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以基因重组技术开发木聚糖类半纤维素资源

邵蔚蓝， 薛业敏
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 !"3#.1）

摘 要：木聚糖类半纤维素是一类取之不尽而又亟待开发利用的碳水化合物，经生物降解后所产

生的木糖和少量其它单糖，可以用作基本碳源生产各种发酵产品，包括有机酸、氨基酸、单细胞蛋

白、糖醇、工业酶类、溶剂或燃料醇 ’有关半纤维素酶及其基因的研究已经积累了很多资料，其中包
括木聚糖酶、木糖苷酶、阿拉伯糖苷酶、葡萄糖醛酸酶、木聚糖乙酰酯酶以及它们的基因 ’通过基因
重组技术可以使发酵工程菌获得降解半纤维素的能力，或者把能有效降解半纤维素的微生物构建

成发酵工程菌，从而把半纤维素转化为所需求的生物工程产品 ’
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随着人口的不断增长和资源的进一步消耗，可

再生资源的开发利用已经成为人们共同关注的问

题 ’在植物的光合产物中，半纤维素是仅次于淀粉
和纤维素的一大类碳水化合物，如秸秆中半纤维素

的含量占其干重的 !2Y Z 2#Y［/］’除了其数量之
大，半纤维素成为可再生资源的另一个因素是它比

植物中的其它组分更易于提取和水解［1，!"］’如果人
们能够使纤维素和半纤维素得到充分降解和有效

转化，! VP秸秆就可以充当 # ’ 2 VP粮食了，见表 " ’
纤维素的结构及其降解过程相对简单一些，因此，

半纤维素开发利用成为关键问题，它的解决对人类

有不可估量的效益 ’
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表 ! 不同植物中木质纤维的成分比较
"#$% ! &’()’*+#,’ )-./-01+1-* -2 31,4-)’3353-0’ 1* 6#0)53#(

/3#*+0

类别
成分 ! "

纤维素 半纤维素 木质素

禾本科植物 #$ % &’ #$ % $’ (’ % )’

软木 &$ % $’ #$ % )$ #$ % )$

硬木 &$ % $$ #& % &’ (* % #$

! 研究进展和策略

我国科学家对于半纤维素酶在食品加工、低聚

糖制备、饲料加工、溶解纸浆以及纸浆漂白等方面

的应用已经展开了研究并取得了可观的进展［( % $］，

而对于半纤维素的开发利用，人们的认识往往局限

于从半纤维素发酵生产乙醇 + 半纤维素发酵生产乙
醇是一个很复杂的过程，要解决的难题包括发酵菌

株降解半纤维素的能力、代谢戊糖的能力，以及对

乙醇的耐受力等；我国粮食生产面积大、储备多、价

格低，因此很少介入这种研究 +在国外，(’多年前发
生的一次石油危机引起发达国家对从半纤维素发

酵生产乙醇展开研究；此后，科学家们经过努力，对

半纤维素的种类、结构、性质有了明确的认识，鉴

定、克隆了各种半纤维素酶，研究了多种能分解利

用半纤维素的微生物，并对一些微生物进行了代谢

工程方面的研究 +
半纤维素包括很多种杂多糖：葡聚糖、木聚糖、

甘露聚糖、半乳聚糖、聚半乳糖醛酸等［#(］；它们分别

出现于不同的植物或同一植物的不同组织中 +中国
是一个农业大国，最多的、成为环保负担的是大量

的秸秆 +而秸秆半纤维素的 ,’"以上是木聚糖，这
正是结构单一、易于水解，而且取之不尽的可再生

资源 + 秸秆中的半纤维素的化学结构如图 ( 所
示［#’］+ 一条以!-(，&糖苷键相联的木聚糖主链，上
面带有 (，)-阿拉伯糖或 (，#-葡萄糖醛酸构成的侧
枝，被称为阿拉伯葡萄糖醛酸木聚糖（./01234567-
87/4349:603）+其中"-&-;-<=->68.为 &-甲基葡萄糖醛
酸，"-./0?为阿拉伯呋喃糖 +它的聚合度（@A3）约为
B’（残基数），木糖与阿拉伯糖、葡萄糖醛酸的摩尔比
约为 * C( C(［#(］+它的彻底降解需要 ) % &种酶参与：
木聚糖酶、木糖苷酶、阿拉伯糖苷酶和葡萄糖醛酸

酶，有的木糖苷酶同时也是阿拉伯糖苷酶［($］+这种
半纤维素的分解产物主要是木糖和少量阿拉伯糖、

葡萄糖醛酸，可以用作基本碳源生产各种发酵产

品，包括有机酸、氨基酸、单细胞蛋白、糖醇、工业酶

类、溶剂或燃料醇［D，#(］+
显然，开展这项研究首先要避繁就简，从近到

远，也就是选择分布最广，产生量最大，结构较单一

的半纤维素为开发目标；选择较易获得的转化产物

如单细胞蛋白、工业酶等为生产对象；通过基因重

组技术使发酵工程菌获得降解半纤维素的能力，或

者把能有效降解半纤维素的微生物构建成发酵工

程菌 +大多数半纤维素酶在国内未见研究，国际期
刊上发表的有关酶类及其基因的文献对于基因工

程或代谢工程等研究工作极为重要 +

图 ! 草本植物和针叶树木中半纤维素的主要成分———阿拉伯葡萄糖醛酸木聚糖的结构示意图
71,%! 8-./-01+1-* -2 #(#$1*-9:9;9.’+4<3,35)5(-*-=<3#* 1* ,(#00 #*> 0-2+?-->

@ 半纤维素酶基因的选择

@ %! !9!，:9木聚糖内切酶

!-(，&-木聚糖内切酶（(，&-!-木聚糖木糖水解酶

EF)+# + ( + *），简称木聚糖酶，水解木聚糖主干链内
部的 (，&-糖苷键，多数作用于木聚糖的无侧枝区
段，产生低聚糖或带有侧枝的寡聚糖 +木聚糖是半
纤维素酶的主要部分，因此，木聚糖酶是最重要，也
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是研究得最多的一种半纤维素酶 !木聚糖酶一般为
胞外酶，被分泌到周围环境或培养液中，但也有另

一种机制使酶汇集于细胞表面而不离散［"#，"$］!木
聚糖酶分布很广，许多微生物拥有 % & ’ 个不同的
酶 !已有上百个编码木聚糖酶的基因被克隆和超量
表达［(］，基因结构和功能分析显示，酶分子上有催

化结构域，其活性中心的氨基酸序列具有高度保守

性，根据其保守序列它们分别属于第十、十一家族 !
同一家族的酶可能起源于共同的祖先，其基因可能

在真菌和细菌之间有迁移 !除催化结构域以外，许
多木聚糖酶还可能具有纤维素结合结构域或热稳

定结构域［)］!木聚糖酶基因资料的大量积累为基因
工程或代谢工程菌的构建提供了方便，人们可以根

据具体情况选择特定的基因来编码具有特性的酶 !
在酶的众多生物学、动力学性状中，很重要的

性状之一是它的热稳定性，因为如果不需要终止催

化反应，酶的半衰期长就意味着效率高 !因此，许多
嗜热菌被用作研究材料，人们也得到了很多种具有

热稳定性的木聚糖酶 !例如嗜热厌氧细菌 !"#$%&’(’)
*+ $%,&-#&.&’*+ 的木聚糖酶，最适温度为 $# & *# +，
其半衰期为 )# ,-.；从极端嗜热厌氧细菌 /0,&+#)
%#+. $1 克隆的木聚糖酶在 )/ +，半衰期长达 )#
,-.［%"］!而嗜热真菌 /0,&+.$-*$ .*&.2%’.-* 产生的木
聚糖酶在 $# +下 %( 0活性稳定，*# +下半衰期为
)# ,-.［%%］!
木聚糖酶是第一个成为工业用商品酶的半纤

维素酶，如果以它为半纤维素发酵的目标产物，人

们可能需要的是不具有纤维素酶活性的碱性木聚

糖酶，因为它被用来进行纸浆预漂白［/］!碱性木聚
糖酶的基因主要来自嗜碱微生物，如 3.-’""*$ $11 和
4,&#+#2.$ $1，从这些菌分离纯化的木聚糖酶的最适
12在 3 !# & "# !#；来自 4$1,&5’""*$ 6’$-0,&’ 的碱性木聚
糖酶在 12 值为 ) ! # 时有较强的稳定性，来自
!,10."#$1#&’* $1 的木聚糖酶是唯一被报道在 12 3! 3
& ) !#较宽范围有活性的嗜碱真菌所产生的，而嗜
碱嗜热的 3.-’""* $1（4567 /)）在 /# +、12 "#的环
境中产生两种类型的无纤维素酶活性的木聚糖

酶［)］!国内外学者对木聚糖酶已经作了很好的综
述［" & /，)］，这里就不再赘叙 !
! "! !#$#木糖苷酶

!898木糖苷酶（:5!’ !% !" ! ’$）为外切酶，通过从
非还原性末端水解低聚木糖和木二糖产生木糖，并

能够水解对8硝基苯8!898木糖基（;4;<）等人工底
物 !它是木聚糖类半纤维素彻底降解的关键酶之
一，因为除了低聚木糖，其它所有发酵产物都必须

通过单糖转化而产生 !木糖苷酶存在于细菌和真菌
中，相对分子质量在 3# ### & ’3# ###之间，通常是
胞内蛋白，如在酵母 !&71#%#-#--*$ ."8’(2$ 中，木二糖
和木三糖是通过!8木糖苷渗透酶的运输系统进入
细胞，再由木糖苷酶进一步分解为木糖 !许多木糖
苷酶已经被纯化和定性［%#］，但是克隆和分析过的木

糖苷酶基因并不很多，见表 % !
表 ! 已被克隆的木聚糖脱分枝酶基因及其来源

%&’"! ()*)+ ,- .)’/&*01 )*234)+ 5*6,76). 5* 837&* .)9/&.&#
:5,*

微生物种名

基因资料已发表的酶

木糖
苷酶
阿拉伯
糖苷酶

葡萄糖
醛酸酶
木糖乙
酰酯酶

4,&#+#2.$ -.9’., 7:8" =

3.-’""*$ 1*+’"*$ = =

3 $%,.&#%0,&+#10’"*$ = =

3.-%,&#’(, #9.%*$ =

3*%7&’9’8&’# 6’8&’$#"9,2$ = （ =）

!"#$%&’(’*+ $%,&-#&.&’*+ = =

!7%#10.5. :7".2#"7%’-. = =

;&<’2’. -0&7$.2%0,+’ 9" =

=$,*(#+#2.$ -,""*"#$. =

>%&,1%#+7-,$ -0.&%&,*$’$ = =

> "’9’(.2$ = =

> %0,&+#9’#".-,*$ >;58%/# = =
/0,&+#.2.,&#8.-%,& ,%0.2#"’)
-*$ = =

/0,&+#.2.,&#8.-%,&’*+ $1 = = =

/0,&+#%#5. +.&’%’+. = = = =

4$1,&5’""*$ 2’(*".2$ = =

4 2’5,& = = =

4 %*8’25,2$’$ = =

?,#-.""’+.$%’: 1.%&’-’.&*+ =

@&1’2#+7-,$ $1 =

=,2’-’""’*+ 1*&1*&#5,2*+ =

/&’-0#(,&+. &,,$,’ = = = =
注："个 = 代表 "个基因，= = = 表示在同一种菌中有 ’
个不同的基因同时存在并已被克隆 !

通常细菌或真菌中只有一种木糖苷酶，但是研

究发现嗜热厌氧细菌 /0,&+#.2.,&#8.-%,&’*+ $1 ?@ A
BC(*/中有 ’种不同的酶，其动力学性质各不相同：
其中一个酶对底物有很高的亲和性，但总活力并不

很高；而另一个酶在底物浓度高时具有极高的活

性，而与底物的亲和性并不很高 !据此推测，这种细
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菌在碳源物质稀少时通过高亲和性的酶，在碳源物

质丰盛时通过极高活性的酶达到最高效率地吸收

和应用底物 !因此在选用基因材料时不仅要考虑酶
的热稳定性，还要考虑酶的动力学性质 !
有些木糖苷酶如来自细菌 !"#$%&’&(%&) *&(%&+),’-.

和 /,)+#%&0&"1 +#-%2)%3%&"1 的木糖苷酶同时具有阿拉
伯糖苷酶的活性，但是真正具有双重活性的酶应数

来自嗜热厌氧细菌 45-%1)3.3-%)(32#-% -#53.),&2"+ 的
木糖 "阿拉伯糖苷酶 ! #$ 多年前美国 %&’(’) 研究小
组在试图构建一个从半纤维素发酵生产乙醇的基

因工程菌时发现了这个酶，以人工底物测试，其木

糖苷酶活性和阿拉伯糖苷酶活性分别为每毫克蛋

白质 #*$ 和 # $$$ +,，远高于其它木糖苷酶或阿拉
伯糖苷酶所显示的活性［#-］!这个酶的基因已经被克
隆并在大肠杆菌中得到表达，它与一个未发现有第

二种活性的木糖苷酶有同源性和进化关系，但与其

它木糖苷酶都没有明显的同源性［#.］，因此当需要同

时得到木糖苷酶或阿拉伯糖苷酶时，这个基因应为

首选 !
! "# !$%$阿拉伯糖苷酶

!/0/阿拉伯糖苷酶（12! 3 ! . ! # ! --）水解非还原
末端的阿拉伯糖残基，也水解对/硝基苯/!/0/阿拉伯
糖基等人工底物 !据报道 6 .&7-%，! +"(#&,&+ 和 8#%-9:
#)1$2-+ 9"%9"%3+2-.+ 中的!/0/阿拉伯糖苷酶能够水解
阿拉伯木聚糖中的 #，3/和 #，-/!/0/阿拉伯糖苷键 ! 6
.&7-%的阿拉伯糖苷酶能够水解小的人造底物和阿
拉伯聚糖，并能水解阿拉伯聚糖、阿拉伯半乳聚糖

和阿拉伯葡萄糖醛酸木聚糖的阿拉伯糖侧枝，该酶

首先作用于阿拉伯聚糖中的!/0/#，3连接的阿拉伯
糖基，程度达 3$4，然后缓慢作用!/0/#，-/阿拉伯聚
糖，直到完全转化成阿拉伯糖 !来自 8 9"9"%32-.+ 的
阿拉伯糖苷酶 5只作用低相对分子质量的!/0/阿拉
伯糖苷和含阿拉伯糖的低聚糖 !而从 6 3;31)%& 中
纯化得到的阿拉伯糖苷酶对阿拉伯木聚糖具有高

度专一性，从阿拉伯木聚糖只释放阿拉伯糖 !阿拉
伯糖苷酶和木聚糖酶之间存在着协同作用，当两个

酶同时作用时，可以观察到木糖、木二糖和阿拉伯

糖的产生增多［.$］；同时，水解低聚木糖上的阿拉伯

糖侧枝也是木糖苷酶有效地、彻底地降解低聚木糖

的前提，因此，阿拉伯糖苷酶在秸秆半纤维素降解

中起着重要的作用 !
阿拉伯糖苷酶有胞内、胞外酶，也有的是膜蛋

白，其相对分子质量可达到 67- $$$，以单体、二体、
四聚、六聚和八聚体的形式存在 !几个编码阿拉伯
糖苷酶的基因（见表 .）已经从 ! *&(%&+),’-.+（89)5），

8 ,&’&03.+（ 3(*:），/ +#%-2)%3%&"1（ 3%*:）和 <+-"0:
1).3+ *,")%-+-.+（=$.2）等细菌中克隆［#3］!源自真菌
的阿拉伯糖苷酶的基因也从 6 .&7-% 和 4 %--+-& 中克
隆出来 ! ; < 2=>?@ 等人成功克隆了 6 .&7-%
<A2##B.6中的阿拉伯糖苷酶 CDE5基因，并使它在
8 2-%-’&+&3- 中得到表达，命名为 :5F.! :5F. 有 677
个氨基酸，与 6 .&7-% G6$$5中的阿拉伯糖苷酶 5有
764相同，用随机选择的重组体 8 2-%-’&+&3- 菌株分
别在合成和复合培养基中培养 6* H，获得阿拉伯糖
苷酶最大活性 $ ! $. , " I0和 # ! 6$ , " I0［J］!来自 4
%--+-& 的阿拉伯糖苷酶是通过在 8 > 2-%-’&+&3- 中建立
的 KLG:表达文库筛选得到的，对重组酵母产生的
酶进行不同底物的产酶活性试验，该重组酶能作用

于 M/硝基苯/!/0/阿拉伯呋喃糖苷（MGM:）和阿拉伯
木聚糖释放 0/阿拉伯糖，与从 4 %--+-& 纯化的相应
的酶相似［#3］!
! "& !$葡萄糖醛酸酶

!/葡萄糖醛酸酶（12! 3 ! . ! # !）水解甲基葡萄糖
醛酸（6/N/<’O)K:）与木聚糖主干上木糖残基间的!/
#，.键 !硬木（阔叶树）中的半纤维素的主要种类是
乙酰葡萄糖醛酸木聚糖，软木（针叶树）和秸秆中的

木聚糖主要是阿拉伯葡萄糖醛酸木聚糖，木聚糖中

的葡萄糖醛酸通常被甲基化成为 6/N/<’O)K:!在这
些木聚糖的降解过程中葡萄糖醛酸酶与木聚糖酶

相互促进，加速低聚糖的产生，但是低聚糖需经葡

萄糖醛酸酶去除 6/N/<’O)K:侧枝后才能被木糖苷
酶彻底降解，因此，葡萄糖醛酸酶是半纤维素酶中

很重要的一员 !由于葡萄糖醛酸酶在自然界出现不
多，而且活性不高，此酶直到 #7*B年才见报道 !迄今
为止，只有少数几个酶得到了纯化和定性［.$］，经过

基因克隆和分析的就更少了 !

!/葡萄糖醛酸酶首先从嗜热真菌 4 3"%3.#&3"+
中得到纯化，该酶能以相同的速度从聚合木聚糖和

低聚糖释放 6/N/<’O)K:!第一个从细菌中纯化的是
嗜热厌氧细菌 45-%1)3.3-%)(32#-%&"1 +9 ;% " PQ6*-中
的葡萄糖醛酸酶，该酶存在于细胞内，对于低聚木

糖上的葡萄糖醛酸侧枝有较高的活性；这个酶与纯

化的同源木糖苷酶协同作用于带有 6/N/<’O)K:侧
枝的低聚木糖，使之得到迅速彻底的降解［#*］!细菌
8 ),&’)2(%)1)7-.+， /,)+#%&0&"1 32-#)("#$,&2"1， ?&:
(%)(32#-% +"22&.)7-.+，45-%1)#)73 13%&#&13 的胞内酶
也得到了鉴定 !虽然在丝状真菌中多为胞外酶，大
多数!/葡萄糖醛酸酶只能作用于 6/N/<’O)K:取代
的低聚糖或小型底物 !因此，大部分!/葡萄糖醛酸
酶需要同水解主链的木聚糖酶协同作用以便从木
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聚糖释放出相当量的 !"#"甲基葡萄糖醛酸 $编码葡
萄糖醛酸酶的基因已经从 ! "#$%&#’$%(&)’*+,"，- (.%/
*#*(.，- %$$"$*，0 #,1*23$2"*" 中克隆出来（见表 %），由
氨基酸序列分析，- %$$"$* 的 &’()，- (.%*#*(. 的 *&+,
和 0 #,1*3$2"*" 的 *&+,相互间具有明显的同源性，属
于糖基水解酶家族第 -.族 $
! $" 木聚糖乙酰酯酶
木聚糖乙酰酯酶（/0$ 1 $ ) $ ) $ -）能去除乙酰木

聚糖木糖残基上 0% 和 01 的 #"乙酰取代基 $来自硬
木（阔叶树）的乙酰葡萄糖醛酸木聚糖是高度酰化

的，其中木糖残基与乙酰基的数量比约为 )2 3 .；这
种木聚糖在发酵条件下的有效分解，需要乙酰酯酶

的参与 $木聚糖乙酰酯酶于 )456年首见报道，较迟
发现的主要原因是缺乏适宜的底物：尽管自然条件

下，木聚糖是高度乙酰化的，但用于研究木聚糖酶

降解酶系统的木聚糖大部分是以稀碱抽提的，因而

是脱乙酰的木聚糖 $木聚糖乙酰酯酶被认为是许多
像 - %$$"$*，- 4*%*5$，0 2*3$%，6 7&((,2$，6#%$)#&/
(87$" ") 和 9 ",77*2&3$2$" 这样的微生物中木聚糖降
解酶系统的一部分 $迄今为止，被纯化和定性的木
聚糖乙酰酯酶很少 $ - %$$"$* 产生两个被糖基化的相
对分子质量为 1! 222的单体同工酶，该乙酰木聚糖
酯酶从乙酰低聚木糖释放乙酸 $来自 -’$%(&.2.$%&/
1.7#$%*,( ") 78 9 :;"<:!56的乙酰木聚糖酯酶!和"
具有相对分子质量 )46 222 和 )2- 222，并分别具有
1% 222和 %- 222 的亚单位，它们能使乙酰化的木聚
糖脱乙酰 $据推测，乙酰木聚糖酯酶"在胞外去除
木聚糖的乙酰基，乙酰木聚糖酯酶!在胞内作用于
短链的乙酰化低聚木糖［)-］$来自 6 7&((,2$ 的木聚
糖乙酰酯酶从木聚糖释放乙酸，但乙酰低聚木糖是

更适宜的底物，木聚糖主链上的乙酰基因位阻效应

抑制木聚糖酶作用 $来自 9 ",77*2&3$2$" 的乙酰木聚
糖酯酶通过使木聚糖释放乙酸而在减少这种抑制

作用方面起重要作用 $编码木聚糖乙酰酯酶的基因
已经从一些细菌和真菌克隆出来，并进行了序列分

析（见表 %），其中有来自 -’$%(&.2.$%&1.7#$%*,( ") 和

- (.%*#*(. 的基因编码热稳定性木聚糖乙酰酯
酶［))，)!］$

# 发酵工程菌的基因构建

木聚糖类半纤维素在自然界大量存在，它被降

解成单糖后，不仅可以用作乙醇发酵原料，还可以

用来生产各种更易获得的生物制品如单细胞蛋白、

木聚糖酶等 $用分子生物学技术构建能分解利用半
纤维素的发酵工程菌有两条基本途径：

)）用编码半纤维素酶的基因转化现有的发酵
工程菌，使它们获得所需要的酶类；

%）把能够分解利用半纤维素的自然菌株构建
成能够大量积累目标产品的发酵工程菌 $
许多发酵工程菌如芽孢杆菌、啤酒酵母和常用

霉菌都能以木糖为生长基质，但它们多数不具备完

善的酶系统进行半纤维素的分解，因而需要根据所

要利用的半纤维素的种类选择必要的基因进行转

化并使它们得到表达 $自然界也有一些微生物能够
直接利用半纤维素进行生长，酶学分析或基因分析

结果表明，它们具有完善的半纤维素酶系统 $这些
微生物包括一些放线菌、瘤胃细菌和真菌、嗜热细

菌或真菌、树木致病菌和食用真菌等，如 !
"#$.%&#’$%(&)’*+,"，- ".77’.%&+8#*7,(，- (.%*#*(.，0
2*3$%，- %$$"$* 等 :其中，- ".77’.%&+8#*7,( 只拥有半纤
维素酶系统，不能分解利用纤维素，因此应用作基

因供体提供热稳定性酶，不宜用来构建发酵工程

菌；- %$$"$* 是树木致病菌，用来构建发酵工程菌时
应注意病源控制 $值得注意的是基因组研究已经完
成的极端高温菌 - (.%*#*(. 能够分解淀粉、纤维素、
半纤维素等多种多聚糖，是代谢工程的理解材料；0
2*3$% 亦已被构建成基因表达系统，用于某些工业酶
的基因表达 $除此以外，具有更高实用价值的酶系
统和基因表达系统正在研制之中，有望在近期取得

突破性进展 $
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