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原玻璃蝇节杆菌 D-氨基酸氧化酶及突变体的酶学特性
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摘要:【目的】研究原玻璃蝇节杆菌(DSM 20168)中 D-氨基酸氧化酶的酶学特性。【方法】通过 PCＲ 从原玻
璃蝇节杆菌(DSM 15035，20168)中克隆获得 D-氨基酸氧化酶基因 apdaao-1 和 apdaao-2，构建原核表达载
体，以表达质粒 pET-ApDAAO-2 为模板，采用 QuickChange Site-Directed Mutagenesis 技术构建定点突变体，经
过原核表达及纯化获得重组型和突变体酶蛋白，分析其酶学特性。【结果】通过原核表达及纯化成功获得了
2 个重组蛋白和 4 个突变体酶蛋白，SDS-PAGE 检测显示其分子量均约为 36 kDa;酶学特性分析表明，
ApDAAO-2 和突变体蛋白的最适反应温度为 30℃ ;ApDAAO-2 和 T286A 的最适反应 pH 范围为 7. 0 － 11. 0，
其它突变体为 8. 0 － 11. 0;ApDAAO-2 和突变体都具有较广泛的底物特异性，除 T256K 的最适底物为 D-Phe
外，其余均为 D-Met;动力学参数测定结果显示，以二级表观常数 k cat /Km表示，对于底物 D-Met 或 D-Phe，
ApDAAO-2 和 4 个突变体的 k cat /Km值均比 ApDAAO-1 和 pKDAAO 高数倍以上。【结论】ApDAAO-2 及突变
体具有比 ApDAAO-1 和 pKDAAO 更广泛的底物特异性和较高的催化效率，有一定的商业应用价值。
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D-氨 基 酸 氧 化 酶 ( D-Amino acid oxidase :
Oxidoreductase ，DAAO ，EC1. 4. 3. 3) 是一种以黄
素腺嘌呤(FAD)为辅基的典型黄素蛋白酶类，可氧
化 D-氨基酸生成相应的酮酸和氨。D-氨基酸氧化
酶对催化反应底物有高度的立体异构选择性和广谱
性，可被广泛用于 D-氨基酸的定性定量分析、生物
传感器、L-氨基酸和 α-酮酸的生产。20 世纪 90 年
代，DAAO 在生物技术酶催化方面得以应用，主要用
于两步酶法转化头孢菌素 C(Cephalosporin C，CPC)

生产 7-氨基头孢烷酸(7-aminocephalosporanic acid，
7-ACA)［1 － 2］。

自 1935 年 Krebs 等首次从猪肾脏中检测到 D-
氨基酸氧化酶(EC 1. 4. 3. 3)的活性以来，研究人员
陆续从哺乳动物、藻类、真菌等多种生物体内发现存
在此酶，如:来自猪肾的 pKDAAO［3］、纤细红酵母的
ＲgDAAO［4］ 和 人 源 hDAAO［5 － 6］。 pKDAAO 和
ＲgDAAO 都表现出广泛的底物特异性，除了酸性氨
基酸 D-谷氨酸和 D-天门冬氨酸外，DAAO 可以使其
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它所有的 D-氨基酸发生不同程度的氧化脱氨作用。
DAAO 对脂肪族和芳香族氨基酸作用效果较明显，
对极性和碱性氨基酸作用效果不是很明显。哺乳动
物的 DAAO 对 D-脯氨酸和 D-甲硫氨酸作用效果明
显，人类的 hDAAO 对中性 D-氨基酸的活力最强，对
碱性 D-氨基酸的活力较弱，而酸性 D-氨基酸的氧化
主要由 D-天门冬氨酸氧化酶(DASPO)完成［7］。有
关原核生物 DAAO 的研究报道还很少，2007 年
Geueke 等人首次报道了原核生物原玻璃蝇节杆菌
(Arthrobacter protophormiae，DSM 15035) apdaao-1 基
因的克隆和表达，酶蛋白 ApDAAO-1 具有较为广泛
的底物特异性，其最适反应底物为 D-甲硫氨酸，此
外对 D-赖氨酸、D-精氨酸、D-苯丙氨酸等具有较高
活性［8］。

本研究从同种属的原玻璃蝇节杆菌 ( DSM
20168)中克隆获得 apdaao-2 基因，分析发现其氨基
酸序列与文献所报道的 ApDAAO-1 的同源性为
98. 5%，共有 5 个氨基酸位点存在差异。初步实验
发现，与 ApDAAO-1 相比，ApDAAO-2 对部分底物的
相对活性有较大幅度提高。本研究拟参照 apdaao-1
基因序列，采用定点突变技术逐一构建回复突变体，
以分析各差异氨基酸位点对酶蛋白底物相对活性的
影响。经过原核表达、蛋白纯化获得酶蛋白，酶学特
性分析发现重组酶蛋白及突变体具有比 ApDAAO-1
和 pKDAAO 更广泛的底物特异性，催化活性也有不
同程度的提高。

1 材料和方法

1. 1 菌株、质粒和试剂
大肠杆菌 ( Escherichia coli) DH5α 用于基因克

隆，E． coli BL21(DE3) 用于蛋白表达。原玻璃蝇节
杆菌( A． protophormiae) DSM 20168 购自中国普通
微生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 ( CGMCC )，A．
protophormiae DSM 15035 购自美国标准生物品收藏
中心(ATCC)，染色体 DNAs 参照 TIANamp Bacteria
DNA Kit(TIANGEN，Beijing)说明书提取。TA 克隆
质粒载体 pMD18-T 购自大连宝生物公司，表达质粒
载体 pET-22b( + )购自 Novagen(Germany)。

Ex TaqTM DNA polymerase、T4 DNA Ligase、GC
buffer 和限制内切酶等购自大连宝生物公司;猪肾
来源的 D-氨基酸氧化酶(D-Amino acid oxidase Type

X from Porcine Kidney，pKDAAO)、L-氨基酸和 D-氨
基酸购自 Sigma 公司，Ni-NTA agarose 购自 Qiagen
公司;其他试剂均为分析纯。
1. 2 引物设计

参考 GenBank 公布的 A． protophormiae ( DSM
15035) 中 apdaao-1 基因序列 ( GenBank 登录号:
AAP70489)设计 PCＲ 扩增引物，表 1 中引物对
DAAO-F 和 DAAO-Ｒ 用于扩增 D-氨基酸氧化酶基
因，下划线和粗体字母分别表示限制内切酶 NdeI 和
XhoI 的 酶 切 位 点。 为 了 了 解 ApDAAO-2 与
ApDAAO-1 的差异氨基酸位点对底物相对活性的影
响，参照 apdaao-1 基因序列，设计各突变位点的定
点突变引物。表中灰色背景的字母为待突变的核苷
酸。引物由上海生工生物技术有限公司合成。

表 1． 本实验所用引物

Table 1． Primers used in this research

primers oligonucleotide sequence (5'→3') description
DAAO-F TCCCATATGCCCACAGCACCGTTGAG Gene cloning
DAAO-Ｒ ATACTCGAGGCTGGCCGGCTCGCCA Gene cloning
E115A-F CCTCCCGGG C GGATCTGC GAG→GCG
E115A-Ｒ GGCAGATCC G CCCGGGAG CTC→CGC
N119D-F TCTGCCG G ACGGCGCCCAC AAC→GAC
N119D-Ｒ TGGGCGCCGT C CGGCAGAT GTT→GTC
T256K-F GCTGCCA A GCTGGTGCCGGA ACG→AAG
T256K-Ｒ CACCAGC T TGGCAGCGCGT CGT→CTT
T286A-F GAGCACGTC G CGGGCCAC ACG→GCG
T286A-Ｒ GTGGCCCG C GACGTGCTC CGT→CGC

The underlined and bold sequences are NdeI and XhoI recognition sites，

respectively． The mutated sites are grey background．

1. 3 基因克隆和表达载体构建
以 A． protophormiae (DSM 15035)基因组为模

板，PCＲ 扩增 D-氨基酸氧化酶基因 apdaao-1，PCＲ
反应条件为:95℃预热 4 min;95℃变性 45 s，55℃退
火 1 min，72℃ 延伸 2 min，25 个循环;72℃ 保温
10 min。按照相同条件，以 A． protophormiae ( DSM
20168)基因组为模板，按照上述条件 PCＲ 扩增基因
apdaao-2。

PCＲ 产物经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳分离、纯化，

与 TA 克隆载体 pMD18-T 连接，化转法转入大肠杆
菌 DH5α，通过蓝白斑现象筛选获得质粒 pMD-
ApDAAO-1 和 pMD-ApDAAO-2。将测序正确的质粒
用限制内切酶 NdeI 和 XhoI 双酶切获得目的 DNA
片段，与经相同酶切处理的载体 pET-22b ( + ) 连
接，构建表达质粒 pET-ApDAAO-1 和 pET-DAAO-2，
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转化 E． coli BL21(DE3)进行蛋白表达。
1. 4 定点突变体构建

参照 QuikChange Site-directed mutagenesis kit
(Stratagene，USA) 技术［9 － 10］，以质粒 pET-DAAO-2
为 PCＲ 反应模板，PCＲ 扩增反应条件为: 95℃
2 min;95℃ 35 s，55℃ 1 min，68℃ 7 min，16 个循环;
68℃ 10 min。

PCＲ 产物经限制性内切酶 Dpn I 酶切处理后，
化学转化法转入 E． coli DH5α，涂布培养于含 Amp
抗性的 LB 琼脂固体培养基上;随机挑取菌落，培养
于含 Amp 抗性的 LB 液体培养基中，收集菌体，提取
质粒，经限制内切酶 NdeI 和 XhoI 双酶切验证后测
序。
1. 5 D-氨基酸氧化酶及突变体蛋白的表达和纯化

将质粒 pET-ApDAAO-1、pET-ApDAAO-2 及突
变后的表达载体分别转入大肠杆菌 BL21(DE3)，在
含 Amp 抗性的 LB 液体培养基中培养至 OD600约为
0. 5，加入 0. 5 mmol /L IPTG，30℃诱导培养 10 h，收
集菌体。

将 菌 体 重 悬 于 细 胞 裂 解 液 ( 50 mmol /L
NaH2PO4，pH 8. 0; 300 mmol /L NaCl，10 mmol /L
imidazole)，超声破碎数次至溶液清亮，高速离心分
离除去细胞碎片，上清液通过 Ni-NTA 亲和层析法
纯化蛋白。蛋白样品采用 Amicon Ultra-15 离心浓
缩管(30K MWCO，Millipore)脱盐、浓缩，分装保存
于 － 80℃。蛋白纯度由 SDS-PAGE 电泳法检测，浓
度采用 Bio-Ｒad 蛋白测定试剂盒 II(Bio-Ｒad Protein
Assay II)测定。
1. 6 酶学特性分析
1. 6. 1 酶蛋白活性测定:反应体系为 200 mmol /L
Tris-HCl (pH 8. 0 )，0. 1 mg /mL 4-氨基安替比林，
0. 1 mg /mL N-乙基-N-(2-羟基-3-磺丙基)-3-甲基苯
胺钠盐 (TOOS)，2 units 过氧化物酶，0. 1 unit D-氨
基酸氧化酶和 50 mmol /L D-氨基酸，反应总体积为
200 μL。在 30℃下反应 20 min 后，用微孔板分光光
度计 (BioTek，USA)测定 550 nm 吸光值［11］。空白
对照以小牛血清球蛋白(BSA)替代酶液，其余反应
条件同上。一个酶活力单位定义为 1 min 内降解
1 μmol D-氨基酸所需要的酶量。
1. 6. 2 最适反应温度和最适反应 pH 值的测定:以
D-Met(50 mmol /L)为底物，30℃于 Britton-Ｒobinson
缓冲溶液(pH4. 0 － 12. 0)中测定酶蛋白的最适反应

pH 值［12］。以 D-Met 为反应底物，200 mmol /L Tris-
HCl 缓冲液(pH 9. 0)中，反应温度梯度为 4、10、20、
30、40、50 和 60℃，测定酶蛋白的最适反应温度。
1. 6. 3 底物特异性:以各种 D-氨基酸为底物，30℃
下，200 mmol /L Tris-HCl 缓冲液( pH 9. 0)的缓冲溶
液中反应 20 min，测定 550 nm 吸光值，分析酶蛋白
底物特异性。
1. 7 动力学参数测定

在不同底物浓度 D-Met (0. 5 － 50 mmol /L) 或
D-Phe (1. 0 － 50 mmol /L)，200 mmol /L Tris-HCl 缓
冲液( pH 9. 0)，30℃恒温反应 20 min，测定 550 nm
吸光值，根据标准曲线计算反应中 H2O2 的生成量，
采用 GraphPad Prism 软件进行非线性回归分析计算
酶蛋白的反应速率常数 Km及酶的比活力 ( specific
activity)。
1. 8 序列测定和分析

核酸序列由华大基因科技公司 (北京)测定。
序列比对采用 Clustal X 软件处理［13］，氨基酸及核苷
酸同源分析比对采用在线程序 BLAST(NCBI)［14］。
基因 apdaao-1 和 apdaao-2 的 核 苷 酸 序 列 在
GenBank 中 的 登 录 号 分 别 为 AY306197 和
JX855922。

2 结果

2. 1 目的基因克隆、序列分析及定点突变体构建
以 A． protophormiae DSM 15035 和 DSM 20168

的基因组为模板，PCＲ 扩增获得了目的基因 apdaao-
1 和 apdaao-2，并 构 建 获 得 了 重 组 质 粒 pMD-
ApDAAO-1 和 pMD-ApDAAO-2，重组质粒经限制内
切酶 酶 切、连 接，成 功 构 建 了 表 达 载 体 pET-
ApDAAO-1 和 pET-ApDAAO-2。序列测定发现克隆
所得基因 apdaao-2 长 978 bp，GC 含量高达 70. 1%，
编码 326 个氨基酸残基，理论分子量为 35. 8 kDa;克
隆所得基因 apdaao-1 序列与 NCBI 公布的基因序列
完全一致，与基因 apdaao-2 的核苷酸同源性为
98. 7%，氨基酸同源性为 98. 5%，存在 5 个不同的
氨基酸位点(ApDAAO-1:P114，A115，D119，K256，
A286;ApDAAO-2:Ｒ114，E115，N119，T256，T286 );
基因 apdaao-2 与来自 Arthrobacter arilaitensis Ｒe117
的 D-氨基酸氧化酶的氨基酸同源性最高达 65%
( GenBank accession no． YP _ 003917084 )，与
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Ｒhodosporidium gracilis 的 ＲgDAAO ( PDB code
1C0K)氨基酸同源性为 31%［15］。

以质粒 pET-ApDAAO-2 为模板，通过定点突变
技术成功构建了 4 个突变体质粒，分别为 pET-
E115A、pET-N119D、pET-T256K 及 pET-T286A，而
114 位点，尽管对该位点经过了多轮次的突变尝试，
最终未能筛选获得正确的突变体。
2. 2 酶蛋白表达的检测

酶蛋白 ApDAAO-1、ApDAAO-2 和 4 个突变体
蛋白( E115A，N119D，T256K 和 T286A)经 Ni-NTA
亲和层析柱纯化、脱盐后，SDS-PAGE 检测发现蛋白
分子量均在 36 kDa 左右 (图 1 )，与理论分子量
(35. 8 kDa)基本一致。

图 1． D-氨基酸氧化酶及其突变体纯化 SDS-PAGE检测图
Figure 1． SDS-PAGE analysis of protein DAAO and mutants． Lane

1，2， 3， 4， 5 and 6 stand for purified protein ApDAAO-1，

ApDAAO-2，E115A，N119D，T256K，and T286A，respectively;

M，protein marker．

2. 3 酶学特性分析
2. 3. 1 最适反应温度:在不同温度(4 － 60℃ )条件
下测定 D-氨基酸氧化酶的相对活性，重组 ApDAAO-
2 和 各 突 变 体 的 最 适 温 度 如 图 2 所 示，重 组
ApDAAO-2 和突变体酶蛋白在各温度下相对活性的
趋势基本一致，在 20 － 40℃ 范围内相对活性较高
( ＞ 70% )，30℃时酶活达到最高 (图 2-A);随着温
度的继续升高( ＞ 30℃ )，突变体酶蛋白相对活性的
降幅稍大于 ApDAAO-2;当温度达 60℃时，所有酶蛋
白活性均低于 40%，其中 ApDAAO-2 的相对活性最
高，约为 33%，而突变体 N119D 的活性最低，仅为
10%。
2. 3. 2 最适反应 pH: 经过检测，重组酶蛋白
ApDAAO-2 在 pH 7. 0 － 11. 0 之间相对活性较高(大
于 90% )，而低于 pH 7. 0 或高于 11. 0 时，酶蛋白活

性急剧下降;突变体 T256K 和 T286A 表现出与重组
酶蛋白 ApDAAO-2 相似的趋势，而 E115A 和 N119D
的最适 pH 范围为 pH8. 0 － 11. 0(图 2-B)。

图 2． 重组蛋白 ApDAAO-2 及其突变体的最适反应温度和

最适反应 pH
Figure 2． The optimal temperature and pH for recombinant ApDAAO-2

and mutants． A: Optimal temperature; B: Optimal pH． ●—●:

ApDAAO-2，▲—▲: E115A，■—■: N119D，○—○: T256K，

△—△: T286A．

2. 3. 3 底物特异性:重组酶蛋白 ApDAAO-2 和 4 个
突变体都具有较广泛的底物特异性(表 2)，除了突
变体蛋白 T256K 的最适底物为 D-Phe (108% )，其
余均为 D-Met(100% )，与文献所报道的 ApDAAO-1
一致。与 ApDAAO-1 相比，ApDAAO-2 和突变体除
了对底物 D-Arg 和 D-Lys 的相对活性有所下降外，
对其他底物的相对活性均有所上升，尤其是对底物
D-Ala、D-Val、D-Pro、D-His 及 D-Leu，ApDAAO-1 对
这些底物的相对活性较低(分别为 0. 26%、0. 35%、
0. 25%、5. 9% 和 12% )，ApDAAO-2 和突变体则均
有较大幅度提高(表 2)。将突变体与 ApDAAO-2 相
比，各突变体在不同程度上导致了对一些底物的相
对活性的上升和下降，如:E115A 导致了其对底物
D-Ala、D-Lys 和 D-Val 的相对活性有一定程度下降，
而对其他底物则略有上升;突变体 N119D 则导致其
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对底物 D-Phe、D-Ala 和 D-Lys 的相对活性有所下
降，而对其他底物有所上升，值得一提的是，该突变
体对 D-Ser 具有微弱的活性，这是 ApDAAO-1、
ApDAAO-2 及其他突变体所没有的。或许这些位点
突变后对于酶蛋白活性中心的离子化状态产生了一
定的影响，导致其底物选择性有所改变［16］。从表 2
还可以看出，pKDAAO 和 ApDAAO-1 对某些底物的
相对活性较高，但各自都存在着一定数量的相对活

性较低的底物，有的甚至低于 10%，如: D-Val
( pKDAAO，6. 8% ; ApDAAO-1，0. 35% ) 和 D-His
(pKDAAO，4. 7% ;ApDAAO-1，5. 9% )，这些底物在
实际检测中往往因为检测灵敏度低而影响检测效
果，重组酶蛋白 ApDAAO-2 和各突变体对大部分底
物的相对活性均超过 20% (D-Ser 和 D-Pro 除外)，
显然，ApDAAO-2 和各突变体具有比 ApDAAO-1 及
pKDAAO 底物特异性更广泛且灵敏的优点。

表 2． 重组蛋白 ApDAAO-2 及其突变体的底物特异性
Table 2． Substrate preferences of ApDAAO-2 and mutants

substrate
relative activities /%

ApDAAO-2 E115A N119D T256K T286A ApDAAO-1［8］ pKDAAO［17］

D-Met 100 100 100 100 100 100 100
D-Phe 87 91 77 108 99 54 64
D-Ala 24 15 18 3. 2 16 0. 26 66
D-Arg 44 51 56 75 51 80 8. 6
D-Ser － － 0. 02 － － － 14
D-Val 23 20 25 11 20 0. 35 6. 8
D-Orn 32 41 46 25 36 15 1. 2
D-Lys 84 61 55 74 65 99 36
D-Pro 7. 3 7. 9 10 7. 8 7. 7 0. 25 146
D-His 19 18 22 20 17 5. 9 4. 7
D-Leu 63 79 85 69 79 12 36

“ －”，no activity was detected．

2. 4 动力学常数测定
以不同浓度的 D-Met 及 D-Phe 为底物，在 30℃

pH 9. 0 下测定了重组蛋白 ApDAAO-1、ApDAAO-2
及 4 个突变体的动力学参数(表 3)。从表 3 可以看
出，重组蛋白 ApDAAO-2 和突变体蛋白对底物 D-
Met 的亲和常数 Km基本一致，其中突变体 E115A、
N119D 及 T256K 的比活力、转换数 kcat及二级表观
常数 kcat /Km与 ApDAAO-2 相当，而突变体 T286A 的
比活力和转换数 kcat均为 ApDAAO-2 的 1. 51 倍，二
级表观常数 kcat /Km比 ApDAAO-2 提高约 1. 23 倍。
对于底物 D-Phe 来说，4 个突变体蛋白的转换数 kcat

均比重组蛋白 ApDAAO-2 有所提高，然而由于突变
体 N119D、N256K 和 T286A 对 D-Phe 的亲和常数
Km升高，导致突变体 N119D 的二级表观常数 kcat /Km

与 ApDAAO-2 基本一致，这可能是由于天冬氨酸和
天冬酰胺的结构相似［18］，氨基酸残基 N 替换为 D
对酶蛋白的催化活性影响甚微;其他 3 个突变体对
底物 D-Phe 的二级表观常数 kcat /Km均比 ApDAAO-2
有所提高，其中突变体 T256K 的 kcat /Km值最高(约
为 ApDAAO-2 的 1. 66 倍)，且其对底物 D-Phe 的转

换数高于底物 D-Met(约 1. 29 倍)，这与表 2 中突变
体蛋白 T256K 的第一底物改变为 D-Phe 相符。从
表 3 可以看出，与其他蛋白相比，突变体 T286A 的
比活力、转换数 kcat均为最高值，但由于其对二底物
的亲和常数 Km有不同程度的升高，导致了 T286A 虽
然对底物 D-Met 具有最高的二级表观常数，然而其
对底物 D-Phe 的二级表观常数则相对较低，这个结
果也与表 2 的结果基本一致。

将 ApDAAO-2 及 4 个 突 变 体 与 重 组 蛋 白
ApDAAO-1 和猪肾来源的 pKDAAO 相比较，从 kcat /
Km的比值来看，D-Met 为反应底物，ApDAAO-2 和 4
个突变体的二级表观常数分别是 ApDAAO-1 的
2. 68、2. 47、2. 59、2. 76 和 3. 31 倍，是 pKDAAO 的
11. 17、10. 28、10. 81、11. 50、和 13. 81 倍;以 D-Phe
为底物，ApDAAO-2 和 4 个突变体的二级表观常数
分别是 ApDAAO-1 的 1. 56、2. 41、1. 45、2. 61 和 1. 90
倍，是 pKDAAO 的 6. 83、10. 44、6. 28、11. 33、8. 24
倍，这说明了 ApDAAO-2 和 4 个突变体具有比
ApDAAO-1 和 pKDAAO 更强的催化效率。
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表 3． 重组蛋白及突变体的动力学参数
Table 3． The kinetic parameter measurement of ApDAAO and mutants

protein

D-Met D-Phe

Km /
(mmol / L)

specific
activity /

(U /mg)

kcat /
( s － 1 )

kcat /Km /
( s － 1

mol － 1 )

ratio of
kcat /Km

Km /
(mmol / L)

specific
activity /
(U /mg)

kcat /
( s － 1 )

kcat /Km /
( s － 1

mol － 1 )

ratio of
kcat /Km

ApDAAO-2 0. 84 38. 91 23. 31 2. 76 × 104 2. 68 1. 69 21. 83 13. 04 7. 72 × 103 1. 56
E115A 0. 77 32. 79 19. 58 2. 54 × 104 2. 47 1. 61 31. 75 18. 95 1. 18 × 104 2. 41
N119D 0. 88 39. 22 23. 41 2. 67 × 104 2. 59 3. 26 38. 76 23. 14 7. 10 × 103 1. 45
T256K 0. 89 42. 37 25. 30 2. 84 × 104 2. 76 2. 56 54. 65 32. 63 1. 28 × 104 2. 61
T286A 1. 03 58. 82 35. 12 3. 41 × 104 3. 31 3. 91 60. 98 36. 41 9. 31 × 103 1. 90
ApDAAO-1 1. 74 30. 12 17. 98 1. 03 × 104 1. 00 4. 98 40. 85 24. 39 4. 90 × 103 1. 00
pKDAAO 1. 15 4. 76 2. 84 2. 47 × 103 0. 24 9. 11 17. 20 10. 27 1. 13 × 103 0. 23

3 讨论

D-氨基酸氧化酶(DAAO)广泛应用于 D-氨基酸
的定性、定量分析、生物传感器、L-氨基酸和 α-酮酸的
生产，在生物制药方面 DAAO 也得到较好的应用，主
要用于两步酶法转化头孢菌素 C 生产 7-氨基头孢烷
酸(7-amino cephalosporanic acid，7-ACA)。目前科研
人员已从哺乳动物、藻类及真菌等多种生物体内发现
D-氨基酸氧化酶，如来自猪肾的 pKDAAO［3］、人源
hDAAO［5］、纤细红酵母的 ＲgDAAO［4］和三角酵母的
TvDAAO［19］，这些酶无论从理论研究还是生产应用方
面都受到了较为广泛的关注。

然而，有关原核生物 D-氨基酸氧化酶的研究报
道还很少，迄今为止仅有 Geueke 等对原玻璃蝇节杆
菌(DSM 15035)中的 apdaao-1 基因进行了研究报道，
该基因长 978bp，编码 326 个氨基酸残基，酶学特性分
析显示酶蛋白 ApDAAO-1 最适反应温度为 30℃，最
适 pH 范围为 6. 5 － 8. 5，添加辅酶 FAD 与否不影响酶
蛋白 ApDAAO-1 的催化活性;酶蛋白具有广泛的底物
特异性，最适底物为 D-Met，其次分别为 D-Lys，4-
Fluoro-DL-phenylalanine，D-Arg 及 D-Phe 等，对 D-
Val，D-Ala，D-Pro 及 D-Ser 的催化活性较低甚至无活
性，动力学常数分析表明对第一底物 D-Met 的 Km为
1. 0 mmol /L，比活力为 180 U /mg 蛋白［8］。

本研究从原玻璃蝇节杆菌中克隆获得了 D-氨
基酸氧化酶基因 apdaao-1 和 apdaao-2，二者的核苷
酸同源性为 98. 7%，氨基酸同源性为 98. 5%，存在
着 5 个不同的氨基酸残基。实验通过定点突变技术
成功构建了 4 个定点突变体的表达载体，通过分析
野生型蛋白 ApDAAO-2 及 4 个突变体蛋白的酶学特
性发 现，它 们 的 最 适 反 应 温 度 均 为 30℃，与

ApDAAO-1 一致;外源辅酶 FAD 的添加与否对蛋白
ApDAAO-2 的催化活性也没有影响(结果未显示)。
与 ApDAAO-1 的最适 pH 范围相比，ApDAAO-2 和
突变体的最适 pH 范围更大，且相对偏碱一些;此
外，相比于 ApDAAO-1，ApDAAO-2 和突变体对诸如
D-Ala，D-Val 和 D-Pro 等底物的相对活性均有大幅
提升，表现出比 ApDAAO-1 及 pKDAAO 更广泛的底
物特异性。所有这些差异可能是由 5 个不一致的氨
基酸位点引起的。

由于酶活检测所用的缓冲溶液成分和 pH 有所
不同 (Geueke 等采用 TEA-HCl buffer，pH 7. 6 检测
酶活)，而且本研究仅采用了一步纯化法(镍柱亲和
层析)纯化蛋白，所得蛋白纯度相对稍低，这些因素
或许导致了本研究所测重组蛋白 ApDAAO-1 的 Km

值上升及酶的比活力下降。不过，在相同的缓冲溶
液、pH 及温度等条件下分析 ApDAAO-1、ApDAAO-2
及 4 个突变体的动力学常数可以看出，尽管突变体
蛋白的比活力、转换数 kcat及二级表观常数 kcat /Km

与重组蛋白 ApDAAO-2 相比并没有显著变化，但是
ApDAAO-2 和突变体的 kcat /Km值与 ApDAAO-1 及
pKDAAO 相比均有显著提高，以底物 D-Met 来说，
ApDAAO-2 和 4 个 突 变 体 的 kcat /Km 值 分 别 是
ApDAAO-1 的 2. 68、2. 47、2. 59、2. 76 和 3. 31 倍，是
商品化的 pKDAAO 的 11. 19、10. 29、10. 79、11. 51 和
13. 81 倍(表 3);另外，ApDAAO-2 和各突变体具有
比 ApDAAO-1 及 pKDAAO 更广泛的底物特异性及
较为可信的检测能力，这些都说明了 ApDAAO-2 和
4 个突变体具有更高的催化效率和工业应用价值。

从氨基酸残基替换情况可以看出，119 位点是
将极性的天冬酰胺 (N)突变为带负电的天冬氨酸
(D)，天冬酰胺(N)中侧链-CONH2 既是氢的供体又
是受体，而天冬氨酸(D)的侧链基团-COOH 仅是氢
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的受体;115 位点是将酸性的谷氨酸(E)突变为非
极性的丙氨酸(A)并失去一个羧基，Ullah 等认为带
电荷氨基酸 E 替代脂肪族氨基酸 A 可能促使活性
中心区域形成新的氢键，从而改变酶蛋白的最适反
应 pH 或最适温度［20］;256 位点是将极性的苏氨酸
(T，氢的受体)突变为带正电的碱性赖氨酸(K，氢的
供体);286 位点是将极性的苏氨酸(T)突变为非极
性的丙氨酸(A)并失去一个羟基。陈晓曦等认为氨
基酸残基的带电性质和离子化状态改变后有可能会
影响酶蛋白的活性和耐碱性［16］，或许是这些因素导
致了 ApDAAO-2 和突变体的耐碱性及催化效率均
比 ApDAAO-1 增强，底物特异性亦有所改变。此
外，Turunen 等研究发现，突变引起酶蛋白表面离子
对网络变化会导致酶蛋白的热稳定性和耐酸碱性发
生改变［21］，通过同源建模分析发现，ApDAAO-1 与
ApDAAO-2 中 5 个不一致的氨基酸位点均处于酶蛋
白的表面(结果未显示)，或许这些位点的突变导致
了 ApDAAO-2 和突变体的最适 pH 范围变宽和耐碱
性增强，有关这些位点的作用机理的研究还需要作
进一步的研究。
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Characterization of D-amino acid oxidase and its mutants
from Arthrobacter protophormiae

Liwei Feng1#，Jiaojie Guo2#，Huixin Li1，Shujing Xu1，Jiansong Ju1* ，Baohua Zhao1*
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Abstract:［Objective］ To characterize D-amino acid oxidase from Arthrobacter protophormiae ( DSM 20168 ) ．
［Methods］ Genes apdaao-1 and apdaao-2 from A． protophormiae ( DSM 15035 ＆ 20168 ) were cloned by PCＲ;
expression vectors were constructed and expressed in E． coli BL21(DE3) ． The mutant was constructed by site-directed
mutagenesis using plasmid pET-ApDAAO-2 as the template． After Ni-NTA column chromatography purification， the
protein was characterized． ［Ｒesults］ Protein ApDAAO-1，ApDAAO-2 and 4 mutants were expressed and purified
successfully． The apparent molecular masses of all purified proteins were about 36 kDa by SDS-PAGE． The optimum
temperature of ApDAAO-2 and 4 mutants was 30℃ similar to ApDAAO-1． ApDAAO-2 and its mutants exhibited much
broader optimal pH than ApDAAO-1，and they revealed broad substrate specificity and high specificity to D-Met (100% )
except T256K，which showed the substrate preference for D-Phe (108% ) ． For substrates D-Met and D-Phe，the second-
order rate constants kcat /Km of ApDAAO-2 and 4 mutants were several-fold higher than ApDAAO-1 and pKDAAO，
respectively． ［Conclusion］ Comparing with ApDAAO-1 and pKDAAO，ApDAAO-2 and its mutants had much broader
substrate specificity and higher catalytic efficiency，which suggested that they might have much higher commercial value．
Keywords: Arthrobacter protophormiae，D-amino acid oxidase，site-directed mutagenesis，kcat /Km
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