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摘要: 以已知晶体结构的 Pseudomonas mesoacidophila MX-45 菌株海藻酮糖合成酶( MutB) 的晶体结构为模板，在

SWISS-MODEL 模建立谷氨酸棒杆菌( Corynebacterium glutamicum) 海藻糖合成酶的立体结构，并对初始结构作

能量优化，通过氨基酸序列比对，选择 TreS-glu 保守区内的氨基酸 R245、D247、E289、F244 和保守区外的氨基酸

A288 进行定点突变，并对突变酶 F244C、F244L、F244W、F244Y、A288G、R245X、E289X、D247N、D247E 进行纯化

和酶学性质研究，比较突变子对酶活性和热稳定性的影响。结果表明，R245、E289 突变为其它的 19 个氨基酸后

酶活力全部丧失，D247E 和 D247N 也丧失酶活，F244C、F244L、F244W、F244Y 和 A288G 的比活力分别降低到

TreS-glu 的 38%、24%、62%、64% 和 35%，A288 突变成 T288 后没有酶活。与 TreS-glu 相比，F244C、F244W、
A288G 的 Km 值基本不变，F244L、F244Y 对底物麦芽糖的亲和力降低，F244Y 的最适反应温度和 TreS-glu 相同，

均为 27℃，而 F244C、F244L、F244W 和 A288G 的最适温度提高到 32℃。与 TreS-glu 相比，突变酶的最适反应 pH
值均有所下降，其中 F244C、F244Y 和 A288G 的为 7． 5，比 TreS-glu 的 8． 0 均下降了约 0． 5 个单位，而 F244L 和

F244W 的为 6． 5，比 TreS-glu 的 8． 0 均下降了近 1． 5 个单位。与 TreS-glu 相比，突变酶的热稳定性均有不同程度

提高，其中 F244Y、F244W 和 A288G 的 Tm 值比 TreS-glu 的提高约 1℃，F244L 提高约 2℃，F244C 提高了近 4℃。
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Abstract: A three-dimensional model of trehalose synthase from Corynebacterium glutamicum was con-
structed based on the crystal structure of trehalulose synthase MutB from Pseudomonas mesoacidophila
MX-45 on the SWISS-MODEL and the energy of its primal structure was optimized． Combined with an-
alyzing the conserved region of trehalose synthase genes from different origin，mutagenesis was per-
formed on the amino acids in TreS-gluhis conserved region ( R245，D247，E289，F244) and out of the
conserved region ( A288 ) ． The mutants F244C，F244L，F244W，F244Y，A288G，R245X，E289X，

D247N and D247E were purified and their impacts on
enzyme activity and thermal stability were analyzed．
The results showed that the activity was lost after R245
and E289 were converted to other 19 kinds of amino
acids． The mutants D247E and D247N revealed also
no activity． The specific activity of the mutants F244C，
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F244L，F244W，F244Y and A288G were decreased to 38%，24%，62%，64% and 35% of the wild-
type ( TreS-gluhis) ，respectively． The mutant A288T showed its activity to be disrupted completely．
Compared with the wild-type，the km of F244C，F244W，A288G was not significantly altered，but the af-
finity of F244L and F244Y enzymes was decreased for the maltose substrate． The optimum temperature
of the mutant F244Y was 27℃ that was the same as the TreS-glu，while the mutants F244C，F244L，
F244W and A288G enhanced their optimum temperature to 32℃ ． The optimum pH value of all the
mutants was decreased in comparison with that of the wild type． The optimum pH of F244C，F244Y
and A288G dropped 0． 5 pH value units and reached to 7． 5，and that of F244L and F244W decreased
1． 5 units． The thermostability of all the mutants increased in various degree，about one degree in the
F244Y，F244W and A288G，two degrees in the F244L and four degrees in the F244C than that of the
wild type．
Key words: trehalose synthase，Corynebacterium glutamicum，site-mutagenesis，enzyme properties

海藻糖是由 2 个葡萄糖分子通过 α，α?1，1 糖苷

键连接而成的非还原性二糖，在多种生物，如真菌、酵
母菌、昆虫等一些植物和动物体内广泛存在

［1］。海

藻糖具有耐热性和耐酸性，能够保护一些植物和动物

细胞及一些活性物质如生物膜、蛋白质和核酸等免受

干燥和低温冷冻的伤害，此外，海藻糖还具有低吸湿

性、保湿性、低甜度等特点。Schick 等
［2］

还将海藻糖

用于器官的活体保藏。这些独特的生物学功能，使得

海藻糖被广泛应用于食品、化妆品、农业、医药和生物

制品等领域
［3 ～ 6］。

海藻糖合成酶( TreS) 能催化麦芽糖生成海藻糖。
海藻糖合成酶是工业上以淀粉为原料生产海藻糖的

关键酶。迄今为止已经克隆的海藻糖合成酶存在有

一 些 缺 陷，比 如: 转 化 率 较 低 ( 最 高 只 有 50% ～
60% ) 、热稳定性不够高等。有必要利用定向进化的

方法对已有的海藻糖合成酶进行改造，使其工业性能

有所改善，同时也能为研究其结构与功能的关系打下

坚实的基础。本研究在已经获得的谷氨酸棒杆菌

( Corynebacterium glutamicum ) 海藻糖合成酶( TreS
-glu) 基因序列所推导的氨基酸序列的基础上，通过

计算机辅助设计，模拟蛋白质的空间结构，并进行能

量优化，结合分析其与 TreS-glu 同源性较高的氨基

酸序列
［7］，选择 TreS-glu 保守区内的氨基酸 R245、

D247、E289、F244 和保守区外的氨基酸 A288 进行定

点突变，并对突变酶进行纯化和酶学性质研究，比较

突变子对酶活性、热稳定性的影响，以期为海藻糖合

成酶的分子结构与功能关系的深入研究提供理论依

据。

1 材料和方法

1． 1 材料

快速定点突变试剂盒购自 Stratagene 公司，各种

限制性内切酶、PrimeSTAR HS DNA 聚合酶、T4 连接

酶均购自 TaKaRa 公司，DpnI 是 Promega 产品，异丙

基 β?D-硫代牛乳糖苷 ( IPTG) 购自 Calbiochem 公

司，蛋白胨和酵母粉是 OXIOD 公司产品，其他试剂为

国产 分 析 纯 试 剂。菌 株 Escherichia coli BL21 和

JM109 是广西亚热带生物资源保护利用重点实验室

保存的菌种; 表达质粒 pSE380 购自 Invitrogen 公司，

重组表达质粒 pSE380-tresgluHis 是广西亚热带生物

资源保护利用重点实验室构建。
培养基为 LB 培养基: 1% ( m/V) tryptone，0. 5%

( m/V) yeast extract，1% ( m/V) NaCl。引物序列是

根据突变氨基酸相应位点及其两侧的碱基序列，用计

算机软件 Vector NTI Suite10 设计。饱和突变引物的

设计根据突变位点序列并考虑密码子的偏爱性设计

互补的引物，将位点 R245 和 E289 分别突变为其它

的 19 种氨基酸，为了便于鉴定，通过沉默突变引入酶

切位点，其中位点 R245 突变引物引入 XbaI 酶切位

点，位点 E289 突变引物引入 EcoRI 酶切位点。定点

突变引物设计将位点 F244 的 Phe 分别突变为 Cys
( F244C ) 、Tyr ( F244Y ) 、Trp ( F244W ) 和 Leu
( F244L) ，位点 D247 的 Asp 分别突变为 Glu( D247E)

和 Asn ( D247N) ，A288 的 Ala 突变为 Gly ( A288G) ，

根据突变位点序列并考虑密码子的偏爱性设计完全

互补的引物。
1． 2 方法

1． 2． 1 突变位点选择、DNA 操作和 PCR 介导的定

点饱和突变

通过氨基酸序列比对，选择 TreS-glu 保守区内的

氨基酸 R245、D247、E289、F244 和保守区外的氨基酸

A288 进行定点突变。质粒 DNA 提取、纯化、酶切、连
接及转化参照文献［8］进行。PCR 介导的饱和突变

以野生型的重组表达质粒 pSE380-tres-gluhis 为模板

进行 PCR 反应，扩增含突变位点 R245、E289 的全长

基因。PCR 介导饱和突变的反应体系为: 5×PS buffer
with MgCl2，10． 0μl; 2． 5mmol /L dNTP，4. 0μl;
10μmol /L Primer，各 1． 0μl; 重组质粒 pSE380 -tres -
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gluhis 模板，5 ～ 10 ng; PrimeSTARTMHS DNA Polymer-
ase，1． 25U; 加超纯水至反应总体积为 50． 0 μl。PCR
介导饱和突变的扩增程序条件为: 首先 95℃ 2min，然

后 94℃ 30s，65℃ 30s，72℃ 6min，25 个循环，随后

72℃ 10min; PCR 扩增产物各取 2． 5μl 在 0． 8% 琼脂

糖上电泳检查; PCR 产物用 DpnI ( 识别序列为 5' -
GmATC-3') 消化后，胶回收试剂盒纯化，直接转化到

E． coli XL10-GOLD 感受态细胞中。PCR 介导定点突

变的反应体系与饱和突变的反应体系相同，反应条件

为: 94℃ 30s，62℃ 30s，72℃ 6min，25 个循环; 反应结

束后用 DpnI( 识别序列为 5'-GmATC-3') 消化 PCR 产

物中的模板，1% 琼脂糖凝胶回收目的片段，取 10μl
PCR 产物转化到 E． coli XL10-GOLD 感受态细胞中。
1． 2． 2 突变体鉴定、酶表达和产物纯化

对突变体 的 质 粒 DNA 上 包 含 突 变 位 点 的 片

段进行序列测定，所有突变 体 都 进 行 2 次 测 序 确

认。经测序证明为突变子后，转化到 E． coli BL21
宿主中 进 行 表 达。序 列 测 定 由 鼎 安 测 序 公 司 完

成。
酶表达是从 LB 氨苄平板上挑取单菌落，接种到

5ml 含氨苄青霉素钠 ( 100μg /ml ) 的 LB 培养基中，

37℃，220r /min 培养过夜。将上述种子液按照 1 ∶
100 比例接种至 100ml LB 培养基，37℃，220r /min 培

养至 OD600 为 0． 6 左右，加入 IPTG 使其终浓度为

1mmol /L 进行诱导表达，继续培养 14h 后离心收集菌

体。每 10g 菌体重悬于 50ml 破胞缓冲液: 50mmol /L
pH 值 7． 5 的磷酸钠缓冲液( PBS) ，超声波破胞，4℃
离心弃沉淀，上清即为粗酶液，测定其酶活力。粗酶

液用镍柱亲和层析纯化( 除非特别标示，所有的纯化

步骤均在 4℃条件下进行) ，镍柱用 10mmol /L 咪唑缓

冲液平衡，粗酶液上柱后用 100mmol /L 咪唑缓冲液

洗涤去掉杂蛋白，再用 250mmol /L 咪唑缓冲液洗脱 1
次，收 集 酶 蛋 白 峰。酶 蛋 白 液 浓 缩 后 再 过 预 先 用

50mmol /L( pH 值 7． 5) 的 PBS 平衡的 SephracrylS-300
凝胶柱去除咪唑，用 250mmol /L ( pH 值 7． 5 ) 的 PBS
洗脱，收集蛋白峰。将蛋白峰收集液进行 SDS-PAGE
电泳分析和酶活力测定。
1． 2． 3 海藻糖合成酶的酶活力测定和酶学性质研究

TreS 的酶活力测定参照文献［9］进行。在不同

温度( 10℃，16℃，22℃，27℃，32℃，37℃，42℃，46℃，

50℃，55℃ ) ，以及 30℃下不同 pH 值 ( 5． 0，5． 5，6. 0，

6． 5，7． 0，7． 5，8． 0，8． 5，9． 0) 50 mmol /L PBS 条件下，

将 TreS-glu、F244C、F242Y、F244L、F244W 和 A288G
分别与等体积含 5% 麦芽糖反应 30min，100℃ 煮

沸 5min 终止酶反应。麦芽糖的减少量通过 3，5 -

二硝基水杨酸法 ( DNS) 测定，把酶与底物反应 混

合物稀释适当 倍 数，取 500μl 稀 释 液 与 375μl 的

DNS 在沸 水 浴 煮 5min，冷 却 后 加 水 5 ． 375ml 测

定其吸光值 OD520。 空白对照以灭活的酶液与底

物反应混合物。酶活力 的 测 定 重 复 3 次，取 3 次

实验数 据 的 平 均 值。酶 活 力 定 义 为 上 述 条 件 下

1min 转化一定量 麦 芽 糖 生 成 1μg 海 藻 糖 所 需 酶

的量为 1U。
TreS 的 Km 值测定参照文献［10］进行，热稳定性

( Tm) 测定的具体方法是将 TreS-glu、F244C、F242Y、
F244L、F244W 和 A288G 在不同的温度( 30℃、37℃、
42℃、46℃、50℃和 55℃ ) 下保温 30min 后冷却，再在

最适的温度下反应测定其残存活性( 以 4℃时的酶活

力为 100% ) ，然后作温度活性曲线。蛋白质浓度的

测定使用 Bradfoard 法
［11］，以牛血清白蛋白( BSA) 为

标准进行测定。

2 结果与分析

2． 1 突变型海藻糖合成酶基因表达载体的构建

利用设计的突变引物，以 pSE380-tres-gluhis 为模

板，反向 PCR 扩增，PCR 产物在 1． 0% 的琼脂糖凝胶

电泳分析结果( 图 1 ) 表明，扩增片段约为 6． 0kb，与

预期的结果相符。将突变子表达质粒直接转化到 E．
coli XL10-GOLD 感受态细胞中，经 IPTG 诱导后破胞

测定酶活力。突变体序列测定证实得到的突变体与

预期的结果相符，并获得 9 个突变型海藻糖合成酶，

分别 将 其 命 名 为: F244C、F244L、F244W、F244Y、
A288G、R245X、E289X、D247N、D247E，其中 5 个是有

酶活的突变体，分别是: F244C、F242Y、F244L、F244W
和 A288G。

图 1 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig． 1 Agarose electrophoresis of amplifying the whole

length of PCR products

M． DNA 标记，1，2． PCR 扩增产物。M． DNA marker，1 and

2． Product of PCR amplification．
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2． 2 突变型海藻糖合成酶的表达和纯化

蒋 获 得 有 酶 活 的 5 个 突 变 体 F244C、F242Y、
F244L、F244W、A288G 转化到 E． coli BL21 进行表达。
突变体酶粗酶液经镍柱亲和层析和 Sephacryl-300 柱

层析纯化后，收集的酶蛋白的 SDS-PAGE 电泳结果显

示单一条带( 图 2) ，说明已经纯化到 1 条分子量约为

66kD 的均一目的蛋白条带，可以用于酶学性质研究。

图 2 海 藻 糖 合 成 酶 与 突 变 型 海 藻 糖 合 成 酶 的 SDS-
PAGE 电泳结果

Fig． 2 SDS-PAGE of purified enzyme of TreS-glu and mu-
tants

M． 蛋白质分子量标记，1． TreS-glu，2． F244C，3． F244Y，4．
F244L，5． F244W，6． A288G，7． Sephacryl-300 柱层析纯化重组

酶。M． Protein weight marker，1． TreS-glu，2． F244C，3． F244Y，

4． F244L，5． F244W，6． A288G，7． Recombinant enzyme purified
on Sephacryl-300．

2． 3 突变型海藻糖合成酶的酶学性质

2． 3． 1 酶活力和 Km 值

表 1 结果显示，R245、E289 突变为其它的 19 个

氨基酸后，酶活力全部丧失; D247 变为性质相似的谷

氨酸 和 天 冬 酰 胺 后 也 丧 失 酶 活 力; F244 突 变 成

C244、L244、W244、Y244 后酶的比活力分别降低到

TreS-glu 的 2． 6 倍、4． 1 倍、1． 6 倍、1． 55 倍; A288 突

变成 G288 后酶的比活力降低到 TreS-glu 的 2． 8 倍;

A288 变成 T288 则没有酶活力。与 TreS-glu 相比，突

变型海藻糖合成酶 F244C、F244W、A288G 的 Km 值

基本不变，F244L、F244Y 的 Km 值提高了近 1 倍。
2． 3． 2 最适反应温度和最适反应 pH 值

与海藻糖合成酶相比，突变 型 海 藻 糖 合 成 酶

F244Y 的最适温度基本不变，均为 27℃，而 F244C、
F244L、F244W 和 A288G 的最适温度提高到 32℃ ( 图

3) ; 突变型海藻糖合成酶的最适 pH 值均有所下降，

F244C、F244Y 和 A288G 的最适反应 pH 值为 7. 5，比

海藻糖合成酶的 8． 0 均 下 降 了 约 0． 5 个 单 位，而

F244L、F244W 的最适反应 pH 值为 6． 5，比海藻糖合

成酶的 8． 0 均下降了近 1． 5 个单位( 图 4) 。

表 1 海藻糖合成酶与突变型海藻糖合成酶的酶学性质比较

Table 1 Comparision of the properties of trehalose synthase
between TreS-glu and mutants

酶 Enzyme 粗酶酶活力
( U /ml)
Activity of
crude extract

纯化后比活力
Specific activity
of purified en-
zyme( U /mg)

Km
( mmol /L)

TreS-glu 783． 47 80． 87 19． 77
F244C 785． 85 30． 66 15． 70
F244L 377． 49 19． 61 34． 05
F244W 308． 64 50． 48 24． 17
F244Y 800． 09 52． 05 35． 67
A288G 811． 97 28． 10 16． 90
R245X 0 － －
E289X 0 － －
D247N 0 － －
D247E 0 － －

图 3 海藻糖合成酶与突变型海藻糖合成酶的最适反应

温度
Fig． 3 Comparison of optimum temperature between Tres-

glu and mutants
—●—: TreS -glu，—■—: F244W，—▲—: F244L，——: F244C，—◆—:

A288G，—○—: F244Y．

图 4 海藻糖合成酶与突变型海藻糖合成酶的最适反应

pH 值

Fig． 4 Comparison of optimum pH value between Tres-glu
and mutants

—●—: F244L，—■—: TreS -glu，—▲—: F244W，——: A288G，—◆—:
F244Y，—○—: F244C．
2． 3． 3 热稳定性

图 5 结果表明，与海藻糖合成酶相比，突变型海

藻糖合成酶的热稳定性均有不同程度的提高，其中

F244Y、F244W 和 A288G 的 Tm 值均为 47℃、比海藻

糖合成酶的提高约 1℃ ; F244L 为 48℃，比海藻糖合

成酶的提高约 2℃，而 F244C 热稳定性提高了近 4℃。
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图 5 海藻糖合成酶与突变型海藻糖合成酶的热稳定性

比较

Fig． 5 Comparision of thermostability between TreS-glu and
mutants

—●—: F244L，—■—: TreS -glu，—▲—: F244C，——: F244W，—◆—:
A288G，—□—: F244Y．

3 讨论

蛋白质的三维结构能为蛋白质的改造提供一个

很好的基础。但是至今为止，我们并未知晓谷氨酸棒

杆菌海藻糖合成酶 ( TreS-glu) 的晶体结构。我们从

本实验室构建的谷氨酸棒杆菌海藻糖合成酶的基因

序 列 推 出 其 氨 基 酸 顺 序，它 与 已 知 晶 体 结 构 的

Pseudomonas mesoacidophila MX-45 菌株海藻酮糖合

成酶( MutB) ［12］
的同源性为 32． 0%，符合同源模建的

适用范围。因此，我们以 MutB 的晶体结构为模板，

在 SWISS-MODEL 模建立 TreS-glu 的立体结构，并对

其初始结构作能量优化。海藻酮糖合成酶是 α?淀粉

酶家族 13 成员之一，具有典型的( β /α) 8 桶结构
［13］。

在所有的 α /β 桶结构中，活性部位均处于一个相似

的位置，即位于由连接 β 折叠链羧基端与 α 螺旋氨

基端的 8 个环所构成的口袋底部中，而参与结合和催

化的残基在这些环区( loop) 中
［14］。结合分析不同来

源的 TreS-glu 保守区，我们选择 2 个保守位点的位

点: R245，E289 进行饱和突变，结果显示，它们分别突

变成其它的 19 个氨基酸后全部均丧失了酶活力，说

明这 2 个氨基酸残基是 TreS-glu 的关键性残基，这些

氨基酸有可能参与了底物的结合或催化。从 MutB
的晶体结构中，D200，E254( TreS-glu 对应的位点分别

为 D247、E289) 是活性部位之一，R198( TreS-glu 对应

的位点为 R245) 决定着催化残基的方向和活性位点

的稳定性
［15］，这有可能是位点 R245 突变后酶活丧失

的原因之一。后来，我们又选择了与其相邻的氨基酸

F244、A288 进行定点突变。结果表明，这些突变酶酶

活力普遍下降，这可能是突变影响了酶活性中心局部

的构象，使酶的活性发生了明显的改变。而突变体

A288T 丧失酶活性很可能是使非极性氨基酸变成极

性氨基酸后，使蛋白质的疏水作用减弱，降低了酶的

稳定性，从而导致酶的活性丧失。因此，通过分析和

研究这些突变酶的性质变化，可以为今后研究海藻糖

合成酶的结构和功能的关系提供有用的数据和信息，

为进一步对海藻糖合成酶的分子改造提供理论依据。
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