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摘  要 : 内切纤维素酶是纤维素酶高效降解纤维素的一个关键因子，已广泛应用于工业生物技术领域。对来源

于腐生真菌构巢曲霉的一个内切纤维素酶进行过表达及详细的酶学性质研究，研究结果表明：该内切纤维素酶在

摇瓶和发酵罐条件下都成功获得表达，发酵罐条件下的蛋白质表达量达到 0.89 mg/mL；该酶的最适反应 pH 和温

度分别为 4.0 和 80 ℃，在 pH 2.0–12.0 之间表现出了很好的稳定性；在温度≤60 ℃时，该酶非常稳定，当温度≥70 ℃，

酶的稳定性大大降低；Co2+、Mn2+和 Fe2+促进了 CMCase 活性，而 Pb2+、Ni2+和 Cu2+等金属离子表现出了一定的

抑制作用。因此，该构巢曲霉内切纤维素酶表现出了非常好的耐酸、耐碱以及一定的耐热性等性能，具有开发为

商品酶的潜力，为深入开发构巢曲霉来源糖苷酶的应用奠定了基础。 
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Overexpression and characterization of endo-cellulase A10 
from Aspergillus nidulans in Pichia pastoris 
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Abstract:  Endo-cellulases are important to efficiently hydrolyze cellulose, and widely used in biotechnology. In this 
study, we overexpressed and characterized an endo-cellulase from Aspergillus nidulans. This endo-cellulase was 
successfully overexpressed in flasks and fermentor, and its concentration in fermentor reached 0.89 mg/mL. The optimal 
pH and temperature of the were 4.0 and 80 ℃ respectively, and it was very stable between pH 2.0 and 12.0. It was thermally 
stable below 60 ℃, whereas it was inactivated very quickly above 70 ℃. Its CMCase activity could be enhanced by Co2+, 
Mn2+ and Fe2+, whereas it was inhibited by Pb2+, Ni2+ and Cu2+. Therefore, this endo-cellulase exhibited good pH stability 
and thermostability below 60 ℃, and has the potential as commercial enzymes.  

Keywords:  Aspergillus nidulans, endo-cellulase, enzymological properties, divalent metal ion, fermentation 

植物细胞壁主要由木质素、纤维素和半纤

维素组成，其中纤维素大约占 40%–50%，是植

物细胞壁的主要成分。纤维素酶是所有能参与

纤维素降解并最终将其转化为葡萄糖的酶类的

总称[1-4]。纤维素酶酶系主要包括：内切-β-1,4-

葡聚糖酶或内切纤维素酶  (EC 3.2.1.4，

endo-1,4-β-glucanase)，随机水解纤维素链的内

部连接；纤维二糖水解酶或外切纤维素酶或    

外切-β-1,4-葡聚糖酶 (Cellulose 1,4-β-cellobiosidase 

or exo-cellobiohydrolase) 特异地从纤维素链的还

原端 (EC 3.2.1.176，cellulose 1,4-β-cellobiosidase，

reducing end，CBH I) 或非还原端 (EC 3.2.1.91，

cellulose 1,4-β-cellobiosidase，non-reducing end，

CBH II) 降解纤维二糖单位；β-D-葡萄糖苷酶 

(EC 3.2.1.21，β-glucosidase) 将纤维二糖水解为

葡萄糖基[1–4]。内切纤维素酶的剪切是纤维素酶

水解的第一步，同时也是整个纤维素水解反应

的限速步骤[1,4]。内切-β-1,4-葡聚糖酶已被广泛

用于工业生物技术领域，包括生物燃料、发酵、

酿造、纺织、洗涤剂和改善纸浆性能及脱墨处

理，在动物饲料中提高植物材料的利用效率等，

具有很大的应用价值[1–4]。 

内切-β-1,4-葡聚糖酶或纤维素酶主要存在

于细菌和真菌中[1–3]，除此之外，还存在于一些

动物 (包括软体动物、白蚁、鲤鱼、紫贻贝和玻

璃海鞘等) 中[5–6]。微生物是内切-β-1,4-葡聚糖酶

的重要来源，具有活力高、成本低、来源稳定、

提取方便等优点。但天然菌所产的内切-β-1,4-葡

聚糖酶产量低，不能满足工业化生产的需要。

随着分子生物学的发展，许多内切-β-1,4-葡聚糖

酶基因已被成功克隆并进行了异源表达[5,7–10]。

根据氨基酸序列及蛋白质的结构特点，内    
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切-β-1,4-葡聚糖酶可划分为糖苷水解酶家族 5、

6、7、8、9、10、12、26、44、45、48、51、

74和 124等[11–12]。 

腐生真菌构巢曲霉 Aspergillus nidulans 能

降解多种多糖，和基因组测序的结果一致：该

真菌编码许多种降解多糖的基因[13–14]。来源于

构巢曲霉的 72个糖苷酶已被 Bauer等克隆并成

功在毕赤酵母 X-33中表达，但是 Bauer等只对

部分糖苷酶进行了简单表征[13–14]。 

由于内切-β-1,4-葡聚糖酶的广泛应用，寻找

新型、高效、稳定的内切-β-1,4-葡聚糖酶是工业

酶制剂的热点之一。构巢曲霉一共编码了 4 个

内切-β-1,4-葡聚糖酶，其中内切-β-1,4-葡聚糖酶

A10 (GenBank Accession No. AN1285.2) 对可

溶性羧甲基纤维素钠表现出了最高活性[14]。本

文对该内切纤维素酶进行了表达 (摇瓶与发酵

罐) 与详细表征 (最优 pH 与反应温度，pH 与热

稳定性，二价金属离子对 CMCase活性的影响，动

力学参数等)。另外，虽然构巢曲霉编码了 72 个

糖苷酶基因，但是对构巢曲霉来源糖苷酶研究

的报道还比较少。因此，本文对内切纤维素酶

A10 的酶学性质研究，将为构巢曲霉来源糖苷

酶的深入研究与应用开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试剂 

无氨基酸酵母氮源  (Yeast nitrogen base 

W/O amino acid，YNB) 来自 Difco公司；羧基

甲纤维素钠 (CMC-Na) 购自百灵威公司；其余

试剂均为进口或国产分析纯。 

1.1.2  菌株与质粒 

过表达来源于构巢曲霉的内切-β-1,4-葡聚

糖酶 A10 (GenBank Accession No. AN1285.2) 的

毕赤酵母来自美国真菌遗传保藏中心  (Fungal 

Genetics Stock Center，FGSC)。 

1.1.3  培养基 

YPD培养基 (g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，

酵母提取物 10；YPD 平板 (g/L)：YPD 培养基

添加琼脂 15。 

BMGY生长培养基 (g/L)：YNB 13.4，甘油

10，生物素 0.000 4，磷酸钾缓冲溶液 0.1 mol/L，

pH 6.0。 

BMMY 诱导培养基 (g/L)：YNB 13.4，甲

醇 0.5% (V/V)，生物素 0.000 4，磷酸钾缓冲溶

液 (0.1 mol/L，pH 6.0)。 

发酵罐发酵培养基：采用无机盐培养基，

配方参考  (http://tools.thermofisher.com/content/ 

sfs/manuals/pichiaferm_prot.pdf) (mL，g/L)：H3PO4 

26.7，CaSO4 0.93，K2SO4 18.2，MgSO4·7H2O 

14.9，KOH 4.13，甘油 40，PTM1 4.35，pH 5.0，

121 ℃，0.1 MPa，30 min灭菌。 

PTM1 微量元素溶液 (g/L)：CuSO4·5H2O 
6.0, KI 0.08, MnSO4·H2O 0.5, NaMoO4·2H2O 0.2, 
H3BO3 0.02, CoCl2 0.5, ZnCl2 20.0, FeSO4·7H2O 
65, Biotin 0.2, H2SO4 5，混匀过滤除菌，4 ℃避

光保存。 

甘油补料培养基：甘油 50%，PTM1 4.35 mL/L。 

甲醇补料培养基：甲醇 100%，PTM1 4.35 mL/L。 

1.2  方法 
1.2.1  蛋白质的摇瓶表达 

平板培养：从甘油管中接菌并在 YPD平板

上划线，30 ℃培养 3–4 d。 

种子培养：从 YPD平板上挑单菌落并接种

到 BMGY中，250 mL三角瓶装 50 mL培养基，

30 ℃、200 r/min回转式摇床培养过夜。 
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诱导产酶：当 OD600达到 3–4左右时，离心收

集全部菌体，转入BMMY中，使OD600至 1.0左右，

250 mL 挡板三角瓶 (Baffled flasks) 装 50 mL

培养基，30 ℃、200 r/min培养，每 24 h补加

0.5 % (V/V) 甲醇，诱导 120 h。 

1.2.2  蛋白质的发酵罐表达 

种子培养：从 YPD平板上挑单菌落并接种

到 YPD培养基中，30 ℃、250 r/min振荡培养

20 h，得到一级种子，再将一级种子 10%接种到

1 L的 YPD培养基中，30 ℃、250 r/min振荡培

养 10 h，得到二级种子。 

A10的发酵罐发酵培养：将二级种子按 10%

的接种量接种至 10 L发酵罐中，初始培养参数

为：转速 200 r/min，培养温度 30 ℃，pH 5.0。

随着菌体的生长，DO (Dissolved oxygen，溶氧

量) 逐渐下降，通过调节搅拌转速、通气量和罐

压，使 DO 维持在 20%–30%，发酵过程中采用

氨水自动控制 pH 值在 5.0。当 DO 回升时，按

照 20–36 mL/min的速度流加甘油，使菌体继续

生长至湿重约 200 g/L，停止流加甘油。当 DO

回升至 100%时，继续饥饿培养 30 min，然后流加

甲醇进行诱导，流加速度为：0–4 h，3.5 mL/(L·h)；

5–24 h，逐渐提高流加速度到 10 mL/(L·h)，并

一直维持该速度至发酵结束。发酵过程中，每

隔一定时间取样检测，测定发酵液的光密度

OD600 及菌体湿重，并留上清用于蛋白质的

SDS-PAGE及 CMCase活性分析和观察。 

1.2.3  OD600及细胞湿重的测定 

发酵液稀释后于波长 600 nm处进行比色测

定，OD600=OD600读数×稀释倍数；取 4 mL发酵

液在 10 000 r/min离心 10 min，吸尽上清液后，

称得的细胞重量换算为每升的克数即细胞   

湿重。 

1.2.4  聚丙烯酰胺凝胶电泳 SDS-PAGE检测 

为了检测内切-β-1,4-葡聚糖酶 A10 的表达

情况，采用 SDS-PAGE检测，浓缩胶浓度为 5%，

分离胶浓度为 12%，用考马斯亮蓝 G-250染色。 

1.2.5  蛋白质浓度测定 

参照 Bradford 的方法采用考马斯亮蓝

G-250法进行可溶性蛋白质含量测定。以牛血清

白蛋白  (BSA) 作为标准蛋白质，配制标准溶

液，制作标准曲线[15]。 

1.2.6  CMCase活性分析 

参考饲料行业对内切纤维素酶的 CMCase 活

性分析方法 (NY/T 912-2004)，对表达的内切纤维

素酶 A10进行 CMCase活性分析。使用 5 mg/mL

的羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) 作为底物，加入

一定量、稀释过的酶，反应体积为 1 mL，在

37 ℃、pH值为 5.5 (0.1 mol/L醋酸钠) 的条件下

反应 15 min，加入 1.5 mL DNS (3,5-二硝基水杨

酸) 试剂终止反应，沸水浴加热 5 min，用自来

水冷却至室温，然后加入 2.5 mL蒸馏水，以标

准空白样为空白对照，在 540 nm处测定吸光度。

根据葡萄糖的标准曲线，计算还原糖的含量，

并计算内切纤维素酶比酶活。一个酶活单位 U

定义为每分钟释放的还原糖等同 1 μmol葡萄糖

所需要的酶量。 

1.2.7  最适反应 pH与 pH稳定性 

使用 5 mg/mL 的 CMC-Na 作为底物，在   

50 mmol/L、pH 2.0–12.0的 B & R (Britton and 

Robinson) 缓冲溶液中测定 A10 的最优反应

pH。不同 pH 条件下的 CMCase 活性分析都在

37 ℃下反应 15 min，分别计算比酶活。 

A10的 pH稳定性按照下面的过程测定：首
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先把 A10在 4 ℃、不同 pH值 (pH 2.0–11.0) 分

别孵育 1 h、5 h、24 h及 120 h，然后立即在标

准条件下 (最优 pH 4.0、37 ℃，反应 15 min) 进

行 CMCase活性分析。把 A10在最优 pH 4.0时

的初始比酶活作为 100%，在不同 pH、时间点

的残余比酶活和 pH 4.0时的初始比酶活进行比

较，即得到不同 pH、时间点的残余 CMCase活

性的百分比。 

1.2.8  最适反应温度与热稳定性 

使用 5 mg/mL 的 CMC-Na 作为底物，在   

50 mmol/L、最优 pH 4.0的 B & R缓冲溶液中测

定 A10的最优反应温度。不同温度下的 CMCase

活性分析都反应 15 min，分别计算比酶活。 

A10 的热稳定性按照下面的过程测定：首

先把 A10在不同温度 (50 ℃、60 ℃、70 ℃、80 ℃

及 90 ℃) 分别孵育 15 min、30 min、1 h及 2 h，

然后立即在标准条件下 (最优 pH 4.0、37 ℃，反

应 15 min) 进行 CMCase活性分析。如果 A10在

某一温度失活速度太快，将在该温度孵育 5 min

和 10 min。把 A10在标准条件下的初始比酶活

作为 100%，在不同温度、时间点的残余比酶活

和标准条件时的初始比酶活进行比较，即得到

不同温度、时间点残余 CMCase活性的百分比。 

1.2.9  二价金属离子对 CMCase活性的影响 

二价金属离子对 A10 CMCase 活性影响的

分析过程：在上述标准 CMCase 活性分析体系

中，分别加入 1 mmol/L 的二价金属离子 

(Pb(CH3COO)2，NiSO4，MnSO4，CuSO4，BaCl2，

ZnSO4，CoCl2，CaCl2，MgCl2，FeSO4)，在标

准条件下 (最优 pH 4.0、37 ℃，反应 15 min) 进

行 CMCase 活性分析。把 A10 在标准条件下的

初始比酶活作为 100%，在添加不同金属离子时

的比酶活和标准条件时的初始比酶活进行比

较，即得到添加不同金属离子时比酶活的百  

分比。 

1.2.10  动力学参数测定 

使用0.15%–2% (W/V) 的CMC-Na作为底物，

在 50 mmol/L、最优 pH 4.0的 B & R缓冲溶液中

测定 A10 的动力学参数，根据 Lineweaver-Burk

方程推算 Km和 Vmax。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白质的摇瓶表达 
首先在摇瓶中培养过表达内切纤维素酶

A10 (GenBank Accession No. AN1285.2) 的毕

赤酵母，用 0.5%的甲醇连续诱导 120 h，进行

SDS-PAGE分析 (图１)。结果表明，在 44 kDa

左右出现明显条带。基于该蛋白质的氨基酸序

列预测该蛋白质的分子量为 35.8 kDa，44 kDa

条带的分子量远高于预测分子量，可能是由于

在毕赤酵母中表达蛋白质时的糖基化所致。随

着诱导时间的延长，主要蛋白质的表达量也逐

渐增加，并通过 CMCase活性分析进一步验证。 

 

 
 

图 1  摇瓶表达 A10 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of overexpressed A10 in 
flasks. Lane 1: protein marker; Lane 2: induced with 
methanol for 0 h; Lane 3: induced for 7 h; Lane 4: 
induced for 24 h; Lane 5: induced for 31 h; Lane 6: 
induced for 48 h; Lane 7: induced for 72 h; Lane 8: 
induced for 96 h; Lane 9: induced for 120 h. 
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2.2  蛋白质的发酵罐表达 
我们用 10 L发酵罐 (5 L发酵液) 对内切纤

维素酶 A10 进行了大量表达。过表达内切纤维

素酶 A10 毕赤酵母工程菌株的生长曲线如图 2

所示，菌体湿重和 OD600的结果一致，随着发酵

时间的延长，两者都呈现逐渐递增的趋势。当菌

体湿重达到 238 g/L即第 37 h时开始用甲醇诱导，

连续诱导 70 h。 

从蛋白质的浓度变化来看 (图 2)，随着诱

导时间的延长，蛋白质的表达量呈现逐渐递增

的趋势，117 h时发酵产量达到 0.89 mg/mL。并

进行了 CMCase活性分析。 

2.3  蛋白质的酶学性质分析 
2.3.1  最适反应 pH与 pH稳定性 

pH-活性曲线的结果表明 (图 3)：pH 4.0时

A10表现出了最高 CMCase活性，pH 2.0–8.0时

CMCase活性为最高 CMCase活性的 50%以上，

而 pH 9.0–12.0时 CMCase活性大大降低，仅为

最高 CMCase活性的 10%左右。因此 pH对 A10

的 CMCase 活性有非常大的影响，该酶为一酸

性内切纤维素酶。 
 

 
 

图 2  过表达 A10 工程菌体的生长曲线、蛋白质浓

度与 CMCase 活性 
Fig. 2  Growth curve, protein concentration and 
CMCase activity of engineered microorganisms 
overexpressing A10. 

 
 

图 3  pH 对 CMCase 活性的影响 
Fig. 3  Effects of pH on CMCase activity. 
 

pH稳定性研究发现 (图 4)，A10在 pH 2–12

表现出了非常高的稳定性，在 pH 9–12孵育 10 d

后，CMCase活性也仅仅失去 10%左右。 

2.3.2  最适反应温度与热稳定性 

研究了温度对 A10 CMCase 活性的影响 

(图 5)，结果发现，80 ℃时 A10 表现出了最高

CMCase活性；20 ℃时 CMCase活性也比较高，

为最高 CMCase活性的 70%左右；在 100 ℃时，

CMCase活性为最高 CMCase活性的 80%左右。 

同时也考察了 A10 的热稳定性 (图 6)，结

果发现，A10 在 50 ℃和 60 ℃时非常稳定，在

50 ℃孵育 2 h后，几乎没有丢失 CMCase活性，

在 60 ℃孵育 2 h后，仅仅丢失 5%左右的CMCase  
 

 
 

图 4  A10 的 pH 稳定性 
Fig. 4  pH stability of A10. 
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活性。但是，在 70 ℃时，A10孵育 15 min后，

仅保留 20%左右的初始 CMCase活性，而孵育 1 h

后，A10 几乎完全失活。在 80 ℃和 90 ℃时，

A10的失活速度加快，孵育 5 min后，丢失 95%

左右的 CMCase活性。 

2.3.3  金属离子对 CMCase活性的影响 

研究了二价金属离子对 A10 CMCase 活性

的影响 (图 7)。结果发现，Co2+、Mn2+、Fe2+

促进了 A10 的 CMCase 活性，尤其 Co2+，将

CMCase活性提高了 25%左右。Pb2+、Ni2+、Cu2+、

Zn2+和 Mg2+表现出了一定的抑制作用。Ba2+和

Ca2+对 CMCase活性没有太大影响。 
 

 
 

图 5  温度对 CMCase 活性的影响 
Fig. 5  Effects of temperature on CMCase activity. 
 

 
 

图 6  A10 的热稳定性 
Fig. 6  Thermal stability of A10. 

 
 

图 7  二价金属离子对 CMCase 活性的影响 
Fig. 7  Effects of divalent metal ions on CMCase activity. 
 

2.3.4  动力学参数测定 

使用 0.15%–2% (W/V) 的 CMC-Na 作为底

物，根据 Lineweaver-Burk 方程计算了 A10 的  

动力学参数，Km 和 Vmax 分别为 6 mg/mL 和   

45.4 μmol/(min⋅mg)。 

3  讨论 

由于来源于里氏木霉纤维素酶在第二代生物

乙醇生产中的重要性，目前对里氏木霉纤维素酶

的研究非常多，包括异源表达、酶学性质研究、

规模化培养以及蛋白质工程改造等[4,7–10,16]。相比

而言，对来源于构巢曲霉 Aspergillus nidulans

的纤维素酶及其他糖苷酶的研究比较少。构巢

曲霉也是一种重要的丝状真菌，按照基因组序

列，至少编码了 72种糖苷酶基因。虽然学者已

经克隆、表达、纯化了一些来源于构巢曲霉的

糖苷酶，但是针对这些糖苷酶的酶学性质研究 

(包括最优 pH与温度、pH与热稳定性，金属离

子对 CMCase 活性的影响等) 方面的报道还比

较少[14,17–19]。本文比较系统研究了构巢曲霉来

源 的 内 切 -β-1,4- 葡 聚 糖 酶 A10 (GenBank 

Accession No. AN1285.2) 的酶学性质。 

来源于构巢曲霉的内切 -β-1,4-葡聚糖酶

A10在摇瓶及发酵罐中都成功获得表达，在 10 L
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发酵罐中的最高表达量达到了 0.89 mg/mL。针

对内切-β-1,4-葡聚糖酶 A10 的酶学性质研究表

明，该酶的最适 pH为 4.0，和文献报道的一致，

属于酸性内切纤维素酶[14]；该酶的最适反应温

度为 80 ℃，在 100 ℃时仍保留了较高的CMCase

活性，而文献报道的最优温度为 57 ℃[14]。该酶

在很宽的 pH范围内 (pH 2.0–12.0) 表现出了非

常高的稳定性，孵育 10 d后，仍保留 90%以上

的 CMCase活性，该酶表现出了非常强的耐酸、

耐碱能力；该蛋白质在 50 ℃和 60 ℃时表现出

了非常高的稳定性，但是在≥70 ℃时，其耐热性

大大降低。和里氏木霉的内切纤维素酶 Cel5A

相比，两种酶的最适 pH及热稳定性很接近，但

二者的最适反应温度差别比较大：Cel5A 在

60 ℃时 CMCase 活性最高[10]，而构巢曲霉内  

切-β-1,4-葡聚糖酶 A10在 80 ℃时 CMCase活性

最高。来自木霉 C-4的天然内切纤维素酶在 pH 

2.0–8.0之间也表现出了很高的稳定性[20]。内切

酶 A10 的 Km 和里氏木霉来源内切纤维素酶

Cel5A 的 Km (4.93 mg/mL) 相当，但是 Vmax比

Cel5M的 [275.9 μmol/(min⋅mg)] 低很多[10]。需

要指出的是：我们是在 37 ℃时测定的动力学参数，

而 Cel5A的动力学参数是在 60 ℃时测定的[10]。 

众所周知，金属离子作为一种辅酶因子或

抑制因子对酶的水解有很大影响[21]。本研究发

现：Co2+、Mn2+和 Fe2+促进了 A10 的 CMCase

活性，而 Pb2+、Ni2+和 Cu2+等金属离子对 A10有

一定的抑制作用。同样有研究报道 Co2+和 Mn2+

提高了一些纤维素内切酶的 CMCase活性[22–23]；

Fe2+既能促进纤维素内切酶的 CMCase活性，也

能抑制其他纤维素酶的 CMCase活性[22,24]；Pb2+

提高了来源于类芽胞杆菌属 Paenibacillus sp. 

BME-1的 Cel9的 CMCase活性[23]，但是抑制了

来源于酵母的内切纤维素酶的CMCase活性[25]；

Ni2+抑制纤维素酶的 CMCase活性[24]；Cu2+也对

一些内切纤维素酶表现出了抑制作用[22–23]。因

此，综合金属离子对内切纤维素酶 CMCase 活

性影响的结果表明：不同的金属离子对 CMCase

活性有不同的影响，同一种金属离子对不同微

生物来源的内切纤维素酶有不同的影响。 

目前市场上的纤维素酶产品通常是内切葡聚

糖酶、外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶等的复合酶，

而市售的单一内切葡聚糖酶产品还比较少。构巢

曲霉内切-β-1,4-葡聚糖酶 A10 表现出了非常好的

性能 (耐酸、耐碱及一定的耐热性)，因此具有开

发为商品酶的潜力。同时，本研究也拓宽了人们

对构巢曲霉来源糖苷酶的认识，将为构巢曲霉糖

苷酶的深入研究以及应用开发提供指导。 
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