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研究报告 

定向引入 N-糖基化位点改进黑曲霉 β-1,4-内切木聚糖酶热

稳定性 
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摘  要：【背景】木聚糖是生物圈中仅次于纤维素的第二大多糖，其结构复杂，完全降解需要多种

木聚糖酶协同作用。β-1,4-内切木聚糖酶是木聚糖主链水解过程中最关键的酶，已广泛应用于饲料、

造纸、能源、食品和医药等行业。但在实际应用中，由于真菌木聚糖酶的热稳定性较差，限制了其

在工业中的应用。【目的】提高来源于黑曲霉(Aspergillus niger)的 β-1,4-内切木聚糖酶(xynB)热稳

定性。【方法】采用氨基酸虚拟突变技术对 xynB 定向引入一个 N-糖基化位点，将虚拟突变后筛选

获得的候选突变体和野生型在毕赤酵母 SMD1168 中表达，并对纯化后的野生型和突变体酶进行酶

学性质和稳定性分析。【结果】经虚拟突变和筛选获得 5 个候选突变体，在毕赤酵母 SMD1168 中成

功表达了 4 个突变体，其中 3 个突变体发生了糖基化。突变体和野生型酶均表现出宽范围的酸碱耐

受性，且突变体 xynBA92N/D94T 在 pH 4.0–11.0 条件下的稳定性明显优于野生型；糖基化突变体

xynBA92N/D94T、xynBG66N/A68T 和 xynBG66F/D67N/G69T 在温度为 60–80 °C 时热稳定性明显高于野生型，

xynBG66N/A68T 在 80 °C 保温 30 min 后的残留酶活比野生型提高了约 30%。【结论】本研究方法可为其

他来源木聚糖酶和其他工业酶的热稳定分子改造提供参考。 

关键词：β-1,4-内切木聚糖酶，N-糖基化，氨基酸虚拟突变，酶学性质 
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Abstract: [Background] Xylan is the second most abundant polysaccharide in nature, and second only to 
cellulose. The structure of xylan is complex, and its complete degradation needs many xylanases. 
Endo-β-1,4-xylanase is the key enzyme in the hydrolysis process of xylan main chain. It has been widely 
used in feed, papermaking, energy, food and medicine industries. However, in practical application, due to 
the poor thermal stability of fungal xylanase, its application in industry is limited. [Objective] The 
purpose of this study is to improve the thermal stability of endo-β-1,4-xylanase (xynB) from Aspergillus 
niger. [Methods] Firstly, an N-glycosylation site was introduced into xynB by amino acid virtual mutation 
technology to obtain the mutants. Then the mutants and wild-type enzymes were expressed in Pichia 
pastoris SMD1168. Finally, the purified wild-type and mutant enzymes were characterized by enzymatic 
properties. [Results] Five candidate mutants were obtained by virtual mutation and screening. Four 
mutants were successfully expressed in Pichia pastoris SMD1168, and three of which were glycosylated. 
The mutants and wild-type enzyme showed wide pH tolerance, and the stability of xynBA92N/D94T at pH 
4.0–11.0 was significantly better than that of the wild-type; xynBA92N/D94T, xynBG66N/A68T and 
xynBG66F/D67N/G69T, which were glycosylated, showed significantly higher thermal stability at 60–80 °C than 
that of the wild-type, and the residual enzyme activity of xynBG66N/A68T at 80 °C after incubation for 30 min 
was about 30% higher than that of the wild-type. [Conclusion] The method of this study can provide 
reference for the thermal stability molecular modification of other xylanases and other industrial enzymes. 

Keywords: Endo-β-1,4-xylanase, N-glycosylation, Amino acid virtual mutation, Enzymatic properties 
 

木聚糖是一种复杂的多聚五碳糖，是植物半

纤维素的主要成分，在细胞壁中的含量约占被子

植物细胞干重的 15%−35%，是生物圈中仅次于纤

维素的第二大多糖[1-2]。木聚糖分子结构为阿拉伯

木聚糖，主要由阿拉伯糖和木糖构成，化学结构

复杂，完全降解需要多种木聚糖酶协同作用；参

与降解木聚糖的酶主要有 β-1,4-内切木聚糖酶、

β-1,4-木糖苷酶、α-L-呋喃阿拉伯糖苷酶、α-葡萄

糖醛酸酶和乙酰木聚糖酯酶等，其中 β-1,4-内切

木聚糖酶是木聚糖主链水解过程中最主要的酶，

作用于木聚糖的主链内切 β-1,4-糖苷键，产生木

糖、木二糖、木三糖等低聚木糖和少量阿拉伯  
糖[3]。β-1,4-内切木聚糖酶已广泛应用于饲料、造

纸、能源、食品和医药等行业[2]。β-1,4-内切木聚

糖酶主要来源于芽孢杆菌、节杆菌、肠杆菌和放

线菌等细菌及木霉、曲霉、毛壳霉等真菌[3-4]，虽

然其来源广泛，但酶活不高，且 pH 适用范围和热

稳定性达不到工业生产的需求，需要进行物理、

化学或生物学改造以提高其酶活、pH 稳定性和热

稳定性。 
蛋白质糖基化工程的大量研究显示，很多经

糖基化修饰的蛋白比未糖基化形式蛋白的溶解

性、蛋白酶抗性、pH 和热稳定性有所增强。据报

道，Niu 等[5]利用 N-糖基化修饰提高了磷酸酶对

胃蛋白酶的抗性；Fu 等[6]研究表明 N-糖基化有利

于提高源自风车棕榈树的过氧化物酶 (windmill 
palm tree peroxidases，WPTP)的催化活性和耐碱

性；Chang 等[7]研究表明来源于烟曲霉的嗜热木聚

糖酶(Af-XYNA) N124 处的 N-糖基化提高了该酶

的 pH 和热稳定性；罗长财等[8]研究结果显示 N-
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糖 基 化 可 提 高 重 组 耐 高 温 β- 甘 露 聚 糖 酶

(ReTMan26)的 pH 稳定性、热稳定性及抗胃蛋白

酶和胰蛋白酶性；王小艳[9]利用定点突变技术筛选

N-糖基化修饰的不同 β-葡萄糖醛酸苷酶突变体，

发现 N28 位糖基化能显著提高酶的活性，N383 和

N59 位糖基化能提高该酶的热稳定性；Hu 等[10]通

过对 β-甘露聚糖酶进行糖基化修饰获得两个热稳

定性、pH 稳定性、抗胰蛋白酶和胃蛋白酶性都提

高的突变酶(g-123、g-347)。本研究中的 β-1,4-内
切 木 聚 糖 酶 ( 简 称 xynB ， GenBank 登 录 号 ：

AGG38091)来源于 Aspergillus niger，基因序列长

675 bp，由 225 个氨基酸组成，其中前 18 个氨基

酸构成信号肽。xynB 属于糖苷水解酶 GH11 家

族，底物专一性很高，分子量大小约为 24 kD，等

电 点 为 4.8 ， 该 酶 具 有 高 酶 活 力 、 宽 pH (pH 
3.0−9.0)稳定性，但热稳定性相对较低，属于中温

酶，天然 xynB 在真核细胞中表达时不发生糖基 
化 [11]。本研究利用计算机氨基酸虚拟突变，在

xynB 非活性中心部位的合适区域通过定向突变引

入一个 N-糖基化位点，构建毕赤酵母 SMD1168
重组工程菌株并表达野生型和突变体蛋白，同时

对糖基化突变体进行 pH 稳定性和热稳定性研究分

析，以期获得热稳定提高的糖基化 xynB 突变体。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

毕赤酵母工程菌株 SMD1168、含有构建酵母

表达载体前同源臂所需的 Paox-Ptef-ss1-BBPB 质粒

和后同源臂所需的 Taox-PgHT-BBPB 质粒的大肠杆

菌甘油菌由本实验室保存；含有 pUC57-xynBWT 质

粒、pUC57-xynBG48T 质粒、pUC57-xynBG66N/A68T 质

粒 、 pUC57-xynBG66F/D67N/G69T 质 粒 、 pUC57- 

xynBA92N/D94T 和 pUC57-xynBD130N/N132T 质粒(基因序

列 C 端或 N 端添加 6 个组氨酸标签，且基因 5′端和

3′端分别添加限制性核酸内切酶 Xba I、EcoR I 和

Spe I、Pst I 的酶切位点)的大肠杆菌甘油菌购自上

海捷瑞生物工程有限公司；大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞购自广州鼎国生物技术公司。 
1.1.2  主要试剂和培养基 

限制性核酸内切酶(EcoR I、Spe I、Xba I、 
Pst I)、T4 DNA 连接酶、糖苷内切酶 H (Endo H)和
核酸胶回试剂盒购自 NEB 公司；高纯质粒小提试

剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司；桦木木聚

糖购自 Sigma 公司；细菌学蛋白胨、大豆蛋白胨和

酵母提取物购自 Oxoid 公司；其余试剂均为国产或

进口分析纯。 
LB 液培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，细菌学蛋

白胨 10.0，氯化钠 10.0。LB 固体培养基中加琼脂

粉 15.0 g。 
MD 固体培养基(g/L)：丙三醇 10.0，无氨基酵

母氮源 13.4，生物素 0.4 mg/L，琼脂粉 15.0。 
YPG 液体培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，大

豆蛋白胨 20.0，丙三醇 10.0。 
1.1.3  主要仪器 

Discovery Studio 4.5，北京创腾科技有限公

司；恒温培养箱、恒温摇床，上海智城分析仪器

制造有限公司；Mini 蛋白质电泳仪、Western blot
电泳仪，Bio-Rad 公司；AKTA pure 纯化仪，GE 
Healthcare 公司；多功能酶标仪，美谷分子仪器(上
海)有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  xynB 三维结构模型的建立及模型评估 

利用 Discovery Studio 4.5 (DS 4.5)软件从

PDB_nr95 数据库中搜索到与 xynB (GenBank 登

录号：AGG38091)相似性大于 50%的蛋白晶体结

构作为模板，进行同源建模以获得初始模型，再

通过对初始模型进行加氢优化、侧链优化、Loop
区优化和能量最小化后得到 xynB 的最佳构象，并

采用拉氏图(ramachandran plot)法和 Profile-3D 法对

模型进行评估。 
1.2.2  氨基酸虚拟突变位点的筛选及确定 

蛋 白 质 的 N- 糖 基 化 有 特 殊 识 别 序 列

Asn-X-Ser/Thr (X 是除 Pro 外的任意氨基酸)，且识



吴凤梅等: 定向引入 N-糖基化位点改进黑曲霉 β-1,4-内切木聚糖酶热稳定性 2131 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

别序列位于蛋白质表面[9,12]。N-糖基化位点常位于

蛋白质结构表面的 β-转角或 Loop 区[13]。位于蛋白

质结构反向转角区的 N-糖基化识别序列的 Asn 前

面 2−3 个位置的氨基酸为 Phe 时，有利于 N-糖基

化 的 发 生 ， 如 序 列 F-N-X-S/T 、 F-X-N-X-S/T 、

F-X-X-N-X-S/T[14-15]。序列 Asn-X-Ser/Thr-Y 中的 Y
是 Pro、Glu 和 Trp 会阻碍 N-糖基化的发生，带正电

荷的氨基酸位于 X 位有利于糖基化的发生，Thr、
Ser 和 Cys 无论位于 X 还是 Y 都有利于糖基化[16]。 

基于这些信息，先利用 DS 4.5 对 xynB 蛋白模

型 进 行 相 对 溶 剂 可 及 性 (relative solvent 
accessiblity，RSA)分析，RSA 大于 25%的蛋白表

面在溶液中暴露程度高，选择暴露在 xynB 表面的

β-转角和 Loop 区作为虚拟突变的最初范围。再利

用 DS 4.5 对 xynB 模 型 与 木 五 糖 分 子 进 行

CDOCKER 对接，分析 xynB 与底物结合面氨基酸

并记录。接着利用 DS 4.5 对多个结合面氨基酸进

行丙氨酸扫描，把变成丙氨酸后能量变化大于 
2.0 kcal/mol 的氨基酸记为热点残基。为了保证不

影响突变体的酶活，去除能与底物结合发生相互

作用的热点残基，同时去除突变后序列 Asn-X-Ser/ 
Thr-Y 中 Y 位置为 Pro、Glu 和 Trp 的可突变序列，

再 根 据 N-X-S/T 、 F-N-X-S/T 、 F-X-N-X-S/T 、

F-X-X-N-X-S/T 序列对剩下的可突变序列进行虚拟

突变，保留突变能(mutation energy)≤0.5 kcal/mol 的

结 构 稳 定 的 突 变 体 。 利 用 Glyport (http://www. 
glycosciences.de/glytorsion)对引入 N-糖基化位点的

突变体在空间中能否发生 N-糖基化进行合理性评

估，若能发生，再利用 Gromacs 5.1.2 对突变体和

底物对接复合物进行分子动力学模拟，分析突变

体 蛋 白 碳 链 骨 架 的 稳 定 性 ， 把 RMSD 变 化 在    
0.2 nm 范围内上下波动的突变体作为优选突变体。 
1.2.3  xynB 野生型和突变体的酵母表达载体构建 

用 EcoR I 和 Spe I 双酶切含有全基因合成的野

生型及突变体基因质粒后，1%琼脂糖凝胶电泳检

测后切胶回收目的片段，与经 EcoR I 和 Xba I 双酶

切胶回收后的 Taox-PgHT-BBPB 载体通过 T4 DNA

连接酶进行连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感

受态细胞，筛选阳性转化子，用 EcoR I 和 Xba I 酶

切鉴定并切胶回收目的载体。EcoR I 和 Spe I 双酶切

Paox-Ptef-ss1-BBPB 质粒，切胶回收 Paox-Ptef-ss1
片段，与胶回收后的载体进行连接，转化大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞。筛选阳性转化子，双酶切后

进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，获得重组质粒。 
1.2.4  重组质粒电击转化毕赤酵母 SMD1168 及其

重组子的筛选 
重组质粒经 Xba I 和 Spe I 线性化后，1%琼脂

糖凝胶电泳检测后切胶回收目的片段，并将目的

片段电击转入毕赤酵母 SMD1168 感受态细胞中，

涂布于 MD 固体培养基平板，置于 28 °C 恒温培养

箱中培养，待长出单菌落，挑取单克隆于 5 mL 
YPG 液体培养基中，于 28 °C、200 r/min 振荡培养

72 h ， 12 000 r/min 离 心 1 min 收 集 上 清 ，

SDS-PAGE 法检测培养上清，筛选阳性单克隆。 
1.2.5  突变体蛋白糖基化鉴定和 Western blotting
验证 

将阳性单克隆接种至 250 mL YPG 液体培养

基进行扩大培养 72 h，4 °C、8 000×g 离心 10 min
收集上清，进行 80%饱和度硫酸铵沉淀。4 °C、    
8 000×g 离 心 15 min 取 沉 淀 ， 用 平 衡 缓 冲 液  
(20 mmol/L PBS、0.5 mol/L NaCl，pH 7.4)重悬沉

淀，再 8 000×g 离心 10 min 取上清为蛋白粗酶液，

经纯化仪进行镍柱亲和层析获得纯度较高的酶

液。利用糖苷内切酶 H 酶切野生型和突变体蛋

白，酶切产物经 SDS-PAGE 鉴定，分析突变体蛋白

是否发生糖基化，并基于野生型和突变体酶 N 端

的组氨酸标签，利用一抗(小鼠抗组氨酸标签抗体)
和二抗(羊抗小鼠抗体)进行 Western blotting 实验加

以验证。 
1.2.6  xynB 野生型和突变体酶的酶活力测定 

木聚糖酶酶活力的测定采用 3,5-二硝基水杨

酸(DNS)法，木聚糖酶的酶活力单位定义为：在

pH 5.0、温度 50 °C 的条件下，每分钟水解木聚糖

形成 1 μmol 木糖(还原糖)所需酶量为 1 个酶活力单    
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位(U)[17-19]。吸取 700 μL 0.1%桦木木聚糖溶液(pH 
5.0 的磷酸氢二钠-柠檬酸溶液配制)于 1.5 mL EP 管

内，置于 50 °C 金属浴中温育 5 min；分别吸取  
10 μL 温育好的各突变体和野生型蛋白液加入温育

好的桦木木聚糖溶液中，充分混匀，于 50 °C 金属

浴中反应 10 min，取出后立即放入沸水中煮 15 min
使 酶 失 活 ， 待 溶 液 冷 却 后 给 反 应 体 系 中 加 入   
700 μL DNS 显色剂显色，再沸水煮 10 min，冷却

至室温。以沸水煮 30 min 的灭活酶作为对照组，

每组重复 3 次。各取 200 μL 于 96 孔板中于酶标仪

中测量波长 540 nm 处的光吸收值。 
酶活力计算公式为：H=D×V1×CX/(T×V2)。其

中，H：木聚糖酶酶活；D：酶的稀释倍数；V1：

反 应 的 体 系 体 积 (mL) ； CX ： 木 聚 糖 的 摩 尔 浓    
度(μmol/L)；T：反应时间(min)；V2：加入酶液的

体积(mL)。 
1.2.7  xynB野生型和突变体酶最适pH及最适温度

的测定 
将不同 pH (4.0、5.0、6.0、7.0、8.0，由磷酸

氢二钠-柠檬酸溶液配制)配制的 0.1%桦木木聚糖溶

液与等量的 xynB 野生型和突变体蛋白液在 50 °C
金属浴中反应 10 min，按 1.2.6 中的 DNS 法测定酶

活力，以最高酶活力为 100%计算 xynB 野生型和突

变体蛋白在不同 pH 条件下的相对酶活。 
将最适 pH 缓冲溶液配制的 0.1%桦木木聚糖溶

液在不同温度(20、30、40、50、60、70 °C)下分

别与等量的 xynB 野生型和突变体蛋白液反应    
10 min，按 1.2.6 中的 DNS 法测定酶活力，以最高

酶活力为 100%计算 xynB 野生型和突变体蛋白在不

同温度条件下的相对酶活。 
1.2.8  xynB 野生型和突变体酶的 pH 稳定性测定 

xynB 野生型和突变体蛋白在 pH 4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0 (0.2 mol/L Na2HPO4-0.1 mol/L 柠檬酸

缓冲液配制 )和 pH 9.0、10.0、11.0 (0.2 mol/L 
Na2CO3-0.2 mol/L NaHCO3 缓冲液配制)的缓冲液中

20 °C 条件下孵育 30 min，在各酶的最适温度下反

应 10 min 后采用 DNS 法测定酶活，以最高酶活力

为 100%计算 xynB 野生型和突变体蛋白在各 pH 条

件下的相对酶活。 
1.2.9  xynB 野生型和突变体酶的温度稳定性测定 

将蛋白酶分装于各管中，置于不同温度(20、

30、40、50、60、70、80 °C)保温 30 min，在各酶

的最适条件下反应 10 min 测定酶活，以 4 °C 放置

未经温度处理的蛋白酶活力为 100%计算 xynB 野生

型和突变体蛋白在各温度条件下的相对酶活。 

2  结果与分析 

2.1  xynB 三维结构模型的建立及模型评估 
利用 DS 4.5 从 PDB_nr95 数据库中搜索到与

xynB 相似性为 73.8%的蛋白晶体结构(PDB ID：

3WP3_B)，利用 DS 4.5 同源建模板块进行同源建

模获得初始模型，初始模型优化后，经拉氏图评

估(图 1A)得出该模型中 96%的氨基酸的二面角在

允许区域内，且有 90%以上氨基酸处于最适区域

内，评价模型可信。经 Profile-3D 评估(图 1B)发现

模型的氨基酸相容性得分(verify score)均在“0 线”以

上，且相容性得分为 110.47，显著高于期望值

(86.142 3)，说明该模型的氨基酸的空间结构都是

合理的。综上评估，该优化模型是合理可信的，

可作为 xynB 的理想结构模型(图 1C)。 

2.2  氨基酸虚拟突变位点的筛选及确定 
2.2.1  xynB 表面潜在 N-糖基化位点分析 

(1) 利用 DS 4.5 对 xynB 模型进行 RSA 分析，

表征暴露在蛋白表面的氨基酸残基 (RSA>25%)
的分布(图 2A)；(2) 记录暴露在 xynB 表面 β-转角

处和 Loop 区可构建 N-糖基化的氨基酸序列作为

可突变序列，共有 13 条(表 1)；(3) xynB 模型与

底物木五糖的 CDOCKER 对接结果显示 xynB 与

底 物 结 合 时 结 合 面 氨 基 酸 有 Ser52 ， Asn80 ，

Tyr108 、 206 、 112 、 123 、 214 ， Arg157 ，

Ala161 ， Trp54 、 114 、 173 ， Val82 ， Phe81 ，

Gln171 和 Glu212 (图 2B)；(4) 结合面氨基酸经

丙 氨 酸 扫 描 获 得 热 点 残 基 为 Tyr112 、 206 ，

Trp173，Gln171 和 Arg157，舍弃含有热点残基的 
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图 1  xynB 模型评估结果(A、B)及三维结构模型(C) 
Figure 1  The evaluation results of model (A, B) and 
three-dimensional structure model of xynB (C) 
注：A：拉氏图评估结果；B：Profile-3D 评估结果. 
Note: A: The evaluation result of ramachandran plot; B: The 
evaluation result of Profile-3D. 

 
图 2  xynB 表面氨基酸分布(A)及 xynB 与木五糖对接结

合的氨基酸(B) 
Figure 2  The distribution of amino acids on the surface of 
xynB (A) and the docked amino acids with xylopentaose (B) 
注：图 2A 中金黄色部分为 RSA>25%的氨基酸. 
Note: RSA>25% amino acids were showed with golden yellow in 
Figure 2A. 
 
表 1  潜在可形成 N-糖基化的突变序列 
Table 1  The amino acid sequences that can construct 
N-glycosylation 
序列编号 
Sequences
No. 

氨基酸位置

The position 
of amino acid

可突变序列 
Mutable sequences 

1 39−41 Thr-Pro-Ser 
2 46−49 Asn-Asn-Gly-Phe 
3 56−59 Asp-Gly-Gly-Gly 
4 66−69 Gly-Asp-Ala-Gly 
5 88−94 Asn-Pro-Gly-Ser-Ala-Gln-Asp 
6 104−108 Ser-Gly-Asn-Gly-Tyr 
7 117−119 Asp-Pro-Leu 
8 129−137 Gly-Asp-Tyr-Asn-Pro-Gly-Ser-Gly-Gly
9 145−148 Ser-Asp-Gly-Ser 
10 162−165 Ser-Ile-Gln-Gly 
11 177−182 Gln-Asn-Lys-Arg-Val-Gly 
12 197−202 Leu-Gly-Met-Asn-Leu-Gly 
13 213−215 Gly-Tyr-Gln 
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可 突 变 序 列 ； (5) 同 时 舍 弃 突 变 后 序 列

Asn-X-Ser/Thr-Y 中 Y 位置为 Pro、Glu 和 Trp 的可

突变序列；(6) 根据 N-X-S/T、F-Y-Z-N-X-S/T、

F-N-X-S/T、F-X-N-X-S/T 序列对候选可突变序列

进行氨基酸虚拟突变，保留突变能≤0.5 kcal/mol
的突变体。经以上 6 步筛选得到 10 个结构稳定的

突变体(表 2)。 
2.2.2  突变体的确定 

经 Glyprot 对所筛选突变体形成 N-糖基化空

间合理性的评估显示，编号为 2、4、5、8、10
的突变体存在空间位阻，不能发生 N-糖基化，而 
 

表 2  氨基酸虚拟突变后结构稳定的突变体 
Table 2  The mutants with stabilized structure after amino 
acid virtual mutation 
编号 
No. 

突变体 
Mutation 

突变能 
Mutation energy 
(kcal/mol) 

影响 
Effect 

1 G48T −0.04 Neutral 
2 D67T −0.96 Stabilizing 
3 G66N/A68T −2.19 Stabilizing 
4 S162N/G164T −1.37 Stabilizing 
5 G134N/G136T 0.42 Neutral 
6 D130N/N132T −1.95 Stabilizing 
7 A92N/D94T −1.15 Stabilizing 
8 S145N/G147T −0.87 Stabilizing 
9 G66F/D67N/G69T 0.1 Neutral 
10 S162F/I163N/G165T −1.05 Stabilizing 
注 ： Stabilizing 表 示 突 变 能 <−0.5 kcal/mol ； Neutral 表 示    
−0.5 kcal/mol ≤突变能≤ 0.5 kcal/mol. 
Note: Stabilizing means mutation energy<−0.5 kcal/mol; Neutral 
means −0.5 kcal/mol≤mutation energy≤0.5 kcal/mol. 

编号为 1、3、6、7、9 的突变体在空间上可以发

生 N-糖基化(图 3)。分子动力学模拟后分析它们

在模拟过程中的 RMSD 变化情况，发现野生型和

5 个突变体的 RSMD 值均在 0.1 nm 范围内波动 
(图 4)，说明野生型和突变体蛋白结构的碳链骨

架均处于稳定状态，将这 5 个突变体(xynBG48T、

xynBG66N/A68T、xynBG66F/D67N/G69T、xynBD130N/N132T、

xynBA92N/D94T)作为候选突变体。 

2.3  xynB 野生型和突变体的酵母表达载体  
构建 

将含野生型和突变体全合成基因序列的质粒

进行双酶切鉴定，酶切片段符合预期，再采用

“Biobrick”法分别组装野生型和突变体基因与元件

前 同 源 臂 (Paox-Ptef-ss1) 和 后 同 源 臂 (TaoX- 
PgHT)，最终得到 Paox-Ptef-ss1-xynB-Taox-PgHT- 
BBPB 酵母表达载体。用 EcoR I 和 Pst I 双酶切各

酵母表达载体成 BBPB 和 Paox-Ptef-ss1-xynB-Taox- 
PgHT 片段，BBPB 片段大小为 3 780 bp，Paox- 
Ptef-ss1-xynB-Taox-PgHT 片段大小为 6 130 bp。通

过 1%琼脂糖凝胶电泳检测各酶切产物均出现两条

条带，一条在 6 000 bp 附近，一条接近 4 000 bp，

鉴定酶切产物片段大小符合预期(图 5)，表明野生

型和 4 个突变体的酵母表达载体构建成功。突变

体 xynBG48T 在构建表达载体过程中一直连接失

败，因此后续实验放弃该突变体。 
 
 

 
 
图 3  突变体 N-糖基化位点空间合理性预测结果图 
Figure 3  The prediction of spatial rationality of N-glycosylation sites in mutants 
Note: A: xynBG48T; B: xynBG66N/A68T; C: xynBA92N/D94T; D: xynBD130N/N132T; E: xynBG66F/D67N/G69T. 
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图 4  xynB 野生型和 5 个突变体的 RMSD 分析结果 
Figure 4  RMSD analysis of the wild-type and five mutants 
of xynB 
 

 
 

图 5  野生型和突变体酵母表达载体双酶切鉴定图 
Figure 5  Identification of wild-type and mutants yeast 
expression vector by double enzyme digestion 
注：M：Generay DL1004 DNA 分子量标准；1−5：xynBWT、

xynBG66N/A68T、xynBG66F/D67N/G69T、xynBD130N/N132T、xynBA92N/D94T. 
Note: M: Generay DL1004 DNA marker; 1: xynBWT; 2: 
xynBG66N/A68T; 3: xynBG66F/D67N/G69T; 4: xynBD130N/N132T; 5: 
xynBA92N/D94T. 

2.4  重组子的筛选 
从 MD 固体平板上挑取部分单克隆进行试管

培养 3 d 后，离心收集上清，各取 20 μL 上清液进

行 SDS-PAGE 鉴定，经考马斯亮蓝染色后如图 6
所示。将与对照泳道比较在 20−25 kD 之间多表达

出蛋白条带的单克隆菌株作为阳性重组子。结果

表明目标蛋白表达，是否发生了 N-糖基化，需要

进行糖基化和 Western blotting 实验进一步确证。 

2.5  糖基化鉴定和 Western blotting 验证 
用 Endo H 对纯化浓缩后的野生型和突变体蛋

白进行酶切处理，经 SDS-PAGE 鉴定(图 7)结果显

示：xynBWT 经 Endo H 酶切前后分子量大小不变，

说明 xynBWT 在表达过程中未发生 N-糖基化；

xynBA92N/D94T 在 Endo H 酶切前存在 3 条蛋白条带，

经 Endo H 酶切后 3 条蛋白带分子量均减小了   
2−3 kD，说明 xynBA92N/D94T 在表达过程中发生了糖

基化，但是 xynBA92N/D94T 明显在表达或分泌过程中

可能被毕赤酵母 SMD1168 表达的内源蛋白酶所降

解，所以分子量变小；xynBD130N/N132T 在 Endo H 酶

切前后分子量大小不变，说明 xynBD130N/N132T 在表

达过程中未发生 N-糖基化，且 xynBD130N/N132T 蛋白

也发生了降解现象。xynBG66N/A68T 在 Endo H 酶切前

有两条带，一条分子量为 26 kD，另一条为 24 kD， 
 

 
 
图 6  目的蛋白 SDS-PAGE 鉴定图 
Figure 6  The identification of target protein by SDS-PAGE 
注：M：伯乐双色蛋白质标准品；S：SMD1168 空载对照；1：xynBA92N/D94T；2：xynBD130N/N132T；3：xynBG66N/A68T；4：xynBWT；

5：xynBG66F/D67N/G69T. 箭头所指蛋白条带为目标蛋白. 
Note: M: Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; S: SMD1168 control; 1: xynBA92N/D94T; 2: xynBD130N/N132T; 3: xynBG66N/A68T; 
4: xynBWT; 5: xynBG66F/D67N/G69T. The protein band indicated by the arrow is target protein. 
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图 7  Endo H 酶切前后野生型和突变体酶的 SDS-PAGE 鉴定图(A 和 B) 
Figure 7  SDS-PAGE identification of wild-type and mutant enzymes digested by Endo H (A and B) 
注：M：伯乐双色蛋白质标准品；1：xynBWT；2：xynBWT 经 Endo H 酶切后产物；3：xynBA92N/D94T；4：xynBA92N/D94T 经 Endo H 酶

切后产物；5：xynBD130N/N132T；6：xynBD130N/N132T 经 Endo H 酶切后产物；7：xynBG66N/A68T；8：xynBG66N/A68T 经 Endo H 酶切后产

物；9：xynBG66F/D67N/G69T；10：xynBG66F/D67N/G69T 经 Endo H 酶切后产物. 箭头所指蛋白条带为 Endo H. 
Note: M: Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; 1: xynBWT; 2: xynBWT digested by Endo H; 3: xynBA92N/D94T;           
4: xynBA92N/D94T digested by Endo H; 5: xynBD130N/N132T; 6: xynBD130N/N132T digested by Endo H; 7: xynBG66N/A68T; 8: xynBG66N/A68T digested 
by Endo H; 9: xynBG66F/D67N/G69T; 10: xynBG66F/D67N/G69T digested by Endo H. The protein band indicated by the arrow is Endo H. 
 
 
经 Endo H 酶切后分子量较大的条带分子量减小了

约 2 kD，而分子量较小的条带分子量不变，说明

xynBG66N/A68T 发生了糖基化；xynBG66F/D67N/G69T 在

Endo H 酶切前有两条分子量接近的条带，分子

量约为 21 kD，经 Endo H 酶切后分子量减少了

2−3 kD，说明 xynBG66F/D67N/G69T 发生了糖基化，而

且被降解了。综上所述，4 个突变体中，只有突变

体 xynBA92N/D94T、xynBG66N/A68T、xynBG66F/D67N/G69T

发生了 N-糖基化。为了进一步确证 Endo H 酶切

前后的蛋白为目的蛋白以及酶切结果的准确性，

野生型和突变体蛋白经 Western blotting 实验验

证，结果如图 8 所示，Endo H 酶切前后的蛋白均

为目的蛋白条带，而且降解现象和 Endo H 酶切

结果与 SDS-PAGE 鉴定的糖基化结果保持高度 
一致。 

2.6  xynB 野生型和突变体酶最适 pH 及最适温

度的测定 
如图 9A 所示，野生型 xynBWT 与突变体

xynBG66N/A68T、xynBA92N/D94T 的最适 pH 为 5.0，而

突变体 xynBG66F/D67N/G69T 的最适 pH 为 6.0。如   
图 9B 所示，野生型 xynBWT 的最适温度为 50 °C，

而 突 变 体 酶 xynBG66N/A68T 、 xynBG66F/D67N/G69T 和

xynBA92N/D94T 的最适温度为 40 °C。说明定向引入

一个 N-糖基化位点后对突变体蛋白的最适 pH 和最

适温度有一定的影响。 

2.7  xynB 野生型和突变体酶的 pH 稳定性分析 
pH 稳定性测定结果如图 9C 所示，整体上，

野生型和 3 个突变体蛋白均表现出宽范围的酸碱

耐受性。野生型 xynBWT 在 pH 4.0−10.0 范围内的

残留酶活保留在 80%以上；突变体 xynBA92N/D94T

在 pH 4.0−11.0 范围内的残留酶活保留在 90%以

上，在 pH 4.0−6.0 和 pH 9.0−11.0 范围内的 pH 稳

定性明显优于 xynBWT；突变体 xynBG66N/A68T 在 pH 
5.0 时的 pH 稳定性优于 xynBWT，但在其他 pH 范

围 内 的 残 留 酶 活 只 保 留 在 60%−80% ； 突 变 体

xynBG66F/D67N/G69T 在 pH 9.0−10.0 范围的 pH 稳定

性优于 xynBWT，但在其他 pH 范围内的残留酶活

只保留在 60%−80%。说明定向引入一个 N-糖基

化位点后对突变体蛋白的 pH 稳定性有一定的  
影响。 

2.8  xynB 野生型和突变体酶的温度稳定性分析 
温度稳定性测定结果如图 9D 所示，当温度高



吴凤梅等: 定向引入 N-糖基化位点改进黑曲霉 β-1,4-内切木聚糖酶热稳定性 2137 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

于 40 °C 后，野生型和突变体酶的残留酶活均随温

度的升高而不断下降，但突变体 xynBA92N/D94T、

xynBG66N/A68T 和 xynBG66F/D67N/G69T 在 温 度 为

60−80 °C 范围内的残留酶活均明显高于 xynBWT，

尤其是在温度为 80 °C 时，野生型 xynBWT 的残留

酶活低于 10%，而 xynBA92N/D94T 的残留酶活高于

25%，xynBG66F/D67N/G69T 的残留酶活高于 33%，

xynBG66N/A68T 的残留酶活高于 35%。说明在 xynB
定向引入一个 N-糖基化位点能提高其热稳定性，

使其在高温条件下仍具有较高的酶活。 
 

 
 

图 8  Endo H 酶切前后野生型和突变体酶的 Western blotting 鉴定图(A 和 B) 
Figure 8  Western blotting identification of wild-type and mutant enzymes before and after Endo H digestion (A and B) 
注：M：伯乐双色蛋白质标准品；1：xynBWT；2：xynBWT经Endo H 酶切后产物；3：xynBA92N/D94T；4：xynBA92N/D94T经 Endo H 酶

切后产物；5：xynBD130N/N132T；6：xynBD130N/N132T 经 Endo H 酶切后产物；7：xynBG66N/A68T；8：xynBG66N/A68T 经 Endo H 酶切后产

物；9：xynBG66F/D67N/G69T；10：xynBG66F/D67N/G69T 经 Endo H 酶切后产物. 
Note: M: Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; 1: xynBWT; 2: xynBWT digested by Endo H; 3: xynBA92N/D94T;           
4: xynBA92N/D94T digested by Endo H; 5: xynBD130N/N132T; 6: xynBD130N/N132T digested by Endo H; 7: xynBG66N/A68T; 8: xynBG66N/A68T digested 
by Endo H; 9: xynBG66F/D67N/G69T; 10: xynBG66F/D67N/G69T digested by Endo H. 

 

 
 

图 9  野生型和突变体酶酶学性质的表征 
Figure 9  The characterization of enzymatic properties of wild-type and mutant enzymes 
注：A：野生型和突变体酶的最适 pH；B：野生型和突变体酶的最适温度；C：野生型和突变体酶的 pH 稳定性；D：野生型和

突变体酶的热稳定性. 
Note: A: The optimal pH of wild-type and mutant enzymes; B: The optimal temperature of wild-type and mutant enzymes; C: The effect of 
pH on the stability of wild-type and mutant enzymes; D: The effect of temperature on the thermal stability of wild-type and mutant enzymes. 
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3  讨论与结论 
本研究通过氨基酸虚拟突变技术对暴露在

xynB 结构表面的 β-转角和 Loop 区定向引入 N-糖基

化位点，筛选到了 5 个候选突变体，经构建酵母表

达载体和电转毕赤酵母 SMD1168 获得了 4 个突变

体并成功表达出目的蛋白。经 Endo H 酶切和

Western boltting 实验进行糖基化鉴定后，有 3 个突

变 体 成 功 发 生 了 糖 基 化 ， 分 别 是 突 变 体

xynBG66N/A68T、xynBG66F/D67N/G69T 和 xynBA92N/D94T。

对野生型和突变体蛋白进行酶学性质分析发现，

野生型和 3 个突变体蛋白的 pH 稳定性均表现出宽

范围的酸碱耐受性，而且突变体 xynBA92N/D94T 的酸

碱耐受性要优于野生型 xynBWT；野生型和 3 个突

变体蛋白的温度稳定性均随温度的升高而降低，

但 3 个突变体在温度为 60−80 °C 时的热稳定性均明

显高于野生型 xynBWT。由此可见，在不影响 xynB
酶活的情况下，在 xynB 结构的 β-转角或 Loop 区

定向引入一个 N-糖基化位点有利于提高该酶的热

稳定性。Nina 等[20]和 Song 等[21]研究表明糖苷水

解酶 GH 11 家族维持其热稳定性的关键区域位于

蛋 白 的 N 端 。 本 研 究 突 变 体 xynBG66N/A68T 和

xynBG66F/D67N/G69T 分别在 Gly66、Asp67 位置引入

N-糖基化位点，离蛋白的 N 端区域较近，推测突

变体 N-糖基化后形成的糖链分子增强了其 N 端结

构的稳定性，从而增强了其热稳定性，而突变体

xynBA92N/D94T 在 Ala92 位置引入 N-糖基化位点，离

蛋白的 N 端区域较远，所以突变后热稳定性较突

变体 xynBG66N/A68T 和 xynBG66F/D67N/G69T 差；此外，

发现突变体 xynBG66N/A68T 和 xynBG66F/D67N/G69T 的温

度稳定性变化趋势基本一致，可能是因为这两个

突变体的 N-糖基化位点只相差一个氨基酸，N-糖
基化形成的糖链分子与周围氨基酸的相互作用差

别不大，所以温度稳定性变化趋势基本一致。目

前已发现的木聚糖酶基因有 xynA、xynB、xynC、

xynZ 等多种类型，在 NCBI 核酸及蛋白质数据库中

注册的来源于黑曲霉的 β-1,4-内切木聚糖酶有 13 种

以上，加上来源于芽孢杆菌、节杆菌、肠杆菌等

细菌及木霉、毛壳霉等其他真菌的 β-1,4-内切木聚

糖酶更有数十个之多，它们之间的酶学性质具有

差异且各有优劣。N-糖基化可以影响蛋白质功能

的多种性质，而本研究只探讨了对酶热稳定性的

影响，未来可以探讨 N-糖基化对其他酶学性质的

影响，并选取在某些方面具有优良性质的野生型

酶进行 N-糖基化改造，筛选更具有多种优良酶学

性质的突变酶。本文中只通过理性设计在 xynB 结

构表面的 β-转角和 Loop 区引入 N-糖基化位点，可

选的候选突变序列较少，可能限制了最优突变体

的筛选，因此后续可在本研究的基础上进一步探

讨在 xynB 结构不同位置引入 N-糖基化位点对其酶

学性质的影响。 
微生物木聚糖酶在饲料、造纸、食品医药、

能源等行业的应用非常广泛，很多已经应用于工

业化生产，但由于其本身理化性质、稳定性等方

面的问题，限制了部分木聚糖酶在实际生产中的

应用。本研究通过氨基酸虚拟突变技术，在 xynB
的适当部位定向引入 N-糖基化位点，提高了来源

于黑曲霉的 xynB 的热稳定性，该方法可为其他

来源的 xynB 和其他工业酶的热稳定分子改造提

供参考。 
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