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摘   要：三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)是一种重要的辅助因子，参与许多需能的生物催

化反应。多聚磷酸盐激酶(polyphosphate kinases, PPK)由于其底物聚磷酸盐廉价易得，可以为消耗

ATP 的反应提供能量。本研究选择哈氏噬纤维菌(Cytophaga hutchinsonii)来源的 ChPPK，进行了底

物谱和耐受性分析，通过分子对接和定点突变，理性改造多聚磷酸盐激酶的双底物通道腔来提高

PPK酶的催化活性。与野生型相比，筛选得到突变体ChPPKK81H-K103V的相对酶活提高了 326.7%，同

时，双突变扩大了 ChPPK 的底物利用范围与耐受性，提高了该酶的耐热性与耐碱性。基于该 ATP
再生系统，本研究偶联谷胱甘肽双功能酶 GshAB 和 ChPPKK81H-K103V，破细胞后采用无细胞催化生

产谷胱甘肽，加入 5 mmol/L ATP 后，该体系 6 h 可以生产(25.4±1.9) mmol/L 的谷胱甘肽，比突变前

的催化体系提高了 41.9%。优化无细胞催化体系的缓冲液、裂解液菌体量、补料时间后，无细胞

体系可产生(45.2±1.8) mmol/L 谷胱甘肽，底物 L-半胱氨酸的转化率达到 90.4%。提高 ChPPK 生产

ATP 的能力，可有效增强底物的转化率，降低催化成本，实现了无细胞催化生产谷胱甘肽的高产

量、高转化率与高经济价值的统一。本研究提供了一种绿色高效的 ATP 再生系统，可为消耗 ATP
的生物催化反应平台提供可持续动力。 
关键词：多聚磷酸盐激酶；ATP 再生；突变；无细胞催化；谷胱甘肽 
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Abstract: ATP is an important cofactor involved in many biocatalytic reactions that require 
energy input. Polyphosphate kinases (PPK) can provide energy for ATP-consuming reactions 
due to their cheap and readily available substrate polyphosphate. We selected ChPPK from 
Cytophaga hutchinsonii for substrate profiling and tolerance analysis. By molecular docking 
and site-directed mutagenesis, we rationally engineered the dual-substrate channel cavity of 
polyphosphate kinase to improve the catalytic activity of PPK. Compared with the wild type, the 
relative enzyme activity of the screened mutant ChPPKK81H-K103V increased by 326.7%. 
Meanwhile, the double mutation expanded the substrate utilization range and tolerance of 
ChPPK, and improved its heat and alkali resistance. Subsequently, we coupled the glutathione 
bifunctional enzyme GshAB and ChPPKK81H-K103V based on this ATP regeneration system, and 
glutathione was produced by cell-free catalysis upon disruption of cells. This system produced 
(25.4±1.9) mmol/L glutathione in 6 h upon addition of 5 mmol/L ATP. Compared with the 
system before mutation, glutathione production was increased by 41.9%. After optimizing the 
buffer, bacterial mass and feeding time of this system, (45.2±1.8) mmol/L glutathione was 
produced in 6 h and the conversion rate of the substrate L-cysteine was 90.4%. Increasing the 
ability of ChPPK enzyme to produce ATP can effectively enhance the conversion rate of 
substrate and reduce the catalytic cost, achieving high yield, high conversion rate and high 
economic value for glutathione production by cell-free catalysis. This study provides a green 
and efficient ATP regeneration system that may further power the ATP-consuming biocatalytic 
reaction platform. 
Keywords: polyphosphate kinase; ATP regeneration; mutation; cell-free catalysis; glutathione 

 
三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)是

生物体内必需的高能磷酸化合物，它为活细胞内

的合成、运输和信息传递等过程提供能量[1]。在

酶催化中，ATP 通常作为基团转移的辅助因子，

参与生产高价值的产品。生物催化中需能反应大

多是发生在 ATP、ADP和 AMP之间的磷酸转移，

例如，ATP 驱动形成酰胺键[2]、二肽[3]、谷氨酰

胺[4]、谷胱甘肽[5]和 S-腺苷甲硫氨酸[6]等。考虑

到生物反应的时间和反应成本，添加大量的 ATP
似乎并不可行，这就要求寻求 ATP 供应方法的

可持续性和高效性。无机聚磷酸盐(polyphosphate, 
polyP)是具有几种磷酸盐的一种线性聚合物，已

在包含古菌、细菌和真核生物的所有活细胞中发

现，可作为压力和生存、能量、细胞运动、生物
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膜形成和金属离子螯合剂[7]。近年来，多聚磷酸

盐激酶(polyphosphate kinases, PPK)催化的无机

聚磷酸盐与 ATP 的可逆反应备受关注。PPK 可

以分为 2 个家族，即 PPK1 和 PPK2[8]，PPK1 倾

向于以 ATP 末端的磷酸基团为底物合成 polyP，
例如，大肠杆菌(Escherichia coli)来源的 PPK[9]

就属于典型的 PPK1 类。PPK2 则表现出相反

的特性，可以催化 polyP 作为腺苷磷酸化的供

体[10]。目前，双功能的多聚磷酸盐激酶 PPK 引

起人们的广泛关注，该酶利用廉价易得的磷酸盐

(polyP)作为底物，属于 PPK2-Ⅲ类[11]，既可以催

化腺苷生成二磷酸腺苷，也可催化二磷酸腺苷生

成三磷酸腺苷。 
谷胱甘肽(glutathione, GSH)是所有生物中

含量最多的非蛋白质硫醇化合物，具有抗氧化

剂、解毒剂和免疫助推器的能力，广泛应用于医

疗、食品和化妆品行业[12]。发酵法生产谷胱甘

肽的出发菌株主要是酿酒酵母 (Saccharomyces 
cerevisiae)[13]，Chen 等[14]运用氧化应激和能量代

谢策略提高酿酒酵母发酵法生成谷胱甘肽的产

量，最终累积产 5.76 g/L 的谷胱甘肽；Schmacht
等[15]对培养基成分进行优化及采用不同的半胱

氨酸流加策略后，最终酿酒酵母生成(1 459±  
57) mg/L 的谷胱甘肽。最近，在无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)中发现了一种谷胱甘

肽双功能酶(GshF)[16]，它可以直接催化前体谷氨

酸、半胱氨酸和甘氨酸合成 GSH，伴随 2 分子

ATP 的 消 耗 。 Liu 等 [16] 在 谷 氨 酸 棒 杆 菌

(Corynebacterium glutamicum)中构建了 GshAB
酶生产谷胱甘肽的代谢工程途径，在不添加半胱

氨酸和谷氨酸的前提下，产生 756 mg/L 的谷胱

甘肽。Zhang 等[17]在大肠杆菌过表达 GshAB 酶，

并对谷胱甘肽的代谢途径进行干扰，在添加前体

半胱氨酸、谷氨酸和甘氨酸后，补料发酵最终生

产 5.87 g/L 的谷胱甘肽。Yang 等[18]在大肠杆菌

全细胞催化体系中添加 80 mmol/L ATP，最终产

生 11.2 g/L 的谷胱甘肽。发酵法生产谷胱甘肽的

产量并不高，原因可能是存在细胞膜屏障、底物

限制和产物运输等问题[19]，而全细胞催化存在

添加大量 ATP 导致成本高的问题。在偶联 ATP
再生体系后，纯酶催化可以减少 ATP 的使用，

得到高产量的谷胱甘肽。Cao 等[20]在 GshAB 与

PPK 纯酶体系中添加 20 mmol/L ADP 可产生

12.32 g/L 的谷胱甘肽，转化率达到 80.24%。

Zhang 等[21]将纯化的 GshAB 酶与 PPK 湿细胞混

合，一锅法生产得到 8.8 g/L 的谷胱甘肽，产率

达到 81.4%。基于 PPK 再生体系的加入，可减

少谷胱甘肽的生产成本，但纯酶催化仍然存在

ATP 再生效率低、操作繁琐等问题。 
本研究对 ChPPK 酶进行了底物谱分析和底

物耐受性分析，通过分子对接和定点突变，首次

扩大多聚磷酸盐激酶的双底物通道腔，筛选到酶

活显著提高的 PPK 突变体，提高了 PPK 酶的催

化效率；同时，该突变也提高了底物聚磷酸盐的

利用范围和耐受性，该酶的耐热性和耐碱性也有

一定的提高。基于该突变酶高效的 ATP 供给能

力开发了 ATP 再生平台来生产谷胱甘肽。在大

肠杆菌中构建了生产谷胱甘肽的途径，以无细胞

裂解液的形式催化谷胱甘肽的生产，该裂解液为

ATP 再生系统生产谷胱甘肽提供内源性的 ATP，
构建了可持续的 ATP 再生模型，对无细胞催化

体系优化后实现了高效生产谷胱甘肽。这种高效

的 ATP 再生系统大大降低了生产成本，拓宽了

底物选择范围，提高了底物的耐受性，将进一步

应用于生物催化反应。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

质粒 pET-28a、大肠杆菌(Escherichia coli) 
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BL21(DE3)均为本实验室保存。来源哈氏噬纤维

菌(Cytophaga hutchinsonii) (GenBank 登录号：

WP_011583516.1)的 ChPPK 和来源无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)的 gshAB (GenBank 登

录号：NZ_CP012480.1)由苏州金唯智生物科技

有限公司合成。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5，蛋白胨 10，氯化

钠 10。固体培养基加入 1.8% (质量体积分数)琼脂。 
1.1.3  试剂 

三偏磷酸钠 polyP3、六偏磷酸钠 polyP6 和多

偏磷酸钠 polyPn购于阿拉丁(上海)有限公司，己糖

激酶和葡萄糖-6-磷酸激酶购于默克 Sigma-Aldrich
试剂公司，谷氨酸、半胱氨酸、甘氨酸、谷胱甘

肽、ATP 购于生工生物工程(上海)股份有限公司，

其余化学品均购自麦克林(上海)试剂公司。 

1.2  方法 
1.2.1  重组大肠杆菌菌株的构建 

文章中构建的菌株见表 1，使用的引物见

表 2。 

ChPPK 与 gshAB 基因由苏州金唯智生物科

技有限公司合成，获得质粒 pET-28a-ChPPK、

pET-28a-GshAB。按照前人的方法[4]构建获得 E. 

coli BL21/pET-28a-ChPPK、E. coli BL21/pET- 

28a-GshAB，并将 E. coli BL21/pET-28a-GshAB

命名为 EC01。分别以质粒 pET-28a-ChPPK 和

pET-28a-ChPPKK81H-K103V 为模板，以引物 P3/P4

扩增得到 ChPPK 与 ChPPKK81H-K103V 片段，构建

得到 E. coli BL21/pET-28a-GshAB-ChPPK、E. coli 

BL21/pET-28a-GshAB-ChPPKK81H-K103V，分别命名

为 EC02、EC03。 
 
表 1  本研究使用的菌株 
Table 1  Strains used in this research 
Strains  Relevant characteristic (s) Source 

E. coli BL21(DE3) The host of the recombinant protein Laboratory 

EB01 E. coli BL21(DE3), expression ChPPK in pET28a(+) plasmids In this work 

EB02 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81T in pET28a(+) plasmids In this work 

EB03 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81H in pET28a(+) plasmids In this work 

EB04 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK103V in pET28a(+) plasmids In this work 

EB05 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK103G in pET28a(+) plasmids In this work 

EB06 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK103D in pET28a(+) plasmids In this work 

EB07 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81T-K103V in pET28a(+) plasmids In this work 

EB08 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81T-K103G in pET28a(+) plasmids In this work 

EB09 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81T-K103D in pET28a(+) plasmids In this work 

EB10 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81H-K103V in pET28a(+) plasmids In this work 

EB11 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81H-K103G in pET28a(+) plasmids In this work 

EB12 E. coli BL21(DE3), expression ChPPKK81H-K103D in pET28a(+) plasmids In this work 

EC01 E. coli BL21(DE3), expression GshAB in pET28a(+) plasmids In this work 

EC02 E. coli BL21(DE3), expression GshAB and ChPPK in pET28a(+) plasmids  In this work 

EC03 E. coli BL21(DE3), expression GshAB and ChPPKK81H-K103V in pET28a(+) plasmids In this work 
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表 2  本研究使用的引物 
Table 2  Primers used in this research 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
P1 cctgtggcgccggtgatgccggcc 24 
P2 atccggatatagttcctcctttca 24 
P3 cccgaaaggaagcggttctggcaaatattctgaaatgag 39 
P4 ccaagctgaattcgagctcgttagtggtggtggtggtggtgatcgg 46 
P5 accaccaccaccaccactaacgagctcgaattcagcttggctgt 44 
P6 agaatatttgccagaaccgcttcctttcgggctttgttagcag 43 
P7 (K103V) tgacttccttcgtggtgccatccaagatcgaactgtccca 40 
P8 (K103V) tggcaccacgaaggaagtcaccttcacgccttgtg 35 
P9 (K103G) tgacttccttcggcgtgccatccaagatcgaactgtccca 40 
P10 (K103G) tggcacgccgaaggaagtcaccttcacgccttgtg 35 
P11 (K103D) tgacttccttcgatgtgccatccaagatcgaactgtccca 40 
P12 (K103D) tggcacatcgaaggaagtcaccttcacgccttgtg 35 
P13 (K81H) atgcagccggccacgatggcaccgtgaagcacatc 35 
P14 (K81H) caagcaatggatgcagccggccacgatggcaccgtgaa 38 
P15 (K81T) atgcagccggcaccgatggcaccgtgaagcacatc 35 
P16 (K81T) ccaagcaatggatgcagccggcaccgatggcacc 34 

 
1.2.2  培养方法 

菌株活化：甘油管中取 10 μL 菌液，在相应

抗性的固体培养基上划线，获得单菌落。挑取单

菌落，接种到小瓶液体培养基中，大肠杆菌 37 ℃

培养 12 h。 

大肠杆菌的摇瓶培养与诱导：从小瓶液体培

养基中按 1% (体积分数)的接种量接种到 50 mL
的 LB 液体培养基中，加入浓度为 50 μg/mL 的

卡纳霉素抗生素，37 ℃培养约 2 h。OD600 约为

0.8 时，添加 0.2 mmol/L 异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷 (isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG) 诱导表

达，16 ℃、220 r/min 条件下培养 14 h。 
1.2.3  蛋白的破碎与纯化 

将细胞悬浮于 200 mmol/L 磷酸缓冲盐溶液

(phosphate buffered saline, PBS) (pH 7.4)中，4 ℃
超声裂解 15 min，将得到的裂解液于 4 ℃、    
10 000 r/min 离心 25 min，收集液体上清。上清

液用 Ni2+-NTA 柱纯化，得到纯酶 [22]。通过

SDS-PAGE 对纯化后的蛋白进行分析，蛋白质浓

度由 Bradford 方法测定[23]。 
1.2.4  PPK 的酶活测定 

PPK 酶活测定的反应体系(2 mL)包含(终浓

度) 100 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、20 mmol/L 葡

萄糖、20 mmol/L NADP、50 mmol/L MgCl2、   
20 mmol/L ADP、50 mmol/L polyP、5 U 己糖激

酶、5 U 葡萄糖-6-磷酸激酶和 100 μL 纯酶[24]。

研究不同长度(polyP3、polyP6 和 polyPn)、不同浓

度下(50、100、150 和 200 mmol/L)的磷酸盐对

PPK 的酶活影响。反应在 35 ℃下进行 30 min，
沸水中煮沸 5 min 以终止酶反应，12 000 r/min
离心 5 min，取上清液在 340 nm 处测定吸光度。

PPK 的酶活(1 U)定义为每 min 产生 1 μmol ATP
所需的酶量。 

PPK 酶的最适温度测定：将体系分别放于

25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、

60 ℃不同温度下反应 30 min，按照上述方法测

定酶活。用相对酶活(%)表示，最高的比酶活作

为 100%。 
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PPK 酶的最适 pH 测定：将体系分别放于 pH
为 6.0−9.5的不同缓冲体系中，35 ℃反应 30 min，
按照上述方法测定酶活。用相对酶活(%)表示，

最高的比酶活作为 100%。 
1.2.5  蛋白结构分析 

采用 Swiss-model 预测 ChPPK 蛋白的三维

结构，利用 Schrodinger-glide 对接底物与蛋白质，

通过对接分析选择最佳的对接位置[25]。均方根

偏差(root mean square deviation, RMSD)反映了

分子结构随时间的位置变化程度(移位度)，均方

根波动(root mean square fluctuation, RMSF)代表

了 分 子 中 每 个 原 子 的 运 动 自 由 度 ， 使 用

GROMACS 进行 RMSD 和 RMSF 分析[26]。使用

Pymol 软件对蛋白质进行可视化。 
1.2.6  定点突变 

野生型 ChPPK 的 K81 位点定点突变为 T、

H，K103 位点定点突变为 V、G、D，基因位点

的突变通过设计包含特定突变序列的引物来实

现定点突变[27]，定点突变所涉及的引物见表 2。
PCR 条件：以 pET-28a-ChPPK 为 DNA 模板，扩

增条件为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，
58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2.5 min，共 30 个循

环；72 ℃终延伸 5 min。获得的重组质粒送至苏

州金唯智生物科技有限公司测序验证。 
1.2.7  PPK 酶的动力学参数测定 

采用双倒数法测定 PPK 酶的 Km和 Vmax值
[28]。

在 100 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)溶液中分别测定

了不同浓度的 ADP (0.1−5 mmol/L)和 polyP6 
(10−75 mmol/L)对野生型(wild type, WT)酶和突

变酶的反应速率。 
1.2.8  GshAB 的酶学性质测定 

GshAB 酶活测定采用四氧嘧啶法[24]。反应

体系(2 mL)包含(终浓度) 200 mmol/L PBS 缓冲

液(pH 7.0)、7.5 g/L 甘氨酸、1 g/L 四氧嘧啶和

100 μL 纯酶。反应在 35 ℃下进行 30 min，沸水

中煮沸 5 min 以终止酶反应，12 000 r/min 离心  
5 min，取上清液在 305 nm 处测定吸光度。

GshAB 的酶活(1 U)定义为每 min 产生 1 μmol 产
物所需的酶量。 

GshAB 酶的最适温度测定：将反应体系分

别放于 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、

55 ℃、60 ℃不同温度下反应 30 min，按照上述

方法测定酶活。用相对酶活(%)表示，最高的比

酶活作为 100%。 
GshAB 酶的最适 pH 测定：反应体系分别放

于 pH为 6.0–9.5的 200 mmol/L不同缓冲体系中，

35 ℃反应 30 min，按照上述方法测定酶活。用

相对酶活(%)表示，最高的比酶活作为 100%。 
GshAB 酶的温度稳定性测定：将纯化的

GshAB 酶置于上述不同温度下，于最适 pH 条件

下每隔 2 h 取样测定酶活，分析温度稳定性。 
GshAB 酶的 pH 稳定性测定：将纯化的

GshAB 酶置于不同 pH 的缓冲液中，于最适温度

下每隔 2 h 取样测定酶活，分析 pH 稳定性。 
1.2.9  无细胞裂解液的提取 

分别将 EC01、EC02、EC03 的单菌落接种

到 10 mL LB 液体小瓶中，37 ℃培养 18 h，按

1% (体积分数)接种量接种到100 mL LB培养基中，

37 ℃培养 2 h，OD600约为 0.8 时，加入 0.2 mmol/L 
IPTG，16 ℃培养 18 h。收集菌体，加入 800 mL 
PBS 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)重悬细胞(OD600

为 10)，高压匀浆机破碎细胞 15 min，破碎后的

裂解液备用。 
1.2.10  无细胞催化生产谷胱甘肽 

发酵罐 EC01 无细胞生产谷胱甘肽体系(1 L)：
PBS 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)包含谷氨酸   
50 mmol/L，甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨酸    
50 mmol/L，ATP 100 mmol/L，MgCl2 20 mmol/L，

二 硫 糖 苏 糖 醇 (disulfrosethreitol, DTT)         
4 mmol/L，OD600 为 10 的细胞裂解液 800 mL。
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用 NaOH 调 pH 为 8.0，37 ℃反应。发酵罐 EC02
和 EC03 无细胞生产谷胱甘肽体系(1 L)：PBS 缓

冲液(pH 8.0，100 mmol/L)包含谷氨酸 50 mmol/L，
甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨酸 50 mmol/L，ATP   
5 mmol/L，polyP6 100 mmol/L，MgCl2 20 mmol/L，
DTT 4 mmol/L，OD600为 10的细胞裂解液 800 mL。
用 NaOH 调 pH 为 8.0，37 ℃反应。 
1.2.11  无细胞催化缓冲液的优化 

发酵罐 EC01 无细胞生产谷胱甘肽体系(1 L)：
PBS/Tris-HCl/ 甘氨酸 -NaOH 缓冲液 (pH 8.0,   
100 mmol/L)包含谷氨酸 50 mmol/L，甘氨酸   
50 mmol/L ， 半 胱 氨 酸 50 mmol/L ， ATP       
100 mmol/L，MgCl2 20 mmol/L，DTT 4 mmol/L，

OD600 为 10 的细胞裂解液 800 mL。用 NaOH 调

pH 为 8.0，37 ℃反应。发酵罐 EC03 无细胞生产

谷胱甘肽体系(1 L)：PBS/Tris-HCl/甘氨酸-NaOH 缓

冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)包含谷氨酸 50 mmol/L，
甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨酸 50 mmol/L，ATP   
5 mmol/L，polyP6 100 mmol/L，MgCl2 20 mmol/L，
DTT 4 mmol/L，OD600为 10 的细胞裂解液 800 mL。
用 NaOH 调 pH 为 8.0，37 ℃反应。 
1.2.12  裂解液菌体量的优化 

发酵罐 EC01 无细胞生产谷胱甘肽体系   

(1 L)：Tris-HC 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)包含

谷氨酸 50 mmol/L，甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨

酸 50 mmol/L ， ATP 100 mmol/L ， MgCl2       

20 mmol/L，DTT 4 mmol/L，OD600 为 5、10、15、

20 的细胞裂解液 800 mL。用 NaOH 调 pH 为 8.0，

37 ℃反应。发酵罐 EC03 无细胞生产谷胱甘肽体

系(1 L)：Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)

包含谷氨酸 50 mmol/L，甘氨酸 50 mmol/L，半

胱氨酸 50 mmol/L，ATP 5 mmol/L，polyP6    
100 mmol/L，MgCl2 20 mmol/L，DTT 4 mmol/L，

OD600 为 5/10/15/20 的细胞裂解液 800 mL。用

NaOH 调 pH 为 8.0，37 ℃反应。 

1.2.13  无细胞催化补料时间的优化 
发酵罐 EC01 无细胞生产谷胱甘肽体系 

(1 L)：Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)包含

谷氨酸 50 mmol/L，甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨

酸 50 mmol/L ， ATP 100 mmol/L ， MgCl2       
20 mmol/L，DTT 4 mmol/L，OD600为 15 的细胞

裂解液 800 mL。补料时间分别为一次性全部加

入底物谷氨酸、甘氨酸和半胱氨酸 50 mmol/L；

0 h 和 2 h 分 2 批次加入底物谷氨酸、甘氨酸和

半胱氨酸(即每次加入 25 mmol/L)，0、2 和 4 h 分

3 批次加入底物谷氨酸、甘氨酸和半胱氨酸(即每次

加入 16.6 mmol/L)；用 NaOH 调 pH 为 8.0，37 ℃
反应。发酵罐 EC03 无细胞生产谷胱甘肽体系  
(1 L)：Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0, 100 mmol/L)包含

谷氨酸 50 mmol/L，甘氨酸 50 mmol/L，半胱氨酸

50 mmol/L，ATP 5 mmol/L，polyP6 100 mmol/L，
MgCl2 20 mmol/L，DTT 4 mmol/L，OD600 为 15
的细胞裂解液 800 mL。补料时间分别为一次性

全部加入底物谷氨酸、甘氨酸、半胱氨酸      
50 mmol/L 和 100 mmol/L polyP6；0 h 和 2 h 分   
2 批次加入底物谷氨酸、甘氨酸、半胱氨酸(即
每次加入 25 mmol/L)和 polyP6 (即每次加入     
50 mmol/L)，0、2 和 4 h 分 3 批次加入底物谷氨

酸、甘氨酸、半胱氨酸(即每次加入 16.6 mmol/L)
和 polyP6 (即每次加入 33.3 mmol/L)；用 NaOH 调

pH 为 8.0，37 ℃反应。 
1.2.14  谷胱甘肽的测定 

高 效 液 相 色 谱 (high performance liquid 
chromatography, HPLC)法测定谷胱甘肽含量[17]。

流动相 A 为含 10 mmol/L 庚烷磺酸钠的     
50 mmol/L KH2PO4 (调 pH 3.0)，流动相 B 为纯

甲醇溶液，流动相 A/B (体积比)为 95/5，使用

Agilent 1260 Infnity HPLC 系统，色谱条件为：

C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)，柱温 30 ℃，

流速 1.0 mL/min，WVD 检测器波长 210 nm，进

样量 10 μL。 
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2  结果与分析 
2.1  ChPPK 酶的克隆、表达与酶学性质测定 

选 择 来 源 哈 氏 噬 纤 维 菌 (Cytophaga 

hutchinsonii)的 ChPPK 在大肠杆菌(E. coli) BL21
中克隆表达。纯化后对其酶学性质研究发现，含

有不同长度、不同浓度的磷酸盐 polyP 对 PPK

的酶活有显著差异，如图 1A 所示，在 50 mmol/L

的磷酸盐浓度下，六偏磷酸钠 polyP6 显示对

ChPPK 的比酶活最大，为(30.52±2.08) U/mg，其

次是多偏磷酸钠 polyPn ，比酶活为 (17.31±   

1.54) U/mg，而 ChPPK 对底物三偏磷酸钠 polyP3

几乎不显示出催化活性，比酶活为 (1.52±    

0.79) U/mg。随着磷酸盐浓度的增加，PPK 酶的

比酶活逐渐降低，在 100、150 和 200 mmol/L 的

polyP3 浓度下，ChPPK 酶无催化活性；而与    

50 mmol/L polyP6 相比，底物 polyP6 浓度为   

200 mmol/L 时，ChPPK 的比酶活降低了 66.5%；

polyPn 的浓度增加到 200 mmol/L，对 ChPPK 酶

的比酶活也急剧降低，最终降低到 0。因此，选

择六偏磷酸钠 polyP6 用于后续实验，同时为了

提高 ChPPK 对 polyP6 的耐受力，增强 ATP 的供

给能力，针对 ChPPK 的分子改造是很有必要的。 

此外还研究了 ChPPK 酶的最适温度和最适

pH。如图 1B 所示，ChPPK 酶的最适温度为

35 ℃，ChPPK 酶的相对酶活随着温度的增加先

升高后降低，当温度为 30 ℃和 40 ℃时，相对酶

活仍然维持在 90%以上，温度为 25 ℃、45 ℃、

50 ℃和 55 ℃时，相对酶活分别为 75.9%、

75.5%、50.9%、35.1%，而当温度升高到 60 ℃
时，相对酶活仅剩 15.8%。如图 1C 所示，随着

pH 的上升，ChPPK 酶的相对酶活先上升后降

低，ChPPK 酶的最适 pH 为 8.0，pH 为 7.0 和

7.5 时，相对酶活分别为 90.3%和 95.5%，pH 为

6.0、6.5、8.5、9.0 和 9.5 时，相对酶活分别下

降到 65.2%、80.7%、83.2%、50.5%和 5.7%，

说明该酶不适合强碱环境。 

2.2  分子对接与结构分析 
ChPPK 蛋白的活性位点与底物 polyP6 和

ADP 相互作用，活性通道周围的残基对酶活性

有重要影响。将 ChPPK 的蛋白质结构与底物

polyP6 和 ADP 对接，如图 2A 所示，ChPPK 蛋

白主体部分的左右两侧都是 α-螺旋链，中间包

裹着 β-折叠，上方是有一个类似于盖子的螺旋

结构。主体和盖子的中间形成一个空腔，该空腔

是 polyP6 和 ADP 之间磷酸基团转移的位置。如 
 

 
 

图 1  不同底物浓度 polyP3、polyP6 和 polyPn 对 ChPPK 的酶活影响(A)以及 ChPPK 的最适温度(B)和最

适 pH (C) 
Figure 1  Enzymatic properties of ChPPK. A: Effect of polyP3, polyP6 and polyPn concentration on enzyme 
activity of ChPPK. B: The optimum temperature of ChPPK. C: The optimum pH of ChPPK. 
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图 2B 所示，对接后显示 polyP6 和 ADP 与 D77、
K81、K103 和 R133 残基形成离子相互作用。蛋

白质表面或内部存在部分残基能够与底物结合

并发生催化反应，该空间形成的空腔即可作为酶

的活性口袋，而活性口袋的灵活性影响酶的催化

活性[29]，因此，对 ChPPK 蛋白的结构分析后发

现双底物 polyP6 和 ADP 通道入口处的 K81 和

K103 残基可能会影响底物的进入，进一步影响

该酶活性口袋的灵活性，并推测可以对双底物通

道腔进行理性设计，扩大底物的通道，让更多的

底物进入活性中心，从而提高酶的活性。 
选择 K81 和 K103 两个残基位点，运用

Pymol 软件对这 2 个位点进行突变，测定残基

D77 和 K81 之间的距离以及残基 K81 和 K103

之间的距离。如图 2C 所示，突变前，残基 D77
的氧原子与残基 K81 的氮原子之间距离为 5.2 Å，

残基 K81的氮原子与残基 K103的氮原子之间的

距离为 8.1 Å。对残基 K81 与 K103 进行突变，

通过 Pymol 软件进行可视化，如图 2D 所示，展

示了残基之间距离扩大的突变点，残基 D77 与

T81 距离为 6.0 Å，T81 与 D103、G103、V103
距离分别为 11.4 Å、13.0 Å、14.0 Å；残基 D77
与 H81 距离为 6.5 Å，H81 与 D103、G103、V103
距离分别为 10.2 Å、10.3 Å、12.9 Å。T81、H81
与 D103、G103、V103 的突变使双底物 polyP6

和 ADP 的通道入口变大，因此，选择 K81T、

K81H、K103D、K103G 和 K103V 用于后续的突

变实验。 
 

 
 
 

图 2  ChPPK 与底物对接的三维结构以及突变前后通道入口处氨基酸之间距离的变化 
Figure 2  The 3D structure of ChPPK docking with the substrates and the changes of the distance between the 
amino acids at the channel entrance before and after mutation. A: The structure of ChPPK enzyme. B: 
Interaction of the substrates ADP and polyP6 with residues. C: The distance of the channel entrance before the 
mutation. D: The distance of the enlarged channel entrance after the mutation. 
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2.3  定点突变及酶活测定比较 
分别将 K81和 K103两个残基位点进行定点

突变，通过 Ni2+-NTA 柱亲和层析纯化，突变酶

的纯化结果如图 3A 所示，随后将野生型 WT 和

突变酶分别在 35 ℃反应 30 min，测定其酶活。

如图 3B 所示，81 位定点突变中，突变酶 K81H
相对酶活较野生型提高显著，提高了 55.5%，而

突变酶 K81T 的相对酶活提高了 27%。103 位定

点突变中，与野生型相比，K103D、K103G、

K103V 的相对酶活分别提高了 33%、40%和

76.5%，这也证明了通过理性改造，扩大双底物

ADP 与 polyP6 的通道腔，可以有效地提高

ChPPK 的催化活性。 
针对以上相对酶活提高的单突变酶，构建了

6 个双突变酶，并测定了双突变酶的相对酶活，

期望获得酶活提高更显著的突变酶。如图 3B 所

示，双突变酶 K81H-K103V 展现最高的催化活

性，与野生型相比，相对酶活提高到 326.7%。

因此，后续针对双突变酶 ChPPKK81H-K103V 进行酶

学性质研究。 

2.4  突变酶的酶学性质测定与 MD 模拟

分析 
为了探究突变酶 ChPPKK81H-K103V 对不同长

度、不同浓度的磷酸盐 polyP 的酶活影响，测定

了不同浓度的 polyP3、polyP6、polyPn 条件下突

变酶的比酶活。如图 4A 所示，突变酶仍然显示

出对 50 mmol/L 六偏磷酸钠 polyP6 最高的比酶

活，为(98.3±2.8) U/mg，其次是多偏磷酸钠，为

(74.3±2.1) U/mg，而突变酶对底物 polyP3 的催化

活性由原来的几乎无活性增加到(11.9±1.2) U/mg，
该突变扩大了 ChPPK 酶的底物谱范围。而突变酶

在 50、100、150 和 200 mmol/L 的磷酸盐条件下，

耐受力均有所提高，在 100、150 和 200 mmol/L
的 polyP3 条件下，ChPPK 的比酶活分别增加至

(8.2±2.1) U/mg、(6.3±1.5) U/mg、(5.1±2.6) U/mg；
与 50 mmol/L polyP6 相比，200 mmol/L polyP6 下

该突变酶的相对酶活仅降低了 36.3%，为(63.9±  
2.9) U/mg；200 mmol/L 的 polyPn 条件下，该酶

显示出催化活性，比酶活为(35.8±2.5) U/mg。同

时，测定了突变酶 ChPPKK81H-K103V 在不同温度 
 

 
 

图 3  野生型 WT 和突变酶 K81H、K103V、K81H-K103V 的纯化以及相对酶活的测定 
Figure 3  Purification of the wild-type and mutant enzymes K81H, K103V, K81H-K103V and determination 
of relative enzyme activity. A: SDS-PAGE analysis of the mutant enzymes. M: Marker; 1: WT; 2: K81H; 3: 
K103V; 4: K81H-K103V. B: Relative enzyme activity of the mutants.  
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图 4  不同底物浓度 polyP3、polyP6 和 polyPn 对 ChPPKK81H-K103V 的酶活影响(A)以及 ChPPKK81H-K103V

的最适温度(B)和最适 pH(C) 
Figure 4  A: Effect of polyP3, polyP6 and polyPn concentration on enzyme activity of ChPPKK81H-K103V. B: The 
optimum temperature of ChPPKK81H-K103V. C: The optimum pH of ChPPKK81H-K103V. 
 

与不同 pH 下的酶活变化，如图 4B 所示，突变

酶 ChPPKK82H-K103V 的最适温度为 35 ℃，与野生

型相同；在温度 35−60 ℃范围内，突变酶的相对

酶活均有所提高，60 ℃时，相对酶活提高到

35.8%。如图 4C 所示，突变酶的最适 pH 与野生

型相同，均为 8.0，在 pH 8.0−9.5 时，相对酶活高

于野生型，pH 9.5 时，相对酶活提高为 35.7%。由

此可见，突变酶 ChPPKK81H-K103V 对底物磷酸盐的

利用范围扩大，对磷酸盐的耐受力提高，同时，

该酶的耐热性和耐碱性均有所提高，H81 与 V103
的双突变有效地提高了 ChPPK 酶的催化活性。 

此外，进一步研究了突变酶对底物 polyP6

和ADP 的Km和Kcat/Km值的影响。如表3 所示，野生

型 WT 对底物 ADP 的 Km值为(1.39±0.07) mmol/L，
K81H、K103V 和 K81H-K103V 对底物 ADP 的

Km值分别为(0.90±0.03) mmol/L、(0.89±0.12) mmol/L
和(0.63±0.03) mmol/L，说明 K81H 和 K103V 的

突变增加了 ChPPK 酶对底物 ADP 的亲和力；

K81H 和 K103V 对底物 ADP 的 kcat/Km 值分别比

野生型高 2.0 倍和 3.1 倍，双突变体 K81H-K103V
对底物 ADP 的 kcat/Km 值比野生型高 4.4 倍，说

明 K103V 和 K81H 的突变提高了 ChPPK 酶的催

化效率，双突变体 K81H-K103V 对 ChPPK 酶的

催化效率提高更加显著。对底物 polyP6 来说，

野生型 WT 的 Km 值为(2.30±0.02) mmol/L，

K81H、K103V 和 K81H-K103V 对底物 polyP6的 Km

值分别为(2.00±0.01) mmol/L、(2.24±0.01) mmol/L
和(1.96±0.03) mmol/L，单突变 K81H 与双突变

K81H-K103V 对 polyP6 的 Km 值降低明显，说明

K81H 与 K81H-K103V 增加了对 polyP6 的亲和

力；与野生型相比，K103V 的 kcat/Km 值增加不

大，而 K81H 和 K81H-K103V 的 kcat/Km 值分别

增加了 1.4 倍和 1.5 倍，证实了双突变株 K81H- 
K103V 的催化活力提高。用 RMSD 和 RMSF 分析

了该突变蛋白的柔韧性，如图 5A 所示，RMSD
结果显示野生型 WT、K81H 突变体、K103V 突变

体与双突变体 K81H-K103V 的系统波动稳定，分

子轨迹处于平衡状态。如图 5B 所示，K81H 和

K103V 的 RMSF 值高于野生型的 RMSF 值，双突

变体 K81H-K103V 的 RMSF 值增加，分子结构的

灵活性提高，H81 和 V103 残基的波动表明突变蛋

白活性中心的柔韧性增加，促进了底物与活性中

心之间的相互作用，K81H 和 K103V 的突变扩大

了底物 polyP6和 ADP 的通道腔，使更多的底物可

以进入活性中心，这是首次通过突变扩大双底物

通道腔来提高多聚磷酸激酶的催化活性。 
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表 3  突变酶的动力学参数 
Table 3  Kinetics parameters of the mutant enzymes 
Substrates Mutants Km (mmol/L) kcat/Km (L/(s·mol)) 
ADP WT 1.39±0.07 7.22×103 
ADP K81H 0.90±0.03 14.82×103 
ADP K103V 0.89±0.12 22.30×103 
ADP K81H-K103V 0.63±0.03 31.70×103 
polyP6 WT 2.30±0.02 15.30×103 
polyP6 K81H 2.00±0.01 21.21×103 
polyP6 K103V 2.24±0.01 17.00×103 
polyP6 K81H-K103V 1.96±0.03 23.32×103 

 

 
 

图 5  突变酶的 RMSD (A)和 RMSF (B)分析 
Figure 5  MD simulation analysis of the mutant enzyme. A: Comparison of RMSD between the wild type and 
mutants. B: Comparison of RMSF between the wild type and mutants. Red arrow: The changes of RMSF at 
residue 81; Black arrow: The changes of RMSF at residue 103. 

 

2.5  GshAB酶的克隆、表达与酶学性质测定 
选 择 来 源 无 乳 链 球 菌 (Streptococcus 

agalactiae)的 GshAB 在大肠杆菌(E. coli) BL21
中克隆表达，纯化后测定 GshAB 的酶活。如表

4 所示，GshAB 的比酶活为(7.6±1.7) U/mg。同

时测定了 GshAB 酶在不同温度和不同 pH 下的

酶活情况。如图 6A 所示，温度在 25–40 ℃范围

内，GshAB 的相对酶活逐渐升高，温度在

40–60 ℃范围内，GshAB 的相对酶活逐渐降低，

该酶的最适温度为 40 ℃，在 35 ℃和 45 ℃条件

下相对酶活分别为 93.2%和 95%，温度升高到

60 ℃时，GshAB 的相对酶活仅剩 37%。如图 6B

所示，GshAB 的相对酶活随着 pH 升高先上升后

降低，最适 pH 为 8.0，说明该酶偏向于碱性环

境。随后，测定了该酶的温度稳定性和 pH 稳定

性。如图 6C 和 6D 所示，不同温度与不同 pH
下的相对酶活随着孵育时间逐渐下降，最适温度

40 ℃时，24 h 时相对酶活仅剩 39%，45 ℃时相

对酶活下降到 33.9%，而在 35 ℃时，24 h 的相

对酶活仍然保持 64.5%，因此，最适温度 40 ℃
下酶的稳定性差，35 ℃下 GshAB 酶的热稳定性

较好；而最适 pH 8.0 下，24 h 时相对酶活仍保

持在 75%左右，pH 7.5 时 24 h 的相对酶活为

50%，pH 8.5 时 24 h 的相对酶活为 57.8%。 
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表 4  GshAB 酶的酶活 
Table 4  The enzyme activity of GshAB 
Enzyme Enzyme activity (U/mL) Protein concentration (mg/mL) Specific enzyme activity (U/mg) 
Purified GshAB 7.60±1.30 1.42±0.75 5.35±1.70 
GshAB in the lysate 6.55±1.43 11.1±1.10 0.59±1.30 

 

 
 

图 6  GshAB 的最适温度(A)、最适 pH (B)、温度稳定性(C)和 pH 稳定性(D) 
Figure 6  Enzymatic properties of GshAB. A: The optimum temperature of GshAB. B: The optimum pH of 
GshAB. C: The temperature stability of GshAB. D: The pH stability of GshAB. 

 
2.6  无细胞催化生产谷胱甘肽 

对突变酶 ChPPKK81H-K103V 与 GshAB 的酶学

性质测定发现，ChPPKK81H-K103V 与 GshAB 的最

适 pH 均为 8.0，ChPPKK81H-K103V 最适温度为

35 ℃，而在最适温度 40 ℃下 GshAB 酶的热稳

定差，所以选择 35 ℃作为 GshAB 酶的反应温

度。如图 7A 所示，由于这 2 种酶的反应温度与

反应 pH 保持一致，选择大肠杆菌(E. coli) BL21

作为宿主，直接串联 GshAB 与 ChPPK、GshAB
与 ChPPKK81H-K103V，构建获得菌株 EC02、EC03，
EC01 菌株作为对照，以无细胞裂解液的形式催化

谷胱甘肽的生产。为验证突变酶 ChPPKK81H-K103V

对 ATP 再生能力的改善效果，降低催化过程中

的成本，将 GshAB 双功能酶与 ChPPKK81H-K103V

偶联生产谷胱甘肽作为 ATP 再生平台的模型(图
7B)。分别将 EC01、EC02、EC03 诱导表达后 
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图 7  偶联 ATP 再生体系无细胞催化生产谷胱甘肽示意图(A–B)、SDS-PAGE 分析(C)以及反应的高效液

相色谱图(D)  
Figure 7  Cell-free catalytic production of glutathione with the ATP regeneration system. A: Schematic 
diagram of cell-free catalysis. B: Construction of the ATP regeneration platform. C: SDS-PAGE analysis of the 
lysates. M: Protein marker; 1: BL21/pET-28a; 2: BL21/pET-28a-GshAB; 3: BL21/pET-28a-GshAB-ChPPK; 4: 
BL21/pET-28a-GshAB-ChPPKK81H-K103V. D: Chromatogram of glutathione. 
 
破细胞，获得的裂解液在发酵罐中直接进行无细

胞催化产谷胱甘肽。裂解液的 SDS-PAGE 如图

7C 所示，GshAB、ChPPK 与 ChPPKK81H-K103V 均

成功表达。谷胱甘肽的液相色谱图如图 7D 所示。 
如图 8A 所示，催化体系中添加底物谷氨酸、

甘氨酸、半胱氨酸和充足的 ATP (100 mmol/L)
时，37 ℃反应后，EC01 的裂解液 6 h 内可将   
50 mmol/L 的底物转化为(30.7±1.9) mmol/L 的谷

胱甘肽，但由于 ATP 的价格昂贵，在实际生产

中添加大量的 ATP 是不太可能的，因此，将

ChPPK 与 GshAB 偶联，除了额外添加的       

5 mmol/L ATP，裂解液中内源性的 ATP 也可进

一步启动催化反应，EC02 催化体系 6 h 可生产

(17.9±1.7) mmol/L 的谷胱甘肽。而在突变酶

ChPPKK81H-K103V 与 GshAB 偶联的 EC03 催化体

系中，6 h 内可将 50 mmol/L 底物转化产生

(25.4±1.9) mmol/L 的谷胱甘肽，可以达到 EC01
无细胞催化体系的 82.7%的效果，比未突变的

ChPPK 与 GshAB 偶联的催化产量提高了 41.9%。

突变酶ChPPKK81H-K103V可以有效地减少底物 ATP
的添加，在该突变酶的驱动下，为谷胱甘肽的生

产提供了高效的 ATP 供应，大大节省了反应成本。 
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2.7  无细胞催化缓冲液的优化 
按照 1.2.11 中发酵罐 EC01 和 EC03 无细胞

生产谷胱甘肽的体系，改变催化的缓冲液，分别

放置于 PBS、Tris-HCl、甘氨酸-NaOH 缓冲液(pH 
8.0, 100 mmol/L)中，37 ℃反应，取样测定谷胱甘肽

的产量。结果如图 8B 所示，6 h 时 EC01 在 PBS、
Tris-HCl、甘氨酸-NaOH 缓冲液中谷胱甘肽的产量

分别为 (31.5±1.4) mmol/L、 (34.1±2.7) mmol/L、

(27.6±1.1) mmol/L，而 EC03 在 PBS、Tris-HCl、
甘氨酸-NaOH 缓冲液中谷胱甘肽的产量分别为

(24.3±2.1) mmol/L、(26.8±2.9) mmol/L、(20.2±  
2.5) mmol/L。由此可见，在 Tris-HCl 缓冲液下

EC01、EC03 催化体系中谷胱甘肽的产量最高，

选择 Tris-HCl 缓冲液用于后续实验。 

2.8  裂解液菌体量的优化 
按照 1.2.12 中发酵罐 EC01 和 EC03 无细胞

生产谷胱甘肽的体系，改变裂解液的菌体量，分

别将 OD600 为 5、10、15、20 的裂解液加入 EC01、
EC03 催化体系中，37 ℃反应，取样测定谷胱甘

肽的产量。结果如图 8C 所示，OD600 为 5、10、 

 
图 8  无细胞催化生产谷胱甘肽以及催化体系的优化 
Figure 8  Production of glutathione by the cell-free catalytic systems and optimization of the systems. A: The 
EC01, EC02, and EC03 systems catalyzed the production of glutathione. B: Optimization of the buffer for 
cell-free catalytic systems. C: Optimization of bacterial mass in lysate. D: Optimization of the feeding time for 
cell-free catalytic systems. 
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15 时，EC01 与 EC03 催化体系中谷胱甘肽产量

逐渐增加，而 OD600 为 20 时，谷胱甘肽产量不

再增加，当 OD600为 15 时，EC01 与 EC03 中谷胱

甘肽产量最高，分别为 (39.9±1.5) mmol/L 、

(30.4±1.4) mmol/L，选择OD600为15用于后续实验。 

2.9  无细胞催化补料时间的优化 
按照 1.2.13 中发酵罐 EC01 和 EC03 无细胞

生产谷胱甘肽的体系，选择缓冲液 Tris-HCl (pH 

8.0, 100 mmol/L)、菌体量 OD600 为 15 的反应条

件，改变底物补料的时间，将底物分别于不同时

间加入到 EC01、EC03 的无细胞催化体系中，

37 ℃反应，取样测定谷胱甘肽的产量。结果如

图 8D 所示，在 2、4 h 分别加入底物谷氨酸、甘氨

酸和半胱氨酸，6 h 时 EC01 无细胞催化体系中谷

胱甘肽产量最高，为(47.9±1.3) mmol/L；而 EC03

无细胞生产谷胱甘肽的体系在缓冲液和菌体量最

优的情况下，2 h 和 4 h 分别加入底物谷氨酸、甘

氨酸、半胱氨酸和 polyP6，6 h 时 EC03 无细胞催   

化体系中谷胱甘肽产量为(45.2±1.8) mmol/L，底物

L-半胱氨酸的转化率为 90.4%，与未优化的 EC03

催化体系生产谷胱甘肽产量(25.4±1.9) mmol/L 相

比提高了 1.78 倍；在 2、4、6 h 加入底物后谷胱甘

肽产量并未继续增加，可能是由于随着时间的增

加，体系中酶的活性逐渐降低，催化效率因此下降。 

3  讨论与结论 
本研究通过分子对接和定点突变，理性设计

来扩大多聚磷酸盐激酶的双底物 polyP 和 ADP

通道腔，提高底物的利用范围和底物的耐受性，

与野生型相比，双突变酶 ChPPKK81H-K103V 的相

对酶活提高至 326.7%。在级联催化或体外生物

合成系统中，除了优先选择低能耗的 ATP 或避

免使用 ATP 外，低成本、高活性、高产量的 ATP

再生系统也是合成生物学的策略之一。因此，将

该 ATP 再生系统运用到谷胱甘肽的生产中，通

过无细胞催化的方式，内源性的 ATP 可启动再

生系统的优点，避免谷胱甘肽胞内生产过程中细

胞屏障和复杂的通路修饰等问题，快速在体外重

构谷胱甘肽的生产通路。EC01 无细胞催化体系

中，添加足量的 ATP，催化产生(30.7±1.9) mmol/L

的谷胱甘肽，而在 EC03 的无细胞催化体系中，

运用 ChPPKK81H-K103V 酶再生 ATP 的能力，增强

ATP 的可持续供给，添加 5 mmol/L ATP，最终   

6 h 也可以生产(25.4±1.9) mmol/L 的谷胱甘肽，

同时比突变前的 EC02 无细胞催化体系，谷胱甘

肽产量提高了 41.9%。对无细胞催化体系的缓冲

液、裂解液菌体量、补料时间优化后，EC01 无

细胞催化体系可产生(47.9±1.3) mmol/L 谷胱甘

肽，EC03 无细胞体系可产生(45.2±1.8) mmol/L

谷胱甘肽，底物 L-半胱氨酸的转化率达到

90.4%。在本研究中，偶联突变酶 ChPPKK81H-K103V

的催化体系中，仅添加 5 mmol/L ATP，即可获

得高效的 ATP 再生效率，添加量远低于 Cao 等[20]

利用 GshAB 与 PPK 纯酶体系生产谷胱甘肽的

ADP 添加量(添加量为 20 mmol/L)；在 EC03 的

最优催化体系中，最终底物 L-半胱氨酸的转化

率可达到 90.4%，高于 Zhang 等 [21]将纯化的

GshAB 酶与 PPK 湿细胞混合得到的 81.4%转化

率。因此，提高 ChPPK 酶生产 ATP 的能力，可

有效增强底物的转化率，ChPPKK81H-K103V 的再生

体系实现了酶催化生产谷胱甘肽的高产量、高转

化率和高经济价值的统一。在获得该高效的 PPK

突变酶后，生物催化反应中添加 ChPPKK81H-K103V

可以显著提高 ATP 再生的效率和可持续性，对

催化体系优化后可提高催化的效率和底物转化

率，节省需能反应的成本。 
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