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植物乳杆菌单宁酶的定向进化及应用

马志远 1 江正强 2,3 李延啸 1 吕 昂 2,3 闫巧娟 1*

（1. 中国农业大学工学院，北京  100083； 2. 中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京  100083； 3. 中原食品实

验室，河南  漯河  462300）

摘要：通过对植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum, L. plantarum)单宁酶（Lptan1）的定向进化可提高其热稳定

性和比酶活，进一步研究正向突变体（mLptan1）对绿茶茶汤中酯类儿茶素的降解效果。通过易错 PCR 构建

Lptan1 的突变文库，采用高通量筛选耐热性和比酶活提高的突变体并在大肠杆菌中表达，评价其在水解绿

茶中酯类儿茶素方面的应用。筛选得到一个 mLptan1，其最适反应温度（45 ℃）比 Lptan1（40 ℃）提高了

5 ℃。比酶活（425.6 U/mg）是 Lptan1（312.3 U/mg）的 1.36倍。将 mLptan1应用于绿茶茶汤，在加酶量 1 U/mL

和最适反应温度下水解 120 min，茶汤中酯类儿茶素降解率达 85%，而 Lptan1降解率仅为 65%。结果表明，定

向进化明显提高了 Lptan1 的最适反应温度和茶汤中酯类儿茶素的降解率，在茶类饮料中具有很好的应用

前景。
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Abstract: To study the effect of positive mutant on the degradation of ester catechins in green tea, the thermal 

stability and specific enzyme activity of Lactobacillus plantarum tannase (Lptan1) were improved through 

directed evolution.. A mutant library of Lptan1 was constructed by error-prone PCR, and the mutants with 

enhanced thermostability and specific enzyme activity were screened and expressed in Escherichia coli. The 

application of these mutants in hydrolyzing ester catechins in green tea was further evaluated. A positive mutant 

(mLptan1) was selected with an optimal temperature (45 ℃ ) that was 5 ℃ higher than that of Lptan1 (40 ℃ ). Its 

specific enzyme activity (425.6 U/mg) was 1.36 times higher than that of Lptan1 (312.3 U/mg). When mLptan1 

was applied to degrade green tea soup, the degradation rate of ester catechins reached 85% after hydrolysis at 1 U/

mL and the optimal reaction temperature for 120 min, while the degradation rate of Lptan1 was only 65%. 

Directed evolution significantly improved both the optimal temperature of Lptan1 and the degradation rate of ester 

catechins in tea soup, which has a good application prospect in tea beverages.
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单宁是一类多酚化合物的总称，存在于多种

植物中，主要分为两类，即缩合单宁和可水解单

宁［1］。单宁酶（EC 3.1.1.20）是目前已知唯一能够

水解单宁的酶。通过催化没食子酸酯、表没食子
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儿 茶 素 没 食 子 酸 酯（epigallocatechin gallate，

EGCG）、表儿茶素没食子酸酯（epicatechin gallate，

ECG）中酯键的水解，释放没食子酸（GA）和葡萄

糖［2］。单宁酶属于酯酶超家族，广泛应用于茶叶

加工中［3］，茶汤中的涩味是由酯类儿茶素引起的，

单宁酶通过水解酯类儿茶素生成非酯类儿茶素与

GA，可有效去除茶汤的涩味。李梦迪等［4］利用黑

曲霉单宁酶处理茶汤，降低了茶汤中酯类儿茶素

含量。Liu 等［5］在绿茶中添加菲尼克斯曲霉单宁

酶，将绿茶茶汤抗氧化能力提高了 85%。

目前，主要通过微生物液态深层发酵和固体

发酵两种方法生产单宁酶［6］。随着基因工程技术

的发展，将单宁酶的基因克隆并构建表达质粒，通

过在宿主中表达来生产更多单宁酶。Hatamoto

等［7］首次报道了米曲霉单宁酶的克隆和表达，迄

今已有许多不同来源的单宁酶得到了表达，来源

包括植物乳杆菌、溶血性链球菌和路邓葡萄球菌

等［8］。其中大多数植物乳杆菌单宁酶具有较高的

比酶活和酯类儿茶素水解活性。 Iwamoto 等［9］从

植物乳杆菌 ATCC14917T 中克隆一种新的单宁酶

基因 tanLpl，并进行了纯化和性质研究。Wu 等［10］

首次报道了 Lptan1 的晶体结构。Pan 等［11］利用生

物信息学分析了单宁酶 TanBLp 的催化位点和稳

定性，通过定点突变提高了植物乳杆菌单宁酶

TanBLp（AB379685）的耐酸性。

分子改造单宁酶能够改善其酶学性质，提高

其适应性。Koseki等［12］利用定点突变对米曲霉单

宁酶进行分子改造，得到了具有更高比酶活的突

变体 DKR。卢海强等［13］利用定点突变技术对烟

曲霉单宁酶（AfTanA）进行分子改造，得到了温度

稳定性明显提升的突变体。刘鳐等［14］利用定点突

变技术将 Ala460 突变为 Pro460，突变体的比酶活

较野生型提高了 82.5%。定向进化作为一种蛋白

质非理性设计手段，因不需要事先了解酶分子结

构、功能等信息而广泛应用于许多酶的分子改造。

李延啸等［15］利用定向进化技术对来自黑根毛霉的

甘露聚糖酶进行分子改造，得到了催化效率显著

提升的突变体。李晨霞等［16］通过定向进化技术筛

选得到了一株正向突变体，与野生型相比，其最适

pH 提高 0.5，最适温度降低了 5 ℃，并明显提高了

米曲霉 β-半乳糖苷酶水解乳糖的效率。目前鲜少

见到有关 Lptan1定向进化的报道。作者从植物乳

杆菌中克隆单宁酶基因并在大肠杆菌中异源表

达。通过定向进化筛选出一株热稳定性及比酶活

同时提高的突变体，并评价了其对绿茶茶汤中酯

类儿茶素的水解效果。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

植物乳杆菌 QJP85921.1：作者所在课题组保

存；载有植物乳杆菌来源单宁酶基因的重组质粒

pET32a-Tan：作者所在课题组构建并保存；宿主大

肠杆菌工程菌株 DH5α 和 BL21（DE3）：北京全式

金技术有限公司；罗丹宁、没食子酸甲酯、没食子

酸丙酯、表儿茶素（epicatechin，EC）、没食子儿茶

素（gallocatechin，GC）、表 没 食 子 儿 茶 素

（epigallocatechin，EGC）、ECG、没食子儿茶素没食

子酸酯（gallocatechin gallate，GCG）、EGCG：上海

源叶生物有限公司。其他试剂均为分析纯。

凝胶成像分析系统：CBIO-GelPro 型，北京赛

百奥科技有限公司；蛋白质纯化系统：MA99-1型，

上海青浦沪西仪器厂；金属亲和层析柱料：Ni-NTA 

agarose 型，德国 Qiagen 公司；紫外可见分光光度

计：TU-1800PC 型，北京普析通用仪器设备有限责

任公司；高效液相色谱（HPLC）系统：1260 Infinity 

II Bio-SEC型，美国 AgilentTechnologies公司。

1.2　Lptan1随机突变文库的构建及高通量筛选

1.2.1　Lptan1随机突变文库的建立　

以载有植物乳杆菌来源单宁酶基因的重组质

粒 pET32a-Tan 作为易错 PCR 模板。设计特异性引

物 5921-F（5′-ATGAGTAACCGATTGATTTTTGATGC

TGAC-3′）和 5921-R（5′-CTGGATTGATGGCTTGTGC

CAATGA-3′）。采用不同浓度的 Mg2+ 和 Mn2+ 对

Lptan1 的基因 QJP85921.1 进行易错 PCR 扩增。

PCR 产物利用质量分数 1% 的琼脂糖凝胶进行纯

化，得到易错 PCR 扩增产物。凝胶回收产物与

pET32a 质粒用相同的限制性酶 BamH I 和 EcoR I

在 37 ℃下进行双酶切处理，并在 T4 DNA 连接酶

的作用下于 16 ℃过夜连接，连接产物转至大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞。从平板刮取所有单菌落至

新鲜 LB 培养基中，将质粒转化至大肠杆菌 BL21

（DE3），收集所有转化子，即为随机突变文库。随

机对 10 个转化子进行测序分析，计算突变文库的

文库容量和突变量。
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1.2.2　突变文库的初筛　

96孔板中加入 100 μL含氨苄霉素（100 μg/mL）

的 LB 培养基，用牙签挑取突变体接种至 96 孔板，

同时接种 Lptan1 作为对照，37 ℃培养 4 h，作为种

子液。将 96 孔板中的菌液取 20 μL 转接至装有

180 μL新鲜 LB 培养基（含 100 μg/mL氨苄霉素）的

96 孔板中，37 ℃培养 3 h 后加入 10 μL IPTG，使其

终 浓 度 为 0.5 mmol/L，16 ℃ 、180 r/min 下 诱 导

16 h。4 ℃下以 3 000 r/min 离心 20 min 获得菌体，

加入 100 μL 溶菌酶（10 mg/mL），调节 pH 为 8.0，

37 ℃处理 30 min，于 4 ℃下以 3 000 r/min 离心 20 

min，所得上清液即为粗酶液。

在 96孔的深孔板中加入 50 μL质量分数 1% 的

没食子酸甲酯（用 50 mmol/L Tris-HCl缓冲液溶解，

pH 8.0）和 50 μL 粗酶液，于 45 ℃反应 5 min，加入

60 μL甲醇-罗单宁终止反应，之后加入 40 μL KOH

溶液（70 mmol/L）静置 5 min，3 000 r/min 离心 10 

min，吸取上清液用于测定酶活。选择初筛中酶活

较高的突变株用于复筛。

1.2.3　突变文库的复筛　

选取初筛为阳性的克隆体接种于 LB 液体培

养基中，37 ℃下培养，取 1 mL 菌液在 600 nm 处测

吸光度。当 OD600值为 0.6~0.8时，加入 10 μL IPTG

使其终浓度为 0.5 mmol/L，之后进行重组酶的诱

导表达。分别测定不同菌株粗酶液的酶学性质。

以比酶活升高的突变体作为 mLptan1，对筛选出的

mLptan1 进行基因测序，与 Lptan1 的基因进行序

列比对分析，确定 mLptan1的突变位点。

1.3　mLptan1的纯化和酶学性质测定

1.3.1　单宁酶的纯化　

粗酶液使用 Ni-IDA 柱（1 cm×5 cm）纯化。先

用 10个柱体积的缓冲液 A（20 mmol/L 磷酸盐缓冲

液、500 mmol/L NaCl、20 mmol/L 咪唑，pH 8.0）以

1.0 mL/min的流量平衡柱子，粗酶液以 0.5 mL/min

流量上样；用 1.0 mL/min 流量的缓冲液 A 洗涤至

OD280值<0.05，除去杂蛋白质，然后分别用缓冲液

B（20 mmol/LPB、500 mmol/L NaCl、50 mmol/L 咪

唑，pH 8.0）和缓冲液 C（20 mmol/L PB、500 mmol/L 

NaCl、100 mmol/L咪唑，pH 8.0）以 1.0 mL/min的流

量洗脱并收集目的蛋白质。洗脱后通过十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）检测其

纯度。

1.3.2　酶活力和蛋白质质量浓度的测定　

参考 Sharma 等［17］的方法测定单宁酶的酶活

力。取适当稀释的 250 μL 酶液与 250 μL 没食子

酸甲酯溶液（10 mmol/L，pH 8.0）混匀，40 ℃反应

5 min后加入 300 μL甲醇-罗丹宁溶液（50 mmol/L）

终止反应，加入 200 μL KOH 溶液（0.5 mol/L）进行

显色反应，随后在 520 nm 波长处测定吸光度。定

义每分钟生成 1 μmol GA 所需的酶量为 1 个酶活

力单位（U）。

蛋白质质量浓度参考 Lowry 等［18］的方法测

定，以牛血清蛋白作为标准蛋白质。

1.3.3　酶学性质测定　

1）最适反应 pH 测定：采用 50 mmol/L 不同 pH

的缓冲溶液，测定不同 pH 下的酶活力，设定未经

处理的纯酶液酶活力为 100%，分别计算不同 pH

下的相对酶活力。

2）pH 稳定性测定：用上述不同体系的缓冲液

适当稀释酶液，40 ℃保温处理 30 min，然后迅速将

样品置于冰水浴中冷却 30 min，在最适 pH 条件

下，按照标准方法测定残余酶活力，设未经处理的

纯酶液酶活力为 100%，计算相对酶活力。

3）最适反应温度测定 ：分别在 20~70 ℃ 的

Tris-HCl缓冲液（pH 7.0）中测定酶反应最适温度。

设未经处理的纯酶液酶活力为 100%，分别计算不

同温度下的相对酶活力。

4）温度稳定性测定：酶液用 Tris-HCl 缓冲液

（pH 7.0）稀释至 1 mg/mL 后，置于 20~70 ℃下保温

30 min，然 后 迅 速 将 样 品 置 于 冰 水 浴 中 冷 却

30 min，测定残余酶活力，设未经处理的纯酶液酶

活力为 100%，计算相对酶活力。

5）底物特异性测定：分别以 10 mmol/L的没食

子酸丙酯、没食子酸甲酯、单宁酸、ECG、GCG 及

EGCG 为底物，测定 Lptan1 和突变体的底物特异

性。Lptan1 在 40 ℃（Lptan1 最适反应温度）和 pH 

7.0 条件下反应 5 min；mLptan1 在 45 ℃（mLptan1

最适反应温度）和 pH 8.0 的条件下反应 5 min。采

用 1.3.2 的方法测定酶活力，以没食子酸甲酯为底

物时，测得的酶活力设定为 100%。

1.4　Lptan1水解活性的测定

为了进一步确定 Lptan1 对酯类儿茶素的水解

活 性 ，利 用 Tris-HCl 缓 冲 液（pH 7.0）分 别 配 制

1 mg/mL EGCG 溶液、ECG 溶液和 GCG 溶液，在
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45 ℃ 、酶量为 5 U/mL 的条件下水浴保温，通过

HPLC 分析酶解产物，检测方法参照文献［19］。

1.5　采用 mLptan1处理绿茶茶汤

绿茶茶汤的制作参考 Ong 等［20］的方法。将绿

茶干粉在研钵中研磨后过筛，按茶水比 1 g∶50 mL

加入纯水，置 90 ℃水浴锅浸提 30 min并不断搅拌，

浸提结束后通过离心过滤得到澄清的绿茶茶汤。

在 40 ℃下，分别用 0、0.05、0.10、0.50、1.00、2.00 U

的 Lptan1 处理绿茶茶汤（反应体系 1 mL），分别在

30、60、90、120 min时取样，将样品煮沸 5 min灭酶，

用HPLC检测样品中儿茶素浓度的变化。

1.6　数据处理

数据统计采用 Excel，每组样品设 3次平行，采

用 Graphpad Prism 9.5绘图。

2　结果与讨论

2.1　单宁酶基因的表达和随机突变文库的筛选

通过易错 PCR 对植物乳杆菌来源的单宁酶基

因 QJP85921.1 进行随机突变，调整易错 PCR 体系

中 Mg2+和 Mn2+的浓度，使碱基随机错配，从而构建

了 随 机 突 变 文 库 。 结 果 表 明 ，当 Mg2+ 浓 度 为

5 mmol/L、Mn2+浓度为 0.3 mmol/L 时，氨基酸突变

率为 0.639%，为合适突变率。平板初筛 10 000个突

变体，在 96 孔板中筛选到 135 个具有单宁酶活性

的突变体。在不同温度下完成定向进化筛选，复

筛后获得一个温度稳定性及水解能力提高的突变

体 ，命 名 为 mLptan1。 经 序 列 比 对 ，获 得 了

mLptanG239E。

2.2　mLptan1的纯化结果

mLptan1 纯化后的回收率为 71.5%（见表 1）。

SDS-PAGE 分析结果表明，目的蛋白质条带均一

（见图 1），相对分子质量为 65 200，与预测的相对

分子质量及 Lptan1的相对分子质量一致。纯化后

测定该突变体的比酶活为 425.6 U/mg，较 Lptan1

（312.3 U/mg）提 高 1.36 倍 ，高 于 大 多 数 其 他

来源的单宁酶 ，如来源于黑曲霉 CICIM F0510

（11.5 U/mg）［4］、黑曲霉 SH-2（40.7 U/mg）［21］、植物

乳杆菌 JDM1 （25 U/mg）［22］的单宁酶。

2.3　酶学性质比较

如图 2 所示 ，mLptan1 的最适反应 pH 为 7，

Lptan1的最适反应 pH 为 8，mLptan1和 Lptan1的 pH

稳定性无明显差异。mLptan1 的最适反应温度为

45 ℃ ，比 Lptan1 的最适反应温度提高了 5 ℃ 。

mLptan1 在 45 ℃处理 30 min 后仍保留 70% 以上的

活性，而 Lptan1仅保留 20% 的活性。 mLptan1的最

适反应温度高于大多数细菌和植物来源的单宁酶，

如枯草芽孢杆菌来源的单宁酶（37 ℃）［23］、柿子来源

的单宁酶（40 ℃）［24］、肺炎克雷伯菌来源的单宁酶

（40 ℃）［25］。mLptan1 的温度稳定性高于 Lptan1，在

45 ℃保持稳定，与球形芽孢杆菌［26］来源的单宁酶的

温度稳定性（45 ℃）相近，优于链霉菌来源的单宁酶

（30~40 ℃）［27］。

如表 2 所示，Lptan1 和 mLptan1 对多种底物均

有水解活性，两者均对没食子酸丙酯的水解能力

最强，其次是没食子酸乙酯和没食子酸甲酯。特

别是 mLptan1，最高比酶活可达到 554.4 U/mg，

且 mLptan1 对不同底物的比酶活均有明显提高，

这与相关报道［28］中同样来自植物乳杆菌的单宁酶

（TanALp）相近。其对单宁酸这类复杂底物的水

解活性不高，推测原因是单宁酸聚合度较高，相对

分子质量为 1 701.2，单宁酶与大分子化合物单宁

表 1　mLptan1的纯化表

Table 1　Purification table of mLptan1

纯化阶段

粗酶液阶段

Ni-IDA阶段

总蛋白质

质量/mg

202.4

27.6

酶活力/U

16 410.6

11 738.3

比酶活/

（U/mg）

81.1

425.6

纯化

倍数

1.0

5.2

回收率/%

100.0

71.5

M—Marker； 1—粗酶液；2—洗涤液；3—Ni柱纯化后的 mLptan1；

4—Lp tan1。

图 1　Lptan1和 mLptan1纯化后的 SDS-PAGE结果

Fig.  1　SDS-PAGE of Lptan1 and mLptan1 after purification
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酸的结合受到底物中其他没食子酸酰基的阻

碍［29］，使酶与底物的结合效率下降。

序列分析表明，mLptan1 与植物乳杆菌来源

的单宁酶（TanLp1，PDB：4j0k.2.A）有 99% 的同源

性。TanLp1 呈现 α/β结构，其特征是在经典的丝

氨酸水解酶折叠中插入一个大帽结构域，该结构

由 Ser163、His451 和 Asp419 组 成 ，为 催 化 三 联

体［10］。 mLptan1 结 构 特 征 的 分 析 结 果 见 图 3，

mLptan1 中突变的氨基酸 Glu239 位于 Loop 环上，

位于活性位点上方的移动盖结构域是酶激活和

底物特异性结合的重要结构，LID 结构域的差异

可能会导致底物识别和酶效率的差异。在 LID

结构域中，单宁酶有一个柔性环，位于催化结构

域和催化三联体所在的 LID 结构域交界处形成

的表面凹槽上，其灵活度可能促进或阻碍底物访

问结合位点。由不带电荷的极性氨基酸甘氨酸

突变为带电荷的极性氨基酸谷氨酸，改变了其表

面的电荷分布 ，可能是最适 pH 变化的原因之

一［30］。Loop 区因其灵活性可影响酶与底物结合

的能力，酶的进化会导致 Loop 区氨基酸变化，进

而对催化效率产生影响［31］。另外，甘氨酸突变为

谷氨酸后，稳定了底物结合区的空间结构，有利

图 3　mLptan1的结构、改变位点、作用力及表面电荷分布

Fig. 3　Structure， mutation site， force and surface charge 

distribution of mLptan1

表 2　Lptan1和 mLptan1的底物特异性

Table 2　Substrate specificity of Lptan1 and mLptan1

底物

没食子酸丙酯

没食子酸甲酯

没食子酸乙酯

单宁酸

比酶活/（U/mg）

mLptan1

554.4±3.5a

425.6±2.6a

463.4±4.1a

149.1±1.3a

Lptan1

410.3±4.2b

312.3±3.3b

390.4±2.9b

119.9±2.1b

mLptan1与 Lptan1

比酶活的倍数关系

1.35

1.36

1.18

1.24

注：比酶活用平均值±标准差表示；每行的不同上标字母表示差

异显著（P<0.05）。

图 2　Lptan1和 mLptan1的酶学性质

Fig. 2　Enzymatic properties of Lptan1 and mLptan1
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于底物结合 ，既提高了酶活力 ，也提高了热稳

定性［32］。

2.4　酯类儿茶素的水解产物分析

通过分析不同酯类儿茶素以及非酯类儿茶素

标准品，确定其出峰时间，并对绿茶茶汤水解液进

行鉴定，结果见图 4。单宁酶可以水解酯类儿茶素

的酯键，分别将 EGCG、ECG 和 GCG 水解为非酯

类儿茶素（EGC、EC、GC）和 GA。酯类儿茶素是导

致茶汤产生苦味和涩味的主要物质，它会与口腔

中的脯氨酸等物质形成络合物并引起不适的口

感［33］，将其水解为非酯类儿茶素能有效降低苦涩

味的形成。

2.5　mLptan1对绿茶茶汤的影响

加酶量对绿茶茶汤的影响见表 3。酯类儿茶

图 4　Lptan1和 mLptan1水解酯类儿茶素的产物分析

Fig. 4　Product analysis of ester catechins hydrolyzed by Lptan1 and mLptan1 
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素 EGCG、ECG 和 GCG 的浓度随 mLptan1 添加量

的增加而明显降低，而 EGC、EC、GC 和 GA 的浓度

则随着 mLptan1 添加量的增加而增加。当加酶量

为 1.0 U/mL 处理 2 h时，对酯类儿茶素的降解效果

明显优于对照组。反应时间对绿茶茶汤的影响见

表 4。EGC、EC、GC 和 GA 的浓度随着时间的增加

而增加。在反应 120 min 时，mLptan1 对绿茶茶汤

中酯类儿茶素的总体降解效果最好，EGCG、ECG

和 GCG 分别水解了 85% 以上。

绿茶的 pH 为 5.5， mLptan1 在 pH 5.5 时仍能

保持 80% 以上的酶活力，适合水解茶汤中的酯类

儿茶素。mLptan1 在 45 ℃及加酶量为 1.0 U/mL

的条件下水解 2 h 时，最高可水解绿茶茶汤中 85%

的酯类儿茶素，而 Lptan1 仅可水解绿茶茶汤中

55% 的酯类儿茶素（见表 4）。Kim 等［34］以绿茶叶

为原料，粉碎后与单宁酶溶液混合处理 24 h 后，其

酯类儿茶素浓度降低 80%。可见  mLptan1 具有很

高的酯类儿茶素水解效率。

3　结论

通过对 Lptan1 进行定向进化，筛选到正向突

变体 mLptan1，比酶活达 425.6 U/mg，最适反应温

度（45 ℃）较 Lptan1（40 ℃）提高了 5 ℃，为单宁酶

的分子改造提供了理论依据。同时定向进化明显

提高了 Lptan1对绿茶茶汤水中酯类儿茶素的水解

效率，在提升茶饮料品质方面具有潜在的应用

价值。
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