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山羊瘤胃微生物宏基因组文库中一个新型纤维素酶 

基因的克隆与表达 
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(安徽农业大学动物科技学院，合肥 230036) 

 
摘  要：通过功能筛选方法，从安徽白山羊瘤胃微生物宏基因组文库中筛选得到了 6 个纤维素酶的阳性克隆。

对其中的 1 个阳性克隆进一步进行亚克隆和序列分析，获得一个新型纤维素酶基因开放阅读框，通过 BLAST 对基

因全序列进行分析比较，发现其与来自 Bacteroides cellulosilyticus DSM 14838 的 hypothetical protein 具有 51%的序

列相似性和 65%的同源性。并以 pET28a(+)为载体、Escherichia coli BL21(DE3)为宿主菌，对新型酶基因进行高效

重组表达，并对该酶表达条件进行优化。 
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Cloning and expression of a new cellulase gene from the metagenomic library of the goat rumen 

 
JIANG Haiqin, CHENG Jianbo, WANG Lisheng, LI Lvmu, FAN Caiyun 

(School of Animal Science and Technology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036) 
 

Abstract: Six positive clones with cellulase activities were isolated from a metagenomic library of the goat 
rumen using a functional screening method. One positive clone was subject to further subcloning and sequence 
analysis and a new cellulase gene open reading frame was obtained. After blast analysis, it was found that the cel-
lulase gene showed 51% sequence similarity and 65% homology compared with the hypothetical protein of Bac-
teroides cellulosilyticus DSM 14838. Using pET28a (+) as a carrier, Escherichia coli BL21 (DE3) as a host strain, 
the new gene was recombined and expressed efficiently and the expression conditions of the newly-cloned gene 
were optimized. 
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纤维素是由 D-葡萄糖以 β-1,4-糖苷键连接而成

的直链状大分子，是自然界存在的最丰富的可再生

资源的生物质。纤维素酶(cellulase)是能将纤维素水

解成葡萄糖的一组酶的总称，分为内切-β-1，4-葡聚

糖酶(endo-β-1，4-glu-canase，EC 3.2.1.4)、外切葡

聚 糖 酶 (exoglucanase ， 又 称 纤 维 二 糖 水 解 酶

cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91)和 β-葡萄糖苷酶

(glucosidase，EC 3.2.1.21) [1]。内切葡聚糖酶作用于

纤维素长链分子的内部将长纤维切成短纤维，外切

葡聚糖酶作用于纤维素分子的一端，以 2 个葡萄糖

残基为单位进行切割生成纤维二糖，β-葡萄糖苷酶

切割纤维二糖生成葡萄糖[2]。 
纤维素酶是一种很重要的工业酶制剂，它在洗

涤、纺织、造纸、饲料、啤酒及乙醇工业中应用广

泛，纤维素酶也是一种重要的饲料用酶制剂，它在

降解纤维素、提高饲料利用率方面发挥重要作用。

目前，尽管有许多的纤维素酶已经从真菌和细菌中

发现，但是由于其稳定性、活性、灵敏度等局限性，

仍无法满足工业的需求[3]。因此，发掘新的纤维素

酶已成为研究热点。 
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反刍动物能高效利用纤维性饲料，与其瘤胃中

的微生物能分泌产生高效降解纤维素的纤维素酶是

分不开的。然而，有大约 85%的瘤胃微生物无法通

过纯培养获得[4]，导致瘤胃中微生物的基因资源难

以被充分利用。宏基因组技术是由 Handelsman
（1998）首次提出的，是开发未培养微生物基因资

源的一条有效途径。目前，利用宏基因组技术筛选

新型酶等活性物质在海洋、土壤、极端环境等多领

域中被广泛应用。 
本研究的目的是通过构建山羊瘤胃未培养微生

物宏基因组文库，从分子生物学水平对山羊瘤胃未

培养微生物的纤维素酶基因资源进行克隆和研究，

筛选出新的纤维素酶基因，为后续开发利用新的纤

维素酶提供理论基础，为进一步揭示瘤胃微生物降

解纤维素的过程与机理、对瘤胃微生物进行调控提

供有力借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  酶、质粒、菌株和试剂   限制性内切酶 
BamH I、Hind Ⅲ、Not I、Nde I、Xho I 购于 Fermantas
公司；T4 DNA 连接酶、Ex Taq 酶购于 TaKaRa 公
司；pUC19 DNA/BamH I 为 MBI 公司产品；pET28a 
(+) 载体试剂盒购于 Novagen 公司；Escherichia coli 
EPI 300 菌株、CopyControl pCC1 BAC 试剂盒购于

Epicentre 公司；Escherichia coli DH5α、Escherichia 
coli BL21(DE3)菌株购于全式金公司；质粒抽提试剂

盒、胶回收试剂盒为 Omage 产品；羧甲基纤维素钠 
(carboxymethyl llulose sodium，CMC)购自 Sigma 公

司；其他生化试剂均为国产分析纯试剂。 
1.1.2  培养基、培养条件和抗生素及其用量  大肠

杆菌的培养基用 Luria-Bertani (LB)培养基和 LA 培

养基 (含 1.5%琼脂的 LB)。筛选培养基为含 1% 
CMC 的 LA 培养基。液体培养于 37℃摇床振荡培

养 (200 r·min-1)，平板培养于 37℃恒温箱倒置培养。

氨苄青霉素使用浓度为 100 μg·mL-1，氯霉素使用浓

度为  12.5 μg·mL-1，卡那霉素使用浓度为 100 
μg·mL-1。 
1.2  方法 
1.2.1  山羊瘤胃微生物宏基因组文库构建  采集安

徽白山羊瘤胃液，分离微生物细胞，通过低熔点琼

脂糖包埋裂解制备基因组 DNA，获得的 DNA 利用

Hind III 进行部分酶切，回收 50 kb 以上的 DNA 片

段，并与 BAC 载体连接，构建山羊瘤胃微生物宏

基因组文库[5]。 

1.2.2  纤维素酶阳性克隆的筛选及鉴定  纤维素酶

活性克隆的检测采用刚果红染色法[6]。将构建好的

文库复制到含有 1% CMC 的 LB 固体平板上，37℃
倒置培养 24 h，用氯仿对文库克隆熏蒸 15 min，于

37℃培养箱培养2 h后用1 mg·mL-1刚果红溶液染色 
15 min，再用 1 mol·L-1的 NaCl 溶液脱色 2 次，观

察菌落周围出现透明水解圈的即可能为阳性克隆。

抽提阳性克隆的质粒，再次转化至 E. coli EPI 300，
重新涂布功能筛选平板，菌落周围出现水解圈的确

定为纤维素酶基因阳性克隆。将阳性克隆抽提质粒，

并用 Not I 于 37℃酶切，酶切产物用琼脂糖凝胶电

泳检测插入片段大小。同时用 Hind Ⅲ和 BamH I
于 37℃对阳性克隆质粒进行双酶切检测插入片段

多样性。 
1.2.3  亚克隆及序列分析  6 个阳性克隆质粒通过

Sau3A I 部分酶切，回收 2～5 kb 片段，并与 pUC 19 
DNA/BamH I 载体连接，转化至 E.coli DH5α。将转

化菌涂布筛选平板，于 37℃倒置培养 12 h，筛选纤

维素酶基因阳性克隆。得到的阳性克隆序列测定后

利用 ORF Finder(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pro-
jects/gorf/orfig.cgi)寻找开放阅读框，利用 NCBI 的
Blast 服务器以及 CAZy（http://www.cazy.org/）进

行相似序列搜索及家族预测。 
1.2.4  纤维素酶基因表达载体的构建  从 BAC 文

库阳性克隆扩增纤维素酶基因（cel28L14），根据已

获得的基因测序结果设计特异性引物 cel28L14 F 以

及 cel28L14 R，并在引物两端分别添加 Nde I 和 Xho 
I 酶切位点。引物序列分别为：cel28L14 F：5’-GGA 
ATTCCATATGATGTGTGGAGGAGATGACAGTTC 
AAG-3’（下划线标记 Nde I 酶切位点）；cel28L14 R：
5’-CCGCTCGAGCCATTTCGGTGCTTTGTTATAT 
ATTG-3’（下划线标记 Xho I 酶切位点）。PCR 产物

经纯化酶切后，与经过同样酶切处理的 pET28a(+)
载体连接，转化至 E. coli BL21(DE3)，筛选阳性克

隆并测序验证序列的正确性。   
1.2.5  重组质粒表达条件的优化  以每升发酵菌合

成目标蛋白量为指标，以培养温度、诱导剂 IPTG 终
浓度以及诱导时间为变量，即温度为 17℃、37℃，

起始菌密度（OD600）为 0.6，IPTG 终浓度为 0.10、
0.20、0.40、0.80 和 1.00 mmol·L-1，诱导时间为 3、
4、5、6 和 7 h，在相同起始菌密度条件下，加入不

同终浓度的 IPTG 进行诱导，确定 IPTG 终浓度以

及培养温度。在上述优化 IPTG 终浓度以及培养温

度条件下，优化诱导时间。 
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2  结果与分析 

2.1  纤维素酶阳性克隆的筛选及鉴定 
通过功能筛选，从包含 12672 个克隆的宏基因

组文库中共筛选出 6 个纤维素酶阳性克隆。同时对

这 6 个阳性克隆提质粒再次转化到 E.coli EPI 300
中，涂布后发现这 6 个克隆均有水解圈（图 1）。对

6 个阳性克隆提质粒，用 Not I 对其进行酶切（图 2），
结果显示这 6个克隆均连接到 pBAC载体（8000 bp）
上，而且克隆片段大小均在 23 kb 左右，说明连接

到 pBAC 载体上的片段都比较大。用 Hind Ⅲ和

BamH I 对阳性克隆质粒进行双酶切片段多样性分

析（图 3），结果显示连接到 pBAC 载体上的 6 个阳

性克隆片段除了 2 和 5 泳道的相同外，其他均不同。 
 

 
 

图 1  从宏基因组文库中筛选出 6 个阳性克隆 
Figure 1  Six positive clones screened from the metagenomic 

library 
 

 
 

M1：分子质量标准 λ Hind Ⅲ；1-6：6 个阳性克隆单酶

切；M2：分子质量标准 1 kb 
M1: λ Hind III Marker;1-6: six positive clones were sin-

gle-digested; M2: 1 kb Marker 
图 2  6 个阳性克隆被 Not I 单酶切分析插入片段 

Figure 2  Analysis of inserted fragments by Not I single  
enzyme digestion of the six positive 

 

2.2  亚克隆筛选及序列分析  
对其中一个水解圈较大的进行亚克隆分析（图

4），命名为 cel28L14。提取质粒并送至华大基因测

序。测序结果分析，发现一个编码纤维素酶基因的

开放阅读框(ORF)，命名为 cx28a。cx28a 全长 1596 
bp，Vector NTI 软件分析表明其 G+C 含量为

46.37%，编码的蛋白 cx28a 由 531 个氨基酸组成，

蛋白分子量为 57 kD，理论等电点为 5.13。Signal-P 
分析显示该蛋白序列在 1～22 间含信号肽序列。通

过 BLAST 对 cx28a 全序列进行分析比较，发现其

与来自 Bacteroides cellulosilyticus DSM 14838 的

hypothetical protein 具有 51%的序列相似性和 65%
的同源性。 
 

 
 

M1：分子质量标准 λ Hind Ⅲ；1-6：6 个阳性克隆双

酶切；M2：分子质量标准 1 kb 
M1: λ Hind III Marker; 1-6: Six positive clones were dou-

ble-digested; M2: 1 kb Marker 
图 3  6 个阳性克隆被 Hind Ⅲ和 BamH I 双酶切进行多样

性分析 
Figure 3  Diversity analysis of the six positive clones by Hind Ⅲ 

and BamH I digestion 
 

 
 

箭头所示为水解圈 Arrows show the positive clone would 
form a halo against a red background 

图 4  一个较强亚克隆分析图 
Figure 4  Analysis of a subclone with relatively strong   

hydrolysis ability 
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2.3  纤维素酶基因的克隆及表达  
构建了表达载体 pET28a(+)-cx28a，并实现重组

纤维素酶cx28a在 E.coli BL21(DE3)中的高效表达。

对重组蛋白表达的条件进行了优化，结果为 17℃条

件下表达的蛋白以活性溶解状态存在，而 37℃表达

的蛋白主要以包涵体形式存在。当使用初始浓度为

1 mmol·L-1 IPTG（图 5）时，在 17℃条件下诱导培

养 7 h（图 6）；能够获得最大的目标蛋白表达效率，

纯化后获得的重组蛋白达到 225 mg·L-1 发酵液。 
 

 
 

M：蛋白分子量标准；1：未加诱导剂蛋白表达；2-7：
诱导剂分别为 0.1、0.2、0.4、0.8、1 和 1.5 mmol·L-1 时的蛋

白表达量 
M: Molecular weight standards indicated in kD; 1: ex-

pression of protein with IPTG; 2-7: The expression of cx28a 
after inducing with IPTG of 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 and 1.5 
mmol·L-1 

图 5  不同诱导剂条件下蛋白表达量 
Figure 5  The expression of cx28a with different induction 

amount of IPTG 

 
 

M：蛋白分子量标准；1：未加诱导剂的蛋白表达；2-7：
分别为 2、3、4、5、6 和 7 h 时的蛋白表达量 

M: Standard molecular weight; 1: expression of protein 
without inducer; 2-7: The expression of cx28a after inducing 
for 2-7 h with 1mM IPTG 

图 6  IPTG 诱导不同时间的蛋白表达量 
Figure 6  The expression of cx28a after induction with IPTG 

for different time 

3  讨论 

本试验首次从山羊瘤胃微生物宏基因组文库中

获取特定基因，采用添加羧甲基纤维素钠的培养基

对山羊瘤胃未培养微生物进行培养。阳性克隆质量

鉴定表明，该文库克隆外源片段的随机性较高，6
个阳性克隆单酶切结果显示片段均插入到载体上，

而且插入片段较大；多样性分析 6 个阳性克隆，除

2 个相似外，其余均不相同。本试验通过 BLAST 对

筛选的纤维素酶 cx28a 全序列进行分析比较，发现

其与来自 Bacteroides cellulosilyticus DSM 14838 的

hypothetical protein 具有 51%的序列相似性和 65%
的同源性，说明从该宏基因组文库中克隆并鉴定出

的是一个新型的纤维素酶基因。 
本研究中，通过序列分析以及结构预测，可知

cx28a 具有 GH5 家族蛋白特有的保守氨基酸序列，

目前已有一些纤维素酶基因被发现来自牛瘤胃微生

物[7-8]，而这是首次报道来自山羊瘤胃微生物的 GH5
家族的纤维素酶。序列分析结果显示，该基因产物

与已经报道的所有纤维素酶基因产物在氨基酸序列

上的一致性和相似性都很低，说明从该宏基因组文

库中克隆并鉴定出的是一个新型的纤维素酶基因。

表达产物 cx28a 在诱导剂为 1 mmol/L，诱导时间为

7 h，蛋白有大量表达。目前正在对该酶的酶学性质

作更深入的研究。 
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