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摘要:暰目的暱克隆、表达克雷伯氏菌Klebsiellasp.GXK飊1菌株中的毩飊L飊鼠李糖苷酶基因,并研究重组酶的酶学

性质。暰方法暱比对分析 GenBank数据库中克雷伯氏菌同属的毩飊L飊鼠李糖苷酶基因序列,设计简并引物PCR扩

增基因的保守区。扩增目的基因,以pSE380为表达载体构建重组质粒pSE飊rha1,并在大肠杆菌E.coliXL飊blue
进行诱导表达,使用镍亲和层析纯化重组蛋白,研究目的蛋白 RHA1的酶学性质。暰结果暱以pNPR为底物,进
行重组酶酶学性质的研究。重组酶 RHA1的最适pH 值和最适温度分别为5.0和45曟,Km 值为(0.223暲
0灡030)mmol/L,Vmax 值为(1.272暲0.121)毺mol/(min·mg)。在pH 值为6~10的缓冲液内酶活力仍保持在

80%以上;在温度为40曟以下时,酶活较为稳定,但在温度高于40曟时酶活力迅速下降。RHA1能水解pNPR、

橙皮苷和芦丁。暰结论暱RHA1具有良好的pH 稳定性,不仅能够水解人工底物pNPR,还能够水解毩飊1,6键的天

然底物橙皮苷和芦丁,具有一定的医疗应用价值。

关键词:克雷伯氏菌暋毩飊L飊鼠李糖苷酶暋克隆表达暋酶学性质

中图分类号:Q814暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2018)03灢0290灢09

Abstract:暰Objective暱The毩飊L飊rhamnosidasegeneinKlebsiellasp.GXK飊1strainwasclonedand
expressed,andtheenzymaticpropertiesoftherecombinantenzymewerestudied.暰Methods暱By
searchingGenBankdatabase,thegenesequencescoding毩飊L飊rhamnosidaseofklebsiellawerean灢
alyzed.Theconservativesequencewasamplifiedbydegenerateprimers.Andageneencoding毩飊

L飊rhamnosidasewasclonedbyPCR.Then,the
recombinantplasmidpSE飊rha1wasconstructed.
AnditwasintroducedandexpressedinE.coli
XL飊blue.TherecombinantproteinRHA1 was
purifiedwithNi飊NTA.Theenzymaticproperties
oftherecombinantproteinRHA1wereinvesti灢
gatedindetail.暰Results暱UsingpNPRasasub灢
strate,theenzymaticpropertiesoftherecombi灢
nasewerestudied.Theoptimum pH andopti灢
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mumtemperatureofrecombinaseRHA1were5.0and45曟,respectively.ItsKmandVmax
valueswere(0.223暲0.030)mmol/Land(1.272暲0.121)毺mol/(mg·min),respectively.The
enzymeactivityremainedabove80%inthebufferofpH6—10;Whenthetemperaturewasbe灢
low40曟,enzymeactivitywasrelativelystable.Butwhenthetemperaturewashigherthan
40曟,enzymeactivitydroppedrapidly.RHA1couldhydrolyzepNPR,hesperidin,rutin.暰Conclu灢
sion暱RHA1hasgoodpHstability,notonlycanhydrolyzeartificialsubstratesbutalsocanhy灢
drolyze毩飊1and6bandnaturalsubstrateshesperidinandrutin,whichhascertainmedicalappli灢
cationvalue.
Keywords:Klebsiellasp.GXK飊1,毩飊L飊rhamnosidase,cloningandexpression,enzymeproperties

0暋引言

暋暋暰研究意义暱毩飊L飊鼠李糖苷酶是一种水解酶,可以

作用于毩飊1,2、毩飊1,3、毩飊1,4、毩飊1,6以及毩飊1连接的糖

苷键[1],不同来源的鼠李糖苷酶其结构不同,催化特

性也有所不同[2]。毩飊L飊鼠李糖苷酶可分为 GH13、

GH28、GH78、GH106家族[3]。毩飊L飊鼠李糖苷酶在很

多工业中具有潜在的应用价值,主要表现在水解果汁

饮品中的柚皮苷或橙皮苷,去除其苦味,改善果汁饮

品的口味[4];其次在医药领域,水解芦丁生成异槲皮

苷,而异槲皮苷相较于芦丁具有更好的医药应用前

景[5]。暰前人研究进展暱目前关于动物组织和植物来

源的毩飊L飊鼠李糖苷酶的报道相对较少,主要是通过细

菌和真菌(如曲霉属、青霉属等)发酵来获取毩飊L飊鼠李

糖苷酶。国外关于真菌毩飊L飊鼠李糖苷酶基因的克隆

研究主要集中在来源于曲霉属的毩飊L飊鼠李糖苷酶。

2008年,韩冰等[5]从Absidiasp.G3g中筛选出可将

人参皂苷 Re水解成 Rg1[6]的人参皂苷飊毩飊鼠李糖苷

酶以及将芦丁水解成异槲皮苷的芦丁飊毩飊鼠李糖苷

酶[7];2016 年,Li 等[8]、Sarita 等[9] 分 别 从

Aspergillus niger JMU飊TS528 和 Penicillium
griseoroseum 中发现一株能够耐葡萄糖和乙醇的鼠

李糖 苷 酶。2012 年,Daniela 等[10]从 Aspergillus
terreus中重组构建了一株能够高效转化芦丁生成异

槲 皮 素 的 重 组 菌 株。2015 年 Sebastian 等[11] 从

Aspergillusterreus菌株中构建了一个重组菌株,它
能够与毬飊葡萄糖苷酶共同作用于甜菊糖类物质。

2016年Federica等[12]从Novospingobiumsp.PP1Y
中得到一个对毩飊1,2、毩飊1,6鼠李糖糖苷键均有较好

水解效果的鼠李糖苷酶。暰本研究切入点暱目前大多

数鼠李糖苷酶是从真菌曲霉中分离得到的,从细菌中

寻找鼠李糖苷酶,为研究鼠李糖苷酶提供了新的方

向。暰拟解决的关键问题暱本研究从实验室保藏的克

雷伯氏菌中克隆得到一个毩飊L飊鼠李糖苷酶基因,并构

建重组质粒,对其进行诱导表达,进一步研究其酶学

性质及其底物特异性,发掘其潜在的理论及应用

价值。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋菌株:克雷伯氏菌Klebsiellasp.GXK飊1、大肠杆

菌E.coliXL飊blue由本实验室保藏。

暋暋试剂:限制性内切酶 Nco 栺、Sac 栺等,Prime灢
STARTMHSDNA 聚合酶、dNTP、T4DNA 连接酶、

毸/Hind栿 DNA Marker等均购买自 TaKaRa公司;
质粒DNA小量提取试剂盒、PCR纯化试剂盒、胶回

收试剂盒均购自 BioFlux公司;Ni飊NTA 填料购自

Qiagen公 司;对 硝 基 苯 基飊毩飊L飊吡 喃 鼠 李 糖 苷

(pNPR)等对硝基苯基底物均购自 Sigma公司;各
种糖类及其他试剂均为国产分析纯;柚皮苷、新橙皮

苷购自阿拉丁生化科技股份有限公司;橙皮苷、芦丁

购自生工生物工程(上海)股份有限公司;槲皮苷、杨
梅苷、柴胡皂苷C购买自源叶生物。

暋暋 仪器:PCR 仪(Biometra),离心机(Eppendorf
Centrifuge5415D),高 效 液 相 色 谱 仪 (Agilent
G1314F1260VWD、AgilentG1314F1260RID),恒温

培养箱(Binder),恒温摇床(ZHWY飊211B),超声波细

胞破碎机(新芝JY92飊2D)。

1.2暋方法

1.2.1暋毩飊L飊鼠李糖苷酶基因保守序列的克隆

暋 暋 在 GenBank 数 据 库 中 查 找 与 克 雷 伯 氏 菌

(Klebsiellasp.GXK飊1)同属的鼠李糖苷酶基因序

列,利用SMART 软件对这些同属的基因所编码的

蛋白质进行结构组件分析,然后根据这些蛋白质结构

组件的不同进行分类,用生物软件 VectorNTIAd灢
vance11.5对这些基因进行比对分析,查找其同源区

并最终设计出二对简并引物。

暋暋第一类简并引物:

暋暋K1飊1:5曚飊ACCTTCGGCGARACGCTGAGCG飊
AAG飊3曚
暋暋K1飊2:5曚飊TTAAAGTCCGTACTGGCGAATA灢
AACC飊3曚
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暋暋第二类简并引物:

暋暋K2飊1:5曚飊ATGTTAAGTATYAATTACCAA飊
ACG飊3曚
暋暋K2飊2:5曚飊TTACAATAGTACTTTTATRTC飊
ACC飊3曚
暋暋PCR反应程序:95曟 3min;95曟 30s,56.5曟
30s,72曟2min,进行30个循环;72曟10min。PCR
扩增出的 DNA 片段连接至 pMD19飊T,转化到 E.
coliXL1飊Blue,进行测序。根据测序结果,在 NCBI
上BLAST进行比对分析。

1.2.2暋毩飊L飊鼠李糖苷酶基因rha1的克隆

暋暋根据保守区的比对分析结果,以pSE380为表达

载体,设计含有6暳His标签的引物,以 Klebsiella
sp.GXK飊1的总 DNA 为模板,PCR 扩增rhamnosi灢
dase完 整 基 因 rha1。rha1飊1:5曚飊ACGCCATG灢
GAACATCATCATCATCATCATTCACAAGCA飊
ATTCAATACAATTCC飊3曚(引入酶切位点 Nco 栺
和组 氨 酸 标 签);rha1飊2:5曚飊GGCGAGCTCTTA灢
AAGTCCGTACTGGCGAATAAAC飊3曚(引入酶切

位点Sac栺)。PCR 反应程序:98曟 3min;98曟 15
s,56.5曟10s,72曟2min,进行30个循环;72曟10
min。将PCR扩增所得的目的片段及提取的pSE380
质粒分别经Nco栺和Sac栺酶切处理后,进行连接,
转化到E.coliXL1飊Blue,进行测序。将成功构建的

重组质粒命名为pSE飊rha1。

1.2.3暋蛋白质 RHA1的生物信息学分析

暋暋(1)RHA1的结构域预测及信号肽分析

暋暋在网站(http://smart.embl飊heidelberg.de/)对

毩飊L飊鼠李糖苷酶基因rha1编码的氨基酸序列进行

SMART Mainpage分 析。在 网 站 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对 RHA1进行 Sig灢
nalP4.1信号肽分析。

暋暋(2)RHA1的疏水性预测

暋 暋 使 用 ExPASy 的 ProtScale 工 具 对 重 组 酶

RHA1进行疏水性分析。分析结果对每个氨基酸位

点均有亲疏水性的评分。以0为分界线,亲水性的氨

基酸评分为负值,疏水性氨基酸评分为正值。

暋暋(3)RHA1的二级结构预测

暋暋将RHA1的蛋白质序列提交到PSIPRED网站

进行蛋白质二级结构预测。

暋暋(4)RHA1的三级结构的预测

暋暋利用SWISS飊MODEL网站对 RHA1进行建模

分析,以4xhc.1.A(PDB飊ID)为模板,它与 RHA1序

列相似性达到76.82%,达到同源建模的要求。

1.2.4暋重组酶 RHA1的诱导表达及纯化

暋暋将菌种37曟培养使菌液 OD600 至0.4~0.6,再
加入终浓度为0.5mmol/L的IPTG,于20曟、180r/

min诱导20h,离心收集菌体。超声波破胞后镍亲和

层析纯化重组酶 RHA1。并对纯化后的重组酶进行

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS飊PAGE)。

1.2.5暋重组酶 RHA1酶学性质研究

暋暋鼠李糖苷酶酶活力单位(U)的定义:在最适反应

条件下,每分钟内催化1毺mol底物(pNPR)转化为

产物(pNP)所需要的酶量。

暋暋酶活力测定方法:酶标准反应体系是由缓冲液、
底物、酶液组成200毺L 体系(除特别说明外)。取

170毺L 柠 檬 酸飊磷 酸 氢 二 钠 缓 冲 液 和 20毺L10
mmol/L的pNPR先在最适温度下预热2min,加入

10毺L适当稀释倍数的酶液,准确反应20min后,加
入50毺L2mol/LNa2CO3终止酶反应,混匀,以不加

酶的反应管为空白对照。取200毺L反应液至酶标板

中,在405nm 波长下读取吸光值。

暋暋(1)重组酶最适pH 值测定

暋暋在37曟条件下,测定一系列不同pH 值(4.0,

4灡5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0,7.5,8.0)的0.1mol/L
柠檬酸飊0.2mol/L磷酸氢二钠缓冲液对重组酶酶活

力的影响,并以最高酶活力为100%,计算在各个pH
值下重组酶的相对酶活力,相对活力最高对应的pH
值即为该酶的最适反应pH 值。

暋暋(2)重组酶最适温度测定

暋暋在酶的最适pH 值条件下,测定重组酶在一系列

不同温度(25曟,30曟,35曟,40曟,45曟,50曟,55曟,

60曟,65曟)下的酶活力,并以最高活力为100%,计
算重组酶在各个温度下的相对酶活力,相对酶活力最

高对应的温度即为该酶的最适反应温度。

暋暋(3)酶pH 稳定性的测定

暋暋将重组酶保存在一系列不同pH 值(3.0,3.5,

4灡0,4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0,7.5,8.0的磷酸氢

二钠飊柠檬酸、8.0,8.5,9.0的硼酸飊硼砂、9.0,9.5,

10灡0,10.5的甘氨酸飊氢氧化钠)的缓冲液中,于4曟
保存12h。然后在最适反应条件下测定其残存酶活

力,以保存在pH 值7.0的磷酸氢二钠飊磷酸二氢钠

缓冲液中的纯酶的酶活力为100%,来计算各个pH
值下的重组酶的相对酶活力。

暋暋(4)酶热稳定性的测定

暋暋将重组酶保存在一系列不同温度(25~65曟,每
个间隔为5曟)下1h,立即取出放于冰上,然后在最

适反应条件下测定其残存酶活力,以保存在冰箱4曟
的纯酶的酶活力为100%,来计算各个温度下的重组
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酶的相对酶活力。

暋暋(5)重组酶的动力学常数测定

暋暋在最适反应条件下,测定酶在以一系列不同终浓

度(0.1 mmol/L,0.2 mmol/L,0.4 mmol/L,0.5
mmol/L,0.6mmol/L,0.8mmol/L,1.0mmol/L,

2.0mmol/L)的pNPR 为底物时的比活力,使用软

件 GraphPadPrism5通过非线性回归分析拟合出重

组酶的K m、V max值。

暋暋(6)鼠李糖和葡萄糖对酶的影响

暋暋按照酶活力测定方法,测定重组酶分别在添加

0~20 mmol/L 不 同 浓 度 的 鼠 李 糖 以 及 0~200
mmol/L不同浓度葡萄糖时的酶活力,以不添加鼠李

糖和葡萄糖的反应管为对照,其酶活力为100%,计
算一系列不同浓度鼠李糖和葡萄糖下重组酶的相对

活力。

暋暋(7)金属离子对酶活力的影响

暋暋在最适反应条件下,在反应体系中添加终浓度为

5mmol/L的各种金属离子溶液,测定重组酶的残存

酶活力。以不添加金属离子溶液的反应管的酶活力

为100%,计算各种金属离子下重组酶的相对酶活

力。实 验 测 定 的 金 属 离 子 包 括 LiCl、KCl、RbCl、

NaCl、CsCl、AgNO3、BaCl2、CaCl2、MnCl2、MgCl2、

NiCl2、CoCl2、HgCl2、ZnSO4、CuSO4、FeSO4、

Pb(NO3)2、FeCl3、CrCl3、AlCl3。

暋暋(8)化学试剂对酶活力的影响

暋暋在最适反应条件下,在反应体系中分别添加终浓

度为0.05% SDS(M/V)、1% TritonX飊100(V/V)、4
mol/L脲、0.01mol/LImidazole、1% 巯基乙醇(V/

V)、5% Tween飊80(V/V),测定重组酶的残存酶活

力。以不添加化学试剂的反应管的酶活力为100%,
计算各种化学试剂下重组酶的相对酶活力。

暋暋(9)有机试剂对重组酶酶活力的影响

暋暋 在最适反应条件下,在反应体系中分别添加

5%、10%、15%、20%、25%、30%(V/V)的一元醇、
二元醇及有机溶剂(一元醇类:甲醇、乙醇、正丙醇、异
丙醇、正丁醇;二元醇类:乙二醇、1,3飊丙二醇;有机溶

剂:DMSO、DMF、吡啶、四氢呋喃、乙腈),测定重组

酶的残存酶活力。以不添加有机试剂的反应管的酶

活力为100%,计算各个有机试剂下重组酶的相对酶

活力。

暋暋(10)酶底物特异性的测定

暋暋人工底物:取合适的底物浓度,以及适当稀释的

酶液,在最适反应条件下进行酶活力的测定。以

pNP或oNP的生成量来计算酶活力,以pNPR作为

底物时的酶活力为100%。测定的底物包括对硝基

苯基飊毩飊L飊吡喃鼠李糖苷(pNPR)、对硝基苯基飊毬飊D飊
吡喃葡萄糖苷(pNPG)、对硝基苯基飊毬飊D飊吡喃木糖

苷(pNPX)、4飊硝 基 苯 基飊毬飊D飊吡 喃 半 乳 糖 苷

(pNPGal)、4飊硝基苯基飊2飊乙酰氨基飊2飊脱氧飊毬飊D飊吡

喃葡糖苷(pNPNAG)、4飊甲基伞形酮飊毬飊D飊葡糖苷酸

(MU飊Glc)、邻硝基苯飊毬飊D飊半乳糖苷(oNPG)、4飊硝

基苯基飊毬飊D飊吡喃半乳糖苷(pNPGal)、4飊硝基苯基飊毬飊
D飊阿拉伯糖苷(pNPA)、4飊硝基苯基飊毬飊D飊纤维二糖

苷(pNPC)、4飊硝基苯基飊毩飊D飊葡萄糖苷(毩飊pNPC)。

暋暋二糖及糖苷类:以终浓度为1%(W/V)的麦芽

糖、异麦芽糖、海藻糖、乳糖、纤维二糖、蔗糖、苦杏仁

苷、水杨苷分别作为底物,于纯酶在最适酶反应条件

下测定酶活力。反应20min后,煮沸终止5min,利
用葡萄糖氧化试剂盒测定反应管中葡萄糖的生成量,
具体操作步骤按照试剂盒的说明书进行,依次计算酶

活力。

暋暋多糖类物质:以终浓度为1%(W/V)的羧甲基纤

维素钠、淀粉、山毛榉木聚糖分别作为底物,于纯酶在

最适酶反应条件下测定酶活力。反应6h后,加入

400毺LDNS终止酶反应,再将反应管煮沸显色5
min。取200毺L反应液至酶标板中,在540nm 波长

下读取吸光值。根据还原糖的生成量来计算酶活力。

暋暋天然类底物:以终浓度为0.1%(W/V)的橙皮

苷、芦丁、槲皮苷分别作为底物,与纯酶在最适酶反应

条件反应12h后,煮沸终止5min。用50%乙腈稀

释10 倍,12000r/min 离心 30 min,取上清利用

HPLC分析酶与这3种底物的反应产物。HPLC检

测条件:仪器设备为安捷伦1260系列液相色谱仪,色
谱柱为C18柱,进样量10毺L,柱温35曟,流速1mL/

min,检测波长280nm。流动相:water(A)、metha灢
nol(B)、acetonitrile(C)。梯度洗脱:A暶B暶C=62暶
12暶26(0~7min)、A暶B暶C=15暶35暶50(7~9
min)、A暶B暶C=15暶35暶50(9~15min)、A暶B暶
C=62暶12暶26(15~17min)、A暶B暶C=62暶12暶
26(17~20min)[8]以终浓度为0.1%(M/V)的杨梅

苷作为底物,于纯酶在最适酶反应条件下反应12h
后,煮沸终止5min。用50%乙腈稀释3倍,12000
r/min离心30min,取上清用 HPLC分析反应产物。

HPLC检测条件:仪器设备为安捷伦1260系列液相

色谱仪,色谱柱为C18柱,进样量10毺L,柱温30曟,
流速1mL/min,检测波长358nm。流动相:acetoni灢
trile(A)、0.1%磷酸水溶液(B)。梯度洗脱:A暶B=
20暶80(0 min)、A暶B=30暶70(0~10 min)、

A暶B=50暶50(10~15min)、A暶B=80暶20(15~
20min)、A暶B=80暶20(20~25min)、A暶B=20暶
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80(20~30min)[13]。

暋暋以终浓度为0.1%(W/V)的柚皮苷、新橙皮苷分

别作为底物,于纯酶在最适酶反应条件下反应12h
后,煮沸终止5min。用50%乙腈稀释10倍,12000
r/min离心30min,取上清用 HPLC分析反应产物。

HPLC检测条件:仪器设备为安捷伦1260系列液相

色谱仪,色谱柱为C18柱,进样量10毺L,柱温30曟,
流速1mL/min,检测波长285nm。流动相:0.1%磷

酸水溶液(A)、acetonitrile(B)。梯度洗脱:A暶B=
77暶23(0~5min)、A暶B=45暶55(5~10min)、A暶
B=45暶55(10~25min)、A暶B=77暶23(25~30
min)。

暋暋以终浓度为0.1%(W/V)的柴胡皂苷C作为底

物,于纯酶在最适酶反应条件下反应12h后,煮沸终

止5min。用50%乙腈稀释3倍,12000r/min离心

30min,取上清用 HPLC分析反应产物。HPLC检

测条件:仪器设备为安捷伦1260系列液相色谱仪,色
谱柱为C18柱,进样量10毺L,柱温25曟,流速1mL/

min,检测波长 210nm。流动相:acetonitrile(A)、

0灡1%磷酸水溶液(B)。梯度洗脱:A暶B=30暶70(0
min)、A暶B=60暶40(0~22min)、A暶B=60暶40
(22~27min)、A暶B=30暶70(0~5min)。

2暋结果与分析

2.1暋基因保守区的扩增及rha1的克隆

暋暋以提取的克雷伯氏菌的总 DNA 为模板,利用引

物 K2飊1和 K2飊2能够扩增出基因的保守区,大小约

为1.3Kb。将测序结果在 NCBI上进行BLAST分

析,相似性高达99%的结果有40多个,对这些结果

进行分析,发现测序结果及这些序列的开始和结尾是

一样的、高度保守的。rha1的基因大小为1569bp,

G+C百分含量为61.12%,可编码由522个氨基酸

组成的蛋白质。该蛋白质的预计分子量为59707.84
Da,等电点pI为5.85。

2.2暋蛋白质RHA1的生物信息学分析

2.2.1暋RHA1的结构域预测及信号肽分析

暋暋对RHA1进行蛋白质结构组件SMART 分析,
发现RHA1只含有一个 Bac_rhamnosid功能域(图

1a)。结合SignalP4.1分析,结果表明蛋白质 RHA1
是不含信号肽序列的(图1b)。

2.2.2暋RHA1的疏水性预测

暋 暋 使 用 ExPASy 的 ProtScale 工 具 对 重 组 酶

RHA1进行疏水性分析,根据分析结果显示,RHA1
蛋白质具有较为明显的亲水性(图2)。

图1暋RHA1的结构组件及信号肽分析

暋暋Fig.1暋Structuralcomponentsandsignalpeptideanalysis
ofRHA1

图2暋RHA1的疏水性分析

Fig.2暋HydrophobicanalysisofRHA1

2.2.3暋RHA1的二级结构预测

暋暋将RHA1的蛋白质序列提交到PSIPRED网站

进行蛋白质二级结构预测,结果如图3所示。结果中

显示了RHA1二级结构中可能出现毩螺旋区、毬折叠

区以及无规卷曲的分布,其中毩螺旋区占36.78%,毬
折叠区占15.33%,无规卷曲占47.89%。

2.2.4暋RHA1的三级结构的预测

暋暋利用SWISS飊MODEL网站对 RHA1进行建模

分析,结果是以4xhc.1.A(PDB飊ID)为模板,它与

RHA1序列相似性达到76.82%,达到同源建模的要

求。根据建模分析的结果(图4)预测,RHA1具有毩
螺旋、毬折叠以及无规卷曲等二级结构。活性中心涉

及的氨基酸残基可能为221位的 Asp和485位的

Glu[14]。

2.2.5暋RHA1的诱导表达和纯化

暋暋重组质粒转化到E.coliXL1飊Blue进行诱导表

达,镍亲和层析纯化目的蛋白 RHA1。纯化产物进

行SDS飊PAGE。在约60kDa位置处出现特征条带,
与理论分子量一致。且纯化条带明显,可以进行下一

步的鉴定(图5)。
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图3暋RHA1的二级结构分析

Fig.3暋SecondarystructureanalysisofRHA1

图4暋RHA1三级结构的预测

Fig.4暋ThepredictiontertiarystructureofRHA1

2.3暋重组酶RHA1的酶学性质

2.3.1暋RHA1的最适pH 值及温度测定

暋暋RHA1的最适pH 值为5.0,在pH 值为4.5~
6.0时能保持80%以上的酶活力(图6a)。RHA1的

最适温度为45曟,在40~50曟时能保持80%以上的

酶活力(图6b)。

暋暋1:Standardproteinmarker;2:E.coli/pSE380诱导菌体

的裂解物;3:E.coli/pSE飊rha1诱导菌体的裂解物;4:纯化的

RHA1
暋暋1:Standardproteinmarker;2:IncluedcelllysateofE.co灢

li/pSE380;3:IncluedcelllysateofE.coli/pSE飊rha1;4:Puri灢
fiedproteinRHA1

图5暋纯化产物 RHA1的SDS飊PAGE分析

Fig.5暋SDS飊PAGEanalysisofpurifiedproductRHA1
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图6暋pH 值和温度对 RHA1酶活的影响

暋暋Fig.6暋TheeffectsofpHandtemperatureontheRHA1
enzymeactivity
2.3.2暋温度稳定性和pH 稳定性的测定

暋暋pH 稳定性测定:在 pH 值6~10的缓冲液内

4曟放置12h后,酶活力仍保持在80%以上(图7a),
说明在此范围内该酶具有较好的pH 稳定性,在高

pH 值缓冲液环境中仍能保持较高的活力。

暋暋温度稳定性测定:在温度为25~40曟时,酶活力

较为稳定,保温1h后仍保持80%以上的活力(图

7b),但在温度高于40曟时酶活力迅速下降。

图7暋pH 稳定性及温度稳定性的测定

Fig.7暋ThepHstabilityandtemperaturestabilityofRHA1

2.3.3暋RHA1的动力学常数测定

暋暋如图8所示,以一系列不同终浓度的pNPR 为

底物,利用软件 GraphPadPrism5通过非线性回归

拟合出RHA1的Km 值为(0.223暲0.030)mmol/L,

Vmax 值为(1灡272暲0.121)毺mol/(mg·min)。

图8暋RHA1的Km 和Vmax 值

Fig.8暋ThedeterminationofKmandVmax

2.3.4暋RHA1的鼠李糖及葡萄糖耐受性

暋暋RHA1对鼠李糖较为敏感(图9a),在鼠李糖浓

度为20mmol/L时 RHA1的活力仅为不添加鼠李

糖时的40%左右。RHA1对葡萄糖不是很敏感(图

9b),在葡萄糖浓度为100mmol/L时 RHA1的活力

为不添加葡萄糖时的40%左右。

图9暋鼠李糖和葡萄糖对 RHA1酶活力的影响

暋暋Fig.9暋Theeffectsofrhamnoseandglucoseonthe
RHA1enzymeactivity

2.3.5暋金属离子对 RHA1酶活力的影响

暋暋从表1可以看出:Ag+ 和 Hg2+ 完全抑制重组酶

活性,Pb2+ 、Fe3+ 对重组酶有较强的激活作用,Rb+ 、

K+ 、Fe2+ 、Li+ 对重组酶略有激活作用,其他所测的
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金属离子对重组酶有不同程度的抑制作用。
表1暋金属离子对RHA1酶活的影响

Table1暋TheeffectsofmetalionsontheRHA1enzymeactivity

金属离子 Metalions 相对活力 Relativeactivity(%)

CK 100.00暲1.53

Na+ 91.61暲0.32

Cs+ 96.52暲0.89

K+ 101.76暲2.15

Li+ 101.69暲0.10

Rb+ 102.10暲1.63

Ag+ 2.23暲0.29

Ni2+ 85.12暲1.15

Co2+ 88.47暲1.25

Ba2+ 94.07暲1.68

Hg2+ 1.49暲0.19

Pb2+ 172.90暲2.08

Mn2+ 96.48暲0.76

Mg2+ 96.24暲0.68

Ca2+ 98.92暲0.57

Zn2+ 94.72暲0.00

Cu2+ 89.38暲1.24

Fe2+ 101.71暲1.97

Al3+ 51.47暲1.60

Cr3+ 78.72暲2.57

Fe3+ 143.32暲0.11

2.3.6暋化学试剂对 RHA1酶活力的影响

暋暋从图10可以看出,0.05% SDS和4mol/L脲能

够使酶失活,0.01mol/LImidazole对酶活力影响不

大,1% TritonX飊100、5% Tween飊80和1% 巯基乙醇

对酶活略有抑制作用。

图10暋化学试剂对 RHA1酶活的影响

暋暋Fig.10暋TheeffectsofchemicalreagentsontheRHA1

enzymeactivity

2.3.7暋有机试剂对 RHA1酶活力的影响

暋暋由图11可知,乙二醇和1,3飊丙二醇在5%浓度

时对酶活力有一定的促进作用,在浓度为30%(V/

V)时,对 RHA1酶活的抑制没有那么强烈,仍保持

有一半的酶活力,而其他几种有机试剂对 RHA1酶

活的抑制较为明显,且抑制程度与浓度相关,浓度越

高,对RHA1的抑制作用越强。

暋暋随着有机溶剂的浓度增大,其对 RHA1的抑制

作用越强。其中 RHA1对 DMSO 表现出较高的耐

受性,在10%的 DMSO 下仍能保持40%以上的活

力。其余 几 种 有 机 溶 剂 对 RHA1 有 强 烈 的 抑 制

作用。

图11暋有机试剂对 RHA1酶活的影响

暋暋Fig.11暋TheeffectsoforganicreagentsontheRHA1
enzymeactivity

2.3.8暋RHA1的底物特异性

暋暋RHA1仅能水解pNPR,对其他人工底物没有水

解能力;对蔗糖有较弱的水解能力,对其他二糖及糖

苷类没有水解能力;对于天然类底物 RHA1仅能够

水解毩飊1,6糖苷键的橙皮苷及芦丁(表2)。

792广西科学暋2018年6月暋第25卷第3期



表2暋天然底物特异性

Table2暋Thenaturalsubstratesspecificity

底物
Substrate

糖苷键
Glycosidicbond

水解结果
Thehydrolysis

results
柚皮苷

Naringin
毩飊1,2连接

毩飊1,2connection -

芦丁
Rutin

毩飊1,6连接
毩飊1,6connection +

橙皮苷
Hesperidin

毩飊1,6连接
毩飊1,6connection +

柴胡皂苷C
RadixstellaviaeC

毩飊1,4连接
毩飊1,4connection -

槲皮苷
Quercitrin

L飊鼠李糖直接连接到糖苷配基
Rhadirectlyconnectedtoaglycon -

新橙皮苷
Neohesperidin

毩飊1,2连接
毩飊1,2connection -

杨梅苷
Myricetin

L飊鼠李糖直接连接到糖苷配基
Rhadirectlyconnectedtoaglycon -

注:“-暠表示不能够水解,“+暠表示能够水解

Note:"-"meanscannothydrolyze;"+"meanscanhydrolyze

3暋讨论

暋暋鼠李糖苷酶一般以 L飊鼠李糖苷酶为主,L飊鼠李

糖苷酶可分为毩飊L飊鼠李糖苷酶(EC3.2.1.40)和

毬飊L飊鼠李糖苷酶(EC3.2.1.43),这两种酶催化水解

非还原性末端L飊鼠李糖残基。本文研究的RHA1是

属于 GH78家族的毩飊L飊鼠李糖苷酶。重组酶 RHA1
的最适反应pH 值和最适反应温度为5.0和45曟。
大多数鼠李糖苷酶的最适反应pH 值为4~7,少数

pH 值大于7;最适酶反应温度差异较大,多数在40~
60曟,少 数 在 70曟 或 以 上[2,15]。 Mai 等[15] 从

Aspergillusoryzae中克隆得到的毩飊L飊鼠李糖苷酶最

适酶反应温度为70曟,来源于Aspergillusterreus的

毩飊L飊鼠李糖苷酶在温度为70曟时仍具有较好的耐

受性[10]。

暋暋本研究中,RHA1对橙皮苷和芦丁均具有一定

的水解效果。橙皮苷在水中的溶解度极低,鼠李糖苷

酶水解橙皮苷生成橙皮素葡萄糖苷和鼠李糖,而橙皮

素葡萄糖苷是生产甜味剂的前体物质。芦丁在自然

界中的含量非常丰富,而异槲皮素作为芦丁水解掉一

个鼠李糖基后的产物,在自然界中的含量是十分低

的[7]。但异槲皮素相较于芦丁具有更好的药理活性,
更容易被人体吸收。因此,水解橙皮苷和芦丁具有一

定的实际应用价值。

4暋结论

暋暋本研究通过设计简并引物PCR扩增获得毩飊L飊鼠

李糖苷酶基因rha1,其基因大小为1569bp,编码

522个氨基酸。以pSE380为表达载体,并在大肠杆

菌E.coliXL飊blue表达,使用镍亲和层析纯化重组蛋

白,研究目的蛋白 RHA1的酶学性质。以pNPR为

底物,测得重组酶 RHA1的最适反应pH 值和最适

反应温度为5.0和45曟。K m值为(0.223暲0.030)

mmol/L,V max值为(1.272暲0.121)毺mol/(min·

mg);重组酶RHA1对高pH 值缓冲液有较好的耐受

性;对于天然类底物RHA1能够水解毩飊1飊6糖苷键的

橙皮苷及芦丁,水解芦丁生成的异槲皮苷具有较好的

医药功能。
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