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摘  要：生物酶元件作为合成生物学系统的芯片对生物制造产业有着至关重要的作用。发展多样

性新功能酶元件可为合成生物学系统提供丰富的工具盒并助力其发展。本研究报道了一种基于非

天然辅因子的新型人工酶构建方法，通过非天然氨基酸结合点击化学策略将 4-二甲氨基吡啶

(4-dimethylaminopyridine, DMAP)辅因子通过共价键引入至优选蛋白骨架中，成功构建了一种以

叔胺辅因子为催化中心的新型人工酶。该人工酶成功实现了一例环状烯酮与对硝基苯甲醛之间发

生的非天然不对称 Morita-Baylis-Hillman (MBH)反应，转化率高达 90%、对映选择性 (e.e.)为
38%。本研究不仅为新型人工酶的设计提供了一种有效策略，而且为发展酶催化非天然 MBH 反

应建立了理论基础。 
关键词：遗传密码子扩展；人工酶；MBH 反应；生物催化；不对称催化 
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Abstract: As the chip of synthetic biology, enzymes play a vital role in the bio-manufacturing 
industry. The development of diverse functional enzymes can provide a rich toolbox for the 
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development of synthetic biology. This article reports the construction of an artificial enzyme with 
the introduction of a non-natural cofactor. By introducing the 4-dimethylaminopyridine (DMAP) 
cofactor into the optimal protein skeleton via covalent bonds based on a click-chemistry strategy, 
we successfully constructed a novel artificial enzyme with the DMAP cofactor as the catalytic 
center. The artificial enzyme successfully catalyzed an unnatural asymmetric Morita-Baylis- 
Hillman (MBH) reaction between cycloketenone and p-nitrobenzaldehyde, with a conversion rate of 
90% and enantioselectivity (e.e.) of 38%. This study not only provides an effective strategy for the 
design of new artificial enzymes but also establishes a theoretical basis for the development of 
unnatural biocatalytic MBH reactions. 
Keywords: genetic codon expansion; artificial enzyme; Morita-Baylis-Hillman (MBH) reaction; 
biocatalysis; asymmetric catalysis 

 
近年来，生物合成技术因其显著优势在多

个领域得到了广泛应用。酶蛋白作为生物催化

剂，因其高催化效率和温和的反应条件，适用

于发展绿色化学。与传统化学方法相比，酶催

化反应不仅更加经济，还具有高度的专一性和

选择性，这使其在医药、纺织、化工等行业中

发挥着越来越重要的作用[1]。通过生物合成，

可以更加高效、环保地生产各种功能性分子，

推动人类社会的可持续发展。 
迄今为止，将酶应用于有机催化已经有一

个多世纪的历史，然而由于天然酶催化的反应

类型有限，不能完全满足复杂多样的有机合成

反应对于催化剂的要求[2-3]。因此，扩大酶的种

类以实现其功能多样化正在成为生物催化领域

研究的热点。人工酶是由人类设计的具有类似

天然酶活性的催化剂，通过设计可以使人工酶

具有更加多样的反应活性中心以及更加灵活可

控的反应位点，可以实现天然酶无法催化的反

应。目前，人工酶创制的主要策略包括：通过

遗传密码子扩展技术直接引入非天然氨基酸作

为催化中心；以共价或非共价连接的方式引入

催化活性辅因子[4-7]。目前，研究人员已通过这

些方法创建了多种新型人工酶并成功实现了多

例人工酶催化的非天然反应[8-9]。 
4-二甲氨基吡啶 (4-dimethylaminopyridine, 

DMAP)作为一种高效的有机催化剂，近年来广

泛应用于有机合成当中，可催化多种类型的加

成与环加成反应。目前，DMAP 在精细化学品

医药、农药、染料、香料等产品的合成中得到

广泛应用 [10-12]。MBH (Morita-Baylis-Hillman)
反应作为高效构建碳碳键的方法，可以在

DMAP 的催化下实现烯烃与醛酮之间的碳-碳
成键反应[13-14]。近些年来众多手性 DMAP 型化

学催化剂被开发出来应用于不对称 MBH 反应

并取得了一定的成果[15-17]。相比之下，生物催

化的不对称 MBH 反应研究较少。比如 Green
团队[18]通过计算机辅助设计开发了一种新型人

工酶，该酶以 N-甲基组氨酸代替原来位置的组

氨酸，实现了环己烯酮与对硝基苯甲醛之间

MBH 反应的不对称催化。但是，目前有关酶催

化 MBH 反应的研究相对较少[19-22]。 
基于此，设计构建一种含 DMAP 催化中心

的新型人工酶用于催化多样性不对称非天然反

应，将会有效扩展酶的多样性和应用范围。本

研究将探索向蛋白中引入含叠氮非天然氨基酸

并通过 click 连接的策略，向目标蛋白中引入一

种 DMAP 型人工催化中心，构建一种新型含

DMAP 的人工酶，进行 MBH 反应探索（图 1），
合成手性新分子，并期望将其应用于有机、材

料、药物研发等各个领域[23-24]。 
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图 1  含 DMAP 辅因子的人工酶催化 MBH 反应 
Figure 1  Biocatalytic MBH reaction by artificial 
enzyme harboring. 
 

本研究的目标蛋白为乳球菌多药耐药调节

蛋白(lactococcal multidrug resistance regulatory 
protein，LmrR)，这是一种同源二聚体蛋白，在

其二聚体界面处具有较大的疏水性和混杂口

袋，是人工酶构建的良好载体[25]。目前，Roelfes
团队已经通过遗传密码子扩展技术及 π-π 堆积

作用将多种催化活性基团引入至 LmrR 的疏水

口袋并实现了环丙化、付克烷基化等[26-27]非天

然不对称催化反应。这些研究表明 LmrR 在人

工酶构建中具有较大的应用潜力。 
基于目标研究蛋白，本研究通过生物正交

反应的策略将新设计的 DMAP 催化基团引入蛋

白口袋中，构建新型人工酶。首先将运用成熟

的体系将非天然对叠氮基苯丙氨酸(para-azido- 
phenylalanine, pAzF)[9]引入 LmrR 蛋白中的 15 号  
位置，将得到的突变体命名为 LmrR_V15pAzF，再

通过基于铜催化的叠氮 -炔基的环加成反应

(copper catalyzed alkyne-azide cycloaddition, 
CuAAC)[28]将设计合成的含 DMAP 催化活性基

团引入至蛋白骨架中，成功构建了新型含 DMAP
型催化中心的人工酶，命名为 LmrR_V15Mod_ 
DMAP，通过蛋白质谱实验确定了人工酶结构，

发现此人工酶可有效地催化环状烯酮与对硝基

苯甲醛的不对称 MBH 反应，并获得较好的转

化率和 38%的对映选择性。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

大肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3)和

E. coli DH5α 菌株均由本研究室保藏，前者用于

重组菌的构建，后者用于质粒的提取。 

1.1.2  质粒 
pEvol_pAzF (Addgene 质粒号：31186)由本

实验室保藏；pET17b_LmrR 质粒由本实验室保

藏，利用定点突变技术将 LmrR 蛋白中第 15 位氨

基酸密码子突变为 TAG 用于后续的非天然氨基

酸引入，得到的突变质粒为 pET17b_LmrR_ 
V15TAG，用于目标蛋白的表达。 
1.1.3  试剂 

对硝基苯甲醛、环戊烯酮均购自上海毕得

医药科技股份有限公司；异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷(IPTG)、脱硫生物素均购自上海泰坦科技

股份有限公司；色谱纯的正己烷和异丙醇均购

自上海泰坦科技股份有限公司；其他试剂均为

国产或进口分析纯。 
1.1.4  常用培养基  

LB 培养基：1%蛋白胨、1%氯化钠和 0.5%
酵母提取物，pH 约为 7.0，121 ℃灭菌 20 min，
用于大肠杆菌的培养。 
1.1.5  常用仪器  

高效液相色谱系统购自安捷伦科技有限公

司和岛津公司，旋转蒸发仪、离心机均购自

Eppendorf 公司，超净工作台购自江苏苏净集团

有限公司，超微量分析仪购自 Thermo 公司，恒

温振荡培养箱购自上海知楚仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  重组大肠杆菌的构建  

将 pET17b_LmrR_V15TAG、 Pevol_pAzF
质粒共转入 E. coli BL21(DE3)感受态细胞，经

氨苄青霉素(100 μg/mL)、氯霉素(50 μg/mL)筛
选菌落，挑取阳性菌落进行扩大培养，取 1 mL
菌液加入 1 mL 灭菌的甘油：水(1:1)冻存。 
1.2.2  重组菌的诱导表达、纯化及鉴定 

将重组菌接种于 10 mL LB 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 培养 14 h 后取 250 μL 接种于
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500 mL 新鲜的灭菌 LB 培养基中，37 ℃、   
200 r/min 培养 5–6 h，待其 OD600 至 0.6–0.8 时，

加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，阿拉伯糖至

终浓度为 1 mmol/L，对叠氮基苯丙氨酸至终浓

度为 1 mmol/L，30 ℃、200 r/min 诱导培养 16 h。
收集菌液，4 ℃、6 000 r/min 离心 20 min 收集

菌体沉淀，加入 15 mL PBS (pH=8.0)重悬，然

后进行超声破碎，破碎参数为功率 200 W，开

10 s，关 15 s，30 min。破碎后加入 DNA 酶，

冰上静置孵育 30 min，4 ℃、12 000 r/min 离心

50 min，将上清用 0.45 μm 滤膜过滤后装入

Strep-Tactin 柱中，4 ℃、20 r/min 孵育 1 h。取

出层析柱，收集流出液(flow)，采用 2 倍柱体积

的 Washing buffer 进行蛋白洗杂，重复 3 次，收

集洗杂液(W1–W3)，用 1 倍柱体积的 Elution 
buffer 进行蛋白洗脱，重复 6 次，收集洗脱液

(E1–E6)，获得的蛋白为 LmrR_V15pAzF。将纯

化蛋白过程中的分段收集液进行 SDS-PAGE 分

析，最后将 E2–E5 进行超滤浓缩，浓缩后的蛋

白置于 PBS (pH=6.5)中透析并保存备用。 

1.2.3  辅因子制备与表征  
将 4-(二甲氨基 )烟酸、1-(3-二甲氨基丙

基 )-3- 乙 基 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐 (1-ethyl-3- 
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride, 
EDC)、1-羟基苯并三唑(1-hydroxybenzotriazole, 
HoBt)、炔丙胺加入二氯甲烷中，氩气保护条件

下，室温搅拌 18 h，旋干后使用硅胶柱层析纯

化产物，二氯甲烷：甲醇=10:1 时收集流出段，

获得产物。终产物经 1H NMR 进行分析与表征。 
1.2.4  人工 DMAP 辅因子的制备和蛋白连接  

将 LmrR_V15pAzF 蛋白置于 PBS (pH=7.0)
中透析，按照如下体系进行蛋白连接。总体积

1 mL，LmrR_V15pAzF：50 μmol/L；辅因子：   
100 μmol/L；CuSO4：100 μmol/L；三-(3-羟基丙

基三唑基甲基)胺：500 μmol/L；抗坏血酸钠：   
5 mmol/L。常温下连接 2 h。蛋白连接完成后将

其置于 PBS (pH=7.5)中透析，获得产物命名为

LmrR_V15Mod_DMAP。 
1.2.5  对硝基苯甲醛与不饱和烯酮的生物

催化体系构建  
首先将 LmrR_V15Mod_DMAP 蛋白分别置

于 pH 为 6.5、7.5、8.0、9.0 的 PBS 中进行透析，

透析结束后使用超微量分析仪测量其浓度备

用；再分别将对硝基苯甲醛与不饱和酮(环戊烯

酮或环己烯酮)配制成浓度分别为 25 mmol/L、

125 mmol/L 的母液备用。 
取 2 mL 反应管 4 个，先分别加入 pH 为 6.5、

7.5、8.0、9.0 的 PBS，再分别加入对硝基苯甲

醛与环戊烯酮母液各 12 μL，最后加入分别经

pH 为 6.5、7.5、8.0、9.0 的 PBS 透析过的人工

酶，反应体系总体积为 300 μL，人工酶浓度为

5 mol%。反应条件为：4 ℃，20 r/min，20 h。
每个 pH 设置 1 组重复试验，1 组空白对照试验。 

取 2 mL 反应管 2 个，先分别加入 pH 为 7.5、
8.0 的 PBS，再分别加入对硝基苯甲醛与环己烯

酮母液各 12 μL，最后分别加入经 pH 为 7.5、8.0
的 PBS 透析过的人工酶，反应体系总体积为  
300 μL，人工酶浓度为5 mol%。反应条件为：4 ℃，

20 r/min，20 h。每个 pH 设置 1 组重复试验、1 组

空白对照试验。 
1.2.6  催化产物的表征  

按照 1.2.5 构建反应体系，反应结束后加入

1 mL 乙酸乙酯进行萃取，振荡后离心 1 min，轻

轻吸取 950 μL 上层液，加入无水硫酸钠干燥，离

心 1 min 后取 800 μL 过滤，用旋转蒸发仪旋干后，

加入200 μL正己烷:异丙醇=80:20复溶，取120 μL
进行 HPLC 分析。分析条件为：所用手性柱为

OJ-H 柱，流动相为正己烷：异丙醇=90:10，流速

为 0.7 mL/min，数据采集时间为 45 min。 

1.2.7  产物外消旋体的制备与表征  
以咪唑作为催化剂进行 MBH 反应外消旋

体的合成[29]，采用 1H NMR 对外消旋体进行表
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征与确认，所用溶剂为氘代氯仿。环戊烯酮与

对硝基苯甲醛的 MBH 反应产物 3a：1H NMR 
(400 MHz, Chloroform-d) δ 8.24 (d, J=8.7 Hz, 
2H), 7.61 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.31 (td, J=2.7, 1.2 Hz, 
1H), 5.70 (s, 1H), 3.63 (s, 1H), 2.66 (tdd,   
J=4.3, 2.7, 1.5 Hz, 2H), 2.51 (ddd, J=5.7, 2.7,  
1.3 Hz, 2H)。环己烯酮与对硝基苯甲醛的 MBH
反应产物 3b：1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): 
δ 8.20 (d, J=8.7 Hz, 2H), 7.57 (d, J=8.7 Hz, 2H), 
6.87 (t, J=3.9 Hz, 1H), 5.63 (d, J=5.7 Hz, 1H), 
3.68 (d, J=5.7 Hz, 1H), 2.46 (m, 4H), 2.01 (m, 
2H)。HPLC 分析条件为：所用手性柱为 OJ-H
柱，流动相为正己烷：异丙醇=90:10，流速为

0.7 mL/min，数据采集时间为 45 min。产物 3a
保留时间分别为 21.6 min、25.2 min；产物 3b
保留时间分别为 34.2 min、40.8 min。 

2  结果与分析 
2.1  人工酶的分析与表征 
2.1.1  DMAP 型辅因子的制备与表征 

按照 1.2.3 中的方法制备 DMAP 型辅因子，

获得终产物 43 mg，产率为 39%。1H NMR 分析

结果如下：1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ 
8.55 (s, 1H), 8.31 (d, J=5.9 Hz, 1H), 6.74 (d,   
J=5.9 Hz, 1H), 4.25 (dd, J=5.4, 2.5 Hz, 2H),  
2.94 (s, 6H), 2.29 (t, J=2.6 Hz, 1H)。 
2.1.2  LmrR_V15pAzF 的表达与表征  

将纯化的 LmrR_V15pAzF 进行蛋白表征 
与分析，SDS-PAGE 的结果如图 2 所示，其在

15 kDa 处有明显的条带，LmrR_V15pAzF 理论

分子量约为 14.9 kDa，这表明已经成功诱导表

达 LmrR_V15pAzF 蛋白并成功使用 Strep-Tactin
亲和层析柱纯化。 

通过对蛋白结构的分析发现，LmrR 蛋白是

一个二聚体蛋白，如图 3 所示，其二聚体界面

间具有一个较大的疏水空腔，而 V15 恰好位于

该疏水空腔中，并且其氨基酸侧链朝向疏水空腔

的内部，因此将其作为非天然氨基酸的引入位

点[30-31]。疏水口袋有利于后续的辅因子的连接

以及催化反应的进行，也更利于后续的定向进

化以及蛋白改造。 

2.1.3  LmrR_V15pAzF 与辅因子连接后的

人工酶分析  
按照 1.2.4 中的方法进行酶蛋白与辅因子进

行连接，该连接基于 CuAAC，可以迅速完成辅

因子的炔基与 LmrR_V15pAzF 中的叠氮基团之

间的 click 反应(图 4)。连接完成后经过透析，进

行液相-质谱联用表征，结果如图 5 所示，其理 

 

 
 

图 2  LmrR_V15pAzF 纯化收集液的 SDS-PAGE
分析 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of purified 
LmrR_V15pAzF collection solution. M: Protein 
marker; F: Flow; W1–W3: Washing buffer; E1–E5: 
Elution buffer. 
 

 
 

图 3  LmrR的二聚体结构   PDB登录号：6I8N，

V15 位用红色表示。 
Figure 3  The dimer structure of LmrR. PDB ID: 
6I8N, V15 is shown in red.  
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论分子量为 15 263.00 Da，实际测定结果为   
15 263.00 Da，质谱结果表明已成功将辅因子与

LmrR_V15pAzF 相连接，并且该连接过程具有极

高的效率以及特异性。将所获得的人工酶命名为

LmrR_V15Mod_DMAP。 
基于 DMAP 型辅因子的潜在催化活性，可

以利用其进行底物的活化，加之蛋白骨架提供

的手性环境，有望实现非天然反应的不对称催

化以及新型分子砌块的合成。 
2.2  LmrR_V15Mod_DMAP 催化对硝基

苯甲醛与环戊烯酮的 MBH 反应  
由于 MBH 反应在有机合成中具有重要的

地位，其反应产物具有极其广泛的应用，因此，

本研究中利用所创制的新型人工酶进行不饱和

酮与对硝基苯甲醛之间的 MBH 反应探索，以

期实现该反应的不对称催化。首先按照 1.2.5 构

建生物催化反应体系，反应 pH 分别为 6.5、7.5、
8.0、9.0，按照 1.2.6 中的方法进行反应产物的

测定，通过与外消旋体高效液相色谱分析的保留

时间以及化合物的吸收光谱确定产物。结果如图

6 所示，由于 MBH 反应需要一个相对碱性的条

件，在反应 pH 为 6.5 时，底物几乎不转化，而当

反应体系的碱性增强，反应的背景也随之增高。

在 pH7.5 时，人工酶催化反应组可获得 72%的 
 

 
图 4  人工辅因子的合成和与蛋白 LmrR_V15pAzF 的偶联   EDC：1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚

胺盐酸盐；HOBt：1-羟基苯并三唑；THPTA：三(3-羟丙基三氮基甲基)胺；NaACS：抗坏血酸钠。  
Figure 4  The synthesis of artificial cofactor and the click reaction with LmrR_V15pAzF. EDC: 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride; HOBt: 1-hydroxybenzotriazole; THPTA: 
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine; NaACS: Sodium L-ascorbate. 

 

 
图 5  LmrR_V15Mod_DMAP 的 LC-MS 分析 
Figure 5  LC-MS analysis of LmrR_V15Mod_DMAP. 
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转化率和 16% e.e.，说明人工酶在该反应中起到

相应的催化作用，同时空白对照组显示一定的背

景反应；当 pH 升高至 8.0 时，人工酶催化该反

应获得 90%的转化率和 19%的 e.e.。但是当反应

体系 pH 增加到 9.0 时，酶催化组产生的产物为

消旋体，出现这一现象的原因可能是反应体系碱

性的增强使得烯烃 α 位碳原子更容易活化，使背

景反应增强，无需酶的参与，从而失去了反应的

立体选择性。另外单独加入相同浓度的 DMAP
分子催化该反应的结果与空白对照一致，无立体

选择性和转化率的提升，结果表明 DMAP 分子

在水相条件下对该反应无明显催化效果。 

2.3  LmrR_V15Mod_DMAP 催化对硝

基苯甲醛与环己烯酮的 MBH 反应  
按照 1.2.5 中的方法构建生物催化反应体系，

当反应 pH 为 7.5 和 8.0 时均显示出明显的酶参与

催化的过程，按照 1.2.6 中的方法进行反应产物的

测定，通过与外消旋体高效液相色谱分析的保留

时间以及化合物的吸收光谱确定产物。结果如图 7 
 

 
 

图 6  人工酶催化环戊烯酮与对硝基苯甲醛的

MBH 反应 
Figure 6  The MBH reaction of cyclopentenone with 
p-nitrobenzaldehyde catalyzed by artificial enzyme. 

 
 

图 7  人工酶催化环己烯酮与对硝基苯甲醛的

MBH 反应 
Figure 7  The MBH reaction of cyclohexenone 
with p-nitrobenzaldehyde catalyzed by artificial 
enzyme. 
 

所示，在 pH 为 7.5 及 8.0 的条件下，人工酶催

化该反应的转化率分别为 9%和 56%，e.e.值分

别为 34%和 38%。相比于环戊烯酮参与的反应，

环己烯酮参与的反应具有更加优异的立体选择

性。这可能是因为与环戊烯酮相比，环己烯酮

具有更稳定的六元环结构，在反应过程中相对

较难活化。另外，环己烯酮的体积较环戊烯酮

更大，在人工酶的活性口袋中的灵活度会更低，

因此其反应产物具有比环戊烯酮更加优异的立

体选择性。想要获得更加高效和更好立体选择

性的反应转化，后续还需继续对新构建人工酶

进行高通量定向进化。 

3  讨论与结论 
本研究利用遗传密码子扩展技术将含有叠

氮基团侧链的非天然氨基酸 pAzF 引入至蛋白

骨架中，获得蛋白 LmrR_V15pAzF，其中非天

然叠氮基团与含炔基的DMAP辅因子通过 click
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反应与蛋白进行高效的共价连接，成功构建了

含 DMAP 催化活性基团的新型人工酶，过程简

单高效、特异性强，相比于利用非天然氨基酸

直接引入作为酶催化中心，本策略具有更好的

拓展性，可快速高效地将多种催化中心引入蛋

白中构建新功能人工酶。 
新创制含 DMAP 催化中心的人工酶可催化

环戊烯酮、环己烯酮与对硝基苯甲醛之间的非

天然不对称 MBH 反应。此反应的进行受 pH 影

响较大，在适合的 pH 范围内(7.5–8.0)可观测到

明显的酶催化过程，合成相应的手性产物。在

后续的研究中，可结合计算机辅助设计和定向

进化策略，进一步提高反应的立体选择性和收

率。此种含 DMAP 型辅酶的人工酶也有望实现

其他类型叔胺催化的反应，如 Rauhut-Currier
反应，本课题组后续将会继续探索。 

综上所述，本研究创制了一类新型含非天

然 DMAP 催化中心的人工酶，并实现了一例人

工酶催化的不对称 MBH 反应，为新型人工酶

的创制提供了简单高效的方法，为拓展酶催化

非天然反应提供了一种新的策略。 
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