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短芽孢杆菌耐碱性木聚糖酶(xylB)的
分子生物学研究
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摘要：根据已发表的环状芽孢杆茵(Bacillus circulan)和枯草芽孢杆茵(Bacillus subtilis)木聚

糖酶基因序列设计引物，首次扩增出短芽孢杆菌(Bacillus brevis)中的B一1，4-内切木聚糖酶(以下

简称木聚糖酶，E．C．3．2．1．8)基因片段。序列分析表明，该基因与已登录的木聚糖酶基因

AF490979．1和AF490980．1分别有97％和96％的同源性，与其它芽孢杆菌属的同源性也较高。

将此基因片段插入表达载体pET-30a(+)构建重组质粒，转化大肠杆菌E．coli BL21(DE3)。重组

基因工程菌破碎后进行SDS-PAGE电泳检测，结果表明，IPTG诱导后，木聚糖酶基因在大肠杆菌

的胞内获得高效表达，且酶活力最高可达26．14 U／mL。重组木聚糖酶最适温度为50℃，最适pH

为9．0。
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Abstract：In this study，a pairs of primers were designed according to the published nucleotide

sequences of putative xylanase genes of Bacillus circulan and Bacillus subtilis．With the specific

primers，a target fragment of the p1，4一endo—xylanase gene was firstly amplified from Bacillus

brevi L8．Sequence analyses showed the homology of the cloned gene to AF490979．1and

AF490980．1 were 97％and 96％，respectively．The recombinant expression plasmid was

constructed and transformed into E．coli BL21(DE3)．SDS-PAGE demonstrated that the 13-1。4一

endo-xylanase protein gene were expressed extracellularly in E．coli BL21(DE3)successfully．A

maximum activity of 26．14 U／mL achieved gotten from cellular extract of peT一30a—xylBEBL21 3

induced by IPTG．The optimum pH and temperature of the purified enzyme were 9．0 and 50℃，

收稿日期：2007—12—29

基金项目：浙江省重大科技专项(2006C12086)。

作者简介：胡春霞(1976-)，女，河南信阳人，分子生物学博士研究生。

*通讯作者：李卫芬(1965-)，女，江苏张家港人，研究员，主要从事微生物基因工程和酶工程的研究。

Email；wfli@zju．edu．an

 万方数据



第1期 胡春霞等：短芽孢杆菌耐碱性木聚糖酶(xylB)的分子生物学研究 87

respectively．

Key words：alkaline xylanase，gene cloning and expression，sequence analysis，Bacillus brevi，

Escherichia coli

木聚糖是自然界第二大类杂多糖，是半纤维素

的一种主要成分。木聚糖成分复杂，其主链骨架由

pn吡喃型木糖残基经伊1，4一糖苷键连接起来，侧

链随来源的不同而异。因此，木聚糖的完全水解需

要一系列酶的协同作用[1]。这些酶包括伊1，4一内切

木聚糖酶，p木糖苷酶，a一葡糖苷酸酶及酚酸酯酶

等。其中伊1，4一内切木聚糖酶(EC 3．2．1．8)能降解

木聚糖主链上木糖残基之间的伊1，4一糖苷键，将长

碳链骨架降解成短链的木寡糖，是水解木聚糖主链

糖苷键的关键酶。因此狭义上的木聚糖酶(xyla-

nases)通常只是指伊l，4一内切木聚糖酶。木聚糖酶

广泛存在于细菌、真菌及藻类等微生物中[2]，来源

不同其性质也不尽相同。到目前为止，已有近百种

来自细菌或真菌的木聚糖酶基因已被克隆或表

达[3_5]。其中芽孢杆菌来源的木聚糖酶基因也有很

多报道，但有关短芽孢杆菌(B．brevis)的木聚糖酶

基因克隆和表达的研究国内外至今尚未见报道。

另外，木聚糖酶通常作用pH范围是在偏酸性或中

性，只有少数在碱性范围[6q]。本研究中克隆和在

大肠杆菌中表达了B．brevis L8木聚糖酶基因，并

分析了表达产物的酶学特性。研究结果为进一步

探讨木聚糖酶结构与功能的关系奠定了基础。

1材料与方法

1．1菌株、载体与主要试剂

短芽孢杆菌(B．brevis)L8、E．coli Topl0、E

．coli BL21(DE3)和质粒pET-30a(+)由作者所在

实验室保存；pUCm-T vector购自Promega公司；

木聚糖购自Sigma公司；X—Gal、IPTG、T4 DNA连

接酶、TaqDNA聚合酶和各种限制性内切酶购自

TaKaRa公司(大连)；DNA Marker购自MBI公司

(Maryland)；DNA抽提试剂盒购自杭州维特洁生

化技术有限公司；质粒提取试剂盒、PCR清洗试剂

盒、割胶回收试剂盒和PCR试剂均为Sangon(上

海)公司产品；其它常规试剂均为国产分析纯。

1．2 PCR扩增

参照Genbank上环状芽孢杆菌(B．circulans)

和枯草芽孢杆菌(B．subtilis)的多个木聚糖酶基因

序列，设计了一对引物，由上海英骏生物技术有限

公司合成，序列及酶切位点如下：

5PxylB：5'-AGGGGATCCATGTTTAAGTT

TAAAAAGAAT一3’(BamH I)

3PxylB：5'-GATCTCGAGTTACCACACTG

TTACGTTA一3’(Xhol I)

以短芽孢杆菌基因组为模板进行木聚糖酶基

因的扩增反应。PCR反应体系(50 ttL)为：10×

PCR缓冲液(含M92+)5肛L，dNTP(10 mmol／L)

1弘L，引物各1弘L，模板DNA l弘L，Taq plus

(2．5～5．0 U／t1L)0．5肛L，无酶水40．5弘L。反应

条件：94℃预变性2 min，然后94℃1 rain，55℃

1 rain，72℃1．5 min，进行32个循环，72℃延伸

10 rain。PCR反应在PTC-200型热循环仪上进行。

质量分数1％琼脂糖电泳，紫外灯下观察结果，自动

凝胶成像扫描仪分析。

1．3目的片段的克隆及测序

割胶回收目的片段，与pUCm—T Vector连接

后，转化E．coli Top 10感受态细胞，在涂有IPTG

和X-gal的含Amp+的LB平板上涂布进行蓝白斑

初步筛选，挑取白色菌落提取质粒PCR鉴定为阳性

后送往上海英骏生物工程公司测序，阳性克隆子命

名为pUCm-T-xylB。

1．4重组表达质粒及基因工程菌的构建

分别用BarnHI／X^oZ I双酶切pET一30a(+)质

粒与pUCm-T-xylB，回收酶切好的载体和目的片

段，T4连接酶4℃连接，CaCI。法转化E．coli BL21

(DE3)感受态细胞，涂布于含100 pg／mL Kana+的

LB平板上，随机挑取菌落，抽提重组质粒，进行双

酶切鉴定。阳性重组表达质粒命名为pET一30a-xy-

lB，阳性重组基因工程菌命名为pET-30a-xylB

[BL21]。

1．5目的蛋白质的SDS-PAGE

将重组基因工程菌pET-30a-xylB[BL21]和对

照pET一30a[BL21](空质粒pET一30a转化大肠杆菌

E．coli BL21(DE3)菌株)接种于2．0 mL含Kana+

(终质量浓度为100 ttg／mL)的LB液体培养基中，

于37℃，220 r／min振摇培养过夜，再以1：50的

体积比转接于50 mL含Kana+的新鲜LB中，220

r／min摇培至OD㈣到0．6左右，经终浓度为

1 mmol／L IPTG的诱导培养6 h。菌液4℃离心收

集细菌，菌体用磷酸盐缓冲液悬浮、超声波破碎处
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理后，加入5×SD孓PAGE上样缓冲液裂解，沸水浴

变性10 min，4℃12 000 r／min离心10 min，取上

清液10肛L按常规方法在小型蛋白电泳仪上进行

SDs_PAGE恒压凝胶电泳。浓缩胶质量分数为

5％，分离胶质量分数为12％，电压为80 V。

1．6木聚糖酶学特性

1．6．1粗酶液的制备 阳性表达子诱导表达后，

收集菌体。用超声波破碎后，4℃12 000 r／min离

心10 min，取上清液即为粗酶液，用于酶活力测定

和酶学特性分析。

1．6．2酶活力测定和特性分析 测定参照Miller

等文献[8]。酶活力单位(U)定义：每秒钟产生

1肚mol木糖的酶量为1个单位的木聚糖酶活力。

酶的最适温度及热稳定性：在pH 7．0，反应

20 min的条件下，于40～90℃范围内，每隔10℃，

分别测定酶活，以最高酶活为100％计算相对酶活，

由此确定酶的最适作用温度。酶热稳定性测定，酶

液分别在40、50、60、70，80℃处理20 min后，立即

冰浴；按常规方法测定残余酶活性，以未保温(4℃

保存)的酶样活性为100％。

最适pH及pH稳定性：在最适反应温度下，分

别测定不同pH条件下酶活，以酶活最高为100％

计算相对活性，由此确定酶的最适pH值。酶液在

不同pH值条件下于40℃保温1 h，再分别测定残

留酶活性。反应所用的缓冲液为0．1 mol／L磷酸

氢二钠一柠檬酸缓冲液(pH 3。O～7．O)，磷酸二氢钾一

氢氧化钠缓冲液(pH 8．o)和甘氨酸一氢氧化钠缓冲

液(pH 9．O～10．O)。

2结果与分析

2．1 目的基因的克隆和序列分析

以短芽孢杆菌基因组为模板进行PCR扩增，产

物经质量分数1％的琼脂糖凝胶电泳，结果如图1

所示，在约650 bp处有条带出现，与预期大小一致。

阳性克隆子的测序结果及分析表明：短芽孢杆菌木

聚糖酶基因大小为642．bp，登录号为DQl00303。

经Blast同源性分析，该序列与已登录的枯草芽孢

杆菌和环状芽孢杆菌木聚糖酶基因(B．subtilis

AF490979．1，B．circulans AF490980．1)的同源性

分别为97％和96％，与其它芽孢杆菌属的同源性

也较高。这是有关短芽孢杆菌木聚糖酶基因的第

一次报道。经DNATool 5．1和SignalP 3．0 Server

分析，表明该基因编码213个氨基酸残基，理论分

子量为23．3 kD，等电点为10．30，前28个氨基酸为

信号肽序列，具有典型的信号肽特征，成熟肽的理

论分子量为20．2 kD，等电点为9．93。

M．3000 bp DNA marker；1．xylB基因PCR产物

图1短芽孢杆菌xylB基因的PCR扩增电泳图谱

Fig．1 PCR amplification of xylB gene of B．brevi

2．2木聚糖酶基因表达和SDS-PAGE分析

目的片段与pET-30a(+)分别经BarnH和

Xhol I双酶切后连接，连接产物转化E．coli BL21

感受态细胞，挑斑进行菌液PCR鉴定，得阳性表达

子，重组表达载体命名为pET-30a—xylB。将重组表

达质粒pET-30a-xylB经BarnH I和Xhol I双酶

切后，得到一条目的条带，见图2。与预期结果相

符，说明重组表达质粒成功转入大肠杆菌，重组菌

命名为pET-30a—xylB[BL21]。

M．3000 bp DNA marker；1．pET-xylB digested by BamHI／

Ⅺlol

图2重组质粒pET-xylB的酶切鉴定

Fig．2 Restriction patter of pET-xylB

重组菌pET-30a—xylBEBL21]经IPTG诱导表

达，木聚糖酶活力最高可达26．14 U／mL。SDS-

PAGE电泳结果显示(见图3)：与只含空质粒的对

照相比，经终浓度为1 mmol／mL IPTG的诱导表

达，重组菌的泳道有一条约为29 kD的特异性条

带，与融合表达产物大小相当，且条带浓度随诱导

时间一致渐深。说明酶的表达量呈时间梯度增加，

至16 h达最高。

2．3重组木聚糖酶的性质

2．3．1 重组木聚糖酶的最适温度和热稳定性该

重组酶的反应最适温度为50℃(见图4)，反应温度

 万方数据



第1期 胡春霞等：短芽孢杆茵耐碱性木聚糖酶(xylB)的分子生物学研究 89

M．protein marker；1．pET-30a[BL21]；2．pET-30a-xylB

[BL213 induced 2 hl 3．pET一30a—xylB[BL21]induced 4 hI

4．pET一30a—xylB[BL21]induced 8 h}5．pET一30a—xylB

[BL213 induced 16 h．

图3重组木聚糖酶的SDS-PAGE分析

Fig．3 Analysis of the recombinant expressed xylanse by

SDs-PAGE

为80℃时，其相对酶活力为21％，但到90℃时，相

对酶活只有4．6％。由图5可知，在温度低于50℃

时该酶活性较稳定，当温度高于50℃时，酶活性下

降较快，酶液在60℃处理20 min其残余酶活力仅

为5．2％。

琴

!ig
避
捉
罂

温度／℃

图4温度对重组表达木聚糖酶酶活的影响

Fig．4 Effect of temperature on xylanase activity

摹

赡
避
捉
罂

40 50 60 70 80

温度／℃

图S重组表达木聚糖酶的热稳定性

Fig．5 Thermostability of xylanase

2．3．2重组木聚糖酶的最适pH和pH稳定性

该重组酶的最适反应pH为9．O(见图6)，属于耐碱

性木聚糖酶；当pH<6时，相对酶活几乎为零。由

图7可知，该木聚糖酶在pH 5．0～10．0的范围内

较稳定。当pH<5时，该酶的稳定性很差，酶液在

pH 4．0、40℃下保存1 h，酶活损失将近90％。
120

l∞

蓬80

鏊60
靛40

靶20

O
3 4 5 6 7 8 9 10

pH'0t

图6 pH值对重组表达木聚糖酶酶活的影响

Fig．6 Effect of pH on xylanase activity
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图7重组表达木聚糖酶的pH值稳定性

Fig．7 Effect of pH Oil enzyme stability

3 结 语

自20世纪60年代开始，木聚糖酶应用领域不

断扩大，其在食品、饲料、造纸、纺织、酿酒、医药、环

境和能源等工业中都有应用，特别是在食品和饲料

工业中已得到了广泛的应用，前景十分看好。本研

究中首次从短芽孢杆菌中成功克隆到木聚糖酶基

因，序列分析发现其与已登录的其它芽孢杆菌如枯

草芽孢杆菌、环状芽孢杆菌等均具有很高的同源

性。这些基因之间的高同源性说明芽孢杆菌木聚

糖酶的进化保守性，同时又有一定的差异，赋予了

各自特异性的进化，以适应各自的生活史。作者成

功地利用大肠杆菌异源表达了具有生物学活性的

重组木聚糖酶。而且还融合了6个组氨酸作为标

签，为下一步通过金属离子亲和层析柱纯化得到单

一的木聚糖酶打下了基础。重组表达木聚糖酶的

最适温度和最适pH均与刘伟丰等D3报道的短小芽

孢杆菌来源和Nakamura等[6]报道的嗜碱芽孢杆菌

来源的木聚糖酶性质相似。说明酶分子N端的融

合肽对其酶学特性没有显著影响。

嗜极性木聚糖酶(包括嗜热、嗜碱和嗜酸等)在

提高效率、降低成本、稳定性提高及减少环境污染

方面有着很大的优势。如在食品工业中，很多加工

加

∞

∞

∞

∞

加

o
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都离不开热处理，这就要求木聚糖酶即使在较高的

温度下仍不会大幅度地丧失活性；在造纸工业中，

木聚糖酶应用在纸浆漂白的环境为碱性，酶在高

pH值的环境下依然能保持较高的活性便成为关键

因素Do]。因此，通过基因工程技术构建木聚糖酶高

产工程菌以及改良木聚糖酶性质已是目前研究方

向之一[1川。对木聚糖酶基因进行突变可以改变木

聚糖酶的性质，如酶活性、热稳定性和pH稳定性

等，对该酶在工业生产上的应用具有十分重要的意

义。Umemoto等比较了碱性木聚糖酶XynJ和中

性木聚糖酶的蛋白质结构，发现在XynJ的催化部

位存在几个特殊的盐键。将构成特殊盐键的氨基

酸Ar948、Lys51和Lys52均突变成Gln以破坏这

些盐键，结果发现，突变酶最适pH由亲本酶的9变

成了7，得出结论这几个盐键对该木聚糖酶的耐碱

性有一定的贡献[12。。目前作者所在实验室也正在

进一步研究木聚糖酶结构与功能之间的关系，尝试

通过定点突变等方法对酶活力及热稳定性进行改

造，试图进一步提高酶的活性或耐碱性能，为该酶

的工业应用提供基础材料。
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