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摘   要：【目的】研究重组木聚糖酶 rRuXyn024 的酶学特性及其对农作物秸秆的水解作用。【方

法】从肉牛瘤胃中克隆 RuXyn024 基因，运用生物信息学工具对该基因序列进行详细分析；构建

表达载体 pET-RuXyn024，并将其转化入大肠杆菌 BL21(DE3)菌株中，实现 RuXyn024 的异源表达；

对 rRuXyn024 的酶学特性进行深入分析，并研究其对农作物秸秆的降解能力。【结果】RuXyn024
编码 358 个氨基酸，大小约为 40 kDa，属于 GH 10 家族。rRuXyn024 的最适 pH 和温度分别为 7.0
和 40 ℃，在 pH 6.0−9.0 和 30−70 ℃下能分别保持最大活性的 60%和 70%以上。以麦秸木聚糖为

底物时，rRuXyn024 的 Km 值和 Vmax 值分别为 18.8 g/L 和 82.6 µg/min。1 mmol/L 和 5 mmol/L 的

Mg2+、Zn2+、Cu2+、Ni2+、EDTA 和 SDS，5 mmol/L 的 Ca2+和 β-巯基乙醇对 rRuXyn024 具有明显

的抑制作用，其中 5 mmol/L 的 Cu2+、β-巯基乙醇使 rRuXyn024 接近失活。Mn2+对 rRuXyn024 具

有明显促进作用，1 mmol/L、5 mmol/L 的 Mn2+使 rRuXyn024 的活性分别提高了 46.9%和 35.8%。

rRuXyn024 水解麦秸木聚糖产生了以木三糖和木二糖为主的寡糖产物。rRuXyn024 能够有效水解

玉米秸、稻秸、豆秸和油菜秸，其中对玉米秸的水解作用最强。【结论】rRuXyn024 具有宽泛的

pH 和温度适应性，在改善农作物秸秆的反刍动物利用方面具有较大的应用潜力。 
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Abstract: [Objective] To investigate the enzymatic properties and straw-degrading effect of a 
recombinant xylanase rRuXyn024. [Methods] We cloned RuXyn024 from the rumen of beef 
cattle and used bioinformatics tools for detailed sequence analysis. The expression vector 
pET-RuXyn024 was constructed and transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for 
heterologous expression of RuXyn024. Furthermore, the enzymatic properties and 
straw-degrading effect of rRuXyn024 were examined. [Results] RuXyn024 was composed of 
358 amino acid residues and had a molecular weight of approximately 40 kDa, belonging to the 
GH 10 family. The optimal pH and temperature of rRuXyn024 were pH 7.0 and 40 °C, 
respectively. The relative activity of RuXyn024 at pH 6.0−9.0 and 30−70 °C remained above 
60% and 70%, respectively. With xylan from wheat straw as the substrate, rRuXyn024 
showcased the Km and Vmax of 18.8 g/L and 82.6 µg/min, respectively. The activity of 
rRuXyn024 was inhibited by Mg2+, Zn2+, Cu2+, Ni2+, EDTA, and SDS at 1 mmol/L and       
5 mmol/L, as well as 5 mmol/L Ca2+ and β-mercaptoethanol. Cu2+ and β-mercaptoethanol at   
5 mmol/L nearly inactivated the enzyme. Mn2+ at 1 mmol/L and 5 mmol/L increased the 
activity of rRuXyn024 by 46.9% and 35.8%, respectively. The degradation of xylan from wheat 
straw by rRuXyn024 produced oligosaccharides, including xylotriose and xylobiose. 
rRuXyn024 could degrade maize straw, rice straw, soybean straw, and rapeseed straw, with the 
strongest degrading effect on maize straw. [Conclusion] rRuXyn024 exhibits tolerance to 
broad scopes of pH and temperature and significant potential for improving the utilization of 
straw by ruminants. 
Keywords: xylanase; enzymatic properties; straw; degrading effect 
 
 

我国作为农业大国，拥有丰富的秸秆资源，

2021 年主要农作物秸秆资源产量约 7.33 亿 t[1]。

目前，秸秆资源的利用途径主要包括肥料化、饲

料化和能源化，其中饲料化利用约占秸秆资源总

量的 25%[2]，主要应用于反刍动物养殖业。农作

物秸秆中含有丰富的纤维素和半纤维素等结构
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性碳水化合物，是反刍动物有效纤维和能量的主

要来源。然而，大多数农作物秸秆质地坚硬，纤

维物质间结构交联复杂，严重限制了瘤胃微生物

及其水解酶的黏附和渗透，致使秸秆的瘤胃消化

率通常不超过 50%[3-5]。一些物理和化学加工方

法，如蒸汽爆破、酸和碱处理，可以通过破坏秸

秆中的木质素-碳水化合物复合物和纤维素结晶

度来提高秸秆的瘤胃消化率[6-8]，同时将秸秆表

皮以内的营养物质暴露出来供动物利用。然而，

昂贵的设备要求、高能耗，以及对动物和环境的

高风险是这些技术面临的主要问题 [9]。相比之

下，生物酶在农业秸秆加工利用中表现出的高效

性、专一性和温和的反应条件，引起了研究人员

的极大兴趣[10]。探索一种能够高效降解秸秆的

生物酶，对于提升秸秆资源的利用效率和促进农

业可持续发展具有重要意义。 
木聚糖是植物细胞壁中半纤维素的主要组

成骨架，与木质素共同包裹纤维素，阻碍了反

刍动物瘤胃对秸秆纤维物质的利用[11]。去除木

聚糖可以破坏植物细胞壁，增加秸秆的孔隙率

和比表面积，进而提高纤维素的可消化性[12]。

木聚糖酶是木聚糖水解过程中的关键酶[13]。在

木质纤维底物中添加木聚糖酶，不仅可以降解

半纤维素中的木聚糖，还可以通过增加纤维素酶

对纤维素的可及性提高纤维素的水解效率[14]。

然而，我们课题组先前的研究发现，尽管木聚

糖酶在以木聚糖为底物时均显示出较高的活性，

但并非所有的木聚糖酶都能有效降解秸秆[15-16]。

这一发现指出，秸秆的有效降解需要特定高效

木聚糖酶的参与。本研究从肉牛瘤胃中克隆了

一种木聚糖酶基因(RuXyn024)，分析了该重组

酶(rRuXyn024)的酶学特性和对农作物秸秆的

水解能力，发现 rRuXyn024 能够有效地水解玉

米、稻草等农作物秸秆，这为通过 rRuXyn024

改善农作物秸秆在反刍动物生产中的利用提供

了数据支撑。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和试剂 

大肠杆菌(Escherichia coli) Top10、E. coli 
BL21(DE3)购自北京全式金生物技术股份有限

公司；质粒 pET-28a(+)、瘤胃液相微生物 DNA
为实验室前期保存；限制性内切酶、高保真 DNA
聚合酶、同源重组试剂盒购自翌圣生物科技(上
海)股份有限公司；磁珠法土壤和粪便基因组

DNA 提取试剂盒、质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司。 

1.2  木聚糖酶基因的克隆、序列分析及表达

载体的构建 
根据本实验室测序得到的瘤胃微生物宏

基因组数据(NCBI Bioproject：PRJNA806344)
设计木聚糖酶 RuXyn024 引物 RuXyn024-F 
(5′-CTTTAAGAAGGAGATATACCATATGGCCA
TTGCCGCACTGACAAC-3′) 和 RuXyn024-R 
(5′-CAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTT
TGAATAGTTTGATAATGTC-3′)，分别引入含

Nde I 和 Xho I 酶切位点的同源臂(下划线部分)。 
使用磁珠法土壤和粪便基因组 DNA 提取试

剂盒，参照说明书提取瘤胃液 DNA。以瘤胃液

相微生物 DNA 为模板，利用上述引物进行 PCR
扩增。PCR 反应体系：2×PCR buffer (含 Mg2+，

dNTPs) 25.0 μL，上、下游引物(10 µmol/L)各 2.0 μL，
模板 DNA 0.6 μL，Hieff Canace® Plus-High 
Fidelity DNA Polymerase (1 U/μL) 1.0 μL，ddH2O
补至 50.0 μL。PCR反应条件：98 ℃预变性 3 min；
98 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 45 s，
35 个循环；72 ℃延伸 5 min。对扩增出的

RuXyn024 基因片段进行割胶回收。利用 Nde I
和 Xho I 对载体 pET-28a(+)进行双酶切，通过核
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酸电泳对大的载体片段进行割胶回收。通过同源

重 组 试 剂 盒 将 2 个 片 段 连 接 ， 命 名 为

pET-RuXyn024，通过热激转入 E. coli Top10 感

受态，提取重组质粒进行酶切鉴定和测序分析。

利用 MEGA 11、Phyre2、Discovery Studio 等软

件进行 RuXyn024 系统发育树的构建、同源建模

和分子对接[17]。分子对接过程中采用木四糖代

替 木 聚 糖 作 为 对 接 底 物 。 将 验 证 正 确 的

pET-RuXyn024 转入 E. coli BL21(DE3)，挑取阳

性转化子，获得表达菌株。 

1.3  rRuXyn024 的诱导表达 
将表达菌株接种于 2 mL 含 50 µg/mL 硫酸

卡那霉素的 LB 培养基中，于 37 ℃、120 r/min
振荡培养过夜，再以 1%的接种量转接至 50 mL
相同培养基的 500 mL 三角瓶中，同等条件培养

至菌体的 OD600 为 0.6−0.8 时，加入终浓度为  
0.2 mmol/L 的异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷

(isopropyl β-D-thiogalactoside, IPTG)，20 ℃、  
80 r/min 诱导培养 20 h。4 ℃、12 000 r/min 离心

3 min 收集菌体，用 PBS 缓冲液重悬菌体，于冰

浴中利用超声波破碎细胞，离心获得上清(粗酶

液 )，将上清进行 SDS-PAGE 检测，并通过

Western blotting 进行验证。 

1.4  rRuXyn024 的酶学特性 
以麦秸木聚糖为底物，探究 rRuXyn024 的

最适 pH、最适温度、温度耐受性、底物特异性、

酶 促 动 力 学 参 数 ， 以 及 离 子 、 抑 制 剂 对

rRuXyn024 活性的影响等酶学特性。使用 3,5-
二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)比
色法测定还原糖生成量。最适 pH 的测定选用如

下缓冲体系：柠檬酸 -磷酸氢二钠缓冲液 (pH 
3.0−7.0)、Tris-HCl 缓冲液(pH 7.0−9.0)和甘氨酸

-NaOH 缓冲液(pH 9.0−10.0)。将含 1%麦秸木聚

糖、粗酶液和不同缓冲液组成的反应混合液在

40 ℃、100 r/min 孵育 10 min，加入 DNS 溶液

终止反应，沸水浴 10 min，冷却后于 540 nm 处

比色，测定 OD 值。根据木聚糖标准曲线计算

rRuXyn024 的酶活性。在最适 pH 下，将反应混

合液分别在 30、40、50、60 和 70 ℃下，100 r/min
振荡孵育 10 min，测定 rRuXyn024 活性，确定

rRuXyn024 的最适温度。将粗酶液分别在 30、
35、40、45、50、55 和 60 ℃下预处理 10 min，
随后于最适条件测定 rRuXyn024 的残留活性，

以未处理酶样活性为 100%，分析 rRuXyn024 的

温度耐受性。以 1%的木聚糖、微晶纤维素、壳

聚糖、羧甲基纤维素钠为底物，在最适条件下测

定 rRuXyn024 的活性，分析 rRuXyn024 的底物

特异性。在反应体系中分别添加 1 mmol/L、    
5 mmol/L 的 K+、Ca2+、Na+、Mg2+、Zn2+、Cu2+、

Mn2+、Ni2+、EDTA、SDS、β-巯基乙醇、DTT，

以及 0.10%、0.50%的 Tween-20 和 Triton X-100，
研究金属离子和抑制剂对 rRuXyn024 活性的影

响。无添加物的反应体系为对照组，活性为

100%。以 0.1%−2.0%的麦秸木聚糖为底物，最

适 条 件 下 分 析 rRuXyn024 的 活 性 ， 利 用

GraphPad Prism 8.0 软件计算 rRuXyn024 的酶促

动力学参数 Km 和 Vmax。 

1.5  rRuXyn024 的产物分析 
以 1.0%的麦秸木聚糖为底物，与 rRuXyn024

在最适条件下，100 r/min 振荡孵育 10 min，之

后根据本实验室之前报道的方法，利用高效液相

色谱分析反应液中的木糖、木二糖、木三糖、木

四糖和木五糖等水解产物[15]。 

1.6  rRuXyn024 对农作物秸秆的水解 
选取未经处理的稻秸、麦秸、玉米秸、豆秸

和油菜秸原样，将其粉碎至 40 目的粒度。分别

以 5%的上述农作物秸秆作为底物，加入 0.16 U
的 rRuXyn024 在最适条件下，100 r/min 振荡孵

育 6 h，测定产生的还原糖，分析 rRuXyn024 对

各农作物秸秆的水解能力。 
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2  结果与分析 
2.1  pET-RuXyn024 表达载体的构建和

RuXyn024 的序列分析 
以瘤胃液相微生物 DNA 为模板，扩增出

RuXyn024 基因，将其与线性化的表达载体

pET-28a(+)连接，转化至 E. coli Top10 中。挑取

转化子过夜培养，对其菌液进行 PCR 鉴定，结

果可见一条大小约 1 100 bp 的明显条带(图 1A)。
提取质粒并进行测序分析，得出 RuXyn024 的基

因长度为 1 077 bp，编码 358 个氨基酸，理论分

子量大小为 40 kDa。利用 EMBL-EBI 数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)比对RuXyn024的

氨基酸序列，选择相似性较高的 50 个蛋白，利

用 MEGA 11 软件构建 RuXyn024 的系统发育树

(图 1B)。利用 NCBI 的 CDD (conserved domain 
database)工具对 RuXyn024 的结构域进行分析，

显示 RuXyn024 含有糖苷水解酶家族 10 结构域，

属 于 糖 苷 水 解 酶 家 族 10 。 利 用 Phyre2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi

?id=index)在线同源建模，结果如图 2A 所示。

利用木四糖代替木聚糖与 RuXyn024 结构进行

对接，显示木四糖与 23 个氨基酸残基通过氢

键、范德华力等产生了交互作用(图 2B)。对距

离木四糖 3 Å 范围内的氨基酸进行丙氨酸扫

描，结果显示 ASN55、TRP95、TYR188、

TRP316、HIS221、TRP324、LYS58、TRP328、
GLY263 等氨基酸突变成丙氨酸后，获得的突

变能均大于 0.5 kcal/mol。 

2.2  rRuXyn024 的表达和酶学特性分析 
在低温下利用 IPTG对重组 rRuXyn024大肠

杆菌 BL21(DE3)菌株进行诱导，细胞通过超声破

碎，离心获取上清，通过 SDS-PAGE 检测上清

粗酶液中 rRuXyn024 的表达情况，并经 Western 
blotting 对 rRuXyn024 的表达做进一步确认(图
3A)。结果显示，与未重组大肠杆菌(泳道 1)相比，

rRuXyn024 在重组菌株中得到了大量表达(泳道

3)，该结果得到了 Western blotting 结果的证实。

然而，大部分的 rRuXyn024 以包涵体的形式存在

于破碎后的沉淀中，其可溶性表达量较低(泳道2)。 
 

 
图 1  RuXyn024 的转化子鉴定(A)及其系统发育树(B)   泳道 M：核酸 Marker；泳道 1−10：转化子的

PCR 产物图 
Figure 1  Identification of the transformants of RuXyn024 (A) and its phylogenetic tree (B). Lane M is the 
nucleic acid marker; Lanes 1−10 are the PCR products of the transformants. 
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图 2  RuXyn024 的同源建模、分子对接和丙氨酸扫描    
Figure 2  Homology modeling, molecular docking, and alanine scanning of RuXyn024. A: Homology 
modeling and molecular docking of RuXyn024. B: The interaction between ligand molecule and the amino 
acids of RuXyn024. C: Alanine scanning of RuXyn024. 
 

首先探讨了 rRuXyn024 的最适 pH、温度以

及对高温的耐受性。结果显示，rRuXyn024 的最

适 pH 受缓冲液组成影响，在 pH 7.0 的磷酸氢二

钠 -柠檬酸缓冲液中表现出最大活性，在 pH 
6.0−7.0 (磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液)、pH 7.0−8.0 
(Tris-HCl 缓冲液)和 pH 9.0 (甘氨酸-氢氧化钠缓

冲液)下保持最大活性的 60%以上，但在 pH 5.0
以下和 pH 10.0 以上则活性明显降低(图 3B)。随

着温度的升高，rRuXyn024 活性呈现出先增加后

降低的趋势，在 40 ℃时达到最大。除了 40 ℃外，

rRuXyn024 在 30−70 ℃间能保持最大活性的

70%以上，表明 rRuXyn024 具有宽泛的反应温度

(图3C)。温度耐受性方面，rRuXyn024经 30−55 ℃
预处理 10 min 后，其残余活性仍有 80%以上，

但当预处理温度超过 55 ℃，其残余活性呈断崖

式下降，直至 60 ℃时完全失去活性。 
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底物特异性结果显示，rRuXyn024 对木聚糖

表现出最大的降解活性，对羧甲基纤维素钠和壳

聚糖存在微弱的活性，对微晶纤维素无活性，表

明木聚糖是 rRuXyn024的最佳作用底物(图 3D)。

酶促动力学结果显示，rRuXyn024 的 Km 和 Vmax

值为 18.8 g/L 和 82.6 µg/min (数据未列出)。 

金属离子、抑制剂以及洗涤剂对 rRuXyn024

活性的影响如表 1 所示：1 mmol/L 和 5 mmol/L

的 K+、Na+以及 1 mmol/L Ca2+对 rRuXyn024 活性

无明显影响，但 5 mmol/L Ca2+则使 rRuXyn024 
 
 

 
 

图 3  rRuXyn024 的表达和酶学特性分析    
Figure 3  Expression and enzymatic characterization of rRuXyn024. A: SDS-PAGE and Western blotting 
analysis of rRuXyn024. M: Protein marker; Lane 1: Untransformed E. coli cell lysate; Lane 2: Disrupted 
supernatant of E. coli expressing recombinant rRuXyn024; Lane 3: Cell lysate of E. coli with recombinant 
rRuXyn024; Lane 4: Western blotting analysis of rRuXyn024. B: pH dependence of rRuXyn024. C: The 
optimal reaction temperature and temperature stability of rRuXyn024. D: Substrate specificity of 
rRuXyn024. 
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表 1  金属离子、抑制剂以及洗涤剂对 rRuXyn024 活性的影响 
Table 1  The effects of metal ions, inhibitors, and detergents on the activity of rRuXyn024 
Item Concentration Relative activity (%) Item Concentration Relative activity (%) 

K+ 1 mmol/L  97.20±2.15 EDTA 1 mmol/L 42.10±0.56 

5 mmol/L  98.50±0.85 5 mmol/L 29.10±1.67 

Ca2+ 1 mmol/L  97.10±2.36 SDS 1 mmol/L 50.40±1.52 

5 mmol/L  47.90±2.50 5 mmol/L  3.40±2.70 

Na+ 1 mmol/L  99.80±3.29 β-mercaptoethanol 1 mmol/L 81.40±2.19 

5 mmol/L 106.80±1.60 5 mmol/L  7.90±1.05 

Mg2+ 1 mmol/L  74.90±4.08 Tween-20 0.10% (V/V) 91.50±1.45 

5 mmol/L  50.80±1.49 0.50% (V/V) 86.50±1.55 

Zn2+ 1 mmol/L  74.50±5.42 Triton X-100 0.10% (V/V) 90.40±1.49 

5 mmol/L  41.30±0.32 0.50% (V/V) 96.30±2.39 

Cu2+ 1 mmol/L  53.00±2.40 DTT 1 mmol/L 85.60±3.08 

5 mmol/L 2.20±0.22 5 mmol/L 88.30±1.28 

Mn2+ 1 mmol/L 146.90±6.58    

5 mmol/L 135.80±2.61    

Ni2+ 1 mmol/L  53.10±5.23    

5 mmol/L  28.60±2.63    

 
活性降低了 52.1%；Mg2+、Zn2+、Cu2+和 Ni2+对

rRuXyn024 活性表现出明显的抑制作用，尤其  
5 mmol/L 的 Cu2+几乎使 rRuXyn024 完全失活。

然而，Mn2+明显增强了 rRuXyn024 的活性，其

中 1 mmol/L 和 5 mmol/L 的 Mn2+ 分别使

rRuXyn024 活性提高了 46.9%和 35.8%，表明

Mn2+是 rRuXyn024 的强促进剂。 
Tween-20、Triton X-100、二硫苏糖醇以及

1 mmol/L 的 β-巯基乙醇对 rRuXyn024 的抑制

作用相对较小，但 EDTA、SDS 和 5 mmol/L
的 β-巯基乙醇则严重降低了 rRuXyn024 的  
活性。DTT 对 rRuXyn024 的影响较小，然而   
5 mmol/L 的 β-巯基乙醇却几乎使 rRuXyn024
完全失活。 

2.3  rRuXyn024 的酶解产物分析 
rRuXyn024酶解麦秸木聚糖的产物如图 4所

示，木三糖和木二糖的产量较高，分别占 5 种产

物总和的 44.9%和 30.5%；木四糖和木五糖次之，

分别占到 12.5%和 9.5%；木糖产量最低，仅占

到 5 种产物总和的 2.6%。 
 

 
 

图 4  rRuXyn024 的酶解产物分析 
Figure 4  Analysis of enzymatic hydrolysis products 
of rRuXyn024. 
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2.4  rRuXyn024 对秸秆的水解 
rRuXyn024 对 5 种农作物秸秆的水解作用

如图 5 所示，rRuXyn024 对玉米秸的水解作用最

强，稻秸次之，豆秸和油菜秸稍弱，麦秸最弱。 
 

 
 

图 5  rRuXyn024 对农作物秸秆的水解作用 
Figure  5 The hydrolytic effect of rRuXyn024 on 
crop straws. 
 

3  讨论 
3.1  pET-RuXyn024 表达载体的构建和

RuXyn024 的序列分析 
系统发育树分析揭示了 RuXyn024 与栖瘤

胃普雷沃氏菌(Prevotella ruminicola)(登录号：

P48789)的 β-1,4-内切木聚糖酶亲缘关系最近。

同源建模进一步证实了 RuXyn024 具有糖苷水

解酶家族 10 的典型结构特点，即 β 折叠被 α 螺

旋包裹形成的(β/α)8 桶状结构[16]。丙氨酸扫描结

果表明，突变使木四糖与 RuXyn024 的结合力下

降，进而说明以上氨基酸可能是影响 RuXyn024
活性的关键氨基酸。其中 GLY263 突变成丙氨酸

后突变能达到 4.4 kcal/mol，表明 GLY263 可能

在 RuXyn024 的酶解过程中发挥着尤为重要的

作用。 

3.2  rRuXyn024 的表达和酶学特性分析 
通过 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析，

确认了 rRuXyn024 的成功表达，并且该酶主要

以包涵体形式存在。进一步对上清中 rRuXyn024
的酶学特性进行了分析，并与部分木聚糖酶进行

了对比(表 2)。 
rRuXyn024 表现出广泛的 pH 依赖性，在 pH 

5.0−9.0 时，其残余酶活力能够保持在 60%以上，

这与 Joshi 等[18]报道的一种源于温泉的木聚糖酶

相似。然而超出该 pH 范围时，其酶活力急剧下

降，这可能是因为过高或过低 pH 易压缩蛋白质

的三维结构，使其稳定性下降，进而导致酶活性

降低[24]。通过分析温度对 rRuXyn024 的影响，

发现其在 30−70 ℃均能保持较高活性，这比   
已报道的其他木聚糖酶[17,19]具有更宽泛的反应  
温度。rRuXyn024 的耐热性分析结果表明， 

 
表 2  rRuXyn024 与部分木聚糖酶的对比 
Table 2  Comparison of rRuXyn024 with some xylanases 
Source Molecular 

weight (kDa) 
Optimum pH and 
temperature 

Substrate Main xylo-oligosaccharide 
products 

References 

Rumen metagenome 67.0  6.0, 50 ℃ Wheat straw xylan X4, X3, X5  [17] 
Hot spring metagenome 40.0  7.0, 80 ℃ Beechwood xylan X2, X3 [18] 
Luteimonas abyssi, XH031T 45.0  6.5, 30 ℃ Beechwood xylan X2, X4 [19] 
Rumen metagenome  41.5  6.5, 40 ℃ Birchwood xylan X2, X3, X5  [20] 
Anaeromyces robustus 44.0  5.5, 40 ℃ Beechwood xylan X2, X3 [21] 
Jonesia denitrificans 52.4 7.0, 55 ℃ Beechwood xylan X2, X3 [22] 
Rumen metagenome  41.0  5.0, 50 ℃ Birchwood xylan X2, X3, X5  [23] 
Rumen metagenome 40.4  7.0, 40 ℃ Wheat straw xylan X2, X3 rRuXyn024 
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rRuXyn024 不具备优秀的耐高温特性。Cheng 等[20]

的研究进一步证实了，从瘤胃微生物基因组中克

隆的木聚糖酶也表现出较差的热稳定性。

rRuXyn024的最适温度和 pH分别为 40 ℃和 7.0，
则与其来源瘤胃的环境相一致[25-26]。 

在探讨金属离子对 rRuXyn024 活性的影响

时发现，大多数金属离子会抑制其活性。这可能

是因为金属离子与酶的活性中心结合，致使蛋

白结构受损或是与酶-底物复合体结合，干扰了

其水解作用[27-28]。与此类似，本实验室之前也

发现一种来自骆驼瘤胃的 GH 11 家族木聚糖酶

在 1 mmol/L 和 5 mmol/L Mn2+存在下活性提高

了 33%和 49%。这可能是由于 Mn2+与酶活性中

心的关键氨基酸残基产生交互作用或作为辅因

子增强了酶的活性[29]。 
与本研究结果类似，已报道的部分瘤胃 GH 

10 木聚糖酶也不受 Tween-20 和 Triton X-100 的

影响[20,30]。EDTA 和 SDS 对瘤胃 GH 10 木聚糖

酶的抑制作用在较多研究中得到了证实[16,31]，这

主要是因为 SDS 是一种强变性剂，能够使蛋白

质结构发生不可逆的改变，导致酶失活变性，而

EDTA 是一种金属螯合剂，能够与酶促反应所需

的金属离子结合，影响酶解作用[16]。这也从侧

面说明 rRuXyn024 可能是一种金属依赖性酶，

Mn2+对 rRuXyn024 的促进作用也证实这一点。

DTT 对 rRuXyn024 的影响较小，表明该酶似乎

不需要蛋白质分子内或分子间的二硫键来实现

水解反应[32]，事实上在 rRuXyn024 结构中也并

未预测出二硫键的存在。然而，对于5 mmol/L 的
β-巯基乙醇的影响，尚不能给出合理的解释。 

3.3  rRuXyn024 的酶解产物分析 
rRuXyn024 的酶解产物以木三糖和木二糖

为主，这与之前的报道相似[18,21-22]，表明该酶是

一种易产生木寡糖的木聚糖酶。木寡糖不但能促

进肠道有益菌(如双歧杆菌和乳酸杆菌)的生长，

还具有多种与肠道调节相关的生物活性，如抗氧

化、抗菌、抗炎和抗过敏等，这使得木寡糖作为

功能性食品和饲料添加剂已广泛应用于人类营

养和动物营养中[17]。研究显示聚合度为 2−4 的

低聚木寡糖比高聚合度的寡糖和多糖更易被肠

道有益微生物发酵为短链脂肪酸 [33]。因此，

rRuXyn024 具有生产高价值木寡糖的潜力。 

3.4  rRuXyn024 对秸秆的水解 
不同来源的植物基质，细胞壁表面的气孔数

量、孔径，以及内部的木质纤维素含量、结构等

不同，可能会导致木聚糖酶与木聚糖的接触程度

不同而影响其水解作用[34]。此外，植物基质中

木聚糖的侧链结构，如阿拉伯糖、乙酰基、葡萄

糖醛酸、阿魏酸和对香豆酸等，也是影响木聚糖

酶作用的重要因素[35]，如小麦秸中的阿拉伯糖

通常高于玉米秸[36]。这些因素可能最终导致了

rRuXyn024 对 5 种秸秆的不同水解作用，但

rRuXyn024 对玉米秸秆的有效降解，预示着

rRuXyn024 在提高玉米秸秆在瘤胃中的消化率

具有较大的应用潜力。木聚糖酶作为一种典型的

纤维分解酶，在过去几十年中已经进行了较多研

究，主要探讨其对动物机体健康、生产性能或养

分消化的影响[37-38]。然而，旨在高效降解农作物

秸秆而筛选特异性木聚糖酶的研究相对匮乏。本

课题组先前报道了一种源自瘤胃的 GH30 家族

木聚糖酶，该酶能有效水解麦秸并优化其瘤胃发

酵过程[39]。当前研究结果为进一步丰富秸秆降

解用木聚糖酶酶库奠定了基础。 

4  结论 
本研究利用大肠杆菌成功表达了瘤胃重组

木聚糖酶 rRuXyn024。rRuXyn024 编码 358 个氨

基酸，属于 GH 10 家族，最适反应温度和 pH 分

别为 40 ℃和 7.0，具有宽泛的反应温度。纯纤维

基质中木聚糖是 rRuXyn024 的最佳水解底物。
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Mn2+ 能 够 显 著 促 进 rRuXyn024 的 活 性 。

rRuXyn024 能够有效地催化麦秸木聚糖水解，主

要产生木三糖和木二糖作为水解产物。rRuXyn024
能够显著降解多种农作物秸秆，包括玉米秸、稻

秸、豆秸和油菜秸，其中对玉米秸的水解效率最

高。综上可知，rRuXyn024 具备改善农作物秸秆

瘤胃利用效率的潜力。 
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