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摘  要：L-天冬氨酸 α-脱羧酶能够催化 L-天冬氨酸生成 β-丙氨酸，是泛酸代谢中的关键酶之

一，对生物体中的能量代谢和脂肪代谢至关重要。细菌 L-天冬氨酸 α-脱羧酶属于丙酮酰依赖

型的一类酶，具有特别的翻译后加工机制和底物失活作用，本文对 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的分

子机制和分子改造进行了综述，并对其在 β-丙氨酸合成方面的应用进行了展望。 

关键词：L-天冬氨酸 α-脱羧酶，丙酮酰基团，β-丙氨酸，自剪切作用/自加工作用，底物失活作用 
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Abstract: L-aspartate alpha-decarboxylase could catalyze the decarboxylation of L-aspartic acid to 
generate beta-alanine, which is one of key enzymes in pantothenate metabolism, playing an 
important role in energy and lipid metabolism of all lives. It belongs to a small class of 
pyruvoyl-dependent enzymes, which has characteristic mechanisms of self-cleavage on pro-enzyme 
and substrate inactivation during catalysis. Here, we reviewed advances and achievements in 
molecular mechanism and modification of bacterial L-aspartate alpha-decarboxylase, and expected 
its application in biosynthesis of beta-alanine. 
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蛋白质分子改造技术能够改善酶分子的催化

效率、稳定性、对应选择性等性能，在理想酶制剂

的开发中起到了重要作用[1]。相较于传统的定向进

化，理性改造策略的应用范围比较有限，这主要是

因为大多数酶分子缺乏蛋白结构和催化分子机理

的研究基础。随着微生物资源的不断开发、蛋白结

构的不断解析以及信息技术等方面的发展，蛋白质

的结构与功能关系越来越清晰，理性改造策略获得

理想酶制剂的可能性大大增强[2-3]。 
β-丙氨酸是重要的化合物前体，在精制化工、

功能性食品以及生物医药等领域都有重要应用[4-7]。

目前 β-丙氨酸的生产方法主要为化学合成法，存

在反应条件苛刻、污染大、副产物多等弊端，近年

来利用细菌 L-天冬氨酸 α-脱羧酶进行酶转化法生

产 β-丙氨酸引起了研究者们的关注。该酶在转化

过程中存在严重的底物失活作用，因此利用分子改

造技术提高其在催化过程中的分子稳定性成为研

究的重点。本文主要对 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的分

子机制和分子改造相关研究做一综述。 

1  L-天冬氨酸 α-脱羧酶简介 

L- 天 冬 氨 酸 α- 脱 羧 酶 (L-aspartate alpha- 
decarboxylase，ADC，EC：4.1.1.11)，又称 L-天冬

氨酸 1-脱羧酶，能够催化 L-天冬氨酸脱去 α-羧基

生成 β-丙氨酸。在机体内，β-丙氨酸对泛酸、辅酶

A 和酰基载体蛋白的合成至关重要，是所有生物不

可或缺的营养因子[8-9]。目前报道的 ADC 主要有 
两类，第一类 ADC (PYR-ADC)被发现于大多数细

菌和古细菌中，这一类 ADC 以丙酮酰基团作为活

性中心，其编码基因首次在泛酸缺陷型菌株的研究

中被发现，因此多以 PanD 命名，目前在 PDB 数

据库中已有 6 种来源的结构数据，分别为大肠杆菌

(Escherichia coli)[10] 、 幽 门 螺 杆 菌 (Helicobacter 
pylori)[11]、嗜热菌(Thermus thermophiles)、空肠弯

曲杆菌(Campylobacter jejuni)、土拉弗朗西斯菌

(Francisella tularensis)、结核杆菌(Mycobacterium 
tuberculosis)[12]；第二种 ADC (PLP-ADC)被发现于

部分古细菌和昆虫中，需要辅基磷酸比哆醛(PLP)
完成催化活性，这一类酶通常具有多种催化能力，

例如谷氨酸脱羧酶和亚磺酸脱羧酶活性。这类酶序

列上与其他来源谷氨酸脱羧酶的序列相似性很高，

但是目前在 PDB 数据库中没有结构数据[13-16]。这

两类脱羧酶主要在结构和催化性能上有较大差异，

详见表 1。 
本文主要对目前已有结构基础的 PanD 的分子

机制和分子改造做一综述。PanD 属于依赖丙酮酰基

团的一类酶，同类酶中还有 S-腺苷甲硫氨酸脱羧酶、

组氨酸脱羧酶、磷脂酰丝氨酸脱羧酶、磷酸泛酰半

胱氨酸脱羧酶以及脯氨酸/甘氨酸还原酶。这一类酶

通过原酶的自加工作用获得丙酮酰基团，其催化产

物多为胺类物质，在生物体中有多种生理作用[17]。 

2  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的分子机制 

2.1  自剪切加工机制 
PanD 在合成过程中发生自加工的分子重排来

获得催化活性，这种分子重排现象在蛋白拼接、多

肽水解以及原酶熟化的过程中普遍存在[18]。晶体

结构的测定是解析蛋白分子反应机理最直接的证 
 
表 1  两类 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的结构特点和催化特性比较 
Table 1  Comparison of structural and catalytic properties in two types L-aspartate alpha-decarboxylases 

特性 Properties PYR-ADC PLP-ADC 

辅助因子 Cofactors 丙酮酰基团 Pyruvoyl group 磷酸比哆醛 Pyridoxine phosphate 

专一性 Specificity 强 High 弱 Low 

基因来源 Gene resources 原核生物 Prokaryotes 多为真核生物 Eukaryotes mostly 

同源性 Homologies 有同源性 Homologous 与谷氨酸脱羧酶的序列相似性很高 Show high similarity with 
glutamate decarboxylases 

PDB 序列号 PDB ID 1PPY, 1UHD, 2C45, 2EEO, 3PLX 无报道 No reported 
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据。Albert 等[19]首次测定了大肠杆菌 L-天冬氨酸

α-脱羧酶的晶体结构。该酶结构是一个拟回转对称

四聚体，每个亚基含有六股 β 折叠片，其末端附有

小的 α 螺旋线。它的活性中心位于相邻亚基之间，

电子云密度显示有 3 个活性中心含有丙酮酰基团，

而第 4 个位置含有一个酯基，它是自加工过程中的

中间体。大肠杆菌 PanD 表达后以原酶(π-Chain，

13.8 kD)形式存在，随后在 Gly24-Ser25 处进行自

剪切加工，获得 C 端为羟基的 β 链(β-Chain，11 kD)
和 N 端带有丙酮酰基团的 α 链(α-Chain，2.8 kD)。
根据三维晶体结构的特征及活性位点氨基酸残基

的相互作用，Albert 等推测出了 L-天冬氨酸 α-脱
羧酶原酶的加工机理：自催化的第一步是形成一个

酯基，该步骤 Ser25 的亲核性被 Tyr A58、Lys D9、

His D11 加强，其羟基攻击 Gly24 的羰基，形成酯

基，同时释放了一个伯氨。第二步是酯键的断裂，

形成具有活性的丙酮酰基团，同时去除 Ser25 的 Cα
的质子和 Gly24 的羧基(图 1)。 

为了进一步研究 ADC 的加工作用机制，

Schmitzberger 等[20]对 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的自剪

切位点进行定点突变和嵌入，比较了不同突变体的

晶体结构与原酶结构的差异，结果证实了严格控制

自剪切位点的特殊构象和位阻效应在加工过程中

的必要性，同时证明了自加工过程中发生的分子重

排是至关重要的。他们提出 Thr57 Oγ 和水分子形

成一个氧阴离子穴来稳定含氧恶唑烷中间体，

Thr57 和水分子可能是支持酸碱催化的关键。另

外，在剪切位点之前的 Loop 结构构象的柔性也对

正确剪切至关重要。 
PanD 的活化是一种分子内自发的加工过程，

但体外较高温度的孵化过程能够加速其活化速率，

尽管体外大肠杆菌的 L-天冬氨酸 α-脱羧酶在 37 °C
条件下孵育能加速其加工过程，获得一定程度的活

化，但是延长孵育时间，其活化速率相对于体内还

是相差很多，这说明生物体内可能有促进原酶加工

的催化剂。Nozaki 等[21]分析了泛酸缺陷型突变体

的染色体突变情况，在 89 min 的位置发现了在泛

酸代谢途径中的关键基因 yhhK (后也称 panZ 或 
 
 

 
 

图 1  L-天冬氨酸 α-脱羧酶自剪切加工过程示意图[19] 
Figure 1  Schematic representation of self-processing reaction in L-aspartate alpha-decarboxylase[19] 
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panM)。经研究发现该基因能促进 PanD 的激活，

并且保守存在于包括大肠杆菌在内的一小类革兰

氏阳性菌中。Stuecker 等[22]给出了体内外 YhhK 与

PanD 相互作用的证据，该相互作用促进原酶的活

化。PanZ 是一种类似 Gcn5 的 N-乙酰转移酶蛋白，

它没有乙酰转移酶活性，但是具有乙酰辅酶 A 的感

应功能，能促进 PanD 的熟化。Monterio 等[23]解析

了 PanD-PanZ 蛋白复合体的晶体结构，得出了几条

重要结论：(1) 在 PanZ 与 PanD 的相互作用中有乙

酰辅酶 A 的参与；(2) PanZ-AcCoA 通过反应构象的

选择来促进 PanD 的活化；(3) PanZ-AcCoA 对已经

活化的 PanD 有抑制作用，对泛酸的生物合成有调

控作用。 
然而并不是所有 PanD 原酶的活化都需要 PanZ

的促进，例如来源于谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium 
glutamicium)和枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)的

PanD。Stuecker 等[24]根据 L-天冬氨酸 α-脱羧酶转

译后原酶的自剪切加工活化的能力不同，将天然的

PanD 分成两种类型，类型 I 需要乙酰辅酶 A 感应

子 PanM 辅助剪切形成有活性的 PanD，这类酶仅

存在于革兰氏阳性菌中；类型 II 在没有 PanM 的

情况下仍然能有效地自剪切形成有活性的 PanD，

这类酶广泛存在于细菌以及部分广古菌门和泉古

菌门中。PanM 的研究虽然不能涵盖大多数 PanD
的自剪切规律，但充分表明了 PanD 的自剪切作用

在体内泛酸代谢中的重要作用。 

2.2  催化反应机制 
细菌 ADC 的催化机制是由 Lee 等[25]在解析

了酶和底物类似物的晶体机构后推测获得的。他

们测定了幽门螺杆菌的 L-天冬氨酸 α-脱羧酶在

2.0 Å 分辨率下的原酶，以及在 1.55 Å 分辨率下

与异天冬酰胺结合的复合结构。该晶体结构是  
一个双 ψ β-桶状结构，该结构中所有亚基均在

Gly24-Ser25 处发生自剪切作用，形成一个小的 β
链(碱基 1−24)和一个大的 α 链(碱基 25−117)，每

个亚基含有 9 个 β 折叠片和 3 个 α-螺旋结构。在

原酶结构中，α 链的 N 端 Ser25 被转换成一个丙

酮酰基团，而在异天冬酰胺复合结构中，底物类

似物(异天冬酰胺)与丙酮酰基团共价结合。该研

究提出在催化脱羧步骤之前，底物和酶形成了一

个 Schiff 碱中间体，为解析 L-天冬氨酸 α-脱羧酶

的催化机理提供了直接的结构证据。催化机理的

推测如图 2 所示：(1) 底物 L-天冬氨酸通过一个

Schiff 碱结构连接丙酮酰基团形成酶-底物的中间

体；(2) 中间体释放 α-羧基形成延伸的烯醇结构；

(3) 烯醇结构去质子化，获得酶-产物的 Schiff 碱

中间体。该步骤需要 Tyr A58 的苯环提供的质子。

这里的质子供体为 Tyr A58 而不是 Thr 57，已经

被 Saldanha 等[26]通过立体化学标记分析方法证

明；(4) 通过水解作用释放产物 β-丙氨酸，重新

获得丙酮酰基团。 

2.3  底物失活作用机制 
早在 1988 年 Smith[10]研究发现 L-天冬氨酸  

α-脱羧酶易受 L-天冬氨酸的影响而失活，进一步

研究表明该失活方式是一个与时间相关的一级反

应，这说明该失活反应源于酶-底物的复合结构，

并参与了酶催化反应的过程。他在研究 L-天冬氨

酸 α-脱羧酶的结构与分子特征时发现 α-亚基的 N
端测序结果第一个氨基酸为丙氨酸，该结果与其活

性中心的丙酮酰基团不相符，因此在解释丙氨酸的

存在时，他借鉴了 Kalyankar 等[27]在研究 PLP 依赖

型脱羧酶时观察到脱羧相关转氨作用的研究结果，

给出了失活机理的推测(图 3)，说明了在脱羧过程

中亚胺结构的异常质子化是导致转氨作用形成的

主要原因，转氨作用伴随脱羧作用的发生，最终导

致酶失去了丙酮酰基团，也就失去了催化活性。该

机理中的副产物丙二酸半醛是一个极不稳定的化

合物，除了本身容易聚合外，在 pH>8.0 时还会与

产物 β-丙氨酸结合。同时由于转氨反应相对脱羧

来说是微弱的，因此要测到副产物的存在还需要大

量的酶与底物作用。目前 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的

失活机理并没有得到直接有利的证据。 
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图 2  L-天冬氨酸 α-脱羧酶推测的催化反应机理[25] 
Figure 2  The proposed catalytic mechanism of L-aspartate alpha-decarboxylase[25] 

注：*：相邻亚基的氨基酸残基. 
Note: *: Amino acid residues from the adjacent subunit. 
 

3  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的克隆、表达及分
子改造 

3.1  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的克隆与表达 
酶学性质研究以及蛋白晶体制作的前提是高

效的克隆表达获得大量高纯度蛋白。L-天冬氨酸  
α - 脱 羧 酶 的 基 因 最 初 是 从 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌

(Salmonella typhimurium LT2)丙氨酸营养缺陷型菌

株中发现的，由于 β-丙氨酸和泛酸的添加能够恢

复该营养缺陷型突变体的生长，因此将其命名为

panD。随后，大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌、结核杆 

菌、幽门螺杆菌等来源的 L-天冬氨酸 α-脱羧酶陆

续在重组大肠杆菌中被克隆和高效表达[9]。近年

来，国内学者着力于性能良好 panD 基因的挖掘，

以及对 PanD 酶学性质和生物转化等方面的研究，

获得了大量具有工业应用潜力的 panD 基因微生物

资源。邓思颖等[28]比较了大肠杆菌、谷氨酸棒杆

菌、枯草芽孢杆菌 3 种来源 PanD 的比酶活(分别

为 0.98、7.52 和 8.4 U/mg)及酶学性质，发现枯草

芽孢杆菌来源的重组酶最适 pH 为 6.5，最适温度

为 65 °C，具有较好的活性和热稳定性。本实验室 
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图 3  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的脱羧作用及伴随而来的转

氨作用机理的推测[10] 
Figure 3  Postulated mechanisms for L-aspartate 
α-decarboxylase decarboxylation and decarboxylation- 
dependent transamination[10] 
注：图中质子化位置用粗体 H 原子标出. 
Note: The protonation is marked in bold H atoms. 
 

陈夏林等[29]利用基因合成技术，将密码子优化后

的单核增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)和杰

氏棒杆菌(Corynebacterium jeikeium) panD 基因克

隆至表达载体 pET28a(+)中，构建重组菌大肠杆菌

BL21(DE3)/pET28a(+)-panD，获得比酶活分别为 

8.9 U/mg 和 11.8 U/mg 的重组酶，其酶学性质研究

发现两种酶的最适反应温度为 55 °C，最适 pH 分别

为 7.0 和 6.0，同时它们均在 30−50 °C 和酸性条件

下比较稳定，具有很大的工业应用潜力。除此之外，

传统的从土壤环境中筛选性能优良的菌种也是开发

用于 β-丙氨酸生产的酶制剂方法之一。冯志彬等[30]

从葡萄园土壤中分离 L-天冬氨酸 α-脱羧酶的生产

菌 株 ， 获 得 了 一 株 特 基 拉 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

tequilensis) PanD37，经发酵条件优化后其酶活力

达到 44.57 U/mL。 

3.2  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的分子改造 
基于 PanD 的特殊加工机制和催化特性，目前

该酶在催化过程中的失活作用是限制其应用的主

要瓶颈，因此其分子改造的主要目标是提高酶的催

化活力和酶在催化过程的稳定性。 
自剪切作用是 PanD 获得催化活性不可或缺的

加工步骤。不同微生物来源的 PanD 加工效率取决于

蛋白本身的分子结构[24]，因此自加工效率是 PanD
提高酶催化活力不可忽略的部分。Cui 等[31]克隆了

谷氨酸棒杆菌 ST01 的 panD 基因获得重组酶，并

结合结构模拟对可能影响自裂解和活性中心的氨

基酸残基 Arg3、Lys9、Arg54、Tyr58 进行定点突

变，结果显示 PanD 的 Arg3 严格控制重组酶的自

剪切，而 Lys9、Arg54、Tyr58 严格调控丙酮酰基

的催化。沈艳[32]采用定点突变的方法对谷氨酸棒

杆菌来源的重组酶进行理性设计，结合氨基酸的理

化性质和模型模拟设计，研究比较了 6 个突变子的

突变效果。突变结果显示，非催化位点 Ile5、催化

位点 Lys9 及 Asp63-Asn68 的 Loop 结构的突变均降

低或失去重组酶的催化功能。不同来源 PanD 的序

列比对结果显示，严格保守位点有 17 个，其中位

于蛋白表面 Loop 区的有 5 个(Thr16、Asp29、

Asn51、Asp82 和 Asn111)，这些位点可能起到结

构骨架的作用；位于活性中心附近的有 12 个

(Lys9、His11、Tyr22、Gly24、Ser25、Arg54、Thr57、

Tyr58、Gly72、Ala73、Ala74 和 Ile85)[11]。上述研

究中的位点均为活性中心附近的保守或半保守位

点，这些位点对 PanD 的自剪切和催化功能起关键

作用。 
底物失活作用是限制 PanD 大规模应用的关键
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问题，因此提高该酶在催化过程中的分子稳定性是

分子改造的重点之一。目前丙酮酰依赖型的一类

酶中组氨酸脱羧酶是没有底物失活作用的，但该

酶经过单点突变(Asp197Ala)后可以获得底物失活

作用，该研究为分子改造减弱底物失活提供理论可

能性[33]。Pei 等[34]采用了易错 PCR 的方法对枯草

芽孢杆菌的 PanD 进行随机突变，并利用荧光测定

β-丙氨酸的高通量筛选方法获得一系列突变子，将

酶活力提高了 18%−22%，同时将分子稳定性提高

了 29%−64%。其中最优突变子(I88M)将生物转化

中的产物生成量提高了 50%。 

4  L-天冬氨酸 α-脱羧酶的应用及前景 

目前对 PanD 的应用研究还处于文献报道阶段，

主要应用有 β-丙氨酸及其衍生产品的合成[34-35]、  
D/L-天冬氨酸的拆分[36]、抗致病菌药物靶点的开   
发[12,37]以及改善植物的耐受性[38-39]等。 

生物转化法生产 β-丙氨酸是 PanD 的主要应用

之一。从生物炼制的角度来看，L-天冬氨酸可以从

生 物 质 废 物 流 中 获 得 ， 如 含 氮 的 多 肽 藻 青 素

(CGP)，因此利用 PanD 合成 β-丙氨酸是生物质能

源的有效利用手段。β-丙氨酸是生物合成含氮化合

物的中间体，是作为生产丙烯酰胺和丙烯腈的重要

平台化合物，具有很大的应用潜力。对于 PanD 表

达及性质的研究，目前报道的主要为来源于大肠杆

菌[40]、谷氨酸棒杆菌[41-42]、枯草芽孢杆菌[28]和特

基拉芽孢杆菌[30]的 panD 基因。Könst 等[40]研究了

利用大肠杆菌 PanD 生产 β-丙氨酸的方法，并考察

了该酶的最适温度、pH 和稳定性等工业化应用的

关键因素。同时也将该酶分别固定到疏水性的环氧

树脂材料和亲水性的含氨基环氧树脂材料上，固定

化并没有改善该酶的热稳定性，但是增加了其操作

的稳定性。然而催化过程中因丙酮酰基团不可逆的

转氨作用造成的酶失活仍然依赖分子改造来获得

改善，同样的不可逆底物失活作用也被发现于谷氨

酸棒杆菌和枯草芽孢杆菌[34,41-42]。另外，本实验室

对两种新来源的 PanD (分别为单核增生李斯特菌

和杰氏棒杆菌)进行了表达和性质研究，实验结果

发现这两种来源的酶同样存在底物失活作用，但是

来源于单核增生李斯特菌的失活作用相对较弱[42]。

目前所有开发的天然 PanD 均受催化过程中的底物

失活作用影响，因此利用该酶生产 β-丙氨酸的关

键是提高其催化过程中的分子稳定性。 
近年来，PanD 也被广泛用于代谢工程改造工

程菌来生产 β-丙氨酸及其衍生物。Song 等[43]利用

代谢工程方法改造了一株产富马酸的大肠杆菌工

程菌，获得了 β-丙氨酸的积累，最终 39 h 分批发

酵获得 β-丙氨酸最终产量为 32.3 g/L。他们在积累

β-丙氨酸的基础上通过引入 3 种酶(丙氨酸转氨酶，

编码基因 pa0132；丙二酸半醛还原酶，编码基因

ydfG；半醛脱氢酶，编码基因 yneI)将工程菌的    
β-丙氨酸导向3-羟基丙酸和丙二酸，最终获得31.1 g/L 
3-羟基丙酸和 3.60 g/L 丙二酸的积累[44]。Borodina
等 [45] 将 PanD 引 入 到 酿 酒 酵 母 (Saccharomyces 
cerevisiae)中，通过合成途径的优化最终获得了能

够积累 13.7±0.3 g/L 3-羟基丙酸的工程菌。泛酸是

由 β-丙氨酸和泛解酸在泛酸合酶的作用下合成的，

Dusch 等[7]在大肠杆菌中表达谷氨酸棒杆菌来源的

PanD 基因(panDC.g)有效积累泛酸，单位生产率达

到了 140 ng/(mg∙h)。在泛酸代谢中 PanD 催化合成

β-丙氨酸是限速步骤之一，在大肠杆菌中 PanD 与其

剪切促进子PanZ在乙酰辅酶A的作用下能有效调控

泛酸的合成[46]，因此在工程菌中解除 PanD 严格的调

控和提高其转化效率是提高泛酸合成的关键。利用

工程菌发酵法生产 β-丙氨酸及其衍生物也离不开

PanD 的有效利用，而 PanD 在代谢途径中的调控作

用与其自剪切和失活作用密切相关，因此分子改造

技术也为工程菌进一步合理利用 PanD 提供可能。 
虽然利用 L-天冬氨酸 α-脱羧酶生物转化法生

产 β-丙氨酸是近年来的研究热点，但是国外学者

对 PanD 的应用研究并不多，其原因可能是催化过

程中的失活作用导致催化稳定性差和转化率低，分

子改造技术是解决这个难题的重要手段。由于目前

已有大量的对原酶加工和催化机理的报道以及多

种微生物 PanD 晶体结构数据的解析，为该酶的理

性或半理性分子改造提供了理论基础，因此相比较
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定向进化而言，理性或半理性改造策略更有优势，

利用分子改造技术提高 PanD 的催化能力和催化过

程中的分子稳定性为工业化生产 β-丙氨酸提供了

可能。 
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