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摘 要 易错 GH2 结合 F*7 改组方法向 FQ泛解酸内酯水解酶基因中引入突变，并构建突变体库。利用酶的催化特点和产物

特性建立了基于平板初筛和高效液相复筛的两步法 FQ泛解酸内酯水解酶活性筛选系统。用该筛选系统以酶活力和 -Z 稳定

性为指标对突变体库进行筛选，最终获得一株酶活力高且在低 -Z 条件下稳定性好的突变体 8@. RQLK"。该突变体的酶活力是

野生型酶的 #T# 倍。对突变体和野生型酶在 -Z KT$ 和 -Z #T$ 条件下的残余酶活进行对比，在这两种 -Z 条件下，突变体酶的

酶活残留分别为 J#^和 #$^，而野生型酶只能保持原来的 N$^和 !$^。通过软件对突变体 8@. RQLK" 酶基因和野生型酶基因

进行分析对比，发现突变体 8@. RQLK" 酶基因发生了三处点突变，其中突变使两处氨基酸取代，另一处为沉默突变，未引起氨

基酸的变化。
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!"泛解酸内酯水解酶具有高度的立体选择性，

可立 体 专 一 拆 分 !#"泛 解 酸 内 酯，生 成 !"泛 解

酸［$"%］。本实验室对保存的菌种进行筛选并经诱变，

得到一株具有很高 !"泛解酸内酯水解酶活力的串

珠镰孢霉菌（!"#$%&"’ ’()&*&+(%’,）&’(&& )*+,，并对

该菌株的产酶条件和酶法拆分泛解酸内酯的过程以

及酶的固定化进行了深入的研究［$，-，*］，目前该菌株

已成功应用于工业化生产并取得了很好的综合效

益；最近我们又克隆到了串珠镰孢霉菌（ !"#$%&"’
’()&*&+(%’,）&’(&& )*+, 的 !"泛 解 酸 内 酯 水 解 酶

.!/0，并分别在大肠杆菌和酿酒酵母中进行了活性

表达［,"1］。

在实际工业应用中发现：随着催化反应的进行，

反应体系中中性的 !"泛解酸内酯被 !"泛解酸内酯

水解酶水解成酸性的 !"泛解酸，反应体系中的酸性

增强，23 下降。随着催化反应的继续，反应体系的

23 下降迅速。由于野生型的 !"泛解酸内酯水解酶

最适催化 23 为 45)，对低 23 耐受能力差，因此随着

体系 23 的降低，酶的催化活力也随之下降，为了使

酶促反应能够顺利进行，必须向反应体系中持续地

流加氨水，以使反应体系的 23 维持在酶的最适催

化 23 范围内。如果酶长时间存在于该低 23 体系

中，酶即发生变性，絮凝，进而丧失活力。另外，正常

催化条件下，野生型 !"泛解酸内酯水解酶的酶活力

也需进一步提高［6］。

由于对 !"泛解酸内酯水解酶的三维结构以及

催化机制等信息了解得还不够充分，对其进行理性

设计存在很大难度，因此不可能利用传统的蛋白质

工程方法对 !"泛解酸内酯水解酶进行改造；而酶的

定向进化是在 -) 世纪 1) 年代末 6) 年代初迅速兴

起的一种在生物体体外（试管中）模拟达尔文进化

的、快速的、具有一定目的性的改造酶的方法［$)］，在

不需事先了解酶的空间结构和催化机制的条件下，

通过各种突变方法向编码生物催化剂的基因中引入

突变，突变的基因可以通过重组如 !/0 改组等方法

进行重新组装。这些被改造的基因可以在合适的微

生物宿主中进行表达，以生产性能得以提高的生物

催化剂，利用筛选或选择的方法在较大的文库中获

得具有目的性能的突变株。因此，利用酶的定向进

化方法对 !"泛解酸内酯水解酶进行改造，在外加压

力的作用下进行筛选，是目前提高 !"泛解酸内酯水

解酶活力及工业化应用性能的最佳途径。

酶的定向进化关键在于筛选模型的建立，能否

建立快速、灵敏、高效的筛选模型是定向进化研究成

败的关键［$)］。我们根据生物催化的特点，结合产物

的性质，建立了两步法（ 789":7;2 <;7=9>）筛选系统，

该系统利用加 23 指示剂的琼脂平板进行初筛，获

得具有活性的突变体；利用高效液相色谱进行复筛，

以确定性能得到提高的突变体。该筛选系统的建立

大大减小了定向进化过程的工作量，降低了劳动强

度，并取得了很好的筛选结果。利用易错 ?&@（;AA9A
2A9B; ?&@）和 !/0 改组（!/0 :=CDDEFBG）方法并结合

筛选，最终获得一株 !"泛解酸内酯水解酶酶活力较

高和在低 23 条件下稳定的突变体。

! 材料与方法

!"! 菌株与质粒

大肠杆菌 H#@（!I+）2#J:K［L"(’-. /#012（ %2"
’2"）3$* 04’!（ #%*" %,45）+), M M .)$)（!I+）2#J:K］。表

达载体 2IN-)O，该质粒具有与大肠杆菌 !I+ 相配套

的信号肽，外源蛋白表达后，可被信号肽引导至大肠

杆菌周质空间。菌株及质粒均由南京师范大学生命

科学学院邵蔚蓝教授惠赠。

!"# 培养基、酶及试剂

大肠杆菌的 #H 培养基配制参照文献［$$］。需

要时使用前加入 +%!GP<# 氯霉素、$-5*!GP<# 四环

素、$))!GP<# 青霉素，固体培养基添加 $5*Q琼脂。

NRS !/0 29EJ<;AR:;、 高 保 真 ?JA9O;:7N( !/0
29EJ<;AR:;，>/N?:、!/R:;"、64(@"、1$* "限制酶、

N% !/0 连接酶均为大连宝生物公司产品；!/0 纯

化试剂盒、胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程有

限公司。!"泛解酸内酯由浙江鑫富股份有限公司提

供。其它试剂均为国产分析纯试剂。

!"$ 定向进化方法

!"$"! 筛选模型的建立：利用 !"泛解酸自身的特

性，即可以使一些酸碱指示剂在一定的 23 范围内

变色，而 !"泛解酸内酯对指示剂的变色范围没有干

扰，进行以下实验：

!"泛解酸内酯晶体紫外灯下照射灭菌，然后以

不同的比例添加到 #H 培养基中，同时培养基中分

别添加适量的 23 指示剂并调节培养基的 23 值。

将一定量的菌体接到无菌水中，混匀后涂布平板，在

+)T下培养菌体 -% U %1= 后观察平板的变色情况及

菌落的生长情况。

!"$"# !"泛解酸内酯水解酶编码基因的易错 ?&@
扩增：

（$）易错 ?&@ 扩增：在引物 ?$ &&’’00NN&’&N00
’&NN&&NN&N0&’’&（划线区域为 64(@"酶切位点）

%44 7/&),#, 8("%)$* (+ 2&(9,4/)(*(3: 生物工程学报 -))*，V9E5-$，/95*



和 引 物 !" #$$%%&&$%&#%%$##$%#$#&#&%$$&&
（划线区域为 !"#!酶切位点）引导下进行易错 !%’

扩增。易错 !%’ 反应参数为：()* +,-，./* /,-，
/0* (,-，重复 +, 个循环后 1"* 继续延伸 2,345。

用 26的琼脂糖凝胶电泳鉴定 !%’ 产物。

（"）!%’ 产物的回收纯化：26琼脂糖凝胶电泳

检测后利用胶回收试剂盒回收 !%’ 产物，7 ",*保

存。方法参见 89# 胶回收试剂盒说明书。

（+）突变重组质粒库的构建：纯化后的 8:泛解

内酯水解酶 ;89# 结构基因用 $%&’ !和 !"’ !
+1*酶 解 +<，用 89# 回 收 试 剂 盒 回 收 22)/=> 的

89# 片段。>?$",= 质粒用 $%&’ !和 !"’ ! +1*
酶解 +<，用 89# 回收试剂盒回收。回收的目的片段

和载体质粒连接，构建表达载体 >?$",=:@#%:3AB:C>
质粒库。

!"#"# 8:泛解内酯水解酶的 89# 改组：

（2）基因随机片段化处理：利用易错 !%’ 获得

的 ) 种正向突变体基因作为 89# 改组的材料。取

一定量的 !%’ 产物于 .,"@ 含 .,,33DEF@ $G4-:H%E、
2,,33DEF@ IJ%E"（或 I5%E"）、及 ,K,".A 89L-C M 的反

应体 系 中，>H 1K)，2.* 反 应 2,345，",345，+,345，

),345，.,345，/,345，2,,*水浴加热 2,345 使 89L-C
!失活，用 "6的琼脂糖凝胶电泳检测酶切的结果。

如果已获得 2,,=> 左右的片段，则用低熔点琼脂糖

回收 89# 片段。

（"）无引物的 !%’ 扩增：得到的小片段产物溶

于适量水中，于 .,"@ 反应体系中，利用 !NGD=C-B$I

89# >DEN3CGL-C 进行无引物的 !%’ 扩增，无引物的

!%’ 反应参数为：()* ),-，.0* 2345，.)* 2345，

.,* 2345，)/* 2345，1"* .345 重复 .. 个循环后

1"*继续延伸 2,345。取适量 !%’ 产物，用 26琼脂

糖凝胶电泳鉴定 !%’ 产物。

（+）加入引物的 !%’ 扩增：取 2"@ 2K+K+ 中（"）

得到的无引物 !%’ 产物于 .,"@ !%’ 反应体系中，

再加入 ",,"3DEF@ 的四种 O9$!-、., >3DEF@ 的两种引

物和 .A !NGD=C-B$I 89# 聚合酶，覆盖 .,"@ 矿物油进

行 !%’ 反应。!%’ 反应参数为：()* ),-，./* /,-，
1"* (,-，重复 +. 个循环后 1"* 继续延伸 2,345。

取 ."@ !%’ 产物，用 26琼脂糖凝胶电泳鉴定 !%’
产物。如无目的条带，则取 ."@ 此产物为模板，按上

述相同 !%’ 条件再进行一次反应 P经琼脂糖凝胶电

泳检 测 到 特 异 性 目 的 条 带 后，回 收 !%’ 产 物，

7 ",*保存。

（)）突变重组质粒库的构建：方法同 2K+K" 中

（+），构建表达载体 >?$",=:@#%:3AB:-< 质粒库。

!"#"$ 突变重组质粒库转化大肠杆菌：利用电转化

将突变重组质粒库转化至宿主大肠杆菌 Q@’（8?+）

>@N-R 中，大肠杆菌 Q@’（8?+）>@N-R 感受态细胞制

作及电转化参照文献［22］的方法。

!"#"% 正向突变体的筛选：转化的受体菌涂布到筛

选平板上，+,*培养 ")< 后置于 )*低温处理 )<，挑

选菌落周围变黄且变色圈变色较早、较大的重组菌，

正向转化子置于含 +)"JF3@ 氯霉素、2"K."JF3@ 四环

素、2,,"JF3@ 青霉素 )3@ @Q 液体培养基中培养、诱

导后收集菌体进行复筛鉴定。

!"#"& 阳性转化子的鉴定：按文献［22］的方法抽提

正向重组质粒。以抽提的正向重组质粒为模板，在

引物 !2、!" 的引发下进行 !%’ 扩增。!%’ 反应参

数为：()* ),-，./* /,-，1"* (,-，重复 +, 个循环后

1"*继续延伸 2,345。取 ."@ !%’ 产物，用 26琼脂

糖凝胶电泳鉴定 !%’ 产物。

!"$ 诱导表达

挑取阳性克隆单菌落并接种于 )3@ 含有浓度

为 +)"JF3@ 氯霉素、2"K."JF3@ 四环素、2,,"JF3@ 青

霉素的 @Q 液体培养基中，于 +1*、".,GF345 振荡过

夜。取 23@ 培养物，转接于 .,3@ 含有浓度为 +)

"JF3@氯霉素、2"K."JF3@ 四环素、2,,"JF3@ 青霉素

的 @Q 液体培养基中 +1*、".,GF345 振荡至菌体浓度

()/,,约为 ,K0 左右。向培养物中加入 M!$& 至终浓

度为 233DEF@ 诱导培养。收集菌体进行酶活力测

定。

!"% 酶活力测定

具体方法参照文献［2］。

!"& 菌体蛋白含量的测定

按 QGLOSDGO 法测定［2"］。

!"’ 突变基因序列测定

筛选到的阳性克隆，进行培养复筛，挑选酶活力

高且酶在低 >H 条件下相对稳定的突变体提取质粒并

用自动序列仪进行测序（由大连宝生物公司完成）。

!"( 最适 )* 的测定

取一定量的菌泥，分别在不同的 >H（+ T 1K.）

条件下进行催化反应，按 2K. 的方法测定不同 >H 条

件下的酶活力。

!"+ )* 耐受性实验

取一定量的菌泥，分别在不同的 >H（+ T 1K.）

缓冲液中浸泡 +,345，然后离心（. ,,, U J、2,345），按

2K. 酶活力测定方法测定酶活力。

!"!, 野生型 -.泛解酸内酯水解酶与进化酶序列

.11柳志强等：8:泛解酸内酯水解酶的定向进化



分析对比

利用软件 !"#$#" 对测序结果进行分析，并根

据基因序列推测氨基酸序列，然后经 %&’()*& + 软件

对野生型 !,泛解酸内酯水解酶蛋白质序列与进化

酶蛋白质序列进行对比。

! 结果

!"# $%泛解酸内酯水解酶筛选模型的确定

根据中性的 !,泛解酸内酯在 !,泛解酸内酯水

解酶的作用下生成酸性的 !,泛解酸的性质，可以利

用酸碱指示剂指示底物的水解和酸性产物的生成。

由于指示的 -. 范围略有差别，因此我们对溴甲酚

紫，溴百里香酚蓝及中性红等 -. 指示剂分别进行

试验。试验证明，溴甲酚紫平板能很好地检测 !,泛
解酸内酯水解生成 !,泛解酸的反应结果。

对不同组分的筛选平板进行考察，发现影响平

板变色的因素主要是培养基 -.，!,泛解酸内酯的添

加量与 -. 指示剂的含量。通过实验，确定初筛平

板组 分 为：/0123 蛋 白 胨，4123 酵 母 膏，4123 "*%&，
/556&23 789:、;<!1253 氯霉素、/=>4!1253 四环素、

/00!1253 青 霉 素、/?（ ! 2"）!,泛 解 酸 内 酯 以 及

0>0/?（! 2"）溴甲酚紫和 />4?（! 2"）琼脂粉，培

养基 -. @>0。

!"! 基因随机突变

!"!"# 易错 8%A：在高离子浓度如 $1= B 或 $C= B 存

在的条件下，9*D !"# 聚合酶的保真性大大降低，在

延伸的过程中，一些碱基被错误地引入到基因中，从

而使基因发生突变［/;,/4］。从图 /（#）可以看出，通过

控制 $1= B 或 $C= B 的离子浓度来控制突变率，成功

扩增出了 !,泛解酸内酯水解酶突变基因，由于扩增

体系中离子浓度的改变，对 9*D !"# 聚合酶的扩增

效率和保真性都产生了影响，利用琼脂糖凝胶回收

试剂盒去除 8%A 产物中的非特异扩增条带，并对胶

回收产物进行浓缩，提高 8%A 产物的浓度，以利于

后续的操作。

!"!"! !"# 改组［/E，/@］：

（/）目的性状的确立和模板的来源：利用易错

8%A 向 !,泛解酸内酯水解酶基因中引入突变，并构

建突变文库，对突变文库进行筛选，挑选酶活力有明

显提高的突变体基因作为 !"# 改组过程的初始材

料，这不仅可以满足 !"# 改组对改组材料同源性的

要求，而且提高了有益突变发生重组的几率。

（=）随机片段化处理：经试验表明，!"# 在 /4F

经 !"*(G 7 处理 =05HC 后，可以获得所需的 /00I- 左

右的小片段。由于 !"*(G 7 酶切条件较难掌握和控

制，另外短时间酶切反应不容易操作和控制，因此我

们选择了降低酶量和延长时间来获得我们所需的目

的产物。酶切结果见图 /（J），用 低 熔 点 胶 回 收

/00I- 左右的片段，溶于适量的 KK.=L 中，备用。

（;）无引物的 8%A 扩增：为了重新组合正向突

变，采用具有一定同源性的小片段自身重聚的方法

来加以实现。在 9*D !"# 聚合酶的作用下，小片段

互为引物，经过 E0 个左右的循环，获得了在电泳图

上呈现弥散的扩增产物，结果见图 /（%），该图表明

经过数轮的循环，小片段进行了有效的重组。

（<）加入引物的 8%A 扩增：利用无引物 8%A 产

物为模板，在引物 ;、引物 < 的引发下，进行 8%A 扩

增，从图 /（!）中可以看出，在约 />/MI 处有一明显

的 !"# 条带。这表明，利用该过程，扩增到了我们

所需要的基因片段。

!"& 突变体的筛选

!"&"# 突变体的初选：对易错 8%A 和 !"# 改组的

产物进行纯化，并用 #$%A"和 &’("进行酶切，酶切

产物与用相同内切酶处理的质粒 -N9=0I 进行连接，

构建突变质粒库。连接产物电转化至大肠杆菌 J3A
（!N;）-3O(P 感受态细胞中，构建突变体库。转化后

的大肠杆菌培养液涂布于筛选平板上，在 ;0F下培

养约 <QR，对突变体进行筛选。具有 !,泛解酸内酯

水解酶活力的正向突变体菌落周围由紫色变成黄

色，酶活力越高变色圈越大、变色时间越早；而不具

有 !,泛解酸内酯水解酶活力的负突变体菌落周围

颜色则不发生改变，具体见图 =（*）。以上结果表

明，本研究构建的平板筛选模型适合 !,泛解酸内酯

水解酶定向进化过程中对突变体库的筛选。

将筛选到的不同酶活力的突变菌株以及反向突

变株在同一个筛选平板上划线，并进行培养对比。

划线培养结果进一步证明正向突变株可以使紫色的

平板变黄，而反向突变株则不能。而且在相同的培

养条件下，酶活力不同的突变体使平板变黄的能力

也不同，酶活力高平板变黄的时间早。培养相同时

间，酶活力高的突变体使平板变黄的范围大，而酶活

力低的则正相反，划线培养结果见图 =（I）。选择酶

活力高，并且在低 -. 环境中稳定的突变体酶基因

作为下一轮进化的出发材料，进行新一轮的定向进

化实验，直至突变体酶的性质达到要求。
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一株酶活力和低 !" 条件下稳定性最好的突变株，

其编号为 #$% &’()*。

!"# 突变体 $%& 鉴定结果

产生黄色变色圈的突变株在液体培养基中进行

培养，然后抽提重组质粒。以重组质粒为模板，进行

+,- 扩增，鉴定重组质粒的构建情况。图 .（/）为

用易错 +,- 方法获得的正向突变体的鉴定结果，而

图 .（0）则是对用 12/ 改组方法获得正向突变体进

行 +,- 鉴定的结果。由图 .（/）及图 .（0）可以看

出，利用 +,- 方法，以从正向突变体中抽提的重组

质粒 !&3456’7/,’8$% 为 模 板，扩 增 到 了 预 期 的

*9*:6 左右的条带，而利用空载体质粒 !&3456 为模

板，在相同条件下进行扩增不能获得任何产物。这

表明 重 组 质 粒 构 建 成 功 并 已 转 入 宿 主 细 胞 07-
（1&.）!7;<= 中。

图 . 正向突变体的 +,- 鉴定

>?@A . BCDE%?F?GH%?IE IF !I<?%?JD 8$%HE% 6; +,- 8D%KIC
/A *：<H8!LD * IF !MIC$G%< 6; +,- H8!L?F?GH%?IE；4：<H8!LD 4 IF

!MIC$G%< 6; +,- H8!L?F?GH%?IE；.：174555 12/ 8HM:DM A

0A *：!12/N!"#C" 12/ 8HM:DM；4：GIE%MIL <H8!LD；.：<H8!LD * IF

!MIC$G%< 6; +,- H8!L?F?GH%?IE；O： <H8!LD 4 IF !MIC$G%< 6; +,-

H8!L?F?GH%?IE；P：174555 12/ 8HM:DM A

!"’ 进化酶与野生型酶最适 () 的测定及酶活力

对比

酶反应水解液的 !" 值超过 Q9P，非酶催化反应

明显，影响产物的光学纯度，因此实验室研究和实际

工业化生产一般控制 !" 在 Q9P 以下，以降低副反应

的影响，获得光学纯度高的产物［*，4，R］。

基于以上的考虑，本研究在 !" .95 S Q9P 之间

进行 !" 对酶的影响实验。试验结果表明（见图 O），

在 !" O S Q9P 之 间 野 生 型 酶（ $ A %&’" 07-（1&.）

!7;<=N!&3456’7/,）与进化酶（#$% &’()*）都具有 1’
泛解酸内酯水解酶活力，野生型 1’泛解酸内酯水解

酶的最适 !" 值为 !" Q9P，而进化酶的最适 !" 值则

为 !" Q95。这表明经过三轮易错 +,- 和一轮 12/

图 O 不同 !" 条件下野生型 1’泛解酸内酯水

解酶和进化酶酶活力测定

>?@A O 1D%DM8?EH%?IE IF HG%?J?%; IF T?LC’%;!D HEC
DJILJDC 1’!HE%IEIK;CMILH<D H% C?FFDMDE% !"

改组改造后，1’泛解酸内酯水解酶的最适催化 !"
发生了改变。

分别在最适 !" 条件下测定野生型与进化酶酶

活力，测定结果见表 *，由表可知 1’泛解酸内酯水解

酶经过定向进化改造后，酶活力有了很大提高，进化

酶酶活力约是野生型酶酶活力的 P9P 倍。

表 * 野生型 +,泛解酸内酯水解酶与进化酶酶活力测定

-./01 * +1213456.2576 78 .925:5251; 78
<50= 2>(1 .6= 1:70:1= 16?>41

=%MH?E<N!LH<8?C /G%?J?%;［$N@（TD% GDLL<）］

$ A %&’" 07-（1&.）!7;<= 5

$ A %&’" 07-（1&.）!7;<= N!&3456’7/, 5

$ A %&’" 07-（1&.）!7;<= N!&3456’7/,’B+3U .R9P

#$% &’()* 4*Q95

!"@ 进化酶与野生型酶 () 耐受性实验

分别将野生型 1’泛解酸内酯水解酶和进化酶

置于不同 !" 缓冲液中处理 .58?E，然后对酶的残余

活力进行测定。野生型 1’泛解酸内酯水解酶和进

化酶经各种 !" 缓冲液处理后，活力都有明显下降，

进化酶在 !" )95 及 !" P95 缓冲液中处理后，残余

的酶活力分别是原来的 QPV和 P5V，而在相同条件

下，野生型酶只能保持原来酶活力的 O5V和 45V，

具体结果见图 P。这表明经过定向进化改造后，1’
泛解酸内酯水解酶在低 !" 条件下稳定性得到了较

大的提高。

!"A 进化酶与野生型酶序列比较结果

突变后的基因委托大连宝生物公司进行测序，
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图 ! 不同 "# 条件下野生型 $%泛解酸内酯

水解酶与进化酶残余酶活力对比

&’() ! *+,"-.’/+0 +1 .2/’34-5 -67’8’79 :27;220
;’53 79"2 -03 28+5823 $%"-07+0+<93.+5-/2 4032.

3’112.207 "# /’74-7’+0

将野生型与突变体酶基因序列进行对比，部分突变

体基因碱基及氨基酸变化情况见表 =。测序结果表

明，利用易错 >*? 和 $@A 改组的方法，成功地向 $%
泛解酸内酯水解酶基因引入了突变，其中酶活力最

高、"# 稳定性最好的 B47 C%DEF 突变体酶基因有 G
个碱基发生了突变。

表 ! 部分突变体中碱基及氨基酸的变化

"#$%& ! ’#(& #)* #+,)- #.,* (/$(0,0/0,-)
H7.-’0/ I-/2 /’72 I-/2 A,’0+ -6’3

B47 A%DF
EE! J 6<-0(23 7+ A /’5207

FKGD J 6<-0(23 7+ L /’5207

G!= A 6<-0(23 7+ * M 6<-0(23 7+ N

B47 *%OGP FKG! J 6<-0(23 7+ * /’5207

FKGD J 6<-0(23 7+ L /’5207

B47 *%F!!Q
G L 6<-0(23 7+ A R 6<-0(23 7+ S

FKGD J 6<-0(23 7+ L /’5207

G!= A 6<-0(23 7+ * M 6<-0(23 7+ N

B47 C%DEF P=F L 6<-0(23 7+ A R 6<-0(23 7+ S

FKGD J 6<-0(23 7+ L /’5207

B47 #%O!P
P=F L 6<-0(23 7+ A R 6<-0(23 7+ S

FKGD J 6<-0(23 7+ L /’5207

根据基因序列推测氨基酸序列并经 *54/7-5 T 软

件比对后发现进化酶 B47 C%DEF 的酶蛋白上有两个

位点的氨基酸残基发生了突变（即 FFD 位的 M%N 和

=OF 位的 R%S），另外一个突变为沉默突变。

1 讨论

123 45泛解酸内酯水解酶进化策略

连续易错 >*? 可以使小的有益突变积累而产

生较大的提高，因此我们采用了三次易错 >*?。但

毕竟在易错 >*? 过程中，遗传变化只发生在单一分

子内部，属于无性进化，完全依赖易错 >*? 实现酶

性质的实质性提高有一定难度，因此我们把易错

>*? 和 $@A 改组结合起来对 $%泛解酸内酯水解酶

进行改造。利用易错 >*? 向基因中随机引入突变，

然后对突变体基因进行筛选，获得正向突变体，将这

些正向突变体作为 $@A 改组的材料，进一步向基因

中引入突变，以提高突变体酶的操作性能。在该策

略中我们利用易错 >*? 不仅成功地向基因中引入

了突变，而且有效地控制了突变率，合理地降低了突

变体库的容量。同时，利用易错 >*? 技术为利用单

一基因作为出发材料进行改造创造了条件，随机突

变的引入，带来了基因的多样性，同时具有不同突变

点的基因由于来源于同一个野生型基因，因此具有

较高的同源性，这些都为 $@A 改组准备了条件，并

为酶蛋白改造的有效性提供了保证。无性进化技术

（易错 >*?）和有性进化技术（$@A 改组）的结合［FD］，

两者互相弥补，克服了单一方法存在的缺点，也是蛋

白质定向进化技术的一个发展。

12! 突变库的构建与筛选

为了使突变体酶能在平板上进行活性筛选，有

必要提高酶和底物接触的几率，因此必须考虑底物

进出细胞壁的难易程度，另外经诱导表达的外源蛋

白应呈可溶的活性形式，并尽量被分泌到胞外，这样

才有利于催化反应的发生和进行，使有 $%泛解酸内

酯水解酶活力的菌株在筛选平板上能被有效地检测

出来。基于以上考虑，我们选择了自身带有溶菌酶

基因的大肠杆菌 IU?（$CG）"U9/H 作为构建突变体

库的宿主，经 S>JL 的诱导，在 JP 强启动子的控制

下，溶菌酶基因进行低水平表达［FQ］。胞内表达的溶

菌酶会对细胞壁进行降解，再经低温处理后，大肠杆

菌细胞壁通透性增强，有利于底物 $%泛解酸内酯进

入细胞内以及酶的渗出。由于溶菌酶基因进行的是

低水平表达，而且大肠杆菌的分泌表达一般是将表

达产物分泌到周质空间，因此不会对 $%泛解酸内酯

水解酶基因的表达产生大的影响。细胞周质的环境

QPP柳志强等：$%泛解酸内酯水解酶的定向进化



与细胞质不同，!"泛解酸内酯水解酶分泌到大肠杆

菌的周质空间中有可能提高溶解性。此外表达产物

分泌到周质空间还有以下优点：!周质空间中蛋白

水解酶的含量比细胞质中少，有利于减少对目的酶

的降解；"有利于减少 !"泛解酸内酯水解酶高表达

对宿主菌的毒性。因此，我们选用了含有信号肽序

列的质粒 #$%&’( 作为外源基因导入到大肠杆菌感

受态细胞的载体，大肠杆菌 !$) 具有该信号肽的识

别系统，当由信号肽引导的表达产物进入到周质空

间后，信号肽序列被从表达产物一端正确切下，表达

产物经重新折叠后，形成有活性的酶。载体 #$%&’(
与宿主 *+,（!$)）#+-./ 的配合使用，可以使宿主菌

产生的重组酶泄露到胞外，进一步增加底物与酶接

触的几率，使利用平板进行活性筛选更加可行有效。

大肠杆菌的最佳生长温度是 )01。但对于外

源基因的表达产物而言，)’1的表达产物比 )01的

表达产物明显稳定，而且培养温度的改变会影响基

因表达产物的表达方式，在 &2 3 )’1下进行诱导表

达，表达产物易以可溶的活性状态存在，而在较高温

度，如 )01进行培养表达时，表达产物常会形成不

可溶的包涵体［&’］。另外，随着温度的降低，重组菌

的代谢速度明显下降，外源基因的表达速度减慢，这

样就给表达产物的转运和正确折叠提供了条件，一

定程度上防止了包涵体的形成。在对 !"泛解酸内

酯水解酶进行定向进化研究过程中，要求进化酶必

须以可溶的活性形式在宿主菌内进行表达，因此在

对突变体进行筛选时，我们将培养温度控制在 &2 3
)’1之间。

筛选方法在定向进化中显得极其重要。传统的

随机筛选法工作量很大，花费时间多，随机性大，费

用也高，成为定向进化进一步发展的瓶颈。运用已

掌握的遗传学和生物化学方法及对酶蛋白和底物与

产物的了解，我们构建了一种简单、有效、经济的平

板筛选方法，利用产物形成，并结合 #4 指示剂来对

突变体库进行筛选。在筛选过程中发现，菌落周围

黄色变色圈变色的时间越早、变色圈也越大，突变体

的 !"泛解酸内酯水解酶的活力越高，低 #4 条件下

的稳定性越强。筛选结果表明：该筛选方法直观、简

单、高效，具有一定的可操作性。利用筛选平板对突

变体库进行筛选明显地降低了筛选过程的工作量。

这一策略也可以用于在筛选平板上直接筛选热稳定

性高的酶、酸性条件下活性高的酶等改造蛋白质的

定向进化。另外，利用 45+6 对初筛获得的正向突

变体进行复筛，提高了筛选结果的准确性和精确性。

!"! 突变体酶活及 #$ 稳定性提高机理初探

筛选到的正向突变体进行测序分析，发现在所

有的正向突变体中第 7’)8 处的碱基都由 % 突变为

9，但这一突变并没有引起组成 !"泛解酸内酯水解

酶氨基酸的变化，对该突变点进行回复突变，酶活力

也没有发生改变，这表明该突变点对酶活力的提高

没有贡献，但它有可能对于 !"泛解酸内酯水解酶基

因在 ! : "#$% *+,（!$)）#+-./ 中的表达有一定作用。

通过对比还发现 ;)2&6 突变、90&7; 突变对酶活力

的贡献最大。例如带有 ;)2&6 突变的突变株 <=> 6"
?)0 和带有 90&7; 突变的突变株 <=> 4"?20 酶活力

分别比野生型 !"泛解酸内酯水解酶活力提高 &@?
倍和 &@0 倍。而带有 ;)2&6 突变、90&7; 突变以及

7’)8 处沉默突变的突变株 <=> $"8A7 的酶活力比野

生型酶活力提高 2@2 倍，同时其在低 #4 条件下的稳

定性也有很大的提高，据此我们也可以推断 ;)2&6
突变和 90&7; 突变对提高酶的稳定性有很大的作

用。由于碱基的突变而使氨基酸发生取代，改变了

组成 !"泛解酸内酯水解酶的氨基酸原子间的相互

作用，也有可能使底物和酶催化位点更加“靠近”，从

而增强了酶的催化活力和稳定性。以上只是对酶活

力和低 #4 环境下酶稳定性提高的初步探讨，要对

酶性能得以提高的原因作深入的认识和理解，需对

酶的高级结构进行进一步的研究。
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答 读 者 问

P . 请问投稿《生物工程学报》有没有字数或者页数限制的要求？是否要按照正式出版时的格式排版？

答：投稿时没有字数和页数上的限制。我们建议作者在投稿时首先考虑如何将你工作内容和创新点表达清楚，以便审稿

人可以清楚地判断稿件水平。待文章评审通过之后通知作者修改时，在字数和页数上将有具体要求，到时会在修改说明中告

知。投稿时也不需要按我刊五号字、双栏形式排版，可适当放大字号，以便专家阅读。

G . 在学术会议上发表过的论文能否在《生物工程学报》上发表？

答：论文集如果有正式书号或刊号，就属于正式出版物，则不能再在我刊发表。如果没有，则属于交流材料，论文可以投

往本刊。

? . 贵刊是否收英文稿件，对英文投稿有何特殊要求？

答：我刊中英文稿件兼收，投稿要求基本与中文稿相同，只是投英文的时候，也需要加上中文的联系方式和中文的题目、

摘要。

< . 我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？

答：稿件一旦有最终处理结果，您会及时收到本刊的反馈信息，所以，请经常查看您的 ]8+#*5。您也可以通过 ]8+#*5 告知

稿件编号，查询稿件审阅结果。

;H . 在签订版权协议时，我只想转让印刷版，不想转让网络版，是否可以？

答：我刊不仅出版印刷版，同时出版光盘版和网络版。在出版过程中，一般不大可能将其中的一篇文章撤下来不做网络

版，所以凡不同意转让光盘版和网络版的文章作者，在通知本刊之后，可以改投其他刊物。
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