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半理性设计转甲基酶以解除 L-刺桐碱的反馈抑制

王梦琪 1,2 徐建中 1,2*
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摘要：【目的】在大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）中改造 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）依赖型转甲基酶，解除产物

L-刺桐碱对该酶的反馈抑制，从而提高 L-刺桐碱产量。【方法】以大肠杆菌 BL21（DE3）为底盘细胞，外源诱导表

达 SAM 依赖型转甲基酶 EgtDM252V， E282A （简称 MsE，编码基因 egtD），并通过优化诱导温度和诱导剂浓度提高其

可溶性表达。研究中发现，当 L-刺桐碱积累到一定质量浓度时，酶活性会受到反馈抑制，导致催化效率下降。

为解决这一问题，采用蛋白质工程策略，利用 Schrodinger分子对接软件和 PyMOL结构分析软件对 MsE的底

物结合口袋及通道进行模拟，筛选潜在突变位点并进行丙氨酸（Ala）扫描。【结果】将 143位的谷氨酸（Glu）突变

为 Ala （E143A）能显著减弱产物抑制效应，并增强该酶对 L-色氨酸的催化能力。在添加 100 mg/L L-刺桐碱的

条件下，突变体 MsEE143A的产物抑制作用明显降低，最终使重组菌株 E. coli BL21（DE3）/pET-MsEE143A的 L-刺桐

碱产量达到（10.85±0.26） mg/L，比出发菌株提升了 175%。【结论】通过半理性设计成功改造 MsE，不仅解决了

产物反馈抑制问题，还为利用蛋白质工程强化 L-刺桐碱的生物合成提供了有效策略。
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Abstract: [Objective] This study modified the S-adenosylmethionine (SAM) -dependent methyltransferase to 

relieve the feedback inhibition of the product L-hypaphorine on this enzyme in Escherichia coli (E. coli), thereby 

enhancing L-hypaphorine production. [Method] E. coli BL21(DE3) was used as the chassis strain, and the 

expression of the SAM-dependent methyltransferase EgtDM252V, E282A (abbreviated as MsE, the encoding gene is 

egtD) was exogenously induced. The induction temperature and inducer concentration were optimized to enhance 

the soluble expression. It was observed that the enzyme activity suffered feedback inhibition when L-hypaphorine 

accumulated to a threshold mass concentration, which led to reduced catalytic efficiency. To address this problem, 

a protein engineering strategy was employed. Using Schrodinger (a molecular docking software) and PyMOL (a 

structural analysis software), the substrate-binding pocket and channels of MsE were simulated to screen potential 

mutation sites and perform alanine scanning. [Result] Glutamate-to-alanine mutation at position 143 (E143A) 

significantly attenuated product inhibition and enhanced the enzyme's catalytic capacity toward L-tryptophan. 

Under supplementation with 100 mg/L L-hypaphorine, the mutant MsEE143A exhibited markedly reduced inhibition. 

Consequently, the L-hypaphorine yield of the recombinant strain E. coli BL21(DE3)/pET-MsEE143A reached 

(10.85±0.26) mg/L, representing a 175% increase compared to that of the parental strain. [Conclusion] This study 
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successfully engineered MsE through semi-rational design, not only resolving the feedback inhibition but also 

providing an effective strategy for enhancing L-hypaphorine biosynthesis via protein engineering.

Keywords: L-hypaphorine; Escherichia coli; tryptophan-specific methyltransferase; protein engineering

L-刺桐碱，又被称为 N，N，N-三甲基 -L-色氨

酸、云甘定，是一种在刺桐属植物中发现的天然吲

哚生物碱。其结构为在 L-色氨酸的 α-NH2的 N 位

置上迭代加上 3 个甲基，因此，它可以在甲基转移

酶的作用下，以 L-色氨酸为底物，由 SAM 提供甲

基，迭代进行 3 次甲基化而形成。研究发现，L-刺

桐碱有很多的药用价值，能够改善胰岛素敏感性

和减轻肥胖，具有抗高血糖、抗炎功能［1-4］。它还能

通过影响肌动蛋白组织并抑制吲哚 -3-乙酸，对癌

症治疗具有潜在意义［5］。其次，它能够显著延长

非快速眼动睡眠时间，对小鼠的睡眠具有促进作

用［6］。除此之外，它还对中枢神经系统和认知功

能有影响 ，能够抑制小脑中的乙酰胆碱酯酶

（AchE）活性，作用区域在小脑，且并未观察到对

正常人体细胞存在毒害作用，可用于治疗阿尔茨

海默症［7］。鉴于 L-刺桐碱在促进消炎、睡眠和认

知方面的医疗作用，其在临床应用和制剂开发方

面具有较大的潜力。

虽然 L-刺桐碱具有极高的药用价值，但目前

它的生产主要依赖植物提取和化学合成。植物提

取方法主要有炮制法、乙醇浸渍法等，但植物的生

长受地理位置、气候环境的影响较大。2015 年版

《中国药典》（一部）收载的王不留行的炮制法为清

炒法，在此方法基础上，曹斯琼等［8］成功建立了王

不留行生品及其炮制品的 UPLC 指纹图谱，且王

不留行炒制前后的化学成分一致性较好，但是炒

制后 L-刺桐碱的含量并不高。乙醇浸渍法是一种

常见的中药提取法。戚梦婷等［9］选择含油量较低

的生王不留行，在室温下通过乙醇浸渍法提取

L-刺桐碱，并通过单因素和正交试验考察不同料

液比、时间和乙醇体积分数对乙醇浸渍提取生王

不留行中 L-刺桐碱含量的影响，最终得出当生王

不留行种子和体积分数 75% 的乙醇以 1∶14 的料

液比提取 4 d，提取效果最好，最终提取量达到了

1.22 mg/g；该法工艺简单，结果稳定，但提取率较

低，不能满足工业生产需要。邱贺媛等［10］建立了

鸡骨草中微波辅助提取-高效液相色谱分析方法，

经过优化后最终得到最佳的微波辅助提取条件；

其研究表明，不同地区的鸡骨草中刺桐碱的含量

并不相同，表明提取率受到植物生长情况的影响。

化学合成法虽然可以合成 L-刺桐碱［11］，但存在工

艺复杂、条件苛刻、副产物多且对环境有污染等缺

点。目前，很少有利用微生物进行 L-刺桐碱合成

的报道。微生物具有体积小、繁殖快、环保无污染

和重复率高的优点，利用其生产高附加价值产品

逐渐成为主流［12］。

转甲基酶根据结构的不同被分为 5 类。大

多数已知的转甲基酶都是 I 类折叠，有 7 条 β 链和

2 个 α 螺旋，包含 2 个结合口袋——基本相同的

SAM 结合口袋和特异性的底物结合口袋［13］。

SAM 是一种具有生物活性的含硫氨基酸，是几乎

所有生物中都能发现的反式甲基化反应的重要甲

基供体之一，也是生物合成氨基丙基的前体物

质［14-15］。SAM 依赖型转甲基酶在多种细胞代谢过

程中发挥着重要作用，如代谢调控、信号传导等；

这些酶将 SAM 上的一个甲基转移到各种受体分

子上，使底物甲基化［13］。来源于 Mycolicibacterium 

smegmatis 的 EgtD 是 SAM 依赖型组氨酸 N，N，N-

甲基转移酶，具有 I 类折叠，是首个被发现可以将

游离的氨基酸甲基化为相应甜菜碱的甲基转移

酶［16］。Vit等［16］通过对EgtD进行定点突变，将 252位

的蛋氨酸（Met）突变为缬氨酸（Val）、282 位的 Glu

突变为 Ala，EgtD 的底物识别从 L-组氨酸变为了

L-色氨酸，这为利用微生物合成 L-刺桐碱提供了

可能。作者经前期研究，利用突变体 MsE 已经实

现了利用微生物从头生物合成 L-刺桐碱，然而研

究中发现，产物积累到一定程度时，对酶有很强的

反馈抑制。如何解除 L-刺桐碱对 SAM 依赖型转

甲基酶 MsE 的反馈抑制作用对进一步提升 L-刺桐

碱产量具有重要意义。随着基因工程技术的日渐

成熟，研究者开始通过定向进化在分子水平上改

造目的蛋白质编码基因，进而筛选某方面性能有

明显提升的突变体。例如，Zhang等［17］通过过表达

ilvBN基因，并将 47位异亮氨酸定点突变为酪氨酸，

从而减弱反馈抑制，最终使重组菌株的 L-异亮氨

酸质量浓度达到了 32.1 g/L。刘宁等［18］通过对谷
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氨酸棒状杆菌中乙酰羟酸合成酶 AHAS 的调节亚

基进行定点突变，筛选到一个单突变体，使酶活力

提高了 41%，摇瓶发酵的产量比出发菌株的产量

提高了 51%，提高了丙酮酸流向 L-亮氨酸的代谢

通量。

在本次研究中，作者将外源蛋白质在大肠杆

菌内表达，分别从温度和诱导剂浓度两方面进行

可溶性表达的优化。前期在以大肠杆菌为出发菌

株、采用摇瓶发酵法生成 L-刺桐碱时发现，当产物

质量浓度达到 100 mg/L 时，产物产量不再增加。

因此，作者利用蛋白质分析软件以及分子改造手

段，对蛋白质进行改造，寻找、预测合适的突变位

点，以期通过半理性设计减弱 L-刺桐碱的反馈抑

制，从而提高 L-刺桐碱产量。

1　材料与方法

1.1　菌株、质粒与培养基

选用E. coli BL21（DE3） 作为表达宿主，表达来

源于 Mycolicibacterium smegmatis 的含有 M252V、

E282A两个突变位点的转甲基酶MsE（EgtDM252V， E282A，

Genbank登录号为OMH61674），由苏州金唯智生物

科技有限公司根据大肠杆菌的密码子偏好性进行优

化并合成。选择 E.coli JM109 用于质粒构建，选用

pET28a质粒进行蛋白质表达。本研究中用到的菌

株和质粒见表 1，用到的引物见表 2。LB 培养基：

胰蛋白胨 10 g/L、酵母提取物 5 g/L、NaCl 10 g/L。

TB培养基：胰蛋白胨 12 g/L、酵母提取物 24 g/L、甘

油 4 g/L、K2HPO4 16.42 g/L、KH2PO4 2.31 g/L。

1.2　主要试剂、抗体及仪器

质粒提取试剂盒、纯化试剂盒、Taq DNA 聚合

酶、2×Phanta Max Master Mix、DNA 连接酶、异丙

基 β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）、卡那霉素：南京诺唯

赞生物科技股份有限公司；L-刺桐碱：成都德思特

生物技术有限公司；SAM、L-色氨酸：上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；S-腺苷高半胱氨酸水解

酶（SAHH）：湖北新德晟材料科技有限公司。

LongGene PCR 扩增仪：A300 型，杭州朗基科

学仪器有限公司；可见光分光光度计：UV2100型，

上海尤尼柯仪器有限公司；高速离心机：G1-14型，

美国 Sigma公司；高效液相色谱仪：1290 Ⅱ型，美国

安捷伦科技有限公司。

表 1　本研究中用到的菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

菌株

质粒

主要菌株和质粒名称

E. coli JM109

E. coli BL21（DE3）

E. coli BL21/pET-28a

E. coli BL21/pET-MsE

E. coli BL21/pET-MsEP35A

E. coli BL21/pET-MsEK36A

E. coli BL21/pET-MsEF38A

E. coli BL21/pET-MsEY39A

E. coli BL21/pET-MsEF47A

E. coli BL21/pET-MsEY56A

E. coli BL21/pET-MsEE143A

E. coli BL21/pET-MsEL167A

pET-28a

pET-28a-MsE

pET-28a-MsEP35A

pET-28a-MsEK36A

pET-28a-MsEF38A

pET-28a-MsEY39A

pET-28a-MsEF47A

pET-28a-MsEY56A

pET-28a-MsEE143A

pET-28a-MsEL167A

相关特征

用于质粒构建

用于蛋白质表达

菌株 E. coli BL21（DE3）携带空载质粒 pET-28a

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsE

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEP35A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEK36A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEF38A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEY39A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEF47A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEY56A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEE143A

菌株 E. coli BL21（DE3）携带质粒 pET-28a-MsEL167A

表达质粒，T7启动子

pET-28a携带 M252V， E282A 突变的基因 egtD

pET-28a携带突变体 MsEP35A的基因

pET-28a携带突变体 MsEK36A的基因

pET-28a携带突变体 MsEF38A的基因

pET-28a携带突变体 MsEY39A的基因

pET-28a携带突变体 MsEF47A的基因

pET-28a携带突变体 MsEY56A的基因

pET-28a携带突变体 MsEE143A的基因

pET-28a携带突变体 MsEL167A的基因

来源

作者所在实验室保藏

作者所在实验室保藏

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

作者所在实验室保藏

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建

本研究构建
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1.3　研究方法

1.3.1　重组表达载体的构建  

以 pET28a-MsE 为模板，设计突变引物，通过

全质粒 PCR 进行 DNA 扩增，获得带有突变碱基

的 线 性 化 载 体 ，采 用 转 化 的 方 式 导 入 E. coli 

JM109 中，涂布到带有卡那霉素抗性的 LB 固体

培养基上筛选并进行菌落 PCR 试验，通过核酸电

泳进行验证。对在电泳中显示正确条带的单菌

落进行扩增培养，提取质粒送到苏州金唯智生物

科技有限公司进行测序，对测序结果表明突变成

功的菌株进行保藏。全质粒 PCR 反应体系如下：

20.0 μL ddH2O、25.0 μL 2×Phanta Max Master 

Mix、2×2.0 μL 上下游引物、0.5 μL 模板。

1.3.2 重组酶的表达与优化  

重组菌经平板活化后，接种于含有终质量浓

度 10 μg/mL 卡那霉素的 10 mL LB 液体培养基中，

37 ℃、100 r/min 培养 10~12 h，按 1% 的体积分数

接种于含有 10 μg/mL 卡那霉素的 50 mL TB 液体

培养基中 ，37 ℃ 、100 r/min 进行培养。当菌液

OD600值达到 0.5~0.6 时，加入终浓度 0.1 mmol/L 的

IPTG，置于 30 ℃、100 r/min的摇床中诱导表达 16 h。

诱导结束后，使用高速离心机于 6 000 r/min 离心

5 min后收集沉淀，并用 PBS缓冲液洗涤 2次。最后

加入定量的 PBS 缓冲液悬浮菌体，使用紫外分光

光度计测定菌体浓度并调节至一致，利用超声破

碎仪在低温下进行 15~20 min细胞破碎，直至菌液

透亮。收集离心后的上清液，即得到粗酶液。

最适诱导温度测定：对外源蛋白质进行不同

温度诱导，以期提高其可溶性表达，在控制其他条

件一致的情况下，设置 25、30、35 ℃这 3 个温度梯

度进行比较，诱导结束后，收集上清液进行SDS-PAGE

分析。

最适诱导剂浓度测定：在最适温度的诱导条

件下，设置终浓度为 0.1、0.5、1.0 mmol/L 的 IPTG，

诱导结束后，收集上清液进行 SDA-PAGE分析。

1.3.3　酶活力测定与酶催化反应　

酶活力测定体系 ：200 µL 反应液里包含了

Tris-HCl 50 mmol/L （pH 7.0）、NaCl 50 mmol/L、

MnBr2 100 μmol/L、SAM 150 μmol/L、SAHH 

10 μmol/L、L-色氨酸 50 μmol/L 和 100 μL 粗酶液，

35 ℃下反应并在 265 nm 条件下监测 10 min。酶

活力单位（U）定义为在上述反应条件下每分钟消

耗 1 µmol L-色氨酸所需的酶量。

酶催化反应体系 ：200 µL 反应液里包含了

Tris-HCl 50 mmol/L （pH 7.0）、SAM 1.5 mmol/L、 

SAHH 1.5 mmol/L、L-色氨酸 500 mmol/L 和 100 μL 

粗酶液，于 35 ℃反应 2 h。反应结束后，采用高效

液相色谱测定 L-刺桐碱的质量浓度。

表 2　本研究中用到的引物

Table 2　Primers used in this study

主要引物

MsEP35A-F

MsEP35A-R

MsEK36A-F

MsEK36A-R

MsEF38A-F

MsEF38A-R

MsEY39A-F

MsEY39A-R

MsEF47A-F

MsEF47A-R

MsEY56A-F

MsEY56A-R

MsEE143A-F

MsEE143A-R

MsEL167A-F

MsEL167A-R

序列（5′—3′）

CCTGCCGGCGAAATGGTTTTATGATGCGGTGG

CATTTCGCCGGCAGGCTTTTCGG

GCCGGCGTGGTTTTATGATGCGGTGGGC

TAAAACCACGCCGGCGGCAGGCTTTTC

TGGGCGTATGATGCGGTGGGCAG

CGCATCATACGCCCATTTCGGCGGCAG

AATGGTTTGCGGATGCGGTGGGCAGC

GCATCCGCAAACCATTTCGGCGGCAG

GATCTGGCGGATCAGATTACCCGCCTG

CTGATCCGCCAGATCGCTGCCCAC

TGCCGGAAGCGTATCCGACCCGCACCGAAGC

GATACGCTTCCGGCAGGCGGGT

GATTTTGCGGAACATCTGGGCAAAATTCC

ATGTTCCGCAAAATCGCCGCACAC

ATTGGCAACGCGACCCCGGCGCCGCGC

GGTCGCGTTGCCAATGGTGCTGCCCAGAAACACCACC
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产物对酶的抑制作用：酶催化反应体系不变

的情况下，分别加入不同质量浓度（50、100、150、

200 mg/L）的 L-刺桐碱，测定产物对酶的抑制情

况。对照组不加入产物，每组做 3次平行试验。

1.3.4 酶反应条件优化  

最适反应温度的测定：控制酶催化反应 pH 一

致，设置温度梯度为 20、25、30、35、40 ℃ ，将粗酶

液加入已预热的酶活力测定体系和酶催化反应体

系，计算不同温度下突变体的酶活力以及 L-刺桐

碱产量。

最适反应 pH测定：控制反应温度为最适温度，

分别设置不同 pH梯度的缓冲液：磷酸氢二钠-柠檬

酸盐缓冲液（pH 6.0），Tris-HCl 缓冲液（pH 7.0~

9.0），甘氨酸-氢氧化钠缓冲液（pH 10.0）。计算不

同 pH下粗酶液的酶活力，同时进行酶催化反应；计

算不同 pH下突变体的酶活力以及 L-刺桐碱产量。

1.3.5 突变点预测  

从 PDB 数据库中得到 MsE 的三维结构模型

文 件（PDB ID：4PIP）。 使 用 蛋 白 质 分 析 软 件

Schrodinger、PyMOL 进行分子对接以及结构分

析，通过底物与酶周围的结合作用力以及观察通

道周围的残基结构来进行突变位点的预测。

1.3.6　高效液相色谱测定方法　

L-刺桐碱通过高效液相色谱进行测定。色谱

柱为 Waters XBridge Amide C18（4.6 mm×250 mm×

5 μm），流量为 1 mL/min，柱温为 35 ℃，VWD 检测

器的检测波长为 280 nm，梯度洗脱的流动相为纯

水和纯乙腈，线性梯度为：0~5 min，纯水体积分数

95%；5~15 min，纯水体积分数 40%；15~20 min，纯

水体积分数 95%；20~24 min，纯水体积分数 95%。

同时检测不同质量浓度梯度的标准品，依据峰面

积计算标准曲线。

2　结果与讨论

2.1　诱导条件优化

作者经前期研究发现，外源蛋白质 MsE 在大

肠杆菌中可以正常表达，但其上清液中的可溶性

表达较少，沉淀中的包涵体并不能发挥生物活性。

因此，通过对其培养条件进行优化，在不同温度和

不同浓度 IPTG 诱导表达后进行 SDS-PAGE 分析，

结果如图 1 所示。SDS-PAGE 表明，当诱导温度为

30 ℃时，MsE 在上清液中的可溶性表达最高，而

大肠杆菌的最适生长温度为 37 ℃，说明降低温度

会促进蛋白质三级结构的正确折叠。而不同浓度

的 IPTG 对蛋白质的可溶性表达影响较小，但较高

浓度的诱导剂会对细胞产生毒害作用。因此，后

续选择 0.1 mmol/L的 IPTG 进行研究。

2.2　突变位点筛选

L-色氨酸在转甲基酶的作用下，通过在 α-NH2

的 N 位置上迭代加上 3 个甲基，即得到 L-刺桐碱，

反应式如图 2（a）所示。其中，转甲基酶的酶活力

无疑决定了 L-刺桐碱的产量。 EgtD 是 SAM 依

赖型甲基转移酶，属于 Methylation-33 家族，识别

L-组氨酸为底物，252 和 282 位点经过突变后，该

酶已证实可以以 L-色氨酸为底物［19］。在作者所在

课题组的前期研究中，对不同来源的转甲基酶进

行了筛选。筛选得到的 MsE 生物催化后的反应液

经处理后，进行高效液相色谱分析时可以检测到

产物色谱峰。然而，在研究过程中作者发现，当加

入 100 mg/L L-刺桐碱时，转甲基酶 MsE 的酶活力

会受到抑制，产物 L-刺桐碱几乎不增长，如图 2（b）

所示，这无疑会影响后续的扩大生产。

作者通过分子对接软件 Schrodinger 将 L-色

氨酸、L-刺桐碱分别与 MsE 进行分子对接，然后

将对接结构导入 PyMOL 进行分析，结果如图 3

（a）~（b）所示。对接之后发现，L-色氨酸与酶的

氢 键 作 用 位 点 有 5 个 ，分 别 为 56Tyr、161Gly、

图 1　温度和诱导剂浓度优化的 SDS-PAGE分析

Fig. 1　SDS-PAGE analysis of temperature and inducer 

concentration optimization
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166Asn、206Tyr、284Ser；π - π 键有 3 个，与 206Tyr

形成 1 个 ，与 216Phe 形成 2 个（图中未展现）。

L-刺桐碱与酶的作用力随着甲基的增多逐渐减

弱，氢键作用位点有 2 个，分别为 56Tyr、39Tyr；

π-π 键有 1 个，为 38Phe（图中未展现）。与底物相

比，产物与酶的结合出现了与新的氨基酸残基的

作用力。推测这或许导致产物与酶结合后不易

释放，从而占据底物与酶的结合口袋。除此之

外，在通道附近，观察到有较大的氨基酸侧链基

团 ，如 35Pro、36Lys、47Phe、143Glu、167Leu。而

酶的底物通道入口往往决定着酶的底物选择性、催

化活性和稳定性。这些位点的残基在通道内产生

了一定的位阻，这可能会影响产物的及时释放。最

终，作者选择对 35Pro、36Lys、38Phe、39Tyr、47Phe、

56Tyr、143Glu、167Leu这些位点进行 Ala扫描，并测

定突变酶催化 L-色氨酸的酶活力和 L-刺桐碱的

产量。

突变体酶活力测定结果如图 3（c）所示，可以

看出，对比出发菌株，突变体 MsEF47A、MsEY56A的酶

活力剧烈下降，说明这些位点可能是保守的氨基

酸残基，对 L-色氨酸底物结合口袋比较重要。除

此之外，筛选到一个正向位点——143位。突变体

MsEE143A 的酶活力和 L-刺桐碱产量相较于出发菌

株都得到了提升，分别是出发菌株酶活力和 L-刺

桐碱产量的 1.37 倍和 1.42 倍。下一步对 143 位进

行饱和突变，以探究酶活力是否有进一步提升。

2.3　饱和突变与反馈抑制分析

利用 PCR 技术，对 143 位进行定点饱和突变，

图 3　酶和底物的作用力及突变体产量分析

Fig. 3　Substrate-enzyme interaction and yield analysis of mutants

图 2　L-刺桐碱的生物合成途径及产物抑制情况

Fig. 2　Biosynthetic pathway and product inhibition of 

L-hypaphorine
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结果如图 4（a）所示，依然是在突变为侧链较小的

Ala （E143A）时 L-刺桐碱的产量最高，达到 8.63 mg/L。

为了探究该突变对解除反馈抑制有无影响，进行了

反馈抑制酶催化试验，结果如图 4（b）所示。当反应

体系中添加 100 mg/L 的 L-刺桐碱时，催化反应没

有停止，而是继续进行，虽然相比于 50 mg/L 时，对

酶的催化作用显现出抑制效果，但一直到 200 mg/L

时，抑制作用才明显加强。相较于出发菌株，产物

的反馈抑制已得到了明显减弱。

2.4　突变体结构分析

通 过 上 述 筛 选 ，得 到 了 一 个 最 佳 突 变 体

MsEE143A，该突变体不仅提高了酶活力，更减弱了产

物的反馈抑制。为了进一步探究其减弱抑制的原

因，作者利用蛋白质分子软件对其进行结构解析。

利用 Schrodinger将突变后的酶与底物和 SAM进行

对接，并与出发菌株比较，分析结果如图 5 所示。

由图 5（a）可知，在底物通道入口处，143位 Glu的侧

链基团较大，导致通道入口狭窄处产生严重的空间

位阻。而随着酶催化反应的进行，底物 L-色氨酸逐

渐加上甲基，分子结构逐渐复杂，所需要的空间变

大，对通道进出口的半径也会有一定的要求。因

此，较大的 Glu 可能因为产生的空间位阻大，进而

影响了酶的催化活力。如图 5（b）所示，当残基

E143被突变为具有更小侧链的 Ala，减少了氨基酸

残基侧链对底物进入结合口袋时的空间位阻，有更

通畅的通道使 L-刺桐碱及时排出，不会积累在活性

口袋内占据空间，这不仅减弱了产物的反馈抑制，

酶活力相比于出发菌株也提高了 1.37倍。

2.5　酶反应条件分析

根据 1.3.4 中的方法对突变体 MsEE143A进行酶

学性质分析，结果如图 6 所示。酶的最适温度如

图 4　143位饱和突变后产物产量及 MsEE143A的产物抑制情况

分析

Fig. 4　Analysis of the product yield after saturation mutagenesis 

at position 143 and the product inhibition of MsEE143A

图 5　残基在突变前后对底物通道的作用情况

Fig. 5　Effects of residues on substrate channels before and 

after mutation
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图 6（a）所示，当温度为 20~35 ℃时，酶活力和 L-刺

桐碱产量随着温度升高而不断增高；温度继续升高

到 40 ℃时，酶活力和 L-刺桐碱产量开始降低。因

此，突变体 MsEE143A 的最适温度为 35 ℃。突变体

MsEE143A的最适 pH 如图 6（b）所示，当 pH 为 7.0 时，

酶活力和 L-刺桐碱产量最高，升高或降低 pH 都会

导致突变体酶活力下降，因此，最适 pH 为 7.0。最

终，在最适温度和最适 pH 下进行酶反应，L-刺桐碱

的产量达到（10.85±0.26） mg/L，相较于出发菌株提

升了 175%。

3　结论

作者为获得能够解除产物反馈抑制的转甲

基酶，首先对在大肠杆菌内异源表达的转甲基

酶 MsE 进行温度、诱导剂浓度的表达条件优化，

然后通过分子对接，分别在活性口袋周围以及

通道周围选取了 8 个“热点”氨基酸，并构建了一

系列突变体进行酶活力测定和酶催化反应，筛

选到一个酶活力和 L-刺桐碱产量均提高的突变

体 MsEE143A。其酶活力和产物产量比出发菌株分

别提高了 1.37 倍和 1.42 倍。这是因为，143 位的

Glu 突变为 Ala 后，氨基酸侧链变小，减小了通道

入口处的空间位阻，有利于产物及时从活性口

袋内释放出来。通过半理性设计，对酶的结构

进行模拟、预测，减少了筛选酶的工作量，也为

解决其他酶的反馈抑制问题提供了更高效的参

考策略。
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