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摘  要：葡萄糖氧化酶(glucose oxidase, GOD, EC 1.1.3.4)是一种耗氧脱氢酶，可催化葡萄糖产生

葡萄糖酸和过氧化氢，这种特殊的作用机制使其具有良好应用前景。但天然 GOD 催化活力低、

热稳定性差成为制约其工业化生产应用的主要因素。本研究以目前报道的热稳定性好的葡萄糖氧

化酶 AtGOD 为源序列，通过进化分析，以期获得性能优良的 GOD。筛选并成功合成了 6 个基因

进行功能验证，其中异形曲霉(Aspergillus heteromorphus)的葡萄糖氧化酶 AhGODB 在毕赤酵母中

表达后表现出较好的热稳定性和催化活性。其最适温度为 40 ℃，比活力为 112.2 U/mg，70 ℃处

理 5 min 后的剩余酶活为 47%。为进一步提高其活性和热稳定性，利用定向进化结合理性设计的方法

获得多个突变体。其中，突变体 T72R/A153P 最适温度由野生型酶的 40 ℃提高到 50 ℃，比活力由

112.2 U/mg 提高到 166.1 U/mg，70 ℃处理 30 min 后的剩余酶活由野生型酶的完全失活提高到

33%。综上所述，本研究获得的葡萄糖氧化酶突变体在催化活性和热稳定性上有所提升，具有一

定的应用潜力。 
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Improvement of catalytic activity and thermostability of glucose 
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Abstract: Glucose oxidase (GOD) is an oxygen-consuming dehydrogenase that can catalyze the 
production of gluconic acid hydrogen peroxide from glucose, and its specific mechanism of action 
makes it promising for applications, while the low catalytic activity and poor thermostability have 
become the main factors limiting the industrial application of this enzyme. In this study, we used 
the glucose oxidase AtGOD reported with the best thermostability as the source sequence for 
phylogenetic analysis to obtain the GOD with excellent performance. Six genes were screened 
and successfully synthesized for functional validation. Among them, the glucose oxidase 
AhGODB derived from Aspergillus heteromorphus was expressed in Pichia pastoris and 
showed better thermostability and catalytic activity, with an optimal temperature of 40 °C, a 
specific activity of 112.2 U/mg, and a relative activity of 47% after 5 min of treatment at 70 °C. 
To improve its activity and thermal stability, we constructed several mutants by directed 
evolution combined with rational design. Compared with the original enzyme, the mutant 
T72R/A153P showcased the optimum temperature increasing from 40 to 50 °C, the specific 
activity increasing from 112.2 U/mg to 166.1 U/mg, and the relative activity after treatment at 
70 ℃ for 30 min increasing from 0% to 33%. In conclusion, the glucose oxidase mutants 
obtained in this study have improved catalytic activity and thermostability, and have potential 
for application. 
Keywords: glucose oxidase; directed evolution; rational design; catalytic activity; thermostability 

 
葡萄糖氧化酶是一种黄素腺嘌呤二核苷酸

(flavin adenine dinucleotide, FAD)依赖性氧化

酶，属于葡萄糖-甲醇-胆碱氧化还原酶超家族。

在有氧条件下，GOD 以氧分子为电子受体，专

一性地催化 β-D-葡萄糖生成 D-葡萄糖酸内酯和

过氧化氢，随后葡萄糖酸内酯水解产生葡萄糖

酸[1]。基于其催化特点，GOD 在饲料、食品、

医疗和化工等领域被广泛应用。GOD 具有提高

动物生产性能、维护肠道健康、增强总抗氧化

能力和免疫力、缓解应激等功能，可作为一种

饲用抗生素替代品在饲料行业使用[2]。 
GOD 来源广泛，在真菌和昆虫中均有分布，

起初 GOD 几乎都通过微生物自然发酵生成，但

天然菌株具有表达量低、发酵能力差以及产生

的蛋白质分离纯化困难等问题，限制了 GOD 规

模化生产和应用[3]。选择合适的宿主进行异源

表达是实现 GOD 高效生产的有效手段，来源于

曲霉和青霉的葡萄糖氧化酶基因在大肠杆菌

(Escherichia coli)[4]、酿酒酵母 (Saccharomyces 
cerevisiae)[5]、巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)[6-7]
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等菌株中成功表达。其中巴斯德毕赤酵母作为

一种甲醇诱导型宿主，不仅基因诱导表达可控、

外源蛋白表达水平可观，并且自身分泌蛋白少，

是 GOD 目前最理想的异源表达宿主之一[8]。 
为了满足不同行业的实际需求，需要选择

合适来源的 GOD 进行性能的改良，以达到事半

功倍的效果。利用蛋白质工程技术对 GOD 进行

分子改良是提高其性能满足应用需求的有效途

径，目前关于 GOD 的分子改良研究主要集中于

热稳定性的提升。Ning 等[9]利用计算机软件分

析 GOD 结构并进行定点突变，获得了 Tm 值提

高了 4.4 ℃的突变体。Tu 等[10]通过引入疏水作

用力、优化蛋白表面电荷分布的方式成功将野

生型 GOD T50 值提高了 7.5 ℃；Jiang 等[11]通过

增加糖基化修饰位点、优化相关氨基酸的 FAD
结合能的方式将黑曲霉 GOD 的 Tm 值提高了

9.5 ℃。利用蛋白质工程技术提升酶热稳定性的

同时通常会造成酶活性的损失[12-13]。因此分子

改良研究中，在不损失酶活性的前提下提高其

热稳定性具有重要意义。 
本课题组前期从土曲霉(Aspergillus terreus)

中分离得到一种超耐热葡萄糖氧化酶 AtGOD，

在 90 ℃下处理 2 min 后剩余酶活达 90%，但其

活性较低[14]。本研究以 AtGOD 为模板，通过进

化分析筛选出了 6 种葡萄糖氧化酶，用毕赤酵

母异源表达后进行酶学性质分析，最终筛选出热

稳定性较好、活性较高的异形曲霉(Aspergillus 
heteromorphus)葡萄糖氧化酶 AhGODB，随后结

合定向进化和理性设计方法对其进行分子改

良，进一步提高其活性和热稳定性。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

大肠杆菌感受态细胞 Trans1-T1 购自北京

全式金生物技术有限公司，用于基因克隆；毕

赤酵母 GS115 菌株和载体 pPICZαA 均购自

Invitrogen 公司，用于外源基因的表达。 
DNA 聚合酶和 DNA 产物纯化试剂盒均购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；质粒小

提中量试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公

司；随机突变试剂盒 Gene Morph Ⅱ购自 Aligent
公司；限制性核酸内切酶 EcoR Ⅰ、Not Ⅰ、Bgl Ⅱ
和 Dpn Ⅰ均购自 ThermoFisher Scientific 公司。

辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
和邻联茴香胺均购自 Amresco 公司。博来霉素

(Zeocin)购自 Invitrogen 公司，其他试剂均为国

产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  葡萄糖氧化酶基因的挖掘 

以本课题组前期获得的超耐热土曲霉葡萄

糖氧化酶 AtGOD 蛋白序列为模板，在 GenBank
数据库检索同源氨基酸序列，选取同源性在

70%–90%的序列，利用 MEGA 11 构建系统进

化树，根据与 AtGOD 的亲缘关系的远近选定研

究对象。苏州金唯智生物科技有限公司按照毕

赤酵母密码子偏好性进行葡萄糖氧化酶基因的

优化合成。 

1.2.2  重组载体构建 
设计特异性引物，以合成的基因为模板，

扩增葡萄糖氧化酶基因并在下游加入 6×His 标

签。目的基因片段经胶回收纯化后分别连接到

经过 EcoR Ⅰ和 Not Ⅰ限制性内切酶处理后的表达

载体 pPICZαA 上，构建重组载体，随后转化到

大肠杆菌感受态细胞 Trans1-T1。将菌液涂布在

LB (含有 50 μg/mL Zeocin)固体培养基上 37 ℃
培养 12–16 h，挑取阳性转化子培养后进行 DNA
序列测定。 

1.2.3  葡萄糖氧化酶异源表达和纯化 
提取重组载体质粒，用 Bgl Ⅱ线性化处理后

电击转化到 P. pastoris GS115 感受态细胞，菌
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液涂布在 YPD (含有 100 μg/mL Zeocin)平板上

30 ℃培养 48 h。从 YPD 平板上挑取转化子，参

照毕赤酵母表达手册(Invitrogen, K171001)进行

诱导表达。诱导表达结束后，菌液经 8 000 r/min
离心 15 min 后收集上清发酵液。利用 10 kDa 膜
包浓缩发酵液至 20 mL 左右，再经过 5 mL Ni 
NTA Beads 6FF 层析柱纯化，酶液经不同咪唑

浓度(20–500 mmol/L，pH 7.5)的 NTA 溶液洗脱，

纯化后的酶液使用 20 mmol/L 磷酸氢二钠-磷酸

二氢钠缓冲液(pH 7.4)透析，并于 4 ℃保存。利

用 SDS-PAGE 分析蛋白分子量大小和纯化结果。 

1.2.4  葡萄糖氧化酶活力测定 
对 GOD 酶活测定方法[15]进行调整。采用

1.45 mL 反应体系：2.5 mg/mL 邻联茴香胺溶于

100 mmol/L 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液(pH 6.0)；
18 mg/mL 葡萄糖溶液；9 U/mL 辣根过氧化物

酶；50 μL 稀释至合适浓度的酶液。混匀后的反

应体系在标准条件(30 ℃，pH 6.0)下反应 3 min
后，加入 1 mL 2 mol/L 硫酸终止反应。终止后

的反应溶液在 OD540 下测定吸光度。酶活单位

(U)定义为：30 ℃、pH 6.0 条件下，每 min 氧化

1 μmol 葡萄糖所消耗的酶量。反应均重复 3 次，

数据表示为 mean±SD。 

1.2.5  葡萄糖氧化酶性质测定 
在 pH 6.0 条件下，测定酶液在不同温度下

的活性确定最适温度；用 pH 6.0 缓冲液将酶液

稀释到浓度大约为 100 μg/mL，70 ℃处理不同

时间后立即冰浴 2 h。在标准条件下测定酶剩余

活力，绘制热稳定性曲线。  
配制 pH 2.0–12.0 缓冲液，在 30 ℃条件下

测定酶活力确定酶最适 pH；用不同 pH 缓冲液

稀释酶液至 100 μg/mL 左右，室温处理 1 h 后

标准条件下测定酶剩余活力，绘制 pH 稳定性

曲线。 
配制不同浓度(5–200 mmol/L)葡萄糖作为

反应底物，在标准条件下测定酶活力。利用

GraphPad Prism 5 软 件 分 析 数 据 ， 拟 合

Michaelis-Menten 曲线，得到动力学参数米氏常

数 (Km)和最大反应速率(Vmax)，计算出转化数

(kcat)，评估催化效率(kcat/Km)。上述反应均重复

3 次，数据表示为 mean±SD。 

1.2.6  葡萄糖氧化酶 AhGODB 随机突变库

的构建和筛选 
以重组载体 pPICZαA-AhgodB 为模板，利

用易错 PCR 的方法对 AhgodB 基因进行随机突

变，通过调整 PCR 体系中模板含量控制基因突

变比例，构建随机突变库。PCR 详细步骤参照

随机突变试剂盒说明书(Gene Morph Ⅱ)。向 PCR
产物中加入 1 μL Dpn Ⅰ，37 ℃处理 2 h 以消化

野生型基因模板。PCR 产物转化到感受态细胞

Trans1-T1 后，在含有 Zeocin 的 LB 固体培养基

上培养 12–16 h，挑取阳性转化子进行 DNA 序

列测定以确定突变频率。 
提取突变库质粒，用 Bgl Ⅱ线性化处理后电

击转化到 P. pastoris GS115 感受态细胞，挑取

转化子在 His-MM 平板诱导表达 48 h。平板放

入 90 ℃烘箱处理 9 min 后倒入显色液，根据转

化子周围的棕色圈大小进行筛选。GOD 显色液

的配制方法为：2 mL 18%的葡萄糖溶液，400 μL
辣根过氧化物酶溶液(90 U/mL)，200 μL 1%邻

联茴香胺甲醇溶液，溶于 10 mL 含 1%琼脂糖溶

液中。挑取转化子于 30 μL 真菌裂解液中，98 ℃
处理 10 min。以裂解产物为模板，设计特异引

物进行 PCR 扩增，胶回收后连接到 pPICZαA
载体上，重组载体经转化后挑取阳性转化子进

行序列测定，以确定突变位点。 

1.2.7  葡萄糖氧化酶 AhGODB 理性设计及

组合突变 
利用蛋白质耐热性人工智能模型 Preoptem 

(PMID: 38647756)，对蛋白质中所有的氨基酸残
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基进行扫描，根据预测的单点突变体相对于野

生型耐热性的差异，来确定与耐热性相关的突

变位点，并进行理性设计，验证突变体的功能。

以重组载体 pPICZαA-AhgodB 为模板，设计特

异性引物进行 PCR。向 PCR 产物中加入 1 μL 
Dpn Ⅰ酶，37 ℃处理 2 h 以消化野生型模板。PCR
产物转化到感受态细胞 Trans1-T1 后，在含有

Zeocin 的 LB 固体培养基上培养 12–16 h，挑取

阳性转化子进行 DNA 序列测定以确保定点突

变成功。 
获得的定点突变体在毕赤酵母中异源表

达，对其纯化酶液进行性质分析。将热稳定性

提升明显的突变体的突变位点进行组合，构建

组合突变体。 

1.2.8  分子动力学模拟 
使用 GROMACS 5.0 软件包和 CHARMM 

36 力场对突变体进行了分子动力学模拟。使用

最陡梯度法最小化能量，以排除其他干扰因素。

首先将系统在 NVT 集合中平衡 10 000 步，然

后在 NPT 集合中平衡 10 000 步，最后在 300 K
温度下，利用 PME 算法，以 2 fs 的时间步长对

突变体进行了 50 ns 的分子动力学模拟，分析重

组酶的均方根偏差值和均方根波动值。 

2  结果与分析 
2.1  葡萄糖氧化酶筛选 

对 AtGOD 进行 BLAST 检索，在目标区间

内共获得了 64 种可能的葡萄糖氧化酶。将这些

葡萄糖氧化酶蛋白序列进行多序列比对并用

MEGA 11 软件构建系统进化树(图 1，红色标注

的为成功合成的基因，蓝色标注为未成功合成

的基因)。选取了 11 个与 AtGOD 亲缘关系最近

的 GOD 按毕赤酵母密码子偏好性进行基因合

成，其中仅有 6 个葡萄糖氧化酶(分别命名为

AgGODA、ArGODA、AeGODA、AhGODA、

AwGODA 和 AhGODB)的基因成功合成，详细

信息如表 1 所示。 

2.2  葡萄糖氧化酶表达、纯化和性质测定 
2.2.1  葡萄糖氧化酶的表达和纯化结果 

六种葡萄糖氧化酶的重组载体经线性化处

理后转入 GS115 菌株，在含有 Zeocin 的 YPD

平板上培养 48 h。从 6 个平板上分别挑取 96 个

转化子进行诱导表达，诱导表达结束后检测上

清液 GOD 活性。只有 ArGODA 和 AhGODB 这

两种重组酶表现出明显GOD活性，选取ArGODA

和 AhGODB 中活性最高的单克隆扩大培养。 

收集 ArGODA 和 AhGODB 这两种重组酶

的上清发酵液，浓缩后通过镍柱亲和层析纯化，

收集 80 mmol/L NTA 洗脱液。SDS-PAGE 结果

显示两种蛋白电泳条带单一，表观分子量大小

约为 75 kDa，大于理论分子量 65 kDa (图 2)，

这可能是毕赤酵母对外源蛋白进行了糖基化修

饰的结果。 

2.2.2  ArGODA 和 AhGODB 酶学性质分析 
重组 ArGODA 和 AhGODB 的最适温度均

为 40 ℃，在 30–70 ℃范围内 AhGODB 表现出

更高的活性(图 3A)。AhGODB 的热稳定性要略

优于 ArGODA，70 ℃处理 5 min 后的剩余酶活

分别为 47%和 40%，处理 10 min 后剩余酶活分

别为 14%和 7% (图 3B)。两种酶的最适 pH 值均

为 6.0，ArGODA 在 pH 5.0–8.0 时的活性高于

AhGODB (图 3C)，并且在 pH 3.0–12.0 时表现

出更好的稳定性(图 3D)。 

ArGODA 和 AhGODB 比 活 力 分 别 为   

55.0 U/mg 和 112.2 U/mg，Km值分别为 29.2 mmol/L

和 30.6 mmol/L ，催化效率 (kcat/Km) 分别为    

2.8 mmol/(L·s) 和 5.0 mmol/(L·s) ( 表 2) 。

AhGODB 具有更好的热稳定性和更高的活性，

因此选择 AhGODB 进行后续分子改良研究。 



 
 

余尚霖 等 | 来源于异形曲霉的葡萄糖氧化酶催化活性和热稳定性改良 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

301 

  

 
图 1  GOD 进化树 
Figure 1  Phylogenetic tree of GOD. 
 

表 1  成功合成的 6 个葡萄糖氧化酶的信息 
Table 1  Details of the six GODs successfully synthesised 
Enzyme Length (aa) GenBank number Source Percent identity (%) 
AgGODA 607 XP_022400815.1 Aspergillus glaucus 89.5 
ArGODA 607 XP_040639976.1 Aspergillus ruber 88.2 
AeGODA 612 PYH95726.1 Aspergillus ellipticus 73.8 
AhGODA 605 XP_025395127.1 Aspergillus heteromorphus 72.5 
AwGODA 608 XP_040687953.1 Aspergillus wentii 72.2 
AhGODB 589 QLI42895.1 Aspergillus heteromorphus 72.7 
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图 2  ArGODA 和 AhGODB 的 SDS-PAGE 分析

M：蛋白标记；泳道 1：ArGODA；泳道 2：AhGODB。 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of the ArGODA and 
AhGODB. Lane M: Protein marker; Lane 1: 
ArGODA; Lane 2: AhGODB. 

2.3  突变体筛选、纯化和性质测定 
2.3.1  突变体筛选和纯化 

通过调整 PCR 体系中模板含量控制突变频

率，当体系中模板含量为 750 ng 时，其蛋白序

列发生 1–2 个氨基酸残基突变，突变比例约为

0.3%。从文库中筛选了近 2 000 个突变体，进

行一定程度热处理后，约 500 个转化子周围出

现棕色圈。挑取了 12 个棕色圈面积较大的转化

子进行表达和性质测定，其中一个随机突变体

的活性和热稳定性均有提高，测序结果显示其

249 位点的缬氨酸(Val)突变为异亮氨酸(Ile)。 
根据耐热模型预测的结果，按照差异值从

高到低排列，选取了 50 个与野生型差异值最高

的位点并对这些位点进行定点突变实验。定点 
 

 
 

图 3  ArGODA 和 AhGODB 的酶学性质   A：最适温度；B：70 ℃热稳定性；C：最适 pH；D：pH
稳定性。 
Figure 3  The enzymatic properties of ArGOD and AhGODB. A: Optimal temperature; B: Thermostability at 
70 ℃; C: Optimal pH; D: pH stability. 
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表 2  ArGODA 和 AhGODB 的比活力和动力学参数 
Table 2  Specific activity and kinetic parameters of ArGODA and AhGODB 
Enzyme Specific activity (U/mg) Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km (mmol/(L·s)) 
ArGODA  55.0±1.0 29.2±3.7  80.7±7.2 2.8 
AhGODB 112.2±3.5 30.6±3.0 152.9±10.5 5.0 
 

突变体的重组质粒成功构建后再进行表达和筛

选。其中突变体 T72R 和 A153P 表现出较好的

热稳定性，将这 2 个突变位点进行组合，获得

组合突变体 T72R/A153P。 
将上述突变体扩大培养，纯化其蛋白。

SDS-PAGE 结果显示，所有酶液蛋白电泳条带

单一，且表观分子量均为 75 kDa 左右，均大于

理论分子量(图 4)。 
2.3.2  突变体酶学性质分析 

突变体 T72R/A153P 的最适温度为 50 ℃，

较 AhGODB 提高 10 ℃，在 70 ℃保持约 63%的

相对活性。其余突变体的最适温度均为 40 ℃，

与 AhGODB 一致(图 5A)。突变体在 70 ℃热稳 

 
 

图4  AhGODB和突变体的SDS-PAGE分析   M：

蛋白标记；泳道 1：AhGODB；泳道 2：V249I；泳

道 3：T72R；泳道 4：A153P；泳道 5：T72R/A153P。 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the AhGODB and 
mutants. M: Protein marker; Lane 1: AhGODB; 
Lane 2: V249I; Lane 3: T72R; Lane 4: A153P; Lane 
5: T72R/A153P. 

 
图 5  AhGODB 和突变体的酶学性质   A：最适温度；B：70 ℃热稳定性；C：最适 pH；D：pH 稳定性。 
Figure 5  The enzymatic properties of AhGODB and mutants. A: Optimal temperature; B: Thermostability at 
70 ℃; C: Optimal pH; D: pH stability. 
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定性较 AhGODB 有不同程度的提升，其中

V249I 在 70 ℃处理 5 min 和 10 min 后剩余酶活

分别为 74%和 30%，与 AhGODB 相比分别提高

27%和 16%；T72R、A153P 和 T72R/A153P 在

70 ℃处理 30 min 后的剩余酶活分别为 24%、7%
和 33%，而 AhGODB 在 70 ℃处理 30 min 后完

全失活(图 5B)。突变体最适 pH 与 AhGODB 一

致，均为 6.0 (图 5C)，在 pH 3.0–12.0 内相对稳

定，并且在 pH 3.0–6.0 和 pH 8.0–12.0 表现出比

AhGODB 更高的稳定性(图 5D)。 
突变体的活性较 AhGODB 均有提高，其中

A153P 比活力为 118.6 U/mg，与 AhGODB  
(112.2 U/mg)相近。T72R、T72R/A153P 和 V249I
比活力分别为 145.3 U/mg、166.1 U/mg 和  
176.6 U/mg，较 AhGODB 分别提升 30%、48%
和 57%。测定突变体的动力学参数，除 A153P
的 Km 值下降外，其余突变体的 Km 值均有不同

程度的上升。3 个单点突变体的催化效率提升幅

度为 22%–24%。尽管组合突变体 T72R/A153P
转换数提高 31%，但 Km 值提升了 32%，导致

其催化效率偏低，为 4.9 mmol/(L·s) (表 3)。 

2.4  突变体结构分析 
72 和 153 位点均位于蛋白结构表面，而 249 位

点位于蛋白内部，且 3 个突变位点均无相互作

用。72 位点突变为精氨酸(Arg)后减少了与脯氨

酸(Pro) 82 的氢键，用静电作用力替代了与天冬

氨酸(Asp) 86 的一个氢键作用力；153 位点突变

后与 Asp156 作用力由传统氢键变成了相对较

弱的 C–H 氢键，与组氨酸(His) 163 形成的疏水

作用替代了与苏氨酸(Thr) 157 的氢键作用； 
249 位点由 Val 突变为更加疏水的异亮氨酸，但

减少了与亮氨酸(Leu) 122 的疏水作用力(图 6)。 
对 AhGODB 和 T72R/A153P 进行了分子动

力学模拟，分析其均方根偏差(root mean square 
deviation, RMSD) 和 均 方 根 波 动 (root mean 
square fluctuation, RMSF)值。T72R/A153P 的

RMSD 值要低于 AhGODB，这说明突变体的稳

定性有所提高(图 7A)；T72R/A153P 突变体在

72 位点附近的 RMSF 值要低于 AhGODB，说明

该位点的突变提高了周围氨基酸残基的刚性，

在 150 位点附近的氨基酸残基柔性增加，有可

能是减少了氢键所导致(图 7B)。 

3  讨论 
有研究报道称在植物、哺乳动物的组织提

取物中检测到 GOD 活性，但随着研究的深入，

发现其并不具有真正意义上的 GOD 蛋白。细菌

中检测到的 GOD 活性并不是由 GOD 表现出来

的，而是由依赖于 NAD 的葡萄糖脱氢酶引起

的。Bauer 等[16]从 3 个数据库中筛选得到了 50 条

GOD 序列，其中 45 条来源于真菌，仅有 5 条

来源于昆虫，而哺乳动物、植物和细菌中没有

检索到潜在 GOD 序列，因此绝大部分 GOD 资

源来源于真菌。本研究挖掘出了 6 个来源于丝状

真菌的 GOD，并将其用毕赤酵母进行异源表达，

其中只有赤曲霉(Aspergillus ruber) ArGODA 和异 
 
表 3  AhGODB 和突变体的比活力和动力学参数 
Table 3  Specific activity and kinetic parameters of AhGODB and mutants 
Enzyme Specific activity (U/mg) Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km (mmol/(L·s)) 
AhGODB 112.2±3.5 30.6±3.0 152.9±10.5 5.0 
T72R 145.3±5.2 31.5±2.0 190.8±6.4 6.1 
A153P 118.6±1.3 27.2±2.0 165.9±6.6 6.1 
T72R/A153P 166.1±9.9 40.5±2.9 199.6±10.2 4.9 
V249I 176.6±3.7 35.8±2.6 220.6±9.9 6.2 
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图 6  突变位点作用力变化   A：氨基酸。 
Figure 6  Interactions change at mutant sites. A: Amino acid. 
 

 
 

图 7  分子动力学模拟结果   A：均方根偏差；B：均方根波动。 
Figure 7  Results of molecular dynamics simulation. A: Root mean square deviation; B: Root mean square 
fluctuation. 
 
形曲霉(Aspergillus heteromorphus) AhGODB 表

现出明显活性，在实验室前期的研究中也发现

挖掘到的 GOD 很少能在异源宿主中表现出活

性，其原因有待进一步分析。 

通常真菌来源的 GOD 最适温度在 25–60 ℃
之间，其中来源于尼崎青霉 GOD 最适温度普遍

较低，而来源于塔宾曲霉 GOD 的最适温度达到

60 ℃[17]。AhGODB 的最适温度为 40 ℃，与黑
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曲霉 GOD 一致[3,6]。而组合突变体 T72R/ A153P
最适温度提高到了 50 ℃，并且在 70 ℃保持约

63%的相对活性，在 70 ℃处理 20 min 后的剩余

活性约为 43%，黑曲霉 GOD 在 70 ℃处理 20 min
后能保持约 10%的剩余活性[10]，突变体 T72R/ 
A153P 的热稳定性优于黑曲霉 GOD。尼崎青霉

GOD的催化效率要高于黑曲霉GOD[18]。Liu等[19]

表达的异形曲霉GOD的催化效率为1.1 mmol/(L·s)，
而 AhGODB 的催化效率为 5.0 mmol/(L·s)，约是前

者的 4.5 倍。AhGODB 及其突变体 T72R/A153P
具有一定的应用潜力，且其性能可以通过蛋白质

工程技术进一步提升。 
在蛋白质高级结构中，loop 结构通常表现

出较强的柔性，对酶的稳定性及催化活性发挥

着重要作用。Lu 等[20]通过删除 α-淀粉酶活性中

心附近的柔性 loop 结构，不仅提高了突变体的

热稳定性，其催化效率也提高了约 426 倍。在

AhGODB 辅因子结合区周围存在一段 loop 结构

(氨基酸残基 70–95)，72 位点恰好位于这段 loop
上。本研究利用分子动力学模拟对突变体

T72R/A153P 性能改变的可能机制进行了初步

的分析。72 位点发生突变后，附近氨基酸残基

的 RMSF 值降低，表明该 loop 区域的刚性及稳

定性得到了增强，一定程度上增加了辅因子

FAD 结合稳定性，这可能是 72 突变体热稳定性

和活性均有所提高的原因。脯氨酸 Pro 是一种

刚性的氨基酸，其特有的环状结构使其具有更

小的构象熵，有利于提高蛋白结构的稳定性。

因此，引入 Pro 是提高蛋白热稳定性常用的策

略之一。田健[21]向甲基对硫磷水解酶中引入脯

氨酸成功将 Tm 值提高了 3.3 ℃。在 153 位点引

入刚性 Pro 提高了 AhGODB 热稳定性，但 153 位

点突变后丢失了 1 个氢键，取而代之的是强度

较弱的疏水作用力，这可能是其热稳定性提升

不明显的原因。将 249 位点的缬氨酸 Val 突变

为更加疏水的异亮氨酸 Ile，增加了内部环境的

疏水性，但突变后丢失了 1 个疏水作用键，这

可能是其活性提升显著但热稳定性提升不明显

的原因。除了 loop 区、Pro 及内部疏水性外，

还包括表面电荷性、氢键、盐桥等影响酶活性

和稳定性的因素，在今后的工作中可以结合不

同的策略，进一步提高 AhGODB 的稳定性和活

性，提升其产业价值。 

4  结论 
本研究通过进化分析挖掘出了一种热稳定

性良好且酶活力较高葡萄糖氧化酶 AhGODB，

并对其性质进行了分析。为了进一步提高其热

稳定性和活性，利用定向进化结合理性设计的

方法对其进行分子改良研究，获得了性能较为

优良的突变体，具有一定的应用潜力，为葡萄

糖氧化酶活性和热稳定性改良提供了思路和

线索。 
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