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摘　要：为了获得稳定性和酶活性提高的拟除虫菊酯类降解酶，利用易错 ＰＣＲ技术对来源于海底泥宏基因组
文库的新型酯酶基因 （ｅｓｔ８２５）进行体外定向进化，获得了一个酶活性和热稳定性均提高的突变酶 （ＥｓｔＭ４６）。
与野生型相比其酶活力提高１５倍；最适反应温度提高了５℃，同时热稳定性明显增强。此外，ＥｓｔＭ４６对氯氟
氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯和溴氰菊酯的降解率分别提升至９２２１％、９９７５％、９３２１％和８９４８％。这对降
低酶的生产成本、促进工业化发展和环境保护有重要意义。
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　　拟除虫菊酯作为高效、低毒，环境友好型农
药，在世界范围内得到了广泛的应用，但其对生态

环境和人类健康带来的危害也逐渐显现出来。因

而，菊酯类农药的残留问题越来越受到人们的重

视。生物法尤其是生物酶类，在处理拟除虫菊酯类

农药的残留时，具有操作简单、安全高效、应用范

围广且无二次污染等优点，逐渐成为菊酯类农药残

留生物修复的研究热点。国内外的科学研究者们利
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用基因工程手段从环境中筛选到各种菊酯类农药降

解酶基因，并构建了异源表达工程菌，获得具有降

解谱广、降解能力强等优点的降解酶，为微生物降

解农药开辟了新的途径［１－５］。但这些已开发的工程

酶一般存在稳定性差和非天然底物或环境下的催化

能力低等限制条件，不能满足工业生产需求。定向

进化技术无需对蛋白质的结构、结构与功能之间的

关系、催化机制等因素进行研究，直接对酶基因进

行突变，再结合高通量筛选方法获得新功能酶，成

为天然酶突破自身因素限制的重要工具［６－８］。为获

得稳定、高度专一性以及对非天然底物催化能力强

的新功能酶指明了新的方向。

当前，在核酸分子水平利用分子定向改造手段

对宏基因组学技术来源的新型菊酯类降解酶基因进

行改造的研究报道还很少见。因而，本研究利用易

错ＰＣＲ技术对本实验室从海底泥宏基因组文库中
筛选到的酯酶基因ｅｓｔ８２５进行体外定向进化，结合
高通量的筛选方法，以期获得稳定性好、酶活性高

的突变酶，为生产低成本、高质量的菊酯类农药降

解酶制剂奠定基础。

１　材料和方法
１１　材料
１１１　菌株和质粒用卡　宿主菌 ＥｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３），（Ｎｏｖａｇｅｎ）；载体ｐＥＴ－２８ａ（＋），（Ｎｏｖａ
ｇｅｎ）和含酯酶基因的质粒 ｐＵＣ１１８－ｅｓｔ８２５由本实
验室保存；

１１２　培养基　ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母
提取物５ｇ，氯化钠 １０ｇ，用蒸馏水定容至 １Ｌ，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。固体培养基即加入ｗ＝１５％～
２％的琼脂粉；

ＳＯＣ培养基：胰蛋白胨２ｇ，酵母提取物０５
ｇ，氯化钠 ００５ｇ，氯化钾 ００１８６ｇ，氯化镁
００９５ｇ，蒸馏水溶解并定容至 ８０ｍＬ，葡萄糖
０３６ｇ，蒸馏水溶解并定容至２０ｍＬ，１１５℃灭菌
２５ｍｉｎ，将两种溶液混合，按 ９００μＬ／管分装，
－２０℃保存备用。
１１３　酶和试剂　胰蛋白胨、酵母提取物购于
ＯＸＯＩＤ公司 （英国），硫酸卡那霉素 （Ｋａｎａ）、异
丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）、５－溴 －４
－氯－３－吲哚 －β－Ｄ－半乳糖苷 （Ｘｇａｌ）、５－
溴－４－氯－３－吲哚辛酯 （５－Ｂｒｏｍｏ－４－ｃｈｌｏｒｏ－
３－ｉｎｄｏｌｙｌｃａｐｒｙｌａｔｅ，Ｘｃａｐｒｙｌａｔｅ）均为进口分装，
购于北京普博欣生物科技有限公司；引物合成和基

因测序由上海英骏生物技术有限公司广州实验室完

成；气相色谱法测定残留农药降解率由东莞市农业

科学研究中心完成。各种限制性内切酶、Ｔ４连接
酶、低相对分子质量蛋白质标准购于宝生物 （大

连）工程有限公司；质粒提取试剂盒，核酸定量

标准购于广州东盛生物科技有限公司；蛋白纯化试

剂盒 （Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）购于 Ｎｏｖａｇｅｎ
公司 （德国）；易错ＰＣＲ突变试剂盒 （ＧｅｎｅＭｏｒｈ

ＩＩＲａｎｄｏｍＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ）购于 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司
（美国）；凝胶回收试剂盒和连接产物回收试剂盒

购于Ｏｍｅｇａ公司 （美国）。

１２　方法
１２１　易错 ＰＣＲ扩增与突变文库的构建　根据
ｅｓｔ８２５基因序列设计引物ＭｕｔＦ：５′－ＧＣＣＡＴＧＧＣＴ
ＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＧＡＧＣＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＴＣ
ＣＧ－３′（下划线部分为 ＢａｍＨⅠ酶切位点）；Ｍｕｔ
Ｒ：
５′－ＴＴＣＡＡＧＴＴＣＡＧＡＣＴ ＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＧＧＧＧＣ
ＣＡＧＣＡＡＣＴＣ－３′（下划线部分为 ＨｉｎｄⅢ酶切位
点）。以含 ｐＵＣ１８－ｅｓｔ８２５质粒为模板，用 Ｇｅｎｅ
ＭｏｒｈⅡ ＲａｎｄｏｍＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ进行易错 ＰＣＲ扩
增。每１００μＬ反应体系为：１０μＬ１０×易错 ＰＣＲ
缓冲液；２μＬ１０×ｄＮＴＰ混合物 （４０ｍｍｏｌ／Ｌ）；
引物ＭｕｔＦ和ＭｕｔＲ各５ｎｇ；５００ｎｇ（以目的基因
计）质粒ＤＮＡ模板；２μＬＭｕｔａｚｙｍｅⅡ ＤＮＡＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（２５Ｕ／μＬ），再加入灭菌的超纯水至总体
积为１００μＬ。ＰＣＲ程序为：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １
ｍｉｎ，６５℃ １ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。

将ＰＣＲ产物以 ｗ＝１０％的琼脂糖凝胶电泳，
用ＰＣＲ纯化回收试剂盒进行纯化回收。纯化后的
易错ＰＣＲ产物酶切后与经同样酶切处理的 ｐＥＴ－
２８ａ载体连接，转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）超级
感受态细胞，涂布固体ＬＢ（含５０μｇ／ｍＬ的Ｋａｎａ）
平板，挑选具有插入片段的克隆，组成突变体库。

１２２　阳性克隆的筛选和鉴定　首先将所有转化
子点种于种子板 （含 Ｋａｎａ５０μｇ／ｍＬ）和诱导板
（含５０μｇ／ｍＬＫａｎａ、２４μｇ／ｍＬＩＰＴＧ）中，３７℃
培养４８ｈ，取出诱导板，在菌落周围滴加底物 Ｘ
ｃａｐｒｙｌａｔｅ测试液进行初筛，酯酶可将该测试液从无
色水解为蓝色化合物，若变蓝则为阳性克隆子，酶

活性越高，颜色越深；然后将初筛时显色深的突变

克隆子，接种于ＬＢ液体培养基 （含５０μｇ／ｍＬＫａ
ｎａ、１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ）中进行诱导培养，收集菌体
并超声波破碎，获得粗酶液；用 ρＮＰＥ法［９］检测其

酶活性，同时做野生型酯酶对照，将酶活性提高的
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突变子送交测序，对测序结果与原序列进行生物信

息学分析。

１２３　蛋白质含量测定及突变酶的酶学性质研究
　诱导的菌体经破碎后用蛋白纯化试剂盒进行纯
化。纯化后的蛋白质含量采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１０］进行

测定并用于酶学性质的测定。

１２４　突变酶的结构预测和突变位点分析　将突
变酯酶和野生型酯酶的氨基酸序列提交至 ＳＷＩＳＳ
ＭＯＤＥＬ 在 线 分 析 服 务 器 （ｈｔｔｐｓ： ∥
ｗｗｗｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ），将反馈的
模拟结果用 ＤｅｅｐＷＩＥＷ软件分析结构，推测氨基
酸突变在酶蛋白空间结构中的位置以及对酶蛋白功

能可能造成的影响。

１２５　拟除虫菊酯农药的降解能力测定　选取农
产品中易超标的氯氟氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯

和溴氰菊酯为降解对象，用 ＧＣ２０１０气相色谱仪
（日本岛津公司）进行定量分析，测定突变酶

ＥｓｔＭ４６对拟除虫菊酯类农药的降解能力。具体方
法：吸取１ｍＬ标准农药 （４ｍｇ／ｍＬ）溶液，加入
３ｍＬ酯酶酶液，每种农药做５个平行，以灭活酶
液为空白对照；３７℃水浴反应 ６０ｍｉｎ，按 １∶２
（Ｖ／Ｖ）的比例在待测样品中加入正己烷，并加入４
ｇ无水硫酸钠，在恒温摇床上振荡２０ｍｉｎ（２００ｒ／
ｍｉｎ），８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，准确吸取１μＬ用
ＧＣ－２０１０气相色谱仪 （日本岛津公司）进行定量

分析。检测条件：ＧＣ－２０１０气相色谱仪：ＥＣＤ检
测器，ＲｅｓｔｅｋＲＴＸ－５色谱柱 （３０ｍ×０２５ｍｍ×
０２５μｍ）。分流进样，分流比 ６０∶１；进样量
１０μＬ；进样口温度：２５０℃；柱流量：２０ｍＬ／
ｍｉｎ；恒压方式，柱前压为５０ｋＰａ；载气为高纯氮
气 （纯度＞９９９９９％），流速４０ｍＬ／ｍｉｎ；柱箱程
序升温：１５０℃，保持１ｍｉｎ，以３０℃／ｍｉｎ的速
度上升至２７０℃，保持１０ｍｉｎ；ＥＣＤ检测器温度
３００℃，电流１ｎＡ；尾吹流量３０ｍＬ／ｍｉｎ。农药降
解率计算：

降解率 ＝
Ａ０－Ａ１
Ａ０

×１００％

式中，Ａ０为对照组中农药浓度；Ａ１为实验组中农
药浓度。

２　结　果
２１　突变酯酶基因的易错ＰＣＲ产物检测

利用突变引物ＭｕｔＦ和ＭｕｔＲ扩增得到突变酯
酶基因片段，ｗ＝１％的琼脂糖凝胶电泳分析其大
小约８２５ｂｐ（见图１）。

图１　酯酶基因ｅｓｔ８２５易错ＰＣＲ产物电泳分析
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｐＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅｅｓｔ８２５
Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ２０００；

Ｌａｎｅ１：ｅｓｔ８２５的易错ＰＣＲ产物

２２　随机突变文库的构建
经转化ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），生长出约１００００

个转化子。随机挑取１６株阳性突变株，提取质粒
并用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切，凝胶电泳分析如图
２，９３７５％的转化子都插入了随机突变的酯酶基因。

图２　质粒酶切验证随机突变库阳性转化子
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｆｒｏｍ
ｒａｎｄｏｍｍｕｔａｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｉｅｓｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ１：ＤＬ１５０００；Ｍ２：ＤＬ２０００；
Ｌｉｎｅ１－１６：阳性克隆子质粒的酶切产物

图３　易错ＰＣＲ文库转化子的初筛
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｐｒｉｍａｒｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｆｒｏｍＥＰ－ＰＣＲ
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２３　随机突变子的筛选
２３１　初筛　插入随机突变酯酶基因片段的阳性
克隆子，经诱导后滴加 Ｘ－ｃａｐｒｙｌａｔｅ测试液，结果
见图３。经统计 （见图４），只有约５％的突变子产
生正突变，其余突变子表现为酶活性未发生变化

（２０％）、酶 活 性 降 低 （２５％） 和 无 酶 活 性
（５０％）。

图４　阳性转化子突变结果统计
Ｆｉｇ４　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｆｒｏｍＥＰＰＣＲ
＋＋＋：酶活性较高；＋＋：酶活性正常；

＋：酶活性较低；－：无酶活性

２３２　随机突变子的复筛　挑取初筛得到的酯酶
活性提高的突变子，诱导培养后超声波破碎获得粗

酶液，用ρＮＰＥ法检测其酯酶活性，同时以野生酯
酶为对照。最终筛选得到一株酶活性提高的１５倍
突变子Ｍ４６，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质电泳分析，该
突变子所表达的酯酶蛋白相对分子质量和表达量分

别与野生型酶相同和相当 （见图５）。

图５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析突变酶和野生酯酶
Ｆｉｇ５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｅｓｔｅｒａｓｅ
Ｍ：低相对分子质量蛋白标准 （ＴａＫａＲａ）；

Ｌａｎｅ１：无插入片段载体对照；
Ｌａｎｅ２：野生型酯酶Ｅｓｔ８２５蛋白；
Ｌａｎｅ３：突变酶ＥｓｔＭ４６蛋白

２４　突变酶的诱导表达和分离纯化
重组菌株经３０℃，１０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导８ｈ，

离心收集菌体，用缓冲液洗涤菌体并超声波破碎细

胞，收集上清液即为粗酶液。用Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ Ｐｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ）纯化粗酶液，所得产物进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白电泳检测，结果见图６，其相对
分子质量约为 ３４１００（其中包含 ４０００的融合标
签）。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量显示其最高表达量可达
２００ｍｇ／Ｌ。使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件 （Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司，美国）对蛋白电泳结果进行分析，结果表明

重组蛋白含量占细胞内全部可溶性蛋白的４５％。

图６　重组酯酶ＥｓｔＭ４６的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ６　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｓｔａｓｅＥｓｔＭ４６

Ｍ：低相对分子质量标准蛋白 （ＴａＫａＲａ）；
Ｌａｎｅ１：纯化前的重组蛋白ＥｓｔＭ４６；
Ｌａｎｅ２：纯化后的重组蛋白ＥｓｔＭ４６

２５　突变酶的酶学性质分析
２５１　突变酯酶ＥｓｔＭ４６的最适反应温度　在不同
温度下对突变酶ＥｓｔＭ６的酶活性进行测定，以酶活
性最高为 １００％，计算相对酶活，结果如图 ７所
示，突变酶的最适反应温度为４５℃，与野生酶的
酶活性比较，提高５℃，且突变酶温度 ＞４５℃时
具有较好的水解能力。

图７　温度对野生酯酶 （■）和
突变酯酶 （○）酶活性的影响

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ
ｍｕｔａｔｅｄｅｓｔｅｒａｓｅｓ

２５２　突变酯酶ＥｓｔＭ４６的温度稳定性　将突变酶
ＥｓｔＭ４６置于不同温度下保温５ｈ，每隔１ｈ取样，
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４５℃下测定残余酶活性，结果如图８所示，该酶
在６０℃保温５ｈ后剩余７５％以上的酶活性，且在
７０℃保温２ｈ后仍剩余约８０％左右的酶活性。因
此，突变酶的热稳定性明显提高。

图８　温度对野生酯酶和突变酯酶稳定性的影响
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｔｅｄｅｓｔｅｒａｓｅｓ
■：野生酶，４５℃；□：野生酶，６０℃；
○：野生酶，７０℃；●：突变酶，６０℃；
!

：突变酶，４５℃；▲：突变酶，７０℃

２５３　突变酯酶 ＥｓｔＭ４６的最适反应 ｐＨ值及 ｐＨ
稳定性　取等量的突变酶ＥｓｔＭ６置于不同缓冲体系
中，４５℃反应 ４ｍｉｎ，以对硝基苯酚乙酸酯为底
物，酶活性最高为１００％，测定突变酶的最适反应
ｐＨ值。如图９所示，突变酶和野生酶相比，在ｐＨ
值介于７０～８５之间时具有较好的催化活力。

图９　ｐＨ对野生酯酶 （□）和
突变酯酶 （▲）酶活性的影响

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ
ｍｕｔａｎｔｅｓｔｅｒａｓｅｓ

取等量突变酶置于不同 ｐＨ值的缓冲液体系中，室
温下放置２ｈ，用对硝基苯酚乙酸酯为底物，４５℃
反应４ｍｉｎ，以酶活性最高为１００％，测定其ｐＨ稳

定性。图 １０所示，与野生酶相比，突变酶的 ｐＨ
稳定性无明显变化。

图１０　ｐＨ对野生酯酶 （●）和
突变酯酶 （□）稳定性的影响

Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ
ｍｕｔａｎｔｅｓｔｅｒａｓｅｓ

２５４　突变酯酶ＥｓｔＭ４６拟除虫菊酯农药的降解能
力测定　将３ｍＬ突变酶ＥｓｔＭ４６与１ｍＬ４ｍｇ／Ｌ的
农药标准液混合，３７℃反应６０ｍｉｎ，用正己烷提
取剩余农药，取１μＬ测定气相色谱分析，根据测
定色谱峰 （图 １１）计算回收率和降解率 （如表

１），每组５个平行。结果表明突变酶 ＥｓｔＭ４６对４
种拟除虫菊酯类农药的降解率均有不同程度的提

高，分 别 达 到 ９２２１％、９９７５％、９３２１％ 和
８９４８％。

图１１　气相色谱分析突变酯酶
ＥｓｔＭ４６对降解拟除虫菊酯的降解能力

Ｆｉｇ１１　Ｐｙｒｅｔｈｒｏｉｄｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｍｕｔａｎｔｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＭ４６ｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２６　突变子Ｍ４６的生物信息学分析
２６１　突变子 Ｍ４６碱基序列突变分析　ＮＣＢＩ的
Ｂｌａｓｔ软 件 （ｈｔｔｐ： ∥ ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／
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Ｂｌａｓｔｃｇｉ）将Ｍ４６测序结果和野生酶的碱基序列进
行同源性比对，结果显示在 ｅｓｔｍ４６基因８２５ｂｐ的
碱基序列内部共发生 ２个碱基突变 （Ｔ１０５Ａ，
Ｃ２３２Ｇ），符合低突变率的要求。
２６２　突变酯酶ＥｓｔＭ４６的氨基酸序列分析、结构
预测和突变位点分析　利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件将得到

的突变酶ＥｓｔＭ４６的氨基酸序列与 Ｅｓｔ８２５的氨基酸
序列进行同源性比对，结果如图１２所示，突变酯
酶和野生型酯酶相比，只在７８位上发生了一个氨
基酸突变 （由 Ｐ变为 Ａ，▲所示），并未发生在
Ｅｓｔ８２５中保守的ＧＸＳＸＧ五联体 （方框中）氨基酸

残基中。

表１　突变酯酶ＥｓｔＭ４６对拟除虫菊酯的降解率
Ｔａｂｌｅ１　ＰｙｒｅｔｈｒｏｉｄｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＥｓｔＭ４６ 　ｍｇ·Ｌ－１　

目标农药 平行１ 平行２ 平行３ 平行４ 平行５ 平均值 降解率／％

氟氯氰菊酯 ００３７ ００２５ ００２７ ００４５ ００４７ ００３６ ９２２１％
氯氰菊酯 ００００ ００００ ００００ ００００ ０００６ ０００１ ９９７５％
氰戊菊酯 ００３３ ００３０ ００３２ ００２９ ００３２ ００３１ ９３２１％
溴氰菊酯 ００４５ ００４２ ００４５ ００５３ ００６０ ００４７ ８９４８％

图１２　突变酯酶ＥｓｔＭ４６氨基酸序列分析
Ｆｉｇ１２　ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｔａｎｔｅｓｔｅｒａｓｅＥｓｔＭ４６

图１３　野生酶与突变酶蛋白的三维结构计算机模拟图
Ｆｉｇ１３　Ｒｉｂｂｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｗｉｌｄａｎｄ

ｍｕｔａｎｔｅｄｅｓｔｅｒａｓｅ３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｍｏｄｅｌｅｄｂｙｃｏｍｐｕｔｅｒ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｗｉｔｈｔｈｅｍｕｔａｔｅｄｒｅｓｉｄｕｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｒｅｄ

２６３　突变酯酶 ＥｓｔＭ４６蛋白结构的预测　采用
ＤｅｅｐＶＩＥＷ软件分析服务器反馈结果，突变酶
ＥｓｔＭ４６（图１３ｂ）以单亚基蛋白的形式存在，其突
变位点发生于表面的无规则卷曲中 （箭头所示），

与其活性中心 （方框内）相距较远，且突变后的

ＥｓｔＭ４６蛋白与 Ｅｓｔ８２５（图 １３ａ）蛋白的三维结构
基本一致，主要原因可能是突变的位点并非发生在

构成蛋白骨架的关键氨基酸残基上，另外，Ｇｌｙ是
唯一不含手性碳原子的氨基酸，不具有旋光性，在

蛋白质中提供的空间位阻最小，容易形成灵活的转

角，而Ｐｒｏ的Ｒ基的环状结构，不易转动，产生转
角方式的灵活性较差。因此，我们推测由Ｐｒｏ突变
成Ａｌａ赋予了蛋白更加灵活的构象变化能力，进而
导致氢键、疏水性、底物亲和力等一系列的变化，

使得酶活性及热稳定性的提高。

３　讨　论
３１　易错ＰＣＲ

易错ＰＣＲ技术以其相对简单、快速、廉价等
优点，广泛应用于小片段基因的定向进化中，其通
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过不断积累小的有益突变，达到较大的突变效益，

在提高酶活性，改善酶学性质和研究酶分子结构和

功能的关系中，发挥重要作用 ［１１］。本研究利用变

异并缺乏修复功能的Ｔａｑ酶，有效地减少突变中的
热点变异，只需控制模板中酯酶基因 ｅｓｔ８２５量为
５００ｎｇ，经过３０个循环，得到的突变碱基个数介
于２～４之间，并得到一个酶活性提高１５倍的突
变酶，其发生２个碱基突变，并导致一个氨基酸残
基的变化，是一种行之有效的随机突变方法。

３２　氨基酸突变对酶分子的影响机制
Ｍｏｒｌｅｙ等［１２］认为随机突变中大多数酶学性质

如立体选择性、底物特异性和新催化活性的变化与

发生突变的氨基酸位点关系密切，突变位点与活性

中心距离的远近，在酶活性、热稳定性和有机溶剂

耐受性的变化中，具有同等作用。Ｖｏｉｇｔ等［１３］认

为，低突变率的随机突变较易发生蛋白表面和环状

区域上，本研究中获得酶活性提高１５倍的突变
酶，其碱基序列中发生了两个碱基转换，导致第

７８位氨基酸突变，对突变酶 ＥｓｔＭ４６的三维结构进
行模拟，突变发生在蛋白表面的环状区域中，远离

活性中心位点，该突变位点并未影响酶的空间结

构，这可能是由于该位点并不参与维持酶蛋白空间

骨架结构。此外，突变酶的最适反应温度和热稳定

性均得到提高，可能是由于突变导致酶分子表面的

氢键或疏水性改变，使其在高温下保持良好的催化

能力［１４］。另外，本研究中采用平板显色法，在滴

加Ｘｃａｐｒｙｌａｔｅ测试液后，只需通过肉眼观察颜色
变化，即可简单快速地完成对突变文库的高通量初

筛；复筛时采用标准诱导培养和酶活性检测方法，

提高了筛选结果的可信性。该方法不仅快速、简

单、准确的完成对突变文库筛选，还减少筛选的工

作量和工作强度，可以实现大规模筛选。
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