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摘　要　应用 NBS ,WR K ,DTNB ,PMSF ,Phenylgloxal hydrate ,DEPC等化学修饰剂对嗜热真菌所产的耐热木聚糖

酶进行了化学修饰。分别作用于色氨酸残基和谷氨酸 (或天冬氨酸)残基的 NBS和 WR K可使耐热木聚糖酶活性

显著降低 ,而其他几种修饰剂无明显作用。木聚糖对 NBS的修饰有抑制作用 ,310 mg·mL - 1的桦木木聚糖底物可

完全阻止 NBS对耐热木聚糖酶的修饰作用 ,但木聚糖底物不能阻止 WR K对耐热木聚糖酶的失活作用。实验结果

表明 ,色氨酸残基和谷氨酸 (或天冬氨酸)残基位于酶的活性中心 ,且色氨酸残基位于酶的底物结合中心 ,而谷氨酸

(或天冬氨酸)残基可能位于酶的催化中心。
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Chemical modification of thermo stable xylana se

from Thermomyce s lanugino sus

Li Xiuting , J iang Zhengqiang , Li Lite , Yang Shaoqing , Tian Hongmei
(College of Food Science and Nutritional Engineering , China Agricultural University , Beijing 100083 , China)

Abstract　The modification chemicals of NBS , WRK, DTNB , PMSF , Phenylgloxal hydrate ,DEPC were us ed to react with

a thermostable xylanas e from Thermomyces lanuginos us . The thermostable xylanas e could be inactivated by NBS (N2
bromos uccinmide) and WRK (N2ethyl252phenylis oxazolium232s ulfonate) . The tryptophan residues and glutamate/ asp ar2
tate residues might be involved in the active site of the enzyme . Chemical modification of the xylanas e with NBS and

WRK revealed that trytophan and glutamate/ asp artate were ess ential for the activity. 310 mg·mL - 1 birchwood xylan

could completely inhibit the inactivation of xylanas e by NBS. The s ubstrate had no effect on the modification by WRK.

The res ults revealed that tryptophan was in the s ubstrate binding site and glutamate/ asp artate in the catalytic site .

Key words　Thermomyces lanuginos us ; thermostable xylanas e ; chemical modification ; active site

　　目前 ,国内外研究木聚糖酶的成果及报道均较

多[1～6 ]。在木聚糖酶活性中心研究方面 ,除刘瑞田

等[7 ]关于碱性木聚糖酶活性部位的文献外 ,国内尚

未见其他报道。国外对木聚糖酶活性部位的研究较

为深入 ,已知木聚糖酶活性部位的氨基酸残基主要

有色氨酸[3 ]、谷氨酸 (或天冬氨酸) [4 ]、组氨酸[5 ]和

半胱氨酸[6 ] ,等等。

嗜热真菌 ( Thermomyces lanugi nosus)是生长上

限温度最高的一种真菌 ,可能成为真核生物中产胞

外热稳定酶的最佳菌株。嗜热真菌所产的耐热木聚

糖酶在高温和碱性条件下有效且稳定 ,具有极大的

工业应用潜力。笔者在完成对嗜热真菌所产耐热木

聚糖酶的纯化及性质研究的基础上 ,对其氨基酸残

基的化学修饰与酶活性关系进行了研究 ,同时 ,结合

荧光光谱分析对耐热木聚糖酶的活性部位及功能进

行了初步探讨 ,旨在为研究木聚糖酶的分子结构与

其功能域的关系提供实验依据和证明 ,并为改造酶

蛋白 ,提高其在生产实际中的应用价值提供理论

依据。
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1　材料与方法

111　实验材料

耐热木聚糖酶为本实验室改良的菌株嗜热真菌

T . lanugi nosus CBS288. 54 M218 的发酵液经多步

纯化得到的电泳级纯酶 ;化学修饰剂 NBS ( N2bro2
mosuccinimide) , D TNB ( 5 , 5′2dithio2bis2( 22nit roben2
zonic acid) ) , Phenylglyoxal hydrate ,PMSF (phenyl2
methylsulfonyl floride ) , DEPC , WR K ( N2ethyl252
phenylisoxazolium23′2sulfonate) ,β2巯基乙醇和桦木
木聚糖均为美国 Sigma公司产品 ,其他试剂为国产

分析纯。

112　实验方法

1)木聚糖酶活性的测定。木聚糖酶活性的测定

参照DNS法[8 ] :将 011 mL 适当稀释的酶溶液 ,加入

到 019 mL 质量浓度为 10 mg·mL - 1的桦木木聚糖

底物溶液 (用 0105 mol·L - 1 ,p H 715 的 Tris2HCl缓

冲液配制)中 ,50 ℃反应 10 min ,用 DNS法测定释

放的还原糖含量 ,同时以木糖作为标准。木聚糖酶

活性单位定义为 :上述条件下 ,每 min水解木聚糖生

成 1μmol木糖所需要的酶的物质的量为 1 U。

2)蛋白质的测定。按照 Lowry等[9 ]的方法 ,以

牛血清白蛋白作为标准蛋白质绘制标准曲线。

3)酶的化学修饰。酶化学修饰的作用条件及有

关文献见表 1。将各种化学修饰剂溶于 p H 715 ,

0105 mol·L - 1的 Tris2HCl缓冲液中 ,配成不同浓度

的溶液后与酶液混合 ,25 ℃保温一定时间后终止反

应 ,测定残余酶活性。以用缓冲液替代修饰剂且在

25 ℃保温一定时间的酶液作为对照 ,其相对酶活性

为 100 %。

表 1　酶化学修饰的作用条件

Table 1　The conditions of chemical modification of xylanase

氨基酸

残基

修饰剂

名称

修饰剂最大终浓

度/ (mmol·L - 1)

参考

文献

Trp NBS 40×10 - 3 [10 ]

Glu/ Asp WR K 50 [11 ]

Cys DTNB 20 [12 ]

Ser PMSF 20 [13 ]

Arg Phenylgloxal 100 [14 ]

His DEPC 100 [15 ]

　　4) NBS与 WR K对木聚糖酶的修饰作用。25

℃条件下 ,用终浓度为 5 ,10 ,15 ,20 ,25μmol·L - 1的

NBS分别与酶液作用 10 ,20 ,30 ,40 min 后 ,以色氨

酸终止反应 ,测定残余酶活性[10 ] ;用终浓度为 10 ,

20 ,30 ,40 ,50 mmol·L - 1的 WR K分别与酶液作用

10 ,20 ,30 ,40 min后 ,以乙酸缓冲液终止反应 ,测定

残余酶活性[11 ] ;以不加修饰剂的酶液作为对照 ,计

算相对酶活性。由相对酶活性的对数对反应时间作

图得到的直线的斜率即为一级反应常数 ,由一级反

应常数的对数对修饰剂浓度的对数作图 ,得到直线

的斜率即为二级反应常数[16 ]。

5)底物对化学修饰的抑制作用。酶液与不同浓

度的木聚糖溶液于 0 ℃作用 10 min 后 ,分别加入

NBS或 WR K ,作用一定时间后终止反应 ,测定残余

酶活性 ,同时 ,以不加修饰剂的酶液作为对照 ,计算

相对酶活性。

6) NBS 的修饰作用与底物对酶荧光的影响。

25 ℃条件下 ,终浓度为 20μmol·L - 1的 NBS与酶液

作用 10 min 后测定其荧光 ,同时以不添加 NBS的

酶液作为对照。将酶液与 1 mg·mL - 1的木聚糖溶

液在 25 ℃下作用 10 min后 ,测定与底物结合后的

木聚糖酶的荧光光谱 ,同时以不添加木聚糖的酶液

作为对照。将酶溶于 p H 715 ,0105 mol·L - 1的 Tris2
HCl缓冲液中 ,质量浓度为 0125 mg·mL - 1。荧光测

定使用 RF25301型荧光分光光度计 ,激发和发射光

谱谱宽均为 5 nm ,激发波长 289 nm ,发射波长250～

450 nm。

2　结果与讨论

211　化学修饰剂对耐热木聚糖酶活性的影响

从不同化学修饰剂对耐热木聚糖酶活性的影响

(图 1)可以看出 ,NBS和 WR K对木聚糖酶活性的

影响极为显著 (图 1 (a)和 ( b) ) ,但随着修饰剂浓度

的增高 ,木聚糖酶的活性受到严重抑制 ,尤其是

NBS ,很低浓度 NBS的化学修饰作用即使木聚糖酶

迅速丧失活性。由此可见 ,色氨酸残基和谷氨酸 (或

天冬氨酸)残基极有可能位于或接近于木聚糖酶的

活性部位。

D TNB , PMSF , Phenylgloxal hydrate 和 DEPC

等修饰剂的作用并不能使耐热木聚糖酶的活性产生

显著变化 (图 1 (c)和 ( d) ) ,说明这些修饰剂所修饰

的氨基酸残基 ,即半胱氨酸、组氨酸、丝氨酸和精氨

酸等并不处于该耐热木聚糖酶的活性部位。虽然有
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些修饰剂对耐热木聚糖酶的活性有一定程度的影

响 ,如 D TNB 和 Pheny ,但极可能是由于其作用于

酶活性中心以外的其他相应的氨基酸残基 ,从而使

木聚糖酶活性发生变化。Kitpreeghavanich 等[17 ]报

道来源于嗜热真菌 Hum icola lanugi nose (曾用名)

的木聚糖酶不能被 p2chloromercuribenzoic acid所修

饰而失去活性 ;而 Tatjana 和 Vladimir 在对来自于

嗜热真菌 T . lanugi nosus另一株 DSM5826的木聚

糖酶的研究中却得到不同的结果 [6 ] ,即 10 mmol

D TNB的修饰和 25 mmol PHMB的修饰均能使其所

研究的木聚糖酶丧失活性 ,并由此得到半胱氨酸位

于该酶活性中心的结论。基于此 ,可以推测来自嗜

热真菌不同菌株的耐热木聚糖酶有可能具有不同的

二级或三级结构。空间结构的不同使酶分子功能域

有所不同 ,因而决定了酶在反应过程中表现出不同

的反应机制 ,当然 ,这一推测需要更加深入的实验研

究来证实。

图 1　不同化学修饰剂对木聚糖酶活性的影响 (25 ℃)

Fig. 1　Effect of different modifiers on xylanase activity(25 ℃)

　

212　化学修饰剂对耐热木聚糖酶氨基酸的修饰作用

1) NBS对色氨酸的化学修饰作用。NBS通过

氧化色氨酸残基的吲哚基 ,形成羟吲哚衍生物来完

成蛋白质的修饰。图 2 示出不同浓度 NBS对木聚

糖酶的失活作用。实验中修饰剂相对于可能修饰的

残基是大过量的 ,故可以认为该失活反应是假一级

反应 ,结合 Levy 等[16 ]的方法 ,得到二级反应常数

11170(图 2 (a) ) ,表明有 1 个色氨酸残基被修饰而

使酶失活 ,因此 ,整个酶分子中至少有 1个色氨酸残

基位于活性部位。

图 2　不同浓度 NBS对木聚糖酶的失活作用

Fig. 2　Inactivation of xylanase by NBS
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　　许多对木聚糖酶活性部位的研究结果表明 ,色

氨酸残基对于酶的催化作用非常关键。Kerskar

等[3 ]应用近似方法进行 NBS的化学修饰 ,来研究耐

热菌 S t retomyces T7 产木聚糖酶的活性中心 ,其结

果证明酶分子中只有 1个色氨酸残基位于该酶的活

性部位。另外 , Zhu 等[18 ]针对 Fibrobacter succi no2
genes S85 的木聚糖酶 C分子的 3 个完全不同的区

域 A ,B ,C进行研究时 ,发现区域 A 和 B 均具有水

解木聚糖的能力 ,且分别有 413 和 116 个色氨酸残

基位于此 2区域的活性部位 ,而区域 C则不具备催

化特性。

2) WR K对谷氨酸的化学修饰作用。WR K在

酸性条件下选择性地修饰谷氨酸的羧基而对酶进行

失活作用。不同浓度的 WR K与耐热木聚糖酶作用

不同时间 ,测定残余酶活性 ,计算得到相对酶活性的

对数与作用时间的关系 (图 3 (a) ) 。可以看出 ,WR K

对酶活性的影响分为 2 个阶段 ,即快速失活阶段和

酶活性平缓下降阶段 ,其原因可能与酶羧基修饰的

特点有关[11 ] :在失活作用初期 ,酶分子表面的许多

谷氨酸残基容易被修饰 ,从而引起活性中心微环境

的改变 ,使酶活性快速下降。随着这一过程的延续 ,

修饰剂特异性地与活性位点的羧基反应而产生的依

赖于时间和修饰剂浓度的特异抑制 ,使其对酶的失

活作用变缓。同样地 ,结合 Levy等[16 ]的方法 ,得到

二级反应速度常数 11009 (图 3 (b) ) ,表明有 1 个羧

基被修饰而导致酶失活 ,可知酶分子中至少有 1 个

羧基位于活性中心。

图 3　WRK对木聚糖酶的失活作用

Fig. 3　Inactivation of xylanase by WR K

　

　　有较多的研究报道表明 ,谷氨酸或天冬氨酸残

基位于木聚糖酶的活性中心 ,在酶的催化反应过程

中起重要作用。Zhu等[18 ]研究 Fibrobacter succi no2
genes S85 的木聚糖酶 C分子的不同区域的催化特

性时 ,证明羧基处于其活性区域的重要位置 ; Nath

和 Rao [19 ] 在研究 p H 对嗜热细菌 B acill us sp .

NCIM59所产木聚糖酶 Xyl Ⅱ构象的影响时 ,同样

采用了利用 WR K进行化学修饰的方法 ,通过对位

于活性中心的谷氨酸残基进行作用 ,证实了 p H影

响酶 XylⅡ活性部位的微环境与电离情况 ,从而使

酶表现出偏中性的最适 p H ;另外 ,Mark等[4 ]采用定

点突变的方法 ,对来自 Schizophyll um com m une 木

聚糖酶 XynA的活性中心进行研究时 ,讨论了处于

活性部位的谷氨酸残基在其酶反应机制中所起的作

用 ,得到谷氨酸残基提供质子形成亲核进攻而完成

酶促反应的结论。由此可推测 ,在嗜热真菌耐热木

聚糖酶的活性部位 ,谷氨酸 (或天冬氨酸)残基可能

处于其催化中心 ,通过亲核进攻而在酶催化反应过

程中起着至关重要的作用。

213　底物对化学修饰的抑制作用

在用 NBS对木聚糖酶进行化学修饰之前 ,先将

酶与底物木聚糖溶液作用 ,考察底物对化学修饰的

保护作用。图 4为经不同浓度木聚糖溶液作用的酶

图 4　底物对 NBS修饰的抑制作用
Fig. 4　Substrate protection of xylanase

against inactivation by NBS

化学修饰后残余酶活性的变化情况。可以看出 ,随

着底物浓度的增加 , NBS对酶的失活作用随之减

弱 ,也就是说底物对酶的保护作用增强 ;当底物质量
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浓度增加至 310 mg·mL - 1时 ,其对酶的保护作用达

到 100 %。由此可推断底物与酶结合后 ,与 NBS的

结合位点被占据 ,无法再与 NBS结合 ,即色氨酸残

基处在酶与底物的结合位点。实验中还发现 ,底物

对 WR K的修饰几乎起不到抑制作用 ,表明谷氨酸

(或天冬氨酸)不处在酶与底物的结合位点。Ker2
skar等[3 ]在对一株链霉菌所产木聚糖酶活性中心的

研究中 ,也得到色氨酸残基处于酶与底物的结合位

点 ,对于酶的活性极为重要的结论。

214　木聚糖酶的荧光光谱分析

1) NBS修饰对木聚糖酶荧光的影响 (图 5) 。木

聚糖酶的荧光光谱表现的是色氨酸残基 ,最大吸收

峰在 344 nm处。与正常色氨酸 348 nm处的荧光发

射光谱峰相比 ,耐热木聚糖酶的发射光谱峰位蓝移

至 344 nm处 ,表明该酶属于 B 类蛋白质。NBS的

修饰导致荧光猝灭 ,而且其最大吸收峰位由 344 nm

处蓝移至 338 nm处 ,说明由于 NBS对色氨酸残基

的修饰 ,酶分子的构象发生了改变。

图 5　NBS修饰对木聚糖酶荧光的影响
Fig. 5　Effect of NBS on the fluorescence

spectrum of xylanase
　

图 6　底物对木聚糖酶荧光的影响
Fig. 6　Effect of the substrate on the fluorescence

spectrum of xylanase

2)底物对木聚糖酶荧光的影响。图 6为木聚糖

酶与底物结合后的荧光光谱图。可以看出 ,酶液中

添加的木聚糖质量浓度为 110 mg·mL - 1时 ,酶蛋白

的发射光谱峰发生红移 ,从 344 nm迁移至 350 nm ,

峰的强度也有所下降 ,表明酶与底物的结合使该酶

分子活性基团的微环境发生了改变。根据经验性规

律可以推测 ,色氨酸残基可能位于酶分子表面 ,且位

于酶蛋白的结合部位 :由于酶蛋白分子与底物发生

了结合 ,从而导致峰值降低。此结果再次证实了色

氨酸残基不仅是该酶蛋白分子活性部位所必需的氨

基酸残基 ,而且处于酶催化反应过程中至关重要的

酶与底物的结合位点。

3　结　论

色氨酸残基和谷氨酸 (或天冬氨酸)残基是维持

酶活性的重要基团 :色氨酸残基处于耐热木聚糖酶

的底物结合中心 ,而谷氨酸 (或天冬氨酸)残基可能

处于酶的催化中心 ,且整个酶分子中至少有 1 个色

氨酸残基和 1 个羧基位于活性中心部位。半胱氨

酸、组氨酸、丝氨酸和精氨酸等残基均不处于酶活性

中心。木聚糖对 NBS的修饰有抑制作用 ,310 mg·

mL - 1的桦木木聚糖底物可完全阻止 NBS对耐热木

聚糖酶的修饰作用 ,而木聚糖不能阻止 WR K对耐

热木聚糖酶的失活作用。
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