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摘  要：【背景】β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21)在食品、医药领域具有重要的应用价值。海洋微生物

来源的 β-葡萄糖苷酶 Bgl2A:V224D 在大豆黄浆水精深加工中有较好的应用潜能，但其较低的稳定

性和乙醇耐受性限制了其实际应用。【目的】提升 Bgl2A:V224D 的应用潜能，对其进行计算辅助

的理性设计改造，提升其在应用环境中的稳定性和有机溶剂耐受性。【方法】综合采用 3 种计算方

法设计构建 Bgl2A:V224D 突变体，利用序列共进化和保守性分析确定候选突变体，再通过湿法实

验检测筛选目标突变体。获得稳定性提升的突变体后，通过组合突变进一步提升突变体的稳定性，

并对突变体在大豆黄浆水精深加工中转化大豆异黄酮的应用潜能进行评估。【结果】获得多个稳定

性提升且酶活维持或提升的单点突变体和组合突变体，其中 S360K/E408Y 稳定性最高，其在 35 ℃、

pH 6.5 条件下的半衰期提升至出发酶的 6.7 倍左右。该突变体对乙醇的耐受性也比出发酶更高：前

者在 35 ℃、20%乙醇条件下孵育 20 min，酶活剩余 35%左右；而后者在相同条件下孵育 10 min，
酶活降至 5%左右。将 S360K/E408Y 应用于水解大豆异黄酮制备苷元，其水解效率比出发酶

Bgl2A:V224D 显著增加，在相同条件下前者可水解的底物量是后者的 2 倍；用于大豆黄浆水精深

加工，转化相同体积黄浆水中的大豆异黄酮，突变体 S360K/E408Y 所需酶量比出发酶减少 1/3 左右。

【结论】利用提升稳定性的改造方法提升酶对有机溶剂的耐受性的策略适用于 β-葡萄糖苷酶，通

过这一策略可提升 β-葡萄糖苷酶在多领域的应用潜力。 
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Abstract: [Background] β-glucosidase (EC 3.2.1.21) has important application values in food 
and medicine industries. Bgl2A:V224D, a mutant of a marine microorganism-derived 
β-glucosidase, is potent in the conversion of soybean isoflavones in the deep processing of 
soybean yellow slurry water. However, the low stability and low ethanol tolerance limit the 
application of Bgl2A:V224D. [Objective] To enhance the application potential of 
Bgl2A:V224D, we adopted a computation-assisted rational design to improve the stability and 
organic solvent tolerance of this enzyme in the application environment. [Methods] We 
employed three complementary computational methods to design stable mutants of 
Bgl2A:V224D by seeking overlapping mutations. Then, sequence coevolution and conservation 
analyses were performed to determine candidate mutants. Finally, the target mutant enzymes 
were selected by experimental assays. After the stable mutant enzymes were identified, their 
stability was further enhanced by combinational mutation. Finally, the application performance 
of the mutant enzymes for the conversion of soybean isoflavones in the deep processing of 
soybean yellow slurry water was evaluated. [Results] Several single-point and multi-point 
mutants with improved stability and maintained or increased enzyme activity were obtained, 
among which S360K/E408Y had the highest stability, with the half-life at 35 ℃ and pH 6.5 
about 6.7 times that of the starting enzyme. Moreover, S360K/E408Y was more tolerant to 
ethanol than the starting enzyme. The former had the relative activity of about 35% after 20 min 
of incubation with 20% ethanol at 35 °C, while the latter had the relative activity of only about 
5% after 10 min of incubation under the same conditions. S360K/E408Y was then applied to 
hydrolyze soybean isoflavones, and its efficiency was significantly increased compared with 
that of the starting enzyme Bgl2A:V224D. Specifically, the amount of substrate that could be 
hydrolyzed by the former enzyme was two times that of the latter enzyme under the same 
conditions. The amount of S360K/E408Y required for converting soybean isoflavones in the 
deep processing of soybean yellow slurry water was about 1/3 less than that of the starting 
enzyme. [Conclusion] The stability-enhancing engineering strategy for improving the enzyme 
tolerance to organic solvents is applicable to β-glucosidases, and the application potential of 
β-glucosidases in various fields can be enhanced by this strategy. 
Keywords: β-glucosidase; stability; organic solvent tolerance; rational design; soybean isoflavones 
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β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21)属于糖苷水解

酶类，对多种底物均具有活性，在生物燃料、

制药和食品等行业具有重要的应用价值。比如，

在食品加工业中，β-葡萄糖苷酶可用于转化大

豆异黄酮。大豆异黄酮是大豆在生长过程中产

生的代谢产物，具有类雌激素的功效，可作为

药品和保健品。研究表明，大豆异黄酮发挥药

理活性的是其苷元形式[1]。自然界中大豆异黄

酮大多以糖苷形式存在，苷元的比例非常低，

所以，天然食品中的大豆异黄酮必须经过酶水

解之后才能被机体吸收利用。为增加食品中大

豆异黄酮的吸收和利用率，可在体外先用 β-葡
萄糖苷酶将其水解成苷元。然而，大豆异黄酮

的水溶性差，通常需要有机溶剂来增加溶解度，

进而提升酶解效率。这就要求 β-葡萄糖苷酶具

有较好的稳定性及对有机溶剂的耐受能力。大

多数天然 β-葡萄糖苷酶都来自嗜中温细菌，稳

定性和有机溶剂耐受性不佳，并不适用于水解

大豆异黄酮。 
蛋白质分子的稳定性与有机溶剂耐受性通

常是相关联的，稳定性较好的蛋白质通常有机

溶剂耐受性也较高，因此，提升蛋白质稳定性

的改造通常也会同时提升蛋白质的有机溶剂耐

受性[2]。目前，采用蛋白质工程对 β-葡萄糖苷

酶的稳定性进行改造已有多个报道。Cao 等[3]以

高活性和葡萄糖耐受的 β-葡萄糖苷酶 Ks5A7 为

起点，通过四轮随机诱变，得到稳定性提升的

突变体 4R1，在 50 ℃的半衰期是 Ks5A7 半衰

期的 8 640 倍。Sinha 等[4]通过研究奥氏嗜热盐

丝菌(Halothermothrix orenii)的 β-葡萄糖苷酶底

物通道上的相关位点，构建了稳定性改善的

V169C 和 I246A 突变，相较于野生型酶，这 2 个

单点突变体的半衰期分别延长了 4.4 倍和 11 倍，

组合突变体 V169C/I246A 的半衰期增加了 5 倍。

虽然非理性和半理性的方法在酶改造方面是有

效的[5]，但它们通常需要筛选大规模的突变文

库，消耗大量的人力和财力。相对而言，理性

设计具有更快速和更有针对性的优点。目前已

有多种理性设计的策略成功应用于提高酶的稳

定性，如表面电荷优化[6]，引入二硫键[7]、脯氨

酸[8]、盐桥[9]、表面氢键[10]，对 B 因子较大的柔

性区域进行改造[11]，以及计算辅助方法如自由

能计算[12]等。 
有许多一站式蛋白质计算辅助设计平台，只

需要输入蛋白质的结构或序列就可以自动设计，

不需要过多的操作，简单方便。比如，PROSS[13]

的开发者利用计算辅助法对乙酰胆碱酯酶进行

改造，相较于野生型，含有 51 个突变的突变酶

的 Tm 提高了 20 ℃；Liu 等[14]利用 ABACUS 对

Ras 结合结构域(Ras binding domain, RBD)进行

设计，获得了在 110 ℃以上热稳定的突变体，

比野生型 RBD 高出 40 ℃；Buß 等[15]利用 FoldX
对 ω-转氨酶设计突变改造，获得的最佳突变体

的 Tm 值提高到 59.3 ℃，比野生型酶高 4.0 ℃。

不过，这些计算辅助设计方法存在一些普遍性

问题，比如上位效应会使组合突变的预测误差

增加等[16]。采用多种计算方法相结合的方式则

可以降低假阳性的概率，提高预测的成功率，

Zhang 等[17]采用相似的策略对脂肪酶进行改造，

五点组合突变体 M10 的 Tm提高了 10.63 ℃，相对

活性是野生型的 140%。Cui 等[16]同样采用多种

能量计算函数进行计算，并采用贪婪积累的策

略进行组合突变，最终突变体 DuraPETase 的熔

融温度提高 31 ℃。这些成功的案例说明此方法

具有一定的普适性，但目前并未发现此策略用

于 β-葡萄糖苷酶的改造案例，也未见此策略用

于有机溶剂耐受性改造的报道。 
β-葡萄糖苷酶 Bgl2A:V224D 是本实验室分

离自海洋微生物并通过半理性改造方法获得的

高酶活和葡萄糖耐受的新型 β-葡萄糖苷酶，可
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用于大豆黄浆水精深加工中的大豆异黄酮转

化，但是分子改造使酶活性提升的同时，也使

酶的稳定性显著下降，对有机溶剂的耐受能力

也较差[18]，所以其应用潜力仍有限。本研究综

合使用 PROSS、ABACUS 和 FoldX 这 3 种算法

设计改造 Bgl2A:V224D，以提升其稳定性，从

而提升其应用潜能；将 3 种方法设计的突变求交

集，然后利用序列保守性分析确定候选突变体，

通过重组表达纯化后使用实验方法检测筛选出

目标突变体；获得稳定性提升的突变体后再通过

组合突变，进一步提升突变体的稳定性；最后，

还对突变体在大豆黄浆水精深加工中转化大豆

异黄酮的应用潜能进行评估。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

Escherichia coli BL21(DE3)，北京全式金生

物技术有限公司，用来表达 Bgl2A:V224D 及其

突变体；pET22b(+)-Bgl2A:V224D，本实验室保

存。40%商品大豆异黄酮，上海麦克林生化科技

股份有限公司；大豆黄浆水，安徽人人福食品

有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
限制性内切酶(Nde I 和 Xho I)和 PrimeSTAR 

Max DNA Polymerase，宝日医生物技术(北京)
有限公司；质粒提取试剂盒和 DNA 胶回收纯化

试剂盒，北京全式金生物技术有限公司；对硝

基 苯 基 -β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷 (p-nitrophenyl 
α-D-glucopyranoside, pNPG)，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司。Ni2+-NTA 亲和层析介质，

Novagen 公司。PCR 仪，Eppendorf 公司；紫外

分光光度计，UNICO 公司；HPLC 仪，Agilent
公司；超声波细胞粉碎仪，宁波新芝生物科技

股份有限公司；旋转蒸发仪，东京理化器械株

式会社。 

1.3  突变体的设计 
1.3.1  突变自由能计算分析 

使 用 同 源 建 模 在 线 网 站 Swiss-Model 
(http://swissmodel.expasy.org)对 Bgl2A:V224D 的

结构进行模拟，以 PDB:2O9R (序列一致性 43%)
为模板生成结构模型，使用 Pymol (http://www. 
pymol.org/)将结构可视化。 

利用 PROSS (https://pross.weizmann.ac.il/ 
step/pross-terms/)[13]设计稳定性提升的蛋白质

突变体。 
利用 ABACUS (https://biocomp.ustc.edu.cn/ 

servers/abacus-design.php)[19]从头设计蛋白质。 
利用 FoldX[20]设计稳定性提升的蛋白质突

变体：选择 PROSS 及 ABACUS 设计的突变位

点突变为其他 19 种氨基酸，统计突变体自由能

的变化，保留其中∆∆G<−0.45 kcal/mol 的突变

(预防假阳性)。 
1.3.2  突变位点保守性分析 

在碳水化合物活性酶网站(CAZY, http://www. 
cazy.org/)GH1 中检索 β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21)
序列，这可能覆盖了碳水化合物活性酶网站中登

记的大部分 GH1 β-葡萄糖苷酶序列。序列经过

MEGA 11[21]对齐后上传至WebLogo3 (http://weblogo. 
threeplusone.com/create.cgi)生成保守性图谱。 
1.3.3  突变位点共进化分析 

将 Bgl2A:V224D 的氨基酸序列提交至

GREMLIN 网站(https://openseq.org/submit.php)，对

蛋白质残基对进行共进化分析，剔除评分大于

0.7 的相关位点的突变设计。 

1.4  突变体的构建 
使用基于聚合酶链反应的重叠扩增方法产

生位点定向诱变，将扩增产物用限制性内切酶

Nde I 和 Xho I 消化后，连接到载体 pET22b(+)
上。将重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)，
重组克隆经商业公司测定核苷酸序列确认。 
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1.5  酶蛋白的表达和纯化 
将含有 pET22b(+)-Bgl2A:V224D 或突变体

重组质粒的大肠杆菌 BL21(DE3)在 37 ℃培养至

OD600 为 0.6−0.8。然后将培养温度调至 16 ℃，

加入异丙基 β-D-1-巯基半乳糖苷(IPTG)至终浓

度为 0.2 mmol/L，16 ℃再孵育 16 h 后 8 000×g 离

心 15 min 收集细胞，重悬于 pH 6.5 的 50 mmol/L
柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液。超声(350 W，15 min，
工作 2 s，停止 3 s)破碎细胞，于 12 000×g、4 ℃
离心 30 min 后收集上清。将上清液用 Ni2+-NTA
亲和层析纯化。纯化产物用 50 mmol/L pH 6.5
的柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液透析后用 0.22 μm 超

滤管浓缩，4 ℃保存。用 SDS-PAGE 对表达、

纯化和浓缩的产物进行检测。 

1.6  酶活的测定 
以 pNPG 为底物对 β-葡萄糖苷酶的活性进

行测定。反应体系：50 mmol/L pH 6.5 的柠檬

酸盐-Na2HPO4 缓冲液 475 μL，100 mmol/L 的

pNPG 25 μL，适当稀释的 β-葡萄糖苷酶 25 μL。

45 ℃孵育 5 min 后加入 500 μL 1 mol/L Na2CO3

停止反应。在 405 nm 处监测对硝基苯酚的释放

量，并利用标准曲线计算其浓度。酶活性单位(U)
定义为：在所述测定条件下，每分钟在反应混

合物中产生 1 μmol 对硝基酚所需的酶量。 

1.7  酶的性质表征 
以 pNPG 为底物，在 50 mmol/L 柠檬酸

盐-Na2HPO4 缓冲液中测定突变体的最佳 pH 和

温度，pH 范围为 6.0−7.5，温度范围为 35−55 ℃。

为了确定稳定性，突变体在 50 mmol/L pH 6.5
的柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液中于 35 ℃孵育，定

期采集样品，测定相对活性。为了研究葡萄糖

对酶活性的影响，在 0−1.5 mol/L 的葡萄糖存在

下测定以 pNPG 为底物的酶活。相对活性定义

为相对于对照组(不含葡萄糖)的百分比。为了研

究酶的乙醇耐受性，一方面测定酶在 35 ℃、不

同浓度(0−30%)乙醇条件下的相对活性，另一方

面测定酶在 35 ℃、20%乙醇条件下活性随时间

的变化情况。 
在 pH 6.5 的 50 mmol/L 柠檬酸-Na2HPO4

缓冲液中，加入酶(至适当终浓度)和底物 pNPG 
(0.1−20.0 mmol/L)，在最佳条件下测定动力学常

数。根据 Michaelis-Menten 方程通过 GraphPad 
Prism 的非线性拟合计算动力学常数。 

1.8  数据统计分析与绘图 
显著性差异分析：使用 GraphPad Prism v9.5.1

软件中 One-way ANOVA，检验两组以上的均值

是否存在显著性差异。 

1.9  酶水解大豆异黄酮的应用潜能评价 
1.9.1  商品大豆异黄酮样品处理 

从上海麦克林生化科技股份有限公司购买

的大豆异黄酮商品为异黄酮含量 40%的粉末

物，使用 90%乙醇以 1:20 的料液比在 70 ℃条

件下抽提 1.5 h，将其作为酶解的底物进行后续

的酶解试验。 
1.9.2  商品大豆异黄酮水解反应条件 

以糖苷总体水解率为指标，分别建立出发

酶 Bgl2A:V224D 和 S360K/E408Y 各自的水解

体系。水解体系(500 μL)：100 μL 大豆异黄酮萃

取液，加入 10 μL 75 U/mL 的 β-葡萄糖苷酶，然

后用 pH 6.5 的 50 mmol/L 柠檬酸-Na2HPO4 缓冲

液定容，混匀后在 40 ℃条件下反应 10 min，然

后加入 4.5 mL 的 90%乙醇终止反应，用 0.22 μm
滤膜过滤后进行检测。 

(1) 最适底物量：使反应体系中底物大豆异

黄酮的量分别为 0.40、0.53、0.80 和 1.60 mg，
在 pH 6.5、40 ℃条件下反应 10 min。 

(2) 最适 pH：将 0.80 mg 底物分别加入 pH 
6.0、6.5、7.0、7.5 的缓冲液中，在 40 ℃条件

下反应 10 min；将 1.60 mg 底物分别加入 pH 
6.0、6.5、7.0、7.5 的缓冲液中，在 40 ℃条件
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下反应 10 min。 
(3) 最适温度：将 0.80 mg 底物加入 pH 6.5

的缓冲液中，加入出发酶 Bgl2A:V224D 分别于

30、35、40 和 45 ℃条件下反应 10 min；将 1.60 mg
底物加入 pH 6.5 的缓冲液中，加入突变体

S360K/E408Y 分别于 30、35、40 和 45 ℃条件

下反应 10 min。 
(4) 最适反应时间：将 0.80 mg 底物加入

pH 6.5 的缓冲液中，加入出发酶于 35 ℃条件下

分别反应 2、5、10、15 和 20 min；将 1.60 mg
底物加入 pH 6.5 的缓冲液中，加入突变体于

35 ℃条件下分别反应 2、5、10、15 和 20 min。 
1.9.3  大豆黄浆水精深加工中的大豆异黄酮

转化 
首先通过蒸发将黄浆水体积浓缩至 1/5 左

右，加入体积为浓缩后黄浆水 3/4 的无水乙醇，

室温下充分混匀后 8 000 r/min 离心 20 min，得

到异黄酮的萃取溶液。由于高浓度乙醇会导致

β-葡萄糖苷酶失活，再次通过蒸发把萃取溶液

浓缩至萃取溶液体积的 60%左右，降低乙醇含

量的同时提高异黄酮的浓度。取 10 mL 溶液，

分别加入 4、8、12、16 和 20 U 的 β-葡萄糖苷

酶，在 35 ℃、pH 6.5 条件下水解 10 min 后加

入等体积的 75%乙醇终止反应。 

2  结果与分析 
2.1  突变体设计结果 

利用 SWISS-MODEL对 Bgl2A:V224D进行

同源建模获得其模拟结构(图 1)。将模拟结构提

交至 PROSS，设置活性中心及其周边位点(图 1)
为不可变位点，模拟突变共设计获得 9 条序列

(DOI: 10.57760/sciencedb.13138)；使用 ABACUS
共设计了 10 条序列(DOI: 10.57760/sciencedb. 
13138)。取两种方法设计的突变的交集(表 1中 a)、

这些突变中用 FoldX 预测∆∆G<−0.45 kcal/mol
的成员(表 1 中 b 和 c)及其交集(表 1 中 d)，然

后对选取的突变通过下述共进化和保守性分析

等方法进一步筛选。 
根据 GREMLIN 对蛋白质残基对的共进化分

析，将得分大于 0.7 的氨基酸对的突变剔除，评

分见 http://openseq.org/sub.php?id=1683339376，
以避免突变蛋白质进化过程中比较保守的残

基对活性的影响；然后，将实验室前期结果(未
发表)显示比酶活相比野生型降低的突变剔除；

接着剔除脯氨酸位点的突变，因脯氨酸侧链构

象相对比较刚性，对整个蛋白质分子的构象

一般有稳定作用，突变成其他氨基酸可能会

降低蛋白质分子的稳定性；最后，根据 GH1
家族的 β-葡萄糖苷酶序列的保守性图谱(图 2)
剔除完全保守位点的突变，以避免对酶活造成

重大损害。 
 

 
 
图 1  Bgl2A:V224D 的模拟结构   红色：催化残

基 E170 和 E352；蓝色：突变位点 
Figure 1  Structure model of Bgl2A:V224D. Red 
colour: The two conserved catalytic residues E170 
and E352; Blue colour: The mutation sites.  
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表 1  计算设计的 Bgl2A:V224D 突变体 
Table 1  Mutation on Bgl2A:V224D designed by computation 
设计方法 
Design method 

突变 
Mutation 

PROSS+ABACUSa E235D, D238A, M259F, N362V, S232P 
PROSS+FoldXb M259F, H274D, E312I, S360K, T243A, S289P 
ABACUS+FoldXc I181L, V189K, V189Q, G190D, K191L 

Y193I, K196A, M259F, I310G, L320V, N376Q, T386L, S399G, A407P, E408F, E408Y, Q424G 
PROSS+ABACUS+FoldXd M259F 
a：PROSS 和 ABACUS 设计的突变的交集；b：PROSS 设计的突变中 FoldX 预测∆∆G<−0.45 kcal/mol 的成员；c：ABACUS
设计的突变中 FoldX 预测∆∆G<−0.45 kcal/mol 的成员；d：b 与 c 的交集 
a: Overlapping members of the mutations designed by PROSS and ABACUS; b: PROSS designed mutations whose ∆∆G, 
predicted by FoldX, <−0.45 kcal/mol; c: ABACUS designed mutations whose ∆∆G, predicted by FoldX, <−0.45 kcal/mol; d: 
Overlapping members of b and c. 
 

经过以上计算分析最终确定候选突变共26个

(表 1)。通过 Pymol 结构可视化可以发现这些突

变位点都分布在蛋白的表面或底物通道的上

部，离活性中心较远(图 1)。 

2.2  酶的制备和表征 
2.2.1  酶的制备 

共成功构建了 26 个突变体，其中 12 个可

溶表达。这些可溶表达的突变体的制备情况包括

表达量、收率和纯度均与野生型相似，获得蛋白

的纯度可达 95%以上(图 3)，因所有可溶表达突

变体的情况都很相似，在此以 S360K 作为代表。 
2.2.2  酶活 

以 pNPG 作为底物对突变体的酶活进行测

定，结果如表 2 所示，突变体 S360K、S232P、
S289P、E408Y、E408F 和 V189K 的比酶活较

出发酶接近或更高，其中 S289P 的比酶活最高；

其余突变体的比酶活则有不同程度的下降。 
2.2.3  酶的最适温度、最适 pH 及稳定性 

使用 pNPG 作为底物，突变体的活性受温

度的影响与 Bgl2A:V224D 相似，最佳温度为

45 ℃ (图 4A)。突变体的最适 pH 也与出发酶一

致，都是 pH 6.5 (图 4B)。在稳定性方面，S360K、

E408Y 和 E408F 表现出比出发酶更长的半衰

期，分别为出发酶的 4.3、3.0 和 3.0 倍(图 4C)。 

2.2.4  组合突变体的酶活、最适温度、最适 pH
及稳定性 

为进一步提升酶的稳定性，同时维持或提

升酶的活性，选择稳定性提升同时酶活维持的

S360K、E408Y、E408F 突变以及稳定性维持同

时酶活提升的 S289P 突变进行组合。因 S360K
稳定性提升最多，组合突变均在 S360K 的基础

上进行。所有组合突变体均获得成功构建和制

备。其比酶活如预期均比出发酶更高(表 3)；
最适温度与出发酶相同或更高(图 5A)；最适

pH 与出发酶相同(图 5B)；稳定性也与出发酶接

近或更高，其中 S360K/E408Y 提升最多，在

35 ℃、pH 6.5 条件下的半衰期是出发酶的 6.7 倍

左右，比所有单点突变体都更高(图 5C)。因此，

S360K/E408Y 可作为进一步考察应用潜能的候选

酶。因含 289 位点的双点组合突变体 S360K/S289P
稳定性比出发酶更低，所以未进一步构建三点

组合突变体。 
2.2.5  葡萄糖对突变体酶活的影响 

为 考 察 稳 定 性 提 升 最 多 的 突 变 体

S360K/E408Y 在应用时对产物抑制的耐受性，

检测了葡萄糖对其活性的影响。相较于出发酶，

突变体保留了低浓度葡萄糖促活性质(图 6)，有

利于其实际应用。 
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图 2  Bgl2A:V224D 的 WebLogo 保守性分析 
Figure 2  Conservation analysis of Bgl2A:V224D by WebLogo. 
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图 3  Bgl2A:V224D 和其突变体代表 S360K 表达

和纯化产物的 SDS-PAGE 检测   M：蛋白质分子

量标准；S：上清；P：沉淀 
Figure 3  SDS-PAGE for the expression and 
purification of Bgl2A:V224D and its mutant 
representive S360K. M: Protein marker; S: 
Supernatant; P: Precipitation. 

 
表 2  Bgl2A:V224D 及其突变体对底物 pNPG 的

比酶活 
Table 2  Specific activities of Bgl2A:V224D and 
its mutants to substrate pNPG 
Enzyme Specific activity (U/mg) P 
Bgl2A:V224D 89±2.52 * 
T243A 58±1.73 <0.000 1 
S360K 87±3.32 0.998 3 
S232P 96±3.64 0.114 5 
E235D 81±1.83 0.021 1 
H274D 80±2.43 0.011 0 
M259F 54±1.58 <0.000 1 
S289P 100±3.96 0.002 5 
E408Y 87±2.65 0.992 9 
S399G 46±1.04 <0.000 1 
A407P 48±2.21 <0.000 1 
V189K 87±2.93 0.995 9 
E408F 85±2.55 0.640 6 
*：P 值为突变体的比酶活与出发酶的比酶活的差异显著

性指标，所以出发酶无此数据 
The P-value is a significant indicator of the difference 
between the specific enzyme activity of the mutant and the 
specific enzyme activity of the starting enzyme, so this data 
is not available for the starting enzyme. 

 
 
图 4  Bgl2A:V224D 及其突变体的最适温度(A)、
最适 pH (B)及稳定性(C) 
Figure 4  The optimum temperature (A), optimum 
pH (B) and stability (C) of Bgl2A:V224D and its 
mutant enzymes. 
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表 3  Bgl2A:V224D 及组合突变体的比酶活 
Table 3  Specific activities of Bgl2A:V224D and 
its combinational mutants 
Enzyme Specific activity (U/mg) P 
Bgl2A:V224D 89±2.52 * 
S360K/E408Y 94±3.47 0.522 9 
S360K/E408F 92±2.83 0.988 7 
S360K/S289P 96±3.23 0.136 2 
*：P 值为突变体的比酶活与出发酶的比酶活的差异显著

性指标，所以出发酶无此数据 
The P-value is a significant indicator of the difference 
between the specific enzyme activity of the mutant and the 
specific enzyme activity of the starting enzyme, so this data 
is not available for the starting enzyme. 

 
2.2.6  乙醇对突变体酶活的影响 

为 考 察 稳 定 性 提 升 最 多 的 突 变 体

S360K/E408Y 在应用时对环境的适应性，检测

了在 35 ℃条件下不同浓度乙醇对其酶活的影

响。结果显示，突变体在 30%乙醇条件下还保

留了 30%以上酶活，而出发酶在相同条件下则丧

失了所有酶活(图 7)。进一步检测了突变体和出

发酶在乙醇环境中酶活随时间的变化。结果显

示，出发酶在 20%乙醇中孵育 10 min，仅剩下

5%左右酶活；而突变体在相同条件下则保留了

60%左右酶活，甚至在孵育 20 min 后仍保留了

35%左右酶活(图 8)。这些结果说明 S360K/E408Y
的乙醇耐受性比出发酶更好。 
2.2.7  突变体的酶动力学参数 

S360K/E408Y 的稳定性提升的同时，活性

也比出发酶更高。为研究其中的机制，对其酶

动力学参数进行了测定。结果显示，突变体的

Km 值较出发酶略有降低，而 kcat 值则有所增加

(表 4)。说明 360 位点和 408 位点的突变既影响

了底物亲和力也影响了催化效率。 

2.3  酶在水解商品大豆异黄酮中的应用 
2.3.1  底物量对水解大豆异黄酮的影响 

为考察 S360K/E408Y 的应用潜能，比较了

其与出发酶对不同量的商品大豆异黄酮的水解 

 
 
图 5  组合突变体的最适温度(A)、最适 pH (B)、
稳定性(C) 
Figure 5  The optimum temperature (A), optimum 
pH (B), and stability (C) of Bgl2A:V224D and its 
combinational mutants. 

 
性能，结果显示，突变体和出发酶的水解率都

随底物量的增加而降低。同量(酶活)的酶在相同

条件下水解相同量的大豆异黄酮，突变体可获

得更高的水解率：比如对 0.80 mg 底物，出发酶

的水解率只能达到 80%左右，突变体则可达到

近 100% (图 9)。这说明突变体有更好的应用潜 
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图 6  葡萄糖对 Bgl2A:V224D 和 S360K/E408Y
酶活的影响 
Figure 6  Effects of glucose on the activities of 
Bgl2A:V224D and S360K/E408Y. 

 

 
 
图 7  乙醇对 Bgl2A:V224D 和 S360K/E408Y 酶

活的影响   
Figure 7  Effects of ethanol on the activities of 
Bgl2A:V224D and S360K/E408Y. ***: P<0.001; 
**: P<0.01. 
 

 
 
图 8  乙醇条件下孵育时间对 Bgl2A:V224D 和

S360K/E408Y 酶活的影响   
Figure 8  Effects of incubation time in ethanol 
environment on the activities of Bgl2A:V224D and 
S360K/E408Y. ****: P<0.000 1. 

表 4  Bgl2A:V224D 和 S360K/E408Y 对 pNPG 的

动力学常数 
Table 4  Kinetic constants of Bgl2A:V224D and 
S360K/E408Y to pNPG 
Enzyme Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km 

(L/(mmol·s)) 
Bgl2A:V224D 0.96±0.08 42.85±1.38 44.63±2.43 
S360K/E408Y 0.74±0.09 49.25±1.87 66.84±4.50 
 

 
 
图 9  底物量对 Bgl2A:V224D (A)和 S360K/E408Y 
(B)水解大豆异黄酮糖苷的影响 
Figure 9  Effects of substrate amount on the 
hydrolysis of soybean isoflavone glycosides by 
Bgl2A:V224D (A) and S360K/E408Y (B). ns: No 
significant difference; **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 
 
能。为进一步体现突变体相对于出发酶具有更

高底物水解效率的应用优势，在下文所述的商

品大豆异黄酮水解实验中，前者的底物量均为

后者的底物量的 2 倍(即 1.60 mg 对 0.80 mg)。 
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2.3.2  pH 对水解大豆异黄酮的影响 
比较不同 pH 条件下酶水解大豆异黄酮的

效率，结果显示，突变体和出发酶的水解率随

着 pH 的升高都呈先上升后下降的趋势，都在

pH 6.5 达到最高。在各种 pH 条件下，同酶活的突

变体的水解率相比出发酶都相当或更高(图 10)。 
2.3.3  反应温度对水解大豆异黄酮的影响 

比较不同温度条件下酶水解大豆异黄酮的

效率，结果显示，突变体和出发酶的水解效率

随着温度的升高逐渐降低，都在 35 ℃左右达到

最高，接近 100%。虽然突变体的最适温度相比

出发酶没有提升，但在各种温度下，前者的水

解率都更高(图 11)，体现了其相对后者更高的

热稳定性。 
2.3.4  反应时间对水解大豆异黄酮的影响 

比较不同反应时间对酶水解大豆异黄酮效

率的影响，结果显示，随着反应时间的增加，

异黄酮的水解率也逐渐增加。同酶活的突变体

和出发酶的在各时长的水解率相当，都在 10 min
左右完全水解底物(图 12)。 

综上，在各种实验条件下，突变体都表现

出了与出发酶相当或相对更高的大豆异黄酮水

解率。如前所述，在这些实验中使用的突变体和

出发酶的酶活相同，因前者的比酶活比后者更 
 

 
 
图 10  pH 对 Bgl2A:V224D (A)和 S360K/E408Y (B)水解大豆异黄酮糖苷的影响  
Figure 10  The effect of pH on the hydrolysis of soybean isoflavone glycosides by Bgl2A:V224D (A) and 
S360K/E408Y (B). *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

 
 
图 11  温度对 Bgl2A:V224D (A)和 S360K/E408Y (B)水解大豆异黄酮糖苷的影响   
Figure 11  The effect of temperatures on the hydrolysis of soybean isoflavone glycosides by Bgl2A:V224D (A) 
and S360K/E408Y (B). ns: No significant difference; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1.  
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高，所以所用突变体的质量比出发酶的质量

更少。另外，实验中突变体的底物量是出发酶

的底物量的 2 倍，综合比较，突变体水解大豆

异黄酮的效率相对出发酶显著更高，更具应

用潜能。  

2.4  突变体在大豆黄浆水精深加工中的应用 
如前所述，以商品大豆异黄酮为底物时，

在相同酶活条件下，S360K/E408Y 的水解率比

Bgl2A:V224D 更高。与此类似，以大豆黄浆水

中的大豆异黄酮为底物时，突变体同样表现出

了比相同酶活的出发酶更高的水解率。相应地，

达到相同水解率所需突变体的量比出发酶更少，

比如：突变体只需 8 U 就能达到 90%的水解率，

而出发酶则需要 12 U 才能达到相同水解率。大

豆异黄酮的水解率随着酶量的增加而逐渐增

加，当酶的用量达到 20 U 时，两者的水解率都

达到 95%左右(图 13)。 

3  讨论 
折叠态与去折叠态的自由能之差 ΔG 是反

映蛋白质稳定性的参数，通过对其计算可以筛

选自由能更低、更有利于蛋白质稳定的突变设

计。采用多种能量函数进行计算评分，可以减

小单一算法的局限性，降低假阳性的概率。 
 

 
 

图 12  反应时间对 Bgl2A:V224D (A)和 S360K/E408Y (B)水解大豆异黄酮糖苷的影响  
Figure 12  The effect of reaction times on the hydrolysis of soybean isoflavone glycosides by Bgl2A:V224D (A) 
and S360K/E408Y (B). ns: No significant difference; ****: P<0.000 1.  
 

 
 

图 13  酶量对 Bgl2A:V224D (A)和 S360K/E408Y (B)水解大豆黄浆水异黄酮糖苷的影响 
Figure 13  The effect of enzyme quantities on the hydrolysis of the isoflavone glycosides in soybean yellow 
slurry water by Bgl2A:V224D (A) and S360K/E408Y (B). ns: No significant difference; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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本研究以前期获得的具有高比酶活和葡萄

糖耐受的新型 β-葡萄糖苷酶 Bgl2A:V224D 为研

究对象，用互补的能量函数对突变体的自由能

进行计算评分，以获得蛋白更加稳定的突变体。

这些位点都位于蛋白质的表面，与文献报道的

结果相一致：与蛋白质稳定性相关的位点一般

远离活性中心，保守性也差[22]。研究表明，改

变活性位点附近的氨基酸可能会极大影响酶的

性质[11]。例如，Jiang 等[23]通过对 β-葡萄糖苷酶

活性中心附近保守区域内的非保守氨基酸突

变，获得的突变体 F167L、R354K 的比活分别

约为出发酶的 2 倍和 4 倍。本研究共成功构建

26 个突变体，其中有 12 个突变体可溶性表达，

14 个突变体以包涵体的形式存在，形成包涵体

可能是由于突变导致的蛋白质不能正确折叠。

最终得到组合突变体 S360K/E408Y 在 35 ℃、

pH 6.5 条件下的半衰期是出发酶的 6.7 倍左右。

360 位点和 408 位点的突变对酶活的影响较小，

对酶的葡萄糖耐受性基本也没有影响。通过测

定乙醇对酶活的影响，也进一步证实了稳定性

提升的突变体对有机溶剂的耐受能力也会有显

著提升。因此，本研究为通过蛋白质工程提升

酶的有机溶剂耐受性提供了一种新策略。 
本研究还进一步探究了出发酶 Bgl2A:V224D

和突变体 S360K/E408Y 二者在水解商品大豆异

黄酮制备苷元的应用潜能。在优化条件下，2 个

酶对异黄酮的水解率均接近 100%，但突变体

S360K/E408Y 在相同条件下可水解的底物量是

出发酶的 2 倍。另外，利用 S360K/E408Y 水解

黄浆水中的大豆异黄酮，效果也比出发酶

Bgl2A:V224D 更好，达到相同水解率所需

S360K/E408Y 的酶量相比出发酶 Bgl2A:V224D
少 1/3 左右。Li 等[24]将 50 μL 10%异黄酮提取

液和 200 μL 0.05 U 酶液置于柠檬酸-磷酸氢二

钠缓冲液(pH 4.5)中，37 ℃反应 10 min 后终止

反应，经检测异黄酮苷元含量从 43 mg/mL 增加

至 72.4 mg/mL，糖苷异黄酮并未彻底水解。Yeom
等[25]用 33 U/mL的酶水解 7.5%的甲醇提取异黄

酮，染料木苷、大豆苷、黄豆黄苷分别在 120、
160 和 200 min 后彻底转化为苷元形式。经对比

可见，本研究获得的突变体 S360K/E408Y 在水

解大豆异黄酮方面更加高效彻底，可以作为水

解大豆异黄酮应用的候选酶，利用其制备的异

黄酮苷元可用作食品添加剂以及保健品的成

分。另外，该酶也可用于水解某些天然产物，

如中药材中水溶性较差但可溶于有机溶剂的成

分，制备活性更高的产物。 

4  结论 
本研究的结果表明，利用提升稳定性的改

造方法提升酶对有机溶剂耐受性的策略适用于

β-葡萄糖苷酶，通过这一策略可提升 β-葡萄糖

苷酶在多领域的应用潜力。 
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