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I 

阿卡波糖代谢途径中关键酶 Acb D 工程菌构建及分子改造 

 

摘 要 

 

阿卡波糖（Acarbose）是一种 α-葡萄糖苷酶抑制剂，可有效防治

II型糖尿病。随着人们日常生活方式的改变，II型糖尿病的发病率逐

步上升，因此阿卡波糖的市场前景广阔。阿卡维基转移酶

（Acarviosyltransferase，ATase）是由阿卡波糖生产菌株游动放线菌基

因组内 acb D基因编码的一种胞外酶，是目前发现唯一能够以阿卡波

糖为底物且不受底物本身抑制的糖基转移酶，在阿卡波糖及其同系物

代谢过程起着重要作用。本研究从 NCBI数据库获得 acb D的核酸和

氨基酸序列，借助生信手段对其进行分析，构建重组菌株实现蛋白的

可溶性表达，测定重组酶的催化性质和底物偏好性，基于计算机技术，

使用 PCR 介导的定点突变技术以提升酶的催化效率为导向对酶分子

进行改造。本研究获得的主要成果如下： 

（1）从游动放线菌的 acb基因簇中获得 acb D的开放阅读框，

长度为 2175 bp，编码 724个氨基酸。生物信息学分析结果显示 Acb 

D有信号肽，切割位点位于 26和 27个氨基酸之间，存在多个磷酸化

位点；Acb D的理论分子量为 75,351.20 Da，是一个稳定的亲水蛋白，

亚细胞定位显示 Acb D位于细胞外；Acb D属于 α-淀粉酶（Glycoside 

hydrolases 13，GH13）超家族，与该家族的 CGTase同源性最高为 42%；

分子动力学模拟结果显示 Acb D在 30 ℃时有较好的稳定性。随后，

成功克隆出 acb D，并借助表达载体 pCold II 将其转化至 E. coli 
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BL21(DE3)。 

（2）优化诱导表达条件，确定诱导剂最佳终浓度为 0.1 mM；探

究信号肽对异源蛋白可溶性表达含量的影响，切除信号肽使蛋白的可

溶性表达量提高了 23.4倍；探索了反应时间、温度和 pH对酶活性的

影响，确定了最佳反应时间为 20 h，最适反应温度为 30 ℃，当孵育

温度设定为 40 ℃时，酶的比活力仅是未处理酶液的 39.0%，说明酶

的热稳定性一般；最适反应 pH 为 7.0，磷酸盐缓冲液对该酶的缓冲

能力最好；探究 Acb D的底物偏好性，发现 Acb D对 D-水杨苷的亲

和力最高，比活力达到 82.85 U/mL，其次是 L-山梨糖，比活力为 63.75 

U/mL，这是首次发现 L-山梨糖可以做 Acb D的底物且催化活性较好，

另外发现糖的不同构型也会对 Acb D的催化活力产生影响。 

（3）基于同源建模和底物结合口袋预测的基础，通过同源序列

比对和分子对接获得 Acb D-阿卡波糖复合物，确定催化三联体为

Asp231-Glu259-Asp331；分析阿卡 Acb D-阿卡波糖相互作用的氨基酸

位点，借助软件 Discovery Studio 2020对这些氨基酸进行丙氨酸扫描

后进行虚拟饱和突变，根据虚拟饱和突变和同源序列比对分析的结果，

利用 PCR介导的定点突变技术获得了突变体 Y106Q、W107Y、G146H、

L196R、I199Q、A255F、Y261W、T296V、Q330H、T332M和 F362Y，

随后检测突变体的酶活性，其中 I199Q 酶活力为 WT 的 126.4%，

F362Y 酶活力是 WT 的 127.2%。突变体分子对接结果和结构分析发

现，I199Q催化效率提升是因为突变导致“底物结合口袋”扩宽，酶

分子和底物更容易结合。F362Y催化效率提升是因为突变使蛋白质的
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构象发生了变化，底物和酶分子产生了更多的氢键，这些氢键提升了

F362Y的底物亲和力，因此酶活性得到提高。 

 

关键词：阿卡波糖，阿卡维基转移酶，异源表达，转糖基作用，定点

突变 
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CONSTRUCTION AND MOLECULAR MODIFICATION OF 

Acb D, A KEY ENZYME IN ACARBOSE METABOLISM 

PATHWAY 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Acarbose is an alpha-glucosidase inhibitor, which can effectively 

prevent and treat type II diabetes. With the change of People's Daily 

lifestyles, the incidence of type II diabetes is gradually increasing, so the 

market prospect of acarbose is broad. Acarviosyltransferase (ATase) is an 

extracellular enzyme encoded by the acb D gene in the genome of acarbose 

producing strain Actinoplanes. It is currently the only glycosyltransferase 

discovered that can use acarbose as a substrate and is not inhibited by the 

substrate itself. It plays an important role in the metabolic process of 

acarbose and its homologues. In this study, the nucleic acid and amino acid 

sequences of acb D were obtained from the NCBI database. They were 

analyzed by bioinformatics means, recombinant strains were constructed 

to achieve soluble protein expression, the catalytic properties and substrate 

preferences of the recombinant enzymes were determined, and based on 
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computer technology, PCR-mediated site-directed mutagenization 

technology was used to modify the enzyme molecules with the aim of 

improving the catalytic efficiency of the enzymes. The main achievements 

obtained in this study are as follows: 

(1) An open reading frame of acb D was obtained from the acb gene 

cluster of Actinoplanes sp., with a length of 2175 bp and encoding 724 

amino acids. The results of bioinformatics analysis showed that Acb D had 

a signal peptide, the cleavage site was located between amino acids 26 and 

27, and there were multiple phosphorylation sites. The theoretical 

molecular weight of Acb D is 75,351.20 Da. It is a stable hydrophilic 

protein. Subcellular localization shows that Acb D is located outside the 

cell. Acb D belongs to the α-amylase (Glycoside hydrolases 13, GH13) 

superfamily, and the homology with CGTase of this family is the highest 

at 42%. The results of molecular dynamics simulation show that Acb D has 

good stability at 30 ℃. Subsequently, acb D was successfully cloned and 

transformed into E. coli BL21(DE3) with the aid of the expression vector 

pColld II. 

(2) Optimize the induction expression conditions and determine that 

the optimal final concentration of the inducer is 0.1 mM; To explore the 

effect of signal peptides on the soluble expression content of heterologous 

proteins, the removal of signal peptides increased the soluble expression 

level of proteins by 23.4 times. The effects of reaction time, temperature 
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and pH on enzyme activity were explored. It was determined that the 

optimal reaction time was 20 h and the optimal catalytic temperature was 

30 ℃. When the incubation temperature was set at 40 ℃, the specific 

activity of the enzyme was only 39.0% of that of the untreated enzyme 

solution, indicating that the thermal stability of the enzyme was average. 

The optimal catalytic pH is 7.0, and the phosphate buffer solution has the 

best buffering capacity for this enzyme. The substrate preference of Acb D 

was explored. It was found that Acb D had the highest affinity for D-salicin, 

with a specific activity of 82.85 U/mL, followed by L-sorbitol, with a 

specific activity of 63.75 U/mL. This was the first discovery that L-sorbitol 

could be used as the substrate of Acb D and had good catalytic activity. In 

addition, it was found that different configurations of sugars also have an 

impact on the catalytic activity of Acb D. 

(3) Based on homologous modeling and substrate binding pocket 

prediction, the Acb D-acarbose complex was obtained through 

homologous sequence alignment and molecular docking, and the catalytic 

triad was determined to be Asp231-Glu259-Asp331. The amino acid sites 

of the Acb D-acarbose interaction were analyzed. After alanine scanning 

of these amino acids with the help of the software Discovery Studio 2020, 

virtual saturation mutations were performed. Based on the results of virtual 

saturation mutation and homologous sequence alignment analysis, The 

mutants Y106Q, W107Y, G146H, L196R, I199Q, A255F, Y261W, T296V, 
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Q330H, T332M and F362Y were obtained by PCR-mediated site-directed 

mutagenesis technology. Subsequently, the enzyme activities of the 

mutants were detected. Among them, the enzyme activity of I199Q was 

126.4% of WT. The enzyme activity of F362Y was 127.2% of that of WT. 

The results of mutant molecule docking and structural analysis revealed 

that the enhanced catalytic efficiency of I199Q was due to the expansion 

of the "substrate binding pocket" caused by the mutation, making it easier 

for the enzyme molecule and the substrate to bind. The improvement in the 

catalytic efficiency of F362Y is due to the fact that the mutation has 

changed the conformation of the protein, generating more hydrogen bonds 

between the substrate and the enzyme molecule. These hydrogen bonds 

enhance the substrate affinity of F362Y, thereby increasing the enzyme 

activity. 

 

KEY WORDS: acarbose, acarviosyltransferase, heterologous expression, 

transglycosylation, site-directed mutagenesis 

 

 

 

 

 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

VIII 

目录 

 

 

摘 要.............................................................................................................................. I 

ABSTRACT ................................................................................................................. IV 

第 1章 绪论.................................................................................................................. 1 

1.1 糖尿病的概述及发展现状.............................................................................. 1 

1.2 糖尿病的治疗药物.......................................................................................... 1 

1.3 阿卡波糖的概述.............................................................................................. 2 

1.3.1 阿卡波糖的理化性质............................................................................ 2 

1.3.2 阿卡波糖的药理作用............................................................................ 3 

1.4 阿卡波糖代谢途径的研究进展...................................................................... 3 

1.4.1 阿卡波糖代谢途径的相关基因............................................................ 3 

1.4.2 阿卡波糖的代谢途径............................................................................ 3 

1.4.3 阿卡波糖代谢途径改造的研究进展.................................................... 6 

1.4.4 阿卡波糖代谢途径的酶系.................................................................... 7 

1.4.5 阿卡维基转移酶.................................................................................... 9 

1.5 环糊精糖基转移酶定向改造的研究进展...................................................... 9 

1.6 生物信息学.................................................................................................... 11 

1.6.1 生物信息学概念及发展史.................................................................. 11 

1.6.2 生物信息学的研究方法...................................................................... 11 

1.6.3 蛋白空间结构的构建方式.................................................................. 12 

1.6.4 分子对的接概述及其应用.................................................................. 13 

1.6.5 定点突变概述及其应用...................................................................... 13 

1.7 研究意义及内容............................................................................................ 14 

1.7.1 研究意义.............................................................................................. 14 

1.7.2 研究内容.............................................................................................. 14 

1.7.3 技术路线.............................................................................................. 15 

第 2章 阿卡维基转移酶 Acb D生物信息学分析及异源表达 ............................... 16 

2.1 引言................................................................................................................ 16 

2.2 实验材料........................................................................................................ 16 

2.2.1 菌株及培养基...................................................................................... 16 

2.2.2实验试剂............................................................................................... 17 

2.2.3 实验仪器.............................................................................................. 17 

2.3 实验方法........................................................................................................ 18 

2.3.1 目的基因的确定.................................................................................. 18 

2.3.2 Acb D生物信息学分析 ....................................................................... 18 

2.3.3 放线菌全基因组提取.......................................................................... 18 

2.3.4 目的基因的克隆.................................................................................. 19 

2.3.5 克隆载体的构建.................................................................................. 20 

2.3.6 表达载体的构建.................................................................................. 21 

2.3.7 重组菌株的诱导表达.......................................................................... 22 



安徽工程大学硕士学位论文 

IX 

2.4 结果与讨论.................................................................................................... 23 

2.4.1 基本理化性质分析.............................................................................. 23 

2.4.2 一级序列分析...................................................................................... 25 

2.4.3 同源建模及模型结构评估.................................................................. 26 

2.4.4 分子动力学模拟.................................................................................. 27 

2.4.5 目的基因的扩增.................................................................................. 27 

2.4.6 重组菌株的构建.................................................................................. 28 

2.4.7 重组菌株的诱导表达结果.................................................................. 29 

2.5 本章小结........................................................................................................ 29 

第 3章 重组 Acb D酶学性质测定及转糖基活性分析 ........................................... 31 

3.1 引言................................................................................................................ 31 

3.2 实验材料........................................................................................................ 31 

3.2.1 菌株及培养基...................................................................................... 31 

3.2.2 实验试剂.............................................................................................. 32 

3.2.3 实验仪器.............................................................................................. 33 

3.3 实验方法........................................................................................................ 33 

3.3.1 诱导条件的优化.................................................................................. 33 

3.3.2 酶活检测的条件的建立...................................................................... 33 

3.3.3 反应进程的考察.................................................................................. 34 

3.3.4 重组 Acb D最适温度和温度稳定性考察 ......................................... 34 

3.3.5 重组 Acb D最适 pH的考察 .............................................................. 34 

3.3.6 重组 Acb D催化不同糖基供体的活性测定 ..................................... 34 

3.4 实验结果........................................................................................................ 35 

3.4.1 密码子的优化...................................................................................... 35 

3.4.2 诱导剂浓度的优化.............................................................................. 36 

3.4.3 信号肽对重组蛋白可溶性表达的影响.............................................. 37 

3.4.4 时间对重组 Acb D催化活性的影响 ................................................. 38 

3.4.5 重组 Acb D的温度特性 ..................................................................... 39 

3.4.6 重组 Acb D的最适 pH ....................................................................... 40 

3.4.7 重组 Acb D的底物谱分析 ................................................................. 41 

3.5 本章小结........................................................................................................ 42 

第 4章 Acb D酶分子的定向改造 ............................................................................ 43 

4.1 引言................................................................................................................ 43 

4.2 实验材料........................................................................................................ 43 

4.2.1 菌株及培养基...................................................................................... 43 

4.2.2 实验试剂.............................................................................................. 44 

4.2.3 所用软件及网站.................................................................................. 44 

4.2.4 实验所用引物...................................................................................... 44 

4.2.5 实验仪器.............................................................................................. 45 

4.3 实验方法........................................................................................................ 45 

4.3.1 分子对接.............................................................................................. 45 

4.3.2 丙氨酸扫描.......................................................................................... 46 

4.3.3 虚拟饱和突变...................................................................................... 46 

4.3.4 序列比对.............................................................................................. 46 



安徽工程大学硕士学位论文 

X 

4.3.5 突变体的构建...................................................................................... 47 

4.3.6 突变体的酶活力的检测...................................................................... 48 

4.3.7 突变体分子对接和结构分析.............................................................. 48 

4.4 实验结果........................................................................................................ 48 

4.1.1 分子对接结果...................................................................................... 48 

4.4.2 丙氨酸扫描结果.................................................................................. 49 

4.4.3 虚拟饱和突变结果.............................................................................. 50 

4.4.4 多序列比对结果.................................................................................. 51 

4.4.5 突变体的构建...................................................................................... 52 

4.4.6 突变体酶活力检测结果...................................................................... 53 

4.4.7 突变体的分子对接及结构分析.......................................................... 53 

4.5 本章小节................................................................................................. 54 

第 5章 结论与展望.................................................................................................... 56 

5.1 结论................................................................................................................ 56 

5.2 展望................................................................................................................ 57 

参考文献...................................................................................................................... 59 

攻读硕士期间成果...................................................................................................... 72 

致谢.............................................................................................................................. 73 

 

 

 

 

 

 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

1 
 

第 1 章 绪论 

 

 

1.1 糖尿病的概述及发展现状 

糖尿病 （Diabetes mellitus）是一种多发性内分泌疾病，主要包括 I型糖尿病、

II型糖尿病、妊娠糖尿病及其他类型的糖尿病，其中 II型糖尿病的发病人数占临

床占总发病人数的 90%[1]。糖尿病的发病机制复杂多样，但主要归为两种，一种

是机体细胞对自身分泌的胰岛素产生抵抗，从而造成机体自身的糖代谢紊乱，另

外一种是胰腺自身 β 细胞的损坏导致胰岛素分泌不足从而使机体的血糖升高[2]。

高血糖对肝脏、肾脏、视网膜、神经元以及心血管系统等器官带来的并发症不仅

严重危害着民众的生命健康，还带来了巨大的医疗负担，可见糖尿病的防治具有

重要的社会与经济意义[3]。 

近年来，由于人们日常生活习惯的改变，肥胖和超重人口的数量增加，糖尿

病的发病趋势也愈发迅猛，且一旦确诊几乎不可逆。国际糖尿病联盟

（International diabetefederation）发布的数据显示，全球至 2022年约有 5.37亿糖

尿病患者，其中我国糖尿病的患者数量已逾 1.4 亿，约占全球患者数量的 1/4，

居于世界首位[4]。在我国，糖尿病俨然成了继肿瘤和心脑血管疾病之后又一严重

威胁我国民众生命健康的非传染性的慢性疾病[5]。因此，糖尿病的防治道路任重

而道远。 

 

1.2 糖尿病的治疗药物 

治疗糖尿病常用的口服药物主要有四类，分别为促胰岛素分泌剂、α-糖苷酶

抑制剂、双胍类和噻唑烷二酮类。促胰岛素分泌剂包括磺胺类和进餐时的血糖调

节剂，磺胺类药物的作用机制是刺激胰腺 β细胞产生更多的胰岛素来降低血糖水

平，这类药物的代表有格列齐特、格列唑酮、格列本脲和格列美脲等。餐时血糖

调节剂的作用机制也是通过刺激胰腺 β 细胞产生更多的胰岛素来降低患者的餐

后血糖水平，为了有更好的药理效果，该药需要在进餐前或进餐时服用。这类药

物的代表主要有那格列奈（格列奈类药物）、利拉鲁肽（GLP-1 受体激动剂）和
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沙格列汀（4-二肽基肽酶抑制剂）[6]。α-糖苷酶抑制剂类药物的作用机制是通过

抑制 α-糖苷酶的活性来调节患者的血糖水平，该类药物的代表药为伏格列波糖、

米格列醇和阿卡波糖等。双胍类降糖药物的代表是二甲双胍，该药不仅可以增强

患者体内胰岛素的敏感性使胰岛素起到更好调节血糖的作用，还可以通过抑制肝

糖原的分解减少肝脏葡萄糖的生成以调节血糖水平。噻唑烷二酮类的作用机制是

加速细胞内葡萄糖转运体的生成，提高细胞摄取葡萄糖的效率来达到降低血糖的

目的，该类药物的代表药有曲格列酮和吡格列酮等[7]。 

 

1.3 阿卡波糖的概述 

阿卡波糖（Acarbose）是一种氨基环醇类的假四糖物质，是首个被批准用于

治疗 II 型糖尿病的 α-葡萄糖苷酶抑制剂，其通过竞争性抑制 α-糖苷酶的活性，

从而控制人小肠对碳水化合物的降解与吸收，进而起到调节血糖的作用[8]。阿卡

波糖凭借着药效作用长久和毒副作用小等优点自 1990年上市起很快占据了降糖

药的市场，由于阿卡波糖结构复杂难以通过化学法合成，因此目前获得阿卡波糖

的主要途径是通过游动放线菌发酵获得[9]。 

 

1.3.1 阿卡波糖的理化性质 

阿卡波糖的颜色为白色或浅黄色，状态为不规则粉末，易溶于水，pKa为 5.1，

化学结构式为 C25H43NO18，分子量为 645.60。阿卡波糖的化学结构由 C7-环醇、

4-氨基-4,6-双脱氧葡萄糖和一分子麦芽糖组成（图 1-1），由 C7-环醇和 4-氨基-4,6-

双脱氧葡萄糖构成的假二糖部分又被称为阿卡维基（Acarviose）[10]。 

 

图 1-1 阿卡波糖结构式 

Figure 1-1 Structural formula of acarbose 
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1.3.2 阿卡波糖的药理作用 

人通过食物获得的碳水化合物一般不能被人体直接利用，一般要先通过唾液

淀粉酶的作用分解为简单的寡糖，继而在 α-葡萄糖苷酶的作用下水解为单糖才

能被吸收利用。阿卡波糖是一种假四糖类似物，其在结构上与某些寡糖相似，这

导致阿卡可竞争性的结合 α-葡萄糖苷酶的活性位点，从而抑制肠道内蔗糖酶、麦

芽糖酶和葡萄糖淀粉酶的活性，减缓多糖、寡糖和双糖变成可葡萄糖、果糖等可

供人体直接利用的单糖的水解过程，从而避免餐后血糖急剧上升，并抑制胰岛素

分泌，改善过胰岛素的过度反应，将血糖控制在良好的状态[11]。 

 

1.4 阿卡波糖代谢途径的研究进展 

1.4.1 阿卡波糖代谢途径的相关基因 

Wehmeier等[12]最先发现 Actinoplanes sp. SE50/110全基因组中含有阿卡波糖

生物合成相关基因簇（acb基因簇）。Schwientek等[13]对 Actinoplanes sp. SE50/110

的全基因组进行测序证实了该基因组中含有完整的 acb 基因簇，随后首次在

NCBI上公开了第一个 Actinoplanes sp.的全基因组信息（GenBank accession No.: 

CP003170）[14]。Wendler等[15]对 Actinoplanes sp. SE50/110通过全面的蛋白质组

学分析 acb基因簇在全基因组中的定位。目前，acb基因簇[16-19]已基本清晰，其

示意图见图 1-2。 

 

图 1-2 Actinoplanes sp. SE50/110的 acb基因簇及表达产物 

Figure 1-2 Acb gene cluster and the corresponding expression products from Actinoplanes sp. 

SE50/110 

 

1.4.2 阿卡波糖的代谢途径 

阿卡波糖的合成途径最早由 Zhang 等[20]提出，后由 Rockser 等[21]更新。由

于该途径的复杂性，研究者们通过基因组学和代谢组学等手段仅证明了该途径

的前一部分反应，后续反应通过公布的基因簇推测各基因编码的蛋白活性来建
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立，直到最近 Tsunoda 等[22]纠正并完善了阿卡波糖的合成途径，该途径被分为

四个部分。 

（1）C7-环醇的合成：C7-环醇合成模块的起始化合物为 EEV，该化合物是

由源自磷酸戊糖途径的一个中间化合物 SH7P 经 Acb C 催化生成[23]。紧接着，

EEV 在 Acb M 的作用下磷酸化形成 EEV7P，随后又经 Acb O 差向异构化形成

EV7P，目前该产物已得到质谱和核磁共振验证[24-26]。然后，EV7P在环脱水酶 Acb 

L的催化作用下脱水形成 V7P(1)，再由 NADPH-依赖的氧化还原酶 Acb N催化

生成 V7P(2)，后在磷酸激酶 Acb U的作用下转化为 V1,7PP，再由 acb J编码的

磷酸酶脱磷酸化生成 V1P，最后在 Acb R 的作用下将 V1P 核苷酸化生成 NDP-

V[22]。 

（2）双脱氧氨基葡萄糖的合成：该合成路径是阿卡波糖合成过程中最为简

单的一部分，该模块的合成起始化合物是 G1P，首先，在 Acb A 的催化作用下

G1P核苷酸化生成 dTDP-G。接着，dTDP-G在 Acb B作用下脱去一分子水形成

dTDP-4k6dG，最终 dTDP-4k6dG 又在氨基转移酶 Acb V 的介导下生成 dTDP-

4a6dG，即双脱氧氨基葡萄糖[27-29]。 

（3）麦芽糖的整合进入：dTDP-4a6dG在假糖基转移酶 Acb I的作用下先和

细胞中的麦芽糖结合形成复合物 4-aminoDGG，最后复合物 4-aminoDGG在 Acb 

S的作用下与 NDP-V结合最终生成阿卡波糖[22,30]。 

（4）阿卡波糖及其同系物的转运（Carbophore 循环）：首先，胞外淀粉由淀

粉水解酶 Acb E和 Acb Z催化生成不同聚合度的寡糖，再经阿卡维基转移酶 Acb 

D 的转糖基作用与 Acarviose（主要来自阿卡波糖）相连形成不同种类的阿卡波

糖同系物，而后阿卡波糖同系物经转运蛋白复合体 Acb FGH转至胞内在 Acb K

作用下使 C7位磷酸化[31-33]。随后，由 4-α-葡萄糖糖基转移酶 Acb Q作用脱去所

结合的糖基生成阿卡波糖-7-磷酸，最后再由另一种转运蛋白复合体 Acb WXY转

运至胞外形成阿卡波糖，至此完成一个循环，推测该循环的作用与细胞内的碳源

利用有关[34]。由于和阿卡波糖及其同系物胞外代谢相关的三个酶中仅有 Acb D

的功能得到了证实，Acb E和 Acb Z的功能尚不明确，因此“Carbophore循环”

仍处于假说阶段（图 1-3）。 
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图 1-3 阿卡波糖的合成路径 

Figure 1-3 Synthesis pathway of acarbose 
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1.4.3 阿卡波糖代谢途径改造的研究进展 

利用游动放线菌发酵生产阿卡波糖时所生成的阿卡波糖同系物（组分 A、B、

C、D、4a、4b、4c 和假阿卡波糖等）[35]将增加下游分离纯化工作的难度，得益

于放线菌全基因组信息的注释与公布，阿卡波糖发酵菌株的分子改造取得了很大

的进展，见表 1-1。 

表 1-1 阿卡波糖代谢途径改造的研究进展 

Table 1-1 Advances in transformation of acarbose metabolic pathway 

时间 改造菌株 研究内容 

2015 Actinoplanes 8-22 首次报道了工业游动放线菌株与 E. coli ET2567

之间的结合转移体系，利用同源重组技术敲除 tre Y

基因，使发酵液中阿卡波糖类似物 C 的含量降低了

十倍[36]。 

2016 Actinoplanes sp. 

SE50/110 

基于 pKC1139质粒构建，利用 CRIPSR/Cas9基

因编辑技术敲除 Actinoplanes sp. SE50/110基因组中

酪氨酸酶的编码基因 MelC，使得发酵液中黑色素的

含量显著降低，证明了 MelC与发酵液中黑色素的形

成相关[37]。 

2017 Actinoplanes sp. 

SE50/110 

调整了受体和供体细胞的数量及比例，优化了

孵育时间和培养基中 MgCl2的浓度，使用甲氧苄啶

代替萘啶酮酸来抑制大肠杆菌的生长，提高了种属

间接合转移的效率。借助高效的基因操作方法，将

acb基因簇过表达使阿卡波糖的产量提升了 35%[38]。 

2019 Actinoplanes sp. SE50 通过对比 Actinoplanes sp. SE50 与其衍生菌株

Actinoplanes sp. SE50/110的 acb基因转录水平，对

Actinoplanes sp. SE50基因组上发生突变的 8个编码

基因分别敲除验证，发现 CWT_4325的敲除可使阿

卡波糖的产量提高 25%。推测该基因的敲除直接导

致细胞内乙醇及乙酰辅酶 A的累积，进而导致了 C7-

环醇前体物质 7-磷酸-景天庚酮糖的含量增高[18]。 
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续表 1-1 

时间 改造菌株 研究内容 

2019 Actinoplanes sp. 

SE50/110 

通过检测不同麦芽糖浓度下阿卡波糖合成相关

基因的转录水平，发现麦芽糖浓度的提高显著促进

基因 acbW的转录。敲除 acbW基因就没有阿卡波糖

积累，证实了 acbW在阿卡波糖生物合成中的重要作

用。将 acbW和 acbWXY基因过表达，使阿卡波糖合

成量分别提高了 6.4%和 8%[39]。 

2020 Actinoplanes sp. 

SE50/110 

通过生物实验证明了发酵液中存在两种分流产

物，并认为分流产物的形成与磷酸水解酶有着很大

关系。为减少分流产物的形成，敲除水解酶基因

ACPL_8310和ACPL_2834并将 acb J基因的启动子

替换为弱启动子 WVp 和 kasOp*，同时最大限度增

加氨基脱氧己糖部分供应的策略，使阿卡波糖效价

达到了 7.4 g/L[26]。 

2022 Actinoplanes sp. SIPI12-

34 

通过对 Tet R家族转录调控因子的基因 TetR1敲

除和回补，证实其可以促进 acbB和 acbD基因的表

达，对阿卡波糖的生物合成有正向作用[40]。 

 

1.4.4 阿卡波糖代谢途径的酶系 

阿卡波糖的代谢途径错综复杂，但其归根结底是一系列存在着级联关系的酶

促反应过程的总和，参与代谢途径的完整酶系见表 1-2，各酶系的功能见表中标

注的参考文献。 

表 1-2 阿卡波糖代谢途径的酶系 

Table 1-2 Enzymes of acarbose metabolic pathway 

代谢途径 Acb蛋白 名称或功能 

C7-环醇 

Acb C 2-epi-5-epi-valiolone合成酶[23,44-45] 

Acb M 2-epi-5-epi-valiolone-7-激酶[20,24,46] 

Acb O 差向异构酶[24] 
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续表 1-2 

代谢途径 Acb蛋白 名称或功能 

C7-环醇 

Acb L 环醇脱氢酶[20,26] 

Acb N 环醇氧化还原酶[26] 

Acb U valienol-7-P-1-激酶[22.26] 

Acb J HAD家族水解酶[22.26] 

Acb R 核苷转移酶[22,25] 

双脱氧氨基葡萄糖 

Acb A D-葡萄糖-1-P-胸腺嘧啶转移酶[28-29] 

Acb B dTDP-D-葡萄糖-4,6-脱水酶[29,47] 

Acb V 氨基转移酶[29,47] 

麦芽糖整合进入 

Acb I 葡萄糖基转移酶[22] 

Acb S 葡萄糖基转移酶[22] 

Carbophore 循环 

Acb Z α-淀粉酶 

Acb E α-淀粉酶 

Acb D 阿卡维基转移酶[32-33,48-49] 

Acb Q 4-α-葡萄糖糖基转移酶[22,25,34,50-51] 

Acb K 阿卡波糖-7-激酶[20-21,31] 

Acb W ABC转运蛋白（ATP酶部分） 

Acb X ABC转运蛋白（跨膜部分） 

Acb Y ABC转运蛋白（跨膜部分） 

Acb H ABC转运蛋白（ATP酶部分） 

Acb F ABC转运蛋白（跨膜部分） 

Acb G ABC转运蛋白（跨膜部分） 

未知 Acb P NUDIX水解酶 
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1.4.5 阿卡维基转移酶 

糖基转移酶（GTs）是一类通过糖残基从供体底物转移到受体来催化糖苷键

合成的酶[52]。受体底物可以是单碳水化合物、二碳水化合物、低碳水化合物，蛋

白质、脂质、DNA 和许多其他小分子，因此它们在低聚物和多糖的生物合成途

径，以及蛋白质糖基化和有价值的天然产物的形成中发挥重要作用[53]。 

Hemker等[32]在阿卡波糖发酵液中发现了一种胞外酶活性，经鉴定可知该酶

是 acb D基因编码的阿卡维基转移酶（Acarviosyltransferase，ATase）。Acb D属

于 α-淀粉酶（Glycoside hydrolases 13，GH13）超家族，具有 α-糖苷酶的结构特

征，唯一一种以阿卡波糖作为底物且不受底物本身抑制的糖基转移酶，与该家族

的环糊精糖基转移酶（Cyclodextrin glycosyltransferase,CGTase）有着 46%的同源

性，但 Acb D并不表现 CGTase的功能，目前仅在阿卡波糖发酵液的上清中发现

存在 Acb D[54]。基于放射性标记法的实验表明，Acb D能够以阿卡波糖和多种阿

卡波糖同系物作为 Acarviose供体以及多种糖及衍生物作为糖基受体，该酶的具

体功能是将 Acarviose转移至糖基分子上生成阿卡波糖或其同系物。Leemhuis等

[48]通过定点突变把 Acb D保守序列中的 140位氨基酸变为 His或去掉 CGTase序

列中的 His140，发现二者的催化活性可部分互换。许贤恩[49]从放线菌的胞外提

取物中分离纯得到 Acb D，用其催化阿卡波糖和寡糖的混合物确定了阿卡波糖同

系物 4b (Acarviosy-1,4-glucose-1,4-glucose-1,4-glucose) 的形成机制。张欣等[33]构

建基因 acb D的缺失菌株，结果致使阿卡波糖的合成量下降了 42%，通过基因回

补，其合成阿卡波糖的能力又恢复正常，这表明 Acb D在阿卡波糖的合成过程中

发挥着重要作用。 

 

1.5 环糊精糖基转移酶定向改造的研究进展 

Acb D属于 GH13超家族，并且与该家族中的 CGTase的同源性最高[32]。目

前，关于 Acb D的定向改造尚空白，因此改造方法参考 CGTase。CGTase是一类

能够把淀粉转化成环糊精（Cyclodextrin，CD）或者其他由 α-1,4-糖苷键连接葡萄

糖聚合物的酶，其产物通常是 α-CD，β-CD 和 γ-CD 的混合物，这些种类的 CD

被广泛运用到食品、医药、化妆品和农业等多种行业中[55]。CGTase常用的改造

方法有定点突变和定点饱和突变，近年来使用定点突变对 CGTase进行改造的主
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要研究策略见表 1-3。 

表 1-3 CGTase定点突变的研究进展 

Table 1-3 Advances in site-directed mutation of CGTase 

基因来源 突变位点 改造结果 

B. circulans STB01 A599、Y633 突变体 A599N/Y633A 降低了混合

型产物抑制，使 CD的产率分别提升了

22.4%和 15.8%[56]。 

B. stearothermophilus E142、L277 突变体 E142P/L277M的 α-CD产

量是野生型的 1.7 g/L和 14.3%[57]。 

B. stearothermophilus E142、N355 突变体 E142P/N353A的 α-CD产

量分别提高了 9.65%和 15.62[58]。 

B. clarkii 7346 F91、Y186 F91N/L 活性分别提升至 18.72 和

19.32/ U/mg；Y186W的 γ-CD产物提升

至 94.6%[59]。 

Paenibacillus sp. Y100、S145、

Y167、A315 

Y100I、S145G 和 Y167H 产 β-CD

量提高；S145P、A315H/R/S产 γ-CD量

提高；A315D热稳定性提高[60]。 

Bacillus sp. G-825-6 Y211 突变体 Y211L产 γ-CD的质量分

数提升到 97%[61]。 

B. circulans STB01 N603 突变体 N603D 降低了混合型产物

抑制，单位酶的 CD产量比野生型提高

了 23.9%[62]。 

B. circulans STB01 L600 L600E/R降低了混合型产物抑制，

提升了 β-CD的产量[63]。 

B. circulans STB01 A315、D577 A315D 和 D577 将酶在 60 ℃的半

衰期分别提高了 80%和 130%[64]。 

B. circulans F183、F259 F183S/F259N酶活性比由野生型

的 1:90提升到 15:1[65]。 

 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

11 
 

续表 1-3 

基因来源 突变位点 改造结果 

Bacillus sp. FJAT-44876 G208 G208S在 60 ℃下热稳定半衰期提

高了 1.85倍[66]。 

Bacillus sp. Y112 R81 R81T使 α-CD和 β-CD所占比例

分别降低和提高了 8%、7%[67]。 

 

1.6 生物信息学 

1.6.1 生物信息学概念及发展史 

生物信息学是一门自 1990年美国启动人类基因组计划而兴起的交叉学科，

它将计算机和信息科学技术运用到生命科学，尤其是运用到分子生物学的研究中

[68]。随着计算机技术的的发展，生物信息学发展的势头愈加蓬勃，因此生物信息

学已经深入生命科学的方方面面。 

截止到今日，生物信息学的发展历程可大致分为三个阶段，20世纪 50年代

至 20世纪 80年代末位前基因组时代，这一时期研究者们开始使用计算机进行生

物数据的简单处理分析，初步建立生物数据库以和开发简单的检索工具等[69]。20

世纪 90年代至 21世纪初为基因组时代，这一时期完成了各种生物种类的基因组

序列测定，网络数据库系统逐步建立，交互界面工具也不断开发，以便更好地存

储和分析海量的基因组数据[70]。21 世纪初至今为后基因组时代，这一时期研究

重点转移到基因组学和蛋白质组学等方面，旨在从基因组和蛋白质组的水平上，

通过核酸、蛋白质序列等深入分析序列中表达的结构功能、基因调控网络和生化

代谢途径等生物信息为理解生命现象和疾病发生机制等提供更全面的视角[71]。 

 

1.6.2 生物信息学的研究方法 

生物信息学的主要包括两种研究方法，即一级序列研究和空间结构研究

[72]。序列的研究方法一般是以核酸或者氨基酸序列为基础，可通过 NCBI数据

库中的 BLAST板块的功能寻找同源序列，获得的同源序列可进行序列比对分

析其保守氨基酸位点，从而从已知蛋白推测未知蛋白的功能，这也为进一步的
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模型构建提供了基础[73-74]。蛋白质的空间结构决定着蛋白质的活性，因此对于

分子空间结构的研究也同等重要，但目前研究者们所分析的蛋白质结构的数量

远落后于现有蛋白质的数量。传统方法依赖实验测定高分辨率结构以实现对序

列空间的更广泛覆盖，但这一过程需要进行大量实验并不断试错，造成人力和

物力资源的浪费[75]。虽然电子低温显微镜以及用于结构测定的杂交和整合方法

领域取得了最新进展，加快了结构测定的速度，但已知蛋白质序列与实验测定

的蛋白质结构之间的差距仍在不断扩大[76]。因此，借助计算机模拟构建蛋白质

三维模型的技术十分重要，随着科技的飞速进步，该技术也愈加成熟，计算机

模拟构建蛋白三维模型的准确性也变得更高[77]。 

 

1.6.3 蛋白空间结构的构建方式 

生物信息学中用于预测蛋白质三维结构的最常用的方法是同源建模，除此之

外还有从头预测法和穿线法。同源建模是基于已知蛋白质的三维结构来预测未知

蛋白质结构的技术。常用的同源建模软件和在线网站有：SWISS-Model[78]、

Rosetta[79]、Modeller[80]和 FAMS[81]等，但同源建模的前提是未知蛋白要与已知结

构的蛋白具有较高的序列相似性，因此同源建模的局限性在于未知蛋白序列与已

知蛋白的同源性要高于 30%，因此同源建模并不适用于所有的蛋白质建模。从头

预测法是依据物理化学原理，从蛋白质的氨基酸序列出发，考虑氨基酸间相互作

用等因素，通过计算搜索能量最低的三维结构，适用于无已知同源结构的蛋白质，

但该方法的计算成本高，准确性有待提高[82]。穿线法可将目标蛋白序列与已知的

蛋白质结构模板库进行匹配，寻找最合适的结构模板来构建模型，可用于序列相

似性较低的情况，但该方法对模板库依赖大[83]。人工智能的兴起使蛋白质三维结

构的运算发展地更加准确和全面，其中代表产品是由 DeepMind开发 Alpha Fold，

它基于蛋白质的氨基酸序列，运用一系列算法流程来攻克蛋白质折叠难题。首先

对序列以及多序列比对进行特征提取，接着通过深度神经网络预测蛋白质结构进

行打分评估，最后生成蛋白质结构，整个过程有着极高的精确度[84]。除此之外，

在蛋白结构预测技术迅猛发展的进程中，像 Pymol[85]等可视化软件接连问世，这

些软件实现了蛋白结构的可视化呈现，让人们能够深入剖析结构信息，也为依照

需求对蛋白分子进行改造创造了条件。 
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1.6.4 分子对的接概述及其应用 

分子对接（Molecular docking）是运用生物信息学分析受体和配体间相互作

用的重要手段，它采用计算机模拟手段把小分子配体和生物大分子（蛋白质、核

酸等小分子物质）放在一起进行精准的空间位置匹配，同时分析它们之间的相互

作用情况，以此预测二者的结合方式和亲和力大小[86]。依据当前软件的对接模式，

对接方式主要有刚性对接、半柔性对接和柔性对接这三类，刚性对接技术主要用

于探寻蛋白质分子间的相互作用；半柔性对接和柔性对接则常常应用于研究小分

子化合物与其他物质的相互作用[87]。基于以上几种对接方式，相关方式的对接软

件陆续问世，如 GOLD、AutoDock Vina、Smina以及 Discovery Studio（DS）等。

这些软件均采用柔性分子对接保持蛋白质骨架固定不变同时为氨基酸残基赋予

一定的自由度，在明确相互作用力之后结合热力学实验，以达到更为精准地阐释

分子间相互作用机制的目的[88]。目前，分子对接主要运用在药物研发领域[89]、材

料科学领域[90]、酶学研究领域[91]和食品科学[92]等领域。 

 

1.6.5 定点突变概述及其应用 

定点突变（Site-directed mutagenesis）也是生物信息学在生命科学等研究领

域的技术手段之一，它基于 DNA 合成与 PCR 技术设计含有预期突变位点的寡

核苷酸引物，使其与模板 DNA 互补结合，在 DNA 聚合酶作用下以引物为起点

合成含有突变的DNA链，经过多轮复制实现对特定碱基的替换、插入或缺失[93]。

定点突变主要应用在生物医药和生物工程等研究领域，尤其是蛋白质结构与功能

研究中，是改造或者优化酶分子的有效手段。如 Yu等[94]基于分子对接和定点突

变技术改造细菌细胞中的二氯甲烷脱卤酶，使酶的活性大大提高，最优突变酶体

的活性比野生型增加了 52.8%。曾静等[95]通过蛋白质分子表面氨基酸突变策略有

效提高植酸酶的活性和热稳定性。Emruzi等[96]通过定点突变技术将源自 Serratia 

marcescens B4A 几丁质酶的 191 位的甘氨酸变为缬氨酸大大提高了几丁质酶的

热稳定性。贺志敏等[97]通过同源序列分析，确定可能影响虎杖聚酮合酶功能的 3

个氨基酸位点，采用定点突变对酶分子进行修饰提高了该酶的活性。 
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1.7 研究意义及内容 

1.7.1 研究意义 

（1）糖尿病现在已经成为继癌症和心脑血管疾病之外第二大影响人类生命

健康的慢性疾病且发展迅猛，国际糖尿病联盟发布的数据显示，全球截至 2022

年约有 5.37亿的糖尿病患者，其中 II型糖尿病患者占比高达 90%[98]。肾脏、视

网膜、心血管系统、神经元和肝脏功能障碍等并发症严重危害着人们的生命健康，

随着人民饮食作息的改变，糖尿病的发展趋势也愈加迅猛，因此对于阿卡波糖的

需求量也大大增加[99]。 

（2）阿卡波糖是首个被批准用于治疗糖尿病的 α-糖苷酶抑制剂，自 1990年

上市后凭借着效果好、安全性高和毒副作用小等优良的药理作用很快就占据了国

内外口服降糖药的市场[100]。目前，阿卡波糖主要是由游动放线菌发酵获得，但

由于放线菌在发酵过程中不稳定导致除了产生阿卡波糖外还会产生多种副产物

——即阿卡波糖同系物。此外，阿卡波糖的合成代谢过程是一个多酶级联的复杂

系统，近年来，研究者们多集中于对生产菌株的改造来改善阿卡波糖的产品质量，

而对各个酶的具体性质和功能涉猎较少。而 Acb D是一种十分重要的酶，它在阿

卡波糖的合成代谢中起着十分重要的作用，它不仅参与阿卡波糖的合成，还与几

种典型的同系物形成相关[25]。因此，明确该酶的催化结构和功能对于阿卡波糖及

其同系物的合成机制有着重要的意义。 

（3）目前，生物信息学的飞速发展可有效避免直接实验的盲目性，以计算

机模拟为基础的定点突变是酶分子改造的有效手段之一[101]。通过计算机辅助，

明确该酶与底物作用的活性口袋，对关键氨基酸位点进行突变，初步探索出一条

以提升 Acb D催化活性为导向的关键氨基酸改造路线。 

 

1.7.2 研究内容 

（1）使用 NCBI数据库挖掘得到基因 acb D，利用生物信息学软件分析相关

理化特性，随后从游动放线菌基因组中克隆得到 acb D，构建重组质粒 pColdII-

acb D，后导入到 E. coli BL21（DE3）中获得重组菌株 E. coli/acb D并对诱导条

件进行优化。 



安徽工程大学硕士学位论文 

15 
 

（2）测定重组 Acb D的反应进程、酶活性、最适温度及温度稳定性、最适

pH 等相关酶学性质；使用不同类型的单糖、寡糖及其衍生物，在最适反应条件

下研究 Acb D的转糖基偏好性。 

（3）分析 Acb D的三维模型，运用分子对接软件将 Acb D的三维结构与底

物分子对接，在对接的基础上获得酶与底物相互作用的氨基酸，并探索出一条以

提升 Acb D催化活性为导向的关键氨基酸改造路线。 

 

1.7.3 技术路线 

本研究主要技术方法及操作路线见图 1-4。 

 

图 1-4 技术路线图 

Figure 1-4 Technology roadmap 
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第 2 章 阿卡维基转移酶 Acb D 生物信息学分析及异源表达 

 

 

2.1 引言 

阿卡波糖（Acarbose）是一种 α-糖苷酶抑制剂，其不仅可竞争性抑制 α-糖苷

酶的活性调节患者餐后的血糖水平，还能显著降低由糖耐量异常转化为糖尿病的

风险，因此该药自 1990年上市之后就被广泛用于糖尿病的预防和治疗中[102]。放

线菌发酵生产阿卡波糖的过程十分复杂，涉及到多个酶的级联反应，其中 Hemker

等[32]在放线菌发酵液的上清中分离得到一种酶活性，经鉴定认为该酶是由 acb基

因簇中的 acb D基因编码的阿卡维基转移（Acarviosyltransferase，ATase）；研究

表明，该酶在放线菌发酵生产阿卡波糖的代谢过程中起着重要的作用，与阿卡波

糖及其同系物的形成相关，因此明确该酶的结构功能和催化性质对不仅对明确阿

卡波糖的代谢过程有重要意义，还能在为发酵液中杂质组分的控制提供研究基础。 

目前，国内外对于 Acb D研究报道较少，生物信息学的发展使得计算机在现

代生物学的研究中应用更广泛，可有效避免直接实验的盲目性[103]。本章借助计

算机辅助的酶挖掘和鉴定技术挖掘出游动放线菌基因组内的 Acb D 并通过生物

信息学分析其结构性质，构建重组工程菌株 E. coli/acb D 实现 Acb D 的异源表

达，为后续探究其催化特性提供实验基础。 

 

2.2 实验材料 

2.2.1 菌株及培养基 

菌种 Actinoplanes sp. SE50、含有空载表达质粒 pCold II的菌株 E. coli/pCold 

II由本实验室保藏；菌种 E. coli JM109和 E. coli BL21(DE3)购买自美国 Invitrogen

公司；克隆质粒 pMD18-T 购买自上海生工生物工程股份有限公司；表达质粒

pCold Ⅱ 购买自日本 TaKaRa公司，本章所用的培养基配方如下： 

LB培养基 （g/L）：胰蛋白胨 10、酵母提取物 5、NaCl 10，pH 6.5~7.0；固

体培养基另外添加琼脂 20。 

分离、斜面培养基（g/L）：蔗糖 30、蛋白胨 5、L-酪氨酸 1、KCl 0.5、 
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MgSO4·7H2O 0.5、K2HPO4·3H2O 1、琼脂 18，pH 7.0~7.3。 

种子培养基（g/L）：黄豆饼粉 40、丙三醇 20、玉米淀粉 10、CaCO3 2，pH 

6.4~7.0。 

摇瓶发酵培养基（g/L）：葡萄糖 23、麦芽糖 96、黄豆饼粉 10、CaCl2 3.5、

谷氨酸钠 5、K2HPO4·3H2O 1、丙三醇 5、CaCO3 3、FeCl3·6H2O 0.5，pH 6.4~6.7。

以上培养基均需在 121 ℃，25 min灭菌后使用。 

 

2.2.2 实验试剂 

细菌基因组 DNA快速抽提试剂盒、考马斯亮蓝 R250、氨苄青霉素钠（Amp）

和异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside，IPTG）：上海

生工生物工程股份有限公司；PCR-Advantage®GC 2 Kit、DNA连接试剂盒、DNA 

marker（250 bp）、胶回收试剂盒和限制性核酸内切酶 Nde Ⅰ和 Sal Ⅰ：日本 TaKaRa

公司；DNA纯化试剂盒和标签蛋白纯化试剂盒：碧云天生物技术有限公司；CaCl2、

Na2HPO4、NaH2PO4、甘氨酸、Tris、SDS、冰醋酸等国产分析纯试剂均购买自中

国医药集团有限公司。 

 

2.2.3 实验仪器 

表 2-1 主要实验仪器 

Table 2-1 Primary experimental instruments 

仪器名称 型号 生产厂家 

生物洁净工作台 VD650 苏净净化设备有限公司 

冷冻离心机 湘仪 TGL-16M 湖南湘仪 

电子分析天平 ME104E 梅特勒-托利多 

全自动蒸汽灭菌锅 HVE-50 日本 SANYD 

恒温培养箱 QZY-85BS 上海知楚仪器有限公司 

PCR仪 A300 杭州郎基科学仪器有限公司 

核酸电泳装置 DYY-6C 北京六一仪器厂 

凝胶成像系统 G: BOX iChemiXR Syngene 

电热恒温鼓风箱 DHG-9071A 上海申安 

PH计 FE20K 梅特勒-托利多 

超声波清洗机 KQ-500CDE 昆山市超声仪器有限公司 
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2.3 实验方法 

2.3.1 目的基因的确定 

经查阅文献获得 Actinoplanes sp. SE50在NCBI （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

数据库基因组注释结果 （CP023298.1），从 acb基因簇中筛选出 Acb D的编码基

因 acb D。 

 

2.3.2 Acb D 生物信息学分析 

使 用 在 线 网 站 SignalP 5.0 预 测 Acb D 的 信 号 肽 和 切 割 位 点

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-5.0/），接着使用网站 TargetP 1.1 预测亚

细胞定位（http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/）[104]。根据 SignalP 5.0的预测

结果去除 Acb D信号肽后借助 Protparam计算理论相对分子质量、氨基酸数目、

理论 pI、原子组成和不稳定指数等（http://web.expasy.org/protparam/）；使用

NetPhos-3.1（https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/）预测分析 Acb 

D的磷酸化位点；利用 NCBI工具栏中的 CDD数据库分析 Acb D所属的蛋白超

家族类别及保守结构域（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/），接着使用Alphafold v2.3.2

对 Acb D 进行同源建模（http://easy2md.com/ Alphafold2/），构建的模型使用

SAVES 6.0中的 PROCHECK模块评估质量（http://services.mbi.ucla.edu/）；使用

Caver 3.0预测 Acb D底物结合口袋（http://caver.cz）；借助软件 Amber 22开展分

子动力学模拟，用 pdb4amber 去除氢键后采用 ff19SB 力场用于计算系统的力场

参数[105]。然后，使用 TIP3P水模型进行溶剂化并添加抗衡离子（Na+/Cl
－）来中

和系统，系统能量最小化后在 500 ps以内将系统从 0 K分别加热到 303（30 ℃）

和 323 K（50 ℃）。在规范集合系综中进行体系限制，然后在各自温度下进行预

平衡，接着在等温等压系统中进行 100 ns分子模拟以保持周期性边界条件，最后

使用 AmberTools23 分析动力学结果重原子的根均方偏差（Root-mean-square 

deviation，RMSD）。 

 

2.3.3 放线菌全基因组提取 

将-80 ℃保存的菌株取出于 4 ℃解冻，在分离、斜面培养基上采用划线法接

种，于 28 ℃，50% RH的恒温恒湿摇床中倒置培养 5~7天（d），接着使用接种

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/），接着使用Alphafold%20v2.3.2对ATase
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/），接着使用Alphafold%20v2.3.2对ATase
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铲刮出约 1 cm2大小菌落接至种子培养基中，于 28 ℃，50% RH，220 rpm恒温

恒湿摇床中震荡培养 48 h 后用于后续基因组提取，提取放线菌全基因组的具体

步骤如下：取 1 mL培养好的菌液至 1.5 mL离心管中，室温，8,000 rpm，离心 1 

min后弃上清收集菌体。加入 180 μL溶菌酶使收集的菌体重悬，37 ℃，水浴 40 

min后加入 400 μL Buffer的 Digestion并使用移液枪吹打混匀，于 65 ℃的水浴锅

中放置 1 h至细胞全部裂解。接着，加入等体积的异丙醇，上下温和颠倒 5~8次

使之与细胞裂解液混匀，放置 2~3 min后 10,000 rpm离心 5 min后弃上清。加入

1 mL 75%无水乙醇，颠倒漂洗 1~3 min，10,000 rpm离心 5 min，去上清，随后将

此步骤重复一次。最后，将离心管盖子打开倒置 5~10 min 使残留的乙醇全部挥

发，所得 DNA用 50~100 μL的 TE Buffer溶解，用于下一步实验。 

 

2.3.4 目的基因的克隆 

根据基因 acb D的序列，结合 pCold II多克隆位点的序列特征设计 PCR特

异性引物，本章所用到的所有引物序列见表 2-2，具体 PCR反应条件见 PCR-Ad

vantage®GC 2 Kit 操作说明书（https://www.takarabio.com/documents/User%20M

anual/PT3316/PT3316-2），扩增结束后采用琼脂糖凝胶电泳验证，将验证正确的

基因条带切胶回收，操作步骤见 SanPrep柱式 DNA胶回收试剂盒说明书。 

表 2-2 实验所用引物 

Table 2-2 Primers used in the experiment 

引物名称 序列（5′→3′） 用途 

acb D-F1 CATATGGCGGGCGCGAGTGCGGTTGT 扩增有信号肽 Acb D

的特异引物 acb D-R1 GTCGACTAGCGCTGCCAGGTCAGGGTC 

acb D-F2 CATATGGTTCAGCGCCATGCGCGC 扩增无信号肽 Acb D

的特异引物 acb D-R2 GTCGACTAGCGCTGCCAGGTCAGGGTC 

pMD18-F CAGGAAACAGCTATGAC 菌落 PCR鉴定通用引

物 pMD18-R GTTTTCCCAGTCACGAC 

pCold Ⅱ-F ACGCCATATCGCCGAAAGG 菌落 PCR鉴定通用引

物 pCold Ⅱ-R GGCAGGGATCTTAGATTCTG 

注：下划线分别为 Nde Ⅰ和 Sal Ⅰ的酶切位点，由于本基因的 GC比含量较高，约为 70%，因

此在 PCR时使用 PCR-Advantage®GC 2 Kit。 
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2.3.5 克隆载体的构建 

切胶回收后的产物与 pMD18-T相连，连接体系与反应条件见表 2-3。 

表 2-3 DNA连接体系 

Table 2-3 DNA link system  

试剂 体积（μL） 

pMD18-T 1.0 

胶回收产物 1.0 

DNA Ligation Kit 5.0 

灭菌水 3.0 

 

感受态的制备：（1）挑取过夜培养的 E. coli JM109菌落于装有 5 mL LB液

体培养基的试管中 220 rpm，37 ℃过夜培养；（2）将过夜培养的 E. coli JM109菌

液以 1%的接种量转接到含 100 mL LB液体培养基的三角瓶中，220 rpm，37 ℃

培养至 OD值为 0.4~0.5；（3）将 0.1 M CaCl2溶液和 0.1 M CaCl2-15%甘油于冰

上预冷，后续所有操作步骤均在无菌工作台和冰上；（4）将菌液分装到两个 50 

mL灭菌的离心管中，于冰上放置超 10 min；（5）4 ℃，4,000 rpm离心 5 min；

（6）离心后弃上清，每个离心管中加入 20 mL 预冷的 CaCl2，使用移液枪吹打

混匀使细胞重悬，于冰上放置 20 min；（7）4 ℃，4,000 rpm离心 5 min；（8）离

心后弃上清，每个离心管中加入 2 mL预冷的 0.1 M CaCl2-15%甘油，使用移液枪

吹打混匀使细胞重悬；（8）分装 100 μL至灭菌的 1.5 mL离心管中放于-80 ℃用

于后续转化实验。 

蓝白斑的筛选：（1）微波炉中加热溶解 LB固体培养基，至温度冷却至手背

可以接受时的温度时加入终浓度为 1 mM 的 Amp 抗性；（2）再加入 20 μL 200 

mg/mL的 IPTG和 100 μL 20 mg/mL的 X-Gal将三者混匀后倒平板，倒好的平板

避光正置使培养基充分吸收药品；（3）从-80 ℃取出保存的感受细胞放至冰上融

化，加入 10 μL的连接产物，轻轻吹打混匀，冰上放置 30 min，接着在 42 ℃水

浴锅中热激 80 s，此过程切勿摇动试管；（4）热激结束后将离心管移至冰上放置

10 min；（5）往离心管中 400 μL的 LB液体培养基，37 ℃、220 rpm培养 1 h使

菌体复苏；（6）复苏后的菌体于室温下 6,000 rpm离心 5 min，弃 400 μL上清液

后使用移液枪吹打混匀；（7）将混匀后的菌体涂布至平板上，37℃培养箱中正置
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培养 1 h后倒置过夜。 

转化子的检测：（1）在超净工作台中用白色枪头在过夜培养的平板上挑取 1

个蓝斑（对照）和若干个白斑，接种到含 5 mL LB液体培养基（Amp终浓度为

1 mM）的试管中；（2）将试管放入摇床中 37 ℃、220 rpm培养 5 h；（3）按照表

2-4配制菌液 PCR的反应体系。 

表 2-4 菌液 PCR反应体系 

Table 2-4 PCR system of bacterial solution 

试剂 体积 条件 

ddH2O 17.25 预变性：95 ℃ 5 min 

10 x Ex Taq Buffer 2.5 变性：95 ℃ 30 s 

dNTP 3.0 退火：47 ℃ 30 s 

pMD 18-F 0.5 延伸：72 ℃ 1 min 

pMD 18-R 0.5 30个循环 

菌液 1.0 充分延伸：10 min 

rTaq聚合酶 0.25 保存：4 ℃ 

PCR反应完成后进行琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，将菌液 PCR验证正确的克隆质粒

命名为 pMD18-T-acb D，送至测序公司测序。 

 

2.3.6 表达载体的构建 

提取克隆载体 pMD18-T-acb D，分别用 Nde Ⅰ和 Sal Ⅰ处理质粒 pCold Ⅱ和克

隆载体 pMD18-T-acb D，双酶切反应体系见表 2-5。 

表 2-5 双酶切反应体系 

Table 2-5 Double enzyme digestion reaction system 

反应体系 pCold Ⅱ（20 μL） pMD18-T-acb D（20 μL） 

10 x H Buffer 2 2 

超纯水 16 16 

Nde Ⅰ 1 1 

Sal Ⅰ 1 1 

 

接着，将双酶切后的产物分别使用试剂盒纯化，纯化步骤如下：（1）往 DNA

样品中加入与样品等体积的溶液 I 使二者混匀；（2）把混匀后的样品移至 DNA
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纯化柱内，室温放置 1 min。通常室温放置数秒待溶液浸润到纯化柱中即可；（3）

室温，12,000 rpm，离心 1 min后倒掉收集管内的液体；（4）加入 700 μL溶液 II

至 DNA纯化柱内，室温放置 1 min；（5）12,000 rpm离心 1min，此步骤是为了

洗去杂质，离心后弃去收集管内的液体；（6）加入 500 μL溶液 II，12,000 rpm离

心 1 min，此步骤是为了进一步洗去杂质，倒掉收集管内的液体；（7）12,000 rpm，

离心 1 min，此步骤是为了去除残留液体并让乙醇充分挥发；（8）将 DNA 纯化

柱置于一个干净的 1.5 mL离心管上，往管内柱面上加入 30 μL溶液 III，放置 1 

min；（9）12,000 rpm离心 1 min后得到的液体即为高纯度 DNA，接着将纯化后

的产物按照表 2-6的体系于 17 ℃反应过夜。 

表 2-6 DNA连接体系 

Table 2-6 DNA link system 

试剂 体积（μL） 

纯化的 pCold Ⅱ 5.0 

纯化的基因片段 3.0 

T4 DNA Ligase 1.0 

10 x T4 DNA Ligase Buffer 1.0 

 

按照 2.3.5所述的方法制备 E. coli BL21(DE3)感受态细胞并进行转化，采用

Amp抗性平板筛选重组子，在过夜培养的平板上挑取数个单菌落，按照表 2-4的

体系用菌液 PCR 验证，通用引物 pMD 18-F/pMD 18-R 改为通用引物 pCold II-

F/pCold II-R；退火温度变成 53 ℃，其他条件相同。待 PCR结束后采取琼脂糖凝

胶电泳验证，验证正确的结果送至测序公司测序，将测序正确的菌株命名为 E. 

coli/acb D。 

 

2.3.7 重组菌株的诱导表达 

以 1%的接种量将保藏的 E. coli/acb D接种至 5 mL LB的液体培养基（Amp

终浓度为 1 mM），37 ℃、220 rpm过夜培养。将过夜培养的种子液，以 1%的接

种量接种至 100 mL LB的锥形瓶中，待培养至 OD600值为 0.6时加入 IPTG（终

浓度为 0.4 mM），15 ℃，220 rpm诱导表达 24 h后离心收集菌体（12,000 rpm，

2 min）。接下来将收集的菌体用 Na2HPO4-NaH2PO4缓冲液（100 mM，pH 7.5， 
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1 mM Ca2+）重悬，后将菌液稀释至 OD600达到 7.5时经超声波破碎，超声条件为

功率 30%、超声开 3 s关 5 s，总时间为 30 min。将超声破碎后的菌体使用冷冻

干燥离心机在 4 ℃离心（12,000 rpm，5 min），离心后通过亲和层析获得纯酶，

具体纯化操作步骤见标签蛋白纯化试剂盒说明书，接着使用 SDS-PAGE 分析目

的蛋白的表达情况。 

 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 基本理化性质分析 

根据 SignalP 5.0预测的结果可知 Acb D存在信号肽，Sec/SPI存在的概率为

0.9569。切割位点可能位于第 26 个氨基酸和 27 个氨基酸之间，见图 2-1，后续

用于分析的序列均为去除信号肽的序列。 

 

图 2-1 信号肽及其切割位点 

Figure 2-1 Signal peptide analysis 

 

蛋白质的磷酸化对于酶蛋白本身有许多重要意义，许多酶蛋白的活性可通过

磷酸化位点的磷酸化与去磷酸化来调节，比如糖原合成酶，其特定丝氨酸残基磷

酸化后会失去活性，从而抑制糖原合成；一些蛋白质通过磷酸化位点的修饰来改

变自身的定位，比如细胞周期蛋白 B在间期时，其 Thr14和 Tyr15位点磷酸化，

使它滞留在细胞质中[106-107]。Acb D的磷酸化位点预测结果见图 2-2，图 2-2中的

Threshold 代表着磷酸化位点的基准线，当氨基酸的数值超过基准线说明在此处

存在着磷酸化位点，Serine 为丝氨酸，Threonine 为苏氨酸，Tyrosine 为色氨酸。

由图 2-2中可以看出，Acb D存在着多个磷酸化位点，其中丝氨酸的磷酸位点位
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于 4、15、30、87、172、239、243、250、266、280、292、302、377、406、505、

539、581、614、640和 645位氨基酸上；苏氨酸的磷酸化位点位于 26、70、120、

143、289、296、313、325、337、358、473、491、529、542、561、590、593、

683、691和 695位氨基酸上；色氨酸的磷酸位点位于 159、189、193、270、288、

368、384、396、417、430、465和 682位氨基酸上，推测存在多个磷酸化位点的

原因可能是由于 Acb D蛋白的跨膜运输。 

 

图 2-2 磷酸化位点分析结果 

Figure 2-2 Analysis results of the phosphorylation sites 

 

根据 Protparam 分析结果可知，Acb D 分子式为 C3324H5068N940O1048S12，由

698个氨基酸组成。其分子量为 75,351.20 Da；理论等电点为 5.02，偏酸性；带

负电荷即 Asp和 Glu 共 82个，带正电荷即 Arg与 Lys共 58个；失稳指数是判

断蛋白质分子是否为稳定蛋白的一个重要参数，当失稳指数值大于 40时，就可

判定该蛋白是一个不稳定蛋白，当失稳指数值小于 40时，就可判定该蛋白是一

个稳定蛋白，分析显示 Acb D的不稳定指数为 24.37，可判断 Acb D是一个稳定

蛋白；疏水性指数（GRAVY）的值与蛋白的亲疏水性相关，蛋白的 GRAVY 值

大于 0时可判定蛋白为疏水蛋白，蛋白的 GRAVY值小于 0时可判断蛋白为亲水

蛋白，预测结果表明 Acb D的 GRAVY值为-0.440，该值小于 0，可判断 Acb D

是一个亲水蛋白，其各个氨基酸位点亲水值见图 2-3；TargetP 1.1 亚细胞定位显

示 Acb D分布在细胞外。 
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图 2-3 疏水性分析 

Figure 2-3 Hydrophobicity analysis 

 

2.4.2 一级序列分析 

使用 NCBI的 CDD数据库预测 Acb D的结构域，结果见图 2-4，由图 2-4可

知序列 17~411个氨基酸属于 α-淀粉酶（GH13）超家族，其特定匹配在 CGTase

区域。α-淀粉酶家族均含有 A、B、C 三个保守结构域，而 CGTase 除 α-淀粉酶

家族共有的三个结构域外，还具有两个特有的结构域 D和 E（CBM20），已有的

研究表明 Acb D和 CGTase有着五个相同的结构域[108]。保守结构域中的关键氨

基酸位点是高度保守的，A域是由 8个 α-螺旋和 8个 β-折叠组成的（β/α）8桶状

催化域，B是位于 A域第三个 α-螺旋和 β-折叠之间的一个环状区域，A与 B域

之间存在一个活性位点裂隙，由催化三联体（Asp、Glu和 Asp）组成，该三联体

在所有 α-淀粉酶中高度保守[109]。保守的钙离子结合位点位于 A域和 B域之间的

界面上，它的作用是稳定酶与底物的结合裂隙[110]。C 域是 β-片状结构，其包含

一个麦芽糖结合位点，可推测在 Acb D的 C 域也可与某些糖及其取代物结合。

氨基酸序列 421~508个氨基酸是 α-淀粉酶的 C端结构域[11-112]。序列 514~593个

氨基酸是与CGTase相似的D结构域，该结构域的功能尚未明确[113]。序列595~684

个氨基酸是 CBM20域，也称淀粉结构域，该结构存在于大量淀粉降解酶中[114]。 

 
图 2-4 保守结构域预测 

Figure 2-4 Conservative domain prediction 
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2.4.3 同源建模及模型结构评估 

研究表明，蛋白质的一级结构决定其空间结构，空间结构继而影响着蛋白质

的活性功能，因此模型的构建对酶蛋白活性功能的研究有重要意义[115]。以 Acb 

D的一级序列为基础，使用 Alphafold v2.3.2对 Acb D的空间结构进行建模，建

模后的模型结构见图 2-5。 

 

图 2-5 Acb D的三维结构 

Figure 2-5 Three-dimensional structure of Acb D 

 

使用 SAVES 6.0中 PROCHECK的板块来评估同源建模后的模型质量，拉式

图可通过展示氨基酸残基在空间中可能的构型帮助评估蛋白质构型的合理性。根

据拉氏图分析结果可知，建模的模型有 99.7%氨基酸残基落在允许区和最大允许

区，表明该同源建模模型的质量可信度较高，模型评估的拉式图见图 2-6。随后，

使用 Caver 3.0预测该模型的底物结合口袋，结果显示 Acb D的底物结合口袋可

能位于 A结构域和 B结构域之间，该结果同保守结构域的预测结果一致。 

 
图 2-6 Acb D的三维结构 

Figure 2-6 Three-dimensional structure of Acb D 
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2.4.4 分子动力学模拟 

通过分子动力学的模拟可初步预测蛋白质自身的热稳定性质，蛋白自身的温

度性质与功能活性有着密切的关系。在动力学模拟的参数中，RMSD值表示在特

定条件下蛋白质的构象与原始结构之间的平均偏差，RMSD 值越小说明蛋白质

的结构就越稳定[116]。如图 2-7所示，在体系趋于平衡时 Acb D在 30 ℃（303 K）

的 RMSD值比在 50 ℃（323 K）的值低且变化幅度小，说明 Acb D在 30 ℃的环

境中结构较为稳定。 

 

图 2-7 阿卡波糖的反应进程 

Figure 2-7 Reaction process of acarbose 

 

2.4.5 目的基因的扩增 

以提取的游动放线菌全基因组为模板，acb D-F1/acb D-R1和 acb D-F2/acb D-

R2引物分别扩增有信号肽和无信号肽的 acb D 基因。扩增后的结果采用琼脂糖

凝胶电泳检测，结果显示分别在 2100 bp和 2000 bp处有目的条带（检测结果见

图 2-8），说明基因 acb D成功被克隆出，将目的片段切胶回收，为后续实验做准

备。 
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泳道M：Maeker; 泳道 1：有信号肽的 acb D; 泳道 2：无信号肽的 acb D 

图 2-8 核酸电泳检测结果 

Figure 2-8 Nucleic acid electrophoresis detection result 

 

2.4.6 重组菌株的构建 

提取测序结果正确的克隆质粒 pMD 18-T-acb D，按照表 2-5 中的反应体系

使用限制酶 Nde I和 Sal I分别将其和 pCold II进行双酶切，反应完成后按表 2-6

中的反应体系将二者连接。接着，将构建好的表达质粒 pCold II-acb D转化至提

前制备好的 E.coli BL21（DE3）感受态细胞中，使用含 Amp抗性的 LB 平板对

筛选重组子，挑取过夜培养的单菌落至 5 mL LB液体培养基中（Amp终浓度为

1 mM），37 ℃、220 rpm摇床中培养 4~5 h，用通用引物 pCold II-F/pCold II-R进

行菌液 PCR，PCR 结束采用琼脂糖凝胶电泳检测，由图 2-9 可知在 2100 bp 和

2000 bp处均有目的条带，表明重组菌株 E. coli/acb D构建成功。 

 
泳道M：Maeker; 泳道 1：有信号肽的 acb D; 泳道 2：无信号肽的 acb D 

图 2-9 菌液 PCR结果 

Figure 2-9 Bacterial liquid PCR result 
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2.4.7 重组菌株的诱导表达结果 

将重组菌株 E. coli/acb D诱导表达 24 h后收集菌体，收集的菌体使用磷酸

盐缓冲液重悬，使用 SDS-PAGE检测重组蛋白的表达情况。由图 2-10可知，对

比泳道 1，泳道 2在 78.1 kDa处出现了蛋白的过量表达，由此可知，重组蛋白在

E. coli BL21（DE3）中成功实现了异源表达，但通过对比泳道 2和泳道 3发现，

重组蛋白在上清中存在的量较少，大部分以包涵体的形式存在，后续对去除信号

肽的蛋白及表达条件进行探索。 

 
M: 蛋白质 marker; 泳道 1: E. coli/pCold Ⅱ全细胞; 泳道 2: E. coli/acb D全细胞; 泳道 3: E. 

coli/acb D破碎上清 

图 2-10 SDS-PAGE分析结果 

Figure 2-10 SDS-PAGE analysis of recombinant Acb D expressed in E. coli/acb D 

 

2.5 本章小结 

通过 NCBI挖掘获得 Acb D蛋白的编码基因 acb D，借助生物信息学手段预

测其理化性质并对一级序列和空间结构进行分析。通过信号肽分析可知，Acb D

存在信号肽，切割位点位于第 26~27 个氨基酸之间；基本理化性质分析可知，

Acb D、由 698个氨基酸组成，其分子量为 75,351.20 Da；理论等电点为 5.02，

偏酸性，是一个稳定的亲水蛋白；通过 TargetP 1.1亚细胞定位分析显示 Acb D分

布在细胞外；通过 NetPhos-3.1网站分析结果可知，Acb D存在着多个糖基化位

点；通过一级序列分析结果显示，Acb D与 CGTase的同源性最高，与 CGTase一

样有着相同的五个结构域。接着，使用 Alphafold v2.3.2对 Acb D进行同源建模

并采用 SAVES 6.0来评估建模结构；Caver 3.0预测 Acb D的底物结合口袋可能

位于 A结构域和 B 结构域之间，这与保守结构域的预测结果一致；使用分子动

力学软件对 Acb D的温度稳定进行模拟，结果发现 Acb D在 30 ℃的环境中较为

稳定。随后，对 acb D基因进行克隆以 pCold II为载体将其转化至 E. coli BL21



安徽工程大学硕士学位论文 

30 
 

（DE3），诱导表达的结果使用 SDS-PAGE检测，成功实现了 acb D基因在 E. coli 

BL21（DE3）的异源表达。 
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第 3 章 重组 Acb D 酶学性质测定及转糖基活性分析 

 

 

3.1 引言 

阿卡维基转移酶（Acarviosyltransferase，ATase）是唯一能够以阿卡波糖为底

物的糖基转移酶且不受阿卡波糖的抑制，其具体功能是将多种寡糖类物质转移到

阿卡维基上与阿卡波糖及其同系物的形成相关，在游动放线菌发酵生产阿卡波糖

的代谢过程中起着关键作用[32]。由于基因组学和代谢组学等方面技术的发展，阿

卡波糖的生产菌株的全基因组也已被公布，因此阿卡波糖的代谢路径也逐步明晰，

其中参与到代谢途径中各个酶的基因和功能也被发掘出来[117]。但目前为止，有

关 Acb D 的催化功能和机制在国内外却鲜有人研究，因此明确该酶的功能对进

一步完善微生物生产阿卡波糖的代谢途径有重要意义[118]。此外，经市场调查可

知该酶与阿卡波糖同系物的形成相关，各个杂质组分标品的价格在每 10 mg几千

至几万元不等，因此明确该酶的催化机制和性能，探究该酶与阿卡波糖及其同系

物间的形成关系不仅可以提升阿卡波糖的产品质量，在杂质组分标品的售卖方面

也具有广阔的市场。 

前两章我们借助生物信息学分析初步预测了该酶的理化性质和模型结构，通

过基因表达操作手段获得了重组菌株 E. coli/acb D，在本章我们将优化重组 Acb 

D的诱导表达条件，随后确定活检测方法，继而探索反应时间、反应温度、pH和

不同糖基供体的条件下对重组酶催化活性产生的影响。 

 

3.2 实验材料 

3.2.1 菌株及培养基 

含有空载表达质粒 pCold II的菌株 E. coli/pCold II和含有基因 acb D的重组

菌株 E. coli/acb D由本实验室保藏，本章所用的培养基配方如下： 

LB培养基 （g/L）：胰蛋白胨 10、酵母提取物 5、NaCl 10，pH 6.5~7.0；固

体培养基另外添加琼脂 20。培养基需在 121 ℃，25 min灭菌后使用。 
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3.2.2 实验试剂 

醋酸钠、冰醋酸、Na2HPO4、NaH2PO4、NaOH 等国产分析纯试剂均购买自

中国医药集团有限公司，另本章所用到的所有糖基供体见表 3-1，均购买自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司。 

表 3-1 糖基供体汇总 

Table 3-1 Summary of glycosyl donors 

类别 名称 CAS No. 

单糖 D-葡萄糖 50-99-7 

L-葡萄糖 921-60-8 

D-木糖 58-86-6 

L-木糖 609-06-3 

D-果糖 7660-25-5 

L-阿拉伯糖 5328-37-0 

D-甘露糖 3458-28-4 

L-鼠李糖 10485-94-6 

L-山梨糖 87-79-6 

双糖 麦芽糖 69-79-4 

木二糖 6860-47-5 

D-纤维二糖 528-50-7 

D-蔗糖 57-50-1 

D-海藻糖 99-20-7 

D-乳糖 63-42-3 

三糖 麦芽三糖 1109-28-0 

棉子糖 512-69-6 

糖类衍生物 2-脱氧-D-葡萄糖 154-17-6 

α-D-甲基葡糖苷 97-30-3 

D-水杨苷 138-52-3 

麦芽糖醇 585-88-6 
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3.2.3 实验仪器 

本章所用到的主要仪器见表 3-2，其他重复仪器见表 2-1。 

表 3-2 主要仪器 

Table 3-2 Primary instruments 

仪器名称 型号 生产厂家 

恒温水浴摇床 WS-100 杭州佑宁仪器有限公司 

蛋白电泳装置 PowerPacTM 美国Bio-Rad公司 

全自动雪花制冰机 IMS-20 常熟市雪科电器有限公司 

超声波清洗机 KQ-500CDE 昆山市超声仪器有限公司 

超声波细胞破碎仪 JY92-IIDN 宁波新芝生物技术股份有限公司 

色谱柱 Hypersil APS-2NH2 美国赛默飞世尔科技公司 

高效液相色谱仪 2695 美国Waters公司 

 

3.3 实验方法 

3.3.1 诱导条件的优化 

前期的实验构建了重组菌株 E. coli/acb D，但诱导表达后重组蛋白大部分都

以包涵体的形式存在。经查阅文献得知信号肽的存在与包涵体的形成有密切的关

系[119]。根据前期的预测结果显示 Acb D可能存在信号肽，因此后续我们将氨基

酸序列的原始密码子输入相关网站 （JAVA Codon Adaptation Tool）根据大肠杆菌

对密码子的偏好性对密码子进行优化并对重组菌株进行了诱导表达。此外，包涵

体的形成与蛋白生产的速度也有着很大的关系，因此在后续的实验，我们分别将

诱导剂的终浓度设为 0.4 mM、0.3 mM、0.2 mM、0.1 mM和 0.05 mM，诱导表达

后再次使用 SDS-PAGE观察目的蛋白的表达情况。 

 

3.3.2 酶活检测的条件的建立 

重组 Acb D 的活性检测方法采用高效液相色谱，外标法，其检测条件为：

Thermon Fisher Hypersil APS-2NH2色谱柱（250 × 4.6 mm，Φ 5 μm），流动相为

KH2PO4-Na2HPO4（3.16 mM，pH=6.8）:乙腈 = 30:70（v/v），紫外检测波长 210 

nm，流速 1.0 mL/min、柱温为 40 ℃、进样体积 10 μL，在以上检测条件下阿卡
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波糖的保留时间约为 13 min。本文中，酶活力定义为在测定条件下每 h消耗 1 μg

阿卡波糖所需要的酶量为一个活力单位（U）。 

 

3.3.3 反应进程的考察 

同时以阿卡波糖和麦芽三糖为底物，反应体系的构建参考前期报道的方法为

基础稍作修改[49]：6 mL 的底物溶液（含有阿卡波糖和麦芽三糖，终浓度均为 2 

mg/mL），加入 4 mL酶液在 25 ℃、pH 7.5、水浴摇床震荡下反应 24 h，期间分

别在 0 h、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h和 24 h取样 600 μL，每个样加入 600 μL无

水乙醇终止反应。反应液离心（12,000 rpm，5 min）后获得的上清经 0.22 μm滤

膜过滤后采用 HPLC检测阿卡波糖的剩余量，绘制反应时间-阿卡波糖浓度曲线。 

 

3.3.4 重组 Acb D 最适温度和温度稳定性考察 

为确定重组蛋白的最适催化温度，按照 3.3.3 所构建的催化体系，反应时间

与温度范围分别设置为 20 h和 15~45 ℃ （间 5 ℃），测定酶液的比活力，设活

性最高者即最适温度下 Acb D的比活力为 100%，绘制温度-相对比活力曲线。关

于温度稳定性方面，将酶液在 15~45 ℃（每间 5 ℃）环境下保温 5 h，后按照

3.3.3所述构建的催化体系在最适温度下反应 20 h，分别测定酶液的剩余比活力，

将未经保温处理的酶液比活力设为 100%，绘制温度-相对比活力曲线。 

 

3.3.5 重组 Acb D 最适 pH 的考察 

为确定重组 Acb D 的最适反应 pH，分别配制 100 mM 的醋酸钠-醋酸（pH 

4.0~6.0）、Na2HPO4-NaH2PO4 （pH 6.0~8.0）和 NaOH-甘氨酸（pH 8.0~10.0）缓冲

液（均含 1 mM Ca2+），按照 2.3.6所述的实验方法分别制备酶液，在最适温度下

反应 20 h后测定比酶活，设酶活性活性最高者，即最适 pH下 Acb D的比活力

为 100%，绘制 pH-相对比活力曲线。 

 

3.3.6 重组 Acb D 催化不同糖基供体的活性测定 

为了进一步探究重组 Acb D 的底物谱，即探究该酶在不同糖基供体下催化

活性的差异，将原本催化体系中的麦芽三糖分别替换为 21种常见单、双、三糖
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以及糖类衍生物（表 3-1），各个底物组分的终浓度均为 2 mg/mL，按照 3.3.3所

述构建反应体系并置于最适温度和 pH下反应 20 h，反应结束后测定比活力，并

以麦芽三糖作糖基供体时 Acb D的活力为标准（100%）计算相对值。 

 

3.4 实验结果 

3.4.1 密码子的优化 

密码子优化是一种通过增加靶基因的翻译效率来提高生物体内蛋白质表达

水平的新技术。通常会通过避免稀有密码子，利用偏爱密码子（Preferred codons)、

简化 mRNA 的二级结构、优化重复序列、消除限制酶切位点、调整 GC 含量等

方法重新设计基因，以提高翻译效率，进而提高蛋白表达水平[120]。密码子优化

主要利用原理是不同的物种编码某氨基酸所使用的密码子偏好性不同，主要原因

是不同物种内氨基酸对应的 tRNA丰度不同，但若在进行密码子优化的时候仅仅

把密码子同义替换为该物种密码子对应 tRNA浓度最高的那个密码子，往往起不

到最佳效果，有可能还适得其反[121]。密码子适应指数（Codon adaptation index，

CAI）是衡量基因密码子使用偏好与宿主细胞密码子偏好适配程度的重要指标，

常用于评估基因在特定宿主中的表达潜力，图 3-1为优化前后的密码子适应指数

[122]。 

 

图 3-1 密码子适应指数 

Figure 3-1 Codon adaptation index 

 

最优密码子频率（Frequency of optimal codons，FOP）是衡量基因中最优密

码子使用情况的指标，是指在某物种高表达基因中使用频率最高的密码子，也有

人将一个氨基酸的最优密码子定义为具有最大数量的带有其反密码子 tRNA 基
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因的密码子[123]。FOP 指最优密码子在基因中出现的频率，它在一定程度上能反

映外源基因在宿主细胞中的表达情况。FOP值越高，说明该基因中最优密码子的

使用频率越高，这表明该基因在宿主细胞中的翻译效率可能越高，就越有利于基

因表达；反之，FOP值低可能意味着基因表达效率相对较低，图 3-2为优化前后

的最优密码子频率。 

 

图 3-2 最优密码子频率 

Figure 3-2 Frequency of optimal codons 

 

3.4.2 诱导剂浓度的优化 

包涵体是指在某些细胞内，因生物大分子如蛋白质等聚集而形成的具有一定

形态的结构。一方面，存在信号肽的蛋白质由于原核宿主细胞不能识别信号肽，

就容易形成包涵体。另一方面，在蛋白表达过程中蛋白表达量过高，细胞内折叠

机制负担过重，新生肽链不能及时正确折叠也会相互聚集形成包涵体[124]。在基

因水平上去除信号肽后，诱导剂的浓度会直接影响着蛋白表达的速度，这和包涵

体的形成可能会存在极大的关系。由图 3-3可知，将 IPTG的终浓度分别设为 0.4 

mM、0.3 mM、0.2 mM、0.1 mM和 0.05 mM时，发现随着 IPTG终浓度的降低

全细胞的蛋白表达量在降低，但蛋白可溶性表达含量在逐步增高，并且在 IPTG

终浓度为 0.1 mM时达到最大值，最终确定添加 IPTG的终浓度为 0.1 mM，后续

诱导蛋白表达时 IPTG的终浓度均为 0.1 mM。 
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M:Marker; 泳道 1：对照；泳道 2：全细胞（IPTG终浓度 0.4 mM）；泳道 3：破碎上清

（0.4 mM）；泳道 4：破碎上清（0.3 mM）；泳道 5：破碎上清（0.3 mM） 

 

M:Marker; 泳道 1：对照；泳道 2：全细胞（0.1 mM）；泳道 3：破碎上清（0.1 mM）泳道

4：全细胞（0.05 mM）；泳道 5：破碎上清（0.05 mM） 

图 3-3 不同 IPTG浓度的 SDS-PAGE分析结果 

Figure 3-3 SDS-PAGE analysis results of different IPTG concentrations 

 

3.4.3 信号肽对重组蛋白可溶性表达的影响 

由 SignalP 5.0预测结果显示 Acb D可能存在信号肽，研究表明，信号肽的

主要功能是引导蛋白质到特定的细胞位置进行分泌或跨膜运输，若信号肽序列异

常或与宿主细胞内的转运机制不匹配，蛋白质就可能无法正确定位到合适的细胞

器或细胞外空间，而在细胞质等不适当的位置积累，进而增加聚集形成包涵体的

概率[125]。将未去除信号肽序列的基因分别在 E. coli BL21（DE3）异源表达后并

诱导出重组蛋白，诱导后的蛋白借助软件 Quantity One 分析 SDS-PAGE 的结果

显示，未切除信号肽的重组 Acb D几乎全部以包涵体形式存在（图 3-4a，泳道 2

和 3）。从基因水平上切除信号肽的核苷酸序列后，E. coli/acb D的破碎后的上清

液在 76.6 kDa处存在明显的目的蛋白条带（图 3-4b，泳道 2和 3），表观分子量

略高于其理论分子量，重组 Acb D切除信号肽后可溶性表达量提高了 23.4倍。

以上结果证明信号肽对异源蛋白的可溶性表达有着较大负面作用。 
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M: 蛋白质 marker; 1: E. coli/pCold Ⅱ全细胞; 2: E. coli/acb D全细胞; 3: E. co 

li/acb D破碎上清; 4: 纯化后的重组 Acb D 

图 3-4 重组 Acb D在信号肽切除前(a)和后(b)在 E. coli/acb D内表达的 SDS-PAGE分析 

Figure 3-4 SDS-PAGE analysis of recombinant Acb D expressed in E. coli/acb D before (a) and 

after (b) signal peptide excision 

 

3.4.4 时间对重组 Acb D 催化活性的影响 

阿卡波糖代谢进程需要多种酶协同参与反应，如 4-α-葡萄糖基转移酶、氨基

转移酶、葡萄糖-1-磷酸胸腺嘧啶转移酶等，每种酶都有其特定的作用和功能，且

这些酶促反应相互关联、相互影响，任何一个环节出现问题都可能影响整个代谢

过程，这致使其中多个酶促反应耗时颇长。例如，由 acb Q基因编码的 4-α-葡萄

糖基转移酶，在检测酶活性时，需与底物反应 5 h；而由 acb V基因编码的氨基

转移酶以及由 acb A 基因编码的葡萄糖-1-磷酸胸腺嘧啶转移酶，在检测酶活性

时，分别需要 6 h和 12 h，相关依据可参考文献[29,34]。从图 3-5的反应进程曲线

能够清晰发现，当酶促反应进行到 20 h 后，阿卡波糖的浓度几乎不再下降。由

此确定，重组 Acb D 与底物的反应时长为 20 h，后续实验的反应时间均以此为

标准。 
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图 3-5 阿卡波糖的反应进程 

Figure 3-5 Reaction process of acarbose 

 

将 Actinoplanes sp.胞外分泌的原始 Acb D作为参照酶样，此次反应进程相较

于原始的 Acb D缩短了 4 h。对比图 3-6中反应 0 h和 20 h的液相色谱图，可明

显观察到，反应 20 h后，阿卡波糖的含量显著降低，并且在 19.5 min时出现了

新的物质峰，这一结果与许贤恩的研究成果[49]相符。 

 
图 3-6 重组 Acb D催化阿卡波糖与麦芽三糖反应的 HPLC图 

Figure 3-6 HPLC spectrogram of reaction between acarbose and maltotriose by recombinant Acb 

D 

 

3.4.5 重组 Acb D 的温度特性 

温度主要通过能够通过对酶分子的结构、对底物和反应体系和对酶促反应动

力学的影响对酶的催化活性产生影响[126]。因此，我们探讨了在一定范围的温度

下重组 Acb D的酶活性与温度变化产生的关系。由图 3-7中可知，当反应温度处

于 15 ℃至 30 ℃这个区间时，重组 Acb D的酶活性会随着温度的上升而逐步提

高。然而，一旦温度超过 30 ℃，随着温度的继续升高，酶活性便会快速下降。

基于此实验结果，我们可以推测出重组 Acb D的最适宜反应温度为 30 ℃，这一
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结果与原始 Acb D的情况是一致的。从图 3-7中，我们能够清晰地看到，当孵育

温度设定为 40 ℃时，酶的比活力仅仅是未处理酶液的 39.0%。通过此次实验可

以得知，实验测定的热稳定性与分子动力学模拟中RMSD分析的结果相互吻合，

即重组 Acb D的耐热性能较为普通，不太适合在温度较高的环境中进行反应。为

了满足工业生产环境的实际需求，后续可以借助定向改造等技术手段，来提升

Acb D的耐热性，文献[127]对类似技术应用有参考。 

 
（100%相对比活力的值为 49.76 U/mL） 

图 3-7 温度对重组 Acb D催化活力的影响 

Figure 3-7 Effect of temperature on the catalytic activity of recombinant Acb D 

 

3.4.6 重组 Acb D 的最适 pH 

在不同的 pH环境下，酶蛋白分子表面以及活性中心的氨基酸残基会发生离

子化现象。这种离子化导致电荷改变，进而对酶分子内部的静电相互作用产生影

响。这一系列影响包括改变酶的空间构象，干扰酶与底物结合形成中间复合体的

过程，以及改变催化活性部位的电离状态，最终使得酶的活性受到影响[128]。从

图 3-8中能够看出，重组酶 Acb D在 pH值接近中性缓冲液里稳定性较好，对酸

性和碱性环境都较为敏感。当 pH值处于 5.0~7.0这个区间时，随着 pH值逐渐升

高，该酶的催化活性也随之增强。然而，当 pH值超过 7.0后，催化活性却会随

着 pH值的上升而降低。基于此，我们可以推测重组 Acb D的最佳反应 pH值为

7.0，这与原始 Acb D的最适 pH值是一样的。另外，在相同的 pH值（6.0和 8.0）

条件下，重组 Acb D在 Na2HPO4-NaH2PO4磷酸盐缓冲体系中展现出了更高的催

化活力。 
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（100%相对比活力的值为 56.55 U/mL） 

图 3-8 pH对重组 Acb D催化活力的影响 

Figure 3-8 Effect of pH on the catalytic activity of recombinant Acb D 

 

3.4.7 重组 Acb D 的底物谱分析 

酶的相对专一性能够使一种酶催化多种底物反应，不同底物的差异有可能对

酶的催化活性产生显著影响[129]。Hemker等人在文献[32]中的研究成果表明，Acb 

D能够接纳多种糖基供体，其中涵盖葡萄糖、麦芽寡糖、木糖以及它们的衍生物。

基于此，本研究选取了 21种常见糖类及其衍生物作为底物，旨在探究在不同底

物组合情况下酶活力的差异，具体的研究结果详见表 3-3。研究发现，重组 Acb 

D对 D-水杨苷的催化活性最高，其比活力达到 82.85 U/mL，是麦芽三糖比活力

的 146.5%。其次是以 L-山梨糖作为底物时，重组 Acb D的比活力能够达到 63.75 

U/mL，是麦芽三糖比活力的 112.7%。值得一提的是，这是首次证实 L-山梨糖能

够作为 Acb D的糖基供体，并且它与 Acb D之间具有较好的亲和力。除此之外，

酶促反应与底物的构型紧密相关，糖的构型同样会对 Acb D 的催化活性造成影

响[130]。比如，当分别以 L-木糖和 D-木糖作为糖基供体时，L-木糖对应的比活力

是 D-木糖的 1.76倍。 
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表 3-3 重组 Acb D催化不同糖基供体的比活力 

Table 3-3 Specific activity of recombinant Acb D towards different glycosyl donors 

糖基供体 比活力/（U/mL） 相对值（%） 

D-水杨苷 82.85 146.5 

L-山梨糖 63.75 112.7 

麦芽三糖 56.55 100.0 

木二糖 56.37 99.7 

L-木糖 49.87 88.2 

α-D-甲基葡糖苷 43.88 77.6 

麦芽糖 38.37 67.8 

D-纤维二糖 34.75 61.4 

L-葡萄糖 33.30 58.9 

D-葡萄糖 30.62 54.1 

D-木糖 28.25 50.0 

2-脱氧-D-葡萄糖 16.88 29.8 

注：未检测出转糖基活性的供体有 L-阿拉伯糖、L-果糖、D-甘露糖、D-蔗糖、D-乳糖、麦芽

糖醇、D-海藻糖、L-鼠李糖和棉子糖。 

 

3.5 本章小结 

以大肠杆菌宿主细胞对密码子的偏好性对 acb D基因进行了密码子优化；随

后，确立了诱导剂添加终浓度为 0.1 M 重组蛋白的可溶性表达含量可达到最高，

在最佳诱导浓度的条件下分别诱导去除信号肽和未取出信号肽的重组 Acb D 以

分析信号肽对异源蛋白的重组表达产生的影响；探究了反应时间、温度和 pH对

重组 Acb D催化活性的影响，确定了重组 Acb D的最适反应时间、最适温度及

其对温度的耐受性和最佳催化 pH。最后，探索了重组 Acb D 在 21 种不同糖基

供体下催化活力的差异，发现重组 Acb D催化 D-水杨苷时的活力最好，其次是

L-山梨糖，这也是首次发现 L-山梨糖可作为 Acb D 的糖基供体并且催化活性较

好。本章节探索了 Acb D的催化性质，以上结果可为深入研究阿卡波糖结构类似

物的合成机制提供参考，基于阿卡波糖反应时间长和反应不彻底等反应效能，后

续可通过分子改造提高 Acb D的催化效率。 
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第 4 章 Acb D 酶分子的定向改造 

 

 

4.1 引言 

定点突变是酶分子改造等领域的重要技术手段，能够精确调整酶的活性中心

氨基酸残基，使酶对特定底物的亲和力增强或催化效率提高。如在某些蛋白酶中，

通过定点突变改变活性位点氨基酸，可提升酶的催化活性[131]。夏冰冰等[132]采用

定点突变的改造方法对来自海洋氧化节杆菌（Arthrobacter oxidans）的右旋糖酐

酶“隧道状结合位点”附近的氨基酸进行改造，并在此基础上对 507位氨基酸进

行饱和突变，使得右旋糖酐酶的酶活力和催化效率大幅提高。Wang 等[133]基于

“回到共识突变”假设，将理性设计应用于先前鉴定的来自梭菌属（Clostridium 

bolteae）D-阿洛酮糖-3-差向异构酶的活性提升为野生酶活力的 2.0倍。刘嘉琦等

[134]通过同源建模和分子对接等技术，对源自戈特沙尔克厌氧分枝杆菌

（Anaerobranca gottschalkii）环糊精糖基转移酶的活性中心中能够与受体结合的

氨基酸位点进行分子改造，通过改造获得优良的突变体使该酶催化合成成 α-熊

果苷产量达到 15.4 g/L，对苯二酚转化率达到了 63%。 

本章基于同源建模和底物结合口袋预测的基础，通过分子对接获得 Acb D与

阿卡波糖分子相互作用的氨基酸位点，借助软件 Discovery Studio 2020对这些氨

基酸进行丙氨酸扫描，在丙氨酸扫描的基础上进行虚拟饱和突变，根据虚拟饱和

突变的结果获得可突变的氨基酸位点对 Acb D进行改造以期提升 Acb D的催化

活性；以来源不同的环糊精糖基转移酶与 Acb D进行序列比对，以提升 Acb D的

催化效率和活性为目的改造 Acb D蛋白并检测突变体的催化活性。 

 

4.2 实验材料 

4.2.1 菌株及培养基 

E. coli BL21(DE3) 和重组菌株 E. coli/acb D由本实验室保藏，本章所用的

培养基配方如下： 

LB培养基 （g/L）：胰蛋白胨 10、酵母提取物 5、NaCl 10，pH 6.5~7.0；固
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体培养基另外添加琼脂 20。培养基需在 121 ℃，25 min灭菌后使用。 

 

4.2.2 实验试剂 

SanPrep柱式质粒DNA小量抽提试剂盒：上海生工生物工程股份有限公司；

快速PCR聚合酶PrimesSTAR® Max DNA Polymerase和限制酶Dpn I：日本TaKaRa

公司；DNA纯化试剂盒：碧云天生物技术有限公司；其他试剂均为国产分析纯。 

 

4.2.3 所用软件及网站 

分子对接、丙氨酸扫描及虚拟饱和突变使用软件 Discovery Studio 2020（后

简称 DS）；借助软件 PyMOL对结果可视化分析；引物设计使用 SnapGene；同

源序列的获取使用 NCBI 数据库；多序列比对和格式转化使用网站 ClustalW2；

比对后作图使用 ESPript 3.0[135]。 

 

4.2.4 实验所用引物 

本章节所用 PCR 的引物所有 DNA 测序均由南京金斯瑞生物科技有限公司

完成，突变所用到的引物见表 4-1。 

表 4-1 突变所用引物 

Table 4-1 Primers used for mutation 

引物名称 序列（5′→3′） 

Y106Q-F TATCATGGCCAATGGCCGCGCGATT 

Y106Q-R AATCGCGCGGCCATTGGCCATGAT 

W107Y-F TATCATGGCTATTATCCGCGCGATT 

W107Y-R AATCGCGCGGATAATAGCCATGAT 

G146H-F AGTGATTATGGATTGGACCCCGAACCACAC 

G146H-R TTGGTGTGGTTCGGGGTCCAATCCATAATC 

L196R-F CAGTATTATAGCCGCGCGGATATTGC 

L196R-R TCCGCGCGGCTATAATACTGATCT 

I199Q-F GATCAAGCGGATCTGGATCAGC 

I199Q-R GATCCAGATCCGCTTGATCCG 
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续表 4-1 

引物名称 序列（5′→3′） 

A255F-F AAGCGCGTTTATTTTTGGCGAAT 

A255F-R AAATAAACGCGCTTTTATGGCTC 

Y261W-F TTTGGCGAATGGTGGATGGGCGATCAGAG 

Y261W-R CTGATCGCCCATCCACCATTCGCCAAAAATC 

T296V-F AGCATTCGCGATGTGTTTGC 

T296V-R GCAAACACATCGCGAATGCTG 

Q330H-F ATAACCATGATACCCGTCGCTTTG 

Q330H-R CGACGGGTATCATGGTTATCC 

T322M-F ATAACCAAGATATGCGTCGCTTTG 

T322M-R CGACGCATATCTTGGTTATCC 

F362Y-F CCTGTATTATGGCACCGAACAGT 

F362Y-R GTTCGGTGCCATAATACAGGCAC 

 

4.2.5 实验仪器 

本章所用到的主要仪器见表 4-2，其他重复仪器见表 2-1和 3-1。 

表 4-2 主要仪器 

Table 4-2 Primary instruments 

仪器名称 型号 生产厂家 

艾本德小型台式高速离心

机 
5418 上海艾研生物科技有限公司 

全波长酶标分析仪 HBS-SCANX 南京德铁生物科技有限公司 

 

4.3 实验方法 

4.3.1 分子对接 

从 PubChem数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）下载阿卡波糖的三维

结构并导入 DS，优化小分子的结构后赋予 CHARMm力场。之后将 Acb D蛋白

的三维结构也导入 DS软件中做好对接前的准备工作并赋予 CHARMm力场。使
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用工具栏 Receptor-ligand Interactions中 Dock ligands板块的 CDOCKER将 Acb D

与阿卡波糖进行分子对接，对接后的结果采用软件 PyMOL进行可视化分析。 

 

4.3.2 丙氨酸扫描 

首先，将分子对接后获得的文件导入 DS中，对其进行初步的结构准备后并

赋予 CHARMm力场。随后，选中底物和蛋白相互作用 8 Å内的氨基酸为待突变

氨基酸组，使用工具栏Macromolecules Design Protein中的 Calculate Mutation 板

块的 Energy (Binding) 对该组氨基酸进行丙氨酸扫描。此过程中，将参数设置板

面中的 Input Typed Molecule和 Ligand Chain设置为 Acb D；Mutation Site设置

为 Single Mutation；pH Dependent Electrostatics设置为 True，使蛋白处于中性环

境中，其余参数均为默认值。 

 

4.3.3 虚拟饱和突变 

以丙氨酸扫描后筛选得到可能对蛋白和小分子相互作用产生影响的氨基酸，

对这些氨基酸继续进行饱和突变，在工具栏 Define Mutants中选中筛选获得的氨

基酸为待突变氨基酸并将其突变为其他 19种氨基酸。将参数设置板面中的 Input 

Typed Molecule和Ligand Chain设置为Acb D；Mutation Site设置为Single Mutation；

pH Dependent Electrostatics设置为 True，使蛋白处于中性环境中，其余参数均为

默认值。 

 

4.3.4 序列比对 

以文献[32]为依据从 NCBI 中获取四种不同来源且与 Acb D 同源性较高的

CGTase，其来源菌株和登录号分别为 Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 

(P26827)、Bacillus circulans 251 (P43379)、Paenibacillus macerans (P31835)和

Klebsiella pneumoniae (P08704) 。 随 后 ， 使 用 在 线 软 件 ClustalW2

（http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/）完成同源序列的多序列比对和格式转化；

使用 ESPript 3.0（https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bi n/ESPript.cgi）进行比对后作

图。 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bi%20n/ESPript.cgi
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4.3.5 突变体的构建 

将 E. coli/acb D接入 5 mL的 LB液体培养基（Amp终浓度为 1 mM）中，

过夜培养（12~16 h）使用 SanPrep柱式质粒 DNA小量抽提试剂盒提取重组质粒

pColdII-acb D，以 pColdII-acb D 为模板，表 4-1 中的引物和快速 PCR 聚合酶

PrimesSTAR® Max DNA Polymerase进行 PCR，具体 PCR反应条件见表 4-3。 

表 4-3 突变 PCR反应体系及条件 

Table 4-3 Mutation PCR reaction system and condition 

试剂 体积（μL） 条件 

PrimeSTAR Max 

Premix 
25 预变性：98 ℃ 3min 

上游引物 1.5 变性：98 ℃ 10 s 

下游引物 1.5 退火：62 ℃ 5s 

模板 1.0 延伸：68 ℃ 3.5 min 

灭菌水 21 充分延伸：68 ℃ 7 min 

总体积 50 循环次数 30 

 

PCR反应结束后，取 5 μL的产物采用琼脂糖凝胶电泳检测验证目的条带，

验证完成后在余下的产物中加入DPn1以消除 PCR体系中剩余的 pCold II-acb D，

反应条件为静置 37 ℃，1 h，反应体系见表 4-4。 

表 4-4 DPn1催化体系 

Table 4-4 Catalytic system of DPn1 

试剂 
体积 

10x T buffer 
2 μL 

DPn1 
1 μL 

DNA 
≤ 1μg 

灭菌水 
up to 20 μL 
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待消解完成后，使用柱纯化试剂盒纯化消化后的 PCR 产物，具体纯化步骤

与 2.3.5所述基因纯化步骤一致。将纯化好的质粒导入至 E. coli BL21（DE3）感

受态细胞，将转化后的细胞涂布至 Amp抗性平平板培养 12 h后挑取长势较优的

菌落转接到 LB液体培养基（Amp终浓度为 1 mM）中，37 °C，220 rpm，生长

5 h后进行菌落 PCR验证（条件同表 2-4菌液 PCR检测一致），将验证正确的菌

株至送生物公司测序。 

 

4.3.6 突变体的酶活力的检测 

对测序正确后的菌株进行诱导表达，以突变酶体催化阿卡波糖和麦芽三糖，

突变体活力的检测方法同 2.3.2节介绍的检测条件一致。 

 

4.3.7 突变体分子对接和结构分析 

使用 Alphafold v2.3.2以 Acb D为模板对优良突变体进行同源建模得到突变

体的三维结构（http://easy2md.com/ Alphafold2/），随后采用分子对接分析阿卡波

糖与突变酶体的相互作用力。 

 

4.4 实验结果 

4.1.1 分子对接结果 

分子对接能直观呈现蛋白质与配体（如小分子、多肽等）的结合位点、结合

模式及相互作用力类型，如揭示神经退行性疾病相关蛋白与小分子配体的作用方

式，为疾病机制研究提供依据[136]。为获得 Acb D和阿卡波糖相互作用的关键氨

基酸位点，使用软件 DS将 Acb D与阿卡波糖进行分子对接，对结后的结果采用

PyMOL分析，结果显示 Acb D与阿卡波糖相互作用的活性位点位于 A结构域和

B 结构域之间，通过同源序列比对确定保守的催化三联体为 Asp231-Glu259-

Asp331，这和保守结构域的预测一致（图 4-1）。 

file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Alphafold%20v2.3.2以Acb
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图 4-1 分子对接分析结果 

Figure 4-1 Result of molecular docking analysis 

 

4.4.2 丙氨酸扫描结果 

丙氨酸是手性氨基酸中侧链最短的，把蛋白质里的氨基酸残基替换成没有特

殊侧链的丙氨酸，通过研究突变前后蛋白质功能是否改变，以此来确定蛋白质的

关键氨基酸位点，进而可为蛋白质氨基酸的定点突变提供指导[137]。以分子对接

的结果为基础，对酶和底物 8 Å范围内的氨基酸进行扫描，扫描结果见表 4-5，

表中为突变后可能会影响蛋白质稳定性的结果，突变能（Mutation energy）的排

列方式由低到高，由于 GLU259和 ASP231是构成催化三联体的重要氨基酸，因

此对表中除 GLU259和 ASP231继续进行虚拟饱和突变。 
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表 4-5 丙氨酸扫描突变结果 

Table 4-5 Alanine scan mutation results 

Num Mutation 
Mutation 

Energy 
Effect of Mutation 

1 A: LYS234>ALA 0.51 DESTABILIZING 

2 A: LEU196>ALA 0.52 DESTABILIZING 

3 A: GLU259>ALA 0.59 DESTABILIZING 

4 A: ARG229>ALA 0.6 DESTABILIZING 

5 A: PHE185>ALA 0.69 DESTABILIZING 

6 A: TYR261>ALA 0.76 DESTABILIZING 

7 A: ILE199>ALA 0.77 DESTABILIZING 

8 A: HIS104>ALA 0.83 DESTABILIZING 

9 A: TRP107>ALA 0.84 DESTABILIZING 

10 A: ASP231>ALA 0.91 DESTABILIZING 

11 A: ARG386>ALA 1.16 DESTABILIZING 

12 A: HIS235>ALA 1.25 DESTABILIZING 

13 A: TYR106>ALA 1.29 DESTABILIZING 

14 A: LEU196>ALA 1.58 DESTABILIZING 

 

4.4.3 虚拟饱和突变结果 

饱和突变是一种旨在特定基因或 DNA区域的每个可能位点上突变的定点突

变技术，其使该区域的所有核苷酸或氨基酸都有机会被其他种类的核苷酸或氨基

酸所取代，从而创建出一个包含各种可能突变体的文库，可用于研究基因功能、

蛋白质结构与功能关系[138]。将丙氨酸筛选得到的氨基酸继续进行饱和突变，根

据饱和突变的结合能为依据，最终确定构建的突变体为Y261W、L196R、Y106Q、

W107Y和 I199Q（表 4-6）。 
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表 4-6虚拟饱和突变结果 

Table 4-6 Virtual saturation mutation result 

Num 
Mutation 

Energy 
Effect of Mutation 

A: TYR261>TRP -1 STABILIZING 

A: LEU196>ARG -0.78 STABILIZING 

A: TYR261>LYS -0.66 STABILIZING 

A: TYR106>GLN -0.62 STABILIZING 

A: TRP107>TYR -0.58 STABILIZING 

A: ILE199>GLN -0.52 STABILIZING 

A: LEU196>LYS -0.50 STABILIZING 

 

4.4.4 多序列比对结果 

多序列比对是生物信息学中一项基本且重要的分析方法，通过比对判断未知

序列与已知序列的相似性，若与功能已知的序列相似，可推测其具有相似功能[139]。

从 NCBI数据库获得四种不同生物体来源的 CGTase，使用 ClustalW2和 ESPript

进行多序列比对和作图，比对结果见图 4-2。在生物体进化过程中，大多序列都

相似的氨基酸成为保守氨基酸，其对蛋白质的功能至关重要，我们根据序列比对

的结果筛选得到了位于催化三联体附件的氨基酸位点，这些氨基酸位点在其他五

种来源的CGTase中均不变，因此我们将Acb D中同位点的氨基酸替换成 CGTase

中的氨基酸，最终确定构建的突变体为 G146H、A255F、T296V、Q330H、T322M、

和 F362Y。 
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图 4-2 多序列比对结果 

Figure 4-2 results of multi-sequence alignment 

 

 

4.4.5 突变体的构建 

以重组质粒 pCold II-acb D为模板，借助 PCR技术引入突变氨基酸，将扩增

完成的质粒进行纯化后倒入 E.coli BL21(DE3)感受态细胞中，接着涂布至 LB平

板上初步筛选，将过夜培养的菌落挑至含 Amp 抗性的 LB 液体培养基中继续培

养，使用菌液 PCR验证转化情况，PCR产物的核酸胶图见 4-3，由图可知，11种

突变体在 2000 bp均产生了目的条带，后续将验证正确的菌株送至生物公司测序，

测序成功说明突变体构建成功。 
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M: Marker; 2~12: PCR产物 

图 4-3 菌液 PCR结果 

Figure 4-3 Bacterial liquid PCR result 

 

4.4.6 突变体酶活力检测结果 

对获得的突变体的酶活力进行检测，各个突变体的酶活力与 WT 的相对值

如图 4-4所示，在 11个突变体中有 2个比 WT表现出了更好的酶活力，其中突

变体 I199Q 的相对酶活力是 WT 的 126.4%，F362Y 的酶活力最优，是 WT 的

127.2%。T332M 的酶活力接近 WT，是 WT 的 96.4%，其余突变体的酶活力较

WT相比均有所降低，尤其W107Y的酶活力仅为WT的 16.3%。 

 

图 4-4 突变体酶活力检测结果 

Figure 4-4 Detection results of mutant enzyme activity 

 

4.4.7 突变体的分子对接及结构分析 

将同源建模获得的 I199Q 和 F362Y 的三维结构使用 DS 与阿卡波糖分子对

接，对接后采用 pyMol分析二者相互作用的结果如 4-5，图 4-5(a)和(b)分别为WT



安徽工程大学硕士学位论文 

54 
 

和突变体 I199Q的“底物结合口袋”示意图，推测 199位点 Ile突变为 Gln，侧

链在空间伸展导致口袋扩增，使得底物更容易与酶分子结合从而提升了酶的催化

效率。图 4-5(c)和(d)为 WT 和 F362Y 与底物分子相互作用力，虽然 362 位氨基

酸的变化对结合口袋造成的影响不大，但由于 Phe突变为 Tyr导致蛋白的空间结

构发生变化，配体与周围的氨基酸产生了更多的氢键，如Arg55、Arg299和Asp382

处形成了新的氢键，氢键总体数目增加使得酶和底物在催化过程中有了更高的亲

和力，从而酶的催化效率得以提升。 

 

图 4-5 对接结果分析 

Figure 4-5 Analysis of docking resilts 

 

4.5 本章小节 

本章从 Acb D的三维结构出发，以分子对接为基础将 Acb D与阿卡波糖对

接，根据二者相互作用的“底物通道”，对通道附件的氨基酸进行丙氨酸扫描，

在扫描的基础上，选取变化可能会对 Acb D 活性造成影响的氨基酸进行虚拟饱

和突变，最终筛选得到了 Y106Q、W107Y、L196R、I199Q和 Y261W共 5个突

变体。又以序列比对为依据，选取了四个不同来源的 CGTase与 Acb D的一级序

列比对，通过比对获得保守氨基酸位点，根据这些保守的氨基酸位点，最终筛选
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得到了 G146H、A255F、Q330H、T296V、T322M 和 F362Y 共 6 个突变体。接

着，构建突变体后对突变体的酶活力进行检测，结果得到了 2 个较优的突变酶

体，变体 I199Q的相对酶活力是 WT的 126.4%，F362Y的酶活力最优，是 WT

的 127.2%。经过分子对接分析发现，I199Q 催化效率提升是因为 199 位氨基酸

的变化使“底物结合口袋”扩宽，酶分子和底物更容易结合。F362Y催化效率提

升是因为突变导致蛋白质的构象发生了变化，配体和周围的氨基酸产生了更多的

氢键，这些氢键导致 F362Y和底物有更高的亲和力，因此酶活力得到提升。 
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第 5 章 结论与展望 

 

 

5.1 结论 

由于游动放线菌在发酵过程中不稳定，导致在生产阿卡波糖的同时也会有一

系列的副产物，这使得下游纯化困难生产成本增大。阿卡波糖的代谢网络庞大复

杂，涉及到多种酶的级联反应。其中有一种名为阿卡维基转移酶的糖基转移酶在

整个代谢过程中起着至关重要的作用，它影响着阿卡波糖及其同系物的形成。但

迄今为止，国内外有关该酶的研究较少，该酶在阿卡波糖代谢途径中起到的作用

和与各同系物形成的关系也尚不明晰，因此对于该酶的研究意义重大。本研究借

助 NCBI 数据库从游动放线菌 acb 基因簇中确定了阿卡维基转移酶的编码基因

acb D，运用生物信息学手段分析其基本理化性质和结构功能；以放线菌的全基

因组中为模板克隆出 acb D 并以 pCold II 为载体将其转化至 E. coli BL21(DE3)

中，成功实现了异源蛋白的可溶性表达。随后，考察了反应时间、反应温度、反

应 pH和不同的反应底物对酶活性造成的影响，又以计算机模拟手段对 Acb D进

行改造，获得了催化效率较好的突变体，总结以上研究的相关结论如下： 

（1）由 NCBI数据库确定基因 acb D并借助生物信息学手段进行分析，分

析结果可知 Acb D存在信号肽，切割位点位于第 26~27个氨基酸之间；Acb D由

724个氨基酸组成，其分子量为 75,351.20 Da；理论等电点为 5.02，偏酸性，是

一个稳定的亲水蛋白；亚细胞定位显示 Acb D分布在细胞外，存在着多个糖基化

位点；Acb D与 CGTase的同源性最高，与 CGTase一样有着相同的五个结构域；

使用 Alphafold v2.3.2成功对 Acb D进行同源建模后预测 Acb D的底物结合口袋

显示位于 A结构域和 B 结构域之间，这和保守结构域的预测结果一致；分子动

力学软件对 Acb D的温度稳定进行模拟，结果发现 Acb D在 30 ℃的环境中较为

稳定。 

（2）以大肠杆菌宿主细胞对密码子的偏好性优化了 acb D基因的密码子，

确立了诱导的添加终浓度为 0.1 mM；分析发现信号肽对异源蛋白的可溶性表达

起负面作用，去除信号肽之后蛋白的可溶性表达量提高了 23.4 倍；确定了重组
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Acb D的最适反应时间为 20 h；最适反应温度为 30 ℃，重组蛋白的对温度的耐

受性一般，最大的热稳定仅达到 40 ℃；最佳催化 pH为 7.0，磷酸盐缓冲液对重

组蛋白的缓冲能力最好；重组蛋白可催化多种糖及其衍生物和阿卡波糖反应，其

中催化 D-水杨苷时的活力最好，比活力达到 82.85 U/mL，是麦芽三糖比活力的

146.5%，其次是以L-山梨糖作为底物时，重组蛋白的比活力能够达到63.75 U/mL，

是麦芽三糖比活力的 112.7%，这是首次证实 L-山梨糖能够作为 Acb D的糖基供

体，并且它与 Acb D之间具有较好的亲和力，另外糖的构型同样为会对酶的催化

活性产生影响，比如当分别催化 L-木糖和 D-木糖作为底物与阿卡波糖反应时时，

催化 L-木糖对应的比活力是催化 D-木糖的时 1.76倍。 

（3）基于分子对接技术，将阿卡波糖和和 Acb D进行对接，以确定二者相

互作用的氨基酸，结果发现二者的结合位点位于 A结构域和 B 结构域之间，与

底物结合口袋预测的结果相同，确定了 Acb D 催化三联体氨基酸为 Asp231-

Glu259-Asp331;借助计算机辅助技术，对 Acb D 蛋白和阿卡波糖 8 Å 范围内相

互作用的氨基酸进行丙氨酸扫描突变，基于丙氨酸扫描突变后的结果继续进行单

点饱和突变，根据饱和突变的结果选取合适的位点来改造 Acb D，此外，以来源

不同的四种 CGTase与 Acb D序列比对，通过保守氨基酸位点的分析选择需要改

造的氨基酸位点，最终获得了突变体 Y106Q、W107Y、G146H、L196R、I199Q、

A255F、Y261W、T296V、Q330H、T332M和 F362Y，对突变体的酶活性进行检

测，结果得到了 2个活性较好的突变体，其中 I199Q的酶活力是WT的 126.4%，

F362Y 的酶活力是 WT 的 127.2%。将突变酶体与底物进行对接的结果发现，

I199Q催化效率提升是因为 199位氨基酸的变化使“底物结合口袋”扩宽，酶分

子和底物更容易结合。F362Y催化效率提升是因为突变导致蛋白质的构象发生了

变化，配体和周围的氨基酸产生了更多的氢键，这些氢键导致 F362Y 和底物有

更高的亲和力，因此酶活力得到提升。 

 

5.2 展望 

本研究通过生物信息学分析和分子手段，探索了重组蛋白的催化性质并初步

对 Acb D分子进行了改造，为进一步完善阿卡波糖的代谢网络提供了基础，但在

以也存在着一些不足，后续可从下面几个方面继续探索： 
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（1）Acb D与阿卡波糖及其同系物的形成相关，后续可以借助计算机技术，

在分子的结构方面进一步探索与 Acb D 相关的同系物形成机制，将酶往只催化

产生阿卡波糖而减少产生杂质的方向改造。 

（2）在温度对酶活性产生的影响中我们可以发现，Acb D 对温度的耐受性

一般，而酶温度的稳定性是在工业生产中必不可少的需求，后续可根据来提升

Acb D的耐热性。 

（3）Acb D影响着阿卡波糖的合成，可在基因水平上构建 acb D过表达菌

株，有望大大提高阿卡波糖的产量。 
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我学术海域中的灯塔，指引我不断前行，最终平稳到达了彼方。 

接着，感谢我的母亲父亲，奶奶爷爷及其他关爱我的至亲们，感谢你们的托

举，让我从乡间小道和一望无际的田野中看到了不一样的天空。 

然后，感谢丁永康同学，无论在生活中还是学习中，你是我每次面对困难时

的依靠，是我想要携手相伴一生的人，愿我们都不要忘记来时的路。 

此时，正值棠梨花盛开的季节，感谢我生命中最重要的三个女孩子，刘亚茹，

吴敏和周缓缓，你们是我干涸心灵的养料，是我一生一次幸会的感动。 

最后，感谢各位论文评审专家，感谢我的师妹张贤，感谢我的室友黄杰、朱

淼淼和高梦蝶，感谢有你们，让这几年的光阴变得鲜活起来。最后的最后，我想

用四年前大学毕业时候的那句话作为结尾：“一起去啊，更远的地方。”借以此句，

希望未来的我们都会迈向属于自己的康庄大道。 

 

 

 

 

 


