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粪便微生物宏基因组来源GH1 β-葡萄糖苷酶的重组表达及

酶学性质 
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摘  要：【背景】β-葡萄糖苷酶是一类重要的纤维素分解酶类。目前较多可培养微生物来源的 β-葡萄

糖苷酶(Bgl)存在热稳定性和酸碱稳定性差及作用范围窄的问题。【目的】从滇金丝猴粪便微生物宏

基因组中挖掘新型 β-葡萄糖苷基因，异源表达并研究其酶学性质，为食品等领域提供新型酶资源。

【方法】从粪便微生物宏基因组出发，扩增和异源表达 β-葡萄糖苷酶基因 BglRBS_26 和 BglRBS_9，

并进行酶学性质研究。【结果】获得 GH1 家族重组 β-葡萄糖苷酶 BglRBS_26 和 BglRBS_9，分子量分

别为 60 kD 和 50 kD。BglRBS_26 的最适作用条件为 pH 6.0、45 °C；BglRBS_9 的最适作用条件为

pH 5.0、40 °C。BglRBS_26和BglRBS_9的Km分别为(0.681 6±0.164 2) μmol/L和(3.317 0±0.871 4) μmol/L。

BglRBS_26 具有较好的酸碱耐受性，在 pH 5.0–6.0 下处理 1 h，剩余酶活大于 110%；pH 7.0−8.0 范

围内，剩余酶活仍然保持在 100%以上。此外，蔗糖对 BglRBS_26 和 BglRBS_9 有不同程度的激活，

当反应体系中加入 20% (质量体积分数)蔗糖，BglRBS_26 酶活力可提高至 140%；10% (质量体积分

数)蔗糖可将 BglRBS_9 酶活力提高至 180%。此外，BglRBS_26 具有较好的 NaCl 耐受性和稳定性，

其在 37 °C、2.5 mol/L 的 NaCl 下处理 1 h 后保留 80%活性。【结论】从滇金丝猴粪便微生物宏基因

组中获得 2 个新型 β-葡萄糖苷酶基因 BglRBS_26 和 BglRBS_9，并成功在大肠杆菌 BL21(DE3)中表

达。BglRBS_26 和 BglRBS_9 具有较好的 pH 稳定性和蔗糖耐受性，在食品、发酵等行业具有潜在

应用价值。 
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Abstract: [Background] β-glucosidase is an important class of cellulolytic enzymes. At present, 
β-glucosidase (Bgl) derived from cultivable microorganisms has the problems of poor thermal stability and 
acid-base stability and a narrow range of action. [Objective] Discover new β-glucoside genes from the 
fecal microbial metagenomics of Rhinopithecus bieti, express heterologously and study its enzymatic 
properties, and provide new enzyme resources for food and other fields. [Methods] Starting from the fecal 
microbial metagenome, the β-glucosidase genes BglRBS_26 and BglRBS_9 were amplified and 
heterologously expressed, and the enzymatic properties were studied. [Results] The GH1 family recombinant 
β-glucosidase BglRBS_26 and BglRBS_9 were obtained, with molecular weights of 60 kD and 50 kD, 
respectively. The optimal conditions for BglRBS_26 are pH 6.0 and 45 °C; the optimal conditions for 
BglRBS_9 are pH 5.0 and 40 °C. The Km of BglRBS_26 and BglRBS_9 are (0.681 6±0.164 2) μmol/L and 
(3.317 0±0.871 4) μmol/L, respectively. BglRBS_26 has good acid-base tolerance. After treatment at pH 
5.0–6.0 for 1 h, the remaining enzyme activity is greater than 110%; in the range of pH 7.0–8.0, the 
remaining enzyme activity remains above 100%. In addition, sucrose can activate BglRBS_26 and 
BglRBS_9 to varying degrees. When 20% (M/V) sucrose is added to the reaction system, the enzyme 
activity of BglRBS_26 can be increased to 140%; 10% (M/V) sucrose can increase the enzyme activity of 
BglRBS_9 to 180%. In addition, BglRBS_26 has better NaCl tolerance and stability. It retains 80% 
enzyme activity after being treated at 37 °C and 2.5 mol/L NaCl for 1 h. [Conclusion] In this study, two 
novel β-glucosidase genes BglRBS_26 and BglRBS_9 were obtained from the R. bieti fecal microbial 
metagenome, and they were successfully expressed in E. coli BL21(DE3). BglRBS_26 and BglRBS_9 
have good pH stability and sucrose tolerance, making them have potential applications in food, 
fermentation and other industries. 

Keywords: Rhinopithecus bieti, fecal microbes metagenome, β-glucosidase 
 

纤维素是植物细胞壁的主要成分，其完全被

分解需要纤维素酶系共同作用。数千至数万个葡

萄糖分子通过 β-1,4-糖苷键连接形成天然纤维素

链，基本重复单元为纤维二糖[1]。外切纤维素酶

降解纤维素而释放的纤维二糖和纤维四糖产物，

最终被 β-葡萄糖苷酶水解成单糖和二糖[2]。在碳

水 化 合 物 活 性 酶 数 据 库 (Carbohydrate-Active 

Enzymes Database ， CAZy) 中 ， β- 葡 萄 糖 苷 酶

(β-Glucosidase，EC 3.2.1.21)根据氨基酸和结构相

似性分属于 GH1、GH2、GH3、GH5、GH9、GH30

和 GH116 家族，被广泛用于食品、药品、酿酒等

行业[3-4]。不同应用领域所需 β-葡萄糖苷酶性质具

有差异，因此，对不同来源的 β-葡萄糖苷酶基因

资源的开发具有重要意义。研究表明，植食性动物

胃肠道中存在丰富的与纤维素降解有关的酶类，但

不同动物之间存在差异[5-8]。 

目前研究的 β-葡萄糖苷酶主要来源于可培养

微生物，如 Saccharomyces cerevisiae[9]、Aspergillus 

niger[10] 、 Clostridium thermocellum[11] 、 Bacillus 

tequelensis[12] 、 Thermoascus aurantiacus[13] 、

Penicillium verruculosum[14]和 Bacillus subtilis[15]，

但它们存在热稳定性差、底物作用范围窄[16]等缺
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点，需要进一步通过基因突变等手段来提高其热稳

定性和酶活性[9]。然而自然界中约有 99.8%的微生

物不易培养[17]。 

宏基因组，即生境中全部微小生物遗传物质的

总和[18]，极大地扩展了微生物资源的利用空间，

增加了获得新的生物活性物质的机会[19]。宏基因

组学(Metagenomics)就是一种以环境样品中的微

生物群体基因组为研究对象，以功能基因筛选和

测序分析为研究手段，以微生物多样性、种群结构、

进化关系、功能活性、相互协作关系及与环境之间

的关系为研究目的的新的微生物研究方法，通过

避开微生物的培养可获得丰富的新酶及其基因。

目前，通过宏基因组学技术已从白蚁肠道[20]、土

壤[21-22]、牛瘤胃[23]、松材线虫[24]、Poraquê 湖[25]、

堆肥 [26]、Kusaya gravy[27]等中获得高度耐受乙  

醇[28]、葡萄糖[29]的新型 β-葡萄糖苷酶和基因。 

滇金丝猴(Rhinopithecus bieti)是典型的植食性

动物[30]，由于动物摄食植物种类及物种差异，其

胃肠道中可能蕴含不同于其他动物的新型微生物

β-葡萄糖苷酶基因资源，本课题组在前期研究中已

从滇金丝猴粪便微生物宏基因组中获得木聚糖酶

等其他多种水解酶类[30-33]。因此，本研究从滇金丝

猴粪便微生物宏基因组出发，筛选、克隆并异源表

达 β-葡萄糖苷酶，以期为工业、食品、饲料等行

业提供新的酶和基因。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

滇金丝猴粪便微生物宏基因组 DNA，本课题

组保存；表达载体 pEASY-E2，实验室保藏。 

1.2  主要试剂和仪器 

一步快速克隆试剂盒(ClonExpress II One Step 

Cloning Kit)，南京诺唯赞生物科技有限公司；

PrimeSTAR Max DNA Polymerase，TaKaRa 公

司；限制性内切酶，大连宝生物工程有限公司；

质粒提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒，Omega

公司；Ni-NTA Agarose，Qiagen 公司；大肠杆菌

BL21(DE3)，北京擎科新业生物技术有限公司；氨

苄青霉素钠，宝生物工程有限公司；2-硝基苯   

基-β-D-吡喃半乳糖苷(oNPG)、4-硝基苯基-β-D-吡

喃半乳糖苷(pNPG)，Sigma-Aldrich 公司。高压细

胞破碎系统，Constant Systems Limited 公司；凝胶

成像仪和 PCR 仪等，Bio-Rad 公司；紫外分光光度

计，耶拿分析仪器股份公司。 

1.3  基因克隆和序列分析  

1.3.1  基因克隆 

根 据 β- 葡 萄 糖 苷 酶 基 因 BglRBS_26 和

BglRBS_9 的全长序列及一步快速克隆试剂盒说明

书设计引物： 

BglRBS_26 NdeF： 

5′-TAAGAAGGAGATATACATATGGAATTGA
TGTTTGATAAGGAGTTTGTC-3′； 

BglRBS_26 XhoR： 

5′-GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTCCGG
GAAAATAACGTC-3′； 

BglRBS_9 NdeF： 

5′-TAAGAAGGAGATATACATATGGAATTGA
TGAAAGATTTTATTTACGGTGCG-3′； 

BglRBS_9 XhoR： 

5′-GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCCTTTT
AATTCTTTGCCG-3′。 

上述的上、下游引物分别含有限制性内切酶

Nde I (CATATG)和 Xho I (CTCGAG)的识别位点。

以滇金丝猴粪便微生物宏基因组 DNA 为模板，常

规 PCR 扩增 β-葡萄糖苷酶基因 BglRBS_26 和

BglRBS_9。PCR 反应体系：PrimeSTAR Max DNA 

Polymerase 25 μL，BglRBS_26 引物对 BglRBS_26 

NdeF 和 BglRBS_26 XhoR (10 μmol/L)各 1 μL，或

BglRBS_9 引物对 BglRBS_9 NdeF 和 BglRBS_9 XhoR 

(10 μmol/L)各 1 μL，滇金丝猴粪便微生物宏基因

组 DNA 1.0 μL，ddH2O 补足 50.0 μL。PCR 反应

条件：98 °C 30 s；55 °C 15 s；72 °C 1 min，      

30 个循环；4 °C 15 min。将纯化后的 β-葡萄糖

苷酶基因 BglRBS_26 和 BglRBS_9 分别转化到大

肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞，构建 BL-21(DE3)/ 
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BglRBS_26 和 BL21(DE3)/BglRBS_9 重组子，经阳

性克隆验证(菌液 PCR)后，送北京擎科新业生物技

术有限公司测序。 

1.3.2  序列分析 

使用 BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi)完 成 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 比 对 。 信 号 肽 用

SignalP-4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP- 
4.0/)预测。蛋白质分子量大小用 Bio-xm 2.6 预测。

使 用 ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/ 

clustalw)进行多序列比对分析，并用 ESPript 3.0 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)对

结果美化；用 MEGA X 制作系统进化树。 

1.4  蛋白的表达与纯化 

分别取大肠杆菌菌株 BL21(DE3)/BglRBS_26

和 BL21(DE3)/BglRBS_9 以 0.1%的量接种于 LB 

(Amp 终浓度为 100 μg/mL)培养基，37 °C 培养至

OD600 约为 0.6−0.8，加入终浓度为 0.7 mmol/L 的

IPTG，于 37 °C、180 r/min 培养 16 h 以诱导重组

蛋白产生。高压破碎细胞(35 KPSI)后亲和层析

Ni-NTA Agarose 纯化粗酶液，用聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 (SDS-PAGE) 分 析 纯 化 后 的 酶 ， 以 空 载 体

pEASY-E2 转化大肠杆菌 BL21(DE3)作为阴性对

照检测 β-葡萄糖苷酶 BglRBS_26、BglRBS_9 的表

达情况。用 Bicinchoninic acid (BCA)蛋白定量试剂

盒测定纯化的蛋白质浓度。 

1.5  酶活性的测定 

酶活性测定方法参照陆坚等[34]，略有改动。

取 28 μL pNPG (初始浓度为 25 mmol/L)与最适 pH

值(BglRBS_26 为 pH 6.0，BglRBS_9 为 pH 5.0)的

缓冲液 232 μL 混合，BglRBS_26 和 BglRBS_9 分

别于 45 °C 和 40 °C 下预热 10 min，加入 20 μL 稀

释适当倍数(BglRBS_26 稀释 200 倍、BglRBS_9

稀释 50 倍)的酶，反应 15 min 后用 140 μL 1 mol/L

的 Na2CO3 终止反应并显色。取 200 μL 反应液至

酶标板，酶标仪读取其 OD410，以加入 20 μL 已失

活的酶液作为空白对照。酶活单位定义为：1 个酶

活单位(U)即在酶的最适反应条件下，每分钟水解

pNPG 释放 1 μmol pNP 所需的酶量。 

1.6  重组蛋白 BglRBS_26 和 BglRBS_9 的酶学

性质研究 

1.6.1  最适反应条件测定 

在 37 °C 测定 pH 3.0−11.0 (pH 3.0−7.0：0.1 mol/L

柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液；pH 8.0−11.0：0.2 mol/L

甘氨酸-氢氧化钠缓冲液)缓冲液的酶活力。比较各

pH 条件下的相对酶活，确定最适反应 pH。在最适

pH 条件下测定 0−60 °C 范围内的酶活力，确定最

适作用温度。 

1.6.2  稳定性测定 

将纯酶于 37 °C 和不同 pH 3.0−11.0 缓冲溶液

中保温 1 h，最适反应条件下测定其剩余酶活力。

以未作处理的酶液在最适反应条件下测定的酶活

力为对照，分析 pH 稳定性。将酶于 30、37、40、

45 和 50 °C 条件下分别放置 1 h，并在最适反应条

件下测定其剩余酶活力。以未作处理的酶液在最适

反应条件下测定的酶活力为对照，分析热稳定性。 

1.6.3  底物特异性 

在酶最适反应条件下，以 25 mmol/L 的对硝

基苯基-β-D-半乳糖苷、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄

糖苷、对硝基苯基-β-D-木吡喃糖苷、对硝基苯  

基-β-D-纤维二糖糖苷、对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄

糖苷(pNPG)、纤维二糖、乳糖、蔗糖、CMC-Na

和 10% (质量体积分数)可溶性淀粉为底物进行特

异性活力测定分析。 

1.6.4  金属离子和化学试剂对重组酶的影响 

将各种金属离子(Cu2+、Al3+、Co2+、Ni2+、Mg2+、

Mn2+、Hg2+、Na+、Li+、Pb2+、Ca2+、Zn2+、K+、

Fe3+、Fe2+、Ag+)和化学试剂(β-巯基乙醇、吐温-80、

DTT、盐酸胍、PEG4000、EDTA、乙酸、乙醇、

尿素、SDS、乙酸乙酯)加入到酶促反应体系中，

使其各种金属离子和化学试剂的终浓度分别为 

10 mmol/L 和 1% (体积分数)，在酶最适作用条件

下测定其活力，以不加金属离子和化学试剂的酶活

力为对照。 
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1.6.5  动力学参数测定 

以 0.5−8.0 mmol/L pNPG 为底物，在酶最适反

应温度及最适 pH 下测定酶活力，根据 Lineweaver- 

Burk 法计算 Km、Vmax 值。 

1.7  NaCl 浓度对酶活力的影响 

分别用 pH 6.0、pH 5.0 (0.1 mol/L 柠檬酸-磷

酸氢二钠)缓冲液配制 0.5−5.0 mol/L NaCl 溶液。

在酶最适反应条件下，向不同浓度 NaCl 溶液中加

入底物和酶液进行酶促反应，以反应体系中不含

NaCl 为对照，测定 NaCl 对酶的影响。将纯酶加

入 0.5−5.0 mol/L NaCl 中于 37 °C 保温 1 h，在最

适反应条件下测定剩余酶活力，以未经 NaCl 处理

的酶活力为对照，测定 NaCl 稳定性。 

1.8  各种糖对酶活力的影响 

向反应体系中加入终浓度为 1%−20% (质量体

积分数)的葡萄糖、半乳糖、甘露糖、麦芽糖、果

糖、蔗糖和阿拉伯糖，于最适反应条件下测定酶活

力，以未添加任何糖的试验组为对照，分析糖对酶

活力的影响。 

1.9  葡萄糖和木糖对酶活力的影响 

向反应体系中加入终浓度为 5%−40% (质量体

积分数)的葡萄糖和木糖，于最适反应条件下测定

酶活力，以未添加葡萄糖和木糖的试验组为对照，

分析葡萄糖和木糖对酶活力的影响。 

1.10  重组酶转糖苷产物的 UPLC 检测 

将重组酶分别与 10% (质量体积分数)葡萄糖

在酶最适作用条件下反应 48 h，煮沸 5 min，     

12 000 r/min 离心 10 min 取上清，采用 UPLC 分析

产物，以失活的酶为对照。 

2  结果与分析 

2.1  序列分析 

通 过 PCR 扩 增 得 到 β- 葡 萄 糖 苷 酶 基 因

BglRBS_26 和 BglRBS_9。BglRBS_26 (GenBank 登

录号为 MW557605)和 BglRBS_9 (GenBank 登录号

为 MW557606)基因全长分别为 1 584 bp 和 1 323 bp，

GC 含量分别为 58.59%和 51.55%，起始密码子均为

ATG，终止密码子分别为 TAA、TGA，分别编码

527、440 个氨基酸，理论分子量分别为 60.75 kD

和 51.22 kD，等电点分别为 4.8 和 5.6，均无信号

肽序列。与 BLAST 中的氨基酸序列比对发现，

BglRBS_26 的 氨 基 酸 序 列 与 田 鼠 肠 道 细 菌

Lachnospiraceae bacterium 的 β-葡萄糖苷酶氨基酸

序列(56.45%，GenBank 登录号为 MBD5491873.1)

有最高相似性；BglRB-S_9 的氨基酸序列与人类肠

道微生物 Clostridiales bacterium (64.69%，GenBank

登录号为 PWM016-03.1)来源的 β-葡萄糖苷酶氨基

酸序列有最高相似性，均无相关酶学性质报道。这

表明 BglRBS_26 和 BglRBS_9 的编码产物可能是来

自滇金丝猴粪便未培养微生物的新 β-葡萄糖苷酶。 

根据 BLAST-PDB 数据库进行比对后，发现

BglRBS_26 和 BglRBS_9 与 GH1 家族来源的 β-葡

萄糖苷酶相似性最高，因此选取不同宏基因组来源

的 GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶进行多序列比对。根

据 多序 列比对 结果 (图 1)可 知 ， BglRBS_26 和

BglRBS_9 与 白 蚁 肠 道 微 生 物 宏 基 因 组 来 源 的

Bgl-gs1 (3. AGS52251.1)、Lake Poraquê 宏基因组

来源的 AmBgl-LP (4. SOU12973.1)、Jeotgalibacillus 

malaysiensis 来源的 GH1 家族 β-葡萄糖苷酶 BglD5 

(5. A0A0B5ARU7)、深海沉积物来源的 Bacillus sp.

编码的 BglD1 (6. QCQ29109.1)、Bur-saphelenchus 

xylophilus 来源的 Cen502 (7. ARM37687.1)具有

GH1 家族的高度保守序列元件 NEP 和 TENG，同

时发现其氨基酸序列带有通用酸/碱和催化亲核试

剂残基的保守基序区域，与 GH1 家族的其他 β-葡

糖苷酶[35]一致。因此 BglRBS_26 和 BglRBS_9 属

于 GH1 家族。 

选取不同微生物来源的 β-葡萄糖苷酶的氨基

酸 序 列 构 建 系 统 进 化 树 ( 图 2) ， 结 果 表 明

BglRBS_26 和 BglRBS_9 与胃肠道粪便微生物来源

的β-葡萄糖苷酶相似性最高。BglRBS_26 与田鼠肠

道细菌 Lachnospiraceae bacterium (MBD5491873.1)

聚在一起，BglRBS_9 与人类肠道微生物 Clostridiales 
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图 1  BglRBS_26 和 BglRBS_9 的多序列比对分析 
Figure 1  Multiple sequence alignment analysis of BglRBS_26 and BglRBS_9 
注：蓝色虚线框是 GH1β-葡萄糖苷酶的保守性氨基酸残基序列。箭头代表一般酸/碱和催化亲核试剂的保守残基。序列号 1、2、

3、4、5、6、7 分别代表 MW557605、MW557606、AGS52251.1、SOU12973.1、A0A0B5ARU7、QCQ29109.1、ARM37687.1，

其中，AGS52251.1、SOU12973.1、A0A0B5ARU7、QCQ29109.1 和 ARM37687.1 分别表示 Globitermes sulphureus 肠道微生物宏

基因组来源、Lake Poraquê 宏基因组来源、Jeotgalibacillus malaysiensis 来源、海沉积物来源的 Bacillus sp.和 Bursaphelenchus 

xylophilus 来源的氨基酸序列 

Note: The blue dashed box is the conservative amino acid residue sequence of GH1β-glucosidase. The arrows represent the conserved 
residues of general acids/bases and catalytic nucleophiles. The serial numbers 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 7 represent MW557605, MW557606, 
AGS52251.1, SOU12973.1, A0A0B5ARU7, QCQ29109.1, ARM37687.1, respectively. Among them, AGS52251.1, SOU12973.1, 
A0A0B5ARU7 , QCQ29109.1 and ARM37687.1 respectively represent the amino acid sequence of Globitermes sulphureus gut microbial 
metagenomic source, Lake Poraquê metagenomic source, Jeotgalibacillus malaysiensis source, Bacillus sp. from sea sediment, and 
Bursaphelenchus xylophilus 
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图 2  BglRBS_26 和 BglRBS_9 与不同家族来源 β-葡萄糖苷酶氨基酸序列的系统进化分析 
Figure 2  Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of BglRBS_26 and BglRBS_9 and β-glucosidase from 
different families  
注：系统进化分析是使用 MEGA X 使用 Neighbor-Joining (NJ)方法构建的。分支线附近的数字表示测试中分支的可靠性百分比(序

列|5BVU|来自 PDB，其余来自 GenBank) 

Note: The phylogenetic tree analysis was constructed using the Neighbor-Joining (NJ) method using MEGA X. The number near the 
branch line indicates the percentage of reliability of the branch in the test (sequences |5BVU| from PDB, the rest from GenBank) 
 

bacterium (PWM01603.1)和厌氧菌群来源的细菌

Ruminococcaceae bacterium (MBE6890844.1) 为  

一个分支；而 Lachnospiraceae、Clostridiale 和

Ruminococcaceae 均为 Clostridiales 微生物，表明

BglRBS_26 和 BglRBS_9 可能来源于 Firmicutes 的

Clostridiales (图 2)。有研究表明 Clostridiales 是分

解纤维素的优势菌群之一[36]。本课题组之前的宏

基因组测序研究发现，该属微生物也是滇金丝猴

的肠道优势菌[37]。 

2.2  重组表达与纯化 

将 重 组 质 粒 pEASY-E2/BglRBS_26 和

pEASY-E2/BglRBS_9 转化到大肠杆菌 BL21(DE3)

中诱导表达，Ni-NTA Agarose 树脂纯化目的蛋

白。对纯化产物用 SDS-PAGE 电泳检测发现，与含

pEASY-E2 空载体的大肠杆菌 BL21(DE3)破碎液上

清相比，BglRBS_26 和 BglRBS_9 分别在 60 kD 和

50 kD 处有明显条带(图 3)，与理论上预测的蛋白

分子量一致。BglRBS_26 和 BglRBS_9 的蛋白质

浓度分别为 0.84 mg/mL 和 0.38 mg/mL。 

2.3  重组 β-葡萄糖苷酶 BglRBS_26 和 BglRBS_9

的酶学性质 

2.3.1  最适 pH 和 pH 稳定性 

最适 pH 如图 4A 所示，重组 β-葡萄糖苷酶

BglRBS_26 和 BglRBS_9 分别在 pH 6.0 和 pH 5.0

时相对酶活力最高。BglRBS_26 在 pH 5.0–8.0 范

围内表现出 50%以上活力，表明其发挥酶活力的

酸碱范围较为广泛。 

稳定性如图 4B 所示，BglRBS_26 耐酸的能力

较耐碱能力强，在 pH 5.0 和 pH 6.0 下处理 1 h，其

剩余酶活分别为 110%和 170%；在 pH 7.0、pH 8.0 
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图 3  重组酶的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of β-glucosidase recombinase  
注：M：蛋白质分子量标准；1：BglRBS_9 纯酶；2：BglRBS_9

粗酶；3：含空载质粒 pEASY-E2 的大肠杆菌细胞裂解液；4： 

BglRBS_26 粗酶；5：BglRBS_26 纯酶 

Note: M: Protein molecular weight standard; 1: BglRBS_9 pure 
enzyme; 2: BglRBS_9 crude enzyme; 3: Bacterial cell lysate 
containing empty plasmid pEASY-E2; 4: BglRBS_26 crude 
enzyme; 5: BglRBS_26 pure enzyme 

 

 
 
图 4  重组酶最适反应 pH (A)及其 pH 稳定性(B) 
Figure 4  Optimum pH (A) and stability (B) of recombinase 

下处理 1 h，剩余酶活均高于 100%。BglRBS_9 作

用 pH 条件主要为弱酸性至弱碱性，而且在中性条

件下的稳定性较好；其在 pH 6.0、7.0 和 8.0 下处

理 1 h，酶活力分别为 75%、140%和 90%。 

2.3.2  最适温度和温度稳定性 

最适反应温度如图 5A 所示，BglRBS_26 和

BglRBS_9 的最适温度分别为 45 °C、40 °C。二者

在 40−50 °C 之间保留 60%酶活力，温度达 60 °C

时基本无酶活。 

温度稳定性如图 5B 所示，重组酶经 30、37、

40、45 和 50 °C 分别处理 1 h，在 30−40 °C 条件下

保 持 较 高 酶 活 性 。 BglRBS_9 热 稳 定 性 较

BglRBS_26 好，BglRBS_26 在 45 °C 条件下处理   

1 h，活性保持在 65%。 

 

 
 

图 5  重组酶的最适反应温度(A)及其温度稳定性(B) 
Figure 5  The optimal reaction temperature (A) and 
stability (B) of recombinase 
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2.3.3  金属离子和化学试剂的影响 

由表 1 可知，金属离子 Pb2+、Hg2+、Cu2+、

Ag+、Ca2+、Zn2+、K+和化学试剂尿素、PEG4000、

EDTA 、 SDS 几 乎 或 完 全 抑 制 酶 活 性 ； Ni2+ 、

Mg2+、Na+、Al3+对 BglRBS_9 的抑制作用大于

BglRBS_26 ， Mn2+ 则 反 之 ； 乙 酸 乙 酯 、 Li+ 对

BglRBS_9 活性有促进作用，吐温 -80、乙酸和

Co2+、Fe3+、Fe2+对 BglRBS_26 活性有不同程度的

提 高 ， 却 抑 制 BglRBS_9 活 性 ； 盐 酸 胍 将

BglRBS_26 活性提高 2.58 倍，却抑制 BglRBS_9

活性；β-巯基乙醇、DTT 能将 BglRBS_26 分别提

高 3.62、4.12 倍；乙醇将 BglRBS_9 和 BglRBS_26

活性分别提高至 117%和 103%。 

2.3.4  动力学参数 

BglRBS_26 和 BglRBS_9 在以 pNPG 为底物

时的比活力分别为 188.1 U/mg 和 114.4 U/mg。

BglRBS_26 和 BglRBS_9 的米氏常数 Km 值及   

最 大 反 应 速 率 Vmax 分 别 为 0.681 6 μmol/L、   

158.8 μmol/min 及 3.317 0 μmol/L、44.55 μmol/min 

(表 2)。 

 
表 1  金属离子和化学试剂对酶活力的影响 
Table 1  Effects of metal ions and chemical agents on enzyme activity 

Metal ions or chemical reagents Relative activity of BglRBS_26 (%) Relative activity of BglRBS_9 (%)

Metal ions 
(10 mmol/L) 

Control 100.00±2.05 100.00±2.91 

Cu2+ 1.09±0.11 1.47±0.10 

Al3+ 72.29±1.77 0.81±0.21 

Co2+ 143.63±3.17 43.82±4.55 

Ni2+ 82.2±12.43 20.81±1.53 

Mg2+ 96.88±0.31 36.70±0.95 

Mn2+ 43.99±0.02 55.85±6.41 

Hg2+ 0.53±0.58 0 

Na+ 60.88±3.73 40.28±4.19 

Li+ 98.65±5.27 105.00±1.40 

Pb2+ 0 13.59±1.04 

Ca2+ 29.23±1.58 13.04±3.05 

Zn2+ 14.83±2.27 18.39±0.46 

K+ 39.02±6.17 10.49±1.93 

Fe3+ 169.89±7.94 3.54±3.87 

Fe2+ 162.21±0.54 58.72±4.19 

Ag+ 8.88±3.40 3.43±0.12 

Chemical reagents 1% 
(V/V) 
 

SDS 1.01±0.13 0.31±0.15 

EDTA 91.78±7.96 7.97±0.74 

Guanidine Hydrochloride 258.10±0.25 85.20±3.70 

β-mercaptoethanol 362.93±0.18 101.23±0.87 

Urea 0 1.56±0.28 

PEG4000 17.76±3.48 0.60±0.14 

Tween-80 285.11±9.84 98.23±2.56 

DTT 412.58±0.26 123.32±0.80 

Acetic Acid 121.21±2.41 25.89±4.82 

Ethanol 103.57±3.49 117.72±0.05 

Ethyl acetate 93.73±0.66 118.61±0.52 
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表 2  重组酶的动力学参数 
Table 2  Kinetic parameters of recombinase 

Enzyme  Vmax (μmol/min) Km (μmol/L) 

BglRBS_26 158.80±0.492 4 0.681 6±0.164 2 

BglRBS_9 44.55±0.668 9 3.317 0±0.871 4 

 
2.3.5  底物特异性 

据表 3 可知，重组酶具有广泛的底物水解特

性，能有效水解 4-对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷

和纤维二糖，其次对 2-对硝基苯基-β-D-半乳糖苷

和麦芽糖的水解能力较其他底物强，但完全不能水

解乳糖和可溶性淀粉。 

2.4  NaCl 浓度的影响和稳定性 

NaCl 浓度的影响由图 6A 可知，随 NaCl 浓度

的升高，重组酶活力随之降低。当 NaCl 的浓度为

0.5 mol/L 时，BglRBS_9 酶活性降至 40%以下；而

BglRBS_26 在 4.5 mol/L NaCl 时其剩余酶活仍能

维持在 70%以上。 

NaCl 稳定性由图 6B 可知，在 37 °C 处理 1 h

后，BglRBS_26 在 2.5 mol/L 时的酶活性为 80%，

说明 BglRBS_26 对 NaCl 具一定耐受性；BglRBS_9

的活性随 NaCl 浓度的增高呈下降趋势，说明其对

NaCl 不具耐受性。 

 
表 3  重组酶对各种底物的水解活性 
Table 3  Hydrolysis activities of recombinase on various substrates 

Substrate (25 mmol/L) Relative activity of BglRBS_26 (%) Relative activity of BglRBS_9 (%) 

p-nitrophenyl-β-D-galactoside 32.76±0.52 60.18±0.79 

p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 1.02±0.39 0.48±0.13 

p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside 4.23±0.69 1.87±0.01 

p-nitrophenyl-β-D-cellobiose glycoside 12.22±0.41 42.42±1.76 

p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 100.00±1.06 100.00±1.80 

Sucrose 18.88 ±0.54 0.68±0.09 

Lactose 0 0 

Maltose 47.86±0.60 0.58±0.06 

Cellobiose 100.00±5.61 100.00±3.11 

CMC-Na 0.46±0.03 0.20±0.27 

Soluble starch 10% (V/V) 0 0 

 

 
 
图 6  NaCl 对 β-葡萄糖苷酶 BglRBS_26 和 BglRBS_9 的影响(A)及其稳定性(B) 
Figure 6  Effect (A) and stability (B) of NaCl on β-glucosidase BglRBS_26 and BglRBS_9 
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2.5  各种糖对酶活力的影响 

测定 1%−20% (质量体积分数)的葡萄糖、半乳

糖、甘露糖、麦芽糖、果糖、蔗糖、阿拉伯糖和

木糖对 BglRBS_26 和 BglRBS_9 酶活力的影响。 

从图 7 可知，重组酶 BglRBS_26 和 BglRBS_9

为可耐受多种单糖、二糖、多糖并被其激活的新型

β-葡萄糖苷酶，葡萄糖、木糖和阿拉伯糖对酶活性

有不同程度的抑制作用。1%−20% (质量体积分数)

半乳糖对 BglRBS_26 有不同程度的抑制作用；1% 

(质量体积分数)甘露糖可将 BglRBS_26 酶活提高

至 121%；1%−5% (质量体积分数)果糖将酶活性

提高至 120%；1%−20% (质量体积分数)蔗糖对酶

活性有不同程度的激活作用，当反应体系中加入

20% (质量体积分数)蔗糖时，BglRBS_26 酶活力可

提高至 140%。 

 

 
 
图 7  各种糖对 BglRBS_26 (A)和 BglRBS_9 (B)的影响 
Figure 7  The effect of various sugars on BglRBS_26 (A) 
and BglRBS_9 (B) 

2.6  葡萄糖及木糖稳定性 

从图 8 可知，5%−40% (质量体积分数)葡萄糖

和木糖抑制重组酶活性。这可能与高浓度糖可直

接或间接干扰底物与酶活性位点的结合从而降低

反应速率有关[38]。 

2.7  转糖苷产物的 UPLC 定性检测 

重组酶具有糖基活性，以葡萄糖为底物时生

成 3 个峰值。对照图 9A (纤维二糖标准品)和图 9B 

(β-葡萄糖苷酶水解纤维二糖产物葡萄糖)可知，

在 14、15 和 17 min 产生的峰分别为果糖、葡萄

糖和纤维二糖。BglRBS_26 的水解产物包括果

糖、葡萄糖和纤维二糖(图 9C)。BglRBS_9 水解产

物除了果糖、葡萄糖和纤维二糖外，还有一未知

多糖(图 9D)。 

3  讨论与结论 

本研究从滇金丝猴粪便微生物宏基因组中获

得 2 个 GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶 BglRBS_26 和

BglRBS_9，最适 pH 值分别为 6.0 和 5.0，与多数胃

肠道微生物来源的 β-葡萄糖苷酶相似(最适 pH 值范

围为 5.0−6.8) (表 4)。尽管重组酶为酸性酶，但其

具有较广的酸碱作用范围，BglRBS_26 在 pH 8.0、

37 °C 保温 1 h 依然能保持 100%的活性；BglRBS_9

在 pH 7.0、37 °C 保温 1 h 可维持 140%的活性，在

pH 8.0、37 °C保温1 h仍能保持90%的活性(图4B)。 

 

 
 
图 8  重组酶的葡萄糖和木糖稳定性 
Figure 8  The glucose and xylose stability of recombinase 



4592 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 9  重组酶转糖苷产物的 UPLC 分析 
Figure 9  UPLC analysis of transglycoside products of recombinase  
注：A：果糖，葡萄糖和纤维二糖混合标准品，B：β-葡萄糖苷酶水解纤维二糖产物对照，C：BglRBS_26 转糖苷产品，D：BglRBS_9

转糖苷产品 

Note: A: Fructose, glucose and cellobiose mixed standard, B: β-glucosidase hydrolyzed cellobiose product control, C: BglRBS_26 
transglycoside product, D: BglRBS_9 transglycoside product 
 

这比牛瘤胃微生物宏基因组来源的 UnbifC5、兔盲

肠 宏 基 因 组 来 源 的 NGLU007 和 nglu07 、

Globitermes sulphureus 肠 道 来 源 的 Bgl-gs1 及

Reticulitermes chinensis 肠道来源的 RcBG3 的稳定

性都要好(表 4)。因此，在食品、啤酒和葡萄酒、

动物饲料、纺织和洗衣、制浆造纸等工业领域有潜

在的应用价值[50]。 

BglRBS_26 和 BglRBS_9 为中低温酶，最适反

应温度分别为 40 °C 和 45 °C，与胃肠道微生物来

源的多数 β-葡萄糖苷酶相似(最适反应温度范围

为 30−50 °C)；二者温度稳定性较好，在 30−45 °C

处理 1 h 后残余酶活均大于 59%，高于牛瘤胃微生

物 宏 基 因 组 来 源 的 UnbifC5 、 Unglu135B12 和

Reticulitermes chinensis 肠道来源的 RcBG3 (表 4)。 

金属离子对重组酶活性影响显著。Cu2+、Ag+、

Hg+对 β-葡萄糖苷酶活性有抑制作用，与大多数胃肠

道粪便微生物来源的 β-葡萄糖苷酶相似[20,23,39,42-43,48]，

Co2+ 和 Fe3+ 对 BglRBS_26 有 促 进 作 用 却 抑 制

BglRBS_9 的活性，而 Co2+和 Fe3+抑制了绝大多数

胃肠道粪便微生物来源的 β-葡萄糖苷酶活性，但

对 Macrotermes annandalei[48]来源的 BGL5 表现为

促进作用。Fe2+对多数胃肠道粪便微生物来源的 

β- 葡 萄 糖 苷 酶 起 抑 制 作 用 [39,42-43,46] ， 却 能 将

BglRBS_26 的活性提高 1.6 倍。Co2+和 Fe3+可能作

为辅因子与 BglRBS_26 紧密结合，对其活性有促

进作用[51]。 

化学试剂对酶活性的影响差异明显，特别是

BglRBS_26。SDS 和 EDTA 对酶活性有抑制作

用，与大多数胃肠道粪便微生物来源的 β-葡萄糖

苷酶相似[20,23,39,42-43,48]，EDTA 作为金属离子螯合 
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剂，对酶活性的影响可能需要二价阳离子参与。

DTT 和乙醇均对 BglRBS_26 和 BglRBS_9 有促进

作用，DTT 可将巯基还原为二硫键[52]，二硫键对

蛋白质的立体结构有稳定作用，可能使底物结合

于酶活性中心，导致活性增加；吐温-80、盐酸胍

和乙酸对 BglRBS_26 有促进作用，而乙酸乙酯对

BglRBS_9 有促进作用。BglRBS_26 和 BglRBS_9

具有较好的乙醇耐受性(表 1)，使其在发酵工艺、

燃料生产工业等方面具有良好的潜在价值。金属

离子和化学试剂对酶活性的影响差异显著，可能

由于正负电氨基酸的数目及排列方式导致(表 5)。

此外，BglRBS_26 与同源蛋白(48.37%，PDB ID

号 为 6z1h)的 带 电 氨 基 酸 分 布 图 (图 10)显 示 ，

BglRBS_26 活性中心正背面的正负电氨基酸散乱

或交叉排布，而同源蛋白则呈连续排布，阳性金

属离子与带负电氨基酸相互作用，可能导致酶立

体及活性中心结构发生改变，从而使酶活性增加

或减少。 

BglRBS_26 和 BglRBS_9 较纯，其比活力远远

高于多数胃肠道粪便微生物来源的 β-葡萄糖苷酶

(表 4)。其次，其 Km 值较小，在较低底物浓度下就

能到达较大催化速率，不仅大于轮白蚁肠道宏基因

组来源的 Bgl7226，而且远高于其他胃肠道宏基因

组来源的 β-葡萄糖苷酶(表 4)。 

蔗 糖 能 极 大 程 度 地 提 高 重 组 酶 活 性 。

BglRBS_26 和 BglRBS_9 的蔗糖耐受性高于土壤宏

基因组来源的 Unbgl3A[50]，15%的蔗糖对 Unbgl3A

激活作用最大，使 Unbgl3A的酶活力提高 70%，而

BglRBS_26 和 BglRBS_9 活性分别在 20%、10%的

蔗糖下达到最大，分别为 140%、180%；BglRBS_9

即使在 20%的浓度下也能维持 130%的活性。因此

添加蔗糖不会影响酶对底物 pNPG 的影响。 

 
表 5  重组酶与胃肠道粪便宏基因组来源的 β-葡萄糖苷酶带电氨基酸比较 
Table 5  Comparison of charged amino acids between recombinant enzymes and β-glucosidase derived from gastrointestinal 
stool metagenomics 

Enzyme Positively charged amino acids Negatively charged amino acid Total amino acids Reference 

K (Lys) R (Arg) D (Asp) E (Glu) 

BglRBS_18 48 (10.91%) 39 (8.86%) 38 (8.64%) 47 (10.68%) 440 This study 

BglRBS_26 16 (3.03%) 38 (7.21%) 35 (6.64%) 41 (7.78%) 527 This study 

Umcel3g 23 (3.11%) 44 (5.95%) 47 (6.35%) 49 (6.62%) 740 [39] 

LAB25g2 44 (5.65%) 10 (1.28%) 35 (4.49%) 50 (6.42%) 779 [40] 

UnbifC5 − − − − − [41] 

Unglu135B12 43 (5.52%) 34 (4.36%) 37 (4.75%) 45 (5.78%) 779 [23] 

Umcel 6X − − − − − [42] 

Persi BGL1 30 (6.45%) 21 (4.52%) 32 (6.88%) 38 (8.17%) 465 [43] 

NGLU007 1 (1.08%) 9 (9.68%) 3 (3.23%) 11 (11.83%) 93 [44] 

Nglu07 − − − − − [45] 

Bgl−gs1 31 (6.81%) 21 (4.62%) 29 (6.37%) 31 (6.81%) 455 [20] 

Bgl3311 24 (3.79%) 14 (2.21%) 24 (3.79%) 21 (3.31%) 634 [46] 

RcBG3 − − − − − [47] 

BGL5 21 (2.85%) 50 (6.78%) 52 (7.06%) 35 (4.75%) 737 [48] 

Bgl7226 − − − − − [49] 

注：–：无或文献中未引用 

Note: –: None or no references in the literature 
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图 10  BglRBS_26 (A 和 B)与同源蛋白带电氨基酸分布

图(C 和 D) 
Figure 10  The distribution of charged amino acids of 
BglRBS_26 (A and B) and the homologous protein (C and D)  
注：BglRBS_26 结构是通过 SWISS-Model 以具有最高序列相

似性(PDB ID：6z1h)的结构为模板进行建模的；图片是由

pymol 软件制作的。A 和 B 是 BgIRBS_26 的活性中心的正视

图和后视图，C 和 D 是同源蛋白的正视图和后视图。带正电

荷的氨基酸[K(Lys)和 R(Arg)]标记为蓝色，带负电荷的氨基酸

[D(Asp)和 E(Glu)]标记为红色 

Note: The BglRBS_26 structure was modeled by SWISS-Model 
using the structure with the highest sequence similarity (PDB ID: 
6z1h) as a template; the picture was made by pymol software. A 
and B are the front and back surface views of the active center of 
BgIRBS_26, C and D are the front and back views of the 
homologous protein; positively charged amino acids [K(Lys) and 
R(Arg)] are marked in blue, and negatively charged amino acids 
[D(Asp) and E(Glu)] are marked in red 

 
NaCl 对酶活性影响的研究表明，BglRBS_26

在 4.5 mol/L NaCl 条件下剩余酶活仍维持在 70%以

上，而 BglRBS_9 在 0.5mol/L NaCl 条件下活性降

至 40%以下。此外，BglRBS_26 在 37 °C、2.5 mol/L

的 NaCl 条件下处理 1 h 仍保留 80%活性，因此具

有较好的 NaCl 耐受性和稳定性。其在食品加工领

域具有潜在的应用价值[53]。  

本研究获得 2 个具有转糖基活性的 β-葡萄糖

苷酶 BglRBS_26 和 BglRBS_9，可将葡萄糖催化

为纤维二糖，同时具有较好的酸碱稳定性和较高

的 催 化 效 率 ； 另 外 ， 蔗 糖 能 极 大 程 度 地 提 高

BglRBS_26 和 BglRBS_9 活 性 (图 7)； 此 外 ，

BglRBS_26 具有较好的 NaCl 稳定性(图 6A)。因

此，BglRBS_26 和 BglRBS_9 在作物育种、食品

和化工等领域具有较好的应用前景。 
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