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摘　 要： 本试验旨在构建含内切葡聚糖酶基因的重组乳酸杆菌，研究其对秸秆植物性饲料的降

解效果，为后期构建高效分解纤维素的工程菌奠定基础。 从桑天牛（Ａｐｒｉｏｎａ ｇｅｒｍａｒｉ）体内分离

出枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ），克隆其内切葡聚糖酶基因，通过酶切连接的方式将目的基因

片段与启动子 Ｐ３２、信号肽 ＳＰ ｌｐ０３７３、乳酸杆菌载体 ｐＬＥＭ⁃４１５ 共同构建了内切葡聚糖酶分泌表达

重组质粒 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ，并对重组乳酸菌酶学性质和其在秸秆饲料中的降解能力进行测定。
结果表明：从枯草芽孢杆菌中克隆出的目的基因大小为 １ ４９０ ｂｐ，构建的重组乳酸杆菌其表达产

物的蛋白大小约 ５４ ｋｕ。 进一步测定发现，重组乳酸杆菌产酶最适温度和时间分别为 ３７ ℃ 、
２４ ｈ，在最佳条件下其羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）活性为 ２．０６ Ｕ ／ ｍＬ。 酶促反应最适温度和 ｐＨ
分别为 ６０ ℃ 、６．０。 在 ５０ ～ ７０ ℃ 、弱酸性条件下该酶的稳定性较好。 金属离子 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｍｎ２＋对

酶促反应有促进作用，而 Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋对酶活性抑制作用较大。 重组乳酸杆菌发酵粗饲料，对玉米

秸秆、苜蓿秸秆、小麦秸秆均发挥了一定的降解作用，中性洗涤纤维、酸性洗涤纤维相对降解率

分别为 １０．４２％、２１．１２％，４．９９％、７．８５％，４．５７％、９．５３％。 综上，本试验构建的重组乳酸杆菌对常

见的秸秆植物性饲料均有一定的降解能力。
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　 　 全球经济建设飞速发展，人类对不可再生资

源的肆意使用，使得有毒有害气体对全球环境造

成了严重危害。 所以可再生资源的有效利用引起

了科学家们的关注。 纤维素是自然界存量最多的

可再生资源，由 Ｄ－葡萄糖通过 β－１，４－糖苷键连

接而成［１－２］ ，是地球上分布最广、含量最多的一种

多糖。 纤维素主要通过植物的光合作用产生［３］ ，
在自然界中，纤维素的降解是碳素循环的关键［４］ 。
纤维素的利用与转化对解决资源危机以及人类的

可持续发展具有重要意义。 但纤维素分子结构极

其稳定，很难被有效降解和利用。 通过生物酶降

解是利用纤维素的一种较为理想方式，能很好地

起到降低经济成本和保护环境的作用［５］ 。 纤维素

酶（ＣＭＣａｓｅ）属于糖苷水解酶家族，其在真菌、细
菌、植物、动物体内均有不同表现形式［６］ ，其中通

过动物体内真菌、细菌所产 ＣＭＣａｓｅ 来降解纤维

素，并克隆 ＣＭＣａｓｅ 相关基因用于重组菌的构建已

被科学家们广泛研究［７－８］ 。 随着现代生物技术、基
因重组技术的大力发展，外源 ＣＭＣａｓｅ 基因已经成

功在不同模式的宿主菌株中表达，如大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、乳酸杆菌、里氏木霉等［９－１０］ 。
　 　 桑天牛（Ａｐｒｉｏｎａ ｇｅｒｍａｒｉ） 属于昆虫纲，鞘翅

目，天牛科，在我国分布广泛，是许多树木、花卉的

主要害虫之一，但它可以通过降解纤维素来促进
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农业生态系统的平衡。 ＣＭＣａｓｅ 可由细菌产生，由
于细菌生长速度快，便于作为研究对象，因此科学

家们对细菌所产 ＣＭＣａｓｅ 产生了浓厚的兴趣。 桑

天牛成虫最喜蛀食树皮来获取营养成分，故该天

牛具有较强的纤维素分解能力，考虑到其潜在作

用，故本试验选取了桑天牛作为研究对象。
　 　 枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）具有编码分

泌优良酶的基因，故被认为是 ＣＭＣａｓｅ 有效的生产

者，且枯草芽孢杆菌作为常见菌株，耐受力佳，更
具研究意义。 ＣＭＣａｓｅ 是把纤维素降解为葡萄糖

的酶的总称，根据作用机理分为 ３ 类，分别是内切

葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β－葡萄糖苷酶，３ 种

ＣＭＣａｓｅ 各司其职将纤维素大分子降解为生物可

以吸收利用的葡萄糖［１１－１２］ 。 枯草芽孢杆菌作为好

氧革兰氏阳性杆状细菌，它不会产生毒素，是一种

无致病性的安全微生物，易于存活，是良好的基础

研究试验菌种。
　 　 乳酸杆菌嗜酸性，因发酵产生乳酸而得名［１３］ ，
是一类生活在机体内益于宿主健康的微生物，它
可以调节机体免疫功能以及维护机体的健康。 近

年来，重组微生物技术迅速发展，乳酸杆菌被大量

学者选作基因工程宿主菌，构建重组菌来表达各

种目的基因［１４］ ，这在生产实践中具有极其重要的

应用价值。
　 　 本试验从桑天牛体内获取的枯草芽孢杆菌中

克隆了内切葡聚糖酶基因，并与乳酸杆菌成功构

建重组菌，从而使得重组菌既有传统乳酸菌发酵

饲料提高粗饲料品质、适口性的作用，同时又能发

挥降解纤维素的功能。 之后对表达产物进行了酶

学性质研究以及粗饲料发酵试验，充实了乳酸杆

菌重组菌的研究数据，为提高粗饲料的利用提供

了试验依据，同时为相关试验提供一定的参考

价值。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 菌株与质粒

　 　 质粒 ｐＭＰ（含乳酸菌组成型启动子 Ｐ３２和信号

肽 ＳＰ ｌｐ０３７３）由南京金斯瑞生物科技有限公司合成

并保存于实验室；乳酸杆菌质粒 ｐＬＥＭ⁃４１５、大肠

杆菌 ＤＨ５α 及感受态和罗伊乳酸杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ⁃
ｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ）及感受态均由本实验室保存；枯草芽孢

杆菌分离于桑天牛体内。

１．１．２　 主要培养基

　 　 固体筛选培养基：羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ⁃Ｎａ）
１０ ｇ ／ Ｌ、蛋白胨 ２ ｇ ／ Ｌ、酵母膏 ０． ５ ｇ ／ Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４

１．５ ｇ ／ Ｌ、Ｎａ２ＳＯ４ ２．５ ｇ ／ Ｌ、琼脂 ２０ ｇ ／ Ｌ。
　 　 种子培养基：牛肉膏 １ ｇ ／ Ｌ、蛋白胨 ０．３ ｇ ／ Ｌ、
ＮａＣｌ ０．５ ｇ ／ Ｌ。
　 　 发酵产酶培养基：ＣＭＣ⁃Ｎａ ７． ５ ｇ ／ Ｌ、蛋白胨

３ ｇ ／ Ｌ、 酵 母 膏 ０． ５ ｇ ／ Ｌ、 ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ ／ Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．３ ｇ ／ Ｌ、ＣａＣｌ２ ０．３ ｇ ／ Ｌ。
　 　 ＭＲＳ 培养基：酵母 提 取 物 ５ ｇ ／ Ｌ、牛 肉 膏

１０ ｇ ／ Ｌ、蛋 白 胨 １０ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ２ ｇ ／ Ｌ、 ＭｎＳＯ４

０．２５ ｇ ／ Ｌ、吐温－８０ １ ｍＬ ／ Ｌ、葡萄糖 ５ ｇ ／ Ｌ、ＭｇＳＯ４

０．５８ ｇ ／ Ｌ、柠檬酸三胺 ２ ｇ ／ Ｌ、乙酸钠 ５ ｇ ／ Ｌ。
１．１．３　 主要试剂

　 　 限 制 性 内 切 酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连 接 酶 等 购 于

ＴａＫａＲａ（大连）公司；ＤＮＡ 凝胶回收、质粒提取试

剂盒购于北京全式金生物技术公司；细菌全基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒购于美国 ＯＭＥＧＡ ＢＩＯ⁃ＴＥＫ
公司。
１．２　 试验方法

１．２．１　 桑天牛肠道产 ＣＭＣａｓｅ 细菌的分离鉴定

　 　 将前期试验制备的桑天牛体内肠道悬液 １０－５

稀释液 １００ μＬ 涂板于固体筛选培养基，３７ ℃培养

３０ ｈ，待单克隆长成后接种于种子培养基中，重复

以上步骤直至获得形状近似的纯化菌株。 最后用

１％刚果红在固体筛选培养基中染色 １５ ｍｉｎ，用
１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液洗脱 １５ ｍｉｎ，若观察到菌落周

围有水解圈，则可判定是产 ＣＭＣａｓｅ 菌株，取较大

水解圈的 ２ 株菌株分别命名 Ｃ１、Ｃ２，菌液交由北

京擎科新业生物技术公司进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序种

属鉴定。
１．２．２　 目的菌株内切葡聚糖酶活性测定

　 　 将 Ｃ１、Ｃ２ 接种至发酵产酶培养基，在摇床

３７ ℃条件下发酵培养获得粗酶液，在不同时间测

定内切葡聚糖酶活性。
　 　 ＣＭＣａｓｅ 活 性 采 用 ＤＮＳ 法 测 定［１５］ ： 配 制

１ ｍｇ ／ ｍＬ的葡萄糖母液，以 ０． ２ ｍＬ 为梯度，分别

取 ０ ～ ２ ｍＬ 放入比色管中，不足 ２ ｍＬ 则用蒸馏水

补足 ２ ｍＬ，随后加入 ２ ｍＬ ３，５－二硝基水杨酸溶

液摇匀，沸水浴 ５ ｍｉｎ，冷却后用蒸馏水定容至

１０ ｍＬ，以对照管调零，于 ５４０ ｎｍ 波长测定吸光度

（ＯＤ）值，根据 ＯＤ５４０ 值和对应葡萄糖含量绘制

标准曲线。 测定内切葡聚糖酶活性时，在比色管

５４３１
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中加入 ５００ μＬ 粗酶液与 １％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 磷酸盐缓冲

液作为底物，５０ ℃保温 ５ ｍｉｎ，随后迅速加入 ２ ｍＬ
３，５－二硝基水杨酸溶液，沸水浴 ５ ｍｉｎ。 冷却后加

蒸馏水定容至 １０ ｍＬ。 根据葡萄糖含量标准曲线

计算内切葡聚糖酶活性。 内切葡聚糖酶活性单位

定义：一定条件下，每分钟与 ＣＭＣ⁃Ｎａ 反应生成

１ μｍｏｌ还原糖所需要的酶量，单位为 Ｕ ／ ｍＬ。
１．２．３　 目的基因的扩增

　 　 取内切葡聚糖酶活性较高的菌株———枯草芽

孢杆菌作为后续试验对象，提取枯草芽孢杆菌全

基因组 ＤＮＡ 作模板，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的枯草芽

孢杆菌内切 －β － １，４ －葡聚糖酶基因序列 （ ＩＤ：
ＫＴ９９２１４２．１）设计特异性引物 ＮｑｍＦ、ＮｑｍＲ，克隆

其内切葡聚糖酶基因，命名 Ｎｑｍ。 同时利用引物

Ｐ３２Ｆ、Ｐ３２Ｒ 和 ＳＰＦ、ＳＰＲ 扩增乳酸杆菌启动子 Ｐ３２和

信号肽 ＳＰ ｌｐ０３７３，引物由北京擎科新业生物公司合

成，引物序列见表 １（下划线为保护碱基，大写表示

酶切位点）。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （３′—５′）

ＮｑｍＦ ｃＧＡＧＣＴＣａｔｇａａａｃｇｇｔｃａａｔｃｔｃｔａｔｔ
ＮｑｍＲ ｔｃｃＣＣＧＣＧＧｇｇｔｔｃｔｇｔｔｃｃｃｃａａａｔｃ
Ｐ３２Ｆ ｃＧＧＡＴＣＣａａｔｔｃｇｇｔｃｃｔｃｇｇｇａｔａｔｇ
Ｐ３２Ｒ ｇＡＣＴＡＧＴ ａａｃｔａｔａｃｇｇａｇｇａｔｔ
ＳＰＦ ｃｔａｇＡＣＴＡＧＴａｔｇｔａｃａｃｔｇａａａａｔａｃｔｇ
ＳＰＲ ｃＧＡＧＣＴＣ ｔｇａａｃｔａｇｃａｔｃａａｃａａｃｃ

　 　 ＰＣＲ 反应体系 １２．５ μＬ：ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、正
反向引物各 ０．５ μＬ、Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（康为）６．５ μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ ４ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ３０ ｓ，退火温度时间如表 ２，退火时间

３０ ｓ，７２ ℃延伸时间如表 ２，进行 ３８ 个循环；７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎ；最后 ４ ℃保温 １０ ｍｉｎ。

表 ２　 ＰＣＲ 退火温度和延伸时间

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ＰＣＲ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

延伸时间
Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｓ

酶切位点
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

ＮｑｍＦ
ＮｑｍＲ ５６ ４８ ＳａｃⅠ

ＳａｃⅡ
Ｐ３２Ｆ
Ｐ３２Ｒ

５８ ６ ＢａｍＨⅠ
ＳｐｅⅠ

ＳＰＦ
ＳＰＲ ６１ ６ ＳｐｅⅠ

ＳａｃⅠ

１．２．４　 重组质粒的构建

　 　 使 用 Ｓｐｅ Ⅰ 和 ＢａｍＨ Ⅰ 限 制 性 内 切 酶 对

ｐＬＥＭ⁃４１５ 载体与启动子 Ｐ３２ 扩增产物进行双酶

切，再利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接，连接产物转化至

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态中，经抗性平板筛选阳性

菌落提质粒测序。 将测序鉴定正确的重组质粒命

名为 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２。 测序均由北京擎科生物公司

完成。
　 　 使用相同方法用对应的限制性内切酶对

ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２载体与信号肽 ＳＰ ｌｐ０３７３ 扩增产物进行酶

切，连接，转化，提质粒测序验证，将正确构建的质

粒命名为 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰ。
　 　 最后，将质粒 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰ 与扩增出的内切葡

聚糖酶基因片段 Ｎｑｍ 经 ＳａｃⅡ和 ＳａｃⅠ双酶切，连

接，转 化， 提 质 粒 鉴 定 后， 获 得 最 终 重 组 质 粒

ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ。
１．２．５　 重组乳酸杆菌的构建与表达

　 　 使用 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 电转化仪，在电压 ２ ５００ Ｖ、电
击时 间 ５ ｍｓ 的 条 件 下 将 重 组 质 粒 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２

ＳＰＮｑｍ 转化至罗伊氏乳酸杆菌感受态细胞中，将
电转化产物涂布于含红霉素抗性的 ＭＲＳ 固体培

养基，培养后提取质粒测序同时进行 ＳａｃⅠ、ＳａｃⅡ
双酶切鉴定。
　 　 将重组菌在 ＭＲＳ 培养基中 ３７ ℃ 、厌氧、静置

培养过夜，离心 １０ ｍｉｎ 分别收集上清液和菌体沉

淀。 使用磷酸盐缓冲液重悬菌体沉淀，利用超声

波裂解 （频率 ２０ ｋＨｚ，破碎 ４ ｓ，休息 ５ ｓ，运行

１５ ｍｉｎ）使菌液澄清透亮。 再使用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ １０ ｋｕ
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规格超滤管，将上清液及澄清菌体液进行蛋白浓

缩。 最后，各取 ２０ μＬ 上清液和超声波破碎溶液

加入适量上样缓冲液，沸水浴 １０ ｍｉｎ 后，在电压

９０ Ｖ、电泳时间 １８０ ｍｉｎ 条件下进行十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）检测蛋白的

表达。
１．２．６　 重组蛋白酶学性质研究

　 　 将重组乳酸杆菌在 ＭＲＳ 培养基中培养，分别

于 ３０、３７、４５ ℃培养，于 ３０ ｈ 后测定菌内 ＣＭＣａｓｅ
活性，确定其最佳产酶温度。 在最佳产酶温度下

再次培养重组乳酸杆菌，分别在不同时间段测定

ＣＭＣａｓｅ 活性，确定其最佳产酶时间。 在最佳产酶

时间和温度下收集粗酶液。 不同温度、ｐＨ 条件

下，测定产酶最适反应温度、ｐＨ、热稳定性、ｐＨ 耐

受性，将粗酶液与含有 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的常见金属离子

溶液混合，以无添加金属离子的底物作为对照组，
即 ＣＭＣａｓｅ 相对活性为 １００％，反应 ５ ｍｉｎ 后测定

酶活性以确定不同金属离子对该酶的影响。 每 １
次试验测定均独立重复 ３ 次。
　 　 ＣＭＣａｓｅ 活性测定方法同 １．２．２。
１．２．７　 重组乳酸杆菌粗饲料发酵试验

　 　 将 １５ ｍＬ 重组乳酸杆菌菌液、１５ ｍＬ 蒸馏水

以及 ８０ ｇ 粉碎后过 １ ｍｍ 筛的苜蓿秸秆加入到厌

氧发酵袋中混匀作为试验组，对照组将重组乳酸

杆菌换为野生型罗伊斯乳酸杆菌，试验组和对照

组各进行 ３ 个重复试验，在 ３７ ℃培养箱发酵 ５ ｄ。
使用 ＡＮＫＯＭ ２００ｉ 半自动纤维分析仪（美国）测定

各组粗饲料的中性酸性洗涤纤维、酸性洗涤纤维

质量分数，试验组纤维含量相对于对照组所减少

的部分与对照组纤维含量之比即为中性（酸性）洗
涤纤维相对降解率。 采用同样方法测定重组菌对

小麦秸秆和玉米秸秆相对降解率。
１．３　 统计分析

　 　 所有的试验数据利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 作初步整

理，再利用 ＳＰＳＳ １９． ０ 软件进行单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ， ＬＳＤ），所有结果均以平均值±
标准差（􀭺Ｘ±ＳＤ）表示，以 Ｐ＜０．０５ 作为差异性显著

的判断标准。

２　 结果与分析
２．１　 产 ＣＭＣａｓｅ 细菌鉴定及其酶活性测定

　 　 将测序结果在 ＮＣＢＩ 进行 Ｂｌａｓｔ 分析，结果见

表 ３，可知 Ｃ１、Ｃ２ 菌株分别是枯草芽孢杆菌、苏云

金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）。 将纯化的菌

株在发酵培养基上培养，每隔 １２ ｈ 测定酶活性

（图 １）。 Ｃ２（苏云金芽孢杆菌）发酵的 ９６ ｈ 内其

内切葡聚糖酶活性一直在 ０．７ Ｕ ／ ｍＬ 波动，从未超

过 １ Ｕ ／ ｍＬ，而 Ｃ１（枯草芽孢杆菌）在发酵的 ４ ｄ
内，酶活性相对较高，在 ３６ ｈ 达到 ２．０９１ Ｕ ／ ｍＬ 的

峰值。 因此认定，Ｃ１（枯草芽孢杆菌）的 ＣＭＣａｓｅ
降解能力较强。 所以后续试验以枯草芽孢杆菌为

研究对象，克隆其内切葡聚糖酶基因进行重组乳

酸杆菌的构建。

表 ３　 ２ 株桑天牛体内纤维素降解菌的种属鉴定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｔｔｒｉｂｕｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ⁃ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ａｐｒｉｏｎａ ｇｅｒｍａｒｉ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎ Ｎｏ．
最高相似度菌株名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｉｎ
最高相似度菌株 ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．

ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｉｎ
相似性

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ／ ％

Ｃ１ 枯草芽孢杆菌 ＭＫ３６７８０５．１ ９９
Ｃ２ 苏云金芽孢杆菌 ＡＢ５９２５４０．１ ９９

２．２　 重组质粒 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ 的构建

　 　 扩增后的目的片段 Ｎｑｍ、Ｐ３２、ＳＰ ｌｐ０３７３进行 １％
琼脂糖凝胶电泳，分别得到 １ ４９０（图 ２ －Ａ）、１２０
（图 ２－Ｂ）、１２０ ｂｐ（图 ２－Ｃ）的目的条带，与预期大

小相符。
　 　 重组质粒 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ 测序结果显示 Ｐ３２

基因长度为 １２５ ｂｐ，无突变；ＳＰ ｌｐ０３７３基因序列长度

为 １２３ ｂｐ，无突变；Ｎｑｍ 基因长度为 １ ４９０ ｂｐ，与枯

草芽孢杆菌内切 －β － １，４ －葡聚糖酶基因 （ ＩＤ：
ＣＰ０２１９０３．１）的相似性为 ９９％。 对重组质粒进行

ＳａｃⅠ、ＳａｃⅡ双酶切鉴定，得到约 １ ５００ ｂｐ 的条带，
与预期目的片段大小相符（图 ３）。
２．３　 重组乳酸杆菌的表达

　 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析显示，重组乳酸杆菌菌体蛋白

（图 ４－Ａ）和上清蛋白（图 ４－Ｂ）均在 ５４ ｋｕ 处显示出

条带，与预期大小一致。 判定其为重组蛋白产物。
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　 　 Ｃ１：枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ；Ｃ２：苏云金芽孢杆

菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ。

图 １　 ２ 株菌在不同发酵时间的酶活性

Ｆｉｇ．１　 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

　 　 Ｍ： ＤＬ ２０００ 标记 ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；Ａ：Ｎｑｍ 基因 Ｎｑｍ
ｇｅｎｅ；Ｂ：Ｐ３２基因 Ｐ３２ ｇｅｎｅ；Ｃ：ＳＰ ｌｐ０３７３基因 ＳＰ ｌｐ０３７３ ｇｅｎｅ。

图 ２　 目的片段 Ｎｑｍ、Ｐ３２、ＳＰ ｌｐ０３７３ ＰＣＲ 产物凝胶电泳图

Ｆｉｇ．２　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｎｑｍ， Ｐ３２ ａｎｄ ＳＰ ｌｐ０３７３

　 　 Ｍ： ＤＬ ２０００ 标记 ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１：重组质粒 ｐＬＥＭ⁃
Ｐ３２ＳＰＮｑｍ ＳａｃⅠ、ＳａｃⅡ酶切鉴定 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ ｄｉｇｅｓｔｅｄ
ｂｙ ＳａｃⅠ ａｎｄ ＳａｃⅡ。

图 ３　 重组乳酸杆菌 ＳａｃⅠ、ＳａｃⅡ双酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｓａｃ Ⅰａｎｄ Ｓａｃ Ⅱｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

　 　 Ａ：Ｍ 为蛋白标记，泳道 １ 和 ２ 分别为野生型罗伊乳酸

杆菌（ＬＲ）和重组乳酸杆菌菌体蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 图 Ｍ ｗａｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ， ａｎｄ ｌａｎｅｓ １ ａｎｄ ２ ｗｅｒｅ ＬＲ ａｎｄ ｔｈｅ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ：Ｍ 为蛋白标记，
泳道 １ 和 ２ 分别为 ＬＲ 和重组乳酸杆菌上清蛋白的 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 图 Ｍ ｗａｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ， ａｎｄ ｌａｎｅｓ １ ａｎｄ ２ ｗｅｒｅ ＬＲ
ａｎｄ ｔｈｅ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ。

图 ４　 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

２．４　 重组乳酸杆菌产酶特性及酶学性质

　 　 由图 ５－Ａ 可知，重组乳酸杆菌在 ３７ ℃达到最

高酶活性 １．９７ Ｕ ／ ｍＬ，培养温度高于或低于 ３７ ℃
产酶量均会降低，所以该重组菌最佳产酶温度为

３７ ℃ 。 测定重组菌在不同发酵时间的 ＣＭＣａｓｅ 活

性（图 ５－Ｂ），重组菌生长至 ２４ ｈ 时，酶活性逐渐

升高直至 ２．０６ Ｕ ／ ｍＬ。 之后的 １８ ｈ 酶活呈现下降

趋势，在 ４２ ｈ 后，ＣＭＣａｓｅ 活性维持在 １．６ Ｕ ／ ｍＬ
左右，最佳产酶时间为 ２４ ｈ。
　 　 将重组乳酸杆菌在 ３７ ℃ 、１８０ ｒｐｍ 的条件下，
培养 ２４ ｈ 离心获取粗酶液，进行酶促反应，测定最

适温度、最适 ｐＨ、温度耐受性、ｐＨ 稳定性以及金属

离子对酶活性的影响。 由图 ６－Ａ 可知，该酶最适

反应温度为 ６０ ℃ 。 该融合 ＣＭＣａｓｅ 经 ３０ ～ ９０ ℃
保温处理 ６０ ｍｉｎ 后，再以 ＣＭＣ⁃Ｎａ 为底物，测定

ＣＭＣａｓｅ 活性，可以看出其在 ６０ ℃稳定性最佳，在
５０ ～ ７０ ℃ ，可以保持 ９０％以上活性（图 ６－Ｂ）。 由

图 ６－Ｃ 可知，该酶酶促反应最适 ｐＨ 为 ６．０，将 ｐＨ
降为 ３．０ 或者升至 １０．０ 时，酶活性下降至最高酶

活的 ６８％或 ６３％。 将该酶在 ｐＨ ３． ０ ～ １０． ０ 处理

６０ ｍｉｎ后，测定其 ｐＨ 稳定性，可知当 ｐＨ 为 ５． ０
时，酶活性最高，其稳定性最佳，当 ｐＨ 在 ４．０ ～ ８．０
时能维持最高酶活的 ８０％以上活性（图 ６－Ｄ）。 由

图 ６－Ｅ 可知，测定的金属离子对酶促反应的影响

各不同。 其中 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｍｎ２＋ 对酶有激活促进作

用，其中 Ｍｎ２＋对酶促反应有较强促进作用，相对活
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性可达 １２５％。 Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋ 对酶活性抑制作用最 大，相对活性仅为 ７７％、７８％。

　 　 Ａ：不同温度条件培养 ３０ ｈ 后重组菌的 ＣＭＣａｓｅ 活性 ＣＭＣａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ａｆｔｅｒ ３０ ｈ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｂ：３７ ℃不同时间内重组菌的 ＣＭＣａｓｅ 活性 ＣＭＣａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ。

图 ５　 重组乳酸杆菌的产酶特性

Ｆｉｇ．５　 Ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

２．５　 重组菌对粗饲料的发酵降解

　 　 对发酵 ５ ｄ 后的 ３ 种粗饲料进行中性（酸性）
洗涤纤维含量测定。 如表 ４ 可知，试验组玉米秸

秆酸性洗涤纤维含量相较于对照组差异显著（Ｐ＜
０．０５），虽然其余试验组指标相较于对照组差异不

显著（Ｐ＞０． ０５），但试验组所有指标均明显降低。
与对照组相比，试验组玉米秸秆、苜蓿秸秆、小麦

秸秆的中性洗涤纤维相对降解率分别为１０．４２％、
４．９９％、４．５７％，其对应的酸性洗涤纤维相对降解

率分别为 ２１．１２％、７．８５％、９．５３％。 这表明重组乳

酸杆菌对秸秆植物性饲料均发挥一定的降解

作用。

３　 讨　 论
　 　 本研究从桑天牛体内筛选出产内切葡聚糖酶

活性较高的枯草芽孢杆菌，克隆酶基因，将其与不

受环境影响、不需诱导也能持续表达的外源基因，
即在 乳 酸 杆 菌 中 应 用 较 广 的 组 成 型 启 动 子

Ｐ３２
［１６－１７］ ，分泌效率高、受分泌蛋白影响小在乳酸

杆菌 分 泌 表 达 系 统 中 较 理 想 的 异 源 信 号 肽

ＳＰ ｌｐ０３７３
［１２］以及乳酸杆菌质粒 ｐＬＥＭ⁃４１５ 共同构建

了内切葡聚糖酶基因 Ｎｑｍ 的乳酸杆菌分泌表达载

体 ｐＬＥＭ⁃Ｐ３２ＳＰＮｑｍ。

　 　 重组乳酸杆菌在培养 ２４ ｈ 后，酶活性达到

２．０６ Ｕ ／ ｍＬ，当其酶活性进入稳定期后 ＣＭＣａｓｅ 活

性为 １．６ Ｕ ／ ｍＬ 左右，均低于原枯草芽孢杆菌酶活

性（２．０９１ Ｕ ／ ｍＬ）。 因为纤维素的有效降解需要

葡聚糖酶和 β－葡萄糖苷酶协同作用［１８］ ，单个 ＣＭ⁃
Ｃａｓｅ 在降解纤维素时可能存在一定局限性［１９］ ；也
可能是由于枯草芽孢杆菌自身启动子稳定性更

佳、转录能力更强、更能高效表达 ＣＭＣａｓｅ［２０］ ，而
相比于重组菌外源质粒的表达则会受到多方面的

影响［２１］ 。 随着对基因组学的开发研究，挑选出高

活性的组成型启动子和分泌效率理想的信号肽，
进一步优化重组菌的表达载体，能更好地促进外

源基因的高效表达。
　 　 该重组乳酸杆菌酶促反应最适温度和 ｐＨ 分

别是 ６０ ℃ 、６． ０。 Ｍｎ２＋ 对酶促反应有较强促进作

用，而 Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋对酶活性抑制作用最大。 该重组

菌可适应较广的温度和 ｐＨ 范围，因此较适合于实

际生产应用。 丁轲等［９］ 对筛选的枯草芽孢杆菌产

ＣＭＣａｓｅ 进行研究，其酶促反应最适温度和 ｐＨ 分

别是 ５０ ℃ 、６．０，Ｈｇ２＋和 Ｃｕ２＋对 ＣＭＣａｓｅ 活性具有

明显抑制作用。 造成这些差异的原因多种多样，
比如可能菌株受到不同环境的生长影响，也可能

是受体菌自身的酶基因发生了突变［２２］ ，不同的酶

结构以及试验方法的区别都可能引起差异。
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　 　 Ａ：最适温度 ｏｐｔｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ：热稳定性 ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ；Ｃ：最适 ｐＨ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐＨ；Ｄ：ｐＨ 稳定性 ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ；Ｅ：金
属离子对酶促反应的影响 ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ。 数据柱标注∗表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）
ｄａｔａ ｃｏｌｕｍｎ ｌａｂｅｌｉｎｇ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）。

图 ６　 重组乳酸杆菌的酶学性质

Ｆｉｇ．６　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

表 ４　 秸秆植物性饲料中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量的测定

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ ａｎｄ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｓｔｒａｗ ｐｌａｎｔ ｆｅｅｄ ％

秸秆植物性饲料

Ｓｔｒａｗ ｐｌａｎｔ ｆｅｅｄ

试验组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ

中性洗涤纤维

Ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ
酸性洗涤纤维

Ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

中性洗涤纤维

Ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ
酸性洗涤纤维

Ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ

玉米秸秆 Ｚｅａ ｍａｙｓ ４９．９１±０．７３ ２８．２９±０．４１ａ ５５．７１±０．９３ ３５．８７±０．８２ｂ

苜蓿秸秆 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ ５３．８４±０．４２ ４２．１８±１．３５ ５６．６７±０．７５ ４５．７７±１．３３
小麦秸秆 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ ７１．８１±０．９６ ４４．７２±１．０８ ７５．２４±０．９７ ４９．４３±１．１１

　 　 同一指标同行数据肩标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｔｅｍ， ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ
ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ．

０５３１



３ 期 谢骜李畅等：桑天牛肠道微生物内切葡聚糖酶基因的克隆及在乳酸杆菌中的表达

　 　 传统乳酸菌发酵饲料能提高粗饲料品质、适
口性，能增强肠道有益菌群，维持菌群平衡，提高

动物免疫力，为机体的生长过程提供营养物质［２３］ ，
但野生的乳酸菌对粗饲料无纤维素降解能力。 本

试验利用重组乳酸菌发酵粗饲料，结果表明重组

菌对几种常见的秸秆植物性饲料均有一定降解能

力，其中玉米秸秆的降解效果最佳。 同时该酶无

需诱导产生且对温度和 ｐＨ 均有一定的耐受性，在
生产实践中能够有效延长保存时间，极大地降低

成本，提高饲料营养水平，具有一定的应用价值。

４　 结　 论
　 　 本研究从桑天牛体内筛选的枯草芽孢杆菌中

克隆出内切葡聚糖酶 Ｎｑｍ 基因，与启动子 Ｐ３２、信
号肽 ＳＰ ｌｐ０３７３连接构成新载体，使之在乳酸杆菌中

表达。 重组乳酸杆菌产酶最适条件为 ３７ ℃ 、２４ ｈ。
将重组菌进行粗饲料发酵试验，其对几种常见的

秸秆植物性饲料均有一定降解效果。
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