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东方肉座菌 EU7 － 22 木聚糖酶和木糖苷酶基因
克隆及生物信息学研究

龙传南1，蒋凤姣1，邬小兵2，刘 健1，龙敏南1，2*

( 1． 厦门大学能源研究院，福建 厦门 361005; 2． 厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361005)

摘 要:东方肉座菌 EU7 － 22 具有高产半纤维素酶的能力。根据已报道的同属里氏木霉及绿色木霉木聚糖酶，木糖苷酶相关
基因序列，设计 PCＲ引物扩增出东方肉座菌内切木聚糖酶( XYNⅠ，XYNⅡ) 及 β －木糖苷酶( β － BXL) 基因。序列经 NCBI
Blast分析:东方肉座菌 xynⅠ基因与里氏木霉 xyn1 基因( X69573． 1) 的同源性最高达到 91% ; xyn Ⅱ基因与绿色木霉 xyn2 基因
( EF079061) 同源性最高达到 93% ; β － bxl 基因与里氏木霉 β － bxl1 基因( Z69257． 1) 的同源性最高达到 94%。生物信息学分
析表明内切木聚糖酶Ⅰ和Ⅱ均属于糖基水解酶家族 11，N末端前 19 个氨基酸均为信号肽。内切木聚糖酶Ⅰ分子量为 24． 13
kD，等电点为 7． 87，含有 3 个糖基化位点; 内切木聚糖酶Ⅱ分子量为 24． 44 kD，等电点为 4． 86，含有 1 个糖基化位点; β －木糖
苷酶属于糖基水解酶家族 3，分子量为 87． 27 kD，等电点为 5． 49，N 末端前 20 个氨基酸为信号肽，含有 8 个糖基化位点。利用
SWISS － Model对木聚糖酶，木糖苷酶蛋白质三级结构进行了预测和模拟。对木聚糖酶和木糖苷酶基因及其编码蛋白质的生
物信息学分析，为进一步研究这些基因的表达与调控、构建高效利用纤维素组份的工程菌株奠定基础。
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Gene cloning and bioinformatics analysis of Xylanases
and Xylosidase from Hypocrea orientalis

LONG Chuan － nan1，JIANG Feng － jiao1，WU Xiao － bing2，LIU Jian1，LONG Min － nan1，2*

( 1． School of Energy Ｒesearch，Xiamen University，Xiamen Fujian 361005，China;

2． School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen Fujian 361005，China)

Abstract: Hypocrea orientalis EU7 － 22 had a high potential to yield hemicellulase． Two endo － xylanases genes
( xyn Ⅰ，xyn Ⅱ) and one β － xylosidase gene ( β － bxl) were successfully cloned by PCＲ，according to the repor-
ted xylanases and β － xylosidase gene sequences of Trichoderma reesei and Trichoderma viride． The xyn I and β －
bxl gene from H． orientalis showed the highest nucleotide homology of 91% and 94% with the corresponding gene
from T． reesei，respectively． While the xyn II gene from H． orientalis showed the highest of 93% nucleotide homol-
ogy with the corresponding gene from T． viride． The bioinformatics analysis indicated that the enzyme XYN I and
XYN II belonged to the glycosyl hydrolase family 11 with the molecular weight of 24． 13 kD and 24． 44 kD，respec-
tively． The first 19 AA of N － terminal of XYN I and XYN II were the signal peptide sequence． The enzyme XYN
I and XYN II contained three and one N － glycosylation site，respectively． The isoelectric point of enzyme XYN I
and XYN II were identified as 7． 87 and 4． 86，respectively． The enzyme β － BXL belonged to glycosyl hydrolase
family 3 with molecular weight of 87． 27 kD and isoelectric point of 5． 49． The first 20 AA of N － terminal of β －
BXL belonged to signal peptide sequence． The enzyme contained 8 N － glycosylation sites． By using SWISS － Mod-
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el，the tertiary structure of the three enzyme proteins were predicted and simulated． These genes cloning and bioin-
formatics analysis would help to the further research on mechanism of expression and regulation of hemicellulase．
Keywords: Hypocrea orientalis，Xylanases，Xylosidase，Gene cloning，Bioinformatics

天然纤维素生物质是地球上最丰富的可再生资

源，但目前被利用生物质只占 11%。纤维素大多被
半纤维素包裹，其降解必然受到半纤维素的制约，因

而纤维素酶和半纤维素酶联合使用，被广泛应用于

造纸、食品加工、纺织、动物饲料和能源工业等诸多
领域，具有显著的应用价值［1］。木聚糖为半纤维素
主要组成成份，含量仅次于纤维素的第二丰富的天

然多糖［2］。目前，工业降解木聚糖常用的方法有酸
法、碱法和酶法，其中酸法、碱法应用较为广泛，但酸
碱水解液中含有较多的有毒物质，对于后期微生物

发酵有抑制作用; 另外，采用酸法或碱法降解木聚

糖，对环境污染严重，从长期生产效果来看，酶法降

解木聚糖将是未来木聚糖降解的主要方式［3］。木
聚糖降解需要多种半纤维素酶参与，主要有木聚糖

酶、β －木糖苷酶、α －葡萄糖醛酸酶、乙酰木聚糖酯
酶、α － L －阿拉伯糖酶、阿魏酸酯酶、p －香豆酸酯
酶等。但是在木聚糖降解时，起主要作用的酶是:①
内切 β － 1，4 －木聚糖酶( EC3． 2． 1． 8) ，该酶以内切
方式作用于木聚糖主链内部的 β － 1，4 木糖苷键，
主要水解产物为低聚木糖和少量木糖。②β －木糖
苷酶( EC3． 2． 1． 37) ，该酶通过水解低聚木糖的末端
来催化释放木糖残基［2］。其它半纤维素酶起协同
辅助作用。已报道的能产半纤维素酶的微生物有细
菌、链霉菌、曲霉、青霉和木霉等，人们研究和应用最
多的是细菌、曲霉和木霉产半纤维素酶［4］。
东方肉座菌( Hypocrea orientalis ) 属于木霉属，

菌株 EU7 －22 ( 原命名为灰绿曲霉 EU7 － 22 ) 为本
实验室分离保存。该菌株不但具有高产纤维素酶的
能力，而且还具有高产半纤维素酶的能力。本研究
首次从该菌株中克隆内切木聚糖酶和 β －木糖苷酶
基因，并采用生物信息学方法分析酶蛋白的性质，为

后续开展半纤维素酶的基因工程与蛋白质工程研究

奠定基础。

1 材料和方法

1． 1 主要试剂
PCＲ 扩增试剂和 pMD19 － T 载体均购于宝生

物工程( 大连) 有限公司; 胶回收试剂盒购于天根生

化科技( 北京) 有限公司; 其它试剂购于上海生工生

物工程技术服务有限公司和国药集团化学试剂有限

公司。

1． 2 菌株及培养基
菌株: 东方肉座菌( H． orientalis) EU7 －22，大肠

杆菌( Escherichia coli) DH －5α为本实验室保存。
PDA培养基: 马铃薯 200 g 洗净，去皮，切成小

块，煮沸 30 min，6 层纱布过滤，定容至 1 L，加葡萄
糖 20 g，自然 pH; 固体培养基按 2%浓度加入琼脂
粉。

LB培养基: 胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，氯
化钠 10 g，用去离子水定容至 1 L; 固体培养基按
2%浓度加入琼脂粉。
1． 3 菌株总 DNA提取
东方肉座菌 EU7 － 22 经 PDA 液体培养基培养

36 h 后，按照 SDS 裂解法提取丝状真菌染色体总
DNA［5］。
1． 4 引物设计与合成
根据 GenBank 中里氏木霉及绿色木霉内切木

聚糖酶Ⅰ基因( xyn1; GenBank accession No． X69573
与 AY320048． 1) ，内切木聚糖酶Ⅱ基因( xyn2; Gen-
Bank accession No． X69574 与 EF079061) ，β －木糖
苷酶基因( β － bxl1; GenBank accession No． Z69257．
1) 的序列分别设计 3 对 PCＲ扩增引物( 表 1) ，引物
由上海生工生物工程有限公司合成。
表 1 东方肉座菌木聚糖酶和木糖苷酶基因 PCＲ扩增引物
Table 1 The primers used in PCＲ to amplify DNA fragments

encoding xylanases and xylosidase in H． orientalis

引物名称 引物序列 ( 5'– 3') 扩增基因

XYNⅠ － F ATGGTCTCCTTCACCTCCCTC xynⅠ
XYNⅠ － Ｒ TTAGCTGACGGTGATGGAAGC xynⅠ
XYNⅡ － F ATGGTTGCC TTTTCCAGCCTC xynⅡ
XYNⅡ － Ｒ CTAGTTGCTGACACTCTGTGAGG xynⅡ
Bxl － F ATGGTGAATAACGCAGCTCTTCTCG β － bxl
Bxl － Ｒ TTATGCGTCAG GTGTAGCATCCTTG β － bxl

1． 5 木聚糖酶和木糖苷酶基因的 PCＲ扩增
以提取的东方肉座菌总 DNA 为模板，采用

Takara 公司的高保真 Taq酶，利用引物对 XYNⅠ －
F＆Ｒ、XYNⅡ － F＆Ｒ 和 Bxl － F＆Ｒ 进行 PCＲ 扩增，
分别获得内切木聚糖酶Ⅰ基因、内切木聚糖酶Ⅱ基
因、β －木糖苷酶基因片段。扩增反应条件: 94 ℃预
变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延
伸 1 min，30 个循环后，72 ℃充分延伸 10 min。扩增
β － bxl 基因的反应条件为: 94 ℃预变性 5 min，94
℃变性30 s，61 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 3 min，30 个
循环后，72 ℃充分延伸 10 min。
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PCＲ扩增产物经胶回收试剂盒纯化后，连接到
pMD19 － T 载体上，转化 E． coli DH － 5α 感受态细
胞中，先进行蓝白斑筛选，然后用 M13 通用引物对
阳性克隆子进行筛选和测序验证( 北京六合华大基

因科技股份有限公司) 。
1． 6 木聚糖酶和木糖苷酶的生物信息学分析
将克隆基因序列在 Genebank数据库中进行同源

性比对( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / BLAST / ) ; 根
据 BLAST比对的结果，分析基因内含子位置并去掉
内含子，利用 Primer Premier 5． 0 进行核酸及蛋白质
序列分析; 用 ProtParam 工具［6］分析基因编码蛋白
质的氨基酸序列组成、相对分子质量、等电点等理化
性质( http: / /web． expasy． org /protparam / ) ; 利用 Sig-
nalP － 4． 0 软件［7］分析 N － 末端信号肽序列( ht-
tp: / /www． cbs． dtu． dk /services /SignalP / ) ; 利用 Net-
NGlyc软件［8］进行蛋白质 N －糖基化位点预测( ht-
tp: / /www． cbs． dtu． dk /services /NetNGlyc / ) ; 利用
Prosite motif search［9］对蛋白质的功能位点进行搜索
( http: / /prosite． expasy． org / ) ; 利用 SWISS － Mod-
el［10］预测和模拟蛋白质的三级结构( http: / / swiss-
model． expasy． org /workspace / index． php?) 。

2 结果

2． 1 PCＲ扩增木聚糖酶和木糖苷酶基因片段
以东方肉座菌总 DNA 为模板，利用引物对

XYNⅠ － F＆Ｒ，XYNⅡ － F＆Ｒ，Bxl － F＆Ｒ分别进行
PCＲ扩增，获得内切木聚糖酶Ⅰ基因( xynⅠ，约 750
bp) 片段，内切木聚糖酶Ⅱ基因( xynⅡ，约 750 bp)
片段及 β －木糖苷酶基因( β － bxl，约 2 400 bp) 片
段。PCＲ产物进行琼脂糖凝胶( 1． 0% ) 电泳，结果
如图 1 所示。可以看出，PCＲ 反应均扩增出单一的
DNA条带，基因片段的大小与预期一致。
2． 2 木聚糖酶和木糖苷酶基因序列 Blast分析
序列测定结果经 NCBI Blast: 东方肉座菌 EU7

－22 内切木聚糖酶Ⅰ基因全长 781 bp ( GenBank
accession No． JQ238610 ) ，与里氏木霉 xyn1 基因
( X69573． 1 ) 同源性最高达到 91%，与绿色木霉
xyn1 基因( AY320048． 1) 同源性仅为 87%。根据以
上两种木霉 xyn1 基因内含子位置，分析菌株 EU7 －
22 xyn Ⅰ基因含有 1 个内含子，位于 276 － 381 bp
处。利用 Primer Premier 5． 0 将 xyn Ⅰ基因( 去掉内
含子) 翻译成相应氨基酸序列( 编码 224 个氨基酸)
并进行 Protein blast，结果显示 xyn Ⅰ基因编码的蛋
白质属于糖基水解酶家族 11，与假康宁木霉木聚糖
酶( ABY71932． 1) 同源性最高达到 100%，但是序列

覆盖率不及里氏木霉; 与里氏木霉内切木聚糖酶Ⅰ
( AAB29346． 1) 氨基酸序列同源性达 99% ; 与绿色
木霉内切木聚糖酶Ⅰ( AAP83925． 1) 氨基酸序列同
源性仅为 84%。

图 1 PCＲ 扩增木聚糖酶和木糖苷酶基因片段的琼脂糖凝胶电泳
Fig． 1 Gel electrophoresis of xylanases and

xylosidase gene fragments by PCＲ

( M: 200 bp DNA marker; 1: xynⅠ; 2: xynⅡ; 3: β － bxl) ．

内切木聚糖酶Ⅱ基因全长 752 bp( GenBank ac-
cession No． JQ238611 ) ，与绿色木霉 xyn2 基因
( EF079061 ) 同源性最高达到 93%，与里氏木霉
xyn2 基因( X69574． 1 ) 同源性达 89%，。根据以上
两种木霉 xyn2 基因内含子位置，分析菌株 EU7 － 22
xyn Ⅱ基因含有 1 个内含子位于 291 － 352 bp 处。
利用 Primer Premier 5． 0 将 xyn Ⅱ基因( 去掉内含
子) 翻译成相应氨基酸序列( 编码 229 个氨基酸) 并
进行 Protein blast，结果显示 xyn Ⅱ基因编码的蛋白
质属于糖基水解酶家族 11，与里氏木霉内切木聚糖
酶Ⅱ( P36218． 1) 氨基酸序列同源性最高达到 96%，
与绿色木霉内切木聚糖酶Ⅱ( EHK20957． 1 ) 氨基酸
序列同源性仅为 87%。

β －木糖苷酶基因全长 2 394 bp ( GenBank ac-
cession No． JQ238612 ) ，与里氏木霉 β － bxl1 基因
( Z69257． 1) 同源性最高达 94%，没有木霉属其它菌
株相似性结果。根据里氏木霉等 β － bxl1 基因序列
信息，分析得知菌株 EU7 －22 β － bxl 基因不含内含
子。利用 Primer Premier 5． 0 将 β － bxl 基因翻译成
相应氨基酸序列( 编码 797 个氨基酸) 进行 Protein
blast，结果显示 β － bxl 基因编码的蛋白质属于糖基
水解 酶 家 族 3，与 里 氏 木 霉 β － 木 糖 苷 酶
( CAA93248． 1) 氨基酸序列同源性最高达到 100%。
2． 3 木聚糖酶和木糖苷酶基因编码蛋白质 Prot-
Param分析
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图 2 东方肉座菌木聚糖酶和木糖苷酶蛋白信号肽分析
Fig． 2 SignalP analysis of xylanases and xylosidase proteins from H． orientalis

( A: 内切木聚糖酶Ⅰ蛋白; B: 内切木聚糖酶Ⅱ蛋白; C: β －木糖苷酶蛋白)

东方肉座菌 EU7 － 22 内切木聚糖酶Ⅰ ( XYN
Ⅰ) 基因编码 224 个氨基酸，用 Protparam 软件预测
该蛋白的理化性质，相对分子质量为 24. 13 kD，等电
点为 7． 87，酸性氨基酸总数为 11 个，碱性氨基酸总
数为 12 个，理论推导半衰期大于 20 h，不稳定参数

为 18． 57，属于稳定性蛋白质。
内切木聚糖酶Ⅱ ( XYN Ⅱ) 基因编码 229 个氨

基酸，用 Protparam 软件预测该蛋白的理化性质，推
测该蛋白相对分子质量为 24． 44 kD，等电点为
4. 86，酸性氨基酸总数为 16 个，碱性氨基酸总数为 8

16第 1 期 龙传南，等:东方肉座菌 EU7 －22 木聚糖酶和木糖苷酶基因克隆及生物信息学研究



个，理论推导半衰期大于 20 h，不稳定参数为 28． 19，
属于稳定蛋白质。

β －木糖苷酶( β － BXL) 基因编码 797 个氨基
酸，用 Protparam 软件预测该蛋白的理化性质，推测
该蛋白相对分子质量为 87． 27 kD，等电点为 5． 49，
酸性氨基酸总数为 77 个，碱性氨基酸总数为 64 个，
理论推导半衰期大于 20 h，不稳定参数为 32． 61，属
于稳定性蛋白质。
2． 4 木聚糖酶和木糖苷酶基因编码蛋白质 SignalP
分析

利用 SignalP － 4． 0 软件对东方肉座菌 EU7 － 22
木聚糖酶系蛋白质 N －末端信号肽序列进行分析。
内切木聚糖酶Ⅰ蛋白质( 图 2A) N 末端前 1 － 19 个
氨基酸( MVSFTSLLAGVAAISGVLA) 为信号肽序列，
切割位点位于第 19 与 20 号氨基酸之间; 内切木聚
糖酶Ⅱ蛋白质( 图 2B ) N 末端前 1 － 19 个氨基酸
( MVAFSSLAVALAGIAGTLA)
注: C － score: 酶切位点，数值越高说明其作为酶

切位点的可能性越高; S － score: 单氨基酸数值，越高
说明该氨基酸作为信号肽部分的可能性越高; Y
score: C 值和 S 值的派生值，更准确的确定酶切位
点，数值最高处为酶切位点。
为信号肽序列，切割位点位于第 19 与 20 号氨

基酸之间; β －木糖苷酶蛋白质( 图 2C) N 末端前 1
－ 20 个氨基酸( MVNNAALLAALSALLPＲALA) 为信
号肽序列，切割位点位于第 20 与 21 个氨基酸之间。
2． 5 木聚糖酶和木糖苷酶基因编码蛋白质 NetNG-
lyc分析
利用 NetNGlyc － 1． 0 软件预测蛋白质 N －糖基

化位点，内切木聚糖酶Ⅰ蛋白质可能含有 3 个糖基
化位点 N72WSN、N95FSG、N131 PST( 图 3A) ; 内切木聚
糖酶Ⅱ蛋白质可能只含有 1 个糖基化位点 N31 VTE
( 图 3B) ; β －木糖苷酶蛋白质则可能含有 8 个糖基
化位点 N23 QTY，N28 YSS，N143 ＲTL，N327 QSS，N353

ESF，N404 ISY，N481 STA; N657TSS( 图 3C) 。
2． 6 酶蛋白 Prosite motif search 分析及 SWISS －
Model三维结构模拟
利用 Prosite motif search对蛋白质的功能位点进

行分析，内切木聚糖酶Ⅰ蛋白质含有 2 个糖基水解
酶家族 11 的特征序列: P117LIE120YYIVENF，活性
位 点 为 第 120 个 氨 基 酸 ( 谷 氨 酸，E ) ;
V208AVE211GYFSSGSA，活性位点为第 211 个氨基
酸( 谷氨酸，E) ; 利用 SWISS － Model 预测和模拟该
蛋白质的三级结构( 图 4A) 。参考模板为 T． longi-
brachiatum 木聚糖酶 2 ( PDB: 2jic) ［11］，且该区域( N
－端第 24 － 224 个氨基酸) 两者氨基酸序列相似性

达 100%。
内切木聚糖酶Ⅱ蛋白质含有 2 个糖基水解酶家族

11的特征序列: P123LVE126YYIME DN，活性位点为第
126个氨基酸( 谷氨酸，E) ; V212AVE215GWGGSGSA，活
性位点为第 215 个氨基酸( 谷氨酸，E) ; 利用 SWISS －
Model预测和模拟该蛋白三级结构( 图 4B)。参考模板
为H． Jecorina木聚糖酶1( PDB: 1xyn) ［12］，且该区域( N
－端第 52 － 229 个氨基酸) 两者氨基酸序列相似性达
98． 32%。

β －木糖苷酶蛋白属于糖基水解酶家族 3，利用
Prosite motif search对蛋白质的功能位点进行搜索，
没有找到该蛋白糖基水解酶家族 3 的特征序列。利
用 SWISS － Model预测和模拟该蛋白质三级结构( 图
4C) 。参考模板为 Kluyveromyces marxianus β －葡萄
糖苷酶 1 ( 属于蛋白糖基水解酶家族 3 ) ( PDB:
3abz) ［13］，且该区域( N －端第 71 － 776 个氨基酸) 两
者氨基酸序列相似性仅有 18． 55%。

3 讨论

内切木聚糖酶，β －木糖苷酶是木聚糖水解酶系
中最重要的酶，随着基因工程、蛋白质工程等生物技
术的发展及应用，人们对木聚糖酶，β －木糖苷酶的
研究不断深入［2］。本研究成功克隆了东方肉座菌
EU7 －22 内切木聚糖酶，β －木糖苷酶基因完整序
列。xynⅠ基因与里氏木霉 xyn1 基因( X69573． 1) 同
源性最高达到 91% ; xynⅡ基因与绿色木霉 xyn2 基
因( EF079061) 同源性最高达到 93% ; β － bxl 基因与
里氏木霉 β － bxl1 基因( Z69257． 1) 同源性最高达到
94%。
根据 Henrissat等［14］的分类标准，木聚糖酶有两

个家族，即第 10 族糖苷酶和第 11 族糖苷酶。总的
来说，第 10 族的木聚糖酶的结构、理化性质较相似，
但第 11 族木聚糖酶在 pI、pH值、热稳定性及酶分子
的结构等方面相差较大。从菌株 EU7 －22 中克隆的
两个内切木聚糖酶基因编码的蛋白质均属于糖基水

解酶家族 11，根据 ProtParam软件预测内切木聚糖酶
的等电点，两者相差较大，内切木聚糖酶Ⅰ的 pI 为
7． 87; 内切木聚糖酶Ⅱ的 pI 为 4． 86。根据 Cantarel
等［15］的分类标准，β －木糖苷酶有 5 个家族，即第 3、
第 39、第 43、第 52 和第 54 族糖基水解酶，但是真菌
产生的 β －木糖苷酶大都属于第 3，43，54 族糖基水
解酶。从菌株 EU7 － 22 中克隆的 β － bxl 基因编码
的蛋白质属于糖基水解酶家族 3。
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注: Threshold = 0． 5，为 N糖基化位点的临界值，数值超过 0． 5 可

能为糖基化位点，数值越高，引起 N糖基化的可能性越大。

图 3 东方肉座菌木聚糖酶和木糖苷酶蛋白 N －糖基化位点分析
Fig． 3 NetNGlyc analysis of xylanases

and xylosidase proteins from H． orientalis

( A: 内切木聚糖酶Ⅰ蛋白; B: 内切木聚糖酶Ⅱ蛋白;

C: β －木糖苷酶蛋白)

天然纤维素生物质是地球上最丰富的而未被有

效利用可再生资源，高效地将纤维素生物质全组份

转化为生物燃料对解决人类目前面临的能源短缺有

重要的战略意义。Qing 等［16 － 17］在纤维素酶水解纤
维素过程中发现木聚寡糖对其具有强烈抑制作用，

在纤维素酶水解预处理玉米秸秆中，添加木聚糖酶

和 β －木糖苷酶能够显著降低低聚木糖及木聚寡糖
对纤维素酶的抑制作用，从而提高酶解效率。因此，
对半纤维素酶的研究，不仅可以提高对纤维素生物

质组份中半纤维素组份的利用，而且还可以改善纤

维素组份降解和利用效率。
通过对东方肉座菌内切木聚糖酶和 β －木糖苷

酶的基因克隆及其编码蛋白的分析与预测，为进一

步构建具有高催化效力的酶蛋白突变体和高表达工

程菌株奠定了基础。

图 4 SWISS － Model模拟东方肉座菌木聚糖酶

和木糖苷酶蛋白质三级结构

Fig． 4 Structure prediction of xylanases and xylosidase

proteins from H． orientalis by SWISS － Model

( A: 内切木聚糖酶Ⅰ蛋白; B: 内切木聚糖酶Ⅱ蛋白;

C: β －木糖苷酶蛋白)
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