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摘  要：【背景】作为降解木聚糖的核心酶种，木聚糖酶可以有效促进木质纤维素的消化水解，在

动物养殖领域应用广泛。来源于嗜热细菌贝斯其热解纤维素菌(Caldicellulosiruptor bescii)的 GH10 家

族木聚糖酶 CbXyn10C 最适温度为 85 ℃，在 80 ℃条件下具有良好的热稳定性，具有饲料工业应用

潜力。【目的】为满足饲料制粒尤其是水产饲料加工过程的工艺要求，进一步提高木聚糖酶 CbXyn10C
的热稳定性并阐明其耐热机理。【方法】以 CbXyn10C 晶体结构为基础，采用刚性氨基酸引入、疏水

作用网络重排 2 种策略对其热稳定性进行理性设计，获得在 100 ℃条件下比活提高的单点突变体后，

通过有益突变位点叠加策略进一步提升酶的热稳定性，最后采用分子动力学模拟技术分析其热稳定

性提高的分子机制。【结果】共获得了 4 个稳定性提高的单点突变体 A45P、T69P、F309V 和 A325P，
其中突变体 A45P 效果最优。随着在 A45P 基础上另外 3 个突变位点的叠加，酶的热稳定性在不损失

酶活的前提下得到了逐步提升。获得的四点突变体 A45P/F309V/A325P/T69P 的耐热性最好，其最适

反应温度和熔解温度 Tm值较野生型分别提高了 5 ℃和 6.8 ℃。分子动力学模拟技术分析发现 4 个位点

的突变引入了新的氢键作用力且优化了疏水作用网络，进而导致酶的结构构象更加稳定。【结论】本

研究不仅提高了木聚糖酶在饲料工业中的应用价值，而且对基于酶蛋白结构的稳定性分子改造提

供了理论支持。 
关键词：木聚糖酶；晶体结构；热稳定性；理性设计  
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Abstract: [Background] Xylanase, the core enzyme responsible for the degradation of xylan, 
can promote the digestion and hydrolysis of lignocellulose. Therefore, it has been widely used 
in animal breeding fields. The GH10 xylanase CbXyn10C derived from Caldicellulosiruptor 
bescii has good thermal stability at 80 ℃ with an optimum temperature of 85 ℃. With this 
property, it demonstrates a promising prospect for application in the feed industry. [Objective] 
To improve the thermal stability of CbXyn10C for meeting the technological requirements of 
feed granulation, especially aquatic feed processing, and decipher its heat resistance 
mechanism. [Methods] Based on the crystal structure of CbXyn10C, mutations were designed 
by introducing rigid amino acids and rearranging the hydrophobic network. After a single-point 
mutant with increased specific activity at 100 ℃ was obtained, the thermal stability of the 
enzyme was further improved by the stacking of beneficial mutation sites. Molecular dynamics 
(MD) simulation was employed to decipher the mechanism of thermal stability improvement. 
[Results] Four single-point mutants A45P, T69P, F309V, and A325P with improved stability 
were obtained, among which the mutant A45P showed the greatest stability improvement. The 
stacking of other three mutation sites on A45P gradually improved the thermal stability of the 
enzyme without compromising the enzyme activity. The obtained four-point mutant 
A45P/F309V/A325P/T69P showed the best heat tolerance, and its optimum temperature and 
melting temperature Tm were increased by 5 ℃ and 6.8 ℃, respectively, compared with those of 
the wild type. MD simulation showed that mutations at the four sites introduced new hydrogen 
bond forces and optimized the hydrophobic network, resulting in a more stable structure and 
conformation. [Conclusion] This study promotes the application of xylanase in the feed 
industry and provides theoretical support for molecular modification for improving enzyme 
stability based on its structure. 
Keywords: xylanase; crystal structure; thermal stability; rational design 
 

作为最重要的木聚糖水解酶之一，木聚糖

酶(EC 3.2.1.8)可以催化木聚糖中 β-1,4-糖苷键

的水解，产生木二糖、木三糖和木寡糖[1]。基于

结构域序列比对，木聚糖酶可分为 6 个糖苷水解

酶(glycoside hydrolase, GH)家族，其中大多数属

于 GH 第 10 和 11 家族[2]。GH10 家族酶系统具

有高度专一性和稳定性等特点，能够水解木糖

及其衍生物生成一系列低分子量寡聚物[3]。木聚

糖酶作为降解木聚糖的核心酶种，可以有效促

进木质纤维素的消化水解，在纸浆处理、动物



 
张经纬等: 基于结构基础的嗜热细菌贝斯其热解纤维素菌木聚糖酶 CbXyn10C 的热稳定性… 5263 

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

饲料处理、食品制造业和生物燃料制造业中有

广泛的运用前景[4]。木聚糖酶能降解饲料中主

要抗营养因子——木聚糖，且木聚糖的降解产

物低聚木糖可以激发宿主肠道中益生菌的生

长，提高宿主健康状态[5]。然而，这些应用领

域的许多工艺过程需要在高温条件下进行，这

就对木聚糖酶的热稳定性提出了更高的要求。

鉴于饲料制粒尤其是水产饲料加工制粒过程高

达 90 ℃，所以木聚糖酶的热稳定性分子改良成

为饲用酶制剂研究领域的热点[6]。 
酶的热稳定性分子改良主要有两种策略：定

向进化和理性(或半理性)设计[7]。定向进化是模

拟自然进化机制在体外改造酶的有效策略[4]，但

定向进化技术需要构建大规模的突变体文库，依

赖高通量筛选技术，耗费大量的人力物力资源。

与筛选迭代突变体的定向进化不同，理性设计依

赖酶的晶体结构或计算机的模拟信息对酶进行

改造[8]。近年来，随着越来越多的蛋白质晶体结

构信息和越来越成熟的生物信息学技术，理性

(或半理性)设计策略因其高效性被广泛运用。 
目前已经有一部分学者对 GH10 家族的木

聚糖酶进行了分子改造以提高酶的稳定性。de 
Souza 等[9]改造了来自金黄色嗜热菌的 GH10 家

族内切木聚糖酶，构建的五点突变体 4S1 
(R25W/V29A/I31L/L43F/T58I)的 60 ℃ t1/2 的值

延长了 30 min，由于存在更多的短螺旋和盐桥，

突变体 H209N 成功地将最适温度从 65 ℃提高到

75 ℃。Li 等[10]将来自嗜热堆肥真菌烟曲霉 Z5 的

GH10 家族木聚糖酶 XynAF0 的多苏氨酸区引

入另一个 GH10 家族木聚糖酶 XynAS9 的 C 末

端，提高了其热稳定性。Li 等[11]通过理性设计和

饱和突变相结合的方法，获得了来自高温堆肥菌

株烟曲霉 Z5的嗜热 GH10 家族木聚糖酶 XynAF1
热稳定性提高 6 倍的整合突变体 XynAF1-AC。

Suzuki 等[12]以芽孢杆菌 TAR-1 菌株 GH10 木聚

糖酶 XynR 为材料，构建了突变体 S92E，后经

晶体学分析表明，该突变抑制了 92−95 位氨基

酸残基的波动，提高了 XynR 的热稳定性质。

邓巧平等[13]将 GH10 家族的木聚糖酶 Umxyn10A
第 31 位 Ala 突变为 Phe，使其蛋白结构内部疏

水相互作用增强，最终使 65 ℃条件下的半衰期

提高 6 倍。然而更多的嗜热木聚糖酶亟须被开

发，以满足工业生产需求。 
来源于嗜热细菌贝斯其热解纤维素菌

(Caldicellulosiruptor bescii)的 GH10家族木聚糖

酶 CbXyn10C 最适温度为 85 ℃，在 80 ℃条件

下具有良好的热稳定性，并且在 100 ℃仍具有

一定的酶活，显示出极大的饲料工业应用潜力，

但该酶在 90 ℃条件下处理 10 min 后完全丧失

活性[14]，其热稳定性有待进一步地提高以适应

饲料加工过程的高温工艺。在前期研究工作中，

获得了木聚糖酶 CbXyn10C 的晶体结构[国际蛋

白质结构数据库(Protein Data Bank) PDB ID: 
5OFJ]，分辨率高达 1.34 Å[15]，本研究在此基础

上对其热稳定性进行理性设计，旨在获得热稳

定性进一步提高的酶突变体，并阐明其耐热的

机制，具有重要的理论意义和应用价值。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 (Escherichia coli) Trans1-T1 和  
E. coli BL21(DE3)分别为克隆菌株和表达菌株，

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。木聚

糖酶表达质粒 pET-46 EK/LIC-CbXyn10C 及菌

株由本实验室前期构建保存[14]。 

1.2  主要试剂 
IPTG，生工生物工程(上海)股份有限公司；

氢氧化钠，Thermo Fisher Scientific 公司；蛋白

分子量 Marker，GenStar 公司；胶回收试剂盒，

Omega Biotek 公司；山毛榉木木聚糖和木糖，
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Sigma-Aldrich 公司；蛋白定量试剂盒，TransGen 
Biotech 公司；Dpn I 和 DNA 聚合酶，南京诺唯

赞生物科技股份有限公司。 

1.3  主要仪器 
凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；高速冷冻离心

机，HITACHI 公司；分光光度计，耶拿分析仪

器(北京)有限公司；pH 计，梅特勒-托利多仪器

(上海)有限公司；生化培养箱，北京利康达圣科

技发展有限公司。 

1.4  突变体的构建 
以 pET-46 EK/LIC-CbXyn10C 质粒为模板，

如表 1 所示引物进行全质粒 PCR 扩增。PCR 反

应总体系(50 μL)：模板(10 ng/μL) 1 μL，DNA
聚合酶 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 2 μL，

无菌水 20 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 30 s；98 ℃ 
10 s，58 ℃ 5 s，72 ℃ 5 min，共 30 个循环；72 ℃ 
10 min。在 PCR 结束后取 10 μL PCR 产物进行

琼脂糖凝胶电泳，验证正确的 PCR 产物中加入

1 μL Dpn I，于 37 ℃消化 2 h，取 10 µL 消化后

的 PCR 产物热激转化到大肠杆菌克隆宿主

Trans1-T1 中，随后筛选阳性克隆子，送至北京六

合华大基因科技有限公司测序，将测序正确的重

组质粒转化到大肠杆菌表达宿主 BL21(DE3)
中，获得 CbXyn10C 突变体表达菌株。 

 
表 1  定点突变所用引物 
Table 1  Primers used by site-directed mutagenesis 
Genes name Primers name Primers sequences (5′→3′)  
A45P A45P-F CAGTATAACACCGGAGAATGAAATGAAGCCAGA 
 A45P-R TTTCATTCTCCGGTGTTATACTGTTAAAATGTT 
A56P A56P-F TTTCATTCTCCGGTGTTATACTGTTAAAATGTT 
 A56P-R GTTTGCCCCGGTAATAAACTTTCTGGCTTC 
T69P T69P-F GATTTAGCCCGGCTGATACCTTTGTAGAC 
 T69P-R GTATCAGCCGGGCTAAATCTATAATTTAAGCC 
Y245P Y245P-F GAGTTTACCGAATTACGGATCAAGCG 
 Y245P-R CGTAATTCGGTAAACTCATATCAAGCTCTG 
TN288P TN288P-F GAAGTATCCGGTTGTTAAATGTGTAAC 
 TN288P-R CATTTAACAACCGGATACTTCTTTAACATTG 
R307P R307P-F CATGGTTACCGTCTTTTAACGGCAAAAATG 
 R307P-R GTTAAAAGACGGTAACCATGAATAATCATC 
F309V F309V-F GTTAAGATCTGTTAACGGCAAAAATGATTGG 
 F309V-R GCCGTTAACAGATCTTAACCATGAATAATC 
A325P A325P-F GATTACAGTCCGAAACCAGCTTATTGGGCA 
 A325P-R CTGGTTTCGGACTGTAATCCTCAAAAAGC 
V20F V20F-F GGATAGGTTTTGCAATACCTGCAAAATGTT 
 V20F-R CAGGTATTGCAAAACCTATCCTAAAATCATTC 
D32Y D32Y-F CAACGATACATATAGAAGGATGGTATTGAAAC 
 D32Y-R ATACCATCCTTCTATATGTATCGTTGCTCAAAC 
L299F L299F-F TTGGGGATTTGATGATTATTCATGGTTAAG 
 L299F-R ATGAATAATCATCTTTAAACCAAAATGTTAC 
L319F L319F-F CATTATTGTTTTTTGAGGATTACAGTGCAAAACC 
 L319F-R CACTGTAATCCTCAAAAAACAATAATGGCCAATCAT 
下划线标记突变碱基 
The underline represents the mutated base. 
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1.5  CbXyn10C 及其突变体的表达及纯化 
将 CbXyn10C 及其突变体的表达菌株接种于

40 mL 的液体 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min 培

养过夜。随后以 2%的接种量接种到 400 mL 的 LB
培养基中，37 ℃、220 r/min 振荡培养至 OD600值达

0.6−0.8 后，加入 0.1% (体积分数) IPTG (1 mmol/L)，
25 ℃诱导过夜。 

由于蛋白在 80 ℃具有良好的稳定性，所以

本研究采用热沉淀法纯化蛋白。将诱导过夜的

菌液以 6 000 r/min 离心 20 min 收集菌体，重悬

于 20 mL 裂解缓冲液(0.5 mol/L NaCl, 20 mmol/L 
Tris-HCl, pH 7.6)中进行超声破碎(400 W，工作

时间 4 s，间歇时间 3 s，总时间 40 min)，破碎

液以 12 000 r/min 离心 40 min 获得粗酶液。将

粗酶液置于 50 mL 离心管中，于 80 ℃水浴锅中

加热 20 min，其间不停晃动离心管使粗酶液加

热均匀，加热后的粗酶液经 12 000 r/min 离心

20 min 获得纯酶液。 

1.6  CbXyn10C 及其突变体 100 ℃的比活

测定 
测定酶活的反应体系为 1 mL，其中包括

100 µL 酶和 900 µL 1%的榉木木聚糖溶液，在

100 ℃条件下反应 10 min，反应结束后加入 1.5 mL 
3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 (3,5-dinitrosalicylic acid, 
DNS)终止反应，100 ℃显色 5 min 后取 250 µL
在 OD540 下测定吸光值，每个反应做 3 组平行

试验。木聚糖酶酶活单位定义为：在最适条

件下 1 min 释放 1 μmol 还原糖所需要的酶量

为 1 U。 

1.7  CbXyn10C 及其突变体酶学性质的测定 
1) 最适温度的测定 
在 70、80、85、90、95 和 100 ℃的温度条

件下按照 1.6 所述方法测定酶活力，将最高酶

活力定义为 100%，计算其余各个温度下的相对

酶活力，绘制折线图。 

2) 热稳定性的测定 
将酶分别置于 80 ℃和 85 ℃条件下保温 2、

5、10、20、40 和 60 min (pH 6.5)，90 ℃和 95 ℃
条件下保温 1、2、3、4、5、6、7、8、9 和         
10 min (pH 6.5)，然后冰浴 60 min，按照 1.6 所

述方法测定酶活力，将未处理过的酶(冰浴放置)
活定义为 100%，计算其余各个处理时间下的相

对酶活力，绘制折线图。 
3) 酶促动力学参数的测定 
将底物设置 11 个不同浓度(0.1、0.3、0.5、

0.7、0.9、2.0、5.0、8.0、10.0、12.0 和 15.0 mg/mL)，
在 50 mmol/L、pH 6.5 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓

冲液条件下 85 ℃反应 5 min，按照 1.6 所述方

法测定酶活力，最后运用软件 GraphPad Prism 9
计算出 Km 和 kcat。 

1.8  CbXyn10C 及其突变体 Tm 值的测定 
采用差式扫描量热法 (different scanning 

calorimetry, DSC)测定蛋白质的熔解温度(Tm)，
将所有样品用脱盐柱置换缓冲液，置换为 pH 
6.0 的 20 mmol/L 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液并

进行抽真空脱气。预处理完的样品用 DSC 专用

的 96 孔板进行盛放，扫描温度范围设置为

25–110 ℃，升温速率为每小时 120 ℃。在样品

开始测量前，先用 3 组缓冲液的样进行预扫描，

平衡体系。 

1.9  分子动力学模拟 
使用 Amber 14 对木聚糖酶在 360 K 下进

行 20 ns 分子动力学模拟(molecular dynamics 
simulation)[16]。模拟采用 ff12SB 力场，盒子形

状选择正八面体，水分子类型选用 TIP3P，添

加钠离子和氯离子并中和多余电荷。先分别用

共轭梯度法和最陡下降法对体系进行能量最

小化，之后进行无限制模拟。模拟过程中使用

2 fs 的时间步长，每 10 ps 保存一次轨迹结构。

蛋白质结构图使用 Pymol 软件进行绘制。运
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用 Discovery Studio 2017 软件分析氨基酸相互

作用。 

2  结果与分析 
2.1  突变位点的设计 

分析耐热酶的结构特征将有助于挖掘用于

提升木聚糖酶 CbXyn10C 热稳定性的改造位点

及策略。目前耐热性质最好的木聚糖酶是来源

于 Thermotoga maritima MSB8 的 GH10 家族木

聚糖酶 TmxB，其最适反应温度为 90 ℃，且在

105 ℃时仍有活性[17]。因此本研究选取 TmxB
作为对比的研究对象。通过分析 TmxB 的晶体

结构(PDB ID: 1VBR)发现，TmxB 蛋白序列含

有 3.7%的脯氨酸，高于其他木聚糖酶脯氨酸含

量的平均水平。脯氨酸残基的刚性构象会限制

蛋白质结构的主链柔性，可以在合适位置通过

控制蛋白质折叠来增强蛋白质的热稳定性[18]，

高含量的脯氨酸可能有助于 TmxB 在高温条件

下保持折叠。因此，本研究将 CbXyn10C 与

TmxB 的结构进行比对(图 1A)，将位于 loop 区

域的部分氨基酸替换为脯氨酸，构建了 7 个突

变体 A45P、A56P、T69P、Y254P、TN288P、
R307P 和 A325P。同时将位于催化口袋附近的

F309 替换成来源于 Streptomyces sp. 9 的 GH10
家族木聚糖酶 XynAS9[10]中第 309 个氨基酸 V，

构建了突变体 F309V (图 1B)。 
芳香族簇是指蛋白质中的芳香族氨基酸，

如苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸等聚集在一起形

成的结构。这些氨基酸侧链中含有芳香环结构，

可以形成疏水堆积作用，增加蛋白质的疏水性

和稳定性[19]。因此本研究将两两分布在蛋白质

N 端和 C 端的 4 个位点 V20、D32、L299 和 L319 
(图 1C)分别突变成芳香族氨基酸，构建突变体

4M (V20F/D32Y/L299F/L319F)，使它们之间形

成 π 堆积作用，从而增加蛋白质的热稳定性。 

2.2  CbXyn10C 及其单点突变体 100 ℃的

比活测定结果 
热稳定性提升的突变体势必提升酶在高温

条件下的酶活力，因而本研究以 100 ℃的比活

作为指标来评估和筛选耐热突变体。如图 2 所 
 

 
 
图 1  突变体设计策略图   A：CbXyn10C 与 TmxB 结构比对图. 蓝色：CbXyn10C；绿色：TmxB. B：

R307 和 F309 在蛋白质中的位置. C：芳香族簇位点在蛋白质中的位置 
Figure 1  Mutant design strategy. A: Comparison diagram of CbXyn10C and TmxB structure. Blue: CbXyn10C; 
Green: TmxB. B: Position of R307 and F309 in proteins. C: Position of aromatic cluster sites in proteins. 
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图 2  CbXyn10C 及其突变体 100 ℃的比活 
Figure 2  Specific activity of CbXyn10C and its mutants when measured at 100 ℃. 
 
示，在构建的 9 个突变体中，突变体 A45P、
T69P、F309V 和 A325P 在 100 ℃的比活得到提

升，其余突变体比活都呈现不同程度的降低。

相较于野生型 CbXyn10C [(93.8±3.6) U/mg]，
突 变 体 A45P [(160.4±12.9) U/mg] 、 T69P 
[(120.1±5.7) U/mg]、F309V [(161.2±21.2) U/mg]
和 A325P [(153.8±15.6) U/mg]比活力分别提高

71.0%、28.0%、71.8%和 64.0%。 

2.3  CbXyn10C 及其单点突变体的最适温

度和热稳定性 
为确定 100 ℃比活提高的突变体的热稳定

性改良效果，本研究测定了野生型 CbXyn10C
及其突变体 A45P、T69P、F309V 和 A325P 的

最适温度及温度稳定性，结果如图 3 所示。野

生型在 85 ℃时具有最高酶活，在 100 ℃时下降

到 13.7%。突变体 A45P、T69P 和 F309V 的最

适温度均提高到 90 ℃，相较野生型提高了

5 ℃，A45P 和 A325P 的提升效果最明显，在

100 ℃的时候相对酶活分别达到 33.3%和 30.6% 

(图 3A)。所有的酶在 80 ℃条件下处理 40 min
后酶活均未损失(图 3B)。在 85 ℃处理 40 min 后，

野生型酶活仅剩 8.8%，而突变体 A45P 和 F309V
的剩余酶活分别为 41.9%和 68.3% (图 3C)；在

90 ℃处理 4 min 后，野生型酶活仅剩 26.0%，

而突变体 A45P 剩余酶活为 54.5%；在 90 ℃处

理 6 min 后，野生型酶活仅剩 9.5%，而突变体

A45P 和 F309V 酶活还剩 19.0%和 21.2% (图 3D)。
由此可见，突变体在 85 ℃和 90 ℃的热稳定性

均有提升。 

2.4  CbXyn10C 的叠加突变 
叠加突变是一种通过多个氨基酸残基的突

变来提高蛋白质热稳定性的方法[20]。在蛋白质

的特定区域内，通过叠加两个或多个氨基酸突

变可以增强蛋白质的稳定性，提高其在高温条

件下的活性和稳定性。本研究以热稳定性提升

最明显的突变体 A45P 作为起始，分别叠加其他

3 个有益突变位点，构建了两点突变体 A45P/T69P、
A45P/F309V 和 A45P/A325P，三点突变体 
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图 3  CbXyn10C 及其单点突变体的酶学性质   A：最适温度. B：80 ℃时的热稳定性. C：85 ℃时的热

稳定性. D：90 ℃时的热稳定性 
Figure 3  Characterization of enzymatic properties of CbXyn10C and single-point mutants. A: Optimal 
temperature. B: Thermal stability at 80 ℃. C: Thermal stability at 85 ℃. D: Thermal stability at 90 ℃. 
 
A45P/F309V/T69P 和 A45P/F309V/A325P，以及

四点突变体 A45P/F309V/A325P/T69P。如图 2 所

示，与野生型 CbXyn10C 的比活[(93.8±3.6) U/mg]
相比，两点突变体中仅突变体 A45P/T69P 的比活

[(60.7±12.5) U/mg]降低 35.3%，而 A45P/F309V 
[(143.9±10.2) U/mg]、A45P/A325P [(128.9±21.3) U/mg]
的比活分别提高 53.4%和 37.4%，三点突变体

A45P/F309V/T69P [(147.3±9.7) U/mg]和 A45P/ 
F309V/A325P [(143.0±2.9) U/mg]的比活分别提高

57.0%和 52.4%，四点突变体 A45P/F309V/A325P/ 
T69P [(171.0±1.7) U/mg]的比活提高 82.2%。 

2.5  CbXyn10C 及其叠加突变体的酶学性质 
为了确定叠加突变体的热稳定性改良效

果，本研究进一步测定了 100 ℃比活提升显著

的两点突变体 A45P/F309V、三点突变体 A45P/ 
F309V/T69P 和四点突变体 A45P/F309V/A325P/ 
T69P 的最适温度及温度稳定性，结果如图 4 所

示。这 3 种叠加突变体同单点突变体 A45P 的最

适温度较野生型均提高了 5 ℃ (图 4A)。在 85 ℃
处理 60 min 后，CbXyn10C 剩余酶活只有 6.7%，

单点、双点、三点和四点突变体的剩余酶活分

别为 14.3%、37.2%、20.8%和 84.6% (图 4B)；
在 90 ℃处理 10 min 后，野生型酶活几乎全部

丧失，而单点、双点、三点和四点突变体的剩

余酶活分别为 6.6%、17.3%、13.8%和 60.4%  
(图 4C)；在 95 ℃处理 3 min 后，野生型剩余酶

活只有 7.2%，单点、双点、三点和四点突变体

的剩余酶活分别为 23.6%、32.9%、39.7%和 30.3% 
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(图 4D)。由此可见，叠加突变体的热稳定性显

著提升，其中四点突变体在 85 ℃和 90 ℃具有

最好的热稳定性。 
以榉木木聚糖为底物，测定了野生型

CbXyn10C 及其突变体 A45P、A45P/F309V、

A45P/F309V/A325P 和 A45P/F309V/A325P/T69P

的动力学参数，结果如表 2 所示。相较于野生

型，两点、三点和四点突变体催化效率(kcat/Km)
分别提高 12.9%、87.4%和 11.4%。 

2.6  CbXyn10C 及其突变体的 Tm测定结果 
为了进一步确认热稳定性的提升，本研究

测定了野生型以及耐热性最好的单点突变体、 
 

 
 
图 4  CbXyn10C 及其叠加突变体的酶学性质   A：最适温度. B：在 85 ℃时的热稳定性. C：在 90 ℃
时的热稳定性. D：在 95 ℃时的热稳定性 
Figure 4  Characterization of enzymatic properties of CbXyn10C and superimposed mutant. A: Optimal 
temperature. B: Thermal stability at 80 ℃. C: Thermal stability at 85 ℃. D: Thermal stability at 90 ℃. 
 
表 2  CbXyn10C 及其突变体的动力学常数 
Table 2  Kinetic parameters of CbXyn10C and its mutants 
Enzyme Vmax (mL/(min·mg)) kcat (s‒1) Km (mg/mL) kcat/Km (mL/(s·mg)) 
WT 391.95±11.31 249.38±9.70 0.52±0.03 467.62±19.21 
A45P 432.64±19.71 270.38±11.31 0.57±0.02 475.00±12.43 
A45P/F309V 493.56±21.95 308.44±14.56 0.58±0.03 527.86±23.45 
A45P/F309V/A325P 468.78±16.31 292.94±24.54 0.33±0.04 876.53±39.21 
A45P/F309V/A325P/T69P 522.00±10.72 326.25±17.21 0.63±0.03 520.75±14.26 
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两点突变体、三点突变体和四点突变体的 Tm

值，结果如图 5 所示，突变体的 Tm 值都有不同

程度的提高，CbXyn10C、A45P、A45P/F309V、

A45P/F309V/A325P 和 A45P/F309V/A325P/T69P
的 Tm 值分别是 85.1、89.3、90.1、87.7 和 91.9 ℃。

其中四点突变体 A45P/F309V/A325P/T69P 的

Tm 值最高，相较于野生型提高了 6.8 ℃。这个

结果与热稳定性的测量结果一致，DSC 的扫描

结果证明了突变体热稳定性的提高。 

2.7  分子动力学模拟分析 
为了解析突变体热稳定性提高的分子机

制，本研究对 CbXyn10C 及其四点突变体 A45P/ 
F309V/A325P/T69P进行了 20 ns 的分子动力学模

拟分析。对全时段的 root mean square deviation 
(RMSD)的值进行分析发现，四点突变体 A45P/ 
F309V/A325P/T69P 的 RMSD 值与野生型的

RMSD 值相似(图 6A)，说明两个体系趋于稳定，

可用于后续进一步分析。选择平衡阶段的轨迹(最
后 10 ns)进行 root mean square fluctuation (RMSF)
分析发现(图6B)，四点突变体A45P/F309V/A325P/ 
T69P在突变区域的 RMSF值与野生型相比未降

低，表明突变体 loop 结构的稳定性并未降低，

定点突变结果也指示在维持酶的催化活性前提 
 

 
 
图 5  CbXyn10C 及其突变体的 DSC 检测峰图 
Figure 5  DSC detection peak plot of CbXyn10C and 
its mutants. 

 
 
图 6  CbXyn10C 和 A45P/F309V/A325P/T69P 的

RMSD (A)和 RMSF (B)分析 
Figure 6  RMSD (A) and RMSF (B) analysis of 
CbXyn10C and A45P/F309V/A325P/T69P. 
 
下提高了酶的稳定性，两个层面的分析结果相

一致。 

调取轨迹中 RMSD 数值最低的一帧构象，

通过软件 Discovery Studio 2017 对野生型和四

点突变体 A45P/F309V/A325P/T69P 进行氨基酸

相互作用分析发现(图 7)，相较于野生型，在

突变体 A45P/F309V/A325P/T69P 中预测到了更

多的相互作用，第 45 位丙氨酸突变成脯氨酸

后导致 P45 与 H87 间多了一个氢键作用力，在

309 位酪氨酸突变成缬氨酸后，V309 与 W305
间多了 π-烷基堆积作用力，第 325 位丙氨酸突

变成脯氨酸后导致 P325 与 I5 间增加了一个烷

基作用力，这 3 个作用力使得该木聚糖酶变得

更加稳定。 
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图 7  四点突变体 A45P/F309V/A325P/T69P 突变位点氨基酸的相互作用网络 
Figure 7  Interaction network of amino acids at four-point mutant A45P/F309V/A325P/T69P mutation sites. 
 

3  讨论与结论 
Loop 结构是蛋白质中的一种结构，它通常

包含几个氨基酸残基，这些残基可以影响蛋白

质的稳定性和功能[21]。本研究通过将柔性氨基

酸替换为刚性氨基酸脯氨酸构建的 7 个突变体

A45P、A56P、T69、Y254P、TN288P、R307P
和 A325P 中，与野生型相比，突变体 A45P 和

A325P 在 100 ℃的比活力分别提高 71.0%和

64.0%，并且 A45P 在 85 ℃热处理 40 min 后的

剩余酶活从 8.8%提高到 41.9%，在 90 ℃热处理

4 min 后的剩余酶活从 26.0%提高到 54.5%。结

果表明将丙氨酸突变成脯氨酸会提高蛋白质的

热稳定性，这可能是因为脯氨酸的侧链中含有

更多的甲基基团，可以增加蛋白质的疏水性，

从而提高其热稳定性。由于位点 Arg307 位于催 

化口袋的活性 loop 区上，鉴于将该位点突变为

脯氨酸后导致酶在 100 ℃的酶活降低，于是进

一步设计了将邻近的苯丙氨酸突变为缬氨酸构

建突变体 F309V，该位点的突变也提高了

CbXyn10 的热稳定性。缬氨酸比苯丙氨酸更稳

定，它具有更高的疏水性和更强的氢键作用力，

有助于增强蛋白质的稳定性[22]。苯丙氨酸突变

成缬氨酸可以改变蛋白质中的非极性官能团构

成，从而影响蛋白质的稳定性和折叠状态[23]。 
芳香族簇是指具有芳香环结构的分子，它

们的分子间作用力比较强，可以形成稳定的非

共价键。通过在蛋白质的两端添加芳香族簇，

可以增加蛋白质的稳定性，防止其在高温条件

下因为蛋白质的折叠不稳定而失活[24]。本研究

通过这种策略构建的突变体在 100 ℃条件下的

比活低于野生型，这可能是因为这 4 个突变位
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点 V20F、D32Y、L299F 和 L319F 之间并未形

成 π-π 堆积作用，反而将原来稳定的结构改变

了，从而导致热稳定性降低。 
为了提高 CbXyn10C 的耐热性，本研究在

耐热性最好的单点突变体 A45P 的基础上，将

获得的另外 3 个有益突变位点进行叠加。叠加

突变是一种常用的改造酶性质的手法，可以同

时调节酶分子内部的多个位点，从而提高其热

稳定性和催化活性。随着突变位点的叠加，酶

的热稳定性得到了逐步提升。四点突变体

A45P/F309V/A325P/T69P 的耐热性最好，相较

于野生型，在 100 ℃条件下的比活提高了 82.2%，

最适温度提高了 5 ℃，熔解温度 Tm 值提高了

6.8 ℃，在 85 ℃处理 60 min 后剩余酶活分别从

6.7%提高到 84.6%，在 90 ℃处理 10 min 后剩

余酶活从 3.1%提高到 60.4%。目前关于 GH10
家族木聚糖酶热稳定性的研究较少，其中，

Abdul Wahab 等对 GH10 家族的木聚糖酶 CBMAI 
756 (XynA)进行改造，获得的突变体 H209N 的

Tm 值提高了 0.4 ℃[25]。Andrews 等对 GH10 家

族的木聚糖酶 CjXyn10A 进行了定向改造，构

建了三点突变体 D262N/A80T/R347C，Tm 值提

高了 5.7 ℃[26]。由此可见，本研究构建的突变

体 A45P/F309V/A325P/T69P 热稳定性大幅提

高，其设计改造思路可以为改造 GH10 家族的

木聚糖酶提供理论基础。 
为了阐明突变体的耐热机制，本研究利用

分子动力学模拟技术进行分析。经氨基酸相互

作用力分析发现，4 个位点的突变引入了新的

氢键作用力、π-π 烷基堆积作用力和烷基作用

力。局部作用力网络的改变优化了疏水作用网

络(如苯丙氨酸、脯氨酸和甲硫氨酸等)，通过排

斥水分子而相互靠近，进而导致酶的结构构象

更加稳定[27]。因此，由于突变引入的氢键作用

力以及上述疏水作用网络的优化，使得酶的构

象更加稳定，这可能是突变体热稳定性提高的

潜在原因。 
本研究基于结构基础对嗜热木聚糖酶

CbXyn10C 进行热稳定性分子改良，有效地提高

了其在 100 ℃的比活，极大地提升了其在 85 ℃
和 90 ℃的热稳定性，不仅提高了木聚糖酶在饲

料工业中的应用价值，而且为基于酶蛋白结构

的稳定性分子改造提供了理论支持。 
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