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摘要

胺转氨酶是一种能够催化前手性酮或醛，不对称胺化生成相应的手性胺的生物催化剂。然而，活性和稳
定性之间的“trade-off”效应限制了胺转氨酶应用于工业生产。因此，开发出克服这种“trade-off”效应的普
适方法以及获得高效催化的胺转氨酶非常重要。对此，本文针对土曲霉属胺转氨酶（AtATA）的结合口袋进
行共进化改造，以确定控制AtATA对1-乙酰基萘活性和稳定性的关键氨基酸残基。通过多轮实验筛选，发
现了一个含 4 个关键氨基酸位点（R128、V149、L182 和 L187）的结构开关，以及“最佳”突变体
（AtATA_D224K/V149A/L182F/L187F；命名为M4）。与亲本酶AtATA_D224K（AtATAPa）相比，M4的催化
效率（kcat/Km

1-acetonaphthone，其中kcat是催化活性常数，为10.1 min−1；Km
1-acetonaphthone是米氏常数，为1.7 mmol·L−1）

和半衰期（t1/2）分别增加59倍和1.6倍。此外，M4在含有20 mmol·L−1 1-乙酰基萘的50 mL体系中，催化
10 h获得产率为78%的目标产物(R)-(+)-1-(1-萘基)乙胺[(R)-NEA]，对映体纯度达到R > 99.5%。同时，M4
还显示出对各种1-乙酰基萘类似物显著增强的催化活性。通过结构和序列信息分析，进一步发现了分子
内相互作用的加强以及底物结合口袋和5'-磷酸吡哆醛（PLP）结合口袋之间的角度扩大，是AtATA热稳定
性和活性同步增强的重要原因。最后，口袋工程策略也将增强的活性和热稳定性成功地转移到其他三个
序列相似性介于8%~22%之间的胺转氨酶中。这项研究对于克服ATA活性和热稳定性之间的“trade-off”
效应具有重要意义。
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1. 引言

手性胺作为各种精细化学品、农用化学品[1]、生物

活性化合物[2]和药物[3]的关键结构单元，发挥着重要且

广泛的作用。目前已发现约 40%的手性药物含有手性胺

官能团[4‒5]。(R)-(+)-1-(1-萘基)乙胺[(R)-NEA]是一种非常

重要的手性胺，通过与3-(3-三氟甲基苯基)-丙酸的酰胺偶

联，合成治疗继发性甲状腺功能亢进症和高钙血症的药物

盐酸西那卡塞[6‒8]。由于其弱碱性的化学性质，(R)-NEA

也被用作酸/酯对映体的拆分剂[9]。因此，采用一种高效、

高原子经济性的方法来合成(R)-NEA等手性胺是顺应工业

生产的需求。
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目前，手性胺主要通过传统的化学方法合成[10]，该

方法需要高温、高压、保护基团和多步副程序[11‒12]。

相比之下，生物催化方法具有温和的反应条件，高原子经

济性，优异的化学选择性、区域选择性、对映选择性和可

持续性，正逐步替代化学方法。应用较为广泛的生物催化

剂有胺氧化酶[13‒14]、亚胺还原酶[15‒16]、胺脱氢酶

[17‒18]和胺转氨酶（ATA）[19]。例如，Yao等[16]通过

亚胺还原酶合成了产率高达 99%、高对映选择性的N-代

α-氨基酯；Wang等[18]使用工业胺还原酶合成了产率高

达 85%的(R)-2-氨基-4-苯基丁烷和 4-(2H-1,3-苯并二氧杂

环戊烯 -5-基)丁 -2-(R) -胺。在各类生物手性催化剂中，

ω-ATA能够催化前手性酮或醛不对称胺化为(R)-或(S)-胺，

具有严格的立体选择性和100%的理论产率[20‒22]，是一

种生产手性胺的理想的生物催化剂。

ATA（EC 2.6.1.X）是依赖于 5'-磷酸吡哆醛（PLP）

的酶，分为PLP I至VII型结构域[23]。ω-ATA属于PLP IV

型结构域，通常呈现活性口袋位于二聚体界面的同源二聚

体[24]，其活性结构域包括大小结合口袋[24]。尽管各种

ω-ATA在手性胺的合成中表现出潜在的性能，但它们的工

业应用仍然受到诸如活性低[25]、热稳定性不足[26]、底

物和有机试剂耐受性差[27‒28]和不利的平衡[29]等固有缺

陷的阻碍，尤其是低活性和热稳定性[30]极大地限制了其

生物催化过程。

在酶修饰过程中，活性和稳定性之间的“trade-off”

效应是当前研究面临的一个特殊的挑战[31]。Li等[32]利

用计算机辅助设计，结合HotSpot Wizard 3.0和分子动力

学（MD）模拟来预测“热点”残基并克服醛酮还原酶

KmAKR中的活性热稳定性“trade-off”效应。Cui等[33]

采用活性位点饱和测试/迭代饱和诱变组合策略来改造提

升糖氨基转移酶的热稳定性和活性。由于胺转氨酶二聚体

表面上的底物结合口袋的特殊结构性质，界面的疏水性和

口袋的形状/体积对酶有一定的影响[34‒35]。研究人员已

经开发了各种口袋工程策略来同步增强活性和热稳定性

[30,36‒37]。其中，美国克迪科思公司使用通过11轮诱变

获得的胺转氨酶突变株ATA-117进行西他列汀的生产，以

及华东理工大学魏东芝教授等使用工程改造的(S)-ω-ATA

生产心力衰竭药物沙库巴曲前体酮酸[38‒39]。值得注意

的是，这些研究使用的不同ω-ATA仅针对一种底物进行

工程化。此外，研究通常集中在单一的ω-ATA上，这使

得难以将成功获得工业化ω-ATA的普适方法应用到另一

种具有不同氨基酸序列和不同靶向底物的ω-ATA。因此，

重要的是发展通用的序列结构方法，并澄清相关的机制，

以克服对前手性酮/醛，如 1-乙酰基萘的活性和热稳定性

之间的“trade-off”效应。

本研究旨在通过设计结合口袋来克服土曲霉ω-ATA

（AtATA）对 1-乙酰基萘的活性-稳定性“trade-off”效应。

具体而言，克隆编码325个氨基酸的AtATA基因，并在大

肠杆菌中进行表达[40]。野生型转氨酶（AtATA_WT）表

现出低活性和较差的稳定性，在40 °C下半衰期（t1/2）为

6.9 min [41]。因此，建立了一种基于电荷-电荷相互作用

的半理性策略，以在不牺牲活性的情况下提高AtATA的热

稳定性。以半衰期为 29.2 min 的突变体 AtATA_D224K

（AtATA-Pa）作为模版[42]，筛选并获得控制活性和稳定

性的关键残基。然后，构建了一个包含这些关键氨基酸的

结构开关，并总结了相关的结构特性，通过其活性和稳定

性的结构和序列信息来验证和分析具有可用结构的转氨酶

突变体。同时，成功地将口袋工程增强AtATA活性和稳定

性的策略在其他三种序列相似性为8%~22%的转氨酶中复

现。此外，使用“最佳”突变体 AtATA_D224K/V149A/

L182F/L187F （M4） 作为生物催化剂，在 10 h 内将

20 mmol·L−1 1-乙酰基萘转化为所需产物[(R)-NEA]，产率

为78%，对映体纯度高（R > 99.5%）。

2. 材料和方法

2.1. 试剂、质粒及菌株来源

AtATA互补DNA（cDNA）由通用生物系统（安徽）

有限公司合成，其中包括NcoI和XhoI限制性位点，并使

用质粒pET-28a(+)进行基因克隆。具有改进的热稳定性的

母体变体AtATA_Pa由基于电荷-电荷相互作用策略获得，

并保藏于本实验室[39]。所有聚合酶链反应（PCR）引物

均由北京擎科生物技术有限公司合成（见附录 A 中的

表 S1）。所有其他试剂和化学品均为分析级，购自 J&K 

Chemical 有 限 公 司 （ 中 国 ） 和 Sigma-Aldrich 公 司

（中国）。

2.2. 高通量显色筛选方法

如先前的研究所描述，使用两步筛选方法来筛选具有

高活性和热稳定性的突变体[43]。预反应溶液体系含有

25 mmol·L−1 2- （4- 硝 基 苯 基） 乙 烷 -1- 胺 盐 酸 盐 、

10 mmol·L−1 1-乙酰基萘、0.1 mmol·L−1 PLP、20%（V/V）

二甲基亚砜（DMSO）和 50 mmol·L−1 磷酸盐缓冲液

（PBS, pH = 8.0）（见附录A中的图S1）。将长有菌落的hy‐

bond-N膜置于含有预反应溶液的滤膜上，30 °C下孵育1 h

进行反应。以分别未添加氨基受体和未添加诱导剂的反应

体系作为对照。橙色/红色的菌落表明AtATA对 1-乙酰基
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萘具有活性（见附录A中的图S2~S4）。

挑选具有明显深红棕色的菌落，置于含有等浓度的异

丙基硫代-β-半乳糖苷（IPTG）的 96孔深孔板诱导表达

8 h。随后，6000 r·min−1、4 °C离心 15 min收集菌体，并

用PBS（50 mmol·L−1, pH = 8.0）洗涤两次。将50 µL菌体

稀释液与 150 µL预反应溶液混合，30 °C、500 r·min−1下

孵育 30 min，于 450 nm 处测定 ΔOD450 以表征反应速率

（见附录A中的图S5）。使用高效液相色谱法（HPLC）构

建(R)-NEA的标准曲线（见附录A中的图S6）。

2.3. 诱变与筛选

所有突变体均以pET-28a(+)-AtATA_D224K作为模板，

使用改良型QuikChange® PCR方法进行制备。反应体系包

括 12.5 µL DNA聚合酶混合液、2 µL质粒模版和 1 µL上

下游引物，并用超纯水（ddH2O）稀释至 25 µL。扩增步

骤如下：① 95 °C、3 min，② 95 °C、20 s，55 °C、20 s，

72 °C、1.5 min、循环35次，③ 72°C、7 min。由Dpn I在

37 °C下消化 2 h后，将消化完成的未甲基化DNA转化到

大肠杆菌BL21（DE3）感受态细胞中。

2.4. 蛋白质表达和纯化

将构建完成的重组菌株大肠杆菌BL21(DE3)/pET-28a

(+ ) -AtATA 接种至含有 50 μg·mL‒1 卡那霉素的 200 mL 

Luria Bertani（LB）培养基中，37 °C下培养 3 h。当菌体

生长至OD600为0.6后，加入200 μg·mL−1 IPTG在25 °C和

150 r·min−1下诱导酶表达 20 h，4 °C、8000 r·min−1离心

10 min 收集菌体，并与结合缓冲液（20 mmol·L−1咪唑，

50 mmol·L−1 PBS，pH = 8.0）混匀进行高压破碎。将细胞

破碎液在8000 r·min−1、4 °C下离心10 min，经过0.45 µm 

微孔滤膜进行过滤，获得细胞裂解物上清液。用镍柱亲和

色谱法纯化带有组氨酸标签的目的蛋白AtATA，在含有

250 mmol·L−1 咪唑的 50 mmol·L−1 PBS 中洗脱目的蛋白

AtATA。使用十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）对目的蛋白进行表达和纯化。

2.5. 活性测定

为 了 测 量 AtATA 突 变 体 的 活 性 ， 在 500 μL、

50 mmol·L−1 PBS 中进行反应。反应体系包括 0.05~

0.50 g·L−1 纯化的 AtATA、 10 mmol·L−1 1- 乙酰基萘、

10 mmol·L−1 1-(R)-苯乙胺（PEA）和20%（V/V）DMSO。

将反应混合物在 30 °C和 500 r·min−1条件下振荡 30 min，

用 100 μL、50%乙腈稀释等体积混合物，进行HPLC分

析。单位酶比活力（U·g−1）被定义为在最佳条件下每分

钟转化生成1 μmol (R)-NEA所需的酶的量。

2.6. 动力学参数和热稳定性的测定

通过Michaelis-Menten方程的曲线拟合来评估酶的催

化动力学参数。AtATA 突变体的催化动力学表征使用

10 mmol·L‒1 1- (R) -PEA 在含有不同浓度 1- 乙酰基萘

（1~15 mmol·L−1）的混合反应液中进行活性测定。同时，

对于 1-(R)-PEA 的动力学测定，通过将 1-(R)-PEA 的浓

度控制在1~15 mmol·L−1范围内进行活性测定。针对半失

活温度（T10
50）的测量，将 AtATA 置于不同温度（10~

60 °C）下孵育10 min，然后在冰浴中快速冷却5 min。在

30 °C和 pH = 8.0条件下检测AtATA的活性，其中初始活

性被指定为 100%。针对半衰期（t1/2）的测量，将每种蛋

白质（1.0 g·L−1）在40 °C下孵育10~60 min，测量残余活

性。根据一阶失活函数 ln(A/A0) = −kdt 和 t1/2 = ln2/kd计算

t1/2值，其中 A0是初始活性，A 是热失活过程中时间 t 的

残余活性，kd是失活速率常数（h−1）。使用差示扫描荧光

法（DSF）测定 AtATA 的熔融温度（Tm） [44]。将终浓

度为 1 μL 溶于 DMSO 的 1× SYPRO Ruby 橙色染料与

终浓度为 0.1 g·L−1 的 AtATA 用缓冲液 [150 mmol·L−1 

NaCl、50 mmol·L−1 PBS，pH = 8.0]稀释至 50 μL，置于

4 °C下预孵育 20 min。DSF过程以 20 °C为初始温度，以

1.4 °C·min−1的速率逐渐升温至75 °C，用实时PCR测量激

发波长和发射波长分别为 490 nm和 605 nm，并以 0.7 °C

的温度增量采集数据。使用等式（1）中所示的公式计

算Tm：

y =UF +
NF -UF

1 + e
Tm - x
α

（1）
式中，UF和NF分别是最小和最大发射荧光强度；α是Tm

内曲线的斜率；x和 y分别表示设定温度和荧光强度；自

然常数e为2.718。

2.7. (R)-NEA的生物催化合成

使用 50 mL 等比例放大的反应体系进行(R)-NEA 的

AtATA生物催化合成。反应条件如下：20 mmol·L−1 1-乙

酰基萘与 20 mmol·L−1 1-(R)-PEA [或 30 mmol·L−1 1-乙酰

基萘与30 mmol·L−1 1-(R)-PEA]，50 mmol·L−1 PBS（pH = 

8.0），20%（V/V）DMSO，0.1 mmol·L−1 PLP和 1.0 g·L−1 

AtATA干细胞。将反应液在 30 °C、800 r·min−1条件下孵

育25 h后，稀释样品并通过HPLC进行分析。

2.8. 底物特异性

参照上述方法（第2.5节和第2.7节）进行底物特异性

测定以测量AtATA对各种芳香酮的活性。底物光谱包含不

同底物的酶活性和立体选择性数据。
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2.9. 分子对接与分子动力学模拟

用作构建突变的初始模型AtATA（PDB ID: 4CE5）的

晶体结构被解析[40]。基于该模型，使用YASARA（版本

16.4.6）软件†构建能量最小化突变模型，并使用Discov‐

ery Studio 2019客户端进行分子对接研究。在结合位点模

块定义的活性位点内的默认设置下，使用CDOCKER上的

CHARMm力场对以 1-乙酰基萘为配体的AtATA进行分子

建模。本研究选择了最稳定的对接结构，揭示了底物（1-

乙酰基萘）的空间取向，并采用逐步化学修饰，以产生外

醛亚胺和醌类结构。

使用YASARA（版本16.4.6）的Amber14力场在恒定

溶剂模型（313 K, pH = 8.0）中进行 50 ns 的 MD 模拟 

[45]。使用含有0.9% Na+和Cl−的TIP3P水模型进行系统的

总净电荷中和，以获得稳定的蛋白质结构。

为了对活性位点进行可视化，蛋白质数据库结构被加

载到 PyMOL（版本 2.0.7）和 Discovery Studio 2019 软件

中。使用 PyMOL 的 APBS 静电插件计算活性位点电荷。

PyMOL和可视化分子动力学（VMD，1.9版本）软件用

于可视化和分析[46]。亲本蛋白质和突变体模型可在RC‐

SB 数据库（https://www1. rcsb. org/）中获得，并使用

FoldX的BuildModel模块（https://foldxsuite.crg.eu.）进行

优化。

2.10. 突变位点移植

为了验证突变位点是否与预期一致，将该突变位点移

植到其他三种不同结构的ATA中，以观察其对1-乙酰基萘

的催化活性。根据结构和序列比对，这4个位点对应于替代

ATA 的 R128、V149、L182 和 L187。根据以下反应体系

（1 mL）测定ATA的活性，该反应体系包含0.25 g·L−1纯化

的酶溶液、10 mmol·L−1 1-乙酰基萘、10 mmol·L−1不同的氨

基供体[L-亮氨酸、1-(R)-PEA或 1-(S)-PEA]和 0.1 mmol·L−1 

PLP、20%（V/V）DMSO。在最佳温度和 pH 值下进行反

应，并如上所述对产物进行分析。

3. 结果与讨论

3.1. 通过结构分析鉴定潜在残留物

通过先前研究可以了解到AtATA（PDB ID: 4CE5）是

同源二聚体，其大的和小的底物结合口袋位于二聚体界面

[23]。许多发现表明，酶的多聚体界面对其活性和热稳定

性至关重要。这些疏水界面能够使氨基酸侧链之间形成氢

键和疏水相互作用，影响蛋白质复合物的整体功能[47]。

因此，重新设计或重塑底物结合口袋以调节空间约束和微

环境对于提高 AtATA 的催化活性和热稳定性尤其有效。

AtATA催化的不对称胺化遵循乒乓反应机制，主要分两步

进行。最初，PLP作为希夫碱共价结合到活性位点赖氨酸

（lysine, K）的ε-基团上。在第一步中，1-(R)-PEA（氨基

供体，由附录 A 中的表 S2 筛选所得）的胺基被转运到

PLP，同时PLP被转化为 5′-磷酸吡哆胺（PMP）；第二步

是胺基从PMP转移到 1-乙酰基萘（氨基受体）以产生手

性胺并再生PLP。给定的 1-(R)-PEA和 1-乙酰基萘以及底

物结合口袋的容纳体积限制了AtATA的催化活性。如图1

（a）和（b）所示，氨基受体 1-乙酰基萘对接至 AtATA-

PLP 复合物的底物结合口袋中，并产生结合能为

−26.32 kcal·mol−1的前R型底物配体结合构象。

为了减轻空间位阻并重新设计底物-酶的相互作用，

筛选获得位于结合口袋或靠近二聚体界面口袋的用于增强

活性和热稳定性的 11个口袋氨基酸位点，并将这些位点

作为潜在有益的残基，包括结合口袋入口处的三个残基

（R128、V149和V147）[图1（c）]和结合口袋处的8个残

基（Y60、V62、L182、W184、L187、V238、A276 和

L235 [图 1（d）]。使用编码 20个具有不同特征侧链的氨

基酸的NNK（N = A/T/C/G、K = G/T）简并密码子以构建

文库，获得220个潜在的变体，并使用基因测序进行确认

[图1（e）]。其中，包含4个突变位点的22个突变体对1-

乙酰基萘的残留酶活性有所提高，而其他变体则表现出活

性降低或无活性。在 11 个位点中， 4 个单一突变体

V149A、L182F、L187F和R128L显示出优异的残余活性

[图 1（f）]。此外，重新筛选 4个单一突变体所构建的组

合突变以增强其催化活性，并测定比活性和对映体过量值

（e.e.）。如表 1所示，所有的双突变体、三突变体和四突

变体都表现出比4个单一突变体更高的特异性和活性。同

时，三突变体AtATA-Pa/M4表现出最高的改良活性，其相

对活性是AtATA-Pa的 22.2倍；在随后的分析中，将以这

个“最佳”突变体M4作为研究对象。

3.2. 动力学和热力学参数的测量以及(R)-NEA的产生

AtATA-Pa和M4的热稳定性和动力学参数分别如表 2

和表 3 所示。数据显示，M4对 1-乙酰基萘的Km值降至

1.7 mmol·L‒1，而对 1-(R)-PEA的Km值增至 1.2 mmol·L‒1。

同时，M4对1-乙酰基萘和1-(R)-PEA的催化效率（kcat/Km）

分别提高到 5.9 L·min−1·mmol 和 7.8 L·min−1·mmol·L−1，

分别是 AtATA-Pa 的 58.0 倍和 1.2 倍。通过测量 T 10
50、 t1/2

（40 ° C）和 Tm 值来评估其热稳定性。M4 的 T 10
50、 t1/2

† http://www.yasara.org.
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（40 °C）和Tm值分别增加到46.5 °C、46.9 min和48.4 °C，

相对AtATA-Pa增加了2.0 °C、1.6倍和0.8 °C。M4克服了活

性和热稳定性之间的“trade-off”效应，并且实现了同步增

强。此外，使用M4作为生物催化剂，在50 mL放大全细胞

催化中进行(R)-NEA的不对称合成。仅使用1 g·L−1表达M4

的大肠杆菌冻干菌，即可在10 h内将20 mmol·L‒1 1-乙酰基

萘转化为(R)-NEA（产率高于75%；e.e.: R > 99.5%）。当底

物浓度从20 mmol·L‒1逐渐增加到30 mmol·L‒1时，其转化

率在 12 h内几乎达到 50%。总之，在 50 mL放大反应中，

M4表现出比AtATA-Pa更好的催化性能（图2）。与使用不

同策略获得的其他工程转氨酶相比，M4表现出优异的催

化效率和性能（见附录A中的图S5和图S6）。

3.3. 具有增强活性和热稳定性的AtATA的结构基础

为了在分子基础解释结构变化对酶活性的影响，本研

究针对具有不同活性的AtATA的各种突变体的底物结合口

袋和相互作用进行分析。如附录A中的图S7所示，口袋

体积从 AtATA-Pa的 1132.9 Å3转变为“最佳”突变体M4

的 1139.5 Å3，口袋体积并没有明显区别。然而，突变后

底物结合口袋和PLP结合口袋之间的相对位置关系不同，

图1. AtATA的三维内部结构图。（a）带有PLP的模型。（b）催化位点几何形状视图。（c）底物结合袋入口处氨基酸残基的放大图。（d）底物结合口袋

内氨基酸残基的放大视图。PLP和1-乙酰基萘显示为橙色和紫色棒状。氨基酸残基用红色和蓝色棒状结构表示。（e）突变位点的分布。（f）每个突变

体对AtATA-Pa相对活性的影响。所有突变体在40 °C下孵育30 min，检测残留活性。AtATA-Pa的残余活性定义为100%。
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可能是导致催化效率发生差异的原因。胺化的起始是由受

体羰基的亲电性增加介导的，并由氨基受体的氧原子和

NH3
+（K180）之间的氢键激活；随后，氨基受体受到

PMP的亲核试剂攻击[22]。因此，本文提出了由Cα-amino ac‐

ceptor‒Cα-PMP 和Cα-PMP‒Cβ-PMP构建的特征角（θ, ∠Cα-amino acceptor

‒Cα-PMP‒Cβ-PMP），以及氨基受体的 Cα-amino acceptor 与 PMP 中

‒NH2的N之间的距离（DC‒N）[图3（a）中的红线和蓝线]。

如图 3（b）所示，底物结合口袋和PLP结合口袋（θpocket）

之间的角度与Cα-amino acceptor‒Cα-PMP和Cα-PMP‒Cβ-PMP构建的角

度相匹配。底物结合口袋和 PLP结合口袋之间的角度从

AtATA_Pa所展示的锐角（θ0 = 82.9°）转变为M4的钝角

（θ7 = 104.7°）。此外，具有各种活性的单、双、三和四突

变体所表现的底物结合口袋和PLP结合口袋之间角度的变

化也有相似的规律。PMP和氨基受体的相对位置显示出

杠杆结构，导致钝角结构能使PMP的−NH2更接近氨基受

体并减少DC‒N [图3（c）]。此外，随着活性的增加，底物

结合口袋和PLP结合口袋之间的角度从θ0到θ1至θ6呈现出

逐步增加的趋势（图4）。因此推测，底物结合口袋和PLP

结合口袋之间的角度与增强的活性有关，角度趋向于钝角

能够使口袋容纳体积更大的底物。

基于上述理论推断，本文研究了6种已报道的具有可

用结构和对大体积酮具有高催化活性的ATA的结合口袋

结构，以获得更普遍的理论基础（见附录A中的图S8）。

这 6种酶的总体结构包括底物结合结构域、催化位点和

PLP结合结构域，其中三种酶（PDB ID：3WWJ、1KT8

和 3DAA）属于 (R) -ATA，三种酶的结构域（PDB ID：

3GJU、3HMU和 3I5T）属于(S)-ATA。(R)-ATA和(S)-ATA

之间的结构差异赋予了它们不同的功能性质，并使它们能

够产生(R)-或(S)-选择性手性胺。所有6种(R)-或(S)-ATA的

表3　AtATA-Pa 和M4对1-乙酰基萘和1-(R)-PEA 的催化动力学参数 a

Enzymes

AtATA-Pa

M4

k1 -(R)- PEA
cat

(min‒1)

0.7 ± 0.1

9.4 ± 0.2

K1 -(R)- PEA
m

(mmol·L‒1)

0.2 ± 0.1

1.2 ± 0.1

kcat/K
1 -(R)- PEA
m

(L·min‒1·mmol‒1)

3.5

7.8

Foldb

1.0

2.2

k1 - acetonaphthone
cat

(min‒1)

0.7 ± 0.1

10.1 ± 0.2

K1 - acetonaphthone
m

(mmol·L‒1)

8.2 ± 0.2

1.7 ± 0.1

kcat/K
1 - acetonaphthone
m

(L·min‒1·mmol‒1)

0.1

5.9

Foldc

1.0

59.0

a Kinetic parameters were determined at pH 8.0 and 30 ºC using purified enzymes.
b Fold of improvement in kcat/Km over the AtATA-Pa enzyme toward 1-(R)-PEA.
c Fold of improvement in kcat/Km over the AtATA-Pa enzyme toward 1-acetonaphthone.

表1　转氨酶AtATA-Pa 及其突变体对1-乙酰基萘的催化活性和手性

Enzymes

AtATA-Pa

V149A

R128L

L182F

L187F

V149A/R128L

L182F/L187F

V149A/L182F

V149A/L187F

R128L/L182F

R128L/L187F

M4

R128L/V149A/L187F

R128L/V149A/L182F

R128L/V149A/L182F/L187F

Specific activity (U·g‒1)a

10.9 ± 0.2

47.2 ± 0.7

16.0 ± 1.9

32.5 ± 0.8

17.9 ± 0.1

121.5 ± 1.6

133.1 ± 1.7

197.9 ± 2.3

50.7 ± 0.8

104.5 ± 2.5

112.9 ± 1.4

242.4 ± 2.6

208.1 ± 2.2

135.8 ± 1.2

207.1 ± 2.9

Relative activitya

100.0%

433.0% ± 5.9%

146.8% ± 9.8%

298.2% ± 7.7%

164.2% ± 3.5%

1114.7% ± 15.5%

1221.1% ± 20.3%

1815.6% ± 16.6%

465.1% ± 10.2%

958.7% ± 22.3%

1035.8% ± 19.9%

2223.9% ± 28.6%

1909.2% ± 18.7%

1245.9% ± 11.9%

1900.0% ± 30.7%

e.e.

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

R > 99.5%

a Reaction condition: 10 mmol·L‒1 1-acetonaphthone, 10 mmol·L‒1 1-(R)-PEA, 20% (v/v) DMSO, 0.1 mmol·L‒1 PLP, and 0.05‒0.50 g·L‒1 purified enzyme in 
PBS (50 mmol·L‒1, pH 8.0) at 30 °C. Experiments were conducted in triplicate.

表2　AtATA-Pa和M4的热稳定性数据

Enzymes

AtATA-Pa

M4

t1/2 (min)

29.2 ± 0.2

46.9 ± 0.4

kd (h
‒1)

1.4

0.9

Tm (°C)

47.6 ± 0.1

48.4 ± 0.3

ΔTm 

(°C)

—

0.8

T 10
50  (°C)

44.5 ± 0.2

46.5 ± 0.5

ΔT 10
50  

(°C)

—

2.0

ΔTm: the difference between M4 and AtATA-Pa on Tm; ΔT 10
50 : the difference 

between M4 and AtATA-Pa on T 10
50 .
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底物结合口袋和PLP结合口袋之间的角度为90°~180°。这

一结果表明，底物结合口袋和PLP结合口袋之间的钝角是

获得高活性ATA的先决条件。

为了验证所提出的假设并确定控制底物结合口袋和

PLP结合口袋角度的关键位置，本文从NCBI数据库中挖

掘了 17个已报道的转氨酶进行了多序列比对（见附录A

中的图 S9）。这些转氨酶与AtATA显示出 60%~85%的氨

基酸序列一致性。所有 18个转氨酶（包括AtATA）都含

有一个保守的赖氨酸催化位点（K）。R/L残基在第 128/

182位保守[见附录A中的图S9（a）]，第 149和 187位氨

基酸是非保守的，并且显示出明显的序列差异。换言之，

18种转氨酶中仅有两种在第 149位（AtATA的残基编号）

具有A，同样仅有两种在第 187位（AtATA的残基编号）

具有P，而其余16个在该位置为L。这些结果表明，来自

不同来源的序列显示出高度的序列一致性。在系统发育树

中，AtATA与土曲霉转氨酶显示出高度氨基酸序列同一性

图2. AtATA生物合成(R)-NEA。（a）AtATA催化1-乙酰基萘不对称合成(R)-NEA的化学反应式。（b）表达AtATA的大肠杆菌细胞从1-乙酰基萘合成(R)-
NEA。（c）M4转化 1-乙酰基萘的HPLC分析。1-(R)-PEA（●）、苯乙酮（▲）、1-乙酰基萘（◆）和产物(R)-NEA（■）的保留时间分别为 3.1 min、
4.4 min、11.8 min和5.7 min。在PBS（50 mmol·L−1, pH = 8.0）中，含有1.0 g·L−1表达M4的大肠杆菌、20 mmol·L−1 1-(R)-PEA、20%（V/V）DMSO和

0.1 mmol·L−1 PLP的反应混合物。（d）AtATA-Pa（▼）和M4（★）从1-乙酰基萘不对称合成(R)-NEA的时间过程。底物浓度分别为20 mmol·L−1（红

色）和 30 mmol·L−1（蓝色）。在 PBS（50 mmol·L−1, pH = 8.0）中，含有 1.0 g·L−1表达AtATA的大肠杆菌、20~30 mmol·L−1 1-(R)-PEA、20%（V/V）
DMSO和0.1 mmol·L−1 PLP的反应混合物。在30 ℃、500 r·min−1条件下，于50 mL的放大体系中进行反应。

图3. θ和DC‒N之间的相关性。（a）θ和DC-N的定义视图。（b）底物与PLP结合袋之间的角度θpocket的三位结构图。（c）通过对接分析θ和DC-N之间的非

线性关系。红色方块和黑色圆圈表示M4和AtATA-Pa的对接结果。
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（> 90%），与 Diaporthe 和 Pseudogymnoascus 的转氨酶表

现出中等的同一性[见附录A中的图S9（b）]。随后，从

蛋白质数据库中挖掘出 8个具有可用结构的转氨酶[包括

(R)-和(S)-ATA]，并与AtATA进行比对，使用结构分析验

证了影响底物结合口袋和PLP结合口袋之间角度的4个关

键残基（R128、V149、L182 和 L187） [见附录 A 中的

图 S9（c）和附录A中的表 S5]。序列的多重序列比对表

明这4个位于或靠近结合口袋的残基位置不保守，并表现

出明显的多样化现象。将位于位置L182F和L187F的K用

体积相对较大的F代替，以加宽底物结合口袋和PLP结合

口袋之间的角度；第 149位氨基酸替换成体积更小的A，

减少位阻效应，使底物能够更好地进入催化口袋。同时，

AtATA-Pa 和 M4 的口袋亲水性/疏水性没有显著差异[见

附录A中的图S10]

通过AtATA结构进行静态（对接和建模）和动态分析

（MD模拟），以研究氨基酸突变如何增强AtATA对1-乙酰

基萘的活性和热稳定性。针对蛋白质-配体复合物进行

MD 模拟的结果显示（见附录 A 中的图 S11），当 V149、

L182和L187分别被A、F和F取代时，底物结合口袋显示

出显著增加的π-π相互作用[图5（a）和（b）]。显然，苯

丙氨酸中182位和187位的苯环增强了残基与周围氨基酸

之间的 π-π相互作用，有利于提高酶的热稳定性。此外，

底物1-乙酰基萘与AtATA-Pa或M4对接，T堆叠（面对面

偏移）或F堆叠（边对面）之间的π-π相互作用呈增加趋

势[图5（c）和（f）]。此外，与AtATA-Pa相比，M4表现

出K180的ε-氨基氢与1-乙酰基萘的羰基氧之间以及PMP

的氨基氮与1-乙酰基萘的羰基碳之间的反应距离（氢键距

离或亲核攻击距离）缩短，结合能降低 [图 5（c）和

（d）]。这些结果与“最佳”突变体M4对1-乙酰基萘的亲

和力增强的现象一致。

如附录 A 中的图 S12 所示，4 个 loop 区域（loop A: 

146~150; loop B: 164~183; loop C: 231~236; loop D: 267~

277）环绕在AtATA的底物结合口袋周围，其结构变化会

在一定程度上影响酶的稳定性。L182F和L187F的引入，

图4. 不同突变体的底物结合口袋和PLP结合口袋之间θ的变化。能量最小化后蛋白质的稳态结构用于对接分析。
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使周围的 π-π相互作用增加，从而降低了 loop C和 loop D

的灵活性（见附录A中的表S6）。AtATA-Pa和M4的氢键

和疏水相互作用没有显著变化，然而阴离子相互作用的增

加是提高热稳定性的重要因素。在通过Discovery Studio 

2019客户端软件分析AtATA和M4分子之间或内部的相互

作用后，分别计算了氢键和静电、疏水和盐桥的数量。由

图5. AtATA-Pa（a）和M4活性口袋（b）的π-π相互作用展示。橙色：面对面，T堆叠；蓝色：边对面，F堆叠。底物1-乙酰基萘和PLP在AtATA-Pa的活

性位点通过对接（d）或M4（c）的结合取向。通过YASARA进行对接。AtATA-Pa（e）或M4（f）单体分子与配体1-乙酰基萘之间的π-π相互作用。
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于AtATA以二聚体的形式存在，并且底物结合口袋位于二

聚体界面，局部氨基酸的取代将影响单体之间或单体内部

的相互作用。如附录A中的图 S13所示，相较于AtATA-

Pa，M4的单体之间的相互作用总数减少，单体内部的相

互作用数量增加。这表明突变后单体之间存在松散状态，

并且单体的内部更紧密，底物更容易进入结合口袋，致使

M4的整体结构更稳定。

3.4. 胺转氨酶家族酶的分析

如上所述，本研究开发了一种基于序列-结构-功能分

析和口袋工程的方法，以预测对1-乙酰基萘具有所需不对

称胺化作用的转氨酶，并指导活性和稳定性协同进化的半

理性设计。依据该方法，分析了三个潜在的转氨酶编码序

列（氨基酸长度为 280~360；见附录 A 中的图 S14），以

AtATA为模板（具有8%~22%的序列相似性）。BCAT [48]

和PdATA [27]属于(S)-选择性ATA，而ATA-117-Rd11属于

(R)-选择性ATA [38]。此外，ATA-117-Rd11和PdATA倾向

于催化芳香酮，而BCAT优先催化脂肪酮。因此，所选择

的具有不同手性选择性和底物范围的转氨酶在鉴定通过口

袋工程策略获得的关键氨基酸位点方面更具代表性。通过

表征这三种转氨酶的底物和PLP结合口袋及其分子内相互

作用，对其活性和热稳定性进行检测。为了验证关键的结

构代换，本研究合成了三个转氨酶基因并在大肠杆菌中表

达，并测量了其对 1-乙酰基萘的活性和热稳定性（t1/2 = 

40 °C）。此外，基于通过多序列比对选择关键氨基酸残基

的策略，对三个转氨酶进行了半理性设计。结果表明，通

过引入G到F、I到A或L到F的取代，这三个转氨酶的突

变体同时增强了活性和热稳定性，并与预测结果一致

（表 4），表明从AtATA口袋工程中获得的潜在规律可能

对将ω-ATA工程化催化为 1-乙酰基萘具有重要意义。这

进一步验证了4个关键氨基酸残基作为结构开关来控制活

性和稳定性的重要作用。此外，选择 10种 1-乙酰基萘类

似物来测量其催化活性、产率和 e.e.值。如图 6所示，与

AtATA-Pa相比，M4对所有测试的底物都显示出明显的活

性提升，并获得了高产率和严格的 e.e.值（R > 99.5%）。

这些结果表明，M4在催化不同大小的芳香酮制备手性胺

方面表现出优异的性能，具有更大的应用潜力。

4. 总结

总之，在手性胺[如(R)-NEA]的合成过程中，获得强

大的转氨酶所需的酶活性和热稳定性的共同提升是至关重

要的。在本研究中，通过以1-乙酰基萘为底物的结合口袋

工程，鉴定了调节AtATA-Pa活性和稳定性的关键氨基酸

残基。针对AtATA-Pa及突变体进行动力学、序列和结构

分析为底物结合和酶稳定性转换的分子机制提供了见解。

因此推测，ATA中底物结合口袋和PLP结合口袋之间形成

钝角以及酶和底物之间π-π相互作用的增加是获得对1-乙

酰基萘具有高活性和热稳定性的ATA的关键参数。基于

这一假设，本文构建了一个小型突变文库，对4个关键残

基进行重新设计和重组，从而产生“最佳”突变株

（M4），该突变株在不牺牲稳定性的情况下表现出优异的

催化活性。使用 M4 作为生物催化剂，在 10 h 内将

20 mmol·L−1 1-乙酰基萘转化为所需手性胺产物 [(R) -

NEA]，产率为 78%，e.e.值R > 99.5%。此外，在 10种 1-

乙酰基萘类似物的催化过程中，其产率从 AtATA-Pa 的

3%~50%提高至M4的9%~100%。此外，通过口袋工程成

功设计了三种ATA，它们与AtATA的序列相似性分别为

8%~22%。三种 ATA 均表现出同步增强的热稳定性和活

性。这项研究的结果表明，从蛋白质工程中获得的潜在规

律可用于克服 ATA 活性和热稳定性之间的“trade-off”

效应。

表4　转氨酶及其突变体的热稳定性和对1-乙酰基萘的催化活性

Entry

1

2

3

4

Parent en‐

zyme

AtATA-Pa

BCAT

ATA-117-

Rd11

PdATA

Gene ID

584579684

30749295

914684626

220702511

The specific ac‐

tivity of parent 

enzyme (U·g‒1)a

10.9 ± 0.2

6.6 ± 1.4

21.9 ± 3.5

8.2 ± 1.9

Relative 

activity

100%

100%

100%

100%

Tm (°C)

47.6 ± 0.1

45.1 ± 1.2

48.1 ± 0.7

62.8 ± 0.4

The corresponding 

position of residue

128

R

G

R

—

149

V

Y

I

E

182

L

G

F

L

187

L

S

A

E

Mutant

M4

G161F 

(corresponding to L182F)

I157A 

(corresponding to V149A)

L56F 

(corresponding to L182F)

The specific 

activity of mu‐

tants (U·g‒1)

242.4 ± 2.6

11.1 ± 1.5

33.7 ± 3.0

15.1 ± 1.9

Relative 

activity of 

mutants

2223.9%

168.2%

153.9%

184.1%

Tm (°C)

48.4 ± 0.3

47.1 ± 0.3

49.5 ± 0.8

64.1 ± 0.9

a Reaction condition: 10 mmol·L‒1 amino donor (L-leucine for BCAT, 1-(R)-phenethylamine for ATA-117-Rd11, 1-(S)-phenethylamine for PdATA), 10 mmol·L‒1 
1-acetonaphthone, 20% (v/v) DMSO, 0.1 mmol·L‒1 PLP, and 0.25 g·L‒1 purified enzyme in PBS (50 mmol·L‒1, pH 8.0) at 30 °C. Experiments were performed in 
triplicate.
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