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摘   要：右旋糖酐酶是一种专一性水解 α-1,6糖苷键的酶。为了提高海洋氧化节杆菌(Arthrobacter 
oxidans) KQ11 来源的右旋糖酐酶的酶活，本研究采用了定点突变的方法对参与“隧道状结合位点”
的氨基酸进行改造，并在此基础上对 507 位进行了饱和突变，获得了酶活和催化效率提高的突变

酶 A356G、S357W、W507Y、W507F。与野生株(wild type, WT)相比，突变体 W507Y 的比活力提

高了 3.00 倍，kcat 提高了 3.62 倍，Km 下降了 54%，催化效率 kcat/Km 提高了 8.98 倍。三维结构分析

表明，氢键数目的增加及“隧道状结合位点”间的距离是影响酶活的重要因素。相比于 WT 突变体，

W507Y 与“隧道状结合位点”的另一侧氨基酸间的距离缩短，更易产生氢键作用力，加快了底物的

水解和产物排出，使得酶活和催化效率大幅提高。 
关键词：右旋糖酐酶；定点突变；比活力；底物通道 
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Abstract: Dextranase is an enzyme that specifically hydrolyzes the α-1,6 glucoside bond. In 
order to improve the activity of dextranase from Arthrobacter oxidans KQ11, site-directed 
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mutagenesis was used to modify the amino acids involved in the “tunnel-like binding site”. A 
saturating mutation at position 507 was carried out on this basis. The mutant enzymes A356G, 
S357W, W507Y, and W507F with improved enzyme activities and catalytic efficiency were 
successfully obtained. Compared with wild type (WT), W507Y showed the specific activity 
increasing by 3.00 times, the kcat value increasing by 3.62 times, the Km value decreasing by 
54%, and the catalytic efficiency (kcat/Km) increasing by 8.98 times. The three-dimensional 
structure analysis showed that the increase of the number of hydrogen bonds and the distance 
between “tunnel-like binding sites” were important factors affecting enzyme activity. Compared 
with WT, W507Y had a shortened distance from the residues on the other side of the 
“tunnel-like binding site”, which made it easier to generate hydrogen binding forces. 
Accordingly, the substrate hydrolysis and product efflux were accelerated, which dramatically 
increased the enzyme activity and catalytic efficiency. 
Keywords: dextranase; site-directed mutagenesis; specific activity; substrate tunnel 

 
右旋糖酐酶是一种水解酶，可以专一性地

水解右旋糖酐中的 α-1,6 糖苷键[1]生成小分子量

的右旋糖酐、葡萄糖、异麦芽糖、异麦芽三糖

和低聚异麦芽糖等 [2]。在工业生产中，右旋糖

酐具有重要的应用价值 [3]。在制糖工业中，右

旋糖酐酶被用于去除蔗糖过程中产生的右旋糖

酐 [4]。右旋糖酐聚集在牙齿表面容易形成牙菌

斑和龋齿，导致一系列口腔疾病的产生 [5]，右

旋糖酐酶可以减少牙菌斑沉淀，阻止右旋糖酐

生物膜的形成 [6]，从而达到预防龋齿的目的。

右旋糖酐酶水解右旋糖酐生成系列中低分子量

的右旋糖酐，在食品和医药领域有着重要的利用

价值[7]。分子量 10−70 kDa 的右旋糖酐是国际上

公认的代血浆首选药物 [8]；低分子量的右旋糖

酐[分子量(molecular weight, Mw)<10 kDa]可与

铁络合后用于治疗缺铁性贫血；高分子量右旋

糖酐(Mw>1 000 kDa)在食品的生产加工过程中

可以作为食品添加剂。 

目前对于酶的改造主要集中在提高酶活、

提高温度稳定性、增加产物的产率等方面，分子

改造的方法主要有定点突变[9]、半理性设计[10]、

定向进化[11]等。Kim 等[12]在 GH66 家族右旋糖

酐酶的 N 端和 C 端进行截短，提高了酶活性；

董冬雪等[13]在 Aodex 的 N 端和 C 端进行截短，

提高了酶的最适温度；Yang 等[14]对野生型球毛

壳菌(Chaetomium globosum)的 587 位进行定点

突变，提高了酶活的同时也使得酶在 70 ℃下的

稳定性也有了极大的提高；Klahan 等 [15]对

GH66 家族的−3 和−4 亚位点进行了点突变，获得

了可以产生更高聚合度(degree of polymerization, 

DP)低聚异麦芽糖的突变体；Chen 等[16]对香菇

中的糖酐水解酶进行定点突变，突变后酶活提

高了 3.20 倍，催化效率提高了 1.80 倍；Lin 等[17]

对 GH66家族右旋糖酐酶 SP5-Badex进行半理性

设计得到了突变体 E454G，酶活是突变前的

3.08 倍，在 45 ℃下的稳定性高于原始酶；Wei

等[18]对 GH49 家族右旋糖酐酶 Aodex 中 B 因子

值最高的 loop 区进行半理性设计，得到的突变

体 S357V 酶活和热稳定性明显提高。 

本研究对右旋糖酐酶 Aodex 进行了三维结

构分析，选择了催化域附近参与形成“隧道状结

合位点”的 5 个氨基酸进行点突变，并在此基础

上进行了饱和突变，以期提高 Aodex 的酶活和

催化效率。 
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1  材料与方法 
1.1  材料 

右旋糖酐酶 Aodex (GenBank 登录号：

KJ571608)与载体 pET-28a 融合，由苏州金唯

智生物科技有限公司合成。大肠杆菌 DMT 和

BL21(DE3)感受态细胞购自北京全式金生物技

术有限公司，分别用于克隆和表达。PCR 所

需要的引物和 DNA 测序由擎科(南京)生物科

技有限公司进行。点突变试剂盒购自北京全

式金生物技术有限公司。 
硫酸卡那霉素、异丙基 β-D-硫代吡喃半乳糖

苷(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)及
其他化学品和标准样品均购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司。 
Luria-Bertani (LB)培养基(g/L)：酵母浸粉

5.0，胰蛋白胨 10.0，氯化钠 10.0。 
Terrific Broth (TB)培养基(g/L)：酵母浸粉

24.0，胰蛋白胨 12.0，甘油 5.0。 
1.2  突变体的设计和构建 

Aodex (PDB ID: 6NZS) [以下简称为野生株

(wild type, WT)]的晶体结构可从 PDB 数据库中

获得，利用 Discovery Studio 3.0[19]对 Aodex 进行

三维结构的分析，构建了一系列单点突变体，在

单点突变的基础上构建饱和突变体。使用快速

定点突变试剂盒进行 PCR 扩增。PCR 循环程

序：94 ℃ 2 min；94 ℃ 20 s，55 ℃ 10 s，72 ℃  
3 s，25 个循环；72 ℃ 10 s。单点突变和饱和突

变的引物设计如表 1 所示。PCR 产物和模板混

合物用 DMT 酶消化，37 ℃孵育 1 h，去除甲基

化模板。之后将 PCR 产物转入 DMT 感受态细

胞中进行培养，测序验证点突变的准确性。最

后将测序正确的质粒转入大肠杆菌 BL21(DE3)
感受态中诱导表达。 
1.3  酶的表达和纯化 

将突变体菌体接种到含有 0.1 mg/mL 硫

酸卡那霉素的液体 LB 培养基中，在 37 ℃、

220 r/min 条件下活化培养 12 h。活化后的菌液

按照 1%的接种量转接至 TB 培养基中，在

37 ℃、220 r/min 条件下培养，当菌体的 OD600

达到 2.0 时，添加终浓度为 0.062 5 mg/mL 的

IPTG，在 15 ℃、220 r/min条件下诱导培养 36 h。 
在 8 000 r/min 条件下将菌体溶液离心 15 min，

得到的菌体沉淀重悬在 20 mmol/L、pH 7.5 的

Tris-HCl 缓冲溶液中，在低温下超声破碎 15 min
后再次离心 15 min，所得上清即为粗酶液。 

使用镍柱对 WT 和突变体酶进行亲和纯化。

分别用纯水和缓冲液平衡镍柱，平衡后加入 5 mL
粗酶液，先用平衡缓冲液进行充分洗脱至无蛋白

流出，之后用 40、80、120、160、200、250 mmol/L
咪唑进行梯度洗脱，收集每一步的洗脱液。采用

SDS-PAGE 检测纯化效果。采用 Mw 为 10 000 的

超滤管除去蛋白中的咪唑，即可得到纯化蛋白。 
1.4  右旋糖酐酶比活力的测定 

每分钟内水解右旋糖酐生成 1 μmol 还原糖

所需要的酶量为一个单位酶活(U)。WT 及突变

体 酶 活 的 测 定 均 采 用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)法[20]。将 400 μL
底物溶液(由 20 mmol/L、pH 7.5 的 Tris-HCl 缓
冲液配制的 3%的右旋糖酐 T70)加入试管中，加

入 100 μl 适当稀释的酶液，在 50 ℃下反应 1 h，
随后加入 375 μL DNS 以终止反应，并将混合物

煮沸 5 min 显色。在试管中加入 5 mL 纯水并混

合均匀，使用紫外分光光度计(安徽中测仪器有

限公司)测定反应液在 540 nm 处的吸光度，计

算酶活性。 
蛋白质含量的测定采用 Bardford 法，用牛

血清蛋白绘制标准曲线。在 3 mL 考马斯亮蓝溶

液中加入 300 μL 适当稀释的酶液，室温下反应

10 min 后，在 595 nm 处检测吸光度，计算蛋白

质含量。 
比活力(U/μg)=酶活(U/mL)/蛋白质含量(μg/mL)。 
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表 1  单点突变及饱和突变所需要的引物 
Table 1  Sequences required for single point mutations and saturation mutations 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 
A356G-R AACCATCTGAGCGGCGGTAGCAACTGCCAT 30 
A356G-F ACCGCCGCTCAGATGGTTATAGTTATTG 28 
S357W-R AACCATCTGAGCGGCGCGTGGAACTGCCATA 31 
S357W-F CCACGCGCCGCTCAGATGGTTATAGTTA 28 
N358A-F ATCTGAGCGGCGCGAGCGCATGCCATAGCAGCTGCGTGAAA 41 
N358A-R TGCGCTCGCGCCGCTCAGATGGTTATAGTT 30 
H360Y-F GGCGCGAGCAACTGCTATAGCAGCTGCGTGAAA 33 
H360Y-R ATAGCAGTTGCTCGCGCCGCTCAGATGGTT 30 
W507Y-F TGAACAGCAGTAGCCATTATGAAGATATGGGCAGC 35 
W507Y-R ATAATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAGGT 30 
W507G-F AACAGCAGTAGCCATGGTGAAGATATGG 28 
W507G-R ACCATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507A-F AACAGCAGTAGCCATGCAGAAGATATGG 28 
W507A-R TGCATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507V-F AACAGCAGTAGCCATGTTGAAGATATGG 28 
W507V-R AACATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507L-F AACAGCAGTAGCCATCTGGAAGATATGG 28 
W507L-R CAGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507I-F AACAGCAGTAGCCATATTGAAGATATGGG 29 
W507I-R AATATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507N-F AACAGCAGTAGCCATAATGAAGATATGGG 29 
W507N-R ATTATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507E-F AACAGCAGTAGCCATGAAGAAGATATGG 28 
W507E-R TTCATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507Q-F AACAGCAGTAGCCATCAGGAAGATATGG 28 
W507Q-R CTGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507D-F TGAACAGCAGTAGCCATGATGAAGATATGGGCA 33 
W507D-R ATCATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAGGTGTTA 34 
W507K-F AACAGCAGTAGCCATAAAGAAGATATGGG 29 
W507K-R TTTATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507M-F AACAGCAGTAGCCATATGGAAGATATGG 28 
W507M-R CATATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507S-F AACAGCAGTAGCCATAGCGAAGATATGG 28 
W507S-R GCTATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507T-F AACAGCAGTAGCCATACCGAAGATATGG 28 
W507T-R GGTATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507C-F AACAGCAGTAGCCATTGTGAAGATATGG 28 
W507C-R ACAATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507P-F AACAGCAGTAGCCATCCGGAAGATATGG 28 
W507P-R CGGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507H-F ATGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507H-R ATGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507R-F AACAGCAGTAGCCATCGTGAAGATATGG 28 
W507R-R ACGATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAG 28 
W507F-F TGAACAGCAGTAGCCATTTTGAAGATATGGGCA 33 
W507F-R AAAATGGCTACTGCTGTTCAGAATGCAGGT 30 
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1.5  WT 和突变体最适温度及温度稳定性

的测定 
通过稀释或浓缩，使纯化后 WT 和突变体

的酶浓度为 100 μg/mL，在此浓度下进行最适温

度和温度稳定性的测定。 

最适温度的测定：在 pH 7.5 的条件下，使

用 1.4 中提及的 DNS 法分别测定 WT 和突变体

在不同温度(40、45、50、55、60、65 ℃)下的

酶活，酶活最高时所在的温度即为酶的最适温

度，记为 100%。 

温度稳定性的测定：将 WT 和突变体分别

置于 50 ℃下进行热孵育，每隔 10 min 取样，

直至孵育时间达到 1 h。在 50 ℃下利用 DNS 法

测定每个样品的残余活性，其中未经热孵育的

酶活记为 100%。 

1.6  WT 和突变体动力学参数的测定 
通过稀释或浓缩，使纯化后 WT 和突变体

的酶浓度为 100 μg/mL，在此浓度下进行动力学

参数的测定。 

以右旋糖酐 T70 作为底物测定动力学参

数。使用不同浓度的右旋糖酐 T70 (0.2%、

0.4% 、 0.6% 、 0.8% 、 1.0% 、 1.2% 、 1.4% 、

1.6%、1.8%、2.0%)作为底物，在 50 ℃下反应

5 min。在 540 nm 处测量反应溶液的吸光度，

测定反应的初始速率，使用 Lineweaver-Burk

图计算酶的 Km 和 kcat。 

1.7  变体酶的三维结构预测 
变体酶的三维结构以右旋糖酐酶 Aodex 

(PDB ID: 6NZS) 为 模 板 通 过 Swiss-Model 

(https://swissmodel.expasy.org)同源建模得到。 

1.8  数据分析 
每个实验独立重复 3 次。数据以 x s± 表

示，并通过 t 检验进行分析。P≤0.05 时具有统

计学意义。 

2   结果与分析 
2.1  突变位点的选择及突变体的构建 

Ren 等[21]报道了右旋糖酐酶 Aodex 的晶体

结构，Asp420 和 Asp439 分别作为催化酸碱参与

底物的识别及 α-1,6 糖苷键的水解。同为 GH49
家族的 Dex49A 在催化氨基酸附近存在“底物通

道”，当 Tyr463 与 Asp317 间形成氢键作用力

时，二者间会形成一个“隧道状的结合位点”，
便于底物的进出，从而有利于底物与催化域的

结合[22]， Aodex 中同样也存在这样的“底物通

道”和“隧道状结合位点”。 
利用 CAVER 3.0[23]绘制了 Aodex 中“底物通

道”的位置和形状，类比于右旋糖酐酶 Dex49A，

标注出了参与形成“隧道状结合位点”的氨基酸，

如图 1 所示。本研究选择了参与形成“隧道状结合 

 
图 1  WT中的底物通道及隧道状结合位点形状及

位置示意图   绿色为底物通道部分，蓝色为隧

道状结合位点部分，图中标注的为参与形成隧道

状结合位点的氨基酸 
Figure 1  Schematic diagram of the shape and location 
of substrate tunnel and tunnel like binding sites in WT. 
The green part represents the substrate tunnel, and the 
blue part represents the tunnel like binding site. The 
amino acids involved in forming the tunnel like binding 
site have been labeled in the figure. 
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位点”的 5 个氨基酸 Ala356、Ser357、Asn358、
His360、Trp507 作为分子改造的位点，利用

Discovery Studio[19]对 5 个位点分别进行虚拟饱

和突变(表 2)，在此基础上选取每个位点中最稳

定的突变体进行构建，成功得到 A356G、

S357W、N358A、H360Y、W507Y 共 5 个单点

突变体。 

2.2  单点突变对于酶活的影响 
采用镍柱分别对WT及 5个单点突变体进行

了亲和纯化。图 2 表示纯化后 WT 及部分单点突

变体的 SDS-PAGE 结果，WT 及突变体的分子

量均为 69.9 kDa，条带大小与理论相符，表明

各突变体均纯化成功。 

在相同条件下测定了 WT 及各突变体的比

活力，结果如图 3 所示。5 个单点突变体中，共

有 3 个显示了较好的活性。其中突变体 W507Y
展示出了最高的比活力，为 WT 的 3.00 倍。

A356G 的比活力为 WT 的 2.00 倍，S357W 的比

活力为 WT 的 1.20 倍。N358A 的酶活有所降

低，仅为 WT 的 50%，而 H360Y 的活性几乎完

全丧失。 

2.3  饱和突变对于酶活的影响 
对单点突变得到的酶活最高的 W507Y 突变

体所在的 507 位进行饱和突变。对饱和突变体

进行镍柱纯化，SDS-PAGE结果如图 4所示，饱

和突变体均纯化成功。在相同条件下测定了

WT 和各突变体的比活力，结果如图 5 所示。 
 
表 2  虚拟饱和突变结果 
Table 2  Virtual saturation mutation results 
Index Mutation Mutation energy (kcal/mol) Effect 

1 Ala356>Gly −0.92 Stabilizing 

2 Ser357>Trp −0.58 Stabilizing 

3 Asn358>Ala −0.61 Stabilizing 

4 His360>Tyr −1.26 Stabilizing 

5 Trp507>Tyr −0.78 Stabilizing 

除单点突变得到的 W507Y 外，饱和突变还

成功得到了另一个突变体 W507F，其比活力是

WT 的 1.28 倍。而其余突变体的活力均有不同

程度的降低。 

2.4  突变对于酶学性质的影响 
单点突变得到的 5个突变体中，有 3个突变

体表现出了比活力的提高，饱和突变得到的突 
 

 
 

图 2  镍柱纯化 WT 及单点突变体的 SDS-PAGE
分析   M：蛋白质标准分子量；泳道 1−4 分别为

WT、A356G、S357W 和 W507Y 纯化后的蛋白结果 
Figure 2  SDS-PAGE analysis for nickel column 
purification of WT and single point mutants. M: 
Protein standard molecular weight; Lane 1−4 show 
the purified protein results of WT, A356G, S357W, 
and W507Y, respectively. 
 

 
 

图 3  WT 及单点突变体的相对酶活示意图 
Figure 3  Schematic diagram of relative enzyme 
activity of WT and single point mutants. 
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图 4  饱和突变体的 SDS-PAGE 分析   M：蛋白质标准分子量；泳道 1 代表 WT，泳道 2–20 代表各饱

和突变体 
Figure 4  SDS-PAGE analysis for saturated mutants. M: Protein standard molecular weight; Lane 1 repressent 
WT; Lane 2−20 represent the saturation mutants. 
 

 
 

图 5  WT 及饱和突变体的相对酶活 
Figure 5  Relative activity of WT and saturated 
mutants. 
 

变体中额外得到了一个比活力有所提高的突变

体。因此对这 4 个突变体进行了酶学性质的测

定。图 6展示了WT和各突变体的最适温度和在

50 ℃下的温度稳定性。 
除 W507F 外，其余突变体的最适温度均为

55 ℃，相较于 WT 提高了 5 ℃，A356G、

S357W 和 W407Y 在 45−60 ℃下均能保持较高

的酶活性；而 W507F 的温度敏感性较高，当

温度达到 60 ℃时，酶活急剧下降；当温度提

升至 65 ℃时，W507Y 和 W507F 的酶活几乎全

部丧失。 
四个突变体在 50 ℃下均表现出了高于 WT

的稳定性。WT 在 50 ℃下孵育 1 h 后，酶活仅 

 
 

图 6  WT和各单点突变体的最适温度和温度稳定

性   A：WT 和各单点突变体的最适温度. B：WT
和各单点突变体在 50 ℃下的温度稳定性 
Figure 6  Optimal temperature and temperature 
stability of WT and each single point mutant. A: 
Schematic diagram of optimal temperature for WT 
and various single point mutants. B: Schematic 
diagram of temperature stability of WT and various 
single point mutants at 50 ℃. 
 



 
 

夏冰冰 等 | 定点突变提高海洋氧化节杆菌 KQ11 右旋糖酐酶的催化活性 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3079 

剩余 15%左右，W507Y 和 W507F 在 50 ℃下表

现出了最好的稳定性，孵育 1 h后，酶活仍剩余

80%以上，A356G 和 S357W 在 50 ℃下孵育 1 h，
酶活剩余 60%以上。这表明对催化域附近 loop
环上的 356、357、507 位点进行突变可以有效

改善酶的热稳定性。 
表 3 展示了 WT 和突变体的动力学常数，结

果显示，4 个突变体的 Km 值均有不同程度的降

低，表明 4个突变体具有比WT更好的底物亲和

力，其中对底物亲和力最好的是W507Y，其Km

值降低了 54%。4个突变体的 kcat/Km值均有不同

程度的增加，表明这 4 个突变体的催化能力均

高于 WT，水解底物的能力均有所增加。其中

kcat/Km 值最大的是 W507Y，为 WT 的 9.98 倍。 
2.5  突变体的分子对接及结构分析 

以 WT 为模板，利用 Swiss-Model 在线网站

对酶活有所提高的 4 个突变体分别进行同源建

模，进行分子对接分析和结构分析。 
WT 和 A356G 的分子对接结果如图 7 所 

 

表 3  WT 和各突变体的动力学常数 
Table 3  Dynamic constants of WT and various mutants 
Type Km (mmol/L) kcat (s−1) kcat/Km (mmol/(L·s)) 
WT 5.89±0.17  9.06±0.6  1.54±0.05 
A356G 4.27±1.1 50.01±1.3 11.71±0.4 
S357W 5.22±1.1 47.40±1.1  9.08±0.2 
W507Y 2.72±0.56 41.83±0.8 15.38±0.6 
W507F 3.67±0.56 19.56±0.7  8.08±0.3 

 

 
图 7  WT、A356G 及 S357W 的分子对接结果示意图   A：WT、A356G 及 S357W 分子对接后配体的
位置及形状. 青色、黄色和红色棒状结构分别为与 WT、A356G、S357W 对接后配体的形状和位置，品
红色为空腔 3 的位置. B–D：WT(B)、A356G(C)、S357W(D)分别与异麦芽三糖配体的对接结果. 灰白色
氨基酸为与配体产生氢键作用的氨基酸，氢键用绿色虚线表示 
Figure 7  Diagram of molecular docking results of WT, A356G and S357W. A: The position and shape 
diagram of the ligand of WT, A356G and S357W after molecular docking. The blue, yellow, and red-shaped 
structures represent the shape and position of ligands after docking with WT, A356G, and S357W, respectively, 
while the magenta represents the position of cavity 3. B–D: Schematic diagram of the docking results of WT 
(B), A356G (C), and S357W (D) with isomaltotriose ligands, respectively. Gray white amino acids are amino 
acids that for hydrogen bonds with ligands, with hydrogen bonds indicated by green dashed line. 
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示。356 位的丙氨酸突变为甘氨酸后，配体异

麦芽三糖的位置向空腔 3 延伸(图 7A)。除此之

外，A356G 与配体对接后，配体与周围氨基酸

产生了更多的氢键作用力，这些氢键作用力主

要集中在 His391、Ser392 和 Phe393 中，其中

His391 是组成空腔 3 的氨基酸，Ser392 和

Phe393 则是空腔 3 附近的氨基酸。空腔 3 中的

Gln418 和 Asp420 发挥催化作用，而空腔 3 的整

体部分则承担着容纳底物及排出产物的作用。

356 位氨基酸突变后配体与空腔 3 产生了更多的

相互作用力，导致 A356G 具有更高的底物亲和

力，表现出比活力和催化效率提高。 
S357W 与配体对接后，虽然配体的位置并

没有向空腔 3 延伸，但与组成空腔 3 的 His391
产生了氢键作用力，同时与周围的氨基酸也产

生了更多的作用力，从而导致 S357W 表现出了

更高的底物亲和力、更高的比活力和更快的催

化速率。 
在饱和突变的酶活测定结果中发现，所有的

饱和突变体中，只有 W507Y 和 W507F 的比活力

有所增加，其余突变体则是表现出了不同程度

的酶活的降低。而比活力有所增加的突变体中，

507 位氨基酸均是含有苯环的芳香族氨基酸。 
目前有研究发现，在 GH31[24]和 GH66[25]家

族右旋糖酐酶的催化域附近存在一个色氨酸

(tryptophan, Trp)或酪氨酸(tyrosine, Tyr)，它们

在游离酶和配体-酶复合物的晶体结构中表现出

了极大的构象差异。这些氨基酸均是具有大侧

链-苯环的芳香族氨基酸，在催化过程中发挥着

“转运”的作用。酶分子的催化域和底物结合发

挥水解作用后，这些氨基酸的侧链便会发生大

幅度的翻转，连带着附近相关氨基酸发生位

移，使得催化空腔发生改变，便于水解后产物

和水分子排出。 
507位的色氨酸在Aodex中也是发挥着类似

的作用，因此突变成同样含有苯环侧链的酪氨

酸和苯丙氨酸(phenylalanine, Phe)后比活力没有

下降；而突变成其余没有芳香侧链的氨基酸

后，这种“转运功能”丧失，使突变体的酶活降

低甚至丧失。其中，色氨酸被突变为苯丙氨酸

后，大侧链苯环仍旧发挥“转运”功能，507 位与

357位氨基酸间的距离由 6.5 Å缩短为 6.2 Å，距

离的缩短导致分子间相互作用力增强，更有利

于底物的进入和产物的排出。而色氨酸被突变

成酪氨酸后，“转运作用”依旧存在，同时，侧链

上增加的酚羟基使 507 位氨基酸更易与“隧道状

结合位点”另一侧的 Ser357形成氢键，二者间的

距离由 6.5 Å 缩短为 5.5 Å，分子间的相互作用

增强(图 8)，更有利于底物的进入和产物的排

出，从而大幅提高酶活。 
 

 
 

图 8  WT、W507Y、W507F “隧道状结合位点”的氨基酸分布示意图 
Figure 8  Schematic diagram of amino acid distribution at the tunnel like binding sites of WT, W507Y, and 
W507F. 
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3  讨论与结论 
本研究从右旋糖酐酶 Aodex 入手，基于酶

的三维结构分析，对 Aodex“隧道状结合位点”
的 5个氨基酸进行定点突变，成功获得了 3个比

活力有所提高的突变体 A356G、S357W 和

W507Y，其比活力分别为 WT 的 2.00、1.20 和

3.00 倍。kcat/Km 值分别增加了 6.61、4.89 和 8.98
倍，在最适温度、温度稳定性方面均有不同程

度的提升。在此基础上，对比活力表现最好的

507位点进行饱和突变，成功得到了另一个突变

体 W507F，其比活力是 WT 的 1.28 倍，kcat/Km

值增加了 2.47 倍，最适温度和温度稳定性相较

于 WT 也有所提升。4 个突变体的分子对接和三

维结构分析显示，A356G 和 S357W 比活力增加

是因为配体与周围的氨基酸，特别是空腔 3 中

的氨基酸产生了更多的相互作用，而 W507Y 和

W507F比活力增加是因为突变后与“隧道状结合

位点”另一侧氨基酸的距离缩短，相互作用增

强，底物催化和产物排出的速率加快。本研究

为改造右旋糖酐酶、提高酶活和催化效率提供了

思路和理论依据。 
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