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摘要：【目的】研究长双歧杆菌(Bifidobacterium  longum)  JCM1217的N-乙酰氨基己糖1-位激酶(N-
acetylhexosamine  1-kinase，NahK)中对催化活性有影响的位点。【方法】利用点突变试剂盒，获得

NahK的4个位点的共10种单点突变体表达菌株。诱导表达并纯化野生型和突变体酶，用DNS法和

NADH偶联的微孔板分光光度法检测野生型及突变体酶的最适pH和最适Mg2+浓度，并测定酶促反应动力

学参数。【结果】D208A、D208N、D208E和I24A四种突变体的催化活性几乎丧失。突变体H31A、

H31V、F247A和I24V的最适pH由野生型的7.5变为7.0，突变体H31A和F247A的最适Mg2+浓度由野生型的

5 mmol/L变为10 mmol/L。反应动力学参数测定结果表明，突变体F247Y对底物GlcNAc/GalNAc及ATP的
催化活性均高于野生型。【结论】通过定点突变，确定了对NahK催化活性有影响的4个位点，并且获得

了一个催化效率提高的突变体(F247Y)，为进一步对NahK进行分子改造奠定了一定基础。
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N-乙酰氨基葡萄糖(N-acetylglucosamine，
GlcNAc)和N-乙酰氨基半乳糖(N-acetylgalactosamine，
GalNAc)是生物体内常见的两种乙酰氨基糖，它

们在生物体内参与细胞壁骨架、糖胺聚糖、糖蛋

白等的构成[1–4]，并进而参与很多重要的信号识别

过程[5–6]。合成含有GlcNAc/GalNAc的化合物并研

究它们的生物学功能将有助于揭示这些含糖化合

物的功能。由于糖类化合物的结构具有多个羟

基，反应专一性强且效率高的酶法合成成为合成

该类化合物的首选方法。研究发现，长双歧杆菌

(Bifidobacterium longum)的一种N-乙酰氨基己糖1-
位激酶(N-acetylhexosamine 1-kinase，NahK)能将

GlcNAc和GalNAc直接磷酸化成为GlcNAc-1-磷酸

(GlcNAc-1-P)/GalNAc-1-磷酸(GalNAc-1-P)[7]且效

率很高，再配合来源于大肠杆菌(Escherichia
coli)的UDP-GlcNAc焦磷酸化酶(GlmU)或来源于
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人(Homo  sapiens)的UDP-GalNAc焦磷酸化酶

(AGX1)就可获得UDP-GlcNAc/UDP-GalNAc[8–10]，

为进一步酶法合成含GlcNAc/GalNAc的化合物提

供了前体化合物。此外，NahK还能将GlcNAc/
GalNAc的多种非天然衍生物高效转化为相应的1-
磷酸糖[11–12]，并可被GlmU和/或AGX1进一步转化

成相应的非天然糖核苷酸[8–9]，用于开发具有新的

药物活性的化合物和研究糖类合成酶的机理。因

此，NahK作为一种工具酶对含GlcNAc/GalNAc化
合物的相关研究具有重要意义。

由于NahK是在GlcNAc/GalNAc等化合物的1-
位进行磷酸化，与以往报道的GlcNAc激酶(在
GlcNAc的6-位磷酸化)不同，而且其可识别结构有

较多变化的底物，因此，研究其活性位点尤其是

底物结合位点，将有助于了解该酶的底物偏好

性，并可以指导我们对该酶定向改造，以获得可

以识别更多底物或者对底物的转化效率更高的工

具酶。

本文通过定点突变并检测突变酶活性的方

法，研究了4个位点对NahK催化活性的影响。在

研究开始的阶段，由于该酶的晶体结构没有被报

道，而且其氨基酸序列与其他已报道了晶体结构

的蛋白相似度很低，所以我们根据NCBI网站对该

酶的分析，选定了网站上预测的与糖底物结合的

His31、Asp208和Phe247三个位点进行突变研究。

后来，网站将His31位点调整为Ile24，我们又进行

了Ile24位点的突变研究。研究获得了比野生型酶

催化效率更高的突变体酶，为进一步探索改造出

能识别更多非天然糖底物或转化效率更高的酶用

于天然及非天然糖核苷酸的合成奠定了基础。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1     菌株和质粒：大肠杆菌Escherichia  coli
BL21 (DE3)购自Novagen公司。含有长双歧杆菌

(B. longum) JCM1217的N-乙酰氨基己糖1-位激酶

基因nahK (C端融合有His6标签)的质粒[11]由本实验

室保存。

1.1.2     试剂：点突变试剂盒Fast  Mutagenesis

S y s t e m购自北京全式金生物技术有限公司；

BCA法蛋白定量试剂盒购自北京百泰克生物技术

有限公司；镍柱填料Ni-NTA agarose购自Qiagen公

司；超滤管Amicon  Ultra  (截留分子量10000

kDa)购自Mil l ipore公司；N -乙酰氨基葡萄糖

(GlcNAc)、N-乙酰氨基半乳糖(GalNAc)、腺苷三

磷酸(ATP)、磷酸烯醇式丙酮酸、丙酮酸激酶、乳

酸脱氢酶购自Sigma-Aldrich公司。其他所有化学

试剂均为国产分析纯试剂。

1.2    突变位点的选择

在本研究开始的阶段，没有NahK蛋白的晶体

结构报道，而且其氨基酸序列与已经报道了晶体

结构的蛋白的氨基酸序列相似度很低，通过序列

比对，没有获得有效的信息。而NCBI Protein数据

库中的NahK条目(Accession Number：BAF73925)

里注释出31、208和247位点为底物结合位点[化学

结合](substrate binding site [chemical binding])，因

此，本研究就选定H31、D208和F247三个氨基酸

进行突变并分析突变体酶的催化活性。在研究过

程中，由于NCBI Protein数据库对NahK条目的底

物结合位点进行了调整(将31调整为24)，因此，

我们又补充选择I24作为突变位点，研究其定点突

变后酶活性的改变情况。

1.3    NahK His31、Asp208、Phe247和 Ile24氨基

酸的突变

氨基酸的定点突变按照点突变试剂盒Fast

Mutagenesis System的说明书进行。根据各突变位

点的需要设计引物(表1)，以质粒pET22b-nahK作

为模板，进行定点突变。通过基因序列测定，确

定突变成功。再将包含各突变(H31A/V，D208A/N/E，

F247A/Y，I24A/L/V)的重组质粒转化到大肠杆菌

BL21 (DE3)中，获得突变体酶的表达菌株。
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1.4    NahK野生型酶和突变体酶的过表达和纯化

NahK野生型(wild type, WT)及突变体酶均按

照以下方法表达和纯化。将含有各重组质粒的大

肠杆菌BL21 (DE3) 重组菌株分别接种至LB液体培

养基(含100 μg/mL氨苄青霉素)，37 °C振荡培养过

夜。次日将培养液按体积比1：100的比例接种至

新鲜LB液体培养基(含100 μg/mL氨苄青霉素)中，

37 °C振荡培养至OD600达到0.7，向培养液中添加

IPTG (终浓度为0.1 mmol/L)，在16 °C继续振荡培

养20 h，诱导蛋白表达。

蛋白表达结束后，以4000×g离心10 min，收

集菌体。用20 mmol/L 磷酸钠盐缓冲液(pH 7.4)重
悬菌体，于冰上用超声波破碎菌体。将破碎菌体

后的液体在4 °C 以17000×g离心30 min，然后将所

得上清液中的目的蛋白用镍柱亲和层析法进行纯

化。首先用结合缓冲液(20 mmol/L磷酸钠盐缓冲

液，pH 7.4，0.1 mol/L NaCl和10 mmol/L咪唑)平
衡镍柱；然后将破碎菌体后的上清液上样至平衡

好的镍柱；冰上孵育1 h后用洗涤缓冲液(20 mmol/L
磷酸钠盐缓冲液，pH  7.4，0.1  mol/L  NaCl和
10 mmol/L咪唑)洗涤3次，最后用洗脱缓冲液

(20 mmol/L磷酸钠盐缓冲液，pH 7.4，0.1 mol/L
NaCl和500 mmol/L咪唑)洗脱目的蛋白。用超滤管

对收集到的目的蛋白溶液更换缓冲液(50 mmol/L
Tris-HCl，pH 7.5)并浓缩。纯化得到的酶蛋白于

–20  °C保存于50  mmol/L  Tris-HCl，pH  7.5，
20%甘油溶液中备用。蛋白的纯度通过SDS-PAGE
检测。蛋白浓度利用BCA (bicinchoninic acid)法测

定，以牛血清白蛋白作为标准品。

1.5    酶活性的测定

NahK WT及突变体的酶活性采用根据参考文

献 [ 1 3 ] 修改的 D N S 法检测。反应混合物含

200 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5，5 mmol/L MgCl2，
4 mmol/L GlcNAc，4 mmol/L ATP和酶，总体积

50 μL，在37 °C孵育60 min。将反应混合物沸水浴

5  min终止反应，然后向该混合物中加入200  μL
DNS试剂[14]，再煮5 min。待混合物冷却至室温，

用BioTek EpochTM微孔板分光光度计在575 nm测

吸光度。利用含有系列浓度的GlcNAc (0、1、2、
3、4和5 mmol/L)和5 mmol/L ATP的Tris-HCl缓冲

液(pH 7.5)，按DNS法做标准曲线。

1.6    最适pH的测定

不同pH条件下的酶活性采用NADH偶联的微

孔板分光光度法[15]测定。反应体系为200 μL，含

有200  mmol/L缓冲液(pH  6.0–9.0)，5  mmol/L
MgCl2，1  mmol/L  GlcNAc，1  mmol/L  ATP，
2 mmol/L磷酸烯醇式丙酮酸，2  units丙酮酸激

酶，20  units乳酸脱氢酶，0.4  mmol/L  NADH和

0.25 μmol/L酶(NahK WT或其突变体)。所用缓冲

液为：MES，pH 6.0–7.0；Tris-HCl，pH 7.0–9.0。
先将除酶以外的其他成分混匀，在37  °C孵育

2 min，然后加入酶作为反应开始，在37  °C反应

10 min，向每个反应体系中加入50 μL EDTA
(200 mmol/L)终止反应。每个反应体系做2个平

行。测定340 nm的吸光度，根据吸光度的变化计

算酶活性。标准曲线通过测定不同浓度的

NADH在340 nm的吸光度绘制。

表1.  定点突变引物序列

Table 1.  Primers for the site-directed mutagenesis

Primers Sequences (5′→3′) *

 H31A/V
F: CTTACGGAGACGGCGYCATCAACACC;
R: RCGCCGTCTCCGTAAGGTTCGATACCGG

 D208A
F: GCGTGACCCACAATGCCACCAAGCTC;
R: GCATTGTGGGTCACGCGCAGCGGAATCG

 D208N
F: GCGTGACCCACAATAACACCAAGCTC;
R: TATTGTGGGTCACGCGCAGCGGAATCG

 D208E
F: GCGTGACCCACAATGAGACCAAGCTC;
R: CTCATTGTGGGTCACGCGCAGCGGAATCG

 F247A
F: GATTCCATACGCGCTGGTGCGTCC;
R: GCGCGTATGGAATCGCCGAAGTCGA

 F247Y
F: GATTCCATACGCTATGGTGCGTCC;
R: TAGCGTATGGAATCGCCGAAGTCG

 I24A
F: TGCCGTGACCGGTGCCGAACCTTAC;
R: GCACCGGTCACGGCACCTTCCAGCG

 I24L
F: GTGCCGTGACCGGTCTCGAACCTTAC;
R: GACCGGTCACGGCACCTTCCAGCGC

 I24V
F: GTGCCGTGACCGGTGTCGAACCTTAC;
R: CACCGGTCACGGCACCTTCCAGCGC

* Bold underlined letters represent mutated sites of nahK.
Degenerate base: Y=C, T, R=G, A.
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1.7    Mg2+浓度对酶催化活性影响的测定

M g 2 + 浓度对酶催化活性的影响也采用

NADH偶联的微孔板分光光度法测定。反应体系

与测定最适pH的体系相似。所用缓冲液的pH值为

待测酶的最适pH，MgCl2浓度为0.5、1.0、2.0、
5.0、10.0和20.0  mmol/L。每个反应体系2个平

行。根据测得的340 nm吸光度的减少计算酶活性。

1.8    NahK及其突变体的反应动力学参数测定

酶促反应动力学参数通过NADH偶联的微孔

板分光光度法测定。在200 μL的反应体系中(与测

定最适pH的体系相似)，pH值为待测酶蛋白的最

适pH，MgCl2浓度为待测酶蛋白的最适Mg2 +浓

度。测定糖底物的动力学参数时，反应液中

ATP浓度固定为1 mmol/L，GlcNAc或GalNAc浓度

分别为 0 . 3 、 0 . 4 、 0 . 5 、 0 . 7 、 0 . 9 、 1 . 0 和

1.5 mmol/L；测定ATP的动力学参数时，反应液

中GlcNAc或GalNAc浓度固定为1 mmol/L，ATP的
浓度改变(分别为0.3、0.4、0.5、0.7、0.9、1.0和
1.5 mmol/L)。反应过程同前，每个反应体系做2个
平行。记录340  nm处吸光度的减少值。根据

Michaelis-Menten方程，利用GraphPad 5.0计算表

观动力学参数。

2    结果和分析

2.1    NahK野生型和突变体酶的获得

通过定点突变实验并经过测序验证，共得到

10个含有单点突变的NahK突变体酶(H31A/V，

D208A/N/E，F247A/Y，I24A/L/V)表达菌株。加

上野生型(WT)，11种表达菌株均以0.1  mmol/L
IPTG在16 °C振荡培养20 h诱导蛋白表达。通过镍

柱亲和层析法，NahK WT及突变体的每升大肠杆

菌培养液中可纯化出至少120  mg酶蛋白。通过

SDS-PAGE分析，所有纯化所得蛋白的分子量均

与带有C端His6标签的目的蛋白的计算分子量

一致。

2.2    NahK野生型及突变体的活性测定

在DNS法中，检测物为反应体系中未反应的

G l c N A c。由N a h K  W T或突变体催化反应

60 min后，GlcNAc的转化率可由GlcNAc的减少量

计算得出 (表2)。经过60  min的催化，突变体

D208A、D208N、D208E和I24A对GlcNAc的转化

率低于15%，其1-位激酶活性很低。因此，对这

四种突变体没有进一步分析最适pH、最适Mg2+和

动力学参数。突变体D208A/N/E分别将侧链带负

电荷的Asp208突变为侧链不带电荷的Ala和Asn以
及侧链同样带负电荷但变大的Glu，侧链电荷的丧

失或者侧链基团大小的变化均导致酶活性严重降

低 (分别为7 %、7 %和1 2 % )，表明A s p 2 0 8对

NahK正常行使催化功能很重要。I24A将侧链非极

性且基团较大的Ile24突变为侧链非极性但基团较

小的Ala，导致突变体酶的催化功能严重受损

(GlcNAc转化率仅为10%)，而突变为与Ile侧链基

团的极性和大小相近的Leu或Val时，GlcNAc转化

率(分别为90%和86%)与WT (88%)接近，这说明

I24A活性的丧失主要是由侧链基团变小造成的。

表2.  NahK WT或突变体催化反应60 min时的
GlcNAc转化率

Table 2.  The percentage conversion of GlcNAc after 60
min reaction catalyzed by NahK WT or mutants

Enzymes Percentage conversion of GlcNAc/%

 WT 88

 H31A 91

 H31V 90

 D208A 7

 D208N 7

 D208E 12

 F247A 91

 F247Y 90

 I24A 10

 I24L 90

 I24V 86
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2.3    最适pH的测定

在NahK催化反应过程中，消耗的GlcNAc摩
尔数与生成的ADP摩尔数相等，生成的ADP在偶

联反应中被NADH氧化，再通过340 nm处吸光度

值的变化来测定NADH的消耗量。由此可以计算

得到GlcNAc的转化率(图1)。根据不同pH条件下

反应体系所测得的GlcNAc转化率可知，WT及突

变体酶活性较高的pH范围介于7.0与8.5之间，其

中，WT、F247Y和I24L的最适pH为7.5，H31A、

H31V、F247A和I24V的最适pH变为7.0。pH低于

7.0或高于8.5时，活性下降。酶蛋白在各自的最适

pH条件下反应10 min，突变体F247Y所在反应体

系(pH 7.5)的GlcNAc转化率最高，达到80%，其次

是F247A (pH 7.0)，GlcNAc转化率为68%，均高于

WT (pH 7.5，GlcNAc转化率65%)。

2.4    Mg2+浓度对酶的催化活性的影响的测定

利用N A D H偶联的微孔板分光光度法，

Mg2 +浓度对酶的催化活性的影响由反应体系中

GlcNAc的转化率体现(图2)。由图可知，在各酶的

最适pH条件下，WT、H31V、F247Y、I24L和

I24V的最适Mg 2 +浓度为5  mmol/L，H31A和

F247A的最适Mg2 +浓度增大为10  mmol/L。当

Mg2+浓度低于最适条件时，GlcNAc转化率降低明

显，像Mg2+浓度为2 mmol/L时，GlcNAc转化率约

为Mg2+浓度为5 mmol/L时的70%；当Mg2+浓度高

于最适条件时，GlcNAc转化率略有降低。酶蛋白

在各自的最适Mg2+浓度条件下反应10 min，突变

体F247Y所在反应体系 (5  mmol /L  Mg 2 + )的
GlcNAc转化率最高，达到84%，其次是H31V
(5 mmol/L Mg2+)，GlcNAc转化率为71%，均高于

WT (5 mmol/L Mg2+)，GlcNAc转化率66%。

2.5    NahK及其突变体的反应动力学参数测定

酶对底物亲和力大小用Km表示(Km GlcNAc、Km

GalNAc或Km  ATP)，酶对底物的催化常数用kcat表示

(kcat GlcNAc、kcat GalNAc或kcat ATP)，酶对底物的催化

效率用kcat/Km表示(kcat/Km GlcNAc、kcat/Km GalNAc或

kcat/Km ATP)。NahK及其突变体的表观反应动力学

参数见表3。数据表明，突变体对不同底物的催化

效率不同。当ATP存在时，WT对GlcNAc的催化

效率[kcat/Km =10 L/(s·mmol)]比对GalNAc的催化效

率[kcat/Km =6.8 L/(s·mmol)]高47%。与WT不同，

突变体I24V的Km  GlcNAc和Km  GalNAc相同，而kcat

GlcNAc 比kcat GalNAc小，因此，kcat/Km GlcNAc比kcat/Km

GalNAc 小，其对GalNAc的催化效率高于GlcNAc。

类似地，F247Y的kcat/Km  GlcNAc也小于其kcat/Km

GalNAc，其对GalNAc比对GlcNAc的效率更高。而

其他突变体均与WT相同，尽管各酶的Km GlcNAc值

比Km  GalNAc值略大，但由于它们的kcat  GlcNAc值比

kcat GalNAc值大，因此，各酶的kcat/Km GlcNAc值比其

kcat/Km GalNAc值大，即对GlcNAc的催化效率高于对

GalNAc的催化效率。

31位的突变体H31A和H31V将侧链较大的带

极性的His分别突变为侧链较小的不带极性的

Ala和侧链较大的不带极性的Val，两个突变体的

Km GlcNAc和Km GalNAc均高于WT，而其kcat/Km GlcNAc

和kcat/Km GalNAc值均低于WT，表明His31可能在酶

与糖底物(GlcNAc或GalNAc)的结合中起一定作

用，突变后，酶与糖底物的结合受到了干扰，进

图1.  NahK及其突变体在不同pH条件下催化反应的

GlcNAc转化率

Figure 1.  Percentage conversion of GlcNAc under
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而阻碍了酶对GlcNAc/GalNAc的1-位磷酸化。然

而，除了H31A的kcat/Km ATP (另一底物为GlcNAc时)

比WT略低，H31A和H31V对ATP的催化效率在整

体上比WT有所提高。

24位的突变体I24L和I24V将Ile分别突变为其

同分异构体Leu和侧链比Ile略小但极性相似的

Val。与31位的突变体类似， I24L和 I24V的

Km GlcNAc和Km GalNAc也都比WT高，暗示Ile24也对

酶与糖底物(GlcNAc或GalNAc)的结合起作用。突

变后，只有I24V的kca t /Km  Ga lNAc比WT略高，

I24L的kcat/Km GlcNAc和kcat/Km GalNAc值以及I24V的

kcat/Km GlcNAc值均低于WT，表明24位的突变总体

上阻碍了酶对GlcNAc/GalNAc的1-位磷酸化。另

一方面，无论糖底物是GlcNAc还是GalNAc，

I24L和I24V对ATP的催化效率都比WT高。推测

Ile24主要通过影响糖底物与NahK的结合来影响催

化效率。

在突变体F247A中，Phe247的苯环被去掉。

动力学参数测定结果显示，该突变体的Km  GlcNAc

和Km GalNAc均与WT相同，而无论糖底物是GlcNAc
还是GalNAc，其Km  ATP均大于WT，推测Phe247
的苯环在酶与GlcNAc/GalNAc结合时并不起主要

作用，但会影响酶与ATP的结合；F247A的kcat/
Km  GlcNAc和kcat/Km  GalNAc值均略低于WT，而且其

kcat/Km ATP (另一底物为GlcNAc或GalNAc)远小于

WT，表明苯环的去除影响了NahK行使催化功

能。在突变体F247Y中，保留了其苯环结构，并

且在苯环上增加了酚羟基。实验测得，F247Y的

Km GlcNAc、Km GalNAc和Km ATP值均比WT低，并且

其kcat/Km GlcNAc、kcat/Km GalNAc和kcat/Km ATP值均比

WT高，即该酶对GlcNAc、GalNAc和ATP的催化

效率均高于WT，推测是由于苯丙氨酸突变为酪氨

酸时，氨基酸侧链上多出的酚羟基更有助于酶与

底物GlcNAc/GalNAc及ATP结合，促进了磷酸化

反应的进行。

图2.  Mg2+
浓度对NahK及其突变体的催化活性的影响

Figure 2.  Effects of Mg2+ concentration on the catalytic activities of NahK and its mutants.
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3    讨论

在此研究进行过程中，NahK的晶体结构被

Wang等[16]和Sato等[17]报道。结合晶体结构，我们

对本研究的结果做了进一步分析。

通过分析NahK的二级结构[16]，本研究所选择

的H31、D208、F247和I24四个突变位点分别位于

NahK的β1片层与β2片层之间的无规则卷曲、β7片
层与β8片层之间的无规则卷曲、α7螺旋和β1片
层中。

根据晶体结构，Asp208侧链中的羧基与糖底

物(GlcNAc/GalNAc)的1-位羟基和2-位的氨甲酰基

形成氢键(图3–A)，直接参与糖底物与酶的结合，

并很可能作为碱性基团催化反应[16–17]。因此，当

突变造成羧基的缺失后，D208A/N与糖底物结合

受到阻碍；保留羧基但侧链变长时，由于空间位

阻，D208E与糖底物的结合也受到影响，造成

Asp208的3种突变体活性均远低于WT，印证了

Asp208对NahK的催化活性起非常重要的作用。

在晶体结构的报道中，His31的主链氨基与

ATP的γ-磷酸基团之间有氢键作用(图3–A)[16]。而

NCBI网站上最初推测His31与糖底物结合相关，

后来又将其改为Ile24。在本研究的结果中，反应

时间较长(60  min)时，突变体H31A和H31V的

GlcNAc转化率(分别为91%和90%)比WT (88%)略
高。糖底物为GlcNAc或GalNAc时，尽管H31A和

H31V对ATP的亲和力高于或低于WT，但二者对

ATP的催化效率在多数情况下高于WT (仅H31A在

GlcNAc存在时比WT略低)。我们分析，这是由于

His31本身是通过主链的氨基与ATP形成氢键，即

使突变为其他氨基酸，主链的氨基仍然存在，仍

然可以结合ATP，甚至在氨基酸由侧链有极性的

表3.  NahK WT及其突变体的表观反应动力学参数

Table 3.  The apparent kinetic parameters of NahK WT and mutants

Substrates Parameters WT H31A H31V F247A F247Y I24L I24V

 GlcNAc  Km (mmol/L) 0.26±0.02 0.73±0.03 0.60±0.04 0.26±0.03 0.19±0.03 0.29±0.04 0.33±0.02

 kcat (s
–1) 2.64±0.06 3.53±0.07 4.29±0.12 2.43±0.08 2.26±0.07 2.84±0.11 1.61±0.03

 kcat/Km [L/(s·mmol)] 10.0 4.8 7.1 9.4 12.0 9.8 4.9

 kcat/Km ratio 1.00 0.48 0.71 0.94 1.20 0.98 0.49

 ATPa  Km (mmol/L) 0.09±0.01 0.12±0.02 0.04±0.002 0.32±0.10 0.03±0.003 0.09±0.01 0.07±0.01

 kcat (s
–1) 1.57±0.01 1.85±0.04 2.12±0.01 2.16±0.20 3.77±0.02 1.85±0.02 2.30±0.04

 kcat/Km [L/(s·mmol)] 17.4 15.2 48.0 6.7 121.1 20.5 33.1

 kcat/Km ratio 1.00 0.87 2.80 0.39 7.00 1.20 1.90

 GalNAc  Km (mmol/L) 0.18±0.03 0.48±0.03 0.30±0.03 0.18±0.02 0.12±0.01 0.23±0.01 0.33±0.06

 kcat (s
–1) 1.20±0.04 1.09±0.02 1.51±0.04 1.18±0.03 1.53±0.03 1.16±0.02 2.53±0.13

 kcat/Km [L/(s·mmol)] 6.8 2.3 5.0 6.7 12.3 5.0 7.6

 kcat/Km ratio 1.00 0.34 0.74 0.99 1.80 0.74 1.10

 ATPb  Km (mmol/L) 0.10±0.01 0.060±0.007 0.15±0.02 0.29±0.06 0.060±0.005 0.13±0.02 0.20±0.03

 kcat (s
–1) 1.04±0.02 0.980±0.009 1.69±0.04 0.92±0.06 2.09±0.02 1.44±0.03 2.44±0.08

 kcat/Km [L/(s·mmol)] 10.7 16.7 11.3 3.2 37.0 11.2 12.2

 kcat/Km ratio 1.0 1.6 1.1 0.3 3.5 1.0 1.1
a The other substrate is GlcNAc; b The other substrate is GalNAc.
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His变为侧链非极性的Val时，kcat/Km ATP值反而增

大。而H31A和H31V对GlcNAc和GalNAc的亲和力

和催化效率均低于WT，推测His31的存在仍然有

助于酶与GlcNAc/GalNAc的结合。

Ile24位于NahK N-端结构域的5个反平行β-片
层(β1-β5)中的β1当中(PDB编号：4OCK)[16]，离底

物(GlcNAc/GalNAc和ATP)结合区域较远(图3-
B)。但是我们发现突变体I24A的催化活性严重降

低，而突变为与Ile侧链结构相似的Leu或Val时，

GlcNAc转化率与WT接近。突变体I24L和I24V对

糖底物的亲和力低于WT，催化效率低于或者接近

WT，而二者对ATP的催化效率比WT高，由此推

测，尽管Ile24距离底物结合区域较远，但它仍然

会影响到糖底物与酶的结合并影响酶的催化效率。

Phe247位于C-端结构域的核心亚结构域(core
subdomain)的α7中(PDB编号：4OCK) [ 1 6 ]，与

GlcNAc/GalNAc并没有直接形成氢键相互作用，

但是Phe247距离与GlcNAc/GalNAc形成氢键的

Lys210  (位于核心亚结构域的η2中)非常近(图3–
B)。在本实验中，反应60  min时，F247A和

F247Y两个突变体对GlcNAc的转化率(分别为

91%和90%)均高于WT (88%)。F247A对糖底物的

亲和力与WT相同，但催化活性比WT略低，而且

对ATP的亲和力和催化活性均低于WT；然而，

F247Y对糖底物和ATP的亲和力和催化效率均高

于WT。

在本实验中，我们通过定点突变初步探索了

4 个位点对 N a h K 催化活性的影响，确定了

Asp208是酶具有活性的关键位点，His31、Ile24和

Phe247对酶活有一定程度的影响，并获得了1个催

化效率比WT高的突变体(F247Y)。本实验为我们

后续对NahK的改造工作奠定了一定基础。在此基

础上，我们可以根据此酶的晶体结构及对其反应

机理的推测来设计突变，探索改造获得一些可以

磷酸化更多种非天然糖底物的突变酶，或提高酶

的转化效率，用于天然及非天然糖核苷酸的

合成。
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Active sites of N-acetylhexosamine 1-kinase from
Bifidobacterium longum

Wanyi Guan#, Jing Bai#, Tianhui Zhou, Baohua Zhao*

College of Life Science, Hebei Normal University, Shijiazhuang 050024, Hebei Province, China

Abstract: [Objective] To study the active sites of N-acetylhexosamine 1-kinase (NahK) from Bifidobacterium longum

JCM1217. [Methods] We obtained expression strains of 10 single-mutants at 4 sites of NahK by site-directed mutagenesis,

and expressed and purified both wild-type (WT) and mutant enzymes. Then, their optimum pH and optimum concentration

of Mg2+ were determined by DNS assay and NADH-coupled microplate photometric assay, and their kinetic parameters

were measured. [Results] Four mutants (D208A, D208N, D208E and I24A) lost most part of the catalytic activity. The

optimum pH of mutants H31A, H31V, F247A and I24V switched from pH 7.5 (for WT) to pH 7.0, and the optimum

concentration of  Mg2+  of  mutants  H31A and F247A increased to 10 mmol/L from 5 mmol/L (for  WT).  The kinetic

parameters of WT and mutants indicate that mutant F247Y had higher enzymatic activity toward GlcNAc, GalNAc and

ATP than WT. [Conclusion] The key amino acids that affect the catalytic activity of NahK were determined by site-directed

mutagenesis,  and together with the mutant that has higher catalytic efficiency, this has laid a foundation for further

modification and evolution of NahK.

Keywords: N-acetylhexosamine 1-kinase, active site, Bifidobacterium longum, DNS assay, NADH-coupled microplate
photometric assay
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