
江苏农业学报（Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ．ｏｆ Ａｇｒ．Ｓｃｉ．），２０１６，３２（５）：１０３７～１０４２
ｈ ｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ．ｃｏｍ

向亚萍，罗楚平，周华飞，等． 枯草芽孢杆菌分泌表达极耐热木聚糖酶及其酶学性质 ［ Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（５）：
１０３７⁃１０４２．
ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１０００⁃４４４０．２０１６．０５．０１３

枯草芽孢杆菌分泌表达极耐热木聚糖酶及其酶学性质

向亚萍１，２，　 罗楚平３，　 周华飞１，２，　 刘永锋２，　 陈志谊１，２

（１． 江苏省农业科学院植物保护研究所 江苏 南京 ２１００１４； ２． 南京农业大学植物保护学院 江苏 南京 ２１００９５； ３． 淮阴工学

院生化学院 江苏 淮安 ２２３００１）

收稿日期：２０１６⁃０２⁃２６
基金项目：国家自然科学基金项目（３１５７００６１）；国家“８６３”计

划项目（２０１１ＡＡ１０Ａ２０１）；江苏省农业科技自主创

新基金项目［ＣＸ（１２）５００１］
作者简介：向亚萍（１９９０⁃），女，湖北钟祥人，硕士研究生，主要

从事枯草芽孢杆菌生物防治研究。 （ Ｅ⁃ｍａｉｌ） ｘｉａｎ⁃
ｇｙａｐｉｎｇ３９３＠ １６３．ｃｏｍ

通讯作者：陈志谊， （Ｔｅｌ）０２５⁃８４３９０３９３；（Ｅ⁃ｍａｉｌ） ｃｈｚｙ８４３９０３９３
＠ １６３．ｃｏｍ

　 　 摘要：　 为将海栖热袍菌极耐热木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＹ３４０７８９）在枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 中进

行异源分泌表达，并阐明工程菌分泌重组木聚糖酶的酶学性质。 克隆极耐热木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ，将其与罗克霉素

启动子融合，构建融合质粒载体 ｐＸＹＮＢ２，将其转化到枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 中，获得重组枯草芽孢杆菌（Ｂｓ９１６ ／
ｐＸＹＮＢ２），并对重组芽孢杆菌分泌表达的极耐热木聚糖酶的酶学性质进行了研究。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 法测定重组枯草芽

孢杆菌分泌的蛋白在相对分子质量 ４３ ０００处有明显的蛋白表达条带。 重组木聚糖酶的最适反应 ｐＨ 值为 ５􀆰 ０ ～
５􀆰 ８，重组木聚糖酶的最适反应温度大于或等于 １００ ℃，重组极耐热木聚糖酶在 ｐＨ 值 ４􀆰 ６～７􀆰 ８ 比较稳定，重组木聚

糖酶的温度稳定性在 ９０ ℃下保温 ２ ｈ 后残存酶活 ８３％。 可见，生防枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 能有效分泌表达极耐热木

聚糖酶，为以后构建多种纤维素和半纤维素在其中的协同表达，拓宽其碳源利用范围奠定基础。
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　 　 β⁃１，４⁃木聚糖内切酶（１，４⁃β⁃木聚糖木糖水解酶

ＥＣ３．２．１．８），简称木聚糖酶，是木聚糖降解过程中最关

键的一个酶［１］。 在纸浆造纸工业中，木聚糖酶应用广

泛［２⁃４］。 热 袍 菌 属 的 海 栖 热 袍 菌 （ Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ
ｍａｒｉｔｉｍａ）是生长在海底火山口的极端嗜热专性厌氧

微生物。 它能产生 ２ 种木聚糖酶，分别是由基因

７３０１



ＴＭ００６１ 和 ＴＭ００７０ 编码的产物 １，４⁃β⁃ｘｙｌａｎａｓｅ Ａ（Ｍｒ
１２０×１０３）和 １，４⁃β⁃ｘｙｌａｎａｓｅ Ｂ（Ｍｒ ４０ × １０３） ［５］。

枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ９１６）是一

种商品化的生防菌株［６⁃９］，且已全基因组测序［１０］。
此菌株分泌多种脂肽类抗生素［１１］，研究发现含有新

型脂肽类抗生素罗克霉素（Ｌｏｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ）， ｌｏｃ 基因

簇负责罗克霉素的合成，其属于非核糖体肽合成酶

（ＮＲＰＳ）途径基因簇，罗克霉素启动子 ｐｌｏｃ 负责调

控 ｌｏｃ 基因簇的表达［１２］。 枯草芽胞杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）
自身可以分泌木聚糖酶，但其分泌量较低及热稳定

性不高，而热袍菌属的海栖热袍菌（Ｔ． ｍａｒｉｔｉｍａ）所
产生的极耐热木聚糖酶 Ｂ 的热稳定性高，其最适反

应温度高达 １０５ ℃ ［１３］，它的耐高温及热稳定性是工

业化应用中的理想特征。 目前耐热木聚糖酶的异源

表达大部分以大肠杆菌为宿主细胞，如江正强等［１４］

克隆海栖热袍菌中的木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ，并在大肠

杆菌中表达，该酶在 ９０ ℃下保温 ２ ｈ 酶活性仍残留

９０％以上［１５⁃１６］。 郑志强［１７］ 将来源于极端嗜热细菌

海栖热袍菌 ＭＳＢ８ 的耐热性重组木聚糖酶 ｘｙｎＢ 和

来源于嗜热栖热菌（Ｔ． ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＨＢ２７ 的耐热性

重组漆酶 Ｔｔｈ⁃ｌａｃｃａｓｅ 结合，在大肠杆菌中表达，将表

达产物对麦草浆进行协同生物漂白，发现采用双酶

协同预处理可节省约 ５０％的 Ｈ２Ｏ２消耗量。 将枯草

芽孢杆菌作为极耐热木聚糖酶异源表达宿主的研究

报道较少，Ｋｉｍ 等［１８］用枯草芽孢杆菌基因组上的强

启动子替换热纤维梭菌木聚糖酶基因的启动子，把
该基因转化到枯草芽抱杆菌中进行表达。 将菌株

Ｔｈｅｒｍｏａｎｅｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｏｔｅａｒｏｅｎｓｅ ＳＣＵＴ２７ 的耐热木

聚糖酶基因截短，得到 ｘｙｎＡΔＳＬＨ，将其整合到枯草

芽孢杆菌基因组中，发现其木聚糖活性与截短前在

大肠杆菌中的酶活性相比提高了 ４􀆰 １ 倍［１９］。 Ｖｅｒｍａ
等［２０］通过穿梭质粒载体 ｐＷＨ１５２０，首次将宏基因

组耐热木聚糖酶在枯草芽孢杆菌中分泌表达。
枯草芽孢杆菌具有强大的蛋白质分泌能力，目

前还没有将海栖热袍菌极耐热木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ
在枯草芽孢杆菌中成功表达的报道。 枯草芽孢杆菌

表达体系是一种较为理想的异源蛋白表达体系［２１］，
其优点在于可以高效地表达具有生物学活性的异源

蛋白并将其分泌至胞外［２２］，而且枯草芽孢杆菌也具

有较高的生物安全性。 目前枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 的

生产主要以大豆粉、玉米粉作为碳源，为进一步拓宽

其碳源利用度，特别是用秸秆作为碳源，本研究尝试

采用枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 表达半纤维素降解中的关

键酶木聚糖酶。 将枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ＮＲＰＳ 基因

簇罗克霉素启动子 ｐｌｏｃ 与 Ｔ． ｍａｒｉｔｉｍａ 极耐热木聚

糖酶基因 ｘｙｎＢ 融合，以实现极耐热木聚糖酶基因

ｘｙｎＢ 在枯草芽孢杆菌中的表达，并对重组菌的木聚

糖酶酶学性质进行研究，为以后应用奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

１．１．１ 　 菌株、质粒和培养基 　 海栖热袍菌基因组

ＤＮＡ 由淮阴工学院生化学院惠赠。 具有氯霉素抗

性标记的穿梭质粒载体 ｐＲＰ２２ 与菌株 Ｂｓ９１６ 均为

本实验室保存。 ＬＢ 培养基：胰蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，酵母

膏 ５ ｇ ／ Ｌ，ＮａＣｌ １０ ｇ ／ Ｌ。
１．１．２　 主要试剂和设备　 所用硫酸铵、Ｔｒｉｓ 等试剂为

国产分析纯，木聚糖 （ Ｘｙｌａｎ， ｆｒｏｍ ｂｅｅｃｈｗｏｏｄ）、 Ｐ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｈｙｄｒａｚｉｄｅ（ＰＡＨ⁃ＢＡＨ）、氯霉素购

于 ＳＩＧＭＡ 公司，Ｐｙｏｒｂｅｓｔ 聚合酶、限制性内切酶 ＢａｍＨ
Ⅰ和 ＳａｃⅠ购于 ＴａＫａＲａ 公司，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶、ＤＮＡ 试剂盒和胶回收试剂盒购于北京全式金生

物技术有限公司，蛋白透析袋［ＢＳ⁃ＱＦ⁃０１８］ ３６ ｍｍ
（ＭＤ４４）［ＭＷ：１４０００］购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司，
高速冷冻离心机 ＡｖａｎｔｉＴＭ⁃Ｊ２５Ｉ 购自美国 ＢＥＣＫＭＡＮ
公司，ＭｙＣｙｃｌｅｒＴＭ梯度 ＰＣＲ 仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ 公司，
ＵＶ⁃２０００ 分光光度计购自上海龙尼柯仪器有限公司。
１．２　 引物设计

按照已知的 Ｂｓ９１６ 罗克霉素启动子序列 ｐｌｏｃ 和
Ｇｅｎｂａｎｋ 报道的海栖热袍菌木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ 设

计引物（表 １），下划线表示酶切位点，引物由上海生

物工程技术公司合成。
１．３　 融合基因和整合载体的构建

罗克霉素启动子ｐｌｏｃ 由引物 ｐｌｏｃＦ 和 ｐｌｏｃＲ 扩

增获得，扩增条件 ９４ ℃ １ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５１ ℃ ３０
ｓ，７２ ℃ ５０ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ，扩增得到 ９６７
ｂｐ 的 ｐｌｏｃ 片段。 木聚糖酶基因 ｘｙｎＢ 由引物 ｘｙｎＢＦ
和 ｘｙｎＢＲ 扩增获得，扩增条件同上，扩增得到 １ ０４４
ｂｐ 的 ｘｙｎＢ 片段。 融合基因 ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ 以亲本基因

ＰＣＲ 产物为模板，由引物 ｐｌｏｃＦ 和 ＸｙｎＢＲ 扩增获

得，扩增条件同上，扩增得到 ２ ｋｂ 的 ｐｌｏｃ 片段。 融

合基因 ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ 片段经过凝胶回收以及 ＢａｍＨⅠ
和 ＳａｃⅠ双酶切后，插入到 ｐＵＣ１９ 质粒载体上，构建

为质粒载体 ｐＸＹＮＢ１（ ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ⁃ｐＵＣ１９），测序由上
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海生工生物工程技术服务有限公司完成。 将测序完

成的 ｐＸＹＮＢ１ 经过 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ双酶切后，插入

到 ｐＲＰ２２ 质 粒 载 体 上， 构 建 为 表 达 质 粒 载 体

ｐＸＹＮＢ２（ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ⁃ ｐＲＰ２２）。

表 １　 引物名称和序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 引物长度 （ｂｐ） 引物序列（５′→３′）

ｐｌｏｃＦ ３０ ＴＴＴＧＡＧＣＴＣＴＣＴＡＡＴＴＡＧ⁃
ＧＡＡＧＡＡＴＡＣＴＴＴ

ｐｌｏｃＲ ３９ ＣＡＣＡＧＡＡＧＧＴＡＡＴＡＴＴＴＴＣＡＴＴＧＡＴ⁃
ＧＡＡＧＴＣＣＴＣＡＴＴＡＴ

ｘｙｎＢＦ ３９ ＡＴＡＡＴＧＡＧＧＡＣＴＴＣＡＴＣＡＡＴ⁃
ＧＡＡＡＡＴＡＴＴＡＣＣＴＴＣＴＧＴＧ

ｘｙｎＢＲ ３１ ＴＴＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＴＴＴＣＴＴＴＣＴＴＣ⁃
ＴＡＴＣＴＴＴ

１．４　 整合载体转化、突变株筛选及鉴定

通过化学转化的方法［１６］ 将 ｐＸＹＮＢ２ 转化至

Ｂｓ９１６，涂布在含有 ５ μｇ ／ ｍｌ 氯霉素的 ＬＢ 平板上，３７
℃培养，筛选转化子。 提取转化子质粒作为模板，利
用表 １ 中引物 ｐｌｏｃＦ 和 ｘｙｎＢＲ 进行 ＰＣＲ 鉴定，确定

转化子质粒中是否含有融合基因 ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ。 用同

样的方法将原始质粒 ｐＲＰ２２ 转化至 Ｂｓ９１６，得到的

空载重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＲＰ２２）作为测定极耐热木聚糖

酶活性的对照菌株。
１．５　 木聚糖酶粗酶的制备

将重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）接种于含有 ５ μｇ ／ ｍｌ
氯霉素的 ＬＢ 培养基中，２８ ℃过夜培养，再转入含 ５０
ｍｌ ＬＢ 培养基的 ２５０ ｍｌ 三角瓶 ２８ ℃培养 ７２ ｈ，离心

除去菌体，上清液中加入硫酸铵至饱和度为 ７５％，沉
淀 １２ ｈ。 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 离心收集沉淀，加入 ２
ｍｌ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７􀆰 ５ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 溶解，７５ ℃保温处

理酶液 ３０ ｍｉｎ，１１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ 离心，上清液即为

粗制备的木聚糖酶，放 ４ ℃冰箱备用。 将粗酶液转入

透析袋，收集透析后的粗酶液进行浓缩，测定蛋白质

表达，蛋白浓度测定采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 方法。
１．６　 木聚糖酶活性的测定

质量分数 ０􀆰 ５％的木聚糖 １００ μｌ、粗酶液 ２０ μｌ
和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ５􀆰 ４ 的磷酸缓冲液 ８０ μｌ 反应 ５
ｍｉｎ 后，加 ６００ μｌ 终止剂。 显色剂 ＰＡＨＢＡＨ［０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 与溶于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 的质量分数为

５％ ＰＡＨ⁃ＢＡＨ 体积比 ４ ∶１］煮沸 １０ ｍｉｎ，冷却后用分

光光度计测 ４１０ ｎｍ 处光吸收值。 酶单位（Ｕ）的定

义：在该反应条件下，１ ｍｉｎ 内催化产生 １ μｍｏｌ 木糖

所需的酶量。
１．７　 重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）生长曲线及生长不

同时期中酶活力的测定

　 　 用 ＬＢ 培养基 ２８ ℃，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养，从接

种开始每隔 ４ ｈ 取菌液，粗酶制备方法同方法 １􀆰 ５，
测定重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）在不同生长时期的木

聚糖酶活力，以菌株（Ｂｓ９１６ ／ ｐＲＰ２２）木聚糖酶活力

为对照。
１．８　 重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）酶性质的测定

１．８．１　 最适反应温度　 在 ６５～１００ ℃，每隔 ５ ℃，分
别测定酶活性。 以酶活性最高为 １００％计算相对酶

活性。
１．８．２　 最适反应 ｐＨ 值　 ｐＨ 值 ４􀆰 ６ ～ ７􀆰 ８，每隔 ０􀆰 ４
ｐＨ 单位，分别测定酶活性，以酶活性最高为 １００％
计算相对活性。 反应所用的缓冲液是 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 咪

唑邻苯二甲酸氢钾缓冲液。
１．８．３　 温度稳定性 　 在相对稳定的 ｐＨ 值下，使酶

分别在 ８０ ℃、９０ ℃和 １００ ℃温度下保温不同的时

间，再测定相对酶活性，以未保温（４ ℃保存）的酶样

活性为 １００％，由此确定酶的稳定性。
１．８．４　 ｐＨ 值稳定性　 酶在不同的 ｐＨ 值条件下 ８０
℃保温相同的时间，再分别测定残留酶活性与不保

温的酶活比。 所用缓冲液参见方法 １􀆰 ８􀆰 ２。

２　 结 果

２．１　 融合基因及重组质粒的构建

罗克霉素启动子 ｐｌｏｃ 为非核糖体肽合成酶

（ＮＲＰＳ）途径基因簇，我们尝试用 Ｔ． ｍａｒｉｔｉｍａ 的木

聚糖酶 ｘｙｎＢ 的连接区和 ｐｌｏｃ 启动子融合，构建融合

基因。 琼脂糖凝胶电泳结果显示融合基因构建成

功，扩增的 ｘｙｎＢ 片段（１ ０４４ ｂｐ）、ｐｌｏｃ 片段（９６７ ｂｐ）
以及 ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ（２ ００８ ｂｐ）均与预期大小相同且经测

序验证序列无误，重组质粒双酶切结果见图 １。
２．２　 融合基因在 Ｂｓ９１６ 中的表达

重组质粒 ｐＸＹＮＢ２ 转化至枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６
振荡摇培 ７２ ｈ 后，制备粗酶液，热处理后取上清液

透析，浓缩后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ。 从电泳图谱上可以

看出，与菌株（Ｂｓ９１６ ／ ｐＲＰ２２）相比重组菌（Ｂｓ９１６ ／
ｐＸＹＮＢ２）的蛋白在相对分子质量４３ ０００处有明显的

蛋白表达条带（图 ２）。
２．３　 重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）的生长曲线及木聚

糖酶活力

　 　 重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）和对照菌株（Ｂｓ９１６ ／
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Ｍ： ＤＮＡ ｍａｋｅｒ；１：ｐｌｏｃ 基因； ２： ｘｙｎＢ 基因； ３： ｐｌｏｃ⁃ｘｙｎＢ 融合基

因； ４： ｐＸＹＮＢ２ （ＢａｍＨⅠａｎｄ ＳａｃⅠ）。
图 １　 木聚糖酶融合基因及重组质粒酶切 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ． １ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ： 蛋白 ｍａｒｋｅｒ；１： Ｂｓ９１６ ／ ｐＲＰ２２ 粗酶液；２： Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２ 粗

酶液；３： 加热处理后的 Ｂｓ９１６ ／ ｐＲＰ２２ 粗酶液；４：加热处理后的

Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２ 粗酶液。
图 ２　 融合蛋白表达的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 图谱

Ｆｉｇ．２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐＲＰ２２）生长条件定为 ２５０ ｍｌ 三角瓶装液 １００ ｍｌ，２８
℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养，分不同时间点取样测定重

组菌发酵液 ＯＤ６００及木聚糖酶活性（图 ３）。 由图 ３
可以看出，在 ０～３６ ｈ，随着菌体密度的增高，菌体酶

活性也随着提高，在 ３６ ｈ 达到最高；３６ ～ ４８ ｈ 重组

菌生长达到稳定期，菌体密度及酶活性均趋于稳定；
超过 ４８ ｈ 后，菌体生长进入衰亡期，菌体密度开始

降低，而酶活性却保持不变。
２．４　 重组木聚糖酶的最适反应温度

从图 ４ 可以看出，重组木聚糖酶的酶活性在

６５～１００ ℃一直升高，重组木聚糖的最适反应温度

大于或等于 １００ ℃。
２．５　 重组木聚糖酶的最适反应 ｐＨ 值

从图 ５ 可以看出，重组木聚糖酶的最适反应 ｐＨ

　 　 　 　 图 ３　 重组菌的生长和木聚糖酶活性变化曲线

Ｆｉｇ．３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｘｙｌａｎａｓｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｃｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）

　 　 　 　 图 ４　 温度对酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｘｙｌａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

值为 ５􀆰 ０ ～ ５􀆰 ８，海栖热袍菌的木聚糖酶 Ｂ 的最适反

应 ｐＨ 值是 ５􀆰 ４，两者基本一致。

　 　 　 　 图 ５　 ｐＨ 对酶活性的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｘｙｌａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．６　 重组菌木聚糖酶温度的稳定性

从图 ６ 可以看出，重组木聚糖酶的温度稳定性

很好。 在 ８０ ℃下保温 ２ ｈ 后，残存酶活性和没保温

酶的酶活性相比还有 ９４％；在 ９０ ℃下保温 ２ ｈ 后，
残存酶活性和没保温酶的酶活性相比还有 ８３％；然
而在 １００ ℃下保温 ２ ｈ 后，酶活性几乎丧失。
２．７　 重组菌木聚糖酶 ｐＨ 值的稳定性

从图 ７ 可以看出，重组木聚糖酶在 ｐＨ 值 ４􀆰 ６ ～
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　 　 　 　 图 ６　 温度对酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｘｙｌａｎａｓｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　 　 　 　 图 ７　 ｐＨ 值对酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｘｙｌａｎａｓｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

７􀆰 ８ 都比较稳定，相对酶活性都在 ８０％以上。

３　 讨 论

重组枯草芽孢杆菌生产基因工程产品具有极大

的应用价值，相比大肠杆菌，重组枯草芽孢杆菌具有

高效的蛋白分泌能力。 然而，进行枯草芽孢杆菌的重

组必须克服许多困难，其中主要包括其质粒稳定性较

差、能形成感受态的菌株不多且转化效率有限以及大

量胞外蛋白酶的分泌易造成外源蛋白的降解等［２３⁃２４］，
这些因素使得利用重组芽孢杆菌生产基因工程产品

困难较大。 本研究利用 Ｔ．ｍａｒｉｔｉｍａ 基因组 ＤＮＡ 为材

料，通过 ＰＣＲ 克隆出编码高热稳定性木聚糖酶基因

ｘｙｎＢ，与 ＮＲＰＳ 基因簇的启动子 ｐｌｏｃ 融合表达，不需

要诱导，在商品化芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 中成功获得表达。
在本试验过程中，利用在常温菌 Ｂｓ９１６ 表达的耐

热木聚糖酶对温度的高稳定性，将重组菌上清液经硫

酸铵沉淀提取的粗酶通过 ７５ ℃、３０ ｍｉｎ 的热处理后，
可去除大量首体蛋白，为后续纯化工作提供便利。

对重组菌（Ｂｓ９１６ ／ ｐＸＹＮＢ２）７２ ｈ 的生长曲线及

木聚糖酶活性分析发现，重组菌的生长曲线和酶活

性变化曲线走势相似，表明木聚糖酶活力与重组菌

的生长密度相关。 因为在对数生长期菌体代谢旺

盛，随着菌体数量的增加，重组菌分泌的蛋白含量也

随着增加。 但在 ４８ ｈ 后重组菌生长进入衰亡期，菌
体密度开始降低，而重组菌分泌的木聚糖酶一直存

在于发酵液中，活性保持不变。
裴建军等［１６］ 构建重组菌（ ＪＭ１０９ ／ ｐＴｒｃ⁃９９Ａ⁃ｘｙｌ

Ⅳ）作为极耐热木聚糖酶的生产菌株，发现在 １００
℃下保温 ２ ｈ 后木聚糖酶活性还有 ６０％。 而本试验

中的重组菌在 １００ ℃ 下保温 ２ ｈ 后酶活性几乎丧

失。 这可能是由于宿主细胞及启动子的不同造成表

达的木聚糖酶对温度稳定性差异较大。 黄春晓

等［２５］对来自野油菜黄单胞菌的 α⁃淀粉酶基因的启

动子进行定点诱变，发现含点突变的截短基因启动

子的菌株的 α⁃淀粉酶活性比对照提高 １００％。 另

外，研究发现影响木聚糖酶热稳定性的因素主要有

疏水作用、氢键、离子键、二硫键、包装效应及螺旋结

构等［２６］。 启动子的改变会影响木聚糖酶的转录和

翻译，从而影响木聚糖酶活性。 孙军亭等［２７］ 在宇佐

美曲霉木聚糖酶（ＸｙｎⅡ）中引入了一个二硫键，酶
热稳定性大大提高。 叶延欣等［２８］ 用 ＳＡＳ （ ｖｅｒｓｉｏｎ
８􀆰 １）回归分析 Ｆ ／ １０ 家族的木聚糖酶晶体结构，推
测 α⁃螺旋含量越高，则酶热稳定性越强，无规则卷

曲含量越多，酶的热稳定性越弱。
利用大肠杆菌表达极耐热木聚糖酶在国内研究

较多，如薛业敏等［１５］利用对重组大肠杆菌的诱导条

件的优化， 极耐热木聚糖酶酶活性达到 ２５􀆰 ６９
Ｕ ／ ｍｇ，比常规基因工程菌株提高 １２􀆰 ５ 倍。 裴建军

等［１６］通过定向改造和定点突变，显著提高了海栖热

袍菌 ｘｙｎＢ 在大肠杆菌中的表达量，并结合优化诱导

条件使单位体积产生的重组木聚糖酶最多达到 ２４３
Ｕ ／ ｍｌ。 目前本试验重组枯草芽孢杆菌分泌的极耐

热木聚糖酶活性与已报道的重组大肠杆菌产生的极

耐热木聚糖酶活性相比较低，还达不到工业生产上

的要求。 可以通过基因工程手段提高启动子 ｐｌｏｃ 强
度，添加诱导剂及优化培养条件等手段提高重组菌

木聚糖酶在枯草芽孢杆菌中的表达，以期获得极耐

热木聚糖酶高产菌株。
枯草芽孢杆菌本身分泌多种糖基水解酶，如 α⁃

淀粉酶、支链淀粉酶、β⁃１⁃４⁃内切木聚糖酶、β⁃１⁃４⁃内
切甘露聚糖酶、果胶酶、β⁃１⁃４⁃内切葡聚糖酶等，它们

能够降解多糖，但是不能降解纤维素［２９⁃３０］。 构建能

够降解纤维素的枯草芽孢杆菌往往需要胞外分泌表

１４０１向亚萍等：枯草芽孢杆菌分泌表达极耐热木聚糖酶及其酶学性质



达多种纤维素酶的基因，包括系列纤维素和半纤维

素基因。 王远等［３１］ 成功将耐热内切葡聚糖酶 ｃｅｌＡ
基因分别与 β⁃葡萄糖苷酶基因 ｂｇｌＡ 和 ｂｇｌＢ 在枯草

芽孢杆菌 ＷＢ８００ 中进行共表达。
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