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摘  要：【目的】阐明嗜热细菌 Clostridium thermocellum XynZ 蛋白的阿魏酸酯酶催化域的酶学

特性，为其在生物质能源及其它发酵工业中的应用奠定基础。【方法】分别构建了 C. thermocellum 

XynZ 的阿魏酸酯酶催化域(FAE)及该阿魏酸酯酶催化域和碳水化合物结合域(FAE-CBM6)编码基

因的原核表达载体，并在大肠杆菌菌株 BL21(DE3)中异源表达，在此基础上分析比较了温度、pH、

底物、金属离子及 CBM6 结合域对阿魏酸酯酶活性的影响。【结果】重组 FAE 酶及 FAE-CBM6

酶发挥催化活性的适宜 pH 值为 5.0−9.0，适宜温度为 50−70 °C，它们对不同金属离子的响应有

差异。【结论】在同一反应条件下，FAE-CBM6 酶的酶活均比 FAE 高，说明 CBM6 结合域的存

在对于阿魏酸酯酶活性有促进作用。 
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Cloning, heterologous expression and characterization of a ferulic acid 
esterase gene from thermophilic Clostridium thermocellum 
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(Biofuels Institute, Environment & Safety Engineering School, East China Branch of National Energy R&D Center  
for Non-food Biomass, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212013, China) 

Abstract: [Objective] To elucidate the characteristics of a ferulic acid esterase catalytic domain within 
a XynZ protein from thermophilic Clostridium thermocellum to provide a basis for its application in 
bioenergy and other fermentation industries. [Methods] A prokaryotic expression vector for the ferulic 
acid esterase catalytic domain (FAE) within XynZ protein as well as for this catalytic domain adding an 
extra carbohydrate binding module 6 (FAE-CBM6) was constructed and expressed in E. coli 
BL21(DE3) cells, respectively. Then, the effects of temperature, pH, substrates, metal ions and the 
CBM6 module on the catalytic activity of ferulic acid esterase were estimated. [Results] The favorable 
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pH for optimal catalytic activity of recombinant FAE or FAE-CBM6 protein ranged from 5.0 to 9.0, 
and the favorable temperatures being 50−70 °C. Furthermore, different metal ion had a positive or 
negative effect on catalytic activity of these two recombinant proteins. [Conclusion] Under the same 
reaction condition, FAE-CBM6 usually produced a higher catalytic activity than FAE, indicating that 
the CBM6 module plays a key role in improving the ferulic acid esterase activity. 

Keywords: Clostridium thermocellum, Thermophilic ferulic acid esterase, Carbohydrate binding 
module, Heterologous expression, Enzymatic characterization 

阿魏酸(Ferulic acid，FA)即 4-羟基-3-甲氧基肉

桂酸，它作为木质纤维素中半纤维素分子之间以及

半纤维素与木质素分子之间共价交联的“桥梁”，在

植物细胞壁复杂异质的高分子网络结构形成及其

木质化过程中起关键作用，是细胞壁抗降解屏障形

成的重要分子基础[1-2]。许多真菌或细菌可以产生阿

魏酸酯酶(Ferulic acid esterase，EC 3.1.1.73)，水解

FA或多聚 FA与木聚糖之间的酯键，打破半纤维素

之间以及木质素与半纤维素之间的共价交联，使细

胞壁骨架结构变得疏松[3-4]，因此它在促进木质纤维

素降解转化中可以发挥重要作用。目前已有不少微

生物来源的阿魏酸酯酶被异源表达、分离纯化及表

征[4-10]，其中包括一些嗜热阿魏酸酯酶[11-14]。 

热纤梭菌(Clostridium thermocellum)是一种嗜

热细菌，它可以通过在细胞膜外形成纤维小体这一

特殊的超分子酶系复合物来实现高效快速降解木

质纤维素，备受研究者的关注[15]。C. thermocellum

中的 XynZ是一个包含 837个氨基酸残基的双功能

酶，其 C-端有一个木聚糖酶催化域[16]，N-端有一个

阿魏酸酯酶催化域(FAE)[17]。此外，在这两个催化

域之间还存在一个碳水化合物结合域 CBM6 

(Carbohydrate binding module 6)，碳水化合物结合域

(CBM)的作用通常是将相邻的催化域固定到结晶纤

维素底物上，提高酶的水解效率，但在 XynZ 中

CBM6的具体功能尚未得到解析[18]。本研究分别构

建 了 嗜 热 细 菌 C. thermocellum 的 FAE 及

FAE-CBM6重组蛋白原核表达载体，并在大肠杆菌

BL21(DE3)细胞中异源表达，在此基础之上，系统

地分析比较了温度、pH、酶解底物、金属离子及

CBM6结合域对阿魏酸酯酶活性的影响，为该嗜热

阿魏酸酯酶在生物能源、食品、医疗保健、饲料等

行业中的应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和载体：原核表达载体 pET22b(+)以及

Escherichia coli DH5α 和 BL21(DE3)为本实验室  

保藏。 

1.1.2  主要试剂和仪器：KOD-Plus-Neo 购自

TOYOBO公司；Nde I和 Not I购自 Fermentas公司；

SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒购自生工生物工程

(上海)股份有限公司；His TrapTM HP亲和层析柱购

自 GE Healthcare公司；阿魏酸甲酯和阿魏酸乙酯以

及阿魏酸购自 Sigma 公司；色谱甲醇购自 TEDIA

公司；其它常规试剂为国产或进口分析纯。

Prominence LC高效液相色谱仪购自日本岛津公司；

电子分析天平购自德国赛多利斯公司；PCR仪购自

Bio-Rad 公司；超净工作台购自苏州金净公司；超

纯水系统购自Merck Millipore公司；大型离心机购

自 Beckman公司；超声波细胞粉碎机购自宁波新芝

公司；蛋白质电泳仪购自 Bio-Rad 公司；琼脂糖凝

胶电泳仪购自北京六一仪器厂；凝胶成像系统购自

大韩仪器公司。 

1.2  方法 

1.2.1  重组嗜热阿魏酸酯酶基因的扩增：前期本实

验室已经将 C. thermocellum基因组中的 XynZ编码

基因(登录号：M22624)克隆至 pUC57 载体上，基

因长度为 2 722 bp。以该 DNA序列为模板，采用生

物学软件 BioXM 2.6设计 FF1a和 FR1b、FR2b引

物，FF1a引物分别和后两个引物组合扩增 FAE (不

带 CBM6结合域)和 FAE-CBM6 (带 CBM6结合域)
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目标片段，引物的 5′端设计有限制性内切酶 Nde I

或 Not I酶切位点识别序列(下划线表示)。PCR反应

体系(50 μL)：10×PCR buffer 5 μL，2 mmol/L dNTPs 

5 μL，25 mmol/L MgSO4 3 μL，200 μmol/L正反向

引物各 1.5 μL，100 ng/μL模板 DNA 1.5 μL，1 U/μL 

KOD-Plus-Neo酶 1 μL，ddH2O 31.5 μL。PCR反应

条件：94 °C 2 min；98 °C 10 s，68 °C 1 min，35个

循环；68 °C 7 min。 

FF1a：5′-AGCATATGGCATCCTTGCCAACCA 

TGCCGCCTTCG-3′ (带 Nde I酶切位点)； 

FR1b：5′-AAGCGGCCGCGTTAGCCGGCTTT 

GGACTGGGTGTCGG-3′ (带 Not I酶切位点)； 

FR2b：5′-AAGCGGCCGCAAAAGTGAACCA 

GTCTATGTTTACAGG-3′ (带 Not I酶切位点)。 

1.2.2  重组嗜热阿魏酸酯酶基因原核表达载体的

构建：将 PCR产物和原核表达载体 pET22b(+)质粒

DNA 分别用 Nde I 和 Not I 进行双酶切后，用

SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒分别回收纯化PCR

目标片段及 pET22b(+)大片段，然后将两者连接构

建原核表达载体，DNA连接反应使用 TaKaRa公司

的 DNA Ligation Kit，化学转化法导入到 E. coli 

DH5α感受态细胞中，用 PCR方法筛选阳性克隆，

PCR引物仍采用上述 FF1a/FR1b以及 FF1a/FR2b组

合，但 DNA聚合酶换成了 TaKaRa ExTaq酶(1 U)。

阳性克隆送交生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序验证，测序引物为通用引物 T7 promoter/ 

terminator primer。验证为正确无误的表达载体质粒

DNA进一步转化到原核表达宿主 E. coli BL21(DE3)

感受态细胞中。 

1.2.3  重组阿魏酸酯酶的原核表达与纯化：在

37 °C、200 r/min 条件下将菌液培养到 OD600值至

1.0左右，再加入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L，37 °C

诱导表达 4 h[19]。菌液 8 000×g离心 5 min，收集   

的菌体用生理盐水洗涤 5 min，再用 20 mL 的     

50 mmol/L磷酸缓冲液(pH 7.0)重悬，超声波破碎后

12 000×g离心 20 min，取上清液过 0.45 μm滤膜。

采用 His TrapTM HP亲和层析柱进行蛋白纯化。纯

化后的蛋白在 50 mmol/L磷酸缓冲液(pH 7.0)中透

析 4 h 左右。重组蛋白浓度采用考马斯亮蓝法[20]

测定，分子量采用 SDS-PAGE电泳测定。 

1.2.4  嗜热阿魏酸酯酶酶活测定：酶解底物为去蛋

白质和淀粉后的麦麸(DSWB)[21]，将 DSWB粉碎后

65 °C烘干至恒重，过 60目筛。取 0.02 g的 DSWB，

加入 250 μL Na2HPO4-柠檬酸缓冲液，然后添加   

25 μL 重组阿魏酸酯酶液，在一定温度下反应    

15 min，用 500 μL 10%冰乙酸(体积比)终止反应，

空白对照添加煮沸失活的酶液[22-23]。 

阿魏酸酯酶酶活力定义：每分钟生成 1 μmol

阿魏酸所需的酶量定义为 1个酶活单位(U)。阿魏酸

含量测定采用HPLC法。样品液 12 000×g离心 5 min

后取上清液 500 μL。色谱条件：Prominence LC高

效液相色谱仪，InertSustain C18 WR5-3630色谱柱，

紫外检测波长 320 nm，柱温 30 °C，流动相为     

甲醇:水:冰乙酸=25:75:0.75 (体积比)，流速 1 mL/min，

进样量为 20 μL[24]。采用顺式阿魏酸制作标准曲线。 

1.2.5  最适反应 pH 及 pH 稳定性测定：(1) 最适反

应 pH的测定：将含有 0.02 g DSWB的 25 μL酶液

分别与 250 μL 0.2 mol/L反应缓冲液(pH 3.0−10.0)混

合，60 °C反应 15 min，测定残留酶活。(2) pH稳

定性测定：将等量酶液置于 0.2 mol/L 的反应缓冲

液(pH 3.0−10.0)中，50 °C 孵育 2 h后，在 pH 6.0、

60 °C (FAE酶)或 pH 7.0、70 °C (FAE-CBM6酶)反

应条件下测定残留酶活，以各 pH 值下的初始酶活

为 100%，计算相对酶活。pH 3.0−7.0的反应缓冲液

采用 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液，pH 8.0−10.0的缓冲

液采用 Gly-NaOH缓冲液。 

1.2.6  最适反应温度及温度稳定性的测定：(1) 最

适反应温度的确定：将添加有0.02 g DSWB的25 μL

酶液与 250 μL的Na2HPO4-柠檬酸缓冲液(pH 6.0或

pH 7.0)混合，分别在 30−90 °C反应 15 min后，测

定残留酶活。(2) 温度稳定性的测定：将酶液置于

0.2 mol/L的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液(pH 6.0或 pH 

7.0)中，分别在 70、75、80 °C保温 120 min，每隔

20 min取样，在 pH 6.0、60 °C (FAE)或 pH 7.0、70 °C 
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(FAE-CBM6 酶)反应条件下测定残留酶活，以不同

温度下的初始酶活为 100%，计算相对酶活。 

1.2.7  底物特异性的测定：以阿魏酸甲酯、阿魏酸

乙酯及 DSWB为不同酶解底物，在 pH 6.0、60 °C 

(FAE酶)或 pH 7.0、70 °C (FAE-CBM6酶)反应条件

下测定重组阿魏酸酯酶的最大比酶活。 

1.2.8  不同金属离子对酶活性的影响：以 DSWB为

底物，在测定酶活反应体系中分别添加终浓度为   

1 mmol/L的MgSO4、CuSO4、FeSO4、ZnSO4、MnSO4、

NiSO4，混合溶液先在 50 °C温育 1 h，使金属离子

与酶充分反应，然后在 pH 6.0、60 °C (FAE酶)或 pH 

7.0、70 °C (FAE-CBM6酶)反应条件下测定酶活[6]。 

2  结果与分析 

2.1  嗜热阿魏酸酯酶基因重组表达载体构建 

在 KOD-Plus-Neo 酶的催化下，两对特异引物

组合均扩增出了单一的 DNA条带，其中 FF1a/FR1b

的 PCR 产物(FAE)长度为 0.8 kb 左右，FF1a/FR2b

的 PCR 产物(FAE-CBM6)长度约 1.2 kb，均符合预

期的产物片段大小(图 1)。将经 Nde I+Not I双酶切

后的 PCR 产物分别连接入 pET22b(+)的多克隆位

点，构建重组基因表达载体，分别命名为

pET22b-FAE和 pET22b-FAE-CBM6，随后的测序结

果表明插入的目标基因及其 CDS 序列信息准确无

误，可用于下一步的原核表达分析。 
 

 
 

图 1  FAE 及 FAE-CBM6 基因序列的 PCR 扩增 
Figure 1  The PCR amplification of the FAE and 
FAE-CBM6 sequences 
Note: M: DNA marker; 1: FAE gene; 2: FAE-CBM6 gene.  

2.2  重组嗜热阿魏酸酯酶的原核表达 

将构建好的 pET22b-FAE和 pET22b-FAE-CBM6

重组质粒 DNA转化入宿主 E. coli BL21(DE3)细胞

中并诱导表达，SDS-PAGE 电泳检测结果表明这  

两个重组蛋白均能正确表达。经过 His TrapTM HP

亲和层析纯化，两个重组酶均为单一条带，其中

FAE重组蛋白分子量约为 29.0 kD，FAE-CBM6重

组蛋白分子量约为 45.0 kD (图 2)，它们的分子量大

小与理论计算值基本上相符。 

2.3  重组嗜热阿魏酸酯酶的最适反应 pH 及 pH

稳定性 

在 pH 3.0−6.0 范围内，FAE 酶的比酶活随着  

pH 值的升高而增加，在 pH 6.0 处达到最大值，为

39.0 U/mg；而 FAE-CBM6酶的比酶活则在 pH 7.0时

达到最大值，为 63.72 U/mg (图 3)。当 pH值继续增

加到 10.0 时，与其最大值相比较，FAE 酶和

FAE-CBM6酶的比酶活下降幅度并不大。与此同时，

在同一 pH值下，FAE-CBM6酶的比酶活要明显高

于 FAE。 

如图 4所示，FAE酶在 pH 5.0−9.0范围内比较

稳定，而 FAE-CBM6酶在 pH 4.0−9.0范围内比较稳

定，在 50 °C孵育 2 h后仍能维持 80%以上的酶活力。 

 

 
 

图 2  重组嗜热阿魏酸酯酶的 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  The SDS-PAGE analysis of the recombinant 
thermophilic ferulic acid esterases 
注：M：蛋白标准Marker；1：pET22b(+)空载体；2：FAE粗酶；

3：纯化后的 FAE酶；4：脱盐后的 FAE酶；5：FAE-CBM6粗

酶；6：纯化后的 FAE-CBM6酶；7：脱盐后的 FAE-CBM6酶.  

Note: M: Protein standard marker; 1: pET22b(+) vector; 2: The 
crude FAE protein; 3: The purified FAE protein; 4: The desalted 
FAE protein; 5: The crude FAE-CBM6 protein; 6: The purified 
FAE-CBM6 protein; 7: The desalted FAE-CBM6 protein.  
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图 3  pH 对嗜热阿魏酸酯酶活力的影响 
Figure 3  The effect of pH on catalytic activity of the 
thermophilic ferulic acid esterases 

 

 

2.4  重组嗜热阿魏酸酯酶的最适反应温度及温度

稳定性 

在 30−60 °C 范围内，随着温度的升高，FAE

酶的比酶活逐步增加，60 °C 时达到最高，为   

39.0 U/mg；温度继续升高，则比酶活开始逐步下降。

FAE-CBM6 酶在 30−70 °C 范围内的比酶活是随着

温度的升高而逐步增加，70 °C 时达到最高，为  

70.8 U/mg，随后比酶活开始迅速降低(图 5)。此外，

在同一反应温度下，FAE-CBM6酶的比酶活均明显

高于 FAE。 

将酶液先在 70、75、80 °C 进行温育，每隔    

20 min取样一次，在最适条件下进行酶活测定，以

未作处理的样品酶活作为 100%。FAE 酶分别在

70 °C 和 75 °C温育 120 min之后，其相对酶活仍

分别能维持在初始酶活的 62%和80%；但若在80 °C 

 

 
 
图 4  pH 对嗜热阿魏酸酯酶稳定性的影响 
Figure 4  The effect of pH on activity stability of the 
thermophilic ferulic acid esterases 

 
 
图 5  温度对嗜热阿魏酸酯酶活力的影响 
Figure 5  The effect of temperatures on catalytic activity of 
the thermophilic ferulic acid esterases 

 
温育 20 min 后，其相对酶活即下降至 31%。

FAE-CBM6酶在 70 °C温育 120 min后，相对酶活

仍能维持 85%，而在 75 °C温育 60 min后则其相对

酶活就降至 33%，在 80 °C温育 20 min后其相对酶

活即降至 22% (图 6)。 

2.5  嗜热阿魏酸酯酶的底物特异性 

阿魏酸酯酶对阿魏酸甲酯的特异性最高，

FAE 酶和 FAE-CBM6 酶的最大比酶活分别达到

了 4 931.89±5.55 U/mg和 5 188.60±317.34 U/mg；

对 阿 魏 酸 乙 酯 的 特 异 性 次 之 ， 分 别 为           

1 572.79±170.92 U/mg和 2 745.95±192.86 U/mg，且

FAE 和 FAE-CBM6 之间差异达到极显著水平；对

DSWB的特异性最低，分别只有 30.9±1.1 U/mg和

70.8±0.2 U/mg (图 7)。 

 

 
 
图 6  温度对嗜热阿魏酸酯酶稳定性的影响 
Figure 6  The effect of temperatures on activity stability of 
the thermophilic ferulic acid esterases 
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图 7  嗜热阿魏酸酯酶对不同底物的特异性 
Figure 7  The substrate specificity of the thermophilic 
ferulic acid esterases 
 

2.6  金属离子对重组嗜热阿魏酸酯酶活性的影响 

测定了 6种二价金属离子Mn2+、Mg2+、Cu2+、

Fe2+、Zn2+、Ni2+对重组嗜热阿魏酸酯酶活性表现的

影响。结果表明，Mn2+和 Zn2+对于 FAE 酶的酶活

有促进作用，Mg2+、Cu2+、Ni2+有抑制作用(P<0.05)，

Fe2+无明显影响；Mn2+和 Ni2+对 FAE-CBM6酶的酶

活无明显影响，其它几种金属离子特别是 Cu2+和

Zn2+对其有明显抑制作用(图 8)。 

3  讨论 

在发酵工艺中通常需要在高温等极端条件下

进行酶催化反应，或者是生产原料需要先在高温条

件下进行预处理，然后再采取降温措施后才能向反 

 

 
 

图 8  金属离子对嗜热阿魏酸酯酶活性的影响 
Figure 8  The effect of different mental ion on catalytic 
activity of the thermophilic ferulic acid esterases 

应系统中添加工业酶，大大增加了生产工艺难度和

能源成本，而嗜热酶的应用不仅降低了反应系统的

冷却能耗，还可减少杂菌的滋生污染，也有利于反

应产物的回收，因此嗜热酶的开发已成为研究热  

点[25-27]。本文的研究结果表明，XynZ 的重组 FAE

酶及 FAE-CBM6 酶发挥催化活性的适宜 pH 值为

5.0−9.0，适宜温度为 50−70 °C，适宜的 pH和温度

范围比较宽，因此，进一步对这些重组嗜热 FAE酶

进行优化改造，提高它们对阿魏酸酯化物的降解效

率，将在生物能源、食品、医疗保健、饲料等行业

中具有广阔的应用前景。Blum等[17]认为 XynZ的重

组 FAE酶催化反应的适宜 pH值为 4.0−7.0，适宜温

度为 50−60 °C，与本研究的结论存在一定的差异，

这可能是因为测定阿魏酸酶酯活性时采用了不同

的底物和缓冲液类型所致[28-29]。 

Khan 等[18]曾将 C. thermocellum XynZ 中的

CBM6 结合域与其 C-端木聚糖酶催化域按不同方

式进行重组并表达，结果发现这些带有 CBM6结合

域的木聚糖酶重组蛋白的酶催化活性反而大幅度

降低。Blum 等[17]利用蛋白质截短检测试验证明，

该CBM6结合域也并非是XynZ蛋白中 FAE酶催化

域发挥阿魏酸酯酶活性所必需的结构。然而本研究

结果显示，尽管不带 CBM6 结合域的重组 FAE 酶

仍能发挥较高的阿魏酸酯酶活性，但相较而言，在

不同温度或 pH下，重组 FAE-CBM6酶的酶活性显

著高于重组 FAE酶，说明 CBM6对重组 FAE酶的

酶活性有促进作用；另一方面，CBM6的存在也导

致重组 FAE酶的稳定性出现一定程度的下降，包括

对 pH、温度以及部分二价金属离子的耐受性。因

此我们可以断定，在 XynZ这个双功能酶的结构中，

CBM6结合域的功能主要是协同阿魏酸酯酶催化域

的活性，从而参与对木质纤维素的降解转化，但其

具体的作用机制还有待进一步阐明。 

目前已经有几个不同嗜热微生物来源的阿魏

酸酯酶的酶学特性被表征，由于这些酶所用的底物

和反应条件不完全相同，因此难以比较它们之间的

酶催化活性高低。来源于 Russula virescens的嗜热
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阿魏酸酯酶需要在偏酸性(pH 4.0−6.0)条件下才能

较好地发挥其水解活性，与此相反，其它来源于

Clostridium stercorarium[12] 、 Thermoanaerobacter 

tengcongensis[11,13]、Thermobacillus xylanilyticus[14]

等的酶则是在偏碱性条件下才表现出较高的酶活

性，而本研究中源自 C. thermocellum 的重组 FAE

酶及 FAE-CBM6酶则拥有较宽的 pH适用范围，在

偏酸性或偏碱性(pH 5.0−9.0)环境中具有较高的酶

活性。此外，目前已表征的嗜热阿魏酸酯酶的适宜

温度一般在 50−75 °C 范围内，其中来源于 T. 

xylanilyticus的阿魏酸酯酶对高温的耐受能力强，在

50 °C 下温育 24 h 其酶活性仅丧失了 16%，但在

65 °C下酶的半衰期只有约 30 min[14]，本研究中尽

管只检测了 C. thermocellum 重组嗜热 FAE 酶和

FAE-CBM6酶在 2 h内的热稳定性，但它们在 70 °C

和 75 °C处理 2 h后仍然保持着较高的酶活性。本

研究中的重组嗜热 FAE 酶及 FAE-CBM6 酶所具备

的 pH 适用范围广和高温稳定性强等特性将使它们

在促进木质纤维素的生物降解转化中具有广泛的

应用前景。 
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