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摘  要：【背景】D(−)-酒石酸是非天然有机酸，在保健品、食品和肿瘤药物合成等行业具有重大

应用潜力，目前主要通过生物转化法生产，即顺式环氧琥珀酸水解酶[cis-epoxysuccinic acid hydrolase, 
CESH(D)]水解顺式环氧琥珀酸(cis-epoxysuccinic acid, ESH)生成 D(−)-酒石酸。该法简单温和，但

存在 CESH(D)酶活转化效率低下的瓶颈问题。【目的】通过基因工程改造，提高 CESH(D)的酶活

力、温度和 pH 稳定性。【方法】利用定向进化和半理性设计体外改造 CESH(D)，高通量筛选出

正向突变体；然后对其进行酶学性质研究，包括比酶活、温度和 pH 对酶催化效率的影响、酶的温

度稳定性、pH 稳定性及酶促动力学分析；最后通过分子对接等手段分析突变位点影响催化活性的

初步机制。【结果】筛选获得 4 个正向突变体 L231P/N226S、V77I、D183E 和 T223S。与野生型

相比，4 个突变体的比酶活分别提高 2.2、1.6、1.5 和 1.4 倍。其中，L231P/N226S 的温度稳定性和

pH 稳定性较野生型均有显著提高，55 ℃时催化活性为野生型的 1.6 倍，pH 6.0 时催化活性为野生

型的 1.2 倍。动力学分析发现，突变体 L231P/N226S 和 T223S 对底物 ESH 的亲和力有明显提升，

Km 值分别为 20 mmol/L 和 21 mmol/L，较野生型分别降低 18%和 16%。分子对接研究表明，突变

位点主要通过改变底物结合口袋促进酶与底物的相互作用，从而影响酶活。【结论】获得了温度

和 pH 稳定性好、催化活性明显提高的 CESH(D)突变体，初步分析突变位点影响酶活的机制，为

进一步研究 CESH(D)的结构-功能关系及深入改造提供指导。 
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Abstract: [Background] D(−)-tartaric acid is a non-natural organic acid, which has great 
application potential in health care products, food, and tumor drug synthesis. At present, 
D(−)-tartaric acid is produced from cis-epoxysuccinic acid (ESH) hydrolyzed by 
cis-epoxysuccinic acid hydrolase [CESH(D)] through biotransformation. This method is simple 
and mild but has bottleneck problems such as low enzyme conversion efficiency of CESH(D). 
[Objective] To improve the enzyme activity, temperature, and pH stability of CESH(D) through 
genetic engineering. [Methods] Directional evolution and semi-rational design were used to 
modify CESH(D) in vitro to screen out forward mutants with high throughput. Then the 
enzymatic properties were studied, including the enzyme activity, the influence of temperature 
and pH on the catalytic efficiency of the enzyme, the temperature and pH stability of the 
enzyme, and enzymatic kinetics analysis. Finally, the primary mechanism of mutation sites 
affecting catalytic activity was analyzed using molecular docking. [Results] Four positive 
mutants L231P/N226S, V77I, D183E, and T223S were screened out. The specific enzyme 
activity of the four mutants was increased by 2.2, 1.6, 1.5, and 1.4 folds of the wild-type 
enzyme, respectively. The temperature stability and pH stability of L231P/N226S mutant were 
significantly higher as compared with the wild-type CESH(D), and its catalytic activity was   
1.6 folds at 55 ℃, and 1.2 folds at pH 6.0 as compared with the wild-type enzyme, respectively. 
Kinetic analysis showed that the affinity of L231P/N226S mutant and T223S mutant to ESH 
substrates was significantly increased, with Km values of 20 mmol/L and 21 mmol/L, 
respectively, which were 18% and 16% lower than that of the wild-type enzyme, respectively. 
Finally, the results of molecular docking showed that the mutated site promoted the interaction 
between enzyme and substrate mainly by changing the substrate binding pocket, thus affecting 
enzyme activity. [Conclusion] Through experiments, CESH(D) mutants with good temperature 
and pH stability and significantly improved catalytic activity were obtained. The mechanism of 
mutation site affecting enzyme activity is preliminarily analyzed in this research, which lays a 
foundation to study the relationship between the structure and function of CESH(D) and its 
further improvement. 
Keywords: cis-epoxysuccinic acid hydrolase; D(−)-tartaric acid; directed evolution; semi-rational 
design 
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D(−)-酒石酸在自然界中分布较少且含量

较低，无法通过提取法工业化生产[1]。其存在

于植物的果实和马的羊蹄甲中，可用作手性

原料参与肿瘤活性天然产物 goniofufurone、新

型速效流感药物巴洛沙韦、C2 位邻二胺 [2-3]

等的合成。D(−)-酒石酸的主流生产工艺为生

物转化法 [4]，即利用顺式环氧琥珀酸水解酶

[cis-epoxysuccinic acid hydrolase, CESH(D)]水
解顺式环氧琥珀酸(cis-epoxysuccinic acid, ESH)
获得。 

顺式环氧琥珀酸水解酶属于环氧化物水解

酶家族成员，根据 CESH 不同的酶学性质，可

以将 ESH 立体特异性地水解为不同构型的酒石

酸[5]。CESH(L)能催化 ESH 生成 L(+)-酒石酸，

而 CESH(D)则能催化 ESH 生成 D(−)-酒石酸。 
Cui 等[6]通过对来自博德特氏菌(Bordetella 

sp.) BK-52 的 CESH(D)和来自浑浊红球菌

(Rhodococcus opacus)的 CESH(L)酶学性质分析

发现，同样以 ESH 为底物，天然 CESH(D)活力

仅为CESH(L)的 12%，半衰期远小于CESH(L)，
导致 D(−)-酒石酸的生产成本大幅高于 L(+)-酒
石酸，限制了 D(−)-酒石酸在医药化工领域的

应用。因此，对 CESH(D)进行分子生物学改

造提高酶活力、提升酶活稳定性、延长半

衰期是 D(−)-酒石酸生物转化技术亟须解决的

问题。 
本研究采用定向进化[7]结合半理性设计[8-9]

策略，实施 CESH(D)酶的体外分子改造，通过

调整反应体系中的 Mn2+浓度，向 CESH(D)中
引入随机突变构建随机突变文库，结合分子

对接、计算机模拟突变等手段选取定点突变

位点构建饱和突变文库，筛选出温度和 pH 稳

定性好、酶活力较高的顺式环氧琥珀酸水解

酶，以期为进一步提高该酶工业应用价值奠

定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大 肠 杆 菌 表 达 宿 主 菌 Escherichia coli 
BL21(DE3)、克隆宿主菌 E. coli DH5α、质粒

pET-28a(+) 均 为 本 实 验 室 保 存 ； 重 组 质 粒

pET-28a(+)-CESH(D)由本实验室构建和保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Taq DNA Polymerase、QuickCut™ Dpn I、
dTTP 和 dCTP，宝日医生物技术(北京)有限公

司；Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase，
南京诺唯赞生物科技有限公司；顺式环氧琥珀

酸钠，杭州宝晶生物股份有限公司；PCR 级氯

化锰溶液，北京天恩泽生物技术有限公司；基

因片段的合成与测序由杭州擎科公司完成。 
微孔板恒温振荡器，杭州奥盛仪器有限公

司；QPix 微生物筛选系统，美谷分子仪器(上海)
有限公司；紫外可见分光光度计，尤尼柯(上海)
仪器有限公司；台式高速离心机，艾本德有限

公司；超声波细胞粉碎机，宁波海曙科生超声

设备有限公司。 

1.2  突变酶的定向进化 
1.2.1  易错 PCR 的引物设计及扩增 

以实验室保存的源自 Bordetella sp. BK-52
的 CESH(D)作为易错 PCR 模板，GenBank 登录

号为 EU053208 。设计上游引物 ER-PCR-F 
(5′-GGAATTCCATATGATGACTCGAACCAAGT
TG-3′)和下游引物 ER-PCR-R (5′-CCGGATCCT 
TAGTTGCTAATACCCAGAATTT-3′)。易错 PCR
反应体系(50 μL)：MgCl2 (25 mmol/L) 10 μL，
dTTP/dCTP (25 mmol/L) 2 μL，10×Taq buffer  
5 μL，质粒 pET-28a(+)-CESH(D)模板 1 μL，引

物ER-PCR-F和ER-PCR-R (10 mmol/L)各 1 μL，

dNTP Mix (2.5 mmol/L) 8 μL，Taq DNA polymerase 
(5 U/μL) 0.25 μL，在体系中加入 Mn2+使浓度依
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次达到 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mmol/L，

用 ddH2O 补足 50 μL。 
PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，

56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min 20 s，30 个循环；

72 ℃ 10 min；4 ℃保温。PCR 产物进行 1%的

琼脂糖凝胶电泳后切胶回收，用于后续实验，

并进一步通过测序确定突变率。 
1.2.2  随机突变文库的构建 

相较于酶切连接法，通过全片段质粒扩

增 法 (megaprimer PCR of whole plasmid, 
MEGAWHOP)[10]来构建随机突变文库，实验操

作方便且目的基因空载率低，极大地提高了构

库效率。在反应体系中改变引物和模板量的比

例(5:1、3:1、20:1、15:1、10:1)，摸索反应条

件，确保全质粒的顺利扩增。 
MEGAWHOP 反 应 体 系 (50 μL) ： 质 粒

pET-28a(+)-CESH(D)模板(50 ng/μL) 0.5 μL，易

错 CESH(D)基因片段(megaprimer) (50 ng/μL)分
别加入 2.5、1.5、10、7.5 和 5.0 μL，dNTP Mix 
(10 mmol/L) 1 μL，Phanta Max Super-Fidelity DNA 
Polymerase (1 U/μL) 1 μL，2×DNA polymerase 
buffer 25 μL，用 ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应

条件：68 ℃ 5 min；95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，
72 ℃ 4 min 30 s，30 个循环；72 ℃ 10 min；
4 ℃保温。 

PCR 产物经纯化回收后，加入 1 μL 
QuickCut Dpn I，PCR 仪控温 37 ℃下酶切消化

模板质粒 3 h。酶切产物通过热激法直接转化

至 E. coli BL21(DE3)感受态细胞[11]。  
1.2.3  随机突变体的诱导表达及高通量筛选 

挑取突变文库中的阳性克隆及 5 个野生型

克隆作为对照，接入装有 LB 液体培养基(含  
50 μg/mL 卡那霉素)的 96 孔细胞培养板(板 1，
装液量 300 μL/孔)中，37 ℃、220 r/min 振荡培

养 13 h 左右。取 50 μL 板 1 中的菌液加入装有

LB 培养基(含 50 μg/mL 卡那霉素，2%乳糖，

0.25 mol/L 顺式环氧琥珀酸氢钠)的 96 孔细胞

培养板(板 2，装液量 600 μL/孔)中，37 ℃、

220 r/min 振荡培养 10 h 左右。 
高通量筛选采用偏钒酸铵显色法[12]。将板

2 以 4 000 r/min 离心 10 min 后吸取各孔的 5 μL
上清液于酶标板中，使之与 25 μL 1%偏钒酸铵

纯溶液和 10 μL 1 mol/L 硫酸进行显色反应，加

入蒸馏水至总体系 250 μL。检测显色液 OD480

的数值。 

1.3  突变酶的半理性设计 
1.3.1  酶与配体分子对接 

LeDock 是一个免费的分子对接开源软件，

操作简单，对接速度快[13]。通过 LeDock 软件将

配体 ESH (PubChem CID: 2734802)与去质子化的

CESH(D) (PDB ID: 5ZUM)进行半柔性对接，使

用 UCSF Chimera[14]和 WinCoot[15]对选取的最适

对接模型进行观察分析，统计与配体距离 5Å 以

内的 CESH(D)中所有氨基酸位点。  
1.3.2  计算机模拟突变及拟突变氨基酸的选择 

对 Strum[16]和 PoPMuSiC[17]计算的 CESH(D)

各位点解折叠自由能变化 (ΔΔG)结果进行统

计，筛选突变后解折叠自由能(ΔG)下降显著的

位点。在 GenBank 数据库中通过 BLAST 寻找

筛选 CESH(D)的高一致性蛋白，ClustalW 软件

对这些蛋白进行多序列同源比对分析[18]，发现

氨基酸的保守性。 
1.3.3  定点饱和突变文库的构建和筛选 

以重组质粒 pET-28a(+)-CESH(D)作为模

板，在选择的突变位点处利用 NNK/MNN 密码

子设计引物，进行全质粒的定点饱和突变[19]，

构建定点饱和突变文库，文库的诱导表达和高

通量筛选同 1.2.3。 
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1.4  组合突变的设计 
根据随机突变文库和定点饱和突变文库的

筛选结果，获得一些酶活提高较大的正向突变

体，将其突变位点进行排列组合，利用全质粒

PCR 法[20]构建组合突变体，以达到叠加突变优

势的目的。 

1.5  突变酶学性质的研究 
1.5.1  突变酶的表达与纯化 

将野生型(wild type, WT)和优势突变菌接

种到 LB 培养基(含 50 μg/mL 卡那霉素)中，

37 ℃、220 r/min 振荡培养至 OD600为 0.4−0.6，
加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，30 ℃、   
220 r/min 振荡培养 8 h，诱导重组蛋白表达。

4 ℃、4 000 r/min 离心 20 min 收集菌体，经冰

浴超声破碎，破碎功率 600 W，超声 3 s，停歇 
3 s，全程工作时间 9 min。4 ℃、12 000 r/min
离心 30 min 收集上清液，即为粗酶液。上清液

经 Ni-agarose 得到纯化目的蛋白，通过十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)确
定目的蛋白 CESH(D)的分子量和蛋白纯度，利

用考马斯亮蓝法(Bradford 法)[21]测定 CESH(D)
的蛋白浓度。 
1.5.2  突变酶的酶活测定及动力学分析 

采用 CESH(D)水解底物顺式环氧琥珀酸氢

钠产生 D(−)-酒石酸的速度来定义酶活，通过

偏钒酸铵显色法测定酒石酸含量[12]。水解酶的

酶活力单位定义为每分钟生成 1 μmol 酒石酸

所需的酶量[22]。每毫克蛋白的酶活单位定义为

比酶活。 
分别测定 WT 和各优势突变酶的动力学参

数，在不同浓度顺式环氧琥珀酸钠底物溶液中

加入适量酶液，于 37 ℃、pH 7.5 条件下振荡

反应 8 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min 收

集上清液，测定上清液在 480 nm 处的吸光度值

(OD480)，采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图法得

到 Km和 kcat值
[23]。底物浓度分别为 10、15、35、

50、70、90、110、130 和 150 mmol/L，每个浓

度设置 3 组平行。 
1.5.3  最适温度和温度稳定性 

取适量纯酶液，在 pH 7.5 的条件下分别于

4、25、30、37、40、45、50、55、60 和 70 ℃
反应测定酶活，以最高的酶活力定义为 100%，

所有数据设置 3 组平行，考察反应温度对 WT
和优势突变体的影响。 

取适量纯酶液，分别于上述不同温度下孵

育 60 min，然后在 37 ℃、pH 7.5 的条件下测定

酶活，分析酶的温度稳定性。 
1.5.4  最适 pH 和 pH 稳定性 

取适量纯酶液，在 37 ℃条件下分别于 pH 
4.0、 4.5、 5.0、 5.5、 6.0、 6.5、 7.0、 7.5、

8.0、8.5、9.0 和 9.5 反应测定酶活，考察反应

pH 对 WT 和优势突变体的影响。 
取适量纯酶液，分别于上述不同 pH 条件下

孵育 60 min，然后在 37 ℃、pH 7.5 的条件下反

应测定酶活，确定酶的 pH 稳定性。 

1.6  突变酶蛋白的三级结构模拟与分析 
通过 Chimera 和 WinCoot 软件比较 WT 和

正 向 突 变 酶 的 空 间 结 构 变 化 ， 推 测 分 析

CESH(D)酶学性质的变化与蛋白分子结构改变

的联系。 

2  结果与分析 
2.1  随机突变文库的构建结果 
2.1.1  易错 PCR 条件的探究 

易错 PCR 实验通过调整体系中 Mn2+浓度

来构建合适突变频率且无序列倾向性的随机突

变库[24]。结果如图 1 所示，不同浓度的 Mn2+

都能有效扩增 CESH(D)基因。然而 Mn2+的浓

度过高或过低都会导致产生的突变数不符合随

机突变文库规定的范围，达不到构库的要求。 
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图 1  不同 Mn2+浓度下易错 PCR 电泳图   M：

DNA Marker；1−6：0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6 mmol/L of Mn2+ 
Figure 1  Electrophoresis of error-prone PCR at 
different Mn2+ concentrations. M: DNA Marker; 1−6: 
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mmol/L of Mn2+. 

 
较为合适的突变率为 CESH(D)氨基酸序列中有

1−5 个氨基酸发生突变，依据这个原则，对不

同浓度 Mn2+的 PCR 产物测序，根据测序结果

选择 Mn2+浓度 0.5 mmol/L，可以在 CESH(D)
基因序列上产生 1−3 个氨基酸突变。 
2.1.2  随机突变文库的建立 

MEGAWHOP 构建的重组质粒 pET-28a(+)- 
CESH(D)长度约为 6.25 kb。图 2 结果显示，当

引物和模板的质量比为 10:1 和 5:1 时，均出现 

 
 
图 2  不同比例的引物和模板量的 MEGAWHOP
电泳图   M：DNA Marker；1−5：引物和模板量

之比为 5:1、3:1、20:1、15:1、10:1 
Figure 2  MEGAWHOP electrophoresis with 
different proportions of primers and templates. M: 
DNA Marker; 1−5: Ratio of primer to template 
quantity were 5:1, 3:1, 20:1, 15:1, 10:1. 
 
目的条带，而 10:1 条件下的目的条带更为清晰

明亮。因此，选择该条件作为扩增的条件。 

将 MEGAWHOP 产物经 Dpn I 消化后直接

转入 E. coli BL21(DE3)感受态细胞，涂布于抗

性平板上，获得随机突变文库，库容达 1×105。 

2.2  随机突变文库的筛选结果分析 
采用设计的筛选方法，对构建的 CESH(D)

随机突变文库初步筛选 55 块 96 孔板，总计约

5 500 个突变体，得到 24 个正向突变体。酶活

筛选的 heatmap 如图 3 所示(图中数值为 A480 的 
 

 
 
图 3  96 孔板酶活筛选的 heatmap 
Figure 3  Heatmap of enzyme activity screening in 96-well plates. 
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吸光值，A8、B9、C10、D11 和 E12 为野生型

菌，E1 和 H2 为吸光值明显提高的菌种，即酶

催化效率可能有所提高的正向突变体)。 
对初筛结果进行复筛，突变体通过 25 mL

摇瓶培养后收集湿细胞，与底物及脱氧胆酸钠

共同反应，比较全细胞酶活。选择复筛结果中

酶活仍有提高的突变体进行 DNA 测序。结果如

表 1 所示。根据测序结果，排除无义突变后，

突变体中包含 1−2 个有效的碱基突变，且突变

类型包含转换和颠换，说明前期构建的随机突

变文库有效且文库质量较好。 

2.3  拟突变氨基酸位点的选择 
2.3.1  多序列同源比对 

用 BLAST 软件在 PDB 蛋白数据库中寻找

到 7 种与 CESH(D)酶具有同源性的蛋白[25]，分

别为 3NO5、2Y7D、3C6C、3CHV、3E02、
3FA5 和 3LOT。用 ClustalW 软件进行比对分

析，发现一些氨基酸是完全保守的，如 P22、
H47、H49 和 N140 等；一些氨基酸是高度保守

的，如 E40、Q52、D110 和 S118 等。这些位点

可能对 CESH(D)酶的催化功能有重要意义，往

往是催化反应的必需氨基酸，突变容易造成酶

活丧失，在后续选择饱和突变位点时会避开。 

表 1  随机突变正向突变体催化活性及测序鉴定

结果 
Table 1  Catalytic activity and sequencing results 
of random mutation forward mutants 
Mutation 
site  

Mutated base Mutated 
amino acid 

Catalytic relative 
activity (%) 

77 GTT→ATT V77I 160.0 

223 ACC→TCC T223S 137.5 

226 AAC→AGC N226S 145.0 

231 CTA→CCA L231A 135.0 

以 WT 的催化活性为 100%：在 37 ℃、pH 7.5 条件下 WT
的比酶活为 30 U/mg 
The catalytic activity of WT was set at 100%: Specific 
enzyme activity of WT at 37 ℃, pH 7.5 was 30 U/mg. 
 
2.3.2  酶与配体分子对接 

将配体 ESH和去质子化的 CESH(D)进行分

子对接，结果如图 4A 所示。酶底物结合通道

上的氨基酸变化可直接影响催化口袋，对底物

和产物的进出以及其精确构象造成影响[26]，因

此选取 CESH(D)酶中距配体 5Å 以内的若干氨

基酸位点 R11、E14、H47、H49、T82、L83、
P113、 D115、 Y138、 I162、 W164、 L188、

E190、C225 和 K227，排除保守性氨基酸后，

确定 L83、I162、L188 和 C225 作为定点饱和

突变位点，如图 4B 所示。 
 

 
 
图 4  顺式环氧琥珀酸与 CESH(D)的分子对接(A)及底物结合口袋非保守氨基酸(B)示意图 
Figure 4  Schematic diagram of CESH(D) molecular docking (A) and substrate binding pocket non-conserved 
amino acids (B). 
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2.3.3  计算机模拟突变 
蛋白质的解折叠自由能 ΔG 是蛋白质稳定

性的重要参数[27-28]。若突变后的 ΔG 较野生型

下降，则表明该突变有利于提高蛋白质的稳定

性；若突变后 ΔG 增加，则说明该突变不利于

蛋白质的稳定。 
Strum 和 PoPMuSiC 的计算机模拟预测结

果如表 2 所示。其中 E9、N262 和 P22 为保守

性氨基酸，Dong 等[29]针对 CESH(D)酶催化机

制的研究表明，D115、E190、R11 和 E9 是与

催化机制有关的重要氨基酸。排除上述氨基酸

位点后，确定 G32、E128、D183、D193 和

L231 作为定点饱和突变位点。 

2.4  定点饱和突变文库的筛选 
根据定向进化结果和分子对接以及计算机

模拟突变的结果，选择G32、V77、L83、E128、
I162、D183、L188、D193、C225、T223、N226
和 L231 的 12 个位点进行饱和突变。表 3 展示

了定点饱和文库的正向筛选结果，突变位点

L188、D183 和 L231 都获得了新的正向突变结 
 
表 2  拟突变氨基酸的选取 
Table 2  Selection of pseudo-mutant amino acids 
Tool Site Amino acid Rosetta value 
Strum 9 E −6.01 

183 D −3.32 
190 E −3.2 
193 D −4.39 
231 L −4.31 
262 N −5.68 

PoPMuSiC 22 P −2.1 
32 G −5.7 
115 D −5.6 
128 E −4.5 
183 D −3.1 
285 E −3.3 

Rosetta 值为折叠自由能 ΔG (kcal/mol)变化 
Rosetta value is the change of folding free energy ΔG 
(kcal/mol). 

表 3  定点饱和正向突变体催化活性及测序鉴定

结果 
Table 3  Catalytic activity and sequencing results 
of site-specific saturated dominant mutants 
Mutation 
site 

Mutated base Mutated 
amino acid 

Catalytic 
relative 
activity (%) 

77 GTT→ATT V77I 160.0 
183 GAC→GAG D183E 148.0 
183 GAC→GGG D183G 125.0 
188 CTG→ATG L188M 124.0 
223 ACC→TCC T223S 137.5 
226 AAC→AGC N226S 145.0 
231 CTA→CCA L231P 156.0 
231 CTA→GCG L231A 135.0 
 
果，选取酶活提高最为显著的突变类型进行后

续实验；并且实验发现 L83 的任何突变均会导致

酶活性丧失，表明 L83 对 CESH(D)酶的催化活

性具有重要意义。 

2.5  组合突变设计的结果 
为了进一步提高顺式环氧琥珀酸水解酶

CESH(D)的催化活力，选取酶活较野生型 CESH(D)
有明显提高的突变位点 V77I、D183E、L231P
和 N226S 进行组合。突变位点组合的筛选结果

(表 4)发现，L231P 和 N226S 两个位点组合时

酶活提高最为显著，为 WT 的 2.2 倍；而 V77I、
D183E 与其他位点组合时酶活提升效果均不

理想，未体现出叠加催化优势的目的，可能是

由于组合突变体并不是严格意义上单突变体

效应的叠加且突变体与突变体之间也存在一

定的拮抗效应[30]，因此未继续设计 3 点突变的

组合体。 

2.6  突变酶学性质的研究结果 
2.6.1  酶的表达与纯化结果 

根据 1.5.1 方法进行 WT 和突变体 L231P/ 
N226S、V77I、D183E 和 T223S 的诱导表达，

收集菌体进行超声破碎后取上清液，通过

SDS-PAGE 确定目的蛋白 CESH(D)的分子量及 
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表 4  组合突变体的催化活性 
Table 4  Catalytic activity of the combined mutants 
Mutation site Mutated amino acid Catalytic relative 

activity (%) 
231/226 L231P/N226S 223 
231/226/77 L231P/N226S/V77I 162 
77/231 V77I/L231P 152 
77/226 V77I/N226S 150 
77/183 V77I/D183E 138 
183/226 D183E/N226S 135 
183/231 D183E/L231P 155 

 
蛋白纯度(图 5A)。CESH(D)在大肠杆菌中可溶

性表达，基本存在于上清液中，蛋白大小约   
32 kDa，各突变体的表达量与 WT 基本一致。 

粗酶液通过 Ni-agarose 纯化后，CESH(D)
均在 32 kDa 处呈现单一条带，纯度达到 95%以

上可用于后续酶学分析(图 5B)。 

2.6.2  酶学特性分析结果 
表 5 展示了 WT 和各突变体的比酶活检测结

果，所有突变体对 ESH 的催化活性均高于 WT，

且 L231P/N226S 的催化活性较 WT 提高 2 倍以上。 
动力学参数测定(表 5)结果显示，突变体

L231P/N226S 和 T223S 对底物的亲和力有明显

提升，Km 值相比 WT 分别降低了 18%和 16%；

同时突变体 L231P/N226S、V77I、D183E 和

T223S 的 kcat/Km 值分别是 WT 的 1.9、1.4、1.3
和 1.3 倍。 
2.6.3  温度对 CESH(D)突变体酶活的影响 

反应温度对 CESH(D)酶活影响的研究(图 6A)
表明，突变体 D183E 的最适温度约 43 ℃，较

WT 的 40 ℃稍有提高，50 ℃时 D183E 的酶活

为 WT 的 1.2 倍，而其他突变体的最适温度及

在不同反应温度中的酶活与 WT 无显著差别。 
 

 
 
图 5  野生型 CESH(D)及其突变体的粗酶液(A)和纯化蛋白(B)的 SDS-PAGE 结果   M：蛋白非预染 Marker；
1−5：突变体 L231P/N226S、V77I、WT、D183E 和 T223S 
Figure 5  SDS-PAGE results of crude enzyme solution (A) and purified protein (B) of WT and its mutants. 
M: Protein non-pre-staining Marker; 1−5: Mutants L231P/N226S, V77I, WT, D183E and T223S. 
 
表 5  野生型 CESH(D)和各突变体的比酶活及动力学参数 
Table 5  Specific enzyme activity and kinetic parameters of WT and each mutant 
Mutant Mutation site Km (mmol/L) kcat (s‒1) kcat/Km (mmol/(L·s))   Specific activity (U/mg) 
WT  24.5±0.30 18.40±1.23 0.75±0.05 30.20±1.68 
L231P/N226S 231/226 20.0±0.20 27.80±2.06 1.39±0.10 67.35±2.50 
V77I 77 25.0±0.25 26.12±2.54 1.05±0.11 48.32±1.55 
D183E 183 25.7±0.15 23.50±1.38 0.95±0.18 43.70±1.17 
T223S 223 20.6±0.21 20.12±1.15 0.97±0.06 41.52±2.03 
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温度稳定性的研究结果如图 6B 所示。所有

酶在高于 50 ℃孵育 1 h 后，酶活出现显著下降，

但突变体 L231P/N226S 和 D183E 的热稳定性

均有所提升，55 ℃时的剩余酶活分别为 WT 的

1.7 倍和 1.5 倍。  
2.6.4  pH 对 CESH(D)突变体酶活的影响 

pH 条件研究(图 7A)表明，突变体 V77I、
D183E 和 T223S 的最适反应 pH 与 WT 相似，

均为 6.5。突变体 L231P/N226S 的最适 pH 有所

降低，约为 6.2，且 pH 6.0 时的剩余酶活为 WT
的 1.2 倍，显示了一定程度的耐酸性能。 

取适量突变体 L231P/N226S 纯酶液分别于

pH 6.0、6.1、6.2、6.3、6.5 反应测定酶活，结

果(图 8)显示突变体 L231P/N226S 的最适反应

pH 值为 6.2。 
pH 稳定性研究结果见图 7B，突变体

L231P/N226S 对酸性环境耐受力略强于其他突

变体和 WT，pH 4.0 的剩余酶活是 WT 的 1.2 倍。

各突变体的 pH 稳定性和 WT 相似，虽然突

变体 V77I 和 T223S 的稳定性相较于 WT 略

有下降，但在 pH 5.0−9.0 范围内均有良好的

稳定性。 

 

 
 
图 6  温度对野生型 CESH(D)及突变体催化活力及稳定性的影响   A：反应温度对酶活的影响. B：温

度对酶稳定性的影响 
Figure 6  Effects of temperature on catalytic activity and stability of WT and mutants. A: The effect of 
reaction temperature on enzyme activity. B: Effect of temperature on enzyme stability. 

 

 
 
图 7  pH 对野生型 CESH(D)及突变体催化活力及稳定性的影响   A：反应 pH 对酶活的影响. B：pH
对酶稳定性的影响 
Figure 7  Effect of pH on catalytic activity and stability of WT and mutants. A: The effect of pH on enzyme 
activity. B: Influence of pH on enzyme stability. 
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图 8  pH 对突变体 L231P/N226S 催化活力的影响 
Figure 8  Effect of pH on catalytic activity of 
mutant L231P/N226S. 
 
2.7  突变酶蛋白的三维结构模拟与分析  

利用 Chimera 软件观察各突变位点在

CESH(D)中空间分布位置，发现 L83 位点距离

酶活性中心较近，V77、T223、N226 和 L231
位点在底物结合口袋附近，而 D183 位点距离

催化活性中心较远。 

2.7.1  L231P/N226S 结构分析 
观察 231 位点突变前后的结构(图 9)发现，

位点上的 Leu 突变为 Pro，而 Pro 由于自身的吡

咯烷环结构而具有较小的空间构象自由度，导

致该位点的空间位阻大大降低[31]，并且突变后

231 位点与底物结合口袋处的 C225 的相互作用

力减弱。图 10 展示了 226 位点突变前后的结构

变化，226 位点由 Asn 突变为 Ser 后侧链基团上

的羟基位点变为醛基，而且失去一个氨基位点，

导致与 K227 的相互作用力消失。 

两个位点的突变减弱了与底物结合口袋处

的 C225 及 K227 的作用力，释放了重要催化残

基[29]，柔性增加，并且 231 位点的突变使得底

物通道侧方的空间位阻大大降低，拓宽底物通

道，有助于底物进入口袋深处，使得酶与底物

更好地结合[32]，促进酶催化活性的提高。 
 

 
 
图 9  231 位点与周围氨基酸的相互作用示意图   A：野生型 CESH(D). B：突变体 L231P 
Figure 9  Interaction of site 231 with surrounding amino acids. A: Wild-type CESH(D). B: Mutant L231P. 

 

 
 
图 10  226 位点与周围氨基酸的相互作用示意图   A：野生型 CESH(D). B：突变体 N226S 
Figure 10  Interaction of site 226 with surrounding amino acids. A: Wild-type CESH(D). B: Mutant N226S. 
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2.7.2  T223S 结构分析 
通过对比 223 位点突变前后的结构(图 11)

发现，223 位点由 Thr 突变为 Ser 后，侧链基团

缩小，与 245V 以及底物结合口袋处的残基

L188[33]之间的相互作用减弱。 
223 位点位于底物结合口袋附近的，释放

了底物结合通道上的 L188，柔性增加，并且 231
位点的突变使得底物通道后方的空间位阻降低，

使得底物与活性中心结合得更加充分[32]，从而使

酶催化活性得到提高。 

2.7.3  L83 结构分析 
83 位点的任何突变都会导致酶失活，证明

该位点对于 CESH(D)的催化机制具有重要意

义。观察 83 位点在野生型 CESH(D)中的空间位

置(图 12)，L83 位于底物结合口袋的上方，并

且该位置是底物通道的 loop 区，而 loop 区域

的改变则会对底物通道的构象产生很大的影 
响[34]，因此推测 83 位点的任何突变会使得底物

结合口袋构象发生极大的负向改变从而导致酶

失活。 

 

 
 
图 11  223 位点与周围氨基酸的相互作用示意图   A：野生型 CESH(D). B：突变体 T223S 
Figure 11  Interaction of site 223 with surrounding amino acids. A: Wild-type CESH(D). B: Mutant T223S. 
 

 
 
图 12  83 位点在野生型 CESH(D)中的空间位置信息   A：肽链结构. B：疏水性结果 
Figure 12  Spatial location information of site 83 in wild-type CESH(D). A: Peptide chain structure. B: 
Hydrophobicity results. 
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2.7.4  V77I 结构分析 
77 位点由 Val 突变为 Ile 后，侧链基团变大，

增加了一个亚甲基，与位于右前方 β 折叠结构

上的 V46 的相互作用力增强，并且与位于左前

方的 a 螺旋结构上与 A35 和 R39 形成新的相互

作用力(图 13)。 
推测突变体酶活提高的原因可能是突变使

该位点周围的 a 螺旋与 β 折叠结构之间相互作

用加强，使该区域酶结构更加稳定，还可能增

加了关键催化氨基酸 H47[29]与其他氨基酸的相

互作用，使活性中心周围的区域稳定性提高，

从而使酶催化活性得到提高[35]。具体影响酶催

化活性的机制还需进一步研究。 
2.7.5  D183E 结构分析 

图 14 展示了 83 位点的空间位置，其位于

酶蛋白表面，由 Asp 突变为 Glu 后，氨基酸极

性未发生改变。侧链基团变大，增加了一个亚

甲基基团，与 M176 的相互作用力消失，与 Q219
的相互作用力增强。因为该位点远离催化活性

中心，所以其突变影响酶催化活性的机制还需

要更加深入的研究。 

3  讨论与结论 
D(−)-酒石酸在食品、医药和化学合成等行

业具有重大应用潜力。相较于传统的化学合成

法，利用 CESH(D)的生物转化法制备 D(−)-酒石

酸生产成本低，反应条件温和，转化率和产品纯

度高，更适合 D(−)-酒石酸的工业生产。然而野

生型 CESH(D)较低的酶活力水平使其在实际的

D(−)-酒石酸生产应用中受到一定限制。 

本研究以来源于 Bordetella sp. BK-52 的顺式

环氧琥珀酸水解酶 CESH(D)为研究对象，通过定

向进化手段结合半理性设计策略对 CESH(D)的

催化活性进行改造。结果得到 4 个正向突变体

L231P/N226S、V77I、D183E 和 T223S，催化

酶活相较 WT 分别提高了 2.2、1.6、1.5 和    

1.4 倍。酶学性质研究发现突变体 L231P/N226S 
 

 
 

图 13  77 位点与周围氨基酸的相互作用示意图   A：野生型 CESH(D). B：突变体 V77I 
Figure 13  Interaction of site 77 with surrounding amino acids. A: Wild-type CESH(D). B: Mutant V77I. 
 

 
 

图 14  183 位点与周围氨基酸的相互作用示意图   A：野生型 CESH(D). B：突变体 D183E 
Figure 14  Interaction of site 183 with surrounding amino acids. A: Wild-type CESH(D). B: Mutant D183E. 
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和 D183E 的温度稳定性以及突变体 L231P/ 
N226S 和 T223S 的 pH 稳定性相较于 WT 都有

所提高。动力学分析发现 4 个正向突变体的

kcat/Km 值分别是 WT 的 1.85、1.40、1.27 和   
1.30 倍，进一步证明了其催化效率的提高。通

过分子对接等手段对各突变位点影响 CESH(D)
催化活性的原因进行了推测分析，发现酶活提

高的主要原因可能是突变导致底物结合口袋的

改变，从而使底物与酶的主要催化残基结合更

加紧密，相互作用增强。 
通过实验获得了温度和 pH 稳定性好、酶

催化活性明显提高的正向突变体，后续研究可

以通过结合更多的生物信息学分析，如利用

CAVER 软件以及分子动力学(MD)模拟结合蛋

白晶体结构分析突变前后酶底物结合通道的直

径变化、蛋白构象能量以及酶分子与底物相互

作用能的变化等，获取更多 CESH(D)结构-功能

的相关信息，以进一步改造优化其酶学特性，

继而拓宽 D(−)-酒石酸的工业应用。 
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