
!!天门冬氨酰二肽酶及其进化酶的 "# ! $% 研究

李正强 ! " 黄品伟 # " 陶艳春 # " 刘 嵬 ! " 吕 明 ! " 张 今 !

$吉林大学 ! % 分子酶学工程教育部重点实验室 & # % 超分子结构与材料教育部重点实验室 " 吉林 长春 !’((#!)

摘要 & 用分子定向进化技术，在酶活力和热稳定性双重选择压力下，筛选到了一株 ! *+, - ! . 是天然酶 /0倍的
进化酶。用 12 3 45 方法，测定了!3天门冬氨酰二肽酶及其进化酶的酰胺 4 带图谱，定量估算了天然酶和进化酶
的各种二级结构含量。天然酶中，"折叠结构含量为 #6% 78，!螺旋结构含量为 ’’8，这与园二色谱测量!螺旋结构
为 ’’8的结果有很好的一致，剩余的残基形成不同类型的转角和无规结构，其总含量为 ’6% 78。在进化酶中，"折
叠结构含量为 #9% 68，!螺旋结构含量为 ’!8，其它结构为不同类型的转角和无规结构 "含量为 /#% #8。
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!3天门冬氨酰二肽酶（!3 +LM+N,J@ O?MEM, ?P
O+LE ) 能够专一地水解 Q 端为 B 3天门冬氨酸的

!3二肽 R! S。利用其逆向催化反应，该酶可用于专一

催化合成二肽甜味剂的前体，在酶法合成三种二肽

甜味剂的前体中有重要的应用价值 R# S。利用天门冬

氨酰二肽酶合成二肽甜味剂，不但可以避免化学合

成带来的污染，而且可以避免使用保护氨基酸，大大

提高了合成效率，降低了成本。然而，天然!3天门
冬氨酰二肽酶存在酶活性低、稳定性差等缺点，不利

于工业生产的应用。因此，获得高活性、高稳定性的

!3天门冬氨酰二肽酶是我们所追求的目标。定向
进化是一种新的蛋白质工程策略 R’ S，是通过人工模

拟自然进化的机制来实现“在试管中的进化”，并在

人为创造的选择压力下，筛选出所需性质的进化

酶。而对进化酶的结构分析更有助于我们深入了解

该酶结构与功能的关系。我们利用分子定向进化技

术，在酶活力和热稳定性双重选择压力下，筛选了一

株酶活性和热稳定性都有较大提高的进化酶，利用

12 3 45 方法，通过去卷积和曲线拟合，研究了天然
酶和进化酶的结构差异，进而解释了酶的结构与功

能的关系。

4 材料和方法
4 3 4 !!天门冬氨酰二肽酶及进化酶的分离纯化
按文献 R / S 的方法进行，得到了电泳纯的酶蛋

白，可用于结构研究。

4 3 6 红外光谱的测定
在德国 TNUVEN 公司 41W 3 99X 红外光谱仪上

进行。取天然酶和进化酶水溶液的冻干粉，用无离

子水和重水分别配制成浓度为 ! % # G - B 的待测液，
无离子水配制的样品立刻进行红外光谱的测定，而

用重水配制的样品则在 ! D 后进行红外吸收光谱
的测定。另取天然酶和进化酶重水溶液的冻干粉，

用重水分别配制成浓度为 ! % # G - B 的待测液，立刻
进行红外吸收光谱的测定。通过差减各自的溶液得

到了 Y#Z 和 [#Z 中天然酶和进化酶的 12 3 45 光
谱。所得到的图谱用仪器自带软件进行基线校正、

二阶导数、去卷积和高斯曲线拟合处理，计算出各

种二级结构的含量。

6 结果与讨论
蛋白质的 12 3 45 光谱，其酰胺 4 带主要位于

!9(( 3 !0(( *> 3! 范围内。我们首先分析了天然酶

和进化酶水溶液的冻干粉在 [#Z 中 [ 与 Y 的交换
情况。 通过设定!3天门冬氨酰二肽酶野生型和
进化型酶在 Y#Z 中的交换率为 (，在 [#Z 中交换完
全时的交换率为 !((8，我们以 !77# *> 3! 处的峰

强与酰胺 4 带最大值相比，可计算出酶溶于 [#Z
中 ! D，天然酶大约还有 ’(8的氢质子没有交换 "
突变酶大约还有 #(8的氢质子没有交换。

!3 天门冬氨酰二肽酶野生型和进化型酶在
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&$’ (图 !和图 $) 的傅立叶去卷积谱可以清楚的看
到六个谱带。而部分 & *+ 交换!,天门冬氨酰二肽
酶野生型酶（图 -）、进化型酶（图 #）和完全 & * + 交
换的!,天门冬氨酰二肽酶野生型酶（图 .）、进化型
酶（图 /）都多了一个带。对这六个谱图进行最小二
乘法拟合，得到定量的结构信息。各个不同的酰胺 0
带的峰位和相对整体强度如表 !。
根据文献的蛋白质 12 , 03 数据 4. 5 / 6，我们对

!,天门冬氨酰二肽酶野生型酶和进化型酶在 +$’
中的结构成分进行了归属，如表 $所示。

许多蛋白质的红外谱图中，可以观测到多个低

波数"折叠成分谱。在 +$’ 中!,天门冬氨酰二肽
酶的 !/$-（!/$#）和 !/-- 78 ,! 处的峰可以归属为

两种不同反平行"折叠结构的低波数成分。在水中
的!,天门冬氨酰二肽酶的酰胺 0 带 谱 图 中 的
!/$/（!/$.）和 !/-9（!/-:）78 ,! 和部分 & * + 交换
的 ! , 天门冬氨酰二肽酶在 !/$/（!/$:） 和
!/#% 78 ,! 处的峰也归属为"结构。

!/:% , !/"% 78 ,! 之间也是蛋白质的红外活性

区 5 !/9/ 78 ,! 为转角结构；!/:/ 78 ,! 可能为引起

!"# $ % 12 , 03 ;<=7>?@ AB C@> DE= =CFG8= DC &$’ !"# $ & 12 , 03 ;<=7>?@ AB =EAHI> DAC@H =CFG8= DC &$’

!"# $ ’ 12 , 03 ;<=7>?@ AB C@> DE= =CFG8= BA?

&$’ *+$’ =J7K@CLDCL ! K

!"# $ ( 12 , 03 ;<=7>?@ AB =EAHI> DAC@H
=CFG8= &$’ *+$’ =J7K@CLDCL ! K

!"# $ ) 12 , 03 ;<=7>?@ AB C@> DE= =CFG8= DC +$’ !"# $ * 12 , 03 ;<=7>?@ AB =EAHI> DAC@H =CFG8= DC +$’
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偶极变化的反平行"折叠结构。 由表 "可见，在
部分 8 O : 交换谱图中， !%天门冬氨酰二肽酶
"BEB >3 %" 处的相对强度为 G C DA；在8!9 中!%天
门冬氨酰二肽酶 "BEB >3 % " 处的相对强度为

G C DA，而!%天门冬氨酰二肽酶在 :!9 中完全氘
代后 "BEF >3 % " 的强度仅为 " C DA， 这表明
"BEF >3 %" 所代表的转角成分处在 !%天门冬氨酰
二肽酶的 表 面，易于发生变化。 为了计算整个"
折叠成分 R 我们把在氘代谱中 "BFB >3 %" 的峰，认

为与 "B!G和 "BHH >3 %" 一样是"折叠成分 R所以由
表 !，我们计算得到野生型和进化型!%天门冬氨酰
二肽酶中"% 折叠结构含量分别为 !E C $A和
!B C EA。
我们对酰胺#带在 "BBG % "BGD >3 %" 之间的峰

进行了指认。在 8!9 中的酶蛋白，!螺旋结构和无
规结构相互交叠，不能进行详细的结构类型指认，但

我们可知酰胺#带在 "B$! >3 %" 处的峰是!螺旋结
构和无规卷曲结构的总和。而在 :!9 中的酶，"B$G
（"B$$）>3 %" 处的峰被认为是!螺旋结构，在 "BGG
（"BG$）>3 %" 的峰认为是无规结构。比较野生型和

进化型的!%天门冬氨酰二肽酶在 "B$G（"B$$）和

"BGG（"BG$）>3 %" 处的二个峰，我们可知野生酶的!
螺旋结构含量（HHA）比进化酶的!螺旋结构含量
（H"A）高 !A R 而进化酶的无规卷曲含量（!EA）比
野生酶的无规卷曲含量（!$A）高 HA。
我们对!% 天门冬氨酰二肽酶的进化酶的

:*? 序列进行了分析，与野生型酶相比，S+6""D 变
成了 T62 R T67!!G变成了 ?JI。在蛋白质的二级结
构中，天冬氨酸和甘氨酸易出现在各种转角和无规

结构中。从我们在 :!9 中所测定的进化酶和野生酶
的各种二级结构相对含量的变化（野生型酶转角和

无规结构含量占 HE C $A；进化酶转角和无规结构含
量占 G! C !A），我们有理由推测 S+6""D 变成 T62 R
T67!!G变成 ?JI 后，使得野生酶的部分!螺旋结构
和"折叠结构变成了进化酶中的转角和无规结构，
这使得进化酶的结构更具有柔性，更容易接近底

物。野生型的!%天门冬氨酰二肽酶主要是靠空间
结构而不是靠电荷相互作用选择底物，因此空间结

构对底物与活性中心的匹配有相当重要的意义。我

们认为这两个位点的突变发生在活性中心附近，从

而使酶活性中心具有更大的柔性，对底物的催化作

用更好。因而!%天门冬氨酰二肽酶的进化酶比野
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生酶应有更高活性。酶动力学研究表明进化酶的

! &’( ) ! * 是天然酶的 +,倍，从而证明了结构变化引
起酶活性的提高。

综合以上分析，我们可得出结论：野生型!-天
门冬氨酰二肽酶的二级结构中 . "折叠结构含量为
$/ 0 12 .!螺旋结构含量为 332 .各种转角和无规结
构含量为 3/ 0 12；进化型酶的!螺旋结构含量为
3!2 ."折叠结构含量为 $# 0 /2 .不同类型的转角和
无规结构含量为 +$ 0 $2；进化型酶中转角结构和无
规结构增加，酶分子的柔性变大，活性明显提高。
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