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摘要:为了提高瑞氏木霉(Trichoderma reesei)的纤维素酶活力 ,用分子改造的方法改造其内切-β-1 , 4 葡聚糖酶
基因 Egl 1。用 DNase Ⅰ消化 Egl 1 ,回收 50～ 200bp 的片段 , 用 T4 DNA 连接酶连接回收的片段 ,进行 PCR 反

应 , 将 PCR产物转入瑞氏木霉原生质体 ,用比较滤纸酶活力的方法筛选纤维素酶活力提高的菌株。结果筛选到
2 株滤纸酶活力比出发菌株提高的菌株 Eg l3 6-4 和 Eg l3 3-4B2Z2 , 其酶活力分别比出发菌株提高了 2.8 倍和

3.6 倍。
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Abstract:Endo-β-1 , 4-g lucanase gene Eg l 1 w as digested w ith DNase Ⅰ , f ragments o f 50 ～
200bp w ere collected and random ly linked wi th T4 DN A , then w ere used as templates fo r se-
quences amplif icat ion by po lymerase chain reaction (PCR).The shuf fling sequences w ere
t ransformed to T.reesei by pro toplast transformat ion.Tw o mutants w ith higher cellulase activ-
ity w ere selected.The filter paper act ivity(FPA)of tw o mutants named Eg l3 6-4 and Egl33-
4B2Z2 were 2.8 and 3.6 times higher than that of o riginal strain , respectively.
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　　纤维素是地球上分布最广 、最丰富的碳水化合物

之一 ,占植物干重的 35%～ 50%
[ 1]
,对人类而言 ,它

是自然界中数量最大的可再生物质 。如果能利用纤

维素来生产燃料乙醇 ,将有效地解决人类当前面临的

能源枯竭和环境污染的难题。

　　纤维素在结构上分为结晶区和非结晶区(又称无

定型区)两部分 。前者结构稳定 ,不容易被微生物降

解[ 2 , 3] ;后者结构比较疏松 ,容易被微生物降解[ 4] 。造

成纤维素难以被利用的主要原因是纤维素分子链结

晶区的氢键(包括分子链内 、链间以及分子链与分子

表面之间形成的氢键)不能被微生物细胞直接利用 ,

需要纤维素酶降解后才能被吸收利用。

　　目前发现 ,大约有 53个属的几千个菌株能产纤

维素酶 ,其中对细菌和真菌研究得比较多
[ 5]
。细菌的

纤维素酶产量不高 ,大多数对结晶纤维素没有活性 ,

并且所产生的酶是胞内酶或吸附在细胞壁上 ,不能分

泌到细胞外 ,增加了提取纯化的难度;真菌有木霉属 、

曲霉属和根霉属等
[ 6]
,其产生的纤维素酶一般在酸性

或中性偏酸性条件下作用于纤维素底物。木霉产生

的纤维素酶酶系全 、产量高 ,并能分泌到菌体外[ 7] ,所

以被深入研究以及广泛的运用 。其中对瑞氏木霉

(Trichoderma reesei)研究得最多而且最清楚[ 8] 。

T.reesei 具有真核的分泌机制[ 9] ,而且 T.reesei 的工

业化规模发酵条件已经比较成熟 ,这些都促进了对

T .reesei 的遗传改造。

　　研究发现木霉产的纤维素酶主要是葡聚糖内切

酶和葡聚糖外切酶。葡聚糖内切酶能水解纤维素衍
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生物和部分降解纤维素 ,但不能单独作用于结晶的纤

维素 。它在纤维素长链内部随机切割 ,能迅速降低纤

维素结构的完整性 , 是纤维素酶系的重要组成部

分
[ 10 , 11]

。本研究对 T.reesei 内切-β-1 , 4葡聚糖酶基

因 Eg l1进行改造 ,希望为工业化生产纤维素酶提供

参考 。

1　材料与方法

1.1　菌株与培养基

　　瑞氏木霉(T .reesei)购自中国科学院微生物研

究所菌种保藏室 。

　　PDA 培养基:葡萄糖 20g ,琼脂 20g ,土豆 200g

切片 ,煮沸 0.5h后取汁 ,定容至 1L。

　　CM 培养基:酵母粉 10g ,蛋白胨 10g , 葡萄糖

10g ,定容至 1L。

　　MENDEL 培养基:微晶纤维素 20g , (NH 4)2

SO 4 1.4g ,KH 2PO 4 2.0 g , CaCl2 0.3 g , MgSO 4 ·7H 2

O 0.3 g ,吐温 80 1.0g ,尿素 0.3 g ,庶糖 5g ,刚果红

0.3g ,琼脂粉 22g ,定容至 1L。

　　微量元素:FeSO 4 ·7H2O 5.0mg ,ZnCl2 1.4mg ,

MnSO4 ·H 2O 1.6mg ,CoCl2 ·6 H2O 2.0mg ,定容至

1L 。

1.2　主要试剂

　　所用的限制性内切酶 、T4 DNA 连接酶购于

Promega 公司 ,琼脂糖购于 Sigma公司 ,PCR 反应所

用的酶以及试剂 、DNA 分子量标准 DL2000 、DN ase

Ⅰ购自 Fermentas公司 ,胶回收 、PCR产物纯化试剂

盒购自上海生工 ,PCR引物合成 、转化子序列测定委

托上海生工进行 ,其它试剂均为国产分析纯。

1.3　方法

1.3.1　T .reesei 菌丝的培养与收集:参照文献[ 12]

进行 。

1.3.2　T .reesei 染色体 DNA 的制备:用液氮研磨

后 ,用 CTAB法大量提取染色体 DNA[ 12] 。

1.3.3　Egl1基因的克隆:以 T.reesei 总 DNA 为模

板 ,PCR扩增 Egl1基因 。50μl反应体系:1 × PCR

buf fer 、2 mmol/ L M gC l2 、0.2 mmol/ L dN TPs 、引物

(F :GGCTCGCTCTACCTGTCTCAG , R:T TCT-

TCTGTACGCAGGCGG)各 0.4μmo l/L 、0.025 U/

μl Taq酶 、约 2.5 ng/μl基因组 DNA 。循环参数为:

94℃5 min;98℃30s , 60℃1min ,72℃1 min ,30个循

环;72℃10 min 。

1.3.4　Egl1 基因的 shuf fling 改造:Eg l1基因用

DNase Ⅰ消化 5 ～ 30min ,电泳检测产生的片段大小。

用胶回收试剂盒回收纯化 50 ～ 200bp的 DNA 片段 ,

用 T4 DNA 连接酶进行连接。将连接产物作为模板

进行 PCR反应(循环条件同上),获得新基因片段。

1.3.5 　T .reesei 原生质体的制备:参照文献 [ 13]

进行。

1.3.6　 T.reesei 突变体库的构建:将改造后的 Egl1

基因电击转化 T .reesei原生质体 ,将原生质体转入含

0.7M 蔗糖的 CM 培养基 , 30℃、130r/min 培养 2d ,

将培养液点于刚果红平板 ,培养 2 ～ 3d ,获得突变体

文库。

1.3.7　纤维素酶滤纸酶活的测定:从突变体库中 ,挑

选相对水解圈较大的菌株 ,接入 CM 培养基(葡萄糖

改成 1%的蔗糖), 30℃、160r/min ,培养 2 ～ 3d ,所得

上清液即为粗酶液。取小试管 ,在其中加入 50mg 折

成 M 状的新华一号滤纸条 ,加入 2m l 0.05M/L 的柠

檬酸缓冲液和 2m l粗酶液 ,在 180r/min 、50℃下保温

1h后立即取出加入 2m l DNS 试剂(每 L含 3 ,5-二硝

基水杨酸 5.3g ,NaOH 9.9g ,酒石酸钾钠 153g ,苯酚

3.8m l ,焦亚硫酸氧钠 4.15g),在沸水中反应 10min ,

冷却后离心 ,取上层清液 、于 540nm 波长下测定吸光

度 。每个样品分别做有粗酶液无滤纸和有粗酶液有

滤纸各 1管 ,每次测量有滤纸无粗酶液和无粗酶液无

滤纸各做 1管。

2　结果与分析

2.1　突变体库的构建以及突变体的筛选

　　用 DNase Ⅰ消化 PCR获得的 Egl1基因 ,回收

并纯化大小为 50 ～ 200bp的 DNA片段(图 1),用 T4

DNA 连接酶进行相互连接 ,将连接产物作为模板进

行 PCR反应 ,结果扩增到了不同长度的 DNA 片段

(图 2),即为 shuff ling 改造后的基因片段。

图 1　纯化的 Eg l1 片段

Fig.1　Reclaiming fragment o f Egl1

M:DL2000 , 1:Eg l1 小片段。 1:Fragment of Egl 1.
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　　回收一定大小的新基因片段 ,转入 T.reesei原生

质体 ,培养后获得 Egl1 突变文库。将突变体在刚果

红培养基上培养 2 ～ 3d ,挑选水解圈较大的菌株 ,用

CM 培养基培养后 ,取上清进行滤纸酶活的测定。由

于反应液吸光度的变化与酶活的变化相关并呈线性

关系 ,因此本研究用吸光度提高的倍数来表征酶活提

高的倍数 。经多次筛选纯化 , 得到酶活比出发菌

(CK)提高的菌株 Eg l36-4和 Eg l33-4B2Z 2 ,酶活分别

提高了 2.8倍(表 1)和 3.6倍(表 2)。
表 1　菌株 Egl36-4 和 CK酶活测定结果(OD540)

Table 1 Result of enzyme activity mensuration for Egl3 6-4 and

CK(OD540)

菌株
St rain

无滤纸的吸光度
Absorbance wi th-
ou t fi lt er paper

有滤纸的吸光度
Ab sorban ce w ith
f ilt er paper

提高倍数＊

Rasied m ul-
tip le

CK 0.762±0.075 1.021±0 -

Egl3 6-4 0.845±0 1.846±0 2.867

＊提高倍数=[(BEg l
3
6-4 -AEg l

3
6-4)-(BCK -ACK)] /(BCK -ACK);Ai:

无滤纸的吸光度 , Bi:有滤纸的吸光度。

Rasied mu ltiple=[(BEg l
3
6-4 -AEg l

3
6-4)-(BCK -ACK)] /(BCK -ACK);

Ai:Absorbance w ithou t fi lter paper , Bi:Abso rb ance wi th f ilt er paper.

表 2　菌株 Egl33-4B2Z2和 CK酶活测定结果(OD540)

Table 2　Result of enzyme activity mensuration for Egl3 3-4

B2Z2 and CK(OD540)

菌株
St rain

无滤纸的吸光度
Absorbance wi th-
ou t fi lt er paper

有滤纸的吸光度
Ab sorban ce w ith
f ilt er paper

提高倍数＊
Rasied m ul-
tip le

CK 0.172±0 0.355±0 -

Egl3 3-
4B2Z2

0.133±0.004 0.987±0 3.664

＊提高倍数=[(BEgl36-4B2 Z2 -AEg l36-4B2Z2
)-(BCK -ACK)] /(BCK -

ACK);Ai:无滤纸的吸光度 , Bi:有滤纸的吸光度。

Rasied mu ltiple=[(BEgl
3
6-4B

2
Z
2
-AEgl

3
6-4B

2
Z
2
)-(BCK -ACK)] /(BCK

-ACK);Ai:Ab sorbance wi th ou t f ilt er paper , Bi:Ab sorbance w ith f il-

t er paper.

图 2　Shuffling改造后的 Eg l1 基因

Fig.2　Nove l gene from shuffling

　　M :DL2000 , 1:改造后的基因片段。 1:Reconstructed

DNA f ragment.

2.2　突变体 Egl36-4和 Egl33-4B2Z2的序列分析

　　分别提取突变菌株 Eg l36-4和 Eg l3 3-4B2Z 2的总

DNA ,PCR扩增 Egl1基因(图 3 ,图 4),送交上海生

工进行序列测定。将改造前后 Egl3 6-4的基因序列

(改造前 765bp ,改造后 755bp)在 NCBI 上进行 Blast

分析 ,发现改造后 Egl1增加了 1个碱基“C”(图 5),

造成该基因的移码突变。说明改造的基因成功地转

入 T .reesei ,并且整合到染色体的 Egl1 基因上;将

改造前后 Egl33-4B2Z2的基因序列(改造前 765bp ,

图 3　从 Eg l3 6-4 PCR 扩增获得的 Egl 1 基因

Fig.3　PC R production o f Egl 1 fr om Egl3 6-4

M:DL2000 , 1:Egl 1 基因。1:Eg l 1gene.

图 4　从 Eg l3 3-4B2Z 2 PCR扩增获得的 Eg l1 基因

Fig.4　PCR production of Egl 1 from Eg l3 3-4B2Z2

M:DL2000 , 1:Egl 1基因。 1:Eg l1 gene.

　　图 5　Egl3 6-4 Eg l1基因改造前后的序列比对分析(主要

显示发生变化的部分)

　　F ig.5 　Egl1 gene analy sis o f Egl3 6-4 between befo re

and after reconstruction(mainly display the changed sequence)

　　B:改造前 , A:改造后。 B:Befor e reconstruction , A:After

reconstruction.

　　Sco re=1389 bits(752), Expect=0.0 , Identitie s=755/

756(99%), Gaps=1/ 756(0%), Str and=Plus/ Plus.

266 Guangxi Sciences , Vol.18 No.3 , August 2011



　　图 6　Eg l3 3-4B2Z 2Egl1 基因改造前后的序列比对分析

(主要显示发生变化的部分)

　　Fig.6　Egl 1 gene analy sis of Egl3 3-4B2Z2 be tween be-

fo re and after reconstruction(mainly display the changed se-

quence)

　　B:改造前 , A:改造后。 B:Befo re reconstruction , A:After

reconstruction.

　　Scor e=1332 bits (721), Expect=0.0 , Identities =724/

725(99%), Gaps=1/ 725(0%), S trand=P lus/Minus.

改造后 762bp)在 NCBI 上进行 Blast分析 ,发现改造

后 Eg l1缺失了 1个碱基“T”(图6),造成该基因的移

码突变。说明改造的基因成功地转入 T .reesei ,并

且整合到染色体的 Egl1基因上 。

3　讨论

　　本研究借鉴国内外已有的纤维素酶研究经验 ,形

成一套完整的 T .reesi 纤维素酶基因改造方法 。该

方法中 ,在各步聚的选择上有一定的依据或经过可行

性分析。

　　DNA shuf f ling 作为基因组合方式。DNA shuf-

f ling ,即 DNA改组 ,是通过改变单个基因(或基因家

族)原有的核苷酸序列 ,创造出新的基因 ,并改变酶蛋

白的功能[ 14] 。这种方法可以使酶的两个或多个已经

优化的性质合为一体 ,是蛋白定向进化的一种重要

方法 。

　　以 T.reesei 为表达宿主。几乎所有已克隆到的

纤维素酶基因都在 E.col i 中得到了表达 ,但分泌表

达水平比较低 , 表达没有活力或者活力很低。

Okada H等[ 15] 成功将内切葡聚糖酶基因在 E .coli 中

进行表达 ,但产生的大部分酶没有活性 ,不利于工业

化生产。丝状真菌表达系统是生产具有生物活性的

真核生物蛋白的重要途径 ,与原核表达系统相比 ,它

可以进行特定翻译后修饰。所以本研究将改造后的

Eg l1基因在 T.reesei 中进行表达 ,期望为纤维素霉

生产的工业化提供参考。

　　以电转化的方式将新基因转入表达宿主。外源

基因进入丝状真菌并通过重组整合染色体的频率不

高 ,所以建立高效的转化方法至关重要 。最常用的转

化方法是将丝状真菌的原生质体作为感受态细胞 ,与

要转化的 DNA 混合后 ,在一定浓度的金属阳离子 、

聚乙二醇(PEG)等的作用下进行转化
[ 16]
。

　　微晶纤维素以及滤纸的选择 。在测定纤维素酶

内切酶活力时 ,常以 CMC 酶活力表示 。但是 ,由于

羧甲基纤维素钠(CMC-Na)是可溶性的纤维素 ,而天

然的纤维素结构复杂 ,不溶于水 ,因此 CMC 酶活力

并不能真实地反映菌株分解纤维素的能力。而微晶

纤维素的性质更接近木质素 ,所以对其水解的能力更

能接近酶对预处理木质素的水解能力[ 17] 。滤纸是聚

合度和结晶度都居中等的天然纤维材料 ,滤纸酶活

(FPA)可以表征菌株分解纤维素的能力以及其纤维

素酶系的协同作用[ 18] 。因此本研究中 ,纤维素酶活

力以 FPA 为主。

　　测定条件的统一。影响纤维素酶活力测定结果

的因素很多 ,包括未知的因素和已知的因素。未知因

素:不同微生物产生的纤维素酶在组成和性质方面不

尽相同 。作为底物的天然纤维素不溶于水 ,并且其化

学结构各不相同 ,而且纤维素酶降解纤维素的机理并

未清楚;已知因素:培养时间 、反应时间 、温度 、底物及

其浓度 、底物的质量以及测定方法都会影响测定结

果 。为了更准确地测定酶活 ,本研究中的各次试验均

严格按相同的条件进行。

　　本研究中 ,筛选得到酶活提高的菌株 Eg l3 6-4和

Eg l3 3-4B2 Z 2 , 但提高的程度有限。说明仅对

T.reesei 单个纤维素酶基因进行改造 ,产酶活力提高

的程度是有限的 。下一步研究中 ,需将酶的两个或多

个已优化的性质合为一体 , 才有可能达到满意的

结果。
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