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　 　 摘要:　 为分析催化四联体中关键氨基酸突变对黄鳝醛酮还原酶活性的影响ꎬ本研究利用重叠 ＰＣＲ 技术对黄

鳝 Ｅａｋｒ 基因进行了 Ａ８１Ｋ 定点突变ꎬ将突变基因亚克隆至 ｐＥＴ￣２８ａ (＋)构建了重组表达载体ꎮ 重组载体转化 ＢＬ２１
(ＤＥ３)菌株后经 ＩＰＴＧ 诱导ꎬ镍离子柱亲和层析获得了突变型蛋白(ＥａｋｒＡ８１Ｋ)ꎻ以 ＮＡＤＰＨ 为辅酶ꎬ分析了突变型蛋

白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的底物谱ꎬ并比较了野生型(Ｅａｋｒ)和突变型蛋白(ＥａｋｒＡ８１Ｋ)对不同底物的还原活性ꎻ最后ꎬ以甲醛为底物

比较了野生型和突变型蛋白的最适反应温度和最适 ｐＨꎮ 结果表明:ＥａｋｒＡ８１Ｋ对醛类物质以及中长链酮类物质具有

较高的还原活性ꎬ而对醇、糖、酸类物质没有明显活性ꎻＡ８１Ｋ 位点特异突变使得黄鳝醛酮还原酶和底物之间的亲和

力显著增加ꎬ并提高了酶对大部分底物的还原活性ꎻ突变稍降低了黄鳝醛酮还原酶的酸度耐受能力但提升了该酶

的温度耐受能力ꎮ 这暗示着黄鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 的 ８１ 位氨基酸在底物识别上具有重要作用ꎮ
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　 　 醛酮还原酶(ＡＫＲ)是一类依赖 ＮＡＤＨ / ＮＡＤＰＨ 作
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为辅酶将醛酮类物质还原为相应醇类物质的氧化还

原酶[１￣２]ꎮ 它们在生物界广泛分布ꎬ植物、动物和微生

物中均有报道[３]ꎮ 已知的醛酮还原酶数量众多ꎬ包括

１６ 个家族近 ２００ 个成员[４]ꎮ 序列比对分析发现醛酮

还原酶之间具有一定的序列同源性ꎬ都具有一个典型

的(α / β)８桶状结构[５]ꎮ 其中ꎬ醛酮还原酶负责底物

催化的关键氨基酸一般由相对保守的催化四联体(Ｄ￣
Ｙ￣Ｋ￣Ｈ)组成[６￣７]ꎮ 醛酮还原酶底物广泛ꎬ包括醛酮类

化合物、芳香类化合物、醛糖和类固醇等[３￣４]ꎮ 每个醛

酮还原酶家族都有其特异性底物ꎬ同时在机体内行使

独特的生物学功能ꎬ例如 ＡＫＲ７ 家族可以降解致癌羰

基化合物ꎬ在生物体内参与机体的保护和防御[８]ꎻ
ＡＫＲ１Ｃ 亚家族具有代谢人体性激素的能力ꎬ参与人体

激素代谢和调节[９￣１０]ꎻ醛糖还原酶(ＡＲ)通过将葡萄糖

催化还原成山梨醇ꎬ同时减轻果糖和山梨醇在周围组

织细胞中的过多积累ꎬ从而达到抑制糖尿病的功

能[１１￣１２]ꎮ 代海艳等[１３]重组表达了黄鳝醛酮还原酶基

因 Ｅａｋｒꎬ发现含该重组基因的菌株比野生菌株抗羰基

化合物胁迫的能力增强ꎮ 除此之外ꎬ国内外对鱼类醛

酮还原酶基因及功能的研究相对匮乏ꎮ 仅有少数罗

非鱼醛酮还原酶 ＡＫＲ１Ａ１ 羰基解毒作用的报道[１４]ꎮ
黄鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 的氨基酸序列与已报道的所有

醛酮还原酶家族成员同源性均小于 ２５％ꎬ且其催化四

联体氨基酸为 Ｄ￣Ｙ￣Ａ￣Ｈꎬ这与其他已知醛酮还原酶的

催化四联体存在一个氨基酸的差别ꎮ 本研究拟通过

将黄鳝 Ｅａｋｒ 第 ８１ 位丙氨酸(Ａ)进行定点突变为赖氨

酸(Ｋ)ꎬ分析突变蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的底物谱ꎬ比较野生型

(Ｅａｋｒ)和突变型蛋白(ＥａｋｒＡ８１Ｋ)对不同代谢底物的活

性变化ꎬ为深入了解黄鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 的功能及

其催化四联体在底物识别上的作用提供重要的参考

资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试剂

ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株购于北京全式金生物技术有

限公司ꎮ 含 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｅａｋｒ 的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株ꎬ含
ｐＥＴ￣２８ａ (＋)空白质粒的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株ꎬ均由本

实验室构建并保存于长江大学生物医药研究所ꎮ Ｎｉ
离子亲和层析柱购于上海七海复泰生物技术有限公

司ꎮ 质粒提取试剂盒购自北京天根生化有限公司ꎮ
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶购自北京全

式金生物技术有限公司ꎮ 酶反应底物丙酮醛、苯甲

醛、反式丁烯醛购自上海阿拉丁生化技术股份有限

公司ꎮ ３￣戊酮、２ꎬ３￣戊二酮、２ꎬ４￣戊二酮购自上海麦

克林生化技术有限公司ꎬ其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 黄鳝 Ｅａｋｒ 基因 Ａ８１Ｋ 位点的定点突变

用快速质粒 ＤＮＡ 中量提取试剂盒ꎬ从含 ｐＥＴ￣
２８ａ￣Ｅａｋｒ 质粒的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌中提取质粒 ＤＮＡꎮ
用突变引物对 Ｆ１: ５′￣ＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＴＧＴＧＧＴ￣
ＴＣＣＣＡＡＡＧ￣３′ 和 Ｒｍ: ５′￣ＴＣＴＧＣＡＣＡＧＣＴＧＧＴＧＣＣＴ￣
ＴＡＴＣＴＣＣＡＧＡＧＧＡＣＴ￣３′扩增突变位点及上游片段ꎻ
用 突变引物对 Ｆｍ : ５ ′ ￣ ＡＡＧＴＣＣＴＣＴＧＧＡＧＡＴ ＡＡＧ
ＧＣＡＣＣＡＧＣＴＧＴＧＣＡＧＡＧ￣３′和 Ｒ１:５′￣ＣＣＧＡＡＧＣＴＴＴ￣
ＴＡＧＣＴＣＣＴＧＴＡＣＴＡＴＣＧＣ￣３′扩增突变位点及下游片

段ꎮ 引物中突变位点碱基用斜体标出ꎬ酶切位点用

下划线标出ꎮ 将第 １ 次 ＰＣＲ 扩增产物回收、纯化后

等量混匀ꎬ利用 Ｆ１ 和 Ｒ１ 引物进行重叠 ＰＣＲ 扩增ꎮ
每次 ＰＣＲ 扩增均采用 Ｔｒａｎ Ｓｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶以降低错义突变ꎮ 扩增

产物经回收、纯化后连接 Ｔ 载体后转入大肠杆菌

ＤＨ５α 中ꎬ送上海铂尚生物技术公司进行序列测定ꎮ
１.３　 表达载体构建及重组蛋白表达及纯化

提取经测序验证过的质粒 ＤＮＡꎬ采用限制内切

酶 ＥｃｏＲⅠ、Ｈｉｎｄ Ⅲ进行双酶切ꎮ 酶切产物经电泳、
回收后纯化ꎬ并连接到同样双酶切的 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)
中ꎮ 将连接产物转化到 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细

胞中ꎬ经卡纳霉素抗性筛选、菌落 ＰＣＲ 验证及 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测获得阳性表达菌株ꎮ

将野生型和突变型阳性重组菌按 １ ∶ ５０ 分别接

种到 ２００ ｍｌ 新鲜 ＬＢ 培养基ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００

约为 ０􀆰 ６ 时ꎬ加入终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 诱

导ꎬ３７ ℃诱导培养 ４ ｈꎬ将诱导表达完成后的菌液在

４ ℃ １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ收
集菌体加入 ＰＢＳ(ｐＨ８􀆰 ５)洗涤菌体ꎬ重悬后ꎬ用超声

波破碎菌体细胞(工作 ５ ｓꎬ间隔 １５ ｓꎬ工作 ８０ 次)ꎻ
将细胞破碎液在 ４ ℃、１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ弃
上清液ꎬ收集沉淀ꎬ加入适量 ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ＝ ８􀆰 ５ꎬ
５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ含 ６ ｍｏｌ / Ｌ盐酸胍)重悬ꎬ于 ４ ℃中静置

１ ｈ 以上去除包涵体ꎬ再次离心ꎬ收集上清液经 ０􀆰 ４５
μｍ 滤膜过滤后加入镍离子亲和层析柱中结合 １２
ｈꎬ用不同咪唑浓度 ( ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ１００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ２００
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 ＰＢＳ 缓冲液进行梯度洗脱ꎬ
洗脱液收集装入透析袋中ꎬ密封后于 ４ ℃透析过夜ꎬ
收集透析后进行 １２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＡ 电泳检测ꎮ
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１.４　 ＥａｋｒＡ８１Ｋ酶活性检测及底物特异性分析
利用普析通用公司 ＴＵ￣１９００ 紫外分光光度计测

定还原型辅酶 ＮＡＤＰＨ 在 ３４０ ｎｍ 处吸光值的变化来

评价 Ｅａｋｒ 和 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的活性ꎮ 酶活性单位定义为:醛
酮还原酶在最适条件下 １ ｍｉｎ 消耗 １ μｍｏｌ的 ＮＡＤＰＨ
为 １ 个酶活性单位(Ｕ)ꎮ 取比色皿ꎬ依次加入 １ ０００
μｌ ５０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ５􀆰 ０)ꎬ５０ μｌ 酶液ꎬ８５０ μｌ
底物(约 １０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ８０ μｌ 甲醇ꎬ３７ ℃保温 １０ ｍｉｎ
后ꎬ加入 ２０ μｌ ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤＰＨꎬ总体系为 ２ ｍｌꎬ将
比色皿放入紫外分光光度计中ꎬ测定 ３４０ ｎｍ 处吸光

值的变化并记录ꎬ每个底物重复 ３ 次ꎮ 酶活性计算按

照 Ｃｈｅｎ 等[１５]报道的方法进行ꎬ米氏常数(Ｋｍ)和催

化常数(ｋｃａｔ)参照文献[１６]计算ꎮ
按照上述方法ꎬ分别测量 Ｅａｋｒ 和 ＥａｋｒＡ８１Ｋ重组

蛋白对苯甲醛、邻苯二甲醛、甲醛、戊二醛、反式丁烯

醛、甘油醛、２ꎬ３￣丁二酮、丙酮、醋酸甲羟孕酮、蒽酮、
黄体酮、甲睾酮、甲酸、戊酸雌二醇、２￣戊酮、３￣戊酮、
２ꎬ３￣戊二酮、２ꎬ４￣戊二酮、葡萄糖等底物的酶活性ꎮ
１.５　 野生型与突变型蛋白的温度及 ｐＨ耐受性分析

在标准反应体系中ꎬ取等量野生型与突变型蛋

白分别与甲醛(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)混匀后在不同温度(１０
℃ꎬ ２０ ℃ꎬ３０ ℃ꎬ３５ ℃ꎬ３７ ℃ꎬ４０ ℃ꎬ５０ ℃)静置 ３

ｍｉｎ 或在不同 ｐＨ(３􀆰 ０、３􀆰 ５、４􀆰 ０、４􀆰 ５、５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、
６􀆰 ５)的 ＰＢＳ 缓冲溶液中静置 ３ ｍｉｎ 测定其相对酶活

性ꎬ以其最适反应温度或最适 ｐＨ 下的相对酶活性

为 １００％ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
１.６　 数据处理及分析

用 ＳＰＳＳ２０.０ 进行统计学分析ꎬ酶比活性和相对

酶活性用 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用方差分析进行组间比较ꎬ当
Ｐ<０􀆰 ０１ 时为差异极显著ꎬ当Ｐ<０􀆰 ０５ 时为差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 黄鳝醛酮还原酶基因的定点突变

通过引物对 Ｆｍ 和 Ｒ１ 及引物对 Ｆ１ 和 Ｒｍ ＰＣＲ
扩增后分别得到了 １ 条约 ７５０ ｂｐ 的条带和 １ 条约

２５０ ｂｐ 的条带ꎬ大小与预期相符(图 １ａ)ꎻ将上述 ＰＣＲ
片段回收纯化后等量混合进行重叠 ＰＣＲ 反应ꎬ得到

了 １ 条特异的分子量约１ ０００ ｂｐ 的条带(图 １ｂ)ꎬ证明

重叠 ＰＣＲ 已经成功实现了上下游基因片段的融合ꎮ
将上述重叠 ＰＣＲ 片段经过回收、纯化克隆测序后得

知ꎬ黄鳝 Ｅａｋｒ 基因的第 ８１ 号位氨基酸对应的碱基已

经由原来的 ＧＣＴ 突变成了 ＡＡＧꎬ其对应氨基酸也已

由丙氨酸(Ａ)突变成赖氨酸(Ｋ)ꎻ除此以外ꎬ测序结果

表明ꎬ该突变基因没有产生其他错义突变ꎮ

泳道 １~２:扩增的下游片段ꎻ３~４:扩增的上游片段ꎻ５~６:扩增的重叠片段ꎻＭ:ＤＮＡ 分子量标准ꎮ
图 １　 重叠 ＰＣＲ 扩增突变基因电泳

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ＳＯＥ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.２　 重组蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的纯化

将含 有 ｐＥＴ￣ＥａｋｒＡ８１Ｋ 的 重 组 菌 株 经 过 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ表达了 １ 条分子量约３８ ０００
的蛋白ꎬ这表明阳性重组子成功实现了融合表达ꎻ
ＥａｋｒＡ８１Ｋ蛋白约占大肠杆菌总蛋白的 ４０％以上ꎬ通过

Ｎｉ 离子亲和层析ꎬ实现了突变体蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的纯

化(图 ２)ꎮ

２.３　 重组蛋白ＥａｋｒＡ８１Ｋ的底物特异性及酶动力学常数

　 　 以 ＮＡＤＰＨ 为辅酶ꎬ检测重组蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ对醛、
酮类物质的还原活性ꎮ 结果表明:该重组蛋白对所测

醛类物质及中长链酮类物质具有良好的还原活性ꎬ但
对醇、糖、酸类物质酶活性极低或未检测到(表 １)ꎮ
其中ꎬ对 ３￣戊酮活性最高ꎬ其酶比活力约 ０􀆰 ８８２
Ｕ / ｍｇꎮ 在所测底物中ꎬ重组蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ与醛类物质
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１:空白质粒菌株ꎻ２:诱导前的含 ｐＥＴ￣２８￣ＥａｋｒＡ８１Ｋ菌株ꎻ３:诱导后

的含 ｐＥＴ￣２８￣ＥａｋｒＡ８１Ｋ 菌株ꎻ４:２０ ｍｍｏｌ 咪唑洗脱后蛋白ꎻ５:１００
ｍｍｏｌ 咪唑洗脱蛋白ꎻ６:２００ ｍｍｏｌ 咪唑洗脱蛋白ꎻＭ:蛋白质分子

量标准ꎮ

图 ２　 重组 ＥａｋｒＡ８１Ｋ蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＥａｋｒＡ８１Ｋ ｐｒｏｔｅｉｎ

的米氏常数(Ｋｍ)均低于酮类物质ꎬ说明该酶和醛类

物质的亲和力更高ꎮ 甲醛的米氏常数最低(２􀆰 ９５７
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ说明所测底物中甲醛和 ＥａｋｒＡ８１Ｋ结合效率

最高ꎮ 同时ꎬ随着底物碳原子数目的增加ꎬ底物的米

氏常数值也随之升高ꎬ结合效率降低(表 １)ꎮ

表 １　 ＥａｋｒＡ８１Ｋ底物谱及酶动力学常数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ ＥａｋｒＡ８１Ｋ ｅｎｚｙｍｅ

底物名称
酶比活性
(Ｕ / ｍｇ)

米氏常数
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

催化常数
(ｍｉｎ)

米氏常数
与催化常
数比值

３￣戊酮 ０.８８２±０.１４２ １２.２５７ ５９.３０８ ４.８３９

甲醛 ０.５３３±０.０３６ ２.９５７ ５８.２５８ １９.７０２

２￣戊酮 ０.５１９±０.１５１ ９.１３６ ３２.５７６ ３.５６６

甘油醛 ０.４８１±０.０５４ １１.８９３ ３２.５６１ ２.７３８

２ꎬ４￣戊二酮 ０.４４５±０.１１４ ５.９２９ ２６.５４５ ４.４７７

反式丁烯醛 ０.４１８±０.１２２ １１.６１３ ５６.６８７ ４.８８１

２ꎬ３￣戊二酮 ０.４１５±０.１０６ ８.５０７ ２９.３６７ ３.４５２

邻苯二甲醛 ０.３９６±０.０３０ ５７.７５９ ２１.７０５ ０.３７６

２ꎬ３￣丁二酮 ０.３６１±０.０９１ ６.６２１ ２５.００４ ３.７７６

戊二醛 ０.３４０±０.０６９ ５.８０４ ４２.７３３ ７.３６３

黄体酮 ０.１３９±０.０１６ ６.７３８ ９.６５０ １.４３２

苯甲醛 ０.０９８±０.０３２ ５.９２８ ９.９２６ １.６７４

蒽酮 ０.０９６±０.００９ １０.０８４ ７.９００ ０.７８３

甲睾酮 ０.０７５±０.００９ １２.１２３ ７.１７８ ０.５９２

丙酮 ０.０７４±０.０１１ １１.０６８ ５.３０２ ０.４７９

戊酸雌二醇 －

甲酸 ￣

醋酸甲羟孕
酮葡萄糖

－
－

“－”表示未检测到活性ꎮ

２.４　 Ａ８１Ｋ 定点突变对酶活性的影响

表 ２ 表明ꎬ野生型黄鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 最适底

物为 ２ꎬ３￣丁二酮ꎮ Ｅａｋｒ 对 ２￣戊酮的还原活性仅为

对 ２ꎬ３￣丁二酮活性的 ４.６％ꎬ而对 ２ꎬ４￣戊二酮的酶活

性仅为对 ２ꎬ３￣丁二酮酶活性的 ５􀆰 ６％ꎮ 但是ꎬ野生

型蛋白对含有 ３￣位酮基团的 ３￣戊酮和 ２ꎬ３￣戊二酮

的酶活性较高ꎬ分别为对 ２ꎬ ３￣丁二酮酶活性的

７３􀆰 ０％和 ８４􀆰 ５％ꎮ 由此可知ꎬＥａｋｒ 在底物选择上更

倾向于 ３￣位酮基ꎬ当底物结构中存在与 ３￣位酮基相

邻的 ２￣位酮基时还原活性更好ꎮ 相比突变前ꎬ突变

型重组蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ对甲醛、２￣戊酮、甘油醛、２ꎬ４￣戊
二酮和戊二醛等底物的活性显著升高(表 ２)ꎮ 突变

型蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ最适底物为 ３￣戊酮 (Ｋｍ ＝ １２􀆰 ２５７)ꎬ
对 ２￣戊酮(Ｋｍ ＝ ９􀆰 １３６)的还原活性为对 ３￣戊酮活性

的 ６６􀆰 ７％ꎮ 分析其米氏常数ꎬ显然突变型蛋白对 ２￣
戊酮的亲和力更高(表 １)ꎮ

表 ２　 野生型 Ｅａｋｒ和突变型蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的酶比活力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅａｋｒ ａｎｄ ＥａｋｒＡ８１Ｋ

底物名称
Ｅａｋｒ 野生型酶比
活力(Ｕ / ｍｇ)

ＥａｋｒＡ８１Ｋ酶比
活力(Ｕ / ｍｇ) Ｐ 值

３￣戊酮 ０.５５１±０.１８５ ０.８８２±０.１４２ ０.０１４

甲醛 ０.１６９±０.０１７ ０.５３３±０.０３６ ０

２￣戊酮 ０.０３５±０.０２６ ０.５１９±０.１５１ ０

甘油醛 ０.０７８±０.０１３ ０.４８１±０.０５４ ０

２ꎬ４￣戊二酮 ０.０４２±０.０１５ ０.４４５±０.１１５ ０

２ꎬ３￣戊二酮 ０.６３８±０.１４３ ０.４１５±０.１０６ ０.００５

邻苯二甲醛 ０.２６８±０.１２１ ０.３９６±０.０３１ ０.００８

２ꎬ３￣丁二酮 ０.７５５±０.０９２ ０.３６１±０.０９１ ０.００６

戊二醛 ０.０４６±０.０１４ ０.３４０±０.０４０ ０
Ｐ<０.０１ 时表示差异极显著ꎬＰ<０.０５ 时表示差异显著ꎮ

２.５　 温度和 ｐＨ 对 Ｅａｋｒ 以及 ＥａｋｒＡ８１Ｋ蛋白的影响
使用甲醛作为底物ꎬ研究了 ｐＨ 和温度对 Ｅａｋｒ

以及 ＥａｋｒＡ８１Ｋ蛋白酶活性的影响ꎮ 结果表明ꎬ在 ｐＨ
为 ４ 时野生型蛋白 Ｅａｋｒ 活性最高ꎬｐＨ 为 ４.５ 时其依

然保持 ７０％左右的酶活性ꎬ当 ｐＨ 继续升高后 Ｅａｋｒ
的活性急剧下降ꎮ 相似地ꎬ突变型蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ 在
ｐＨ ４.５~５.５ 时保持 ７０％以上的酶活性ꎬ在此 ｐＨ 范

围之外ꎬ对甲醛的还原活性急剧下降(图 ３)ꎮ 由此

看出ꎬＡ８１Ｋ 位点突变稍降低了黄鳝醛酮还原酶的酸

度耐受能力ꎮ
　 　 同样地ꎬ温度对野生型 Ｅａｋｒ 及突变型蛋白
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图 ３　 不同 ｐＨ 条件下野生型 Ｅａｋｒ及突变型蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的相

对酶活性

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅａｋｒ ａｎｄ ＥａｋｒＡ８１Ｋ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＥａｋｒＡ８１Ｋ具有相似的影响ꎮ Ｅａｋｒ 在 ３５ ℃活性最高ꎬ
在 ３０~４０ ℃可保持 ５０％以上的酶活性ꎻＥａｋｒＡ８１Ｋ最
适反应温度为 ３７ ℃ꎬ在温度 ３５~ ４０ ℃时保持 ８０％
以上的酶活性(图 ４)ꎮ 从相对酶活性上分析ꎬ突变

型蛋白比野生型蛋白的温度耐受性略高ꎮ

图 ４　 不同温度下野生型 Ｅａｋｒ及突变型蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的相对酶

活性

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅａｋｒ ａｎｄ ＥａｋｒＡ８１Ｋ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

３　 讨 论

本研究通过重叠 ＰＣＲ 技术将黄鳝醛酮还原酶

Ｅａｋｒ 催化四联体中 ８１ 位氨基酸丙氨酸(Ａ)突变为

赖氨酸(Ｋ)后ꎬ实现了突变蛋白 ＥａｋｒＡ８１Ｋ的重组表达

及纯化ꎮ 根据已知的醛酮还原酶底物谱ꎬ分析了突

变型蛋白底物特异性ꎮ 结果表明ꎬ突变型蛋白

ＥａｋｒＡ８１Ｋ对醛类物质以及中长链酮类物质具有较高

的还原活性ꎻ野生型醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 及突变型

ＥａｋｒＡ８１Ｋ蛋白均没有检测到对醇、糖、酸类物质的还

原活性ꎬ这表明黄鳝醛酮还原酶可能不属于醛糖还

原酶或醛醇还原酶家族的成员ꎮ 突变型蛋白

ＥａｋｒＡ８１Ｋ与醛类物质亲和力较好ꎬ但随着底物碳原子

数目的增加ꎬ酶与底物亲和力下降ꎬ这可能是碳原子

数目增加导致底物与酶难以靠近造成的ꎮ Ｗａｎｇ
等[１７]对人的醛酮还原酶 ＬＥＫ 底物谱的研究也发现

了类似的现象ꎬ随底物的碳原子数量增多ꎬＬＥＫ 与底

物亲和力降低ꎬ还原活性下降ꎮ Ａ８１Ｋ 位点突变导致

酶对大部分底物的活性显著提升ꎬ这可能是因为赖

氨酸(Ｋ)是一种具有较长侧链的碱性氨基酸ꎬ它可

以通过与底物形成氢键等方式帮助底物与酶分子结

合进入活性中心完成还原反应ꎮ 野生型 Ｅａｋｒ 蛋白

在还原中长链酮类时选择 ３￣位酮基作为催化位点ꎬ
而 ２￣位酮基的存在对底物与酶的结合起到促进作

用ꎮ 类似试验结果也在氧化葡萄糖酸杆菌的醛酮还

原酶 ＡＫＲ５Ｃ３ 的研究中报道过[１８]ꎮ 突变型蛋白

ＥａｋｒＡ８１Ｋ对含 ３￣位酮基的化合物表现良好的还原活

性ꎬ且对含 ２￣位酮基的底物还原活性大大增强ꎮ 但

当底物 ２ꎬ３￣位同时存在酮基时ꎬＥａｋｒＡ８１Ｋ对其还原活

性显著下降ꎮ 推测ꎬ底物 ２￣位酮基的存在对 ３￣位酮

基的还原产生了非竞争性抑制是导致该酶对此类二

酮类底物酶活性降低的主要原因ꎮ 以上结果表明黄

鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ 第 ８１ 位氨基酸在底物识别上具

有重要作用ꎮ 该研究为深入了解鱼类醛酮还原酶的

生物学功能提供了方向和基础资料ꎬ同时为研究

Ｅａｋｒ 底物结合位点ꎬ拓宽底物谱以及酶改造提供了
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