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摘   要：β-葡萄糖苷酶在食品、医药、生物质转化等领域具有重要的应用价值，因此发掘适应

性强、性质优良的 β-葡萄糖苷酶是国内外研究热点。本研究从嗜热古菌 Infirmifilum uzonense 中

成功克隆出一个 GH3 家族的 β-葡萄糖苷酶基因，命名为 Iubgl3。基因序列分析显示 Iubgl3 全长

为 2 109 bp，编码 702 个氨基酸，理论分子量为 77.0 kDa。将该基因在大肠杆菌中进行克隆表达

并对纯化后的 IuBgl3 进行酶学性质研究。结果显示，重组酶 IuBgl3 最适 pH 5.0，最适温度 85 ℃。

该酶具有良好的热稳定性，80 ℃处理 2 h 后仍能保持 85%以上的酶活力。其具有优良的 pH 稳定

性，在 pH 4.0−11.0 范围内处理 1 h，仍维持 85%以上的酶活力。通过底物特异性测定发现，该

酶对对硝基苯-β-D-吡喃葡萄糖苷 (p-nitrophenyl β-D-glucoside, pNPG) 和对硝基苯-β-D-吡喃木糖

苷 (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside, pNPX) 均有很高的水解能力，是典型的双功能酶。以 pNPG

·工业生物技术· 
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为底物时的动力学参数 Km 和 Vmax 分别为 0.38 mmol 和 248.55 μmol/(mg·min)，催化效率 kcat/Km=   

6 149.20 s−1mmol−1。大多数金属离子对 IuBgl3 的酶活力没有显著影响，SDS 可导致酶完全失活，

而 EDTA 却能提高 30%的酶活力。本研究丰富了高温古菌 GH3 家族的 β-葡萄糖苷酶基因，获得了

一个稳定性优良的高温酸性双功能酶，具有良好的工业应用前景。 

关键词：嗜热古菌；GH3 家族；β-葡萄糖苷酶；酶学性质；双功能酶 
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Abstract: β-glucosidase has important applications in food, medicine, biomass conversion and other 

fields. Therefore, exploring β-glucosidase with strong stability and excellent properties is a research 

hotspot. In this study, a GH3 family β-glucosidase gene named Iubgl3 was successfully cloned from 

Infirmifilum uzonense. Sequence analysis showed that the full length of Iubgl3 was 2 106 bp, encoding 

702 amino acids, with a theoretical molecular weight of 77.0 kDa. The gene was cloned and expressed in 

E. coli and the enzymatic properties of purified IuBgl3 were studied. The results showed that the optimal 

pH and temperature for pNPG hydrolysis were 5.0 and 85 , respectively. The enzyme has good ℃

thermal stability, and more than 85% of enzyme activity can be retained after being treated at 80  for ℃    

2 h. This enzyme has good pH stability and more than 85% of its activity can be retained after being 

treated at pH 4.0−11.0 for 1 h. It was found that the enzyme had high hydrolysis ability to p-nitrophenyl 

β-D-glucoside (pNPG) and p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside (pNPX). When pNPG was used as the 

substrate, the kinetic parameters Km and Vmax were 0.38 mmol and 248.55 μmol/(mg·min), respectively, 

and the catalytic efficiency kcat/Km was 6 149.20 s−1mmol−1. Most metal ions had no significant effect on 

the enzyme activity of IuBgl3. SDS completely inactivated the enzyme, while EDTA increased the 

enzyme activity by 30%. This study expanded the β-glucosidase gene diversity of the thermophilic 

archaea GH3 family and obtained a thermostable acid bifunctional enzyme with good industrial 

application potential. 

Keywords: thermophilic archaea; GH3 family; β-glucosidase; enzymatic properties; bifunctional enzymes 
 
 
 
 
 

β-葡萄糖苷酶是纤维素降解酶系的重要组

成部分，可水解底物末端的非还原性 β-D-葡萄

糖苷键，生成 β-D-葡萄糖及相关配基，也被称

为 β-D-葡萄糖苷葡萄糖水解酶 (E.C.3.2.1.21)。
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β-葡萄糖苷酶广泛用于葡萄酒酿造、食品加工、

生物质燃料生产和农业生产等领域。大多数天

然酶由于反应条件温和而限制了其在工业中的

应用[1]，而高温 β-葡萄糖苷酶凭借其优良的性

质，在工业生产中占重要地位，被称为天然糖

苷转化的理想催化剂 [2]。由于纤维素的分解通

常在 50 ℃或更高的温度下长时间进行 (有时

超过 100 h)，该过程的较高温度不会影响高温 β-

葡萄糖苷酶的活性，还有利于纤维素的水解，

Liu 等研究发现源自烟曲霉菌 Z5 的高温 β-葡萄

糖苷酶在分解木质纤维素时还可以降解多酚类

化合物[3]。多项研究表明，在工业生产过程中，

β-葡萄糖苷酶可以很好地克服水解产物抑制水

解速率的现象[4-7]。高温 β-葡萄糖苷酶不仅可以

提高催化效率，减少底物分解，还降低了污染风

险和能源消耗[8]，将参与分解后的 β-葡萄糖苷酶

回收重复利用，还可降低生产成本，绿色环保。 

β-葡萄糖苷酶在真核生物、细菌、古菌中

广泛存在 [9]，主要参与生物体内糖代谢、细胞

信号传导等过程，帮助维持生物体正常的生理

功能[10]。按照氨基酸序列一致性和结构相似性，

β-葡萄糖苷酶分布于糖苷水解酶家族 (glycoside 

hydrolyzing family, GH) GH1、GH3、GH5、GH9、

GH30 和 GH116 这 6 个家族中，其中微生物来

源的 β-葡萄糖苷酶的研究主要集中在 GH1 和

GH3 两大家族[11]。不同来源的 β-葡萄糖苷酶的

分子量不同，一般在 70−330 kDa 之间，在结构

和理化性质方面也存在较大差异，GH1 家族具

有 (β/α)8 桶装结构域，其中包含催化位点，具

有良好的葡萄糖耐受性；而 GH3 家族具有典型

的双结构域，即 (β/α)8 桶状结构域和 (β/α)6 三

明治夹层结构域，催化位点位于双结构域之间，

对高浓度葡萄糖没有耐受性[12]。另外，细菌来

源的 β-葡萄糖苷酶大多具有低温或 pH 中性的

特点，真菌来源的 β-葡萄糖苷酶大多具有耐酸

性的特点，而古菌来源的 β-葡萄糖苷酶大多具

有耐高温特性[13]。 

古菌是迄今为止发现的最古老的生物，这

与它们极端的生存环境有关。按照其生活环

境和对养分的需求，将古菌分为：产甲烷菌 

(methanogens)、极端嗜盐菌 (extreme halophiles)、

极端嗜热菌  (extreme thermophiles) 和嗜冷菌 

(psychrophiles) 4 大类群 [14]。由于古菌进化缓

慢，保留了许多原始特征，与其他微生物相比，

多数古菌来源的 β-葡萄糖苷酶的最适反应温

度更高，稳定性也更强，在食品、医药、生物

质转化等领域被广泛应用。古菌来源的 β-葡萄

糖苷酶主要集中在 GH1 家族，而 GH3 家族目

前只报道了 1 个来源于新型超嗜热泉古菌门菌

株 (Infirmifilum lucidum) 3507LTT 的 β-葡萄糖

苷酶，该酶最适催化条件为 85 ℃、pH 6.0−6.7，

是典型的高温葡萄糖苷酶[15]。 

嗜热古菌 Thermofilum uzonense 1807-2T 属

于热丝菌科，在 85 ℃、pH 6.0−6.5 条件下生存。

通过表型特征和系统发育分析，T. uzonense 

1807-2T 被重新归为 Insolidifilum uzonense[15]。通

过已发表的基因组序列分析发现，其编码 GH3

家族的 β-葡萄糖苷酶基因 Iubgl3。本研究将该酶

基因在大肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3) 

中诱导表达并纯化，得到重组 β-葡萄糖苷酶，

命名为 IuBgl3。对该酶的酶学性质进行研究，旨

在为进一步开发和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
1.1.1  菌株 

E. coli DH5α 为克隆宿主，E. coli BL21(DE3) 

为表达宿主，均购自博迈德公司。 

1.1.2  重组质粒 

pET-30a(+)-Iubgl3 合成于通用生物系统 
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(安徽) 有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
1.2.1  试剂 

TGA Stain-Free Fast Cast Acrylamide Kit 
12%购自 Bio-Rad 公司；蛋白胨、酵母提取物

均购自 Oxoid 公司；His-tag 蛋白纯化磁珠购

自苏州海狸生物医学工程有限公司；底物：对

硝 基 苯 -β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷  (p-nitrophenyl 

β-D-glucoside, pNPG)、对硝基苯 β-D-半乳糖苷 

(p-nitrophenyl α-D-galactopyranoside, pNPGal)、

对 硝 基 苯 -β-D- 吡 喃 木 糖 苷  (p-nitrophenyl 

β-D-xylopyranoside, pNPX) 均购自 Megazyme

公司；其他试剂均为国产分析纯，购自北京化

学试剂公司。 

1.2.2  培养基及主要试剂的配制 

培养基：LB 培养基  (1%氯化钠，1%胰蛋

白胨，0.5%酵母提取物)，卡那霉素终浓度为

50 μg/mL。  

1 mol/L IPTG 溶液：称取 2.383 g IPTG 溶

解于 10 mL 蒸馏水中，0.22 μm 滤膜过滤除菌，

分装储存于−20 ℃。诱导时每 100 mL 培养基

加 60 μL。 

NTA 缓冲液 (100 mL)：100 mmol/L Tris- 

HCl 缓冲液 20 mL，2 mol/L NaCl 溶液 25 mL，

1 mol/L 咪唑各取 0、2、4、6、8、10、20、30 mL，

分别为 NTA-0–300，各梯度 pH 为 7.6。 

4 mmol/L p-nitrophenyl β-D-glucoside (pNPG)：

称取 0.054 g pNPG 充分溶解于 50 mL ddH2O

中，−20 ℃储存备用。4 mmol/L p-nitrophenyl 

β-D-xylopyranoside (pNPX)：称取 0.054 g pNPX

充分溶解于 50 mL ddH2O 中，−20 ℃储存备用。

4 mmol/L p-nitrophenyl α-D-galactopyranoside 
(pNPGal)：称取 0.06 g pNPGal 充分溶解于 50 mL 

ddH2O 中，−20 ℃储存备用。 

1.2.3  主要仪器 

脱色摇床，Kylin-bell 实验仪器公司；恒温

振荡培养箱，上海旻泉仪器有限公司；电泳仪，

北京东方瑞利电泳设备有限公司；DK-8D 三孔

电热恒温水槽，上海齐欣科学仪器有限公司；

pH 计，METTLER TOLEDO 公司；超声波细胞

破碎仪，贝普斯科技有限公司；紫外分光光度

计，菲勒仪器有限公司；胶片观察灯，北京六

一生物科技有限公司。 

1.3  方法 
1.3.1  重组酶 IuBgl3在大肠杆菌中的诱导表达

及纯化 

(1) 诱导表达 

将重组质粒转化至 E. coli BL21(DE3) 感

受态，取 200 μL 转化后菌液涂于 LK 固体培养

基平板，37 ℃培养 24 h。选择测序正确的阳性

转化子转接至 4 mL LK 培养基，37 ℃、220 r/min

培养 24 h，以 1% (V/V) 接种量转接至 200 mL 

LK 培养基，37 ℃、220 r/min，培养至菌液 OD600

在 0.4−0.8 之间，加入 120 μL IPTG (1 mol/L) 诱

导蛋白表达，37 ℃、220 r/min 诱导培养 6 h。 

(2) 蛋白浓度测定及纯化方法 

诱导结束后将菌液 10 000 r/min 离心     

10 min，弃上清，NTA-0 重悬菌体，超声破碎，

收集破碎上清即为粗酶。采用磁珠法纯化蛋白，

分别用不同浓度 NTA 缓冲液洗脱杂蛋白，收集

各浓度 NTA 洗脱的蛋白，取 NTA-300 洗脱的蛋

白，使用 SDS-PAGE 检测蛋白表达情况。按照

牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 蛋

白浓度测定方法绘制标准曲线，测定蛋白含量。 

1.3.2  重组酶 IuBgl3 的酶活力测定 

采用 pNPG 法测定 IuBgl3 的酶活力：分析

β-葡萄糖苷酶的活性用对硝基苯-β-D-吡喃葡萄

糖苷 (pNPG) 作底物 (pNPG 溶解在 pH 5.0 的柠

檬酸-磷酸氢二钠缓冲液中，浓度为 4 mmol/L)。

取 250 μL pNPG 于试管中，设 3 个平行和 1 个

对照，于 80 ℃水浴锅中温育 4 min 后，各平行

间隔 10 s 依次加入 250 μL 适度稀释的酶液 (对
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照不加)，80 ℃反应 10 min，反应结束立即加入

1.5 mL 1 mol/L 的 Na2CO3 溶液终止反应并显现

黄色，各平行间隔 10 s，冷却至室温 (对照组

先加终止液后加对应浓度酶液)，使用分光光度

计在 405 nm 处测定吸光值。 

1.3.3  重组酶 IuBgl3 的最适温度及热稳定性

测定 

最适温度测定：在不同温度下 ℃(60−100 )，

选用适当 pH 值的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液稀

释纯酶，适当稀释倍数的酶液与底物 pNPG 进

行酶促反应。 

热稳定性测定：在不同温度下 (70 ℃、80 ℃、

90 )℃ ，处理不同时间 (0、0.5、1.0、2.0、3.0 h) 

分别取样，酶活力测定方法采用 pNPG 法。 

1.3.4  重组酶 IuBgl3 的最适 pH 值及 pH 值稳

定性测定 

最适 pH 值测定：最适温度下，利用 pH 值

4.0−8.0 范围内柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液将纯

酶分别稀释适当倍数，测定酶活力，以酶活力

最高点为 100%。 

pH 稳定性测定：用不同 pH 缓冲液将纯酶

稀释 10 倍，37 ℃处理 1 h，4 ℃冷却保温，酶

活力测定方法采用 pNPG 法。 

1.3.5  重组酶 IuBgl3 的酶促反应动力学参数 

在最适反应条件下，以 pNPG 为底物，测

定 IuBgl3 在 0.1−2.0 mmol/L 不同底物浓度条件

下的酶活力，测定结果结合米氏方程和双倒数作

图法来计算反应动力学参数 Km、Vmax 和 kcat/Km。 

1.3.6  重组酶 IuBgl3 的底物特异性测定 

测定重组酶在最适反应条件下对不同底物

的降解能力，选用底物：4 mmol/L 的 pNPG、

pNPM、pNPX、pNPGal、oNPG、纤维二糖、

纤维三糖、龙胆二糖和槐糖。 

1.3.7  不同金属离子和化学试剂对重组酶

IuBgl3 酶活力的影响 

在最适反应条件下，向反应体系中加入终

浓度为 5 mmol/L 的不同金属离子溶液或终体

积为 5%的不同化学试剂，各处理设 3 个平行，

将未添加任何离子和试剂的反应设为对照，以

对照测得的酶活力为 100%，测定 IuBgl3 的相

对酶活力，研究不同金属离子与化学试剂对

IuBgl3 酶活力的影响。 

1.3.8  重组酶 IuBgl3 对甲醇、乙醇、葡萄糖耐

受性测定 

在最适反应条件下，向反应体系中加入终

体积为 5%、10%、20%和 30%的乙醇/甲醇，以

未添加乙醇/甲醇为对照，研究不同浓度乙醇/

甲醇对 IuBgl3的酶活力影响，测定方法同 1.3.2。 

以最适 pH 值的 pNPG 为底物，将稀释适当

倍数的纯酶与不同浓度葡萄糖溶液 1︰1 混合，

使葡萄糖终浓度分别为 0.5、1.0 和 2.0 mol/L，

将未加葡萄糖的反应体系设为对照，以对照测

得的酶活力为 100%，在最适温度条件下测定

IuBgl3 的相对酶活力，研究不同浓度葡萄糖对

IuBgl3 酶活力的影响。 

2  结果与分析 

2.1  重组酶 IuBgl3 基因序列分析 
分析结果显示，β-葡萄糖苷酶 IuBgl3 基因

长度为 2 109 bp，编码 702 个氨基酸，由氨基

酸序列比对结果可知 IuBgl3 与已鉴定的来源于

嗜热古菌中的热丝菌 (Thermofilum adornatum) 

的 GH3 家族 β-葡萄糖苷酶 (WP_020961743.1) 

序列一致性最高，为 66.91%；IuBgl3 与已鉴定

的来源于嗜热古菌 Thermofilum pendens 的 GH3

家族 β-葡萄糖苷酶 (Tpbgl) 的一致性为 60.77%；

与来源于嗜热细菌 Thermotoga neapolitana 的

β- 葡萄糖苷酶  (2X42_A) 的序列一致性为

61.28%。上述结果表明 IuBgl3 属于 Infirmifilum 

uzonense 来源的 GH3 家族 β-葡萄糖苷酶，具体
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序列如图 1 所示。利用 SignalP 5.0 和 TMHMM

分析 IuBgl3 结构，结果显示该酶不具有信号肽

和跨膜螺旋 (图 2、图 3)，是胞内酶，故选择将

Iubgl3 基因在大肠杆菌中进行胞内表达。 
 

 
 

图 1  IuBgl3 氨基酸的多序列比对 
Figure 1  Multiple sequence alignment of IuBgl3 amino acids. The catalytic sites marked with *. 
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图 2  IuBgl3 氨基酸序列信号肽预测结果 
Figure 2  Prediction results of IuBgl3 amino acid sequence signal peptide. 

 

 
 

图 3  IuBgl3 蛋白跨膜结构域的氨基酸排布示意图 
Figure 3  Distribution of amino acids of the transmembrane domain of IuBgl3 protein. 
 
2.2  重组酶 IuBgl3 在大肠杆菌中的表达纯

化及 SDS-PAGE 分析 
重组质粒 pET-30a(+)-IuBgl3 转化至 E. coli 

BL21(DE3) 感受态细胞，选择阳性转化子进

行诱导表达，分别收集加入 IPTG 前后菌液上

清、粗酶上清、纯酶上清，酶样品经 SDS-PAGE

检测，如图 4 所示，纯化后 β-葡萄糖苷酶  

电泳条带显示分子量与理论分子量相符，为

77.0 kDa。  

2.3  IuBgl3 的酶学性质分析 

2.3.1  重组酶 IuBgl3的最适反应条件和稳定性

分析 

重组酶 IuBgl3 在不同温度下酶活力变化如

图 5A 所示。IuBgl3 在温度 ℃70−100 范围内， 
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图 4  重组 β-葡萄糖苷酶 IuBgl3 的 SDS-PAGE
分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the recombinant 
β-glucosidase IuBgl3. M: standard protein 
molecular weight marker; 1: supernatant before 
induction without IPTG; 2: supernatant after 
induction with IPTG; 3: broken supernatant after 
induction, namely crude enzyme; 4: purified 
protein. 

反应温度低于 85 ℃时，酶活力随着温度升高不

断上升；反应温度为 85 ℃时，酶活力达最大值，

为最适反应温度；随着温度继续升高，酶活力

不断下降，反应温度为 90 ℃时，相对酶活力下

降到 58.56%；反应温度为 100 ℃时，相对酶活

力仅剩 4.08%。 

酶活力受 pH 的影响十分显著，图 5B 表明，

在 pH 值为 5.0 的条件下，酶活力最高，为最适

反应 pH。在 pH 低于 5.0 的条件下，酶活力随

pH 值升高不断提高；而当 pH 值高于 5.0 时，

酶活力随 pH 值增加逐渐降低。 

重组酶 IuBgl3 的热稳定性如图 5C 所示。

70 ℃保温处理 2 h，酶活力稳定保持在最佳状

态；在 80 ℃条件下保温处理 2 h，相对酶活力

仍保留 85.52%，继续加长保温时间，酶活力则

迅速下降，当处理 3 h 后，IuBgl3 相对酶活力 

 

 
 

图 5  重组酶 IuBgl3 以 pNPG 为底物时的酶学性质 
Figure 5  Enzymatic properties of the purified recombinant enzyme IuBgl3 when pNPG is substrate. (A) 
Effect of temperature on IuBgl3 enzyme activity. (B) Effect of pH on IuBgl3 enzyme activity. (C) Stability of 
IuBgl3 at different temperatures. (D) pH stability of IuBgl3. Error bars represent the standard error. 
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仅剩 5.96%；而在 90 ℃条件下保温处理 0.5 h，

酶活力骤然下降，相对酶活力仅剩 11.46%，处

理 2 h 后酶活力完全丧失。以上结果表明，重

组酶 IuBgl3 在 ℃70−80 范围内具有良好的热稳

定性。 

适当稀释的纯酶经 pH 3.0−11.0 范围内不

同 pH 缓冲液处理后，在最适条件下测定重组

酶 IuBgl3 的 pH 稳定性，如图 5D 所示。稀释

10 倍的重组酶 IuBgl3 在 pH 4.0−11.0 的缓冲液

中处理 1 h，依然可以保留 85%以上的相对酶活

力。该酶具有较好的 pH 稳定性，具有在不同

领域应用的潜力。 

2.3.2  重组酶 IuBgl3 的动力学参数分析 

采用双倒数作图法得到一条直线，其回归

方程为 y=1.470 2x+4.364 3 (R2=0.998 2)，由此可

计算其特征常数 Km 和 Vmax 分别为 0.38 mmol/L

和 248.55 μmol/(mg·min)，催化效率 kcat/Km=     

6 149.20 s−1mmol−1。 

2.3.3  不同金属离子和化学试剂对重组酶

IuBgl3 酶活力的影响 

表 1 结果显示，Cu2+、Pb2+、Cd2+和 Co2+

等金属离子的存在对 IuBgl3 的催化活性没有产

生显著的影响；K+、Mg2+、Li+、Ca2+、Fe2+、

Ni2+和 Na+等离子通过降低 10%−30%的酶活

力表现出不同程度的抑制作用，但仍能保持

60%以上的酶活力。在 5 种常见酶抑制剂中，

EDTA 的加入可使 IuBgl3 的酶活力提高 30%

左右；而其他 4 种化学试剂对该酶酶活力均具

有不同程度地抑制，其中 IuBgl3 对异丙醇耐

受性较好，酶活力受其影响较小；经甲醇 

(methanol) 处理后，该酶损失 20%左右酶活

力；巯基乙醇  (β-mercaptoethanol) 可明显抑

制 IuBgl3 的酶活力，使其失去 70%左右的酶

活力；SDS 为酶蛋白变性剂，加入后对酶有

明显的失活作用。 

表 1  不同金属离子和化学试剂 (5 mmol/L) 对
重组酶 IuBgl3 酶活力的影响 
Table 1  Effects of different metal ions and 
inhibitors (5 mmol/L) on the enzymatic activity of 
recombinase IuBgl3 

Reagents  Relativity activity (%)  

None 100.00±6.33 

K+ 79.14±7.17 

Ca2+ 69.77±6.76 

Zn2+ 85.16±3.50 

Mg2+ 76.08±4.31 

Fe2+ 88.74±3.40 

Fe3+ 66.87±5.46 

Cu2+ 105.26±3.06 

Na+ 87.10±4.10 

Pb2+ 107.55±4.35 

Ni2+ 86.94±6.63 

Li+ 73.97±4.65 

Cd2+ 98.22±4.57 

Co2+ 101.73±4.65 

SDS      ND 

EDTA 130.45±7.32 

β-mercaptoethanol 31.17±1.71 

Methanol 77.61±0.50 

Isopropanol 93.86±4.12 
ND: not detected. 

 
2.3.4  重组酶 IuBgl3对不同浓度乙醇和甲醇的

耐受性 

(1) 不同浓度乙醇对 IuBgl3 酶活力的影响 

在探究乙醇对 IuBgl3 酶活力的影响时发

现，低浓度乙醇 (<5%) 可以保持并微弱提高酶

活力，随着乙醇浓度升高，酶活力迅速降低，

当乙醇浓度为 20%时，相对酶活力仅剩 27.69% 

(图 6)。 

(2) 不同浓度甲醇对 IuBgl3 酶活力的影响 

由图 7 可以看出，高浓度甲醇对 IuBgl3 表

现为失活作用，这种作用受甲醇浓度影响很大，

低浓度甲醇 (<5%) 对酶活力影响不大，但随着

甲醇浓度逐渐增加，酶活力被明显抑制，进而

降低酶的催化效率。 
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图 6  不同浓度乙醇对 IuBgl3 酶活力的影响 
Figure 6  Effect of different concentrations of 
ethanol on IuBgl3 enzyme activity. 

 

 
 

图 7  不同浓度甲醇对 IuBgl3 酶活力的影响 
Figure 7  Effect of different concentrations of 
methanol on IuBgl3 enzyme activity. 
 

2.3.5  不同浓度葡萄糖对 IuBgl3酶活力的影响 

如图 8 所示，随着葡萄糖浓度的增加，

IuBgl3 的酶活力逐渐减弱。当反应体系的葡萄 

 

 
 

图 8  不同浓度葡萄糖对 IuBgl3 酶活力的影响 
Figure 8  Effect of different concentrations of 
glucose on IuBgl3 enzyme activity. 

糖浓度达到 2 mol/L 时，IuBgl3 的相对酶活力

仅剩 7.81%，说明高浓度葡萄糖对酶活力具有

明显的抑制作用，但当葡萄糖浓度为 0.25 mol/L

时，IuBgl3 的相对酶活力仍有 47%以上。 

2.3.6  重组酶 IuBgl3 的底物特异性分析 

在最适反应条件下，使用不同底物来测定

和分析重组酶 IuBgl3 的底物特异性，结果如

表 2 所示，IuBgl3 对 pNPG 和 pNPX 的活性相

对高于其他人造底物，以 pNPG 为底物时，酶活

力最高可达到 (224.74±2.37) U/mg，而以 pNPX

为底物时，酶活力可达 (165.59±6.42) U/mg，另

外当底物为槐糖 (sophorise) 时，该酶也具有一

定的酶活力，而重组酶 IuBgl3 对纤维二糖 

(cellobiose)、纤维三糖 (1,4-β-D-cellotriose)、龙

胆二糖 (gentiobiose)、pNPman、oNPG 的水解

能力均比较弱。这说明不同底物对 IuBgl3 的酶

活力影响较大，IuBgl3 对 pNPG 和 pNPX 具有

较强的水解能力，是一个双功能酶，重组酶

IuBgl3 在未来食品、饲料、燃料领域的应用中

具有极大的潜力。 

3  讨论 
β-葡萄糖苷酶在微生物中普遍存在，是纤

维素降解过程中的关键限速酶，广泛应用在食  
 

表 2  IuBgl3 的底物特异性 
Table 2  Substrate specificity of IuBgl3 

Substrates Specific activity (U/mg)  

Disaccharide 

Sophorise 7.99±1.20 

Cellobiose ND 

1,4-β-D-cellotriose ND 

Gentiobiose ND 

Aryl β-glycoside 

pNPG 224.74±2.37 

pNPX 165.59±6.42 

pNPman ND 

oNPG ND 
ND: not detected. 
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品、医药、生物质转化等多个领域。表 3 列举

了不同微生物来源的 β-葡萄糖苷酶及其酶学

性质。为了拓宽 β-葡萄糖苷酶的应用范围，

充分发挥其催化潜力，寻求酶学性质优良的 β-

葡萄糖苷酶十分必要。众所周知，环境选择基

因、基因影响结构、结构决定性质，因此广泛

分布于海洋、温泉、土壤、沉积物、热液喷

发口等特殊环境的古菌成为近年来的研究热

点 [16]。古菌来源的 β-葡萄糖苷酶研究主要集

中在 GH1 家族[17-18]，而对于 GH3 家族 β-葡萄

糖苷酶的研究十分局限。多数古菌来源的 β-

葡萄糖苷酶的 pH 值集中在 4.0−7.0 范围内，

温度集中在 ℃60−110 之间，例如广古菌门激

烈火球菌  (Pyrococcus furiosus) 的 GH1 家族

β-葡萄糖苷酶的最适反应 pH 和最适反应温度

分别为 5.0 和 ℃102−105 [19]；来源于古菌热球

菌属的于超耐热菌 (Thermococcus kodakarensis) 

的 GH1 家族 β-葡萄糖苷酶 vul_bgl1A，其最适反

应 pH 和最适反应温度分别为 7.0 和 105 ℃[20]；

以及唯一的 GH3家族 β-葡萄糖苷酶来源于依赖

热丝菌 (Thermofilum pendens)[21]，该酶的最适

反应 pH 和最适反应温度分别为 3.5 和 90 ℃。

本研究获得的重组酶 IuBgl3 来源于嗜热古菌

Infirmifilum uzonense，该菌从堪察加半岛一酸性

温泉沉积物中分离出来，IuBgl3 的最适反应温度

为 85 ℃，最适反应 pH 为 5.0，与多数古菌来源

的 β-葡萄糖苷酶相似，都具有高温酸性的特点，

由此可见，古菌来源的 β-葡萄糖苷酶的最适反

应条件与其菌株的生存环境具有很高的一致性。 

与古菌 Pyrococcus furiosus[22]和 Sulfolobus 

solfataricus[12]来源的 β-葡萄糖苷酶相比，重组

酶 IuBgl3 也具有较好的热稳定性，在 70 ℃和

80 ℃高温条件下保温 2 h 可维持 85%以上的酶

活力。β-葡萄糖苷酶的高温耐热特性在生物质

加工中十分重要，高温不仅可以提高反应底物

的溶解度，降低其黏度，减少了污染风险，同

时也提高了反应的催化效率[17]。大多数古菌来

源的 β-葡萄糖苷酶的 pH 在 4.0−7.0 之间有较好

的稳定性，而 IuBgl3 在酸性和碱性环境下均具

有良好的稳定性，可在 pH 4.0−11.0 范围内保持

85%以上的酶活力，具有很大的应用潜力。当

反应体系 pH 值为 7.0 时，IuBgl3 的酶活力略微

下降，可能由于当酸性酶所在的反应体系逐渐

偏碱性时，碱性环境会对酶活性中心的必需基 

 
表 3  不同微生物来源的 β-葡萄糖苷酶的性质比较 
Table 3  Property comparison of β-glucosidase from different microbial sources 

Organisms Enzymes Molecular 

weight (kDa)  

Optimum 

temperature (℃) 

Optimum pH Km (mmol)  kcat/Km References 

Infirmifilum uzonens IuBgl3 77.0 85 5.0 0.380  6 149.20 Present study

Thermofilum pendens Tpbgl 77.8 90 3.5 0.149 3.05 [21] 

Pyrococcus furiosus  230.0 102−105 5.0−6.0 0.150      ND [19] 

Thermotoga sp. TsBgl1A 50.0 90 6.0 0.240 509.11 [33] 

Aspergillus niger NLAB280 330.0 70 4.6−5.3 1.110 60.06 [34] 

Bacillus subtilis BglH 53.0 45 6.0 0.150 147.00 [35] 

Penicillium piceum PpCel3B 92.0 60 5.0 0.003 933.33 [36] 

Talaromyces thermophilus Bgl.tls 116.0 65 5.0 0.250      ND [37] 

 Thermotoga     naphthophila   Tnap0602 51.0 95 7.0 0.127      ND [38] 

Thermoanaerobacterium Bgl 52.0 70 6.5 0.620      ND [39] 

Thermococcus kodakarensis vul_bgl1A  105 7.0 1.770      ND [20] 
ND: not detected. 
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团产生一定影响，破坏酶与底物的结合，降低

催化效率。而当 pH 值处于 8.0−11.0 时，该酶

的 pH 稳定性逐渐增强，由于其等电点为 5.57，

带负电的酶在碱性环境中，电子的互斥使蛋白

质保持稳定的构象，这一特点与来源于土壤的

BglB 超家族的 β-葡萄糖苷酶 Bgl747 相似[23]。 

pNPG 和 pNPX 是典型的芳香基糖苷底物，

本研究表明，当 IuBgl3 以 pNPG 为底物时，酶

的比活力可达 (224.74±2.37) U/mg，而以 pNPX

为底物时的比活力是最适底物对应比活力的

74%。与其他来源的酶相比，酶活力优势更

加明显，例如，比活力为  (76.12±5.40) U/mg

的 vul_bgl1A 来源于嗜热古菌 Thermococcus 

kodakarensis[20]。IuBgl3 对槐糖 (β-1,2) 仅有微

弱的水解能力，说明 IuBgl3 与底物槐糖分子之

间存在微弱的亲水作用力；但对纤维二糖 

(β-1,4) 和龙胆二糖 (β-1,6) 几乎没有活性。不

同 β-葡萄糖苷酶由于结构不同导致可水解的底

物不同，通常认为，GH3 家族的水解范围略窄，

而 GH1家族的 β-葡萄糖苷酶具有广泛的底物特

异性，除了可以水解葡萄糖苷键外还可以水解

半乳糖苷键、甘露糖苷键、木糖苷键和岩藻糖

苷键等[24]，例如，来自芽孢杆菌的 GH1 家族 β-

葡萄糖苷酶 BsBgl1A 不仅可水解纤维素二糖、

纤维素三糖、半乳糖，还可水解 pNPG 和

pNPX[25]。前人研究发现，由于纤维二糖和龙

胆二糖比槐糖分子的直角构型所需的空间更

大[26]，所以该酶无法与这些底物进行有效结合，

无法进行催化，而通过控制酶催化口袋的大小

改变酶和底物的接触面积可以改变 β-葡萄糖苷

酶的底物特异性。金属离子和化学试剂耐受性

是酶促反应过程中的理想特性，本研究中 Cu2+、

Pb2+、Cd2+、Co2+等金属离子的存在对 IuBgl3

的催化活性没有产生显著的影响，其他离子对

酶活力表现出不同程度的抑制，但酶活力均保

持在 60%−98%范围内，一项关于黑霉菌 β-葡

萄糖苷酶的研究也发现了类似的金属效应趋

势[27]。添加蛋白质变性剂 SDS 可使该酶完全失

活，这一性质与多数蛋白酶相似[28]，而 EDTA

的加入使酶活力提高了 30%。 

重组酶 IuBgl3 对低浓度的乙醇、甲醇均具

有一定的耐受性。具有一定构象的酶才会表现

出催化活性，而酶的构象主要依赖于酶分子与

水分子之间次级键的稳定性及酶活性中心的柔

性[29]。乙醇和甲醇均属于亲水性有机溶剂，本

研究显示低浓度乙醇和甲醇溶液  (<5%) 对

IuBgl3 酶活力影响不大或略微提高酶活力，可

能由于水分子通过参与非共价作用力来维持酶

活性中心的柔性[30]。随着乙醇和甲醇溶液浓度

升高，IuBgl3 的酶活力显著降低，可能是由于

有机溶剂改变了反应体系的疏水性，破坏了水

分子参与的非共价作用力，导致酶构象发生改

变，同时也增加了蛋白质失活的概率，所以有

机溶剂含水量越低则酶活力越低。该酶这一特

性与林建城等发现乙醇和甲醇等有机溶剂对

南美对虾中几丁质酶 (NAGase) 酶活力的影响

相似[31-32]。 

本研究获得 1 个重组酶 IuBgl3，其最适温

度和最适 pH 分别为 85 ℃和 5.0，具有十分优

良的 pH 稳定性和热稳定性，且可以高效水解

pNPG 和 pNPX 这两种底物，是一种典型的双

功能高温酸性 β-葡萄糖苷酶。另外，该酶对大

部分金属离子和有机溶剂也有一定的耐受性。

本研究为后续深入探索 GH3家族 β-葡萄糖苷酶

的结构和稳定性提供了优质材料，也为该酶今

后良好的工业化应用提供了理论支持。 
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