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摘  要 : 谷氨酸脱羧酶  (Glutamate decarboxylase，GAD) 是用于催化 L-谷氨酸脱羧合成 γ-氨基丁酸 

(γ-aminobutyrate，GABA) 的唯一酶，提高 GAD 的催化活力或热稳定性，有利于 GABA 的高效制备和生产。

以热稳定性和活性为筛选目标，通过研究短乳杆菌 GAD1407 三维模拟结构的拉氏图，确定不稳定氨基酸残基

位点 K413，采用定点突变的方法构建该位点的突变体，并测定野生型酶和突变酶的热稳定性和活力。结果表

明突变酶 K413A 和突变酶 K413I 分别在热稳定性和酶活力上获得了提高，突变酶 K413A 在 50 ℃的半衰期为

105 min，是野生酶的 2.1 倍；突变酶 K413I 热稳定性没有明显的提高，但其酶活力却得到了有效提高，约为野

生型的 1.6 倍。因此，通过拉氏图提供的结构信息可为利用理性设计提高 GAD 活性和热稳定性提供指导。 
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Abstract:  Glutamate decarboxylase (GAD) can catalyze the decarboxylation of glutamate into γ-aminobutyrate (GABA) 
and is the only enzyme of GABA biosynthesis. Improving GAD activity and thermostability will be helpful for the highly 
efficient biosynthesis of GABA. According to the Ramachandran plot information of GAD1407 three-dimensional structure 
from Lactobacillus brevis CGMCC No. 1306, we identified the unstable site K413 as the mutation target, constructed the 
mutant GAD by site-directed mutagenesis and measured the thermostability and activity of the wide type and mutant GAD. 
Mutant K413A led to a remarkably slower inactivation rate, and its half-life at 50  ℃ reached 105 min which was 2.1-fold 
higher than the wild type GAD1407. Moreover, mutant K413I exhibited 1.6-fold higher activity in comparison with the 
wide type GAD1407, although it had little improvement in thermostability of GAD. Ramachandran plot can be considered 
as a potential approach to increase GAD thermostability and activity. 

Keywords:  glutamate decarboxylase, protein engineering, γ- aminobutyric acid, Ramachandran plot 

γ-氨基丁酸 (γ-aminobutyric acid，GABA) 

是一种天然存在的非蛋白氨基酸，是哺乳动物

中枢神经系统中一种十分重要的抑制性神经递

质，具有降血压、利尿、抗惊厥、预防癫痫、

改善睡眠、抗抑郁、促进激素分泌和保肝利肾

等多种生理功能[1-2]。在工业应用中，GABA可

作为中间体来生产可降解生物塑料尼龙-4[3]以

及 N-吡咯烷酮[4]等化工产品。目前，GABA 的

制备方法主要有化学合成法、植物富集法和微

生物转化法，由于微生物转化法具有生产周期

短、反应条件温和、产量高以及环境友好等优

点，因此利用 GAD或具有该酶活力的细胞进行

GABA 的生物制备具有重要的工业生产应用价

值[5-6]。谷氨酸脱羧酶 (Glutamate decarboxylase，

GAD；EC 4.1.1.15) 可以磷酸吡哆醛 (PLP) 为

辅酶专一性地催化 L-谷氨酸的 α-羧基脱羧生成

γ-氨基丁酸[7]。但由于天然的谷氨酸脱羧酶存在

酶活低和热稳定性差的缺陷，在实际应用中受

到了很大的限制。 

对天然酶的理化性质进行改造以获取催化

效率更高、选择性更强、稳定性更好的新酶，

对于酶的工业应用有着十分重要的意义。首先，

良好的热稳定性意味着酶不易失活，保存期限

更久。其次，耐热性强和活性高的酶可更广泛

的应用于工业生产。目前已有很多种属的 GAD

基因被克隆并重组表达，对 GAD基因进行研究

与改造能从本质上提高GAD的催化活力和稳定

性，是提高微生物转化法制备 GABA 产量最直

接和最有效的手段[8-10]。例如，Lin等[11]以短乳

杆菌 CGMCC No. 1306 的 GAD 为研究对象，  



柯丕余 等/应用拉氏图信息提高短乳杆菌谷氨酸脱羧酶催化性能 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

33

通过采用易错 PCR结合定点饱和突变的方法，获

得了一个催化活力得到显著提高的突变酶 Q51H，

在 pH 4.8 时其催化效率 (kcat/Km) 是野生酶的

2.56 倍。Shi 等[12]通过对短乳杆菌 Lactobacillus 

brevis Lb85进行易错 PCR和定点突变等手段，

筛选出 GadB1E312S和 GadB1T17I/D294G/Q346H突变

体，在 pH 6.0时它们的催化效率 (kcat/Km) 分别

是野生型的 2.30 倍和 25.26 倍，这些突变位点

的替换能够有效地拓宽酶的催化 pH 范围和提

高其 GABA 的合成能力。Jun 等[13]对大肠杆菌

Escherichia coli中的 GAD 进行三维结构分析，

发现 GAD同型六聚体 N-末端 14个残基形成三

重螺旋束有助于提高该酶的热稳定性，通过优化

N-末端结构域间的疏水和静电相互作用，突变酶

GadB-TMQ5D/V6I/T7E显示出良好的热稳定性，其半

失活温度 (T50
15) 较野生型酶提高 7.7 ℃。  

在描述肽键的刚性和可变程度时，研究者

常运用二面角 (φ，ψ) 来确定 α 碳原子和肽平

面间单键的旋转。由于不同氨基酸残基可允许

的 φ和 ψ值范围不同，以 φ和 ψ作为横纵坐标

得到的二维图形称为拉氏图  (Ramachandran 

plot)。由于拉氏图中不同区域显示不同的结构稳

定性，利用这些信息，可以找出蛋白质骨架中

的不稳定残基位点，并通过定点突变等方式改

善酶的结构，进而改变酶活力或者热稳定性[14]。

例如，Mahdieh 等 [15]利用拉氏图信息寻找

Chondroitinase ABCⅠ三维结构中不合理的残基

位点 Q140，并对其进行定点突变，得到的突变

酶 Q140A在 40 ℃下的半衰期为 7 min，约为野

生型的 3.5倍。 

作者所在的研究机构在前期研究中已经从

GABA 高产菌株短乳杆菌 Lb. brevis CGMCC  

No. 1306中克隆了 GAD1407基因，并实现了其

在大肠杆菌中的可溶表达[16]，但该酶尚存在酶

活低和热稳定性差的缺陷，为了进一步提高其

催化性能及热稳定性，本文拟通过构建

GAD1407结构拉氏图，并分析酶分子中氨基酸

残基的构象分布，根据拉氏图提供的信息，确

定了结构不稳定点，结合定点突变技术对其进

行改造，以期提高正突变概率和实验效率。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  酶与试剂 

Fast Digest DpnⅠ限制酶、Fast Pfu DNA聚

合酶、1 kb DNA Ladder marker均为 TaKaRa公

司产品 (宝生物工程 (大连) 有限公司，中国)；

质粒提取试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、考马

斯亮蓝蛋白质浓度测定试剂盒购自生工生物工

程 (上海) 股份有限公司 (中国)；DNA 凝胶回

收试剂盒、Ni-NTA层析介质购自北京全式金生

物技术有限公司 (中国)；种子培养基为 LB 培养

基，表达培养基为 TB培养基，均含有 50 μg/mL

卡那霉素。 

1.1.2  菌株与质粒 

表达宿主菌 E. coli BL21 (DE3)、pET28a(+)- 

GAD1407重组质粒为浙江大学生物工程研究所

保藏。 

1.1.3  培养基与溶液配制 

LB培养基：10 g/L胰蛋白胨，5 g/L酵母粉，

10 g/L氯化钠。 

TB培养基：12 g/L胰蛋白胨，24 g/L酵母粉，

4 mL/L甘油，17 mmol/L磷酸二氢钾，72 mmol/L

磷酸氢二钾。 

破胞缓冲液 (pH 7.4)：2 mmol/L磷酸二氢

钾，10 mmol/L磷酸氢二钠，2.7 mmol/L氯化钾，
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1 mmol/L苯甲基磺酰氟，137 mmol/L氯化钠。 

1.2  突变文库的构建 
根据 Lb. brevis CGMCC No. 1306的谷氨酸脱

羧酶基因设计 19对定点突变引物，如表 1所示。 

以含有 GAD1407基因的质粒为模板，进行

定点 PCR扩增，PCR反应体系为：10 μL 5×PCR 

缓冲液，4 μL dNTPs (2.5 mmol/L)，1 μL上游引

物 (10 mmol/L)，1 μL下游引物 (10 mmol/L)，

1 μL质粒模板 (50 ng/μL)，Fast Pfu DNA聚合

酶 5 U，高温灭菌的超纯水补至总体积 50 μL。

定点 PCR扩增程序：94 ℃变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 4 min，30

个循环；72 ℃延伸 4 min。所得到的 PCR产物

经 PCR 产物纯化试剂盒纯化后用 DpnⅠ消化 

0.5 h，消化产物继续采用 PCR产物纯化试剂盒

纯化，然后用热激法将 PCR产物以 10%比例 (V/V) 

转化至 E. coli BL21 (DE3) 感受态细胞中，转化

液涂布于含有 50 μg/mL卡那霉素的 LB固体培

养基中，37 ℃培养过夜，即得定点突变文库。 

1.3  野生型酶和突变酶表达和纯化 
从 19种氨基酸的定点突变文库中分别随机

挑取 1–3 个单菌落，培养并提取质粒，测定核

苷酸序列，以确定是否全部引入预期的突变。

将经测序鉴定的质粒转化到 E. coli BL21 (DE3) 

 
表 1  定点突变引物及其序列 
Table 1  Primer used for site-directed mutagenesis 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

K413X_F 
CACCTATCCCTTACCAYYYAACATGA
CGGACCGC 

K413X_R 
GCGGTCCGTCATGTTYYYTGGTAAGG
GATAGGTG 

X represents the other 19 kinds of amino acids except 
Lysine, and YYY represents the codon corresponding to 
the amino acid X. 

中，挑取单菌落接种至含有 50 μg/mL卡那霉素

的 5 mL LB液体培养基中，37 ℃、200 r/min条

件下培养过夜，再将此过夜培养物以 2%比例 

(V/V) 的接种量接种至含 50 μg/mL 卡那霉素的

100 mL的 TB培养基中，37 ℃培养至 OD600值

为 0.6–0.8 时，加入适量体积的 IPTG 至终浓度

为 0.5 mmol/L，然后在 25 ℃、150 r/min条件下

诱导培养 8 h后收集菌体。 

1.4  粗酶液制备和纯化 
粗酶液制备：将收集的菌体用磷酸盐缓冲

液洗涤两次，后用 10%发酵液体积的破胞缓冲

液重悬，超声波破碎细胞，超声破胞工作条件

为：功率 300 W，工作 3 s，间歇 6 s，循环 90次。

经破碎后的悬液于 10 000 r/min、4 ℃条件下离

心处理 30 min，收集上清液，即粗酶液。 

蛋白纯化：采用 Ni-NTA亲和层析对所得的

粗酶液进行分离纯化，经上样、清洗和洗脱，

收集洗脱液，透析去除小分子得到纯酶，采用

SDS-PAGE检测纯化后的蛋白纯度。用考马斯亮

蓝法测定纯化后的蛋白浓度。 

1.5  突变文库筛选 
将上述成功引入目的突变的 19种菌株，分

别经培养、表达、制备粗酶、纯化得到纯酶，

然后在 20 ℃、55 ℃两个温度下处理 10 min，冰

浴 5 min，离心取上清液，测定野生型和突变酶

残余活力，将 55 ℃处理后的比活力对比 20 ℃

处理后的比活力，获得两个温度下的残余活力

比值，筛选出残余活力比值高于野生型酶残余

活力比值的突变酶。 

1.6  野生型酶和突变酶酶学参数及热稳定性

测定 
动力学参数测定：用 0.2 mol/L的醋酸-醋酸
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钠缓冲液 (pH 4.8) 配制不同浓度 (1–100 mmol/L) 

的底物 L-谷氨酸钠 (L-MSG)，测定在不同底物

浓度条件下的反应初速度。将不同底物浓度[S]

下对应的反应速率[V]代入米氏方程 (1-1)： 

max
m

[ ]
[ ]

SV V
K S

=
+

          (1-1) 

通过Origin 8.0软件非线性拟合计算相应的

Km和 Vmax值，然后根据 kcat=Vmax/[E0] ([E0]为酶

初始浓度，单位 μmol/L) 计算求得 kcat和催化效

率 kcat/Km。 

热失活的半衰期 (t1/2) 测定条件：将 1 mg/mL

的野生型酶或突变酶，分别于 PBS 缓冲液 (pH 

7.4) 中 50 ℃条件下保温不同时间取样，测定残

余酶活，用 Origin 8.0软件拟合热失活曲线，计

算半衰期 t1/2。 

比活力：定义为每分钟每毫克蛋白生成的

GABA量。取纯化的酶液 15 μL (1 mg/mL)，加入

400 μL底物溶液中，于 48 ℃反应 10 min，反应

结束后迅速放入沸水浴中 10 min以终止反应，然

后将样品离心，收集上清液，采用高效液相色谱

法测定产物中 GABA含量，具体参照文献 17。 

2  结果与分析 

2.1  GAD1407 的拉试图构建及分析 
根据郁凯[18]构建的 GAD1407 三维结构模

型，如图 1所示是 Swiss Model方法建立的结构

模型图。该模型的结构特征主要有以下部分：

Lb. brevis CGMCC No. 1306 GAD的整体结构呈

现 α/β折叠类型，共有 12个 α-螺旋和 4组 β-折

叠，相邻的二级结构之间由 Loop相连接。此外，

利用 PROCHECK 程序进行二面角合理性的评

价，生成的拉氏图如图 2所示。 

拉氏图中的每一个区域的颜色从深到浅排

列的次序依次为最佳合理区  (Most favored 

regions)、 额外合 理 区  (Additional allowed 

regions)、一般合理区  (Generously allowed 

regions) 以及不合理区 (Disallowed regions)。如

图 2可知，413位点 Lys在MODELLER和 Swiss 

Model 两种建模方法得到的结构评价均处于构

象不稳定区，说明 413 位点的构象中非共价键

合原子间的距离小于极限距离，斥力很大，构

象能量高，所以很不稳定。此外，由 GAD1407

的三维结构模拟图 (图 1) 可知，第 413个位点 

(Lys) 位于 C端的一个 β-转角上，远离酶的催化

中心 (PLP-Lys279)。 

2.2  定点突变基因测序和筛选 
从每个氨基酸相应定点突变文库中挑取单

菌落，培养后提取质粒进行 DNA测序。 

将成功引入氨基酸突变的菌株进行培养、

表达、纯化后，按照 1.5 突变文库初筛，获得

55 ℃处理 10 min后野生型酶与突变酶残余活力

对比图 (图 3) 以及 20 ℃处理 10 min后野生型

酶与突变酶相对活力对比图 (图 4)。 
 

 
 
图 1  GAD1407 的三维结构模拟图 
Fig. 1  Three-dimensional structures of GAD 1407 by 
homology modelling. PLP is shown as purple sticks, 
which forms a Schiff base with Lys 279 (gray sticks), 
Site 413 (Lys) is shown as blue sticks. 
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图 2  MODELLER (上) 和 Swiss Model (下) 建模

结果的拉氏图 
Fig. 2  Ramachandran plot of GAD 1407 model 
generated by MODELLER (up) and Swiss Model 
(down). 
 

由图 3可知，55 ℃处理 10 min后，当 413

位点突变为丙氨酸 (Ala) 时，突变酶 K413A残

余活力约为野生型酶的 1.23 倍，这说明其能有

效提高酶在 55 ℃条件下的热稳定性。同时在常

温下，突变酶 K413A 的活力也是野生型酶的

1.35 倍。此外，由图 4 可知，突变酶 K413I 在

活力上也有很好的提升，其他突变酶在活力上 
 

 
 
图 3  55 ℃处理 10 min 后野生型酶与突变酶活力对比 
Fig. 3  The relative activity of wide type and mutant 
GAD at 55 . Enzymes were heated at 55  for 10 min, ℃ ℃

after which residual activities were determined taking 
L-MSG as substrate. The error bars show standard 
deviation calculated for three replicate experiments. 
 

 
 

图 4  20 ℃处理 10 min 后野生型酶与突变酶活力对比 
Fig. 4  The relative activity of wide type and mutant 
GAD at 20 . Enzymes were heated at 20  for ℃ ℃   
10 min, after which residual activities were determined 
taking L-MSG as substrate. The error bars show 
standard deviation calculated for three replicate 
experiments. 
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的变化并不明显。故根据上面的结果，筛选出 2

个突变体，即突变酶 K413I 和突变酶 K413A，

进行后续的实验。 

2.3  野生型酶和突变酶表达及纯化 
根据 2.2 中的初筛结果，突变酶 K413A 和

突变酶 K413I 分别在耐热性和酶活力上有一定

提高，它们和野生型酶的 SDS-PAGE检测结果如

图 5所示，纯酶的蛋白质分子量大小为 56 kDa。 

2.4  野生型酶和突变酶的热稳定性 
考察野生型酶、突变酶 K413A 和突变酶

K413I的热稳定性，结果如图 6所示。 

由图 6 可知，将纯化后的野生型酶、突变

酶 K413A 和突变酶 K413I 于 50 ℃下处理不同

的时间 (0–120 min)，然后置于冰浴中 5 min，

测定残余酶活。用 Origin 8.0软件拟合热失活曲

线，可以看出野生型、突变酶 K413A和突变酶

K413I的热稳定半衰期分别约为 50、105、46 min，

说明突变酶 K413A较野生型热稳定性有了较大

提高，而突变酶 K413I 较野生型热稳定性略微

降低 (突变酶 K413A>野生型>突变酶 K413I)，

说明在 413 位点引入丙氨酸可以明显地提高热

稳定性，而将赖氨酸替换成异亮氨酸则有热稳

定性降低的趋势。 

2.5  野生型酶和突变酶的动力学参数测定 
以 L-MSG为底物，在 pH 4.8、48 ℃的条件

下，分别测定野生型酶、突变酶 K413A和突变

酶 K413I的米氏动力学常数。按照 1.6所述，在

酶含量为 1 mg/mL，底物浓度为 1−100 mmol/L

的条件下测定催化速率，根据米氏方程，采用

非线性拟合对数据进行分析，计算获得酶动力

学参数，结果见表 2。 

从表 2 中可知，突变酶 K413A 和突变酶

K413I 的米氏常数 Km值与野生型酶的 Km值基

本相同，而 kcat值均有一定提高，突变酶 K413A

和突变酶 K413I 的 kcat 值分别是野生型酶的

133%和 167%，此外，酶的催化效率 kcat/Km也

有不同程度的提升，突变酶 K413A 和突变酶 
 

 
 

图 5  野生型酶和突变酶的 SDS-PAGE 检测结果图 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of wide type and mutant 
GAD. M: protein marker; 1: purified wide type; 2: 
supernatant of wide type; 3: purified K413A; 4: 
supernatant of K413A; 5: supernatant of K413I; 6: 
purified K413I.  

 

 
 

图 6  野生型酶和突变酶在 50 ℃下的热稳定性 
Fig. 6  Thermostability of wide type and mutant GAD 
proteins at 50 . Enzymes were heated at 50  for ℃ ℃

increasing time, after which residual activities were 
determined taking L-MSG as substrate. The error bars 
show standard deviation calculated for three replicate 
experiments. 
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表 2  野生型酶和突变酶酶学参数比较 
Table 2  Kinetic analysis of wide type and mutant GAD proteins 

 Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km (L/mmol·s) 
WT 25.28±0.99 19.35±0.67 0.82 
K413A 25.56±1.14 25.77±0.84 1.14 
K413I 27.71±1.39 32.39±0.73 1.28 

 
K413I 的 kcat/Km 分别是野生型酶的 139%和

156%，其中突变酶 K413I 的 kcat值比野生型酶

的 kcat值提高了 67%，这说明突变酶 K413I是通

过催化效率的提高而获得较大的比活力。 

3  讨论 

本研究通过构建并分析了GAD1407的结构

拉氏图，发现 413 位点 Lys 在 MODELLER 和

Swiss Model两种建模方法得到的结构中均处于

构象不稳定区，说明 Lys 在该位点的构象中非

共价键合原子间的距离小于极限距离，斥力很

大，构象能量高，结构不稳定，所以对该位点进

行了定点突变，成功地筛选到了突变酶 K413A和

突变酶 K413I。 

实验结果表明，在 50 ℃处理条件下，突变酶

K413A的半衰期为 105 min，是野生型酶 (50 min) 

的 2.1倍，这个单一氨基酸位点突变成功地提高

了 GAD的热稳定性。图 1和图 7A分别是野生

型酶和突变酶 K413A的局部三维结构模拟图，当

亲水氨基酸 K (Lys) 替换成疏水氨基酸 A (Ala) 

之后，将野生型酶和突变酶 K413A 的 PDB 文件

提交至在线服务器 (http://pic.mbu.iisc.ernet.in/)，

选取疏水相互作用选项 (距离设为 5 Å) 进行计

算[19]，可以发现突变酶 K413A主要增加了蛋白

质分子内的疏水作用，例如野生型酶 413 位点

是赖氨酸，并不能与其他相邻的氨基酸残基形

成疏水相互作用，但当赖氨酸替换成丙氨酸后，

蛋白质分子内增加了 A413 与 A163、P184、

M185、P412和 M415之间的疏水相互作用，其 
 

 
 

 
 
图 7  K413A (A) 和 K413I (B) 的三维结构模拟图 
Fig. 7  Three-dimensional structures of K413A and 
K413I by homology modelling. (A) In the mutant 
K413A, substituted Ala was shown to involve in 
hydrophobic interaction with the neighbouring 
hydrophobic amino acids M185 and P184. (B) In the 
mutant K413I, a view of the hydrophobic interaction 
among the substituted Ile, V182, P184, A163 and Y165 
was shown. 
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中A413与 P184、M185之间的空间距离小于 4 Å，

并且上述 3个氨基酸的空间上出现了重叠区域。

Kellis 等[20]和 Pace 等[21]等通过系统地分析 22

个蛋白质中和疏水相互作用有关的 148 个突变

体发现，疏水相互作用对蛋白质稳定性的贡献

约为 60%±4%，而氢键对蛋白质稳定性的贡献

约为 40%±4%，这明确表明疏水相互作用是蛋

白质折叠过程中最重要的驱动力，所以预测很

可能是增加的蛋白质分子内疏水相互作用使得

突变酶 K413A的热稳定性得到了提高。 

突变酶 K413I 热稳定性虽然没有明显的提

高，但是在最适 pH 4.8条件下的催化活力约为

野生型的 1.6倍。根据 GAD1407的三维结构模

型，如图 1 和图 7B所示，K413位点位于 C端

的一个 β-转角上，并且远离活性中心，并不直

接参与催化反应，提高酶活力的原因可能是：

当 413 位点的赖氨酸替换成异亮氨酸之后，碱

性氨基酸被替换成疏水氨基酸，突变后的 I413

与 V182 (4.5 Å)、P184 (3.8 Å) 之间存在疏水相互

作用，P184与A163 (3.9 Å)，V182与Y165 (3.5 Å)、

A163 (3.4 Å) 均有相互疏水作用，这使得该区域

的空间结构发生轻微的变化，进而影响到了与

Y165 相连的 Q166，Q166 直接参与 GAD 的催

化反应[16]，故猜测 K413 替换成 I413 能改善酶

的活力是由于疏水相互作用。 

以上位点突变对于GAD1407催化性能的改

善作用均为推测性分析，需要后续的研究，尤

其是获得 GAD1407的晶体结构，来确定分析的

准确性。 

为了能够有效提高突变概率，常通过理性

设计预测重要的氨基酸突变位点，用于节约时

间，提高实验效率及可行性。本文建立了一种

基于拉氏图获取结构信息，从而预测有效突变

位点的方法，并且结合定点突变技术，筛选得

到了催化活力或热稳定性优于野生型酶的突变

酶。由于没有确切的GAD1407蛋白质结构信息，

所以我们还未能说明某一位点突变引起酶学性

质改变的确切机制，只能通过模拟的蛋白结构

进行猜测，但是本研究基于蛋白质拉氏图的理

性设计的策略为谷氨酸脱羧酶酶学性质的提高

提供了新的思路。 
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