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基于分子改造手段提高 D-来苏糖异构酶
酸性条件异构催化活力

李巧玲  胡 阳  周慧灵  喻 勋  文 李  吴 昊

（长沙理工大学食品与生物工程学院，湖南  长沙   410114）

摘要：［目的］改善 D-来苏糖异构酶在酸性环境下的活性。［方法］通过对来源于 Caldanaerobius polysaccharolyticus 菌株

的 D-来苏糖异构酶进行表面残基的溶剂可及表面生物信息学分析，并设计得到突变位点 K2D、K2E、K8D、K8E、K18D

和 K18E。通过构建突变体，实现其在大肠杆菌中的重组诱导异源表达，利用镍离子亲和层析柱分离纯化得到重组突

变体酶，并开展体外重组突变体酶在酸性 pH 5.5 和近中性 pH 6.5 下催化转化 D-果糖制备 D-甘露糖的差异比较试验。

［结果］重组突变体酶 K8D 和 K8E 显著提升了 D-果糖的催化转化率，最优条件（pH 6.5）下的转化率达 140%；而在

pH 5.5 时，转化率较野生酶提高了 1.26 倍。［结论］通过分子改造手段成功提高了 D-来苏糖异构酶突变体在酸性条件下

的反应活性。
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Enhancing the acidic activity of D-lyxose isomerase by 

molecular modification methods

LI Qiaoling HU Yang ZHOU Huiling YU Xun WEN Li WU Hao

（School of Food Science and Bioengineering, Changsha University of Science & Technology, Changsha, Hunan 410114, China）

Abstract: ［［Objective］］ To improve the activity of D-lyxose isomerase under acidic conditions. ［［Methods］］ Solvent-accessible surface 

bioinformatics analysis was performed on surface residues of D-lyxose isomerase derived from Caldanaerobius polysaccharolyticus, and six 

mutation sites, i. e., K2D, K2E, K8D, K8E, K18D, and K18E, were designed. Mutants were constructed and subjected to recombinant 

inducible heterologous expression in Escherichia coli. The recombinant mutant enzymes were isolated and purified using a nickel affinity 

chromatography column. In vitro comparative experiments were conducted to evaluate the catalytic conversion of D-fructose to D-mannose 

by the recombinant mutant enzymes at acidic pH 5.5 and near-neutral pH 6.5. ［［Results］］ The recombinant mutant enzymes K8D and K8E 

showed significantly improved catalytic conversion rates of D-fructose, with the conversion rate reaching 140% under optimal conditions 

(pH 6.5). At pH 5.5, the conversion rate was 1.26 times higher than that of the wild-type enzyme. ［［Conclusion］］ Molecular modification 

successfully enhanced the catalytic activity of D-lyxose isomerase mutants under acidic conditions.
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随着经济发展，人类生活条件得到了较大改善，但这

也导致了部分人群糖类摄入过度，从而提高了糖尿病、肥

胖、高脂血症、高血压等慢性病的发病率［1］。因此，在保持

口感不变的前提下，可作为蔗糖代替剂［2］同时还含有多种

对人体有益生理作用的功能性糖逐渐进入大众视野。

D-甘露糖是一种具有多种用途的功能性糖，在糖基化蛋
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白的合成和免疫调节中起着至关重要的作用，还可以抑

制肿瘤生长、提高化疗疗效［3］，缓解 1 型糖尿病［4］，预防尿

路感染［5］，改善肥胖状态［6］，改善先天性糖基化缺陷［7］。

目前，甘露糖的制备方法主要包括植物提取法、化学

合成法、生物酶法以及一些现代技术［8］，如超声波辅助提

取和超临界流体提取。与应用最为广泛的植物提取甘露

糖法相比，生物酶法具有反应条件温和、环境友好以及成

本低等优点［9］。但在实际生产中，生物酶在工业生产中的

酸性环境下活性较低，造成了资源浪费。因此，如何提高

酶的酸稳定性使其保证自身催化效率成为 D-甘露糖生产

制备的研究热点。

表面电荷工程改造是通过改变蛋白质表面氨基酸残

基的电荷分布来改变酶的结构和功能特性，主要采用基

因工程法和化学修饰法来实现［10］。基因工程法是利用定

点突变技术对编码酶基因进行改造，在特定位点进行酸

碱氨基酸替换，以实现酶表面电荷重组，也可以显著提高

酶的酸稳定性。Li 等［11］通过定点突变进行黑曲霉 PNL 

pelA 的表面电荷设计，使得组合突变体 M6 在 pH 3.0 时的

残留活性为 99.8%，提高了黑曲霉 PNL pelA 的耐酸能力；

郑微［12］对野生型葡萄糖异构酶 TEGI 进行了点饱和突变

和定点突变，发现葡萄糖异构酶突变体在弱酸性条件下

的酶活高于野生型，显著提高了最适 pH 条件下的酶活；

陈铭等［13］通过定点突变得到多个单点和双点 D-来苏糖异

构酶突变体，该突变体的酸稳定性、催化效率、Km 值等相

较于野生型均有所提高。而 D-来苏糖异构酶的生产环境

通常为高温或酸性，会显著降低其稳定性，所以表面电荷

工程改造是提高 D-来苏糖异构酶酸稳定性的重要手段

之一。

试验拟对来源于 Caldanaerobius polysaccharolyticus 

（Capo）的 D-来苏糖异构酶进行同源建模，结合表面残基

的溶剂可及表面生物信息学分析，找到 3 个合适的可突变

位点 K2、K8、K18，利用定点突变技术对其进行表面电荷

突变改造，设计得到 K2D、K2E、K8D、K8E、K18D 和 K18E

等突变体，通过构建突变体，实现其在大肠杆菌中的重组

诱导异源表达，利用镍离子亲和层析柱分离纯化得到重

组突变体酶，开展体外重组突变体酶催化转化 D-果糖制

备 D-甘露糖的差异比较试验，并分析酸性环境下突变体

酶活力的提升机制，以期为其他糖异构酶的酸性分子改

造技术提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料、试剂与主要仪器

1.1.1　材料与试剂　

表达载体 pET-22b（+）、上游引物、下游引物、6×
DNA 上样缓冲液、DL10000 DNA Marker、异丙基 -β-D-硫

代半乳糖苷（IPTG）、氨苄青霉素钠（Amp）：上海生工生物

工程有限公司；

50×TAE 电泳缓冲液：北京索莱宝科技有限公司；

Goldenview 核 酸 染 料 、Phanta Max Super-fidelity 

DNA Polymerase：南京唯诺赞生物科技股份有限公司；

胰蛋白胨、酵母提取物：美国 Thermo Scientific Oxoid

公司；

质粒小提试剂盒：天根生化科技（北京）有限公司；

蛋白质 Marker、蛋白质 loading buffer、12.5% 一步法

PAGE 凝胶快速制备试剂盒：上海雅酶生物医药科技有限

公司；

BCA 蛋白浓度测定试剂盒：上海碧云天生物技术股

份有限公司；

细胞裂解缓冲液：0.05 mol/L PBS，0.1 mol/L NaCl，

pH 7.0；

上 样 缓 冲 液 ：0.05 mol/L PBS，0.3 mol/L NaCl，

0.1 mol/L 咪唑，10% 甘油，pH 6.5；

清 洗 缓 冲 液 ：0.05 mol/L PBS，0.3 mol/L NaCl，

0.9 mol/L 咪唑，10% 甘油，pH 6.5；

洗 脱 缓 冲 液 ：0.05 mol/L PBS，0.3 mol/L NaCl，

0.3 mol/L 咪唑，10% 甘油，pH 6.5；

透析缓冲液：0.05 mol/L PBS，pH 6.5。

1.1.2　主要仪器与设备　

超声波细胞破碎仪：SCIENTZ-ⅠⅠD 型，宁波新芝生

物科技股份有限公司；

全波长超微量分光光度计：Nano-300 型，美国赛默飞

世尔科技公司；

高速台式冷冻离心机：TGL-16 型，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；

紫外可见分光光度计：UV-5200 型，上海元析仪器有

限公司；

梯 度 PCR 仪 ：GM-05 型 ，杭 州 晶 格 科 学 仪 器 有 限

公司；

电泳仪：DYY-6C 型，北京六一生物科技有限公司；

吸收型全波长酶标仪：ReadMax 1900 型，上海闪谱生

物科技有限公司；

恒流泵、紫外检测仪：HL-2 型，上海沪西分析仪器厂

有限公司；

液相色谱柱：Carbomix Ca-NP10 型，苏州赛分科技有

限公司；

高效液相色谱仪：E2695 型，美国沃特世（Waters）

公司；

示差折光检测器：2414 型，美国沃特世（Waters）公司。

1.3　试验方法

1.3.1　C. polysaccharolyticus-D-LIase 重组酶的生物信息

学 分 析　 使 用 SWISS-Model［14］（https：//swissmodel.

expasy.org/）对 Capo-D-LIase 进行同源建模，利用 PyMol

软件对建模后的 Capo-D-LIase 进行可视化分析［15］；利用
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GetArea 网站（https：//curie.utmb.edu/getarea.html）分析同

源建模后的蛋白质溶剂可及表面区域暴露程度。使用

Clustal 网站对不同来苏糖异构酶进行序列比对、采用

ESPript 3.0 服务器分析得到序列分析图，并分析保守性氨

基酸残基。

1.3.2　C. polysaccharolyticus-D-LIase 重组酶的单点突变

表达载体构建　利用 Snapgene［16］软件导入 pET-22b（+）

质粒序列，将 Capo-D-LIase 基因序列插入 pET-22b（+）质

粒 NdeI 和 XhoI 酶切位点处，并在基因序列的 C 端插入

6 个组氨酸标签便于酶的纯化。将重组质粒命名为 Capo-

D-LIase-pET-22b（+），并委托上海生工生物工程有限公

司进行重组质粒的合成。使用 Snapgene 软件设计用于构

建表达载体的特异性引物，突变体引物具体序列见表 1，

以重组 Capo-D-LIase-pET-22b（+）质粒为克隆模板，利用

PCR 反应构建重组载体。

反应体系：模版质粒 1 μL，正、反引物（10 μmol/L）各

1 μL，dNTP 0.5 μL，高保真 DNA 聚合酶 0.5 μL，用 ddH2O

补足至 25 μL。程序设置：预变性 95 ℃，3 min；循环反应

（35 cycles）：95 ℃ 变 性 30 s，56 ℃ 退 火 30 s，72 ℃ 延 伸

190 s，72 ℃终延伸 5 min，4 ℃保存。取 3 μL PCR 产物进

行 1% 琼脂糖凝胶电泳，确认目标条带大小；向剩余产物

中加入 2.0 μL 10×Q.cut Buffer 及 1.0 μL Q.cut DpnI，37 ℃
孵育 1 h，降解原模板质粒。

1.3.3　琼脂糖凝胶电泳验证　制备质量分数为 1% 的琼

脂糖凝胶，吸取 3.0 μL 样品与 0.5 μL Loading Buffer 混匀

后 上 样 ，并 使 用 相 对 分 子 质 量 为 10 000 DL 的 DNA 

Marker 作为标样，120 V 运行 25 min，将凝胶置于成像分

析系统中的紫外灯下观察并拍照记录［17］。

1.3.4　E. coil 感受态细胞的制备　在进行重组菌 E. coil 

DH5α和 E. coli BL21（DE3）的构建前，利用 CaCl2 热休克

法［18］制备 E. coil DH5α和 E. coli BL21（DE3）感受态细胞。

取-80 ℃冻存的 E. coli DH5α与 E. coli BL21（DE3）（实验

室保藏），冰上解冻后，无菌操作下划线接种于无抗 LB 固

体平板，37 ℃倒置培养 12~14 h。将上述菌液按 1% 接种

量转接至 50 mL LB 培养基（无抗），37 ℃、200 r/min 震荡

培养至 OD600 nm 0.4~0.6（约 2.5 h），冰浴 15 min 终止生长。

4 ℃、3 500 r/min离心 5 min收集菌体。用预冷的 0.1 mol/L 

CaCl₂溶液轻柔重悬菌体，冰浴 10 min；4 ℃、3 500 r/min 离

心 5 min，弃上清，重复 1 次。用预冷的 0.1 mol/L CaCl ₂

-20% 甘油溶液重悬菌体，按每管 100 μL 分装至预冷 EP

管，-80 ℃冻存备用。

1.3.5　重组菌 E. coil DH5α的构建与保存　利用热激法

转化转入重组质粒［19］构建 E. coil DH5α。取重组质粒溶

液，5 000 r/min 离心 5 min，弃上清；加入 50 μL 无菌水重悬

质粒，吹吸混匀。取 100 μL E. coli DH5α感受态细胞，冰

浴解冻；加入 5 μL 质粒悬液，轻弹混匀，冰浴 30 min；42 ℃
热激 90 s，迅速转移至冰浴 5 min；加入 1 mL 无抗 LB 培养

基，37 ℃、200 r/min 复苏培养 1 h。3 800×g 离心 3 min 收

集菌体，取 100 μL 涂布于含 Amp 的 LB 平板；37 ℃倒置培

养 12~16 h，筛选阳性克隆。挑取单克隆接种至 4 mL LB

培养基（含 Amp，100 μg/mL），37 ℃、200 r/min 培养 12~

14 h；菌液与无菌 50% 甘油按体积比 1∶1 混合，分装至 EP

管，-80 ℃长期保存（终浓度 25% 甘油）。

1.3.6　重组菌 E. coil DH5α的质粒抽提与测序　从转化

平板中挑取单菌落或从保存的菌液甘油管中吸取 15 μL

菌液，加入到 15 mL 无菌  Amp 抗性 LB 液体培养基中，恒

温震荡过夜培养 12~14 h，使用 TIANGEN 质粒小提试剂

盒抽提菌体内部质粒，测定浓度后分装样品送往上海生

工生物工程有限公司进行测序，剩余于-20 ℃保存。

1.3.7　重组菌 E. coli BL21（DE3）的构建及重组酶的诱导

表达　以 1.3.5 中 E. coil DH5α的构建方法进行重组菌的

构建。挑取转化平板中的单菌落进行过夜培养或吸取

4.5 μL 甘油保存菌接种至 5 mL LB 液体培养基（含 Amp 

100 μg/mL）；37 ℃、200 r/min 震荡培养 12~14 h（OD600 nm约

为 3.0~4.0）。按体积比 1∶50 转接至 200 mL LB 培养基（含

Amp 100 μg/mL），37 ℃、200 r/min 培养至 OD600 nm 为 0.6~

0.8（约 2~3 h），加入 IPTG 至终浓度 2 mmol/L（原液浓度

1 mol/L，按 2‰ 体积添加）；28 ℃、200 r/min 诱导培养 6~

8 h，将诱导完的菌液于 4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，弃掉

上清液后将菌体于-20 ℃保存备用。

1.3.8　重组酶的纯化与透析　将 1.3.7 所得菌体用 25 mL

预冷裂解缓冲液重悬；冰浴条件下超声破碎（325 W 功率，

工作 1 s/间隔 2 s，总时长 25 min），4 ℃、8 000 r/min 离心

5 min，收集上清；上清液过 0.45 μm 水系滤膜，冰浴保存备

表 1　突变位点引物设计结果†

Table 1　Results of primer design for mutation sites

突变体

名称

K2E

K2D

K8E

K8D

K18E

K18D

引物序列（5'→3'）

F：ACATATGGAATTTGAGGAATATAAAAAATTACAGG

R：ATTCCTCAAATTCCATATGTATATCTCCTTC

F：ACATATGGATTTTGAGGAATATAAAAAATTACAGG

R：ATTCCTCAAAATCCATATGTATATCTCCTTC

F：GAGGAATATAAAGAATTACAGGAAAAGACGTATG

R：CCTGTAATTCTTTATATTCCTCAAACTTCATATG

F：GAGGAATATAAAGATTTACAGGAAAAGACGTATG

R：CCTGTAAATCTTTATATTCCTCAAACTTCATATG

F：TACCTTGAAAAAGCAAATATTGTTATAACT

R：GCTTTTTCAAGGTATTCATACGTCTTTTCCT

F：TACCTTGATAAAGCAAATATTGTTATAACT

R：GCTTTATCAAGGTATTCATACGTCTTTTCCT

† 横线处代表突变位点。
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用。镍离子可以与组氨酸的咪唑基形成配位键。基于设

计时插入的 6 个组氨酸标签，使用镍离子亲和柱对目标蛋

白进行吸附［20］。固定 Ni-NTA 亲和柱，以 5 倍柱体积（CV）

去离子水冲洗残留乙醇；用上样缓冲液冲洗 3 CV 至基线

平衡；将粗酶液以低流速通入镍柱，依次用上样缓冲液和

清洗缓冲液洗去杂蛋白，最后通入洗脱缓冲液，根据重组

酶对应的紫外检测器信号值得到重组酶的纯酶液并置于

冰水混合物上。将得到的纯酶液加入到活化、洗净、检漏

后的透析袋中，4 ℃透析过夜，得到的纯酶液可在 4 ℃保

存 1 周。

1.3.9　SDS-PAGE 测定重组酶单亚基相对分子质量　通

过 SDS-PAGE 检测重组来苏糖异构酶的单亚基相对分子

质量。SDS-PAGE 胶按照一步法 PAGE 凝胶快速制备试

剂盒进行制备。取 40 μL 纯酶液与 10 μL 5×蛋白上样缓

冲液混合，沸水浴变性 10 min，12 000×g 离心 5 min，收集

上清液作为待测样品。于样品孔中分别加入 10 μL 变性

样品及 5 μL 预染蛋白 Marker（10~180 kDa），初始电压为

80 V（浓缩胶阶段），待溴酚蓝迁移至分离胶界面后调整

为 120 V 恒压电泳，持续至染料前沿距胶底端约 0.5 cm

（总时长约 90 min）电泳结束后，凝胶经考马斯亮蓝 R-250

染色 20 min，转入脱色液。脱色完成后采用凝胶成像系

统于白光模式下扫描，Image Lab 软件分析条带相对分子

质量。

1.3.10　重组突变体弱酸性条件转化能力的探究　以

BCA 试剂盒测定重组突变体的浓度，突变体酶在两种条

件下进行反应，按表 2 配制 pH 为 5.5，6.5 的酶标准反应体

系（0.5 mL），并 用 50 mmol/L 的 PBS 缓 冲 液 补 齐 至

500 μL。65 ℃反应 30 min，沸水浴 15 min 灭酶。使用高

效液相色谱仪和 RID-20A 示差折光检测器进行检测，色

谱柱为 Carbomix Ca-NP10，8% 糖柱，流动相为含 50 mg/L 

EDTA·Ca 的超纯水，柱温 80 ℃，流速 0.6 mL/min，进样量

10 μL，流动相在使用前需经 0.22 μm 水系膜抽滤去除杂

质和大气泡，并超声脱气 30~60 min 去除小气泡。结束后

以甘露糖面积与果糖和甘露糖总吸收峰面积之比计算果

糖转化率，再以突变体果糖转化率与野生酶果糖转化率

之比计算相对转化率。

1.3.11　 数 据 分 析　 取 3 次 平 行 试 验 的 平 均 值 ，采 用

Origin 2024 软件进行数据处理与绘图。

2　结果与分析

2.1　Capo-D-LIase突变位点设计

利用在线网站 SWISS-MODEL 对 Capo-D-LIase 进行

同源建模，选择 GMQE 值最高的来源于 Thermofilum sp 

D-来苏糖异构酶（PDB：7NZQ）作为建模模版［图 1（a）］。

由图 1 可知，有 92.8% 的氨基酸位于完全允许区域，6.6%

的氨基酸位于相对允许区域，可以认为该模型的构象符

合立体化学的规则，可以用于后续突变位点分析。

由图 2 可知，经 D-来苏糖异构酶同源序列比对分析

及 PyMol 可视化分析，碱基 2~20 构成了该酶分子最大的

α-螺旋结构（α-helix A）。α-螺旋是常见的二级结构，可能

参与酶的催化活性、结构稳定性和底物结合。较大的

α-螺旋可能更稳定，或者与其他结构域有更多相互作用，

且 α-helix B 比 α-helix C 更短，相比之下，改造 α-helix A 可

能会更大程度影响酶活性。由图 3 可知，通过 GetArea 在

表 2　酶标准反应体系†

Table 2　Enzyme standard reaction system

试剂

果糖

Mn2+

重组酶

原始浓度

1 mol/L

0.5 mol/L

1 mg/mL

体积/μL

10

5

100

终浓度

0.02 mol/L

0.005 mol/L

200 μg/mL

† 反应体系的 pH 通过 PBS 缓冲液的 pH 进行调整。

图 1　Capo-D-LIase 的同源建模三维结构图及拉氏图

Figure 1　3D structure diagram of homology modeling of Capo-D-LIase and Ramachandran plot analysis
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线服务器分析 Capo-D-LIase 表面蛋白质溶剂可及表面区

域暴露程度，颜色越深，该氨基酸溶剂可及表面积值越

高。改变蛋白质表面电荷会显著影响其理化性质、相互

作用及生物学功能，根据酸碱氨基酸置换策略，选择将位

于蛋白质表面且溶剂可及表面积值＞50% 的带正电荷的

非保守性氨基酸突变为带负电荷的谷氨酸和天冬氨

酸［21］，设计出 6 个潜在优良突变体 K2D、K2E、K8D、K8E、

K18D 和 K18E。

2.2　Capo-D-LIase突变体构建

由图 4 可知，泳道中仅观察到单一目标条带，未检测

到引物二聚体或非特异性扩增产物，初步表明连接反应

特异性良好，重组质粒构建成功。为排除 PCR 假阳性干

扰，将重组质粒转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞，挑取

单菌落扩大培养后提取质粒，经 Sanger 测序验证（见

图 5），所有位点信号清晰，序列与预期设计完全匹配，表

明重组质粒的基因序列正确，满足后续试验要求。将质

粒转入到大肠杆菌 BL21（DE3）中，加入 IPTG 诱导表达，

使用 SDS-PAGE 测定相对分子质量，经电泳验证（图 6），

27 kDa处出现明显条带，与理论相对分子质量相符［22］。

2.3　单点突变酶在不同 pH下的相对转化率

以野生型 D-来苏糖异构酶在 pH 6.5（最适 pH）下的果

糖转化率为基准（定义为 100%），计算突变体相对转化

率。由图 7 可知，pH 6.5 时，多数突变体活性随 pH 值的升

高而增强，K8D、K8E 在 pH 6.5 下的催化效率（140% 和

127.83%）显著高于野生型（100%），而其他突变体（K2D、

K2E、K18D、K18E）的转化率均低于野生型，表明 K8 位点

的电荷修饰对活性提升具有特异性。pH 5.5 时，K8E 的催

化效率较野生型提升了 26%，提升约 1.26 倍，表明 K8 位

点突变（如 K8D/K8E）可显著增强酶对弱酸性环境的适

应性。

2.4　Capo-D-LIase突变体的酸稳定性提升机制

通过 APBS（Adaptive Poisson-Boltzmann Solver）工具

计算表面静电势，将正电荷残基替换为负电荷残基后，表

面静电势分析（图 8）显示，突变后酶分子表面负电荷密度

显著增强，其数值由野生型的-65 降低至 K8D 的-69 和

K8E 的-70。低 pH 下，溶液中 H⁺浓度升高，野生酶表面

正电荷残基质子化程度增加，导致分子内静电排斥增强，

结构松散，突变后，负电荷残基（Asp/Glu）的引入中和了部

分正电荷，降低了静电排斥，从而提升了结构稳定性［23］。

黄色为 α-螺旋，紫色为 β-折叠；红色为预选突变位点；黑色箭头表示预选突变位点；红底白字氨基酸为完全保守残基，红字氨基酸和蓝

框内氨基酸组为相对保守残基

图 2　Capo-D-LIase 结构示意图及部分氨基酸同源序列比对、保守性分析

Figure 2　Structural representation of Capo-D-LIase and partial amino acid homology sequence alignment and conservation 

analysis of Capo-D-LIase

Out为该氨基酸位于蛋白质表面；in 为该氨基酸位于氨基酸内部

图 3　GetArea 网站分析结果

Figure 3　GetArea analysis results
1~7 依次为 WT、K2D、K2E、K8D、K8E、K18D、K18E

图 4　Capo-D-LIase 及其突变体的琼脂糖凝胶电泳图

Figure 4　Agarose gel electropherogram of Capo-D-LIase 

and its mutants
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3　结论

基于生物信息学分析，通过同源建模与多序列比对

和 表 面 溶 剂 可 及 性 分 析 ，筛 选 出 Caldanaerobius 

polysaccharolyticus D-来苏糖异构酶的 3 个关键候选突变

位点（K2、K8、K18），并利用酸碱氨基酸置换策略设计了

6 个有优化可能的突变体。结果表明，部分突变体在

pH 5.5 下的相对转化率显著提升，最优突变体（如 K8E）酶

活性较野生型提高了 1.26 倍，可能是由于表面电荷改变

使分子与周围环境之间的静电斥力发生改变，从而影响

其在酸性条件下的果糖转化率。后续研究可通过整合分

子动力学模拟与构象自由能计算，解析突变体在酸性环

境下的动态构象变化规律，揭示突变引起的构象动态变

化与质子耐受性关联规律，构建双点突变体进一步改造

Caldanaerobius polysaccharolyticus D-来苏糖异构酶在酸

性条件下的活性与转化率。
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