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联合突变对 α-L-鼠李糖苷酶性质的影响
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摘要：【目的】提升 α-L-鼠李糖苷酶（EC 3.2.1.40）的催化活性、热稳定性和 pH 稳定性。【方法】基于已改良的单

点突变体，构建了 3 个联合突变体：K423R-R307Y-D508N、K423R-R307Y-N561D 和 K389R-R307Y-N561D。

【结果】相比于原始酶（wild type，WT），K423R-R307Y-D508N 在温度为 65、70 ℃时的半衰期均提高了 0.24 

min，在 pH 为  7.0、8.0 时的半衰期分别提高了 145.64、4.91 min，但其相对酶活力仅为 WT 的 41.01%；K423R-

R307Y-N561D 在 pH 为 7.0、8.0 时的半衰期分别提高了 51.42、20.65 min，相对酶活力为 WT 的 63.26%；

K389R-R307Y-N561D 的相对酶活力是 WT 的 167.20%，在温度为 65、70 ℃时的半衰期分别提高了 1.60、1.34 

min，但在碱性环境下的 pH 稳定性未发生明显变化。通过分子对接、分子动力学模拟和 MM-PBSA 分析发

现，K389R-R307Y-N561D 的催化结构域 Loop 区和底部部分 α 螺旋结构的柔性增大，使酶与底物结合更充

分，提升了亲和性；但 R307 突变引发局部扰动，破坏氢键网络及 π-π 疏水相互作用，导致结构稳定性下降。

【结论】联合突变触发位点补偿机制是 α-L-鼠李糖苷酶催化活性与结构稳定性难以协同提升的主要原因。
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Abstract: [Objective] This study aims to enhance the catalytic activity, thermal stability, and pH stability of α-L-

rhamnosidase (EC 3.2.1.40). [Method] Three combined mutants (K423R-R307Y-D508N, K423R-R307Y-N561D, 

and K389R-R307Y-N561D) were constructed based on improved single-point mutants. [Result] Compared with 

the wild type (WT), the combined mutants K423R-R307Y-D508N exhibited an increased half-life of 0.24 min at 

both 65 ℃ and 70 ℃ . Additionally, its half-life improved by 145.64 min and 4.91 min at pH 7.0 and pH 8.0, 

respectively. However, its relative enzyme activity was only 41.01% of that of the WT. The combined mutant 

K423R-R307Y-N561D exhibited an increased half-life of 51.42 min and 20.65 min at pH 7.0 and pH 8.0, 

respectively, and its relative enzyme activity were 63.26% of that of the WT. The combined mutant K389R-

R307Y-N561D achieved an relative enzyme activity 167.20% of that of the WT, with an increased half-life of 

1.60 min and 1.34 min at 65 ℃ and 70 ℃ , respectively. However, its stability in alkaline environments did not 

show significant improvement. Molecular docking, molecular dynamics simulations, and MM-PBSA analyses 
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revealed that the increased flexibility of the catalytic domain Loop region and partial α helix structure at the 

bottom of K389R-R307Y-N561D enhanced substrate binding and affinity. However, the R307 mutation induced 

local perturbations, disrupting the hydrogen bond network and π-π hydrophobic interactions, leading to decreased 

structural stability. [Conclusion] The site compensation mechanism triggered by combined mutations is the 

primary reason for the difficulty in simultaneously enhancing the catalytic activity and structural stability of α-L-

rhamnosidase.

Keywords: α-L-rhamnosidase; combined mutations; site combination effect; molecular dynamics simulation

α-L-鼠李糖苷酶是一种水解天然类黄酮和萜

烯基糖苷末端 L-鼠李糖基的糖苷酶［1］。α-L-鼠李

糖苷酶主要应用于食品、医药等领域，例如 α-L-鼠

李糖苷酶可通过水解柑橘类果汁中引起苦味的物

质——柚皮苷，使得果汁苦味减少［2］；α-L-鼠李糖

苷酶可通过作用于萜烯基糖苷释放游离单萜等方

法来改善葡萄酒和饮料的香气成分［3］；将柚皮苷

氢化成柚皮苷二氢查尔酮后，使用固定化 α-L-鼠

李糖苷酶进行酶促水解，可除去柚皮苷二氢查尔

酮的鼠李糖基，以此来制备天然甜味剂［4］、普鲁宁

等活性物质［5］。

在实际应用中，对 α-L-鼠李糖苷酶的催化活

性、温度和 pH 稳定性等有较高要求，已有研究采

用定向进化、结构改造等方法，提升了天然酶的稳

定性和催化活性［6-9］。根据 α-L-鼠李糖苷酶“活性

口袋”内径大小、关键氨基酸等因素进行理性设

计，得到的单点突变体改善了酶的催化活性，提高

了水解底物的效率［10-13］。基于柔性区域、氨基酸

置换、PoPMuSiC 预测等方法设计的单点突变体，

使 α-L-鼠李糖苷酶的 pH 稳定性、热稳定性得到了

明显提高［14-15］。这些单点突变的运用在一定程度

上改善了酶的特性，但将所得单点突变进行联合

突变是否能更好地提高 α-L-鼠李糖苷酶的性质还

有待研究。

目前基于联合突变改善 α-L-鼠李糖苷酶的研

究较少，Lu等［16］和 Ge等［17］利用 B-factor、引入二硫

键等方法设计出的双点突变体，其热稳定性显著

提高。作者所在课题组前期通过对不同来源的

α-L-鼠李糖苷酶进行序列比对和动力学模拟分析，

筛选出了分别在热稳定性［18］和催化活性［19］有较大

提升的双点突变体。这些双点突变体的设计均是

在单一性质（如热稳定性）改善的单点突变基础上

进行组合突变，通过探讨不同突变点间的协同关

系，发现目前尚缺乏基于不同性质改良（如酶的活

性、热稳定性）的组合突变研究。

为研究针对不同性质设计的 α-L-鼠李糖苷酶

单点突变位点间的组合效应，作者在前期研究得

到 的 催 化 活 性（D508N、N561D）［12］、热 稳 定 性

（K389R、K423R）［14］、pH 稳定性（R307Y）［15］提高的

单点突变基础上（见表 1），构建了 3 个三点联合突

变体K423R-R307Y-D508N、K423R-R307Y-N561D、

K389R-R307Y-N561D，研究了突变体性质的变

化，并采用分子对接、分子动力学模拟分析了联合

突变体与 WT 的结构差异，探究位点间的微扰对

该酶催化活性和结构稳定性的影响。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大 肠 杆 菌（E. coli）DH5α 和 毕 赤 酵 母

SMD1168 菌株由作者所在实验室保藏；黑曲霉来

源 α-L-鼠李糖苷酶基因的质粒载体 pPIC9K-rha 以

及其单点突变体 R307Y、K389R、K423R、D508N

表 1　单点突变体的酶学性质变化

Table 1　Changes in enzymatic properties of single-point mutants

单点突变体

R307Y

K389R

K423R

D508N

N561D

突变后酶学性质变化

pH 为 8.0~12.0时，稳定性均有不同程度提升

与 WT相比，在 60、65、70 ℃时的半衰期分别提高了 2.0 h、11.0 min和 0.6 min

与 WT相比，在 60、65、70 ℃时的半衰期分别提高了 0.5 h、11.0 min和 1.8 min

相比于 WT，酶活性提高了 185%，Km值降低了 7.87 mmol/L，催化速率（kcat/Km）提高了 1.54倍

相比于 WT，酶活性提高了 130%，Km值降低了 5.20 mmol/L，催化速率（kcat/Km）提高了 1.05倍
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和 N561D 是作者所在实验室前期构建的。

DNA Marker、限制性内切酶 Sal I：宝生物工

程（大连）有限公司；质粒小提试剂盒（离心柱型）、

DNA 纯化回收试剂盒（离心柱型）：天根生化科技

（北京）有限公司；位点特异性突变导入试剂盒：东

洋纺（上海）生物科技有限公司；SDS-PAGE 凝胶

快速配制试剂盒：上海碧云天生物技术有限公司；

对硝基苯基 - α -L-吡喃鼠李糖苷（pNPR）：美国

Sigma 公司；其余化学试剂（分析纯）：国药集团化

学试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

PCR 仪：TC-96/G/H（b）C 型，杭州博日科技股

份有限公司；恒压恒流电泳仪：Mini-PROTEAN 

Tetra 电 泳 槽 型 ，美 国 Bio-Rad 公 司 ；酶 标 仪 ：

Epoch 2T 型 ，美 国 BioTek 公 司 ；基 因 导 入 仪 ：

GP-3000 型，宁波新芝生物科技股份有限公司；高

效液相色谱仪 ：1260 Infinity Ⅲ 型 ，美国 Agilent 

Technologies 公 司 ；高 速 冷 冻 离 心 机 ：

Avanti J-26S XP 型，美国 Beckman Coulter公司；凝

胶成像仪 ：GEAI600 型 ，美国 General Electric 公

司 ；蛋白质纯化仪 ：AKTA PURE 150L 型 ，美国

General Electric公司。

1.3　方法

1.3.1　联合突变体质粒的构建和转化　

对作者所在课题组前期构建的单点突变体提

取质粒，进行点突变，构建三点联合突变质粒并转

化至 E.coli DH5α 感受态细胞，进行 Amp 抗性筛

选、菌液 PCR、琼脂糖凝胶电泳验证并测序。将测

序成功的联合突变体质粒线性化，转化至毕赤酵

母感受态细胞，进行 G418 抗性筛选，单菌落扩大

培养，保存菌种并鉴定。

1.3.2　联合突变体的表达和纯化　

将体积分数 1% 的菌株接种至 BMGY 培养基

中 ，当 OD600 值达到 3.0 时 ，收集菌体并重悬于

BMMY 培养基中，每隔 24 h 添加 500 μL 甲醇溶液

诱导表达。诱导表达 7 d后，于 8 000 r/min、4 ℃离

心 15 min，收集上清液备用。通过疏水柱对上清

液中目的蛋白质进行富集 ，用强阴离子柱和

Superdex 200 10/300 GL 分子筛对目的蛋白质进

行分离纯化，收集出峰样品进行 SDS-PAGE 分析、

相对酶活力检测和蛋白质质量浓度测定。

1.3.3　联合突变体酶学性质的测定　

1）相对酶活力的测定 ：将 W T 与突变体的

蛋白质质量浓度设为一致，以灭活酶作为对照

组 ，反 应 体 系 为 ：120 μL 酶 反 应 缓 冲 液（pH 

4.0）、60 μL 底物（pNPR 溶液）和 20 μL 酶液。

于 60 ℃ 下反应 10 min，迅速加入 200 μL 碳酸

钠溶液终止反应 ，取 200 μL 反应液测定其在

410 nm 下的吸光度。

2）最适温度的测定：参照相对酶活力的测定

方法，分别在 30、40、50、60、70、80 ℃进行反应，其

他反应条件不变，测定反应液的吸光度。

3）温度稳定性的测定：参照相对酶活力的测

定方法，将酶液分别置于 65、70 ℃恒温水浴锅中

处理一定时间，其他反应条件不变，测定反应液

的吸光度。

4）最适 pH 的测定：参照相对酶活力的测定方

法，在 pH 为 3.0~8.0 的条件下分别进行反应，其他

反应条件不变，测定反应液的吸光度。

5）pH 稳定性的测定：参照相对酶活力的测定

方法，分别在 pH 为 7.0、8.0的条件下，于 37 ℃处理

一定时间，其他反应条件不变，测定反应液的吸

光度。

1.3.4　分子对接　

基于作者所在课题组解析的黑曲霉 α-L-鼠李糖

苷酶（NCBI：AGN92963.1）的晶体结构，底物 pNPR

的三维结构由 Chembio Office 2016 构建并进行能

量最小化。使用 Autodock Tools对蛋白质、底物结

构文件进行前处理；采用Autodock Vina进行分子对

接，对接盒子大小为 2.0 nm×3.0 nm×2.2 nm，对接中

心 为（ -9.615，-21.39，17.235）。 使 用 Discovery 

Studio、PyMOL 分析酶-底物相互作用力并进行可

视化作图。

1.3.5　分子动力学模拟　

使用 ATB 网站生成底物分子的拓扑文件，用

Gromacs 5.14 并 选 择 GROMOS96 54a7 力 场 计

算原子参数进行纯蛋白质、酶-底物复合物体系的

30 ns模拟，每个体系进行 3 次平行模拟，筛选相对

平稳的模拟轨迹进行后续分析。通过 MM-PBSA

方法，分析酶与底物结合时各个氨基酸相互作用

的能量变化。
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1.3.6　数据处理　

每组试验设置 3 个平行 ，取平均值 ，采用

Excel 2019 和 Origin 2023 软件进行数据处理及相

关图表的绘制。

2　结果与讨论

2.1　联合突变体的构建及酶学性质分析

2.1.1　联合突变体的构建　

如图 1 所示，将 WT 以及 3 个联合突变体进行

发酵并诱导表达，将获得的酶液进行 SDS-PAGE

检测，目的条带的相对分子质量均在 100 000 左

右，分离纯化后测定其酶学性质。

2.1.2　联合突变体的酶学性质　

将 WT、联合突变体的蛋白质质量浓度设为一

致，于相同条件下测定相对酶活力。如图 2 所示，

K389R-R307Y-N561D 相对酶活力提高幅度较大，

为 WT 相 对 酶 活 力 的 167.20%；K423R-R307Y-

D508N 和 K423R-R307Y-N561D 的相对酶活力降

低幅度较大，可能影响其酶学性质的测定。

WT、联合突变体的最适温度、pH 测定结果见

图 2，联合突变体中仅 K423R-R307Y-D508N 的最

适 pH 为 5.0，其最适 pH 发生了偏移，pH 变化对

K389R-R307Y-N561D 的相对酶活力影响较大，其

他联合突变体的最适温度（60 ℃）、pH（4.0）均未发

生较大偏移。测定不同条件下酶的热稳定性、pH

稳定性并分别计算半衰期，见表 2。在 pH 为 7.0

时，K423R-R307Y-D508N、K423R-R307Y-N561D、

K389R-R307Y-N561D 的半衰期分别比 WT 提高了

145.64、51.42、15.39 min；在 pH 为 8.0 时，K423R-

R307Y-D508N、K423R-R307Y-N561D 的半衰期分

别比 WT 提高了 4.91、20.65 min，K389R-R307Y-

N561D 的半衰期与 WT 相比差别较小。结果表

明，联合突变体在 pH 7.0~8.0 下的稳定性有不同

程度提升，但热稳定性与 WT相比没有明显差异。

综上所述，相较于 WT，K423R-R307Y-D508N、

K423R-R307Y-N561D 的相对酶活力降低幅度较

大，K389R-R307Y-N561D 相对酶活力提高幅度较

大；联合突变体的热稳定性提升幅度较小，碱性条

件下的 pH 稳定性有不同程度提升，推测联合突变

对酶的结构稳定性影响不明显。

图 1　WT和各联合突变体的 SDS-PAGE分析

Fig. 1　SDS-PAGE of WT and combined mutants

图 2　WT和各联合突变体的相对酶活力、温度和 pH

Fig. 2　Relative enzymatic activities， temperatures， and pH of WT and combined mutants
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2.2　α-L-鼠李糖苷酶和联合突变体与 pNPR 的分子

对接

相较于其余 2 个联合突变体，K389R-R307Y-

N561D的综合性质改良较好，因此将 K389R-R307Y-

N561D 与 pNPR 进行分子对接，探究联合突变对底

物结合的影响。如图 3所示，WT-pNPR的对接自由

能为-28.45 kJ/mol，K389R-R307Y-N561D-pNPR的对

接自由能为 -31.38 kJ/mol，pNPR 末端鼠李糖在

K389R-R307Y-N561D 结合区域的位置更深，底物

的硝基苯与 Y276 形成 π-π 堆叠、氢键作用，pNPR

以糖苷键为轴，结构小幅度折叠，更充分地暴露糖

苷键 ，推测 K389R-R307Y-N561D 能提高酶水解

pNPR 的相对酶活力的原因是其对底物的亲和力

高于 WT。

综上所述，联合突变可影响底物结合在活性

区域的深浅程度，进而影响氨基酸作用底物的位

置、作用效果及构象稳定性，最终表现为 WT、联合

突变体与 pNPR 亲和力的差异。

2.3　α -L-鼠李糖苷酶和联合突变体的分子动力学

模拟

2.3.1　纯蛋白质体系的结构差异性、刚柔性分析　

纯蛋白质体系中蛋白质结构的均方根偏差

（root mean square deviation，RMSD）和回旋半径

（Rg）见图 4，2 个体系的 RMSD 最终平衡在 0.4 nm

左右，截取轨迹进行蛋白质结构域叠合比对（见表

3），相比 β 折叠结构域，（α/α）6 桶状催化结构域的

结构在联合突变时有了一定偏差。WT 体系 Rg波

动范围小于 K389R-R307Y-N561D 体系，进一步说

明联合突变对酶的结构稳定性无明显影响。

表 2　WT及各联合突变体在 65、70 ℃和 pH 7.0、8.0时的半衰期

Table 2　Half-lives of WT and combined mutants at 65 ℃ and 

70 ℃， pH 7.0 and pH 8.0

单位：min

条件

65 ℃

70 ℃

pH 7.0

pH 8.0

WT

半衰期

14.23

1.07

32.09

16.62

K423R-

R307Y-D508N

半衰期

14.47

1.31

177.73

21.53

K423R-

R307Y-N561D

半衰期

13.70

1.45

83.51

37.27

K389R-

R307Y-N561D

半衰期

15.83

2.41

47.48

16.33

图 3　WT、K389R-R307Y-N561D 对接 pNPR 的最佳构象及其相互作用力

Fig. 3　Optimal conformations of WT and K389R-R307Y-N561D docking pNPR and its interaction force
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如图 5所示，结合纯蛋白质体系中的氨基酸均

方根波动（root mean square fluctuation，RMSF）、显

著变化区域及蛋白质结构 B-factor值（颜色由深蓝

色到红色表示由刚性到柔性）发现，（α/α）6桶状催

化结构域上方 Loop 区和底部的柔性变化明显，主

要原因是 N561D 突变引起（α/α）6桶状催化结构域

上方 Loop 区灵活度增强，可促进底物更好地进

入结合区域，但由于结构间的构象调整，（α/α）6

桶状催化结构域上方柔性增强，联动底部柔性同

时 增 大 ，LYS389 突 变 为 ARG 后 更 易 质 子 化 ，

ARG 的羧基对 ASN393 的氨基极化影响程度高，

ASN393 更靠近 ARG，导致其远离 GLN432，不足

以形成氢键，进而直接影响作用距离 1.0 nm 内的

ASN393、TYR404、GLN432 构成的稳定“三角形”

氢键网络被破坏，且 TYR404 与 TRP397 的 π-π 堆

叠的疏水相互作用也被破坏。蛋白质结构的稳

定性与氢键数量存在相关性，构成氢键网络的残

基突变可能会影响酶的稳定性，氢键数量减少也

表明稳定性可能随之降低［20-21］。

综上，联合突变提高酶对 pNPR 亲和力的原因

是（α/α）6 桶状催化结构域 Loop 间协调运动增强，

可与底物更好接触并促进其运动至结合区，但同

时桶状结构底部的稳定性也受影响，氨基酸局部

扰动使得氢键网络被破坏，联动催化结构域底部

柔性增大，使结构稳定性下降。

图 4　WT与 K389R-R307Y-N561D 的 RMSD 和 Rg

Fig. 4　RMSD and Rg of WT and K389R-R307Y-N561D

表 3　WT与 K389R-R307Y-N561D 结构比对

Table 3　Comparison of structures between WT and K389R-

R307Y-N561D

蛋白质结构比对

整体蛋白质结构

（α/α）6桶状催化结构域

N 端 β折叠结构域

C 端 β折叠结构域

RMSD/nm

0.246 4

0.209 5

0.156 4

0.143 0

图 5　WT与 K389R-R307Y-N561D 的 RMSF、B-factor值及差异细节图

Fig. 5　RMSF， B-factor value， and difference detailed plots between WT and K389R-R307Y-N561D
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2.3.2　复合物体系的微观构象分析　

复合物体系的 RM SD、R g 及 RM SF 见图 6。

K389R-R307Y-N561D-pNPR 体系比 WT-pNPR 体

系更快达到平衡，且其 Rg波动范围小于 WT-pNPR

体系，说明 pNPR 的加入使 K389R-R307Y-N561D

的蛋白质结构更稳定和紧密，呈现一定的刚性。

K389R-R307Y-N561D 突变体中 4 个区域 RMSF 明

显下降，氨基酸刚性增强，说明 pNPR 可能与这

些区域的氨基酸相互作用，进而限制氨基酸的

摆动幅度，底物的加入增强了蛋白质结构的刚性，

K389R-R307Y-N561D 与 pNPR 结合更紧密，联合

突变更利于酶在参与化学反应时保持结构稳定。

复合物体系的 MM-PBSA 计算结果见表 4，氨

基酸能量分解结果见图 7。联合突变可增强酶与

pNPR 结合的范德华力、静电相互作用力和极性溶

剂化能这类正向驱动力，提高酶对 pNPR 的亲和

力。对比轨迹构象，突变后 pNPR 末端鼠李糖受到

正向驱动力作用，相互作用更深且强度更大，利于

糖苷键水解。ASP239 因与鼠李糖形成多组强氢

键，对结合 pNPR 贡献明显，以静电相互作用牵引

pNPR 至结合区域；同时也证明了对接结果中色氨

酸的吲哚基团通过疏水相互作用固定鼠李糖，并

由酸性氨基酸和碱性氨基酸在鼠李糖的底部形

成“U”型极性包围圈，通过氢键牵引并稳定 pNPR

的结合构象。联合突变使范德华力、静电相互作

用力和极性溶剂化能这类正向驱动力增强，酸性

氨基酸和碱性氨基酸在 pNPR 末端形成“U”型极

性包围圈 ，强化芳香族氨基酸的环状结构与

pNPR 形成疏水相互作用 ，促进联合突变体与

pNPR 的结合。

联合突变对蛋白质结构的影响主要体现在：

增强了催化结构域上方 Loop 区的灵活度，促进底

物进入并到达结合区域深处，但受催化结构域上

方 Loop 区柔性增大、底部位点突变后产生局部扰

动的影响，氢键网络、π-π 堆叠作用受破坏导致桶

状结构底部外层螺旋束稳定性降低（见图 5）。构

成 K423R-R307Y-N561D 的 3 个单点突变体分别

在热稳定性（K389R）、pH 稳定性（R307Y）和酶的

活性（N561D）方面表现良好。单点突变体和联合

突变体的性质与结构差异见表 5，在设计联合突变

体时，要避免突变位点间距离过近，却未充分考虑

位点间的动态关联产生的负面影响。位点间存在

图 6　WT、K389R-R307Y-N561D 与 pNPR 复合物体系的 RMSD、Rg和 RMSF

Fig. 6　RMSD， Rg， and RMSF of the complex systems of WT and K389R-R307Y-N561D with pNPR

表 4　WT、K389R-R307Y-N561D 与 pNPR 复合物体系结合

自由能

Table 4　Binding free energy of complex systems of WT and 

K389R-R307Y-N561D with pNPR

单位：kJ/mol

结合自由能贡献项

ΔEvdw

ΔEelec

ΔEPB

ΔESASA

ΔEbind

WT与 pNPR 复合物

体系结合自由能

-50.758

-311.269

166.810

-10.380

-205.598

K389R-R307Y-N561D

与 pNPR 复合物体系结

合自由能

-87.561

-339.398

213.515

-13.255

-226.699

注：ΔEvdw为酶与底物的范德华力；ΔEelec为酶与底物的静电相互作

用力；ΔEPB为酶与底物的极性溶剂化能；ΔESASA为酶与底物的

非极性溶剂化能；ΔEbind为复合物体系总结合自由能。
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图 7　WT、K389R-R307Y-N561D 与 pNPR 的氨基酸能量分解图及轨迹构象

Fig. 7　Amino acid energy decomposition diagrams and trajectory conformations of the complex systems of WT and K389R-

R307Y-N561D with pNPR

表 5　单点突变体与联合突变体的性质及结构差异

Table 5　Property and structural differences of single-point mutants and combined mutants compared with WT

突变体

K389R

R307R

N561D

K389R-R307Y-N561D

酶学性质变化

与 WT相比，在 60、65、70 ℃的半衰期分别

提高了 2.0 h、11.0 min和 0.6 min

pH 8.0~12.0条件下半衰期均有不同程度提升

突变体的酶活力比 WT提高了 130%，Km值

比 WT降低了 5.2 mmol/L，催化速率（kcat/

Km）比 WT提高了 1.05倍

联合突变体的酶活力是 WT 的 167.20%，但

半衰期提升不明显，在 pH 7.0 时的半衰期

比 WT 提高了 15.39 min，在 pH 8.0 时的半

衰期没有提升

微观结构变化

Lys突变为 Arg后亲水性增强，更易形成离子相互作用和正电网络

突变位点 0.5 nm 内形成更多利于结构稳定性提高的氢键和疏水相互作

用，结构刚性增强

远端突变导致（α/α）6桶状催化结构域上方 Loop区柔性增大

位点联合后 K389R 增强 0.4 nm 内的相互作用，但间接破坏了 1.0 nm 内

形成的氢键网络；R307Y 在 0.5 nm 内没有形成更多相互作用；N561D 增

强（α/α）6桶状催化结构域上方 Loop区运动幅度，通过结构域构象调整使

催化结构域底部的柔性增大。
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共进化关系等动态关联，使得蛋白质在结构和功

能上仍维持稳定［22-24］，若打破位点间的相互作用，

会触发位点性质改变，从而平衡突变对结构的

影响［25-26］。

3　结论

作者构建了黑曲霉 α-L-鼠李糖苷酶的联合突

变体，筛选出相对性状较优的联合突变体 K389R-

R307Y-N561D，深入探讨了不同突变位点组合对

酶催化活性、热稳定性和 pH 稳定性的影响。结

果表明 ，K389R-R307Y-N561D 的结构稳定性并

没有与催化活性协同提升，说明影响突变效果的

因素并非限制于突变位点间的空间距离。在多

位点联合突变过程中，单位点的突变可能会对耦

合程度高的位点产生影响，而位点间的动态关

联，如相互作用引发的链式反应及共进化关系，

对于维持蛋白质的结构和功能稳定性至关重要。

对 K389R-R307Y-N561D 的分析未能充分考虑三

点之间的微扰及动态平衡，触发了位点的补偿机

制，导致酶活力与结构稳定性未能实现协同提

升。这一结论的提出不仅丰富了联合突变体设

计的理论基础，还为酶性能优化和蛋白质工程领

域的研究提供了新的方向。未来的研究可综合

考虑空间距离和动态关联来设计联合突变体，尤

其注重突变位点间的动态关联。
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