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摘  要 : 前期获得了一个对底物美西律具有一定活性的单胺氧化酶突变体 A-1 (F210V/L213C)。为进一步提高

其酶活性，利用 MegaWHOP PCR 构建了库容约为 104 的随机突变库。筛选后获得了一个最优突变酶 ep-1，比

活力为 A-1 的 189%。选择性测定结果表明，酶的对映体选择性有较大提高，E 值由 101 提高到 282；动力学

常数测定揭示，酶催化效率有较大提高，kcat/Km 由 0.001 51 mmol/(L·s)提高到 0.002 89 mmol/(L·s)。和 A-1 酶

相比，在所测定的 11 种胺类底物中，ep-1 对其他 7 种底物的比活力有较明显提高，对其他 4 种底物的比活力

变化不大。序列分析表明，ep-1 的突变为 T162A。分子动力学模拟结果提示，该突变主要通过修正通道氨基

酸的二级结构和扩大活性口袋来发挥作用。 
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Abstract:  The monoamine oxidase mutant A-1 (F210V/L213C) from Aspergillus niger showed some catalytic activity on 
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mexiletine. To futher improve its activity, the mutant was subjected to directed evolution with MegaWHOP PCR 

(Megaprimer PCR of Whole Plasmid) and selection employing a high-throughput agar plate-based colorimetric screen. This 

approach led to the identification of a mutant ep-1, which specific activity was 189% of that for A-1. The ep-1 also showed 

significantly improved enantioselectivity, with the E value increased from 101 to 282; its kinetic kcat/Km value increased 

from 0.001 51 mmol/(L·s) to 0.002 89 mmol/(L·s), suggesting that catalytic efficiency of ep-1 had been improved. The 

mutant showed obviously higher specific activities on 7 of all tested 11 amines substrates, and the others were comparable. 

Sequence analysis revealed that there was a new mutation T162A on ep-1. The molecular dynamics simulation indicated 

that T162A may affect the secondary structure of the substrate channel and expand the binding pocket. 

Keywords:  monoamine oxidase, error-prone PCR, activity, molecular dynamics simulation 

美西律 (图 1) 是一种钠通道阻断剂，临床

上常以消旋的形式用作抗心律失常药和镇痛

剂。药理学研究表明[1-2]，美西律的 R-型对映体

优先和心脏钠通道结合；与 S 构型相比，(R)-

美西律与人骨骼肌纤维的结合作用更强。因此，

有必要开展美西律的手性合成研究[3]。 

美西律对映体的合成有过多篇报道，其中

包括消旋中间体的拆分，N-乙酰衍生物的酶水

解 以 及 多 步 立 体 选 择 性 合 成 [4-6] 。 最 近 ，

Koszelewski等 [7]利用ω-转氨酶进行了消旋美西

律的去消旋化研究。通过一锅二步反应，底物

浓度为28 mmol/L时，反应48 h后消旋美西律可

被完全转化为(S)-或(R)-美西律，产物ee值可超

过99%，得率97%；但是其中一个比较明显的问

题是反应中需要用到多种酶，包括 (S) -ω-转氨

酶、(R)-ω-转氨酶、氨基酸氧化酶和脱氢酶。 

利用单胺氧化酶(MAO, EC 1.4.3.4)进行拆

分是一种很有潜力的获得手性胺的方法 [8-9]。单

胺氧化酶为黄素酶，可选择性地将消旋胺的一

个对映体氧化为亚胺，亚胺与酶解离后在水中

分解为酮与氨(图1)。如果单胺氧化酶的对映体

选择性足够高，反应速度较慢的对映体在反应

速度快的对映体反应完全后成为光学纯的手性

胺。利用来自黑曲霉的MAO, Turner等[10]在反应

体系中加入硼烷这种简单廉价的还原剂，使“废

物”亚胺被还原为消旋的胺，这些胺再进行第二

次酶催化氧化反应。两个反应循环进行，最终

可得到100%的光学纯手性胺[9]。这一体系是“一

锅”式反应，而且反应不需要添加通常氧化还原

酶所需要的辅助因子。另外，Turner等的研究证

实[11-12]，MAO-N在酶改造后有可能大幅度提高

酶活力，并具备广泛的底物谱，其中包括环状

二级胺和三级胺等。 

MAO-N-D5 是 Turner 实验室经过多轮定向

进化获得的含 5 个突变位点的黑曲霉 MAO 突变

子[8]，具高度应用潜力。但是我们的前期研究表

明，MAO-N-D5 对消旋美西律基本无活性；经

过基于 CASTing 的半理性定向进化研究，我们

获得了一个有一定活性的单胺氧化酶突变体

A-1 (F210V/L213C)。本研究以此为起点，探讨

通过随机突变进一步提高酶活性的可能性。 

1  材料与方法 

1.1  基因、菌种与质粒 

MAO-N-D5 由南京金斯瑞公司优化合成；

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α，Escherichia 

coli BL21 (DE3)和 JM109(DE3)均为本实验室保

存菌种；表达质粒 pET-28a(+)购自 Novagen 公司。 
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图 1  美西律选择性拆分过程 

Fig. 1  Kinetic resolution process of rac-mexiletine to R-mexiletine by monoamine oxidase. 

 

1.2  酶和试剂 

限制性内切酶 NdeⅠ、BamHⅠ购自英国

NEB 公司；DNA 聚合酶 KOD-plus-neo、高效连

接酶 ligation high 和磷酸化酶 PNK 购自上海东

洋纺生物科技有限公司；PCR cleaning 试剂盒、

质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒和超级感受

态细胞 JM109 (DE3) 等购自杭州爱思进生物技

术有限公司。 

IPTG、卡那霉素和十二烷基磺酸钠购自上

海生工生物工程有限公司；TBHBA、盐酸美西

律、香草酸、DAB 和 4-AAP 购自 Sigma 公司；

辣根过氧化酶购自德国 Roche 公司；融合蛋白

纯化试剂盒 MagExtractor-His-tag 购自美国 GE

公司；液相分析用试剂正己烷、三乙胺和乙醇

等均为色谱纯试剂，购自百灵威科技有限公司。 

1.3  易错 PCR 

以编码A-1的基因 (后均用 a-1表示) 序列为

模 板 ， 设 计 易 错 PCR 引 物 。 上 游 引 物 : 

5'-ATGACGAGCCGCGACGGTTACCAAT-3'；下

游引物：5'-CAGACGGGCTTTCACTTCGCGTTT 

C-3'。易错 PCR 反应体系为：反应体积 50 µL，

MgCl2 7 mmol/L，MnCl2 和 dNTPs 各 0.2 mmol/L，

dCTP和 dTTP各 1 mmol/L，10× PCR缓冲液 5 µL，

pET-28a-a-1 10 ng，上下游引物各 0.3 µmol/L，Taq

聚合酶 1.25 U。易错 PCR 反应条件：预变性，94 ˚C 

2 min；98 ˚C 20 s，58 ˚C 15 s，72 ˚C 2 min，28

个循环；72 ˚C 5 min。 

1.4  易错 PCR 突变文库的构建 

反应体系组成：反应体积 50 µL，纯化的易

错 PCR 产物 0.5 µL, pET-28a-a-1 0.5 µL, MgCl2 

1.5 mmol/L，dNTPs 0.2 mmol/L, 10×缓冲液    

5 µL，KOD-plus-neo 1 µL。MegaWHOP PCR 反

应条件为：68 ˚C 5 min；预变性，94˚C 2 min；

95 ˚C 20 s，55 ˚C 20 s，68 ˚C 180 s，25 个循环；

68 ˚C 5 min。其中反应体系先在 68 ˚C 保温 5 min

的目的是利用 KOD 聚合酶 3'-5'外切酶活性，切

除 epPCR 在扩增产物的 3'端引入的 A 碱基[15]。 

往上述 50 µL MegaWHOP PCR 产物中加入

2 µL 甲基化酶 DpnⅠ，37 ˚C 放置 1.5 h。该步目

的是去除甲基化的母链模板。然后取 DpnⅠ消
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化的 PCR 产物 5 µL，转化入超级感受态细胞

JM109 (DE3)；37 ˚C 培养箱过夜后，冲洗平板

上的菌体，提取质粒。 

1.5  突变文库的筛选 

1.5.1  平板初筛 

配制平板筛选显色液[13]：往 20 mL 磷酸缓

冲液 (100 mmol/L, pH 7.4) 加入 1%高纯度琼脂

糖，微波加热至琼脂完全溶解，冷却至 50 ˚C 后

加入 DAB 至终浓度 0.5 g/L，缓慢搅动至 DAB

完全溶解后加入辣根过氧化物酶  (终浓度    

2 U/mL) 与目标底物  (终浓度 10 mmol/L)，   

45 ℃温浴待用。 

筛选过程[13]：将 1.4 中获得的随机突变质粒

5 µL 转化入 BL21 (DE3) 感受态细胞中，涂板

于５个覆盖有硝酸纤维素膜的含卡那霉素抗性

的 LB 平板上，37 ˚C 培养 8–10 h；然后将长有

菌落的硝酸纤维素膜揭下，覆盖于含 1 mmol/L 

IPTG 的 LB 平板上，20 ˚C 培养 14 h；揭下硝酸

纤维素膜，平铺于灭菌的干净平板底部，将冷

却至 40 ˚C 左右的平板显色液迅速倒入平板内，

使显色液完全浸没硝酸纤维素膜；待显色缓冲

液凝固后，将平板放入 37 ˚C 培养箱培养，每

0.5 h 观察一次；当出现棕色菌落时，用灭菌牙

签挑取，接种，保存备用。 

1.5.2  96 孔板复筛 

配制显色液 [14]：100 mmol/L 磷酸缓冲液 

(pH 7.4)，4-AAP(4-aminoantipyrine) 7.5 mmol/L，

0.2% (W/V)香草酸，辣根过氧化物酶 4 U/mL，

盐酸美西律 10 mmol/L。 

筛选过程 [14]：将初筛得到的菌落接种于   

2 mL LB 液体培养基中用 IPTG 诱导培养 (方法

见 1.6) 后收集菌体，洗涤后破碎取上清液；往

透明 96 孔板加入显色液，每孔 90 µL，再分别

加入 10 µL 上清液；封口，37 ˚C 培养箱中放置

20 min，观察颜色变化。 

1.6  酶基因的测序、表达及酶纯化 

测序由南京金斯瑞公司完成。 

诱导表达：将经初筛和复筛获得的目标菌

落接种于LB培养基中，37 ˚C振荡培养至OD600

约为0.4−0.6；添加 IPTG至终浓度1 mmol/L，   

25 ˚C，200 r/min，诱导16 h，超声波破碎后取

上清液，利用融合蛋白纯化试剂盒MagExtractor- 

His-tag对重组蛋白进行纯化，最后按Bradford法

测定其蛋白质的含量。 

1.7  酶活力测定 

根据Braun等[15]报道的方法，测定纯化的单胺

氧化酶的活力。其中酶反应液的配置过程为：5 mL

磷酸缓冲液(1 mol/L, pH 7.6)，500 µL 2,4,6-三溴-3-

羟基苯甲酸(2%，溶于DMSO)，37.5 µL 4-AAP   

(1 mol/L)，50 µL辣根过氧化物酶(终浓度2 U/mL)，  

20 µL消旋盐酸美西律(终浓度10 mmol/L)，补足水

至50 mL。往1 mL 酶反应液中加入10 µL纯化的

酶液，37 ˚C反应10 min后，测定510 nm吸光值。

酶活单位定义为： 37 ˚C下每分钟催化生成     

1 µmol 过氧化氢所需的酶量为一个酶活力单位 

(U)。kcat和Km值的测定采用Linewaver-Burk 双

倒数作图法, 选用的底物浓度分别为1、2.5、5、

10、20、40和80 mmol/L。 

1.8  单胺氧化酶拆分反应 

拆分反应和样品制备：反应体系包含100 µL

纯化的酶液，消旋美西律10 mmol/L，50 mmol/L

磷酸缓冲液 (pH 7.6)，总体积2 mL。37 ℃、   

200 r/min振荡反应24 h；取200 µL反应液，加入

氯化钠至饱和，加入2 mL异丙醇，振荡，从盐
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水中萃取底物和产物；取出上层有机相，加入

无水氯化钙固体颗粒干燥并用0.45 µm滤膜过滤

后，进行液相分析。HPLC分析条件：手性色谱

柱Chiralcel AS-H (Daicel Chemical Industries, 

Japan，φ0.46×25)，流动相为正己烷/乙醇 (94/6, 

V/V)，流速1 mL/min，柱温35 ˚C，检测波长274 nm。 

1.9  分子机制分析 

1.9.1  分子对接 

应用分子对接软件 AutoDock[16] ，针对

MAO-N-D5 单胺氧化酶晶体结构[17-18] (PDB ID：

2VVM) 和底物盐酸美西律 (R 型和 S 型) 进行了

分子对接研究，以揭示二者之间的作用模式。对

接应用 Lamarckian genetic algorithm，蛋白酶分子

采用 Kollman 电荷[19-20]，相互作用的格点空间以

FAD 末端为中心，大小为 60×60×60，其他参数采

用软件默认，分别进行 150 次独立的对接运算。

对接结果按照其构象之间的均方根偏差 RMSD 进

行分组，以 1.0 Å 为标准。最后选取含有构象最

多的分组中对接自由能最高的构象作为单胺氧化

酶和盐酸美西律潜在的结合构象。 

1.9.2  分子动力学 

为研究残基突变对蛋白酶三维结构的影

响，我们以 MAO-N-D5 单胺氧化酶的晶体结构

为基础，应用 Chimera 软件[21]分别构建了突变

体 A-1 和 ep-1 的三维结构，然后应用 Gromacs

软件[22]分别对 A-1 和 ep-1 体系进行分子动力学

研究，以得到平衡状态下两突变体的稳定构象。

首先将两个体系分别置于大小为 78 Å × 78 Å × 

78 Å 周期性水盒子中 (水分子采用 TIP3P 模

型)，并在 AMBER99SB 力场下相继应用最陡下

降法和共轭梯度法分别对体系进行 3 000 步的

能量最小化运算；然后进行模拟退火运算，使

体系在 300 ps 内由 0 K 逐步升温到 300 K；随后

对体系进行 200 ps 的限制性动力学计算，以进一

步优化溶剂环境；最后采用NPT系综分别进行20 ns

的动力学运算，使体系达到动力学平衡状态。 

2  结果与分析 

2.1  易错 PCR 突变库的构建 

首先以 A-1 基因为模板，按照易错 PCR 常

规条件 (高浓度 Mg2+和不均衡 dNTPs 浓度) 进

行随机突变。易错 PCR 结果如图 2 所示，目的

条带在 1 500 bp 附近，与理论值 1 488 bp 接近。 

传统上，随机突变文库的构建过程涉及双酶

切、回收、连接和转化等多个步骤，效率低下。

本研究根据 MegaWHOP[23]的原理，以易错 PCR

产物为引物，以携带 a-1 基因的质粒为模板，经

过相对简单的 PCR 扩增和 DpnⅠ处理，即可用

于转化超级感受态细胞 JM109 (DE3)。这种方法

节约时间，减少并简化实验步骤，提高突变效

率。取 MegaWHOP PCR 产物转化入超级感受态

细胞 JM109 (DE3)，培养过夜，收集菌体后提取 

 

 
 
图 2  易错 PCR 核酸电泳图 

Fig. 2  Result of epPCR. M: standard nucleic acid 
molecular weight; 1, 2, 3: three samples of parallel 

epPCR. 
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质粒，即获得随机突变库。质粒检测结果如图 3

所示。 

2.2  突变库的筛选 

2.2.1  平板筛选 

单胺氧化酶在催化胺的过程中产生微量过

氧化氢，后者能被辣根过氧化物酶与二氨基联

苯胺捕获，从而使有单胺氧化酶活性的菌落显 

 

 
 
图 3  Mega PCR 核酸电泳图 

Fig. 3  Result of Mega PCR. M: nucleic acid marker; 1, 

2 ： two samples of Mega PCR ； 3 ： plasmid 

pET28a-MAO-N-D5. 

棕色。根据这一原理筛选了大约 10 000 个菌落

的随机突变库，挑取 90 个阳性菌落进行复筛。 

2.2.2  96 孔板筛选 

单胺氧化酶催化反应所产生的过氧化氢在

辣 根 过 氧 化 物 酶 作 用 下 ， 以 4-AAP 

(4-aminoantipyrine)作为氢供体，被还原为水分

子，4-AAP 则以其氧化态存在，并与香草酸形

成红色物质醌亚胺。通过红色的深浅，可初步

判定单胺氧化酶活力的高低[24]。根据这一原理

在 96 孔板上进行复筛，挑选颜色最深的 10 个

突变菌株，进行下一步的工作。 

2.3  突变酶的活力测定及酶催化性质的初步

分析 

将96孔板筛选获得的10个突变株，进行基

因表达和蛋白纯化后测定比活力。选出比活力

最高的6个菌株进行DNA测序，结果表明有3个

突变株发生了突变，其中ep-1的突变为T162A, 

ep-7为W262L/D287N, ep-10为T324A。这3个突

变株的相对比活力测定结果 (表1) 表明：ep-1

的比活力比A-1提高了89%；另两个菌株则差别

不大，甚至有所下降。 

表 1  突变菌株的活力测定 
Table 1  Specific activities of wild-type and mutant MAO enzymes 

Variant Mutations Relative activity (%)b,c 

MAO-N-D5 --a -- 

A-1 F210V/L213C 100d 

ep-1 F210V/L213C/T162A 189 

ep-7 F210V/L213C/W262L/D287N 78 

ep-10 F210V/L213C/T324A 101 

a: indicates no activity was detected; b: relative activity were measured under standard conditions and calculated by 
defining the activity for A-1 as 100%; c: values are means of three replications; d: relative activity of 100% corresponds to 
an activity of 1.2 U/mg protein. 
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为验证筛选到的突变株的手性选择性，利

用纯化酶进行消旋美西律的拆分反应。结果 (表

2) 显示，ep-1是效果最好的突变子，对映体过

量值和出发酶A-1一样，均在99%以上，表征对

映体选择性的E值则由101提高到282；另外两个

突变酶的选择性则较A-1有所下降。 

以A-1为对照，进一步测定突变子ep-1的动力

学参数。测定结果表明(表3)，与A-1相比，ep-1

的Km值由60.74 mmol/L降低到35.94 mmol/L；ep-1

的 kcat值有所增加，但是并不明显； kcat/Km由   

0.001 51 mmol/(L·s) 提高到0.002 89 mmol/(L·s)。 

2.4  突变酶的底物特异性分析 

以11种胺类物质为底物，包括非手性胺、

手性一级胺、二级胺、芳香胺和脂肪胺，测定

MAO-N-D5、A-1和ep-1三种酶的底物特异性，

结果见表4。可以看出，ep-1的相对活力总体比

A-1活力高。与未突变的MAO-N-D5相比，A-1

与ep-1对其中1、2、4和6四种底物的活力有较大

提升，其他则变化不明显。 

2.5  MAO-底物结合模式及突变体三维结构

分析 

应用分子对接研究得到了代表性底物盐酸

美西律和MAO-N-D5的结合模式 (图4)。图中底

物为盐酸美西律(S)-异构体，其手性C原子以粉

红色圆球标出。据MAO对手性胺的催化机制可

知，只有在这种取向下，底物手性C上的H原子

才能有效地转移到辅酶FAD上，进而完成催化

反应；R型异构体手性C上的H原子取向与S型相

反，朝向远离FAD的方向，导致R型底物不能 
 

 
 

图 4  MAO-N-D5 与底物(S)-盐酸美西律的结合模式 

Fig. 4  Binding conformation of MAO-N-D5 and 
(S)-mexiletine. 

 

表 2  美西律拆分反应 
Table 2  Specific conversions of MAO variants to mexiletine enantiomers 

Mutantions Conversion (%)a ee s (%)b Ec 
MAO-N-D5 -- -- -- 
A-1 53.6 99.9 101.0±34.2 
ep-1 51.3 99.9 282.0±56.7 
ep-7 39.6 48.4 11.0±1.3 
ep-10 52.1 89.5 31.0±2.5 

a: substrate conversion; b: enantiomeric excess of substrate; c: enzyme enantioselectivity. 
 

表 3  突变酶的动力学常数 
Table 3  Kinetic comparison of two mutant MAO enzymesa 

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

A-1 60.74±5.86 0.092±0.009 0.001 51 
ep-1 35.94±8.09 0.104±0.013 0.002 89 

The steady-state kinetic parameters were determined in 0.1 mol/L phosphate buffer (pH 7.6) at 37 ˚C. 
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表 4  突变酶底物特异性 

Table 4  Substrate specificity of MAO-N-D5 mutantsa,b 

No. Constitutional formula 
MAO-D5 relative activity 

(%) 
A-1 relative activity 

(%) 
ep-1 relative activity 

(%) 

1 O

NH2

 

0 100 189 

 2 

NH2

 

3 177 174 

3 
NH2

 
347 146 199 

4 

NH2

 

121 173 228 

5 
N
H

 
2 675 2 260 2 772 

6 
NH2

 
88 139 210 

7 NH2

 

589 112 209 

8 

NH2

 

731 778 724 

9 O

NH2

 
1 6 5 

10 
NH2

 
156 41 73 

11 
OH

NH2

 

9 0 5 

a: purified sample (10 µL) was added in 1 mL enzyme activity assay mixture and absorbance at 510 nm was measured after 
10 min incubation at 37 ℃ against a control without sample; b: relative activity were measured under standard conditions 
and calculated by defining the activity for A-1 reduction of mexiletine (1) as 100 %. 
 

被有效催化，这也是 MAO-N-D5 蛋白酶对底物

具有手性拆分能力的结构基础[17]。图 4 中还可

以看到，以蓝青色标出的 Trp430、Phe466 和

Trp94 三个保守性残基将辅酶 FAD 和底物紧紧

包围在一个较小的疏水性的口袋中，从而导致

该蛋白酶对分子较大或极性较高的底物催化能

力较差。 

为了揭示残基突变如何在结构进而在功能

上影响 MAO-N-D5，我们将达到分子动力学平衡

状态的突变体 A - 1 和 e p - 1 的三维结构与

MAO-N-D5 的晶体结构进行了叠加，其催化中心

附近残基 (以辅酶 FAD 末端异咯嗪 N5 原子为中

心，周围 10 Å 以内的所有残基) 的叠加情况见图

5。由图可知，3 个结构大部分结构均能较好的重
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叠 (MAO-N-D5、A-1 和 ep-1 的结构分别标记为

黄色、绿色和红色 )，表明相关突变没有导致

MAO-N-D5 的结构产生巨大变化。但是，图中有

两个值得注意的地方：其一，蓝青色 Trp430、

Phe466 和 Trp94 的位置。每个突变体上 3 个残基

均比突变前更向外扩展，其中以 ep-1 在 Trp94 

loop 上的表现最为明显，这表明两个突变体 A-1

和 ep-1 能够依次容纳更大的底物；其二，圆桶中

紧邻催化中心的结构。该结构处在底物进出活性

口袋的通道上，在 MAO-N-D5 为柔性较低的

α-helix，在 A-1 中为 loop 和 α-helix 的结合，而在

ep-1 中则全部为柔性较高的 loop 结构。显然 loop

结构在酶结合较大的底物分子时较 α-螺旋更为

有利。正是以上两点结构上的变化为 A-1 和 ep-1

在催化盐酸美西律及类似底物时表现出更强的

催化能力创造了结构基础。图中并未标出第 210、

213 和 162 号突变残基，这是由于 3 个残基距离 

 

 
 
图 5  突变体 A-1 ( 绿色 ) 和 ep-1 ( 红色 ) 与

MAO-N-D5 (黄色) 催化中心三维结构的叠加 

Fig. 5  3D superimposition of catalytic centers of A-1, 
ep-1 and MAO-N-D5. 

FAD 末端异咯嗪部分较远，超出了催化中心的范

围。这种结构特征表明残基突变并非与活性中心

残基相关，而是通过改变其所属的二级结构来扩

大活性口袋从而间接发挥作用的。 

3  讨论 

经过平板初筛、96 孔板复筛及酶活测定，获

得了 1 个突变子 ep-1，其所包含的突变 T162A

使酶活提高了 89%。选择性测定结果显示，ep-1

的对映体过量值和 A-1 相似，ees 均在 99%以上；

表征对映体选择性的 E 值则有较大幅度的提高。

这说明 T162A 突变提高了酶催化反应的选择性。 

动力学测定结果表明，ep-1 的 Km 值明显降

低, 表明 ep-1 对底物的亲和力有所提高，表征

催化底物氧化的能力的 kcat 值则增加不明显。综

合两个结果，T162A 突变显著提高了酶的催化

效率 (kcat/Km)。分子对接和分子动力学研究表明

T162A 突变在稳定保持活性中心残基构象的基

础上，使得活性通道氨基酸的二级结构由 A-1

的 loop-helix 结构转变为完全的高柔性 loop 结

构，从而为底物的高效结合与催化创造了条件。 

尽管 ep-1 比 A-1 的比酶活提高了 89%，但

是实际上仍只是具备了初步活性，离工业化应

用所需要的酶活还有较长的距离[25]，需通过进

一步的优化进行改造。 
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