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本文引用：高启禹，徐光翠，张少丹，等．高产木聚糖酶菌株选育研究进展［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１４，３１（７）：

５８３５８５． 【综述】

高产木聚糖酶菌株选育研究进展

高启禹１，徐光翠２，张少丹１，周晨妍１

（１．新乡医学院生命科学技术学院，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院公共卫生学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　木聚糖酶是木聚糖降解酶系中最关键的酶，主要以内切方式作用于木聚糖分子中的β１，４糖苷键。木聚
糖酶主要由微生物产生，可表达于细菌、放线菌、真菌和酵母菌中，目前木聚糖酶在食品加工、纸浆漂白、饲料添加剂、

工业乙醇的生产、生物转化等领域得到广泛应用，而不同来源木聚糖酶的性质存在较大差异，同时原料中木聚糖结构

和加工工艺等因素均会影响木聚糖酶在工业中的应用效果。本文综述了木聚糖酶的作用机制、产木聚糖酶菌株的筛

选培育及木聚糖酶基因的外源高效表达。
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　　木聚糖作为一种多聚五碳糖，是自然界中含量
丰富的可再生生物能源［１］，其基本骨架为 β１，４糖
苷键连接的木糖。木聚糖的完全降解需要木聚糖水

解酶系中各种酶的协同作用，其中木聚糖酶是最关

键的水解酶，可将木聚糖降解为寡聚木糖、木糖和少

量其他单糖［２３］。目前该酶已在啤酒酿造、乙醇生产

等领域获得了广泛应用［４５］。本文就木聚糖酶的作

用机制及如何利用生物工程技术获得高表达木聚糖

酶的转化菌株、如何进行高产菌的筛选及产酶条件

优化等进行综述分析，以提高对木聚糖酶应用的进

一步认识。

１　木聚糖酶的结构及作用机制

在分子水平上木聚糖酶通常由功能或非功能结

构域和连接区组成，功能结构域又可分为催化结构

域和纤维素结合结构域［６］，但不同微生物产生的木

聚糖酶在结构和性质上有很大差别。木聚糖酶所含

区域可能仅有体现功能结构域的催化区，也可能除

催化区以外，还具备其他多种体现非功能结构域的

非催化区［７］。木聚糖酶的催化特性主要由催化区

体现，因此，其理化特性和作用机制通常由功能结构

域决定。Ｗｏｎｇ等［８］依据木聚糖酶的理化性质，将

其分为分子量小于３００００的小分子木聚糖酶和大
于３００００的大分子木聚糖酶，通常情况下分子量较

小者是碱性蛋白，而较大者为酸性蛋白。Ｚｈｅｎｇ
等［９］分析证实了多数木聚糖酶作用的最适 ｐＨ处于
酸性范围，而最适温度为４０～６０℃。但随着生物工
程技术不断发展，为适应酶的工业化应用，近年来木

聚糖酶的最适反应条件已取得明显的改善。

木聚糖酶的作用特性可能是广义的酸碱催化机

制，谷氨酸和天冬氨酸等酸性氨基酸残基起催化残

基作用，它们与空间位置相近的其他极性氨基酸残

基相互作用，维持２个催化残基的离子状态及产物
中间体的稳定性，从而保持酶的催化活性［１０］。木聚

糖酶的催化通常有２种催化反应类型，即保持异头
构型的两步置换反应机制及形成倒位异头构型的一

步置换［１１］。

２　木聚糖酶高酶活性菌株的分离筛选

木聚糖酶广泛存在于细菌、放线菌、真菌和酵母

菌中，其中研究较多的产酶菌株有黑曲霉、链霉菌、

芽孢杆菌及毕赤酵母等。研究发现真菌所产生的木

聚糖酶的活性通常要高于细菌产生的木聚糖酶。目

前在产木聚糖酶高酶活性菌株的筛选中，以曲

霉［１２１３］和链霉菌［１４１５］产木聚糖酶的研究更为广泛。

本课题组近年以宇佐美曲霉为产酶菌株，通过诱变

育种及基因工程技术获得了产木聚糖酶的高酶活性

菌株［１６］，通过研究发现其遗传稳定性及酶学性质稳

定，易于工业化应用［１７１８］。

野生型木聚糖酶菌种通常从自然环境中获得，

但因其产酶特性和遗传稳定性较差，故菌种需进行

初始的分离与筛选，从而得到独立健康的菌株。滕

超等［１９］从土壤中筛选到５２种能产生木聚糖酶的放
线菌，对其中产木聚糖酶活性较高且产酶稳定的
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Ｆ４７１菌株通过液体发酵和 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法
优化了其发酵条件。卢庆华等［２０］从腐朽的树根下

采用乙醇水解圈法筛出１株产木聚糖酶较高的菌
种，同时对菌种做了初步鉴定，研究了其酶学性质并

探讨了酶液在纸浆漂白中的应用。单志琼等［２１］从

我国青海盐碱湖边的土壤中采样筛选获得了１株分
泌表达碱性木聚糖酶的短小芽孢杆菌，对该菌株产

碱性木聚糖酶的基因克隆并在大肠杆菌中进行了表

达，发现该酶有较好的热稳定性和碱稳定性。莫毅

等［２２］从长期堆放青贮饲料堆下土壤中取样，并通过

木聚糖富集培养基和筛选培养基分级筛选出１株产
木聚糖酶活性较高的菌株，对其进行了细菌形态学

鉴定、１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增及 Ｏｌｉｇｏ６．４４软件分析，
并对木聚糖酶ＸｙｎＢ基因进行了扩增，从而为日后
构建木聚糖酶基因酵母表达载体、培育能分泌表达

具有高活性的木聚糖酶酵母工程奠定了基础。其

次，ＡｌｖｅｓＰｒａｄｏ等［２３］在巴西塞拉多地区的土壤中分

离到１株高产木聚糖酶菌株 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｕｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎ
Ｐ５Ｂ；Ｍｅｎｏｎ等［２４］从印度海洋化工研究院实验盐农

场的沉积物中筛选分离出１株产耐盐木聚糖酶的短
小芽孢杆菌 ＧＥＳＦ１；Ｍａｎｉｍａｒａｎ等［２５］从印度尼西亚

和不列颠群岛的空气中筛选到产木聚糖酶菌株

ＴｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓＳＳＢＰ。
经过不同的筛选方法可获得产酶活性较高的自

然菌株，但要真正获得高表达的木聚糖酶还需要对

菌株的产酶条件进行优化，优化中应全面考虑最适

反应温度、最适ｐＨ、酶学特性及酶的热稳定性等，并
通过正交试验或响应面法优化碳源、氮源、发酵时

间、发酵温度、ｐＨ等产酶条件。

３　木聚糖酶菌株的诱变育种

木聚糖既是很多微生物所利用的碳源，又是合

成木聚糖酶的高效诱导剂，但其诱导水平因微生物

不同而不同，同一菌种的不同菌株也存在很大差异。

Ｓｉｎｇｈ等［２６］研究表明，嗜热真菌在相同的培养条件

下，桦木木聚糖诱导产生的木聚糖酶为燕麦木聚糖

诱导产酶量的２倍。除木聚糖外，有些小分子诱导
物（如木二糖、乳糖、阿拉伯糖）也可诱导微生物产

木聚糖酶，而葡萄糖、木糖对产酶微生物的作用具有

两面性，同时半乳糖则阻遏绝大多数微生物产生木

聚糖酶［２７］。

木聚糖酶的诱导机制与木聚糖分子有关，因木

聚糖是一种大分子聚合物，不能穿过细胞壁直接进

入微生物细胞内，随着细胞的生长，先分泌出少量组

成型木聚糖酶，把木聚糖降解成低聚木糖、木二糖和

木糖，然后将这些降解产物结合到细胞表面，再进入

细胞内，从而启动转录加强酶的合成［２８］。为进一步

提高微生物的产酶特性，微生物育种往往采用物理、

化学或生物诱变剂对菌种进行单因素或多因素诱变

处理，使菌种发生突变，再通过分离筛选得到目的菌

株。而在目前的工业生产中往往采用诱导选育和诱

变育种联合处理，先将获得的原始菌株进行突变诱

变处理，再用含木聚糖的选择性培养基进行筛选，经

反复分离筛选从而得到酶活性最佳的突变株。在诱

变处理中采用的诱变剂主要有紫外线诱变、γ射线
和硫酸二乙酯联合诱变、微波诱变、离子束诱变及快

中子与硫酸二乙酯复合诱变等。

４　高表达木聚糖酶转化菌株的基因工程技术

微生物是产木聚糖酶的重要来源，但因为自然

酶在工业化应用中存在很多不足，所以如何通过一

定的技术获得活性高、成本低且遗传稳定性好的转

化菌株成为研究重点。目前，高表达木聚糖酶菌株

的选育手段主要集中于利用基因工程和蛋白质工程

技术对酶基因进行修饰、重组和表达，从而得到优良

菌株，为工业化应用奠定基础。郑宏臣等［２９］等利用

克隆表达载体ｐＥＴ．２２ｂ（＋）与短小芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓＧ１３碱性木聚糖酶基因 ＸｙｎＧ１３结合，
在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１中获得表达。对酶学性质进行分析
表明，重组酶ＸｙｎＧ１３ｄ的最适作用温度为５５℃，最
适作用ｐＨ为８．０，该酶在６０℃保温１ｈ，残余酶活
性保持为原来的 ５６％，ｐＨ作用范围较广，在 ｐＨ
１００下保存１ｈ，剩余酶活力仍能保持７５％。王艳
君等［３０］将来源于角毛壳菌中的编码木聚糖酶的基

因导入毕赤酵母后获得重组载体，在毕赤酵母醇氧

化酶ＡＯＸ基因启动子作用下，重组蛋白得到高效表
达。高金湖等［３１］通过ＰＣＲ技术将人溶酶体基因与
木聚糖酶基因连接后于中间插入肠激酶识别位点序

列，将其克隆至载体ｐＰＩＣ９Ｋ并构建重组表达质粒，
经ＳａｃⅠ线性化后，电转化于毕赤酵母 ＧＳ１１５，通过
Ｇ４１８抗性筛选得到高拷贝转化子。研究发现，表达
的融合蛋白经肠激酶酶切后的目的溶酶菌酶和木聚

糖酶活性均有较大提高。Ｓｕｋｈｕｍｓｉｒｉｃｈａｒｔ等［３２］将含

有７２６ｂｐ的木聚糖酶基因 ＸｙｎＳＷ３导入大肠杆菌
克隆并表达，经镍亲和层析柱纯化后发现酶的 ｐＨ
应用范围获得明显改善（ｐＨ０．６～１０．３）。同时 Ｓｈｉ
等［３３］将编码木聚糖酶的基因Ｘｙｎ１０Ｂ导入大肠杆菌
克隆并表达后发现，重组木聚糖酶的反应最适温度

达到了８０℃。

５　展望

近年来，随着对木聚糖酶研究的不断深入，在食
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品、环境、造纸、饲料、能源等领域显示出巨大的潜在

应用价值。因此，有必要利用现代基因工程技术有

目的地选育、改良木聚糖酶，以满足实际生产的需

要，将来可在从极端环境筛选优良的木聚糖酶产生

菌、通过构建未培养微生物的宏基因组文库以获取

优良木聚糖酶基因及对木聚糖酶进行定向固定化等

方面做更进一步深入的研究，从而为木聚糖酶的工

业化应用奠定更坚实的基础。
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