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摘  要: 【目的】在毕赤酵母中表达特异腐质霉 Humicola insolens 的中性内切葡聚糖酶

Ⅱ，并对其性质加以研究。【方法】利用 RT-PCR 的方法, 以特异腐质霉(Humicola insolens) 
NC3 总 RNA 为模板, 克隆到中性内切葡聚糖酶Ⅱ基因(egⅡ)的 cDNA。将其插入表达载

体 pPIC9K, 重组质粒经线性化后电击转化毕赤酵母(Pichia pastoris)菌株 GS115。【结果】

SDS-PAGE 和酶活的检测结果均表明: egⅡ基因在毕赤酵母中成功表达。重组酶的部分酶

学性质研究表明, 该酶的最适反应温度为 70 °C, 且在 65 °C 以下具有较好的热稳定性。

最适反应 pH 为 6.5, 在 pH 6.0−7.0 之间有较好的稳定性。【结论】用重组毕赤酵母可高效

表达外源中性内切葡聚糖酶，为其今后在工业应用奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] The purpose was to clone and express endo-1,4-β-glucanase gene of 
Humicola insolens in Pichia pastoris expression system. [Methods] An endo-1,4-β-gluca-
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naseⅡ(egⅡ) cDNA gene was isolated from the fungus Humicola insolens NC3 by RT-PCR. 
Subsequently, we cloned the egⅡgene into expression vector pPIC9K, and then transformed 
into Pichia pastoris GS115. [Results] SDS-PAGE and CMC enzyme activity analysis demon-
strated that recombinant EGⅡ protein was successfully expressed after induction in shake 
flasks. The endo-1,4-β-glucanase exhibited maximum activity at 70 °C and pH 6.5, and was 
stable between pH 6.0 and 7.0 and below 65 °C. [Conclusion] P. pastoris expression system is 
an efficient way of production of endo-1,4-β-glucanase. The recombinant endo-1,4-β-gluca-
nase could be a candidate for industrial applications. 

Keywords: Neutral endo-1,4-β-glucanase , Ⅱ Humicola insolens, Pichia pastoris 

纤维素酶是指能水解纤维素 β-1,4 葡萄糖苷键, 

将纤维素降解成纤维二糖和葡萄糖的一组酶的总

称。它不是单一酶, 而是起协同作用的多组分酶系。

主 要 包 含 内 切 葡 聚 糖 酶 (Endo-1,4-β-glucanase, 

EC3.2.1.4, 简称 EG)、外切葡聚糖酶(Exo-1,4-β- 
glucanase, EC3.2.1.91, 简称 CBH)和 β-葡萄糖苷

酶(β-glucosidase, EC3.2.1.21, 简称 BG) [1]。其中内

切葡聚糖酶主要作用于纤维素分子内部的非结晶

区, 随机水解 β-1,4 糖苷键, 将长链纤维素分子截

短, 产生大量带非还原性末端的小分子纤维素[2]。 

纤维素酶按其催化反应的最适 pH 可分为酸

性纤维素酶(最适 pH 为 3−5)、中性纤维素酶(最适

pH 为 6−8)和碱性纤维素酶(最适 pH 为 8−11)。在

纺织领域, 由于难以控制酸性外切 β-葡聚糖酶对

结晶区纤维素的影响, 致使织物的使用寿命和性

能下降, 强度降低[3]。而中性纤维素酶的主要成分

是内切 β-葡聚糖酶, 对结晶区纤维素水解活力很

低, 而对非结晶区纤维素水解活力较高, 所以不

会造成织物强度的下降且可防沾色, 从而达到良

好的洗涤效果和抛光效果。因此, 中性纤维素酶在

棉织品的水洗整理工业中得到广泛的应用[4]。高成

本、低酶活严重影响纤维素酶的大规模工业化生

产。通过基因工程技术提高产酶量已经成为纤维

素酶研究领域的重要方法, 纤维素酶基因的克隆

表达为构建高效纤维素分解菌开辟了新的途径。

近年来, 已经从数种真菌中克隆到了内切葡聚糖

酶基因并在酵母中得到了表达[5−9], 由于表达水平

低, 目前还没有在工业上应用的报道。 

本文采用基因操作技术, 对 Humicola inso-

lens NC3 中性内切葡聚糖酶基因 egⅡ进行克隆并

在毕赤酵母中表达; 同时对重组酶进行了部分酶

学性质研究, 为该酶的大规模制备及工业应用提

供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒: 特异腐质霉(Humicola inso-

lens) NC3 菌株、大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α

菌株、质粒 pUC18 和 pPIC9K、毕赤酵母(Pichia 

pastoris) GS115 均为本实验室保存。 

1.1.2  培养基和培养条件: LB 培养基参见分子

克隆[10]; YPD、MD、MGY、MMY 等培养基配方

和毕赤酵母 GS115 培养条件见 Invitrogen 公司提

供的毕赤酵母操作手册。 

1.1.3  工具酶和试剂: 限制性内切酶、T4 连接

酶、Taq 酶、聚合酶、胶回收试剂盒均购自 TaKaRa

公司; 蛋白质分子量标准购自上海生物工程公

司; 羧甲基纤维素钠(CMC-Na)购自 Sigma 公司; 

其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR扩增 egⅡ基因: 采用 Trizol 试剂一步

法提取总 RNA, 以总 RNA 为模板反转录合成
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cDNA。根据特异腐质霉内切葡聚糖酶基因序列

和 pPIC9K 载体自身含有分泌表达信号肽特点,设

计引物扩增去除信号肽的内切葡聚糖酶基因表

达片段。上游引物和下游引物(划线序列分别为

NotⅠ和 EcoRⅠ酶切位点, 引物由上海生物工程

公司合成)分别为: 
5'-GGAATTCCAGGGCGGTGCATGGCAGC

AG-3'; 
5'-GGCGGCCGCCTATGGCACGTATTTCTT

GAG-3'。 
PCR 反应体积为 15  μL, 扩增条件: 94 °C 

5 min; 94 °C 35 s, 62.5 °C 35 s, 72 °C 2 min, 共 30
个循环; 72 °C 10 min。取 5 μL PCR 产物进行琼

脂糖凝胶电泳检测。 
1.2.2  重组质粒的构建: 从凝胶上回收大小约为

1 100 bp 的目的片段。纯化的 DNA 和 pPIC9K 质

粒分别用 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切后进行连接、转

化, 然后进行 PCR 和双酶切鉴定, 将鉴定为阳

性重组质粒的克隆送到上海生工公司进行测序, 

测序正确的阳性重组质粒命名为 pPIC9K-egⅡ。 

1.2.3  毕赤酵母的转化、筛选和表型鉴定: 重组

载体 pPIC9K-egⅡ质粒用 SalⅠ酶切, 电转毕赤酵

母 GS115。毕赤酵母感受态制备、电转均参照毕

赤酵母操作手册。转化后涂布 MD 平板, 30 °C 培

养至转化子出现。用灭过菌的牙签挑取转化子分

别点种 MD 平板上, 确定其甲醇利用表型, 在

MD 平板上能正常生长的转化子为阳性转化子。

经过表型鉴定的阳性转化子分别点种到含有

0.25、0.5、1.0、1.5、2.0 g/L 抗生素 G418 的 YPD
平板, 30 °C 培养 2 d, 筛选、检测获得酶活力最高

的菌株, 命名为 GS115-pPIC9K-egⅡ。 
1.2.4  酵母阳性重组菌株的诱导表达: 挑取单

菌落接种于 3 mL YPD 液体培养基中, 培养 24 h
后取 30−50 μL 接种到 MGY 培养基中, 28 °C、

230 r/min 振荡培养, 当菌体 OD600达到 2.0−6.0时,
取菌液适量, 离心(4 °C、5 000 r/min、5 min), 弃

去上清液, 收集菌体, 转入 30 mL MMY 液体培养

基中使 OD600 为 1 左右。于 28 °C 振荡(230 r/min)
培养 216 h, 每隔 24 h 取样同时补加甲醇至总体

积的 1.5%, 所取样品离心分别收集细胞和上清

液, 进行菌体浓度分析和酶活力检测。 
1.2.5  刚果红平板定性检测酶活: 1% CMC-Na、

0.5%琼脂、0.1 mol/L pH 6.0 的醋酸-醋酸钠缓冲液

配置刚果红平板, 室温凝固后, 打孔。然后取100 μL

粗酶液滴入空穴中, 以相同培养条件获得的等量

GS115 发酵液为阴性对照, 50 °C 保温 1 h, 用 1 g/L

的刚果红溶液染色 20 min, 弃染液后用 0.1 mol/L

的 NaCl 溶液脱色 1 h。观察产生的透明圈, 透明圈

的大小大致反应菌株产重组 egⅡ酶活力的高低。 

1.2.6  重组 egⅡ酶活性检测: 采用 DNS 定糖法测

定内切葡聚糖酶的活力。取 0.2 mL 适当稀释的粗

酶液, 加入 1.8 mL 1.5% CMC-Na (0.1 mol/L pH 

6.0 的醋酸-醋酸钠缓冲液配置), 50 °C 反应 30 min, 

加入 3 mL DNS 试剂, 煮沸 10 min, 用蒸馏水定容

到 15 mL, 在 540 nm 波长下测定光吸收值。每分

钟水解 CMC-Na 产生 1 μg 还原糖(以葡萄糖计)所

需酶量定义为 1 个酶活力单位(U)。酶活力计算公式: 

酶活力[μg/mL(g)·min]=(S×D×1 000)/(0.2×30)÷1.5。

式中: S: 测得光吸收在标准曲线上对应的葡萄糖

量, mg 数; D: 酶液稀释倍数; 1 000: mg 和μg 之间

的换算系数; 0.2: 测定所取酶液量, mL 数; 30: 反

应时间, min 数; 1.5: 方法换算系数。国际酶活单位

的定义: 在测定条件下, 每分钟水解 CMC-Na 产

生 1 μmol 还原糖(以葡萄糖计)所需酶量定义为 1

个酶活力单位(IU)。U 与国际单位 IU 的换算关系: 

1 U÷180=1 IU [μmol/mL(g)·min]。180: 葡萄糖的

分子量。 

1.2.7  蛋白质浓度的测定: 参照《蛋白质技术手

册》测定蛋白质含量[11]。 

1.2.8  酶学性质分析: 按酶活力测定的反应条件

测定该酶的最适反应温度和最适反应 pH, 并检
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测该酶的热稳定性和 pH 稳定性。 

2  结果 

2.1  egⅡ基因的克隆及表达载体的构建 
RNA 模板经逆转录及 PCR 扩增后获得目

的片段。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离, 
胶回收纯化后 , 上下游酶切位点双酶切 , 并用

同样的酶处理 pPIC9K 载体, 连接, 转化大肠杆

菌 E. coli DH5α, 小量抽提质粒后进行 PCR 验证

(图 1)和测序。测序结果表明插入片段在 pPIC9K
有正确的阅读框, 载体 pPIC9K-egⅡ构建成功。 

进一步测序表明序列和读码框都正确。目的

片段测序结果见图 2。将 egⅡ基因 cDNA 序列在

NCBI 上进行 BLASTn 分析, 目的片段测序结果

与 GenBank No. D84470.1 的序列比对, 相似性高

达 99%, 与 No. X76046.1 相似性达到 97%。 

 
图 1  内切葡聚糖酶 egⅡ基因 PCR 产物电泳图谱 
Fig. 1  Agrose electrophoresis image of PCR product of 
the egⅡ gene 
注: M: Marker; 1−2: pPIC9K-egⅡ的 PCR 产物; 3: 空载体

pPIC9K 的 PCR 产物. 
Note: M: Marker; 1−2: PCR product of pPIC9K-eg ; 3: PCR Ⅱ

product of pPIC9K. 
 

 
图 2  内切葡聚糖酶 egⅡ基因测序结果 

Fig. 2  Sequence of egⅡ gene 
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2.2  重组质粒在毕赤酵母的表达 
重组质粒 pPIC9K-egⅡ经 SalⅠ线性化, 电击

转化至毕赤酵母 GS115 中, 涂布 MD 平板, 28 °C

培养。因为受体菌酵母 GS115 是组氨酸缺陷型

(His−), pPIC9K 载体携带 His4 基因, 所以只有线

性化 pPIC9K-egⅡ片段整合到酵母基因组中才能

在 MD 平板上生长。挑取转化子接种于 3 mL YPD

液体培养基中, 于 28 °C 振荡培养 24 h。抽提酵

母基因组 DNA 进行 PCR 验证(图 3), 结果表明该

目的片段已经整合到酵母基因组中。 

2.3  重组毕赤酵母的诱导表达 
挑取阳性菌株, 1.5%甲醇诱导培养。每 24 h

取样检测酶活力和菌体浓度。酶活力在诱导培养

168 h 最高(图 4), 达到 5 191.2 U/mL, 菌体浓度

144 h 达到最高。 

2.4  表达产物的分析 
2.4.1  SDS-PAGE 分析: 工程菌诱导表达 168 h

后的 SDS-PAGE 结果如图 5 所示, 结果表明: 毕

赤酵母工程菌能够成功表达 egⅡ, 分子质量约为

50 kD, 与预测的 48 kD 略大, 可能是表达产物在

翻译后修饰时发生了部分糖基化。 

2.4.2  重组酶的酶活分析: 重组菌株诱导培养

168 h 后, 取其发酵液进行定性和定量分析。发酵

液的刚果红平板定性检测结果如图 6 所示: 刚果

红平板上均可以看到清晰的水解圈 ,  GS115- 

pPIC9K-egⅡ发酵液产生的水解圈与 GS115 发酵液 
 

 
图 3  重组毕赤酵母菌株的 PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of recombinant P. pastoris by PCR 
注: M: Marker; 1−2: 宿主菌 GS115 的 PCR 产物; 3−4: 目的

片段 egⅡ的 PCR 产物. 
Note: M: Marker; 1−2: PCR product of GS115; 3−4: PCR 
product of egⅡ. 

 

 
图 4  重组毕赤酵母产 egⅡ的酶活曲线 

Fig. 4  Curve of eg  production by recombⅡ inant P. pastoris 
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图 5  重组质粒蛋白表达产物的 SDS-PAGE 鉴定 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of expressed product 
注: 1: pPIC9K 重组毕赤酵母发酵产物; 2: pPIC9K-egⅡ重组毕

赤酵母发酵产物; 3: 宿主菌 GS115 发酵产物; 4: 蛋白 Marker. 
Note: 1: pPIC9K; 2: eg  production by recombinant Ⅱ P. pas-
toris; 3: GS115; 4: Protein marker. 
 

 
图 6  重组内切葡聚糖酶Ⅱ的刚果红平板定性检测 
Fig. 6  Qualitative detection of recombinant eg  on Ⅱ

agar medium 
注: 1: GS115 发酵液; 2: pPIC9K-egⅡ-GS115 发酵液. 
Note: 1: Control; 2: Supernatant of pPIC9K-egⅡ-GS115. 
 
产生的水解圈相比, 前者明显大于后者, 且前者

十分透亮。采用 DNS 法进行定量分析, 结果表

明宿主菌 GS115 的发酵液的酶活力仅为 40.5 

U/mL, 而该重组酶活力高达 5 191.2 U/mL。对照

组的发酵液也能检测到酶活力可能是菌株自身

分泌微量多糖水解酶造成的 [12], 也可能是发酵

培养基的残糖成分引起的。 
 

2.4.3  重组酶的蛋白浓度测定: 采用 Bradfoard

法测定重组酶的蛋白含量。以牛血清白蛋白为标

准, 以 OD595 值为纵坐标, 对应的蛋白质浓度为

横坐标, 做出标准曲线。根据待测样品的 A595

值 和 标 准曲 线 , 得 出重 组 酶的蛋 白 质含量 为

301.50 mg/L。 

2.5  重组酶最适反应温度及温度稳定性 
在不同温度条件下测定重组酶的活力, 结果

表明该酶最适反应温度为 70 °C (图 7), 说明该酶

具有较好的耐热性。将重组酶分别在不同温度下

保温 30 min, 检测剩余酶活力, 结果表明该酶在

65 °C 的条件下仍保持 80%的酶活力(图 8), 说明

该酶具有较好的热稳定性。 

2.6  重组酶的最适反应 pH 及 pH 稳定性 
在不同 pH 反应条件下分析重组酶的活力, 

结果如图 9 所示。重组酶作用的 pH 范围广, 在

pH 为 5.5−8.0 范围内活性都较高, 该酶最适反应

pH 为 6.5。pH 稳定性实验结果如图 10 所示, 结

果表明该酶在 pH 6.0−7.0 保温 30 min, 剩余酶活

力仍高达 60%; pH 低于 5.5 和高于 7.5 剩余酶活

力均低于 50%, 属于典型的中性酶。 
 

 
图 7  重组内切葡聚糖酶Ⅱ的最适温度 
Fig. 7  The optimum temperature of eg  producted by Ⅱ

recombinant P. pastoris 
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图 8  重组内切葡聚糖酶Ⅱ的热稳定性研究 
Fig. 8  The thermostability of eg  producted by rⅡ e-
combinant P. pastoris 

 

 
图 9  重组内切葡聚糖酶Ⅱ的最适 pH 
Fig. 9  The optimum pH of eg  producted by recoⅡ m-
binant P. pastoris 

 

 
图 10  重组内切葡聚糖酶Ⅱ的 pH 稳定性研究 
Fig. 10  The pH stability of eg producted by recoⅡ m-
binant P. pastoris 

3  讨论 

目前, 纤维素酶已被广泛应用于食品、造纸、

纺织、能源、饲料等领域, 纤维素酶的研究越来

越受到人们的青睐。纤维素酶广泛存在微生物中, 

表达水平低, 生产纯化成本高, 价格昂贵, 一直

限制着纤维素酶的工业化生产。利用基因工程的

手段, 在生物反应器中高效表达纤维素酶, 可以

大幅度提高生产水平, 将有望实现中性内切葡聚

糖酶的商品化, 促进国产中性内切葡聚糖酶在棉

织品水洗整理工艺中的应用。从高产菌株中克隆

纤维素酶从而构建高效表达工程菌可解决生产

水平低的实际问题, 因此克隆特异腐质霉纤维素

酶基因并成功表达具有重要意义。 

目前已从多种真菌如里氏木霉、绿色木霉等

克隆到纤维素酶基因并成功构建表达内切葡聚

糖酶的毕赤酵母基因工程菌。因为毕赤酵母表

达外源基因具有密码子偏好性, 所以大部分外

源基因不能获得高效表达, 以致异源表达的酶

活力不高。国内谭慧芳等首次在毕赤酵母系统中

表达特异腐质霉 egI2 基因, 摇瓶发酵 24 h 时酶

活力为 2.5 IU/mL[6]。本研究表达的特异腐质霉

内切葡聚糖酶Ⅱ摇瓶发酵 168 h 时的酶活力为

5 191.2 U/mL (即 28.84 IU/mL), 蛋白表达量

301.50 mg/L。造成两者表达水平差异显著的因

素可能有: 使用 AOX 启动子、外源基因、培养条

件等, 这些对异源蛋白分泌效率有很大的影响。

(1) 启动子在转录水平上调控基因的表达。以

AOX1 为启动子表达外源蛋白具有明显优势, 这

可能也是目前未见以 GAP 启动子进行胞外表达

报道的原因。Kim 等研究发现, 用毕赤酵母表达

灰盖鬼伞过氧化物酶, AOX1 启动子表达目的蛋

白的活性是 GAP 启动子的 5 倍[13]。(2) 外源基因

的转录、翻译和分泌等都受到毕赤酵母自身的遗

传背景的影响, 酵母自身分泌的胞外酶、细胞结
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合酶等都可能导致外源蛋白降解, 所以不同的

外源基因表现出不同的表达水平和生物活性[14]。

(3) 温度、溶氧、培养时间等都会影响外源蛋白

在毕赤酵母中的表达水平[15−16]。 

一般纤维素酶的最适反应温度为 40 °C− 

60 °C, 纤维素酶各组分最适反应温度和热稳定

性也存在差异。武秀琴对绿色木霉的酶学性质进

行研究, 该酶的最适反应温度在 50 °C 左右[17]。

雒军等将瑞氏木霉内切葡聚糖酶Ⅱ基因转入大

肠杆菌进行表达, 其酶最适反应温度为 60 °C 左

右[18]。陈祺等将绿色木霉内切葡聚糖酶Ⅰ基因进

行原核表达, 该酶在 60 °C 左右保温 1 h 时剩余酶

活仅为 50%左右[19]。王瑾等将绿色木霉内切葡聚

糖酶Ⅱ基因转入毕赤酵母表达, 其酶最适反应温

度为 50 °C, 活力在 60 °C 时下降到 60%[20]。本

研究表达的特异腐质霉中性内切葡聚糖酶具有

较好的耐热性和热稳定性。其最适反应温度为

70 °C, 65 °C 保温 30 min 仍有 80%剩余酶活力。

这与表达时发生的糖基化程度有关。适宜的糖基

化在蛋白质折叠和抗蛋白酶降解中起重要作用, 

使得酶蛋白结构具有更好的稳定性, 从而提高了

其热稳定性[21]。热稳定性的提高, 有助于从根本

上减少棉织品水洗整理工艺和饲料制粒过程中

内切葡聚糖酶酶活的损失; 促进国产中性内切葡

聚糖酶在纺织行业和洗涤剂工业中的应用。 

本研究目前处于摇瓶培养阶段, 接下来我们

将充分利用工业微生物教育部工程研究中心和

现代发酵技术工程研究中心提供的技术平台进

行发酵罐探索实验, 摸索适宜的发酵工艺, 为工

业化生产高产量、热稳定性良好的中性内切葡聚

糖酶奠定基础。 
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