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摘   要：染料木素及其单糖苷衍物在食品和医药领域具有重要作用，但难溶于水的特性极大地限

制了其应用范围，研究表明糖基化反应可有效提高其水溶性。文中针对来源于软化芽孢杆菌的环

糊精葡萄糖基转移酶，研究其对染料木素单糖苷衍生物槐角苷的糖基化反应。通过对 D182 位点的

定点饱和突变，突变酶 D182C 较 WT 转化率提高了 13.42%，主要糖基化产物 (槐角苷单糖苷、二

糖苷、三糖苷) 分别提高了 39.35%、56.05%和 64.81%。酶学性质研究发现，D182C 较 WT 的环化、

水解、歧化活力均有所提高。且最适 pH 和温度分别为 6 和 40 ℃。动力学研究发现，D182C 针对

底物 (糖基供体和受体) 的 Km 值较 WT 均有所降低，且催化效率 kcat/Km 则明显提高，说明 D182C

对底物的亲和力相较于 WT 有大幅提升。同源建模及分子对接结果表明，突变酶 D182C 糖基化效

率提高的原因可能与底物作用力增加有关。 

关键词：染料木素；槐角苷；环糊精葡萄糖基转移酶；水溶性；定点饱和突变；糖基化反应  
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Abstract: Genistein and its monoglucoside derivatives play important roles in food and 

pharmaceuticals fields, whereas their applications are limited by the low water solubility. Glycosylation 

is regarded as one of the effective approaches to improve water solubility. In this paper, the 

glycosylation of sophoricoside (genistein monoglucoside) was investigated using a cyclodextrin 

glucosyltransferase from Penibacillus macerans (PmCGTase). Saturation mutagenesis of D182 from 

PmCGTase was carried out. Compared with the wild-type (WT), the variant D182C showed a 13.42% 

higher conversion ratio. Moreover, the main products sophoricoside monoglucoside, sophoricoside 

diglucoside, and sophoricoside triglucoside of the variant D182C increased by 39.35%, 56.05% and 

64.81% compared with that of the WT, respectively. Enzymatic characterization showed that the enzyme 

activities (cyclization, hydrolysis, disproportionation) of the variant D182C were higher than that of the 

WT, and the optimal pH and temperature of the variant D182C were 6 and 40 °C, respectively. Kinetics 

analysis showed the variant D182C has a lower Km value and a higher kcat/Km value than that of the WT, 

indicating the variant D182C has enhanced affinity to substrate. Structure modeling and docking 

analysis demonstrated that the improved glycosylation efficiency of the variant D182C may be attributed 

to the increased interactions between residues and substrate. 

Keywords: genistein; sophoricoside; cyclodextrin glucosyltransferase; water solubility; site-specific 
saturation mutagenesis; glycosylation 

 

染料木素  (4,5,7-三羟基异黄酮 ) 是一种

重要的大豆异黄酮，主要以其单苷形式，如染

料 木 苷  (genistein-7-O-glucoside) 和 槐 角 苷

(genistein-4′-O-glucoside)，存在于许多豆科植物

如大豆、三叶草、葛根、刺槐、金雀花等中[1]。

染料木素及其糖苷衍生物作为重要的雌激素，

对多种疾病具有预防和治疗作用。例如，染料

木素具有抗氧化作用，可通过抑制酪氨酸激酶

和拓扑异构酶活性，抑制癌细胞生成[2-4]。此外，

近期研究显示染料木素能促进脑神经再生，促

进昏迷者的觉醒[5]，并且对于骨质疏松也有一

定的治疗作用[6]。因此，染料木素被广泛应用

于医药和食品领域[7]。 

然而，染料木素及其单苷衍生物难溶于水，

严重限制了其应用范围。研究表明，糖基化反应

可以有效提高染料木素的水溶性。例如，染料木

素单糖苷、二糖苷和三糖苷衍生物水溶性分别较

染料木素提高了 5 倍、3 700 倍和 44 000 倍[8-9]。

同时，这些糖苷衍生物在体内可分解成染料木

素和葡萄糖，不会影响染料木素的生物活性和

生物功能。 

环糊精葡萄糖基转移酶  (CGTase)[10]具有

环化、耦合、水解和歧化等多种催化功能[6,11]，

常被用于催化转糖基反应。研究表明 CGTase
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可以用于缓解甜菊苷苦味[12]，降低甾体皂苷的

细胞毒性 [13]、AA-2G (糖基化抗坏血酸) 的酶

法合成等[14]。本课题组前期构建了来自软化芽

孢 杆 菌  (Penibacillus macerans) 的 CGTase 

(PmCGTase)，并用于催化染料木素糖基化反应，

发现可生成槐角苷及其多糖基衍生物，但是糖

基化效率低[15]。因此，通过蛋白质工程策略提

高环糊精葡萄糖基转移酶的糖基化效率显得尤

为重要。 

近年来，基于计算机设计的半理性与理性

设计策略已成为蛋白质工程领域新的学术思想

与技术手段[16]。通过计算机辅助蛋白质设计，

结合定向进化方法，可实现蛋白质快速精准的改

造。例如，孙周通课题组[17]采用聚焦理性迭代

定点诱变策略  (focused rational iterative site- 

specific mutagenesis, FRISM) 对UGT74AC2进行

半理性改造，有效地提高了糖基转移酶对底物

的区域选择性。本课题组前期通过半理性设计

对 PmCGTase 的关键位点 (如 A156、A166 和

L174) 进行改造，改善其产物特异性，并揭示了

pH 对 PmCGTase 产物特异性的调控机制[18]。 

本研究分别以染料木素单苷衍生物槐角苷

和可溶性淀粉为糖基受体和糖基供体，针对

PmCGTase 关键位点 D182 进行饱和突变，从而

提高其糖基化效率。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和试剂 
1.1.1  质粒和菌株 

重组质粒 pET-20b(+)/PmCGTase (GenBank 

Accession No. JX412224) 是本课题组前期构建

并保藏的。宿主菌 E. coli BL21(DE3) 购于

TaKaRa 公司。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基 (g/L)：蛋白胨 10，酵母提取物 

5，氯化钠 10，固体培养基需添加 2%的琼脂粉。 

TB 培养基 (g/L)：蛋白胨 12，酵母粉 24， 

KH2PO4 2.31，K2HPO4 16.43，甘油 5。 

1.1.3  酶 

Taq 酶、限制性内切酶 (BamH Ⅰ、Xho Ⅰ、

Dpn Ⅰ)以及高保真 PCR 聚合酶 KOD 购于

TaKaRa 公司。  

1.1.4  试剂 

槐角苷购自国药集团化学试剂有限公司；

甲基橙购自北京伊诺凯科技有限公司。引物合

成及 DNA 测序由天霖生物科技有限公司完成。 

1.2  PCR 引物的设计 

PmCGTase 182 位点定点饱和突变引物如

表 1 所示。 

1.3  突变体的获得 

采用高保真酶 KOD 对 D182 位点进行定点

饱和突变。反应条件如下：98  5 min℃ ；98  ℃  

30 s，60  30 s℃ ，72  1 min℃ ，循环 30 次；

72  10 min℃ 。PCR 产物在经过 Dpn Ⅰ消化 1 h

后，转化到大肠杆菌 E. coli BL21(DE3) 感受态

中。挑选单菌落至 96 孔板中，每孔含有 300 μL

的 LB 培养基与 100 μg/mL 的氨苄青霉素，

37 ℃、200 r/min 培养 8 h 后，转接 100 μL 菌液

至每孔含有 900 μL 的 TB 培养基与 100 μg/mL

的氨苄青霉素的 96 孔板中。25 ℃培养 48 h 后 
 

表 1  CGTase 突变体引物设计 
Table 1  Primer sequences used to amplify the mutated CGTase 

Primer name D182 Size (bp) 

Forward primer (5′→3′) AACGGCGGTACGNNKTTTAGTAC 23 

Reverse primer (5′→3′) ACTAAAMMNCGTACCGCCGTTGT 23 
The bold letters indicate the bases of the mutation sites. N: A, G, C, T; K: T, G; M: A, C. 
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4 ℃、4 000 r/min 离心 10 min 收集上清发酵液。

吸取 50 μL 发酵液，加入至每孔含有 200 μL 麦

芽糊精溶液 (W︰V=1︰100，溶于 50 mmol/L

的 PBS 缓冲液 (pH 6.0) 中) 的 96 孔板中，40 ℃

孵育 10 min 之后，立即加入 250 μL 的 1 mmol/L

的盐酸终止反应，接着加入 250 μL 的溶于    

50 mmol/L的PBS缓冲液 (pH 6.0) 的 0.1 mmol/L

的甲基橙溶液。室温下静置 20 min 后在 505 nm

下测定吸光度。并计算出 ΔOD505 (ΔOD505= 

OD505(mutant)−OD505(WT))，ΔOD505 的数值越大

代表突变酶相较于 WT 环化活力提升越大。 

1.4  活力测定 

采用甲基橙法测定环化活力[19]。将 0.1 mL

的酶液加入到 0.9 mL 的麦芽糊精溶液中    

(W︰V=1︰100，溶于 50 mmol/L 的 PBS 缓冲液 

(pH 6.0) 中)，40 ℃孵育 10 min 之后，立即加入

1 mL 的 1 mmol/L 的盐酸终止反应，接着加入  

1 mL 的溶于 50 mmol/L 的 PBS 缓冲液 (pH 6.0) 

的 0.1 mol/L 的甲基橙溶液。室温下静置 20 min

后于 505 nm 处测定吸光度。一个酶活单位定义

为每 1 min 生成 1 μmol α-环糊精所需要的酶量。 

采用 DNS 显色法测定水解活力 [20]。将   

0.1 mL的酶液加入到 0.9 mL的可溶性淀粉溶液

中 (W︰V=1︰100，溶于 0.2 mol/L 的乙酸钠缓

冲液 (pH 5.5) 中)，50 ℃孵育 10 min 后，加入

3 mL DNS 溶液，沸水中煮 7 min 后立即用冰水

浴冷却，定容至 10 mL 混匀，于 540 nm 处测定

吸光度。一个酶活单位定义为每 1 min 生成     

1 μmol 还原糖所需要的酶量。 

歧化活力[21]：将 300 μL 的 4 mmol/L EPS

与 300 μL 的 200 mmol/L 麦芽糖混合 50 ℃预热

10 min，加 100 μL 酶液反应 10 min 后加 50 μL

的 3 mol/L 盐酸灭酶，5 min 后加入 50 μL 的    

3 mol/L NaOH 中和后加 100 μL α-葡萄糖苷酶

在 60 ℃下反应 1 h。之后加 100 μL 的 1 mol/L

的碳酸钠调至 pH 8.0。用分光光度计 (石英比

色皿) 测对硝基苯酚浓度 (400 nm)。一个单位

活力被定义为每 1 min 转移 1 μmol EPS的酶量。 

1.5  糖基化反应 
初始反应体系 (1 mL) 包括 200 μL 槐角苷

(1 g/L) 溶于二甲基亚砜 (DMSO)，600 μL 水溶

性淀粉 (10 g/L) 溶于 PBS 缓冲液 (pH 6.5)，

200 μL 纯化后的 CGTase (50 U/mL) 溶于 PBS

缓冲液 (pH 6.5)。整个反应溶液混合在 2 mL 封

闭管中，40 ℃、120 r/min 的摇床中反应 24 h。

然后用高效液相色谱法测定反应产物。转化率= 

(底物减少峰面积/底物初始峰面积)×100%。 

1.6  高效液相色谱 (high performance liquid 

chromatography, HPLC) 分析 
采用 Agilent 1260 Infnity HPLC 系统，采用

250 mm×4.6 mm Diamonisil C18 色谱柱，Agilent 

1260 WVD 检测器 254 nm 定量染料木素及其糖

基化产物。流动相为溶液 A (水︰磷酸=100︰0.1，

V/V) 和溶液 B (乙腈)。梯度洗脱条件为：在 15 min

内流动相从A︰B=85︰15逐渐线性变化为A︰B= 

15︰85，柱温为 30 ℃，流速为 0.8 mL/min。用自

动进样器进行高效液相色谱分析，进样量为 10 μL。 

1.7  pH 对反应的影响 
测定纯化后的 PmCGTase (wild type, WT) 及

突变酶在不同 pH 值 (pH 4.0–8.0) 的缓冲液中糖

基化反应的转化率以及产物产量，分析 WT 及其

突变酶的最适反应 pH 值。其中缓冲液为柠檬酸

磷酸氢二钠缓冲液 (pH 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0)。 

1.8  温度对反应的影响 
测定纯化后的 WT 及突变酶在不同温度 

(20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃和 60 ℃) 下的转化

率以及产物产量，分析 WT 及其突变酶的最适

反应温度。 

1.9  动力学参数测定 
分别以槐角苷 (0.05、0.10、0.20、0.40、
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1.00 g/L) 和可溶性淀粉 (0.6、1.5、3.0、6.0、

12.0 g/L) 为糖基受体和糖基供体，在 50 mmol/L

磷酸盐缓冲液 (pH 6.0) 中，40 ℃反应 20 h 测

定野生型和突变型 CGTase 的动力学参数。其中

一种底物的浓度是恒定的，并研究另一种底物浓

度对底物转化率的影响。最后，底物浓度增加，

产物浓度不增加。结果使用 GraphPad Prism 5 进

行分析。将实验结果拟合到以下公式[13]： 

v=Vmaxab/(KmAb+KmBa+ab)            (1) 

其中 v 是反应速率 (g/(L·mg·min))；Vmax 是

最大的反应速率 (g/(L·mg·min))；a 和 b 是供体 

(水溶性淀粉) 和受体 (槐角苷) 浓度(g/L)，A 和

B 分别是供体 (可溶性淀粉) 和受体 (槐角苷)。 

1.10  同源建模及分子对接 

以来源于 P. macerans 的 CGTase 的晶体结构 

(PDB 登录号：4JCL) 为模板构建了 PmCGTase

及其突变体的结构模型。使用 Discovery Studio 

Client 4.5 和基于 CHARMM 力场的 CDOCKER

对接算法完成以染料木素为小分子的分子对接

计算。使用交互式增长和随后的标准参数评分

评价对接结果。 

2  结果与分析 

2.1  PmCGTase 糖基化反应 

如图 1A 所示，糖基供体可在环糊精葡萄糖

基转移酶歧化作用下转移糖基至底物槐角苷，同

时水解反应可使长链糖基化槐角苷水解成为短

链糖基化槐角苷。分别以槐角苷与可溶性淀粉

作为糖基受体和供体，通过 PmCGTase 催化糖

基化反应，并对反应产物进行 HPLC 分析。结

果如图 1B 所示，除了底物槐角苷 (图中对应的

峰 4) 外，主要有 3 种产物生成 (分别对应峰 1、

2、3)。根据前期本实验室液相质谱研究结果[17]

得知，产物峰 1、2、3 分别为槐角苷三糖苷衍生

物 (G3S)、槐角苷二糖苷衍生物 (G2S)、槐角苷单

糖衍生物 (G1S)。根据前期文献报道，染料木素

单糖苷、二糖苷和三糖苷衍生物 (即对应 S、G1S、

G2S) 水溶性分别较染料木素提高了 5 倍、3 700 倍

和 44 000 倍[8-9]，由此证明染料木素糖基化衍生

物水溶性获得显著改善。为了提高 PmCGTase

糖基化效率及这 3 种主要产物的产量，针对

PmCGTase 进行分子改造是十分必要的。 

2.2  PmCGTase 的突变位点选择 

CGTase 属于 α-淀粉酶家族，催化中心包括

3 个氨基酸，包括 E258、D229、D329[6]。将

CGTase 的晶体结构 (PDB：4JCL) 与染料木素

进行分子对接，得到与染料木素有相互作用力

的一系列位点。如图 2 所示，除了催化三联体

中 E258 和 D329 外，在催化中心附近存在氨基

酸 F183，D182 与染料木素存在作用力。F183

与染料木素之间存在 π-π T 形相互作用力，但对

F183 位点进行饱和突变，发现突变体呈失活状

态，F183 可能为较为保守的氨基酸。D182 位点

与底物染料木素之间存在范德华力。本研究对

D182 位点进行饱和突变，突变后粗酶环化活力

测定，发现突变酶 D182C、D182S、D182G 具

有活力。通过镍柱纯化后获得 WT 以及突变酶

D182C、D182S、D182G 纯酶，并进行后续研究。 

2.3  D182 位点突变酶转糖基反应 

WT 以及突变酶 D182C、D182S、D182G

在 40 ℃、pH 6.0 的反应条件下反应 20 h 后，

对其糖基化产物进行测定。如图 3A 所示，结

果显示突变酶 D182C 在底物转化率上相较于

WT 提高比较明显，从 57.76%提升至 71.18%。

而 D182S 与 D182G 的底物转化率相较于 WT

并没有明显的改变。 
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图 1  PmCGTase 糖基化反应示意图及反应高效液相色谱图 
Figure 1  Schematic representation of the glycosylation reaction (disproportionation and hydrolysis) 
catalyzed by PmCGTase (A) and the HPLC profile of the reaction and the structure of glycosidated 
sophoroside. 1: sophoricoside triglucoside; 2: sophoricoside diglucoside; 3: sophoricoside monoglucoside; 4: 
sophoricoside (B). 

 
由于转化率的提高，所生成主要产物产量

也随之提高。如图 3B 所示，D182C 的单糖苷

产物  (G1S)、二糖苷产物  (G2S)、三糖苷产物

(G3S) 产量分别较 WT 提高 39.35%、56.05%和

64.81%。而 D182S 与 D182G 相较于 WT 来说

没有太大的变化。 

2.4  WT 及突变酶酶活测定 
对 WT 以及突变酶 D182C、D182S、D182G

的环化活力、水解活力、歧化活力比酶活进行

测定，结果如表 2 所示。相较于 WT，突变酶

D182C 环化活力提高 42.76%，水解活力提高

18.99%，歧化活力提高 48.78%。而 D182S 和

D182G 虽然环化活力和水解活力有所提高，但

歧化活力变化不大。由此可见，歧化反应对于

转糖基反应更为关键。后续针对突变酶 D182C

进行进一步酶学性质研究。 
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图 2  CGTase 晶体结构与底物染料木素对接结果 
Figure 2  The crystal structure of CGTase (PDB: 4JCL) and the molecular docking results with genistein. 
 

 
 
图 3  WT 及突变酶转化率 (A) 以及主要糖基化产物对比 (B) 
Figure 3  Comparison of substrate conversion (A) and glycoside products (B) between the WT and the 
variants D182C, D182S, and D182G. Each value represents the mean of three independent measurements, and 
the deviation from the mean is <5%. 
 
表 2  D182 位点突变体活力测定 
Table 2  Comparison of activities of the WT and 
the variants D182C, D182S, and D182G 

Enzymes α-cyclization 

activity 

(U/mg) 

Hydrolytic 

activity 

(U/mg) 

Disproportionation 

activity (U/mg) 

WT 8.7±1.2 7.9±0.1 4.1±0.1 

D182C 15.2±1.1 9.4±0.2 6.1±0.2 

D182S 13.2±0.9 9.5±0.1 4.3±0.1 

D182G 13.5±0.6 9.3±0.1 4.2±0.1 

2.5  pH 对 WT 及 D182C 转糖基反应的影响 
为了探究 pH 对于转糖基反应的影响，测定

了不同 pH 条件下 (pH 分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0) WT 以及突变酶 D182C 的转化率以及主要

糖基化产物 (图 4)。WT 在 pH 6.0 时有最高的转

化率，D182C 在 pH 5.0 时有最高的转化率     

(图 4C)，随着 pH 的上升与下降，转化率均降低，

WT 各糖苷产物在 pH 6.0 时产量达到最高。
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D182C 各糖苷产物在 pH 5.0 时产量达到最高。

当 pH 4.0 时，WT 和 D182C 催化合成的多糖苷

产物产量高于少糖苷产物 (G3S>G2S>G1S)，而

在当 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0 时，结果却相反

(G1S>G2S>G3S) (图 4B)。这可能是由于 pH 4.0

时 WT 和 D182C 的酶活损失较大所致。 

2.6  温度对WT及D182C转糖基反应的影响 
为了探究温度对于转糖基反应的影响，测

定了不同温度下 (20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃、

60 ℃) WT 以及突变酶 D182C 的转化率以及主

要的糖基化产物 (图 5)。WT 与突变体 D182C

均在 40 ℃时有最高的底物转化率 (图 5C)，随

着温度的上升与下降，底物转化率均降低，

WT与 D182C各糖苷产物在 40 ℃时达到最高产

量 (图 5A–5B)。 

2.7  动力学参数 
通过研究不同浓度下底物槐角苷  (0.05、

0.10、0.20、0.40、1.00 g/L) 以及不同浓度下可

溶性淀粉 (0.6、1.5、3.0、6.0、12.0 g/L) 的底

物转化率，来求得 WT 以及突变酶 D182C 的动

力学常数。如表 3 所示，相较于 WT，突变酶

D182C 亲和力发生了改变。突变酶 D182C 的

kcat 值为 WT 的 2.22 倍，针对糖基受体槐角苷而

Km 下降了 14.7%，对糖基供体可溶性淀粉 Km

下降了 20.7%。D182C 的催化效率 kcat/Km 值分

别为 WT 的 2.6 倍 (槐角苷) 和 2.8 倍 (可溶性

淀粉)。突变酶 D182C 亲和力相较于 WT 有了

明显提升，可能为糖基化效率提高的原因。 

 

 
 
图 4  pH 对 WT (A)、D182C (B) 转糖基反应的各产物产量以及底物槐角苷转化率 (C) 的影响 
Figure 4  Effect of pH on glycosylation of the WT and the variant D182C. Effect of pH on the yield of 
products by the WT (A) and the variant D182C (B). (C) Effects of pH on conversion of sophoricoside by the 
WT and the variant D182C. Each value represents the mean of three independent measurements, and the 
deviation from the mean is <5%. 
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图 5  温度对 WT (A)、D182C (B) 转糖基反应的各个产物产量以及底物槐角苷转化率 (C) 的影响 
Figure 5  Effect of temperature on glycosylation of the WT and the variant D182C. Effect of temperature on 
the yield of products by the WT (A) and the variant D182C (B). (C) Effects of temperature on conversion of 
sophoricoside by the WT and the variant D182C. Each value represents the mean of three independent 
measurements, and the deviation from the mean is <5%. 

 
表 3  WT 及突变酶 D182C 动力学参数 
Table 3  Determination of kinetic parameters of the WT and the variant D182C 

Enzyme kcat (min–1) KmA (g/L) kcat/KmA (L/(g·min)) KmB(g/L) kcat/KmB (L/(g·min)) 

WT 0.32±0.12 0.34±0.21 0.94 3.43±0.13 9.33×10–2 

D182C 0.71±0.15 0.29±0.11 2.44 2.72±0.15 26.11×10–2 
A: sophoricoside; B: soluble starch. 

 
2.8  PmCGTase 和突变酶 D182C 与染料木

素的分子对接 

将突变酶结构与底物进行分子对接，如图 6

所示，当天冬氨酸突变为半胱氨酸后，酶与底物

之间的作用力变多。在 WT 与染料木素的对接结

果中 (图 6A)，仅有 D182 与底物之间的范德华

力，F183 与底物之间的 π-π T 形相互作用力，以 

及催化中心 D329、E258 与底物之间的氢键作

用。在 D182 与底物之间的对接结果中 (图 6B)，

虽然少了 D182 的范德华力，但是 A230 与底物

产生了新的氢键作用，并且催化中心 D329、E258

与底物之间多出了阴离子-π 作用力。突变酶底

物转化率的提高，可能正是因为底物与酶之间作

用力的增加，从而提高了酶与底物的亲和力。 
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图 6  WT (A) 和 D182C (B) 与染料木素对接结果 
Figure 6  Docking results of the WT (A) and the variant D182C (B). 

 

3  结论 

染料木素及单糖苷衍生物  (如槐角苷和

染料木苷) 具有较高的药用价值，然而其极低

的水溶性限制了其应用范围。本研究通过

PmCGTase 催化将槐角苷糖基化，提高其水溶

性。通过 PmCGTase 的晶体结构与底物染料木

素进行对接，找到了与底物具有范德华力作用的

位点 D182，通过定点饱和突变和高通量筛选，

得到具有活力的突变酶 D182C、D182S、D182G。

蛋白纯化后对其糖基化反应进行了考察，发现

突变酶 D182C 转化率较 WT 提高了 13%左右，

且主要糖基化产物 (G1S、G2S、G3S) 产量也有

较大提高。而 D182S、D182G 糖基化效率相较

于 WT 变化不大。酶学性质研究发现，突变酶

D182C 的环化活力、歧化活力和水解活力均有

所提高。WT 与 D182C 最适反应 pH 分别为 6.0

和 5.0，最适反应温度均为 40 ℃。动力学结果

显示，突变酶 D182C 对于底物的亲和力和催化

效率相较于 WT 有了明显提升。随后通过同源

建模及分子对接，发现 182 位点的天冬氨酸突

变为半胱氨酸之后，影响了活性中心周围氨基

酸空间结构，A230 位点与底物产生了新的氢键

作用力。并且催化中心 D329 和 E258 与底物之

间多出了阴离子-π 相互作用。因此，作用力的

增多可能是突变酶底物亲和力提高以及糖基化

效率提高的原因。 
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