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摘要：对来源于 !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* 的高比活木聚糖酶 %&’(进行同源建模和序列比较，设计了 ’!)*、+,#- 的
定点突变，以期改善中温酶 %&’(的热稳定性。突变酶 ’!)*、+,#-分别在毕赤酵母中表达，经纯化后与野生型酶

%&’(（同样经毕赤酵母表达后纯化）进行酶学性质比较，结果表明，突变酶 ’!)*和 +,#-在 .#/处理 0123，热稳定
性比 %&’(分别提高了 ",4.56和 !,4,56；突变酶 ’!)*的比活性比 %&’(提高了 ""6。在其他性质方面突变酶

’!)*、+,#-与野生型酶 %&’(基本相似。通过对木聚糖酶 %&’(的定点突变，提高了该酶的热稳定性，并为结构与
功能的进一步研究提供了材料。

关键词：木聚糖酶，’!)*，+,#-，热稳定性，定点突变
中图分类号：700 文献标识码：8 文章编号：#"0)9"50,（"##.）#)9#0))9#,

%,-.9/,0.1-./ 23-45.6.7,7 89 !!)$、%,#( :;<08=./ ->.
?>.0;87-4@,A,-B 89 )BA4647. )*!+!

&8’: ;<=9>?3@! A8’: &<9BC! AD ’23@9E?3@" &8F (23!!!

（0$$/ 1$*$.#)2 34*","5"$，62,4$*$ 7)./$’( &8 79#,)5+"5#.+ !),$4)$*， :$,;,49 !###$!）!

（:,&"$)24&+&9( 1$*$.#)2 34*","5"$，62,4$*$ 7)./$’( &8 79#,)5+"5#.+ !),$4)$*， :$,;,49 !###$!）"

C@7-041-：GH? IJ?K2LM?K NMJCLMCJ? =O !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* PQR<3<N? %&’( S<N 1<K? TQ H=1=R=@Q 1=K?R23@ <3K (U8+GV GH?3 ’!)* <3K +,#-

1CM<M2=3N S?J? 23MJ=KCL?K 23M= S2K?9MQI? %&’( N?I<J<M?RQ TQ N2M?9K2J?LM?K 1CM<@?3?N2N M= 21IJ=W? MH? ?3XQ1? MH?J1=NM<T2R2MQV %&’( <3K MH? 1CM<3MN

（’!)*、+,#-）S?J? ?PIJ?NN?K 23 <,)2,. %.*"&#,* <3K ICJ2O2?KV GH?2J ?3XQ1<M2L IJ=I?JM2?N S?J? K?M?J123?KV GH? J?NCRM J?W?<R?K MH<M MH?

MH?J1=NM<T2R2MQ =O ’!)* <3K +,#- S?J? 21IJ=W?K TQ ",4.56 <3K !,4,56 J?NI?LM2W?RQ L=1I<J?K S2MH %&’( <M .#/ O=J 0 123V GH? NI?L2O2L <LM2W2MQ

=O ’!)* S<N 23LJ?<N?K TQ ""6 L=1I<J?K S2MH %&’(V GH? =MH?J ?3XQ1<M2L IJ=I?JM2?N =O 1CM<3MN S?J? N212R<J M= %&’(V GH? 1CM<3MN ’!)* <3K

+,#- <J? @==K 1<M?J2<RN O=J OCJMH?J J?N?<JLH 23 MH? J?R<M2=3NH2I T?MS??3 NMJCLMCJ? <3K OC3LM2=3 =O PQR<3<N? %&’(V

D.B E80/7：%QR<3<N?，’!)*，+,#-，GH?J1=NM<T2R2MQ，+2M?9K2J?LM?K 1CM<@?3?N2N

!国家高技术研究与发展计划（“$5)”计划）项目（’=V"##)88"!,#)#）
国际科技合作重点项目计划（’=V "##,*E8#5$##）

!!通讯作者 G?R：$59!#95$Y.0!"5，E<P：$59!#95$Y.0!".，-91<2R：Q<=T23ZICTR2L)4TM<V 3?M V L3
收稿日期："##59#Y9!$，修回日期："##59!"9!!

木聚糖酶是可将木聚糖降解成低聚木糖和木

糖的复合酶系，应用较多的是内切!9!，,9木聚糖
酶［!］。木聚糖酶在造纸、食品、能源、饲料以及环境

等领域的应用价值已经得到了肯定，但由于纸浆处

理通常是在高温下进行，在饲料制粒加工中也需要

短暂的高温处理，很多天然的木聚糖酶热稳定性较

差，成为它们在饲料、造纸行业中应用的瓶颈，因

此，对工业用木聚糖酶热稳定性的改良十分必要。

影响木聚糖酶热稳定性的因素十分复杂，主要

有：疏水作用、氢键、离子键、二硫键、包装效应、[J=

理论、螺旋结构的稳定作用、氨基酸的组成等多种

因素［"］。没有一种因素能够单独决定酶的热稳定

性，往往是各种因素共同作用的结果，因此，对木聚

糖酶热稳定性的改良也存在一定的难度。但随着

大量木聚糖酶的发现和晶体结构的解析，通过同源

建模和序列比较，我们可以推测出一些对木聚糖酶

的热稳定性有重要作用的氨基酸残基，通过基因工

程的手段对酶基因进行改良，以达到提高热稳定性

的目的。例如，"##, 年对来源于 GJ2LH=K?J1<V J??N?2
的木聚糖酶进行分子改良，二硫键的引入使该酶的
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半衰期由原来的 !"#$提高到 !%"#$，而新的 &!’()
或 &!’(*，+!!,和 +-./点突变的加入使半衰期最
终提高到 !00"#$［-］。(001 年杨浩萌等通过氨基端
替换，对来自 !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* 的木聚糖酶
基因 0(12 进行改良，突变后的融合木聚糖酶在
304，5) ’60热处理 (0"#$的条件下热稳定性提高
了 ’倍，半衰期提高到 (0"#$［%］。
来源于 !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* 的木聚糖酶

7*+2是一种具有优良性质的高比活木聚糖酶，比
活性达到 (.’.63. 89:";［1］，在毕赤酵母中表达的重
组蛋白，比活性达 ..’6.< 89:";［’］。热稳定性较差
是它在应用中的不足。我们希望通过基因工程手

段对该酶的基因进行定向改良，以提高它的热稳定

性，从而满足生产应用上的需要。

! 材料与方法

!"! 菌种和质粒
木聚 糖 酶 基 因 0(12（ /=2> 收 录 号 为：

?@(<(-!3）由本实验室从 !"#$%"&’()$* &+,-.)$&-,#,/,* 中
克隆并构建在质粒 59A!<BCD$2 上。大肠杆菌
@=!0< 由本实验室保存。巴斯德毕赤氏酵母
EF!!1、载体 5G8A<为 8$H#IJK;L$公司产品。
!"# 培养基
大肠杆菌培养基 >2，毕赤酵母培养基 *G,、

==、=,、2=E*和 2==*的配制方法见文献［3］。
!"$ 工具酶和生化试剂
限制性内切酶及 ,+?回收试剂盒购自 MNONPN

公司；M% ,+?连接酶为 GJK"L;N公司产品；蛋白质分

子量标准为 GQN"NR#N公司产品；可溶性木聚糖 %BSB
=LB,B;TURUJK$KB,BCDTN$（VJK" 2#JRQWKKX）购自 F#;"N
公司；其它化学试剂为国产分析纯。

!"% 同源建模和序列比较
7*+2 的同源建模在 QII5：::WWWY LC5NZD Y KJ;:

ZW#ZZ"KX:F[8FFB=S,/>Y QI"T 网站上完成。序列比
较见文献［.］。
!"& 定点突变及 ’()*+,!!$" - #%./ 表达载体构建
以 59A!<B0(12 为模板，两步 GAP 法［<］（获得

+!-,突变酶基因）及 KHLJBTN55#$; GAP 法［%］（获得
F%0/突变酶基因）扩增出突变基因 1!-/ 和 *%0$，
所用引物见表 !。将两个 GAP 产物分别进行
3)&4!和 5&"!的双酶切并定向连接到 5G8A<上的

3)&4!和 5&" ! 位点之间。电转化大肠杆菌
@=!0<，筛选出重组菌落，提取重组质粒 5G8A<B1!-/
和 5G8A<B *%0$ 进行序列测定。

表 ! 定点突变所用引物

突变位点 引物名称 引物序列

+!-, 引物! 1\;R;NNIIR;RRNR;;IRNIRNRRNRRNNRRN;NRR -\

引物" 1\INNI;R;;RR;RIRN;RR;RI;NRR;I;NI;II;;N -\

引物# 1\NNRRN;NRR;;RNRRNNR;NR;;;IIRINRINR -\

F%0/ 引物 ! 1\;R;NNIIR;RRNR;;IRNIRNRRNRRNNRRN;NRR -\

引物 ( 1\INNI;R;;RR;RIRN;RR;RI;NRR;I;NI;II;;N -\

引物 - 1\NNRINRN;RNRR;N;I;;NR;NNRI;R -\

引物 % 1\;RN;IIR;IRRNRIR;;I;RI;IN;II -\

注：下划线处表示突变位点

!"0 重组木聚糖酶的表达
将重组质粒 5G8A<B1!-/ 和 5G8A<B *%0$ 用 26+

"单酶切使之线性化，电击转化毕赤酵母，挑取阳
性转化子。电转化及筛选方法参见 8$H#IJK;L$ 公司
操作手册。重组酵母的发酵为高细胞密度补料发

酵，发酵过程分为菌株培养阶段、碳源饲喂阶段和

诱导表达阶段，具体方法见文献［’］和 8$H#IJK;L$ 操
作手册。

!"1 重组木聚糖酶的纯化
酵母发酵液经 1000J:"#$ 离心 !1"#$，取发酵上

清液 (">，经过分子筛 FL5QNRJDTBF(00 RKTU"$ 或
FU5LJXLC 31 )P !0:-0（?"LJZQN" 5QNJ"NR#N ]#KILRQ）纯
化，使用柠檬酸B+N()GS% 缓冲液（5) ’60），流速

!">:"#$洗脱，分步收集洗脱峰中的样品，经过酶活
性的测定，确定目的样品所在的收集管，以分子量

为 1^, 的超滤管（G?>> >#_L FR#L$RL，9F?）浓缩酶
液，得到电泳纯的目标蛋白。

!"2 木聚糖酶活性的测定
采用国际通用的 FK"K;D#B+LTZK$法［!0］。
酶活单位定义：! 个木聚糖酶活性单位（89）为

以 !‘可溶性木聚糖（%BSB=LB,B;TURUJK$KB,BCDTN$，
F#;"N VJK" 2#JRQWKKX）为底物，每分钟在 5) 16(、
114条件下分解木聚糖生成 !$"KT 木糖所需的酶
量。

!"+ 酶学性质的分析与比较
将纯化后的突变酶与野生型酶（同样经毕赤酵

母表达并纯化）［’］进行酶学性质的比较研究。包括

酶的最适温度和热稳定性、最适 5)和 5)稳定性、
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比活性、金属离子和相关化学试剂对木聚糖酶活性

的影响、酶动力学性质、酶抗胃蛋白酶及胰蛋白酶

能力等性质。测定方法见参考文献［!］。

! 结果

!"# 同源建模、序列比较及突变位点的确定
木聚糖酶 "#$%由两个反向的!折叠片和一个

短的"螺旋组成，整个酶分子呈右手型结构，具有第
&&族木聚糖酶的典型结构特征。对第 &&族木聚糖
酶进行氨基酸的序列比较发现，在一些嗜热的 &&族
木聚糖酶中与 "#$%第 &’位的氨基酸残基相对应
的位点上都是带负电荷的 ()*（选择的嗜热木聚糖
酶的 +,-%.-/ 收录号为 (01’234!；562!7!；51&474；
5’!7’2）；在氨基端第 71个氨基酸残基的相应位点
上出现的多为带电荷的氨基酸。我们推测在嗜热

木聚糖酶中第 &’位和第 71位的带电荷的氨基酸可
能是蛋白表面氢键电离网的一部分，对提高木聚糖

酶的热稳定性有一定的作用。因此确定了 $&’8、
971:的定点突变，以期改善 "#$%的热稳定性。对
"#$%的同源建模如图 &，突变位点分别位于!折叠
%&和 %4之间（$&’8）及!折叠 (’上（971:）。

图 & 木聚糖酶 "#$%的同源建模

!"! 定点突变及重组表达载体的构建
通过 ;<=方法扩增出突变基因 !&’" 和 #71$，

测序正确后连接到酵母表达载体 *;><3上。构建出
重组表达载体 *;><3?!&’" 和 *;><3? #71$。
!"$ 重组木聚糖酶的表达及纯化
将 $&’8和 971:突变酶在毕赤酵母表达系统

中进行表达，各筛选出一株有活性的菌株，在摇床

水平的表达量分别为 34@2’>5ABC和 31@3!>5ABC。对
这两个突变酶进行纯化，获得电泳纯的蛋白（图 4）。
!"% 酶学性质的分析与比较
将纯化得到的$&’8和971:与野生型酶进行

图 4 突变酶 $&’8和 971:纯化的 989?;(+:分析
D低分子量蛋白标准，& $&’8突变酶，4 971:突变酶

酶学性质的比较与分析。实验结果表明，$&’8 和
971:的热稳定性较 "#$%有一定的提高（图 ’）。在
61E分别处理 4BF-，$&’8、971:和 "#$%的剩余酶
活性分别为 3G@3GH、G!@33H、62@6!H；在 61E分别
处理 ! BF-，$&’8、971:和 "#$%的剩余酶活性分别
为 ’6@GGH、46@!GH、&’@&4H；在 61E分别处理 &1
BF-，$&’8、971: 和 "#$% 的剩余酶活性分别为
6@!GH、7@3!H、7@64H。突变酶的最适温度并未改
变，与野生型酶一样为 21E。

图 ’ 突变酶 $&’8和 971:及野生型酶 "#$%在不同
温度下的热稳定性比较

& 61E分别处理 4 BF-，4 61E分别处理 ! BF-，

’ 61E分别处理 &1 BF-

在酸碱性上，$&’8 和 971: 的最适 *I 均为
!@G，与野生型酶 "#$%的 !@4 有所差异。$&’8 的
*I稳定性在酸性范围内有所提高；而 971: 的 *I
稳定性与野生型酶基本一致（图 7，图 !）。在酶的比

图 7 $&’8和 "#$%的 *I稳定性比较
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表 ! 突变酶 "#$%和 &’()与野生型酶 *+",的酶学性质比较

酶学性质 !"#$ #%&’ ()*+

,-./010 .20-234.13256 7* 7* 7*

,-./010 -8 9:; 9:< 9:<

-8 =.4>/?/.@% 9AB 9AB 9AB

!05（C5DC）; ;*:<E E9 %<:%<

"04F 5（!0G?50C·0/H） )97< ;9** B*B:*B

(-2I/J/I 4I./K/.@5（LM50C） <<7:<B %*<%:*9 EE<:*)

+JJ2I. GJ 02.4? /GH 4HN =G02 324C2H.=
GH 2HO@04./I 4I./K/.@

+’PQ，R3& S，#/; S 4I./K4.2 =?/CT.?@
UH; S，VH; S /HT/>/. =?/CT.?@

RG; S，VH; S，W/; S

/HT/>/. =?/CT.?@
#/; S 4I./K4.2 =?/CT.?@
(’( /HT/>/. =?/CT.?@

R2??1?4=2 4I./K/.@ #G 4I./K/.@ #G 4I./K/.@ #G 4I./K/.@

X2=/=.4HI2 .G -2-=/GH 4HN .3@-=/H X2.4/H 4>G1. B9Y GJ /.= 4I./K/.@ X2.4/H 4>G1. B9Y GJ /.= 4I./K/.@ X2.4/H 4>G1. B9Y GJ /.= 4I./K/.@

注：% 相对剩余酶活性在 <*Y以上的 -8值范围，; !0 的单位为 C5DC是因为无法计算木聚糖分子量而无法计算其摩尔浓度

活性方面，#%&’ 的比活为 %*<%:*9LM50C，较 !"#$
提高了 ;;Y。#%&’和 ()*+对金属离子和化学试
剂普遍表现不敏感。酶经突变后，依然维持了野生

型酶独特的抗胃蛋白酶和胰蛋白酶的特性（表 &）。

图 9 ()*+和 !"#$的 -8稳定性比较

$ 讨论

本研究中获得的两个突变酶在热稳定性上比

野生型酶都有不同程度的提高。说明酸性氨基酸

在酶的热稳定性中起到一定的作用。在对来源于

#$%&’()*$+, $**-*% 的木聚糖酶 PX! "的研究中也发
现，#%%’和 #&<+的定点突变使 PX!"的热稳定性
有进一步的提高，也说明了蛋白表面的带电荷的氨

基酸对蛋白的热稳定性有一定的贡献。#%&’ 和
()*+的突变表明，离子键和电荷对酶的热稳定性的
影响很大程度上取决于它们所处的空间位置。一

般亲水的极性氨基酸分布在蛋白表面，疏水的非极

性氨基酸被包埋在蛋白的内部，即所谓的包装效

应，这种效应的结果使蛋白在特定环境中更加稳

定。突变酶的最适 -8变化较大，由 !"#$的 9:;变
为 9:<，这可能与酸性氨基酸产生的氢键及突变酶
整体电离网的形成有关。在酶的动力学方面，突变

酶比野生型酶有较大的差异，其原因有待进一步研

究。
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