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摘要:从自制堆肥样品中提取未培养细菌的总 DN A,用柯斯质粒 pWEB∷ TN C为载体构建宏基因组文库 ,对文

库进行筛选获得表达木聚糖酶活性的克隆 ,再进行亚克隆、测序分析以及 Blastx搜索 GenBank分析木聚糖酶基

因。结果构建得到一个包含约 5万个克隆的宏基因组文库 ,文库中外源 DN A总容量约为 1. 8× 106 kb,获得 2个

表达木聚糖酶活性的克隆: pGXN1050和 pGXN1051,鉴定分析表明: pGXN1050上潜在的木聚糖酶基因

umx yn 11A具 1个 771bp的 ORF( Open Reading Frame ) ,可编码含 257个氨基酸的蛋白质 ,所编码产物与混合

纤维弧菌 (Cellvibrio mix tus)的内切 -1, 4-β-木聚糖酶 ( GenBank索引号 Z48925. 1)的氨基酸序列有 46%的一致

性和 57%的相似性 ; pGXN1051上潜在的木聚糖酶基因 umx yn 11B具一个 723bp的 ORF,可编码含 241个氨基

酸的蛋白质 ,编码产物与混合纤维弧菌的内切 -1, 4-β-木聚糖酶 ( GenBank索引号 Z48925. 1)的氨基酸序列有

73%的一致性和 80%的相似性。 木聚糖酶 Umxyn11A和 Umxyn11B都属于糖基水解酶家族 11的成员。
关键词:细菌　宏基因组文库　木聚糖酶基因
中图法分类号: N242　　文献标识码 : A　　文章编号: 1005-9164( 2005) 04-0343-04

Abstract: Metagenomic DN A of uncultured bacteria f rom self-made compost was ex t racted, end-

blunted and ligated wi th cosmid vector of pWEB∷ TN C. A metagenomic library containing about

50, 000 clones w as const ructed. The capaci ty of foreign DN A cloned in the library w as 1. 8×
10

6
Kb. The library w as screened for x ylanase activi ty and tw o posi tiv e clones w ere isolated which

w ere named as pGXN1050 and pGXN1051, respectiv ely. The xylanase genes on the two clones

w ere subcloned , sequenced and analysed. Results show ed that the putativ e xylanase gene
umxyn11A on pGXN 1050 had a 771bp ORF, encoding a product with 257 amino acids sharing

46% identi ty and 57% similari ty with endo-1, 4-beta-xylanase( GenBank accession No. Z48925. 1)

of Cellvibrio mix tus. The putativ e xy lanase gene umxyn11B on pGXN1051 had a 723bp ORF,

encoding a product wi th 241 amino acids sharing 73% identity and 80% similarity wi th endo-1, 4-

beta-xy lanase( GenBank accession No. Z48925. 1) of Cellvibrio mix tus. Umxyn11A and Umxyn11B

are members of family 11 g lycosyl hydrolase.

Key words: bacteria, metagenomic library , x ylanase
gene

　　木聚糖 ( x ylan)是一种多聚五碳糖 ,是植物半纤
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维素的重要组分 ,它占植物碳水化合物总量的三分之

一 ,在自然界中是继纤维素之后的第 2个丰富的再生

生物质资源 [1 ]。木聚糖酶 ( x ylanase, E C3. 2. 1. 8)是一

类能够特异降解木聚糖的酶类
[ 2]
。木聚糖酶可广泛应

用于食品、饲料、医药、能源、造纸、纺织等行业
[3 ]
。目

前 ,木聚糖酶在工业上的应用还存在酶产量不高或酶

的耐受性不够等问题 [2 ] ,解决的方法主要有: ( 1)对现

有的木聚糖酶进行遗传改造
[4 ]
; ( 2)从极端环境筛选

优良的木聚糖酶产生菌 [5 ] ; ( 3)通过构建未培养微生

物的宏基因组文库以获取优良理化性质的木聚糖酶

基因 [6, 7 ]。自然界中有 95% ～ 99%的微生物是不可培

养的
[ 8]
,这是一个巨大的基因资源库

[9 ]
。 开发利用未

培养微生物的基因资源的主要手段是通过构建和筛

选未培养微生物的宏基因组文库 [ 10, 11]。当前未见关

于通过构建和筛选堆肥的未培养细菌的宏基因组文

库并从中获取木聚糖酶基因的报道。本实验通过构建

以松木屑、米糠为主要材料的自制堆肥的未培养细菌

的宏基因组文库 ,克隆和鉴定了 2个新的木聚糖酶基

因 ,为进一步研究木聚糖酶的降解机理及其在生产中

的应用奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　细菌菌株和质粒

　　本实验所用细菌菌株和质粒见表 1。

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 ( LB+ 1. 5%琼脂 )。筛选培养基为含

0. 1%木聚糖的 LA培养基。

　　液体培养于 37℃摇床振荡培养 ( 200rpm) ,平板

培养是于 37℃恒温箱倒置培养。

　　氨苄青霉素使用浓度 100μg /m l,氯霉素使用浓

度 12μg /ml。

1. 1. 3　酶和试剂

　　限制性内切酶购自 N EB公司 ,文库构建试剂盒

购自 Epicentre 公司 ,木聚糖、 Sephadex G200和

PV PP购自 Sigma公司 ,超纯琼脂糖购自 Invit rogen

公司。 其它均为国产分析纯试剂。

1. 1. 4　自制堆肥的材料

　　松木屑、米糠、牛粪、猪粪、鸡粪、甘蔗渣、森林土

(采自广西南宁青秀山公园 )、菜园土 (采自广西大学

农场菜园 )、酵母粉、尿素、水。

1. 2　方法

1. 2. 1　自制堆肥的堆制和管理

　　堆肥化技术采用静态垛式强制通风堆肥系

表 1　实验所用的细菌菌株和质粒

Table 1　 Bacterial strains and plasmids used in th is study

菌株或质粒
St rains or
plasmids

有关特性
Relevant att ributes

来源
Sources

St rains

Escherich ia col i

XL1-Blue

recA1, end A1, g yr A46, th i,
h sd r17, sup E44, rel A1 lac / F′
[ p roAB+ , lac Iq, lacZΔM 15: :
Tn10( tet r) ]

St ratagen e
公司
St ratagen e
Co.

Escherichia col i

EPI100

recA1, endA1, F- , mcrAΔ (mrr-
h sd RM S-mcrBC ) ,
ф80dlacZΔM15, ΔlacX74,
araD139, Δ ( ara, leu ) 7697,

galU, galKλ- , rpsL,nupG

Epicen tre
公司
Epicen tre
Co.

Plasmids

pW EB∷ TNC

柯斯载体 ,具有氨卞青霉素和氯
霉素抗性

Cosmid v ector, Am pr , Ch lr

Epicen tre
公司
Epicen tre
Co.

pBluescript M13
KS(+ )

克隆载体 ,具有氨卞青霉素抗性
Cloning v ector Ampr

本实验室
保存
Stored in
laboratory

pGXN1050

pWEB∷ TN C上克隆有 39 kb
未培养细菌 DNA,表达木聚糖
酶活性
pWEB∷ TN C harboring 39 kb
DNA fragmen t f rom uncul tured
bacterium, exp ressing xylanase
activi ty

本工作

This w ork

pGXN1050-1. 2

pBluescrip t M13KS (+ )上克隆
有 pGXN1050的未培养细菌
DNA的 1. 2 k b BamHI片段 ,表
达木聚糖酶活性
pBluescrip t M13KS ( + )
harboring 1. 2 kb BamH I

f ragment of pGXN1050,

expressing x ylanase activity

本工作
This w ork

pGXN1051

pWEB∷ TN C上克隆有 45 kb
未培养细菌 DNA,表达木聚糖
酶活性
pWEB∷ TN C harboring 45kb
DNA fragmen t f rom uncul tured
bacterium, exp ressing xylanase
activi ty

本工作
This w ork

pGXN1051-1. 5

pBluescrip t M13KS (+ )上克隆
有 pGXN1051的未培养细菌
DNA的 1. 5 kb EcoRI /X ho I片
段 ,表达木聚糖酶活性
pBluescrip t M 13 KS ( + )
harboring 1. 5 kb EcoRI /Xho I
f ragment of pGXN1051,
expressing x ylanase activity

本工作
This w ork

统 [ 12]。室内自制 1个 1m
3堆肥池 ,池中散布通风管道

用于强制通风。堆制方法参照文献 [13]。从堆肥堆制

24 h后 ,每天 3次检查堆肥内部 (深约 50cm)温度 ,通

过不定期强制通风控制堆肥温度为 40～ 60℃ ,通过

加水和通风使堆肥湿度保持在 40% ～ 65%。 本试验

采集第 34、 35、 36天的堆肥样品混合 ,用于提取未培

养细菌的总 DNA。

1. 2. 2　堆肥未培养细菌总 DNA的提取

　　取上述堆肥样品 50g充分悬浮于 100ml提取缓

冲液 ( 0. 18mol /L磷酸钾缓冲液 , p H值 7. 2; 0. 3%
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PV PP( polyvinylpolypy rrolidone) ; 4mM mol /L CaCl2 )

中 , 2000rpm离心 10min后收集上清液至另一新离心

管中 , 8000rpm离心 20min,收集菌体。再用 1m l 0. 18

mol /L的磷酸钾缓冲液 ( pH值 7. 2)悬浮 ,加入溶菌

酶至终浓度 5mg /ml, 37℃反应 0. 5h后 ,再加入蛋白

酶 K至终浓度 0. 2mg /ml, 50℃保温 1h后加入 SDS

至终浓度 1% , 80℃裂解细胞 5min,冷却至室温 ,加入

1 /2倍体积的 7. 5M NH4Ac,混匀后 ,冰浴 15min。

12000rpm离心 5min收集上清液至另一个新的 2 m l

离心管 ,加入 0. 6倍体积异丙醇 ,沉淀得 DNA粗提

物。

1. 2. 3　堆肥未培养细菌总 DNA的纯化和回收

　　先用自制的 Sephadex G200 (含有 2% PV PP)层

析柱纯化 DNA,用 TEN缓冲液 ( 0. 1mol /L Tris-Cl,

pH值 8. 0; 0. 01mol /L EDTA, pH值 8. 0; 0. 01mmol /

L NaCl)进行洗脱 ,分管收集、沉淀 DNA,溶解后再用

电洗脱法回收适当大小的 DNA片段 ,供后续实验使

用。

1. 2. 4　堆肥未培养细菌宏基因组文库的构建和筛选

　　堆肥未培养细菌宏基因组文库的构建参照

Epicentre公司 pWEB∷ TN C Cosmid Cloning Kit试

剂盒产品说明书。 将回收的 DNA片段末端平头化 ,

和试剂盒中的载体连接、包装、侵染宿主菌 EPI100,

侵染产物涂平板 , 37℃培养 12～ 16h,即为该批样品

的宏基因组文库。

　　将文库克隆影印到含 0. 1%木聚糖的 LA平板

(含 100μg /ml氨苄青霉素和 12μg /ml氯霉素 )上 ,

37℃培养 20h后 ,用刚果红染色观察菌落周围是否有

水解圈 ,如有水解圈 ,则对应文库平板 ,挑取相应克隆

接种用于提取质粒。提取的质粒按常规化学转化法转

入感受态细胞 EPI100。 之后点转化子于筛选平板上

鉴定是否有水解圈 ,从而最后确定该质粒是否包含有

木聚糖酶基因。

1. 2. 5　木聚糖酶基因的鉴定

　　参照文献 [14 ],采用逐级亚克隆分析来确定木聚

糖酶基因的位置。

　　由大连宝生物工程公司采用双脱氧核苷酸法对

含木聚糖酶基因的最小 DNA片段进行测序。

　　用 Blastx搜索 GenBank,分析木聚糖酶基因。

1. 2. 6　系统进化分析

　　对木聚糖酶的氨基酸序列与 GenBank上登录的

部分木聚糖酶 (表 2)的氨基酸序列用 ClustalX1. 8软

件进行完全比对 ,将比对结果用系统进化分析软件

Mega2. 1进行 Neighbor-joining ( N J)分析 ,绘制系统

进化树。

2　结果与分析

2. 1　文库的构建及筛选

　　采用本文所述的 DNA制备方法 , 1g堆肥样品可

得 0. 6～ 1μg适合文库构建要求的 DNA(图 1)。本工

作构建得到 1个含约 5× 104个克隆的文库 ,随机挑

取 14个文库克隆提取质粒 ,用限制性内切酶 Bam HI

酶

表 2　用于系统进化分析的木聚糖酶

Table 2　 Xylanases used for phylogenetic analysis

木聚糖酶
Xylanase

来源微生物
Source
microorganisms

登录号
Accession No.

endo-beta-1, 4-xylanase Cel lvibrio japonicus Z48927

xylanase
uncul tured Cellvibr io
sp.

AY225507

β-1, 4-xylanase ( Ax nA) Pseudomonas sp.
ND137

AB063255

xylanase (XylA)
Microbulbi fer
h ydrolyt icus

AY646089

endo-1, 4-beta-D-xylanas e
( xyl11)

Thermobif ida fusca AY795559

xylanase A ( XynA)
Aeromonas punctata
M E-1

D32065

endo-1, 4-β-xylanase uncul tured bacterium AY394562

xylanase A Pichia stipitis AF151379

xylanase D Caldicellulosiruptor
sp. Rt69B. 1

AF036925

XynT Pseudobutyrivibrio
x ylanivorans

AJ543424

xylanase C Fibrobacter
succinogenes

U01037

xylanase B
Ruminococcus albus AB057588

XynB
X anthomonas
axonopodis pv. citr i
st r. 306

AE012078

xylanase A Prevotel la bryant ii
B14

Z49241

图 1　提取的堆肥未培养细菌总 DN A
　　 Fig . 1　 The ex tracted metagenomic DN A of uncultured

bacteria from compost

　　 1.λDNA; 2. λDN A/ EcoRI; 3. 粗提的堆肥宏基因组
DN A; 4.经 SephadexG200纯化的宏基因组 DNA; 5.经电透析

回收的宏基因组 DN A。
　　 1.λDN A; 2.λDN A /EcoRI; 3. the raw metagenomic DN A

ex tracted from compost; 4. the metagenomic DN A purified by

SephadexG200; 5. the metagenomic DNA recovered by electro-

elution.
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切 ,琼脂糖凝胶电泳分析表明所有质粒都有外源

DNA,最大为 45 kb,最小为 25 kb,平均大小为 35kb,

文库中外源 DNA总容量约为 1. 8× 106 kb, 14个质粒

中没有一个酶切带型是完全相同的 (图 2) ,说明文库

克隆的 DNA片段随机性比较大。

　　筛选文库获得 2个阳性克隆。提取 2个阳性克隆的

质粒后再次转化 ,再次转化的转化子在筛选平板上仍

然显示木聚糖酶活性 (图 3a) ,说明这两个阳性克隆确

实是含有木聚糖酶基因 ,将这两个阳性克隆命名为

pGXN 1050 和 pGXN1051。 质 粒 pGXN1050和

pGXN 1051分别包含有 39 kb和 45 kb的外源 DNA片

段 (图 3b)。

图 2　文库质粒的酶切分析
　　 Fig. 2　 The restriction analysis of plasmids from library

　　 1.λDNA / EcoRI; 2. 1kb DNA ladder; 3～ 16.经 BamHI.

酶切的文库克隆的质粒。
　　 1.λDNA /EcoRI; 2. 1kb DN A ladder; 3～ 16. the library

clones digested with Bam HI.

　　图 3　具有木聚糖酶活性的阳性克隆及其质粒的 Bam HI
酶切带型
　　 Fig. 3　 The tw o clones which show xy lana se activity and
the restriction pa ttern of pla smids　 dig ested with BamHI
　　 a. 具 有木聚糖 酶活性 的阳性 克隆 pGXN1050和

pGXN1051在含 0. 1%木糖的 LA平板上 ,左边的克隆是阴性
对 照 ; 右 边的 克 隆是 阳 性克 隆 pGXN1050 (右 上 )和

pGXN1051 (右下 )的转化子 ; b. 阳性克隆 pGXN1050和

pGXN1051的限制性酶切图谱。
　 　 a. The xy lanase expr ession clones pGXN1050 and

pGXN1051 on the pla te containing 0. 1% xylan, the lef t clones
are nega tive cont rol; the righ t clones a re transformants
pGXN1050 ( up right ) and pGXN1051 ( dow n right ) ; b. The

restriction pattern of pGXN1050 and pGXN1051
1. λ marker; 2. λ DN A /EcoRI; 3. 1kb DNA ladder; 4.

pGXN1050 /BamHI; 5. pGXN1051 /Bam HI.

2. 2　木聚糖酶基因鉴定

　　对两个阳性克隆进行亚克隆分析 ,最终将

pGXN 1050中的木聚糖酶基因定位在 1. 2 kb Bam HI

片段上 , pGXN1051中的木聚糖酶基因定位在 1. 5 kb

EcoRI /XhoI 片段上。用双 脱氧 核苷 酸法 测定

pGXN1050的 1. 2 kb亚克隆片段上的 1, 040 bp,其上

包含的木聚糖酶基因 umxyn 11A的 ORF由 771个核

苷酸组成 ;同样方法测定 pGXN1051的 1. 5 kb亚克隆

片段上的 1388 bp,其上包含的木聚糖酶基因

umxyn11B的 ORF由 723个核苷酸组成。

　　umxyn11A的 ORF起始密码子是 ATG,终止密

码子是 TGA,可编码一个含 257个氨基酸的蛋白质 ,

预计分子量为 27260. 90道尔顿 ,等电点 pI是 6. 58。

umxyn11B的 ORF起始密码子是 ATG,终止密码子

是 TAA,可编码 241个氨基酸的蛋白质 ,预计分子量

为 25980. 59道尔顿 ,等电点 pI为 8. 51。Blastx分析得

知 umxyn11A的编码产物与混合纤维弧菌的内切-1,

4-β -木聚糖酶 ( GenBank索引号 Z48925. 1)有 46%的

一致性和 57%的相似性 ; umx yn11B的编码产物与混

合纤维弧菌的内切-1, 4-β-木聚糖酶 ( GenBank索引

号 Z48925. 1)有 73%的一致性和 80%的相似性。

　 　 用 SMART 软 件 分 析 由 umxyn11A 和

umxyn11B的 DNA序列 推测 的 Umxyn11A 和

Umxyn11B的组件结构: 木聚糖酶 Umxyn11A和

Umxyn11B都属于糖基水解酶家族 11的成员 ,

Umxyn11A从 N端开始 1～ 28个氨基酸是信号肽 , 40

～ 249个氨基酸为催化功能域 ; Umxyn11B从 N端开

始 1～ 33个氨基酸是信号肽 , 41～ 230个氨基酸为催化

功能域。

2. 3　系统进化分析

　　由分析系统进化树 (图 4)可知 , Umxyn11A和

图 4　 Umxyn11A和 Umxyn11B的系统进化树

　 　 Fig. 4　 Ph ylogenetic tree showing the evo lutionary

positio n of Umxyn11A and Umxyn11B among th e xylanase
from o th er strains

　　分枝节点上所标注的数字是采用邻位相连法经过 1000次

Boo tstrap法运算得到的百分数。
　　 Boo tstrap percentag e values from 1000 replications of the

da taset have been included at branch points. Th e numbers on
the branch are from NJ analy sis.
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Umxyn11B 与来 源于 纤 维弧 菌 属的 Cellvibrio

japonicus以及 uncultured Cellv ibrio sp.的木聚糖酶同

处 在 一 组 , 而 且 Blastx 分 析 Umxyn11A 和

Umxyn11B都与 来自 混合 纤维 弧菌 ( Cellvibrio

mix tus )的木聚糖酶 ( GenBank索引号 Z48925. 1)的同

源性最高 ,所以推断 umxyn 11A、 umxyn11B可能是来

自 未 培 养 的 纤 维 弧 菌 属 的 细 菌。 BLAST 2

SEQU ENCES比较 Umxyn11A和 Umxyn11B的氨

基酸序列得知二者之间有 45%的一致性和 59%的相

似性 ,而且进化树显示两者亲缘关系非常近 ,推测

umxyn 11A和 umxyn11B可能是来自该属的两个亲

缘关系较近的种。

3　结束语

　　 Blastx分析结果表明本工作获得的两个木聚糖

酶基因。都是新的木聚糖酶基因 ,说明通过构建和筛

选堆肥未培养细菌文库的方法可以得到新的木聚糖

酶基因 ,这也是细菌木聚糖酶基因资源开发利用的一

条新途径。umx yn11A和 umxyn11B可能都是来自未

培养纤维弧菌属的细菌 ,二者之间亲缘关系近 ,但同

源性较低。Umxyn11A和 Umxyn11B的组件结构相

似 ,从 N-末端到 C-末端依次由信号肽和家族 11糖基

水解酶催化功能域组成。Umxyn11B与混合纤维弧菌

的内切 -1, 4-β-木聚糖酶的氨基酸序列有较高的同源

性 ,但它们的酶学性质可能不一样 ,这有待进一步的

实验证实。
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