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摘  要: 为发展新型面粉改良酶制剂，利用大肠杆菌 Escherichia coli 原核表达了小麦静息巯基氧化酶 (Wheat 

quiescin sulfhydryl oxidase，wQSOX)。将合成的 wqsox 基因构建至 pMAL-c5x 载体，并在大肠杆菌中进行表达，

优化蛋白表达条件后对重组蛋白进行分离纯化及融合标签切除，获得的重组 wQSOX 蛋白用于酶学性质探究以及

面包品质改良。结果表明，合成的截短 wqsox 基因包含 1 359 bp，编码 453 个氨基酸，理论蛋白分子量 51 kDa；

构建的 pMAL-c5x-wqsox 重组质粒在 E. coli Rosetta gamiB(DE3) 中可溶表达了重组蛋白 MBP-wQSOX，其最佳表

达条件为：诱导温度 25 ℃，诱导剂 IPTG 浓度 0.3 mmol/L，诱导时间 6 h；利用 Xa 因子蛋白酶切除了 MBP 融合

标签，亲和层析纯化得到了 wQSOX；wQSOX 可催化 DTT、GSH 和 Cys 氧化，并伴随着 H2O2 的生成，其中对

DTT 表现出最高的底物特异性；酶学性质研究发现，wQSOX 最适反应温度和 pH 分别为 50 ℃和 10.0，在高温和

碱性环境条件下表现出较好的稳定性；每克面粉中添加 1.1 U wQSOX 能够显著 (P<0.05) 提高 26.4%的面包比容，

降低 20.5%的面包芯硬度和 24.8%的咀嚼性，表现出了较好的改良面包加工品质能力。研究结果对丰富新型面粉

改良酶制剂种类以及推动 wQSOX 在焙烤行业的应用奠定了理论基础。 

关键词: 小麦静息巯基氧化酶，原核表达，酶学性质，面包品质 
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Abstract:  Wheat quiescin sulfhydryl oxidase was expressed in Escherichia coli for developing a new biological flour 

improver. The synthesized wqsox gene was constructed into the vector pMAL-c5x and expressed in E. coli, then the expression 

conditions of recombinant protein was optimized. The MBP fusion label in recombinant protein was removed by protease 

digestion after affinity purification. Moreover, enzymatic properties of the purified wQSOX and its effect on bread quality 

were investigated. The synthesized wqsox gene contained 1 359 bp and encoded 453 amino acids with a deduced molecular 

weight of 51 kDa. The constructed recombinant vector pMAL-c5x-wqsox could successfully express soluble recombinant 

protein MBP-wQSOX in E. coli Rosetta gamiB(DE3), and the optimal induced expression conditions for recombinant protein 

were 25 °C, 0.3 mmol/L IPTG and 6 h. MBP fusion tag was cut out by factor Xa protease and wQSOX was prepared after 

affinity purification. wQSOX could catalyze the oxidation of DTT, GSH and Cys, accompanying the production of H2O2, and 

exhibited the highest substrate specificity for DTT. Furthermore, enzymatic properties results demonstrated that the optimal 

temperature and pH for wQSOX catalyzing oxidation of DTT was 50 °C and 10.0, respectively, and wQSOX presented a good 

stability under high temperature and alkaline environment. The addition of wQSOX with 1.1 U/g flour significantly (P<0.05) 

increased 26.4% specific volume of the bread, and reduced 20.5% hardness and 24.8% chewiness of bread crumb compared to 

the control, indicating a remarkable ability to improve the quality of bread. 

Keywords:  wheat quiescin sulfhydryl oxidase, prokaryotic expression, enzymatic characteristics, bread quality 

近年来，随着安全、高效的酶制剂在面包等

面制品中的广泛应用，新型面粉改良酶制剂的开

发成为了研究热点，β-葡聚糖酶[1]、葡糖基转移

酶 B[2]和内质网氧化还原酶[3]等一系列新型面粉

改良酶制剂的开发不仅丰富了我国酶制剂的种

类，同时也有助于促进面粉改良酶制剂的复配。 

静息巯基氧化酶 (Quiescin sulfhydryl oxidase，

QSOX) 是一种黄素  (FAD) 依赖型巯基氧化酶

家族蛋白 [4]，其同时包含了硫氧还蛋白结构域 

(Trx)、富含螺旋结构结构域 (HRR) 和 FAD 结合

结构域 (Erv/ALR)，是目前已知唯一能够直接催

化未折叠蛋白或小分子底物二硫键交联的多结构

域蛋白质[5]。QSOX 催化巯基氧化过程中，通过

辅基 FAD 辅助将电子传递给分子氧，并最终生成

副产物过氧化氢完成整个催化反应循环[6]。 

目前，有关 QSOX 的研究主要集中在催化机

制、生理功能以及立体结构等方面，而在食品等

工业领域中的应用研究尚未见报道。基于巯基氧

化酶家族在面粉改良方面的应用价值[7]，Liu 等[8]

的研究发现，仅含有 FAD 结合结构域 (Erv/ALR) 

的重组小麦内质网氧化还原酶  (wEro1) 表现出

了增强面团粘弹性，强化面筋网络结构以及提高

面包、馒头等终端面制品品质的特性。相比于内

质网氧化还原酶 1 (Ero1)，QSOX 由于同时含有

Erv/ALR 结构域和 Trx 结构域，其催化巯基氧化

效率上要比 Ero1 高出 2–3 个数量级[9]，因此，理

应具有比 Ero1 更高效的改良面制品品质的潜力。 

基于此，本研究利用大肠杆菌原核表达体系

重组表达小麦 QSOX (wQSOX)，优化重组蛋白表

达条件，分离纯化后对重组 wQSOX 的酶学性质
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进行探究，并初步将 wQSOX 应用到面包品质改

良研究。研究结果为丰富新型面粉改良酶制剂种

类以及推动我国焙烤行业的发展奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

pMAL-c5x 和 pET-28a 质粒、表达菌株大

肠 杆菌 Escherichia coli Rosetta-gamiB(DE3) 和

BL21(DE3) 购于宝生物工程有限公司；wqsox 基

因合成由广州英赞生物科技有限公司完成。 

质粒小提试剂盒购自北京聚合美生物科技有

限公司；氨苄青霉素 (Ampicillin，Amp)、硫酸卡

那霉素 (Kanamycin sulfate，Kan)、异丙基-β-D-

硫代半乳糖苷  (Isopropy-β-D-thiogalactoside ，

IPTG)、还原型谷胱甘肽  (Glutathione，GSH)、   

L- 半胱氨酸  (L-cysteine ， Cys) 、二硫苏糖醇 

(Dithiothreitol，DTT)、黄素腺嘌呤二核苷酸钠盐 

(Flavin adenine dinucletide，FAD) 均购自上海源

叶生物科技有限公司；Xa 因子蛋白酶购自美国

NEB 公司；过氧化氢酶 (牛肝) 购自上海瑞永生

物科技有限公司；红牡丹高筋面粉购自广州市南

方面粉股份有限公司。 

1.2  主要仪器与设备 

美国 Bio-Rad 蛋白电泳仪，美国 GE 蛋白纯

化仪，英国汉莎 Oxygraph 液相氧电极，北京凯奥

NanoVue plus 型微量紫外分光光度计，美的全自动

面包机和烤箱，英国 Stable Microsystem 质构仪。 

1.3  方法 

1.3.1  重组表达载体构建 

从 NCBI 上获得到了小麦 qsox 全长基因 

(GenBank 登录号 AK455480.1) 序列信息，其包含

1 554 bp，编码 518 个氨基酸。其中，第 1–27 位氨

基酸 (N 端) 序列为信号肽区，第 481–518 位氨基

酸为跨膜区。在去除信号肽和跨膜区后得到了包含

1 359 bp (82–1 440 bp)，编码 453 个氨基酸的截短

wqsox 基因片段。利用全基因合成技术，制备得

到了分别带有上、下游酶切位点 NdeⅠ和 BamHⅠ

的截短 wqsox 基因片段，并连接至 pMAL-c5x 载体

上，构建得到了 pMAL-c5x-wqsox 重组表达质粒。 

1.3.2  重组 wQSOX 的诱导表达和可溶性分析 

测序正确的 pMAL-c5x-wqsox 重组质粒转化

至 Rosetta-gamiB(DE3) 感受态细胞中，并涂布

至含 Kan (终浓度 50 μg/mL) 和 Amp (终浓度    

100 μg/mL) 的 LB 固体平板培养基上。37 ℃恒温

培养过夜后，挑取形态饱满的单克隆菌接种到   

5 mL 含有相同浓度 Kan 和 Amp 的 LB 液体培养

基中，37 ℃、200 r/min 培养 12 h 后按 1︰100 比

例转接到新鲜 LB 液体培养基中，相同条件下继

续培养菌液至 OD600 达到 0.5–0.6 后，向液体培养

基中加入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG 诱导剂，

随后相同条件下继续培养 3 h 后收集菌液用于蛋

白表达分析，以不加诱导剂组为对照。 

向 离 心 收 集 的 菌 体 中 加 入 20 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液 (含 0.5 mol/L NaCl，pH 8.0)，冰

浴条件下超声破碎细胞，超声功率 200 W，占空

比 0.5︰0.5，超声时间 10 min。菌液破碎后于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 10 min，分别收集上清液和沉

淀用于蛋白的可溶性分析。蛋白的重组表达和

可溶性分析采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳  (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis，SDS-PAGE) 鉴定。 

1.3.3  wQSOX 的表达条件优化 

将含有重组质粒 pMAL-c5x-wqsox 的工程菌

Rosetta-gamiB(DE3) 接种至含 Kan 和 Amp 双抗 

(终浓度同上) LB 液体培养基中诱导目的蛋白表

达，分析表达温度 (37 ℃、25 ℃、18 ℃)、IPTG

浓度 (0.1、0.2、0.3、0.5、1.0 mmol/L) 以及诱导

时间 (2、4、6、8、10 h) 对重组蛋白表达水平的

影响。定时收集菌液样品，使用 SDS-PAGE 分析

目的蛋白表达情况，确定最优表达条件。 

1.3.4  重组 wQSOX 的分离纯化 

将诱导收集的菌体按照每克菌体加入 5 mL 缓
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冲液 A (20 mmol/L Tris，0.5 mol/L NaCl，10 mmol/L

咪唑，pH 8.0) 重悬，按照 1.3.2 方法冰浴超声至

菌液澄清，菌体破碎后，4 ℃、12 000 r/min 离心

20 min 收集上清液，并进一步使用 0.45 μm 滤膜

对上清液进行过滤，除去可能堵塞层析柱的细小

颗粒。 

过滤后的上清液载入到使用缓冲液 A 预平衡

的 Ni-NTA 亲和层析柱中，用缓冲液 A 洗脱未与

柱子结合的蛋白，随后按照梯度洗脱方式用缓冲

液 B (20 mmol/L Tris，0.5 mol/L NaCl，500 mmol/L

咪唑，pH 8.0) 洗脱目的蛋白，洗脱速度 2 mL/min，

收集各洗脱峰流出液，进行 SDS-PAGE 分析。并

用微量紫外分光光度计在 280 nm 处测定蛋白  

浓度。 

合并收集重组目的蛋白，超滤浓缩后加入  

10 倍摩尔量 FAD[10] ， 4 ℃孵育过夜后使用      

20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) 预平衡的 HiPrep 

26/10脱盐柱处理，收集去除多余 FAD的 wQSOX。

由于重组蛋白 N-末端带有 MBP 融合标签，因此，

命名为 MBP-wQSOX。蛋白浓度使用微量紫外分

光光度计测定 (εMBP-wQSOX=1.55 mL/(mg·cm))。 

1.3.5  MBP 融合标签的去除 

使用 Xa 因子蛋白酶对重组 MBP-wQSOX 进

行 MBP 融合标签切除。将纯化后的重组 MBP- 

wQSOX 加入到酶切缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl，

100 mmol/L NaCl，2 mmol/L CaCl2，pH 8.0) 中，按

照 1 μg Xa 因子蛋白酶切 50 μg MBP 融合标签加

入适量蛋白酶，23 ℃条件下酶切 6 h 后对酶切

产物进行分离。使用 Amylose Resin 亲和层析对

酶切产物进行纯化，分别收集洗脱组分进行

SDS-PAGE 分析，合并收集去除 MBP 标签的重组

蛋白 wQSOX。 

1.3.6  wQSOX 的活性检测及 H2O2 生成验证 

wQSOX 氧化 DTT 的过程中会消耗溶液氧，

并伴随过氧化氢的生成，参照 Gross 等[11]方法，使

用液相氧电极测定 wQSOX 氧化 DTT 的巯基氧化

活性。取 10 μL 重组 wQSOX (终浓度为 5 μmol/L) 

加入到 980 μL 20 mmol/L，pH 8.0 的 Tris-HCl 缓

冲液中，待溶液氧浓度基线平稳后，加入 10 μL   

1 mol/L DTT 启动反应，记录氧浓度变化，反应在

25 ℃条件下进行。wQSOX 酶活定义为：在以 DTT

为底物，缓冲液 pH 8.0，反应温度为 25 ℃条件下，

反应 10 min 内，1 min 消耗 1 μmol 溶液氧所需的

酶量为 1 U。反应 10 min 后待溶液氧浓度保持平

稳时，向反应体系中加入 60 U 过氧化氢酶，继续

观察溶液氧浓度变化，验证 H2O2 的生成。 

1.3.7  底物特异性分析 

选择不同还原剂 GSH、Cys 和 DTT 考察

wQSOX 氧化小分子还原剂的底物特异性。反应

按照 1.3.6 所述方法执行，各小分子还原剂的终浓

度为 10 mmol/L，记录溶液氧含量变化。 

1.3.8  重组 wQSOX 的酶学特性分析 

以 DTT 为底物，测定重组 wQSOX 巯基氧化

活性的酶学特性，包括最适反应温度和温度稳定

性，最适反应 pH 和 pH 稳定性。 

将重组 wQSOX 加入到 Tris-HCl 缓冲液 (pH 

10.0) 中，在不同温度 (20–80 ℃) 条件下测定酶

最适反应温度；将重组蛋白置于不同温度下 

(20–80 ℃) 孵育 1 h 后，在最适条件下测定其残

留酶活性，得到酶的温度稳定性。 

选择磷酸盐缓冲液 (20 mmol/L，pH 6.0–8.0)、

醋酸钠-氢氧化钠缓冲液 (20 mmol/L，pH 8.0–11.0) 

于 25 ℃条件下探究酶的最适反应 pH；将重组蛋

白置于不同 pH 缓冲液 (pH 6.0–11.0) 中孵育 1 h

后，在最适条件下测定其残留酶活性，得到酶的

pH 稳定性。 

1.3.9  面包的制作及其质量评估 

面包制作参考 Kim 等[12]的方法并稍做修改。

面包配方由 100 g 高筋面粉、1.6 g 氯化钠、6 g

蔗糖、3 g 调和油、1 g 活性干酵母和 55 g 蒸馏水

组成。具体制作过程为将这些原料按顺序加入到

面包机中，100 r/min 搅拌 18 min 后制得面团，将
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面团分成 50 g 每份，用手揉圆后放入模具中，置

于 30 ℃、80%相对湿度条件下醒发 1 h 后，放入

预热好的烤箱中烘烤 10 min，上火和下火温度分

别为 170 ℃和 180 ℃，烤箱中放入盛水容器，防

止面包表面过干。焙烤结束后，将面包放在 25 ℃、

45%相对湿度条件下冷却 1 h，随后对面包的物理

参数包括质量、体积[13]、高度、直径进行测定。

酶处理组中，每克面粉添加重组 wQSOX 的量为

1.1 U，随蒸馏水加入到体系中，其余处理过程与

对照组相同。 

随后，将面包切片至 2 cm 厚，选用直径为

36 mm 的 P36R 探头对面包芯进行质构测定，质

构测定的参数如下：探头测前速度和测试速度为

1 mm/s，测后速度为 5 mm/s，面包芯压缩比为

50%，两次压缩间隔时间 10 s。测定结束后，得

到面包的硬度、咀嚼度和弹性 3 个参数。 

1.3.10  统计学分析 

所有数据均为 3 次试验的平均值，使用 SPSS 

20.0 进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  重组蛋白的表达与可溶性分析 

将构建的重组质粒 pMAL-c5x-wqsox 转化到

大肠杆菌 Rosetta-gamiB(DE3) 感受态细胞进行

蛋白表达分析，结果如图 1 所示。比较条带 1 和

条带 2 可得，电泳胶上约 90 kDa 位置出现了明显

的蛋白表达条带，表明加入诱导剂 IPTG 成功诱

导了重组蛋白的表达。表达的重组 wQSOX 理论

蛋白质分子质量约为 51 kDa，表达过程中 N-末端

带 有 MBP 融 合 标 签 ， 因 此 ， 重 组 表 达 的

MBP-wQSOX 理论分子量约为 94 kDa，这与电泳

图谱上蛋白条带表观分子量相符。此外，条带 3

和条带 4 分别为重组菌破碎上清液和沉淀的电泳

条带，由图可见，上清液和沉淀都有目的蛋白，

且上清液中目的蛋白浓度较沉淀中高，说明重组

MBP-wQSOX 总体呈可溶性表达。 

 
 
图 1  重组 MBP-wQSOX 的表达和可溶性分析 
Fig. 1  Expression and soluble analysis of recombinant 
wQSOX by SDS-PAGE. M: protein marker; lane 1: 
recombinant bacteria before inducing; lane 2: 
recombinant bacteria after inducing; lane 3: supernatant 
of recombinant bacteria lysate; lane 4: precipitate of 
recombinant bacteria lysate. 
 

2.2  表达条件优化 

MBP-wQSOX 的表达条件优化结果如图 2 所

示。首先对诱导温度进行分析，由图 2A 可见，

重组菌在 37 ℃和 25 ℃条件下诱导时均能高效地

产生目的蛋白，而 18 ℃对重组蛋白的表达不利。

尽管 37 ℃和 25 ℃两个温度都能够诱导表达可溶

的目的蛋白，但后续活性检测发现，37 ℃条件下

表达的可溶蛋白未检测到巯基氧化活性，而 25 ℃

条件下目的蛋白可溶性良好，酶学活性强。因此，

重组蛋白最适表达温度为 25 ℃。 

随后，在 25 ℃条件下探究了 IPTG 浓度对重

组蛋白表达影响，由图 2B 可知，随着 IPTG 浓度

的增大，目的蛋白表达量呈先增加后降低的趋势，

IPTG 浓度为 0.3 mmol/L 时有最大表达量，此条

件即为最适诱导剂浓度。 

在确定最适表达温度和最适诱导剂浓度基础

上，进一步对表达时间进行了优化，结果如图 2C

所示。目的蛋白随诱导时间的增加其表达量增大，

当诱导超过 6 h 后，目的蛋白表达量无明显变化，

即诱导时间 6 h 为重组蛋白最适表达时间。因此， 
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图 2  重组 MBP-wQSOX 表达条件优化 
Fig. 2  Optimization of expression conditions for recombinant MBP-wQSOX. (A) Optimization of expression 
temperature. M: protein marker; lane 1, 7, 13: recombinant bacteria before inducing; lane 2–6: the recombinant bacteria 
collected after 2, 4, 6, 8 and 10 h were induced at 37 °C; lane 8–12: the recombinant bacteria collected after 2, 4, 6, 8 
and 10 h were induced at 25 °C; lane 14–18: the recombinant bacteria collected after 2, 4, 6, 8 and 10 h were induced at 
18 °C. (B) Optimization of IPTG concentration. M: protein marker; lane 1: recombinant bacteria before inducing; lane 
2–6: the recombinant bacteria were respectively added with 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 and 1 mmol/L IPTG and collected after 
induction at 25 °C for 10 h. (C) Optimization of expression time. M: protein marker; lane 1: recombinant bacteria before 
inducing; lane 2–6: the recombinant bacteria collected at 25 °C and 0.3 mmol/L IPTG were induced for 2, 4, 6, 8 and  
10 h, respectively. 
 

优化得到重组蛋白最适表达条件为 25 ℃、    

0.3 mmol/L IPTG，诱导时间 6 h。 

2.3  重组蛋白的分离纯化和 MBP 标签切除 

重组蛋白 MBP-wQSOX，同时带有 MBP 和

6×His 融合标签，采用 Ni-NTA 亲和层析对

MBP-wQSOX 进行分离纯化。如图 3 条带 1 所

示，使用含 500 mmol/L 咪唑的洗脱液洗脱出来的

组分含有目的蛋白，表明利用 Ni-NTA 亲和层析

能够有效纯化目的蛋白。 

由于重组 MBP-wQSOX 带有的 MBP 融合标

签分子量较大 (约 42 kDa)，为了不影响酶学活性

测定，使用 Xa 因子蛋白酶进行切标签处理并进

行 Amylose Resin 亲和层析，收集未与层析柱结

合的穿透峰进行电泳分析，结果如图 3 条带 2 所

示，发现经过酶切后重组蛋白分子量显著降低，

目的蛋白在凝胶上呈单条带迁移，其表观分子质

量约为 50.0 kDa，这与 wQSOX 理论蛋白质分子

量 51.0 kDa 接近。因此，通过酶切纯化后获得了

纯度较高的重组 wQSOX，可用于后续的酶学活

性测定。 
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图 3  MBP-wQSOX 的亲和纯化和 MBP 标签切除分析 
Fig. 3 Affinity purification of MBP-wQSOX and its 
MBP-tag excision. M: protein marker; lane 1: 
MBP-wQSOX after Ni-NTA affinity chromatography; 
lane 2: collected wQSOX after affinity chromatography 
by using MBP column.  
 

2.4  重组 wQSOX 巯基氧化活性验证 

wQSOX 催化 DTT 氧化，发挥巯基氧化活性

将消耗溶液氧并生成过氧化氢。因此，检测溶液氧

浓度变化可表征 wQSOX 巯基氧化活性。如图 4A

所示，wQSOX 或 DTT 单独存在时，溶液氧浓度

变化较小，而当两者混合后，溶液氧浓度急剧下

降，反映 wQSOX 能够催化氧化 DTT，即表现出

了巯基氧化活性，该条件下计算得到 wQSOX 的

比酶活性为 1.1 U/mg。 

为了验证溶液中有过氧化氢生成，当 wQSOX

催化 DTT 氧化过程中溶液氧浓度下降至平稳后，

向溶液中加入过氧化氢酶，结果发现，过氧化氢

酶添加后溶液氧浓度迅速增加 (图 4B)，这主要是

由于 wQSOX 催化反应生成的过氧化氢在过氧化

氢酶作用下分解出了氧气，引起了溶液氧浓度的

回升，也即从侧面验证了溶液中有过氧化氢生成。 

这些结果表明，重组 wQSOX 具有显著巯基氧

化活性，催化 DTT 氧化过程中生成了过氧化氢。 

2.5  重组 wQSOX 底物特异性分析 

选择 3 种不同的小分子巯基还原剂 DTT、

GSH 和 Cys 作为底物，探究 wQSOX 的底物特异

性。结果表明，3 种底物的加入都能引起溶液氧下

降，表明这 3 种小分子都能够作为底物被 wQSOX

催化氧化 (图 5)。然而，相比于另外两组底物，

DTT 组在单位时间内溶液氧浓度变化更大，说明

wQSOX 催化 DTT 氧化效率较另外两种底物更

高。因此，底物特异性试验结果可知，wQSOX

的最适小分子巯基还原底物为 DTT。 

2.6  重组 wQSOX 的酶学特性 

以 DTT 为底物，进一步探究了 wQSOX 的酶

学特性，测定了酶的最适反应温度和温度稳定性

以及最适反应 pH 和 pH 稳定性，结果如图 6 所示。 

 

 
 
图 4  重组 wQSOX 的巯基氧化活性检测 
Fig. 4  Detection of sulfhydryl oxidation activity of recombinant wQSOX. (A) Oxygen consumption of wQSOX 
catalyzing the oxidation of DTT. (B) Detection of H2O2 produced by wQSOX catalyzing the oxidation of DTT. 
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图 5  重组 wQSOX 的底物特异性 
Fig. 5  Substrate specificity of recombinant wQSOX. 

 
wQSOX 最适反应温度为 50 ℃ (图 6A)，50 ℃

孵育 1 h 后，保留约 70%的最大酶活性，且 80 ℃

孵育 1 h 后，仍保留 40%以上最大酶活性 (图 6B)，

说明 wQSOX 具有较好的温度稳定性。 

由图 6C 可见，酶的最适反应 pH 为 10.0，

说明 wQSOX 更倾向于在碱性环境中发挥催化  

活性。 

pH 稳定性实验结果表明，酶在 pH 9.0 孵育  

1 h 后其残留活性基本无损失，且在 pH 9.0−11.0

范围内孵育 1 h 后仍保留 60%以上最大活性；相

反，在 pH 7.0 以下条件孵育 1 h 后其残留活性低

于 20%，说明碱性环境中酶的稳定性更佳。 

2.7  重组 wQSOX 对面包品质影响 

在明确 wQSOX 酶学特性的基础上，将

wQSOX 应用于面包品质改良，结果如表 1 所示。

由表可得，相比于对照组，每克面粉中添加 1.1 U 

wQSOX 的试验组面包其比容和高径比增大，分

别提高了 26.4%和 7.1%，比容的增加说明面包的

品质得到了改善。 
 

 
 

图 6  重组 wQSOX 的酶学性质测定  
Fig. 6  Enzymatic properties of recombinant wQSOX. (A) Oxygen consumption activity of wQSOX measured from 20 °C to 
80 °C, with activity at 50 °C normalized to 100%. (B) Thermal stability of wQSOX which was incubated in 20 mmol/L 
Tris-HCl buffer (pH 8.0) at different temperatures (20−80 °C) for 1 h. (C) Oxygen consumption activity of wQSOX measured 
at different pH values (pH 6.0−11.0), with activity at pH 10.0 normalized to 100%. (D) The pH stability of wQSOX which 
was incubated at 25 °C for 1 h in 20 mmol/L PBS buffer (pH 6.0−8.0), and 20 mmol/L NaHCO3-NaOH buffer (pH 8.0−11.0). 
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表 1  wQSOX 对面包品质影响 
Table 1  Effect of wQSOX on qualities of bread 

Groups SV (cm3/g) HD Hardness (g) Chewiness (g) Springiness 

Control 1.487±0.01a 0.763±0.06a 2 383.3±113.71a 1 735.67±86.31a 0.904±0.02a 

wQSOX  1.880±0.07b 0.817±0.03a 1 894.8±73.73b 1 305.23±43.47b 0.923±0.01a 

Improvement rate (%)  26.4 7.1 20.5 24.8 2.1 

Notes: the additive amount of wQSOX was 1.1 U/g flour, the improvement rate indicated the increased value of data from 
bread with wQSOX treatment compared with the control group; SV and HD represent specific loaf volume and height/diameter, 
respectively; The different letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 
为了进一步表征面包品质，使用 TPA 对面包

芯进行了质构特性分析。由表 1 可见，添加

wQSOX 显著 (P<0.05) 降低了面包芯 20.5%的硬

度和 24.8%的咀嚼性，提高了 2.1%的面包芯弹性。

硬度和咀嚼型指标与面包品质成反比，而弹性则

成正比，说明 wQSOX 能够显著提高面包品质。 

3  讨论 

使用大肠杆菌原核表达含有多对二硫键的蛋

白质是基因工程领域的难点[14]。大肠杆菌细胞质

是还原环境，不利于二硫键的生成，容易导致重

组蛋白错误折叠产生包涵体。本研究 wQSOX 含

有 14 个 Cys，包含至少 3 对二硫键，前期构建的

pET-28a-wqsox 和 pMAL-c5x-wqsox 重组载体在大

肠杆菌 BL21(DE3) 中表达分别得到无活性的包

涵体蛋白和无活性的可溶蛋白。研究表明，大肠

杆菌细胞周质的氧化环境有助于促进含二硫键的

蛋白重组表达[15]。张丹萍等[16]通过使用 Rosetta- 

gami(DE3) 成功表达了富含二硫键的人类胰岛素

生长因子-1。因此，本研究选择能够促进二硫键生

成及稀有密码子表达的宿主菌 Rosetta-gamiB(DE3) 

进行重组蛋白表达，结果得到了可溶的具有生物

活性的重组 MBP-wQSOX。 

QSOX 在生物体细胞内主要功能是催化新生

肽链的二硫键折叠[17-18]，为了便于体外考察其生

物活性，常使用小分子巯基还原剂作为其反应底

物。本研究选择了 3 种小分子巯基还原底物 DTT、

GSH、Cys 用于检测 wQSOX 底物特异性，发现

wQSOX 催化 DTT 氧化的反应效率最高，即为最

适的小分子底物，该结果与 Aya Okuda 等[19]报道

的大豆静息巯基氧化酶 (rGmQSOX1) 的底物特

异性一致，这可能是因为所选 3 种小分子巯基还

原底物的氧化还原电位值不同，其中 DTT 的电位

值为−330 mV[20]，远低于 GSH (−240 mV) 和 Cys 

(−241 mV)[21]，因此，DTT 在打断 QSOX 催化活

性位点二硫键上具有更强的还原能力，从而更易

引发 QSOX 的巯基氧化活性。 

一直以来，QSOX 在催化机制、生理功能和

晶体结构等方面的研究较多[22-23]，但其酶学性质

很少被研究，为了便于 QSOX 的工业应用，本研

究探究了 wQSOX 的酶学性质，发现酶的最适反

应温度为 50 ℃，80 ℃孵育 1 h 仍保留 40%以上

最大酶活性，说明 wQSOX 属于中温酶，且具有

较好的温度稳定性。研究报道，牛奶巴氏杀菌过

程中加入巯基氧化酶有助于提高牛奶的保质期[24]，

因此，wQSOX 具有提高牛奶品质的潜力。此外，

酶的最适反应 pH 为 10.0，在 pH 9.0–11.0 范围内

孵育 1 h 后仍保留一半以上最大酶活性，说明

wQSOX 在碱性环境有利于其发生反应以及维持

稳定，这与酶的催化活性位点半胱氨酸在碱性环

境下性质更活跃有关[25]。目前，一些碱性蛋白酶、

碱性脂肪酶等在洗涤工业中的应用前景相继被报

道[26-28]，可以推测 wQSOX 作为一种耐温耐碱的

酶制剂在生物催化等工业领域具有广阔的应用 

前景。 

目前，wQSOX 在食品加工领域的应用尚未

见报道，本研究证明了 wQSOX 改善面包加工品

质能力，添加 0.1%的 wQSOX 能够显著 (P<0.05) 
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提高 26%面包比容，降低面包芯 20%硬度和 25%

的咀嚼性，因此，wQSOX 具有发展成为新型面

粉改良酶制剂的潜力。Liu 等[8]报道了巯基氧化酶

wEro1 具有改善面包品质能力，酶的作用可提高

面包 8.2%比容，降低 16.2%面包芯硬度。相比于

wEro1，wQSOX 在改善面包加工品质性能方面更

加优越，其主要原因应与 wQSOX 同时含有 Trx

结构域和 FAD 结合结构域有关，不需要通过中间

蛋白就能够直接催化二硫键交联，这也是同等条

件下 wQSOX 催化 DTT 酶活性 (1.1 IU/mg) 高于

wEro1 (0.25 IU/mg) 的原因。 

wQSOX 改善面包加工品质能力可能与其能

够直接催化和 /或通过巯基氧化反应副产物过氧

化氢氧化面筋蛋白交联有关[29-30]，促进了面筋网

络的强化，从而提高面团的持气能力，最终帮助

面包焙烤过程中能够充分膨胀，达到改善面包比

容和面包芯质构的目的。有关 wQSOX 改善面筋

强度的相关机理仍有待进一步探究。 
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