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环糊精水解酶cds1􀆼3底物通道氨基酸的定点突变研究*
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(1.广西科学院,国家非粮生物质能源工程技术研究中心,非粮生物质酶解国家重点实验室,广西生物炼制重点实验室,广西生物

科学与技术研究中心,广西南宁 530007;2.广西大学生命科学与技术学院,广西南宁 530004)

摘要:本研究对具有大分子水解能力的环糊精水解酶cds1􀆼3的蛋白结构进行分析,选取底物通道相关氨基酸

进行定点突变。通过比较突变酶和野生酶的功能差异,定位决定cds1􀆼3特殊功能的氨基酸。采用sybyl
 

1.2
进行蛋白质底物结合分析,选取和多聚体形成、底物结合以及底物通道相关的氨基酸Glu66、Pro48、Phe289为

突变位点,反向PCR构建pSE380/E66G、pSE380/P48H、pSE380/F289A 表达质粒并进行表达,获得酶活突

变体并与原始酶进行底物特异性比较分析。其结果显示,突变酶E66G降解大分子底物木薯淀粉和支链淀粉

的相对酶活力分别提高26.96%和23.15%,而对小分子底物普鲁兰糖的水解能力下降13.14%。因此,cds1􀆼3
是一个能水解大分子底物的特殊环糊精水解酶,氨基酸Glu66是cds1􀆼3水解大分子支链淀粉的关键氨基酸

之一。
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0 引言

  环糊精水解酶属于糖苷水解酶13家族成员,具
有水解环糊精中α􀆼1,4􀆼糖苷键能力[1]。环糊精水解

酶具有广泛的底物特异性,能水解环糊精、普鲁兰糖、
可溶性淀粉及支链淀粉等多种底物[2]。但是环糊精

水解酶在淀粉工业上的应用并不广泛。研究发现,不
同微生物来源的环糊精水解酶对底物作用的专一性

不同,主要表现在对各种支链低聚糖的分解能力

上[3􀆼4]。环糊精水解酶在底物识别方面存在一个共同

的问题:它们对小分子底物的亲和力高,对大分子底

物的亲和力弱,因而对小分子环糊精具有很强的水解

能力,对支链淀粉水解能力很弱[5]。较低的水解效率

阻碍环糊精水解酶在水解支链淀粉上的实际应用。

  cds1􀆼3是从宏基因组文库中筛选得到的一个新

环糊精水解酶。cds1􀆼3的底物特异性异于传统环糊

精水解酶,对支链淀粉的水解能力是水解环糊精能力

的1.9倍[6]。cds1􀆼3与模式菌Thermus
 

sp.IM6501
的环糊精水解酶 ThMA[7]氨基酸序列一致性高达

94.7%,仅存在30个氨基酸差异。但两者对环糊精
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和支链淀粉的作用能力却有较大的差别:ThMA对

环糊精等小分子物质的作用力最强,对支链淀粉的水

解能力最弱;而cds1􀆼3对支链淀粉的水解能力却很

强[6􀆼7]。本研 究 以 环 糊 精 水 解 酶 酶 ThMA(id为

O69007)的晶体结构1SMA为模板,对cds1􀆼3进行

同源建模并根据构建好的结构模型对支链淀粉酶

cds1􀆼3进行空间结构分析,选取底物通道相关氨基酸

进行定点突变,比较突变酶和野生酶的功能差异,定
位决定cds1􀆼3特殊功能的氨基酸。

1 材料与方法

1.1 材料

  大肠杆菌XL10􀆼Gold和DH5α由实验室保存,
表达质粒pSE380􀆼cds1􀆼3 由实验室构建保存。质粒

提取试剂盒、胶回收试剂盒购自Tiangen公司;分子

生物学工具酶包括限制性内切酶、PrimeSTAR
 

HS
 

DNA聚合酶、DNA
 

Marker和Protein
 

Marker等购

自TaKaRa公司;α􀆼环糊精购自上海生物工程有限公

司;支链淀粉购自Sigma公司;可溶性淀粉购自国药

集团化学试剂有限公司;IPTG购自 Aldrich公司;

Yeast
 

extract和Tryptone购自 Oxoid公司;其他试

剂均为国产分析纯试剂;寡聚核苷酸引物由Invitro-

gen公司合成。

1.2 突变体的构建

1.2.1 突变位点选择

  以氨基酸序列高度一致的模式菌Thermus
 

sp.
IM6501的环糊精水解酶ThMA(id为O69007)的晶

体结构1SMA为模板,利用 M4T
 

server进行同源建

模构建cds1􀆼3的三维结构模型[8]。通过cds1􀆼3和

ThMA氨基酸序列比对,以及cds1􀆼3同源建模结构

分析,发现序列高度相似、三维结构外观一致的两个

酶对大分子底物降解存在较大的差异。为探求造成

这一差异的具体原因,采用sybyl
 

1.2和PyMOL软

件工具进行蛋白质底物结合分析及蛋白结构显示,从

ThMA蛋白质和cds1􀆼3蛋白质的差异中选取和多聚

体形成、底物结合以及底物通道相关的氨基酸进行模

拟分析(图1~2)。由图1可知,除黄色球体表示的

289位氨基酸外,其余球状体均为差异氨基酸。绿色

环状体为环糊精底物分子,示意底物环糊精的结合位

置。差异氨基酸主要位于远离底物结合位点的底物

通道区域,只有少数几个氨基酸在底物结合区域附

近。由图2可知,Glu66、Pro48、Phe289
 

3个氨基酸

位点在空间上距离底物通道远近具有差异,分属不同

的空间结构,这3个位点所属的空间结构对酶与底物

图1 cds1􀆼3蛋白质结构模拟分析

Fig.1 Structure
 

simulation
 

analysis
 

of
 

protein
 

cds1􀆼3
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的结合和功能影响可通过对3个氨基酸位点进行突

变研究来确定。cds1􀆼3蛋白序列中的Glu66、Pro48、

Phe289这 3 个 氨 基 酸 对 应 ThMA 蛋 白 序 列 的

Gly66、His48、Ala289氨基酸。为找到决定cds1􀆼3
功能差异的关键氨基酸,选择Glu66、Pro48、Phe289
为突变位点,构建突变体E66G、P48H、F289A。通过

研究突变后突变酶的底物特异性变化,缩小cds1􀆼3
的功能差异关键氨基酸的选择范围,为后续进一步选

点突变研究提供参考。

图2 cds1􀆼3酶的底物通道模拟

Fig.2 Substrate
 

channel
 

simulation
 

of
 

cds1􀆼3
 

enzyme

1.2.2 定点突变

  利用PCR等技术向模板DNA片段导入所需变

化的定点突变,是常用的体外诱变技术。本研究采用

核苷酸引物介导的定点突变方法对环糊精水解酶

cds1􀆼3进行定点突变,此方法关键在于引物设计的合

理与否。定点突变引物设计要遵循一定的原则和注

意事项[9]。本实验的引物设计如表1所示。
表1 支链淀粉酶定点突变引物

Table
 

1 Primers
 

of
 

site􀆼directed
 

mutagenesis
 

of
 

debranching
 

enzyme

Primer Sequences

3P48H􀆼f 5'􀆼CGAATGGCACGATGGCGCCTGGCAGTTTG􀆼3'

3P48H􀆼r 5'􀆼GCGCCATCGTGCCATTCGTACGGGTCGCC􀆼3'

F289A􀆼f 5'􀆼CGACACAGCAGCGTTCGTGCCGCAAATGCCC􀆼3'

F289A􀆼r 5'􀆼CACGAACGCTGCTGTGTCGTAATTCGGGCGCGG􀆼3'

E66G􀆼f 5'􀆼GAAGCGACGGCTTGTTTGACTATTGGCTCGCCG􀆼3'

E66G􀆼r 5'􀆼CAAACAAGCCGTCGCTTCCCGTTTTCCGCATCGG􀆼3'

  PCR 体 系 参 照 TaKaRa的 PrimeSTAR
 

HS
 

DNA
 

Polymerase的说明书。PCR反应程序:98℃,

3
 

min;98℃
 

10
 

s,55℃
 

15
 

s,72℃
 

6
 

min,30个循环;

72℃,10
 

min。

  模板消化:PCR结束后,每20
 

μL扩增产物加1
 

μL
 

Dpn
 

Ⅰ,混匀,37℃消化模板质粒1
 

h。

  取消化产物转化大肠杆菌XL10􀆼Gold,涂布氨苄

抗性平板,过夜培养。挑取6株单菌落提取质粒,送
华大基因公司进行测序。

1.3 突变酶的表达与纯化

  所有突变体经送测序验证为正确突变后,转化到

大肠杆菌DH5α中,构建重组菌,分别命名为E66G、

P48H、F289A。重组菌经IPTG诱导表达,收集菌体

经超声破胞离心后定性测定上清中的酶活力,有酶活

的上清继续用镍柱亲和层析法除去大部分的杂蛋白。
然后用HiTrap

 

Desalting预装柱脱盐(洗脱buffer为

50
 

mmol/L
 

pH值6.5的NaH2PO4􀆼Na2HPO4 缓冲

液)、置换缓冲液,超滤管浓缩。最后再用 HiTrap
 

Q
 

FF阴离子交换柱进行纯化、浓缩,得到纯酶(平衡液:

50
 

mmol/L
 

pH值6.5的NaH2PO4􀆼Na2HPO4 缓冲

液,洗脱液:含1
 

mol/L
 

NaCl的50
 

mmol/L
 

pH 值

6.5的NaH2PO4􀆼Na2HPO4 缓冲液)。

1.4 酶活力的测定

  酶活力测定:往EP管中加入500
 

μL底物(底物

用100
 

mmol/L
 

pH值5.5的乙酸􀆼乙酸钠缓冲液溶

解),加入适当浓度的酶液10
 

μL,混匀,置于50℃水

浴锅中反应30
 

min,然后立即加入1
 

mL
 

DNS,沸水

浴5
 

min;反应结束后冷却到室温,并测定OD540,进
而计算出酶反应所产还原糖的量。

  酶活定义:在反应条件下,每分钟支链淀粉酶水

解底物产生的1
 

μmol还原糖(用葡萄糖来计算)所需

的酶量为一个酶活单位。

1.5 突变酶与原始酶的底物特异性比较

  分别以α􀆼环糊精、普鲁兰糖、可溶性淀粉、木薯

淀粉和支链淀粉作为底物,测定突变酶与cds1􀆼3对

不同底物的降解效果,比较分析突变酶与cds1􀆼3的

底物特异性差异。

1.6 协同作用比较

  将地衣芽孢杆菌α􀆼淀粉酶分别与cds1􀆼3、突变酶

按酶活1∶0、1∶1、1∶2、1∶3、1∶4、1∶5的比例混

匀,加入用500
 

μL
 

100
 

mmol/L
 

pH 值5.5的乙酸􀆼
乙酸钠缓冲液配制的1%底物(α􀆼环糊精、普鲁兰糖、
可溶性淀粉、支链淀粉、木薯淀粉),50℃反应1

 

h,用

DNS测定还原糖含量计算协同率。
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2 结果与分析

2.1 突变酶的构建、表达与纯化

  定点突变构建得到突变体E66G、P48H、F289A,
重组菌经过诱导表达,菌体经超声破胞离心后定性测

定上清中的酶活力,发现只有突变体E66G有酶活。
突变体 E66G 经诱导表达、纯化后得 到 纯 酶。由

SDS􀆼PAGE电泳分析图(图3)可知,经镍柱亲和层

析、脱盐浓缩及阴离子交换后获得突变酶E66G的纯

酶,为单一蛋白质条带,大小约为65
 

kDa,与原始酶

cds1􀆼3大小一致。

  由表2可知,粗酶液经镍柱亲和层析,突变酶比

活力由16.07
 

U/mg提高到83.68
 

U/mg,纯化倍数

为5.21倍,回收率为51%。经HiTrap
 

Q
 

FF阴离子

交换纯化,得到重组酶的比活力达到111.85
 

U/mg,
纯化倍数为6.96。纯化后的突变酶E66G比活力是

原始酶cds1􀆼3纯酶的98.2%,在95%的可信度范围

内认为两者比活力没有区别。

2.2 突变酶与原始酶的底物特异性比较

  以降解α􀆼环糊精的酶活力为100%,将突变酶

E66G和原始酶cds1􀆼3的底物特异性进行列表比较,
并以cds1􀆼3的相对酶活力为参照计算E66G的相对

酶活增长率(表3)。由表3可知:E66G和cds1􀆼3对

不同底物降解能力相差较大。降解能力大小排序依

次为α􀆼环糊精>可溶性淀粉>普鲁兰糖 ≈支链淀

粉≈木薯淀粉。突变酶E66G降解可溶性淀粉和小

分子底物普鲁兰糖的能力下降,对大分子底物木薯淀

粉和支链淀粉的降解能力有所提高。其中,对木薯淀

粉的增长率为26.96%,对支链淀粉 的 增 长 率 为

23.15%。

  M:标准蛋白 Marker;1:镍柱纯化后的E66G;2:离子交

换后超滤浓缩的E66G
  M:Normalized

 

protein
  

Marker;1:The
 

purified
 

enzyme
 

E66G
 

by
 

Ni􀆼chelating
 

affinity
 

chromatography;2:The
 

concen-
tration

 

of
 

mutational
 

enzyme
 

E66G
 

after
 

IEC
图3 突变酶E66G的SDS􀆼PAGE电泳分析

  Fig.3 The
 

SDS􀆼PAGE
 

electrophoresis
 

analysis
  

of
 

muta-
tional

 

enzyme
 

E66G
 

表2 E66G的纯化过程的参数

Table
 

2 Parameters
 

of
 

purification
 

steps
 

of
 

mutational
 

enzyme
 

E66G

纯化步骤
Purification

 

step

总蛋白
Total

 

protein
 

(mg)

总活力
Total

 

enzyme
 

activity
 

(U)

比活力
Specific

 

activity
 

(U/mg)

纯化倍数
Purification

 

fold

回收率
Recovery

 

rate
 

(%)

初始粗酶液
Crude

 

enzyme 52.93 850.62 16.07 1.00 100.00

镍柱纯化
Nickel

 

purification 5.19 433.86 83.68 5.21 51.00

阴离子交换
Anion

 

exchange 0.84 94.29 111.85 6.96 11.08

2.3 协同作用

  协同率为两个酶协同作用时所产的还原糖与单

酶反应时所产还原糖含量的比值。由表4可知,与地

衣芽孢杆菌α􀆼淀粉酶协同作用降解小分子底物时,
突变酶E66G跟原始酶cds1􀆼3协同率都小于1,而且

协同率相近,表明原始酶和突变酶在水解小分子底物

时结果相似。但对于大分子底物,尤其是支链淀粉,
其产生的协同率明显大于1,且与原始酶cds1􀆼3协同

作用结果相比而言,也有较明显的增加,表明突变酶

E66G对大分子底物的作用能力比原始酶高。
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表3 突变酶E66G和cds1􀆼3的底物特异性

Table
 

3 Substrate
 

specificity
 

of
 

cds1􀆼3
 

and
 

mutational
 

enzyme
 

E66G

底物
Substrate

cds1􀆼3相对酶
活力
cds1􀆼3

 

relative
 

enzyme
 

activity
 

(%)

E66G相对酶
活力
E66G

 

relative
 

enzyme
 

activity
 

(%)

相对酶活力增
长率
Growth

 

rate
 

of
 

relative
 

enzy􀆼
me

 

activity
 

(E66G􀆼cds1􀆼
3)/cds1􀆼3

α􀆼环糊精
α􀆼cyclodextrin 100 100 -

普鲁兰糖
Pullulan 8.78 7.63 -13.09

木薯淀粉
Cassava

 

starch 6.22 7.90 26.96%

可溶性淀粉
Soluble

 

starch 28.8 26.28 -8.74%

支链淀粉
Amylopectin 6.9 8.49 23.15%

3 讨论

  突变酶E66G对大分子底物支链淀粉的水解能

力有所提高,其可能原因是因为突变后氨基酸侧链空

间位阻变小,但关键位点的空间构型几乎没有变化。
由于第66位氨基酸由原来的谷氨酸(Glu,E)突变成

甘氨 酸 (Gly,G),前 者 的 侧 链 为—CH2—CH2—

COOH,后者侧链为一个—H,远比Glu侧链小,因此

突变后氨基酸侧链的空间位阻比突变前小,所以突变

酶E66G对大分子底物支链淀粉的水解能力有所提

高。但由于R基为—H,甘氨酸的性质介于极性和

非极性之间,故由亲水的谷氨酸突变为甘氨酸,66位

氨基酸的特性并没有太大的改变,所以cds1􀆼3的构

型几乎也没有变化。
表4 cds1􀆼3、E66G与地衣芽孢杆菌α􀆼淀粉酶协同作用的结果

Table
 

4 The
 

synergistic
 

results
 

of
 

cds1􀆼3
 

and
 

E66G
  

with
 

Bacillus
 

licheniformis
 

α􀆼amylase

底物
Substrate

cds1􀆼3与α􀆼淀粉酶协同率
Collaborative

 

rate
 

of
 

cds1􀆼3
 

and
 

α􀆼amylase
E66G与α􀆼淀粉酶协同率

Collaborative
 

rate
 

of
 

E66G
 

and
 

α􀆼amylase

1∶1 1∶2 1∶3 1∶4 1∶5 1∶1 1∶2 1∶3 1∶4 1∶5

α􀆼环糊精
α􀆼cyclodextrin 0.78 0.76 0.69 0.82 0.64 0.66 0.77 0.80 0.73 0.73

普鲁兰糖
Pullulan 0.61 0.72 0.73 0.76 0.64 0.66 0.80 0.80 0.76 0.71

可溶性淀粉
Soluble

 

starch 0.77 0.95 1.03 1.05 0.99 0.88 1.05 0.99 0.97 0.94

木薯淀粉
Cassava

 

starch 1.06 1.07 0.99 1.06 1.01 0.98 1.19 1.15 1.09 1.06

支链淀粉
Amylopectin 1.17 1.27 1.19 1.14 1.15 1.50 1.51 1.24 1.17 1.16

  酶蛋白活力的维持不仅与氨基酸的空间位阻、氨
基酸的性质相关,还与氨基酸相互作用折叠形成的蛋

白质空间结构有密切的关系。突变体F289A的突变

位点靠近酶活性中心的底物结合区域,其没有酶活力

的原因可能是氨基酸相互作用折叠形成的蛋白质空

间结 构 改 变,从 而 使 酶 活 力 丧 失。对 于 突 变 体

P48H,该突变体的突变位点位于远离底物结合区域

的底物通道区域上,第48位氨基酸由最初的疏水

Pro突变成亲水His,两个疏水性完全相反的氨基酸

的替换,可能造成突变位点的氨基酸与附近氨基酸相

互作用的范德华力的改变,使得蛋白质构型发生

改变。

  环糊精水解酶、麦芽糖淀粉酶和新普鲁兰酶这些

具有环糊精降解能力的酶在氨基酸上具有40%~
60%的序列同源性,在酶结构上同样具有相似性[10]。

它们在N端有一段延伸序列是典型的α􀆼淀粉酶不具

有的。这段延伸序列被认为是参与酶的二聚体形成、
影响酶底物的选择关键肽段[1,11􀆼12]。所以,cds1􀆼3和

ThMA在N端的氨基酸序列差异,造成两个酶底物

特异性上差异的可能性更高。E66G突变酶在酶比

活力上与野生酶一致,但是在底物特异性上发生了变

化,其对小分子的普鲁兰糖水解能力降低,对大分子

的木薯淀粉和支链淀粉水解能力增强。这一结果表

明N端序列确实参与酶的底物选择。cds1􀆼3和Th-
MA在N端的序列上共有9个氨基酸差异,对这9
个氨基酸差异位点的突变研究将有助于对环糊精水

解酶的蛋白质改造,提高支链淀粉的水解效率。同时

有助于我们解析决定支链淀粉酶底物专一性的相关

氨基酸,开拓新的支链淀粉水解酶及其应用。

414



广西科学,2019年,26卷,第4期
 

Guangxi
  

Sciences,2019,Vol.26
 

No.4

汤宏赤等.环糊精水解酶cds1􀆼3底物通道氨基酸的定点突变研究

4 结论

  本研究在氨基酸序列比对、蛋白质同源建模及蛋

白质结构模拟分析的基础上,选定突变位点,成功构

建得到3个突变体:
 

E66G、P48H、F289A。通过定性

测定破胞上清酶液发现,只有突变体E66G有酶活。
对E66G 进行诱导表达纯化,得到纯化的突变酶

E66G。比较分析突变酶E66G与原始酶cds1􀆼3的底

物特异性,以及与地衣芽孢杆菌α􀆼淀粉酶协同作用

的协同率。结果表明,与原始酶cds1􀆼3相比,突变酶

E66G对大分子底物木薯淀粉和支链淀粉的降解能

力有所提高。其中,对木薯淀粉降解的增长率为

26.96%,对支链淀粉降解的增长率为23.15%。

  E66G突变酶的鉴定为揭示大分子底物,特别是

支链淀粉底物的水解作用方式提供了一个新的切入

点。实验结果为进一步研究cds1􀆼3中与底物专一性

相关的氨基酸打下基础,有助于环糊精水解酶的蛋白

质改造,从而提高支链淀粉的水解效率。
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Abstract:By
 

analyzing
 

the
 

protein
 

structure
 

of
 

the
 

cyclodextrin
 

hydrolase
 

cds1􀆼3
 

with
 

macromolecular
 

hydrol-
ysis

 

ability,the
 

substrate􀆼related
 

amino
 

acids
 

were
 

selected
 

for
 

site􀆼directed
 

mutagenesis.By
 

comparing
 

the
 

functional
 

differences
 

between
 

the
 

mutant
 

enzyme
 

and
 

the
 

wild
 

enzyme,the
 

amino
 

acids
 

that
 

determine
 

the
 

specific
 

function
 

of
 

cds1􀆼3
 

were
 

located.Protein
 

substrate
 

binding
 

analysis
 

was
 

performed
 

using
 

sybyl
 

1.2.
The

 

amino
 

acids
 

Glu66,Pro48,and
 

Phe289
 

related
 

to
 

multimer
 

formation,substrate
 

binding,and
 

substrate
 

channel
 

were
 

selected
 

as
 

mutation
 

sites.The
 

pSE380/E66G,pSE380/P48H,pSE380/F289A
 

expression
 

plas-
mids

 

were
 

constructed
 

by
 

reverse
 

PCR
 

and
 

expressed.Enzyme􀆼activated
 

mutants
 

were
 

obtained
 

and
 

compared
 

with
 

the
 

original
 

enzyme
 

for
 

substrate
 

specificity
 

analysis.The
 

relative
 

enzyme
 

activities
 

of
 

the
 

mutant
 

en-
zyme

 

E66G
 

degrading
 

macromolecular
 

substrates
 

such
 

as
 

tapioca
 

starch
 

and
 

amylopectin
 

were
 

increased
 

by
 

26.96%
 

and
 

23.15%,respectively,while
 

the
 

hydrolysis
 

ability
 

of
 

the
 

small
 

molecule
 

substrate
 

pullulan
 

was
 

decreased
 

by
 

13.14%.Therefore,cds1􀆼3
 

is
 

a
 

special
 

cyclodextrin
 

hydrolase
 

capable
 

of
 

hydrolyzing
 

macromo-
lecular

 

substrates,and
 

amino
 

acid
 

Glu66
 

is
 

one
 

of
 

the
 

key
 

amino
 

acids
 

of
 

cds1􀆼3
 

hydrolyzed
 

macromolecular
 

amylopectin.
Key

 

words:cyclodextrin
 

hydrolase,homology
 

modeling,substrate
 

channel,site􀆼directed
 

mutation,protein
 

structure,amino
 

acid
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