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摘要 纤维素酶活性架构是酶分子中多个氨基酸残基构成的可结合并催化底物的功能区，其中色氨酸等芳香族残基在该区域

中起着重要作用．本研究利用荧光光谱法，定量分析了纤维素酶 ChCel5A活性架构中色氨酸与底物的结合动力学过程，通
过色氨酸荧光猝灭的定量分析，确定了色氨酸特异性结合时的底物浓度范围，并且测定了 ChCel5A活性架构中单个氨基酸
突变导致的底物结合常数的变化，与催化动力学参数比较发现，荧光光谱法可准确表征纤维素酶与底物的结合力及其单个残

基突变引起动力学参数的变化．此外，由于 pNP中含有强的吸电子基团，因而以 pNPC等为配体时会高估与色氨酸的结合
常数约 20～100倍．荧光光谱法可以测定纤维素酶结合糖分子底物的动力学参数，该方法具有灵敏和快速的特点，这为蛋白
质与底物之间相互作用的定量分析提供了新的视角．
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木质纤维素是地球上分布最广、蕴藏量最丰富

的可再生资源[1-2]．自然界中纤维素的降解主要是

靠多种纤维素酶的协同作用完成的 [3-5]．纤维素酶

的活性中心架构包括结合残基和催化残基，前者负

责与纤维素等底物的结合，后者负责催化底物断

键[6]．酶分子与纤维素底物的高效结合是其催化断

键的前提，因此定量测定酶分子与底物的相互作用

是探索其构效关系的基础[7]．酶分子活性架构中的

氨基酸在底物识别过程中扮演着重要的角色[8]，不

同氨基酸结合底物残基的位置不同，因而提供结合

能力的贡献大小不同，因此研究活性架构中不同

氨基酸的功能可以指导酶分子的理性设计与改造过

程[9-10]．

随着测序技术的快速发展，人们发现纤维素酶

家族活性架构中部分特定氨基酸残基，特别是色氨

酸残基，出现频率具有明显的偏好性[9-11]．为了了

解这些氨基酸残基在酶与底物结合过程中所起的作

用，需要定量分析其与底物结合力的相关性．荧光

光谱法的原理是芳香族氨基酸具有受激发后发射荧

光的能力，特别是色氨酸被 295 nm的激发光激发
后发射 353 nm荧光，当色氨酸与配体结合后会诱

导电子轨道变迁发生荧光猝灭现象，其猝灭强度与

配体分子的结合量之间具有剂量效应关系[12-13]．根

据猝灭过程以及 Stern-Volmer方程可以进一步计算
出色氨酸与猝灭剂的结合常数，从而计算结合力等

相关参数[14]．

近几年，荧光光谱法已被广泛应用于蛋白质与

配体结合过程的研究[15]．例如，Bian等[16]利用色氨

酸荧光猝灭的方法探究了染料木黄酮与人血清白蛋

白之间的结合，确定了两者之间的结合常数．另

外，Wang等[17]利用荧光光谱法对溶菌酶与头孢菌

素类似物之间的结合行为进行研究，发现不同的药

物与溶菌酶具有不同的结合力．因此，荧光光谱法

已经成为研究荧光体与配体结合力的有利工具[18]．

值得注意的是，荧光体与配体结合过程中存在单点
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特异性以及多点非特异性结合现象，因此动力学分

析过程需要明确荧光体与配体结合的单点特异性区

间，以便于特异性结合常数的计算与分析．荧光光

谱法具有灵敏、快速和操作简单的优点，因此也适

合于纤维素酶与底物之间相互作用的定量分析．

根据 CAZy数据库(http://www.cazy.org/)对糖苷
水解酶 (GH)的分类，哈氏噬纤维菌 (Cytophaga
hutchinsonii)产生的主要内切纤维素酶 ChCel5A 组
分属于糖苷水解酶 5家族(GH5)，其催化结构域内
一共有 8个色氨酸(W)和 17个酪氨酸(Y)，活性中
心架构中 61位 W和 203 位的 Y 参与底物的识别
与结合[19-20]．本研究中，利用荧光光谱法定量测定

内切纤维素酶 ChCel5A野生型及其单个氨基酸突
变体(-2亚位点W61Y和+1亚位点 Y203W)与底物
CMC、pNP 与 pNPC 之间的结合常数，其次测定
了 TrCel5A、TrCel12A 与 CMC 之间以及 TrCel7A
与 pNP和 pNPC等之间的结合常数，分析了活性
中心架构中单个氨基酸的突变对酶与底物结合力的

影响以及不同底物结合酶分子的特定性与结合效率.

1 材料与方法

1援1 试剂和设备

羧甲基纤维素钠(CMC)、4-硝基苯基 -茁-D-纤
维 二 糖 苷 (pNPC)、 对 硝 基 苯 酚 (pNP) 购 自
Sigma-Aldrich；葡萄糖、纤维二糖、色氨酸购自上
海生工生物工程(上海)股份有限公司．实验用仪器
为日本 SHIMADZU公司的荧光分光光度计，型号
为 RF-5301PC．
1援2 荧光体和无定型纤维素 (RAC) 的制备

选定的荧光体为色氨酸和 4种纤维素酶，其中
纤维素酶主要包括 ChCel5A的野生型及其突变体
(W61Y、和 Y203W)、由里氏木霉 (Trichoderma
reesei)产生的两种内切纤维素酶 TrCel5A 和
TrCel12A 以及一种外切纤维素酶 TrCel7A．
ChCel5A的野生型及其突变体和 TrCel5A使用大肠
杆菌异源表达，具体方法参照文献[20]；TrCel7A
是对从上海生工购买的纤维素酶运用 DEAE 阴离
子交换层析进行纯化得到的，具体方法参照文献

[21]．TrCel12A是使用毕赤酵母进行异源表达和纯
化，具体方法参照文献[22]．RAC是用 85%的磷酸
对 PH105进行洗涤膨胀得到的，制备流程参考文
献[23].
1援3 酶活和动力学参数的测定

利用 3, 5- 二硝基水杨酸(DNS)法测定野生型

ChCel5A 及其突变体的 CMC 酶活 [24]．使用浓度

为 0.1%～1.4%的 CMC 测定野生型 ChCel5A 及其
突变体的米氏常数，具体方法参照文献[9]．
1援4 荧光体自发荧光光谱的测定

测定未结合状态下各荧光体的荧光光谱，发射

光谱的检测范围为 305～505 nm．色氨酸采用的浓
度梯度为 10、20、30、40、50、60、70、80、90、
100 滋mol/L；ChCel5A和 TrCel7A采用的浓度梯度
均为 15、30、45、60、75、100、150 mg/L．
1援5 荧光体与底物 pNP、pNPC 和 CMC 结合的
荧光光谱测定

将荧光体(色氨酸、ChCel5A野生型及其突变
体和 TrCel7A)与系列浓度的底物(pNP 和 pNPC的
系列浓度为 5、 10、 20、 50、 100、 200、 300、
500、700、1000 滋mol/L)结合后，测定 295 nm 处
的激发光谱，发射光谱的检测范围为 305～505 nm,
其中酶分子与底物的结合温度为 4℃．其次，取 5
种酶分子，包括 ChCel5A 野生型、突变体 W61Y
和 Y203W、TrCel5A 和 TrCel12A 与系列浓度的
CMC (质量分数为 0.2%、 0.4%、 0.6%、 0.8%、
1.0%、1.5%、2.0%)结合 30 min，在同样条件下测
定其荧光光谱．

2 结果与讨论

2援1 色氨酸、酶分子荧光强度与其浓度的剂量关系

为了确定色氨酸和纤维素酶等荧光强度与荧光

体浓度之间的剂量关系，我们测定了以色氨酸为对

照以及内切纤维素酶 ChCel5A 和外切纤维素酶
TrCel7A 3 种荧光体在没有猝灭剂(底物)存在情况
下的荧光光谱(图 1a和附件图 S1)．结果发现色氨
酸在没有底物存在的情况下，荧光光谱的最高峰在

353 nm 处．ChCel5A 和 TrCel7A 的最高峰分别为
338 nm和 341 nm，两者最大峰峰值与色氨酸明显
不同，发生了显著的蓝移现象，这是由于 ChCel5A
和 TrCel7A活性架构内色氨酸所处的疏水环境不同
而导致[25-26]．

为了对数据进行准确分析，将各个荧光体的总

荧光强度(曲线下面积 AUC305-505 nm)与荧光体的浓度
进行了线性拟合分析 [27]，测定结果如图 1 所示，
Trp、ChCel5A以及 TrCel7A 浓度与荧光总强度的
拟合系数分别为 0.99、0.99和 0.97，这说明未结合
底物的 Trp、ChCel5A和 TrCel7A的总荧光强度与
荧光体浓度呈线性相关，表明该方法具有良好的可

重现性和稳定性．
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2援2 结合动力学过程的分析与单点结合区间的确定

由于配体与供体的结合动力学过程中可能发生

单位点特异性结合，也可能发生多位点的非特异性

结合，因此动力学过程分析时需要确定配体与供体

的单点特异性结合区间．pNP是对硝基苯酚，具有
硝基强吸电子基团，因而可以与色氨酸结合并使其

荧光发生明显的猝灭现象．我们的实验结果中也观

察到了这一现象：当色氨酸结合底物 pNP后，荧
光光谱显示发生了荧光猝灭现象(图 2a)．随着 pNP
浓度的增加，猝灭程度进一步提高，光谱最高峰的

位置由开始的 353 nm移动至结合过程中的 365 nm
处，发生了 12 nm的红移现象，这是由于高浓度的
pNP使得色氨酸所处的微环境发生变化所致[26]．

通过计算色氨酸与 pNP结合后荧光强度的曲
线下面积并与 pNP的浓度进行指数衰减拟合分析
后，发现两者具有非常好的拟合效果(R2=0.9999)，
表明荧光光谱猝灭程度与猝灭剂的浓度之间存在明

确的函数关系，这有利于下一步结合位点的确定与

动力学分析(图 2b)．利用双对数方程(1)可以判断
结合过程中结合位点数的变化[28]：

lg[(F0 - F)/F] = lgKa+nlg[Q] (1)
在这个公式中，F0 和 F分别是有无猝灭剂存

在情况下的荧光强度，Ka是结合常数，Q是猝灭剂
的浓度，n是结合位点[29]．由图 2c可以看出，结合
位点的数值不是一个常数，发生了由单点结合向多

点结合的变化过程：当 lgQ 臆 -1时，对应的底物
pNP浓度为 0～0.1 mmol/L，色氨酸与底物 pNP之
间是单点特异性结合；当 lgQ > -1时，色氨酸与底
物 pNP之间发生了多点非特异性结合．

在色氨酸与底物 pNP 之间单点特异性结合
时，可使用 Stern-Volmer 方程即方程(2)计算结合
常数[14, 30]：

F0/F = 1+KaQ (2)
因此，以 F0/F对猝灭剂 Q的浓度作图，斜率

即为单点结合常数 Ka．根据方程(2)可计算出色氨
酸与底物 pNP的结合常数为 1.69伊104 L·mol-1．利

用荧光光谱法测定了色氨酸与系列浓度的葡萄糖以

及纤维二糖的荧光光谱，结果发现 5 mol/L的葡萄
糖和 1 mol/L的纤维二糖并不能使色氨酸发生明显
的荧光猝灭现象，而 pNP在 1 mol/L时能够使色氨
酸荧光发生全部猝灭现象，这说明色氨酸与 pNP
结合力大，而色氨酸与葡萄糖和纤维二糖的结合力

小．因此，如果利用 pNP做配体分析单糖和寡糖
分子与蛋白质的结合力时获得结果将会被高估．

Fig. 1 Quantitative relationship between fluorescence intensity and fluorophor concentration
(a) Fluorescence spectrum of different concentrations of tryptophan. (b), (c), (d) The linear relationship between concentration and intensity of

tryptophan, ChCel5A and TrCel7A, respectively.
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Fig. 2 Determination of the single point specific binding range and nonlinear fitting analysis
(a) The fluorescence spectrum of tryptophan and pNP. (b) One phase decay fitting of pNP and area under the curve (AUC). (c) The range of single-point

specific binding. When lgQ is less than 原1, the binding between tryptophan and pNP is a single point specific adsorption. (d) Nonlinear fitting analysis

of the single point specific binding.
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2援3 pNP类物质不适宜作为配体表征纤维素酶与
底物的结合力

色氨酸与 pNP之间存在着多点非特异性结合
过程，并且作为配体测定的结合力会被高估，然而

pNP类物质如 pNPG(4-硝基苯基 -茁-D-吡喃葡萄糖
苷 )、pNPC(4- 硝基苯基 -茁-D- 纤维二糖苷 )以及
pNPX(对硝基苯酚 -木糖苷)却大量被用做糖苷水解
酶的底物来表征酶分子的活力，因此猜测 pNP类
物质与酶分子的相互作用是否会被高估？进而影响

酶分子对底物的催化效率？因此我们测定了纤维素

酶 ChCel5A 与葡萄糖、CMC、pNP 和 pNPC 结合
时荧光光谱的变化(图 3)．利用系列浓度的葡萄糖
作为底物测定纤维素酶 ChCel5A的荧光光谱，发
现葡萄糖并未诱导 ChCel5A中的色氨酸发生明显
的荧光猝灭现象，这说明酶分子并不能有效地结合

葡萄糖分子(图 3a)．当利用不同浓度的 CMC做底
物时纤维素酶 ChCel5A的荧光发生了部分猝灭现
象(图 3b)，这说明纤维素酶 ChCel5A 可以结合底
物 CMC，其活性架构中的色氨酸与 CMC 的糖单
元残基发生明显相互作用，使得酶分子活性架构中

色氨酸发生荧光猝灭．另外，对比葡萄糖的结合过

程参数发现酶分子可以识别结合多个葡萄糖单元，

但不能有效结合单个游离葡萄糖分子．由于 CMC
中的葡萄糖残基只结合活性架构中的色氨酸分子，

而不能够进入纤维素酶 ChCel5A 蛋白质内部，因
而其内部的色氨酸残基仍然发出荧光，所以 CMC
并不能使得纤维素酶 ChCel5A的荧光光谱发生完
全猝灭现象，由方程(2)计算出纤维素酶 ChCel5A
与 CMC的结合常数为 7.79伊102 L·mol-1(表 1)．

利用 pNP、 pNPC 做配体时，纤维素酶
ChCel5A的荧光发生了明显的猝灭现象，并且两种
底物的浓度在 1 mmol/L 的时候能够使纤维素酶
ChCel5A 的荧光发生完全猝灭(图 3c, d)，这说明
pNP、 pNPC 作为底物时不仅结合纤维素酶
ChCel5A活性架构中的色氨酸，而且可以进入纤维
素酶 ChCel5A的内部，将纤维素酶 ChCel5A中所
有色氨酸发出的荧光全部猝灭．pNP与酶分子结合
行为与 pNP结合色氨酸的行为基本一致，都会导
致荧光光谱红移并发生多点结合，并且 pNP与纤维
素酶 ChCel5A之间的结合常数为 1.98伊104 L·mol-1
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(表 1)，而其与色氨酸的结合常数为 1.69伊104 L·mol-1,
两者在同一数量级，相对于色氨酸 pNP更易与酶
分子结合．pNPC 也有类似的情况(图 3d)，当以
pNPC为配体时，可以与 ChCel5A发生结合，并可
以进入蛋白质内部，引起内部色氨酸的荧光猝灭．

因此，pNP类物质作为配体来表征纤维素酶与糖分
子的结合力时，高估配体与受体的结合力，并且还

会发生 pNP结合蛋白质内部色氨酸等非特异性结
合现象，从而给测定带来系统性偏差．

2援4 荧光光谱法定量测定单个氨基酸突变对结合

纤维素能力的影响程度

纤维素酶 ChCel5A 活性架构中具有 2 个芳香
族氨基酸，分别为 61位的W和 203位的 Y(图 4)，
这 2个关键亚位点应对于维持其酶活力具有重要作
用．因此测定了 ChCel5A 及其突变体的 CMC 和

RAC 酶活(表 1)，发现两者之间具有较高的相关
性，简单相关系数为 0.9635，说明利用 CMC作底
物表征酶活性时具有较小的局限性．在低浓度配体

条件下，ChCel5A 可以与底物 pNP 和 pNPC 特异
性结合，分析结合常数 Ka发现相比于 pNP，多含
有一个纤维二糖的 pNPC，其与 ChCel5A的结合常

Fluorophors
Ka/(L·mol-1) Km/(g·L-1) Relative activity

CMC pNP pNPC CMC CMC RAC

ChCel5A-WT 7.79伊102 1.98伊104 2.18伊104 3.47 1.00依0.15 1.00

ChCel5A-W61Y 5.94伊102 1.99伊104 1.97伊104 31.09 0.28依0.09 0.71

ChCel5A-Y203W 6.39伊102 2.15伊104 6.91伊104 13.80 0.31依0.07 0.80

TrCel7A-WT NA 1.96伊104 3.71伊104 NA NA NA

TrCel5A-WT 4.55伊102 NA NA 11.74 NA NA

TrCel12A-WT 3.54伊102 NA NA 22.74 NA NA

NA: At present, we don’t test the parameters.

Fig. 3 The fluorescence spectra of ChCel5A with four kinds of substrates
(a), (b), (c), (d) The fluorescence spectrum of ChCel5A with glucose, CMC, pNP and pNPC, respectively.

Table 1 Kinetic parameter and relative activity between different fluorophors and substrates

: 5000 滋mol/L

(a)

姿/nm

: 5 滋mol/L
: 10 滋mol/L

: 1000 滋mol/L
: 700 滋mol/L
: 500 滋mol/L
: 300 滋mol/L
: 200 滋mol/L
: 100 滋mol/L
: 50 滋mol/L
: 20 滋mol/L

: 3500 滋mol/L
: 2500 滋mol/L
: 1500 滋mol/L
: 1000 滋mol/L
: 500 滋mol/L
: 250 滋mol/L
: 100 滋mol/L
: 50 滋mol/L
: 25 滋mol/L

: 2.0%
: 1.5%
: 1.0%
: 0.8%
: 0.6%
: 0.4%
: 0.2%

: 5 滋mol/L
: 10 滋mol/L

: 1000 滋mol/L
: 700 滋mol/L
: 500 滋mol/L
: 300 滋mol/L
: 200 滋mol/L
: 100 滋mol/L
: 50 滋mol/L
: 20 滋mol/L
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数稍微提高 2.0伊103 L·mol-1，这说明 ChCel5A 与
pNP类底物的相互作用主要结合力还是来自 pNP
基团与色氨酸的相互作用．增加活性中心色氨酸可

以提高 pNP类物质与纤维素酶的结合力，由表 1
可以看出 Y203W与 pNP和 pNPC的结合常数相比
野生型增大，而 W61Y与 pNP的结合常数相比于
野生型相差不大，由 pNP类物质测出的结合常数
与酶活力之间并不具有相关性．另外，TrCel7A可
以与 pNPC 结合，其结合常数明显大于 pNP 的，

但 pNPC底物却也可以与 TrCel7A发生非特异性结
合，使得分子内的色氨酸荧光也发生完全猝灭，因

此 pNPC类物质做为配体表征纤维素酶与底物的相
互作用会导致系统性偏差．比较 ChCel5A 野生型
及其突变体 W61Y 和 Y203W 与 pNP、 pNPC 和
CMC的结合常数，pNP类物质作为配体表征纤维
素酶与底物之间的结合常数时约高 20～100倍，并
且结合常数受到色氨酸残基数量的明显影响．

Fig. 4 The structure display of subsites in ChCel5A tunnel
(a) Surface representation of ChCel5A. (b) A detailed view of the two subsite amino acids. Functional residues are shown in cyan. The catalytic residues

are shown in brown. Carbohydrate chain is shown in green.

(a) (b)

Y203W61 E166

E253

-1

+1 +2
-3 -2

利用荧光光谱法分别定量测定纤维素酶

ChCel5A野生型及其突变体 W61Y和 Y203W与底
物 CMC之间的结合动力学常数 Ka(表 1)，突变体
W61Y和 Y203W的 Ka值较野生型分别减小 1.85伊
102 L·mol-1和 1.4伊102 L·mol-1，这说明荧光光谱法

可以检测单个氨基酸突变导致的结合常数的变化．

由于配体与受体结合力常数 Ka和酶分子与底物米

氏常数 Km 之间具有负相关性，所以纤维素酶

ChCel5A及其突变体与底物 CMC的 Km也列在表 1
中．比较纤维素酶 ChCel5A 及其突变体的 Ka 和

Km，发现 2种突变体 Y203W、W61Y与底物 CMC
的 Ka 都小于野生型的 Ka，而 Km 都大于野生型蛋

白质的 Km，即 2种突变体与底物的结合力都减弱，
并且 Ka和 Km的简单相关系数为-0.9166，说明利
用荧光光谱法测定的结合常数 Ka与 Km具有较高的

一致性．

里氏木霉的纤维素酶系统中含有 TrCel5A 和
TrCel12A等内切纤维素酶[31]．根据 CAZy数据库，
TrCel5A 属于糖苷水解酶 5(GH5)家族，TrCel12A
属于糖苷水解酶 12(GH12)家族．对来自里氏木霉
的 TrCel5A 和 TrCel12A 与底物 CMC 之间的结合
力也进行了定量测定．TrCel5A 与 CMC 的 Ka 为

4.55伊102 L·mol-1，TrCel12A与 CMC的 Ka为 3.54伊
102 L·mol-1，因此荧光光谱法也可以表征 GH5 和
GH12家族酶分子与底物的结合力，并且测定的结
合常数与酶分子的 Km具有明确的相关性[32]．荧光

光谱法可以在催化残基的不突变情况下，定量测定

单一氨基酸残基突变对酶分子结合力的影响，并可

以与酶反应米氏常数测定的 Km 值变化基本一致，

这说明荧光光谱法的优势．当然，荧光光谱法受限

于酶分子活性中心必须存在参与结合的芳香族氨基

酸，这是该方法的限制所在．

3 结 论

荧光光谱法具有高度灵敏性，可以广泛应用于

酶与底物的结合力测定中．在本文中，通过色氨

酸、ChCel5A和 TrCel7A等荧光强度对荧光体浓度
进行定量分析，说明荧光强度与荧光体浓度之间具

有线性相关趋势，根据拟合系数证明荧光光谱法结

果稳定并且具有可重现性．利用荧光光谱法测定了

ChCel5A 及其突变体 W61Y 和 Y203W 与底物

CMC的结合常数，发现突变体结合常数变低，说
明利用荧光光谱法可以灵敏定量地表征出纤维素酶

单位点突变体与底物之间的结合常数．通过检测
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TrCel5A和 TrCel12A与底物 CMC的结合常数，发
现该方法也可以表征 GH5和 GH12家族中相关组
分结合底物的能力．此外，发现 pNP 和 pNPC 做
配体会高估结合力约 20～100 倍，表明 pNP类物
质作为配体表征酶结合力时具有明显的偏差．以上

研究结果表明荧光光谱法能够检测单点氨基酸突变

对底物结合力的影响，从而为研究纤维素酶与底

物之间的结合力提供一个更加稳定、快速、简单的

方法．

附件 图 S1见本文网络版附录(http://www.pibb.ac.
cn)
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Abstract The active-site architecture of cellulase is a functional area composed of multiple amino acid residues
which can bind and catalyze substrates. Aromatic residues, such as tryptophan, play important roles in the function
of this region. In this study, the dynamic of binding process between tryptophan in active-site architecture of
cellulase ChCel5A and substrate was quantitatively analyzed using fluorescence spectrum. The substrate
concentration range when tryptophan can specifically bind the substrate was determined and the change of binding
constant caused by a single amino acid mutation in active-site architecture of ChCel5A was measured through
quantitative analysis of tryptophan fluorescence quenching. Compared with the measurement of kinetic parameters,
fluorescence spectroscopy could accurately characterize the binding affinity between cellulase and substrate, as
well as the change of kinetic parameter caused by a single residue mutation. Besides, when using pNPC as the
ligand, the binding constant could be overestimated for 20-100 times due to the increase of strong electrophilic
groups. Fluorescent spectrometry can measure the kinetic parameter of cellulase-substrate binding process in a
sensitive and rapid way, providing a new perspective for the quantitatively analyzing the interaction between
proteins and substrates.
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附 录
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Fig. S1 Fluorescence spectrum of different concentrations of chCel5A (a) and TrCel7A (b)
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