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摘  要 : 纤维素和木聚糖的充分利用对于生物燃料的生产是非常重要的。文中利用 PCR 的方法从嗜热子囊菌

Thermoascus crustaceus JCM12803 中克隆到一个新颖的双功能木聚糖/纤维素酶基因 Tcxyn10a，并将其在毕赤酵

母 Pichia pastoris GS115 中实现高效异源表达。经过蛋白纯化和酶学性质研究分析，TcXyn10A 的最适 pH 值和最

适温度分别为 5.0 和 65−70 ℃，能够在酸性至碱性 (pH 3.0−11.0) 条件下和 60 ℃下保持稳定；对榉木木聚糖、

小麦阿拉伯木聚糖、羧甲基纤维素钠和地衣多糖均有降解活性，比活分别为(1 480±26) U/mg、(2 055±28) U/mg、

(7.4±0.2) U/mg 和 (10.9±0.4) U/mg；同源建模结构以及分子对接试验表明，双功能酶 TcXyn10A 只含有单一催化

结构域，且木聚糖底物与纤维素底物共用一条催化通道。文中为探索双功能酶结构与其功能的关系提供了很好的

素材。 
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Abstract:  Efficient utilization of cellulose and xylan is of importance in the bioethanol industry. In this study, a novel 

bifunctional xylanase/cellulase gene, Tcxyn10a, was cloned from Thermoascus crustaceus JCM12803, and the gene product 

was successfully overexpressed in Pichia pastoris GS115. The recombinant protein was then purified and characterized. The 

pH and temperature optima of TcXyn10A were determined to be 5.0 and 65−70 °C, respectively. The enzyme retained stable 

under acid to alkaline conditions (pH 3.0−11.0) or after 1-h treatment at 60 °C. The specific activities of TcXyn10A towards 
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beechwood xylan, wheat arabinoxylan, sodium carboxymethyl cellulose and lichenan were (1 480±26) U/mg, (2 055±28) 

U/mg, (7.4±0.2) U/mg and (10.9±0.4) U/mg, respectively. Homologous modeling and molecular docking analyses indicated 

that the bifunctional TcXyn10A has a single catalytic domain, in which the substrate xylan and cellulose shared the same 

binding cleft. This study provides a valuable material for the study of structure and function relationship of bifunctional 

enzymes. 

Keywords:  Thermoascus crustaceus JCM12803, bifunctional enzyme, xylanase, cellulase 

近年来，可持续发展的可再生能源和生物质降

解受到了人们的广泛关注，利用酶促反应将生物质

转换成第二代生物燃料是目前的新兴产业[1]。植物

细胞壁多糖主要是由纤维素和半纤维等组成[2]，

将其完全降解需要一系列相关酶的协同作用。为

了更好地利用植物细胞壁多糖这块巨大的可再生

生物资源，有关纤维素降解酶或者木聚糖降解相关

酶之间的协同作用已有大量的研究报道[3]。例如，

当第 45 家族内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶的

配比为 1∶4的时候，协同效果最好[4]；木聚糖酶、

木糖苷酶和乙酰木糖酯酶协同水解乙酰木聚糖，效

果显著[5]。尽管如此，与双功能酶相比，这种不同

催化反应之间承接与互作的内部紧密程度要远远

高于由不同单功能酶组成的酶系[6]。 

在自然进化的过程中，微生物会根据其生长

的需要进化出可降解多种底物的非特异性酶，即

多功能酶[7]。其中，双功能酶的研究相对较多。

根据酶蛋白结构域与功能之间的对应关系，双功

能酶大致可分为两大类：1) 单结构域双功能酶，这

类酶催化不同底物的活性中心共用同一个催化结

构域。以来源于热解纤维素菌 Caldicellulosiruptor 

bescii 的双功能木聚糖酶/纤维素酶 CbXyn10C 为

例[8]，该酶仅含有一个催化结构域，能容纳、结

合和催化具有不同组成和空间结构的纤维素和木

聚糖底物，但这类酶的酶活性通常都不会太高。

2) 双结构域双功能酶，这类催化中心分别位于同

一多肽链上的不同结构域里，这类酶多见于细菌来

源的酶中，两个不同的催化结构域分别负责降解植

物细胞壁多糖的主链和侧链，从而发挥协同降解的

作用。如来源于黄化瘤胃球菌 Ruminococcus 

flavefaciens 17的木聚糖酶/葡聚糖酶，N端为木聚

糖酶结构域，C 端为葡聚糖酶结构域，中间为

Linker 部分[9]。基于以上理论，研究者逐步建立

了基于双功能酶活的融合酶。例如，将葡聚糖酶

和木聚糖酶融合表达，成功获得了同时具有这两

种酶活性的双结构域双功能酶[10]。由此可见，作

为复合酶制剂的补充，大力开发和利用双功能酶

具有很好的应用前景。 

根据碳水化合物活性酶数据库 (http://www. 

cazy.org) 的分类，绝大多数的木聚糖酶被归类到

糖苷水解酶 (Glucoside hydrolase, GH) 第 10 和

11家族[11]。人们普遍认为，GH11家族木聚糖酶才

是真正的木聚糖酶，因为其特异水解木聚糖[12]。

而 GH10 家族木聚糖酶表现出一定的杂泛性，除

了降解木聚糖之外，还可催化水解番茄苷[13]、大

麦葡聚糖[14]和微晶纤维素[8]等。本研究从嗜热子

囊菌 Thermoascus crustaceus JCM12803中克隆了

一个同时具有木聚糖酶和纤维素酶酶活的双功能

酶基因，构建了高效表达的毕赤酵母基因工程菌

株，并对其酶学性质进行系统的研究。利用同源

建模和分子对接等生物信息学技术，讨论了其催

化机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和载体 

嗜热子囊菌 T. crustaceus JCM12803购自日本

微生物保藏中心，可用马铃薯葡萄糖 (PDB) 培养

基活化和培养；大肠杆菌质粒 pEASY-T3和感受态

Escherichia coli Trans1-T1 购自北京全式金生物技
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术有限公司，用于基因片段的克隆和测序。质粒

pPIC9和毕赤酵母 Pichia pastoris GS115由本实验

室保存，用于重组载体的构建和表达。 

1.1.2  试剂 

底物榉木木聚糖购自 Sigma 公司；质粒小提

中量试剂盒购自天根生化科技有限公司；DNA 纯

化试剂盒购自 OMEGA 公司；限制性内切酶

EcoRⅠ和 NotⅠ购自 TaKaRa 有限公司；总 RNA 

提取试剂盒以及 T4 DNA 连接酶购自 Promega 

(Madison, WI)；FastPfu DNA聚合酶和 EasyScript 

First-Strand cDNA Synthesis Super MIX购自全式金

生物技术有限公司；蛋白 Marker 购自 Genestar 生

物公司。其他所用化学试剂如乙醇、甲醇、乙酸等，

若无特殊说明，均为国产分析纯。 

1.1.3  主要培养基 

LB液体培养基：胰蛋白胨 1% (W/V，下同)，

酵母提取物 0.5%，NaCl 1%，LB固体培养基在液

体培养基的基础上添加 2%的琼脂。 

YPD培养基：酵母提取物 1%，蛋白胨 2%，

葡萄糖 2%。 

BMGY培养基：蛋白胨 2%，酵母提取物 1%，

甘油 1% (V/V)，生物素 0.000 04%，无氨基酵母氮

源 (YNB) 1.34%。 

BMMY培养基：蛋白胨 2%，酵母提取物 1%，

生物素 0.000 04%，YNB 1.34%，甲醇 0.5%。 

MD 培养基：葡萄糖 2%，琼脂糖 2%，YNB 

1.34%，生物素 0.000 04%。 

1.2  双功能酶基因 Tcxyn10a 的克隆 

嗜热子囊菌 T. crustaceus JCM12803 的全基

因组序列已由上海美吉公司完成测序。经过对注

释序列进行生物信息学分析，Tcxyn10a 是一个典

型的木聚糖酶基因。利用 SignalP 4.1 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 预 测 该

基因的信号肽序列 [15]，Softberry Server (http:// 

inux1.softberry.com/berry.phtml) 分析其内含子和

外显子，Vector NTI Advance 10.0 软件分析

Tcxyn10a 基因编码蛋白的理论分子量和等电点等

信息后，设计该基因特异引物 Tcxyn10a-F：

5′-ACAGAATTCAACCCTCTTCTTGCGGGACGC

CAA-3′，Tcxyn10a-R：5′-AAGCGGCCGCTTAGCG 

CAGTGCATCGAC-3′ (下划线部分代表酶切位点

EcoRⅠ和 NotⅠ)。 

将嗜热子囊菌 T. crustaceus JCM12803 转接

至诱导培养基中培养 3 d后，用 SV总 RNA纯化

系统提取总 RNA，采用 Reverse Tra Ace-α-TM kit

反转录试剂盒 (TOYOBO) 合成 cDNA 单链。以

反转录的 cDNA 为模板，用高保真 FastPfu DNA

聚合酶、引物 Tcxyn10a-F和 Tcxyn10a-R进行 PCR

扩增，获得目的基因 Tcxyn10a。PCR扩增产物已

去除信号肽序列，将其切胶回收后，连接至克隆

载体 pEASY-T3 上，并热击转化至克隆菌株

Trans-T1用于测序验证。 

1.3  重组表达载体的构建 

提取载体 pPIC9 的质粒，与本研究中提取的

基因 Tcxyn10a 同时用 EcoRⅠ和 NotⅠ进行双酶

切。将酶切产物进行核酸凝胶电泳分析，切胶回

收后，用 T4 DNA连接酶将它们连接。连接产物

采用热击法转入大肠杆菌 TransI-T1感受态细胞。

次日，挑取转化子进行菌落 PCR验证和酶切验证

后，获得重组表达载体 pPIC9-Tcxyn10a。 

1.4  重组表达载体在毕赤酵母中的表达和纯化 

大量提取重组表达载体 pPIC9-Tcxyn10a质粒，

将其进行 SalⅠ单酶切线性化处理，酶切产物回收

后采用电击法转化到 GS115感受态细胞中，并涂布

于MD板上。30 ℃条件下倒置培养 2 d后，分别挑

取 96 个 MD 板上的单克隆于 BMGY 培养基中。

30 ℃、200 r/min摇床振荡培养 48 h后，4 500 r/min

离心 5 min，弃上清，换 BMMY培养基，在 0.5%

甲醇的条件下诱导培养 2 d。将获得的培养液在

4 000 r/min 离心 10 min，进行酶液的收集和小管
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酶活的测定。 

将筛选出的酶活最高的转化子进行摇瓶放大

培养和诱导。同样用 BMGY培养基进行菌体富集

和 BMMY 培养基诱导产酶液。获得的发酵液于

12 000 r/min离心 10 min，得到粗酶液。粗酶液首

先用 10 kDa截留量的膜包进行浓缩处理，去除培

养基残留和细胞碎片。随后，用 0.02 mol/L柠檬

酸-磷酸-氢二钠缓冲液 (pH 7.5) 进行脱盐处理，

一方面去除培养基中的盐分，另一方面对酶液进

行缓冲液置换。最后，选用 HiTrap Q XL阴离子

层析柱进行分离纯化，平衡的 A液为 0.02 mol/L

柠檬酸-磷酸-氢二钠缓冲液 (pH 7.5)，B 液在 A

液的基础上，添加 1 mol/L的 NaCl，用于梯度洗

脱目的蛋白。经过色谱峰的酶活性检测和十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE，12%

聚丙烯酰胺) 检测目的蛋白的纯度和分子量。目的

条带送中国农业科学院蜜蜂研究所进行液相色谱-

电喷雾离子化-质谱联用 (Liquid chromatography- 

electrospray ionization-tandem mass spectrometry, 

LC-ESI-MS) 进行鉴定。 

1.5  酶活力的测定 

木聚糖酶酶活的测定采用二硝基水杨酸 

(DNS) 法检测还原糖的生成量 [16-17]。配制 1% 

(W/V) 终浓度的榉木木聚糖溶于 pH 5.0、0.1 mol/L 

柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液中作为底物。反应体系

包括 900 μL的底物和 100 μL恰当稀释倍数的酶

液，在 pH 5.0、65 ℃下反应 10 min，加入 1.5 mL 

DNS试剂终止反应。沸水浴处理 5 min后，快速

冷却。通过酶标仪读取在 540 nm波长下 OD值，

计算还原糖的产生量。 

酶活定义：在 pH 5.0、65 ℃条件下，每分钟

降解榉木木聚糖生成 1 μmoL木糖所需要的酶量定

义为一个酶活单位。蛋白浓度采用 Bradford 法[18]

测定。 

1.6  酶学性质分析 

纯化后的 TcXyn10A在 65 ℃、不同 pH (pH 

3.0–8.0，0.1 mol/L柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液) 的

条件下与底物进行酶促反应 (10 min)，以测定其

最适 pH值。将 TcXyn10A在不同 pH值的缓冲液 

(pH 2.2–12.0；其中 pH 2.2–8.0是 0.1 mol/L柠檬酸-

磷酸氢二钠缓冲液，pH 9.0–12.0是 0.1 mol/L NaOH-

甘氨酸缓冲液) 中置于 37 ℃处理 1 h，待酶液用

适当倍数的 pH 5.0缓冲液校正之后，于 pH 5.0、

65 ℃条件下测定剩余酶活，未作处理的酶活为

100%对照，以研究 TcXyn10A的 pH稳定性。 

在 pH 5.0 的条件下，取恰当稀释倍数的

TcXyn10A 在不同温度 (30–80 ℃) 下与底物进行酶

促反应 (10 min)，以测定其最适温度。将 50 μg/mL 

的 TcXyn10A分别在 60 ℃和 70 ℃下保温处理不

同时间，在间隔时间点取样后迅速置于冰上，调

整稀释倍数后于 pH 5.0、65 ℃条件下测定剩余酶

活，未作处理的酶活为 100%对照，以研究

TcXyn10A的温度稳定性。 

分别配制不同浓度 (0.5–10 mg/mL) 的榉木

木聚糖底物溶于 pH 5.0、0.1 mol/L柠檬酸-磷酸氢

二钠缓冲液中，与适当稀释倍数的 TcXyn10A 在

65 ℃下进行酶促反应，一级反应时间定为 5 min。

利用 GraphPad Prism 5.01软件分析得到 TcXyn10A

以榉木木聚糖为底物时的 Vmax和 Km值。 

1.7  金属离子和化学试剂对木聚糖酶活性的

影响 

在木聚糖酶反应体系中，分别加入 0.005 mol/L

的金属离子或化学试剂 (Na+、K+、Ca2+、Cu2+、

Mn2+、Zn2+、Fe3+、Cu2+、Mg2+、Ni2+、Cr3+、Co2+、

SDS、EDTA和 β-巯基乙醇)，在 pH 5.0、65 ℃条

件下测定酶活。以未添加离子的酶液反应体系作

为 100%对照，每个实验组设置 3个平行。根据剩

余酶活的大小分析不同金属离子和化学试剂对酶

活的影响。 

1.8  底物特异性分析 

分别配制 1% (W/V) 的榉木木聚糖、小麦阿
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拉伯木聚糖、滤纸、羧甲基纤维素钠 (CMC)、角

豆胶、微晶纤维素、地衣多糖等底物于 pH 5.0、

0.1 mol/L柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液中，加入适当

稀释倍数的 TcXyn10A后，于 65 ℃下反应，检测

各还原糖的生成量。 

根据底物特异性的分析结果，对榉木木聚糖、

小麦阿拉伯木聚糖和CMC等底物在 40 ℃下过夜

反应。反应产物在经过高速离心和小分子去除之

后，进行高效离子色谱 (High Performance Anion 

Exchange Chromatography, HPAEC) 分析[19]。以未

添加酶液的底物作为对照。流动相为 1 mol/L 

NaOH，流速为 0.45 mL/min。标准对照品分别为

木糖、木二糖、木三糖、木四糖、木五糖和木六

糖，以及葡萄糖、纤维二糖、纤维三糖、纤维四

糖、纤维五糖和纤维六糖。 

1.9  同源建模及分子对接 

为了从分子层面研究 TcXyn10A 具有纤维素

酶活性的分子机制，利用同源建模的方法构建了

其三维模型。以 Thermoascus aurantiacus来源的

木聚糖酶  (PDB: 1K6A; 1.14 Å, 序列一致性为

82.5%) 为模板[20]，利用 Discovery Studio 2017软

件进行三维结构的建模。构建好的模型经过能量

优化和评估之后，用于分子对接的受体。小分子

配体木七糖和纤维六糖分别取自晶体复合物结

构，PDB 注册号分别为 5OFK 和 5OFL[21]。利用

Discovery Studio 2017软件中柔性对接 (Flexible 

docking) 模块，分别对 TcXyn10A 与木七糖、

TcXyn10A与纤维六糖进行分子对接试验，获得酶

-底物复合物结构。 

2  结果与分析 

2.1  木聚糖酶基因 Tcxyn10a 的克隆与序列分析 

分别以 T. crustaceus JCM12803 的基因组

DNA 和 cDNA 单链为模板，利用特异引物

Tcxyn10a-F 和 Tcxyn10a-R 进行 PCR 扩增，获得

木聚糖酶基因 Tcxyn10a 的全长序列和 cDNA 序

列，基因全长序列与基因组测序序列完全一致。

该基因全长为 1 762 bp，含有 10个内含子序列。

cDNA序列为 984 bp，编码 327个氨基酸和一个

终止密码子。基因 Tcxyn10a 的相关信息提交至

GenBank数据库中，序列注册号为 MG879231。 

经过序列分析，该基因的编码蛋白 N端 18个

氨基酸为信号肽序列 (图 1)。基因 Tcxyn10a所编

码的成熟蛋白预测理论分子量为 33.6 kDa，等电

点为 5.36，无潜在的 N-糖基化修饰位点。在氨基

酸的组成方面，酸性氨基酸 (天冬氨酸和谷氨酸) 

占 9.71%，碱性氨基酸  (赖氨酸和精氨酸) 占

7.77%，极性氨基酸 (天冬酰胺、半胱氨酸、谷氨

酰胺、丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸) 占 28.8%，疏

水氨基酸 (丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨 

 

 
 

图 1  木聚糖酶 TcXyn10A 的氨基酸序列 

Fig. 1  The amino acid sequence of xylanase TcXyn10A. The signal peptide was marked with black line, the sequences 
of internal peptides identified by LC-ESI-MS are marked as colors. 
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酸、色氨酸和缬氨酸) 占 39.16%。将 Tcxyn10a基

因序列及其推测的氨基酸序列在 NCBI 数据库中

进行序列比对，该基因与 T. aurantiacus来源的木

聚糖酶基因有最高的一致性，为 82%。通过结构

域分析，木聚糖酶 TcXyn10A 是一个单结构域蛋

白，无碳水化合物结合结构域。 

2.2  重组蛋白的表达和纯化 

重组表达载体pPIC9-Tcxyn10a在毕赤酵母中成

功实现高效表达，摇瓶表达水平为 (9.2±0.2) U/mL。

通过小管初筛，挑选出酶活最高的转化子并进行

摇瓶水平放大培养。获得的发酵液作为粗酶液进

行后续纯化处理。经过蛋白浓缩、脱盐和阴离子

交换色谱柱等纯化步骤，获得单一洗脱峰。经

SDS-PAGE 鉴定达到了蛋白电泳纯 (图 2)，条带

大小与理论分子量一致。LC-ESI-MS鉴定结果如

图 2 所示，鉴定得到的 4 条肽段与木聚糖酶

TcXyn10A的氨基酸序列高度吻合，进一步证明所

获重组蛋白即为木聚糖酶 TcXyn10A。 

2.3  酶学性质的测定 

重组 TcXyn10A的最适 pH为 5.0，在 pH 4.0– 

6.5之间保持 60%以上的酶活 (图 3A)，是一个酸

性木聚糖酶。TcXyn10A的 pH稳定范围非常宽泛，

在 pH 3.0–11.0的条件下处理 1 h后，残存酶活均 

 

 
 

图 2  木聚糖酶 TcXyn10A 的蛋白电泳分析 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of purified recombinant 
TcXyn10A. 

 

 
 

图 3  重组 TcXyn10A 的酶学性质 

Fig. 3  Enzymatic properties of recombinant TcXyn10A. (A) pH optima. (B) pH stability. (C) Temperature optima. (D) 
Temperature stability. 
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能保持 80%以上的酶活性 (图 3B)，说明其在弱

酸至强碱性环境中均表现出很强的稳定性。

TcXyn10A 的最适温度为 65–70 ℃ (图 3C)，在

50–75 ℃下都能保持较高酶活，属于中高温酶；

在 60 ℃保持稳定，热处理 1 h后仍保持 80%的酶

活，在 70 ℃下处理 5 min，保持 50%左右的酶活 

(图 3D)。 

以榉木木聚糖为底物，在 pH 5.0、65 ℃的条

件下，重组木聚糖酶 TcXyn10A 的比活为       

(1 480±26) U/mg。动力学参数 Km和 Vmax分别为 

(2.6± 0.19) mg/mL和 (1 943±63) μmol/(min·mg)。 

不同金属离子和化学试剂对 TcXyn10A 酶活

的影响如表 1 所示。绝大多数的离子对其酶活无

明显影响，Ni2+、K+和 EDTA 对其具有明显的促

进作用，而 Cu2+和 SDS对其有明显的抑制作用。 

2.4  底物特异性分析 

重组木聚糖酶 TcXyn10A底物特异性非常广

泛。通过对不同底物降解试验，当酶促反应为

10 min 时，TcXyn10A 对小麦阿拉伯木聚糖、

CMC和地衣多糖有明显的降解活性，比活分别为 

(2 055±28) U/mg、(7.4±0.2) U/mg和 (10.9±0.4) U/mg。

相对于榉木木聚糖酶活，TcXyn10A对小麦阿拉伯

木聚糖、CMC和地衣多糖的酶活分别为 138.8%、

0.5%和 0.7%。而 TcXyn10A对滤纸和微晶纤维素

无降解活性。 

以小麦阿拉伯木聚糖、榉木木聚糖和 CMC

为底物反应 10 h后，利用 HPAEC分析水解终产

物。TcXyn10A对小麦阿拉伯木聚糖和榉木木聚糖

的主要产物是木糖和木二糖  (图 4)。其中， 

 
表 1  5 mmol/L 金属离子和化学试剂对 TcXyn10A 酶

活的影响 

Table 1  Effect of metal ions and chemical reagents 
at 5 mmol/L on the activities of purified TcXyn10A 

Ions or chemicals Relative activity (%) 

Control 100.0±1.0 

Mg2+ 87.9±2.6 

Mn2+ 81.4±3.0 

Co2+ 81.5±2.1 

Ni2+ 122.8±3.4 

Zn2+ 80.3±0.8 

Ca2+ 67.3±1.7 

Cr3+ 69.8±0.7 

Na+ 80.8±0.5 

K+ 115.3±1.7 

Fe3+ 87.3±1.3 

Cu2+ 51.8±1.7 

EDTA 110.8±1.7 

SDS 32.4±1.4 

β-mercaptoethanol 99.6±1.5 
 

 

 

 
 

图 4  TcXyn10A 对小麦阿拉伯木聚糖和榉木木聚糖的水解产物分析 

Fig. 4  Products analysis of TcXyn10A toward wheat arabinoxylan and beechwood xylan. 1: the control of substrate 
incubated without enzyme; 2: beechwood xylan; 3: wheat arabinoxylan; 4: the xylooligosaccharide standards. X1, 
xylose; X2, xylobiose; X3, xylotriose; X4, xylotetraose; X5, xylopentaose; X6, xylohexaose. 
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TcXyn10A 以小麦阿拉伯木聚糖为底物时生成木

糖和木二糖的量分别为 695 μmol和 1.98 mmol，

以榉木木聚糖为底物时生成木糖和木二糖的量分

别为 558 μmol和 1.34 mmol，木二糖的产量是木

糖的 2.4 倍。除此之外，小麦阿拉伯木聚糖和榉

木木聚糖的水解终产物中还检测到其他的糖组

分。TcXyn10A对 CMC的主要产物是葡萄糖、纤

维二糖、纤维三糖和纤维四糖 (图 5)，产量分别

为 0.21、3.4、1.73 和 0.76 μmol，呈典型的内切

纤维素酶酶活。 

2.5  结构分析 

以 1K6A 为模板，对 TcXyn10A 进行了同源

建模。通过模型评估分析与优化之后，对

TcXyn10A 的结构特征进行分析。如图 6 所示，

TcXyn10A呈现典型的糖苷水解酶第 10家族木聚

糖酶 (β/α) 8桶状结构，可见 TcXyn10A的双功能

酶活性由该单一结构域实现。与其他 GH10 家族

木聚糖酶相似，8 个 β 折叠片相互连成氢键网，

排列成内桶；8 个 α-螺旋则在其间沿着相同的方

向排列在 β 旋折叠桶的外侧，成为外桶。无规则

卷曲结构 (loop区) 连接 β接折叠片和 α叠螺旋，

不同长度的 loop区，其构象不同。两个严格保守

的催化残基 (Glu156 和 Glu262) 处于对立的位

置，侧链间的距离为 5.5 Å。 

3  讨论 

纤维素和木聚糖是植物细胞壁中主要的非淀

粉多糖，二者的充分利用对于人类的可持续发展

有着极为重要的现实意义，相关的研究报道也从

未间断[22-24]。但有意思的是，尽管有许多纤维素

酶中发现了木聚糖酶活性，只有很少部分的木聚

糖酶被检测到纤维素酶活性[25]。本研究中，我们

从嗜热子囊菌 T. crustaceus JCM12803 中克隆得

到了一个 GH10家族双功能木聚糖酶 TcXyn10A。

底物特异性分析结果显示，TcXyn10A不仅对榉木

木聚糖和小麦阿拉伯木聚糖有较高的酶活，而且也

可降解 CMC和地衣多糖底物，是一个典型的拥有

纤维素酶活性的木聚糖酶。将 TcXyn10A与同类双

功能酶进行比较 (表 2)，TcXyn10A的木聚糖酶活

性要高于牦牛瘤胃、德米奎纳菌 Demequina sp.和

热解纤维素菌 C. bescii 来源的双功能酶，但

TcXyn10A 的纤维素酶活要低于牦牛瘤胃来源的

双功能酶。经过序列和同源建模结构分析，

TcXyn10A只含有单一催化结构域，两个严格保守

的催化残基 Glu156 和 Glu262 分别位于催化口袋

内部的两个 loop区上，是典型的 GH10家族木聚

糖酶[26]。双功能酶 TcXyn10A 的获得，一方面加

深了我们对单结构域双功能木聚糖酶/纤维素酶 

 

 
 

图 5  TcXyn10A 对 CMC 的水解产物分析 

Fig. 5  Products analysis of TcXyn10A toward CMC. 1: the control of substrate incubated without enzyme; 2: CMC; 3: 
the cellooligosaccharide standards. G1, glucose; G2, cellobiose; G3, cellotriose; G4, cellotetraose; G5, cellopentaose; 
G6, cellohexaose. 
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图 6  TcXyn10A 的同源建模模型 

Fig. 6  Homologous model of TcXyn10A. 
 

表 2  TcXyn10A 与同类双功能酶酶活比较 

Table 2  Comparison of the enzymatic activities of 
TcXyn10A with other bifunctional xylanase/cellulose  

Enzyme 
Xylanase 
activity 
(U/mg) 

Celluase 
activity 
(U/mg) 

References

RuCelA 264.1 54.3 [27] 
Mxyn10 8.9 1.0 [28] 
CbXyn10C 1 007.0 1.0 [8] 
TcXyn10A 1 480.0 7.4 This study

 

的认识，另一方面也为双功能酶结构与其功能关

系的研究提供了很好的素材。 

本课题组对植物细胞壁多糖的高效酶学降解

和利用进行了较长时间的研究[29]。最近，我们还

获得了嗜热厌氧细菌C. bescii来源的第 10家族木

聚糖酶 CbXyn10C 及其分别与木七糖和纤维六糖

的复合物晶体结构[21]。为了探究 TcXyn10A 降解

木聚糖和纤维素的催化机制，在 TcXyn10A 同源

建模的基础上，采用分子对接的方法分别获得了

TcXyn10A 与木七糖和纤维六糖的复合物结构模

型。如图 7A所示，木七糖位于 TcXyn10A狭窄的

催化通道中，处于–3 到+4 位的构象位置。–1 位

和+1 位木糖单元连接的糖苷氧原子和 Glu156 的

OE2 原子间形成氢键 (3.0Å)，而 Glu262 的侧链

与–1 位木糖单元的 C1 原子 (异头碳) 间隔 3.5Å

的距离。根据糖苷水解酶的催化机制分析，催化

残基 Glu156为质子供体，Glu262为亲核试剂[30]。

在这种情况下，位于–1位的木糖单元将会扭曲成

B3,O船型构象
[31]。Trp112、Trp292和 Trp300分别

对–2 位和–1 位木糖单元提供了疏水作用力。–1 位

木糖单元的 O2 原子与 Asn155 的 ND2 原子，O3

原子与 Lys75的 NZ原子、His108的 NE2原子，

O5原子与 His234的 NE2原子间形成氢键，进一

步增强了 TcXyn10A与–1位木糖单元之间的结合

力。除此之外，–2位木糖单元的 O2原子与 Trp292

的NE1原子、Glu71的OE1原子，O3原子与Asn72

的 ND2 原子，O5 原子与 Lys75 的 NZ 原子形成

氢键网络。在木聚糖酶与木寡糖复合物的晶体结

构中，–2位和–1位木糖单元与木聚糖酶之间的氢

键相互作用数目最多。例如，来源于嗜热土脂肪

芽胞杆菌 Geobacillus stearothermophilus 的木聚

糖酶与木五糖的晶体复合物  (PDB ID: 1R87) 

中，–2位和–1位木糖单元与酶之间形成的氢键数

目分别为 6个和 9个[32]。从这一方面讲，双功能

酶 TcXyn10A 与其他已报道的木聚糖酶一致。双

功能酶 TcXyn10A与纤维六糖的结合模式如图 7B

所示。纤维六糖与木聚糖底物共用催化通道，处

于–2 到+4 位的构象位置。位于–1 位的葡萄糖单

元与同样位置的木糖单元构象类似，糖苷氧原子

和 Glu156 的 OE2 原子间形成氢键 (3.1 Å)，而

Glu262 的侧链与异头碳的间隔距离 3.1 Å，这意

味着双功能酶 TcXyn10A 对木聚糖和纤维素底物

的降解，是通过共用一对催化残基 (Glu156 和

Glu262) 来进行酸碱催化的。与木糖相比，葡萄糖

要多出 C6 和 O6 两个原子。而相同的疏水作用力 

(Trp112、Trp292 和 Trp300) 同样在–2 位和–1 位   

葡萄糖单元的位置呈现，氢键作用网络也与木七

糖相似。两个结合模型中，木七糖与纤维六糖的

整体构象差异非常小 (图 7C)，这说明双功能酶 
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图 7  TcXyn10A 分别与木七糖 (A) 和纤维六糖 (B) 

的结合模式图及两种底物的叠合图 (C)  

Fig. 7  Illustration of the substrate xyloheptaose (A) and 
cellohexaose (B) docked to the TcXyn10A catalytic 
pocket, and the superimposition of them (C). 

 

TcXyn10A的催化口袋完全可以结合纤维寡糖，进

而将其降解。 

双功能酶 TcXyn10A对榉木木聚糖和小麦阿拉

伯木聚糖有较高的活性，分别为 (1 480±26) U/mg

和 (2 055±28) U/mg；而对 CMC和地衣多糖的降

解活性相对较低，比活分别为 (7.4±0.2) U/mg和 

(10.9±0.4) U/mg，提升空间较大。Ichinose 等[33]

对链霉菌Streptomyces olivaceoviridis E-86来源的木

聚糖酶底物特异性进行了改造，通过将底物–2 位

和–1位糖单元处的 Gln88和 Arg275突变成 Ala，

消除了空间位阻，使得葡萄糖的 C6和 O6原子能

够完全结合，对纤维素底物的亲和力提高。这些

成功案例的结果，结合 TcXyn10A 与木七糖和纤

维六糖结合模式的分析，对于双功能酶的结构与

其功能的关系的研究有一定的参考价值。 
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