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定点突变提高 N-酰基高丝氨酸内酯酶酶活和温度稳定性
杨梅，谢盼盼，简思美，林丽玉，杨彩云
福建师范大学生命科学学院，福建 福州 350108

摘要:【目的】提高 N-酰基高丝氨酸内酯酶(N-acylhomoserine lactonase，AiiA)酶活及温度稳定性。【方法】
本研究基于 AiiA 同源蛋白的三维结构对 AiiA 进行定点突变，分析野生型 AiiA 及其突变蛋白酶活和温度稳
定性。【结果】野生型 AiiA 较不稳定，在 45℃下温浴 30 min，或 4℃储存 5 d 后均失去降解 N-酰基高丝氨酸
内酯(N-acylhomoserine lactone，AHL)的活性。但是突变 AiiA 蛋白(N65K ，T195Ｒ 和 A206E)的酶活力较野
生型 AiiA 均提高了 20%以上，且 4℃储存时间延长到 7 d。此外，突变株 N65K 比野生型 AiiA 对高温具有更
强的耐受性，在 45℃温浴后剩余酶活力达到 45%以上，55℃温浴 30 min 后仍保留 5. 0%的酶活力。【结论】
通过定点突变改造 AiiA 蛋白结构，提升了 AiiA 蛋白的酶活和温度稳定性。
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细菌能自发产生、释放一些特定的信号分子，感
知其浓度变化，调节微生物的群体行为，这一调控系
统称为群体感应( quorum sensing，QS)［1］。许多细
菌利用 QS 系统调控特定的功能，如铜绿假单胞杆
菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) 生 物 膜 的 生 物 合
成［2 － 3］;费氏弧菌(Vibrio fischeri)［4 － 5］和哈维氏弧菌
( Vibrio harveyi ) 的生物发光［6 － 7］; 土 壤 农杆菌
(Agrobacterium tumefaciens)质粒的结合转移［8 － 9］;一
些动、植物的致病菌，如胡萝卜软腐欧文氏菌
(Erwinia carotovora)毒力因子的表达等［10 － 11］。

植物致病菌大部分是革兰氏阴性细菌［12］，它们
的 QS 系统主要利用 N-酰基高丝氨酸内酯 ( N-
acylhomoserine lactone，AHL)作为信号分子。当病
原菌释放到环境中 AHL 的浓度达到一定阈值时，能
够诱导致病菌毒力基因的表达，产生致病性并出现

各种相关的病症［10 － 11］。因此 QS 系统成为该类病
原菌防治的重要靶位点。2002 年 Dong 和 Lee 等相
继报道了在苏云金芽孢杆菌中广泛存在着 aiiA 基
因，其 表 达 的 N-酰 基 高 丝 氨 酸 内 酯 酶 ( N-
acylhomoserine lactonase，AiiA)能够水解 AHL 的内
酯键，降低 AHL 浓度，干扰 QS 系统的发生［13 － 14］。
利用 AiiA 蛋白干扰细菌 QS 系统有望成为当前该类
病害生物防治的一个重要手段［15］。

前期对 AiiA 蛋白的研究主要集中在从不同的
细菌中克隆 aiiA 基因，并对其表达的 AiiA 蛋白的酶
学性质进行研究［16 － 20］，但是很少研究涉及 AiiA 蛋
白的分子改造，以提高酶活和稳定性，使其更加适应
生产实践的需要。我们在前期从苏云金芽孢杆菌
( Bacillus thuringiensis ) LLB15 中 克 隆 aiiA 基 因
(GenBank accession number: DQ440581 ) 的 基 础



Mei Yang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(8)

上［21］，针对 AiiA 蛋白酶活力低、对热不稳定等特
点，通过定点突变，改造和提高 AiiA 蛋白的生物学
特性，为促进 AiiA 蛋白在植物细菌病害生物防治中
的应用提供技术手段，为深入研究 AiiA 蛋白的结构
与功能提供有利的参考数据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:AiiA 蛋白大肠杆菌转基因工程菌大
肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)-pET29a-aiiA 由
本实验室构建［21］。
1. 1. 2 主要试剂和仪器: rTaq 酶、dNTPs 购自
TaKaＲa 公司;KOD plus 聚合酶购自 TOYOBO 公司;
限制性内切酶 Xho I、Kpn I、Dpn I 和 DNA ladder
Marker 均购自 Promega 公司;其余试剂均为国产分
析纯。所用仪器:WatersACQUITYTM UPLC 超高效液
相色谱仪，Amersham Biosciences ABI 2720 PCＲ 仪。
1. 2 AiiA 蛋白三维结构模拟

AiiA 蛋白的氨基酸序列与 PDB 数据库中酰基
高丝氨酸内酯酶 ( PDB ID: 3DHA ) 的一致性为
96. 4%［22］，利用在线三维结构模拟程序 Swiss-model
(http: / / swissmodel． expasy． org /)构建 AiiA 蛋白的
三维结构，利用 Ｒasmol v2. 7 软件进行蛋白质空间
结构的可视化［23 － 24］。
1. 3 aiiA 基因定点突变

采用环状诱变法对 aiiA 基因进行定点突变，突
变体的筛选及突变引物设计方法参见《分子克
隆》［25］。定点突变引物见表 1，用 KOD Plus 聚合酶

表 1． 点突变引物

Table 1． Primers for the site-directed mutagenesis

primer sequence(5'→3')
57U

57L

atgccagaaagt C CAGTTAATAATG

actttctggcatACCTGTATCTAC
62U

62L

ttaataatgaag C GCTTTTTAACGG

cttcattattaaCTGCACTTTCTG
65U

65L

agggctttttaa A GGTACATTTGTTG

ttaaaaagccctTCATTATTAACTG
195U

195L

atgcatcgtaca G GAAAGAGAATTTT

tgtacgatgcatCAATTGTTAATAAAAC
206U

206L

gaagatgaagtgccgttcg A AGGATTTGATCCAG

cgaacggcacttcatcttcAAAATTCTCTTT
* Lower case letters represent complementary sequence of the primers and

shadow letters represent mutated sites of aiiA．

进行 PCＲ 扩增。PCＲ 反应程序为:94℃ 2 min;94℃
15 s，59℃ 30 s，68℃ 6 min，25 个循环;68℃ 10 min。
PCＲ 产物加入 1 μL Dpn I 酶消化去除模板。将 Dpn
I 酶处理过的 PCＲ 产物转化 E． coli BL21(DE3)，筛
选阳性转化子，质粒 PCＲ 经酶切鉴定后，送上海生
工生物工程有限公司测序。
1. 4 重组工程菌的培养及诱导

将大肠杆菌重组工程菌一级菌种按 1‰接种
量接种于牛肉膏蛋白胨发酵培养基 ( 3 g 牛肉膏，
10 g 蛋白 胨，5 g 氯化 钠，溶 于 1 L 水 中，pH
7. 0)，于 37℃、230 r /min 培养至 OD 600为 0. 5，向
其加入 IPTG 至终浓度为 0. 6 mmol /L，20℃、180
r /min 诱导 20 h。
1. 5 蛋白质纯化

取 30 mL 经过上述培养和诱导的重组工程菌菌
液，7700 × g、5 min 收集菌体，3 mL 高纯水重悬菌体
后进行超声波破碎(工作 5 s，间歇 10 s，工作 60 个
循环)。取破壁上清与 1 /10 体积的 Ni Sepharose
High Performance 混合，4℃下轻微震荡 1. 5 h 后取
沉淀加 入淋 洗 缓 冲 液 (含 20 mmol /L Na3 PO4，
0. 5 mol /L NaCl，30 mmol /L 咪唑，pH 7. 4)洗涤两
次;4℃，500 × g 离心 3 min 收集沉淀，加入 2 mL 预
冷的洗脱缓冲液 (含 20 mmol /L Na3 PO4，0. 5 mol /L
NaCl，500 mmol /L 咪唑，pH 7. 4 )，4℃ 轻微震荡
20 min后收集上清即为纯化的目的蛋白。目的蛋白
采用 Bradford 法检测蛋白质浓度［26］。
1. 6 AiiA 蛋白活力测定

在 pH 6. 5，AHL 为 2. 0 mmol /L 的 1 mL 反应体
系中，加入适量 AiiA 蛋白，28℃、180 r /min 反应
15 min，沸水浴 10 min 终止反应，采用 UPLC 测 AHL

的消耗量，检测参数为:流动相甲醇 ∶水 = 70% ∶ 30%
(V /V)，流速 0. 3 mL /min，上样量 3 μL，柱温 28℃，

检测波长 254 nm。根据 AHL 减少量计算酶活力，

酶活力单位 (U)定义为该反应条件下 1 min 降解
1 μmol AHL 所 需 的 酶 量 为 1 个 酶 活 力 单 位
(μmol /min)。
1. 7 AiiA 蛋白酶学性质测定
1. 7. 1 AiiA 蛋白最适作用温度测定:在酶活力测
定体系中，分别在 20、28、37、45℃的条件下，测定酶
活力，分析 AiiA 蛋白的最适作用温度。
1. 7. 2 pH 对 AiiA 蛋白酶活力的影响:在酶活力测
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定体系中，测定 pH 值分别为 6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、
8. 0、8. 5、9. 0、9. 5、10. 0 时的酶活力，观察 pH 对酶
活力的影响。
1. 7. 3 AiiA 蛋白的热稳定性测定:将纯化后的
AiiA 蛋白 ( 100 μg /mL)分别在 20℃、28℃、37℃、
45℃、55℃、65℃温度下保温 30 min 后，取 1 μg AiiA

蛋白在酶活力测定体系中测定 AiiA 蛋白的剩余酶
活力，观察酶的热稳定性。
1. 7. 4 AiiA 蛋白 4℃储存稳定性:将纯化后的 AiiA

蛋白(100 μg /mL)放置于 4℃中，每隔 1 d 取样，测
定 AiiA 蛋白的剩余酶活力。
1. 7. 5 AiiA 蛋白动力学参数测定:在 AHL 浓度分
别为 0. 6 mmol /L，1. 0 mmol /L，2. 0 mmol /L，4. 0
mmol /L，6. 0 mmol /L 和 8. 0 mmol /L，pH 值为 6. 5，
28℃条件下，测定野生型 AiiA 的酶促反应的初速度
v，以底物浓度和初速度做双倒数曲线，计算 AiiA 蛋
白酶促反应的米氏常数 Km值和最大反应速度 Vmax

值。

图 1． AiiA 蛋白的镍离子亲和层析纯化

Figure 1． AiiA protein purified with Ni2 + -NTA affinity

chromatography． M， protein marker; lane 1， purified AiiA

protein．

2 结果和分析

2. 1 野生型 AiiA 蛋白酶学性质
2. 1. 1 野生型 AiiA 蛋白最适作用温度及最适 pH:

利用 Ni 柱亲和层析获得电泳纯的可溶性 AiiA 蛋白
(图 1)。最适作用温度 (图 2-A) 及最适 pH 分析
(图 2-B)表明，AiiA 降解 AHL 的最适作用温度为

图 2． AiiA 蛋白最适作用温度(A)及最适 pH(B)

Figure 2． The optimal temperature (A)，optimal pH (B) for AHL-

degrading activity．

28℃，在28 － 37℃酶活力保持在 90%以上，20℃和
45℃ 酶活均在 40% 以下。AiiA 蛋白在温度为
28℃时的最适 pH 为 6. 5，pH 6. 5 － 8. 5 时，AiiA 蛋
白的酶活力保持在 85% 以上，且在 pH 5. 0 － 10. 0

之间，AiiA 蛋白均具有活力，表现出较好的 pH 耐
受性。
2. 1. 2 野生型 AiiA 热稳定性及 4℃储存稳定性:
AiiA 蛋白热稳定性研究表明 ( 3-A )，28℃ 保温
30 min后剩余酶活力超过 80%，但是 37℃ 保温
30 min后，酶活迅速降低至 19. 4%，45℃保温 30 min

后即丧失酶活。结果表明 AiiA 蛋白对温度非常敏
感。低温 4℃储存稳定性表明 (3-B)，4℃环境下储
存 1 d，剩余酶活超过 80%，1 － 3 d 之间，酶活下降
较为缓慢，3 d 后，酶活迅速降低，4 d 时酶活只剩余
20. 0%，5 d 后丧失酶活。
2. 1. 3 野生型 AiiA 蛋白酶动力学参数:测定不同
浓度 AHL 下 AiiA 蛋白酶促反应初速度，以底物浓
度和初速度根据双倒数作图法进行 AiiA 蛋白酶动
力学分析，得到 AiiA 蛋白酶酶促反应的米氏常数
Km和最大反应速率 Vmax 分别为 1. 25 mmol /L 和
24. 51 μmol /L /min (图 4)。
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图 3． AiiA 蛋白热稳定性(A)及 4℃储存稳定性(B)

Figure 3． Thermostability ( A) and the stability of AiiA at 4℃

storage (B) ．

图 4． AiiA 蛋白降解 AHL 酶促反应双倒数曲线
Figure 4． The Lineweaver-Burk double reciprocal plot of AiiA during

AHL degradation． V: reaction velocity，S: substrate concentration．

2. 2 突变 AiiA 蛋白酶学性质
2. 2. 1 AiiA 蛋白定点突变:定点突变技术是改造
和提升酶学特性，研究目的蛋白结构与功能关系的
有效手段。前期研究表明，通过定点突变在蛋白质
分子中引入新的盐桥［27 － 28］，在蛋白质无规则卷曲处

或转角处引入 Pro 增加蛋白质的刚性［29］，以 Ala 替

换 Gly，降低区域柔顺性［27］等均是提高蛋白质稳定

性的策略。此外，通过定点突变改变活性中心与催
化反应所需金属离子的结合强度，也可能在一定程

度上提高酶活力及稳定性［30 － 33］。

对模拟的 AiiA 蛋白的空间结构和活性中心位
点(图 5)进行分析，结合上述定点突变策略，利用环

状诱变法对 AiiA 蛋白进行定点突变，成功获得了 5
株突变株:A57P (Ala57→Pro57)，G62A (Gly62→
Ala62)，N65K (Asn65→Lys65)，T195Ｒ (Thr195→
Arg195)，以及 A206E (Ala206→Glu206)。

图 5． AiiA 蛋白空间三维结构
Figure 5． The 3-D structures of AiiA． The active center is shown by

white rectangular box． The amino acids signed with rubric are amino

acids which close to each other．

2. 2. 2 突变 AiiA 蛋白酶最适温度分析:重组突变
株经培养、IPTG 诱导和蛋白质纯化(图 6)后进行酶
学性质分析。突变 AiiA 蛋白最适温度(图 7)分析
表明，与野生型 AiiA 蛋白相比，在 28℃下，5 株突变
蛋白除了 A57P 酶活降低外，G62A、N65K、T195Ｒ
和 A206E 蛋白酶活分别提高了 29. 8%、23. 1%、
41. 9% 和 34. 4%。突变蛋白 A57P、G62A、N65K
和 T195Ｒ 的最适作用温度没有发生改变，均为
28℃，但是 A206E 的最适温度提高到 37℃，比野生
型增加了 9℃。AiiA 蛋白是金属离子结合蛋白，其
活性中心 (His104、His106、Asp108、His109、His169、
Asp191、Tyr194 和 His235)与 Zn2 + 结合后发挥底物
结合的能力［22］。将活性中心位点附近的 Ala206 突
变成带负电荷的 Glu，可能使 AiiA 蛋白与 Zn2 +的结
合力提高，从而提高 AiiA 蛋白酶与底物的结合能
力，有利于其在温度较高的情况下与底物结合。
2. 2. 3 突变 AiiA 蛋白酶热稳定性测定:蛋白酶热
稳定性(图 8)分析表明，37℃温浴 30 min 后 5 株突
变蛋白剩余蛋白酶活均超过 65%，较野生型 AiiA 蛋
白有了明显提高，45℃保温 30 min 后，突变蛋白除
了 A57P 外，其余 4 株突变蛋白 G62A，N65K，
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图 6． 突变 AiiA 蛋白的镍离子亲和层析纯化

Figure 6． AiiA mutants purified with Ni2 + -NTA affinity

chromatography． M，protein marker; lane 1 to 5，purified AiiA

mutants ( 1: A57P; 2: G62A; 3: N65K; 4: T195Ｒ; 5:

A206E) ．

图 7． 突变 AiiA 蛋白最适作用温度
Figure 7． Optimal temperatures for the AiiA mutants．

T195Ｒ 和 A206E 仍保留 15%以上的酶活力。非常
有意思的是，突变蛋白 N65K 和 A206E 有更高的热
稳定性，A206E 在 45℃保温 30 min 后，剩余酶活力
超过 65%，而只有 N65K 在 55℃温浴 30 min 后仍具
有 5. 0%的剩余酶活力。AiiA 三维结构中，Asn65
与 Glu70 相邻，处于活性中心外围，Glu 拥有一个带
负电荷的羧基。将 Asn 突变成带正电荷的 Lys，使
两者之间可能形成盐桥，增加蛋白质结构的稳定性。
实验结果表明，增加 AiiA 蛋白分子内盐桥，对提高
该酶的热稳定性有显著效果。
2. 2. 4 突变 AiiA 蛋白酶 4℃储存稳定性:4℃储存
稳定性(图 9)表明，储存 4 d 后，5 株突变蛋白的剩
余酶活力均仍有 40%以上，4℃储存 5 d 后，突变蛋
白 A57P、N65K、T195Ｒ 和 A206E 均具有 25% 以上
的剩余酶活力。表明定点突变后，5 株突变蛋白的

图 8． 突变蛋白热稳定性
Figure 8． Thermostability of the AiiA mutants．

4℃ 储存稳定性有了明显提高，尤其是突变株
T195Ｒ，4℃储存 7 d 后其剩余酶活力仍有 21. 2%。
Thr195 和 Asp236 在空间结构上也相互靠近，且位
于活性中心附近，将 Thr195 突变成 Arg，从而在这两
个氨基酸间建立盐桥。实验结果表明，在 AiiA 蛋白
分子内引入盐桥，有助于 AiiA 4℃储存稳定性的提
高，然而降低 AiiA 分子区域柔顺性(Gly62→Ala62)
并不能很好地改善 AiiA 的低温稳定性。

图 9． 突变蛋白 4℃储存稳定性
Figure 9． The stabilities at 4℃ of the AiiA mutants．

3 讨论

本研究结果表明野生型 AiiA 蛋白最适温度为
28℃，最适 pH 为 6. 5，AiiA 蛋白能够耐受较大的 pH
范围。早期研究［19 － 20］也表明酰基高丝氨酸内酯酶
AidC 和 AiiM 均具有较广的 pH 耐受性。但是，野生
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型 AiiA 蛋 白于 37℃ 作用 30 min 后活性 降低
80. 6%，45℃作用 30 min 后丧失活性。此外，野生
型 AiiA 于 4℃ 储存 3 d 后活性迅速降低，5 d 后丧
失降解底物的活性，表明野生型 AiiA 蛋白对温度敏
感、稳定性差，与邱健等［34］的研究结果相一致。而
AiiA 蛋白酶的酶活和温度稳定性是其是否能够应
用于农业生产中的关键。

前期研究［27］表明利用定点突变技术进行分子
改造可以提高目的蛋白的温度稳定性和酶活力。
Watanabe 等［35］认为 Pro 对嗜热菌酶的热稳定性有
至关重要的作用;Mabrouk 等［27］通过在淀粉酶结构
中引入盐桥，有效提高了淀粉酶的热稳定性;
Bunting 等［30］通过定点突变对超氧化物歧化酶活性
中心位点进行突变，有效改善了酶与底物的结合，提
高酶活力。为了提高 AiiA 蛋白酶的酶活和温度稳
定性，本文利用定点突变技术对 AiiA 蛋白进行分子
改造。实验结果表明，对 AiiA 蛋白进行分子改造有
效提高了其酶活和温度稳定性。突变蛋白 N65K，
T195Ｒ 和 A206E 降解底物 AHL 的活力均显著提
高，28℃下酶活均比野生型 AiiA 提高了 23%以上。
4℃储存稳定性延长，特别 N65K 同时获得了高的热
稳定性。另外，研究结果表明突变蛋白 A206E 不仅
提高了温度稳定性，同时提高了 AiiA 蛋白的酶活，
提示活性中心位点附近的氨基酸可以作为分子改造
蛋白酶的有效突变位点。然而本研究发现，将 AiiA
蛋白 Ala57 突变成 Pro，并不能如预期显著提高其热
稳定性，突变体蛋白 A57P 在 45℃时同野生型 AiiA
一样丧失酶活，而将 Gly62 突变成 Ala 也没有延长
其 4℃储存稳定性，提示在 AiiA 蛋白中引入 Pro 和
Ala 以提高蛋白质的刚性可能并不是提高其酶活和
温度稳定性的有效手段。

本研究表明定点突变技术是改造 AiiA 蛋白酶
的分子结构，提高酶学性质，使其更加适合农业生产
应用的有效手段。同时本研究建立了基于蛋白质三
维空间结构，选取有效突变位点的方法。虽然我们
还没有足够的证据来说明某一位点突变引起酶学性
质改变的确切机制，但是我们的研究为 AiiA 蛋白酶
学性质的提高提供了新的思路，为酰基高丝氨酸内
酯酶的分子改造提供了新的技术手段。
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Enhancement of enzyme activity and thermostability of N-
acylhomoserine lactonase by site-directed mutagenesis

Mei Yang* ，Panpan Xie，Simei Jian，Liyu Lin，Caiyun Yang
College of Life Sciences，Fujian Normal University，Fuzhou 350108，Fujian Province，China

Abstract:［Objective］ To enhance enzymatic activity and thermostability of N-acylhomoserine lactonase ( AiiA ) ．
［Methods］ We performed site-directed mutagenesis based on AiiA homologous 3-D protein structure，and analyzed
enzymatic activity and thermostability of both wild type and mutated AiiA． ［Ｒesults］ The wild type AiiA lost its N-
acylhomoserine lactone (AHL) degrading activity after being incubated at 45℃ for 30 min or after being stored at 4℃ for
5 days． By comparison，the AHL-degrading activities of three types of mutated AiiA (N65K，T195Ｒ，and A206E) were
enhanced，and their storage periods at 4℃ were extended to 7 days． In addition，the N65K mutant acquired higher
temperature tolerance with remain of more than 45% of its enzymatic activity after being incubated at 45℃ and 5. 0%
enzymatic activity after being incubated at 55℃ as compared to the wild type． ［Conclusion］ Molecular modulation by
site-directed mutagenesis could significantly improve enzymatic activity and thermostability of AiiA．
Keywords: N-acylhomoserine lactone，N-acylhomoserine lactonase，enzymatic characterization，site-directed mutagenesis
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