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植物乳酸杆菌产L-阿拉伯糖异构酶

分子活性部位的研究

张 华1,3，江 波1,*，潘蓓蕾2

(1.江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡       214122；

2.中国食品科学技术学会，北京       100833；3.郑州三全食品股份有限公司博士后工作站，河南 郑州       450044)

摘   要：应用 NBS、DEPC、PMSF、EDC、TNBS、2-mercaptoethanol 和 PCMB 等对植物乳酸杆菌 L- 阿拉伯

糖异构酶进行化学修饰。结果表明，NBS、PMSF 和 DEPC 显著降低了 L- 阿拉伯糖异构酶活性，而其他几种修

饰剂无明显作用。底物半乳糖对PMSF、 DEPC 修饰有抑制作用，4mg/ml 半乳糖可以完全阻止PMSF、NBS 对 L-

阿拉伯糖异构酶的修饰作用，但是半乳糖不能阻止DEPC 对 L- 阿拉伯糖异构酶的失活作用。实验结果表明，色氨

酸残基、丝氨酸残基和组氨酸残基位于酶的活性中心，且丝氨酸残基和色氨酸残基位于酶的底物结合中心，而组

氨酸残基可能位于酶的催化中心。

关键词：植物乳酸杆菌；L - 阿拉伯糖异构酶；化学修饰；活性中心

Study on Active Site of L-arabinose Isomerase from Lactobacillus plantarum

ZHANG Hua1,3，JIANG Bo1,*，PAN Bei-lei2

(1.State Key Laboratory of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi          214122, China；

2.Chinese Institute of Food Science and Technology, Beijing          100833, China；

3.Post-doctor Working station of Zhengzhou Sanquan Food Co. Ltd., Zhengzhou          450044, China)

Abstract ：The modification chemicals of NBS, PMSF, DEPC, EDC, TNBS, 2-mercaptoethanol and PCMB were used to react
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with L-arabinose isomerase from Lactobacillus plantarum. The L-arabinose isomerase could be inactivated with NBS, PMSF

and DEPC. The tryptophan residues, serine residues and histidine residues might be involved in the active site of the enzyme.

4 mg/ml galactose could completely inhibit the inactivation of L-arabinose isomerase with NBS and PMSF, but the substrate showed

no effect on the modification by DEPC. The results revealed that serine and tryptophan are positioned in the substrate binding

site while histidine in the catalytic site.

Key words：Lactobacillus plantarum；L-arabinose isomerase；chemical modification；active site
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L-阿拉伯糖异构酶(EC 5.3.1.4.L-arabinose isomerase，

简称AI)主要催化L-阿拉伯糖生成L-核酮糖，也能催化

半乳糖生成塔格糖[1]。D- 塔格糖是一种己酮糖，甜味类

似于蔗糖，而热量值只有1.5kCal/g，被称为低能量甜

味剂，同时 D - 塔格糖还具有良好的功能特性，如正常

人食用后不增加体内血糖水平，糖尿病人食用后可以抑

制和减缓血糖的升高，不会引起龋齿[2]。近年来许多研

究利用 AI 转化半乳糖生产塔格糖，AI 主要来源一些能

利用 L- 阿拉伯糖的细菌，以及通过基因克隆技术使 AI

基因在耐热菌种中表达，获得耐热的AI[3-5]。Oh[6]等人

通过对Geobacillus thermodenitrificans AI基因定点突

变，发现位于基因序列164 的色氨酸残基和475 的天冬

氨酸残基对维护酶的活力具有重要作用；Babu[7]等人纯

化结晶了来源于E.coli 的 AI，通过X- 衍射推测出酶活

性中心氨基酸残基有两个谷氨酸残基、两个组氨酸残基

的组成。本实验室筛选到一株高产 A I 的植物乳酸杆菌

(Lactobacillus plantarum)，获得的AI酶分子量在60kD

左右，有着良好的热稳定性，该酶的表观最适反应温

度为50℃，在60℃条件下保存2h 酶活仍保持在60% 以

上[8]。本实验在对其分离纯化及性质研究的基础上，进

一步探讨了氨基酸残基的修饰与酶活性的关系，并结

合荧光对该酶的结构和功能方面进行了初步的研究，

旨在为研究 AI 的分子结构与其功能域的关系提供实验

依据，并为改造酶蛋白，提高其对半乳糖的专一性提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与设备

植物乳酸杆菌L- 阿拉伯糖异构酶由本实验室制备，

所得酶比活力为253U/mg；化学修饰剂三硝基苯磺酸(2,4,

6-trinetrophenesulphonic acid，TNBS)对氯汞苯甲酸(p-

chloromercuribenzoic acid，PCMB)、2-巯基乙醇    Sigma

公司；苯甲基磺酰氟(phenyl-methylsulfonyl floride，

P M S F )     M e r c k 公司；N- 溴代琥珀酰亚胺(N -

bromosuccinimide，NBS)、焦碳酸二乙酯(Diethyl

pyrocarbonate，DEPC)、乙基替-(3- 二甲氨基丙基)碳

二亚胺盐酸盐(ethyl-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide

hydrochloride，EDC)    中国医药集团上海化学试剂有限

公司；超级电热恒温水浴锅    上海沪西实验仪器厂；

TDL-40B台式离心机    上海安亭科学仪器厂；722 分光

光度计    上海精密科学有限公司；多功能光谱测量系统

(SP2558)    美国Roper Science Inc公司。

1.2 方法

1.2.1 L- 阿拉伯糖异构酶酶活力测定

参照半胱氨酸-咔唑法[9]：将0.1ml适当稀释的酶液

加入0.9ml半乳糖底物溶液(用200mmol/L、pH7.0的磷酸

盐缓冲液配制，底物浓度0.5mol/L)。在 50℃反应1h，

加入0.1mol/L 盐酸终止反应。用半胱氨酸-咔唑法测定

塔格糖含量，同时以塔格糖标样建立标准曲线，L - 阿

拉伯糖异构酶酶活单位定义为：上述条件下，每分钟生

成 1μg 塔格糖所需的酶的物质的量为 1U。

1.2.2 酶的化学修饰

取0.2ml酶液加入系列浓度的化学修试剂和缓冲液，

在30℃保温30min 后，取0.1ml 按酶活力测定方法测定

残余酶活，以用缓冲液代替修试剂且在30℃保温 30min

的酶液作为对照，其相对酶活为 100 %；此外，NB S 溶

于 HAc-NaAc(pH4.6)；PMSF 溶于异丙醇，缓冲体系为

pH7.0 PBS；EDC、PCMB、2- 巯基乙醇和 DEPC 溶于

PBS 缓冲液(pH6.0)；TNBS 溶于缓冲体系为pH7.5 PBS；

所有缓冲液的浓度均为0.05mol/L。

1.2.3 NBS、DEPC 和 PMSF 对 L- 阿拉伯糖异构酶的修

饰作用

30℃下，用终浓度为20、40、60、80μmol/L 的

NBS 分别与酶液作用 10、20、30、40、60min 后，用

色氨酸终止反应，测定残余酶活性；用终浓度为 1、2、

3、4mmol/L 的 DEPC 和 10、20、30、50mmol/L 的 PMSF

分别与酶液作用 10、2 0、3 0、4 0、6 0 m i n 后，分别

用组氨酸、丝氨酸终止反应，测定残余酶活；以不加

修饰剂的酶液作为对照，计算相对酶活性。由相对酶

活的对数对反应时间作图得到的直线斜率即为一级反应

常数，由一级反应常数的对数对修饰剂浓度的对数作

图，得到的直线斜率即为二级反应常数[1 0 ]。

1.2.4 底物对化学修饰的抑制作用

酶液与不同浓度的半乳糖溶液于 25℃作用 10m i n

后，分别加入NBS、DEPC 和 PMSF，在 30℃作用 30min
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后终止反应，测定残余酶活，同时以不加修饰剂的酶

液作为对照，计算相对酶活。

1.2.5 NBS 修饰作用与底物对酶荧光的影响

30℃下，终浓度为50μmol/L的NBS与酶液作用30min

后测定其荧光，同时以不添加 NBS 的酶液作为对照。将

酶液与3mg/ml 的半乳糖在室温下作用30min 后，测定与

底物结合后的酶液的荧光光谱，同时以不添加半乳糖的

酶液作为对照。荧光测定使用多功能光谱测量系统，激

发光和发射光光谱普宽均为 2nm，激发波长 290nm，发

射波长290～400nm。

2 结果与分析

2.1 AI 的氨基酸修饰

2.1.1 N B S、D E P C 和 P M S F 对 A I 活力的影响

NB S、DE P C 在酸性条件下能选择性地修饰蛋白质

中的色氨酸残基和组氨酸残基，PM S F 在中性条件下选

择性地修饰蛋白质中的丝氨酸[10]。由图 1(a)、(b)可知，

N B S、D E P C 的修饰对酶活力的抑制作用明显，随着修

饰剂浓度增高，AI 的酶活急剧下降，很低浓度的 NBS、

DE P C 就可以使 AI 酶活完全丧失。由此可见，AI 中的

色氨酸残基和组氨酸残基对酶活性有重要影响，极有可

能位于或接近 AI 的活性部位。Oh 等人采用基因定点突

变的方式，证明来自Geobacillus thermodenitrificans AI

中的色氨酸残基为其活性位点[6]。由图1(b)可知，AI 酶

活随 P M S F 浓度增加成比例下降，表明 A I 中的丝氨酸

残基也有可能在酶的活性部位。

2.1.2 其它修饰剂 AI 酶活力的影响

在 PCM B、TN B S、2- 巯基乙醇和 EDC 对 AI 的修

饰测定中，由图 2 可以看出，这些修饰剂的作用并没有

明显改变 A I 的活性，只是使得活性稍有变化，但并不

是由于修饰剂作用于酶活中心，而可能是作用于酶活中

心以外的其它氨基酸残基造成的，说明这些修饰剂所修

饰的氨基酸，即巯基、赖氨酸、谷氨酸或天冬氨酸残

基并不在 A I 的活性部位，同时该酶的活性部位也不存

在二硫键。
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图1    NBS、DEPC 和 PMSF 对 AI 活性的影响

Fig.1      Effects of NBS, DEPC and PMSF on AI
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图2    TNBS、PCMB、EDC、2- 巯基乙醇对 AI 活性的影响

Fig.2      Effects of TNBS, PCMB, EDC and 2-mercaptoethanol
on AI
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2.2 修饰剂对 AI 活性的作用

2.2.1 NBS 对 AI 活性的作用

NBS 通过氧化色氨酸残基的吲哚基，形成吲哚衍生

物来完成蛋白质的修饰。图3 显示不同浓度NBS 对 L- 阿

拉伯糖异构酶的失活作用。实验中修饰剂对于修饰的残

基是过量的，故可以认为该失活反应是假一级反应，同

时确保在本试验条件下，NBS 使酶失活是由于色氨酸残

基被氧化，而不是肽链断裂所引起。结合 Levy [11]等人

的方法，得到二级反应常数 2.4 表明 2 个色氨酸残基被
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修饰而使酶失活，所以整个酶分子中至少有两个色氨酸

残基位于活性部位。

2.2.2 DEPC 对 AI 活性的作用

由曲线可以看出，DEPC 对 AI 的作用随时间变化，

其残余酶活的对数与时间变化成线性关系，说明 DEPC

对 A I 的修饰也符合假一级动力学反应(图 4 a )。通过

Levy[11]等人的方法，得到一级反应速度常数对DEPC 浓

度的双对数图(图 4b)，其斜率为1.27，表明在酶分子中

至少有一个组氨酸残基处于酶的活性部位。

2.2.3 PMSF 对 AI 活性的作用

从图 5 来看，修饰反应过程分两个阶段：第一阶

段，酶活下降较快，原因可能是丝氨酸残基位于表面，

首先被修饰，引起酶活性位点微环境的变化；而第二阶

段修饰剂特异地与活性位点的丝氨酸残基结合，表明至

少有一个丝氨酸残基被修饰而导致了酶失活。

2.3 底物对修饰剂的抑制作用

底物保护作用是研究酶活性位点必需基团的常用方

法[10]。在用 PMS F、NBS 和 DE P C 对 AI 修饰之前，先

将酶与底物半乳糖溶液作用。PM S F、N B S 和 D E P C 浓

度为200mmol/L、200μmol/L 和 20mmol/L。
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图3     NBS 对 AI 活性的影响

Fig.3       Effects of NBS on activity of AI
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a.Enzyme incubated with NBS (from 20to 80μmol/L); b.Apparent order of

reaction with respect to reagent concentration.
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Fig.4       Effects of DEPC on activity of AI
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a.Enzyme incubated with DEPC (from 1to 4mmol/L); b.Apparent order of

reaction with respect to reagent concentration.
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Fig.5      Effects of PMSF on activity of AI
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图 6 为经不同底物浓度半乳糖作用的酶化学修饰后

残余酶活的变化情况。随着底物浓度增加，P M S F 、

NBS 对酶的失活作用逐渐减小，即底物对酶的保护作用

增强；当底物质量浓度增加到3mg/ml 和 4mg/ml 时，即

可以阻止 N B S 、P M S F 对酶的失活作用。由此可以推

断，底物与酶结合后，与 N B S 、P M S F 结合的位点被

占据，导致 N B S 、P M S F 无法对酶进行修饰，即色氨

酸残基、丝氨酸残基处在与底物结合部位。研究还发

现底物对 DEPC 的修饰起不到保护作用，表明组氨酸不

处在底物结合位点，可能位于催化活性部位。

2.4 AI 的荧光光谱分析

从AI的蛋白质荧光光谱图(图7)可知，AI的荧光光谱

表现的是色氨酸，最大吸收峰在330nm，当加入3mg/ml

的半乳糖，酶的发射光谱峰红移至 3 4 5 n m ，峰的强

度降低。根据经验性规律可以推测，色氨酸残基可

能位于酶蛋白的表面，且位于底物结合部位。而当

加入 50μmol/L 的 NBS 时，导致荧光淬灭，且最大吸收

峰红移至 340nm，同样说明色氨酸残基可能位于酶蛋白

的表面，而且 N B S 对色氨酸残基的修饰，影响到酶的

分子构象的变化。

力不受影响，说明巯基、赖氨酸残基、谷氨酸或天冬

氨酸残基和巯基与酶活力无关。而该酶被 N B S、D E P C

和 P M S F 修饰后，酶活力大幅度下降。表明有可能色

氨酸残基、丝氨酸残基和组氨酸残基为酶活力的必需基

团。通过修饰剂对酶活影响的分析及底物保护试验表

明：酶活性部位至少有两个色氨酸残基、一个丝氨酸和

组氨酸残基，而且组氨酸残基可能位于催化活性中心。

荧光光谱分析表明色氨酸残基位于酶蛋白的表面。
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3 结  论

通过几种蛋白质侧链修饰剂对植物乳酸杆菌L-阿拉

伯糖异构酶进行化学修饰。在一定反应条件下，该酶

被 E D C、T N B S、2 - 巯基乙醇和 P C M B 修饰后，酶活

图7     NBS 修饰和底物对 AI 荧光光谱影响

Fig.7      Effects of AI modified by NBS and substrate on
fluorescence emission spectra
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