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微紫青霉CBHÉ 酶纤维素结合结构域在
大肠杆菌中的分泌型表达及性质研究3
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(山东大学微生物技术国家重点实验室, 济南　250100)

摘要　为研究纤维素酶纤维素结合结构域的结构与功能, 进而深入了解天然纤维素的生物降解机

制和提高纤维素酶的生物工艺学价值, 采用 PCR 技术体外扩增了携带微紫青霉外切葡聚糖纤维二

糖水解酶É (CBH É ) CBD 编码区的 DNA 片段, 将 CBD 编码区 DNA 片段插入带有 E rw in ia

ca rotovora pe1B 前导肽序列的大肠杆菌质粒 pKK2tac2new 上进行了表达Λ携带微紫青霉CBD CBHÉ

编码区的大肠杆菌重组菌株DH 5Α(pKK2tac2new 28) 产生有活性的分泌型 CBD CBH É 蛋白ΛSD S2
PA GE 检测显示所产生的 CBD CBHÉ 蛋白分子量约10. 8 kD Λ在 IPT G 诱导下, 该菌株所产生的

CBD CBH É 蛋白含量达45. 2 m göL , 且90% 以上的CBD 蛋白分泌到培养物上清液中Λ结晶纤维素CF2
11溶液经CBD CBH É 处理后, 浊度比对照提高了128. 9% , 天然棉花纤维结构经 CBD CBHÉ 处理后产生

一定程度的非水解性降解作用, 表明微紫青霉CBD CBHÉ 具有解聚天然结晶纤维素的作用Λ
关键词　微紫青霉, 外切葡聚糖纤维二糖水解酶É , 纤维素结合结构域, 分泌型表达
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Express ion and Character ist ic of Secretary CBD CBHÉ

from P en icillium j an th inellum in E. coli3

W AN G T ian2hong, ZOU Yu2x ia, Sh i Y i2feng, GAO Pei2ji, L iu J i,W u J ing
(T he S ta te K ey L abora tory of M icrobia l T echnology , S hand ong U niversity , J inan　250100, Ch ina)

Abstract　 In o rder to invest iga te the funct ion and act ing m odel of cellu lo se b ind ing dom ain
( CBD ) , fu rther understand degrada t ion m echan ism of na t ive cellu lo se and enhance the
b io techno log ica l va lue of cellu lo lyt ic enzym es, the CBD 2encoding reg ion of cellob iohydro lase I
gene from P en icillium jan th inellum w as am p lif ied in v itro by PCR. A fter being trea ted w ith X baÉ
and H ind Ë , the CBD CBHÉ 2encoding reg ion w as in serted in to the dow n stream of the pelB signa l
sequence a t E. coli vecto r pKK2tac2new. T he p lasm id w ith in serted CBD CBHÉ 2encoding reg ion
DNA fragm en t w as selected and designed pKK2tac2new 28. Induced by IPT G,DH 5 Α(pKK tac2new 2
8 ) secreted 45. 2 m g of CBD CBHÉ per liter of cu ltu re. By m icrocrysta lline ab so rp t ion and
deso rp t ion, the CBD CBHÉ secreted in to the cu ltu re superna tan t by DH 5 Α(pKK tac2new 28) w as
pu rif ied and concen tra ted. T he CBD CBHÉ p ro tein had a m o lecu lar m ass of 10. 8 kD and m o re than
90% of the CBD CBH É p roduced by DH 5Α ( pKK tac2new 28 ) w ere secreted in to the cu ltu re
superna tan t. T rea ted by CBD CBH É , the increm en t of tu rb id ity of crysta lline cellu lo se CF211 w as
128. 9% , and the d isrup t ion effect on nat ive co t ton fib rils st ructu re occu rred after being trea ted
w ith CBD CBHÉ. Bo th of the experim en ts p roved the ro le of CBD CBHÉ in penetra t ing the fibers of
crysta lline cellu lo se.
Key words　P en icillium jan th inellum , Cellob iohydro lase É , Cellu lo se b ind ing dom ain, Secret ive
exp ression
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　　纤维素酶一般是由催化结构域 ( ca ta lyt ic

dom ain, CD ) 和 纤 维 素 结 合 结 构 域 ( cellu lo se

b ind ing dom ain, CBD ) 组成, 二者之间通常是一段

富含羟基的氨基酸组成的链接区[ 1, 2 ]ΛCD 水解可溶

性纤维素, 能微弱吸附但不能水解不溶性纤维素;

CBD 能吸附于纤维素表面但无水解活力Λ据报导,

瑞氏木霉 (T richod erm a reesei)外切葡聚糖酶É 和Ê

CBD 结构域的缺失, 将导致酶对结晶纤维素降解活

力的降低[ 3, 4 ]Λ因此, 对纤维素结合结构域的结构与

功能的研究, 包括对纤维素酶两个结构域的相互关

系, 以及纤维素结合结构域与纤维素之间吸附性质

的研究, 对了解纤维素的生物降解机制以及提高纤

维素酶的生物工艺学价值, 都具有重要的意义Λ
微紫青霉 (P en icillium jan th inellum ) 是一种腐

生性的半知菌, 能产生广谱的裂解酶类, 包括纤维素

酶、半纤维素酶、木聚糖酶、果胶酶和淀粉酶等Λ据报

导, 槐糖对瑞氏木霉的包括外切葡聚糖纤维二糖水

解酶É (CBH É ) 在内的纤维素酶有强烈的诱导作

用[ 5 ] , 但微紫青霉的 CBH É 却不被槐糖诱导[ 6 ] , 很

可能微紫青霉的 CBH É 与瑞氏木霉CBH É 具有不

同的调节机制Λ对微紫青霉CBH É 的纤维素结合结

构域的研究尚未报道Λ本实验室曾用基因序列定向

缺失的方法, 得到带有微紫青霉CBH É 纤维素结合

结构域的大肠杆菌工程菌[ 7 ] , 但该结构域是以

L acZ2CBD CBHÉ 融合蛋白的形式表达, 且不能分泌到

胞外, 造成 CBD 蛋白的下游纯化工作步骤繁琐, 耗

时多, 成本高, 工作量大Λ
本文采用 PCR 技术体外扩增了微紫青霉CBH

É 纤维素结合结构域的编码区, 利用大肠杆菌分泌

型表达载体 pKK2tac2new , 在大肠杆菌中得到微紫

青霉 CBD CBH É 蛋白的分泌型表达, 并对重组微紫青

霉CBD CBHÉ 蛋白的性质进行了研究Λ

1　材料和方法

111　菌株与质粒

　　实验中用于质粒DNA 转化的大肠杆菌菌株为

DH 5ΑΛ质粒 pU C182181, 是在 pU C18的B am H É 位

点插入了微紫青霉 cbh1 cDNA 基因而来[ 7 ] , 由德国

汉堡大学A nke koch 博士惠赠, 分子量为4. 59 kbΛ
分泌型表达载体 pKK2tac2new , 是在 pKK22323的

E coR É 和X m aÉ 位点之间插入 E rw in ia ca rotovora

的 pelB 的前导肽序列而构建的分泌型载体, 由芬兰

国家技术中心生物技术研究所惠赠[ 8 ]Λ质粒 pKK2
tac2new 28, 为本室构建, 是在 pKK2tac2new 上 pelB

的前导肽序列下游插入包括微紫青霉CBD CBHÉ 编码

区在内的长度为266 bp 的DNA 片段而来Λ
112　培养基及培养条件

大肠杆菌培养用LB 培养基, 转化恢复时使用

SOC 培养基Λ
113　D NA 操作及测序

DNA 操作按常规方法进行, 测序按双脱氧方法

进行[ 9 ]Λ
114　PCR 扩增微紫青霉CBHÉ 纤维素结合结构域

编码区

采用DNA S IS 软件程序设计 PCR 反应的两个

引物Λ引物序列为:

P rim er A 　5′2GCTCTA GA 2TCCTCTCAA C

TCGA CCT TCA 23′

P rim er B　5′2GCAA GCT T 2CCAA GA T TCT

CTA CA GGCA C23′

引物A 和B 的5′端分别带有 X baÉ 和 H indË
位点Λ

PCR 反应条件为: 97℃ 4 m in 后, 94℃ 1 m in,

55℃ 1 m in, 72℃ 1. 5 m inΛ30个循环后, 72℃延伸7

m inΛ 用 PCR 产 物 纯 化 试 剂 盒 (Boeh ringer

M annheim 公司产品)纯化得的 PCR 扩增产物Λ
115　带有微紫青霉 CBD CBHÉ 编码区的分泌型重组

质粒的构建

用 X ba É 和 H indË 双酶切 PCR 扩增产物; 用

同样的限制酶双酶切质粒pKK2tac2new DNA , 将二

者连接后转化大肠杆菌DH 5 Α, 在含Am p 50～ 100

Λgöm l 的LB 固体平板上筛选氨苄抗性转化子Λ提
取转化子的质粒, 以插入片段的大小和以质粒作为

模板再次进行 PCR 反应后是否出现预定的扩增条

带来鉴定目的重组子Λ
116　CBD CBHÉ 蛋白的制备及蛋白含量测定

将DH 5 Α(pKK2tac2new 28) 在LB 液体培养基

中活化后, 以1% 的接种量接种于含50 Λgöm l 氨卞

青霉素的LB 液体培养基, 37℃摇床培养20 h 后, 加

入 IPT G 至终浓度为0. 2 mm o löL 进行诱导, 30℃～

33℃继续振荡培养7 h, 离心, 取上清, 上清液即为含

有分泌型 CBD CBHÉ 蛋白的粗酶液Λ菌体重悬于20

mm o löL (pH 6. 0) 的磷酸缓冲液或0. 9% 生理盐水中

备用Λ将粗酶液与微晶纤维素粉混合, 低温振荡, 所

含微紫青霉 CBD CBHÉ 蛋白将被吸附于微晶纤维素,

而不能吸附于微晶纤维素的杂蛋白则通过离心去

除Λ再以含6 m o löL 脲的上述磷酸盐缓冲液洗脱

CBD CBHÉ 蛋白Λ用截留分子量为5 kD 的透析袋透析
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除盐后, 再用 PEG 20000将体积浓缩至原体积的1ö
20左右Λ

同上, 当DH 5 Α(pKK2tac2new 28) 培养液加入

IPT G 至终浓度0. 2 mm o löL 进行诱导后, 30℃继续

振荡培养7 h, 离心收集菌体Λ菌体用蔗糖缓冲液

(20% 蔗糖, 30 mm o löL T ris2C l, pH 8. 0, 1 mm o löL
ED TA )悬浮, 室温静置10 m in, 4℃ 13 000 g 离心15

m in, 得菌体, 再悬浮于5 mm o löL 冰冷的M gSO 4中,

冰浴10 m in, 4℃ 16 000 g 离心20 m in, 上清液即为

周质蛋白溶液Λ收集沉淀菌体, 超声波破碎, 即为菌

体总蛋白溶液Λ
蛋白质含量测定采用福林酚法[ 10 ]Λ

117　SD S-PAGE 蛋白质凝胶电泳

按文献 [ 10 ]进行Λ采用不连续系统, 浓缩胶为

3% , 分离胶为12. 5% Λ样品中加入200 Λl 溴酚蓝上

样缓冲液后煮沸5 m in, 在12. 5% SD S2聚丙烯酰胺

凝胶上进行凝胶电泳检测, 同时进行蛋白质分子量

测定Λ
118　pNPC 酶活力的测定

按本室以前所采用的方法进行[ 7 ]Λ
119　微紫青霉 CBD CBHÉ 处理结晶纤维素 CF-11形

成短纤维的作用

在10 m l 含有0. 1% 球磨 CF211的0. 02 m o löL
磷酸盐缓冲液体系 ( pH 6. 0) 中, 加入0. 5 m l 浓缩后

的CBD CBHÉ 酶液, 45℃, 作用24 hΛ用UV 2240积分球

附件 (Sh im adu 公司, J apan) 于550 nm 处测定其浊

度变化, 浊度变化定义为 T % = (T s2T c) öT c, T s 与

T c 分别表示样品和对照 (含有0. 1% 球磨 CF211的

缓冲液)的浊度Λ
1110　CBD CBHÉ 处理对天然棉花纤维的崩解作用及

STM 图像检测

反应混合体系为含2 m g 脱腊棉花纤维粉末

(150～ 200筛孔号) 和0. 05 m g CBD CBHÉ 肽的1 m l 5

Λm o löL 乙酸缓冲液 (pH 6. 0) Λ于45℃轻轻搅拌后,

收集棉花纤维, 80℃烘干Λ棉花纤维对照是以乙酸缓

冲液代替 CBD CBHÉ 加入后进行同样的处理Λ将处理

后的棉花纤维悬浮于无水乙醇, 在电导下胶粘固定

于新切开的高度定向的热解石墨上, 在空气中干燥

后, 根据本实验室以前所报道的方法[ 11 ] 用国产

STM CSPM 2930A 进行 STM 观察并拍照Λ

2　结果与讨论

211　PCR 扩增微紫青霉CBHÉ 纤维素结合结构域

编码区

如114方法所述, 以带有微紫青霉 CBH É 基因

cDNA 的重组质粒 pU C182181为模板进行 PCR 反

应, 体外扩增了微紫青霉 CBH É 基因 cDNA 的 C

端Λ在设计引物时, 注意使所扩增部分的读码框架与

载体保持一致Λ扩增区是从1403～ 1668之间的266

bp , 包括CBH É 酶完整的 CBD 编码区 (108 n t) , 完

整的链接区 (90 n t) 及少数 CD 编码区残基 (55 n t)

(外加终止子 TA G 和下游的10个核苷酸) ΛPCR 扩

增产物的凝胶电泳结果见 F ig. 1Λ可见扩增产物为

单一条带, 分子量在200 bp～ 300 bp 之间, 与预计扩

增片段大小一致Λ

F ig. 1 　A garo se gel electropho resis of CBDCBHÉ coding

sequence amp lified by PCR

1. N egative contro l w ithout the temp late; 2. Amp lified

p roducts by PCR; 3. DNA mo lecu lar m arkers

212　带有微紫青霉 CBD CBHÉ 结构域编码区的重组

质粒的构建和筛选

将 PCR 扩增产物用 PCR 产物纯化试剂盒进行

纯化后, 用 X baÉ 和 H indË 进行双酶切Λ将双酶切

产物与经过同样双酶切的载体 pKK2tac2new 连接,

转化大肠杆菌DH 5 ΑΛ提取氨苄抗性转化子质粒做

模板, 用上述引物再次进行 PCR 扩增 (图略) , 将证

实含有266 bp 扩增片段的质粒命名为 pKK2tac2
new 28Λ对质粒 pKK2tac2new 28上所携带的外源片段

进行测序Λ测序结果证实 pKK2tac2new 28上所携带

的 PCR 扩增片段序列与原模板序列完全相同, 且读

码框架与载体相符Λ该DNA 片段序列见 F ig. 2Λ该
片段带有CBH É 酶CBD 结构域全部36个氨基酸的

编码区 (方框部分) , 少数 (18个氨基酸) 催化区残基

编码区 (字母下划线部分) 及完全的链接区 (CBD 与

CD 之间的30个氨基酸) ΛM alee [ 12 ] 对于瑞氏木霉

CBH É 的链接区的研究表明, 链接区的存在与否,

对CBD 的吸附功能影响不大, 但对全酶的催化活力

则是非常重要的Λ催化区和吸附区之间足够的空间

距离是酶的高效催化活力所必需的Λ同时, 链

646 中国生物化学与分子生物学报 16卷

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.

Administrator
线条

Administrator
线条



ww
w.

sp
m

.co
m

.cnF ig. 2　T he sequence of PCR 2amp lified fragm ent inserted in to pKK2tac2new 28 CBD 2encoding region is show ed by square

fram e and the part ial CD 2encoding region by the th in underline

接区的保留也有利于进一步利用 pKK2tac2new 28进

行嵌合酶的构建, 或利用 CBD CBH É 进行其它酶类或

蛋白质的分离、纯化或固定研究Λ
213　SD S-PAGE 蛋白质凝胶电泳

将微紫青霉 CBH É 酶底物吸附区编码区连接

到分泌型表达载体 pKK2tac2new 上, 在大肠杆菌中

得到了 CBD CBHÉ 蛋白的分泌型表达Λ为使菌体充分

表达外源蛋白, 在对DH 5 Α(pKK2tac2new 28) 加入

IPT G 诱导后, 改为30℃培养Λ如116和117所述方

法, 制备 DH 5 Α(pKK2tac2new 28) 分泌到胞外的

CBD 蛋白并进行 SD S2PA GEΛ电泳结果如 F ig. 3所

示Λ图中第3行和第4行均为单一蛋白条带, 与标

F ig. 3　SD S2PA GE analysis of secretive CBDCBHÉ by DH 5 Α

(pKK2tac2new 28)

1. Samp le treated by m icrocrystalline abso rp tion and

deso rp tion using the in tracellu lar p ro teins of DH 5 Α(pKK2

tac2new 28) ;

2. T he p ro tein mo lecu lar m arkers;

3. CBDCBHÉ located in the perip lasm ic space;

4. CBDCBHÉ secreted in to the cu ltu re supernatan t;

5. To tal p ro teins of cells of DH 5 Α(pKK2tac2new 28) ;

6. To tal p ro teins of cells of DH 5 Α(pKK2tac2new )

准蛋白分子量比较, 此蛋白分子量约为1018 kD , 并

且具有生物活性, 说明 CBD CBHÉ 编码区已在DH 5 Α
(pKK2tac2new 28)中得到表达并分泌至胞外Λ
214　D H5 Α(pKK- tac-new-8) CBD CBHÉ 蛋白的定位

及含量测定

利用 CBD 蛋白能可逆地吸附于结晶纤维素的

性质, 通过对微晶纤维素的吸附、解吸附过程, 对

DH 5 Α(pKK2tac2new 28) 分泌到胞外上清液中以及

在周质空间的CBD CBHÉ 蛋白进行了分离、纯化Λ另一

方面, 分离、纯化过程的顺利进行也证实了所克隆的

蛋白具有CBD 生物活性Λ将菌体内总蛋白溶液样品

对微晶纤维素进行同样的吸附、解吸附处理后, 进行

SD S2PA GE 凝胶电泳, 未见有 CBD CBHÉ 蛋白带出现

(F ig. 3泳道1) Λ用 Fo lin2酚法测定DH 5Α(pKK2tac2
new 28) 分泌至胞外上清液中和在周质空间的 CBD

蛋白含量Λ测定结果见 T ab le 1Λ测定结果证明DH 5

Α(pKK2tac2new 28) 所产生的 CBD CBH É 蛋白的大部

分 (约91% ) 已分泌到培养物上清液中Λ这为下一步

进行CBD CBHÉ 蛋白的大规模分离纯化提供了条件和

工作依据Λ

Table 1　T he amoun ts of CBD s p roduced by DH 5 Α (pKK2
tac2new 28)

L ocalization Θ(CBDCBHÉ ) öm gõL - 1 Ratio (% )

Supernatan t 41. 1 90. 9

Perip lasm ic space 4. 12 9. 1

In tracellu lar 0 0

To tal 45. 22 100

　 N o te: T he resu lts w ere average values of th ree dup licate

experim ents

215　D H5 Α(pKK- tac-new-8)CBHÉ 酶活力测定

CBH É 酶活力通常可用测定 pN PC 活力来表
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示Λ提取经 IPT G 诱导后的DH 5 Α(pKK2tac2new 28)

粗酶液, 测定其 pN PC 活力Λ测定结果DH 5 Α(pKK2
tac2new 28) 的 pN PC 活力为0, 证实该菌株不再具有

CBH É 酶的催化活力, 即 pKK2tac2new 28上所携带

PCR 扩增片段中所残存的催化区18个氨基酸残基

确实不再具有催化活力Λ
216　微紫青霉 CBD CBHÉ 处理结晶纤维素 CF-11形

成短纤维的作用

如方法 119所述, 用 CBD CBH É 液处理浓度为

0. 1% 的纤维素粉 CF211, 处理结果见 T ab le 2Λ
45℃, 24 h 作用后, 经CBD CBHÉ 处理的CF211溶液的

浊度比未经 CBD CBHÉ 处理的 CF211对照有明显升

高, 升高幅度达128. 9% , 浊度的升高显然是由于短

纤维的形成而造成Λ由此可见, 微紫青霉 CBD CBH É 对

天然结晶纤维素 CF211的处理, 可帮助部分短纤维

由天然纤维素表层结构中剥离、脱落, 从而对天然结

晶纤维素产生一定程度的疏解作用Λ

Table 2　T he tu rb idity of CF211 so lu t ion w ith and w ithou t

CBDCBHÉ at 550 nm after 24 h of incubation at 45℃

T reatm ent T urb idity Increm ent of tu rb idity (% )

0. 1% CF211 w ith buffer

instead of CBDCBHÉ
26. 60 —

0. 1% CF211 w ith CBDCBHÉ 60. 90 128. 9

217　CBD CBHÉ 对天然棉花纤维结构的崩解作用

天然棉花纤维按1. 10所述方法处理后进行隧道

扫描电镜图像观察 (F ig. 4) , 可见天然棉花纤维在加

入 CBD CBHÉ 处理4～ 6 h 后, 与不加 CBD 的对照相

比, 棉花纤维明显变得膨松、粗糙, 纤维表面更加不

规则, 并可见某些单个的微纤维由棉花纤维表面剥

离、脱落 (F ig. 4 B , C) Λ

F ig. 4　STM im age of native co tton fib rils treated by CBDCBHÉ

(A ) N ative co tton fibers ( Iref: 0. 28 nm; V bais: 420 mV ; Scanning area: 64 nm ×64 nm ) ;

(B)Co tton fibers treated w ith CBDCBHÉ fo r 4 hours ( Iref: 0. 28 nm; V bais: 420 mV ; Scanning area: 64 nm×64 nm ) ;

(C)Co tton fibers treated w ith CBDCBHÉ fo r 6 hours ( Iref: 0. 28 nm; V bais: 420 mV ; Scanning area: 64 nm×64 nm ).

　　纤维素 CF211经微紫青霉 CBD CBH É 作用后, 浊

度明显发生变化ΛCBD CBHÉ 的处理对天然棉花纤维

结构产生一定程度的崩解作用, 这些结果为探索微

紫青霉CBD CBH É 在纤维素酶降解结晶纤维素中所起

的作用提供了实验证据Λ由我们的实验结果分析, 微

紫青霉CBD CBH É 作为外切葡聚糖纤维二糖水解酶的

一个结构域, 不仅有引导全酶吸附到纤维素上的功

能, 作为CBD 结构域本身也能对天然结晶纤维素起

到一定程度的疏解或崩解作用, 其过程可能涉及到

氢键的断裂ΛKarau lis P 等[ 13 ] 曾报道了瑞氏木霉

CBH É CBD 蛋白的三维结构, 发现它折叠成大小

为3. 0 nm ×1. 8 nm ×1. 0 nm 的楔形结构Λ外切葡

聚糖纤维二糖水解酶 CBD 的这种高级立体结构使

它易于插入天然结晶纤维素的表层, 从而使纤维素

链之间的氢键断裂, 部分短纤维从结晶纤维素表层

脱落, 而使结晶纤维素由原来相对较规则而紧密的

结构变得疏松和不规则, 在一定程度上起到了帮助

无定形化的作用Λ
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