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摘  要：【背景】α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶是一类重要的半纤维素酶，能协同其他半纤维素酶降解木

聚糖，在食品、医药、生物质能转化中具有应用价值。【目的】挖掘新型 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基因，

对其进行异源表达、纯化并研究其酶学性质。【方法】从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因组中扩增

α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基因，在大肠杆菌 BL21(DE3)中进行异源表达，并进行酶学性质研究。【结

果】从粪便微生物宏基因组中扩增得到 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基因 AbfNC2b_38，并获得重组 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38，其分子量为 57.04 kDa。AbfNC2b_38 的最适作用条件为 55 ℃、pH 
6.0，Km 和 Vmax 分别为(6.48±0.73) mmol/L 和(1 248.0±114.6) U/mg，与其他宏基因组来源的 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶相比具有最高比活 300.81 U/mg。AbfNC2b_38 具有较好的乙醇和 NaCl 耐受性，

30%乙醇下耐受 1 h 保持 68%的活性；25% NaCl 中耐受 1 h，相对酶活仍保持在约 70%。与木聚

糖酶协同降解山毛榉木聚糖时，协同率最高为 1.21。【结论】从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基

因组中获得新型 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基因 AbfNC2b_38 并成功异源表达。AbfNC2b_38 具有较好

的乙醇和 NaCl 耐受性，能与木聚糖酶协同作用提高木聚糖的降解效率，在饲料、食品加工等领域

具有潜在的应用价值。 

关键词：粪便微生物宏基因组；α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶；协同作用  
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Abstract: [Background] As a valuable hemicellulase, α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) 
can degrade xylan with other hemicellulases and is applied in food, medicine, and biomass 
energy conversion. [Objective] This study aimed to clone a novel α-L-arabinofuranosidase gene 
and analyze the heteroexpression, purification, and enzymatic properties of the protein. 
[Methods] The α-L-arabinofuranosidase gene was amplified from the fecal microbial 
metagenome of Nomascus concolor and heterologously expressed in Escherichia coli 
BL21(DE3), and then the enzymatic properties of the protein were examined. [Results] After 
α-L-arabinofuranosidase gene AbfNC2b_38 was amplified from the fecal microbial 
metagenome, a recombinant protein AbfNC2b_38 with a molecular weight of 57.04 kDa was 
expressed. At the optimum conditions of 55 °C and pH 6.0, the enzyme showed the Km of 
(6.48±0.73) mmol/L, the Vmax of (1 248.0±114.6) U/mg, and the highest specific activity of 
300.81 U/mg compared with the α-L-arabinofuranosidases of other metagenomic sources. This 
enzyme was highly tolerant to ethanol and NaCl. It showed the relative activity of 68% after 
being treated with 30% ethanol for 1 h and relative activity of approximately 70% after being 
exposed to 25% NaCl for 1 h. Moreover, it had the highest synergistic rate of 1.21 when 
synergistically degrading beech xylan with xylanase. [Conclusion] A novel 
α-L-arabinofuranosidase gene AbfNC2b_38 was cloned from the fecal microbial metagenome of 
N. concolor, which was successfully heterologously expressed. AbfNC2b_38 was highly 
tolerant to both ethanol and NaCl, and can cooperate with xylanase to improve the degradation 
efficiency of xylan. Hence, this enzyme is of significant application potential in feed and food 
processing.  
Keywords: fecal microbial metagenome; α-L-arabinofuranosidase; synergy 
 

木质纤维素生物质是化石资源的主要替代

品之一[1]，其组成包括木质素、纤维素和半纤

维素。半纤维素是其含量第二丰富的多糖，主

要包括木聚糖、甘露聚糖、阿拉伯木聚糖等[2]。

木聚糖由 β-1,4-糖苷键连接的 D-木糖形成的主

链和各种复杂侧链组成[3]，由于结构复杂，富

含半纤维素的原料降解较为困难。利用酶解法

完全降解半纤维素为木糖单元需要 β-木糖苷

酶、β-木聚糖酶、α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶、β-葡萄

糖醛酸酶等酶的参与[4]。 
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α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶(α-L-arabinofuranosidase, 
EC 3.2.1.55)能催化木聚糖末端和非还原端

α-(1,2)、α-(1,3)或 α-(1,5)-阿拉伯呋喃糖基键的

裂解[5-6]，从木聚糖主链中去除侧链残基，协同

其他半纤维素酶系如木聚糖酶、β-木糖苷酶、

阿魏酸酯酶和乙酰木聚糖酯酶完成木聚糖的完

全水解，可用于生物燃料的生产、纸浆漂白[7-8]、

改善葡萄酒风味[9]、提高饲料消化率[10]、改良

面包品质[11]、澄清果汁[12]、生产阿拉伯糖[13]和

提高啤酒酿造中麦汁的过滤率[14]。目前该酶主

要来源于黑曲霉(Aspergillus niger)[14-16]、枯草芽

孢 杆 菌 (Bacillus subtilis)[17-18] 、 长 双 歧 杆 菌

(Bifidobacterium longum)[19-22] 、 木 霉 菌 属

(Trichoderma)[23-25]、青霉菌属(Penicillium)[26-30]

和链霉菌属(Streptomyces)[31]。在碳水化合物活性

酶数据库(Carbohydrate-active enzymes database, 
CAZy)中，根据氨基酸序列相似性，α-L-阿拉伯

呋喃糖苷酶属于 GH2、GH3、GH10、GH39、GH43、
GH51、GH54 和 GH62 家族。 

动物胃肠道蕴含有丰富的微生物酶类基因

资源，目前利用宏基因组技术，避开传统的微

生物纯培养，通过加入目标基因活性底物的平

板进行活性筛选，以及根据已知功能基因的保

守序列设计引物进行 PCR 扩增筛选阳性克隆或

宏基因组测序后利用生物信息学进行数据分析

对基因序列功能注释等方法，已经从牦牛[32]、

豪猪[33]、牛瘤胃[34]、白蚁肠道[35]、堆肥[36]等宏

基因组中获得一些耐热、高活性、具有独特底

物特异性的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶及其基因，

但报道的这些 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶仍存在不

耐乙醇、底物作用范围窄等不足。 
本研究从前期的西黑冠长臂猿(Nomascus 

concolor)宏基因组研究出发，筛选、克隆并异

源表达 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶，通过对其酶学

性质的研究，以期获得具有更高活性、更稳定

的新型 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因组 DNA
和表达载体 pEASY-E2 均由本实验室保存。大

肠杆菌 BL21(DE3)，北京擎科新业生物技术有限

公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
质粒提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒，

Omega 公司；Ni-NTA Agarose，Qiagen 公司；

氨苄青霉素钠，宝生物工程有限公司；对硝基

苯 基 -α-L- 阿拉伯呋喃糖苷 (p-nitrophenyl-α-L- 

arabinofuranoside, pNPA)，上海源叶生物有限公

司；PrimeSTAR Max DNA Polymerase、限制性

内切酶(Nde I 和 Xho I)，TaKaRa 公司；青霉代

谢产生的商业木聚糖酶、青春双歧杆菌来源的

商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶，Megazyme 公司；

对硝基苯基 -β-D-吡喃葡萄糖苷 (p-nitrophenyl- 
β-D-glucopyranoside, pNPG)、对硝基苯基-β-D-木
吡喃糖苷(p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside, pNPX)、
对硝基苯基-α-D-甘露糖苷 (p-nitrophenyl-α-D- 
mannoside, pNPM)，Sigma 公司；山毛榉木聚糖、

玉米芯木聚糖、甘蔗渣木聚糖，上海源叶生物

有限公司；甜菜来源的阿拉伯聚糖，上海甄准

生物科技有限公司。细胞超声破碎仪，宁波新

芝生物科技股份有限公司；电泳仪、PCR 仪，

Bio-Rad 公司；全波长酶标仪，赛默飞世尔科技

公司。 

1.3  基因克隆和序列分析  
1.3.1  基因克隆 

从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因组中筛

选出含有完整序列的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基

因 AbfNC2b_38，根据 AbfNC2b_38 的基因序列

设计含有限制性内切酶 Nde Ⅰ (CATATG)和 Xho Ⅰ 
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(CTCGAG)识别位点的引物 AbfNC2b_38 NdeF 
(5′-TAAGAAGGAGATATACATATGGAATTGAT
GTATCGTTTGTATACTAAC-3′)和 AbfNC2b_38 
XhoR (5′-GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTC 
CTCCGCACTCACGGCAAG-3′)。以西黑冠长臂

猿粪便微生物宏基因组 DNA 为模板，PCR 扩

增 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶基因 AbfNC2b_38。PCR
反应体系：PrimeSTAR Max DNA Polymerase   
25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA
模板 1.0 μL，双蒸水补足 50.0 μL。PCR 反应条件：

98 ℃ 30 s；55 ℃ 15 s；72 ℃ 1 min，30 个循环；

4 ℃ 10 min。随后将纯化后的 PCR 产物与进行

酶切后的表达质粒 pEASY-E2 进行连接，转化

到大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞，构建

BL-21(DE3)/AbfNC2b_38 重组子，经菌液 PCR
验证阳性克隆后，保存菌种并测序。 
1.3.2  序列分析 

使用 BLAST 进行核苷酸和氨基酸序列比

对；SignalP 4.0 预测信号肽；BioXM 2.6 预测蛋

白质分子量大小；ClustalW 进行多序列比对分

析；ESPript 3.0 对多序列比对结果进行美化；

MEGA 7.0 制作系统发育树。 

1.4  蛋白的表达与纯化 
取菌株 BL-21(DE3)/AbfNC2b_38 以 0.1%的

量接种于 5 mL LB (Amp 终浓度为 100 μg/mL)

培养基，在 37 ℃、180 r/min 活化 12 h 后以

1%的量接种于 500 mL 含终浓度 100 μg/mL 

Amp 的 LB 培养基中，37 ℃、180 r/min 培养至

OD600≈0.6−0.8，培养基冷却至 20 ℃左右后加入

终浓度为 0.7 mmol/L 的 IPTG，于 16 ℃、180 r/min

培养 20 h 左右以诱导重组蛋白产生。在冰水混

合物中，经 150 W 超声细胞破碎仪破碎 20 min
后收集菌体，12 000 r/min 离心 30 min 后收集

上清，再用 Ni-NTA Agarose 纯化后得到纯酶

AbfNC2b_38，通过聚丙烯酰胺凝胶电泳进行蛋

白分析。 

1.5  酶活性的测定 
酶活性测定参照彭程等[12]的方法，略有改

动。将 25 μL 的 2 mmol/L pNPA 与 50 μL 的      
200 mmol/L 醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 6.0)混合，

在 55 ℃预热 5 min，加入 25 μL 稀释适当倍数

的酶，反应 15 min 后用 100 μL 1 mol/L 的

Na2CO3 终止反应并显色。取 150 μL 反应液至

酶标版，用酶标仪读取其 OD410，煮沸 10 min
将酶失活后加入反应体系作为空白对照。商业

酶的活性测定同上。酶活单位定义为：一个酶

活单位(U)即在酶的最适反应条件下，每分钟水

解 pNPA 释放 1 μmol pNP 所需的酶量。对木聚

糖和阿拉伯聚糖的活性测定采用 3,5-二硝基水杨

酸(DNS)法，在反应体系中加入 pH 6.0 醋酸-醋
酸钠缓冲液和 1%的木聚糖和阿拉伯聚糖底物，

在 55 ℃预热 5 min，加入 100 μL 酶液，反应

10 min 后加入 1.5 mL DNS 煮沸 5 min，使其与

还原糖产生显色反应，读取其 OD540 值。 

1.6  重组酶 AbfNC2b_38 酶学性质研究 
1.6.1  最适温度和温度稳定性测定 

测定 20−80 ℃条件下的酶活力，比较不同

温度条件下的相对酶活，确定最适温度。将酶

液于 30、37、40、45、50、55 和 60 ℃分别放

置 10、20、30、40、50 和 60 min，在 55 ℃和

pH 5.0 条件下测定其剩余酶活力，以未作处理

的酶液在最适反应条件下测定的酶活力为对

照，分析热稳定性。 
1.6.2  最适 pH 和 pH 稳定性测定 

在最适温度下测定 pH 3.0−12.0 (pH 3.0−7.0：
0.2 mol/L 醋酸-醋酸钠缓冲液；pH 8.0−12.0：
0.2 mol/L 甘氨酸-氢氧化钠缓冲液)缓冲液中

的酶活力。比较各 pH 条件下的相对酶活，确

定最适反应 pH。将纯酶在不同 pH 3.0−12.0
缓冲溶液中保温 1 h (37 ℃)，最适反应条件下
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测定其剩余酶活力，以未作处理的酶液在最适

反应条件下测定的酶活力为对照，分析 pH 稳

定性。 
1.6.3  底物特异性测定 

在酶最适反应条件下，以 2 mmol/L 的 pNPA、

pNPG、pNPX、pNPM 和 1% (体积分数)的山毛

榉木聚糖、桦木木聚糖、玉米芯木聚糖、甘蔗

渣木聚糖、阿拉伯聚糖为底物进行特异性活力

测定分析。 
1.6.4  金属离子和化学试剂对重组酶的影响 

将金属离子(一价金属离子：Li+、Ag+、Na+、

K+；二价金属离子：Hg2+、Sn2+、Pb2+、Mn2+、

Ca2+、Cu2+、Mg2+、Zn2+、Co2+、Ni2+、Fe2+；

三价金属离子 Al3+、Fe3+)和化学试剂(乙酸乙酯、

PEG4000、盐酸胍、DTT、甘油、乙酸、乙醇、

甲醇、β-巯基乙醇、尿素、SDS、Tween-80、triton 
X-100、EDTA)加入酶促反应体系中，使其终浓

度分别为 1 mmol/L、1% (体积分数) (所有金属

离子和化学试剂均用双蒸水配制)，在酶最适作

用条件下测定其活力，以不加金属离子和化学

试剂的酶活力为对照。 
1.6.5  动力学参数测定 

以 0.1−1.8 mmol/L 的 pNPA 为底物，在酶

最适反应温度及最适 pH 条件下测定，利用米

氏方程非线性拟合计算米氏常数(Km)、最大反

应速度(Vmax)值。 

1.7  NaCl 对酶活力的影响 
最适条件下，在底物和酶液的混合液中加

入 pH 6.0 醋酸 -醋酸钠缓冲液配制的浓度

1%−30%的 NaCl 溶液，以反应体系中不含 NaCl
为对照，测定 NaCl 对酶的影响；将酶用双蒸水

配制的 1%−30%的 NaCl 稀释到指定倍数，在

37 ℃下作用 1 h 后在最适条件下测定剩余酶

活，以用双蒸水稀释的酶液在 37 ℃作用 1 h 为

空白对照。 

1.8  木糖和 L-阿拉伯糖对酶活力的影响 
向反应体系中分别加入 pH 6.0 醋酸-醋酸

钠缓冲液配制的浓度为 50、100、200、400、
800、1 000 mmol/L 的木糖和 L-阿拉伯糖，于最

适反应条件下测定酶活力，以未添加任何糖的

试验组为对照，分析糖对酶活力的影响。用双

蒸水配制的不同浓度的木糖和 L-阿拉伯糖溶液

稀释酶液，在 37 ℃下作用 1 h 后在最适条件下

测定剩余酶活，以用双蒸水稀释的酶液在 37 ℃
作用 1 h 为空白对照。 

1.9  乙醇对酶活力的影响 
在最适条件下，在底物和酶液的混合液中

加入乙醇溶液，使其终浓度分别为 5%、10%、

15%、20%、25%和 30%，以反应体系中不含乙

醇为对照，测定乙醇对酶的影响。用不同浓度

的乙醇溶液稀释酶液，37 ℃作用 1 h 后，在最

适条件下测定剩余酶活，以用双蒸水稀释的酶

液在 37 ℃作用 1 h 为空白对照。 

1.10  与木聚糖酶协同水解木聚糖和产物

分析 
用 pH 6.0 的醋酸-醋酸钠缓冲液配制 1%的

山毛榉木聚糖底物，考察不同协同条件下酶解

pH (4.0、5.0、6.0 和 7.0)和酶解温度(40、50 和

60 ℃)对协同效率的影响。在不同 pH 和温度条

件下设置实验组：只加重组酶 AbfNC2b_38 (Abf) 
(0.5 U/mL)、只加商业木聚糖酶(Xyl) (0.5 U/mL)、
同时加入商业木聚糖酶和重组酶 AbfNC2b_38 
(Abf+Xyl)；先加商业木聚糖酶后再加重组酶

AbfNC2b_38 (Xyl→Abf)、先加重组酶 AbfNC2b_38
后再加商业木聚糖酶(Abf→Xyl)，于 200 r/min
摇床中反应 4 h，取出后煮沸 15 min，待冷却后

用 DNS 法测定还原糖含量。以不加任何酶液的

底物为空白对照(酶的顺序反应为先加一种酶

反应 4 h 后煮沸 15 min，冷却后再加另一种酶

反应 4 h 后煮沸 15 min)。选取协同效率最高的
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酶解条件设置阳性对照(商业 α-L-阿拉伯呋喃糖

苷酶)，再次进行木聚糖降解实验。协同作用的

程度被定义为“当酶同时或顺序使用时释放的

产物量与每种酶单独使用时释放的产物量之和

的比率”[37]。 
反应液于 12 000 r/min 离心 5 min 后，以三

氯甲烷:冰醋酸:水(6:7:1，体积比)为展开剂，以

丙酮 50 mL、二苯胺 1 g、苯胺 1 mL、正磷酸    
5 mL 混匀作为显色剂进行薄层层析(thin layer 
chromatography, TLC)分析。 

2  结果与分析 
2.1  基因克隆和序列分析 

通过 PCR 扩增得到 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶

基因 AbfNC2b_38。AbfNC2b_38 (GenBank 登录

号为 OL416169)基因全长为 1 509 bp，GC 含量

为 49.83%，起始密码子为 ATG，终止密码子为

TAA。其编码 502 个氨基酸，理论分子量为  
57.04 kDa，无信号肽序列。BLAST 比对发现，

AbfNC2b_38的氨基酸序列与人类肠道细菌毛螺

菌科(Lachnospiraceae)的 α-N-阿拉伯呋喃糖苷

酶氨基酸序列(GenBank 登录号为 MBD8918061)
有 98.21%的最高相似性；与 GenBank 中其他来

源的阿拉伯呋喃糖苷酶氨基酸多序列比对发

现，AbfNC2b_38 与解木聚糖耐热芽孢杆菌

(Thermobacillus xylanilyticus)来源的 α-L-阿拉伯

呋喃糖苷酶(PDB ID: 2VRQ_A)、人类肠道细菌

来源的 α-N-阿拉伯呋喃糖苷酶(MBD8918061.1)、
白蚁肠道宏基因组来源的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷

酶(CCO20976.1)、堆肥宏基因组来源的 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶(QBG80847.1、QBG80848.1、
QBG80849.1)具有保守性氨基酸残基 EHLG、

PGG、FGT、DEW 和 VNV 等(图 1)，此外还

发现了 Glu176 和位于保守区的 Glu298，推测

它们是通用酸 /碱催化剂残基和催化亲核试剂

残基[38]。 
选取不同家族来源 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶

的氨基酸序列构建系统发育树(图 2)，根据上述

的序列文库和文献检索发现 α-L-阿拉伯呋喃糖

苷酶的微生物来源较为广泛，主要来源于双歧杆

菌属(Bifidobacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、
链霉菌属、曲霉属(Aspergillus)、青霉菌属和木

霉菌属。结果表明 AbfNC2b_38 与白蚁肠道微生

物宏基因组和堆肥环境微生物宏基因组来源的

α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶聚为一支，并且与 GH51
家族的其他 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶具有高度相

似性，而与 GH62、GH54、GH43 家族来源的

α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶亲缘性较远。这表明

AbfNC2b_38 是 GH51 家族成员。其他宏基因组

来源的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶主要分布在

GH51 家族和 GH62 家族。 

2.2  α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38
的异源表达与纯化 

将重组质粒 pEASY-E2/AbfNC2b_38转化到

大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞中，经测序验

证后，加入 IPTG 诱导表达 20 h 左右，经破碎

收集菌体后 Ni-NTA Agarose 纯化 AbfNC2b_38。
经 计 算 AbfNC2b_38 的 蛋 白 分 子 量 约 为   
57.04 kDa，对纯化蛋白进行 SDS-PAGE 检测发

现，在 44.3 kDa 和 66.4 kDa 之间有明显的重组条

带，计算的分子量与理论分子量基本相符(图 3)，
表明从宏基因组中获得的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷

酶基因成功得到表达。 

2.3  重组 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38
的酶学性质 
2.3.1  最适温度和温度稳定性 

在不同温度条件下检测 AbfNC2b_38 酶活

的结果如图 4A 所示，重组 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶

AbfNC2b_38 的最适温度为 55 ℃，在 45−70 ℃条

件下保持 50%以上的酶活。 
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图 1  AbfNC2b_38 的多序列比对分析   MBD8918061.1、QBG80847.1、QBG80848.1、QBG80849.1、
CCO20976.1 分别来自人类肠道细菌毛螺菌科、堆肥宏基因组和白蚁肠道宏基因组，来自解木聚糖耐热

芽孢杆菌的 PDB：2VRQ_A 作为二级结构模板. 黑色方框表示保守性氨基酸残基，箭头表示通用酸/碱
催化剂残基 Glu176 和催化亲核试剂残基 Glu298 
Figure 1  Multiple sequence alignment analysis of AbfNC2b_38. MBD8918061.1, QBG80847.1, QBG80848.1, 
QBG80849.1, CCO20976.1 are from human intestinal bacteria Lachnospiraceae, compost metagenome and 
termite intestinal metagenome, respectively. PDB: 2VRQ_A from Thermobacillus xylanilyticus is used as the 
secondary structure template. The black box indicates the conserved amino acid residues, and the arrow indicates 
the common acid/base catalyst residue Glu176 and catalytic nucleophile residue Glu298. 
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图 2  AbfNC2b_38 与不同家族来源 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶氨基酸序列的系统发育分析   系统发育分

析是使用 MEGA 7.0 中 neighbor-Joining (NJ)方法构建的. 括号内的数字为 GenBank 登录号；分支线附

近的数字表示测试中分支的可靠性百分比；比例尺表示每个分支的 0.20 个替换核苷酸位置. 序列均来

自 GenBank 
Figure 2  Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of AbfNC2b_38 and α-L-arabinofuranosidase 
from different families. The phylogenetic analysis was constructed using the neighbor-joining (NJ) method in 
MEGA 7.0. The number in brackets is the GenBank accession number; The number near the branch line 
indicates the reliability percentage of the branch in the test; The scale represents 0.20 replacement nucleotide 
positions for each branch. All sequences are from GenBank. 
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图 3  重组酶 AbfNC2b_38 的 SDS-PAGE 分析   
M：蛋白分子量标准；1：AbfNC2b_38 纯酶；2：
未纯化 AbfNC2b_38；3：含空载质粒 pEASY-E2
的大肠杆菌细胞裂解液 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of AbfNC2b_38 
recombinase. M: Protein molecular weight 
standard; 1: AbfNC2b_38 pure enzyme; 2: 
Unpurified AbfNC2b_38; 3: Escherichia coli cell 
lysate containing empty plasmid pEASY-E2. 
 
温度稳定性如图 4B 显示，重组酶 AbfNC2b_38
经 30、37、40、45、50、55 和 60 ℃分别处理       
1 h，在 30−55 ℃条件下保持较高酶活性，残存

酶活保持在 80%以上，其中 55 ℃条件下热稳定

性较好，在 60 ℃下处理 1 h 半衰期约为 20 min。 
2.3.2  最适 pH 和 pH 稳定性 

在不同 pH条件下检测 AbfNC2b_38酶活的

结果如图 5A 所示，重组 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶

AbfNC2b_38 在 pH 6.0 时相对酶活力最高，在

pH 5.5−7.0 范围内表现出 50%以上活力。 
pH 稳定性如图 5B 显示，在 pH 3.0−12.0

处理 1 h 后，AbfNC2b_38 在 pH 5.0−9.0 之间表

现出较强的活性，在 pH 6.0、7.0、8.0 和 9.0 条

件下处理 1 h，其残存酶活分别为 113%、113%、

98%和 93%，在 pH 5.0 时仍保持高达 80%的残

存酶活力。 
2.3.3  金属离子和化学试剂的影响 

经过在不同金属离子和化学试剂条件下检 

 
 
图 4  重组酶 AbfNC2b_38 的最适反应温度(A)及
其稳定性(B) 
Figure 4  The optimal reaction temperature (A) 
and stability (B) of AbfNC2b_38. 
 
测 AbfNC2b_38 酶活，由表 1 可知，在 1 mmol/L
的金属离子 Ag+的影响下，AbfNC2b_38 的活性

被完全抑制，除 Sn2+外，其他金属离子均对该

重组酶具有抑制作用，说明 AbfNC2b_38 对金

属离子的作用敏感；1%的化学试剂 Triton X-100
可完全抑制 AbfNC2b_38 的活性，乙酸乙酯、

PEG4000、盐酸胍和乙酸对 AbfNC2b_38 也有

较强的抑制作用，残存酶活均低于 15%。DTT、

β-巯基乙醇、SDS 等化学试剂对 AbfNC2b_38
的酶活性有不同程度的抑制作用，而 1%的乙醇

可使 AbfNC2b_38 的活性提高至 109.76%。 
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图 5  重组酶 AbfNC2b_38 最适反应 pH (A)及其

稳定性(B) 
Figure 5  Optimum pH (A) and stability (B) of 
AbfNC2b_38. 
 
2.3.4  动力学参数 

以 pNPA 为底物时，AbfNC2b_38 的米氏常数

Km值和最大反应速率Vmax分别为(6.48±0.73) mmol/L
和(1 248.0±114.6) U/mg。 
2.3.5  底物特异性 

经过在不同底物时检测酶活发现，重组酶

AbfNC2b_38 对 pNPA 有较强的水解活性，酶活

为 142.19 U/mL，比活性为 300.81 U/mg；对

pNPG、pNPX、pNPM 和 pNPG 无活性；对 1% 
(体积分数)的山毛榉木聚糖、玉米芯木聚糖、甘

蔗渣木聚糖和 L-阿拉伯聚糖活性分别为 1.47、
6.26、4.33 和 5.22 U/mL。 

表 1  金属离子和化学试剂对重组酶 AbfNC2b_38
活性的影响 
Table 1  Effects of metal ions and chemical 
reagents on the activity of recombinant enzyme 
AbfNC2b_38 
Metal ions and chemical reagents Relative activity (%) 
Metal ions  
(1 mmol/L)  

Control 100.00±1.74 
Li+ 4.97±8.09 
Hg2+ 4.31±3.12 
Sn2+ 110.21±6.67 
Pb2+ 61.69±7.00 
Ag+ 0 
Mn2+ 78.90±9.43 
Na+ 96.74±1.48 
Ca2+ 9.37±7.81 
Cu2+ 9.80±3.24 
Mg2+ 4.23±4.07 
K+ 4.89±8.49 
Zn2+ 4.62±1.86 
Co2+ 90.32±2.81 
Ni2+ 1.91±9.77 
Fe2+ 9.74±1.93 
Al3+ 26.87±5.64 
Fe3+ 63.63±4.79 

 Control 100.00±0.08 
Chemical 
reagents 
1% (V/V) 

Ethyl acetate 7.39±0.05 
PEG4000 5.66±0.13 
Guanidine hydrochloride 11.36±0.87 
DTT 78.22±2.05 
Glycerin 76.60±0.37 
Acetic acid 2.67±0.81 
Ethanol 109.76±0.16 
Methanol 70.45±1.35 
β-mercaptoethanol 42.96±0.35 
Urea 52.66±2.23 
SDS 31.52±0.89 
Tween-80 68.37±1.47 
Triton X-100 0 

 EDTA 103.64±4.21 
 
2.4  NaCl 浓度对 AbfNC2b_38 酶活的影响 

在不同 NaCl 浓度条件下检测 AbfNC2b_38
酶活的结果如图 6A 所示，NaCl 浓度从 1%增加

到 30%时，AbfNC2b_38 的残存酶活均保持在
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70%以上，说明 AbfNC2b_38 有较好的 NaCl
耐受性。 

如图 6B 所示，AbfNC2b_38 在 1%−30%的

NaCl 中耐受 1 h 后，其残存酶活仍保持在 50%
左右。说明 AbfNC2b_38 有一定的 NaCl 稳定性。 

2.5  木糖和 L-阿拉伯糖浓度对 AbfNC2b_38
酶活的影响 

在不同木糖和 L-阿拉伯糖浓度条件下检测

AbfNC2b_38 酶活的结果如图 7A 所示，重组酶

受到木糖、L-阿拉伯糖不同程度的影响。随着各

种糖浓度的升高，重组酶的酶活呈下降的趋势。

当木糖浓度为 0.4 mol/L 时，AbfNC2b_38 的酶 
 

 
 

图 6  NaCl 对 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38
的影响(A)及其稳定性(B) 
Figure 6  Effect (A) and stability (B) of NaCl on 
α-L-arabinofuranosidase AbfNC2b_38. 

活力只能维持在 65%左右；当 L-阿拉伯糖浓度为

0.05 mol/L 时，AbfNC2b_38 的酶活力小于 50%，说

明 L-阿拉伯糖对 AbfNC2b_38 有较强的抑制作用。 
木糖和 L-阿拉伯糖对重组酶稳定性的影响

如图 7B 显示，低浓度的木糖(0.05−0.10 mol/L)
对 AbfNC2b_38 有激活作用，使其活性提高至

110%，当木糖浓度为 0.8 mol/L 时，AbfNC2b_38
残存酶活仍然维持在 70%以上；随着 L-阿拉伯糖

浓度升高，AbfNC2b_38 的残存酶活逐渐降低，

当 L-阿拉伯糖浓度为 0.1 mol/L 时，AbfNC2b_38
的残存酶活低于 50%，表明 L-阿拉伯糖对

AbfNC2b_38 有较强抑制作用。 
 

 
 
图 7  木糖、L-阿拉伯糖对 α-L-阿拉伯呋喃糖苷

酶 AbfNC2b_38 的影响(A)和稳定性(B) 
Figure 7  Effect (A) and stability (B) of xylose and 
L-arabinose on α-L-arabinofuranosidase AbfNC2b_38. 
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2.6  乙醇浓度对 AbfNC2b_38 酶活的影响 
乙醇浓度对 AbfNC2b_38 酶活的影响结果

见图 8A，随乙醇浓度升高，重组酶剩余活性随

之降低。AbfNC2b_38 在 15%乙醇存在时，残

存酶活仍能维持在 60%以上。AbfNC2b_38 具

有较好的乙醇耐受性(图 8B)，在 5%−30%乙醇

条件下处理 1 h 后，重组酶 AbfNC2b_38 的残存

酶活均维持在 65%以上。 

2.7  协同实验和产物分析 
选取 AbfNC2b_38 和商业木聚糖酶协同率

最高的反应条件(pH 5.0 和 50 ℃)，在此条件下 
 

 
 
图 8  乙醇对 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38
的影响(A)和稳定性(B) 
Figure 8  Effect (A) and stability (B) of ethanol on 
α-L-arabinofuranosidase AbfNC2b_38. 

将 AbfNC2b_38、商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶分别

与商业木聚糖酶进行协同作用发现，AbfNC2b_38
与商业木聚糖酶协同作用的协同率最高可达

1.21 (表 2)，还原糖的产生量为 2.23 mg/mL  
(图 9)；商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶与商业木聚

糖酶协同作用最高协同率为 1.11，还原糖的产

生量为 2.05 mg/mL (图 9)，说明本研究中筛选

到的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38 与商

业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶相比能更好地与商业

木聚糖酶协同作用。薄层层析(图 10)反映了木

聚糖降解实验中还原糖的产生情况，除空白对

照和 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶单独反应组外，其

余实验组均有低聚木糖的产生。 

 
表 2  不同酶解条件下 AbfNC2b_38 和商业木聚

糖酶的协同率 
Table 2  Synergy rate of AbfNC2b_38 and 
commercial xylanase under different enzymolysis 
conditions 
Degradation 
conditions 

Abf→Xyl Abf+Xyl Xyl→Abf 

pH 5.0 40 ℃ 0.75 0.99 1.03 

50 ℃ 1.09 1.21* 1.19 

60 ℃ 0.96 1.05 1.08 

pH 6.0 40 ℃ 0.83 0.86 0.98 

50 ℃ 0.89 0.99 0.98 

60 ℃ 0.96 1.02 0.96 

pH 7.0 40 ℃ 0.96 0.98 0.95 

50 ℃ 0.92 1.03 1.00 

60 ℃ 1.07 1.10 1.02 

Abf→Xyl：水解木聚糖时先加入 AbfNC2b_38 再加入商业

木聚糖酶；Abf+Xyl：水解木聚糖时同时加入 AbfNC2b_38
和商业木聚糖酶；Xyl→Abf：水解木聚糖时先加入商业

木聚糖酶再加入 AbfNC2b_38；*：最高协同率 
Abf→Xyl: Add AbfNC2b_38 first and then commercial 
xylanase when hydrolyzing xylan; Abf+Xyl: Add 
AbfNC2b_38 and commercial xylanase at the same time 
when hydrolyzing xylan; Xyl→Abf: Commercial xylanase 
was added first and then AbfNC2b_38 was added to 
hydrolyze xylan; *: The highest synergy rate. 
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图 9  pH 5.0 和 50 ℃条件下重组酶 AbfNC2b_38、
商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶和商业木聚糖酶协同

实验产生还原糖情况   Abf：水解木聚糖时只加

AbfNC2b_38 或商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶；Xyl：
水解木聚糖时只加商业木聚糖酶；Abf→Xyl：水

解木聚糖时先加入 AbfNC2b_38 或商业 α-L-阿拉

伯呋喃糖苷酶后加入商业木聚糖酶；Abf+Xyl：水

解木聚糖时同时加入 AbfNC2b_38 或商业 α-L-阿拉

伯呋喃糖苷酶和商业木聚糖酶；Xyl→Abf：水解木

聚糖时先加入商业木聚糖酶后加入 AbfNC2b_38 或

商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 
Figure 9  Production of reducing sugars by 
synergistic experiments of recombinant AbfNC2b_38, 
commercial α-L-arabinofuranosidase and commercial 
xylanase at pH 5.0 and 50 °C. Abf: Only AbfNC2b_38 
or commercial α-L-arabinofuranosidase is added to 
hydrolyze xylan; Xyl: Only commercial xylanase is 
added to hydrolyze xylan; Abf→Xyl: Commercial 
xylanase was added after AbfNC2b_38 or 
α-L-arabinofuranosidase was added to hydrolyze 
xylan; Abf+Xyl: Add AbfNC2b_38 or commercial 
α-L-arabinofuranosidase and commercial xylanase 
when hydrolyzing xylan; Xyl→Abf: Commercial 
xylanase followed by AbfNC2b_38 or commercial 
α-L-arabinofuranosidase for xylan hydrolysis. 
 

3  讨论与结论 
本研究从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因

组中经筛选、克隆和异源表达获得了 GH51 家

族的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38，经重

组表达并分离纯化后对其酶学性质进行了研

究。研究结果表明，AbfNC2b_38 最适 pH 为 6.0，
在 pH 5.0−9.0 范围内保持较好的稳定性，而且

最适反应温度为 55 ℃。与其他宏基因组来源的

α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶比较分析发现，AbfNC2b_38
与北棘白蚁(Pseudacanthotermes militaris)宏基因

组来源的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶最适 pH 6.0 相同

(表 3)。由表 3 可知，宏基因组来源的 α-L-阿拉伯

呋喃糖苷酶最适反应温度范围为 30−60 ℃，

AbfNC2b_38 最适反应温度与堆肥微生物宏基

因组来源的 AFase-E3 和 AFase-H4 相近，但

AFase-E3 的耐热性更好，70 ℃耐受 24 h 残存

酶活仍为 100%。与 GH51 家族微生物来源的其

他 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶进行比较分析，发现

GH51 家族微生物来源的该酶最适 pH 在

3.5−7.5 之间，AbfNC2b_38 在 pH 5.0−9.0 之间

有较高的酶活。AbfNC2b_38 的最适反应温度与

Alaromyces leycettanus strain JCM12802 来源的

TlAbf51、Alicyclobacillus sp. A4来源的Ac-Abf51A、

Bacillus pumilus ARA 来源的 AraB、Streptomyces 
sp. S9 来 源 的 abf51S9 和 Anoxybacillus 
kestanbolensis AC26Sari 来源的 AbfAC26Sari 相
似(最适反应温度为 55−65 ℃)，均为中高温酶，

但是耐热性不及 Ac-Abf51A (60 ℃保温 12 h 仍

有 100%的剩余酶活)、AbfAC26Sari (50‒65 ℃
保温 24 h 仍有 80%的剩余酶活)、AraB (70 ℃保

温 1 h 有 50%的剩余酶活)和 abf51S9 (60 ℃保温  
1 h 有 40%的剩余酶活) (表 3)。 

金属离子和化学试剂对酶活性影响的研究

表明，AbfNC2b_38 活性易受金属离子和化学试

剂的影响，多数金属离子和化学试剂对其活性有

较强的抑制作用。与其他微生物来源的 GH51 家

族的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶比较分析发现，

Cu2+、Hg2+和 Zn2+对 GH51 家族的大部分 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶都有抑制作用[12,32,40,42-45,48-51]，本 
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图 10  协同实验水解产物薄层层析分析   M：低聚木糖标准品；1：木糖标准品；2：阿拉伯糖标准品；

3：空白对照；4：反应体系只加入商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶；5：反应体系只加入木聚糖酶；6：反应体

系同时加入商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶和木聚糖酶；7：反应体系先加入木聚糖酶再加入商业 α-L-阿拉伯

呋喃糖苷酶的反应产物；8：反应体系先加入商业 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶再加入木聚糖酶；9：反应体

系只加入 AbfNC2b_38；10：反应体系只加入木聚糖酶；11：反应体系同时加入 AbfNC2b_38 和木聚糖

酶；12：反应体系先加入木聚糖酶再加入 AbfNC2b_38；13：反应体系先加入 AbfNC2b_38 再加入木聚

糖酶 
Figure 10  Collaborative experimental hydrolysis thin layer chromatography (TLC) analysis. M: 
Xylo-oligosaccharide standard; 1: Xylose standard; 2: Arabinose standard product; 3: Blank control; 4: Only 
commercial α-L-arabinofuranosidase was added to the reaction system; 5: Only xylanase was added to the 
reaction system; 6: Commercial α-L-arabinofuranosidase and xylanase were added to the reaction system; 7: 
Xylanase and then commercial α-L-arabinofuranosidase reaction products were added to the reaction system; 
8: Commercial α-L-arabinofuranosidase was first added to the reaction system and then xylanase was added; 
9: Only AbfNC2b_38 was added to the reaction system; 10: Only xylanase is added to the reaction system; 11: 
AbfNC2b_38 and xylanase were added to the reaction system; 12: Xylanase was first added to the reaction system 
and then AbfNC2b_38 was added; 13: AbfNC2b_38 and then xylanase were added to the reaction system. 
 
研究结果与之相符。Ag+对 AbfNC2b_38 的完全

抑制与 Streptomyces sp. S9 来源的 AfuB-H1[44]

相一致。但在 Ca2+、Mn2+的存在下，堆肥微生物

宏基因组来源的 CoXyl43[45]、奶牛瘤胃宏基因

组来源的 Bgxa1[46]和 Bacillus stearothermophilus 
T-6 来源的 AF[52]活性却均有不同程度的提高。

由表 1 可知，1% EDTA 对该酶活性的影响并不

大，与 Bifidobacterium breve K-110 来源的 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶[48]、堆肥微生物宏基因组来源

的 CoXyl43 和其他 GH51 家族来源的绝大多数

α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶相同，说明该酶可能对金

属辅因子的需求并不明显[45,49,52]。 
α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶能在酱油生产的高

盐环境中与其他酶协同产生戊糖，从而改变酱

油的着色，提高酱油价值，因此能耐受 NaCl
的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶能更好地应用于食品

行业[53]。不同 NaCl 浓度对 AbfNC2b_38 活性影

响的研究发现，在 30% NaCl 影响下，AbfNC2b_38 
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仍有 70%的活性。在 25% NaCl 中耐受 1 h 后，

AbfNC2b_38 剩 余 酶活 在 70% 左 右 ， 说明

AbfNC2b_38 有较好的耐盐性，在食品中具有较

好的应用价值。α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶能增加葡

萄酒中萜烯的释放，从而增加葡萄酒的香气，具

有乙醇耐受的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶在葡萄酒的

酿造中具有潜在的应用价值[54]。不同乙醇浓度对

AbfNC2b_38 活性影响的研究发现，AbfNC2b_38
的乙醇抗性比毛颖[55]研究的 ABFA、ABF2 和左

莎莎[56]研究的 CaAraf51 要好。综合乙醇耐受性

研究报道可知，AbfNC2b_38 在 5%−30%的乙醇

中耐受 1 h 后，酶活力均保持在 65%以上。葡

萄酒的酒精度约在 8.5%−15%之间，在这个酒

精度范围内，AbfNC2b_38 仍保持较高的酶活

力，说明 AbfNC2b_38 在葡萄酒生产过程中具

有一定的应用价值。 
不同糖浓度影响 AbfNC2b_38 活性的研究发

现，木糖、L-阿拉伯糖的浓度越高，对 AbfNC2b_38
的抑制也越强。L-阿拉伯糖是 α-L-阿拉伯呋喃

糖苷酶分解阿拉伯木聚糖的产物[57]，当 L-阿拉

伯糖浓度为 50 mmol/L 时，AbfNC2b_38 的酶活

就降低到 50%以下，表明 L-阿拉伯糖对该酶有

强产物抑制作用。木聚糖的降解产物中含有木

糖，因此 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶对木糖的耐受

有利于木聚糖的酶解。木糖耐受研究发现低浓

度(50−100 mmol/L)的木糖对 AbfNC2b_38 有一

定的激活作用。当木糖浓度达到 1 mol/L 时，

AbfNC2b_38残存酶活大于50%，说明AbfNC2b_38
对木糖有一定的耐受能力。 

为了提高木聚糖的降解效率，在不同的 pH
和温度条件下对 AbfNC2b_38 和木聚糖酶的组合

进行了同时和顺序检测，结果发现 AbfNC2b_38
和木聚糖酶的协同作用提高了山毛榉木聚糖的

降解率。薄层分析结果也进一步说明了不同实

验组山毛榉木聚糖的水解情况，即木聚糖酶单

独或者木聚糖酶和 AbfNC2b_38 组合使用时将

山毛榉木聚糖水解为更小单位的低聚木糖。因

此，AbfNC2b_38 和木聚糖酶具有协同作用，在

pH 5.0 和 50 ℃条件下同时加入 AbfNC2b_38 和

商业木聚糖酶能达到最高的木聚糖降解率。因

此 AbfNC2b_38 在生物燃料的生产上具有一定

的应用价值。 
本研究从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因

组中获得了与木聚糖酶具有协同作用的 α-L-阿
拉伯呋喃糖苷酶 AbfNC2b_38，其能与木聚糖酶

协同作用提高木聚糖的水解效率，与其他宏基

因组来源的 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶相比具有更

高的比活力。该酶在 30%的乙醇中耐受 1 h 仍

保持相对较高的活性，并具有较好的 NaCl 耐受

性和稳定性，在食品加工、葡萄酒酿造等方面

具有潜在的应用价值。 
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