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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ已报道的枯草芽孢杆菌的基因序列，设计特异性引物，经ＰＣＲ分别从Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＬ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＫ
基因组中扩增得到３个纤维素酶基因序列，基因片段分别长约７００、１５００、１７００ｂｐ。连接到 Ｔ载体上进行测序，获得
该３个纤维素酶基因片段的ＤＮＡ序列，在线比对分析表明３个基因的部分碱基序列与已报道的纤维素酶基因的序列
同源性达９９％。这３个基因的全序列在ＧｅｎＢａｎｋ中未见报道，且通过软件对比，三者没有任何相似性。根据３个纤维
素酶基因的来源分别命名为Ｌｃｅｎ、Ｋｅｎ、Ｋｋｇ。借助软件分析确定Ｌｃｅｎ基因全长６９９ｂｐ，基因序列为１个完整的阅读框，
连续编码２３２个氨基酸。Ｋｅｎ基因全长１５００ｂｐ，连续编码４９９个氨基酸。Ｋｋｇ基因全长１６８６ｂｐ，基因序列为１个完
整的阅读框，连续编码５６１个氨基酸。３个基因均属于纤维素酶家族大类。
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　　纤维素是地球上最丰富的可再生自然资源［１］。全球每

年纤维素产量达２０００亿 ｔ［２］，仅我国秸秆产量就达５亿 ～７
亿ｔ，大部分被焚烧、丢弃，不仅浪费资源，而且会对环境造成
污染［３］。纤维素是一种无色、无味的白色丝状物，难溶于一

般的有机溶剂及水，是植物细胞壁的主要组成部分。植物纤

维素结构基本由结晶区域、无定型区域组成，纤维素结晶区域

比无定型区域难降解［４］。酶解法是目前降解纤维素最有效

的方法［５］。纤维素酶是能够分解纤维素、最终将其降解成葡

萄糖的一类酶的总称。根据纤维素酶催化反应功能的不同可

将其分为：（１）内切葡聚糖酶，这类酶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；（２）外切葡聚糖酶，
这类酶作用于纤维素线状分子末端，水解 β－１，４糖苷键；
（３）β－葡萄糖苷酶，这类酶将纤维二糖水解成葡萄糖分
子［６］。纤维素酶分子多数由球状的催化结构域（ｃａｔａｌｙｔｉｃｄｏ
ｍａｉｎｓ，ＣＤ）、连接桥（ｌｉｎｋｅｒ）、纤维素结合结构域（ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ－
ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｓ，ＣＢＤ）３个部分构成［７－９］。纤维素酶分布广

泛，目前饲料用纤维素酶主要从微生物中获得。随着分子生

物学、基因工程技术的发展，对纤维素酶分子层面研究也随之

展开，纤维素酶基因的克隆与表达成了研究焦点。细菌、真菌

的纤维素酶系不断被人们发现、分离，大量纤维素酶基因得到

克隆、表达，丰富了纤维素酶的研究材料［１０］。结构功能完整

的纤维素酶基因克隆到高效表达载体上再进行异源表达，能

使纤维素酶的产量成倍提高［１１］。本试验对纤维素酶系内的３
个纤维素酶基因进行克隆和序列分析，旨在为后续高效联合

表达纤维素酶系基因进行研究准备。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株与质粒　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＫ、ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＬ均
由实验室筛选并保存，大肠杆菌 ＤＨ５α购于北京天根生化科
技有限公司，ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒＳｙｓｔｅｍ购于 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。

１．１．２　主要试剂　ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、溴酚蓝、琼脂糖购自北京
天根生化科技有限公司；Ｔａｑ酶、ＤＮＴＰ、各种限制性内切酶购
自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；溴化乙锭（ＥＢ）、抗生素（Ａｍｐ）购于北京索
莱宝科技有限公司；ＲＮＡ酶，蛋白酶 Ｋ购于北京中科瑞泰生
物科技有限公司；琼脂粉、蛋白胨购于 Ｏｘｉｄ公司。基因组提
取试剂盒、质粒提取试剂盒、ＤＮＡ胶纯化回收试剂盒均购自
于中科瑞泰（北京）生物科技有限公司。

１．１．３　引物　试验中的３对引物序列：
ＥＮＦ：５′－ＡＴＧＡＡＡＣＧＧＴＣＡＡＴＣＴＣＴＡＴＴ－３′；
ＥＮＲ：５′－ＣＴＡＡＴＴＴＧＧＴＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＡ－３′；
ＣＥＮＦ：５′－ＡＴＧＡＡＡＡＡＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＧＣＡＴ－３′；
ＣＥＮＲ：５′－ＴＴＡＴＴＣＡＧＧＡＡＡＣＴＧＡＡＣＡＴＧＧ－３′；
ＫＧＦ：５′－ＡＴＧＡＧＴＧＡＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＧＡＡＧ－３′；
ＫＧＲ：５′－ＴＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＴＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＧ－３′。

１．２　方法
ＬＢ培养基的配制：蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，氯化钠

１０ｇ，蒸馏水１Ｌ，固体ＬＢ培养基加入２０ｇ琼脂粉，１２０℃高
压灭菌３０ｍｉｎ。细菌基因组ＤＮＡ的提取、质粒ＤＮＡ的提取、
ＤＮＡ的凝胶回收参照试剂盒提供的说明进行。纤维素酶基因
的ＰＣＲ扩增、纤维素酶基因片段与Ｔ载体的连接、重组质粒导
入感受态细胞、含纤维素酶基因的重组质粒的酶切鉴定参照

《分子克隆试验指南》规定的方法进行。纤维素酶系基因的序

列测定由北京擎科新业公司完成。用 ＶｅｃｔｏｒＮＴ软件和 ＮＣＢＩ
Ｂｌａｓｔ２．０在线软件对该纤维素酶基因的序列进行分析。
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２　结果与分析

２．１　纤维素酶基因的克隆
根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的纤维素酶系的内切葡聚糖酶基因、

外切葡聚糖酶基因、葡萄糖苷酶基因序列设计特异性引物：

ＥＮＦ（Ｒ）、ＣＥＮＦ（Ｒ）、ＫＧＦ（Ｒ），以提取得到的Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＫ、Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓＬ基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，扩增结果如图１
所示。扩增得到的ＤＮＡ片段大小分别为１５００、７００、１７００ｂｐ
左右。根据来源不同分别将３个基因命名为Ｋｅｎ、Ｌｃｅｎ、Ｋｋｇ。

２．２　纤维素酶基因的鉴定
分别将片段回收，连接于Ｔ载体上转化到大肠杆菌培养，

挑取单菌落，进行重组质粒ＰＣＲ鉴定（图２－Ａ），凝胶上有明

显的ＤＮＡ条带，与ＰＣＲ扩增的结果一样。进行酶切鉴定（图
２－Ｂ），凝胶上分别出现２条明显的 ＤＮＡ条带，一条大小约
为３ｋｂ与Ｔ－ｅａｓｙ载体的片段大小一致，另一条带大小分别
约为１５００、７００、１７００ｂｐ，与 ＰＣＲ扩增的结果一致。由此确
定ＰＣＲ扩增产物顺利连接到 Ｔ－ｅａｓｙ载体上，构建了３个基
因与 Ｔ－ｅａｓｙ连接的重组质粒，分 别命 名为 ＬｃｅｎＴ、
ＫｅｎＴ、ＫｋｇＴ。

２．３　纤维素酶基因的序列分析
将３个纤维素酶基因重组质粒ＬｃｅｎＴ、ＫｅｎＴ、ＫｋｇＴ分别进

行测序，并通过ＶｅｃｔｏｒＮＴ软件和ＧｅｎＢａｎｋ数据库对３个基因
的序列进行分析。

２．３．１　Ｌｃｅｎ基因的序列分析　对ＬｃｅｎＴ重组质粒进行测序，
得到的基因序列如图３所示。

　　用ＶｅｃｔｏｒＮＴ软件对Ｌｃｅｎ基因序列进行分析发现，该基因
全长 ６９９个碱基，组成 １个完整的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄ

ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），连续编码２３２个氨基酸，起始密码 ＡＴＧ，终止密
码ＴＡＡ。
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利用 ＮＣＢＩ网站上的 Ｂｌａｓｔ功能对该基因序列进行比对
发现，基因 Ｌｃｅｎ与已报道的枯草芽孢杆菌纤维素酶基因
ＧＵ３２７８１７．１、ＣＰ００３６９５．１、ＣＰ００３３２９．１、ＡＰ０１２４９６．１、ＡＰ０１２４９５．１
十分相似，相似度为９９％。对其编码的氨基酸进行比对分析发
现，该基因编码的氨基酸序列与已报道的枯草芽孢杆菌胞外的葡

萄糖苷酶基因 ＮＰ３８９７４４．１、ＹＰ００７４２７０４５．１、ＹＰ００４２０３７９７．１、
ＹＰ００６２３１８２６．１、ＺＰ０６８７３１００．１的氨基酸序列十分相似，相似度
达到９５％。故可初步确定该基因来源于枯草芽孢杆菌，属于

纤维素酶基因。

对基因编码的氨基酸序列进行分析和预测得知，该基因

编码的氨基酸结构属于罕见的脂蛋白（ＲｌｐＡ）超家族，基因序
列部分与罕见的脂蛋白、假定的ＥＧ４５－ｌｉｋｅ域包含蛋白１、内
切葡聚糖酶ｃ终端域／亚单位和相关蛋白质相似性高。
２．３．２　Ｋｅｎ基因的序列分析　对 ＫｅｎＴ重组质粒进行测序，
得到的基因序列如图４所示。

　　用ＶｅｃｔｏｒＮＴ软件对Ｋｅｎ基因序列分析，ＫｅｎＴ的基因全长
１５００个碱基，组成１个完整的开放阅读框，连续编码４９９个
氨基酸。起始密码 ＡＴＧ，终止密码 ＴＡＧ。利用 ＮＣＢＩ网站上
的Ｂｌａｓｔ功能对该基因序列进行比对发现，基因Ｋｅｎ的序列与
已报道的枯草芽孢杆菌 纤维素酶基因 ＦＪ８００３６６．１、
ＥＦ０７０１９４．１、ＫＣ４７７６８５．１、ＣＰ００２４６８．１、ＨＭ５４３１６５．１基因序
列十分相似，相似度为９９％。对其编码的氨基酸进行比对，
该基因编码的氨基酸序列与已报道的枯草芽孢杆菌的内切葡

萄糖苷酶基因 ＮＰ３８９６９５．２、ＡＦＸ８８６６６．１、ＹＰ００７２０９４７７．１、
ＡＣＫ３８２６１．１的氨基酸序列十分相似，相似度达到９９％。故
可确定该基因来源于枯草芽孢杆菌，属于纤维素酶基因。

对该基因编码的氨基酸结构进行分析预测发现，该基因

编码的氨基酸属于水解酶超级家族，整体由２个主要部分组
成（图５），一部分为纤维素酶区域（ｃｅｌｌｕｌａｓｅ，图５－Ａ），一部
分为纤维素酶的绑定区域（ＣＢＭ－３，图５－Ｂ），其中的纤维素
酶区域结构符合糖基水解酶家族５的结构特征。
２．３．３　Ｋｋｇ基因的序列分析　对 ＫｋｇＴ重组质粒进行测序，
得到的基因序列如图６所示。
　　用 ＶｅｃｔｏｒＮＴ软件对 Ｋｋｇ基因序列分析，Ｋｋｇ基因全长
１６８６个碱基，组成１个完整的开放阅读框，连续编码５６１个
氨基酸。起始密码ＡＴＧ，终止密码ＴＧＡ。

利用 ＮＣＢＩ网站上的 Ｂｌａｓｔ功能对该基因序列进行比对
发现，Ｋｋｇ的基因序列与已报道的枯草芽孢杆菌纤维素酶基
因 ｃｐ００２４６８．１、ＣＰ００３６９５．１、ＣＰ００３３２９．１、ＡＰ０１２４９６．１、
ＡＰ０１２４９５．１序列十分相似，相似度为９９％。对其编码的氨
基酸进行比对分析发现，该基因编码的氨基酸序列与枯草芽

孢杆 菌 １，４－６－α－葡 糖苷酶基因 ＹＰ００４２０５２９３．１、
ＹＰ００７２０８０３９．１、ＹＰ００７４２８４００．１、ＹＰ００７６６４１１０．１、ＺＰ１２６６９８１３．１

的氨基酸序列十分相似，相似度达到９９％。故可初步确定该
基因来源于枯草芽孢杆菌，属于纤维素酶基因的类别。对该

基因编码的氨基酸结构进行分析和预测发现，该基因编码的

氨基酸属于 α－淀粉酶的超家族，基因编码的氨基酸
序列上包含纤维素酶活性部位、Ｃａ绑定结构域、催化部位
（图７）。　

３　结论与讨论

纤维素酶的应用非常广泛，然而天然纤维素酶由于酶活

较低以及成本高等因素的限制，对于大规模的工业化应用有

一定困难。近年来，随着分子生物学和基因工程技术的发展，

对纤维素酶分子层面的研究也随之展开，纤维素酶基因的克

隆与表达成了研究焦点。目前常用的基因克隆方法有人工合

成法、ＰＣＲ扩增法以及构建基因文库等［１２］。本试验通过

ＧｅｎＢａｎｋ检索枯草芽孢杆菌纤维素酶基因，根据基因的编码
序列设计３对引物，从Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＫ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＬ基因组ＤＮＡ
扩增出了３个基因片段，通过测序得到基因序列。枯草芽孢
杆菌是目前细菌纤维素酶基因的主要来源，已报道的大部分

纤维素酶基因均从枯草芽孢杆菌中获得［１３－１４］。已报道的枯

草芽孢杆菌纤维素酶基因大多数属于内切葡聚糖酶（ｅｎｄｏ
β－１，４ｇｌｕｃａｎａｓｅ）基因［１４］。在纤维素酶基因克隆上，不论是

从何种微生物上进行克隆，大部分报道均是克隆获得１个基
因。本试验同时从 ＢｕｃｉｌｌｕｓｓｕｂｉｔｉｌｉｓＫ基因组 ＤＮＡ中克隆得
到２个纤维素酶基因 Ｋｅｎ、Ｋｋｇ，其中 Ｋｅｎ大小为 １５００ｂｐ，与
已报道的大多数枯草芽孢杆菌内切葡聚糖酶基因一致，属于

纤维素水解酶家族；Ｋｋｇ基因全长１６８６ｂｐ，与已报道的枯草
芽孢杆菌１，４－６－α－葡糖苷酶基因一致，在结构分析上，该
基因属于α－淀粉酶的超家族。
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