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摘  要 : 耐热的木聚糖酶具有用于造纸、麻类脱胶和饲料生产等工业领域的巨大潜力，为了提高 11 家族碱性

木聚糖酶 Xyn11A-LC 的热稳定性，通过理性设计在 N-末端引入了芳香族氨基酸 (T9Y 和 D14F)。测定野生型

和突变体的性质表明，突变体的最适反应温度和热稳定性均获得了提高。突变体的最适反应温度比野生型提高

了 5 ℃。野生型在 65 ℃的 Tris/HCl 缓冲液 (pH 8.0) 中的半衰期为 22 min，而突变体在此条件下的半衰期为

106 min。圆二色光谱测定结果显示野生型和突变体的 Tm 分别为 55.3 ℃和 67.9 ℃。因此，通过在 N-末端引入

芳香族氨基酸可以提高 11 家族木聚糖酶的热稳定性和在高温下的活性。 

关键词 : 木聚糖酶，热稳定性，芳香族氨基酸，疏水作用 
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Improving thermal stability of xylanase by introducing 
aromatic residues at the N-terminus 
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Abstract:  Thermophilic and alkalophilic xylanases have great potential in the pulp bleaching industry. In order to improve the 

thermal stability of an alkaline family 11 xylanase Xyn11A-LC, aromatic residues were introduced into the N-terminus of the 

enzyme by rational design. The mutant increased the optimum temperature by 5 ℃. The wild type had a half-time of 22 min at 

65 ℃ and pH 8.0 (Tris-HCl buffer). Under the same condition, the mutant had the half-time of 106 min. CD spectroscopy 

revealed that the melting temperature (Tm) values of the wild type and mutant were 55.3 ℃ and 67.9 ℃, respectively. These 

results showed that the introduction of aromatic residues could enhance the thermal stability of Xyn11A-LC. 

Keywords:  xylanase, thermal stability, aromatic residues, hydrophobic interaction 

木聚糖酶 (EC 3.2.1.8) 是降解植物细胞壁

中半纤维素木聚糖的关键酶。由于具有应用于

造纸、饲料生产、食品加工、麻类脱胶以及生

物燃料开发等工业领域的潜力，木聚糖酶越来

越引起人们的广泛关注[1]。在许多工业应用过程

中，由于降温过程耗费能量且工艺繁琐，或者

高温可以提高底物的溶解度、降低污染率等原

因，嗜热的或耐热的木聚糖酶显示出很强的优

势[1]。尽管目前分离了大量的木聚糖酶，但是大

多数是中温酶。因此，需要通过蛋白质工程对

酶进行分子改造，提高其嗜热和/或热稳定性。 

目前，通过序列比对，晶体结构分析及突变

研究，发现耐热木聚糖酶和非耐热木聚糖酶结构非

常相似，热稳定性可能仅由大量的微小修饰累计造

成[1]。这些修饰包括提高离子键和氢键数目[2-3]、

增强分子内包装[2]、额外的疏水相互作用[4-6]、提

高表面带电荷氨基酸数目及降低对化学变化敏

感的氨基酸数目(Ser、Thr、Asn 及 Qln)[7-8]、     

N-末端额外的 β-链[2]、热稳定区的存在[9]、高比

例的 Ser/Thr及高含量的 β-折叠[2]、在 N-末端或

C-末端或 α-螺旋位置引入二硫键[10-12]。这些修饰

可以加强分子内和/或分子间的相互作用，从而导

致酶分子更加稳定。这些信息为提高木聚糖酶的

分子改造提供了一定的理论指导。 

11家族木聚糖酶 N-末端的稳定对酶整体结

构的稳定起重要作用。研究表明，用来源于褐

色高温单孢菌 Thermomonospora fusca的嗜热木

聚糖酶 TfxA的 N-末端 33个氨基酸替换来源于

橄榄绿链霉菌 Streptomyces olivaceovirdis 的中

温酶 SoxB 相应末端，会提高中温酶的热稳定

性。进一步分析发现，热稳定性的提高主要由

于 N-末端的 5个氨基酸的替换 (T11Y、N12H、

N13D、F15Y和 Y16F)[6]。 

前期工作中，我们从芽胞杆菌 Bacillus sp. 

SN5 中分离了碱性中温木聚糖酶 Xyn11A-LC，

该酶是目前报道的具有最高催化活性的碱性木



柏文琴 等/通过 N 端引入芳香族氨基酸提高木聚糖酶的热稳定性 

cjb@im.ac.cn 

1219

聚糖酶 (比活力为 4511.9 U/mg)，具有应用在工

业领域尤其是纸浆助漂中的巨大潜力 (相关文

章待发表)。其晶体结构已经解析 (PDB code：

4IXL)[13]。通过与来源于 T. fusca嗜热木聚糖酶

TfxA 的 N-末端序列比对及结构分析，在

Xyn11A-LC的 N-末端引入芳香族氨基酸。突变

体提高了酶在高温下的活性及热稳定性，更适

合用于工业领域中。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3)和质粒

pET28a购自 Novagen公司，分别用作基因表达的

宿主和载体。携带碱性木聚糖酶 Xyn11A-LC基因

的质粒作为定点突变的模板。限制性内切酶DpnⅠ

和 Pyrobest DNA聚合酶购自 TaKaRa公司。底物

山毛榉木聚糖购自 Sigma 公司。His·Bind 纯化试

剂盒购自 Novagen 公司。Quick Start™ Bradford 

蛋白检测试剂盒购自美国 Bio-Rad公司。 

1.2  方法 

1.2.1  突变位点的选择 

用在线软件 ClustalW2 对 Xyn11A-LC 和来

源于 T. fusca嗜热木聚糖酶 TfxA[14]进行 N-末端

序列的比对，寻找 TfxA中对热稳定性起重要作

用的 5个氨基酸位点 (9Y、10H、11D、13Y和

14F) 在 Xyn11A-LC 中对应的氨基酸位点。将

其中存在的两个差异位点进行定点突变  (T9Y

和 D14F)。用 Swiss-PdbViewer软件分析野生型

和突变体的结构。用 Pymol软件制作结构图片。 

1.2.2  定点突变 

设计以上突变位点 (T9Y和D14F) 的突变引

物，序列信息见表 1。以携带 Xyn11A-LC基因的

质粒 pET28a-Xyn11A-LC 为模板[13]，用高保真的

Pyrobest聚合酶，PCR扩增全质粒实现定点突变。 

PCR循环条件：预变性：95  2 min℃ ；扩增

循环：95  35 s℃ ，58  1 min℃ ，68  6.5 min℃ ，

循环 16次；68 ℃延伸 20 min。用 1%琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR产物。 

1.2.3  PCR产物的转化 

PCR产物用 DpnI 37 ℃酶切过夜，80 ℃处

理 15 min 使酶失活，化学转化法转入 E. coli 

BL21(DE3)感受态细胞。挑取克隆测序验证。 

1.2.4  野生型及突变体酶的表达及纯化 

将含有野生型和突变体基因的转化子分别

在含有 50 μg/mL卡那霉素的 LB培养基中培养

至 OD600约 0.6–0.8，加入终浓度为 0.5 mmol/L 

IPTG继续诱导培养 6 h。5 000 ×g离心 10 min

收集细胞，超声破碎后获得粗酶液。用 His·Bind

纯化试剂盒进行蛋白的纯化，具体步骤参照操

作说明书。用 12%的 SDS-PAGE 电泳检测纯化

后的蛋白纯度。用 Bio-Rad蛋白浓度测定试剂盒

检测纯化后的蛋白浓度。 
 

 
表 1  定点突变引物序列 

Table 1  The primers in site-directed mutation 
The 

mutant 
Amino acid 
substitution 

Base 
change 

Template The forward primer (5'–3') The reverse primer (5'–3') 

AI1 T9Y ACA→TAT Wild type
GGAAATGAAATCGGCTATCA
TGACGGCTATGAC 

GTCATAGCCGTCATGATAGCCG
ATTTCATTTCC 

AI2 T9Y; D14F GAC→TTC AI1 
TATCATGACGGCTATTTCTAT
GAGTTTTGGAAG 

CTTCCAAAACTCATAGAAATAG
CCGTCATGATA 
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1.2.5  野生型及突变体酶活性及热稳定性的测定 

采用 DNS 法，具体参照文献[15]。底物溶液

为用 Na2HPO4/柠檬酸缓冲液 (pH 7.5) 配制 1%浓

度的山毛榉木聚糖。野生型和突变体的最适温度测

定条件为，酶在 50、55、60、65 ℃分别反应 10 min。 

野生型及突变体动力学参数测定条件：用

Na2HPO4/柠檬酸缓冲液 (pH 7.5) 配制浓度分别

1、2、4、6、8、10和 12 mg/mL 的山毛榉木聚

糖，20 μL酶液 (1 μg/mL) 加入到 480 μL上述不

同浓度的底物溶液中，置于最适反应温度下反应

5 min。用 Graphpad Prism 5.0计算出 Vmax和 Km。 

热失活的半衰期 (t1/2) 测定条件：将 2 μg/mL

的野生型或突变体蛋白，在 Tris/HCl缓冲液 (pH 

8.0) 中 65 ℃保温不同时间取样，测定残余酶活。

用 Excel软件拟合热失活曲线，计算半衰期 t1/2
[6]。 

用圆二色光谱仪  (英国光物理公司产品 ) 

测定野生型及突变体的 Tm值。测定光谱范围为

200–260 nm，温度范围为 36–82 ℃。测定溶液

为含有 8 μmol/L蛋白样品的 20 mmol/L Tris/HCl 

(pH 8.0)。实验数据的分析用 Global 3™分析软

件 (http://www.photophysics.com/software/global- 

3-analysis-software)。 

2  结果与分析 

2.1  突变位点的选择 

将 Xyn11A-LC与 TfxA进行 N-末端序列比

对发现，对 TfxA的热稳定性起重要作用的 5个

位点 (9Y、10H、11D、13Y和 14F) 在 Xyn11A-LC

中对应的分别为 9T、10H、11D、13Y和 14F。5

个氨基酸中有 2 个位点存在差异，即 T9Y 和

D14F。因此，选择这两个位点定点突变。前期研

究工作中已经解析了 Xyn11A-LC的三维结构[15]，

我们利用野生型的结构分析两个位点突变后的

突变体 AI2的结构，发现这两个芳香族氨基酸分

别位于 β 链 B1 和 B2 上，两个苯环中心距离为

6.67 Å，可能存在芳香环的相互作用，见图 1。

因此，选定这两个突变位点 (T9Y和 D14F)，可

能会增强 β1-β2链之间的稳定性。 

2.2  定点突变 

利用 PCR法扩增全质粒进行定点突变，获得

突变体 AI2 (T9Y和 D14F) 的 PCR产物，大小约

为 6 kb，与预测结果基本一致。PCR产物经DpnⅠ 

37 ℃酶切过夜并热处理使酶失活后，化学法转入

E. coli BL21(DE3)，测序验证了序列的正确。 

2.3  野生型与突变体酶的表达和纯化 

将转入野生型和突变体质粒的 E. coli 

BL21(DE3)菌株，在 0.5 mmol/L IPTG的诱导下，

37 ℃培养 6 h后，超声破碎获得粗酶液。用 Ni

柱亲和层析纯化，SDS-PAGE电泳检测纯化的效

果见图 2。从图中可以看出，尽管只采用 Ni柱亲

和层析纯化，但是得到电泳纯的野生型和突变体

酶。目标条带与预期的分子量保持一致，突变体

的分子量 (27.4 kDa) 略大于野生型 (27.3 kDa)。 

 
图 1  N-端芳香族氨基酸的引入结构图 

Fig. 1  Introduction of aromatic acid residues in the 
N-terminus. 
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图 2  纯化的 Xyn11A-LC 及突变体的 SDS-PAGE 电

泳图 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of the purified AI2 and 
Xyn11A-LC. M: the standard protein molecular mass 

markers; 12: the purified AI2 and Xyn11A-LC, respectively. 

2.4  野生型和突变体酶的性质测定 

2.4.1  最适温度测定 

为了测定野生型和突变体的最适反应温

度，在相同的 pH条件下，分别测定不同温度下

的酶活性，以各自的最高酶活性为 100%，计算

相对酶活性。如图 3 所示，突变体 AI2 的最适

温度都为 60 ℃，比野生型提高了 5 ℃。 

 
图 3  温度对野生型及突变体 AI2 的活性影响 

Fig. 3  Effects of temperature on the activity of 
Xyn11A-LC and AI2. 

2.4.2  野生型和突变体的热稳定性半衰期测定 

用 Tris/HCl缓冲液 (pH 8.0) 将野生型和突

变体稀释到相同浓度，分别置于 65 ℃保温不同

时间取样，测定残余酶活。用 Excel软件拟合热

失活曲线 (图 4)，计算出野生型和突变体的 t1/2

分别为 22 min和 106 min。说明 N-末端芳香族

氨基酸的引入大大提高了酶的热稳定性。 

2.4.3  野生型和突变体的 Tm值测定 

圆二色光谱结果显示野生型与突变体的

AI2 的 Tm值分别为 55.3 ℃和 67.9 ℃，见图 5

和表 2。与野生型相比较，突变体 AI2 的 Tm值 

 
 

图 4  Xyn11A-LC 及突变体 AI2 在 65 ℃、pH 8.0

条件下的热失活曲线图 

Fig. 4  Thermal inactivation of Xyn11A-LC and AI2 
at 65 ℃ and pH 8.0. 
 

 
 

图 5  圆二色光谱测定 Tm 值的蛋白变性拟合曲线图 

Fig. 5  The melting temperature measurement using 
CD spectroscopy. 
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表 2  野生型和突变体的酶学性质比较 

Table 2  Comparison of the enzymatic properties of wild type Xyn11A-LC and the mutant 

 Optimal temperature (℃) t1/2 (min) Tm ( )℃ Vmax (μmol/(min·mg)) Km (mg/mL) kcat(s
–1) kcat/Km(mL/(mg·s))

WT 55 22 55.3 7 177.6 3.3 3 229.6 978.7 

AI2 60 106 67.9 5 898.0 2.5 2 654.1 1 061.6 

 

提高了 12.6 ℃。这表明芳香族氨基酸的引入明

显提高了热稳定性。 

2.4.4  野生型和突变体的动力学参数测定 

野生型及突变体在各自最适反应条件下，

以山毛榉木聚糖为底物，测定动力学参数，测

定结果见表 2。与野生型相比较，突变体 AI2

降低了催化活性。芳香族氨基酸的引入增加了

酶分子的刚性，但是刚性增加的同时会造成酶

活性的下降。此外，突变体的 Km 值下降为    

2.5 mg/mL，而野生型的 Km值为 3.3 mg/mL，表

明突变体与底物的亲和力上升。推测可能引入

的芳香族氨基酸在增强疏水作用的同时，还可

能是潜在的与底物结合的位点。尽管突变体 AI2

的催化活性下降，但由于 Km值也下降，导致其

催化效率 (kcat/Km) 反而高于野生型。 

3  讨论 

理性设计是继 DNA重组技术和定点突变技

术之后发展的最早的蛋白质工程研究策略，至

今仍广泛应用。理性设计需要蛋白的详细结构

信息、结构与功能的关系。嗜热蛋白是通过结

构的微小变化可以获得较高的稳定性。疏水作

用、表面离子键、缩小疏水表面积和末端的稳

定对嗜热蛋白的热稳定性起重要作用[16-19]。另

外氢键、二硫键和金属离子结合力等分子内作

用力，蛋白质的结构构型和氨基酸的组成对蛋

白质的稳定性都有一定的影响[20-23]。蛋白嗜热

机制的研究，为理性设计提高木聚糖酶热稳定

性改造提供了一定的理论指导。 

11家族木聚糖酶具有 β-果冻卷 (β-jelly roll) 

折叠结构，这种结构由 15个 β-链形成两个互相

缠绕的围绕催化中心的反向平行 β-片层 A和 B。

其 C-末端包埋在 β-片层的内部，而 N-末端位于

β-片层的侧面，直接暴露在亲水环境中，见图 1。

因此提高 N-末端的稳定性对于酶的整体稳定性

起重要作用。目前突变结果表明，在 N-末端引

入二硫键及疏水作用都可以提高 11家族木聚糖

酶的嗜热性[6,11]。来源于 T. fusca 的木聚糖酶

TfxA是极少数的 11家族嗜热酶之一[14]。Georis

等以通过定点突变证明了TfxA的热稳定区主要

在 N-末端[4]。用 TfxA 的 N 末端序列替换来源

于 S. olivaceoviridis的中温木聚糖酶 XynB的相

应序列，融合蛋白的热稳定性明显提高[24-25]。

近一步发现，N-末端的 5 个氨基酸对酶的稳定

性起关键作用[6]。 

前期研究中获得了 11 家族碱性木聚糖酶

Xyn11A-LC，该酶是目前分离的具有最高催化

活性的碱性木聚糖酶，具有应用于工业领域的

巨大潜力。但是 Xyn11A-LC为中温酶，最适反

应温度 55 ℃，在 65 ℃时的半衰期仅 22 min。

为了提高酶的热稳定性，本文通过与嗜热酶

TfxA的 N-末端序列比对及结构分析，选定两个

定点突变位点 (T9Y 和 D14F)，构建了突变体

AI2，分析突变体的结构发现，两个突变位点分
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别位于 β链 B1和 B2上，二者可能通过形成疏

水作用，增加 N-末端 B1和 B2之间的稳定性，

进而提高整个酶分子的稳定性。测定结果表明，

突变体的最适温度和热稳定性获得明显的提

高，但是催化活性下降。说明在增加蛋白分子

的刚性的同时，酶分子的柔性下降，进而造成

酶活性的下降。此外，突变体的 Km值比野生型

低，可能由于引入的芳香族氨基酸位于酶分子

催化裂隙，是酶与底物结合的潜在位点，使底

物在较高的温度下与酶的结合力提高，从而提

高酶的嗜热性及热稳定性[4]。 
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