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嗜热裂解性多糖单加氧酶的异源表达及其应用
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摘要：【目的】探究新型嗜热的裂解性多糖单加氧酶（lytic polysaccharide monooxygenase，LPMO）在以木质纤

维素为底物的纤维素酶高效水解中的应用。【方法】以大肠杆菌（Escherichia coli， E. coli）为宿主，异源表达来

源于堆肥宏基因组的嗜热 LPMO（mgLPMO10），通过优化表达载体信号肽以及诱导条件（温度、IPTG 浓度、

诱导时间）提高其表达量，并测定该酶的最适温度、最适 pH、温度稳定性、pH 稳定性及金属离子对其酶活力

的影响；随后，评估 mgLPMO10 与 2 种嗜热内切葡聚糖酶（TnCelB 和 DtCelB）在不同摩尔比下，于 70 ℃对磷

酸溶胀纤维素（PASC）及其他纤维素底物的协同水解效率。【结果】表达载体中 pelB信号肽编码序列显著提高

mgLPMO10的表达量，以温度 28 ℃、IPTG 浓度 0.50 mmol/L、诱导 18 h的条件优化后，表达量达到 12.9 mg/L，

较优化前提高了 90%。mgLPMO10 的最适反应温度为 70 ℃，最适 pH 为 6.0，最高酶活力为 25.5 U/g。加入

5 mmol/L Mn²⁺后，其酶活力提升 75%。该酶与嗜热内切葡聚糖酶 TnCelB 或 DtCelB 协同水解磷酸溶胀纤维

素时，协同度分别达到 123% 和 138%，且对其他纤维素底物也有明显促进作用。【结论】mgLPMO10与嗜热内

切葡聚糖酶联合作用可显著增强高温条件下的纤维素水解效率，为开发高温木质纤维素生物炼制工艺提供

了重要的酶资源与理论依据。

关键词：裂解性多糖单加氧酶；嗜热；水解；木质纤维素；内切葡聚糖酶

Heterologous Expression and Application of a Thermophilic Lytic 

Polysaccharide Monooxygenase

XIE Le1 PENG Longyun1 HU Yun1 REN Hongyan2 SUN Haiyan3 SUN Fubao1*

(1. School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China； 2. School of Environment and Ecology,

Jiangnan University, Wuxi 214122, China； 3. Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology, Chinese Academy of 

Tropical Agricultural Sciences, Haikou 571101, China)

Abstract: [Objective] This study aims to investigate the application of a novel thermophilic lytic polysaccharide 

monooxygenase (LPMO) in the efficient cellulase-mediated hydrolysis of lignocellulosic substrates. [Method] The 

thermophilic enzyme mgLPMO10, derived from a compost metagenome, was heterologously expressed in 

Escherichia coli (E. coli). Its expression level was improved by modifying the signal peptide of the expression 

vector and induction conditions (temperature, IPTG concentration, and induction time). The enzyme was then 

characterized in terms of the optimal temperature, optimal pH, thermal stability, pH stability, and the effects of 

metal ions on its enzyme activity. Subsequently, the synergistic hydrolysis efficiency of mgLPMO10 with two 

thermophilic endoglucanases (TnCelB and DtCelB) at different molar ratios toward phosphoric acid-swollen 

cellulose (PASC) and other cellulose substrates was evaluated at 70 ℃. [Result] The coding sequence of the pelB 

signal peptide in the expression vector significantly improved the expression level of mgLPMO10. After 
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optimization (induction with 0.50 mmol/L IPTG at 28 ℃ for 18 h), the expression level reached 12.9 mg/L, 

representing a 90% increase compared with the pre-optimized level. The optimal reaction conditions of 

mgLPMO10 were 70 ℃ and pH 6.0, and this enzyme showed the maximum enzyme activity of 25.5 U/g. After 

adding 5 mmol/L Mn2+ , its enzyme activity increased by 75%. When synergistically hydrolyzing PASC with 

TnCelB or DtCelB, the enzyme exhibits synergy degrees of 123% and 138%, respectively. Moreover, 

mgLPMO10 exhibited significant promoting effects on other cellulose substrates. [Conclusion] The combination 

of mgLPMO10 and thermophilic endoglucanases can significantly enhance cellulose hydrolysis efficiency under 

high-temperature conditions. The study provides an important enzyme and a theoretical basis for the development 

of high-temperature lignocellulose biorefining processes.
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木质纤维素是地球上极为丰富且容易获取的

可再生资源。以木质纤维素为原料生产高值生化

产品的二代生物炼制技术具有巨大潜力［1-4］。木质

纤维素中最重要的成分是纤维素，然而纤维素是

一种晶体聚合物，纤维素链之间有高度稳定的氢

键网络和相互堆叠作用［5-6］，加上木质纤维素的复

合性质，导致其不易被酶解聚。因此，在过去几十

年中，研究者们开发了许多新的生物质预处理方

法［7-9］，以克服其难以降解的问题，大部分预处理方

法都能在一定程度上破坏木质纤维素的结构。与

预处理类似，通过酶水解将多糖转化为可发酵糖

同样是降解木质纤维素的关键步骤，也是制约该

工艺技术与经济可行性的关键因素。在传统酶水

解研究中，对于纤维素酶的研究集中于糖苷水解

酶，主要包括内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶以及

β-葡萄糖苷酶［10-14］。与此同时，多种复合纤维素酶

也被开发出来，以提升转化效率。

LPMO 的发现和工业应用是开发、改良纤维

素酶复配定制方法的重要一步［15］。LPMO 是一类

铜依赖性的氧化还原酶。自从第一个 LPMO

（CBP21）被发现后［16］，越来越多的 LPMO 被发现。

它们在碳水化合物活性酶数据库（CAZy）中被归

类为辅助活性蛋白质家族 AA9、AA10、AA11、

AA13、AA14、AA15 以及 AA16［17-19］。各家族酶类

的作用底物不尽相同，其中 AA9 和 AA10 已被广

泛研究并应用于纤维素的降解。LPMO 催化纤维

素的葡萄糖基单元中 C-1 或 C-4 的羟基，破坏其晶

体结构，生成还原性和非还原性糖链末端［20-22］，形

成无定型和松散的纤维素结构，提高纤维素酶的

可及性 ，从而提高纤维素酶的酶解效率［16，23］。

LPMO 的作用机理尚未完全明确，但已知此酶的

激活依赖 Cu2+ ，即需要由外源电子供体将 LPMO

活性中心的 Cu2+还原至 Cu+［15，24］，以 O2或 H2O2作为

共底物激活其氧化反应［25-26］，随后糖苷键断裂，并

破坏结晶纤维素的结构。因此，LPMO 通常用作

酶混合物的一部分，可以提高结晶纤维素的降解

效率 ，从而更易获得可发酵性糖［27-28］。此外 ，

LPMO 与各种纤维素酶协同作用可能受多种因素

影响，如底物的组成结构以及纤维素酶的种类、比

例等［29-30］。

在包括生物精炼在内的微生物酶水解过程

中，水解酶通常需要能够承受一定的环境胁迫，其

中耐高温则是被关注的一个焦点［31］。嗜热纤维素

酶具有适用于多种工业化过程的潜力。与一般纤

维素酶相比，它具有反应速度快、酶用量低等优

势［32］。此外，高温水解条件还降低了微生物污染

的可能性［33］。

有报道指出，一种来自堆肥宏基因组的嗜热

LPMO（mgLPMO10）具有纤维素酶活性，能够对

纤维素的 C-1位置进行氧化，并且在高温条件下保

持一定活性［34］。然而，现有研究主要集中于其蛋

白质理化性质及其在与商业纤维素酶构成的混合

体系中的初步应用效果，对于 mgLPMO10 在常用

表达系统中的表达调控机制及其与高温内切酶协

同作用方面的应用潜力仍缺乏系统研究。此外，

mgLPMO10在不同类型纤维素底物下的协同增效

规律尚不明确，限制了其在高温生物转化体系中

的实际推广与优化。

因此，作者基于该酶的热适性特点，构建并优

化 mgLPMO10 的大肠杆菌表达系统，系统分析其

酶学性质，并进一步评估其与 2种不同来源的嗜热

内切葡聚糖酶（TnCelB 和 DtCelB）在高温条件下

106



Vol. 44 No. 5 谢 乐等： 嗜热裂解性多糖单加氧酶的异源表达及其应用

协同水解多种典型纤维素底物的能力，旨在明确

其结构辅助型酶的功能表现与底物适配性。本研

究结果可为热稳定 LPMO 的表达调控、催化特性

解析及其在高温木质纤维素水解体系中的组合应

用提供基础数据和理论支持。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

基因及引物：天霖生物科技无锡有限公司；嗜

热内切葡聚糖酶 TnCelB（GeneBank： ACM23283.1）

和 DtCelB（GeneBank：ACK41916.1）：作者所在课题

组；羧甲基纤维素（carboxymethyl cellulose，CMC）：

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；微晶纤维素

（microcrystalline cellulose，MCC）：国药集团化学试

剂有限公司；其余化学试剂均为分析纯。

1.2　试验方法

1.2.1　重组载体的构建　

mgLPMO10的完整基因序列从联合基因组研

究所 IMG/M 数据库中获取（https：//img.jgi.doe.gov/

cgi-bin/m/main.cgi； IMG genome ID：2199352008）［35］。

下文中以 mgLPMO10 表示 mgLPMO10 的基因。

将mgLPMO10中对应信号肽的序列（即前 93个核苷

酸序列）去除，并使用被广泛研究的 AA10 家族蛋

白质 CBP21 的天然信号肽编码序列替换［21］，构建

含 CBP21 信号肽编码序列的 mgLPMO10 序列。

根据大肠杆菌宿主进行密码子优化后进行基因合

成。基因序列连接于载体 pET-20b的 Nde I与 Xho I

之间，在后续 C 端自动添加 6×His标签用于蛋白质

纯化。为了研究不同信号肽对 mgLPMO10 表达

效果的影响，根据质粒 pET-20b设计带有不同同源

臂的引物，以同源重组的方式获得含 CBP21 信号

肽编码序列的 mgLPMO10重组质粒以及含 pET-20b

自带的 pelB 信号肽编码序列的 mgLPMO10 重组质

粒。其中，pelB-F引物序列为 5′-CCAGCCGGCGAT

GGCCCATGGAGCTGCGATGGTAC-3′ ，CBP21-F

引物序列为 5′-TTTAACTTTAAGAAGGAGATAT

ACATATGAACAAGACCTCGCGCACTTTG-3′，

mgLPMO10-R 引物序列为 5′-TGGTGGTGCTCG

AGTGCGGCCGCCGCGCTTGTGCATGTGG-3′。

1.2.2　表达及纯化　

将构建好的 pET-20b-mgLPMO10 质粒转化入

E. coli BL21 Star（DE3）中，在 LB 琼脂平板上于

37 ℃过夜培养，挑取单菌落接入含 Amp 的 LB 试

管中，37 ℃培养 12 h，再以体积分数 1% 接种于含

Amp 的 LB 培养基中，37 ℃培养，当 OD600 值达到

0.6~0.8时，加入 IPTG至终浓度为 0.50 mmol/L，然后

置于 37 ℃发酵 6 h。发酵结束后，在 10 000 r/min、

4 ℃条件下离心 10 min收集菌体，重悬于 20 mmol/L 

pH 7.4 的 Tris-HCl 溶液。将重悬菌液用超声破碎

仪破碎 45 min，随后在 12 000 r/min、4 ℃条件下离

心 30 min，收集上清液并使用 0.22 µm 滤膜过滤。

将过滤后的上清液与 Ni-NTA 树脂进行混合孵育，

用含有 50 mmol/L 咪唑的 Tris-HCl（pH 7.4）溶液洗

涤，最后用含有 200、400 mmol/L 咪唑的 Tris-HCl

（pH 7.4）溶液进行洗脱，获得纯化的 mgLPMO10。

纯化后，通过 SDS-PAGE检测蛋白质的相对分子质

量，并通过 Bradford法检测蛋白质浓度，比较 2个重

组子的 mgLPMO10表达量。

1.2.3　表达条件优化　

1）IPTG 诱导浓度：：将含有 pelB 信号肽编码序

列的 pET-20b-mgLPMO10 质粒的重组子在含 Amp

的 LB 试管中于 37 ℃培养 12 h，获得种子液，以体

积分数 1% 接种于含 Amp的 LB 培养基中，37 ℃培

养，当OD600值达到 0.8时，加入 IPTG，使其终浓度分

别为 0、0.05、0.10、0.25、0.50、0.75、1.00 mmol/L，于

37 ℃发酵 6 h，发酵结束后通过上述方法检测蛋白

质表达量。

2）IPTG 诱导温度及诱导时间：将上述种子

液以体积分数 1% 接种于含 Amp的 LB 中，于 37 ℃

培养，当 OD600值达到 0.6~0.8时，加入 IPTG 至终浓

度为 0.50 mmol/L，在 16、28、37 ℃这 3 个温度下分

别进行 6、12、18 h 的发酵（即考察所有温度与时间

的组合），发酵结束后通过上述方法检测蛋白质表

达量。

1.2.4　基本酶学性质测定　

1）铜饱和处理及酶活力分析方法：：纯化后的

mgLPMO10通过截留相对分子质量为 10 000的超

滤管浓缩。在使用前，将纯化浓缩后的 mgLPMO10

与CuSO4以摩尔比 1∶3在 4 ℃下振荡孵育 1 h，形成

铜饱和的 mgLPMO10，随后通过透析法去除游离

于缓冲液中的多余 CuSO4，以保证没有 Cu2+干扰

mgLPMO10的酶活力分析。

mgLPMO10的酶活力分析通过已报道的 2，6-

二甲氧基苯酚（2，6-DMP）法测定［36］，1 mL 常规反
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应体系包括：100 mmol/L pH 6.0 的磷酸缓冲液、

1 mmol/L 2，6-DMP、100 µmol/L H2O2 以及 1 µmol/L 

mgLPMO10。常规条件为：在 60 ℃下进行 5 min

的反应，测量 OD469值在反应后相较于反应前的增

加量，并以 1 µmol/L 的 CuSO4溶液为对照，计算其

酶活力。一个酶活力单位（U）定义为在反应条件

下每分钟形成 1 µmol蓝藻酮所需的酶量。

2）最适温度及最适 pH：：mgLPMO10 的最适温

度是在 40~90 ℃的不同温度条件以及在 pH 6.0的

磷酸缓冲液中测定酶活力得出的。mgLPMO10的最

适 pH 是在 60 ℃以及 pH 4.0~9.0的不同 pH 条件下

测定酶活力得出的。结果以在最适温度或最适

pH 条件下的酶活力测定值为基准，表示为相对酶

活力。

3）温度稳定性及 pH 稳定性：：在 65~80 ℃的高

温条件下，于 pH 6.0 的磷酸缓冲液中孵育不同时

间后测定 mgLPMO10 的酶活力，确定其温度稳定

性；在 60 ℃条件下，于 pH 5.0~8.0 的不同 pH 环境

中孵育不同时间后测定 mgLPMO10 的酶活力，确

定其 pH 稳定性。结果以未经孵育的 mgLPMO10

在相同条件下的酶活力测定值为基准，表示为相

对酶活力。

4）金属离子与表面活性剂的影响：：通过测定

在反应液中分别加入浓度为 5 mmol/L 的 Ca2+ 、

Ba2+、Zn2+、Mg2+、Mn2+、Ni2+或体积分数为 0.1% 的

Triton X-100、Tween-60、PEG-6000、SDS 后 mgLPMO10

酶活力的变化，确定金属离子和表面活性剂对其

酶活力的影响。每种试剂与酶在 4 ℃下孵育 2 h

后进行酶活力检测。将不添加金属离子或表面活

性剂时测得的酶活力定义为 100%。

1.2.5　与嗜热内切葡聚糖酶的高温协同效应　

1）底物制备 ：为了制备 PASC，称取 0.40 g 

MCC，加 1.2 mL 水润湿，然后缓慢加入预冷磷酸

（最终使磷酸体积分数达 83.2%），持续搅拌并充分

混合。冰浴静置 1 h 后，加 100 mL 预冷的纯水稀

释，充分搅拌，然后于 4 ℃、6 000 r/min条件下离心

30 min，回收沉淀。沉淀经纯水洗涤 3 次后，用

2 mol/L Na₂CO₃溶液中和残留磷酸，重悬于纯水，

经反复洗涤离心直至 pH 约为 5，获得的底物样品

于 4 ℃保存。

为了制备常压碱催化甘油有机溶剂预处理甘

蔗渣［37］，首先用研磨机将甘蔗渣研磨至细小颗粒

状，并以 60 目筛网对其进行筛选，随后置于 60 ℃

烘箱烘至质量恒定。称取 10 g 烘干的甘蔗渣置于

三口烧瓶中，加入 140 g 甘油和 0.3 g NaOH。将三

口烧瓶置于加热套中加热至 240 ℃ ，同时用搅拌

桨搅拌，使其混合并受热均匀，反应 30 min。反应

结束后，取出三口烧瓶自然降温，以 4 500 mL 的纯

水分 3 次进行抽滤洗涤以去除附着在甘蔗渣上的

甘油溶液，收集固体样品即获得甘蔗渣底物。将

处理好的甘蔗渣样品置于 60 ℃烘箱烘至质量恒

定，干燥保存备用。

2）不同浓度 mgLPMO10 协同水解 PASC：：协

同反应在 1 mL 磷酸缓冲液（50 mmol/L，pH 6.0）中

进行，反应液中含有 5 g/L PASC、0.3 µmol/L TnCelB

或 DtCelB、1 mmol/L 抗 坏 血 酸（ascorbic acid，

AscA）以及不同浓度（0、0.030、0.075、0.150、0.300、

0.750、1.500 μmol/L）经 Cu2+和 Mn2+孵育且透析后

的mgLPMO10。将反应液置于分子杂交仪中，70 ℃

垂直旋转、振荡 1 h。达到反应时间后，将反应液置于

100 ℃煮沸 10 min 终止反应，以 10 000 r/min 离心

10 min，收集上清液。通过 DNS 法测定上清液中

还原糖的质量浓度，并以式（1）计算 mgLPMO10

与 TnCelB 或 DtCelB 的 协 同 度 。 由 于 单 独 的

mgLPMO10不具备将纤维素基质水解为还原糖的

能力，因此 RmgLPMO10=0。

D S =
RCel + mgLPMO10

RCel + RmgLPMO10

× 100% （1）

式中：

DS——mgLPMO10 与内切葡聚糖酶的协同

度，%；

RCel+mgLPMO10——内切葡聚糖酶和 mgLPMO10

协同水解时产生的还原糖质

量浓度，mg/mL；

RCel——内切葡聚糖酶单独水解产生的还原

糖质量浓度，mg/mL；

RmgLPMO10——mgLPMO10 单独水解产生的还

原糖质量浓度，mg/mL。

3）协同水解各种纤维素底物：：酶反应在 1 mL

磷酸缓冲液（50 mmol/L，pH=6.0）中进行，反应液

中 含 有 0.3 µmol/L TnCelB 或 DtCelB、1 mmol/L 

AscA、0.3 µmol/L mgLPMO10 以及 5 g/L 的不同底

物（PASC、MCC、CMC、滤纸、预处理甘蔗渣）。由

于大部分纤维素底物难以水解的特性，将反应液
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置于分子杂交仪中，70 ℃垂直旋转、振荡 24 h。协

同度计算方法见式（1）。

2　结果与讨论

2.1　基因克隆及重组质粒构建结果

蛋白质分子的不同信号肽对其表达水平有不

同 影 响 ，因 此 研 究 了 2 种 不 同 信 号 肽 对

mgLPMO10 表达水平的影响。将 mgLPMO10 信

号肽编码序列替换为表达量较高的 AA10 家族蛋

白质CBP21的天然信号肽编码序列［35］，插入 pET-20b

质粒中作为第一种重组质粒；将原信号肽编码序

列替换为 pelB 信号肽编码序列，构建为第二种重

组质粒；比较两者对 mgLPMO10 表达量的影响。

上述 2种重组质粒图谱见图 1（a）~（b）。

使用 mgLPM O10-R 引物分别与 pelB-F 和

CBP21-F 引物进行 PCR，获得带有不同信号肽

的蛋白质所对应的基因片段 ，在此以 CBP21-

mgLPMO10 和 pelB-mgLPMO10 表 示 ，核 酸 凝

胶电泳显示条带如图 1（c）所示。将基因片段与

线性化载体 pET-20b 同源重组构建重组质粒

（pET-20b-CBP21-mgLPMO10 以 及 pET-20b-

pelB-mgLPMO10），送至公司测序，证实重组质

粒的构建成功。

2.2　蛋白质表达及纯化结果

将 2 种带有不同信号肽序列的重组质粒转化

入 E. coli BL21（DE3）后，在 37 ℃进行 IPTG 诱导

表达，取发酵上清液、细胞破碎上清液以及细胞破

图 1　重组质粒图谱与 PCR 扩增后的琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1　Recombinant plasmid map and agarose gel electrophoresis map after PCR amplification
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碎沉淀物进行 SDS-PAGE，检测蛋白质表达情况。

结果如图 2（a）所示，2种菌株在发酵上清液中几乎

没有目标蛋白质存在，而在细胞破碎上清液以及

细胞破碎沉淀物中目标蛋白质较多。这表明该蛋

白质并未分泌到胞外，而且胞内蛋白质有一部分

是以包涵体的形式存在。

为了获得可溶且有活性的 mgLPMO10，将细

胞破碎上清液进行 Ni-NTA 树脂柱纯化，再通过

SDS-PAGE 进 行 检 测 ，结 果 如 图 2（b）所 示 。

mgLPMO10在咪唑浓度为 200、400 mmol/L的 Tris-

HCl（pH 7.4）溶液中被洗脱下来。通过 Bradford法

检测 2 个重组子的蛋白质表达量：CBP21 信号肽

的重组子在 37 ℃下诱导 6 h 后，蛋白质表达量为

6.8 mg/L；pelB 信号肽的重组子在 37 ℃下诱导 6 h

后 ，蛋白质表达量为 9.5 mg/L。可见 pelB 信号

肽有增加 mgLPMO10 表达量的作用，因此选择

在 E. coli BL21（DE3）中 表 达 的 pET-20b-pelB-

mgLPMO10进行后续研究。

2.3　表达条件优化结果

2.3.1　IPTG 诱导浓度对表达的影响　

由于 pET-20b 的启动子是诱导型 T7 启动子，

因此 IPTG 的浓度是影响重组蛋白质表达的重要

条件。表达的基础条件为：当菌株生长至 OD600值

为 0.8时，添加不同浓度的 IPTG，于 37 ℃诱导 6 h。

在此条件下，以 mgLPMO10 的产量为评估对象，

确 定 最 适 IPTG 浓 度 。 不 同 IPTG 浓 度 对

mgLPMO10 表达效果的影响如图 3 所示。结果表

明，mgLPMO10表达量呈现先增加后下降的趋势：

当 IPTG 浓度在 0~0.50 mmol/L 时，mgLPMO10 的

表达量随着 IPTG 浓度的增加而增加；IPTG 浓度

为 0.50 mmol/L 时，mgLPMO10 表达量达到最高，

为 9.5 mg/L；当 IPTG 浓度大于 0.50 mmol/L 时 ，

mgLPMO10 表达量呈现下降趋势，可能是因为高

浓度 IPTG 对菌体有较大毒害作用。因此，后续选

择 0.50 mmol/L作为 IPTG 的最适诱导浓度。

2.3.2　诱导温度及诱导时间对表达的影响　

当菌株生长至 OD600值为 0.6~0.8时，添加终浓

度为 0.50 mmol/L的 IPTG进行诱导，以mgLPMO10

表达量为评估对象，测定不同诱导温度及诱导时

间对 mgLPMO10 表达效果的影响，结果如图 4 所

示。在相同诱导温度下，mgLPMO10 表达量随着

诱导时间的增加而增加 ，诱导时间在 18 h 时 ，

图 2　mgLPMO10的 SDS-PAGE结果

Fig. 2　SDS-PAGE results of mgLPMO10

图 3　不同 IPTG 浓度下 mgLPMO10的表达量

Fig. 3　Expression of mgLPMO10 treated with IPTG at 

different concentrations
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mgLPMO10表达量达到最大。不同诱导温度导致

的 mgLPMO10 表达量差异较大，在较低或较高温

度下，mgLPMO10 表达量都不高，而在 28 ℃诱导

时，mgLPMO10 表达量最高，为 12.9 mg/L。因此，

最终选择在 28 ℃诱导 18 h作为诱导条件。

2.4　基本酶学性质

2.4.1　最适温度及温度稳定性　

通过2，6-DMP法，在不同温度下测定mgLPMO10

的相对酶活力，以确定 mgLPMO10 的最适反应温

度 。 如 图 5（a）所 示 ，在 40~70 ℃ 条 件 下 ，

mgLPMO10 的相对酶活力随着温度上升而上升；

在 70 ℃时拥有最高酶活力，为 25.5 U/g（图中未展

现）；在 80 ℃ 下依然有较高相对酶活力 ，而在

90 ℃ 条 件 下 ，相 对 酶 活 力 明 显 下 降 。 将

mgLPMO10 分别置于 65、70、75、80 ℃条件下孵

育，每隔一段时间测定其残余酶活力，探究其温度

稳定性。如图 5（b）所示 ，在 65~85 ℃ 条件下 ，

mgLPMO10 的相对酶活力都随着时间延长而降

低 ，且温度越高 ，相对酶活力下降得越快。在

70 ℃孵育 1 h，mgLPMO10 能够保持 60% 左右的

相对酶活力；在 80 ℃孵育 1 h，则仅剩 11% 的相对

酶活力。因此，后续试验选择在 70 ℃条件下进行

反应。

2.4.2　最适 pH 及 pH 稳定性　

通过 2，6-DMP 法，在 60 ℃、不同 pH 的缓冲液

中测定 mgLPMO10 的酶活力，以确定其最适反应

pH。如图 6（a）所示，mgLPMO10 在 pH 6.0 的缓冲

液中相对酶活力达到最高，且如果降低 pH，其相

对酶活力迅速下降。将 mgLPMO10 置于其具有

较好酶活力（即 pH 分别为 5.0、6.0、7.0、8.0）的缓冲

液中，在 60 ℃孵育一定时间，探究其 pH 稳定性。

结果如图 6（b）所示，mgLPMO10 在 pH 6.0 的缓冲

液中的相对酶活力保持最好，孵育 1 h 后能够保持

85% 的相对酶活力；pH 过高或过低都会导致酶活

力的迅速降低。因此，后续试验选择在 pH 6.0 条

件下进行反应。

2.4.3　金属离子及表面活性剂对酶活力的影响　

LPMO 是一种依赖 Cu2+的酶，其活性中心包含

单个铜离子，在与 CuSO4孵育后活性大幅增加［15］，

在此基础上探究其他金属离子或表面活性剂对

mgLPMO10酶活力的影响。将不同金属离子或表

面活性剂与 mgLPMO10 孵育后检测其酶活力，结

图 4　不同诱导温度和时间下 mgLPMO10的表达量

Fig. 4　Expression of mgLPMO10 at different induction 

temperatures and time points

图 5　mgLPMO10的最适温度及温度稳定性

Fig. 5　Optimal temperature and thermal stability of mgLPMO10
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果如图 7 所示。结果表明 ，添加了 Ba2+ 、Mg2+ 、

Mn2+、Ni2+孵育后，mgLPMO10 的相对酶活力均有

所提升，其中 Mn2+对其相对酶活力的提升最为明

显，相比于对照组提升了 75%；而添加 Zn2+孵育后，

mgLPMO10 的相对酶活力下降，仅剩 76%。表面

活性剂方面，PEG-6000 能够为 mgLPMO10 提升

22% 的相对酶活力，而加入 SDS后，mgLPMO10的

相对酶活力迅速下降，因为在 SDS作用下，蛋白质

的氢键和疏水相互作用被破坏，导致结构不稳定［38］。

综上所述，在应用 mgLPMO10 时，可将其提前与

Mn2+孵育。Mn2+可作为该酶的激活剂，在反应前提

升其酶活力。

2.5　与嗜热内切葡聚糖酶高温协同水解纤维素

2.5.1　协同 TnCelB 或 DtCelB 水解 PASC　

LPMO 是一类纤维素酶辅助酶，可协助其他

纤维素酶降解木质纤维素。其主要作用是以氧化

断裂糖苷键的方式降解纤维素的结晶区，使纤维

素结构松散。为探究 LPMO 与嗜热内切葡聚糖酶

在高温下水解木质纤维素的协同能力，以 IPTG 诱

导方式分别表达嗜热内切葡聚糖酶 TnCelB［39］以

及 DtCelB，并对表达的酶进行纯化，用于后续的协

同水解试验。

内切葡聚糖酶的水解产物为寡糖，因此用

DNS 法测定还原糖质量浓度并计算 mgLPMO10

与内切葡聚糖酶的协同作用。mgLPMO10分别与

TnCelB 和 DtCelB 按 不 同 摩 尔 比 组 合 ，然 后 与

PASC 在 70 ℃的分子杂交仪中反应 1 h，DNS 法测

定结果如图 8 所示。mgLPMO10 单独与底物反应

时，产生不了可被检测的还原糖（结果未展示），但

当 mgLPMO10 与 TnCelB 或 DtCelB 按试验中各摩

尔比组合后，反应产生的还原糖质量浓度都高于

单独的 TnCelB 或 DtCelB 与底物反应产生的还原

糖 质 量 浓 度 。 在 与 TnCelB 的 组 合 中 ，当

mgLPMO10 的添加比例提高时，反应产生的还原

糖质量浓度也增加。当 mgLPMO10 与 TnCelB 摩

尔比为 1∶1、5∶2、5∶1时，还原糖质量浓度都为 1 g/L

左右，因此，mgLPMO10与 TnCelB 的摩尔比为 1∶1

是一个比较合适的比例 ，此时协同度为 123%。

mgLPMO10 在与 DtCelB 的组合中呈现出了相同

的趋势，当两者摩尔比为 1∶1时，还原糖质量浓度

为 0.66 g/L，协同度达到 138%。这可能的原因是：

在短时间内，DtCelB 单独水解 PASC 的效率较低，

mgLPMO10 辅助氧化断裂 C-4 键后，底物暴露度

显著增加，为内切酶提供了更多可识别和切割的

图 6　mgLPMO10的最适 pH 及 pH 稳定性

Fig. 6　Optimal pH and pH stability of mgLPMO10

图 7　不同金属离子和表面活性剂对mgLPMO10酶活力的影响

Fig. 7　Effects of different metal ions and surfactants on 

enzyme activity of mgLPMO10
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位点，从而在添加 mgLPMO10 后极大提升还原糖

产量。相比之下，在反应的 1 h 内，TnCelB 本身对

PASC 具有较高的水解活性，mgLPMO10的协同提

升幅度相对有限。

2.5.2　协同 TnCelB或DtCelB水解不同纤维素底物　

mgLPMO10分别与 TnCelB 和 DtCelB 在 70 ℃

条件下协同水解 PASC、MCC、CMC、滤纸以及预

处理甘蔗渣 24 h，通过测定还原糖质量浓度，探究

添加 mgLPMO10 分别对 TnCelB 和 DtCelB 水解各

种底物的影响。如图 9所示，mgLPMO10与 2种内

切葡聚糖酶的组合对各种底物进行水解后，还原

糖质量浓度都比未添加 mgLPMO10 的对照组要

高。与不同纤维素底物反应的协同度不同，证明

mgLPMO10 对这些底物有着一定的底物特异性；

此 外 ，对 PASC 进 行 更 长 时 间（24 h）的水解后，

TnCelB或DtCelB与mgLPMO10的协同度与水解1 h

的结果不一样：TnCelB与 mgLPMO10的协同度比

DtCelB 高。可能的原因是：在长时间反应过程中，

DtCelB对 PASC的催化性能有限，协同提升空间受

限。而相比于 DtCelB，TnCelB单独水解能力更强，

催化效率更高，因此能够更好地响应 mgLPMO10

氧化修饰底物后产生的新切割点，从而实现产糖量

的 持 续 提 升 。 综 合 2 种 内 切 葡 聚 糖 酶 与

mgLPMO10协同水解各底物的协同度可以看出，无

论针对哪一种底物，TnCelB与mgLPMO10都具有更

好的协同作用；尤为值得注意的是，在水解预处理

甘蔗渣的试验中，2种酶表现出了较好的协同性，表

明两者之间的协同效应对于真实底物具有良好的

应用前景。

3　结论

在大肠杆菌 BL21（DE3）中异源表达了来源于

堆肥宏基因组的嗜热 LPMO（mgLPMO10），成功

构建了分别带有 2 种不同信号肽的重组质粒并确

定 pelB 信号肽更有利于 mgLPMO10 的表达。通

过优化诱导条件，当在诱导表达时添加终浓度为

0.50 mmol/L 的 IPTG，并在 28 ℃下诱导 18 h 时，

mgLPMO10 的表达量最高，为 12.9 mg/L。通过测

定 mgLPMO10 的酶活力变化，确定其最适温度为

70 ℃，最适 pH 为 6.0，且在该条件下具有较好的稳

图 8　不同浓度的mgLPMO10与嗜热内切葡聚糖酶的协同作用

Fig. 8　Synergistic effects of mgLPMO10 at different 

concentrations with thermophilic endoglucanases 

图 9　mgLPMO10和内切葡聚糖酶水解不同纤维素底物的协同效应

Fig. 9　Synergistic effects of mgLPMO10 with endoglucanases for hydrolyzing different cellulose substrates
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定性 ，最高酶活力为 25.5 U/g。除了 Cu2+ 外 ，对

mgLPMO10 酶活力提升最大的金属离子是 Mn2+，

可以提升其 75% 的酶活力；对 mgLPMO10 酶活力

提升最大的表面活性剂是 PEG-6000，可以提升其

22% 的酶活力。mgLPMO10 分别与 2 种内切葡聚

糖酶在 70 ℃下对纤维素底物进行协同水解时，均

表现出良好的协同作用，协同度最高达到 138%，

且在水解预处理甘蔗渣时，亦有一定的协同性，为

高温水解木质纤维素的工业应用提供了重要的参

考依据。
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