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新型 G/ 11家族木聚糖酶的设计及生物学分析

石敢当 , 张光亚 , 方柏山
(华侨大学 工业生物技术重点实验室 , 福建 泉州 362021)

摘要 : 　运用 Bioedit软件 ,从已知耐热性能较好的 G/ 11木聚糖酶蛋白序列出发 ,构建调和序列 ,获得新型木

聚糖酶.首先运用 InterProScan得出该序列为 G/ 11家族 ,再运用 MotifScan确定其活性部位 ,对比 G/ 11木聚

糖酶的特征序列确定该酶为木聚糖酶.通过 SWISSΟMODEL 对其三级结构进行预测 ,了解信号肽长度为 27

个.运用 Protparam Tool对其部分理化性质进行预测 ,得出其理论等电点为 6. 82 ,最适温度为 81. 72 ℃,高于

调和前的任何一条序列.最后 ,通过选择宿主菌最优密码子获得其基因序列.
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木聚糖酶能水解木聚糖主干链内部的βΟ1 ,4糖苷键 ,产生低聚木糖或带有侧枝的寡聚糖.用于纸浆

漂白的木聚糖酶最好应该是耐热和耐碱的 ,但目前工业上多数用于纸浆漂白的木聚糖酶最适温度在 45

℃以下.这就引起了国内外学者对木聚糖酶及其基因的关注[1Ο3 ] .目前有两种解决方法 :一种方法是从极

端环境中筛选木聚糖酶产生菌株[4 ]1 迄今为止 ,已发现能产耐热木聚糖酶的细菌只有 20余种和不足 10

种的真菌 ,其中只有 T hermomonos pora f ussa的 X y nA属于 G/ 11族[5 ] ;另一种方法是对木聚糖酶进行

蛋白质改造 ,这是一个更好的选择[ 6 ] .对现有木聚糖酶进行遗传改造的方法 ,主要有定向进化法、定点突

变法和计算机辅助法[7 ] .前者属于非理性的蛋白设计范畴 ,采用随机的方法.因此 ,存在筛选容量太大 ,

筛选过程较复杂且费用较昂贵等缺点[8 ] .后两者属于理性和半理性蛋白设计范畴 ,它们利用了蛋白质分

子空间结构的数据 ,尽管能取得一定的成功[9 ] ,但很大程度上依赖于经验[ 10 ] .随着生物信息学的迅猛发

展 ,研究者开始注意到将生物信息学的手段引入到蛋白质工程领域 ,如 Lehmann等[11 ]运用 PRET T Y

软件对已知的植酸酶的氨基酸序列进行调和 ,取得了很好的效果.本文采用类似文 [ 11 ]的方法 ,通过生

物信息学手段设计一种新型木聚糖酶 ,并探讨其热稳定性的分子机制.

1　材料与方法

1 . 1　数据来源

G/ 11家族木聚糖酶序列来源于 SwissΟProt Release 44. 4和 PDB数据库 (ht tp :/ / www. rcsb. org/

pdb/ ) ,前者是非冗余的专家库.木聚糖酶最适温度的数据来源于文 [ 12 ] . 6 个木聚糖酶的 ID号及最适

温度 ,如表 1所示 ,其中 ID为 SwissΟProt 登陆号. 然后运用 Bioedit 软件对 6个木聚糖酶的序列进行调
表 1　G/ 11家族木聚糖酶

Tab. 1　The G/ 11 xylanases

ID P55329 P55332 P55334 P35809 P33558 O43097

θopt / ℃ 53. 90 56. 01 60. 15 67. 46 72. 26 79. 08
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和 ,得出一条调和序列.采用文[ 12 ]得出的回归方程对该新的木聚糖酶序列最适温度进行计算 ,并运用

文[ 13 ]的公式对其做进一步验证.

1 . 2　新序列特性以及三维结构的鉴定

首先运用 Inter ProScan ( ht tp :/ / www. ebi. ac. uk/ Inter ProScan/ ) ,得出该新序列属于 G/ 11 家族 ,

再运用 Motif Scan (ht tp :/ / myhit s. isbΟsib. ch/ cgiΟbin/ motif scan)对该序列的活性位点进行测定.将其

与 G/ 11家族木聚糖酶的两个特征序列 PS00776 和 PS00777对比. 这两条特征序列引自 PROSITE数

据库 (ht tp :/ / us. expasy. org/ p rosite/ ) , 其调和序列分别为[ PSA ]Ο[LQ ]ΟxΟEΟYΟYΟ[L IVM ] (2)Ο[ D E]Ο
xΟ[ F YW HN ]和[L IVMF ]Οx (2)ΟEΟ[ A G]Ο[ YW G]Ο[ Q RF GS]Ο[ SG]Ο[ STAN ]ΟGΟxΟ[ SA F ] .式中 , [ ]表

示在该位点可以是其中的任一个 ,x表示该位点可以是 20 种天然氨基酸中任何一个.对比结果刚好符

合特征序列的要求.运用 SWISSΟMODEL ( ht tp :/ / swissmodel. expasy. org/ ) ,从不同角度分别标明其

活性部位的氨基酸序列及 N端的氨基酸序列.

1 . 3　新序列的密码子优化

通过 Codon U sage数据库获得枯草芽孢杆菌的最优密码子 ,对新序列密码子进行优化.

2　结果与分析

2 . 1　构建调和序列

运用 Bioedit 对已知木聚糖酶氨基酸序列进行序列调和 ,调和结果如图 1所示.其中 ,Consensus一

图 1　调和序列图

Fig. 1　The concensus sequence of xylanase

行出现的“3”代表 6条序列对应位子氨基酸是相同的 ;“:”代表其中的 5条序列对应位子氨基酸是相同

的 ;“.”代表 4条序列对应位子氨基酸是相同的.其他位置按照氨基酸出现几率大小确定调和序列的对

应位子的氨基酸类别 ,如果发生出现几率相同的情况 ,那就以 Topt 比较高的序列出现的氨基酸类别为

准.所得序列进行 BL ASTP比对得出与其最接近的序列为源于 T hermom yces l anu gi nosus 的 O43097

( E3. 2. 1. 8) ,其相似程度到达 78 %.

2 . 2　热稳定性的判断及最适温度的计算

利用 Inter Pro Scan得出该序列为 G/ 11家族. 运用 Protparam Tool可得出该新酶的理论等电点为

6. 82接近中性 ,与已报道木聚糖酶的等电点比较符合.根据 SWISSΟMOD EL 得出该新序列的 N端的前

27个为信号肽1 在运用 Motif Scan测试其活性位点时 ,可以将前面的 27个信号肽去掉 ,得出该新序列

的活性部位分别位于氨基酸序列 80～90和 171～182的位置.对应的序列为 PL V E YYIV ES和 VA TE2
GYQSSGYA1 根据逐步回归公式[12 ]

θopt = - 21 . 58 - 2 . 33 X1 ,3 + 0 . 73 X3 ,1 - 9 . 19 X5 ,1 - 5 . 95 X5 ,2 +

0 . 74 X8 ,1 + 4 . 26 X10 ,2 - 49 . 25 X11 ,3 - 7 . 29 X17 ,1 ,

计算得出该新序列的最适温度为 81. 72 ℃.进一步采用 PCA嗜热蛋白公式[13 ]

PC1 = 0 . 273 A + 0 . 253 C + 0 . 047 D - 0 . 295 E - 0 . 112 F + 0 . 038 G + 0 . 257 H -
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0 . 342 I - 0 . 425 K + 0 . 23L + 0 . 055 M - 0 . 111 N + 0 . 194 P +

0 . 364Q + 0 . 203 R + 0 . 047 S - 0 . 008 T - 0 . 152V - 0 . 082W - 0 . 288 Y ,

PC2 = - 0 . 267 A + 0 . 282 C + 0 . 179 D - 0 . 235 E + 0 . 109 F - 0 . 209 G + 0 . 158 H +

0 . 172 I + 0 . 056 K - 0 . 047L + 0 . 041 M + 0 . 399 N - 0 . 066 P + 0 . 156Q -

0 . 326 R + 0 . 338 S + 0 . 349 T - 0 . 338V + 0 . 001W + 0 . 011 Y ,

代入数值计算得出 PC1 = - 1 . 18 , PC2 = 3 . 82 .符合文献所说的 PC2 < - 1 . 5 PC1 + 6 ,进而说明该酶为嗜

热蛋白.

2 . 3　三级结构图的构建及其特征位点观察

(a) (b)

图 2　酶的三级结构

Fig. 2　3D structure of xylanase

通过 SWISSΟMODEL 对该新酶三

级结构进行预测 ,如图 2 所示. 从图 2

(a)可以看出新木聚糖酶氨基酸链的活

性部位的具体位置 ,以及新酶的活性位

点集中在凹巢中.从图 2 ( b)可以看出 ,

该新酶的 N端裸露在结构的外面 ,便于

连上相应的 His末端 ,为以后酶的纯化

提供方便.

2 . 4　密码子的优化

考虑到后续研究过程中所使用的

表达宿主为枯草芽孢杆菌 ( B aci l l us

subti l is) ,为了避免由于密码子偏好带

来的基因表达效率的影响1 因此 ,在逆翻译上述获得的酶蛋白序列对应的基因序列时 ,在存在同义密码

子的情况下 ,优先使用枯草芽孢杆菌的最优密码子.从 Codon U sage数据库获得的枯草芽孢杆菌的最

优密码子 ,如表 2所示1 表 2中 ,采用出现频率 ( f )较高的对应密码子即为枯草芽孢杆菌的最优密码子.

表 2　枯草芽孢杆菌最优密码子

Tab. 2　Superior codon of B aci l l us subti l is

氨基酸 密码子 f / % 氨基酸 密码子 f / % 氨基酸 密码子 f / % 氨基酸 密码子 f / %

Ala (A) GCA 2. 11 Gln (Q) CAA 2. 04 Leu (L) CU G 2. 30 Ser (S) UCA 1. 46

Arg (R) A GA 1. 05 Glu ( E) GAA 0. 81 Lys ( K) AAA 4. 84 Thr ( T) ACA 2. 11

Asn (N) AAU 2. 29 Gly( G) GGC 2. 33 Met (M) AU G 2. 63 Trp (W) U GG 1. 07

Asp (D) GAU 3. 32 His ( H) CAU 1. 57 Phe ( F) UUU 3. 00 Tyr ( Y) UAU 2. 33

Cys (C) U GC 0. 43 Ile ( I) AUU 3. 62 Pro ( P) CCG 1. 63 Val (V) GUU 1. 86

图 3　优化的密码子

Fig. 3　Optimized codon

由最优密码子得到的编码该新型木

聚糖酶的基因序列 (图 3) ,它可用于

指导其基因序列的合成.

3　结束语

通过 Bioedit 软件对已知序列

的木聚糖酶氨基酸序列进行调和 ,

不但能够省时省力 ,而且不需要对

结构太多的了解 1 利用 Bioedit 软

件时 ,发现所考察的氨基酸序列中

第 181位的氨基酸对木聚糖酶的最适温度影响很大 ,该位置氨基酸的变化会直接导致高达 20℃左右的

温差 ,其中调和序列温度最高的两种木聚糖酶在 181位的氨基酸都是 Tyr ( Y) .因此 ,研究该位氨基酸

很有意义.据此 ,借助合成生物学的理念 ,直接合成该新型木聚糖酶蛋白的基因序列并进行表达和纯化

相应的酶 ,然后对其性质进行进一步验证 ,有关结果将作后续报道.
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Design and Bioinformatical Analysis of a Novel G/ 11 Xylanase

S HI GanΟdang , ZHAN G GuangΟya , FAN G BaiΟshan

( Key Laboratory of Indust rial Biotechnology of Fujian Province University , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　A novel xylanase sequence was obtained by using Bioedit to compare six G/ 11 thermostable xylanase protein

sequences. The calculated optimal temperature of the new sequence was 81. 72 ℃, which was higher than any of the six

ancest ral sequences. Firstly , we knew this new sequence belonged to G/ 11 through using InterProScan , and got it s active

site by using Motif Scan. The signal peptide of the new xylanase could know by using the SWISSΟMODEL which predicted

the tertiary st ructure of the protein. The length of the signal peptide was 27. By using protparam tool , we got some phys2
ical and chemical properties of the new xylanase , f rom which we knew the theoretical isoelect ric point of it was 6. 28. The

gene encoding of the xylanase was generated through the optimal codon used by the host st rain. The current study paved

the way for the synthetic biology of xylanase.

Keywords :　xylanase ; consensus sequence ; tertiary st ructure ; physical and chemical p roperties ; synthetic biology
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