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摘  要 : 天然的木质纤维素材料含有纤维素、半纤维素和木质素等成分。降解天然木质纤维素底物时，需要木质

纤维素酶共同作用。近年在木质纤维素酶的相互协同作用方面的研究引起人们的关注，成为一个新的研究热点，

文中使用两个不同的共表达载体 pETDuet-1 和 pRSFDuet-1，在大肠杆菌中共表达了白蚁及其肠道微生物来源的 β-

葡萄糖苷酶、内切 β-1,4-葡聚糖酶、漆酶和木聚糖酶这 4 种木质纤维素酶，经过 SDS-PAGE 分析得到了与理论值

一致的蛋白条带，同时经过酶活验证，这 4 种蛋白都具有酶活性。以磷酸处理的微晶纤维素 (PASC) 为底物，测

定了共表达酶粗酶液与单独表达酶混合液的协同作用因子，从还原糖的产量上经计算共表达的粗酶液比单独表达

酶的混合液对 PASC 的降解协同作用提高 44%；以滤纸和磷酸处理的玉米芯为底物，测定降解协同作用，分别提

高了 34%和 20%。结果表明，共表达酶的降解效率要高于混合的单组分酶液降解效率的总和。 
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Abstract:  Natural lignocellulosic materials contain cellulose, hemicellulose, and lignin. Cellulose hydrolysis to glucose 

requires a series of lignocellulases. Recently, the research on the synergistic effect of lignocellulases has become a new 

research focus. Here, four lignocellulase genes encoding β-glucosidase, endo-1,4-β-glucanase, xylanase and laccase from 

termite and their endosymbionts were cloned into pETDuet-1 and pRSFDuet-1 and expressed in Escherichia coli. After 

SDS-PAGE analysis, the corresponding protein bands consistent with the theoretical values were observed and all the proteins 

showed enzyme activities. We used phosphoric acid swollen cellulose (PASC) as substrate to measure the synergistic effect of 

crude extracts of co-expressing enzymes and the mixture of single enzyme. The co-expressed enzymes increased the 
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degradation efficiency of PASC by 44% compared with the single enzyme mixture; while the degradation rate increased by 

34% and 20%, respectively when using filter paper and corn cob pretreated with phosphoric acid as substrates. The 

degradation efficiency of the co-expressed enzymes was higher than the total efficiency of the single enzyme mixture. 

Keywords:  termite, lignocellulase, co-expression, synergism 

木质纤维素是地球上最丰富的可再生生物

质 [1]。天然的木质纤维素材料含有纤维素、半纤

维素和木质素等[2]。纤维素在木质纤维素中为最

简单的成分，大量的葡萄糖以 β-1,4 糖苷键连接形

成难以被水解的类似晶体的结构[3]。半纤维素和

木质素包裹在纤维素的外面，形成了一种天然屏

障。这层天然屏障在保护植物的同时，也使得人

工进行生物降解转化的效率很低，无法适应大规

模工业化的要求。 

纤维素降解酶系从功能上划分，其主要有内

切 β-1,4-葡聚糖酶 (EGs，EC 3.2.1.4)、外切葡聚

糖 酶  (CBHs ， EC 3.2.1.91) 和 β- 葡 萄 糖 苷 酶 

(BGs，EC 3.2.1.21) 3 类[4]。内切 β-1,4-葡聚糖酶

在纤维素链内部可随机水解 β-1,4-糖苷键，截短

长链纤维素分子，率先为外切纤维素酶提供大量

的反应末端，对纤维素的酶解至关重要[5]。外切

葡聚糖酶作用于纤维素分子的末端，依次切下纤

维二糖或者纤维四糖。β-葡萄糖苷酶主要负责将

纤维二糖水解成葡萄糖[6]，可以缓解内切 β-1,4-葡

聚糖酶和外切葡聚糖酶的产物抑制效应，该酶

在纤维素水解为单糖的过程中发挥着至关重要

的 作 用 。 半 纤 维 素 在 木 质 纤 维 素 中 的 含 量 为

20%–30%，其中含量最为丰富的是木聚糖[7]。木

聚糖酶是一种可将木聚糖降解成低聚木糖和木糖

的多组分复合酶系[8]，可促使半纤维素降解[9]。木

质素在木质纤维素中的含量为 18%–30%[10]。木质

素 的 降 解 主 要 有 3 类 酶 ： 木 质 素 过 氧 化 物 酶 

( Lip，EC 1.11.1.14)、锰过氧化物酶 (MnPs，EC 

1.11.1.13) 和漆酶 (Lac，EC 1.11.1.14)。 

自然界中存在一些天然的高效降解木质纤维

素系统，包括白蚁、牛、褐腐菌、白腐菌和一部

分细菌等，其中白蚁具有食木性特征[11]，有很强

的纤维素降解功能，目前认为在白蚁木质纤维素

降解中是双重纤维素降解机制——內源纤维素酶 

(白蚁自身分泌) 和外源纤维素酶 (共生微生物分

泌)[12]。白蚁及其肠道微生物来源的木质纤维素酶

具有高酶活和良好的耐碱性等特点。在本实验中，

β-葡萄糖苷酶 BGDS5[13]和内切 β-1,4-葡聚糖酶

EG71[14]是我们通过 DNA Shuffling 的方法，获得

的 高 活 性 的 白 蚁 来 源 的 β-葡 萄 糖 苷 酶 和 内 切

β-1,4-葡聚糖酶的突变体。漆酶 CotA 和木聚糖酶

XylMb1 分别来源于黄翅大白蚁后肠中通过筛选

分离得到的高地芽胞杆菌 Bacillus altitudinis[15] 

和类芽胞杆菌 Paenibacillus sp. Mb1[16]这两株菌。

CotA 蛋白耐高温耐碱，有文献报道芽胞杆菌的

CotA 蛋白是具有高的最适温度和热稳定性的细

菌漆酶，在工业上有很大的应用前景[17]。XylMb1 

木聚糖酶酶活高且具有良好的耐碱性。 

近年在木质纤维素酶的相互协同作用方面的

研究引起人们的关注，成为一个新的研究热点，

因此我们将实验室自主得到的白蚁及其肠道微生

物来源的 β-葡萄糖苷酶 BGDS5、内切 β-1,4-葡聚

糖酶 EG71、漆酶 CotA 和木聚糖酶 XylMb1 这 4 种

酶在大肠杆菌中进行了共表达。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试剂及仪器 

对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷  (pNPG) 购

自 Sigma 公司；木聚糖购自 Carbosynth 化学科技

公司；DNA Ladder、限制性内切酶、EazyPfu 酶、

DNA Ligation Kit 均购自 TaKaRa 公司；Cycle-Pure 
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Kit、Gel Extraction Kit、Plasmid Mini Kit 购自

OMEGA 公司；氨苄青霉素和硫酸卡那霉素购自

Invitrogen 公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 

购买自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；蛋

白 胨 、 酵 母 粉 和 琼 脂 粉 购 自 OXOID 公 司 ；

Whatman No.1 号滤纸、葡萄糖氧化酶-过氧化物

酶  (GOD-POD) 试剂盒购买自济南朋远生物公

司；其他均购买自国药公司。 

PCR 仪  (TaKaRa)； CHB-202 恒 温 金 属 浴 

(杭州博日科技有限公司)；凝胶成像仪 (UVItec

公司)；2802H UV/VIS 分光光度计 (UNICO)；

JY92-II 超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技

有限公司)；HZQ-QX 低温振荡培养箱 (黑龙江省

东联电子技术开发有限公司)。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基参见文献[18]。若加入氨苄青霉素

或硫酸卡那霉素 (终浓度 100 μg/mL)，分别成为

LA 或 LK 培养基；若同时加入两种抗生素则成

为 LAK 培养基。固体培养基添加终浓度 2%的琼

脂粉。 

1.1.3  质粒及菌株 

文中所使用的 E. coli BL21(DE3)、表达载体

pETDuet-1 和 pRSFDuet-1 购自 TaKaRa。白蚁来

源的 β-葡萄糖苷酶突变体 BGDS-5 和内切葡聚糖

酶突变体 EG71 由实验室前期通过 DNA shuffling

的方法获得；黄翅大白蚁后肠细菌来源的木聚糖

酶基因 XylMb1 和漆酶基因 CotA 均为实验室保

存。pETDuet-1 和 pRSFDuet-1 通用引物以及实验

过程中所有引物由华大基因测序公司合成。 

1.2  构建表达载体 

以 pQE30-BGDS5 为模板，DS5-BamHⅠ-F 和

DS5-Hind Ⅲ-R 为引物 (表 1)，PCR 扩增出 BGDS5

片段，利用 BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后连接到

pETDuet-1 的多克隆位点Ⅰ (MCSⅠ，Multiple cloning 

siteⅠ)；以 pQE30-EG71 为模板，EG-NdeⅠ-F 和

EG-EcoRⅤ-R 为引物 (表 1)，PCR 扩增出 EG71

片 段 ， 利 用 NdeⅠ和 EcoRⅤ双 酶 切 后 连 接 到

pETDuet-1-BGDS5 的 多 克 隆 位 点  Ⅱ (MCSⅡ，

Multiple cloning site )Ⅱ ，转入 E. coli BL21(DE3) 

感受态细胞，涂布到 LA 平板上。以 pQE30-CotA

为模板，CotA-BamHⅠ-F 和 CotA-Hind Ⅲ-R 为引物 

(表 1)，PCR 扩增出 CotA 片段，利用 BamHⅠ和

Hind Ⅲ双酶切后连接到 pRSFDuet-1 的 MCSⅠ；

以 pQE30-XylMb1 为模板，XylMb1-NdeⅠ-F 和

XylMb1-KpnⅠ-R 为引物（表 1），PCR 扩增出

XylMb1 片段，利用 NdeⅠ和 KpnⅠ双酶切后连接

到 pRSFDuet-1-CotA 的 MCSⅡ， 转 入 E. coli 

BL21(DE3) 感受态细胞，涂布到 LK 平板上。挑取

单克隆进行测序鉴定，并分别命名为 Co-BGEG、

Co-CotAXyl。分别取上述构建成功的质粒 Co-BGEG 

 

表 1  PCR 引物序列 

Table 1  Sequences of the primers for PCR 

Primer name Primer sequence (5–3) Size (bp) 

DS5-BamHⅠ-F GAGGATCCGGACGTAGCCTCCAGTGACAC 29 

DS5-Hind Ⅲ-R GTAAGCTTATCTCTGAAGCGCTCAGGAATC 30 

EG-NdeⅠ-F GACATATGGCTTACGACTATAAGCAAGTAC 30 

EG-EcoRⅤ-R CTGATATCTTAATAACCCAACGCGACGAG 29 

CotA-BamHⅠ-F GCACGGATCCGAACCTAGAAAAATTTGTTG 30 

CotA-Hind Ⅲ-R CATAAGCTTCTGGATGATATCCATCGG 27 

XylMb1-NdeⅠ-F CCCATATGGCTACGGATTATTGGCAAAAC 29 

XylMb1-KpnⅠ-R GGGGTACCCCACACTGTTACGTTAGAAC 28 

Underlines indicate restriction enzyme sites. 
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和 Co-CotAXyl 各 1 μL，充分混匀后，将混合质粒

转化到 E. coli BL21(DE3) 感受态细胞中，涂布到

LAK 平板上，筛选阳性克隆并验证酶活，将其命

名为 Co-BECX。 

1.3  诱导表达 

分别在 LA、LK 和 LAK 平板上挑取阳性单

克隆，接种于 5 mL 含相应抗生素的培养基中，

37 ℃、180 r/min 培养过夜。按 1%的接种量接种

于 100 mL 相应培养基中 37 ℃培养至 OD600 为

0.6–0.8 时，加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG，

16 ℃、180 r/min 进行诱导表达 16 h[19]。然后在

4 ℃下 10 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，利用破壁

缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，100 mmol/L 

NaCl) 洗涤菌体 2 次，将菌体−20 ℃冻存或立即

破壁。向菌体中加入 5 mL 破壁缓冲液重悬菌体，

超声波破壁 (功率 400 W，超声时间 5 s，间隔

时间 5 s，超声次数 120 次)。高速离心收集上清 

(12 000 r/min，4 ℃，10 min)，即为粗酶液[20]。

使用粗酶液进行酶活测定及 SDS-PAGE 分析。 

1.4  酶活力测定 

1.4.1  Na2CO3 方法测定 β-葡萄糖苷酶酶活 

以 pH 5.5 的 0.1 mol/L 醋酸钠缓冲液(SAB 

buffer)为溶剂配制 5 mmol/L 的对硝基苯基-β-D-吡

喃葡萄糖苷 (pNPG) 作为底物，取 200 μL 底物与

50 μL 适当稀释的酶液，充分混合后，37 ℃恒温条

件下反应 30 min。结束后加入 1 mL 0.6 mol/L 的

Na2CO3 终止反应[21]。OD410 测定吸光值，做 3 个平

行。以灭活的酶液设置对照。1 个酶活单位 (Unit) 

定义为：37 ℃、pH 5.5 的反应条件下，每分钟产

生 1 μmol 对硝基苯酚所需要的酶量。 

1.4.2  DNS 方法测定内切 β-1,4-葡聚糖酶和木聚

糖酶酶活 

以 pH 5.5 的 0.1 mol/L SAB 缓冲液为溶剂配

制底物。EG 酶以 1% CMC 为底物[22]，木聚糖酶

以 1%木聚糖作为底物[23]。取 200 µL 底物与 50 µL

适当稀释的粗酶液，充分混合后在 37 ℃恒温条件

下反应 30 min。反应结束后加 100 µL 的 DNS 溶

液，沸水浴反应 10 min，立即置于冰上冷却，补

加蒸馏水 650 µL 使反应体系为 1 mL。OD520 测定

吸光值，做 3 个平行实验。以灭活的酶液设置对

照。1 个酶活单位(Unit)定义为：在 37 ℃、pH 5.5

的反应条件下，每分钟产生 1 µmol 还原糖所需要

的酶量。 

1.4.3  以 ABTS 为底物测定漆酶酶活 

以 pH 5.5 的 0.1 mol/L SAB buffer 为溶剂配制

0.5 mmol/L 的 2,2-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺

酸)二铵盐 (ABTS) 作为底物[24]。取适当稀释的

50 μL 酶液加入到提前在 37 ℃中保温的 950 μL 的

ABTS 中，充分混合，37 ℃恒温条件下反应 3 min。

OD420 测定吸光值，做 3 个平行。以灭活的酶液

设 置 对 照 。 1 个 酶 活 单 位  (Unit) 定 义 为 ： 在

37 ℃、pH 5.5 的反应条件下，每分钟转化 1 µmol

底物所需要的酶量。 

1.4.4  滤纸酶活的测定 

使用 Whatman 1 号滤纸测定粗酶液的滤纸酶

活 [25] 。 具 体 测 定 方 法 为 ： 在 1.5 mL 规 格 的

Eppendorf (EP)管中加入 200 µL SAB Buffer，将

10 mg Whatman 1 号滤纸浸入其中，加入 50 µL

适当稀释的酶液，37 ℃反应 1 h，离心去除不溶

物，加入 100 µL DNS 煮沸 10 min，置于冰上冷

却 2 min，加水至 1 mL，测 OD520 处的吸光度，

做 3 个平行。以灭活酶液作为对照。 

1.5  底物处理 

1%磷酸水解微晶纤维素 (PASC)[26]：取 0.4 g

微晶纤维素置于烧杯中，加入蒸馏水 1.2 mL，混匀

成糊状物。一边搅拌一边缓慢加入 20 mL 预冷的

浓磷酸，待其成均相物，置于冰上 1 h，期间多次

搅拌。随后加入 80 mL 预冷的蒸馏水，离心去

上清，反复洗涤。加入 2 mol/L Na2CO3 中和残

存的磷酸，用蒸馏水洗涤至 pH 5–7，最后用蒸
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馏水溶解。 

1%磷酸处理玉米芯渣：玉米芯渣经 80 ℃高

温干燥过夜后，研磨，过 40 目分样筛，得到的玉

米芯渣用磷酸处理，具体参见文献[27]。 

1.6  分析共表达酶协同作用 

以 1% PASC、滤纸、1%磷酸处理玉米芯渣

作为底物，分别测定共表达粗酶液对上述不同

底物的降解作用，并与单独表达酶的混合液进

行比较。 

在混合酶组合对不同底物的降解中，分别测

定共表达系统中 4 种木质纤维素酶的酶活，50 µL

的酶液体系中，保证混合酶组分中添加的相应木

质纤维素酶酶活与共表达系统中的一致，若酶液

体系不足 50 μL 则使用 SAB 缓冲液补齐。 

降解滤纸的测定方法同 1.4.4。 

降解 PASC、磷酸处理的玉米芯渣测定：1% 

的底物 200 µL，加入不同组合酶液 50 µL，37 ℃

反应 30 min，离心去除不溶物，其余同滤纸酶活

的测定。 

(%) 100%


 
共表达酶 四种混合酶

达协
四种混合酶

共表 同作用 。 

共表达酶：共表达酶组分降解底物产生还原

糖的量；混合酶：混合酶组分降解底物产生还原

糖的含量。 

反应后测定反应产物中葡萄糖和还原糖的含

量，葡萄糖产量的测定使用葡萄糖氧化酶-过氧

化物酶 (GOD-POD) 试剂盒；还原糖产量的测定

使用 DNS 法，通过绘制的标准曲线计算出还原糖

产量。 

2  结果与分析 

2.1  四种木质纤维素酶基因在大肠杆菌中的

共表达 

获得两两酶基因 (Co-BGEG，Co-CotAXyl)

和 4 个酶基因 (Co-BECX) 共表达的粗酶液，进

行 SDS-PAGE 分析和酶活性测定。由 SDS-PAGE

的结果可以看出(图 1)，与含有空载体 pETDuet-1

的 E. coli BL21(DE3) 的破壁上清相比，Co-BGEG

的破壁上清中含有 56 kDa 的 BGDS5 和 45 kDa 的

EG71 蛋白条带；与含有空载体 pRSFDuet-1 的 E. 

coli BL21(DE3) 的破壁上清相比，Co-CotAXyl

的破壁上清中含有 60 kDa 的 CotA 和 23 kDa 的

X y l M b 1 蛋 白 条 带 ； 综 合 以 上 作 为 对 照 ， 在

Co-BECX 的破壁上清中存在 BGDS5、EG71、CotA

和 XylMb1。进行 SDS-PAGE 蛋白电泳时，每个

样品的上样量均为 5 μL，从 SDS-PAGE 的结果来

看，在 Co-BGEG 和 Co-BECX 中，EG71 的蛋白

条带比较粗，说明 EG71 在共表达体系中有较高

的表达量；而对于 BGDS5、CotA 和 XylMb1，

从 SDS-PAGE 的结果来看，蛋白条带均比较细，

这 3 种木质纤维素酶在共表达系统中的表达量比

较低。酶活测定分析表明大肠杆菌共表达系统中 

 

 
 

图 1  SDS-PAGE 分析 Co-BGEG、Co-CotAXyl 和

Co-BECX 在 E. coli BL21(DE3) 中的表达 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of Co-BGEG, Co-CotAXyl 
and Co-BECX expressed in E. coli BL21(DE3). M: 
protein marker; 1: crude extract of E. coli BL21(DE3)/ 
pETDuet-1; 2: crude extract of Co-BGEG; 3: crude 
extract of E. coli BL21/pRSFDuet-1; 4: crude extract of 
Co-CotAXyl; 5: crude extract of Co-BECX. The arrow 
indicated corresponding protein bands. 
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的 β-葡萄糖苷酶、内切 β-1,4-葡聚糖酶、漆酶

和木 聚糖酶的粗 酶液酶活分 别 为 14.1 U/mL、

28.64 U/mL、19.74 U/mL 和 18.65 U/mL。 

2.2  共表达酶对底物协同降解作用 

2.2.1  对 PASC 的协同降解作用 

微晶纤维素经过磷酸处理后形成结构松散的

PASC，经过酸处理的微晶纤维素在体系中产生了

大量的还原糖，也暴露出更多的反应末端，有利

于纤维素酶附着于其上发生反应。我们测定了共

表达的 Co-BGEG 粗酶液降解 PASC 的能力，并将

其降解效果与单独表达的 BGDS5、EG71 这两种

酶的混合酶液对 PASC 降解的协同作用进行了比

较。当体系中只存在 EG 酶时，PASC 可被降解并

产生少量葡萄糖 (图 2)；当体系中同时添加 EG

酶和 BG 酶时，反应体系中的葡萄糖量明显提高，

与体系中只存在 EG 酶时相比，葡萄糖的产量大

大提高。共表达 Co-BECX 和单独表达的 4 种纤

维素酶的混合酶液相比较，发现共表达酶液体系

中还原糖的量提高，对 PASC 的共表达协同降解

作用比 4 种单独表达纤维素酶的混合酶液大约提

高了 44%。 

 

 
 
图 2  共表达酶液与单独表达酶液协同降解 PASC 的

比较 

Fig. 2  Comparison of the hydrolyzing efficiency of the 
co-expressed enzyme and the single enzyme mixture by 
sugar release estimation with PASC as substrate. 

2.2.2  对滤纸的协同降解作用  

测定了共表达的 Co-BECX 粗酶液降解滤纸

的能力，并与单独表达的 BGDS5、EG71、CotA 和

XylMb1 这 4 种酶组分的混合酶液对滤纸降解的

协同作用进行了比较。根据上述材料与方法中的

测定方法，我们测定了共表达的 Co-BECX 粗酶

液和单独表达的 BGDS5、EG71、CotA 和 XylMb1

这 4 种酶组分的混合酶液对滤纸的降解作用，并

对数据进行了处理，数据处理结果如图 3 所示。

当酶反应体系中只有 EG 酶时，对滤纸有降解，

产生了一定量的还原糖，产生的葡萄糖的量极少，

但当反应体系中再添加 BG 酶时，反应后产生葡萄

糖的量大约是只含有 EG 的酶反应体系的 2.2 倍。

因为在酶反应体系中添加了 BG 酶，BG 酶将纤

维二糖水解为葡萄糖，提高了反应体系中葡萄糖

的产量，同时也缓解了 EG 酶的产物抑制。在以

滤纸为底物时酶反应体系中依次添加这 4 种木质纤

维素酶，产生还原糖的含量逐步增多，当这 4 种木

质纤维素酶同时作用于这一反应体系中时，产生

的还原糖和葡萄糖的量在组合的混合酶反应中达

到最高，与体系中只有 EG 酶相比分别提高了 2 倍

和 2.7 倍，这 4 种酶可以组合成一个协同降解的

木质纤维素酶系作用于滤纸。共表达的 Co-BECX 
 

 
 

图 3  共表达酶液与单独表达酶液协同降解滤纸的比较 

Fig. 3  Comparison of the hydrolyzing efficiency of the 
co-expressed enzyme and the single enzyme mixture by 
sugar release estimation with filter paper as substrate. 
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和单独表达的 4 种酶的混合酶液相比较，发现

共表达酶液体系中还原糖的产量高，对滤纸的

协同降解作用比 4 种单独表达的混合酶液提高了

34%，由此，共表达酶液对滤纸的协同降解效果

要好。但是从葡萄糖的产量来说，单独表达的 4 种

酶混合酶液的反应体系中葡萄糖的产量要高一

些，可能由于单独表达的 4 种酶混合液和共表达

系统中其他 3 种木质纤维素酶对 BG 酶产生的影

响不同。 

2.2.3  对磷酸处理的玉米芯渣的协同降解作用 

本研究中使用的玉米芯渣经过一定程度的脱

木素处理，但是并没有完全去除木质素的成分，

同时也使用磷酸对其进行了酸处理，经过简单的

脱木素和酸处理后，玉米芯渣的结构疏松，纤维

素束和半纤维素暴露出来，有利于木质纤维素酶

对其进行降解。结果如图 4 所示，当酶反应体系

中只有 EG 酶存在时，可以对玉米芯有降解，产

生了一定量的还原糖，但产生的葡萄糖的量很少，

但当反应体系中添加 BG 酶时，反应后产生葡萄

糖的量大约是只含有 EG 的酶反应体系的 2.5 倍。

因为 BG 酶可以将纤维二糖水解为葡萄糖，提高

了反应体系中葡萄糖的产量，同时也缓解了 EG

酶的产物抑制。由图 4 中我们看到第 4 组数据也

就是包含这 4 种木质纤维素酶的酶反应体系，要

比第 3 组数据即包含 EG、BG 和 Xyl 三种木质纤

维素酶的酶反应体系产生还原糖的含量少一些，

我们认为可能是误差导致。第 3 组数据与第 4 组

数据相比，在还原糖和葡萄糖的产量上大致相等，

产量不再提高，我们推测在以玉米芯为底物时，随

着不同酶组分的添加，会产生底物竞争作用[28]。

我们发现，共表达的 Co-BECX 和单独表达的 4 种

酶的混合酶液相比较，共表达酶液体系中葡萄糖

的产量两者相一致，但共表达的酶液体系中还原

糖的产量高，对玉米芯的协同降解作用大约比 4 种

单独表达的混合酶液提高了 20%，由此表明，共

表达酶液对玉米芯的协同降解效果要好。 

 
 

图 4  共表达酶液与单独表达酶液协同降解磷酸处理的

玉米渣的比较 

Fig. 4  Comparison of the hydrolyzing efficiency of the 
co-expressed enzyme and the single enzyme mixture by 
sugar release estimation with acid treated corn cob as 
substrate. 
 

3  讨论 

随着基因克隆技术的发展，迄今已有很多外

源基因被克隆到不同的表达载体中进行了研究，

进而应用到工业领域，造福于人类的生产生活。

但是很多生物学功能并不是只由一种基因或一种

蛋白来控制和完成的，需要由多个基因或蛋白共

同作用实现某一生物学功能。在工业领域，多个

外源基因在同一表达宿主中实现共表达，能够有

效地节约生产成本、提高产量，是生物技术在工

业生产领域中应用的又一个新的创新。 

白蚁自身及其肠道微生物来源的木质纤维素

酶类具有分子量小、活性高等特点。目前为止，

很多已发现的白蚁及其肠道微生物来源的木质纤

维素酶已经由各种模式微生物单独生产，但关于

通过单一微生物有效生产多种木质纤维素酶的报

道很少。本研究所采用的共表达策略是在同一宿

主中同时使用含有两个多克隆位点的 pETDuet1

和 pRSFDuet-1 表达载体，实现了在大肠杆菌表达

系统中 EG、BG、CotA 和 XylMb1 四种纤维素酶

的共表达。使用带有氨苄青霉素抗性的 pETDuet-1
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质粒同时表达得到了 EG 和 BG 并都具有相应酶

活；使用硫酸卡那霉素抗性的 pRSFDuet-1 质粒同

时表达得到了 CotA 和 XylMb1 并都具有酶活；随

后我们将上述经过酶活验证后的质粒共同转入到

了同一个宿主中，使用氨苄青霉素和硫酸卡那霉

素两种抗生素进行初步筛选，随后测定 4 种木质

纤维素酶酶活进行验证。 

本研究采用了 3 种底物来进行上述共表达的

木质纤维素酶在协同降解效率方面的测定。在降

解过程中，不同种类的酶、不同的酶组分之间具

有协同作用，即组合酶组分的降解效率要明显高

于单组分降解效率总和。以 PASC 为底物时，共

表达的粗酶液对 PASC 的降解与单独表达的混合

酶液相比较，葡萄糖的产量提高了 61%，使 PASC

降解得更加充分；以滤纸为底物时，共表达的粗

酶液对滤纸的降解要比单独表达的混合酶液有所

提高，大约提高了 34%。对于木质纤维素酶来说，

玉米芯是天然的降解底物，但在纤维素束的外围

包裹着结构较为复杂的木质素，外围结构紧实，

难以被降解。以磷酸处理的玉米芯渣为底物时，

共表达的粗酶液对玉米芯的降解与单独表达的混

合酶液相比较，大约提高了 20%。这是由于 Avicel

经过磷酸处理后，其纤维束外围复杂而又紧实的

结构被酸破坏，从而使结构疏松，暴露出纤维素

束，有利于木质纤维素酶附着于其上发挥作用。

协同作用的存在与木质纤维素底物结构、成分的

复杂性是相适应的，因此其强弱也随着底物性质

的变化而呈现出差异[29]。对于 3 种底物进行协同

作用的测定时，我们发现当体系中加入 EG 和 BG

的混合酶液时，与降解体系中只有 EG 时产生的

葡萄糖的量有明显提高，推测是由于添加 β-葡萄

糖苷酶后，β-葡萄糖苷酶降解了 EG 作用底物后

产生的寡糖链，将其分解成葡萄糖，既加大了底

物被降解的程度，也缓解了寡糖链对 EG 的产物

抑制效应。在分别以滤纸和玉米芯为底物时，在

含有 EG 和 BG 的体系中加入 CotA 或 Xyl 时，都

会使产生的还原糖含量提高，说明 CotA 或 Xyl

都对木质纤维素的降解有一定的促进作用。对于

单独表达的混合酶来说，在体系中 4 种酶混合时，

其产生还原糖的量最高；从共表达的角度分析，

当体系中保证 4 种木质纤维素酶的酶活分别相一

致时，体系中添加共表达的粗酶液要比单独表达

的混合酶液产生的还原糖的含量高。不同类型的

纤维素酶组分之间，纤维素酶组分与半纤维素酶

组分之间均存在协同作用。Fonseca-Maldonado

等在毕赤酵母中同时表达木聚糖酶和漆酶时，

也 得到了类似的结果，酶活比单独表达提高了

44%[30]。Kumar 等使用 pETDuet-1 载体在大肠杆

菌中同时表达了细菌来源的芽胞漆酶 CotA、内

切木聚糖酶 Xyl 以及果胶酶 Pel 共表达后的混合

酶制剂降解橘子皮的能力比单独使用木聚糖酶

高出 20%[31]。 

由此，将共表达策略应用在工业领域，不仅

能够提高协同效应，在一个细胞中同时表达多种

蛋白，还可以简化表达过程、节约成本。在本研

究中，从葡萄糖的产量来分析，以滤纸为底物时，

单独表达的 4 种酶混合酶液的反应体系中葡萄糖

的产量要比共表达的酶液高，可能由于单独表达

的 4 种酶混合液和共表达系统中其他 3 种木质纤

维素酶对 BG 酶产生的影响不同。刘建明等在研

究 3 种外切酶的协同作用时，当多种纤维素酶组

合在一起作用底物时要比两种酶组合在一起时产

生的还原糖的量少，推测可能是几种酶之间存在

相互竞争与底物结合，降低了催化效率[28]；当以

玉米芯为底物时，单独表达的 4 种酶混合酶液的

反应体系中葡萄糖的产量几乎与共表达的酶液相

一致，我们推测产生这种结果的原因，不同的底

物有不同的木质纤维素结构，其中半纤维素和纤

维素在体系中所占的比例也不同，因此单独表达

的 4 种酶混合液和共表达系统中其他 3 种木质纤
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维素酶对 BG 酶产生的影响不同，导致葡萄糖的

产量有所不同，所以对于各酶组分的最佳比例还

需要进一步的研究。 
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