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摘   要：【目的】β-1,4-木聚糖酶是木聚糖降解的关键酶之一，嗜冷嗜酸木聚糖酶在功能性低聚木

糖的制备中具有重要作用，但相关报道较少。【方法】从太平洋火色杆菌(Flammeovirga pacifica)
菌株 WPAGA1 基因组发掘到一条新型的木聚糖酶序列，经基因合成、质粒构建和表达，并对其进

行分离纯化及酶学性质研究。【结果】该木聚糖酶(Xyl4513)具有 2 个保守结构域，一个属于糖苷水

解酶 11 家族(glycoside hydrolase family 11, GH11)催化模块(Xyl4513-T)，另一个属于碳水化合物结

合模块(carbohydrate-binding module, CBM) 60 家族(CBM4513)，这是一种非常罕见的 GH11 家族木

聚糖酶含有 CBM 的现象。纯化后的 Xyl4513 最适反应温度和 pH 值分别为 30 ℃、3.0，这一特性说

明 Xyl4513 为嗜冷嗜酸 β-1,4-木聚糖酶；而截短的木聚糖酶 Xyl4513-T 最适反应温度和 pH 值分别

为 20 ℃、4.0，且催化效率(kcat/Km)较前者下降了 20%，说明 CBM4513 对酶稳定性和催化效率有较

大影响。Ca2+、Mg2+和 Ni2+对酶催化活性均有明显促进作用，其中 Ca2+效果更为明显。仅当含有

Ca2+时，CBM4513 才对 β-1,4-木聚糖具有特异性结合能力，属于 Ca2+依赖型 CBM，其最大结合量

为 9.13 µmol/g。【结论】本文获得了一种新型的嗜冷嗜酸木聚糖酶和相应的 Ca2+依赖型 CBM，进

一步丰富了它们的基因和蛋白资源。 

关键词：木聚糖酶；Ca2+依赖型碳水化合物结合模块(CBM)；嗜冷嗜酸酶；低聚木糖  
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Abstract: [Objective] β-1,4-xylanase is one of the key enzymes in the biodegradation of xylan. 
Psychrophilic and acidophilic xylanases play an important role in preparing functional 
xylooligosaccharides, whereas little is known about these enzymes. [Methods] We discovered a 
novel xylanase gene by functional annotation of the genome of the deep-sea bacterium 
Flammeovirga pacifica strain WPAGA1. The sequence alignment suggested 60% identity of this 
sequence with the verified β-1,4-xylanase from Clostridium saccharobutylicum (ID: P17137). 
Then, we constructed the recombinant plasmid and transformed it into the host cells for 
expression. After purifying the enzyme by nickel column, we examined the enzyme properties. 
[Results] The full-length β-1,4-xylanase (Xyl4513) had two conserved domains: a catalytic 
module belonging to the glycoside hydrolase family 11 (Xy14513-T) and a carbohydrate-binding 
module (CBM) belonging to family 60 (CBM4513). This was a rare phenomenon that the GH11 
xylanase contained CBM. The purified Xyl4513 showed the highest activity at 30 °C and pH 3.0, 
being a psychrophilic and acidophilic β-1,4-xylanase. The truncated β-1,4-xylanase (Xy14513-T) 
demonstrated the highest activity at 20 °C and pH 4.0 and the catalytic efficiency (kcat/Km) 20% 
lower than that of Xyl4513, indicating the positive effects of CBM on the stability and catalytic 
performance of β-1,4-xylanase. In addition, Ca2+, Mg2+, and Ni2+ improved the catalytic 
activities, and Ca2+ showed the best performance. Only in the presence of Ca2+, CBM4513 had 
the specific binding ability to β-1,4-xylan, demonstrating a Ca2+-dependent CBM, and the 
maximum binding amount was 9.13 μmol/g. [Conclusion] We obtained a novel psychrophilic 
and acidophilic β-1,4-xylanase with a Ca2+-dependent CBM, which enriched the related gene and 
protein resources. The findings of this study will provide valuable information for exploring the 
stability, catalytic mechanism, and engineering of xylanases and CBMs. 
Keywords: xylanase; Ca2+-dependent carbohydrate-binding module (CBM); psychrophilic and 
acidophilic enzyme; xylooligosaccharide 
 
 

木聚糖是植物细胞壁中主要的结构多糖，

在自然界中含量仅次于纤维素，约占地球上可

再生碳源的三分之一 [1]。木聚糖降解形成的低

聚木糖(xylooligosaccharides, XOS)具有调节血

糖、降低血脂、润肠通便和增强人体免疫力的

功能，在功能性保健食品等方面具有重要作

用。据估计，XOS 的全球市场额在 2023 年可达

73.3 亿美元，而利用木聚糖酶制备 XOS 是其重

要方式 [2]，使用低温、嗜酸的木聚糖酶既能减

少化学酸水解方法中的盐酸和硫酸用量，又能

降低反应温度，减少能量的消耗，同时还能提

高水解效率和产物得率 [3]，使得工艺过程更绿

色、环保，更符合绿色化学的理念。 
然而，目前研究较多的是用于纸浆漂白的
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耐热-耐碱木聚糖酶以及在面包制作中使用的耐

热-耐酸木聚糖酶[4]。相比之下，可用于功能性

食品生产或饲料添加剂的嗜冷、嗜酸木聚糖酶

的研究相对较少[5-6]。 
β-1,4- 木 聚 糖 酶 大 多 属 于 糖 水 解 酶

(glycoside hydrolase, GH) 10 和 11 家族[7]。和许

多 GH 类似，木聚糖酶也有碳水化合物结合模

块(carbohydrate-binding module, CBM)，它能增

加酶对不溶性底物的结合能力，进而提高酶催

化活性，对糖水解酶的研究和应用具有重要价

值，是当前酶学研究领域的热点 [8]。截至目

前，CAZy 数据库已将 CBM 分成了 94 个家族

(http://www.cazy.org/Carbohydrate-Binding-Modu
les.html)，其中，第 36 和 60 家族主要是钙离子

依赖的木聚糖结合 CBM[9]。多数情况下，GH10
家族的木聚糖酶包含催化模块和能识别木聚糖

的 CBM (一般属于 CBM 2、4、6、13、15 和 22
家族)[10]。而 GH11 家族木聚糖酶结构更为简

单，仅包含催化模块，含有 CBM 的情况非常罕

见 ( 如来源于 Paenibacillus campinasensis 的

GH11家族木聚糖酶XynNTU包含催化模块和第

6 家族的 CBM)[11]。鉴于 CBM 在提高木聚糖酶

催化活性方面的重要作用，有研究者通过理性

构建木聚糖酶和 CBM 的嵌合体，发现融合

CBM 3 和 GH11 木聚糖酶后，其释放还原糖的

能力最高提升了 3倍[12]；而将源于Dictyoglomus 
thermophilum 的 GH11 木聚糖酶和 CBM 9 融合

后所得的嵌合体在 pH>9.0、温度为 90 °C 时活

力较单酶提高了 4 倍[13]。由此可见，CBM 在酶

分子设计及改造方面颇具应用潜力。因此，寻

找和发现新型嗜冷嗜酸木聚糖酶及其相应的

CBM 能丰富基因和蛋白资源，为研究 CBM 和

酶协同作用机制提供更多范例，为设计和改造

木聚糖酶提供新工具。 
本课题组在前期研究中，从分离自深海的

太平洋火色杆菌(Flammeovirga pacifica)中发现

了一种新型钙离子依赖型 CBM 及相应 1,3-木聚

糖酶(EC 3.2.1.32)催化模块[14]。基于此，推测该

菌基因组中可能还存在其他功能类似的 CBM。

通过对其基因组数据进行注释和发掘，发现了

一条蛋白序列与数据库收录经验证的内切 - 
β-1,4-木聚糖酶(Uniprot ID 号：P17137，来源于

Clostridium saccharobutylicum)最高相似度约为

60%的木聚糖酶序列 (NCBI 数据库 ID 号：

WP_052431876；命名为：Xyl4513)，发现其中

也包含一段注释为疑似钙离子依赖的 CBM 序

列。经实验验证表明，该酶是一种新型嗜冷嗜

酸 1,4-木聚糖酶，该 CBM (命名为：CBM4513) 
为钙离子依赖型，这是 GH11 家族木聚糖酶中

首次发现的钙离子依赖型 CBM；对完整和截短

的木聚糖酶理化性质以及 CBM4513 对酶催化性

能的影响也作了较系统研究。 

1  材料与方法 
1.1  目的基因构建 

对 来 源 于 深 海 的 太 平 洋 火 色 杆 菌 (F. 
pacifica) WPAGA1[15]基因组进行功能注释，经

筛选发掘到完整的 β-1,4-木聚糖酶(命名为：

Xyl4513)，由催化模块和一个碳水化合物结合模

块组成，将其从中间切开，合成截短的 β-1,4-木
聚糖酶(命名为：Xy14513-T)和碳水化合物结合

模块(命名为：CBM4513)，并根据该蛋白质序

列设计并合成其编码基因。 
由苏州金唯智生物科技有限公司合成并经

测 序 验 证 的 编 码 Xyl4513 、 Xyl4513-T 和

CBM4513 的基因序列，通过 Nde I 和 Hind III
限 制 性 酶 切 位 点 将 目 的 基 因 Xyl4513 、

Xyl4513-T和CBM4513克隆到 pET-22b(+)。最后

将该质粒导入宿主菌大肠杆菌(Escherichia coli) 
BL21(DE3)中进行表达。 
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1.2  重组蛋白诱导表达 
将适量含有表达载体的大肠杆菌加入含氨

苄青霉素钠的 LB 液体培养基中，摇床 37 ℃、

200 r/min 培养 9–12 h。后转至含磷酸盐缓冲液

和氨苄青霉素钠的超级肉汤(terrific broth, TB)培养

基中，37 ℃、200 r/min 培养 3–4 h；当菌液

OD600 达 0.5–0.6 时，加入适量异丙基 -1 硫    
代-β-D-半乳糖苷(isopropyl-1 thio-β-D-galactoside, 
IPTG)溶液，在 20 ℃、160 r/min 培养 20 h 并诱

导表达。 

1.3  重组蛋白分离纯化及浓度测定 
将表达后的菌液 4 000 r/min 离心 20 min；

弃上清，加入 Tris-HCl (pH 7.0)缓冲液混匀，

4 ℃、10 000 r/min 离心收集沉淀；将菌体与

Tris-HCl (pH 7.0)缓冲液按 1:20 体积比混合，重

悬菌体后，超声破碎。超声条件：功率 300 W、

工作 2 s、停顿 4 s、超声次数 150–200 次。细胞

破碎后 4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，上清即

为粗酶液，用 0.45 μm滤膜过滤后经镍柱纯化。

蛋白纯度用 SDS-PAGE 确认，使用 GIS-2008 凝

胶成像系统成像。用考马斯亮蓝法测定蛋白 
浓度[16]。 

1.4  木聚糖酶酶学性质测定 
木聚糖酶活性测定：通过二硝基水杨酸

(DNS)显色法测定水解产物含量 [17]，定糖时  
以木糖为标准。一个酶活力单位(U)定义为在  
1 min 内从 β-1,4-木聚糖产生 1 μmol 还原糖所需

的酶量，比活力定义为每毫克蛋白所含酶活力

单位(U/mg)。 
最适温度测定：将 β-1,4-木聚糖酶与 1%的底

物分别在 10、20、25、30、40、45、50、55、
60、70 ℃条件下反应，测定酶活力，定义最高酶

活为 100%，计算其他条件下的相对酶活。 
最适 pH 测定：测定酶在不同 pH 的缓冲液

(Na2HPO4-柠檬酸缓冲液：pH 3.0−8.0，含有 1% 

β-1,4-木聚糖溶液)的活力，定义最高酶活力为

100%，计算其他条件下的相对酶活。 
温度稳定性测定：将酶在不同温度下(30、

35、40、45、50 ℃)分别孵育 5、10、15、20、

25 min，以初始酶活力为 100%，计算其他条件

相对酶活。 

pH 稳定性测定：将酶在不同 pH 条件下

(3、4、5、6)分别孵育 0.25、0.75、1.75、3.75 h

和 7.75 h，以初始酶活力为 100%，计算其他条

件相对酶活。 

金属离子及化学试剂对酶活力影响：以最

适条件下酶活力为对照，测定酶在含有终浓度

为 10 mmol/L 金属阳离子 (Na+、K+、Zn2+、

Mn2+、Ba2+、Mg2+、Ni2+、Cu2+、Ca2+、Co2+、

Fe3+)的酶活力，计算出相对酶活。 

米氏常数的测定：配制浓度 1–10 mg/mL 的

β-1,4-木聚糖(上海迈坤化工有限公司，源自玉

米)溶液，在最适反应条件下反应 30 min，测定

酶活力，利用米氏方程计算出 Km 和 Vmax 值，测

定酶浓度并计算 kcat 值。 

1.5  CBM4513 底物结合特性测定 
向2 mL离心管中加入500 μL浓度为10 mg/mL

不溶性 β-1,4-木聚糖 (取一定量的木聚糖放入  

适量的缓冲液室温充分搅拌 10 min，然后    

12 000 r/min 离心 5 min，沉淀即为不溶性木聚

糖)溶液，再加入 500 μL CBM4513 溶液，室温

孵育 1 h，然后 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min 除

去不溶性多糖，测定上清液中的蛋白浓度。对

照保持其他条件不变，将 CBM4513 替换成牛血

清白蛋白(BSA)。 

CBM4513 的底物特异性：按上述方法将

β-1,4-木聚糖替换成 β-1,3-木聚糖和地衣多糖，

以确定 CBM4513 结合特异性。 

金属离子对 CBM4513 结合能力的影响：上
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述体系分别加入金属离子(20 mmol/L Ca2+、Na+、

Mg2+和 K+)，以含有底物但不含金属离子的溶

液作为对照。 
Ca2+浓度对 CBM4513 结合能力的影响：向

上述体系中分别加入不同浓度(0、5、10、20、

30、40、50、100、200 mmol/L) CaCl2，孵育 1 h，

计算结合能力。 

含 β-1,4-木聚糖的亲和凝胶电泳：为了更清

晰地了解 CBM4513 和底物的结合，进行了含或

不含 1% β-1,4-木聚糖和 20 mmol/L Ca2+的 12%

聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳工作条件为 100 V

和 4 ℃，时间 2 h，以 BSA 为阴性对照。 

CBM4513 吸附常数测定：在 20 mmol/L 

Ca2+存在下，将梯度浓度的 CBM4513 蛋白

(100–500 mg/mL)添加到反应体系中。根据方程

式(1)计算吸附常数。 

[ ] [ ] [ ] [ ]dmaxPC = PC P / ( + P )K         式(1) 

其中，Kd (微摩尔)是平衡解离常数，[P]是
上清液中未结合蛋白的浓度(μmol/L)，[PC]和
[PC]max(微摩尔每克 β-1,4-木聚糖)分别是结合蛋

白的浓度和最大结合蛋白量。 

上述所有实验均重复 3 次。 

2  结果与讨论 
2.1  重组蛋白的表达及纯化 

完整的 β-1,4-木聚糖酶(命名为：Xyl4513)
包含 2 个模块，第一个注释为催化模块，该模

块属于 GH11 家族(命名为：Xyl4513-T)，第二

个为 C 端疑似 CBM 的结构域 (命名为：

CBM4513)。为了验证 C 末端结构域是否为

CBM，构建了 2 个截短的突变体(Xyl4513-T 和

CBM4513) 。将含有 Xyl4513 、 Xyl4513-T 和

CBM4513 基因的 pET 22b(+)载体转化到大肠杆菌

BL21(DE3)中进行表达，并分别在含 0.1 mmol/L 
IPTG 的培养基中培养。经超声破碎、离心及镍

柱亲和层析得到纯化的 Xyl4513、Xyl4513-T 和

CBM4513。SDS-PAGE 结果如图 1 所示，由图

可知，在分子量分别为 33、24 和 11 kDa 的附近

出现了上述 3 个分子的相应条带，其分子量与由

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) 计 算

出的相应理论值 33.16、24.25 和 10.96 kDa 接

近，证明上述 3 个目标蛋白均得到纯化，其纯

度均大于 96%，可用于后续实验研究。 

 
图 1  重组蛋白 SDS-PAGE 验证 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of the purified recombinant proteins. A: Xyl4513. B: Xyl4513-T. C: CBM4513. 
M: Molecular mass markers; Lane 1: Xyl4513; Lane 2: Xyl4513-T; Lane 3: CBM4513. 
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2.2  完整和截短 β-1,4-木聚糖酶的酶学性质

研究 
测定了木聚糖酶(Xyl4513 和 Xyl4513-T)的

最适反应温度，结果如图 2 所示。由图 2A 可

知，Xyl4513 最适温度为 30 ℃，温度高于 45 ℃
后，酶活力下降明显，说明完整的木聚糖酶

Xyl4513 对热不稳定性。有研究者对嗜热、嗜

冷酶进行了分类，把最适温度在 30 ℃左右，且

具有低温下酶活力较高而在高温不稳定特征的

酶称为嗜冷酶[18]，基于此，木聚糖酶 Xyl4513
可归属为嗜冷酶。目前，对于嗜冷木聚糖酶的

研究不多，目前报道的一些嗜冷木聚糖酶大多

属于 GH10 家族[5,19-20]、GH8 家族[21]，且基本不

包含相应的 CBM。因此，该酶的发现可以进一

步丰富木聚糖酶的资源库。由图 2B 可知，

Xyl4513-T 的最适温度仅为 20 ℃，且在温度高

于 30 ℃之后，其活力明显下降，相比完整的

β-1,4-木聚糖酶，缺少了 CBM 结构域之后的

Xyl4513-T 热稳定性更差。这种现象在包含

CBM 的木聚糖酶也有报道，如 Ali 等[22]发现缺

少 CBM22 之后的 GH10 家族木聚糖酶 Xyn10C
最适温度由 80 ℃变为 60 ℃，而 CBM 对提高酶

热稳定性有帮助也得到了相关研究的证实[23]。

这从侧面说明完整的 β-1,4-木聚糖酶 C-端包含

的可能也是 CBM。 
测定了二者的最适反应 pH，结果如图 3 所

示。可以发现 2 种酶的活力变化趋势基本相

同，在酸性条件下酶活力较高，但均随 pH 升高

而逐渐降低，Xyl4513 和 Xyl4513-T 的最适反应

pH 分别为 3.0 和 4.0，但前者 pH 的适应范围更

宽。该木聚糖酶的嗜酸稳定性有望在动物饲料

中具有潜在用途，因为它可以在动物消化道的

酸性环境中保持结构和功能，从而能提高饲料

养分利用率 [24]。此外，在 pH 2.5–3.0 和 pH 
4.0–8.0 条件下，完整的 β-1,4-木聚糖酶(Xyl4513)
酶活力高于截短的 β-1,4-木聚糖酶(Xyl4513-T)。
相似的结果也出现在来自 Clostridium josui 的木聚

糖酶 Xyn10A，在去掉 CBM22 之后，其 pH 由 6.0
变为 8.0[10]。这也从侧面说明完整的 β-1,4-木聚糖

酶中 C-端可能也是 CBM。 
 
 

 
 
 

图 2  温度对 β-1,4-木聚糖酶酶活力的影响 
Figure 2  Effects of temperature on the activities of β-1,4-xylanase. A: Xyl4513. B: Xyl4513-T. Error bars: 
The standard deviation of triplicate assays. 
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图 3  pH 对 β-1,4-木聚糖酶酶活力的影响 
Figure 3  Effects of pH on the activities of β-1,4-xylanase. A: Xyl4513. B: Xyl4513-T Error bars. The standard 
deviation of triplicate assays. 
 

测定了二者的热稳定性，结果如图 4 所

示。可以看出，在不同温度孵育一段时间的过

程中，β-1,4-木聚糖酶的酶活力随时间延长逐渐

降低，但完整的 β-1,4-木聚糖酶活力的下降速率

比截短的更慢。例如：在 30 ℃下孵育 25 min
后，Xyl4513 和 Xyl4513-T 分别保留了初始酶活

的 92%和 72%；在 40 ℃下孵育 1 h 后，二者分

别保留了初始酶活的 83%和 58%，这表明 C 端

结构域的缺失降低了木聚糖酶的热稳定性。这

也与之前报道的 CBM 会影响酶热稳定性结果类

似[19-21,25]。同时，测定了二者的 pH 稳定性，结

果如图 5 所示。可以看出，Xyl4513 在 pH 为 3.0
和 4.0 的缓冲液中孵育 7.75 h 后，仍然保留 80%
以上的初始酶活，说明该 β-1,4-木聚糖酶在酸性

环境中具有较好的稳定性。二者活力均随着时

间的延长逐渐降低，但完整的 β-1,4-木聚糖酶活

力下降更慢，同样说明 C端结构域对 β-1,4-木聚

糖酶 pH 稳定性有帮助。 
 

 
 

图 4  温度对 β-1,4-木聚糖稳定性的影响 
Figure 4  The influences of temperature on the stability of β-1,4-xylanase. A: Xyl4513. B: Xyl4513-T. Error 
bars: The standard deviation of triplicate assays. 
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图 5  pH 对 β-1,4-木聚糖稳定性的影响 
Figure 5  The influences of pH on the stability of β-1,4-xylanase. A: Xyl4513. B: Xyl4513-T. Error bars: The 
standard deviation of triplicate assays. 
 
 

测定了金属离子对二者活力的影响，结果

如表 1 所示。除了 Na+和 Ba2+，其他金属离子对

Xyl4513 和 Xyl4513-T 酶活影响的趋势基本一

致。Mn2+、Cu2+、Zn2+、Co2+和 Fe3+对 Xyl4513
和 Xyl4513-T 酶活力均有较强的抑制作用，相

对 酶 活 都 降 至 65% 以 下 ， 其 中 尤 以 Co2+ 
(45.75%、39.28%)抑制作用最强；而 Ca2+、

Mg2+和 Ni+都对 β-1,4-木聚糖酶的酶活力有较强

促进作用，这与其他木聚糖酶中观察到的现象

相似[26]。 
测定了二者的酶反应动力学参数，其结果

列于表 2。可以看到，Xyl4513-T 的 Km 值比

Xyl4513 略大，表明 Xyl4513-T 对底物的亲和力

有所降低。对于催化效率(kcat/Km)，Xyl4513-T
比 Xyl4513 低 20%，二者之间的差异达到显著

水平 (P<0.05)，表明截短的 β-1,4-木聚糖酶

(Xyl4513-T)的催化效率显著降低。这说明 C-端
结构域能明显提高酶催化效率，而这正是 CBM
的重要特征[27]。上述 2 种 Xyl4513 和 Xyl4513-T
在催化性能方面的差异都提示 C-端结构域很有

可能是 CBM。因此，接下来的实验需进一步直

接证实该猜测。 
 

表 1  不同金属离子对XYL4513和XYL4513-T酶

活力的影响 
Table 1  The influences of metal ions on the activity 
of the Xyl4513 and Xyl4513-T 
Metal ion Relative activity (%) 

Xyl4513 Xyl4513-T 

Control 100.00 100.00 

K+ 93.17±0.60 81.90±1.93 

Zn2+ 62.56±1.98 51.70±0.36 

Mn2+ 61.32±2.51 48.44±0.66 

Ba2+ 90.02±3.53 110.10±2.10 

Mg2+ 122.99±5.18 151.25±1.76 

Cu2+ 53.76±2.77 51.91±0.36 

Ca2+ 121.02±3.61 159.88±2.10 

Co2+ 45.75±3.88 39.28±0.96 

Ni2+ 110.77±3.61 118.57±2.46 

Fe3+ 52.45±1.81 43.07±2.85 

Na+ 88.31±2.34 102.84±2.10 
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表 2  XYL4513 和 XYL4513-T 的动力学常数 
Table 2  Kinetic parameters of the Xyl4513 and 
Xyl4513-T 
Xylanases Km (mg/mL) kcat (s–1) kcat/Km 

Xyl4513 2.99±0.79 45.76±4.24 15.31±1.42 
Xyl4513-T 3.05±0.14 38.24±0.04* 12.54±0.02* 
* means the differences between them are significant 
(P<0.05). 

 
2.3  完整 β-1,4-木聚糖酶 C-端结构域的功

能验证 
为了证实完整 β-1,4-木聚糖酶 C-端结构域

的功能，使用纯化的 CBM4513 蛋白进行了下列

实验。 

测定了该蛋白与不同底物结合情况，结果

如表 3 所示。可以看出，CBM4513 蛋白对

β-1,4-木聚糖，β-1,3-木聚糖和地衣多糖均未结

合(以牛血清白蛋白为对照)。前期生物信息学

分析 CBM4513 序列时推测其属于 CBM 60 家

族，可能具有 Ca2+依赖的底物结合能力。为

此，将 20 mmol/L 的 Ca2+添加到结合系统中，

结果发现：在 Ca2+存在的情况下，CBM4513 蛋

白(终浓度为 28 μmol/L)与 β-1,4-木聚糖具有结

合能力，β-1,4-木聚糖可吸附约 27.5% (占初始

蛋白质浓度的百分比)的 CBM4513 蛋白，但

β-1,3-木聚糖和地衣多糖仍然不能与之结合。此

外，在 Na+、K+和 Mg2+存在时，CBM4513 蛋白也

不能与 β-1,4-木聚糖结合。由此可见，CBM4513
蛋白极有可能是一种可特异性结合 β-1,4-木聚糖

的 Ca2+依赖型 CBM，它不能结合 β-1,3-木聚糖，

这是由于 CBM 的结合特异性不仅取决于单糖组

成，它们之间糖苷键的连接位置也非常重要[28]。 
 
表 3  CBM4513 与不溶性底物的结合 
Table 3  CBM4513 binding to insoluble substrates 
Substrate CBM binding (% of initial concentration) 

BSA CBM CBM+Ca2+ CBM+Na+ CBM+Mg2+ CBM+K+ 
β-1,4-xylan 98.95±0.13 97.67±1.19 72.49±0.34 99.81±0.27 99.15±0.67 98.20±0.13 
β-1,3-xylan 99.24±0.54 99.71±0.55 99.81±0.41 ND ND ND 
Lichenin 99.52±0.40 99.24±0.54 99.53±1.21 ND ND ND 
The results given (means±S.D.) are the residual protein concentrations as percentages of the initial protein concentration. ND: No 
data available. 

 
通过使用 β-1,4-木聚糖的亲和凝胶电泳进一

步证实了 CBM4513 的依赖 Ca2+结合底物的能

力。从图 6 可以看出，CBM4513 在同时含有

β-1,4-木聚糖和 Ca2+的凝胶中被延迟，其迁移率

为 0.77，而在仅含有 β-1,4-木聚糖和未添加其他

任何物质的凝胶中均未观察到电泳延迟，其迁

移率均为 0.87 (图 6A、6B)，而在上述条件下，

牛血清白蛋白在凝胶中的移动距离都没有改

变，但存在钙离子的亲和凝胶电泳迁移率较

低，这也证明了 CBM4513 具有钙离子依赖的

β-1,4-木聚糖结合能力。 

 
 

图 6  CBM4513 的非变性亲和凝胶电泳 
Figure 6 Affinity gel electrophoresis of CBM4513. A: 
Control (without β-1,4-xylan and Ca2+). B: With 
xylan (no Ca2+). C: With xylan and Ca2+. Lane 1, 3, 
and 5: BSA; Lane 2, 4, and 6: CBM4513. 
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考虑到 Ca2+对 CBM4513 的结合能力起关键

作用，研究了 Ca2+浓度对 CBM4513 (终浓度为

28 μmol/L)与 β-1,4-木聚糖结合的影响，结果如

图 7 所示。当不存在 Ca2+时，CBM4513 无结合

能力，有 Ca2+存在的情况下，CBM4513 与不溶

性 β-1,4-木聚糖的结合能力在一定范围内与 Ca2+

的浓度相关，浓度升高结合能力也增强，当

Ca2+的浓度达到 20 mmol/L 时，CBM4513 的结

合能力基本趋于稳定。 

 
图 7  Ca2+对吸附的影响 
Figure 7  Effects of Ca2+ on adsorption. Error bars: 
The standard deviation of triplicate assays. 

考察了 CBM4513 浓度对保留率(被底物吸

附的蛋白量占初始蛋白量的百分比)的影响，结

果如图 8 所示。在 20 mmol/L Ca2+存在下，保留

率 随 CBM4513 浓 度 的 增 加 而 降 低 。 当

CBM4513 浓度为 5 μmol/L 时，保留率最高，可

达 67.2% (图 8A)，浓度为 15 μmol/L时，保留率

接近 50%。同时，测定了以不溶性 β-1,4-木聚糖

为底物的CBM4513的吸附常数，如图8B所示，

其结合曲线类似于酶催化反应速度与底物浓度

的双倒数图。根据计算，其Kd值为2.81 μmol/L，
最大结合量 [PC]max 为每克 β-1,4-木聚糖结合 
9.13 μmol CBM4513。与 Rhodothermus marinus

中发现的木聚糖 CBM 相比(Kd 值和[PC]max 分别

为 0.74 和 16.00 μmol[28])，CBM4513 与 β-1,4-木
聚糖的吸附常数(Kd)和最大结合量([PC]max)与之

存在一定差距。与同来源的特异性结合1,3-木聚

糖的 CBM3088 相比 (Kd 值和 [PC]max 分别为  
17.88  μmol 和 9.65 μmol[14])，二者最大结合量

接近，但 CBM4513 的吸附常数显著小于前者，

表明 CBM4513 对底物有更好的亲和能力，具有

一定的理论和实际研究价值。 
 

 
 

图 8  蛋白质浓度对保留率的影响(A)和 CBM 与 β-1,4-木聚糖结合的双倒数图(B) 
Figure 8  Effects of protein concentration on retention rate (A) and double-reciprocal plot of CBM binding to 
β-1,4-xylan (B). Error bars: The standard deviation of triplicate assays. 
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3  结论 
本研究经实验验证了一个属于 GH11 家族

新型嗜冷嗜酸 β-1,4-木聚糖酶(Xyl4513)，其最适

温度为 30 ℃，最适 pH 为 3.0，更为罕见的是，

其中包含一个催化域和钙离子依赖的特异性结

合 1,4-木聚糖的 CBM (属于 CBMs 第 60 家族)。
该催化域(Xyl4513-T)最适反应温度仅为 20 ℃、

最适 pH 为 4.0，这说明 CBM 对酶学性质具有一

定的影响。研究结果表明 Ca2+、Mg2+、Ni2+均对

二者催化效率有促进作用，并且 Ca2+的作用最为

明显。20 mmol/L Ca2+能够有效促进碳水化合物

结合模块(CBM4513)与 β-1,4-木聚糖特异性结

合，最大结合量为 9.13 µmol/g。本研究结果不

仅丰富了 GH11 家族木聚糖酶和 CBM 第 60 家

族的基因和蛋白资源，也为木聚糖酶的合理设计

及实际应用提供了参考，为探索酶分子在低温、

酸性条件下的稳定性提供了良好的研究材料，也

为探寻 CBM 依赖钙离子 1,4-木聚糖结合能力的

分子机制奠定了基础，相关的研究正在不断深入

进行中。 
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