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纤维微菌XM飊8木聚糖酶基因克隆及酶学性质*

GeneCloningandEnzymologyCharacteristicsAnalysis
ofaXylanaseGenefromCellulosimicrobiumXM飊8

刘恒嘉1,2,蔺小娅1,2,罗春雷1,2,杜丽琴1,2,韦宇拓1,2**
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(1.广西大学生命科学与技术学院,广西南宁暋530004;2.亚热带农业资源保护与利用国家重点

实验室,广西南宁暋530004)
(1.CollegeofLifeScience& Technology,GuangxiUniversity,Nanning,Guangxi,530004,Chi灢
na;2.StateKeyLaboratoryforConservationandUtilizationofSubtropicalAgro飊biore飊sources,

Nanning,Guangxi,530004,China)

摘要:暰目的暱为获得可应用于木聚糖水解的酶资源,希望通过筛选分离得到能够水解木聚糖的木聚糖酶产生菌,

克隆表达木聚糖酶基因并研究其酶学性质。暰方法暱从环境中筛选分离出可水解木聚糖的菌株,利用16SrDNA
对其进行分子鉴定。扩增其木聚糖酶基因,以pET22b(+)为表达载体,构建共表达重组质粒,转化Escherichia
coliBL21(DE3)进行异源表达,并对重组酶进行酶学性质研究。暰结果暱经16SrDNA 鉴定该菌株为纤维微菌。

通过PCR成功克隆到该菌的木聚糖酶基因(xyn飊8a),并构建共表达质粒pET22b飊xyn飊8a,实现木聚糖酶 Xyn飊
8a的活性表达。酶学性质研究表明 Xyn飊8a最适反应温度为60曟,最适反应pH 值为6.0,只对木聚糖底物有活

性;HPLC分析其水解产物以木二糖为主,还有少量的木糖和木三糖。暰结论暱XYN飊8A 在pH 值为6的条件下

具有较高活力,且可以催化水解反应,在生产低聚木糖方面具有一定的应用价值。

关键词:纤维微菌暋木聚糖酶暋共表达暋水解

中图分类号:Q78,TQ9251.6暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)01灢0106灢06

Abstract:暰Objective暱Inordertoobtaintheenzymeresourceswhichcanbeappliedtothehy灢
drolysisofxylan,xylanaseproducingstrainsareisolatedandpurifiedbyscreening,andthexy灢
lanasegeneisclonedandcharacterizedinthisstudy.暰Methods暱Thehydrolyzablexylanareiso灢
latedfromtheenvironmentandmolecularidentifiedby16SrDNA.Thexylanasegeneisampli灢
fiedandco飊expressedwithpET22b(+)vector.Therecombinantplasmidistransformedinto
EscherichiacoliBL21(DE3)forheterologousexpressionandtheenzymaticpropertiesofthere灢
combinant enzyme are studied. 暰Results暱The strain is identified as the genus of
Cellulosimicrobiumby16SrDNAsequence.Andthexylanasegene(xyn飊8a)iscloned.The
coexpressionrecombinantplasmidofpET22b飊xyn飊8aissuccessfullyconstructedandexpressed
inEscherichiacoliBL21(DE3).ThemaximumactivityofXyn飊8aisobtainedat60曟,pH6.0.It

is only active on xylan substrates.Through
HPLCanalyzingitshydrolyzateisdominatedby
xylobiose,italsocontainsasmallamountofxy灢
loseandxylotriose.暰Conclusion暱Xyn飊8ahas
higheractivityinpH6,andcancatalyzehydroly灢
sisreaction.Ithasacertainapplicationvaluein
theproductionofxylo飊oligosaccharides.
Keywords:Cellulosimicrobium,xylanase,coex灢
pression,hydrolase
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0暋引言

暋暋暰研究意义暱木聚糖是由木糖通过木糖苷键将多

个吡喃木糖基相连而成,主要可分为毬飊1,4飊木聚糖和

毬飊1,3飊木聚糖[1飊2]。内切木聚糖酶是目前研究较多、
应用较广泛的木聚糖降解酶,在食品、造纸、饲料、酶
法生产功能性低聚木糖工业等方面都起到重要的作

用[3飊5]。但是当前大多数木聚糖酶仍很难满足工业上

的要求,因此对新的木聚糖酶基因资源的挖掘,对已

有的酶在分子水平上进行改造,以满足工业上对不同

性质酶的需求仍然是目前的研究热点。暰前人研究进

展暱纤维微菌属是一类具有分解木质纤维素特性的放

线菌。纤维微菌属(Cellulosimicrobiumsp.)在国外

研究得比较多,但在国内还未见报道。OH Hyun飊
Woo等[6]报道从Cellulosimicrobiumsp.HY飊12中

纯化到大小为39kDa、无纤维素酶活性的木聚糖酶,
并测定相应的酶学性质。KimDoYoung等[7飊8]报道

从Cellulosimicrobiumsp.HY飊13中纯化到大小为

36kDa、无纤维素酶活性的木聚糖酶,同时还克隆到

glycosidehydrolase(GH)family6enzymes的木聚

糖酶,其对p飊nitrophenyl(PNP)cellobioside的转移

酶活 力 达 到 788.3IU/mg;Kamble 等[9]报 道 从

Cellulosimicrobiumsp.MTCC10645中纯化到大小

为78kDa、无纤维素酶活性的木聚糖酶,并测定其酶

学性质。暰本研究切入点暱从环境中筛选出可水解木

聚糖的酶资源,研究酶的基本性质,降低酶的生产成

本,提高酶的转化效率。暰拟解决的关键问题暱以木聚

糖为底物,从土壤中筛选出对木聚糖具有较高水解能

力的野生菌,克隆其木聚糖基因并实现异源表达,再
深入研究其酶学性质。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋样品:从广西大学附近较多秸秆腐烂的地方采取

土样,除去地表的覆盖土层,在地表下5~20cm 处

取样。

暋暋菌株和载体:EscherichiacoliBL21(DE3)、E.
coliTrans10、pMD19飊T、pET22b(+)。

暋暋酶和试剂:限制性内切酶和PCR扩增聚合酶购

自大连 TaKaRa公司,T4DNA 连接酶购自 Toyobo
公司;质粒提取试剂盒、DNA胶回收纯化试剂盒以及

PCR产物纯化试剂盒购自 BioFlux公司;IPTG 和

X飊gal购自 Giboc公司;三硬脂酸甘油酯购自 TCI公

司;对硝基苯酚及对硝基苯酚酯底物购自Sigma公

司;其他试剂均为国产分析纯。

1.2暋培养基

暋暋筛选培养基(W/V):酵母粉1%,20%马铃薯汁

10%, 木 聚 糖 1%, (NH4 )2 SO4 0.2%,

MgSO4·7H2O 0.05%,KH2 PO4 0.1%,NaCl
0灡05%,明胶0.2%,琼脂1.5%。

暋暋发酵培养基(W/V):酵母粉1%,20%马铃薯汁

10%, 木 聚 糖 1%, (NH4 )2 SO4 0.2%,

MgSO4·7H2O 0.05%,KH2 PO4 0.1%,NaCl
0灡05%。

暋暋种子培养基:胰蛋白胨10g,NaCl10g,酵母提

取物5g,蒸馏水1000mL,pH 值为7.0,121曟高温

灭菌20min。

暋暋液体发酵培养基:蛋白胨3g,酵母粉0.5g,
(NH4)2SO42g,K2HPO44g,CaCl2·2H2O0.3g,

MgSO4·7H2O0.3g,木聚糖 10g,加蒸馏水至

1000mL,121曟高温灭菌20min。

1.3暋方法

1.3.1暋产木聚糖酶菌株的筛选

暋暋取10mL土壤稀释液加入装有40mL富集培养

基的250mL三角瓶中,于30曟,200r/min摇床振荡

培养48h。取培养48h的富集液10mL转入新鲜的

富集培养基中,于30曟,200r/min摇床振荡培养48
h。再经木聚糖平板进行复筛,选取水解圈较大的菌

落进行摇瓶培养,最终选取酶活力较高的菌株进行

研究。

1.3.2暋野生菌株16SrDNA 鉴定

暋暋以筛选出的野生菌总DNA(DNA提取方法参考

文献[10])为模板,利用16SrDNA 的通用引物进行

PCR扩增反应,扩增产物连接pMD19飊T载体后送测

序,将测序获得的16SrDNA序列进行blastn分析。

1.3.3暋木聚糖酶xyn飊8a 基因的克隆

暋暋通过序列比对获得该酶保守区,并设计简并引

物,扩增木聚糖酶基因xyn飊8a 中的部分序列。最终

获得一段310bp的DNA序列,NCBI网站blastn结

果为内切木聚糖酶的部分序列。反向PCR测序结果

拼接后 NCBI比对结果表明该序列为内切木聚糖酶

部分序列,在3曚端缺少部分序列,继续以扩增获得的

序列设计引物进行反向PCR最终获得完整编码的木

聚糖酶基因。

1.3.4暋木聚糖酶基因xyn飊8a 的构建

暋暋在SignalP4.1Server网站进行信号肽分析及

在SMART网站上进行结构域分析,去掉信号肽,设
计xyn飊8a 表达引物同时引入Nco栺和EcoR栺酶切

位点以及加入6组氨酸标签。引物序列如下:

暋暋xylp飊6F:5曚飊CATGCCATGGATCACCATCAT灢
701广西科学暋2017年2月暋第24卷第1期



CATCATCATGCCGGCTCCACCCTCGAGGC飊3曚;

暋 暋xylp飊4R:5曚飊CCGGAATTCTCAGGCCGAG灢
CAGGTGGCCGTC飊3曚。

暋暋用限制性内切酶EcoR栺和Hind栿双酶切载体

和外源片段,试剂盒胶回收载体酶切产物及外源片段

酶切产物。用 T4连接酶将基因xyn飊8a 与表达载体

连接过夜,将连接产物转化克隆宿主E.coliTrans10
感受态细胞,涂布含200毺g/mL 氨苄霉素的 LB平

板上,筛选并鉴定长出的单菌落。提取质粒酶切验

证,并进行DNA序列测定。

1.3.5暋木聚糖酶基因xyn飊8a 的表达

暋暋将构建成功的重组质粒pET飊xyn飊8a 在E.coli
BL21(DE3)中进行诱导表达中,37曟培养至OD600 为

0.4~0.6时,加终浓度为0.3 mmol/L 的IPTG,

37曟、200r/min诱导8h。SDS飊PAGE分析其表达

产物并进行后续的酶学性质测定。

1.3.6暋木聚糖酶活力的测定

暋暋木聚糖酶水解产生的木糖等还原糖能将碱性条

件下的3,5飊二硝基水杨酸还原,呈棕红色,于540nm
波长处有最大光吸收,在一定范围内还原糖的量与反

应液的颜色深度呈线性关系,利用比色波长法测定其

还原糖生成的量就可测定木聚糖酶的活力。在80

毺L含有1%(W/V)Beechwood木聚糖缓冲液中加

入20毺L适当稀释的酶液,在适当温度条件下反应

10min,然后加入400毺L的 DNS溶液终止反应,反
应结束后沸水浴5min,迅速冷却,取200毺L反应液

于96孔板中在540nm 波长下测定吸光度值,每组3
个重复,计算木聚糖酶活力(IU/mL)。酶活力单位

(IU)定义:在最适条件下,每分钟水解底物生成1

毺mol木糖所需的酶用量。比酶活定义:每毫克蛋白

质所含的酶活力(IU/mg)。

1.3.7暋酶学性质的研究

暋暋(1)pH 值对酶活力的影响

暋暋取稀释的酶液,以1%(W/V)的 Beechwood木

聚糖为底物,在40曟测定不同pH 值的缓冲液[11](柠
檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液:pH 值2.0~7.5;Tris飊HCl
缓冲液:pH 值7.5~8.5;甘氨酸飊NaOH 缓冲液:pH
值8.5~10)对木聚糖酶酶活力的影响,以最高酶活

力为100%,绘制pH 值飊相对活力曲线。

暋暋(2)温度对酶活力的影响

暋暋取稀释的酶液,以1%(W/V)的 Beechwood木

聚糖为底物,在最适pH 值的条件下,于不同温度下

测定木聚糖酶的酶活力,以最高酶活力为100%,绘

制温度飊相对活力曲线。

暋暋(3)pH 值耐受性的测定

暋暋用pH 值2.5~10的缓冲液稀释纯酶,于4曟处

理24h,在最适条件下以1%(W/V)的 Beechwood
木聚糖为底物测定残余活力,以未经处理的酶活力为

100%,绘制pH 稳定性曲线。

暋暋(4)温度耐受性的测定

暋暋将纯化后的酶液经稀释后分别置于25曟、30曟、

35曟、40曟、45曟、50曟、55曟、60曟恒温处理,隔一段

时间取出酶液,在各自的最适条件下测其酶活力。以

未经处理的酶液酶活力作为100%,绘制温度稳定性

曲线。

暋暋(5)木聚糖酶的底物特异性

暋暋以1%(W/V)的山毛榉木木聚糖(Beechwood
xylan)、甘蔗渣木聚糖(Bagassexylan)、羧甲基纤维

素 钠 (Carboxymethylcellulose)、淀 粉 (Soluble
starch)及结晶纤维素(Avicel)为底物,在最适条件下

测定酶活力。

暋暋(6)螯合剂、表面活性剂、还原剂和金属离子对酶

的影响

暋暋在最适条件下,取经过稀释的纯酶与终浓度为5
mmol/L 的 金 属 离 子 Li+ 、Na+ 、Ag+ 、K+ 、Ba2+ 、

Hg2+ 、Mn2+ 、Mg2+ 、Ca2+ 、Zn2+ 、Co2+ 、Cu2+ 、Fe2+ 以

及终浓度为5mmol/L的金属离子螯合剂EDTA、离
子表面活性剂SDS和还原剂 DTT、毬飊巯基乙醇进行

反应,测定它们对酶活力的影响,以不添加影响因子

的酶活力为100%,计算各种试剂对酶的相对酶活。

暋暋(7)以 Beechwood木聚糖或甘蔗渣木聚糖为底

物时Km值和Vmax值的测定

暋暋在最适条件下,以 Beechwood木聚糖或甘蔗渣

木聚糖为底物,在不同底物浓度下测定木聚糖酶比活

力。用 GraphPadPrism5软件进行分析。

暋暋(8)木聚糖水解产物的鉴定与分析

暋暋以木糖xylose(X1),木二糖xylobiose(X2),木
三糖xylotriose(X3)为标准样,测定木聚糖水解产物

(以1%(W/V)Beechwood木聚糖和甘蔗渣木聚糖为

底物,加入纯化的木聚糖酶在40曟作用24h;然后将

反应物沸水中煮沸 10 min 终止反应,室温冷却,

12000r/min离心20min)。使用安捷伦1100色谱

仪进行 HPLC分析,检测器为 Alltech200ES型蒸发

光散色。色谱条件:色谱柱为 AlltimaAminoz氨基

柱(4.6mm暳250mm,5毺m);流动相为乙腈︰水

(75︰25);流速为1mL/min;柱温为25曟。
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2暋结果与分析

2.1暋产木聚糖酶菌株的筛选

暋暋通过稀释平板法获得有透明圈的菌株23株,在
以木聚糖为唯一碳源的筛选培养基上反复划线纯化,
挑取生长良好且具有明显透明圈的菌株5株。进一

步通过液体发酵复筛获得一株木聚糖酶产量相对较

高的菌株,命名为XM飊8。

2.2暋菌株的鉴定

暋暋将获得菌株 XM飊8的16SrDNA 基因序列在

NCBI中 比 对,结 果 显 示 与 原 小 单 胞 菌 科 的

Cellulosimicrobiumsp.有最高的相似性为99%(图

1),结合菌株XM飊8的形态特征(菌落生长呈圆形,表
面隆起,光滑湿润,呈黄色且不透明),将该菌株初步

鉴定为Cellulosimicrobiumsp.。

图1暋16SrDNA序列比对结果

Fig.1暋NCBIalignmentsresultsof16SrDNAsequencing
2.3暋木聚糖酶基因xyn飊8a的克隆

暋暋通过序列比对获得该酶保守区,并设计简并引

物,扩增木聚糖酶基因xyn飊8a 中的部分序列,获得

一段310bp的DNA序列,NCBI网站blastn结果为

内切木聚糖酶的部分序列。继续以扩增获得的序列

设计引物进行反向 PCR 获得xyn飊8a 的完整 ORF
序列。

2.4暋重组木聚糖酶的表达纯化

暋暋将目的基因与表达载体连接构建Xyn飊8a重组表

达质粒,并导入大肠杆菌表达经镍柱亲和层析纯化

后。SDS飊PAGE电泳表明纯化的重组蛋白为较为单

一的蛋白质条带(图2),纯度可以满足下一步酶学性

质的研究分析。

M 为蛋白质 marker,栙为未诱导菌体,栚为诱导菌体

M:marker,栙Uninducedstrains,栚Inducedstrain
图2暋纯化后重组酶 Xyn飊8a的SDS飊PAGE电泳分析

暋暋Fig.2暋AnalysisofSDS飊PAGEtothepurifiedrecombi灢
nantxylanaseXyn飊8a

2.5暋重组酶Xyn飊8a的酶学性质

2.5.1暋pH 值对 Xyn飊8a酶活力的影响

暋暋如图3所示,在pH 值为6.0时酶的活力最高,
随着pH 值的增加酶活力逐渐减少,在 pH 值为8
时,重组酶Xyn飊8a只保留30%以下的酶活力。而酶

在pH 值为5.5到7.0时能保持70%以上的相对酶

活力,表明重组酶Xyn飊8a是一种弱酸性酶。

图3暋pH 值对木聚糖酶 Xyn飊8a酶活力的影响

暋暋Fig.3暋EffectsofpHonthe毬飊1飊4飊xylanaseactivityof

Xyn飊8a

2.5.2暋温度对 Xyn飊8a酶活力的影响

暋暋温度对于酶活的影响很大。木聚糖酶Xyn飊8a的

活性在温度为60曟时达到最大值,当温度超过65曟
时,酶活力急剧下降,到75曟时酶完全失活(图4)。
另外,从图4中可以看出在45~65曟时,Xyn飊8a酶的

相对活性能保持在60%以上,说明该酶具有良好的

工业应用潜力。

2.5.3暋Xyn飊8a的pH 稳定性

暋暋Xyn飊8a酶在pH 值4~10、4曟条件下放置24h
仍有60%以上的相对活力,而在pH 值7.5~10时相

对活力保持在100%以上,表明 Xyn飊8a在偏碱性条
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件下更稳定,并且相对活性有所增加(图5),这对于

Xyn飊8a酶的保存十分有利。

图4暋温度对 Xyn飊8a的影响

暋暋Fig.4暋Effectsoftemperatureonthe毬飊1飊4飊xylanaseac灢
tivityofXyn飊8a

图5暋Xyn飊8a的pH 稳定性

Fig.5暋pHstabilityofXyn飊8axylanase

2.5.4暋Xyn飊8a的温度稳定性

暋暋如图6所示,Xyn飊8a具有较好的温度稳定性,在

40曟以下保存时几乎不损失活性,55曟处理8h后仍

有50%的酶活力;当温度达到60曟时,Xyn飊8a酶的

稳定性急剧下降,这意味着在 Xyn飊8a酶最适反应温

度条件下(60曟),反应不能持续太久。

图6暋木聚糖酶 Xyn飊8a的热稳定性

Fig.6暋ThermalstabilityofXyn飊8axylanase

2.5.5暋木聚糖酶 Xyn飊8a的底物特异性

暋暋如表1所示,来自纤维微菌 XM飊8的 Xyn飊8a酶

对木聚糖底物表现出很高的活性,而对其它底物如羧

甲基纤维素等则不表现出活性,表明该重组酶为专一

的木聚糖酶。因此在木聚糖底物纯度不高的情况下,
使用Xyn飊8a酶也能得到较高纯度的反应产物。

2.5.6暋金属离子和化学试剂对 Xyn飊8a酶活的影响

暋暋在最适条件下,测定金属离子和化学试剂对酶活

力的影响。如表2所示,5mmol/L 的 Mn2+ 、Pb2+ 、

Cu2+ 对重组木聚糖酶 Xyn飊8a有较强的抑制作用,

Fe2+ 、Co2+ 有轻微的抑制作用,而 Mg2+ 、Ca2+ 、Ba2+ 、

Ni2+ 和Zn2+ 则对酶有轻微的激活作用,由此可知在

一般情况下重金属离子对Xyn飊8a的酶活力有抑制作

用。化学试剂SDS对酶影响显著,几乎造成酶完全

失活。Na2EDTA 对酶有轻微抑制,表明 Xyn飊8a酶

的活性不完全依赖于金属离子的激活。毬飊巯基乙醇

的影响则不明显。
表1暋Xyn飊8a底物特异性的分析

Table1暋SubstratespecificityoftheXyn飊8a

Substrate SpecificactivityofXyn飊8a(IU·
mg-1)

Beechwoodxylan 589.55暲23.77
Bagassexylan 585.27暲25.20
Carboxymethylcellulose ND
Solublestarch ND
Avicel ND
Casein ND
pNPO ND

Note:NDmeansnotdetected

表2暋5mmol/L金属离子和化学试剂对 Xyn飊8a酶活力的

影响

Table2暋Effectsof5mmol/Lmetalionsandchemicalreagent
ontheenzymeactivityofXyn飊8a

Agents Relativeactivity(%)

Control 100.00暲4.83
MnCl2 56.50暲2.00
PbAc2 69.66暲1.13
MgCl2 99.09暲5.26
MgSO2 103.44暲2.05
CuCl2 24.27暲1.44
FeCl2 74.87暲3.80
CoCl2 87.92暲2.06
CaCl2 107.30暲5.07
BaCl2 109.56暲4.40
NiCl2 108.27暲8.13
ZnSO4 106.23暲1.22
EDTA飊Na 91.49暲4.56

毬飊巯基乙醇(毬飊mercaptoethanol) 100.20暲0.97
DTT 102.82暲9.04
SDS 1.29暲2.30

2.5.7暋以 Beechwood木聚糖或甘蔗渣木聚糖为底

物时重组酶的Km和Vmax测定

暋暋在最适条件下,以 Beechwood木聚糖或甘蔗渣

木聚糖为可溶性底物,在不同浓度下测定木聚糖酶比

活力。用 GraphPadPrism5软件进行分析,如图7
所示。Xyn飊8a以Beechwood木聚糖为可溶性底物时

的Km(mg/mL)值为3.48,Vmax (毺mol·min-1·

mg-1)值为791.13,Kcat/Km (L·mol-1·s-1)值为
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30177.25;以甘蔗渣木聚糖为可溶性底物时的 Km

(mg/mL)值为5.52,Vmax (毺mol·min-1·mg-1)值
为 1122.08,Kcat/Km (L· mol-1 ·s-1)值 为

26982灡46。

暋暋图7暋以 Beechwood木聚糖或甘蔗渣木聚糖为底物时

Xyn飊8a的Lineweaver飊Burk图

暋暋Fig.7暋TheLineweaver飊BurkoftherecombinantXyn飊8a
forBeechwoodxylanorbagassexylan

2.5.8暋水解产物的分析

暋暋如图8所示,以 Beechwood木聚糖和蔗渣木聚

糖为底物,充分反应后使用 HPLC法检测所生成的

产物,结果显示反应产物均以木二糖为主(71.07%),
还存在少量的木糖(7.78%)及木三糖(21.15%)。

图8暋Xyn飊8a水解木聚糖产物的 HPLC图谱

暋 暋Fig.8暋 HPLCchromatogramsanalysisofhydrolysis

productsonxylanhydrolyzedbyXyn飊8a

3暋结论

暋暋木聚糖酶在自然界中有广泛的分布,许多微生物

如真菌、细菌、放线菌等都能合成木聚糖酶[12]。内切

木聚糖酶作用于由毬飊1,4飊糖苷键相连的毬飊D飊吡喃木

糖主链,产生长度不同的低聚木糖和少量木糖[13],为
降解木聚糖关键酶,而木糖苷酶主要作用于这些低聚

木糖释放出木糖[14]。本研究从土壤中筛选到一株纤

维微菌属产木聚糖酶菌株,酶学性质研究表明 Xyn飊
8a的最适pH 值为6.0,在pH 值3.5~10.0时具有

良好的稳定性;最适温度为60曟,具有较好的温度稳

定性,在50曟处理8h仍具有50%的酶活力。底物

特异性单一,水解产物以木二糖为主,还含有少量的

木三糖及木糖。这些性质表明木聚糖酶Xyn飊8a在生

物催化水解领域具有潜在的应用价值,可在造纸工

业、生产功能性低聚木糖及促进动物肠道健康的饲料

行业发挥重要的作用。
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