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摘  要 : 纤维素水解成为葡萄糖需要一系列纤维素酶的作用，其中 β-葡萄糖苷酶 (β-glucosidases) 起着至关重要

的作用。来自于培菌白蚁中肠的 β-葡萄糖苷酶 (MbmgBG1) 具有较高的葡萄糖耐受性 (1.5 mol/L 的葡萄糖，保

持 60%以上的酶活力)，但是，酶活力低和热稳定性差限制了 β-葡萄糖苷酶 (MbmgBG1) 在食品以及工业领域中

的应用。因此通过对保守氨基酸附近的非保守氨基酸定点突变，获得点突变体 (F167L、T176C、E347I、R354K、

N393G 和 V425M)，其中突变体 F167L、R354K 的比活力 (底物 pNPG) 比 MbmgBG1 分别高出约 2 倍和 4 倍。

突变体的 Kcat/Km 值比野生型大，反映了突变体对底物的亲和力以及催化能力比 MbmgBG1 强。当酶活力保留 60%

以上时，MbmgBG1 所耐受的葡萄糖浓度为 1.5 mol/L，而 F167L 为 2.0 mol/L，R354K 为 3.0 mol/L。这些特性的

增强表明，对活性中心附近保守区域内的非保守氨基酸突变，可以较大程度地影响活性，因此需要更深入地研究

β-葡萄糖苷酶的活性中心位点，进行改造以提高催化效率。 

关键词 : β-葡萄糖苷酶，点突变，动力学常数，葡萄糖耐受性  
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Abstract:  Cellulose hydrolysis to glucose requires a series of cellulase enzymes, of which β-glucosidases play a crucial role. 

β-glucosidase (MbmgBG1) derived from the midgut of Macrotermes barneyi has higher glucose tolerance (maintaining more 

than 60% enzyme activity at 1.5 mol/L glucose). However, low enzyme activity and poor thermal stability limit the 

applications of β-glucosidase in food industries. Point mutants (F167L, T176C, E347I, R354K, N393G and V425M) were obtained 

by site-directed mutagenesis of non-conserved amino acids near conserved amino acids. Among them, the specific activities against 

to substrate pNPG of two mutants (F167L and R354K) were about 2-fold and 4-fold higher than that of MbmgBG1. Kcat/Km values 

were also higher than that of the wild-type, reflecting stronger affinity to the substrate and higher catalytic ability of mutants than 
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MbmgBG1. When the glucose concentration was 1.5 mol/L, the enzyme activity of MbmgBG1 was about 60% of the original 

activity. F167L and R354K kept 60% enzymatic activity when the glucose concentrations of was 2.0 mol/L and 3.0 mol/L, 

respectively. These results lay a foundation for further studies on the catalytic efficiency of β-glucosidase. 

Keywords:  β-glucosidase, site-directed mutagenesis, kinetic constant, glucose tolerance 

纤维素是植物细胞壁的主要成分，是自然界

中最丰富的多糖之一，也是生物能源取之不尽用

之不竭的来源。纤维素水解成为葡萄糖，需要一

系列纤维素酶的作用，根据纤维素酶的作用方式

和底物特异性的不同，主要分为三大类：内切

β-1,4-葡聚糖酶 (EGs，EC 3.2.1.4)、外切葡聚糖

酶 (CBHs，EC 3.2.1.91) 和 β-葡萄糖苷酶 (BGs，

EC 3.2.1.21)[1]。其中 β-葡萄糖苷酶的作用是降解

纤维寡糖产生葡萄糖，因此 β-葡萄糖苷酶可以缓

解内切 β-1,4-葡聚糖酶和外切葡聚糖酶的产物抑

制，所以 β-葡萄糖苷酶起着至关重要的作用，被

认为是限速酶，是酶法降解天然纤维素材料的瓶

颈。因此，很多人都在致力于寻找酶学性质较好

的 β-葡萄糖苷酶来应用于工业生产[2]。 

虽然在碳水化合物活性酶数据库和蛋白质

数据库中可以找到许多 β-葡萄糖苷酶，但是酶活

高、热稳定性好、葡萄糖耐受性高的却很少。例

如，Novozym 188已经作为一种商业酶供工业生

产使用，但是它的葡萄糖耐受能力很低  (Ki 为 

0.1 mol/L)；另外来源于高山象白蚁 Nasutitermes 

takasagoensis 前肠唾液腺的 β-葡萄糖苷酶 

(G1mgNtBG1)，拥有较好的热稳定性，但低的酶

活力和葡萄糖耐受性 (Ki为 0.6 mol/L) 却限制了

它的工业化应用[3]。在前期研究中，我们实验室

从高等培菌白蚁黄翅大白蚁 Macrotermes barneyi

中肠克隆了一个具有较高葡萄糖耐受性的 β-葡萄

糖苷酶基因。该 β-葡萄糖苷酶分子量 56 kDa[4]，

属于糖苷水解酶 GH1家族。其葡萄糖耐受性高，

但酶活力和热稳定性不理想。我们试图对其改造

以获得更好特性的 β-葡萄糖苷酶。 

碳水化合物活性酶 (CAZy) 数据库[5]显示出

有 17 108个 (截至于 2017年 12月 01日) GH1家族

的酶，其中有 336个酶进行了生物学分析。53个酶

的结构已经被解析 (40个属于GH1家族的 β-葡萄

糖苷酶)，这些数据为分析改造 MbmgBG1奠定了

理论基础[6]。近年来，很多学者成功进行了 β-葡

萄糖苷酶的改造[7-8]。例如，从吐鲁番盆地土壤的

宏基因组中得到的 β-葡萄糖苷酶 (Bgl6)[2]，具有

较高的葡萄糖耐受性和酶活力，但是热稳定性差，

通过定点突变获得优质突变体 M3，在葡萄糖耐受

性几乎不受影响的情况下其热稳定性得到了提

高[2,9]，为我们改造 MbmgBG1奠定了实践基础。

文中我们通过分析同源建模得到的 MbmgBG1 的

三维结构，选择保守氨基酸附近的非保守氨基酸

进行定点突变，研究这些氨基酸对 MbmgBG1 酶

学特性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂及仪器 

CelLytic B Cell Lysis Reagent、对硝基苯基- 

β-D-吡喃葡萄糖苷 (pNPG) 购自 Sigma 公司；

MagExtract His-tag fusion protein purification kit 

购自日本 Toyobo公司；DNA Ladder、 限制性内

切酶、Eazy Pfu 酶、DNA Ligation Kit 均购自

TaKaRa公司；Cycle Pure Kit、Gel Extraction Kit、 

Plasmid Mini Kit 购自 OMEGA公司；Ni-NTA琼脂

糖树脂、氨苄青霉素购自 Invitrogen公司；异丙基- 

β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 购买自生工生物工程 

(上海) 股份有限公司；纤维二糖 (Cellobiose) 购

自国药公司；蛋白胨和酵母粉购自 OXOID公司；

其他均购买自国药公司。 
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PCR仪 (TaKaRa)；酶标仪 (TECAN SUNRISE 

M200CHB-202)；凝胶成像仪  (UV Itec 公司 )；

2802H UV/VIS分光光度计 (UNICO)；PHS-3C精

密 pH计 (上海精密科学仪器有限公司)。 

1.1.2  培养基 

LB培养基：10.0 g蛋白胨，5.0 g酵母粉，10.0 g 

NaCl，20.0 g 的琼脂粉溶于 1 000 mL 蒸馏水。

121 ℃ 条件下灭菌 20 min。冷却至 55 ℃左右，

加入氨苄青霉素 (终浓度 100 μg/mL)，成为 LA

培养基。 

鉴定培养基：10.0 g蛋白胨，5.0 g酵母粉，

10.0 g NaCl，2.0 g七叶苷，20.0 g琼脂。溶于 1 000 mL

蒸馏水。121 ℃条件下灭菌 20 min。冷却至 55 ℃，

加入氨苄青霉素 (终浓度 100 μg/mL)、柠檬酸铁

铵 (0.5%) 和 IPTG (1 mmol/L)[2]。 

1.1.3  菌株及质粒 

大肠杆菌 JM109、表达载体 pQE-30、黄翅

大白蚁中肠来源的 β-葡萄糖苷酶基因 MbmgBG1

为实验室保存，pQE-30 通用引物以及实验过程

中所有引物由华大基因测序公司合成。 

1.2  构建突变体表达载体 

以 MbmgBG1 为模板，MbmgBG1-forward/ 

MbmgBG1-reverse和 D53K-forward/D53K-reverse

为引物 (表 1)，利用重叠延伸 PCR扩增出突变位

点为 D53K的片段。利用 Sal Ⅰ和 Sph Ⅰ双酶切

后连接，构建表达载体，转入大肠杆菌 JM109感

受态细胞。挑取单克隆进行测序鉴定，并命名为

pQE30-MbmgBG1D53K。按照上述突变体 D53K

的构建方法，构建点突变体 F167L、T176C、

E347I、R354K、N393G和 V425M。 

1.3  诱导表达 

在平板上分别挑取突变体和野生型的单克

隆，接种于 5 mL LA培养基，37 ℃、180 r/min

培养过夜。按 1%的接种量接种于 20 mL LA培养

基，37 ℃培养至 OD600为 0.6−0.8时，加入终浓

度为 1 mmol/L的 IPTG，16 ℃、180 r/min进行

诱导表达 16 h[10]。4 ℃、10 000 r/min离心 5 min 

 

表 1  PCR 引物序列 

Table 1  Sequences of the primers for PCR 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

MbmgBG1-forward CAATAGGCATGCGCTGATGTAGACAACGA 29 

MbmgBG1-reverse CTTGGGTCGACATCTAGGAAGCGGT 25 

D53K-forward TCCACAATTGGTGGTTAAGCATTCAAGCG 29 

D53K-reverse CTTAACCACCAATTGTGGACGCTCATGTG 29 

F167L-forward GGAGACAGAGTTAAACTTTGGATCACTTTCAAC 33 

F167L-reverse GTTGAAAGTGATCCAAAGTTTAACTCTGTCTCC 33 

T176C-forward CAACGAGCCTCTGTGTTTCATGGATGCAT 29 

T176C-reverse ATGCATCCATGAAACACAGAGGCTCGTTG 29 

E347I-forward GATCCGTCTTGGCCCATTTCTGCTTCTTCATGG 33 

E347I-reverse CCATGAAGAAGCAGAAATGGGCCAAGACGGATC 33 

R354K-forward GCTTCTTCATGGCTCAAAGTTGTACCATGGGG 32 

R354K-reverse CCCCATGGTACAACTTTGAGCCATGAAGAAGC 32 

N393G-forward CTCAATGACACAGGCAGGGTTCTTTACTAC 30 

N393G-reverse GTAGTAAAGAACCCTGCCTGTGTCATTGAGTCC 33 

V425M-forward ACAGCTTGGAGCCTCATGGATAACTTCGAATGG 33 

V425M-reverse CCATTCGAAGTTATCCATGAGGCTCCAAGCTGT 33 

Underlines indicate restriction enzyme sites. 
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收集菌体，利用破壁缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，

pH 8.0，100 mmol/L NaCl) 洗涤菌体 2次，将菌

体−20 ℃冻存或立即破壁。向菌体中加入 1 mL

破壁缓冲液重悬菌体，超声波破壁 (功率 400 W，

超声时间 5 s，间隔时间 5 s，超声次数 100 cycles)。

高速离心收集上清 (12 000 r/min，4 ℃，10 min)，

即为粗酶液[11]。 

1.4  纯化 

利用亲和层析原理纯化含有组氨酸标签的

蛋白，具体步骤参照文献[4]，纯化后的蛋白在

4 ℃下浸没在透析液 (50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，

100 mmol/L NaCl，0.1 mmol/L EDTA) 中过夜，

去除酶液中的咪唑，用于酶活分析。 

1.5  酶活力测定方法 

1.5.1  以 pNPG为底物活性的测定 

以 0.1 mol/L的醋酸钠缓冲液配制 5 mmol/L

的对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷  (pNPG) 作为

底物，取 200 μL底物与 50 μL适当稀释的酶液，充

分混合后，37 ℃恒温条件下反应 30 min。结束后加

入 1 mL 0.6 mol/L的 Na2CO3终止反应。OD410测定

吸光值，做 3个平行[12]。每分钟产生 1 μmol对硝基

苯酚所需要的酶量定义为一个酶活力单位 U。 

1.5.2  以纤维二糖为底物活性的测定[13] 

以 0.1 mol/L的醋酸钠缓冲液配制 2%的纤维二

糖 (Cellobiose) 作为底物，取 200 μL底物与 50 μL

适当稀释的酶液，充分混合后，37 ℃恒温条件下反

应 30 min。结束后沸水浴 5 min，立即冰水中冷却

2–3 min后加入 1 mL POD-GOD (葡萄糖氧化酶)，

37 ℃恒温条件下反应 10 min，冰上终止反应。OD505

测定吸光值，做 3个平行。每分钟产生 1 μmol葡萄

糖所需要的酶量定义为一个酶活力单位 U。 

1.5.3  反应温度和 pH影响的测定[12] 

最适温度：以 5 mmol/L的 pNPG为底物，按

照 1.5.1 酶活力测定步骤，以 5 ℃为间隔，在

30–70 ℃范围内测定 β-葡萄糖苷酶的酶活。 

最适 pH：用 0.1 mol/L醋酸缓冲液配制 pH 3.0– 

6.5的 2%的纤维二糖，用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液

配制 pH 6.5–7.0 的 2%的纤维二糖，用 0.1 mol/L 

Tris-HCl配制 pH 7.5–9.0的 2%的纤维二糖。不同

pH间隔 0.5，按照 1.5.2酶活力测定方法，在 37 ℃、

不同 pH值下的酶活。 

温度稳定性：以 5 mmol/L的 pNPG为底物，

在 30–70 ℃范围内，以 5 ℃为间隔，将酶液在不

同温度下处理 30 min，按照 1.5.1酶活力测定步骤

测定 β-葡萄糖苷酶的剩余酶活力。 

pH 稳定性：测定 pH 3.0–8.0 (Mcilavine 

buffer)[12]范围内，以 0.5为间隔，将酶液在 25 ℃、

不同 pH下处理 30 min，按照 1.5.2酶活力测定步

骤测定 β-葡萄糖苷酶的剩余酶活力。 

1.5.4  葡萄糖耐受性的测定 

利用 0.1 mol/L 醋酸缓冲液配制含有不同葡

萄糖浓度的 (0–4.0 mol/L 范围内) 5 mmol/L 的

pNPG 作为底物，测定 β-葡萄糖苷酶的酶活力，

测定方法同 1.5.1[11]。 

1.5.5  动力学常数的测定 

利用 0.1 mol/L 的醋酸钠缓冲液配置一系列

不同浓度 (0.4–20 mmol/L) 的 pNPG为底物，测

定 β-葡萄糖苷酶的酶活。利用底物浓度和对应酶

活力，采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图法得到

Km和 Vmax值
[14]。 

2  结果与分析 

2.1  同源建模和突变体的选择 

已有文献报道出很多已知三维结构的 GH1

家族的 β-葡萄糖苷酶，其典型结构是由 8个 (α/β) 

结构围成的桶状结构，也被称为 4/7超家族[14-15]。

将白蚁的 β-葡萄糖苷酶 MbmgBG1 进行 Blast 氨

基酸序列比对，同源性最高的是恒春新白蚁

Neotermes koshunensis 来源的 β-葡萄糖苷酶 

(NkBG，PBD数据库，3vif，ID：BAB91145.1)[16]，

以它的三维结构为模板，由 SWISS-MODEL同源

建模，得到 MbmgBG1的三维结构图 (图 1A)[17]。 
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图 1  同源建模 (SWISS-MODEL) MbmgBG1 的三维结构 

Fig. 1  Structure of the MbmgBG1 by homology modeling (SWISS-MODEL). (A) Surface of the structure of the 
Macrotermes barneyi β-glucosidase and showing the catalytic residues E173 and E308 (red). Different colors and the 
color transitions in α-helices and β-strands trace the polypeptide backbone in the barrel-shaped three-dimensional 
structure from the N terminus (dark blue) to the C terminus (dark red) direction. (B) Stick of the structure of the     
M. barneyi β-glucosidase and showing the catalytic residues E173 and E308 (hot pink), four residues (W350 and L431) 
forming the aglycone-binding pocket (blue), and A421 are probably important for aglycone recognition (red). Three 
residues (W422, W430 and E429) are probably glucose binding (pink). In this view, only the aglycone moiety is visible 
in its binding site as glucose is hidden below aglycone.  

 
在 PyMOL 中打开 MbmgBG1 的三维结构图，用

不同的颜色展示出典型结构中的 8 个 (α/β) 结

构，用红色标注出酶的催化残基，其他颜色标注

出酶活中心表面的保守氨基酸残基 (图 1A)。 
 

通过同源建模得到 MbmgBG1的三维结构，

分析它的结构特点，以及保守氨基酸的催化功能

和非保守氨基酸对酶活中心的影响[15]。据文献报

道，改变距离酶活力中心较近的点，能较大影响

酶活力[18]。Young曾提出突变距离酶活位点 5 Å

之内的氨基酸容易造成酶的完全失活；一般改变

距离活性位点 5–10 Å 范围内的氨基酸残基，能

得到较理想的突变体。通过与已报道的酶活力较

高、热稳定性较好的 GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶

的多序列比对 [2-3,19]，确定突变原则为，寻找保

守区内的非保守序列，突变酶活中心附近的非保

守氨基酸[18,20]。 

2.2  突变体酶活分析 

选择保守氨基酸附近的非保守氨基酸进行定

点突变，得到 D53K、F167L、T176C、E347I、

R354K、N393G以及 V425M共 7个突变体 (图 2)。

其中突变体 F167L、R354K的酶活与野生型相比 
 

 
图 2  野生型与突变体的酶活力 

Fig. 2  Enzyme activity of MbmgBG1 and mutants. 
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有明显提高，突变体 F167L的酶活提高约 2倍，

突变体 R354K的酶活提高约 4倍。突变体 D53K、

N393G 和 V425M 的酶活力基本没有改变。突变

体 T176C、E347I 比野生型的酶活降低。热稳定

性都没有得到改善。 

7 株突变体中，只有突变体 F167L 和 R354K

的比活力有明显提高，对这两个突变体的酶学动

力学常数进行测定。结果发现 F167L和 R354K的

Km 值都有不同程度的减小 (表 2)，预示突变体

F167L和 R354K拥有比野生型MbmgBG1较好的

底物亲和力。Kcat/Km比值变大，突变体 F167L和

R354K 比野生型分别增加了 5.79 倍和 3.48 倍，

这反映了突变体对底物的亲和力和催化能力比

MbmgBG1要好，降解底物的能力增强[21]。 

2.3  突变位点对酶稳定性的影响 

测定温度对突变体活性的影响。野生型的最

适温度在 50 ℃左右，突变体 R354K并没有发生

改变，突变体 F167L 发生了改变，最适温度在

45 ℃左右，而且最适温度范围也变窄了，在

35–50 ℃范围内能保留80%以上的酶活力 (图 3A)。

突变体的热稳定性几乎和野生型保持一致，野生

型和突变体在低温时 (<35 ) ℃ 的稳定性较好，酶

活损失较少，剩余酶活都在 90%以上。35 ℃以上，

随着温度的升高，酶活急剧下降，55 ℃时剩余酶

活在 20%左右 (图 3B)。突变体的热稳定性没有

得到改善。 

 
表 2  野生型 MbmgBG1 与突变体 F167L、R354K 的

动力学常数 

Table 2  Kinetic constants of wild-type MbmgBG1 
and mutants F167L, R354K 

 
Vmax 

(U/mg) 
Km 

(mmol/L) 
Kcat 
(s–1) 

Kcat/Km 
(mmol/L·s)

Wild-type 29.24 1.07  6.21  5.80 

F167L 25.32 0.98 32.91 33.58 

R354K 38.91 0.82 16.53 20.16 

The Kcat and Km values were determined on the basis of the 
Michaelis-Menten equation. 

pH 对突变体活性的影响。突变体的最适 pH

发生了不同程度的变化，野生型在 pH为 5.5时，

酶活最高。突变体 F167L和 R354K分别在 pH为

4.5 和 5.0 时，酶活最高。而且突变体 R354K 的

最适反应 pH 的范围变宽，在 pH 为 4.0−6.0 时剩

余酶活约在 80%以上 (图 3C)。突变体和野生型

的 pH稳定性几乎保持一致。在 pH 为 4.5−6.5 时

具有较高的酶活，酶的稳定性比较好，pH 为 5.0

保存时，酶的稳定性最好 (图 3D)。 

2.4  葡萄糖耐受性 

葡萄糖耐受性的结果如图 4 所示，突变体

F167L 和 R354K 的葡萄糖耐受性都比野生型的

高。在反应液中含有浓度为 2.0 mol/L葡萄糖时，

野生型的剩余酶活约在 40%，突变体 F167L的剩

余酶活约在 60%，而 R354K 的酶活还能维持在

100%左右。还有一点值得注意的是，低浓度的葡

萄糖对野生型和突变体的酶活都存在一定的促进

作用[2,9]。这种低葡萄糖浓度促进、高葡萄糖浓度

抑制的特点是糖苷水解酶 1家族的 β-葡萄糖苷酶

所特有的，而糖苷水解酶 3家族中的 β-葡萄糖苷

酶至今没有发现此特点[22]。 

3  讨论 

分析 MbmgBG1 三维结构的结构特点，及保

守氨基酸的催化功能和非保守氨基酸对酶活中心

的影响，选择 7 个氨基酸残基进行点突变，获得

了点突变体。 

β-葡萄糖苷酶 MbmgBG1 的 Blast 氨基酸序列

比对结果表明，在高度保守的区域里是 Phe167，与

恒春新白蚁的 β-葡萄糖苷酶 (Leu) 不同[19-20,23]，

而恒春新白蚁的 β-葡萄糖苷酶具有较高的酶活

力，所以将 167 位点的苯丙氨酸突变为亮氨酸。

在作用原理上来讲，亮氨酸的疏水性较苯丙氨酸

弱，增强了活性中心附近的亲水性，可能更容易

与底物结合，促进产物释放[16,24]。从结构上来看  
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图 3  温度和 pH 对野生型和突变体酶活性与稳定性的影响 

Fig. 3  Effects of temperature and pH on the activity and stability of MbmgBG1 and mutants. (A) Optimum 
temperature of MbmgBG1 and mutants. (B) Effects of temperature on enzyme stability. (C) Optimum pH of MbmgBG1 
and mutants. (D) Effects of pH on enzyme stability. Data points are the average of triplicate measurements, and error 
bars represent standard deviation.  

 

 
 

图 4  野生型和突变体的葡萄糖耐受性 

Fig. 4  Effect of glucose on the activity of MbmgBG1 
and mutants. pNPG were used as substrate. The IC50 
values are 1.5 mol/L (MbmgBG1), 2.0 mol/L (F167L) 
and 3.0 mol/L (R354K). Data points are the average of 
triplicate measurements, and error bars represent 
standard deviation.  

(图 5A)，Phe167处在 β折叠与 loop区的交界处，

距离活性中心较近[18]，突变为亮氨酸，导致催化

残基  (Glu173 和 Glu380) 与葡萄糖结合位点 

(Trp422) 的距离增加，而且构象上发生一定的变

化，使酶活力中心的空间变大，可以更好地释放

葡萄糖，从而导致酶活性增加。 

对于突变体 R354K，是因为 Arg354 位于酶

活性中心的入口处 (图 5B)，还处于文献报道的葡

萄糖第二结合位点附近[9]，所以将 R 基较大的精

氨酸突变为 R基较小的赖氨酸，这样可能更利于

底物的进入和产物的释放[17]，从而提高其酶活和

葡萄糖耐受性。由精氨酸突变为赖氨酸，降低了

酶的 pI值，可能是突变体 R354K的最适 pH变小

的原因。另外，从结构上来看，Arg354这一位点
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的突变并没有引起酶活中心保守氨基酸残基的改

变。要完全解释突变体 R354K不同于野生型的原

因，可能还需要更加深入的研究。 

突变体 D53K (图 5C)，因为 Asp53位于 loop

区，灵活性较大，导致 β-葡萄糖苷酶的热稳定性

较差，希望突变为赖氨酸，能减小其灵活性从而

增强其热稳定性，但其酶活力和热稳定性都几乎

没变，可能是因为 Asp53位于酶表面的 loop区对

酶活中心的影响较小。突变体 N393G (图 5C)[24]，

可能是因为天冬酰胺和丙氨酸都是亲水性氨基

酸，虽然亲水能力不同，但是 Asn393 位点距离

酶活中心较远，对酶活中心的影响不大。突变体

V425M (图 5C)，突变原因同 F167L[19-20]，但可

能 Val425 位于距离酶活中心较近的 loop 区位置 

(图 5C)，疏水性的缬氨酸突变为疏水性的甲硫氨

酸对酶活中心的影响不大。所以 D53K、N393G

和 V425M的酶活力几乎不变。 

对于突变体 T176C[2] (图 5D) 酶活降低的原

因，可能是因为突变点 Thr176 位于酶活中心，距

离催化残基较近，对催化作用影响较大。也可能由

苏氨酸突变为半胱氨酸引入了硫元素，与其他含有

硫元素的半胱氨酸或甲硫氨酸形成异常的二硫键，

 

 
 

图 5  MbmgBG1 和突变体的活性位点和配体结构 

Fig. 5  Structure of the ligands and the active site of MbmgBG1 and mutants by PyMOL. (A, B) The difference 
between the MbmgBG1 (blue) and the F167L (green) or R354K (red). Overall molecular architecture highlighting the 
two acidic catalytic residues and the active-site pocket. (C, D) MbmgBG1 structure. Overall molecular architecture 
highlighting the two acidic catalytic residues (yellow) and the mutated amino acid residues. 
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影响蛋白正常结构的形成，导致酶活力大大降低，

当然，这一点还需要结构上的进一步验证。对于突

变体 E347I (图 5D)[15]，由亲水性的谷氨酸突变为疏

水性的异亮氨酸，增强 β-葡萄糖苷酶表面的疏水

性，希望得到热稳定性较好的 β-葡萄糖苷酶，但是

可能太大程度地影响了酶分子，使酶活降低。 

Young 曾提出突变距离酶活中心位点 5 Å之

内的氨基酸容易造成酶的完全失活，对于距离催

化残基较近且位于酶活中心表面的 Leu175 和

Asn233这两个位点[25]，还有待于进一步确认其酶

活力是否完全丧失[26]。距离酶活中心较近的氨基

酸残基都很大程度上影响酶活力，如底物入口处

有糖苷配基的识别和结合位点及其附近的一些间

接影响酶活力的氨基酸残基 (图 1)。  

通过定点突变，我们获得了两个酶活较高、

葡萄糖耐受性较强的突变体，为黄翅大白蚁中肠

来源的 β-葡萄糖苷酶进一步研究奠定了基础。但

是，突变体的热稳定性并没有提高，接下来可以

采用其他策略提高突变体的热稳定性。例如，利

用 SpyTag/SpyCatcher 环化策略[27]提高酶的稳定

性，即根据各种酶的特定结构进行 N-端和 C-端的

连接使其环化；或者通过酶剩余电荷的优化 (优

化电荷相互作用) 进行合理的设计突变[28]，从而

使酶的电势 (Eij) 降低，热稳定性增强。 
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