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普通楼燕（Apus apus）源 N-乙酰氨基半乳糖
转移酶的酵母表达及酶学特性

洪晨铖，胡子璇，Josef VOGLMEIR*，刘　丽*

（南京农业大学食品科技学院，江苏南京 210095）

摘　要：本文通过开发新型 N-乙酰氨基半乳糖基转移酶用于黏蛋白体外 O-糖基化修饰。通过构建源自普通楼燕

（Apus apus）的 ppGalNAcT基因重组表达载体，命名为 AappGalNAcT11，并将其导入毕赤酵母细胞 GS115中进

行异源表达。通过酶促反应体系测定其催化活性，并分析最适反应温度及其温度稳定性、最适反应 pH及其 pH稳

定性、金属离子依赖性及 4 ℃ 储藏稳定性等生化特性。结果表明，该目的蛋白的分子量大小约为 42.1 kDa，
AappGalNAcT11能够特异性地将 UDP-GalNAc 中的 GalNAc连接到多肽 EA2上，并且还能够实现向受体蛋白

SUMO-MUC5AC上添加 1~3个 GalNAc，形成三种不同的 Tn抗原结构。该酶的最适反应温度为 37 ℃，在 20~40 ℃
孵育 75 min后，均能保持 95%以上活力，最适反应 pH为 9.0，pH在 7~9时，孵育 5 d后，残余酶活力均保留在

80%以上。其催化活性显著依赖于锰离子的存在；此外，该酶具有良好的 4 ℃ 稳定性，储藏 21 d后，仍能保持

80%的相对活性，对 EA2的 Km、Kcat 及 Kcat/Km 的值分别为 1.152 mmol·L−1、21.145 min−1、18.6 μmol·L−1·min−1，
表明 AappGalNAcT11具有较高的催化效率。本研究为黏蛋白体外 O-糖基化修饰提供了新的工具酶 AappGalNAcT11，
同时也为该酶在生物合成及食品领域的应用奠定了理论基础。
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Yeast Expression and Enzymatic Characterization of a Novel
N-Acetylgalactosamine Transferase from Apus apus

HONG Chencheng，HU Zixuan，Josef VOGLMEIR*，LIU Li*

（College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China）

Abstract：In this study, a novel N-acetylgalactosaminyltransferase (GalNAcT) was developed for in vitro modification of
mucins by O-glycosylation.  A recombinant  expression vector containing the ppGalNAcT gene derived from the common
swift  (Apus  apus), AappGalNAcT11 was  constructed,  with  heterologous  expression  in Pichia  pastoris GS115  cells.  The
catalytic  activity  was  determined  using  an  enzymatic  reaction  system  and  its  biochemical  properties,  including  optimum
reaction temperature and temperature stability,  optimum reaction pH and pH stability,  metal  ion dependence,  and storage
stability,  were  analyzed.  The  molecular  weight  of  the  target  protein  was  approximately  42.1  kDa.  AappGalNAcT11
specifically  transferred  GalNAc  from  UDP-GalNAc  to  the  peptide,  EA2,  and  also  added  1~3  GalNAc  residues  to  the
receptor protein, SUMO-MUC5AC, forming three distinct Tn antigen structures. The enzyme had optimal activity at 37 ℃
and retained >95% of its activity after incubation at 20 ℃ to 40 ℃ for 75 minutes. The optimal reaction pH was 9.0, and the
enzyme  retained  >80%  of  its  residual  activity  after  incubation  at  pH7  to  9  for  five  days.  The  catalytic  activity  was  
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significantly  dependent  on  the  presence  of  manganese  ions.  In  addition,  the  enzyme  had  excellent  stability  at  4 ℃,
maintaining  80%  of  its  relative  activity  after  21  days  of  storage.  The  Km  values  of  AappGalNAcT11  for  EA2  was
1.152  mmol·L−1,  and  the  Kcat  and  Kcat/Km  value  for  EA2  were  21.145  min

−1  and  18.6  μmol·L−1·min−1,  indicating  the
AappGalNAcT11 has high catalytic efficiency for EA2. This study provides a new enzyme, AappGalNAcT11, for in vitro
modification of mucins by O-glycosylation and provides a theoretical foundation for its application in biosynthesis and the
food industry.

Key  words： polypeptide:N-acetylgalactosamine  transferase； yeast  expression； glycosylation  modification； enzymatic

characteristics

蛋白质的糖基化修饰是一种重要的翻译后修饰

过程，糖链（如单糖、寡糖或多糖）通过共价键与蛋白

质分子的特定氨基酸残基相连，从而改变蛋白质的性

质和功能[1]。O-连接的 α-N-乙酰半乳糖胺（O-linked

α-N-acetylgalactosamine，O-GalNAc）糖基化因其在

黏蛋白中的高丰度[2]，也被称为黏蛋白型 O-糖基化，

是 O-糖基化修饰中最常见的类型之一。黏蛋白是一

种高度 O-糖基化的糖蛋白，主要存在于膜蛋白和分

泌蛋白上[3]。黏蛋白结构中含有丰富的丝氨酸和苏

氨酸残基，这些残基是 O-糖基化修饰的主要作用位

点[4]。在生物体内，黏蛋白 O-糖基化修饰的启动依赖

于 N-乙酰氨基半乳糖转移酶（N-acetylgalactosamine
transferase，ppGalNAcT） [5]。ppGalNAcT能够将糖

基供体尿苷二磷酸 -N-乙酰氨基半乳糖（uridine

diphosphate  N-acetylgalactosamine， UDP-GalNAc）

中的 N-乙酰氨基半乳糖 （N-acetylgalactosamine，
GalNAc）转移至受体蛋白的丝氨酸或苏氨酸残基上，

形成 Tn抗原结构（GalNAc-α-O-Ser/Thr），从而启动

黏蛋白型 O-聚糖的生物合成[6]。如图 1所示，在其

他糖基转移酶的作用下，Tn抗原结构会进一步延伸，

形成 core 1、core 2、core 3和 core 4等结构。此外，

这些核心结构还可以被进一步修饰，从而形成多种不

同结构的黏蛋白型 O-糖链，如唾液酸 Tn抗原、唾液

酸 Lewis X、唾液酸 T抗原、硫酸化 sLeX等[7]。由

于尚未发现 ppGalNAcT的同工酶，ppGalNAcT的生

产对于大量制备黏蛋白型 O-聚糖具有重要意义。

 
 

GalNAc

GlcNAc

OH UDP
ppGalNAcT11

UDP

UDP

UDP

C2GnT1, 2, 3

C2GnT2

UDP

C3GalT

C1GalT1

Ser/Thr
+

Gal

Ser/Thr
Tn抗原结构

Ser/Thr
Core 3

Ser/Thr
Core 4

Ser/Thr
Core 2

Ser/Thr
Core 1

图 1    黏蛋白核心部位合成过程[7]

Fig.1    Mucin core region synthesis process[7]
 

目前，利用基因工程菌对 ppGalNAcT进行异源

表达已成为研究热点。例如，Cheng等[8] 通过大肠杆

菌表达人源（homo sapiens）和金丝燕（Aerodramus
fuciphagus）来源的 ppGalNAcT，实现了燕窝黏蛋白

的体外 O-糖基化修饰，为可食用燕窝的鉴定和重组

燕窝黏蛋白的生产奠定了基础。李海洋等[9] 通过大

肠杆菌表达人源 ppGalNAc-T合成了 O-糖蛋白药物

白介素-2。然而，由于 ppGalNAcT多存在于动物细

胞中，属于真核蛋白质。因此，在大肠杆菌表达系统

中容易形成包涵体[10]，难以进一步纯化，酵母作为真

核生物，具有众多优点，如更有利于真核蛋白质的加

工折叠[11]、二硫键形成，且不存在内毒素[12]，安全性

高，同时，由于酵母表达系统的遗传背景清晰，相比于

大肠杆菌表达系统更适合用于生产真核蛋白[13]，因此

表达的蛋白质在食品和医药方面更具有应用前景。

然而目前的 ppGalNAcT的最适反应 pH主要集中

在 7.0~7.5，不利于在碱性环境中的使用[14]。因此

本研究从 NCBI数据库获取了普通楼燕（Apus apus）
来源的多肽 ：N-乙酰氨基半乳糖转移酶基因

（AappGalNAcT11），使用毕赤酵母细胞 GS115表达

系统中[15] 实现了异源表达，并对其进行了酶活性测

定和生化性质分析，以期为黏蛋白体外 O-糖基化修

饰提供 pH适用范围和温度适用性更广的工具酶，用

于后续改善食物的功能特性，提高乳制品的蛋白热稳

定性和抗酶解能力，增加蛋白的生物利用度、吸收特

性和蛋白质抗氧化性等。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

AappGalNAcT11 基因重组表达载体　江苏金斯

瑞生物科技有限公司；E.  coli BMach T1菌株、E.
coli BL21（DE3）菌株　北京天根公司；实验室自行敲

除 β-半乳糖苷酶基因并保藏的 E. coli BL21（DE3）
菌株、毕赤酵母 GS115菌株、SOMO-MUC5AC-E.
coli BL21菌株　南京农业大学糖组学与糖生物学实

验室；金门克隆质粒、信号肽、启动子试剂盒（Kit
#1000000166）　Addgene试剂采购平台；DNA回收

试剂盒　Lembio生物；Bsa I限制性内切酶　北京百

奥莱博科技有限公司；DL2000 plus DNA Marker　
全式金生物技术有限公司；蛋白质 Marker　赛默飞

世尔科技有限公司；T4 DNA连接酶、2×Rapid Taq
Master Mix　Takara公司；pGEM-T载体　普洛麦

格（北京）生物技术有限公司；胰蛋白胨、酵母提取

物、琼脂粉、葡萄糖、山梨醇　南京汶达生物科技有

限公司；氯化钠　广东兴华科技股份有限公司；琼脂

糖　北京海淀笃一生物科技有限公司；GoldView核

酸染料　翌圣生物科技有限公司；AappGalNAcT11
PCR扩增引物　南京金斯瑞生物科技有限公司；三
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氟乙酸、潮霉素 B　色谱级，西格玛奥德里奇贸易有

限公司；乙腈　色谱级，美国默克公司；2,5-二羟基苯

甲酸（2,5-Dihydroxybenzoic acid，DHB）粉末　德国

布鲁克公司。

Hema9600型聚合酶链反应基因扩增仪　珠海

黑马医学仪器有限公司；ZQZY-CT型振荡培养箱　

上海知楚仪器；KB-2B型摇床　其林贝尔仪器制造

有限公司；JRA-E型超声波细胞破碎仪　杰瑞远仪

器有限公司；DYY-7C型电泳仪　北京市六一仪器

厂；MX-E型涡旋振荡仪　北京大龙仪器发展有限公

司；LC-20A型超高压液相色谱仪（Ultra Performance
Liquid  Chromatography，UPLC）　日本岛津公司；

Autoflex MaxTM 型基质辅助激光解吸飞行时间质谱

仪（Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time
of Flight Mass Spectrometry，MALDI-ToF-MS）　德

国布鲁克公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   AappGalNAcT11 重组表达载体的构建　将

NCBI 数据库中来源于普通楼燕（Apus  apus）的

N-乙酰氨基半乳糖转移酶基因 AappGalNAcT11

（Sequence ID：XP_051468391.1）序列委托擎科公司

合成至 pET-30a（+）载体，得到重组质粒 pET30a（+）-

AappGalNAcT11。配制 25 µL  聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）反应混合液，其中

含有 12.5 μL 2×Rapid Taq Master Mix、0.5 μL模板

（重组质粒 pET30a（+） -AappGalNAcT11）、11  μL

ddH2O，以及各加入 0.5  µL前 /后引物，AappGal-

NAcT11 的前后引物序列如表 1所示。PCR扩增条

件如下：95 ℃ 预变性 5  min，95 ℃ 变性  0.5  min，

55 ℃ 退火 0.5 min，72 ℃ 延伸 1 min，此步骤设置

30个循环；72 ℃ 延伸 10 min；4 ℃ 保温10 min。采

用琼脂糖凝胶电泳分析 PCR扩增产物，琼脂糖凝胶

制作过程如下：0.5 g琼脂糖加至 50 mL 1×N-[2-羟

基-1,2-乙二胺基 ]-三乙酸（Tris-Acetate-EDTA，TAE）

缓冲液（1×TAE缓冲液：4.84 g Tris、0.37 g EDTA使

用 800 mL ddH2O溶解，冰醋酸调节 pH至 8.0，定容

至 1 L），轻微溶解后，使用微波炉加热至琼脂糖粉末

完全溶解，冷却溶液至不烫手，加入 24.6 µL核酸染

料 GoldView混匀，溶液倒入插入 25 µL梳子的制胶

器中，冷却 25 min至其溶液完全凝固，拔去梳子，将

制胶器的托盘及琼脂糖凝胶放在电泳槽中，电泳槽

内倒入 1×TAE缓冲溶液，使缓冲液没过凝胶。使用

DNA回收试剂盒回收目的基因片段 AappGalN-

AcT11。将目的基因片段连接至中间载体 pGEM-T，

送阳性克隆子至擎科生物公司测序。将序列正确的

重组质粒 pGEM-T- AappGalNAcT11保藏于大肠

杆菌 Mach1 T1细胞中。使用 Bsa I酶和 T4连接

酶，通过金门克隆方法 [16]，将重组质粒 pGEM-T-

AappGalNAcT11、载体 pPAP001、启动子和信号肽

进行一锅酶切连接，以构建重组表达载体 pPAP001-

AappGalNAcT11。酶切连接产物直接转入大肠杆菌

Mach1 T1超级感受态[17] 细胞中，并挑选阳性克隆子

测序。将序列正确的菌落冻藏于−80 ℃ 冰箱。

 1.2.2   AappGalNAcT11 的表达　利用高纯质粒提取

试剂盒提取上述 1.2.1构建的重组质粒 pPAP001-
AappGalNAcT11。向该质粒中加入 2.6倍体积的浓

缩试剂（含有 3 mol/L醋酸钠溶液（pH5.2）:乙醇=
1:9（v/v）），冰上静置 30 min后离心（12000 r/min、
30 min），弃上清。用 100 μL 70%乙醇洗涤沉淀后

再次离心（12000 r/min、30 min），弃上清。将沉淀风

干后，加入 10 μL ddH2O复溶，得到浓缩重组质粒。

采用电转化法[18] 将浓缩质粒转入新鲜制备的酵母感

受态细胞 GS115中，电转化条件为 1.5 kV、5.5 ms
脉冲间隔。电转化产物接种至 YPDA固体培养基

（含 250 μg/mL潮霉素 B），30 ℃ 培养 72 h至单菌落

长出。将单菌落接种至 5 mL YPD培养基中（含

250 μg/mL潮霉素 B），30 ℃、240 r/min培养 12 h后，

离心（8000 r/min、10 min）收集菌体沉淀。将菌体沉

淀转移至 10 mL YPD培养基中（含 250 μg/mL 潮霉

素），并调整菌液 OD600 nm 值为 1左右。16 ℃、240 r/
min培养 120 h，离心（8000 r/min、15 min）收集菌体

沉淀。向菌体沉淀中加入 200 mg不锈钢钢珠（直径

0.06 mm）和 600 μL Lysis buffer（含 100 mmol/L Tris-
HCl、100 mmol/L NaCl和 1% Triton，pH8.0），涡旋

5 min（每涡旋 1 min冰浴 30 s），离心（12000 r/min、
10 min）收集上清液，即为粗酶液。

 1.2.3   AappGalNAcT11的纯化　采用 Ni2+-NTA 亲
和层析法 [19] 纯化。使用缓冲液 A（含 50  mmol/L
Tris-HCl和 50 mmol/L NaCl，pH8.0）平衡柱子后，粗

酶液以 0.5 mL/min的流速上样。然后使用缓冲液

A洗涤多余的杂蛋白，缓冲液 B（含 50 mmol/L Tris-
HCl、50 mmol/L NaCl和 500 mmol/L咪唑，pH8.0）
洗脱目的蛋白。取纯化后的目的蛋白进行 SDS-
PAGE和Western-Blot [20] 分析。

 1.2.4   AappGalNAcT11的活性测定　配制 10 μL反

应混合液，其中包含 1  mmol/L上皮抗原 2多肽

（Epithelial Antigen 2 Peptide，EA2），1 mmol/L Mn2+，
50  mmol/L  2-吗啉乙磺酸（2-Morpholinoethanesul-
phonic  acid，MES）（pH7.0），0.74  μg AappGalNAc-
T11酶。以同等体积的水代替酶溶液加到反应混合

液作为阴性对照。反应混合液 37 ℃ 反应 12 h后，

 

表 1    PCR扩增引物序列

Table 1    Primers for PCR amplification

基因名称 引物名称 引物序列

AappGalNAcT11
AappGalNAcT11-Fw 5'-TTGTggtctcAAGCAGAAA

TGGGTATGATCTTCAA-3'

AappGalNAcT11-Rv 5'-TTGTggtctcGCGAACCACC
AGAGATCTGCATTTCCGG-3'

注：小写字母加下划线的序列为限制性内切酶识别序列。
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95 ℃ 加热 10 min灭活后离心（12000 r/min、15 min），
取上清液加 ddH2O稀释 3倍制备成待测样品。使

用 UPLC进行检测，液相检测系统配备 LC-30AD泵

和 SIL-30AC自动进样器。液相色谱检测参数设置

如下：流动相 A：ddH2O（含 0.1%三氟乙酸）；流动相

B：色谱乙腈（含 0.1%三氟乙酸）；色谱柱：Cosmosil 5
C18 MS-II 4.6×250 mm反向色谱柱；检测器：紫外检

测器；激发波长（Ex）285 nm，发射波长（Em）365 nm；

总流速：1 mL/min；洗脱方式：梯度洗脱，洗脱程序见

表 2。根据 UPLC检测的产物与底物的荧光信号的

峰面积计算底物转化率，进而比较酶活力，按照下式

计算转化率：

转化率(%)= 产物峰面积

产物峰面积+剩余底物峰面积
×100

 
 

表 2    超高效液相色谱梯度洗脱条件
Table 2    Procedure of gradient elution of UPLC

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0.01~5.00 99 1
5.01~25.00 95 5
25.01~27.00 85 15
27.01~30.00 10 90
30.01~32.00 10 90
32.01~38.00 95 5

 

 1.2.5   UPLC监测 AappGalNAcT11的反应进程　

按照 1.2.4小节配制反应混合液，在 37 ℃ 下分别孵

育 0、0.5、1、2、4、6和 8 h。孵育结束后，95 ℃ 加

热 10 min灭活后离心（12000 r/min、15 min），取上

清液加 ddH2O稀释 3倍用于 UPLC检测，具体参数

设置见 1.2.4。

 1.2.6   AappGalNAcT11酶学性质测定

 1.2.6.1   最适反应 pH的测定　使用缓冲液 MES pH
3.0、4.0、5.0、7.0、9.0、11.0。按照 1.2.4活性测定的

方法检测酶活力，以最高酶活力设为 100%，按照下

式计算相对酶活力：

相对酶活力 (%) = 酶活力

最大酶活力
×100

 1.2.6.2   最适反应温度的测定　反应温度分别设置

为 4、15、31、37、45、55 ℃。按照 1.2.4活性测定的

方法检测酶活力 ，相对酶活力测定计算方法

见 1.2.6.1。

 1.2.6.3   金属离子对酶活性影响的测定　金属离子

分别为 Al3+、K+、Ca2+、Cu2+、Mn2+、Fe3+（10 mmol/
L）。 乙二胺四乙酸（Ethylenediaminetetraacetic Acid，
EDTA）（10 mmol/L）用于螯合反应溶液中的痕量金

属离子。按照 1.2.4活性测定的方法检测酶活力，相

对酶活力测定计算方法见 1.2.6.1。

 1.2.6.4   4 ℃ 贮藏稳定性的测定　将纯化后的酶液

在 4 ℃ 下储藏，以第 0 d时的酶液作为对照，之后每

隔 7 d取相同量酶液，按照 1.2.4活性测定的方法检

测酶活力，相对酶活力定义为各贮存时间下的酶活力

与酶活力最大值的比值。

 1.2.6.5   温度稳定性的测定　将酶分别置于 20、30、
40、50、60、75 ℃ 条件下预先孵育 15、30、45、60、
75 min。按照 1.2.4活性测定的方法检测酶活力，相

对酶活力测定计算方法见 1.2.6.1。

 1.2.6.6   pH稳定性的测定　将酶置于 pH为 3、5、
7、9、11的缓冲液下预先孵育 1、2、3、4、5 d。按照

1.2.4活性测定的方法检测酶活力，相对酶活力测定

计算方法见 1.2.6.1。

 1.2.6.7   动力学参数测定　配制终浓度为 1、2、3、
5、10、15、20 mmol/L的 EA2作为底物，最适反应条

件下反应 90 min，按照 1.2.4活性测定的方法检测酶

活力，使用 Graphpad prism处理数据，获得 Km、Vmax

值，按照下式计算 Kcat 值，[E]为 AappGalNAcT11
浓度。

Kcat =
Vmax

[E]

 1.2.7   AappGalNacT11底物特异性的检测　使用

UDP-D-GalNAc、尿苷二磷酸-D-半乳糖（Uridine di-
phosphate-α-D-galactose，UDP-D-Gal）、尿苷二磷酸-
D-葡萄糖（Uridine  diphosphate-α-D-glucose，  UDP-
D-Glc）、尿苷二磷酸-N-乙酰葡糖胺（Uridine dipho-
sphate-N-acetyl-α-D-glucosamine， UDP-D-GlcNAc）
分别作为糖基供体，并按照 1.2.4活性测定的方法检

测酶活力。

 1.2.8   AappGalNAcT11体外催化合成 Tn结构　

SOMO-MUC5AC-E.coli BL21表达蛋白、纯化蛋白

方法见 1.2.2与 1.2.3。配制 10 μL反应混合液，其中

包含 1 mmol/L Mn2+，50 mmol/L MES-buffer（pH9.0），
1.5 mmol/L UDP-D-GalNAc，0.74 μg AappGalNAcT11
酶 ， 1.5  μg  SOMO-MUC5AC蛋白。设置一组以

ddH2O代替酶液的反应作为对照组，反应置于

37 ℃ 孵育 9  h，95 ℃ 灭活 15  min，12500  r/min离

心 10 min，取上清，用 ddH2O 稀释 50倍，使用 20%
DHB作为基质，MALDI-TOF-MS仪器检测产物

Tn抗原的合成，设置检测范围为 700~3500 Da。

 1.2.9   AappGalNAcT11二级结构的分析　将纯化后

的酶溶液进行脱盐处理并冻干成蛋白粉末。称取适

量的溴化钾，在马弗炉（300 ℃，5 h）中烘干。将蛋白

粉末与干燥的溴化钾按照质量比 1:90进行均匀混

合、研磨，并使用压片机（20 MPa，40 s）持续压制，形

成透明片状样品。以溴化钾作为对照，使用傅里叶变

换红外光谱仪对样品进行分析。波长范围设为

400~4000 cm−1，样品和背景的扫描时间均为 64次扫

描，分辨率为 4 cm−1。利用 PeakFit和 OriginPro软

件对所得数据进行了分析和处理。

 1.2.10   AappGalNAcT11与 UDP-D-GalNAc的分子

对接　使用 NCBI获得基因对应氨基酸序列（Gene
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ID：127381744），使用 SWISS-MODEL预测蛋白质

的三级结构[21]。从 PubChem数据库得到小分子配

体 UDP-D-GalNAc的三级结构 （Compound  CID：

22833553）。采用 AutoDock进行分子对接，并使用

PyMOL软件进行蛋白及配体复合物可视化分析[22]。

 1.3　数据处理

本研究每个反应均设置三个重复，使用 PeakFit

和 OriginPro进行数据处理，使用 AI作图，使用

SPSS 26软件进行显著性分析，分析方法为方差分

析，P<0.05表示存在显著性差异。

 2　结果与分析

 2.1　AappGalNAcT11基因重组表达载体的构建和

表达

以重组质粒 pET30a（+）-AappGalNAcT11 为模

板进行 PCR扩增后，采用琼脂糖凝胶电泳对扩增产

物进行鉴定和分离。PCR扩增结果如图 2（a）所示，

得到与目的基因片段长度（1117 bp）基本相符的条

带。将目标 PCR产物纯化后，进行后续重组表达载

体的构建。将构建成功的重组质粒导入毕赤酵母

GS115细胞中进行异源表达，采用 Ni2+-NTA亲和层

析法对纯化目的蛋白，使用一抗：小鼠抗 his-tag

单克隆抗体，二抗：辣根过氧化物酶（Horseradish

Peroxidase，HRP）偶联的山羊抗小鼠免疫球蛋白

G（ImmunogIobuIin G，IgG）抗体对纯化的蛋白进行

Western-Blot鉴定。3,3',5,5'-四甲基联苯胺（3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidine，TMB）在辣根过氧化物酶作用

下可以氧化产生蓝紫色稳定产物[23]，使用 TMB沉淀

型显色液进行染色后的 Western-Blot结果如图 2（b）

所示，出现一条能够被抗体识别的蛋白条带，且该条

带的分子量与目的蛋白的理论分子量（42.1 kDa）基

本相符。表明 AappGalNAcT11基因在毕赤酵母

GS115细胞中成功实现了异源表达。

 2.2　AappGalNAcT11的活性测定

以 EA2作为受体多肽，UDP-D-GalNAc为糖基

供体，测定纯化后 AappGalNAcT11的催化活性。目

标产物 EA2-GalNAc会在底物 EA2保留时间前

2.75 min处出现产物峰[8]，结果如图 3所示，对照组

只在保留时间为 19.75 min时出现底物峰，未出现产

物峰。含 AappGalNAcT11的反应混合液中没有检

测到底物峰， 只在保留时间约 17.0 min处出现一个

产物峰，底物被完全消耗，这表明 AappGalNAcT11
具有催化 UDP-D-GalNAc上的 GalNAc连接到受体

多肽 EA2上的良好活性。
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图 3    AappGalNAcT11酶活性测定
Fig.3    Activity test of AappGalNAcT11

 

 2.3　UPLC监测 AappGalNAcT11的反应进程

图 4（a）呈现了反应进程中底物 EA2与产物 EA2-

GalNAc色谱峰的变化。EA2基团从基态跃迁到激

发态，并从激发态返回基态时释放能量，产生的荧光

信号值可定量检测物质。反应进程中产物与底物含

量定量分析的结果如图 4（b）所示，由于反应产物的

消耗和底物积累与抑制作用[24]，在 0~8 h的反应时间

范围内，该酶的转化率呈现出稳步上升的趋势。反应

在 0~2 h时，反应速率较快，底物消耗超过 50%，2~

8 h范围内，反应速率逐渐减小。

 2.4　AappGalNAcT11的酶学性质

 2.4.1   最适反应 pH　如图 5（A）所示，AappGalNacT11
最适 pH为 9.0，并且具有较宽的 pH适应范围。在

pH3.0~9.0范围内，酶活力能够保持在 60%以上。

而在 pH9.0~11.0范围内，酶活力均也能保持在

60%以上。其他来源的 ppGalNAcT最适 pH大多为

7.0~7.5[14]，Homo sapiens 源、Aerodramus fuciphagus
源最适 pH为 7.0[8]，Pseudomonas aeruginos 的最适

pH为 7.5[25]，因此在碱性的反应体系中 Aapp-
GalNAcT11更具优势。

 2.4.2   最适反应温度　如图 5（B）所示，AappGalN-
AcT11最适反应温度为 37 ℃。当反应温度超过

37 ℃ 时，酶活性迅速下降。55 ℃ 时，酶的活性下降

至 50%。 AappGalNAcT11比 Homo  sapiens 源 和

Aerodramus  fuciphagus 源 ppGalNAcT11的最适反
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应温度高，AappGalNAcT11与其相比有更宽的温度

适应性，Homo sapiens 源和 Aerodramus fuciphagus

源 ppGalNAcT在 55 ℃ 时 ，其相对酶活力降至

20%以下[8]，而 Apus apus 源酶活能保持 50%左右。

 2.4.3   金属离子对酶活性的影响　如图 5（C）所示，

经 EDTA处理后，酶的催化作用完全丧失。在引入

的不同金属离子中，Mn2+对酶活性的促进作用最为

显著（P<0.05）。加入 Al3+、K+、Ca2+后，酶活力提升

至约 60%，加入 Fe3+后，酶活力提升至约 40%，加入

Cu2+后，酶活力提升至约 25%。这表明 AappGalNAc-

T11具有金属离子依赖性，且 Mn2+对其催化活性具

有显著的促进作用。以往的研究表明，大多数糖基转

移酶都是金属离子依赖性酶，需要 Mn2+作为辅助因

子来发挥其正常功能[26]。同样，其他研究者挖掘的

ppGalNAcT也需要Mn2+促进其催化活性[27]。

 2.4.4   4 ℃ 条件储藏稳定性　如图 5（D）所示，Aapp-

GalNAcT11在 4 ℃ 条件下储藏的前 7 d内活性无

明显降低，且在前 21 d内仍能保持超 80%的相对活

性。至第 42 d时，酶活性已降至 22%。

 2.4.5   温度稳定性　如图 6（a）所示，AappGalNAcT11

在 20~40 ℃ 处理 75 min，均能保持 95%以上活力，

说明该酶在 20~40 ℃ 短时间孵育仍能具有较强的活

性，孵育温度在 60 ℃ 及以上时，孵育 15 min时，酶

活降低至 40%以下，75 ℃ 孵育 45 min，酶完全失活，

Biomphalaria glabrata 来源的 ppGalNAcT于 37 ℃

处理 72 h后，活性仅剩余 10%[28]，说明 ppGalNAcT

不具有较强的温度稳定性。

 2.4.6   pH稳定性　如图 6（b）所示，pH在 7~9时，孵

育 5 d残余酶活力均保留在 80%以上，pH在 3、9、
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11条件下，孵育 5 d残余酶活力均保留在 50%以

上，说明该酶在弱酸性和弱碱性条件下均有较好的

稳定性。

 2.4.7   动力学参数　在 AappGalNAcT11最适条件

下测定其动力学参数，AappGalNAcT11的 Km 为

1.152 mmol/L，Vmax 为 0. 02574 μmol·L−1·min−1，Kcat

为 21.145 min−1。Kcat/Km 为 18.6  µmol−1·min−1。与

Aerodramus  fuciphagus， Nomia  melanderi、 Homo

sapiens 来源的 ppGalNacT2相比 [8]，Vmax 是其 2.01

倍、1.56倍、1.75倍。Kcat/Km 表示酶的催化效率常

数，综合反映了酶对底物的亲和力和催化效率[29]。

Kcat/Km 的值分别为其 1.72倍、1.98倍、1.68倍。综

上表明 AappGalNAcT11具有较强的亲和力及催化

效率。

 2.5　AappGalNAcT11的底物特异性

以 EA2作为受体多肽，将不同的糖基供体与

AappGalNAcT11反应测定底物特异性。结果如图 7

所示，只有 UDP-D-GalNAc作为糖基供体时，有产

物 EA2-GalNAc产生。表明 AappGalNAcT11特异

性的将 UDP-D-GalNAc转移至受体多肽。符合先前

研究表明 ppGalNAcT酶具有 UDP-D-GalNAc底物

特异性的结论[30–31]。

 2.6　AappGalNAcT11体外催化合成 Tn结构

Tn抗原结构（GalNAc-α-O-Ser/Thr）是启动黏蛋

白型 O-聚糖生物合成的核心结构。以包含 8个氨

基酸的串联重复序列 SOMO-MUC5AC蛋白质

作为受体，以 UDP-D-GalNAc作为糖基供体，在

AappGalNAcT11的催化下尝试体外合成 Tn抗原

结构 [32]。通过分析所得的 MALDI-ToF-MS图谱

（图 8），根据质谱峰的质荷比（m/z）可计算出底

物蛋白 SUMO-MUC5AC上所连接的 GalNAc的数

量。m/z为 18962.310的峰表明底物蛋白上连接

了一个 GalNAc；m/z为 19165.109的峰连接了两

个 GalNAc；m/z为 19368.410的峰代表着连接了

三个 GalNAc。结果表明，AappGalNAcT11可催

化在 SUMO-MUC5AC的 O-糖基化位点上连接

1~3个 GalNAc分子，形成三种不同的 Tn抗原结

构。Homo sapiens 源的 ppGalNAcT则可转移 7~11个

GalNAc至 SUMO-MUC5AC上[33]，Aerodramus fuci-
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图 6    AappGalNAcT11的酶学特性

Fig.6    Determination of enzymatic characterization
of AappGalNAcT11

注：（a）：温度稳定性；（b）：pH稳定性。
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phagus 源的 ppGalNAcT11可转移 1~4个GalNAc至

SOMO-MUC5AC上[8]。相比之下 AappGalNAcT11

的最适催化 pH更偏碱性，因此 Apus apus 来源的

ppGalNAcT11的发掘丰富了体外合成短链 Tn抗原

的工具酶，为癌症疫苗开发和免疫调节研究提供试验

基础。

 2.7　AappGalNAcT11二级结构的分析

由于蛋白质的二级结构与蛋白质的性质有密切

关系，为后续了解蛋白质的折叠机制、预测与理解蛋

白质功能[34]，对蛋白质的二级结构进行分析。经过

PeakFit和 OriginPro软件的精确计算，获得了图 9所

示去卷积图。β-折叠、无规则卷曲、α-螺旋和 β-转角

所对应的波长范围，分别为 1600~1640 cm−1、1640~

1650 cm−1、1650~1660 cm−1 和 1660~1700 cm−1。进

一步地，根据各个波长范围内的峰面积，计算出了蛋

白 AappGalNAcT11二级结构中各组分所占的比例

（图 9）。结果显示，β-折叠占 13.89%，无规则卷曲

占 23.58%，α-螺旋占 24.74%，而 β-转角则占据了

37.79%。α-螺旋的占比较高的蛋白具有较好的结构

稳定性[35]，β-折叠具有较强的机械强度，能为蛋白质

提供较好支撑[36]。这些分析结果为后续的蛋白质工

程、功能研究和应用开发提供了重要的理论支持。

 2.8　AappGalNAcT11与 UDP-GalNAc的分子对接

对蛋白质的三级结构进行预测，并将预测的蛋

白质三级结构与 UDP-D-GalNAc配体的三维结

构模型进行对接。三维结构预测如图 10所示，

AappGalNAcT11为单体酶，包含 17个 α-螺旋、12个

β-折叠及无规则卷曲。配体的结合稳定性与结合能

大小有关[37]，选择亲和力最强的结合位点进行分析，

最小结合能为−8.5 kcal/mol，Aerodramus fuciphagus

源 ppGalNAcT2的最小结合能为−6.9 kcal/mol，Nomia

melanderi 源 ppGalNAcT2为 −6.7  kcal/mol， Homo

sapiens 源 ppGalNAcT2为 −6.5  kcal/mol[8]， 说 明

AappGalNAcT11与底物结合能力更强，反应更易发

生。在 AappGalNAcT11活性口袋位点中心的氨基

酸残基为 Cys63、Asp150、His283、Arg286、Arg289、

Ala403。配体与转移酶的 Cys63、Arg289、Ala403、

Arg286、His283、Trp255之间形成了氢键，氢键可

以增强稳定性、促进选择性识别、提升反应速率以及

诱导契合作用等[38]。配体与转移酶的 Tyr291、Asp96、

Tyr65、 Phe64、 Ser151、 His152、 Ile405、 Pro290、

Phe285、Leu234、Leu130、Arg127、 Ile179、Ala231

之间形成范德华力，促进酶和底物结合、稳定复合物

结构、优化催化微环境以及调节酶的选择性等[39]。

通过了解对接时的关键氨基酸，可后续通过对关键氨

基酸残基进行突变，进一步优化酶的性能。
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 3　结论
本研究挖掘出来自普通楼燕的 AappGalNAcT11

基因，构建基因重组表达载体后在毕赤酵母（GS115）

中成功实现异源表达。酶学特性研究结果显示：

AappGalNAcT11的最适反应温度为 37 ℃；最适 pH

为 9.0，相较于先前所挖掘的 ppGalNAcT具有宽泛

的 pH适应范围，在 pH3.0~11.0均具有良好的活性；

对金属离子 Mn2+具有高依赖性。在 4 ℃ 条件下储

藏的前 7 d内活性无明显降低，且在前 21 d内仍能保

持超 80%的相对活性。该酶在 pH3、9、11条件下，

孵育 5 d残余酶活力均保留在 50%以上，在弱酸性

和弱碱性条件下均有较好的稳定性，不具有较好的温

度稳定性，孵育温度在 60 ℃ 及以上时，孵育 15 min，

酶活降低至 40%以下。此外 ，AappGalNAcT11
对糖基供体 UDP-D-GalNAc表现出高度的底物特异

性，不能转移 UDP-D-Gal、UDP-D-GlcNAc、UDP-D-

Glc到受体多肽。MALDI-ToF-MS的结果揭示了

AappGalNAcT11能够将 1~3个 GalNAc分子转移

至 SUMO-MUC5AC的苏氨酸或丝氨酸残基上，从

而实现不同程度的 O-糖基化修饰，丰富了体外合成

短链 Tn抗原的工具酶。傅立叶变换红外光谱对

AappGalNAcT11的二级结构进行解析可知，β-转角

占比最高，为 37.79%，其次是 α-螺旋，占 24.74%，无

规则卷曲占 23.58%，β-折叠占 13.89%。通过分子对

接可视化结果可知 ，AappGalNAcT11在与底物

UDP-GalNAc进行结合时，亲和力最强的结合能为

−8.5 kcal/mol，作用力以氢键和范德华力为主，在

AappGalNAcT11活性口袋位点中心的氨基酸残基为

Cys63、Asp150、His283、Arg286、Arg289、Ala403，

配体与转移酶的 Cys63、Arg289、Ala403、Arg286、

His283、Trp255之间形成了氢键，配体与转移酶

的 Tyr291、Asp96、Tyr65、 Phe64、 Ser151、 His152、

Ile405、 Pro290、Phe285、Leu234、Leu130、Arg127、

Ile179、Ala231之间形成范德华力，通过了解结合氨

基酸，为后续优化酶活奠定基础。通过探讨转移酶

AappGalNAcT11的理化性质和催化特性，并对酶进

行结构解析，这一发现为进一步理解该酶在 O-糖基

化过程中的作用机制提供了重要线索。通过糖基化

修饰，可以增加食物中蛋白质的稳定度、溶解性及乳

化性，可以提高蛋白质的抗氧化能力，因此该酶的挖

掘为食品的品质优化提供了新的工具酶，并为癌症疫

苗开发和免疫调节提供研究基础。本文通过分子对

接了解到酶促反应中关键氨基酸位点，后续可对关键

氨基酸进行突变，提高目标蛋白的纯度和产量，并可

通过分子对接进一步研究 Mn2+对促进酶促反应的

机理。
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