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摘   要：β-葡萄糖苷酶在食品、医学以及生物能源等多个领域有着广泛的应用，因此挖掘新型高

效的 β-葡萄糖苷酶是十分必要的。【目的】对嗜冷德沃斯氏菌(Devosia psychrophile)来源的 GH1
家族的葡萄糖苷酶原核表达并测定其酶学性质。【方法】通过人工合成技术得到 D. psychrophila
来源的 β-葡萄糖苷酶的编码基因，命名为 bgl59。将该基因转化到大肠杆菌(Escherichia coli) 
BL21(DE3)中，诱导基因表达，对得到的蛋白进行纯化并测定其酶学性质。【结果】Bgl59 的分子量

为 48.8 kDa，最适温度为 55 ℃，最适 pH 为 6.0；Bgl59 在 pH 5.0−8.5 范围内处理 1 h 后仍保持 80%
以上酶活；在 8 种供试底物中，Bgl59 对 4-硝基苯基-β-D-葡萄糖苷(4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, 
pNPG)有着最高的水解能力，其 Km为 3.090 mmol/L，Vmax为 194 μmol/(min·mg)，kcat为 159 s–1；1 mmol/L
的 Ca2+、Co2+对 Bgl59 具有明显的激活作用，0.1%的 SDS 会使酶活全部丧失；0.10 mol/L 葡萄糖和

0.30 mol/L木糖具有促酶活作用，可分别使Bgl59 酶活提高 74%和 91%；在 1.25 mol/L葡萄糖或 2.00 mol/L
木糖存在的条件下，仍可保持 50%以上酶活。【结论】Bgl59 的酶学性质优异，具有良好的 pH 稳定

性，对金属离子或化学试剂都具有一定耐受能力，是少见的葡萄糖激活型 β-葡萄糖苷酶，具有优良

的糖促活性和耐受性，在未来的工业生产以及应用中具有潜在研究价值。 

关键词：β-葡萄糖苷酶；酶学性质；GH1 家族；葡萄糖耐受 
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Prokaryotic expression and characterization of the GH1 
β-glucosidase Bgl59 from Devosia psychrophila 

LIU Ying, DONG Panpan, SUN Lifang, WU Linjiao, LI Lanlan, WU Yunkun* 

College of Life Sciences, Fujian Normal University, Fuzhou 350108, Fujian, China 
 
Abstract: β-glucosidases have been widely used in food, medicine, bioenergy and other fields, 
and thus it is necessary to explore new and efficient β-glucosidases. [Objective] To realize the 
prokaryotic expression of a GH1 glucosidase derived from Devosia psychrophila and 
characterize the enzymatic properties of the expressed protein. [Methods] The gene encoding 
the β-glucosidase derived from D. psychrophila was synthesized, named bgl59, and then 
transformed into Escherichia coli BL21(DE3). After the gene expression was induced, and the 
obtained protein was purified and characterized for the enzymatic properties. [Results] Bgl59 
had a molecular weight of 48.8 kDa, with the highest activity at 55 ℃ and pH 6.0. After 
treatment for 1 h within the range of pH 5.0–8.5, Bgl59 maintained the relative activity over 
80%. Bgl59 had the highest hydrolysis ability for 4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNPG) 
among the eight substrates tested, with the Km of 3.090 mmol/L, Vmax of 194 μmol/(min·mg), 
and kcat of 159 s−1. The presence of 1 mmol/L of Ca2+ and Co2+ had a significant activating 
effect on Bgl59, while the presence of 0.1% SDS resulted in a complete loss of enzyme activity. 
The presence of 0.10 mol/L glucose and 0.30 mol/L xylose increased the activity of Bgl59 by 
74% and 91%, respectively. Moreover, the enzyme remained the relative activity above 50% 
even when being cultured with 1.25 mol/L glucose or 2.00 mol/L xylose. [Conclusion] Bgl59 
exhibits outstanding enzymatic properties, robust pH stability, and tolerance to metal ions and 
chemical reagents. It is a rare glucose-activated β-glucosidase with exceptional tolerance to 
glucose, holding significant potential for future industrial production and application. 
Keywords: β-glucosidase; enzymatic properties; GH1 family; glucose tolerance 
 

β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21, β-glucosidase)
属于水解酶的一种，能够水解含有 β-葡萄糖苷

键的 β-葡萄糖苷等多种糖缀合物，在水解的同

时释放出葡萄糖以及相应的糖基配体[1]。根据

结构特征的不同可将 β-葡萄糖苷酶分为 GH1家

族[2]和 GH3 家族[3]两个家族，GH1 家族呈现典

型的(α/β)8 TIM-barrel 结构和口袋状催化通道，

GH3 家族包括(β/α)8 TIM-barrel 折叠、(α/β)6 三

明治结构域和未知功能的 FnIII 结构域。一般来

说，GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶在古菌、植物和

动物中广泛存在，而 GH3 家族的 β-葡萄糖苷酶

主要来自细菌、丝状真菌和酵母[4]。作为一种重

要的工业酶，β-葡萄糖苷酶在造纸、纺织[5-6]、食

品加工[7]、生物医学以及生物燃料[8]等行业均有

广泛应用。当前，应用于工业生产的 β-葡萄糖

苷酶在应用过程中存在酶活力偏低、反应条件

适用范围窄、易受葡萄糖产物抑制等问题，这

无疑增加了工业生产的成本，制约了 β-葡萄糖

苷酶的广泛应用[9]。因此筛选获得高催化效率、

不受产物抑制且适用范围较广的 β-葡萄糖苷酶
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非常具有研究价值[10]。 
嗜冷菌是一类长期生存在寒冷环境中的微

生物，比起那些需要在正常或者较高温度下才

能发挥最大工作效率的微生物，嗜冷菌已被证

明更加经济环保[11]。由嗜冷菌产生的 β-葡萄糖

苷酶一般在低温至适当温度下能够表现出较高

的催化活性，而且适用范围广，例如洗涤剂、

食品工业、精细化学品的合成以及生物修复[12]，

进而克服工业生产中苛刻反应条件对 β-葡萄糖

苷酶应用的限制 [13]。嗜冷德沃斯氏菌(Devosia 
psychrophila)是一种从奥地利阿尔卑斯山的皮茨

塔勒约奇勒冰川采集的冻土中分离出来的嗜冷

细菌，为 Devosia 属，在系统发育上归为 α 变型

菌纲[14]。本研究对NCBI数据库中D. psychrophila
来源的 β-葡萄糖苷酶序列进行了分析，运用密

码子优化以及基因合成技术获得相应基因，命

名 为 bgl59 。 将 bgl59 转 化 进 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)中实现异源表达，进行了

Bgl59 的酶学性质表征，以期挖掘出一种新型功

能酶，为解决 β-葡萄糖苷酶在低温条件下的工

业应用难题提供思路。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和重组质粒 

Escherichia coli BL21(DE3)用于蛋白表达，

该菌株为本课题组保存菌株，重组表达质粒

pET28a-bgl59 为通用生物(安徽)股份有限公司

构建合成。 

1.2  主要试剂和仪器 
蛋白分离用镍柱填料，Novagen 公司；5×考

马斯亮蓝 G-250 溶液，北京索莱宝科技有限公

司；标准蛋白 marker，翌圣生物科技(上海)股
份有限公司；EDTA、NaOH 等其他试剂均为国

产分析纯。 
高压匀质机，永联生物科技(上海)有限公

司；AKTA pure 蛋白质纯化系统，厦门英诺科仪

器有限公司；PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限

公司；双层组合式振荡培养箱，上海旻泉仪器有

限公司；电泳仪，北京六一生物科技有限公司。 

1.3  培养基以及培养条件 
LB 培养基(g/L)：氯化钠 10.0，酵母粉 5.0，

胰蛋白胨 10.0。培养条件：37 ℃、220 r/min，
在 LB 液体培养基中培养 Escherichia coli 
BL21(DE3)。 

1.4  序列分析 
于 NCBI数据库中获得Bgl59 (WP_046170703.1)

的氨基酸序列。运用 Expasy ProtParam (https://web. 
expasy.org/protparam/)对该蛋白的基本性质进行

分析。运用 Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/ 
Tools/msa/clustalo/)进行多序列比对分析。在

MEGA X 软件中选择邻接法构建系统发育树。 

1.5  诱导表达以及蛋白纯化 
通过热激法将重组表达质粒 pET28a-Bgl59

转化至感受态 Escherichia coli BL21(DE3)，在

添加了卡那霉素的平板上涂布培养，37 ℃培养

过夜后挑选单克隆于添加卡那霉素的 LB 液体

培养基中进行放大培养(37 ℃，220 r/min)，当

OD600 达到 0.6−0.8 时加入诱导剂 IPTG (终浓度

为 0.3 mmol/L)，16 ℃下诱导表达 14−16 h。诱导

完成后将菌液 4 ℃、4 000 r/min 离心 25 min，去

上清，沉淀的菌体用 50 mmol/L 的 Tris-HCl (pH 
7.0)缓冲液重悬，倒入高压匀质机中将菌体破

碎，经 4 ℃、1 350 r/min 离心 20 min 后，获得

的上清液为粗酶液。 
采用 50 mL Ni-NTA 柱对粗酶进行纯化，用

pH 7.0 的 Tris-HCl 缓冲液配制不同浓度(20、
40、60、300 mmol/L)的咪唑洗脱液，依次将杂

蛋白从 Ni-NTA 柱中洗脱下来，在咪唑浓度为

300 mmol/L 时洗脱目的蛋白，蛋白分子大小、纯

度以及表达情况采用 SDS-PAGE 进行检测。 
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1.6  酶活测定 
取 170 μL 柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液(pH 

6.0)于 1.5 mL EP 管内，在 55 ℃下温育 5 min，
依次加入 20 μL 浓度为 10 mmol/L 的 4-硝基苯

基-β-D-葡萄糖苷(4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, 
pNPG)，10 μL 稀释适当倍数的酶液，55 ℃反

应 5 min。反应结束后立刻加入 50 μL 浓度为

0.5 mol/L 的 Na2CO3 终止反应。在 96 孔板中加

入 200 μL 的反应混合液，放入酶标仪，测定该

溶液在波长 405 nm 下的吸光值，根据吸光值在

标准曲线中的位置算出酶活力。每组试验设置

3 个平行。 
酶活力单位(U)的定义：在最适条件下，   

1 min 内水解 pNPG 释放出 1 μmol 对硝基苯酚

(p-nitrophenol pNP)的所需酶量。 

2  结果与分析 
2.1  序列分析 

来源于 D. psychrophila 的 β-葡萄糖苷酶 Bgl59
属于糖苷水解酶 GH1 家族(WP_046170703.1)，含

有 437 个氨基酸残基，理论等电点 pI 为 5.41，
理论分子量为 48.8 kDa。信号肽预测结果表明

该 酶 中 无 信 号 肽 。 使 用 NCBI Conserved 
Domains 对 Bgl59 的结构域进行分析，如图 1

所示，该基因序列编码的蛋白质包含 GH1 家族

的 β-葡萄糖苷酶都含有的 Bgl B 保守结构域(氨
基酸残基 6−430)。 

在 NCBI 数据库中对 Bgl59 进行了 Protein 
BLAST，发现 Bgl59 与来源于 Devosia 属微生

物所产的另 3 条 GH1 家族的 β-葡萄糖苷酶相似

性较高，结果如图 2 所示。Bgl59 与 Devosia sp. 
Root635 (WP_056234560.1)来源的 β-葡萄糖苷

酶相似度最高，为 91.99%；与 Devosia sp. 
Root635l (WP_291364866.1)来源的 β-葡萄糖苷

酶相似度为 91.76%；与 Devosia sp. Root436 
(WP_056259356.1)来源的 β-葡萄糖苷酶相似性

为 91.08%。Bgl59 与所对比的序列都具有 NEP
和 TENG 这 2 个高度保守元件，属于 GH1 家族

特有元件，表明 Bgl59 属于 GH1 家族并推测

Glu168 和 Glu351 为该酶的催化活性位点。 

2.2  系统发育树的构建 
选取了同源性较高的 9 个 GH1 家族的 β-葡

萄糖苷酶序列，利用 NCBI 数据库对 Bgl59 进行

了 BLAST 同源性比对，通过 MEGA X 软件构建

系统发育树，结果如图 3 所示。图 3 中可以清晰

地看到各 β-葡萄糖苷酶之间的同源性，其中

Bgl59 与 WP_056234560.1 (Devosia sp. Root635)
亲缘关系最近，序列相似性高达 91.99%。 

 

 
 

图 1  Bgl59 结构域预测 
Figure 1  Structural regions prediction of Bgl59. 
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图 2  Bgl59 与 GH1 家族其他成员氨基酸序列比对   框格表示保守氨基酸；红色部分为序列间相同氨

基酸；黑色框为高度保守元件 
Figure 2  Amino acid sequences alignment of Bgl59 with other GH1 family members. Boxes represent 
conserved amino acids; Red parts are amino acids with the same sequences; Black boxes are highly 
conserved elements. 
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2.3  蛋白的重组表达与纯化 
将质粒 pET28a-Bgl59 转化至 Escherichia 

coli BL21(DE3)中进行诱导表达，通过 Ni-NTA
亲和层析对蛋白进行纯化，并测定了相应的蛋

白浓度(Bradford 法)以及酶活(pNPG 法)。得到

的纯化情况见表 1，该重组蛋白的纯化倍数为

13.1，比活力达到 128.8 U/mg。通过 SDS-PAGE
对重组蛋白 Bgl59 的纯化结果进行分析。由

图 4 可知，纯化后的蛋白在 48.8 kDa 左右的位

置有一条明显的条带，这与其理论分子量是一

致的。 

2.4  酶学性质 
2.4.1  Bgl59 最适反应温度 

用 pH 7.0 的 Tris-HCl 缓冲液将纯化后的酶

稀释适当倍数，以 pNPG 为反应底物，在

10−80 ℃范围内测定该酶的最适反应温度，测

定得到的温度与酶活的关系如图 5 所示。当温

度为 10−55 ℃时，酶活性随温度的升高而增大，

55 ℃时达到最大活性；55 ℃后酶活性随温度升

高不断降低。65 ℃之后酶活降低至 50%以下，

由此可知，该酶的最适反应温度为 55 ℃，能够

在较大的温度范围内发挥作用。 
 

 
 
图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的 Bgl59 系统发育树   括号内的数字为 GenBank 和 NCBI 登录号

(序列 MBU1334508.1 来自 GenBank，其余序列来自 NCBI)；分支线附近的数字表示测试中分支的可靠

性百分比；比例尺表示每个分支的 0.010 个替换核苷酸位置 
Figure 3  The phylogenetic tree of Bgl59 constructed based on the 16S rRNA gene sequence. The number in 
brackets are GenBank and NCBI accession number (sequence MBU1334508.1 from GenBank, the rest from 
NCBI); The number near the branch line indicates the percentage of reliability of the branch in the test; The 
scale represents 0.010 replacement nucleotide positions for each branch. 
 
表 1  Bgl59 纯化步骤 
Table 1  Bgl59 purification steps 
Purification steps Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purified fold Recovery rate (%) 
Crude enzyme 48.9 479.2 9.8 1.0 100.0 
Ni-column 0.9 115.9 128.8 13.1 24.2 
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图 4  Bgl59的 SDS-PAGE分析   M：蛋白 marker；
1：细胞裂解液沉淀；2：细胞裂解液上清；3：
Ni2+亲和层析流穿；4：20 mmol/L 咪唑洗脱；5：
40 mmol/L 咪唑洗脱；6：60 mmol/L 咪唑洗脱；7：
300 mmol/L 咪唑洗脱(Bgl59)纯蛋白 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of Bgl59. M: 
Protein marker; 1: Cell lysate precipitation; 2: 
Supernatant of cell lysate; 3: Ni2+ affinity 
chromatography flow through; 4: 20 mmol/L 
imidazole elution; 5: 40 mmol/L imidazole elution; 
6: 60 mmol/L imidazole elution; 7: 300 mmol/L 
imidazole elution (Bgl59) pure protein. 
 

 
 
图 5  Bgl59 最适反应温度 
Figure 5  Bgl59 optimum reaction temperature. 

2.4.2  Bgl59 最适反应 pH  
在最适温度条件下，分别测定该酶在

Na2HPO4-Citric acid 缓冲液(pH 3.0−6.0)、Tris-HCl
缓冲液(pH 6.0−8.0)和 NaH2PO4-Na2HPO4 缓冲

液(pH 8.0−10.0)中的相对酶活，测定得到的 pH
与酶活关系如图 6 所示，在 pH 5.0−8.0 范围内，

该酶可以发挥 50%以上的酶活，pH 为 6.0 时，

酶活力最高，当 pH 为 4.0 或者 pH 高于 9.0 时

酶活力较低，当 pH 为 3.0 时基本无酶活。由此

可知，该酶的最适反应 pH 为 6.0，并且能在较

宽的酸碱范围内发生作用。 
2.4.3  Bgl59 热稳定性 

将酶置于不同温度下(30、35、40、45、50 ℃)
处理不同时间(5、10、15、30、45、60 min)，
在最适反应条件下(55 ℃，pH 6.0)测定各处理组

的酶活，以初始酶活为 100%，计算相对酶活，

得到该酶的热稳定性结果如图 7 所示。Bgl59
在 30−45 ℃时表现出较好的稳定性，酶活能够

保持在 60%以上，当在 50 ℃中作用超 40 min
后，该酶的酶活将全部丧失。 
2.4.4  Bgl59 pH 稳定性 

用不同的 pH缓冲液(pH 5.0−8.5)稀释酶液，

在 37 ℃水浴锅中孵育 1 h，在最适条件下

(55 ℃，pH 6.0)测定各处理样品的残余酶活，得 
 

 
 
图 6  Bgl59 最适反应 pH  
Figure 6  Optimum reaction pH of Bgl59. 
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图 7  Bgl59 热稳定性 
Figure 7  Thermal stability of Bgl59. 
 
到的结果如图 8 所示。在 pH 5.0−8.5 范围内该

酶仍可以保持 80%以上的酶活，对于酸碱环境

具有一定的适应能力。 
2.4.5  底物特异性和酶促反应动力学分析 

在最适反应条件下，分别以 pNPG、2-硝基苯

基-β-D-葡萄糖苷(2-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, 
oNPG)、4-硝基苯基-β-D-半乳糖苷(4-nitrophenyl- 
β-D-galactopyranoside, pNPGal)、2-硝基苯基-β-D-
半乳糖苷(2-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside, 
oNPGal)、4-硝基苯基-α-D-葡萄糖苷(4-nitrophenyl- 
α-D-glucopyranoside, pNP(α)G)、4-硝基苯基-α-D-
半乳糖苷(4-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside, 
pNP(α)Gal)、4-硝基苯基-β-D-木糖苷(4-nitrophenyl- 
β-D-xylopyranoside, pNPX)、4-硝基苯基-β-D-纤维

二糖苷(4-nitrophenyl-β-D-cellobioside, pNPC)、1%
的纤维二糖以及乳糖为底物，测定酶对各底物的

水解能力，结果如表 2 所示。在 8 种供试底物中，

当以 pNPG 作为底物时，酶活最高，此时比酶活

达 137.07 U/mg。该酶对 β 型糖苷键底物具有水

解专一性，而对 α 型糖苷键并无水解活性；对不

同糖类的糖苷类化合物来说，该酶对葡萄糖苷类

底物有最高的水解活力，对半乳糖苷类底物的水

解活力次之，而对木糖苷类并无水解活性；对天

然底物纤维二糖和乳糖具有一定的水解能力，分 

 
 
图 8  Bgl59 pH 稳定性 
Figure 8  pH stability of Bgl59. 
 
表 2  Bgl59 的底物特异性 
Table 2  Substrate specificity of Bgl59 
Substrate Relative activity (%) 
pNPG 100.00±1.70 
oNPG 32.20±0.50 
pNPGal 10.10±0.30 
oNPGal 4.50±1.00 
pNP(α)G ND 
pNP(α)Gal ND 
pNPX ND 
pNPC ND 
Cellobiose 28.31±2.70 
Lactose 10.00±0.64 
ND: Not detected. 
 
别为 pNPG 活力的 28.31%和 10.00%。用最适反

应 pH 缓冲液配制不同浓度的 pNPG 溶液

(0.625−20 mmol/L)，在最适酶促反应条件下，测

定不同底物浓度下的酶活力，于 GraphPad 软件

中非线性拟合 Michaelis-Menten 方程，得出该酶

的 Km 值为 3.090 mmol/L，Vmax 为 194 U/mg，通

过进一步计算可知 kcat 为 159 s−1，催化效率

kcat/Km 为 51.46 s−1·mmol·L−1。 
2.4.6  不同金属离子、化学试剂对 Bgl59 酶活力

的影响 
以 10 mmol/L 的 pNPG 为底物，在反应体系

中加入不同的金属离子(终浓度为 1 mmol/L)和不
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同的化学试剂(终浓度为 0.1%)，在最适反应条

件下进行酶促反应，测得金属离子或化学试剂对

Bgl59 酶活影响如图 9 所示。终浓度为 1 mmol/L
的 Ca2+、Co2+、Ni2+、Ba2+会对该酶产生一定的

激活作用，其中 Ca2+对酶的激活作用最强，能够

提升约 30%的酶活。终浓度为 1 mmol/L 的 Cu2+、

Fe3+、Mg2+、K+、Fe2+、Zn2+，以及终浓度为 0.1%
的 EDTA、DTT、Tween 80 会产生一定的抑制作

用，表面活性剂 SDS 则会使酶直接失活。 
2.4.7  不同单糖及蔗糖对酶活力的影响 

在最适酶促反应条件下，以 pNPG 为底物，

以未添加糖类的试验组为对照，测定不同单糖

和蔗糖(终浓度为 0.1 mol/L)对酶活力的影响，

得到的结果如图 10 所示。除了果糖、蔗糖以及

甘露糖对 Bgl59 有一定的抑制作用以外，其他

单糖均能在一定程度上提高 Bgl59 的酶活，特

别是木糖和葡萄糖，对酶有着最显著的促进作

用，可以分别使酶活提升 91%和 60%。 
2.4.8  高浓度葡萄糖和木糖对酶活力的影响 

在酶活测定体系中加入不同浓度(0−2.00 mol/L)
的木糖或葡萄糖，以 pNPG 为底物，在最适条 

 

 
 
图 9  金属离子与化学试剂对重组蛋白 Bgl59 酶

活力的影响 
Figure 9  Effect of metal ions and chemical 
reagents on the enzymatic activity of recombinant 
protein Bgl59. 

件下进行反应，测定各处理下的相对酶活，结

果如图 11 所示。一定浓度的葡萄糖或木糖均能

使 Bgl59 的酶活得以提高，尤其是在 0.10 mol/L
葡萄糖或者是 0.30 mol/L 木糖浓度的条件下，

Bgl59 受到的激活效果最好，可以分别使酶活提

高 74%或 91%，而后随着浓度的持续升高，激活

效果逐渐减弱，在葡萄糖浓度为 0.75 mol/L 或木

糖浓度为 1.50 mol/L 时，抑制作用开始出现。

在 2.00 mol/L 木糖浓度或 1.25 mol/L 葡萄糖浓

度的反应体系中，Bgl59 的酶活仍在 50%以上， 
 

 
 
图 10  不同糖类对 Bgl59 酶活力的影响 
Figure 10  Effect of different saccharides on Bgl59 
enzyme activity. 
 

 
 
图 11  不同浓度葡萄糖和木糖对 Bgl59 酶活力的

影响 
Figure 11  Effect of different concentrations of 
glucose and xylose on Bgl59 enzyme activity. 
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说明 Bgl59 对葡萄糖和木糖有较好的耐受性，一

般的生理条件下不会出现产物反馈抑制现象。 

3  讨论与结论 
本研究运用现代生物技术，对 Devosia 

psychrophila 来源的 β-葡萄糖苷酶(Bgl59)进行

重组表达并测定酶学性质。对 Bgl59 进行多重

序列比对发现，Bgl59 与另外 3 条嗜冷菌产生的

β-葡萄糖苷酶同样具有 GH1 家族特有的保守序

列以及保守的氨基酸位点，由此可知，Bgl59 也

属于 GH1 家族的一员。构建了 Bgl59 系统发育树

并将其与同源性较高的一些序列比对发现，

Bgl59 与 WP_056234560.1 (Devosia sp. Root635)
亲缘关系最近，相似度高达 91.99%。 

β-葡萄糖苷酶在自然界中广泛存在，在各

个领域都具有重要的应用价值。一般来说，不

同来源的 β-葡萄糖苷酶因其生理环境不同，往

往其酶学性质也存在显著差异[15]，如表 3 所示。

虽然 Bgl59 来源于嗜冷细菌，但其最适反应温度

为 55 ℃，最适反应 pH 为 6.0，其性质与一些来

源于嗜中温细菌的 β-葡萄糖苷酶具有一定的相

似性。如来源于 Thermomonospora amylolytica
的嗜碱 β-葡萄糖苷酶 tabg12a，其最适反应条件

为 45 ℃和 pH 8.0[16]。β-葡萄糖苷酶 BGL3-GXT6
来源于链霉菌 GXT6，40 ℃为其最适反应温度[17]。

Bgl52 是一种来源于嗜热淀粉芽孢杆菌(Bacillus 
thermoamylovorans)的 β-葡萄糖苷酶，其最适反

应温度比 Bgl59 要高，为 70 ℃[18]。在目前所报

道的各个 β-葡萄糖苷酶的相关研究中，大多数

的 β-葡萄糖苷酶的最适 pH 是酸性或者中性，

而 Bgl59 的最适 pH 是 6.0，这一特性与大多数

的 β-葡萄糖苷酶一样，它们在偏酸性的环境中

具有较高活性。 
通过酶学性质表征，可以看出重组蛋白

Bgl59 的温度效应比一些来源于其他微生物的

β-葡萄糖苷酶来说具有一定的优势。r-BglNH 是

源于海洋链霉菌的一种 β-葡萄糖苷酶，在 45 ℃
的条件下作用 1 h后仅剩 40%的酶活[19]；在 45 ℃
条件下作用 0.5 h 后，源于土壤宏基因组文库的

β-葡萄糖苷酶Bgl1269仅剩 20%的酶活[20]。Bgl59
与上述 2 个 β-葡萄糖苷酶相比具有较好的热稳

定性，在 30−45 ℃的温度范围内孵育 1 h 还能保

持 60%以上的酶活，在 pH 5.0−8.0 的环境中，将

Bgl59 置于 37 ℃恒温处理 1 h 后，该酶能够保持

40%以上的酶活，可以看出，无论在酸性还是碱

性环境中 Bgl59 都能够保持一定的稳定性。 
 
表 3  不同来源的 β-葡萄糖苷酶酶学性质对比 
Table 3  Comparison of enzymatic properties of β-glucosidase from different sources 
Organisms Enzyme Molecular 

weight 
(kDa) 

Optimum 
temperature 
(℃) 

Optimum 
pH  

Km 
(mmol/L) 

Activity 
(U/mg) 

kcat/Km 
(s−1·mmol−1) 

References 

Devosia psychrophila Bgl59 48.77 55 6.0 3.090  137.07 51.46 Present study 
Thermomonospora 
amylolytica 

tabg12a 78.39 45 8.0 ND ND ND [16] 

Streptomyces sp. BGL3-GXT6 83.00 40 6.0 0.471  ND ND [17] 
Bacillus thermoamylovorans Bgl52 52.00 70 6.5 9.300  223.70 ND [18] 
Streptomyces sp. r-BglNH 51.00 45 6.0 10.900  24.10 ND [19] 
a metagenomic library of 
mangrove soil 

Bgl1269 66.00 40 6.0 0.228  ND ND [20] 

Scytalidum thermophilum / 40.00 60 6.5 0.290  8.90 45.76 [21] 
Soil metagenomic library bgl2238 80.67 44 6.1 0.296 29.10 ND [22] 
ND: Not detected; /: None. 
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Bgl59 对天然或者人工合成的底物具有广泛

的水解能力，对 β-1,4 糖苷键具有水解偏好性。当

底物为 pNPG 时，比活力为 137.07 U/mg。来源

于嗜热镰刀菌的 β-葡萄糖苷酶，当其以 pNPG 为

底物时，比酶活仅为 8.9 U/mg[21]；来源于宏基因

组文库的 bgl2238，其最大比酶活为 29.1 U/mg[22]。

金属离子和化学试剂的存在均会对 Bgl59 的活

性产生一定的影响，其中 1 mmol/L 的 Ca2+以及

Co2+对 Bgl59 活性具有促进作用，而 1 mmol/L 
Cu2+、Fe2+会较为明显地抑制 Bgl59 的活性。对

Bgl59 酶活抑制作用最明显的是 0.1%的 SDS，
在此浓度下它能够使酶完全失活。Bgl59 在其余

金属离子或化学试剂存在时均能保持 70%以上

的酶活。由此可见，无论是金属离子还是化学

试剂，Bgl59 都具有较好的耐受性，这一特性也

有利于其在工业上的广泛应用。 
研究表明在通过木质纤维素生物质生产乙

醇的过程中，纤维素的糖化是至关重要的环节[18]。

然而在纤维素的水解过程中，其产物葡萄糖会对

大多数的 β-葡萄糖苷酶产生反馈抑制作用[23-24]。

因此，在工业生产中，那些通过简易表达系统

就能获得，能够进行高效率催化，并且属于葡

萄糖激活型的 β-葡萄糖苷酶，有着更高的应用

价值，可以使生产成本进一步降低 [10]。Bgl59
正是符合这一要求的 β-葡萄糖苷酶，能够同时

被木糖以及葡萄糖所激活，当葡萄糖浓度为

0.10 mol/L 时激活作用最大，可将酶活提高 74%；

在木糖浓度为 0.30 mol/L时有最好的激活效果，

可将酶活提高 91%。Bgl59 能够表现出较好的

木糖或葡萄糖耐受性，在 2.00 mol/L 木糖浓度

或 1.25 mol/L 葡萄糖浓度的反应体系中还能保

持 50%以上的酶活。综上所述，本研究为挖掘

新型 β-葡萄糖苷酶及其功能应用奠定了基础，

并为该酶在未来工业上的应用提供了一定的理

论支持。 
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