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目的：从炎热环境中发现新型热稳定水解酶。
靶向酶：糖苷酶，酯酶，内酯酶，环氧化物水解酶和蛋白酶。 



HotZyme项目于2011年启动，并于2015年完成。在此期间，HotZyme团队从全球

温泉环境中收集了数百个样品，其中基于一系列工业利聚合物进行了数千种富集

培养。最终，该团队获得了几十种能够降解聚合物底物的分离物。

利用新一代测序技术，该团队对15个温泉宏基因组和几个基因组和转录组进行

了测序。从宏基因组文库中，该团队使用计算机模拟方法和功能筛选方法鉴定了

数百种潜在的新水解酶，其中十多种被选择用于详细的生物化学和结构分析



该项目是使用不同的采样方法探
索热环境的生物多样性，包括开
发新的生物信息学工具和平台以
及不同的筛选方法。最后，对酶
进行了更详细的功能和结构表征，
并且将具有商业潜力的酶申请了
专利，以用于未来潜在的商业化。 
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√ 原位富集具有水解活性的嗜热微生物

√高通量富集和分离具有水解活性的新型嗜热微生物
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对世界各地发现的各种高温自然环境进行采样
有两个主要目标

从这些环境中的微生物和病毒中获取总DNA样本，以便创
建功能性表达文库，并进行详细的生物信息学分析以寻找
选定的热稳定酶

创建微生物及其病毒的富集培养物，用于直接筛选选定的
酶活性



采样地点

从世界各地的自然热环境中获得了300多个样本：冰岛，意大利，中国，黄石国家公园（美国），堪察加半
岛，千岛湖，贝加尔湖地区（俄罗斯）和深层次生物圈（西西伯利亚，挪威海，巨魔，巴伦支海）

温度范围：40至151℃
pH范围：2.0至10.5

样品类型：水，沉积物和微生物过滤膜
处理方式：DNA提取以及富集和分离嗜热微生物



不应该阻止研究人员从热环境中
进行采样

较低的细胞密度（低至102个细胞/ ml）

温泉环境的地球化学特性（例如低pH
和高金属含量）

高温环境中收集和提取足够数量和质量
的生物分子



堪察加半岛 千岛群岛 冰岛

富集物：纤维素（微晶纤维素（MCC），羧甲基纤维素（CMC），玉米和竹子
叶），木聚糖，淀粉，α和β-角蛋白，黄原胶，聚酯和聚乙烯醇作为底物

使用Illumina平台测序的总16S rRNA基因片段来研究在原代原位富集中发展的微
生物群落的组成。 显示不溶性底物的可见降解和/或含有嗜热微生物的新系统发
育基团的那些用于进一步表征和分离工作 

原位富集具有水解活性的嗜热微生物 



高通量富集和分离具有水解活性的新型嗜热微生物 

目的:是找到能够在各种大分子底物上生长的嗜热生物，从而找到降解主要底
物的热稳定性水解酶 

在实验室中用含有不同工业上感兴趣的聚合物底物的培养基培养数百种粗环
境样品和原位富集物 

底物:纤维素，木聚糖，木质素，淀粉，几丁质，竹叶，α-和β-角蛋白，黄
原胶，地衣多糖，琼脂糖，聚对苯二甲酸乙二醇酯和聚乙烯醇 

高温黄原胶降解酶对于深海油应用是有意义的。
富含降解纤维素或木质素组分的酶对于在纸浆和造纸工业中受到关注。



虽然建立了超过一千种富集物，但其
中有10％在三次转移中幸存下来。
只有这些所谓的稳定富集培养物随后
用于DNA提取，用于16S rRNA测序和
分离纯菌株。 

尽管大多数分离株显示出与已知物
种的高16S rRNA序列同一性，但是
一些是非常新颖的并且一些被发表
为新的分类群 



Sequencing and 
bioinformatics  
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在早期环境DNA测序中，Sanger测序是首选方法，类
似于对个体基因组进行测序。

这些分析通常依赖于16S rRNA基因的部分序列，因
为大多数NGS平台的读取长度相对较短。

为此，设计用于扩增16S rRNA可变区的引物
V4-V8、V3-V4

用过的。在过去的几年中，通过这种方法分析了大量的
极端温度环境，特别是温泉，由于这种方法，已经生产并
沉积了大量的16S rRNA序列。在公共数据库中，如核糖
体数据库项目、或SILVA数据库 第二代DNA测序技术

（Next-generation sequencing）



这种基于PCR的方法由于引物的限制，嵌合体等因素
以及可能存在于样本中的抑制因素而存在偏差
成本高以及缺乏足够的测序深度 

缺点

16S rRNA序列的分析可能导致分类学的错误识别
因为密切相关的物种可能含有几乎相同的16S rRNA
基因 





Sharpton TJ An introduction to the analysis of shotgun metagenomic data Front Plant Sci.2014 5:209



功能注释
数据库

基因预测、
数据库搜索、

分类注释
IMG/M SUPER-FOCUS 
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√用于功能筛选的重组文库 

√功能性体外筛选表达文库 

√用全细胞生物传感器进行功能筛选



选择合适的表达系统与适当的筛选宿主是非常重要的。 在HotZyme项目中，
质粒文库在载体pUC18。
选择大肠杆菌系统的主要原因是它符合HotZyme项目的标准 

由于携带该基因的相关基因组被不编码这种酶的基因组稀释，特定酶基因的命中

率下降，因此需要具有非常高转化率的重组宿主。。

大肠杆菌已被证明是高度接受外来的SD翻译起始点

为了克隆到pUC18载体中，用Bsp143I和Hin1II对DNA进行部分酶切，凝胶提取> 2kb的片段

并与BamHI / SphI酶切的pUC18连接。 将连接的DNA转化到感受态的E.cloni 细胞中



对于大肠杆菌表达文库的成功功能筛选
需要考虑几个因素：

需要合适的方法来检测所需的酶活性，例如通过使用显色透明圈。

底物必须可被表达的酶接近，因为底物被细胞吸收，酶被分泌或通过细胞裂解释放，
尽管可能发生高表达的细胞内酶释放到细胞外空间。

为了获得良好的信噪比，筛选宿主不应含有对筛选底物的显着内源活性。



该技术的优点是不需
要培养天然微生物或
已知基因的先前序列
信息，因此代表了用
于开采具有新特征的
酶的有价值的方法 





Functional and structural 
enzyme characterization 
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Fig. 8. Docking of substrates into the active site of the C. hydrogenoformans lactonase A) 
the GBL docked into the active site of the lactonase enzyme. B) a view of the (3S,4S)-WGL 
docked into the active site of the lactonase enzyme. The methyl group of the WGL prevents 
this substrate binding in the active conformation for catalysis and explains the experi- 
mental results showing no activity as on this sub- strate. 



Fig. 13. A figure showing the kinetics of the reaction of 
the A. fulgidus Est-2 at 50 and 70 °C with the 
industrially interesting substrate, methyl p-toluate. 
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大麦麦芽
中的麦芽
淀粉酶

从胃组织中分离
出来蛋白酶用于
干酪生产

微生物生产酶的优点 
1、微生物种类多，品种齐全
2、微生物生长繁殖快，生长周期短，产量高；
3、培养方法简单，原料来源丰富，价格低廉，经济
效益高，并可以通过控制培养条件来提高酶的产量；
4、微生物具有较强的适应性和应变能力。
5、可以进行大规模生产

这些优势使得酶的生产量能够在现代工业过程中使用
工业酶市场估计每年约为145亿美元，预计增长将持续 



绝大多数工业酶是水解酶。 它们作用于各种键，催化它们的裂解并将高分子量
的化合物降解成较小的组分 

售总额计算，洗涤剂酶是最大的市场之一。 
Savinase是丝氨酸蛋白酶，几乎存在于所有洗衣洗
涤剂配方中。 

蛋白酶可有效去除衣物中富含蛋白质的污渍，如
血渍。 

除了蛋白酶或脂肪酶之类的酶，其主要作用是去
除污渍
酶也可以作用于织物本身。 某些对无定形纤维素
有活性的纤维素酶可以从棉织物表面除去纤维素
纤维，同时使构成织物本身的结晶纤维素纤维保
持完整 



两个主要领域：
新织物的退浆和生物燃料的生产

 在第一种情况下，在编织之后，必须除去淀粉上浆剂，
这是淀粉酶用于水解淀粉并有助于该过程的地方。 

淀粉酶也用于淀粉的总水解以产生葡萄糖，其可以直
接使用或发酵成乙醇，即所谓的第一代乙醇生产 

淀粉酶

从纤维素生物质生产葡萄糖需要一套酶。 这是因为木质纤维素
作为植物细胞壁的重要组成部分，可以抵抗降解。
需要各种内切和外切纤维素酶来释放葡萄糖二糖纤维二糖，其
通过葡糖苷酶进一步降解为葡萄糖



新型耐热水解酶的具体应用

纤维素酶：纤维素在生物质转化和纺织品处理中的水解作用

木聚糖酶：木聚糖多糖在纸浆和造纸中的水解及生物量转化

木质素降解酶：木质素在生物质转化、纸浆和造纸中的解聚作用



Perspectives 
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       为了向更可持续的过程过渡，我们需要新型强大的生物催化剂，可以
抵抗极端的pH和温度，溶剂和盐。 极端微生物是这种强力酶的天然储库。 

        过去几十年来各种“组学”技术的进步 - 例如基因组学，转录组学，
蛋白质组学或代谢组学，使其应用于各种高温环境。
        生成巨大的环境数据集，但是，为相关目标挖掘这些庞大而复杂的
数据集仍然具有挑战性。最大的挑战是基因注释，尤其是大量没有明显
功能的基因。 

        由于数据库中的错误，以及通过序列同一性来推断基因功能，注释
可能不会给出实际的功能。因此，序列注释只是功能表征的第一步。
        它需要多种方法才能取得成功。在未来，继续努力了解高温环境中
微生物的生物化学过程，无疑将提高我们开发这些环境以获得有用产品
的能力 



对于功能筛选，可获得大量不同的筛选技术，但不幸的是它们尚不适用于每种酶。

每种筛选方法的挑战是：
酶的异源表达
酶的底物可用性

基于微流体的筛选和开发新的底物合成方法，
扩大宿主的数量，可以帮助解决大多数这些挑
战。

通过在适当的宿主有机体（如大肠杆菌）
中引入非自然途径模块，可以开发出一种
合成生物学方法，用于重要分子的体内生
产



HotZyme项目的成功表明

仍然有很多水解酶被发现。特别是多学科方法，其中13个小组各自拥有不
同的专业知识，在一个联盟中共同努力，使这个项目如此成功。

来自炎热环境的水解酶的广泛多样性，开发的新方法和工具为扩展已经完
善的水解酶应用提供了巨大的宝贵财富，并将成为进一步探索未知新水解
酶领域的宝贵资产 
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