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研究报告                                                              

极耐热性β-葡萄糖醛酸酶的高效表达和酶学性质及其 
应用 

王卓 1#, 裴建军 1#, 李华钟 1, 邵蔚蓝 1,2 
1 江南大学生物工程学院, 无锡 214122 
2 南京师范大学生命科学学院, 南京 210046 

摘  要: 从海栖热袍菌克隆出编码热稳定性β-葡萄糖醛酸酶基因, 以热激载体 pHsh 为表达质粒, 在大肠杆菌中得到高

效表达。基因表达产物通过一步热处理后, 酶纯度达电泳均一。纯化重组酶酶学性质研究表明, β-葡萄糖醛酸酶的最适

反应温度为 80oC, 最适反应 pH 为 5.0, pH 5.8~ 8.2 之间酶的稳定性较好, 80oC 的半衰期为 2 h, SDS-PAGE 结果显示分子

量为 65.9 kD, 与理论推算值相吻合。以对硝基苯-β-葡萄糖醛酸苷(pNPG)为底物时, 其动力学参数 Km 值 0.18 mmol/L, 

Vmax 值为 312 u/mg。初步的应用分析表明, 该重组酶能催化甘草酸转化为甘草次酸。 
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Expression, Characterization and Application of Thermostable 
β-glucuronidase from Thermotoga maritima 
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Abstract: The gene of β-glucuronidase from Thermotoga maritima was cloned into the plasmid pHsh, and expressed in Escherichia 
coli JM109. The recombinant protein was purified to homogeneity by a simple step, heat treatment. The recombinant enzyme had a 
molecular mass of 65.9 kD. The optimal activity of β-glucuronidase was found at pH 5.0 and 80oC. The purified enzyme was stable 
over a pH range from 5.8 to 8.2 and had a half life of 2 h at 80oC. The kinetic experiments at 80oC with p-nitrophenyl-β- glucuronide 
as substrate gave a Km and Vmax of 0.18 mmol/L and 312 u per mg of protein. The purified enzyme could transform glycyrrhizin to 
glycyrrhetinic acid. 
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甘草属于豆科植物 , 具有明显的抗炎 , 抗溃疡

作用和抗变态反应作用; 近年的药理研究发现甘草

还具抗肿瘤, 抗爱滋病毒的活性。大量研究证明,上

述作用主要归因于甘草的主要成分甘草酸和甘草次

酸及其衍生物[1−4]。甘草酸(Glycyrrhizin, GL)属于三

萜类皂甙, 在 C3 位连接 2 个葡萄糖醛酸。研究表明, 
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甘草酸的糖链对其生理功能有着重要影响 [5]。如果

去掉甘草酸的 2 个葡萄糖醛酸 , 则生成甘草次酸

(Glycyrrhetinic acid, GA), 抗炎, 免疫调节, 抗肝损

伤, 抗病毒, 抗肿瘤等生理活性增强。如果去掉甘草

酸的 1 个葡萄糖醛酸, 则生成单葡萄糖醛酸甘草次

酸(Glycyrrhetinic acid monoglucuronide, GAMG), 其

甜度为蔗糖的 1000 倍, 并有可能会去除甘草酸排钾

阻钠的副作用[6]。有研究发现, β-葡萄糖醛酸酶能催

化甘草酸生成甘草次酸或者单葡萄糖醛酸甘草次酸, 

不同来源的酶在降解特性上有一定的差异 [7]。由于

β-葡萄糖醛酸酶在工业催化中的应用潜力, 对于它

的研究近年来成为一个热点。 

作为药物制备中使用的催化剂, 人们期望所用

的酶具有很好的纯度、反应过程中不需要防腐, 极

耐热性酶在制备和应用中易于满足这些要求。虽然

已经在许多微生物中发现有β-葡萄糖醛酸酶, 并且

有些已经对它的酶学性质进行了研究[8]。但是, 目前

已报道的热稳定性β-葡萄糖醛酸酶并不多。海栖热

袍菌(Thermotoga maritima)是一种生长在 55~90oC

的海底火山口附近、严格厌氧的细菌[9]。海栖热袍

菌产生的β-葡萄糖醛酸酶具有热稳定性好[10]。因此, 

采用基因工程的技术对海栖热袍菌的β-葡萄糖醛酸

酶进行高效率的表达具有一定的应用前景。本研究

采用受σ32 调控的 pHsh 热激表达载体[11], 对海栖热

袍菌的β-葡萄糖醛酸酶进行高效的表达, 研究其酶

学性质并首次对重组酶在甘草酸的转化中的催化特

性进行了初步研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

海栖热袍菌 Thermotoga maritime 购自美国菌种

收 藏 中 心 , 编 号 为 ATCC43589, 大 肠 杆 菌

Escherichia coli JM109 购于 Promega (Wisconsin, WI, 

USA), 质粒 pHsh 为本实验室构建并保存。 

1.1.2  主要试剂 

限制酶 T4 DNA 连接酶和 DNA 聚合酶购自宝生

物工程公司 , 质粒抽提试剂盒 , 割胶回收试剂盒购

自 Qiagen 公司, 甘草酸单铵盐, 对硝基苯酚基-β-葡

萄糖醛酸苷均购自 Sigma 公司。甘草次酸标准品购

自上海融禾医药科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基及培养条件 

大肠杆菌培养在 LB 培养基, 电转化用 SOC 培

养基, 转化子的选择用含有氨苄青霉素(10 μg/mL)

的 LB 培养基, 配方见文献[12]。 

在 除 氧 充 氮 条 件 下 配 制 海 栖 热 袍 菌 培 养 基 : 

NaCl 28 g/L, MgSO4·6H2O 3.5 g/L, MgCl2·6H2O  
2.7 g/L, KCl 0.33 g, NH4Cl 0.25 g/L, CaCl2 0.0855 
g/L, 可溶性淀粉 5.0 g/L, 指示剂(Reaszurin) 1 mL/L, 

Na2S 0.5 g/L, 半胱氨酸 0.5 g/L, 酵母粉 0.5 g/L, K2HPO4 

(100 mmol/L)10 mL/L, 双 甲 氧 苯 基 三 氯 乙 烷

(Bis-Tris  pH 7.2, 1 mol/L) 20 mL/L, 微 量 元 素

(1000×) 1 mL/L。微量元素(1000×)配方: 浓 HCl 1 
mL; Na4EDTA(tetrasodium)0.5 g/L; FeCl3 2.0 g/L; 
H3BO3 0.05 g/L; ZnCl2 0.05 g/L; CuCl2·2H2O 0.03 

g/L; MnCl2·4H2O 0.05 g/L; (NH4)2MoO4 0.05 g/L; 

AlKSO4·2H2O 0.05 g/L。分装于 100 mL 预先充氮

的血清瓶中, 加盖密封并灭菌。 

T. maritima 的接种与培养: 用注射器按 0.5%

接种量接种于预先还原的培养基中, 80oC 静置培养

8 h。菌种于室温厌氧条件下可保存半年。 

1.2.2  基因操作 

基因组 DNA 提取, DNA 的内切酶水解和连接, 

DNA 片段的分离, 感受态细胞的制备, 以及基因的

高效电转化方法均参照文献[12]。质粒的制备, 从琼

脂糖凝胶提取 DNA 等操作按照 Qiagen 试剂盒使用

指南进行。 

1.2.3  β -葡萄糖醛酸酶表达载体的构建 

根据海栖热袍菌基因组序列中的基因 TM1062

序列设计并合成一对引物 1 和引物 2, 引物 1(5'-3'): 

cccccatggtaagaccgcaacgaaac 内有 Nco І酶切位点和起

始密码子。引物 2(5'-3'): cccaagcttattaaacctcactccacagt- 

cttc 内含 Hind III 酶切位点, 由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成。用此引物, 以 T. maritima 菌

的基因组 DNA 为模板, PCR 扩增参数为 95oC 5 min, 

加 TaKaRa EX Taq DNA 聚合酶; 94oC 30 s, 52oC    

1 min, 72oC 1.5 min, 循环 35 次; 72oC 保温 10 min。

PCR 扩增结束后, 电泳检测并将 PCR 产物从胶回收

后纯化, 用 Nco І 和 Hind III 酶切, 浓缩, 以适当比

例与 Nco І 和 Hind III 双酶切的载体 pHsh 大片段混

合 并 连 接 , 转 化 大 肠 杆 菌 JM109 构 建 含 β- 
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glucuronidase 基因片段的原核表达载体 pHsh-bg。 

1.2.4  β-葡萄糖醛酸酶基因在原核表达载体中的表达 

将构建好的重组质粒转入大肠杆菌 JM109, 挑

取单菌落接入含有氨苄青霉素抗性的 LB 培养液中。

30oC 培养至 OD600 0.6~0.8, 转入 42oC 热激诱导 8 h, 

离心 , 收集菌体 , 检测β-葡萄糖醛酸酶基因在原核

表达载体中的表达情况。 

1.2.5  重组酶的分离纯化 

重组酶的培养: 将含有质粒 pHsh-bg 的大肠杆

菌 JM109 的 LB 平板菌种接种于含有氨苄青霉素抗

性 LB 液体培养基中。30oC 培养至 OD600 为 0.6~0.8, 

转入 42oC 热激诱导 8 h。 

重组酶的纯化: 将离心收集的细胞用 50 mmol/L

的 Tris-HCl 缓冲液重悬, 经高压细胞破碎仪(French 

Pressure, Thermo)破碎细胞, 13 000 g 离心 15 min, 

取上清于 75oC 下热处理 1 h 后, 13 000 g 离心 15 min, 

上清液为纯酶液。 

1.2.6  酶活性测定 

β-葡萄糖醛酸酶活性测定采用分光光度法, 测

定该酶从底物对硝基苯酚基-β-葡萄糖醛酸苷(pNPG)
释放对硝基苯酚(pNP)的量。反应体系为 100 μL, 内

含 5 μL 20 mmol/L 底物, 50 mmol/L 的咪唑邻苯二甲

酸氢钾缓冲液, 10 μL 稀释酶液。反应 10 min。然后

加入 600 μL 1 mol/L 的 Na2CO3 终止反应并显色, 在

405 nm 处测量光吸收值。 
一个酶单位定义为在该反应条件下, 1 min 内催

化产生 1 μmol 对硝基苯酚的酶量。用对硝基苯酚作

标准曲线。蛋白质浓度用 Bradford 法测定。 

1.2.7  重组酶的性质分析 

最适反应温度的测定: 在 45~95oC 范围内, 每

隔 5oC, 分别测定酶活。以酶活最高为 100%, 计算

相对酶活。 

最适反应 pH: 在 pH 3.8~8.2 范围内每隔 pH 0.4

测定酶活, 缓冲液是 50 mmol/L 咪唑邻苯二甲酸氢

钾缓冲液。以酶活最高为 100%, 计算相对活性。 

温度稳定性: 在相对稳定的 pH 下, 使酶在某个

温度下保温不同的时间 , 再测定相对酶活 , 以未保

温(4oC 保存)的酶样活性为 100%, 确定酶的温度稳

定性。 

pH 稳定性: 酶在不同的 pH 条件下保温相同的

时间 , 再分别测定残留酶活性 , 与不保温酶的酶活

相比, 计算百分比。缓冲液的选择同上。 

酶的动力学参数的测定: 以不同浓度的 pNPG

为 底 物 , 在 最 适 反 应 条 件 下 , 测 定 酶 活 力 。 采 用

Eadie-Hofstee 作图法, 计算动力学参数。 

1.2.8  代谢产物分析 

以 20 mg/mL 的甘草酸单铵盐为反应底物, 反应

条件为 70oC, 反应时间 30 h, 反应使用的缓冲为 pH 

6.2 咪唑邻苯二甲酸氢钾缓冲液。 

高效液相色谱法(HPLC): 仪器为 AGILENT1100, 

分析柱为 Eclipse XDB-C18, 流动相 A: 0.017%磷酸, 

流动相 B: 乙腈。梯度洗脱: 乙腈 38%~50%, 3 min; 

50%~52%, 7 min; 85%~90%, 10 min。柱温 30oC。流速

1 mL/min。进样量 10 μL,检测波长 254 nm[13]。甘草酸

单铵盐对照品和甘草次酸对照品均配制为 20 mg/mL。 

2  结果 

2.1  原核表达质粒的构建 
以 T. maritima 菌的基因组 DNA 为模板进行β- 

葡萄糖醛酸酶基因片段 PCR 扩增, 电泳检测结果表

明, 在 1.6 kb 附近有一条很亮的扩增带, 与报道的β- 

葡萄糖醛酸酶基因序列大小一致, 没有明显的非特

异带, 说明所选 PCR 扩增条件能有效扩增基因片

段。PCR 产物克隆至热激载体 pHsh 中, 构建出重组

质粒。用限制性内切酶对重组质粒进行鉴定, 重组

质粒能被 Nco І 和 Hind III 双酶切得到两条分别为

1.6 kb 和 2.3 kb 的条带。因此, 初步证实β-葡萄糖醛

酸酶基因已插入热激载体中。 

2.2  β-葡萄糖醛酸酶基因在大肠杆菌中的表达及

纯化 
重组质粒 pHsh-bg 和质粒 pHsh 分别转化大肠杆

菌 JM109, 30oC 培养至 OD600 0.6~0.8, 转入 42oC 热

激诱导 8 h, 收集菌体细胞进行 SDS-PAGE(分离胶

的浓度为 10%), 考马斯亮蓝染色的结果见图 1。从

电泳图谱上可以看出 ,含有重组质粒的大肠杆菌在

分子量 65.9 kD 处有明显的蛋白表达带, 表达量约

占总蛋白的 35%, 酶活达到 3.8 u/mL,由此可知β-葡

萄糖醛酸酶基因通过热激质粒 pHsh 在大肠杆菌中

实现了超量表达。 

将热激诱导的菌体裂解, 75oC 热处理 1 h, 取上

清液 SDS-PAGE 检测, 结果表明重组酶经热处理后, 

酶纯度达到电泳均一。纯化结果见表 1。由表 1 可



1410    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2008  Vol.24  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

知 , 经过热处理后 , 重组酶的总酶活大幅度提高 , 

比酶活也大幅提高到 294 u/mg。 

 

图 1  β-葡萄糖醛酸酶纯化过程的 SDS-PAGE 图谱 
Fig. 1  SDS-PAGE of β-glucuronidase in purification steps 

M: protein marker; 1: crude extract of E. coli JM109/pHsh; 
2: crude extract of E. coli JM109 /pHsh-bg; 3: proteins remained 
after a heat treatment of 10 min; 4: the enzyme purified by a heat 

treatment of 1 h 

表 1  重组β-葡萄糖醛酸酶的纯化 
Table 1  Purification of the recombinant β-glucuronidase 

from E. coli 

Step Total 
activity (u) 

Total protein
(mg) 

Specific 
activity (u/mg) 

Purification
(fold) 

Crude 
extract 947 69 14 1 

Heat 
treatment 1762 6 294 21 

 
2.3  重组酶的酶学性质 

对重组β-葡萄糖醛酸酶进行初步酶学性质研究

(图 2~5)。结果表明, 该酶反应最适 pH 为 5.0, 从 pH 

3.8~5.0 酶活急速升高, 在 pH 3.8 左右基本没有酶活, 

而在 pH 5.0 时达到最高, 从 pH 5.0~8.2 酶活是缓慢

降低。该酶的 pH 稳定性也是在高 pH 的条件下更稳

定。这就要求我们在以后的应用过程中要注意反应

的 pH 值不能低于 5.0。该酶的最适温度为 80oC, 重

组酶热稳定性为 80oC 保温 1 h 酶活力保持在 70%, 

热稳定性非常好。由表 2 可知, Co2+, Ni2+, EDTA 对

酶的活性没有显著影响, Hg2+, SDS, Zn2+, Cu2+对酶

活 均 有 显 著 的 抑 制 作 用 。 Li2+, Mn2+, Sr2+, Mg2+, 

Triton-X100 对酶活有显著的促进作用。以(pNPG)

为底物时, 在 80oC, pH 5.0 条件下, 其动力学参数

Km 值 0.18 mmol/L, Vmax 值为 312 u/mg。 

2.5  代谢产物分析 
通过 HPLC 分析代谢产物,确定以甘草酸单铵盐

为反应底物, 经β-葡萄糖醛酸酶催化后的代谢产物

为甘草次酸。结果如图 6。 

 
图 2  β-glucuronidase 最适反应 pH 

Fig. 2  The optimum pH for β-glucuronidase activity 

 
图 3  β-glucuronidase pH 稳定性 

Fig. 3  The pH stability of β-glucuronidase 

 
图 4  β-glucuronidase 的最适反应温度 

Fig. 4  The optimum temperature for β-glucuronidase activity 

 
图 5  β-glucuronidase 的温度稳定性 

Fig. 5  The thermal stability of β-glucuronidase 
The purified enzyme was pre-incubated for various time at 

75oC(◆), 80oC(■) and 85oC(▲) 
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表 2  金属离子及抑制剂对β-glucuronidase 活性的影响 
Table 2  Effect of metal ions and inhibitors on the activity 

of β-glucuronidase 
Metal ions and surfactants β-glucuronidase (relative activity, %)

Control 100 
Hg2+ 2 
SDS 5 
Zn2+ 51 
Cu2+ 53 
Co2+ 83 
Ni2+ 88 

EDTA 92 
Li2+ 124 
Mn2+ 131 
Sr2+ 138 
Mg2+ 141 

Triton-X100 198 
Various ion reagents were used at 1 mmol/L, EDTA (1 mmol/L), SDS 

(0.1%, W/V) and Triton-X100 (0.05%, V/V). The activity without a 
reagent was taken as 100%. Values shown are the mean of duplicate 
experiments, and the variation about the mean was below 5% 

 
图 6  甘草酸单铵盐及甘草次酸对照品(a), 反应底物(b)

和酶转化液(c) 
Fig. 6  Chromatograms of standard (a), substrate (b)and 

enzymatic reaction mixture (c) 
1: glycyrrhizic acid ammonium; 2: glycyrrhetinic acid 

3  讨论 

构建合适的极端菌的外源基因表达系统, 高效

率地表达一些极端酶, 一直是人们研究地热点。海

栖热袍菌 T. maritima 是一个嗜极端高温的厌氧真细

菌, 生长在 55oC~90oC 海底火山口处, 是极端耐热

性酶的重要来源。但是海栖热袍菌生长条件要求苛

刻,细胞密度较低, 不适合工业化生产。利用基因重

组技术, 将 T. maritima 的β-葡萄糖醛酸酶基因通过

合适的载体在大肠杆菌中高效表达, 可为该酶的大

规模制备及后续的工业化应用奠定基础。在本研究

中我们采用了本实验室构建的具有自主知识产权的

热激载体 pHsh 作为表达载体, 该表达载体是由大肠

杆菌σ32 调控, 包括一个热激启动子和终止子, 通过

热激就可以高效的表达外源基因, 所以在诱导外源

基因表达过程中就不需要加入化学诱导剂, 而化学

诱导剂的比较昂贵, 是基因工程菌株在工业化应用

中的一个瓶颈。而热激诱导能很好的减少基因诱导

表达时的成本, 这无疑在工业化应用中具有巨大的

优越性和现实意义。 

实验中利用海栖热袍菌β-葡萄糖醛酸酶的极耐

热性, 将重组菌细胞破碎后的上清经过 75oC 的热处

理后, 无需经过任何色谱层析系统就可使重组酶纯

度达到电泳均一, 这大大的简化了重组酶的纯化步

骤同时也极大的降低了该酶的下游处理成本, 为重

组酶的大规模工业化提取奠定了基础。经过热处理

之后的重组酶总酶活大幅度提高, 我们推测可能的

原因是由于经过热处理后, 某些对酶活有副作用的

因子被去除了; 或者是由于该酶来源于嗜热菌而重组

表达是在常温下, 热处理可以通过改变该酶的构像而

更好的激活该酶。对这些现象的研究将有助我们更进

一步了解耐热酶的分子机制, 将有利于微生物极端酶

的开发和利用, 更进一步的研究还在进行中。 

本研究还首次对热稳定性基因重组酶在甘草酸

的转化中的催化特性进行了初步研究。研究表明甘

草酸经β-葡萄糖醛酸酶催化后的代谢产物为更高生

理活性的甘草次酸, 但转化效率尚待提高。 
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