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摘要：【目的】研究 N-糖基化对来源于嗜热蓝状菌 β-葡萄糖苷酶(β-glucosidase，Bgl3A)的酶学性质影响。

【方法】采用定点突变技术构建了 3 个去 N-糖基化的突变体 T44A、S228A、S299A，并分别在毕赤酵

母 GS115 中表达纯化。【结果】与野生型 Bgl3A 相比，突变体 S228A 分泌蛋白产量极低，仅能微量检

测到 pNPG 活性；突变体 T44A 和 S299A 的最适 pH 和最适温度没有改变，分别为 4.0 和 75 °C，但二

者的 Tm 值和 70 °C 下的热稳定性都明显优于野生型。以 pNPG 为底物时，突变体 S299A 和 T44A 的催

化效率分别降低了 14.5%和 70.0%；以纤维二糖为底物时，T44A 的催化效率基本不变，而 S299A 的催

化效率提高了 1.1 倍。【结论】Bgl3A 不同位点的 N-糖基化修饰对酶的分泌和酶学性质的影响具有明显

差异。其中，N226 位的 N-糖基化在维持酶的表达和功能方面至关重要，而去除 N297 位点的 N-糖基化

可以提高酶的热稳定性及对纤维二糖的催化效率。 
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自然界中纤维素降解需要通过一系列的纤维

素降解酶系协同作用实现，主要包括内切葡聚糖

酶 (endo-gluconate ， EG) 、 外 切 纤 维 素 酶

(cellobiohydrolase ， CBH) 和 β- 葡 萄 糖 苷 酶

(β-glucosidase，BG)[1–2]。其中，β-葡萄糖苷酶在纤

维素降解酶系中扮演着重要角色。β-葡萄糖苷酶

(EC3.2.1.21)是能特异性地催化水解低聚糖(通常

2–6 个单糖残基)、烷基和芳香族羟基末端非还原

性的 β-D-葡萄糖苷键，从而释放葡萄糖单糖分子

和相应配基的糖苷水解酶(glycoside hydrolase，GH)

类的总称，又称 β-D-葡萄糖苷葡萄糖水解酶[3]。

在纤维素降解过程中，β-葡萄糖苷酶能够高效地

作用于内切葡聚糖酶和外切纤维素酶降解纤维素

的产物(纤维二糖或着纤维寡糖)，而进一步将纤维

二糖降解为可利用的葡萄糖。由于可有效地消除

纤维二糖对外切纤维素酶的产物抑制作用，从而
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提高整体纤维素酶的催化效率，β-葡萄糖苷酶也

被称为纤维素降解过程的关键限速酶[4]。因此，研

究 β-葡萄糖苷酶结构特征，寻找关键位点并理性

改造，对提高 β-葡萄糖苷酶降解纤维素效率至关

重要。 

对于 β-葡萄糖苷酶的研究主要集中于微生物

来源的 β-葡萄糖苷酶，已有大量微生物来源的 β-

葡萄糖苷酶基因在原核或真核宿主中成功重组表

达并进行了生化性质的测定。表达 β-葡萄糖苷酶

基因的原核宿主一般为大肠杆菌，但是由于其表

达量低、纯化困难等问题，一般常选择真核表达

宿主。毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统是近年来

被公认最有效的外源蛋白真核表达系统之一，其

具有诸多优点，被广泛用于生产重组蛋白，但是

真核生物毕赤酵母表达蛋白通常存在糖基化修

饰，N-糖基化是真核生物所特有的糖基化修饰[5–6]。

同时 N 位糖基化也是蛋白糖基化类型最多的一

种，它主要发生在内质网和高尔基体内，由糖基

转移酶催化，是在内分泌蛋白和膜结合蛋白的天

冬氨酸残基上结合寡糖的过程。N-乙酰氨基葡萄

糖 (GlcNAc) 还 原 端 与 蛋 白 质 肽 链 中 Asn-X- 

Ser/Thr(其中 X 为除脯氨酸之外的任何氨基酸)结

构的 Asn 的酰胺氮以 β-1,4 糖苷键连接[7]，少数情

况下 Asn-Xaa-Cys 序列也作为糖基化位点。 

N-糖基化修饰既可提高也可降低糖蛋白的稳

定性，这取决于糖基化修饰发生的位置，当糖基

化修饰发生在折叠有序的区域时，会减少其稳定

性，而当糖基化修饰发生在混乱无序的位置时则

増会 加蛋白质的稳定性[8]。同时，也有很多报道表

明 N-糖基化会影响酶的活性和分泌，例如维生素

K 依赖型羧化酶[9]、隐球菌磷脂酶 B[10]等。本文利

用 NetNGlyc 1.0 Server 软件在线分析来源于嗜热

真菌蓝状菌的 β-葡萄糖苷酶 Bgl3A 基因中易发生

N-糖基化修饰的潜在位点，利用定点突变技术，

将 β-葡萄糖苷酶潜在 N-糖基化位点上最后一位氨

基酸苏氨酸或者丝氨酸(T/S)用同为中性氨基酸的

丙氨酸(A)取代。比较突变体表达的重组酶与野生

酶的表达量、酶学性质以及催化效率方面的差异，

进而探讨 N-糖基化对嗜热蓝状菌来源 β-葡萄糖苷

酶的影响，为后续对 GH 3 家族的 β-葡萄糖苷酶通

过糖基化位点的改造以提高纤维素酶活性和热稳

定性的定向进化提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和载体：嗜热真菌蓝状菌(Talaromyces 

leycettanus JCM12802)购自日本微生物保存中心

(Japan Collection of Microorganisms, JCM, 

http://jcm.brc.riken.jp/en/) 。 毕 赤 酵 母 Pichia 

pastoris GS115 购自 Invitrogen 公司，大肠杆菌

Escherichia coli Trans1-T1 和质粒 pEASY-T3 购自

北京全式金生物技术有限公司。实验所用重组载

体 pPIC9r-bgl3A 为本实验室构建并保存。 

1.1.2  试剂和仪器：底物对硝基苯 β-D-葡萄糖苷

(p-nitrophenyl β-D-glucopyranoside，pNPG)和纤维

二糖(cellobiose)购买自 Sigma 公司；FastPfu DNA

聚合酶、HiFi 高保真 Taq 酶购自北京全式金生物

技 术 有 限 公 司 ； 限 制 性 内 切 酶 Dra I 购 买 自

TaKaRa 公司；Endo-H 酶购自 NEB 公司；DNA

琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 OMEGA 公司；质粒

小提中量试剂盒购自 TianGen 公司；蛋白定量试

剂盒购自 Bio-Rad 公司；蛋白 Marker 购买于北京

GeneStar 生物公司；酵母浸提物、蛋白胨、氨苄

青霉素(ampicillin，Amp)等其它化学试剂为进口或
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国产分析纯。引物由北京梓熙生物技术有限公司

合成。  

PCR、电转仪和凝胶成像系统(美国 Bio-Rad)，

高速冷冻离心机 (日本 HIMAC)，酶标仪 (美国

Thermo)，紫外分光光度计(日本 JASO)，HiTrap Q 

XL 阴离子柱(美国 GE)，其他仪器及试剂均为   

国产。 

1.2  主要培养基 

LB 培养基：蛋白胨 1.0%，酵母提取物 0.5%，

NaCl 1.0%；YPD 培养基：酵母提取物 1.0%，蛋

白胨 2.0%，葡萄糖 2.0%；BMGY 培养基：1.00%

酵母提取物，2.00%蛋白胨，1.34% YNB，0.00004% 

Biotin，1.00%甘油(V/V)，pH 自然；BMMY 培养

基：除以 0.5%甲醇代替甘油，其余成分均与 BMGY

相同，pH 自然；MD 培养基(固体)：葡萄糖 20.0 g/L，

琼脂糖 20.0 g/L，YNB 13.4 g/L，生物素 4 mg/L。 

1.3  在线软件分析 β-葡萄糖苷酶 Bgl3A 中潜在 N-

糖基化位点 

利用在线 N-糖基化预测网站(http://www.cbs. 

dtu.dk/services/NetNGlyc/)分析嗜热真菌蓝状菌来

源的 β-葡萄糖苷酶 Bgl3A 中潜在的天然 N-糖基化

修饰的位点，根据预测结果对 N-糖基化位点构建

突变体。 

1.3.1  突变载体的构建：利用定点突变技术将潜

在的 N-糖基化位点上(Asn-X-Ser/Thr)最后一个氨

基酸(Ser/Thr)突变为 Ala，突变后该位点将不能再

发生 N-糖基化修饰。以实验室构建并保存的重组

质粒 pPIC9r-bgl3A 为模板，利用 FastPfu DNA 聚

合酶通过上游引物和下游引物对质粒进行扩增。 

PCR 反应体系(50 μL)如下：FastPfu buffer  

10 μL，dNTPs 5 μL，硫酸镁 5 μL，pPIC9r-Bgl3A

质粒模板 1 μL，引物 F 1 μL，引物 R 1 μL，FastPfu

酶 1 μL，ddH2O 28 μL。 

PCR 扩增程序为：95 °C 3 min；95 °C 30 s，

60 °C 30 s，72 °C 5 min，34 个循环；72 °C 10 min。

本实验所用引物如下，该引物均利用 Vector NTI

软件设计见表 1，并由北京梓熙生物技术有限公司

合成。 

PCR 产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳，切下 PCR

产物中的目的条带并纯化，溶 25 μL ddH2O，用

DMT 酶在 37 °C 处理 2 h 后转化 DMT 感受态细

胞，在含有 100 μg/mL 的氨苄青霉素的固体 LB 培

养基平板上筛选获得阳性转化子。挑单克隆至  

600 μL 含有 100 μg/mL 的氨苄青霉素的液体 LB

培养基上过夜培养，次日提取质粒并进行测序，

将测序结果与 pPIC9r-bgl3A 比对以确定是否突变

成功。 

1.3.2  毕赤酵母重组菌株的构建：将测序正确的

突变体质粒进行单酶切(Dra I)线性化，切胶回收

后电击转化到 GS115 感受态细胞中，涂布至 MD

平板，30 °C 培养 3 d。然后，挑取板上的单克隆

于 BMGY 培养基中培养 2 d，后更换至 BMMY 诱

导培养基培养 2 d，4500 r/min 离心收集上清进行

酶活的筛选。 

1.3.3  重组 β-葡萄糖苷酶的诱导表达和纯化：将

筛选出的酶活高的转化子在 YPD 进行培养 16 h， 
 

表 1. 引物序列 

Table 1.  Sequences of primers used in this study 

Names Sequences (5′→3′) 

T44A-F CTGAACAAGCTCAACCAGGCCGAGAAGGT 

T44A-R GGTGACGATACCAACCTTCTCGGCCTGGTTG 

S228A-F GCCTGGTCCTGTGAGAATGATGCTCTTCTCAAC

S228A-R CTCAGTCTTCAACAGACCGTTGAGAAGAGC
ATCATT 

S299A-F CAGCACACCACGGTCAACAGCGCCAACTCG

S299A-R AGGCATGGTCATATCGAGACCCGAGTTGGCG
CTGTT 
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接入到装有 400 mL BMGY 培养基的 1 L 三角瓶

中，30 °C、200 r/min 摇床培养 48 h。将菌液进行

离心(6000 r/min，10 min)，上清液去掉，然后加

入 200 mL BMGY 培养基重悬菌体，30 °C、    

200 r/min 摇床培养，每 12 h 补加 2 mL 甲醇溶液，

摇床培养 48 h。将培养基上清液于 12000 r/min 离

心 10 min，弃菌体得到粗酶液后用 30 kDa 的膜包

进行超滤浓缩。浓缩后的酶液用磷酸-柠檬酸缓冲

液(pH 6.5)过夜透析进行脱盐处理。将处理后的  

酶液加入已平衡的 HiTrap QXL 阴离子柱，用  

0–1 mol/L 的 NaCl 进行梯度洗脱，并用 96 孔板收

集。对收集管中的 β-葡萄糖苷酶活性进行测定，

将有酶活的酶液收集，取 7 μL 进行 N-糖基化的脱

糖基处理(Endo-H)，并进行 SDS-PAGE 检测。 

1.3.4  重组 β-葡萄糖苷酶活性的测定方法：pNPG

底物酶活力测定反应步骤如下：250 μL 4 mmol/L 

pNPG 底物与 250 μL 适当稀释的酶液，于 75 °C

下反应 10 min，加入 1.5 mL 1 mol/L 的 Na2CO3 终

止反应，使用分光光度计测定 OD405 值。 

纤维二糖底物酶活力测定反应步骤如下：70 μL 

4 mmol/L 纤维二糖底物与 70 μL 适当稀释的酶液，

于 75 °C 下反应 10 min，煮沸 5 min 终止反应，然

后加入 2.1 mL GOD 显色液显色 10 min，使用分光

光度计测定 OD520 值。 

酶活单位 U 的定义：在给定反应条件下，每

分钟分解底物 pNPG 生成 1 μmol/L 对硝基苯酚

或分解纤维二糖底物生成 1 μmol/L 葡萄糖所需的

酶量为 1 个 β-葡萄糖苷酶活性单位(U)。  

1.3.5  重组 β-葡萄糖苷酶最适 pH 和温度的测定：

将 pNPG 底物加入 100 mmol/L 的柠檬酸-磷酸氢二

钠缓冲液中，在不同 pH 条件(pH 3.0–5.0，间隔 0.5 个

pH)下加入适当稀释倍数的酶液，于 75 °C 反应  

10 min，设置 3 个平行及空白对照，根据测定结果

绘制 β-葡萄糖苷酶野生型以及各突变体(T44A/ 

S228A/S299A)的最适 pH 曲线。 

在 pH 4.5 的条件下将 β-葡萄糖苷酶在不同温

度(60–80 °C，间隔 5 °C)下反应 10 min 测定酶活，

设置 3 个平行和空白对照，根据测定结果绘制 β-

葡萄糖苷酶野生型以及各突变体 (T44A/S228A/ 

S299A)的最适温度曲线。 

1.3.6  重组 β-葡萄糖苷酶温度稳定性的测定：热

力学稳定性：准备突变体与野生型 β-葡萄糖苷酶

蛋白，浓度 0.15–0.20 mg/mL，体积 500 μL，利用

差量量热仪扫描各 β-葡萄糖苷酶的 Tm 值。 

动力学稳定性：将稀释一定倍数的 β-葡萄糖

苷酶在 60 °C 和 70 °C 下分别保温处理 10、20、

30、40、50、60 min 后，以 pNPG 为底物，在 75 °C、

pH 4.5 条件下测定其残余酶活力，设置 3 个平行

和空白对照，以未处理的酶液作为对照(100%)，

根据测定结果，绘制各 β-葡萄糖苷酶的热稳定性

曲线。 

1.3.7  重组 β-葡萄糖苷酶不同底物动力学常数的

测 定 ： 葡 萄 糖 苷 酶 动 力 学 常 数 的 反 应 时 间 为     

5 min，分别以不同浓度的 pNPG 和纤维二糖为底

物，在各种酶最适 pH 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲

液体系中，最适温度下测定酶活性，测定结果根

据双倒数作图法(Lineweaver-Burk 法)计算酶促反

应动力学常数 Km 和 Vmax，进一步计算酶催化效率

值 kcat/Km。 

1.3.8  重组 β-葡萄糖苷酶同源建模与纤维二糖底

物 对 接 ： 以 一 致 性 为 73%的 来 源 于 里 氏 木 霉

Hypocrea jecorina 第 3 家族 β-葡萄糖苷酶 Cel3A 

(PDB: 3ZYZ)为模板，通过 Discovery Studio 2017 

Client 软件中的 Macromolecules 模块对野生型酶

蛋白以及各突变体进行单模板同源建模，后利用

Minimization 工具和 Verify 3D 优化程序对模建结
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果 进 行 能 量 最 小 化 和 结 构 优 化 。 利 用 Small 

Molecules 模 块 对 纤 维 二 糖 底 物 优 化 ， 利 用

Receptor-Ligand Interections 模块中 Dock 对 β-葡萄

糖苷酶和纤维二糖进行分子对接。 

2  结果和分析 

2.1  野生型葡萄糖苷酶 N-糖基化位点的预测  

利 用 在 线 N- 糖 基 化 预 测 网 站 (http://www. 

cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)分析嗜热真菌蓝状

菌来源的 β-葡萄糖苷酶 Bgl3A 蛋白序列，预测易

发生天然 N-糖基化修饰的位点。由表 2 可知，

Bgl3A 中 5 个 具 有 N- 糖 基 化 特 征 序 列

(Asn-Xaa-Ser/Thr)的位点，其中阈值超过 0.5 的有

3 个。因此，Bgl3A 具有 3 个潜在的糖基化位点，

分别为 N42、N226 和 N297。并利用定点突变技

术去除这些位点的糖基化，将 N-糖基化序列的

(Asn-X-Ser/Thr)最后一个氨基酸 (Ser/Thr)突变为

对蛋白构象影响最小的 Ala。 

2.2  三种重组突变体与野生型蛋白的表达与纯化 

将构建成功的突变体在毕赤酵母中表达。通

过酶活初筛，成功挑取高酶活的转化子并进行摇

瓶诱导。粗酶液经过浓缩、脱盐、阴离子交换柱

等步骤进行蛋白纯化后，通过 SDS-PAGE 验证   

其蛋白分子量大小及其纯度 (图 1-A)，并用内   

切 β - N - 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶 H ( E n d o -β - N - 
 

表 2.  Bgl3A 序列 N-糖基化位点预测结果 

Table 2. Predicted N-glycosylation sites of Bgl3A 
Position Potential Jury agreement N-Glyc result 

42 NQTE 0.6 (8/9) + 

226 NGSW 0.6 (8/9) + 

297 NGSV 0.5 (6/9) + 

434 NITT 0.4 (5/9) – 

591 NITP 0.1 (9/9) – 

acetylglucosaminidase H，Endo H)处理，切割与糖

肽和酶蛋白的天冬氨酸残基连接的寡聚糖。 

如图 1-A 所示，纯化后的各 β-葡萄糖苷酶突

变体在约 75 kDa 处出现蛋白条带，并且 β-葡萄糖

苷酶由于潜在 N-糖基化位点不同，使突变体蛋白

条带存在差异。其中 T44A 和 S299A 突变体的蛋

白条带与野生型 Bgl3A 相似，而 S228A 蛋白条带

在 蛋 白 浓 度 方 面 发 生 明 显 变 化 ， 浓 度 远 小 于

T44A、S299A 和野生型 Bgl3A。对 T44A、S299A

和 Bgl3A 的酶液进行不同程度的稀释，同时对

S228A 酶液进行浓缩。然后用 Endo H 对各突变体

进行处理，如图 1-B 所示，各突变体大小基本一

致，处理后的蛋白的分子量均在 70 kDa 左右。 

 

图 1.  β-葡萄糖苷酶的 SDS-PAGE 分析 

Figure 1.  SDS-PAGE analysis of purified recombinant 
β-glucosidase. A: lane 1: Bgl3A wild-type; lane 2; 
T44A; lane 3; S228A; lane 4; S299A. B: 1A/2A/3A/4A 
treated by Endo H, respectively. 

 

2.3  三种重组突变体与野生型 Bgl3A 的比较  

2.3.1 最适 pH、最适温度比较：β-葡萄糖苷酶的

最适作用 pH 为 4.0 (图 2-A)，在 pH 4.0–4.5 具有较

高酶活。其中 T44A、S299A 与野生型 Bgl3A 一致，

最适 pH 没有发生变化，并且在 pH 4.5 能够保持

50%左右的相对酶活力。S228A 最适 pH 发生轻微

变化，为 4.5，在 pH 4.0 能够保持 70%左右的相对
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酶活力。 

β-葡萄糖苷酶为中高温酶，最适温度为 75 °C。

其中 T44A、S299A 与野生型 Bgl3A 一致，最适温

度均为 75 °C，S228A 最适温度为 70 °C (图 2-B)。

在 60 °C 和 75 °C 也均有 50%左右的相对酶活。 

2.3.2  稳定性比较(热力学稳定性和动力学稳定

性)：表 3 结果表明 2 个突变体 T44A、S299A 的

热力学稳定性略高于野生型(S228A 由于蛋白分泌

过低，未测定)，其中 T44A、S299A 的 Tm 分别较

野生型 Bgl3A 提高 0.3 °C、0.7 °C。 

突变体的动力学稳定性优于野生型(图 3)，突

变体 T44A 和 S299A 在 70 °C 处理 60 min 后，仍

能残余50%左右的相对酶活力，而野生型 Bgl3A 在

70 °C 处理 20 min 后，残余酶活力仅剩不足 20%。 

 

图 2.  重组葡萄糖苷酶 Bgl3A 野生型以及突变体酶学性质 

Figure 2.  Enzymatic properties of wild-type and mutants of recombinant β-glucosidase Bgl3A. A: Effect of pH on 
enzyme activity; B: Effect of temperature on enzyme activity. Each value in the panel represents the mean±SD (n=3). 

 

表 3.  Bgl3A 野生型与突变体差量量热仪扫描的热力

学稳定性参数 

Table 3.  Thermodynamic stability parameters of 
Bgl3A wild-type and mutants were scanned by DSC 

Enzyme Wild-type T44A S299A 

Tm 60.1 60.4 60.8 
 

 
图 3.  重组 Bgl3A 野生型以及突变体热动力学稳定性 

Figure 3.  Thermo dynamic stability of recombinant 
Bgl3A wild-type and mutants. Each value in the panel 
represents the mean±SD (n=3). 

2.3.3  动力学参数比较：在最适反应条件下测定

毕赤酵母表达的野生型 Bgl3A 和 3 个突变体的酶

促反应动力学参数。如表 4 所示，整体来讲，N-

糖基化修饰位点的突变对酶的催化能力有明显  

影响。 

对 pNPG 底物，突变体 T44A、S228A 以及

S299A 的催化能力均降低，分别为 4611 mmol/(s·L)、

67 mmol/(s·L)和 13120 mmol/(s·L)。其中突变体

T44A 的 Km 为 2.73 mmol/L，提高至野生型 Bgl3A 

的 2.6 倍，说明其亲和能力下降。另外，Vmax 和 kcat

数值相比 Bgl3A 也有所下降，导致其催化能力

(kcat/km)仅为野生型 Bgl3A 的 30%；S299A 亲和力

km 为 0.17 mmol/L，较野生型 Bgl3A 提高 5 倍。但

其 Vmax 和 kcat 数值明显下降，因此，其催化效率为

野生型酶的 86%。 
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对纤维二糖底物的催化能力，不同位点 N-糖

基化突变体也有所差异。突变体 T44A 催化效率

与野生型 Bgl3A 基本一致，S228A 检测不到活性。

突变体 S299A 的 Km 为 11.4 mmol/L，较野生型降

低 0.6 倍，即亲和力提高，导致催化能力较野生型

Bgl3A 提高 1.1 倍。 

2.4 野生型 Bgl3A 同源建模、二糖对接 

以来源于里氏木霉 Hypocrea jecorina 第 3 家 

族 β-葡萄糖苷酶 Cel3A (PDB: 3ZYZ) 为模板，通

过用 Discovery Studio 2017 Client 软件进行单模板

同源建模，并与纤维二糖对接(图 4)。 

如图 4 标示，β-葡萄糖苷酶的酸碱催化碱基

为口袋附近的 Asp 254 和 Glu 466。Asn 42、Asn 226

和 Asn 297 为 β-葡萄糖苷酶 3 个潜在 N-糖基化位

点(Asn-X-Ser/Thr)。其中，Asn 226 糖链距离催化

口袋关键残基(Asp 254 和 Glu 466)最近，去除该位 

 

表 4.  野生型 Bgl3A 与突变体对不同底物的动力学参数 

Table 4.  Kinetic parameters of Bgl3A wild-type and mutants on different substrates 
Substrate Enzymes Km/(mmol/L) Vmax/[μmol/(min·mg)] kcat/(/s) kcat/Km/[s/(mMol/L] 

pNPG Wild-type 1.0±0.0 12451±235 16227±306 15339±361 

T44A 2.73±0.20 9664±516 12596±67 4611±68 

S228A 4.48±1.40 230±61 300±80 67±4 

S299A 0.17±0.00 1766±63 2302±83 13120±203 

Cellobiose Wild-type 17.9±2.7 1218±127 1587±165 89±4 

T44A 21.0±3.2 1384±161 1803±210 84±2 

S228A – – – – 

S299A 11.4±5.0 1772±186 1963±621 183±3 

 

 

图 4.  野生型 Bgl3A 同源建模以及与二糖底物对接 

Figure 4.  Homology modeling of wild-type Bgl3A and its docking with cellobiose. 
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点处的糖链(突变体 S228)可能会对催化口袋造成

影响，会改变酶蛋白构象，从而使酶活降低。 

3  讨论  

3.1  N-糖基化影响蛋白表达及分泌 

自然界中，蛋白质存在多种翻译后修饰方式，

主要有糖基化、磷酸化、泛素化、脂基化、甲基

化和乙酰化等[11–12]，超过半数的蛋白质是经过糖

基化修饰的，其中四分之三是 N-糖基化修饰。同

时，近几十年，蛋白糖基化的研究逐渐关注 N-糖

基化对酶分泌能力的作用。N-糖基化有助于酶蛋

白的正确折叠表达以及外分泌。例如 Wei 等[13]报

道的来源于曲霉的葡萄糖苷酶基因在毕赤酵母中

的表达，存在 4 个天然的 N-糖基化位点，其中 N224

糖基化位点突变后，突变酶对 pNPG 底物基本无

降解活性；转录水平分析表明 N224 突变体蛋白因

错误折叠不能分泌至胞外且在胞内被降解。另外，

West 等[14]报道的谷氨酰转移酶去除 N95 糖基化修

饰后，会使蛋白在分泌之前自催化裂解。本文研

究了毕赤酵母表达嗜热真菌蓝状菌 Bgl3A 的 N226

糖基化位点出现相同结果，突变酶 S228A 对 pNPG

底物的比活力较野生型降低 227 倍，对纤维二糖

底物基本丧失活性。以上分析表明，对于第 3 家

族葡萄糖苷酶，曲霉的葡萄糖苷酶的 N224 位点和

Bgl3A 的 N226 位点的 N-糖基化对酶的分泌和折

叠起到至关重要的作用，其机制可能是 N-糖基化

防止了酶在胞内被蛋白酶降解。 

3.2  N-糖基化影响酶热稳定性 

已有大量研究表明 N-糖基化修饰会对酶蛋白

的稳定性产生影响。关于 N-糖基化能增强酶的稳

定性报道有许多，例如 Xi 等[15]发现 N-糖基化修

饰的亮氨酸氨基肽酶具有较高的热稳定性；此外

来源于真菌曲霉的糖化酶在去除 N-连接的多糖残

基后导致蛋白热稳定性下降，并且在一些补充实

验中，人工引入了新的 N-糖基化位点，表现出热

稳定性增强的现象[16]。但是，也有文献报道糖基

化修饰不会 0 显著影响酶的热稳定性甚至会使其

热稳定性降低[6]。通过差量量热仪扫描的热力学稳

定性显示，突变体 T44A、S299A 的 Tm 值分别较

野生型 Bgl3A 提高 0.3 °C 和 0.7 °C；动力学稳定

性也呈现相似趋势，突变体 T44A 和 S299A 在

70 °C 处理 60 min 后，仍能保持残余 50%左右的

相对酶活力，而野生型 Bgl3A 在 70 °C 处理 20 min

后，残余酶活力仅剩不足 20%。以上结果表明，

Bgl3A 在这 2 个位点的 N-糖基化对酶的热稳定性

具有负面作用，其原因可能是糖链位于蛋白表面，

导致酶的整体结构趋于不稳定。 

3.3  N-糖基化影响催化效率 

同时，N-糖基化对酶催化效率的影响，也受

到广泛关注。已有报道表明，随着 N-糖基化的位

点不同、数目不同和糖链的结构不同，其对酶催

化活性的影响有显著差异[17–19]。例如，William 等[20]

对里氏木霉表达的纤维二糖水解酶 TrCBHI N-糖

基化研究，将 TrCBHI 的 N384 突变后，发现该位

点突变体对纤维素水解活性提升 70%，而其他糖 

基化位点的突变体催化活性呈现一定程度的降

低。这一定程度说明了不同位置的糖链对酶催化

活性影响的不确定性。同样，本研究中的 3 个去

N-糖基化突变体对纤维二糖底物的催化活性也不

相同，突变体 T44A 催化效率与野生型 Bgl3A 基

本一致，S228A 几乎检测不到活性。突变体 S299A

的 Km 较野生型降低 0.6 倍，即亲和力提高，导致

催化效率较野生型 Bgl3A 提高 1.1 倍。N-糖基化
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对纤维二糖催化效率的影响机制可能是由于不同

糖基化发生在蛋白的不同结构区域，对蛋白质结

构的影响从而导致酶对底物催化效率的变化。但

总体来说，由于 2 个 N-糖基化 T44A 和 S299A 均

位于蛋白质表面，远离催化中心，对酶的催化效

率影响不会起到明显作用。    

总的来说，本实验成功构建了 3 个 β-葡萄糖

苷 酶 的 去 N- 糖 基 化 突 变 体 T44A 、 S228A 和

S299A，并且比较了它们在最适温度、最适 pH、

热稳定性及催化效率等方面与野生型 Bgl3A 的差

异。其中 T44A 和 S299A 与 Bgl3A 一致，最适 pH

均为 4.0，S228A 最适 pH 发生轻微变化，为 4.5。

Bgl3A 为中高温酶，最适作用温度为 70–75 °C。   

3 个突变体中，T44A 和 S299A 与野生型 Bgl3A 一

致，最适温度均为 75 °C，S228A 最适温度发生变

化，为 70 °C。热稳定性分析表明，突变体 T44A

和 S299A 的热稳定性略高于野生型。酶促反应动

力学分析表明以 pNPG 为底物，3 个突变体的催化

能力均下降，其中突变体 T44A 的催化效率(kcat/Km)

低至野生型 Bgl3A 的 3.3 倍；以纤维二糖为底物，

突变体 T44A 的催化能力基本没变化，突变体

S299A 催化能力较野生型 Bgl3A 提高 1.1 倍，而

突变体 S228A 由于蛋白表达量过低，导致其对两

种底物的催化能力均明显下降甚至无法检测到活

性。由此可见，不同位点的 N-糖基化修饰对酶学

性质影响不同，N226 位点的 N-糖基化对于第 3

家族的 β-葡萄糖苷酶至关重要，而 N297 位点糖基

化的去除有利于其对纤维二糖底物的降解。 
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Effect of N-glycosylation on enzymatic properties of β-glucosidase 
from Talaromyce leycettanus 

Xinxin Li, Yingguo Bai, Chen Hua, Rui Ma, Pengjun Shi*, Huiying Luo, Bin Yao 
Feed Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract: [Objective] To investigate the effect of N-glycosylation on the enzymatic properties of β-glucosidase 

Bgl3A from Talaromyce leycettanus. [Methods] Site-directed mutagenesis was conducted to construct three 

N-glycosylation-removing mutants T44A, S228A and S299A, and the gene products were expressed in Pichia 

pastoris GS115. [Results] In comparison with wild type Bgl3A, the mutant S228A was low in protein secretion, 

with trace activity against pNPG, while mutants T44A and S299A showed similar optimal pH and temperature, i.e. 

pH 4.0 and 75 C, but had higher Tm values and greater thermostability at 70 °C. When using pNPG as the 

substrate, mutants S299A and T44A had decreased catalytic efficiencies (kcat/Km) of 14.5% and 70%, respectively; 

for cellobiose, T44A retained almost the same catalytic efficiency, while S299A showed an improvement of 

1.1-fold. [Conclusion] N-glycosylation modification at different sites of Bgl3A had different effect on the secretion 

and enzymatic properties. Among them, S228 is essential for maintaining the expression and function of the 

enzyme, whereas S299 can increase the enzyme thermostability and catalytic efficiency on cellobiose. 
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