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研究报告 

内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶关键氨基酸位点的改造提高

对烷基取代 2-酮酸的催化活力 

程新宽 1,2  陈曦 2  冯进辉 2  吴洽庆*2  朱敦明*2 
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2 中国科学院天津工业生物技术研究所 工业酶国家工程实验室 天津市生物催化技术工程中心 
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摘  要：【背景】高效实现 D-氨基酸的生物合成一直是人们关注的热点。内消旋-二氨基庚二酸脱氢

酶(meso-diaminopimelate dehydrogenase，DAPDH)能够直接催化 2-酮酸和氨合成 D-氨基酸。【目的】

提高 DAPDH 对烷基取代 2-酮酸的催化活力，并解释其催化机制。【方法】以来源于嗜热共生杆菌

(Symbiobacterium thermophilum)的内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶(StDAPDH)为模板，在前期结构分析

结合被选择位点突变结果的基础上，确定对 H227 位进行定点饱和突变，并以 D-丙氨酸、D-2-氨基

丁酸、D-正缬氨酸、D-谷氨酸为底物进行筛选。【结果】获得突变体 H227Q 和 H227N。突变体 H227Q

对丙酮酸、2-氧代丁酸、2-氧代戊酸、2-酮戊二酸的比活力比野生型分别提高了 10.9、11.5、8.6 和

7.6 倍。动力学参数表明，突变体 H227Q 同时提高了酶对底物的亲和力及催化常数，使其对丙酮酸

的催化效率(kcat/Km)相较于野生型提高了 9.4 倍。利用分子模拟技术分析突变体 H227Q 与产物氨基

酸之间的相互作用表明，227 位的谷氨酰胺通过与氨基酸的羧酸形成氢键，使得氨基酸产物 Cα上的

氢和辅酶烟酰胺环 C4 原子之间的距离缩短。【结论】利用定向进化技术提高 DAPDH 对烷基取代 2-

酮酸的催化活力，有助于开发新型的高效生物催化剂，这些工作也为下一步继续进行更具挑战性的

D-氨基酸研究提供了基础。 

关键词：烷基取代 2-酮酸，内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶，饱和突变，分子对接，D-氨基酸 
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Mutation of a key amino acid residue of meso-diaminopimelate 
dehydrogenase enhances the catalytic activity toward alkyl 
substituted 2-keto acids 
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Abstract: [Background] Efficient biosynthesis of D-amino acids is highly desired. Meso-diaminopimelate 
dehydrogenase (DAPDH) synthesizes D-amino acids from 2-keto acids and ammonia. [Objective] To 
increase the catalytic activity against the alkyl substituted 2-keto acids. [Methods] Based on structural 
analysis and mutation results from previously selected sites, the saturation mutagenesis was carried out at 
the amino acid residue H227 of DAPDH from Symbiobacterium thermophilum (StDAPDH). The resulting 
mutant library was subjected to screening using D-alanine, D-2-aminobutyric acid, D-norvaline, and 
D-glutamic acid as substrates. [Results] The mutants H227Q and H227N were obtained. Mutant H227Q 
was found to have 10.9-, 11.5-, 8.6- and 7.6-folds improved enzyme activity toward pyruvic acid, 
2-oxobutyric acid, 2-oxovaleric acid and 2-ketoglutaric acid, respectively, compared to that of wild-type 
enzyme. The kinetic parameters indicated that mutant H227Q increased the turnover number of the 
enzyme and the affinity of the enzyme for the substrate simultaneously, so that the catalytic efficiency 
(kcat/Km) of pyruvic acid was 9.4 folds higher than that of wild-type enzyme. Molecular modeling analysis 
of interaction between mutant H227Q and product amino acid, indicating that glutamine at position H227 
forms a hydrogen bond with the carboxylic acid of the amino acid, so that the distance between the 
α-hydrogen atom of product amino acid and C4 of coenzyme nicotinamide ring was shortened. 
[Conclusion] Directed evolution technology has been successfully used to improve the catalytic activity of 
DADPH for alkyl-substituted 2-keto acids, which is helpful for the development of new high-efficiency 
biocatalysts. These efforts also provide guidance for our future engineering of this enzyme about more 
challenging D-amino acids. 

Keywords: Alkyl substituted 2-keto acid, Meso-diaminopimelate dehydrogenase, Saturation mutation, 
Molecular docking, D-amino acids 
 

D-氨基酸是许多药物分子 [1]和生物活性肽 [2]

的重要结构单元，这些物质广泛用于治疗微生物感

染、高血压和癌症[3-4]。D-丙氨酸可用于合成手性

药物和甜味剂[5]，而且是维生素 B6 (vitamin B6)的

前体物质[6]。D-2-氨基丁酸主要用于合成各种抑制

剂(血管紧缩素转换酶 2 抑制剂[7]、基质蛋白酶抑

制剂[8])和抗增殖剂[9-10]。D-正缬氨酸被广泛用于合

成大环内酯类抗生素(16 元环的 pamamycin-607)[11]

以及防御性大环生物碱(r-epilachnene)[12-13]。D-谷

氨酸是尼古丁类似物等稠环化合物的关键中间体，

可用于抗镇痛药物[14]和心脑血管多肽药物[15]，以

及新型抗生素的合成[16]。目前，D-氨基酸可通过

化学合成法、发酵法以及生物催化法来合成[17-18]。

化学法往往需要贵重金属以及强酸强碱等化学试

剂参与，以及保护和去保护过程，难以控制选择性，

并且需要剧烈的高耗能反应条件。发酵法需要调控

复杂的代谢网络，宿主细胞内多种酶的存在会增加

底物/产物不必要的消耗，而且干扰目的产物的催

化过程，产生的代谢产物也存在对细胞形成毒害的

风险。因此，无论是从绿色环保经济节能的角度，
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还是从操作简便易行的角度出发，生物催化法在合

成 D-氨基酸方面均具有自身独特的优势。 

研究者们利用生物催化法合成 D-氨基酸进行

了多种不同酶的尝试。例如，D-氨基酸氨基转移

酶、D-乙内酰脲酶、丝氨酸消旋酶、N-酰基氨基

酸消旋酶、L-氨基酸脱氨酶、苯丙氨酸氨裂解酶  

等[19-23]。然而这些生物催化法或多或少均存在底物

难以获得、底物或产物抑制、需要借助化学试剂、

需要昂贵的氨基供体、理论产率低、选择性差等

不足。在生物催化法中，内消旋-二氨基庚二酸脱

氢 酶 (meso-diaminopimelate dehydrogenase ，

DAPDH)可逆催化 2-酮酸和游离氨合成 D-氨基酸

(图 1)。与上述生物催化法相比，DAPDH 可以克

服上述不足。DAPDH 不仅可以高度选择性地催化

内消旋-二氨基庚二酸的 D-手性中心产生 L-2-氨 

基-6-氧代庚二酸[24]，而且与大部分以膜蛋白形式

存在的 D-氨基酸脱氢酶[25-27]相比，DAPDH 高度的

可溶性更适合进行 D-氨基酸的合成。 

利用 DAPDH 催化 2-酮酸合成 D-氨基酸最早

是通过来源于谷氨酸棒状杆菌 (Corynebacterium 

glutamicum)的 DAPDH (CgDAPDH)改造实现的[28]，

2012 年 Toshihisa Ohshima 团队和本实验室分别发

表 了 来 源 于 嗜 热 球 形 脲 芽 胞 杆 菌 (Ureibacillus 

thermosphaericus strain A1)的 DAPDH (UtDAPDH)[29]

和 来 源 于 嗜 热 共 生 杆 菌 (Symbiobacterium 

thermophilum)的 DAPDH (StDAPDH)[30]合成 D-氨

基酸。与 CgDAPDH 和 UtDAPDH 需要对其进行改

造才能合成 D-氨基酸不同的是，本实验室报道的

StDAPDH 不仅具有极好的热稳定性，并且无需任

何改造就可以高立体选择性地还原胺化短链 2-酮 

 

 
 

图 1  DAPDH 还原胺化 2-酮酸合成 D-氨基酸 
Figure 1  2-keto acid was reductived amination to 
produce D-amino acid by DAPDH 

酸合成对应的 D-氨基酸[30]。通过对 StDAPDH 进行

三位点突变，其辅酶偏好性由 Nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH)转变为 Nicotinamide 

adenine dinucleotide (NADH)[31]。在已经报道的

DAPDH 家族中，StDAPDH 可以催化烷基取代 2-

酮酸，尤其是丙酮酸(2.87 U/mg)[30]，不过其较低

的酶活限制了 DAPDH 的进一步应用。此外，

DAPDH 家族结构与功能之间的关系，尤其是关键

氨基酸残基对不同底物的催化机制缺乏深入研究。

DAPDH 对烷基取代 2-酮酸的低活性也是助推本研

究的另一大瓶颈。StDAPDH 的晶体结构已经被解

析[32]，通过改造可以提高其对大位阻芳香族取代

2-酮酸的活力[33-34]。本研究将通过分子改造提高

StDAPDH 对烷基取代 2-酮酸底物的催化活力，并

进一步解析酶活力提高的催化机制，以期为以后的

改造工作提供可靠的依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

感受态细胞 Escherichia coli BL21(DE3)和表

达载体 pET-32a(+)及质粒 pET-32a-stdapdh 均由本

实验室保存。 

1.1.2  培养基 

建立突变体库的培养基为 Terrific-Broth (TB)

培养基：胰蛋白胨 12.00 g，酵母提取物 24.00 g，

甘油 4.00 mL，去离子水定容至 900 mL，1×105 Pa

高压灭菌 30 min，冷却至 60 °C 以下时，添加    

100 mL 无菌的磷酸盐溶液(2.31 g KH2PO4 和 

12.54 g K2HPO4)。表达纯化的培养基为 LB 培养  

基(g/L)：胰蛋白胨 10.00，酵母提取物 5.00，NaCl 

10.00，1×105 Pa 高压灭菌 30 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

DNA 聚合酶 KOD Plus，TOYOBO 公司；限

制性内切酶 Dpn I，New England Biolabs 公司；烟

酰胺辅酶 NADP+和 NADPH，罗氏公司；GeneRuler 

1 kb DNA Ladder，Thermo 公司；质粒提取试剂盒



2122 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

和核酸纯化试剂盒，Omega 公司；氨苄青霉素

(AMP)和异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)，生工

生物工程(上海)股份有限公司；2-酮酸底物以及其

他分析纯试剂，Sigma 公司；引物由华大基因公司

合成。高压匀浆机，北京天恩瀚拓科技有限公司；

蛋白纯化仪，通用电气公司；电泳仪、凝胶成像

仪，Bio-Rad 公司；酶标仪，美谷分子仪器(上海)

有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  构建突变体库 

将 来 源 于 Symbiobacterium thermophilum 

IAM14863 的 DAPDH 编码基因作为目的基因，以

实验室之前构建的 pET32a-stdapdh 质粒作为模板，

以 NNK 作为简并密码子，设计引物(表 1)对 H227

位 进 行 定 点 饱 和 突 变 ， 借 助 QuickChange 

Mutagenesis 协议，利用简并密码子 NNK 可以编码

20 种氨基酸的特性，让 227 位除本身的组氨酸外，

可以突变为其他 19 种氨基酸中的任何一种。PCR

反应体系(50 µL)：dNTPs (2 mmol/L) 5 μL，10×PCR 

缓冲液 5 μL，MgSO4 (25 mmol/L) 3 μL，模板 DNA 

(50−100 ng) 1 μL，上、下游引物(100 μmol/L)各   

1 μL，KOD PLUS DNA 聚合酶(1 U/μL) 1 μL，

ddH2O 33 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

30 s，63 °C 30 s，68 °C 7 min，20 个循环；68 °C   

20 min。得到的 PCR 产物使用限制性内切酶  

Dpn I 于 37 °C 消化 3 h。将消化后的 PCR 产物纯

化后转化至 E. coli BL21(DE3)感受态中，涂布在含

有 100 µg/mL AMP 的 LB 平板上，倒置于 37 °C 培

养箱中培养过夜。 
 

表 1  建立突变体库所用引物 
Table 1  Primers for mutant libraries 
引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

大小  

Size (bp)
227F GCTGATGGACGTTGGTNNKGGT

GTTGTTATG 
31 

227R GTTCCATAACAACACCMNNACC
AACGTCCATC 

32 

Note: Bold letters represent degenerate bases; N: A/G/C/T; K: 
G/T; M: A/C.  

1.2.2  突变体库的筛选 

从 LB 的 AMP 抗性平板上挑选单菌落，并将

96 个单菌落接种到含有 400 µL TB 培养基(AMP，

100 µg/mL)的 96 孔无菌深孔板中，随后将 96 孔板

在 37 °C、800 r/min 孵育培养 12−16 h 作为种子液。

将种子液以 2%的接种量接种到含有相同抗性的

800 µL TB 培养基中，相同的条件下培养至 OD600

约为 0.4−0.6，冷却至 25 °C 后，添加终浓度为    

0.5 mmol/L 的 IPTG 进行诱导，25 °C、800 r/min 培

养 12 h 表达蛋白。诱导表达后的 96 孔板在        

4 500 r/min 条件下离心 20 min 收集菌体，收集后

的菌体加入到每个孔添加 200 µL 含有 2 mg/mL 溶

菌酶的 Na2CO3-NaHCO3 缓冲液(200 mmol/L，pH 

9.5)。并置于 37 °C、800 r/min 孵育 2 h 以破碎细

胞，破胞后在 4 °C、4 500 r/min 条件下离心 20 min，

得到的上清酶液通过显色法进行突变体库的酶活

筛选。 

1.2.3  筛选方法 

因为 StDAPDH 可催化 D-氨基酸氧化脱氨生成

对应 2-酮酸，同时将辅酶 NADP+还原为 NADPH[24]。

在吩嗪硫酸甲酯(phenazine methosulfate，PMS， 

0.01 mg/mL)存在的条件下，辅酶 NADPH 会与氯化

硝 基 蓝 四 唑 (tetranitroblue tetrazolium chloride，

NBT，0.15 mg/mL)产生紫色的甲臜[28,35]，利用显

色进行筛选。利用 DAPDH 催化双向反应趋势相同

的原则，筛选获得的 D-氨基酸脱氢酶突变体具有

高效催化 2-酮酸合成对应 D-氨基酸的潜力。阳性

突变体测序工作委托由华大基因有限公司进行。 

1.2.4  野生型和有益突变体酶的表达及纯化 

将野生型和活力提高突变体的单菌落接种至

含有 100 µg/mL AMP 的 LB 培养基中，37 °C、   

200 r/min 条件下培养 12−16 h。随后以 2%的接种

量接种至 800 mL 含有相同抗性的 LB 培养基中，

同样条件下培养至 OD600 约 0.4−0.6 时添加终浓度

为 0.5 mmol/L 的 IPTG，并于 25 °C、200 r/min 条

件下诱导表达 20 h 后，5 000 r/min 离心 20 min 收

集菌体。 
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收 集 后 的 菌 体 采 用 含 10 mmol/L 咪 唑 的

Tris-HCl (20 mmol/L，pH 8.0)缓冲液重悬菌体细

胞，之后利用高压匀浆机进行破胞。获得的破胞液

于 4 °C、10 000 r/min 离心 20 min 收集上清液，

收集的上清液经 0.45 µm 滤膜过滤后利用蛋白纯

化仪进行镍柱纯化。 

将纯化后的蛋白经 SDS-PAGE 检测正确后利

用 10 kD 的超滤管置换成 Na2CO3-NaHCO3 (pH 

9.0，100 mmol/L)缓冲液溶解的目的蛋白，并利用

BCA 法测定纯化后目的蛋白的浓度。 

1.2.5  酶活力的测定 

以 30 °C 条件下每分钟消耗 1 µmol NADPH 所

需的酶量定义为 1 个酶活单位(U)。还原胺化方向

活 力 测 定 [30] ： 20 mmol/L 2-酮 酸 ， 0.5 mmol/L 

NADPH，200 mmol/L NH4Cl，1−2 μL (10−30 μg/μL)

的纯酶，100 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 (pH 9.0)缓冲

液，反应体积 0.2 mL。通过检测 340 nm 处的

NADPH 吸光值变化来表征酶活。摩尔吸光系数为

6.22 L/(mmol·cm)。每组实验重复 3 次。 

动力学参数的测定与酶活测定条件相同，2-

酮酸的底物浓度选择为 5−200 mmol/L，每个浓度

测 3 次平行。利用 ORIGIN 软件进行非线性拟合计

算出野生型和有益突变体对 2-酮酸底物的 Km 以及

Vmax，并通过测定的蛋白浓度计算出对应的 kcat。 

1.2.6  野生型和突变体的分子模拟 

Discover studio 是一款基于计算生物学、生命

科学和药物化学的综合软件，可以应用于蛋白质结

构和功能研究、蛋白结构模拟以及蛋白质与小分子

相互作用等领域，是面向生命科学领域的综合分子

建模和模拟平台。利用 Discover studio 4.1 软件的

Design protein 模块(模拟和设计蛋白质结构的模

块，需要已知蛋白质的晶体结构作为模板)构建野

生型和 H227Q 突变体的结构。优化底物和蛋白分

子后，借助于 Flexible docking 模块，并采用默认

设置进行蛋白与底物分子 D-丙氨酸的对接，从中

选出最优构型。之后根据底物在活性中心的位置，

利用 Structure-Monitor-Distance 分析催化距离以及

Non-bond interactions 分析相互作用力。 

2  结果与分析 

2.1  突变位点的选择及突变体库的建立和筛选 

我们早期的研究表明，H227 对底物活力具有

非常重要的作用[34]，对大位阻的 2-酮酸的改造工

作验证了 H227 位是提高底物活力的关键位点[33]，

分别利用 D-丙氨酸、D-2-氨基丁酸、D-正缬氨酸、

D-谷氨酸作为底物，对 H227 位建立饱和突变体库

并进行筛选(引物见表 1)。 

建立的突变体库利用 96 孔板进行显色筛选，

显色越快(1 min 内，酶标仪测定 OD580)预示突变体

的酶活越高。4 个突变体库中得到的阳性突变体经

华大基因有限公司测序后确定的突变结果见表 2。 

将表 2 中所有测序验证的突变体，经过对应

2-酮酸底物验证活性后，最终根据比较结果确定了

H227Q 和 H227N 为两个较优的突变体，对 4 个筛

选底物的比活力均具有明显提高的作用，不同突变

体库得到的阳性突变体催化对应 2-酮酸酶活的比

较结果见图 2。 

2.2  StDAPDH 的纯化及酶活性质研究 

将从突变体库筛选获得的突变体进行表达纯

化，纯化后的蛋白经 SDS-PAGE (图 3)检测后进行

酶活性质的研究。 

利用获得的突变体 H227Q、H227N 和实验室

已有的突变体 H227I 及对大位阻底物活力明显提

升的突变体 W121L/H227I 对丙酮酸、2-氧代丁酸、

2-氧代戊酸、2-酮戊二酸的比活力进行测定(表 3)。 

 
表 2  筛选得到的阳性突变体测序结果 
Table 2  Sequencing results of positive mutants from 
mutant library 
D-丙氨酸

D-alanine

D-2-氨基丁酸 

D-2-aminobutyric acid 

D-正缬氨酸 

D-norvaline 

D-谷氨酸 

D-glutamic acid
H227N H227N H227N H227N 
H227Q H227Q H227Q H227Q 
H227T H227T H227T H227T 
H227S H227S H227S  
H227M H227A H227A  
H227I  H227V H227I  
  H227C  
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图 2  突变体酶活提高倍数的比较结果 
Figure 2  Comparison results of enhanced fold of activities for mutant enzyme compared to wild-type  
注：A：丙酮酸；B：2-氧代丁酸；C：2-氧代戊酸；D：2-酮戊二酸. 

Note: A: Pyruvic acid; B: 2-ketobutyric acid; C: 2-oxovaleric acid; D: 2-ketoglutaric acid. 

 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析野生型和突变体的纯化蛋白  
Figure 3  Analysis of wild-type and mutant enzymes by 
SDS-PAGE  
注：M：标准蛋白分子量；1：野生型；2：H227Q；3：H227N. 

Note: M: Protein marker; 1: Wide-type; 2: H227Q; 3: H227N.  

表 3  野生型和突变体对烷基取代 2-酮酸的催化活力

(比活力，U/mg) 
Table 3  Specific activity of wild-type and mutants on 
alkyl substituted 2-keto acids (specific activity, U/mg) 
底物 

Substrate 

菌株名称 

Strains 
Wild-type H227Q H227N W121L/H227I

Pyruvic  

acid 

2.94±0.08 32.03±2.19 23.43±0.74 31.35±1.24 

2-ketobutyric 

acid 

1.62±0.09 18.57±0.50 18.18±0.99 32.16±1.84 

2-oxovaleric 

acid 

1.25±0.13 10.80±1.67 10.14±0.38 30.55±1.24 

2-ketoglutaric 

acid 

0.81±0.04 6.19±0.58 2.95±0.22 0.44±0.03 
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结果表明，H227Q 以及 H227N 对烷基取代 2-

酮酸底物表现出比野生型更高的活力，尤其是

H227Q，对丙酮酸的比活力为 32.03±2.19 U/mg，

对 2-酮戊二酸的比活力为 6.19±0.58 U/mg，均为已

报道的最高酶活力，并且是其他来源 DAPDH 对 

两 个 底 物 最 高 活 力 (0.470±0.029 U/mg[36-37] ，  

0.025 U/mg[28])的 68 倍和 247 倍。当底物的碳原子

数逐渐增加到 5 个碳时，突变体 H227Q 和 H227N

的活力则明显下降，突变体 H227Q 对 2-氧代戊酸

的比活力仅为丙酮酸的 33%；当 2-氧代戊酸的 5-

甲基变为羧基时，酶的比活力下降了 37%。突变

体 W121L/H227I 则对丙酮酸、2-氧代丁酸和 2-氧

代戊酸保持高的催化活力，但是当底物为 2-酮戊

二酸时酶活下降了 98%。 

野生型与 H227Q 突变体的动力学参数结果 

(表 4)表明，不同于其他 2-酮酸底物，当底物为丙

酮酸时，H227Q 的 Km 是野生型的 3.3 倍，同时 kcat

增加了 2.8 倍，使其催化效率(kcat/Km)提高了 9.4 倍；

当 2-氧代丁酸、2-氧代戊酸和 2-酮戊二酸作为底物

时，H227Q 相比于野生型 Km 值出现增加，催化活

力的提高均是 kcat 增加的结果，并没有增加对底物

的亲和力。 

2.3  分子模拟分析酶的催化活力 

将 D-丙氨酸分别与野生型和突变体 H227Q 对

接后，获得 D-丙氨酸在野生型以及 H227Q 的底物

结合区域中可能的构型(图 4)。通过对接结果可以 

 
表 4  野生型和突变体 H227Q 对烷基取代 2-酮酸的动力学参数 
Table 4  Kinetic parameters of wild-type and mutant H227Q on alkyl substituted 2-keto acids  
底物 

Substrate 

 Wild-type H227Q 

 Km (mmol/L) kcat (1/S) kcat/Km (L/(mmol·s)) Km (mmol/L) kcat (1/S) kcat/Km (L/(mmol·s)) 

Pyruvic acid 15.62±2.04 7.78±0.28 0.50±0.14 4.73±0.95 22.30±0.72 4.71±0.78 

2-ketobutyric acid 7.96±1.04 2.96±0.07 0.37±0.07 15.87±3.17 16.09±0.86 1.01±0.27 

2-oxovaleric acid 8.07±1.29 0.72±0.02 0.09±0.02 28.62±2.36 7.15±0.21 0.25±0.09 

2-ketoglutaric acid 12.63±2.40 0.62±0.03 0.05±0.01 27.85±5.93 6.54±0.53 0.23±0.09 

 

 
 

图 4  D-丙氨酸被对接到野生型和突变体蛋白的底物结合位点 
Figure 4  D-alanine were docked into the substrate-binding site  
注：A：D-丙氨酸在野生型酶中的位置；B：D-丙氨酸在 H227Q 突变体酶中的位置. 绿色的实线表示 D-丙氨酸的 α-氢原子到烟

酰胺辅酶 NADP+的 C4 原子之间的距离，疏水相互作用和氢键显示为虚线. 

Note: A: D-alanine posited in wild-type enzyme; B: D-alanine posited in mutant H227Q. Green line is distance between α-hydrogen atom of 
D-alanine and C4 of nicotinamide mononucleotide (NADP+); Hydrophobic interactions and hydrogen bonds are shown as dotted lines.  
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看出，由于 227 位点的谷氨酰胺和丙氨酸的羧酸上

的羰基形成氢键，D-丙氨酸的甲基朝向发生了改

变，D-丙氨酸的 α-H 与辅酶烟酰胺环 C4 原子之间

的距离由野生型的 3.40 Å (图 4A)缩短为 2.97 Å 

(图 4B)。 

H227Q 突变体提高酶活的可能原因是，谷氨

酰胺和底物羧酸上的羰基形成氢键，使得底物的烷

基侧链指向 W121 位点，随着烷基侧链的延长，

W121 位点的位阻效应越明显。因此，在 H227 位

点上进行 W121 位点突变才能进一步提高更长烷

基侧链取代 2-酮酸底物的活力，这与我们进行芳

香族取代 2-酮酸底物的筛选时发现的结果一致。

综上所述，227 位的突变通过影响底物和周围氨基

酸的相互作用，改变底物催化取向以及底物 α-氢

原子与烟酰胺核苷酸(NADP+) C4 之间的距离，从

而提高酶活性。 

3  讨论与结论 

通过定点饱和突变的方法获得了催化烷基取

代 2-酮酸高活力的 StDAPDH 突变体。从实验结果

可知，H227 位突变后对烷基取代 2-酮酸的催化活

力发生了明显改变，其中 H227Q 以及 H227N 对丙

酮酸的催化活力提高最为显著，分别提高了 10 倍

和 8 倍。H227Q 是目前所报道的对丙酮酸和 2-酮

戊二酸酶活(还原胺化方向)最高的突变体酶[28,33]。

通过动力学实验结果可知，227 位突变为谷氨酰胺

不仅增加了酶的转化数(kcat)，并且增加了酶对底物

的亲和力；除了丙酮酸外，H227Q 对其他烷基取

代 2-酮酸的催化活力均有不同程度的提高。 

对野生型和突变体分别与 D-丙氨酸进行分子

对接，推测了酶对直链 2-酮酸比活力提高可能的

催化机制。根据内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶催化

的本质是发生在底物 α-C 上的氢和辅酶 NADP+的

烟酰胺环 C4 之间，因此，二者之间的距离也被认

为是决定酶催化效率高低的关键。实验结果显示，

比活力提高的突变体相较于野生型，均不同程度地

缩小了两者之间的催化距离。这一结果为 StDAPDH

催化效率的提高提供了强有力的证据，也进一步证

明了底物结合口袋周围的氨基酸，尤其是 227 位对

酶的催化活力起到了非常重要的作用。同时，本研

究为接下来进行其他难催化底物合成对应 D-氨基

酸工作的开展奠定了基础。 
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