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摘 要：利用生物信息学方法和蛋白性质预测模型挖掘新型GH45家族纤维素酶，实现其在里氏木霉中的高效表达，以期

为畜牧饲料加工提供新的酶源。通过Preoptem蛋白模型预测工具结合公共数据库Uniparc，筛选得到Thielaviopsis punctulate

来源的GH45家族纤维素酶TpCel45A。将其编码基因进行合成后构建表达载体，通过原生质体转化里氏木霉菌株，表达纯

化获得重组TpCel45A蛋白并进行酶学性质测定。结果显示，重组TpCel45A的最适温度为55 ℃，最适pH为5.5，并展现出良

好的热稳定性，80 ℃处理15 min后仍保持84%以上的酶活。重组TpCel45A具有宽泛的pH稳定性，在pH 4.0~9.0范围内处

理 1 h后剩余酶活力达 52%以上。动力学参数测定显示，TpCel45A 的 Km为 8.04 mg·mL-1, Vmax为 19.04 mg·mL-1·min-1。kcat
为 377.1 s-1，催化效率 kcat/Km值为 46.9。TpCel45A 的挖掘、鉴定及异源表达为纤维素酶的工业应用提供了新的酶源。此

外，TpCel45A优异的热稳定性和 pH稳定性使其在高温制粒工艺和不同 pH条件下具有良好的应用潜力，尤其在饲料加工

和生物质转化利用等领域具有重要的应用价值。
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Abstract：Utilizing bioinformatics methods and protein property prediction models to mine novel GH45 family cellulases， and 
achieving their efficient expression in Trichoderma reesei， in order to provide a new enzyme source for animal feed processing. By us‑
ing the Preoptem protein model prediction tool combined with the public database Uniparc， the GH45 family cellulase TpCel45A 
from Thielaviopsis punctulate was screened. We synthesized the encoded gene and construct an expression vector， and transformed it 
into a strain of Trichoderma reesei using protoplasts. The recombinant TpCel45A protein was obtained through expression and purifi‑
cation， and its enzymatic properties were determined. The research showed that the optimal temperature and pH for recombinant Tp‑
Cel45A were 55 ℃ and 5.5， respectively， and exhibited good thermal stability. After 15 minutes of treatment at 80 ℃， the enzyme 
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activity remained over 84%. In addition， TpCel45A exhibits good stability within the pH range of 4.0~9.0， with residual enzyme 
activity exceeding 52%. The determination of kinetic parameters showed that the Km of the cellulase was 8.04 mg·mL-1， Vmax is 
19.04 mg·mL-1·min-1， the kcat value is 377.1 s-1， and the catalytic efficiency kcat/Km value is 46.9. The excavation， identification， and 
heterologous expression of TpCel45A provide a new enzyme source for the industrial application of cellulase. In addition， the excel‑
lent thermal stability and pH stability of TpCel45A make it have the potential for application in high-temperature granulation and dif‑
ferent pH environments， and have important application value in fields such as feed proessing and biomass conversion utilization.
Key words：cellulase； GH45； Trichoderma reesei； efficient expression

纤维素酶是一类复合酶系，主要由外切葡聚

糖酶（exo-1，4-β-D-glucanase）、内切葡聚糖酶（en‑
do-1，4-β-D-glucanase）和β-葡萄糖苷酶（1，4-β-D-

glucosidases）3 种水解酶构成［1］，3 种酶相互协作

将纤维素降解为葡萄糖［2］。近年来，一些新的纤

维素降解辅助酶被发现，如裂解性多糖单加氧酶

（lysogenic polysaccharide monooxygenase，LPMO）、

膨胀因子和纤维素诱导蛋白（cellulose induced 
protein 1，CLP1）等，它们可以协助纤维素酶降解

纤维素生成单糖［3］。纤维素酶在生物能源、纺织、

饲料等领域都有着广泛的应用。在饲料工业中，

纤维素酶作为畜牧业的一种饲料添加剂，可以弥

补动物体内纤维素酶的不足，增进畜禽食欲，促

进生长发育。如 Lessard 等［4］和 Chen 等［5］发现在

育肥猪的饲料中添加纤维素酶，可提高育肥猪消

化干物质（dry matter，DM）、粗蛋白（crude protein，
CP）、总能（total energy，GE）、中性洗涤纤维（neu‑
tral detergent fiber，NDF）和酸性洗涤纤维（acid 
detergent fiber，ADF）的表观总消化率（apparent 
total digestibility，ATTD），且能够降低二氧化碳的

排放率。另外，纤维素酶还可以有效改善青贮饲

料中的菌群环境。Du 等［6］和 Chen 等［7］发现在青

贮饲料中同时添加纤维素酶与一些乳酸杆菌剂，

可有效抑制有害微生物（如梭菌）的生长，优化青

贮饲料中细菌菌落的组成，从而提高青贮饲料的

质量。Cai 等［8］在荷斯坦奶牛瘤胃内容物中检测

到大量纤维素酶和半纤维素酶基因的转录本，突

显了纤维素酶在反刍动物饲料消化中的作用，有

助于了解生物质转化系统并通过这个系统提高

反刍动物饲料的利用。

纤维素酶分布在不同的糖苷水解酶家族中。

碳水化合物活性酶数据库——CAZy 数据库

（www.cazy.org）显示，目前共有 189个糖苷水解酶

家族。尽管同一糖苷水解酶家族的成员在三维

结构上保持一定的相似性，但它们在生物学来

源、催化活性、底物特异性以及氨基酸序列一致

性方面具有显著的多样性。此外，不同家族中也

可能存在具有相同催化功能的酶。比如，参与纤

维素降解的内切葡聚糖酶分布于多个糖苷水解

酶家族，包括家族 5、6、7、8、9、12、26、44、45、48、
61 和 74 等［9］。其中，纤维素家族 45 的催化域结

构是由 6 个折叠片构成的桶状结构，它们的催化

裂缝横穿蛋白结构表面［10］。目前，CAZy 数据库

中共收录 10个该家族酶的晶体结构，基于β桶和

催化裂缝的相对位置，系统发育学可将 GH45 纤

维素酶家族分为A、B和C 3个亚科［11］。

相对于其他家族的纤维素酶，GH45 家族的

纤维素酶在酶源及已得到克隆鉴定的酶蛋白均较

少。Shinkai等［8］和 Neves 等［12］在牛瘤胃中检测到

大量内切纤维素酶编码基因家族，并且发现饲料

利用效率高的牛瘤胃中 GH45 家族的丰度更高。

有研究表明，在土壤微生物及土壤无脊椎动物中

广泛存在 GH45 纤维素酶基因，它们在木质纤维

素的分解中发挥着重要作用［13-14］。表 1展示了已

发表的 GH45 家族纤维素酶，它们分别适应了不

同的生态环境，从海洋到陆地，从土壤到生物体

内，展现了生物多样性和适应的广泛性。

里氏木霉是纤维素酶工业表达的经典宿主，具

备强大的蛋白表达分泌能力。特定工业改造里氏

木霉菌株的胞外蛋白生产量可达 100 g·L-1［24］。在

遗传学方面，里氏木霉的遗传转化体系非常完善，

使得对其进行基因工程改造成为可能。通过基因

敲除、过表达等手段，可以改变里氏木霉的代谢途

径，提高纤维素酶的产量和催化效率［25］。本研究

旨在基于大数据及人工智能模型挖掘新型 GH45
纤维素酶基因，并在里氏木霉中实现高效表达，以

期拓展纤维素酶的酶源多样性，获取性质优良、表

达水平高的 GH45 家族纤维素酶，从而促进其在

畜牧养殖、生物能源及纺织等领域的推广应用。
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1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　菌株与质粒　基因工程菌里氏木霉 SUS7
为删除 Pyr4 标记的尿嘧啶缺陷型菌株。质粒

PpcbM3-TpCel45A-3NC 是将来源于 T. punctulate
的 TpCel45A 基因扩增后，与 P2cbM3-3NC 骨架质

粒进行重组，得到用于 GH45 纤维素酶 TpCel45A
基因表达的重组质粒。大肠杆菌 TOP 10 购自北

京全式金生物技术有限公司。其余菌株和质粒均

为本实验室构建并保存。

1.1.2　试剂　山梨醇、羧甲基纤维素（CMC-Na）、

PEG6000购自Sigma公司；重组酶购自北京全式金

生物技术有限公司；DNA胶回收试剂盒购自北京

天根生物科技有限公司；限制性核酸内切酶PmeⅠ
购自 TaKaRa 有限公司；RNA 纯化试剂盒购自

天根生物科技有限公司；真菌裂解液（100 mL）：

0.05 mol·L-1 NaOH 0.2 g、1 mmol·L-1 EDTA 0.03 g、
Triton100 1 mL；其他所有试剂为国产分析纯试剂。

基础培养基（minimal medium，MM）（1 L）：

（NH4）2SO4 5.0 g、KH2PO4 15 g、MgSO4·7H2O 0.6 g、 
CaCl2·2H2O 0.6 g、 FeSO4·7H2O 0.005 g、 ZnSO4·7H2O 
0.001 4 g、 MnSO4·H2O 0.001 6 g、碳源为 2% 葡萄

糖（体积分数），自然 pH。纤维素诱导培养基：MM
培养基中将碳源替换为 2%微晶纤维素，自然 pH。

LB 液体培养基：0.5% 酵母提取物、1%NaCl、1%
蛋白胨，固体 LB 培养基另外加入 2% 琼脂粉。

阴离子层析缓冲液A：0.01 mol·L-1pH 6.5 Citric ac‑
id-Na2HPO4 缓冲溶液。阴离子层析缓冲溶液

B：0.01 mol·L-1 pH 6.5 Citric acid-Na2HPO4中加入

1 mol·L-1 NaCl。
1.1.3　引物 本研究使用的所有引物见表 2，均
由北京华大生物科技有限公司合成。

1.2　实验方法

1.2.1　质粒构建　以 TpCel45A合成基因为模板，

以 TpCel45A-F 和 TpCel45A-R 为引物，用高保真聚

表2　引物名称及序列信息

Table 2　Primers used in this study
名称

TpCel45A-F
TpCel45A-R
TcbhI-F
TrEGIISP-R

序列（5′→3′）
5-′GCGTCCGGAAGCGGCGTCAC-3′
5-′GTGCGTCAGGCTTTCGCCACGAGCCTA‑
TGAAGCTGTAGGCTGGCACTG-3′
5-′GCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3′
5-′GATGCGCAGTCCGCGGTTGAC-3′

表1　已发表的GH45家族纤维素酶

Table 1　Published GH45 family cellulases
名称

STCE1
HrGH45
TaCel45
FpiGH45
MeCel45A
rNMgh45

TtLPMO9H
Cel45
rEndo2
CTendo45
FpCel45

来源物种

大孢圆孢菌（Staphylotrichum cocco⁃
sporum）

红鲍螺（Haliotis rufescens）

沙质梭孢壳菌（Thielavia arenaria 
XZ7）

红缘层孔菌（Fomitopsis pinicola）

紫壳菜蛤（Mytilus edulis）

粗糙脉孢霉（Neurospora crassa）

喜热梭孢壳（Thermothelomyces ther⁃
mophilus）

嗜热古菌（Thermofilum adornatum）

核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）

嗜热主壳霉（Chaetomium thermoph⁃
ilum）

瘤盖拟层孔菌（Fomitopsis palustris）

酶学特性

最适pH 6.0；最适温度60 ℃
最适pH 7.0；最适温度45 ℃
最适温度60 ℃；在90 ℃和100 ℃下处理1 h后，还剩余70%酶活

最适pH 4.0，在pH 3.5~5.5内保持75%活性

在4 ℃时可保持70%活性

最适pH 4.5，最适温度60~70 ℃，在pH 4.0~8.0可维持60%以上

酶活，在40~80 ℃可维持60%以上酶活

最适pH 9.0~10.0；最适温度85 ℃
最适pH 5.5~6.0；最适温度80 ℃
最适温度60 ℃，在70 ℃和80 ℃维持10 min后剩余50%活性

70 ℃、pH 4.0条件下活性最高，在70 ℃和80 ℃分别可保留78.9%
和65.6%活性

80 ℃处理1 h后仍保留91.4%以上活性
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合酶扩增TpCel45A基因全长序列。再将骨架质粒

P2cbM3-3NC通过TcbhI-F和TrEGII-R为引物，用高

保真聚合酶扩增，并用胶回收试剂盒回收该 PCR
产物。将回收的TpCel45A片段与PpcbM3-3NC骨

架质粒进行大肠重组转化，50 ℃反应 30 min 后，

将重组产物通过热激转化至大肠杆菌 TOP10 感

受态细胞，将感受态细胞在 37 ℃、200 r·min-1条件

下孵育 30 min后涂在固体LB平板上，将长出的单

克隆进行菌落 PCR 验证并测序，最终获得包含

TpCel45A 表达载体的大肠杆菌 TOP10 菌株。将

测序正确的PpcbM3-TpCel45A-3NC质粒用PmeⅠ
酶进行线性化处理，在37 ℃水浴反应3 h后用异丙

醇和 3 mol·L-1醋酸钠进行醇沉处理，随后−20 ℃
保存，待木霉转化使用。

1.2.2　里氏木霉转化　将里氏木霉孢子接种于

PDA 平板，28 ℃静置培养，5 d 后收集新鲜孢子，

用灭菌棉签刮下孢子后溶于水，收集孢子悬液接种

于50 mL PDB培养基中，28 ℃、200 r·min-1震荡培养

12 h。用200目筛过滤收集萌发的菌丝，以无菌水

和 0.8 mol MgSO4溶液洗涤，之后溶于 20 mL 果胶

酶溶液，28 ℃、90 r·min-1 消化 3 h 后收集原生质

体。PEG6000和原生质体混合冰浴 30 min 后，室

温孵育 20 min。以 PEG 6000 介导的原生质体将

线性化的 PpcbM3-TpCel45A-3NC 转入里氏木霉

SUS7，涂布于固体MM+1M山梨醇培养基上生长。

4 d后随机挑取平板上的转化子，接种于含有MM-

glucose培养基的 24孔固体平板上，28 ℃继续静置

培养 1~2 d。挑取平板菌落上少许菌丝，以 PCR
试剂盒提取的基因组 DNA 为模板，以 TpCel45A-

F/R为引物进行菌落PCR验证是否已经转入里氏

木霉的基因组中。

1.2.3　里氏木霉诱导培养　将确认转入里氏木霉

的菌落从24孔板上用灭菌棉签刮下后接种于含有

MM-glucose培养基中，28 ℃、200 r·min-1培养48 h，
然后按照 10%接种于诱导培养基中再培养 120 h，
12 000 r·min-1、10 min后收集离心上清粗酶液。

1.2.4　酶的分离纯化　透析脱盐：将透析袋剪成长

度 20 cm放入烧杯中加热沸腾10 min后用止水夹夹

住末端，然后将粗酶液加入透析袋中，用20 mmol·L-1 
pH 6.5磷酸盐-柠檬酸缓冲液在 4 ℃脱盐处理。每

2 h换 1次缓冲液，脱盐过程结束后进行阴离子交

换层析。阴离子交换层析：将透析后的粗酶液取

3 mL加入预先用缓冲液A平衡的HiTrap Q Sepha‑

rose XL 阴离子柱，然后用相同缓冲液对加有

1 mol·L-1 NaCl溶液的缓冲液B和缓冲液A进行梯

度洗脱，流速 4 mL·min-1，收集管中的溶液并分别

进行酶活和蛋白浓度测定，最后对纯化好的蛋白

酶进行SDS-PAGE电泳鉴定。

1.2.5　酶活力的测定　内切纤维素酶活的测定以

羧甲基纤维素钠（carboxymethyl cellulose sodium， 
CMC-Na）作为底物进行。使用柠檬酸-磷酸氢二

钠缓冲液配置 1.5% 羧甲基纤维素钠溶液（该溶

液需立即使用，使用前适当混匀）。取适当稀释

纯化后的酶液 100 μL，加入 900 μL CMC-Na底物

中，振荡混匀，50 ℃水浴 3 min，向各试管中加入

1.5 mL DNS试剂，再向空白中加入随机酶液100 μL，
混合均匀。沸水中煮 5 min，迅速放入冷水中冷却

后测定 540 nm处吸光度值。一个酶活力单位（U）
定义为在55 ℃、pH 5.5条件下，每分钟水解羧甲基

纤维素钠，产生 1 μmol还原糖（以葡萄糖计）所需

要的酶量。

1.2.6　酶学性质分析　最适温度及热稳定性的测

定：将纯化后的酶进行适当稀释后，在 30~80 ℃、

pH 5.5条件下测定内切纤维素酶的酶活，以确定纤

维素酶的最适温度。将稀释的酶液分别在30、40、
50、60、70、80 ℃ 6 个不同温度下处理 5、10、30、
60 min后立即置于冰上，在最适条件下测试处理后

酶液的剩余酶活。以未处理酶的酶活力为 100%，

分别计算不同温度、不同处理时间后样品的剩余

酶活以测定酶在不同温度下的稳定性。

酶反应的最适 pH 及 pH 稳定性：在纤维素酶

的最适温度条件下测定不同 pH（1.0~12.0）条件下

的酶活力来确定最适pH；将酶用不同pH的缓冲液

进行剩余酶活力测定，以未处理酶液的酶活力为

100%，计算不同 pH 处理下的相对剩余酶活以测

定酶在不同 pH 下的稳定性。不同 pH 的缓冲液

分别为 50 mmol·L-1 Gly-HCl缓冲液（pH 1.0~2.0），

100 mmol·L-1 柠 檬 酸 - 磷 酸 氢 二 钠 Citric acid-

Na2HPO4 缓冲液（pH 2.0~8.0），50 mmol·L-1 Tris-

HCl 缓冲液（pH 8.0~9.0），50 mmol·L-1 Gly-NaOH
缓冲液（pH 9.0~12.0）。
1.2.7　动力学常数的测定　分别以不同浓度范围

的羧甲基纤维素钠（CMC-Na）为底物，在 pH 5.5、
55 ℃条件下测定纤维素酶活性，反应时间均为

10 min，利用米氏常数公式作图并计算Km和Vmax 值。

1.2.8　数据分析　每组实验均做平行 3 次，采用
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GraphPad Prism 8.0软件进行数据处理和作图，根

据3组平行样的平均方差绘制误差线。

2　结果与分析

2.1　基于数据库和人工智能模型的新型 GH45
家族纤维素酶挖掘

根据 UniProt 蛋白质数据库中蛋白质序列归

档库（http：//www. uniprot. org）的信息，以来源于

Staphylotrichum coccosporum 的 GH45 家族内切葡

聚糖酶 STCE1（NCBI 序列登录号： BAG69187.1）
氨基酸序列为模板［15］，对其基因保守序列进行分

析，筛选到与 STCE1 氨基酸相似性>40% 的纤维

素酶。通过Python2.7编程撰写脚本，从 STCE1同

源蛋白数据中筛选出一致性排名靠前 100 条序

列［28］。进一步通过 Preoptem 模型（http：//www.
elabcaas.cn/pird/preoptem.html）［26-27］预测候选纤维

素酶的最适反应温度，选择了与 STCE1一致性较

高的来源于 Thielaviopsis punctulate 的 GH45 家族

纤维素酶（UPI00061EEA5F），并预测其为中温纤

维素酶，用于后续研究。

2.2　TpCel45A在里氏木霉中的异源表达及纯化

构建 TpCel45A 表达质粒 PpcbM3-TpCel45A-

3NC，将包含里氏木霉 CBHI 编码基因启动子及

终止子序列的 TpCel45A 表达框经原生质体转化

方法转入里氏木霉 SUS7菌株中。将筛选平板上

长出的单克隆转接至 24 孔板中，培养 48 h 后的

菌体经真菌裂解液处理抽提转化子的基因组

DNA。利用引物对 TpCel45A-F/R 进行 PCR 验证

TpCel45A 是否已经转入里氏木霉菌株。电泳结

果显示，转化子在 1.2 kb 处存在单一目的条带，

并且阴性对照 SUS7 菌株中无条带，证实 Tp‑
Cel45A 表达框已成功整合至里氏木霉基因组

中（图 1）。

将重组菌株SUS7/TpCel45A进行摇瓶发酵，微

晶纤维素诱导培养3 d后，SDS-PAGE电泳分析发酵

上清液中的蛋白表达情况。蛋白电泳结果显示，

与出发菌株相比，重组菌株的发酵上清中在60 kD
左右出现明显条带。阴离子交换层析纯化目的蛋

白，经纯化的重组TpCel45A具有内切纤维素酶活

力，并经蛋白质谱鉴定证实TpCel45A成功表达纯

化。TpCel45A的理论分子量约为36 kD，纯化后重

组TpCel45A的电泳条带大于理论分子量，可能是由

于目的蛋白在木霉宿主中发生了糖基化修饰（图2）。
2.3　重组纤维素酶TpCel45A的酶学性质

2.3.1　重组TpCel45A的最适温度和热稳定性　在

pH 5.5 条件下测定 TpCel45A 在不同温度（30~

80 ℃）下的内切纤维素酶活力。结果显示，随着

温度的提升，相对酶活力逐渐提升，在 50 ℃时相

对酶活为最高酶活的 89%，在 55 ℃时达到最高相

对酶活力。60 ℃时与55 ℃相对酶活力相近，80 ℃
时相对酶活降为最高酶活的 23%（图 3A）。由

图 3B可知，重组 TpCel45A具有良好的热稳定性，

在 80 ℃下处理 15 min 仍能剩余 84% 以上的酶活

力，70 ℃处理 15 min还剩 70%的酶活力。重组纤

维素酶TpCel45A在热稳定性测定中出现处理时间

相同，温度越高，剩余酶活力越高的情况，推测是

由于重组TpCel45A高温变性后，在恢复低温状态

后发生了低温复性。实验通过同源建模获取了重

组TpCel45A的三维结构，其半胱氨酸形成的二硫

注：M—DNA maker；泳道1~22：SUS7—TpCel45A 转化子菌落PCR验证条带；泳道23：阳性质粒对照；泳道24：阴性对照。

图1　里氏木霉重组菌株SUS7/TpCel45A的PCR验证

Fig. 1　PCR validation of recombinant strain SUS7/TpCel45A of Trichoderma reesei
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键有 11 对，二硫键有利于维持酶的三维结构，使

得重组纤维素酶 TpCel45A 可能在较高温（80 ℃）

条件下充分伸展，而在恢复低温状态后，在多对二

硫键的牵拉下恢复其原有构象及活性。在 60 ℃
处理条件下，蛋白变性伸展不充分，而在恢复低温

状态后难以重新正确折叠（图3C）。

2.3.2　重组 TpCel45A 的最适 pH 和 pH 稳定性　

重组 TpCel45A 的最适 pH 为 5.5，为酸性纤维素

酶。在 pH 3.0时酶活力为最高酶活力的 50%；在

pH 4.0时，相对酶活力迅速升高为最高酶活力的

80%；pH 4.0~8.0 时都保持着 70% 以上的相对酶

活力；在 pH 10.0时，剩余酶活力为最高酶活力的

42%（图 4A）。为分析重组 TpCel45A 的 pH 稳定

性，将重组 TpCel45A 放入不同 pH 的缓冲液中处

理 1 h，结果显示，重组 TpCel45A 有着宽泛的 pH
稳定性，在 pH 为 5.5 的缓冲液中放置 1 h 后仍剩

余 80% 以上的酶活力。在 pH 为 6.0~9.0 的缓冲

液中处理 1 h 后，剩余酶活力仍达 63% 以上

（图 4B）。

2.3.3　酶的动力学参数测定　在重组 TpCel45A
的最适温度和最适 pH条件下以羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）为底物测定其酶学动力学参数。经

Michaelis-Menten 模型计算出重组 TpCel45A 以

CMC-Na为底物时Km 值为8.04 mg·mL-1，最大反应速

度 Vmax为 19.04 mg·mL-1·min-1（图 5），kcat为 377.1 s-1，

A：不同温度下的酶活力；B：60~80 ℃处理后酶活力的变化；C：重组TpCel45A的三维结构图；黄色部分呈现出半胱氨酸的位置

图3　重组TpCel45A的最适温度和热稳定性

Fig. 3　The optimal temperature and thermal stability of recombinant TpCel45A

注：泳道1—蛋白质分子量marker；泳道2—原始菌株SUS7发酵上

清；泳道3—TpCel45A粗酶液；泳道4—纯化后的TpCel45A蛋白。

图2　SDS-PAGE检测纯化和浓缩后的重组TpCel45A
Fig. 2　SDS-PAGE detection of purified and concentrated re‑

combinant TpCel45A
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催化效率 kcat/Km 值为 46.9，说明重组 TpCel45A 有

较高的催化效率和底物亲和能力。

3　讨论

GH45家族纤维素酶作为一种重要的糖苷水

解酶，在生物质能源生产、饲料加工、造纸、洗涤和

纺织等多个领域都显示出重要性。特别是在饲料

加工方面，GH45家族纤维素酶通过对纤维素的分

解，能够提高饲料的消化率和营养价值。同时，

GH45家族纤维素酶和益生菌联合使用，可最大限

度的减少抗生素的使用以及不良反应的产生，从而

促进畜牧业的健康发展［29-31］。

尽管GH45家族纤维素酶在饲料行业中具有

显著的应用价值，但目前在 GH45 家族纤维素酶

资源的挖掘和利用方面仍存在一定的局限性，这

主要是由于 GH45 家族的酶产量通常较低，且多

数是从原始菌株中纯化得到的，限制了它们在工

业规模中的应用［32］。人工智能模型能快速处理和

分析从公共数据库 UniProt 中获取的海量纤维素

酶蛋白数据，结合人工智能模型和数据库的酶蛋

白智能挖掘方法整合了高效计算和大数据优势，

具有高效性、精准性、创新性和成本节约的显著优

势。本研究以应用广泛的 S. coccosporum 来源 ST‑
CE1 氨基酸序列为模板，基于大数据和 Preoptem
模型预测筛选得到 TpCel45A，并成功实现其在里

氏木霉中的异源表达。

新型GH45家族纤维素酶TpCel45A拟用于饲

料行业，所以其热稳定性成为关键考量因素，以保

障在较高加工温度条件下仍能维持一定催化效率。

TpCel45A最适温度为55 ℃，在80 ℃处理15 min后

也存在 84% 以上的相对酶活力，优于其他来源

GH45家族纤维素酶，赋予其在饲料行业的重要应

用潜力。在 pH 4.0~9.0处理 1 h后，相对酶活力仍

达52%以上。重组TpCel45A在测定热稳定性时还

出现了在相同处理条件下温度越高，剩余相对酶活

也越高的情况，可能是由于其在高温变性后恢复至

低温状态时重新折叠恢复活力。这与Ramos等［33］

报道的溶菌酶因其区域构象差异导致热稳定性发

生变化的现象相类似。综上，本研究对新型GH45
家族纤维素酶TpCel45A的克隆鉴定、性质分析及

异源高效表达，为畜牧养殖、纺织及生物能源等领

域提供了新型酶蛋白资源，具有重要的应用前景。

A：不同pH条件下的酶活力；B：重组TpCel45A的pH 稳定性

图4　重组TpCel45A的最适pH和pH稳定性

Fig. 4　The optimal pH and pH stability of recombinant TpCel45A

图5　重组TpCel45A的动力学参数

Fig. 5　Dynamics parameters of recombinant TpCel45A
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