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摘要：α-L-鼠李糖苷酶是合成生物活性黄酮类化合物的重要生物催化剂，然而其工业应用常受限于催化效率较低及热稳定性不

足。本研究在前期单点突变体基础上，通过联合突变策略构建了多个双突变体，旨在进一步提升酶的性能，并成功筛选出性能最优的

R783A/R386A 突变体。其相对酶活是野生型酶的 7.63 倍，且该双突变体酶热稳定性显著提高，在 70 ℃下孵育 3 h 后，仍保持 90.4%

的残余活性。酶促反应动力学分析表明，R783A/R386A 的 Km 降低 73%使其在低底物浓度下的表观特异性常数（kcat·Km
-1）提高 2.4

倍；但是该比值提升的同时伴随 kcat下降 36%，揭示了该突变在增强亲和力与降低转换数之间的负向平衡，表明突变主要优化了底物

结合步骤。在以芦丁为底物合成异槲皮素的反应中，R783A/R386A 表现出优异的催化性能，产率达 97.0%。分子机制分析表明，

R783A/R386A 突变体通过优化催化结合口袋的构象柔性，增强了酶与底物的相互作用及催化活性。为 α-L-鼠李糖苷酶的工业化应用

及糖苷酶的理性改造提供了重要的酶资源与理论依据。 
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Abstract: α-L-Rhamnosidase is an important biocatalyst for the synthesis of bioactive flavonoid compounds. However, its industrial 

application is often limited by low catalytic efficiency and insufficient thermostability. In this study, based on a previously obtained single-point 

mutants, multiple double mutants were constructed using a combined mutation strategy to further enhance enzyme performance. The 

best-performing mutant, R783A/R386A, was successfully identified. Its relative enzyme activity was 7.63 times that of the wild-type enzyme, 

and its thermostability was significantly improved, retaining 90.4% residual activity after incubation at 70 ℃ for 3 h. Kinetic analysis of the 

enzymatic reaction showed that the Km of R783A/R386A decreased by 73%, resulting in a 2.4-fold increase in the apparent specificity constant 

(kcat·Km
-1) at low substrate concentrations; however, it should be noted that this increase in the ratio was accompanied by a 36% decrease in kcat, 

revealing a negative trade-off between enhanced affinity and reduced turnover number, indicating that the mutation primarily optimized the 

substrate binding step. In the synthesis of isoquercitrin using rutin as a substrate, R783A/R386A exhibited excellent catalytic performance, 

achieving a yield of 97.0%. Molecular mechanism analysis demonstrated that the R783A/R386A mutant markedly enhanced enzyme–substrate 

interactions and catalytic activity by optimizing the conformational flexibility of the catalytic binding pocket, which providing an important 

enzyme resource and a theoretical basis for the industrial application of α-L-rhamnosidase and the rational engineering of glycosidases. 
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异槲皮素（Isoquercitrin，又称异槲皮苷），化学名为槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷，是天然黄酮醇槲皮素的

重要单糖苷衍生物[1]。它广泛分布于槐米、桑叶、银杏叶、山楂、茶叶等多种植物资源中[2]。亦可通过芦丁选择性

水解脱去鼠李糖残基获得。异槲皮素通常为黄色结晶性粉末，其水溶性与脂溶性均优于芦丁及槲皮素苷元，从而

具有更高的口服生物利用度[3]。现代药理学研究证实，异槲皮素具有显著的抗氧化[4-9]、抗炎[10-12]、抗肿瘤[13-15]、

降血糖[16]、心血管保护及神经保护[17,18]等多种生物活性。基于其优异的生理功能，异槲皮素已被广泛应用于功能

性食品配料及天然药物先导化合物开发领域。因此，建立绿色高效的异槲皮素制备方法，对于其产业化应用具有

重要意义，其中酶法转化芦丁被认为是一条具有良好应用前景的绿色合成途径。 

α-L-鼠李糖苷酶（α-L-rhamnosidase，EC 3.2.1.40）是一类能够特异性水解糖苷类化合物末端 α-L-鼠李糖基的

水解酶[19]，广泛存在于微生物、植物及动物组织中[20]。该酶在食品、医药及化工等领域具有重要应用价值，例如

用于降低柑橘果汁苦味[21]、合成具有生物活性的鼠李糖基衍生物[22]，以及定向转化天然黄酮苷类化合物以提高其

生物活性[23,24]。然而，天然来源的 α-L-鼠李糖苷酶普遍存在催化效率较低、热稳定性不足或底物特异性受限等问

题[25]，限制了其工业应用。近年来，蛋白质工程，尤其是基于结构指导的定点突变策略，已成为提升酶催化性能

与稳定性的有效手段[26,27]。同时，分子对接与分子动力学模拟能够从原子水平解析酶–底物相互作用机制及突变对

蛋白构象动态的影响，为高性能酶的理性设计提供重要理论依据。本研究以来源于 Dictyoglomus thermophilum 的

α-L-鼠李糖苷酶（DthRha）为研究对象，基于前期结构与功能分析[28]，设计并构建了一系列联合突变体，并筛选

获得性能最优的 R783A/R386A 突变体。进一步地，通过分子对接模拟分析突变体与底物芦丁的结合模式，并结

合分子动力学模拟评估突变对酶构象柔性及稳定性的影响。在此基础上，对 R783A/R386A 突变体的芦丁转化性

能进行了系统实验验证，评估其催化效率及产物生成能力，以期为 α-L-鼠李糖苷酶的理性改造及其在黄酮苷类化

合物生物转化中的应用提供理论依据与实验支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

α-L-鼠李糖苷酶基因来源于 Dictyoglomus thermophilum（DthRha，GenBank:WP_012548615），经密码子优化

后，由金斯瑞（中国南京）公司合成并克隆到了载体 pET-28a 中。大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）BL21（DE3）

的感受态细胞以及大肠杆菌 DH5α由北京的 TransGen Biotech 公司提供。芦丁、卡那霉素由上海的 Macklin 公司

提供。限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶由德国的 Thermo Fisher Scientific 公司提供。 

1.2  主要试剂 

5000 DNA Marker，宝生物工程（大连）有限公司；质粒小提试剂盒（离心柱型）、位点特异性突变导入试剂

盒，天根生化科技（北京）有限公司；对硝基苯基-α-L-吡喃鼠李糖苷（pNPR），美国 Sigma 公司；其余化学试剂

（分析纯），国药集团化学试剂有限公司。所有化学试剂均从商业渠道购买并直接使用。 

1.3  仪器与设备 

XM-650DT 超声波细胞破碎机，小美超声仪器（昆山）有限公司；UV-2600 i 紫外分光光度计、LC-20A 二元

高压液相色谱仪，日本岛津仪器有限公司；Mastercyler nexus X1 聚合酶链反应基因扩增仪、Centriifuge 5810 R 低

温高速离心机，德国 Eppendorf 公司；AKTA Pure 25 蛋白纯化系统，美国 General Electric 公司。 

1.4   方法 

1.4.1  联合突变体质粒的构建与转化 

以课题组前期通过丙氨酸扫描获得的优良单点突变体质粒为模板，采用定点突变策略构建联合突变体质粒。

引物序列见表 1。突变质粒经扩增与纯化后，转化至 E. coli DH5α感受态细胞中，并在含卡那霉素的液体培养基

上进行抗性筛选。对获得的阳性克隆进行菌落 PCR 鉴定，并通过琼脂糖凝胶电泳验证目标片段的正确性。随后，

将验证正确的重组质粒送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序确认。测序结果正确的联合突变体质粒

进一步转化至 E. coli BL21(DE3)感受态细胞中，筛选单菌落进行扩大培养，并建立甘油保种菌株，用于后续蛋白
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表达及功能分析实验。 

表1 定点突变引物序列 

Table 1 The PCR primers used in this study  

Name Primers (5’-3’) 

R386A-F AACTATAGCACTAACGCTACCGCGCTGG 

R386A-R 

R477A-F 

R477A-R 

E479A-F 

E479A-R 

D523A-F 

D523A-R 

S530A-F 

S530A-R 

Y587A-F 

Y587A-R 

W590A-F 

W590A-R 

R783A-F 

R783A-R 

GCGTTAGTGCTATAGTTTAATGTACCG 

ACTGATTGTCCGCAGGCTGACGAACGTA 

GCCTGCGGACAATCAGTCGGGATGGACA 

TGTCCGCAGCGTGACGCACGTATGGGTT 

GCGTCAGCCTGCGGACAATCAGTCGGGA 

AACGGCAGCCTGAGCGCTGTTATTCCAC 

GCGCTCAGGCTGCCGTTTTCTTTTTGGG 

ATTCCACCGTATTGGGCCATCTACCCGG 

GCCCAATACGGTGGAATAACATCGCTCA 

GTCAGCTTCTACAAAGCCGGCGACTGGT 

GCTTTGTAGAAGCTGACGATATAGTCCGG 

TACAAATACGGCGACGCGTGTCAGCCGG 

GCGTCGCCGTATTTGTAGAAGCTGACGA 

ACTACGCTGTGGGAAGCCTGGGAAAAGC 

GCTTCCCACAGCGTAGTCGCGCCTTCTT 

1.4.2  联合突变体的表达与纯化 

依据已报道的方法，略有修改[29,30]。采用 E. coli BL21（DE3）感受态作为宿主菌种，将重组质粒导入菌种细

胞；将菌株接种至 5 mL 卡那霉素质量浓度为 50 μg·mL
-1的液体培养基，37 ℃条件下进行过夜培养；诱导条件延

用课题组前期实验条件，将种子液以 1%接种量接种到 250 mL 的摇瓶中扩大培养，当菌液密度（以 OD600计）达

到 0.6~0.8 时，加入 20 μL 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（50 mmol·L
-1）溶液，20 ℃条件下诱导反应 20 h；诱导结束

后，离心（8 000 r·min
-1，20 min），弃去上清液；使用 20 mL 磷酸缓冲液（100 mmol·L

-1，pH 7.4）复溶菌体沉淀，

细胞破碎（功率 40%，工作 3 s，停止 2 s，20 min），再次离心（12 000 r·min
-1，20 min，4 ℃），保留上清液，利

用亲和层析镍柱对目的蛋白进行纯化。为评估纯化效果，对所有收集样品进行了十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis，SDS-PAGE）电泳分析，相对酶活力检测和蛋白

质质量浓度测定。 

1.4.3  分子对接 

使用 Autodock Tools-1.5.7 对蛋白质、底物结构文件进行前处理；采用 Autodock Vina 进行分子对接，采用盲

点对接，对接盒子覆盖蛋白质分子，对接盒子大小为 32.6 Å×27.0 Å×27.4 Å，对接中心坐标为（-34.379，-63.868，

17.13）。使用 PyMOL 和 Ligplot 分析酶-底物相互作用力并进行可视化作图。 

1.4.4  联合突变体酶学性质的测定 

1.4.4.1  相对酶活力的测定 

将 WT 与突变体的蛋白质稀释到 0.5 mg·mL
-1，以 WT 作为对照组，在 1.2 mL 磷酸缓冲液（100 mmol·L

-1，     

pH 8.0）反应体系中，含 5 mmol·L
-1

 pNPR 和适当稀释的酶液。于 50 ℃下反应 5 min，待反应结束后迅速测定其

在 405 nm 下的吸光度。  

1.4.4.2  最适温度的测定 

测定方法同 1.4.4.1，分别在 30、40、50、60、70、80、90 ℃进行反应，测定反应液的吸光度，以最适温度为

参照，测定其相对酶活力。 

1.4.4.3  温度稳定性的测定 

测定方法同 1.4.4.1，将酶液分别于最适温度下置于恒温水浴锅中处理一定时间，测定反应液的吸光度，以 0 min

为参照，测定相对酶活力。 
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1.4.4.4  最适 pH 值的测定 

测定方法同 1.4.4.1，在 pH 值为 3.0~9.0 的条件下分别进行反应，测定反应液的吸光度，以最适 pH 值为参照，

计算相对酶活力。 

1.4.4.5  pH 值稳定性的测定 

测定方法同 1.4.4.1，在 pH 值为 3.0~9.0 的条件下分别进行反应，测定反应液的吸光度，以 WT 在最适 pH 值

下的酶活为参照，计算相对酶活力。 

1.4.4.6  金属离子对酶活性影响 

测定方法同 1.4.4.1，分别加入体积分数为 10%的 5 mmol·L
-1金属离子溶液，包括含 Fe

2+、Cu
2+、Na

+、Ca
2+、

Co
2+、Mg

2+的溶液，以不添加金属离子的体系作为空白对照，测定并计算各组对应的相对酶活力。 

1.4.4.7  有机溶剂对酶活性影响 

酶活力测定方法参照 1.4.4.1，本实验分别向反应体系中加入体积分数为 10%的有机溶剂，包括甲醇（Methanol，

MeOH）、乙醇（Ethanol）、乙腈（Acetonitrile，ACN）及二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO），以不添加有

机溶剂的体系作为空白对照，测定并计算各组对应的相对酶活力。 

1.4.4.8  酶动力曲线的测定 

参照相对酶活力的测定方法同1.4.4.1，在pNPR摩尔浓度为0~5 mmol·L
-1

 的条件下分别进行反应，反应2 min，

测定反应液的吸光度。计算反应速率，并绘制酶动力曲线。 

1.4.5  分子动力学模拟 

使用 sobtop
[31]在 GAFF 立场下生成底物分子的拓扑文件，在拓扑参数生成过程中，Sobtop 调用 Antechamber

程序，并采用 AM1-BCC 方法计算分子原子电荷，随后生成包含原子类型、键参数及电荷信息的拓扑文件。采用

GROMACS 2023.4 软件并选择 GROMOS96 54a7 力场计算原子参数对野生型 WT 与双突变体 R783A/R386A 分别

进行 30 ns 纯蛋白质和酶-底物复合体系的分子动力学模拟，分析主链均方根偏差（Root Mean Square Deviation，

RMSD）、回转半径（Radius of Gyration，Rg）及残基均方根波动（Root Mean Square Fluctuation，RMSF），复合

物的溶剂及表面积等，评估两者的结构稳定性、紧凑性与刚柔性差异。通过 MM-PBSA 方法，分析酶与底物结合

时各个氨基酸相互作用的能量变化。 

1.4.6  联合突变体催化合成异槲皮苷 

在 1 mL 反应体系，芦丁浓度分别为 5、10、50 mmol·L
-1，酶添加量为 3 mg·mL

-1，酶与底物各 500 uL 中，在

60 ℃、180 r·min
-1条件下进行底物浓度对催化反应影响实验；芦丁浓度 50 mmol·L

-1，酶添加量 4、5、6 mg·mL
-1，

酶与底物各 500 uL 中，在 60 ℃、180 r·min
-1条件下进行酶浓度对催化反应影响实验。在不同反应时间下从反应混

合物中取样，然后用乙腈:水（3:7）稀释，离心过滤膜后用于 HPLC 分析，计算产物产率。 

产率定义为产物实际生成的摩尔浓度与产物理论生成的摩尔浓度的比值，即 

1

2

100%
C

Y
C

                   （1） 

式中： 

Y——表示产率，%； 

C1——表示实际产物浓度，mmol·L-1； 

C2——表示根据底物初始浓度计算的产物理论浓度，mmol·L-1。 

HPLC 检测条件：流动相：体积分数为 0.1%甲酸溶液和乙腈，流速 1 mL·min
-1，进样量 10 μL，在 270 nm 梯

度洗脱，梯度洗脱程序（洗脱程序见表 2），柱温 35 ℃。 

表2 流动相梯度洗脱程序 

Table 2 Binary gradient elution program of the mobile phase  

Time/min Mobile phase A(0.1% methane acid) Moble phase B(acetonitrile) 

0.01 72 28 

12.00 72 28 

17.00 10 90 

18.00 10 90 
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22.00 72 28 

25.00 72 28 

1.4.7  数据处理 

每组试验设置 3 个平行，取平均值，采用 Excel 2019 和 Origin 2023 软件进行数据处理及相关图表的绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  联合突变体的构建及酶学性质分析 

2.1.1  联合突变体的构建与纯化 

 

图1 WT和各突变体酶的SDS-PAGE分析 

Fig.1 SDS-PAGE of WT and combined mutants 

注：Lane M：蛋白分子量标准（Marker）；Lane 1-8：经镍柱分离纯化得到的酶液，依次为 WT、Y587A/W590A、R783A/R386A、

R783A/Y587A、R783A/W590A、R783A/S530A、D523A/S530A 和 E477A/E479A。 

α-L-鼠李糖苷酶可催化芦丁选择性脱去鼠李糖残基生成异槲皮素。为提高 DthRha 对芦丁的催化活性，基于结

构分析，对 Arg783、Arg386、Asp523 及 Ser530 位点分别进行定点突变（Ala 替换），构建相应重组表达质粒。重

组菌株细胞在诱导表达后，经超声破碎后离心收集上清，利用亲和层析镍柱对目标蛋白进行纯化，获得较高纯度

的重组 α-L-鼠李糖苷酶。纯化后的蛋白通过 SDS-PAGE 进行分析验证。结果如图 1 所示，纯化蛋白在约 102 kDa

处出现单一条带，与理论分子量一致，表明目标蛋白表达正确且纯化效果良好。 

2.1.2  联合突变体的酶活性测定 
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图 2 WT及突变体酶的酶活性测定 

Fig.2 Determination of enzyme activity of WT and mutant enzymes 

注：数据分析采用单因素方差分析及 Dunnett 多重比较进行统计学差异分析。***表示差异极显著（P<0.001），**表示差异高度

显著（P<0.01），#表示边缘显著（P<0.1），无标记则表示没有显著差异。 

为评价不同联合突变对酶催化性能的影响，将野生型 WT 及各联合突变体蛋白调整至相同适宜浓度，并在统

一反应条件下测定其相对酶活力。结果如图 2 所示，与 WT 相比，部分联合突变体的相对酶活力呈一定程度提升。

其中，R783A/S530A 与 R783A/R386A 提升极显著，显著性差异大于 99.9%，其活性分别为 WT 的 9.35 倍和 7.63
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倍。WT、R783A/S530A 和 R783A/R386A 的比酶活分别为 30.74、239.55 和 187.64 U·mg
-1。结果表明，Arg783、

Ser530、Arg386 位点的联合突变能够显著增强酶的催化性能，其中 R783A/S530A 和 R783A/R386A 表现出最优催

化增强效果，但在酶的热稳定性实验中发现 R78A/R386A 的温度稳定性优于 R783A/S530A（图 3b），故选择该酶

进行后续研究。 

2.1.3  联合突变体的酶学性质 

2.1.3.1  最适温度和温度稳定性 
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图3 WT及联合突变体的最适温度与热稳定性 

Fig.3 Optimal temperature and thermostability of WT and double mutants 

注：（a）最适温度；（b）热稳定性。 

为考察联合突变对酶最适温度及热稳定性的影响，在 30~90 ℃范围内测定野生型 WT 及联合突变体

R783A/S530A 和 R783A/R386A 的相对酶活力，并以各自最适温度下的酶活力定义为 100%。如图 3a 所示，WT

与 R783A/S530A 的酶活性均随温度升高在 30~60 ℃范围内逐渐增加，并在 60 ℃达到最高值；当温度超过 60 ℃后，

酶活力显著下降。相比之下，R783A/R386A 的最适温度向高温方向偏移，在 30~70 ℃范围内酶活持续升高，并于

70 ℃达到最高；当温度超过 70 ℃后，其酶活迅速下降。 

为进一步研究酶的热稳定性，将 WT 及突变体在各自最适温度下孵育 3 h，并每 30 min 测定一次残余酶活力，

以初始活性为 100%。结果如图 3b所示，WT与R783A/S530A 的酶活随孵育时间延长均明显下降；而R783A/R386A

在 3 h 孵育后仍保留 90.4%的残余活性，展现较好热稳定性。此外，当反应温度超过最适温度后，所有酶活均出

现不同程度下降，这可能归因于高温诱导的蛋白构象热变性，从而破坏酶活性口袋的局部或整体构象平衡[32]。其

中，R783A/S530A 在 60 ℃以上迅速失活，WT 在 60 ℃以上缓慢下降并在 90 ℃时仍保留约 60%活性，而

R783A/R386A 在 80 ℃以上活性急剧下降至 10%以下，表明其在高温区间仍保持一定结构稳定性，但超过临界温

度后发生快速失活。R783A/R386A 突变显著提升了酶的热稳定性，而 Arg386 位点可能在维持酶结构稳定性及调

控热适应性方面具有关键作用。 

2.1.3.2  联合突变体的最适 pH 值和 pH 稳定性 
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图4 WT及联合突变体的最适pH值和 pH值稳定性 

Fig.4 Optimal pH and pH stability of WT and double mutants 

注：（a）最适 pH 值；（b）pH 值稳定性。 

为研究联合突变对酶最适 pH 值及 pH 稳定性的影响，在 pH 3.0~9.0 值范围内测定野生型 WT 及联合突变体
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的相对酶活力。以各酶在最适 pH 值条件下的酶活力定义为 100%，结果如图 4a 所示。WT 及各联合突变体的酶

活性均随反应体系 pH 值由酸性向碱性变化呈现先升高后降低的趋势，且三者的最适 pH 值均为 8，表明联合突变

未改变酶的最适 pH 值特性。进一步地，将 WT 及联合突变体分别置于不同 pH 值条件下，于 4 ℃保存 24 h 后测

定残余酶活力，以 WT 在 pH 8 条件下保存后的酶活力作为 100%。结果如图 4b 所示，三种酶在 pH 8 条件下均表

现出最佳稳定性，说明弱碱性环境更有利于维持酶的结构稳定性及活性，并适合作为酶的储存条件。 

2.1.3.3  金属离子和有机溶剂对 R783A/R386A 酶活性的影响 
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图5 金属离子和有机溶剂对WT及联合突变体酶活性的影响 

Fig.5 Effect of metal ions and Organic solvent on the relative activity of WT and R783A/R386A 

注：（a）金属离子对酶活性影响；（b）有机溶剂对酶活性影响。 

金属离子可通过作为电子供体或受体参与催化过程，也可与酶分子中的氨基、羧基等基团相互作用，从而对

酶活性产生激活或抑制作用。为评估金属离子对酶催化性能的影响，研究了添加 5 mmol·L
-1

 Na
+、Fe

2+、Cu
2+、Ca

2+、

Mg
2+及 Co

2+对 WT 和 R783A/R386A 酶活性的影响。结果如图 5a 所示，Fe
2+和 Mg

2+对 WT 展现一定的激活作用。

而大多数金属离子对 R783A/R386A 酶活性影响较小。进一步研究了体积分数为 10%的有机溶剂对 WT 和

R783A/R386A 酶活性的影响。结果如图 5b 所示，在所测试的有机溶剂条件下，两种酶整体表现出较好的耐受性，

大多数有机溶剂对酶活性的影响较小。其中，甲醇对 WT 及 R783A/R386A 均表现出一定程度的抑制作用。在该

条件下，WT 与 R783A/R386A 在甲醇中的相对酶活力分别降至 60.19%、83.13%，表明突变体酶 R783A/R386A 对

甲醇的耐受性明显增强。根据分子动力学模拟结果（图 9），突变后活性口袋周围柔性环区的动态性增强，同时体

系维持更多的氢键数量（图 9d），形成了更稳定的分子内氢键网络。增强的氢键网络可在甲醇环境中维持活性中

心关键残基的空间取向。另外，双突变体整体构象的适度舒展（图 9b）及表面暴露区域的增加（图 9e）可能促使

甲醇分子更倾向于分布在蛋白表面而非渗入活性中心内部，从而减轻了甲醇对催化构象的直接影响。 

2.1.3.4  动力学分析 
表3 酶动力学参数 

Table 3 Enzyme kinetic parameters 

Enzyme name Vmax/(mmol·L-1·min-1) Km/(mmol·L-1) kcat/(s
-1) k

cat
K

 m

-1/(L·mmol-1·s-1) Ref 

WT 21.37±0.01 1.68±0.08 4.61±0.001 2.74±0.13 This study 

R783A/R386A 9.80±0.01** 0.45±0.02*** 2.97±0.001** 6.69±0.30** This study 

Streptomyces-K276A — 0.01±0.00 0.02±0.00 2.83±0.29 [33] 

Penicillium 

griseoroseum 

MTCC-9224 

— 0.65 43.65 — [34] 

St-Rha — 12.77 5.60 0.44 [35] 

注：数据分析采用独立样本 t 检验进行统计学差异分析。***表示差异极显著（P<0.001），**表示差异高度显著（P<0.01）。 

为深入探究野生型 WT 及 R783A/R386A 双突变对酶催化性质的影响，本研究进行了动力学参数分析，结果

如表 3 所示。与 WT 相比，R783A/R386A 的 Km值降低了 73.2%，表明该双突变显著增强了对底物的亲和力。同

时，WT 与 R783A/R386A 的 kcat·Km
-1值分别为 2.74±0.13 L·mmol

-1
·s

-1和 6.69±0.30 L·mmol
-1

·s
-1，对比动力学参数可

发现，双突变体 R783A/R386A 的 kcat·Km
-1升高主要源于 Km降低带来的底物亲和力增强，但其周转数 kcat较野生型
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下降约 36%，表明该突变在改善底物结合的同时降低了催化转化速率。这一权衡使突变体在低底物浓度条件（如

代谢物低的细胞区室或底物成本高昂的工业应用）下具有底物捕获优势，但在底物饱和的高通量场景（如工业发

酵或高浓度底物生物转化）中，kcat下降直接限制了最大产物生成速率，因此需进一步优化该酶以平衡亲和力与转

换数；同时 kcat受损提示 Arg783 和 Arg386 在野生型酶中可能参与过渡态稳定，为后续进一步的酶工程改造提供

了思路。与已报道的其他鼠李糖苷酶相比，R783A/R386A 在底物亲和力方面优于 Penicillium griseoroseum 

MTCC-9224 及 St-Rha
[34,35]，催化效率也有显著提升。尽管其催化常数略低于 Penicillium griseoroseum 

MTCC-9224
[34]，但相较于 Streptomyces-K276A

[33]，该突变体在底物亲和力方面表现更优，尽管后者的转换数和催

化效率略高。上述差异主要源于不同来源酶的氨基酸组成、活性中心微环境存在区别，也说明 R783A/R386A 位

点突变是优化该酶底物识别能力的有效策略。 

2.2  R783A/R386A催化合成异槲皮苷 

为探究联合突变体 R783A/R386A 在实际转化工艺中的应用潜力，测定了其催化芦丁水解制备异槲皮素的效

能，结果如图 6、7 所示。由图 6a 可知，当底物浓度为 5 mmol·L
-1，10 mmol·L

-1时，R783A/R386A 均能实现底物

完全转化，产率均达到 97%以上。然而，当底物浓度提升至 50 mmol·L
-1，酶浓度为 3 mg·mL

-1时，产率下降至约

50%，进一步分析图 6b 可知，在固定底物浓度为 50 mmol·L
-1的条件下，将酶浓度分别提高至 4、5 及 6 mg·mL

-1，

反应 24 h 后，各组的产率均超过 90%。上述结果表明，相较于单一突变或野生型酶，该联合突变体在突变后显著

增强了对芦丁的催化活性。通过对反应条件的系统优化（加酶量 4~6 mg·mL
-1，底物浓度 50 mmol·L

-1），

R783A/R386A 突变酶可使高浓度底物转化率由约 50%大幅提升至 90%以上，展现出优异的底物耐受性与催化效

率。因此，R783A/R386A 突变酶为异槲皮素的绿色、高效酶法制备提供了一条兼具高催化活性与工艺适应性的可

行技术路径。 

 

 

图6 R783A/R386A 催化芦丁制备异槲皮素 

Fig.6 Conversion of rutin to isoquercitrin by R783A/R386A 

注：（a）不同底物浓度对 R783A/R386A 催化反应的影响；（b）不同酶浓度对 R783A/R386A 催化反应的影响。 

 

图7 R783A/R386A催化芦丁生成异槲皮苷HPLC色谱图 

Fig.7 HPLC chromatograms showing the conversion of rutin to isoquercitrin catalyzed by R783A/R386A 

2.3  分子对接分析 
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为探究野生型 WT 中 Arg783 及 Arg386 残基对催化活性的影响机制，本研究首先对 WT-底物复合物进行了分

子对接分析，结果如图 8a 所示。对接结果表明，WT 与底物之间形成高度稳定的刚性结合构象，该构象主要由

Arg783 和 Arg386 等残基通过密集的短距氢键网络（1.8~2.9 Å）所维系。亲和力过强也可能式限制催化效率的因

素之一[36]，而 WT 和芦丁的结合模式便具有较强的亲和力，可将配体构象锁定于催化前态，严重限制了催化循环

所必需的构象弛豫及过渡态的形成，构成了动力学障碍，从而限制了催化效率。双突变通过截断侧链胍基，消解

了局部氢键约束与正电荷排斥，促使活性口袋柔性扩张，解除了对底物构象自由度的过度限制，显著降低了催化

过渡态的结构能量壁垒并加速催化周转。MM-PBSA 能量分解（表 4）表明，R783A/R386A 双突变通过降低极性

溶剂化能（ΔEPB），减少了底物结合时的去溶剂化惩罚，同时略微增强了静电相互作用，重构了结合驱动力，最

终实现了更优的总结合自由能[37]。 

该突变策略有效优化了活性口袋的理化环境，增强了酶与芦丁的结合稳定性，为催化效率的提升提供了结构

基础。能量计算结果显示，WT-芦丁复合物的结合自由能 ΔEbind为-10.63 kcal·mol
-1，而 R783A/R386A 突变体复合

物的 ΔEbind为-17.24 kcal·mol
-1，较野生型降低了 6.61 kcal·mol

-1。这表明双突变显著增强了酶与底物的结合亲和力，

在酶动力学参数测定中，双突变后的 Km 值显著下降，虽然双突变的 kcat 值比野生型小，证明其催化常数小，但 

kcat·Km
-1仍显著比野生型高，与实验观察到的亲和力和催化效率提升趋势一致。 

（a）

（b）

 

图8 WT、R783A/R386A对接芦丁复合体系构象及相互作用力 

Fig.8 Complex conformation, and interaction forces of WT and R783A/R386A docked with rutin 

注：（a）WT-rutin 复合体系构象及相互作用力；（b）R783A/R386A-rutin 复合体系构象及相互作用力。 

表4 WT，R783A/R386A与 rutin复合物体系结合自由能 

Table 4 Binding free energy of complex systems of WT and R783A/R386A with rutin 

Contribution terms WT-rutin complex R783A/R386A-rutin complex 

ΔEPB 232.53 217.10 

ΔESASA -5.17 -3.88 

ΔEvdw -49.56 -34.91 

ΔEelec -188.43 -195.54 

ΔEbind -10.63 -17.24 

注：ΔEvdw为酶与底物的范德华力；ΔEelec为酶与底物的静电相互作用力；ΔEPB为酶与底物的极性溶剂化能；ΔESASA为酶与底物

的非极性溶剂化能；ΔEbind为复合物体系总结合自由能。 
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2.4  分子动力学模拟 

为探究野生型 WT 与 R783A/R386A 突变体与芦丁复合物的整体结构稳定性，本研究对两个体系进行了分子

动力学模拟，结果如图 9 所示。复合体系的均方根偏差结果如图 9a 所示，15 ns 内，WT 和突变体的 RMSD 都快

速上升并逐渐趋于稳定，进入平衡状态，平衡后突变体 R783A/R386A 的 RMSD 明显高于 WT，分别为 0.18 nm

和 0.15 nm，且波动更大。表明该突变体与芦丁结合后整体骨架的构象波动较 WT 更为显著，柔性更强。回转半

径 Rg 随时间的变化结果如图 9b 所示，平衡后，突变体 R783A/R386A 的 Rg 整体高于 WT，提示该复合物的整体

构象较 WT 更为舒展、松散度更高。这种适度的结构膨胀反映了蛋白构象动态性的增强，为底物结合及催化构象

的调整提供了空间。均方根波动（RMSF）分析结果如图 9c 所示。与 WT 相比，R783A/R386A 突变体整体骨架

柔性有所增加，在 N 端 1~20 残基及 150~200 残基区间出现两处明显的高柔性峰。进一步结合结构定位分析（图

9）发现，上述两个区段均位于底物结合口袋附近的柔性环区域，而 Arg386 和 Arg783 突变位点与其空间位置相

邻。双突变后局部相互作用网络发生调整，使口袋周围环区动态性增强，从而提高了底物结合口袋的构象柔性。

氢键数量分析如图 9d 所示，与 WT 相比，R783A/R386A 突变体体系在整个模拟过程中保持了更高的平均氢键数

量，尤其在 7.5 ns 之前，其氢键数量明显高于 WT，说明突变后体系中残基间相互作用增强，形成了更加稳定的

氢键网络。溶剂可及其表面积（Solvent accessible surface area，SASA）分析如图 9e 所示，与 WT 相比，R783A/R386A

体系表现出更高的 SASA 值，说明突变后复合物表面暴露区域增加，蛋白构象可能发生一定程度的开放变化，使

部分原本埋藏的区域与溶剂接触增加。双突变体的构象动态变化贯穿于“结合–催化–释放”完整催化循环的多个

环节。在底物结合阶段，R783A/R386A 突变体口袋局部柔性提升及构象舒展，降低了底物进入活性中心的空间位

阻，促进底物分子有效进入结合口袋[38]。在过渡态稳定化阶段，Arg783 和 Arg386 残基位于催化环区与活性口袋

的交界处，双突变后局部氢键网络发生重排（图 9d），催化环区的动态波动适度增强（图 9c），使得活性中心能够

在底物结合后快速重排形成适配反应过渡态的构象。这种动态机制通过降低催化环区的构象刚性、允许关键催化

残基在过渡态形成时达到最优空间取向，从而降低过渡态自由能垒[39,40]。在产物释放阶段，蛋白表面区域构象调

整弱化了口袋与产物之间非特异性氢键束缚，缓解产物在口袋内部的滞留，有利于催化产物快速解离释放。 
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图9 WT、R783A/R386A与芦丁复合物体系的RMSD、Rg、RMSF、氢键数量和溶剂可及表面积分析 

Fig.9 RMSD, Rg, RMSF, hydrogen number and area of the complex systems of WT and R783A/R386A with rutin 

注：（a）复合物体系的 RMSD 分析；（b）复合物体系的 Rg 分析；（c）复合物体系的 RMSF 分析;（d）复合物体系的氢键数量

分析；（e）复合物体系的溶剂可及表面积分析。 
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3  结论  

本研究以 α-L-鼠李糖苷酶 DthRha 为研究对象，通过联合突变策略构建了多个双突变体，并成功筛选出催化

活性与热稳定性最优的 R783A/R386A 突变体。对该突变体的系统酶学性质表征表明，Arg386 和 Arg783 双位点突

变后，酶活力较野生型显著提升 7.63 倍，热稳定性亦明显增强，在 70 ℃下孵育 3 h 后仍保持 90.4%的残余活性。

动力学分析显示，该突变体的 Km值为 0.45 mmol·L
-1，kcat·Km

-1值为 6.69 L·mmol
-1

·s
-1，表明其对底物芦丁具有较高

的亲和力，并在一定条件下表现出更优的底物利用能力。在以芦丁为底物合成异槲皮素的反应中，产率达到 97%，

展现出优异的催化性能。分子机制研究表明，R783A/R386A 突变通过截断精氨酸侧链消解活性口袋刚性约束，重

构氢键-疏水杂化互作网络，优化结合自由能组分，实现了从刚性结合向柔性催化的转变，从而协同提升催化活性

与稳定性。本研究不仅为其应用于异槲皮素的绿色生物制造提供了优良酶资源和理论依据，也为 α-L-鼠李糖苷酶

的理性改造提供了可行策略。本研究不仅为其应用于异槲皮素的绿色生物制造提供了优良酶资源和理论依据，也

为 α-L-鼠李糖苷酶的理性改造提供了可行策略，未来可进一步探索饱和突变策略，以定向提升其催化性能。 
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