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摘要　来源于黏细菌Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１的海藻糖合酶（ｔｒｅｈａｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＥＣ２．４．１．２４５）ＴｒｅＳＩＩ
可通过转糖苷作用将麦芽糖转化成为海藻糖，在酶法生产海藻糖上显示出一定的应用潜力，但

ＴｒｅＳＩＩ对热敏感，在６０℃保温３ｈ，酶活性丧失，限制了其应用范围。目的：拟探索 ＴｒｅＳＩＩ影响热
稳定性的氨基酸残基构成，通过对可能的氨基酸位点进行定点突变，以期获得耐热性的突变子，

扩大ＴｒｅＳＩＩ应用范围。方法：通过ＰＣＲ介导的方法对ＴｒｅＳＩＩ可能影响到热稳定性的氨基酸Ｑ３、
Ａ２８３、Ｗ３７４、Ｒ４４９和 Ｙ５３７进行定点突变，以野生型重组酶为对照，比较突变型与野生型的最适
反应温度和最适反应ｐＨ，通过测定不同温度下保存不同时间后的残留酶活，检测突变子的耐热效
果。结果：研究表明突变子 Ｑ３Ｄ、Ａ２８３Ｒ、Ｗ３７４Ｄ、Ｒ４４９Ｑ和 Ｙ５３７Ｈ的比酶活与野生型无显著差
异，且最适ｐＨ和最适反应温度也未发生改变；Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ在 ６０℃条件下，３ｈ后活性剩余
６８％；Ｑ３Ｄ、Ｗ３７４Ｄ、Ｒ４４９Ｑ在温度６０℃时，３ｈ后活性剩余３５％。结论：ＴｒｅＳＩＩ分子结构中与金属
离子结合的几个氨基酸残基的改变对蛋白质分子的耐热性具有显著影响。
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　　海藻糖是由两个葡萄糖分子以１，１糖苷键连接的
一种非还原性双糖，广泛分布于分枝杆菌、链霉菌、肠

道细菌、酵母、真菌、昆虫、黏菌、线虫和植物，在生物体

中可能有多种功能［１］。天然存在的海藻糖有三种构型

（α，α１，１、α，β１，１和β，β１，１），目前已知的具有
生物活性形式的海藻糖只有 α，α１，１葡萄糖葡萄
糖［２］。在生物体内，海藻糖可以作为能源和碳源的储

备［３］；也是分枝杆菌与棒状杆菌细胞壁糖脂的主要成

分［４］，作为细胞壁的组成部分，它增加了不透水性，有

助于保护细胞免受抗生素和有毒物质的侵害［５］；而在

酵母和植物细胞内，海藻糖可能作为一种信号分子来

调节与能量代谢有关的代谢通路［６７］。最令研究者关

注的是海藻糖所具有的对生物大分子良好的保护性

能，当细胞处于饥饿、干燥、高渗透压、脱水等胁迫环境

时，海藻糖能有效地保护蛋白质不变性，减少细胞膜的

损伤和失活，从而提高这些生物的抗逆性［８１０］。由于这

一特点，海藻糖可以作为食品、化妆品、医药等工业的

添加剂，具有诱人的应用前景［１１］。目前发现海藻糖在

生物体内的合成途径有 ５条，其中海藻糖合酶

（ｔｒｅｈａｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＥＣ２．４．１．２４５）途径仅通过一步的

反应，就能够将麦芽糖转化为海藻糖［１２］。生产流程相

对简单，转化率高，生产原料的成本比较低廉，稳定性

能好，适合大规模的工业生产，受到广泛关注［１３］。

　　黏细菌是一类具有独特的子实体发育过程的革兰

氏阴性菌，在营养物质被耗尽后，杆状细胞聚集形成子

实体，在子实体内，细胞发育成代谢休眠的球形黏液孢

子［１４］。研究表明，在子实体形成阶段，黏细菌通过细胞

内海藻糖合成酶的作用，积累大量的海藻糖，以提高抗

逆性［１５］。然而，来源于黏细菌的海藻糖合成酶鲜见

报道。
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　　前期工作中，项目组从黏细菌 Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１

基因组中克隆到一个海藻糖合酶基因 ＴｒｅＳＩＩ，进行异

源表达和纯化，对重组酶酶学特性进行了研究（数据未

报道）。结果表明，ＴｒｅＳＩＩ可逆转化麦芽糖为海藻糖的

效率为 ７５％，最适反应条件下，单位酶活力单位为

２８．４３Ｕ／ｍｇ。转化率和酶活均高于已报道的海藻糖合

酶，显示出良好的应用前景，但该酶对热不稳定，在温

度为６０℃，保温３ｈ后，酶活基本丧失。在基于蛋白质

结构生物学的基础上，本文对 ＴｒｅＳＩＩ可能的与热稳定

性有关的氨基酸残基进行定点突变，并通过异源表达

后对突变体的热稳定性质进行了测定，以期扩大其应

用范围。

１　材料与方法

１．１　菌　株

　　重组酶 ＴｒｅＳＩＩ表达菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ前期构建（重组酶 ＴｒｅＳＩＩＣ端含６×Ｈｉｓ

ｔａｇ），保藏于江西农业大学江西省农业微生物资源开发

与利用工程重点实验室；克隆菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，表达

菌株Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），本实验室保藏。

１．２　所用引物

　　所用引物由上海祥音生物技术有限公司（Ｘｉａｎｇｙｉｎ

ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．）合成，引物序列见表１。
表１　ＴｒｅＳＩＩ定点突变ＰＣＲ扩增所用引物

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｕｓｅｄｆｏｒ

ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

ＴｒｅＳＩＩｇｅｎｅａｌｌｅｌｅ Ｍｕｔａｇｅｎｉｃｐｒｉｍｅｒｓｅｔｓ

Ｑ３ＤＦ ＡＣＧＧＡＴＴＧＡＡＴＧＡＴＴＧＡＴＧＡＣＣＴＣＴ

Ｑ３ＤＲ ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＡＡＴＣＣＧＴＧＧＣＧＧＧ

Ａ２８３ＲＦ ＣＴＧＧＴＧＡＣＧＧＡＧＧＡＣＣＧＴＡＣＧＣＣＧＣＴＣＧ

Ａ２８３ＲＲ ＡＣＧＧＴＣＣＴＣＣＧＴＣＡＣＣＡＧＣＧＡＣＡＧＧＡＡＧ

Ｗ３７４ＤＦ ＧＧＧＡＣＧＣＣＧＧＴＧＣＴＣＴＡＴＴＡＣＧＧＣＧＡＣＧ

Ｗ３７４ＤＲ ＡＴＡＧＡＧＣＡＣＣＧＧＣＧＴＣＣＣＣＧＧＣＡＧＣＧＡＣ

Ｒ４４９ＱＦ ＡＴＧＧＡＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＣＡＧＡＴＧＧＣＡＡＧＧＡ

Ｒ４４９ＱＲ ＣＴＧＣＡＣＣＡＴＧＣＧＣＴＣＣＡＴＣＣＡＧＴＴＧＡＧＣ

Ｙ５３７ＨＦ ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＧＧＴＧＧＣＡＣＣＧＧＡＴＧＧＡＧＣ

Ｙ５３７ＨＲ ＧＴＧＣＣＡＣＣＧＧＴＡＡＣＣＧＴＡＣＣＣＣＴＣＣＡＧＣ

　　Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｎｃｏｄｅｔｈｅｍｕｔａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

１．３　培养基与试剂

　　ＬＢ培养基（ｇ／Ｌ）：酵母粉 ５．０，胰蛋白胨 １０．０，

ＮａＣｌ１０．０，ｐＨ７．０～７．２。

　　定点突变试剂盒ＦａｓｔＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ购于北京

全式金生物科技有限公司（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ），其余各
化学试剂均为分析纯。凝胶回收试剂盒与质粒提取试

剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司（ＢｉｏＴｅｋｅ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），核酸测序委托上海祥音生物科技有限公
司（ＸｉａｎｇｙｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．）完成。
１．４　突变位点的选择
　　将 ＴｒｅＳＩＩ氨基酸序列在蛋白质数据库（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ＤａｔａＢａｎｋ，ＰＤＢ）上进行比对，下载相似度较高的参考
蛋白质氨基酸序列，以Ｂｉｏｅｄｉｔ７．０软件进行比较，分析
活性中心位点和可能的与热稳定有关的位点。

１．５　ＰＣＲ介导的ｔｒｅｓＩＩ基因的定点突变
　　以表达载体质粒ｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅｓＩＩ为模板，设计
定点突变引物（表１），使用北京全式金生物科技有限公
司的定点突变试剂盒２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕＦｌｙＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ进行ＰＣＲ扩增。对推测的 ＴｒｅＳＩＩ可能与热
稳定性有关的５个氨基酸Ｑ３、Ａ２８３、Ｗ３７４、Ｒ４４９、Ｙ５３７
位点进行定点突变。

　　ＰＣＲ扩增体系为：ｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅｓＩＩ１μｌ，正向引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，２×
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１２．５μｌ，Ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ

Ｗａｔｅｒ９．５μｌ。ＰＣＲ程序为９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，５５℃
２０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
ＤＭＴ酶（改良型的ＤｐｎＩ限制性核酸内切酶）消化非突
变型质粒模板后，转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细
胞［１６１７］。阳性克隆经电泳检测，大小无误后，送样品至

祥音生物科技有限公司测序，测序正确的质粒转化至

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，构建突变表达菌株。
１．６　突变表达菌株诱导表达及突变重组酶的活性

测定

　　将经０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导培养后的突变表达菌
株培养液以 ６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，超声破碎后，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，ＳＤＳＰＡＧＥ后以考马斯亮蓝Ｒ
２５０染色，脱色液脱色后观察结果［１８］。

１．７　酶活测定方法
　　将破碎、离心后的适量粗酶液加入至终浓度为
０．０３％ （ｍ／ｍ）麦芽糖的 ５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ

６．０）中，以灭活酶液为对照，于４０℃条件下反应６ｈ后，
加入１ｍｏｌ／ＬＤＮＳ试剂１ｍｌ，沸水浴５ｍｉｎ，以蒸镏水稀释
２倍测定ＯＤ５４０，计算酶活

［１９２０］。

　　酶活定义为 ４０℃、ｐＨ为 ６．０反应条件下，以
０．０３％麦芽糖为底物，每分钟催化消耗１ｎｍｏｌ麦芽糖所

０８



２０２０，４０（３） 赵晓艳 等：Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ分子改造

需的蛋白质量（ｍｇ）为一个活力单位（Ｕ）［２１］。

　　海藻糖合酶活性 ＝［葡萄糖差值毫克数（对照酶

反应）×１０６］／（３６０．３２×３６０）

１．８　野生型和突变型重组酶的酶学特性比较

１．８．１　野生型和突变型重组酶的最适反应温度比较

　将野生型和突变型 ＴｒｅＳＩＩ破碎、离心后取适量粗酶

液加入至终浓度为０．０３％ （ｍ／ｍ）麦芽糖的５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ６．０）中，分别在３５℃、４０℃、４５℃、５０℃

温度下反应６ｈ后，加入１ｍｏｌ／ＬＤＮＳ试剂１ｍｌ，沸水浴

５ｍｉｎ，以蒸镏水稀释２倍测定 ＯＤ５４０，以野生型 ＴｒｅＳＩＩ

最适反应温度下的酶活力为１００％进行比较。

１．８．２　野生型和突变型重组酶的比酶活的比较　将野

生型和突变型ＴｒｅＳＩＩ破碎、离心后取适量粗酶液加入至

终浓度为０．０３％ （ｍ／ｍ）麦芽糖的５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲

液（ｐＨ６．０）中，在４０℃温度下反应６ｈ后，加入１ｍｏｌ／Ｌ

ＤＮＳ试剂１ｍｌ，沸水浴５ｍｉｎ，以蒸镏水稀释２倍，测定

ＯＤ５４０，分别计算野生型和突变型ＴｒｅＳＩＩ的比酶活。

１．８．３　野生型和突变型重组酶的最适反应 ｐＨ比较　

将野生型和突变型 ＴｒｅＳＩＩ破碎、离心后取适量粗酶液

加入至终浓度为０．０３％ （ｍ／ｍ）麦芽糖的反应体系，分

别在 ｐＨ为５．６、５．８、６．０、６．２、６．４、６．６、６．８、７．０的

ＰＢＳ缓冲液中，于４０℃条件下反应６ｈ后，加入１ｍｏｌ／Ｌ

ＤＮＳ试剂１ｍｌ，沸水浴５ｍｉｎ，以蒸镏水稀释２倍，测定

ＯＤ５４０，以野生型 ＴｒｅＳＩＩ最适反应 ｐＨ下的酶活力为

１００％进行比较。

１．８．４　野生型和突变型重组酶的热稳定性比较　将

野生型和突变型 ＴｒｅＳＩＩ破碎、离心后取适量粗酶液在

４０℃、５０℃、６０℃条件下保温后，分别于０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ、

１２ｈ取适量粗酶液加入至终浓度为０．０３％ （ｍ／ｍ）麦芽

糖的５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ６．０）中，在４０℃温度下

反应６ｈ后，加入１ｍｏｌ／ＬＤＮＳ试剂１ｍｌ，沸水浴５ｍｉｎ，以

蒸镏水稀释２倍测定ＯＤ５４０，以野生型重组酶ＴｒｅＳＩＩ在

０℃条件下处理０ｈ的酶活力为１００％，比较突变型的热

稳定性。

１．９　蛋白质含量的测定

　　按Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法进行，以牛血清蛋白作为标准蛋

白，具体操作见参考文献［２２］。

２　结果与分析

２．１　ＴｒｅＳＩＩ氨基酸序列分析

　　将ＴｒｅＳＩＩ氨基酸序列在ＮＣＢＩ上进行比对，ＴｒｅＳＩＩ

与来源于 Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓｔｏｏｒｒｉｄｕｓ的海藻糖合酶 ＰｔＴｓ［２３］、

Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ的 海 藻 糖 合 酶 ＤｒＴｓ［２４］、

Ｔｈｅｒｍｏｂａｃｕｌｕｍ ｔｅｒｒｅｎｕｍ 的 海 藻 糖 合 酶 ＴｔＴｓ［２５］、

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｍｅｇｍａｔｉｓ的海藻糖合酶 ＭｓＴｓ［２１］具有较

高的相似性。三个活性中心残基 Ｄ２０２Ｅ２４４Ｅ３１０分

别位于 ＧＦＲＶＤＸＶＰＦＬ、ＬＬＡＥ、ＦＬＲＮＨＤＥＬ的保守序列

内。ＴｔＴｓ有４个金属离子结合位点（图１），可能与热稳

定性有关，ＴｒｅＳＩＩ与之对应的 Ａ２８３和 Ｙ５３７两个氨基

酸残基与 ＴｔＴｓ存在差异［２５］。此外，ＴｒｅＳＩＩ序列中与

ＴｔＴｓ结构上几个转角处的氨基酸残基 Ｑ３、Ｗ３７４、Ｒ４４９

也存在差异，而这几个氨基酸可能也影响到热稳定

性［２５］。因此，本研究选取这几个位点进行突变。

２．２　ｔｒｅｓＩＩ基因的定点突变

　　以表达载体ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ为模板，分别扩增Ｑ３Ｄ、

Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ、Ｗ３７４Ｄ、Ｒ４４９Ｑ，ＰＣＲ产物凝胶回收后

与ＤＭＴ酶在３７℃下孵育１ｈ，热激转化至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，

阳性克隆培养后提取质粒，０．７５％琼脂糖凝胶电泳检

测（图２）。

　　将测序正确的突变质粒热激转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１

（ＤＥ３），表达菌株经０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在１６℃条件下诱

导表达后，６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集菌体，以

５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ６．０）重悬，超声破碎，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取５μｌ上清液（约２０μｇ蛋白

质）进行ＳＤＳＰＡＧＥ（图３）。图３显示经诱导后，突变

重组酶ＴｒｅＳＩＩ（ＭＴ）和野生型重组酶ＴｒｅＳＩＩ（ＷＴ）都以

可溶蛋白的形式大量表达。作者尝试通过 Ｎｉ２＋ＮＴＡ

亲和层析对重组酶ＴｒｅＳＩＩ进行纯化，但未能成功。

２．３　突变型ＴｒｅＳＩＩ最适反应温度比较

　　以野生型重组酶ＴｒｅＳＩＩ（ＷＴ）粗酶液为对照，分别

测定突变型 ＴｒｅＳＩＩ（ＭＴ）在３５℃、４０℃、温度下的酶活

力，以野生型ＴｒｅＳＩＩ最适反应温度下的酶活力为１００％

进行比较，结果如图４所示。与野生型ＴｒｅＳＩＩ相比，各

突变型的最适反应温度与野生型无明显差异，均为

４０℃。

２．４　突变型ＴｒｅＳＩＩ最适反应ｐＨ的比较

　　以野生型重组酶ＴｒｅＳＩＩ（ＷＴ）粗酶液为对照，分别

测定突变型ＴｒｅＳＩＩ（ＭＴ）在不同 ｐＨ下的酶活力，以野

生型ＴｒｅＳＩＩ最适反应 ｐＨ下的酶活力为１００％进行比

较，结果如图５所示。与野生型ＴｒｅＳＩＩ相比，各突变型

的最适反应ｐＨ与野生型无明显差异，均为ｐＨ６．０。
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图１　ＴｒｅＳＩＩ和已知海藻糖合酶氨基酸序列的比较

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｋｎｏｗｎｔｒｅｈａｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅｓ
Ｔｈｒｅｅｒｅｇｉｏｎｓｏｆｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔｈａｔａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｇｒａｙｂｏｘｅｓ．ＣａｔａｌｙｔｉｃｒｅｓｉｄｕｅｓＤ２０２，Ｅ２４４ａｎｄＥ３１０ａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ（）．Ｔｈｅ

ｍｅｔａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ（：）．Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗｉｔｈｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ（．）
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２０２０，４０（３） 赵晓艳 等：Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ分子改造

图２　ＰＣＲ介导定点突变ｔｒｅｓＩＩ

Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｔｒｅｓＩＩｂｙｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇＰＣＲ
ＬａｎｅＭ：λＨｉｎｄＩＩＩｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ（Ｑ３Ｄ）；Ｌａｎｅ

２：ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ（Ａ２８３Ｒ）；Ｌａｎｅ３：ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ（Ｗ３７４Ｄ）；

Ｌａｎｅ４： ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ（Ｒ４４９Ｑ）； Ｌａｎｅ ５： ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ

（Ｙ５３７Ｈ）；Ｌａｎｅ６：ｐＥＴ２９ａｔｒｅｓＩＩ；Ｌａｎｅ７：ｐＥＴ２９ａ（＋）

图３　突变重组酶ＴｒｅＳＩＩＳＤＳＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓｏｎＳＤＳＰＡＧＥ
ＬａｎｅＭ：Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．

ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳＩＩ（ＷＴ）；Ｌａｎｅ２：

ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳ

ＩＩ（Ｑ３Ｄ）；Ｌａｎｅ３：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇ

ｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳＩＩ（Ａ２８３Ｒ）；Ｌａｎｅ４：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳＩＩ（Ｙ５３７Ｈ）；Ｌａｎｅ５：

ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳＩＩ

（Ｗ３７４Ｄ）；Ｌａｎｅ６：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇ

ｐＥＴ２９ａ（＋）ｔｒｅＳＩＩ（Ｒ４４９Ｑ）；Ｌａｎｅ７：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＥＴ２９ａ（＋）

图４　突变型ＴｒｅＳＩＩ最适反应温度

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｐｔｉｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｆｍｕｔａｎｔａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅ

图５　突变型ＴｒｅＳＩＩ最适反应ｐＨ

Ｆｉｇ．５　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｐｔｉｍｕｍｐＨｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｕｔａｎｔＴｒｅＳＩＩａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅ

２．５　突变型ＴｒｅＳＩＩ比酶活的比较

　　在最适反应温度和最适反应 ｐＨ下测定突变型

ＴｒｅＳＩＩ（ＭＴ）和野生型重组酶ＴｒｅＳＩＩ（ＷＴ）的单位酶活，

以野生型 ＴｒｅＳＩＩ比酶活为１００％进行比较。结果如图

６所示。在最适反应条件下，野生型 ＴｒｅＳＩＩ的比酶活

为２８．４３Ｕ／ｍｇ。与野生型 ＴｒｅＳＩＩ相比，突变重组酶

Ｑ３Ｄ、Ａ２８３、Ｗ３７４Ｄ、Ｙ５３７Ｈ的单位酶活与野生型无明

显差异，而Ｒ４４９Ｑ的单位酶活为野生型的９２％。

２．６　突变子热稳定性的比较

　　将突变重组酶在４０℃、５０℃、６０℃条件下保温后，

于０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ、１２ｈ取样测定酶活，以野生型重组酶

ＴｒｅＳＩＩ在０℃条件下处理０ｈ的酶活力为１００％，比较突

变型的热稳定性（图７）。

　　４０℃条件下（图７ａ），野生型海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ经

过６ｈ，其相对酶活为５０％左右，而突变体Ｑ３Ｄ、Ａ２８３Ｒ、

Ｙ５３７Ｈ、Ｒ４４９Ｑ、Ｗ３７４Ｄ经过 ６ｈ，其相对酶活依然有
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图６　突变型ＴｒｅＳＩＩ与野生型比酶活的比较

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎｚｙｍｅａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅ

８５％左右；１２ｈ之后野生型残留酶活约为２０％，而突变

体Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ位点突变的酶的相对酶活为 ６０％

左右。

　　５０℃条件下（图７ｂ），野生型海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ经

过６ｈ，其相对酶活为３０％左右，而突变体Ｑ３Ｄ、Ａ２８３Ｒ、

Ｗ３７４Ｄ、Ｒ４４９Ｑ、Ｙ５３７Ｈ经过 ６ｈ，其相对酶活依然有

７５％左右；１２ｈ之后野生型残留酶活约为１０％，而突变

体Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ位点突变的相对酶活仍在４０％左右。

　　６０℃条件下（图７ｃ），野生型海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ经

过３ｈ，其相对酶活下降到２０％左右，而突变体Ａ２８３Ｒ、

Ｙ５３７Ｈ残留酶活仍有６８％左右，Ｑ３Ｄ、Ｒ４４９Ｑ、Ｗ３７４Ｄ相

对残留酶活为３５％；６ｈ之后野生型仅保留小于１０％的

酶活，而突变体Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ残留酶活仍有３０％左右。

３　讨　论

　　热稳定高的海藻糖合酶在工业化酶法生产海藻糖

上具有很强的应用潜力。Ｐｉｍｅｌｏｂａｃｔｅｒｓｐ．Ｒ４８的海藻

糖合酶在３０℃条件下处理１ｈ，相对酶活保持在８０％，

在５０℃处理 １ｈ，残留酶活不足 １０％，单位酶活力为

１７Ｕ／ｍｇ［２６］；ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉＣＪ３８的海藻糖合酶在

５５℃条件下处理１ｈ，相对酶活保持在４０％，单位酶活力

为７９．２Ｕ／ｍｇ［２７］；来源于 Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓｔｏｏｒｒｉｄｕｓ的海藻糖

合酶ＰｔＴｓ具有较强的热稳定性，在 ６０℃条件下处理

１ｈ，酶活无损失，其单位酶活力为 ８０Ｕ／ｍｇ［２８］；来源于

ＴｈｅｒｍｕｓｑｕａｔｉｃｕｓＡＴＣＣ３３９２３的海藻糖合酶在８０℃下稳

定，单位酶活力为１３４Ｕ／ｍｇ［２９］。王宇凡等［３０］对菌株

ＭｅｉｏｔｈｅｒｍｕｓｒｕｂｅｒｓｔｒａｉｎＣＢＳ０１所产海藻糖合酶 ＭｒＴｓ

上与热稳定性有关的关键位点Ｒ３９２进行突变，结果表

明Ｒ３９２Ａ在５０℃条件下活力基本丧失，ＴｒｅＳＩＩ与之对

应的位点为Ｒ３９４，本文未对其进行突变。有意思的是

图７　突变型ＴｒｅＳＩＩ与野生型热稳定性比较

Ｆｉｇ．７　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＷＴａｎｄ

ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ
（ａ）ＴｈｅｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＷＴａｎｄｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓｏｎ４０℃　（ｂ）

ＴｈｅｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＷＴａｎｄｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓｏｎ５０℃　（ｃ）Ｔｈｅ

ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＷＴａｎｄｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓｏｎ６０℃

ＭｒＴｓ具有一个比ＴｔＴｓ、ＤｒＴｓ及ＴｒｅＳＩＩ多出４２７个氨基

酸的Ｃ端结构域，Ｗａｎｇ等［３１］推测 Ｃ端可能与维持蛋

白质的热稳定性有关。但缺失该结构域的ＤｒＴｓ和经突

４８



２０２０，４０（３） 赵晓艳 等：Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ分子改造

变后的ＴｒｅＳＩＩ也具有良好的热稳定性，表明 ＴｒｅＳＩＩ可

以通过其他的氨基酸残基之间的作用来维持自身

结构。

　　脯氨酸对高温条件下蛋白质构象的稳定有非常关

键的作用［３２］，通过提高脯氨酸的含量来改变蛋白质的

柔韧性以维持结构是常见的增强蛋白质热稳定性的策

略之一［３３］。Ｃｈｏｕ等［２３］通过定点突变对 ＰｔＴｓ的几个位

点进行了突变，但仅发现 Ｎ５０３Ｐ提高了热稳定性。耐

热性良好的ＤｒＴｓ与ＰｔＴｓ序列内Ｎ５０３位点对应的氨基

酸残基是 Ｄ５１２，且 ＴｔＴｓ和 ＴｒｅＳＩＩ对应的位点分别是

Ｄ５０１和Ｓ４９８，这一位点在 ＤｒＴｓ、ＴｔＴｓ和 ＴｒｅＳＩＩ中对蛋

白结构的维持机制尚值得探讨。

　　已解析的海藻糖合酶 ＭｓＴＳ由 Ａ、Ｂ和 Ｃ三个

ｄｏｍａｉｎ组成。其中ｄｏｍａｉｎＢ包含１个 α螺旋、３个 β
折叠和 １个 Ｃａ２＋结合位点，Ｃａ２＋结合对维持保持

ｄｏｍａｉｎＡ结构的稳定具有重要作用［３４］。而另一个已解

析结构的海藻糖合酶 ＤｒＴｓ具有较高的热稳定性［２４］。

ＴｔＴＳ具有１个由Ａｓｐ２０２Ｇｌｕ２４４Ａｓｐ３１０组成的催化中

心，２个与 Ｍｇ２＋结合的氨基酸位点（Ｒ２８３Ｇ／Ｙ２８７Ｒ／

Ｒ２９１Ｇ，Ｈ５３４Ｙ）的突变显著提高了酶的热稳定性，且在

结构上由两段氨基酸构成的序列 Ａｓｐ４Ｖａｌ１２９和

Ｔｙｒ３７３Ｇｌｎ４５０之间的相互作用与热稳定性密切相

关［２５］。本研究中的海藻糖合酶 ＴｒｅＳＩＩ与 ＴｔＴｓ的相似

性为６１％，经序列比对，ＴｒｅＳＩＩ存在着类似的氨基酸结

合位点 Ａ２８３／Ｒ２８７／Ｖ２９１和 Ｙ５３７。通过对 Ａ２８３和

Ｈ５３７位点的突变，６０℃条件下Ａ２８３Ｒ、Ｙ５３７Ｈ保温３ｈ，

其残留酶活仍有６８％左右，证实了与金属离子结合的

氨基酸残基对 ＴｒｅＳＩＩ的热稳定性具有显著作用。此

外，对ＴｒｅＳＩＩ与ＴｔＴｓ上相似的两个维持蛋白质结构的

结构域上的几个位点 Ｑ３Ｄ、Ｗ３７４Ｄ、Ｒ４４９Ｑ进行突变

后，其热稳定性也有不同程度的提高。所获得的具良

好热稳定性的突变重组酶扩大了海藻糖合酶ＴｒｅＳＩＩ的

应用范围。
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｆｒｏｍｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｓｔａｒｃｈ．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，
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［３０］王宇凡，朱碉明，魏东盛，等．利用定点突变分析海藻糖合酶
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ＴｒｅｈａｌｏｓｅＳｙｎｔｈａｓｅＴｒｅＳＩＩｆｒｏｍＭｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｔｈｅｔｒｅｈａｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＥＣ２．４．１．２４５）ｆｒｏｍＭｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｖ１１（ＴｒｅＳＩＩ）ｃａｔａｌｙｚｅｓｔｈｅ
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ｉｎｔｏｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｆＴｒｅＳＩＩｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｉｔｈａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ｔｈｅｔｈｅｒｍａｌｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＴｒｅＳＩＩｌｉｍｉｔｓｉｔｓｗｉｄｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｒｅｈａｌｏｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｏｐｔｉｍａｏｆｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＴｒｅＳＩＩｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｂｙｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｔｈｅｔｗｏｐｏｓｓｉｂｌｅ
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