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基于定向进化技术提高呕吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 的催化活性
李越ꎬ池慧兵ꎬ牛家峰ꎬ马斌ꎬ周慧敏ꎬ朱萍ꎬ吕凤霞∗

(南京农业大学食品科学技术学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]呕吐毒素(ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)Ｃ３ 位羟基的异构化是生物脱毒的关键部位ꎬ其中 ＤｅｐＡ 作为 ＤＯＮ 生物转化中

第一步关键限速酶ꎬ存在催化活性低的问题ꎬ限制了其在食品及饲料加工领域中的应用ꎮ 本文旨在通过定向进化技术对

ＤｅｐＡ 进行分子改造ꎬ以期获得催化活性显著提高的突变酶ꎬ提高其工业化应用的潜力ꎮ [方法]通过易错 ＰＣＲ 和 ＤＮＡ
ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 相结合的方法ꎬ构建突变文库ꎬ经高通量筛选后ꎬ对催化活性明显提高的突变体进行酶学性质表征ꎮ 同时ꎬ采用分

子动力学模拟和三维结构模拟分析ꎬ探究突变酶催化活性提高的分子机制ꎮ [结果]成功筛选到突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ꎬ与野

生型相比ꎬ其比活力分别提高 ２０７％、２９３％和 ２５８％ꎮ 动力学参数结果显示ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的 Ｋｍ 值分别为 ５６.８９、
２７.００ 和 ４０.６５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ是野生型的 ９１.７％、４３.５％和 ６５.５％ꎻｋｃａｔ / Ｋｍ 值分别为 ３２７.３０、５７６.６７ 和 ３８０.０７ Ｌ􀅰ｍｍｏｌ－１􀅰ｓ－１ꎬ是野

生型的 １.２５、２.２０ 和 １.４５ 倍ꎬ相比野生型ꎬ突变酶亲和力和催化效率均显著提高ꎮ 此外ꎬ分子动力学模拟和三维结构模拟分

析结果表明ꎬ柔性增加、底物 ＤＯＮ 的进攻距离缩短、氢键增加、疏水性增加和远端效应是导致其催化活性提高的主要原因ꎮ
[结论]本研究通过易错 ＰＣＲ 和 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 相结合的定向进化策略有效提高了呕吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 的催化活性ꎬ为其

工业化应用提供试验依据ꎮ
关键词:呕吐毒素解毒酶ꎻ定向进化ꎻ催化活性ꎻ分子动力学模拟
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ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙꎬｓｈｏｒｔｅｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＤＯＮ ａｎｄ Ａｓｐ３０４ꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｓｔａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ.
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ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ.
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　 第 ４ 期 李越ꎬ等:基于定向进化技术提高呕吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 的催化活性

单端孢霉烯族毒素脱氧雪腐镰刀菌烯醇(ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)ꎬ俗称呕吐毒素ꎬ是一种广泛存在于小

麦、大麦和玉米等禾谷类作物的真菌毒素[１－５]ꎬ具有细胞毒性、神经毒性和免疫毒性等ꎬ对人和动物的健康

构成重大威胁[６]ꎮ 因此ꎬ呕吐毒素的污染和预防已成为食品加工及食品安全领域研究的热点[４ꎬ７]ꎮ
目前ꎬ呕吐毒素的生物降解方法备受关注ꎬ可以通过生物转化实现脱毒[８－９]ꎮ 其中ꎬ德沃斯氏菌

(Ｄｅｖｏｓｉａ ｓｐ.)来源的吡咯喹啉醌(ＰＱＱ)依赖性的醇脱氢酶 ＤｅｐＡ(ＥＣ １.１.１.５)能氧化 ＤＯＮ 的 Ｃ３ 位羟基生

成 ３－酮基－脱氧雪腐镰刀菌烯醇(３￣ｋｅｔｏ￣ＤＯＮ)ꎬ再经过还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(ＮＡＤＰＨ)依赖

性醛酮还原酶 ＤｅｐＢ / ＡＫＲ１３Ｂ２ / ＡＫＲ６Ｄ１ 将 ３￣ｋｅｔｏ￣ＤＯＮ 还原ꎬ生成无毒的 ３－异构－脱氧雪腐镰刀菌烯醇

(３￣ｅｐｉ￣ＤＯＮ)ꎬ即 Ｃ３ 位的异构化[１０－１２]ꎬ这是目前阐述最为详细的 ＤＯＮ 生物转化途径ꎮ 其中ꎬＤｅｐＡ 作为

ＤＯＮ 生物转化中第一步关键限速酶ꎬ存在催化活性低的问题ꎬ限制了其在食品加工及饲料加工领域中的

应用ꎮ 蛋白质工程策略如定向进化(非理性设计)、半理性设计、理性设计、人工智能等ꎬ可以改善天然酶

的性能ꎬ提高酶的工业属性[１３－１５]ꎮ 定向进化属于蛋白质的非理性设计ꎬ不需要事先了解蛋白质的结构与

功能ꎬ可快速构建突变体文库ꎬ通过高通量筛选有效实现酶性能的改善[１６－１９]ꎮ 由于定向进化具有引入随

机突变的特性ꎬ使其可以广泛用于酶的多种催化特性的改善ꎬ如催化活力、底物特异性和热稳定性等ꎮ
Ｒｕａｎ 等[２０]通过易错 ＰＣＲ 对来自地衣芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ)Ｒ￣５３ 的麦芽糖淀粉酶(ＥＣ ３.２.１.１３３)
进行定向进化提升催化活性ꎬ突变体 Ｖ２９６Ｆ / Ｋ４１５Ｉ 的比活力提高至野生型的 ２.１６ 倍ꎮ 曾静等[２１] 通过 ２
轮易错 ＰＣＲ 实现源于 Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ ｋｏｄａｋａｒｅｎｓｉｓ的普鲁兰多糖Ⅲ型水解酶(ＥＣ ３.２.１.１４)的定向进化ꎬ突变

体 Ｌ５３８Ｄ 对可溶性淀粉和普鲁兰多糖比活力分别提高了 ５０％和 ２１％ꎬ且可溶性淀粉、支链淀粉、麦芽三糖

和异潘糖的 ｋｃａｔ / Ｋｍ 值分别提高了 ４４％、２７％、８４％和 ３７％ꎮ 目前ꎬ有关醇脱氢酶分子改造方面的研究甚

少ꎬＺｈｕ 等[２２] 通过易错 ＰＣＲ 筛选得到一个热稳定性和催化效率都显著提高的 Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ 醇脱氢酶突变酶

Ｔ１００Ｒ / Ｓ１４８Ｌꎬ并通过解析野生型酶和突变酶的晶体结构ꎬ揭示了 １００ 位和 １４８ 位残基在提高酶催化效率

与热稳定性方面的关键作用ꎮ 然而ꎬ国内外尚未见有关呕吐毒素解毒酶分子改造的研究报道ꎮ
本实验室前期研究发现ꎬ来源于德沃斯氏菌的呕吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 的催化活性较低ꎮ 为提高 ＤｅｐＡ

的催化活性ꎬ本研究采用易错 ＰＣＲ 技术和 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 技术相结合的方法ꎬ对 ＤｅｐＡ 进行定向进化ꎬ以期

获得催化活性显著提高的突变体ꎬ并通过分子动力学模拟和三维结构模拟分析ꎬ探究突变体酶催化活性提

高的分子机制ꎬ为其他呕吐毒素解毒酶的分子改造提供试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株与试剂

编码 ＤｅｐＡ 的 ＤＮＡ 序列(ＧｅｎＢａｎｋ:ＫＦＬ２５５５１.１)经过密码子优化后由南京金斯瑞生物科技有限公司

合成ꎮ 表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)、质粒 ｐＥＴ￣２８ａ(＋) / ＤｅｐＡ 和表达宿主 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)均由南京农

业大学酶工程实验室保藏ꎮ 引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成ꎮ
限制性核酸内切酶 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ购于南京赛默飞实验器材公司ꎻ２×Ｔａｑ Ｍｉｘ、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ

Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 重组酶、质粒提取试剂盒及胶回收试剂盒购于南京诺唯赞生物科技公司ꎻ卡那霉素(Ｋａｎ)和异

丙基－β－硫代吡喃半乳糖苷( ＩＰＴＧ)购于北京索莱宝公司ꎻ其他试剂均购于国药集团化学试剂有限公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＪＹ９８－Ⅲ超声波细胞粉碎机购于宁波新芝科学仪器研究所ꎻＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ 冷冻离心机购于德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻＵＶ－２４５０ 紫外分光光度计购于日本岛津公司ꎻＰＴＣ－１００ ＰＣＲ 仪购于美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ
Ｐｏｗ Ｐａｃ ＨＣ１６４－５０５２ 高电流电泳仪购于美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻＪＳ－３８０Ｃ 全自动数码凝胶成像仪购于上海培

清科技有限公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 易错 ＰＣＲ 突变文库构建　 以 ｐＥＴ￣２８ａ(＋) / ＤｅｐＡ 重组质粒为模板ꎬ设计含有 ＮｄｅⅠ酶切位点(下划

线)的上游引物(５′￣ＡＧＣＣＡＴＡＴＧＣＡＣＧＣＧＧＡＴＧＧＴＧＣＧＧＣＧＧＣ￣３′)和含有 ＢａｍＨⅠ酶切位点(下划线)的
下游引物(５′￣ＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＴＴＣＧＣＴＴＣＣＧＧＣＡＧＣＧＣＧ￣３′)ꎬ在普通 ＰＣＲ 反应体系中加入一定浓度的

ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋进行易错随机诱变ꎮ 易错 ＰＣＲ 诱变体系:１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＣＴＰꎬ１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＴＴＰꎬ上、
下游引物各 ２.０ μＬꎬＤＮＡ 模板 １.０ μＬꎬ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５.０ μＬꎬ分别加入不同浓度(３、５、７ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)Ｍｇ２＋

和不同浓度(０.４、０.５、０.６、０.７ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)Ｍｎ２＋ꎬ最后加入无菌 ｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０.０ μＬꎮ 根据突变率来确定最
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优的 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋组合浓度并进行后续随机诱变ꎮ 易错 ＰＣＲ 程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １５ ｓꎬ
５８ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ２０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳验证 ＰＣＲ 产物ꎬ再使

用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒进行纯化ꎮ 纯化的 ＰＣＲ 产物用 ＮｄｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ进行双酶切ꎬ酶切后回收目的片段

与 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)表达载体进行重组ꎮ 将重组产物通过热激法转入表达宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ转
接含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｋａｎ 的 ＬＢ 平板ꎬ３７ ℃过夜培养 １２~１６ ｈꎬ获得随机诱变文库ꎮ
１.３.２　 ＤＮＡ 改组(ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ)突变文库构建　 以易错 ＰＣＲ 突变文库筛选获得催化活性最高的 ３ 个

突变酶基因为模板ꎬ使用高保真聚合酶进行扩增ꎮ 将亲本 ＤＮＡ 片段等浓度混合并用 ＤＮａｓｅⅠ进行随机片

段化ꎮ 消化条件:ＤＮａｓｅⅠ酶 ０.００３ ２ Ｕ􀅰μＬ－１ꎬ３７ ℃消化 １０ ｍｉｎꎮ 消化完成后 ９５ ℃加热 １０ ｍｉｎ 终止反应ꎮ
使用 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳验证ꎬ参考易错 ＰＣＲ 纯化方法回收大小为 ５０ ~ １００ ｂｐ 的片段ꎮ 将 ５０ ~
１００ ｂｐ 片段进行无引物 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应体系:２５ μＬ ５０~１００ ｂｐ 胶回收片段ꎬ２５ μＬ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ 缓

冲液ꎮ 无引物 ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 再以无引物 ＰＣＲ 纯化产物作为模板ꎬ使用 １.３.１ 节引物进行常规 ＰＣＲ 反应扩增全长基

因ꎬ产物纯化回收后酶连重组至 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)表达载体ꎬ再转化至表达宿主 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ构建突变

文库ꎮ
１.３.３　 高通量筛选　 从 ＬＢ Ｋａｎ 抗性平板上挑选单菌落ꎬ接种到 ９６ 孔筛选板ꎬ每孔含有 ６００ μＬ ＬＢ(含 ５０
μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｋａｎ)培养基ꎬ以 ＤｅｐＡ 野生型作为阳性对照ꎮ ３７ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 １２ ｈ 后ꎬ将 ５０ μＬ 菌液接种

到另一含有 ５５０ μＬ ＬＢ(含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｋａｎ)的 ９６ 孔板中ꎬ３７ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养至 Ｄ６００达 ０.６ꎬ加入 ＩＰＴＧ
使其终质量浓度为 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１６ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 １６ ｈꎮ 离心收集菌体ꎬ每孔加入 ２００ μＬ ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ７.０)缓冲液ꎬ漩涡振荡使菌体充分重悬后置于－８０ ℃冷冻、３７ ℃融解ꎮ 重复冻融 ３ 次ꎬ５ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ 后获得的上清液即为所需突变体的粗酶液ꎮ

通过 ９６ 孔板高通量筛选获得催化活性提高的阳性突变体ꎬ对其进行摇瓶扩大培养ꎬ选取复筛活性提

高的突变子进行测序ꎮ
１.３.４　 酶的表达和纯化　 将重组菌单菌落接种 ＬＢ 培养基(含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｋａｎ)ꎬ过夜培养 １２~１６ ｈꎬ按照

１％的接种量转接至 １００ ｍＬ 培养基(含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｋａｎ)中ꎮ 培养至 Ｄ６００达 ０.６ ~ ０.８ 时ꎬ加入 ＩＰＴＧ 使终

浓度至 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１６ ℃诱导培养 １６~２０ ｈꎮ 离心收集菌体沉淀ꎬ弃上清液ꎬ用 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＰＢＳ 缓冲液

(ｐＨ７.０)使菌体充分重悬ꎬ使用超声破碎仪破碎细胞后再次离心ꎬ离心后得到的破碎上清液即为粗酶液ꎮ
重组酶 ＤｅｐＡ 含有 Ｈｉｓ 标签ꎬ使用镍柱亲和层析对野生型酶和突变体酶进行纯化ꎮ 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定纯酶

液蛋白质浓度ꎬ纯酶使用十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)验证和后续酶学性质研究ꎮ
１.３.５　 酶活性测定　 反应体系由 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＯＮ、２５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ２ꎬ６－二氯靛酚(ＤＣＩＰ)、５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

５－甲基吩嗪硫酸甲酯(ＰＭＳ)、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＣａＣｌ２、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１吡咯喹啉醌酸(ＰＱＱ)及 １.６ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＤｅｐＡ 酶液组成ꎬ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ７.０)补齐体系至 ３００ μＬꎬ３７ ℃反应 ５ ｍｉｎꎬ使用紫外－可见分光

光度计记录反应液吸光值 Ｄ６００变化ꎮ 酶活性单位定义:在酶反应条件下ꎬ每分钟催化减少 １ ｎｍｏｌ ＤＣＩＰ 的

酶量为 １ 个酶活性单位ꎮ 酶活性计算公式:

酶活性＝
(ΔＤｔｅｓｔ－ΔＤｂｌａｎｋ)×ｄｆ×Ｖｔ

ｔｍａｘ×ｋ×Ｖｓ
ꎬ

式中:ΔＤｔｅｓｔ为酶液反应液吸光值ꎻΔＤｂｌａｎｋ为空白对照反应液吸光值ꎻｄｆ为稀释倍数ꎻＶｔ 为反应液体积ꎬＶｓ 为

加入酶液体积ꎻｔｍａｘ为最大反应时间ꎻｋ为显色剂 ＤＣＩＰ 的吸光系数ꎮ
１.３.６　 突变酶的酶学性质测定　 １)酶的最适反应 ｐＨ 值及 ｐＨ 值稳定性ꎮ 在 ｐＨ 值 ５.０~１０.０ 时ꎬ用以下缓

冲液检测 ｐＨ 值对 ＤｅｐＡ 活性的影响:磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液(ｐＨ 值 ５.０~７.０)、Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ 值

７.０~９.０)、甘氨酸－氢氧化钠缓冲液(ｐＨ 值 ９.０~１０.０)ꎮ 以不同缓冲液测得的最高酶活性为 １００％ꎬ计算相

对酶活性ꎻｐＨ 值稳定性测定则将纯化酶在上述缓冲液中于 ４ ℃条件下孵育 １２ ｈꎬ测定残余酶活性ꎬ以处理

０ ｈ 的酶活性为 １００％ꎬ计算残余酶活性ꎮ
２)酶的最适反应温度及温度稳定性ꎮ 最适反应温度测定:将酶液置于不同温度(２５~５０ ℃)下进行酶

促反应并测定酶活性ꎬ以不同温度下测得的最高酶活性为 １００％ꎬ计算相对酶活性ꎮ 温度稳定性(４０ ℃)测
定:将酶液置于 ４０ ℃热处理 ６ ｈꎬ每间隔 １ ｈ 取样测定酶活性和残余酶活性ꎬ以处理 ０ ｈ 酶活性为 １００％ꎬ计
算残余酶活性ꎮ
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３)酶动力学参数的测定ꎮ 测定底物浓度在 ５ ~ ５００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的反应初速度ꎬ在 ｐＨ７.０、３７ ℃下测定纯

化酶活性ꎬ采用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 法ꎬ以底物浓度的倒数为横坐标(１ / [ Ｓ])ꎬ反应速率的倒数为纵坐标

(１ / [ｖ])ꎬ在 Ｏｒｉｇｉｎ ９.０ 软件中进行拟合ꎬ以确定 ＤｅｐＡ 野生型酶及突变酶的米氏常数 Ｋｍ 和催化常数

ｋｃａｔ值ꎮ
１.３.７　 分子动力学模拟分析　 将原始野生型蛋白文件与突变酶蛋白文件使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４.２[２３－２４]软件与辅

酶 ＰＱＱ 及底物 ＤＯＮ 进行对接ꎬ获得分子动力学模拟需要的模型ꎮ 利用分子动力学模拟软件 Ｄｅｓｍｏｎｄ
２０２１.１[２５]ꎬ对野生型酶和突变酶 Ｓ２＿ＰＱＱ＿ＤＯＮ、Ｓ１０＿ＰＱＱ＿ＤＯＮ、Ｓ１２＿ＰＱＱ＿ＤＯＮ 复合物进行加氢ꎬ补齐反

应需要的 ２ 个钙离子ꎬ使用 ｏｐｌｓ 力场构建蛋白酶和配体的参数文件ꎬ将复合物放进一个 １ ｎｍ×１ ｎｍ×１ ｎｍ
的立方体盒子并填充水分子ꎬ简单点电荷( ｓｉｍｐｌｅ ｐｏｉｎｔ ｃｈａｒｇｅꎬＳＰＣ)模式处理水分子ꎬ为了使野生型酶及

突变酶复合物保持电中性ꎬ体系中加入适量抗衡离子和 １５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１钠离子以达到模拟体系中渗透压环

境ꎮ 采用最陡下降法使体系能量最小化ꎬ随后进行 １００ ｐｓ 的 ＮＶＰ 平衡和 ＮＰＴ 平衡ꎬ在恒温 ３１０.１５ Ｋ 下ꎬ
温度耦合时间常数设置为 ０.１ ｐｓꎬ压力耦合时间常数设置为 ２.０ ｐｓꎬ压力耦合的压力设置为 １ ｂａｒꎬ恒温恒

压下进行 ２０ ０００ ｐｓ 的分子动力学模拟ꎮ 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２３ 软件分析均方根偏差 ( ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＲＭＳＤ)、均方根涨落( ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅｄ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎꎬＲＭＳＦ)及进攻距离(ｄｉｓｔａｎｃｅ)ꎮ
１.３.８　 三维结构模拟分析　 利用 ＰｙＭＯＬ ２.４ 软件分析突变前、后野生型及突变酶在关键氨基酸处的结构

差异和底物与突变酶之间相互作用力变化ꎮ
１.４　 数据处理与统计分析

本文中所有酶活性及蛋白浓度测定均设置 ３ 个平行试验ꎬ结果用平均数±标准差表示ꎮ 显著性分析

采用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件的单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)的 Ｔｕｋｅｙ’ｓ 检验(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 易错 ＰＣＲ 突变文库的高通量筛选

易错 ＰＣＲ 的反应体系:１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＣＴＰ、１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＴＴＰ、３.００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｍｇ２＋、０.４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

Ｍｎ２＋ꎬ进行 ２ 轮易错 ＰＣＲꎬ从 １４ ０００ 余个转化子中筛选到 ６ 株酶活性提高的突变体ꎮ 由表 １ 可知:突变体

２￣５Ｇ 酶活性为(３２２.７９±１８.０５)Ｕ􀅰ｍＬ－１ꎬ是野生型的 ２.８６ 倍ꎮ 该突变体共发生 ４ 个位置碱基突变ꎬ分别为

Ｇ１１７Ｔ、Ｔ７５８Ｃ、Ａ７７２Ｔ 和 Ａ１０４８Ｃꎬ其中 Ｇ１１７Ｔ 为无义突变ꎬ其他 ３ 个碱基突变引起的氨基酸变化分别为

Ｌ２５３Ｐ、Ｓ２５８Ｃ 和 Ｋ３５０Ｑꎮ 根据其突变位点的差异及酶活性参数ꎬ选择突变体 ２￣６Ｂ、２￣７Ｄ 和 ２￣５Ｇ 作为模板

进行 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇꎮ
表 １　 易错 ＰＣＲ 获得的突变体催化活性及氨基酸变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｅｒｒｏｒ￣ｐｒｏｎｅ ＰＣＲ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

酶活性 / (Ｕ􀅰ｍＬ－１)
Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

提高倍数
Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｆｏｌｄｓ

碱基变化
Ｂａｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ

氨基酸变化
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ

野生型 Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ(ＷＴ) １１２.８３±６.５６ｄ １.００
　 　 　 　 　 ２￣６Ｂ ２５７.１５±１１.５６ｂ ２.２８ Ｃ２３Ｔ / Ａ５２６Ｇ / Ｃ１６１５Ｔ / Ｔ１６７６Ｃ / Ａ１４６０Ｇ / Ｇ２２２Ｃ Ｓ１７６Ｇ / Ｖ５５９Ａ / Ｙ４８７Ｃ

２￣７Ｄ ２４４.４７±１４.３０ｂ ２.１７ Ｔ２１５Ｃ / Ｇ８１８Ｔ / Ａ９４９Ｔ / Ａ１１９４Ｇ / Ｔ１２１８Ｃ Ｍ７２Ｔ / Ｇ２７３Ｃ / Ｔ３１７Ｓ
　 突变体 ２￣５Ｇ ３２２.７９±１８.０５ａ ２.８６ Ｇ１１７Ｔ / Ｔ７５８Ｃ / Ａ７７２Ｔ / Ａ１０４８Ｃ Ｌ２５３Ｐ / Ｓ２５８Ｃ / Ｋ３４９Ｑ
　 Ｍｕｔａｎｔｓ ２￣９Ｆ １８２.６７±１２.６３ｃ １.６２ Ｔ８７Ｃ / Ａ６４１Ｃ / Ａ１１９９Ｇ Ｎ２１４Ｔ / Ｙ４００Ｃ

２￣８Ｈ １９１.３６±１１.０６ｃ １.７０ Ｃ２４８Ｔ / Ａ６６８Ｇ / Ｔ１２７５Ａ Ａ８３Ｖ / Ｅ２２３Ｇ
２￣１１Ｃ ２１２.５７±１２.７８ｃ １.８８ Ａ１３７Ｔ / Ｇ９９７Ｃ / Ｔ１５１７Ｇ Ｑ４６Ｌ / Ａ３３３Ｐ / Ｍ５０６Ｒ

　 　 注:同列数据不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.２　 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 突变文库的高通量筛选

以突变体 ２￣６Ｂ、２￣７Ｄ 和 ２￣５Ｇ 作为模板进行 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇꎬ从 ３ ６００ 多个转化子中筛选出 ５ 株酶活性

显著提高的突变体ꎮ 由表 ２ 可知:突变体 Ｓ１２ 的酶活性为(４５８.０１±４.５７)Ｕ􀅰ｍＬ－１ꎬ是野生型的 ３.５７ 倍ꎬ引
起的氨基酸变化为 Ｇ２２１Ｖ、Ｄ２５２Ｖ、Ｇ２７３Ｃ、Ｔ３１７Ｓ 和 Ｋ３４９Ｑꎮ 根据酶活性提高倍数ꎬ选择突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 及

Ｓ１２ 进行分离纯化及酶学性质测定ꎮ
２.３　 突变酶的酶学性质研究

２.３.１　 突变酶的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳验证　 对经 ２ 轮易错 ＰＣＲ 和 １ 轮 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 获得的突变体 Ｓ２、Ｓ１０
和 Ｓ１２ 进行发酵表达及分离纯化ꎬ对纯化后突变酶进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果见图 １ꎮ 突变酶与野生型的

３５７
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相对分子质量大小一致ꎬ蛋白条带约为 ６２×１０３ꎬ与理论值相符ꎮ
表 ２　 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 突变酶的酶活性及氨基酸突变

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

酶活性 / (Ｕ􀅰ｍＬ－１)
Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

提高倍数
Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｆｏｌｄｓ

碱基变化
Ｂａｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ

氨基酸变化
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ

ＷＴ １２７.９９±１.４５ｄ １.００
Ｓ２ ３３０.６２±１４.２８ｂ ２.５８ Ｃ２３Ｔ / Ｇ１１７Ｔ / Ｃ２２８Ｔ / Ａ５２６Ｇ / Ｇ１５６９Ａ / Ｃ１６１５Ｔ / Ｔ１６７６Ｃ Ｓ１７５Ｇ / Ｖ５５９Ａ / Ｒ５３９Ｃ
Ｓ１０ ４５３.８７±０.０６ａ ３.５４ Ａ５２６Ｇ / Ｔ５４２Ｇ / Ｇ９７９Ａ / Ｔ１６７６Ｃ Ｓ１７５Ｇ / Ｖ５５９Ａ / Ｖ１８１Ｇ

突变体
Ｍｕｔａｎｔｓ Ｓ１２ ４５８.０１±４.５７ａ ３.５７

Ｃ９９Ｔ / Ｇ１１７Ｔ / Ａ４７１Ｇ / Ｇ６６２Ｔ / Ｔ５４２Ｇ / Ｃ６６９Ｔ / Ａ７５５Ｔ /
Ｇ８１８Ｔ / Ａ９４９Ｔ / Ａ１０４８Ｃ / Ａ１０５０Ｇ / Ａ１１９４Ｇ /
Ｔ１２１８Ｃ / Ｃ１２４２Ｔ

Ｇ２２１Ｖ / Ｄ２５２Ｖ / Ｇ２７３Ｃ /
Ｔ３１７Ｓ / Ｋ３４９Ｑ

Ｓ１４ ２８３.３２±１３.６８ｃ ２.２１ Ｇ１１７Ｔ / Ｔ２１５Ｃ / Ａ９４９Ｔ Ｍ７２Ｔ / Ｄ２５２Ｖ / Ｔ３１７Ｓ
Ｓ１７ ２９８.６３±１０.６７ｃ ２.３３ Ｃ２３Ｔ / Ｇ８１８Ｔ / Ｔ１６７６Ｃ Ｇ２７３Ｃ / Ｖ５５９Ａ

图 １　 突变酶纯化后的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 验证

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ

　 　 Ｍ:标准蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １:野生型 ＤｅｐＡꎻ泳道 ２:突变酶

Ｓ２ꎻ泳道 ３:突变酶 Ｓ１０ꎻ泳道 ４:突变酶 Ｓ１２ꎮ
Ｍ:Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻＬａｎｅ １:Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＤｅｐＡꎻＬａｎｅ ２:

Ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ Ｓ２ꎻ Ｌａｎｅ ３:Ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ Ｓ１０ꎻ Ｌａｎｅ ４:Ｍｕｔａｎｔ
ｅｎｚｙｍｅ Ｓ１２.

图 ２　 突变酶的酶学性质研究

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ
　 　 Ａ. 最适反应 ｐＨ 值 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐＨ ｖａｌｕｅꎻＢ. ｐＨ 值稳定性 ｐＨ ｖａｌｕｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎻＣ. 最适反应温度 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻＤ. 温度稳定性(４０ ℃ )Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ(４０ ℃ ) .

２.３.２　 突变酶的最适反应 ｐＨ 值、温度及 ｐＨ 值、温度

稳定性测定　 突变酶最适反应 ｐＨ 值的测定结果(图
２－Ａ)显示ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０、Ｓ１２ 与野生型的最适反应

ｐＨ 相同ꎬ均为 ｐＨ６.０ꎮ 突变酶的 ｐＨ 值稳定性测定结

果(图 ２－Ｂ)显示ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０、Ｓ１２ 与野生型均在

ｐＨ７.０ 处残余酶活性最高ꎬ在 ｐＨ 值 ６.０ ~ ７.０ 时均保持

６０％以上的残余酶活ꎮ 因此ꎬ突变未影响酶的最适反应

ｐＨ 值和 ｐＨ 值稳定性ꎮ
突变酶最适反应温度的测定结果(图 ２－Ｃ)显示ꎬ

突变酶 Ｓ２、Ｓ１０、Ｓ１２ 与野生型的最适反应温度相同ꎬ均
为 ３５ ℃ꎮ 突变酶的温度稳定性(４０ ℃)测定结果(图
２－Ｄ)显示ꎬ除突变酶 Ｓ１０ 保持着高于野生型的残余酶

活性ꎬ在 ４０ ℃热处理 ２ ｈ 后仍保持 ６０％以上的残余活

性ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１２ 的热稳定性均比野生型酶差ꎬ说明

突变对热稳定性有影响ꎮ

４５７
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２.３.３　 突变酶动力学参数的测定　 突变酶的酶学动力学参数测定结果见表 ３ꎮ 突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的

比活力分别为(２ ５０３.３３±３２.１５)Ｕ􀅰ｍＬ－１、(３ ２１１.６７±１５４.９５)Ｕ􀅰ｍＬ－１和(２ ９２１.６７±１１８.４６)Ｕ􀅰ｍＬ－１ꎬ是野生

型的 ３.０７、３.９３ 和 ３.５８ 倍ꎮ 突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的 Ｋｍ 值分别为 ５６.８９、２７.００、４０.６５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ是野生型

的 ９１.７％、４３.５％和 ６５.５％ꎬ均低于野生型ꎬ其 Ｋｍ 值降低ꎬ表明酶与底物 ＤＯＮ 的亲和力提高ꎻ突变酶 Ｓ２、
Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的 ｋｃａｔ / Ｋｍ 值分别为 ３２７.３０、５７６.６７ 和 ３８０.０７ Ｌ􀅰ｍｍｏｌ－１􀅰ｓ－１ꎬ是野生型的 １.２５、２.２０ 和 １.４５ 倍ꎬ
催化效率的提高使突变酶比活力也提高ꎮ

表 ３　 突变酶比活力及动力学参数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

比活力 / (Ｕ􀅰ｍｇ－１)
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

Ｋｍ /
(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

ｋｃａｔ / ｓ－１
ｋｃａｔ / Ｋｍ

(Ｌ􀅰ｍｍｏｌ－１􀅰ｓ－１)
ＷＴ 　 ８１６.６７±２０.２１ｄ ６２.０２ａ １６.２１ｂ ２６１.３７ｄ

突变体 Ｓ２ ２ ５０３.３３±３２.１５ｃ ５６.８９ｂ １８.６２ａ ３２７.３０ｃ

Ｍｕｔａｎｔｓ Ｓ１０ ３ ２１１.６７±１５４.９５ａ ２７.００ｄ １５.５７ｃ ５７６.６７ａ

Ｓ１２ ２ ９２１.６７±１１８.４６ｂ ４０.６５ｃ １５.４５ｃ ３８０.０７ｂ

２.４　 突变酶催化活性提高的分子机制

２.４.１　 分子动力学模拟　 如图 ３－Ａ 所示:野生型在 ８ ｎｓ 达到平衡ꎬＲＭＳＤ 值为 ２.２５ Åꎻ而突变酶 Ｓ２、Ｓ１０
和 Ｓ１２ 的平衡时间均后移ꎬ分别在 １０、１３ 和 １３ ｎｓ 达到平衡ꎻ此外ꎬ与野生型相比ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的

ＲＭＳＤ 分别升高至 ２.７５、３.６０ 和 ３.２０ ÅꎬＲＭＳＤ 的后移和连续增加表明突变酶构象的灵活性增加[２６]ꎮ 比活

力测定结果(表 ３)显示ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的比活力分别是野生型的 ３.０７、３.９３ 和 ３.５８ 倍ꎬ与 ＲＭＳＤ
的变化结果一致ꎬ说明突变酶的柔性增加ꎬ使得催化活性提高ꎮ

如图 ３－Ｂ 所示:在突变酶 Ｓ２、Ｓ１０、Ｓ１２ 中ꎬ ５２６ＩＳＧＹ􀆺􀆺ＧＴＧＦ５５３氨基酸残基运动的自由度比野生型更

高ꎮ 其中ꎬ突变酶 Ｓ２ 在 Ｔｈｒ５３１ 和 Ｓｅｒ５４８ 处以及突变酶 Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 在 Ｇｌｎ５３９ 和 Ｖａｌ５４１ 处的 ＲＭＳＦ 值相比

野生型明显上升ꎬ说明上述位点运动自由度高ꎮ ５２６ＩＳＧＹ􀆺􀆺ＧＴＧＦ５５３位于 ＤｅｐＡ 的活性位点附近ꎬ对 ＤｅｐＡ
的催化活性影响很大ꎬ当５２６ＩＳＧＹ􀆺􀆺ＧＴＧＦ５５３区域的自由度增加ꎬ辅酶 ＰＱＱ 和底物 ＤＯＮ 更容易进入 ＤｅｐＡ
的活性口袋ꎬ使突变酶催化活性提高[２７]ꎮ

图 ３　 突变酶的均方根偏差(ＲＭＳＤꎬＡ)和均方根涨落(ＲＭＳＦꎬＢ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ(ＲＭＳＤꎬＡ)ａｎｄ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅｄ

ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ(ＲＭＳＦꎬＢ)ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ

在 ＤｅｐＡ 催化 ＤＯＮ 解毒的过程中ꎬ活性位点 Ａｓｐ３０４ 在质子传递中发挥关键作用ꎬ是与酸碱催化的质

子反应中一个重要的催化碱基[２８]ꎮ 因此ꎬ研究 Ａｓｐ３０４ 与底物 ＤＯＮ Ｃ３ 位羟基的距离即底物 ＤＯＮ 的亲核
进攻距离可反映酶与底物之间结合的能力[２９]ꎮ 野生型和突变酶的底物 ＤＯＮ 的亲核进攻距离分析结果见

图 ４ꎮ 在野生型中ꎬＡｓｐ３０４ 与底物 ＤＯＮ Ｃ３ 位羟基的距离稳定在 ５.６ Å 附近ꎬ而突变酶 Ｓ２ 的底物进攻距离

约为 ４.５ Åꎬ突变酶 Ｓ１０ 中的底物进攻距离稳定在 ３.７ ~ ４.３ Åꎬ突变酶 Ｓ１２ 的底物进攻距离稳定在 ３.２ ~
４.３ Åꎬ表明在 ＤＯＮ 发生催化反应时ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 反应体系中的底物进攻距离均比野生型的小ꎬ
因此ꎬ更容易发生催化反应ꎮ 突变酶的酶学动力学参数(表 ３)显示ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的 Ｋｍ 分别是野

生型的 ９１.７２％、４３.５３％和 ６５.５４％ꎬ与进攻距离变化趋势相符ꎬ说明突变酶与底物的亲和力增加ꎬ使得催化

活性提高ꎮ
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图 ４　 在 ３０ ｎｓ 分子动力学模拟中的氨基酸 Ａｓｐ３０４ 与底物

ＤＯＮ Ｃ３ 羟基进攻距离

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ａｓｐ３０４ ａｎｄ Ｃ３ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＤＯＮ ｆｏｒ ｍｕｔａｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ３０ ｎｓ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２.４.２　 突变酶的三维结构模拟分析　 为进一步

探究突变酶催化活性提高的分子机制ꎬ从结构

上分析突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 与野生型 ＤｅｐＡ 的

氨基酸残基 Ａｓｐ３０４ 与底物 ＤＯＮ Ｃ３ 位羟基的距

离ꎮ 结果如图 ５ 所示:在野生型中ꎬ该氨基酸

Ａｓｐ３０４ 与底物 ＤＯＮ Ｃ３ 位羟基的距离为 ６.４ Åꎬ
而在突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 中ꎬ该距离分别为缩

短为 ６.１、３.８ 和 ４.２ Åꎬ这与分子动力学模拟的

结果变化趋势一致(图 ４)ꎬ进一步证实了亲核进

攻距离的缩短可促进底物亲和力的提高ꎬ是催

化活性提高的主要原因ꎮ

图 ６　 在 ＰｙＭｏＬ 模拟中野生型及突变酶的活性中心比较

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｃｔｉｖｅ ｃｅｎｔｅｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ
ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ＰｙＭｏＬ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　 　 Ａ—Ｄ:野生型及突变酶 Ｓ２ꎬＳ１０ 和 Ｓ１２ Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ
Ｓ２ꎬＳ１０ ａｎｄ Ｓ１２.

形成的氢键用黄色虚线表示ꎬ形成的疏水相互作用用绿色虚线表示ꎮ
Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｆｏｒｍｅｄ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅꎬａｎｄ ｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒｍｅｄ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ.

通过分析底物与周围其他关键氨基酸之间

相互作用力的变化ꎬ进一步分析催化活性提高

的原因ꎮ 对突变酶 Ｓ２ 及 Ｓ１０ 进行结构分析发

图 ５　 在 ＰｙＭｏＬ 模拟中 Ａｓｐ３０４ 与底物 ＤＯＮ Ｃ３ 位羟基距离

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｓｐ３０４ ａｎｄ Ｃ３ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＤＯＮ ｄｕｒｉｎｇ ＰｙＭｏＬ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

现ꎬ当位于活性中心附近的 １７５ 位氨基酸由丝氨酸突变为甘氨酸后ꎬ氨基酸侧链变短ꎬ通道口袋增大ꎬ底物

ＤＯＮ 及产物 ３￣ｋｅｔｏ￣ＤＯＮ 进出活性通道的空间位阻减小[３０]ꎮ 同时ꎬＳ１７５Ｇ 中羟基的去除增加了活性中心

的疏水性ꎬ从而提高了底物的转化效率[３１]ꎮ 此

外ꎬ底物与 Ｐｈｅ４０５ 之间的疏水作用消失ꎬ但是

额外增加了底物与 Ｌｅｕ５４９ 之间的疏水相互作

用(图 ６－Ａ—Ｃ)ꎬ疏水相互作用的增强使突变

酶 Ｓ２ 和 Ｓ１０ 可以更好结合底物ꎬ从而提高酶

与底物的亲和力[３２]ꎮ 根据测得的动力学参数
(表 ３)ꎬＳ２ 和 Ｓ１０ 的 Ｋｍ 分别是野生型的 ９１.７２％
和 ４３.５３％ꎬ亲和力较野生型得到提高ꎮ 疏水作

用的增强是突变酶 Ｓ２ 和 Ｓ１０ 催化活性提高的

原因之一ꎮ
对突变酶 Ｓ１２ 进行结构分析发现ꎬ当位于

活性中心附近的 ３４９ 位氨基酸由赖氨酸突变

为谷氨酰胺后ꎬＧｌｎ３４９ 与底物 ＤＯＮ 的距离缩

短ꎬ额外形成了底物与 Ｇｌｎ３４９ 的氢键作用ꎮ 此

外ꎬ底物与 Ｇｌｎ１９１ 之间的氢键作用消失ꎬ但是

额外增加了底物与 Ｔｙｒ１９２ 之间的氢键作用ꎮ
同时ꎬ突变后ꎬ失去了底物和 Ｐｈｅ４０５ 的疏水相

互作用ꎬ额外增加了底物与 Ｌｅｕ１２４ 和 Ｌｅｕ５４９
的疏水相互作用 (图 ６ － Ｄ)ꎮ 疏水氨基酸

Ｌｅｕ１２４、Ｌｅｕ４０６ 和 Ｌｅｕ５４９ 形成的疏水网络使

底物 ＤＯＮ 及产物 ３￣ｋｅｔｏ￣ＤＯＮ 更容易进出疏水

通道ꎬ被瞄定在活性中心ꎮ Ｓ１２ 的 Ｋｍ 是野生型
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的 ６５.５４％ꎬ在发生突变后ꎬ与底物的亲和力增加ꎬ使其催化效率得到提高[３３]ꎮ 疏水作用和氢键的数量增

加是突变酶 Ｓ１２ 催化活性提高的原因之一ꎮ
经结构分析发现ꎬ突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 中发生点突变的残基 Ｖ５５９Ａ、Ｒ５３９Ｃ、Ｖ１８１Ｇ、Ｇ２２１Ｖ、Ｄ２５２Ｖ、

Ｇ２７３Ｃ 和 Ｔ３１７Ｓ 距离活性中心超过 １０ Åꎬ猜测是由于远端效应引起的催化活性提高ꎮ 在酶催化的动态过

程中ꎬ蛋白构象的重新分布是调控底物结合机制和亚稳态构象的基础ꎬ其中ꎬ远端残基通过残基－残基网

络与活性位点或蛋白中任何位置的残基相连ꎬ影响蛋白的局部结构甚至导致整体异构[３４]ꎮ 同时ꎬ远端突

变远离活性中心并不直接改变底物结合口袋ꎬ或许能够实现避免权衡并协同调节多个酶性能的目

的[３５－３７]ꎮ 远端效应也是提高突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 催化活性的原因之一ꎮ

３　 讨论与结论

酶在工业生产中被广泛应用ꎬ其催化活性和热稳定性的提高对于实现工业化生产至关重要[３８]ꎮ 在蛋

白质工程中ꎬ理性设计、半理性设计及定向进化是改善酶催化性能的主要手段ꎮ 然而ꎬ理性设计和半理性

设计要求深入了解结构和功能之间的关系ꎬ限制了其广泛应用[３９－４０]ꎮ 相比之下ꎬ定向进化不受蛋白结构

的限制ꎬ通过引入高度随机的突变位点构建突变文库ꎬ为提高酶的催化性能提供可能[１７]ꎬ因此是最理想的

改善催化性能的酶工程策略之一ꎮ 例如ꎬＴａｎｇ 等[４１] 通过 ２ 轮易错 ＰＣＲ 对甲酸酯脱氢酶 ＣｂＦＤＨＣ２３Ｓ

(ＥＣ １.１７.１.１０)进行定向进化ꎬ成功获得比母本活性高 ４ 倍的突变体 Ｍ２ꎬ提高了其工业应用潜力ꎮ 尽管

醇脱氢酶的分子改造已有相关报道ꎬ但关于呕吐毒素解毒酶的分子改造方面ꎬ国内外尚未见有相关报道ꎮ
本研究中ꎬ针对呕吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 催化活性低的问题ꎬ通过易错 ＰＣＲ 和 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 相结合的方法

对其进行改造ꎬ最终筛选到催化活性显著提高的突变酶 Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ꎮ
提高催化活性最常见方法是通过活性中心的重塑和引入新的底物相互作用来实现[４２]ꎮ Ｘｕ 等[４３]

采用易错 ＰＣＲ 对色氨酸合酶(ＥＣ ４.１.９９.２５)进行分子改造ꎬ成功使突变酶的催化活性提高了 ３.７９ 倍ꎮ 结

构分析发现ꎬ突变改变了活性中心大小及形状ꎬ促进了突变酶的催化活性ꎮ 另外ꎬＣｌｉｆｔｏｎ 等[４４]通过交错延

伸(ｓｔａｇｇｅｒｅｄ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＳｔＥＰ)对环己二烯脱氢酶(ＥＣ ４.２.１.９１)进行体外进化ꎬ通过结构分析及分子

动力学模拟发现突变引入的氢键网络促进了底物过渡态的稳定ꎬ实现了催化活性的提高ꎮ 本研究表明ꎬ突
变酶的活性中心与底物的氢键作用及疏水相互作用增加ꎬ使底物 ＤＯＮ 的结合及产物 ３￣ｋｅｔｏ￣ＤＯＮ 的释放

更易进行ꎬ从而提高了酶的催化活性ꎮ 此外ꎬ分子动力学模拟中的底物亲核进攻距离也是评估催化性能的

重要参数ꎮ 李聪聪等[４５]研究表明ꎬ不同底物中内酯酶的 Ｔｙｒ９８ 与底物的内酯环羰基碳及对氧磷的进攻距

离越短ꎬ底物与蛋白质的结合能力越强ꎬ催化活性也越高ꎮ 本研究结果进一步验证了底物进攻距离与催化

活性成反比的关系ꎬ突变酶的底物进攻距离缩短有助于提高其催化活性ꎮ 因此ꎬ本研究结合分子动力学模

拟和三维结构模拟分析ꎬ揭示了突变酶催化活性提高的分子机制ꎬ为改良其他醇脱氢酶提供了有力依据ꎮ
除了活性中心的改造ꎬ近年来ꎬ随着计算机技术在蛋白质工程中的应用ꎬ研究人员开始将注意力转向

远离活性中心的位点ꎮ 远端部位引入突变会带来二级结构的变化、三级结构的重塑、四级结构的重新排列

以及表面净电荷和盐桥的改变ꎬ这些突变一般不会对活性中心造成根本性改变ꎬ这是一种较为温和的酶性

能改造方法[３４ꎬ４６]ꎮ Ｇｕ 等[３５]利用定向进化对醇脱氢酶进行改造ꎬ发现远离活性中心的突变体 Ｌ３４Ａ 和

Ｌ１３７Ｖ 在实现立体选择性偏好提高的同时也显著提高了催化活性ꎬ这为传统以活性中心为重点的蛋白质

工程提供了有效补充ꎮ 本研究发现远端效应也影响 ＤｅｐＡ 的催化活性ꎬ该结果为提高酶的催化活性提供

了新的研究思路[４７]ꎮ
综上ꎬ通过易错 ＰＣＲ 和 ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ 相结合的方法ꎬ本研究成功获得了酶活性显著提高的突变酶

Ｓ２、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ꎬ其比活力比野生型分别提高了 ２０７％、２９３％和 ２５８％ꎮ 此外ꎬ这些突变酶的底物亲和力和催

化效率也显著提高ꎮ 分子动力学模拟和三维结构模拟分析揭示ꎬ突变引起柔性增加、底物 ＤＯＮ 的进攻距

离缩短、氢键增加以及疏水性增强ꎬ从而提高其酶的催化活性ꎮ 本研究提示:定向进化策略能有效提高呕

吐毒素解毒酶 ＤｅｐＡ 的催化活性ꎬ为其工业应用提供了重要依据ꎮ
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