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β-1,4-葡聚糖内切酶 egl3 基因在乳酸乳球菌

（Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363）中分泌

表达的研究 
刘秦华，邵  涛，董志浩，李湘玉* 

（南京农业大学饲草调制加工与贮藏研究所，南京  210095） 

摘要：采用重叠延伸 PCR 合成技术将乳酸乳球菌（Lactococcus lactis）分泌蛋白基因序列 usp45（81 bp）和瑞

氏木霉（Trichoderma reesei）β-1,4-葡聚糖内切酶成熟蛋白基因序列 egl3（657 bp）连接成融合基因 usp45-egl3，

构建分泌型重组质粒 pMG36e-usp45-egl3 及重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3，

分析重组乳酸乳球菌表达 β-1,4-葡聚糖内切酶的效果及其降解滤纸和小麦秸秆的能力。结果表明，重组乳酸乳

球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 经 28 h 培养能胞外分泌酶活为 1 016 U·L−1 的 β-1,4-葡聚

糖内切酶，可有效地降解羧甲基纤维素钠。在 30℃恒温培养 10 d 时，重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis 

MG1363/pMG36e-usp45-egl3 降解滤纸和小麦秸秆为其提供发酵底物，分别产生乳酸 2.55 g·L−1 和 6.95 g·L−1，

pH 值分别降至 5.10 和 4.84，干物质降解率分别为 4.22%和 29.36%. 
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Research of secreting expression of β-1,4-endoglucanase egl3 
gene in Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363 
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Nanjing  210095, China) 

Abstract: This study constructed a secretive recombinant plasmid pMG36e-usp45-egl3 and Lactococcus 
lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 with a fusion gene usp45-egl3 connected by the secreted 
protein gene sequence of usp45 (81 bp) from L. lactis and the coded mature-protein gene sequence of egl3 
(657 bp) from Trichoderma reesei by the method of overlapping extension PCR. The expressive effect of 
recombinant L. lactis subsp. lactis MG1363 was analyzed, and the degradation capabilities of secreted 
β-1,4-endoglucanase on fiber and wheat straw were evaluated. The results show that the recombinant 
L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 can secrete β-1,4-endoglucanase with activity of 
1 016 g·L−1 after culturing 28 h and degrading sodium carboxy methylcellulose effectively. After 
culturing at 30℃  for 10 days, recombinant L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 
degrades paper and wheat straw to provide fermentation matrix, which produce 2.55 g·L−1 and 6.95 g·L−1 
lactic acid and decrease pH values to 5.10 and 4.84, respectively. Dry matter degradation of paper and 
wheat straw are 4.22% and 29.36%, respectively. 
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0  引言 
瑞氏木霉是高效产纤维素酶的真菌[1]，其产生的纤维素酶具有酶系完全、活性高、胞外分泌、便于

分离和提纯等优点，被广泛应用于食品、医药、饲料和化工原料等领域[2]。根据催化反应功能的不同，

纤维素酶可分为内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡聚糖苷酶。内切葡聚糖酶中的 β-1,4-葡聚糖内切酶，

可在纤维素长链内部随机切割 β-1,4-葡聚糖苷键[3]，使纤维素结构松散，同时又能水解产生一定量的纤维

二糖和葡萄糖[4～5]。编码瑞氏木霉分泌的 β-1,4-葡聚糖内切酶的基因有 egl1、egl2、egl3、egl4 和 egl5[4]，

其中对 egl1、egl2 和 egl3 的研究较多[5～9]。目前，我国尚未构建出 β-1,4-葡聚糖内切酶基因工程乳酸乳

球菌。 
pMG36e 是目前应用较多的一个组成型表达载体，由启动子 p32 及其下游的部分开放阅读框、多克

隆位点和来自乳酸乳球菌乳脂亚种（Lactococcus lactis subsp. cremoris Wg2）蛋白酶基因（prtP）的转录

终止子及pWV01复制子以及来自于质粒pE194的红霉素抗性基因Emr构成表达载体，其质粒大小为3.6 kb，
能够在乳酸乳球菌（L. lactis subsp. lactis MG1363）的细胞内表达[9～10]。与胞内表达相比，分泌型表达使

目的蛋白更易纯化和提取，因而深受重视[4]。乳酸乳球菌的信号肽基因 usp45 部分序列使其具有蛋白分

泌功能[11~12]。有文献报道将另一基因与目的基因进行融合表达的方法有益于目的基因的正确表达[13～14]。

因此，将 usp45 部分序列与瑞氏木霉 egl3 基因编码的成熟蛋白序列进行融合，并采用质粒 pMG36e，有

助于构建出能分泌活性 β-1,4-葡聚糖内切酶的基因工程乳酸乳球菌，但至今尚未发现有类似的报道。 
本研究旨在构建分泌型重组质粒 pMG36e-usp45-egl3，获取重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis 

MG1363/pMG36e-usp45-egl3，并检测其分泌 β-1,4-葡聚糖内切酶的表达效果和降解滤纸、小麦秸秆的效

果，为 β-1,4-葡聚糖内切酶基因工程乳酸菌在废弃物利用产业和乳酸工业上的应用提供乳酸菌资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 

乳酸乳球菌（L. lactis subsp. lactis MG1363）来源于南京农业大学饲草调制加工与利用实验室；表达

型质粒载体 pMG36e 购于上海瑞楚生物科技公司。 

1.1.2  主要试剂 

限制性内切酶 Sma I 和 Xba I、T4 DNA 连接酶、PCR 试剂、蛋白 Marker 均购于 TaKaRa 公司；DNA 
Marker、琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购于 Omega 公司；引物由上海英潍捷基生物科技有限

公司合成；PBS 缓冲液、SDS-PAGE 浓缩胶（浓度 5%）和分离胶（浓度 12%）的制备参考 TaKaRa 商品

目录进行（S-1）；其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1.1.3  培养基与培养条件 

乳酸乳球菌的培养基采用 M17 培养基（北京奥博星）；GM17 培养基：在 M17 培养基中加入 5 g·L−1

葡萄糖；抗生素的使用浓度：红霉素 5 mg·L−1. 

1.2  方法 

1.2.1  usp45-egl3 融合基因的合成 

根据 GenBank 乳酸乳球菌 usp45 基因（基因收录号：M60178）编码信号肽的序列和瑞氏木霉 egl3
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基因（基因收录号：AB003694）中编码成熟蛋白的序列，委托上海捷瑞生物工程有限公司采用重叠延伸

PCR 合成技术合成上游带有 Sma I 酶切位点、下游带有 Xba I 酶切位点的 usp45-egl3 融合基因。 

1.2.2  L. lactis subsp. lactis MG1363 感受态细胞的制备 

L. lactis subsp. lactis MG1363 感受态细胞的获取：接种一个单菌落于 5 mL GM17 培养基中，30℃恒

温培养箱培养过夜；将 1 mL 培养物加入到 100 mL 含 2%甘氨酸的 GM17 培养基中，30℃恒温培养至 OD600＝ 
0.5；于 4℃、10 000g 离心 15 min 收集菌体；用 1/10 体积冰冷的等渗缓冲夜（0.5 mol·L−1 蔗糖、10%甘

油）洗涤菌体 2 次，4℃、10 000g 离心 5 min；用 1/100 体积的同一等渗缓冲液重悬细菌，以 100 µL 分

装于 EP 管中，贮存于−80℃备用。 

1.2.3  分泌型表达质粒的构建 

将测序正确的 usp45-egl3 片段和 pMG36e 质粒进行 Sma I 和 Xba I 酶切。用 T4 DNA 连接酶将酶切后

的 usp45-egl3 和 pMG36e 质粒过夜连接。将连接产物电转化至 L. lactis subsp. lactis MG1363 感受态细胞

中。转化条件：仪器，艾本德电转化仪；电压，2 150 V，电转时间，4.8 ms. 涂于含有 5 mg·L−1 红霉素

的 GM17 固 体 培 养 基 进 行 筛 选 。 挑 取 单 菌 落 ， 经 菌 体 PCR （ 上 游 引 物 ：

GCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGATTAGTTGATAGA ； 下 游 引 物 ：

CGTTTCAGCAGAAAAATTCGTAATTCGAGCTC. PCR 程序为：95℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，59℃
退火 20 s，72℃延伸 1 min，30 个循环；72℃保持 10 min）、Xba I 单酶切，Sma I 和 Xba I 双酶切鉴定后

将阳性克隆子送至上海英潍捷基生物科技有限公司测序，并与参比基因（基因收录号：M60178，
AB003694）进行序列比对，分析相似性。阳性转化子经菌体 PCR 扩增、提取质粒进行双酶切鉴定，获

得阳性菌株 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3. 

1.2.4  重组乳酸乳球菌表达 β-1,4-葡聚糖内切酶的效果 

采用刚果红染色法和羧甲基纤维素钠糖化力法[15]，评价重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis 
MG1363/pMG36e-usp45-egl3 表达 β-1,4-葡聚糖内切酶的效果。过夜培养重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. 
lactis MG1363/pMG36e、L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-egl3 和 L. lactis subsp. lactis 
MG1363/pMG36e-usp45-egl3 后，分别接种上述菌液 1 µL 到含有 0.5%羧甲基纤维素钠的 GM17 固体培养

基中培养 36 h. 将平板上的菌落冲洗后，加入 0.1%刚果红溶液覆盖平板表面，室温下染色 20 min 后倒掉

刚果红溶液，加入适量 1 mol·L−1的 NaCl，室温下脱色反应 20 min，观察菌落周围是否有水解圈。接种 200 μL
重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 于 100 mL 含 5 mg·L−1 红霉素的 GM17
液体培养基中。30℃培养 16，20，24，28，32，36，40 h 后，取 1 mL 菌液，8 000 r·min−1，4℃离心 10 min，
获得菌体和上清液。向菌体中加入 1 mL PBS 缓冲液，冰浴中破碎菌体，获得菌体粗酶液。以 1%羧甲基

纤维素钠为底物，加入上清液或菌体粗酶液 200 µL，在 pH=6.0 的醋酸缓冲液中 50℃反应 15 min，用相

应煮沸失活的样品为对照，在波长为 520 nm 下测定其吸光值。β-1,4-葡聚糖内切酶的酶活性为： 
β-1,4-葡聚糖内切酶每分钟水解羧甲基纤维素钠产生 1 µmol 还原糖的酶量定义为 1 个酶活单位。 

1.2.5  β-1,4-葡聚糖内切酶电泳鉴定 

L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 在 GM17 液体培养基中培养 28 h 后，4℃、10 000 r·min−1

离心 10 min，收集上清液。采用三氯乙酸法在滤液中加入 1/4 体积的 10%三氯乙酸，充分混匀，冰浴 1 h
后，12 000 r·min−1 离心 15 min，弃上清，收集沉淀。用预冷的丙酮将沉淀洗涤 3 次，12 000 r·min−1 离心

15 min，倒掉丙酮，在通风厨中挥发残余的丙酮。取适量的去离子水将沉淀或菌体重悬，加入等体积的

2×上样缓冲液，混匀，于沸水中沸煮 10 min，4℃、10 000g 离心 5 min. 各取 10 µL 上清液和菌体样品液，
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进行十二烷基硫酸钠（SDS）-聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）。 

1.2.6  重组乳酸乳球菌降解滤纸与小麦秸秆的能力 

200 µL的L. lactis subsp. lactis MG1363和L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3分别接种于

含 2%的灭菌滤纸（φ1 mm）和小麦秸秆（φ1 mm）的 GM17 培养基中（碳源为 0.5%的葡萄糖和 0.3%的乳

糖，滤纸和小麦秸秆）30℃培养 10 d 后，检测 pH 值、乳酸、乙酸、干物质降解率。采用 pH 计测定 pH 值，

乳酸和乙酸含量采用安捷伦高效液相色谱仪 Agilent HPLC 1260 测定。测定条件：色谱柱，Carbomix® 
H-NP5；检测器，示差检测器；流动相，2.5 mmol·L−1 H2SO4，流速，0.7 mL·min−1；柱温箱温度，55℃. 

1.2.7  统计方法 

采用 SPSS（SPSS 13.0 for windows）软件对重组乳酸乳球菌分泌 β-1,4-葡聚糖内切酶的活性在 P<0.05
的显著性水平下进行方差分析，并对均值采用 Duncan 法进行多重比较。重组乳酸乳球菌降解滤纸和小

麦秸秆的 pH 值，乳酸、乙酸含量和干物质降解率在 P<0.05 的显著性水平下进行独立样本 t 检验。 

2  结果 
2.1  usp45-egl3 融合基因中各构成基因的相似性分析 

如图 1 所示，usp45-egl3 融合基因经测序后，发现各构成基因与对应的参比基因（基因收录号：

M60178，AB003694）的相似性均为 100%，长度分别为 81 bp 和 657 bp，无碱基突变。 

 
图 1  克隆的 usp45-egl3 基因与参比基因（基因收录号：M60178，AB003694）的序列相似性 

Fig. 1  Sequence similarity of cloned usp45-egl3 gene and reference gene (GenBank accession No. M60178, AB003694) 
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2.2  分泌型表达质粒的构建与验证 

将测序正确的片段和质粒经 Sma I 和 Xba I 酶切后连接，转化至 L. lactis subsp. lactis MG1363. 经菌

体 PCR 鉴定后，提取质粒，再用 Xba I 单酶切、Sma I 和 Xba I 双酶切验证，结果如图 2 所示。Xba I 单
酶切片段为 1 条，约 4 200 bp，Sma I 和 Xba I 双酶切片断为 2 条带。其中，分子量较小的酶切片段大小

与带酶切位点的融合基因 usp45-egl3 一致。pMG36e-usp45-egl3 表达载体经测序后表明，DNA 序列无误，

即分泌型表达载体构建成功。 

2.3  重组乳酸乳球菌产 β-1,4-葡聚糖内切酶的活性分析 

由图 3 可知，重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 菌株在 0.5%羧甲基

纤维素钠 GM17 培养基上呈现清晰的水解圈，而 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-egl3 和 L. lactis 
subsp. lactis MG1363/pMG36e 周围均未见水解圈，说明重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis 
MG1363/pMG36e-egl3 分泌了活性 β-1,4-葡聚糖内切酶。综上所述，成功获得了分泌表达 β-1,4-葡聚糖内

切酶的重组乳酸乳球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 菌株。如表 1 所示，重组乳酸乳

球菌 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 菌培养 28 h 后，其产生 β-1,4-葡聚糖内切酶的活 

                 

 
  

表 1  重组乳酸乳球菌分泌 β-1,4-葡聚糖内切酶的活性（U·L−1） 
Tab. 1  Activity of recombinant L. lactis secreting β-1,4-endoglucanase (U·L−1) 

不同培养时间/h 
位置 

16 20 24 28 32 36 40 
标准误差 P 

细胞外 507g 736f 853d 1 118a 1 016b 971c 849e 0.58 <0.001

细胞内 321g 459f 635d 761a  748b 676c 552e 0.49 <0.001

注：相应煮沸失活的样品为对照，不同小写字母表示差异显著，P<0.05 

 
注：MZ—L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3；
MC—L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e；MK—L. lactis 
subsp. lactis MG1363/pMG36e-egl3 

注：M—Marker；1—Xba I 酶切；2—Sma I
和 Xba I 酶切 

图 2 pMG36e-usp45-egl3 的酶切鉴定 
Fig. 2  pMG36e-usp45-egl3 identification by 

enzyme digestion 

 
 
 

图 3 重组乳酸乳球菌在羧甲基纤维素钠 M17 培养基上表达 
β-1,4-葡聚糖内切酶的效果 

Fig. 3  Effect of recombinant L. lactis expressing β-1,4-endoglucanase 
on the M17 medium containing sodium carboxy methylcellulose 



第10卷 第15期                          

2017 年 8 月 中国科技论文在线精品论文 1734 
 

 

性达到最高。β-1,4-葡聚糖内切酶分泌到细胞外的活

性为 1 118 U·L−1，分泌到细胞内的活性为 761 U·L−1. 

2.4  重组乳酸乳球菌表达产物电泳分析 

对重组乳酸乳球菌 E. coli MG1363/pMG36e- 

usp45-egl3 进行 SDS-PAGE 分析，重组乳酸乳球菌菌

体和上清液均可见 1 条大小约为 25 ku 的蛋白条带，

分子量与理论值一致，但菌体的 β-1,4-葡聚糖内切酶

含量比上清液多（如图 4 所示）。 

2.5  重组乳酸乳球菌降解滤纸和小麦秸秆的效果 

如图 5 所示，培养 10 d 后，与乳酸乳球菌相比，

重组子 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45- 

egl3 能够降解滤纸和小麦秸秆产生较多的乳酸

（P<0.05），降低了 pH 值（P<0.05），增加了干物

质降解率（P<0.05）。重组子 L. lactis subsp. lactis 

MG1363/pMG36e-usp45-egl3 利用小麦秸秆产生的乳

酸多于利用滤纸产生的乳酸（P<0.05）。 

 
注：*和**表示 MG1363 与 MG1363/pMG36e-usp45-egl3 的差异显著水平分别为 P<0.05 和 P<0.01；DMD—干物质降解率 

图 5  重组乳酸乳球菌降解滤纸（a）和小麦秸秆（b）的产酸效果 
Fig. 5  Degradation and acid-production effect of degrading paper (a) and wheat straw (b) of recombinant L. lactis subsp. lactis 

MG1363/pMG36e-usp45-egl3 
 

3  讨论 
β-1,4-葡聚糖内切酶是纤维素酶的重要成分，能随机切割纤维素内部使纤维素结构松散，释放一定量

的水溶性碳水化合物，已被广泛应用于工业领域，如棉麻纺织品的处理、饲料添加剂和加酶洗涤剂的生

产等。近年来，构建纤维素酶基因工程乳酸乳球菌成为研究热点。然而，细菌分泌表达真核生物的 

β-1,4-葡聚糖内切酶基因 egl1 和 egl2 较困难，表达产物的分子结构均不正确[7～8]，不能折叠成天然的活性

蛋白，而一般聚集成不溶性的包涵体[7]。蛋白融合表达是一种有效促进蛋白正确折叠的方法[14]。本实验

利用乳酸乳球菌表达 egl3 基因时，去除了其信号肽序列，并将 usp45 部分序列与 egl3 基因成熟蛋白编码

 
注：M—蛋白 Marker；a—L. lactis subsp. lactis MG1363 的胞内蛋白；

b—L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-egl3 的胞内蛋白；c—L. 
lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3 的胞内蛋白；d—L. 
lactis subsp. lactis MG1363 的胞内蛋白；e—L. lactis subsp. lactis 
MG1363/pMG36e-egl3 的胞外蛋白； f，g—L. lactis subsp. lactis 
MG1363/pMG36e-usp45-egl3 的胞外蛋白 

图 4  重组乳酸乳球菌表达蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the recombinant L. lactis 



Vol.10  No.15                刘秦华等：β-1,4-葡聚糖内切酶 egl3 基因在乳酸乳球菌 

August 2017               （Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363）中分泌表达的研究 1735 
 

 

序列进行融合，表达了具有活性的 β-1,4-葡聚糖内切酶；而未融合 usp45 的重组乳酸乳球菌不具有降解纤维的

能力，即 usp45 基因部分序列融合目的基因能正确引导乳酸乳球菌表达有活性的目的蛋白，这与 van 

ASSELDONK 等[11]表达淀粉酶的方法一致。 

pMG36e 是一个能够在多个宿主中进行复制的质粒，目前已经发现的宿主有大肠杆菌、乳酸乳球菌

和部分乳杆菌 [15]，已经在大肠杆菌和乳酸乳球菌中表达了溶菌酶基因和超氧化物歧化酶基因[16～17]。

pMG36e 是细胞内表达载体，在细胞外表达还需要宿主能够识别的信号肽序列[10]。本实验采用的 usp45

信号肽基因部分序列来源于乳酸乳球菌，能被乳酸乳球菌识别，使连接其 C 端的蛋白跨越细胞壁[18]，避

免了目的蛋白被细胞内的蛋白酶降解[19]，但有研究表明 usp45 的分泌效率有时不佳或蛋白停留在细胞壁

上而无活性[20]，其原因可能与目的蛋白的大小和构象有关。本实验中重组乳酸乳球菌分泌的 β-1,4-葡聚

糖内切酶到细胞外并不完全，说明表达的蛋白与信号肽可能有一定的拮抗，这与张秋香等[21]利用 usp45

基因表达目的基因的结果一致。朱双杰等[22]研究发现，超高压力、保压时间等均影响纤维素酶活性，如

何提高 egl3 在细胞外的表达和酶活性，还有待进一步研究。 

目前，尚未发现 egl3 基因在乳酸乳球菌中表达的研究，仅有 egl3 基因在大肠杆菌中表达的研究。然

而，大肠杆菌表达egl3基因的效果并不理想。OKADA等[6]发现大肠杆菌中表达egl3基因的活性约为25 U·L−1，

且不能分泌到细胞外。NAKAZAWA 等[9]提高了大肠杆菌表达 egl3 基因的活性，达到了 760 U·L−1，但大

部分蛋白仍是包涵体。王瑾等[8]发现内切葡聚糖酶基因在乳酸乳球菌中虽有表达，但无活性。本实验直

接利用 egl3 成熟蛋白编码区域，避开了信号肽和内含子的影响，同时融合分泌蛋白基因部分序列 usp45，

成功实现了在乳酸乳球菌中的克隆，且将该序列酶切、连接到 pMG36e 中，转化至乳酸乳球菌并分泌表

达了 β-1,4-葡聚糖内切酶，蛋白分子量约为 25 ku，在 0.5%的羧甲基纤维素钠 LB 中形成了明显的降解

圈，说明成功构建了分泌型表达载体，β-1,4-葡聚糖内切酶在细胞内的最大表达活性为 761 U·L−1，在细胞

外的最大表达活性为 1 118 U·L−1. 与 NAKAZAWA 等[9]的结果相比，表达活性提高了 2.47 倍。重组乳酸

乳球菌良好地降解了滤纸和小麦秸秆，产生较多的乳酸、较高的干物质降解率，因此重组乳酸乳球菌在

废弃物利用产业和乳酸工业上具有较大的应用前景。 

4  结论 
成功构建了重组乳酸乳球菌株 L. lactis subsp. lactis MG1363/pMG36e-usp45-egl3，实现了 β-1,4-葡聚

糖内切酶基因 egl3 在乳酸乳球菌中的分泌表达，分泌到细胞外的 β-1,4-葡聚糖内切酶降解了羧甲基纤维

素钠，细胞外分泌 β-1,4-葡聚糖内切酶的活性为 1 118 U·L−1，有效地降解了滤纸和小麦秸秆产生的乳酸，

具有较大的应用潜力。 
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