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摘   要：【目的】从栀子灰蝶幼虫分离的 Leifsonia sp. ZF2019 菌株中克隆表达出一种新型 β-木糖

苷酶 Xyl4900，并研究其酶学性质，以期为开发适用于工业生产的 β-木糖苷酶提供参考。【方法】

采用生物信息学分析技术分析 Leifsonia sp. ZF2019 菌株的 β-木糖苷酶 Xyl4900 基因并在大肠杆菌

中表达了该基因，纯化并研究了其酶学性质。【结果】Xyl4900 与 GH3 家族的 β-葡萄糖苷酶同源

性高，但带有 β-木糖苷酶结构域，可特异性水解对硝基苯基 β-D-吡喃木糖苷(pNPX)，是一种新型

β-木糖苷酶。酶学特性分析显示，Xyl4900 在 45 °C 和 pH 7.0 的条件下酶活性最高，且在 pH 6.0–9.0

的范围内孵育 14 h，仍保持 80%以上的酶活力。除 Cu2+外，其他金属离子(2.5 mmol/L)对 Xyl4900

酶活力无明显影响，且对低浓度有机溶剂(5% V/V)有较强耐受性。此外，在 20% (W/V) NaCl 或 100 

mmol/L 木糖溶液中 Xyl4900 的酶活性仍高于 50%，表现出较好的盐和木糖耐受性。动力学参数分

析显示，Xyl4900 的 Km 值、Vmax 值和木糖抑制常数 Ki 值分别为 0.80 mmol/L、36.10 U/mg 和 150.12 

mmol/L。特别地，Xyl4900 能够很好地降解木二糖、木三糖。【结论】Xyl4900 具有良好的 pH 稳

定性、木糖及盐耐受性，能够较好地应用到半纤维素降解和其他工业生产中。 

关键词：Leifsonia sp. ZF2019；GH3 糖苷水解酶；β-木糖苷酶；盐耐受性；木糖耐受性  
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Expression and characterization of a novel xylose-tolerant 
β-xylosidase from Leifsonia sp. ZF2019 

HE Yi, JIAO Ronghu, WANG Chenxi, WANG Xi, XU Guangzhi* 
College of Food and Health, Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin’an 311300, Zhejiang, China 

Abstract: [Objective] We cloned and expressed a novel β-xylosidase Xyl4900 from Leifsonia sp. 

ZF2019 isolated from Artipe eryx larvae and then investigated its enzymatic properties, aiming to 

provide foundations for developing β-xylosidase suitable for industrial application. [Methods] We used 

bioinformatics tools to analyze the gene of Xyl4900, expressed it in Escherichia coli, and investigated 

the enzymatic properties of the expressed protein. [Results] Xyl4900 had high homology with the 

β-glucosidase of GH3 family while had a domain of β-xylosidase. It was a novel β-xylosidase that could 

specifically hydrolyze 4-nitrophenyl β-D-xylopyranoside. Xyl4900 had the highest activity at 45 °C and 

pH 7.0, and it still maintained more than 80% of activity after being incubated at pH 6.0–9.0 for 14 h. 

This enzyme was barely affected by other metal ions (2.5 mmol/L) except Cu2+ and had strong tolerance 

to low-concentration organic solvents (5%, V/V). In addition, the Xyl4900 in 20% (W/V) NaCl or    

100 mmol/L xylose solution showed the activity higher than 50%, demonstrating good salt or xylose 

tolerance. The Km, Vmax, and xylose inhibition constant Ki of Xyl4900 were 0.80 mmol/L, 36.10 U/mg, 

and 150.12 mmol/L, respectively. In particular, we found that Xyl4900 could well degrade xylobiose 

and xylotriose. [Conclusion] Xyl4900 showed good pH stability and tolerance to xylose and salt, and 

thus could be used in hemicellulose degradation and other industrial production practices. 

Keywords: Leifsonia sp. ZF2019; GH3 glycoside hydrolase; β-xylosidase; salt tolerance; xylose tolerance 

木聚糖是半纤维素(自然界中含量第二丰

富的木质纤维素生物质)的主要成分，其骨架由

木糖通过 β-D-(1,4)的木糖苷键连接而成[1]。木

聚糖完全降解为木糖单位需要木聚糖酶 (内  

切-1,4-β-木聚糖酶 EC3.2.1.8)、β-木糖苷酶(外

切-1,4-β-木聚糖酶 EC3.2.1.37)、α-L-阿拉伯呋

喃 糖 苷 酶 (EC3.2.1.55) 、 α-L- 葡 萄 糖 醛 酸 酶

(EC3.2.1.139)和乙酰木聚糖酯酶(EC3.2.1.72)的

协同作用 [2]。到目前为止，在细菌、古菌、真

菌、甲壳类动物和昆虫中都发现了各种 β-木糖

苷酶。基于其氨基酸序列，可将不同来源的 β-

木苷酶分为不同的糖苷水解酶(GH)家族，而大

多数 β-木糖苷酶均属于 GH3、GH39、GH43、

GH52 和 GH54 家族[3–4]。 

β-木糖苷酶在食品、饲料、造纸、制药以

及生物转化工业中均有着极广泛的应用[5]。微

生物是 β-木糖苷酶的主要来源，包括细菌、放

线菌及真菌[6–10]。然而，由于 β-木糖苷酶较低

的 pH 稳定性以及在木糖、盐和有机溶剂中的

低活性，导致其工业应用中的适用性受到极大

限制。因此，寻找新型耐 pH、耐盐和耐木糖的

高活性 β-木糖苷酶成为当前工业应用的研究重

点，在半纤维素降解和其他工业行业中具有重

要的研究意义及价值[11]。 

栀子灰蝶是一种以栀子果为食的害虫，其

幼虫易侵入栀子果从而导致栀子果的空壳化。

基于此现象，本研究首次从栀子灰蝶幼虫肠道

内分离出菌株 Leifsonia sp. ZF2019。据文献报
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道，Leifsonia 属的菌种具有多种功能，如铀元

素污染修复、促进植物生长和产纤维素[12]，但

对其糖苷水解酶的研究还未见报道。基于此，

我们从 Leifsonia sp. ZF2019 中克隆、表达及鉴

定了一种新型耐木糖的 GH3 家族 β-木糖苷酶，

将其命名为 Xyl4900。对纯化后的 Xyl4900 的

酶学性质进行了一系列研究。我们的结果表明

Xyl4900 具有良好的 pH 稳定性以及耐盐和耐木

糖特性，这使其能够很好地应用于工业生产和

加工，具有较高工业应用价值。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
1.1.1  菌株  

Leifsonia sp. ZF2019 由本实验室保藏并经

过全基因组测序(GenBank: CP065037–CP065038)，

重组质粒 pET-28a-Xyl4900 由本实验构建并  

保藏。 

1.1.2  试剂 

对硝基苯基 β-D-吡喃葡萄糖苷(pNPG)、对

硝基苯基 β-D-吡喃木糖苷(pNPX)、对硝基苯基

α-D-吡喃葡萄糖苷(α-pNPG)、对硝基苯酚(pNP)

购自上海麦克林生化科技有限公司。胶回收试

剂盒、基因组 DNA 及质粒 DNA 提取试剂盒购

自天根生化科技有限公司。DNA marker、蛋白

marker、Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶、

T4DNA 连接酶、IPTG 购自大连宝生物。木糖、

木二糖及木三糖购自上海源叶生物科技有限公

司。其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  Xyl4900 序列分析 
本实验室已经对细菌 Leifsonia sp. ZF2019 

全基因组进行测序，依据全基因组的测序结 

果 找 到 一 个 注 释 为 糖 基 水 解 酶 的 基 因

(IT072_04900)，对其所编码的蛋白质序列进行

蛋白质组件分析并命名为 Xyl4900 (GenBank: 

UAJ80378.1)：采用 SighnalP 5.0 sever (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对其核苷酸序

列中的信号肽进行分析[13]；利用 ExPASy (https:// 

web.expasy.org)在线分析软件对蛋白质的等电

点和分子质量进行预测。将 Xyl4900 与已知木

糖苷酶比对，并用软件 MEGA7.0 按照邻接法

(NJ)和最大简约法(MP)构建系统发育树[14–15]，

除 Xyl4900 外，通过 NCBI 的 BLAST (www.ncbi. 

nlm.nih.gov)和 CAZY 数据库(www.cazy.org)检

索其余 23 个 β-木糖苷酶氨基酸序列。 

1.3  质粒构建 
依据 Leifsonia sp. ZF2019 全基因组数据设

计 Xyl4900 上游引物(5′-TTTTTTTCATATGAGC 

GAAACCACGCTCC-3′，下划线序列为 NdeⅠ识

别位点)和下游引物(5′-TTTGAATTCTCAGGAG 

ATCGCGTCGGC-3′，下划线序列为 EcoRⅠ识

别位点)。以 Leifsonia sp. ZF2019 基因组 DNA

为模板，PCR 扩增 β-木糖苷酶 Xyl4900 基因片

段 [16]。 PCR 产物与 pET-28a(+)表达载体经

EcoRⅠ和 NdeⅠ双酶切后连接。连接产物转化

至大肠杆菌 DH5α，经过酶切和测序鉴定重组质

粒，将成功构建的质粒命名为 pET-28a-Xyl4900。 

1.4  蛋白表达及酶的纯化 
将 pET-28a-Xyl4900 转化至 BL21(DE3)以

获得表达菌株。而后采用 IPTG 于 30 °C 诱导菌

株表达(6 h)，10 000 r/min、4 °C 离心 10 min 后，

收集菌体。将菌体重悬于裂解缓冲液(20 mmol/L 

Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，1 mmol/L PMSF，

pH 7.0)并超声破碎细胞。10 000 r/min，4 °C 离

心 20 min 后，收集上清液，利用 Ni-NTA 亲和

层析柱纯化蛋白[17]。裂解上清液与 Ni-NTA 亲

和层析柱于 4 °C 下孵育 1 h，用含低浓度咪唑

的缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L 咪唑，pH 7.0)去除杂蛋白。

最 后 ， 采 用 洗 脱 液 (20 mmol/L Tris-HCl ，     
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500 mmol/L NaCl，400 mmol/L 咪唑，pH 7.0)洗

脱目标蛋白。纯化蛋白用缓冲液 (20 mmol/L 

Tris-HCl，150 mmol/L NaCl，pH 7.0)透析 4 次 

(每 12 h 换 1 次透析液)，10% SDS-PAGE 测定

纯化酶的纯度和分子量[18]。Bradford 法测定酶

浓度[19]。纯化蛋白保存于–80 °C 备用。 

1.5  酶活力测定及底物特异性 
参考文献报道的方法对 Xyl4900 活性进

行测定[20]：130 μL 柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

(pH 7.0)和 20 μL 20 mmol/L 底物 (pNPX、

α-pNPG 或 pNPG) 在最适反应条件下预热    

5 min，加入适当稀释倍数的酶液 10 μL，反应

20 min，然后加入 50 μL 2 mol/L Na2CO3 溶液

终止酶反应，混匀并取 200 μL 反应液加入酶

标板中，读取 OD405 的读数。酶活力单位(U)

定义：在上述条件下，每分钟生成 1 μmoL 对

硝基苯酚(pNP)所需的酶量为 1 个酶活力单位。

酶比活力为每毫克蛋白质所具有的酶活力

(U/mg)。 

底物特异性：通过是否水解硝基苯基底物

pNPX、α-pNPG 和 pNPG 来研究 Xyl4900 的底

物特异性。 

1.6  温度和 pH 对 Xyl4900 的影响 
在 45 °C 条件条件下按上述标准酶活力方

法测定不同 pH (4.0–9.0)的酶活力，确定其最适

pH，将酶活力的最高点定义为 100%，确定其

最适 pH。将酶分别置于柠檬酸缓冲体系 (pH 

4.0–8.0)和硼酸盐缓冲体系(pH 8.0–9.0)中 4 °C

条件下保存 14 h，再按标准酶活力方法测定残

余酶活力，以未经处理酶液的酶活力为 100%，

确定 pH 稳定性。 

在最适 pH 条件下，按标准酶活力方法测

定不同温度(15–60 °C)的酶活力，将酶活力的最

高点定义为 100%，确定其最适反应温度。将酶

置于不同温度下(25–60 °C)孵育 60 min，而后立

即转移至冰上孵育 5 min，按标准酶活力方法测

定残余酶活力，以未经处理酶液的酶活力为 

100%，确定其温度稳定性。 

1.7  金属离子、有机溶剂及化学试剂对

Xyl4900 酶活性的影响 
为了评价金属离子、有机溶剂和化学试剂

对酶活性的影响，采用金属离子 NaCl、NiCl2、

MgCl2、FeCl3、CaCl2、MnCl4、CoCl2、ZnCl2、

KCl、CuSO4、AlCl3 (0.5 mmol/L 和 2.5 mmol/L)，

有机溶剂乙醇、异丙醇、乙二醇、甲醇、乙腈

和吡啶(5% V/V、10% V/V、15% V/V、20% V/V)，

以及化学试剂 SDS (0.1% W/V)、Tween-80 (1% 

W/V)、尿素 (1% W/V)和 EDTA (50 mmol/L)分

别在最适条件下与 Xyl4900 混合，按照标准酶

活力方法测定酶活力。以未加金属离子、有机

溶剂或化学试剂的酶活性作为 100%，计算加入

不同试剂后的残余酶活性。 

1.8  NaCl 对 Xyl4900 活性的影响 
将不同体积的 NaCl 溶液(溶于 pH 7.0 的柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液)与酶混合，使得反应体

系 NaCl 终浓度(V/V)依次为：2.5%、5%、10%、

15%、20%、25%。在最适条件下，按照标准酶

活力方法测定酶活力，以未加 NaCl 的酶活作为 

100%，计算各实验组的相对酶活力。 

1.9  木糖对 Xyl4900 活性的影响 
在最适反应条件下，按照标准酶反应体系，

以 pNPX 为底物测定终浓度为 0–1 000 mmol/L

的木糖对 Xyl4900 酶活力的影响并计算木糖抑

制常数 Ki 值。将未添加木糖的酶活定义为

100%，根据其比例计算相对活性。木糖的抑制

常数 Ki 值定义为抑制 50%的 β-木糖苷酶活性所

需的木糖量。 

1.10  Xyl4900 的动力学参数 
使用 pH 7.0 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

配制终浓度为 0.2–2 mmol/L 的 pNPX 作为酶水
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解的底物，然后加入适量的 β-木糖苷酶在 45 °C

反应 10 min，计算 Xyl4900 的米氏常数(Km)和

最大速度(Vmax)。 

1.11  薄层色谱水解产物分析 
将 190 μL 终浓度为 5 mg/mL 的木二糖、木

三糖(溶于 pH 7.0 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲溶

液)分别与 10 μL 酶液(9.84 U/mg)于 45 °C 反应

0、10 及 30 min 后，在 100 °C 金属浴中孵育   

10 min 终止反应。取上清液(12 000 r/min，5 min)

用于薄层层析色谱鉴定。将 1 μL 上清液和 2 μL

各低聚木糖混标(木糖、木二糖和木三糖)点样于

GF254 硅胶板上并展开(V 正丁醇:V 乙酸:V 水=2:1:1)，

晾干后均匀喷洒显色剂(V 无水乙醇:V 浓硫酸=95:5)，

置于 100 °C 烘箱烘干显色[21]。 

2  结果与讨论 

2.1  Xyl4900 β-木糖苷酶的序列分析 
实验室前期研究栀子灰蛾幼虫肠道糖苷

水解细菌，分离得到菌株 Leifsonia sp. ZF2019。

通过对该菌的全基因组糖苷水解酶基因分析

得到 Xyl4900 基因，推测其可能为糖苷水解酶

家族 3 (GH3)基因。该基因编码 770 个氨基酸，

理论等电点和分子量分别为 4.76 和 81.17 kDa。

没有预测到信号肽，表明该蛋白为胞内蛋白[22]。

由于每个糖苷水解酶家族具有多种活性酶，如

β-葡萄糖苷酶、β-木糖苷酶及 β-N-乙酰氨基葡

萄糖苷酶等，因此需对其进行进一步分析。基

于 BlastP 比对发现推导的 Xyl4900 蛋白序列与

Microbacterium imperiale 的 GH3 β-葡萄糖苷

酶 (GenBank： MBP2421291.1) 同 源 性 最 高

(76.61%)，但 BlastP 保守结构域序列分析表明，

Xyl4900 含有 GH3 家族中的木糖苷酶结构   

域 (PLN03080)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)。

基于此，推测 Xyl4900 可能是一种新的 β-木糖

苷酶。 

为了进一步了解 Xyl4900 与 β-木糖苷酶之

间的进化关系，我们分别使用 NJ 和 MP 方法构

建了 24 个候选序列的系统发育树，结果显示这

两种方法均显示相同的拓扑结构 (未显示 NJ

树)。系统发育树(图 1)显示存在 4 个支撑良好

的支系，每个支系由一个独立单系群组成。支链

Ⅰ为细菌、古菌和真菌的 GH3 β-木糖苷酶，支

链Ⅱ为 GH43 β-木糖苷酶，支链Ⅲ为 GH39 β-木

糖苷酶，支链Ⅳ为 GH52 β-木糖苷酶。其中，

GH39 和 GH52 的 β-木糖苷酶成员都来自细菌，

真菌和古菌中几乎没有相关信息，而 GH3 和

GH43 家族中的 β-木糖苷酶来源广泛[4,23–24]。在

MP 树中，Xyl4900 与 GH3 家族 Pseudothermotoga 

thermarum (GenBank: WP_013931466.1) 和

Caulobacter vibrioides (GenBank: WP_010920890.1)

等来源的 β-木糖苷酶属于同一分支。其中，

Xyl4900 与 Pseudothermotoga thermarum来源的

β-木糖苷酶亲缘关系最近。故综合分析，Xyl4900

可能属于 GH3 家族一种新的 β-木糖苷酶。 

2.2  Xyl4900 的表达与纯化及底物特异性 
研究任何一种酶的理化性质或特性，蛋白

纯化是必不可少的一步[11]。我们克隆了 Xyl4900

基因，与表达载体 pET-28a 连接，构建了重组

质粒 pET-28a-Xyl4900。并将其转入大肠杆菌

BL21(DE3)菌株，以 IPTG 诱导表达，再经

Ni-NTA 亲和层析柱分离纯化，得到目的蛋白。

SDS-PAGE 检测显示，纯化后得到了单一的目

的蛋白条带，与 Xyl4900 的理论分子量大小

81.17 kDa 基本一致(图 2)。 

以 pNPX、pNPG 和 α-pNPG 为底物，研究

了 Xyl4900 的底物特异性。结果表明，Xyl4900

只能水解 pNPX 底物，表明 Xyl4900 为 β-木糖

苷酶。 
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图 1  Xyl4900 系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic analysis based on the amino acid sequences of Xyl4900 and other 23 proteins. 
Accession number for each enzyme is showed in bracket behind the bacterial name, and numbers on nodes 
correspond to percentage bootstrap values for 1 000 replicates. Xyl4900 is shown in red color. 
 

 
 

图 2  SDS-PAGE 电泳  
Figure 2  Expression and purification for Xyl4900 
by SDS-PAGE. M: protein marker (C610013-0250); 
lane 1: purified target protein. 

 

2.3  pH和温度对 Xyl4900活性和稳定性的

影响 
图 3A 显示当 pH 低于 5.5 或高于 7.5 时

Xyl4900 的活性快速下降，而在 pH 7.0 时其酶

活力达到最大值。因此，Xyl4900 的最适 pH 为

7.0。将酶液在不同 pH 的缓冲液中孵育 14 h，

结果显示 Xyl4900 在较广的 pH 值范围内(pH 

6.0–9.0)均展现出了较高的稳定性，其残余酶活

力均保持在 80%以上(图 3B)。不同来源的 β-木

糖苷酶的最适 pH 及 pH 稳定性差异较大，但大

多数 β-木糖苷酶的最适 pH 为 4.0–7.0[25]。例如

来自 Yak rumen 宏基因组的 RuXyn1 最适 pH 为

7.0，在 pH 5.0–6.0 内稳定[26]，来自 B. animalis 

subsp. lactis BB-12 的 BXA43 最适 pH 为 5.5，

在 pH 4.0–8.0 范围内稳定[27](表 1)。我们的结果

表明 Xyl4900 可在碱性环境下较好地发挥其催

化功效。而在碱性条件下稳定存在的 β-木糖苷

酶可在许多工业应用中发挥较大作用。 

本研究设立了 25–60 °C 的温度范围，研究
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了温度对 Xyl4900 活性和稳定性的影响。在

40–50 °C 的温度范围内，Xyl4900 相对酶活性

均高于 80%，最佳温度为 45 °C (图 3C)。当温

度高于 50 °C 时，酶活性急剧下降。Xyl4900 的

最适温度与 Enterobacter sp.和 B. adolescentis 

LMG10502等来源的 β-木糖苷酶接近[28–29] (表 1)。

此外，酶液在 25–60 °C 的条件下分别孵育 1 h

后，发现在温度低于 40 °C 的条件下，Xyl4900

具有较好的稳定性，残余酶活力均保持在 80%

以上(图 3D)。然而，当温度上升至 60 °C 时，

Xyl4900 的酶活性几乎完全丧失，表明 Xyl4900

的耐热性欠佳。 

 
图 3  pH 及温度对 Xyl4900 酶活力的影响 
Figure 3  Effects of pH and temperature on the enzyme activity of Xyl4900. A: Optimum pH; B: pH 
stability; C: Optimum temperature; D: Thermostability. X±SD (n=3). 
 

表 1  不同来源的 β-木糖苷酶的性质比较 
Table 1  Comparison of properties of β-xylosidase from different sources 

Sources Protein name MW/kDa
Optimum 
Tm/°C 

Optimum 
pH 

pH 
stability 

Ki of xylose/ 
(mmol/L) 

References

B. animalis subsp. lactis BB-12 BXA4 62.00 50 5.5 4.0–8.0 – [27] 

Anoxybacillus sp. 3M AbXyl 140.00 65 5.5 4.5–8.0 21.3 [30] 

Streptomyces sp. CH7 – 87.00 55 6.5 6.0–9.0 40.0 [31] 

Geobacillus thermoleovorans IT-08 GbtXyl43A 58.10 – 5.0 – 76.0 [32] 

Enterobacter sp. Xyl43 61.66 40 6.0 – – [29] 

Thermomyces Lanuginosus CAU44 TlXyl43 51.60 55 6.5 7.0–9.5 63.0 [33] 

Yak rumen metagenome RuXyn1 42.00 40 7.0 5.0–6.0 76.0 [26] 

Humicola grisea var. thermoidea HXYLA 37.00 50 7.0 5.0–7.0 603.0 [10] 

B. adolescentis LMG10502 XylC 62.00 50 6.0–7.0 – – [28] 

Paecilomyces thermophila PtXyl43 52.30 55 7.0 – – [20] 

Leifsonia sp. ZF2019 Xyl4900 81.17 45 7.0 5.0–9.0 150.0 This study
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2.4  金属离子、有机溶剂和化学试剂对

Xyl4900 酶活性的影响 
11 种金属离子对 Xyl4900 活性的影响如表 2

所示：仅 0.5 mmol/L Cu2+对 Xyl4900 有较强的

抑制作用，且浓度为 2.5 mmol/L 时酶活力几乎

完全丧失，其他金属离子对其活性影响较小。

这可能是由于铜离子催化半胱氨酸分子形成的

自氧化，从而导致了分子内和分子间二硫键的

形成或亚磺酸的形成[34]，进而影响了 Xyl4900

的活力。这与文献报道的大多数 β-木糖苷酶的

酶活都会被 Cu2+抑制的说法一致[34]。 

SDS、Tween-80、尿素和 EDTA 对 Xyl4900

酶活性的影响如表 3 所示。SDS 和尿素是蛋白 

 
表 2  不同金属离子对 Xyl4900 酶活性的影响 
Table 2  Effect of different metal ions on the 
enzyme activity of Xyl4900 

Metal ions 
Relative activity/% 

2.5 mmol/L 0.5 mmol/L 

None  100.00±0.13 100.00±0.13 

Ca2+ 104.97±0.66 105.09±3.18 

K+ 105.73±0.30   102.97±1.15   

Na+ 100.41±2.24   99.33±0.79   

Co2+ 101.82±2.35 101.37±0.74 

Mn2+ 104.66±1.62 105.13±1.88 

Al3+ 104.24±4.57 105.95±5.83 

Mg2+ 101.70±0.31 108.33±2.01 

Cu2+ 35.17±1.04 41.99±0.63 

Fe3+ 105.41±0.40 105.59±0.05 

Zn2+ 96.95±2.35   97.68±2.13   

Ni2+ 97.14±2.25 105.51±2.39 

 
表 3  不同化学试剂对 Xyl4900 酶活性的影响 
Table 3  Effect of different chemical reagents on 
the enzyme activity of Xyl4900 
Chemicals Concentration Relative activity/% 

None 0 100.00±2.38 

SDS 0.1% 7.06±0.48  

Tween-80 1% 98.81±4.035  

Urea 1% 61.48±7.54  

EDTA 50 mmol/L 93.48±0.82 

质变性剂，对酶活性会产生抑制作用，尤其是

SDS，几乎使得酶活力完全丧失。而 Xyl4900

在 1%尿素条件下仍有 61.48%±7.54%的酶活

力，表明对尿素有一定抗性。另外，Tween-80

和 EDTA 对酶活性无明显影响。 

纤维素的预处理和天然产物的增溶通常均

使用乙醇等有机溶剂，但其残留会影响后续酶

解反应[35]。因此，对各种有机溶剂的耐受性是

β-木糖苷酶可应用于工业的重要特性。乙醇等

有机溶剂对 Xyl4900 活性的影响如图 4A 所示。

结果显示，该酶对 5% (W/V)的有机溶剂均有较

好的耐受性，酶活性均高于 80%，随着有机溶

剂浓度的增加，酶活性受到抑制，表明 Xyl4900

可以耐受低浓度的有机溶剂，但对高浓度有机

溶剂敏感。 

2.5  NaCl 对 Xyl4900 酶活性的影响 
耐盐性酶在与海水相关的工业加工过程中

的应用(如淡水储备等)方面，均体现出极高的价

值[36]。此外，高浓度盐还可简化灭菌步骤，从

而进一步降低总成本[16]。然而，由于高浓度盐

严重影响蛋白质的活性和稳定性，大多数表征

的木糖苷酶对高浓度的 NaCl 很敏感[37]。例如来

自 Caulobacter crescentus 的木糖苷酶 CcXynB2

在 2 mmol/L NaCl 存在下仅保持 25%的相对活

性。目前，有关耐盐的木糖苷酶报道有以下几

个：Hashimoto 等报道了一种来自 A. oryzae 的

耐盐 β-木糖苷酶，该酶在 3.0 mol/L (约 17% W/V) 

NaCl 中保持了约 60%的初始活力；De Carvalho

等报道了来自 Colletotrichum Graminicola 的一

种高度耐盐的 β-木糖苷酶，该酶在 2.5 mol/L 

NaCl (约 14% W/V)存在下保持了约 63%的初始

活力[37]；Xu 等发现了来自 Massilia sp. RBM26

的木糖苷酶 XylRBM26 具有极好的耐盐性，在

1.5–3.5 mol/L 的 NaCl 浓度范围内保持了 134.4%

和 96.6%的活性，即使在 4.0 mol/L NaCl 中也 
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图 4  有机溶剂、NaCl、木糖及 pNPX 对 Xyl4900 酶活性的影响 
Figure 4  Effects of organic solvents (A), NaCl (B) and xylose (C) on the enzyme activity of Xyl4900. D: 
Lineweaver-Burk plots of the Xyl4900. X±SD (n=3). 
 

保持了 77.9%的初始活性[16]。我们的结果显示，

Xyl4900 在 2.5% (W/V) NaCl (海水中 NaCl 浓度

一般为 2.4%)中保持了 97%的初始酶活力，甚至

在 25% (W/V) NaCl 中仍保持了 43%以上的酶活

力(图 4B)，仅次于来自 Massilia sp. RBM26 的木

糖苷酶 XylRBM26[16]，表明 Xyl4900 具有良好的

耐盐性。 

2.6  木糖对 Xyl4900 酶活性的影响 
β-木糖苷酶与木糖的亲和性强，其活性很

容易受到木糖抑制。10 mmol/L 木糖对大多数 β-

木糖苷酶就能产生明显抑制作用，这限制了其

在生物质转化中的应用[25]。本研究探究了不同

木糖浓度(0–1 000 mmol/L)对 Xyl4900 酶活性的影

响(图 4C)。结果显示在 50 mmol/L 和 100 mmol/L

木糖存在下，该酶仍保留了 71.63%和 56.78%的

酶活性，高于 Thermomyces lanuginosus CAU44

的 β-木糖苷酶(其保留的酶活性分别为 45.2%和

33.1%)[33]。此外，经计算得出 Xyl4900 的木糖抑

制常数 Ki 值为 150.12 mmol/L，高于大多数来源

的 β-木糖苷酶(表 1)，表明 Xyl4900 具有较强的

木糖耐受性。Xyl4900 是 Leifsonia 属首次报道的

耐木糖的木糖苷酶，因此该酶具有被挖掘的潜

力。到目前为止，β-木糖苷酶的木糖耐受机制尚

不清楚，仅少量的研究解释了 β-葡萄糖苷酶的葡

萄糖耐受机制，推测其耐受性可能与葡萄糖不和

底物竞争结合位点有关[38]。 

2.7  Xyl4900 的动力学参数 
在最适条件下，以 pNPX 为底物测得
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Xyl4900 的比活力为 9.84 U/mg，根据 Lineweaver- 

Burk 图(图 4D)得出酶的 Km 值为 0.80 mmol/L，

Vmax 为 36.10 U/mg。Xyl4900 的 Km 值低于来自

Paecilomyces therophilila 的 β-木糖苷酶[39]，高

于来自 Thermotoga thermarum 的 β-木糖苷酶[20]，

这表明 Xyl4900 与它们的性质有所差别，尤其

是在底物的亲和能力方面。 

2.8  Xyl4900 水解木二糖产物分析 
薄层层析色谱 (TLC)分析结果 (图 5)显示

Xyl4900 能够有效降解木二糖、木三糖。反应

10 min 后已有较多水解产物产生，反应 30 min

后木二糖和木三糖已完全降解为木糖，这表明

Xyl4900 具有较强的低聚木糖转化能力，符合

工业上对半纤维素的降解需求。 

3  讨论与结论 

本研究从 Leifsonia sp. ZF2019 中首次克隆

表达得到一种新型耐盐和耐木糖的 GH3木糖苷

酶 Xyl4900，该酶是与葡萄糖苷酶同源性较高

但具有木糖苷酶结构域和分支关系的 GH3 β-木

糖苷酶(特异性水解 pNPX)。Xyl4900 在碱性条

件下具有较好的活性，在中等温度下具有稳定

性。与大多数的木糖苷酶相比，Xyl4900 可耐

受多种金属离子和低浓度的有机溶剂。最重要

的是，Xyl4900 对木糖、NaCl 具有极佳的耐受

性。此外，Xyl4900 可以水解木三糖和木二糖， 
 

 
 

图 5  Xyl4900 降解木二糖和木三糖分析 
Figure 5  Analysis of xylobiose and xylotriose 
hydrolyzed by Xyl4900. M: mixture of xylose, 
xylobiose and xylotriose (5 mg/mL). 

具有较强的低聚木糖转化能力。这些特性使得

Xyl4900 可能成为应用于各种行业的候选产品，

包括食品、饮料和生物能源。 
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