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蛋白质语言模型用于提高人精氨酸酶1的催化活性
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摘要: 重组人精氨酸酶 1 (recombinant human arginase 1, rhArg1) 在治疗精氨酸酶 1缺乏症 (arginase 1 deficiency, 

ARG1-D) 及精氨酸营养缺陷型癌症中具有重要的潜在应用价值, 然而, 其相对较低的催化效率和有限的体内稳定性

在一定程度上制约了其临床应用。为了提升 rhArg1的催化性能, 本研究利用蛋白质语言模型SaProt对 rhArg1进行零

样本全局突变效应预测, 并根据预测分值筛选排名前 37位的突变体进行实验验证。酶活性测定实验显示在 37个突

变体中, 共有16个突变体的酶活性高于野生型 (wild type, WT)。其中, V30A、C45F、A56V和H312P这4个突变体的活

性提升最为显著, 较WT分别提高 33%、23%、22%和 90%。进一步的酶动力学研究表明, 突变体H312P的催化效率 

(kcat/KM) 较WT提升了131%。上述结果表明, 蛋白质语言模型SaProt模型能够有效指导 rhArg1的理性改造, 本研究获

得的高活性突变体为ARG1-D治疗及精氨酸营养缺陷型肿瘤治疗提供了具有潜力的候选分子。
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Abstract: Recombinant human arginase 1 (rhArg1) has significant therapeutic potential for the treatment of 

arginase 1 deficiency (ARG1-D) and arginine-auxotrophic cancers. However, its relatively low catalytic efficiency 

and limited in vivo stability restrict its clinical application. To enhance the catalytic performance of rhArg1, we 

employed the protein language model SaProt to perform zero-shot global mutational effect prediction across the 

entire rhArg1 sequence. Based on the predicted scores, the top 37 candidate variants were selected for experimental 

validation. Enzyme activity assays revealed that 16 of the 37 variants exhibited higher activity than the wild-type 

(WT) enzyme. Among them, the V30A, C45F, A56V, and H312P variants showed the most pronounced improve‐

ments, with catalytic activities increased by 33%, 23%, 22%, and 90%, respectively, compared with WT. Further 

kinetic characterization demonstrated that the H312P variant increased by 131% in catalytic efficiency (kcat/KM) 

relative to WT. These results indicate that the protein language model SaProt can effectively guide the rational 

engineering of arginase. The high-activity variants identified in this study provide promising candidate molecules 

for the treatment of ARG1-D and arginine-auxotrophic cancers.
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精氨酸酶 (arginase) 于 1904年在脊椎动物的肝脏

中被发现[1]。该酶主要分布于肝脏, 是肝脏尿素循环

的六种关键酶之一, 参与机体对氨的解毒过程。它在

尿素循环中的作用是催化L-精氨酸产生尿素和L-鸟氨

酸, 对尿素类生物的氮排泄机制至关重要[2]。精氨酸

酶有两个亚型: 精氨酸酶 1 (arginase 1, Arg1) 和精氨酸

酶 2 (arginase 2, Arg2)。人类的Arg1基因在 1980年被

克隆出, 定位在 6q23上[3]; Arg2基因于 1996年被克隆

出, 该基因定位到染色体 14q24.1-24.3[4]。高分辨率晶

体学表明, 两者都由 3个相同的亚基组成, 是一种同源

三聚体酶, 具有双核锰金属簇作为催化位点。Arg1的

每个单体都表现出典型的罗斯曼折叠结构, 每个亚基

的整体褶皱属于 α/β家族, 由平行的 8股 β片组成, 两

侧有许多α螺旋[5]。

发生在人类体内的 Arg1基因碱基的突变、缺失、

重复或插入导致酶功能部分或完全丧失的病症被称为

精氨酸酶 1缺乏症 (arginase 1 deficiency, ARG1-D)[6,7]。

ARG1-D 是一种常染色体隐性遗传疾病 , 临床表现

以进行性痉挛性截瘫为主 , 超过一半的患者会出现

癫痫发作。ARG1-D 少有高氨血症的发作或程度较

低, 这是与其他尿素循环障碍不同的地方[6,8]。Aeglea 

BioTherapeutics研发的经聚乙二醇化的重组人精氨酸

酶 1 (recombinant human arginase 1, rhArg1) 已在欧盟

和英国获得批准用于治疗 2 岁及以上患者的 ARG1-

D[8,9]。但令人遗憾的是 , 该药尚未在中国上市销售。

另外, rhArg1也是一种重要的治疗用酶, 与超过 30种

严重疾病相关[10,11], 涵盖心血管疾病、癌症及多种罕见

代谢性疾病[12-17]。rhArg1被报道在血液系统恶性肿瘤 

(如急性白血病) 和实体肿瘤 (如前列腺癌、黑色素瘤、

乳腺癌等) 中都能有效地抑制肿瘤细胞生长和诱导其

死亡[18], 并已作为针对精氨酸营养缺陷型肿瘤的潜在

药物进入了临床试验阶段[19]。

尽管 rhArg1具有较低免疫原性的优势, 但其对精

氨酸的底物亲和力相对有限, 体内半衰期较短, 且最适

催化条件与人体生理环境存在显著差异[17,20]。上述因

素共同限制了其在ARG1-D及肿瘤治疗中的体内催化

效率和临床应用效果。因此, 有必要对 rhArg1进行结

构与功能优化, 以提升其体内稳定性和催化性能, 从而

满足临床治疗需求。针对这一问题, 前人已积累了丰富

的研究成果。Fernández等[21]通过理性设计hArg1及实

验验证成功筛选出R21E突变体, 其催化效率较野生型

提升 13%; Madhagi等[22]通过计算机模拟设计 hArg1发

现G119L突变体是最稳定且活性最高的变体, 值得进

一步实验验证。Fan等[23]采用半理性设计 hArg1获得

了 29个突变体, 在 2 mmol·L-1 Mn2+的条件下, N139K、

Q143K、Q143S等单突变体的 kcat相较于野生型提升了

1.4～1.6 倍 , 双突变体 T136D/Q143V 的 kcat 则增加了

1.5倍。

本研究旨在改造 rhArg1, 以克服其在临床应用中

的关键限制。为此, 我们利用深度学习模型 SaProt[24]

来捕捉突变对 rhArg1功能的影响, 预测 rhArg1序列适

应度景观变化, 从而找到潜在的有益突变。此外还利

用酶催化动力学和酶学性质分析对突变体进行评价, 

为ARG1-D和癌症治疗提供新的候选分子。

材料与方法

菌株与试剂 菌株 E. coli BL21(DE3) ( 批号 : 

WD0462843) 用于蛋白及其突变体的表达, 购自北京

六合华大基因科技有限公司 ; 质粒 pET-21a(+) 购自

Novagen 公司; 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (isopropyl-

β-D-thiogalactoside, IPTG批号: 0487051951) 购自北京

兰博利德商贸有限公司 ; 质粒提取试剂盒 (批号 : 

25022) 购自北京康为世纪生物科技有限公司; PCR纯

化试剂盒 (批号: CJB061) 购自 Genstar公司; Bradford

蛋白浓度测定试剂盒 (批号: 2025D0H) 购自上海碧云

天生物技术有限公司 ; Dpn I 限制性内切酶 (批号 : 

7E0670D5) 购自南京 Vazyme 公司 ; KOD OneTM PCR 

Master Mix高保真酶 (批号: 316600) 购自日本TOBOYO

公司; Ni-NTA填料 (批号: R30011410) 购自日本TaKaRa

公司 ; 苯甲基磺酰氟 (phenylmethanesulfonyl fluoride, 

PMSF, 批号 : 2500010001) 购自北京索莱宝科技有限

公司; 其余试剂均为国产分析纯。

rhArg1的理性设计 采用结构感知蛋白质语言

模型 SaProt (SaProt_650M_AF2)[24]对 hArg1 进行零样

本突变效应预测。首先获取 hArg1的三维结构 (PDB: 

2AEB, 结构缺失部分由AlphaFold3[25]进行补全), 随后

按照 SaProt模型要求, 将蛋白质结构编码为包含局部

结构信息的序列表示。之后, 对hArg1全序列进行单点

饱和突变扫描。对于每一个突变体, SaProt模型均基于

当前序列−结构上下文, 计算突变氨基酸相对于野生

型氨基酸的对数似然差值 (log-likelihood difference), 

根据计算所得数值对所有突变体进行排序。

rhArg1 及 其 突 变 组 合 构 建 rhArg1 (NCBI: 

P05089.2) 经密码子优化后由华大基因合成, 经酶切、

连接得到表达质粒 pET-21a-rhArg1, 以此为模板, 利用

反向聚合酶链式反应 (PCR) 引入突变, 突变引物如表1

所示, 扩增反应体系为: 模板DNA 1 µL, ddH2O 21 µL, 

KOD OneTM PCR Master Mix 25 µL, 上下游引物各1.5 µL。

PCR条件为: 98 ℃预变性2 min; 98 ℃变性10 s, 60 ℃ 退

火15 s, 68 ℃延伸50 s, 30个循环; 最后68 ℃延伸5 min。

·· 2796



宗丽霞等: 蛋白质语言模型用于提高人精氨酸酶1的催化活性

得到的 PCR 产物经纯化后化转到 E. coli BL21(DE3) 

表达感受态中, 经测序验证后即得突变体表达菌株。

rhArg1 及其突变体的表达与纯化 将 rhArg1

及突变体菌株按照 2% 的接种量接种于 200 mL 含有

100 μg·mL-1 氨苄青霉素的 LB 培养基中 , 37 ℃ 、

220 r·min-1振荡培养至 OD600值为 0.6～0.8, 加入终浓

度为 0.2 mmol·L-1的 IPTG, 16 ℃、180 r·min-1低温诱导

14～16 h 后, 4 ℃、7 000 r·min-1, 离心 4 min 收集菌体, 

用 lysis buffer (50 mmol·L-1 NaH2PO4, 300 mmol·L-1 

NaCl, 10 mmol·L-1 咪唑 pH 8.0) 重悬 , 加入浓度为

1 mmol·L-1的PMSF, 使用高压均质仪裂解菌体。4 ℃、

11 000 r·min-1, 离心50 min后, 将用0.45 μm滤膜过滤的

上清液与平衡好的Ni2+-NTA亲和层析柱 4 ℃孵育 1 h, 

流穿液全部流出后使用 5倍柱体积的washing buffer洗

涤杂蛋白, 再用同样体积的 elution buffer (50 mmol·L-1 

NaH2PO4, 300 mmol·L-1 NaCl, 250 mmol·L-1 咪唑 , pH 

8.0) 将目的蛋白洗脱。用30 kDa的超滤浓缩管浓缩目的

蛋白并将缓冲液置换为 20 mmol·L-1 Tris, 150 mmol·L-1 

NaCl, pH 8.0。所有突变体均经十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 电泳分析其纯度及分子质

量, 并使用Bradford蛋白浓度测定试剂盒测定其浓度。

rhArg1及其突变体酶活性测定 通过 rhArg1及其

突变体催化反应产物中的尿素来进行酶活性的定量检

测。酶催化总反应体系为 200 μL, 将 0.7 µmol·L-1蛋白

加入到含有50 mmol·L-1 L-精氨酸, 50 mmol·L-1 Tris-HCl 

(pH 7.4) 和 0.2 mmol·L-1 Mn2+中 37 ℃反应 5 min, 加入

30 µL含2-异亚硝基苯丙酮的酸混合物终止反应, 然后

100 ℃反应 45 min, 置于冰上冷却后 12 000 r·min-1离

心 2 min, 在酶标仪下 540 nm处测量吸光度,并通过标

准曲线确定生成尿素的量, 计算酶活并将每秒钟催化

Table 1　Primers used in this study. Underline means mutation sites

Primer name
E44G-F

E44G-R

T127A-F

T127A-R

V30A-F

V30A-R

C303A-F

C303A-R

G82D-F

G82D-R

G82E-F

G82E-R

K88A-F

K88A-R

N90E-F

N90E-R

H187K-F

H187K-R

M276V-F

M276V-R

N90D-F

N90D-R

F240V-F

F240V-R

G82N-F

G82N-R

G119A-F

G119A-R

A298D-F

A298D-R

T241A-F

T241A-R

K88V-F

K88V-R

C45L-F

C45L-R

R222E-F

R222E-R

Primer sequence (5′−3′)
CTGAAAGAACAGGGATGTGATGTG

TCCCTGTTCTTTCAGTTTTTCCAG

GTTGATGCACATGCCGATATTAAC

GGCATGTGCATCAACCCAAATAAC

GAAGGTCCTACCGCTCTGCGTAAA

AGCGGTAGGACCTTCTTCAACACC

ATTACCCTGGCAGCTTTTGGTCTG

AGCTGCCAGGGTAATTGCAACTGC

GAACAGTTAGCAGATAAAGTTGCA

ATCTGCTAACTGTTCGCTGGCTTT

GAACAGTTAGCAGAAAAAGTTGCA

TTCTGCTAACTGTTCGCTGGCTTT

GTTGCAGAAGTTGCAAAGAACGGC

TGCAACTTCTGCAACTTTACCTGC

GAAGTTAAAAAGGAAGGCCGCATT

TTCCTTTTTAACTTCTGCAACTTT

GATCCGGGTGAAAAATATATTCTG

TTTTTCACCCGGATCCACATCGCG

GGTCTGGATATTGTGGAAGTTAAT

CACAATATCCAGACCGCTCAGCAG

GAAGTTAAAAAGGACGGCCGCATT

GTCCTTTTTAACTTCTGCAACTTT

CTGGATCCGAGCGTTACCCCGGCA

AACGCTCGGATCCAGACCATCCAC

GAACAGTTAGCAAATAAAGTTGCA

ATTTGCTAACTGTTCGCTGGCTTT

CATCCGGATCTGGCTGTTATTTGG

AGCCAGATCCGGATGAACACGTGC

AATACCGCAGTTGATATTACCCTG

ATCAACTGCGGTATTAACGGTACG

GATCCGAGCTTTGCCCCGGCAACC

GGCAAAGCTCGGATCCAGACCATC

GTTGCAGAAGTTGTAAAGAACGGC

TACAACTTCTGCAACTTTACCTGC

AAAGAACAGGAACTTGATGTGAAG

AAGTTCCTGTTCTTTCAGTTTTTC

TATCTGCTGGGTGAAAAAAAACGT

TTCACCCAGCAGATAGCTCAGGGT

Primer name
K4L-F

K4L-R

K88S-F

K88S-R

K88T-F

K88T-R

F240I-F

F240I-R

C303G-F

C303G-R

E202D-F

E202D-R

R222D-F

R222D-R

C45F-F

C45F-R

H312P-F

H312P-R

A307S-F

A307S-R

T136P-F

T136P-R

P63D-F

P63D-R

I66N-F

I66N-R

P63N-F

P63N-R

C303S-F

C303S-R

A307P-F

A307P-R

A56V-F

A56V-R

H187R-F

H187R-R

Primer sequence (5′−3′)
CATATGAGCGCACTAAGCCGTACC

TAGTGCGCTCATATGTATATCTCC

GTTGCAGAAGTTAGTAAGAACGGC

ACTAACTTCTGCAACTTTACCTGC

GTTGCAGAAGTTACAAAGAACGGC

TGTAACTTCTGCAACTTTACCTGC

CTGGATCCGAGCATTACCCCGGCA

AATGCTCGGATCCAGACCATCCAC

ATTACCCTGGCAGGTTTTGGTCTG

ACCTGCCAGGGTAATTGCAACTGC

TTCAGCATGACCGATGTGGATCGC

ATCGGTCATGCTGAAGTACTTAAT

TATCTGCTGGGTGATAAAAAACGT

ATCACCCAGCAGATAGCTCAGGGT

AAAGAACAGGAATTTGATGTGAAG

AAATTCCTGTTCTTTCAGTTTTTC

CGTGAAGGTAATCCTAAACCGATT

AGGATTACCTTCACGTGCCAGACC

TGTTTTGGTCTGTCACGTGAAGGT

TGACAGACCAAAACATGCCAGGGT

CCGCTGACCACCCCCAGCGGTAAT

GGGGGTGGTCAGCGGGGTGTTAAT

CCGAATGATAGCGATTTTCAGATT

ATCGCTATCATTCGGAATATCTGC

AGCCCGTTTCAGAATGTTAAAAAT

ATTCTGAAACGGGCTATCATTCGG

CCGAATGATAGCAATTTTCAGATT

ATTGCTATCATTCGGAATATCTGC

ATTACCCTGGCATCTTTTGGTCTG

AGATGCCAGGGTAATTGCAACTGC

TGTTTTGGTCTGCCACGTGAAGGT

TGGCAGACCAAAACATGCCAGGGT

GACCTGCCGTTTGTAGATATTCCG

TACAAACGGCAGGTCGCCGTAGTC

GATCCGGGTGAACGTTATATTCTG

ACGTTCACCCGGATCCACATCGCG
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生成1 mmol尿素所需要的 rhArg1量定义为1 U。

rhArg1及其突变体酶动力学测定 为评估酶的

动力学参数KM和 kcat, 以溶于 50 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 

7.4), 0.2 mmol·L-1 Mn2+的 2～100 mmol·L-1 L-精氨酸作

为底物, 分别与适当稀释的酶液反应, 测定酶活性, 利

用GraphPad Prism 8.0中Michaelis-Menten非线性拟合

作图法计算KM和Vmax值,并通过测定的蛋白浓度计算

出对应的 kcat。

统计学分析 统计学处理采用GraphPad Prism 8.0

软件进行数据分析, 组间对比采用单因素方差分析。数

据表示为平均值 ± 标准差, P < 0.05为具有统计显著性。

结果与讨论

1　基于蛋白质语言模型SaProt设计 rhArg1

SaProt[24]是一种基于Transformer架构的结构感知

蛋白质语言模型, 其利用大规模蛋白质序列与结构数据

进行预训练, 通过联合学习蛋白质序列与局部结构信

息, 实现对突变效应的泛化预测。本研究采用 SaProt

进行零样本预测 , 将 rhArg1 的氨基酸序列输入模型 , 

计算各单点突变前后序列条件概率的变化, 以评估突

变对蛋白功能稳定性的影响。在无需额外实验数据训

练的前提下, 模型可直接输出各突变体相对于野生型

的功能性预测分值。基于此, 我们构建了 rhArg1的全

局突变效应预测景观, 系统揭示全蛋白范围内不同残

基替换对功能影响的强度及分布特征 (图1)。

基于预测评分对全体单点突变进行排序分析发

现, 大多数突变对酶催化活性表现为中性或负向影响, 

仅少数突变显示潜在有益效应, 表明有益突变在整体

突变空间中所占比例较低 (图 1)。根据预测分值筛选

排名前 37位的突变体用于后续活性验证。从 rhArg1

的三维结构分布来看, 这些候选突变位点分布较为分

散, 主要位于蛋白表面区域, 而较少集中于催化核心区

域 (图2), 提示表面残基可能在调控酶活性或稳定性方

面发挥潜在作用。

2　rhArg1及其突变体表达和酶活表征

rhArg1 及其突变体质粒经大肠杆菌 E.coli BL21

(DE3) 异源表达, 高压均质仪破碎后获得可溶性蛋白, 

高浓度咪唑可将通过His标签结合在Ni亲和层析柱上

的蛋白洗脱下来, 经过浓缩、置换后得到较高纯度的蛋

白 , 目的蛋白的分子质量约为 38 kDa, 全部蛋白的

SDS-PAGE分析如图 3所示, 蛋白大小与预期相符, 表

明 rhArg1及其突变体均实现了可溶性表达, 蛋白表达

产量约为20 mg·L-1。

通过体外酶活性的定量检测, 结果显示在 37个突

变体中, 活性高于野生型 (wild type, WT) 的突变体有

16个, 其中突变体V30A、C45F、A56V、H312P、的活性

相较于WT分别提高了 33%、23%、22%和 90%, 其余突

变体的活性与WT相比未出现大幅提高, 因此在后续

的实验中, 将不再对其进行研究。结果如图4所示。

3　rhArg1及其突变体的酶学性质研究

酶动力学实验结果见表 2, 突变体 V30A、C45F、

A56V、H312P 的 kcat 值相较于 WT 均有提高 , 分别较

WT提高了 42%、28%、28%和 125%。而在与底物的结

合亲和力方面, 突变体V30A、C45F、H312P的KM值较

Figure 1　Predicted landscape of global mutational effects on rhArg1. A: Alanine; C: Cysteine; D: Aspartic acid; E: Glutamic acid; F: 

Phenylalanine; G: Glycine; H: Histidine; I: Isoleucine; K: Lysine; L: Leucine; M: Methionine; N: Asparagine; P: Proline; Q: Glutamine; R: 

Arginine; S: Serine; T: Threonine; V: Valine; W: Tryptophan; Y: Tyrosine
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WT略有降低, 说明这些突变体对以 L-精氨酸为底物

的结合能力在催化反应中得到提升, 表中其他突变体

的KM值与WT相比有不同程度的增加, 表明这些突变

体对底物的亲和能力有所减弱。表中所列突变体的

kcat/KM值较 WT 均有不同程度提高, 尤其是 H312P, 其

催化效率是WT的2.3倍。

4　结论

蛋白语言模型SaProt经过大规模蛋白质序列数据

集的训练, 能够适应多种蛋白质家族, 具有高效的微调

能力和计算能力, 从而实现对突变效应的高效预测。

该模型具有良好的泛化能力, 可适用于多种蛋白质家

族的突变效应分析, 并在蛋白质理性设计中展现出较

高的计算效率。与传统依赖大量实验筛选的方法相

比, 基于蛋白质语言模型的设计策略能够显著降低蛋

白质工程研究中的实验成本和时间消耗, 从而提高从

头设计与定向改造蛋白质的效率。因此, SaProt模型

为蛋白质工程优化及相关药物研发提供了一种具有潜

力的重要计算工具。本研究利用SaProt模型对 rhArg1

进行零样本预测, 选取了 37个突变体进行实验验证, 

结果显示, 其中 16个突变的活性得到了提升, 尤其是

突变体 V30A、C45F、A56V 和 H312P, 其活性相较于

WT分别提高了 33%、23%、22% 和 90%。突变体酶动

力学实验显示, 突变体V30A、C45F、A56V和H312P的

Figure 4　Enzyme activity of WT and mutant. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs WT. ns: Not significant

Figure 3　SDS-PAGE analysis of the purification process of WT and some of its mutant variants using Ni2+ columns. M: Page RulerTM 

protein ladder

Figure 2　Visualization of mutation sites on the rhArg1 structure

Table 2　Kinetic parameters of WT and its mutants. n = 3, 
-
x ± s

Enzyme

WT

V30A

C45F

A56V

H312P

kcat/s
-1

474.3 ± 10.07

674.2 ± 16.63

611.7 ± 11.09

606. ± 17.47

1 068. ± 23.52

KM

/mmol·L-1

27.22 ± 2.2

26.75 ± 2.04

26.71 ± 4.1

28.59 ± 5.36

26.68 ± 3.76

kcat / KM

/s-1·mmol-1·L
17.42

25.2

22.9

21.2

40.03
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kcat值分别较WT提高了 42%、28%、28%和 125%, 表明

这些突变体每秒钟转换底物的分子数增多。相较于

WT, H312P的 kcat/KM值提高了 131%, 说明该突变体在

底物结合与催化转化效率方面均得到优化, 从而显著

提升了L-精氨酸向产物转化的整体催化效率。上述结

果表明, 基于 SaProt模型筛选获得的突变体在催化性

能方面具有明显优势, 为进一步开展 rhArg1的理性改

造与功能优化提供了重要依据。
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