
　 　　　　　　　 　２０２０年７月 第３５卷 第４期
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．４Ｊｕｌｙ２０２０

　　收稿日期：２０２０－０５－２１

基金项目：广州市科技计划项目（２０１７１００１０１５４）

作者简介：胡海艳（１９８５—），女，湖南省株洲市人，广州市微生物研究所工程师，主要研究方向为微生物代谢产品利用与

微生物防控．

引用格式：胡海艳，甘祥武，黄秀敏，等．基于易错 ＰＣＲ的 β－甘露聚糖酶体外分子定向进化
研究［Ｊ］．轻工学报，２０２０，３５（４）：８－１５．
中图分类号：ＴＳ２０１．３；Ｑ７８９　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．１２１８７／２０２０．０４．００２
文章编号：２０９６－１５５３（２０２０）０４－０００８－０８

基于易错 ＰＣＲ的 β－甘露聚糖酶体外分子
定向进化研究
ＳｔｕｄｙｏｎｄｉｒｅｃｔｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆβｍａｎｎａｎａｓｅｉｎｖｉｔｒｏｂｙｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

关键词：

β－甘露聚糖酶；易错
ＰＣＲ；定向进化

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
βｍａｎｎａｎａｓｅ；
ｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ；
ｄｉｒｅｃｔｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

胡海艳，甘祥武，黄秀敏，叶俊豪，谢万勇
ＨＵＨａｉｙａｎ，ＧＡＮＸｉａｎｇｗｕ，ＨＵＡＮＧＸｉｕｍｉｎ，ＹＥＪｕｎｈａｏ，ＸＩＥＷａｎｙｏｎｇ

广州市微生物研究所，广东 广州 ５１０６６３
ＧｕａｎｇｚｈｏｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，５１０６６３，Ｃｈｉｎａ

摘要：采用易错ＰＣＲ方法，对β－甘露聚糖酶进行体外分子定向进化，通过调整
ｄＮＴＰ比例和加入不同浓度的Ｍｎ２＋，向β－甘露聚糖酶中随机引入突变，构建突
变文库，并对筛选得到的突变菌株的突变酶酶学性质进行研究．结果表明：在突
变文库的构建过程中，当 Ｍｎ２＋浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高，达到
８０％，氨基酸的突变个数为２．０个，符合易错ＰＣＲ突变文库的构建原则；经过两
轮易错ＰＣＲ构建的突变文库库容量约为４０００，从中筛选出的突变毕赤酵母菌
Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＧｗＭａｎ２６Ａ２７的突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有耐酸、耐高温且酶
活力较高的特性；与突变前相比，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有较宽的酶促反应温度范围
和适宜ｐＨ值范围，热稳定性和ｐＨ稳定性均有较大提升；在胃蛋白酶液和胰蛋
白酶液中水浴２ｈ，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定性较突变前也均有所提升．
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０　引言

甘露聚糖作为半纤维素的第二大组

分［１－２］，广泛存在于各种植物组织中［３］．β－甘

露聚糖酶因能够水解甘露聚糖类有机物，被广

泛应用于饲料、医药、食品、精细化工等领

域［４－５］．将β－甘露聚糖酶添加至饲料中，可消

除甘露聚糖的抗营养作用，提高饲料的利用率，

促进肠道内有益菌群的增殖．随着 β－甘露聚

糖酶在饲料、食品等领域应用的不断深入，对

β－甘露聚糖酶酶学性质的要求也越来越

高［６－９］．例如，在饲料领域，要求 β－甘露聚糖

酶具有较高的酶活力、较好的热稳定性、较宽泛

的 ｐＨ作用范围、较强的蛋白酶抗性等．然而，

目前常见的 β－甘露聚糖酶在高温或极端 ｐＨ

条件下稳定性较差，易丧失活性，这限制了其在

饲料加工行业中的应用．因此，对 β－甘露聚糖

酶进行改造，获得耐酸、ｐＨ作用范围广、耐热性

较好、酶活力较高的 β－甘露聚糖酶已成为业

界研究的热点．

酶的改造方法主要包括理性设计方法和非

理性设计方法，其中，理性设计需要清楚蛋白质

的三维结构，且确定蛋白质结构与功能之间的

关系，再通过定点诱变改变蛋白质中的个别氨

基酸，以产生更加理想的酶学性质；非理性设计

则不需要了解蛋白质结构与功能之间的关系，

可以在实验室中模拟自然进化的过程，随机突

变、重组和选择，在短时间内即可模拟完成漫长

的自然进化过程［１０］．易错 ＰＣＲ（ｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅ

ＰＣＲ）属于非理性设计方法，可对酶分子编码基

因进行定向进化与选择，改善酶的稳定

性［１１－１２］、底物特异性［１３］等，是蛋白质工程的重

要研究工具．以易错ＰＣＲ为基础的体外分子定

向进化可以以最小的序列变化产生较大的表型

差异，定向筛选出目标菌株，很大程度上简化了

序列的比较分析工作．目前，关于 β－甘露聚糖

酶结构方面的研究鲜有报道，业界对 β－甘露

聚糖酶的蛋白质三维结构、催化机制等信息的

了解还不够深入，因此很难运用理性设计方法

对其进行定点突变．

鉴于此，本研究拟采用非理性设计方法

（易错ＰＣＲ）对 β－甘露聚糖酶进行体外分子

定向进化，通过调整 ｄＮＴＰ比例和加入不同浓

度的Ｍｎ２＋，向 β－甘露聚糖酶中随机引入突

变，构建突变文库，定向筛选出产耐酸、ｐＨ作用

范围广、热稳定性较好、酶活力较高和消化酶稳

定性较高的 β－甘露聚糖酶的突变菌株，以满

足饲料加工过程中对β－甘露聚糖酶的酶学性

质需求，加速 β－甘露聚糖酶在工业生产中的

应用进程．
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１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
毕赤酵母Ｘ３３（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３），表达

载体ｐＧＡＰＺαＡ，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产；大肠杆
菌ＤＨ５α，由广州市微生物研究所实验室保存．
１．２　主要试剂

小量质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ所用试剂、ＰＣＲ
产物快速胶回收试剂盒、山梨醇，生工生物工程

（上海）股份有限公司产；酵母质粒抽提试剂

盒，美国Ｂｉｏｍｅｇａ公司产；Ｔ４ＤＮＡ连接酶，限制
性内切酶 ＸｈｏＩ、ＸｂａＩ，线性化酶 ＢｌｎＩ，日本
Ｔａｋａｒａ公司产；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，日本 Ｔｏｙｏｂｏ
公司产；博莱霉素（Ｚｅｏｃｉｎ），美国Ｉｎｔｉｔｒｏｇｅｎ公司
产；酵母提取物、蛋白胨，湖北安琪酵母股份有

限公司产；琼脂，广东环凯微生物科技有限公司

产；其他试剂，均为国产分析纯或生化试剂．
１．３　培养基

ＬＢ培养基、ＬＢＺ培养基、ＹＰＤ培养基、
ＹＰＤＳ培养基均按照《Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司操作手册》
推荐方法配制．

ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，
ＮａＣｌ１０ｇ，ｐＨ值为７．２～７．５，去离子水定容至
１０００ｍＬ．ＬＢＺ培养基需在 ＬＢ培养基中另加入
Ｚｅｏｃｉｎ０．０２５ｇ．

ＹＰＤ培养基：蛋白胨 ２０ｇ，酵母提取物
１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，去离子水定容至
１０００ｍＬ．ＹＰＤＺ培养基需在ＹＰＤ培养基中另加
入Ｚｅｏｃｉｎ０．１ｇ．

ＹＰＤＳ培养基：蛋白胨 ２０ｇ，酵母提取物
１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，山梨醇１８６ｇ，琼脂２０ｇ，去离
子水定容至１０００ｍＬ．ＹＰＤＳＺ培养基需在ＹＰＤＳ
培养基中另加入Ｚｅｏｃｉｎ０．１ｇ．

以上培养基于１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，
其中，葡萄糖单独灭菌．
１．４　仪器与设备

ＬＲＨ－２５０型生化培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司产；ＤＨＺ－ＤＡ型水平摇床，江苏

太仓市实验设备厂产；ＰＨＳ－３Ｃ型ｐＨ计，上海

仪电科学仪器股份有限公司产；７５２Ｎ型紫外分

光光度计，上海仪电分析仪器有限公司产；

ＳＭＡＲＴ型显微镜，重庆奥特光学仪器有限公司

产；５４２７Ｒ型高速低温离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司产．

１．５　实验方法
１．５．１　易错ＰＣＲ引物的设计方法

根据已知 ｍａｎ基因序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计易错ＰＣＲ引物．在引物的

末端分别引入限制性内切酶ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ的酶

切位点（下划线所示）：上游引物５’ＧＡＡＧＧＧＧ

ＴＡＴＣＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡ３’；下游引物 ５’ＣＴ

ＧＡＧＡＴＧＡＧＴＴＴＴＴＧＴＴＣＴＡＧＡＧＣ３’．

１．５．２　易错ＰＣＲ扩增方法

易错 ＰＣＲ反应体系：总体积为 ５０μＬ，其

中，１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，ｄＡＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

和ｄＧＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄＣＴＰ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）和 ｄＴＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各 ５μＬ，模板

１．５μＬ，上下游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．５μＬ，

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１０．５μＬ，ＭｎＣｌ２（２ｍｍｏｌ／Ｌ）

０μＬ、０．２５μＬ、１．２５μＬ、２．５０μＬ、３．７５μＬ、

５．００μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１７．５０μＬ、１７．２５μＬ、１６．２５μＬ、１５．００μＬ、

１３．７５μＬ、１２．５０μＬ．

易错ＰＣＲ循环程序：降落ＰＣＲ，９５℃ 预变

性５ｍｉｎ，循环１次；９５℃变性 ３０ｓ、５８℃变性

３０ｓ、７２℃变性１００ｓ，每个循环退火温度降低

１℃，循环５次；９５℃变性３０ｓ、５５℃变性３０ｓ、

７２℃变性１００ｓ，循环２５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，

循环１次．

１．５．３　易错ＰＣＲ突变文库的构建方法

本研究中的表达宿主毕赤酵母 Ｘ３３为分

泌型酵母，外源蛋白可以直接分泌到培养基中，

有利于后续大容量突变文库的筛选．

·０１·
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毕赤酵母 Ｘ３３感受态细胞的制备：挑取

ＹＰＤ培养基平板上的单克隆菌种毕赤酵母

Ｘ３３接种于 ５ｍＬＹＰＤ液体培养基中，于

２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜培养活化；取活化

后的菌液接种于２０ｍＬＹＰＤ液体培养基中，于

２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养至 ＯＤ６００达１．０～

１．３；再于 ４℃，５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，

弃上清液，用２０ｍＬ预冷的无菌水重悬浮菌体，

即得毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞．

重组质粒的构建与转化：用限制性内切酶

ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ双酶切易错ＰＣＲ扩增产物，得到

纯化后的易错ＰＣＲ扩增产物，将其与同样经双

酶切的穿梭分泌表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ混合均

匀，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃条件下过夜连接

后，将所构建的重组质粒命名为 ｐＧＡＰＺαＡ

Ｍａｎ．将ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ热激转化得到的大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞涂布在 ＬＢＺ培养基平板

上，于３７℃条件下培养１６ｈ后，将ＬＢＺ培养基

平板上的所有克隆转入含有 Ａｍｐ（氨苄西林）

的ＬＢ液体培养基中，于３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件

下培养过夜；提取大肠杆菌 ＤＨ５α中的重组质

粒，采用电转化的方式转入毕赤酵母Ｘ３３感受

态细胞中，迅速加入８５０μＬ已预冷的 １ｍｏｌ／Ｌ

的山梨醇，再加入５００μＬ的ＹＰＤ液体培养基，

转移至２ｍＬ的无菌 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，于３０℃，

１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养１ｈ；取１１０μＬ培养

液涂布在 ＹＰＤＳＺ培养基平板上，于３０℃条件

下培养３～４ｄ，即完成重组质粒的转化．

１．５．４　重组子的鉴定方法

挑取ＹＰＤＳＺ培养基平板上的单克隆，提取

质粒，采用限制性内切酶ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ进行双

酶切与 ＰＣＲ，鉴定含有突变基因的重组质粒

ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ是否构建成功．

１．５．５　易错ＰＣＲ突变文库的筛选方法

１．５．５．１　突变酶的初筛　目的：重点筛选耐酸

性较好（当ｐＨ值为３．０时，可耐受１ｈ）的突变

克隆子．

菌株培养：为了提高效率，挑取在 ＹＰＤＳＺ

培养基平板上生长的单克隆，接种于装有３ｍＬ

ＹＰＤ液体培养基的１５ｍＬＥＰ管中，于３０℃，

２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ后，取上清液，以便

快速、准确地完成高通量初筛工作．

酶的耐酸性处理：用 ｐＨ值为２．５的磷酸

缓冲液将上清液样品稀释至 ｐＨ值为３．０后，

于３７℃条件下水浴１ｈ，再用ｐＨ值为７．０的磷

酸缓冲液稀释至ｐＨ值为５．０．

酶活力的测定：取１．５ｍＬｐＨ值为５．０的

质量分数为 ０．５％的甘露聚糖底物溶液加入

１５ｍＬ比色管中，于４５℃条件下预热３ｍｉｎ后，

加入０．５ｍＬ的稀释酶液（已预热 ３ｍｉｎ），混匀

后于４５℃条件下反应１０ｍｉｎ，加入２ｍＬＤＮＳ

溶液（还原糖测试溶液，含３，５－二硝基水杨

酸）立刻混匀终止酶反应，再置于沸水浴中反

应１５ｍｉｎ，冰水冷却后定容至１５ｍＬ，混匀．以

β－甘露聚糖酶空白样作为对照，测定５５０ｎｍ

处的吸光度值，每个样品做３个平行．

１．５．５．２　突变酶的复筛　目的：筛选耐酸性较

好（当ｐＨ值为３．０时，可耐受２ｈ）、耐高温（当

温度为９０℃时，可耐受１０ｍｉｎ）、酶活力较高的

突变克隆子．

菌株培养：因为需要筛选酶活力较高的突

变菌株，继续采用小规模的培养方式将会使酶

活力测定产生较大的误差．因此，在复筛过程

中，挑取在ＹＰＤＺ培养基平板上生长的单克隆，

接种于装有５０ｍＬＹＰＤ液体培养基的２５０ｍＬ

锥形瓶中，于３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ

后，取上清液，用ｐＨ值为２．５的磷酸缓冲液将

样品上清液稀释至 ｐＨ值为３．０，再于３７℃条

件下水浴２ｈ后，用ｐＨ值为７．０的磷酸缓冲液

稀释至ｐＨ值为５．０，测定酶活力．

酶的耐高温处理：取菌株培养上清液，于

１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，取上清液，用

·１１·
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ｐＨ值为５．０的磷酸缓冲液将样品上清液稀释

至合适倍数，置于９０℃水浴锅内水浴１０ｍｉｎ

后，测定酶活力．

１．５．６　突变酶酶学性质的研究方法

１．５．６．１　温度和 ｐＨ值对突变酶酶活力的影

响　将稀释至一定浓度的突变酶溶液分别置于

０℃，３０℃，３７℃，４０℃，４５℃，５０℃，５５℃，

６０℃，７０℃，８０℃温度下反应后，测定不同反应

温度下的残余酶活力，将残余酶活力最高者设为

１００％，计算其他温度下的相对残余酶活力．

配制ｐＨ值分别为２．０，３．０，４．０，４．５，５．０，

６．０，７．０，８．０的磷酸盐缓冲液，以上述缓冲液配

制相应的底物溶液，测定不同ｐＨ值下的残余酶

活力，将残余酶活力最高者设为１００％，计算其

他ｐＨ值下的相对残余酶活力．

１．５．６．２　突变酶的热稳定性和 ｐＨ稳定性　

将突变酶溶液分别置于 ４０℃，５０℃，６０℃，

７０℃，８０℃，９０℃，１００℃温度下保温 ５～

６０ｍｉｎ，测定不同反应温度下的残余酶活力，将

未经热处理的酶活力设为１００％，计算其他温

度下的相对残余酶活力．

将突变酶溶液分别置于ｐＨ值为２．０，３．０，

４．０的磷酸盐缓冲液中３０～１２０ｍｉｎ，测定不同

ｐＨ值下的残余酶活力，将未经 ｐＨ处理的酶活

力设为１００％，计算其他ｐＨ值下的相对残余酶

活力．

１．５．６．３　消化酶对突变酶酶活力的影响　将

突变酶溶液分别置于质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ

的胃蛋白酶液（由 ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液

配制）与质量浓度为２．５ｍｇ／ｍＬ的胰蛋白酶液

（由 ｐＨ值为 ６．０的磷酸缓冲液配制）中，于

３７℃ 温度下水浴保温２ｈ，分别以不添加胃蛋

白酶的ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液与不添加胰

蛋白酶的ｐＨ值为６．０的磷酸缓冲液为对照，测

定残余酶活力，将未经放置处理的酶活力设

１００％，计算经消化酶处理的突变酶相对残余酶

活力．

２　结果与分析

２．１　易错 ＰＣＲ突变文库的构建结果分析
２．１．１　易错 ＰＣＲ条件的确立

在易错ＰＣＲ反应体系中，调整ｄＮＴＰ的比例，

使ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ的浓度增大到１ｍｍｏｌ／Ｌ，以促进碱

基错配的倾向性．此外，在易错ＰＣＲ反应体系中分

别加入浓度梯度为 ０ｍｍｏｌ／Ｌ，０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，

０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ，０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ，０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ，

０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｎＣｌ２，以得到不同突变频率的

文库．用不同 Ｍｎ２＋浓度的易错 ＰＣＲ扩增产物

构建表达载体，分别转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受

态细胞，从突变文库中的每个Ｍｎ２＋浓度中随机

挑取１０—２０个克隆子进行菌落ＰＣＲ，检测其阳

性转化率；再从中各挑选３个阳性克隆子进行

测序．在易错 ＰＣＲ突变文库的建立中，要考虑

的重要因素是突变频率的控制，一般来说，突变

基因控制在１—５个碱基，对应的氨基酸突变数

为１．０～２．０个比较合理．不同 Ｍｎ２＋浓度的易

错ＰＣＲ反应体系的阳性转化率和氨基酸的突

变个数如表１所示．由表１可知，当添加 Ｍｎ２＋

的浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高，达

到 ８０．０％，且氨基酸的突变个数为２．０个，符

合易错ＰＣＲ突变文库的一般构建原则．

表１　不同Ｍｎ２＋浓度的易错ＰＣＲ反应体系的

阳性转化率和氨基酸的突变个数

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆｔｈｅｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭｎ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｍｎ２＋浓度／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

阳性转
化率／％

氨基酸的
突变个数／个

０ ４０．０ ２．０
０．０１ ８０．０ ２．０
０．０５ ６０．０ ４．６
０．１０ １３．３ ３．５
０．１５ ５．０ ２．０
０．２０ １３．３ ３．０
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２．１．２　易错ＰＣＲ突变文库的建立

在易错 ＰＣＲ反应体系中添加浓度为

０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｎＣｌ２，进行易错ＰＣＲ突变；将

突变产物克隆至表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ上获得重

组质粒，并将此重组质粒在大肠杆菌 ＤＨ５α中

扩增后电转化至毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞中；

将电转化后的感受态细胞涂布在 ＹＰＤＳＺ培养

基平板上，于３０℃条件下培养３～４ｄ．用灭菌

后的牙签挑取单菌落点植至 ＹＰＤ固体培养基

平板上，经过两轮易错ＰＣＲ所构建的突变文库

如图１所示，其库容量约为４０００．

２．２　易错ＰＣＲ突变文库的筛选结果分析
在约４０００个突变克隆子中，初步筛选出约

２００株耐酸性较好的突变克隆子进入复筛．复

筛后得到５株突变性能较好的克隆子，再经酶

学性质分析，筛选出突变毕赤酵母菌 Ｘ３３／

ｐＧＡＰＺαＡＧｗＭａｎ２６Ａ２７．该毕赤酵母菌的突变酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有耐酸、耐高温且酶活力较高

的特性：将突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７放置于 ｐＨ值

为３．０的缓冲液中２ｈ，相对残余酶活力由突变

前的 ０．２３％提升到 ３０．００％；将该突变酶于

９０℃条件下水浴１０ｍｉｎ，残余酶活力由３７０Ｕ／

ｍＬ提升至 ４３０Ｕ／ｍＬ，相对残余酶活力由突变

前的３４．００％提升到７２．００％．

图１　易错ＰＣＲ突变文库

Ｆｉｇ．１　ＭｕｔａｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｙｏｆｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

２．３　突变酶酶学性质的研究结果分析
２．３．１　温度和 ｐＨ值对突变酶酶活力的影响

结果分析　温度对突变酶相对残余酶活力的影

响如图 ２所示．由图 ２可以看出，突变酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７比突变前的酶ＧｗＭａｎ２６Ａ有较宽

的酶促反应温度范围：ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的相对残

余酶活力在６０．００％以上的酶促反应温度范围

为３０～６０℃，而ＧｗＭａｎ２６Ａ的相对残余酶活力在

６０．００％以上的酶促反应温度范围为３０～５５℃．

ｐＨ值对突变酶相对残余酶活力的影响如

图３所示．由图３可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的

适宜ｐＨ值范围也相应扩大，在ｐＨ值为３．０的

酸性环境下，其相对残余酶活力达到 ５４．００％；

在ｐＨ值为２．０的酸性环境下，其相对残余酶活

图２　温度对突变酶相对残余酶活力的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｓｉｄｕａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图３　ｐＨ值对突变酶相对残余酶活力的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｓｉｄｕａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ
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力为３２．００％，而ＧｗＭａｎ２６Ａ在此 ｐＨ环境下无

酶活．

２．３．２　突变酶的热稳定性和 ｐＨ稳定性结果

分析

与其他 β－甘露聚糖酶 相 比，由 于

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７基因在毕赤酵母中表达，在胞外

分泌过程中出现了高度的糖基化，而糖基化可

使该突变酶具有较好的耐热性．突变酶的热稳

定性如图４所示．在突变筛选前，ＧｗＭａｎ２６Ａ在

９０℃条件下处理１０ｍｉｎ仍有３５．００％以上的

相对残余酶活力．由图４可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ

２７的热稳定性进一步提升，在９０℃条件下处

理１０ｍｉｎ仍有７２．００％以上的相对残余酶活

力，而良好的耐热性能使其能适应后续提取纯

化和饲料加工造粒处理中的高温环境．

研究突变酶ｐＨ稳定性的主要目的是筛选

出能够耐受畜禽消化道中酸性环境的酶．突变

酶的ｐＨ稳定性如图 ５所示．在突变筛选前，

ＧｗＭａｎ２６Ａ在ｐＨ值为２．０的酸性环境下无酶

活，而当放置于 ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液中

１２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活力仅为０．３２％．由

图５可以看出，经过突变筛选，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７

对ｐＨ值为４．０的环境具有很好的耐受性，放

置１２０ｍｉｎ基本无影响；当放置于 ｐＨ值为３．０

的磷酸缓冲液中１２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活

力为３０．００％；当放置于ｐＨ值为２．０的磷酸缓

冲液中 １２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活力为

２１．００％．相较于突变前，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的 ｐＨ

稳定性均有较大的提升．

２．３．３　消化酶对突变酶活力的影响结果分析

突变酶的消化酶稳定性如图６所示．由图

６可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定性均

有所提升：当在胃蛋白酶液中水浴２ｈ时，其相

对残余酶活力由突变前的 ５２．３３％提升至

６５．５１％；当在胰蛋白酶液中水浴２ｈ时，其相对

残余酶活力由突变前的６７．８２％提升至７４．７５％．

图４　突变酶的热稳定性

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图５　突变酶的ｐＨ稳定性

Ｆｉｇ．５　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图６　突变酶的消化酶稳定性

Ｆｉｇ．６　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

３　结论

本研究采用非理性设计方法 （易错 ＰＣＲ）
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胡海艳，等：基于易错ＰＣＲ的β－甘露聚糖酶体外分子定向进化研究

对β－甘露聚糖酶进行了体外分子定向进化，

经过两轮易错ＰＣＲ构建了库容量约为４０００的

突变文库，并对筛选得到的突变毕赤酵母菌

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＺＧｗＭａｎ２６Ａ２７的 突 变 酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的酶学性质进行了研究．结果

表明：在突变文库的构建过程中，当添加 Ｍｎ２＋

的浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高（为

８０％），氨基酸的突变个数为２．０个，符合易错

ＰＣＲ突变文库的一般原则；ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有

耐酸、耐高温且酶活力较高的特性；与突变前酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ相比，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有较宽的酶促

反应温度范围和适宜 ｐＨ值范围，热稳定性和

ｐＨ稳定性均有较大提升；在胃蛋白酶液和胰蛋

白酶液中水浴２ｈ，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定

性较突变前也均有所提升．

本研究可以简单、快速和较准确地完成高

通量筛选工作，并且成功获得了耐酸、ｐＨ作用

范围广、热稳定性较好、酶活力较高和消化酶稳

定性较高的突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７，解决了 β－

甘露聚糖酶工业化生产和实际推广应用中的瓶

颈问题．
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