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摘  要 : 随着肥胖、糖尿病等代谢性疾病的发病率在全球范围急剧上升，人们对食品营养和健康等问题日益关注。

D-阿洛酮糖作为重要的天然稀有己酮糖，不仅保持良好的甜度，而且具有降血糖、降血脂、抗氧化等功效，逐渐

成为食品、保健和医疗领域的研究热点。文中阐述了 D-阿洛酮糖的主要生理功能，综述了 D-阿洛酮糖的生物合

成研究进展及其酮糖 3-差向异构酶的晶体结构，为筛选 D-阿洛酮糖的产生菌株及提高合成酶的热稳定性和转化

率提供理论指导，以满足工业化生产的需求。 
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Abstract:  As the morbidity of metabolic syndrome like obesity and diabetes increases rapidly worldwide, the issue of nutrition 

(functional food) and health has drawn more attention. D-psicose, a rare natural ketohexose, has become a hot topic in functional 

food and health-care field because of its hypoglycemic and hypolipidemic function with good sweetness. This article mainly 

discusses the functional properties and biosynthesis research progress of D-psicose, together with the crystal structure of 

ketose-3-epimerase, to provide theoretical guidance for D-psicose-producing strain screening as well as improving the 
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thermostability and catalytic efficiency of ketose-3-epimerase for industrial application. 

Keywords:  D-psicose, function, synthesis, epimerase, reactivity, stability 

随着城市化进程加快、环境污染日益严重、

人们生活方式的改变及人口老龄化，肥胖、糖尿

病等慢性代谢性疾病的发病率在全球范围急剧上

升。2016年 Lancet上发布的相关研究成果称，我

国已经超越美国成为全球肥胖人口最多的国家[1]。

肥胖症既是一个独立的疾病，又是 2 型糖尿病、

心血管病、脑卒中和多种癌症等慢性病的危险因

素，被世界卫生组织列为导致疾病负担的十大危

险因素之一。同时，国际糖尿病联合会 (IDF) 发

布，世界范围内糖尿病成年患者大约有 4.15亿名，

而我国的糖尿病患者最多，约 1.1亿 (占中国成年

人的 11.6%)，糖尿病前期人群为 4.934亿 (50.1%)。

2017年 Lancet Diabetes & Endocrinology发布数

据显示[2]，2015 年由于糖尿病造成全球经济损失

达 1.31 万亿美元，占全球 GDP 的 1.8%；其中，

间接经济损失占所有损失的 34.7%。2015年，中国

糖尿病相关的医疗花费总计 510 亿美元，居全世

界第二位，仅次于美国。糖尿病、超重/肥胖等代

谢性疾病已经成为全球性危机，而过多食用糖类、

造成能量过剩成为引起肥胖和糖尿病的一个重要

原因。因此，新型低热量甜味剂逐渐成为食品、

保健和医疗领域的研究热点之一。 

D-阿洛酮糖 (D-psicose) 是近年发现的一种

具有特殊保健功能的新型功能性单糖，其甜度相

当于蔗糖的 70%，热量相当于蔗糖的 0.3%[3]，具

有与蔗糖相近的口感及容积特性，同样可与食物

中的氨基酸或蛋白质发生美拉德反应[4]，可作为

食品中蔗糖理想的替代品[5]。2011 年 8 月，美国

食品与药物管理局 (FDA) 确定 D-阿洛酮糖为普

遍公认安全食品  (Generally regarded as safe，

GRAS)，并可作为食品或食品添加剂的组成成分[6]。

D-阿洛酮糖作为 D-果糖的差向异构体，可通过微

生物来源的酮糖 3-差向异构酶催化 D-果糖 C-3差

向异构化获得。因此，酮糖 3-差向异构酶是 D-

阿洛酮糖生物合成过程中的关键因素。 

随着越来越多微生物基因组数据的公布，为

基于酮糖 3-差向异构酶基因高效筛选 D-阿洛酮

糖产生菌提供了可能，因此越来越多不同种属来

源的 D-阿洛酮糖产生菌被报道。然而，多数酮糖

3-差向异构酶在最适反应条件下半衰期较短，同

时目前已报道的最高转化率仅为 33%。本文系统

总结了 D-阿洛酮糖的主要生理功能，旨在阐释其

广泛的应用前景，同时重点综述了 D-阿洛酮糖的

生物合成及其合成酶的晶体结构，为提高酮糖 3-

差向异构酶的热稳定性和转化率提供指导，从而

满足工业化生产的需求。 

1  D-阿洛酮糖的主要生理功能 

Tsukamoto 等[7]发现，采用大鼠静脉注射 14C

标记的 D-阿洛酮糖在肝脏、肾脏和膀胱中可检测

到较高水平，然后很快通过尿液排出体外，而大

脑中没有检测到 D-阿洛酮糖的积累。口服的 D-

阿洛酮糖由小肠吸收进入血液，然后约 70%通过

尿液排出[7]，大鼠[8]或人体[9]中小部分未被吸收的

D-阿洛酮糖会被传输到大肠，最终在盲肠中部分

发酵。研究显示，相对于高果糖浆具有引发肥胖

和糖尿病的风险，D-阿洛酮糖具有控制肥胖和糖

尿病的功效[10-11]。 

1.1  D-阿洛酮糖对脂代谢的影响 

Hossain 等[12-13]在自发的 2 型糖尿病 OLETF 

(Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) 大鼠的饮

水中添加 5%的阿洛酮糖，喂养 13 周后发现大鼠

腹部脂肪和身体脂肪重量明显比对照组降低，且

脂肪细胞小于对照组。在高脂饮食诱导的肥胖大

鼠的正常饮食中添加不同剂量的 D-阿洛酮糖，发现

体重和体内脂肪积累的量与对照组相比均有降低，
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并且降低程度对阿洛酮糖呈现剂量依赖关系[14]。给

大鼠喂食 3%阿洛酮糖 4 周，发现 D-阿洛酮糖组

大鼠有明显较低的血清胰岛素和瘦素水平，肝脏

中脂肪合成酶的活性降低，而脂肪氧化酶表达水

平上升，推测 D-阿洛酮糖能够降低脂肪积累是通

过抑制脂肪合成和提高脂肪分解速度实现的[15]。

糖尿病模型小鼠经 12 周 5% D-阿洛酮糖喂食实

验，与蔗糖组相比，小鼠体重、脂肪增量均显著

降低，基因分析显示与脂肪合成相关的 PPAR-7、

C/EBPα基因表达量下降，与炎症反应相关的 TNF-α

及 IL-6 基因表达量也出现下降[16]。Han 等[17]的研

究发现，5%的饮食 D-阿洛酮糖能通过降低小肠中

脂调控相关基因表达，下调肝脏中脂肪酸合酶和

β-氧化的活性，降低血浆及肝脏脂质含量提高粪

脂，最终使食源性肥胖的代谢状态正常化。Kimura

等[18]在健康人群中进行的实验发现，餐前摄入少

量 D-阿洛酮糖 (5 g) 可起到增强餐后脂肪氧化

和降低碳水化合物氧化的效果。因此，阿洛酮糖

被认为具有抵抗肥胖的潜力。 

1.2  D-阿洛酮糖对血糖代谢的影响 

多项研究表明，D-阿洛酮糖具有降血糖的功

效 [19-20]。雄性大鼠喂食蔗糖、麦芽糖或可溶性

淀粉，同时按千分之一添加 D-阿洛酮糖或 D-果

糖，结果发现阿洛酮糖能抑制血浆中的葡萄糖浓

度；在大鼠实验中发现，阿洛酮糖口服后会经过

小肠吸收进入血液，然后由肾脏排出，不会引起

血糖波动，还能够抑制 α-葡萄糖苷酶的活性[20]。

以健康人群为受试对象，食用 5 g阿洛酮糖可显

著抑制摄入 75 g 麦芽糊精后导致的血糖上升，

同时单独摄入 5 g阿洛酮糖对血糖和胰岛素水平

没有影响，说明阿洛酮糖不会诱发低血糖 [19]。

从预防糖尿病的角度出发，以边缘性糖尿病病人

为对象，同样发现阿洛酮糖对餐后血糖有明显的

抑制效果，并且没有副作用 [21]。Hossain 等 [22]

开展的人群试验同样证明，阿洛酮糖能降低正常

人和边缘糖尿病人的餐后血糖水平，并且具有剂

量依赖性。 

1.3  D-阿洛酮糖抗糖尿病的机理 

Hossain等[10]开展的 OLETF大鼠实验显示，

阿洛酮糖组餐后血糖、体重和脂肪得到有效控制，

免疫组化结果表明，阿洛酮糖可诱导肝葡糖激酶

表达，从而提高肝糖原合成。进一步研究发现，

阿洛酮糖可减缓 β胰岛细胞的纤维化[13]。将实验

时间延长至 60周，结果发现 D-阿洛酮糖的抗 2型

糖尿病效果主要是通过维持血糖水平、降低体重

增长、控制餐后血糖、减少炎症反应、降低糖化

血红蛋白水平实现的[10]。Shintani 等[11]用 Wistar

大鼠进行连续 10周喂食实验，结果显示，在 30– 

90 min 间阿洛酮糖组胰岛素水平明显较低；在

90–180 min 之间阿洛酮糖组的血糖水平显著降

低，阿洛酮糖组的肝糖原水平 3 倍于对照组，并

且肝葡糖激酶核输出显著增加，说明阿洛酮糖可

以通过增强葡糖激酶的核输出维持机体正常葡萄

糖耐量和胰岛素敏感性。另外，D-阿洛酮糖通过

清除活性氧自由基而表现较高的抗氧化作用[23]，

从而降低胰岛 β 细胞的氧化损伤。近期，日本

Iwasaki 等[24]的研究团队在健康小鼠和肥胖糖尿

病模型小鼠中的实验发现，服用 D-阿洛酮糖能够

促进 GLP-1的释放并通过 GLP-1受体信号影响迷

走传入神经，起到抑制食量和高血糖症的效果，

并且效果与摄入的时间有关。 

研究显示，D-阿洛酮糖可以通过多种途径预

防肥胖和 2型糖尿病 (图 1)[22]。由肥胖导致的 2型

糖尿病机体内，脂肪组织增大伴随着炎症巨噬细

胞的浸润，随之释放巨噬细胞和脂肪细胞中的炎

性细胞因子。此外，在高血糖状态下，胰腺 β 细

胞被迫产生更多的胰岛素来抑制血糖升高，从而

导致胰岛肥大进而发展成 β 细胞损伤以及随后的

葡萄糖不耐受和 2 型糖尿病，同时，肝脏的葡萄

糖输出量增加，而脂肪组织和骨骼肌的葡萄糖利

用率降低。而 D-阿洛酮糖可以抑制脂肪合成和炎

症反应相关基因的表达，保护胰岛细胞免受高血 
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图 1  D-阿洛酮糖抗糖尿病和抗肥胖作用示意图 [22] 

Fig. 1  Anti-diabetes and anti-obesity actions of 
D-psicose[22]. 

 
糖引起的损伤，促使胰岛素正常分泌，维持血液

中正常的胰岛素水平，降低肠道对葡萄糖的吸收，

并且增加脂肪和肌肉组织对葡萄糖的摄取，从而

实现控制体重和预防糖尿病的作用。 

2  D-阿洛酮糖的生物合成研究进展 

化学法制备 D-阿洛酮糖由于产物纯化步骤

繁复、化学污染严重和副产物杂多等原因，尚未

取得突破性进展。1990年，日本香川大学 (Kagawa 

University) Izumori 团队发现，产碱杆菌属细菌

A1caligenes sp．可以生产 D-阿洛酮糖，开辟了生

物法制备 D-阿洛酮糖的先河[25]。生物转化方法因

反应单一、纯化步骤简单等优点，逐渐成为生产

D-阿洛酮糖的主要策略。其中，酮糖 3-差向异构

酶作为 D-阿洛酮糖生物转化的重要催化剂，可催

化 D-果糖与 D-阿洛酮糖 (图 2) 及 D-塔格糖与

D-山梨糖之间的相互转化。不同微生物来源的异

构酶具有不同的底物特异性，主要分为：D-塔格

糖 3-差向异构酶 (D-tagatose 3-epimerase，DTEase) 

和D-阿洛酮糖 3-差向异构酶 (D-psicose 3-epimerase，

DPEase)。表 1总结了不同菌株来源酮糖 3-差向异

构酶的反应情况。 

 
 

图 2  酶催化 D-果糖与 D-阿洛酮糖间的转化 

Fig. 2  Enzymatic conversion between D-fructose and 
D-psicose. 

 
2.1  D-塔格糖 3-差向异构酶 

Izumori 团队首次报道了菊芋假单胞菌 

Pseudomonas cichorii来源的 DTEase，并将其生物

合成基因克隆到大肠杆菌 Escherichia coli JMl09

中表达 [26]。通过工艺优化  (以 chitopearl beads

为载体)，结合离子交换，可使酶的结合效率达

到 90%，装柱后在 pH 7.0，温度 45 ℃条件下，

以 60%的 D-果糖为底物，转化率可达 25%[27]。

类球红菌 Rhodobacter sphaeroides SK011来源的

DTEase以 D-果糖为底物，最终比活性为 13.4 U/mg，

其最适反应条件为 pH 9.0，温度 40 ℃，不需要金

属离子，相反，添加 Zn2+或 Cu2+会显著降低其活

性[28]。Zhang等[29]将闪烁梭菌 Clostridium scindens 

ATCC 35704来源的 DTEase基因克隆转入 E. coli 

BL2 (DE3) 中，得到的重组酶在 pH 7.5和 60 ℃条

件下，D-阿洛酮糖转化率为 28%。Yoshihara 等[30]

发现球形节杆菌 Arthrobacter globiformis M30，作

为 GRAS 菌株，能够表达催化 D-果糖和 D-阿洛

酮糖转化的 C-3 差向异构酶，其耐热性较高，最

适温度为 70 ℃。 

2.2  D-阿洛酮糖 3-差向异构酶 

2006 年，韩国世宗大学 Oh 团队从根癌农杆

菌 Agrobacterium tumefaciens 中得到的 DTEase

对 D-阿洛酮糖具有较强的特异性，因此被命名为

DPEase。利用大肠杆菌表达该 dpe基因，以 700 g/L 

D-果糖为底物，在 50 ℃、pH 8.0、添加 Mn2+

的条件下反应 100 min 后，D-阿洛酮糖浓度达到
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230 g/L，转化效率为 32.9%[31]。2011年该团队利

用易错 PCR 技术构建了 DPEase 的双突变株 

(I33L-S213C)，其在 50 ℃条件下的半衰期提高了

29.9 倍[32]。2016 年，Park 等[33]利用该突变株的

重组大肠杆菌，采用 60 ℃和 pH 8.5的反应条件，

利用 4 g/L细胞浓度，在 40 min后可将 700 g/L  

D-果糖转化为 230 g/L的 D-阿洛酮糖，转化率为

33% (W/W)，生产速率为 345 g/(L·h)，比生产率为   

86.2 g/(g·h)，这是目前为止报道的最高转化率及

生产率。 

Mu等[34]从解纤维梭菌 Clostridium cellulolyticum 

H10 (ATCC 35319) 中克隆得到的木糖异构酶结

构域 TIM barrel蛋白编码基因可在大肠杆菌体内

表达。经镍亲合层析纯化和酶活检测证明该酶具

有 DPEase 活性，且其最适温度为 55 ℃，最适

pH 为 8.0，反应转化率最高可达 32%。此外，该

酶在 60 ℃高温条件下，加入 Co2+后半衰期可达

6.8 h。Li等[35]将解纤维梭菌 H10来源的 DPEase

基因克隆至枯草芽胞杆菌 Bcillus subtilis WB600，

结果显示该重组蛋白具有可溶性、高活性并可高

效表达，其最适温度为 50 ℃，酶活反应同样不依

赖金属离子 (转化率为 27.61%±0.53%)。无金属离

子的情况下，35 ℃ 时该酶非常稳定，但在 50 ℃

处理 30 min，其活性降低 50%；额外添加 1 mmol/L 

Co2+，50 ℃条件下半衰期延长至 265 min。因此，

说明 Co2+对于催化反应是非必需的，但可提高

DPEase的热稳定性。 

瘤胃球菌  Ruminococcus sp.来源的 DPEase

基因结合芽孢杆菌来源的D-葡萄糖异构酶 (BGI) 

基因，在大肠杆菌 Escherichia coli BL21内成功构

建了共表达体系，完成了从 D-葡萄糖转化形成

D-阿洛酮糖的一步法双酶偶联反应。结果表明，

BGI 和 DPE 共表达体系在 65 ℃、pH 7.0 以及

Mg2+存在的条件下，以高果糖浆  (High-fructose 

corn syrup，HFCS) 为底物，反应达到平衡时，HFCS

中的葡萄糖、果糖和 D-阿洛酮糖的摩尔比为

3.0∶2.7∶1.0，D-阿洛酮糖的产量为 135 g/L，占

总糖浆的 15%[36]。随后，该研究团队以谷氨酸棒

状杆菌为底盘，设计并构建重组途径，利用甘油

和葡萄糖为底物，合成山梨糖、阿洛酮糖以及蒜糖

醇等稀少糖[37-38]。Li等[39]将瘤胃菌来源的 DPEase

基因转入食品级宿主短小芽胞杆菌 B. pumilus，并

实现该酶的高效表达，其比活性为 58.6 U/mL，高

于大肠杆菌体内的表达效果。同时采用固定化酶、

模拟移动床分离技术以及结晶，获得纯度 99.1%的

D-阿洛酮糖。 

其他菌株如 Desmospora sp. 8437[40]、鲍氏梭

菌 Clostridium bolteae ATCC BAA-613[36]、密螺旋

体属细菌 Treponema primitia ZAS-1[41]、伯克霍尔

德氏菌  Burkholderia sp. MR1[42]和普氏梭杆菌 

Flavonifractor plautii[43]均被报道具有 DPEase 活

性。Jia 等[36]对鲍氏梭菌 ATCC BAA-613 进行全

细胞反应，确定该菌株具有催化 D-果糖差向异构

生成 D-阿洛酮糖的能力，同时将 DPEase 基因转

入枯草芽孢杆菌 WB800中表达，无需外源添加诱

导剂即可产生 DPEase。当反应进行 18 h 时，酶

活可达 6.8 U/mL，其最适 pH为 7.0，最适温度为

55 ℃。Zhang 等[40]利用 Desmospora sp.来源的

DPEase，以 500 g/L 的 D-果糖为底物，可获得 

142.5 g/L的 D-阿洛酮糖。Treponema primitia来

源的 DPEase在最适条件 (pH 8.0，70 ℃) 下，利

用同样的底物浓度 (500 g/L)，D-阿洛酮糖的产量

为 137.5 g/L[41]。 

2.3  其他酮糖 3-差向异构酶 

2007 年，Oh 研究团队从土壤中筛选得到一

株可转化 D-果糖生产 D-阿洛酮糖的根瘤属细菌 

Sinorhizobium，发现其细胞粗提物在催化反应中

显示出不同于 DTEase和 DPEase的性质，推测使

D-果糖发生差向异构反应产生 D-阿洛酮糖的酶

可能是酮糖 3-差向异构酶家族的新成员。利用该

根瘤菌渗透化细胞，在 pH 为 8.5、温度为 40 ℃

以及 60 mg/mL的细胞浓度下全细胞转化 15 h后， 
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表 1  不同微生物来源酮糖 3-差向异构酶的比较 

Table 1  Comparison of DTEase family enzymes isolated from different bacteria 
DTEase 
family 

Strain of  
enzyme source 

Optimal 
pH 

Optimal  
temperature (°C)

Metal  
ion 

D-Psicose/D-fructose
equilibrium ratio 

Half-life Reference

DPE C. cellulolyticum 8.0  55 Co2+ 32:68 (55 °C) 9.5 h (55 °C) [34] 

C. bolteae 7.0  55 Co2+ 31:69 (55 °C) 2.6 h (55 °C) [36] 

Ruminococcus sp. 7.5–8.0 60 – 28:72 (60 °C) 1.6 h (60 °C) [36] 

A. tumefaciens 8.0  50 Mn2+ 32:68 (30 °C) 63.5 min (50 °C) [31] 

Desmospora sp. 7.5 60 Co2+ 30:70 (60 °C) 2 h (50 °C) [40] 

T. primitia 8.0 70 Co2+ 28:72 (70 °C) 50 °C, 7% after 4 h [41] 

Burkholderia sp. 5.0–9.0 65 Co2+ 30:70 (60 °C) Not reported [42] 

F. plautii 7.0 65 Mn2+, Co2+, Ni2+ 33: 67 (60 °C, 18 h) >4.2 h (55 °C) [43] 

DTE P. cichorii 7.5 60 Mn2+ 20:80 (30 °C) 1 h (50 °C) [26] 

R. sphaeroides 9.0 40 – 23:77 (40 °C) Not reported [28] 

C. scindens 7.5  60 Mn2+ 28:72 (50 °C) 1.8 h (50 °C) [29] 

A. globiformis 7.0–8.0 70 Mg2+ 24:76 (30 °C) 
27:73 (70 °C) 

Immobilized  
DTE 136 d 

[30] 

 
D-果糖的转化率为 70%[44]。近年来，测序技术的

快速发展为 DTEase 同系物的快速筛选奠定了基

础，特别是为筛选热稳定性强的异构酶提供了指

导。热稳定性酶参与机体碳源代谢，能够很好地

应用于工业化生产[45]。Sakuraba等[46]筛选得到极

端嗜热菌海栖热袍菌 Thermotoga maritima来源的

D-塔格糖 3-差向异构酶相关的蛋白 (TM0416p)，

其单体的主体结构与菊芋假单胞菌来源的 DTEase

和根癌农杆菌来源的 DTEase具有一定的相似性，

但表现特殊的溶剂和底物结合区域，从而缺乏一

个可覆盖活性位点间隙的 α-螺旋。另外，围绕底

物营造疏水环境的残基与上述两个酶也完全不

同。因此，推测 TM0416p和其他酮糖 3-差向异构

酶具有本质的区别。 

除此之外，专利中也报道一些可将果糖转化为

D-阿洛酮糖的 3-差向异构酶。例如，安信惠等[47]

公布了一种使用粘着剑菌 Ensifer adhaerens 菌株

SYG29生产 D-阿洛酮糖的方法。利用该细胞、细

胞培养物或细胞裂解物，其最适 pH 为 7.0–9.0，

在 60 ℃条件下细胞细胞活性半衰期为 7.6 h，添

加 Mn2+和 Co2+转化活性相对较高。在 70 ℃反应

6 h后，最大 D-阿洛酮糖的转化率约为 26%。 

3  酮糖 3-差向异构酶的晶体结构 

目前已知晶体结构的具有将果糖转化成阿洛酮

糖功能的差向异构酶有 3 种，分别是来源于根癌农

杆菌的 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶 (AtDPEase)[48]、

来源于解纤维梭菌的 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶

CCH10DPEase[49]以及菊芋假单胞菌的 D-塔格糖

3-差向异构酶 (PcDTEase)[50]。本文结合 3个酶的结

构，对其序列、整体结构、活性中心、底物结合、

催化机理及底物选择性等方面进行了比较和分析。 

3.1  序列分析 

多重序列比对结果表明， AtDPEase、

CCH10DPEase和 PcDTEase具有高度的序列一致

性 (图 3)，其中 AtDPEase 与 CCH10DPEase 和

PcDTEase 的序列一致性分别为 61%和 40%，活

性位点残基  (包括金属结合位点和底物结合位

点) 高度保守。 
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图 3  CCH10DPEase、PcDTEase 和 AtDPEase 的多重序列比对结果 

Fig. 3  Multiple sequence alignment of AtDPEase, CCH10DPEase and PcDTEase. The residues in red enclosed in a 
blut box are highly conserved and those with a red background are identical. Sequence numbering is based on 
AtDPEase, and its secondary structure elements are shown for their corresponding sequences. The filled triangles, open 
lozenges and filled circles represent the residues involved in the dimeric interface, the tetrameric interface and metal 
binding, respectively. The sequences of AtDPEase, CCH10DPEase and PcDTEase were downloaded from NCBI 
database and their GenBank numbers were AAK88700.1, B8I944.1 and BAA24429.1, respectively. Alignments were 
implemented by ESPript 3.0[51]. 

 
3.2  整体结构比较 

如图 4A所示，AtDPEase、CCH10DPEase和

PcDTEase 在溶液中都是以不对称的四聚体形式

存在。AtDPEase 与 CCH10DPEase 的单体和二聚

体的聚合方式相似，而 PcDTEase 与这两个酶不

同，两个二聚体之间形成一个 15°的夹角，使得

PcDTEase内二聚体的相互作用区域变大，而这个

大的内亚基相互作用区域使得 PcDTEase 的结构

比 AtDPEase 和 CCH10DPEase 更稳定，导致

PcDTEase的热稳定性更高。因此，PcDTEase的最适

反应温度为 60 ℃，而 AtDPEase 和 CCH10DPEase

的最适反应温度分别为 50 ℃和 55 ℃。 

图 4B显示了 CCH10DPEase的亚基 A (绿色) 

和亚基 D (黄色) 之间形成的二聚体界面，其中形
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成主要相互作用的有 11 个氨基酸残基 (Y116、

K122、R154、N188、E190、D192、N214、K216、

R222、W260和 R261)，这些残基能够在两个亚基

之间形成直接的氢键作用，共形成了 34个氢键。

如图 3 所示，这些氨基酸残基在 3 个酶中也高度

保守。 

如图 4C所示，CCH10DPEase和 PcDTEase的

每个亚基都是由 11 个 α 螺旋和 8 个 β 折叠形成一

个(β/α)8 的 TIM-桶结构；而 AtDPEase 的亚基是 

由 12个 α螺旋和 8个 β折叠形成一个(β/α)8的 TIM-

桶结构。此外，结构显示，CCH10DPEase、PcDTEase

和 AtDPEase的活性中心都含有一个金属离子。 

3.3  金属结合位点比较 

三种酶在催化过程中都需要金属离子，金属

离子在酶中以扭曲的八面体形式存在，通过 6 个

配位键与酶形成相互作用。金属离子与 4 个保守

的氨基酸残基 (E150、D183、H209和 E244) 和 2

个水分子形成相互作用 (图 3和图 5)。 

 

 
 

图 4  CCH10DPEase、PcDTEase 和 AtDPEase 的晶体结构 

Fig. 4  Structures of CCH10DPEase, PcDTEase and AtDPEase. (A) Stereoscopic view of the overall structure of 
CCH10DPEase, PcDTEase and AtDPEase. (B) The residues at the interface between MolA and MolD are shown as stick 
in green and yellow, respectively[49]. (C) Subunit TIM-barrel fold of CCH10DPEase, PcDTEase and AtDPEase. 
α-Helices numbered from α1 to α8 and β-strands numbered from β1 to β8 are indicated by blue and purple, respectively. 
Mn2+ is shown in a blue sphere. The structure of AtDPEase, CCH10DPEase and PcDTEase were downloaded from PDB 
database and their PDB numbers were 2hk0, 2ou4 and 3vni, respectively. Crystal structure was visualized by PyMol[48].  
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图 5  CCH10DPEase、PcDTEase 和 AtDPEase 的金属结合位点结构 

Fig. 5  Stereoscopic view of the metal-binding site of CCH10DPEase, PcDTEase and AtDPEase. The ions are shown as 
blue spheres and the water molecules red. Selected interactions among amino acid residues, ions and water molecules 
are indicated by dashed lines. Crystal structure was visualized by PyMol[48]. 

 
 

3.4  催化活性位点比较 

CCH10DPEase、PcDTEase和 AtDPEase与底

物 D-果糖的复合物结构叠加图见图 6。D-果糖

O1、O2和 O3与 3种酶的相互作用很相似，在 4、

5和 6位发现明显的差异。由于电子云密度较弱，

虽然很难比较这 3 个位点分子构象的细节变化， 
 

 
 

图 6  CCH10DPEase、PcDTEase 和 AtDPEase 与 D-

果糖复合物的结构叠加图[48] 

Fig. 6  Stereoscopic view of the superimposed 
D-fructose-binding structure of PcDTEase (yellow and 
yellow labels), CCH10DPEase (pink and pink labels) and 
AtDPEase (green and green labels). The structure of 
AtDPEase, CCH10DPEase and PcDTEase with 
D-fructose were downloaded from PDB database and 
their PDB numbers were 2hk1, 2qun and 3vnk, 
respectively. Crystal structure was visualized by 
PyMol[48]. 

但是仍然能够比较出底物的位置。CCH10DPEase

与 AtDPEase 类似，在这两个酶中，D-果糖的 O6

与主链 Ile66 和 Ala107 形成氢键。在 PcDTEase

中，D-果糖相对于其他两个酶的构象，围绕 C2发

生逆时针 20°的旋转，并且位于疏水口袋的中心，

与 Cys66形成氢键作用。在 PcDTEase中，D-果糖

避免了与 Leu108 (CCH10DPEase与 AtDPEase中的

Ala107) 形成短相互作用，并且在Leu108的反向，

CCH10DPEase与 AtDPEase的 Tyr6伸向结合在活

性口袋中的底物。因此，PcDTEase与 CCH10DPEase

和 AtDPEase疏水口袋的形状和疏水性不同，分别

是 Phe7/Tyr6、Cys66/Gly65和 Leu108/Ala107。因

此，PcDTEase 与 CCH10DPEase 和 AtDPEase 具

有不同的底物特异性和亲和性。 

基于晶体结构及序列比对的结果，3 种酶具有

相似的催化机制。Chan等[49]推测 CCH10DPEase催

化机制如图 7 所示：首先，其中一个 Glu 残基 

(E150和 E244) 与 Mn离子结合，然后移除 C3的

质子，产生一个 cis-enediolate中间体，最后另外

一个 Glu 残基从相反方向将 C3 重新质子化，完

成两者之间的转化。综上，通过对酮糖 3-差向异

构酶结构的解析，为基于蛋白质工程技术，提高

酶的活性及 D-果糖生成 D-阿洛酮糖的转化效率

提供重要理论依据。 
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图 7  推测的阿洛酮糖差向异构酶的催化机制[49] 

Fig. 7  The presumed catalytic mechanism of 
DPEase[49]. 

 

4  讨论 

动物实验显示，绝大多数 D-阿洛酮糖不被机

体吸收，但可通过多种途径介导机体的脂代谢、

血糖代谢以及抗氧化作用，从而减少体内脂肪沉

积，降低血糖水平[7,10-20]。然而被机体吸收的 D-

阿洛酮糖在肠道内的代谢方式，以及 D-阿洛酮糖

对人体各项机能的影响还有待进一步研究。随着

对下游 D-阿洛酮糖应用研究的逐渐深入，上游

D-阿洛酮糖的高效生物合成也一直是研究者的目

标。国内关于 D-阿洛酮糖的研究工作起步较晚，

主要进行了菌种筛选、酶基因克隆和酶的固定化

研究等。由于酶的高度选择性、特异性以及反应

温和和环境友好等特点，使得生物催化方法较化

学合成方法制备 D-阿洛酮糖具有较明显的优势。

针对 D-阿洛酮糖的生物合成需解决以下 3个方面

的关键问题：第一，目前报道的酮糖 3-差向异构

酶产生菌多不是 GRAS，可能存在安全隐患，因

此需要将相关的酶转入 GRAS宿主并实现高效表

达。目前，本实验室利用 Huang等[52]建立的枯草

芽孢杆菌表达系统，可实现外源 DPEase 基因的

高效表达 (未发表)。第二，生物合成过程多涉及

两种糖之间差向异构化的化学平衡问题，因而可

能会面临产率较低或分离纯化难等问题。鉴于此，

可采用双酶偶联或工艺改善等手段，提高生产效

率和效益。第三，现有的差向异构酶在最适反应

条件下热稳定性较低。可通过在自然界极端环境

筛选优良菌株，或结合酮糖 3-差向异构酶家族晶

体结构的信息，进行基因改造，改善酶的反应活

性和热稳定性。王小艳等[53]基于 PGUS-P 模拟结

构分析，采用半理性方法设计并通过定点突变引

入新的 N-糖基化位点，经毕赤酵母重组表达后得

到了系列糖基化突变酶，显示其对底物甘草酸的

亲和力和催化效率均得到提高，同时热稳定性也

得到显著改善。综上，为满足 D-阿洛酮糖的工业

化生产需求，采用生物技术与工艺过程优化等多

种方式相结合的策略，着力解决上述关键问题。 

5  展望 

随着经济水平的提高，居民的膳食结构发生

变化，肥胖、糖尿病、高血糖、高血脂等慢性病

在全球范围内大流行[1]。因此，人们在饮食中越

来越注重糖分的“健康摄取”，促使低热量甜味剂

展示了广阔的应用前景。2011 年 FDA 认可甜味

剂 D-阿洛酮糖可以作为食品添加剂使用[6]。自此，

D-阿洛酮糖得到了迅速发展，国外市场上出现了

多种含 D-阿洛酮糖的产品。尽管我国对 D-阿洛酮

糖的研究起步较晚，市场尚未开发，但随着对其

生理功能研究和临床试验探索的逐步深入，D-阿

洛酮糖将具有更加广泛的市场价值。同时，随着

合成生物学、基因工程、代谢工程和测序技术的

发展，结合本单位已建立的商品糖生产线，为 D-

阿洛酮糖的工业生产提供了可能，从而填补国内

空白。 
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