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枯草蛋白酶!的定点突变及其对酶性质的影响
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摘 要 用定点突变的方法研究A$$!B／C$$&D，+!!3A／A$$!B／C$$&D，E"%+／A$$!B／C$$&D和 F!%#G／A$$!B／

C$$&D突变对蛋白酶活性，酯酶活性与蛋白酶活性之比的影响。结果表明：A$$!B／C$$&D突变使蛋白酶活性比枯
草蛋白酶9低5#%%%多倍，酯酶活性与蛋白酶活性之比是A?H7;);=-I2的#倍；+!!3A／A$$!B／C$$&D突变使蛋白酶
活性和酯酶活性分别比A$$!B／C$$&D突变下降#J"倍和!&倍，酯酶与蛋白酶活性之比下降4倍，同时增加变体酶
的热稳定性；E"%+／+!!3A／A$$!B／C$$&D突变使蛋白酶活性比+!!3A／A$$!B／C$$&D突变体下降!&倍，但对酯酶
活性几乎没有影响，酯酶与蛋白酶活性之比增加!4倍，分别是A$$!B／C$$&D突变体和A?H7;);=-I2的#J#倍和!%J#
倍；但是，F!%#G／+!!3A／A$$!B／C$$&D突变使蛋白酶活性比+!!3A／A$$!B／C$$&D突变体增加&倍，酯酶活性下降

&&倍，酯酶与蛋白酶活性之比下降!%%%倍。
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枯草芽孢杆菌蛋白酶是重要的工业用酶，对其

结构功能的理解及催化机理的研究已比较透彻，目

前有关枯草杆菌蛋白酶以及变体酶的研究已超出水

解性质的范畴，而拓展到多肽合成的应用研

究［!"#］，但是枯草蛋白酶催化酰胺水解的效率高，

在催化多肽合成的过程中会引起底物及合成产物肽

键的进一步水解，因此必须对枯草蛋白酶进行改造，

降低酰胺键水解活性；另一方面，具有酯酶活性的蛋

白酶可作多肽合成的催化剂，这样的研究已有许

多［&"5］，尤其是枯草蛋白酶 KC+ 经过 A$$!B／

C$$&D（A?H7;);=-I2）改造后酰胺水解活性大幅度下
降，但仍保留较高的酯酶活性［3］，A?H7;);=-I2变体酶
已在G+-I2D酶及环肽的合成中得到应用［/"!!］。
本文借鉴A?H7;);=-I2变体酶的研究经验，用定点突
变的方法考虑A$$!B／C$$&D突变对枯草蛋白酶9
性质的影响，为将枯草蛋白酶9进一步改造成非水
介质中稳定的多肽连接酶打下基础。

" 材料

"#" 酶和试剂
除测序用15A2L?2<@;<=M;7为C>-N:-@;-公司

产品外，实验所用酶及突变试剂盒D)72N2OA;72N#
#$3#/*(,?7-=2<2I;IA.I72:I均为CN(:2=-公司产
品。突变引物及测序引物用 DPP);2OK;(I.I72:I
DKQ#3%合成仪合成。四肽底物 +0A?@@;<.)0D)-0
D)-0CN(0C>20P0<;7N(-<;);O2（I0DDC80P+D）及 +0A?@0
@;<.)0D)-0D)-0CN(0C>207>;()H2<R.)2I72N（I0DDC80AHR）
为A;=:-公司产品。

"#$ 菌种及质粒
实验中所用蛋白酶缺陷型枯草芽孢杆菌

EK!%4［!$］及枯草芽孢杆菌0大肠杆菌穿梭质粒PK90
$［!#］来源于中国科学院生物物理研究所朱榴琴实验
室，S,!%/及9A!#%!为突变试剂盒中的配套菌种*
PKT，PKT!，PKT$，PKT#及PKT4分别是含野生型



蛋白 酶 !，"##$%／&##’( 突 变，)$$*"／"##$%／

&##’(突变，+,-)／)$$*"／"##$%／&##’( 突变和

.$-/0／)$$*"／"##$%／&##’(突变的蛋白酶!基
因片段与12!3#所组成的重组质粒。

! 方法

!"# 突变及质粒构建
将野生型枯草蛋白酶!的基因（由 4565789:

;<8=7>教授提供）［$?］插入突变载体1(@A>93!的

!"#B"／$%&C!位点，得到的质粒1"D，用下列引
物分别引入所需的突变：

"##$%／&##’(：

’E3((%FF((%FG$%(GF3F%F(%G$%G%(%FGG
F%%/；

)$$*"：

’E3(GGG%%((%%&G(GFF(GFGG/；

+,-)：

’E3%%(G(%%(F’(%FF%(FGG%G/；

.$-/0：

’E3(%(FF((F%FF%%$(G(G(F%GFF(GG/
黑体画线部分表示突变碱基；突变后的质粒分

别命名为1"D$，1"D#，1"D/和1"D?，所有突变都
经双脱氧链终止法测序证实。用!"#B"／$%&C!
切出突变后的片段，分别插入12!3#中得到表达质
粒12D$，12D#，12D/和12D?。变体酶2D$，2D#，

2D/及2D?都在+2$-?中得到表达。

!"! 表达及纯化
突变菌种在#DG中（含卡那霉素’-HI／J）于

/KL，#--9／H:<发酵/-#/,M。#J发酵上清用
（)C?）#"N?沉淀（/-O#,-O饱和度）后，溶于$’
HJ$-HH8@／J 磷 酸 缓 冲 液（$HH8@／J %5%@#，

1CKP?），直接上+!(!3+>QA95<(3#’柱，用磷酸缓
冲液（1CKP?）缓慢淋洗（#-HJ／M），"+"3&(F!鉴定
所需蛋白，超滤浓缩后上(R97@>Q&3$’-柱，用磷酸
缓冲液（1CKP?）缓慢淋洗，得到电泳纯（S’O）的变
体酶。变体酶的浓度根据#*-<H处的’(值，以消
光系数)$RH，$OT$$PK计算。

!"( 动力学性质测定［)］

测定蛋白酶活性时，用四肽底物63((&U31)(
（溶于$-HH8@／J磷酸缓冲液，1CKP?，$HH8@／J
%5%@#溶液），/KL，?$-<H处测定蛋白酶活性及底

物浓度与酶活的关系，计算不同底物浓度时的初速

度。算出*H，*R5A（表$）。
测定酯酶活性时，用四肽底物63((&U3"VW（溶

表# 枯草蛋白酶*突变体水解+,’’-.,/0’
的反应动力学常数

%1234# 56748699:7+8178+;:<=>?<:3>+6+:;+,’’-.,/0’
2>@63?,8>/417?A1<6178+:;+B28636+67*

63(@535@53&983&M>31)(

X59:5<A *R5A／6Y$
*H
（HH8@／J）

*R5A／*H
（H8@·J）Y$·6Y$

Z:@B3A71> #K[*/ -[,$ ?[’K\$-Y?

"=VA:@:I56> ?[’/\$-Y’ -[#K? -[$,’/

"##$%，&##’( K[,-\$-Y’ -[$##/ -[,##

)$$*"，"##$%，&##’( ’[S#\$-Y? /[?’ $[K#\$-Y$

+,-)，"##$%，&##’( #[?’\$-Y? ##[#/ $[$-\$-Y#

.$-/0，"##$%，&##’(?[??\$-Y/ $[-- ?[?#

于$-HH8@／J磷酸缓冲液，1CKP?，$HH8@／J%5%@#
溶液，含?O二甲基亚砜），/KL，#’-<H处测定变体
酶酯酶活性与底物浓度的关系，计算不同底物浓度

时的初速度，算出*H，*R5A（见表#）。

表! 枯草蛋白酶*突变体水解+,’’-.,C2D
的反应动力学常数

%1234! 56748699:7+8178+;:<=>?<:3>+6+:;+,’’-.,C2D
2>@63?,8>/417?A1<6178+:;+B28636+67*

63(@53(@53&983&M>3"VW

X59:5<A *R5A／6Y$
*H／

（H8@·JY$）
*R5A／*H
（H8@·JY$）6Y$

!6A>956>／

(H:B56>

"=VA:@:I56> ?[$\$-$ $[S\$-$ #[$\$-’ $[#K\$-,

"##$%，&##’( /[##\$-/ $[/$ #[?’\$-, /[S?\$-,

)$$*"，"##$%，
&##’( #[##\$-# $[/S $[’S\$-’ S[#’\$-’

+,-)，"##$%，
&##’( $[S*\$-/ $/[K? $[??\$-’ $[/$\$-K

.$-/0，"##$%，
&##’( #[-/ -[K-, #[*K\$-/ ,[’-\$-#

变体酶的稳定性：将变体酶置于/-L，?-L，

’-L，,-L保温-P’M，测样品的剩余酯酶活性。最
后置于,-L每隔-P’M取样测样品的剩余酯酶活性
（图$，#）。

( 结果与讨论

("# 表达纯化
一般认为蛋白酶的活性中心经"##$%突变后

的变体酶在分泌表达时不能成熟，发酵过程中必须

加入野生型的菌种共表达，以帮助变体酶的成

熟［*］。这样对纯化工作极其不利，野生型酶与变体

酶之间的性质差异很小，难以分离。但是，在大肠杆

#?/ 生 物 工 程 学 报 $,卷



图! 枯草蛋白酶"突变体的热稳定性

#$%&! ’()*+,-./,0$-$/1234,*$,5/.23.60/$-$.$5"
!7889:／:!!8;／<!!=>；":!!8;／<!!=>；

#?@A7／7889:／:!!8;／<!!=>

图8 温度对枯草蛋白酶"突变体活性的影响

#$%&8 "33)B/23/)+C)*,/6*)25)./)*,.),B/$4$/1
234,*$,5/.23.60/$-$.$5"

!7889:／:!!8;／<!!=>；":!!8;／<!!=>；

#?@A7／7889:／:!!8;／<!!=>

菌中表达的<*2/($2-.60/$-$.$5"包含体在体外可以
自行成熟，仅仅是成熟的过程较慢而已［8=］。我们在

研究过程中发现所有变体酶都可以自行成熟，无需

野生型酶的帮助。因此直接用突变菌种在!D’中，

EFG发酵E@(，发酵上清用EAH!@AH硫酸铵沉淀
后，溶于CIFJK的磷酸缓冲液，经?">"L?)M/*,5>L
!=柱和>B*1-)M<L8=A柱可得目的蛋白，纯度可达
电泳纯（N=H以上）。

!"# 突变对酶性质的影响
枯草蛋白酶的活性中心由 >.CE!，I$.@K及

:)*!!8构成，活性中心任何残基的突变都会导致蛋
白酶活性的丧失。基于蛋白酶活性缺失但仍有酯酶

活性的蛋白酶可以用作多肽合成的催化剂，O,$.)*
等用化学的方法将枯草蛋白酶P<7Q活性中心的

:)*!!8转变成;1.［@，9］，得到的变体酶/($2-.60/$-$.$5
蛋白酶活性比野生型酶下降8AK倍，而酯酶活性比
蛋白酶活性高约8AK倍，大幅度降低了底物及产物

的水解。由于硫原子半径比氧原子半径大得多，相

应的巯基对羰基的亲和力比羟基大，:!!8;变体酶
形成羰基L酶过渡态的活化能比P<7Q低9JKOR／

+2-，同时/($2-.60/$-$.$5酶L羰基中间体对亲核试剂
胺的亲和作用及反应活性强，因而易于胺解，所以仅

表现为酯酶活性的:!!8;变体酶可以催化片段偶
合的多肽合成，从而使枯草蛋白酶由水解酶变成多

肽连接酶。鉴于经:!!8;／<!!=>双突变后的:60L
/$-$%,.)变体酶，酯酶活性比蛋白酶活性高8A@倍，
并成功地在S7,.)>酶及环肽的合成中得到应用，
也可以将枯草蛋白酶"改造成蛋白酶活性低而酯
酶活性高的变体酶，为进一步改造成非水介质中稳

定的多肽连接酶打下基础。

结果表明（表8，!）：:!!8;／<!!=>突变使枯草
蛋白酶"的蛋白酶活性降低FEAAA多倍，酯酶活性
与蛋白酶活性之比为EJNT8A@，是:60/$-$%,.)的E
倍；7889:突变有利于提高枯草蛋白酶"的热稳定
性，对活性没有负面影响，但是 7889:／:!!8;／

<!!=>突变不但影响蛋白酶活性，而且影响酯酶活
性，其蛋白酶活性和酯酶活性分别比:!!8;／<!!=>
突变体下降EJ@倍和8=倍，酯酶与蛋白酶活性之比
下降K倍；?@A7／7889:／:!!8;／<!!=>突变使蛋白
酶活性进一步下降8=倍，但对酯酶活性几乎没有影
响，从而导致酯酶与蛋白酶活性之比比 7889:／

:!!8;／<!!=> 突变体高8K 倍，分别是 :!!8;／

<!!=>突变体和:60/$-$%,.)的EJE倍和8AJE倍；但
是，U8AES／7889:／:!!8;／<!!=> 突变使 7889:／

:!!8;／<!!=>突变体的蛋白酶活性增加=倍，同时
使酯酶活性下降==倍，酯酶与蛋白酶活性之比比

7889:／:!!8;／<!!=>突变体下降8AAA倍，比:60L
/$-$%,.)低约!AAA倍，可见 U8AES／7889:／:!!8;／

<!!=>突变体没有进一步改造的意义。
由图8和图!可见，:!!8;／<!!=>，7889:／

:!!8;／<!!=>和?@A7／7889:／:!!8;／<!!=>突变
体的稳定性都随温度的升高而降低，其中温度对

?@A7／7889:／:!!8;／<!!=>突变体的影响最大，在

@AG保温AJ=(，有近NAH的活性丧失，8(后活性几
乎全部丧失；而:!!8;／<!!=>突变体的热稳定性与
野生型枯草蛋白酶"相似；7889:／:!!8;／<!!=>
突变体的热稳定性高于:!!8;／<!!=>，即:!!8;／

<!!=>突变对枯草蛋白酶"的热稳定性没有影响，

7889:突变却可增加:!!8;／<!!=>突变体的热稳
定性。

综上所述，:!!8;／<!!=>突变可改变枯草蛋白

EKEE期 杨永华等：枯草蛋白酶"的定点突变及其对酶性质的影响



酶!的酶性质，使之由蛋白酶活性变为酯酶活性，
进一步引入"##$%突变对酶的活性有不良影响，但
是可以提高酶的热稳定性。值得一提的是，在

"##$%／%&&#’／(&&)*突变体的基础上进一步突变，
已得到了可用于非水介质中的热稳定突变体，并已

用于多肽的合成（另文发表）。
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G019,G<::R1JG19,J1／,K<P,J1；"##$%／%&&#’／(&&)*KFG,-G0,J7UN\R:;P,-P#)\R:;PP1M91,J1P<-,K<P,J1,-P1JG19,J1
,MG<B<GW91JY1MG<B1;W,-P,J,91JF;G，<G0,J,6\R:;P;:I19<-G019,G<::R,K<P,J1／1JG19,J1G0,-%&&#’／(&&)*KFG,-G；*;\
G0:F.0<G0,J-:1RR1MG:-G011JG19,J1,MG<B<GW，>N5"／"##$%／%&&#’／(&&)*KFG,-G1-0,-M1P<GJ9,G<::R,K<P,J1／1J\
G19,J1AW#)R:;P，7U7\R:;P,-P#5U7R:;PM:KY,91PG:"##$%／%&&#’／(&&)*KFG,-G，%&&#’／(&&)*KFG,-G,-PJFAG<;<\
.,J191JY1MG<B1;W；O#57T／"##$%／%&&#’／(&&)*KFG,-G，0:I1B19，0,J,)\R:;P1-0,-M1P<-G01,K<P,J1,MG<B<GW,-P))\
R:;P,-P#555\R:;PP1M91,J1<-G011JG19,J1,MG<B<GW,-PG019,G<::R1JG19,J1／,K<P,J1M:KY,91PG:"##$%／%&&#’／(&&)*C

B+;C8.-5 %FAG<;<J<-!，J<G1\P<91MG1PKFG,.1-1J<J，,K<P,J1,MG<B<GW，1JG19,J1,MG<B<GW
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