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摘要" 为提高肌酸酶 !

$%&'()*'+&

"

,$ -./.-.-

"

$0,1

的热稳定性" 通过序列比对的方法确定了

:;<1;+=05<'; ,&5+<&0,0' "-2!3 $0,

热稳定性相关位点
4!5/

"并对其进行饱和突变# 与野生酶相

比"突变体
4!5/6

$

4!5/7

$

4!5/$

和
4!5/8

在
/3 !

下的半衰期分别提高
"93:

$

"-3:

$

93:

和

"3:

%其中"

4!5/6

和
4!5/$

比酶活分别提高
;3.2:

和
;;.":

"其他突变体比酶活无明显变化%

突变体
4!5/6

$

4!5/7

$

4!5/$

和
4!5/8

的催化效率 !

>

<'(

=?

>

& 分别提高
!-!:

$

"!;:

$

;-:

和

!33:

# 结构分析发现"突变体
4!5/6

$

4!5/7

$

4!5/8

较野生酶分别增加了
2

$

!"

和
!-

个氢键#

结果表明'对
8?+!5/

的突变可有效改变
$0,

的热稳定性及催化效率"且分子内部氢键的增加

可能是
$0,

热稳定性提高的重要原因之一#

关键词" 肌酸酶%热稳定性%饱和突变%分子改造%氢键
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阮 洁!等" 饱和突变提高肌酸酶热稳定性

!"#$%&'(

!

!"#$%&'$(#

"

%)#"*$+, (%$-&+&%.

"

($%/"$%&0', */%$1#'#(&(

"

*0+#2/+$", *03&4&2$%&0'

"

).3"01#',

-0'3

人体内的磷酸肌酸代谢终产物肌酐可以经过

肾脏过滤"经由血液进入尿液而排出体外# 在肾脏

功能或者肌肉功能出现问题时"血清中肌酐含量将

从正常的
!"#$"% !&

上升到
$ %%% !&

'$()*

#因此"血

清中肌酐含量成为检测肾的重要指标# 当前市场上

最常用的酶法检测肌酐含量试剂盒主要涉及
!

种

关键酶"肌酐水解酶$肌酸酶%

+, !-"-!-!

"

,.+/

和肌

氨酸氧化酶'!*

#其中"

,.+

主要用于催化肌酸水解产

生尿素和肌氨酸# 要制备商品化的且能长久保存的

肌酐检测试剂"

,.+

的稳定性十分重要#

在酶法测定肌酐含量涉及的
!

种酶中"已报道

的肌酐酶水解酶和肌氨酸氧化酶较稳定'0("*

"而其主

要来源于恶臭假单胞菌$节杆菌$产碱杆菌和副球

菌 '1(2* 等的肌酸酶热稳定性皆不理想" 文献
'1*

对

!"#"$%$$&' 34-356789 :;$ ,.+

分析发现!

,.+

最适

反应温度在
!%#0% !

"当温度高于
0" !

时"稳定性

会显著下降" 在
"" !

保温
$% <89

后残余酶活仅剩

$%=

左右#

!( )&*+," >?@(A ,.+

'$%*与
-.$".+/010' 34-

9BC ,.+

'$$*的研究中也具有这一性质#已有研究中关

于
,.+

稳定性改造的研究较少"文献
'$)*

对来源于

!( )&*+," ,.+

分子进行了随机突变改造 " 其中

D$A)E

突变株的
2

<

提高
%-) !

#文献
'$!*

通过固定化

的方式使得肌酸酶在
0 !

保存
)%% F

后仍具有较高

活性# 但若想将
,.+

应用于工业大规模生产"

,.+

的热稳定性还有待进一步提高#

本 研 究 前 期 来 源 于
-#*3#%4"$*0# 1+$%*+"1"0

)!G$% ,.+

表达基因与
4+?()%H

%

I/

相连"并转入

5'$30#+$3+" $%.+

%

J+!

&"获得高效表达重组菌
4+?(

)%K

'$0*

# 且
-( 1+$%*+"1"0 )!G$% ,.+

在
0" !

热稳定

性较好$比酶活较高"但仍不能达到工业应用的标

准# 蛋白质工程能有效改善天然酶的性能"通常蛋

白质改造的策略主要包括!

J>L 3MNOOP89Q

'$"*

" 易错

R,.

'$1*

"体外随机重组$定点突变'$G*等#本研究拟结合

同源序列比对与计算机同源建模确定改造位点"对

-( 1+$%*+"1"0 )!G$% ,.+

的进行饱和突变" 得到热

稳定性显著提高的
,.+

突变体" 为分子改造提高

,.+

稳定性研究提供参考#

)*)

材料

)*)*)

菌株 本研究前期构建保存的表达质粒

4+?()%K

"用于表达
,.+

#

5( $%.+ ;S)$

%

J+!/

和
5(

$%.+ K&$%2

来自
T87QU9

公司%美国&#

)*)*+

主要试剂 限制性内切酶
6,0 E

$

73% E

$

8)1

E

均购自
?MU6<B

公司#

R68<U6 3576 J>L

聚合酶$感

受态制备试剂盒$ 柱回收试剂盒均购与
?7V7.7

公

司#异丙基
("(J

硫代半乳糖苷%

ER?W/

$质粒提取试

剂盒与氨苄青霉素均购自上海生工生物工程股份

有限公司#

)*)*,

培养基 种子培养基%

S;

&!酵母粉
" QXS

"胰

蛋白胨
$% QXS

"

>7,P $% QXS

'发酵培养基%

?;

&!酵母

粉
)0 QXS

" 胰蛋白胨
$) QXS

" 甘油
$% QXS

"

V

)

YRZ

0

$1-0! QXS

"

VY

)

RZ

0

)-!) QXS

"%

4Y G-%/

#

)*+

方法

)*+*) ,.+

突变体的构建 以前期实验室保存的

4+?()%K

质粒为模板 '$0*

"设计两条引物%见附表
$/

"

利用突变引物通过重叠延伸
R,.

引进突变点#将相

应的重叠延伸
R,.

产物
8)1 E

消化
) M

" 除去模板

质粒后进行柱回收并转入感受态
5( $%.+ K&$%2

中"

挑取单菌落培养并提质粒测序# 将正确突变质粒利

用化学法转入
5( $%.+ ;S)$

%

J+!/

感受态细胞中进

行表达# 实验所需的突变引物均由上海生工合成#

表
) -)./

位点饱和突变引物

0123" ) 4156&758%9 :651;"9"(8(<=&8:"& %> -)./ (85"

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

引物名称 引物序列
["

(

(!

(

/

V$2"\(3U93U

LLW,,L?,???W,LW,WL?,,W,WLLWW,

L?,

V$2"\(79583U93U

L?,W,?W,LLLWL?WW,??,W,,W,,,LW

W?

V$2"S(3U93U

LLW,,L?,,?WW,LW,WL?,,W,WLLWW,

L?,

V$2"S(79583U93U

L?,W,?W,,LWWL?WW,??,W,,W,,,LW

W?

V$2"&(3U93U

LLW,,L?,L?WW,LW,WL?,,W,WLLWW,

L?,

V$2"&(79583U93U

L?,W,?W,,L?WL?WW,??,W,,W,,,LW

W?

$
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续表
!

注!蓝色字体为突变位点

!"#"# !"#

突变体的表达 将突变体质粒转入
!"

#$%& $%&'

"

(#)*

得到表达
+",

的突变菌株# 挑取单

个菌落至
%$

培养基"含
'-- !./0%

的氨苄抗生素$

中%于
)1 !

&

&&- 23045

摇床振荡培养
6 7

#之后将种

子液以体积比为
)8

的接种量接入
9$

培养基%于
)1

!

&

&&- 23045

摇床振荡培养至菌浓
:(

;--

<)

%并加入

终浓度为
-=; 00>?3%

的
@A9B

诱导%于
)- !

&

&&- 23

045

摇床振荡培养
'- 7

#

!"#"$ !",

突变体的纯化 将突变菌株的发酵液

经过超声破碎% 在低温下
'& --- 23045

离心
'- 045

后收集上清液# 在冰浴条件下将上清液进行逐级硫

酸铵沉淀%离心收集沉淀# 向获得的沉淀中加入少

量的磷酸缓冲液"

-=-C 0>?3% DEF

&

A:

G

及
-H-C 0>?3%

DE

&

FA:

G

混合液%

IF<1=-J

以溶解沉淀%装入透析袋

"截留分子量为
'- KLE

$ 后在同样的磷酸缓冲液中

透析
&G 7

# 透析后% 透析除盐后用微孔滤膜"

-=&C

!0

$去除酶液中的杂质%利用阴离子交换柱"

F4A2MI

';3'- NOP%

$进行蛋白纯化# 上样缓冲液"

Q

液$为

C- 00>?3%

的磷酸缓冲液%而洗脱缓冲液"

$

液$为加

有
' 0>?3% DE+?

的磷酸缓冲液"

C- 00>?3%

$#

!"#"% +",

的酶活测定 在试管中加入
-=' 0>?3%

肌酸溶液
R-- !%

%在室温条件下平衡
C 045

后加入

待测酶液
'-- !%

%于
)1 !

反应
'- 045

后加入
& 0%

终止剂终止反应%并置于
&C !

温育
&- 045

%在
G)C

50

处测定吸光度值# 空白管是在肌酸溶液中先加

入对
S

二甲氨基苯甲醛%后加入待测酶液%其他步骤

与测定管一致#终止剂为对二甲氨基苯甲醛溶液!

&

.

对
S

二甲氨基苯甲醛固体粉末溶于
'-- 0%

二甲亚

砜溶液中%待完全溶解后加入
'C 0%

浓盐酸#

单位酶活定义为单位时间内将肌酸水解产生
'

!0>?

尿素所需要的酶量# 计算如下

酶活力"

T3%

$

<

"

' 测(' 空$!) 总"' ---

*!) 样!!

"

'

$

式中!

) 样为反应体系中酶液体系'

) 总为反应总体

积'

!

为毫摩尔吸光系数'

*

为反应时间#

!"#"&

酶学参数的测定 半衰期检测 "

*

'3&

%

045*

!将

纯化后的突变
+",

稀释到同一浓度% 放置于
C- !

水浴保温
&C 045

%其中每隔
) 045

取样并按照
'=&=G

节方法测定
+",

的残余酶活%确定蛋白的半衰期#

+

0

和
,

UEV

测定! 配制不同浓度的肌酸溶液 "

-W

'&- 00>?3%

$%加入过量的酶液%按照
'=&=G

测定酶活

力%并用
B2EI7AEX A24Y0 C

软件"

B2EI7AEX Z>[V\E2M

$

引物名称 引物序列
]C

(

S)

(

*

^'RC_SYM5YM

QQB++Q9+B9BB+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC_SE5V4YM5YM

Q9+B+9B++Q+BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCZSYM5YM

QQB++Q9+9+9B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCZSE5V4YM5YM

Q9+B+9B+QBQBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCASYM5YM

QQB++Q9+++BB+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCASE5V4YM5YM

Q9+B+9B++BBBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC9SYM5YM

QQB++Q9+Q++B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC9SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+BB9BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCQSYM5YM

QQB++Q9+B+BB+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCQSE5V4YM5YM

Q9+B+9B++B+BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC`SYM5YM

QQB++Q9+9Q9B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC`SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+Q9QBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCFSYM5YM

QQB++Q9++Q9B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCFSE5V4YM5YM

Q9+B+9B+Q9BBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCDSYM5YM

QQB++Q9+QQ+B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCDSE5V4YM5YM

Q9+B+9B+B99BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCLSYM5YM

QQB++Q9+BQ9B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCLSE5V4YM5YM

Q9+B+9B+Q9+BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC,SYM5YM

QQB++Q9+BQQB+QB+BQ9++B+BQQBB

+Q9+

^'RC,SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+99+BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC+SYM5YM

QQB++Q9+9B+B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC+SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+B+QBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC"SYM5YM

QQB++Q9++B9B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC"SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+Q+BBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCBSYM5YM

QQB++Q9+BB+B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCBSE5V4YM5YM

Q9+B+9B+B++BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RCaSYM5YM

QQB++Q9+9BBB+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCaSE5V4YM5YM Q9+B+9B+++Q<+99+B++B+++QBB9

^'RCNSYM5YM

QQB++Q9++QBB+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RCNSE5V4YM5YM

Q9+B+9B++9BBQ9BB+99+B++B+++QB

B9

^'RC@SYM5YM

QQB++Q9+Q99B+QB+BQ9++B+BQQBB+

Q9+

^'RC@SE5V4YM5YM

Q9+B+9B+QQ9BQ9BB+99+B++B+++QB

B9

9:
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计算!

!"#"$

软件分析 利用在线服务器
!"#!!$%&'()

"

*++,

#

-./01//23456758,9/:73;<.

$% 以
=>?

数据
@AB%

C@DE 晶体结构为模板% 同源模拟
FG H1I3+19H95 JKL@M

AN(

晶体结构 !

AN(

晶体结构由软件
>1/I3O5;:

/+P413 QG@

分析!

#"! %&'

饱和突变位点的选择及构建

随机突变的结果显示%

R@DJ

突变为异亮氨酸使

!" #$%&'( AN(

的
)

2

提高
MGJ !

C@JE

% 表明
R@DJ

对与

!" #$%&'( AN(

热稳定性有重要影响! 氨基酸序列比

对显示 %

*+ ,&-.%&(,(/ JKL@M

与
!+ #$%&'(

来源的

AN(

同源性达到
SJT

! 以
!+ #$%&'(

晶体结构"

=>?

#>7 @AB%

$为模板%通过
!"#!!U%&>()

在线服务

器构建得到
*+ ,&-.%&(,(/ AN(

的模拟结构! 通过一

级及二级序列比对发现 %

R@DJ

位点对应于
*+

,&-.%&(,(/ AN(

的
V@WX

位点%两位点同处于
!

螺旋

"图
@

$! 因此%为研究
V@WX

对
*+ ,&-.%&(,(/ AN(

热

稳定性的影响%对此
V@WX

进行饱和突变!

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
!!!!

!

注#红色区域代表
!

螺旋%蓝色箭头代表
"

折叠%黑色边框为突变位点

图
! %&'

序列比对

()*" ! %&' +,-./0123 +,45,/-, 16)*/7,/8

#"# %&'

的表达及酶学性质分析

以
,(YUJMZ

质粒为模板%设计两条含突变点的

引物% 利用突变引物通过重叠延伸
=AN

引进突变

点! 将测序正确的转化子转入
0+ -.1& ?)J@

"

>(K[

中%用于发酵表达
AN(

突变体! 发酵结束后收集菌

体%测定胞内上清中
AN(

的热稳定性! 如图
J

"

9

$所

示% 相同条件下% 突变体的粗酶液在
QX !

保温
KM

21H

后 %

AN(

突变 体
V@WXR

&

V@WXY

&

V@WXA

和

V@WX)

较野生酶"

"Y[

热稳定性明显提高!通过硫酸

铵沉淀及阴离子柱纯化得到
V@WXR

&

V@WXY

&

V@WXA

和
V@WX)

纯酶液"图
J

"

\

$

[

%进一步分析其酶

学性质!

图
#

粗酶液中
%&'

及其突变体的热稳定性及优势突变体

纯化蛋白的电泳分析

()*" # %250, ,/937, 8:,27.+81;)6)83 1/163+)+ .< %&' 1/0

)8+ 7581/8+

!

=>=?@AB' 1/163+)+ .< %&' 1/0 )8+

C.+)8)D, 7581/8+

与野生酶相比%突变体
V@WXR

&

V@WXY

&

V@WXA

和
V@WX)

的
%

@.J

"

XM ![

分别提高
JSMT

&

JKMT

&

SMT

和
JMT

'其中%

V@WXR

和
V@WXA

的比酶活分别提高

了
DM7LT

%

DD7JT

"表
J[

! 突变体中
)

2

值较
"Y

增加

了
Q]X7W !

'

V@WXR

的
)

2

达到
XX7Q !

! 与
!+ #$%&'(

''



!"#"$!%& $!'(%)"
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!

>? @5

"

(ABC4D>A>E? 4F %C>@?=E@G> 'H>CA@5 #?@I=5=?J

'HC4KLH #@?KC@?=4E MK?@L>E>G=G

!"#

的组合突变体
$%&'() (%*+,)(-../

相比 0%+1

!

2%'.(

高
&34 !

" 表明本研究得到的
2%'.(

在稳定

性方面更具有优势"

此外!部分突变体的
!

5

值较突变前降低!其中

2%'.6

突变体的
!

5

值降低幅度较大! 降低了
+*7

!

与报道的
"# $%&'(%)$)* &+%*%

0%'1 来源
!"8

基本一

致 " 突变体
2%'.(

#

2%'.9

#

2%'.6

和
2%'.:

的

+

;<=

)!

5

值与野生型相比! 分别提高了
%-%7

#

+%*7

#

*-7

和
%&&7

" 表明!

2%'.

对
!"8

底物亲和力及酶

催化速率有较大影响"

表
!

突变体的酶学性质

"#$%& ! '()&*(+ +,)-*#)*- ,. /01

突变体
!

5

)

>55?@):A

半衰期
)

>(

%)+

B .& !

$

+

;<=

)

>%&

-

5CD

E%

A

+

;<=

)!

5

)>%&

-

:

%

55?@

%

5CD

E%

A

比酶活
)

>F)5GA

,

5

)!

H9 .-3+"I3% +3-"&3. %+-3'"*3' +3+"&3+ +&3-"&34 I'3.

2%'.( I-3I"-3J *3-"&3% +*J34"+3+ J3J" &3% -J34"&3+ ..3I

2%'.9 I43- " I3% 434"&3J -'I3-"%3& *3-"&3& -%3."&3J .-3.

2%'.6 -'3'"+3- -3J"&3% ++J3*"43. .34"&3+ -*3+"&3% .I34

2%'.: I-3&"-34 +34"&3% +I*3-"%3' .3*"&3% +'3J"&3% .-3'

!23 4567

突变体的稳定化机制分析

研究表明!蛋白质分子的热稳定性#催化活性

的变化与蛋白质分子间作用力的种类和数量有关

0+&1

" 为分析突变体热稳定性提高的原因!构建了
"#

$%&'(%)$)* 6"8

结构模型并用在线软件
KL?=MCD

,D=ML<;=C?D ;<@;N@<=?L

&

O==P

'

))PC;35QN3CCR;3MLDM=3CD)S?Q3

O=5@A

分析
6"8

分子间作用力的变化" 如表
-

所示!

突变体
2%'.(

#

2%'.9

#

2%'.:

较
H9

分别增加
+

#

-

#

I

个疏水作用力"研究表明!疏水作用力是影响蛋

白稳定性的重要因素!降低蛋白表面的疏水性或者

增强分子内部的疏水性有利于蛋白质的稳定 0+%E++1

"

因此!疏水作用力的增加极有可能是
6"8

热稳定性

提高的一个原因" 此外! 突变体
2%'.(

#

2%'.9

#

2%'.:

较
H9

分别增加了
4

#

%+

#

%-

个氢键" 文献

0+-1

研究表明增加一个氢键可提供
&3J T;<@

%

5?@

E% 的

能量!且氢键增加是酶分子稳定性增加的重要原因

之一0+I1

"因此!氢键的增加可能是
6"#

热稳定性提高

的重要原因"

表
8

突变前后
/01

作用力变化

"#$%& 8 9)*&:#+*(,)- ;,*&)*(#%%< ()=,%=&> () *?& -*#$(%(*< ,. @(%>A*<;& #)> BC*#)*-

相互作用
H9 2%'.: 2%'.9 2%'.6 2%'.(

疏水相互作用
.4* .*+ .*% ..* .*&

二硫键
& & & & &

主链
E

主链间氢键
%&.I %&J& %&J. %&J% %&JI

主链
E

端链间氢键
-%' -%+ -%. -+& -++

端链
E

端链间氢键
+*J +'J +'% +4* +*&

离子相互作用
'& *& *4 '4 *'

芳香族相互作用
I4 II I. II I.

芳香族
E

硫键相互作用
* . * J I

阳离子
EKC

相互作用
%4 %' %* %- +&

运用软件
UCR;?VMLW R=NXC? I3%

对
6"#

的活性

位点及催化区域分析发现'突变体
2%'.9

的活性位

点
KOM 4+

#

$LG 4I

#

YCR JJ-

#

Z@N J'-

#

Z@N 4*'

#

$LG

4JJ

与周围氨基酸形成的氢键较
H9

有所增加" 如

图
-

所示!在
2%'.9

中!

$LG 4I

与
9OL 4%

形成
+

个

氢键! 且
$LG 4JJ

与催化区域形成的氢键由原来的

+

个增至
I

个"据报道!氢键对于在高温条件下维持

酶的稳定性具有重要作用0+.1

" 文献
0+J1

研究中表明!

增加分子间的作用力特别是主链氢键的增加有利

于酶的稳定!且增强活性位点的刚性有利于酶的催

化" 文献
0+41

的研究中也表明了这一观点" 因此!氢

键的增加极有可能是
2%'.9

催化效率提高及热稳

定性提高的重要因素"

9;
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通过饱和突变的方法! 确定了
!"#$

位点为提

高肌酸酶热稳定性的重要位点! 构建的
!%&$'

"

!%&$(

"

!%&)*

和
!+&$,

突变体的半衰期较野生型

分提高
-./0

"

12/0

"

./0

和
1/0

# 其中!

!+&$'

和

!+&$*

的比酶活分别提高了
3/450

!

33617

$ 获得高

热稳定性及高催化活性的
*89

突变体将有助于其

工业化应用$

结结结结结 语语语语语
%%%%

%
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