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摘   要：转酮醇酶 (transketolase, TK, EC. 2.2.1.1) 是一种焦磷酸硫胺素和二价阳离子依赖性酶，

可催化二碳单位的转移，可逆形成 C–C 键，在多酶催化生产化学品、药物前体和不对称合成方面

有广泛应用。文中以大肠杆菌 (Escherichia coli) K12 转酮醇酶 TKTA 为研究对象，通过定点饱和

突变和组合突变提升对非磷酸化底物的反应活性，并探索突变酶 TKTA_M 催化合成酒石酸半醛。

结果表明：突变酶 TKTA_M (R358I/H461S/R520Q) 最适反应温度为 32 ℃，最适反应 pH 为 7.0，以

D-甘油醛为受体底物的比酶活为 (6.57±0.14) U/mg，是野生型比酶活 ((0.71±0.02) U/mg) 的 9.25 倍。

在酶学性质研究的基础上，设计 20 mL 的反应体系，以 50 mmol/L 5-酮基-D-葡萄糖酸和 50 mmol/L
非磷酸化乙醇醛为底物，TKTA_M 催化合成酒石酸半醛，最终酒石酸半醛的产量为 3.71 g，摩尔

转化率为 55.34%。研究结果为生物质制备 L-(+)-酒石酸提供数据支撑，同时为转酮醇酶催化非磷

酸化底物提供了借鉴。 

关键词：转酮醇酶；定点突变；酶学性质；生物催化 
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Abstract: Transketolase (EC 2.2.1.1, TK) is a thiamine diphosphate-dependent enzyme that catalyzes the 
transfer of a two-carbon hydroxyacetyl unit with reversible C–C bond cleavage and formation. It is widely 
used in the production of chemicals, drug precursors, and asymmetric synthesis by cascade enzyme 
catalysis. In this paper, the activity of transketolase TKTA from Escherichia coli K12 on 
non-phosphorylated substrates was enhanced through site-directed saturation mutation and combined 
mutation. On this basis, the synthesis of tartaric semialdehyde was explored. The results showed that the 
optimal reaction temperature and pH of TKTA_M (R358I/H461S/R520Q) were 32 ℃ and 7.0, 
respectively. The specific activity on D-glyceraldehyde was (6.57±0.14) U/mg, which was 9.25 times 
higher than that of the wild type ((0.71±0.02) U/mg). Based on the characterization of TKTA_M, tartaric 
acid semialdehyde was synthesized with 50 mmol/L 5-keto-D-gluconate and 50 mmol/L 
non-phosphorylated ethanolaldehyde. The final yield of tartaric acid semialdehyde was 3.71 g with a molar 
conversion rate of 55.34%. Hence, the results may facilitate the preparation of L-(+)-tartaric acid from 
biomass, and provide an example for transketolase-catalyzed non-phosphorylated substrates. 

Keywords: transketolase; site-directed mutation; enzyme characteristics; biocatalysis 

 
L-(+)-酒石酸属于羟基羧酸类螯合剂，是有

机酸领域的重要产品，在食品、医药、化工及

纺织等领域具有广泛的应用 [1]。目前，市售

L-(+)-酒石酸几乎都是通过酶法生产，即以顺式

环氧琥珀酸水解酶 (cis-epoxysuccinate hydrolase, 
CESH, EC 3.3.2.3) 专一性水解环氧琥珀酸二钠

盐制备获得[2]。由于酶法制备 L-(+)-酒石酸具有

产品浓度和纯度高、转化效率高、安全性好等

优点，成为 L-(+)-酒石酸的主要生产方式。国内

有多家企业实现了工业化生产，如杭州宝晶生

物、常州常茂生化、临安金龙化工等，国内总

产值占全球 70%。然而，酶法制备 L-(+)-酒石

酸的原料顺式环氧琥珀酸盐的合成主要依赖

于石化资源。随着原料成本的不断上升，以及

能源消耗和污染物排放指标控制日益趋严，国

内 L-(+)-酒石酸产业亟须新的技术进步[3]。 
国际上多个研究小组曾开展以可再生资源

为原料的 L-(+)-酒石酸制备方法，主要集中在以

代谢工程为手段提高 L-(+)-酒石酸的前体物  
质——5-酮基 -D-葡萄糖酸  (5-keto-D-gluconic 
acid, 5-KGA) 的产量，如德国 Jülich 生物技术

研究中心 IBG-1[4-6]、日本山口大学 (Yamaguchi 
University)[7-8]，国内如张建国[9]、贾士儒[10-11]、

林建平[12-13]课题组都开展了相应的研究。随后，
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5-KGA 在以钒酸盐[14]、贵金属钯碳[15]、过渡金

属[16]等为催化的条件下，可以制备 L-(+)-酒石

酸。然而，该法仅处于研究阶段，尚无产业化

报道，主要问题是化学催化选择效率不高、转

化率低，反应过程不能集成，无法满足工业生

产的要求。 
从可再生资源出发，利用微生物直接制备

L-(+)-酒石酸是未来发展的方向，然而，天然微

生物中并没有完整的 L-(+)-酒石酸合成代谢途

径。澳大利亚 Ford 团队连续报道了酿酒葡萄 
(Vitis vinifera) 中 L-(+)-酒石酸生物合成的两个

重 要 酶 ： L- 艾 杜 糖 酸 脱 氢 酶  (L-idonate 
dehydrogenase, L-IdnDH)[17] 和 醛 酮 还 原 酶 
(2-keto-L-gulonic acid reductase, Vv2KGR)[18]，

并结合基因差异表达谱和同位素示踪的研究结

果提出 L-(+)-酒石酸生物合成的代谢途径[19-20]，

如图 1 所示。遗憾的是，该途径中催化 5-KGA
中 C4–C5 断裂的关键酶及催化机理尚不清楚，

仅推测 5-KGA 经转酮醇酶 (transketolase, TK) 
和酒石酸半醛脱氢酶  (tartaric semialdehyde 
dehydrogenase, TSAD) 转化，合成 L-(+)-酒石酸。 

到目前为止，关于 L-(+)-酒石酸合成途径中

推测催化 5-KGA 生成酒石酸的 TK 及 TSAD 的

研究甚少。早期 Salusjärvi 等 [21]在大肠杆菌 
(Escherichia coli) 中过表达弱氧化葡萄糖酸杆

菌 (Gluconobacter suboxydans) IFO12528 来源

的葡萄糖酸盐/多元醇脱氢酶 (gluconate/polyol 
dehydrogenase) 合成 5-KGA，结果发现有 L-(+)-
酒石酸生成，并推测 5-KGA 是在转酮醇酶和琥

珀酸半醛脱氢酶作用下合成 L-(+)-酒石酸，但无

证据证明这一点。然而，前人的研究已经为我

们提供了一种有益的思路。 
转酮醇酶  (transketolase, TK) 以乒乓反

应机制进行催化，Wikner 通过定点突变的方

式确定关键残基与底物和辅酶的结合，明确催

化反应机制 [22]。Hibbert 等 [23]利用定点饱和突

变的方式，证实 E. coli 来源 TKTA 的 R520 残

基与底物磷酸基团相对接，获得的突变酶对非

磷酸化底物催化活性提高了近 5 倍。在对 D469
的饱和突变中，获得 D469T 突变酶，对无 α-
羟基的底物催化活性提升 2.5 倍 [24]。同样地，

Zhou 等 [25]对嗜热脂肪芽孢杆菌  (Geobacillus  
 
 

 
 
 

图 1  Vitis vinifera 中 L-(+)-酒石酸合成代谢途径[20] 
Figure 1  L-(+)-tartaric acid biosynthesis pathway in Vitis vinifera, modified according to the literature[20]. 
Solid arrow represents L-ascorbic metabolic pathways, and dotted arrow represents L-(+)-tartaric acid 
synthetic pathway. The question mark indicates that the key enzyme, C4–C5 cleavage, has not been identified 
yet. Vv2KGR: 2-keto-L-gulonic acid reductase; L-IdnDH: L-idonic acid dehydrogenase; TK: hypothetical 
transketolase; TSAD: hypothetical tartaric semialdehyde dehydrogenase. 
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stearothermophilus) 转酮醇酶同源建模，并通过

组合突变的方式，获得热稳定突变酶 F435L/ 
D470E 和 L191V/D470I，对无 α-羟基的底物催

化活性提高 7.4 倍。Ranoux 等[26]采用理性设计

的 进 化 方 式 ， 对 酿 酒 酵 母  (Saccharomyces 
cerevisiae) 来源转酮醇酶进行改造，获得多种

突 变 酶  (R526N 、 R526Q 、 R526Q/S525T 、

R526K/S525T) 对非磷酸化的长链多元醇醛 
(long polyol aldehyde) 的催化活性提高 2.6 倍。

值得注意的是，以羟基丙酮酸 (hydroxy-pyruvic 
acid, HPA) 作为供体底物，反应将不可逆释放

CO2，为转酮酶高通量筛选提供了途径[27]。有

鉴于此，通过对转酮醇酶的分子改造，可获得

具有一定应用潜力的生物催化元件。本文首先

克隆与表达 E. coli K12 株来源的转酮醇酶基因

tktA，通过 TKTA 结构模拟和多序列比对，对

底物磷酸基团结合位点 R358、S385、H461 和

R520 进行定点饱和突变和组合突变，筛选能接

受非磷酸化底物的突变酶。在对突变酶进行酶

学性质研究的基础上，探索以 5-KGA 为底物，

催化合成酒石酸半醛，为可再生资源为原料制

备 L-(+)-酒石酸奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒及引物 

E. coli K12、E. coli BL21(DE3)、E. coli 
DH5α 由本实验室保存；克隆载体 pEASY-Blunt 
simple 购自 TransGen Biotech 公司；表达载体

pET-28a(+) 购自 Novagen 公司；本实验所用 PCR
引物 (表 1) 由安捷伦官网突变引物在线设计，由

生工生物工程 (上海) 股份有限公司合成。 
 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this work 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 

TKA_Nde I_F TTCCATATGTCCTCACGTAAAG 22 

TKA_Xho I_R CCGCTCGAGTTACAGCAGTTCTTTTGC 27 

R358N_F GAAAATCGCCAGCNNNAAAGCGTCTCAGAATGCTATCGAAGCGTTC 46 

R358N_R CTGAGACGCTTTNNNGCTGGCGATTTTCGCCGGATTAGCCTGCAG 45 

S385N_F CTGACCTGGCGCCGNNNAACCTGACCCTGTGGTCTGGTTCTAAAGC 46 

S385N_R CAGGGTCAGGTTNNNCGGCGCCAGGTCAGCAGAACCGCCGAG 42 

H461N_F GATGGTTTACACCNNNGACTCCATCGGTCTGGGCGAAGACGGCC 44 

H461N_R CAGACCGATGGAGTCNNNGGTGTAAACCATCACCTGACGCTGTTTC 46 

R520N_F CACTGATCCTCTCCNNNCAGAACCTGGCGCAGCAGGAACGAACTG 45 

R520N_R GCCAGGTTCTGNNNGGAGAGGATCAGTGCGGTCGGGCCGTCCTG 44 

R358I_F GGCGAAAATCGCCAGCATCAAAGCGTCTCAGAATGC 36 

R358I_R GCATTCTGAGACGCTTTGATGCTGGCGATTTTCGCC 36 

H461S_F CAGGTGATGGTTTACACCTCCGACTCCATCGGTCTGGG 38 

H461S_R CCCAGACCGATGGAGTCGGAGGTGTAAACCATCACCTG 38 

R520Q_F CACTGATCCTCTCCCAACAGAACCTGGCGCAG 32 

R520Q_R CTGCGCCAGGTTCTGTTGGGAGAGGATCAGTG 32 

The bold and underlined bases represent the restriction enzyme site, and bold bases represent mutanted site. 
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1.1.2  主要试剂 
PrimeSTAR Max Premix DNA Polymerase

套装、限制性内酶、T4 DNA 连接酶等购自

TaKaRa 公司；QuickChange 定点突变试剂盒购

自 Agilent Technologies 公司；DNA 胶回收试剂

盒、细菌基因组提取试剂盒、质粒提取试剂盒

购自 Axygen 公司；异丙基 -β-D-硫代半乳糖 
(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG) 、 抗 生

素、标准蛋白 Marker及分子级别化学试剂均购

自生工生物工程 (上海) 股份有限公司。 
1.1.3  培养基及培养条件 

LB 培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取

物 5，氯化钠 10 (固体平板加入 1.5%琼脂粉)，
pH 自然。用于质粒构建、基因扩增和菌株培

养。所有培养基或固体平板，根据实验需要加

入相应的抗生素。 
试管培养：单菌接种于 5 mL 的 LB 液体试

管，37 ℃、220 r/min 振荡培养过夜。 
摇瓶培养：2% (V/V) 接种量接种于 50 mL

的 LB 培养基中，添加终浓度为 50 μg/mL 的卡

那霉素，37 ℃、220 r/min 振荡培养。 

1.2  方法 
1.2.1  分子生物学操作方法 

基本分子生物学操作均参照《分子克隆实

验指南 (第 4 版)》进行[28]。 
1.2.2  重组质粒及重组表达菌株构建 

E. coli K12 单菌经试管培养过夜，13 140 r/min
离心 10 min 收集菌体，按细菌基因组提取试剂

盒操作制备 E. coli K12 基因组 DNA。以 E. coli 
K12 基因组为模板，TKA_Nde I_F 和 TKA_Xho 
I_R 为引物，PCR 扩增 tkt A 基因片段 (2 004 bp)。
PCR 产物经纯化试剂盒回收后，进行平末端克

隆，获取克隆子 pEASY-Blunt-tktA 送生工生物

工程 (上海) 股份有限公司测序验证正确。tkt 
A 基因片段和表达质粒 pET-28a(+) 分别用 Nde 
I 和 Xho I 双酶切，胶回收后，T4 DNA 连接酶

16 ℃连接过夜，构建重组质粒 pET-28a-tkt A。

重组质粒转化 E. coli BL21(DE3) 感受态细

胞，涂布于 50 μg/mL 卡那霉素平板，37 ℃培

养过夜。挑取转化子，提取质粒，双酶切验证

正 确 ， 成 功 构 建 重 组 表 达 菌 株 E. coli 
BL21(DE3)/ pET-28a-tkt A。 
1.2.3  酶的表达与纯化 

重组菌单菌经试管培养，转接摇瓶培养至

OD600 为 0.6–0.8，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的

IPTG 进行诱导，并于 24 ℃降温培养 17 h。在

4 ℃条件下，13 140 r/min 离心 10 min，收集菌

体细胞。用 2.0 mmol/L，pH 7.5 的 TEA 缓冲液

洗涤并悬浮细胞，在冰浴条件下超声破碎细胞 
(SCIENTZ JY 96-IIIBN，宁波 )，经 4 ℃、      

13 140 r/min 离心 20 min 去除细胞碎片。上清

液通过 Ni-NTA 柱 (ProteinLso Ni-NTA Resin) 
纯化，再经 DeSalting Gravity Column (生工生

物工程 (上海) 股份有限公司) 脱盐，具体根

据公司提供的操作说明进行。Bradford 法测定

目标蛋白浓度，SDS-PAGE 进行酶蛋白均一性

检测。 
1.2.4  酶活测定 

转酮醇酶酶活测定通过 pH-based 的方法进

行[27]。以 β-羟基丙酮酸锂作为供体底物，经转

酮 醇 酶 作 用 后 ， 生 成 的 CO2 溶 于 水 形 成

HCO3
–，导致溶液 pH 上升。以酚红作为指示

剂，实时测定反应体系在 560 nm 处的吸收

值，其大小与体系中 HCO3
–离子的量成正比，

并计算转酮醇酶的比活力。HCO3
–标准曲线方

程为：y=0.141 8 x+0.319 09，R2=0.993 42。 
转酮醇酶酶活测定体系 (200 μL)：在96孔板

中加入转酮醇酶 12 μg、D-甘油醛 200 mmol/L、
ThDP 2.4 mmol/L、MgCl2 9 mmol/L、三羟基乙

醇 胺 TEA (2.0 mmol/L, pH 7.5) 和 酚 红   
0.028 mmol/L，振荡混匀。加入 β-羟基丙酮酸
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锂 50 mmol/L，在 30 ℃条件下启动反应，且在

10 s 内使用酶标仪测定 560 nm 处光吸值，酶标

仪设置为读酶学动力学模式，每隔 10 s 读一

次，矫正 HCO3
–随时间变化，y=0.010 85 x+ 

0.377 1，R2=0.996 1 以此计算酶活。1 U 的酶

活定义为：每分钟内产生 1 μmol 产物所需的酶

的质量。 
比酶活 (U/mg)=0.010 85×103 [μmol/(L·s)]× 

60 [s]×200×10–6 [L]/酶量 [mg]。 
1.2.5  转酮醇酶分子改造 

根据 S. cerevisiae 来源的转酮醇酶晶体结

构信息[26]及蛋白序列的比对，选取距离底物 4 Å
的 R358、S385、H461 和 R520 位点，进行突变

库的构建。以重组质粒 pET-28a-tkt A 为模板，

R358N_F/R358N_R 、 S385N_F/S385N_R 、

H461N_F/H461N_R 和 R520N_F/R520N_R 为引

物，分别进行 PCR 扩增，结束后用 Dpn I 限制

性内切酶消化模板质粒。将产物分别转入 E. 
coli BL21(DE3) 感受态细胞，涂布于 50 μg/mL
卡那霉素平板，37 ℃培养过夜，分别构建

R358X、S385X、H461X 和 R520X 突变库。对

突变库按 pH-based 法进行高通量筛选，获取催

化非磷酸化底物活性较高的突变酶，送生工生

物工程 (上海) 股份有限公司测序。在此基础

上，进行组合定点突变，提升转酮醇酶对非磷

酸化底物的活性。 
1.2.6  酶的最适反应 pH 和温度 

按照 1.2.4 方法测定转酮醇酶反应最适

pH。测定选用如下缓冲体系：2.0 mmol/L 柠檬

酸盐缓冲液 (pH 3.0–6.0)、2.0 mmol/L 的 TEA
缓冲液 (pH 6.0–8.0)、2.0 mmol/L Tris-盐酸缓

冲液 (pH 7.0–9.0) 和 2.0 mmol/L Gly-NaOH 缓

冲液 (pH 9.0–11.0)。 
在最适 pH 条件下，按照 1.2.4 方法测定转

酮醇酶反应的最适温度。温度考察范围为

20–60 ℃。 
将纯酶置于 30 ℃、40 ℃和 50 ℃水浴中处

理 20 h，定点取样，并以未经热处理的酶活设

为 100%，测定热处理后剩余的酶活。 
1.2.7  动力学参数测定 

在最适 pH 和温度条件下，固定 β-羟基丙

酮酸锂的浓度为 0.5 mmol/L，D-甘油醛的浓度

为 0–0.5 mmol/L，测定底物 D-甘油醛的 Km 值

和 Vmax 值；同样地，固定 D-甘油醛的浓度为    
0.5 mmol/L ， β- 羟 基 丙 酮 酸 锂 的 浓 度 为     
0–0.5 mmol/L，测定底物 β-羟基丙酮酸锂的 Km

值和 Vmax 值。 
1.2.8  非磷酸化底物测定 

在最适 pH 和温度条件下，以 5-KGA 作为

供体底物，对受体底物甲醛、乙醛、丙醛、乙

醇醛、D-甘油醛、L-甘油醛、D-赤藓糖、D-核
糖进行测定，根据转酮醇酶对底物受体的相对

活性评价受体底物。 
1.2.9  转酮醇酶催化酒石酸半醛的合成 

20 mL 反应体系包含转酮醇酶 1.2 mg、
ThDP 2.4 mmol/L、 MgCl2 9 mmol/L、 TEA     
(2.0 mmol/L, pH 7.0)、受体底物 50 mmol/L 和

5-KGA 50 mmol/L，在 32 ℃条件下反应 4 h。
反应结束后，加入 3 倍体积 60 mL 的甲醇，并

于–20 ℃冰箱过夜，使蛋白变性沉淀。经旋转

蒸发去除甲醇后离心过滤，去除变性蛋白。将

滤液继续蒸干后，加入 2.0 mL 纯净水溶解。采用

HPLC 法测定 5-KGA、酒石酸半醛的含量[12]，并

通过标准曲线方程 y=155.569 88 x−102.937 74，
R2=0.998 65 计算。 

2  结果与分析 
2.1  大肠杆菌转酮醇酶基因 tkt A 的克隆与 
表达 

根据美国国家生物技术信息中心 (National 
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Center for Biotechnology Information, NCBI) 中
E. coli K12 基因组信息 (U00096.2)、转酮醇酶

基因 tkt A (Gene ID: 947420)，序列长度为       
1 992 bp，酶蛋白  (YP_026188.1) 分子量为  
72.2 kDa 。按照 1.2.2 方法构 建重组质 粒

pET-28a-tkt A。PCR 产物、酶切验证和测序如

图 2A、2D 所示，特异性条带与目标 tkt A 基因

一致，序列正确。将重组质粒 pET-28a-tkt A 转

入 E. coli BL21(DE3) 感受态细胞中，构建重

组菌 E. coli BL21(DE3)/pET-28a-tkt A。按照

1.2.3 方法对重组菌进行诱导表达及纯化，如图

2B、2C。重组菌经不同浓度 IPTG (0.1、0.2、
0.5、1.0 mmol/L) 诱导表达，收集破碎细胞上

清液和沉淀 (溶于 8 mol/L 的尿素溶液) 进行

SDS-PAGE 分析发现，0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导

效果较好，可溶表达最高。粗蛋白经 Ni 柱亲

和层析及脱盐，得到 72 kDa 的单一条带，即

tkt A 基因在 E. coli BL21(DE3) 中成功表达。 

2.2  转酮醇酶 TKTA 突变位点的选择 
自然条件下，转酮醇酶主要将含有酮羟

基的二碳单位从 5-磷酸木酮糖转移至 4-磷酸

赤藓糖或 5-磷酸核糖，形成相应的多羟基酮

糖。因此，转酮醇酶的供体、受体底物主要是

磷酸化的天然底物，对于非磷酸化的底物，其

催化活性仅为磷酸化底物的百分之一[29]。酵母

来源转酮醇酶的 H30、H103 和 H263 与受体底

物 C1、C2 及 C3 的结合相关，S386、R359、
H469 和 R528 则与受体底物磷酸化基团的结合

有关  (1NGS. pdb, https://www.rcsb.org/structure/ 
1NGS)[30]。通过多序列比对  (图 3) 发现，E. 
coli K12 和 S. cerevisiae 来源转酮醇酶的保守性

大于 70%，其中 R358、S385、H461 和 R520
与 S. cerevisiae 来源 TK 底物磷酸结合位点完全

一致。 
 
 

 
 
 

图 2  E. coli K12 转酮醇酶 tkt A 基因克隆、表达与纯化 
Figure 2  Clone, expression and purification of tktA gene from E. coli K12. (A) 1: PCR amplification of tkt 
A gene; 2: double enzyme digestion to verify the pET-28a-tkt A. (B) tkt A gene expression induced by 
different IPTG concentrations (1–2: 0.1 mmol/L; 3–4: 0.2 mmol/L; 5–6: 0.5 mmol/L; 7–8: 1 mmol/L), in 
which 1, 3, 5, and 7 were soluble expressions, and 2, 4, 6, 8 were corresponding insoluble expression. (C) 1: 
TKTA after Ni-NTA purification; 2: TKTA after desalting. (D) Sequencing of tkt A. 
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图 3  转酮醇酶蛋白 TKTA 序列比对 
Figure 3  Sequence alignment of TKTA enzyme from E. coli K12 against TK (1NGS.pdb) from S. cerevisiae. 
Black box highlight (H30, H103 and H263), C1, C2 and C3 of acceptor binding site; blue box highlight 
(R359, S386, H469 and R528), acceptor phosphate binding site. 

 
利用 Pymol 2.5 软件 (https://pymol.org/2/)，

以 PDB 数据 1QGD 晶体模型 [31]分析底物与

TKTA 对接残基，结果如图 4 所示。残基

R358、S385 分别位于 14 和 15 的 α-螺旋，而

H461、R520 分别位于 12 和 15 的 β-折叠区，

在空间结构上，与受体底物的磷酸基团对接并

形成氢键 (图 4B)。因此，选取 TKTA 距离磷

酸化底物 4 Å 范围内的 R358、S385、H461 和

R520进行定点饱和突变，以提高 E. coli K12来

源 TKTA 对非磷酸化受体底物的催化活性。 
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2.3  突变酶的构建及筛选 
根据选择的突变位点，按照 1.2.5 方法对

R358、S385、H461 和 R520 位点进行饱和突变，

构建饱和突变库。第一轮使用 50 mmol/L 的 D-甘
油醛为受体，对 4 个单点突变库 R358X、

S385X、H461X 和 R520X 各挑 192 个突变体，按

照 pH-based 法分别筛选活性较高的前 40 个突变

株。突变株经 37 ℃、LB 培养后，提取质粒，并

送生工生物工程 (上海) 股份有限公司测序，结

果见表 2。所获 4 个突变库中，H461 和 R520 对

非磷酸化底物的影响较大。在 H461 位点共发现 
3 种阳性突变，其中 H461S 突变酶催化 D-甘油醛

的比酶活是野生酶的 4.99 倍，这种突变占总阳性

突变 (H461T、H461S 和 H461Q) 的 15.00%。而

在 R520 位点的突变库中，R520Q 催化 D-甘油醛

的比酶活是野生酶的 4.27 倍，占该阳性突变库的

32.50%。据文献报道[27]，H461和R520以及R358
在活性口袋的入口处形成磷酸结合区，并确定磷

酸化底物的特异性，这 3 个位点的突变提升了对

非磷酸化底物的催化活性。 

 
图 4  大肠杆菌转酮醇酶 TKTA 辅酶与底物结合位点 
Figure 4  Coenzyme and substrate binding site of E. coli TKTA. (A) The structurally defined sites (green), 
and the phylogenetically defined sites (cyan), relative to the ThDP-cofactor[23]. (B) The residues related to the 
ThDP-cofactor and erythrose-4-phosphate (E4P) as it binds[24]. 
 

表 2  催化非磷酸化底物活性较高的突变体比较 
Table 2  Comparison of specific activities on non-phosphorylated substrates of top performing mutants 
No. Enzymes Specific activity (U/mg) Specific activity related to WT Percentage frequency (%) 
Control WT 0.71±0.02 1.00 100.00 
1-1 R358P 0.92±0.03 1.30 47.50 
1-2 R358I 1.14±0.11 1.61 22.50 
1-3 R358T 0.87±0.14 1.23 30.00 
1-4 S385G 0.79±0.10 1.11 77.50 
1-5 S385P 0.85±0.21 1.20 22.50 
1-6 H461T 2.87±0.08 4.04 12.50 
1-7 H461S 3.54±0.17 4.99 15.00 
1-8 H461Q 1.12±0.13 1.58 72.50 
1-9 R520V 2.14±0.25 3.01 22.50 
1-10 R520P 1.52±0.04 2.14 20.00 
1-11 R520G 1.46±0.15 2.06 25.00 
1-12 R520Q 3.03±0.27 4.27 32.50 
2-1 R358I/H461S 4.15±0.11 5.84 – 
2-2 R358I/R520Q 3.82±0.21 5.38 – 
2-3 H461S/R520Q 4.88±0.09 6.87 – 
2-4 R358I/H461S/R520Q 6.57±0.14 9.25 – 
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在第一轮饱和突变及筛选的基础上，进行第二

轮组合突变，以突变株 1-2 (R358I)、1-7 (H461S) 和

1-12 (R520Q) 为出发株，以 R358I_F/ R358I_R、

H461S_F/H461S_R 和 R520Q_F/R520Q_R 进行组合

定点突变，并按 pH-based 法筛选较高非磷酸化底

物催化活性的突变株，挑取阳性突变株送生工生

物工程 (上海) 股份有限公司测序，结果如表 2 所

示。第二轮的组合突变进一步证实，R358、H461

和 R520 与磷酸化底物的结合相关，特别是 2-4 

(R358I/H461S/R520Q) 催化 D-甘油醛的比酶活为 

(6.57±0.14) U/mg，是野生酶的 9.25 倍。因此，通

过对 E. coli K12 的转酮醇酶的分子改造，获得对

非磷酸化底物催化活性较高的突变酶 2-4，并命名

为 TKTA_M。 

2.4  野生酶与突变酶的酶学性质 
2.4.1  pH 对野生酶和 TKTA_M 酶活影响 

野生酶和突变酶 TKTA_M 在不同 pH 条件下

反应的酶活结果如图 5A。突变酶 TKTA_M 与野

生酶催化反应的最适 pH 均为 7.0，且以 TEA 缓

冲液为佳。在较低的 pH 条件下 (pH 3.0–4.0)，
突变酶 TKTA_M 与野生酶酶活几乎为 0。在 pH 
5.0–8.0 之间时，突变酶 TKTA_M 与野生酶酶活

保持在最高活力的 60%以上。在 pH 8.0–11.0 条

件下，突变酶 TKTA_M 与野生酶酶活一致，呈

下降趋势，但总体活性均高于 pH 3.0–4.0 条件下

的酶活。说明 E. coli K12 来源的转酮醇酶 TKTA
和突变酶 TKTA_M 在碱性条件下更稳定，这与

Jahromi 等[32]发现大肠杆菌转酮醇酶 TK 在 pH 
11.0 时，其酶活为最高酶活的 50%相吻合。 

 

 
 

图 5  pH 及温度对转酮醇酶活性和稳定性的影响 
Figure 5  Effect of pH and temperature on the activity and stability of wild type and mutant TKTA_M. (A) 
Optimal pH. (B) Optimal temperature. (C) Thermal stability, black means 30 ℃, red means 40 ℃, blue 
means 50 ℃, full means TKTA_M, blank means wild type enzyme TKTA. (D) Kd and t1/2 of TKTA_M. 
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2.4.2  温度对野生酶和 TKTA_M 酶活影响 
在最适 pH 7.0 条件下，考察不同反应温度

对野生酶和突变酶 TKTA_M酶活的影响，结果

见图 5B。总体上野生酶和突变酶对反应温度

保持较高的一致性。在 30–40 ℃范围内，两者

酶活均保持在最高酶活的 90%以上，野生酶最

适反应温度为 30 ℃，而突变酶 TKTA_M 在

32 ℃时 活 性 最 高 。 在 50 ℃时 ， 突 变 酶

TKTA_M 仍有 65.31%左右的活性，野生酶还

有 50.12%的活性；但在 60 ℃时，两者的反应

活性几乎完全失活。 
由图 5C 可知，野生酶和突变酶的热稳定

性几乎没有太大的区别。30 ℃处理 20 h 后，

两者的酶活基本没有损失；40 ℃处理 20 h
后，野生酶和突变酶的剩余酶活分别为初始的

27.48%和 29.69%；而经 50 ℃处理时，两者酶

活较不稳定，失活较快。放置 8 h 后，野生酶

和突变酶的残余酶活分别为初始活性的 20.01%
和 20.39%，放置 20 h后，两者几乎完全失活。

图 5D 结果显示，突变酶 TKTA_M 在 40 ℃和

50 ℃的失活常数Kd分别为 0.058 h–1和 0.228 h–1，

根据公式 t1/2=ln2/Kd 计算得到半衰期分别为

11.95 h 和 3.04 h。由此可见，突变酶 TKT_M

在 40 ℃以上的热稳定性相对较低，而在 30 ℃
较稳定，失活常数为 0.000 866 h–1，半衰期 t1/2

为 800.68 h。 
2.5  TKTA_M 酶动力学参数测定 

在最适反应温度 32 ℃，最适反应 pH 7.0 
(2.0 mmol/L 的 TEA 缓冲液) 条件下，测定突

变酶 TKTA_M 动力学参数。如图 6 和表 3 所

示，根据拟合的反应曲线，以双倒数法测定

β-羟基丙酮酸锂和 D-甘油醛的 Km 值分别为   
0.17 mmol/L 和 0.26 mmol/L；Vmax 值分别为  
0.93 μmol/(mg·min)和1.40 μmol/(mg·min)；kcat值分

别为 1.12 s–1和 1.68 s–1。因此，可以计算 kcat/Km分

别为 6.59 L/(mmol·s)和 6.46 L/(mmol·s)。以上结果

表明，TKTA_M对非磷酸化底物HPA-Li和D-甘油

醛具有较高的亲和力。 

2.6  非磷酸化底物谱测定 
为进一步探索突变酶 TKTA_M 对 5-KGA

的催化，在最适 pH 和温度条件下，以 5-KGA
作为供体底物，根据转酮醇酶对底物的活性筛

选较优非磷酸化底物。实验中选取甲醛、乙

醛、丙醛、乙醇醛、D-甘油醛、L-甘油醛、D-
赤藓糖、D-核糖作为底物，通过 1.2.4方法测定

反应酶活。 
 

 
 

图 6  突变酶 TKTA_M 反应动力学参数测定 
Figure 6  Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk reciprocal plot of TKTA_M with different substrate. (A) 
β-hydroxypyruvate lithium. (B) D-GA. 
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表 3  突变酶 TKTA_M 的动力学参数 (32 ℃, pH 7.0) 
Table 3  The kinetic parameter of TKTA_M (32 ℃, pH 7.0) 
Substrates Vmax (μmol/(mg·min)) Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km (L/(mmol·s)) 
HPA-Li 0.93 0.17 1.12 6.59 
D-GA 1.40 0.26 1.68 6.46 

 
表 4  突变酶 TKTA_M 催化反应受体底物 
Table 4  Substrates scope of TKTA_M 
Substrates Specific activity (U/mg) 
Formaldehyde 1.29±0.02 
Acetaldehyde 0.60±0.08 
Propionaldehyde 0.13±0.03 
Glycolaldehyde 4.09±0.44 
D-glyceraldehyde 3.72±0.41 
L-glyceraldehyde 0.091±0.021 
D-erythrose  2.64±0.23 
D-ribose 0.28±0.02 

 

由表 4 结果可知，α 位具有羟基且羟基构型为

R 构型的一类受体底物的活性较强，如乙醇醛 
((4.09±0.44) U/mg)、D-甘油醛 ((3.72±0.41) U/mg)，
而催化 α 位没有羟基或者有羟基且羟基为 S 构

型 的 一 类 受 体 底 物 的 活 性 较 弱 ， 如 甲 醛 
((1.29±0.02) U/mg)、乙醛 ((0.60±0.08) U/mg) 和
L-甘油醛  ((0.091±0.021) U/mg)。同时，随着

受体底物分子的增大，受活性口袋的限制，其

比酶活逐渐降低，说明 TKTA_M酶虽已提高非

磷酸化底物的催化活性，但仍受底物的构型和

分子空间大小的限制。另外，由于供体底物为

5-KGA，在分子空间结构上明显大于 β-羟基丙

酮酸锂，使得辅酶 ThDP 与供体之间的空间位

阻增大，催化活性降低。 

2.7  TKTA_M 催化酒石酸半醛的合成 
据文献报道[29]，在转酮醇酶底物口袋的催

化部位存在着一些保守的氨基酸残基，使得不

同来源的转酮醇酶却有着相同的底物谱，如大

肠杆菌、酵母菌和菠菜来源的转酮醇酶。由

2.4.3 结果可知，以 5-KGA 作为供体底物，乙

醇醛体现最佳反应活性，因此，我们选择乙醇

醛作为 TKTA_M 催化 5-KGA 的受体底物。按

照 1.2.9 条件，在 32 ℃下反应 4 h 后，经 HPLC
测定，突变酶 TKTA_M 催化 50 mmol/L 的

5-KGA 得到酒石酸半醛 3.71 g，摩尔转化率为

55.34%。 

3  讨论 
转酮醇酶 TKTA 是所有生物糖代谢途径的

关键酶，在 C–C 键组合反应中有重要的潜能，

被应用于生物活性物质、药物和化学品的多酶

合成中，如 6-脱氧-D-果糖 [33]、3-羟基酮 [34]、

芳香氨基酸 [35]等。本研究作为前人研究的补

充，重点关注 TKTA 催化 5-KGA，合成 L-(+)-
酒石酸的前体物质，酒石酸半醛，而在此之

前，5-KGA 从未被认为是转酮醇酶的底物。本

文首先克隆表达 E. coli K12 来源的转酮醇酶编

码基因 tkt A，并通过三维结构和多序列比对分

析，选取 4Å 范围内受体底物磷酸基团结合位

点进行饱和突变与组合突变。突变酶 TKTA_M 
(R358I/H461S/R520Q) 的比酶活为 (6.57±0.14) U/mg，
对非磷酸化底物的活性高于野生酶，特别是对

D-甘油醛的比酶活是野生酶的 9.25 倍。根据分

子模拟对接结果 (图 4)，H461残基的咪唑环直

接与受体底物磷酸基团对接，突变酶 H461S 和

H461T 对非磷酸化的 D-甘油醛的比酶活是野生

酶的 4 倍以上，我们推测将 His 突变为分支氨

基酸后，去除了 His 的正电荷，降低对磷酸基

团的特异性结合。对 D-甘油醛的比酶活测定 
(表 2) 表明，突变酶 R520P 和 R520G 是野生酶

的 2.00 倍左右，R520V 是野生酶的 3.01 倍，说
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明 R520 残基不仅与底物的磷酸基团对接，同

时还与底物进入的活性口袋有关，以上的突变

去除 Arg 的侧链空间位阻效应，使得底物更易

进入活性位点。突变酶 R358P 、 R358I 和

R358T 对 D-甘油醛的比酶活分别是野生酶的

1.30、1.61 和 1.23 倍，反应出 R358 残基对底物

进入活性位点的作用效果弱于 H461 和 R520。
另外，在酵母来源 TK 中的 H30 和 H263 残基

和受体底物及辅因子的结合相关，D477 和

H481 残基与底物侧链基团结合相关[36]，说明

以上位点虽与底物磷酸基团结合无关，但涉及

反应底物与酶结合的空间位阻，对 TKTA 改造

过程中位点选择仍十分重要。 
不同来源的转酮醇酶的特性已有多篇报

道，根据来源可将转酮醇酶分为嗜热菌转酮醇

酶和非嗜热菌转酮醇酶，但嗜热菌的转酮醇酶

比酶活不高，并且在 60 ℃以下基本没有活

性，很难满足工业应用。而非嗜热来源的转酮

醇酶最适 pH 大多在 7.0–8.0 左右，最适温度

25–37 ℃不等。本文对突变酶 TKTA_M 和野生

酶酶学性质进行研究，发现两者的最适 pH 和

最 适 温 度基 本 一 致  ( 图 5) 。该 酶 在 温度

30–40 ℃、pH 7.0–7.5 范围内能保持较高的催化

活力。当温度超过 50 ℃，TKTA_M 酶活快速

下降，60 ℃时完全失活。Sprenger 和 Pohl 曾报

道[37]，E. coli 来源的 TKTA 具有宽泛的最适反

应温度，然而 Jahromi 等[32]报道 E. coli 来源

TKTA 经 55 ℃处理 1 h 后，冷却至室温，反应

活性增加 3 倍，而经 58.3 ℃处理后，TKTA 酶完

全失活。这可能是在一定的温度范围内，适当提

高温度，有助于在表达纯化过程中发生变性错配

的二级结构，重新再次折叠形成有效的催化部

位。热稳定性实验证实 (图 5C、5D)，TKTA_M
在 30 ℃较稳定，失活常数为 0.000 866 h–1，半衰

期 t1/2 为 800.68 h。对非磷酸化底物 HPA-Li 和

D-甘油醛的 Kcat/Km 分别为 6.59 L/(mmol·s)和  
6.46 L/(mmol·s)，说明突变酶 TKTA_M 对非磷

酸化底物的亲和力较高，拓宽了催化反应底物

的范围。 
目前，还没有关于酶催化 5-KGA 制备

L-(+)-酒石酸的报道，本文对 E. coli K12 来源

转酮醇酶进行分子改造，获得突变酶 TKTA_M。

最终 TKTA_M 催化 5-KGA (50 mmol/L) 得到酒

石酸半醛 3.71 g，摩尔转化率为 55.34%。以上

结果初步证实 5-KGA 到 L-(+)-酒石酸的可能

性，为建立生物质合成 L-(+)-酒石酸打下基

础，但仍有诸多问题需要解决，如供体底物与

酶的结合问题、体内代谢途径设计问题、受体

底物立体选择性问题等。总之，以生物制造为

特征的先进生产方式是国际上物质加工方式的

重要发展方向，也是当前发展低碳经济的重要

途径。  
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