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摘  要 : 将 foldon 结构域与阿魏酸酯酶 C-末端进行融合表达并用组氨酸标签对融合蛋白进行纯化。实现基

于 foldon 的寡聚化阿魏酸酯酶及单体阿魏酸酯酶在毕赤酵母 GS115 中表达，并应用目标蛋白与 foldon 结

构域融合可自发形成三聚体结构的特性对阿魏酸酯酶进行改造，以提高阿魏酸酯酶的催化性能。经纯化获

得寡聚化及单体阿魏酸酯酶，寡聚化阿魏酸酯酶表观分子量约为 110 kDa，单体阿魏酸酯酶表观分子量为

40 kDa；寡聚化阿魏酸酯酶的最适反应温度和 pH 分别为 50 ℃和 5.0，而单体阿魏酸酯酶则分别为 50 ℃和

6.0。寡聚化阿魏酸酯酶的底物亲和力  (Km) 及催化效率  (kcat/Km) 较单体阿魏酸酯酶分别提高 3.42 倍和

7.57 倍。结果表明，寡聚化及单体阿魏酸酯酶均成功表达，且寡聚化阿魏酸酯酶在底物亲和力和催化效率

上具有明显优势，该提高阿魏酸酯酶催化效率的方法简单、高效，有很好的应用前景。  
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Oligomerization triggered by foldon to enhance the catalytic 
efficiency of feruloyl esterase 

Lei Zhang, Linchao Lei, Guangya Zhang, and Xialan Li 

College of Chemical Engineering, Huaqiao University, Xiamen 361021, Fujian, China 

Abstract:  A new method to express oligomerized feruloyl esterase (FAE) in Pichia pastoris GS115 to improve the catalytic 

efficiency was developed. It was realized by fusing the foldon domain at the C-terminus of FAE, and the fusion protein was 

purified by histidine tag. Fusion of the feruloyl esterase with the foldon domain resulted spontaneously forming a trimer FAE 

to improve the catalytic performance. The oligomerized FAE and monomeric FAE were obtained by purification. The 

apparent molecular weight of the oligomerized FAE was about 110 kDa, while the monomeric FAE about 40 kDa, and the 

optimum temperature of the oligomerized FAE was 50 °C, which is the same as the monomeric one. The optimal pH of the 

oligomerized FAE is 5.0, while the optimal pH of the monomer FAE is 6.0. When compared with the monomeric ones, the 

catalytic efficiency (kcat/Km) of the oligomerized FAE increased 7.57-folds. The catalytic constant (kcat) of the oligomerized 
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FAE increased 3.42-folds. The oligomerized FAE induced by foldon have advantages in the catalytic performances, which 

represents a simple and effective enzyme-engineering tool. The method proposed here for improving the catalytic efficiency of 

FAE would have great potentials for improving the catalytic efficiency of other enzymes. 

Keywords:  feruloyl esterase, oligomerization, foldon, catalytic efficiency, enzyme engineering 

阿魏酸酯酶 (Feruloyl esterase E.C 3.1.1.73，

FAE) 是羧酸酯酶的一个亚类，它能水解植物细

胞壁中阿魏酸与多糖之间连接的酯键，释放阿魏

酸[1-2]。FAE 可以协同木质纤维降解酶，如木聚糖

酶、纤维素酶及木质素酶，破坏木质纤维的致密

网状结构，促进木质纤维降解[1-4]。但报道的 FAE

的催化性能有待提高，需对酶进行改造[5-7]。以定

点突变和定向进化为代表的蛋白质工程技术已经

成功地筛选了具有优化特性的酶，但这些方法在

改造酶时仍存在困难，如突变体库的建立和大量

筛选工作[8]。而通过固定化或化学修饰，有时也

能提高酶的性能，但存在酶在固定化过程中会引

起酶失活、首次固定化成本高、与大分子底物反

应较困难等缺点[9]。 

蛋白质的结构决定其功能，可通过蛋白质工

程对蛋白质进行改造以获取蛋白质的新功能[10]。

寡聚化是许多蛋白质自我联合成寡聚体以获得功

能优势的一种常用方式[11]。寡聚化能够为目标酶

提供多种功能优势，如提高热稳定性、pH 耐受性、

蛋白质分子结构稳定性及催化性能等[12-14]。Foldon

是来源于 T4 噬菌体纤维蛋白 C-末端，由 27 个氨

基酸  (GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL) 

组成，该结构域由 3 个相同亚基构成，每个亚基

包含 1 个 β-发夹结构[15]。通过基因融合，该结构

域可与目标酶人工连接以改变其性质。几种工程

蛋白的热力学稳定性，如短胶原纤维 [16]、HIV1

包膜糖蛋白[17]，均已通过 foldon 结构域的附着而

得到增强。由 COMP 和 foldon 诱导形成的寡聚体

通常可导致热稳定性的提高 [11,18]。Can 等 [13]将

foldon 与抗冻蛋白进行连接后形成寡聚化同型抗

冻蛋白且提高了冰晶表面结合的抗冻蛋白浓度，

使其活力显著增加。本课题组在 FAE 的 C-末端融

合 foldon，从而诱导酶自发形成三聚体，构成寡

聚化阿魏酸酯酶，并对重组 FAE 的表达和其酶学

性质进行研究。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料 

1.1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 购自生工生

物工程 (上海) 股份有限公司；巴斯德毕赤酵母

Pichia pastoris GS115、载体 pPIC9K 购自美国

Invitrogen 公司。 

1.1.2  主要试剂和培养基 

限制性内切酶 (SnaBⅠ、NotⅠ、Sac )Ⅰ 、T4 

DNA 连接酶购自美国 Thermo Fisher 公司；质粒

抽提试剂盒、胶回收试剂盒购自生工生物工程 (上

海) 股份有限公司；标准蛋白质 Marker (10–170 kDa)、

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、蛋白质快速银染试

剂盒购自上海碧云天生物技术研究所；阿魏酸甲

酯购自美国 Sigma 公司；其他试剂均为国产或进

口分析纯产品。MD 培养基、YPD 种子培养基、

BMGY 种子培养基、BMMY 诱导培养基按美国

Invitrogen 公司的毕赤酵母操作表达手册配制。 

1.1.3  主要器材 

纳米激光粒度仪 (英国 Malvern 仪器公司)；

200 目铜网 (中科镜仪有限公司)；透射电子显微

镜 (日本电子株式社)；超高效液相色谱仪 (美国

安捷伦科技有限公司)。 

1.2  表达载体的构建 

在 UniPort 数 据 库 中 筛 选 酶 活 较 高 的

FAEO42807，该 FAE 是从黑曲霉 Aspergillus niger 
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CBS120.49 中分离得到的[1]。根据 FAEO42807 的

氨基酸序列，以毕赤酵母标准密码子优化设计

FAE 的基因序列，并在基因序列 N 端设计 His 标

签后，两端引入 SnaBⅠ、NotⅠ酶切位点，化学

合成基因序列 His-fae。用 SnaBⅠ、NotⅠ分别双酶

切合成基因序列 His-fae 和质粒 pPIC9K，胶回收双

酶切片段后用 T4 DNA 连接酶连接并转化至 E. coli 

DH5α 感受态细胞。筛选出的阳性克隆子由 Sangon

测序，测序正确的重组质粒命名为 pPIC9K/His-fae。

另，将 foldon 基因与 fae 序列的 C-末端直接融合，

用相同方法构建重组质粒，命名为 pPIC9K/His- 

fae-foldon。基因与蛋白质示意如图 1 所示。 

1.3  重组 FAE 在毕赤酵母中的表达和纯化 

重组质粒用 SacⅠ线性化，电转化至 P. pastoris 

GS115 感受态后，涂布于 MD 平板上筛选重组子，

取 MD 平板上生长良好的菌落用牙签点种至 YPD

摇瓶中，过夜培养后提取其基因组 DNA，利用通

用引物 5′AOX、3′AOX 进行 PCR 鉴定。重组质粒

的诱导表达参见毕赤酵母操作表达手册。4 ℃、

10 000 r/min 离心 10 min，上清液即为粗酶液，粗

酶液用镍层析柱进行纯化，纯化后用 Bradford 法测

定蛋白质量浓度，SDS-PAGE 分析纯化后的酶液。 
 

 
图 1  基因与蛋白质示意图 

Fig. 1  A schematic of gene and corresponding protein 
structures. Olig-FAE is a trimer structure formed by the 
monomer pre-olig-FAE while protein is expressed; 
multi-FAE contains both mon-FAE and olig-FAE.  

1.4  重组 FAE 酶活力测定 

高效液相色谱法测定 FAE 酶活力[19]。空白对

照为煮沸失活的酶液。酶活力单位为在 25 ℃、pH 

6.0 的条件下 1 min 生成 1 µmol 阿魏酸所需的酶

量为 1 个酶活力单位。 

1.5  重组 FAE 酶学性质的研究 

以下实验所用的酶液，mon-FAE 酶活力为

(251±7.61) U/L，比活为  (0.36±0.011) U/mg，

multi-FAE 酶 活 力  (441±12.7) U/L ， 比 活 为

(1.63±0.045) U/mg。 

1.5.1  最适反应温度的测定 

取 250 μL 酶液保温 5 min 后，加入 250 μL

阿魏酸甲酯溶液 (由 pH 值为 6.0 的 Na2HPO4-柠

檬酸缓冲溶液配制)，在 40–65 ℃中反应 10 min，

测定重组 FAE 的酶活力。以所测的最高酶活力为

100%，计算相对酶活。 

1.5.2  温度稳定性的测定 

将酶液置于 30–50 ℃下保温 12 h，每隔 3 h

取样测定残留酶活力，以保温 0 h 所测定的酶活

力为 100%，计算相对酶活。 

1.5.3  最适反应 pH 值的测定 

取 250 μL 酶液于 50 ℃保温 5 min 后，加入

250 μL 的 阿 魏 酸 甲 酯 溶 液  (0.2 mol/L 的

Na2HPO4-柠檬酸缓冲溶液调节 pH 值在 3.0–8.0 之

间)，50 ℃下反应 10 min，测定重组 FAE 的酶活

力。以所测的最高酶活力为 100%，计算相对酶活。 

1.5.4  pH 值稳定性的测定 

将酶液置于 0.2 mol/L、pH 值为 3.0–8.0 的

Na2HPO4-柠檬酸缓冲液中，50 ℃保温 2 h，取

250 μL 保温酶液，向其加入 250 μL 阿魏酸甲酯

溶液，50 ℃下反应 10 min，测定重组 FAE 残留

酶活力，以各 pH 值的 0 h 酶活力为 100%，计算

相对酶活。 

1.5.5  金属离子对重组 FAE 酶活力的影响 

将酶液与含有 10 mmol/L 的各种金属离子 
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(Na+，K+，Mn2+，Fe2+，Cu2+，Mg2+，Ca2+，Zn2+) 

的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲溶液 (pH 6.0) 混合，于

50 ℃保温 2 h，测定残留酶活，以不添加金属离

子所测得的酶活力为 100%，计算相对酶活。 

1.5.6  动力学常数的测定 

米氏常数的测定：取 8 支试管，每管都加好

200 g/L 阿魏酸酯甲酯溶液和 0.2 mol/L、pH 6.0

的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液，在 25 ℃下预热 3 min，

用同一管酶液依次加样，依次在酶作用 1–30 min

时测定酶活力，然后算出酶活力与反应时间的比

值，在一定时间内比值保持稳定，则在此时间内酶

作用为一级反应，此时间即可确定为测 Km 值和

Vmax的反应时间。用不同浓度的底物，在 0.2 mol/L、

pH 6.0 的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲体系中，25 ℃下

反应一定时间，测定酶活，计算相应的反应速度，

利用米氏方程双倒数法求得 Km 值及 Vmax。  

1.6  重组 FAE 蛋白粒径的测定 

重组 FAE 的粒径大小由纳米激光粒度仪测

定 [20]。配置的参数：散射角 173°、HeNe 激光器

633 nm、输出功率 10 mW，使用内置温度将样品

控制在特定温度 (25–65 ℃)，并在进行测定之前

将样品在相应温度下稳定 5 min；粒径大小为样品

颗粒大小平均值。 

1.7  重组 FAE 透射电子显微镜分析 

将 5 µL 适量浓度蛋白质样品滴加到碳支持

膜涂覆的 200 目铜网格上并温育 5 min，过量的蛋

白质样品用滤纸进行印记干燥。网格用两个 20 µL

水洗涤并印记干燥，25 µL 2%乙酸铀酰滴 30 s，

印记干燥后使用透射电子显微镜在 100 kV 下观

察样品，并使用 CCD 照相机记录电子显微照片。 

2  结果与分析 

2.1  重组 FAE 转化子的 PCR 鉴定与筛选 

分别以 pPIC9K/His-fae 和 pPIC9K/His-fae- 

foldon 的基因组为模板，用 5′AOX1 和 3′AOX1

引物进行 PCR 验证，PCR 产物用 1%的凝胶电泳

检测，结果如图 2 所示。以 pPIC9K/His-fae 转化

子基因组为模板进行 PCR，泳道 1、2、4、6–8 得

到一条约 800 bp 的 His-fae 片段，显示目的基因

His-fae 已经成功整合到这些转化子基因组中，以

pPIC9K/His-fae-foldon 转化子基因组为模板进行

PCR，泳道 11、15–18 得到一条约 900 bp 的

His-fae-foldon 片段，显示目的基因 His-fae-foldon

已经成功整合到这些转化子基因组中。 

2.2  重组 FAE 的表达和纯化 

挑取上述阳性转化子，按照 1.3 进行培养和

诱导表达，测定其酶活力，挑选实验中产酶活力

最高的转化子。取其发酵上清液纯化后进行

SDS-PAGE 分析。对于 pPCI9K/His-fae，如图 3A

所示，pPCI9K/His-fae 发酵上清液纯化后，40 kDa

处得到一条清晰条带，而且几乎没有杂条带，初

步说明 mon-FAE 得到成功表达。图 3A 显示

mon-FAE 的表观相对分子质量明显大于其理论值 

(29.97 kDa)，主要原因是 FAE 蛋白序列的Ｎ端有

一个糖基化位点，而毕赤酵母表达外源蛋白时，

会对其进行糖基化修饰，从而使相对分子质量

增大 [21]。对于 pPCI9K/His-fae-foldon，如图 3B

所示，pPCI9K/His-fae-foldon 发酵上清液纯化后，

SDS-PAGE 结果显示的 pre-olig-FAE 表观相对分子

质量明显大于其理论值 (33.04 kDa)；olig-FAE 表 
 

 
 

图 2  重组 FAE 转化子的 PCR 电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis map of the PCR analysis of 
recombinant FAE. Lane M: marker; lane 1–8: pPIC9K/His-fae 
transformants as template; lane 9: pPIC9K/His-fae 
plasmid as template; lane 10: sterile water as control; 
lane 11–18: pPIC9K/His-fae-foldon transformants as 
template; lane 19: pPIC9K/His-fae-foldon plasmid as 
template. 
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图 3  SDS-PAGE 分析产物表达 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the recombinant FAE. (A) 
pPCI9K/His-fae. (B) pPCI9K/His-fae-foldon. 
 

观相对分子质量明显大于其理论值 99.12 kDa，其

原因与 mon-FAE 表观分子质量大于其理论值原

因相同。且理论上，pPCI9K/His-fae-foldon 上清

发酵液应仅在三聚体位置即 110 kDa 处出现一条

条带，而 pPCI9K-/His-fae-foldon 发酵上清液在单

体 (pre-olig-FAE) 45 kDa 处和三聚体 (olig-FAE) 

110 kDa 处均出现条带，原因可能是由于空间位

阻效应，导致部分 pre-olig-FAE 未寡聚化，仍以

pre-olig-FAE 单体存在。 

比较了 mon-FAE 和 multi-FAE 的酶活力及比

活性 (表 1)，发现 multi-FAE 的酶活力和比活力

相比 mon-FAE 有小幅度提高。这些结果表明

foldon 在 FAE 的 C-末端融合有利于提高 FAE 的

酶活力及比活力。 

2.3  FAE 寡聚化过程的研究 

文献报道，foldon 结构域与蛋白进行融合表

达时，寡聚化的蛋白极易受到温度的影响，并在

40 ℃开始发生少量解聚，当温度上升至 60 ℃以

上时，寡聚化结构蛋白完全解聚，当温度介于二

者之间时，寡聚蛋白部分解聚，两种蛋白同时存

在[22]，本课题组也证明了此结果。在本实验过程 
 

表 1  重组酶的酶活性测定 

Table 1  Enzyme activity of the recombinant FAE 
Recombinant 

protein 
Activity 

(U/L) 
Total protein 

(mg/L) 
Specific 

activity (U/mg)

Mon-FAE 251±7.61 698±12.8 0.36±0.011 

Multi-FAE 441±12.7 271±8.83 1.63±0.045 

中，为考察 olig-FAE 在不同温度条件下的解聚情

况，分别将目标蛋白与蛋白上样缓冲液按 5∶1 (V/V)

混合并在 25 ℃、40 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃、

70 ℃、100 ℃条件下分别水浴 5 min 后进行

SDS-PAGE 分析，结果如图 4 所示。结果表明环境

温度为 25 ℃时，45 kDa 处的蛋白条带为由于空间

位阻作用未形成寡聚化结构的 pre-olig-FAE，且

蛋白条带较细；110 kDa 处为形成寡聚化结构的

olig-FAE，该温度下，olig-FAE 还未发生解聚。当

温度为 40 ℃时，45 kDa 处的蛋白条带 pre-olig-FAE

相比于 25 ℃时的蛋白条带较粗，说明 olig-FAE 开

始发生部分解聚，且随着温度的升高，45 kDa 处

的蛋白条带 pre-olig-FAE 逐渐加粗，说明 olig-FAE

解聚量不断增加。在 60 ℃及以上温度时 110 kDa

处的蛋白条带 olig-FAE 已完全消失，SDS-PAGE

显示仅有一条 45 kDa 的条带，说明寡聚化酶完全

解聚。但实验过程发现，解聚过程中在 45 kDa 单

体位置有 2 条非常靠近的条带 (图 4)，因此，将经

镍柱纯化后的浓度为 1 mg/mL 的酶液送样至上海

中科新生命生物科技有限公司进行MOTIF/TOF质

谱分析，结果显示仅在 425 174.0 出现一个峰，故判

定图4单体位置的两条非常靠近的条带为同一物质。 

使用动态光散射 (DLS) 对不同温度时重组

FAE 的粒径进行了测定，结果显示在 25 ℃时分

别在 6.57 d.nm 处以及 52.74 d.nm 处有 2 个峰， 

 

 
 

图 4  olig-FAE 随温度变化聚集情况 SDS-PAGE 分析  

Fig. 4  SDS-PAGE of olig-FAE aggregation as temperature 
change. M: protein molecular weight marker; lane 1: 
25 °C; lane 2: 40 °C; lane 3: 55 °C; lane 4: 60 °C; lane 5: 
65 °C; lane 6: 70 °C; lane 7: 100 °C. 
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且随温度的升高 6.57 d.nm 处的粒径出峰值变化

不大，范围在 6.5–8.5 d.nm 之间，而 52.74 d.nm

处的粒径出峰值会随着温度的变化而逐渐变小，

由于寡聚化结构 foldon 随温度的升高而逐渐解

聚，平均粒径逐渐变小，所以判断该处为 olig-FAE

出峰处，olig-FAE 随温度变化的粒径结果见图 5。

从图中可以看出，随着温度升高，olig-FAE 的

平均粒径逐渐变小，且温度升高至 65 ℃时，

olig-FAE 的平均粒径由 25 ℃时的 52.74 d.nm

降低为 10.62 d.nm，与 mon-FAE 所测得的平均粒

径 (9.54±2.12) d.nm 相近，证明 65 ℃时 olig-FAE

已全部解聚为单体结构。 

本实验还采用透射电子显微镜图像进一步探

究在 25 ℃时 olig-FAE 的蛋白结构性质，为了便

于观察 olig-FAE 的蛋白结构，将样品稀释至

0.15 mg/mL，电镜结果如图 6 所示。图 6 中显示

在负染色液包裹范围中有接近球形形态的颗粒聚

集在一起，形成寡聚化结构。 

2.4  重组 FAE 的酶学性质  

2.4.1  最适温度及温度稳定性的测定 

探究在 40–65 ℃时酶反应的最适温度，结果

如图 7 所示。由图 7 可知，mon-FAE 与 multi-FAE

最适温度均为 50 ℃，且 50 ℃之前，两者的酶活 
 

 
 

图 5  温度对 olig-FAE 粒径的影响 

Fig. 5  Effect of temperature on the particle size of 
olig-FAE. 

 
 

图 6  Olig-FAE 的 TEM 图像 

Fig. 6  TEM image of olig-FAE. 
 

 
 

图 7  重组 FAE 的最适温度 

Fig. 7  Effect of temperature on the activity of 
recombinant FAE. 
 

均较高，相对酶活都在 90%以上。超过 50 ℃后，

两者的酶活力下降均较快，可能是随着温度的升

高，酶出现失活现象。 

将重组 FAE 在 30–55 ℃保温 0、3、6、9、

12 h 后，测定其残余酶活，结果如图 8 所示。

mon-FAE 及 multi-FAE 在 30–55 ℃温度下，随着

保温时间的延长，酶活力均逐渐下降。30–40 ℃

保温 12 h 后，酶活力为初始酶的 70%左右，且

multi-FAE 与 mon-FAE 酶活力相比较高一些，在 
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图 8  重组 FAE 的温度稳定性 

Fig. 8  Effect of temperature on the stability of 
recombinant FAE. (A) mon-FAE. (B) multi-FAE. 

 

40 ℃以后，multi-FAE 及 mon-FAE 的酶活力均下

降较快，且在 50 ℃保温 3 h 后，基本丧失酶活。 

2.4.2  最适 pH 及 pH 稳定性的测定 

重组酶的最适 pH 结果如图 9 所示。由图 9

可知，mon-FAE 的最适 pH 值为 6.0；multi-FAE

的最适 pH 值为 5.0。重组酶的 pH 值稳定性结果

如图 10 所示。由图 10 可知，pH 值为 3.0–6.0 时，

随着 pH 增大，mon-FAE 的稳定性随之增大，pH

值为 6.0 时，mon-FAE 的 pH 稳定性最高，pH 值

大于 6.0 时，mon-FAE 稳定性逐渐下降；pH 值为

3.0–5.0 时，随着 pH 增大，multi-FAE 的稳定性随

之增大，pH 值为 5.0 时，multi-FAE 的 pH 稳定性

最高，pH 值大于 5.0 时，multi-FAE 的稳定性逐 

 
 

图 9  重组 FAE 的最适 pH 

Fig. 9  Effect of pH value on the activity of recombinant 
FAE. 

 

 
 

图 10  重组 FAE 的 pH 稳定性 

Fig. 10  Effect of pH value on the stability of 
recombinant FAE. 

 

渐下降。multi-FAE 对 pH 值较敏感，这可能是因

为 pH 值影响了 FAE 的寡聚化程度，从而影响了

酶的稳定性[23]。 

2.4.3  金属离子对重组 FAE 的影响 

金属离子对重组酶活力的影响见表 2，对于

mon-FAE，Mn2+、Mg2+有促进作用，K+、Ca2+、

Fe3+、Cu2+对其有一定的抑制作用，而 Zn2+对其

有显著的抑制作用。对于 multi-FAE，Mn2+、Zn2+、

Ca2+、Mg2+、Fe3+、Cu2+对其有促进作用，K+对其

有一定的抑制作用。 
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表 2  金属离子对重组 FAE 的影响 

Table 2  Influences of metal ions chemicals on the 
activity of the FAE 

Metal ion 
(10 mmol/L) 

Mon-FAE relatively 
activity (%) 

Multi-FAE relatively 
activity (%) 

Control 100±1.73 100±0.91 

Mn2+ 103±1.22 105±0.51 

Mg2+ 103±3.27 107±2.96 

Zn2+ 77.6±1.76 107±4.21 

K+ 95.1±1.47 94.5±0.42 

Ca2+ 91.7±2.31 103±1.98 

Fe3+ 92.4±5.13 116±4.21 

Cu2+ 90.1±5.14 105±1.71 
 

2.4.4  动力学常数的测定 

由于 olig-FAE 随温度升高会逐渐解聚为

pre-olig-FAE，故在 25 ℃测定动力学常数，见表 3。

其中 multi-FAE 的 Km (1.03±0.02) 与 mon-FAE 

(4.55±0.07) 相比较小，说明 multi-FAE 的底物亲

和力较 mon-FAE 有所提高，且提高倍数为 3.42 倍；

multi-FAE 的 kcat/Km (3.94±1.12) 与 mon-FAE 

(0.46±0.063) 相比较大，说明 multi-FAE 的催化效

率较 mon-FAE 有明显提高，且提高倍数为 7.57 倍；

同时，multi-FAE 的 kcat、Vmax 较 mon-FAE 均有所

提高。其他研究人员的报道也存在类似的结果，

例如，Yang 等[24]将寡肽与碱性淀粉酶的 N-末端

融合，AmyK-p1 的比活性和催化常数 (kcat) 分别

增加 4.1 倍和 3.5 倍，他们认为提高催化效率和比

活性的主要原因是由肽的活性部位周围诱导更大

的灵活性，同时寡聚化酶与底物的“邻近效应”，  

表 3  重组 FAE 动力学常数的测定 

Table 3  Determination of kinetic parameters of 
recombinant FAE 

 Mon-FAE Multi-FAE 

Vmax (mmol/(mL·s)) 3.45±0.14 5.79±0.37 

Km (mg/mL) 4.55±0.07 1.03±0.02 

kcat (s
–1) 2.28±2.14 4.35±0.97 

kcat/Km (mg/(mL·s)) 0.46±0.63 3.94±1.12 

 

使酶的活性中心部位更集中，其底物浓度也大大

高于溶液中的底物浓度，从而提高其催化效率。 

3  讨论 

阿魏酸酯酶可在工农业、食品制造、医药等

领域都发挥巨大的作用。为了商业应用，已有很

多提高 FAE 酶催化性能的报道，并与本文研究结

果相比，结果见表 4。 

文献[25]报道应用 DNA 改组策略和定向突变

后，催化效率提高 12.8 倍。文献[26]报道应用

PoPMuSiC 算法预测氨基酸取代的折叠自由能变

化，通过定点诱变取代 4 个氨基酸，双突变体

D93G/S187F 显示出 kcat/Km 增加了 9 倍。文献[28]

报道进行两轮随机诱变获得热稳定突变体 M6，

M6 的 kcat/Km 值提高 1.9 倍。文献[29]报道使用

MODIP 和 DbD 两种计算工具来预测蛋白质中可

能存在的用于热稳定性改善的二硫键，引入额外

的二硫桥对 FAE 实施改造，并使用分子动力学

模拟来设计额外的二硫桥，选择一个残基对 

 

表 4  分子工程改造对 FAE 性质的影响 

Table 4  The effect of molecular engineering on the properties of FAE 

Molecular engineering methods Km kcat/Km References

DNA shuffling and site-directed mutagenesis − Increase 12.8-folds [25] 

Site-directed mutagenesis Decrease 0.62-folds Increase 10-folds [26] 

Directed evolution Decrease 0.39-folds Increase 1.9-folds [27] 

Random mutagenesis Decrease 0.73-folds Increase 1.05-folds [28] 

Introduce an extra disulfide bridge Increase 1.65-folds Increase 0.58-folds [29] 

Immobilization Similarly Decrease 10-folds (kcat) (SiO2) [30–31] 

Increase 1.23-folds (kcat) (Fe3O4) 

Protein oligomerization Decrease 3.42-folds Increase 7.57-folds This paper
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A126-N152 突变为半胱氨酸。突变型 AuFaeA 的

最适温度提高了 6 ℃，半衰期在 55 ℃和 60 ℃分

别提高 12.5 倍和 10 倍，催化效率 (kcat/Km) 与野

生型 AuFaeA 相似。文献[30]报道利用介孔二氧化

硅材料作为固定支持物，通过物理吸附将 FAE 固

定在介孔二氧化硅上，并通过改变支持孔径、固

定缓冲液和 pH 来优化固定条件，实现最大负载

和最大活性，在 10 次酯交换反应后，保留了其

20%以上的活性，Km 不受固定化的影响，但是 kcat

减少了 10倍。值得一提的是本文报道的基于 foldon

引导的寡聚化 FAE 25 ℃半衰期提高 55.5%，Km

减小了 3.42 倍，催化效率提高了 7.57 倍。文献

中这些方法虽在不同程度上提高了酶活性，但

是定点诱变需要对酶结构和功能之间的关系有

清楚的了解 [32]，定向进化需要一种简单而有效

的高通量筛选方法 [33]，化学修饰可能通过改变

活性位点中的活性构象或必需残基而引起酶活

性的意外丧失 [34]。    

本文的方法条件温和，操作简单，并不需要

从突变文库筛选目标酶。与 mon-FAE 相比，

multi-FAE 底物亲和力以及催化效率显著提高，这

可能是由于寡聚化结构域 foldon 具有高固定浓度

从而减少焓相互作用，加速了催化效率[16]，且寡

聚化酶分子的局部浓度增加，也加速了活性位点

和底物的接触[35]。但是很遗憾，因为空间位阻作

用，pre-olig-FAE 未完全形成寡聚化，pre-olig-FAE

与 olig-FAE 中都含有 His 标签，且两者的相对分

子质量相差仅仅 66 kDa，表达量也有限，本实验

室目前还无法将 olig-FAE 纯化，但 multi-FAE 因

含有寡聚化的 olig-FAE，与 mon-FAE 相比，酶催

化效率已有很大的提高。本课题组前期也将

foldon 结构域与分子量较小且结构简单的木聚糖

酶和地衣多糖酶分别在原核表达系统进行融合表

达，酶的 kcat/Km 分别提高了 4.2 倍和 3.0 倍[36]。

此次，本课题组将 foldon 结构域与分子量较大且

结构相对复杂的 FAE 在真核表达系统融合表达，

结果表明，目标酶催化效率有很大提高，进一步

表明该方法有望成为一个提高酶催化性能的通用

且高效的方法，其操作简单，无需事先详细了解

酶的 3D 结构，具有良好的应用前景，值得深入

研究。 

4  结论 

mon-FAE 以及 pre-olig-FAE 在 P. pastoris 

GS115 中成功表达，且含有由 foldon 引发寡聚化

FAE 的 multi-FAE 较 mon-FAE 的比活、底物亲和

力以及催化效率显著提高。与 mon-FAE 相比，

multi-FAE 的最适温度及温度稳定性未受到太大

影响。综上所述，foldon 结构域可提高 FAE 催化

性能，是一种改造酶的简单高效方法。 
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