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来源于橄榄绿链霉菌 !" 的高比活木聚糖酶 #$%& 的

高效表达及性质的比较分析
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（中国农业科学院饲料研究所 北京 0$$$/0）

摘 要：高效表达高比活木聚糖酶是进一步提高木聚糖酶发酵效价、降低其生产成本的有效途径。将橄榄绿链霉

菌（!"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,*）10 的高比活木聚糖酶成熟蛋白编码基因 0(12 克隆到毕赤酵母表达载体 @HIJ4 中，转

化毕赤酵母得到重组酵母，在重组酵母中木聚糖酶基因得到了高效分泌表达，且表达产物具有生物学活性。在 "K
发酵罐中蛋白表达量约 0B!;EL;K，酶活性（效价）为 0#$$IML;K。NON3H1P: 分析表明，表达的木聚糖酶 QR.S8 为糖

基化蛋白，分子量为 "0TO，经脱糖基化处理得到 #0TO 的 QR.S>，与橄榄绿链霉菌 10 所产原酶 QR.S 大小一致。

通过对 QR.S、QR.S8 及 QR.S> 酶学性质的比较发现：三者在比活性、3’.0 及热稳定性方面有较大差异。该酶对不

同木聚糖的酶解产物的糖份分析表明：酶解产物的主要成分为木二糖、木三糖和木四糖，占总糖含量的 46U以上。

关键词：高比活木聚糖酶，高效表达，毕赤酵母，酶学性质

中图分类号：V5/% 文献标识码：1 文章编号：$$$03%#$4（#$$!）$"3$"!$3$6

木聚糖（Q=(8,）是半纤维素的重要组分，在植物

细胞壁中的含量仅次于纤维素，是一种重要的可再

生 资 源［0］。 木 聚 糖 酶（!30，!，3O39=(8,’G=WX’(8Y-，
:J"B#B0B/）是一类可将木聚糖降解成低聚木糖和木

糖的水解酶，在饲料、制浆造纸、食品医药等行业中

有着广阔的应用前景［#］。

木聚糖酶广泛存在于微生物中，目前已从不同

来源的微生物中分离到许多不同性质的木聚糖酶，

按照其氨基酸序列的同源性，木聚糖酶被归入多聚

糖代谢酶类的第 0$、00 组，这两组木聚糖酶在作用

方式、分子量、净电荷、不带电荷的碱性和酸性氨基

酸的比例等方面均有较大差异［"］。自 5$ 年代末开

展木聚糖酶基因的研究工作以来已有上百种来自细

菌和真菌的木聚糖酶基因被克隆并在原核和真核中

进行了同源和异源重组表达［! Z 5］。通过重组微生物

反应器高效表达木聚糖酶，提高发酵效价，以进一

步降低其生产成本是目前的研究热点之一［#，"］。

橄榄绿链霉菌（ !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,*）10 所

产木聚糖酶 QR.S 是一性质优良的、在目前发现的

酶中比活性最高的木聚糖酶（属第 00 组木聚糖酶），

我们已报道了它的纯化、酶学性质研究、基因克隆和

在大肠杆菌中的表达［/］，本研究进一步将 0(12 在

毕赤酵母中实现了高效分泌表达，并对表达的木聚

糖酶的酶学性质及对不同木聚糖的酶解产物进行了

分析。

" 材料和方法

"’" 材料

"’"’" 菌种和质粒：木聚糖酶基因 0(12（:[SK 收

录号 1*#4#"05）为本实验室从 !"#$%"&’()$* &+,-.)$&4
-,#,/,* 10 中克隆［/］；大肠杆菌菌株 5 ) )&+, *[0$4、质

粒载体 @MJ04 等为本实验室保存；毕赤酵母菌株

PN006、表达质粒 @HIJ4 为 I,\<CX’E-, 公司产品，由加

拿大 1(>-XC8 大学 O) K+’ 博士惠赠。

"’"’( 工具酶和生化试剂：限制性内切酶 5)&]"、

26+#、7%1"、!’.+"等购自 P<>A’ 公司；2! O.1 连

接酶和脱糖基化酶（:,W’E(=A’Y<W8Y- ^，:,W’ ^）为 S<3
’(8> 公司产品；蛋白质分子量标准为 HG8;8A<8 公司

产 品； 可 溶 性 木 聚 糖 !3_3[-3O3E(+A+X’,’3O39=(8,
（‘X’; S<XAGa’’W）购自 N<E;8 公司；来源于玉米芯的

木聚糖为本研究所石波研究员制备、惠赠；其它化

学试剂为国产分析纯。

"’"’) 培养基：KS、RHO、[O、[[、S[PR、S[[R 的

配制方法见参考文献［5］。



!"# 方法

!"#"! 酵母重组表达载体的构建：参照文献［!］进

行。将不带原基因信号肽编码序列的木聚糖酶基因

经 !"#"!和 $%&!双酶切后以正确的阅读框架插

入到毕赤酵母表达载体 #$%&! 的 !"#"!和 $%&!
双酶切位点，得到重组质粒 #$%&!’()*+。

!"#"# 酵母的电击转化和筛选：将重组质粒 #$%&!’
’()* 用 *+,"酶切使之线性化，电击转化进入毕赤

酵母。挑取阳性转化子。电转化及筛选方法参见

%*,-./012* 公司操作手册。

!"#"$ 木聚糖酶活性的测定：采用国际通用的 30’
401)-’52670* 法，在 #89:;、99<下测定。酶活单位

定义：在一定条件下，每分钟分解木聚糖生成 =#406
木糖所需的酶量为 = 个活性单位（%>）。

!"#"% 重组酵母的培养、诱导表达和检测：重组酵

母于 =;4? +@AB 中，C;<剧烈振摇使细胞生长至饱

和状态（ -D;; 为 =; E F;），离心收集菌体，加入 =;4?
诱导培养基 +@@B，C;<下继续诱导培养，每 =FG 取

样，测酶活性，直至 HFG，筛选出高表达菌株，同时进

行 3I3’$JAK 分析。

!"#"& 发酵罐水平木聚糖酶的表达：选取摇床水

平上表达活性最高的转化子，研究其发酵罐条件下

木聚糖酶的表达。挑取转化子单菌落接种于 9;4?
B$I 液 体 培 养 基 中，C;< 摇 床 培 养 过 夜，转 接 入

F;;4? B$I 培养基中，C;<摇床培养至 ./D;;为 H E
=L，接种于盛有 =:9? 培养基（无机盐离子和葡萄糖）

的 C:H? 发酵罐（M?NF;;; 型）中进行发酵。发酵过

程在温度 C;<、#8L:9 条件下进行，发酵罐搅拌器转

速 =;;;/O4-*，发酵过程中溶氧（PQF）不低于 F;R。

!"#"’ 重组木聚糖酶的纯化和脱糖基化处理：发酵

上清液经脱盐柱 8-#/2# I27S6.-*1 FDO=;（J42/7GS4
#GS/4ST-S U-0.2TG 预装柱）脱盐后，再经过分子筛 3V’
#2/P2( H9 8" =;OC;（J42/7GS4 #GS/4ST-S U-0.2TG 预装

柱）纯化，得到纯蛋白 WB5+S。木聚糖酶的脱糖基

化采用在非变性的条件下（酶解时不加入变性剂）进

行。取经纯化的重组木聚糖酶酶液 L;#?（约 L;#1
蛋白），加入 L#? =; X A9 +VYY2/ 和 F#? 脱糖基化酶

K*P0 8，于 CH< 反 应 =G，得 到 脱 糖 基 的 酶 蛋 白

WB5+U。来源于 $01230#%("24 #,56&"2#6515754 J= 的原木

聚糖酶 WB5+ 的纯化见参考文献［Z］。

!"#"( 酶学性质的分析：最适 #8 和 #8 稳定性的

测定：在不同的 #8 下进行酶促反应以测定其最适

#8。所用缓冲液为 #8F:F E Z:; 的柠檬酸’磷酸氢二

钠系列缓冲液，99<下测定酶活性。将酶液在不同

#8 值的缓冲液中于 99<下处理 C;4-*，再在 #89:;、

99<下测定酶活性以研究酶的 #8 稳定性。最适反

应温度和热稳定性的测定：在 #89:; 及不同温度下

进行酶促反应测定最适反应温度。耐温性测定为在

不同温度（D;<、H;<）下处理，并在不同时间取样后

迅速置于冰上，在 #89:;、99<下测定酶活性。金属

离子和相关化学试剂对木聚糖酶活性的影响：在酶

促反应体系中加入不同的化学试剂，研究不同化学

试剂 对 酶 活 性 的 影 响。各 种 化 合 物（终 浓 度 为

=4406O?）与 酶 液 在 99< 下 保 温 C;4-*，稀 释 后 在

#89:;、99<下测定酶活性。8% 值及 9%&’ 的测定：用

不同浓度的木聚糖底物，在 #89:;、99<下测定酶活

性，利用米氏方程双倒数法求得 8% 值及 9%&’。酶比

活性的测定：通过考马斯亮蓝法测定样品酶液中的

蛋白含量，同时测得其木聚糖酶酶活性，计算出酶的

比活性。比活单位的定义为：每 41 酶蛋白所含的

酶活性单位。纤维素酶活性测定：用 ;:9R甲基纤

维素 @F; 作底物，按 30401)-’52670* 法测定。抗胃蛋

白酶及胰蛋白酶能力测定：木聚糖酶用 Z;>O4? 的

胃蛋白酶和 =9;>O4? 的胰蛋白酶在 CH<下分别处

理 FG，稀释后测定酶活性。

!"#") 木聚糖酶解产物的分析：分别以 =R的桦木

木聚糖（3-14S）和玉米芯木聚糖（自制）为底物，99<
充分水解 LG。酶解产物进行薄层层析和高效液相

色谱分析。薄层层析中展层剂为正丁醇 [吡啶 [水为

D [L [C，显色剂为 FR二苯胺丙酮 [ FR苯胺丙酮 [ Z9R
磷酸为 9 [ 9 [ =。硅胶板于展层剂中上行展层 C 次，

显色后于 Z9<烤箱中烤 =;4-*，糖呈蓝灰色斑点。

液相色谱分析采用美国 \S.2/7 FLL 型高压液相色谱

仪，柱型号为 8)#2/7-6 58F 94（;:LDT4 X C;T4），流

动相为乙腈 [水 H; [ C;），采用归一法计算样品中各

组分占所有出峰组分的百分比。

# 结果

#"! 重组酵母表达载体的构建

’()* 基因通过 !"#"!和 $%&!位点以正确的

阅读框架与酵母表达载体 #$%&! 的$’因子信号肽序

列的 C]端融合，得到重组表达载体 #$%&!’’()*（图

=）。重 组 质 粒 通 过 酶 切 鉴 定，证 明 其 构 建 是 正

确的。

#"# 酵母的电击转化和筛选

由于受体菌株 A3==9 为 8-7 为缺陷型（:54 ^ 、

;<0 _ ），重组载体上带有 =54L 基因而无酵母复制起

始子，这样在不加 8-7 的基本培养基 "I+ 上只有

=LCC 期 何永志等：来源于橄榄绿链霉菌 J= 的高比活木聚糖酶 WB5+ 的高效表达及性质的比较分析



图 ! 重组表达质粒 "#$%&’!"#$ 的物理图谱

!"#$% &’()"*+, -+. /0 12*/-3"4+45 26.12))"/4 .,+)-"7 .&89:;!"#$

%&’< 整合到酵母染色体上的重组酵母才能正常生

长。另外，外源基因同源重组到酵母染色体上后会

破坏受体酵母的酒精氧化酶基因，使其不能利用甲

醇作为碳源而正常生长，这样，重组子（()*’）在以甲

醇为唯一碳源的 == 培养基上就不生长或生长缓

慢，而在以葡萄糖为碳源的 => 培养基上能正常生

长，通过这些标记，筛选 +&’ ? 、()*, 转化子。重组

子在摇床水平上经甲醇诱导 <@’，通过酶活测定，从

ABB 个转化子中筛选到 < 株高效表达木聚糖酶基因

的重组子 - $ ./’*01&’ .&89:;!"#$ CC、@D、:D 和 CD@，

木 聚 糖 酶 表 达 量 达 到 %BEF@8GH-I、%%AFJ8GH-I、

%A@8GH-I 和 %C<FA8GH-I 培养基。

()* 发酵罐水平木聚糖酶的表达

选取在摇床水平上表达量最高的菌株 - $ ./’*02
1&’ .&89:;!"#$ :D 进行 AI 发酵罐水平上的研究。在

甲醇未诱导之前，处于菌株培养和碳源饲喂阶段，在

这两个阶段内，菌体大量增长，菌体湿重可达 %:C#HI，

但在发酵液上清中检测不到木聚糖酶活性。随着甲

醇的诱导，上清中木聚糖酶酶活性显著增加，酶蛋白

不断积累（图 C）。甲醇诱导 %CB’ 后蛋白表达量为

%F<-#H-I，木聚糖酶活性（效价）达%CBB8GH-I。高于目

前文献报道的木聚糖酶基因异源表达的水平［< K E］。

图 ( 发酵罐中木聚糖酶经甲醇诱导不同时间内的表达量

!"#$C L>L;&MNO /0 26.12))27 6(,+4+)2 .1/52"4) "4 021-245/1 P"5’ 7"0;
021245 "47Q*5"/4 5"-2
%F L5+47+17 .1/52"4 -/,2*Q,+1 P2"#’5；CF !21-245+5"/4 31/5’ 320/12 "4;
7Q*27 3( -25’+4/,；A K :F !21-245+5"/4 31/5’ +0521 "47Q*27 3( -25’+4/,

0/1 %C’，C<’，AJ’，<@’，EC’，:J’，%CB’$

()+ 重组木聚糖酶的纯化和脱糖基化

经纯化重组木聚糖酶 RSTU+ 的比活从发酵液

的 JDJFCD8GH-# 提 高 到 @@AFJJ8GH-#，回 收 率 为

@AV。L>L;&MNO 验证为单一条带，分子量为 A%W>，

大于橄榄绿链霉菌 M% 所产原酶 RSTU 的 C%W>［@］。

对该酶的氨基酸序列进行分析，有 A 处潜在的 T;连
接型糖基化位点，进一步对 RSTU+ 进行了脱糖基化

处理得到 RSTU3，其分子量恢复到 C%W>（图 A），说

明糖基化修饰是造成表达蛋白分子量偏大的原因。

图 * 木聚糖酶脱糖基化后的 ,-,’#./0 谱图

!"#$A L>L;&MNO +4+,()") /0 72#,(*/)(,+5"/4 /0 RSTU+

%F L5+47+17 .1/52"4 -/,2*Q,+1 P2"#’5；C$ &Q1"0"27 RSTU+；AF RSTU3；

<F RSTU$

()1 酶学性质的比较

对重组酵母表达的木聚糖酶 RSTU+ 以及进一

步脱糖基化的 RSTU3 与橄榄绿链霉菌所产原酶

RSTU 的酶学性质进行了比较。结果（表 %）如下：

（%）RSTU+ 在热稳定性上明显优于 RSTU3 和原酶

RSTU，JBX 处 理 AB-"4，RSTU+ 的 剩 余 酶 活 性 为

EBV，RSTU3 和原酶 RSTU 分别为 DBV 和 <:FJV
（图 <;M），EBX处理 AB-"4，RSTU+ 还能保持 CBV的

活性，而 RSTU3 和 RSTU 的酶活已基本丧失（图 <;
U）。RSTU+ 脱糖基化后，热稳定性下降到与原酶相

当，证明 RSTU+ 热稳定性的提高是由于糖基化导

致的；（C）在最适温度上，RSTU+ 为 JBX，与原酶

一样，说明糖基化作用只提高了酶的热稳定性，而

未改变酶的最适反应温度。而 RSTU+ 脱糖基化后

图 + 23456、23457 和 2345 在 89:（.）和 ;9:（5）下

的热稳定性比较

!"#$< 9/-.+1")/4 /0 5’21-+, )5+3","5( /0 6(,+4+)2 RSTU+，RSTU3 +47

RSTU 512+527 +5 JBX（M）+47 EBX（U）

C<A 微 生 物 学 报 << 卷



表 ! 木聚糖酶 "#$%、"#$%& 和 "#$%’ 的酶学性质比较

!"#$% & ’()*"+,-(. (/ %.01)% *+(*%+2,%- (/ 3456，3456" ".7 3456#

8+(*%+2,%- (/ %.01)% 3456 3456" 3456#

9*2,):) 2%)*%+"2:+% ;< => => ?>

9*2,):) *@ ?AB ?AB ?A>

*@ -2"#,$,21 CA> D EAE F D EAE C D EAE

G($%H:$"+ I%,JK2;LM BF F& BF

!);（J;NJ） B&A?= B>AEO BOA&>

P)"Q;（!)($;)J·),.） BO=BF C?=E ?FBR

S*%H,/,H "H2,T,21;（UV;)J） BE=RAOE EEFAEE EFBA?&

W//%H2 (/ )%2"$ ,(. ".7 -()%
+%"J%.2- (. %.01)"2,H "H2,T,21

GJB X 、’+F X "H2,T"2% -$,JK2$1
G.B X 、Y%B X ,.K,#,2 -,$JK2$1
WM!Z、SMS -K(I .( %//%H2- (.
"H2,T,21

NX 、5,B X "H2,T"2% -$,JK2$1
G.B X ,.K,#,2 -,$JK2$1
WM!Z、SMS -K(I .( %//%H2- (.
"H2,T,21

GJB X 、5,B X "H2,T"2% -$,JK2$1
G.B X 、Y%B X ,.K,#,2 -,$JK2$1
WM!Z、SMS -K(I .( %//%H2- (.
"H2,T,21

’%$$:$"-% "H2,T,21 5( "H2,T,21 5( "H2,T,21 5( "H2,T,21
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最适温度下降到 ?><，其原因不明；（F）表达的木

聚糖 酶，无 论 是 否 脱 糖 基 化，其 比 活 性 较 原 酶

3456 大幅度下降，仅有原酶的 &;F，同时，"#$% 也

仅有原酶的 &;? 左右，其原因正在进一步研究之中；

（C）在其他酶学性质上，三者之间没有显著差异。

()* 木聚糖酶解产物的分析

以 &\的桦木木聚糖（S,J)" 公司产品）和玉米

芯木聚糖（粗制品）为底物，加入过量酶液充分降解，

酶解产物的薄层层析表明：桦木木聚糖酶解产物中

主要成分为木三糖、木二糖和木四糖；玉米芯木聚糖

酶解产物中主要成分为木二糖和木三糖。酶解产物

的 @8]’ 分析进一步证实了薄层层析的结果，并得

到酶解产物中各种糖分的百分含量：桦木木聚糖酶

解产物中主要是木三糖，占 =EACF\，木二糖和木

四糖分别占 &&AOR\ 和 &=A?>\，木糖的比例仅占

FABE\。玉米芯木聚糖酶解产物中主要是木二糖，

占 E&AOE\，有少量的木三糖，占 &&A??\，木糖比

例仅有 >AR?\，无木四糖。B 种木聚糖酶解产物中

低聚木糖的比例均在 R?\以上。

+ 讨论

毕赤 酵 母 中 分 泌 表 达 蛋 白 常 有 糖 基 化 的 现

象［&>］，毕赤酵母表达的木聚糖酶 3456" 的分子量为

F&LM，大于橄榄绿链霉菌 Z& 所 产 原 酶 3456 的

B&LM［E］。通过对氨基酸序列分析，发现有 F 处潜在

的 5^连 接 型 糖 基 化 位 点（Z-.O^_$.E^!K+R，Z-.F=^
!1+FO^S%+FE，Z-.&E=^U$%&EO^!K+&EE），脱 糖 基 化 实 验

进一步证实 3456" 为糖蛋白。糖基化作用不仅与

蛋白分泌出细胞有一定关系，还能通过对构象的改

变增强蛋白的稳定性［&&］。据 ‘,".J 的报道［&B］，用毕

赤酵母表达的重组脂肪酶糖基化后，耐热温度从

?B<升至 ?E<，而其它性质与大肠杆菌表达的非糖

基化脂肪酶没有明显的差异。在本实验中，毕赤酵

母表达的木聚糖酶 3456"，由于糖基化的作用，在

热稳 定 性 上 明 显 优 于 原 酶 3456 及 脱 糖 基 化 的

3456#。

原酶 3456 其比活性高达 BE=RAOEV;)J［E］，高

于目前报道的各种来源的木聚糖酶。这种高比活的

木聚糖酶除了具有较好的应用价值外，也是木聚糖

酶催化机理研究的优良材料。但此酶经酵母表达后

比活性大幅度下降，已证明不是因糖基化造成的，

且表达酶的 5 端部分氨基酸序列测定结果也与原

酶一致，其原因还需进一步研究。

利用木聚糖酶生产低聚木糖是目前的研究热点

之一，酶法制备由于水解条件温和、无毒性副产物

产生、产物均一等优点已成为低聚木糖的理想制备

方法［B，&F］。除了木聚糖酶的应用成本外，酶解产物

中存在大量木糖而使低聚木糖分离困难是目前存在

的主要问题。使用通过基因工程技术生产的高纯度

内切型木聚糖酶则能避免木糖的产生，获得高纯度

的低聚木糖。本研究利用重组毕赤酵母表达的内切

木聚糖酶，不同木聚糖经该酶降解后，产物为以木二

糖、木三糖、木四糖为主的低聚合度的木寡糖，占总

糖含量的 R?\以上，而木糖的含量极低，使其在低

聚木糖的大规模制备方面具有巨大的应用潜力。

FCFF 期 何永志等：来源于橄榄绿链霉菌 Z& 的高比活木聚糖酶 3456 的高效表达及性质的比较分析
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