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一种新的镰刀菌 Ｑ７－３１木聚糖酶 Ｘｙｎ９
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　　摘要：为对植物病原菌镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）Ｑ７－３１所产木聚糖酶进行鉴定及酶学特性分析，在发酵产酶培养基
上对Ｑ７－３１进行发酵培养，获得能够高效降解植物细胞壁的粗酶液。然后，采用ＳｅｐｈａｃｒｙＳ－１００凝胶柱层析和 ＤＥＡＥ
弱阴离子交换柱层析对粗酶液进行分离纯化后得到木聚糖酶Ｘｙｎ９，并对其开展蛋白质组学研究和酶学特性分析。结果
表明：粗酶液中木聚糖酶比活为１６．５８Ｕ／ｍｇ，纤维素酶比活为０．４２８Ｕ／ｍｇ，细胞壁降解酶比活为０．０１９８Ｕ／ｍｇ，蛋白含
量为２．１７ｍｇ／ｍＬ。Ｘｙｎ９的蛋白质组学研究结果显示，其分子量为２１ｋｕ、等电点为６．８６，接近 ＧＨ１０家族。纯化后
Ｘｙｎ９的酶学特性表明，最适反应温度为４７℃，最适ｐＨ值为５．６，该酶在３３℃以下和在ｐＨ值５～６的范围内较稳定；
金属离子Ｋ＋对该酶有激活作用，Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋抑制该酶活性，Ｃｕ２＋、Ｈｇ＋使该酶完全失活。综合Ｘｙｎ９的分子
量、蛋白质组学结果以及酶学特性，最终将其鉴定为一种新的介于ＧＨ１０家族与ＧＨ１１家族之间的内切木聚糖酶。
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　　植物细胞壁主要由纤维素、半纤维素和木质素等物质组
成［１］。半纤维素的主要成分是木聚糖，约占植物细胞干质量

的３０％～３５％，是继纤维素之后含量第二丰富的可再生物质
资源。其中，木聚糖酶（１，４－β－Ｄ－ｘｙｌａｎａｓｅ，ＥＣ３．２．１．８）
是一种重要的工业用酶，在造纸工业、能源、饲料及环境等领

域中具有很好的应用前景，特别是在纸浆的生物漂白方面的

应用［２－４］。生物降解木质素，就是利用微生物产生的胞外酶

使木质素逐步分解转化，从而实现其资源转化。所以，木质素

酶作为废弃秸秆回收利用过程中的关键角色，已引起人们的

高度重视［５－６］。我国是农业生产大国，每年秸秆产量大约５．
７亿ｔ，占世界秸秆总产量的２０％～３０％。其中绝大部分因为
难以利用，仅作为农家燃料或肥料［７］。如果能够将这些秸秆

通过转化成为低聚糖，就可以用作基本碳源，生产各种发酵产

品，包括各种氨基酸、有机酸、单细胞蛋白、糖醇类、工业酶类、

溶剂或燃剂等［８－９］。因此，对木聚糖酶的研究具有十分可观

的经济效益和社会效益。

根据疏水性聚类分析方法［１０］，将木聚糖酶分为 ＧＨ１０和
ＧＨ１１等２个家族。ＧＨ１０家族木聚糖酶多为高分子量，通常
大于３０ｋｕ，等电点较低，不仅有催化结构域，还常有碳水化合

物结合结构域；ＧＨ１１家族木聚糖酶多为单结构域蛋白，相对
分子量一般小于３０ｋｕ，等电点较高［１１］。而且２个家族的木
聚糖酶在空间结构上的折叠类型不同，即 ＧＨ１０家族木聚糖
酶主要由重复出现的α－螺旋和β－折叠片构成，整体结构像
碗状，上面略大下面较小；而ＧＨ１１家族木聚糖酶具有的典型
折叠结构是由β－折叠片为主所构成的单个结构域，这个结
构域由２个β－折叠片层扭曲成将近９０°角，构成１个深且狭
长的沟缝状结构［１２］。

近１０年来，基因重组、基因定位突变、细胞融合等技术在
纤维素酶菌株的构建上取得了巨大的成果。对于木聚糖酶而

言，酶活力偏低是研究开发中遇到的普遍问题，低酶含量造成

发酵成本过高，限制了该酶制剂的工业化生产和应用。一般

来说，真菌木聚糖酶比细菌的木聚糖酶产量大［１３］，例如木霉、

曲霉等真菌所产木聚糖酶的酶活力较高［１４－１５］，对木聚糖酶的

研究也主要集中在这些方面。镰刀菌是一种世界性的土生丝

状真菌，其中有一些可以产生多种酶，其能够降解细胞壁中的

果胶与纤维素［１６］。由于镰刀菌属于病原菌，对镰刀菌的研究

多集中在对致病性镰刀菌的检测鉴定、多样性与致病基因等

方面［１７］，对利用其产酶的研究鲜有报道。本研究对镰刀菌

（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）Ｑ７－３１产细胞壁降解酶进行分离纯化，并对
纯化后的木聚糖酶进行蛋白鉴定与酶学特性分析，鉴定出介

于ＧＨ１０家族与ＧＨ１１家族的内切木聚糖酶 Ｘｙｎ９，为后续研
究细胞壁降解酶降解细胞壁的协同反应机制、反应条件及酶

系的结构组成奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　镰刀菌Ｑ７－３１菌株，由青海大学生态环境工
程学院微生物实验室于２００７年从青海省大通县宝库乡所采
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土壤中自行分离纯化获得，并保存。

１．１．２　培养基　固体活化培养基：ＰＤＡ培养基粉末 ３９ｇ，
１０００ｍＬ水，１２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ；液体种子培养基：葡萄糖
２％，蛋白胨０．３％，Ｍｅｎｄｅｌｓ营养盐，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ；
发酵产酶培养基：燕麦秸秆粉０．３％，蛋白胨０．３％，Ｍｅｎｄｅｌｓ
营养盐，１２１℃ 高压灭菌 ２０ｍｉｎ；Ｍｅｎｄｅｌｓ营养盐［１８］：

（ＮＨ４）２ＳＯ４１．４ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ／Ｌ、尿素 ０．３ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２
０３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ、ＦｅＳＯ４５．０ｍｇ／Ｌ、ＭｎＳＯ４１．６ｍｇ／Ｌ、
ＺｎＳＯ４１．４ｍｇ／Ｌ、ＣｏＣｌ２２．０ｍｇ／Ｌ。
１．２　方法
１．２．１　菌种活化与发酵　将保存在４℃下液体石蜡封存的
斜面菌种Ｑ７－３１转接至固体活化培养基上，于２５℃恒温培
养箱中培养，传代２～３次，使菌种充分活化。液体种子制备：
在１０００ｍＬ三角瓶中装入２００ｍＬ液体种子培养基，从固体
活化培养基上接种直径为１．０ｃｍ的菌块至液体种子培养基
中，于２５℃恒温培养箱中静止培养２ｄ后制成液体种子备
用。液体发酵培养：在１０００ｍＬ三角瓶中装入３５０ｍＬ发酵
产酶培养基，将制备好的液体种子按１０％接入发酵产酶培养
基中，２５℃１２０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养。
１．２．２　酶活力的测定　采用３′，５′－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）测
定还原糖的方法［１９］，测定分别以１％木聚糖、０．５％羧甲基纤
维素（ＣＭＣ）及５ｍｇ／ｍＬ燕麦秸秆粉为底物时酶液中木聚糖
酶、纤维素酶和植物细胞壁降解酶的活力。将 １ｍｉｎ产生
１μｇ还原糖所需的酶液量定义为１个酶活力单位（Ｕ）。
１．２．３　蛋白含量的测定　蛋白含量的测定采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法［２０］，以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为标准绘制标准曲线。在２ｍＬ
离心管中加入稀释３倍的酶液样品２００μＬ，加入１ｍＬ考马
斯亮蓝Ｇ－２５０染液，充分振荡混匀反应５ｍｉｎ，６０ｍｉｎ内在
５９５ｎｍ下测定吸光度。将测得的吸光度代入蛋白标准曲线
方程，计算样品中的蛋白含量。

１．２．４　酶的分离纯化　用５０％～８０％饱和度的硫酸铵对蛋
白含量较高的酶液进行分级沉淀，后将６ｍＬ沉淀后的样品上
样到ＳｅｐｈａｃｒｙＳ－１００葡聚糖凝胶层析柱（２６ｍｍ×７００ｍｍ），
层析柱预先用ｐＨ值为７．５的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液平衡，并以相
同缓冲液进行洗脱，速度为１．３ｍＬ／ｍｉｎ，用核酸蛋白检测仪
在２８０ｎｍ波长下检测蛋白分布，对每个收集管进行标号；将
初步分离的蛋白样品上样到 ＤＥＡＥ弱阴离子交换柱（５×
５ｍＬ），柱子预先用 ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值为
７５）平衡，以 ０～１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ进行梯度洗脱，速度为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，每４ｍｉｎ收集１管，用核酸蛋白检测仪在２８０ｎｍ
波长下检测蛋白分布。

１．２．５　ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）　将制好
的分离胶和浓缩胶灌入电泳槽后，把蛋白ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ与待
测收集管中的样品混合，于１００℃沸水浴中加热５ｍｉｎ，取出
后冷却至室温。每个点样孔上样１０μＬ，并使用标准蛋白分
子量作为参照。当溴酚蓝前沿到达距凝胶下沿约０．５ｃｍ时，
停止电泳。使用小刀将凝胶轻轻撬离玻璃板，然后将凝胶剥

离到装有染色液（考马斯亮蓝 Ｒ－２５０染色液 １％，甲醇
４０％，冰醋酸１０％，混匀并过滤）的培养皿中，染色３～４ｈ。
染色完毕后，倒出染色液，加入脱色液（甲醇 １０％，冰醋酸
１０％，混匀），脱色３～１０ｈ，定时更换脱色液，直至凝胶背景

变得清晰可见。

１．２．６　酶的质谱鉴定　酶的质谱鉴定由华大基因（北京）完
成。切下的目的蛋白凝胶位点，加入５０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３振
荡至无色；加入乙腈１００μＬ约放置３０ｍｉｎ，通过 １μｇ／ｍＬ胰
蛋白酶酶解３７℃水浴１６ｈ，加入１００μＬ提取液（５０％乙腈，
５％ＴＦＡ），４０℃水浴 １ｈ，真空干燥除去乙腈，加入 ５μＬ
０１％三氟乙酸。取２μｇ的样品用 Ａｎｇｉｌｅｎｔ１１００液相系统
Ｆｉｎｎｉｇａｎ线性离子阱（ＬＴＱ）质谱仪系统进行检测，质谱结果
经ＭＡＳＣＯＴ软件检索，结合 ＮＣＢＩ数据库信息以及酶学特性
确定酶的种类［２１］。

１．２．７　酶的最适温度、ｐＨ值及稳定性测定　最适温度的测
定：将底物处于ｐＨ值６．８的缓冲液中，在４～９０℃范围中进
行酶促反应，确定酶的最适反应温度；在上述不同温度下温浴

处理１ｈ测定酶的稳定性。最适 ｐＨ值的测定：将底物处于
不同ｐＨ值的缓冲液中，ｐＨ值范围为３～８，在４５℃条件下反
应并测定酶活力，确定最适反应ｐＨ值。稳定性测定：将样品
分别在ｐＨ值为３．０～１１．０的条件下处理１ｈ，测定酶的 ｐＨ
值稳定性。

１．２．８　金属离子对酶活力的影响　分别在酶液中加入金属
离子化合物 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、
Ｈｇ２＋，各种金属离子在反应体系中的终浓度分别达到 ４、
８ｍｍｏｌ／Ｌ。４０℃处理３０ｍｉｎ后测定残余木聚糖酶活力，未加
金属离子的酶活力为１００％。

２　结果与分析

２．１　Ｑ７－３１发酵液的酶活力和蛋白含量
２．１．１　酶活力　Ｑ７－３１发酵液的酶的木聚糖酶活力最强，
在酶液稀释１００倍情况下其木聚糖酶活力高达３５．９６Ｕ／ｍＬ；
其次具有一定的纤维素酶活力，在酶液稀释１０倍的情况下，
纤维素酶活力为０．９２９Ｕ／ｍＬ；而酶液在没有稀释的情况下，
细胞壁降解酶活力只有０．０４３Ｕ／ｍＬ（表１）。以上结果表明，
Ｑ７－３１发酵液的酶主要具有木聚糖酶活力。

表１　发酵液的酶活和酶比活

酶种类 平均吸光度
酶活力

（Ｕ／ｍＬ）
比活

（Ｕ／ｍｇ）

木聚糖酶（稀释１００倍） ０．９９２±０．００６ ３５．９６ １６．５８
纤维素酶（稀释１０倍） ０．７２０±０．０２８ ０．９２９ ０．４２８
细胞壁降解酶 ０．２２２±０．０２７ ０．０４３ ０．０１９８

　　注：底物分别采用 １％木聚糖、０．５％羧甲基纤维素（ＣＭＣ）及
５ｍｇ／Ｌ燕麦秸秆粉。

２．１．２　蛋白含量　过滤后的酶液总体积为１４００ｍＬ，５９５ｎｍ
下的吸光度为０．８４０，代入标准曲线公式（ｙ＝０．８６０９ｘ，ｒ２＝
０．９９９４），得到酶液总蛋白含量为３０３７．２６ｍｇ。
２．２　酶的分离纯化及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

１４００ｍＬ粗酶液经过５０％ ～８０％硫酸铵分级沉淀后，得
到１２ｍＬ酶液，蛋白含量为 １２４８．９９ｍｇ，蛋白回收率为
４１１２％。将酶液上样到 ＳｅｐｈａｃｒｙＳ－１００葡聚糖凝胶层析柱
中进行初步分离纯化，得到只具有木聚糖酶活性的蛋白，将其

命名为Ｘｙｎ９，其酶活力为４７．２６Ｕ／ｍＬ，蛋白含量为５．８２４ｍｇ，
比活为２４．３４Ｕ／ｍｇ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果证明其为单一蛋白，
分子量为２１ｋｕ（图１）。再将初步分离纯化的 Ｘｙｎ９上样到
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ＥｚＦａｓｔＤＥＡＥ弱阴离子交换柱中进一步分离纯化，柱子预先用
ｐＨ值为８．５的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液平衡，以０～１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ进
行梯度洗脱，速度为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，得到纯化过的Ｘｙｎ９。
２．３　Ｘｙｎ９的质谱鉴定

选取双向电泳为１个点的Ｘｙｎ９蛋白进行串联质谱鉴定，

结果表明：由于ＭａｓｃｏｔＳｃｏｒｅ为３７分，不足证明其为ＧＨ１０家
族内切木聚糖酶的４７分（Ｐ＜０．０５），因此 Ｘｙｎ９接近但并不
属于ＧＨ１０家族内切木聚糖酶（ＮＣＢＩ注册号：ｇｉ｜１１７０１３９）。
理论等电点（ＰＩ）为６．８６，质谱鉴定结果如图２所示，匹配的
肽段序列为ＶＬＧＥＤＦＶＧＩＡＦＲ，覆盖范围为３％。

２．４　Ｘｙｎ９的酶学特性
２．４．１　Ｘｙｎ９的最适温度及温度稳定性　Ｘｙｎ９的最适反应
温度为４７℃，在３７～５２℃范围内都有较高的酶活力，温度过
低或过高都不利于酶促反应；Ｘｙｎ９在３３℃以下稳定性高，当
温度高于３３℃酶活力迅速降低直至为０（图３）。

２．４．２　Ｘｙｎ９的最适 ｐＨ值及 ｐＨ值稳定性　纯化的低分子
量木聚糖酶Ｘｙｎ９的最适反应 ｐＨ值为５．６；Ｘｙｎ９在 ｐＨ值为
５～６的范围内具很好的稳定性（图４）。

２．４．３　金属离子对 Ｘｙｎ９酶活力的影响 　金属离子对木聚
糖酶Ｘｙｎ９酶活力具有明显的影响。Ｋ＋在４、８ｍｍｏｌ／Ｌ离子
强度条件下对该木聚糖酶活力都有一定的激活作用，且离子

浓度越大，激活效果越好；Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋对该酶有不
同程度的抑制作用；Ｈｇ２＋、Ｃｕ２＋则完全抑制该木聚糖酶的活
力（图５）。
２．５　Ｘｙｎ９的鉴定

由于Ｘｙｎ９的质谱鉴定结果表明其接近但不属于ＧＨ１０

家族内切木聚糖酶，而低分子量以及酶学特性表明其接近

ＧＨ１１家族内切木聚糖酶［２２］。因此，最终将其鉴定为一种新

的介于ＧＨ１０与ＧＨ１１家族之间的内切木聚糖酶。

３　结论与讨论

对镰刀菌Ｑ７－３１发酵液进行酶活力测定，结果表明，发
酵液具有木聚糖酶、纤维素酶与植物细胞壁降解酶活力，并且

植物细胞壁降解酶活力较强，这种多种酶的组合在真菌中并

不常见［２３－２４］。这可能是其生活方式与环境相适应而长期进

化的结果，作为植物病原菌，多种酶的协同作用可能有助于其

高效感染植物，完成其生活过程。此外，病原菌木聚糖酶可能

作为激发子，诱发植物的抗病防御反应，在植物与病原菌互作

机制研究和植物抗病防病领域中备受关注［２５］，病原菌木聚糖

酶由于能分解植物细胞壁而可能促进病原菌的侵染，且病原

菌木聚糖酶还可能同时诱发植物的抗病防御系统，病原菌木聚

糖酶的这种双重作用已成为近年来植物－病原菌互作关系研
究中的一个热点［２６］，因此侵染过程需要一系列酶的协同作用。

植物半纤维素的完全水解需要一系列酶协同完成，并且这些酶

共同作用致使粗酶液具有较高的比活力。其中的小分子木聚

糖酶更容易穿透植物纤维壁结构，发挥高效的降解作用［２７］。

而一些木聚糖酶具有一些特殊结构区域，有利于和底物结合，

热稳定区域和糖基化结构使其稳定性在不同环境中更好。

笔者在之前的研究中，已经克隆出编码 Ｘｙｎ８蛋白（同样
从Ｑ７－３１中分离出）的 Ｘｙｎ８基因，并且实现了其在大肠杆
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菌中的原核表达，发现其为２５．７ｋｕ的ＧＨ１１家族内切木聚糖
酶，其最适温度、ｐＨ值分别为４０℃、６．０［１６］。将本研究所得
到的Ｘｙｎ９与Ｘｙｎ８对比后发现，Ｘｙｎ９的分子量以及酶学特性
与Ｘｙｎ８类似，即接近ＧＨ１１家族内切木聚糖酶［２２］，但两者基

因序列的对比结果（５７％）证明其不属于 ＧＨ１１家族。此外，
双向电泳后的串联质谱鉴定结果表明其接近但不属于 ＧＨ１０
家族内切木聚糖酶。因此，根据 Ｘｙｎ９的分子量、质谱鉴定结
果以及其酶学特性，将其最终鉴定为一种新的介于 ＧＨ１０与
ＧＨ１１家族之间的内切木聚糖酶。但由于其作为病原菌所产
酶的特殊性，后续着重解决其归属问题。

Ｘｙｎ９的酶学特性研究表明其最适反应 ｐＨ值为５．６，低
于３３℃时酶活力较稳定，最适反应温度为４７℃。多数真菌木
聚糖酶［２８］的最适反应 ｐＨ值在 ５左右，ｐＨ值稳定范围为
５～６，最适反应温度为４０～７０℃，低于５０℃较稳定。但也有
一些报道认为最适ｐＨ值在更酸或偏中性环境中，如 ｌｅｆｕｊｉ等
从酵母菌Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｓ－２中分离得到一种小分子量内
切木聚糖酶，其最适反应ｐＨ值为２．０，且当ｐＨ值为１．０时仍
能保持７５％的酶活力［２９］。另外一些木聚糖酶在极端 ｐＨ值
和温度条件下酶活力不但高而且稳定，在工业应用方面有很

好的前景。如木聚糖酶应用于造纸业中需要其能够受耐高温

（５５～７０℃）和碱性环境，在生物转化方面甚至需要一些嗜热
嗜碱和嗜热嗜酸性的木聚糖酶。这就需要通过菌株筛选、诱

变、基因工程或者蛋白工程等方法来提高木聚糖酶的水解效

率和稳定性，这也是目前木聚糖酶研究的一个主要方向。金

属离子Ｋ＋对木聚糖酶Ｘｙｎ９具有很强的激活作用，在一定范
围内，其浓度越大作用越强，而 Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋对该酶
有不同程度的抑制作用很少有报道。重金属离子Ｈｇ２＋、Ｃｕ２＋

对木聚糖酶具有完全的抑制作用，这与许多报道结果一致，可

能由于Ｈｇ２＋、Ｃｕ２＋能够改变酶的构象从而使酶失活。
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