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藻毒素降解酶 A与微囊藻毒素
作用条件的分析

郭小亮，殷月玲，吴彦东，冯玲玲*，郑骧羊，徐国睿，周凡惠
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摘要：化学生物学的一个重要内容是以生物体中的重要调控酶为靶酶，通过异源表达获得靶酶并研究其性质，实现靶

酶的实际应用。以藻毒素降解酶 A（MlrA）为中心，成功制备并表征目的蛋白，分析其纯度并探讨不同条件（底物浓度、温

度、pH、金属离子）对 MlrA 降解微囊藻毒素（MCs）活性的影响。通过实验，学生掌握制备和表征目的蛋白的方法，掌握探

究不同条件对酶活性影响的实验设计，熟悉重要仪器的使用，进而提高分析问题、解决问题的能力，将理论与实践相结

合。在实验教学过程中引导学生思考科学研究对社会的价值和意义，体会科学道德和社会责任的重要性，认识作为科学研

究者的社会责任和使命，进而培养并提升学生的科学探究意识和社会责任感。
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Study on the Interaction Conditions between
Microcystinase A and Microcystins
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Abstract: Targeting  regulatory  enzymes  is  an  important  aspect  of  chemical  biology.  The  approach  involves  acquiring  target
enzymes through heterologous expression, studying their properties, and ultimately applying them in practical settings. Microcystinase
A (MlrA) was identified and successfully prepared and characterized as  a  target  enzyme.  The study analyzed both the purity of  the
enzyme and its resulting effects, examining how different substrate concentrations, temperature, pH, and metal ions affected MlrA’s
activity in microcystins (MCs) degradation. Through experimentation and exploration, students can learn to prepare and analyze target
proteins,  design  experiments  to  explore  enzyme  activity  under  different  conditions,  and  use  key  instruments,  which  improves  their
problem-solving skills, their ability to apply chemical biology knowledge, and their scientific inquiry and social responsibility. In the
process  of  experimental  teaching,  students  were  guided  to  think  about  the  value  and  significance  of  scientific  research  to  society,
realize the importance of scientific ethics and social responsibility, and understand the social responsibility and mission of scientific
researchers, which cunltivate their senses of scientific inquiry and social responsibility.
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近年来，受气候变化和水体富营养化的影响[1−2]，

有 害 微 囊 藻 水 华 （ harmful  microcystis  blooms，
HMBs）频繁爆发。蓝藻过度生长及其释放的微囊

藻毒素不仅损伤水质、破坏水域生态景观，降低

生态系统的生物多样性，而且对人类的生产生

活、身体健康等造成了极大的影响[3−4]。针对蓝藻

的治理方法主要从控制蓝藻的生物量或去除藻毒

素入手，包括物理法、化学法和生物法[5]。在众多
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方法中，生物法是一种能够有效去除 HMBs和
MCs的方法，因其对环境友好、高效以及低成本

的特点而受到学者的高度关注[6]。MCs是肝毒性

蓝藻毒素，具有稳定的环状七肽结构[7]，对高温环

境、pH变化有极强的抵抗性。目前已经发现

270多种 MCs变体[8]，其中研究最多的是 MC-LR。
研究表明，许多菌群能够降解 MCs[9]。文献

[10]首次从 Sphingomonas sp. ACM-3 962中鉴定得

到降解 MC-LR的 mlr基因簇（包括 mlrA、mlrB、
mlrC、mlrD），并证实由 mlrA编码的藻毒素降解

酶 MlrA是催化降解 MC-LR所需的第一个关键

酶。MlrA能够水解 MC-LR中 Adda-Arg部位的肽

键 [11]，使环状 MC-LR变成线型 MC-LR，大大降

低MC-LR毒性。文献 [12]在前期研究中，将mlrA
基因克隆到了 pMAL-c2X载体上，导入工程菌大

肠杆菌中，通过在大肠杆菌 K12 TB1中过量表

达，首次成功获得了纯度超过 90% 的 MlrA[12]。影

响 MlrA降解 MCs活性的因素有温度、pH、金属

离子[13] 等，因此，成功制备高纯度的 MlrA并找

到其降解 MCs的最适条件对 HMBs的高效治理具

有重要意义。

化学生物学的一个重要内容是以生物体中的

重要调控酶为靶酶，通过异源表达获得靶酶 [14]，

并研究不同条件对靶酶活性的影响，找到靶酶发

挥活性的最适条件，实现靶酶的实际应用。MlrA
是 MCs降解过程中的关键酶，结合化学生物学的

知识和技术，以 MlrA为靶酶，研究 MlrA降解

MCs的酶学性质、酶与底物的相互作用，是实现

靶酶实际应用的关键。

化学生物学是一门新兴的交叉学科，主要通

过运用化学领域发展较成熟的理论知识、研究

方法和技术手段来解决生命科学领域存在的复杂

问题，在相关科研领域发挥着不可替代的重要作

用[15]。21世纪以来，我国化学生物学建设获得了

科学基金的大力支持，得以蓬勃发展。2016年，

基金委批准化学生物学成立独立学科评审组，自

2017年起，化学生物学开始作为一个独立的学科

领域进行基金评审 [16−17]。在这些措施的推进下，

化学生物学的研究队伍增长迅速，研究领域更加

多样，逐渐从简单体系拓宽到复杂体系，内涵丰

富，独具特色。当前，化学生物学本科教学的理

论课程体系迅速发展并在逐步完善，为适应社会

发展，满足社会创新型人才的需求，高校化学生

物学的实验教学建设也需要引起高度重视[18]。

本文以化学专业大三学生的知识背景为基

础，根据学生的发展需求，将课题组在科研领域

取得的系列研究成果转化，设计了一个化学生物

学的研究设计实验。前期研究中报道了 MlrA的异

源表达、降解机理和酶学性质等研究成果[12,19]。在

该项研究设计实验中，实验内容包括探究底物浓

度、金属离子配体、温度和 pH对靶酶活性的影

响，进而找到 MlrA发挥活性的最适条件。通过本

实验项目的实际操作和实践体验来验证理论知

识，培养学生分析问题和解决问题的能力，并进

一步塑造其动手能力、创新意识和团队协作能

力，提升学生综合运用化学生物学知识的能力。

同时在实验探究过程中，引导学生思考科学道德

与社会责任等问题，通过实验探究和分析讨论，

让学生认识到科学诚信道德方面的重要性，同时

将实验内容与环境保护等社会热点问题相结合，

引导学生认识到科学技术进步对于人类社会发展

的重要性，使学生充分领悟到科学研究的价值和

意义，以及作为科学研究者的使命，树立科学探

究意识并培养社会责任感。

 1    实验目的

1）  学习并掌握蛋白表达、纯化的原理和方

法，掌握通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳 （SDS-PAGE）技术表征蛋白的方法以及探究

MlrA酶学性质的实验方法。

2） 掌握冷冻离心机、蛋白质电泳仪、高效液

相色谱仪（HPLC）等仪器的基本使用方法。

3） 学习研究型实验设计的思路与方法，提升

分析和解决问题的能力，提高运用化学生物学实

验技术的应用能力。

 2    实验原理

 2.1    MlrA的制备

异丙基-β-d-硫代半乳糖苷（IPTG）是一种诱导

外源基因表达的诱导剂[20]，将含有 MlrA基因的质

粒转入感受态细胞后，经复苏、活化、扩大培养

和 IPTG诱导，可成功合成目的蛋白。

直链淀粉树脂亲和层析纯化带有 MBP-tag的

融合蛋白是目前蛋白纯化中常用的一种方法。蛋

白上样后，目标蛋白中的 MBP-tag能够被多糖树

脂吸附，而杂蛋白则流出。再通过使用麦芽糖进
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行温和洗脱，将目的蛋白洗脱下来。

 2.2    MlrA的纯度、大小分析

聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）为网状结构，具有分

子筛效应，为蛋白质的电泳提供者载体；十二烷

基硫酸钠（SDS）是阴离子表面活性剂，与蛋白质结

合后使蛋白质-SDS复合物带上负电荷，还能使复

合物构像发生改变。SDS-PAGE凝胶电泳的结果

不受蛋白质形状和自身所带电荷的影响，只与蛋

白质分子的大小有关，可根据蛋白质的分子量不

同分析目的蛋白MlrA的纯度和大小。

 2.3    MlrA与底物作用条件的分析

酶作为一类具有高效催化活性的生物大分

子，酶促反应速率不仅与酶自身结构和性质有

关，还受到外界因素（如底物、温度、pH和金属

离子等）的影响。其中，底物能与靶酶特异性结

合，酶促反应速率与底物浓度的关系可通过米氏

方程表示，米氏常数 Km是酶的特征常数，可表

征酶与底物的结合能力；金属离子对酶的活性有

不同的作用，有的金属离子起抑制作用，有的金

属离子起活化作用[21]；酶催化活性最高时缓冲溶

液的 pH称为酶的最适 pH，在过酸或过碱环境会

导致酶蛋白变性；酶催化活性最高时的温度称为

酶的最适温度，在低温时酶活性受到抑制，高温

时构成酶本身蛋白结构的分子热能增加，维持酶

三维空间结构的非共价键相互作用破坏的机会增

加，导致酶活性降低，甚至变性。

本实验中，通过单一因子变化法分别探究底

物浓度、温度、pH和铜离子对 MlrA活性的影

响。在研究某一因素对酶促反应速率的影响时，

维持反应中其他因素不变。

 3    实验试剂和仪器

 3.1    实验试剂

微囊藻毒素 MC-LR标准样品购自 Algalchem
公司，柠檬酸、柠檬酸钠、KH2PO4、K2HPO4、甘

氨酸、NaOH、硫酸铜、30% 丙烯酰胺混合液、

Tris-HCl、氯化钠、sodium lauryl sulfate（SDS）、过

硫酸铵、TEMD等为分析纯，购自国药化学试剂

有限公司（中国）；麦芽糖−水合物（maltose monohy-
drate）购自 Biofroxx厂家；用于亲和层析纯化带有

MBP-tag融合蛋白的直链淀粉树脂购自 Novagen
公司；SDS-PAGE蛋白分子 Marker购自 Thermo
Fisher Scientific公司；胰蛋白胨、琼脂粉、酵母提

取物购自 Biofroxx公司；IPTG、氨苄青霉素、过

硫酸铵等为分析纯，购自国药化学试剂有限公司

（中国）；实验过程中所使用水均为去离子水。

 3.2    实验仪器

高速冷冻离心机（eppendorf）、高效液相色谱

仪（thermo fisher scientific）、pH计、移液枪、移液

管、恒温水浴锅、−80 ℃ 超低温冰箱、制冰机、

电热鼓风干燥箱、凝胶成像仪（BIO-RAD）。

 4    实验内容

 4.1    MlrA的制备

1） MlrA的表达

先取 2 μL含有目的基因的质粒转入 100 μL感

受态细胞，冰浴 30 min，42 ℃热激 90 s，继续冰

浴 2 min后，复苏、涂板，37 ℃过夜培养。第二

天挑选单菌落，接种到 10 mL LB液体培养基中

（含氨苄青霉素 100 mg/L），37 ℃、200 r/min下活

化 12~16 h。之后将菌液按照 2% 的接种量加入到

1 L LB液体培养基中（含氨苄青霉素 30 mg/L），
在 37 ℃，220 r/min条件下培养至菌液的 OD600 介

于 0.8−1.0之间，加入诱导剂 IPTG诱导蛋白表

达，诱导温度为 16 ℃，加入诱导剂 IPTG终浓度

为 0.2 mmol/L，培养 12 h左右并测定其 OD600。

2） MlrA的纯化

在 4 ℃ 条件下，通过高速离心机在 8 000 r/min
条件下离心 10 min收集细菌，用重悬液（50 mmol/L
Tris-HCl pH 8.0，50 mmol/L NaCl）重悬菌体，然

后利用超声破碎仪破碎蛋白，破碎功率 300 W，

工作时间 3 s，间歇时间 3 s，超声 20 min。破碎后

的菌在 9 000 r/min条件下离心 40~60 min分离沉

淀与上清，将得到的上清粗酶液用于 MBP蛋白标

签亲和层析柱纯化，先将粗酶液重复上样两次

后，再用 wash buffer（25 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，
150 mmol/L NaCl）洗杂蛋白，最后用含 10 mmol/L
麦芽糖的 Elution  Buffer洗脱液（20  mmol/L  Tris-
HCl pH 8.0，10 mmol/L 麦芽糖−水合物）洗脱目标

蛋白。

 4.2    MlrA的纯度、大小分析

SDS-PAGE凝胶电泳的实验步骤如下。

1） 制样

在样品蛋白中加入适量的蛋白上样缓冲液，

充分振荡均匀，在 95 ℃ 条件下加热 10 min，使蛋

白质变性。
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2） 制备 SDS-PAGE凝胶

清洗制胶板，晾干后固定，按表 1配方先后

制备 15 mL 12％分离胶和 5 mL 5％浓缩胶，将分

离胶胶液加入制胶板中，用无水乙醇液封，静置

30 min。待分离胶凝固后去除无水乙醇，加入浓缩

胶，插入相应孔径的梳子，静置。
 
 

表 1    SDS-PAGE凝胶电泳配方
 

水 30%丙烯酰胺混合液 1.5 mol/L Tris（pH=8.8） 10%SDS 10%过硫酸铵 TEMD
15 mL下层胶（12%分离胶） 4.9 6.00 3.80 0.15 0.15 0.006

水 30%丙烯酰胺混合液 1 mol/L Tris（pH=6.8） 10%SDS 10%过硫酸铵 TEMD
5 mL下层胶（5％浓缩胶） 3.4 0.83 0.63 0.05 0.05 0.005

 

3） 电泳

将凝固后的胶板置于电泳槽中，加入甘氨酸

电泳液，上样，设置电压仪为 100 V、40 mA。

4） 染色脱色

电泳结束后取下蛋白胶，用考马斯亮蓝染色

30 min后，倒入脱色剂脱色至凝胶透明干净。

5） 成像

用凝胶成像仪拍照成像。

 4.3    MlrA与底物作用条件的分析

 4.3.1    MlrA 比活力的测定

反应体系 400 μL，磷酸缓冲液 pH=7.0。底物

初始浓度 10 μg/mL，加入体积 10 μL，则底物终浓

度为 0.25  μg/mL。将 MlrA稀释至 0.25  mg/mL，
加入体积分别为 0、2、4、6 μL，室温下反应 5 min
后加入 4 μL 20% 磷酸溶液终止反应。用 HPLC测

试不同浓度 MlrA对 MCs的降解速率并计算比活

力，选择一个酶浓度作为酶学性质研究的最佳酶

浓度。

 4.3.2    底物浓度对 MlrA 活性的影响

室温、pH=7.0条件下，设置 MCs浓度的浓度

梯度为 0.025、0.050、0.075、0.100、0.150、0.200、
0.250、0.300、0.375、0.500、0.750、1.000 μg/mL。
反应体系 400 μL，磷酸缓冲液 pH=7.0，在最佳酶

量下，与不同浓度底物反应 5  min，加入 4  μL
20% 磷酸溶液终止反应。用 HPLC测试 MlrA对

MC-LR的降解速率，测定酶促反应动力学参数。

 4.3.3    温度对 MlrA 活性的影响

pH=7.0、底物浓度 0.25 μg/mL，将 MlrA样品

分别在 25、35、40、45、50、55、60、65 ℃ 水浴

锅中孵育 1  h。反应体系 400  μL，磷酸缓冲液

pH=7.0，在最佳酶量下，室温下反应 5 min，终止

反应后用 HPLC测试 MlrA对 MC-LR的降解效

率，确定最适温度。

 4.3.4    pH 对 MlrA 活性的影响

室温、底物浓度 0.25 μg/mL、最佳酶浓度条

件下，将MlrA在pH分别为3.0、4.0、5.0、6.0、6.5、
7.0、7.5、8.0、9.0、10.0、11.0的缓冲溶液中孵

育 1 h，反应体系 400 μL，磷酸缓冲液 pH=7.0，
在最佳酶量下，室温下反应 5 min，终止反应后用

HPLC测试MlrA对MC的降解效率，确定最适 pH。

 4.3.5    Cu2+对 MlrA 活性的影响

其他条件一定时，分别向体系中加入不同体

积的 Cu2+，使其浓度梯度为 0、0.000 01、0.000 1、
0.001、0.01、0.1、0.5、1、10 mg/mL，反应体系

400 μL，磷酸缓冲液 pH=7.0，在最佳酶量下，室

温下反应 5 min，终止反应后用 HPLC测试 MlrA
对MC-LR的降解效率。

 5    实验结果与讨论

 5.1    MlrA的纯度、大小分析

通过 SDS-PAGE实验分析 MlrA的含量情况

如图 1所示。纯化的蛋白分子量在 70 kDa附近，

与标准蛋白的分子量接近，证明成功制得了纯度

较高的MlrA。
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条带 M—蛋白 Marker；条带 P—细胞破裂离心后的沉淀；
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条带 W—洗杂蛋白；条带 E—目的蛋白。

图 1    用 SDS-PAGE分析MlrA的表达及纯化情况
 

 5.2    MlrA的比活力

U被 定 义 为 室 温 下 ， 1  min内 降 解 1  μg
MCs所需 MlrA的酶量。实验结果得出 MlrA的比

活力为 3.81±0.68 U/mg，后续实验以 MlrA初始浓
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度为 0.25 mg/mL，加入体积 6 μL进行测定。

 5.3    底物浓度对MlrA活性的影响

底物浓度可直接影响酶的活性。为了分析底

物浓度对 MlrA活性的影响，在一定酶浓度下，改

变底物浓度，测定酶活性，酶活性与底物浓度的

关系可以通过 Hill方程拟合，结果如图 2所示。

MlrA的最大反应速度 Vmax 为 19.67 ± 0.73 U/mg，
米氏常数 Km为 0.35 ± 0.02 μg/mL。米氏常数是酶

的特征常数，可表征酶与底物的结合能力。
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图 2    底物浓度对MlrA活性的影响
 

 5.4    温度对MlrA稳定性的影响

在最佳酶浓度、一定底物浓度和适宜 pH下，

改变酶的孵育温度，结果如图 3所示。 25~
60 ℃ 范围内孵育 1 h后，MlrA均能保持最高活性

的 28% 以上，说明 MlrA具有良好的热稳定性。

同时，随着温度升高，MlrA的活性先增大后减

小，在 40 ℃ 时，MlrA的热稳定性最高。
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图 3    温度对MlrA活性的影响
 

 5.5    pH对MlrA稳定性的影响

在最佳酶浓度、一定底物浓度和室温下，改

变酶的孵育 pH，结果如图 4所示。随 pH升高，

MlrA的活性先增大后减小，在 pH=7.5时，MlrA

的 pH稳定性最高。在 pH=11时，MlrA仍能保持

最大活性的 30%，说明MlrA具有一定的耐碱性。
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图 4    pH对MlrA活性的影响
 

 5.6    Cu2+对MlrA活性的影响

Cu2+在 0~10 mg/L不同浓度下对 MlrA活性的

影响如图 5所示。该实验结果表明，0.1  mg/L
的 Cu2+对 MlrA的活性有促进作用，当浓度高于

0.1 mg/L时，Cu2+对 MlrA的活性有不同程度的抑

制，并且随铜离子浓度增大，抑制作用增强。当

Cu2+浓度为 10 mg/L时抑制作用最大，酶活性仅有

最高活性的 42%。
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图 5    Cu2+浓度对MlrA活性的影响
 

 6    实验教学模式、教学设计及教学安排

本研究设计实验结合社会现状，以蓝藻水华

暴发及藻毒素污染为背景，基于化学生物学的研

究技术和研究成果，培养学生发现问题、解决问

题的能力，为学生从事科学研究工作提供思路。

通过理论学习和实践，学生能够综合运用所学知

识，掌握实验方法，提升科学探究、服务社会的

意识和责任感。本实验教学设计为 24学时，在

12周内完成。它由阅读文献（4学时）和实验项目
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（20学时）共同组成，其中阅读文献的目的是提前

了解藻毒素降解酶相关的研究文献，并完成对应

的文献汇报；实验项目则由必做实验项目、选做

实验项目和说课汇报项目等环节组成，目的是锻

炼学生的动手能力、数据分析能力和汇报能力。

班级内学生 4人组成一个小组，小组成员分工完

成相应的实验项目。具体安排如下。

1） 阅读文献

阅读藻毒素降解酶（MlrA）降解微囊藻毒素的

相关文献并完成文献汇报，本部分安排为 4个学

时。实验教师准备 6篇文献，学生通过阅读提炼

文献要点，总结 MlrA降解 MCs的机理、研究

MlrA学性质的思路、技术路线和方法，能够初步

构建实验框架，设计实验方案，实现信息输入。

自主学习完成后，以小组讨论和个人汇报的形式

呈现学习成果，由教师或助教参与，完成信息的

输出过程。本环节旨在提高学生阅读、筛选科研

文献的能力，了解化学生物学的研究进展，掌握

化学生物学的研究思路，并通过自主设计实验提

升思维逻辑能力、问题解决能力和语言表达能力。

2） 确定实验项目

设置必做实验项目（1个）、选做实验项目

（4个）、说课汇报项目（2个），本部分共计 20个

学时。

必做实验项目为 MlrA比活力的测定。这部分

实验是后续实验的基础，通过该实验熟悉实验仪

器的操作，学会处理和分析数据，进而确定最佳

酶量，建议 2学时。

选做实验项目包含底物浓度对 MlrA活性的影

响、温度对酶活性的影响、pH对酶活性的影响、

金属离子对酶活性的影响、反应时间对 MlrA活性

的影响等项目中，实验小组选择其中的 4个实验

项目为实操项目，且根据自主意愿，每人统筹

1个实验，完成实验方案、分析实验结果并完成实

验报告。建议每个项目 4学时。如果学生能继续

探究其他因素对 MlrA活性的影响，进一步优化

MlrA的催化条件，可与课题组的教师讨论，在教

师帮助下得到更多的锻炼，进一步加深对化学生

物学研究设计实验的认识。

说课汇报项目 1在课程中期开展，对阶段性

实验成果及后期安排进行汇报，交流分享实践经

验和所遇困难，以便后续实验顺利进行，共 1学时。

说课汇报项目 2为课程总结汇报。小组完成

所有实验后进行小组讨论，分析实验结果并得出

结论，形成完整的实验报告，最后以小组汇报的

形式展示实验成果，共 2学时。

3） 实验管理

以 4人小组为单位，在实验室学长的指导

下，学生结合自身时间安排，确定实验的设计方

案、开始时间及完成时间。在此过程中，学生应

定期向指导教师汇报实验进展，教师对实验设计

的可行性进行审核，并统筹安排整个实验项目，

及时解决相关问题，确保实验顺利开展。

4） 考核评价方式

同时从多个维度进行考量，整体评判学生的

学习情况和综合能力。充分发挥学生的自主性和

主体性，从文献汇报、实验设计、实验操作、小

组合作、数据分析、研究汇报、个人总结等多个

方面打分，总分 100分，综合考查和评价学生学

习与收获情况，发掘学生更多的可能性。具体的

考核打分标准如下。

① 文献汇报（15分）: 所汇报文献重点突出，

阐述逻辑清晰，总结到位，图文并茂。

② 实验设计（15分）：实验目的清晰明确，实

验步骤简明易懂，实验设计合理。

③ 实验操作（30分）：实验前检查仪器药品，

实验过程中操作正确规范，及时记录实验现象，

实验结束后整理实验器材。

④ 数据分析（10分）：数据处理和分析过程清

晰，结果描述严谨。

⑤ 研究汇报（10分）：研究内容及研究结果的

汇报逻辑正确，结论清晰。

⑥ 团队合作（10分）：小组成员间团结互助、

积极交流，共同设计并完成实验内容。

⑦ 个人总结（10分）：对于研究内容重要性的

感悟，科学态度严谨，对科学研究价值的认识。

 7    结束语

国家的建设和发展离不开科研人才，进入新

时代后，我国在高校人才培养上投入了巨大资

源。为落实国家要求，华中师范大学在向社会输

送科研人才中发挥着重要作用，并且积极进行实

验课程教学改革，旨在提高学生的自主科研能

力，增强学生的创新意识，提升其社会责任感。

本研究设计实验从化学专业的特点出发，结合学

科发展的必要性，面向化学学院本科三年级的学
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生开设，并综合考虑学生的专业背景、成长需求

和个人能力，将课题组的科研成果转化为研究设

计实验。通过该项目的锻炼，学生能够拓宽思

维，掌握化学生物学的研究思路和研究手段，提

高分析、解决问题的能力，为今后从事相关的科

研活动打下基础，助力国家科研人才的发展。
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