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综  述                                                               

木糖异构酶序列结构特点、耐热机理及分子改造 
研究进展 

许伟 1，严明 2，欧阳平凯 2 
1 盐城工学院 化学与生物工程学院，盐城 224051 
2 南京工业大学 生物与制药工程学院，南京 210009 

摘  要: 近年来，随着发展低碳经济的迫切需要，可再生资源利用研究方兴未艾，其中，构建充分利用木质纤维素水

解产物木糖生产乙醇的重组菌成为研究热点。木糖异构酶由于不需要辅酶，成为构建利用木糖重组酵母的首选途径。

文中对近年来木糖异构酶的研究进展进行了综述。首先介绍了木糖异构酶的基本性质、序列、结构和功能特性，

然后对其耐热机理进行了总结归纳；重点阐述了基于序列及结构进行的酶分子改造研究，包括底物特异性改造、

热稳定性改造等；同时，结合作者的研究经历，对如何提高嗜热木糖异构酶在常温下的活性进行了探讨。最后，对

木糖异构酶的研究进展进行了总结和展望，对基于结构改善木糖异构酶催化活性及构建新型高效利用木糖生产乙醇的

重组菌具有重要的指导意义。 
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thermostability mechanism and molecular modification of  
xylose isomerase: a review 
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Abstract:  With the development of low-carbon economy and renewable resource, fermentation of the pentose sugar xylose 
to produce ethanol becomes a very hot topic. The recombinant Saccharomyces cerevisiae can be constructed by expressing 
heterologous xylose isomerase (XI). Because Thermus thermophilus XI (TthXI) does not need cofactor, it has been developed 
for establishing the utilization pathway of xylose in S. cerevisiae. In this article, we reviewed the progress on xylose 
isomerase. We first introduced the primary properties, sequence and structure characters of xylose isomerase, and discussed its 
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thermostability. The molecular modification of xylose isomerase, including of substrate specificity and thermostability were 
discussed in detail. Meanwhile, combined with our own research, we also discussed how to improve the xylose isomerase 
activity at room temperature. Finally, we suggested perspectives of xylose isomerase. 

Keywords:  xylose isomerase, structure, thermostability, modification 

木糖异构酶 (Xylose isomerase，Ⅺ) (EC 5.3.1.5) 

可以催化五碳糖 D-木糖转化为 D-木酮糖，在微生物

体内的糖代谢过程中起着重要的作用；在体外亦能

催化 D-葡萄糖到 D-果糖的异构化反应，所以又称为

葡萄糖异构酶 (图 1)。木糖异构酶具有极其重要的

工业应用价值，和蛋白酶、淀粉酶等并称为重要的

工业用酶 [1]，引起研究人员的关注并对其开展了较

为广泛的研究。在基础研究方面，发现该酶的结构

非常稳定，是研究蛋白质结构与功能关系优良模型

之一 [2]。近年来，随着发展低碳经济的迫切需要，

可再生资源利用研究方兴未艾，其中，利用木糖异

构酶构建发酵半纤维素水解产物木糖生产乙醇的重

组菌成为研究热点[3-4]。研究发现来自嗜热细菌及真

菌的木糖异构酶能够在酿酒酵母中表达出活性，参

与了酿酒酵母木糖代谢途径的构建[5-7]。因此，深入

了解木糖异构酶独特的结构机理并通过酶分子改造

提高其活性，对构建新型高效利用木糖的重组酿酒

酵母具有重要的理论及应用意义[8-9]。 

 

图 1  木糖异构酶催化的反应 
Fig. 1  Reactions catalyzed by xylose isomerase. 
 

1  木糖异构酶的酶学性质及序列和结构

特点 

1.1  木糖异构酶的酶学性质 
1957 年，美国研究人员先后在嗜水假单胞杆菌、

短乳杆菌、戊糖乳酸菌中发现木糖异构酶，从此拉

开了木糖异构酶研究的序幕。迄今为止，已经在细

菌、真菌和放线菌等多种微生物中以及植物中鉴定

出木糖异构酶[10-12]。 

不同来源的木糖异构酶最适反应温度一般为

60 ~90 ℃ ℃。这取决于缓冲液、底物浓度、激活剂、

稳定剂及反应时间等多种因素。其中乳酸杆菌和埃

希杆菌木糖异构酶的热稳定性较差。链霉菌、枯草

芽胞杆菌以及某些嗜热菌中的木糖异构酶在高温下

相当稳定。 

木糖异构酶的最适 pH 偏碱性，通常在 7.0~9.0

之间。在偏酸性的条件下，大多数种属的木糖异构

酶活性较低。表 1 中列出了文献报道的一些重要木 
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表 1  几种重要木糖异构酶的基本性质 
Table 1  Properties of some important xylose isomerases 

Sources Number of residue Optimum temperature (°C) Optimum pH References 

Thermotoga neapolitana 443 95 7.0 [14] 

Arthrobacter sp. nrrl b3728 394 80 8.0 [15] 

Streptomyces albus 390 70 7.0 [16] 

Streptomyces rubiginosus 388 85 8.8 [17] 

Streptomyces diastaticus 387 70 8.1 [18] 

Streptomyces olivochromogenes 386 80 8.0 [19] 

Thermus caldophilus 387 90 7.0 [20] 

Actinoplanes missouriensis 393 75 7.9 [21] 

Bacillus stearothermophilus 440 80 7.5 [22] 

Thermus thermophilus 387 90 7.0 [23] 

 
 

糖异构酶的基本性质。木糖异构酶的活力及稳定性

跟二价金属离子有着非常密切的关系。二价阳离子

Mg2+、Co2+及 Mn2+可以稳定和激活木糖异构酶的活

性 [13]；而 Ag+、Hg2+、Cu2+、Zn2+、Ni2+和 Ca2+等

离子通常抑制其催化活性。金属离子还影响木糖

异构酶对不同底物的活性，如凝结芽胞杆菌木糖

异构酶和 Mn2+结合时对木糖的活性最高，和 Co2+

结合时对葡萄糖的活性最高。不同来源的木糖异

构酶可能需要不同的金属离子使其保持较高的活

性，如 Mg2+对 7 号链霉菌 M1033 所产木糖异构酶

的激活作用最大。 

木糖异构酶以 D-木糖作为天然最适底物，其对

D-葡萄糖的 Km 值通常是 D-木糖 Km 的几十倍甚至上

百倍。木糖异构酶除催化 D-葡萄糖和 D-木糖的异构

化反应外，据文献报道其还能以 D-核糖、L-阿拉伯

糖、L-鼠李糖、D-阿洛糖等单糖以及葡萄糖的 C3、

C5、C6 的修饰衍生物为催化底物[24]。表 2 中列出了

几种重要的木糖异构酶的反应动力学常数。 
 
 

表 2  几种重要木糖异构酶的反应动力学常数 
Table 2  Kinetic parameters of important xylose isomerases 

Sources Substrate Km (mmol/L) References 

D-glucose 146.8 Thermus thermophilus 
 D-xylose 3.4 

[25] 

Streptomyces rubiginosus D-glucose 160.0 [17] 

D-glucose 250.0 Streptomyces livochromogenes 
 D-xylose 33.0 

[18] 

D-glucose 290.0 Actinoplanes missouriensis 
 D-xylose 4.8 

[26] 

D-glucose 230.0 Arthrobacter sp. 
 D-xylose 3.0 

[27] 

D-Arabinose 151.0 Thermus aquaticus 
 D-xylose 15.0 

[28] 
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1.2  木糖异构酶的序列及结构特点 
1.2.1  木糖异构酶的序列特点 

迄今为止，Swiss-Prot/TrEMBL 数据库中已经

公布了来源于近百种微生物木糖异构酶的氨基酸

序列 [29-30]。其中大多数来自于细菌，少部分来自于

真菌。 

根 据 氨 基 酸 序 列 同 源 性 ，Ⅺ 可 分 为 两 大

类 [31]，Class Ⅰ  (约 390 个残基 ) 主要来自于链

霉菌属 Streptomyces sp.、密苏里游动放线菌

A. missouriensis、小瓶菌属 Ampullariella sp.、节杆

菌属 Arthrobacter sp.和栖热菌属 Thermus sp.等菌

种，一般序列同源性超过 50％。Class Ⅱ (约 440

残基) 主要来自大肠杆菌 Escherichia coli、枯草芽胞

杆菌 Bacillus subtilis 和栖热袍菌属 Thermotoga sp.。

与 Class Ⅰ相比，它们在 N-末端明显延长了约 50

个氨基酸残基。PROSITE 数据库中[32]也根据Ⅺ序列

的保守性给出了 2 个信号模式：[LI]-E-P-K-P-x (2)-P 

(PS00172) 其中 Glu (E) 残基稳定辅因子，而 Lys (K) 

残基参与催化过程 [33]； [FL]-H-D-{K}-D-[LIV]-x- 

[PD]-x-[GDE] (PS00173) 来自于 N-末端的保守区

域，其中 His 残基参与催化过程[34]。 

1.2.2  木糖异构酶三维结构特点 

迄今为止，PDB 数据库中已经公布约 100 个木

糖异构酶的野生型或突变体的晶体结构。通过对数

据的分析发现，共来自 12 种微生物 (表 3)。2000

年，中国科技大学朱学勇等通过 X-射线衍射方法测

定了 7 号淀粉酶链霉菌 M1033 菌株木糖异构酶的晶

体结构[35]，这是国内研究人员对木糖异构酶结构研

究的重大贡献。 

研究表明，木糖异构酶绝大多数是同源四聚体

或二聚体，亚基间不存在二硫键。从表 3 中可知，

木糖异构酶 Class Ⅰ的结构报道较多，也为其分子

改造奠定了坚实的基础。相对来说，Class Ⅱ的木糖

异构酶研究较少。 

图 2 中给出了两类木糖异构酶的三维结构。

嗜热栖热菌木糖异构酶  (图 2A) 属于 Class Ⅰ，

是同源四聚体，每个亚基由 2 个结构域构成：催

化结构域折叠成 αβ桶；C-末端小结构域无 β-片层，

由环链区和螺旋组成并且与相邻亚基的催化结构

域广泛接触；Class Ⅱ木糖异构酶  (图 2B) 具有明

显延伸的 N-末端。两类木糖异构酶折叠的核心结

构是折叠成桶状的平行 β 片层，其中的 β 片层被

位于桶外沿的 α 螺旋连接。活性中心处于连接 β

片层羧端与 α 螺旋羧端 8 段环链构成的一个漏斗

状空腔的底部 [42]。  

1.2.3  木糖异构酶的活性中心特点 

木糖异构酶的单亚基都有一个深陷的口袋状的

活性中心，每个活性中心包含两个二价金属离子结

合位点，以及与底物结合和催化过程相关的保守残

基。通常位点Ⅰ (图 3 Mn1 位置) 的金属离子称为

结构离子，位点Ⅱ (图 3 Mn2 位置) 的金属离子称

为催化离子。 

 
 

表 3  PDB 数据库中不同来源的木糖异构酶晶体结构 
Table 3  Xylose isomerase from different microorganisms 
in PDB database 

Sources Class References

Streptomyces rubiginosus Class I [36] 

Streptomyces diastaticus Class I [35] 

Streptomyces albus Class I [37] 

Streptomyces murinus Class I [38] 

Streptomyces olivochromogenes Class I [39] 

Arthrobacter sp. Class I [33] 

Actinoplanes missouriensis Class I [26] 

Bacillus stearothermophilus Class II  

Thermus caldophilus Class I [20] 

Thermus thermophilus Class I [23] 

Thermoanaerobacter thermosulfurogenes Class II [40] 

Thermus neapolitana Class II [41] 
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图 2  木糖异构酶的三维结构 
Fig. 2  Three-dimension structure of xylose isomerase. (A) TthXI (PDB ID:1BXB) included in Class I. (B) B. stearothermophilus XI 
(PDB ID:1A0D) included in Class II. The N-terminus labelled in red. 
 
 

 

图 3  S. rubiginosus 木糖异构酶的活性中心 
Fig. 3  Active site of xylose isomerase from S. rubiginosus. 

 
 
研 究 人 员 通 过 对 S. rubiginosus Ⅺ  (PDB 

ID:1XIC) 进行深入研究，探讨了活性中心重要残基

的功能。1XIC 单亚基具有 387 个氨基酸残基，晶体

结构活性中心给出了金属离子及 D-木糖的位置 (图

3)。残基 H54、D57 和 K183 主要用于底物的结合，

残基 E181、E217、D245 和 D287 的羧基氧原子与结

构离子 Mn1 形成配位键。催化离子 Mn2 主要与残

基 E217、H220、D255 和 D257 形成配位键参与催

化反应。 

1.3  嗜热木糖异构酶耐热分子机理 
1.3.1  嗜热木糖异构酶的残基组成 

T. thermophilus Ⅺ (TthXI) 单亚基含有 387 个

氨基酸残基，分子量为 43 907 Da，残基组成如表 4

所示。其中，带负电荷 (Asp 和 Glu) 的氨基酸残基

数目占 16.3％；带正电荷 (Arg 和 Lys) 的氨基酸残

基占 13.0％。TthXI 的 Arg、Glu 和 Val 等残基的比例

高于常温菌木糖异构酶。这种在氨基酸组成上的差异

可能是嗜热木糖异构酶具有高热稳定的原因之一[43]。 

通过多序列比对及分析发现 [2] (残基标号以

1BXB 为例)，在所有已知序列木糖异构酶中 W15、

D23、F25、G26、H53、D54、W136、G138、R139、

E140、G141、E180、P181、K182、P183、E185、

P186、N214、E216、H219、A234、D244、N246、

F285 和 R291 共 25 个残基是严格保守的。这些残基

主要负责底物及辅因子的结合及催化。 

1.3.2  嗜热木糖异构酶高热稳定性的结构基础 

Chang 等[23]对来自常温菌和嗜热菌的木糖异构

酶 的 结 构 进 行 了 比 较 和 分 析 ， 发 现 来 自 T. 

thermophilus 和 T. caldophilus 木糖异构酶具有高热

稳定性的主要因素为：1) 离子对和离子对网络增

加；2) 亚基之间的空隙减小；3) 酰氨基的脱氨作用

减少；4) Loop 区的长度缩短。 

作为同源四聚体，TthXI 亚基的紧密包装及亚
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基间的相互作用对其热稳定性起着非常重要的作

用[44]。作者运用结构分析软件研究发现，TthXI 亚

基之间存在着广泛接触，亚基之间的三种作用形式

如图 4 所示[45]。 

表 5 中统计了 3 个不同菌属木糖异构酶的亚基

相互作用情况。其中 TthXI、TcaXI 和 AmiXI 分别

代表来自 T. thermophilus、 T. caldophilus 和 A. 

missouriensis 的木糖异构酶，AB、AC 和 AD 分别代

表不同的亚基界面。TthXI、TcaXI 和 AmiXI 单亚基

分别具有 387/387/393 个氨基酸残基，最适反应温度

分别为 85 /90 /75 ℃ ℃ ℃。表 5 中可以看出，与 AmiXI

相比，TthXI 和 TcaXI 的 AB 和 AD 界面离子对数目

显著升高。研究表明，与常温菌相比，TthXI 亚基界

面上增加了部分起到稳定长 loop 区域的离子对。在

TthXI 亚基 AB 界面上，Arg249 和 Arg252 与来自另

外亚基的 Asp189 形成离子对，Asp27 与另一亚基的

Arg60 形成离子对。在亚基 AD 界面上，Arg258 与

来自另一亚基的 Glu372 和 Asp375 形成离子对[23]。

亚基界面上的这些特殊的离子对可能对增强木糖异

构酶的热稳定性非常重要。 
 
 

表 4  TthXI 的氨基酸组成 
Table 4  The amino acids composition of TthXI 

Residue Number Percentage (%) Residue Number Percentage (%) 

Ala (A) 46 11.9 Leu (L) 43 11.1 

Arg (R) 33 8.5 Lys (K) 17 4.4 

Asn (N) 9 2.3 Met (M) 8 2.1 

Asp (D) 26 6.7 Phe (F) 22 5.7 

Cys (C) 1 0.3 Pro (P) 22 5.7 

Gln (Q) 9 2.3 Ser (S) 9 2.3 

Glu (E) 37 9.6 Thr (T) 13 3.4 

Gly (G) 30 7.8 Trp (W) 6 1.6 

His (H) 9 2.3 Tyr (Y) 16 4.1 

Ile (I) 7 1.8 Val (V) 24 6.2 

 
 

           

图 4  TthXI 亚基之间的三种作用模式[45] 
Fig. 4  Three interaction patterns among subunits of TthXI (PDB ID:1BXB)[45]. Subunit A, B, C and D are shown in red, yellow, blue 
and green, respectively. The interaction patterns of subunit AB, AC and AD shown in (a), (b) and (c), respectively[45]. 
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表 5  木糖异构酶亚基界面分析 
Table 5  Analysis of subunit interfaces in xylose isomerases 

Number of residue Number of ion pairs Number of hydrogen bond 
Subunit interface 

TthXI TcaXI AmiXI TthXI TcaXI AmiXI TthXI TcaXI AmiXI 

AB 31 31 30 12 12 6 13 10 18 

AC 77 75 89 34 26 23 44 40 62 

AD 36 33 31 16 12 4 29 24 18 

 
 

2  木糖异构酶的分子改造 

2.1  木糖异构酶的底物特异性改造 
酶的催化作用主要是通过酶活性中心残基与

底物相互作用完成。因此，酶活性中心残基对酶

的底物特异性起着决定性的作用[46]。Meng 等[47]对

T. thermosulfurigenes 木糖异构酶活性中心附近的残

基 W138 用 Phe 取代，发现突变酶对葡萄糖的亲合

力增加，并且催化效率比野生酶上升了 2.6 倍。同

时 ， 突 变 酶 在 85 ℃的 半 衰 期 延 长 了 一 倍 。

Sriprapundh 等[48]对 T. neapolitana 木糖异构酶进行

了 V185T 突变，突变酶对葡萄糖的催化效率提高了

3.1 倍，究其原因是由于突变增加的氢键稳定了葡萄

糖 C6 上的羟基。Santa 等[49]将 AmiXI 活性中心靠近

底物 C5 羟基的残基 V135 突变为 Asn，突变酶对 L-

核糖的催化效率提高 3 倍。分子模拟结果表明，突

变酶残基 N135 与 E181 形成氢键，同时 L-核糖 O4

与活性中心金属Ⅰ形成配位键，从而稳定了底物的

构象。为改善 AmiXI 对 L-阿拉伯糖的催化活性，

Karimaki 等[50]设计了 F26W 和 Q256D 突变，结果突

变酶催化效率分别增加了 2 倍和 3 倍，分析表明前

者是由于 Kcat 的变化导致，而后者可能是突变导致

酶活性中心静电环境发生改变。 

2.2  木糖异构酶热稳定性的改造 
工业上酶的催化过程通常在较高温度下进行，

因为高温具有增加溶解度和反应速率以及降低溶液

黏度、防止微生物污染等优点。提高酶的热稳定性

也是木糖异构酶改造的热点之一。 

伍传金等[51]对 S. diastaticus 木糖异构酶进行了

K253R 和 N184V 突变发现热稳定性都有所下降，其

中 K253R 活性为野生酶的 1.5 倍，而突变酶 N184V

活性远低于野生酶。肖亚中等[18]对 S. diastaticus 木

糖异构酶进行 A198C 突变，突变酶的最适温度提高

了 8 ℃。一般来说，由于 Pro 的转动自由度较小，

Pro 的吡咯烷环使得 β-转角或无规卷曲结构更加

稳定，从而提高蛋白质的热稳定性。朱国萍等[52]

在 S. diastaticus 木糖异构酶中引入了 G138P 突变，

突变酶的热失活半衰期约是野生酶的 2 倍并且最

适温度提高了 10 ~12 ℃ ℃。分析表明由于突变酶

引入了一个吡咯烷环，该侧链刚好充填由于 G138

无侧链基团而留下的空洞使蛋白质空间结构更具

刚性，从而提高了热稳定性。Sriprapundh 等[48]对

T. thermosulfurigenes 木糖异构酶的热稳定性进行了

研究，分别引入 A62P 和 Q58P/A62P 突变都使得突

变酶热稳定性明显下降；而引入 Q58P 后突变酶热

失活半衰期比野生酶增加了 43％。 

2.3  改善嗜热木糖异构酶低温下活性的研究 
由于嗜热酶 TthXI 在常温下活性较低，这严

重限制了利用该酶所构建的重组酿酒酵母发酵木

糖生产乙醇的能力。提高嗜热木糖异构酶在低温

下的活性，已成为开发新型重组乙醇产生菌的关

键技术之一。  

Lonn 等[25]对 TthXI 进行随机突变，获得突变酶

E372G/V379A、E372G/F163L 及 E372G 低温下的活

性均有提高，其中低温下活力提高最多的是突变酶

E372G/V379A。在 60 ℃下，3 个突变酶对 D-木糖的
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Kcat 比野生酶提高了 9 倍，但催化效率 Kcat/Km 没有

上升，并且较野生酶相比三者的热稳定性都显著下

降。研究人员对突变酶已经申请了专利[53]，限制了

对突变酶的进一步应用。郭亭等[54]利用重叠延伸法

对 TthXI 进行 P137G 突变，获得了中温下活性有所

提高但热稳定性显著下降的突变酶，结果表明该处

的 Pro 对维持其热稳定性起到重要的作用。

Sriprapundh等[55]在 T. neapolitana木糖异构酶 V185T

突变体的基础上，通过定向进化的方法获得了两种

低 温 及 低 pH 条 件 下 活 性 增 高 的 突 变 酶

V185T/L282P 和 V185T/L282P/F186S。结构分析表

明，F186S 突变破坏了 F186、Y184、F228 和 F262

四个残基芳香环间的相互作用，增加了结构的柔性，

导致其低温下活性升高。 

本文作者对木糖异构酶也进行了较深入的研

究[56-58]，通过对 TthXI 与底物木糖的复合物在不同

温度下进行纳秒级的分子动力学模拟，揭示了温度

对该酶结构柔性的影响，指出高温下该酶的柔性部

位主要位于亚基界面以及由残基 55~80 组成的

helix-loop-helix 区域 (图 5)。 

基于嗜热木糖异构酶与其相应常温酶保守残

基的差异，结合对亚基界面保守残基相互作用模

拟分析，我们首次提出定点突变嗜热酶的保守残

基降低亚基间相互作用，来改善 TthXI 低温下活

性的策略。在大肠杆菌中高效表达了具有 N91D

突变的 TthXI[59]，并获得了 4 种低温下活性明显

增 加 的 重 组 突 变 酶 D375G/V385A 、 D375G 、

K355A 和 V144A (图 6)[60]。结果证明通过对 TthXI

亚基界面保守残基的定点突变，降低亚基间相互

作用能有效地改善其冷适应性。该策略对其他嗜

热菌中木糖异构酶的冷适应性改造具有积极的借

鉴意义。  
 

 

图 5  高温 86.85 ℃与 26.85 ℃相比柔性增加的区域及重要残基在 TthXI 结构上的定位[56] 

Fig. 5  The important regions and residues with higher flexibility at 86.85 °C compared with 26.85 °C[56]. C- terminal domain shown 
in blue and helix-loop-helix region (residues 55−80) shown in yellow. 
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图 6  温度对具有 N91D 突变的 TthXI 及其突变酶的影响[60] 
Fig. 6  Effect of temperature on the specific activity of TthXI-N91D and its mutants[60]. 

3  展望 

综上所述，由于 TthXI 在酿酒酵母中成功表达

出活性，为重组酿酒酵母发酵木糖生产乙醇开辟了

一条新的道路。该酶在发酵木糖生产乙醇方面的工

业应用潜力及其独特的分子结构特点引起了广泛的

关注。近年来，有关木糖异构酶序列及结构特点、

底物特异性、热稳定性及冷适应性方面的分子改造

虽然取得了一定的进展，但还存在着一些问题有待

解决。如木糖异构酶的催化过程的负氢离子转移机

制仍不明确；如何提高木糖异构酶对木糖的催化活

性的报道还较少。本文较全面地综述了木糖异构酶

结构与功能关系的研究进展，对于深入理解嗜热木

糖异构酶具有高热稳定性的结构机理，并且基于以

上经验进行分子改造，提高木糖异构酶的催化活性

具有非常重要的意义。 
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