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耐热碱性磷酸酶突变体耐热性变化机理研究

郁 锋 许晓风" 金 !
（南京师范大学生命科学学院，南京 $!%%"’）

摘 要 从耐热碱性磷酸酶（1@A）$%%多个随机突变体的克隆库中选出耐热性明显下降的 #株突变体，进行全序列
及表达产物的最高耐受温度和最适反应温度测定和酶分子高级结构的模拟，分析突变位点、高级结构和耐热性表

现三者的关系，探讨引起耐热性变化的机理。结构模拟显示所有突变位点都仅能引起细微的、局部的结构变化，除

1&$%#B外都未直接触及酶的活性中心；结构上的细微改变虽然对最适反应温度影响不明显，但却使最高耐受温度
降低了 !%C左右；1&$%#B靠近酶的活性中心，尽管未能引起结构的较大变化，但却使最高耐受温度和最适反应温
度同时显著降低。可见，多数点突变对高级结构的影响都不剧烈，但对耐热性尤其是最高耐受温度的影响却比较

明显，一般地，在非活性区的突变通常只能引起最高耐受温度的降低，靠近活性区的突变则能同时引起最适反应温

度和最高耐受温度的降低。
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自从 !"’$年发现第一株嗜热菌以来，已发现和分离到
了 ’%多种耐热的古细菌［!］，阐明这些菌内蛋白质和酶的耐
热机理不仅有重要的理论意义，而且有潜在的应用价值，这

方面已取得了一些研究进展。EF8G2H等［$］发现 @FI残基数的
增加能增加蛋白质的热稳定性，并指出这可能是 @FI有利于
维持蛋白质中离子对净正电荷之故。J8H8>8G2等［&］认为 AF)
可能通过减少蛋白质折叠状态的熵而提高热稳定性。季朝

能、盛小禹等从栖热菌 3"%*4)& KL+ MN&%#!中分离出一种胞
内酶———耐热碱性磷酸酶（1@A）（由 5%!个氨基酸组成，野生
型的最适反应温度在 ’% C以上，属典型的耐热酶［#］），并对
耐热碱性磷酸酶的功能结构域进行了定位，并用定点突变的

方法对活性位点 O（4"）两侧的 6和 O进行了研究［4］。
然而，有关耐热酶的氨基酸组成0高级结构0耐热表现之

间的关系究竟如何尚未得到十分明确的结论。本研究以

1@A为研究对象，首先用 APQ随机突变和添加化学诱变剂等
方法［’、3］产生大量随机突变体、进行全序列测定并克隆进高

效表达载体；接着从这些突变体中选取耐热性表现出明显下

降的两个单位点突变体（@#!%#1和 A&"4#O，记为 1@A@#!%1

和 1@AA&"4O）和两个多位点突变体（,!%%#O、1&$%#B和 ,!%%

#O、A&"4#O、@#!%#(、A#"%#O记为 1@A$ 和 1@A#），分别测
定它们的最适反应温度和最高耐受温度；然后采用分子模拟

的方法模拟出野生型 1@A及 #个突变体酶蛋白的三级结构，
根据它们的氨基酸序列组成、高级结构及耐热性的差异与相

互关系，分析引起耐热性变化的机理。研究中之所以采用分

子模拟的方法来研究酶蛋白的三级结构，是由于这些酶蛋白

很难得到晶体，精确的高级结构尚无法测定。分子模拟是在

丹麦技术大学（12?R>9?8* S>9T2FK9H/ ); N2>78FU）PVO 中心的
PAW7)X2*K服务器［"］上进行的，这是目前在 9>H2F>2H上少数几
个能提供从相容性序列查询到结构文件生成的蛋白质三级

结构预测服务器之一，它使用的三级结构预测方法是现在流

行的 1RF28X9>I方法。对于一般用户来说，利用网络浏览器
就能完成预测工作，特别适合于用普通 AP机进行蛋白质结
构的预测。

! 材料与方法

!"! 材料
从已制备的 1@A 突变体克隆库中分别选取 1@A@#!%1、

1@AA&"4O、1@A$ 和 1@A# 等 #个突变体的高表达质粒 L-Y@5%&
作为试验材料，野生型 1@A质粒为对照，宿主菌 EAW##（M’
8F8N!&"N（8F80*2.）’4"’N*8?0’# I8*SI8*ZFLK*N（LR)@0LR)P）LR)Q
HK:：：1>5）；PE O2LR8F)K2 M8KH M*)[购自 AR8F78?98 V9)H2?R；其余
药品均为为国产分析纯。

!"# 实验方法
!"#"! 1@A及其突变体的诱导表达和分离纯化：参见文献
［!%］。
!"#"# ONO0A@\6：以 ONO0A@\6测定 1@A及其突变体的分子
量和纯度，选用 Y8277*9的高 LW不连续缓冲体系，分离胶浓
度为 !%]。



!"#"$ !"#及其突变体的浓度和活性测定：浓度测定采用
$%&’()%’法；活性测定使用 *+## 为底物，每离心管中加入
,-. /0反应溶液中和 .!0酶溶液，在一定的温度下反应 1,
/23，立刻取出加入 ,-. /0的 ,4双蒸水，冰浴冷却终止反
应，迅速在波长 5,. 3/处测定黄色产物的光吸收值。
!"#"% 最适反应温度和最高耐受温度的测定：测定酶的最
适反应温度时，先使用 6,4、7,4、8.4、8,4、9.4、9,4、
..4、.,4、5,4、:,41,个温度梯度，找到合适的范围后再
使用更小的梯度直到 14为止。反应液先在反应温度下预
热 ; /23，再加入酶液反应 1, /23，测定 !" 值。找出酶活最
高时的温度定义为最适反应温度 #)*<。

测定最高耐受温度时，先使用 6.4、6,4、7.4、7,4、
8,4 .个温度梯度，找到合适的范围后再使用更小的梯度直
到 14为止。酶液在这些温度中水浴 :, /23，再 54保存 ; =，
然后在它们各自的最适反应温度下反应 1, /23，测定 !"
值。找出酶活下降为最适反应温度时酶活的一半的水浴温

度定义为最高耐受温度 #1>;。

!"#"& !"# 三维结构的模拟和预测：把 !"# 全序列提交到
=<<*：>>???@ ABC@ ’<D@ ’E>CF%G2AFC>H#I /)’FJC>。在接收到查询序
列之后，服务器在蛋白结构核心数据库中进行查找，确定查询

序列和哪个已知结构的蛋白具有最大的相容性。然后根据该

结构进行运算之后把查询序列的模拟三维结构以 ?FB页的方
式返回，同时创建了一个 #K$格式的文件供下载保存。
!"#"’ !"#突变体模拟结构的分析：对 H$L预测的 !"#三
维结构使用 L?2CCM#K$N2F?F%软件［11］观察，对突变相应的位

点利用氨基酸有关的性质如表征氨基酸形成二级结构的能

力的 H=)DMO&C/&3参数和化学反应活性等进行分析，衡量这
些突变位点对 !"#酶整体耐热性的影响。

# 结果与分析

#"! ()*及其突变体的纯化
分离纯化后的 !"#及其 5个突变体在 LKLM#"PQ电泳中

呈现单一条带（O2R-1），分子量在 .,EK左右，与由基因序列翻
译所得蛋白分子量相符。

图 1 !"#和 5个突变体的 LKLM#"PQ电泳图

O2R@1 LKLM#"PQ )( <=F%/)C<&BJF &JE&J23F

*=)C*=&<&CF &3’ 2<C /D<&3<C

1-!"#"51,!；;- !"##:69L；:-!"#;；5-!"#5

#"# ()*及其突变体最适反应温度和最高耐受温度的测定
!"#及其突变体的最适反应温度和最高耐受温度测定

结果见 !&BJF 1。

表 ! 野生型 ()*和突变体的最适反应温度 !+,-和最高耐受温度 !!.#

(/012 ! !!.# /34 !+,- +5 6714 ()* /34 7-8 9:-/3-8

Q3ST/F H=&3RF’ A)’)3 H=&3RF’ && #)*< >4 #1>; >4 #1>; M#)*< >4

!"# 8, U ,-.7 6. U ,-.7 ;.

!"#"51,! PHH!"HH "51,!! 8, U 1 7. U ,-.7 1.

!"##:69L HHV!VHV #:69!L 97 U 1-.: 79 U 1 17

!"#; ""H!"PH，"HH!"VH +1,,!L，!:;,!W 9. U ,-.7 7; U , 18

!"#5
""H!"PH，HHV!VHV，

PHH!PVH，HHH!VHH

+1,,!L，#:69!L，

"51,!N，#56,!L
8, U ,-.7 7. U 1 1.

+)<F：#)*< 2C )*<2/&J %F&A<2)3 <F/*F%&<D%F；#1>; 2C =2R=FC< <)JF%&BJF <F/*F%&<D%F@

表 1结果显示，在最适反应温度方面，5个突变体与野生
型的表现基本一致，仅 !"#; 的降低幅度达到统计上的显著
水平，可见在所有 9个突变位点中与最适反应温度有关的位
点仅有 +1,,!L和 !:;,! W两个，甚至可能只有 !:;,! W一
个，因为 +1,,!L这一位点在 !"#5 中并未引起最适反应温
度的降低；在最高耐受温度方面，5个突变体都表现了显著的
降低，说明这些突变位点对最高耐受温度都有影响，但最高

耐受温度的变化与突变位点数并不成正比，表明不同突变位

点对最高耐受温度的影响程度不同。

从表 1还可看出，#1>; M#)*<值是上下波动的。表明 #)*<和

#1>;是衡量酶的耐热性的两个既有联系又不等同的概念，两

者可同时变动但不成比例。

#"$ ()*三维结构的模拟
经 H#I/)’FJC服务器的比对查询，与 !"#序列相容性最

大的模板是大肠杆菌碱性磷酸酶（$"#）的一个突变体（K1.:

!I）"链，其 #K$编号是 ;"+I。两者有 ;,8个优化匹配，X
值为 ;.,-7，Q值为 .-1FM,7。两者的主要差别表现在：!"#在
":16和 ":67之间比 ;"+I多出 99个氨基酸，H端也多出 :,
个氨基酸。在结构模拟过程中，服务器对于前一部分肽主链

的走势作了预测但未给出详细的二级结构；对 H端作了截断
处理，由于 H端已经远离酶的活性区，对结构和功能的影响
可能不是太大，这样的处理是可以接受的。
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图 ! 在 "#$%&’()*服务器上模拟的 +,# -.结构

/012! -. *3456354( &7 +,# *0%5)83(’ &9 "#$%&’()* *(4:(4

由 /01;!可以看出，+,#的三维结构由 < 个!=折叠的疏
水核心和周围 >>个"=螺旋组成。?个突变体的整体三级结
构基本相似（这里便不再列出）。对该模型采用 @8%86A89’489
图法［>!］进行评判，+,#的主链二面角的#=$除了 @B-、C>B-
和 D>BE落在 @8%86A89’489图允许区之外，其余的都在允许
区内，大部分落在核心区，说明这个模型是基本合理的。

!"# 三维结构中突变位点的影响分析
使用 #.FG0(H(4把 ,?>E附近的氨基酸显示出来，可以看到

它们组成了一对反向!折叠（G-<<=#?EI，J?E<=K?>I）（/01;-）。
由 /01;-可见，,?>E虽然在!折叠中（/01;-8），但并不与

其它氨基酸形成氢键，当该位点突变成 +后（/01;-L），虽然同
样不与其它氨基酸形成氢键，但根据 "A&5=/8*%89参数表［>-］

的 !!值（+：!!M >><，,：!! M N-）进行推断，其形成!折叠的

能力却有所增强。然而，+,#,?>E+的 "&O3变化不大、">P!反而降

低了 >EQ。">P!不升反降可能是由于 +具有比 ,更活泼的羟

基容易被高温氧化［>］所致。

图 - ,?>E突变前后对它周围的!折叠结构的影响
/012- C77(63* &7 8%09& 860’ ?>E 89’ 03* %53830&9 &9!=*A((3

8; !=*A((3 6&%O&*(’ &7 ,?>E 89’ 03* 9(01AL&4*
L; !=*A((3 6&%O&*(’ &7 +?>E 89’ 03* 9(01AL&4*

#由于旋转自由度很小，在序列中会引起结构刚性的增
加［-］。?个突变体中涉及 #的有两个位点，即 #-<B和 #?<E。
#-<B的 "端后面就是 /01;-中所示的!折叠的开始处，它们
在整个蛋白结构的顶部。#-<B突变成 R后，可能会影响到其
比邻的!折叠的稳定性，结果导致 ">P!（>EQ）下降与 "&O3轻微

降低。D>EE和它周围的氨基酸（R<B=R>E-）形成一个"螺旋结
构，如 /01;?所示。

图 ? D>EE突变前后对它周围的"螺旋结构的影响
/012? C77(63* &7 8%09& 860’ >EE 89’ 03* %53830&9 &9!=*A((3

8; "=A()06(* 6&%O&*(’ &7 D>EE 89’ 03* 9(01AL&4*
L; "=A()06(* 6&%O&*(’ &7 R>EE 89’ 03* 9(01AL&4*

从 "A&5=/8*%89参数表的 !"值可以看到 D（!" M BS）和 R
（!" M SS）形成"螺旋的能力都比较弱，两者的疏水性也相

似［>-］，因此这个突变对耐热性的影响不大。引起 +,#! 耐热
性降低的原因很可能是 +-!E!T的突变，因为该突变很靠近
+,#的活性中心 .->S和 $->N（中间只隔了一个 ,）。大肠杆
菌碱性磷酸酶的同一位点是 $。+和 $有相似的亲水性并
且具有非烷烃的功能基团侧链，该活性中心区域本来适合形

成环状结构；而 T的疏水性是最强的，T（#" M >EN）的引入使得

该区域形成"螺旋的倾向大大增加，引起了该活性中心化学
性质和结构的改变，从而同时降低了该突变体的 "&O3

和 ">P!。

+,#? 突变体尽管有 ?个氨基酸的替换，但由于 ,?>E!G
的改变增强了该!折叠区域形成!折叠的能力，可能会部分
抵消 #-<B!R突变的影响，其耐热性的下降程度并不比其它
突变体显著。暗示氨基酸相互间的作用对耐热性也会产生

一定程度的影响。

$ 讨 论

综合以上的实验与分析结果，可以看出 +,#的氨基酸序
列组成、高级结构及耐热性表现三者之间存在着比较密切的

联系，具体表现为：

>）个别或少数氨基酸的替换一般只能引起酶高级结构
的局部和细微的改变，但这种结构的细微改变却能引起耐热

性尤其是最高耐受温度的明显变化。之所以出现这种情况，

是因为蛋白质高级结构是靠所有氨基酸残基的各种弱键作

用来维持的，每个氨基酸的贡献都很有限，少数氨基酸变异

所引起的弱键数量和能量的改变不足以对整个高级结构的

根基造成动摇。事实上，这也符合蛋白质进化的总趋势，蛋

白质在长期进化过程中，不仅结构和功能会日臻完善，而且

应付突变的能力也应得到加强，其结构与功能不应因个别氨

基酸的改变而崩溃。

!）酶耐热性变化的程度和氨基酸替换发生的部位有关，
非活性部位的替换通常只涉及最高耐受温度的变化，正如

+,#,?>E+、+,##-<BR和 +,#? 所显示的那样；而活性部位的替换往
往会同时涉及最适反应温度和最高耐受温度的变化如本试

验中的 +,#!。
-）最高耐受温度比最适反应温度更容易受到氨基酸突

变的影响，这从本试验中引起最高耐受温度发生变化的突变

位点占了绝大多数、而引起最适反应温度发生变化的突变位

点仅 +-!E!T一个的结果即可得到说明。最高耐受温度和最
适反应温度虽然都是与温度有关的物化性质，且都可以用来

有效衡量酶的耐热性，但它们却是既有联系又有区别的两个

概念。前者是一个反映酶的全局能量状态的参数，描述酶在

高温下抵抗热变性的能力，包括构象的变化和氨基酸残基的

化学变化等。后者是一个反映酶活性区局部能量状态的参

数，随着温度的增加，整个结构包括活性中心的结构都变得

更柔软，当活性区的构象达到最适合于催化底物程度时的温

度就是最适反应温度。由于最适反应温度肯定低于最高耐
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受温度，处于这个温度时，酶不仅处于最佳的活性状态，而且

各部分的构象也会处于一种理想状态，非活性区的突变由于

不在活性位点，对酶活性区的最佳构象不会发生直接作用，

但对酶的理想构象状态却会产生显著影响，这就是非活性区

的突变一般只改变酶的最高耐受温度而不改变酶的最适反

应温度的原因。

需要说明的是，上述结论中涉及酶高级结构的有关论断

是根据计算机模拟的结构进行推断的，还必须经受进一步的

实验检验。
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