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摘要:以大型真菌灵芝中的麦芽糖酶-葡萄糖淀粉酶(MGAM)为研究对象,采用同源序列比

对、同源模建、底物对接和定点突变等方法成功构建酶活力显著降低的突变体D246A.酶学

性质表征结果表明:最适反应温度由野生型(wildtype,WT)的65℃减少至60℃,突变体耐

热能力下降;最适pH值由 WT的6.0升高至7.0,有利于工程菌生长;半衰期由 WT的2.0h
下降至1.5h,酶稳定性降低.酶动力学结果表明:突变体D246A酶动力学曲线符合 Michaelis
方程,与 WT相比,Km 值变大,表明酶与底物亲和力下降;Vmax约降低至原来的1/4.
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Abstract:Themaltase-glucoamylase(MGAM)fromthelargefungusGanodermalucidum asthe
researchobject,andamutantD246A withsignificantlyreducedenzymeactivitywassuccessfully
constructedbyusing methodssuchashomologoussequencealignment,homologous modeling,

substratedocking,andsite-specificmutation.Thecharacterizationresultsofenzymaticproperties
showthattheoptimalreactiontemperaturedecreasesfrom65℃forwildtype(WT)to60℃,and
theheattoleranceofthemutantdecreases.TheoptimalpHvalueincreasesfrom6.0forWTto7.0,

whichisbeneficialforthegrowthofengineeringbacteria.Thehalf-lifedecreasesfrom2.0hforWT
to1.5h,thestabilityofenzymedecreases.Theenzymekineticsresultsshowthattheenzymekinetics
curveofmutantD246AconformstotheMichaelisequation,andcomparedwiththeWT,theKmvalue
increases,indicatingadecreaseinaffinityofenzymeandsubstrate.Vmaxdecreasesto1/4ofitsoriginal
value.
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0 引 言

麦芽糖酶-葡萄糖淀粉酶(maltase-glucoamylase,MGAM;EC3.2.1.20和EC3.2.1.3),也称为

MG或 MGA,是一种α-葡萄糖苷水解酶消化酶,属于糖苷水解酶家族31的成员(GH31)[1].MGAM
是一种小肠膜结合酶,它能水解包含α-1,4糖苷键的葡萄糖低聚物或糊精,并在血液中释放葡萄糖,
对人体内葡萄糖的生成起关键作用[2-3].调节 MGAM活性在控制餐后高血糖中起重要作用,对2型糖

尿病的治疗具有深远意义[4-5].
目前对 MGAM的研究主要集中在外源化合物或植物提取物对 MGAM 抑制效果的影响方面.

Mehrban等[6]选择四嘧啶稠杂环化合物与 MGAM-C/N结合,对接评估表明,这些配体与 MGAM-
C/N的结合特性几乎与阿卡波糖(α-葡萄糖苷酶抑制剂药物)相似,分别在 MGAMC-末端与Tyr1251
和 MGAMN-末端与Arg526建立了氢键,增强了配体与 MGAM-C/N的亲和能力.刘伟[7]报道了鸡

血藤、五倍子、丹参和青果提取物均能显著抑制α-葡萄糖苷酶活性,抑制作用均明显强于阿卡波糖.
以上研究结果为开发安全有效的α-葡萄糖苷酶抑制剂提供了理论依据.

目前,MGAM-N和 MGAM-C末端晶体结构均已被解析(图1),但对 MGAM-N/C自身结构改造

的研究较少,且目前对 MGAM 的研究多集中于人和动物.本文以大型真菌灵芝中的 MGAM 为研究

对象,结合生物信息学方法,通过与底物对硝基苯基-β-D-吡喃半乳糖苷(pNPG)对接,选择关键氨基

酸残基进行定点突变,并对突变体进行酶学性质表征,通过对D246位点考察底物对 MGAM 的影响,
研究其对酶活力的影响及在灵芝代谢中的作用,为研制新型α-葡萄糖苷酶抑制剂提供一种新思路,为

帮助治疗2型糖尿病提供理论依据.

图1 MGAM-N/C末端结构

Fig.1 TerminalstructureofMGAM-N/C

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株、质粒与培养基

灵芝购自农业农村部食用菌加工技术集成科研基地;重组大肠杆菌菌株(pET-15b-MGAM)、表达

宿主(Escherichiacoli)BL21(DE3)和质粒pET-15b均由吉林农业大学生物质活性成分研究与农产品

高值化实验室保存.
LB培养基:质量分数分别为0.5%的酵母提取物、1%的胰蛋白胨、1%的氯化钠和2%的琼脂粉.

1.1.2 试 剂

NiSepharoseTM6FastFlow 购 自 美 国 GeneralElectric公 司;核 酸 电 泳 Marker(DL2000,

DL15000)和预染彩虹蛋白 Marker(10000~190000)购自大连美仑生物技术有限公司;质粒小提试剂
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盒和DNA胶回收试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司;异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)
和氨苄青霉素(Amp)购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司.
1.2 仪器与设备

梯度PCR仪(SureCycler8800型,美国Agilent公司);蛋白电泳仪(DYY-11型,拓赫机电科技

(上海)有限公司);琼脂糖凝胶呈像仪(WFH-201BJ型,美国GE公司);多功能酶标仪(FLUOstar
Omega型,德国BMG公司);电泳仪电源(SE260型,美国 GEHealthcareBio-SciencesAB公司);
蛋白印迹半干转膜仪(Trans-BlotSDCell型,美国BIO-RAD公司);超声波细胞破碎仪(JY88-Ⅱ型,
江苏天翎仪器有限公司).
1.3 方 法

1.3.1 重要残基位点的确定

利用NCBI数据库中ProteinBlast程序进行同源蛋白晶体搜索,利用SWISS-MODEL在线服务

器(https://swissmodel.expasy.org/interactive#sequence)对 MGAM进行同源模建,利 用 SAVES
v5.0服务器(http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/?job=315211)对 MGAM三维结构模型进行评

分,利用软件 COACH-D在线服务(http://yanglab.nankai.edu.cn/COACH-D/)对结合位点底物

pNPG进行预测,利用AutoDock进行对接,确定酶与底物结合区域的重要残基位点,选取密切相关

的保守残基位点进行定点突变.
1.3.2 突变体引物设计

利用CEDesign软件进行D246位点引物设计,由长春库美生物进行合成,引物序列为

F:5′-ACGAACTGGGCCCGCGCCGCCGCCGAC-3′;

R:5′-GCGCGGGCCCAGTTCGTCTGGATGGTAC-3′.
1.3.3 突变体的构建

以实验室保存且构建成功的重组质粒pET-15b-MGAM 为模板,在D246A引物作用下进行突变

PCR,条件为:94℃预变性1min;94℃变性1min,56℃退火1min,72℃延伸10min(以上3步循

环18次);72℃保温10min.将PCR产物进行质量分数为1%的核酸电泳验证.
1.3.4 目的基因诱导表达及分离纯化

将突变重组菌株以1%的接种量接入含有氨苄青霉素的LB培养基中培养,加入终浓度1mmol/L
的IPTG进行诱导表达.诱导结束后进行高速低温离心,弃上清液,菌体重悬,经超声破碎后再次收集

的上清液即为粗酶液.粗酶液经Ni-NTA亲和层析,用不同浓度咪唑进行洗脱,收集纯化[8].
1.3.5 SDS-PAGE电泳

按文献[9]对 MGAM粗酶液和纯化液进行SDS-PAGE电泳验证.
1.3.6 酶活力测定

野生型(WT)和突变体(D246A)的酶活力测定方法参考文献[10],每个样品测定3次平行.
1.3.7 酶学性质分析

1)最适温度.以浓度为0.01mol/L硝基苯基-β-D-吡喃半乳糖苷(pNPG)为底物,分别在不同温

度(30,35,40,45,50,55,60,65,70,75,80℃)下反应10min,测定酶活.最高酶活定义为100%,计算

相对酶活,每个温度测定3次平行,根据相对酶活确定重组酶的最适温度.
2)最适pH值.以pNPG为底物,加入不同pH 值的缓冲液(pH=4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0,

7.5,8.0,8.5,9.0,9.5,10.0),在最适温度下反应10min,最高酶活定义为100%,计算相对酶活,
每个pH测定3次平行,确定重组酶的最适pH值.
3)稳定性.取适量纯酶液在最适温度、最适反应pH 值下,采用同样方法测定重组酶的酶活.

将0时刻的酶活定义为100%,之后每隔0.5h测定一次,计算相对酶活,共测量8次.
1.3.8 数据处理

每组实验重复测定3次,用SPSS19.0软件进行统计学数据分析,用Origin2021软件做图.
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2 结果与分析

2.1 关键残基位点的确定

MGAM模型的评分结果如图2所示.由图2(A)可见,经多重序列比对,MGAM与α-葡萄糖苷酶

蛋白PBD3W37同源性达36.44%,同源性30%以上即可用于建模,所以采用SWISS-MODEL进行

初始三维建模.由图2(B)可见,MGAM模型经QMEAN评分为0.64,说明模型与模板蛋白的匹配度

符合标准.

图2 多重序列比对(A)及 MGAM模型的评分结果(B)

Fig.2 Multiplesequencealignment(A)andscoringresultsofMGAM model(B)

  通过Autodock4.2程序将底物pNPG和酶进行分子对接,其最优构象能量图如图3所示.由图3
可见,得到的最优构象能量为-22.61kJ/mol.将活性中心的残基T270,D246,S272,E728,R746,P752
通过FoldX进行丙氨酸扫描计算,发现D246的能量变化最大,推测其可能对酶的活力变化有重大作用.
图4为酶与底物对接平面图.由图4可见,酶与底物分子对接后,在底物结合口袋的周围有多个重要残基

位点,其中Ile676和Ser675与底物之间有1个氢键连接,Asp246与底物之间有3个氢键连接.

图3 底物与酶分子对接最优构象能量图

Fig.3 Optimalconformationalenergydiagram
ofsubstrateenzymemoleculedocking

图4 酶与底物对接平面图

Fig.4 Planviewofenzyme-substrate
interfacedocking

  图5为部分同源序列比对结果.由图5可见:Phe266,Arg267,Arg268,Ala243,Arg245,Asp246,

Asp249和Pro250等残基位点均为绝对保守位点;相比于突变为Ser和Lys,Asp246突变为Ala更稳

定,能量更低.因此,选取绝对保守且与pNPG密切相关的关键残基位点D246A进行单一定点突变.
2.2 全质粒PCR获得突变体D246A

全质粒PCR结果如图6所示.由图6可见,条带1,2,3,4在8000~9000bp有明显的条带,WT
和D246A核酸的相对分子质量与预期一致,经测序表明突变成功,证明全质粒PCR实验成功.
2.3 SDS-PAGE验证

SDS-PAGE验证结果如图7所示.由图7可见,条带4为粗酶液电泳结果,条带2,3为经过Ni柱

分离纯化的纯化液电泳结果.结果表明,在约90000处出现纯化酶的目的条带,即 MGAM蛋白诱导

表达、分离纯化成功.
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  GB:Ganodermaboninense (100%);LT:Lentinustigrinus ALCF2SS-7 (49.13%);BE:Brazilianedible mushroom
(45.46%);FA:Flammulaalnicola(46.83%);HS:Heliocybesulcata(45.51%).

图5 部分同源序列比对结果

Fig.5 Partialhomologoussequencealignmentresult

M:Marker;1:WT粗酶液;2~4:D246A.

图6 全质粒PCR结果

Fig.6 ResultsofwholeplasmidPCR

M:Marker;1,4:MGAM粗酶液;2,3:D246A.

图7 MGAM粗酶液的SDS-PAGE蛋白电泳图

Fig.7 ProteinelectrophoresisofSDS-PAGE
ofMGAMcrudeenzymes

2.4 野生型和突变体的酶学性质表征

2.4.1 温度和pH值对酶活力的影响

温度和pH值对 WT和D246A酶活力的影响如图8所示.由图8(A)可见,随着温度的升高,WT
和D246A的空间构象逐渐形成,酶的活性逐渐变高.当温度为60℃时,D246A的空间构象达到最佳

状态,但 WT的相对酶活力未达到100%.当温度为65℃时,WT的空间构象达到最佳状态.通过

二者对比发现进行定点突变之后酶的最适温度没有比 WT高,即D246A的嗜热能力并未增强.由

图8(B)可见,WT的最适pH值为6.0,D246A的最适pH值为7.0,此时酶的空间构象达到最佳状

态.通过二者对比发现进行定点突变后酶的最适pH值变大.最适pH值增大有利于工程菌生长.

图8 温度(A)和pH值(B)对 WT和D246A酶活力的影响

Fig.8 Effectsoftemperature(A)andpHvalue(B)onenzymeactivityofWTandD246A

2.4.2 酶的稳定性

WT和D246A的稳定性如图9所示.由图9可见,在最适温度和最适pH值的条件下,在0.5h
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图9 WT和D246A的稳定性

Fig.9 StabilityofWTandD246A

时,WT和D246A相对酶的活力均可达60%以上,
在1h后,D246A的相对酶活力降到50%以下,但

此时 WT 的 相 对 酶 活 力 仍 在60%以 上.可 见,

D246A不如 WT的热稳定性好.
2.4.3 金属离子对WT和D246A相对酶活力的影响

金属离子对 WT和D246A相对酶活力的影响分

别列于表1和 表2.由表1和 表2可见,Na+和K+

对 WT和D246A的酶活力均有抑制作用.中低浓度

的Cu2+对 WT和D246A的酶活力有明显的激活作

用,而当c(Cu2+)=10mmol/L时,Cu2+ 对D246A
呈抑制作用.Al3+和Fe3+对 WT和D246A的酶活力均无激活作用,且低浓度大于高浓度时的抑制作用.

表1 金属离子对 WT相对酶活力的影响

Table1 EffectsofmetalionsonrelativeenzymeactivityofWT             %

金属离子
c/(mmol∙L-1)

1 2 5 10
Na+ 78.42±1.56 69.84±1.77 68.26±0.89 79.84±1.71
K+ 70.23±1.57 74.52±1.86 69.62±0.99 69.47±1.21
Cu2+ 102.12±1.25 161.23±3.12 170.23±2.87 171.23±2.35
Mg2+ 78.82±0.89 75.15±1.32 77.24±1.51 77.65±2.37
Al3+ 69.44±0.54 71.82±1.37 85.65±1.89 92.83±2.24
Fe3+ 87.33±1.25 88.91±1.68 93.82±1.97 98.46±2.23

表2 金属离子对D246A相对酶活力的影响

Table2 EffectsofmetalionsonrelativeenzymeactivityofD246A             %

金属离子
c/(mmol∙L-1)

1 2 5 10
Na+ 78.42±1.38 69.89±1.27 68.24±1.02 79.93±1.54
K+ 70.26±0.87 70.35±1.15 68.62±1.69 69.44±1.98
Cu2+ 102.74±1.41 164.54±2.45 170.46±2.68 84.28±1.34
Mg2+ 81.78±1.28 74.32±0.91 77.27±0.42 77.62±0.83
Al3+ 69.43±0.64 73.18±1.08 85.65±2.56 91.65±1.44
Fe3+ 87.32±1.07 89.93±0.59 92.84±1.48 98.44±1.33

2.4.4 有机溶剂对 WT和D246A相对酶活力的影响

有机溶剂对 WT和D246A相对酶活力的影响分别列于表3和表4.由表3和表4可见,不同浓度

有机溶剂对 WT和D246A的相对酶活力产生不同影响.当甲醇浓度为5,10mmol/L时,对D246A呈

抑制作用,但对 WT呈激活作用.当DMSO浓度为5,10,15mmol/L时,对 WT和D246A均呈激活

作用,且对 WT的激活作用更大.当乙醇浓度为5mmol/L时,对 WT和D246A均呈抑制作用,而浓

度为10mmol/L时,对 WT和D246A均呈激活作用.当丙三醇浓度为5,10mmol/L时,对 WT呈激

活作用,而对D246A呈抑制作用.
表3 有机溶剂对 WT相对酶活力的影响

Table3 EffectsoforganicsolventsonrelativeenzymeactivityofWT             %

有机溶剂
c/(mmol∙L-1)

5 10 15 25
甲醇 104.32±1.63 106.32±1.28 10.47±0.45 54.95±0.68
乙醇 84.26±1.35 110.52±1.58 96.62±1.33 60.32±0.83
DMSO 112.45±0.69 118.23±1.85 125.59±1.57 74.65±0.81
丙三醇 107.62±1.42 113.32±1.66 118.64±0.94 94.26±0.88
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表4 有机溶剂对D246A相对酶活力的影响

Table4 EffectsoforganicsolventsonrelativeenzymeactivityofD246A             %

有机溶剂
c/(mmol∙L-1)

5 10 15 25
甲醇 98.23±1.22 96.83±1.83 97.75±0.83 100.72±0.45
乙醇 98.06±0.61 103.14±0.83 110.44±1.49 110.84±1.56
DMSO 100.75±0.76 104.32±1.23 101.53±1.34 101.96±1.89
丙三醇 98.84±1.54 99.28±0.83 102.35±1.24 99.62±0.44

2.5 WT和D246A的动力学分析

WT和D246A的动力学参数列于表5.由表5可见,与 WT相比,D246A的Km 变大,酶对底物

的亲和力降低,Vmax约降至其1/4.
表5 WT和D246A的动力学参数

Table5 KineticparametersofWTandD246A

菌株类型 Vmax/(μmol∙(mL∙min)-1) Km

WT 6.47 1.13
D246A 1.68 1.29

  图10为酶与底物结合的示意图,其中图10(A)为 WT的第246位点 Asp与底物结合位点图,
图10(B)为D246A的第246位点Ala与底物结合位点图.由图10可见,第246位点由极性带负电的天

冬氨酸突变为非极性的丙氨酸后,酶与底物结合紧密度发生改变.WT与底物之间由3个氢键连接变

为1个氢键连接,D246A与底物结合时氢键数目减少.这可能因为该点主要参与底物结合,影响了结

合口袋的形状,单点氨基酸的改变,使得与底物结合不牢固,空间构象发生变化,新的空间构象不利

于酶对底物的亲核进攻,从而使酶活力下降.

图10 酶与底物结合示意图

Fig.10 Schematicdiagramofenzyme-substratebinding

  综上所述,本文利用生物信息学方法,确定了 MGAM 的重要位点D246,并对其进行定点突变,
获得突变体D246A.对野生型和突变体进行酶学性质表征的结果表明:突变体D246A较 WT最适反

应温度下降,最适反应pH 值升高,稳定性下降,酶活力下降,即突变获得成功;突变体D246A比

WT的Km 大,Vmax约降至其1/4,即突变体对底物的亲和力下降,可能是因为突变体与底物结合时氢

键数目减少,与底物结合不牢固,新的空间构象不利于酶对底物的亲核进攻所致.以上研究结果为

MGAM的筛选和工业化应用提供了理论依据.
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