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摘  要 : Baeyer-Villiger 单加氧酶是一种重要的生物催化剂，可用于合成一系列有价值的酯和内酯化合物。通

过序列比对和晶体结构分析推测连接 NADPH 结构域和 FAD 结构域的一段非保守 Hinge 可能在酶对底物识别

和催化氧化过程中扮演着重要角色。在以环己酮单加氧酶为模型的研究中发现，对该 Hinge 结构进行同源序列

替换得到的突变体几乎完全丧失了催化活性，证明了其整体水平的重要性。丙氨酸扫描突变揭示其中一些位点

对酶的功能有显著影响：K153 位点的改变使酶的活性下降，立体选择性却更优化；L143 位点的改变对酶的活

性影响较小，却降低了立体选择性；L144 位点的改变则同时大幅度削弱酶的活性和立体选择性。将同样的方

法运用在苯丙酮单加氧酶中，我们得到了相似的结论，证明这些位点的重要功能在 Baeyer-Villiger 单加氧酶家

族中有一定的普遍性。这一研究增进了对 Baeyer-Villiger 单加氧酶的结构与功能关系的认识，有助于底物结合

口袋的精确描述和 Baeyer-Villiger 单加氧酶催化图景的进一步细化，对未来相关的理性设计和定向改造研究提

供了借鉴。 

关键词 : Baeyer-Villiger 单加氧酶，环己酮单加氧酶，同源替换，丙氨酸扫描突变  
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Nonconserved hinge in Baeyer-Villiger monooxygenase  
affects catalytic activity and stereoselectivity 
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Abstract: Baeyer-Villiger monooxygenases (BVMOs) are important biocatalysts to synthesize a series of valuable esters 

and lactones. Based on protein sequence alignment and crystal structure analysis, a nonconserved hinge which linked 

NADPH domain and FAD domain was speculated to play an important role in substrate recognition and catalytic oxidation 

process. Cyclohexanone monooxygenase (CHMO) was selected as a model. Mutants obtained by homologous replacement 

of the whole hinge almost completely lost its original catalytic activity, demonstrating that the overall hinge structure was 

of great importance. Some significant sites were identified to greatly affect the catalytic activity and stereoselectivity by 

alanine scanning mutagenesis, accompanied by enzyme activity assessments and chiral kinetic resolutions. Altering K153 

decreased the activity of the enzyme but enhanced the stereoselectivity. Changing L143 site reduced stereoselectivity but 

had little effect on enzyme activity. Mutation at L144 site dramatically weakened both activity and stereoselectivity. 

Subsequently, these corresponding sites in phenylacetone monooxygenase were also illustrated to follow a similar rule, 

revealing a universal importance of these sites in the BVMO family. These results expanded our understanding of the 

structure-activity relationship of these enzymes and provided more proofs for future directed evolution of BVMOs. 

Keywords:  Baeyer-Villiger monooxygenase, cyclohexanone monooxygenase, function, homologous replacement, alanine 

scanning mutagenesis 

Baeyer-Villiger 氧化反应是一类重要的有机

化学反应，它能实现功能基的转化，活化 C-C

键进行环扩张，进而合成一系列有价值的手性

酯和内酯化合物[1]。这一反应在 1899 年就被首

次报道[2]，人们也一直致力于研究使用各种有效

的催化剂来实现这一反应[3]。但是由于化学催化

剂本身固有的弱点，催化效率低、选择性低、

污染以及反应过程复杂副产物多等，研究者们

开始向生物酶催化领域寻找更优越的催化剂。 

早在 1976 年，第一个 Baeyer-Villiger 单加

氧酶 CHMO 就已经被发现和分离[4]，此后又有许

多各种不同类型的 BVMO 被发现。本世纪初相继

有 类 固 醇 单 加 氧 酶  (Steroid monooxygenase, 

STMO)[5]、对羟基苯乙酮 (4-Hydroxyacetophenone 

monooxygenase)[6]、环戊酮单加氧酶(Cyclopentanone 

monooxygenase, CPMO)[7-8]等新型 BVMO 的报

道。2002 年，Ⅰ型 BVMO 的特异性序列被首次

提出 [9]，以此为基础，人们通过基因组挖掘 

(Genome mining) 的方法，在细菌和真菌基因组

中都发现大量Ⅰ型 BVMO 特异性序列的分布，

在动物和植物细胞中则不存在Ⅰ型 BVMO[10]。近

年来，关于 BVMO 多样性的报道越来越多[11-12]，

有许多 BVMO 都在微生物代谢途径中起着重要 

作用[13-14]。 

这些酶的发现无疑给涉及 Baeyer-Villiger

单加氧反应的工业生产和药物生产带来了革新

的希望[15-16]。事实上，许多研究证明，BVMO

还在许多其他领域表现出很好的运用价值，例
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如，潜在的药物靶点设计[17]、潜在的基团保护

方式等[18]。因为其广泛的作用，近年来，人们

对各类新型 BVMO 从晶体结构、催化机制、底

物谱和立体选择性等方面进行了大量的研究，也

取得了一系列重要突破。其中具有划时代意义的

是 2004 年 PAMO 晶体结构的首次提出[19]。PAMO

晶体结构由两个结构域组成：FAD 和 NADPH

结构域，其催化活性位点位于晶体表面的一个

凹缝处。2009 年，又有第 2 个 BVMO 的晶体结

构被解析出[20]，揭示了 CHMO 两种不同状态的

晶体结构。“开”、“闭”两种结构的展示进一步细

化了 BVMO 的催化图景，说明 BVMO 催化反

应是一个动态的过程，辅基会在其催化位点发

生位移。同年还发现了另一种不依赖于 FAD 和

NADPH 的 BVMO——MtmOIV 的晶体结构，这

一类 BVMO 被称为Ⅱ型 BVMO[21-22]。2012 年，

Yachnin 等[23]首次报道了 CHMO 与底物小分子

环己酮相结合的晶体结构，向我们清晰地展示

了 BVMO 催化过程中与底物结合形成的重要中

间体的形态。这些晶体的解析有助于深入理解

这一类酶的底物识别及催化机制，并为酶的分

子改造提供重要的结构信息。近些年来，结合

结构信息和实验室定向进化的手段建立突变酶

库，并从中筛选出最适用于生产应用的突变株

已经成为 BVMO 的研究热点。其中研究背景最

悠久的 CHMO 和热稳定性最好的 PAMO 成为研

究工作者们青睐的对象。 

蛋白晶体的解析、结构信息的阐释以及众多

分子定向进化的成功例子都让我们对 BVMO 的

底物识别、催化机制等有了更深的认识。但是催

化过程中的位移细节乃至催化的精确机制至今未

知，包括底物和氧气分子的激活、中间体如何形

成、中间体如何稳定等。特别是这些过程如何精

细调控了各种 BVMO 独特的底物特异性和立体

选择性还有待进一步深入研究。为了探索这些问

题的答案，本研究首先对 BVMO 的基因序列和晶

体结构进行深入分析，在底物结合口袋附近发现

了一段连接 NADPH 结构域和 FAD 结构域在

BVMO 催化过程中形态难以固定的区域，即

HingeⅠ结构。迄今为止，对 Hinge 的认识多数还

停留在结构数据支撑上，并没有系统地对酶催化

功能影响的研究，少数研究也只是浅尝辄止[24-25]。

本课题以 CHMO 为模型，旨在探索非保守 Hinge

对酶催化行为的影响，通过改进的 Quick-change

和 overlap PCR 方法获得一系列 CHMO 突变酶，

包 括 两 个 Hinge Ⅰ 同 源 序 列 替 换 突 变 体

CHMOPAMO、CHMOSTMO 以及 HingeⅠ序列的丙氨

酸扫描突变体。通过对突变体进行酶的活性检测

和立体选择性的研究，得到了一些影响 CHMO 活

性和选择性的重要位点，证明了 HingeⅠ这一结

构在 CHMO 中乃至整个 BVMO 家族的催化过程

中都起着重要作用。这一研究有助于 BVMO 催化

图景的进一步细化，给我们未来对 BVMO 理性进

化设计和定向改造研究提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  工具酶与试剂 

PCR 所用的 Ex Taq酶以及T载体质粒扩增系

统、KOD Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶、DNA

连接酶分别购自 TaKaRa 公司  (TaKaRa Bio 

Group)、日本 Toyobo 公司、NEB (New England 

Biolabs) 公司以及 MBI (MBI Fermentas) 公司；

质粒提取试剂盒、DNA 凝胶电泳回收试剂盒购自
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天根生化科技 (北京) 有限公司；阿拉伯糖购自北

京赛百盛基因技术有限公司；蛋白胨、酵母膏、

氯化钠均为国产分析纯试剂。 

1.1.2  菌株与质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli Top10、BL21(DE3) 

Gold 以及质粒 pBAD、pET22b 均为本实验室保存。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基：蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，

氯化钠 10 g，蒸馏水定容 1 L，pH 调为 7.0，121 ℃

高压蒸汽灭菌 20 min，固体培养基时加 1.5%琼脂。

TB 培养基：蛋白胨 12 g，酵母提取物 24 g，甘油

4 mL，各组分溶解后高压灭菌，冷却到 60 ℃，再

加入 100 mL 灭菌的 170 mmol/L KH2PO4 和   

0.72 mol/L K2HPO4 的溶液 (2.31 g 的 KH2PO4 和

12.54 g K2HPO4 溶在足量的水中，使终体积为

100 mL)，121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。 

1.2  方法 

1.2.1  突变体构建 

PAMO/CHMO/STMO 的基因序列分别来自

NCBI 数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 的

噬热裂孢菌 Thermobifida fusca (AAZ55526)，不

动 杆 菌 Acinetobacter sp. NCIMB9871 

(BAA86293) 和 玫 瑰 色 红 球 菌 Rhodococcus 

rhodochrous (BAA24454)。 

同源序列替换突变体构建：将 CHMO 的

HingeⅠ序列分别替换成 PAMO 和 STMO 的

HingeⅠ序列，得到突变体 CHMOPAMO and 

CHMOSTMO。具体替换过程见补充材料 2 (SM2)。

CHMOPAMO 和 CHMOSTMO 被连接到 pET22b 中，

最后将重组质粒转入 E. coli BL21(DE3) Gold 中

进行蛋白表达。 

丙氨酸扫描突变体构建：使用 Quick-change 

PCR[24] 方 法 构 建 以 下 突 变 体 ： 1) CHMO: 

Leu143Ala/Leu144Ala/Ser145Ala/Pro147Ala/Asn1
48Ala/Leu149Ala/Pro150Ala/Leu151Ala/Ile152Ala/
Lys153Ala; 2) PAMO: Gln152Ala/Leu153Ala/Ser1 
54Ala/Val155Ala/Pro156Ala/Gln157Ala/Leu158Al

a/Pro159Ala/Asn160Ala/Phe161Ala/Pro162Ala。 

PCR 反应体系为 25 μL 终体积：10×KOD

缓冲液 (2.5 μL)，MgCl2 (1 μL, 0.025 mol/L)，

dNTPs (5 μL，每种核苷酸浓度为 0.002 mol/L)，

引物 (0.5 μL，正反引物浓度均为 2.5 μmol/L)，

模板质粒 (1 μL，10 ng/μL) 和 1 单位 KOD DNA

聚合酶。PAMO 的 PCR 反应循环条件为：94 ℃ 

10 min；94 ℃变性 40 s，53 ℃退火 40 s 以及 72 ℃

延伸 50 s，循环 35 次；94 ℃变性 1 min，60 ℃

退火 1 min 以及 72 ℃延伸 7 min，循环 35 次；

最后在 72 ℃下延伸 30 min。CHMO 的 PCR 条

件中，第 2 次循环的退火温度为 56 ℃，延伸时

间为 8 min，其他参数与 PAMO 相同。 

PCR 之后取 10 μL PCR 产物，加入 1.2 μL 

NEB 缓冲液，1 μL DpnⅠ，37 ℃处理 3 h。最后

转入 E. coli Top10  或者 E. coli BL21(DE3) 

Gold 宿主菌。 

1.2.2  突变体基因表达 

重 组 质 粒 pET22b-CHMO 转 入 E. coli 

BL21(DE3) Gold，细胞在含有 100 μg/mL 氨苄

青霉素的 LB 培养基中 37 ℃过夜培养。每 5 mL

过夜培养的培养基再转入 200 mL 含有 100 μg/mL

氨苄青霉素的 TB 培养基，37 ℃培养至 OD600

到达 0.6，此时加入终浓度为 25 μmol/L IPTG 

(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) 诱导，并

将培养温度调至 20 ℃，转速调至 150 r/min，培

养 12 h。最后，细胞以 0.9% NaCl 洗涤收集。重

组质粒 pBAD-PAMO 转入 E. coli Top10 中，5 mL

过夜培养物转入 200 mL 含有 0.1%阿拉伯糖诱
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导剂和 100 μg/mL 氨苄青霉素的 TB 培养基中，

37 ℃、220 r/min 培养 20 h。最后细胞同样以 

0.9% NaCl 洗涤收集。这两种重组细胞都将用于

全细胞生物催化和酶活检测。 

1.2.3  全细胞催化 

通过测定 OD600 的方法将表达不同突变蛋白

的细胞调成相同浓度，然后将细胞悬浮于 10 mL

缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0) 中。取其

中 500 μL，放入终浓度为 1 mmol/L 底物进行反

应，PAMO 对绝大部分底物反应温度设置为

35 ℃，芳香环酮类底物反应温度设置为 37 ℃。

CHMO 反应温度均为 32 ℃。所有反应均在   

13 000 r/min 的振荡器中完成，反应时间控制在

12 h (CHMO) 或者 2 h (PAMO) (PAMO 与芳香

环酮类底物的反应时间为 12 h)。反应结束后，

样品以 700 μL 乙酸乙酯萃取，有机层经无水碳

酸钠干燥后进行气相色谱分析。 

1.2.4  蛋白纯化及酶活检测 

将收集的新鲜细胞悬浮于 10 mL 缓冲液 

(20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0) 中，进行超声破

碎。CHMO 及其突变体因纯化非常困难，以细

胞破碎液直接进行酶活检测；PAMO 及其突变

体蛋白进行亲和层析的进一步纯化，镍柱的纯

化步骤为：10 000 r/min、4 ℃离心 30 min；将上

清加入已被平衡过的 GE 公司 His 标签蛋白纯化

预装柱 GE Healthcore Histrap FF Crude column (5 

mL) 上；以含有 500 mmol/L NaCl 和 25 mmol/L

咪唑的 Tris-HCl 冲洗杂蛋白；以含有 500 mmol/L 

NaCl和 200 mmol/L 咪唑的 Tris-HCl 冲洗得到目

的蛋白。镍柱纯化之后，将目的蛋白进行过夜

透析，最后在 441 nm 下测其吸光值，以此数值

作为突变体蛋白的相对浓度。酶活检测实验中，

底物均以 20 mmol/L 终浓度溶解于乙腈中，

NADPH 以 2 mmol/L 终浓度溶于 Tris-HCl 缓冲

液 (pH 8.0) 中。反应体系如下：总体积 200 μL，

底物和 NADPH 终浓度分别为 1 mmol/L 和    

100 μmol/L，酶用量各有不同，最后以 Tris-HCl

缓冲液 (pH 8.0) 补足 200 μL 总反应体系。将反

应 体系置于 分光光度 仪  (Spectrophotometer 

Beckman Counter DU800) 下测 340 nm 下的光

吸收，从其吸光度随反应时间的变化测定其反

应初速度，进而计算其酶活[25]。PAMO 及其突

变蛋白的蛋白浓度以在 441 nm 下的吸光值度 

量[26]，而 CHMO 及其突变蛋白浓度以 Bradford

蛋白测定法测定[27]。 

2  结果与分析 

2.1  BVMO 基因序列与晶体结构分析 

为了探索 BVMO 的构效关系，我们以 NCBI

以及 PDB 等数据库中 BVMO 的相关信息为基

础，对 BVMO 进行了生物信息学分析和晶体结

构分析，如图 1 所示。BVMO 晶体结构主要由

FAD 结构域和 NADPH 结构域组成，两者之间

存在特殊的 Hinge 结构。此结构包括两条链，

且在晶体结构中恰好与 BVMO 的底物结合口袋

在空间上相近。Hinge 结构的序列比对结果中，

两条链中的短链 (HingeⅡ) 保守性非常高而另

外一条长链 (HingeⅠ) 保守性非常低。HingeⅠ

在 CHMO 与底物结合的晶体结构中是缺失的，

表明这一段序列在催化过程中柔性比较大，形

态难以在晶体中固定，推测其在底物识别和催

化氧化过程中扮演着重要的角色。本研究以

CHMO 为研究模型，并选取了如图 2 所示的各

种酮类 (包括脂肪酮、环戊酮和环己酮类脂环酮  
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图 1  BVMO 晶体结构分析以及 Hinge 结构序列比对 
Fig. 1  Analysis of BVMO crystal structure and hinge sequences. (A) BVMO crystal structure contains two domains, FAD 
binding domain (Colored in green) and NADPH binding domain (Colored in blue), which are connected by two hinges. 
HingeⅠis in red and HingeⅡis in hotpink. (B) An enlarged view of hinge region. (C) Sequence alignments of HingeⅠ
and HingeⅡamong various BVMOs. The sequences are: phenylacetone monooxygenase (PAMO) from Thermobifida 
fusca (Q47PU3), steroid monooxygenase (STMO) from Rhodococcus rhodochrous (BAA24454), cyclopentanone 
monooxygenase (CPMO) from Comamonas testosterone (CAD10798), cyclododecanone monooxygenase (CDMO) from 
Rhodococcus ruber (AAL114233), CHMO_Ac from Acinetobacter sp. NCIMB9871 (BAA86293), CHMO_Bp from 
Brachymonas petroleovorans (AAR99068), CHMO_Rh from Rhodococcus sp. TK6 (AAR27824), CHMO_Xf from 
Xanthobacter flavus (CAD10801), CHMO_Br1 from Brevibacterium sp. HCU (AAG01289), CHMO_Br2 from 
Brevibacterium sp. HCU (AAG012690), CHMO_Phi1 from Rhodococcus sp. Phi1 (AAN37494), CHMO_Phi1 from 
Rhodococcus sp. Phi1 (AAN37491), BVMO_Pf from Pseudomonas fluorescens (AAC36351), BVMO_Pv from 
Pseudomonas veronii (ABI15711), BVMO_Mtb5 from Mycobacterium tuberculosis (NP_217565), acetone 
monooxygenase (ACMO) from Gordonia sp. TY-5 (BAF43791), cyclopentadecanone 1,2-monooxygenase (CPDMO) from 
Pseudomonas sp. HI-70 (BAN84077), and 4-hydroxyacetophenone monooxygenase (HAPMO) from Pseudomonas 
fluorescens (Q93TJ5). HingeⅠis less conserved while HingeⅡis quite conserved. (D) An enlarged view of hinge region in 
CHMO crystal structure complexed with FAD, NADPH and substrate. The cofactors, FAD and NADPH is shown in 
(Colored in light pink), the orange molecule is a typical substrate of CHMO, cyclohexanone. There is a missing gap in 
HingeⅠ, revealing a very flexible conformation during catalytic process. 
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图 2  本研究中涉及的主要底物 

Fig. 2  Substrates used in this study.  

 
等) 作为底物，从底物特异性、催化活性和立体

选择性等多个方面探索突变对 BVMO 催化行为

的影响，试图揭示非保守 HingeⅠ的功能。 

2.2  HingeⅠ功能检测——整体水平 

为了从整体水平上考察 HingeⅠ结构的功

能，采用改进的 PCR 方法组合其他分子克隆手

段 得 到 了 两 个 同 源 序 列 替 换 的 突 变 体 ，

CHMOPAMO 和 CHMOSTMO，它们是以 CHMO 为

母体链的 HingeⅠ位置分别被替换成 PAMO 和

STMO 的 HingeⅠ的重组 CHMO 序列。将野生

型 CHMO 与 重 组 型 进 行 全 细 胞 水 平 的

SDS-PAGE 蛋白电泳，检测到三者的表达水平相

似 (图 3)，证明 HingeⅠ的整段替换并没有影响

其表达水平。将它们分别对各种底物进行全细胞

催化，并用气相色谱检测产物生成情况 (表 1)。 

对于 CHMOSTMO 来说，细胞基本上完全失

活，只有底物 9 有极少量的产物生成。同源替

换突变体 CHMOPAMO 则对简单脂肪环酮和底物

9 有较差的活性。野生型 CHMO 对这些底物有

很高的催化活性。同时，那些野生型催化活性

较低的底物则完全不能被 CHMOPAMO 所转化。

可以看到，Hinge I 序列的同源替换极大地损害

了 CHMO 的催化活性，证明完整的 Hinge I 序

列对 CHMO 的催化功能至关重要。 

另外，CHMOPAMO 突变体进行活性测试的

底物中，不仅包括 CHMO 的活性底物，还包括

PAMO 的活性底物。PAMO HingeⅠ替换到

CHMO HingeⅠ中，不但剥夺了 CHMO 本身的

活性能力，而且也并没有赋予它任何类似 PAMO

的活性能力。说明不管对于 CHMO 还是 PAMO，

HingeⅠ结构同蛋白分子的其他部分都是协调

合作共同起到相应的底物识别和催化作用的，  

 

 
 
图 3  同源序列替换突变体表达水平检测 

Fig. 3  Expression level assessments of homologous 
replacement mutants. 1: wild type CHMO; 2: 
CHMOPAMO; 3: CHMOSTMO.  

 

表 1  全细胞催化同源序列替换突变体 CHMOPAMO

和 CHMOSTMO  

Table 1  Qualitative analysis of activity of 
CHMOPAMO and CHMOSTMO based on whole-cell 
biotransformation  

Entries K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9

CHMOwt ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

CHMOPAMO － － + + + + + + + 

CHMOSTMO － － － － － － － － + 

K: is abbreviated for ketone. +++: represents 50%−100% 
conversion; ++: 10%−50% conversion; +: 0−10% conversion; 

－: no conversion. Biotransformation was conducted at 

32 , lasted for 12 h.℃  
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“拆分嫁接”的后果就是两者整体性都被破坏，从

而使酶失去催化功能。 

2.3  Hinge I 功能检测——个体水平 

通过定点突变得到了 10 个 CHMO Hinge I

序列的丙氨酸扫描突变体，分别是：Leu143Ala、

Leu144Ala、Ser145Ala、Pro147Ala、Asn148Ala、

Leu149Ala、Pro150Ala、Leu151Ala、Ile152Ala

和 Lys153Ala。其中 146 位本身是丙氨酸，故而

不在突变之列。 

2.3.1  丙氨酸扫描突变体蛋白表达水平检测 

所有的丙氨酸扫描突变体都用 SDS-PAGE

电泳的方法进行了蛋白表达水平的检测。与同

源系列替换的突变体情况类似，所有的丙氨酸

扫描突变体几乎都和 CHMO 野生型一样能大量

表达，突变压力并没有给蛋白表达造成显著性

影响。后文中我们得到的全细胞催化、气相检

测和手性拆分中突变酶相对于野生型的改变并

没有蛋白表达量的影响，其性质改变的原因源

于酶本身的变化。 

2.3.2  丙氨酸扫描突变体的活性检测 

同样是全细胞催化、气相检测的手段鉴定

各突变体的底物谱，得到表 2。大多数突变体的

活性都有部分下降，有些突变体活性改变较少，

而有些突变体例如 L144A 的催化能力被大幅度

削弱，特别是它与苯基丙酮的反应，在长达 12 h

的转化时间下转化率仍然为零。P147A、P150A

和 L151A 则是活性较高的一类突变体，特别是

在转化 2 位取代环己酮时，表现出比野生型更

高的活性。 

为了得到更为精确可靠的底物谱，还采用

了细胞破碎、酶活测定的方法进一步检测突变

酶的反应活性。由于 CHMO 纯化过程中损耗非

常大，纯化过程困难，并且我们已经证明了野

生型 CHMO 和突变型之间表达水平差异不大，  

 
表 2  全细胞催化检测 CHMO 丙氨酸扫描突变体的活性 

Table 2  Substrate profiling using whole-cell biotransformation for CHMO 

Description of enzyme 
RA (%) of 

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 

WT 100 (12%) 100 (18%) 100 (87%) 100 (89%) 100 (92%) 100 (80%) 100 (97%) 100 (98%) 100 (78%)

L143A 89 88 92 94 96 87 89 91 82 

L144A 0 4 10 11 7 40 39 51 37 

S145A 80 86 63 55 68 90 83 91 89 

P147A 73 76 92 95 99 92 103 106 87 

N148A 45 54 64 64 71 32 21 44 30 

L149A 63 53 66 73 80 54 66 73 40 

P150A 92 88 87 90 95 90 86 111 83 

N151A 96 88 87 93 96 90 99 110 95 

I152A 53 49 50 58 57 61 62 63 50 

K153A 45 38 30 31 35 41 59 53 32 

K: is abbreviated for “ketone”; RA: relative activity. For a fair comparison, all incubations were for 12 h and relative 
activities are expressed as the rate of conversion normalized to that obtained with wild-type CHMO. Absolute conversion 
values for the wild-type CHMO are given in parentheses. 
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所以以细胞破碎液 (粗酶) 为检测样品来比较

野生型与突变型之间的酶活差异是合理的。将野

生型 CHMO 和 10 个突变体的细胞破碎液分别与

底物混合，并加入反应必需的辅基 NADPH，反

应体系放到紫外分光光度仪下检测 25 ℃和   

340 nm 波长下的光吸收变化，从吸光值对时间

的比率中可以得出反应初速率，再通过反应体

系中的酶浓度即可得到能反映酶的催化能力的

动力学指标——酶的比活。数据结果用图 4 的坐

标轴方式清晰地展示出来。野生型 CHMO 在催

化大部分底物中仍然是活性最高的一个，除了

在催化 2 位取代环己酮时 P147A 和 N151A 两种

突变体有微弱的优势。L144A 在所有纵轴中都

是排行最低的，证明其对比于野生型和其他突

变体，在所有底物上都表现出最差的催化活性。

图中 K153A 也是一个活性较差的突变体，尽管

它在全细胞催化活性检测时并没有突出的表

现。其他位于轴线中部的突变体比野生型

CHMO 催化能力差，但仍维持着中等的活性。 

 

 

 
图 4  酶活测定检测 CHMO 丙氨酸扫描突变体活性 

Fig. 4  Substrate profiling with cell extracts of CHMO. 
Each of the longitudinal axis stands for a kind of 
substrate; each kind of the various shapes of points 
stands for a certain mutant. 

图 4 的实验结果与表 2 基本上一致，除了

K153A 外，只有 L143A 在全细胞表达中产率较

高而在细胞破碎液酶活测定中活性相对较低。

同样作为检测催化能力的手段，全细胞催化着

眼于整个活细胞的催化功能，不单单由酶本身

的性质决定，更有酶的表达量以及细胞内

NADPH 浓度等各种其他因素的影响；而酶活检

测则是细胞外相对精确的定量实验，更能体现

酶本身的催化性质。 

2.3.3  丙氨酸扫描突变体对映选择性检测 

经过萃取得到 CHMO 及其突变体全细胞

催化反应之后体系中的有机相，然后用手性气

相色谱柱进行动力学拆分，得到一系列拆分数

据，其中与野生型对映选择性有明显差异的部

分如表 3 所示。L144A 因其催化得到外消旋产

物而再次成为表现突出的突变体，而在酶活检

测中和 L144A 行为相似的 K153A 却有较高的

化学选择性，特别是在催化 2-丙基环戊酮时，

甚至有比野生型更高的 E 值 (E 值是度量催化

剂立体选择性的指标，E 值越大代表选择性越

好[28])。 

双环 [3,2,0]庚 -2-烯 -6-酮  (Bicyclo [3.2.0] 

hept-2-en-6-one，底物 9) 是研究 BVMO 化学选

择性的重要模式底物，因同时存在立体选择性

和区域选择性，它在被 BVMO 催化时通常能产

生各种构型构象的产物组合，如图 5 所示。有

报道证明 CHMO 在催化底物 9 时有较高的立体

选择性和较差的区域选择性[29]，我们的结论与

之一致。大部分 CHMO 突变体的行为也与野生

型相似，反应生成 (1S,5R) “正常”型酯和(1R,5S) 

“非正常”型酯。L144A 在催化底物 9 时表现出

较低的立体选择性，并且更倾向于生成“非正常”

型酯，如表 4 所示。 
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表 3  CHMO 及其突变体的对映选择性检测 

Table 3  Enantioselectivity of CHMO mutants as catalysts in the BV reaction 

Mutants Specific activity (U/mg) Conversion (%) Substrates ee (%) Products ee (%) Absolute conformation E-value

Ketone 4: 2-ethyl cyclopentanone 

CHMO 593±52 45 21 89 S 38 

L143A 288±30 36 36 72 S 9 

L144A 55±2 43 27 33 S 3 

K153A 53±6 49 46 89 S 47 

Ketone 5: 2-propyl cyclopentanone 

CHMO 630±56 33 4 99 S ≥200 

L143A 290±11 35 2 41 S 3 

L144A 49±2 37 4 3 S 1 

K153A 60±19 50 3 99 S ≥200 

Ketone 7: 2-ethyl cyclohexanone 

CHMO 546±16 45 57 83 S 22 

L143A 445±3 45 64 40 S 3 

L144A 143±5 49 23 25 S 2 

K153A 295±10 49 23 84 S 29 

Ketone 8: 2-propyl cyclohexanone 

CHMO 557±11 50 22 99 S ≥200 

L143A 460±1 34 13 99 S ≥200 

L144A 196±1 46 0 21 S 2 

K153A 342±2 31 61 99 S ≥200 

 

 
 

图 5  BVMO 催化底物 9 的可能结果 

Fig. 5  Regio-plus enantiochemical outcomes of ketone 9, bicycle [3.2.0] hept-2-en-6-one, catalyzed by widetype 
CHMO and its mutants. 
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表 4  CHMO 及其突变体催化底物 9 的化学选择性 

Table 4  Regio-enantioselectivity of CHMO mutants as catalysts in the BV reaction of ketone 9, 
bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-one 

Mutants 
Specific activity 

(U/mg) 
Conversion (%)

“Normal” lactone “Abnormal” lactone 
Ratio (“normal”/”abnormal”)

ee (%)
Absolute 

conformation
ee (%)

Absolute 
conformation

CHMOWT 939±23 78 98 (1R,5S) 89 (1S,5R) 51/49 

L143A 504±28 79 97 (1R,5S) 99 (1S,5R) 51/49 

L144A 63±3 29 78 (1R,5S) 95 (1S,5R) 42/58 

S145A 553±31 70 99 (1R,5S) 99 (1S,5R) 53/47 

P147A 785±26 48 99 (1R,5S) 98 (1S,5R) 52/48 

N148A 275±23 33 97 (1R,5S) 98 (1S,5R) 52/48 

L149A 366±35 32 97 (1R,5S) 96 (1S,5R) 51/49 

P150A 290±43 49 99 (1R,5S) 99 (1S,5R) 54/46 

L151A 637±26 43 95 (1R,5S) 94 (1S,5R) 52/48 

I152A 352±49 70 93 (1R,5S) 99 (1S,5R) 51/49 

K153A 403±4 80 99 (1R,5S) 98 (1S,5R) 52/48 

 

2.4  PAMO Hinge I 的功能检测 

从 CHMO 的实验结果中我们得到了一些显

著影响其功能的重要位点，为了证明这些位点

在其他 BVMO 中是否同样关键，将同样的研究

方法运用于 PAMO，得到的结论与 CHMO 非常

一致。在催化 PAMO 经典底物如苯基丙酮、3-

苯基-2-丁酮时，大部分突变体都显示出中等催

化活性，与 CHMO 中 L144A 的对应突变体

L153A 则出现大幅度活性下降，立体选择性也

下降。在催化非经典底物如 2-丙基环戊酮、

Bicyclo [3.2.0] hept-2-en-6-one (底物 9) 时，大

部分突变体催化活性呈现出和野生型一样的低

催化活性，而 L153A 则活性相对较高。另外

PAMO 中还有非常值得注意的一个位点是

Q152，其丙氨酸扫描突变体的活性和立体选择

与 L153A 一样大幅度下降，对 PAMO 的影响程

度不亚于 K153。此外，CHMO 中的对应位点突

变体 L143A 在活性和选择性上也对 CHMO 有较

大负面影响。我们还用 SDS-PAGE 检测了突变

体的蛋白表达情况，发现其蛋白表达与野生型

PAMO 基本一致。 

以上发现都说明 Hinge I 的重要位点在

BVMO 中很有可能具有普遍的影响力，为研究

新型 BVMO 提供了宝贵的借鉴，同时给 BVMO

的定向改造和进化提供了新的突破口。 

3  讨论 

本研究以 BVMO 序列比对和晶体结构分析

为基础，主要通过同源序列替换以及丙氨酸扫

描突变的过程，得到了一系列 BVMO 突变酶；

然后以改进的分子克隆技术、色谱技术以及酶

学性质研究技术等为手段获得大量关于 BVMO

突变酶的底物选择性、反应活性以及对映选择

性的实验数据。我们发现这些突变体在催化活

性和化学选择性上相对于野生型来说有诸多改

变，这些实验证据使我们能从中获取更多关于
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BVMO 重要的构效信息。 

从整体水平上，Hinge I 的多氨基酸替换突

变直接导致了 CHMO 催化功能的几乎完全丧

失。事实上，在通过多个基因同时突变的手段

来研究 BVMO 酶功能的变化时，Dudek 等[31]就

提到过“累积假说”的概念，即多个位点同时突变

对酶功能的影响是由每个位点突变所产生的效

应累积而成的。同源序列替换导致的活性完全

丧失，表明了在此 11 个位点中，必然有能严重

影响 CHMO 活性的位点存在，这也从侧面说明

了本课题最开始的设想——HingeⅠ结构的重要

性是符合事实的。当然，长达 11 个氨基酸的替

换使酶活丧失，还有一个可能是其蛋白结构发

生了重大改变从而无法进行任何催化造成的，

但是我们替换进去的 Hinge I 序列是 BVMO 同

源序列，同样能起到支持蛋白结构的作用。故

而其酶活丧失最有可能的原因就是其中的某些

非保守氨基酸残基在催化作用中起着关键性的

作用。 

从个体水平上，Hinge I 丙氨酸扫描突变体

表现各异，大多数维持着部分活性，少数活性

与野生型相似，极少数活性得到了加强，比如

PAMO L153A 催化 2-丙基环戊酮以及 CHMO 

P147A 催化 2 位取代环己酮，这或许可以成为

我们拓展或者改变 BVMO 底物谱、定向改造

BVMO 的一个新的突破口。还有一类就是几乎

完全丧失活性的突变，例如 CHMO L144A。

CHMO L144A 是所有突变体中活性最低的一

个，也是所有突变体中立体选择性最差的一个。

我们知道“克利己” (Criegee) 中间体是 BVMO

催化过程中的一个关键形态，酶结构域的相对

运动与酶和底物识别、结合密切相关，也即

“Criegee”中间体的形成密切相关。CHMO 与底

物结合的晶体结构模型中，也可以看作是

“Criegee”中间体模型中，Hinge I 是一段在催化

过程中有着非常频繁结构变动的区域。这段区

域影响着整个酶的形态变化以及催化行为。作

为这段区域的第一个氨基酸残基位点，L144 或

许在整条链的摆动运动中有着重要地位，直接

影响着整个 BVMO 的催化过程。丙氨酸和

CHMO 此位置上原始的亮氨酸结构上差异并不

大，只有一个单位的 CH2 的差异，但是却能使

酶产生如此大的变化——酶活大大下降，选择性

几乎完全丧失。可见这一位点在 CHMO 中的关

键作用。CHMO L144 位点有着很高的研究价值

和改造潜能。 

对比其他的 BVMO，CHMO L144 位点上的

亮氨酸非常保守。我们将其对应位点 PAMO 的

L153 位点突变成丙氨酸后，也发现有催化能力

的剧烈下降。研究发现此位点同 Q152 位点一

样，处于底物结合区域的 5 Å 范围之内[31]，它

的突变将有很大可能性对 PAMO 产生影响。

CHMO L144 位点和 PAMO L153 位点的相似性

表明，这一位点的重要性在所有的 BVMO 中很

可能具有普遍性。 

在 CHMO 突变体的催化选择性检测中，我

们发现 K153A 突变体的活性有所降低，但是在

立体选择性上却比野生型 CHMO 更加优秀，这

是一个令人惊喜的正向进化。值得注意的是，

在大多数 BVMO 的此位点上，都是脯氨酸 

(Proline)，包括 PAMO 在内。可见 CHMO 这个

位点的赖氨酸对其立体选择性有着十分重要的

影响。赖氨酸的侧链长度比脯氨酸长很多，这

个位点很可能是通过侧链的构造影响底物结合
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口袋的形态，进而影响产物构型形成的。 

综上所述，作为连接两个结构域的在催化

过程中有着明显摆动的 Hinge I 结构对 BVMO

的催化功能有着关键作用，其中最开始的两个

氨基酸以及最后一个氨基酸影响作用最为明

显，是构成整条链的重要性的主要原因。对

BVMO家族中非保守 Hinge I结构的研究结果有

助于精确描述 BVMO 底物结合口袋，进一步细

化催化图景并对未来 BVMO 理性进化和定向改

造研究奠定基础。 
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