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米曲霉 M30011来源的丝氨酸羧肽酶 Y 的定点突变及

共价有机骨架固定化协同提升酶性能的研究
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摘要：【目的】为提高丝氨酸羧肽酶在酶解过程中的稳定性并拓展其工业应用，针对其易失活的问题，通过

理性设计与固定化技术开发高效稳定的酶催化剂。【方法】基于米曲霉（Aspergillus oryzae）M30011 来源的

丝氨酸羧肽酶 Y（CPY）设计了单突变酶 M517R、I464R、Y271R 以及三突变酶 M517R/I464R/Y271R，并利用

大肠杆菌系统进行原核表达与酶活力检测，随后采用共价有机骨架材料（COFs）固定活性最高的突变酶

（COFs@突变酶），系统评估游离突变酶与 COFs@突变酶的 pH 稳定性、温度稳定性、半衰期及重复使用

性。此外，以米糠蛋白质为底物，探究其与碱性蛋白酶（AP）联用的酶解效果。【结果】4 种突变酶被成功表

达并纯化，其中三突变酶 M517R/I464R/Y271R 的酶活力最高（1 069.54 U/mg），因此用 COFs 固定化三突变

酶 M517R/I464R/Y271R（COFs@三突变酶）。与游离三突变酶相比，COFs@三突变酶在较宽的 pH 与温度范

围内具有较强的稳定性，半衰期延长至 498 min，且经过 6 次重复使用后其相对酶活力仍维持在 50% 左右。

酶解试验结果显示，AP 与 COFs@三突变酶组合酶解米糠蛋白质制得的低聚肽的费歇尔比（F 值）为 34.01，

远超制备阈值（>20），表明该组合在低聚肽制备中具有良好的应用潜力。【结论】通过突变酶设计与固定化技

术协同策略显著提升了丝氨酸羧肽酶的工业适用性，为功能性低聚肽生产和工业酶催化效率优化提供了新

方向，展现出广阔的应用前景。
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expand its industrial applicability, the author employed rational design and immobilization technology to develop 

efficient and stable enzymatic catalysts in view of the easy deactivation of this enzyme. [Method] On the basis of 

the serine carboxypeptidase Y (CPY) derived from Aspergillus oryzae M30011, single mutant enzymes M517R, 

I464R, and Y271R and the triple mutant enzyme M517R/I464R/Y271R were designed. These mutant enzymes 

were then prokaryotically expressed in Escherichia coli and subjected to enzyme activity assays. Subsequently, 

the mutant enzyme with the highest activity was immobilized with covalent organic framework materials (COFs), 

yielding the composite designated as COFs@mutant enzyme. The free mutant enzyme and the COFs@mutant 

enzyme were systematically evaluated in terms of the pH stability, thermal stability, half-life, and reusability. In 

addition, with rice bran protein as the substrate, the hydrolysis effect of the COFs@mutant enzyme combined 

with alkaline protease (AP) was investigated. [Result] The four mutant enzymes were successfully expressed and 

purified, with the triple mutant M517R/I464R/Y271R exhibiting the highest enzyme activity (1 069.54 U/mg). 

Therefore, the triple mutant enzyme M517R/I464R/Y271R was immobilized with COFs (COFs@triple mutant 

enzyme). Compared with the free triple mutant enzyme, COFs@triple mutant enzyme demonstrated strong 

stability across wide ranges of pH and temperature, with a half-life extended to 498 min and the relative enzyme 

activity of approximately 50% after 6 reuse cycles. The results of the enzymatic hydrolysis experiment showed 

that the Fischer ratio (F-value) of the oligopeptides prepared from rice bran protein by AP combined with 

COFs@triple mutant enzyme was 34.01, far exceeding the preparation threshold (>20), indicating the good 

application potential of this combination in the preparation of oligopeptides. [Conclusion] The synergistic 

strategy of mutant enzyme design and immobilization technology significantly enhanced the industrial 

applicability of serine carboxypeptidase, providing a new direction for the production of functional oligopeptides 

and the optimization of industrial enzyme catalysis efficiency, and demonstrating broad application prospects.

Keywords: serine carboxypeptidase; Aspergillus oryzae; covalent organic framework material; immobilized 

enzyme

羧肽酶是一种从肽链的Ｃ端逐个降解、释放

游离氨基酸的肽链外切酶［1］，在蛋白质降解和多

肽制备中具有重要作用。羧肽酶根据其催化机理

的分为金属羧肽酶、丝氨酸羧肽酶和半胱氨酸羧

肽酶。然而，由于羧肽酶物理和化学特性的不稳

定，其在实际应用中难以长期维持催化活性。因

此，选择合适的方法来提高其稳定性尤为重要，而

固定化是一种有效的策略［2］。COFs是由各单体通

过共价键形成的有序且有机的多孔材料。COFs

主要由非金属轻量元素（C、H、O、N 和 B 等）组成，

通过强共价键连接形成拓扑结构，并通过对连接

单元的预先设计 ，实现定制化的组成与功能。

COFs 具有孔道规则、结构易调控、热稳定性与化

学稳定性良好以及生物相容性好的特点，因此适

合作为酶固定的研究载体，同时也能满足构建理

想酶催化微反应器的要求［3］。目前，COFs 固定化

酶在酶促酯化、手性拆分、分子检测、肿瘤治疗和

蛋白质水解等方面都展现出了良好的应用前

景［4-7］。COFs 优异的性能及其在各领域的广泛应

用，为开发高效、可回收的酶催化体系提供了新的

策略。

随着生物技术和食品工业的迅速发展，蛋白

质及其衍生物的加工与利用日益受到重视。F 值

是指低聚肽中支链氨基酸和芳香族氨基酸的摩尔

比，F 值>20 的低聚肽被称为高 F 值低聚肽。高 F

值低聚肽因其高营养价值和功能特性，被广泛应

用于功能性食品中［8］。其富含亮氨酸等疏水性氨

基酸，能刺激肠高血糖素的分泌，从而降低血清胆

固醇［9］。此外，在特殊情况下，支链氨基酸可直接

向肌肉提供能量、减轻疲劳，可及时为高强度工作

者及运动员补充支链氨基酸并促进糖异生，使之

更快适应高强度的工作和训练［10-11］。目前，国内外

生产高 F 值低聚肽的原料来源十分广泛［12］。据不

完全统计，我国每年有数千万吨低值副产物蛋白

质资源未被充分利用［13-16］。此前这些低值副产物

蛋白质主要用于生产饲料、肥料等低附加值产品，
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精深加工产品少，资源利用率低。利用生物酶法

综合开发利用这些低值副产物蛋白质资源制备功

能性低聚肽可提高其营养价值与生物活性，极大

提高资源的利用率，具有重要的经济效益与社会

效益［17-18］。如大米加工副产物米糠，我国米糠年

产量为 2 930 万 t，但其综合利用率却不到 10%，导

致大量资源浪费［19］。利用米糠中的优质蛋白质资

源开发高 F 值低聚肽产品，可以提高资源的利用

率，同时满足人们对高营养、健康产品的需求。

虽然采用生物酶解技术制备高 F 值低聚肽是

提高低值副产物蛋白质资源价值和资源利用率的

重要途径，但低聚肽制备体系本身较复杂。因复

杂体系中存在的酸、碱、温度等因素影响，肽酶的

催化活性会降低甚至丧失，且无法重复使用。目

前普遍采用刚性耦合的方式保护肽酶分子，但肽

酶分子经耦合后，其本身的结构会受到不同程度

的影响，同时肽酶耦合后参与催化反应的体系也

由均相变为非均相，耦合后也限制了肽酶与底物

蛋白质的结合，从而影响肽酶的靶向催化活性，甚

至造成其催化活性完全丧失。因此在利用酶法制

备高 F 值低聚肽的实际应用过程中，目标肽含量

低、酶易失活等问题一直未得到有效解决，这严重

制约着利用肽酶制备高 F 值低聚肽的实际应用。

而基于 COFs的优良性能，利用其耦合丝氨酸羧肽

酶则有望使其具备良好的催化性能和稳定性。

目前，蛋白质工程策略已被广泛应用于提高

靶蛋白质的性能，其中基于结构模拟和计算等理

性设计改造蛋白质的方法已被广泛使用［20］。该研

究对米曲霉 M30011 来源的丝氨酸  CPY 进行突变

改造，从而提高其对芳香族氨基酸底物的靶向酶

解活性，并利用 COFs对酶活力最高的突变酶进行

固定化得到 COFs@突变酶，随后探究固定化后突

变酶的酶活力变化规律。此外，利用 COFs@突变

酶从副产物米糠蛋白质中制备低聚肽以提高低值

副产物蛋白质的利用率，同时为酶解米糠蛋白质

高效制备高 F 值低聚肽奠定基础，为米糠资源的

高值化利用提供技术支撑。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

蛋白胨、酵母提取物：安琪酵母股份有限公

司；氨苄青霉素、异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）：美

国 AMRESCO 公司；pCold TF 质粒：武汉淼灵生物

科技有限公司；二甲基甲酰胺、均苯三甲醛、对苯

二胺、邻苯二甲醛（OPA）：阿拉丁试剂（上海）有限

公司；氢氧化钠、冰乙酸、十二水合磷酸氢二钠、二

水合磷酸二氢钠：福晨（天津）化学试剂有限公司；

苯丙氨酸标准品：上海源叶生物科技有限公司；四

氢呋喃、甲醇：色谱级，美国 MREDA 公司；五肽底

物：生工生物工程（上海）股份有限公司；β-巯基乙

醇及其他试剂（分析纯）：上海麦克林生化科技股

份有限公司。

1.2　仪器与设备

水平摇床 ：WD-9405F 型 ，北京六一生物科

技有限公司；琼脂糖凝胶电泳仪：DYCP-31DN 型，

北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司 ；凝 胶 成 像 仪 ：

ImageQuant 300 型，美国 General Electric 公司；小

型台式离心机：Sigma1-14 型，西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司；恒温振荡器：DHZ-DA 型，苏州

培英实验室设备有限公司 ；二级生物安全柜 ：

BSC-1300A2 型，上海博迅医疗生物仪器股份有限

公司；恒温培养箱：PCTHI 型，施都凯（上海）仪器

设备有限公司；数控超声波清洗器：KQ-500DE型，

昆山禾创超声仪器有限公司；高效液相色谱仪

（HPLC）：ACQUITY Arc 型，沃特世科技（上海）有

限公司。

1.3　方法

1.3.1　米曲霉 M30011 来源的丝氨酸 CPY 突变位点

的筛选、表达及酶活力测定

1）突变位点的筛选：采用 SWISS-MODEL 软

件预测米曲霉 M30011 来源的丝氨酸 CPY 的三级

结构，依据蛋白质数据库获取三肽和五肽底物的

配体结构。采用 AutoDock Vina软件，测定底物与

CPY 原酶的结合能和熵值。采用 Discovery Studio

软件分析相互作用力。基于预测酶蛋白的表面熵

值、分析二级结构和序列保守性，识别影响酶蛋白

构象熵的潜在位点。

2）突变酶的诱导表达：为验证突变酶的酶活

力，该研究采用大肠杆菌表达系统对突变酶进行

原核表达［21-22］。将突变酶分别进行诱导表达。取

500 mL LB 液体培养基分装在 5 个锥形瓶内 ，

121 ℃灭菌 20 min。在无菌操作台上，取 5 mL 液
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体培养基，加入 8 μL氨苄青霉素，再加入 100 μL菌

液。将接种有菌液的培养基置于 37 ℃、200 r/min

的摇床上培养 12 h，直至菌液浑浊。将活化后的

菌液以体积分数 1% 转接到 100 mL 的 LB 液体培

养基中，在 37 ℃下孵育至 OD600 值为 0.6~0.8。无

菌操作条件下，向发酵液中加入 IPTG，使其终浓

度达 0.5 mmol/L，200 r/min 振荡培养 18 h，诱导蛋

白质表达。将得到的菌液于 4 ℃、8 000 r/min离心

10 min，收集大肠杆菌的菌体 ，使用浓度为 0.2 

mol/L、pH 为 7.5 的磷酸盐裂解缓冲液（PBS）对菌

体进行超声破壁，离心后取上清液得到突变酶粗

酶液。

3）突变酶的纯化及验证：将粗酶液经 0.22 μm

滤膜过滤后上镍柱，采用不同浓度的咪唑缓冲液

（50、100、200 mmol/L）对结合于柱上的突变酶进

行梯度洗脱。将纯化后的突变酶进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）检测，以

验证纯化结果。

4）突变酶的酶活力测定：用 1 mg/mL 的苯丙

氨酸标准品母液配制成质量浓度分别为 1、5、10、

20、50 μg/mL 的苯丙氨酸标准品，通过 HPLC 进行

荧光检测分析，并绘制峰高与苯丙氨酸质量浓度

之间的标准曲线。使用 OPA 柱前衍生法处理样

品：取 100 μL 样品于 2 mL 离心管中，加入 300 μL

含有 β-巯基乙醇的 OPA 衍生化试剂，再加入 600 

μL 硼酸盐缓冲液，使用涡旋仪混匀后用 0.22 μm

有机滤膜过滤，样品静置 15 min，最后进样分析。

样品和标准品均进行以上处理。HPLC 采用的色

谱柱为 C18 柱，流动相 A 为 pH 5.8、25 mmol/L 醋

酸钠缓冲液与四氢呋喃（体积比为 95∶5），流动相

B 为甲醇，柱温为 32 ℃，流量为 1 mL/min，进样量

为 10 μL，荧光检测的激发波长为 340 nm，发射波

长为 450 nm，根据梯度洗脱条件（见表 1），进行线

性洗脱。

将五肽底物（Phe-Gly-Leu-Gly-Phe）溶解在甲

醇中，制备底物溶液。取 30 μL 底物溶液和含有 5 

μg 酶蛋白的纯化酶溶液，其余加入 0.2 mol/L 的

PBS（pH 7.5），构成一个 500 μL 的反应体系。反应

后立即煮沸灭活以终止反应。用 OPA 柱前衍生法

处理样品，通过 HPLC 确定反应后形成的游离苯

丙氨酸的质量浓度。根据酶活力（U/mg）评价

CPY 原酶和各突变酶对五肽底物的酶解活性。

1.3.2　COFs@突变酶合成

取 5 mg 均苯三甲醛溶于 250 μL 二甲基甲酰

胺中，然后转移到 10 mL 超纯水中，超声处理 3 

min。接着加入 100 μL 突变酶酶液和 1 mL 冰乙酸

到混合物溶液中。将 10 mg 对苯二胺溶解在 1 mL

水中，加到混合物溶液中反应 10 min，用 4 mol/L的

NaOH 调节 pH 至 4.0。然后在室温下搅拌混合物

10 min。沉淀物用去离子水洗涤 3次，保存在浓度

为 0.01 mol/L 的 PBS 中，直至使用，即为 COFs@突

变酶。

1.3.3　COFs@突变酶的表征

利用透射电子显微镜表征 COFs@突变酶的

形貌结构，利用共聚焦显微镜沿 z轴进行不同深度

的扫描，记录不同深度的图像。依据被异硫氰酸

荧光素（FITC）标记的酶蛋白在 COFs 中的分布情

况，验证突变酶是否被包封在材料内部。

1.3.4　游离突变酶与 COFs@突变酶的酶学性质

将马脲酰-L-苯丙氨酸溶解于 Tris-HCl缓冲液

中，制备浓度为 0.9 mmol/L 的底物溶液，于 4 ℃保

存。取 2.9 mL 底物溶液，加入 0.1 mL 游离突变酶

酶液或等效的 COFs@突变酶酶液，分别于不同温

度（30、40、50、60、70 ℃）和不同 pH（3.0、4.0、5.0、

6.0、7.5、8.0）条件下反应 3 min，之后立即煮沸以终

止反应，测定上清液在 254 nm 波长下每分钟的吸

光度变化值（ΔA），平行测定 3次。

另外，取 5份 0.1 mL 的游离突变酶酶液和 5份

表  1　HPLC 梯度洗脱条件

Table 1　HPLC gradient elution condition

时间/min

0

6

10

11

15

17

20

25

26

30

流动相 A 体积

分数/%

90

72

70

65

63

53

45

35

90

90

流动相 B 体积

分数/%

10

28

30

35

37

47

55

65

10

10
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等效的 COFs@突变酶酶液，分别加入浓度为 0.1、

0.3、0.5、0.7、0.9 mmol/L 的底物溶液，反应 3 min后

煮沸，测定 ΔA，平行测定 3 次。以 1/［S］为横坐标、

1/［V］为纵坐标绘制 Lineweaver-Burk 双倒数图。

其中，S 为底物浓度，单位为 mmol/L；V 为反应速

率，单位为 mmol/（L·min）。

1.3.5　酶解米糠蛋白质制备高 F值低聚肽　

以 1 g∶10 mL 的料液比在米糠粉中加入正己

烷，室温搅拌 3 h 脱脂，离心去除正己烷。重复此

过程，将处理后的米糠粉放置在通风橱中风干

12 h。称取 5 g脱脂后的米糠粉，以 1 g∶19.6 mL 的

料液比加入 1 mol/L 的 NaOH 溶液，恒温摇床振荡

4.7 h，离心并收集上清液。向沉淀物中再次加入

NaOH 溶液，重复提取并合并 2 次上清液，调节 pH

至 5.4，离心后用蒸馏水洗涤沉淀 3次，用 PBS复溶

沉淀物。

酶解试验以提取的米糠蛋白质为底物，采用

AP 与游离突变酶组合及 AP 与 COFs@突变酶组

合进行两步水解。2 种组合的第一步水解条件相

同：将米糠蛋白质溶液的 pH 调至 9.0，加入质量分

数 1% 的 AP 酶液，50 ℃水浴水解 4 h，随后煮沸 5 

min使酶失活。第二步水解条件：将第一步获得的

酶解液的 pH 调至 7.5，加入质量分数 1% 的游离突

变酶或 COFs@突变酶，在 40 ℃水浴中水解 4 h，再

煮沸 5 min使游离突变酶或 COFs@突变酶失活。

随后，将酶解处理样品的 pH 调至 4.5，以料液

比 1 g∶10 mL 加入活性炭，25 ℃吸附 12 h，过滤除

去活性炭，9 000 r/min 离心 10 min，收集上清液并

测定 F 值。肽键在 220 nm 波长处呈现特征性吸收

峰，而芳香族氨基酸因其苯环共轭结构的特性，在

280 nm 波长处显示出特征性吸收峰，因此将样品

上清液在 220 nm 波长处的吸光度（OD220值）与在

280 nm 波长下的吸光度（OD280 值）的比值记为 F

值。所有样品均进行 3次平行测定。

1.3.6　游离突变酶与 COFs@突变酶的半衰期测定

取 14.5 mL底物溶液，加入 0.5 mL游离突变酶

酶液和等效的COFs@突变酶酶液，于 37 ℃下孵育。

每隔 10 min取样，测定剩余酶活力。剩余酶活力用

上清液在 254 nm 处的吸光度变化值 ΔA来表示，平

行测定 3次，热失活速率常数根据式（1）来计算。

Kd=- 
ln ( At /A )

t
（1）

式中：

Kd——热失活速率常数，min-1；

At——时间为 t时的吸光度；

A0——初始吸光度；

t——时间，min。

COFs@突变酶和游离突变酶的半衰期根据式

（2）来计算。

t1/2= 
ln 0.5

-K d

（2）

式中：

t1/2——半衰期，min；

Kd——热失活速率常数，min-1。

1.3.7　COFs@突变酶的重复使用性测定　

取 14.5 mL 底物溶液，加入等效的 COFs@突

变酶酶液，37 ℃下反应 3 min 后离心，测定上清液

在 254 nm 处的吸光度变化值 ΔA。使用 PBS 洗涤

3次后保存样品，进行下一个循环。第一个周期中

获得的固定化酶的相对酶活力作为对照，定义为

100%，平行测定 3次。

2　结果与讨论

2.1　突变酶分子对接

采用 AutoDock Vina 软件，测定设计的 3 种

底 物（N-cbz-Gly-Gly-Phe、N-cbz-Gly-Phe-Phe、

Phe-Gly-Leu-Gly-Phe）与 CPY 原酶的结合能和熵

值。经 Discovery Studio 软件分析对接相互作用

力，预测酶蛋白的表面熵值，分析二级结构及序列

保守性，识别 CPY 原酶的主要底物结合位点为

Tyr271、Ile464、Met517，见图 1。

利用 PyMOL软件对 CPY 原酶进行突变设计，

设计单突变酶 M517R、I464R和 Y271R以及三突变

酶 M517R/I464R/Y271R，即 517 位点的蛋氨酸残

基、464 位点的异亮氨酸残基和 271 位点的酪氨酸

残基分别突变为可以用作质子供体的精氨酸，以及

同时将 3个位点突变为精氨酸。CPY原酶和单突变

酶与肽底物的结合能见表 2。分子对接研究表明，

与 三 肽 底 物 N-cbz-Gly-Gly-Phe 和 五 肽 底 物

Phe-Gly-Leu-Gly-Phe 相比，CPY 原酶与三肽底物

N-cbz-Gly-Phe-Phe的结合能更大。而单突变酶均对

三肽底物N-cbz-Gly-Gly-Phe表现出更大的结合能。
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根据三维对接构象，非共价相互作用（如氢键和

较弱的静电相互作用等）对酶分子疏水空腔与底物

的特异性结合至关重要。配体对突变酶的疏水空腔

有相当大的结合作用。CPY原酶和单突变酶 I464R

的疏水空腔信息见表 3，其中单突变酶 I464R的疏水

空腔体积大于 CPY原酶。因此，单突变酶 I464R的

疏水比高于 CPY 原酶。由于五肽底物相较于三肽

底物更接近于天然状态的底物，适合评估酶在更真

实、复杂环境中的整体催化性能，因此选用五肽底物

进一步探究突变酶的结构与酶解特异活性的关联。

如图 2所示，氢键的增加提高了突变酶对五肽

底物的酶解特异活性。单突变酶 M517R、Y271R和

三突变酶 M517R/I464R/Y271R 通过增加氢键增强

了与五肽底物 Phe-Gly-Leu-Gly-Phe的相互作用力。

因此，在 271、464、517位点突变为精氨酸可显著提

高CPY原酶对芳香族氨基酸的酶解特异活性。

2.2　突变酶的表达

对单突变酶 M517R、I464R、Y271R 和三突变

酶 M517R/I464R/Y271R 进行诱导表达。将诱导

表达的突变酶粗酶液进行 SDS-PAGE 验证，结果

见图 3。相对分子质量为 60 000 附近有清晰可见

的蛋白质条带，表明突变酶被成功诱导表达。

对不同浓度咪唑缓冲液洗脱的突变酶进行

SDS-PAGE 分析，探究洗脱目的蛋白质适宜的咪

唑缓冲液浓度。如图 4 所示，咪唑缓冲液浓度为

200 mmol/L 的洗脱效果最佳。在低浓度的咪唑缓

冲液下，杂蛋白质先被洗脱下来；当咪唑缓冲液浓

度升高至适宜值时，咪唑缓冲液与 Ni2+结合，竞争

取代含组氨酸标签的突变酶，从而将突变酶洗脱

下来。如图 5所示，诱导表达出的突变酶经镍柱纯

化之后，无其他杂带，表明获得了纯的突变酶。

2.3　突变酶的酶活力结果

4种突变酶的酶活力结果见图6。单突变酶Y271R

的酶活力为103.53 U/mg，单突变酶 I464R的酶活力为

140.70 U/mg，单突变酶 M517R 的酶活力为 371.83 

U/mg，三突变酶 M517R/I464R/Y271R 的酶活力为

1 069.54 U/mg。故三突变酶 M517R/I464R/Y271R

的酶活力最高，依据突变酶的结构分析，精氨酸作

为质子受体形成氢键，增强了酶与底物的结合力。

因此，采用 COFs对三突变酶 M517R/I464R/Y271R

进行固定化，旨在进一步开发其应用潜力。

2.4　COFs@三突变酶的表征

经过工艺优化制备的 COFs@三突变酶的形

貌 表 征 见 图 7。 透 射 电 子 显 微 镜 结 果 显 示 ，

图 1　CPY 原酶的主要底物结合位点在疏水空腔中的位置

Fig. 1　Location of the primary substrate-binding sites within 

the hydrophobic cavity of the wild-type CPY

表  2　CPY 原酶及单突变酶与三肽、五肽底物的结合能

Table 2　Binding energy of the wild-type CPY and its single 

mutant enzymes with with tripeptide and pentapeptide 

substrates 单位：kJ/mol

酶

CPY 原酶

单突变酶 Y271R

单突变酶 I464R

单突变酶 M517R

结合能

N-cbz-Gly-

Gly-Phe

-9.1

-10.6

-10.3

-10.4

N-cbz-Gly-

Phe-Phe

-10.2

-7.6

-8.0

-8.9

Phe-Gly-Leu-

Gly-Phe

-9.0

-9.1

-7.8

-9.1

表 3　CPY 原酶及单突变酶 I464R 疏水空腔的对比

Table 3　Comparison of the hydrophobic cavities between the wild-type CPY and its single mutant enzyme I464R

酶

CPY 原酶

单突变酶 I464R

体积/

Å3

642.50

656.77

表面积/

Å2

694.33

677.83

深度/

Å

24.68

24.18

主轴比 1

（c/a）

0.05

0.05

主轴比 2

（b/a）

0.09

0.09

包封度

0.08

0.10

口袋

原子

184

182

氢键

供体

16

18

氢键

受体

62

60

疏水相互

作用力/

（kJ/mol）

28

32

疏水比

0.26

0.29
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COFs@三突变酶具有均一的球形纳米簇结构，粒

径约为 200 nm。如图 7（b）所示，共聚焦显微镜显

示了被 FITC 标记的三突变酶在 COFs内部的分布

情况，证明三突变酶被包封在 COFs内部。

2.5　游离三突变酶与 COFs@ 三突变酶的温度稳

定性

游离三突变酶与 COFs@三突变酶温度稳定

性测定结果见图 8。将游离三突变酶的最佳酶活

力 设 定 为 100%，结 果 表 明 游 离 三 突 变 酶 和

COFs@三突变酶的最适温度均为 37 ℃。在最适

温 度 范 围（30~37 ℃ ）内 ，游 离 三 突 变 酶 和

COFs@三突变酶的相对酶活力均随温度的升高而

增强。当温度高于最适温度时，游离三突变酶和

COFs@ 三 突 变 酶 的 相 对 酶 活 力 开 始 下 降 ，

1—粗酶液；2—低相对分子质量标准蛋白质；3~4—50 mmol/L咪唑缓

冲液洗脱的 CPY 原酶；5~6—100 mmol/L咪唑缓冲液洗脱的 CPY 原

酶；7~8—200 mmol/L咪唑缓冲液洗脱的 CPY 原酶。

图 4　纯化 CPY 原酶的 SDS-PAGE结果

Fig. 4　  SDS-PAGE results of purified wild-type CPY

1—低相对分子质量标准蛋白质；2—单突变酶 Y271R；3—单突变酶

I464R；4—单突变酶 M517R；5—三突变酶 M517R/I464R/Y271R。

图 3　突变酶的表达验证

Fig. 3　Verification of mutant enzymes expression

绿色虚线—氢键；蓝色点划线—疏水键；粉红色圈—静电相互作用力。

图 2　CPY 原酶和单突变酶 Y271R、M517R 以及三突变酶 M517R/I464R/Y271R 与五肽底物 Phe-Gly-Leu-Gly-Phe的相互作用力

Fig. 2　Interactions of the pentapeptide Phe-Gly-Leu-Gly-Phe with the wild-type CPY and its mutant enzymes （single mutant 

enzyme Y271R， M517R， and the triple mutant M517R/I464R/Y271R）
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COFs@三突变酶的相对酶活力下降速率较慢。当

温度达到 70 ℃时，游离三突变酶的相对酶活力降

至 23.22%，而 COFs@三突变酶的相对酶活力可保

持在 43.33%。表明经 COFs 固定化的三突变酶具

有更强的热稳定性，COFs固定化改变了三突变酶

的微环境并提高了反应所需的活化能，从而增强

了其热稳定性［23］。

2.6　游离三突变酶与 COFs@三突变酶的 pH 稳定性

游离三突变酶与 COFs@三突变酶的 pH 稳定

性见图 9。将游离酶三突变酶的最佳酶活力设定

为 100%，结果表明游离三突变酶和 COFs@三突变
不同小写字母表示差异极显著（P<0.001）。

图 6　4种突变酶的酶活力

Fig. 6　Activities of four mutant enzymes

M—低相对分子质量标准蛋白质；1—单突变酶 Y271R；2—单突变酶

I464R；3—单突变酶 M517R；4—三突变酶 M517R/I464R/Y271R。

图 5　纯化突变酶的 SDS-PAGE结果

Fig. 5　SDS-PAGE results of purified mutant enzymes

图 8　游离三突变酶与 COFs@三突变酶的温度稳定性

Fig. 8　Thermal stability of free triple mutant and COFs@triple 

mutant

图 9　游离三突变酶与 COFs@三突变酶的 pH 稳定性

Fig. 9　pH stability of free triple mutant and COFs@triple 

mutant

图 7　COFs@三突变酶的表征

Fig. 7　Characterization of COFs@triple mutant
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酶的最适 pH 均为 7.0。当 pH 为 3.0时，游离三突变

酶的相对酶活力为 34.35%，而 COFs@三突变酶的

相对酶活力可维持在 45.33%；当 pH 为 8.0时，游离

三突变酶的相对酶活力为 76.56%，而 COFs@三突

变酶的相对酶活力可维持在 81.22%。结果表明，经

COFs复合固定化处理后的三突变酶具有更好的 pH

稳定性，这是由于 COFs固定化后的三突变酶改变

了周围电离微环境，提高了其对 pH的适应能力［24］。

2.7　游离三突变酶与 COFs@三突变酶的酶动力学

探究 COFs@三突变酶与底物之间亲和力的

变化，对于优化酶的固定化条件和提高酶的催化

效率至关重要。如图 10 所示，根据 2 条直线的方

程计算得到 COFs@三突变酶和游离三突变酶的

米氏常数（Km）分别为 0.407、0.283 mmol/L。Km 是

酶对其底物的亲和力的量度，最大反应速度（Vmax）

是酶催化效率的量度［25］。结果表明，COFs@三突

变酶的 Km大于游离三突变酶，说明 COFs@三突变

酶与底物的亲和力减小。这种亲和力的降低可能

与三突变酶的固定化过程影响了空间结构和活性

中心的位点有关。

2.8　酶解米糠蛋白质制备高 F值的低聚肽结果

酶法制备高 F 值低聚肽通常采用内切酶和外

切酶进行复合酶解。内切酶先作用于蛋白质肽

链，暴露出氨基酸残基，外切酶切除暴露的芳香族

氨基酸，最后通过活性炭吸附去除酶液中的芳香

族氨基酸。陶静等［26］采用固定化双酶水解技术，

从带鱼中制备的低聚肽的 F 值达 28.06。王秋萍

等［27］采用固定化双酶水解技术，从鱿鱼碎肉中制

备了 F 值>20 的低聚肽。作者以粮油加工副产物

米糠中的米糠蛋白质为底物 ，探究 AP 分别与

COFs@三突变酶、游离三突变酶组合后的酶解效

果。如图 11所示，AP 与游离三突变酶联合水解后

得到的低聚肽 F 值为 37.11（>20），达到了较高的

水平。相比之下，AP 与 COFs@三突变酶联合水

解后得到的低聚肽 F 值为 34.01，该结果和固定化

酶 与 底 物 的 亲 和 力 减 小 的 结 论 一 致 。 将

COFs@三突变酶与游离三突变酶制备的低聚肽进

行比较，两者的 F 值差异极显著（P<0.001），但是

仍>20，表明 COFs@三突变酶具有高效制备高 F

值低聚肽的潜力。

2.9　游离三突变酶与 COFs@ 三突变酶的半衰期

结果

半衰期是指在特定条件下，酶活力下降至初始

酶活力一半时所需要的时间。较长的半衰期意味着

酶在反应过程中的酶活力能够维持更长时间，较低

的Kd表明酶变性速率较低［28］。如表 4所示，三突变酶

经过固定化处理后，Kd由 0.001 9 min-1降至 0.001 4 

min-1，半衰期由 364 min延长至 498 min。结果表明，

固定化显著提高了酶的稳定性，提升了酶解效率，并

延长了酶的使用时间，在实际生产中更具经济效益。

图 10　游离三突变酶和COFs@三突变酶的酶解反应双倒数曲线

Fig. 10　Double reciprocal curves of enzymatic hydrolysis of 

free triple mutant and COFs@triple mutant

不同小写字母表示差异极显著（P<0.001）。

图 11　不同组合酶解米糠蛋白质制备低聚肽的 F值

Fig. 11　F-values of preparing oligopeptides from rice bran 

protein with different enzyme combinations
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2.10　COFs@三突变酶的重复使用性结果

固定化酶的重复使用次数及酶活力的保持率

是评估其工业应用潜力的重要指标。由于固定化

酶在重复使用过程中，底物更换和搅拌所施加的

机械力可能导致酶的损失和失活，因此固定化酶

的重复使用次数通常为 5~15 次［29］。将固定化酶

在第一个周期中的相对酶活力设定为 100%，由图

12可知，在经过 6个重复使用周期后，COFs@三突

变酶的相对酶活力仍为 50% 左右。这一结果表

明，尽管其相对酶活力在多次使用过程中有所下

降，但仍具备较好的稳定性和耐用性。这是因为

经 COFs固定化处理保护了三突变酶的三维构象，

防止其在重复使用过程中性能的过度损伤［30］。

COFs@三突变酶不仅有助于降低生产成本，提高

经济效益，还为酶在工业应用中的广泛应用提供

了有力支持。

3　结论

以米曲霉M30011来源的CPY的单突变酶M517R、

I464R、Y271R以及三突变酶M517R/I464R/Y271R为

研究对象，探究 COFs固定化对酶活力的影响。作

者 对 4 种 突 变 酶 进 行 诱 导 表 达 与 纯 化 ，用

SDS-PAGE 验证目的条带，结果在相对分子质量

为 60 000 周围出现了明显的蛋白质条带，符合预

期，证明成功诱导表达了突变酶。镍柱纯化时，使

用 200 mmol/L的咪唑缓冲液洗脱可获得纯的突变

酶。 4 种突变酶的酶活力结果显示三突变酶

M517R/I464R/Y271R的酶活力最高，为1 069.54 U/mg。

因此，选用 COFs对三突变酶 M517R/I464R/Y271R

进行固定化。进一步的研究结果表明，三突变酶

M517R/I464R/Y271R 可以被较好地包裹在 COFs

内部，且可以成功制备 F 值>20 的低聚肽。此外，

与游离三突变酶相比，COFs@三突变酶表现出

更优异的热稳定性和 pH 稳定性，同时具有更长

的半衰期和更高的重复使用性，这些特性使得

COFs@三突变酶在多种反应条件下具备显著优

势 ，能够有效提升催化效率并延长使用寿命。

该研究为通过 COFs 固定化突变酶以维持其高

效酶解活性提供了技术支持，为利用低值副产

物米糠蛋白质制备低聚肽提供了新策略，同时

也为采用生物酶法制备低聚肽的相关技术应用

奠定了基础。
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