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摘  要 : 甘露聚糖酶和木聚糖酶是主要的半纤维素降解酶，在食品、饲料、纺织、造纸等工业应用广泛且通常搭

配使用。文中将蓝状菌 Talaromyces leycettanus JCM12802 来源的性质优良的甘露聚糖酶编码基因 man5A 的 CBM 

(Carbohydrate-binding module) 编码区去除，留下连接区和催化区，并将木聚糖酶基因 Tlxyn11B 成熟区编码序列

与 man5A 的连接区进行融合，形成 Tlxyn11B-linker-man5A 融合基因，并在毕赤酵母中成功表达，获得了融合蛋

白 Tlxyn11B-Man5A。Tlxyn11B、不含 CBM 区的 Man5A 和 Tlxyn11B-Man5A 的理论分子量分别为 21.6 kDa、    

41.0 kDa、62.6 kDa。对纯化后的融合蛋白进行了性质分析，融合蛋白同时具有高的木聚糖酶和甘露聚糖酶活性。

融合后的木聚糖酶的最适温度为 70 ℃，较单独表达时提高了 5 ℃。甘露聚糖酶的最适温度为 90 ℃，与融合前

一致。融合后的木聚糖酶热稳定性明显提高，60 ℃处理 1 h 剩余 48%的酶活力，单独表达的木聚糖酶 60 ℃处理

20 min 仅剩余 20%的酶活力。融合后的木聚糖酶和甘露聚糖酶的最适 pH 分别为 4.0 和 5.0，较单独表达时分别提

高了 0.5 和 1.0 个单位，融合后酶的作用 pH 范围有所拓宽。融合前后的蛋白均具有较好的 pH 稳定性。融合后木

聚糖酶和甘露聚糖酶的比活分别为 1 784.3 U/mg 和 1 639.6 U/mg，较单独表达时比活 (8 300 U/mg 和 1 979 U/mg) 

降低，与融合酶分子量增大相关。融合后的木聚糖酶和甘露聚糖酶的 Km 值分别为 1.2 mg/mL 和 1.7 mg/mL, Vmax

分别为 2 000.0 µmol/(min·mg)和 2 831.6 µmol/(min·mg)。综合其性质特点，融合木聚糖酶和甘露聚糖酶在饲料、

食品等工业生产中有较大应用潜力，并为酶的性能改良提供了新的思路。 
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Abstract:  Mannanase and xylanase, the main hemicellulolytic enzymes, are widely used in food, feed, textile and 

papermaking industries, and usually they are used in combination. Mannanase Man5A from Talaromyces leycettanus 

JCM12802 consist of the carbohydrate binding module (CBM), linker region and catalytic domain. The CBM coding region of 
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Man5A was removed and fused to C-terminal of the xylanase gene Tlxyn11B. The fusion gene Tlxyn11B-linker-man5A was 

successfully expressed in Pichia pastoris and the fusion protein Tlxyn11B-Man5A was purified and characterized. The 

theoretical molecular weights of Tlxyn11B, Man5A without CBM region, and Tlxyn11B-Man5A are 21.6 kDa, 41.0 kDa, and 

62.6 kDa, respectively. The fusion protein had high xylanase and mannanase activities. The optimal temperature of the fused 

xylanase is 70 °C, which is 5 °C higher than Tlxyn11B-w (xylanase before fusion). The fused mannanase exhibited maximal 

activity at 90 °C, which is similar to Man5A-w (mannanase before fusion). More than 48% of xylanase activity of 

Tlxyn11B-Man5A was residual after the condition of 60 °C with 1 h, which is significantly higher than Tlxyn11B-w (only 20% 

of activity was left at 60 °C for 20 minutes). The optimal pHs of Tlxyn11B-Man5A for xylanase and mannanase activity are 

4.0 and 5.0, respectively, which are 0.5 and 1.0 units higher than those of Tlxyn11B-w and Man5A-w. The pH range of fused 

enzymes got wider and the pH stability is improved. The specific activities of xylanase and mannanase of Tlxyn11B-Man5A 

are 1 784.3 U/mg and 1 639.6 U/mg, respectively, which is lower than those of Tlxyn11B and Man5A (8 300.0 U/mg and     

1 979.0 U/mg). It may be due to of the high molecular weight of fusion enzyme. The Km and Vmax of the fused xylanase and 

mannanase are 1.2 mg/mL and 1.7 mg/mL, 2 000.0 µmol/(min·mg) and 2 831.6 µmol/(min·mg), respectively. Tlxyn11B and 

Man5A were successfully fusion expressed in P. pastoris, and the good properties of fusion of xylanase and mannanase make 

it has great application potential in animal feed, food and other industrial production, and it provided new ideas for the 

improvement of enzyme performance. 

Keywords:  β-mannanase, xylanase, fusion expression, Pichia pastoris, characterization 

半纤维素这一概念于 1891 年由 Schulze 提

出，表示植物中能够用 2%–20%的 NaOH 溶出的

酸性多糖，通常占植物干重的 15%–30%[1]，硬质

木材和禾本科植物中半纤维素的主要成分为木聚

糖[2]，而植物的种子和果实中半纤维素主要成分

为甘露聚糖[3]。木聚糖酶、甘露聚糖酶在半纤维素

的生物转化过程中发挥重要作用[4]。在半纤维素的

水解中甘露聚糖酶和木聚糖酶通常联合使用[3]，且

两种酶在降解半纤维素方面存在协同效果[5]。木

聚糖酶 (Endo-1,4-β-xylanase，EC 3.2.1.8) 能够作

用于含有 β-1,4 木糖苷键的木聚糖的主链并将其

降解为木二糖及木二糖以上的寡聚和少量木糖[6]。主

要分布在糖苷水解酶 (Glycoside hydrolase，GH) 

第 5、7、8、10、11 和 43 家族[7]，其中 GH10 和

GH11 家族研究最多，GH10 家族木聚糖酶采用

(β/α)8 桶状结构，而 GH11 家族木聚糖酶为 β-果冻

卷结构，它们均以双保留机制对底物进行降解(催

化 氨 基 酸 为 两 个 谷 氨 酸 ) 。 β- 甘 露 聚 糖 酶      

(β-1, 4-mannanase，EC 3.2.1.78) 能够水解含有

β-1,4-D-甘露糖苷键的甘露聚糖，主要分布在糖苷

水解酶 GH5 和 GH26 家族[8-10]，两个家族序列相

似性通常不足 20%，但它们均为规则的 TIM 桶结

构且采用相同的双保留机制 (催化氨基酸通常为

位于第 4 个和第 7 个 β-折叠片上的谷氨酸)[11-12]，

此外在 GH113 和 GH134 等家族甘露聚糖酶也有

少数分布。糖苷水解酶除了含有一个成熟的催化

结构域，通常还含有一个碳水化合物结合结构域，

目前根据氨基酸序列，结合特异性和结构被分为

86 个家族 (CAZy 数据库：www.cazy.org)，它们之间

通常借助一个较短的连接区进行连接，CBM 通常与

底物的水解和酶的稳定性相关，已有报道的甘露聚

糖酶中含有的 CBM 结构域分布在 CBM1、2、27、

35 等家族中，通常由 β折叠片构成三明治结构[13-16]。 

有的糖苷水解酶具有双功能或多功能，但天

然存在的多功能酶普遍存在活性低、耐酸碱及高

温能力差等特点[17-20]。蛋白质融合技术作为一种

具有简化生产工艺、节约生产成本、改善酶学性

质等优点的基因工程技术，近年来在蛋白的表达、

纯化、性质改良、获得双功能或多功能蛋白、功

能特异性的多功能抗体和蛋白的表面展示等方面

均有应用[21]。在植物生物质的酶解方面蛋白质融

合也得到了广泛的应用，Elleuche 等将耐寒基因

与木聚糖酶基因进行融合，获得的酶的耐低温能

力大幅提升[22]。Lu 等融合了葡聚糖酶和木聚糖
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酶，极大改善了融合酶的催化效率[23]。张献伟等

通过将黑曲霉来源的木聚糖酶和甘露聚糖酶借助

连接肽进行融合并在猪肾细胞 (pK15) 中进行表

达，融合酶中的木聚糖酶和甘露聚糖酶的活性分

别比单独表达时提高了 54.0%和 104.4%[24]。

Adlakha 等把从昆虫肠道中获得的木聚糖酶与纤

维素酶融合表达，融合酶较亲本酶活性也都有一

定提高[25]。  

蓝状菌 T. leycettanus JCM12802 是一株耐热

真菌，最适生长温度为 40 ℃，目前已经从该菌

株克隆获得了大量的生物质降解酶资源，且多数

具有耐高温的特性[26]，本实验室先前从该菌株中

克隆获得了一个 GH5 家族甘露聚糖酶 Man5A，

其最适温度为 90 ℃，且在 80 ℃条件下稳定，同

时获得了一个 GH11 家族木聚糖酶 Tlxyn11B，最

适温度为 65 ℃，比活高达 8 300.0 U/mg，但其热

稳定性较差。本研究将木聚糖酶基因 Tlxyn11B 成

熟蛋白编码区序列与去除 CBM 区的甘露糖酶基

因 man5A 通过甘露糖酶连接区相融合，并在毕赤

酵母当中进行表达和性质测定，最终融合酶同时

具有较高的甘露聚糖酶和木聚糖酶活性，木聚糖

酶的热稳定性得到了明显的提升。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和载体 

带有木聚糖酶基因的质粒 pPIC9-Tlxyn11B 和

带有甘露聚糖酶基因的质粒 pPIC9-man5A 均由本

实验室保存[27-28]。质粒 pEASY-T3 和宿主菌大肠

杆菌 Escherichia coli Trans1-T1 购自北京全式金

生物技术有限公司，用于目的基因的克隆。质粒

pPIC9 和表达宿主毕赤酵母 Pichia pastoris GS115

购自 Invitrogen，用于表达载体的构建和外源基因

的表达。 

1.1.2  试剂和试剂盒 

限制性内切酶购自 TaKaRa 有限公司；重组

酶和 DNA 纯化试剂盒购自南京诺唯赞生物公司；

质粒提取试剂盒购自 OMEGA 公司；底物角豆胶

和榉木木聚糖购自 Sigma-Aldrich；蛋白 Marker 

购自 Genestar 生物公司；DNA 高保真聚合酶

FastPfu DNA Polymerase 购自北京全式金生物技

术有限公司；其他化学试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  主要培养基及培养条件 

实验中所用的培养基有 LB (Luria-Bertani) 

液体培养基和固体培养基、YPD (Yeast extract 

peptone dextrose medium) 液体培养基和固体培

养基、MD (Minimal dextrose) 固体培养基、BMGY 

(Buffered glycerol-complex medium) 培养基、

BMMY (Buffered methanol-complex medium) 培

养基。其详细制备方法可参照文献[19]。 

1.2  甘露聚糖酶和木聚糖酶融合基因的获得 

以 带 有 木 聚 糖 酶 TlXYN11B 编 码 基 因

Tlxyn11B 的质粒 pPIC9-Tlxyn11B 为模板，以

xyn11-F1 和 xyn11-R1 为引物进行 PCR 扩增，获

得木聚糖酶成熟区编码基因 Tlxyn11B；以质粒

pPIC9-man5A 为模板，以 man-F1 和 man-R1 为引

物进行 PCR 扩增，获得去除了 CBM 区的甘露聚

糖酶基因 man5A。PCR 反应程序为：95 ℃保温     

5 min；95 ℃保温 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1 min，30 个循环；72 ℃保温 10 min。引物

序列见表 1，下划线部分代表限制性酶切位点

EcoRⅠ和 NotⅠ，其中 man-F1 和 xyn11-R1 含有

15 bp 的同源序列以便于后续通过重叠延伸 PCR

进行木聚糖酶与甘露聚糖酶基因的融合。 

上述 PCR扩增产物进行凝胶电泳并分别回收

目标条带，以回收条带混合物为模板，以 xyn11-F1

和 man-R1 为引物进行 PCR 扩增，反应条件同上。

PCR 扩 增 产 物 连 接 pEASY-T3 热 激 转 化 到

Trans1-T1 感受态细胞，并涂布氨苄青霉素抗性的

LB 固体培养基平板，37 ℃过夜培养后进行菌落

PCR 验证，并挑选阳性转化子进行测序验证。 
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表 1  构建木聚糖酶-甘露聚糖酶融合基因的引物序列 
Table 1  Primer sequences for constructing 
xylanase-mannanase fusion gene 

Primers Sequences (5′–3′) 

man -F1 ATTACTGTTTCCACCCAAACGACCACGACC
ACTCTG 

man-R1 ATGCGGCCGCTCACTGAAACTGGCTAATAT
xyn11-F1 TAGAATTCGCTCCTAGCGAGCTCTCCAAAC
xyn11-R1 GGTCGTTTGGGTGGAAACAGTAATGGAAG

AA 
The underline represents the restriction enzyme cleavage 
site. 

1.3  融合表达质粒 pPIC9-Tlxyn11B-man5A 的

构建、转化与阳性克隆筛选 

测序正确的克隆进行质粒提取经 EcoRⅠ和

NotⅠ双酶切后回收基因片段，连入同样经 EcoRⅠ

和 NotⅠ处理的 pPIC9 载体，转化 Trans1-T1 大肠

杆菌感受态，挑选阳性克隆并测序验证。获得重

组载体 pPIC9-Tlxyn11B-man5A 用于毕赤酵母的  

转化。  

重组载体 pPIC9-Tlxyn11B-man5A 用限制性内

切酶 BglⅡ线性化处理，经凝胶电泳纯化后回收

线性化产物，利用电击转化毕赤酵母 GS115 感受

态细胞，用 1 mol/L 的山梨醇重悬，30 ℃静置孵

育 1 h 使细胞复苏，然后涂布于组氨酸缺陷型 MD

平板，30 ℃恒温箱内倒置培养 2–3 d 至长出肉眼

可见的单菌落，随机用牙签挑选 48 个克隆子后点

种到标有数字 1–100 的 MD 和 MM 平板上 30 ℃ 

恒温箱内倒置培养 1–2 d，用牙签挑取克隆接种于

有相应标号的含有 3 mL BMGY 培养基的 15 mL

酵母管中，30 ℃、220 r/min 培养 48 h 后离心去

除上清液，菌体用 1 mL BMMY 培养基重悬，诱

导培养 48 h 后离心收集上清液进行酶活测定，筛

选出高活性的转化子。 

1.4  重组酶的获得和纯化 

筛选获得的活性高的转化子进行摇瓶培养。 

将阳性转化子在 YPD 培养基活化后按 1%接种量

接种于 300 mL BMGY 液体培养基中，30 ℃、   

220 r/min 培养 48 h，4 500 r/min 离心 5 min 弃上

清，菌体重悬于 150 mL 含有 0.5%甲醇的 BMMY

液体培养基继续培养 48 h，期间每隔 12 h 补加

0.5%的甲醇。培养结束后离心收集上清液，经截

留分子量 10 kDa 的膜包浓缩，用 10 mmol/L 的柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液 (pH 6.5) 进行过夜透析

以去除多余的盐分。透析处理后的酶液加载到经

过平衡的 HiTrap QXL 阴离子交换层析柱中，并

用 10 mmol/L 的 pH 6.5 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲

液的配制的 1 mol/L NaCl 进行梯度洗脱，收集相

应的峰所对应的蛋白并进行酶活性的测定和

SDS-PAGE 分析。 

1.5  酶活力的测定 

木聚糖酶及甘露聚糖酶的酶活性测定均采用

3,5-二硝基水杨酸  (DNS) 法，具体参照 Miller  

等[29]的方法并有所改进。具体反应体系为：100 µL

适当稀释的酶液，900 µL 质量体积比为 1%的榉

木木聚糖 (用于木聚糖酶酶活的测定) 或 0.5%角

豆胶 (用于甘露聚糖酶酶活的测定) 的柠檬酸-磷

酸氢二钠溶液，恒温反应 10 min 后加入 1.5 mL 

DNS 终止反应，沸水浴中煮沸 5 min 后立即置于

冷水中冷却，取 250 µL 反应终止液于 540 nm 下

测定吸光值，并根据相应的标准曲线计算出酶活

力。木聚糖酶活力在 pH 4.0、70 ℃条件下测定，

甘露聚糖酶活力在 pH 5.0、90 ℃条件下测定。酶

活定义为：在上述条件下，每分钟产生 1 μmol 还

原糖所需的酶量为 1 个单位 (U)。 

1.6  酶学性质分析 

最适温度及热稳定性的测定：将纯化后的融

合酶进行适当稀释，在 30 ℃–95 ℃温度条件下

及 pH 4.0 或 pH 5.0 的条件下分别测定木聚糖酶和

甘露聚糖酶的酶活，以确定融合酶中木聚糖酶和

甘露聚糖酶的最适温度。将稀释酶液 (100 ng/µL) 

分别在 60 ℃、70 ℃、80 ℃ 三个不同温度下处

理 2、5、8、10、20、30、60 min 后立即置于冰

上，之后稀释合适的倍数并在最适条件下测定处

理过的酶液的剩余酶活。以未经处理的酶的酶活

力为 100%，分别计算不同温度条件、处理不同时
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间后样品的剩余酶活以测定酶在不同温度下的稳

定性。 

最适 pH 及 pH 稳定性的测定：分别在甘露聚

糖酶和木聚糖酶的最适温度条件下测定不同 pH 

(1.0–12.0)条件下的酶活力来确定最适 pH；将酶

用不同 pH 的缓冲液进行稀释，37 ℃恒温孵育   

1 h，在最适条件下测定剩余酶活力，并以未处理

酶液的酶活力为 100%，计算不同 pH 处理下的相

对剩余酶活以测定酶在不同 pH 下的稳定性。 

动力学常数的测定：分别以浓度范围为

0.1–10.0 mg/mL 的榉木木聚糖和 0.5–5.0 mg/mL

的角豆胶为底物，在 pH 4.0、70 ℃条件下测定木

聚糖酶活性，在 pH 5.0、90 ℃条件下测定甘露聚

糖酶活性，反应时间均为 5 min，利用双倒数法作

图并计算得到 Km 及 Vmax 的值。 

金属离子及化学试剂对酶活性的影响测定：

将 5 mmol/L 的不同的金属离子和化学试剂添加

到酶促反应体系中，以不添加任何离子和化学试

剂作为对照，在酶的最适条件下测定它们对酶活

性的影响。 

2  结果与分析 

2.1  重组载体的构建与融合蛋白的表达与  

纯化 

通过 PCR 将 594 bp 的木聚糖酶成熟区编码

基因 Tlxyn11B 和 1 131 bp 的甘露聚糖酶基因

man5A (不含N端CBM区) 进行拼接，获得 1 725 bp

的融合基因 Tlxyn11B-linker-man5A，融合基因编

码的蛋白理论分子量为 62.6 kDa，理论等电点为

4.82。融合基因 Tlxyn11B-linker-man5A 在毕赤酵

母 GS115 中实现了分泌表达，获得融合蛋白

Tlxyn11B-Man5A。其表观分子量约为 70 kDa，较

理论分子量稍大 (图 1)，该融合酶有 2 个可能的

N 糖基化位点，在毕赤酵母中表达可能发生了糖

基化从而造成表观分子量大于理论分子量。 

 
 
 

图 1  融合蛋白 Tlxyn11B-Man5A 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of fusion protein 
Tlxyn11B-Man5A. Lane M: the standard modecule 
weight; lane 1: concentrated Tlxyn11B-Man5A; lane 2: 
purified Tlxyn11B-Man5A. 
 

2.2  融合酶的酶学性质 

2.2.1  融合酶的最适 pH 及 pH 稳定性 

在 pH 1.0–8.0 范围内测定甘露聚糖酶和木聚

糖酶的最适 pH，结果显示融合酶的木聚糖酶的最

适 pH (图 2A) 为 4.0，在 pH 3.0–5.0 范围内能够

维持 60%以上的酶活力。融合酶中的甘露聚糖酶

的最适 pH (图 2B) 为 5.0，在 pH 3.0–5.5 范围内

甘露聚糖酶的相对酶活力维持在 50%以上。在  

pH 1.0–12.0 范围内测定融合酶的 pH 稳定性，结

果显示木聚糖酶在 pH 2.0–9.0 时稳定，pH 2.0 时

剩余酶活仍达 90% (图 2C)。甘露聚糖酶 (图 2D) 

在 pH 2.0–9.0 范围内，剩余酶活力能够维持在

60%以上 (图中 Tlxyn11B-W 和 TlxyB 分别代表融

合前后的木聚糖醇，Man5A-W 和 Man5A 分别代

表融合前后的甘露聚糖醇)。 

2.2.2  融合酶的最适温度及温度稳定性 

分别在 pH 4.0 和 pH 5.0 条件下测定融合酶的

木聚糖酶和甘露聚糖酶在不同温度  (30–95 ℃) 
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的酶活力，结果显示 (图 3A–B) 融合酶中木聚糖

酶和甘露聚糖酶分别在 70 ℃和 90 ℃时具有最

高酶活力。甘露聚糖酶在 80–95 ℃范围内维持在

50%以上酶活力。木聚糖酶在低于 70 ℃时酶活随

温度升高而升高，70 ℃以上酶活急剧下降。在最

适 pH 4.0 的条件下将酶液分别在 60 ℃、70 ℃条

件下处理不同时间测定木聚糖酶的热稳定性，结

果显示 (图 3C)，60 ℃处理 1 h 还剩余 48%的酶

活力，70 ℃处理 2 min 还剩 60%的酶活力，70 ℃

处理 5 min 还剩 23%的酶活力。在最适 pH 5.0  

的条件下将酶液分别在 70 ℃、80 ℃条件下   

处理不同的时间测定甘露聚糖酶的温度稳定性，

结果表明  (图 3D)，70 ℃处理 2 min 还剩余

77.5%的酶活，80 ℃处理 2 min 还剩余 71.26%

的酶活。 

2.2.3  融合酶的动力学参数测定 

分别在甘露聚糖酶和木聚糖酶的最适条件下

以角豆胶和榉木木聚糖为底物进行测定，经

Michaelis-Menten 模型计算出融合酶中甘露聚  

糖酶和木聚糖酶的动力学参数  (表 2)，最终得   

到融合酶的甘露聚糖酶的 Km 和 Vmax 分别为    

1.7 mg/mL、2 831.6 μmol/(min·mg)，木聚糖酶的 Km

和 Vmax 分别为 1.2 mg/mL、2 000.0 μmol/ (min·mg)。 

2.2.4  金属离子及化学试剂对酶活性的影响 

如表 3 所示，融合前后金属离子和化学试剂

对酶的活性的影响基本无变化，对于甘露聚糖酶

Cr3+、Cu2+、Fe3+、SDS 能够抑制酶活，而其他离

子和化学试剂对酶活几乎没影响。对于木聚糖酶

Pb2+、Cu2+、Fe3+、SDS 能够抑制酶活，其余离子

和化学试剂对其无明显影响。 
 

 
 

图 2  融合前后木聚糖酶和甘露聚糖酶的最适 pH 及 pH 稳定性 
Fig. 2  Optimum pH and pH stability of xylanase and mannanase before and after fusion. (A) Effect of pH on the 
activities of xylanase Tlxyn11B-W and Tlxyn11B. (B) Effect of pH on the activities of mannanase Man5A-W and 
Man5A. (C) pH stabilities of xylanase Tlxyn11B-W and Tlxyn11B. (D) pH stabilities of mannanase Man5A-W and 
Man5A. 
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图 3  融合前后木聚糖酶和甘露聚糖酶的最适温度及热稳定性 
Fig. 3  Optimum temperature and thermostability of xylanase and mannanase before and after fusion. (A) Effect of 
temperature on the activities of xylanase Tlxyn11B-W and Tlxyn11B. (B) Effect of temperature on the activities of 
mannanase Man5A-W and Man5A. (C)Thermostability of xylanase Tlxyn11B-W and Tlxyn11B. (D) Thermostability of 
mannanase Man5A-W and Man5A. 
 
表 2  木聚糖酶和甘露聚糖酶融合前后的动力学参数 
Table 2  Kinetic parameters before and after fusion of xylanase and mannanase 

 Vmax (µmol/(min·mg)) Km (mg/mL) Kcat/Km (s/(mL·mg)) U (U/mg) 

Tlxyn11B 2 000.0 1.2 1 805.6 1 784.3 

Tlxyn11B-W 12 800.0 3.3 1 426.0 8 300.0 

Man5A 2 831.6 1.7 2 921.3 1 639.6 

Man5A-W 3 200.0 2.0 2 400.0 1 979.0 

 

3  讨论 

研究通过甘露聚糖酶自身的连接区将木聚糖

酶和甘露聚糖酶相连，从而实现了融合表达，获

得了具有高活性的木聚糖酶和甘露聚糖酶的双功

能融合蛋白，为半纤维素的降解及饲料和食品中

的应用提供了便利。基于蛋白质融合来获得多功

能酶的研究不乏报道[30-31]，但融合设计并非都能 

成功，如涉及纤维素酶-木聚糖酶的研究中，与淀

粉酶 C 末端融合的葡聚糖酶失去活性[32]。融合酶的

种类、来源、结构、融合顺序、连接肽的长短和种

类对融合酶的性质都可能有重要的影响[24,32-33]。多

数糖苷水解酶从结构上来看其 N 端和 C 端相距较

近并发生相互作用，任意一端的变动都可能影响

酶的整体结构进而影响酶学性质。本研究中甘露 
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表 3  不同金属离子和化学试剂对融合前后甘露聚糖酶和木聚糖酶活性的影响 
Table 3  Effects of different metal ions and chemical reagents on mannanase and xylanase activities before and 
after fusion 

Chemical 
Man5A-W 

Relative activity (%) 
Man5A 

Relative activity (%) 
Tlxyn11B-W 

Relative activity (%) 
Tlxyn11B 

Relative activity (%) 

Control 100.0±1.9 100.0±3.2 100.0±1.7 100.0±0.5 

Cr3+ 57.8±5.6 68.1±1.3 101.8±5.9 100.7±3.1 

Zn2+ 105.7±2.8 102.5±2.1 99.9±1.2 97.7±2.2 

Mg2+ 121.4±2.0 110.2±3.4 106.9±4.0 100.6±5.6 

Na2+ 119.6±0.4 112.5±2.6 107.5±12.3 98.6±6.3 

Pb2+ 92.7±3.7 85.3±4.1 86.5±2.3 89.3±1.8 

Ni2+ 94.9±1.0 100.3±1.9 107.8±0.4 94.1±6.5 

Cu2+ 68.7±0.6 80.5±2.4 85.6±8.6 80.6±3.1 

K+ 117.0±2.2 100.6±4.8 112.8±1.7 108.8±4.0 

Fe3+ 50.7±1.7 65.5±5.3 54.7±1.3 66.4±6.2 

Mn2+ 91.5±2.0 100.3±2.5 96.3±3.2 90.1±2.9 

EDTA 120.9±1.0 105.4±6.1 113.3±8.9 97.2±3.6 

SDS 20.8±1.0 10.3±0.2 33.1±5.6 18.6±1.2 

Ca2+ 99.4±1.1 110.2±5.3 109.3±0.9 90.8±1.5 

 
聚糖酶 Man5A 的 CBM 区属于 CBM1 家族，主要

是由 β 折叠片构成的三明治结构，而木聚糖酶

Tlxyn11B 从三维结构上来看同样主要是由 β折叠

片构成，在结构上与 CBM1 有一定的相似度，从

而保证了酶结构功能的正常，该项工作为融合酶

的选择提供了一定的指导。 

甘露聚糖酶 Man5A 有非常好的热稳定性[27]，

而木聚糖酶 Tlxyn11B 热稳定性相对较差。当将

Man5A 的 CBM 替换为木聚糖酶 Tlxyn11B 进行融

合时，使木聚糖酶的热稳定性明显提高[28]，而甘

露聚糖酶热稳定性有所降低，但优于去掉 CBM 的

Man5A (Man5AΔCBM) 热稳定性[27]。Wang 等报道

Man5A 在 80 ℃ 处理 60 min 后，仍然保留 50%

的酶活力，而 Man5A-CBM 在 80 ℃ 处理 30 min

后完全失活。Tlxyn11B-Man5A 的稳定性处于

Man5A 和 Man5A-CBM 之间，可见 CBM 在甘露

聚糖酶 Man5A 热稳定性的维持中发挥重要的作

用，且与 CBM 的结构相关。木聚糖酶 Tlxyn11B

热稳提高的机制尚不明确，推测与连接区对木聚糖

酶的保护相关。同时，我们发现木聚糖酶 Tlxyn11B

作用的 pH 范围在融合表达后也得到了拓宽。而融

合前后木聚糖酶和甘露聚糖酶对不同金属离子和

化学试剂的抗性没有明显区别，Cu2+、Fe3+、SDS

能够同时抑制两种酶的活性，此外 Cr3+对甘露聚糖

酶，Pb2+对木聚糖酶也有部分抑制作用，说明融合

表达并不影响两种酶对金属离子和化学试剂的抗

性。动力学参数方面，融合后甘露聚糖酶和木聚糖

酶的 Km 值均降低，说明融合后有利于酶与底物的

结合，从融合后 Kcat/Km 值均增加来看，融合后两

种酶的催化效率也都有提高。这类通过蛋白质融合

改变酶的活力和热稳定性的研究，目前大多认为是

连接肽的种类和长短影响了融合后蛋白单个结构

域及各结构域间相互作用[23,34]。 

综上，通过不同活性酶编码基因的融合表达，

我们获得了一个同时具有高的甘露聚糖酶和木聚

糖酶的双功能蛋白，并提高了木聚糖酶的热稳定

性。这为后续的应用提供了便利、节约了成本，

也为酶性能的改良提供了思路。 
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