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摘  要: 采用改造的酿酒酵母表达载体 pYES2-GSL 构建了拟青霉 Paecilomyces sp. FLH30 表达

cDNA 文库, 刚果红平板法筛到一内切 β-1,3(4)-葡聚糖酶基因(PsBg16A), 全长 cDNA 为 1 217 bp, 

完整开放阅读框(ORF) 951 bp, 编码 316 个氨基酸 , 属于糖苷水解酶 16 家族。去信号肽的

PsBg16A 克隆入表达载体 pET28a(+)并在 E. coli BL21 成功表达, 经 16 °C 20%乳糖诱导 24 h, 酶

活达 482 U/mL。重组 PsBg16A 可水解大麦葡聚糖、地衣多糖和昆布多糖, 显示 PsBg16A 为典型

的 β-1,3(4)-葡聚糖酶(EC 3.2.1.6), 重组酶最适 pH 和温度分别为 7.0 和 65 °C, 对大麦葡聚糖、地衣

多糖和昆布多糖的 Km 分别为 3.12、4.86 和 10.32 g/L。 
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Abstract: Saccharomyces cerevisiae cDNA express library of Paecilomyces sp. FLH30 was constructed 
by re-construction of the vector pYES2-GSL, and full-length cDNA encoding an 
endo-β-1,3(4)-glucanase gene (PsBg16A) was screened using Congo red-staining method. The 
full-length cDNA of PsBg16A is 1 217 bp and has an open reading frame of  951 bp. The PsBg16A 
encodes a 316-residue precursor protein with a putative signal peptide, and the deduced amino acid se-
quence of revealed that this enzyme belongs to glycoside hydrolase family 16. PsBg16A without signal 
peptide was cloned into a vector pET28a(+) and was expressed successfully in E. coli BL21(DE3), and 
the enzyme activity reached 482 U/mL induced by lactose at 16 °C. The purified recombinant PsBgl6A 
with optimum pH at 7.0 and optimum temperature at 65 °C, can randomly hydrolyze barely β-glucan, 
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lichenin and laminarin. The results suggested that the enzyme is a typical endo-β-1,3(4)-glucanase (EC 
3.2.1.6) with broad substrate specificity for β-glucans, and Km for β-glucan, lichenin and laminarin were 
2.92, 4.35 and 9.88 g/L, respectively. 

Keywords: Paecilomyces sp., β-1,3(4)-glucanase, Gene clone, Expression, Characterization 

β-葡聚糖是由 β-D-葡萄糖残基通过 β-1,3 或

β-1,4-糖苷键连接而成的多聚糖 , 是谷类植物细胞

壁的主要组分, 广泛存在于大麦、黑麦、小麦和稻

米等禾本科谷物及酵母 [1], 与阿拉伯木聚糖、戊聚

糖、纤维素、果胶等均属植物细胞壁中的可溶性结

构性非淀粉多糖。根据糖苷键连接类型, β-葡聚糖可

分为 β-1,3-1,4-葡聚糖(地衣多糖)、β-1,4-葡聚糖(纤
维素)、β-1,3-葡聚糖(昆布多糖)和 β-1,3(4)-葡聚糖[2]。

β-葡聚糖酶在啤酒工业和饲料工业中有重要的应用

价值 , 啤酒工业中应用β-葡聚糖酶 , 可提高麦汁分

离速度、麦汁浸出量和啤酒过滤速度, 减少啤酒浑

浊度和胶状沉淀物, 从而改善啤酒质量。饲料中添

加β-葡聚糖酶可改善谷物营养价值, 提高饲料转化

率和畜禽生长速度, 减少动物腹泻率, 使大麦等禾

谷类作为优质的能量饲料[3]。 
按照水解β-葡聚糖的特异性可将葡聚糖酶主要

分为特异性的β-1,3-1,4-葡聚糖酶(地衣多糖酶, EC 
3 . 2 . 1 . 7 3 ) 、 非 特 异 性 的β - 1 , 3 ( 4 ) - 葡 聚 糖 酶 ( E C 
3.2.1.6)、β-1,4-葡聚糖酶(纤维素酶, EC 3.2.1.4)和 
β-1,3-葡聚糖酶(昆布多糖酶, EC 3.2.1.39)等 4 类。

β-1,3-1,4-葡聚糖酶专一性催化混合糖苷键中邻近

β-1,3-糖苷键的 β-1,4-键的水解反应 ,  而不水解

β-1,4-葡聚糖。β-1,3(4)-葡聚糖酶能水解 β-葡聚糖中

的 β-1,3 或 β-1,4-糖苷键, 底物包括昆布多糖、地衣

多糖及谷物类 D-葡聚糖。迄今, 大部分已报道的糖

苷水解酶 16 家族的 β-1,3-1,4-葡聚糖酶主要来源于

细菌的芽孢杆菌属[4−5], 而 β-1,3(4)-葡聚糖酶主要

来源于真菌, 如红发夫酵母(Phaffia rhodozyma)[6]、

米黑根毛霉(Rhizomucor miehei)[7]、黄孢原毛平革菌

(Phanerochaete chrysosporium)[8]、粟酒裂殖酵母

(Schizosaccharomyces pombe)[9]等。真菌来源的

β-1,3(4)-葡聚糖酶大都热稳定性差, 酶作用的最适

温度为 40 °C−45 °C, 55 °C 下失活, 严重限制了糖化

工艺的发展 ,  是糖化和啤酒酿造的瓶颈步骤 ,  也 

限制在饲料加工中的使用。因此, 筛选具有良好热

稳定性的 β-1,3(4)-葡聚糖酶在啤酒酿造及饲料中具

有广阔的应用前景。本文报道拟青霉 Paecilomyces 

sp. FLH30 内切 β-1,3(4)-葡聚糖酶基因克隆、表达及

性质研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与载体 
拟青霉(Paecilomyces sp. FLH30), 由河南科技

学 院 分 离 工 程 实 验 室 筛 选 并 保 藏 ; 酿 酒 酵 母

INVSc1 及 载 体 pYES2, Invitrogen; 载 体

pYES2-GSL, 本实验室改造; E. coli BL21 及载体

pET28a(+), Novagen; 载体 pMD-18 T simple, Ta-

KaRa; E. coli JM109, Biomed。 

1.2  主要试剂 
酵母提取物、胰蛋白胨 , Oxoid; TRIzol 试剂 , 

Invitrogen; Oligotex mRNA Mini Kit, Qiagen; 
PrimeScript 反转录酶(RNase H−)、Advantage 2 PCR 

Kit, TaKaRa; DNA 聚合酶 Pfu, Promega; T4 DNA

连接酶及其它限制性内切酶 , NEB; 质粒提取试剂

盒, 北京天根生化科技; 大麦葡聚糖、地衣多糖、昆

布多糖、微晶纤维素(Avicel)、CMC-Na、桦木木聚

糖、葡萄糖, Sigma; 昆布多糖标准品, Seikagaku; 其

它试剂均为分析纯。 

1.3  方法 
1.3.1  拟青霉酿酒酵母表达 cDNA 文库的构建:  
(1) 总 RNA 及 mRNA 提取: 拟青霉接种液体诱导培

养基于 45 °C、180 r/min 条件下培养 84 h 后, 过滤

收集菌体, 参照 TRIzol 和 Oligotex mRNA Mini Kit 

说明书分别进行总 RNA 及 mRNA 提取。诱导培养

基组成(g/L): 昆布多糖 10.00, 大麦葡聚糖 10.00, 蛋白

胨 20.00, 酵母粉 10.00, KH2PO4 0.50, MgSO4·7H2O 

0.20, CaCl2 0.20, FeSO4·7H2O 0.01, pH 自然。 

(2) 表达 cDNA 文库构建: 第一链及双链全长
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cDNA 合成所需寡核苷酸引物 SMART IV Oligonu-
cleotide、CDS III/3' PCR Primer、5' PCR Primer 和

CDS III/3' PCR Primer 及操作参照 Clontech 公司 
Creator SMART cDNA Library Construction Kit 手册

进行。纯化的双链 cDNA 与载体 pYES2-GSL (pYES2
载体多克隆位点引入真核生物稀有 Sfi I 酶切位点改

造而成)分别经 SfiI 酶切后 16 °C 连接过夜。连接产

物用乙醇沉淀后, 重溶于 5 μL DEPC 处理的去离子

水后电转化酿酒酵母 INVSc1[10], 转化产物涂布含

有 2%棉籽糖的 SC-U (缺少脲嘧啶的最低培养基)选
择性平板上(0.67%酵母氮基, 2%棉籽糖, 0.01%的腺

嘌呤、精氨酸、半胱氨酸、亮氨酸、赖氨酸、苏氨

酸和色氨酸, 0.005%的天冬氨酸、组氨酸、异亮氨酸、

甲硫氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、丝氨酸、酪氨酸和

缬氨酸, 2%琼脂, pH 6.0), 30 °C 培养 2−3 d 后，每个

平板加入 5 mL 15%的甘油，轻轻刮掉菌落，分装后

于−70 °C 贮存备用。 
(3) 葡聚糖酶基因筛选: 取适当稀释的酿酒酵

母表达文库, 涂布筛选平板(含有 2%半乳糖, 2%棉

籽糖, 0.5%大麦葡聚糖的 SC-U 诱导选择性平板), 

刚果红法筛选筛选具有透明圈的重组子[11], 进行测

序分析。 
1.3.2  序列分析 : 核 酸 和 氨 基 酸 序 列 分 析 采 用

ExPASy 蛋 白 质 组 学 工 具  (http://www.expasy.ch/ 
tools/), 同源性搜索采用 NCBI 的 BLAST 程序, 氨基

酸 多 重 序 列 比 对 采 用 ClustalX 2 程 序 
(http://www.clustal.org/download/current/), 信号肽分

析 采 用  SignalP 3.0 服 务 器 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP), 蛋白保守区搜索采用 ScanProsite 
在 线 程 序 (http://www.expasy.ch/tools/ScanProsite), 

N- 糖 基 化 位 点 预 测 采 用 在 线 程 序 NetNGlyc1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)。 
1.3.3  PsBg16A 在 E. coli 中的表达及重组酶纯化: 
(1) 表达:  PCR 扩增去信号肽的 PsBg16A, 两对引

物分别为: PsBg16A NcoIF: 5′-AAGCTTCCATGGTG 

GCCGCCTACGTCCTCATCG-3′ (含 Nco I 酶切位

点); PsBg16ANotIR: 5′-CTCGAGGCGGCCGCGCCG 

GGGTAGACCTTTAGGGAG-3′ (含 Not I 酶切位点), 
扩增产物经 Nco I 和 Not I 双酶切后, 连接经同样酶

切的 pET-28a(+)载体, C-末端带有 6×His Tag, 以利

于纯化。 

(2) 纯化: 重组大肠杆菌接种 LB 液体培养基, 
经 37 °C 振荡培养至 OD600 达 3.0−4.0 之间, 加入乳

糖至终浓度 10%, 16 °C 诱导 24 h 后, 10 000 r/min 离

心收集菌体, 超声破碎后用 Ni-NTA 柱(Qiagen)纯化

目标蛋白, SDS-PAGE (12.5%)检测蛋白纯度[12]。 
1.3.4  重组 PsBg16A 性质:  酶活力通过 DNS 测定

还原糖法进行[13]。酶活力的单位定义为: 65 °C、pH 
7.0 的 MES 缓冲液及底物浓度为 1% (W/V)条件下, 
每分钟生成 1 μmol 葡萄糖所需要的酶量。 

(1) 蛋白含量测定参照 Lowry 等的方法[14], 以

牛血清白蛋白作为标准蛋白。 
(2) 最适 pH 和最适温度。65 °C 下, 分别测定

重组酶在 pH 2.5−11.0 的 4 种不同缓冲液(50 mmol/L, 
柠檬酸缓冲液 pH 2.5−5.5, MES 缓冲液 pH 5.0−7.0, 
磷酸缓冲液 pH 6.0−8.5, 甘氨酸-NaOH 缓冲液 pH 
8.5−11.0)中的酶活, 以最高酶活作为 100%。为考察

重组酶在不同 pH 下的稳定性, 一定浓度的酶分别

于上述缓冲液 50 °C 保温 30 min 后, 冰浴 30 min 测

定残余酶活力, 以未经处理酶的酶活为 100%。分别

于 30 °C−100 °C 测定酶活(50 mmol/L MES 缓冲液 
pH 7.0), 以最高酶活作为 100%, 酶液适当稀释后于

不同温度下分别保温、定时取样测定残余酶活力 , 
以未经处理酶的酶活为 100%, 考察其温度稳定性。

结果为 3 次试验数据的平均值。 
( 3 )  金 属 离 子 及 化 合 物 对 酶 活 的 影 响 。 于 

50 mmol/L pH 7.0 的 MES 缓冲液配制的葡聚糖酶

溶液中分别加入不同的金属离子 , 使其终浓度为

4 mmol/L, 将酶液在 50 °C 下处理 30 min, 按前述标

准方法测定残余酶活力, 以没有添加金属离子的酶

液作为对照。结果为 3 次试验数据的平均值。 
(4) 底物特异性及产物分析。采用 MES 缓冲液

(50 mmol/L pH 7.0)配制 1% (W/V)的不同底物溶液, 
然后在 65 °C 下反应 10 min, 测定酶活, 考察酶的底

物特异性。同时每加入 10 U/ mL 的酶于 50 °C 反应

8 h, 定时取样, 煮沸灭酶活后薄层层析(TLC)分析

水解产物[15]。 
(5) 动力学参数的测定。分别用 50 mmol/L pH 
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7.0 MES 缓冲液配制 0.1−10.0 g/L 的底物溶液, 然后

加入一定量的葡聚糖酶 65 °C 下反应 5 min, 通过 

SigmaPlot Enzyme Kinetics Module 软 件 ， 利 用

Lineweaver-Burk 法计算出 Vmax、Km 值。 

2  结果 

2.1  葡聚糖酶基因筛选与序列分析 
表达文库经适当稀释后涂布纤维质 SC-U 诱导

平板, 经刚果红染色及脱色后, 从文库中筛选到多

株产葡聚糖酶酿酒酵母重组子(图 1), 随机挑选 3 个

重组子提取质粒测序, 结果为同一产葡聚糖酶基因

(GenBank 登录号 : HQ825092)。其全长 cDNA 为

1 217 bp, 完整开放阅读框(ORF) 951 bp, 编码 316 个

氨基酸(图 2)。Motifscan 结果显示, 可能含有 1 个酰

胺化位点(Amidation site)、3 个酪蛋白激酶 II 磷酸化

位点(Casein kinase II phosphorylation site)、11 个 N

端酰基化位点(N-myristoylation site)、2 个 PKC 磷酸

化位点(Protein kinase C phosphorylationsite)和 1 个 

糖苷水解酶 16 家族保守结构域(Glycosyl hydrolases 
family 16 domain)。 预 测 成 熟 蛋 白 质 分 子 量 为

34.2 kD, pI 为 4.97。没有预测到 N-糖基化位点

(Asn-Xaa-Thr/Ser-Zaa，Zaa 非 Pro), SignalP 分析 N 

端信号肽为 1−18 aa (QQL-MA)残基(图 2)。 
 

 

图 1  葡聚糖酶重组酿酒酵母葡聚糖刚果红平板 
Fig. 1  The analysis of recombinant S. erevisiae by glu-
can-Congo red plate 

 
−118      AGGAGACGAAGGGAATTGACGACGACTACTCCCTGCCTTTCGGCCTGGTGCTCTCCCGTGTGCATCACTTCGTTG 
−43      CTTCGAAGTGTTTTGACTTGGTCGCTCCTTGATTGCGGACAAGATGCACATCCGCTCTACCCCTATCCTGTTTGC 

1                                                  M  H  I  R  S  T  P  I  L  F  A  
33      CGGCCTCTCATCACAGCAGCTCATGGCCGCCTACGTCCTCATCGACGACTACGGCCACGGCAACGGCTTCTTCAA 
12        G  L  S  S  Q  Q  L  M  A  A  Y  V  L  I  D  D  Y  G  H  G  N  G  F  F  N  

108      CAAGTTTAACTTCTTCACCGGCGAGGACCCTACCCACGGGTTCGTGGACTACGTGTCTCGCAACGTCGCCCAGGG 
37        K  F  N  F  F  T  G  E  D  P  T  H  G  F  V  D  Y  V  S  R  N  V  A  Q  G  

183      CGCCGGCCTCCTCGGCGAGCGTGGCGACCGGGTCTACATGGGCGTCGACTACACCAACCCCGCCGGATCACGCGG 
62        A  G  L  L  G  E  R  G  D  R  V  Y  M  G  V  D  Y  T  N  P  A  G  S  R  G  

268      CCGACGCTCCGTCCGCCTCGAGTCCAAGAACACCTACGAGCACGGCCTCGTCGTCATCGACCTCGCCCACATGCC 
87       R  R  S  V  R  L  E  S  K  N  T  Y  E  H  G  L  V  V  I  D  L  A  H  M  P  

343      CGGCTCTGTCTGCGGCACCTGGCCTGCCTTCTGGGCCCTCGGCACCGCCGACTGGCCCTTCGGCGGCGAGATCGA 
112        G  S  V  C  G  T  W  P  A  F  W  A  L  G  T  A  D  W  P  F  G  G  E  I  D  
418      CATCATCGAGGGTGTCAACGACAACTCCTTCAACCACATGATCCTCCACACCTCCGACGGCTGCACCATCAACGA 
137        I  I  E  G  V  N  D  N  S  F  N  H  M  I  L  H  T  S  D  G  C  T  I  N  D  
493      CGGCGGCTTCACCGGCAACCTGCGCACCTCGAACTGCTACATCTACGCGCCCGGCCAGAACGCCAACGCGGGCTG 
162        G  G  F  T  G  N  L  R  T  S  N  C  Y  I  Y  A  P  G  Q  N  A  N  A  G  C  
568      CGGGATCGAGGCCACCAACCCCGACTCCTACGGGCGCGGCTTCAACTCCCTCGGCGGCGGCATCTACGCTACCGA 
187        G  I  E  A  T  N  P  D  S  Y  G  R  G  F  N  S  L  G  G  G  I  Y  A  T  D  
643      CCTCACCTCCAACGGCATCTCCATCTGGTTCTTCCCGCGCGGCTCCGAGCTGCGCGTCCTCGGCGACAACCCGAA 
212        L  T  S  N  G  I  S  I  W  F  F  P  R  G  S  E  L  R  V  L  G  D  N  P  N  
718      CCCCGCCAACTGGGGCACCCCCGCCGCCAAGTTCGCCGGCGGCTCCTGCGACTTCGAGTCCAAGTTCAACGGGCA 
237        P  A  N  W  G  T  P  A  A  K  F  A  G  G  S  C  D  F  E  S  K  F  N  G  Q  
813      GCGGCTCATCTTCGACATCACCTTCTGCGGCGACTGGGCCGGCTCCGTCTGGGGCATCGGCGGCTGCGCCTCCCG 
262        R  L  I  F  D  I  T  F  C  G  D  W  A  G  S  V  W  G  I  G  G  C  A  S  R  
888      CGCCGGCAACTGCAACGACTTCGTCCAGGACAACCCCTCTGCCTTCACCGAGTCCTACTGGCTCATCAACTCCCT 
287        A  G  N  C  N  D  F  V  Q  D  N  P  S  A  F  T  E  S  Y  W  L  I  N  S  L  
963      AAAGGTCTACCCCGGCTAAGGCGGATGTTTCCTTCGTGTCCATAGTTTTTGTGTTGATGTTCAATCTTTCGGGTT 
312        K  V  Y  P  G  *   

1038      TTGCCATGCCAAGTACATATGTAACCCAGAATGGCTGAATGATAACGATCAATGATGCTATTGGAAAAAAAAAAA 
 

图 2  PsBg16A 核酸及编码氨基酸序列 
Fig. 2  The nucleotide and deduced amino acid sequences of cDNA encoding Paecilomyces sp. FLH30 PsBg16A 

Note: The singal peptide is underlined. The amino acid with box was a conserved motif of GHs family 16. Poly A is double underlined. 
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PsBg16A 编 码 的 的 氨 基 酸 序 列 和 真 菌 产

β-1,3(4)-葡聚糖酶有较高的序列同源性 , 而和来源

于 Paecilomyces thermophile 糖苷水解酶家族 16 的

β-1,3-1,4- 葡 聚 糖 酶 (ADK55597.1) 同 源 性 最 高 , 达

83%, 和其它相似性较高的 β-1,3(4)-葡聚糖酶同源比

对结果见图 3, 与来源于 Neosartorya fischeri NRRL 

181 (EAW23242.1) 、 Aspergillus fumigatus A1163 

(EDP55864.1)、A. clavatus NRRL 1 (EAW08208.1)

和 Penicillium chrysogenum Wisconsin (CAP91414.1)

的 β-1,3(4)-葡聚糖酶同源性分别为 66%、64%、61%

和 61%。推测的 PsBg16A 活性中心的氨基酸残基

EIDIIE 与来源于细菌糖苷水解酶 16 家族活性位点

氨基酸残基 EIDIE 相似, Glu114、Asp116 和 Glu 119 

在糖苷水解酶 16 家族和 7 家族高度保守[16]。 

2.2  PsBg16A 在 E. coli 中的表达及重组酶纯化 
以 阳 性 酵 母 重 组 质 粒 为 模 板 , 利 用 引 物

PsBg16A NcoIF 和 PsBg16AnotIR PCR 扩增去信号

肽的 PsBg16A (图 4A), 扩增产物经 Nco I 和 Not I

双 酶 切 后 , 连 接 经 同 样 酶 切 的 pET-28a(+)载 体 , 

测 序 正 确 的 阳 性 重 质 粒 命 名 为 pET28/PsBg16A 

(图 4B)。  

阳性重组质粒转化 E. coli BL21(DE3), 重组菌

株经 16 °C 20%乳糖诱导 24 h, 酶活达 482 U/mL。

经 Ni-NTA 一步纯化, SDS-PAGE 分析纯化产物, 可

见单一条带(图 5), 分子量约 36 kD, 比理论计算分

子量 34.2 kD 稍大。 

 

 

 

图 3  PtLic16A 氨基酸序列同源比对分析 
Fig. 3  Multiple alignment of amino acid sequences for PsBg16A and other GH family 16 β-glucanases 

Note: Numbers on the left are the residue number of the first amino acid acid in each line. Abbreviations and accession numbers of 
those β-glucanases are as follows: Paecilomyces sp. FLH30 (P. sp. HQ825092), Paecilomyces thermophila (P. t. ADK55597.1), 
Neosartorva fischeri NRRL 181 (N. f. EAW23242), Aspergillus fumigatus A1163 (A. f.  EDP55864.1), A. clavatus (A. c. 
EAW08208.1), Penicillium chrysogenum Wisconsin (P. c. CAP91414.1). Identical residues are shaded in black, and conserved resi-
dues are shaded in gray. The conserved activity site motif is underlined. The putative catalytic nucleophile and acid/base (i.e., E114 
and E119) are identified by asterisk. 
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图 4  PsBg16A 去信号肽 PCR 扩增产物(A)及阳性重质粒 pET28/PsBg16A (B) 
Fig. 4  Analysis of PCR product without signal peptide PsBg16A by agarose gel electrophoresis and 

map of vector pET28/PsBg16A 
Note: M: DL2000 marker; 1: PCR product without signal peptide PtLic16A. 

 

 
图 5  大肠杆菌重组 PsBg16A 表达及纯化 SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of expression and purification 
of the recombinant PsBg16A 
Note: M: Standard protein molecular weight markers; 1: Uninduced 
cells; 2: Induced cells; 3: Purified PsBg16A. 
 
2.3  重组 PsBg16A 性质 
2.3.1  pH 和温度特性: 重组葡聚糖酶最适 pH 约 7.0 
(图 6A)，最适温度约 65 °C (图 6C)。重组酶在 pH 
4.5−9.5 之间相对稳定, 处理 30 min, 相对酶活仍保

持在 80.0%以上; 50 °C 保温 60 min, 酶活基本没有损

失, 60 °C 处理 60 min, 相对酶活仍保持在 85.0%
以 上 , 70 °C 处 理 30 min, 相 对 酶 活 仍 保 持 在

72.0%以上 , 80 °C 下, 酶快速失活, 处理 60 min, 相

对酶活保持在 8.2%以上, 说明该重组酶具有良好的

pH 和温度稳定性。 
2.3.2  金属离子及化合物对重组酶活性的影响: 不

同金属离子和化合物(4 mmol/L)对重组 PsBg16A 活

性影响结果显示(表 1):  Na+、K+、Li+、SDS、DTT  

表 1  不同金属离子及部分化合物对重组 PsBg16A 活

性的影响 
Table 1  Effect of various cations and compounds 

(4 mmol/L) on PsBg16A activity 
试剂 

Reagents 
相对酶活 

Relative activity (%) 
Control 100.0 

Na+ 102.2 
Ag+  66.7 
Li+ 106.3 
K+ 104.4 

Fe2+  85.2 
Fe3+  24.2 
Ca2+  77.6 
Mg2+  87.1 
Co2+ 330.0 
Ni2+  66.2 
Sr2+  88.1 
Zn2+  24.0 
Cu2+  24.7 
Mn2+  89.4 
Hg2+  23.2 
SDS 108.2 
DTT 118.5 

EDTA  51.8 
β-Mercaptoethanol  98.3 

 
和 β-巯基乙醇对酶活没有显著影响, 而 Fe3+、Zn2+、

Hg2+ 和 EDTA 强烈抑制酶活。Ca2+、Ni2+ 和 Ag+ 部

分抑制酶活性(< 80%)。Co2+ 具有显著增加酶活的

作用, 可使酶活提高 3.3 倍。 
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图 6  大肠杆菌重组 PsBg16A 的 pH 和温度特性 
Fig. 6  Characterization of pH and temperature for purified recombinant PsBg16A 

Note: A: The optimum pH; B: The stability of pH; C: The optimal temperature; D: Thermo stability of PsBg16A. Each value represents the 
x±s of triplicates. 
 
2.3.3  重组 PsBg16A 的底物特异性: 重组 PsBg16A

对大麦葡聚糖和地衣多糖具有较高的比酶活, 分别

为 7 784 和 5 351 U/mg, 而对昆布多糖比酶活较低, 

只有 1 236 U/mg, 对 3 种葡聚糖的 Km 分别为 3.12、

4.86 和 10.32 g/L(表 2)。重组 PsBg16A 对 CMC-Na、

微晶纤维素和桦木木聚糖没有活性, 说明 PsBg16A

为典型的 β-1,3(4)-葡聚糖酶。 

2.3.4  重组 PsBg16A 水解葡聚糖的 TLC 分析: 重

组 PsBg16A 对 1% (W/V)的大麦葡聚糖、地衣多糖和

昆布多糖的薄层层析(TLC)显示(图 7): 水解 3 种底

物的主要产物为葡萄糖、二糖和三糖, 此外还有少

量四糖和五糖, 说明 PsBg16A 为内切葡聚糖酶。 

 
表 2  重组 PsBg16A 的底物特异性和动力学参数 

Table 2  Substrate specificity and kinetic parameters of purified recombinant PsBg16A 

底物 
Substrate 

主要连接键 
Main linkage  
(Monomer) 

比酶活 
Specific activity 

(U/mg) 

米氏常数 
Km 

(g/L) 

最大反应速率 
Vmax 

[µmol/(min·mg)] 

Barley β-glucan 1,3-1,4-β-(glucose) 7 784  3.12 6 733 

Lichenan 1,3-1,4-β-(glucose) 5 351  4.86 3 276 

Laminarin 1,3-β-(glucose) 1 236 10.32 1 491 
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图 7  重组 PsBg16A 水解大麦葡聚糖(A)、地衣多糖(B)和昆布多糖(C)的 TLC 分析 
Fig. 7  Thin-layer chromatograms of hydrolytic products of 1% (W/V) barley β-glucan (A), 1% (W/V) lichenan (B) and 

1% (W/V) laminarin (C) at intervals of up to 12 h 
Note: Standards are glucose and L2-L5 (lane S). 
 
3  讨论 

来源于细菌的部分 β-1,3(4)-葡聚糖酶大多属于

糖苷水解酶 81 家族, 对大麦葡聚糖和地衣多糖仅有

微弱的活性, 严格来说, 应归类于内切 β-1,3-葡聚糖

酶 (EC 3.2.1.39)。大部分 β-1,3(4)-葡聚糖酶最适 pH
在偏酸性范围(4.0–6.5)，最适温度在 40 °C−60 °C 之

间[7,17−18], 而重组 PsBg16A 最适 pH 温度分别为 7.0
和 65 °C, 其最适温度要低于我们测定粗酶液的最

适温度 70 °C (数据未给出), 可能与蛋白的折叠及翻

译后修饰有关。重组 PsBg16A 最适 pH 在中性, 瘤

胃动物中 pH 一般需保持在中性及偏碱性, 以便于

瘤胃微生物消化纤维素, 因此, 本重组葡聚糖酶用

于饲料中 , 可以最大限度发挥其水解 β-葡聚糖的

作用。 
利 用 SWISS-MODEL 在 线 服 务 器

(http://swissmodel.expasy.org/) 的自动建模模式, 基

于 P. chrysosporium 昆布多糖 16A (PDB ID, 2w39)
预测了重组 PsBg16A 的 3D 结构，理论结果显示，

本重组葡聚糖酶和其它 16 家族的糖苷水解酶分别

由两个 8 个反向平行的 β-折叠组成一个 β-三明治和

13 个 短 的 螺 旋 及 环 (Loop) 组 成 , 其 中 的

Cys95−Cys273、Cys137−Cys233、Cys153−Cys176 和 
Cys250−Cys270 组成 4 个二硫键, 可能与酶蛋白的

构象及热稳定性有关。 
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