人们的青眯。因此，如何有效地利用纤维素，使之转化为人们可以利

用的能源和物质，一直是中外学者关注的课题。利用纤维素酶降解纤维素的优点在于特异性高，

反应条件温和，环境污染小。对纤维素微生物的研究始于 1912 年，到现在大致经历了 3 个发展

高峰期(王祖农,1986)：五十年代以前主要是研究防止微生物对天然纤维素的破坏作用；六十年代

到七十年代针对世界人口的剧增，主要研究利用纤维素资源生产单细胞蛋白；七十年代以后，随

着能源危机和环境污染，研究的重点逐步转移到开辟新能源和防止环境污染上来。近些年动物内

源性纤维素酶的发现，其不同于微生物纤维素酶的分子结构，更为纤维素酶的应用提供了新的思

路。目前限制纤维素生物转化的因素主要是生物转化成本高和降解酶的效率低。随着分子生物学

技术的快速发展，纤维素酶基因的克隆、作用机理的研究和结构改造逐渐成为近年来的研究热点。 

1.1 纤维素的利用 

1.1.1 纤维素的结构 

纤维素分子是由D-葡萄糖残基以β-1,4-糖苷键相连接的结构复杂的结晶分子。纤维素具有

（C6H10O5）n的结构式，其中n为葡萄糖残基数量，称为聚合度（DP）。纤维素分子的聚合度变化

很大，从几百至几千甚至几万，一般为 8000~10,000 (孟雷 等,2002)。纤维素结晶分子先由基本单

元构成直链分子，大分子经折叠形成具有高结晶度的纤维素基本单位，再由这些基本单位构成微

小的结构单位，最后由这些结构单位构成自然界中种类各异、长短不同、千差万别的纤维素。纤

维素巨大的分子聚集体存在很多结晶变体。迄今为止，已发现固态纤维存在五种结晶变体，五种

变体各自有独特的晶胞结构 (汪为云 等,1998)。 

天然纤维素由排列整齐而规则的结晶区域和相对不规则、松散的无定形区域组成。纤维素分

子之间存在着氢键。在结晶区域，纤维素分子平行排列，通过氢键的缔合作用，形成纤维束。结

晶区分子密度大，排列紧密。无定形区域纤维素分子密度小，排列松散，分子空隙大，定向性差。

结晶程度对纤维素的水解影响很大。结晶度高的区域分子间空隙小，葡萄糖分子的羟基或在分子

内部或与分子外部的氢离子相结合，没有游离的羟基存在，所以生物大分子和水分子很难介入。

因此结晶区比无定型区难降解。普遍认为，纤维素的酶解优先发生在无定形区域 (张平平

 1
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等,2004)。此外，天然的纤维还含有约 40%-50%半纤维素、木质素，紧紧包裹着纤维素分子 (周

正红等,1998) 并且与半纤维素有共价关系形成较复杂的网状结构，阻碍酶与纤维素的接触 (王玉

万 等,1989)。这可能是天然纤维难以被纤维素酶降解的原因之一。 

一般实验室研究中常用的纤维素底物有：纤维素粉、水杨苷、结晶纤维素或微晶纤维素、羧

甲基纤维素及其钠盐、羧乙基纤维素、对-硝基酚-β-葡萄糖苷、无定形纤维素、纤维四糖、硫酸

纤维素、硼酸膨润纤维素、纤维糊精和脱脂棉等。自然界的天然底物有：木浆、糠醛渣、木屑、

稻草（蔗渣、麦秆、稻壳、花生壳粉等）、滤纸、木浆纸、啤酒滤饼、制糖工业甜菜废丝等(王巧

兰 等,2004)。棉花结晶度为 80-90%，聚合度为 3,500-10,000 (宋桂经,1997)，是纤维素中最完善、

抗性最强的形式。滤纸是一种多重底物，既有自由末端和无定型区也有结晶纤维。一般而言，对

天然底物进行化学预处理可以提高底物对酶的敏感性，例如经酸中和脱碱处理的稻壳酶解转化率

比未经处理的提高约 3-4 倍 (王淑军 等,1995)。 

半纤维素含有一种或几种糖基，比如 D-木糖基、D-甘露糖基、D-葡萄糖基等，其他糖基作

为支链连接于主链之上。半纤维素与纤维素在化学结构上的不同主要表现在：分子含有不同的糖

基，主链可由一种糖基组成也可能有几种不同的糖基组成，分子链短且存在侧链。木聚糖是半纤

维素中的主要组成成分 (Beguin P.,1994)。 

1.1.2 纤维素酶的应用 

纤维素酶现在已经被广泛应用于食品、酿酒、纺织、洗衣、农业、饲料加工等诸多领域。 

在食品工业中，纤维素酶被应用于提取水果汁和蔬菜汁。生产果汁的原料，有很多水果是极

易腐烂的。许多热带水果不仅难于压榨，而且其果汁带有难以调和的酸涩味，不适用于单独制作

果汁饮料，必须要稀释，和其他水果果汁一起调和口味。然而，有些热带水果和其他果汁一起调

和后口感非常好。这样的水果比如杏、桃、梨、李子、芒果、番石榴、番木瓜和香蕉。纤维素酶

的使用不仅可以提高果肉的稳定性，质地和使果汁易于浓缩，而且还可以降低果汁的黏度，提高

浸出率，减低浸出时间，提高营养价值 (Grassin C,1996)。近些年，随着人们愈加关注健康，国

际市场对橄榄油的需求日益高涨。萃取橄榄油的过程包括：（1）用压榨机压碎，碾磨橄榄。（2）

将碾碎的糊状碎块送入搅拌器搅拌。（3）高速离心，获得橄榄油(Galante YM,1998)。通常 100 千

克橄榄可以压榨出 16-20 千克橄榄油。橄榄油的等级以含有的游离脂肪酸（FFA）含量划分(Galante 

YM,1998)，极纯的（<1%FFA），纯（1-3%FFA）的和普通的。Olivex (Fantozzi P,1977) 是第一个

用于提高橄榄油萃取率的商业混合酶制品，它主要由从 Aspergillus aculeatus 分离出的果胶酶，纤

维素酶和半纤维素酶组成。此后，在意大利南部应用的商业酶 Cytolase O，成功地将橄榄油产量

每吨提高 1-2 千克 (Galante YM,1998)。生物酶组合的使用还可以增加极纯品质的橄榄油中的抗氧

化剂含量，减少腐臭变质 (Galante YM,1998)。显然，纤维素酶与其他生物酶一起，成为水果和

蔬菜汁生产加工环节中的重要角色。 

啤酒、葡萄酒的酿造技术历史悠久。啤酒发酵包括大麦的发芽，麦芽汁的发酵，而葡萄酒需

要从葡萄中提取葡萄汁，并且利用酵母菌发酵。酶技术在这些发酵过程中扮演着关键的角色。发

酵中添加额外的葡聚糖酶和多聚糖酶不仅可以提高啤酒和葡萄酒的质量，而且还可以全面地提高

生产效率 (Galante YM,1998)。由于季节变化，大麦种类和品质不同，麦芽汁中活性酶含量也不

 2



中国农业科学院硕士学位论文                                                            第一章 引言 

尽相同。有些大麦品质较低，麦芽汁中酶活性不足，影响啤酒的品质与口感。麦芽汁中有 6-10%

非淀粉多聚糖，主要是β-葡聚糖。这会使麦芽汁在发酵时结块，降低流速，以致难以过滤，降低

产量，并且有可能最终导致产品浑浊。人们通常通过向麦芽汁发酵物中添加微生物β-葡聚糖酶来

解决这个问题。一般使用的β-葡聚糖酶主要来自 Penicillium emersonii，Aspergillus niger，Bacillus 

subtilis 和 Trichoderma reesei (Galante YM,1998)。Oksanen 等发现，Trichoderma 纤维素酶系统的

内切纤维素酶Ⅱ和纤维二糖水解酶Ⅱ可以有效地降低麦芽汁的聚合度和黏度。每公斤谷物加入

0.05-0.1 毫升商业化的 Trichoderma 纤维素酶就可以降解 90%β-葡聚糖，节约 30%的过滤时间

(Oksanen J et al,1985)。Trichodermaβ-葡聚糖酶被认为是从低质量麦芽中生产高品质啤酒最合适

的酶(Canales AM et al,1988)。 

纤维素酶制剂也广泛应用于动物饲养行业。据报道(Beauchemin K A,1995; Rode L M,1999; 

Schingoethe D J,1999; Kung L,2000)，在奶牛饲料中添加纤维素酶制剂不仅可以提高饲料的利用

率，而且还可以提高奶产量。Beauchemin 等(Beauchemin K A et al)对 16 头杂交奶牛进行研究发

现，饲料中添加纤维素酶制剂的奶牛较常规饲喂的对照组每天摄入干物质量增加 1.6kg，而且奶

产量每天增加 1.3kg，增幅 4.2%。Nsereko (Nsereko V L et al,2002)指出，在奶牛饲料中添加纤维

素酶制剂可以显著增加瘤胃微生物数量。此外，纤维素酶还被用来做生物洗涤。1998 年梁如玉等 

(梁如玉 等,1998) 利用纤维素酶水解经硫酸和高温高压预处理的啤酒槽，100 克干啤酒槽水解得

到了 10.8 克还原糖。纤维素酶亦可在处理有机垃圾方面发挥重要作用 (Camp,Mcsweeney et 

al,1989)。 

纤维素酶应用于纺织行业才不到 20 年，但是在 2000 年就已经成为纺织业第三大工业用生物

酶。纤维素酶在纺织业中主要被用来生物打磨和生物抛光。应用纤维素酶进行生物打磨可以降低

手工打磨的破损率，缩短处理时间，减小工作强度，并有利于工作环境的安全。生物抛光可以去

除布料上细小的纤维碎屑，使衣物表面平滑，提高色彩光亮和均匀性，提高衣物吸汗和亲水性能。

生物抛光已经成为生产高质量衣物的关键环节。纤维素酶还可以提高洗涤衣物的效果，降低洗涤

成本(M.K.BHAT et al,1997)。 

随着石化燃料等不可再生资源的日益枯竭，纤维素资源的利用也为人类开拓新型能源提供了

一条新思路。纤维素可以由纤维素酶降解成简单糖，再由简单糖发酵生产乙醇，将大大地缓解目

前的能源不足。从上世纪 80 年代开始，人们就将乙醇掺入汽油中以代替纯汽油使用(Sun Y et 

al,2002)。但是为了满足市场竞争的需要，生产 1 加仑乙醇，所用的纤维素酶成本应该低于 7 美

分。细菌和真菌中纤维素酶水解微晶纤维素的能力非常强，但是其酶复合物的分子量十分巨大，

单个组分没有水解纤维素的能力，因此要实现由纤维素物质到乙醇的转化，需要尽量将复杂的水

解系统简化。即找到一种具有高比活力的纤维素酶。并且要利用基因重组技术筛选到高比活力的

重组型纤维素酶。Suzuki K 等已经从甲虫中克隆到一种葡聚糖内切酶，其水解所甲基纤维素的比

活力高达 150IU/mg(Suzuki K et al,2003)。 
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1.2 微生物和动物纤维素酶研究近况 

1.2.1 纤维素酶分类 

纤维素酶根据其催化反应功能的不同可分为三种：葡聚糖内切酶（endo-β-1,4-glucanase, 

E.C.3.2.1.4）（来自真菌的简称 EG，来自细菌的简称 Cen)作用于纤维素非结晶区水解β-1,4-糖苷

键，生成较短的纤维寡糖和大量的非还原末端；葡聚糖外切酶(exdo-β-1,4-glucanase，E.C.3.2.9.11)，

也称外切纤维素酶（ exocellulase）、外切葡聚糖酶（ exdoglucanase）、纤维二糖水解酶

（cellobiohydrolase） (来自真菌的简称 CBH，来自细菌的简称 Cex），作用于纤维素分子游离末

端水解β-1,4-糖苷键生成纤维二糖和葡萄糖；β-葡萄糖苷酶（β-glucanase,E.C.3.2.1.21） (简称

BG) ，将纤维二糖水解成葡萄糖。 

在半纤维素酶中，木聚糖酶是研究最多的一种。木聚糖酶同样由多种酶组成，主要有内切-

β-1,4-木聚糖酶（endo-β-1,4-xylanase,E.C.3.2.1.8）和β-木糖苷酶（β-xylosidase，E.C.3.2.1.37），

其次还包括多种侧链水解酶，比如α-L-arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55) 和α-glucuro-nidase 

(E.C.3.2. 1.-)，水解糖单元上各种酯化基团的酯酶，比如 acetylxylan esterase  (E.C.3.1.1.6)，ferulic 

acid esterase (E.C.3.1.1.-) 和 p-coumaric acid esterase (E.C.3.1.1.-)。各种酶协同作用才可将木聚糖

转化为简单糖（图 1-1）(Sunna A.,1997; Beg Q.K.,2001)。 

 

图 1-1 木聚糖各组分的协同作用 

(王骥 等,2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2 微生物纤维素酶结构 

大多数微生物纤维素酶都有一个或几个催化结构域（catalytic domain,CD）和纤维素结合结构

域(cellulose bangding domain,CBD) 组成。由一段柔性的连接肽（lingker peptide）连接 CD 与 CBD。

连接肽的存在可以给予酶分子良好的韧性，使 CD 有更多的机会接触纤维素链(Irwin D et al,1993)。

由于连接肽易于暴露于水中，易受到蛋白酶的水解，所以这段肽链常被 O-glycosilated 糖基化。

真菌的连接肽富含 Pro、Thr、Ser，并且比细菌的小，大约有 30-40 个氨基酸残基组成，细菌的约
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有 100 个氨基酸残基(Cavaco-Paulo A et al,1999)。Trichoderma CBHⅠ隧道扫描纤维图像如图 1-2。 

纤维素酶高效的催化活力来自于完整的拓扑结构。高培基实验室 (高培基,2003) 利用基因重

组技术，将底物亲和力高的瑞氏木霉 EGⅢ的 CBD 与催化能力强的 EGⅠ的 CD 区杂交，组成重组的

酶分子。结果显示杂合酶的比活力和对纤维素的吸附能力都显著低于两亲本。从而推测 (高培

基,2003)（1）重组的酶分子由于其氨基酸序列的改变，不能折叠成同各自亲本一样的三维结构域；

（2）两个不同来源的结构域打乱了其在亲本分子中结构域之间的协同作用关系，从而使杂合酶

活性显著下降。 

 

图 1-2 纤维素酶 CBHⅠ分子隧道扫

描纤维图像（高培基，2003） 

Iref=0.19nA Vbias=180mV 扫描范围：

36nmX36nm 

 

 

 

 

 

 

 

所有已知的纤维素酶的 CD 根据其氨基酸序列可以分为 70 个家族，同一家族内的纤维素酶

具有相似的分子折叠方式和保守活性位点，因此它们也可能具有相同的反应机制 (Yang Y B et 

al,2004)。这已通过比较 15 种来自 3 个家族的酶解实验中得到了支持(Lingder M et al,1997)。人们

利用 X 光衍射的方法对纤维素酶的 CD 进行分析，1990 年 Rovinen (Rouvinen J,1990)对 T.reesei

的 CBHⅡ的催化结构域、1992 年 Juy (Juy M,1992) 对 C.thermocellum 的 CelD 的催化结构域、1993

年 Spezio (Spezio M,1993) 对 T.fusca E2 的催化结构域、1994 年 Divne (Divne C,1994) 对 T.reesei 

CBHⅠ的催化结构域进行结晶和 X 光衍射分析。从而对内切酶和外切酶的底物特异性作出了较为

合理的解释(阎伯旭,1999)：纤维素内切酶的活性位点位于一个裂隙（cleft）中，它可以“夹”在

纤维素链的任意位置并切断纤维素链。纤维素外切酶的活性位点位于长环状（loop）的隧道（tunnel）

里面，它只能从纤维素非还原末端切下纤维二糖。例如 Trichoderma reesei CBHⅡ的催化结构域，

它是由5个α螺旋和7条β链组成的筒状结构，长度大约2nm(Te’o V,1998)；Thermomonosporafusca 

EG2 与 Trichoderma reesei CBHⅡ同属一个家族，但活性部位的结构却有显著不同。它的活性位点

表面没有环覆盖的结构，因此看起来更像一个“沟槽”，而不是一个“隧道”(Cooper V,2000)。

所有属于EG家族的环结构都缺失，而所有属于CBH家族却正相反，都有一个环结构(杨永彬,2004)。

1995 年，Meinke 利用蛋白质工程的方法将 C.fimi 的外切酶 CbhA 分子的 Loop 删除后，发现该酶

的活性提高。这进一步证实了上述分析(Meinke A,1995)。综上所述，外切纤维素酶的活性中心是

陷入其催化结构域内的隧道状结构，游离的单链纤维素分子“插”入其中，由催化活性位点在单

链纤维素的末端一次切下一个纤维二糖分子(Teeri T T,et al,1998)；内切纤维素酶的催化结构域更

像是“骑”在纤维素分子上，随机内切，水解出纤维寡糖(Yan B X,et al,1997; 阎伯旭 等,1998)（图

1-3）。催化结构域催化底物的机制与溶菌酶相似，遵循双置换机制(Sinnott M L,1990)。其保守区
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域两个羧基氨基酸分别作为质子供体和亲核试剂 (Tomme P et al,1995; Kraulis P J,1987)。 

CBD通常位于酶肽链的N端或者C端。细菌的CBD较大，约有 63~240 个氨基酸残基，而真菌

只有 30~40 个氨基酸残基。CBD的作用是使纤维素酶吸附到纤维素分子表面，提高纤维素表面的

催化结构域的局部浓度。也有人认为CBD能促使结晶纤维素产生游离的单链纤维素分子，从而有

利于催化结构域与之作用(Lingder M et al,1997)。1989 年，Krailis (Kraulis P J,1987) 利用核磁共振

方法对T.reesei CBHⅠ的CBD进行分析，1995 年Xu (Xu G Y,1995)对C.fimi Cex的CBD三维结构进

行研究，1996 年Tormo (Tormo J,1996) 用X光衍射的方法对C.thermocellum 的Cip的CBD进行研

究，比较这些研究成果后发现，虽然它们在分子大小和肽链折叠方式上不尽相同，但是在纤维素

的吸附面上都比较平坦，暴露了几个芳香族氨基酸残基。比如，T.reesei CBHⅠ的CBD是一个楔

形不规则的β折叠结构，疏水面的三个保守的Tyr残基与纤维素分子的结合有关。而C.fimi Cex的

CBD则是两个β折叠片形成的类似“三明治”的结构，与吸附有关的保守氨基酸残基是两个Trp

（图 1-4）。去除掉CBD后纤维素酶对可溶性底物活力影响较小，而对结晶纤维素的吸附和水解活

力则有明显降低 (Gilkes N R,1988)。通过化学诱变和定点突变替换掉吸附面上的芳香族氨基酸残

基 (Linder M,1995a; Linder M ,1995b)，突变的CBD对结晶纤维素的吸附能力急剧下降。高培基利

用扫描隧道显微镜观察到经外切纤维素酶CBD作用后，微纤维间的排列表现为无序化和单一基元

纤维分离的情景（图 1-5）(高培基,2003)。这恰好证明了纤维素酶的CBD结构域可以使结晶纤维

素分子间氢键断裂，分离出单一链的游离纤维素分子，有利于催化结构域CD水解。目前人们推

测 (Tormo J,1996)，CBD可能通过芳香环与葡萄糖环的堆积力吸附到纤维素上，由其他的氨基酸

残基与相邻的葡萄糖环形成氢键，将单个纤维素链从纤维束中解离下来。只有少数微生物和高等

植物产生的纤维素酶不具备这类结构，如Trichoderma reesei EG的EG3 就没有CBD结构域 

(Lingder M et al,1997)。Humicola insolens的EG5 和Cellulomonas fimi的CenEG都未发现有CBD结构 

(Azevedo H et al,2000)。此外，Trichoderma reesei 的CBH1 和EG1 在没有CBD的情况下仍然具有

水解纤维素酶活性 (Zhang Y Z, et al.,1998)。由此推测，对于有些外切和内切纤维素酶，CBD结

构域不是必需的。另外，Reese等猜想应该存在破坏氢键的氢键酶，但一直未得到实验的证实 (高

培基,2003)。1994 年，MacQueen-Mason (McQueen-Mason S,1994) 等在黄瓜胚轴中分离出一种蛋

白质，它可以使植物细胞壁伸长，也可以使滤纸强度减弱，但无还原糖产生。高培基实验室从

T.pseudokoningii滤液中分离到一种 24X104，pI为 7.0。红外光谱线时它可使棉纤维膨胀，但无还

原糖产生 (高培基,2003)。关于氢键酶的研究还在进行中。 
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图 1-3  内切、外切纤维素酶示意图[17,18] 

（a）外切纤维素酶与底物作用（b）内切纤维素酶与底物作用 

 

 

 

 

 

 

  

图 1-4  CBH 的骨架结构(阎伯旭,1999) 

（a）T.reesei CBHⅠ的 CBD（b）C.fimi Cex 的 CBD 
 

 

 

图 1-5 棉纤维的隧道显微镜图像 

(高培基,2003) 

（a）天然棉纤维Iref=0.28nA，Vbias=420mV，扫描范

围：32nm×18nm 

（b）CBH I吸附结构域作用后纤维间的排列无序化

Iref=0.1nA，Vbias=266mV，扫描范围：24nm×14nm 

（c）CBH I吸附结构域作用后单一基元分离的情景

Iref=0.1nA，Vbias=187mV，扫描范围：60nm×41nm 

（d）在CBH I和EG I协同作用下，棉纤维结构完全

被破坏Iref=0.28nA，Vbias=420mV，扫描范围：80nm

×46nm 
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1.2.3 微生物纤维素酶降解模型 

1950 年，Reese等人提出了C1-CX假说，提出C1 酶先将结晶纤维素降解成无定形纤维素，然

后再由CX酶降解成纤维二糖，最后由β-葡萄糖苷酶将纤维二糖水解成葡萄糖。但是在随后的研

究中发现，C1、CX和β-葡萄糖苷酶必须同时存在才能水解天然纤维素。若先用C1酶作用结晶纤

维素，然后除掉C1酶，再加入CX酶，如此顺序作用不能将结晶纤维素水解 (高才昌 等,1984; 王

祖农,1986)。 

纤维素酶是如何与纤维素分子结合的，如何把高度结晶的纤维素水解，这种水解作用的过

程还未被完全阐释。通常认为纤维素酶将纤维素降解成葡萄糖需要三种酶的协同作用：葡聚糖内

切酶附着在可及度较高的无定型区，随机地切断纤维素链，产生大量的还原性末端和非还原性末

端。再由葡聚糖外切酶从这些末端起始逐步切割纤维素长链。葡聚糖外切酶的水解作用会产生大

量的纤维二糖，高浓度的纤维二糖对葡聚糖外切酶的水解会产生抑制作用。β-葡糖糖苷酶可以将

纤维二糖水解为葡糖糖，从而解除这种抑制（图 1-6）(Beguin P.,1994)。 

另外，高培基等发现(高培基,2003)，纤维素酶解过程中微纤维排列和取向的无序化是纤维

素难以酶解的一个重要原因。在酶解过程中不断补入新鲜酶液并不能提高酶解效率，而纤维素结

晶度基本保持不变的情况下，纤维素酶的吸附效率大大降低(高培基,2003)。这可以基本排除酶失

活和纤维素结晶度增加的因素。在酶解过程中，纤维晶格会发生改变 (高洁,1996)，变得更短，

堆砌更紧密，在热力学上更稳定。一个纤维素酶分子吸附纤维时，其宽度要跨越 2-4 根纤维 (Zhang 

Y Z,1997;张玉忠,1997)，纤维素排列间隙的加大和取向无序化都会造成纤维素酶吸附困难。由于

水解速度正比于吸附量 (Sinnott M L,1990)，上述超分子结构的变化导致了纤维素酶吸附能力下

降，水解活化能增加，水解效率降低。 

 

 
图 1-6 三种纤维素酶组分在纤维素水解反

应中的协同作用(Beguin P.,1994) 
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1.3 动物纤维素酶的研究 

植物、微生物可以产生纤维素酶的观点早已被人们广泛地接受。但是对动物来说，最初的观

点认为动物自身不含有纤维素酶，那些以植物为食的动物，它们对纤维素的消化主要依靠其消化

道内大量的可水解纤维素的共生菌、原生动物完成的。这一理论最初由 Cleveland 于 1924 年提出。

他发现去除白蚁后肠中的原生动物后，白蚁不能存活。在很长一段时间里，人们用这个理论来解

释高等动物如何消化纤维素。随后学者们从动物消化系统中的细菌和真菌中分离出了纤维素酶，

进一步验证了这个观点 (Watanabe H,2001)。 

随着纤维素酶研究的深入，这一理论受到了挑战。1963 年，Marshall 等在无菌的蜗牛肝胰腺

中检测到了纤维素酶活性。此外，还有研究表明纤维素白蚁和蜗牛消化道内纤维素酶活力高低和

微生物数量没有明显关系（李燕红,2005）。1998 年，Smant 等从植物寄生的线虫中得到了 4 个内

切-β-1,4 葡聚糖酶的 cDNA (Smant G et al,1998)。同年，Watanabe 等（李燕红,2005）利用 RACE

技术得到了白蚁内切-β-1,4-葡聚糖酶 cDNA。2000 年，Nakashima K 等从一种低等白蚁中分离到

一个分子量为 48kD 的内切-β-1,4 葡聚糖酶 (Nakashima K et al,2000)。2003 年，我国中科院上海

生物化学所王骥从软体动物福寿螺中分离得到了一个同时具有外切-β-1，4-葡聚糖酶、内切-β-1，

4-葡聚糖酶和内切-β-1，4-木聚糖酶三种活性，分子量为 41.5kD 的多功能纤维素酶（EGX）(WangJi 

et al,2003)。同时在福寿螺的卵母细胞中获得了编码该酶的基因，从而证明了 EGX 是福寿螺内源

性纤维素酶。福寿螺多功能纤维素酶 egx 具有很高的比活力，其三种酶活力 (外切-β-1，4-葡聚

糖酶、内切-β-1，4-葡聚糖酶和内切-β-1，4-木聚糖酶) 在 50℃-55℃具有最大酶活力，在

pH5.0-10.8 下显示出较高的稳定性。EGX 可以把未经处理的天然干稻草水解成为简单糖，并且

100Mm 的纤维二糖对其无反馈抑制作用，显示出了较好的应用潜力 (WangJi et al,2003)。利用计

算机软件对 EGX 的氨基酸序列进行了疏水簇分析，结果表明 EGX 氨基酸序列中不含有明显的亲

水性区段 (WangJi et al,2003)。由于微生物的纤维素酶一般都存在一条亲水性的连接肽连接催化结

构域与结合结构域。EGX 很可能与多数微生物纤维素酶不同，不具有可分离的催化结构域和结合

结构域。EGX 具有高比活力和不同于微生物纤维素酶的分子结构，因此对 EGX 酶学特性的研究

也具有重要的理论意义。李文颖等对 EGX 的稳定性作了进一步的研究，发现在 PH5.6-7.5 范围内，

EGX 在 60℃水浴下 30 分钟，仍残余 75%-85%的酶活力。用蛋白酶 Papain，Pronase E，Proteinase 

K 和 Thermolysin 水解 EGX，仍有 80%以上的 pNPC 酶活力残留。SDS-PAGE 显示，EGX 可以

抵抗 Papain，Thermolysin 的酶解作用，而 Pronase E 和 Proteinase K 能够明显的把 EGX 降解。但

是在非变性 PAGE 电泳中，经过以上四种蛋白酶消化过的 EGX 与未经消化的 EGX 电泳行为完全

相同。由此推断蛋白酶 Pronase E 和 Proteinase K 虽然可以把肽链切断，但是 EGX 依靠其强大的

次级键作用力维持原来或者近似于原来的分子结构，从而得以部分地保留了 pNPC 酶活性(李文颖 

等)。 

虽然，近十年来很多动物纤维素酶基因被克隆，但是可能由于动物纤维素酶存在着复杂的翻

译后修饰，并且这些修饰，比如糖基化修饰，对酶的稳定性和水解活性具有重要意义，因此很少

有报道动物纤维素酶成功表达的例子（李燕红,2005）。最近报道的甲虫 apriona germari 动物纤维

素酶在昆虫细胞中表达 (Lee S J,2004; Lee S J,2005)，福寿螺纤维素酶 EGX 在毕赤酵母中表达，

算是为数不多的成功例子 (WangJi et al,2003)。 
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1.4 纤维素酶应用展望 

利用地球上丰富的纤维素资源生产洁净的可再生资源是人们由来已久的愿望。目前已经得到

的纤维素酶无论是动物的、植物的还是微生物的，还都不能满足工业生产的需要。不过随着生物

化学、分子生物学以及诸多交叉学科的快速发展，人们必将实现利用纤维素生产洁净的可再生能

源。 

1.5 毕赤酵母表达系统 

巴斯德毕赤酵母（Pichia pastoris）表达系统是目前最优秀、应用最广泛的外源基因表达系统

之一（Sreekrishna et al,1997）。它克服了大肠杆菌表达系统不能表达结构复杂的蛋白质，表达的

蛋白质容易形成不溶性的包涵体，背景蛋白多等缺点；同时也弥补了母乳类细胞和昆虫细胞表达

系统操作程序复杂，表达水平低，产业化造价昂贵等不足，而且还具有其它酵母表达系统无法比

拟的优越之处（彭毅等，2000）。 

1.5.1 毕赤酵母表达系统优点 

1) 具有强力的醇氧化酶（Alochol Oxidase，AOX1）基因启动子，可严格调控外源蛋白的表达； 

2) 作为真核表达系统，可对表达的真核外源蛋白进行翻译后的加工与修饰，从而使表达出的蛋

白具有生物活性； 

3) 生长快，培养成本低，易于操作和培养； 

4) 高密度发酵技术成熟，便于工业化生产； 

5) 表达量高，许多蛋白可达到 g/L 以上水平； 

6) 表达的外源蛋白可分泌到胞外，分泌的酵母内源蛋白少，便于外源蛋白的分离和纯化； 

7) 外源基因通过质粒整合到基因组上，基因工程菌株遗传稳定性好； 

8) 胞内表达蛋白区域化，增加了外源蛋白的稳定性，减少表达产物对宿主菌株的毒害； 

9) 糖基化程度低，与 S.cerevisiae 相比，P.pastoris 不产生过度糖基化，所分泌的外源糖蛋白免

疫原性较低，更利于临床应用（Montesino el al,1998;Gemmill et al,1999）。 

1.5.2 毕赤酵母表达宿主菌 

毕赤酵母是甲醇营养型酵母，能在甲醇为唯一碳源的培养基上生长。甲醇能诱导其表达甲醇

代谢所需的酶，如 AOX，DHAS（二羟丙酮合成酶）和过氧化氢酶（Catalase），表达 AOX 和 DHAS

含量甚至可达到细胞总蛋白质的 60-80%。而有葡萄糖、甘油存在时，毕赤酵母优先利用葡萄糖、

甘油，AOX 几乎不表达。AOX 基因启动子为诱导型，AOX 基因的合成是在转录水平调控的（James 

et al,1989;李晶等，1999）。 

多数毕赤酵母表达宿主菌是通过野生型石油酵母 Y11430 进行突变改造而来的，宿主菌在组

氨酸脱氢酶基因（HIS4）处有一处突变，使宿主菌在不含组氨酸的培养基上不能生长，用于转化

后筛选重组菌株。最常用的是 GS115（his4-），它含 AOX1 和 AOX2 基因，在以甲醇作为唯一碳
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源的培养基上以野生型速率生长。 

毕赤酵母中存在着一种叫做微体的细胞器，其中大量合成过氧化物酶，因此称为过氧化物酶

体。甲醇代谢的第一步就是在过氧化物酶体中进行的，这样可以避免甲醇在AOX催化下产生的

H2O2对细胞的毒害。合成的外源蛋白贮存在微体里，可免受蛋白酶的降解，也不会对细胞产生毒

害。 

1.5.3 毕赤酵母表达载体 

毕赤酵母表达载体包括自我复制型的游离载体和整合型载体，但已整合型载体为主。表达胞

内蛋白的载体有 pPIC3、pPIC3K、pPICZA( B,C)等；分泌表达的载体有：pPIC9、pPIC9K、pPICZαA 

(B,C) 等（马孟根等，2001）。通用的整合载体多含 AOX1 启动子，有一个外源基因表达框，多

克隆位点（MCS），一个从 AOX1 基因上拷贝下来的终止序列（TT），作为筛选标记的 HIS4 基因

和在细菌中进行复制起始点和选择标记（比如 ColEI 复制起始点和抗氨苄基因）以及 AOX1 3’非

编码区序列（可以使外源基因能以同源重组的方式整合到染色体 AOX1 部位）。分泌型表达载体

在 AOX1 启动子下游加入了一个编码信号肽的序列，可以引导外源蛋白分泌到细胞外。分泌型表

达载体 pPIC9K 载体图谱如图 1-7 所示 

1.5.4 外源蛋白在毕赤酵母中的表达 

毕赤酵母表达外源蛋白一般步骤为：(1)目的基因的克隆，如果选用分泌型表达载体，则外源

基因的阅读框架和信号肽阅读框架应该保持一致；(2)重组载体线性化；(3)转化，一般选用原生质

球转化或电击转化；(4)重组子筛选；(5)外源蛋白表达；(6)目的蛋白质的纯化和检测。 

 

图 1-7  pPIC9K 分泌型表达载体图谱 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胞内表达蛋白质较胞外分泌表达水平高，但产物纯化较复杂。对于不稳定的蛋白质或对宿主

细胞具有毒性作用的蛋白质，胞内表达可以将它们储存在过氧化物酶体中。巴斯德毕赤酵母分泌
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的内源性蛋白水平非常低，分泌表达产物纯化方便，所以分泌表达为优先选择方式。但是基于蛋

白质稳定性和折叠的需要，分泌表达方式通常先于天然宿主的分泌蛋白质，而非天然的分泌蛋白

往往难于分泌表达。同样，天然分泌蛋白如血清蛋白、生长激素等也难以在胞内表达为可溶性蛋

白（Sreekrishna et al,1997）。表达方式还要受到目的蛋白本身的限制。 

影响外源蛋白表达的因素很多，它不仅受目的基因的特性、基因剂量、整合位点、mRNA5’

和 3’非翻译区（UTR）、cDNA 的 AT 含量、翻译起始区和信号肽上游的影响，也受宿主菌、Mut

表型、蛋白酶、蛋白加工、酶切和糖基化以及培养条件的影响（聂东宋等，2001）。主要表现为

以下几个方面（马兴元等，2003）： 

1）目的基因的特性：目的基因的特性是决定表达成败的首要因素。特定的 AT 富含区可作为

多腺苷酸或转录终止信号，导致仅产生低水平的或截短的 mRNA（Sreekrishna et al,1997）。某些

稀有密码子和稀有密码子富集区往往成为制约翻译速率的因素。在某些情况下，可通过定点突变

去除成熟前终止结构域和替换稀有密码子（Zhang et al,2001）。 

2）基因剂量：许多成功的表达事例证明，单靠北的表达盒就可以得到较理想的表达产量，

增加拷贝数对表达产量的提高没有明显的作用（Wegner et al,1983;Siegel et al,1990）。但在另外一

些例子中，拷贝数可以大大增加表达水平，比如鼠表皮生长因子、人肿瘤坏死因子在毕赤酵母中

的高效表达是通过表达载体的高拷贝整合而实现的（Sreekrishna et al,1997）。也有增加了拷贝数

反而降低表达量的例子，可能是由于过高的表达对分泌途径产生反馈抑制的结果（李洪钊

等,2003）。基因拷贝数对表达量的影响很难预测。因此从众多含有不同拷贝数的重组子中筛选高

表达菌株时不宜起始于定量 PCR、Southern blot 等 DNA 水平的分析，应以表达的蛋白两位最重

的筛选标准，比如 SDS-PAG 和活性分析等。 

3）培养条件：培养基的组成、pH、培养温度、通气状况、培养时间、诱导时间等直接影响

细胞生长量和蛋白表达水平。对于诱导表达的蛋白培养条件更为重要。在毕赤酵母中用甲醇诱导

外源基因的表达，控制甲醇浓度十分重要。由于甲醇容易挥发和胞内 AOX 酶活性，培养基中的

甲醇会不断消耗。在培养中后期，甲醇消耗速度加快。如果甲醇耗尽或浓度太低，AOX1 启动子

不能有效启动，外源基因不能高效转录；如果甲醇浓度过高，则会对细胞产生毒害作用。 

毕赤酵母表达系统自 20 世纪 80 年代建立以来就倍受青眯，到 2000 年，已有 300 多种外源

蛋白在毕赤酵母表达系统中表达（Cregg et al,2000）。毕赤酵母表达系统以其诸多优越性已经成为

最广泛采用的真核表达系统之一。 

 

本研究的目的和意义 

本研究针对福寿螺（Ampullaria crossean）多功能纤维素酶 EGX 设计区间引物， PCR 扩增

不同长度的 5’端缺失和 3’端缺失的基因片段，利用毕赤酵母表达重组蛋白，分析纤维素酶活性。

对 5’和 3’末端序列对酶活力的影响做探索性的研究。 
 
 
 

 12



中国农业科学院硕士学位论文                                                            第一章 引言 

技术路线 

 

RT-PCR 得到 EGXcDNA 序列 
提取福寿螺组织 RNA 

PCR 扩增末端缺失片断 
设计末端缺失引物 

转化毕赤酵母 GS115 
构建酵母分泌表达载体 

转化毕赤酵母 GS115 
构建酵母分泌表达载体 

分泌表达 EGX 蛋白 分泌表达末端缺失蛋白 

测定纤维素酶活性 测定纤维素酶活性 

酶活数据分析 
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第二章 材料与方法 

2.1 材料 

2.1.1 动物材料 

福寿螺（Ampullaria crossean）取自福建。 

2.1.2 质粒和菌株 

甲醇酵母 Pichia pastoris GS115，表达载体 pPIC9K 由中国农业科学院生物技术所郭三堆老师

馈赠，大肠杆菌 (Eschenchia coli)菌株 DH5α为本实验室保存。  

2.1.3 培养基 

1) LB培养基：1% yeast extract，2% Tryptone，1% NaCl，高压蒸气灭菌（121℃ , 1.034x105Pa）

15 分钟，固体LB培养基在高压灭菌前加入 1%的琼脂粉；  

2) YPD 培养基：1% yeast extract，2% Tryptone，2% 葡萄糖； 

3) RDB 培养基：1M 山梨醇，1% 葡萄糖，1.34%酵母基本氮源 (YNB) ，0.00004% Biotin，0.005% 

谷氨酸，0.005% 甲硫氨酸，0.005%赖氨酸，0.005% 亮氨酸，0.005%异亮氨酸，固体培养基

加入 1% 琼脂粉； 

4) BMGY-Cl 培养基：1% yeast extract，2% Tryptone，100mM 磷酸缓冲液（pH6.0），1.34% YNB，

0.00004% Biotin，100mM NaCl, 1%甘油（V/V）； 

5) BMMY-Cl 培养基：除以 0.5%甲醇代替甘油，其余成分与 BMGY-Cl 相同； 

2.1.4 试剂和仪器 

1) DNA限制性内切酶、T4DNA连接酶、Taq酶等购自TaKaRa和BioLabs公司 

2) PMD18－T Vector 试剂盒购自 Takara 公司 

3) 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司 

4) RT-PCR 试剂盒购自 Invitrogene 公司 

5) 其他化学试剂为国产分析纯； 

6) DNA 电泳仪，电泳槽购自六一仪器厂； 

7) 电转化仪为 Biorad 公司产品 

8) 核算蛋白分析仪为 lambda 35 UV/UIS spectrometer 

2.1.5 PCR 引物 

引物合成由上海生工生物工程技术服务有限公司完成，分别为： 
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为方便克隆，在每个引物上加入了 EcoRⅠ酶切位点 GAATTC 

EGX 全长引物： 

EGX5’   GGATCCGAATTCATGCCCTCTGGTGCTGCTGGT 

EGX3’   GAATTCCTCGAGTGCCCTCTGAGTGTCGCTCTAG 

 

N 端缺失设计引物： 

第一个（标号为 5-1）：N 端缺失 20 个氨基酸（含 1 个 Helix） 

5’端引物 GAATTCATGGACATAACGGTTCACGTGAAT 

3’端引物 GAATTCTATTGCCCTCTGAGTGTCGCT 

第二个（标号为 5-2）：N 端缺失 34 个氨基酸（含 1 个 Helix，1 个β折叠） 

5’端引物 GAATTCATGGGTCAAGTGAGCATTCGAGTG 

3’端引物 GAATTCTATTGCCCTCTGAGTGTCGCT 

第三个（标号为 5-3）：N 端缺失 51 个氨基酸（含 2 个 Helix，1 个β折叠） 

5’端引物 GAATTCATGACATGTGTGGCCGCCTGG 

3’端引物 GAATTCTATTGCCCTCTGAGTGTCGCT 

第四个（标号为 5-4）：N 端缺失 100 个氨基酸（含 2 个 Helix，2 个β折叠） 

5’端引物 GAATTCATGGGCCTAAACATGCTTCACG 

3’端引物 GAATTCTATTGCCCTCTGAGTGTCGCT 

第五个（标号为 5-5）：N 端缺失 127 个氨基酸（含 3 个 Helix，2 个β折叠） 

5’端引物 GAATTCATGGTGCAGAACTGGGTCAAGG 

3’端引物 GAATTCTATTGCCCTCTGAGTGTCGCT 

 

C 端缺失设计引物： 

第一个（标号为3-1）：C端缺失47个氨基酸（含4个β折叠）  

5’端引物 GAATTCATGCCCTCTGGTGCTGCTGGT 

3’端引物 GAATTCCTACAGGTTGTGCGTCTCGTCTGT 

第二个（标号为 3-2）：C 端缺失 89 个氨基酸（含 4 个β折叠，2 个 Helix） 

5’端引物 GAATTCATGCCCTCTGGTGCTGCTGGT 

3’端引物 GAATTCCTAGTCCCAGAAGCCCCACATG 
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2.2 方法 

2.2.1 质粒 DNA 的小量提取 

 

所涉及溶液的配置： 

 Solution Ⅰ：50mM 葡萄糖 

                25mM Tris-Cl（pH 8.0） 

                10mM EDTA（pH 8.0） 

 Solution Ⅱ：0.2M  NaOH 

                 1%  SDS 

                使用前现配现用 

 Solution Ⅲ：每 100ml 含：5M KAc   60.0ml  

                            冰乙酸    11.5ml 

                            蒸馏水    28.5ml 

 无 DNA 酶的 RNA 酶：将 100mgRNA 酶粉剂溶于 10mM Tris-Cl（pH7.5），15mM NaCl 中，

定容至 10ml，配成 10mg/ml 的浓度，于 100℃加热 15 分钟，缓慢冷却至室温，分装成小分

保存于-20℃。 

 TE Buffer：   10mM Tris-Cl（pH 8.0） 

                  1mM EDTA（pH 8.0） 

1) 挑取 E.coli 单菌落于 5ml 带有相应抗生素的液体 LB 培养基中，37℃，200rpm 培养过夜； 

2) 取 1.5ml 菌液加入 1.5ml Eppendorf 管中，12000rpm 离心 1min,弃上清； 

3) 向管中加入 200μl SolutionⅠ混匀； 

4) 加入 400μl Solution ,Ⅱ 上下倒置混匀数次；  

5) 立刻加入 300μl冰上预冷的SolutionⅢ 轻轻混匀，冰上放置 15min； 

6) 12000rpm 离心 5min，吸上清于另一 Eppendorf 管中； 

7) 分别用苯酚（Tris 平衡，PH8.0）、、氯仿各抽提一次，每次抽提后均于 12000rpm 离心 6min，

小心收集上层水相； 

8) 加 2 倍体积的无水乙醇，-20℃放置 0.5h； 

9) 12000rpm 离心 10min，DNA 沉淀用 70％乙醇洗 2-3 次，吹干，溶于 TE 或水中。 

2.2.2 DNA 限制性酶切反应 

1) 在一灭菌的微量离心管中加入以下成分： 

DNA 0.2-1.0 μg

10×限制酶缓冲液 3 μl

RNA 酶 3 μl

限制性内切酶 0.5 μl
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超纯水 up to 30 μl

2) 轻弹管外壁混匀反应物，置于酶反应适当温度并按所需时间进行温浴。反应完成后，直接进

行凝胶电泳分析或其它操作。 

2.2.3 DNA 片段的电泳回收 

冻溶法： 

1) 将目的基因片段从琼脂糖凝胶上切下，置于一新离心管中； 

2) 加入 1mlTris-Cl 饱和酚，放入液氮中冷冻 5min； 

3) 取出置 65℃水浴中 5min，至管内容物完全融化； 

4) 反复冻溶 3-5 次，直至琼脂糖胶块溶解为止； 

5) 12000 rpm 离心 10 min，取上层水相继续用氯仿抽提，2 倍无水乙醇沉淀 2h； 

6) 12000 rpm 4℃ 离心 10 min，70%乙醇洗涤 2-3 次，吹干，用 20μl TE 缓冲液或水溶解备用。 

Kit 法： 

1) 用干净的手术刀割下含需回收 DNA 的琼脂块，放入 1.5ml 离心管中； 

2) 按 400μl/100mg 琼脂糖凝胶的比例加入 Binding Buffer II,置于 50～60℃水浴中 10 分钟，使胶

彻底融化，加热融胶时，每 2 分钟混匀一次； 

3) 将融化的胶溶液转移到套放在 2ml 收集管内的 UNIQ-10 柱中，室温放置 2 分钟。8000rpm 室

温离心 1 分钟； 

4) 取下 UNIQ-10 柱，倒掉收集管中的废液，将 UNIQ-10 柱放入同一个收集管中，加入 500μlWash 

Solution ,8000rpm 室温离心 1 分钟； 

5) 重复步骤 4； 

6) 取下 UNIQ-10 柱，倒掉收集管中的废液，将 UNIQ-10 柱放入同一个收集管中，12000rpm 室温

离心 15 秒； 

7) 将UNIQ-10柱放入一根新的 1.5ml离心管中，在柱子膜中央加 20μlElution Buffer或水(PH>7.0)，

室温或 37℃放置 2 分钟； 

8) 12000rpm 室温离心 1 分钟，离心管中的液体即为回收的 DNA 片段，可立即使用或存于-20℃

备用。 

2.2.4 DNA 片段连接 

1) 在一灭菌的微量离心管中，加入 0.1μg 载体 DNA 及 3 倍外源 DNA； 

2) 加适量水，再加入 1μl 10×T4 DNA Ligase buffer 和 1 μl T4  DNA Ligase，使总体积为 10μl；

混匀后与 16 ℃ 连接过夜； 

2.2.5 大肠杆菌感受态细胞的制备 

1) 取大肠杆菌 DH5ɑ 单菌落，接种于 5 mlLB 液体培养基，于 37℃，200rpm 培养过夜； 

2) 取 1 ml上述过夜培养勿，按 1：100 的稀释比例倒入 100 mlLB液体培养基中，37℃振荡培养

 17



中国农业科学院硕士学位论文                                                      第二章 材料与方法 

3～4h，使细菌达到对数生长期（OD600为 0.5～0.6）； 

3) 将培养液转移到两只预冷的 50ml 无菌离心管中，冰预 30min，4 5000rpm℃ 离心 5min，弃上

清； 

4) 每只离心管中加入 4ml冰冷的 0.1MCaCl2,使菌体重悬，冰浴 30min，4℃、5000rpm离心 5min，

弃上清； 

5) 每只离心管中加入 1ml冰冷的 0.1MCaCl2，重悬后分装到无菌的 1.5ml离心管中（每管 100μl）； 

6) 液氮快速冷冻后置－70℃冰箱长期保存。 

2.2.6 质粒 DNA 转化大肠杆菌 

1) 在 100μl感受态细胞中加入待转化的DNA，轻轻旋转以混匀内容物，在冰上放置30min； 

2) 将离心管放至42℃的循环水浴中 90 sec 

3) 快速将管转移到冰浴中，使细胞冷却； 

4) 每管加 800μlLB液体培养基，37℃ 200 rpm 复苏 45min； 

5) 取 50、100、200μl 转化的感受态细胞，分别转移到含相应抗生素的 LB 固体培养基上（如要

检测 ɑ–互补，应预先在平板上涂好 X－gal 和 IPTG），用一无菌的弯头玻璃棒将菌液涂满整个

平板表面； 

6) 将平板置于室温下至液体被吸收； 

7) 倒置平皿，于 37℃培养，12-16h 后可出现菌落。 

2.2.7 蛋白质的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

1) 溶液的配制 

A. 30%丙烯酰胺凝胶母液（29：1）：丙烯酰胺             29g 

                                  甲叉双丙烯酰胺         1g 

                                  用H2O定容至 100 ml 

B. 2×上样缓冲液：Tris    0.35g 

                   SDS            1g 

                   蔗糖          4.5g 

                   巯基乙醇      0.5g 

                   溴芬兰      0.025g 

                   HCl 调 pH6.8，用水定容至 25ml 

C. 染色液：甲醇                45%（V/V） 

            冰乙酸              10%（V/V） 

            H2O                45%（V/V） 

            考马斯亮蓝        0.25%（W/V） 

D. 托色液：甲醇                45%（V/V） 

            冰乙酸              10%（V/V） 
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            H2O                45%（V/V） 

2) 灌胶 

A. 配制 10%分离胶溶液 

 

H2O                        9.9 ml 

30% 丙烯酰胺母液           8.3 ml 

1.5 M Tris-Cl（pH8.8）        6.3 ml 

10% SDS                   0.25 ml 

10% 过硫酸铵              0.25 ml 

TEMED                    0.01 ml 

总体积                       25 ml 

迅速灌胶，留出关注浓缩胶空间，小心用注射器在分离胶上覆盖 1 厘米高的水，室温聚

合 40 分钟。 

B. 配制 5%浓缩胶溶液 

H2O                        5.5 ml 

30% 丙烯酰胺母液           1.3 ml 

1.5 M Tris-Cl（pH8.8）        1.0 ml 

10% SDS                   0.08 ml 

10% 过硫酸铵              0.08 ml 

TEMED                   0.008 ml 

总体积                    7.968 ml 

在分离胶上灌注浓缩胶，插入梳子，室温聚合 45 分钟。 

3) 样品处理 

a) 取蛋白样品溶液 20μl，加入等体积 2×上样缓冲液混匀，100℃煮沸 3 min，12000rpm 离心

去除不溶物； 

b) 取 20μl 上清上样电泳。 

4） 电泳 

8v/cm 电泳至染料前沿进入分离胶，将电压提高至 15v/cm，继续电泳至染料到达分离胶底部，

下胶； 

5） 染色，脱色 

a) 加入至少 5 倍体积的染色液浸泡凝胶，放在平缓摇动的摇床上室温染色 4 个小时以上； 

b) 环脱色液，平缓摇动，直至电泳条带显示清晰为止，其间为加快脱色效率可以更换脱色液； 

c) 脱色后凝胶可短暂保存于清水中或制作成干胶长期保存。 

2.2.8 毕赤酵母电击感受态细胞的制备 

1) 挑取毕赤酵母受体菌GS115（His-,Mut+）的单菌落接种于 10mlYPD液体培养基中，30℃摇床

培养过夜； 
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2) 再以 1%的接种量转接于 500mlYPD培养基中，30℃培养至OD600=1.3-1.5； 

3) 4℃ 1500g 离心 5min，弃上清； 

4) 500ml 冰冷的无菌水将菌体重旋，4℃ 1500g 离心 5min，弃上清； 

5) 250ml 冰冷的无菌水将菌体重悬，4℃ 1500g 离心 5min，弃上清； 

6) 20ml 1M 山梨醇重悬，4℃ 1500g 离心，弃上清； 

7) 沉淀溶于 1ml 冰冷的山梨醇中，分装为每管 80μl，以备转化。 

酵母电击感受态最好现用现制备。冻溶会使转化效率大大降低。 

2.2.9 酵母电击转化 

因毕赤酵母表达载体为整合型载体，电击转化前载体需要做线性化处理。不同的酶切

pPIC9K，转化宿主 GS115（His-,Mut+）会引发不同的位点和方式的整合，产生不同表型的转化

子，如下表所示： 

 

限制性内切酶 整合位点和方式 GS115 基因型 

SalⅠ 在 His4 插入 His+ Mut+

Bpu1102Ⅰ 在 5’AOX1 插入 His+ Mut+

BglⅡ AOX1 置换 His+ Muts

 

1) 用 Bpu1102Ⅰ酶切重组表达质粒，使其线性化； 

2) 去 80μl 感受态细胞与线性化质粒（20μg）混合后转移到冰冷的 0.2cm 电击杯中，点击转化酵

母感受态细胞（1500V,25μF,200Ω）; 

3) 立即向电击杯中加入 1ml 冰冷的 1M 山梨醇，混匀后以每板 200μl 菌液涂布于 RDB 平板上； 

4) 30℃培养 2-3 天，至长出转化子。 

2.2.10 酵母基因组的提取 

 破菌 Buffer： 

SDS                  1% 

Triton X-100           2% 

NaCl              100mM 

Tris-Cl pH8.0        10mM 

EDTA               1mM 

1) 取过夜培养的 1ml 酵母菌液，5000rpm 离心 5min； 

2) 沉淀中加入 1ml 无菌水，洗涤一次，离心； 

3) 沉淀中加入 200μl 破菌 Buffer，剧烈震荡； 

4) 加入 200μl 酚/氯仿/异戊醇（体积比 25:24:1），剧烈震荡，12000rpm 离心 5min 取上清； 

5) 上清加入等体积氯仿，颠倒轻微震荡，12000rpm 离心 5 min 取上清； 
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6) 上清加入 2 倍体积无水乙醇和 1/10 体积 3M NaAc，颠倒混匀，置于-20℃冷冻 10min； 

7) 4℃ 12000rpm 离心，沉淀用 70%乙醇洗涤 2 遍，吹干，溶于 20μl 水或 TE 溶液，-20℃保存

备用。 

2.2.11 酵母重组子的 PCR 检测 

 PCR 所用引物及退火温度： 

egx 全长引物：        56℃ 

5’端缺失设计引物： 

第一个：            56℃ 

第二个：            57℃ 

第三个：            57℃ 

第四个：            57℃ 

第五个：            57℃ 

3’端缺失设计引物： 

第一个：            60℃ 

第二个：            59℃ 

第三个：            60℃ 

 酵母基因组 PCR 检测所用酶购自华美公司 

1) 50μl 反应体系： 

10×扩增缓冲液Buffer (Mg2+free) 5μl

MgCl2 (25mM) 3μl

dNTP (4 种 dNTP 混合物 10mM each) 4μl

上游引物 1μl

下游引物 1μl

灭菌水 34μl

Taq 酶 1μl

DNA 模版 (酵母基因组 DNA) 1μl

2) 反应混合液 95℃变性 5min 

3) 扩增条件：94℃变性 1min，按不同引物相应的退火温度退火 1min，72℃ 延伸 1min；重复

此步骤 35 个循环； 

4) 72℃延伸 10min； 

5) 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 结果。 

2.1.12 外源蛋白在毕赤酵母中甲醇诱导分泌表达 

1) 挑取待表达菌株，接种 2ml BMGY-Cl 培养基，30℃ 200rpm 培养 24h； 

2) 以 1:100 比例接种于 20ml BMGY-Cl培养基，30℃ 200rpm 培养至OD600=2 左右（稀释 5 倍
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测定，OD600=0.4-0.5）； 

3) 室温下 3450rpm 离心收集菌体，重悬于 20ml BMMY-Cl 培养基中，30℃ 200rpm 表达 4 天，

每天补加甲醇至终浓度 0.5%； 

4) 4℃ 8000rpm 离心，吸取 300μl 上清，-70℃冷冻 2 小时，然后用冷冻干燥机冷冻干燥 6h，得

到表达产物粗提粉末。 

2.2.13 egx 基因末端缺失 PCR 

 EGX 基因末端缺失 PCR 所用的酶为 Takara 公司 ExTaq 

1) 30μl 反应体系：   

10×ExBuffer                              3μl 

dNTP（4 种 dNTP 混合物 10mMeach）        3μl 

上游引物                                   1μl 

下游引物                                   1μl 

灭菌水                                    20μl 

Taq 酶                                     1μl 

DNA 模版（质粒 pPIC9K）                   1μl 

2) 反应混合液 95℃变性 5min 

3) 扩增条件：94℃变性 1min，按不同引物相应的退火温度退火 1min，72℃ 延伸 1min；重复

此步骤 35 个循环； 

4) 72℃延伸 10min； 

5) 1%琼脂糖凝胶电泳，回收目的 DNA 片段。 

2.2.14 福寿螺组织 RNA 提取和反转录 

1) 取 100mg 福寿螺消化道组织，加入 1mlTrizol（Invitrogene 公司），混匀； 

2) 12000rpm 4℃ 离心 10min，取上清，室温放置 5min，加入 200μl 氯仿，震荡 15 秒，室温放

置 2-3min 

3) 12000rpm 4℃ 离心 10min 取上清，加入 500μl 异丙醇，室温放置 10min 

4) 4℃ 12000rpm 离心 5min，倒掉液体 

5) 加入 1ml75%乙醇，震荡，4℃ 7500rpm 离心 5min 

6) 倒掉液体，沉淀放置 5-10min，溶于 20ml 水中 

7) 使用 Invitrogene 公司反转录试剂盒，向标号为 1 的无菌 PCR 管中加入引物 OlidT 2μl，新提

取的 RNA2μl，10mMdNTP 2μl，DEPC-Water 6μl，混匀，65℃温浴 5min，置于冰上； 

8) 向标号为 2 的无菌PCR管中加入 5×cDNAsynthesis buffer（用前混匀） 4μl，0.1M DTT 1μl，

RNase outTM 8μl，DEPC-Water 1μl，Thermo SeriptTM RT 1μl，混匀； 

9) 将管 2 中的液体加入管 1，混匀，55℃温浴 1h，85℃ 5min 

10) 加入 1μl RNaseH，37℃温浴 20min，获得 cDNA，4℃保存。 
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2.2.15 考马斯亮蓝法测定蛋白质含量标准曲线绘制 

1) 称取 50mg 考马斯亮蓝 G-250，溶于 25mL 90％乙醇中，加入 85％（W／V）的磷酸 50mL，

最后用蒸馏水定容到 500mL； 

2) 取 50mg 牛血清白蛋白（BSA），溶于 50ml 0.15M NaCl 溶液中，制成 1mg/ml 标准蛋白溶液； 

3) 按下表分别加入不同量的BSA标准蛋白溶液和0.15M NaCl溶液，再加入5ml考马斯亮蓝G-250

溶液，测定OD595的光吸收值，绘制标准曲线 

 

表 2-1  蛋白含量标准曲线的绘制 

编号 1 2 3 4 5 6 7 

BSA（1mg/ml）（μl） 0 10 20 30 40 50 60 

0.15M NaCl（μl） 100 90 80 70 60 50 40 

蛋白含量（μg） 0 10 20 30 40 50 60 

考马斯亮蓝 G-250 溶液（ml） 5 5 5 5 5 5 5 

OD595 0 

0 

0 

0.011

0.009

0.011

0.028

0.024

0.021

0.043

0.042

0.042

0.051 

0.054 

0.064 

0.073 

0.078 

0.075 

0.092

0.091

0.089

平均 OD 0 0.010 0.024 0.042 0.056 0.075 0.091

  

 
考马斯亮蓝法测定蛋白标准曲线的绘制

y = 640.11x + 2.7496

R2 = 0.9945
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样品蛋白含量=（OD595×640.11+2.7496）/1000 （mg） 

2.2.16 纤维素酶活力测定 

 DNS 试剂配制（3,4-二硝基水杨酸试剂）：取 3,5-二硝基水杨酸 2g，溶于 40ml 2M NaOH 溶

液，待其全部溶解后，加入 60g 酒石酸钾钠。完全溶解后，用去离子水定容至 400ml，棕色

 23



中国农业科学院硕士学位论文                                                      第二章 材料与方法 

瓶保存。 

1) 葡萄糖标准曲线测定 

秤取 1g 葡萄糖，溶于 1000ml 蒸馏水，配制成葡萄糖标准溶液（1000μl/ml）； 

按下表加入不同量的葡萄糖标准液、蒸馏水和 DNS 试剂，沸水浴 5min 显色，冷却后以标号

0 样品作为空白对照，测 540nm 处光吸收值。以葡萄糖含量（μg）为横坐标，吸光值（A）

为纵坐标绘制葡萄糖标准曲线。 

 

表 2-2  葡萄糖浓度标准曲线的绘制 

样品\标号 0 1 2 3 4 5 

葡萄糖标准液

（ml） 

0 0.1 0.2 0.4 0.8 1 

蒸馏水（ml） 1 0.9 0.8 0.6 0.2 0 

葡萄糖含量（μg） 0 100 200 400 800 1000 

 

 

葡萄糖标准曲线的绘制

y = 2449.9x + 40.482

R2 = 0.9963
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2) 羧甲基纤维素钠水解活力测定 

反应体系含有： 100mM  醋酸-醋酸钠缓冲液 pH4.6 

               100mM  NaCl 

               1%（W/V）中等黏度型羧甲基纤维素钠 

0.5ml 该反应体系于 50℃水浴预热 5min，加入适量酶液，混匀，50℃反应 10min，加入

的 0.5mlDNS 试剂终止反应，沸水浴 5min 显色，冷却至室温，再补入 0.5ml 二次蒸馏水，混

匀后测定 540nm 处光吸收值。羧甲基纤维素钠水解活力定义为：上述条件下，每分钟水解生

成 1μmol 葡萄糖还原当量所需的酶量为 1 单位。参照葡萄糖标准曲线查出生成的葡萄糖量，

计算酶活力。 
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3) 纤维二糖水解活力测定 

反应体系含有： 100mM 醋酸-醋酸钠缓冲液 pH5.2 

               100mM NaCl 

               1%（W/V）D-纤维二糖 

0.5ml 该反应体系于 55℃水浴预热 5min，加入适量酶液，混匀，50℃反应 10min，加入

的 0.5mlDNS 试剂终止反应，沸水浴 5min 显色，冷却至室温，再补入 0.5ml 二次蒸馏水，混

匀后测定 540nm 处光吸收值。纤维二糖水解活力定义为：上述条件下，每分钟水解生成 1μmol

葡萄糖还原当量所需的酶量为 1 单位。参照葡萄糖标准曲线查出生成的葡萄糖量，计算酶活

力。 

4) Birchwood 木聚糖水解活力测定 

可溶性木聚糖制备： 

取 4gBirchwood 木聚糖加入 20ml 二次蒸馏水搅拌 2h，抽提可溶性组分， 4℃10000rpm 离

心 10min，取上清；将沉淀悬浮于 20ml 二次蒸馏水中，二次抽提；合并抽提物，冷冻干燥即

得可溶性木聚糖。 

反应体系含有：  100mM 醋酸-醋酸钠缓冲液 pH5.2 

                100mM NaCl 

                1%（W/V）可溶性木聚糖 

0.5ml 该反应体系于 55℃水浴预热 5min，加入适量酶液，混匀，50℃反应 10min，加入

的 0.5mlDNS 试剂终止反应，沸水浴 5min 显色，冷却至室温，再补入 0.5ml 二次蒸馏水，混

匀后测定 540nm 处光吸收值。纤维二糖水解活力定义为：上述条件下，每分钟水解生成 1μmol

葡萄糖还原当量所需的酶量为 1 单位。参照葡萄糖标准曲线查出生成的葡萄糖量，计算酶活

力。 

根据酶活定义，1 单位酶 10 分钟可生成 1740μg（10μM）葡萄糖。由此推导出待测样品

酶总活力=（OD540×2499.9+40.482）/1740 （IU） 

    样品比活力=总酶活（IU）/蛋白含量（mg） 

2.2.17 菌密度测定 

菌液经生理盐水适当稀释，用紫外分光光度计在 600nm 处测吸光度，光程为 1cm，参照为稀

释同样倍数的相应液体培养基，线性范围 0.1-1.0 
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第三章 结果与讨论 

3.1 结果 

3.1.1 福寿螺多功能纤维素酶 egx 基因的克隆 

提取福寿螺消化道总 RNA，逆转录合成 cDNA。根据已发表的 EGX 核苷酸序列设计全长引物

EGX5’和 EGX3’，以 cDNA 为模版扩增得到 1.2kb 的 DNA 片段（如图 3-1）。 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-1  扩增 EGX 全长序列的电泳 

M: DNA 标准分子量 Marker 

1：以 cDNA 为模版扩增 EGX 全长序列 

2：水对照  

 

 

 

 

 

回收 1.2kb 片段，以 T-A 方式克隆入 T 载体 pMD18-T，转化大肠杆菌感受态细胞 DH5α,提

取质粒 DNA，EcoRⅠ酶切鉴定阳性克隆（图 3-2,3-3）。为避免 PCR 反应可能导致的点突变，共

挑取 4 个阳性克隆测序，得到一个克隆的碱基序列与已发表的 EGX 序列相比有 7 处点突变，氨

基酸序列 100%同源 (表 3-1），将此克隆编号为 T-egx。 

 

 

 

图 3-2  T-EGX 阳性克隆的酶切鉴定 
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表 3-1  T-egx 核酸序列和氨基酸序列 

1  ATGCCCTCTGGTGCTGCTGGTGCTGGGGTGACCAGCGAGATCGACAGACTGAGAAGAAGC 

1   M   P  S  G   A  A   G  A   G  V  T   S  E  I   D  R   L  R   R  S  

61 GACATAACGGTTCACGTGAATGTTGGTGGTAACATCAACCACGGTCAAGTGAGCATTCGA 

21  D   I  T   V  H  V   N  V  G   G   N  I  N   H  G  Q   V  S   I  R   

121GTGTTACAAAAGAGAAAGGCATTCCCGTTCGGGACATGTGTGGCCGCCTGGGCCTACAAC 

41  V   L  Q   K  R  K   A  F  P   F   G  T  C   V  A  A   W  A  Y   N   

181GATGGGTCCAAAGGAGCATACCGGGATTTCATCCACCAGCACTACAACTGGGCGGTGCCA 

61  D   G  S   K  G  A   Y  R  D   F   I  H  Q   H  Y  N   W  A   V  P   

241GAAAACTCACTCAAGTGGGCTAGCATCGAACCTAACAGGGGACAAAAGAACTATCAGCCT 

81  E   N  S   L  K  W   A  S  I   E   P  N  R   G  Q  K   N  Y  Q   P   

301GGCCTAAACATGCTTCACGGACTGAGAAATCACGGGATTAAGGTGAGAGGTCACAACCTG 

101 G  L   N  M   L  H   G  L  R   N   H  G  I   K  V  R   G  H  N  L   

361GTGTGGTCTGTCGACAATACGGTGCAGAACTGGGTCAAGGCTCTGCATGGGGATGAGCTT 

121 V  W   S  V   D  N   T  V  Q   N   W  V  K   A  L  H   G  D  E  L   

421CGAAAGGTTGTCCATGACCACATTGTGGAAACCATCAACACATTTAAGGGATTAGTGGAG 

141 R  K   V  V   H  D   H  I  V   E   T  I  N   T  F  K   G  L  V  E   

481CACTGGGATGTGAACAACGAGAACCTGCATGGCCAGTGGTACCAGCATCAACTGAATGAC 

161 H  W   D  V   N  N   E  N  L   H   G  Q  W   Y  Q  H   Q  L  N  D   

541AATGGCTACAACCTGGAACTGTTCCGTATCGCACACGCCGCCGACCCCAACGTCAAACTC 

181 N  G   Y  N   L  E   L  F  R   I   A  H  A   A  D  P   N  V  K  L   

601TTCCTCAACGACTACAACGTTGTGTCCAACAGTTATTCAACAAACGACTATCTTCGACAA 

201 F  L   N  D   Y  N   V  V  S   N   S  Y  S  T  N   D  Y   L  R  Q   

661GGTCAACAGTTTAAGGCCGCTAATGTGGGTCTTTACGGTTTGGGTGCTCAGTGCCACTTT 

221 G  Q   Q  F   K  A  A   N  V   G   L  Y  G   L  G  A   Q  C  H  F   

721GGCGACGAAAGCGACCCAGAACCCGGTACTAAGCAACGTCTGGATACTTTAGCTCAAGTG 

241 G  D   E  S   D  P  E   P  G   T   K  Q  R   L  D  T   L  A  Q  V   

781GGCGTGCCCATCTGGGCCACTGAGTTGGATGTGGTAGCTTCGGATGAGAACAGACGAGCG 

261 G  V   P  I   W  A  T   E  L   D   V  V  A   S  D  E   N  R  R  A   

841GACTTCTACGAGCACGCGCTGACAGTCCTGTACGGCCATCATGCCGTGGAGGGCATCCTC 

281 D  F   Y  E  H   A  L   T  V   L   Y  G  H   H  A  V   E  G  I  L   

901ATGTGGGGCTTCTGGGACAAGGCCCACTGGCGTGGTGCCAGAGCTGCTCTTGTTGTCGGA 

301 M  W   G  F  W   D  K   A  H   W   R  G  A   R  A  A   L  V  V  G   

961GACAACCTGCAGCTGACGGCGGCCGGACGTCGCGTGCTGGAGCTCTTTGAGCACAGGTGG 

321 D  N   L  Q  L   T  A   A  G   R   R  V  L   E  L  F   E  H  R  W   

1021ATGACAGACGAGACGCACAACCTGGCAGCGGGCACTCAGTTCACAGTACGCGGTTTCCAT 

341  M  T   D  E  T   H  N   L  A   A   G  T  Q   F  T  V   R  G  F  H   

1081GGCGACTACGAGGTGCAAGTCATCGTCCAGGGTCAAGAGCACACTAACCTGAGGCAGACG 

361  G  D   Y  E  V   Q  V  I   V   Q   G  Q  E   H  T  N   L  R  Q  T   

1141TTCTCGTTGGGCAACGGTCCCCACACCGTCAACATTAATGTTAGCTAG 

381  F  S   L  G  N   G  P  H   T   V   N  I  N  V   S  *   
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分析 EGX 蛋白二级结构（图 3-3）。EGX 蛋白质二级结构主要由α螺旋和β折叠组成，由无

规则卷曲相连。 
 

 

图 3-3  EGX 蛋白二级结构分析 

Hh: Alpha helix  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ee
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

: Extended strand  Cc: Random coil 

 

3.1.2 表达载体的构建 

用 EcoRⅠ从 T-egx 质粒切下 egx 开放阅读框，通过 EcoRⅠ酶切位点接入毕赤酵母表达载体

pPIC9K（具体构建过程如图 3-4 所示），命名为 pPIC9K-egx。转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞，

挑克隆提取质粒，得到一个重组质粒。EcoRⅠ单酶切重组质粒，琼脂糖凝胶电泳可见 1.2kb 条带，

证实 egx 开放阅读框已插入表达载体 pPIC9K。利用 pPIC9K 质粒 5’AOX1 区段内的一个 SacⅠ位

点和 egx 开放阅读框内的一个 SacⅠ位点验证开放阅读框插入方向，用 SacⅠ单酶切可见到 8.5kb

和 2kb 条带（图 3-5），说明 egx 开放阅读框正向插入表达载体。 
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EcoRⅠ 
EcoRⅠ 

EcoRⅠ EcoRⅠ 

1

pPIC9K

9300bp

S TT

HIS4

Kanamycin3'AOX1

pBR322

Ampicillin

5'AOX1SacⅠ 

Bpu1102Ⅰ 

EcoRⅠ 

9.3kb 

1
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TT
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Bpu1102Ⅰ 
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EcoRⅠ 
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SacⅠ 

11.3kb 

图 3-4  重组质粒 pPIC9KEGX 的构建 

T4 DNA ligase 
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图 3-5 酶切验证阅读框插入方向 

M:  DNA 标准分子量 Marker 

1 :  pPIC9K-egx/EcoRⅠ 

2 :  pPIC9K-egx/SacⅠ 
1.2kb 

3.1.3 酵母转化及重组子表型筛选 

用Bpu1102Ⅰ线形化 20μg质粒pPIC9K-egx，通过电击法转化宿主菌毕赤酵母GS115（His-，

Mut+），转化物涂布RDB平板，筛选出 25 个重组子。用无菌牙签挑取重组子，点种到另一个RDB

平板上（图 3-6）。所有的重组子均能在缺乏组氨酸的RDB平板生长，即有外源基因插入的、具有

正确His+Mut+表型的重组子。 
 
 
 

图 3-6 重组酵母组氨酸利用型筛选 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.1.4 酵母重组子的 PCR 检测 

挑取 9 个重组子，提取酵母基因组 DNA。用 egx 全长引物 EGX5’和 EGX3’，以挑取的 9 个

重组子基因组 DNA 为模板，以菌株 GS115 基因组 DNA 为对照进行 PCR 扩增。有 5 个重组子扩

增出了 1.2kb 的 DNA 片段（图 3-7），与以重组表达载体 pPIC9K-egx 为模版的结果一致（图 3-7，

lane 11），而对照菌株没有扩增出相应条带（图 3-7，lane 10）。初步证明 PCR 阳性的重组子中，

egx 开放阅读框可能已经整合到酵母基因组中。 
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图 3-7  egx 酵母重组子的 PCR 检测 

M: DNA 标准分子量 Marker   2-5、7: PCR 阳性重组子 

1、6、8、9: PCR 阴性重组子  10: GS115 

11: pPIC9K-egx 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.1.5 PCR 阳性重组子的表达 

挑取 PCR 阳性重组子，甲醇诱导表达，所得表达产物粉末溶于 50μl 10mM 磷酸缓冲液

（pH6.0），取 10μl SDS-PAGE 电泳检测蛋白表达。与空载体 pPIC9K 和宿主菌株 GS115 的上清

表达产物相比，有两个重组子的泳道有一条 70kDa 的条带（图 3-8）。 
 
 

图 3-8 重组酵母诱导表达 SDS 检测 

M: 蛋白质标准低分子量 Marker 

1 : GS115 

2 : 空载体 pPIC9K 

3、4: 与对照相比有特异蛋白带的重组子 
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3.1.6 酶活力的计算 

各取 10μl 表达产物加入 0.5ml 反应体系，测羧甲基纤维素钠、纤维二糖、木聚糖水解酶活力。

根据葡萄糖标准曲线和蛋白含量标准曲线计算酶总活力和比活力： 

 

蛋白含量= 0.616 mg 

内切-β-1,4-葡聚糖酶酶总活力= 0.0376 IU 

                    比活力= 0.0611 IU/mg 

外切-β-1,4-葡聚糖酶总活力= 0.0683 IU 

              比活力= 0.111 IU/mg 

内切-β-1,4-木聚糖酶总活力= 0.0342 IU 

比活力= 0.0555 IU/mg 

3.1.7 全长序列末端缺失片段的扩增 

以 pPIC9Kegx 质粒为模版，用 7 组引物（5-1,5-2,5-3,5-4,5-5,3-1,3-2）PCR 扩增片段。以 T-A

方式克隆入 T 载体 pMD18-T，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑克隆提取质粒，EcoRⅠ单酶

切鉴定阳性克隆（图 3-9—3-15）。在 7 种含有末端缺失片段的 T 载体中，每种挑 3 个克隆测序。

得到了 7 组末端缺失片段，和预先设计的序列完全相同。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

图 3-9 末端缺失 5-1 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker   1-5: T 载体克隆 

 

图 3-10 末端缺失 5-2 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker   1-6: T 载体克隆 

图 3-11 末端缺失 5-3 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker   1-8: T 载体克隆 

 

图 3-12 末端缺失 5-4 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker   1-5:  T 载体克隆 
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图 3-13 末端缺失 5-5 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker     1-8: T 载体克隆 

 

图 3-14 末端缺失 3-1 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker     1-8: T 载体克隆 

图 3-15 末端缺失 3-2 T 载体酶切鉴定 

M: DNA Marker     1-10: T 载体克隆 

 
 

3.1.8 含有末端缺失片段表达载体的构建 
参照 pPIC9K-egx 质粒构建过程（图 3-4），用 EcoR Ⅰ从克隆载体上切下末端缺失片段，通过

EcoRⅠ位点接入表达载体 pPIC9K。转化大肠杆菌，提质粒，用 EcoRⅠ单酶切 7 组重组的表达载

体鉴定阳性克隆。7 组含有末端缺失片段的表达载体分别命名为 pPIC9K5-1、pPIC9K5-2、

pPIC9K5-3、PIC9K5-4、pPIC9K5-5、PIC9K3-1、pPIC9K3-2。其中 pPIC9K5-1、pPIC9K5-2、

pPIC9K5-3、pPIC9K5-4、pPIC9K5-5、pPIC9K3-1 用 SacⅠ单酶切鉴定插入方向，pPIC9K3-2 用

5’AOX1 和 3’AOX1 通用引物测序，验证插入方向。得到 7 个正向插入的克隆（图 3-16,3-17）。 
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图 3-16 EcoRⅠ鉴定阳性克隆 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1：pPIC9K5-1 

2：pPIC9K5-2 

3：pPIC9K5-3 

4：pPIC9K5-4 

5：pPIC9K5-5 

6：pPIC9K3-1 

7：pPIC9K3-2 

图 3-17 SacⅠ鉴定正向插入 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1：pPIC9K5-1 

2：pPIC9K5-2 

3：pPIC9K5-3 

4：pPIC9K5-4 

5：pPIC9K5-5 

6：pPIC9K3-1 

7：pPIC9K3-2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.9 末端缺失表达载体转化酵母 
    参照 3.1.3，7 组末端缺失表达载体，每个载体提取 20μg质粒，用Bpu1102Ⅰ单酶切线形化质

粒，通过电击法转化宿主菌毕赤酵母GS115（His-，Mut+），转化物涂布RDB平板，得到若干有外

源基因插入的、具有正确His+Mut+表型的重组子（图 3-18—3-24）。 
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图 3-18 pPIC9K5-1 和 pPIC9K5-2 组氨

酸利用型筛选 

 

图 3-19 pPIC9K5-3 

组氨酸利用型筛选 

图 3-20 pPIC9K5-4 

组氨酸利用型筛选 

 

图 3-21 pPIC9K5-5 

组氨酸利用型筛选 

图 3-22 pPIC9K3-1 

组氨酸利用型筛选 

 

图 3-23 pPIC9K3-2 

组氨酸利用型筛选 
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3.1.10  EGX 末端缺失片段酵母重组子的 PCR 检测 

提取 egx 末端缺失片段酵母重组子基因组 DNA。以重组子基因组 DNA 为模板，以菌株 GS115

基因组 DNA 为对照，用相应的末端缺失扩增引物进行扩增。PCR 鉴定的结果如图 3-24—3-30。

初步证明 PCR 阳性的重组子中，egx 末端缺失片段可能已经整合到酵母基因组中。 
 
 
 

 

图 3-24 pPIC9K5-1 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1：pPIC9K5-1 重组子 

2：pPIC9KEGX 阳性对照 

3：GS115 阴性对照 

 

图 3-25 pPIC9K5-2 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1-5：pPIC9K5-1 重组子 

6：pPIC9KEGX 阳性对照 

7：GS115 阴性对照 

图 3-26 pPIC9K5-3 PCR 鉴定电泳图谱 
M：DNA 标准分子量 Marker 
1-8：pPIC9K5-1 重组子 
9：pPIC9Kegx 阳性对照 
10：GS115 阴性对照 

 

图 3-27 pPIC9K5-4 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1-8：pPIC9K5-1 重组子 

9：pPIC9Kegx 阳性对照 

10：GS115 阴性对照 
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图 3-28 pPIC9K5-5 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1-8：pPIC9K5-1 重组子 

9：pPIC9Kegx 阳性对照 

10：GS115 阴性对照 

图 3-29 pPIC9K3-1 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1-8：pPIC9K5-1 重组子 

9：pPIC9Kegx 阳性对照 

10：GS115 阴性对照 

图 3-30 pPIC9K3-2 PCR 鉴定电泳图谱 

M：DNA 标准分子量 Marker 

1-8：pPIC9K5-1 重组子 

9：pPIC9Kegx 阳性对照 

10：GS115 阴性对照 
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3.1.11 末端缺失片段的甲醇诱导表达和纤维素酶活力检测 
pPIC9K5-1 挑取一个重组子，其他 6 组末端缺失片段各挑取 3 个重组子，甲醇诱导表达 4 天，

所得表达产物冷冻干燥，粉末溶于 50μl 10mM 磷酸缓冲液（pH6.0）。每个重组子各取 10μl 表达

产物，空载体作空白对照，用考马斯亮蓝染色法测蛋白含量；另外取 10μl 表达产物加入 0.5ml

反应体系，空载体作空白对照测内切-β-1,4-葡聚糖酶、外切-β-1,4-葡聚糖酶、外切-β-1,4-木聚糖酶

活力。根据葡萄糖标准曲线和蛋白含量标准曲线，计算酶总活力和比活力(表 3-2—3-6) 并对表中

的数据作折线图分析（图 3-31—3-33）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

表 3-2 重组子编号与表达载体对应情况 表 3-3 重组子蛋白含量 

标号 说明 

5 1 pPIC9K5-1 重组子 

5 2 1 pPIC9K5-2 重组子 1 

5 2 3 pPIC9K5-2 重组子 3 

5 2 4 pPIC9K5-2 重组子 4 

5 3 1 pPIC9K5-3 重组子 1 

5 3 2 pPIC9K5-2 重组子 2 

5 3 3 pPIC9K5-2 重组子 3 

5 4 1 pPIC9K5-4 重组子 1 

5 4 2 pPIC9K5-4 重组子 2 

5 4 3 pPIC9K5-4 重组子 3 

5 5 1 pPIC9K5-5 重组子 1 

5 5 2 pPIC9K5-5 重组子 2 

5 5 3 pPIC9K5-5 重组子 3 

3 1 1 pPIC9K3-1 重组子 1 

3 1 2 pPIC9K3-1 重组子 2 

3 1 3 pPIC9K3-1 重组子 3 

3 2 1 pPIC9K3-2 重组子 1 

3 2 2 pPIC9K3-2 重组子 2 

3 2 3 pPIC9K3-2 重组子 3 

EGX pPIC9Kegx 

标号\项目 蛋白 OD 蛋白含量(mg) 

5 1 0.106 0.070601 

5 2 1 0.122 0.080843 

5 2 3 0.781 0.502676 

5 2 4 0.777 0.500115 

5 3 1 0.867 0.557725 

5 3 2 0.858 0.551964 

5 3 3 0.963 0.619176 

5 4 1 0.934 0.600612 

5 4 2 0.914 0.58781 

5 4 3 0.856 0.550684 

5 5 1 0.999 0.642219 

5 5 2  0.898 0.577568 

5 5 3 0.977 0.628137 

3 1 1 0.952 0.612134 

3 1 2  1.001 0.6435 

3 1 3 0.71 0.457228 

3 2 1 0.986 0.633898 

3 2 2 0.921 0.592291 

3 2 3 0.934 0.600612 

EGX 0.958 0.615975 
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表 3-4 内切-β-1,4-葡聚糖酶活测定 

标号\项目 OD 总酶活 比活力 

5 1 0.0127 0.041512 0.587977 
5 2 1 0.0113 0.039501 0.488607 
5 2 3 0.0111 0.039213 0.078009 
5 2 4 0.0095 0.036914 0.073812 
5 3 1 0.0031 0.027719 0.049701 
5 3 2 0.0018 0.025852 0.046836 
5 3 3 0.0169 0.047546 0.076789 
5 4 1 0.0114 0.039644 0.066006 
5 4 2 0.009 0.036196 0.061578 
5 4 3 0.0071 0.033466 0.060772 
5 5 1 0.0091 0.03634 0.056585 
5 5 2 0.0122 0.040794 0.07063 
5 5 3 0.0124 0.041081 0.065401 
3 1 1 0.0102 0.03792 0.061947 
3 1 2 0.0076 0.034185 0.053123 
3 1 3 0.0126 0.041368 0.090476 
3 2 1 0.0057 0.031455 0.049621 
3 2 2 0.0066 0.032748 0.05529 
3 2 3 0.0066 0.032748 0.054524 
EGX 0.24574 0. 37632 0. 61095 

标号\项目 OD 总酶活 比活力 

5 1 0.0094 0.036771 0.520822
5 2 1 0.009 0.036196 0.447732
5 2 3 0.005 0.030449 0.060574
5 2 4 0.0045 0.029731 0.059448
5 3 1 0.0028 0.027288 0.048928
5 3 2 0.002 0.026139 0.047356
5 3 3 0.0019 0.025995 0.041984
5 4 1 0.0031 0.027719 0.046152
5 4 2 0.0039 0.028869 0.049112
5 4 3 0.0053 0.03088 0.056076
5 5 1 0.0022 0.026426 0.041148
5 5 2 0 0 0 
5 5 3 0.0012 0.02499 0.039784
3 1 1 0.0022 0.026426 0.043171
3 1 2 0 0 0 
3 1 3 0.002 0.026139 0.057168
3 2 1 0.0018 0.025852 0.040782
3 2 2 0.0017 0.025708 0.043404
3 2 3 0.0015 0.025421 0.042324
EGX 0.22174 0. 34185 0.55497 

表 3-5 内切-β-1,4-木聚糖酶酶活测定 
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标号\项目 OD 总酶活 比活力 

5 1 0.0088 0.035656 0.505031

5 2 1 0.0038 0.028616 0.353968

5 2 3 0.0173 0.047624 0.09474 

5 2 4 0.05 0.093665 0.187287

5 3 1 0.0044 0.029461 0.052823

5 3 2 0.032 0.068321 0.123778

5 3 3 0.038 0.076769 0.123986

5 4 1 0.0375 0.076065 0.126646

5 4 2 0.0247 0.058043 0.098744

5 4 3 0.0292 0.064379 0.116907

5 5 1 0.041 0.080993 0.126114

5 5 2 0.0046 0.029742 0.051496

5 5 3 0.0528 0.097607 0.155392

3 1 1 0.028 0.062689 0.102411

3 1 2 0.002 0.026081 0.040531

3 1 3 0.008 0.034529 0.075519

3 2 1 0.0134 0.042133 0.066466

3 2 2 0.062 0.110561 0.186666

3 2 3 0.005 0.030305 0.050458

EGX 0.20654 0.37632 0.510915

表 3-6 外切-β-1,4-葡聚糖酶活性测定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      对相同的末端缺失样品计算其比活力平均值，绘制图表（图 3-31, 3-32, 3-33） 
 

图 3-31 内切-β-1,4-葡聚糖酶比活力图 

0
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图 3-32  内切-β-1,4-木聚糖酶比活力图 
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图 3-33 外切-β-1,4-葡聚糖酶比活力图 
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3.2 讨论 

自 1912 年人们开始研究能降解纤维素的微生物以来，对纤维素酶的研究已有近百年历史。

尤其是上世纪 70 年代以后，对纤维素酶的研究热点逐渐转移到开辟新能源上(王祖农,1986)。纤

维素酶可以将纤维素降解成简单糖，进而发酵生产乙醇。乙醇可以部分地替代石油，为缓解因石

化资源日益短缺而带来的能源危机提供了一个安全环保而又行之有效的解决办法。要实现乙醇工

业化生产代替石油，关键在于纤维素的酶活力和生产成本。所以对纤维素酶的研究重点就集中在

如何最大限度地提高纤维素酶活力上。20 世纪九十年代初期，随着分子生物学技术的快速发展，
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许多纤维素酶分子的三维结构和作用机制被揭示（Rouvinen J,1990; Juy M,1992; Spezio M,1993; 

(Divne C,1994），尤其是蛋白质工程和基因定点突变技术的发展，使人们能够按照需要改变天然

蛋白质的序列和结构。能否用分子生物学技术改造出高活力的纤维素酶，这已经成为目前人们十

分关心的问题。本实验以福寿螺多功能内源性纤维素酶 EGX 蛋白质二级结构为基础，以 α 螺旋

和 β折叠为单位进行分段缺失，诣在研究哪些二级结构对酶的活力是至关重要的。 

本实验共测得 7 组末端缺失（N 端缺失 5 组 C 端缺失 2 组）共 19 个样品，得到的 7 组末端

缺失的三种酶比活力都比较低，介于 0.5-0.7 之间。有报道从福寿螺消化道液中提取出来的 EGX

酶经疏水层析后外切-β-1,4-葡聚糖酶比活力，内切-β-1,4-木聚糖酶比活力，内切-β-1,4-葡聚糖酶比

活力分别为 12.5U/mg，196U/mg，40.3U/mg (图 3-34) (王骥 等,2004)，但是未经蛋白纯化的福寿

螺消化道胃液，β-1,4-葡萄糖苷酶比活力（底物 pNPC）却 只有 0.38U（图 3-35）。这可能是因

为胃液中含有的杂蛋白和干扰物质比较多，导致酶比活力偏小。本实验采用毕赤酵母外分泌表达

系统，收获分泌蛋白的方法为培养基上清直接冷冻干燥，所得粉末用 1/10 体积的磷酸缓冲液溶解

（相当于浓缩 10 倍）。虽然毕赤酵母表达系统所分泌的内源蛋白很少（唐元家等，2002），在 4

天的诱导培养过程中，培养基中可能含有很多死亡菌体释放的蛋白和少量酵母内源性外分泌的蛋

白，还有培养基中的一些杂质，这些因素都可能造成酶比活力观测值偏低。 

 

 

图 3-34 EGX 几种酶的比活力 (王骥 等,2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-35 福寿螺消化道抽提液 pNPC 酶比活力 (王骥 等,2004) 
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比较末端缺失片段比活力与 EGX 完整阅读框表达的全酶比活力（图 3-31—3-33），可以看出，

蛋白质 N 段第一个 α螺旋缺失，对三种酶比活力影响不大，缺失一个 Helix 和一个β折叠对内切

-β-1,4-木聚糖酶活性影响也不大，但对外切-β-1,4-葡聚糖酶活性和内切-β-1,4-葡聚糖酶活性有很大

的影，酶比活力急剧下降。由此推断，蛋白 N 端第一个 α螺旋 β折叠 （如图 3-3 所示）对外切-β-1,4-

葡聚糖酶活性和内切-β-1,4-葡聚糖酶活性很重要。C 端 4 个 β折叠缺失就会极大削弱三种酶活力。  

在所作的 7 组末端缺失中，虽然有六组都使酶比活力有急剧的下降，但是都未使酶完全丧失

活性。有报道推断 EGX Glu268 有可能是催化反应的亲核反应基团，Glu167 有可能是催化反应的

质子供体。本研究所作的 7 组末端缺失片段都没有涉及这两个保守的活性基团和邻近的氨基酸残

基，这可能是经过截短的酶分子仍旧能够保持少许酶活力的原因。图 3-36 为末端缺失片段与 EGX

所在的糖苷水解酶第 10 家族其他纤维素酶氨基酸序列的对比（Glu268 和 Glu167 已标出）。 
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图 3-36 末端缺失片段与糖苷水解酶家族其他成员氨基酸序列对比 
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EGX 酶蛋白是高比例的α螺旋蛋白质（李文颖，2004）。其酶活力与其蛋白二级结构 α 螺旋

关系密切。蛋白质的变性失活常常伴随着大量 α 螺旋的去折叠。保守活性位点 Glu167 和 Glu268

也位于蛋白二级结构中α螺旋富集区（见图 3-3 和 3-36）。这段 α 螺旋富集区很靠近蛋白序列 C

端（DNA 序列 3’端），距离 C 末端只有 4 个 β折叠。这也可以解释为什么蛋白序列 C 端第一个β

折叠的缺失对酶活力影响如此显著。 

N 端缺失 3 个α螺旋 2 个β折叠（127 个氨基酸残基），C 端缺失 4 个β折叠和 2 个α螺旋（89

个氨基酸残基）虽使酶活大幅度下降，但是未使酶完全失活，即未触及催化活性位点。假设 EGX

三种酶活力由相对独立的三个结构域完成，EGX 氨基酸序列全长 396 个氨基酸残基，在 N 端和 C

端共缺失 216 个氨基酸后仍旧有三种酶活力，那么三个结构域要集中在短短 180 个氨基酸的肽段

里，这种情况是极少见的。王骥用计算机软件对 EGX 氨基酸序列作疏水性分析，未发现有明显

的亲水区域（王骥 等,2004），推断 EGX 不含有空间上互相独立的结构域。Glu167 和 Glu268 很

可能是三种酶活力共同的催化位点。N 端和 C 端二级结构单元的缺失可能使酶分子天然的立体构

象发生改变，从而影响到酶与底物的“诱导-契合”和对底物的水解，使酶不能高效地催化底物。

纤维素酶 EGX 属于糖苷水解酶第 10 家族，家族内部成员可能具有相似的分子折叠方式和相同的

作用机制。糖苷水解酶第 10 家族成员中既有纤维素酶 (Davies G. J.,1998) ，又有木聚糖酶 

(Fukumura M.,1995) ，纤维素酶与木聚糖酶的催化机制可能是相似的，纤维素酶 EGX Glu167 和

Glu268 同时行使三种酶活性是可能的。 

egx 阅读框全序列表达 EGX 酶 SDS-PAGE 电泳显示，差异性条带分子量为 70kDa（图 3-8）。

已报道的 EGX 蛋白序列含有 396 个氨基酸残基，分子量 41.5kDa（王骥 等,2004）。王骥在利用

毕赤酵母表达 EGX 时，表达的 EGX 分子量为 66kDa，并且利用计算机软件分析，发现 EGX 有 4

个潜在的 O-糖基化位点和一个 N 糖基化位点（王骥 等,2004）。由此推断，EGX 在表达过程中

过度糖基化是造成以上分子量差异的主要原因。 
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3.3 EST 片段克隆结果和分析 

材料：褐云玛瑙螺（Achatina fulica）购自北京 
引物：以福寿螺多功能纤维素酶基因 egx cDNA 序列为模版，设计 9 条引物 
引物 1： TGCCCTCTGGTGCTGCTG 
引物 2： GCCCTCCACGGCATGATG 
引物 4： GAACTGAGTGCCCGCTGC 
引物 5： CAATGGCTACAACCTGGAAC 
引物 6： AACGACTATCTTCGACAAGGTC 
引物 7： CTAGCTAACATTAATGTTGACGGT 
引物 8： TGGGTCCAAAGGAGCATACC 
引物 9： CATGCTTCACGGACTGAGAAAT 
引物 10：TCGAAAGGTTGTCCATGACC 

提取褐云玛瑙螺组织 RNA（图 3-37），反转录 cDNA。以 cDNA 为模版，以……为引物 PCR
扩增（图 3-38）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 图 3-37 褐云玛瑙螺 RNA 电泳 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

8:引物 1/引物 7 9:阳性对照 10:水对照  

4:引物 6/引物 7 5:引物 8/引物 7 6:引物 9/引物 7 7:引物 10/引物 7  

图 3-38 PCR 电泳图 

M:DNA 标准 1:引物 1/引物 2 2:引物 1/引物 4 3:引物 5/引物 7 
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以 T-A 克隆的方式连接 T 载体 pMD18-T，转化大肠杆菌 DH5α 感受肽细胞。提取转化子质

粒，以 BamHI/HindIII 双酶切检测外源片段插入，选择插入片段在 500bp-4000bp 之间的克隆测序。

共选取 60 个转化子克隆测序。测序结果经与 NCBI 核酸序列和蛋白序列比较，未发现与纤维素

酶基因同源的核酸序列和蛋白序列，但是比对中发现了三个 EST 序列，DNA 片段长度分别为

855bp、270bp、768bp。其核酸序列和蛋白序列及其结构域如下： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1      CTAGCTAACA TTAATGTTGA CGGTGCCGTA GAGCAGGAAC TTGACACGAT 

51     CGCTACTCAT CCTGAGGATG TGTTTCAAGT TCCAAATTAC GATCAACTCT 

101    TGTCAATCGT ACAAGATTAT AGTGAGCTTG TCTGCAATGA AGTGAAACTG 

151    TTCAAGTGCT ACAATGACGC TGATATCTAC TTTCTACTGG ACTCGTCTAG 

201    CGGGATATCC CCAGCTTACT TCCAGAACGC TGTTCTCTAC GCTCAGAATA 

251    TCACCAACAG ATTCGATTTG TCTGTGTTCA GCTTCGGAGC CGCAACTTTC 

301    GGTGGTTCCA ACGTGCAGTC TCTCTTCAAA CTAGGTCAAA TAAGTGATCG 

351    CTACCAGCTA GCTCAGACAT TTAGCACAGC CGCGTACCTA GGCGGAGCCA 

401    CGGACATAAA CGCCGCCCTC CAGTACGTGT TAAGCCAGAG AGTGTTTGAC 

451    CCGTCTTTAG GTGGCCGGCC TAATGCCATC AAGATACTTG TCATCTTCAC 

501    AAACGGTGGT TCAGCTACAC GACCTCAAGC TGTAAGTACC GCCAACCAGC 

551    TGAAGGCAGA AGGCGTGAAC ATCGTCGCTG TTGGCGTGTC TAACCCGAAT 

601    ATTCAAGAGC TACAGCAGCT GGTGGTTGAG AAAGCTCTGG ATGTGGTAAC 

651    CAACCTGGGC ACACAGACAT TGCTGCTGGC CGTCTACAGA CGCTAAACAG 

701    CTGCGGAAGT TTGCACAGTC CCTAAAACTG CAGTCAGAGG TGCCGAAGAC 

751    GCCTGCAGAC TGTACAGCTG GGAGAACGGC ATCCATCCTC ACCCCTACGA 

801    CTGCACAAAG TACATCGAGT GCACCTTCCT GAAGACGGAC ATCATGCCGT 

851    GGAGGGC 

蛋白序列： 
1      LANINVDGAV EQELDTIATH PEDVFQVPNY DQLLSIVQDY SELVCNEVKL 

51     FKCYNDADIY FLLDSSSGIS PAYFQNAVLY AQNITNRFDL SVFSFGAATF 

101    GGSNVQSLFK LGQISDRYQL AQTFSTAAYL GGATDINAAL QYVLSQRVFD 

151    PSLGGRPNAI KILVIFTNGG SATRPQAVST ANQLKAEGVN IVAVGVSNPN 

201    IQELQQLVVE KALDVVTNLG TQTLLLAVYR RTAAEVCTVP KTAVRGAEDA 

251    CRLYSWENGI HPHPYDCTKY IECTFLKTDI MPWR 

核酸序列： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3-39 vWFA_subfamily_ECM 图示 
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图 3-40 vWFA_subfamily_ECM 蛋白序列同源性对比 

核酸序列 

1      CCTCCACGGC ATGATGGTGC TGACATTTCT AATATCTGCA ATGAGGCTGC 

51     CATCCATGCA GCGCGGGACA AGAAGACAGA GATAGACAGA GGAGATTTTG 

101    AGTATGCTGT AGAAAGGGTG ATTGCAGGAG TAGAGAAAAA GAGCCGCTTA 

151    CTGTCCCCAT CAGAGAAGAA AGTTGTGGCG TATCACGAGT CAGGCCATGC 

201    TCTTGTTGGC TGGATGCTGA AATATACTGA TGCTCTGTTG AGAATTTCCA 

251    TTGTGCCCAG AACAAACAGT GCCTTGGGGT TTGCCCAGTA CTTACCTTCA 

301    GACCAGAAGC TCTACTCCCA GGAAGAGTTA TTTGAAAGAA TGTATATGGC 

351    TCTGGGTGGA CGAGCAGCTG AGAGTCTCAT TTTCAACCAT GTGTCAACAG 

401    GAGCACAGGA TGATCTACAA AGAGTTACAA AGATGGCATA TGATCAGATT 

451    CGGTCTTTTG GCATGAATGC CACCATCGGT CACTTGTCAT TTCCTAGAGA 

501    TGATGAGAAA CCAGGTCTGA AACCTTACAG TCAGAGACTG GCAGCTGTCA 

551    TTGATGAAGA GGCAAGATTG TTAGTTAGCA GAGCCTTTCT GCACACTCAG 

601    TCAGTTTTGC AGGAACACAA AGACAAATTG CACAAGCCTG CAGTGAGTCT 

651    CTTGGAGAAG GAGGTACTCA ACTACGAGGA CATTGAGAAG CTGATTGGTC 

701    CACCCGTTCA TGGGAAGAAG AACATGATTG AGCCGCAGGG GTGGGAGGGC 

751    ATCATGCCGT GGAGGGCA 
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蛋白序列 

1      PPRHDGADIS NICNEAAIHA ARDKKTEIDR GDFEYAVERV IAGVEKKSRL 

51     LSPSEKKVVA YHESGHALVG WMLKYTDALL RISIVPRTNS ALGFAQYLPS 

101    DQKLYSQEEL FERMYMALGG RAAESLIFNH VSTGAQDDLQ RVTKMAYDQI 

151    RSFGMNATIG HLSFPRDDEK PGLKPYSQRL AAVIDEEARL LVSRAFLHTQ 

201    SVLQEHKDKL HKPAVSLLEK EVLNYEDIEK LIGPPVHGKK NMIEPQGWEG 

251    IMPWRA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 3-41 Peptidase_M41 图示 

 
 

 

 

图 3-42 Peptidase_M41 蛋白序列同源性对比 
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 核酸序列 
 1      CCTGGCAAGC CAACATCCGT CAGCATTCCA AGGTCAACAG ATGAGGGCCT 
 51     AACAATTGAG TGGAAGCCTC CAACCAGTGA TGGCGGAGCT AGAATAAAGA 
 101    AATATGTAGT TCAGATGAAA GAAGACACAC CCACAGCTGA ATGGGTGGAT 
 151    GTTGGAAGCA CAGAAGGTTT CAAGACCAAC TTAACAGTGC CAAATCTGGA 
 201    CACTGAAAAG AAATATTTAT TCAAGGTGGC TGCAGGAAAT GAGATTGGTC 
 251    TTGGTGAATA TCTCCAAACT 
 

蛋白序列  
1      PGKPTSVSIP RSTDEGLTIE WKPPTSDGGA RIKKYVVQMK EDTPTAEWVD  
51     VGSTEGFKTN LTVPNLDTEK KYLFKVAAGN EIGLGEYLQT  

 
 
 
 
 
 

图 3-43 FN3 结构域图示  
 

 

图 3-44 FN3 蛋白序列同源性对比 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vWFA_subfaminly_ECM最初在人血液凝块中发现，广泛存在于细胞膜，内质网，细胞间隔等

多个细胞器，可能参与细胞支撑，染色体稳定性，信号传导等多种生物学过程。此EST序列的蛋

白序列与一种淡水大蜗牛（Lymnaea stagnalis）DEC-1（AB159149.1）蛋白的同源性很高。 
 

图 3-45 DEC-1 蛋白结构域分析 

 
 
 
Peptidase_M41 是蛋白酶家族 M41 结构域。 
FN3 结构域发现于纤维连接蛋白中。近 2%的动物蛋白包含 FN3 重复序列，具有此结构的蛋

白广泛分布于胞外和胞内蛋白，膜蛋白，激素受体，酪氨酸酯酶受体，类似于 FN3 的结构也分布

于细菌的糖苷水解酶中。 
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第四章 全文结论 

随着石化能源等不可再生资源的日益枯竭，人们试图寻找可以代替石化燃料的新型能源。利

用纤维素酶将纤维素降解为简单糖，进而发酵生产乙醇，为新能源的开发提供了一个新方法。 

本研究拟用福寿螺（Ampullaria crossean）内源性多功能纤维素酶基因 egx（Gene Bank 

Accession NO. AY285999）, 以蛋白质二级结构 α螺旋和 β折叠为单位进行末端缺失，利用巴斯

德毕赤酵母表达系统表达末端缺失蛋白片段，研究蛋白 N 端和 C 端α螺旋和β折叠的缺失对内

切-β-1,4-葡萄糖苷酶 (E.C.3.2.1.4)、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶 (E.C.3.2.9.11)、内切-β-1,4-木聚糖酶 

(E.C.3.2.1.8) 活力的影响，研究其作用机理，为酶分子的蛋白质工程改造提供理论依据。 

根据 egx cDNA 全长序列，设计了 7 对引物 5-1、5-2、5-3、5-4、5-5、3-1、3-2。以 EGX 基

因 cDNA 全长序列为模版，PCR 扩增分别得到 1132bp、1089bp、1056bp、891bp、828bp、1044bp、

921bp 片段，插入载体 pPIC9K，转化巴斯德毕赤酵母 GS115，甲醇诱导表达获得 7 种末端缺失蛋

白：5-1（N 端缺失一个 α 螺旋）、5-2（N 端缺失α螺旋-β折叠）、5-3（N 端缺失α螺旋-β折

叠-α螺旋）、5-4（N 端缺失α螺旋-β折叠-α螺旋-β折叠）、5-5（N 端缺失α螺旋-β折叠-α螺

旋-β折叠-α螺旋）、3-1（C 端缺失 4 个β折叠）、3-2（C 端缺失 4 个β折叠-2 个 α螺旋）。测

定了 7 种末端缺失蛋白的内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶活

性。5-1 的内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶活性与 EGX 全

长蛋白近似。5-2 的内切-β-1,4-木聚糖酶活性与 EGX 全长蛋白近似，内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、纤

外切-β-1,4-葡萄糖苷酶活性远小于 EGX 全长蛋白。5-3、5-4、5-5、3-1、3-2 的外切-β-1,4-葡萄糖

苷酶、内切-β-1,4-木聚糖酶、外切-β-1,4-葡萄糖苷酶活性很微弱。 

N 末端第一个 β 折叠到第三个 α 螺旋之间序列的完整性对于内切-β-1,4-葡萄糖苷酶、外切

-β-1,4-葡萄糖苷酶活性、N 端第二个 α 螺旋至第三个 α 螺旋之间序列的完整性对于内切-β-1,4-木

聚糖酶活性、C 末端 4 个 β折叠和 2 个 α螺旋对于三种酶活性的高低有非常重要的意义。 

得到了 3 段 EST 序列，它们的蛋白序列分别含有 vWFA_subfaminly_ECM，Peptidase_M41，

FN3 结构域。 
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