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摘  要：为了探究甲醛对甲醛裂合酶的影响及导致该酶失活的原因，将甲醛裂合酶与不同浓度甲醛溶液(300 mmol/L

和 1 mol/L)孵育不同时间(1 h、2 h 和 3 h)后检测该酶的活性，再将孵育后的甲醛裂合酶进行液相色谱–串联质谱(LC-

MS/MS)检测，分析甲醛对该酶的修饰/交联位点。结果表明：在甲醛溶液中孵育后的甲醛裂合酶存在明显的交联和结

构修饰现象，且甲醛浓度越高孵育时间越长，酶的交联程度越高；使用 LC-MS/MS 分析确定了甲醛裂合酶 N186、K228

两个甲醛修饰位点以及潜在的甲醛交联片段。甲醛分子通过与天冬酰胺、赖氨酸等氨基酸发生交联反应，破坏其局部

结构并改变整体的聚集状态，从而使其失活。本研究为提高甲醛裂合酶的甲醛耐受性提供了潜在半理性设计的改造位

点和思路。 
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Abstract：To investigate the effect of formaldehyde on formolase and the cause of its inactivation，in our present study for-

molase was incubated with different concentrations of formaldehyde(300 mmol/L，1 mol/L)for different time(1 hour，

2 hours and 3 hours). Subsequently，the residual activity of formolase was detected and the modified and cross-linked sites of 

formolase were detected by liquid chromatography-tandem mass spectrometry(LC-MS/MS). The results showed that there 

was a significant cross-linking and modification phenomenon of formolase after incubation with formaldehyde，and the 

higher of the formaldehyde concentration and the longer the incubation time，the higher degree of cross-linking of formolase. 

Two formaldehyde modification sites(N186 and K228)of formolase and potential formaldehyde cross-linked fragments were 

identified with LC-MS/MS. Through the cross-linking reaction with such amino acids as asparagine and lysine ，

formaldehyde destroyed its local structure and changed the overall aggregation state，thus making it inactive. This finding 

might be also beneficial for providing semi-rational design sites for improving formaldehyde tolerance of formolase. 
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甲醛作为最小的醛类物质[1]，化学性质活泼，能

够依靠唯一的活性基团与多种氨基酸发生反应。甲

醛作为一种常用的羟基交联剂，具有广泛的应用范

围，在蛋白质–蛋白质和蛋白质–核酸之间均可形成共

价键[2-3]。甲醛作为一种零臂长的强力交联剂应用于

化学交联中，主要有两方面的优势：一方面，甲醛相

对分子质量很小，可以快速穿透细胞膜和核膜[4]，在

生理条件下稳定瞬时的、微弱的蛋白质相互作用，也

可以用于染色体免疫共沉淀中固定蛋白质–DNA 的

相互作用[1]；另一方面，甲醛交联反应可在 95 ℃、酸

性条件下实现可逆交联[5-6]。 

甲醛交联机制如图 1 所示，甲醛与蛋白质的交联

一般分两步进行[1]：第一步，甲醛与蛋白质中较强的

亲核基团(常见的是赖氨酸氨基)发生反应，形成一种

甲基中间体(羟甲基加合物)，这一中间体经过部分脱

水产生不稳定的席夫碱；第二步，席夫碱与氨基酸残

基的亲核基团形成交联，产生交联产物。Li 等[7]将甲

醛与天然肽段孵育并进行了甲醛交联分子机制的研

究。甲醛与氨基酸残基是否发生交联，除了与氨基酸

残基的种类有关，同时还与两个氨基酸残基之间的距

离有关。甲醛能够交联一定范围内的两个性质较活

泼的氨基酸残基，在不同距离上，甲醛也倾向于与不

同氨基酸残基发生交联。Metz 等[8]基于甲醛交联的

原理，对白喉毒素的甲醛修饰位点进行了分析，并解

释了甲醛灭活病毒的分子机理，在研究中发现白喉毒

素结合腔以及受体结合部位都发生了甲醛的分子内

交联或者修饰，同时 A 片段和 B 片段之间也发生了

交联，在这些位点发生的变化均促使了白喉毒素的失

活。Michiels 等[9]探究了甲醛对赖氨酸残基的修饰 

作用，并将得到的甲醛交联或修饰特性应用于疫苗 

研发。 

甲醛裂合酶[10-11]是经人工理性和半理性设计的

酶，通过对活性中心附近的氨基酸残基进行改造，从

而改变其活性口袋的大小，使其具有了能够催化三分

子非天然底物甲醛生成 1，3-二羟基丙酮的新活性。

一碳化合物的转化利用是当今研究的热点，将甲醛裂

合酶和其他酶进行酶联反应或者化学酶联反应，实现

了甲醛的综合转化利用，生成大宗化学品前体物质、

高附加值糖[12-15]，甚至实现了二氧化碳到淀粉的人

工合成[16]。但是，在反应过程中，由于甲醛既是甲醛

裂合酶的底物，同时又是一种常用的化学交联剂，甲

醛能够使该酶的氨基酸残基发生化学修饰，在氨基酸

残基之间发生交联反应，所以导致了酶的结构被破坏

和酶活性的损失。已报道的甲醛裂合酶的甲醛耐受

性均不理想，因此亟须研究甲醛对甲醛裂合酶结构的

修饰和破坏机理。 

 

图 1 甲醛交联机制 

Fig. 1 Mechanism of formaldehyde cross-linking 

本文研究了甲醛对甲醛裂合酶的修饰和破坏作

用，利用液相色谱–串联质谱(LC-MS/MS)检测，分析

了甲醛对甲醛裂合酶的修饰位点，旨在为提高甲醛裂

合酶的催化活性及甲醛耐受性提供新思路。 

1 材料与方法 

1.1 试剂与仪器 

甲醛裂合酶，本课题组提供；NH4HCO3、碘乙酰

胺，Sigma 公司，Na2HPO4、NaH2PO4、36% 甲醛溶液、

NaCl，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；咪唑，北

京索莱宝科技有限公司；乙腈，Merk 公司；二硫苏糖

醇(DTT)、BCA 蛋白定量检测试剂盒，生工生物工程

(上海)股份有限公司；胰蛋白酶，Promega 公司；甲

酸，Fluka公司。 

TripleTOF 5600 型纳升级超高效液相色谱-质谱

联用仪，ABSciex 公司；AKTA go 型蛋白质纯化仪，

Cytiva 公司；JN-3000plus 型高压均质机，基因有限

公司。 

1.2 甲醛裂合酶的表达与纯化 

将表达甲醛裂合酶(benzoylformate decarboxy-

lase，BFD)
[12]的菌株在含有 50 µg/mL 硫酸卡那霉素

的 LB 固体培养基上划线，37 ℃过夜培养并挑取单克

隆接种到 20 mL含有 50 µg/mL硫酸卡那霉素的新鲜

LB 培养基中，37 ℃、220 r/min 过夜培养。按 1% 的比

例将种子液转接到 600 mL 新鲜 LB-Kan 培养基中，

37 ℃培养至吸光度为 0.6～0.8，加入 0.1 mmol/L 异

丙基硫代半乳糖苷(isopropyl β-D-thiogalactoside，

IPTG)，30 ℃诱导表达 24 h。培养结束后收集菌体，

用磷酸钠缓冲液(50 mmol/L Na2HPO4、50 mmol/L  
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NaH2PO4、5 mmol/L MgSO4)将菌体重悬并用高压均

质机破碎细胞，细胞破碎上清液用带有 Ni
2+亲和层析

柱的蛋白质纯化仪对胞内酶进行蛋白质纯化及脱盐。 

1.3 甲醛裂合酶的甲醛溶液孵育 

使用 BCA 蛋白定量检测试剂盒对 BFD 进行定

量，并用 pH 7.4 的磷酸钠缓冲液稀释至 3 mg/mL。

3 mg/mL 甲 醛 裂 合 酶 与 等 体 积 的 甲 醛 溶 液

(600 mmol/L、2 mol/L)在 30 ℃、1 000 r/min 条件下振

荡孵育(1 h、2 h、3 h)，其中以不加甲醛溶液为对照。

甲醛裂合酶与甲醛溶液孵育结束后进行 SDS 聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测。 

1.4 BFD活性检测 

BFD 活性采用酶联反应的方法进行检测。半乳

糖氧化酶能够催化 1，3-二羟基丙酮产生过氧化氢，

与辣根过氧化物酶进行酶联反应，催化 ABTS 和过

氧化氢生成 ABTS·
+和水，ABTS·

+为绿色化合物，在

410 nm 波长处有最大吸光度。绘制 410 nm 条件下不

同浓度的 1，3-二羟基丙酮的动力学曲线并计算斜率

得到标准曲线。将与甲醛孵育后的 BFD 超滤，去除

甲醛溶液，定量为 3 mg/mL，再分别与 300 mmol/L 甲

醛溶液和 1 mol/L 甲醛溶液反应 1、2、3 h，以上述方

法检测 1，3-二羟基丙酮的产量。 

1.5 甲醛修饰位点的确定 

1.5.1 样品的制备 

设置 2组实验，将 BFD 分别与 300 mmol/L 甲醛

溶液、不含甲醛的磷酸钠缓冲液孵育 3 h 后进行

SDS-PAGE 分析。为了分析甲醛对 BFD 活性的影

响，切下蛋白胶中相对分子质量为 4.8×10
4～6.3×10

4

的蛋白质条带进行 LC-MS/MS 分析。 

将蛋白胶切成小块置于 EP 管中，加入脱色液对

胶进行脱色，用乙腈干燥胶块，重复以上两个步骤

2～3 次；加入 25 mmol/L DTT 溶液(含 50 mmol/L 

NH4HCO3)，97 ℃加热 10 min，用乙腈清洗、脱水 2

次；加入 55 mmol/L 碘乙酰胺溶液，常温反 应

40 min，用乙腈清洗、脱水 2 次；加入胰蛋白酶，37 ℃

孵育 12～16 h。 

1.5.2 LC-MS/MS 分析 

纳升级超高效液相色谱-质谱联用仪检测部分由

中国科学院天津工业生物技术研究所系统生物学中

心完成，具体检测方法参考文献[17]。 

1.5.3 pLink 数据分析 

pLink 是用于交联肽的蛋白质组学鉴定的具有系

统评价性的高速搜索引擎[18]。在 pLink 交联剂数据

库中，根据文献中提到的甲醛交联机制[7-9]，新建 4 种

甲醛交联剂 FA(K-W)、FA(K-K)、FA(K-R)、FA(K-

Y)。K-W、K-Y 两种交联形式交联后，相对分子质量

增加 12.000；K-K、K-R 两种交联形式交联后，相对分

子质量增加 24.000；4 种交联剂若发生 mono-link，相

对分子质量增加 12.000(等同于席夫碱修饰)。在

pLink 数据库中新建甲醛修饰选项，其中羟甲基修饰

的相对分子质量是 30.011，可修饰位点为 K、Q、H、

W、N 的 5 个氨基酸残基。更新搜索引擎数据库后，

将 LC-MS/MS 得到的 mgf 文件提交到 pLink 中，然

后在 UniProt 数据库(https：//www.uniprot.org/)中搜

索大肠杆菌(E. coli)BL21 的蛋白质组，并将 BFD 氨

基酸序列加到蛋白质组中。将 fasta文件提交到 pLink

中，选择胰蛋白酶进行酶切，修饰类型为脲甲基

(Carbamidomethyl 半胱氨酸)、乙酰基(Acetyl 蛋白

N 末端)、氧化(Oxidation 甲硫氨酸)以及羟甲基修

饰，提交相关参数后，使用 pLink 搜索引擎自动搜索

交联位点以及修饰位点。 

2 结果与分析 

2.1 BFD的纯化 

收集表达 BFD 的菌体并用蛋白质纯化仪进行镍

柱亲和纯化，纯化后使用 BCA 蛋白定量检测试剂盒

将蛋白质量浓度定为 3 mg/mL，用 SDS-PAGE 检测

酶的纯度，如图(2)所示。BFD 的理论相对分子质量

为 5.6×10
4，SDS-PAGE 显示条带正确，杂蛋白含量

低。纯化蛋白将用于甲醛孵育实验及确定甲醛的交联

或修饰位点。 

 

M. marker ；L1. BFD 纯酶；L2. BFD 纯酶 30 ℃振荡 3 h ；L3. 

300 mmol/L 甲醛孵育 1 h ；L4. 300 mmol/L 甲醛孵育 2 h ；L5. 

300 mmol/L 甲醛孵育 3 h；L6. 1 mol/L 甲醛孵育 1 h；L7. 1 mol/L 甲醛

孵育 2 h；L8. 1 mol/L 甲醛孵育 3 h。 

图 2 BFD的甲醛孵育 

Fig. 2 Incubation of BFD with formaldehyde 

2.2 甲醛溶液孵育对 BFD的影响 

将 BFD 与不同浓度甲醛孵育(30 ℃、1 000 r/min

振荡 3 h)后，从 SDS-PAGE 图(图 2)中可以看出，无

甲醛的对照组 L2 与 L1 相比没有发生变化，而在甲

醛溶液中孵育的 BFD 的相对分子质量明显变大。相

对分子质量大于 1×10
5，推断可能形成二聚体、三聚
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体甚至更大的聚体，这说明甲醛分子使一部分 BFD

分子之间发生了交联。BFD 与甲醛溶液孵育后，单体

的条带变得更加弥散，说明甲醛分子与 BFD 发生了

分子内交联或羟甲基和席夫碱修饰。同时，BFD 与更

高浓度甲醛孵育后，相对分子质量更大的蛋白质的条

带更浓，说明交联程度更高；孵育时间越长，BFD 的

交联程度越高。 

高反应活性的甲醛对 BFD 有较强的修饰或交联

作用，在 BFD 以甲醛为底物进行缩聚反应生成二碳

产物和三碳产物时，甲醛还能够使蛋白质和蛋白质间

发生交联，破坏其原有的三级结构和四级结构[19]。 

2.3 甲醛孵育对 BFD活性的影响 

观察到甲醛溶液孵育能够使 BFD 发生交联后，

测定了甲醛溶液中孵育过的 BFD 的活性。比较了

BFD 与不同浓度甲醛孵育不同时间后与孵育之前酶

活性的变化，结果如图 3 和图 4 所示，其中对照组为

未与甲醛溶液孵育的 BFD 活性。 

 

图 3  BFD 在 300 mmol/L 甲醛条件下孵育不同时间后的

剩余酶活性 

Fig. 3  Residual activity of BFD after incubation with 300

mmol/L formaldehyde for different time 

从图 3 可以看出，BFD 与 300 mmol/L 甲醛孵育

后，1，3-二羟基丙酮的产量从 35 mmol/L(未孵育的

样品)急剧下降到 5 mmol/L 以下，酶活性显著下降。

BFD 与甲醛孵育 1 h 后 1，3-二羟基丙酮的产量仅剩

5%左右；酶与甲醛孵育 2 h 和 3 h 后，1，3-二羟基丙

酮产量则更低，仅剩 3% 和 2%左右。BFD 与 1 mol/L

甲醛孵育后，1，3-二羟基丙酮的产量同样有断崖式

的下跌(图 4)，酶与 1 mol/L 甲醛孵育 1 h 后 1，3-二

羟基丙酮产量为原来的 14% ，孵育 2 h 和 3 h 后甲醛

裂合酶的 1，3-二羟基丙酮产量降低到 13% 和 12% 。 

从图 3 和图 4 可以看出，以 300 mmol/L 甲醛为

底物时 1，3-二羟基丙酮的产量低于以 1 mol/L 甲醛

为底物时的产量。300 mmol/L 甲醛处理不同时间后

产量降低趋势比 1 mol/L 甲醛处理后明显。这可能与

甲醛的浓度有关，底物甲醛浓度越高，1，3-二羟基丙

酮的产量越高；也可能是由于 1 mol/L 甲醛对酶的破

坏作用发生得更快。因此，将甲醛裂合酶处理 1 h、2 h

和 3 h 后，1，3-二羟基丙酮产量降低的趋势变化不 

明显。 

 

图 4 BFD在 1 mol/L甲醛条件下孵育不同时间后的剩余

酶活性 

Fig. 4 Residual activity of BFD after incubation with 

1 mol/L formaldehyde for different time 

综上所述，BFD 与甲醛溶液孵育后，酶活性大幅

下降。汪世华等[20]研究了甲醛对枯草芽孢杆菌溶菌

酶活性的影响，5% 的甲醛溶液能够使 62% 的酶活性

丧失。林建城等[21]发现 1 mol/L 甲醛能够使中国鲎

N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶(NAGase)82% 的活性

丧失。以上结果均与本研究结果相似。造成酶活性的

大幅下降有可能是由于甲醛使酶的功能氨基酸残基

的氨基发生了化学修饰或交联[21]。 

2.4 LC-MS/MS 检测甲醛对甲醛裂合酶 BFD 的交

联作用 

为了发现甲醛在 BFD 结构上交联的确切位点，

将在甲醛溶液中孵育后的(实验组)和未孵育的(对照

组)BFD 进行 SDS-PAGE 分离，并将目的条带切下进

行胶内酶解，最后对从蛋白胶中抽提出的肽段进行

LC-MS/MS 分析。潜在甲醛修饰或交联肽段见表 1。 

表 1 潜在甲醛修饰或交联肽段 

Tab. 1 Potential formaldehyde modified or cross-linked 

fragments  

序列 
对照组检测

到的次数 

实验组检测

到的次数

ALNSASNPAIVLGPDVD 

AANANADCVMLAER 
20 8 

AMIGVEASETNVDAANLPR 9 2 

AMIGVEASETNVDAANLPRPLVK 70 47 

KPAFINLHSAAGTGNAMGALSNAR 36 15 

TSHSPLIVTAGQQTR 19 7 

WSYEPASAAEVPHAMSR 11 4 
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  有 6 段氨基酸序列在对照组与实验组中检测到

的次数有明显区别，未在甲醛溶液中孵育的 BFD 对

照组检测到的次数明显多于甲醛溶液孵育后实验组

检验到的次数。这可能是由于这些氨基酸片段甲醛

交联后形成了复杂的交联网络，不易从蛋白胶中提 

取[22]，导致实验组检测次数变少[23]，因此推测这些片

段发生了甲醛交联。 

将 LC-MS/MS 检测数据提交到预设好甲醛交联

以及修饰参数的 pLink 搜索引擎中，对甲醛修饰或者

交联位点进行搜索后，发现 1 个甲醛交联位点 K228 

(图 5)以及 1 个甲醛修饰位点 N186(图 6)。BFD 的

228 位赖氨酸残基与胞内杂蛋白的赖氨酸残基发生

了交联，BFD 的 186 位天冬酰胺发生了羟甲基修饰。 

通过在 BFD 三维结构中观察甲醛的交联位点，

发现甲醛的交联位点(K228)以及修饰位点(N186)位

于 BFD 分子表面(图 7)，甲醛潜在的交联片段(粉

色)则位于二聚体界面处，且有些片段位于酶活性中

心附近。这些现象表明甲醛的修饰和交联作用能影 

响/破坏活性中心附近的局部结构及其多聚体，从而

影响该酶的活性和稳定性。 

 

(a) 交联位点 

 

(b) 修饰位点 

图 5 甲醛裂合酶甲醛交联和修饰位点 

Fig. 5 Sites of formolase cross-linked and modified with formaldehyde 

 

图 6  BFD 潜在的甲醛交联片段(粉色)以及甲醛交联和

修饰位点(黄色) 

Fig. 6  Potential formaldehyde modified fragments(pink)

and sites(yellow)in structure of BFD 

 
图 7 甲醛交联修饰位点在 BFD多聚体中的位置 

Fig. 7 Sites of the formaldehyde cross-linking modifica-

tion in the mutimeric BFD 

 

3 结 语 

通过 BFD 与甲醛孵育实验发现，甲醛既是 BFD

的底物，又能够对 BFD 的氨基酸残基进行席夫碱或

羟甲基修饰或充当交联剂，使其发生分子内或分子间

交联，从而对酶活性造成了很大的破坏。经过 LC-

MS/MS 分析后，发现了 1 个甲醛交联位点 K228 以

及 1 个甲醛的羟甲基修饰位点 N186，此外还发现了
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两段潜在的甲醛交联片段。经过结构分析后发现，甲

醛交联位点位于酶分子的表面，能够使酶分子间发生

交联。甲醛的修饰位点位于四聚体的界面上，甲醛的

交联作用可能会改变 BFD 原有的分子聚集状态，而

潜在的交联片段则位于甲醛裂合酶二聚体界面，有些

位点位于活性中心附近，甲醛交联能够导致活性中心

附近结构发生改变，从而使酶活性大幅下降。 

LC-MS/MS 能够准确分析 BFD 的交联位点以及

修饰位点，甲醛交联分析为 BFD 的分子改造提供了

新的改造方向，可对容易发生甲醛交联的区域或位点

进行改造，从而减少甲醛与赖氨酸、精氨酸、酪氨酸

等氨基酸残基发生交联反应，进而避免局部结构发生

变化，提高 BFD 的甲醛耐受性或活性，为 BFD 的工

业化应用奠定基础。 
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