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　 　 摘要：　 从自主分离的 Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ． ｒｕｂｂｅｒ 菌株的基因组中克隆到木聚糖酶基因，并进行了超量表达、重组酶的

纯化和酶学性质研究。 结果表明，重组木聚糖酶 Ｍｒｕ 是热稳定性酶，最适反应温度为 ６５ ℃，能够有效降解木聚糖

产生木糖和木二糖。 生物信息学分析发现，木聚糖酶 Ｍｒｕ 与数据库中来自亚栖热菌的木聚糖酶的同源性为 ６０％～
１００％。 在木聚糖酶 Ｍｒｕ 的结构模型中，ＧＨ１０ 木聚糖酶的保守位点大多位于 β 折叠，α 螺旋保守性很低。 本研究揭

示，木聚糖酶 Ｍｒｕ 代表一类新型热稳定性 ＧＨ１０ 木聚糖酶。
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　 　 中国农作物秸秆资源极其丰富，在 ２００９ 年其总

产量已达到 ７×１０８ ｔ，其中主要是稻草和玉米秸秆，分
别为 ２．５× １０８ ｔ 和 ２．３× １０８ ｔ。 然而每年约占总量

１３％～１７％的秸秆被焚烧处理，这是造成近年来被高

度关注的雾霾的直接原因之一。 目前，秸秆再利用的

主要途径是秸秆还田和饲料化，而由于秸秆的木质纤

维素结构特点，半纤维素与木质素通过酯键形成紧密

的外围，阻碍饲用禽畜体内消化酶与秸秆内部营养物

质的接触，影响禽畜的生长性能。 木聚糖是半纤维素

的主要成分，自然界储量大，在被子植物中约占总干
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质量的 １５％～３０％，同时也是秸秆等饲料的一个主要

的抗营养因子［１］。 往秸秆饲料中投放能够降解木聚

糖的酶类，降低食糜粘度，可以有效地减少或消除木

聚糖的抗营养作用［２⁃５］。 秸秆木聚糖降解的传统方法

是使用物理和化学处理，相对而言，酶制剂的使用具

有反应高度特异性，反应条件温和，以及不会由于化

学条件限制造成底物损耗以及环境问题等优势，因而

受到越来越多的关注。 同时木聚糖酶的投入还可以

帮助实现秸秆在其他方面的清洁利用，如秸秆粗纤维

造纸以及在食品行业中生产低聚木糖等。 然而木聚

糖酶活性在实际应用中受到各方面的影响，例如饲料

生产过程的高温、动物肠道内环境温度等都会抑制其

催化降解活性，因此供应的木聚糖酶不仅要具有很高

的热稳定性，其分解木聚糖反应最适温度也要接近动

物肠道内环境温度，这样才能减少损失和最大程度发

挥它的催化作用。 因此，适合实际应用的木聚糖酶的

研究与开发工作仍然十分紧迫。
栖热菌是地热高温菌的代表，其产生的高温酶由

于拥有良好的热稳定性通常被开发应用于科研和工

业生产中。 其中最为典型的是从水生栖热菌（Ｔ．
ａｑｕａｔｉｃｕｓ）中分离纯化而来的用于 ＰＣＲ 反应的

ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶［６］。 红 色 亚 栖 热 菌 （Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ
ｒｕｂｅｒ）属于革兰氏阴性、无芽孢好热杆菌，形成红色菌

落，生长温度为 ３５～７０ ℃，最适生长温度为 ６０ ℃ ［７］。
亚栖热菌属中，除 Ｍ． ｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓ 有较深入的研究外，
其他菌研究很少。 本实验室从云南腾冲热海温泉采

集样品中筛选出 １ 株能够降解结晶纤维素的嗜热菌

株，经形态特征、理化性质和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列同源性分

析鉴定为红色亚栖热菌，并命名为 Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｒｕｂｅｒ
ＴＣ⁃１［８］。 该菌株具有木聚糖酶活性，因此本研究主要

通过设计引物从 Ｍ． ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ 中扩增出木聚糖酶基

因，测定木聚糖酶的温度特性和降解产物，并对该酶

进行生物信息学分析，为研发具有应用价值的木聚糖

酶制剂奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

红色亚栖热菌 Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ （ＣＩＣＩＭ
Ｂ７００７） 由本实验室分离和保存， Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 购自 Ｎｏｖａｇｅｎ（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ， ＭＡ， ＵＳＡ）。 蛋白酶

Ｋ、Ｅｘ⁃Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶、ＲＮａｓｅ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、质粒小

量抽提试剂盒、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒均购自宝生物

工程（大连）有限公司（ＴａＫａＲａ），ｐＨｓｈ⁃Ｔ 质粒来自

Ｓｈｉｎｅ Ｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ（中国南京）。 ２ 种细菌的生长使用

ＬＢ 培养基，１ ０００ ｍｌ 液体 ＬＢ 培养基中含蛋白胨

（Ｔｒｙｐｔｏｎ） １０ ｇ，酵母粉（Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ） ５ ｇ，ＮａＣｌ １０
ｇ，１２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎ。 液体 ＬＢ 培养基中添加

１􀆰 ５％琼脂制备固体 ＬＢ 培养基。
１．２　 方法

１．２．１　 菌株木聚糖酶活性测定 　 取 ５００ μｌ 实验室

保存的红色亚栖热菌 ＴＣ⁃１ 菌液，涂布于斜面筛选培

养基（含 １％木聚糖、３％琼脂的 ＬＢ 培养基），以不添

加木聚糖的斜面培养基作对照，６０ ℃恒温静置培养

４ ｄ，观察菌落生长状况。 挑选具有透明圈的菌落进

行液体发酵，取上清液测定酶活性。
１．２．２　 引物的设计与合成 　 Ｍ． ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ 基因组

文库构建和测序工作由 Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
完成。 将 Ｍ．ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ 中木聚糖酶基因序列（Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ． ＪＲＧＡ０１０００００１． １， ＧＬ０００９７８）
导入信号肽分析软件 ＳｉｇｎａｌＰ ３． ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ⁃３． ０ ／ ），获知其融合一

段含 １９ 个氨基酸的信号肽。 根据去除信号肽的

木聚糖酶基因序列设计引物：ｘｙｎ⁃ｆｗ（５′⁃ＴＴＴＧＴＡＴ⁃
ＧＧＧＣＣＣＡＧＣＣＣＧＧＣＣＣ⁃３′）， ｘｙｎ⁃ｒｅｖ （ ５′⁃ＣＴＣＣＧ⁃
ＧＴＴＧＴＴＧＴＡＡＧＧＴＧＣＧＣＴＧ⁃３′）。 引物由上海生物

工程公司合成。
１．２．３　 木聚糖酶基因（Ｍｒｕ）ＰＣＲ 扩增与克隆　 根据

碱裂解法提纯红色亚栖热菌 ＴＣ⁃１ 基因组 ＤＮＡ，以
其为模板，ｘｙｎ⁃ｆｗ 和 ｘｙｎ⁃ｒｅｖ 为引物扩增去除信号肽

的木聚糖酶基因片段，ＰＣＲ 反应程序为：９５ ℃ ５
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５７ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ６０ ｓ，３０ 个循环；７２
℃ ５ ｍｉｎ。 扩增产物经胶回收试剂盒纯化回收后，
连接到 ｐＨｓｈ⁃Ｔ 上，转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞

（自制），涂布于含 ２５ μｇ ／ ｍｌ氯霉素的固体 ＬＢ 培养

基中，３０ ℃倒置培养，然后筛选单菌落进行 ＰＣＲ 验

证和送上海生物工程公司测序。
１．２．４　 重组酶粗酶液制备及酶活力测定 　 挑取含

有重组质粒 ｐＨｓｈ⁃ｘｙｎ 的阳性转化子接入含 ２５
μｇ ／ ｍｌ氯霉素的 ３ ｍｌ ＬＢ 培养液中，３０ ℃振荡培养

至 ＯＤ６００达 ０．６～０􀆰 ８ 后，立即转入 ４２ ℃摇床继续培

养 ６～１０ ｈ，培养结束后，以６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎ 收

集菌体，用 ２ ｍｌ 无菌水重悬细胞，然后在冰水浴中

用超声破碎仪破碎菌体，每个循环超声 ９ ｓ，冷却 ５
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ｓ，运行 ２ ｍｉｎ，细胞破碎液经１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ
后，所得上清液即为粗酶液。 木聚糖酶活性的测定

以 １％ 燕麦木聚糖为底物，方法为：往 ９０ μｌ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ６􀆰 ０ 的磷酸二氢钠⁃柠檬酸缓冲液中加

入 ０􀆰 １ ｍｌ 底物和 １０ μｌ 酶液，６５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，反
应完成后往体系中加入 ６００ μｌ ＰＡＨＢＡＨ 溶液［０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 和溶于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 的 ５％ ＰＡＨＢＡＨ
储存液４ ∶ １（体积比）］终止反应，最后将混合物沸

水浴 １０ ｍｉｎ，冰水冷却后，测定 ４１０ ｎｍ 光吸收值。
木聚糖酶活性单位定义为在上述试验条件下，每分

钟催化反应产生 １ μｍｏｌ 木糖的使用酶量。
１．２．５　 木聚糖酶解产物分析

１．２．５．１　 酶解液制备 　 用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ６􀆰 ０ 缓冲

液配制浓度为 ０􀆰 ５％的燕麦木聚糖溶液，取出 ２００ μｌ
加入 ５０ μｌ 木聚糖酶 （２０ Ｕ ／ ｍｌ），６５ ℃ 保温 １２ ｈ。
向酶解液中加入等体积无水乙醇沉淀未水解的大分

子聚合物和酶蛋白，１０ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 去除沉淀，
将上清液风干后再加入 １００ μｌ 无菌水重新溶解水

解产物。
１．２．５．２　 ＴＬＣ 法测定酶解产物　 薄层板购自 Ｍｅｒｃｋ
公司， 型 号 为 ６０ Ｆ２５４。 展 开 剂 为 正 丁 醇 ∶ 乙

酸 ∶ 水＝２ ∶ １ ∶ １ （体积比），显色剂为浓硫酸 ∶ 甲

醇＝ ２ ∶ ８ （体积比） 和 １００ ｍｇ ５⁃甲基⁃１，３⁃苯二酚。
展开剂距离顶部 ２ ｃｍ 时停止展层，取出薄层板自然

风干，再均匀喷上显色剂，于 ８５ ℃显色。
１．２．６　 木聚糖酶（Ｍｒｕ）的生物信息学分析　 一级结

构分析：保守区和蛋白家族分析预测采用在线 ＣＣＤ
和 Ｐｆａｍ 程 序 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｓａｎｇｅｒ． ａｃ． ｕｋ ／ ） 结 合

ＢｌａｓｔＰ，氨基酸序列推测采用 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏ⁃ｓｏｆｔ．
ｎｅｔ ／ ｓｍｓ ／ ，信号肽分析使用 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ⁃３．０ ／服务器，蛋白质理化性质分析

预测采用 ＰｒｏＰａｒａｍ 服务器 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｃｈ ／
ｔｏｏｌｓ ／ ，将氨基酸序列输入 ＮＣＢＩ 进行在线“ ｔｂｌａｓｔＰ”
同源性检索，采用 ＭＥＧＡ５．０５ 构建系统进化树，计算

方法为邻位相连法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ），并运用自展

内部分枝法 （ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｐｉｎｇ） 来评定进化树的置信

度，重复次数为 １ ０００。 二级结构分析：蛋白质二级

结构的预测采用在线工具 ＳＯＰＭＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃
ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿
ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ），疏水性分析在线服务器 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘ⁃
ｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ 。 同源建模：蛋白质三级结构数

据库 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／ ｐｄｂ ／ ｈｏｍｅ ／ ｈｏｍｅ．ｄｏ；蛋白

质三级结构分析预测使用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ 软件；同源建模

评价 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ ／ ＳＡＶＥＳ ／ 。

２　 结 果

２．１　 木聚糖酶基因 Ｍｒｕ 克隆

根据碱裂解提取基因组方法，得到 Ｍ． ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃
１ 基因组 ＤＮＡ，然后使用 １．０％的琼脂糖凝胶电泳检

测提取结果（图 １ａ）。 以 Ｍ． ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ 的基因组

ＤＮＡ 为模板，用引物 ｘｙｎ⁃ｆｗ 和 ｘｙｎ⁃ｒｅｖ ＰＣＲ 扩增 Ｍ．
ｒｕｂｅｒ ＴＣ⁃１ 基因组中的木聚糖酶 ＤＮＡ 片段，得到约

９５０ ｂｐ 大小的片段，与预期目的基因长度一致（图
１ｂ）。 测序结果表明，其开放阅读框的长度为 ９５１
ｂｐ，序列与红色亚栖热菌 ＤＳＭ１２７９ 木聚糖酶（登录

号为 ＷＰ＿０１５５８６２８９．１）一致性达 １００％。

ａ：Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ．ｒｕｂｅｒ ＴＣ－１ 基因组 ＤＮＡ；ｂ：木聚糖酶基因 ＰＣＲ 扩增；图 ａ 中 １、２ 均为基因组 ＤＮＡ；图 ｂ 中 １ 为木聚糖酶 ＰＣＲ 结果；Ｍ 为 ＤＮＡ
分子标样。

图 １　 琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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２．２　 重组木聚糖酶的表达及温度特性

将空载质粒 ｐＨｓｈ 转化菌 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 和携带

木聚糖酶基因的 ｐＨｓｈ⁃ｘｙｎ 质粒转化菌 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α
的表达结果用琼脂糖凝胶电泳对比分析，得出重组

酶木聚糖酶蛋白大小约为３６ ０００（图 ２）。 在 ６５ ℃
下，磷酸氢二钠⁃柠檬酸缓冲液浓度设定为 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ４．５～８􀆰 ５，测得木聚糖酶最适反应 ｐＨ 为

６􀆰 ０。 在 ｐＨ 为 ６􀆰 ０ 的条件下，将反应体系分别以 ５５
℃、６０ ℃、６５ ℃、７０ ℃、７５ ℃、８０ ℃保温 １０ ｍｉｎ，酶
活性测定结果如图 ３，由图 ３ 可知，木聚糖酶 Ｍｒｕ 最

适反应温度为 ６５ ℃，但在 ５５～ ７０ ℃范围内酶活性

均很高，在 ７５ ℃酶活性仍达最大酶活性的 ６０％左

右。 在 ｐＨ６􀆰 ０、温度为 ６５ ℃条件下，重组木聚糖酶

粗酶液的比酶活性为 ２０ Ｕ ／ ｍｌ。

Ｍ：蛋白质标样；１：对照；２：重组表达的木聚糖酶；
图 ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析重组表达的木聚糖酶

Ｆｉｇ．２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｘｙｌａｎａｓｅ

图 ３　 温度对木聚糖酶 Ｍｒｕ 活性的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ Ｍｒｕ ｘｙｌａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｐＨ６．０

２．３　 木聚糖酶的水解产物

以燕麦木聚糖为底物，将木聚糖酶 Ｍｒｕ 的水解

产物 同 其 他 已 报 道 的 １ 个 第 １０ 家 族 来 自

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｍａｒｉｔｉｍａ 的木聚糖酶 Ｂ［９］和 ２ 个第 １１ 家

族分别来自 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＡＲＡ［１０］ 和 Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ
ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ［１１］的木聚糖酶的水解产物对比分析（图
４）。 木聚糖酶 Ｍｒｕ 和木聚糖酶 Ｂ 对燕麦木聚糖的

水解产物主要是木糖和木二糖； Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ
ＡＲＡ 木聚糖酶对燕麦木聚糖的主要水解产物是木

糖、木二糖和木三糖；Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ 木聚

糖酶对燕麦木聚糖的主要水解产物是木二糖。

１：木糖 （Ｘ１）和木二糖（Ｘ２）标样；２～５：分别来自 Ｍ． ｒｕｂｅｒ 、Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏｍｙｃｅｓ ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ 、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 和 Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｍａｒｉｔｉｍｅ 的木

聚糖酶水解燕麦木聚糖的产物。
图 ４　 不同来源木聚糖酶水解燕麦木聚糖的产物

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｉｎ⁃ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｙ⁃
ｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏａｔ ｓｐｅｌｔ ｘｙｌａｎ

２．４　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 的生物信息学

２．４．１　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 一级结构

２．４．１．１ 　 保守区预测 　 利用 ＮＣＢＩ 中的 ＢｌａｓｔＰ 和

ＣＣＤ 程序以及 Ｐｆａｍ 对序列测序结果进行保守区和

蛋白家族预测。 木聚糖酶 Ｍｒｕ 具有第 １０ 家族糖基

水解酶的保守区域，位于Ｌｅｕ１８～Ｌｅｕ３１７。
２．４．１．２　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 同源性分析　 通过 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库的 Ｂｌａｓｔｐ 程序，对木聚糖酶 Ｍｒｕ 序列测定结

果进行同源性分析，结果显示其与来源 Ｍ． ｒｕｂｅｒ
ＤＳＭ１２７９ （ＷＰ＿０１５５８６２８９．１）的木聚糖酶一致性为

１００％， 与 来 源 Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｃｅｒｂｅｒｅｕｓ （ ＷＰ ＿
０２７８７８４８８）、Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｒｕｆｕｓ （ＷＰ ＿０２７８８１２７５）、
Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｃｈｌｉａｒｏｐｈｉｌｕｓ （ＷＰ ＿ ０２７８９１６０４）、 Ｍｅｉｏ⁃
ｔｈｅｒｍｕｓ ｔｉｍｉｄｕｓ （ＷＰ＿０１８４６７０１０）的木聚糖酶一致性

分别为 ８９％、７８％、６５％、６１％。 选取表 １ 中 １４ 种已

有报道的第 １０ 家族木聚糖酶进行序列相似性比对

分析，结果表明，木聚糖酶 Ｍｒｕ 具有第 １０ 家族木

聚糖酶通常所包含的 ２ 个谷氨酸催化残基 Ｅ１５０
和 Ｅ２５５，这 ２ 个残基被认为在木聚糖酶催化反应

中具有重要作用 ［１２⁃１３］ 。 另外，比对的 １４ 个木聚

糖 酶 有 ５ 个 高 度 保 守 区， 即 靠 近 Ｎ 端 的
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ＥＮＶＭＫＷ 、 ＧＨＴＬＶＷＨ、 ＷＤＶＶＮＥ、 ＹＮＤＹ 以 及

ＴＥＬＤ。 根据酶的温度耐受性，木聚糖酶可划分

为中温酶 （４０ ～ ６０ ℃ ）、高温酶 （５０ ～ ８０ ℃ ）和超

高温酶（ ＞８０ ℃ ） ［１４］ ，耐受性低于 ４０ ℃ 的酶称为

低温酶。 对 １４ 个木聚糖酶进行系统发育分析结

果（图 ５）表明，木聚糖酶 Ｍｒｕ 与 ７ 种高温酶聚为

一类，另 ２ 种高温酶（Ｔｔｈｘ、Ｔｓｐｘ）与 ４ 种低温酶聚

为另一类。

表 １　 １４ 个第 １０ 家族木聚糖酶的温度特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ １４ ＧＨ１０ ｘｙｌａｎａｓｅｓ

　 　 来源微生物 木聚糖酶 登录号 最适温度 （℃） 文献

Ｇｌａｃｉｅｃｏｌａ ｍｅｓｏｐｈｉｌａ ＫＭＭ ２４１ Ｇｍｅｘ ＡＣＮ７６８５７．１ ３０ ［１５］

Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｖｉａｅ ＭＥ⁃１ Ａｃａｘ ＢＡＡ３１５５１．２ ３０～３７ ［１６］

Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ ＭＳＹ２ Ｆｓｐｘ ＡＡＹ９８７８７．１ ３０ ［１７］

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ＴＮ１９ Ｓｓｐｘ ＡＣＸ３０６５２．１ ４５ ［１８］

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｓｐ． ＨＹ⁃１２ Ｃｓｐｘ ＡＢＸ８８９７８．１ ６０ ［１９］

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． Ｓ９ Ｓｓｐ．Ｓ９ｘ ＡＢＸ７１８１５．１ ６０ ［２０］

Ｍｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓ ｒｕｂｅｒＴＣ⁃１ Ｍｒｕ ＧＬ０００９７８ ６５

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ Ａｃａｘ ＢＡＢ４０９５７．１ ６５ ［２１］

Ａｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｓｐ． Ｘｚ⁃８ Ａｓｐｘ ＡＨＥ１３９２７．１ ７５ ［２２］

Ｍａｌｂｒａｎｃｈｅａ ｃｉｎｎａｍｏｍｅａ Ｍｃｉｘ ＡＧＶ０１０４９．１ ８０ ［２３］

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｍａｒｉｔｉｍｅ ＭＳＢ８ ＴｍａｘＢ ＮＰ＿２２７８８６．１ ９０ ［２４］

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｐｅｔｒｏｐｈｉｌａ Ｔｐｅｘ ＡＢＱ４６８７３．１ ９５ ［２５］

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｔｈｅｒｍａｒｕｍ Ｔｔｈｘ ＡＥＨ５１６８６．１ ９５ ［２６］

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＦｊＳＳ３⁃Ｂ．１ Ｔｓｐｘ ＡＡＤ３２５９３．２ １０５ ［２７］

图 ５　 对 １４ 种第 １０ 家族木聚糖酶系统发育分析

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １４ ＧＨ１０ ｘｙｌａｎａｓｅｓ

２．４．２　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 二级结构　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 的

疏水性最大值是 １􀆰 ４７８，位于第 ２６ 位点处。 疏水性

最小值是－２􀆰 １３３，位于第 ２６３ 位点处。 从图 ６ 可以

看出亲水性氨基酸残基均匀分布于整条肽链，且多
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图 ６　 重组木聚糖酶 Ｍｒｕ 疏水性分析

Ｆｉｇ．６　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｒｕ ｘｙｌａｎａｓｅ

肽链整体疏水值小于零，该蛋白表现为一定的亲水

性。 经蛋白质理化性质分析得出，木聚糖酶 Ｍｒｕ 不

稳定系数是 ３９􀆰 ４０，脂肪系数为 ９０􀆰 ２２，疏水性平均

值为－０􀆰 ２３４，表明木聚糖酶 Ｍｒｕ 是稳定的亲水性

蛋白。

图 ７　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 二级结构预测

Ｆｉｇ．７　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｒｕ ｘｙｌａｓｅ

　 　 由于肽链内部和多肽链之间的氢键，肽链在一

维方向展示出许多周期性的结构，如 α⁃螺旋、β⁃折叠

等。 通过 ＳＯＰＭＡ 分析预测木聚糖酶 Ｍｒｕ 的二级结

构， Ｍｒｕ 木聚糖酶是由 ５１􀆰 ６８％ α⁃螺旋，１５􀆰 ９０％ β⁃

折叠，７􀆰 ３４％ β⁃转角，２５． ０８％无规则卷曲组成（图
７）。
２．４．３　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 同源建模 　 为了提高同源建

模的可信度，采用多序列比对同源建模方法。 使用

Ｂｌａｓｔ 工具在 ＰＤＢ 数据库搜索相似的序列之后，选
择 ４ 个同源性较高的蛋白质结构。 将这 ４ 个蛋白质

结构作为模板，应用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ 构建目标序列构象，结
构如图 ８。 利用 ＰＲＯＣＨＥＣＫ 对目标蛋白质模型进

行合理性分析，模建的三维结构 ９６％ 氨基酸的 ψ 角

和 φ 角位于 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ 图的合理区域，表明构建

的木聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白催化域的三维结构是合理的。
进一步利用 ｖｅｒｆｙ３Ｄ 软件检测模建结果的三维结构

（３Ｄ）与序列结构（１Ｄ）的符合度，表明 ９３􀆰 ３８％残基

的 ３Ｄ 与 １Ｄ 符合度大于 ０􀆰 ２，处于可接受水平。 木

聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白催化域的模建三维结构为（β ／ α） ８

桶状结构。 同源比对得到的 ５ 个保守区 ＥＮＶＭＫＷ、
ＧＨＴＬＶＷＨ、ＷＤＶＶＮＥ、ＹＮＤＹ 和 ＴＥＬＤ 分别分布在

木聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白的空间结构中的 β２ 末端、β３ 末

端、β４ 部分、β５ 部分和 β７ 部分，位于（β ／ α） ８桶状结

构的内壁。 酸碱催化活性氨基酸 Ｅ１５０ 位于 β４ 折叠

的尾巴上，另外一个谷氨酸催化残基（Ｅ２５５）位于 β７
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α１～ α８： α 螺 旋； β１ ～ β８： β 折 叠； ① ～ ⑤： 分 别 为 保 守 区

ＥＮＶＭＫＷ、ＧＨＴＬＶＷＨ、ＷＤＶＶＮＥ、ＹＮＤＹ 和 ＴＥＬＤ；Ｅ１５０、Ｅ２５５：
催化活性氨基酸。
图 ８　 木聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白催化域的模建三维结构

Ｆｉｇ．８　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｍｒｕ ｘｙｌａｎａｓｅ ｐｒｅ⁃
ｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｏｄｅｌｌｅｒ

上。 从木聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白 ＣＤ 区三维结构可以看

出，α 螺旋几乎不含有保守氨基酸残基，保守性远低

于 β 折叠。 催化位点位于 β 折叠区有利于保持酶的

热稳定性，同时 β 折叠区的高度保守性说明了嗜热

酶在进化过程中形成了独特的热稳定结构模式。

３　 讨 论

本研究从亚栖热菌中成功克隆出了木聚糖酶基

因，通过蛋白的一级结构与二级结构分析，初步论断

该酶属于第 １０ 家族，且是一个较稳定的亲水蛋白。
以往许多研究者通过晶体结构分析、序列比对和突

变研究结果说明中温酶和耐热酶一级结构上很相

似，于是推测影响木聚糖酶热稳定性的因素是蛋白

分子进行了一些微小的修饰，如二硫键、盐键、氢键、
表面带电残基及内部堆积力等，同时提出了各种理

论，如疏水核堆积或芳香族氨基酸粘性斑形成多聚

体，脯氨酸规则，螺旋偶极子的稳定，热稳定结构域

（ＴＳＤ）等［２８］。 本研究对已研究较深入的 ４ 种中低

温木聚糖酶，９ 种耐热木聚糖酶和木聚糖酶 Ｍｒｕ 进

行同源性比对，这些酶均属于第 １０ 家族木聚糖酶。
分析得到的结果是，木聚糖酶Ｍｒｕ 具有通常第 １０ 家

族木聚糖酶所包含的 ２ 个谷氨酸催化残基 Ｅ１５０ 和

Ｅ２５５，有 ５ 个高度保守区，即靠近 Ｎ 端的 ＥＮＶ ＭＫＷ
以及 ＧＨＴＬＶＷＨ、ＷＤＶＶＮＥ、ＹＮＤＹ、ＴＥＬＤ，而且木聚

糖酶 Ｍｒｕ 在进化树上体现出与其他耐热木聚糖酶

具有类似的进化过程。 木聚糖酶 Ｍｒｕ 蛋白催化域

的模建三维结构为（β ／ α） ８桶装结构。 催化位点位

于 β 折叠区有利于保持酶的热稳定性，同时 β 折叠

区的高度保守性说明了嗜热酶在进化过程中形成了

独特的热稳定结构模式。 另外，该木聚糖酶在 ６５ ～
７０ ℃酶活性最高，说明具有良好的耐热性，在 ５５ ℃
的酶活性也达到最大酶活性的 ７０％左右。

中国存在众多的廉价木质纤维原料，目前对其

使用方式仍然十分粗放，不可避免的造成许多资源

浪费和环境问题。 木聚糖酶等酶制剂转化木质纤维

生产实用产品，反应温和，效果突出，因而备受关注，
但木聚糖酶在产业化过程中尚存在许多限制因素。
第一，酶的生产技术水平亟需提高。 木聚糖酶要达

到大批量生产要求，目前的有效途径是通过基因工

程筛选克隆子。 第二，需要筛选出产生耐高温、耐
酸、耐碱性木聚糖酶的微生物，从而有利于酶贮存和

应用。 第三，在投入实际使用方面还要考虑如何实

现酶的最佳性能，如根据底物种类和浓度控制用酶

量、复合酶制剂的配比以及酶载体的优化等。 因此，
利用生物信息学分析方法结合基因工程手段是实现

木聚糖酶制剂批量生产和有效应用的一个优良

途径。
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９４２１俞洁琼等：红色亚栖热菌耐热木聚糖酶的克隆表达及生物信息学分析


