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摘 要 对来源于 Streptomyc olivaceoviridis的高比活木聚糖酶 XYNB进行同源建模，并结合嗜热木聚糖酶氮末端芳香族氨基 

酸疏水作用的结构分析，设计了XYNB的 TllY定点突变，观察 XYNB分子中折叠股 Bl和 B2的疏水作用对酶的热稳定性的影 

响。将突变酶 XYNB 在毕赤酵母 中表达，表迭的XYNB 经纯化后与原酶 XYNB(同样经毕赤酵母表达后纯化)进行酶学性质比 

较，结果表明。XYNB 的耐热性比XYNB有明显的提高，但最适温度与原酶一样为 60℃。另外，XYNB 的最适 pH、Km值及比活 

性均有一定的改变。实验证实了木聚糖酶 XYNB的氮端芳香族氨基酸之 间的疏水相互作用与其热稳定性相关，为进一步的结 

构与功能研究提供 了优 良的基因材料。 
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Abstract A homology modeling of xylanase XYNB from Streptomyces olivaceoviridis A1 was made by Swiss—Mode1．The 

hydrophobic Interaction between p—sheet BI and B2 in the tertiary structure model of XYNB was compared with other thermophilic 

xylanase．A T1 1 Y mutation was introduced in XYNB by site—dirrected mutagenesis to improve the thermostability of the enzyme． 

The XYNB and mutant xylanase(XYNB )expressed in Pichia pastoris were purified and their enzymatic properties were 

determined．Th e result revealed that the thermostability of XYNB was obviously higher than that of XYNB．The optimal 

temperature of XYNB for its activity was 60~C ，similar to XYNB．But，compare to XYNB，the optimal pH value，the Km value 

and the specific activity of XYNB had also been changed．The research results suggested that the aromatic interaction between - 

sheet Bl and B2 in xylanase should increase enzyme thermostability．The mutant xylanase XYNB is a good material for further 

research in the relationship between structure and function of xylanase． 
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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。内切 B．1，4-木聚糖酶以内切方式水解 

木聚糖分子中的B．1，4糖苷键 ，是一类重要的半纤 

维素酶⋯。木聚糖酶在造纸、饲料、食品等行业和环 

境科学上都有着广泛的应用前景 。目前对木聚糖 

酶的结构与功能进行了较多的研究，在分子水平上 

对与各种酶学性质相关的结构有了一定的了解。影 

响木聚糖酶热稳定性的因素很多，主要有以下几点： 

第一，现已发现有 22种木聚糖酶含有热稳定区，其 

中 16种的热稳定区在酶的氮末端 。第二，盐桥结 

构和二硫键对木聚糖酶的热稳定性有一定的作用， 

它们通过静电吸引和共价键的作用使酶的结构更加 

紧密，从而提高酶的稳定性 。第三，某些木聚糖酶 

的稳定性与其表面的精氨酸和脯氨酸的含量有关。 

对于嗜热蛋白，一般来说，蛋白表面都有较高的精氨 

酸含量，其原因可能是精氨酸的胍基基团与其附近 

的极性基团有很强的相互作用 。耐热性的蛋白中 

脯氨酸的含量比耐 中温蛋 白高 40％ ～50％ 。第 

四，芳香族氨基酸等通过疏水键的相互作用提高酶 

的疏水性、增强酶和底物的结合作用，从而提高酶的 

热稳定性⋯。 

来 源于 Streptomyces olivaceoviridis的木 聚糖酶 

XYNB是一种具有优 良性质的高 比活木聚糖酶，其 

基因是本实验室克隆的新基因 。本文对木聚糖酶 

XYNB进行分子建模、突变位点的设计并证 明了其 

分子内部的疏水作用与其热稳定性相关的结果。 

1 材料和方法 

1．1 菌种和质粒 

木 聚 糖 酶 基 因 xynB (EMBL 收 录 号 为： 

AJ292317)由本实验室从 Streptomyces olivaceoviridis中 

克隆 ；大肠杆菌 (Escherichia coli)Jml09和 BI21 

(DE3)、克隆质粒 pUC19和表达质粒 pET22b(+)均 

由本实验室保存。巴斯德毕赤氏酵母 GS115、载体 

pPIC9a为 Invitrogen公司产品。 

1．2 培养基 

大肠杆菌培养基 LB，毕赤酵母培养基 YPD、 

MM、MD、BMGY和 BMMY的配制方法见参考文献 

[9]。 

1．3 工具酶和生化试剂 

限制酶 n I、EcoR I、Smal I、Nco I、Hind m 

和 ZⅡ及 DNA回收试剂盒购 自TaKaRa公司；T4 

DNA连接酶为 Promega公司产品；蛋白质分子量标 

准为 Phamacia公司产品；可溶性木聚糖 4-O．Me．D． 

glucurono-D．xylan(From Birchwood)购 自Sigma公司； 

其它化学试剂为国产分析纯。 

1．4 方法 

1．4．1 定点突变：设计的 PCR引物如下： 

(1)Z9：5'-TA固 G匦 CCACGGT 
CATCACCACCAACCAGACCGGCTACAACAACGGGTY 

c．3 (含 EcoR I及 Nco I的酶切位点) 

(2)Z10：5'-TA匝巫 TCAGCCGCTGACCGT 
GATGTY．3 (含 n I的酶切位点) 

其中z9是突变引物，带有下划线的部分为突变 

的核苷酸。经过对 XYNB及其它嗜热木聚糖酶结构 

与功能的分析，确定突变位点 Tl1Y，设计突变引物， 

通过 PCR的方法进行定点突变，以获得突变基 因 

xynB 。通过 r,4,n I和 EcoR I双酶切位点将 xynB 

克隆进了 pUC19载体 ，电转化大肠杆菌 JM109以蓝 

白斑筛选出重组菌落，提取重组质粒 pUC19．xynB 

进行序列测定。 

1．4．2 重组表达载体的构建： 

(1)pET22b(+)．xynB 表达载体 

通过 Nco I和 Hind m双酶切位点将突变酶基 

因 xynB 克隆进了pET22b(+)载体电转化大肠杆菌 

BL21，重组质粒进行酶切鉴定。 

(2)pPIC9a．xynB 表达载体 

将重组质粒 pUC19．xynB 用 EcoR I和 Smal I 

进行双酶切，回收 xynB 基因，定 向插入到 pPIC9a 

上的 EcoR I和 Smal I位点之间，形成重组质粒 

pPIC9a．xynB 从而将 目的基因克隆到 AOX1启动子 

下游，而且与信号肽编码序列形成正确的阅读框架。 

1．5 重组木聚糖酶的表达及纯化 

1．5．1 大肠杆菌中的诱导表达：将过夜活化的菌 

种以 1／100的接种量转接入 5mL LB培养基 中(加 

Amp至终浓度 0．1mg／mL)，37℃摇菌 3h，使 0D 的 

值达到 0．6～0．7，加入 IPTG至终浓度 0．1lnl／10I／L。 

28 oC 150r／min诱导 3～4h，将菌体离心沉淀，并用 

pH5．2的柠檬酸缓冲液洗涤，以 600／LL该缓冲液悬 

浮菌体。在冰浴中以 100Hz频率超声波击打细胞， 

每次 6s，间隔 20s，击打至菌液透明，离心，对细胞裂 

解上清液进行酶活性测定，酶活性测定方法见文献 

[8，10]，并进行表达蛋白的 SDS．PAGE分析。 

1．5．2 毕赤酵母中的表达： 

(1)酵母的电击转化和筛选： 

将重组质粒 pPIC9a．xynB 用 Ⅱ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 
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及筛选方法参见 Invitrogen公司操作手册。 

(2)重组酵母的培养、诱导表达和检测： 

具体方法见参考文献[11]。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 

Invitrogen操作手册。 

1．6 重组木聚糖酶的纯化 

酵母发酵上清液经脱盐柱 Hiprep Desalting 26／10 

(Amersham pharmacia biotech预装柱)脱盐后，再经过 

分子筛 Superdex 75 HR 10／30(Amersham pharmacia 

biotech预装柱)纯化，得到电泳纯的目标蛋白。 

1．7 木聚糖酶活性的测定 

采用国际通用的 Somogyi．Nelson法。 

酶活单位定义：1个木聚糖酶活性单位(IU)为 

以 1％可溶性木聚糖 (4一O．Me—D—glucurono—D—xylan， 

Sigma From Birchwood)为底物，每分钟在 pH5．2、55℃ 

条件下分解木聚糖生成 1tLmol木糖所需的酶量。 

1．8 酶学性质的分析与比较 

将纯化后的突变酶与原酶(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 pH和 pH稳定性、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[8]。 

2 结果 

2．1 突变位点的确定 

对 XYNB的同源建模在 http：／／www．expasy．org／ 

swissmod／SWISS．MODEL．html网站上完成。推测木 

聚糖酶 XYNB属于第 11族木聚糖酶 ，由两个反向 

的G折叠片和一个短的 a螺旋组成。整个酶分子成 

右手型结构。图 1中标出 1'Ilr“和 Tvr 。它们分别 

位于氮端的G折叠股 B1和 B2上。从同为第 11族 

的4种嗜热木聚糖酶的结构分析中发现，在其氮端 

G折叠股 B1和 B2上存在芳香族氨基酸的疏水相互 

图 1 XYNB的分子模型 

Fig．1 The molecular model of XYNB 

作用(表 1)，而这种相互作用可能对稳定酶的结构、 

提高酶的热稳定性起作用⋯。在 XYNB结构中的相 

似位点是 T11-Y16，如将 ，I1Ilr“突变为 Tyr“，则有可能 

形成相似的疏水相互作用。 

表 1 四个嗜热木聚糖酶的最适温度和氮端芳香族氨基酸 

的疏水相互作用的分析 

Table 1 Optimum temperature and aromatic interaction 

0f N-terminal in four themophilie xylanase 

2．2 定点突变 

以 xynB为模板 ，扩增出突变基因 xynB ，其编 

码的氨基酸由原来的 ，I1Ilr“突变为 Tvr“。突变基因 

克隆到 pUC19上，通过测序分析，确定突变位点与 

设计的目标位点一致。 

2．3 重组表达质粒的构建 

构建的大肠杆菌表达载体和毕赤酵母表达载体 

的示意图见图2。 

图2 重组表达质粒 pET-22b-xynB 

及 pPIC9a—xynB 的示意图 

Fig．2 Physical map of recombinant expression plasmid 

pET-22b-xynB and pPICga—xynB 

2．4 重组木聚糖酶的表达及纯化 

2．4．1 在大肠杆菌中的表达：实验表明，突变酶在 

大肠杆菌中得到了表达(图 3)，表达的突变酶分子 

量为21kD，与理论分子量一致。重组大肠杆菌细胞 

裂解液上清的酶活性为5 IU／mL，这说明突变酶有正 

常的木聚糖酶活性。 
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2．4．2 赤酵母中的表达：首先在摇床水平上对毕 

赤酵母重组子进行诱导表达，诱导72h后进行酶 

删定，筛选m商表达菌株用于进一步的发酵罐扩 

大培养 在僻床水平 L表逃量最高的重组子其酶活 

达到 30IU／̈1I ．存发酵罐上培养．随管甲肄诱导 

时I1j】的延K．发酵 J 清澈中术聚糖酶酶活 J显著增 

J Jl1．酶蛋白 断积累．诱导 I 20h再术聚精酶 陛可 

：40{)10f nd (图 4) 

3 太肠朴 是I 的水檗精酶 xY、B 的 SDS．1IAGI仆 

Vig 3 SD5一GAGE nllal、、l-I Jl xylana p lJ 

lII E eoliBI,2I(DE3) 

I：CK．2—5：x、N【I -x【⋯  lj in lI 2I r 21 k1) 

kI) M I ： J 8 9 

q7
一

--

==： 
J 一 _  、 ～ 

～ ．I一 _-- ·囊 
21)一  

1 一 -I  一 一 一 一  

4 发酵罐中酵母表出的木檗糖聃 ~YNB。的 

S[IS-PAGE计忻 

Fig 4 _】 c ̂ ( E I Js l1f x)']anase expressed in 

尸 hb2 postczris 

I：CK；2～9⋯ ⋯ s rI YN iII l| ⋯ 1̈ II腓·all r iI~{h,clion nlll1 

Ⅱle“i~ll(iI L 3【kl】l 

2．4．3 木聚柑酶 XYNB 的纯化 ：竖纯化舌 ，达到电 

泳纯的突变酶 XYNB (图 5)．与LIlj1『纯 化舶经 赤 

酵母表达的原酶 xYNB 一起进行酶学性质的比较 

研究 

。

㈨  

警舯 
三州 

20 

O 

kD M I 2 

ln一 - ■ 

一  

一 一 鞠擎 一 

-)一 一 

II一 -  

图5 木聚特酶 x1 R 纯化的 SI}S．PACE骨析 

Fig 5 、【)S—GA{ E aualysis r}rⅢirifi~· 】XYNB’ 

I：tnIcl X1、J；；2：I1lnI I XY B。 

2．5 酶学性质的分析与比较 

实骗结果表明．XYNB 的热稳定性较 XYNB肯 

较大幅度的提高(罔 6)，在 ∞ 和 70~．2分别处理 

6C)min_I 10min．XYNB 剩余酶活性在 5t)％ 上．而 

x、 Ij剩余酶活性只有 IO．28％千『i I 8．65％． 在 80℃ 

I 9 分别处理 l nlil]．X'fNB‘剩余酶括性分别为 

98．f 7％ 干̈ 34 39％；而 XY B剩 袅 酶 活 眭 只有 

56 99％和 6 9【％ 在热稳定性提高的同时+其最适 

温度井未改变．与原酶一样为60 

庄pH 质 r．XYNB 的最适 为5 6．与原酶 

XYNB的5 0自所差异，pH稳定性在酸性范围内确 

所提 高 在酶 的 比活 性方 面+XYNB 为 I179．61U／ 

n· ．较 XYNP,提高了 33吼 {生酶的动力学方面，突 

变酶 XYNB 存 『值 J 比原酶低43％．这说明突变 

酶具有更高的储化效率 金属离子 N 对原酶有 

轻微的激活作用．而对突变酶表现为轻黻的抑制作 

用．别的金属离子和化学试剂方面．突变酶和原酶的 

表现一致 ．酶经采变后，依然雏持了原酶弛特的抗 

胃蛋白酶和臃蛋白酶的特性 ．． 

3 讨论 

日前，在GenBank上已发表的第 1I旌木壤精酶 

的三维结构有 l0多个．并且他们的氧基酸序列和三 

级结构有较高的相似性 ”。 xYNB与第 1l旗木聚 

精酶有同源性，XYNB的基因 枷l(E BL收录号 

U I U 20 3{I } 6：) 7(1 ll 1{) 20 jO 40 0 1 1 3 4 1 

-⋯ 1 Inln f111 n I：mi~ 

6 襄业威 XYNB’和原随 X'I'NB在不 温度下的热稳定陡_七鞍 

Fig 6 GotupaTisitm of thenn．s／M ill y of XY B。n·1 XYNB 

a 601、：h (，t ； ： 】 ；d： ) ’ 

一一一 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


4l8 Chinese Journal ofBiotechnology 生物工程学报 2005，Vo1．21，No．3 

为：AJ292317) 由 本 实 验 室 从 Streptomyces 因此我们可以建立 XYNB的分子模型。 

0Z 伽e s中克隆l ，同源性最高的达到 86％ ， 

表2 木聚糖酶 XYNB和 XYNB 的酶学性质比较 

Table 2 Comparision of enzyme properties of XYNB and XYNB’ 

l：pH range in which the relative activity WaS above 80％ ． 

2：unknown molecular weisat and concentration of xylan led to the unit of g／kg indicating K value 

在第 1 1组木聚糖酶中，盐桥相对于芳香族氨基 

酸的相互作用而言，对提高酶的热稳定性影响较弱。 

同源性比较结果也显示，二硫键的形成对提高第 11 

组木聚糖酶的热稳定性没有太大影响 。因此我 

们把提高木聚糖酶的热稳定性的重点放在对氮端芳 

香族氨基酸的分析上。 

我们通过对4个嗜热木聚糖酶氮端的分析发现 

(表 1)，嗜热木聚糖酶氮端存在多个芳香族氨基酸， 

研究表明它们组成酶与底物的结合位点，并且它们 

之间的疏 水相 互作 用对 酶 的稳 定性 有一 定影 

响 “ 。推测在氮端引入适当的突变，使木聚糖酶 

氮端稳定性提高，从而提高酶的热稳定性。因此，我 

们在 XYNB中引入 TllY的定点突变，使 XYNB氮端 

的B折叠股 B1和 B2上存在与嗜热木聚糖酶氮端相 

似的 Y11-Y16疏水相互作用。结果表明，TllY突变 

酶 XYNB 的热稳定性有明显的提高。XYNB 在 60℃ 

和70℃分别处理 60min，10min。剩余酶活性在 50％ 

以上，而 XYNB剩余酶活性只有 l0．28％和 l8．65％。 

XYNB 在 80℃和90℃分别处理 1min，剩余酶活性分 

别为98．07％和 34．39％；而 XYNB剩余酶活性只有 

56．99％和 6．91％。与 XYNB进行氮端芳香族氨基 

酸的疏水相互作用比较的四个嗜热木聚糖酶的最适 

温度都在 70℃以上，而 TllY突变酶 XYNB 的最适 

温度保持不变为60~C，并没有提高，说明 T11Y突变 

对最适温度没有影响，推测酶的最适温度和热稳定 

性不是由单一位点决定的，可能是多种因素共同作 

用的结果。突变的 Tyr“和 Tyr 与附近的其它芳香 

族氨基酸组成底物的结合域，提高了酶与底物的亲 

和性，使突变酶 的 Km 值 由 20．87(g／Kg)下降为 

11．89(g／Kg)。同时影 响酶 的作用 效率，表 现为 

Vmax的下降和 比活 的提 高。另外 TllY突变使 

XYNB的最适 pH由 5．0增加到 5．6。pH稳定性在 

酸性范围内有所提高，其原因有待进一步研究。 

由于 xynB’序列中含有三个潜在的糖基化位 

点，使酵母表达的木聚糖酶产物的分子量由21kD提 

高到3lkD这与原酶 XYNB在酵母中表达的情况一 

致  ̈。由于我们的目的是研究酶的结构与酶学性 

质之间的关系，在做酵母表达时并没有筛选表达量 

最高的，因此 XYNB 与 XYNB相比表达量有所不同。 

来 自 Streptomyces olivaceoviridis的 木 聚 糖 酶 

XYNB具有较优 良的酶学性质 川 。它是 目前分离 

到的比活性最高的木聚糖酶，具有抗 胃蛋白酶和胰 

蛋白酶的能力，而且 金属离子 和表面活性 剂对 

XYNB的酶促反应均无明显影响，也有较好的 pH稳 

定性。但其耐热性一般。在 XYNB中引入 T11Y的 

定点突变，在保持了XYNB优 良性质的基础上，进一 

步提高了酶的热稳定性，同时也提高了酶的催化效 

率，使此酶具有更好的应用价值。 

本文的实验结果说明，第 1 1族木聚糖酶氮端芳 

香族氨基酸之间的疏水相互作用对提高木聚糖酶的 

热稳定性有很重要的作用。突变酶 XYNB 与原酶 

XYNB仅有一个氨基酸的差异，但在性质上除了热 

稳定性有显著变化外，在别的性质上如酶的动力学 

性质、酶的比活性、最适 pH等方面均有所变化，为 
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安 捷 伦 科 技 为 蛋 白 组 学 分 析 推 出 业 内 第 一 个 芯 片 HPLC／MS系 统  

安捷伦科技公司日前宣布，为蛋白质鉴定推出第一个高性能液相色谱芯片 一HPLC／质谱仪(MS)系统。预计这种基于微 

流控的液质联用突破技术将明显提高蛋白质研究的速度、简便性和生产效率。 

许多生物医学研究人员通过蛋白质组学研究，系统地分析蛋 白质的表达、结构和功能，研 究如癌症等疾病发生的起因。 

用于质谱分析的蛋白质样品制备的传统技术 ，如纳流液相色谱，要求复杂地组合连接设备，以改善分离能力 ，同时消耗的样品 

量相对较大。通过把多种功能的附件整合到一个微流控芯片上 ，安捷伦系统创新地简化 了液质联用系统，提高了分离能力和 

灵敏度，降低了待分析的样品需要量。 

采用模块化设计的安捷伦微流控液质联用系统体积小、灵敏度高、操作简便，对于复杂的蛋 白质酶解物分析有明显优势， 

代表了蛋白质探索研究的领先技术。 

HPLC芯片技术有助于满足广大客户日益提高的生产效率需求。第一个 HPLC芯片是面向蛋白组学研究应用 ，但该技术 

有望扩展到液质联用系统各种其它应用，包括药物开发和生产、组合化学、化合物分析 、食品安全、环境监测和国家安全。 

要了解更多安捷伦科技的信息，请访问：www．~ilent．com．cn。 

(万博 宣伟 供稿) 
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