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摘要:【目的】从枯草芽孢杆菌基因组 DNA 中扩增出 bglC 基因并在大肠杆菌中表达，分析表达产物的酶学
性质并进行结构模拟，为进一步研究其生理功能及结构解析奠定基础。【方法】将 bglC 基因克隆到大肠杆
菌(Escherichia coli)BL21(DE3)中表达，通过定向进化获取水解效率提高的突变株，经 Ni-NTA 镍离子层析柱
纯化后，测定野生枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶与突变酶的性质。利用 CD 光谱，非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及三
维结构建模，分析野生酶与突变酶的高级结构。【结果】野生酶的比活力为 9. 7 U /mg，最适催化温度为 60
℃，最适 pH 值是 7. 0。经过突变和筛选，我们得到一个突变体 BS-GLY_M1(A242T /T385A /S425L)，其比活
力达到 17. 1 U /mg，最适温度为 55 ℃，最适 pH 值是 7. 0，在 55 ℃下的半衰期为 3. 5 h，比野生酶增加 2 h。突
变酶对 4-硝基苯基-β-半乳糖苷、乳糖和熊果苷的催化效率(Km /K cat)有所提高。酶在天然条件下以二聚体、
四聚体状态存在，推测它以二聚体为基本功能单位。结构模拟结果表明突变后酶的三维结构有轻微地变化，
这可能是酶热稳定性和催化效率提高的原因。【结论】枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶可以在大肠杆菌中高效表达
并可以通过定向进化提高其水解效率。
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枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis)全基因组序
列［1］ 中 编 码 6-磷 酸-β-葡 萄 糖 苷 酶 ( Pbgl，EC
3. 2. 1. 86) 的基因有 5 个: bglA、bglH、bglC (旧称
yckE)、bglD (旧称 ydhP)和 licH［2 － 4］。6-磷酸-β-葡
萄糖苷酶被归类于糖苷水解酶家族 1 和 4 中，家族
1 的酶具有典型的(α /β) 8 结构域，催化过程中不需

要辅酶或辅因子的协助［5］，家族 4 的酶需要在辅因
子 Mn2

+ 和 NAD + 的帮助下才能发挥作用［6 － 7］。
bglA，bglH，bglC，bglD 编码的酶都属于家族 1，bglA

和 bglH 编码的酶占枯草芽孢杆菌 6-磷酸-β-葡萄糖
苷酶总活性的 95%以上，这 2 个基因都处在特定的
操纵子控制之下，受到 β-糖苷的诱导会增加表达
量。bglC 编码的酶不受 β-糖苷的诱导，水解活性远
低于 bglA 和 bglH 编码的酶，但仅表达该酶的突变
株可以在 β-糖苷作为唯一碳源的培养基上正常生
长，此外该酶的热稳定性要优于其它酶。仅含有
bglD 的突变株不能在 β-糖苷作为唯一碳源的培养
基上生长［2，8 － 10］。 licH 编码的酶基本没有活性，它
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与来 源 于 腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌 ( Thermoanaerobacter
tengcongensis)家族 4 的 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶的氨
基酸序列一致性为 62%［11］，应为家族 4 的 6-磷酸-
β-葡萄糖苷酶。

枯草芽孢杆菌为何要用 bglA、bglH 和 bglC 编
码同一功能的糖苷水解酶，这似乎不符合基因进化
的原则，虽然没有文献明确指出这 3 种酶的区别，但
不难推测它们必然有功能上的差异。本文发现，
bglC 基因编码的酶有较宽的底物谱，能够水解多种
β-糖苷，经测定该酶对 4-硝基苯基-6-磷酸-β-半乳糖
苷 ( pNP-6P-Gal ) 的 催化效 率 ( K cat /Km ) 为 18. 1

(mmol /L) － 1 /min，而对 4-硝基苯基-β-半乳糖苷的
K cat /Km为 25. 3 (mmol /L) － 1 /min，因此本文的观点
是将该酶定性为 β-糖苷酶，即枯草芽孢杆菌 β-糖苷
酶(BS-GLY)。由于不易获取 6-磷酸-β-葡萄糖苷底
物，我们没有详细比较 BS-GLY 水解这两类糖苷的
差异。

本文是首次从枯草芽孢杆菌 168 株总基因组中
克隆出 BS-GLY 的基因并在大肠杆菌中表达，表达
产物经过镍柱纯化比活力达到 9. 7 U /mg，并以 β-半
乳糖苷为底物研究了野生酶的基本性质。经过体外
随机突变，得到热稳定性和催化活性提高的突变体，
通过三维结构建模对突变体的立体构象变化进行了
分析，研究结果为枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的结构解
析与功能机制研究奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种和质粒:Bacillus subtilis strain 168，大肠
杆菌( Escherichia coli) DH5α，E． coli BL21 ( DE3)，
pUC19 质粒，pET28a( + )质粒，均由本实验保存。
1. 1. 2 培养基:自动诱导 LB 培养基(ALB):改进
自 Studier［12］的自动诱导型培养基，以常用 LB 培养
基为基础，使用前加入无菌的乳糖 0. 2%，葡萄糖
0. 05%，用于自动诱导 bglC 基因的表达。

筛选培养基:以常用 LB 培养基为基础，使用前
加 入 卡 那 霉 素 至 终 浓 度 50 μg /mL，IPTG
0. 1 mmol /L，X-gal 0. 1 mmol /L，用于筛选表达 BS-
GLY 的阳性克隆子
1. 1. 3 主要试剂和仪器:限制性内切酶、T4 DNA
连接酶、Pfu DNA 聚合酶、Taq DNA 聚合酶均购自

Thermo 公司;基因组 DNA 快速抽提试剂盒(细菌)、
SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒、SanPrep 柱式 PCＲ
产物纯化试剂盒、SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提
试剂盒均购自上海生工有限公司;DNA Marker、高
分子量蛋白质标准购自于 TaKaＲa 公司; Ni-NTA
Agarose 购自 QIAGEN 公司;葡萄糖测定试剂盒(氧
化酶法)购自上海荣盛药业有限公司;4-硝基苯基-
β-葡萄糖苷 ( pNP-Glc )、4-硝基苯基-β-半乳糖苷
(pNP-Gal)、5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)
及其他生化试剂购自于上海生工有限公司和 Sigma
公司。TC-96H 型 PCＲ 仪，购于杭州博日科技有限
公司; DYY-6C 型电泳仪，购于北京六一仪器厂;
ELx808 型酶标仪，购于美国柏腾股份公司;MOS-
450 型圆二色性光谱仪，购于法国比奥罗杰公司。
1. 1. 4 引物合成及测序服务:由上海生工有限公司
完成。
1. 2 野生型 bglC 基因的克隆

根据 GenBank 中登记的基因序列，设计上游引
物 bglC _ F: 5'-CATGAAGCTTCCATGGCAATGATCC
ACCAGCATCCAG-3'(含酶切位点 Hind III，划线部
分和 Nco I，斜黑体部分)，下游引物:bglC_Ｒ:5'-CGC
GAATTCGATAAACTTTCTCCGTTTGTCTT-3'(含酶切
位点 EcoＲ I，划线部分)，以 Pfu DNA 聚合酶进行高
保真 PCＲ 扩增。PCＲ 产物纯化回收后，经 Hind III
和 EcoＲ I 消化后与 pUC19 质粒连接，连接产物电转
化 E． coli DH5α，电转产物涂布于筛选培养基上，
37 ℃培养过夜，出现蓝色斑的菌落即为阳性克隆，
提取阳性克隆子质粒(命名为 pUC / bglC)，酶切验证
并测定插入片段序列。
1. 3 BS-GLY 的体外随机突变及高效筛选

以 pUC / bglC 质粒为模板，参考 Kim 等［13 － 14］的
方法，通过易错 PCＲ 对野生型 bglC 基因进行随机
突变。易错 PCＲ 产物经 Hind III 和 EcoＲ I 消化后
与 pUC19 连接构建随机突变体库，电转化 E． coli
DH5α。挑取蓝色斑比较明显的单克隆子接种到含
200 μL /孔自动诱导培养基的 96 微孔板中，37 ℃，
250 r /min 培养 10 h 左右，使用酶标仪测定毎孔的
OD600值。随 后，毎 孔 中 加 入 溶 菌 酶 至 终 浓 度
1 mg /mL，37 ℃、250 r /min 孵育 30 min，室温静置
20 min后取 20 μL 上清，加入到另一个含 180 μL 的
pNP-Gal 底物的 96 孔板中，55 ℃反应 10 min，酶标
仪测定 OD405值，OD405 /OD600值最大的克隆子即为所
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得突变体。
1. 4 BS-GLY 的诱导表达及分离纯化

质粒 pUC / bglC 经 Nco I 和 EcoＲ I 消化后与
pET28a 连接，转化 E． coli BL21 (DE3)。挑取阳性
克隆子接种到 1. 5 L 的 LB 液体培养基(含终浓度
50 μg /mL 的卡那霉素)中，37 ℃，220 r /min 条件下
培养至 OD600值至 0. 6 左右，加入 IPTG 至终浓度
0. 25 mmol /L 继续培养 10 h。离心收集菌体，经
pH7. 0的 50 mmol /L 磷酸二氢钠缓冲液 ( PB 缓冲
液)洗涤后，重悬沉淀。加入溶菌酶至终浓度为
1 mg /mL，4 ℃ 放置 30 min，然后 － 80 ℃ 冷冻
30 min，37 ℃水浴迅速解冻，重复冻融 1 － 2 次彻底
裂解菌体，离心后上清即为粗酶液。用 Ni-NTA 亲
和层析柱纯化重组 BS-GLY，目标洗脱液于 PB 缓冲
液中透析除去咪唑，经超滤离心管浓缩得纯酶液。
纯化后的酶使用 SDS-PAGE 进行检测与鉴定，
Bradford 法［15］对重组酶进行蛋白质定量。
1. 5 野生酶和突变酶的基本酶学性质
1. 5. 1 水解活性的测定方法:用 50 mmol /L 磷酸二
氢钠缓冲液(pH7. 0)配制各种 β-糖苷底物，除 CMC
和 β-葡聚糖底物浓度为 2%外，其他 β-糖苷底物的
浓度都是 10 mmol /L。取 0. 1 mL 适当稀释的纯酶
液，加入到提前预热的 10 mmol /L pNP-Gal 的底物
中，55 ℃ 反应 10 min 后，加入 2. 9 mL 的 1 mol /L
Na2CO3 终止反应，测定 405 nm 波长的吸光度值，计
算出 pNP 的生成量。葡萄糖生成量的测定，按照葡
萄糖测定试剂盒(氧化酶法)使用说明书的方法进
行。定义:在 55 ℃，pH7. 0 的条件下，每分钟水解
1 μmol β-半乳糖苷底物或者生成 1 μmol 半乳糖所
需酶量为 1 个活力单位。
1. 5. 2 温度对重组酶催化活性的影响:以 pNP-Gal
为底物，测定 20 － 80 ℃之间野生型重组酶的催化活
力。
1. 5. 3 pH 对重组酶催化活性的影响:以 pNP-Gal
为底物，在 55 ℃条件下测定 pH 3 － 11 之间野生型
重组酶的催化活力。
1. 5. 4 底物谱:在 55 ℃，pH7. 0 条件下，测定野生
型酶与突变酶对各种 β-糖苷底物的相对催化活性。
1. 5. 5 催化动力学:用 50 mmol /L 磷酸二氢钠缓冲
液( pH7. 0)将 pNP-Gal、乳糖、熊果苷分别稀释到
0. 1 － 50. 0 mmol /L 之间，55 ℃反应 5 min 后，测定
OD405值，计算出反应初速度 V0。根据 M-M 方程模

型分析重组 BS-GLY 的动力学特征，L-B 双倒数作
图法求出重组酶 K cat、Km等参数。
1. 5. 6 抑制动力学:以乳糖为底物，将其浓度固定
在 5 mmol /L，改变抑制剂 pNP-Gal 的浓度，研究其
动力学特征。
1. 6 Native-PAGE 分析

参考夏其昌等［16］的方法，分析 BS-GLY 在天然
状态下的寡聚状态和活性。考虑到 BS-GLY 的性
质，我们将配制分离胶和浓缩胶缓冲液的 pH 统一
调成 7. 5，浓缩阶段的电流为 10 mA /胶，分离阶段为
15 mA /胶，电泳在室温下进行。电泳结束后，立即
将胶块侵入 55 ℃预热的 5 mmol /L 的 X-gal 溶液中
染色 20 min，观察染色情况，胶块脱色后进行考马斯
亮蓝-Ｒ250 复染分析。
1. 7 CD 色谱

纯化后的野生酶和突变酶经反复透析，尽量除
去其它离子，然后调节 2 种酶的浓度为 0. 5 mg /mL，
分为远紫外区域 ( 190 － 250 nm ) 和近紫外区域
(250 － 320 nm)对样品进行 CD 光谱扫描。远紫外
区光谱使用 0. 1 cm 光程石英比色皿，近紫外区光谱
使用 1 cm 光程石英比色皿。以 50 mmol /L 磷酸氢
二钠空白缓冲液进行基线校准，每个光谱数据取 3
次扫描的平均值，扫描时间常量为 2 s，扫描速度为
0. 5 nm / s。远紫外区域的摩尔椭圆率(［θ］)用平均
残基摩尔椭圆率计算，每个残基的分子量按 115 计
算;远紫外区域的［θ］用单体分子摩尔椭圆率计算，每
个单体分子的分子量按 57000 计算。酶的二级结构
预测由 DICＲOPＲOT 软件的 K2D 神经网络算法程序
进行。
1. 8 BS-GLY 的三维结构建模与分析

将 BS-GLY 的 蛋 白 质 序 列 提 交 给 SWISS-
MODEL(http: / / swissmodel． expasy． org / interactive)，选
用自动模式(Automated Mode)建立枯草芽孢杆菌 β-糖
苷酶的三维结构模型。用 SPDBV4. 0［17］软件对枯草芽
孢杆菌 β-糖苷酶的三维结构进行编辑和分析。

2 结果和分析

2. 1 bglC 基因的序列特征
测序结果表明，成功从枯草芽孢杆菌 168 总

DNA 中扩增出 1434 bp 的 bglC 基因片段，插入到
pUC19 载体上，扩增出的目的基因序列与报道的序
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列完全一致。经预测，该基因没有革兰氏阴性菌信
号肽序列，在大肠杆菌中只能在胞内表达。BS-GLY
基因在其天然宿主中的表达量受到密码子偏性的影
响，其密码子适应指数(CAI，一般用于预测内源基
因的表达水平)［18］低于 bglA 和 bglH，表明 BS-GLY

的表达量低于 bglA 和 bglH，这与已报道的结果相
符。当使用 E． coli 宿主时，BS-GLY 的密码子偏爱
指数(CBI，反映外源基因在目的宿主中的表达水
平)［19］升高，这说明使用 E． coli 宿主很有可能会提
高 BS-GLY 的表达量(表 1)。

表 1． 枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶基因的密码子偏性
Table 1． The codon bias of BS-GLY

Gene
B． subtilis E． coli

CAI CBI Fop CAI CBI Fop
GC3s GC

bglA 0. 432 － 0. 034 0. 374 0. 300 0. 107 0. 492 0. 477 0. 452

bglH 0. 440 0. 007 0. 386 0. 291 0. 085 0. 482 0. 469 0. 460

bglC 0. 424 － 0. 015 0. 373 0. 247 0. 017 0. 441 0. 385 0. 432

2. 2 随机突变体库的筛选
从约 5000 个蓝色阳性克隆中，挑取 192 个蓝色

比较明显的克隆子到 96 微孔板进行定量分析，最后
共选出 3 个 OD405 /OD600值最高的突变体。测序结
果表明它们是相同的突变体，与野生酶相比共有 3

个氨基酸残基发生变化:A242T，T322A 和 S425L。
2. 3 BS-GLY 的分离纯化及 SDS-PAGE 分析

通过单因素实验发现，0. 25 mmol /L 的 IPTG 诱
导浓度可以使可溶性重组酶的表达量达到最大。加
入诱导物后，37 ℃，200 r /min 条件下 8 h 重组酶表
达量即可达到最大，8 － 14 h 之内表达量基本保持
不变。粗酶液经镍离子亲和层析柱纯化，可回收
29. 6%的野生型重组酶，纯化倍数达到 15 倍。突变
酶的酶活回收率和纯化倍数略低于野生酶，分别为
25. 3%和 13 倍，这可能是由于镍离子亲和层析柱重
复使用后柱效下降导致。

纯化后的酶已达到较高的纯度，SDS-PAGE 结
果只有一条带，大小在 57 － 58 kDa 之间 (图 1 )，
bglC 基因编码的枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的理论分
子量为 55. 1 kDa，加上 N 端融合的 Met-Gly 和 C 端
增加的 20 个氨基酸，理论分子量为 57. 5 kDa，与实
验结果相符。
2. 4 野生酶与突变酶的基本性质

结果表明(图 2)，BS-GLY 是一种较耐热的 β-
糖苷酶。野生酶在 45 － 65 ℃之间都有较高的活性，
在 60 ℃左右催化效率最高，55 ℃条件下酶的半衰
期约为 1. 5 h。突变酶的最适催化温度略有下降，为
55 ℃，此温度下的半衰期在 3. 5 h 以上。突变后，酶
的最适催化温度降低，热稳定性反而明显提高，因为

图 1． 重组枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的蛋白电泳分析
Figure 1． Protein electrophoresis of recombinant BS-GLY． M: protein

marker; 1: Crude extract; 2: Purified wild-type enzyme; 3: Purified

mutant enzyme．

酶的最适催化温度与活性中心的构象有关，BS-GLY
的活性中心位于分子内部，受到保护，热稳定性则与
酶的整体构象有关，有时一个氨基酸残基的变化就
可能导致整体构象发生极大的变化。我们克隆得到
的 β-糖苷酶与 Kuo 等［20］从纳豆枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis natto NTU-18)中克隆得到的不耐热
β-糖苷酶(YckE)和 Suzuki 等［21］从嗜热地芽孢杆菌
(Geobacillus kaustophilus HTA426) 中克隆得到的耐
热性 β-糖苷酶(GK3214)蛋白质序列一致性分别为
98%和 71%，然而最适反应温度更加接近 GK3214。
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图 2． 温度对野生酶和突变酶的影响
Figure 2． Effect of temperature on the activity of wide-type and

mutant BS-GLY． The optimal temperature for the enzyme activity

was determined by assay at pH7. 0，with 10 mmol / L pNP-Gal as a

substrate．

野生酶与突变酶的最适 pH 都是 7. 0，其中野
生酶对高 pH 的耐受性较强，在 pH6 － 10 范围内仍
保持较高活力(图 3)。

GH 家族 1 的 β-糖苷酶一般具有较宽的底物
谱，本实验选取包括 α-葡萄糖苷、β-葡萄糖苷、β-半
乳糖苷和 β-呋喃果糖苷的 10 种不同糖苷，研究野

生型 BS-GLY 以及突变酶对它们的催化活性。结果
发现，突变后酶对 6-磷酸-β-葡萄糖苷底物的催化能
力反而降低，野生酶和突变酶对 β-半乳糖苷如 pNP-
Gal、乳糖、X-gal(数据未列出)有很高的活性，对 α-
葡萄糖苷、β-呋喃果糖苷基本没有活性，突变后的进
化酶对 β-葡萄糖苷(Arbutin)表现出微弱的活性，具
体数据列于表 2。

图 3． pH 对野生酶和突变酶的影响
Figure 3． Effect of pH on the activity of wide-type BS-GLY and mutant

BS-GLY． The optimal pH for the enzyme activity was determined by

assay at 55 ℃，with 10 mmol / L pNP-Gal as a substrate．

表 2． 野生酶与突变酶对不同 β-糖苷底物的活性
Table 2． Enzymatic activity with different glycosides as substrates

Substrates
Specific activity (U /mg)

Wild type enzyme Mutant enzyme

β-glucoside pNP-Glc 0. 008 0. 013
Cellobiose 0. 046 0. 036
Salicin 0. 035 0. 042
Arbutin 0. 054 0. 220

β-glucan 0. 023 0. 030
CMC 0. 030 0. 023

β-galactoside pNP-Gal 9. 690 17. 120
Lactose 5. 190 7. 650

β- fructofuranoside Sucrose 0. 033 0. 032

α-glucoside Maltose 0. 027 0. 035
Abbreviations: pNP-Gal: p-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside; pNP-Glc: p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside; CMC: carboxymethyl cellulose．

2. 5 BS-GLY 的动力学特征
突变后的酶对 pNP-Gal 的 Km值明显降低，对乳

糖的 Km影响不大，但对两者的 K cat都显著提高(见
表 3)。突变后的酶与野生酶相比对 pNP-Gal、乳糖、
熊果苷的催化效率整体提高，其中对熊果苷的催化
效率提高 10 倍以上。由此推测，突变残基的改变使

酶的活性中心构象发生变化，对 β-糖苷的催化能力
提高。野生酶和突变酶对 pNP-Gal 和乳糖都有很高
的催化活性，然而两者的动力学特征有明显的差异，
野生酶和突变酶对 pNP-Gal 的 K cat远高于乳糖，而
Km却低于乳糖。根据家族 1 的 β-糖苷酶的催化机
制，我们推测，虽然乳糖更适合与 BS-GLY 的活性中
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心糖苷结合位点结合，但是 pNP-Gal 的半乳糖苷配
基比乳糖更容易离去，形成的糖—酶复合物中间体
更加稳定，反应能垒低，反应速率提高，最终酶对
pNP-Gal 的催化效率更高。在高底物浓度时，野生型

BS-GLY 对乳糖的动力学为底物抑制动力学，抑制系
数为 24. 3 mmol /L，突变后的 BS-GLY 则对 pNP-Gal
表现底物抑制现象，抑制系数为14. 3 mmol /L，熊果苷
为饱和动力学。

表 3． 野生酶和突变酶的动力学参数比较
Table 3． Comparison of the kinetic parameters of wide-type and mutant BS-GLYa

Enzymes Substrates
K cat /
(min － 1 )

Km /
(mmol / L)

K cat / Km /
［(mmol / L) － 1 /min］

Behavior ( at high substrate
concentration)

BS-GLY_WTb pNP-Gal 653. 2 ± 10. 0 0. 431 ± 0. 02 1515. 5 Saturation
Lactose 151. 3 ± 12. 0 0. 150 ± 0. 05 1008. 7 Substrate inhibitionKi = 24. 3 mmol / L

Arbutin NDc ND 2. 3 Saturation

BS-GLY_Md pNP-Gal 803. 8 ± 12. 0 0. 279 ± 0. 02 2871. 4 Substrate inhibitionKi = 14. 3 mmol / L

Lactose 201. 2 ± 20. 0 0. 144 ± 0. 05 1397. 2 Saturation
Arbutin 2. 7 ± 0. 2 0. 267 ± 0. 01 10. 1 Saturation

a :Values are the mean of three repeated trials with each substrate，and the error was below 10% ;b : Wide-type BS-GLY;c : ND，not determined;d :
Mutant BS-GLY．

2. 6 乳糖与 pNP-Gal 的竞争性抑制
BS-GLY 具有家族 1 糖苷水解酶的典型特征，可

以被葡萄糖酸-δ-内酯抑制，当 10 mmol /L 乳糖存在
时，pNP-Gal 的动力学表现出竞争性抑制特征。重

排竞争性抑制动力学方程得: 1
v 0

=
Km

vmax［S］
［I］
Ki

+

Km

vmax［S］
+ 1
vmax

，当酶的活性部位与一个抑制剂分子

结合时，1 / v0与［I］的关系为一条直线，称为线形竞
争性抑制;如果酶的活性部位与 2 个以上的抑制剂
分子相结合，则 1 / v0与［I］的关系为一条抛物线称为
抛物线形竞争性抑制。然而乳糖与 pNP-Gal 相互竞
争结果是 1 / v0与［I］的关系为一条反抛物线(图 4)，
只有当 2 个或 2 个以上的活性部位与一个抑制剂分
子结合时才会出现这样的现象。唯一的合理解释就
是:BS-GLY 以 2 个或 2 个以上相同亚基作为活性功
能单位。许多家族 1 的糖苷水解酶都是以二聚体作
为功能单位。
2. 7 Native-PAGE

从不同染色方法得到的结果可见，BS-GLY 在
天然非变性条件下，以二、四聚体形式存在，并以二
聚体状态为主。BS-GLY 的二聚体和四聚体都有催
化活性(图 5)，这佐证了前面竞争性抑制结果的推
论，因此我们进一步推测 BS-GLY 的基本功能单位
是二聚体。据 Jeng 等［22］报道，来源于 Clostridium
cellulovorans 的 β-葡萄糖苷酶 BglA(PDB:3ahx，结构
已知的与 BS-GLY 相似性最高的糖苷水解酶)在晶
体状态下是四聚体，至于 BS-GLY 晶体条件下是否

图 4． pNP-Gal 对乳糖的竞争性抑制
Figure 4． The competitive inhibition of pNP-Gal on lactose．

也为四聚体，在溶液状态时又多数解离为二聚体，尚
不确定。
2. 8 CD 光谱

远紫外区的 CD 色谱可以反映酶的二级结构构
成，通过 K2D 算法得出的野生酶与突变酶的 α-
helix，β-sheet 和 aperiodic 结构见表 4，结果显示组成
规则的 α-helix /β-sheet 二级结构的氨基酸占全部残
基的一半左右，它们的 α-helix 含量远高于 β-sheet，
但是野生酶与突变酶的二级结构构成没有明显差
异，这或许因为突变的 3 个氨基酸都不在酶结构的
敏感位置上。在近紫外区域，野生酶与突变酶的酪
氨酸特征区(275 nm 左右)谱线基本一致，突变酶略
有起伏波形，两者在 278 nm 处达到负椭圆率极大
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图 5． 枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的非变性聚丙烯酰胺电泳

分析
Figure 5． Native-PAGE of BS-GLY． M: protein marker; 1: purified

BS-GLY，dyed by coomassie brilliant blue Ｒ250; 2: purified BS-

GLY，dyed by X-gal．

值。看起来似乎 A242T 和 T322A 突变对酶的构象

图 6． 野生型和突变型重组酶的 CD 色谱
Figure 6． The CD spectra in the far-UV and near-UV regions of BS-GLY_WT and BS-GLY_M． CD spectra for BS-GLY_WT and

BS-GLY_M recorded in the far-UV (A) and near-UV (B) regions．

没有带来任何影响，实际上还有一种可能:这两个完

全相反的突变引起的变化相互抵消，无法在 CD 光
谱上表现出来。在色氨酸特征区(290 nm 左右)，突
变酶的椭圆率低于野生酶(图 6-B)，这说明在突变
酶构象中色氨酸侧链的不对称性更为明显，但具体
有如何的变化无法单从 CD 光谱上得知。单从 CD

光谱的结果，我们无法从二、三级结构上解释突变体
性质的变化，因此我们只能推测，酶的热稳定性变化
可能是突变后分子内氢键或其它相互作用变化导致
的，催化效率的提高，可能是活性中心关键氨基酸侧
链构象的微小变化引起的。

表 4． 野生酶和突变酶的二级结构

Table 4． Secondary structure predictions by CD spectra

Enzymes
Secondary structure /%

α-helix β-sheet
Aperiodic
structure /%

BS-GLY_WT 0. 30 0. 17 0. 53
BS-GLY_M 0. 32 0. 14 0. 54

2. 9 BS-GLY 的三维结构建模
经序列比对，BS-GLY 与来源于嗜纤维杆菌

(Clostridium cellulovorans)的 β-葡萄糖苷酶 A(BglA，
PDB:3AHX ) 的序列一致性最高，为 43. 4%，以
3AHX 为模板建立 BS-GLY 的三维结构 (图 7-A)。
BS-GLY 的三维结构中共有 20 个 α 螺旋(Helix)和
15 个 β 片层(Sheet)结构，含有典型(α /β) 8 桶状结
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构域，我们推测两个谷氨酸残基 E170 和 E378 分别
担任质子供体和亲核试剂的功能。 BS-GLY 与
CcbglA 的三级结构十分相似，除少数无规则卷曲结
构外，α 螺旋和 β 折叠等二级结构基本一致，然而
BS-GLY 的稳定性和催化特性却与 CcbglA 有明显差
异，这除了计算机模拟建模的误差，还说明蛋白质酶
功能与结构关系十分复杂。突变残基 A242T 位于

BS-GLY 第 12 个 α 螺旋靠近中间的位置，处于分子
表面，这与我们 CD 光谱得到的结果相悖;T322A 位
于第 4 个 β 片层末端的无规则卷曲上，处于蛋白质
内部;S425L 则位于第 19 和第 20 个 α 螺旋之间的
无规则卷曲上，位于酶的活性口袋区。A242T 和
T322A 离活性中心很远，S425L 比较接近活性中心
(图 7-B)。

图 7． 枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的模建结构和突变残基位置
Figure 7． Model structure of the BS-GLY and the positions of mutations． A: Shown is the secondary structure elements of BS-GLY．

β-sheets are represented as orange arrows，α-helices as blue spirals． The catalytic amino acids are represented in yellow，three

positive mutations are depicted in CPK coloring with carbon atoms in white，nitrogen atoms in blue，and oxygen atoms in red． B:

Glucose of substrate is colored in green，the catalytic amino acids in magenta，and the mutations in cyan． Distance between two

atoms shown by yellow short dash line．

3 讨论

突变体中 3 个氨基酸的替换都会导致分子内氢
键的变化，A242T 形成两个新的氢键 (图 8-B )，
Gly326 和 Pro334 分别位于分子表面的第 11 和第 12
个 β-strand 上，它们临近 Thr242 所处的 α-helix，这
样增强了 3 个二级元件之间的相互作用，很可能会
提高酶的热稳定性。T322A 和 S425L 分别导致一个
氢键的丢失，虽然如此，但他们都处于无规则卷曲
上，并且丢失的氢键没有在 α-helix 和 β-sheet 上，不
会对热稳性有明显影响。

突变体酶的底物专一性变化可能是由于突变
氨基酸残基对底物进入隧道空间构象的影响导致
的。我 们 推 测，距 离 活 性 中 心 最 近 的 突 变 点
S425L，在突变后原本带有羟基极性氨基酸变成侧
链较大的非极性亮氨酸，这很有可能导致活性中

心的构象发生变化，使酶的底物专一性改变。从
突变前后酶活性中心的构象拟合(图 9-A)可以看
出，丝氨酸突变成亮氨酸之后，Trp424 和 Glu378
的构象有微弱的变化。局部放大图(图 9-B)表明，
突变前 Glu378 侧链羟基氧与葡萄糖底物配体 C1
之间的距离是 1. 69 ，突变后变为1. 62 ;Trp424
侧链 7 号碳与葡萄糖底物配体碳 4 之间的距离是
3. 47 ，突变后变为 3. 65 ，这微小的变化很可能
就是导致突变酶底物专一性改变的原因。我们进
一步推测，Trp424 的构象变化导致突变酶对 pNP-
Gal、乳糖等的底物亲和性( Km )变化，Glu378 极其
微弱的构象变化导致酶对 pNP-Gal、乳糖等的催化
活性(K cat ) 的改变。然而，也可能是位置较远的
T322A 和 A242T 对酶构象产生影响，要确定是哪
一残基的影响以及使构象发生何种变化，还需要
进行定点突变以及晶体衍射分析研究，我们会在
以后的报道中讨论。
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图 8． 突变前后枯草芽孢杆菌 β-糖苷酶的分子内氢键变化
Figure 8． The change of hydrogen bond in BS-GLY around mutation． A: The hydrogen bonds of Ala242 before mutation． B: The

hydrogen bonds of Thr242 after mutation．

图 9． 活性中心的构象变化
Figure 9． Conformational changes of active site． A: The amino acids of mutant enzyme shown by blue ball and stick，and the amino

acids of wide-type enzyme shown by red ball and stick． Glucose of substrate is colored in green; B: The amino acids of mutant

enzyme shown by cyan line，and the amino acids of wide-type enzyme shown by red line． Yellow short dash line represents distance

between two atoms．
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Cloning，expression，directed evolution in vitro and structural
simulation of β-glycosidase from Bacillus subtilis

Zhen Liu1，Qian Chen1，Yinnan Chen1，Zuxin Wang1，Qiuxiang Zhu1，2，Xian’ai Shi1，2，3*
1 College of Biological Science and Technology，Fuzhou University，Fuzhou 350108，Fujian Province，China
2 Institute of Pharmaceutical Biotechnology and Engineering of Fuzhou University，Fuzhou 350002，Fujian Province，China
3 Fujian Key Laboratory of Medical Instrument and Pharmaceutical Technology，Fuzhou 350002，Fujian Province，China

Abstract:［Objective］ To further study physiological functions and structure of β-glycosidase，we cloned the bglC gene of

Bacillus subtilis and expressed it in E． coli BL21(DE3)，followed by the characterization and structural simulation of the

enzyme． ［Methods］We amplified the bglC gene and transferred it into E． coli BL21(DE3)，then we obtained a mutant

with higher hydrolytic activity by directed evolution． After purifying the enzymes through a nickel-nitrilotriacetic acid

agarose column，we characterized the wild-type and mutant enzymes． By means of CD spectrum，Native-PAGE and protein

3-D structure modeling，we analyzed the higher structure of the β-glycosidase． ［Ｒesults］We got one mutant enzyme BS-

GLY_M1 (A242T /T385A /S425L) with improved hydrolytic activity by directed evolution and screening． The specific

activity of wild-type enzyme was 9. 7 U /mg，with optimum temperature at 60 ℃ and optimum pH at 7. 0． The specific

activity of BS-GLY_M1 was 17. 1U /mg，with optimum temperature at 55 ℃ and optimum pH at 7. 0． Moreover，the half-

life time of the mutant enzyme at 55 ℃ was 3. 5 h，2 h longer than that of wild-type enzyme． Furthermore，the catalytic

efficiency ( Km /K cat ) of BS-GLY _ M1 on the substrates 4-nitrophenyl-β-galactoside， lactose，and arbutin improved

obviously． The polymer forms of the enzyme under the native conditions were of dimer and tetramer，but the dimer was the

most probable functional unit． Ｒesult of structural simulation also showed slight changes occurred in the tertiary structure

of the mutant enzyme，which may be the main reason for the enhanced thermal stability and catalytic efficiency of BS-GLY

_M1． ［Conclusion］ β-glycosidase from Bacillus subtilis could be expressed in E． coli BL21 ( DE3 )，meanwhile its

hydrolysis efficiency could be further improved by directed evolution．
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