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摘 要：运用生物信息学方法，通过构建木聚糖酶进化树，研究了两个家族的分子进化，发现它们

进化模式有差别，F／IO家族木聚糖酶在进化时间上较早，功能分化不太完全，具有部分糖苷酶属

性，在分解产物中含有较多单糖；而G／II家族木聚糖酶在进化时间则相对较近，多在真菌中出现，

功能分化较为完全，很少舍有糖苷酶的属性，分解产物中低聚寡糖成分较多。F／]O木聚糖酶分子

进化显示出生物进化来源于高温环境，热稳定性比G／11木聚糖酶高，这与它们三维结构的不同有

关。所以，木聚糖酶的进化方向是：功能的进一步分化和底物特异性的进一步增加，这个结果对木

聚糖酶的合理应用具有指导意义。
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Abstract：A bioinformatics method was used tO study the molecular evolution of xylanase．The

evolution model was found to be different between F／IO and G／1 1 xylanase，this attributes tO

their different three-dimension structures．The evolutionary trend of xylanase function was

hypothesized tO be more divergent and more specific from promiscuity．G／11 xylanase was found

tO be a kind of more recent enzyme compared with F／IO xylanase，and the evolutionary route in

F／1 0 xylanase indicated clearly that organism being evolved from eubacteria tO fungi，and that

xylanase came from a high temperature living organism．
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木聚糖酶在工业和日常生活中都有重要作用，

古代被人们间接地用来生产多种生活用品：酒、奶

酪、面包‘13；在现代工业中用于生物漂白，降低化学

漂白剂用量来减轻对环境污染嘲；研究发现漂白中
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使用木聚糖酶处理后降低了20％～40％漂白剂用

量[2]，用作饲料添加剂可以降低饲料的粘稠度从而

提高饲料利用率[33；焙烤工业中使用可以改善面包

质地、增加面包体积[43；在医学研究中发现与酶一

过敏原有关联，可以作为模式分子研究真菌病原体

发病的分子机理口]。近年来研究更是被越来越多，

筛选到新的产酶菌种[6_1州，进行基因工程菌种的表

达研究‘11—1引．

蛋白质序列分析可以为实验生物学提供有价

值的指导，生物信息学在蛋白质分析中起到越来越

重要的作用，所以笔者用木聚糖酶序列进行研究，

分析了氨基酸序列同G／1l木聚糖酶最适pH值的

关系，找到相应氨基酸的位置[1”。利用主成份分析

对两个家族进行了区分[1们；分析了与木聚糖酶最适

温度有关的氨基酸，并找到了有关氨基酸位置[1引，

并由此发现木聚糖酶的热稳定性在两个家族间采

用了不同氨基酸[1 6。。

生物进化常常是人们感兴趣的问题，数据库中

从不同来源微生物克隆了大量木聚糖酶，为研究木

聚糖酶的分子进化提供了方便。分子进化是研究

蛋白质分子之间亲缘关系和进化关系的主要手段，

是通过分析蛋白质序列之间相似性来研究它们进

化关系。通过序列比对获得蛋白质分子功能和亲

缘关系，在同源性蛋白质相同位置上的氨基酸常常

认为有共同祖先或具有相同生物功能，常作为保守

性氨基酸来分析它们在蛋白质结构和功能上的重

要作用。研究木聚糖酶分子进化，可以对它进行更

加全面的了解。同时根据大量的木聚糖酶序列，分

析它们在各个家族中的进化，为分子生物学和工业

生产提供有价值的信息，所以研究了木聚糖酶的分

子进化。

1材料与方法

1．1数据库的构建

从Swiss—prot蛋白质序列数据库收集木聚糖

酶蛋白质序列(http：au．expasy．org)(2005年7月

7日发放号：43．5)。这个数据库的优点是非冗余

性、并经过专家认读，这样就保证了蛋白质序列的

准确性，这个特性使得它在分析蛋白质序列方面非

常有用。这里有67条与木聚糖酶有关的蛋白质序

列。根据注释，有30条序列属于F／lO木聚糖酶家

族，30条序列属于G／11木聚糖酶家族；两条序列是

片断序列：P80717、P80718；两条属于水解酶43家

族：P48791‘P45796；一条属于水解酶62家族：

P23031；一条属于水解酶16家族：Q53317。同时还

有一条木聚糖酶(P29126)既有F／IO木聚糖酶活

性，又有G／11木聚糖酶活性；在蛋白质序列N一端有

F／IO活性结构域，C一端有G／11活性结构域[1 7|。为

研究木聚糖酶分子进化，选取30条F／IO木聚糖酶

加上双活性木聚糖酶，构成F／IO木聚糖酶家族数

据库；选取30条G／11木聚糖酶加上双活性木聚糖

酶，构成G／11木聚糖酶数据库。这两个木聚糖酶

家族的蛋白质序列在Swiss—prot数据库中的登录

号如下：

F／IO木聚糖酶家族：P14768、059859、

P56588、P33559、P29417、P23360、Q00177、P26514、

060206、P07986、P07529、P23557、P23551、P51584、

P26223、P07528、P40943、P40942、P36917、Q12603，

P40944、Q60037、 Q60042、P23556、P45703、

P48789、P49942、P10478、Q60041、P23030、P29126。

G／11木聚糖酶家族：P29127．'P33557、P55328、

P55329，P55331lP36218、P09850，P18429，P45705，

P26220，P26515，P54865，P35809，P55334，Q06562，

P81536、043097、P36217、P48793、P48824、P55330、

P55332、P55333、P00694、P17137、P33558、P83513、

Q55317、P3581 1、Q12677、P29126。

1．2进化树的构建
’‘

运用蛋白质序列分析软件DNAMAN(4．0版

本)中多序列比对程序，构建木聚糖酶两个家族的

进化树。分析过程中对木聚糖酶进行全长序列比

对，在比对过程中用BLOSUM62作为蛋白质序列

比对分析的权重。

1．3木聚糖酶空间结构图的构建

运用Swiss—pdbViewer视图软件显示木聚糖酶

的空间结构，木聚糖酶P07986晶体结构1EXP作

为F／lO木聚糖酶的代表，木聚糖酶043097晶体结

构1YNA作为G／11木聚糖酶的代表。

2结果与讨论

2．1 F／IO木聚糖酶家族分子进化

用DNAMAN蛋白质序列分析软件构建F／lO

木聚糖酶进化树(图1)。可以看出，有F／IO木聚糖

酶的微生物来源广泛。从海栖热袍菌(Thermotoga

maritima)木聚糖酶Q60037到假单胞菌(Pseudo—

monas fluorescens)木聚糖酶P14768，到真菌中的

曲霉(Aspergillus aculeatus)木聚糖酶059859、青

霉(Penicillium sirepilicissimum)木聚糖酶

P56588，也有从反刍动物胃中分离出来的微生物

(Butyrivibrio fibrisolvens)木聚糖酶P26223。这

个家族来源微生物跨越了很多微生物种类。根据
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亲缘关系大体上分为3个大组：中间和下面这2个

组中木聚糖酶来源于细菌；而上面一组木聚糖酶有

从细菌来源的，也有从真菌来源的。所有这3组木

聚糖酶都与P．fluorescens木聚糖酶P23030和P．

fzuorescens木聚糖酶P14768相连，推测P．flno-

rescens为F／IO木聚糖酶家族的祖先微生物。

从上面一组木聚糖酶的亲缘关系可见，木聚糖

酶显示出从细菌到真菌的进化轨迹，这个组中热袍

菌Thermotoga neapolitana处于该组的根部。因

为它生活在温度较高的环境，同真菌(Aspergillus、

Penicillium)和其它细菌(Stremtomyces、Cellu—

lomonas)相比，推测F／IO木聚糖酶家族的祖先微

生物生活在一个温度较高环境中，同生物起源于高

温环境的假说一致[18_1 9。，它们的进化位置同全基因

组所构建的微生物进化位置相一致[1 91。下面一组

微生物生活在一种较高的温度环境，如热袍菌T．

neapolitana、热袍菌T．maritima、细菌Dictyoglo—

mu5 Thermophillum。这些微生物木聚糖酶最适活

性温度也往往比较高，如热袍菌T．neapolitana木

聚糖酶Q60042最适温度为102℃；热袍菌T．ma—

ritima木聚糖酶Q60037最适温度为90℃；细菌

D．Thermophillum木聚糖酶Q12603最适温度为

85℃；Clostridium stercorarium木聚糖酶P40942

最适温度为80℃。

06

86

P07529

P23557

P07528

P40943

P40944

--——Q60037

-—-Q60042

P23556

P45703

P48789

P49942
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．．—-一P23030

Pseudomonasfluorescens

Aspergillus aculeatus

Peniclllium simplicissimum

Aspergillus awamori

Penicillium chrysogenum

Thermoascus aurantiacus

Aspergillus nidulans

Streptomyces lividans

Agarieus bisporus

Cellulomonas—mi

Cryptococcusalbidus

Caldocellum saccharolyticum

Butyrivibriofibrlsolvens

Clostridium thermocellum
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Ruminococcusflavefaciens
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Bacillus stearothermophilus
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Caldocellum saccharo，vticus

Bacillus stearothermophilus

Prevotella ruminicola

Bacteroides ovatus

ClostridiUm thermocellum

Thermotoga neapolttana

Pseudomona8fluorescens

图1 F／10木聚糖酶进化树

Fig．1 Phylogenetic tree of xylanse in r／10 family

中间组的木聚糖酶来源于瘤胃生性微生物，包

括具有F／IO活性结构域和G／11活性结构域的双

活性木聚糖酶P29126[171；这个双活性现象可以通

过基因复制、基因丢失、基因在水平方向上转移这

个假说进行解释‘20。。双活性木聚糖酶位于进化的

中间位置。从逻辑角度分析，同下面那一组微生物

相比，说明进化时间上相对较近。因为瘤胃性动物

同下面的微生物类型相比，在进化时间上是一种相

对较近期的哺乳动物。为了更加有效地利用植物，

瘤胃生性微生物通过基因复制和基因汆平转移来

矧铅，6一一～～
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获得新基因。单个微生物常常含有不同水解酶家

族的纤维素酶和木聚糖酶，这些微生物并不是完全

通过基因复制来获得新基因，可以通过水平方向上

的基因转移来获得新基因[2¨。表明在F／IO木聚糖

酶分子进化过程中，基因转移不仅发生在细菌与细

菌之间，同样也发生在细菌和真菌之间。因为在进

化过程中，F／IO木聚糖酶进化树显示出在细菌和真

菌这两个种群之间有相似性。如Cellulomonas fi—

mf木聚糖酶P07986和Agaricus bispous木聚糖酶

060206之间显示出较高相似性；Streptomyces

lividans木聚糖酶P265 14和Aspergillus nidulans

木聚糖酶QOOl77同Thermoascus aurantiacus木

聚糖酶P23360及其以上真菌木聚糖酶有这种相似

性。显示真菌类群中的木聚糖酶是从青霉和曲霉

中来源的。但是青霉菌中木聚糖酶数目没有曲霉

中木聚糖酶数目多，同时曲霉在真菌木聚糖酶组中

处于进化位置更靠下部分，这个结果暗示着F／lO

木聚糖酶进化方向从细菌到曲霉，而后再转移到青

霉里面，在曲霉里面进化时间比青霉里面进化时间

相对要长。

2．2 G／ll木聚糖酶家族分子进化

经过对G／11木聚糖酶家族分子进化分析后，

得到进化树(图2)。显示出G／11木聚糖酶家族中，

从真菌来源的木聚糖酶数目同细菌来源木聚糖酶

的数量差不多，这显示G／11木聚糖酶主要分布在

真菌中。G／11木聚糖酶大致分3个大类：在上面一

个类群中，只有从真菌来源的木聚糖酶；中间组有

最大数量的木聚糖酶，在这一组中从真菌来源的木

聚糖酶的数量同细菌来源木聚糖酶的数量基本相

当；而下面一组木聚糖酶全部来源于细菌。这一组

含有一些其它结构域的木聚糖酶：如Ruminococcus

flavefaciens木聚糖酶P29126在N一端有F／lO活

性结构域，在c-端有G／ll活性结构域[93；这个酶看

作联系这两个家族的中间体，是联系这2个家族的

桥梁。R．flavefaciens木聚糖酶Q53317在N一

端有G／11木聚糖酶活性，在C一端有水解酶43家族

活性结构域。上组有厌氧真菌Neocallimaasix pa-

triciarum，是木聚糖酶P29127的来源微生物。根

据全基因组序列分析结果，发现这种微生物在大约

在1460(±)70百万年以前，从真菌中分离出来[191。

这一真菌微生物同下面一组瘤胃来源的木聚糖酶

微生物关系比较近，这与它们的生存环境相似有

关，是趋同进化的一种反映。

127 Neocallimaastlxpatriciarum
Aapergillus awamori

Aspergillus awamori

Aspergillus niger

Aspergillus tubingensis
Trichoderma reesei

Bacillus circula^J
Bacillus subtilis

BaciIIUS stearothermophilus

Streptomyces llvidans

Streptomyces lividans

CelluIomonas，珈f
Schizophyllum commune

Humicola insolens

Ceilulomonas．sp．NCIM 2353

Paecilomyces variotii

Thermormyces lanuginosus
Trichoderma reesei

Trichodema harzianum

Aspergillus awamori

Aspergillus niger

Aspergillus nidula万J

Aspergillus nidula^j

Bacilluspumilus
CIostridium acetobutylicum

Clostridium stercorarium

Pseudobutyrivibrioxylanivorans

Ruminococcu$flavefaciens

RM—lf一口cDcc“Jflavefaciens
Fibrobactersuccinogenes

Piromyces sp

图2 G／ll木聚糖酶的进化树

Fig．2 Phylogenetic tree of xylanase in G／I I family

从G／11木聚糖酶家族进化树可以看出，这3

个组木聚糖酶由根部的Fibrobacter succinogenes

木聚糖酶P35811和Piromyces sp．木聚糖酶

Q12677发出。认为是G／ll木聚糖酶来源微生物

鬟篓翥器受蠢
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的祖先，或者是同这两种微生物有密切的亲缘关系

的祖先微生物。根据全基因组序列的进化树图可

知，木聚糖酶P29127的来源微生物N．Patricia—

rum是很早从真菌中分离出来的真菌微生物[11|。

根据Neocallimaastix木聚糖酶和Piromyces木聚

糖酶分子之间的结构相似性，作为这两种微生物之

间有密切关系的证据，并且说明它们之间有水平方

向的基因转移。Neocallimaastix木聚糖酶包含复

制的催化结构域，并且这两个结构域都有催化活

性；而Piromyces木聚糖酶只有C一端有催化活

性[22。。从这里G／11木聚糖酶的进化树图可以看

出，这两个木聚糖酶的亲缘关系非常紧密，是所有

G／11木聚糖酶的根源。这两种微生物推测为G／11

木聚糖酶来源微生物祖先。此后，G／11木聚糖酶基

本上是在真菌和细菌微生物内部进行各自独立的

进化过程。同F／IO木聚糖酶相比，G／11木聚糖酶

比较集中在几种微生物之间。根据这种结果，同F／

10木聚糖酶相比，G／11木聚糖酶推测为一种在进

化地位上时间较近的酶。因为它没有F／IO木聚糖

酶那样足够的时间扩展到其它微生物中去，在进化

上只有一个相对较短的进化时间。

2．3两个木聚糖酶家族之间的比较

从上面分析可以看出，F／10木聚糖酶在较多微

生物种类中存在，暗示这种木聚糖酶基因有一个较

长的进化时间。F／lO木聚糖酶的三维结构是(∥口)

8折叠桶(图3)，以木聚糖酶P07986的晶体结构

1EXPl为例来构建F／lO木聚糖酶空间结构。蛋白

质的这种折叠结构在高温环境下有较好稳定性；这

种折叠桶结构构成了许多蛋白酶，大约有13％的蛋

白酶拥有这种空间结构折叠类，而G／11木聚糖酶

右手半握状折叠类只在约6％的蛋白质中存在。

在PDB登录号：lEXPl

图3 F／IO木聚糖酶结构

Fig．3 The structure of F／10 xylanase

在G／1l木聚糖酶家族中，以木聚糖酶043097

晶体结构1YNA为例制作空间结构图，如图4所

示。与F／10木聚糖酶结构相比，这种右手半握状

结构看起来有更大弹性，不如(∥口)8折叠桶类型稳

定。根据它们在微生物中的扩展情况来看，显示出

G／11木聚糖酶有相对较短的进化时间，在进化时间

上是个较新的酶。因为它们主要来源于真菌并且

仅仅存在于较少几个微生物种类，基因向其它微生

物扩展时间较短，不如F／IO木聚糖酶有那么长的

扩展时间，F／10存在的微生物种类也较多。另外一

个让人感兴趣的现象是F／lO木聚糖酶在Tri-

choderma这类真菌中没有出现，而G／11木聚糖酶

在Penicillum这类真菌微生物中没有出现。这种

基因分布现象可能是由于这两种木聚糖酶在不同

微生物中有不同的进化方式所造成。

在PDB登录号：1YNA

图4 G／ll木聚糖酶结构

Fig．4 The structure of G／ll xylanase

比较这2个家族不同的产物，显示出F／IO木

聚糖酶结合底物位点数目要比G／11木聚糖酶底物

结合位点小一些。可以结合更小的底物。相应在产

物方面会有更加小的寡聚糖产物[23|。F／lO木聚糖

酶能够结合底物4个位点，而G／11木聚糖酶需要

多于4个底物结合位点。并且F／IO木聚糖酶有对

多样化底物的结合功能，同时显示有部分木糖苷酶

活性[2胡；而这些木糖苷酶活性使F／IO木聚糖酶产

物中有部分木糖。从对底物的结合来看，F／IO木聚

糖酶需要2个未替代的木糖吡喃残基，而G／11木

聚糖酶需要3个连续的未替代木糖吡喃残基‘251。

从进化地位上讲，细菌要比真菌进化地位低等，它

们在代谢中需要比真菌更基本的酶，这些酶的分化

没有像在真菌里面那样分化完全。F／lO家族木聚

糖酶有部分木糖苷酶活性，可以将木聚糖降解为单

糖而直接被微生物利用。
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G／1l木聚糖酶主要存在于像真菌这样较为高

等微生物中，代谢酶的功能已经有了分化。其功能

将木聚糖酶降解为寡聚木糖，要进一步降解为单

糖，则需要特异性更强的木糖苷酶参与。所以木糖

苷酶在细菌中报道很少，仅仅在Bacillus sp中报道

显示有木糖苷酶活性[2们；但是木糖苷酶在真菌中则

有较多报道[2¨，所以推测木聚糖酶向底物更加特异

性和功能进一步分化的方向进化。这种结果可由

文献研究佐证，F／IO木聚糖酶中酶体积较大，它的

构象弹性也较大，但是在底物的特异性结合方面则

较低[2引。相比而言，G／11木聚糖酶对底物的特异

性要高于F／10木聚糖酶。从这个特性来看，如果

要在生产寡聚糖时对底物的特异要求比较高的话，

G／11木聚糖酶是较好的选择。相应地，如果对酶热

稳定性要求比较高，F／IO木聚糖酶比较容易达到

要求。如果对木聚糖酶的这两种特性要求都比较

高，可以采用蛋白质工程的手段来对G／11木聚糖

酶加以改造来满足生产过程的需要：如可以在Q一螺

旋的C-端弹性较高位置引进二硫键来增加酶热稳

定性。

3展 望

研究了木聚糖酶的分子进化，发现在F／IO木

聚糖酶家族进化树图中显示出木聚糖酶由细菌到

真菌的进化路线，这个家族木聚糖酶的来源微生物

跨越了较多的微生物种类。F／IO木聚糖酶采用(∥

口)8折叠桶结构是蛋白酶中比较常用的空间结构，

显示出它经历了一个较长的进化时间。与F／lO木

聚糖酶相比，G／11木聚糖酶是一个相对较晚期的木

聚糖酶类型，由于这两种木聚糖酶在空间结构上的

不同，所以它们在稳定性方面有很大不同。木聚糖

酶P29126作为这两个家族的联系桥梁。经过对这

两种木聚糖酶不同功能和产物分析，推测木聚糖酶

向底物的特异性和功能的进一步分化方向进化。

这个结果明确地解释了F／10木聚糖酶在功能方面

特异性较低，而在水解产物方面有较多单糖的现

象，这是木聚糖酶应用过程中令人困惑的问题。
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