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摘  要：纤维素酶能降解纤维素，被广泛应用于生物修复、食品加工、化工合成等领域，开发高

活力、广底物、耐高温高碱等极端条件的新型纤维素酶具有重要意义。宏基因组学以特定环境样

品中微生物的基因组总和为研究对象，避开传统的微生物分离培养过程，为基因资源的开发、利

用提供了新技术。文中结合本课题组的研究工作，综述了利用宏基因组学获取纤维素酶的策略，

同时着重介绍利用宏基因组学从动物胃肠道、土壤等环境中获取纤维素酶的研究。 
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Abstract: Cellulases can degrade cellulose and widely applied in bioremediation, food processing, 
chemical synthesis and other fields. Therefore, it is really significant to develop new types of cellulases 
that have high activity, broad substrate spectrum, high temperature and alkali resistance, and other 
anti-extreme-conditions capacity. The metagenomic technology focuses on the sum of microbial 
genomes in environmental samples, avoiding traditional process of microbial isolation and culture, and 
provides a new technology for the development and utilization of genetic resources. Combined with our 
own findings, this paper summarizes the strategies of gaining cellulases by use of metagenomic 
technology, and highlights advances in studying cellulases from animal gastrointestinal tract, soil and 
other environment with metagenomics. 
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纤维素是地球上最丰富的可再生资源之一，由

植物光合作用产生，在解决能源和环境危机中起到

重要的作用，但纤维素需被降解为葡萄糖后才能更

好的利用[1]。纤维素的降解由内切葡聚糖酶、外切

葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶协同作用完成，而微生物

是纤维素酶的主要来源，因此分离微生物是获取纤

维素酶的首要步骤，一直以来研究者多利用纯培养

技术预先从环境样品中分离出能够利用纤维素的

微生物，再从其体内提取相关的酶。由于纯培养技

术的限制，自然界中大部分微生物未能获得纯培 

养[2]，因此从可培养微生物中筛选出的纤维素酶种

类单一、重复率高、新颖性不足，严重阻碍人们对

其认识及利用。近年发展起来的宏基因组学避开传

统的微生物分离培养过程，直接研究特定环境中的

基因组 DNA，借助新一代测序技术和生物信息学平

台，挖掘利用大量过去无法获得的新基因资源，如

编码苯酚羟化酶、蛋白酶、木聚糖酶等活性物质的

基因[3-5]。宏基因组学的出现对了解复杂环境中的微

生物群落组成及其代谢功能具有重要意义，也为人

类研究和开发微生物基因资源开辟了新途径。 

1  纤维素酶的组成和来源 

纤维素是吡喃-D-葡萄糖以 β-1,4 糖苷键连接而

成的直链状大分子，重复单位是纤维二糖，分子式

为(C6H10O5)n，不溶于水和一般有机溶剂[6]。纤维素

酶分解纤维素产生寡糖和纤维二糖最终水解为葡

萄糖，可分为三类 [7-8]：内切 -1,4-β-D-葡聚糖酶

(Endo-β-1,4-glucanases，EC3.2.1.4，简称 EG)、外

切-1,4-β-D-葡 聚 糖 酶 (Exo-β-1,4-glucanases ，

EC3.2.1.91，简称 CBH I；EC3.2.1.176，简称 CBH II)

和 β-葡萄糖苷酶(β-1,4-Glucosidases，EC3.2.1.21，

简称 BG)。内切酶主要作用纤维素的非结晶区，随

机水解纤维素链中的糖苷键，把纤维素长链切成短

链，暴露出新末端；外切酶 I (CBH I)、外切酶 II (CBH 

II)分别从纤维素分子还原端、非还原端降解结晶纤

维素，每次切下一个纤维二糖分子；β-葡萄糖苷酶

切割纤维二糖和纤维寡糖的非还原端生成葡萄糖

分子。目前很多真菌、细菌、放线菌被证实能产纤

维素酶[9]，真菌中产纤维素酶的微生物种类很多，

已发现多达 68 个属，其中主要有绿色木霉、里氏

木霉、黑曲霉、球毛壳、斜卧青霉、米曲霉等；细

菌主要有假单孢菌属、杆菌属、梭菌属等；放线菌

主要有高温放线菌、诺卡氏菌、节杆菌、小单孢菌、

链霉菌属等。 

2  利用宏基因组学获取纤维素酶及其基因
的策略 

传统纤维素酶研究主要是从木质纤维素活跃

降解的环境中分离能产生纤维素酶的微生物，然后

再进行基因的克隆、表达和鉴定。宏基因组学避开

了传统微生物分离培养过程，为纤维素酶的开发提

供崭新的方法。目前利用宏基因组学获取纤维素酶

及其基因的方法主要有 3 种：(1) 将宏基因组 DNA

构建宏基因组文库，从文库中筛选纤维素酶；(2) 同

源克隆，即依赖氨基酸或者核酸序列的保守性，设

计纤维素酶简并引物获得基因片段，然后通过

TAIL-PCR、反转 PCR 等方式获得全长基因；(3) 直

接将基因组进行测序。 

2.1  宏基因文库筛选法 

构建宏基因文库是从环境样品中直接提取微

生物基因组 DNA，经纯化及片段化后连接合适的载

体，如 λ 噬菌体、Fosmid 和 BAC (Bacterial artificial 

chromosome)等，并转化到大肠杆菌等宿主中进而

对文库进行筛选。由于环境样品中的微生物种类繁

多、取样环境复杂，宏基因组文库容量较大，所以

活性克隆子的筛选是获取新活性物质的关键，需要

通过高通量和高灵敏度的方法来筛选和鉴定文库，

目前纤维素酶常用的筛选方法有活性筛选(Activity 

screening)和序列筛选(Sequence screening)。 

2.1.1  活性筛选：活性筛选以活性测定为基础，将

文库中的克隆涂布于目的基因发挥活性的底物筛

选平板，能够表达外源活性蛋白的克隆周围会出现

比较明显的变化，如透明圈、颜色变化等，或者利

用生物化学手段分析其表达产物的物理特性(如荧
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光)进行目标克隆的筛选，得到含有目的基因的克

隆，再通过亚克隆等方法获得目的基因。外切纤维

素酶活性克隆的筛选多采用 Heptinstall 的方法[10]。

4-Methylumbelliferyl-β-D-cellobioside (4-MUC)是一

种荧光物质近年来被广泛用来筛选外切纤维素酶，

Geng 等[11]采用该物质从库容为 1105 的 Fosmid 文

库中获得 121 个荧光活性菌株。 

β-葡萄糖苷酶可与许多底物作用并显色，很多

研究者利用这一特性筛选出大量的阳性克隆。(1) 

Wierzbicka-Wos 等[12]利用 X-gal (5-Bromo-4-chloro- 

3-indoglucopy ranoside)为底物，从平板上获得一个

具有蓝色水解圈的 β-葡萄糖苷酶克隆；(2) Bao 等[13]

用 pNPG (p-Nitropheny-β-D-glucopyranoside)为底物，

显现黄色水解圈的鉴定为阳性克隆；(3) β-葡萄糖苷

酶筛选最常用的底物是七叶苷[14]，七叶苷被 β-葡萄

糖苷酶分解生成七叶素，七叶素和柠檬酸铁铵中铁

离子发生反应形成黑色化合物。 

内切葡聚糖酶活性克隆筛选多采用羧甲基纤

维素钠-刚果红染色法[15]，产生水解圈的即为目的克

隆，也可直接在筛选平板中添加刚果红，测序分析

具有水解圈的克隆排除淀粉酶、色素水解酶等假阳

性，此外还有报道采用 AZCL-HE cellulose 作为检测

底物，产生蓝色水解圈的克隆具有内切酶活性[16]。 

由于功能基因或基因产物在外源宿主中不能

表达或表达后没有活性，导致活性筛选效率较低，

为增加活性筛选的灵敏度，可用氯仿熏蒸对克隆进

行破壁处理，使大肠杆菌中的蛋白质释放，提高筛

选效率；Nimchua 等[16]使用 ENZhance 细胞透化剂

来促进胞内酶释放，避免细胞的破碎过程从而对文

库进行快速筛选。 

2.1.2  序列筛选：序列筛选根据已知相关功能基因

的保守区序列设计探针或 PCR 引物通过杂交或

PCR 扩增筛选出阳性克隆，或者鉴于第二代 DNA

测序技术直接对所构建宏基因组文库中的克隆子

进行测序，获得目的基因信息。序列筛选法不需要

基因表达即可从文库中筛选到目的基因，操作简

单，便于筛选大量文库。Berlemont 等[17]同时运用

功能筛选和序列筛选从南极土壤构建的 BAC 文库

中获得 11 个纤维素酶基因，为低温环境中纤维素

酶的基因多样性和酶的分布增加了一个新的视点。

Ohtoko 等[18]利用白蚁后肠共生微生物为样品构建

cDNA 文库，经 PCR 扩增获得丰富的 GH45 家族纤

维素酶基因。 

2.2  同源克隆法 

同源克隆法通过目标基因的保守区设计特异

的简并引物，利用该简并引物直接从环境宏基因组

中获得目标基因的部分信息，以获得的基因片段信

息构建文库分析多样性，为发掘具有应用潜力的纤

维素酶提供基础认识，此后从片段文库中选择具有

代表性的基因通过 TAIL-PCR、反转 PCR 等方式获

得全长基因，序列经 BLAST 比对后初步确定序列

的新颖性，从而提高获得新颖活性蛋白的可能   

性[19]。该方法建立在数据库序列的基础上，随着蛋

白数据库的几何式扩增，此方法越来越受到人们的

关注。Edwards 等[20]根据真菌来源的 GH7 家族纤

维素外切酶(CBH I)的保守区设计简并引物，以土壤

总 DNA 为模板扩增 GH7 家族纤维素酶基因并进行

分析；Xiong 等[21]设计了 3 对 GH9 家族纤维素酶引

物，采用土壤的 DNA 为模板，经多重 PCR 获得 127

个同源基因；李劲亭等[22]从荷斯坦奶牛瘤胃中获得

大量核苷酸序列相似性在 58.65%−100%之间的

GH48 家族的纤维素酶基因。 

2.3  宏基因组直接测序 

基因组测序能够较为全面的揭示基因组遗传

信息，以 454、Solexa 和 Solid 技术为标志的新一代

测序技术降低测序成本，提高测序速度。近年来大

量文献报道利用测序技术分析动物胃肠道微生物

的宏基因组，如山羊[23]、驯鹿[24]、骆驼[25]、猪[26]、

牛[27]等。为高效分析宏基因组测序产生的海量数

据，生物信息学平台成为宏基因组学研究的重要手

段，数据组装、基因预测、功能注释等相关的计算

系统和软件平台不断开发，被大量用于环境样品微
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生物宏基因组的物种分类和功能组成研究[28]。 

3  宏基因组学在不同环境样品中获取纤维
素酶的研究 

3.1  宏基因组学用于动物胃肠道微生物中纤维

素酶的研究 

随着分子生物学技术的迅速发展，宏基因组学

技术成为肠道微生物多样性研究和群落结构分析

的重要手段，动物胃肠道微生物在长期摄食与环境

相互作用的过程中进化成独特肠道菌群，不同的动

物体由于饮食、环境、遗传、疾病等影响使其进化

过程中形成与自身协调发展的肠道微生物，并具有

编码相应酶类的基因以适应生活状态。国内外研究

者通过构建动物胃肠道微生物宏基因组文库筛选

到大量糖苷水解酶，且大多来自反刍动物瘤胃和一

些植食性动物的胃肠道。 

3.1.1  宏基因组学用于瘤胃微生物中纤维素酶的

研究：反刍动物的瘤胃是消化植物纤维素的器官，

其中栖息着复杂多样的微生物如真菌、细菌、原生

动物和古细菌等，能分泌各种纤维素酶、半纤维素

酶、果胶酶等水解酶类。目前国内外很多学者通过

构建瘤胃微生物宏基因组文库成功筛选到大量纤

维素酶基因(表 1)。Gong 等[29]提取牛瘤胃内容物构

建大片段文库，采用功能筛选法获得 25 个纤维素 
 

表 1  利用宏基因组学从瘤胃中获得的纤维素酶 
Table 1  Identifying cellulase from the metagenome of animal rumen 

样品 

Sample 

筛选对象 

Screening target 

文库类型 

Library type 

筛选方法 

Screening method 

筛选效率 

Screening 
efficiency 

参考文献 

Reference

Yak rumen β-Glucosidase Cosmid library Activity 
screening 

pNPG 2/4 000 [13] 

Cow rumen Endoglucanase BAC library CMC 25/6 000 [29] 

Goat rumen Endoglucanase/ 
β-Glucosidase 

BAC library CMC/EH-FAC 2/5 000 [31] 

Cow rumen Cellulase/Xylanase BAC library CMC 26/15 360 [32] 

Bovine 
rumen 

Endoglucanase Cosmid library CMC/MUC 1/8 000 [33] 

Cow rumen Endoglucanase λ Phage library OBR-HEC 7/14 000 [34] 

Cow rumen Multifunctional glycosyl 
hydrolase 

λ Phage library AZO-xylan 1/50 000 [35] 

Bovine 
rumen 

β-Glucosidase Cosmid library EH-FAC 118/126 000 [36] 

Buffalo 
rumen 

Endoglucanase/ 
β-Glucosidase 

Cosmid library CMC/EH-FAC 61/15 000 [37] 

Buffalo 
rumen 

Endoglucanase/ 
β-Glucosidase 

Cosmid library MUC 46/15 600 [38] 

Calf rumen Multifunctional glycosyl 
hydrolase 

Fosmid library CMC 1/12 288 [39] 

Goat rumen Xylanase/Glucanase Fosmid library CMC 10/9 500 [40] 

Buffalo 
rumen 

Endoglucanase Fosmid library AZCL-HEC 93/10 000 [41] 

Buffalo 
rumen 

Cellulase Metagenomic DNA Sequence 
screening 

PCR 2/− [42] 

Bovine 
rumen 

Cellulase Fosmid library 454 pyrosequencing 2/70 000 [43] 

Bovine 
rumen 

Endoglucanase/ 
β-Glucosidase 

Metagenomic DNA 809/− [44] 

Note: CMC: Carboxymethylcellulose; MUC: 4-Methylumbelliferyl-β-D-cellobioside; EH-FAC: Esculin hydrate and ferric ammonium citrate; 
PASC: Phosphoric-acid-swollen cellulose; OBR-HEC: Ostazin brilliant red-hydroxyethyl cellulose; pNPG: p-Nitrophenyl-β-D- 
glucopyranoside; X-gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside; AZCL-HEC: AZCL-HE-Cellulose; DNP-C: 2,4-Dinitrophenyl- 
β-cellobioside; –: Not reported. 
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酶活性克隆，亚克隆分析获得 10 个具有 β-葡萄糖

苷酶活性的基因，进一步研究基因 Cel14b22 的表达

产物发现在 pH 4.0−10.0 范围内较稳定，能水解

β-1,3 和 β-1,4 键连接的多糖，对微晶纤维素和滤纸

表现出一定的活性。许发芝等[30]构建山羊瘤胃宏基

因组文库，通过活性筛选获得 10 个具有 β-葡萄糖

苷酶活性的克隆，对阳性克隆 pET-6 进一步亚克隆

得到基因 umcel6X，其编码产物与来自 Dictyoglomus 

thermophilum H-6-12 的 β-葡萄糖苷酶序列相似性仅

为 55%。 

多功能糖苷水解酶对木质纤维素的高效利用

具有重要意义，因此近年来利用宏基因组学获取双

功能和多功能纤维素水解酶成为研究热点。Bao  

等[13]采用 pNPG 和 pNPX 为底物，从牦牛瘤胃宏基

因文库中筛选到一个表现 β-葡萄糖苷酶和木糖苷

酶活性的基因，其重组蛋白能有效水解纤维低聚

糖。Rashamuse 等[43]从牛瘤胃宏基因组文库中获得

同时具有纤维素内切酶和木聚糖酶活性的基因

cel5A 和 cel5B，酶学性质研究表明其具有强耐碱和

耐热性，能分解 β-1,4 键连接的纤维素和半纤维素。

Gruninger 等[45]利用功能筛选法从奶牛瘤胃宏基因

文库中获得一个兼具 β-葡萄糖苷酶、β-木糖苷酶和

α-阿拉伯糖苷酶活性的基因。 

为进一步提高宏基因组文库的筛选效率，研究

者开始关注将高通量筛选和新一代测序技术结合

起来筛选新的纤维素酶基因。2013 年，Ko 等[46]利

用机械化高通量筛选系统(Robotic-high-throughput 

screening system)从韩国奶牛瘤胃和土壤微生物文

库中获得 4 个外切纤维素酶基因，其中 CelEx-BR12

具有外切纤维素酶、内切纤维素酶和木聚糖酶活

性，在生物技术领域具有广泛的应用前景[47]。 

此外，宏基因组学还被用于分析不同动物瘤胃

样品中的微生物群落和水解酶，Moon 等[48]通过比

较荷斯坦奶牛、韩国本地奶牛、韩国本地山羊和杂

交绵羊瘤胃中的微生物群落和 3 种多糖降解酶(葡

聚糖酶、木聚糖酶和淀粉酶)的活性，发现山羊瘤胃

中的细菌和真菌数目明显高于其它反刍动物，且所

含葡聚糖酶、木聚糖酶和淀粉酶活性最高，表明不

同物种反刍动物瘤胃中微生物的组成及多糖降解

酶的活性不相同。Dai 等[49]采用牦牛瘤胃内容物构

建 BAC 文库，通过功能筛选获得 223 个纤维素酶

克隆并将其进行焦磷酸测序和功能注释，发现其胃

肠道中存在丰富的 GH5、GH9 家族的纤维素基因，

却缺少多数微生物纤维素酶系中重要组成成分

GH48。 

3.1.2  宏基因组学用于非反刍动物胃肠道微生物

中纤维素酶的研究：对瘤胃微生物纤维素酶进行了

大量研究之后，研究者开始关注非瘤胃植食性动

物，目前利用宏基因组学从非瘤胃动物胃肠道中已

获取多种糖苷水解酶类(表 2)。 

Feng 等[50]在国际上首次采用未培养方法从兔

子盲肠宏基因文库中筛选到 4 个内切-1,4-β-葡聚糖

酶和 7 个 β-葡萄糖苷酶的活性克隆，进一步亚克隆

和序列分析发现基因编码产物与数据库中已有纤

维素酶序列一致性低于 50%。Chandrasekharaiah  

等[53]以斑马粪便宏基因组为模板，设计寡核苷酸引

物扩增纤维素酶基因，获得同时具有外切纤维素酶

活性和内切纤维素酶活性的基因，其重组蛋白表现

出较好的温度稳定性和 pH 稳定性，在农业废弃物转

变为燃料、化工原料等方面具有潜在的应用价值。 

Tasse 等[54]运用功能性宏基因组学对人体肠道

微生物膳食纤维分解酶进行分析，为人体肠道功能

性营养链认识提供了新的视野，并从中获得内切纤

维素分解酶基因。白蚁是自然界纤维素的天然降解

者，Wang 等[59]构建黄球白蚁宏基因组文库并从中

筛选到一个 GH1 家族的耐热 β-葡萄糖苷酶新基因，

重组酶在 90 °C 条件下半衰期为 1 h，因此在生物燃

料、食品、饲料加工等领域具有较大地应用潜力。

Wang 等[60]通过构建猪前肠和盲肠内容物宏基因组

文库，经活性筛选获得 12 个纤维素酶基因，其中

包括纤维二糖磷酸化酶基因。 

动物胃肠道存在着大量的微生物群落，构成了

动物消化道微生物区系，这些微生物群落是动物长

期进化的结果。非人灵长类动物与人类在系统进化 
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表 2  利用宏基因组学从非瘤胃动物胃肠道中获得的纤维素酶 
Table 2  Identifying cellulase from the metagenome of monogastric animal gastrointestinal tract 

样品 

Sample 

筛选对象 

Screening targe 

文库类型 

Library type 

筛选方法 

Screening method 

筛选效率

Screening 
efficiency 

参考文献

Reference

Rabbit cecum β-Glucanase/  
Endoglucanase 

Cosmid library Activity 
screening 

CMC MUC 11/32 500 [50] 

Abalone gut Cellulase Fosmid library CMC  1/90 000 [51] 

Mice large-bowel β-Glucanase BAC library lichenin 3/5 760 [52] 

Batocera horsfieldi gut Cellulases Metagenomic DNA Sequence 
screening 

TAIL-PCR 11/− [19] 

Burchelli fecal Exo-β-1,4-glucanase Metagenomic DNA PCR 1− [53] 

Reindeer rumen Cellulases Metagenomic DNA 454 pyrosequencing 406/− [24] 

Human gut Endoglucanase Fosmid library 11/704 000 [54] 

Termite hindgut Endoglucanase Metagenomic DNA 35/− [55] 

Foregut contents of wallaby Glycoside hydrolases Shotgun library 557/− [56] 

Snail Cellulases Metagenomic DNA 57/− [57] 

Fecal samples of giant 
panda 

Glycoside hydrolases Metagenomic DNA 448/− [58] 

 
上关系较近，因此研究其胃肠道微生物组成对于进

一步认识和了解人类及其胃肠道微生物的进化具

有重要意义。然而目前对非人灵长类动物胃肠道微

生物的研究较少，因此本实验室以植食性的非人灵

长类动物滇金丝猴为研究对象，利用宏基因组

Shotgun 测序对其粪便微生物的多样性及其中存在

的木质纤维素降解酶类进行了全面研究(结果待发

表)。测序分析表明，滇金丝候粪便微生物中涵盖

79 个糖苷水解酶家族的木质纤维素降解酶基因，其

中以 GH13、GH2、GH3、GH43 为主。通过与驯    

鹿[24]、白蚁[55]、袋鼠[56]、牛[44,61]的胃肠道宏基因组

数据比较，发现滇金丝猴与奶牛、驯鹿、白蚁相似，

胃肠道微生物中 GH5 纤维素酶数量明显高于 GH9；

同时，我们还发现在滇金丝猴粪便微生物中存在丰

富的 GH28 家族的半纤维酶基因，而该家族的水解

酶在其他食草动物中数量较少。 

上述研究证实了利用宏基因组学从动物胃肠

道中获取新型纤维素酶的可行性，也表明动物胃肠

道内蕴藏着大量潜在的纤维素分解酶基因资源，为

新型纤维素分解酶类的研究开发提供了丰富资源。

然而，目前从动物胃肠道中所获得的纤维素酶主要

集中在 GH5、GH9、GH44、GH26、GH1、GH3 等

家族，其中以 GH5 家族居多，至今还未见采用功能

筛选法从宏基因组文库中获得 GH6、GH7、GH48

家族外切纤维素酶的报道。此外，不同植食性动物

由于摄食种类不同，其胃肠道内植物生物质降解酶

的种类也存在一定差异(表 3)，如其他动物中很少存

在的 GH45 在奶牛瘤胃中却较为丰富；奶牛瘤胃中

的 GH7 和蜗牛中的 GH6 在其他植食性动物中并不

存在；而 GH48 只少量存在于奶牛、蜗牛、驯鹿中。 

3.2  宏基因组学用于土壤微生物中纤维素酶的

研究 

土壤微生物的代谢物不仅能为植物提供营养

成分，而且会对土壤的理化性质产生影响，土壤中

的木质纤维素资源在微生物的协同作用下充分降

解，研究者利用这一特性从土壤微生物宏基因组中

筛选到大量纤维素酶基因(表 4)。 

红树林土壤具有沼泽化和盐渍化等特征，其植

物凋落物丰富造就特色微生物资源，Thompson 等[62]

对 巴 西 红 树 林 土 壤 微 生 物 进 行 宏 基 因 组 测 序
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表 3  不同植食性动物胃肠道内的纤维素酶 
Table 3  Identifying cellulase from the gastrointestinal tract of different herbivorous animals 

家族 

Family 

驯鹿瘤胃 

Reindeer rumen[24] 

牦牛瘤胃 

Yak rumen[49] 

牛瘤胃 

Bovine rumen[44]

白蚁

Termite[55]

奶牛瘤胃 

Cow rumen[61] 

袋鼠

Wallaby[56] 

蜗牛

Snail[57]

GH5 287 12 8 56 1 451 10 36 

GH6 0 0 0 0 0 0 4 

GH7 0 0 0 0 1 0 0 

GH9 109 7 7 9 795 0 15 

GH44 5 0 0 6 − 0 0 

GH45 0 1 0 4 115 0 0 

GH48 5 0 0 0 3 0 2 

Total 406 20 15 75 2 365 10 57 

 
 

表 4  利用宏基因组学从土壤中获得的纤维素酶 
Table 4  Identifying cellulase from the metagenome of soil 

样品 

Sample 

筛选对象 

Screening target 

文库类型 

Library type 

筛选方法 

Screening method 

筛选效率 

Screening efficiency 

参考文献

Reference

Mangrove soil β-Glucanase Plasmid library Activity 
screening 

EH-FAC 1/− [63] 

Soil β-Glucosidase Fosmid library EH-FAC 11/90 000 [64] 

Soil Endoglucanase Cosmid library CMC 8/1 700 [65] 

Soil β-Glucosidase Plasmid library EH-FAC 2/3 000 [66] 

Karst soil β-Glucanase Shotgun library EH-FAC 3/− [67] 

Alkaline soil β-Glucanase Plasmid library EH-FAC 1/30 000 [68] 

Mangrove soil β-Glucanase – EH-FAC 1/20 000 [69] 

Grassland soil Endo-β-1,4-glucanase Fosmid library EH-FAC 1/4 600 [70] 

Red soil Endo-β-1,4-glucanase BAC library CMC 1/3 024 [71] 

Agricultural soil Alkaline β-glucosidases Plasmid library EH-FAC 2/45 000 [72] 

Wetland soil β-Glucanase Fosmid library MUC 5/14 000 [73] 

Soil Endoglucanase Fosmid library DNP-C 1/96 144 [74] 

Soil Cellulase Metagenomic DNA Sequence 
screening 

PCR 127/− [21] 

 
获得大量多环芳烃降解酶和糖苷水解酶基因。Li  

等[63]在红树林土壤微生物文库中发现具有大豆异

黄酮糖苷水解能力和高浓度葡萄糖耐受性的新型

β-葡萄糖苷酶基因。麦志茂等[75]利用功能筛选从红

树林土壤微生物文库中获得 17 个具有 β-葡萄糖苷

酶活性的克隆，通过进一步亚克隆获得 2 个新的  

β-葡萄糖苷酶基因，后续研究从该文库中获得的

GH44 家族内切葡聚糖酶基因，氨基酸序列与其他

已知的内切葡聚糖酶相似性低于 50%[76]。 

陆坚等[64]采用宏基因组技术首次构建高糖土

壤微生物文库，从库中获得 11 个具有 β-葡萄糖苷

酶活性的克隆，对两个表达高活性的克隆进行亚克
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隆分析获得两个编码新型 β-葡萄糖苷酶的基因

unbgl3A 和 unbgl3B，在核苷酸水平上发现两基因与

已知数据库中的 β-葡萄糖苷酶基因没有任何相似

性，后续进一步研究 unbgl3A 发现其产物对葡萄糖

和 NaCl 有很高的耐受性[77]。虽然对木质纤维素降

解菌及酶类的研究广泛，但是对于古生菌降解结晶

纤维素研究报道却很少，Graham 等[78]首次报道从

热泉土壤微生物中获取强耐热性且具有纤维素降

解能力的古细菌，宏基因组技术分析其结构域和重

组蛋白活性，发现其最适温度为 109 °C，具有较强

的洗涤剂抗性、耐盐性和金属离子抗性。 

3.3  宏基因组学用于堆肥和沉积物微生物中纤

维素酶的研究 

堆肥和沉积物也是纤维素广泛降解的环境，利

用宏基因组学研究者从中也获得了相关的纤维素

酶及其基因(表 5)。Sae-Lee 等[79]用猪粪、水果、废

弃蔬菜等 45 种材料制作堆肥建立文库，筛选到一

个 GH43 家族的嗜酸性纤维素克隆，重组酶兼具内

切纤维素酶和内切木聚糖酶活性，在生物乙醇发酵

领域具有巨大的应用潜力。Yeh 等[80]首次以稻杆堆

肥为研究对象，从宏基因组文库中筛选到一个

GH12 家 族 的 新 内 切 葡 聚 糖 酶 基 因 ， 其 与

Micromonospora aurantiaca 和 Thermobispora sp.来

源的内切葡聚糖酶基因相似性仅为 70%。Uchiyama

等[81]首次报道从堆肥微生物文库中获得兼具高葡

萄糖耐受性和转糖基活性的 GH1 家族 β-葡萄糖苷

酶。Geng 等[11]从沼气池沉积物宏基因文库中获得

一个内切 β-1,4-葡聚糖酶基因(GH5)，并成功实现了

该基因在真菌 Trichoderma reesei 中的异源表达，后

续研究采用功能筛选和 454 测序技术从库中获得了

21 个相似性在 39%−72%之间的糖苷水解酶基因[82]。 

3.4  宏基因组学用于水体微生物中纤维素酶的

研究 

复杂多变的海洋环境赋予了海洋微生物在物

种资源、基因功能和生态功能的生物多样，宏基因

组学丰富了人们对于海洋微生物群体生态和进化

的认识，提供了人类从海洋天然宝库寻找新型功能

生物活性物质和工业酶制剂的新方法。Grant 等[86]

从埃及富含苏打的湖水文库中获得 16 个内切葡聚

糖酶基因，并对来源于 GH9 和 GH79 家族的两个

基因做了详细研究。Ress 等[87]利用水体微生物建

立文库，筛选到 3 个 GH9 家族内切葡聚糖酶基因，

这 3 个基因的蛋白产物与已报道的 Clostridium 

thermocellum、C. cellulovorans、Fusobacterium 

mortiferum 的 内 切 葡 聚 糖 酶 的 相 似 性 仅 为

26%−29%。房伟等[88]从中国南海海洋表层海水微生

物宏基因组文库中筛选到 6 个 β-葡萄糖苷酶克隆，

对其中活性较强的克隆进一步亚克隆和序列分析

后获得一个新型耐盐 β-葡萄糖苷酶基因，能较好地

用于中性或弱碱性酶制剂的开发，是首次报道来自

海洋微生物 GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶基因，后续

研究从同一文库再次获得一个 GH1 家族的耐盐  

 

表 5  利用宏基因组学从沉积物和堆肥中获得的纤维素酶 
Table 5  Identifying cellulase from the metagenome of sediment and compost 

样品 

Sample 

筛选物 

Screening target 

文库类型 

Library type 

筛选方法 

Screening method 

筛选效率 

Screening efficiency 

参考文献

Reference
Sediment Cellulase Fosmid library Activity 

screening 
4-MUC 121/100 000 [11] 

Rice straw compost Endoglucanase λ Phage library CMC 1/12 739 [80] 

Compost β-Glucosidase Fosmid library X-gal 1/– [81] 

Sediment Endoglucanase Fosmid library CMC 21/100 000 [82] 

Compost Cellulase Fosmid library CMC 2/12 380 [83] 

Vermicompost Endoglucanase Fosmid library CMC 18/89 000 [84] 

Switchgrass compost β-Glucosidase Metagenomic DNA 454 pyrosequencing 1/– [85] 



戴利铭等: 宏基因组学在纤维素酶研究中的应用进展 1097 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

β-葡萄糖苷酶基因[89]。Wierzbicka-Wos 等[12]采用

X-gal 为底物对海水微生物文库进行筛选，获得一

个 GH1 家族嗜冷活性的多功能基因，它同时具有半

乳糖苷酶、葡萄糖苷酶、β-岩藻糖苷酶活性，且能

水解荧光底物和 β 键连接的寡糖。 

4  总结与展望 

自 1995 年 Healy 首次采用宏基因组技术从沼气

沉积物中获得 GH5 家族的新颖纤维素酶基因，此后

宏基因组学被广泛应用于各种环境中纤维素酶的

研究，本文综述了利用宏基因组学从动物胃肠道、

土壤、自制堆肥、水体环境微生物中获取纤维素酶

的研究。目前已报道了上千种纤维素酶新基因，且

报道的多数纤维素酶活性、金属离子抗性、耐盐性

和耐热性等性质都使其具有进一步应用的潜力，从

而证实了利用宏基因组学从环境样品中发现和筛

选新基因及生物活性物质的可行性。 

然而利用宏基因组学来获取纤维素酶及其基

因还存在着不少“瓶颈”问题有待解决：(1) 目前获

得的纤维素酶及其基因多数是内切葡聚糖和 β-葡

萄糖苷酶，而外切葡聚糖酶及其基因报道较少。外

切酶主要存在于真菌中，由于真菌基因启动子和内

含子不被大肠杆菌所识别，无法在大肠杆菌中表

达，因此，分离环境样品中的 RNA 构建宏基因组

cDNA 文库来获取外切纤维素酶可能成为未来的研

究热点。(2) 利用宏基因组学获取的纤维素酶基因

有的不能编码蛋白质或者纤维素酶的表达、分泌较

弱，所以将宏基因组学与体外定向化技术结合改造

基因以获得高性能纤维素酶具有重要意义。(3) 国

内外构建的宏基因文库主要是插入片段较小的文

库，研究工作也主要集中在新的单个基因或酶的筛

选及其异源表达和酶学性质等方面。纤维素由多种

化学键连接而成，需要多种酶协同作用才能破坏复

杂的分子结构，而相关酶的编码基因有时通过基因

簇的方式来作用，因此构建大片段文库(如 BAC 文

库)有可能获得降解酶基因簇的完整信息。此外，利

用宏基因组学研究纤维素酶及其基因有一定的历

史，但对纤维素的降解机制尚不清楚，将宏基因组

学、转录组学和代谢组学等多种组学技术相结合将

会是未来解决该问题的有力工具。 
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