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工业酶与生物催化                                                              

通过体外分子进化技术提高淀粉液化芽胞杆菌 BS5582 
β-1,3-1,4-葡聚糖酶热稳定性 

秦久福 1,2，高威威 1,2，李崎 1,2，李永仙 1,2，郑飞云 1,2，刘春风 1,2，顾国贤 2 
1 江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，无锡 214122 
2 江南大学生物工程学院 酿酒科学与工程研究室，无锡 214122 

摘  要: 应用基于易错 PCR 随机突变的体外分子进化技术，来提高淀粉液化芽胞杆菌 β-1,3-1,4-葡聚糖酶的热稳定性。

利用建立的基于 96 微孔板高通量筛选模型，经过两轮定向进化与高通量筛选，共筛选得到 3 株热稳定性明显提高的突

变体 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03。将野生型 β-葡聚糖酶基因和热稳定性提高的突变基因的高效表达产物经镍亲和层析

柱纯化后，酶学性质测定表明突变酶 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03的 T50值分别比野生酶 (53℃) 提高 2.2℃、5.5℃和 3.5℃。

突变酶 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03 在 60℃下的半衰期 t1/2,60℃(min) 分别比野生酶 (18 min) 提高 4 min、13 min 和 17 min。

突变酶 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03 的 Vmax 值为 286 µmol/(mg·min)、304 µmol/(mg·min) 和 279 µmol/(mg·min)，分别比

野生型下降 8.3％、2.6％和 10.6％。突变酶 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03 的 Km 值分别为 6.76 mg/mL、6.19 µmg/mL 和

6.84 mg/mL，与野生型 (6.29 mg/mL) 基本相同。序列分析表明，3 个突变体共发生 7 个氨基酸替代：2-JF-01 (N36S，

G213R)、2-JF-02 (C86R，S115I，N150G) 和 2-JF-03 (E156V，K105R)。同源建模表明，7 个氨基酸替代中 5 个位于蛋白

质表面或表面洞穴中，42.8％的替代氨基酸是精氨酸，也表明精氨酸在提高 β-1,3-1,4-葡聚糖酶热稳定性中起重要的作用。 

关键词 : β-1,3-1,4-葡聚糖酶，体外分子进化，易错 PCR，热稳定性  

Improvement of thermostability of β-1,3-1,4-glucanase from  
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Abstract:  In vitro evolution methods are often used to modify protein with improved characteristics. We developed a directed 
evolution protocol to enhance the thermostability of the β-1,3-1,4-glucanase. The thermostability of the enzyme was significantly 
improved after two rounds of directed evolution. Three variants with higher thermostability were obtained. The mutant enzymes were 
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further analyzed by their melting temperature, halftime and kinetic parameters. Comparing to intact enzyme, the T50 of mutant 
enzymes 2-JF-01, 2-JF-02 and 2-JF-03 were increased by 2.2°C, 5.5°C and 3.5°C, respectively, the halftime (t1/2, 60°C) of mutant 
enzymes 2-JF-01, 2-JF-02 and 2-JF-03 were shortened by 4,13 and 17 min, respectively, the Vmax of mutant enzymes were decreased 
by 8.3%, 2.6% and 10.6%, respectively, while Km of mutant enzymes were nearly unchanged. Sequence analysis revealed seven 
single amino acid mutant happened among three mutant enzymes, such as 2-JF-01 (N36S, G213R), 2-JF-02 (C86R, S115I, N150G) 
and 2-JF-03 (E156V, K105R). Homology-modeling showed that five of seven substituted amino acids were located on the surface of 
or in hole of protein. 42.8% of substituted amino acids were arginine, which indicated that arginine may play a role in the 
improvement of the thermostability of the β-1,3-1,4-glucanase.This study provide some intresting results of the structural basis of the 
thermostability of β-1,3-1,4-glucanase,and provide some new point of view in modifying enzyme for future industrial use. 

Keywords:  β-1,3-1,4-glucanase, vitro evolution, error-prone PCR, thermostability 

β-1,3-1,4-葡聚糖属植物细胞壁中的结构性非淀

粉多糖，是以混合 (1→3) 和 (1→4) β-糖苷键连接

形成的 D 型葡萄糖聚合物，它在大麦整粒和胚乳中

的含量高达 4.0％~8.0％[1-2]。β-1,3-1,4-葡聚糖酶葡聚

糖酶 (EC 3. 2. 1.73) 是一种能够有效水解 β-1,3-1,4-

葡聚糖的酶，它能水解其中的 β-1,3 邻接的 β-1,4 键，

其水解的主要产物为三糖 (3-O-β-D-纤维二糖-D-葡

萄糖) 和四糖 (3-O-β-D-纤维三糖-D-葡萄糖)。葡聚

糖酶在工农业中的用途广泛，在啤酒工业中，β-葡

聚糖酶可降低麦汁粘度，提高麦汁滤速及得率，改

善啤酒风味，保持成品酒稳定性[3]。β-葡聚糖酶在饲

料工业中也有较广泛的应用，β-葡聚糖也被称为谷

物的重要抗营养因子，主要是因为单胃动物由于自

身不具备合成 β-葡聚糖酶的微生物及分解 β-葡聚糖

的酶系，使食糜在肠道中具有较高的粘度，而阻止

蛋白质和脂肪营养的吸收，降低饲料的转化率，因

此 β-葡聚糖也被称为谷物的重要抗营养因子[4]，在

饲料中添加 β-葡聚糖酶，可以大大降低 β-葡聚糖粘

度，从而改善麦类营养价值，同时减少排泄物从而

减轻对环境的污染。 

然而，葡聚糖酶较差的热稳定性限制了它在工

业生产中的使用，如在啤酒糖化和饲料造粒过程中

易失去大部分酶活性[5]。因此提高 β-葡聚糖酶的热

稳定性具有一定实践意义，不仅可稳定 β-葡聚糖酶

的工业应用效果，而且可以此为基础研究 β-葡聚糖

酶结构与功能之间的关系。 

定向进化技术是由美国 Trost 等于上世纪 90 年

代初期开发出来的一项蛋白质工程技术 [6]。它是基

因工程、蛋白质结构和计算机技术互补发展和渗透

的结果，标志着人类可以按照自己的意愿和需要改

造蛋白质，甚至设计出自然界中原本不存在的全新

蛋白质。分子定向进化技术 [7]，简单地说就是在实

验室中对达尔文自然进化原理进行模拟，从而对目

标蛋白进行改造。随着分子生物学技术的不断发展，

特别是 PCR 和基因重组技术的应用，定向进化已从

在体内转为在体外进行，实验方法也变得简便、快

速和高效[8-9]。体外展示技术等高通量筛选方法的发

展更进一步拓展了体外定向进化的应用范围，使原

本操作起来耗时耗力或难以进行直观筛选的蛋白质

分子也能够得到改造[10]。 

近年来国内外学者，大量运用体外分子进化技

术，对碱性脂肪酶、木聚糖酶、β-糖苷酶以及 L-

天门东酰胺酶 [11]等多种工业用酶的性能进行了改

造，取得较好的效果。对于 β-葡聚糖酶的研究，目

前国内外研究主要集中在酶的规模化制备方面[12-14]，

而对于其性能的分子改造较少，尤其是在 β-葡聚

糖酶的热稳定性定向进化研究方面，尚未见相关

报道。  

本研究基于易错 PCR 随机突变技术对来自淀粉

液化芽胞杆菌 β-1,3-1,4-葡聚糖酶基因 bgl 进行了分

子改造，通过建立的基于 96 微孔板高通量筛选模

型，经过两轮定向进化与高通量筛选，共筛选得到

3 株热稳定性明显得到提高的葡聚糖酶突变体，

2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03，并初步分析了热稳定

性提高的机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

文中使用的菌株和质粒见表 1。
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

 Strains and Plasmids Characteristics Source 

B. amyloliquefaciens BS5582 Patent strains (ZL 200510038488.8)，source of bgl This study 

E. coli JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, Δ(lac−proAB)/ 
F’[traD36, proAB+, lacIq, lacZΔM15] CICIM-CU Strains 

E. coli BL21(DE3) F–, ompT, hsdS (rBB-mB−), gal, dcm (DE3) CICIM-CU 

pET28a(+)-bgl T7 promoter, lac operon, N His-Tag、T7-Tag, Kanr This study 
Plasmids 

pET28a(+) T7 promoter, lac operon, N His-Tag、T7-Tag, Kanr CICIM-CU 

 
1.1.2  主要试剂 

Taq DNA 聚合酶、dNTPs 购自上海博彩生物科

技有限公司；溶菌酶、蛋白酶 K 购自北京博大泰克

有限公司；限制性内切酶 BamH I、Xho I、T4 DNA

连接酶、λDNA、蛋白质 Marker、硫酸卡那霉素、

异丙基硫代-β-D-半乳糖苷 (IPTG) 购自上海生工生

物工程公司，PCR 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒、

质粒提取试剂盒，丙烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺为加

拿大 BBI 公司产品；β-葡聚糖底物为美国 Sigma 公

司产品；酵母提取物和胰蛋白胨为英国 Oxoid 公司

产品；其他未特别注明的试剂均为国产分析纯，国

药集团化学试剂有限公司产品。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，

氯化钠 10，琼脂粉 15 (固体培养基)，固体和液体培

养基在需要时加入硫酸卡那霉素至 30 μg/mL。TB

培养基 (g/L)：胰蛋白胨 12，酵母提取物 24，甘油

6，NaCl 10，KH2PO4 2.4，K2HPO4·3H2O 12.5。培养

基接种前加入卡那霉素溶液，终浓度为 0.03 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  易错 PCR 扩增 

使用高浓度 Mg2+和不均衡 dNTPs浓度来进行易

错 PCR，针对 β-1,3-1,4-葡聚糖酶全基因，构建随机

突变库。根据淀粉液化芽胞杆菌 bgl 序列 (GenBank 

Accession：M15674) 设计合成 PCR 所需的引物。 

设计引物如下：PAG1-F1：(5′-ACATCGGATCC 

ATGAAACGAGTGTTGCTAATTCTTG-3′，BamH I)

和 PAG1-R：(5′-GTAGTCATCTCGAGTTATTTTTT 

TGTATAGCGCACCCAG-3′，Xho I)。以含 bgl 基因

的质粒 pET28a(+)-bgl 为模板，进行易错 PCR 扩增。

每 100 µL 反应体系为：1×Taq DNA 聚合酶缓冲液、

0.2 mmol/L dATP 和 dGTP、1.0 mmol/L dCTP 和

dTTP、7 mmol/L Mg2+、0.25 mmol/L Mn2+、上下游

引物各 50 pmol、Template DNA 1 μg、Taq DNA 聚

合酶 5 U。PCR 扩增条件为：94℃预变性 3 min；

94℃变性 50 s，56℃退火 45 s，72℃延伸 1 min，30

个循环；4℃保温。 

1.2.2  突变体文库的构建 

易错 PCR产物经 1％ (W/V) 琼脂糖凝胶电泳检

测后利用胶回收试剂盒回收。用限制性内切酶

BamH I 和 Xho I 分别对载体 pET28a(+) 和易错 PCR

产物进行消化，将 bgl 基因与线性化载体片段连接，

连接产物转化感受态细胞 E. coli BL21 (DE3)，涂布

硫酸卡那霉素 (50 mg/L) 抗性平板构建突变体库。 

1.2.3  突变文库的高通量筛选 

从 LB 平板上挑选单个克隆子菌落接种于含有

1 000 μL LB培养基 (内含 30 μg/mL Kan) 的 96深孔

板中，每孔对应一特定转化子。每块深孔板同时接

种野生型克隆，作为阳性对照。37℃、200 r/min 振

摇培养 12 h。在无菌条件下，从 96 深孔板中取出

20 μL 菌液，对应接入含 1 000 μL 新鲜 LB 培养基的

另一 96 深孔板中，并进行 37℃、200 r/min 振摇培

养。4℃临时冷藏种子 96 深孔板。37℃、200 r/min

振摇培养重组菌 4 h 后，每孔加入 2 g/L IPTG 40 μL

以及 180 g/L 乳糖 100 μL，混匀后于 24℃、200 r/min

振摇培养 6 h。在酶标仪上测定 OD600 并保存数据后

于 4℃、3 000 r/min 离心 20 min。以每孔一一对应

为原则，利用排枪快速移取 20 μL 上清粗酶液至 2

块 96 PCR 反应板中。将其中一块含有粗酶液的

96 PCR 反应板经过 80℃金属浴处理 0.5 h，另一对应

板 4℃冷藏。将 2 块 96 PCR 反应板 40℃预热 10 min

后 (利用酶标仪加热模块)，每孔中加入 40℃蓝色葡
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聚糖底物 (使用前和 pH 6.5 的 20 mmol/L 的磷酸缓

冲液 1∶19 混合) 80 μL，混匀后 40℃反应 10 min。

每孔中加入 300 μL 沉淀液，利用 Eppendorf 低温离

心机，于 4℃、3 000 r/min 离心 20 min，利用排枪

移上清至 2 块 96 反应板中并测定 OD590 吸光值。利

用酶标仪软件计算每个克隆 (OD590,未钝化−OD590,热钝化)/ 

OD600 的数值 (残余活性)，以阳性对照为参考，将

结果高于阳性对照的克隆挑出并进行斜面保藏。 

1.2.4  高通量筛选方法的统计学分析 

从野生型 E. coli BL21(DE3)-pET28a(+)-bgl 平

板上挑取 200 个单菌落，在 96 深孔培养板上进行培

养、诱导表达后离心制得粗酶液，随后进行 β-1,3-1,4-

葡聚糖酶活高通量测定。基于数值符合正态分布的

原理，利用公式 R=1−F((X0−µ)/σ) 对筛选方法的精

确性进行统计学分析，其中 X0 为人为设定的预期值，

用来表示由实验误差导致假阳性的活力数值；µ 为

野生型 β-1,3-1,4-葡聚糖酶活力的平均值；R 为所求

假阳性出现的概率；σ 为野生型 β-1,3-1,4-葡聚糖酶

活的标准方差。当确定单一基因库标准方差 (σ) 和

活力平均值 (µ) 后，预期值 (X0) 在 96 孔板中假阳

性概率就可以被计算，以此作为衡量筛选方法精确

性的依据。 

1.2.5  β-1,3-1,4-葡聚糖酶的分离纯化 

纯化过程全部在 4℃下进行，离心收集的重组菌

溶于 pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲液中，超声破碎后，离

心取上清液，即为粗酶液。粗酶液按美国通用公司

的 HisTrap HP affinity column 亲和层析方法进行纯

化，纯酶液超滤浓缩后用于后续实验。 

1.2.6  β-1,3-1,4-葡聚糖酶活力的测定 

采用 3,5-二硝基水杨酸 (DNS) 法及改良 AZO

测定方法相结合进行测定。蓝色大麦葡聚糖底物法

测定 β-1,3-1,4-葡聚糖酶的原理见图 1。酶活定义：

在 40℃和 pH 值为 6.5 条件下，每分钟水解 β-葡聚

糖生成相当于 1 μmol 的葡萄糖还原物质的量为 1 个

酶活力单位。带蓝色基团的大麦β-葡聚糖，在β-葡

聚糖酶的作用下，由于 β- 葡聚糖大分子中的

β-1,3-1,4 键的断裂，将蓝色基团释放到反应体系中，

加入特定的沉淀液后，经过离心，清液在 590 nm 处

具有吸光值，且吸光值的大小直接与酶活力的高低

成正比。具体测定步骤见 Ekinci MS[15]等介绍方法。 

 

图 1  蓝色大麦葡聚糖底物法测定 β-1,3-1,4-葡聚糖酶的

原理示意图 
Fig. 1  Theoretical basis of the β-1,3-1,4-glucanase assay 
employing Azo-Barley Glucan. 
 
1.2.7  野生酶和热稳定性提高突变体的 Michaelis- 

Menten 动力学分析 

底物为 0~10 mg/mL 的大麦 β-葡聚糖，溶解于

0.02 mol/L 的 pH 6.5 的磷酸缓冲液。在相同酶浓度下，

于 40℃测定 β-1,3-1,4-葡聚糖酶活力。以 Lineweaver- 

Burk 作 图 法 计 算 Michaelis-Menten 常 数 。 从

Lineweaver-Burk 双倒数图中可得到动力学参数 Km

以及 Vmax。 

1.2.8  野生酶和热稳定性提高突变体的热稳定性

测定 

纯化得到的酶液分别在 25 ~80℃ ℃的水浴中保

温 10 min，立即冰浴 20 min，按照 1.2.5 描述方法测

定酶活力。记酶溶液不经过钝化处理时的酶活力为

100％，以不同温度对相应的残余酶活力百分比作

图，求出酶活力丧失 50％时的温度，即该酶的半失

活温度 T50。定义 β-1,3-1,4-葡聚糖酶特定温度下酶

活丢失一半的时间为其半衰期，记为 t1⁄2,X℃。 

1.2.9  淀粉液化芽胞杆菌 BS5582 β-1,3-1,4-葡聚糖

酶的三维结构同源模拟与突变位点分析 

在 SWISS-MODEL 数据库  (http://swissmodel. 

expasy.org/workspace) 中输入 β-1,3-1,4-葡聚糖酶野

生型以及突变酶的的氨基酸序列并选择模板，生成

同源模拟图。借助 PYMOL 蛋白质三维结构分析软

件并根据预测的结构信息，分析其位点突变效应。 
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2  结果 

2.1  易错 PCR 反应条件的优化 
易错 PCR 随机突变方法主要基于降低 DNA 聚

合酶在扩增过程中的保真度而向靶基因中引入错误

脱氧核糖核苷酸[6,16]。反应体系中的 Mn2+浓度高低

与 DNA 聚合酶保真性好坏直接相关。通过调节易错

PCR反应体系 Mn2+浓度可以实现对靶基因突变频率

进行精细调节，使其突变频率稳定在一定范围内。

本文对不同Mn2+浓度下 bgl的突变频率进行了研究，

从表 2 中可以得知，易错 PCR 反应系统具有 0.03％

的净突变，主要原因是 Taq DNA 聚合酶没有 3′→5′

核酸外切酶活性进而影响其对 PCR 反应的校对功

能[17]。靶基因的突变频率随着 Mn2+浓度的增加而提

高，如果突变频率太高，产生的绝大多数酶将失去

活性，如果突变频率太低，野生型的背景太高，样

品的多样性则较少。0.25 mmol/L 至 0.35 mmol/L 的

Mn2+浓度对我们所建立的随机突变体系来说是比较

合适的，可以使 β-葡聚糖酶分子产生了 2~3 个氨基

酸的替代。后期的进化与筛选实验的结果也进一步

表明，0.25~0.35 mmol/L 的 Mn2+浓度非常适合于 bgl 

(717 bp) 基因的定向进化。本研究亦对含不同浓度

的易错 PCR 突变产物进行琼脂糖凝胶电泳分析，由

图 2 可以看出，当 Mn2+浓度大于 0.25 mmol/L 时，

非突变产物的量明显地高于突变产物的量，Mn2+氧化

生成的微量 Mn3+抑制了部分 DNA 聚合酶活性，可能

是产生此结果的原因之一[18]。综合考虑，本研究选择

0.25 mmol/L 作为易错 PCR 反应体系 Mn2+浓度。 

 
表 2  Mn2+浓度对 bgl 突变频率的影响 
Table 2  The mutation rate of ep-PCR at different Mn2+ 

concentration 

Mn2+ 
concentration 

(mmol/L) 

Base 
substitution rate 

(%) 

1Amino acid 
substitution rate 

(%) 

Amino acid 
substitution 

number 

0 0.03 0.08 0.17 

0.15 0.16 0.39 0.83 

0.25 0.37 1.10 2.34 

0.35 0.49 1.32 2.81 

0.45 0.62 1.70 3.62 

1 The total amino acid number of Bacillus amyloliquefaciens 
BS5582 β-1,3-1,4-glucanase is 213. 

 

图 2  Mn2+浓度对易错 PCR 反应体系产物的影响 
Fig. 2  Effect of Mn2+ concentration on the products of 
ep-PCR marker: DNA marker; control: standard PCR control; 
0.15: ep-PCR with 0.15 mmol/L of Mn2+; 0.25: ep-PCR with 
0.25 mmol/L of Mn2+; 0.35: ep-PCR with 0.35 mmol/L of Mn2+; 
0.45: ep-PCR with 0.45 mmol/L of Mn2+. 

 
2.2  高通量筛选方法的统计学分析 

欲使酶的定向进化获得成功，灵敏准确的高通

量筛选方法 (图 3) 是其必要条件。为了检验 96 酶

标板测定 β-1,3-1,4-葡聚糖酶酶活的精确性，本研究

从野生型 E. coli BL21(DE3)-pET28a(+)-bgl 平板上

挑取 200 个单菌落，在 96 深孔培养板上进行培养及

诱导表达后离心制得粗酶液，随后进行 β-1,3-1,4-葡

聚糖酶活高通量测定。结果表明，代表 β-1,3-1,4-葡

聚糖酶活 OD590 均数 µ=0.63，其数据组标准差为

±0.088 (0.14 µ)，基于数值符合正态分布的原理，利

用公式 R=1−F((X0−µ)/σ) 对筛选方法的精确性进行

统计学分析，表观为 2 倍均数的假阳性出现概率

为 0.75×10−6 当活力预期值为 1.15 倍于野生型总体

均数，假阳性克隆的概率为 1.7×10−4。研究结果表

明，利用 96 酶标板进行 β-1,3-1,4-葡聚糖酶活测定

假阳性背景很低，可以有效地在定向进化中加以

应用。  

2.3  突变体文库的构建及突变株的筛选和鉴定 
在优化确定的易错 PCR 反应体系下，进行 PCR

扩增，产物经 1％ (W/V) 琼脂糖凝胶电泳检测后利

用胶回收试剂盒回收。用限制性内切酶 BamH I 和

Xho I 分别对载体 pET28a(+)和易错 PCR 产物进行消

化，将易错 bgl 基因产物与线性化载体片段连接，

连接产物转化感受态细胞 E. coli BL21 (DE3)，涂布
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硫酸卡那霉素 (50 mg/L) 抗性平板构建突变体库，

质粒构建流程见图 3。按照上述文库构建及筛选方

法对 β-1,3-1,4-葡聚糖酶进行了两轮进化，共完成对

约 4 500 株克隆的初筛，得到活性比值提高突变体

87 株。随后从相应母 96 培养板中挑取这些克隆在

96 孔板以及试管中进行多次复筛，定量比较这些突

变株和野生型 β-葡聚糖酶在 80℃、30 min 后的剩余

活性。最终获得热稳定性得到提高的 3 个突变体：

2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03。 

序列分析表明，3 个突变体共发生 7 个氨基酸

替代 (图 4)：2-JF-01 (N36S，G213R)、2-JF-02 (C86R，

S115I，N150G) 和 2-JF-03 (E156V，K105R)。基于

SWISS−MODEL 数 据  (http://swissmodel.expasy. 

org/workspace)，对野生型及热稳定性提高突变体进

行了蛋白三维结构同源模拟。选择的 PDB 模板[19]

为同源性与淀粉液化芽胞杆菌 BS5582 β-1,3-1,4-葡

聚糖酶达到 97％的 1gbgA (1.80 Å)，同源建模的结

果由 PROCHECK 验证。借助 PYMOL 蛋白质三维

结构分析软件并根据预测的结构信息，分析了 β-葡

聚糖酶蛋白位点突变效应。图 5 三维结构显示，7

个氨基酸替代中 5 个位于蛋白质表面或洞穴中。 

2.4  野生酶和热稳定性提高突变体的 Michaelis- 
Menten 动力学分析 

野生型及突变体 β-1,3-1,4-葡聚糖酶按美国通用

公司的 HisTrap HP affinity column 亲和层析方法进行

纯化并经超滤浓缩后用于动力学研究。突变酶 2-JF-01、

2-JF-02 和 2-JF-03 的 Vmax 值为 286 µmol/(mg·min)、

304 µmol/(mg·min) 和 279 µmol/(mg·min)，分别比

野生型下降 8.3％、2.6％和 10.6％。突变酶 2-JF-01、

2 - J F - 0 2 和 2 - J F - 0 3 的 K m 值 为 6 . 76  mg / mL、

6.19 µmg/mL 和 6.84 mg/mL，与野生型 6.29 mg/mL

基本相同 (表 3)。 

 

图 3  易错 PCR 介导的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶定向进化质粒构建流程 
Fig. 3  Mutagenesis procedure of the β-1,3-1,4-glucanase structural gene bgl. 
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图 4  野生型及热稳定性提高突变体 β-1,3-1,4-葡聚糖酶氨基酸序列比对 
Fig. 4  Amino acid sequence alignment for variants 2-JF-01, 2-JF-02 and 2-JF-03, comparing to wide type β-1,3-1,4-glucanase. The 
alignment was performed by using the DNAMEN alignment programmer. Amino acid substitutions that differ from wide type are 
indicated in white. 
 
表 3  野生酶和热稳定性提高突变体 β-1,3-1,4-葡聚糖酶

动力学参数 
Table 3  Kinetic parameters of wide-type β-1,3-1,4-glucanase 
and its mutants 

Mutant a Km (mg/mL) Vmax (µmol/(mg·min))

Wide-type 6.29 312 

2-JF-01 6.76 286 

2-JF-02 6.19 304 

2-JF03 6.84 279 

a Kinetic parameters were estimated from assays conducted at 40°C 
using Azo-barley glucan. 
 
2.5  野生酶和热稳定性提高的突变酶的热稳定性

测定 
纯化得到的酶液分别在 25 ~80℃ ℃的水浴中保

温 10 min，立即冰浴 20 min，按照 1.2.5 描述方法测

定酶活力。记酶溶液不经过钝化处理时的酶活力为

100％，以不同温度对相应的残余酶活力百分比作

图，求出酶活力丧失 50％时的温度，即该酶的半失

活温度 T50。β-1,3-1,4-葡聚糖酶特定温度下酶活丢失

一半的时间为其半衰期 t1⁄2, X℃。实验结果表明 (图

6) 突变酶 2-JF-01、2-JF-02 和 2-JF-03 的 T50 值分别

比野生酶 53℃提高 2.2℃、5.5℃和 3.5℃，达到

55.2℃、58.5℃和 56.5℃。突变酶 2-JF-01、2-JF-02

和 2-JF-03在 60℃下的半衰期 t1/2, 60℃(min) 分别比野

生酶 18 min 提高 4 min、13 min 和 17 min，达到

22 min、31 min 和 35 min。 

3  讨论 

本研究对来源于淀粉液化芽胞杆菌 BS5582 

β-1,3-1,4-葡聚糖酶基因 bgl 进行了定向进化，获得 3

个热稳定性得到提高的突变体。序列分析表明，3

个突变体共发生 7 个氨基酸替代。 

酶学性质及动力学性质分析表明，热稳定性提

高突变体 β-1,3-1,4-葡聚糖酶对底物的亲和力基本不

变，但突变体相对于葡聚糖底物的催化活力下降明

显。虽然有研究报道，通过定向进化，酶的热稳定

性和催化活性同时得到提高 [8]，但以活性的损失来

换取热稳定性的提高在定向进化中非常普遍。因为

酶的活性是建立在其空间构象的柔性基础上的，而

热稳定性正好相反，需要其构象具有刚性，以抵御

外力 (高温钝化作用) 的破坏[20]。因此很多情况下，

一个酶的活性和其热稳定性是一种此消彼长的关

系，本研究的结果也与之符合。 

最近有研究表明水解酶类的蛋白质表面环形区

域 (loop) 或 310 螺旋的氨基酸残基组成对于蛋白质

的稳定性非常重要[20-22]，如在热稳定性较好的栖热 
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图 5  β-1,3-1,4-葡聚糖酶热稳定性提高突变体氨基酸替

代三维结构定位 
Fig. 5  Crystal structure of the wide-type β-1,3-1,4-glucanase 
(yellow cartoon) with the seven mutations (labeled and 
indicated by sticks) of the three variants selected in the directed 
evolution. The figure was made using PYMOL. 

 

图 6  野生酶和热稳定性提高的突变酶 β-1,3-1,4-葡聚糖

酶热稳定性参数 
Fig. 6  Thermostability parameters of wide-type β-1,3-1,4- 
glucanase and its mutants. a Temperature at which β-1,3-1,4- 
glucanase loses 50% activity upon incubation for 20 min. 
b Half-life of 50°C inactivation. c Half-life of 60°C inactivation. 
d Half-life of 70°C inactivation A: the absolute value of T50 and 
half-life. 
 
菌麦芽糖淀粉酶共有 9 个氨基酸替代，其中 6 个位

于蛋白质表面环形区域 (loop) 或 310 螺旋中。本研

究同源建模表明，7 个氨基酸替代中的 5 个位点位

于蛋白质表面环形区域 (loop)、310 螺旋或蛋白表面

洞穴中，这有利于葡聚糖酶突变酶的热稳定性提高。 

通过突变位点分析，显示 7 个氨基酸替代中有

3 个突变成精氨酸 (G213R、C86R 和 K105R)，占整

个突变的比例为 42.8％。蛋白表面精氨酸突变热点

现象已见相关报道[11,23]，精氨酸的电荷分布、分子

结构及形成多重氢键的能力，使得它能与带有负电

荷的分子结合。因此，精氨酸在蛋白质的外围，能

在带电荷的环境下产生相互作用，从而维系蛋白质

更加稳定的结构。图 7 显示，86 位的半胱氨酸突变

为精氨酸后，与其邻近的 85 位的天冬氨酸及 88 位

的谷氨酸形成盐桥，在蛋白质表面形成亲水性离子

簇从而加强了酶蛋白分子的稳定性。 

 

图 7  β-葡聚糖酶蛋白三维结构中 86 位氨基酸的定位 
Fig. 7  Location of mutations in the crystal structure of 
β-1,3-1,4-glucanase site 86Cys86 is surrounded by Asp85 and 
Glu88, resulting in a hydrophilic cluster. Substitution of the Cys 
increases the electrostatic interaction by forming salt bridge 
with Asp85 and Glu88. The figure was made using PYMOL. 

 
本文所研究的葡聚糖酶蛋白分子中 115 位的丝

氨酸突变成异亮氨酸以及 156 位的谷氨酸突变成缬

氨酸，使突变酶蛋白更加稳定，其原因可能是被替

代的疏水氨基酸增加蛋白质内部的疏水核包装密

度，从而增加了蛋白质的稳定性[24]。而第 36 位的天

冬酰胺突变成丝氨酸后，与分子邻近的 38 位的酪氨

酸形成氢键，新产生的氢键也可能是突变酶蛋白稳

定性提高的原因之一。 

本研究通过非理性方法 (易错 PCR) 对 β-1,3- 

1,4-葡聚糖酶热稳定性定向进化，一方面解释了酶蛋

白结构与功能的信息，另一方面，结构与功能的信

息也为下一步的理性改造 (定点突变) 打下了坚实

的基础。 
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