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摘　 要： 从短小芽孢杆菌中克隆阿拉伯呋喃糖苷酶基因 ｘｙｎ４３ 并重组表达，有利于将该酶分离纯化后应用于

其他半纤维素多糖的水解。 该研究利用 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 表达系统对实验室克隆到的短小芽孢杆菌的 α⁃Ｌ⁃阿拉伯

呋喃糖苷酶基因 ｘｙｎ４３ 进行重组表达并分析其酶学性质，将重组 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶 Ｘｙｎ４３ 和来源于棒曲

霉突变菌株的商业木聚糖酶联合作用于燕麦木聚糖。 结果表明：以燕麦木聚糖为底物，重组 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃

糖苷酶 Ｘｙｎ４３ 的最适温度为 ５０ ℃，最适 ｐＨ 为 ６．０。 该酶在 ｐＨ ５．０～１０．０ 和 ４５～５５ ℃下较稳定。 与木聚糖酶

单独作用相比，重组 Ｘｙｎ４３ 酶与商业木聚糖酶同时加入以及先用木聚糖酶水解后加入 Ｘｙｎ４３ 酶，水解产物中

的还原糖含量分别增加了 １６％和 ２０％，木糖含量增加了 ３５％和 ４８％。 该结果研究结果表明重组 Ｘｙｎ４３ 酶能够

和商业木聚糖酶协同降解燕麦木聚糖，提高水解效率，产生更多的木寡糖，阿拉伯糖和木糖。
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　 　 半纤维素是植物细胞壁结构中含量仅低于纤

维素的第二大碳水化合物高聚物，不同于均多糖

纤维素，它是由戊糖（Ｄ⁃木糖， Ｌ⁃阿拉伯糖），己糖

（Ｄ⁃葡萄糖， Ｄ⁃半乳糖， Ｄ⁃甘露糖）和一些酸性多

糖（半乳糖醛酸和葡糖醛酸）等不同类型单糖组成

的杂多糖（余紫苹等，２０１１）。 通过生物技术方法

能够将这些低成本的生物质转变成有价值的产

品，如乙醇和工业化学品等，因此半纤维素有着巨

大的潜在利用价值，被认为是生产生物燃料的最

有前景的原料之一（朱晨杰等， ２０１５）。 由于半纤

维素的结构复杂，其完全水解需要多种酶的共同

参与，主链水解酶内切 β⁃１，４⁃木聚糖酶（ ＥＣ ３． ２．
１．８）水解 β⁃１，４⁃木糖苷键释放木二糖，β⁃木糖苷酶

（ＥＣ ３．２．１．３７）从木二糖和短链低聚木糖中释放出

木糖。 半纤维素中大量取代基的存在阻碍了主链

水解酶的降解，一些木聚糖酶不切割被取代的木

糖单元之间的糖苷键，因此在主链完全水解之前

侧链必须裂解。 木聚糖上的 Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖基侧

链严重抑制了木聚糖水解酶的活性，因此阻碍了

多聚物完全水解为其基本木糖单元（ Ｓｈａｌｌｏｍ ｅｔ ａｌ，
２００２）。 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶是外切型酶，其水

解来自含有阿拉伯糖的多糖的末端非还原残基，
特异地催化各类低聚糖和多糖的非还原末端的 α⁃
Ｌ⁃１，２⁃，α⁃Ｌ⁃１，３⁃和 α⁃Ｌ⁃１，５⁃阿拉伯呋喃糖苷残基

的水解，同其他半纤维素水解酶协同作用能够促

进这些酶的水解活力。 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶是

木聚糖水解酶系统中不可缺少的一部分，代表了

木聚糖水解进程中潜在的限速酶（Ｓａｈａ ＆ Ｂｏｔｈａｓｔ，
１９９９）。 基于氨基酸序列，基本结构相似性和疏水

性将 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶分类为 ５ 个水解酶家

族（ ＧＨｓ），即 ＧＨ３、 ＧＨ４３、 ＧＨ５１、 ＧＨ５４ 和 ＧＨ６２
（Ｈｅｎｒｉｓｓａｔ ＆ Ｄａｖｉｅｓ， ２０００）。

α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶可同其他半纤维素酶协

同作用，使半纤维素得到充分水解（ ｄｅ Ｖｒｉｅｓ ｅｔ ａｌ，
２０００）。 将青霉菌 ＡＴＣＣ ６２９９８ 编码的内切木聚糖

酶基因 ＸｙｎＣ 和黑曲霉 ＡＴＣＣ １０１５ 编码的阿拉伯呋

喃糖苷酶基因 ＡｂｆＢ 在构巢曲霉 Ａ７７３ 中重组表达后

协同水解甘蔗渣浆，与 ＸｙｎＣ 单独作用相比，加入

ＡｂｆＢ 后水解产物中还原糖含量提高了 ５４％ ～ ８５％
（Ｇｏｎｃａｌｖｅｓ ｅｔ ａｌ， ２０１２）。 从嗜热特异腐质霉 Ｙ１
（Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１５）分离到的一种 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃

糖苷酶和木聚糖酶协同作用，两种酶同时加入和先

加 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶后加木聚糖酶，从桦木木

聚糖中产生的还原糖含量分别为木聚糖酶单独作

用的 １．０１ 和 １．２０ 倍。 来源于链霉菌属 ＰＣ２２ （Ｒａｗ⁃
ｅｅｓｒｉ ｅｔ ａｌ， ２００８）的 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶和两种

主链水解酶（木聚糖酶和 β⁃木糖苷酶）协同水解燕

麦木聚糖，与两种主链水解酶单独作用相比，加入

α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶后还原糖含量增加了 １７％。
α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶在增加这些半纤维素的还原

糖释放量中起重要作用，其协同作用增加了小分子

量木寡糖的产量。 将 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶和木

聚糖酶联合降解木聚糖，能使木聚糖更加充分水

解，产生更多木寡糖和单糖。
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本研究将从短小芽孢杆菌克隆到的 α⁃Ｌ⁃阿拉

伯呋喃糖苷酶基因 ｘｙｎ４３ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）原
核表达系统中重组表达，得到分子量为 ７１ ｋＤａ 的

重组蛋白，分析了重组 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶

Ｘｙｎ４３ 的酶学性质。 将重组 Ｘｙｎ４３ 酶和商业木聚

糖酶联合水解燕麦木聚糖，将两种酶单独，按先后

顺序及同时加入。 不仅比较了水解产物中还原糖

的含量，同时分析了阿拉伯糖和木糖的含量变化。

１　 材料与方法

１．１ 材料

菌株与质粒：大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）和质

粒 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋）为本实验室保存。 主要试剂：Ｄ⁃木
糖，Ｌ⁃阿拉伯糖，和燕麦木聚糖购自 ＢＩＯＭＥＤ 公

司；棒曲酶（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｖｅ ｃｌａｖａｔｕｓ）的突变菌株商业木

聚糖酶，购自上海康达食品；其他生化试剂为国产

分析纯，购自成都科龙化工试剂厂。
１．２ 方法

１．２．１ ｘｙｎ４３ 的克隆和重组表达 　 本实验室已克隆

到 ｘｙｎ４３ 基因，但未能在大肠杆菌 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３）中成功表达。 氨基酸序列分析结果表明该

蛋白可跨细胞膜运输至胞外，属于胞外蛋白。 故

在未去除信号肽的情况下，重组蛋白被分泌至胞

外，故未见目的条带表达。 因此本研究根据实验

室已构建的工程菌质粒为模板分别设计带有

ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 的设计去除信号肽的 ＰＣＲ 扩增引

物： ｘｙｎ４３⁃ＰＦ （ ＣＧＧＡＴＣＣＧＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＡＴＴＧＣ）
和 ｘｙｎ４３⁃ＰＲ（ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＣＴＴＴＧＡＧＴＡＡＡＣＴ⁃
ＧＣＣ）。 以克隆到的未去信号肽的 ｘｙｎ４３ 质粒 ＤＮＡ
为模板，利用引物 ｘｙｎ４３⁃ＰＦ 和 ｘｙｎ４３⁃ＰＲ 扩增 ｘｙｎ４３
的基因序列。 ＰＣＲ 扩增产物胶回收后，使用限制性

内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对 ｘｙｎ４３ 基因和

ｐＥＴ３２ａ 质粒 ＤＮＡ 进行双酶切。 将双酶切过后的

ｘｙｎ４３ 目的基因片段和 ｐＥＴ３２ａ 载体片段用 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶连接，构建重组质粒 ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ⁃３２ａ。 然后将

重组表达质粒 ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ⁃３２ａ 转入大肠杆菌 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ （ＤＥ３）中进行 ｘｙｎ４３ 的重组表达。
１．２．２ 重组蛋白 Ｘｙｎ４３ 的纯化　 将重组菌体接种到

含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中活化菌株，然后

转接到新的含氨苄的 ＬＢ 液体培养基中，待菌体生

长至 ＯＤ６００为 ０． ６ ～ ０． ８ 之间时，加入终浓度为 ０． ５
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１的 ＩＰＴＧ 于 １６ ℃下诱导 １６ ｈ 表达重组蛋

白，离心收集菌体，用 ＰＢＳ 缓冲液重悬后超声破碎，
４ ℃，１２ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１，离心 ２０ ｍｉｎ。 将上清即粗酶

液进行蛋白纯化，通过镍柱进行亲和层析。 采用连

续洗脱的方式将不同咪唑浓度的缓冲液混合洗柱，
收集洗脱蛋白，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测洗脱蛋白的纯度。
１．２．３ Ｘｙｎ４３ 酶活力的测定 　 以燕麦木聚糖为底

物，反应体系为 １ ｍＬ，其中含 ５００ μＬ １％（ｗ ／ ｖ）燕
麦木聚糖和用 ｐＨ ６．０ 柠檬酸⁃磷酸氢二钠缓冲液

适当稀释的酶液，５０ ℃反应 １０ ｍｉｎ 后，加入 １ ｍＬ
ＤＮＳ 终止反应，测定 ５４０ ｎｍ 下的吸光值。 以每分

钟水解木聚糖产生的相当于 １ μｍｏｌ Ｄ⁃木糖的还原

糖所需要的酶量定义为 １ 个酶活力单位（ ＩＵ）。
１．２．４ Ｘｙｎ４３ 酶学性质研究　 ｐＨ 对酶活力的影响：
分别配制含 １％燕麦木聚糖的 ｐＨ ３．０ ～ １０．０ 的缓

冲液：１００ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１柠檬酸⁃Ｎａ２ＨＰＯ４ 缓冲液（ ｐＨ
３．０ ～ ７．０），５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＮａＨ２ＰＯ４⁃Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液

（ｐＨ ８．０），５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１甘氨酸⁃ＮａＯＨ 缓冲液（ ｐＨ
９．０ ～ １０．０）。 在 ５０ ℃条件下水浴反应 １０ ｍｉｎ 测定

酶活力，其中酶活力最高的设为 １００％。
温度对酶活力的影响：用最适 ｐＨ 缓冲液将酶

液适当稀释，分别在 ３０、４０、５０、６０、７０、８０ ℃ 的温

度下测定酶活力，反应 １０ ｍｉｎ，其中酶活力最高的

设为 １００％。
ｐＨ 稳定性分析：取适量酶液分别放置于 ｐＨ

３．０ ～ １０．０ 的缓冲液中，３７ ℃水浴放置 １ ｈ，于最佳

反应条件下水浴 １０ ｍｉｎ 测定剩余酶活力，其中最

高酶活力设为 １００％。
热稳定性分析：将适量的酶液分别放置在 ４５、

５０ 和 ５５ ℃恒温水浴下 １ ｈ，每间隔 １０ ｍｉｎ 取样一

次，然后于最适温度和最适 ｐＨ 条件下反应 １０ ｍｉｎ
测定剩余酶活力，将保温 ０ ｍｉｎ 时的初始酶活力设

为 １００％。
１．２．５ Ｘｙｎ４３ 与商业木聚糖酶的协同作用 　 以 １％
（ｗ ／ ｖ）燕麦木聚糖为底物，首先分别用重组 Ｘｙｎ４３
酶（ ３． ６ μｇ·μＬ⁃１） 单独水解 ６ ｈ；木聚糖酶（ ０． ７
μｇ·μＬ⁃１）单独水解 ６ ｈ； 重组 Ｘｙｎ４３ 酶和木聚糖

酶共同水解 ６ ｈ。 然后， 先加木聚糖酶水解 ６ ｈ 后

６４４ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



注： （Ａ） Ｍ． ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ２ ０００ ｂｐ； １． ｘｙｎ４３ 基因扩增产物。 （Ｂ） Ｍ． 低分子量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １． 纯化后的酶液；
２． ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ⁃３２ａ 诱导上清； ３． 阴性对照，空载菌株诱导上清。

Ｎｏｔｅ： （Ａ） Ｍ． Ｓｔａｎｄａｒｄ ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ２ ０００ ｂｐ； １． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｘｙｎ４３ ｇｅｎｅ． （Ｂ） Ｍ． Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ；
１． Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ⁃３２ａ ｗｉｔｈｏｕｔ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ３． Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ．

图 １　 ｘｙｎ４３ 的 ＰＣＲ 扩增和在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中的重组表达
Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｘｙｎ４３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）　

煮沸冷却后，再加重组 Ｘｙｎ４３ 酶继续反应 ６ ｈ；先
加重组 Ｘｙｎ４３ 酶水解 ６ ｈ 后煮沸冷却后，再加木聚

糖酶继续反应 ６ ｈ，反应温度为 ３７ ℃。 最后，将反

应液煮沸离心收集上清，用 ＤＮＳ 法测定还原糖含

量，并用高效液相色谱法分析水解产物中阿拉伯

糖和木糖的含量。

２　 结果与分析

２．１ ｘｙｎ４３ 的克隆和表达纯化

根据设计的引物进行基因序列扩增得到 ＰＣＲ
扩增产物 （图 １：Ａ），该基因全长１ ４５８ ｂｐ，编码

４８５ 个氨基酸，预测的蛋白分子量为 ７１ ｋＤａ。 将构

建好的重组质粒 ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ⁃３２ａ 转入大肠杆菌

Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达，通过镍柱进行亲

和层析分离纯化蛋白，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结果表明，
重组 Ｘｙｎ４３ 蛋白分子量与预测的蛋白大小基本一

致（图 １：Ｂ）。
２．２ Ｘｙｎ４３ 的酶学性质

２．２．１ Ｘｙｎ４３ 的最适 ｐＨ 和温度 　 在 ｐＨ３．０ ～ １０． ０
的缓冲液中测定 Ｘｙｎ４３ 的酶活力，图 ２ 结果表明，
Ｘｙｎ４３ 的最适 ｐＨ 为 ６．０，在 ｐＨ６．０ ～ ８．０ 之间能保

持在 ８０％以上的相对酶活力，当缓冲液 ｐＨ 小于

５．０ 或大于 ９．０ 时该酶的相对酶活低于 ５０％。 在

３０ ～ ８０ ℃ 温度范围内测定 Ｘｙｎ４３ 的酶活力，图 ３
结果表明，该酶的最适反应温度为 ５０ ℃，温度在

３０ ～ ４０ ℃时相对酶活保持在 ７５％以上，当反应温

度为 ６０ ℃时该酶的相对酶活约为 ５５％，温度高于

７０ ℃时，相对酶活降低到 ３０％以下。
２．２．２ Ｘｙｎ４３ 的 ｐＨ 稳定性和热稳定性 　 取适量酶

液分别放置于 ｐＨ３．０ ～ １０．０ 的缓冲液中，３７ ℃ 水

浴放置 １ ｈ，于最适反应条件下测定剩余酶活力，
其中酶活力最高的设为 １００％。 图 ４ 结果表明，重
组 Ｘｙｎ４３ 酶在 ｐＨ８．０ 的缓冲液中稳定性最好，在
ｐＨ５．０ ～ １０．０ 之间较稳定且相对酶活保持在 ７０％
以上，在 ｐＨ３．０ ～ ４．０ 酸性条件下放置 １ ｈ 后相对酶

活力残留 ３０％以下。
将适量酶液分别在 ４５、５０、５５ ℃ 温度下恒温

水浴 １ ｈ，每间隔 １０ ｍｉｎ 取酶液于最适反应条件下

测定剩余酶活力，将保温 ０ ｍｉｎ 时的酶活力设为

１００％。 图 ５ 结果表明，该酶在 ４５、５０、５５ ℃条件下

比较稳定，其中 ４５ ℃时最稳定，１ ｈ 后酶活力仍能

保留为 ７５％左右，５０ ℃和 ５５ ℃为其次，１ ｈ 后分别

能残留 ６５％和 ６８％左右的酶活力。
２．３ Ｘｙｎ４３ 与商业木聚糖酶协同水解燕麦木聚糖

将重组 Ｘｙｎ４３ 酶与来源于棒曲霉突变菌株的
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图 ２　 Ｘｙｎ４３ 的最适 ｐＨ　
Ｆｉｇ． ２　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｐＨ ｏｆ Ｘｙｎ４３　

图 ３　 Ｘｙｎ４３ 的最适温度　
Ｆｉｇ． ３　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ Ｘｙｎ４３　

商业木聚糖酶协同水解燕麦木聚糖，以 １％（ｗ ／ ｖ）
燕麦木聚糖为底物，将重组 Ｘｙｎ４３ 酶和木聚糖酶

同时、先后或单独加入反应体系中，通过 ＤＮＳ 法测

定水解产物中还原糖的含量，并用高效液相色谱

法对水解产物中阿拉伯糖和木糖含量进行分析。
由表 １ 可知，当重组 Ｘｙｎ４３ 酶和木聚糖酶同时加

入，先加木聚糖酶后加重组 Ｘｙｎ４３ 酶，先加重组

Ｘｙｎ４３ 酶后加木聚糖酶产生的还原糖含量分别为

木聚糖酶单独作用的 １．１６，１．２０ 和 ０．９２ 倍。 由表

２ 可知，相较于木聚糖酶单独作用，两种酶同时作

用或先加木聚糖酶后加 Ｘｙｎ４３ 酶，木糖含量分别

增加了 ３５％和 ４８％，而先加重组 Ｘｙｎ４３ 酶后加木

聚糖酶产生的木糖含量为木聚糖酶单独作用的

图 ４　 Ｘｙｎ４３ 的 ｐＨ 稳定性
Ｆｉｇ． ４　 ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｘｙｎ４３

图 ５　 Ｘｙｎ４３ 的温度稳定性
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｘｙｎ４３

８８％。 与先加重组 Ｘｙｎ４３ 酶后加木聚糖酶相比，
两种酶同时加入和先加木聚糖酶后加重组 Ｘｙｎ４３
酶产生的阿拉伯糖含量分别提高了 ７２％和 ９４％。

３　 讨论与结论

半纤维素作为一种丰富的可再生资源，其产

物可作为饲料和生物能源，国内外对木质纤维素

的开发利用越来越重视和广泛关注。 通过生物技

术法将这些低成本的生物质转变成有价值的产

品，如乙醇和工业化学品，对于生态环保来说是必

不可少的。 半纤维素是一种结构复杂的多取代的

高度分枝的异质多糖， 其生物降解需要一个酶系统

８４４ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 １　 重组 Ｘｙｎ４３ 酶和木聚糖酶协同作用产生

的还原糖含量及协同效率比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｘｙｎ４３ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ Ｘｙｌａｎａｓｅ

第一步反应
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

第二步反应
Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

还原糖含量
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ

ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ
（ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

协同效率
Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＡＢＦ — ０ —

Ｘｙｌ — ３．４３ —

ＡＢＦ＋Ｘｙｌ — ３．９７ １．１６

ＡＢＦ Ｘｙｌ ３．１７ ０．９２

Ｘｙｌ ＡＢＦ ４．１１ １．２０

　 注： ＡＢＦ． 重组 Ｘｙｎ４３ 酶； Ｘｙｌ． 木聚糖酶。 下同。 协同效率
为与木聚糖酶单独作用产生的还原糖含量的比值。
　 Ｎｏｔｅ： ＡＢＦ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｘｙｎ４３ ｅｎｚｙｍｅ； Ｘｙｌ． Ｘｙｌａｎａｓｅ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ． Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｘｙｌａｎａｓｅ ａｌｏｎｅ．

参与完成，α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶是参与酶水解

Ｌ⁃阿拉伯糖链的酶，能有效水解果胶、半纤维素残

留的多糖（阿拉伯聚糖，脱支阿拉伯聚糖）、阿拉伯

糖半乳聚糖和阿拉伯木聚糖等，在降解半纤维素

的过程中，能促进其他半纤维素酶的水解，提高水

解效率。 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶作为主要的木聚

糖侧链水解酶，在工业生产上被广泛应用（ Ｓａｈａ，
２０００； Ｎｕｍａｎ ＆ Ｂｈｏｓｌｅ， ２００６），包括酿酒、面包工

艺、果汁处理、生物乙醇、保健药品的生产等。
本研究将从短小芽孢杆菌中克隆到的编码 α⁃

Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶基因 ｘｙｎ４３ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中

成功表达，构建了工程菌 ｘｙｎ４３⁃ｐＥＴ３２ａ 高产菌株。
该酶是一种单一的阿拉伯呋喃糖苷酶，具有较好

的温度稳定性和广泛的 ｐＨ 耐受性。 将 Ｘｙｎ４３ 酶

与来源于棒曲霉突变菌株的商业木聚糖酶协同水

解燕麦木聚糖，结果表明两种酶同时作用和先加

木聚糖酶后加 Ｘｙｎ４３ 酶，水解产物的还原糖含量，
木糖和阿拉伯糖含量都有明显提高，水解效率高

于木聚糖酶单独作用，但先加入 Ｘｙｎ４３ 酶后加入

木聚糖酶产生的还原糖，阿拉伯糖和木糖含量

反而低于木聚糖酶单独作用。这一现象在之前的研

表 ２　 高效液相色谱分析重组 Ｘｙｎ４３ 酶和木聚糖酶

协同作用的水解产物中木糖和阿拉伯糖含量变化
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｘｙｌｏｓｅ ａｎｄ ａｒａｂｉｎｏｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｘｙｎ４３ ａｎｄ Ｘｙｌａｎａｓｅ

ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

参与反应
的酶

Ｅｎｚｙｍｅ

木糖含量
Ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
（ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

协同效率１

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ１

阿拉伯糖含量
Ａｒａｂｉｎｏｓｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ

（ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

协同效率２

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ２

ＡＢＦ ０ — ０ —

Ｘｙｌ ０．６５ １．０ ０ —

ＡＢＦ＋Ｘｙｌ ０．８８ １．３５ ０．３１ １．７２

ＡＢＦ→Ｘｙｌ ０．５７ ０．８８ ０．１８ １．０

Ｘｙｌ→ＡＢＦ ０．９６ １．４８ ０．３５ １．９４

　 注： ＡＢＦ＋Ｘｙｌ． 两种酶同时反应 ６ ｈ； ＡＢＦ→Ｘｙｌ． 先加入 ＡＢＦ
酶反应 ６ ｈ，煮沸冷却后再加入 Ｘｙｌ 继续反应 ６ ｈ； Ｘｙｌ→ＡＢＦ． 先
加入 Ｘｙｌ 酶反应 ６ ｈ，煮沸冷却后再加入 ＡＢＦ 继续反应 ６ ｈ； 协
同效率１为两种酶组合产生的木糖含量与 Ｘｙｌ 单独作用产生的
木糖含量的比值； 协同效率２ 为两种酶同时加入和 Ｘｙｌ→ＡＢＦ
组合产生的阿拉伯糖含量与 ＡＢＦ→Ｘｙｌ 组合产生的阿拉伯糖含
量的比值。
　 Ｎｏｔｅ： ＡＢＦ ＋ Ｘｙｌ． Ｔｗｏ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｒｅａｃｔｅｄ ｆｏｒ ６ ｈ；
ＡＢＦ→Ｘｙｌ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｊｏｉｎ ｔｈｅ ＡＢＦ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ６ ｈ ａｎｄ ｂｏｉｌｉｎｇ，
ｃｏｏｌｉｎｇ ｄｏｗｎ ｔｈｅｎ ａｄｄｉｎｇ Ｘｙｌ ｔｏ ｊｏｉｎ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ６ ｈ； Ｘｙｌ→
ＡＢＦ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｊｏｉｎ ｔｈｅ Ｘｙｌ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ６ ｈ ａｎｄ ｂｏｉｌｉｎｇ，ｃｏｏｌｉｎｇ
ｄｏｗｎ ｔｈｅｎ ａｄｄｉｎｇ ＡＢＦ ｔｏ ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ６ ｈ； Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ１ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｘｙｌ ａｌｏｎｅ；
Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ２ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｒａｂｉｎｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉ⁃
ｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ Ｘｙｌ→ＡＢＦ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ａｒａｂｉｎｏｓｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＦ→Ｘｙｌ．

究中也被报道过，如从嗜热特异腐质霉 Ｙ１（Ｙａｎｇ
ｅｔ ａｌ， ２０１５）分离到的 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋喃糖苷酶和木

聚糖酶协同作用，按先木聚糖酶后 α⁃Ｌ⁃阿拉伯呋

喃糖苷酶的顺序水解桦木木聚糖，产生的还原糖

含量为木聚糖酶单独作用的 ９８％。 这可能是因为

先加入 Ｘｙｎ４３ 酶，产生了少量的阿拉伯糖，从而抑

制了木聚糖酶的酶活力，也可能是因为 Ｘｙｎ４３ 酶

结合在了木聚糖酶的底物结合位点，导致木聚糖

酶与底物的结合能力降低，这与底物的结构和酶

的作用机制等相关，具体原因还需后续对酶的作

用机制进一步研究来探讨。 本研究的水解产物中

含有木寡糖，阿拉伯糖和木糖，木聚糖酶单独作用

时只能产生木寡糖和少量的木糖，不能生成阿拉

９４４４ 期 陈芳芳等： Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 阿拉伯呋喃糖苷酶的重组表达及水解木聚糖的研究



伯糖，在木聚糖酶中加入 Ｘｙｎ４３ 酶后，不仅生成了

阿拉伯糖，木糖的产量也有提高。 其中先加木聚

糖酶后加 Ｘｙｎ４３ 酶产生的木糖和阿拉伯糖含量最

高，同时发现当先加木聚糖酶后加 Ｘｙｎ４３ 酶或者

两种酶同时作用时木寡糖峰与其他酶组合相比会

有明显的下降，而阿拉伯糖峰则会相应的升高，产
生的阿拉伯糖含量更多。 这可能是因为当木聚糖

酶先作用时，产生了大量的木寡糖，Ｘｙｎ４３ 酶能从

这些木寡糖的侧链中水解产生阿拉伯糖。 这表明

Ｘｙｎ４３ 酶不仅能从燕麦木聚糖这样的多聚糖的侧

链水解释放阿拉伯糖，也能水解木寡糖侧链的一

些阿拉伯糖残基，产生阿拉伯糖。
目前，商业半纤维素酶制剂需要富集几种辅

助酶，包括阿拉伯呋喃糖苷酶以有效地将半纤维

素转化为单糖，但稀酸预处理后会抑制随后的微

生物发酵副产物的生产。 在碱性条件下处理不仅

避免了酸处理带来的环境污染，也能够减少对微

生物发酵的抑制。 本研究中的重组阿拉伯呋喃糖

苷酶 Ｘｙｎ４３ 是一种强耐碱性酶，且能显著促进木

聚糖的酶活力，提高水解效率，因此可作为商业半

纤维素酶的辅助酶，用于生物质资源的生物转化。
此外，Ｌ⁃阿拉伯糖苷残基广泛分布于半纤维素

的侧链中。 Ｌ⁃阿拉伯糖是一种带有甜味的不易被

人体吸收的摄取量低的单糖，可作为可能的食品

添加剂（Ｍａｔｓｕｏ ｅｔ ａｌ， ２０００）。 同时 Ｌ⁃阿拉伯糖能

选择性地竞争性抑制肠蔗糖酶，在动物摄取蔗糖

后能够降低血糖反应（ Ｓｅｒｉ ｅｔ ａｌ， １９９６）。 这些研

究表明 Ｌ⁃阿拉伯糖可作为一种生理功能的糖用于

抑制蔗糖消化，用来防止糖尿病人餐后高血糖。
本研究中的 Ｘｙｎ４３ 能够从燕麦木聚糖和木寡糖的

侧链水解释放阿拉伯糖，不参与水解燕麦木聚糖

主链，没有木聚糖酶活力。 因此 Ｘｙｎ４３ 可以参与

含有阿拉伯糖苷的多聚糖和木寡糖的水解，生成

阿拉伯糖，同时提高木寡糖和木糖的产量。 其中

木寡糖可作为益生元，木糖能够用于乙醇发酵。
由此可见 Ｘｙｎ４３ 在阿拉伯糖的生产和半纤维素等

多聚糖的生物降解过程中发挥着重要的作用，对
半纤维素等生物质的有效利用及生物转化具有重

要的参考价值，具有广阔的应用前景。
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