
!" 卷 # 期

#$$" 年 ! 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：#%& ’ #"#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! ()*+, #$$"

基金项目：国家“&-. 项目”（#$$!/0-1&"$"）

"通讯作者。23,4567：8"9!.198&8-&-%；:9;6+,：<=3>?@;6+, A B,C A 3DCA E>
作者简介：王秋岩（1&-% F ），男，吉林省长春市人，博士研究生，主要从事嗜热酶的定向进化研究。:9;6+,：G6>?H+C<6>@;6+, A B,C A 3DCA E>
收稿日期：#$$%9$&9$%；接受日期：#$$%91$91$；修回日期：#$$%91#9#$

嗜热酯酶 !"#$%&’ 催化活性的定向进化研究

王秋岩，杨广宇，刘艳莉，王艳平，冯 雁"

（吉林大学 分子酶学工程教育部重点实验室 长春 1.$$#.）

摘 要：对来源于嗜热古菌 !"#$%&#’( %"#)*+ 的酯酶（(I:1%!-）催化活性进行定向进化研究。利用 (I:1%!- 特殊的

稳定性，建立了准确的高通量高温酯酶筛选方法。对第一代随机突变库筛选获得了催化活性较野生型提高 1J% 倍

的突变体 K$1$，序列分析表明其氨基酸突变为 L%#"M。从第二代突变库中筛选出的总活力提高 %J8 倍突变体

K$#$，突变位点为 L%#"M4:88N4(#$$24O%1&P，其比活力与 K$1$ 一致，但表达量比野生型提高约 ! 倍。对 K$#$ 酶学

性质表征发现，其最适 )Q 为 8J%，比野生型向碱性偏移 $J%；活性中心残基酸性基团的解离常数（),1 ）由野生型的

-J$ 提高至 -J%。晶体结构分析表明，突变位点 L%#" 距离活性中心较近，将其突变为 M3* 降低了活性中心的极性，抑

制了催化残基 Q+R 的解离，使酸性基团的解离常数升高。
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酯酶可以催化酯合成，酯水解，酯交换等具有重

要应用价值的反应。但自然界存在的酯酶在催化活

性和稳定性方面与工业要求还有一定距离。为获得

同时具有高催化活性和高稳定性的酶，通常从常温

酶出发，利用分子改造提高其稳定性以获得理想的

生物催化剂。随着极端环境微生物的发现，嗜热酯

酶表现了较好的热稳定性，具有广阔的应用前景。

对嗜热酯酶进行分子改造，在保证其稳定性的前提

下提高催化活力成为获得理想酶的一种新途径。来

源 于 嗜 热 古 菌 !"#$%&#’( %"#)*+ 的 嗜 热 酯 酶

（(I:1%!-）具有良好的热稳定性［1］，在工业上有潜在

的应用价值。利用分子改造的方法提高其酯酶活力

对促进酶的工业应用具有重要的意义。

定向进化技术在上世纪 8$ 年代出现后，已经在

蛋白质改造领域取得巨大的成功［# ’ "］。它通过筛选

大量的突变体搜索可能的序列空间，寻找针对特定

生物过程更佳的解决方案。结合晶体结构，定向进

化还可以对理解蛋白质结构和功能的关系起到良好

的辅助作用［-，8］。定向进化的成功与否取决于是否

具备针对所需性质的灵敏高效的筛选方法［&］，尤其

是要尽量降低空白菌体造成的背景噪音。本实验巧

妙地利用嗜热酶的稳定性，建立了灵敏的高温酯酶

活力高通量筛选方法，有效地提高了对突变库筛选

的准确性及高效性。对筛选获得的阳性突变体进行

了序列及性质测定，结合晶体结构分析初步确定了

对催化活性可能有重要影响的突变位点。

$ 材料和方法

$($ 质粒、菌株及主要试剂

限制性内切酶 -."!、/0( Q!以及 2! TU( 连

接酶 购 自 I*V;3?6 公 司；102 TU( 聚 合 酶 购 自

I*V;3?6 公 司；大 肠 杆 菌（ 3456"#*56*0 5$7* ）0P#19
/VDV>I,CR9LOP（UVW6?3>）用 于 克 隆 和 表 达，I,6R;+D
):21%X（UVW6?3>）用来构建随机突变库，凝胶回收

及基因纯化试剂盒购自 26Y6L6 公司；引物由大连宝

生物公司合成酯酶底物对硝基苯酚辛酸酯（)UI/8）

购自 M+?;6 公司；其他试剂均为国产分析纯。

$() 随机突变库的构建

应用高浓度 K?# Z 和不均衡 DU2I 浓度来进行易

错 I/L，针对 (I:1%!- 全基因构建随机突变库［1$］。

设 计 引 物 如 下：5V*(IQ：%[9/22(/N(N2(2/2
/(2(2N/N/(22(2((2N//2N29.[； L3W(IQ： %[9
22NN(NN////2///NN/NN2NN(2///2(2/2//29.[

（下 划 线 为 -."!和 /0(Q!位 点）。扩 增 体 系

（1$$"P）：引物 !$);V,，质粒模板 1$ >?，1$ \ XC==3*
（K?# Z 5*33）1$"P，K?/,# -;;V,4P，D/2I 1;;V,4P，

D22I 1;;V,4P，D(2I $J#;;V,4P，DN2I $J#;;V,4P，

102 )V,<;3*6R3 %]，补水至 1$$"P 混匀。I/L 反应条



件：!"# $%&’；!"# (%&’，)*# *%&’，"+# $%&’，$, 个

循环；)*# (,%&’。用 ,-./ 琼脂糖凝胶电泳检测

012 产物。

!"# 筛选方法的建立

将纯化的随机突变基因与载体 345(+6 连接，应

用电 转 化 方 法 转 入 大 肠 杆 菌 78*(91:;:’0<=>92?8
（@:ABCD’）中构建随机突变库。将获得的单克隆挑

入含 (,,!CE%8 氨苄青霉素的 *,,!8 *F5 培养基 !G
孔板内，按照文献［(,］的方法对突变体进行培养和

诱导。收获菌体后，反复冻融 $ 次破碎菌体，加入

*,,!8 磷酸缓冲液（+,%%:<E8，3H .-,）重悬，.,#保

温 $,%&’ 以变性大肠杆菌本身的蛋白。$,,,IE%&’ 离

心 $,%&’ 除去杂蛋白，上清液即为粗酶。取适量加

入到含有 ,-*%%:<E8 3@01. 的酶标板中，.,#反应

$,%&’，酶 标 仪 测 定 !"",+ 吸 光 度 值。分 别 以 含 有

345(+6 空质粒和携带野生型基因的大肠杆菌 78*(9
1:;:’0<=>92?8 作为阴性对照和阳性对照。

!"$ 筛选方法的统计学分析

从野生型平板上挑取 $,, 个菌斑，在 !G 孔板上

进行培养和诱导表达，并进行活力测定，由于数值符

合正态分步，利用公式 IBJD K (9L（（#, M!）E"）对筛选

方法的准确性进行统计学分析［((］。其中!为野生

型活力测定的平均值；"为野生型活力值的标准方

差；#, 为人为设定的预期值，用来表示由实验误差

导致假阳性的活力数值，IBJD 为所求假阳性出现的

概率。在确定单一基因库平板筛选中的活力平均值

（!）和标准方差（"）后，就可以计算预期值（#,）在 !G
孔板中作为假阳性出现的概率，以此作为衡量筛选

方法准确性的依据。

!"% 突变体的纯化和酶活力的测定

!"%"! 突变体的纯化：菌体经过诱导表达重组蛋白

后，$,,,IE%&’ 离心 *,%&’ 收集菌体，用 (, 倍体积的

+,%%:<E8 磷酸缓冲液（3H .-,）重悬菌体。超声波

破碎菌体后，.,#水浴保温 $,%&’ 以变性大肠杆菌

本身的蛋白。(*,,,IE%&’ 离心 *,%&’ 除去杂蛋白，按

照 345 操作系统手册的方法，利用镍离子交换柱纯

化目的蛋白，然后利用 H&JIB3 ND3OBPIQ< N9*,, 分子筛

层析进行纯化即获得重组蛋白。以牛血清白蛋白为

标准蛋白，用紫外吸收法测定蛋白浓度。

!"%"& 酶活力的测定：按照文献［(］的方法，用

1BIQ +, 紫外分光光度计在 .,#测定 ",+’% 的光吸

收值，来确定野生型和突变体的活力。实验数据为

$ 次平行实验结果计算结果。

!"’ 突变体的最适 ()和活性基团解离常数的确定

利用混合缓冲液测定 3H 对重组酶催化活性的

影响，缓冲液组分：乙酸 *+%%:<E8，R4N *+%%:<E8，

5I&> )+%%:<E8，甘氨酸 *+%%:<E8，4S5T (%%:<E8。利

用上述的活力测定方法测定野生型和突变体重组酶

在 3H+ U (( 范围内的催化活性。

不同 3H 下的相对活力对 3H 作图，数据经过非

线性拟和，计算两个解离基团的解离常数，计算公式

为：V K V（<&%&J）E（( W (,3X( M 3H W (,3HM 3X* ）。V（<&%&J）指

不依赖于 3H 值的最大活力，X(、X* 指参与反应的酸

碱基团解离常数。

& 结果

&"! 随机突变库的构建与筛选方法的评价

经过易错 012，获得的目的基因如图 ( 所示。

将其与 345(+6 载体连接后，电转化进入大肠杆菌获

得约 (,,,, 个单克隆，突变库构建成功。

图 ! *+,!%$- 基因易错 +./ 产物电泳图

L&CY( 4II:I 3I:’D 012 J: B%3<&ZQ JOD ( Y )V6 T04 (+") ZIBC%D’J :Z

3<B>%&; 345(+6ET04("+)Y ( Y S8*,,, RBVDI；*Y 4II:I 3I:’D 012

3I:;=PJ [&JO )%%:<E8 RC* W Y

准确灵敏的高通量筛选方法是酶定向进化获得

成功的关键。本实验利用嗜热酯酶的热稳定特性，

对破碎后的菌体溶液热处理，离心除去大肠杆菌的

热变性蛋白，提高了比色法测定酶活性的灵敏性及

准确性。为检验该方法在高通量筛选中的稳定性和

准确性，从平板上挑取 $,, 株野生型克隆到 !G 孔板

中，经过培养和诱导，对其酶活力进行了测定。结果

表明，代表活力的吸光度值的均数!为#!"",+ K
,-$+，其数据组标准差为 \ ,-,"*（,-(*!），按照材料

和方法（(-"）中公式进行统计学分析，结果表明，活

力预期值为 (-*+ 倍野生型总体均数的假阳性克隆

的概率为 (-. ] (,M *，表现为 (-+ 倍均数的假阳性克

隆出现概率为 (-++ ] (,M +。表明此方法的假阳性背

景极低，可以有效地检测到活力提高的突变菌株。

&"& 野生型和突变体的纯化及酶活力测定

经过两轮共 +,,, 株克隆的筛选，获得两株活力

,G* ^T@_ ‘&=9QB’ $% &’ Y E()%& *+),-.+-’-/+)& 0+1+)&（*,,G）"G（*）



提高突变体：!"#$# 和 !"#%#，表 $ 为突变位点及活

力。在第一代随机突变库中筛选得到突变体 !"
#$#，测序表明其氨基酸突变为 &’%()。经过加热除

杂蛋白，镍离子亲和柱纯化和分子筛层析纯化，获得

纯度高于 *#+的目标蛋白（图 %）。活力测定表明

!"#$# 催化活性较野生型提高约 $,’ 倍。在突变体

!"#$# 基础上继续进行随机突变，筛选第二代随机

突变库得到突变体 !"#%#，测序表明其在第一轮的

突变基础上又引入了 - 个新的突变位点。其比活力

与突变体 !"#$# 相比基本无变化，但总活力比野生

型提高约 ( 倍（表 $），这主要是因为突变体的表达

量比野生型提高了约 . 倍。

图 ! 野生型及突变体纯化后电泳图

/012 % )3)"4567 898:;<0< => ?@A BCD0>0AE FG 89E !C?89?<2 !2

!8DHAD；$, !"#%#；%, !"#$#；-, FG2

表 " 定向进化嗜热酯酶获得的进化突变体

G8I:A $ !C?89?< 0EA9?0>0AE ECD091 ?@A E0DAJ?AE AK=:C?0=9 => 547$’.L

M8NA O8<A
<CI<?0?C?0=9< !C?8?0=9< G=?8: 8J?0K0?;

（PQNR JC:?CDA）
)BAJ0>0J

8J?0K0?;（PQN1）

FG — — $.,%S T #,-( L$.,%’ T $S,$.
!#$# G**6Q5$’LL6 &’%() %$,L- T #,(’ $#S(,L. T -%,’-
!#%# G**6Q5$’LL6Q &’%()Q7SS6Q S%,S% T -,-- $#(%,-$ T .%,(S

5%(%6Q6’*S5Q 5%##GQU’$*R
5$’’.G

图 # 野生型和突变体水解 $%&’( 的 $)*活力曲线

/012- BV EABA9EA9? N8W0NCN D8?A J=9<?89?（!N8W）>=D ?@A @;ED=:;<0< =>

BM4XS2

!+# 野生型酶与突变体最适 $) 与催化基团解离

常数测定

突变体与野生型不同 BV 条件下的活力测定表

现为典型的钟型曲线（图 -），说明 BV 对突变体和野

生型的影响源于活性中心两个酸碱基团的解离。突

变体 !"#%# 最适 BV 值较野生型向碱性偏移了约

#,’ 个单位。在两者的 BV"活力图谱中，突变体酸性

段较野生型酶变陡（图 -），其解离常数（B"$）从 L,#
上升至 L,’，相对的 B"% 与野生型相比变化不明显

（表 %）。

表 ! 野生型酶与突变体 ,*-!- 的解离常数

G8I:A % U=90Y8?0=9 J=9<?89?< >=D ?@A BV"D8?A BD=>0:A<

=> Z0:E"?;BA A9Y;NA 89E NC?89?
)?D809 B[$ B[%
FG (,*’ *,%S
!#%# L,.L *,%’

# 讨论

本实验利用嗜热酯酶 547$’.L 极好的热稳定

性，建立了灵敏、准确的高通量高温酯酶筛选方法，

并且成功地获得了酯酶活力提高的突变体。突变体

!#$# 有两个碱基变异，但只有一个氨基酸 &’%( 发

生有效突变，说明突变位点 &’%() 是 !#$# 催化活

性提高的原因。结合晶体结构分析［$%］，突变位点

&’%( 距离活性中心位置较近（图 .），&’%() 消除了

精氨酸带正电的侧链对活性中心的影响，可能使酶"
底物复合物的构象更有利于反应进行，从而使催化

活性提高。

利用定向进化提高异源蛋白在大肠杆菌中的表

达量在国外已有报道［$-，$.］。通常外源蛋白的表达量

跟外源基因的密码子编码，N&M5 二级结构稳定性

和蛋白折叠等均有关系。通过定向进化可以在全部

的 - 种水平上对外源基因的表达进行调节，促进外

源蛋白在大肠杆菌中的表达。突变体 !#%# 表达量

与野生型相比有较为明显的提高，这再次证明了这

种观点。

酶的 BV"活力图谱通常是由其活性中心关键残

基的解离状态所决定的，只有关键的残基处于正确

的解离状态时，酶才能有效地发挥催化活性。对于

酯酶来说，只有其催化三联体中的组氨酸!M 原子去

质子化，才能发挥催化活性。这个去质子化的过程

就对应着 BV"活力图谱中的酸性基团解离（B"$ ）。

突变体与野生型相比 B"$ 显著升高，说明活性中心

组氨酸的解离状态受到了影响。通常氨基酸解离常

数的升高是由于环境疏水性增加导致的。晶体结构

分析表明，’%( 位点临近活性中心，由带正电的 5D1
突变为不带电荷的 )AD 使活性中心的介电常数下

降，有可能影响催化三联体中的 V0<’’( 解离效果

（图 .）。
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图 ! "#$%& 在野生型和突变体中与催化三联体的相对

位置

!"#$% &’( )(*+,"-( ./0","/1 2(,3((1 456 0",( +17 ,’( 8+,+*9,"8 ,)"+7（:();

<"0;=0.）/> =?@A4%B$ =：C456 "1 3"*7;,9.( (1D9E(；F：:456 "1 ,’(

EG,+1, $

综上所述，最终获得的突变体 HI5I 与野生型

相比具有较高的催化活力和偏碱的最适 .<，更适

合在偏碱的环境中应用。=)#456 不仅影响催化活

性，还对催化集团的解离有着重要的调节作用。本

实验有助于深入理解 =?@A4%B 发挥活力的机理，并

为继续对其进行分子改造奠定了基础。
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