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摘要：【目的】 通过研究来自极端嗜热厌氧菌 Caldicellulosiruptor sp. F32 中 3 个可降解 β-1,3-1,4 葡聚糖(β-

葡聚糖)的糖苷水解酶，解析其在降解 β-葡聚糖过程中协同作用，以及异源表达的糖基化修饰对 β-葡聚

糖酶 F32EG5 热稳定性的影响，为该系列水解酶的应用提供考据。【方法】通过大肠杆菌异源表达 β-葡

聚糖酶 F32EG5 和 Lam16A-GH，以及 β-葡萄糖苷酶 BlgA，利用 DNS、TLC 等方法检测其在 β-葡聚糖降解

过程中的协同性及底物耐受能力。随后，利用毕赤酵母对 F32EG5 进行异源表达，以及对糖基化修饰的

p-F32EG5 进行酶学对比。【结果】β-葡聚糖酶 F32EG5 和 Lam16A-GH 单独作用于底物时，水解产物不同。

但混合使用时，低聚合度寡糖的比例增加。β-葡萄糖苷酶 BlgA 分别与 F32EG5 和 Lam16A-GH 复配时，均

展示出良好的协同效应和底物耐受能力。此外，利用毕赤酵母异源表达的 p-F32EG5，没有明显改变其最适

pH 和最适温度，但在超高温下(80–90 °C)的热稳定性和催化效率相对于未被糖基化的 F32EG5 提高 2 倍以

上。【结论】葡萄糖糖苷水解酶 BlgA 分别与 β-葡聚糖酶 F32EG5、Lam16A-GH 复配，在水解 β-葡聚糖过程

中表现出良好的协同性和底物耐受能力，同时毕赤酵母异源表达的糖基化修饰能提高在超高温环境下的热

稳定性能，有利于酶制剂生产造粒过程中的酶活保留，从而使 F32EG5 具备应用化潜力。 
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秸秆等生物质是一种重要且储量丰富的可再

生资源，其中可被利用的木质纤维素主要分为纤

维素、半纤维素、木质素等 [1–2]。木质纤维素的

结构极其复杂，由多种聚糖组成，因此需多种酶

进 行 复 配 ， 才 能 完 全 降 解 成 可 发 酵 单 糖 。

β-1,3-1,4 葡聚糖(β-葡聚糖)是一种半纤维素，在谷

物和地衣等植物的胚乳细胞壁中含量丰富，是植物

重要的结构和能量储存多糖[3]。β-葡聚糖是由聚合

度超过 1000 的 β-D-葡萄糖残基组成的线性多糖，

其中 25%–30%的糖苷键为 β-1,3 糖苷键连接。 

在啤酒用大麦芽前期处理过程中，难降解的

高聚合度 β-1,3-1,4 葡聚糖会增加糖化产物的粘稠

度，增加其过滤时间和成本，同时还对啤酒的风

味产生不良影响。在畜禽饲料处理过程中，高含

量的 β-1,3-1,4 葡聚糖导致饲料食糜粘度增加，阻

隔动物肠道对饲料营养的吸收与利用[4]。因此，

用于降解 β-1,3-1,4 葡聚糖的糖苷水解酶具有广泛

的应用前景。Ali 等从中国白酒大曲中分离得到

葡聚糖酶 NFEg16A，可在底物浓度为 15 mg/mL

时有效水解底物，并将葡萄糖和纤维二糖作为其

主要终产物[5]。严巧娟等从嗜热真菌 Thermoascus 

aurantiacus CAU830 分离出来的 β-1,3-1,4 葡聚糖

酶 TaGlu34 能有效降解燕麦麸皮中的 β-葡聚糖成

分，产生聚合度(DP)为 3–5 的低聚糖，最高转化

率可达到 47.1%[6]。 

Caldicellulosiruptor 属是一种极端嗜热厌氧菌

属，目前包含 13 个种，属于革兰氏阳性菌，GC

含量较低，具有极强的木质纤维素降解能力[7]。

本课题组已开展了多个木质纤维素酶的表征[8]，

其 中 F32EG5 、 Lam16A-GH 是 从

Caldicellulosiruptor sp. F32 中分离出的新型 β-葡

聚糖酶，两种酶具有不同的催化特性。与传统的

β-葡聚糖酶相比，F32EG5 和 Lam16A-GH 具有新

颖的酶切位点，其水解产物为低聚合度的纤维寡

糖[9–10]。来自糖苷水解酶 5 家族(GH5)的 F32EG5

对 β-1,3-1,4 葡聚糖具有较高活性，当底物-1 和-2

位之间为 β-1,4 糖苷键时，它具有较强的切断

β-1,3 糖苷键能力。同时，F32EG5 还具有弱的

β-1,4 糖苷键水解能力[9]。来自糖苷水解酶 16 家族

(GH16)的 Lam16A-GH 可以水解 β-1,3 葡聚糖(昆

布多糖)和 β-1,3-1,4 葡聚糖(大麦 β-葡聚糖)。同

时，Lam16A-GH 可通过水解酵母细胞壁中 β-1,3

葡聚糖来抑制酵母的生长[10]。 

同样从 Caldicellulosiruptor sp. F32 获得的 β-

葡萄糖苷酶(BlgA)来自糖苷水解酶 1 家族(GH1)，

具 有 很 好 的 水 解 纤 维 二 糖 的 能 力 [8] 。 BlgA 与

F32EG5、Lam16A-GH 具有相近的最适反应条

件，同时先前的研究证实 BlgA 可将纤维二糖、

三糖、四糖、五糖、六糖水解为葡萄糖，并与

Clostridium cellulosi 来源的纤维素酶 CcCel9A 等

具有协同作用[11]。孟冬冬等将一种 β-1,4 葡聚糖

酶 CelB 与 BlgA 复配使用时，实验结果证明在木

质纤维素生物质水解过程中，BlgA 可有效地消除

内切葡聚糖酶的产物抑制剂[8]。刘亚君等研究发

现 BglA 与热纤梭菌自身分泌的纤维小体组装成

融合纤维小体 CaBg1A-CohII，可有效降低纤维二

糖对纤维小体的底物抑制作用[12]。 

本实验将 β-葡萄糖苷酶 BlgA 分别与 F32EG5、

Lam16A-GH 复配，检测复配后对大麦 β-1,3-1,4 葡

聚糖的降解效果。结果显示复配后的水解产物糖聚

合 度 明 显 降 低 ， 同 时 β- 葡 聚 糖 酶 F32EG5 和

Lam16A-GH 展示出较好的底物耐受性。此外，利

用毕赤酵母的糖基化修饰可提升 p-F32EG5 在超高

温下的热稳定性与催化效率，有利于酶制剂生产中

高温造粒过程。上述结果展示出 Caldicellulosiruptor 

sp. F32 中的 β-葡聚糖降解酶具有应用化潜力。 
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1  材料和方法 

1.1  主要仪器和材料 

质粒提取试剂盒及 pEASY-E2 表达载体、感

受态细胞大肠杆菌(Escherichia coli)的 Trans-T1、

BL21(DE3)购于北京全式金生物技术有限公司；

大麦 β-葡聚糖购于爱尔兰 Megezyme 公司；BCA

蛋白浓度测定试剂盒购于美国 Thermo Scientific

公司；薄层层析硅胶板购于德国 Merck KGaA

公司；紫外分光光度计购于美国 GE 公司。巴斯

德毕赤酵母 GS115 及其表达载体 pPIC9K 由本实

验室保存。 

1.2  质粒构建与蛋白制备 

将含有目标蛋白基因的重组质粒转化大肠杆

菌 BL21(DE3)后，在平板上挑取其阳性克隆，分

别接种于 10 mL 含 100 µg/mL 氨苄青霉素的 LB 

(Luria-Bertani)培养液中。在 37 °C 下 200 r/min 振

荡培养 6–8 h 后，将活化后的菌液加入到 1 L 的

LB 培养液中，200 r/min 振荡培养至 OD600 达到

0.6–0.8，随后加入终浓度为 300 μmol/L 的 IPTG

进行诱导，于 16 °C 继续培养 20 h。 

将构建好的质粒 pPIC9K-F32EG5 电击转染入

毕赤酵母中，步骤如下：培养毕赤酵母 GS115 的

OD600 达到 1.3–1.5，放入冰浴混合液(600 mmol/L

山梨醇、10 mmol/L DTT、10 mmol/L Tris-HCl  

pH 7.5、100 mmol/L LiAC)中，室温下孵育 30 min

后加入线性化的 pPIC9K-F32EG5 质粒。电击转化

的参数为 1.5 kV、25 μF、200 Ω  (ECM600 

HARVARD Apparatus)。电击后立刻加入 1 mol/L

的山梨醇，30 °C 下 200 r/min 振荡培养 2 h，转到

RD (Regeneration Dextrose)平板后在 30 °C 下培养 

直至长出菌落，通过菌落 PCR 进行验证得到阳性

克隆。随后将阳性克隆接种于 5 mL BMGY 培养

基中，在 250 r/min、30 °C 下摇床培养至 OD600 为

6.0 左右。随后，转接到 500 mL BMGY 培养基

中，继续培养至 OD600 为 15–20，离心收集菌体转

接到 BMMY 培养基中进行诱导，每 12 h 补加终

浓度为 0.5%的甲醇，摇床诱导表达 5–7 d。 

1.3  重组葡聚糖酶的纯化与检测 

诱导后的培养基经过离心并破碎(大肠杆菌

表达)或离心得到上清(酵母表达)处理后，上清液

通过镍离子亲和吸附层析柱(Ni-NTA)进行纯化。

纯 化 后 蛋 白 经 过 蛋 白 质 电 泳 (SDS-PAGE) 的 检

验，确定蛋白纯度为 90%以上，目标蛋白经过超

滤浓缩后保存于–80 °C 超低温冰箱中。蛋白浓度参

照 BCA 蛋白定量试剂盒步骤进行定量，毕赤酵母

糖基化蛋白的电泳染色采用阿利新蓝糖染色法[13]。 

1.4  酶学特性分析 

F32EG5、Lam16A-GH 与 p-F32EG5 的比酶活

力通过 DNS 法(3’,5’-二硝基水杨酸法)测定，将大

麦 β-葡聚糖溶于 0.1 mol/L 柠檬酸钠缓冲液(pH 5.6)

中，终浓度为 0.9% (W/V)下进行反应；反应体系

由 90 µL 1% (W/V)底物和 10 µL 稀释酶液组成，

70 °C 下反应 10 min，后加入 100 µL DNS，煮沸  

5 min，加入 300 µL 去离子水，以 13000 r/min 离心

1 min，取 200 µL 在 540 nm 下测定 OD 值；一个酶

活单位(U)定义为：在特定的条件下，1 min 能转化

1 μmol 底物的酶量。 

在设定温度下测定 F32EG5 在不同 pH 范围

(4.0–8.0)的酶活，确定最适反应 pH 值；在其最适

pH 值条件下测定其在不同温度(60–90 °C)范围内

的酶活，确定 F32EG5 的最适反应温度。将目的

蛋白稀释到设定的浓度，分别置于 70、80、90 °C，
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每隔一定时间取样 200 μL，最适反应条件下反应  

10 min 测定残余酶活力，以确定其热稳定性。 

1.5  酶促反应动力学参数设定 

β-葡聚糖酶 F32EG5 的米氏常数 Km 值和催化

常数 kcat 值的测定采用 Lineweaver-Burk 双倒数作

图法。将底物用磷酸缓冲液配制成不同的浓度，

测定等量的酶液与不同浓度的底物，在最适条件

下反应 10 min 生成的还原糖，分别计算出反应速

度 V。以 1/[S]为横坐标、1/V 为纵坐标作图，得

到一条直线，其横轴截距为–1/Km，纵轴截距为

1/Vmax，斜率为 Km/Vmax，由此计算出 Km 和 Vmax。

当 底 物 浓 度 远 超 过 酶 浓 度 ([E]) 时 ， 根 据

kcat=Vmax/[E]，计算得出 kcat 值。 

1.6  酶解产物分析 

检测酶解产物的反应体系由 140 µL 1% (W/V)

大麦 β-葡聚糖和 10 µL 稀酶液(最终活性单位     

12 U/mL，将 F32EG5 与 Lam16A-GH 组合时，将

其均匀混合后使得二者活性单位各为 6 U/mL，总

活性单位 12 U/mL，体系不变)组成。反应条件为

pH 5.6、70 °C，分别在反应的 0、0.5、1.0、2.0、

3.0 h 收集适量的样品，100 °C 下灭活 5 min，采

用薄层层析法分析其水解产物。 

在测试 F32EG5、Lam16A-GH 分别与 BlgA

的协同性时，反应体系底物由 140 µL 1% (W/V)底

物(大麦 β-葡聚糖)组成，同时将 BlgA 分别与

F32EG5、Lam16A-GH 均匀混合，吸取 10 µL 加

入底物中(F32EG5 与 Lam16A-GH 最终活性单位

12 U/mL，BlgA 最终活性单位为 3 U/mL)。反应

条件为 pH 5.6、70 °C，分别在反应的 0、0.5、

1.0、2.0、3.0、6.0 h 收集适量的样品，100 °C 下灭

活 5 min，采用薄层层析法分析其水解产物。 

1.7  对底物的耐受性分析 

检测底物耐受性的反应体系中底物由 140 µL 

1% (W/V)底物大麦 β-葡聚糖分别与葡萄糖、纤维

二糖混合组成，10 µL 稀酶液(最终活性单位 12 U/mL)

组成。反应条件为 pH 5.6、70 °C，分别在反应的

0、1、2、3、6 h 收集适量的样品，100 °C 下灭活

5 min，采用薄层层析法分析其水解产物。 

以 pNP-β-D-glucopyranoside (pNP-Glup)作为

底物，分别向其添加 100–500 mmol/L 的葡萄糖、

阿拉伯糖、木糖，以不添加单糖时的 BlgA 酶活

力作为基准，测定不同添加量时的酶活力，计算

残余酶活。将 20 mmol/L pNP-Glup 在 0.1 mol/L 柠

檬酸钠缓冲液(pH 5.6)中稀释为 2 mmol/L 后，吸

取 190 µL 与 10 µL 稀酶液混合后，于水浴 70 °C

反应 5 min，后加入 300 µL 1 mol/L 碳酸钠溶液终

止反应。将样品放入分光光度计，405 nm 处测定

吸光值。对硝基苯酚的摩尔消光系数 ε为 18700，

测定的 pH 和温度相对稳定。一个酶活力单位

为：以每分钟从底物中水解释放 1 μmol 的对硝基

苯酚(pNP)的量。 

1.8  F32EG5 和 Lam16A-GH 复配对底物的酶活

力测定 

将 F32EG5 和 Lam16A-GH 以不同摩尔比例混

合，通过 DNS 法(3’,5’-二硝基水杨酸法)测定混合

组分的酶活。将大麦 β-葡聚糖溶于 0.1 mmol/L 柠

檬酸钠缓冲液(pH 5.6)中，终浓度为 0.9% (W/V)下

进行反应；反应体系由 90 µL 1%底物和 10 µL 混

合后的稀酶液组成，70 °C 下反应 10 min，后加

入 100 µL DNS，煮沸 5 min，后加入 300 µL 去离

子水，以 13000 r/min 离心 1 min，取 200 µL 在

540 nm 下测定吸光值；一个酶活力单位为：在给

定条件下，产生 1 µmol 还原糖所需要的酶的量。 
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2  结果和分析 

2.1  F32EG5、Lam16A-GH、BlgA、p-F32EG5

的制备 

分别将含 F32EG5、Lam16A-GH、BlgA 目标

基因的重组质粒转化入大肠杆菌 BL21(DE3)，经

过诱导表达和镍柱纯化，获得 3 个目标蛋白。经

蛋白质电泳检测，显示条带大小与理论分子量相

符 合 ( 图 1-A) 。 经 过 毕 赤 酵 母 表 达 并 纯 化 的

p-F32EG5 在分子量上大于大肠杆菌胞内表达的

F32EG5 (图 1-B)，并且纯化后的 p-F32EG5 样品

在蛋白质电泳上方有一块阴影。随后，我们对含

相同蛋白样品的电泳胶进行糖基化蛋白染色处理

(图 1-C)。结果发现，毕赤酵母表达的 p-F32EG5

可 以 被 糖 基 化 染 色 ， 而 大 肠 杆 菌 胞 内 表 达 的

F32EG5 则不能。同时，在图 1-C 中 p-F32EG5 上

方的阴影部分在糖基化染色后颜色更深，推测可

能是过度糖基化的 p-F32EG5 在蛋白质电泳上移

动较慢造成的。相似的现象在另一个糖苷水解酶

也发现过[14]。 

2.2  不同复配组合对大麦 β-葡聚糖的水解产物

分析 

不同酶之间的协同作用是降解木质纤维素的

关键之一，而不同酶之间协同效应的高低也在一

定程度上反映了其在工业应用上的潜力。实验中

的 TLC 结果(图 2)表明，在单独使用的情况下，

F32EG5 可将大麦 β-葡聚糖水解为纤维二糖等寡

糖。Lam16A-GH 的水解产物同样以寡糖为主，

但移动位置与 F32EG5 的水解产物有所差异；这

也说明了二者的酶切位点具有差异性。将二者以

不同比例复配，DNS 结果发现共同作用于大麦 β-

葡聚糖时，未出现明显的活性累加效应，即未出

现明显的协同效应(图 3)，但通过 TLC 结果(图 2)

发现，纤维二糖等低聚合度寡糖所占的水解产物

比例明显上升。由上述结果发现：两个酶的识别

位点不同，同时作用时，可以降低水解产物的糖

的聚合度，有利于后续的微生物发酵摄取。 

 

 
 

图 1.  纯化后的 F32EG5、Lam16A-GH、BlgA 的蛋白质电泳分析 

Figure 1.  SDS-PAGE analysis of purified proteins. A: SDS-PAGE analysis of E. coli-expressed proteins; M: 
protein marker; lane 1: F32EG5; lane 2: Lam16A-GH; lane 3: BlgA. B: SDS-PAGE analysis of F32EG5 expressed 
in E. coli and Pichia pastoris; M: protein marker; lane 1: F32EG5 in E. coli; lane 2: F32EG5 in Pichia pastoris. C: 
Glycosylation staining of F32EG5; M: protein marker; lane 1: F32EG5 in E. coli; lane 2: F32EG5 in Pichia 
pastoris. 
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图2.  β-葡聚糖酶F32EG5和Lam16A-GH水解大麦β-

葡聚糖的产物分析 

Figure 2.  TLC analysis of hydrolysis products from 
barley β-glucan. G1: glucose; G2: cellobiose; +: 
enzyme; –: blank; 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 means 
hydrolyzed time (hours) by enzymes. 
 

当 β-葡萄糖苷酶 BlgA 分别与 β-葡聚糖酶

F32EG5 和 Lam16A-GH 复配时，水解产物均发生

明显变化(图 4)。当单独使用 F32EG5 时，孵育 6 h

后仍存在不同聚合度的纤维寡糖，也未发现葡萄

糖的条带；而 BlgA 与 F32EG5 复配时，水解产物

基本变为葡萄糖(图 4-A)。类似的现象也发生在 

 
 

图 3.  不同摩尔比例 F32EG5 与 Lam16A-GH 混合后

的酶活对比 

Figure 3.  Measured enzyme activity of combined 
Lam16A-GH and F32EG5 with different molar ratio. 
All of the experiments were performed in triplicates. 

 

BlgA 与 Lam16A-GH 相配合时，但 6 h 时的水解

产物依然存在少量寡糖(图 4-B)。上述结果说明 β-

葡萄糖苷酶 BlgA 能辅助 β-葡聚糖酶快速降解 β-

葡聚糖，同时也暗示 Lam16A-GH 与 F32EG5 对底

物大麦 β-葡聚糖的识别位点有差异，Lam16A-GH

水解产生的部分纤维寡糖(或许含有 β-1,3 糖苷键)

难以被 BlgA 降解。 

 

 

 
图 4.  β-葡萄糖苷酶 BlgA 分别与 F32EG5(A)和 Lam16A-GH(B)复配时的水解大麦 β-葡聚糖产物分析 

Figure 4.  TLC analysis of hydrolysis products by combination of BlgA and F32EF5 (A) or Lam16A-GH (B). G1: 
glucose; G2: cellobiose; C: control; +: enzyme; –: enzymeless. 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 6.0 means hydrolyzed time (hours) 
by enzyme. 
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2.3  对纤维二糖与葡萄糖等抑制剂的耐受性检测 

葡萄糖与纤维二糖在木质纤维素酶水解过程

中通常起抑制作用，从而影响工业化应用。在   

1% (W/V)的 β-葡聚糖中添加 1% (W/V)的葡糖糖或

纤维二糖，随后分别添加 F32EG5 (图 5-A、5-B)

和 Lam16A-GH (图 5-C、5-D)，在不同时间点取

出等量反应产物进行水解产物分析。由结果可

知，添加了葡萄糖与纤维二糖的反应体系产物

中，在相同的孵育时间下，各种寡糖的产量和比

例与未添加的样品无明显差异。说明作为终产物

的葡萄糖和纤维二糖不会明显抑制这两种酶在水

解大麦 β-葡聚糖过程的产物。 

β-葡萄糖苷酶在辅助 β-葡聚糖酶消除产物抑

制的同时，自身也受到其水解产物的抑制作用，

因而决定在实际应用中的潜力。以 pNP-β-D- 

glucopyranoside (pNP-Glup)作为底物测定在含有

不同浓度抑制产物的反应体系中 BlgA 的残余酶活。

结果显示，当底物中含有 200 mmol/L 的葡萄糖 

 

 
 

图 5.  β-葡聚糖酶 F32EG5 与 Lam16A-GH 的产物耐受性分析 

Figure 5.  Inhibition effects of glucose and cellobiose on F32EG5 and Lam16A-GH. A: Inhibition effect of 
glucose on F32EG5; B: Inhibition effect of cellobiose on F32EG5; C: Inhibition effect of glucose on Lam16A-GH; 
D: Inhibition effect of cellobiose on Lam16A-GH. G1: glucose; G2: cellobiose; +: glucose or cellobiose addition; –: 
without glucose or cellobiose. 0, 1, 2, 3, 6 means hydrolyzed time (hours) by enzymes. 
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将使 BlgA 的活性降到 42%，而 500 mmol/L 的木

糖对其活性没有较明显抑制作用，残余酶活仍保

持在 90%以上，而 500 mmol/L 的阿拉伯糖将使其

残余酶活保持在 75% (图 6)。上述分析可以说明

BlgA 对不同类型单糖具有较好的耐受性，为协同

降解木制纤维素提供了基础。 

由上述实验结果可知，与 Lam16A-GH 相比，

F32EG5 与 BlgA 复配的效果更显著。同时 Lam16A- 

 

 
 

图 6.  不同浓度的木糖、阿拉伯糖、葡萄糖对 BlgA 抑

制作用 

Figure 6.  Inhibition effects of glucose, xylose or 
arabinose on BlgA activity. All of the experiments were 
performed in triplicate. 

GH 因为缺少底物结合模块，与底物的结合能力

也相对较弱。我们遂选取了 F32EG5 进行毕赤酵

母异源表达，研究异源糖基化修饰对 F32EG5 的

影响。 

2.4  毕赤酵母的糖基化修饰对 F32EG5 的作用 

以大麦 β-葡聚糖为底物，利用 DNS 法分别测

定了 F32EG5 和 p-F32EG5 的最适温度和最适

pH。结果显示，p-F32EG5 和 F32EG5 的最适温度

均在 80–85 °C 之间，其最适 pH 则由 F32EG5 的

pH 6.0 变为 p-F32EG5 的 pH 5.6 (图 7)。此外，两

者在最适条件(80 °C)的比酶活力也未发生明显变

化(F32EG5 的比酶活力为 941 U/mg 而 p-F32EG5

为 1026 U/mg)。以不同浓度的大麦葡聚糖作为底

物，分别测定两种 F32EG5 对 β-1,3-1,4 葡聚糖的

酶促反应动力学参数。如表 1 所示，毕赤酵母表

达的 p-F32EG5 对底物的亲和力没有明显降低，

但具有较高的酶反应常数(kcat 值为 13.87 min–1)和

催化效率[(5.33>3.25 mL/(mg·min)]。因此糖基化

没有明显改变 F32EG5 的最适温度、pH、比酶活

力和底物亲和能力，但提高了酶的催化效率。 

 

 
 

图 7.  F32EG5 与 p-F32EG5 的最适温度和最适 pH 比较 

Figure 7.  Optimum temperatures (A) and optimum pHs (B) of F32EG5 and p-F32EG5. All of the experiments 
were performed in triplicates. 
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表 1.  F32EG5 的酶反应动力学参数 

Table 1.  Kinetic parameters of purified F32EG5 

Enzyme 
Km/ 
(mg/mL) 

kcat/ 
(min–1) 

kcat/Km/ 
[mL/(mgˑmin)] 

F32EG5 2.1±0.2 6.9±0.8 3.3 

p-F32EG5 2.6±0.3 13.9±1.2 5.3 
 

随后，分别在 70、80、90 °C 温度下对两者

的热稳定性进行比较。在不同时间取样后测定其最

适条件下的残余酶活。如图 8 所示，从大肠杆菌中

分离纯化的 F32EG5 在 70、80、90 °C 的酶活半衰

期(t1/2)分别为 17 h、4 h 和 2.5 min。而在 80 °C (图 

 
 

图 8.  毕赤酵母与大肠杆菌异源表达的 F32EG5 在 70、80、90 °C 下热稳定性的比较 

Figure 8.  Thermostability of F32EG5s from Pichia pastoris and E. coli at 70 °C (A), 80 °C (B) and 90 °C (C). All 
of the experiments were performed in triplicates. 

8-B) 和 90 °C ( 图 8-C) 下 ， 毕 赤 酵 母 表 达 的

p-F32EG5 的 t1/2 是大肠杆菌表达的 F32EG5 的

2.0–2.5倍；在70 °C (图8-A)下的t1/2则没有显著变化。 

3  讨论 

Caldicellulosiruptor 属细菌是一类在高温下

(75–85 °C)高效降解木质纤维素(生物质)的微生

物。其基因组中含有一系列高效水解未预处理生

物质的嗜热纤维素酶，为酶制剂的工业化应用提

供了资源[15–16]。前期研究发现 F32EG5 与 Lam16A- 

GH 具有新颖的催化位点，从而带来了更多应用

化潜力，如 Lam16A-GH 与蛋白酶配合对酵母细

胞壁的裂解作用。同时，Lam16A-GH 具有良好

的热稳定性，为大麦芽糖化过程中降低 β-葡聚糖

浓度提供了应用潜力[10]。来自 Caldicellulosiruptor 

sp. F32 的全长 Lam16A 含有 6 个底物结合模块

(CBM4 及 CBM6)[10]，暗示出 Lam16A 具有更好结

合复杂不溶性底物的能力。因此，F32EG5 与

Lam16A-GH 之 间 协 同 效 率 不 高 ， 可 能 是 因 为

Lam16A-GH 只包含 1 个活性催化区域，缺乏底物

结合区域，从而导致其底物识别能力较差。后续

研究可通过制备含有不同数目底物结合模块的

Lam16A-GH 突变体，揭示不同数量底物结合模

块在 Lam16A 水解 β-葡聚糖过程中的功能。 

木质纤维素的高效糖化是生物燃料和生物基

材 料 制 备 过 程 中 的 关 键 步 骤 [ 1 7 ] 。 刘 亚 君 等 在

Clostridium thermocellum 中将 BlgA 组装到纤维小

体，对预处理的小麦秸秆进行降解，葡萄糖占总

组分的比例由未改造的 40%提升至 60%[12]。β-葡

聚糖是木质纤维素的重要成分之一，从薄层层析

结果(图 4-A)发现 F32EG5 与 BlgA 组合的水解终

产物中葡萄糖占绝大多数。因此 F32EG5 和 BlgA

可与其他多糖水解酶复配，从而提高水解木质纤 

维素的能力，也为秸秆饲料降低食糜粘度提供应

用可能性。 

前人研究发现，对于 Caldicellulosiruptor 属胞
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外糖苷水解酶，糖基化修饰后可大幅提高糖苷水

解酶的稳定性和比酶活力[18]。毕赤酵母是一种高

效的蛋白重组表达系统, 在胞外分泌蛋白过程中，

常形成二硫键或糖基化等翻译后修饰，从而提高

重组蛋白质的热稳定性[19–20]。在本研究中，经毕

赤酵母重组表达的 p-F32EG5 发现被糖基化修饰

的现象(图 1-C)。与大肠杆菌表达的 F32EG5 相比，

虽然在最适温度、最适 pH、比酶活力没有明显变

化(图 7-A、B)，但在超高温下(80–90 °C)的热稳定

性有近 2 倍提升(图 8-B、C)。在工业酶制剂生产

过程中，最后阶段通常有瞬间高温造粒过程。毕

赤酵母表达的 p-F32EG5 在 90 °C 超高温下有更长

的酶活半衰期，意味着在实际生产中能保留更多

酶活，从而增强了其商业化的潜力。 
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β-glucan degrading hydrolases from Caldicellulosiruptor sp. F32 
and influence of glycosylation on F32EG5 thermostability 

Jie Feng1,2#, Hamed I. Hamouda2,3#, Naisr Ali2,3, Yuming Wang4, Peiyu Zhang1*, Ming Lv2,5* 
1 College of Environmental Science and Engineering, Qingdao University, Qingdao 266071, Shandong Province, China 
2 Key Laboratory of Biofuels, Shandong Provincial Key Laboratory of Synthetic Biology, Qingdao Institute of Bioenergy and 
Bioprocess Technology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266101, Shandong Province, China 
3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China 
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Abstract: [Objective] Three β-glucan degrading glycoside hydrolases from an extreme thermophilic anaerobic 
bacterium Caldicellulosiruptor sp. F32 were investigated, including the synergistic effect. The effect of glycosylation 
on β-glucanase F32EG5 thermostability was also studied. [Methods] Two β-glucanases (F32EG5, Lam16A-GH) and 
β-glucosidase (BlgA) were heterologously expressed in E. coli. The synergistic effect of all these enzymes on 
β-glucan degradation was evaluated by 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) and Thin-layer chromatography (TLC) assays 
including substrate tolerant abilities. Furthermore, the glycosylated p-F32EG5 was expressed in Pichia pastoris, and 
compared with F32EG5 from E. coli. [Results] F32EG5 and Lam16A-GH released oligosaccharides with different 
degrees of polymerization (DP) after hydrolyzing β-glucan. The proportion of low-DP oligosaccharides was increased, 
when two enzymes used together. BlgA showed excellent synergistic effect with F32EG5 and Lam16A-GH, 
respectively. Although the glycosylated p-F32EG5 from Pichia pastoris did not obviously change its optimum pH and 
temperature when compared with E. coli-expressed F32EG5, both thermal stability and catalytic efficiency were 
found two-folds higher than those of E. coli-expressed F32EG5 at the extreme-high temperature (80–90 °C). 
[Conclusion] F32EG5 and Lam16A-GH showed excellent synergistic effect and substrate tolerant abilities with BlgA. 
The heterologous glycosylation by Pichia pastoris could improve the thermal stability of F32EG5 under extreme 
thermophilic environment, which was a benefit during the granulation process of enzyme. 

Keywords: β-glucan, Caldicellulosiruptor sp. F32, glycoside hydrolase, glycosylation 
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