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摘   要：【目的】通过计算机辅助设计，理性提高羊布鲁氏菌 7α-羟基类固醇脱氢酶的催化效率和

稳定性，实现酶的高效稳定催化合成。【方法】通过同源建模、分子对接和蛋白-配体相互作用分

析，理性设计关键位点的定向突变。结合酶学性质测定、酶促反应动力学分析和圆二色谱测定等

实验，测定突变酶的催化功能和稳定性。【结果】与野生型 7α-羟基类固醇脱氢酶相比，Met196Ile
和 Met196Val 突变酶的酶活提高了 8.33 倍和 7.41 倍，kcat/Km值分别提高了 4.93 和 4.37 倍，Tm值

分别提高了 1.75 °C 和 1.10 °C。Met196Ile 和 Met196Val 突变酶催化底物鹅去氧胆酸，合成产物

7-氧代-石胆酸所需时间从野生型的 8 h 缩短为 2 h，最高产率约为 91%。通过全原子动力学模拟

分析了均方根偏差、均方根波动以及蛋白-配体相互作用，阐明了催化性能提高的分子机制。Met196
突变诱导的 B 环(残基 Ala145−Pro157)和 α7 螺旋(残基 Val249−Gly265)的刚性增强有利于提高蛋白

的稳定性，底物与结合位点或活性位点(Tyr208、Lys212)相互作用力的增强有利于改善催化效率。

【结论】本研究采用同源建模和定点突变改造 7α-羟基类固醇脱氢酶的催化活力和稳定性，为工业

上高效稳定催化合成 7-氧代-石胆酸奠定了较坚实的基础，同时为类固醇脱氢酶的理性设计提供了

理论指导。 
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Abstract: [Objective] Through computer-aided design, we improved the catalytic efficiency and 
stability of Brucella melitensis 7α-hydroxysteroid dehydrogenase and realized the efficient and stable 
synthesis of products. [Methods] Directed-mutagenesis at the key sites was rationally designed via 
homology modeling, molecular docking, and protein-ligand interaction analysis. Enzymatic property 
determination, enzymatic reaction kinetic analysis, and circular dichroism characterization were carried 
out to determine the catalytic function and stability of the enzyme. The root-mean-square deviation, 
root-mean-square fluctuation, and protein-ligand interactions were analyzed through all atom dynamics 
simulation to clarify the molecular mechanism of Met196 mutations improving catalytic efficiency and 
stability. [Results] Compared with the wild-type 7α-hydroxysteroid dehydrogenase, Met196Ile and 
Met196Val increased the specific activity to 8.33 and 7.41 folds, the kcat/Km values to 4.93 and     
4.37 folds, and the Tm values by 1.75 °C and 1.10 °C, respectively. Furthermore, Met196Ile and 
Met196Val shortened the duration of the synthesis from chenodeoxycholic acid to 7-oxolithocholic acid 
from 8 h to 2 h, and the mutants had the highest yield of about 91%. The Met196 mutation-induced 
rigidity enhancement of loop B (residues Ala145–Pro157) and α7 helix (residues Val249–Gly265) was 
beneficial to the protein stability. The enhanced interaction between substrate and binding sites or 
active sites (Tyr208 and Lys212) was conducive to the catalytic efficiency. [Conclusion] This study 
employed homology modeling and site-directed mutagenesis to modify 7α-hydroxysteroid 
dehydrogenase and thus improved its catalytic efficiency and stability. The findings laid a solid 
foundation for the efficient and stable synthesis of 7-oxolithocholic acid in industry and provided 
theoretical guidance for the rational design of steroid dehydrogenase. 

Keywords: Brucella melitensis; 7α-hydroxysteroid dehydrogenase; rational design; catalytic efficiency; 
stability; molecular dynamic simulation 
 

胆汁酸是饱和羟基化的 C-24 环戊烷菲甾

醇，在调节葡萄糖、脂质、能量代谢、肠道免疫

和肠道炎症中发挥重要作用[1–2]。7-氧代-石胆酸

(7-oxolithocholic acid，7-oxo-LCA)是合成熊去氧

胆酸(ursodeoxycholic acid，UDCA)的重要前体[3]。

熊去氧胆酸用于临床治疗人类胆固醇胆结石[4]，

也是 FDA 批准治疗原发性胆汁酸肝硬化的药

物。UDCA 的传统化学合成涉及酯化、氧化和

脱保护等一系列化学过程[5]，过程效率低、成本

高，并伴随多种副产品产生，环境污染严重[6–7]。
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因此，开发新型绿色高效制备 UDCA 及其前体

的方法具有重要意义。 
羟基类固醇脱氢酶(HSDH)在胆汁酸类物质

转化、甾体激素转化、胆固醇代谢、非甾体类醛、

酮和醌羰基还原过程中发挥重要作用[8]。7α-羟

基类固醇脱氢酶(7α-HSDH，EC 1.1.1.159)是合成

UDCA 前体 7-oxo-LCA 的主要酶之一[9]。它是

含有罗斯曼折叠 NAD(P)H/NAD(P)+结合域的短

链脱氢酶/还原酶[10–11]。大多为同源二聚体或四

聚体，在单体的 N 端和 C 端具有辅因子和底物

结合催化区域。目前已经报道了多种 7α-HSDH

基因及其功能，如来自撒丁岛梭菌(Clostridium 

absonum，GenBank No.: AET80685.1)[9]、艰难梭菌

(Clostridium difficile, GenBank No.：YP001086529)、

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli, GenBank No. ：

KXH01569.1)[12]、南极嗜冷菌(Psychrobacter sp. 

GenBank No.: HAR74729.1)[8]和嗜麦芽窄食单胞

菌(Stenotrophomonas maltophilia，GenBank No.: 

KRG42928.1)[13]等。这些同源 7α-HSDH 在催化

合成 7-oxo-LCA 时表现出不同的转化效率和热

稳定性。然而大多数野生型 7α-HSDH 酶的催化

效率不高，且热稳定性差。据报道，来自嗜麦芽

黄单胞菌的 7α-HSDH在反应 24 h后，7-oxo-LCA

产率仅为 80%左右[13]。艰难梭菌 7α-HSDH 催化

7-oxo-LCA 的产率高达 99%，但转化时间长达

18.5 h[14]。撒丁梭菌的 7α-HSDH 酶在 37 °C 下孵

育 2 h 后，残余活性低于 50%[15]。因此 7α-HSDH

的理性设计提高其催化的工业属性具有重要的

研究意义。 

生物信息学和蛋白质工程技术促进了自然

资源中新型酶的发现，并大大加速了现有生物催

化剂的重新设计[16–17]。例如，Bertuletti 等从极

端环境中搜索基因组中同源的 7α-HSDH，鉴定

了来自奇异球菌属的 7α-HSDH，催化反应的最

适温度为 60 °C[8]。Tonin 等发现嗜麦芽窄食单胞

菌的 7α-HSDH 在 70 °C 时催化效率最高，在

37 °C 下孵育 24 h 后能保留 70%左右的初始酶 
活[4]。Dhagat 等设计了人源 20α-HSDH 底物结合

区域的 Leu308Val 突变酶，分别催化底物5α-孕
烷-3α-20α-二醇和 5β-孕烷-3α-羟基-20-酮，其 kcat/ 
Km 值增加到约 7 倍和 40 倍[18]。Thomas 等报道

了 Pro195Arg 的突变能够提高人源3β-HSD2 对 
底物3β,16β-二羟基-5-雄烯-17-酮的底物亲和力，

Km 值降低至 12.2 倍[19]。 
本研究基于氨基酸序列和结构的分析，理性

设计 Met196 残基定向突变，提高了 Bm7α-HSDH
催化 CDCA 合成 7-oxo-LCA 的催化效率，并通

过分子动力学模拟分析了优势突变酶 M196I 和

M196V 提高催化效率和热稳定性的分子催化机

制。该策略为羟基类固醇脱氢酶的高效催化和理

性改造提供了新的研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和 PCR 引物 

本研究中所用到的出发菌株为 E. coli 

JM109 和 E. coli BL21，质粒为 pET-21a，均由

实验室内部提供。构建 pET-21a-7α-HSDH 重组

质粒或突变体所用到的 PCR 引物由金唯智生物

科技有限公司(中国苏州)合成(表 1)。 
1.1.2  试剂 

鹅去氧胆酸(chenodeoxycholic acid，CDCA)

购 自 阿 拉 丁 试 剂 有 限 公 司 ( 中 国 上 海 ) 。

7-Oxo-LCA 购自百灵威科技有限公司(中国上

海)。辅因子 NAD+购自西格玛奥德里奇有限公

司(中国上海)。限制酶购自宝生物工程有限公司

(中国大连)。质粒提取试剂盒购自诺唯赞生物科

技有限公司(中国南京)。其他化学品为商业购买

的化学纯等级。 
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表 1  菌株、质粒和 PCR 引物 
Table 1  Strains, plasmids and PCR primers 
Strains and plasmids Application  Sources 
Strains   

E. coli JM109 Host for gene cloning This lab 
E. coli BL21 Host for gene expression This lab 
E. coli BL21/pET-7α-HSDH E. coli BL21(DE3) harboring pET-Bm7α-hsdh This study 
E. coli BL21pET-M196C E. coli BL21(DE3) harboring pET-Met196Cys This study 
E. coli BL21/pET-M196I E. coli BL21(DE3) harboring pET-Met196Ile This study 
E. coli BL21/pET-M196L E. coli BL21(DE3) harboring pET-M1et96Lys This study 
E. coli BL21/pET-M196V E. coli BL21(DE3) harboring pET-Met196Val This study 

Plasmids    
pET-21a Plasmid for gene expression This lab  
pET-21a-7α-HSDH pET-21a containing Bm7α-hsdh This study 
pET-21a-M196C pET-21a containing Met196Cys This study 
pET-21a-M196I pET-21a containing Met196Ile This study 
pET-21a-M196L pET-21a containing Met196Lys This study 
pET-21a-M196V pET-21a containing Met196Val This study 

Primers  Sequences (5′→3′) 
7α-HSDH-WT-F CGCGGATCCATGGGCGCCGATCCGGTTTA 
7α-HSDH-WT-R CCGCTCGAGATCCAGTTCTTGAACACC 
M196C-F CTGAACATCAGCAGCTGCGCTGGTGAGAATACCAACGTGCGCA 
M196C-R GTATTCTCACCAGCGCAGCTGCTGATGTTCAGAATT 
M196I-F CTGAACATCAGCAGCATAGCTGGTGAGAATACCAACGTGCGCA 
M196I-R GTATTCTCACCAGCTATGCTGCTGATGTTCAGAATT 
M196K-F CTGAACATCAGCAGCAAGGCTGGTGAGAATACCAACGTGCGCA 
M196K-R GTATTCTCACCAGCCTTGCTGCTGATGTTCAGAATT 
M196V-F CTGAACATCAGCAGCGTGGCTGGTGAGAATACCAACGTGCGCA 
M196V-R  GTATTCTCACCAGCCACGCTGCTGATGTTCAGAATT 

Restriction sites are shown in italics and underline, and codons of mutant residues are shown in bold and underline. 
 

1.2  重组菌的构建 
根据大肠杆菌的密码子偏好性，对羊布鲁氏

菌的 7α-羟基类固醇脱氢酶(Bm7α-HSDH)的编码

基因(WP_014489477.1)进行同义突变设计。获得

Bm7α-hsdh 基因序列的 GenBank 登录号为

MW202238。同义突变设计后的基因由金唯智有

限公司(中国苏州)化学合成。将基因 Bm7α-hsdh
克 隆 到 表 达 质 粒 pET21a 中 ， 构 建 质 粒

pET-7α-HSDH，转化大肠杆菌 Escherichia coli 
BL21(DE3)感受态细胞。经 DNA 测序确认后，

获得重组菌株 E. coli BL21/pET-7α-hsdh。 

1.3  同源比对、结构建模、分子对接和动

力学模拟 
使用 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)和

RCSB 数据库(https://www.rcsb.org)进行 Bm7α- 
HSDH 序列的同源比对[20]、GREMLIN 在线分析

工具(http://gremlin.bakerlab.org)进行保守序列鉴

定及 I-TASSER 工具(https://zhanglab.ccmb.med. 
umich.edu)进行蛋白质结构和功能预测。通过

Auto Dock Tools 软件(http://autodock.scripps.edu/ 
resources/adt)获得蛋白质与配体的对接，结合 3D
可视化软件 Pymol (https://www.pymol.org)生成

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 



 

 

 

柳志永等 | 微生物学报, 2022, 62(5) 1773 

蛋白质结构图。采用 GROMACS 5.0.2 软件和

AMBER 力场进行动力学模拟[21]。动力学模拟系

统建立在立方形盒子的 TIP3P 水模型中，定义溶

质–盒子的距离为 10 Å，通过添加氯离子或钠离

子来中和系统，并根据 pH 7.0 设置残基的质子

化状态[22]，使用最速下降算法进行 10 000 步的

能量最小化，进一步模拟蛋白–配体复合体在

1.01 bar 压力、300 K 温度下 50 ns 的动力学过程[23]。

采用 MM/GBSA 方法对分子动力学模拟轨迹进

行结合自由能计算，定义∆Gbind=GPL-GP-GL
[24]。 

1.4  突变位点设计与构建 
首先，通过同源性搜索和多序列比对鉴定保

守性氨基酸[16,25]。其次，结合蛋白质的结构比对

确定明显的相似性和差异性。最后，基于保守序

列和结构比对信息来识别底物结合口袋中的潜

在位点，并选择合适的氨基酸作为构建模块理性

设计突变文库[26–27]。使用 PrimeSTAR Max DNA
聚合酶，通过改良的全质粒 PCR 技术进行定点

诱变。PCR 程序为 98 °C 30 s；98 °C 10 s，55 °C 
20 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min。
所得 PCR 产物用 Dpn I 酶消化以去除亲本

pET21-7α-HSDH。将 1.0 μL 消化产物转化到 E. 
coli BL21(DE3)中。通过 DNA 测序验证，构建

相应的突变株 E. coli BL21/pET-M196C、E. coli 
BL21/pET-M196I、E. coli BL21/pET-M196K 和

E. coli BL21/pET-M196V。用于定点突变的引物

如表 1 所示。 

1.5  蛋白的表达与纯化 
将重组 E. coli BL21 菌株接种到含有 1 L LB

培养基的 3 L 摇瓶中，添加氨苄青霉素至终浓度

为 50 μg/mL，于 37 °C 条件下培养。当培养物的

OD600 值为 0.6−0.8 时，加入 IPTG 至终浓度为   
0.1 mmol/L，于 25 °C 培养 20 h。收集细胞，通过

APV2000 高压匀浆机(SPX Flow Technology，中

国上海)裂解细胞，在 4 °C 环境下 12 000×g 离心

30 min 收集上清液。使用 ÄKTA 蛋白质纯化系

统(GE Healthcare，美国)、HisTrap HP 亲和柱和

Superdex 200 层析柱进行纯化，通过 SDS-PAGE
凝胶图观察蛋白纯度。 

1.6  酶学性质及酶促动力学测定 
通过测定 NADH 在 340 nm 的吸光度变化

率，在 30 °C 下测量 7α-HSDH 及其突变酶氧化

CDCA 的酶活力。酶活力测定标准：反应体积

200 μL，分别加入终浓度为 100 mmol/L 的

Na2CO3-NaHCO3 (pH 9.5)、5 mmol/L 的 NAD+和

5 mmol/L 的 CDCA，置于 30 °C 金属浴孵育    
3 min，加入适量的纯酶(10–200 μmol/L)，在

Bio-Tek Cytation 5 细胞成像多功能检测系统扫

描 340 nm 处吸光度的变化。 
酶活力的计算公式为：酶活 (U)=EW×V× 

103/(6 220×0.5) 
比活的计算公式：比活(U/mg)=酶活(U)/蛋

白量(mg) 
其中，EW：1 min 内 340 nm 处吸光度的变

化；V：反应液的体积(mL)；6 220：摩尔消光系

数[L/(mol×cm)]；0.5：光程距离(cm)。 
酶活力定义：在上述条件下，每分钟催化生

成 1 μmol NADH 的酶量为 1 个酶活力单位。 
通过配制不同 pH 的缓冲溶液(50 mmol/L 

Tris-NaCl，pH 8.0–9.0；100 mmol/L Na2CO3- 
NaHCO3，pH 9.5−10.5)，使用配备恒温循环金属

浴的 Bio-Tek Cytation 5设置不同温度(20−40 °C)
环境，根据上述酶活力测定的方法，确定酶催化

反应的最适 pH 和最适温度。 
在 7α-HSDH 及其突变酶的动力学测定过程

中，用 100 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 缓冲液(pH 
9.5)，配制不同浓度的 CDCA (0.1–10.0 mmol/L)
和固定浓度的辅因子 NAD+ (5.0 mmol/L)，在

30 °C 金属浴保温 3 min，加入适量的纯酶

(10–200 μmol/L)，扫描 340 nm 处的吸光度变化。

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 
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酶动力学曲线的拟合通过 GraphPad 软件实现，

分别以底物浓度和比酶活为横、纵坐标，选择

Michaelis-Menten 模型进行非线性拟合，获得

Vmax 值与 Km 值，通过数据换算获得 kcat 值与

kcat/Km 值。 

1.7  酶稳定性研究 
7α-HSDH 及其突变酶的 pH 稳定性以残余

酶活力为特征。将适量的纯蛋白在不同 pH 
(9.0−10.5)的缓冲液中稀释 10 倍，在 4 °C 冰箱静

置，然后在不同时间点(0，3，6，9，12，18，
24 h)取样测定酶活。以未经处理的酶液初始酶

活为 100%，计算残余酶活。 
7α-HSDH 及其突变酶的热稳定性通过圆二

色谱(CD)热变性实验测定。首先将蛋白置换在

50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 8.0)中，浓度约为

100 mg/L。使用 Jasco J720 分光偏振计(Jasco, Inc., 

Easton, MD)进行圆二色性测量。测定条件设定：

测定波长范围为 190–250 nm，响应时间：1 s；

灵敏度：0.1 °C；速度：50 ns/min。选择特征峰    

220 nm 处进行变温图谱分析，在 20 °C 和 80 °C

之间每 3 °C 重复扫描 1 次并记录数据。 

1.8  生物转化和分析方法 
反应混合物(10 mL)由 100 mmol/L Na2CO3- 

NaHCO3 缓冲液 (pH 9.5)、2 mmol/L NAD+、     

2 mmol/L CDCA 和 20 μg 纯化蛋白组成。反应在

30 °C 下以 200 r/min 振荡 12 h。反应结束后，将

反应液在沸水中保温 10 min 终止反应，在 10 mL

反应液中加入 2 mol/L NaOH 调 pH 至 10，取   

1.0 mL 进行产物测定。产物的产率通过高效液

相色谱法(HPLC)在 XBridge C18 柱上测定。将底

物和产物标准品溶解在甲醇溶液中，然后在 60%

乙腈流动相下用高效液相色谱法检测 195 nm 处

的紫外吸光度，计算得到 CDCA 和 7-oxo-LCA

的标准曲线。 

2  结果与分析 

2.1  7α-HSDH 的突变位点设计 
使用同源序列比对[28](图 1A)、多序列保守

性分析[29](图 1B)确定 7α-HSDH 功能位点。通过

I-TASSER 服务器构建 7α-HSDH 的结构模型，

以 1FMC 复合体结构为模板[12]，使用 AutoDock 4
获得 7α-HSDH 与辅因子 NAD+或底物 CDCA 的

分子对接模型。如图 1C 所示，该结构表明 CDCA
的取向由 Asn200 或 Asn202 与 C3 羟基之间以及

Gly148 与羧基之间的氢键决定。NAD+的 C4 与

CDCA 的 C7 之间的距离为 3.3 Å，表明存在合

理的 C−C 相互作用(图 1D)。NAD+的取向由

Ile241 和烟酰胺、Lys212 和烟酰胺侧核糖的两个

氧原子之间，以及 Asp91 和腺苷核糖的 2’-和 3’-
羟基之间的氢键决定(图 1E)。羟基类固醇脱氢酶

的催化机制表明[30]，Ser195 稳定底物，Tyr208
作为催化碱基，Lys212 降低了 Tyr208 羟基的

pKa。反应过程中，Tyr208 促使底物去质子化，

Lys212 与 NAD+的 2’和 3’-核糖羟基结合，使

NAD+结合氢原子。此外，α5 螺旋区域(残基

Met196–Glu199)构成底物通道的重要组成部分，

其中的 Met196 位点与 C 末端相邻，背向底物通

道，与 Ser195 位点锚定在底物 3’-羟基两侧，呈

掎角之势，可能在底物结合中起重要作用。基于

多序列比对和保守性分析，选择氨基酸 Cys、Ile、
Val 和 Lys 取代 Met196 位点进行突变。 

2.2  7α-HSDH 及其突变酶的表达、纯化及

酶活测定 
将 7α-HSDH 按照大肠杆菌密码子偏好性进

行序列优化，按照材料与方法中 1.2 构建重组菌，

经测序验证，获得重组菌 E. coli BL21/pET21a- 
7α-HSDH。按照材料与方法中 1.4 进行突变位点

的设计与构建重组菌 E. coli BL21/pET21a- 
M196C、E. coli BL21/pET21a-M196I、E. coli  
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图 1  7α-HSDH 的序列和结构分析 
Figure 1  Sequence and secondary structural analysis of 7α-HSDH. A: multiple sequence alignment and 
second structural analysis of reported 7α-HSDHs sequences. The residue Met196 is marked in blue triangle. 
The catalytic triad Ser195-Tyr208-Lys212 is marked in red star. The substrate binding sites (Asn200, Asn202, 
and Gly148) and cofactor binding site (Asp 91, Asn144, Gly146, and Ile 241) are marked in black squares. B: 
conservative sequence analysis of 7α-HSDH across enzyme families. The stacking height of amino acids means 
the conserved degree of the site, and the height of one single amino acid in the stack show its relative frequency 
at this position. The character color is used to show hydrophobicity (blue: hydrophilic, green: neutral, black: 
hydrophobic). C: the residues Gly148, Ser195, Asn200, Asn202 and Tyr208 are formed hydrogen bonds with 
CDCA (cyan), and showed as sticks. In addition, the residue Met196 and catalytic triad are marked in blue 
triangle and red star, respectively. D: the α5 helix (pink) and C-terminal region (brown) are distributed around 
the substrate binding tunnel, forming an arched structure. The residue Met196 (red) is located in α5 helix. E: the 
residues Asp91, Asn144, Gly146, Lys212, and Ile241 form hydrogen bonds with NAD+ (pink), and are showed 
as sticks. 

 
BL21/pET21a-M196K 和 E. coli BL21/pET21a- 
M196V。重组菌在 25 °C 经 0.1 mmol/L IPTG 诱

导，细胞上清经 SDS-PAGE 检测，均发现一条

明显的表达条带，大小与目标酶的理论分子大小

(32 kDa)一致，表明 7α-HSDH 及其突变酶蛋白

在 E. coli BL21 中获得表达(图 2A)。 
经 HisTrap HP 亲和层析和 Superdex 200 层

析，获得单一条带的纯蛋白 7α-HSDH 及突变酶

蛋白(图 2B)。酶活性检测分析表明，7α-HSDH、

M196C、M196I、M196K 和 M196V 的酶活分别 
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图 2  7α-HSDH 及其突变酶的表达和纯化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of expression (A) and purification (B) of 7α-HSDH and mutants. A: CK: the 
cell-free extracts of E. coli BL21/pET21a. M: protein molecular weight markers; lane 1−5: the cell-free extracts 
of E. coli BL21/pET21a-7α-HSDH, E. coli BL21/pET21a-M196C, E. coli BL21/pET21a-M196I, E. coli 
BL21/pET21a-M196K and E. coli BL21/pET21a-M196V. B: lane 1−5: the purified 7α-HSDH, M196C, M196I, 
M196K and M196V. 

 
为 1.14、0.87、9.50、0.92、8.45 U/mg。M196I 和
M196V 比野生型 7α-HSDH 酶活提高了 8.33 倍和

7.41 倍。Met196 突变后的氨基酸侧链性质不同，

Val、Ile、Met 属于非极性氨基酸，侧链长度增加，

Cys 属于极性氨基酸，Lys 为碱性氨基酸。酶活力

的差异可能是由于 Met196 位点氨基酸侧链性质的

变化，从而引起侧链与底物的相互作用力的改变[31]。 

2.3  7α-HSDH 催化反应的最适温度和最

适 pH 
如图 3 所示，野生型和突变酶在温度 30 °C，

pH 9.5 条件下酶活力最高，表明 Met196 位点没

有改变酶的最适催化温度和最适 pH 值。但是在

不同温度下，以最适温度或最适 pH 下的酶活力

作为参比，野生型和突变酶的相对酶活力存在明

显的差异。其中，M196I 突变酶在 20−25 °C 相

对酶活力较高，且高于 80%，而 M196K 酶在

35−40 °C 相对酶活力较低，且低于 70%。除此之

外，在 pH 8.0−9.0 条件下，M196C 维持较高的相

对酶活，而野生型酶活力明显低于突变酶。结果

表明 M196 突变可能引起蛋白的热稳定性或 pH
稳定性发生改变。据报道，来源于 Acinetobacter 
calcoaceticus lwoffii 和E. coli HB101的7α-HSDH
催化反应的最适温度为 22−37 °C，最适 pH 为

7.4−8.5[32–34]，与之相比，本研究的 Bm7α-HSDH 
 

 
 

图 3  温度(A)和 pH (B)对 7α-HSDH 及其突变酶活性的影响 
Figure 3  Effects of temperature (A) and pH values (B) on the activities of purified 7α-HSDH and its mutants. 
Activities were measured in 50 mmol/L Tris-NaCl buffer from 20 to 40 °C (at pH 8.0) to determine the 
optimum temperature and at 50 mmol/L Tris-NaCl (pH 7.0–9.0) or 100 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 (pH 9.5–10.5) 
buffer at 30 °C to determine the optimum pH. The optimum specific activity was regarded as 100%.  
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在较高的碱性环境下(pH 9.5)显示出最高催化活

性。由于鹅去氧胆酸在碱性条件下(pH>9.0)的溶

解性较好，Bm7α-HSDH 更利于实现底物 CDCA
的高效催化，合成 7-oxo-LCA。 

2.4  7α-HSDH 的热稳定性和 pH 稳定性 
根据材料与方法 1.7 进行酶热稳定性研究，

分别获得了野生型与突变酶的圆二色谱(图 4A)、
变温曲线(图 4B)和二级结构信息(表 2)圆二色谱

结果显示，突变酶 M196I 和 M196V 与其他蛋白

的 CD 响应值存在差异，表明它们的二级结构可

能发生了变化。变温曲线显示，M196I 和 M196V
突变酶比野生型 7α-HSDH 酶的 Tm 值分别提高

了 1.75 °C 和 1.10 °C，而 M196C 和 M196K 突变

酶的 Tm 值分别下降了 1.37 °C 和 0.51 °C。通过

计算不同蛋白中 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规

卷曲等二级结构的百分含量，发现 M196I 和

M196V 在 β-折叠的分布比例降低，β-转角的分

布比例提高。二级结构的变化可能与不同突变体

表现出稳定性的差异相关[35]。 
由于底物 CDCA在碱性条件下溶解度较好，

测定了 7α-HSDH 及其突变酶在碱性环境中的稳

定性。将 7α-HSDH 及其突变酶在 4 °C 条件下，

pH 9.5、10.0、10.5 的 100 mmol/L Na2CO3- 
NaHCO3 缓冲液中孵育 24 h，测定不同时间的酶

活力变化。结果如图 5 所示，野生 WT 及突变酶

在 pH 9.5 条件下稳定性最好。以 pH 9.5 的稳定

性曲线为对照，M196V 在 pH 10.0 条件下的稳

定性几乎不变，在 pH 10.5 条件下维持在 50%以

上，而其他酶在 pH 10.0 和 pH 10.5 条件下的稳

定性均显示出显著的下降。酶蛋白孵育 24 h 后，

在 pH 9.5 条件下的相对残余酶活分别为 WT 
66.4%、M196I 78.2%、M196V 83.9%、M196C 
30.4%、M196K 29.9%，由此表明突变酶 M196V
稳定性最好。 

 

 
 

图 4  7α-HSDH 及其突变酶的 CD 光谱和变温曲线 
Figure 4  CD spectra (A) and thermal denaturation (B) analysis of the 7α-HSDH and its mutants. The CD 
spectra were recorded by measuring the ellipticity as a function of wavelength at 0.1 nm increasements between 
190 nm and 250 nm at 20 °C. The thermal denaturation was determined by measuring the ellipticity at 220 nm 
as a function of temperature at increasements of 3 °C between 20 °C and 80 °C.  

 

表 2  7α-HSDH 及其突变酶的二级结构分析 
Table 2  The Secondary structure analysis of the 7α-HSDH and its mutants 
Enzymes Helix Strand Turns Unordered Total ΔTm/°C 
7α-HSDH 0.35 0.18 0.18 0.33 1.04 0 
M196C 0.35 0.19 0.20 0.29 1.02 –1.37 
M196I 0.35 0.11 0.23 0.32 1.01 1.75 
M196K 0.35 0.19 0.19 0.28 1.01 –0.51 
M196V 0.35 0.11 0.23 0.32 1.01 1.10 
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图 5  野生型 7α-HSDH 及其突变酶的 pH 稳定性  
Figure 5  The pH stability of wild-type 7α-HSDH and its mutants. The purified enzymes were incubated in 
100 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 (pH 9.5, pH 10.0, and pH 10.5) at 4 °C. The residual activity was assayed at a 
certain time (0−24 h) at the optimum condition (30 °C, pH 9.5). The initial specific activity was regarded as 
100%. 

 
2.5  突变酶 M196I 和 M196V 显著提高了

酶的催化效率 
通过测定不同浓度的底物 CDCA (0.1−  

10.0 mmol/L)条件下，野生型 7α-HSDH 和突变

酶的比活变化，使用 GraphPad Prism 软件处理

初始比活数据，通过 Michaelis-Menten 方程拟合

非线性回归曲线，计算酶的动力学参数。如表 3

所示，与野生型 7α-HSDH 相比，M196I和 M196V

突变酶的 kcat 值分别提高了 10.06 和 8.69 倍，Km

值分别提高了 2.01 和 1.96 倍，引起 kcat/Km值分

别提高了 4.93 倍和 4.37 倍。M196C 和 M196K

突变使得其 kcat 值分别下降了 18.1%和 4.8%，Km

值分别提高了 1.04 和 1.35 倍，从而导致 kcat/Km

值分别降低了 25.0%和 44.9%。这些结果表明，

与野生酶 7α-HSDH 相比，M196I 和 M196V 的

位点突变显著提高了 kcat 值，但降低了酶对底物 

表 3  野生型 7α-HSDH 及其突变酶对底物 CDCA
的动力学参数 
Table 3  Kinetics of wild-type 7α-HSDH and its 
mutants towards CDCA 

Enzymes Km (mmol/L),  
app* 

kcat (s−1),  
app 

kcat/Km,  
app Relative value 

7α-HSDH 1.18±0.10 0.65±0.02 0.5 1.00  

M196C 1.23±0.19 0.55±0.03 0.45 0.80  

M196I 2.37±0.32 6.54±0.34 2.76 4.93  

M196K 1.60±0.33 0.62±0.04 0.39 0.69  

M196V 2.31±0.23 5.65±0.22 2.45 4.37  

*: apparent kinetic parameters. 
 

CDCA 的亲和力(Km 值)，最终显著提高了酶的催

化效率。 

2.6  突变酶 M196I 和 M196V 显著提高转

化效率 
7α-HSDH 及其突变酶催化底物 CDCA，合

成产物 7-oxo-LCA，经 HPLC 检测分析(图 6)， 
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图 6  野生型 7α-HSDH及其突变酶催化 CDCA 生

成 7-oxo-LCA 的时间过程曲线 
Figure 6  Time-course profiles of the production of 
7-oxo-LCA from CDCA by wild-type 7α-HSDH and 
its mutants. The reactions were carried out in    
100 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 buffer at optimum pH 
and temperature (pH 9.5, 30 °C). At different time 
intervals, the yield of 7-oxo-LCA was assayed by 
HPLC analysis.  
 

突变酶 M196I和 M196V 将催化反应时间缩短了 4
倍，从野生型的 8 h 缩短为 2 h，最高产率约为

91%，显著提高了 7-oxo-LCA 的转化效率。另外

M196C 和 M196K 突变酶在催化底物 CDCA 合成

产物 7-oxo-LCA 效率上表现出不同程度的下降，

可能是催化活力与稳定性下降共同作用的结果[4]。 

2.7  分子动力学模拟分析 
通过对野生型 7α-HSDH、M196I 和 M196V

进行全原子动力学模拟，阐明了通过突变实现的

催化效率和热稳定性显著提高的原因。均方根偏

差(root-mean-square deviation，RMSD)用于测量

蛋白质构象与原始结构之间的平均偏差[36]。如

图 7A 所示，野生型及其突变体 M196I、M196V
的 RMSD 曲线整体上保持一致，在 3 ns 后趋于

相对平衡，表明分子结构均达到稳定状态。均方

根波动(root-mean-square fluctuation，RMSF)分析

结果(图 7B)表明突变酶 M196I 和 M196V 的 A
环(N 端残基 Asp41–Glu53)的柔性增加，B 环(残
基 Ala145−Pro157)和 α7 螺旋 (残基 Val249− 
Gly265)的刚性增加。同时 M196I 和 M196V 突

变导致 Gly148、Ser195、Asn200、Asn202 和

Tyr208 残基与 CDCA 之间的相互作用发生明显

变化(图 7C)。突变酶中 M196I 和 M196V 的

Gly148、Tyr208 残基显示出 3 种作用力(氢键、

水桥和疏水作用 )的增强，M196I 突变酶的

Asn200 残基与 M196V 突变酶的 Asn202 残基表

现出氢键作用力的显著减弱，Ser195 残基几乎

无作用力生成，由此引起了酶与底物 3’-羟基相

互作用力的减弱，与 7’-羟基和羧基相互作用力

的增强。底物结合环境的改变同时诱发了蛋白与

辅酶相互作用力(图 7D)的变化，与野生型相比，

M196I 与 M196V 突变酶的 Asn144、Gly146 和

Lys212 残基与 NAD+显示出氢键作用力的增强，

水桥作用力减少，由此增强了突变酶与辅酶烟酰

胺侧核糖的 2 个氧原子之间的相互作用。除此之

外，野生型及其突变酶的 Asp91、Ile241 残基与

辅酶之间均表现出较强的氢键相互作用。与野生

型相比，M196V 突变酶作用力维持不变，M196I
突变酶的 Ile241 残基显示出氢键作用力的减弱。

采用 MM/GBSA 对分子动力学轨迹进行结合自

由能计算[24]，WT、M196I 和 M196V 的∆Gbind 值

分别为−101.84、−103.08 和−118.82 kJ/mol，结果

表 明 196Ile 和 196Val 氨 基 酸 侧 链 改变 了

Bm7α-HSDH 与 CDCA 和 NAD+的相互作用力的

环境，从而增强了酶与配体的结合。 

3  讨论 
催化效率和稳定性是衡量酶的工业属性的

重要参数。酶促反应动力学是研究酶促反应速率

酶及其影响因素的科学，动力学参数 kcat 衡量的

是在最优条件下酶催化生成底物的速率，Km 值

衡量的是酶与底物之间的亲和力，两者比值是衡

量一个酶催化效率的最重要参数[37]。本研究中

的动力学参数表明，与野生酶 7α-HSDH 相比，

M196I 和 M196V 的位点突变显著提高 kcat 值的 
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图 7  基于动力学模拟的 7α-HSDH 与突变酶 M196I 和 M196V 差异对比分析 
Figure 7  Comparison and analysis of differences between 7α-HSDH and its mutants M196I and M196V based 
on molecular dynamic simulation. A: the above plot shows the RMSD evolution of the WT enzyme (black) and 
its mutants of M196I (blue) and M196V (red) during the 50 ns simulation at 300K and 1.01 bar pressure. The 
first frame is used as the reference. All protein frames are first aligned on the reference frame backbone, and 
then the RMSD of Cα (red) were calculated. B: the RMSF results of the WT enzyme (black) and its mutants of 
M196I (blue) and M196V (red) are shown in the line chart. They were calculated for all frames in the trajectory. 
The regions of loop A (residues 41–53 of N-terminal), loop B (residues 145–157), and α7 helix (residues 
249–265) changed significantly and were colored in cyan shadow. Protein interactions with the substrate CDCA 
(C) and cofactor NAD+ (D) of Bm7α-HSDH were monitored throughout the simulation. As shown in the plot, 
protein-ligand interactions are categorized into three types: water bridges (orange), hydrophobic (brown), and 
hydrogen bonds (cyan). The interaction fraction value indicates that percent of the interaction is maintained in 
the simulation time. Values over 1.0 represent multiple contacts of the same subtype with the ligand. 
 
同时引起了酶对 CDCA 的亲和力减弱，但最终

表现出催化效率(kcat/Km 值)的显著提高，且分别

增加了 4.93 倍和 4.37 倍。动力学模拟表明突变

位点残基的改变同时引起了底物与活性位点

(Tyr208、Lys212)和其他结合位点相互作用力的

变化，与催化效率的改善密切相关[38]。 
温度对酶促反应的影响包括两个方面，一方

面温度升高可以加快反应速度，另一方面温度升

高而促使酶逐步变性。热变性曲线显示，M196I
和 M196V 突变酶 Tm 值相比野生型分别提高了

1.75 °C 和 1.10 °C，而 M196C 和 M196K 突变酶

的 Tm 值分别下降了 1.37 °C 和 0.51 °C。结果表

明，Met196 可能是 7α-HSDH 热稳定性相关的关

键氨基酸之一，热稳定性的提高可能是由于

Met196 位点疏水相互作用、盐桥或氢键作用力

的变化引起的[39]。此外，pH 对酶促反应速率的
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影响主要体现在酶与底物的结合与活性中心的

催化过程，反应介质的 pH 可以通过影响底物和

辅酶的解离程度从而影响酶与底物或辅酶的结

合，从而引起催化活力的变化 [40]。野生型

7α-HSDH 及 M196I 和 M196V 突变酶在 pH 9.5
条件下稳定性较好，蛋白孵育 24 h 后，相对残

余酶活分别为 66.4%、78.2%和 83.9%，其中突

变酶 M196V 稳定性最好。表明碱性环境更有利

于 7α-HSDH 与底物和辅酶的结合，特别是

Met196 临近活性中心位点 Ser195，可能影响了

活性中心基团的解离程度和催化基团中质子供

体和质子受体所需的离子化状态，从而改变催化

活力。 
分子动力学模拟结果表明， M196I 和

M196V 突变增强了 Asn144、Gly146 和 Lys212

残基与烟酰胺侧核糖的 2 个氧原子之间的相互

作用，同时维持了 Asp91 残基与腺苷核糖 2’-

和 3’-羟基之间以及 Ile241 残基与烟酰胺之间的

结合的强相互作用。MM/GBSA 结合自由能结

果表明，196Ile 和 196Val 氨基酸侧链整体上提

高了 Bm7α-HSDH 与 CDCA 和 NAD+的结合力。

另一方面，RMSF 结果显示 B 环(残基 145–157)、

和 α7 螺旋(残基 249–265)的刚性增加，可能是

导致稳定性增强的关键因素[39]。本研究基于计

算机辅助酶的理性设计进行序列和结构分析，

从而确定了分子改造的候选位点和突变方向。

通过酶学性质测定、酶促反应动力学分析和圆

二色谱表征，获得了催化效率和稳定性提高的

M196I、M196V 突变酶，然后结合分子动力学

模拟，从原子层面分析了蛋白与配体的结合机

制，提出了催化效率提高和热稳定性增强的结

构见解。该研究为羟基类固醇脱氢酶工业属性

的理性改造提供了理论指导和奠定了较坚实的

研究基础。 
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