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分子模拟对接和定点突变提高 10β–去乙酰巴卡亭Ⅲ

乙酰氧基转移酶的活力
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摘要: 【目的】提高 10β–去乙酰巴卡亭Ⅲ乙酰氧基转移酶 (DBAT) 活力，从而更高效地体外酶促合成巴卡亭Ⅲ。

【方法】通过 DBAT与其天然底物乙酰 CoA的计算机分子模拟对接，选定 C165W、N300I、F160C 3个氨基酸残基进

行单点定点突变。突变基因经大肠埃希菌重组表达，突变重组酶特性经体外酶促反应测定。【结果】3种突变重组酶

的相对分子质量为 67 000；最适反应温度均为 32.5 ℃，与野生酶 DBAT 一致；DBATF160C 与 DBAT 的最适反应

pH 为 7.5，略高于 DBATC165W 和 DBATN300I 的最适反应 pH(7.0)；DBATC165W、DBATF160C 和 DBATN300I 的比活力与

DBAT相比分别提高了 61.5%、59.6%和 19.2%，催化效率分别提高了 55.4%、35.1%和 2.9%，3种突变酶的米式常

数 (Km)和最大反应速率 (vmax)均高于 DBAT。【结论】疏水突变导致突变酶的比活力相比野生型均有显著提高，研

究结果为体外高效酶促合成紫杉醇化学半合成的直接前体物巴卡亭Ⅲ奠定了基础。
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Abstract: 【Objective】To increase the activity of 10-deacetyl baccatin Ⅲ-10β-O-acetyl transferase (DBAT)

and the efficiency of in vitro enzymatic synthesis of baccatin Ⅲ.【Method】Computer simulation of molecular

docking between DBAT and its natural substrate acetyl CoA was performed. Three amino acid residues

including C165W, N300I and F160C were chosen for site-directed mutation. The recombinant mutants were

expressed in Escherichia coli and their enzymatic properties were determined by reactions in vitro.【Result】The

relative molecular mass of each of the three mutant enzymes was 67 000, and the optimum reaction temperature

was 32.5 ℃ which was consistant with that of the wild type enzyme (DBAT). The optimum reaction pH of

DBATF160C or DBAT was 7.5, slightly higher than that of DBATC165W or DBATN300I (pH 7.0). Compared with

DBAT, DBATC165W, DBATF160C and DBATN300I had 61.5%, 59.6% and 19.2% higher specific activities, 55.4%、

35.1% and 2.9% higher catalytic efficiency, as well as higher Km and vmax.【Conclusion】Hydrophobic

mutations lead to significantly increased specific activities for mutant enzymes compared with the wild type 
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enzyme. This study provides a basis for efficient in vitro enzymatic synthesis of baccatin Ⅲ, a direct precursor

for chemical semi-synthesis of anti-cancer drug paclitaxel.

Key words:  10-deacetyl baccatin III-10β-O-acetyl transferase; molecular docking; site-directed mutation; specific

activity; enzymatic reaction; baccatin Ⅲ
  

癌症对人类的健康和生命构成了严重的威胁，

是目前仅次于心脑血管疾病的第 2 大致死疾病[1] 。
紫杉醇 (Taxol) 作为从红豆杉属 Taxus 植物中分离

出的一种二萜类化合物，是现已被广泛应用的高效

低毒的广谱抗癌药物[2-3]。紫杉醇原料药可以来源于

植物提取、化学全合成、化学半合成等途径。其中，

植物提取主要通过红豆杉树皮作为原料来实现。而

红豆杉是我国二级濒危植物品种，从红豆杉中直接

提取紫杉醇，具有产量低、分离度低、破坏珍稀植物

资源的缺点。另一方面，由于紫杉醇结构相对复杂，

化学全合成紫杉醇步骤繁多、工艺复杂、环境污染

问题严重，难以实现可持续生产[4-5]。红豆杉针叶中

含有较多的 10–去乙酰巴卡亭Ⅲ ( 10 - d e a c e t y
baccatin Ⅲ, 10-DAB)，通过从针叶中提取 10-DAB，
可在避免破坏红豆杉植物资源的前提下，实现紫杉

醇的化学半合成。目前，紫杉醇的天然生物合成反

应途径已基本明确，其中，紫杉烷环母核上的最后

1 步修饰反应是反应途径中的关键步骤，由 10β–去
乙酰巴卡亭Ⅲ乙酰氧基转移酶 (10-deacetyl baccatin
Ⅲ-10β-O-acetyl transferase, DBAT) 催化乙酰化完

成。DBAT 利用天然酰基供体乙酰 CoA，可催化

10-DAB 的 C10 位羟基乙酰化，形成紫杉醇重要前

体物质—巴卡亭Ⅲ [ 6 - 8 ]。因此，通过异源表达

DBAT 来合成紫杉醇前体物巴卡亭Ⅲ，再经过化学

半合成紫杉醇，是目前紫杉醇药源最具应用前景的

生产方法，可有效缓解市场上突出的紫杉醇供求矛

盾，对濒危药用植物红豆杉的保护也具有非常重要

的意义[9-11]。

天然 10β–去乙酰巴卡亭Ⅲ乙酰氧基转移酶活

性较低，难以满足工业化生产需求。从基因水平上

对 DBAT 进行改造，主要可选择非理性设计、半理

性设计和理性设计 3种技术思路。其中理性设计是

在一定的结构或功能信息辅助下，依据某种结构功

能特性，预测特定氨基酸位点的优化结果，并结合

分子生物学方法进行验证的改造策略[12-13]。疏水相

互作用是促进蛋白质正确折叠的主要驱动力，也是

维持蛋白构象稳定的重要因素之一[14-15]。有研究表

明，将聚合酶活性位点的水分子驱除，会放大无误

碱基对与错配碱基对之间的自由能差异，从而促进

聚合酶的高保真度与准确度 [ 1 6 ]。据此，推测在

DBAT酶分子催化口袋内部或邻近区域引入疏水性

残基，或能通过促进水分子的驱除，加强底物与活

性位点残基的反应[17]。本研究以改变 DBAT活性中

心的疏水环境为切入点，通过分子模拟对接和定点

突变试验，构建并验证突变体，以期在增强氨基酸

残基之间的疏水相互作用、提高蛋白质构象稳定的

同时，提高酶的催化性能，为该酶的后续深入研究

和工业应用提供依据，并为其突变酶及酶促反应提

供技术支撑。

1   材料与方法

1.1    材料

含有 dbat 基因的表达载体 pET-32a-dbat 和
DBAT 同源建模模型，分别由广东省微生态制剂工

程技术研究中心的尤琳峰和黄佳俊博士构建；大肠

埃希菌 Escherichia coli 菌株 DH5α 和 BL21(DE3)，
由广东省微生态制剂工程技术研究中心保存。

1.2    分子对接

使用 Auto Vina软件对 DBAT及其天然底物乙

酰 CoA进行分子对接模拟，利用WinPyMol软件对

活性中心氨基酸进行模拟突变并与底物对接，依据

氨基酸疏水性和对接后结合能的变化，选定拟突变

位点进行下一步试验。

1.3    突变质粒的构建和转化

1.3.1    引物设计　根据分子对接选定的拟突变位

点，设计突变引物 (表 1)。
1.3.2    全质粒 PCR 构建突变质粒　以 pET-32a-
dbat 质粒为模板，利用相应的点突变引物进行全质

粒 PCR 扩增。10 g·L–1 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR
扩增成功后，利用 E.Z.N.A.Cycle Pure Kit试剂盒纯

化回收 PCR 产物。回收产物加入 DpnⅠ限制性内

切酶消化后转化至大肠埃希菌 DH5α。经含氨苄青

霉素的培养基筛选后，挑选单菌落转接培养，提取

质粒并测序。利用 DNAMAN6.0 将测序结果与原

始 dbat 基因序列进行比对，若除特定突变位点外，

完全匹配且无错配碱基，将载体转化至大肠埃希菌

BL21(DE3)。
1.3.3    重组蛋白的表达及纯化　挑取单菌落接种
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到 10 mL 的含 100 μg·mL–1 氨苄青霉素的 LB 液体

培养基中，37 ℃ 过夜培养。吸取 1 mL 菌液接种至

100 mL 的 LB 液体培养基中，37 ℃、220 r·min–1 条
件下培养 2.5 h至 D600 nm 达到 0.6~0.8，加入终浓度

为 0.1 mmol·L–1 的 IPTG，20 ℃、120 r·min–1 条件下

诱导培养 18 h。超声细胞破碎仪对重悬菌体进行破

碎，4 ℃、8 000 r·min–1 离心 10 min收集上清。利用

Ni-NTA 亲和层析对重组蛋白进行纯化，SDS-
PAGE检测蛋白的表达及杂蛋白洗脱情况。

1.4    重组酶酶学性质测定

DBAT 酶活力单位 1 U 为最适反应条件下，每

分钟转化 10-DAB 生成 1 μmol 巴卡亭Ⅲ所需的

酶量。重组酶测定体系 (400 μL) 为：0.4 mmol·L–1

10-DAB，0.4 mmol·L – 1 乙酰 CoA，5 mmol·L – 1

MgCl2 溶液，20 μL 酶，245.5 μL PBS 溶液 (不同

pH)，分别置于不同的温度下反应 60 min 后，加入

400 μL 乙腈终止反应。液相色谱条件为：C18 反向

柱 (5 μm，250 mm×4.6 mm)，波长 227 nm，流速

1 mL·min–1，柱温 30 ℃，流动相为乙腈和水，体积比

为 40∶60，进样量 20 μL。利用相同条件对巴卡亭

Ⅲ标品制作标准曲线，采用面积外标法对样品进行

定量分析。并采用Michaelis-Menten方程对不同底

物浓度 (c)下的反应速率 (v)进行非线性拟合，计算

得到各突变酶的 Km、vmax、kcat/Km 常数。Km 值为米

氏常数，其数值体现酶对底物的亲和力大小；kcat/Km

值为酶的催化常数，其数值体现酶的催化效率。

2   结果与分析

2.1    分子对接

利用 Auto Dock Vina 软件对 DBAT 和天然底

物乙酰 CoA 进行分子对接，对接后的三维结构如

图 1所示，利用 Pymol软件在酶活性中心区域将其

中亲水性氨基酸模拟突变成疏水性氨基酸，并与底

物分子模拟对接。对接结果发现其中的 Cys165Trp、
Asn300Ile 与乙酰 CoA 的结合能有所降低，而能量

越低，酶结构更稳定。160 位 Phe 突变成亲水氨基

酸 Cys 后与乙酰 CoA 的结合能稍有提高。故选定

Cy s 1 6 5T r p ( C 1 6 5W )、As n 3 0 0 I l e (N 3 0 0 I )、

Phe160Cys(F160C) 来探究疏水性变化对酶构象和

催化性质的影响。

2.2    突变质粒的构建

利用点突变引物对 pET-32a-dbat 进行全质粒

PCR 扩增目的片段，凝胶电泳检测结果见图 2，除

 

表 1   点突变引物

Table 1    Primers of site-directed mutation
 

突变体名称 引物序列(5′→3′)

DBATC165W F: CTGCCATGGTATATGGGATGGACTAGGAG
R: CTCCTAGTCCATCCCATATACCATGGCAG

DBATN300I F:GGGATACTACGGTAT TTTTGTTGGTACCG

R:CGGTACCAACAAAAATACCGTAGTATCCC

DBATF160C F:GATGAGTTGCTGCCATGGTATATGT
R:ACATATACCATGGCAGCAACTCATC

 

 
图 1    模拟分子对接后的三维结构

Fig. 1    Three-dimensional structure after simulated
molecular docking

 

7 500
5 000

bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

 
M：DNA Marker DS15 000，1~3：DBAT F 1 6 0C，4~6：DBATC1 6 5W，

7~9：DBATN300I                  

图 2    全质粒 PCR 产物电泳分析

Fig. 2    Electrophoretic analysis of whole-plasmid PCR
products
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第 2 泳道的 DBAT F 1 6 0 C 的 1 个样品外，突变体

DBATC165W、DBATN300I、DBATF160C 分别在 5 000~
7 500 bp 处有对应的亮带。测序结果与野生型

dbat 基因比对，除特定突变位点外，完全匹配且无

错配碱基，表明 C165W、N300I、F160C对应的突变

体构建成功。

2.3    重组蛋白表达及纯化

蛋白粗酶液和经 Ni-NTA纯化后的蛋白收集液

经 SDS-PAGE 电泳，结果如图 3 所示，在蛋白相对

分子质量为 67 000处可见明显特征条带，表明重组

蛋白的相对分子质量大小与理论值 67 000相符，重

组蛋白被成功表达。

2.4    野生型和突变型酶最适温度和 pH
在催化巴卡亭Ⅲ生成的反应中，如图 4A 所示，

DBATF160C、DBATC165W 和 DBATN300I 最适温度均为

32.5 ℃，与野生酶 DBAT一致；由图 4B可知，DBAT、

DBATF160C 最适 pH均为 7.5；DBATC165W 和 DBATN300I

最适 pH 为 7.0，相对于野生型下降了 0.5 个单位。

结果表明在催化巴卡亭Ⅲ生成的反应中，突变酶在

温度和 pH耐受程度上与野生酶无明显差异。

2.5    野生型和突变型酶的比活力及酶学参数

对各 DBAT突变体的比活力进行了测定，并对

不同底物浓度下的反应速率进行了非线性拟合

(图 5)，分析结果如表 2 所示。DBATC165W 的比活力

相对于野生型提高了 61 .5%，催化效率提高了

55.4%。DBATN300I 的比活力相对于野生型提高了

19.2%，催化效率提高了 2.9%，与野生型相差不大。

DBATF160C 的比活力相对于野生型提高了 59.6%，其

催化效率也得到了 35.1%的提高。但 3个突变酶的

米氏常数均有提高，表明对底物 10-DAB 的亲和力

 

M 4 5 6 7 82 3 9 10 11 12 13 14
A

97 200

66 400

44 300

1 MB

97 200

66 400

44 300

4 52 31 MC 4 52 31

M
r

M
r

 
A：DBAT和 DBATF160C，M：即用型蛋白质相对分子质量标准 (低)，1：DBAT粗酶液，2~3：DBAT漂洗液，4~7：DBAT纯化洗脱液，8：DBATF160C 粗酶

液，9~10：DBATF160C 漂洗液，11~14：DBATF160C 纯化洗脱液；B：DBATC165W，1：粗酶液，2~5：纯化洗脱液，M：即用型蛋白质相对分子质量标准 (高)；C：
DBATN300I，M：即用型蛋白质相对分子质量标准 (高)，1：粗酶液，2~5：纯化洗脱液

图 3    野生和突变酶 SDS-PAGE 电泳分析

Fig. 3    SDS-PAGE analysis of wild type and recombinant enzymes
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图 4    温度和 pH 对酶活性的影响

Fig. 4    Effects of temperature and pH on enzyme activities
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均表现为下降。最大反应速率相比野生型均有不同

程度的提高。

3   讨论与结论

突变酶 DBATC165W 比活力及催化效率的提高，

推测是该位点的疏水突变增加了酶的疏水作用，从

而影响了催化中心，促使酶活力也得到提高。突变

酶 DBATN300I 的比活力相对于野生型提高了 19.2%，

推测氨基酸的疏水集群作用使得酶的构象更稳定

从而影响了酶的催化性质。但是，其 Km 值的增大

表明其对底物的亲和力有所下降，猜测该位点的突

变虽使得疏水作用增强，酶活力也得到提高。由于

Asn 带有具有极性性质的侧链基团，这些侧链基团

可形成氢键使底物与酶的结合比较稳定，因而该位

点的疏水突变没有引起催化效率的明显改善。

通过将 DBATF160C 与乙酰 CoA 计算机分子模

拟对接发现，该位点突变后，底物与活性中心的距

离由原来的 6.7 Å变成了 7.6 Å，推测可能是因为底

物与活性中心距离的增大，使得底物与酶的结合难

度增大，导致酶与底物的亲和力降低。另一方面，突

变酶 DBATF160C 的比活力和催化效率却得到了较大

的提高。有研究表明，通过点突变使 2 个氨基酸之

间形成新的二硫键来增加蛋白的稳定性，突变体的

酶活力也可得到显著提高 [18 ]。因此，推测 160 位

Phe 突变成侧链含有硫的 Cys 会使得酶内部的二

硫键增加，使突变酶结构更稳定，且侧链带有苯环

的 Phe突变成侧链更小的 Cys后，使得活性中心内

部空穴变大，这些因素的作用共同影响了突变酶的催

化性质，使得酶活提高。Gallardo 等[19]通过定向进

化的方法得到热稳定性提高的木聚糖酶突变体，

 

表 2   酶活力及动力学参数

Table 2    Enzyme activities and kinetic parameters
 

酶名称 比活力/(U·mg–1) 相对活力/% vmax/(nmol·min–1) Km kcat/Km

DBAT 0.005 2 100.0 0.198 0.97 0.373

DBATC165W 0.008 4 161.5 0.292 1.12 0.580

DBATN300I 0.006 2 119.2 0.240 1.31 0.384

DBATF160C 0.008 3 159.6 0.320 1.43 0.504
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图 5    酶反应的非线性回归曲线

Fig. 5    Nonlinear regression curve of enzyme reaction
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经过分析，发现大部分突变均是亲水残基变为疏水

残基，增加了蛋白质的疏水堆叠，提高其稳定性。

Koudelakova等[20]将酶的底物通道周围的氨基酸突

变为疏水氨基酸，在提高热稳定性的同时，也极大

的提升了酶对有机溶剂的抗性。Wahab等[21]将蛋白

内部氧阴离子穴内的氨基酸突变为疏水性氨基酸，

改变了酶构象的稳定性的同时，也改变了酶的催化

属性。这些研究表明，酶的疏水性质与酶构象之间

是相互影响的，而构象的稳定又与酶的催化性质相

互影响。在本研究结果中虽未能验证活性中心区域

疏水氨基酸的改变与酶活力之间的关系，但继续深

入探究如何改变活性口袋内部或附近的疏水环境，

实现对蛋白内部结构的有利调整，进而提高酶的催

化性能具有非常重大的价值和意义。

本研究通过模拟突变与分子对接确定了 C165W、

N300I、F160C 3 个突变位点。3 种突变重组酶的最

适反应温度均为 32.5 ℃，与野生酶 DBAT 一致；

DBAT F 1 6 0C 与 DBAT 的最适反应 pH 为 7.5，而
DBATC165W 和 DBATN300I 的最适反应 pH 为 7.0；
DBATC165W、DBATF160C 和 DBATN300I 的比活力及催

化效率与 DBAT相比均有所提高，其中以 DBATC165W

的比活力和催化效率为最高。本试验中构建的突变

体，其酶活力均得到不同程度的提高，研究结果为

对 DBAT 的进一步深入探究和改造提供了一定参

考，也为体外高效酶促合成紫杉醇的前体物巴卡亭

Ⅲ奠定了基础。
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