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摘   要：金属酶通过其极性氨基酸残基侧链所形成的共价键去锚定金属离子，目前鲜有报道

替换金属绑定位点本身是否影响原有酶催化性能。以来源于 Thermoanaerobacter brockii 的锌

离子依赖型醇脱氢酶 TbSADH 为研究对象，对其绑定锌离子的 3 个氨基酸残基位点 Cys37、
His59 及 Asp150 进行序列保守性分析并构建突变体文库。经过建库筛选，从 224 个克隆中获

得 3 个能够不对称催化还原模式底物四氢呋喃-3-酮的突变体，且转化率及 ee 值与野生型酶保

持一致。结果揭示了虽然醇脱氢酶 TbSADH 的金属离子绑定位点高度保守，但仍具有一定的

可替换性，且不以损耗活性及立体选择性为代价，为后续金属离子置换及其介导的新反应设

计奠定了研究基础。  
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Abstract: Covalently anchoring of a ligand/metal via polar amino acid side chain(s) is often observed 
in metalloenzyme, while the substitutability of metal-binding sites remains elusive. In this study, we 
utilized a zinc-dependent alcohol dehydrogenase from Thermoanaerobacter brockii (TbSADH) as a 
model enzyme, analyzed the sequence conservation of the three residues Cys37, His59, and Asp150 
that bind the zinc ion, and constructed the mutant library. After experimental validation, three out of 
224 clones, which showed comparative conversion and ee values as the wild-type enzyme in the 
asymmetric reduction of the model substrate tetrahydrofuran-3-one, were screened out. The results 
reveal that the metal-binding sites in TbSADH are substitutable without tradeoff in activity and 
stereoselectivity, which lay a foundation for designing ADH-catalyzed new reactions via metal ion 
replacement. 
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作为生物体内重要的一类酶，金属酶使用

金属离子 (如铁、铜、锌、镁等) 作为辅因子，

广泛参与体内多种催化反应过程。在此类酶中，

金属离子往往扮演催化活性中心的角色，在稳

定“酶-金属-底物”复合体构象的同时，起到电子

转移等重要作用[1-2]。然而，天然金属酶并不能

催化传统化学中过渡金属所介导的大多数反应

类型[3]；同时还存在催化性能不足等缺点，难

以满足人类生产及生活所需，往往需要利用酶

工程等技术手段开展设计改造[4-7]。 

过去 20 年间，金属酶设计改造策略主要包

括以下两种：(1) 对金属酶进行定向进化，改变

所使用的金属元素类型，同时赋予其催化非天

然反应的能力；(2) 在天然酶结构中导入人工合

成的金属复合物作为非天然催化中心，从而催

化新反应 [8]。例如，天然细胞色素 P450 酶

CYP119 原本使用含铁卟啉作为辅因子，其铁原

子通过该酶序列第 317 位的半胱氨酸 (Cys317)

固定。该酶可催化底物分子的氧化反应，但其

催化效率远低于传统化学法。Hartwig 团队把

Cys317 突变为甘氨酸，成功地将铁卟啉换成了

铱卟啉，同时结合其他位点突变，极大提高了

该酶催化卡宾插入反应的活力[9]。第 2 种策略

也有不少成功案例，比如王江云团队将荧光蛋

白 PSP2T 的表面位点 Glu59 突变为半胱氨酸，

通过二硫键锚定三联吡啶镍配合物，使其接受
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荧光蛋白发色团的电子，从而实现催化二氧化

碳光还原反应[10]。 

无论上述哪种改造策略，均离不开对金属

离子/配合物的绑定位点进行突变研究。尽管当前

对金属酶的改造工作已有不少研究进展[3,8,11-12]，

然而依赖锌离子醇脱氢酶的相关改造工作几无

报道。在生物催化及合成生物学等领域，醇脱

氢酶所介导的不对称催化还原合成手性醇反应

具有重要的基础研究及应用价值[13]。本研究以

工业界感兴趣的嗜热菌 Thermoanaerobacter 

brockii 来源的中链醇脱氢酶 TbSADH[14]为研究

对象，以其催化潜手性酮化合物 (1) 为模式反

应 (图 1)，探究金属绑定位点是否具有可置换

性，以及置换之后是否影响催化活力及立体选

择性等催化性能。 

1  材料与方法  
1.1  材料 

重组载体 pRSFDuet-1-TbSADH 在之前的

研究中已构建 [15]。KOD-Plus-Neo 高保真酶购

自 TOYOBO，Dpn I 购自 TaKaRa，四氢呋喃-3-

酮及其他分析级试剂和溶剂均购自喀斯玛平台

的生化试剂公司。 

 
 

 
 
 

图 1  TbSADH 不对称催化还原模式底物四氢呋

喃-3-酮 (1) 
Figure 1  TbSADH catalyzes the asymmetric 
reduction of tetrahydrofuran-3-one (1). 

基本培养基：去离子水 1 L、葡萄糖 0.5%、

硝酸铵 1.0 g、磷酸二氢钾 0.5 g、磷酸氢二钠

1.5 g、氯化钠 1.0 g、七水硫酸镁 0.2 g。 
LB 培养基：胰蛋白胨 10 g、酵母提取物 5 g、

氯化钠 10 g、蒸馏水 1 L。 
TB 培养基：胰蛋白胨 12 g、酵母提取物

24 g、甘油 4 mL、蒸馏水 900 mL、100 mL 磷

酸钾缓冲液  (0.17 mol/L KH2PO4, 0.72 mol/L 
K2HPO4)。 

1.2  方法 
1.2.1  突变体库构建 

以野生型 TbSADH 作为模板，同时对 C37、
H59 和 D150 位点进行组合突变，突变构建模 
块为半胱氨酸、组氨酸、天冬氨酸和谷氨酸，

采用简并密码子设计引物[16]。引物列表如表 1
所示。 

 
表 1  构建突变体文库所用引物列表 
Table 1  Primers for constructing the mutagenesis 
library 
Primers Sequences (5′→3′) 

F1 ATGAAAGGTTTTGCAATGCTCAGTATC 

R1-C37C GCCAATGGCTCCTTCAAAAACGGTAT
GAATGTCCGAAGTGCAAGGGGCCAC 

R1-C37H GCCAATGGCTCCTTCAAAAACGGTAT
GAATGTCCGAAGTATGAGGGGCCAC 

R1-C37D/ 
C37E 

GCCAATGGCTCCTTCAAAAACGGTAT
GAATGTCCGAAGTWTCAGGGGCCAC 

F2-H59C TTTGAAGGAGCCATTGGCGAAAGACA
TAACATGATACTCGGTTGCGAAGCTG
TAGGT 

F2-H59H TTTGAAGGAGCCATTGGCGAAAGACA
TAACATGATACTCGGTCATGAAGCTG
TAGGT 

F2-H59D/ 
H59E 

TTTGAAGGAGCCATTGGCGAAAGACA
TAACATGATACTCGGTGAWGAAGCTG
TAGGT 

R2-D150C ACCAGTGGTCATCATGCAGGGAATCA
TAACTGC 

R2-D150H ACCAGTGGTCATCATATGGGGAATCA
TAACTGC 

R2-D150D/ 
D150E 

ACCAGTGGTCATCATWTCGGGAATCA
TAACTGC 

*The mutations are noted in bold; W represents A and T. 
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突变体文库构建采用了重叠延伸 PCR，总

共 3 轮。第一轮 PCR 体系为 50 μL，包括如下

组分：模板 (50 ng/μL) 1 μL，Neo 1 μL，dNTPs 
(2 mmol/L) 5 μL，10×Buffer 5 μL，ddH2O 31 μL，

MgSO4 3 μL，上游引物 (10 μmol/L) 2 μL，下

游引物 (10 μmol/L) 2 μL。第一轮 PCR 程序：

94 ℃预变性 2 min；98 ℃变性 15 s，55 ℃退

火 30 s，68 ℃延伸 20 s，循环数 30 次；终延

伸 68 ℃ 7 min。 
其中第一轮所用引物 F1 和 R1，F2 和 R2

单独 PCR，所得产物等比例混合作为第二轮的

模板。第二轮 PCR 体系及程序和第一轮相同，

引物为 F1 和 R2。第三轮引物为第二轮产物，

以 WT-TbSADH 为模板，可得到目标 PCR 产物，

需要注意第三轮改变 MgSO4 添加量为 4 μL，

PCR 程序延伸时间改为 2.5 min。 
3 轮 PCR 产物用 1 μL Dpn I 在 37 ℃消化

30 min 后，将消化产物电转至大肠杆菌 BL21 
(DE3) 感受态细胞，并将其涂于含 50 μg/mL 卡

那霉素的 LB 琼脂板上，挑取单菌落测序成功

后可进行突变体文库的筛选。 
1.2.2  突变体库筛选 

挑取单菌落于含有 50 μg/mL 卡那霉素、 
600 μL LB 培养基的 48 孔板中，37 ℃振荡培养

8–10 h，100 μL 移入甘油原板–80 ℃冻存，然

后将 1 mL 含 0.2 mmol/L IPTG 和 50 μg/mL 卡那

霉素的 TB 培养基加入 48 孔板，20 ℃过夜振荡

培养。菌体收集后，用 500 μL 含有 6 U DNase I
和 1 mg/mL 溶菌酶的 50 mmol/L pH 7.4 磷酸盐

缓冲液重悬，30 ℃振荡孵育 2 h[17]。4 000 r/min
离心 15 min，取 400 μL 上清液用于初筛检测。

反应体系 500 μL 包含：底物(1) 10 mmol/L、异丙

醇 10% V/V、1 mmol/L NADP+和上清液 400 μL，
反应在 30 ℃、800 r/min 下进行 24 h。 

用等体积的乙酸乙酯振荡萃取产物和底

物，离心后取上清液过 0.22 μm 有机系滤膜，

用气相色谱检测底物与产物[18]。检测所用色谱

柱为 Hydrodex-β-TBDAc (25 m×0.25 mm)，升温

程序为：125 ℃；3 ℃/min，135 ℃，1 min； 
5 ℃/min，155 ℃，2 min；50 ℃/min，220 ℃，    
1 min。出峰时间为：底物 (1)：4.4 min；(S)-2：  
8.1 min；(R)-2：8.3 min。 
1.2.3  酶活性测定 

对突变体库初筛得到的突变体进行诱导表

达，收集菌体后用磷酸钾缓冲液 (50 mmol/L, 
pH 7.4)重悬至 0.1 g/mL。 

复筛的酶活性测定体系 500 μL 包含：底物

10 mmol/L、湿细胞 0.1 g/mL、异丙醇 10% V/V、

磷酸盐缓冲液 (50 mmol/L, pH 7.4) 450 μL，反

应在 30 ℃、1 000 r/min 下反应 24 h。样品处

理和检测方法见 1.2.2。 
1.2.4  计算分析 

以 TbSADH 蛋白质序列为模板，导入

ENDscript2.0 在线程序[19]，设置 E 值为 1e–12，

检索数据库选为 PDBAA95，进行同源序列保守

性分析。以 TbSADH 蛋白质晶体结构 1YKF 为

模板，导入 DynaMut 在线程序[20]，并输入相应

突变位点信息，进行突变体稳定性及 RMSF 预

测分析。熵值及自由能变化采用的预测模型分

别为 ENCoM 及 DynaMut。使用 Autodock vina

程序 [21]将底物四氢呋喃-3-酮分别对接至野生

型和最优突变中，观察突变体对稳定锌离子的

影响。 
1.2.5  Zn2+对醇脱氢酶 TbSADH 催化活性的 
影响 

将包含突变体的重组菌划线培养于基本培

养基平板上，48 h 后挑取单菌落于 5 mL 基本培

养基中，24 h 后以 5% (V/V) 接种量转接到   
100 mL 基本培养基中，培养约 6–8 h 加入    
0.1 mmol/L IPTG 诱导。随后实验组加入      
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1 mmol/L ZnCl2，对照组不添加。继续培养 12 h
后以 4 000 r/min 离心 10 min 收菌，用含      
1 mmol/L EDTA 的缓冲液清洗对照组以螯合去

除 可 能 存 在 的 锌 离 子 。 两 组 实 验 分 别 用      
50 mmol/L 磷酸盐缓冲液 (pH 7.4) 稀释细胞浓

度至 0.1 g/mL。500 μL 反应体系中加入 450 μL
细胞悬液，50 μL 异丙醇溶解的四氢呋喃-3-酮  
(10 mmol/L)，在 30 ℃、1 000 r/min 下反应 24 h
后检测产物。处理样品和气相检测条件见 1.2.2。 

2  结果与分析 
2.1  TbSADH 金属绑定位点的保守性分析 

基于 TbSADH 已公开报道的晶体结构

(PDB ID: 1YKF)[14]，该酶催化区域包括大口袋

及小口袋，其中锌离子通过 3 个氨基酸残基位

点 Cys37、His59 及 Asp150 固定于催化口袋中

心 (图 2A)。同源序列比对分析表明，这 3 个金

属离子绑定位点具有相对不一致的序列保守

性，其中 Cys37 及 His59 位点的保守性较好，

而 Asp150 位点的保守性较差 (图 2B)。 

2.2  TbSADH 金属绑定位点的突变体文库

构建及筛选 
为探究金属绑定位点可置换性，采用同源序

列比对结果中出现频率最高的 4 种氨基酸，即

组氨酸、天冬氨酸、半胱氨酸及谷氨酸，作为

构建单元，对上述 3 个位点构建组合饱和突变

体文库。引物设计如图 3A 所示，经 3 轮 PCR

扩增获得目标条带 (图 3B)。随后，将 PCR 产

物转入大肠杆菌 BL21 (DE3) 感受态。为验证

突变体文库质量，从琼脂糖凝胶平板上随机挑

选 10 个克隆进行测序验证，测序结果表明相应

位点均已引入正确突变 (图 3C)。 

为达到 95%以上的突变体文库覆盖率，随机

挑选 224 个克隆[22-23]进行 500 μL 反应体系验

证。通过气相色谱  (GC) 对 5 块 48 深孔板

(L1–L5) 进行模式反应 (图 1) 检测，结果表明

这些克隆中有 175 个未检测到活性，另外有 49 个

表现出一定的催化活力及立体选择性 (表 2)。

接下来对这 49 个克隆进行测序验证，发现其中

3 个 为 突 变 体 ， 即 三 突 变 体 Cys37Asp/ 

His59Asp/Asp150Glu (L3-D1) 、 单 突 变 体

Asp150His (L5-D4) 及 双 突 变 体 Cys37His/ 

His59Glu (L2-C3)(表 2)，其他克隆则为野生型

或同义突变。 
 
 

 
 

图 2  醇脱氢酶 TbSADH 三维结构 (PDB ID：

1YKF)   A：催化活性中心示意图；B：3 个金属

离子绑定位点保守性分析 
Figure 2 Three-dimensional structure of TbSADH 
(PDB ID: 1YKF). (A) The active-site residues and 
zinc ion. (B) Conservation analysis of the three 
metal-binding sites Cys37, His59 and Asp150, 
depicted by red triangles. 
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图 3  突变体文库构建引物设计 (A)、PCR 琼脂

糖凝胶电泳图 (B) 和刮板测序结果 (C) 
Figure 3  Primer design (A), agarose gel 
electrophoretogram of PCR product (B), and quality 
assessment by sequencing of clones on a plate (C).  
M: marker, lanes 1–2: product F1R1 in the first 
round of PCR; lanes 3–4: product F2R2 in the first 
round of PCR; lanes 5–6: product F1R2 in the 
second round of PCR; lanes 7–8: overall PCR 
product in the third round of PCR. 
 
2.3  活性克隆复筛 

为确保初筛结果的可靠性，对上步获得的

3 个功能活性突变体进行复筛。复筛结果如表 3
所示，分别以野生型酶 WT 作为阳性对照，以

空载体 pRSFDuet-1 作为阴性对照，3 个突变体

对模式底物的转化率均在 97%以上，且产物手

性均保持与阳性对照一致，但 ee 值有略微下降，

原因可能由金属离子相对位置发生微小变动，

进而影响到催化底物局部构象所致。 

2.4  突变体稳定性计算分析 
针对 TbSADH 3 个金属离子绑定位点的建

库筛选及复筛结果显示，仅有 1% (即 3/224) 的
克隆具有阳性结果 (图 4A)，且建库使用的 4 种

构建单元 (His、Asp、Cys 及 Glu) 均为醇脱氢 

表 2  气相色谱检测结果 
Table 2  Mutants detected by GC 
Code Conversion (%) ee (%) 
wt 97.7 24.0 (R) 
pRSFDuet-1 2.3  9.9 (R) 
L3-B5 97.9  16.7 (R) 
L1-E4 98.2 17.3 (R) 
L2-G1 97.8 16.2 (R) 
L3-A4 95.9 17.0 (R) 
L3-D1* 97.7 17.6 (R) 
L2-D3 97.7 16.5 (R) 
L1-B1 97.3 15.8 (R) 
L1-H6 52.3 6.7 (R) 
L1-H5 39.4 9.1 (R) 
L1-E3 97.0 15.2 (R) 
L4-G1 97.3 15.4 (R) 
L3-H5 97.1 16.7 (R) 
L2-F2 97.0 15.0 (R) 
L3-H6 96.6 15.3 (R) 
L1-E2 97.0 15.2 (R) 
L1-A5 96.7 24.5 (R) 
L3-C6 98.6 19.4 (R) 
L5-H4 99.0 25.2 (R) 
L5-E2 99.9 18.4 (R) 
L5-A5 99.8 20.5 (R) 
L5-A6 99.6 22.3 (R) 
L5-D4* 98.9 17.3 (R) 
L5-D1 99.1 20.4 (R) 
L5-D6 98.6 16.1 (R) 
L5-F5 98.8 22.1 (R) 
L4-A4 98.7 17.4 (R) 
L3-E2 97.5 16.0 (R) 
L3-G6 96.8 15.5 (R) 
L2-D4 97.7 16.1 (R) 
L2-H3 98.4 17.8 (R) 
L4-B6 93.5 9.4 (R) 
L1-E6 97.4 20.4 (R) 
L5-A1 80.4 14.0 (R) 
L4-H1 96.2 17.9 (R) 
L2-C3* 97.3 14.6 (R) 
L2-B5 97.2 13.9 (R) 
L3-A2 85.5 5.6 (R) 
L3-G3 96.8 14.4 (R) 
L4-A2 59.5 10.5 (R) 
L5-C4 99.8 16.5 (R) 
L3-F4 99.5 10.4 (R) 
L4-G3 99.6 16.0 (R) 
L4-F6 96.9 17.5 (R) 
L2-F3 95.6 13.6 (R) 
L5-A4 96.4 16.0 (R) 
L2-G4 97.7 13.4 (R) 
L4-A1 96.9 12.2 (R) 
L1-B3 98.0 11.5 (R) 
L3-G5 99.4 13.4 (R) 
*Sequencing results showed that the L3-D1 for three mutant 
Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu, L5-D4 for single mutant 
Asp150His, L2-C3 for double mutant Cys37His/His59Glu. 
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表 3  气相色谱复筛检测结果 
Table 3  Second screening results by GC 
Code Conversion (%) ee (%) 
WT 97.2 24.5 (R) 
pRSFDuet-1 2.8 9.2 (R) 
Asp150His 98.3 18.2 (R) 
Cys37His/His59Glu 98.6 16.4 (R) 
Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu 97.8 15.2 (R) 

 
酶绑定金属离子使用频率较高的极性氨基酸，

说明突变引起的局部构象调整可能影响锌离子

结合及活性功能。人工金属酶整体结构及金属

离子绑定区域的稳定性是影响其功能的重要因

素 [24] 。 基 于 此 ， 以 三 突 变 体 Cys37Asp/ 
His59Asp/Asp150Glu 为例，研究突变前后是否

对酶的稳定性及口袋构型有影响。预测结果表

明，Cys37 突变为 Asp，以及 His59 突变为 Asp
均导致突变体的熵值  (ΔΔS) 较野生型有小幅

增加，对结构稳定性 (ΔΔG) 有负面影响；然而，

Asp150 突变为 Glu，所对应的 ΔΔG 降低了  
0.93 kcal/mol (图 4B)，一定程度上弥补了前两

个突变所造成的不稳定性。综合考量 3 个点突变，

组合突变后相较野生型所增加的熵值及自由能

仅为 0.845 kcal/(mol·K)以及 0.382 kcal/mol (图
4B)，对蛋白质结构稳定性影响较小。同时对氨

基酸位点的平均位置变动情况进行分析，发现

37、59 及 150 位点对应的 RMSF 值 (root mean 
square fluctuation) 在突变前后无明显变化 (图
4C)，意味着突变并未造成局部结构或金属离子

绑定位点发生较大偏移，而这可能是三突变体

Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu 在金属离子绑

定位点发生置换的同时，仍能维持原有催化性

能的重要原因。此外，我们基于 TbSADH 野生

型酶晶体结构 (PDB ID: 1YKF) 模建了三突变

体 Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu 的三维结构，

并将底物分子分别对接至野生型及三突变体的

催化口袋 (图 4D，4E)。对接结果显示，两者

无明显区别，锌离子与周围氨基酸形成配位键，

且底物分子的羰基氧原子正确朝向锌离子，表

明金属离子绑定位点发生置换并未明显影响底

物分子的空间定位，这与突变体实验结果相符

合 (表 3)。 

2.5  Zn2+对醇脱氢酶 TbSADH 催化活性的

影响 
为探究突变位点是否对锌离子绑定有影

响，设置实验组 (加 Zn2+) 和对照组 (不加 Zn2+)
两组反应体系 (具体方法见 1.2.5)。为尽可能排 

 

 
 

图 4  突变株稳定性分析   A：筛选结果统计分

析；B：突变体相较野生型的熵值及自由能变化

情况；C：突变体及野生型氨基酸位点的 RMSF
分析；野生型酶  (D) 及三突变体 Cys37Asp/ 
His59Glu/Asp150Glu (E) 的底物分子对接分析 
Figure 4  Stability analysis of the engineered mutants. 
(A) Statistical analysis of the screening results. (B) 
Predicted vibrational entropy energy and potential 
energy between the wild type and mutant. (C) RMSF 
analysis of the wild type and mutant. The three mutants 
are indicated by red triangles Docking analysis of 
substrate 1 in the wild type (D) and the triple mutant 
Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu (E). 
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除培养菌体过程中 Zn2+的引入，两组均采用基

本培养基，且所有试剂均采用去离子水配制。

反应 24 h 后，使用气相色谱检测两组实验中突

变体 Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu 对模式底

物 1 的催化活性，发现实验组底物的转化率大

于 99%；而对照组底物的转化率仅为 38% (图 5)。
结果表明，锌离子的去除导致了突变体活性显

著下降，间接说明突变后的位点仍然参与了锌

离子的绑定，后者对于酶催化活性有重要作用。 

3  结论 
本研究以醇脱氢酶 TbSADH 不对称催化还

原潜手性酮 1 为模式反应 (图 1)，尽管采用同 
 

 

 
 

图 5  TbSADH 突变体 Cys37Asp/His59Asp/ 
Asp150Glu 的 GC 检测结果   Substrate standard
和 Product standard 分别表示底物和产物标品；

Empty vector 为反应体系使用空载体 pRSFDuet-1
作为阴性对照；C37D/H59D/D150E 表示 TbSADH
三突变体 Cys37Asp/His59Asp/ Asp150Glu；+Zn2+

表示反应体系中加入锌离子，–Zn2+则表示反应体

系中去除锌离子 
Figure 5  GC profiles of TbSADH mutant Cys37Asp/ 
His59Asp/Asp150Glu in the transformation of 
tetrahydrofuran-3-one (1). The substrate and 
product standards are indicated by the dashed lines. 
The empty vector pRSFDuet-1 is adopted as 
negative control. +Zn2+ represents the reaction 
system contains the zinc ion, while –Zn2+ indicates 
the zinc ion is eliminated in the reaction system. 

源序列高度保守的氨基酸 (图 2B) 作为突变体

文库构建单元，失活克隆占比仍高达 78% (表 2、
图 4A)，意味着金属离子绑定位点在进化过程

中已高度固化。即便如此，本研究通过突变体

文库设计及筛选获得了金属离子绑定位点发生

突变且保留原有催化性能的突变体 (表 3)。结

果表明，醇脱氢酶高度进化的金属离子绑定位

点仍具备一定的可置换性，为将来替换锌离子

为其他金属离子/配合物，提高立体选择性以及

为开展机器学习指导的人工金属酶催化新反应

设计[25]奠定基础。 
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