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摘  要：【背景】琼胶酶是一种多糖水解酶，在保健食品、医药、科研及化妆品等行业极具价值。

本实验室发现来源自嗜琼胶卵链菌(Catenovulum agarivorans)的 β-琼胶酶 YM01-3 具有较高的酶

活性，在最适条件下的比酶活可达到 1.14×104 U/mg。【目的】探讨不同位点的突变对 β-琼胶酶

YM01-3 酶活力的作用，发现影响其酶活力的新位点。【方法】通过易错 PCR 在短芽孢杆菌(Bacillus 

brevis)表达系统中构建随机突变文库，从约 10 000 个克隆中筛选出 227 株有效突变体，从中选取

80 株进行测序。【结果】对突变体序列进行分析和定点突变验证发现，137 位和 237 位氨基酸发

生突变后酶活力丧失 90%以上。【结论】位于催化腔内的 137 位和 237 位氨基酸，对于维持 β-琼

胶酶 YM01-3 酶活力具有重要作用。该研究结果为 β-琼胶酶的催化机理研究及分子改造提供了

借鉴。 
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Exploration on the active sites of β-agarase YM01-3 with  
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Abstract: [Background] Agarases belong to glycoside hydrolases with broad application potentials 
in scientific research, health-food, pharmaceutical and cosmetic industries. Although a β-agarase 
YM01-3 from Catenovulum agarivorans YM01T was obtained in previous studies with an activity up 
to 1.14×104 U/mg, its catalytic mechanism is still unclear. [Objective] In order to clarify the 
catalytic mechanism of YM01-3, the key sites affecting the activity should be identified. 
[Methods] A random mutation library in Bacillus brevis was constructed by error-prone PCR to 
select mutants that completely lost enzyme activity. In total 227 mutants showing lower activity 
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were selected from about 10 000 clones and 80 mutants were sequenced and analyzed. The putative 
key sites were confirmed by mutation construction. [Results] Compared to the original enzyme 
YM01-3, two mutants at 137 and 237 sites lost more than 90% catalytic activity. Y137 and D237, 
located in the catalytic cavity, were proved to be the novel key sites closely related to YM01-3 
hydrolytic activity. [Conclusion] Our findings provide reference for further studying catalytic 
mechanism and molecular modification of β-agarase. 

Keywords: β-agarase YM01-3, Random mutation, Site-directed mutation 

琼胶酶是一类能够降解琼胶的糖苷水解酶，根

据降解底物方式及产生产物不同，可分为 α-琼胶酶

(E.C.3.2.1.158)和 β-琼胶酶(E.C.3.2.1.81)[1]。目前在

糖苷水解酶数据库(CAZy)中，β-琼胶酶的数量远多

于 α-琼胶酶。琼胶酶在制备琼胶寡糖[2]、制备原生

质体[3]、回收琼脂糖凝胶中 DNA[4]等方面具有潜在

的应用价值。 

本实验室前期从一株海洋新属新种嗜琼胶卵链

菌 YM01 中克隆表达出 β-琼胶酶 YM01-3 (GenBank

登录号：KF413621)[5]，该酶是一种耐高温琼胶酶，

最适反应温度达到 60 °C；在最适反应条件下，β-

琼胶酶 YM01-3 的酶活力为 1.14×104 U/mg，是目前

报道活性较高的琼胶酶，由于其较高的酶活力及温

度稳定性，使其具有良好的应用前景。 

随机突变(Random mutation)是在实验室环境下

模拟蛋白质自然进化的过程，诱导蛋白质的核酸序

列在扩增时产生错配。该过程不需要了解蛋白质三

维结构、活性位点等信息，是开发新型酶的常见手

段。常见方法有易错 PCR、化学诱变等[6]。定点突

变(Site-directed mutation)是在特定位点处对氨基酸

进行突变、缺失或插入，进而分析该处氨基酸突变

对蛋白质结构、活性、底物结合能力等的影响[7]。 

本研究利用随机突变和定点突变的方法，确定

了 2 个影响 β-琼胶酶 YM01-3 的新位点，为研究

β-琼胶酶 YM01-3 构效关系及其开发利用奠定了

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料、主要试剂和仪器 

pNCMO2 载体、短芽孢杆菌感受态细胞，

TaKaRa 公司；E. coli JM109 感受态细胞、质粒提取

试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒，博迈德公

司；限制性内切酶 BamH I、EcoR I，Thermo 公司。 

PCR 仪，Applied Biosystems 公司；酶标仪，

太康公司；蛋白电泳仪，伯乐公司。 

1.1.2  培养基 

MTNm 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，多聚蛋白胨

10.0，牛肉粉 5.0，酵母膏 2.0，FeSO4 0.01，MnSO4 

0.01，ZnSO4 0.001，pH 7.0。固体培养基添加琼脂

粉 15.0 g。 

TM 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，多聚蛋白胨 10.0，

牛肉粉 5.0，酵母膏 2.0，FeSO4 0.01，MnSO4 0.01，

ZnSO4 0.001，MgCl2 4.1，pH 7.0。 

1.2  方法 

1.2.1  β-琼胶酶基因 YM01-3 的随机突变 

根据 GenBank 中 β-琼胶酶 YM01-3 的序列设计

引物，引物由上海铂尚有限公司合成。YM01-3 上

游 引 物 5′-CACGGATCCATGTATGCAGCAGA-3′ 

(划线部分为 BamH I 的酶切位点)；YM01-3 下游引

物 5′-CAGGAATTCGTGGTGGTGGTGGT-3′ (划线

部分为 EcoR I 的酶切位点)。以重组 β-琼胶酶

YM01-3 质粒为模板，进行易错 PCR 扩增。PCR 反

应体系：Mn2+ 1.6 mmol/L，Mg2+ 5 mmol/L，dNTPs

组分是 dATP、dGTP 2.5 mmol/L，dCTP、dTTP 

20 mmol/L。PCR 反应条件：94 °C 5 min；98 °C 

10 s，56 °C 15 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 

10 min；4 °C 保温。PCR 产物与载体 pNCMO2 连

接，并将连接产物转化至 E. coli JM109 感受态细

胞。从 E. coli JM109 感受态细胞中提取重组质粒，

参照宝生物 NTP 转化方法(www.takarabiomed.com. 
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cn/DownLoad/HB200.pdf)，将质粒转入短芽孢杆菌

(Bacillus brevis)感受态细胞中，将感受态细胞稀

释至合适的浓度涂布于 MTNm 平板上构建突变

体文库。 

1.2.2  β-琼胶酶 YM01-3 突变体的初步筛选及鉴定 

短芽孢杆菌可将 β-琼胶酶 YM01-3 突变酶分泌

到胞外，通过观察宿主菌在琼脂平板上透明圈的大

小对突变体酶活进行初步高通量筛选[8]。筛选在琼

脂平板上没有活性的克隆，用菌液 PCR 方法对突变

体基因与质粒连接情况进行再次验证，排除质粒与

片段连接不正确的克隆。10 μL 菌液 PCR 体系：

2×Taq PCR Mix 5 μL，引物 T7、T7-Ter (10 mmol/L)

各 0.1 μL，菌液 0.5 μL，ddH2O 补充体积到 10 μL。 

1.2.3  β-琼胶酶 YM01-3 突变体的复筛 

将筛选出的阳性突变体转接至 5 mL TM 液体

培养基培养 8 h，超纯水将突变体稀释，酶标仪检

测至 OD600=0.3，取突变体粗酶液利用 DNS 法测定

其酶活力[9]。根据酶活力测定结果，从中挑选低酶

活的突变体 80 株，送生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序。 

1.2.4  酶活关键位点的分析及验证 

将突变菌株的氨基酸序列与原始氨基酸序列

进行比对，发现 Y137、D237 是在大多突变体中高

频出现的突变位点；参照 β-琼胶酶 YM01-3 的三维

结构发现 Y137、D237 均位于催化腔内，因此推测

Y137、D237 氨基酸可能是影响酶活变化的关键位

点。对 Y137、D237 两个氨基酸位点进行定点突变

验证，突变氨基酸选择为性质完全相反原则，方法

为 PCR 介导的定点突变[10]。Y137A 上游引物：5′-AT 

GGAAGCTGCNGGTAGTGATAGGC-3′，Y137A 下游

引物：5′-TGCATCTAATTCTTGAGTTGAATCA-3′；

D237K 上游引物：5′-ATTATTATTAARATGGAACAT 

CAAG-3′，D237K 下游引物：5′-ATGTAATGGTTTGT 

TGATACCTGTG-3′，下划线为突变氨基酸位点。 

1.2.5  突变蛋白酶活测定 

采用 DNS 法[9]检测定点突变酶 Y137A、D237K

的酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  建立随机突变文库 

通 过 易 错 PCR 获 得 的 PCR 产 物 与 载 体

pNCMO2 连接，转入 E. coli JM109 感受态细胞。为

降低突变体的损失，易错 PCR 产物质粒在 E. coli 

JM109 扩增时选用液体培养基培养。从 E. coli 

JM109 中提取易错 PCR 产物质粒，将易错 PCR 产

物质粒转入短芽孢杆菌中构建随机突变文库。 

2.2  突变体的初筛 

通过宿主短芽孢杆菌产生透明圈的大小，利用

平板法对随机突变文库中的突变体进行快速筛

选。本实验共获得约 200 个转化平板，构建包含

约 10 000 株突变体的随机突变文库。含突变体的转

化平板如图 1 所示，菌落 1 与菌落 2 完全没有透明

圈，推测菌落 1 与菌落 2 完全丧失琼胶酶活性；菌

落 3 透明圈直径较小，推测菌落 3 琼胶酶活性降低。

将初筛突变体进行菌液 PCR 验证其阳性情况，选择

菌液 PCR 结果为阳性的菌株留作下一步筛选，2 次

筛选得到 227 株酶活力丧失明显的突变体。 

2.3  突变体的复筛 

利用 DNS 法对获得的 227 株突变体的琼胶

酶酶活进行复筛，从复筛结果中选取酶活最低的

80 株突变体进行测序。 

 

 
 

图 1  易错 PCR 转化结果 
Figure 1  The results of error prone PCR transformation 
注：1、2：无透明圈菌落；3：透明圈较小菌落. 
Note: 1, 2: Colony without transparent circle; 3: Colony with small 
transparent circle. 
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2.4  随机突变菌株测序结果的整理及位点分析 

将突变体氨基酸序列与 β-琼胶酶 YM01-3 氨基

酸序列进行比对(图 2)，发现多条序列在 Y137、D237

处发生突变(突变位点已用*标出)。将 β-琼胶酶

YM01-3 于 Swiss-Model 网站数据库进行序列比对发

现，其与已知三维结构的 β-琼胶酶 MtAgaA[11]的序列

相似度最高，为 52.7%。以 β-琼胶酶 MtAgaA 为模

型模拟 β-琼胶酶 YM01-3 的三维结构。从 β-琼胶酶

YM01-3 的三维结构可知 Y137、D237 两个位点均位

于催化腔中，如图 3 所示，因此推测 Y137、D237 可

能是影响 β-琼胶酶 YM01-3 酶活性丧失的关键位点。 

2.5  定点突变验证随机突变结果 

利用 PCR 介导的定点突变分别对 Y137、D237

位氨基酸进行突变，将突变 PCR 产物连接成重组质

粒，转入 E. coli BL21(DE3)进行表达，并对突变蛋

白进行表达及纯化(图 4)。 

 

 
 

图 2  β-琼胶酶 YM01-3 氨基酸序列与突变体多序列比对结果 
Figure 2  The alignment of the multiple sequence and β-agarases YM01-3 and mutants 
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图 3  β-琼胶酶 YM01-3 结构中突变位点的位置 
Figure 3  The sites of mutants in the β-agarase YM01-3 
structure 
注：1：氨基酸位点 Y137；2：氨基酸位点 D237. 
Note: 1: Amino acid site of Y137; 2: Amino acid site of D237. 

 
利用 DNS 法对突变体酶活检测，如图 5 所示，

突变体 Y137A 与突变体 D237K 纯蛋白的酶活力分

别为 β-琼胶酶 YM01-3 酶活力的 7.38%与 7.98%，

这 2 个位点的突变均使原始酶活力显著下降，说明

这 2 个位点是影响 β-琼胶酶 YM01-3 酶活的关键

位点。 

 

 
 

图 4  β-琼胶酶基因 YM01-3 突变体的 PCR 扩增及纯化

蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳 
Figure 4  PCR amplification of mutants β-agarase YM01-3 
gene and SDS-PAGE analysis of purified protein 
注：A：M：15 000 bp DNA marker；1：Y137A 突变体基因扩

增产物；2：D237K 突变体基因扩增产物. B：M：蛋白 Marker；

1：YM01-3 蛋白；2：Y137A 突变蛋白；3：D237K 突变蛋白. 
Note: A: M: 15 000 bp DNA marker; 1: PCR production of Y137A 
mutant gene; 2: PCR production of D237K mutant gene. B: M: 
Protein marker; 1: Protein of YM01-3; 2: Y137A mutant protein; 3: 
D237K mutant protein. 

 
 

图 5  β-琼胶酶 YM01-3 与突变蛋白活性比较 
Figure 5  The comparison of the enzyme activity between 
β-agarase YM01-3 and mutants 
 

3  讨论与结论 

目前，绝大多数的研究者都是通过随机诱变的

方式来改变酶性能，如 Yang 等[12]通过随机突变和

组合密码子诱变(Combinatorial codon mutagenesis)

对人工金属酶(Artificial metalloenzymes)酶活进行

提升。本研究是通过随机突变构建突变文库并从中

筛选影响酶活力的新位点，这是与目前大多数研究

不同的新思路。本研究通过外泌型宿主短芽孢杆菌建

立对随机突变文库中突变体的高通量筛选，最终确定

2 个影响酶活力变化的氨基酸新位点 Y137、D237。 

将 β-琼胶酶 YM01-3 的氨基酸序列与测序成功

的丧失酶活突变体的氨基酸序列进行比对，可了解

到多条序列在 Y137、D237 位氨基酸处发生突变，

且这 2 个位点在 β-琼胶酶 YM01-3 的催化腔内，推

测这 2 个位点是影响 β-琼胶酶 YM01-3 酶活力变化

的新位点。Takagi 等 [11]研究 β-琼胶酶 MtAgaA 

(Microbulbifer sp.)发现，色氨酸与底物结合有关。

137 位酪氨酸，其侧链为对羟基丙酸，与色氨酸侧

链苯环相比极性更强，可与底物形成更为稳定的

结构。将其突变成丙氨酸，丙氨酸极性低，与底

物结合能力差，因此酶活力降低。Allouch 等[13]研

究 β-AgaA_CM (Zobellia sp.)和 β-AgaB (Zobellia sp.)

的三维结构发现 β-AgaA_CM 的 Glu254 和 β-AgaB

的 Glu256 突变会使酶活力显著下降，并认为其通

过影响蛋白质结构使酶活力降低。237 位天冬氨酸
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侧链与 Glu254 和 Glu256 相似也具有羧基，当其由

酸性带负电荷的天冬氨酸突变为带正电荷的赖氨

酸后，由于电荷的排斥，导致蛋白质结构改变，

酶活降低。以上推论还需要通过蛋白质结晶等进

一步验证。 
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