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摘  要: 精氨酸脱亚胺酶 (ADI) 是一种针对精氨酸缺陷型癌症 (如：肝癌、黑素瘤) 的新药，目前处于临床

三期试验。文中通过定点突变技术分析了精氨酸脱亚胺酶的特定氨基酸位点对酶活力的影响机制。针对已报道

的关键氨基酸残基 A128、H404、I410，采用 QuikChange 法进行定点突变，获得 ADI 突变株 M1 (A128T)、

M2 (H404R)、M3 (I410L) 和 M4 (A128T/H404R)。将突变株在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中进行重组表达，并对纯

化获得的突变蛋白进行酶学性质研究。结果表明，突变位点 A128T 和 H404R 对 ADI 最适 pH 的提高，生理中

性 (pH 7.4) 条件下的酶活力和稳定性的提高，以及 Km 值的降低均具有显著的作用。研究结果为阐明 ADI 的

酶活力影响机制和蛋白质的理性改造提供了一定的依据。 
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Abstract:  Arginine deiminase (ADI) has been studied as a potential anti-cancer agent for inhibiting arginine-auxotrophic 
tumors (such as melanomas and hepatocellular carcinomas) in phase III clinical trials. In this work, we studied the 
molecular mechanism of arginine deiminase activity by site-directed mutagenesis. Three mutation sites, A128, H404 and 
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I410, were introduced into wild-type ADI gene by QuikChange site-directed mutagenesis method, and four ADI mutants 
M1 (A128T), M2 (H404R), M3 (I410L), and M4 (A128T, H404R) were obtained. The ADI mutants were individually 
expressed in Escherichia coli BL21 (DE3), and the enzymatic properties of the purified mutant proteins were determined. 
The results show that both A128T and H404R had enhanced optimum pH, higher activity and stability of ADI under 
physiological condition (pH 7.4), as well as reduced Km value. This study provides an insight into the molecular mechanism 
of the ADI activity, and also the experimental evidence for the rational protein evolution in the future. 

Keywords:  arginine deiminase, site-directed mutagenesis, protein purification, enzyme activity, optimal pH, anti-tumor 

目前，肝癌 (Hepatocellular carcinoma，HCC) 

已经成为世界范围常见的恶性肿瘤之一。全球每

年约有 600 000 名病人患有肝细胞癌。亚洲东部、

东南部该病发病率为18.3％~35.5％ (每10万人)，

而在中美洲该病发病率仅有 2.1％ (每 10 万人)。

肝癌患者在确诊后没有经过治疗其生存期平均

为 1~4 个月[1]。通过手术治疗 HCC 效果不佳，

且术后易复发，因此临床迫切需要一种治疗肝癌

的新方法[2-3]。研究中发现，ADI 在体内具有抑

制精氨酸缺陷型肿瘤细胞的功效，且毒副作用较

小[4]。ADI 的抗癌机制是通过切断精氨酸对肿瘤

细胞的供给，从而消灭或控制精氨酸营养缺陷型

癌细胞 (如：肝癌细胞、黑素瘤细胞等) 的生长。

精氨酸对于人类是一种非必需氨基酸，正常细胞

可经尿素循环通过精氨酸-琥珀酸合成酶和精氨

酸-琥珀酸裂解酶合成精氨酸[5-6]。 

近年来，ADI 作为新型抗癌药物的临床研究

在国内外已经开展并引起了高度重视[7-10]，美国

肯塔基大学和美国凤凰生物科技公司对开发

ADI 作为抗癌药物做了大量研究[11-12]。经 PEG

修饰的支原体 Mycoplasma 来源的 ADI 重组蛋白

ADI-PEG-20，即 PEG 化重组支原体 ADI，于 1999

年和 2005 年分别被美国食品药品管理局 (FDA) 

和欧洲药品审评署 (EMEA) 批准作为罕见病药

物用于治疗恶性黑素瘤和 HCC。目前美国凤凰

生物科技公司的 ADI-PEG-20 在美国进行第 III

期临床实验。在前期研究中，本研究室刘咏梅等

在 自 然 界 筛 选 到 产 ADI 的 变 形 假 单 胞 菌

Pseudomonas plecoglossicida，该 ADI 为同源二聚

体，其最适 pH 为 6.0，在人体生理 pH (7.35~7.45) 

条件下的酶活力仅为最适条件下酶活力的 10％

左右[13]；刘咏梅等在改良的二乙酰一肟瓜氨酸测

定方法的基础上，建立了高效灵敏的 96 孔板高

通量筛选模型，采用易错 PCR 法构建 ADI 突变

文库，由 600 多株突变株中筛选获得了在生理

pH 条件下酶活力提高 20.5 倍的 ADI 突变株

M314 (A128T/H404R/I410L) [14]。ADI 突变株

M314 的最适 pH 为 6.5，较野生型 ADI 的最适

pH 提高了 0.5 个单位，在生理 pH 条件下残余酶

活力为 40％。为了进一步探明 M314 中关键位点

对精氨酸脱亚胺酶的影响，本研究采用定点突变

法研究了精氨酸脱亚胺酶活性的影响机制。 

定点突变是研究蛋白质结构与功能之间复

杂关系的有效手段[15]。PCR 介导的定点突变是目

前广为采用的方法之一[16]。目前，QuikChange 

PCR 法 (快速定点突变法) 最为简便快速，其原

理为以环状全质粒为模板，使用两条含突变位点

的反向互补引物进行 PCR 扩增目的基因，其产

物是含缺刻的环形质粒，由于来源于大肠杆菌的

模板质粒几乎全为甲基化的质粒，因此，可以通

过 DpnⅠ限制性内切酶降解模板质粒，酶切后获

得的为含突变的质粒，经转化大肠杆菌并修复环
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形缺刻最终获得突变菌株[17]。ADI 突变株 M314

较野生型 ADI 在生理 pH 条件下酶活力提高 20.5

倍，最适 pH 提高了 0.5 个单位。为进一步了解

M314 中特定氨基酸位点对酶活力的影响机制，

本研究通过定点突变研究了 M314 的 3 个突变位

点 A128T、H404R 和 I410L 对 ADI 酶活力和酶

学性质的影响。并对 M314 突变位点进行结构模

拟分析，A128T 有利于形成更多氢键，H404 位

点紧临催化中心 C405，两者均处于影响酶活力

的重要位置；而 I410 位点则处于 C 末端的 β 折

叠上，距酶催化中心较远，I410L 对 ADI 三维结

构无明显的改变。本研究首先对 3 个氨基酸位点

A128、H404 和 I410 进行单点突变以阐明其对酶

活力的影响，为进一步双位点的突变研究提供依

据。实验结果显示，A128T 和 H404R 对 ADI 的

酶活力有显著影响，而 I410L 对酶活力影响较

小，因此选择了 A128T 和 H404R 作为组合进

行双位点突变。通过定点突变法获得了突变株

M1 (A128T)、M2 (H404R)、M3 (I410L) 和

M4 (A128T/H404R)，并对 WT-ADI 及其突变酶

的酶学性质进行了研究，探讨了上述位点对 ADI

酶活力的影响及其分子机制，为阐明 ADI 的酶

促反应的作用机制和蛋白质的理性改造提供了

实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和培养基 
野生型 ADI (WT-ADI)、ADI 突变株 M314 

(A128T/H404R/I410L) 及 E. coli JM109 和 BL21 

(DE3) 均为本实验室保藏。 

LB 培养基：胰蛋白胨 1％，酵母膏 0.5％，

NaCl 1％，pH 7.0，115 ℃灭菌 20 min。 

1.2  主要试剂和设备 
QuikChange 试 剂 盒  (210518) 购 自

Stratagene 公司；DNA marker、质粒小量提取试

剂盒、蛋白 marker、蛋白定量试剂盒、十二烷基

硫酸钠 (SDS)、丙烯酰胺、双丙烯酰胺、β-巯基

乙醇、苯甲基磺酰氟 (PMSF) 等购自上海生工生

物工程有限公司；PCR 引物合成及测序委托

Invitrogen 公司 (上海) 进行；其他试剂均采用国

产分析纯试剂。 

超净工作台 (苏州安泰空气技术有限公司)，

电子天平 (上海精天电子仪器有限公司)，超声波

破碎仪 (宁波新芝生物科技有限公司)，3K15 台

式高速冷冻离心机 (Sigma 公司)，蛋白电泳仪

及凝胶成像仪  (Bio-Rad 公司 )，AKTA avant 

(GE healthcare 公司)，752 型紫外可见分光光度

计 (上海光谱仪器有限公司) 等。 

1.3  定点突变法制备 ADI 突变株 
将携带有质粒 pET24a-ADI 的 E. coli BL21 

(DE3) 基因工程菌接种于 LB/Kan (Kan 终浓度

30 µg/mL) 液体培养基中，过夜培养后提取质

粒。具体操按照说明书进行。以变形假单胞菌

ADI 的 编 码 序 列  (GenBank Accession No. 

EU030267) 为模板，设计引物 (表 1)，突变位点

处由下划线标出。 

PCR 扩增反应：总体积为 50 μL，其中

QuikChange® Lightning DNA 聚合酶 1 μL，10×

反应缓冲液 5 μL，待突变质粒模板 (20~50 ng/μL) 

1 μL，正向引物 (125 ng) 1.25 μL，反向引物 

(125 ng) 1.25 μL ， dNTPs 混 合 物 1 μL ，

QuikSolution 试剂 1.5 μL，补 ddH2O 至 50 μL。

PCR 反应程序：95 ℃ 2 min；95 ℃ 20 s，60 ℃ 

10 s，68 ℃ 4 min，进行 18 个循环；68 ℃ 5 min。 
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表 1  定点突变引物 
Table 1  Primers for site-directed mutagenesis 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

A128T-F TGATCGGCGGCGTGACCGGCCAGGACCTG 29 

A128T-R CAGGTCCTGGCCGGTCACGCCGCCGATCA’ 29 

H404R-F GCCGTGGCGGCGGCCGTTGCATGACCTGCCCG’ 32 

H404R-R CGGGCAGGTCATGCAACGGCCGCCGCCACGGC 32 

I410L-F GCATGACCTGCCCGCTCGTGCGCGACCCGAT 31 

I410L-R ATCGGGTCGCGCACGAGCGGGCAGGTCATGC 31 
The underlined sequences are the mutated sites.   

取 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳分析 PCR

的扩增情况，然后在剩余的 PCR 产物中加入 2 μL

的 Dpn Ⅰ限制性内切酶 (专一性消化甲基化质

粒序列 GATC)，于 37 ℃条件下反应 5 min 将原

始模板序列彻底降解。 

将酶切后的 PCR 产物转化大肠杆菌 JM109，

对转化子进行菌落 PCR 验证，并提取质粒进行

序列测定，最后将测序正确的质粒转化大肠杆菌

BL21 (DE3)，并保藏待用。 

1.4  ADI 的蛋白质纯化 
将突变株 M1 (A128T)、M2 (H404R)、M3 

(I410L)、WT-ADI 及 M314 (A128T/H404R/I410L) 

分别接入 LB/Kan 液体培养基，待 OD600 为 1.0 左

右，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，30 ℃诱

导 5 h 后，8 000 r/min 离心 15 min 收集菌体，用

磷酸钠缓冲液 (20 mmol/L，pH 7.0) 洗涤 2 次，

并按菌体湿重/缓冲液 1∶6 将菌体悬浮，冰浴条

件下进行超声破碎 (400 W，10~15 min，超声 1 s，

停止 3 s)。将破碎液于 12 000 r/min 离心 20 min，

上清即为粗酶液。 

用溶液 A (20 mmol/L，pH 7.0，磷酸钠缓冲

液) 平衡 HiPrep DEAE FF 离子交换层析柱，上

样后用溶液 A 洗脱未吸附蛋白，再用溶液 B 

(20 mmol/L，pH 7.0，磷酸钠缓冲液，1 mol/L 

NaCl) 进行线性洗脱。并将活性部分超滤浓缩脱

盐后进行凝胶过滤层析。 

用溶液 C (20 mmol/L，pH 7.0，磷酸钠缓冲

液，0.15 mol/L NaCl) 平衡 SuperdexTM 200 凝胶

过滤层析柱，将上步浓缩后的蛋白上样后以进行

洗脱。将活性部分收集后于 0~4 ℃冰箱保存，并

进行 SDS-PAGE 分析。 

1.5  ADI 突变株的酶学性质研究 
1.5.1  ADI 的酶活力及比活力测定 

ADI 酶活力的测定方法同本研究室的文献

报道[18]，简述如下： 

酶活力单位定义：37 ℃时，每分钟转化

1 µmol 精氨酸盐酸盐生成瓜氨酸的酶量定义

为 1 U。 

瓜氨酸含量测定：于 10 mL 的比色管中依次

加入 0.5 mL 二乙酰一肟-硫胺脲溶液，3 mL 混酸

溶液 (含 Fe3+)，2 mL 不同浓度瓜氨酸标准液 

(0~50 mg/L)，空白以 2 mL 的去离子水代替。将

混匀好的溶液沸水浴 10 min 后，冷却至室温。

按文献[19]方法测定吸光值，并绘制标准曲线。 

ADI 酶活力测定：取 50 μL 适当稀释浓度的

酶液并加入 950 μL 底物 (10 mmol/L L-精氨
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酸，0.5 mol/L 磷酸钠缓冲液，pH 6.0)，终体积

为 1 mL，于 37 ℃条件下反应 30 min 后，100 ℃

沸水浴 5 min，使酶失活，终止反应。适当稀

释后按文献[19]方法测定吸光值，根据标准曲线

计算其中瓜氨酸含量，并计算酶活。计算公式

如下： 
 

(μg/mL) (mL)(U/mL )=
(min) (mL)

瓜氨酸浓度 稀释倍数 反应体积
酶活力 发酵液

 瓜氨酸分子量 转化时间 发酵液体积

× ×
× ×

 

 
蛋白质含量的测定：根据上海生工生物工程

有限公司的 Bradford 法蛋白定量试剂盒说明书

进行操作。 

1.5.2  最适反应温度和热稳定性的测定 

取适量纯化后的 WT-ADI 及其突变酶分别

加入到两种不同 pH的磷酸钠缓冲液 (0.5 mol/L，

pH 6.0/pH 7.4) 中，并在不同的温度  (20 ~℃  

65 ℃，间隔 5 ) ℃ 条件下进行酶促反应测定其最

适反应温度，所使用的底物浓度为 10 mmol/L 

L-精氨酸，参照 1.5.1 部分测定其酶活力，重复

测定 3 次。以 WT-ADI 及其突变酶在不同温度条

件下所测得的最高酶活力为 100％，其他值与之

比较得到的相对值作图。  

取适量纯化后的 WT-ADI 及其突变酶于不

同的温度 (25 ~65 ℃ ℃，间隔 5 ) ℃ 条件下处理

1 h 后，分别在 pH 6.0 和 pH 7.4 磷酸钠缓冲液中

测定其酶活力，所使用的缓冲液及底物的浓度均

参照酶活力标准测定方法，重复测定 3 次。以所

测得的最高酶活力为 100％，其他值与之比较得

到的相对值作图。  

1.5.3  最适 pH 和 pH 稳定性的测定 

将纯化后的 WT-ADI 及其突变酶在不同

的 pH (3.5~9.0) 条件下进行酶促反应测定其

最适 pH 值，所使用的缓冲液为 0.5 mol/L 醋

酸盐缓冲液，pH 3.5~5.5；0.5 mol/L 磷酸钠缓

冲液，pH 6.5~8.0；0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液，

pH 8.5~9.0。并参照 1.5.1 部分测定其酶活力，重

复测定 3 次。以所测得的最高酶活力为 100％，

其他值与之比较得到的相对值作图。 

取纯化后的 WT-ADI 及其突变酶在上述中

不同 pH 缓冲液中按相同的体积混匀后，于 37 ℃

处理 1 h，在 0.5 mol/L, pH 7.4 磷酸钠缓冲液中参

照 1.5.1 部分测定其酶活力，重复测定 3 次。以

所测得的最高酶活力为 100％，其他值与之比较

得到的相对值作图。 

1.5.4  不同突变株精氨酸脱亚胺酶动力学参数

对比 

按文献[14]的方法，以 L-精氨酸为底物，

分别在 pH 6.0 和 pH 7.4，0.5 mol/L 磷酸钠缓

冲液中，于 37 ℃条件下，按照 1.5.1 部分的酶

活力测定方法，测定 WT-ADI 及其突变酶在

2~10 mmol/L 底物浓度下产物瓜氨酸的生成量，

重复测定 3 次。并按 Lineweaver-Burk 双倒数作

图法求得 Km 和 Vmax 。 

2  结果与分析 

2.1  ADI 的定点突变 
为研究 ADI 关键氨基酸残基的作用，采用定

点突变技术首先对 ADI突变株 M314中氨基酸位

点 A128、H404、I410 进行单点突变以阐明这 3

个位点对精氨酸脱亚胺酶活性的影响，为进一步

双位点的突变研究提供依据。以携带有 WT-ADI
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的 pET24a-ADI 质粒为模板，通过全质粒 PCR

扩增，获得了长度约为 6.5 kb 的特异性条带，

其中 pET24a 质粒的长度约为 5 300 bp，ADI 基

因片段大小约为 1 250 bp (图 1)。经菌落 PCR 验

证后，挑取单克隆过夜培养后提取质粒进行测

序鉴定。 

经序列比对，突变株序列正确。其中

M1 (A128T)、M2 (H404R)、M3 (I410L) 和

M4 (A128T/H404R) 分别对应 DNA 序列 382 位

(G→A)、1 211 至 1 212 位 (AC→GT)、1 228 位 

(A→C)、382 位 (G→A) 和 1 211 至 1 212 位 

(AC→GT)。说明通过快速定点突变法获得了正

确的突变株。  

2.2  WT-ADI 和 ADI 突变株的纯化 
WT-ADI 及突变株 M314、M1、M2、M3 和

M4 经 HiPrep DEAE FF 离 子 交 换 层 析 和

SuperdexTM 200 凝胶过滤层析后均获得单一条

带，纯化后的野生型及突变型 ADI 的分子量均为

46 kDa。SDS-PAGE 电泳 (图 2) 显示了通过离子

交换层析和凝胶过滤层析可以获得电泳纯级别

的精氨酸脱亚胺酶。 

2.3  ADI 野生酶和突变株的酶学性质研究 
2.3.1  酶活力比较 

结果如表 2 所示，当 pH 由 6.0 升高至 7.4 时，

WT-ADI 的比活力从 20.20 U/mg 降至 0.86 U/mg，

剩余酶活力仅为 4.25％；突变株 M1 和 M2 在

pH 7.4 时比活力分别为 3.78 U/mg 和 8.19 U/mg，

与 pH 6.0 时相比剩余酶活力分别为 41.17％和

76.82％；尽管 M3 在 pH 6.0 时有较高比活力

15.65 U/mg，但在 pH 7.4 时，剩余酶活力仅为

5.05％。鉴于突变位点 A128T 和 H404R 对酶活

力的显著影响，因此选择了 A128T 和 H404R 作 

 

图 1  WT-ADI 质粒模板和 QuikChange 定点突变 PCR 扩增产物 
Fig. 1  Plasmid template and QuikChange PCR product. M: 1 kb DNA marker; 1: plasmid of WT-ADI; 2: PCR 
products of the A128T site-directed mutagenesis; 3: PCR products of the H404R site-directed mutagenesis; 4: PCR 
products of the I410L site-directed mutagenesis; 5: PCR products of the A128T/H404R site-directed mutagenesis. 
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图 2  WT-ADI 和 ADI 突变株 M314、M1、M2、M3、M4 蛋白质纯化 SDS-PAGE 电泳图谱 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of the purified WT-ADI, and ADI mutants M314, M1, M2, M3, M4. (A) 1–3: crude 
enzyme of WT-ADI, HiPrep 16/10 DEAE column of WT-ADI, SuperdexG-200 gelfiltration of WT-ADI; 4–6: crude 
enzyme of M314, HiPrep 16/10 DEAE column of M314, SuperdexG-200 gelfiltration of M314. (B) 1–3: crude enzyme 
of M1, HiPrep 16/10 DEAE column of M1, SuperdexG-200 gelfiltration of M1; 4–6: crude enzyme of M2, HiPrep 
16/10 DEAE column of M2, SuperdexG-200 gelfiltration of M2. (C) 1–3: crude enzyme of M3, HiPrep 16/10 DEAE 
column of M3, SuperdexG-200 gelfiltration of M3; 4–6: crude enzyme of M4, HiPrep 16/10 DEAE column of M4, 
SuperdexG-200 gelfiltration of M4. M: protein marker. 

表 2  WT-ADI 及其突变酶的酶活力比较 
Table 2  Specific activity of ADI mutants and WT-ADI 

pH 6.0 pH 7.4 pH 7.4/pH 6.0 
Source 

Specific activity (U/mg)  Specific activity (U/mg)  Percentage (%) 

WT-ADI 20.20±1.01 0.86±0.05  4.25 

M314 (A128T/H404R/I410L) 12.27±0.57 10.80±0.61 88.02 

M1 (A128T) 9.18±0.45 3.78±0.15 41.17 

M2 (H404R) 10.66±0.52 8.19±0.38 76.82 

M3 (I410L) 15.65±0.79 0.79±0.03 5.05 

M4 (A128T/H404R) 13.62±0.66 9.81±0.41 72.03 

 
为组合进行双位点突变研究；同时，结果显示，

M4 突变株在 pH 6.0 时比活力为 13.62 U/mg，在

pH 7.4 时剩余酶活力仍保留 72.03％。因此推

测，A128T 与 H404R 对 ADI 在生理中性条件

(pH 7.4) 下的酶活力均有显著的促进作用，而

I410L 对 WT-ADI 在 pH 7.4 条件下对酶活力提高

无明显作用。 

表 3 显示，在 pH 7.4 条件下，ADI 突变株

M1，M2 和 M4 的 Km 值较野生酶均有显著降低，

在 pH 7.4 时 WT-ADI 的 Km值由 4.41 mmol/L 分别

降至 1.07 mmol/L，1.02 mmol/L 和 0.83 mmol/L。

同时，突变株 M1，M2 和 M4 的 kcat/Km 较野生酶

均有大幅度的提高，其中 M4 在 pH 7.4 时的

kcat/Km 由 2 937 L/(mol·s)升至 25 060 L/(mol·s)。
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从表中可以得出，突变株 M1，M2 和 M4 在酶与

底物的亲和力以及对底物的催化效率方面均有

较大提高。 

2.3.2  最适反应温度与热稳定性 

本实验分别考察了 WT-ADI 及其突变酶在

pH 6.0 和 pH 7.4 条件下的最适反应温度和热稳

定性，结果见图 3A 和 3B。图 3A 表明，在 pH 6.0

条件下 WT-ADI 及其突变株 M314、M1、M2、

M3 和 M4 酶的最适反应温度均为 40 ℃；在 pH 

7.4 条件下 WT-ADI 及其突变酶的最适反应温度

均为 35  (℃ 图 3B)。值得注意的是，作为治疗精

氨酸缺陷型癌症的药物，ADI 突变株 M1、M2

和 M4 在人体生理温度范围 (35 ~42 ) ℃ ℃ 及生

理中性条件下 (pH 7.4) 的酶活力较 WT-ADI 均

有不同程度提高 (图 3B)。 

图 4A 表明，在 pH 6.0 时 WT-ADI 及其突变

酶在低于 40 ℃的条件下保温 1 h 后，ADI 各突变

酶相对剩余酶活力变化不明显，在 40 ~60 ℃ ℃条

件下，WT-ADI 及其突变酶相对剩余酶活力下降

显著。图 4B 表明，在 pH 7.4 时，在 20 ~40 ℃ ℃

条件下，WT-ADI 及其 ADI 突变株的相对剩余活

力下降幅度较小。在 55 ~60 ℃ ℃条件下保温 1 h

后，野生型 ADI 和突变株 M314、M1、M2、M3

和 M4 的相对剩余酶活力迅速下降至最低点。因 
 

表 3  pH 7.4 条件下 WT-ADI 及其突变株的动力学参数 
Table 3  Kinetics parameters of ADI mutants and WT-ADI at pH 7.4 

Source Vmax (μmol/(min·L)) Km (mmol/L) kcat (s−1) kcat/Km (L/(mol·s)) 

WT-ADI 0.092±0.01  4.41±0.23 12.95±0.26 2 937±164 

M314 0.122±0.02 0.67±0.02 17.66±0.24 26 358±865 

M1 0.125±0.03  1.07±0.05 17.45±0.23 16 308±792 

M2 0.126±0.04  1.02±0.05 20.30±0.28 19 902±1 013 

M3 0.079±0.02  3.87±0.22 13.05±0.19 3 372±198 

M4 0.129±0.05 0.83±0.03 20.80±0.27 25 060±962 

      
图 3  pH 6.0 (A) 和 pH 7.4 (B) 条件下温度对 WT-ADI 和 ADI 突变株酶活力的影响  
Fig. 3  Effect of temperature on activity of ADI mutants and WT-ADI at pH 6.0 (A) and pH 7.4 (B). 
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此，各突变位点对 ADI 的热稳定性无明显影响，

WT-ADI 及其 ADI 突变株均在 20 ~40 ℃ ℃条件

下表现出较好的热稳定性。 

2.3.3  最适反应 pH 与 pH 稳定性 

本实验考察了 WT-ADI 及其突变酶的最适

反应 pH 和 pH 稳定性，结果如图 5A 和 5B。

图 5A 显示，WT-ADI 和 M3 的最适 pH 为 6.0，

M314、M1、M2 和 M4 的最适 pH 均为 6.5，并

且 M314、M1、M2 和 M4 突变酶的活力较野生

酶 WT-ADI 和突变酶 M3 有不同程度的提高。结

果表明，A128T 和 H404R 对 ADI 的最适 pH 的

提高可能有一定的促进作用。 

图 5B 表明，WT-ADI 及其突变株在 pH 低

于 6.0 时稳定性明显下降，相对剩余酶活力均在

pH 5.0~5.5 时降至最低点。与 WT-ADI 和其他突

变株相比，M314 在 pH 5.5~8.5 范围内表现出较

好的 pH 稳定性，在 pH 5.5 时的相对剩余酶活力

为 90％。 
 

      
图 4  pH 6.0 (A) 和 pH 7.4 (B) 条件下 WT-ADI 和 ADI 突变株的热稳定性  
Fig. 4  Thermostability of ADI mutants and WT-ADI at pH 6.0 (A) and pH 7.4 (B). 

      
图 5  (A) pH 对 WT-ADI 和 ADI 突变株酶活力的影响；(B) WT-ADI 和 ADI 突变株在不同 pH 条件下的稳定性 
Fig. 5  (A) The optimum pH of ADI mutants and WT-ADI; (B) Stability of ADI mutants and WT-ADI at different pHs. 
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3  讨论 

以上结果表明：在酶活力方面，A128T 和

H404R 对 ADI 在生理中性  (pH 7.4) 条件下的

酶活力有显著促进作用，WT-ADI 的比活力由

0.86 U/mg 提高至 3.78 U/mg (M1，A128T)，

8.19 U/mg (M2，H404R) 和 9.81 U/mg (M4，

A128T/H404R) 。在动力学方面， A128T 和

H404R 对 ADI 在 pH 7.4 条件下与底物的亲和

力以及催化效率均有较大提高，M4 的 Km 值由

4.41 mmol/L (野生酶) 降至 0.83 mmol/L，kcat/Km

由 2 937 L/( mol·s)升至 25 060 L/( mol·s)。在最适

pH 方面，A128T 和 H404R 对 ADI 的最适 pH 的

提高具有促进作用。 

由于两者蛋白序列同源性约为 84％，以来源

于铜绿假单胞菌 Pseudomonas aerµginosa 的

ADI 蛋白质结构 (PDB: 1RXXX) 为模型，采用

Swiss-Model 对 来 源 于 变 形 假 单 胞 菌 P. 

plecoglossicida 的 ADI 突变株 M314 进行同源结

构建模，并对 M314 各突变位点 A128T，H404R

和 I410L 的立体结构进行分析 (图 6)。 

突变株 M1 (A128T) 的酶活力和酶学性质显

示，M1 在最适反应 pH 及其稳定性方面，与 M314

表现一致。在三维模拟结构中 (图 6B)，Ala128

位于α-螺旋区中的 loop 上，将其替换成 Thr 后，

一方面，由于 Thr 较 Ala 更具亲水性，α-螺旋结

构内局部基团间作用力加强，也可能通过盐桥稳

定α-螺旋，β-折叠以及αβ结构链接的区域，使酶 
  

 

图 6  M314-ADI 的立体结构模型 (A) 及其突变位点 A128T (B)、H404R (C) 和 I410L (D) 的局部立体图 
Fig. 6  Simulated three-dimensinonal structure of M314 and the stereoscopic view of mutations A128T, H404R, and 
I410L. 
  



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  April 25, 2012  Vol.28  No.4 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

518 

 
对底物结合能力增强。另一方面，Thr 的 R 基团

含有一个羟基，加强了与相邻氨基酸残基 Asp131

之间的氢键，使酶的空间结构更加稳定。 

对于 M2 (H404R) 位点的酶活力和酶学性

质的研究显示，其对 ADI 的最适 pH 的提高有一

定的促进作用，使该 ADI 的最适 pH 由 6.0 迁移

到 6.5。Galkin 等研究显示，在铜绿假单胞菌中

紧邻催化中心的 H405 (相当于本研究的 H404 位

点) 有时会被 Arg 所取代，其推测 H405R 是支原

体来源的 ADI 最适 pH (6.5) 高于铜绿假单胞菌

来源的 ADI 最适 pH (5.6) 可能的原因之一[20]，

本研究结果也验证了这一推测。本研究中变形假

单胞菌来源的 ADI 催化中心与铜绿假单胞菌来

源的 ADI 的催化中心一致，从 ADI 三维模拟结

构  (图 6C) 上看，H404 同样紧邻催化中心 

(His278-Cys406-Glu224)。由于 His 和 Arg 均属于

碱性氨基酸，pI 值分别为 7.59 和 10.76，R 基 pKa

分别为 6.0 和 12.48，精氨酸的胍基较组氨酸的咪

唑基更易质子化，因此在与底物结合催化的过程

中更易形成氢键。此外，精氨酸的胍基基团与

其附近的极性基团有很强的相互作用，H404R

有可能起到对催化中间体起到稳定作用，并参与

氢键网的形成，对 2 个催化的残基维持离子状态

起重要作用。因此，H404R 有利于提高 ADI 酶

的最适 pH 值，及其在中性偏碱条件下的活性和

稳定性。 

突变株 M3 (I410L) 的酶活力和酶学性质显

示，M3 突变酶与 WT-ADI 在 pH 和温度实验中，

均与野生酶表现相似。如图 6D 所示，Ile 和 leu

两者结构相似且均为疏水性氨基酸，且分子大

小、等电点也十分相似，在这种情况下的氨基

酸替代一般对 ADI 的最适 pH 的迁移没有显著

影响。 

定点突变是研究蛋白质及其功能的一种重

要的手段 [21]，本研究通过快速定点突变，获

得了 ADI 突变株 M1 (A128T)、M2 (H404R)、

M3 (I410L)、M4 (A128T/H404R)，研究了不同突

变位点对酶活力和酶学性质的影响，为阐明 ADI

的酶活力机制及蛋白质的理性改造提供了实验

依据。 
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