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摘 要：木聚糖酶广泛应用在食品加工、纸浆漂白、饲料添加剂、工业乙醇的生产，生物转化等领

域。相对于G／11木聚糖酶，F／10家族在稳定性、耐酸性和耐碱性方面更有优越性，本文综述了该

家族木聚糖酶的相关基因，酶分子空间结构及催化机理等基本特性，特别对热稳定性属性及基因

工程改造其稳定方面进行了详细说明，为进一步进行酶分子改造和应用提供借鉴。
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Abstract：Xylanase is widely used in biotechnology related areas，such as food processing，pulp

bio—bleaching，animal feed additive，ethanol production，bio—conversion，and SO on．Compared

with G／11 xylanase，F／10 xylanase is more advantageous in thermostability，acidic resistance and

alkaliphilie ability．This manuscript reviewed the related genes，enzyme 3D structure，catalysis

mechanism of this family，especially about its thermostability and genetic engineering，which is

useful for further investigation of property and deeper usage in industries．
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木聚糖酶(EC 3．2．1．8)水解木聚糖的伊1，4一糖

苷键，与自然界中第二大能源物质一半纤维素的降解

和五碳糖的循环利用相联系。现在木聚糖酶广泛

应用于工业生产中：啤酒酿造、面包烘焙、动物饲

料、生物漂白、乙醇生产、生物转化等。由于环境多

样性，造成不同生物来源的木聚糖酶在理化特性，

结构，催化模式和底物特异性等方面具有多样性。

已经发现木聚糖酶分布在5，7，8，10，11，43等家族

的糖苷水解酶中。根据催化结构域的氨基酸组成，

大部分木聚糖酶属于F／10和G／1l木聚糖酶两大

家族。G／儿木聚糖酶多为单结构域，相对分子质

量一般小于30 000，产物中寡聚糖含量较多，而单糖

成分较少，酶最适温度50～60℃，在空间结构上呈

“右手半握状”。F／10木聚糖酶则含有较多结构域，

不仅有催化结构域，还存在纤维素结合结构域(Cel—

lulose Binding Domain：CBD)，相对分子质量一般
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大于30 000，而催化产物中单糖较多，最适温度60～

80℃，在结构上呈现“碗状”结构[1]。与G／11家族

相比，F／IO家族木聚糖酶在耐高温、耐酸和耐碱性

方面更有优越性。现在已经开发了一些商品酶，但

是在应用中还存在许多问题，诸如酶的热稳定性、

底物结合结构域的作用、耐极端状况的特性、酶的

催化机理等需要进一步研究，以便开发更加适合工

业生产，满足人民生活需要的新酶。作者就F／IO

木聚糖酶的分子生物学属性做一回顾，期望对木聚

糖酶的深入研究和开发有所裨益。

由于木聚糖酶在工业应用中的广泛性，人们从

芽胞杆菌属菌株，木霉属，曲霉属，青霉属，乳杆菌，

假丝酵母菌等中得到嗜碱性木聚糖酶。从里氏木

霉，白曲霉，酵母类真菌，青霉属分离到嗜酸性木聚

糖酶[2]，其中黑曲霉和里氏木霉木聚糖酶研究较为

深入[3]。为了使用和研究酶的稳定性，从嗜热和超

嗜热微生物中分离热稳定性的木聚糖酶，热解纤维

素果汁杆菌属，海洋红嗜热盐菌，脂肪嗜热芽孢杆

菌，嗜热子囊菌，热纤梭菌等。来源于海栖热袍菌

的XynA是已报道的嗜热性最高的酶，最适温度

105℃[2]。已经发现许多F／IO木聚糖酶(见

Tabl)，并且许多木聚糖酶基因在真核、原核生物中

得到了成功表达[4]，为研究木聚糖酶催化机理及酶

分子进化嘲、热稳定性[6-7]、结构模拟提供了方

便[8]。在研究木聚糖酶的基因转录、表达调控时，

Blum观察到Clostridium thermocellum中编码阿

魏酸酯酶的基因与F／IO木聚糖酶相邻凹]，可能与

阿魏酸基团在植物细胞壁中作为结构骨架和提供

保护有关，可以避免被微生物降解。在密码子偏好

性方面，F／IO木聚糖酶基因的密码子的家族特征以

“a”碱基为主；而G／11家族以“g／c”碱基为主[1 0|。

表1 F／lO木聚糖酶基因及结构

Tab．1 Genes and structure of F／I O xylanase
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含CBM的数量或X—ray数据的个数；数据来源于Uniprot Release 14．6(去掉片段性序列。包含双功能活性的酶)；Accession Num—

bet：木聚糖酶在Swiss—prot中的登陆号；Length：指木聚糖酶氨基酸序列中所含氨基酸数目；3D：测定出晶体结构的木聚糖酶。

1 F／10木聚糖酶的多结构域

一般来说，F／10木聚糖酶由真菌、细菌和植物

产生。它有较大相对分子质量(>30 000)，结构复

杂，通常由多个结构域组成，包含一个催化结构域

(参见Tabl)。酶的催化结构域(Catalysis Domain：

CD)是木聚糖酶主要组成部分，承担着木聚糖酶的

水解特性，也是进行酶家族分类的基础。虽然它们

在氨基酸数量和组成方面差异很大，但其催化结构

在大小上都很接近。主要以a一螺旋和百一折叠片重

复出现的结构，因为与TM结构相近，属于一个家
族，称为(∥口)。折叠结构(Fig 1)，“在结构上呈现

“碗状”结构。催化结构域特定位置的谷氨酸和天冬

氨酸对催化特性影响很大。而G／11木聚糖酶主要

以伊折叠片组成．形成“右手半握状”结构(见图1)。

图1 海栖热袍菌木聚糖B空间结构(从侧面观)

Fig．1 Structure of xylanase B(side shown)

图2 c／11木聚糖酶结构图。PDB登录号：1YNA

Fig．2 Structure of G／1 1 xylanase(1 YNA)

很多F／10木聚糖酶不仅含有催化结构域，还

含有非催化活性的结构域如：多糖结合结构域和热

稳定结构域。底物结合结构域可以和结晶纤维素

结合，称为纤维素结合结构域(CBD)；如果与木聚

糖特异性结合，则称为木聚糖结合结构域(Xylan

Binding Domain：XBD)。一般情况下，底物结合结

构域不影响酶的催化活性，但对不溶性底物有着特

殊作用。如Streptomyces Oliceovividis E一86的木

聚糖酶，它含有CD和XBD，既能分解可溶性木聚

糖，又能分解不溶性木聚糖；如果人工除去XBD，它

就不能降解不溶性木聚糖，但不会影响对可溶性木

聚糖的降解效率。它们可以起到细胞壁黏附、纤维

素装配、蛋白质锚定等作用。

木聚糖酶有时还含有多个催化结构域，如生黄

瘤胃球菌(Ruminococcus flavifaciens)产生的XY—

NA木聚糖酶的C末端含有F／lO木聚糖酶催化结

构域，而N末端含有G／11木聚糖酶催化结构域。

来源于R．Xavefaciens的XYLA，N一端序列具有

G／11木聚糖酶的活性，C一端具有F／IO木聚糖酶活

性，中间由一段富含Asp和Glu的重复序列连接

⋯]。Cytophaga hutchinsonii的CHU-1239基因

也编码双功能活性酶的催化结构域，具有F／10木

聚糖酶／GH6脱乙酰基酶活性[1引。

非催化活性的结构域(CBD／XBD)和多个催化

结构域之间通过连接区域将各个结构域连接在一

起，这个区域称为连接肽(Linker)，因为它可以形成

柔韧的绞链区，使不同结构域形成具有活性的空间

构象。一般情况下Linker连接肽的同源性一般不

高，它的长度为6～9个氨基酸，有时不同来源的木

聚糖酶linker长度变化很大，其中含有较多的Set

或Pro。Cellvibrio japonicus Xynl0C是由F／10木

聚糖酶的CD和CBMl5构成，晶体显示它们之间的

linker区域是无规则卷曲线段，表明它有很高的柔

韧性D3]。David等用NMR研究了Cex木聚糖酶

的连接区结构，它将N端催化域和C端CBD连接
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起来，这个连接肽富含Pro和Thr(Pro／Thr Lin-

ker)，在纳秒一皮秒时间尺度上显示出高度弹性变化

的柔性结构，通过这个结构将不同结构域在空间上

隔离开来，说明CBD将CD锚定于细胞壁上，便于

催化结构域完成催化作用[14]。

2 F／10木聚糖酶的晶体结构和催化

特性

不同细菌种类和真核生物来源的F／10木聚糖

酶可以分为不同的亚类，很多F／10木聚糖酶的晶

体结构已经测定出来，为进行酶分子结构的同源结

构模拟提供了模板[e3(见表1)，它们在总体结构上

没有太大差异。形成(B／a／)8-折叠桶状的TIM结

构，它们在晶体结构方面呈现出很高的等同性和氨

基酸残基相似性，结构之间偏差很小(0．95±

0．1lA)[151。通过结构分析和定定点突变说明，木

聚糖酶的催化机理是由两个Glu参与的双取代反

应机制，其中一个Glu起酸碱催化作用，另一个Glu

提供亲核受体，这两个活性中心的氨基酸位点位于

一个开放式裂缝中。TIM折叠桶催化域的酸碱催

化氨基酸和亲核受体氨基酸残基分别位于第4和

第7 p折叠片上，与这个模式相对应，酶底物结合沟

的长度相应延长，能容纳4～7个木糖分子Ds]。

研究F／10木聚糖酶与底物或抑制蛋白的晶体

复合物，发现底物结合结构域是高度保守的区域，

特别是在一1和一2位点在识别底物过程中起关键作

用口31。在催化特性上，F／10与底物结合需位点较

少，特异性较低：对短的p-1，4-寡聚糖亲合性更高，

所以在产物形成方面会产生很多小分子低聚糖。

定点突变证实XlnA中的两个催化残基，E128(酸碱

催化作用的氨基酸)／E236(亲核受体氨基酸)，研究

晶体结构也证实了这两个氨基酸的作用[I引。定点

突变发现XlnA中有3个保守性His，对H81和

H207的突变，酶活性降低了95％以上，H86在F／

10在稳定结构和维持酸碱催化的pKa中有重要作

用‘17|。

3 F／10木聚糖酶的热稳定性(Ther—

mostability)

3．1 木聚糖酶热稳定性研究

木聚糖酶的热稳定性是影响其应用的重要因

素。真菌来源的木聚糖酶，最适反应温度在35～

60℃，其热稳定性往往低于细菌来源木聚糖酶的热

稳定性，现在发现的耐热木聚糖酶大多数属于F／10

家族。而工业上纸浆漂白一般在60℃左右，所以要

求稳定性较高的酶Ds]。研究木聚糖酶3D发现，嗜

温性酶和嗜热性酶结构很相近。目前没有普遍性

机理可以解释酶的热稳定性，因为不同酶有不同的

热稳定性机理。人们发现酶的热稳定性往往通过

进化过程中一系列小的变化累积造成的：盐键和氢

键的增多，内部堆积力的改变；表面电荷的多少；在

N端／c端a一螺旋处引入二硫键增加稳定性因素。

Amit Bharadwaj发现N端Vall—Ala的突变会降低

BSX的稳定性，这个突变可能引起了蛋白质局部或

者全局构象的变化，从而使得酶稳定性降低[1 9|。

酶分子表面芳香族氨基酸堆积可以提高蛋白质的

稳定性，Ca2+也可以提高酶的热稳定性[2]。Mani—

kandan等从alkalophilic Bacillus sp．strain NG一27

中分离XylnA，它不含半胱氨酸和二硫键，却有较

好的嗜热和嗜碱稳定性，但是其机理还不清楚[2 0|。

某些微生物(如解糖高温厌氧杆菌和热纤梭

菌)木聚糖酶中某些区段可增加酶的最适作用温

度。嗜热性细菌的F／IO木聚糖酶普遍含有增加热

稳定性的结构域(CBD)，它们与酶催化结构域紧密

结合在一起[2¨。这种作用常认为是嗜热酶中含有

热稳定结构域(Thermostable Domain：TSD)，这些

区域常是串联重复，但这方面的研究还有待深入。

2000年在16条嗜热性F／10酶中发现TSD结构，

全部分布在催化结构域的N端。Sunna等采用片

段删除方法研究XynA，认为TSD结构域主要功能

与XBD相近，也与热稳定有关联。TSD与XBD的

性质相似，可以选择性地亲和可溶性木聚糖，与羟

甲基纤维素也有微弱的结合作用[2引。Shin等用重

叠延伸PCR研究xynX的TSD与CD的关系，发现

酶的最适温度xynX—TSD-CD>xynX—CD>xynX—

C口TSD，但是结合木糖的活性未受影响，表明该木

聚糖酶TSD具有热稳定和结合底物的双重功

能[23|。Abou—Hachem等发现携带CBM(Cellulose

Binding Model)的全长Xynl0A，其变性温度的提

高与Ca2十浓度有明显相关性；而截去CBM的

Xynl0A催化结构域的变性温度则会下降¨41。

近来人们运用结构域融合技术构建了几个双

功能活性酶(Bifunction)，如将CBD与葡聚糖酶基

因的融合心引，将硫色曲霉木聚糖酶基因xynA和

xynB的融合[26|。Kamondi将Thermotogamariti-

ma的F／10木聚糖酶TmxA(T叫一68℃)催化结构

域与同个家族的TmxB(T。，。一102℃)融合后得到

一系列嵌合酶，它们的最适温度与亲本TmxB的序

列长短没有对应关系，在16个嵌合酶体中只有4个

酶的最适温度有了提高∽7|。
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3．2基因工程在改造木聚糖酶热稳定性的作用

根据木聚糖酶结构功能的相互关系，人们基因

工程方法研究了很多木聚糖酶热稳定性的问题：如

定向进化，定点突变，基因shuffling，计算机辅助研

究等。定向进化采用随机突变产生大量的突变体

库，而后用定向筛选方法得到所需要突变子的过

程，这种方法不需要知道酶的结构信息。应用易错

PCR得到Xysl(Streptomyces halstedii JM8)的突

变体，M1(G133D)和M8(N148D)活性比野生型提

高了22～25％，M5a(D175A)和M7(T160A)的酶

活性则降低到40～50％，研究发现这些突变位点多

位于酶分子结构的B／a一环处。易错PCR可以突变

非活性中心的氨基酸，它们可以引起酶结构重排，

并影响酶分子活性[2 8|。这种定向进化方法很容易

产生突变，但是后续过程中从突变库中筛选阳性转

化子的工作量太大，过程较复杂且费用较昂贵。

定点突变可以确定单个氨基酸残基的功能，但

是不能确定多个氨基酸残基形成的片断所产生的

功能和性质[2们；采用基因shuffling可以弥补单点

突变氨基酸的不足，它可以分析长片段氨基酸序列

所产生的性质和功能。定点突变和长片断氨基酸

序列重排都用到蛋白质分子空间结构的信息，属于
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酶分子理性设计的改造内容，虽然取得不少成果，

在很大程序上依赖于实验经验方面的结果。理性

设计是根据酶分子空间结构信息，在计算机辅助设

计帮助下快速筛选期望突变体，但算法还有待深入

研究。Liu分析了F／10家族的二肽片段与最适温

度的关系，TD、GH、wY利于最适温度的提高，

GA、IA、FH、LH、SR、NH则相反。从理论计算上

得到整个家族可以适应的最低温度和最高温度区

间为：一29．06～150．46℃[6]。基于这种思路，

Zhang运用神经网络(NNs)方法，构建F／10家族

木聚糖酶氨基酸组成和最适温度的数学模型，模型

误差分别为6．6l和1．78％Ea03。

4 结 语

通过综述了F／10木聚糖酶的相关基因、多结

构域间的相互关系、酶分子的晶体结构和催化活性

等相关属性，特别是木聚糖酶的稳定性和基因工程

改造方面，对该家族木聚糖酶的分子生物学属性有

了进一步认识，根据这些特性的研究，可以利用木

聚糖酶更加深入地在环境污染、生物转化、粮食精

深加工等方面为人类服务。
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