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摘 要 对一株 Bacillus pumilusWL-u 木聚糖酶的纯化、酶学性质及其底物降解模 式进行 了研究。经过硫酸铵盐析、CM． 

Sephadex及 Sephadex G-75层析分离纯化，获得一种纯化的wI广ll木聚糖酶 A，其分子量为26．0kD，pI值 9．5，以燕麦木聚糖为底 

物时的表观 值为 16．6mgymL，Vmax值为 1263ttmol／(min·mg)。木聚糖酶 A的 pH稳定范围为6．0至 l0．4，最适作用 pH范围 

则在 7．2至 8．0之间，是耐碱性木聚糖酶；最适作用温度为45℃～55℃，在 37℃、45℃以下时该酶热稳定性均较好；50℃保温 

时，该酶活力的半衰期大约为 2h，在超过 50℃的环境下，该酶的热稳定较差，55℃和 60℃时的酶活半 衰期分别为 35min和 

15min。wLll木聚糖酶 A对来源于燕麦、桦木和榉木的可溶性木聚糖的酶解结果发现，木聚糖酶 A对几种不同来源的木聚糖 

的降解过程并不一致。采用 HPLC法分析上述底物的降解产物生成过程发现木聚糖酶 A为内切型木聚糖酶，不同底物的降解 

产物中都无单糖的积累，且三糖的积累量都较高；与禾本科的燕麦木聚糖底物降解不同的是 ，木聚糖酶 A对硬木木聚糖降解 

形成的五糖的继续降解能力较强。采用TIE法分析了wLl1粗木聚糖酶降解燕麦木聚糖的过程 ，结果表明燕麦木聚糖能够 

被 w ll粗木聚糖酶降解生成系列木寡糖，未检出木糖 ，这说明 wLll主要合成内切型木聚糖酶 A，同时发酵液中不舍木糖苷 

酶，适合用来酶法制备低聚木糖。 
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Abstract Microbial xylanases have received a great deal of attention in the last two decades for their potential applications in 

food，paper making and animal feed industries．Bacillus pumilus WL-1 1 Was identified as a producer of alkane xylanase free of 

cellulase after screening soil samples of paper-making factories．The xylanase A(XylA)was purified to homogeneity from the 

culture filtrate of Bacillus pumilus WL-11 by(NH4)2S04 precipitation，CM-Sephadex and Sephadex G一75 chromatographies． 

Th e molecular mass of XylA is estima ted to be 26．0 kD by SDS-PAGE and its isoelectfic point is 9．5．Th e apparent Km is 
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16．6m#mL and is 1263 gmol／(min。mg)towards oat spelt xylan．XylA is optimally active between pH 7．2 and 8．0，and 

stable at pH 6．0 to 10．4．The enzyme is optimally active at 45 oC 一55 oC and stable at temperature below 45 oC，with its half 

time of activity of 35 min and 15 min at 55 oC and 60℃ respectively．HPLC analysis revealed that hydrolysis patterns of xylans 

from oat spelt，birch wood and beech wood by purified XylA were different．The XylA is determined to be an endo-p-1，4- 

xylanase，as it generated mainly xylotriose and no xylose was detected among the three hydrolysates．XylA has strong hydrolytic 

activity towards the pentose in the hydrolysates of beech wood and birch wood xylans，but was not active to the pentose in the 

hydrolysate of oat spe lt xylan． The crude WL-1 1 enzyme can efficiently hydrolyze oat spe lt xylan to a series of xylo- 

oligosaccharides，suggesting its potential application in nutraceutical industry． 

Key words Bacillus pumilus ，xylanase，purification，substrate hydrolysis，xylo-oligosaccharide 

木聚糖酶(xyrlanase，EC 3．2．1．8)是一类能特异 

降解木聚糖的酶类 ，是木聚糖开发利用的重要工具 

酶，近 20年来这方面的研究呈方兴未艾之势，国内 

外相关研究论文有3000多篇(引自http：／／www．ncbi． 

nlm．nih．gov／及 CNKI中国期刊全文数据库)，并且每 

年有数百篇新的研究论文发表。木聚糖酶有着极其 

广泛的应用，可用做纸浆和造纸工业中的生物漂白 

剂⋯、食品工业的改 良剂 、饲料工业的添加剂 

等，还可用来酶法制备低聚木糖H 。近年来，亦有研 

究事实证明木聚糖酶在植物组织中具有重要的生理 

功能，它可能与果实软化、种子发芽以及植物防御机 

制有关 。其中，最令人感兴趣的还是木聚糖酶在 

纸浆生物漂白(bio．bleaching)及酶法制备低聚木糖 

上的应用研究。 

对不同木聚糖酶的底物降解方式缺乏了解是制 

约木聚糖酶高效工业应用的一个重要因素。但由于 

木聚糖分子结构的复杂性和微生物木聚糖酶的多样 

性，木聚糖酶的底物降解方式的研究显得较为困难。 

研究者通常采用动力学分析或降解终产物分析等技 

术来研究木聚糖酶与底物的结合位点和底物降解的 

作用方式。其中，终产物分析技术是最为常用的手 

段包括高压液相层析(HPLC)法、薄层层析(TLC)法 

等 一 。 

本研究室从分析环境中微生物木聚糖酶产生菌 

的生态分布人手，在此基础上建立了一个小型的微 

生物木聚糖酶菌种库 。从该库中分离获得了一株 

细菌木聚糖酶产生菌短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus 

WL．11)，初步研究了其木聚糖酶生物合成机制 。。。 

该菌不产纤维素酶，少产或不产木糖苷酶，具有很好 

的工业应用价值。为进一步分析研究该菌木聚糖酶 

的性质及其工业应用价值 ，本文报告了 WL．11木聚 

糖酶的分离纯化、酶学性质的研究结果；分析了纯化 

的WL．11木聚糖酶 A对来源于燕麦、桦木和榉木的 

木聚糖(Sigma产品)的降解过程，采用 HPLC法分析 

了它们的降解产物生成过程，并在此基础上探讨了 

木聚糖酶 A降解木聚糖底物的作用方式。 

1 材料与方法 

1．1 菌种及 WL．11木聚糖酶的制备 

由本实验室筛选并保藏的耐碱性木聚糖酶产生 

菌短小芽孢杆菌 (Bacillus pumilus WL．11) 。。。采用 

含有麸皮(60g／L)、(NH4) S0 (8g／L)、K2HPO (4g／L)、 

pH 8．5的产酶培养基 37℃培养 wL．11约 36h后 

4℃，10000 g离心 15min去除菌体及培养基残渣， 

获得木聚糖酶粗酶液。 

1．2 酶的分离纯化 

1．2．1 硫酸铵盐析：采用50％饱和度的(NH4) S0 

盐析上述粗酶液得到沉淀。取上述沉淀适量溶于 

0．04 mol／L pH 7．6的巴比妥钠．盐酸缓冲液中，4℃ 

去离子水透析 24 h除盐(中间换水 1次)，浓缩，得 

到的浓缩酶液用于下一步实验。 

1．2．2 CM．Sephadex层析：将上述得到的酶液加样 

到经pH 6．0的0．02 mol／L磷酸缓冲液预平衡的CM． 

Sephadex(Pharmacia产品)柱( ．6 cm×25 cm)上，以 

含有不同浓度 NaC1的 pH 6．0的0．02 mol／L磷酸缓 

冲液洗脱分阶段洗脱，流速为 1．5 mL／min，每管收集 

10 mL，NaC1浓度分别为 0．2 mol／L、0．4 mol／L、0．6 

mol／L，合并具有木聚糖酶酶活性的洗脱液，浓缩。 

1．2．3 SephadexG．75层析：将上述浓缩样品加样到 

pH 6．0的 0．02 mol／L磷酸缓冲液预平衡的 AKTA． 

Explore SephadexG．75(Pharmacia产品)柱(巾2．6 cm× 

60 cm)上，以pH 6．0的0．02 mol／L磷酸缓冲液洗脱， 

流速为2 mL／min，每管收集 10 mL，收集具有酶活性 

的洗脱液并浓缩，冻于后冰箱冻存备用。 

1．3 蛋白质含量测定 

按文献[11]进行 ，以牛血清白蛋白为标准。 

1．4 木聚糖酶酶活力的测定 

取 0．5mL用 pH 7．6，0．04mol／L的巴比妥钠缓冲 
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液适当稀释的木聚糖酶酶液，加入 1mL采用同样缓 

冲液配制的 1％的木聚糖 (Oat Spelt，Sigma)溶液， 

50~C保温30min后，DNS法测定还原糖量(以木糖为 

标准)。酶活力定义 为上述 条件下，每分钟释放 

1；tmol的木糖的酶量为 1个酶活力单位(U)。 

1．5 木聚糖酶的性质 

1．5．1 酶的动力学特征：以2 g／L至 10 g／L木聚糖 

(Oat spelt，Sigma)为底物，分别加入 2 ttg／mL的木聚 

糖酶 A，以单位酶量在单位时间降解木聚糖底物所 

释放 的还 原糖 量 (以木糖 计)表征反应速度，用 

Lineweave—Burk做图法，分别求出木聚糖酶的动力学 

常数 Km和 Vmax值。 

1．5．2 热稳定性研究：将上述纯酶用 0．04mol／L，pH 

值为7．6的巴比妥钠缓冲液适当稀释后，将酶液分 

别在不同温度下保温，每隔 10min取样，快速冷却至 

室温后，按常规方法测定残存酶活性，以初始酶活力 

为 100％。 

1．5．3 酸碱稳定性：将纯酶分别用 pH值为 2．7， 

3．7，4．1，5．7的0．1mol／L的柠檬酸缓冲液，pH值为 

6．80，7．2，7．6，8．1，8．6的0．04mol／L的巴比妥钠 

缓冲液以及 pH值为 9．6，10．5的 0．1mol／L的碳酸 

盐缓冲液适当稀释后，4~C放置24h后，调整 DH值至 

7．6后测其残存酶活性 ，以残存酶活力最高者为 

100％计。 

1．5．4 酶促反应最适温度：用 0．04mol／L，pH值 7．6 

的巴比妥钠缓冲液适当稀释纯酶液，在不同温度下反 

应 30min，测定其酶活力，以酶活力最高者为 100％。 

1．5．5 酶促反应的最适 pH：分别用不同体系、不同 

pH的缓冲液稀释纯酶液，按常规方法测定酶活力， 

以酶活力最高者为 100％计。 

1．5．6 金属离子对酶活的影响：在反应体系中分别 

加入 5 mmol／L的各种不同金属离子溶液，测定木聚 

糖酶活力，观察金属离子对酶活力的影响，以不加金 

属离子的为对照。 

1．6 木聚糖降解产物的 TLC分析 

参见文献[12]。 

1．7 WL-II木聚糖酶 A对不同来源的木聚糖底物 

降解及产物 HPLC分析 

分别称取一定量的不同来源的木聚糖(Sigma公 

司产品)，用 pH 7．6的0．04mol／L巴比妥钠缓冲液配 

置成 一定浓度 的木 聚糖溶 液后 12000r／min离 心 

10min，取上清液制备成可溶性木聚糖溶液，分别取 

上述可溶性木聚糖溶液测定总糖，每克总糖加入 

800 U的 WL．11木聚糖酶 A，40～45℃缓慢振荡反 

应，分别于0、5、10、20、40、60min取样，取样后立即放 

入沸水浴保温 3min灭酶。 

分别测定上述样品总糖、还原糖；同时将上述样 

品经0．22tim滤膜过滤后，对降解产物进行 HPLC分 

析。HPLC分析条件为：氨基糖苷柱 ZARBAX NH，， 

流动相为乙腈：水 =85：15( V)，示差折光检测，温 

度 30~C。木寡糖标样为 日本和光株式会社产品，归 

一 化法计算各组分的含量。 

1．8 总糖、还原糖的测定“ 

平均聚合度为反应体系中总糖与还原糖的比值。 

2 结果 

2．1 WL．11木聚糖酶的分离与纯化结果 

将经 50％饱和度盐析得到的粗酶样品上 CM— 

Sephadex柱，以不含 NaC1的磷酸缓冲液洗脱可以将 

粗酶中不含木聚糖酶的大部分杂蛋白有效去除，经 

含 0．2 mol／L的 NaC1的缓冲液洗脱后可以得到含木 

聚糖酶酶活性的蛋白峰 B(图 1)。采用中压层析系 

统 AKTA—Explore的 Sephadex G一75柱对 B峰样品进 

暑 

； 
。

0  

譬 
U  

篇 
磊 

×  

图 1 CM—Sephadex的洗脱曲线 

Fig．1 Purification of xylanase by CM—Sephadex 

column chromatography 
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图 2 木聚糖酶 SDS—PAGE电泳图(12％) 

Fig．2 SDS-PAGE examination of xylanase purification 

1：culture filtrate of Bacillus pumilus WL-II，2：after(NH4)2SO4 

precipitation，3：peak B from CM-Sephadex chromatography，4：purified 

xylanase A after Sephadex G-75 chroma tography，5：protein molecular 

marker．The arrow indicates the position of xyl81188e A． 

口Ia】0Jd 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


4l0 Chinese Journal ofBiotechnology 生物_T-程学报 2005，Vo1．21，No．3 

行进一步的分离纯化，经 G．75进一步分离后获得获 

得了色谱纯的酶蛋白，将该纯酶命名为 wL．11木聚 

糖酶 A。 

通过 12％的 SDS．PAGE电泳测定分离纯化过 

程中蛋白质的变化情况并检验木聚糖酶 A的纯度， 

结果如图2：随着纯化步骤的进行，酶样品中杂蛋白 

含量逐步降低 ，纯化后的木聚糖酶 A在 12％的 

SDS．PAGE胶上呈单一条带。 

根据上述结果，总结 WL．11木聚糖酶分离纯化 

的结果如表 1。 

表 1 WL．11木聚糖酶分离纯化的实验结果 

Table 1 Purification of xylanase produced by W L—II 

2．2 WL．II木聚糖酶 A的性质 

经过一系列分离纯化后，得到了电泳纯的木聚 

糖酶 A(图2列 4)，等电聚焦电泳结果表明木聚糖酶 

A的 pI值为9．5(图谱未给出)。根据低分子量标准 

蛋白质的相对迁移率所作的标准曲线(图 3)，估算 

该酶蛋白分子量约为26．0 kD。 

≥ 

图 3 用低分子量标准蛋白质所作的标准曲线 

Fig．3 Standard curve of relative migration and molecular 

weight of proteins 

采用 Lineweaver．Burk作图法分析了木聚糖酶 A 

的酶活一底物浓度关系，计算木聚糖酶 A以燕麦木 

聚糖为底物时的表观 值为 16．6 mg／mL，Vmax值 

为 1263,umol／(min‘mg)。 

WL．11木聚糖酶 A在不同 pH值缓冲液中4 cI= 

放置 24h后测定 pH对该酶稳定性的影响，结果表 

明，在 pH 6．0至 10．5范围内该酶保持相对稳定，但 

该酶最适作用 pH范围则在 7．0至 8．0之间，为一耐 

碱性木聚糖酶；最适作用温度为 45～55 cI=，在 37 cI=、 

45 cI=以下时该酶热稳定性均较好；50 cI=保温时，该酶 

活力的半衰期大约为 2h，在超过 50％的环境下，该 

酶的热稳定较差，55 cI=和 60cI=时的酶活力半衰期分 

别为 35min和 15min。 

Cu 、Hg2 、Zn 等金属离子对 wL．11木聚糖 

酶具有强力的抑制作用 (抑 制率 >95％)；Ca 

Mg2 
、
Ba2 

、
Fe“

、sn“、Fë 及 Li 等则对该酶具有 

一 定的激活作用(激活率在 2％～20％之间)；AI”、 

Mn“
、Co2 等离子对该酶的活性有一定的抑制作用 

(抑制率 <20％)。 

2．3 WL．11木聚糖酶 A对不同来源的木聚糖降解 

过程的分析 

采用 WL．11木聚糖酶 A分别对来 自于燕麦(oat 

spelt)、榉木(beech wood)、桦木(birch wood)进行降 

解，随着 WL．11木聚糖酶 A对几种可溶性木聚糖的 

酶解过程的进行，体系中还原糖的量不断增加。综 

合考虑酶解体系中还原糖的增量及降解产物的平均 

聚合度的变化可以发现，WL．11木聚糖酶 A对几种 

不同来源的木聚糖的降解过程并不一致，即对不同 

的木聚糖底物的作用方式存在差异。 

进一步采用 HPLC法分析木聚糖酶 A降解不同 

来源的木聚糖产物组成及其生成过程，结果如图 4。 

由图4A可以看出，随着反应时间的增加，反应体系 

中木三糖和木五糖的含量逐渐增加，20min后逐渐 

趋于平衡 ；体系中木四糖和木六糖的量在 20min达 

到最高，随后逐渐下降；木二糖在反应起始阶段积累 

较少，20min后积累量逐渐增加，但总量较木三糖和 

木五糖的量稍低。反应至 60min时，降解产物中以 

三糖和五糖为主。此外，整个反应过程中未检测出 

木糖，这表明WL．11木聚糖酶 A是一个内切型木聚 

糖酶。 

由图 4B及图 4C可以看出，WL．11木聚糖酶 A 

降解桦木和榉木木聚糖的主要产物为三糖。分析两 

者的降解过程发现酶 A对于它们的降解存在一定 

的差异，对于桦木木聚糖而言，体系中除木三糖的积 

累外，还有少量的四糖、五糖及二糖的积累；对于来 

源于榉木的木聚糖而言，反应初期木聚糖降解生成 
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长，木聚糖酶对其亲和性越高，木聚糖酶具有优先作 用于糖链较长的木聚糖的特点。 

表 2 菌株 WL．11与一些芽孢杆菌木聚糖酶特性的比较 

Table 2 Comparison of W L一11 xylanase and some xylanes of Bac／／／us strains 

WL．11木聚糖酶 A对上述三种木聚糖底物的降 

解具有一些共同点：该酶对不同底物降解形成的六 

糖都较为敏感，六糖一旦产生就能被迅速降解；不同 

木聚糖底物的降解产物中三糖的积累量都较高。这 
一 结果与 WL．11粗木聚糖酶降解燕麦木聚糖 的结 

果是一致的，这也从另一个侧面说明了WL．11主要 

合成一种木聚糖酶的实验结果。与禾本科的燕麦木 

聚糖底物降解不同的是，该酶对硬木木聚糖底物降 

解形成的五糖的继续降解能力较强，在整个反应过 

程中，来源于桦木和榉木的木聚糖底物降解产物中 

五糖相对含量比燕麦木聚糖底物降解后五糖的相对 

含量要低得多。 

木聚糖酶 A的 pI值为 9．5，结合木聚糖酶 A的 

分子量可以认定该酶属于木聚糖酶家族 11(Family 

11)，即低分子量、高 pI值的木聚糖酶家族。F11家 

族的木聚糖酶对木聚糖底物的降解程度较 F10家族 

的木聚糖酶降解程度要弱一些 ，后者的降解产物 

主要为低分子量 的寡糖 ，如木二糖 、木三糖等。从 

2．3结果可以看出，WL一11木聚糖酶 A对底物的降 

解方式与 F10家族的木聚糖酶类似，而与 F11家族 

的木聚糖酶对底物的降解方式不同，显示出该酶在 

底物催化特性具有一定的特殊性，这方面的报道较 

为少见 。 

燕麦木聚糖样品中含有约 l5％的葡萄糖残基 

和 l0％阿拉伯糖残基，木糖残基仅占70％左右，桦 

木和榉木 的木聚糖 中木糖残基含量都在 90％以 

上 。Ebringerova A等人  ̈的报道了可溶性的玉 

米芯木聚糖的结构分析结构认为，玉米芯木聚糖以 

木糖为主，另外含有一定量的阿拉伯糖、葡萄糖和半 

乳糖等；玉米芯可溶性木聚糖和水不溶性木聚糖的 

主要差别在于前者含较多的阿拉伯糖，阿拉伯糖连 

接在木糖主链上形成较多的支链结构，而水不溶性 

木聚糖则恰恰相反。燕麦同属禾本科植物，其木聚 

糖结构与玉米芯木聚糖的结构相似性较高，可溶性 

木聚糖也具有较多的分支侧链结构，因而 WL．11木 

聚糖酶降解所形成的五糖很可能含有大量的葡萄 

糖、阿拉伯糖残基等侧链结构而形成异五糖，这样的 

结构影响了木聚糖酶 A对其的进一步降解。此外， 

即便是同属硬木(阔叶木)的桦木和榉木木聚糖，尽 

管两者的结构相似性较高，但酶 A对它们的降解过 

程也有所不同。究其实质，是由于不同来源木聚糖 

的侧链结构不同，这些侧链结构可能对同一种木聚 

糖酶降解底物时造成空间位阻效应不同而导致降解 

产物的差异。 
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