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鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶的基因克隆、表达及 

最适反应 pH 改造 
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(江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】表达鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶(AvPAL)，并经分子改造降低其最适反应 pH。【方法】

PCR 克隆 AvPAL 编码基因，并在大肠杆菌中表达，用 Ni2+亲和层析柱和凝胶柱纯化重组蛋白。

利用 GETAREA 软件筛选与催化残基距离较近的暴露于酶分子表面的氨基酸位点，将其突变为带

电性质不同的氨基酸，并对突变体进行酶学性质研究。【结果】在大肠杆菌中成功表达了 AvPAL，

纯化后得到电泳纯的重组酶。突变体 E75Q 和 E75R 的最适反应 pH 从 8.5 分别偏移到 7.5 和 7.0。

E75Q 在 pH 7.5 时的比酶活较原酶提高了 25%，在 pH 6.5–9.5 之间酶的稳定性良好，其最适反应

温度为 50 °C，在此温度下保温 1 h 酶活无显著变化。在最适反应条件下，E75Q 的 kcat/Km值较原

酶提高了 26.6%。【结论】改变 AvPAL 酶分子中起路易斯碱作用的关键氨基酸残基(质子受体)附

近与之有相互作用的氨基酸的带电性质，降低了 AvPAL 的最适反应 pH，提升了其在医疗领域的

应用前景。 
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Gene cloning and expression of phenylalanine ammonia lyase 
from Anabaena variabilis and modification of the optimal 

reaction pH 
HUANG Nan  ZHU Long-Bao  ZHOU Li  ZHOU Zhe-Min* 

(The Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, 
Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] Phenylalanine ammonia lyase from Anabaena variabilis (AvPAL) was 
expressed and molecular modified to decrease its optimum reaction pH. [Methods] The full length 
AvPAL gene was cloned and expressed in E. coli BL21(DE3). The recombinant protein was purified 
through Ni2+ affinity chromatography and gel filtration chromatography. The mutation sites were 
decided by GETAREA software to choose the amino acid sites both closed to the catalytic group and 
exposed to the surface of the enzyme. After changing the electric properties of the target amino acid 
residues, enzymatic properties of the mutants were studied. [Results] The recombinant AvPAL was 
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successfully expressed in E. coli BL21(DE3). SDS-PAGE analysis showed that the recombinant 
enzyme of electrophoresis pure was obtained. The optimal reaction pH of E75Q and E75R mutants 
were shifted to 7.5 and 7.0, respectively, in contrast to pH 8.5 of the wild type (WT). The E75Q had a 
25% higher specific activity than AvPAL WT at pH 7.5, and there was a good stability between pH 6.5 
and pH 9.5. The optimal reaction temperature of E75Q was 50 °C. At the same time, the E75Q had a 
good stability under 50 °C with no obvious reduction in enzymatic activity after incubation of 1 h. 
Under the optimal reaction conditions, the kcat/Km was increased by 26.6% compared to the AvPAL WT. 
[Conclusion] The optimal reaction pH of AvPAL was decreased by altering the charge of amino acid 
residues which were in a hypothetical position to interact with the general base catalyst. The resulting 
mutant would improve the application prospect of AvPAL in therapeutic. 

Keywords: Anabaena variabilis, Phenylalanine ammonia lyase, Enzymatic properties, Optimal 
reaction pH 

苯丙氨酸脱氨酶(PAL, EC:4.3.1.5)在低 pH 条件

下，能催化 L-苯丙氨酸非氧化性脱氨生成反式肉桂

酸和氨，而在浓铵离子条件下可以将反式肉桂酸反

向合成 L-苯丙氨酸[1]。因此，PAL 常被用于工业生

产手性苯丙氨酸，杨顺楷实验室分离选育的粘红酵

母所产 PAL 已用于肉桂酸生物转化生产 L-苯丙氨

酸[2]；此外，黄建坡等用含 PAL 的固定化粘红酵母

细胞催化 D,L-苯丙氨酸中的 L-苯丙氨酸转化为反

式肉桂酸，利用反式肉桂酸在酸性条件下溶解度急

剧下降的特点，实现 D-苯丙氨酸和反式肉桂酸的分

离，得到高光学纯度的 D-苯丙氨酸[3]。近年来，随

着医药科技的发展，PAL 已成为苯丙酮尿症(PKU，

一种由于苯丙氨酸代谢途径中关键酶缺陷，使得苯

丙氨酸不能转变成为酪氨酸而导致的苯丙氨酸积

累引起的疾病)的一种治疗药物，可以皮下注射和口

服的聚乙二醇化 PAL 被人体吸收后能够降低血液

中 L-苯丙氨酸的含量，从而减轻病情[4]。这种药物

治疗可以取代以前疗效甚微的食疗法来更好地控

制 PKU 病情，因此越来越受到关注。 

目前国内普遍使用的酵母来源 PAL 存在稳定

性不足的问题[5]，而合成工业中往往需要酶制剂满

足耐热、耐有机溶剂、耐酸等苛刻的条件，酵母来

源的 PAL 并不能很好地满足工业生产的要求。为此

需要寻找稳定性更高的 PAL 来满足工业生产所需。

2007 年 Moffitt 等在原核生物鱼腥藻中发现了

PAL[6]，并解析了其晶体结构，对其酶学性质的研

究表明其热稳定性优于酵母来源的 PAL，具有较好

的工业应用前景。此外，由于具有优异的热稳定性，

鱼腥藻 PAL 用于治疗 PKU 的研究越来越受到关  

注[7]。然而，鱼腥藻 PAL 的最适反应 pH 为 8.5[8]，

作为药物在血液环境中(pH 7.3-7.4)并不能发挥最

大酶活，影响疗效，需要通过改造来提高低 pH 环

境下(pH 7.3-7.4) PAL 的酶活来提升治疗 PKU 的效

果。而目前尚无通过分子改造来降低 PAL 最适反应

pH 的先例。 

植酸酶[9]、淀粉酶[10]、纤维素酶[11]及枯草芽孢

杆菌蛋白酶[12]等工业用酶经分子改造，成功获得了

最适反应 pH 降低的突变体。从这些成功的例子中

可总结出一个共同的规律，即：替换酶分子中起路

易斯碱作用的关键氨基酸残基附近与之有相互作

用的氨基酸对酶的最适反应 pH 有显著的影响[9]。

另外，还有一些文献报道位于酶分子表面的带电氨

基酸残基对酶的最适反应 pH 也有影响[13]。但这两

个改造的依据都具有局限性：替换关键氨基酸残基

附近的氨基酸容易引起酶活的降低；而表面氨基酸

由于是通过远距离静电作用力来施展影响，少数几

个表面氨基酸的替换作用力有限，对 pH 影响较小。

因此，将两种方法结合起来克服各自的缺陷，选择

靠近关键氨基酸残基的表面氨基酸残基进行替换

成为本文改造 PAL 最适反应 pH 的依据。 

本研究克隆了来源于 Anabaena variabilis 的

PAL 基因，并实现了其在大肠杆菌中的高效表达。

通过分子改造使其最适反应 pH 从 8.5 降为 7.5，且

对 PAL 突变体的酶学性质研究表明，该酶具有比酵
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母来源的 PAL 更优异的热稳定性。因此，这种稳定

性高且在低 pH 条件下(pH 7.3-7.4)具有较高酶活

的 PAL 在医药领域和工业生产中有更广泛的应用

前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒及引物：Anabaena variabilis 

FACHB-82 购 自 中 国 科 学 院 水 生 生 物 研 究 所

(FACHB)；Escherichia coli BL21、Escherichia coli 

JM109、质粒载体 pET-28a(+)购自 Novagen 公司；

引物均由上海生工生物工程有限公司合成(表 1)。 

1.1.2  主要试剂和仪器：BamH I、Not I 限制性内切

酶、T4 DNA 连接酶、Dpn I 消化酶等均购自日本宝

生物工程有限公司；基因组 DNA 提取试剂盒、质

粒 DNA 提取试剂盒、胶回收试剂盒和 PCR 产物纯

化试剂盒购自上海生工生物工程有限公司；AKTA

蛋白纯化系统、His Trap FF crude，1 mL 镍柱和

Superdex 75 10/300 GL 凝胶柱均为通用电气医疗器

械集团产品。 

1.2  方法 

1.2.1  Avpal 基因的克隆：以 Anabaena variabilis 的

基因组 DNA 为模板，Avpal-1 和 Avpal-2 为引物扩

增 Avpal 基因。Avpal 的 PCR 扩增反应体系(50 μL)：

ddH2O 36 μL，10×PCR buffer (Mg2+ plus) 5 μL，

dNTPs mixture (2 mmol/L) 5 μL，Avpal-1 (10 μmol/L) 

1 μL，Avpal-2 (10 μmol/L) 1 μL，Anabaena variabilis

基因组 DNA (10 mg/L) 1 μL，5 U/μL Pfu DNA 聚合

酶 1 μL。PCR 扩增条件为：95 °C 5 min；95 °C 1 min，

65 °C 30 s，72 °C 10 min，25 个循环；10 °C 保温。

扩增完成后用琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物。 

1.2.2  表达载体的构建：将 PCR 扩增得到的 Avpal

基因产物用 BamH I 和 Not I 限制性内切酶双酶切后

连 接 到 用 同 样 限 制 性 内 切 酶 酶 切 的 质 粒 载 体

pET-28a(+)上，转化到 Escherichia coli JM109 中，

在含有卡那霉素抗性的 LB 固体培养基平板上挑选

阳性重组子，提取重组质粒并进行 PCR 和双酶切验

证，阳性克隆即 pET-28a(+)-Avpal。 

1.2.3  突变体的构建：以 pET-28a(+)-Avpal 重组质

粒为模板，用 E75Q-1、E75Q-2 和 E75R-1、E75R-2

引物(表 1)进行 PCR 扩增，PCR 条件同方法 1.2.1。

PCR 产物经 Dpn I 消化酶处理后转化 Escherichia 

coli JM109，在含有卡那霉素抗性的 LB 固体培养基

平板上挑选阳性重组子进行 DNA 测序，获得 E75Q

和 E75R 突变体重组菌株。 

1.2.4  鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶及其突变体的诱导

表达：将重组质粒 pET-28a(+)-Avpal 及其突变质粒

转化到 Escherichia coli BL21 中，挑选单菌落至    

5 mL 含 50 mg/L 卡那霉素的 LB 液体培养基中，

37 °C、200 r/min 培养 10 h 后，取 1 mL 培养物至

100 mL 含 50 mg/L 卡那霉素的 LB 培养基中，37 °C、 

 

表 1  引物序列 
Table 1  Sequences of primers 

引物名称 

Name of primer 

序列 

Sequences (5′→3′) 

Avpal-1 GGCGGATCCATGAAGACACTATCTCAAG 

Avpal-2 GTGCGGCCGCTTAATGCAAGCAGGGTAAG  

E75Q-1 AATAATGCTGTTGAATCTGGGCAGCCAATTTATGGA 

E75Q-2 AGATGTCACTCCATAAATTGGCTGCCCAGATTCAAC 

E75R-1 AATAATGCTGTTGAATCTGGGCGCCCAATTTATGGA 

E75R-2 AGATGTCACTCCATAAATTGGGCGCCCAGATTCAAC 

注：划线部分分别为 BamH I 和 Not I 限制性内切酶酶切位点.  

Note: The underline words represent the restriction sites of BamH I and Not I. 
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200 r/min 培养至菌体的 OD600 为 1 时加入 IPTG 至

终浓度为 0.4 mmol/L，20 °C 诱导 12 h 后离心收集

菌体。 

1.2.5  鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶的纯化：取离心收集

到 的 菌 体 ， 加 入 适 量 裂 解 缓 冲 液 (100 mmol/L 

Tris-HCl pH 8.5，300 mmol/L NaCl，10 mmol/L 咪

唑，10%甘油)悬浮细胞，于冰水浴中进行超声波细

胞破碎(工作 1 s，间隔 3 s，工作时间 30 min)。破

碎后用高速冷冻离心机以 12 000 r/min 离心 10 min

除去不溶性杂质获得粗酶液。进一步过滤除杂后用

His Trap FF crude，1 mL 镍柱对粗酶液进行纯化。

先用含 100 mmol/L 咪唑的裂解缓冲液洗脱 10 mL，

去除杂蛋白，后用含 300 mmol/L 咪唑的裂解缓冲

液洗脱目的蛋白，并经无咪唑透析液 3 次透析操作

(每次 6 h)除去咪唑。将透析后的酶液加入到预先用

25 mmol/L Tris-HCl pH 8.5 缓 冲 液 平 衡 好 的

Superdex 75 10/300 GL 层析柱中，用含 0.5 mol/L 氯

化钠的 25 mmol/L Tris-HCl 缓冲液进行洗脱，流速

为 0.4 mL/min，收集有活性的部分进行 SDS-PAGE

鉴定。纯酶液超滤脱盐后用于酶学性质研究。 

1.2.6  酶活的测定：参照文献[6]方法测定鱼腥藻苯

丙氨酸脱氨酶的酶活，酶活定义：50 °C 下每分钟

转化 L-Phe 生成 1 μmol 反式肉桂酸所需的酶     

量为 1 U。 

1.2.7  蛋白浓度的测定：采用 Bradford 法[14]测定。 

1.2.8  酶学性质研究：在 pH 7.5 的条件下将反应缓

冲液和底物混合后置于 30-65 °C 保温 30 min 后加

入稀释的酶液，按照 1.2.6 的方法测定酶活，从而

确定酶的最适反应温度。为了研究温度对酶稳定性

的影响，将酶液分别置于 50 °C 和 55 °C 下保温 1 h

后，测定残留酶活力，于 4 °C 下保温 1 h 作为对照。 

配制不同 pH 值(pH 6.0-9.5)的缓冲液，测定纯

酶在不同缓冲液中的酶活力以考察酶的最适反应

pH。所需不同 pH 缓冲液如下：0.1 mol/L 的柠檬   

酸-柠檬酸钠缓冲液(pH 5.0-6.5)；0.1 mol/L 的磷酸

氢二钾-磷酸二氢钾缓冲液(pH 6.5-8.0)；0.1 mol/L

的 Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0-9.5)。将酶分别放置在不

同 pH 值的缓冲液中于 4 °C 保存 12 h，测定残留酶

活力，从而判断酶在不同 pH 值下的稳定性。 

1.2.9  鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶动力学参数的测定：

为了测定 AvPAL 及突变体的动力学参数，向 600 μL

含有 3 μg 纯酶的磷酸氢二钾-磷酸二氢钾缓冲液中

(0.1 mol/L，pH 7.5)分别加入 200 μL 不同浓度的 L-

苯丙氨酸(20-200 μmol/L)，50 °C 反应 5 min，在  

290 nm 下测定生成的反式肉桂酸浓度，从而计算不

同底物浓度时的初速度值。采用 Line weaver-Burk

双倒数法作图，得出该酶在上述底物浓度时的动力

学参数值。 

2  结果与分析 

2.1  鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶基因的克隆 

以鱼腥藻基因组为模板，通过 PCR 扩增获得

Avpal 基因，大小为 1 701 bp，将该基因连接到载体

pET-28a(+)上，获得重组质粒 pET-28a(+)-Avpal。该

基因经测序验证，与 GenBank 报道序列完全一致，

确定为鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶基因。 

2.2  鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶的诱导表达及纯化 

Escherichia coli BL21/pET-28a(+)-Avpal 重组菌

株经终浓度为 0.4 mmol/L 的 IPTG 在 20 °C 诱导培

养 12 h 后，全细胞的 SDS-PAGE 结果如图 1 所示，

获得了较高的 AvPAL 表达量，重组酶分子量大小约

为 62.5 kD。重组菌诱导培养液经超声破碎，高速

离心后获得粗酶液，再经 His Trap FF Crude，1 mL

镍柱和 Superdex 75 10/300 GL 凝胶柱两步纯化。  

图 2 的 SDS-PAGE 结果显示获得了单一条带，表明

经过两步纯化，可获得电泳纯的苯丙氨酸脱氨酶 

蛋白。 

2.3  最适反应 pH 改造 
AvPAL 的最适反应 pH 为 8.5[7]，而人体血液 pH 

值为 7.3-7.4，AvPAL 在该条件下酶活性相对较低，

在治疗 PKU 时不能发挥最好的效果。因此需要对

AvPAL 进行分子改造，使其最适反应 pH 降低。一

些研究[12,15]表明，改变酶分子活性中心起路易斯碱

作用的关键氨基酸残基附近与之有相互作用的氨

基酸的带电性质，可成功降低酶的最适反应 pH。 
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图 1  重组菌全细胞 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 1  SDS-PAGE of the cell extracts of BL21(DE3) 
harboring pET-28a(+)-Avpal 
注：M：蛋白标准；1：E. coli BL21；2：未诱导的重组菌；3：

诱导的重组菌. 

Note: M: Marker; 1: E. coli BL21; 2: E. coli BL21 harboring 
pET-28a(+)-Avpal without IPTG; 3: E. coli BL21 harboring 
pET-28a(+)-Avpal with IPTG. 
 
 
 

 
 

图 2  蛋白表达纯化结果 
Figure 2  The results of expression and purification of the 
protein  
注：M：蛋白标准；1：粗酶液；2：Ni2+亲和层析纯化；3：凝

胶过滤层析纯化. 

Note: M: Marker; 1: Crude enzyme extract; 2: Purified enzyme 
with Ni2+ affinity chromatography; 3: Purified enzyme with gel 
filtration chromatography. 

通过多个来源的 PAL 晶体结构及突变分析，可以确

认 Tyr78 为 AvPAL 活性中心的关键催化基团，起到

路易斯碱的作用[8]。因此，在改造过程中主要围绕

Tyr78 展开，对其周围与之有静电相互作用的残基

进行选择并替换。 

2.3.1  突变点的选择：根据 Russell 等[12]和 Cockburn

等[15]的报道，设立了 2 条标准来选择突变点：(1) 要

替换的氨基酸残基与催化基团的距离较近以保证

两者之间有静电相互作用；(2) 被替换的氨基酸位

于酶分子表面，能与溶剂接触，这样能尽量降低替

换后对酶活的影响。鱼腥藻 PAL 晶体结构的成功获

得 [6,8] 为 PAL 的 分 子 改 造 提 供 了 依 据 。 利 用

GETAREA 软件[16]，结合晶体结构可计算出每个氨

基酸在结构中的表面暴露程度，当表面暴露程度大

于 0.3，即认为该氨基酸属于表面与溶剂可接触的

氨基酸。从中选出位于 Tyr78 附近的表面氨基酸：

Asn68、Asn69、Glu72 和 Glu75。在此基础上再结

合 AvPAL 的活性中心晶体结构(图 3)，选择了距离

Tyr78 最近的带负电荷氨基酸 Glu75 作为替换目标，

将其分别突变为带正电荷的精氨酸及不带电荷的

谷氨酰胺。 

2.3.2  突变体的最适反应 pH：E75Q 和 E75R 突变

体的 pH-活力曲线如图 4 所示，两个突变体的最适

反应 pH 都向低 pH 范围产生了偏移，E75Q 的最适 
 
 

 
 

图 3  AvPAL 活性中心示意图 
Figure 3  Schematic representation of the AvPAL active 
site 
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图 4  AvPAL 及其突变体的 pH-活力曲线 
Figure 4  pH-activity profiles of AvPAL and its mutations 
 

反应 pH 为 7.5，比野生型 AvPAL 的最适反应 pH 降

低了 1 个单位，且在 pH 7.5 时的比酶活比野生型提

高了 0.3 U/mg；而 E75R 的最适反应 pH 偏移更多，

变为 7.0，该 pH 下其比酶活略低于原始酶，为野生

型的 85%。综合考虑突变体的最适反应 pH 和比酶

活，采用 E75Q 突变体进行后续研究。 

AvPAL 比酶活的高低与 Tyr78 有密切的关系，

作为脱氨反应中的质子受体，Tyr78 只有在其酚羟

基处于去质子化状态时才能接受底物 L-苯丙氨酸

解离出的质子[8](图 5)。在 pH 较低时，Tyr78 由于

pKa 值较高，酚羟基不能将质子解离，底物 L-苯丙

氨酸解离出的质子无法被 Tyr78 接收，从而造成底

物的解离受到抑制，因此酶反应速率降低。而将 

 
 

 
 

图 5  AvPAL 催化原理示意图 
Figure 5  Schematic representation of the catalysis 
principles of AvPAL 

Tyr78 附近的 Glu75 替换为碱性和中性氨基酸之后，

Tyr78 所处微环境的碱性增强，可能会中和部分缓

冲液中的氢离子，使得 Tyr78 能顺利解离出酚羟基

上的质子，消除底物解离时所受到的抑制作用。因

此，AvPAL 的突变体 E75Q 在 pH 7.5 时酶活升高，

而 E75R 酶活降低可能是由于突变后氨基酸侧链

结构变化过大，影响了活性中心关键氨基酸的相

互作用。 

2.3.3  E75Q 的 pH 稳定性：用不同 pH 值的缓冲液

(6.5-9.5)分别处理 E75Q 12 h 后测定其酶活，以未

处理的酶液为 100%，计算相对酶活力。结果显示，

酶在 pH 6.5-9.5 条件下处理 12 h 后，活性都维持在

90%以上(图 6)，表明该酶在较广的 pH 范围内具有

良好的稳定性。 

2.3.4  E75Q 的最适反应温度及热稳定性：为测定

E75Q 的最适反应温度，在 pH 7.5 的条件下，分别

测定其在不同温度下(30-65 °C)的酶活(图 7)，可见

在 50-55 °C 时 E75Q 的酶活最高，温度高于 55 °C

时，酶活开始下降。将酶分别在 50、55 °C 保温 1 h，

每隔 10 min 取样测定残余酶活力，以未处理的酶活

力为 100%，计算相对酶活力。结果显示，50 °C 保

温 1 h 后酶活没有损失(图 8)，而在 55 °C 保持 1 h，

相对酶活只能保持 80%，热稳定性与野生型 AvPAL

相当[17]。因此，在综合考虑酶的活力和稳定性后，

确定 E75Q 的最适反应温度为 50 °C。在最适反应温

度和 pH 7.5 下，E75Q 突变体比酶活比原始酶提高

了 25%，具有一定的应用前景。 

 

 
 

图 6  E75Q 的 pH 稳定性 
Figure 6  The pH stability of the E75Q 
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图 7  温度对酶活的影响 
Figure 7  Effect of temperature on the activity of enzyme 

 

 
 
图 8  AvPAL 及 E75Q 的热稳定性 
Figure 8  Thermo stability of AvPAL and E75Q 

 
 
2.3.5  AvPAL 及 E75Q 的反应动力学研究：在

50 °C、pH 7.5 的条件下，分别测定了 AvPAL 和突

变体 E75Q 在不同底物浓度下的反应初速度，根据

双倒数法计算出各项动力学参数，结果如表 2 所示。

突变体 E75Q 与原酶 AvPAL 相比，Km 值增大了

31.5%，表明突变后底物与酶的亲和性降低；而 kcat

却比突变前提高了 67%，在一定程度上抵消了底物

与酶的亲和性降低对催化效率的影响，最终 E75Q

的 kcat/Km 值较原酶增大了 26.6%。 

3  讨论 

本文报道的鱼腥藻来源 AvPAL (50 °C 保温 1 h

酶活没有损失)相比于酵母来源的 RgPAL (50 °C 下

保温 1 h 酶活只能保留 80%[18])，具有更好的热稳定

性，造成这种稳定性差异的原因与酶的结构有关。

鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶和目前已大量报道的植物[19]

及酵母[20]等真核生物来源的苯丙氨酸脱氨酶在活

性 中 心 的 结 构 上 高 度 保 守 ， 催 化 部 位 都 是 由

Ala-Ser-Gly 经环化脱水形成的 MIO 基团和一个含

有 Tyr 的高度柔性的 Loop 区组成。但原核生物来

源的鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶(567 个氨基酸)与真核

生物来源的苯丙氨酸脱氨酶(约 700 个氨基酸)相比

在结构上缺少了一段位于 C 端的多螺旋区域[21](约

150 个氨基酸，与 Loop 区的稳定性有关)。拥有该

螺旋区域的真核生物来源的苯丙氨酸脱氨酶在极

端环境下，Loop 区容易折叠成低活性的构象，从而

稳定性低于鱼腥藻来源的苯丙氨酸脱氨酶。另外，

该多螺旋区域的存在还会使酶蛋白对降解更敏  

感[21]，所以鱼腥藻苯丙氨酸脱氨酶的抗降解能力也

优于真核来源的苯丙氨酸脱氨酶。 

优异的稳定性及抗降解能力使得 AvPAL 在医

药领域作为 PKU 的辅助治疗药物越来越受到重  

视[6-7]。但由于其最适反应 pH 为 8.5，进入血液   

(pH 7.3-7.4)后，仅能发挥最高酶活的 75%左右。本

研究经过氨基酸替换后得到的突变体 E75Q 和

E75R 的最适反应 pH 分别变为 7.5 和 7.0。E75Q 在

其最适反应 pH 7.5 时，比酶活为 1.65 U/mg，比

AvPAL 原菌在 pH 7.5 时的比酶活提高了 25%，热

稳定性和 pH 稳定性与野生酶相当，在治疗 PKU 时

可能会发挥更好的效果。同时，本实验还为酶的最  

 

表 2  AvPAL 及 E75Q 的动力学研究 
Table 2  Kinetic analysis of AvPAL wild type and E75Q mutant 

Enzyme Km (mmol/L) kcat (s
–1) kcat/Km (L/(s·mmol)) 

AvPAL 0.057 1.73 30.4 

E75Q 0.075 2.89 38.5 
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适反应 pH 改造提供了一条思路，即：改变酶分子

中起路易斯碱作用的关键氨基酸(质子受体)附近与

之有静电相互作用的表面氨基酸的带电性质，对酶

的最适反应 pH 有显著的影响。本研究构建的 2 个

突变体 E75Q 和 E75R 都是将活性中心质子受体

Tyr78 附近的表面氨基酸 Glu75 替换为带电性质不

同的氨基酸残基。E75Q 是将带负电荷(酸性)的

Glu75 替换为不带电荷(中性)的 Gln，由于该突变点

靠近 Tyr78，突变后 Tyr78 所处的微环境的酸性减

弱，可能更利于 Tyr78 酚羟基上质子的解离，转变

为活性状态的 Tyr-O−，使得 E75Q 在酸性环境下的

活性增强。E75R 则是将带负电荷的 Glu75 替换为

带正电荷(碱性)的 Arg，因为带电性质的变化比

E75Q 更大，所以 E75R 的最适反应 pH 变化更大，

可惜的是可能由于替换后氨基酸侧链结构差异过

大，导致了比酶活的降低。 
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