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糖基化修饰对 CBM 与纤维素及木质素结合的影响
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摘要：【目的】探索糖基化修饰是否会对碳水化合物结合模块（CBM）与纤维素及木质素的结合产生差异性影

响。【方法】通过化学合成在 3个糖基化位点（Thr1、Ser3和 Ser14）上制备了 4种具有不同糖基化模式的糖基化

异型体——CBM000、CBM010、CBM002、CBM122，并比较它们在 4、35、45、60、70 ℃与纤维素及木质素结合

能力的差异。【结果】不同温度下，糖基化对 CBM 与纤维素及木质素结合的影响不同。CBM000在 45 ℃对纤

维素具有更好的结合选择性，CBM010 在 4 ℃和 45 ℃对纤维素具有更好的结合选择性，CBM002 在 60 ℃对

纤维素具有更好的结合选择性，CBM122 在 45 ℃对纤维素具有更好的结合选择性。【结论】升高温度可提升

CBM 的底物结合选择性，表明通过糖基化修饰能够增强 CBM 在高温下与底物结合的能力。
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to explore whether glycosylation affects the binding of the 

carbohydrate-binding module (CBM) to cellulose and lignin or not. [Method] Four CBM glycoforms CBM000, 

CBM010, CBM002, and CBM122 were prepared by chemical synthesis at three glycosylation sites Thr1, Ser3, 

and Ser14. Their binding abilities to cellulose and lignin at 4, 35, 45, 60, and 70 ℃ were compared. [Result] 

Glycosylation had different effects on the binding of CBM to cellulose and lignin at different temperatures. 

CBM000, CBM010, CBM002 and CBM122 have better selectivity for binding to cellulose at 45 ℃ , 4 ℃/45 ℃ , 

60 ℃, and 45 ℃, respectively. [Conclusion] Rising the temperature can improve the substrate-binding selectivity 

of CBM. Glycosylation enhances the substrate-binding ability of CBM at high temperatures.
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的主要成分之一［1］。TrCel7A 是一种外切纤维素

酶，其结构包括一个 CBM、一个催化结构域（CD）

以及一个将两者连接在一起的连接区（Linker）［2］，

见图 1。其中 CD 的主要功能是催化纤维素中

β-D-1，4-糖苷键断裂，将其切割成含有 2~4 个葡萄

糖单元的寡糖分子；而 CBM 则通过 3 个酪氨酸形

成的平面与纤维素结合，将 CD 固定在底物上，从

而提高纤维素的降解效率［3-4］。

为进一步提高 TrCel7A 的降解效率并降低以

木质纤维素为原料制造生物乙醇的成本，近年来

研究者开始尝试提升酶解反应温度［5-8］。在更高温

度下进行酶促反应，不但可以缩短反应时间，还可

减少酶用量，进而降低生物乙醇成本［9］。但若要

提高 TrCel7A 的使用温度，首要任务是增强其在高

温环境下的稳定性。

近年来，众多研究者尝试通过改变氨基酸序

列来提高 TrCel7A 的稳定性［7，10-11］。除了突变能够

改变蛋白质性质外，糖基化修饰也能有效改善蛋

白质特性［12-13］。TrCel7A 的 CD、Linker 和 CBM 上

均存在糖基化修饰位点：CD 上有 3 个 N 连接的糖

基化修饰位点，Linker上有 9 个 O 连接的糖基化修

饰位点，CBM 上有 3 个 O 连接的糖基化修饰位

点［13-14］。基于前期研究推测，对这些糖基化结构

进行改造，或许能筛选出在高温下既稳定又具备

活性的分子［14-17］。然而，由于难以制备糖基化结

构均一的酶分子，相关验证研究进展较为缓慢。

作者所在课题组前期通过优化化学合成方

法，成功制备出结构均一的糖基化 CBM 分子［18］，

并发现 CBM 上的 O-甘露糖基化修饰不仅可以增

强其热稳定性［18］，还可以改变其对不同底物（主要

是纤维素和木质素）的结合能力［19］。为了验证 O-甘

露糖基化修饰能否使 CBM 在更高温度下保持与底

物（主要是纤维素）的结合能力，及高温下糖基化修

饰是否能增强 CBM 在纤维素和木质素同时存在时

对纤维素的结合选择性，作者制备了野生型及 3种

带有不同糖基化修饰的CBM分子，测定并比较了其

在不同温度下与纤维素及木质素的结合特性。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试剂　

色谱级 N，N-二甲基甲酰胺（DMF）、色谱级乙

腈、三氟乙酸、醋酸、三异丙基硅烷（TIPS）、N，N-二

异丙基乙胺（DIEA）、4-甲基哌啶、氯化钠、醋酸钠、

甲醇：北京伊诺凯科技有限公司；二氯甲烷、乙醚：

北京通广精细化工公司；树脂、2-（7-偶氮苯并三氮

唑）-N，N，N’，N’-四甲基脲六氟磷酸酯（HATU）、二

肽 Fmoc-Ala-Ser（ψMe， Mepro）-OH、用 Fmoc保护的各

种氨基酸：吉尔生化（上海）有限公司；糖基化氨基

酸：杭州先益生物有限公司；微晶纤维素、木质素、

α-氰基-4-羟基肉桂酸（CHCA）：美国 Sigma公司；糖

基 化 异 型 体 CBM000、CBM010、CBM002、

CBM122：作者所在实验室合成。

1.1.2　仪器与设备　

多肽合成仪：Liberty Lite 型，美国 CEM 公司；

液相色谱-质谱联用仪（LC-MS）：Acquity™ UPLC-

SQD2 型 ，美国沃特世公司 ；质谱仪 ：4800 Plus 

MALDI TOF/TOF Analyzer型，美国应用生物系统

公司；高压液相分离纯化系统：NU3000-NP7000

型，江苏汉邦科技公司；高压液相色谱柱：C18 柱

（10 mm×250 mm×5 μm），上海月旭公司；冷冻干

燥机：VirTis BenchTop Pro 型，英国 Genevac 公司；

恒温振荡仪：HH-100型，杭州佑宁公司。

1.2　方法

1.2.1　CBM 糖基化异型体的设计　

CBM 结构域含有天然 O-甘露糖基化修饰。

为了评估糖基化对其与底物结合能力的影响，选

择甘露单糖和甘露二糖这 2 种糖型对其 O-糖基化

位点 Thr1、Ser3、Ser14 进行修饰，并从修饰后的分

子 中 选 出 4 种 具 有 代 表 性 的 糖 基 化 异 型 体

CBM000、CBM010、CBM002 和 CBM122 进行研

究，见图 2。CBM000 表示没有糖基化，CBM010

图 1　附着在纤维素上的 TrCel7A 结构

Fig. 1　Structure of TrCel7A binding to cellulose
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表示 Ser3 位上带有一个甘露单糖，CBM002 表示

Ser14 位上带有一个甘露二糖，CBM122 表示在

Thr1、Ser3 和 Ser14 位上分别带有甘露单糖、甘露

二糖、甘露二糖。

选择这几个分子是由于制备方法相对简单，

且各自具有不同的热稳定性［18］。前期研究发现，

CBM000、CBM010、CBM002 和 CBM122 的熔化

温度（Tm）分别为 62.2、70.1、65.5、76.0 ℃。这些分

子的 Tm差异较大，可在高温条件下探究 CBM 与底

物的结合能力是否受自身 Tm的影响。

1.2.2　CBM 糖基化异型体的合成　

1）多肽合成：CBM 糖基化异型体使用 CEM 

Liberty Lite多肽合成仪合成。首先将 0.05 mmol的

Fmoc-Leu-Novasyn® TGT 树脂加入反应器，再加入

10 mL的 DMF溶胀 5 min，随后加入 3 mL的 4-甲基

哌啶与 DMF 溶液（体积比 2∶8），在 50 ℃下微波加

热 5 min，以脱除 Fmoc 保护基。加入 Fmoc 保护的

氨基酸/糖氨基酸（0.25 mmol）、HATU（0.225 mmol）

和 DIEA（0.5 mmol），先在室温下反应 2 min，再于

50 ℃微波加热 8 min 进行偶联反应。对于具有

β侧链分叉的氨基酸（如缬氨酸、苏氨酸、异亮氨

酸）、脯氨酸以及具有大位阻侧链保护基的氨基酸

（精氨酸）之后连接的氨基酸需进行二次偶联反

应。另外，需使用二肽替换第 20 位和 21 位的氨基

酸，以确保反应完全。不断重复脱保护-偶联循

环，直到合成 CBM 的完整序列。

2）粗肽制备：完成固相合成后，将树脂转移到

多肽合成反应管中，依次用 DMF 和 DCM 洗涤。

随后加入 3.5 mL 的 TFA/TIPS/H2O 裂解液（体积比

为 95∶2.5∶2.5），于 25 ℃搅拌 45 min。用 50 mL 离

心管收集裂解液，接着添加 40 mL、4 ℃的甲基叔

丁基醚沉淀多肽，于 4 ℃、8 400 g 离心 5 min，弃去

上清液。将沉淀溶于 15 mL 体积分数 20% 的

MeCN 水溶液（体积比 2∶8），经冷冻干燥获得白色

粉末状粗肽。

3）折叠：取 10 mg 糖基化的 CBM 粗肽置于

50 mL 离心管中，加入 0.5 mL 体积分数 5% 的肼水

溶液，搅拌 30 min进行脱乙酰基反应。加入 1.0 mL

体积分数 5% 的 AcOH 水溶液中和 ，最后加入

18.5 mL 的折叠缓冲液（0.200 mol/L Tris 醋酸盐、

0.326 mmol/L 氧化型谷胱甘肽、2.600 mmol/L 还原

型谷胱甘肽，pH 8.2），在 25 ℃下搅拌过夜。对于

不带糖基化的 CBM，无需进行脱乙酰基步骤，可

直接进行折叠操作。

4）纯化：折叠后的溶液使用高效液相色谱仪

（C18 柱，10 mm×250 mm×5 µm）进行纯化。流动

相 A 为 MeCN（含体积分数 0.05% 的 TFA），流动相

B 为 H2O（含体积分数 0.05% 的 TFA），在 0~40 min

时，流动相 B 的体积分数从 20% 升至 40%。纯化

过程中产物采用 214 nm 和 275 nm 双波长进行检

测 ，使 用 LC-MS 对 产 物 进 行 鉴 定 ，见 图 3。

CBM000 的理论相对分子质量为 3 738.587，实际

观 测 到 的 质 荷 比 包 括［M+3H］3+=1 247.557、

［M+4H］4+=935.962；CBM002 的理论相对分子质

量为 4 062.692，实际观测到的质荷比包括［M+

3H］3+=1 355.685、［M+4H］4+=1 016.480；CBM010

的理论相对分子质量为 3 900.640，实际观测到的

质 荷 比 包 括［M+3H］3+=1 301.583、［M+4H］4+=

976.335；CBM122 的 理 论 相 对 分 子 质 量 为

4 548.851，实际观测到的质荷比包括［M+3H］3+=

1 517.663、［M+4H］4+=1 138.862。收集洗脱液并

冷冻干燥，得到高纯度的 CBM 分子。

1.2.3　CBM 糖基化异型体标准曲线绘制　

1）采用 2 种内标对 CBM 进行定量，CBM002

用于 CBM000、CBM010和 CBM122定量，CBM010

用于 CBM002 定量。内标选择的标准为：内标与

待测蛋白质在 MALDI-TOF 质谱上的质荷比差值

Δ（m/z）≥162。

2）用缓冲液（50 mmol/L 醋酸钠、50 mmol/L 

NaCl，pH 5.0）分别为 4 个 CBM 异型体配制 10 种

不同浓度（0.5、1.0、1.5、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、15.0、

20.0 μmol/L）的溶液，每种浓度的溶液配制 10 μL。

向各溶液中加入 3 μL 150 pmol/L的内标。

3）将 CHCA基质溶解在甲醇-乙腈-水（体积比

图 2　4种 CBM 糖基化异型体的化学结构

Fig.  2　Chemical structures of four CBM glycoforms

77



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  300 期  | 2025 年  3 月  | 食品与生物技术学报

36∶56∶8）溶液中，配制成 6.2 mg/mL 的基质溶液。

往 MALDI-TOF 靶板加样孔中加入 1.2 μL 基质溶

液 ，再加入 0.5 μL CBM 溶液 ，两者混合后干燥

5 min，使用 MALDI-TOF质谱仪对样品进行检测。

4）以待测 CBM 浓度为纵坐标，待测 CBM 与

内标的离子强度比值为横坐标，绘制各 CBM 分子

的线性标准曲线。

1.2.4　CBM 糖基化异型体结合能力的测定　

1）通过比较吸附常数（Kads）和最大结合容量

（Bmax）确定 CBM 与底物的结合能力。这 2 个值是

将测得的 CBM 糖基化异型体与底物的结合浓度

带入 Langmuir等温吸附方程拟合得到［19］。

2）从 10 种不同浓度的溶液各取 50 μL 分别放

入离心管中。向每个离心管中加入 50 μL 微晶纤

维素的悬浊液（终质量浓度为 2.4 mg/mL），并放入

一个 5 mm 的磁力搅拌子。将离心管分别置于不

同温度的恒温振荡器中，以 1 500 r/min 振荡 2 h，

使 CBM 与底物达到结合平衡。

3）结合试验完成后，将结合混合物置于离心

机中，以 14 000 g离心 10 min。取 20 μL上清液，转

移至新的离心管中，加入 3 μL 150 pmol/L 的内标。

使用 MALDI-TOF对待测 CBM 样品进行检测。

4）将获得的待测 CBM 样品与内标的离子强

度比值代入标准曲线，得到待测 CBM 样品浓度，

即游离蛋白质的浓度。与纤维素结合的 CBM 质

量摩尔浓度按式（1）计算。

C bound =
( )C initial - C free × V

m substrate

（1）

式中：

Cbound——与纤维素结合的 CBM 质量摩尔浓

度，μmol/g；

Cinitial——结合混合物中 CBM 的初始浓度 ，

μmol/L；

Cfree——游离蛋白质的浓度，μmol/L；

msubstrate——混合物中纤维素的质量，g；

V——最终混合物的体积，L。

将 Cbound 代入单点朗缪尔方程进行非线性拟

合，见式（2），即可确定 Kads和 Bmax。

图 3　4种 CBM 糖基化异型体的 LC-MS鉴定图

Fig.  3　Characterization of four CBM glycoforms by LC-MS
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C bound =
Bmax × C free

1 K
ads

+ C free

（2）

式中：

Cbound——与纤维素结合的 CBM 质量摩尔浓

度，μmol/g；

Bmax——最大结合容量，μmol/g；

Cfree——游离蛋白质的浓度，μmol/L；

Kads——吸附常数，（μmol/L）-1。

CBM与木质素的结合能力采用相同方法测定。

1.3　数据处理

所有试验均进行至少 5 次平行，结果以平均

值±标准误差的形式表示。使用 Excel、Graphpad

和 Origin软件对试验结果进行分析。

2　结果与讨论

2.1　CBM 糖基化异型体与纤维素结合结果

4种 CBM 糖基化异型体在不同温度下与纤维

素结合的 Kads和 Bmax结果见图 4。CBM000 与纤维

素的结合力随温度升高呈先升高后降低的趋势，

在 45 ℃时结合力最强；当温度升至 60 ℃以上时，

可能是由于蛋白质熔化失活，CBM000 不再与纤

维素结合。在 4 ℃ 时，Ser3 位带有甘露单糖的

CBM010 与纤维素的结合力是 CBM000 的 4 倍；在

35 ℃和 45 ℃时，与 CBM000 相近；但在 60 ℃时，

CBM010 依然能与纤维素结合。表明糖基化修饰

可通过提高 CBM 的 Tm 使其在较高温度下保持对

纤维素的结合力。在 Ser14 位上带有甘露二糖的

CBM002，在 4、35、45 ℃与纤维素的结合力均不

高；但是在 60 ℃时，其与纤维素的结合力有所提

高，是其他温度的 2~3 倍。CBM002 在 70 ℃时失

去对纤维素的结合力，这可能与其 Tm为 65.5 ℃直

接相关。在 Thr1、Ser3和 Ser14位均带有甘露糖的

CBM122，在所有测试温度下均能与纤维素结合，

这与其具有最高的 Tm 一致；然而，在 5 种温度下，

CBM122与纤维素的结合力均较低。综上，温度能

提高 CBM 与纤维素的结合力，CBM000、CBM010

和 CBM002分别在 45、45、60 ℃与纤维素具有最高

结合力，而 CBM122具有最强的抗高温能力。

CBM000与纤维素的 Bmax随温度变化规律与结

合力的变化规律相似，均随温度的升高而升高。

CBM010的 Bmax变化规律同样与结合力变化规律相

似 ，但其最高 Bmax 的温度是 60 ℃ ，而非 45 ℃ 。

CBM002和 CBM122在所有能实现结合的温度下，

Bmax均相对较高，且变化幅度较小。总体而言，温度对

各CBM糖基化异型体Bmax的影响较结合力的影响小。

2.2　CBM 糖基化异型体与木质素结合结果

4种 CBM 糖基化异型体在不同温度下与木质

素 结 合 的 Kads 和 Bmax 结 果 见 图 5。 CBM000 和

CBM010 与木质素的结合力均随温度的升高呈现

先升高后降低的趋势。在 35 ℃时，两者的结合力

均 最 高 ；当 温 度 升 至 60 ℃ 时 ，虽 然 还 未 达 到

CBM000和 CBM010的 Tm，但是它们已无法与木质

素结合。CBM002 在 4 ℃时与木质素的结合力最

强；CBM122在 35 ℃时与木质素的结合力最强；两

者在 60 ℃时均能与木质素结合，但在 70 ℃时均无

法与木质素结合，尽管该温度未达到 CBM122 的

Tm。总体而言，温度高于 35 ℃不利于各 CBM 糖基

化异型体与木质素结合，且 Tm与其在高温时结合

力之间的关联不如与纤维素结合时紧密。

CBM000 与木质素的 Bmax 随温度变化的规律

与结合力的变化规律不同。CBM000、CBM002 和

图 4　CBM 糖基化异型体在不同温度下与纤维素结合时的

Kads和 Bmax

Fig.  4　Kads and Bmax of CBM glycoforms binding to cellulose 

at different temperatures
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CBM122的 Bmax均随温度的升高呈现先升高后降低

的趋势。CBM000和 CBM122的 Bmax最高点出现在

45 ℃ ，而 CBM002 的 Bmax 最高点出现在 35 ℃ 。

CBM010 的 Bmax在 4 ℃时最高，且随着温度的升高

迅速降低。总体来看，温度对各 CBM 糖基化异型

体 Bmax的影响较大。

2.3　温度对 CBM 糖基化异形体与纤维素及木质素

结合的影响

CBM 糖基化异型体在不同温度下与纤维素

及木质素结合的 Kads 比值及 Bmax 比值结果见图 6。

结果显示，不同 CBM 糖基化异型体对纤维素和木

质素的结合选择性与温度相关。CBM000在 45 ℃

时对纤维素具有最佳的结合选择性，其与纤维素

的 Kads约是与木质素 Kads的 7倍；在 4 ℃和 35 ℃时，

该比值均小于 1。 CBM010 在 4 ℃ 和 45 ℃ 时的

Kads比值约为 4；在 35 ℃和 60 ℃时，该比值小于 1。

CBM122 的 Kads比值变化和 CBM010 类似，但其比

值最高仅约为 2。CBM002在较高温度（45、60 ℃）

时 Bmax比值大于 1；在 4 ℃和 35 ℃时，该比值小于 1。

总体而言，当温度为 45 ℃时，CBM 糖基化异型体

对纤维素具有较高的结合选择性。

CBM000、CBM010 和 CBM122 的 Bmax 比值均

随温度升高呈现先升高后降低的趋势，但变化幅

度差异较大。CBM000 的 Bmax 比值在不同温度下

均为 1 左右 ；CBM010 和 CBM122 的 Bmax 比值在

35 ℃可超过 4。CBM002 的 Bmax 比值随温度的升

高呈先降低后升高的趋势，但变化幅度较小，比值

也都在 1左右。总体而言，当温度为 35 ℃时，不同

CBM 糖基化异型体的 Bmax比值差异较大。

3　结论

作者通过糖基化修饰制备了 4种 CBM 糖基化

异型体，并在不同温度下比较了其与纤维素及木质

素的结合选择性。结果表明，温度能够改变 CBM

糖基化异型体对不同底物的结合选择性。在较高

温度下，由于糖基化修饰能够提高 CBM 的 Tm，糖基

图 6　CBM 糖基化异型体在不同温度下与纤维素和木质素结

合的 Kads比值及 Bmax比值

Fig.  6　Kads and Bmax ratios of CBM glycoforms binding to 

cellulose and lignin at different temperatures

图 5　CBM 糖基化异型体在不同温度下与木质素结合时的

Kads和 Bmax

Fig.  5　Kads and Bmax of CBM glycoforms binding to lignin at 

different temperatures
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化异型体分子可在这些温度下保持与底物的结合

力。该研究对蛋白质糖基化的基础研究和糖基化

的应用研究具有指导意义。
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