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　　摘要：木聚糖酶在快速降解木聚糖类半纤维素的过程中起重要作用。ＰｒｅｖｏｔｅｌｌａｒｕｍｉｎｉｃｏｌａＢ菌株中带有多种木聚
糖酶基因，所产酶类具有潜在的应用前景。利用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ将 ｘｙｎＢ连接至表达载体 ｐＥＴ－２８ａ
中，与组氨酸标签融合表达构建重组质粒ｐＰｒｘｙｎＢ，现已在大肠杆菌中获得高效表达。经分析 ＸｙｎＢ既具有外切酶活
力，又具有β－木聚糖苷酶活力，因此ＸｙｎＢ在木糖制备中具有重要的工业应用价值。
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　　木聚糖（ｘｙｌａｎ）是植物半纤维素的主要成分，是仅次于纤
维素的第二丰富的可再生资源［１］。我国作为农业大国，每年

有大量秸秆、玉米芯、甘蔗渣、麦麸等农业废弃物成为环保负

担。这些农业废弃物的主要化学成分是纤维素、半纤维素、木

质素等物质，木糖就存在于这些农作物废弃物的半纤维素多

缩戊糖中，是亟待开发的重要可再生资源［２］。由于半纤维素

的结构及其降解复杂的特点，这些木聚糖类半纤维素完全降

解为木糖需要多种酶的协同作用。首先由 β－１，４－内切木
聚糖酶 （ｅｎｄｏβ－１，４－ｘｙｌａｎａｓｅ）随机断裂木聚糖骨架，产生
木寡糖，降低了聚合度，然后由外切酶 β－木糖苷酶（β－
１，４－ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ）从非还原性末端将木寡糖和木二糖分解为
木糖。同时，水解木糖与侧链取代基之间的糖苷键的 α－Ｌ－
阿拉伯糖苷酶（α－Ｌ－ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ）和 α－Ｄ－葡萄糖
醛酸酶（α－Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ）也是必不可少的［３］。

不同来源的木聚糖酶在结构和性质上有很大的差别。有

的木聚糖酶只含有单一区域即催化区。有的同时具备催化区

和多种非催化区，包括催化区、纤维素结合区、木聚糖结合区、

锚定区、连接序列、重复序列等，这些区域承担着不同的生理

功能［４］。

ＰｒｅｖｏｔｅｌｌａｒｕｍｉｎｉｃｏｌａＢ菌株中带有多种木聚糖酶基因，其
中有 １个区域编码具有特异的内切木聚糖酶活性［５］。

ＰｒｅｖｏｔｅｌｌａｒｕｍｉｎｉｃｏｌａＢ属革兰氏阴性菌，为厌氧菌［６］，表达的

木聚糖酶有些存在于细胞内，有些则分泌表达至细胞间质，限

制了多种木聚糖酶在工业生产中的应用。本研究旨在对该菌

株中的ｘｙｎＢ基因序列进行分析并构建带有该目的基因的表
达载体，为进一步研究该酶的生物学功能，构建工程菌株和农

业工业化生产奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
质粒转化受体菌大肠杆菌 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＸＬ１－Ｂｌｕｅ、质

粒ｐＥＴ－２８ａ均由本实验室保存。限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、
ＢａｍＨⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 ＮＥＢ公司。ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＤＬ１００００／５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自 Ｔａｋａｒａ公
司。质粒抽提试剂盒和凝胶回收试剂盒购自生工生物工程

（上海）股份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ引物设计　ＰｒｅｖｏｔｅｌｌａｒｕｍｉｎｉｃｏｌａＢ的部分基因序
列已经测定，根据ＮＣＢＩ上基因簇（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｚ４９２４１）的碱基
序列和功能模块的预测，选定一段基因委托生工生物工程

（上海）股份有限公司合成命名为ｘｙｎＢ，并设计了相应的引物
用于后续的表达载体构建，基因扩增引物按试验要求设计

如下：

上游引物 ５′－ＧＡＣＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧＧＣ－３′内有１个
ＢａｍＨⅠ酶切位点，下游引物 ５′－ＧＡＣＣＴＣＧＡＧＴＴＴＴＡＣＴ
ＧＴＣＴＴＧＡＴＡＴＧＡＣＣＴＴＣＡ－３′内有１个ＸｈｏⅠ酶切位点，上述
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．２　含目的基因ｘｙｎＢ表达载体构建　以合成的基因片段
为模板进行扩增，选用 ＰＣＲ扩增的条件为：９８°Ｃ预变性
２ｍｉｎ；９８°Ｃ变性２０ｓ，退火温度采用５４、５６、５８℃３个温度梯
度运行 ２０ｓ，７２℃ 延伸 １ｍｉｎ，共 ３０个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ，反应结束后于４℃保存。ＰＣＲ反应结束后，采用１％琼
脂糖凝胶电泳检测目的条带大小，经ＰＣＲ回收试剂盒回收纯
化。取适量纯化后的 ＰＣＲ产物与 ｐＥＴ－２８ａ质粒用
ＢａｍＨⅠ／ＸｈｏⅠ 进行酶切、连接、转化感受态细胞。
１．２．３　阳性克隆的筛选　待单菌落长出后，在平板上挑取单
菌落接种于含Ｋａｍ的５ｍＬ培养液中，３７℃过夜培养。离心
得到菌体，提取质粒。所得到的质粒进行 ＰＣＲ鉴定，并以
ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切鉴定，并用１％琼脂糖凝胶电泳
进行检测。

１．２．４　序列测定及分析　将新鲜菌液送生工生物工程（上
海）股份有限公司进行目的片段的双向测序，测序结果利用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行处理。
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２　结果与分析

２．１　目的基因的扩增及载体构建
根据目的基因大小和 ＰＣＲ扩增结果（图１），发现采用

５８℃ 条件下的 ＰＣＲ结果较佳，切胶回收 ９５７ｂｐ左右的条
带，将目的基因连接到载体 ｐＥＴ－２８ａ上转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＸＬ１－Ｂｌｕｅ中，挑取重组子经 ＰＣＲ及双酶切鉴定（图 ２、图
３），证明所插入片段与扩增片段长度相同，测序结果显示与
已发表的ｘｙｎＢ序列完全一致，重组质粒命名为ｐＰｒ－ｘｙｎＢ。

２．２　木聚糖酶基因ｘｙｎＢ的序列分析
通过ＮＣＢＩ对该基因中的开放阅读框进行分析，结果显

示，该基因编码３１９个氨基酸，序列如图４所示。经 ＥｘＰＡＳｙ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）推测分子量为３８．５７ｋｕ，
等电点为４．８２。

　　将木聚糖酶 ＸｙｎＢ成熟肽完整的氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中其他微生物来源的木聚糖酶一级结构进行同源性比较，结

果表明，它与 ＧＨ４３家族的木聚糖酶具有较高的同源性。该
蛋白 Ｎ端不含信号肽，与 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｏｖａｔｕｓ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＺＰ＿
０６６１９１５７．１）和Ｃａｐｎｏｃｙｔｏｐｈａｇａｓｐ．（ＧｅｎＢａｎｋ：ＺＰ＿０８４４９９３４．１）
中的木聚糖酶有较高同源性。

３　结论

本研究以合成基因 ｘｙｎＢ为模板，采用 ＰＣＲ扩增技术构
建得到重组质粒ｐＰｒ－ｘｙｎＢ，基因全长９５７ｂｐ，编码得到３１９
个氨基酸，经蛋白参数预测该酶属于ＧＨ４３家族的木聚糖酶，
既具有外切酶活力，又具有 β－木聚糖苷酶活力［７］，因此，

ＸｙｎＢ在木糖制备中具有重要的工业应用价值。后续工作将
对此木聚糖酶进行进一步性质表征，旨在为农业废弃物的资

源利用开辟新途径，并为木聚糖降解酶在植物残体上的生物

转化、清洁生产以及饲料工业中应用打下基础［８］。
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