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摘 要 用双引物法对DE基因进行体外定点突变，构建了突变体F$%G和D$#&H。含突变基因的重组表达质粒

I3JH0DEF$%G及I3JH0DED$#&H在340(,#J21菌株中表达。纯化的突变酶与野生型酶相比：（!）DEF$%G的最

适反应温度下降5K，热稳定性为野生型酶的&1L，对底物的亲和性增强；（$）DED$#&H的酶活提高约22L，最适

IM下降%N"个单位，但热稳定性降低。初步分析认为，D)>$%位于"%#"!螺旋之间，其亲水侧链被G4-的疏水侧

链取代后，分子表面增强的疏水作用，反而不利于蛋白质的稳定，使DEF$%G的热稳定性降低。D).$#&是酶活性中

心$0折叠（$#$#$#&77）的最后一个残基。引入电负性极强的O@I后，可能改变分子的静电场分布，影响了活性部位

的电荷传递过程，使DED$#&H酶活提高。引入的电荷，可能改变活性中心可解离基团的567，使其最适IM下降。

另外O@I$#&的侧链在周围空间结构中显得过于拥挤，易与其他侧链产生排斥，由此影响到$0折叠的稳定性，接近

亚基结合面的O@I$#&，可能进一步影响到亚基间相互作用的稳定性，最终导致酶热稳定性的降低。DE酶活和最适

IM的改善更利于工业生产。
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葡萄糖异构酶又称木糖异构酶，是工业上大规

模以淀粉制备高果糖浆的关键酶，也是国际上公认

的研究酶催化机制及建立蛋白质工程技术最好的模

型之 一［!］。我 国 自 行 筛 选 的&号 淀 粉 酶 链 霉 菌

P!%22菌株所产DE［$］（7/*%/(820%&9#+&/+/#0)&+(*
&@AQ7;>P!%22?)-B(@4;@(:4Q7@4，简称RP22DE），其

性质不理想。目前已完成RP22DE基因的克隆［2］、

全序列测定［#］和在340(,#中的高效表达［5］，并获得

该酶%N!/>:分辨率的晶体结构［"］。本文期望应用

蛋白质工程方法改善RP22DE的性质，以降低工业

生 产 成 本。 本 文 报 道 了 突 变 酶 DEF$%G 和

DED$#&H的构建和性质研究，以及通过实验结果对

该酶结构与功能关系的进一步认识。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌种和载体：340(,#SG!0T)-4（/%/*）、3N0(,#
U,$2"（0",* ）、3N0(,# J21（:+$* ）、 载 体

;!285!/V6及表达质粒I3JH0DE均为本实验室

贮藏。

+,+," 试剂：限制酶均为华美公司产品；3#H+O
聚合酶、3#H+O连接酶、3#多核苷酸激酶、H9O90
R4IW7Q(@466、R4IW7BQ.!R02%%MV、R4IW7?7)@3P
T7>CIQ4IX;A和3&H+O@4Y-4>B;>?X;A为ZW7Q:70
B;7公司产品；［"02$Z］0CO3Z为北京福瑞公司产品；

寡核苷酸引物由中国科学院上海细胞生物研究所合

成；其余为进口或国产分析纯试剂。

+,+,- 仪器：[;(0V7C公司的H+O测序系统；GJ[
水平多功能电泳仪；GJ[常压层析系统；GJ[恒温

水浴锅；U()4Z7Q:4Q公司的酸度计。

+," 方法

+,",+ 定点突变：参见文献［&］。

+,"," H+O序列测定：采用R7>?4Q双脱氧链终止

法，参照3&H+O@4Y-4>B;>?X;A说明书进行。

+,",- DE分离纯化：参见文献［1］。

+,",& 酶活力测定：采用改进的乙醇0咔唑法［1］。



!"#"$ 酶 最 适 反 应!" 测 定：按#$%&’等 人 方

法［(］，以)*木糖为底物，甘氨酸*+,-"作缓冲液，在

./0!"12/!3/41范围内测定。

!"#"% 酶最适反应温度测定：以)*木糖为底物，加

酶样品于3/$$56／789:6;，3//$$56／7+,<=->
（!"?2/）缓冲液中。在</!(/0范围内，每隔10

反应3/$%@，以相对活力为纵坐标，温度为横坐标作

图，求出酶最适反应温度。

!"#"& 酶 热 稳 定 性 测 定：将 酶 加 入3/$$56／7
89:6;，1/$$56／7AB%C*":6缓冲液中（!"D4/），于

?/0水浴保温，每隔</$%@取样测活。以相对残余

活力百分比的对数为纵坐标，以保温时间为横坐标

作图，求出酶失活半衰期。

!"#"’ 酶动力学测定：分别以)*木糖和)*葡萄糖

为 底 物，在 3/$$56／7 89:6;，1/ $$56／7 AEF
（!"D4/）缓冲液中，测试>/0时的木酮糖和果糖生

成量，按7%@GHG,IGB*JKBL法 作 图，求 出 酶 的 表 观

!$"$,M。

# 实验结果

#"! ()基因的定点突变及鉴定

根据#8<<NO的基因序列［>］，设计合成的突变

引物 为：（P;/7）1Q*:NN:ANN:FNNNF:NNN*
<Q；（N;>D)）1Q*F::A:FF:NF::FNA::N*<Q。采

用双引物法，将含#$基因的 83<$!3(单链掺R
模板，分别在<D0和.10条件下，与P;/7、N;>D)
突变引物及非磷酸化通用引物退火，在体外进行定

点突变反应，取"7连接液转染%&’()*S73*J6KG，得

到1/!3//个噬菌斑。挑取数十个分离较好的噬菌

斑培 养，抽 提 其 单 链 )+F，进 行 序 列 测 定，确 定

P;/7和N;>D)突变体构建成功。

#"# 突变酶的分离纯化

用%’(TO和+,-O双酶解83<$!3(亚克隆，

回收/4(LU含NO突变基因的片段，插入经%’(TO
和+,-O双酶解的!AV)*NO中，构建成表达质粒

!AV)*NOP;/7和!AV)*NON;>D)。将表达质粒转

化%&’()*V<?，在7J培养基中摇瓶生长至稳定期，

>;0热诱导;1$%@，再在<D0继续培养;!;41’，收

获菌体，超声破碎后离心即得突变体和野生型的粗

酶液。经 )EFE*#G!’,B5CGWW和#G!’,XBY6#*<//
"T柱层析，#)#*=FNE电泳表明已获得均一的酶

蛋白（如图3）。以木糖为底物，在<10条件下，测得

突变酶NON;>D)的比活比野生型酶提高约<<Z，

但NOP;/7的比活只有野生型酶的;DZ。

图3 野生型NO及突变体酶的#)#*=FNE电泳

W%943 #)#*=FNE5[H%6\*&Y!GNO,@\%&C$K&,@&C
32]%6\*̂ &Y!GNO；;2NOP;/7；

<2NON;>D)；>2#&,@\,B\8]$,BLGB

#"* 突变酶的酶学性质研究

#"*"! 最适反应!"：在./0时，以/4/<$56／7)*
木糖为底物，在3/$$56／789:6;、3//$$56／7甘氨

酸*+,-"缓冲液中，在!"12/!3/41范围内测得

NON;>D) 的 最 适 反 应 !" 为 D4.（ 如 图 ;）。

NON;>D)的最适!"由野生型NO的?4;下降了约

/4.个单位。NOP;/7的最适!"约为(4/，比野生

型NO上浮了/4?个单位。

图; 野生型NO及NON;>D)的最适反应!"曲线

W%94; A’GXKBIG5[5!&%$K$!"[5BX,&,6Y&%X
BG,X&%5@5[H%6\*&Y!GNO,@\NON;>D)

! ]%6\*&Y!GNO；"NON;>D)

#"*"# 最适反应温度：以/41$9／$7酶液在</!
(/0范围内，每隔10取样测活，绘制出最适反应温

度曲 线（ 如 图<）。 由 该 曲 线 求 得 野 生 型 酶 和

NON;>D)的最适反应温度分别约为D/0和.10。

NOP;/7的最适反应温度也约为.10（数据未给

出）。因此两个突变体酶的最适反应温度比野生型

酶下降约10。

#"*"* 热稳定性：将3$9酶溶解于;$7反应缓

冲液中，置?/0水浴中，每</$%@取样测活，绘制酶

的热失活曲线（如图>）。由图可见，野生型NO在
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!"#下 的 热 失 活 半 衰 期 约 为$""%&’，()*+",和

()(+-./分 别 约 为.!%&’和0$%&’，因 此 突 变 酶

()*+",的热稳定性约为野生型酶的.!1，(+-./
的热稳定性只有野生型酶的0$1。

图2 野生型()及()(+-./的最适反应温度曲线

3&452 6789:;<8=>=?@&%:%@8%?8;A@:;8>=;9A@ABC@&9
;8A9@&=’=>D&BEF@C?8()A’E&@G%:@A’@G

! H&BEF@C?8()；"()(+-./

图- 野生型()及突变体酶的热稳定性曲线

3&45- 6789:;<8=>@78;%=G@AI&B&@C=>
D&BEF@C?8()A’E&@G%:@A’@G

! H&BEF@C?8()；#()*+",；"()(+-./

!"#"$ 稳态动力学参数：在-"#条件下，突变酶和

野生型()的动力学参数列于表$。从表中可见，以

葡萄糖为底物时，()*+",和()(+-./的 !% 及

"%AJ分别为野生型()的K01、..1和L$1、..1；

以木糖为底物时，()*+",和()(+-./的 !% 及

"%AJ分别是野生型酶的2.1、!-1和.21、.!1。

# 讨 论

#"% &’(!)*
热稳定性是蛋白质分子所有共价和非共价结合

力的复杂综合效应，包括疏水作用、盐键及氢键、共

价键的稳定、降低去折叠熵以及!M螺旋、环等二级

结构的稳定等［$，+］。由于目前仍不清楚究竟是哪种

关键残基控制着温度敏感性的蛋白质，因此通过蛋

白质工程获得性质改善的酶，至今没有百发百中的

分子设计手段。

表% &’的稳态动力学参数

+,-./% 01/,23451,1/678/179:,;,</1/;5

N’OC%8 P:IG@;A@8
!%／

（%%=B／,）

"%AJ／

（"%=B／%&’·%4）

!9A@／

（%&’M$）

HQ6Q (B:9=G8 LL0 $$.Q0 $"KK

RCB=G8 +"Q! $"0Q- KK-

*+", (B:9=G8 L2- K$Q$ !L+

RCB=G8 .Q0 !KQ- !2L

(+-./ (B:9=G8 +!0 K"QK !+0

RCB=G8 $LQ$ !2Q2 .L!

我们在PS22()高分辨率晶体结构的基础上，

通过P())’E&4=+图形工作站，用)’G&’47@))软件

包对()+"位的残基进行了替换，发现(B’+"与周

围残基没有氢键联系，替换成大小相仿的,8:在空

间结构上是合理的。对替换的模型，用(TUSUP
分子动力学模拟软件包进行结构优化处理，图L（A）

为(B’+"附近氨基酸空间分布的立体对图，图L（I）

图L 野生型()和突变体酶()*+",的立体结构

3&45L P@8;8=<&8D=>D&BEF@C?8()A’E()*+",
（A）678G@;:9@:;8=>D&BEF@C?8()&’@78<&9&’&@C=>(B’F+"；

（I）678G@;:9@:;8=>()($2!V&’@78<&9&’&@C=>,8:F+"

为模拟,8:取代(B’+"之后的情况。PS22()的W
端结构域（$#2+"AA）为!段!F螺旋和!段$F折叠构

$.--期 朱国萍等：*+",及(+-./定点突变对葡萄糖异构酶酶活和最适?X的改善



成的!／"型桶状结构。!"#$%位于!%#!&螺旋之

间，其侧链易破坏"’折叠结构，而非极性氨基酸()*
很适合!’螺旋结构且疏水性较强，可以增强!’螺旋

二级结构之间的疏水作用。但由于!"#$%位于四聚

体分子表面，其亲水性侧链被()*的疏水性侧链取

代后，分子表面疏水作用的增强反而不利于蛋白质

的稳定，因此降低了!+的热稳定性。

!"# $%$#&’(
实验结果表明，!+!$,-.的酶活比野生型酶提

高约//0，最适反应12下降%34个12单位，但热

稳定性明显下降。根据野生型!+的%3&5#6分辨

率的晶体结构发现，!"7$,-位于酶活性中心，是$,$
#$,-位氨基酸构成的"’折叠的最后一个残基［&%］。

在$,-位引入891后，因其电负性极强，可能改变了

分子的静电场分布，影响了活性部位的电荷传递过

程，而使酶活性提高［&&］。另外可能引入的电荷，导

致活性中心可解离基团的!":发生变化，从而使

!+!$,-.的最适12下降了%34个12单位。

分子模拟显示，如图4，!"7$,-突变为891后，

会导致!+空间结构发生局部性调整。!"7的柔性

较大，且没有侧链基团。而891含一个极性侧链，

其空间自由度相对较小。突变后，891$,-附近的活

性残基;$&4、<$&5、;$,4、.$=,及.$=4的侧链均

伸向活性中心，而891$,-的侧链却向外伸展。尽

管891$,-可能与<$=>及!$4%形成弱的氢键，但

其侧链在周围空间结构中显得过于拥挤，易于其他

氨基酸的侧链产生排斥作用，可能并非能量最优构

象，由此影响到"’折叠的稳定性。加之891$,-接近

亚基之间的结合面，因而可能进一步影响到亚基间

相互作用的稳定性，最终导致酶热稳定性的降低。

图4 野生型!+和突变体酶!+!$,-.的立体结构

?@A34 BC)D)EF@)GEHG@"I’C71)!+:#I!+!$,-.
（:）JK)9CD*LC*D)EHG@"I’C71)!+@#CK)F@L@#@C7EH!"7’$,-；

（M）JK)9CD*LC*D)EH!+!&/>N@#CK)F@L@#@C7EH891’$,-

动力学研究表明，突变酶对.’葡萄糖和.’木糖

的亲和性都有所增强，但其表观#6:O和"L:C值并未

得到提高，反映了酶与底物的结合不是异构化反应

的限速步骤。由于BP//!+的最适12偏碱性，在

高温碱性条件下，果糖的稳定性较差，同时还伴有羟

甲基糠醛等毒副产物的生成，因此突变酶催化效率

及最适12的改善，将更有利于!+的工业化生产。

目前突变酶的晶体学研究工作正在进行中。
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