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摘  要 : 为了提高 Escherichia coli 重组表达的 β-葡萄糖醛酸苷酶 (PGUS-E) 的键选择性，本研究以 PGUS-E

结构与功能关系的推测为指导，选择了可能影响 PGUS-E 的键选择性的 R329、T369、N467 位点进行定点饱和

突变，利用薄层层析 (TLC) 和高效液相色谱 (HPLC) 对键选择进行筛选，得到优势突变酶 R329K、T369V。

结果显示：与 PGUS-E 酶相比，突变酶 R329K、T369V 键选择性分别提高 26.9%、34.3%。突变酶的酶学性质

研究表明，突变酶的最适 pH 和温度与 PGUS-E 一致，但其酶催化效率下降。由此可见，R329、T369 对酶催

化的键选择性和酶的活性有显著影响。综上结果，本文应用饱和突变方法改善了 PGUS-E 的键选择性，为酶

的结构和功能关系理解提供了实验依据。 

关键词 : β-葡萄糖醛酸苷酶，单葡萄糖醛酸基甘草次酸，键专一性，定点饱和突变 

Semi-rational modification for improving bond selectivity of 
recombinant β-glucuronidase 

Hongli Pu, Bo Lü, Dongxu Zhao, and Chun Li 

School of Life Sciences, Beijing Institute of Technology, Beijing 100081, China 

Abstract:  To improve bond selectivity of recombinant β-glucuronidase in Escherichia coli (PGUS-E), based on the 

PGUS-E structure guidance, three key points R329, T369 and N467 were identified to be responsible for the bond 

selectivity of PGUS-E, and further saturation mutagenesis was conducted. Two positive mutants R329K and T369V were 
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obtained by a combined selection technique of thin-layer chromatography and high performance liquid chromatography. 

Compared to PGUS-E, the bond selectivity of mutants R329K and T369V increased by 26.9% and 34.3%, respectively; 

whereas the biochemical properties such as pH and temperature profile were unchanged. Nevertheless, the activity was 

decreased compared to PGUS-E. These results further confirmed that sites R329 and T369 played important roles for the 

bond selectivity and activity. In summary, this study significantly increased the bond selectivity of PGUS-E by structure 

guided saturation mutagenesis, providing experimental support for elucidating the relationship between the structure and 

function of PGUS-E. 

Keywords:  β-glucuronidase, glycyrrhetinic acid monoglucuronide, bond selectivity, site-saturation mutagenesis 

甘草酸 (Glycyrrhizin, GL) 又称甘草甜素[1]，

是一种三萜皂苷类化合物，由五环三萜皂苷通

过 β-1,2 糖苷键和 β-1,3 糖苷键与两个葡萄糖醛

酸相连构成。它具有抗炎、抗肿瘤、抗病毒等

药理效应，同时作为甜味剂、增香剂、稳定剂

广泛应用于化妆品、食品等行业中[2-5]。但由于

其极性较强，溶解性不好，不能有效地穿透细

胞膜发挥药效，使其应用受到了很大的限制。

与 GL 的相比，GL 衍生物 (单葡萄糖醛酸基甘

草 次 酸 (Glycyrrhetinic acid monoglucuronide, 

GAMG)是一种甜度高、热量低、安全性好的甜

味剂，甜度是甘草酸的 5倍多，蔗糖的 941倍[6-7]，

而且 GAMG 具有极性适中、溶解性好、易为人

体吸收等特性，成为 GL 最理想的替代品。 

β-葡萄糖醛酸苷酶 (EC 3.2.1.31) 是一类能

水解含有 β-葡萄糖醛酸基的糖苷类化合物，同

时释放出 β-葡萄糖醛酸 (GlcA) 和相应的苷元

的酶，主要分布于糖苷酶水解酶家族 1 (GH1)、

家族 2 (GH2) 和家族 79 (GH79)，同属于糖苷酶

氏簇 A (GH-A)[8-9]，目前报道过的不同微生物来

源的 β-葡萄糖醛酸苷酶性质有所差异，但普遍

存在酶表达效率不高、酶活性偏低、稳定性差、

存在副反应等特点[10-11]，因此，如何获得可以

定向催化 GL 生成 GAMG 的 β-葡萄糖醛酸苷酶

成为甘草酸生物转化的瓶颈。本实验室前期在

大肠杆菌原核系统中高效表达了来源于产紫青

霉 Penicillium purpurogenum Li-3 的 β-葡萄糖醛

酸苷酶 (PGUS)[12-13]，但重组 β-葡萄糖醛酸苷酶 

(PGUS-E) 的键选择性相对于 PGUS 发生了改

变，在水解 GL 的 β-1,2 糖苷键生成产物 GAMG

的同时亦会水解 GAMG 的 β-1,3 糖苷键生成副

产物甘草次酸 (GA)，造成产物 GAMG 专一性

降低 (图 1)。因此，利用蛋白质改造技术研究

并改造 PGUS-E 的键选择性及产物专一性使其

更好地适应 GAMG 的工业化生产具有重要的应

用价值。相比较非理性设计中突变文库大、筛

选难度大等缺点[14-15]，通过蛋白结构模拟和分

析研究，将随机突变限制在特定的区域上的半

理性设计，可在较小的突变库中获得性质改善

的突变体[16]，近年来被广泛的应用于蛋白的定

向改造。 

本文以利用 Pymol 软件对 PGUS-E 酶的模

拟结构进行分析，理性预测活性中心氨基酸位

点对蛋白质的结构和功能的关系的影响，最终

选定 3 个突变位点 R329、T369 和 N467 进行饱

和突变，产生多样化突变酶，通过薄层层析结

合高效液相色谱筛选方法获得键选择性提高的

突变酶 R329K 和 T369V。对结果进行分析讨论， 
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图 1  β-葡萄糖醛酸苷酶 (PGUS-E) 催化甘草酸示意图 

Fig. 1  Biotransformation of GL catalyzed by β-glucuronidase (PGUS-E). 

 

阐述了 PGUS-E 酶的结构和功能的关系，为酶

分子的蛋白质工程改造提供理论基础和试验依

据，也为后续酶分子修饰及相关研究提供性质

更为优良的酶源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1) 质 粒 和 菌 株 : 克 隆 及 表 达 宿 主

Escherichia coli TOP10 由北京理工大学生命学

院生物转化与微生态课题组保存。含有目标基

因 pgus (GenBank 登录号：EU095019) 的组成

型热诱导质粒 pHCE-gus 由本实验室构建。 

2) 试剂：PCR 反应相关试剂 Fastpfu DNA 

聚合酶、dNTPs 等购自购自 TaKaRa 公司；质粒

DNA 小量提取试剂盒购自北京博迈德科技发展

有限公司；DpnⅠ内切酶购自 Fermentas 公司；

DNA marker 购自宝生物工程  (大连) 有限公

司；本实验所用其他化学试剂均为分析纯；PCR

引物合成以及 DNA测序由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成。 

1.2  饱和突变法构建突变体文库 

根据 Statagene 公司 Quit-Change Kit 原理，

针对 R329、T369、N467 三位点设计了 6 条简

并引物 (表 1)。以质粒 pHCE-gus 为模板，扩增

出含有突变的质粒。其中 PCR 的反应体系组成

为: 10×Fast Pfu PCR 缓冲液 2.5 μL，4 种 dNTPs 

 
表 1  定点突变引物表 

Table 1  Primers used for site-saturation mutagenesis 

Primer name Primer sequence (5'−3') 

329-F GGGGGCCAACTCCTTCNNKACCTCACACTACCCATACG 

329-R GAAGGAGTTGGCCCCCATCCAGTGCAGCAG 

369-F CGGAGCGGGAGC CCAGNNKTC AACCCGCCGGCTACATTC 

369-R CTGGGCTCCCGCTCCGATGGAGAATGCTAGACCG 

467-F GATGTGCTTTGCTTANNKCGGTATTTTGGTTGGTACACGC 

467-R GAGCTCAGCCGTTTGCGTGTACCAACCAAAATACCG 

Underlined and bold sequences denote the coding sequence of the mutated amino acid (N=A/G/C/T; K=G/T). 
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混合溶液 2 μL，上下游引物各 1 μL，pHCE-gus

模板 DNA 1 μL，5 U/μL 的 FastPfu DNA 聚合酶

及无菌水适量，反应总体积为 25 μL。PCR 反应

条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 30 s，65 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 3 min 50 s，25 个循环；

72 ℃下延伸 10 min。1% 的琼脂糖凝胶电泳检

测 PCR 反应产物，目标条带为 7 269 bp。PCR

产物中加入 DpnⅠ限制性内切酶，在 37 ℃酶解

3 h 以彻底消化甲基化原始模板，酶解产物采用

热击法转化 E. coli Top10 感受态细胞，转化液

涂布于 LB 平板上 (含有 100 μg/mL 氨苄青霉

素)，得到饱和突变文库。 

1.3  酶的组成型表达及突变文库筛选 

将 LB 固体培养板上的单菌落逐个挑到每

孔含有 1 mL LB 液体培养基 (含 100 μg/mL 氨

苄青霉素；0.5 g/L 底物 GL) 的 Ep 管中，30 ℃、

200 r/min 转速的摇床中培养表达 24 h 后迅速转

至 40 ℃，热诱导裂解细胞释放 PGUS-E 到培养

基中，与培养基中底物 GL 反应 24 h 后，加 10 μL

的 NaOH (1 mol/L) 终止反应。反应液中的底物

GL 和产物 GAMG，GA 通过 TLC 法进行定性初

筛，判断标准如下：在 GL 转化率相同的条件下 

(≥90%)，GAMG 的积累量越高，则酶的键选择

性越高，对 GAMG 积累量高于 PGUS-E 酶的优

势突变酶，用 HPLC 进一步进行定量复筛。 

1.4  PGUS-E 酶液制备及活性分析 

将获得的突变株接种于新鲜的 LB 培养基 

(含 100 μg/mL 氨苄青霉素) 中 30 ℃培养过夜，

1% 接种量转接于 200 mL LB 培养基，220 r/min 

培养 16 h 后，将发酵液冷冻离心  (4 ℃，       

5 000 r/min) 10 min，用醋酸缓冲液洗涤，重悬

细胞，在冰浴中超声破碎细胞 (300 W，工作 2 s，

间歇 2 s，全程工作时间 20 min)。破碎液于     

12 000 r/min 离心 20 min 收集上清，即为粗酶液。

采用镍亲和层析对所得的粗酶液进行分离纯

化。首先用 pH 8.0 的 Tris-HCl 的缓冲液平衡镍

柱，通过上样将粗酶液装载到镍柱上，然后清

洗杂蛋白将基线 A280 降至最低并冲平。最后分

别用 50 和 200 mmol/L 的咪唑溶液梯度洗脱目

的蛋白，最后将洗脱液透析除盐即得到纯酶。 

取 100 μL 酶液加 200 μL 含有 1 g/L 甘草酸 

(pH=5.0 的醋酸 -醋酸钠缓冲液 )，40 ℃反应   

60 min 后，添加 10 μL NaOH (1 mol/L) 终止反

应。取 100 μL 反应液添加 900 μL 甲醇，混合均

匀，用 HPLC 检测 GL、GAMG 及 GA 的含量。

β-葡萄糖醛酸苷酶的活力定义为：在上述条件下

每分钟消耗 1 nmol 甘草酸所需要的 β-葡萄糖醛

酸苷酶量为一个活力单位 (U)。 

1.5  最适温度和 pH 的测定 

按上述方法测定突变酶在不同 pH (3.0−8.0) 

和温度 (25−60 ℃) 下的酶活力，原始酶与突变

酶分别设定最高酶活为 100%，以相对酶活力和 

pH，温度关系作图，确定酶的最适 pH 和温度。 

1.6  PGUS-E 突变酶的键选择分析 

采用高效液相色谱 (HPLC) 对反应混合物

中底物 GL 及产物 GAMG、GA 进行定量分析。

仪器主要参数：岛津 LC-10A，色谱柱：Shim-pack, 

VP-ODS (150 mm，4.6 mm)，检测器：SPD，检

测波长：254 nm，流动相：甲醇：0.6%醋酸＝

81：19，进样量：10 μL，流速：1 mL/min，柱

温箱：40 ℃，工作站：LC solution。GL、GAMG、

GA 的保留时间分别为 5.2 min、11.7 min、   

21.3 min。 

数据处理计算公式如下: 



普鸿丽 等/重组 β-葡萄糖醛酸苷酶键选择性的半理性改造 

cjb@im.ac.cn 

1123

转化率 (CGL) =(SO–ST)/ SO×100%； 

化学键选择性 (Scb)=PGAMG/(PGAMG+PGA) × 

100%。 

SO、ST 分别代表底物 GL 的初始浓度和终

浓度；PGAMG、PGA 分别代表产物 GAMG 和 GA

的终浓度。 

1.7  PGUS-E 酶和突变酶的空间结构模拟 

PGUS-E酶的三维结构通过 SWISS-MODEL 

蛋白模拟在线服务器  (http://www.expasy.ch/ 

swissmod/SWISS-MODEL.html) 进行同源模拟

获得，模板为 E. coli 来源的 β-葡萄糖醛酸苷酶 

(EGUS) 晶体结构 (PDB 登录号：3K46)，氨基

酸序列比对结果显示相似度达到 54.34%。采用 

Pymol 软件理性分析和预测了活性中心氨基酸

对 PGUS-E 键选择性的影响，选取了突变位点。

并且应用该软件虚拟氨基酸突变，通过分析突

变前后氨基酸极性、疏水作用、氢键等的变化，

分析结构-键选择性关系。阐述了 PGUS-E 的结

构和功能的关系，为进一步的酶特性改造提供

理论基础。 

2  结果与讨论 

2.1  PGUS-E 酶键选择性特异位点分析 

PGUS-E 酶同源模拟获得的理论结构说明

它包含一个 (α/β)8 桶状催化结构域，属于(α/β)8 

水解酶亚组。(α/β)8 类酶的活性部位均处于一个

非常相似的位置，即位于连接 β 折叠链 C 端与

α 螺旋 N 端的环构成的漏斗形口袋底部，参与底

物结合和催化作用氨基酸在这个口袋中 [17-18]。

PGUS-E 的糖苷底物分子 GL 和 GAMG 的糖基

部分均为葡萄糖醛酸，配基则不同 (图 2)，说

明 PGUS-E 对 GL 和 GAMG 的末端糖苷键的糖

基识别较强，对配基结构识别性较低，可能导

致键选择性低。由此做出以下假设：糖苷键两

端结构识别决定酶的键选择性，通过与 GL 末端

糖苷键的配基结构识别相关的氨基酸突变可以

提高 PGUS-E 酶键选择性，最终使 GAMG 的产

量提高。 

大肠杆菌的 β-葡萄糖醛酸苷酶 (EGUS-E) 

与 PGUS-E 同属于 GH2，其结构与功能关系为 

PGUS-E 的研究提供了有利参考。利用 Pymol

软件对 PGUS-E 的模拟结构与 EGUS-E 及葡萄

糖醛酸复合物的晶体结构 (PDB 登录号：3K4D) 

进行比对，分析发现 PGUS-E 酶三维结构中

Arg329、His332、Thr369、Asp414、Asn467、

Asp505、Trp550、Arg563、Lys567、Asn569 (图

3) 位于底物结合口袋中，说明这些氨基酸与底

物分子的糖基或者配基识别结合相关。依据文 
 

 
 

图 2  PGUS-E 酶底物分子的结构示意图  

Fig. 2  Substrate schematic representation of PGUS-E. GL (left) GAMG (right). 
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图 3  PGUS-E (绿) 与 EGUS 复合物 (3K4D 粉橙色) 的结构比对示意图 

Fig. 3  Stereo view of the superimposition of the PGUS-E (green) and EGUS (3K4D, salmon). Substrate binding 
residues are depicted as stick. 

 

献报道，β-葡萄糖醛酸苷酶中，Asp414、Asp505

为催化残基[19]，参与糖苷键的断裂，His332、

Arg563、Lys567、Asn569 位于糖基结合位点，

与糖基识别相关[20-21]。在 PGUS-E 酶结构中显

示，Trp550 位于底物结合口袋的底部，是强疏

水性氨基酸，保证催化反应的疏水环境，

Arg329、Thr369、Asn467 位于糖基结合位点的

对立面，可能与底物分子配基部分的识别相关。

综上分析，为了确保选择位点的准确性，最终

选定与配基识别相关的 3 个位点  (Arg329、

Thr369、Asn467) 进行饱和突变研究，以提高

PGUS-E 酶键的选择性。 

2.2  突变文库的构建及筛选 

利用带有简并密码子的引物，以 pHCE-gus 

质粒为模板，通过 PCR 扩增对 R329、T369、

N467 进行饱和突变，PCR 扩增质粒结果如图 4

所示。将 PCR 产物经过 DpnⅠ酶切消化转化   

E. coli TOP10 中，构建了 R329、T369、N467

的饱和突变文库。通过 TLC 定性初筛和 HPLC

定量复筛相结合的方法对突变文库筛选，通过

基因测序及序列分析获得了优势突变酶 R329K

和 T369V (图 5)。HPLC 检测结果计算获得，原

始的 PGUS-E 的转化率达到 90.1%时，键选择性

达到 8.5%，T369V 的转化率达到 90.3%时，键

选择性达到 42.8%，与 PGUS-E 比较提升了 

 

 
 

图 4  饱和突变 PCR 扩增 DNA 电泳图 

Fig. 4  DNA electrophoresis of saturation mutagenesis 

reactions. M: DNA marker; 1−3: PCR products 
corresponding to R329, T369 and N467. 
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图 5  PGUS-E 突变酶筛选结果  

Fig. 5  Screening results of mutant PGUS-E. (A) The primary screening of TLC. 1−5: corresponding to T369V, 
PGUS-E, GL, R329K, GAMG. (B) The re-screening of HPLC. 
 

34.3%；R329K 的转化率达到 90.8%，键选择性

达到 35.5%，与 PGUS-E 比较提升了 26.9%。但 

N467 位点饱和突变获得的 20 种突变酶键选择

性并没有提高，且催化 GL 的酶活力基本丧失。

另外，对得到的 R329K、T369V 优势突变进行

组合，发现突变酶 M3 (R329L/T369V) 的键选

择性并没有进一步与提高。 

2.3  PGUS-E 突变酶活性分析 

对 PGUS-E 突变酶的比酶活进行分析，发

现与 PGUS-E 比较，突变酶 R329K、T369V 催

化 GL 水解能力下降。如图 6 所示，突变酶 

T369V (3273 U/mg) 的 比 酶 活 为 PGUS-E  

(4726 U/mg) 的 69.3% ， 突 变 酶 R329K     

(1492 U/mg) 比酶活仅为 PGUS-E 的 31.6%。 

2.4  突变酶的最适 pH 合温度的测定 

为了确定酶反应的最佳条件，考察了突变

酶催化 GL 的最适 pH 和温度，结果如图 7、8

所示，突变酶 T369V、R329K 与 PGUS-E 的最

适 pH 为 5.0，最适温度为 40 ℃，说明突变氨

基酸的引入并没有影响酶的最适 pH 和最适  

温度。 

 
 

图 6  PGUS-E 酶及突变酶的比酶活 

Fig. 6  Specific activity of PGUS-E and variants. 
 

 
 

图 7  pH 对 PGUS-E 及突变酶活力的影响 

Fig. 7  Effect of pH on the PGUS-E and variants. 
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图 8  温度对 PGUS-E 及突变酶活力的影响 

Fig. 8  Effect of temperature on the PGUS-E and 

variants. 

2.5  突变酶的分析 

为了进一步确定突变酶的作用机制，采用 

Autodock 软件对酶与底物 GL 进行对接模拟。

图 9A−D 依此为 PGUS-E 和 T369V、R329K、

N467D 突变酶。 

图 9A 和图 9B 比对显示，突变酶 T369V 的

第 369 位氨基酸由亲水性苏氨酸突变为疏水性

缬氨酸，极性变化影响 369 位氨基酸所在的整

个 Loop 环构象朝向疏水中心移动，增加了酶与

GL 的契合度，进而增强了酶的键选择性。但是

酶与底物 GL 之间的范德华力的增强，使得催化 

 

 
 

图 9  PGUS-E 和突变酶与 GL 作用的模拟结构图 

Fig. 9  The model structure of PGUS-E and mutants with a GL substrate. (A) PGUS-E. (B) T369V; (C) R329K; (D) N467D. 
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反应中结构重排的自由能垒变大，影响了酶活

性残基的释放，减缓了新一轮底物进入活性中

心速率，最终降低了酶催化效率。 

图 9A 和图 9C 比对显示，R329 与 E353 和

T504 之间各存在一个氢键的相互作用。突变酶 

R329K 的第 329 位氨基酸由精氨酸变为赖氨酸，

两者具有相似的极性及电荷性质，但侧链变短，

破坏了与 E353 和 T504 之间的氢键，引起 E505 

位谷氨酸的位移，从而提高了酶的键选择性。

但是突变增加了催化位点与 GL 之间的距离，最

终影响其催化效率。 

图 9A 和图 9D 比对显示，突变前 N467 分

别与 E505 (催化残基) 及 T504 之间形成一个

氢键，且与两者之间的距离很近，分别为 1.3 Å

和 2.1 Å。故微小的变化影响催化残基 E505。这

里以 Asn 长度和性质变化最小的 Asp 进行突变

模拟，PGUS-E 酶第 467 位天冬酰胺突变后，破

坏了 N467 与 E505 之间的氢键，催化残基 E505

与糖苷键结合构象发生变化，严重影响 PGUS-E

的催化效率。结果分析表明 N467 对维持酶功能

有重要作用。 

3  结论 

本实验通过 SWISS-MODEL 软件模拟了

PGUS-E 酶的三维结构，通结构比对，利用 Pymol

软件分析了底物分子与酶之间的相互作用，初

步确定影响其键选择性的部分位点。通过构建

饱和突变文库的研究，发现 R329K 和 T369V 突

变使 PGUS-E 酶的键选择性分别提高了 26.9%，

34.3%，突变酶催化 GL 生成的 GAMG 的产率

和底物特异性增加。通过突变酶与底物 GL 作用

的结构模拟，进一步分析了 R329K 和 T369V 键

选择性提高的机理，为进一步键选择性改善提

供了理论依据。 

本研究对于 PGUS-E 酶的结构和功能关系

的分析和预测进行了验证和完善，为进一步阐

明 PGUS-E 酶的键选择性与结构关系奠定了基

础，同时为构建具有理想键选择性和产物特异

性的 PGUS-E 酶突变体提供了新的出发点。 
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