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Abstract： Site -directed mutagenesises had been done in this work with the consideration of
increasing the thermostability of a family 11 xylanase （AoXyn11A） from Aspergillus oryzae. The
mutant，AoXyn11AM，was obtained by introducing a disulfide bridge into the N-terminal region of
AoXyn11A after N -terminal amino acid homology alignment of AoXyn11A with a thermostable
family 11 xylanase，EvXyn11TS. The thermostability of the wild -type enzyme and mutant were
analyzed by homology modeling，and assessed by molecular dynamics （MD） simulations. The genes，
AoXyn11A and AoXyn11AM，were expressed in Pichia pastoris GS115，respectively. And the effects
of temperatures on the thermostability of the expressed AoXyn11A and AoXyn11AM were analyzed.
The results showed the optimal temperature of AoXyn11AM was raised to 60 ℃ from 55 ℃ of
AoXyn11A；after incubated at 50 ℃ and 55 ℃ for 30 min，respectively，the mutant retained 94%
and 45% of its original activity while the wild-type enzyme retained 62.5% and 1.4% of its original

摘要： 为提高源自米曲霉 Aspergillus oryzae 11家族木聚糖酶（AoXyn11A）的热稳定性，对其相关
的氨基酸残基进行定点突变改造。 通过对野生型酶 AoXyn11A 和一种超耐热酶 EvXyn11TS的 N
端氨基酸残基序列进行同源比较，在野生型酶 N 端引入一个二硫键，获得突变酶 AoXyn11AM。野
生型酶和突变酶的热稳定性通过同源建模和分子动力学模拟分析评估后，其基因分别在毕赤酵
母 GS115中进行表达并分析温度对表达产物酶活性的影响。 结果表明：突变酶的最适温度由野
生型酶的 55 ℃提高至 60 ℃；在 50 ℃和 55 ℃保温 30 min，突变酶保留 94%和 45%保温处理前
的酶活性，分别较野生型酶（62.5%和 1.4%）有大幅度的提高。 突变酶在保留了野生酶其它优良
性质的基础上，提高了热稳定性，具有潜在的工业应用价值。
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木聚糖是植物细胞壁的主要结构多糖物质之

一，在自然界中含量极为丰富。 木聚糖酶是可将木

聚糖降解成低聚木糖和木糖的一类酶的总称，能从

木聚糖分子主链的内部水解 β-1，4 糖苷键，产物为

不同长度的木寡糖和少量木糖，为木聚糖降解酶系

中最关键的酶 [1]。 通过酶分子一级结构的序列比对

和疏水簇分析，大多数木聚糖酶属于糖苷水解酶 10
和 11 家族[2]。 木聚糖酶在造纸、食品、能源、饲料以

及环境等领域里都有着重要的应用价值，但由于一

些工艺过程如食品、饲料制粒加工等需要较高工作

温度 [1]，而天然酶往往难以满足其生产要求，因此，
如何提高木聚糖酶的热稳定性已成为广泛关注的

焦点。
影响木聚糖酶热稳定性的因素很多，主要有疏

水作用、氢键、离子键、二硫键、包装效应、螺旋结构

等多种因素[3]。 目前对于 11 家族木聚糖酶热稳定性

提高的报道有很多是关于酶的 N 端的改造， 例如，
Duman 等对一种 11 家族木聚糖酶的 N 端进行了 7
个定点突变，突变酶比野生酶的 Tm 值提高了约 25℃[4]；
Xiong 等在一种里氏木霉木聚糖酶的 N 端和中部 β
折叠处引入二硫键， 突变酶 DB1 比野生酶在 65 ℃
时的半衰期提高约 112 倍 [5]；高树娟等把一种超耐

热木聚糖酶 N 端前 42 个氨基酸替代了一种米曲霉

木聚糖酶前 37 个氨基酸，突变酶比野生酶在 70 ℃
时的半衰期提高约 197 倍[6]。

作 者 已 克 隆 和 表 达 了 一 个 来 自 Aspergillus
oryzae 的 11 家族常温木聚糖酶基因 Aoxyn11A，该

酶在常温条件下酶活性比较高， 但温度大于 50 ℃
时热稳定性差[7]，存在应用上的不足。 通过同源建模

和分子动力学模拟分析评估的基础上，采用定点突

变技术，期望获得一株表达高热稳定性木聚糖酶的

工程菌。

1.1 菌株、质粒和培养基

含 有 原 始 基 因 的 重 组 质 粒 pUCm -T -
AoXyn11A，pPIC9KM-Aoxyn11A 由作者所在实 验 室

构 建 和 保 存 ；Escherichia coli DH5α、Pichia pastoris
GS115 和表 达 质 粒 pPIC9KM 由 作 者 所 在 实 验 室 保

藏；pUCm-T 质粒：购自上海 Sangon 公司；LB、YPD、
MD、BMGY 和 BMMY 培 养 基 参 见 Multi -Copy
Pichia Expression Kit（Invitrogen 公司）操作手册。
1.2 主要试剂

rTaq 酶、T4 DNA 连接酶、 各种限制性内切酶、
250 bp DNA Ladder Marker 和低相对分子质量蛋白

质 Marker： 购于大连 TaKaRa 公司；Tryptone、Yeast
Extract、YNB、G418 和 EZ-10 Spin Column Plasmid
Mini-Preps Kit：购 自 上 海 Sangon 公 司；标 准 木 糖、
榉 木 木 聚 糖、 桦 木 木 聚 糖 和 考 马 斯 亮 蓝 R-250：
Sigma 公司产品；其它试剂均为国产或进口分析纯。
1.3 野 生 型 酶 AoXyn11A 和 超 耐 热 木 聚 糖 酶

EvXyn11TS 序列的对比

超耐热酶 EvXyn11TS 是属于木聚糖酶 11 家族

中热稳定性最高的酶之一 [4]。 作者所在实验室登录

NCBI 将 其 进 行 密 码 子 优 化 ， 选 择 Pichia pastoris
GS115 偏爱型的密码子， 然后人工合成了这段序列

（Syxyn11，GenBank accession No. JX459567）， 该优

化基因在 Pichia pastoris GS115 中表达，测其最适温

度在反应时间为 15 min 时为 85 ℃， 其最高酶活达

到 17.74 U/mL；在 80 ℃保温 60 min 后，保留未热处

理原酶 85.9%的活性， 进一步证实了该酶有很高的

热稳定性[8]。 本研究拟采用 DNAMAN 程序对木聚糖

酶AoXyn11A（GenBank accession No. JQ326257）和超

耐热酶 EvXyn11TS 进行 N 端氨基酸序列同源比对，
希望找出与酶分子热稳定性相关的氨基酸残基。
1.4 计算机同源建模和分子动力学模拟

在 Protein Data Bank 数据库中进行同源搜索，
寻找到 3 个与 AoXyn11A 一级结构同源性较高的、
分 别 来 源 于 绳 状 青 霉 菌 Penicillium funiculosum
（1TE1）、E. coli （2VUL） 和 红 褐 肉 座 菌 Hypocrea
jecorina（1ENX）的 11 家族木聚糖酶晶体结构，作为

同源建模的模板。 同源建模在蛋白质结构服务器

（http：/swissmodel.expasy.org/） 和 程 序 MODELLER
9.9（http：//salilab.org/modeller/）上完成[9]。

材料与方法1

activity. The mutant not only preserved the major excellent properties of the wild-type enzyme，but
also enhanced the thermostability which is potentially useful in industrial applications.
Keywords： Aspergillus oryzae，xylanase，disulfide bridge，thermostability，site-directed mutagenesis
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分 子 动 力 学（MD）模 拟 使 用 GROMACS 4.0 软

件，采用 GROMOS96 力场，该力场中蛋白的立场参

数数据均给予实验值拟合模拟温度为 500 K， 溶剂

采用 TIP3P 水模型。 对于每个模拟体系，均在溶质

外围加上 1.5 nm 的水分子层。 MD 模拟之前，对体

系分别进行了两次能量优化，首先约束溶质，用最

陡下降法优化 800 步， 再用共轭梯度法优化 1 200
步。 然后去约束后再进行 800 步最陡下降法优化，

1200 步共轭梯度法优化。 MD 模拟分为两步：首先

进行 20 ps 的约束溶质分子的 MD 模拟， 此时温度

从 0 K 逐步升高到 500 K；接着进行 500 ps 的无约

束恒温 MD 模拟，最后分别得到野生型酶和突变酶

的均方根偏差（RMSD）值。
1.5 定点突变引入 N 端二硫键

1.5.1 引物的突变 根据木聚糖酶基因 Aoxyn11A
和目的突变位点设计引物（表 1）。

表 1 引入二硫键的引物

Table 1 Oligonucleotide primers for the introduction of a disulfide bridge

1.5.2 定点突变程序 （1） 大引物 PCR 程序按照

相关文献 [10]的步骤操作。 （2） 两步 PCR 程序，第一

步 PCR： 质粒 pUCm-T-AoXyn11A 为 PCR 模板，用

引物 Xyn11-F 和 Xyn11-Rm 进行扩增，扩增条件：94
℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72
℃延伸 30 s，30 个循环；72 ℃延伸 10 min，产物为含

突变位点的 N 端前 108 个碱基。 第二步 PCR：取以

上 PCR 产物，以割胶回收物为 N 端大引物，Xyn11-
R 为 C 端引物进行扩增。 扩增条件：94 ℃预变性 5
min；94 ℃变 性 30 s，45 ℃退 火 30 s，72 ℃延 伸 60
s；72 ℃延伸 10 min。 回收目的基因，连接到 pUCm-
T 载体上，获得重组质粒 pUCm-T-Aoxyn11AM，对其

进行测序验证。
1.6 突变酶基因表达质粒的构建

pPIC9K 载体在毕赤酵母表达时， 许多情况下

Stel13 切割 Glu-Ala 重复片段效率不高，Glu-Ala 重

复序列就留在了表达目的蛋白的 N 端， 作者采用

pPIC9KM（专利号 201110410391.0）载体，在 其 N 端

引入 Kex2 裂解位点， 以保证表达目的蛋白具有天

然 N 端[11]。 将质粒 pUCm-T-AoXyn11A 用 XhoⅠ和

NotⅠ进行双酶切，回收目的片段，与经同样双酶切

的质粒 pPIC9KM 连接， 转化 Escherichia coli DH5α
感受态细胞，经通用引物 PCR 验证后，测序正确的

重组质粒命名为 pPIC9KM-Aoxyn11A。
1.7 野 生 型 酶 和 突 变 酶 基 因 在 Pichia pastoris 中

的表达

将 质 粒 pPIC9KM -Aoxyn11A 和 pPIC9KM -

Aoxyn11AM 用 SacⅠ线性化后，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 Invitrogen
公司的操作手册。 重组酵母的培养、诱导表达和检

测的具体方法见文献。
1.8 木聚糖酶的活性测定

采用改进的 DNS 法测定木聚糖酶活性。 2.4 mL
质量分数 0.5％榉木木聚糖溶液 （pH 5.5） 加入 0.1
mL 适当稀释的酶液，50 ℃下反应 10 min 后， 加入

2.5 mL DNS 试剂， 沸水中显色 7 min， 定容后测定

A540 nm。 在上述反应条件下，每分钟产生 1 μmol 还原

糖所需的酶量定义为一个酶活性单位 （U）。
1.9 酶学性质分析

1.9.1 酶的最适反应温度和热稳定性 取适当稀

释酶液于 40~75 ℃水浴条件下进行酶解反应，每隔

5 ℃测定酶活性，以最高者为 100%，作温度-相对酶

活性曲线； 将酶液于不同温度下保温 30 min 后，按

常规方法测定残余酶活性，以未保温处理酶液的活

性定义为 100%，作温度-相对酶活性曲线。 反应所

用 的 缓 冲 液 为 0.1 mol/L 柠 檬 酸-磷 酸 缓 冲 液（pH
5.5）。
1.9.2 酶的最适 pH 和 pH 稳定性 取适当稀释酶

液，温度为最适反应温度，在 pH 3.0~8.5 的条件下

进行酶解反应，每隔 0.5 个 pH 单位测定酶活性，以

最高者为 100%，作 pH-相对酶活性曲线；将酶在不

同的 pH 值条件下于 40 ℃保温 1 h， 再分别测定残

留酶活性，以最高者为 100%，作 pH-相对酶活性曲

线。 反应所用的缓冲液为：0.1 mol/L 柠檬酸-磷酸缓

注：下划线为引入的酶切位点，黑体为引入的突变碱基。

名称 序列 酶切位点

Xyn11-F 5′-CTCGAGAAAAGAAACGCTCAAACTTGTTCCACACCCAGTAGCACGG-3′ XhoI
Xyn11-Rm 5′-GTATGAACCGCCGTTGCCGTTACAGTAAGTCACATCAC-3′
Xyn11-R 5′-GCGGCCGCTCAATAAACAGTGATAGCAG-3′ NotI
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冲液（pH 3.5~8.0）和 0.05 mol/L 甘 氨 酸-氢 氧 化 纳

缓冲液（pH 8.5）。
1.9.3 酶动力学参数的测定 底物为不同浓度的

桦木木聚糖溶液 （0.1 mol/L 柠檬酸-磷酸缓冲液配

置 ，pH 5.5）， 在 酶 的 最 适 温 度 下 测 定 其 活 性 ，按

Lineweaver-Burk 法作图，求出酶的 Km 和 Vmax 值。

2.1 米曲霉木聚糖酶和超耐热酶氨基酸序列的比对

图 1 序列比对显示它们的 N 端氨基酸残基序

列相似性为 43.5%，EvXyn11TS 含有二硫键和糖基化

位点（见图 1），而后面的氨基酸残基序列的相似性

在 70%以上。 作者拟以 AoXyn11A 为母本，在对应

于 EvXyn11TS 的位置上对这两个基因进行同源建模

和分子动力学模拟分析

图 2 显 示 突 变 酶 AoXyn11AM 和 野 生 型 酶

AoXyn11A 相比较， 其 N 端增加一个二硫键 （C5 和

C32，蓝色标识），但是它的三维结构和活性中心并没

有受到影响。

结果与分析2

图 1 AoXyn11A 和 EvXyn11TS 的 N 端同源序列比对

Fig. 1 N-terminal amino acid homology alignment of AoXyn11A with EvXyn11TS

图 2 通过同源建模预测的 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 分子

结构

Fig. 2 Predicted molecular structures of AoXyn11A and
AoXyn11AM by homology modeling

分子动力学模拟显示（图 3），随着模拟高温时

间的延长，突变酶的 RMSD 值在各个时间点都低于

野生型酶，预示着突变酶在模拟高温环境中变形小

于野生型酶，具有更好的热稳定性。
2.2 原基因的定点突变

以原基因为模板、N 端引物 Xyn11-F、C 端引物

Xyn11-Rm 经大引物 PCR 法扩增获得含有突变位点

（Cys5-Cys32）的片段，该片段和理论长度（120 bp，图

4a）相符。以该片段为 N 端引物，C 端引物为 Xyn11-
R 进行 PCR，获得目的片段 Aoxyn11AM 与理论长度

（602 bp，图 4b）相符。 把目的片段克隆进 pUCm-T

载体，挑选阳性克隆子经测序验证，证明重组质粒

pUCm-T-Aoxyn11AM 含有目的基因。

图 3 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 的 RMSD
Fig. 3 RMSD values of AoXyn11A and AoXyn11AM

图 4 定点突变过程

Fig. 4 Process of site-directed mutagenesises
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2.3 重组表达质粒 pPIC9KM-Aoxyn11AM 的构建

按照 1.6 的方法构建重组表达质粒， 经通用引

物 PCR 扩增， 目的条带与理论长度 （1 076 bp，图

4c） 相符， 测序正确的重组质粒命名为 pPIC9KM-
Aoxyn11AM。
2.4 野生型酶和突变酶基因在 Pichia pastoris中的

表达

野生型酶和突变酶的理论相对分子质量分别

为 20 700 和 21 200，与图 5 显示的蛋白质相对分子

质量大致相符，表明野生型酶和突变酶基因在毕赤

酵母中得到了精确的表达。

图 5 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 在 毕 赤 酵 母 中 表 达 后 的

SDS-PAGE 分析

Fig. 5 SDS-PAGE analysis of AoXyn11A and AoXyn11AM

expressed in Pichia pastoris GS115

2.5 重组木聚糖酶酶学性质

2.5.1 最适反应温度与热稳定性 在 1.9 描述的方

法和条件下，反应时间为 10 min 时，图 6 显示野生

型酶的最适反应温度为 55 ℃， 此时该酶的最大酶

活性为 333 U/mL；突变酶的最适反应温度为 60 ℃，
此时该酶的最大酶活性为 250 U/mL。 随着温度升

高，高温使酶蛋白逐渐变性而失活，引起酶反应速

率下降，在 55~75 ℃这一区间，由于 N 端引入了二

硫键，其形成对构象起稳定作用，使突变酶表现出

较好的稳定性，其变性慢于野生型酶，因而表现出

相对较高的相对酶活性，这一结果和分子模拟比对

是一致的。
把这两种酶置于不同的温度中保温 30 min 后，

由图 7 显示，随着温度的升高，突变酶的相对酶活

性一直高于野生型酶，表明该二硫键使突变酶具有

更好的热稳定性。

图 6 温度对 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 活性的影响

Fig. 6 Effects of temperatures on the activities of
AoXyn11 and AoXyn11AM

图 7 温度对 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 热稳定性的影响

Fig. 7 Effects of temperatures on the thermostability of
AoXyn11A and AoXyn11AM

2.5.2 酶的最适 pH 与 pH 稳定性 图 8 显示这两

种酶的最适 pH 集中在 pH 5~6 之间，pH 稳定性测

试结果也大致相同，说明突变酶的酸碱耐受性变化

不大。

图 8 pH 对 AoXyn11A 和 AoXyn11AM 活性的影响

Fig. 8 Effects of pH on the activities of AoXyn11A and
AoXyn11AM

2.5.3 酶的比酶活和 Km 在 1.9 的方法和条件下，
测得野生型酶的比酶活为 3 490 U/mg，Km 为 7.67
mg/mL；突变酶的比酶活为 2480 U/mg，Km 为 2.75
mg/mL。 对这一现象的推测是由于突变酶引入了二
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硫键而具有较好的稳定性， 在适量的底物浓度时，
和底物结合更加紧密和快速，表现出低的 Km 值；当

底物浓度超过一定量时，野生型酶由于整体柔性较

好，能够随着底物量的增多而舒展结构，结合更多

的底物并参加反应，表现出高的 Vmax。

自然界酶的种类虽然比较多，但是全球飞速发

展的经济对生物催化提出各不相同的要求。 分析某

个催化过程， 利用基因工程手段对酶进行定点突

变，从而改变酶的特定的酶学性质，使目的催化过

程以最经济、最环保的方式完成，这对于我国加快

经济结构转型，抢占技术至高点具有重要意义。 通

过目的酶和耐热酶的序列比对能够有效的确定具

有“热稳定效应”的氨基酸残基和相关的模式结构，
提示了生物大分子对温度的进化适应，但是通常情

况下只有一小部分的氨基酸的突变能够提高热稳

定性，绝大部分的突变仅仅是“基因漂移”的结果。
依靠计算机辅助设计，如同源建模、分子模拟等方

法可以使我们更有效的预测出与酶热稳定性相关

的那部分氨基酸，从而使实验设计更具针对性。
通过计算机分析为先导再开展实验，分析和实

验结果的一致性表明了作者实验方法的有效性。 突

变酶比酶活虽有一定的下降，但是具有更高的热稳

定性和较好的底物亲和力（低的 Km 值），有很大的

应用潜力。

结 语3
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