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纤维素酶荧光探针的制备及应用
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摘要:表征酶与底物有效吸附是认识纤维素酶促水解反应过程、揭示预处理作用机制的重要手段之一ꎮ 成功构建了纤维素
外切酶(Ｃｅｌ７Ａ)、纤维素内切酶(Ｃｅｌ５Ａ)和葡萄糖苷酶(ＢｇｌⅠ)荧光探针ꎬ优化吸附条件ꎬ并考察其对细胞壁的吸附ꎮ 结果表明ꎬ
Ｃｅｌ７Ａ、Ｃｅｌ５Ａ、ＢｇｌⅠ基因 Ｎ 端分别连接至荧光蛋白基因 ｍＣｈｅｒｒｙ、ｅＧＦＰ、ｅＢＦＰ Ｃ 端ꎬ依次连入 ｐＰＩＣＺα 载体ꎬ成功在毕赤酵母
(Ｘ３３)菌株表达ꎻｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 和 ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ荧光探针的最佳激发波长分别为 ５７３、４６９ ｎｍ 和 ３８５ ｎｍꎬ最佳发射
波长分别为 ６１３、５１１ ｎｍ 和 ４４７ ｎｍꎻ以滤纸为底物ꎬ测定最佳吸附浓度分别为 ０􀆰 ０５８、０􀆰 １９ Ｕ / ｍＬ 和 １􀆰 ９３ Ｕ / ｍＬꎬ最佳吸附时间分
别为 ７、７ ｍｉｎ 和 ６ ｍｉｎꎬ最佳观察时间分别为<２ ｍｉｎ、<１２ ｓ 和<１２ ｓꎮ 纤维素酶荧光探针能够结合生物质样品ꎬ并反应出不同底
物与纤维素酶亲和力的差异ꎮ 上述工作为生物质抗降解屏障、生物质预处理、纤维素高效酶促水解等研究提供了技术支持ꎮ

关键词:异源表达ꎻ纤维素酶ꎻ荧光探针ꎻ细胞壁ꎻ酶吸附
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生物酶工程及生物质新能源开发ꎬ通讯联系人ꎬ１５３８９８１８３８５ꎬｌｉｇｕａｎｈｕａ１９８４＠ １２６.ｃｏｍꎮ

　 　 传统化石能源储量有限ꎬ人类不断开采会使其

日益枯竭ꎮ 木质纤维素类生物质是世界上分布最

广、产量最大的可再生资源ꎬ是当前纤维素乙醇、生
物沼气等新能源开发的重要原料[１－２]ꎮ 现阶段ꎬ受
国际油价波动、收集成本偏高、政策的不确定性、加
工技术不成熟等因素的影响ꎬ纤维素燃料乙醇发展

并未达到理想高度ꎮ 然而ꎬ作为地球上储量最多的

可利用糖平台原料ꎬ纤维素经酶促水解反应转化制

备可发酵糖ꎬ对于粮食安全、养殖业发展、环境保护

和能源开发都具有重要的现实意义[３]ꎮ 纤维素是

一种由 Ｄ－葡萄糖残基通过 β－１ꎬ４ 糖苷键连接而成

的线性多糖[４]ꎬ分子内和分子间通过复杂的氢键相

互连接[５]ꎬ进一步与半纤维素和木质素相互作用ꎬ
使得纤维素酶促水解反应效率较低[６－８]ꎮ 解析抑制

纤维素酶促水解反应的关键顽抗因子ꎬ揭示其特殊

性及在预处理过程中的变化规律ꎬ是高效制备纤维

素可发酵糖的首要基础科学问题ꎮ
纤维素酶促水解是发生在细胞壁界面的由表及

􀅰９６２􀅰
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里的逐层反应ꎬ是纤维素酶对细胞壁的降解ꎬ表现为

纤维素以单糖或低聚糖形式的释放[９]ꎮ 纤维素酶

与细胞壁界面作用是一个单分子层的物理性吸附ꎬ
这种有效吸附“代替”了酶－底物复合物的形成ꎬ是
整个反应的决定步骤与限速步骤ꎬ影响着纤维素酶

促水解反应效率[１０－１１]ꎮ 表征底物对酶的可及性是

研究纤维素酶促水解反应抑制因子的重要方面ꎮ 传

统研究方法包括 Ｘ 射线衍射、傅里叶变换红外光谱

和扫描电镜[１２] 等ꎬ这些方法需要前处理样品ꎬ且主

要表征生物质的化学组成以及纤维素的物理性质ꎻ
保水法和比表面积法虽然可以通过分析比表面积和

孔径大小间接反应底物对酶的可及性ꎬ但水和氮气

分子直径远小于纤维素酶ꎻＳｉｍｏｎｓ􀆳 法通过染料的竞

争吸附来评价底物对酶的可及性ꎬ但只能进行半定

量测定ꎬ且准确性易受孔形状的影响[１３－１４]ꎮ 也有文

献报道利用纤维素酶碳水化合物结合模块(ＣＢＭｓ)
构建荧光探针ꎬ表征底物与酶的可及性[１５－１６]ꎬ但是

围绕外切 β－１ꎬ４－葡聚糖酶(Ｃｅｌ７ＡꎬＥＣ ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ９１)、
内切 β－１ꎬ４－葡聚糖酶(Ｃｅｌ５ＡꎬＥＣ ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４)和 β－葡
萄糖苷酶 ( Ｂｇｌ Ⅰꎬ ＥＣ ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２１) 的研究还有待

深入ꎮ
随着基因工程技术的不断发展ꎬ外源表达也不

断受到重视ꎮ 大肠杆菌表达系统是最常用的ꎬ但与

之相比在表达真核生物的蛋白时ꎬ酵母系统具有将

蛋白分泌到胞外[１７]且可以对表达蛋白进行加工、修
饰和折叠ꎬ不易形成包涵体ꎬ使得表达的蛋白具有活

性等优势[１８]ꎮ
本论 文 将 里 氏 木 霉 ( Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ) 的

Ｃｅｌ７Ａ、 Ｃｅｌ５Ａ 和 Ｂｇｌ Ⅰ 基 因 序 列 分 别 与 红 色

(ｍＣｈｅｒｒｙ)、绿色(ｅＧＦＰ)和蓝色荧光蛋白(ｅＢＦＰ)融
合构建重组质粒ꎬ在毕赤酵母 Ｘ３３ 异源表达ꎬ获得 ３
种纤维素酶荧光探针ꎻ优化荧光探针的吸附条件ꎬ并
考察纤维素酶荧光探针对不同底物的吸附情况ꎬ以
期为纤维素底物可及性的表征提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株与质粒

Ｃｅｌ７Ａ ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＮＷ￣００６７１１１７６􀆰 １ )、 Ｃｅｌ５Ａ
( ＧｅｎＢａｎｋ: ＮＷ￣００６７１１１５０􀆰 １ ) 和 Ｂｇｌ Ⅰ ( ＧＩ:
３２９３３６７)序列ꎬ生工生物工程(上海)股份有限公司

合成ꎻｍＣｈｅｒｒｙ 质粒、ｅＧＦＰ 质粒、ｅＢＦＰ 质粒、毕赤酵

母 Ｘ３３ 菌株、 大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ 本实验室收藏ꎻ
ｐＰＩＣＺαＡ 约 ３􀆰 ６ ｋｂꎬ优宝生物ꎬ具有 ｚｅｏｃｉｎ 抗性

基因[１９]ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和培养基

限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲ Ⅰ、Ｎｏｔ Ⅰ、Ｔ４ ＤＮＡ 连

接 酶、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 和 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔꎬ购自北京全式金生物技术有限公司ꎻ
ＰｍｅⅠ购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓꎻ质粒小提试剂盒

(ＤＰ１０３)和酵母基因组提取试剂盒(ＤＰ３０７)购自天

根生化科技(北京)有限公司ꎻ其他试剂为国产分析

纯以上ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 培养基和培养条件

ＬＢ 固体培养基(１ Ｌ):酵母提取物 ５ ｇꎬ胰蛋白

胨 １０ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
ＹＰＤ 固体培养基(１ Ｌ):酵母提取物 １０ ｇꎬ蛋白

胨 ２０ ｇꎬ葡萄糖 ２０ ｇꎬ琼脂 ２０ ｇꎬ１１５℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
ＢＭＧＹ 液体培养基(１ Ｌ):酵母提取物 １０ ｇꎬ蛋

白胨 ２０ ｇꎬ１０×ＹＮＢ(无氨基酵母氮源)１００ ｍＬꎬ１０×
甘油 １００ ｍＬꎬ５００ ×生物素 ２ ｍＬꎻ无菌水 ７００ ｍＬꎬ
１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液 １００ ｍＬꎬ１１５℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ

ＢＭＭＹ 液体培养基(１ Ｌ):酵母提取物 １０ ｇꎬ蛋
白胨 ２０ ｇꎬ１０ × ＹＮＢ １００ ｍＬꎬ５００ ×生物素 ２ ｍＬꎻ
１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液(ｐＨ６􀆰 ０)１００ ｍＬꎬ甲醇 ５ ｍＬꎬ
无菌水 ８００ ｍＬꎬ１１５℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 菌株构建所需引物

引物序列见表 １ꎮ
表 １　 引物序列

引物名称 引物序列(５′→３′)

ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ－Ｆ ５′－ＴＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＣＣＡＴ－３′

ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ－Ｒ ５′－ＧＡＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧ－３′

ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ－Ｆ ５′－ＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＣＣＡＴＣＡＣ－３′

ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ－Ｒ ５′－ＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧ－３′

ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ－Ｆ ５′－ＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＣＣＡＴＣＡＣ－３′

ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ－Ｒ ５′－ＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧ－３′

５′ＡＯＸ ５′－ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ－３′

３′ＡＯＸ ５′－ＧＡＣＴＧＧＴＴＣＣＡＡＴＴＧＡＣＡＡＧＣ－３′

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 纤维素酶重组质粒的构建

对合成的基因进行聚合酶链式反应(ＰＣＲ)扩

增ꎬ并回收产物将 Ｃｅｌ７Ａ、Ｃｅｌ５Ａ、Ｂｇｌ Ⅰ分别克隆到

ｍＣｈｅｒｒｙ、 ｅＧＦＰ 和 ｅＢＦＰ 载 体 上ꎬ 构 建 ｍＣｈｅｒｒｙ －
Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ、ｅＢＦＰ－Ｂｇｌ Ⅰ重组克隆载体ꎬ热
激转化至 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ ５α 感受态细胞中ꎬ筛选阳性克
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隆进行 ＰＣＲ 鉴定以及测序验证ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 表达载体质粒的构建

利用设计合成的引物从克隆成功的重组荧光质

粒中进行 ｍＣｈｅｒｒｙ －Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ －Ｃｅｌ５Ａ 和 ｅＢＦＰ －
ＢｇｌⅠ的 ＰＣＲ 扩增ꎬ胶内回收扩增的目的片段ꎬ利用

ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｎｏｔ Ⅰ进行双酶切以产生粘性末端ꎮ 提

取载体质粒 ｐＰＩＣＺαＡ 同样也进行双酶切处理ꎬ产生

和目的片段相同的粘性末端ꎮ 双酶切完成后对目的

片段和空载体都用琼脂糖凝胶电泳鉴定和胶回收纯

化ꎬ在 １６℃条件下利用 Ｔ４ 连接酶进行连接ꎮ 最后

将连接产物 ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＰＩＣＺαＡ－
Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ、ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ 转化到 Ｅ. ｃｏｌｉ
感受态细胞中ꎮ 筛选阳性克隆进行质粒抽提、双酶

切验证及 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＤＮＡ 测序委托生工生物工程

(上海)股份有限公司ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 酵母的转化及重组子的筛选

用质粒小提试剂盒从含有 ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ －
ｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ、ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－
ｅＢＦＰ 质粒的 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 中提取质粒ꎮ 用 Ｐｍｅ Ⅰ
酶切获得线性化质粒ꎬ并电转入毕赤酵母感受态ꎬ涂
布于含博来霉素的 ＹＰＤ 平板ꎬ３０℃下静置培养 ３ ~
４ ｄꎮ 在平板上筛选重组转化子ꎬ在液体培养基中扩

大培养ꎬ用试剂盒提取酵母基因组为模板ꎬ进行

ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 重组转化子的诱导表达

将构建成功的三株重组菌株及空载体质粒菌株

过夜活化ꎮ 按 １％的接种量接到含 ５０ ｍＬ ＢＭＧＹ 培

养基的 ５００ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ３０℃、２５０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养

２４ ｈ 后离心收集菌体ꎮ 用 １ ｍｏｌ 的磷酸钾缓冲液

(ｐＨ ６􀆰 ０)洗涤菌体ꎬ然后全部转移至 １００ ｍＬ ＢＭＭＹ
培养基中ꎬ３０℃、２５０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ８ ｄꎻ每间隔

２４ ｈ 补加 １ 次甲醇使其终浓度为 １％ꎬ并取一次样ꎬ
共取样 ８ 次ꎬ用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋白表达情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 纤维素酶荧光探针吸附的条件优化

本实验使用 ＳＰＡＲＫ 多模式微孔板酶标仪测定

不同波长的荧光强度ꎬ并绘制荧光发射光谱图ꎮ 滤

纸制成 ８ μｍ 厚的冷冻切片ꎬ滴加 ３ μＬ 酶液ꎬ避光

吸附 ８ ｍｉｎ 后少量蒸馏水冲洗 ２ 遍ꎬ待水完全蒸干ꎬ
使用荧光显微镜从不同吸附时间、不同吸附浓度以

及荧光的猝灭时间(每个实验条件下设置 ３ 个平

行)三个角度确定观察的最优条件ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 纤维素酶荧光探针对不同预处理样品的吸

附表征

选取冰草、羊草、羊茅、西瓜茎和甜菜根制成

８ μｍ 厚的冷冻切片作实验材料ꎬ测定纤维素酶荧光

探针对不同植物的吸附表征ꎮ ２０ μＬ 纤维素酶荧光

探针滴到切片上ꎬ避光吸附 １ ｈ 后蒸馏水轻冲 ２ 遍ꎮ
待切片完全晾干ꎬ相同条件下使用激光共聚焦显微

镜拍摄ꎬ观察荧光探针对同种植物不同组织以及不

同植物相同组织的吸附情况ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 目的基因的 ＰＣＲ 扩增及重组表达载体的构建

以 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 质粒为模板ꎬ使用相应引物扩

增 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ、ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ基因ꎬ
扩增产物检测结果如图 １ 所示ꎬ可知 ｍＣｈｅｒｒｙ －
Ｃｅｌ７Ａ 长度约为 ２ ３００ ｂｐꎬｅＧＦＰ －Ｃｅｌ５Ａ 长度约为

２ ０００ ｂｐꎬｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ长度约为 ３ ０００ ｂｐꎬ与理论值

相符[２０]ꎮ

Ｍ—ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１、２—ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙꎻ
３、４—ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰꎻ５、６—ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ

图 １　 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ、
ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ的 ＰＣＲ 鉴定

利用引物扩增的 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ、
ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ分别和 ｐＰＩＣＺαＡ 表达载体连接得到重

组表达载体ꎬ转入大肠杆菌后使用载体通用引物 ５′
ＡＯＸ 和 ３′ＡＯＸ 进行菌落 ＰＣＲ 验证ꎬ结果如图 ２(ａ)
所示ꎬｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ 和 ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 在近 ２ ０００ ｂｐ
处有明显条带ꎬｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ在近 ３ ０００ ｂｐ 处有明显

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＰＣＲ 电泳图 (ｂ)双酶切电泳图

Ｍ—ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１、２、７—ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙꎻ

３、４、８—ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰꎻ５、６、９—ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ

图 ２　 ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ、
ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ、ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ 的

ＰＣＲ 和双酶切鉴定
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条带ꎬ与理论值相符ꎻ进一步使用 Ｎｏｔ Ⅰ和 ＥｃｏＩＲ Ⅰ
对 ｐＰＩＣＺαＡ － Ｃｅｌ７Ａ － ｍＣｈｅｒｒｙ、 ｐＰＩＣＺαＡ － Ｃｅｌ５Ａ －
ｅＧＦＰ、ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ 进行双酶切ꎬ琼脂糖

凝胶电泳[图 ２(ｂ)]显示双酶切有两条带ꎬ且条带

大小与预期分子量相符ꎮ
２􀆰 ２　 重组毕赤酵母菌株的筛选及目的蛋白的诱导

表达

经含博来霉素抗性的 ＹＰＤ 平板筛选的酵母转

化子ꎬ提取重组酵母基因组 ＤＮＡꎬ使用 ５′ＡＯＸ 和 ３′
ＡＯＸ 引物进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ在 ２ ０００~
３ ０００ ｂｐ 之间有明显条带ꎬ分别与 ｍＣｈｅｒｒｙ －Ｃｅｌ７Ａ
预期分子量 ２ ２３０ ｂｐ、 ｅＧＦＰ － Ｃｅｌ５Ａ 预期分子量

１ ９３８ ｂｐ、ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ预期分子量 ２ ９７６ ｂｐ 相符ꎮ

Ｍ—ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１、２—ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａꎻ
３、４—ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａꎻ５、６—ｅＢＦＰ－Ｂｇｌ Ⅰ

图 ３　 Ｘ３３ / ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ、
Ｘ３３ / ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ、Ｘ３３ / ｐＰＩＣＺαＡ－

ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ 的 ＰＣＲ 鉴定

选择此 ３ 种菌株进行诱导表达ꎬ条件为:３０℃、
２５０ ｒ / ｍｉｎ、１􀆰 ０％甲醇ꎬ表达 ８ ｄꎮ 将诱导表达上清液

进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果如图 ４ 所示ꎬＣｅｌ７Ａ、
Ｃｅｌ５Ａ 和 ＢｇｌⅠ分别在 ８０、７０、１０６ ｋＤａ 处出现条带ꎬ
并且诱导时间越长ꎬ条带越粗ꎮ 所有条带均符合预

期ꎬ表明重组菌株构建成功且表达成功ꎮ

(ａ)ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ７Ａ－Ｍ

(ｂ)ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ

(ｃ)ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ

横坐标:Ｍ—蛋白分子量标准ꎻ１~８—不同诱导时间 / ｄꎻ
９—对照(ｐＰＩＣＺαＡ)

纵坐标:分子质量 / ｋＤａ

图 ４　 不同重组菌株诱导表达情况

２􀆰 ３　 纤维素酶荧光探针吸附条件的优化

实验测定了 ３ 种荧光探针的激发波长和发射波

长ꎬ由图 ５( ａ)可知ꎬ红色荧光探针 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ
的最佳激发波长为 ５７３ ｎｍꎬ最佳荧光发射波长为

６１３ ｎｍꎻ绿色荧光探针 ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 的最佳激发波

长为 ４６９ ｎｍꎬ最佳发射波长为 ５１１ ｎｍꎻ蓝色荧光探

针 ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ的最佳激发波长为 ３８５ ｎｍꎬ最佳发射

波长为 ４４７ ｎｍꎮ 同时探究吸附浓度、吸附时间和猝

灭时间对荧光强度的影响ꎬ结果如图 ５( ｂ) ~ 图 ５
(ｄ)所示ꎬ随着纤维素酶荧光探针浓度的增大ꎬ荧光

强度逐步增加[图 ５(ｂ)]ꎬｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ 最佳吸附

浓度为 ０􀆰 ０５８ Ｕ / ｍＬꎬｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 最佳吸附浓度为

０􀆰 １９３ Ｕ / ｍＬꎬｅＢＦＰ －ＢｇｌⅠ最佳吸附浓度为 ０􀆰 １９３
Ｕ / ｍＬꎮ 吸附底物的分析值随着吸附时间的延长而

加强[图 ５ ( ｃ)]ꎬ吸附时间在 ７ ｍｉｎ 和 ８ ｍｉｎ 时ꎬ
ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ 和 ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 荧光值无明显变化ꎻ
吸附时间在 ６ ｍｉｎ 和 ７ ｍｉｎ 时ꎬｅＢＦＰ －ＢｇｌⅠ荧光值

无明显变化ꎮ 用最佳吸附时间和最佳吸附浓度对滤

纸底物进行吸附ꎬ观察吸附后荧光的猝灭ꎮ 荧光随

着激发光照射时间的延长而逐渐猝灭ꎬ分析荧光强

度值随着激发光照射时间的延长而逐渐减小[图 ５
(ｄ)]ꎮ 从图中可以看出 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ 的最佳观

察时间在 ２ ｍｉｎ 以内ꎬｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 和 ｅＢＦＰ －ＢｇｌⅠ
的最佳观察时间均在 １２ ｓ 以内ꎮ 综上所述ꎬｍＣｈｅｒｒｙ－
Ｃｅｌ７Ａ 的最佳吸附浓度为 ０􀆰 ０５８ Ｕ / ｍＬꎬ最佳吸附时

间为 ７ ｍｉｎꎬ最佳观察时间在 ２ ｍｉｎ 以内ꎻ ｅＧＦＰ －
Ｃｅｌ５Ａ 的最佳吸附浓度为 ０􀆰 １９３ Ｕ / ｍＬꎬ最佳吸附时

间为 ７ ｍｉｎꎬ最佳观察时间在 １２ ｓ 以内ꎻｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ
的最佳吸附浓度为 ０􀆰 １９３ Ｕ / ｍＬꎬ最佳吸附时间为

６ ｍｉｎꎬ最佳观察时间在 １２ ｓ 以内ꎮ
２􀆰 ４　 纤维素酶荧光探针对不同植物的吸附表征

样品选用冰草、甜菜根、西瓜茎、羊草和羊茅ꎬ将
其制成 ８ μｍ 厚的冷冻切片ꎬ使用纤维素酶荧光探
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１—红色激发光谱ꎻ２—绿色激发光谱ꎻ３—蓝色激发光谱

(ａ)不同荧光探针的荧光光谱

(ｂ)各种荧光探针在不同吸附浓度下的荧光值

(ｃ)各种荧光探针在不同吸附时间下的荧光值

(ｄ)各种荧光探针在不同猝灭时间下的荧光值

图 ５　 不同荧光探针的吸附条件

针进行避光吸附 １ ｈꎬ使用激光共聚焦显微镜拍摄观

察ꎬ在有厚壁组织(ＳＴ)的冰草和羊草中ꎬｍＣｈｅｒｒｙ－
Ｃｅｌ７Ａ 和 ｅＧＦＰ －Ｃｅｌ５Ａ 对其荧光值均为厚壁组织

(ＳＴ) >维管束 ( ＶＴ) >薄壁组织 ( ＰＴ)ꎬ ｍＣｈｅｒｒｙ －
Ｃｅｌ７Ａ、ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ、ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ对 ４ 种植物的荧强

度均为 ＶＴ>ＰＴꎮ

３　 结论

生物质资源取代日益枯竭的化石资源成为一个

必然趋势ꎬ但是在利用生物质时ꎬ需要将生物质进行

预处理ꎬ才可以高效降解成糖[２１]ꎮ 我们建立了基于

纤维素酶的荧光分析方法来表征预处理效果ꎬ优化

预处理工艺ꎮ 研究表明ꎬ纤维素的结合域 ＣＢＭ 可以

构建探针分子表征纤维素[２２]ꎬ但是外切葡聚糖酶和

内切葡聚糖酶的 ＣＢＭ 具有高度保守性ꎬ无法判断不

同纤维素酶组分对底物的吸附特点ꎬ以及不同酶组

分间的协同机制[２３]ꎮ 针对这一难题ꎬ我们通过基因

工程的方法构建了 ｐＰＩＣＺαＡ － Ｃｅｌ７Ａ － ｍＣｈｅｒｒｙ、
ｐＰＩＣＺαＡ－Ｃｅｌ５Ａ－ｅＧＦＰ、ｐＰＩＣＺαＡ－ＢｇｌⅠ－ｅＢＦＰ 重

组表达载体ꎬ在毕赤酵母中表达了 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｃｅｌ７Ａ、
ｅＧＦＰ－Ｃｅｌ５Ａ 和 ｅＢＦＰ－ＢｇｌⅠ纤维素酶荧光探针ꎮ 通

过考察 ３ 种纤维素酶荧光探针在不同吸附浓度、不
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同吸附时间及猝灭时间下荧光强度的变化ꎬ确定了

其最佳吸附条件ꎮ 将构建成功的纤维素酶荧光探针

应用于几种常见的植物ꎬ比较不同组织的荧光强度

推测纤维素酶可及性ꎬ用 ３ 种纤维素酶荧光探针吸

附不同样品ꎬ荧光强度大小与纤维素酶的吸附量相

关ꎬ利于直接反应纤维酶的吸附特点[２４－２５]ꎮ 比较不

同组织的荧光强度推测纤维素酶可及性ꎬ结果发现

厚壁组织(ＳＴ)比其他组织荧光值更高ꎮ 构建的纤

维素酶荧光探针吸附于不同预处理样品ꎬ结果发现

荧光强度随着预处理程度加强逐渐变亮ꎬ这是因为

细胞壁被破坏ꎬ纤维素中木质素和半纤维素的含量

逐渐降低ꎬ使纤维素暴露在表面ꎬ从而结合更多的纤

维素酶ꎮ
本研究利用酵母表达系统构建 ３ 种纤维素酶荧

光探针ꎬ通过作用于不同底物确定 ３ 种纤维素酶探

针对不同组织的吸附程度ꎬ并且通过荧光观察使结

果可视化ꎬ为研究生物质抗降解屏障、优化预处理工

艺、揭示酶促水解反应机制提供了技术支持ꎮ
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