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摘 要：应用生物信息学方法分析了木聚糖酶初级序列中20种氨基酸同其最适温度之间的关系，

发现在F／IO家族中有正相关作用的氨基酸是w，负相关作用的是A，D，H，s；理论上最高最适温

度是119．8℃．在G／11家族中有正相关作用的氨基酸是L，D，P，Y，负相关作用的是H；理论上最

高最适温度为105．6℃．惊奇地发现在不同家族中D起不同的作用，这只能从它们各自不同的蛋

白质空间结构上进行解释．从初级序列基础上证明了木聚糖酶的不同蛋白质家族有不同的热稳定

性机制．
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Abstract：In this article，bioinformatics method was used to analyze the relationship between

primary sequence and the optimum temperature of xylanase．The contents of 20 residues were

multivariatly regressed with the Top。of xylanase，and it was found that，in F／l O the positively

correlated residue is W and the negative residues are A，D，H，and S；the calculated maximum

To。。is 119．8℃．Whereas in G／11 the positively correlated residues are L，D，P，and Y，the

negative residue is H；the calculated maximum Topt is 105．6℃．The surprising finding of

different effect of D can explained by structures of(口／p 8
of F／I O family xylanase and fl-j elly roll

of G／1 1 family xylanase．It was demonstrated that different families of xylanase have inconsistent

mechanisms thermostable．
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木聚糖酶(EC 3．2．1．8)在生物技术领域具

有广泛的用途，例如饲料‘1|、食品处理嘲、果汁和酒

的澄清‘3|，特别是在纸浆和造纸工业中的应用越来

越受到重视嘲．在近来的报道中，它甚至同临床前
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景有关系[5]．在造纸工业中，用木聚糖酶去除木质

素——碳水化合物中的木聚糖，以此加速木质素从

细胞壁中释放出来，从而降低氯类化学物质的用

量，减少对环境的污染．但常常是生物工程环境比

较苛刻，而需要热稳定性比较高的酶．正如纸浆的

漂白是在低pH值环境中，紧接是对木材的热处理，

这样就大大限制了木聚糖酶的应用．

关于蛋白质热稳定机制的问题，人们提出了很

多理论，诸如“运载规则”[6]、“脯氨酸规则”[7]、疏水

核的充分堆积[8’。]、静电相互作用邱’10|、螺旋偶极子

的稳定[1嵋以及缩短的环[123等．来源于Bacillus菌

株D3木聚糖酶的热稳定性归因于蛋白质表面的6

个芳香族残基[1⋯，然而T．1anuginosus木聚糖酶的

稳定性归因于存在额外的二硫键和带电残基密度

的增加1．143．而对于F／IO家族木聚糖酶空间结构的

比较结果发现，热稳定主要是由于疏水核的堆积、

带电侧链同螺旋偶极子的有利相互作用和螺旋N

端引入脯氨酸，然而盐桥的贡献特别小[1 51．对于G／

11家族木聚糖酶的结构和序列的量化分析结果把

热稳定性归因于较密集的“铰链”区域[5]．同样对热

稳定影响的因素还有带电残基数目的增加和蛋白

质二级结构的稳定[1 6|．

为了澄清热稳定机制，人们越来越开始将注意

力放在单个折叠类蛋白质中[5’1¨17]．当然从结构功

能关系来分析蛋白质的稳定性有很大优越性，但是

受到有限的蛋白质结构数目所限制，特别是在单一

蛋白质家族中没有足够多的嗜热和嗜温的蛋白质

结构以供统计分析[1引．同时也有如文章所指出的基

于嗜热和嗜温的蛋白两两比较产生矛盾的结果[1 9|．

基于蛋白质折叠原理，氨基酸序列中包含了蛋白质

的折叠信息【=z0]，所以认为有必要基于蛋白质的一级

序列来研究热稳定性．运用序列同功能之间的关

系，作者分析了G／1l家族木聚糖酶的pH值有关

氨基酸和两家族间的区别[21’22]，F／IO家族木聚糖

酶中氨基酸同最适温度的关系D21．同有限的蛋白质

结构相比较，序列的数目是巨大的，并且把它直接

同蛋白质的功能相联系，可以绕过预测天文数字般

多的蛋白质空间构象所遇到的尴尬．同以前的研究

不同，作者直接分析了氨基酸质量同木聚糖酶最适

温度丁o。。的关系．使用每个木聚糖酶起作用的最佳

温度，正如所指出的属于某一特定酶的理想温

度[2⋯．运用来源生物的最适生长温度或通常生长温

度有时是有错误的，如众所周知的B．1ichenifor—

misa淀粉酶，来源生物是嗜温的，但口一淀粉酶的最

适温度却是90℃[24|．另一个例子是Thermoanaer—

obacterium sp．菌株JW／SL_YS485的木聚糖酶、乙

酰木聚糖酯酶和a葡萄糖醛酸酶，前两个酶的活性

温度是80℃和84℃，而第3种酶的最适温度却仅

仅是60℃[25|．在构建分析数据库时，作者同样发现

来源于同一种生物的木聚糖酶有不同的L。。，如A．

kawachii的．P33557和P33559，最适温度分别是50

℃和60℃，尽管这种差别不能将它们区分为嗜热

和嗜温两类不同的酶，但这确实反映了它们在热稳

定性方面的不同，如果不加区分地处理这一组数

据，那么真正的热稳定影响因素可能从分析结果中

消失．作者同时发现了其他的同源生物的木聚糖酶

有不同的酶最适温度(P36218和P36217；Q00177、

P55332和P55333；P45703和P45705；Q60041和

Q60042)．另外，作者没有区分哪个酶是嗜热或嗜

温，因为有时很难在这两个组之间进行区分，并且

不同的区分方法会产生不同的结果．最后，文章的

相关分析着重于分析在每个家族中全局的趋势，并

不考虑单个木聚糖酶的个别差异，所以可以在总体

上反应一个木聚糖酶家族的热稳定性影响因素．

当前的工作处理了从Swiss—Prot(Release

41．0 of 05-Mar-2003)数据库中下载的48条木聚糖

酶序列，它们归属于F／IO家族有23条，G／11家族

有25条．在文献中查找有关木聚糖酶的最适反应

温度，分析了20种氨基酸同最适温度间的关系．该

结果将对澄清热稳定机制和用酶工程改造热稳定

木聚糖酶有用．

1材料和方法

1．1数据库的构建

作者从Swiss—Prot(Release 41．0 of 05一Mar-

2003)数据库中下载了所有的木聚糖酶序列．因为

该数据库是一个非一冗余性的数据库，并且都是经

过专家认读的，错误很少，保证了数据的可靠性．其

中有65条木聚糖酶序列，2条因为是片断而被剔除

出去(P80717，P80718)．而后查阅了有关文献来寻

找有关的木聚糖酶的最适温度，如果发现有不同的

报道，则采用较高的最适温度，考虑到试验误差，较

高温度说明酶本身属性是那样；如果发现成组木聚

糖酶的报道同单个酶的报道不同，则采用成组报道

的数据，这样会减少随机误差．经过筛选，发现48

条木聚糖酶有最适温度，但是一条属于43家族

(P45796)．根据其PDB数据库中的模型结构同

G／11结构相近，所以把它归类于O／11家族进行分

析，这样可以增加数据库中的数据，同样可以减小

随机误差．这些48条木聚糖酶分属在F／IO家族有
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23条，G／11有25条(见表1)．

1．2方法

用FORTRAN语言编程计算各个序列中20

种氨基酸的含量，然后用SAS(8．1 Version)统计

软件进行多元回归分析．回归程序选择的是逐步回

归分析方法，采用缺省设定值的方法．在经验公式

中的每个变量的回归系数保留小数点后1位有效

数字．

2结果和讨论

2．1 F／10家族

经过多元回归分析之后，得到如下的经验公式

(根据F_检验，公式中的每个氨基酸都达到显著水

平Pr<o．15，并且该数学模型达到极其显著程度，

Pr<O．01)：

To。。一136．6—3．1[A]一4．8ED-I—11．2[H]一

2．4ES]+11．5[W]

2．1．1经验公式的有效性和计算最大和最小T。．

经过回归分析后，检查了公式的有效性，预测的

各个木聚糖酶最适温度在表1中列出．从预测温度

可以看出，所得经验公式相当有用，除7条木聚糖

酶的预测温度与实验温度有较大差别(>8)之外

(Q60042，P23556，P56588，P45703，P33559，

P26514，059859)，其余的木聚糖酶预测温度都与其

报道温度比较接近．

表1木聚糖酶最适温度和预测温度

Tab．1 Xylanase optimum and predicted temperature

续表1

注：1D．木聚糖酶在Swiss—Prot数据库中的序列号；■畔．

木聚糖酶的最适温度；L。．根据经验公式所得的预测温度；

A(丁I，一瓦)．(最适温度一预测温度)．
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从该家族木聚糖酶序列中，找到了在经验公式

中有关氨基酸的最大值和最小值([A]，[D]，EH]，

Es]，[w]；5．18／12．87，4．62／8．7，1．07／4．85，

2．27／16．58，3．41／1．55；分别在P23556／P07986，

P14768／P07528，P36917／P45703，Q12603／P14768，

Q12603／P51584)，计算了在该家族中理论上最大和

最小最适温度分别为119．8℃和一21．6℃．

2．1．2 经验公式的意义 从经验公式可以看出，

在该家族中，木聚糖酶的最适温度与色氨酸含量呈

正相关作用，而同丙氨酸、天冬氨酸、组氨酸和丝氨

酸的含量呈负相关．色氨酸的正相关作用可以理

解，因为色氨酸是疏水性最强的氨基酸和长距离作

用残基[26|，同时是最有效的丌一受体瞳71．可以认为在

F／IO家族中，热稳定性主要是由疏水作用来维持，

正如文献所指出的这种作用是稳定蛋白质结构的

最主要因素[281，因为静电作用残基天冬氨酸和组氨

酸的含量在热稳定性中起负相关作用．丝氨酸的负

相关作用并不奇怪，因为它具有特别高的柔性[2引，

是最不稳定的残基D01，并且常常被认为缺少它是嗜

热蛋白质的普遍趋势[3妇；同时它也出现在“运载规

则”中[6]．但是，正如文献所指出的在蛋白质热稳定

中具有低含量的丙氨酸[17|．作者也发现，丙氨酸在

该家族木聚糖酶的热稳定性中起负作用，因为已有

的知识认为它有稳定d一螺旋的作用[72．其他丙氨酸

降低的热稳定酶有淀粉酶[3z]和环化糊精糖苷转移

酶[3⋯，因为它们同F／lO家族木聚糖酶有相似的

(∥a)。折叠结构．当时这被解释为家族树的特

征E17]，现在看来该现象是关系到酶的热稳定性的．

此种现象被观察到，但是没有文献进行分析．应该

分析这4种氨基酸[A(丙氨酸)，D(天冬氨酸)，H

(组氨酸)，S(丝氨酸)]同色氨酸的不同特性，惟一

能够归属这4种氨基酸特性的是它们普遍的中短

距离作用E。S(1．40，L 16，L 22，1．30，同色氨酸的

1．03相比)，然而色氨酸具有长距离作用Et(0．83，

同A，D，H，S相比的0．49，0．35，0．54，0．45)【34|，所

以推测色氨酸的长程作用在该家族蛋白质的热稳

定中起正相关作用，而其他4种氨基酸的中短程作

用是负作用．作者同时注意到，所有这些氨基酸在

非规则二级结构(螺旋和折叠片)中出现的频率较

高，所以比较容易想到这些不规则区域是影响酶热

稳定性的位点区域．

该结果同以前文献一致，文献指出，在该家族

中氢键的稳定性作用没有说服力，并且盐桥势能和

热稳定性之间没有相关性[15|，同时也没有发现脯氨

酸在稳定性方面的作用．前人也同样发现了丝氨酸

显著减少和色氨酸增多[1 8|．但在当时对色氨酸的作

用并不明了E3s]，现在可以肯定它对酶的稳定性有

关，因为该酶有与木聚糖酶相似的(fl／口)。空间结构．

一个较早的研究结果注意到，嗜冷木聚糖酶表面有

相对较丰富的带电残基并归因于同溶剂相互作

用D引，作者认为这是不稳定因素，然而在低温环境

中这种作用不明显．一项失败的纤维素酶热稳定工

程的研究显示引入静电相互作用而降低了热稳定

性口7|，证实了在(∥a)。折叠类中引入静电没有稳定

效果，同样证明了目前的分析结果：在此种折叠类

中静电作用起负相关作用．同时注意到他们在酶工

程中所采用的理论并没有显示出此折叠类中氢键

和离子对对热稳定性有作用[31|，所以引入静电相互

作用是注定要失败的．

2．2 G／ll木聚糖酶家族

经过多元回归分析之后，得到如下的经验公式

(根据p检验，公式中的每个氨基酸都达到显著水

平Pr<0．15，并且该数学模型达到极其显著程度，

Pr<O．0i)：

To。。一--37．3+5．3ED-]+5．5EL-[+

5．8EP-I+5．6[Y]一6．2[H]

2．2．1 经验公式的有效性和计算最大和最小To。．

经过回归分析，检查了公式的有效性，预测的各

个木聚糖酶最适温度在表1中列出．从预测温度可

以看出，所得该家族的经验公式比F／IO家族的经

验公式要好，只有3条木聚糖酶的预测温度与实验

温度有较大差别(>8)之外(043097，P17137，

P29127)，其余的木聚糖酶的预测温度都与其报告

温度比较接近．其中的043097在文献中最适温度

报道为82℃[3引，而另一篇同样报道该酶的最适温

度为70℃E14]，它们有较大出入．用经验公式预测所

得结果为72℃，同后者的报道非常接近．从这个结

果可以看出，二硫键对该酶的热稳定性所起的作用

并不大，不是如同文献中所认为的那样重要[1 4。．

从该家族木聚糖酶中选择在经验公式中有关氨

基酸的最大和最小值(ED]，EL]，EP3，[Y3，[H3；

6．19／0，5．09／1．57，4．76／1．63，10．1／5．26，0．34／

2．63；分另Ⅱ在043097／P55334，P45796／P26220，

P45796／P55329，P55334／P29127，P26515／P45796)，

同样计算了在该家族中木聚糖酶理论上的最大和

最小T。，分别为105．6℃和一6．1℃．

2．2：2 经验公式的意义 从经验公式中可以看

出，在该家族中最适温度与天冬氨酸、亮氨酸、脯氨

酸、酪氨酸、组氨酸的含量有负相关作用．在回归分

析过程中作者注意到苯丙氨酸也同样起到负相关
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作用，但是经过逐步回归之后，苯丙氨酸又从回归

模型中消失了，因为显著性不明显而没有在模型中

出现．看起来在该木聚糖酶家族中有很多因素影响

酶的稳定性．天冬氨酸可以形成盐桥、稳定螺旋的

N端偶极子[3叼和氢键．亮氨酸的功能非常有意思，

因为它有形成螺旋和折叠片的能力口“，所以非常适

合在G／i1木聚糖酶中起稳定作用，因为该家族木

聚糖酶的结构是由大量的折叠片和一个螺旋所组

成．脯氨酸的作用同样在该家族中出现口]，它也是

在蛋白质工程中常用的一个规则：脯氨酸在p转角

出现频率的增加或总的疏水氨基酸数目的增加可

以增加蛋白质的热稳定性．一项近期研究表明，口转

角的第二个位点和口一螺旋的N端第一个位点对酶

的热稳定性非常重要[40|．同样在酶稳定性中有重要

作用的是酪氨酸，因为它是很有效的丌一受体(尽管

比色氨酸稍弱[27])、能够形成芳香族作用和氢键作

用[4¨，并且经证实酪氨酸的大部分一OH都对酶的

稳定性有利[4 2|，它的疏水作用同样被报道对稳定性

有作用．可以将组氨酸同其它残基分开的性质是它

的强极性(51．60)和归一化疏水性(一0．40)[34|，可

以归类为有极性而不带电荷，此类氨基酸常被认为

是热稳定性的破坏者．

此种结果同文献中关于T．1anuginosus木聚

糖酶的研究一致，它显示木聚糖酶中带电残基密度

有增加[14]，同从P．varoti来的木聚糖酶有共同的

静电作用而作为稳定因素[5]．一项近期研究同样证

实带电残基数量的增加会加强极性作用[1引．但是没

有发现精氨酸数量的增加对该家族木聚糖酶的热

稳定有作用，可能是因为它没有显著到在模型中

出现．

2．3 r／10家族和G／11家族的比较

尽管天冬氨酸有能力稳定螺旋偶极子，其作用

也在对215条口一螺旋的特定位点研究中所证实[3 9|．

然而在F／IO家族中是不同的，该家族酶的空间结
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构是(∥a)。，螺旋的偶极子大致上是平行排列的，

可以想见，在静电相互作用方面是不利的[43|．而在
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从计算结果可以看出，通过酶工程改造木聚糖酶的

热稳定性还有很大空间．

3 结 论

当前工作采用生物信息学的方法证实了木聚

糖酶的不同家族采用不同的热稳定机制．在F／lO

家族中，热稳定因素主要依赖于色氨酸的疏水作

用，而在G／II家族中看起来有很多因素起作用．这

种结果可能对蛋白质的理论折叠和蛋白质酶工程

的实际应用都有用途．报道指出基于嗜热和嗜温的

蛋白质同源比较结果而采取的定点突变成功例子

很少[44|，因为序列差异之处太大，并且中性突变太

多．特别重要的是，直接指出了具有同样功能的木

聚糖酶因空间结构的不同而采用了不同的热稳定

机制，这将会对木聚糖酶的热稳定工程的改造提供
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