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Introduction

嗜热木聚糖酶

食品、饲料、制浆造纸、生物脱胶……

木聚糖是半纤维素的最丰富的形式

纤维素                           半纤维素

β-1，4 糖苷键连
接的葡萄糖均聚物

由几种不同类型的单
糖构成的异质多聚体
（主要成分为木糖）



Introduction

木糖： β-1，4 糖苷键连接的木糖残基作为主链

1 2 3 4 5
 阿拉伯糖        半乳糖           葡萄糖      葡萄糖醛酸          乙酰化

未取代的木聚糖、阿拉伯木聚糖、
葡糖醛酸木聚糖、阿拉伯葡糖醛酸木聚糖…… 木聚糖
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各种修饰的结果            木聚糖的化学组成和结构的多样性

需要宽范围的酶和酶活性来降解

Geobacillus 
Stearothermophilus

 strain T-6
（嗜热脂肪土芽孢杆菌）

两种木聚糖酶

 α-葡糖醛酸糖苷酶

三种木糖苷酶

阿拉伯呋喃糖苷酶

阿拉伯吡喃糖苷酶
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Geobacillus 
Stearothermophilus

 strain T-6
（嗜热脂肪土芽孢杆菌）

23.55kb基因组DNA片段含有细胞外
和细胞内木聚糖酶，β-木糖苷酶和参
与葡萄糖醛酸转运和代谢的12个基因

完整的基因组序列尚未公开 木聚糖和阿拉伯糖苷代谢的有限理解

全基因
组测序

嗜热毁丝杆菌（G.thermodenitrificans）
嗜热毁丝霉（G. kaustophilus）
地芽孢杆菌 菌株GHH01
地芽孢杆菌 菌株JF8
热葡萄糖苷酶TNO-09.020
G. thermoleovorans CCB_US3_UF5
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six novel xylanolytic Geobacillus  strains

GenBank JGI

该分析的结果显示，碳水化合物代谢的组织和个体基因在
整个属中是高度保守的。

此外，许多这些碳水化合物降解簇位于单一的200kb保守
基因组区域。



Materials and Methods

Geobacillus strains were isolated from environmental samples



Materials and Methods

YTP-2  （每升）
  
2.0g   酵母提取物，
2.0g   胰蛋白胨，
2.0g   丙酮酸钠，
1.0g    KCl，
2.0g    KNO3，
2.0g    Na2HPO4.7H2O 
0.1g    MgSO4，
0.03g  CaCl2，
8.0g    琼脂
2.0ml  澄清的番茄汁
在70℃下培养。
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制备基因组DNA

1L分离菌株的培养物

在70℃下在以200rpm搅拌的烧瓶中生长18小时

离心收集

SDS和蛋白酶K组合裂解细胞浓缩物

苯酚/氯仿提取分离基因组DNA
并用RNA酶处理除去残留的RNA



Materials and Methods

1.0 ml YT2培养基

70℃  1000rpm  72小时

离心回收细胞

0.1 ml Cellytic llB试剂处理裂解细胞

0.5 ml含有0.2%AZCL不溶性底物和
50 µl上清或者
10 µl裂解澄清物的
50mM乙酸盐缓冲液（Ph5.8）
测定上清或者裂解物样品的内活性

5.0 µl澄清裂解物

含有10mM 4-甲基伞形酮基的
琼脂平板上点样

70℃  2小时

手持UV灯检查   阴性阳性对照

测定样品的外向活性

样品的外向活性样品的内向活性
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 Joint Genome Institute (JGI)
 
 对6种分离的土芽孢杆菌进行基因组测序

6个测序菌株的16s rRNA基因序列
以发表的所有的地芽孢杆菌属的菌株的16s rRNA基因序列

确定新型土芽孢杆菌菌株的系统发育



Results

Enzymatic activities of Geobacillus strains grown on 
various carbohydrate substrates.

  丙酮酸盐                 木糖                 葡萄糖             阿拉伯糖              木寡糖       阿拉伯半乳聚糖



Results

Geobacillus sequencing results



FIGURE 1 | The evolutionary history was 
inferred by using the Maximum Likelihood 
method based on the Tamura-Nei model 
(Tamura and Nei, 1993). The tree with the 
highest log likelihood (−3118.4467) is shown. 
Initial tree(s) for the heuristic search were 
obtained automatically by applying Neighbor-
Join and BioNJ algorithms to a matrix of 
pairwise distances estimated using the 
Maximum Composite Likelihood (MCL) 
approach, and then selecting the topology with 
superior log likelihood value. The tree is drawn 
to scale, with branch lengths measured in the 
number of substitutions per site. The analysis 
involved 24 nucleotide sequences. All 
positions containing gaps and missing data 
were eliminated. There were a total of 1260 
positions in the final dataset. Evolutionary 
analyses were conducted in MEGA5 (Tamura 
et al., 2011). The type strains of all validly 
described species are included (NCBI 
accession numbers): G. caldoxylolyticus 
ATCC700356T (AF067651), G. 
galactosidasius CF1BT (AM408559), G. 
jurassicus DS1T (FN428697), G. kaustophilus 
NCIMB8547T (X60618), G. lituanicus N-3T 
(AY044055), G. stearothermophilus R-35646T 
(FN428694), G. subterraneus 34T (AF276306), 
G. thermantarcticus DSM9572T (FR749957), 
G. thermocatenulatus BGSC93A1T 
(AY608935), G. thermodenitrificans R-35647T 
(FN538993), G. thermoglucosidasius 
BGSC95A1T (FN428685), G. thermoleovorans 
DSM5366T (Z26923), G. toebii BK-1T 
(FN428690), G. uzenensis U T (AF276304), 
and G. vulcani 3S-1T (AJ293805). The 16S 
rRNA sequence of Paenibacillus lautus 
JCM9073T (AB073188) was used to root the 
tree. 





Cob:钴胺素生物合成簇
NO3:硝酸还原酶簇
Frue:果糖利用簇
Cell:纤维二糖利用簇
NO2:亚硝酸还原酶簇
Xyn:木糖和木聚糖利用簇

Ara:阿拉伯糖和阿拉伯聚糖利用簇和核糖转运蛋白簇
Pep:肽利用簇
Urea:尿素酶和尿素利用簇
Inos:肌醇磷酸利用簇
 αMan:α-甘露糖苷利用簇
Glen:葡萄糖酸盐利用簇 Mtl:甘露醇利用簇



Carbohydrate Clusters Found in 
the ∼ 200 Kb Region of the 

Sequenced Geobacillus Strains 

甘露醇代谢

α-甘露糖苷和肌醇磷酸代谢

阿拉伯糖和阿拉伯糖代谢

木糖和木聚糖代谢

纤维二糖和果糖代谢



Results

甘露醇代谢

三组分磷酸转移酶系统（PTS）

使用磷酸烯醇式丙酮酸将
糖运输至细胞中，并将其

磷酸化

甘露醇-1-磷酸

果糖-1-磷酸

甘露醇-1-磷酸-
5-脱氢酶
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1MC16肌醇磷酸代谢簇



Results

肌醇利用集群图。
（A）在1MC16，G.thermodenitrificans DSM 465和G.thermodenitrificans 
NG80-2中发现的簇。
  （B）嗜热毁死霉  HTA426，地球芽孢杆菌PSS2，热葡萄球菌M10EXG和热疣
菌GS-1中发现的簇。



阿拉伯糖和核糖代谢簇



Results





Carbohydrate Clusters Found 
Outside the ∼ 200 Kb Region

淀粉代谢

半乳糖和半乳糖苷代谢

蔗糖代谢



Results

α-1,4-连接的葡萄糖寡糖代谢簇



Results

半乳糖和半乳糖苷代谢簇
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