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摘  要 : 木聚糖酶是降解半纤维素主要成分木聚糖的关键酶，广泛应用在食品、饲料、制浆造纸、生物脱胶等

行业。特别是在造纸工业中，木聚糖酶显示出巨大的应用潜力，已成为国内外研究的热点。纸浆漂白工艺中需

要酶在高温碱性条件下发挥作用。目前，主要通过筛选野生型木聚糖酶资源和对现有中性中温木聚糖酶分子改

造的方法获得嗜热碱木聚糖酶。文中就嗜热嗜碱木聚糖酶的筛选、嗜热嗜碱机制研究及分子改造进展进行了综

述，并对其前景进行了展望。 
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Abstract:  Xylanase is the key enzyme to degrade xylan that is a major component of hemicellulose. The enzyme has 
potential industrial applications in the food, feed, paper and flax degumming industries. The use of xylanases becomes more 
and more important in the paper industry for bleaching purposes. Xylanases used in the pulp bleaching process should be 
stable and active at high temperature and alkaline pH. Thermophilic and alkalophilic xylanases could be obtained by 
screening the wild type xylanases or engineering the mesophilic and neutral enzymes. In this paper, we reviewed recent 
progress of screening of the thermophilic and alkalophilic xylanases, molecular mechanism of thermal and alkaline 

综  述 



柏文琴 等/嗜热和嗜碱木聚糖酶研究进展 

cjb@im.ac.cn 

829

adaptation and molecular engineering. Future research prospective was also discussed. 

Keywords:  xylanase, thermophilic, alkalophilic, screening, molecular engineering 

木聚糖是植物细胞壁半纤维素的主要成分，

是自然界中第二大含量丰富的可再生生物资  

源[1]。内切 β-1,4-木聚糖酶 (β-1,4-endoxylanase, 

EC3.2.1.8)，简称木聚糖酶，能水解木聚糖主链

的 β-1,4 糖苷键，产生寡聚木糖和少量木糖，是

降解木聚糖的关键酶[2]。由于其具有降解植物木

聚糖的作用，可广泛应用于食品、饲料、造纸、

麻类脱胶和燃料生产等工业领域[3]。特别是在造

纸工业中，木聚糖酶显示出巨大的应用潜力，已

成为国内外研究的热点。木聚糖酶在造纸工业中

主要用于纸浆的助漂白，可以降低含氯漂白剂的

用量，大幅度降低漂白废液中有机污染物的量，

还可以提高纸张的质量，具有显著的生态和经济

效益[4]。 

造纸工艺过程中纸浆多处于高温碱性条件

下，为减少能耗和简化工艺流程，需要木聚糖酶

具备在碱性和高温条件下的高稳定性和高活  

性[5]。目前，国内外一般通过两种途径获得嗜热

碱木聚糖酶：一是从极端环境中发掘木聚糖酶资

源 (包括产木聚糖酶菌株和宏基因组文库的筛

选)；二是对现有的中性中温的木聚糖酶通过蛋

白质工程改造，提高其耐热和耐碱性，以符合工

业化生产的需要。 

1  嗜热嗜碱木聚糖酶的筛选 

嗜碱木聚糖酶通常从高碱样品 (盐碱地、盐

碱沙漠、碱湖和造纸工业的废水)中分离的嗜碱

菌中筛选。目前，已经从很多嗜碱菌中分离到木

聚糖酶。但由于大多数为胞内酶，不需要适应宿

主菌所处的碱性环境，因此其最适 pH 仍在中性

范围，但在碱性条件下可保持高的催化活性[3]。

从嗜碱菌中也分离到一些碱性木聚糖酶，如来源

于芽胞杆菌 Bacillus sp. 41M-1的木聚糖酶 XynJ

的最适 pH为 9.0[6]，来源于 Bacillus sp. AR-009

木聚糖酶 XylB的最适 pH为 9.0–10.0[7]，以及来

源于链霉菌 Streptomyces sp. CS802 的极端嗜碱

木聚糖酶 Xyn802，其最适 pH高达 12.0[8]。本课

题组从 Bacillus sp. SN5 中获得耐碱的木聚糖酶

Xyn11A-LC，其最适 pH为 7.5–8.0，在 pH 8.5–11.0

条件下保温 24 h 后可保留 80%以上活性 (有关

内容待发表)。这些碱性木聚糖酶资源的发掘，

有望用于造纸或麻类脱胶等工业领域。 

嗜热木聚糖酶可从各种高温环境样品中分

离，如温泉、火山口附近及高温堆肥中。目前已

经分离筛选到了大量的嗜热木聚糖酶，但是大多

数酶的最适 pH 在中性或酸性范围内。到目前为

止，筛选到的极端嗜热的木聚糖酶是来源于热袍

菌 Thermotoga sp．FjSS3-B.1的木聚糖酶，最适

反应温度高达 105 ℃，将酶固定在微孔玻璃珠

后，酶的最适温度提高到 110 ℃，105 ℃时的半

衰期从不到 2 min提高到 10 min[9]。近几年，人

们陆续发现了一些嗜热的木聚糖酶。Sriyapai 等

从嗜热放线菌马杜拉放线菌 Actinomadura sp. 

S14 中分离了木聚糖酶 XynS14，其最适温度为

80 ℃，最适 pH为 6.0，在 pH 5.0–10.0和 80 ℃

保持稳定[10]。Fawzi等从米黑根毛霉 Rhizomucor 

miehei NRL 3169中分离了嗜热木聚糖酶，其最

适温度为 75 ℃，最适 pH为 5.0−6.5，90 ℃的半
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衰期为 30 min[11]。Du 从特异腐质霉 Humicola 

insolens Y1分离了 3个 10家族木聚糖酶 xynA、

xynB和 xynC，它们的最适 pH为 6.0–7.0，最适

温度为 70–80 ℃[12]。来源于 Thermotoga sp. 的

10家族木聚糖酶在 95 ℃和 pH 7.0时具有最高催

化活性，比活力达 145.8 U/mg[13]。 

木聚糖酶应用在纸浆漂白中需要同时具备

嗜热和嗜碱的特性，到目前为止，从嗜碱或嗜热

菌中分离到一些嗜热碱的木聚糖酶 (表 1)。与已

经分离到的数百个木聚糖酶资源相比，嗜热碱木

聚糖酶的数量非常有限。除了从菌株中分离到嗜

热碱的木聚糖酶外，从宏基因组文库中也可获得

嗜热碱木聚糖酶基因资源。Weerachavangkul 等

从嗜热木质纤维素降解微生物菌群的宏基因组

中，以 10 家族木聚糖酶基因保守序列为引物，

用基因组步行 PCR (Genome walking PCR) 方法

克隆到全长序列，重组木聚糖酶 Xyn3F的最适反

应温度为 65–70 ℃，最适 pH 为 9.0–10.0。在    

pH 9.0时，60 ℃保温 1 h后残余酶活性达 80%以

上[14]。Verma等从堆肥土壤样品的宏基因组文库

中，克隆了木聚糖酶 Mxyl 基因。尽管堆肥土壤

样品的 pH在酸性范围，但是重组酶 rMxyl显示

出高的嗜热嗜碱性、高的热稳定性及碱稳定性，

其最适 pH 为 9.0，最适温度为 80 ℃，在 80 ℃

和 90 ℃时的 T1/2分别为 2 h和 15 min[15]。这些嗜

热碱木聚糖酶资源具有应用于纸浆助漂的潜力。 

 
表 1  嗜热碱木聚糖酶的酶学性质 
Table 1  Characterization of thermophilic and alkalophilic xylanases  

Stabilities at Enzyme 
abbreviation 

Source 
Optimum 

temperature (℃)
Optimum pH

pH Temperature (℃) 

Vmax 

(U/mg)
Reference

XylB Bacillus sp. AR-009 75 9.0–10.0 8.0–9.0 60–65 367.9 [7] 

Xylanase Bacillus halodurans 80 9.0 8.0–11.0 60 (2 h) 441 [16] 

XylC 
Thermoactinomyces 
thalophilus 

65 8.5–9.0 – 65 (125 min1/2) – [17] 

X-II 
Bacillus 
licheniformis 77-2 

75 8.0–10.0 11.0  60 (1 h) 9.1 [18] 

Xyn10A 
Bacillus halodurans 
S7 

75 
 

9.0 5.5–10.5 (12 h) 50 (12 h) 230 [19] 

Xylanase 
Bacillus halodurans 
TSPV1 

90 10.0 10 (4 h) 90 (60 h1/2) – [20] 

Xylanase 
Bacillus halodurans 
TSEV1 

80 9.0 4.0–11.0 
70 (40 min1/2); 
80 (15 min1/2) 

– [21] 

rXyl-gtd 
Geobacillus sp. 
TSAA1 

70 9.0 8.0–10.0 (3 h) 80 (10 min1/2) 555.5 [22] 

Thxyn11A 
Thermobifida 
halotolerans YIM 
90462T 

70 9.0 
8.0 (120 min);
9.0 (30 min) 

70 (30 min) 470.7 [23] 

Xylanase 
Actinomadura sp. 
Cpt20 

80 10.0 5.0–10.0 (24 h)
90 (2 h1/2);  
100 (1 h1/2) 

– [24] 

Numbers preceding 1/2 represents the half-life time. 
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2  木聚糖酶的嗜热机制及分子改造 

用于纸浆助漂白的木聚糖酶需要在高温和

碱性条件下保持高活性和高稳定性，但很多野生

型木聚糖酶不能同时具备这些特点。酶的催化活

性、热稳定性及酶促反应的最适 pH 值等性质都

由酶的结构决定。因此，可以通过蛋白质工程对

酶分子改造，改变酶学性质，使其适合纸浆漂白

的工业化应用。 

目前，通过序列比较、晶体结构分析及突变

研究，发现耐热木聚糖酶和非耐热木聚糖酶的结

构非常相似，热稳定性可能仅由大量的微小修饰

累计造成，这些修饰包括以下几个方面：  

1) N端序列影响木聚糖酶的热稳定性。一般

认为，酶的变性先从 N末端开始，因此，N端的

稳定直接影响酶分子的稳定性。Zhang等用来自

褐色高温单胞菌 Thermomonospora fusca的嗜热

木聚糖酶 TfxA 的 N 端 33 个氨基酸替换了来自

橄榄绿链霉菌 Streptomyces olivaceovirdis的中温

木聚糖酶 SoxB。改造后的木聚糖酶 SoxB的热稳

定性大大提高。其中，集中在 N端的 5个氨基酸

替代对 SoxB的热稳定性提高起重要作用[25]。 

2) 芳香族氨基酸的疏水作用。芳香族氨基

酸的疏水作用可使木聚糖酶分子之间形成二聚

体或多聚体，有利于提高酶的热稳定性。此外，

芳香族氨基酸的疏水作用，也可提高分子内部的

稳定性，从而提高酶的热稳定性。Georis 等将

Streptomyces sp. S38 的中温木聚糖酶 Xyll 的   

11位的 Thr突变为 Tyr (T11Y)，与第 16位的 Tyr 

(Y11-Y16) 形成芳香族氨基酸相互作用，突变体

的最适反应温度提高了 10 ℃，在 57 ℃时的热稳

定性是野生型的 6倍。分析突变体的结构发现，

Y11和 Y16分别位于 N-末端的 β链 B1和 B2上，

二者之间的疏水作用增强了酶的氨基末端的稳

定性，从而提高了酶的热稳定性[26]。杨浩萌等将

来源于 S. olivaceoviridis A1的木聚糖酶XYNB进

行定点突变，在 β链 B1和 B2之间也引入疏水作

用，突变体的热稳定性获得提高，但是最适温度

未发生改变[27]。以上突变结果表明，在酶分子的

氨基末端引入芳香族氨基酸，增加 N端的疏水作

用，可以提高酶分子的热稳定性。 

3) 离子键 (Ionic bond) 的影响。蛋白的酸

性或碱性氨基酸侧链在生理环境下带负电荷或

正电荷，当正负基团相互接近时，通过静电作用

力形成离子键。离子键对木聚糖酶的热稳定性有

一 定 的 作 用 。 将 瘤 胃 真 菌 新 美 鞭 菌 目

Neocallimastigales的 11家族木聚糖酶 XynR8进

行定点突变 (I38V、D137N 和 G151E)。突变体

的 Tm提高了 8 ℃，65 ℃保温 30 min后的酶活性

由无提高到 65%。对结构分析发现，I38V 和

D137N 的突变增强了疏水作用，而 G151E 则与

184位的 Arg形成了离子键，从而增强了 α-螺旋

的稳定性，提高酶的热稳定性[28]。本课题组通过

理性设计的方法，在来源于 Bacillus sp. SN5的碱

性木聚糖酶 Xyn11A-LC 中引入 3 个精氨酸，以

期引入 3个离子键，结果表明突变体的最适温度

提高了5 ℃，Tm值提高了11.6 ℃，在65 ℃ (pH 8.0) 

时的半衰期从 22 min提高到 68 min[29]。 

4) 二硫键的作用。通过在酶分子中引入半

胱氨酸增加二硫键的数量，可以增加某些酶的稳

定性，且不影响酶的活性。Turunen 等将里氏木

霉Trichderma reesei的 11家族木聚糖酶Ⅱ进行定

点突变 (S110C和 D154C)，以使 α-螺旋的 110位

和 154位之间建立一个二硫键，突变体在 65 ℃

时的半衰期从不到 1 min增加到 14 min[30]。韩承
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业等通过定点突变的方法，将 T. reesei的木聚糖

酶 XYNⅡ的 N 末端两个 β 折叠片层间引入二硫

键，突变体的最适反应温度提高了 10 ℃，在 70 ℃

的半衰期由 1 min提高到 14 min[31]。Wang等将

疏棉状嗜热丝胞菌 Thermomyces lanuginosus 的

11 家族木聚糖酶 TLX 进行定点突变 (Q1C 和

Q24C)，在 N-末端引入二硫键。突变体的最适温

度从 65 ℃提高了 75 ℃，Tm 从 66 ℃提高到     

74 ℃[32]。以上结果表明在 11家族木聚糖酶的氨

基末端或者 α-螺旋中引入二硫键都可以提高酶

的热稳定性。 

5) 表面精氨酸含量的增加。嗜热蛋白表面

一般含有较高的精氨酸含量和较低的赖氨酸含

量。其原因可能是：精氨酸的解离常数较大，对

一些化学反应的敏感性较低，比赖氨酸更适应高

温的环境；精氨酸较大的侧链基团与附近的极性

基团形成氢键和/或离子键，有利于蛋白的稳定

性。因此，将 Lys突变为 Arg可以提高蛋白的热

稳定性[31]。然而，与氨基酸的组成相比，对蛋白

质热稳定性更重要的是带电荷氨基酸的位置以

及它们之间的相互作用。Turunen 等在 T. reesei

的木聚糖酶Ⅱ表面增加了 Arg，结果发现：将    

5 个 Arg 引入到 Ser/Thr 表面中，提高了酶在较

高温度下的活性及底物存在时的热稳定性；而在

酶的其他表面引入 6个 Arg后，酶的热稳定性却

没有改变[33]。 

6) 脯氨酸和甘氨酸的突变。蛋白质可以通

过减少去折叠态的熵值来增加其稳定性。在去折

叠状态下，甘氨酸由于没有 β碳原子，是具有最

高构象熵值的氨基酸残基。而脯氨酸只能采取少

有的几个构型且限制其前面氨基酸的构型，是具

有最低熵值的氨基酸残基。因此，将甘氨酸突变

为其他氨基酸，或者将其他氨基酸突变成脯氨

酸，通常可以减少非折叠态的熵值，从而提高蛋

白质的稳定性。Wang等将 Streptomyces sp. S9的

木聚糖酶 XynAS9 进行定点突变，发现突变体

V81P的最适温度提高了 2 ℃，65 ℃时的半衰期

从 16 min提高到 27 min，表明该位点的脯氨酸

对酶的热稳定性起一定作用[34]。 

此外，对于多结构域的木聚糖酶来说，热稳

定区 (Thermostabilising domain, TSD) 的存在对

酶的热稳定性起重要作用。许多耐热木聚糖酶的

氨基末端存在 TSD，将其删除后，酶的活性不变，

但是热稳定性丧失。Zhao 等将耐热梭状芽胞杆

菌 Clostridium stercorarium木聚糖酶 Xyn10B的

TSD去除后，酶的最适温度从75 ℃降低到65 ℃[35]。

Jun等将海栖热袍菌 Thermotoga maritima的木聚

糖酶XynA的TSD连接到T. reesei木聚糖酶XynII

的氨基末端，嵌合体酶的最适温度提高了 10 ℃，

热稳定性也获得提高，60 ℃保温 10 min后残余

酶活性由 40%提高到 85%[36]。 

3  木聚糖酶的嗜碱机制及分子改造 

研究酶的嗜碱机制一般利用同源蛋白的结

构比较方法，即将碱性酶和同源的非碱性酶的氨

基酸序列、二级结构和高级结构进行差异性比

较，将结构上的差异和 pH 相关性联系起来。此

外，利用定点突变和随机突变技术，对氨基酸突

变后进行 pH 相关活性的分析，可为酶的嗜碱机

制的阐述提供一些新的思路和线索。总之，综合运

用多种方法，可以更全面系统研究酶的嗜碱机制。 

3.1  10 家族木聚糖酶的嗜碱机制研究 
目前，从结构和 pH 相关活性的角度，通过

比较碱性酶和非碱性酶的氨基酸序列组成、二级
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结构元件及高级结构差异，获得了 10 家族碱性

木聚糖酶嗜碱的结构基础[37-38]。 

在分析碱性木聚糖酶的氨基酸组成时发现，

带负电荷的氨基酸 (Asp 和 Glu) 数目增加，进

而导致高的负/正电荷比。碱性的 10家族木聚糖

酶中有 3 个长度大于 10 个氨基酸的富含酸性氨

基酸的插入序列[38]。这可能是碱性酶快速适应碱

性环境的一种策略，无需通过整个蛋白链上多个

单位点调整，而是插入或者改变一小段氨基酸组

成来实现其嗜碱的特性。 

在对碱性木聚糖酶高级结构分析中发现，碱

性木聚糖酶的分子表面带负电荷的氨基酸残基

数目明显增多，而极性氨基酸 (Asn、Gln、Ser 和

Thr) 的数目减少[38]。研究发现，离子键有利于

10 家族木聚糖酶的嗜碱性[38]。增加分子内相互

作用可以使酶的分子结构更紧凑，有利于蛋白的

稳定性。但是，对于不同种类的酶，分子内相互

作用对酶的嗜碱性影响不同。 

酶的催化反应的最适 pH 由催化氨基酸的解

离常数 (pKa) 决定[39]。在高 pH时的催化反应，

需要催化氨基酸保持较高的 pKa值。这可以通过

活性中心溶剂的屏蔽[40]、带电荷氨基酸的静电相

互作用 [41]及氢键网络来实现 [42]。将 Bacillus    

sp. S7的碱性木聚糖酶的催化氨基酸附近 3个位

点 (Val169、Ile170 和 Asp171) 突变为非碱性酶

中相应位置的氨基酸  (V169A、 I170F 和

D171N)，突变体的最适 pH从 9.0–9.5下降到 7.0

左右。推测 Val和 Ile的疏水作用以及 Asp的负

电荷的去除降低了催化氨基酸的 pKa值，进而降

低了酶催化反应的最适 pH值[37]。 

10家族木聚糖酶嗜碱结构基础的研究，尤其

是影响酶的嗜碱性的氨基酸位点的发现，可为理性

设计提高酶的嗜碱性改造提供一定的理论指导。 

3.2  11 家族木聚糖酶的嗜碱机制研究及分子

改造 
3.2.1  11家族木聚糖酶的嗜碱机制研究 

目前为止，关于 11 家族木聚糖酶嗜碱机制

尚缺乏系统的研究，唯一广泛认可的结论是：催

化氨基酸 Glu (酸/碱残基) 附近的 Asn/Asp可影

响催化氨基酸的 pKa，从而影响酶的最适 pH[43]。

分析高分辨率的结构发现，酸性酶中的 Asp具有

低的 pKa值，且与催化氨基酸 Glu形成氢键。该

氢键的形成更倾向于去质子化的 Glu，由此降低

了催化氨基酸的 pKa值。而在碱性酶中，Asn 取

代 Asp，破坏了该氢键或提高了氢键距离，提高

了催化氨基酸的 pKa值，进而提高了最适 pH[42]。

目前，已有定点突变实验证实了这一理论[44]。 

本课题组从进化角度，通过比较碱性 11 家

族木聚糖酶和非碱性酶的结构特征，结合 pH相

关活性，初步获得 11 家族木聚糖酶嗜碱的结构

基础。分析发现，碱性木聚糖酶可能通过增加带

电荷的氨基酸含量，降低负电荷/正电荷比值，增

加疏水氨基酸亮氨酸和异亮氨酸含量，降低极性

氨基酸丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸含量，实现在较

高 pH 条件下的催化特性；提高离子键的数量有

利于 11家族木聚糖酶的嗜碱性；通过结构比较、

序列比对和突变实验验证，发现了 5个可能对 11

家族木聚糖酶在碱性条件下发挥活性起重要作

用的位点。这些发现将对理性设计提高 11 家族

木聚糖酶的嗜碱性改造提供一定的理论指导。相

关工作待发表。 

3.2.2  提高 11家族木聚糖酶的嗜碱性的分子改造 

尽管嗜碱机制复杂，不同蛋白具有不同的嗜

碱机制，但其他蛋白嗜碱机制的研究可为提高 11

家族木聚糖酶嗜碱性的改造提供一定的思路。

Shirai等研究证实提高表面 Arg 含量可以提高蛋
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白酶的嗜碱性[45]。该结论在 11 家族木聚糖酶中

也得到了证实。Turunen等在 T．reesei木聚糖酶

“Ser/Thr”Ⅱ 表面引入 Arg，突变体的最适 pH 向

碱性方向偏移了 0.5–1.0个单位[33]。Hirohito等通

过增加催化活性中心裂隙和“Ser/Thr”表面的 Arg

残基数目，提高了 Bacillus sp. 41M-1的木聚糖酶

XynJ的嗜碱性[46]。Xu等通过理性设计方法提高

催化氨基酸的 pKa值，在黑曲霉 Aspergillus niger

的木聚糖酶 XynB中引入点突变 Q178R，突变体

的最适 pH提高了 0.5个单位[47]。以上突变表明，

催化裂隙及表面 Arg 可以提高木聚糖酶在碱性

条件下的活性。 

由于木聚糖酶嗜碱机制还不确定，提高 11

家族木聚糖酶的嗜碱性的分子改造主要采用定

向进化的方法。但由于嗜碱机制的复杂性，许多

改造难以提高酶的嗜碱性。来自嗜热网球菌

Dictyoglomus thermophilum Rt46B.1的木聚糖酶

XynB6 的最适 pH 为 6.5，为了能更好应用于纸

浆漂白中，Gibbs 等用简并寡核苷酸基因改组 
(Degenerate oligonucleotide gene shuffling, DOGS)
技术将 XynB6和来自 Bacillus sp. 的碱性木聚糖

酶 BadX进行基因改组，未获得在碱性条件下的

活性提高的突变体。相反，XynB6的片段替换了

BadX 的相应片段后，降低了 BadX 在碱性条件

下的活性[48]。Stephens 采用易错 PCR 方法，对

嗜热棉毛菌 Thermomyces lanuginosus 来源的木

聚糖酶XynA进行随机突变，突变体G53在 pH 10

时保留 93%的酶活性，而野生型在此条件下仅保

留 30%活性[49]。 

4  总结与展望 

嗜热碱木聚糖酶由于具有在高温和碱性条

件下的高稳定性和高活性，是改造传统造纸工

艺，实现节能减耗、保护生态环境、提高经济效

益及产品质量的一类重要酶制剂，已成为造纸生

物技术领域的研究热点。但由于成本及酶的性质

等原因，到目前为止，国内还没有一种同时具备

嗜热嗜碱这两种性质的木聚糖酶在造纸工业批

量使用。 

从高温和/或高碱环境中继续筛选性质优良

的酶，是获得嗜热嗜碱木聚糖酶的有效途径。随

着微生物培养方法和文库筛选方法的进一步发

展，有望通过菌或宏基因组文库筛选到适合造纸

工业应用的酶资源。另一方面，随着结构生物学

的发展，结构和功能关系研究的进一步深入，人

们对酶的嗜热和嗜碱机制的认识越来越清楚，可

以采用理性设计的方法对酶分子进行更好的改

造。随着这些工作的深入开展，有望获得可批量

应用于造纸工业中的嗜热碱木聚糖酶。 
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