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摘  要：为丰富 D-阿洛酮糖-3-差向异构酶(D-allulose 3-epimerase，DAEase)家族成员，采用序列比对、同源建模、分

子对接、蛋白表达、酶活检测等方法，建立基于“序列-结构-机理”的计算机辅助 DAEase 挖掘新策略，成功筛选到

DAEase 新序列并对其进行表征。利用模板探针从 NCBI 数据库中筛选同源序列，根据对接质量、关键氨基酸数量、底

物氢键个数及催化机理对候选序列进行综合评分；合成不同分值的 DAEase 候选序列进行表达验证，发现 2 个高分候

选序列具备明显 DAEase 催化活性，而 3 个低分候选序列催化活性极低，与预测相吻合。对活性较高的来源于厚壁细

菌(Firmicutes bacterium)HGW 的 DAEase(Fbh-DAEase)进行表征，结果显示：Fbh-DAEase 为非金属离子依赖酶，其最

适反应 pH 为 6.5；最适温度为 55℃，45、50、55℃的半衰期分别为 3.9、2.3、1.7 h；最适反应条件下 Fbh-DAEase 的比活

力达到 254.3 U/mg。以 500 g/L D-果糖为底物时，Fbh-DAEase 催化反应 8 h 后 D-阿洛酮糖产量达到 137.8 g/L，转化率

为 27.56%。与现有 DAEase 相比，Fbh-DAEase 的比活力和热稳定性都达到较高水平，且最适 pH 为弱酸性，具有一定

的应用价值。 
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Abstract：To enrich the family of D-allulose 3-epimerase(DAEase)，the present study developed a novel computer-assisted 

DAEase mining strategy based on “sequence-structure-mechanism” approach via applying sequence comparison，homology 

modelling，molecular docking，protein expression，and enzyme activity assay. By using this strategy，DAEase sequences 

were successfully identified，and one DAEase sequence was characterized. Homologous sequences were screened from the 

NCBI database via sequence alignment with template probes，and the candidate sequences were comprehensively scored 

based on the docking quality，the number of hydrogen bonds and the catalytic mechanism consistency. The coding genes for 

DAEase candidates with different scores were synthesized，and expressed for the function validation. Two high-scoring can-

didates exhibited significant DAEase catalytic activity，whereas three low-scoring candidates showed deficient catalytic ac-

tivity，which was consistent with predictions. The DAEase from Firmicutes bacterium HGW(Fbh-DAEase)with the highest 

catalytic capacity was further characterized，and it was found that metal ions were not essential for activity. The optimal pH 

of Fbh-DAEase was 6.5，the optimal temperature was 55℃，with the half-life of 3.9 h，2.3 h and 1.7 h at 45℃，50℃ and 
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55℃，respectively. The specific enzyme activity of Fbh-DAEase reached 254.3 U/mg under the optimal conditions. In a 

reaction with 500 g/L D-fructose as the substrate，by the catalyzing of Fbh-DAEase for 8 h，the resulted D-allulose produc-

tion reached 137.8 g/L，and a maximum D-allulose conversion rate was 27.56% . Compared with existing DAEases，Fbh-

DAEase demonstrated higher specific activity and thermal stability，with an optimal pH of Fbh-DAEase in the weakly acidic 

range，thus highlighting its significant application potential. 

Key words：D-allulose 3-epimerase；new enzyme mining；D-allulose；bio-transformation；synthetic biology 
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D-阿洛酮糖(D-allulose)是一种低热量的功能性

糖，具有抑制血糖升高[1]、加速脂肪氧化[2]、降低炎症

细胞因子水平[3]等多种功能，是能够代替蔗糖的新兴

甜味剂。D-阿洛酮糖在自然界中含量稀少，直接提取

成本较高，目前主要通过 D-阿洛酮糖-3-差向异构

酶(DAEase)催化底物 D-果糖发生异构化反应进行

生产[4]。其中，DAEase 的催化活性、热稳定性、pH 稳

定性、最适金属离子等性质对 D-阿洛酮糖的工业化

生产至关重要[5-6]。目前，已报道的 DAEase 有 30 余

种，其催化活性和热稳定性在工业化应用中仍显不

足；挖掘 DAEase 新序列、丰富 DAEase 家族成员对

深入解析 DAEase 的催化机理、改善 DAEase 催化性

能具有重要意义。 

目前，新酶序列可通过生物筛选法或序列筛选法

两种策略进行挖掘。生物筛选法是先从自然界中筛选

具有特定功能的生物，进而通过测序、比对等方法获

取目标酶的序列和编码基因；序列筛选法则是利用已

有的 DNA、蛋白质等序列文库，通过与已知功能的蛋

白质序列比对，从数据库中直接筛选新序列，再通过

实 验 验 证 其 功 能 。前 者 实 验 周 期 长 、工 作 量 大 。

Yoshihara 等[7]从日本各地收集了数百种土壤样品，鉴

定出来源于球形节杆菌(Arthrobacter globiformis)的

DAEase。张龙涛等[8]对从鱼塘淤泥、水样中采集的几

百种微生物样品进行富集分离，最终筛选出来源于球

形红细菌(Rhodobacter sphaeroides)SK011 菌株的酮

糖异构酶。序列筛选法不受生物实体的限制，初步的

序列筛选快速，来源更加广泛，但是一般准确度较

差，需要配合高通量筛选等方法进行大量验证。Li 

等[9]基于序列比对获取候选蛋白，通过人工合成多条

编码 DAEase 的基因，利用连续分光光度分析验证其

酶活力，成功获取来源于费氏中华根瘤菌(Sinorhi-

zobium fredii)CCBAU 83666 的 DAEase。陈佳俊[10]通

过序列比对及序列特征注释获取大量候选蛋白，经过

序列合成、重组表达与高通量验证后，成功筛选出来

源 于 嗜 热 微 生 物 (Thermoclostridium caenicola)的

DAEase。常规序列筛选法预测准确度低，需要合成

大量候选序列进行验证，依赖高通量筛选方法，对实

验条件要求高，常导致资源浪费和较高的研发风险。

因此，研究高效的序列筛选与评价方法，提高预测准

确度，对提高新序列挖掘效率、充分发挥生物资源潜

力具有重要意义。 

为了克服常规序列筛选法预测准确度低、验证通

量大、研发风险高等问题，本文综合运用序列比对、

同源建模与分子对接等技术，建立一种基于“序列-

结构-机理”的新酶序列挖掘策略；对不同预测分值

的序列进行合成、表达与功能验证，验证新策略预测

的准确性；表征所获得新 DAEase 序列的催化特性，

研究其在 D-阿洛酮糖生产中的应用。 

1 材料与方法 

1.1 重组质粒、菌株和实验试剂 

将来源于厚壁细菌(Firmicutes bacterium)HGW、

基睿提 菌 (Kiritimatiellae bacterium) 、瘤胃梭菌

(Ruminiclostridium sp.)、梭菌(Clostridia bacterium)

和海勒摩氏梭菌(Clostridium hylemorae)的 DAEase

分别命名为 Fbh-DAEase(GenBank：PKM58594.1)、

Kb-DAEase(GenBank：MBR4170875.1)、Rsp-DAEase 

(GenBank：HBR01360.1) 、Cba-DAEase(GenBank：

NCC75983.1) 和 Ch-DAEase(GenBank ： WP-

138263192.1)。将上述目标蛋白的编码序列根据大肠

杆菌(Escherichia coli)密码子偏好进行优化，人工合

成(天津中合基因科技有限公司)并克隆到 pET-

22b(+)载体的 NdeⅠ和 HindⅢ酶切位点之间，如图 1
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所示。重组质粒分别命名为 pET-22b-Fbh、pET-22b-

Kb、pET-22b-Rsp、pET-22b-Cba 和 pET-22b-Ch。转化

E. coli BL21(DE3)，获得表达目标蛋白的重组工程

菌，分别命名为 BL21-pET-22b-Fbh、BL21-pET-22b-

Kb、BL21-pET-22b-Rsp、BL21-pET-22b-Cba 和 BL21-

pET-22b-Ch。所有试剂购买自北京索莱宝科技有限

公司。培养基为 LBA 液体培养基(酵母浸粉 5 g/L，

胰蛋 白胨 10 g/L ，氯化钠 10 g/L ，氨苄青霉素

100mg/L)。 

 

图 1 pET-22b-DAEase载体设计示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of pET-22b-DAEase vector

design 

1.2 实验方法 

1.2.1 D-阿洛酮糖-3-差向异构酶的基因挖掘 

以目前已报道催化活力及热稳定性表现较好的

来 源 于纤维素梭菌 (C. cellulolyticum)H10
[11]

(Cc-

DAEase) 、梭状芽孢杆 菌 (C. bolteae)ATCC Baa-

613
[12]

(Cb-DAEase) 和芽孢杆 菌 (Desmospora sp.) 

8437
[13]

(Dsp-DAEase)的 DAEase 序列作为探针模

板，在 NCBI 数据库中分别利用 BLASTP 功能进行

比对，选取相似度在 65%～85%范围内的基因序列

(约 80 条)进行进一步分析。用 Mega 7 软件构建不

同来源 DAEase 的系统发育树，分析蛋白质同源性。 

1.2.2 同源建模-分子对接 

借助 Swiss-Model(http://swissmodel.expasy.org/)

对 DAEase 序列进行结构预测，选取与目的蛋白同源

且序列一致性最高的已知蛋白质结构为模板，进行同

源建模，对已构建的模型进行质量评估，确定结构模

型的质量。用两种方法评估 DAEase 结构模型的可 

靠性：(1)通过 PROCHECK 软件对结构模型中残基

Cα 二面角的合理性进行评估；(2)通过 Verify3D 软

件对结构模型与其自身氨基酸序列的相容性进行 

评估。 

  在 PubChem(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)中

获得 D-果糖的二维结构，通过 Discovery Studio软件

进行小分子配体的 3D 化，同时将 DAEase 结构模型

与 D-果糖 3D 模型进行可视化分析，在 DAEase 结

构模型的活性口袋中心与 3D 化的 D-果糖进行分子

对接，通过 Pymol 软件进行分子对接结果可视化分

析，选取目的蛋白序列。 

1.2.3 DAEase 的表达 

涂板活化：使用接种环蘸取保存在甘油中的

BL21-pET-22b-Fbh 、BL21-pET-22b-Kb 、BL21-pET-

22b-Rsp、BL21-pET-22b-Cba 和 BL21-pET-22b-Ch，

涂布于带有 AMP(终质量浓度 100 µg/mL)的平板

上，37℃培养 12～14 h。 

活 化培养：在 平板中 选 取 长势较好的 E. coli 

BL21 单菌落，接种至 10mL LBA 液体培养基中，

37℃、200 r/min培养 12 h。 

发酵培养：按 1% 的接种量，将活化培养后的菌

液转接 至 500mL LBA 液体培养基 中 ，37 ℃、

200 r/min 恒温摇床培养 1.5～2 h，监测 600 nm 处的

吸光度(A600)。 

低温诱导：当菌液 A600＝0.6～0.8 时，加入终质

量浓度为 100 µg/mL 的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)诱导 DAEase 的表达，16℃、200 r/min 培养

12～16 h。 

离心收 集 菌 体：菌液经诱导表 达 后 ，4℃、

4 000 r/min 离心 20min，收集菌体沉淀，使用 PBS 缓

冲液(50mmol/L，pH 7.5)重悬菌体后再次离心(4℃、

4 000 r/min 离心 25min)，收集菌体。 

1.2.4 DAEase 的分离纯化 

由于重组 DAEase 蛋白上连接了 6×His 标签，

所以可用 Ni
2+亲和层析法进行蛋白质纯化。 

向离心收集的菌体中加入 50mL PBS 缓冲液重

悬，置于冰上，超声(功率为 180W)破碎细胞，超声

时间 45min(开 2 s，关 5 s)。将细胞破碎液于 4℃、

8 000 r/min 离心 20min，收集上清液，通过 0.45 µm

水系滤膜去除杂质，得到粗酶液。依次用超纯水和洗

涤缓冲液冲洗 Ni
2+层析柱，将粗酶液以 0.5 mL/min

流量流入 Ni
2+层析柱，结合 2～3 次，用洗涤缓冲液

洗脱杂蛋白，最后用洗脱缓冲液将目的蛋白洗下并收

集。用截留相对分子质量为 2×10
4 的超滤管浓缩目

的蛋白洗脱液，并用 PBS 缓冲液洗涤 2 次。利用
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BCA 蛋白定量试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)测

定样品中蛋白质浓度。 

1.2.5 DAEase 反应条件 

反应体系：PBS 缓冲溶液 50mmol/L(pH 7.0)，

D-果糖 500 g/L，DAEase 1 µmol/L。将上述反应体系

置于 55℃恒温水浴锅中反应 0.5 h，反应结束后煮沸

10min 终止反应，10 000 r/min 离心 5min，取上清液

进行高效液相色谱(HPLC)分析。 

1.2.6 产物的高效液相色谱分析 

使用 Agilent LC1200 高效液相色谱仪进行分

析 。色谱条件：Waters Sugar-Pak Ⅰ色谱柱，柱温 

80 ℃，示差折光检测器，流动相为超纯水 ，流量

0.6 mL/min，进样量 10 µL。 

1.2.7 DAEase 酶学性质测定 

按照1.2.5 节方法配制反应体系，分别改变体系中

的温度、pH 及金属离子，测定不同条件下的酶活力。 

酶活力定义(1 U)：在 55 ℃条件下，单位时间

(1min)内 DAEase 催化 D-果糖生成 1 µmol D-阿洛

酮 糖所需 要 的 酶 量 。根 据 D- 阿 洛 酮 糖 的浓度

(
D
c −阿洛酮糖

)和 D-果糖的浓度(
D
c −果糖

)，按照式(1)计

算转化率(R)。 

   ×100%
D

D D

c
R

c c

−

− −

=
+

阿洛酮糖

阿洛酮糖 果糖

 (1)

 

1.3 数据分析 

所有实验均重复进行 3 次，数据以“平均值±标

准偏差”表示。使用 Prism、SPSS 软件中 t 检验和 q

检验对数据进行方差分析和多重测试分析。 

2 结果与讨论 

2.1 基于序列、结构及催化机理策略的 DAEase 新

酶挖掘 

2.1.1 基于序列信息的 DAEase 候选序列选取 

用 Mega 7 软件比对候选序列和部分已知的

DAEase 序列，构建系统发育树，结果如图 2所示。候

选序列可分为 3个聚类(Cluster)：Cluster 1 中的候选

序 列 与 来 源 于 根 瘤 菌 属 (Mesorhizobium japoni-

cum)MAFF 303099、球形节杆菌(Arthrobacter globi-

formis)的 DAEase处于同一进化分支；Cluster 2 中的

候 选 序 列 与 来 源 于厌氧 菌(Halanaerobium congo-

lense)、瘤胃梭菌(Ruminiclostridium cellulolyticum)的

DAEase 处于同一进化分支；Cluster 3 中的候选序列

与来源于纤维素梭菌(C. cellulolyticum)、梭状芽孢杆

菌(C. bolteae)和芽孢杆菌(Desmospora sp.)8437 的

DAEase处于同一进化分支。 

2.1.2 基于同源建模和分子对接的蛋白质结构分析 

  为进一步根据蛋白质结构预测催化功能，需对候

选序列进行同源建模，建模的准确性对预测精度产生

较大影响。由于 Cluster 3 中的序列与模板(PDB：

3VNK)的相似度较高，有助于提高建模准确性，选取

Cluster 3 中的 8 条候选序列进行同源建模。分别从建

模评分(Swiss-Model 软件，评分＞0.8)、Cα二面角
(PROCHECK 软件，评分＞90)和氨基酸序列相容性

(Verify3D 软件，评分＞80)3 个方面对候选序列同源

建模质量进行评估，发现候选序列中 Ch-DAEase、

Cba-DAEase 、Fbh-DAEase 、Kb-DAEase 和 Rsp-

DAEase模型质量达到标准，可开展进一步分析。 

2.1.3 候选 DAEase 序列的催化机理分析 

将阳性对照(Cc-DAEase)与 Ch-DAEase、Cba-

DAEase、Fbh-DAEase、Kb-DAEase 和 Rsp-DAEase 的

3D 模型导入 Discovery Studio 软件中。将配体 D-果

糖 3D 化后与上述 DAEase 模型进行分子对接，评分

结果分别为 89.62、88.33、94.28、92.53、96.89，均达到

最低评分要求(80 分)。活性中心的关键氨基酸残基

与底物的相互作用关系如图 3 所示。根据文献报道，

G106、E150、E155、H186、E244 对 DAEase 的催化活

性和结构稳定性起着关键作用[14]。Ch-DAEase、Cba-

DAEase、Fbh-DAEase、Kb-DAEase 和 Rsp-DAEase 的

关键氨基酸个数分别为 3、4、5、4、2 个，其中 Fbh-

DAEase 的关键氨基酸残基数量最多，与阳性对照

(Cc-DAEase)一致，而 Rsp-DAEase 的最少，不利于

发挥 DAEase 催化功能。 

底物与活性中心氨基酸形成的氢键个数有助于

酶与底物之间的特异性识别，能够增强底物与酶结合

的稳定性。Ch-DAEase、Cba-DAEase、Fbh-DAEase、

Kb-DAEase 和 Rsp-DAEase 的氢键个数分别为 6、5、

7、9、6 个，阳性对照(Cc-DAEase)的氢键个数为 7

个，其中 Fbh-DAEase 和 Kb-DAEase 的氢键个数均

不低于 Cc-DAEase 的，有利于与底物的特异性识别，

增强结合的稳定性。 

DAEase 中的两个 Glu 残基(E150 和 E244)是关

键催化残基，其中一个 Glu残基首先从底物(如 D-果

糖)的 C-3 位置去除一个质子，生成 cis-enediolate 中

间体，随后在对侧的另一个 Glu 残基将 C-3 质子化。

E150、E244 同时与 C-3 形成相互作用力，在 DAEase

催化作用中至关重要[15-16]。阳性对照(Cc-DAEase)上 
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注：红色代表已报道的 DAEase 序列，黑色代表利用模板探针从 NCBI 数据库中筛选获得的 DAEase 候选序列。 

图 2 DAEase候选序列系统发育树 

Fig. 2 Phylogenetic tree of DAEase candidates 



    

·6·                                                               天津科技大学学报  第 41 卷  第 1 期 

 

 
      (a) Cc-DAEase             (b) Ch-DAEase           (c) Cba-DAEase 

 
      (d) Fbh-DAEase             (e) Kb-DAEase           (f) Rsp-DAEase 

图 3 活性中心关键氨基酸残基与底物的作用关系 

Fig. 3 Activity centers of key amino acid residues in relation to substrate action 

的 E150、E244 能够与 C-3 位置上形成相互作用力

〔图 3(a)〕，有利于 C-3 位置上的质子交换。Fbh-

DAEase、Kb-DAEase 与 Cc-DAEase 相似，也满足 C-

3 质子交换条件。 

2.1.4 DAEase 候选序列的综合评价 

基于候选序列的结构和功能对 3 条探针序列与

5 条候选序列进行综合评价，结果见表 1。总分(Z)综

合考虑了分子对接质量、关键氨基酸数量、底物氢键

数量以及 E150、E244 与底物 C-3 的相互作用。关键

氨基酸数量越多，与模板活性中心的结构越接近，越

有利于反应的发生；底物氢键数量越多，越有利于底 

物在反应口袋中的稳定性；E150、E244 与 C-3 相互

作用则是底物能否发生 C-3 位差向异构反应的关

键。按此方法分析 3 条已报道的模板 DAEase 序列

(Cb-DAEase、Dsp-DAEase、Cc-DAEase)，发现其建

模质量、Cα 二面角合理性、氨基酸相容性以及分子

对接的评分均超过阈值，且总分较高(88～93 分)，最

高分为 Cc-DAEase，达到 92.74 分；5 条功能未知的

候选序列中，Fbh-DAEase 的总分数最高，与 Kb-

DAEase 相近，与模板序列评分差异较小，具备较高

的反应可能性；其余 3 种 DAEase 候选序列总分远低

于模板序列，具备反应活性的可能性较低。 

表 1 DAEase候选序列功能预测评分表 

Tab. 1 Evaluation of predicted catalytic function of DAEase candidates 

参考因素 Cb-DAEase Dsp-DAEase Cc-DAEase Fbh-DAEase Ch-DAEase Cba-DAEase Kb-DAEase Rsp-DAEase 阈值

同源建模质量评分 0.83 0.82 0.86 0.84 0.82 0.85 0.83 0.83 00.80

Cα 二面角合理性 93.27 93.81 92.31 93.78 94.32 93.54 91.59 92.47 90.00

氨基酸相容性评估 81.59 82.49 84.57 84.57 85.15 84.26 83.47 83.47 80.00

分子对接评分(H) 97.80 93.36 99.36 94.28 89.62 88.33 90.53 96.89 80.00

关键氨基酸数量(J)a 5 4 5 5 3 4 4 2 —

底物氢键数量(L)b 6 8 7 7 6 5 9 6 —

E150、E244 与底物 

C-3 的相互作用(M)c 
1 1 1 1 0 0 1 0 —

总分(Z)d 89.12 88.34 92.74 90.71 68.85 70.33 90.21 66.76 85.00

注：a 含有 G106、E150、E155、H186、E244 的数量；b 指底物 D-果糖与氨基酸残基之间的氢键个数；cE150、E244 与底物 D-果糖的 C-3 位同时存在氢

键时记“1”，否则记“0”；d
Z＝0.4H+5J+3L+7M。 

2.2 DAEase候选序列的表达与功能验证 

为了验证生物信息学预测的准确性，分别将高评

分候选序列 Fbh-DAEase、Kb-DAEase 与低评分候选

序列 Ch-DAEase、Rsp-DAEase、Cba-DAEase 进行表

达验证，SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析

结果如图 4所示。所有表达候选 DAEase 的重组菌株
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经诱导后均产生新的蛋白质条带，与理论大小(3.22×

10
4

～3.28×10
4

)相吻合，说明目标蛋白被成功表达。 

 
M. Marker；1. 对照(BL21-pET22b)；2. BL21-pET22b-Fbh；3. BL21-

pET22b-Ch ；4. BL21-pET22b-Cba ；5. BL21-pET22b-Kb ；6. BL21-

pET22b-Rsp 

图 4  表达 DAEase 候选序列的重组细胞粗酶液 SDS-

PAGE分析 

Fig. 4  SDS-PAGE electrophoresis of crude enzyme from

recombinant cells expressing DAEase candidate

sequences 

使用粗酶液进行 D-果糖的转化反应，验证不同

DAEase 候选序列的催化功能，结果如图 5 所示。生

物信息学分析中分数较高的 Fbh-DAEase 和 Kb-

DAEase 显示出较强的 D-阿洛酮糖转化能力，反应

0.5 h 后 D-阿洛酮糖转化率分别为 10.56% 和 8.45%。

阳性对照(Cc-DAEase)转化率为 28.86% ，而分数较

低的 Ch-DAEase、Cba-DAEase 和 Rsp-DAEase 催化

D-果糖转化为 D-阿洛酮糖的能力较弱，转化率分别

为 0.62% 、0.85% 和 0.82% (图 5)。由此可见，生物信

息学预测(表 1)与实验结果基本一致，本研究提出的

基 于“序 列 -结构 - 机 理”的计算机辅助方 法 在

DAEase 序列挖掘中具有较高的准确性，可为其他功

能蛋白序列的挖掘提供参考。 

 
 注：不同小写字母表示组间差异显著(P＜0.05)。 

图 5  DAEase候选序列催化 D-果糖到 D-阿洛酮糖的转

化率 

Fig. 5  Conversion rate of D-fructose to D-allulose cata-

lyzed by DAEase candidates 

2.3 Fbh-DAEase的酶学性质 

在 5 条候选序列中，Fbh-DAEase 具有最佳的催

化活性，且与探针模板 Cc-DAEase、Cb-DAEase 和

Dsp-DAEase 序列一致性分别为 68% 、51% 和 52% ，

具备较 大 的 序 列 差 异 ，是 一 种未被报 道 的 新型

DAEase 序列，可以进一步研究其催化功能。 

2.3.1 金属离子的种类和添加量对 Fbh-DAEase 酶

活力的影响 

测试不同金属离子种类及添加量对 Fbh-DAEase

酶活力的影响，结果如图 6 所示。由图 6(a)可知，不

添加金属离子(CK)时，Fbh-DAEase 具有较高催化活

力，为非金属离子依赖型酶。添加 Co
2+、Mn

2+、Mg
2+

和 Ni
2+均可以提高 Fbh-DAEase 催化活性，相对酶活

力分别提高 7.23% 、26.38% 、4.38% 和 3.21% ；Fe2+、

Zn
2+、Ca2+和 Cu

2+对 Fbh-DAEase 活性呈现显著抑制

作用，相对酶活力分别降低 76.29% 、65.51% 、44.37%

和 82.04% 。 

 

(a) 金属离子种类 

 

(b) Mn2+添加量 

 注：不同小写字母表示组间差异显著(P＜0.05)。 

图 6 金属离子的种类和 Mn
2+

添加量对 Fbh-DAEase 酶

活力的影响 

Fig. 6 Effect of metal ions type and concentration on the 

relative activity of Fbh-DAEase 

由于反应液中加入 Mn
2+对 Fbh-DAEase 酶活力

提高最为明显，所以进一步研究 Mn
2+添加量对 Fbh-

DAEase 酶活力的影响。由图 6(b)可知，Fbh-DAEase

的酶活力随着 Mn
2+添加浓度升高而提高，当 Mn

2+添

加量为 5mmol/L时，该酶的相对酶活力达到最高，较

未添加 Mn
2+时提高 35.43% ；当 Mn

2+浓度提高到

6mmol/L 时，Fbh-DAEase 相对酶活力不再增加，酶
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与金属离子的结合趋于饱和[17]。 

2.3.2 pH 对 Fbh-DAEase 酶活力的影响 

为了研究 pH 对 Fbh-DAEase 酶活力的影响，在

55℃条件下，采用乙酸钠、磷酸钠和 Tris-HCl这 3 种

缓冲体系，检测 pH 在 5.0～9.0 范围内的酶活力及稳

定性变化，结果如图 7所示。 

由图 7(a)可知，Fbh-DAEase 的酶活力随着 pH

的增加呈现先升高后降低的趋势，最适 pH 为 6.5，在

pH 为 6.0～7.0 时均显示出较高的催化活性，相对酶

活力＞80% 。反应 pH 是 D-阿洛酮糖生产中需要考

虑的重要因素；在碱性条件下，D-阿洛酮糖更易与蛋

白质发生美拉德反应，非酶促褐变急剧加速，造成产

品得率下降；而在弱酸或中性反应条件下，褐变效应

和副产物的形成会受到明显的抑制[13]。目前，大多数

报道的 D-阿洛酮糖-3-差向异构酶在 pH为 7.0～9.0

时显示出较高的催化活性，只有来源于 Dorea sp.
[18]

的 DAEase 在弱酸性条件下表现出最高酶活力。本研

究鉴定的 Fbh-DAEase 最适 pH 为 6.5，是目前除

Dorea sp. DAEase 外又一 最 适 pH 为弱酸性 的

DAEase。 

 

(a) 相对酶活力 

 

(b) 稳定性 

 注：不同小写字母表示组间差异显著(P＜0.05)。 

图 7 pH对 Fbh-DAEase酶活力及稳定性的影响 

Fig. 7  Effect of pH on the catalytic activity and stability

of Fbh-DAEase 

为研究 Fbh-DAEase 的 pH 稳定性，将其在不同

pH 的缓冲液中 4℃保温 2 h，测定残余相对酶活力，

结果如图 7(b)所示。pH 在 6.0～7.5 范围时，Fbh-

DAEase 酶较稳定，4℃放置 2 h 后残余相对酶活力均

在 90%以上；pH 为 6.5 时，Fbh-DAEase 稳定性最

佳，4℃放置 2 h 后残余相对酶活力保持在 98.39% 。 

2.3.3 温度对 Fbh-DAEase 酶活力及稳定性的影响 

为研究温度对 Fbh-DAEase 酶活力及稳定性的

影响，在 pH 6.5 条件下，检测 40～70℃范围内催化

活性及稳定性变化，结果如图 8所示。 
 

 

(a) 相对酶活力 

 

(b) 稳定性 

图 8 温度对 Fbh-DAEase相对酶活力及稳定性的影响 

Fig. 8 Effect of temperature on the enzyme activity and 

stability of Fbh-DAEase 

由图 8(a)可以看出，Fbh-DAEase 的最适反应温

度为 55℃，在 45～55℃范围均能发挥较高的催化活

性，但反应温度达到 60～70 ℃时催化活性迅速降

低。由图 8(b)可知：Fbh-DAEase 耐热性良好，在

45～50℃条件下保温 2 h 后，均能保持 55%以上的相

对酶活力；在 65℃稳定性较差，保温 2 h 后催化活性

完全丧失。Fbh-DAEase 在 45、50、55、60、65℃下的

半衰期分别为 3.9、2.3、1.7、1.0、0.3 h。目前在文献报

道中，大部分 DAEase 的热稳定性不佳，其中来源于

红小梨形菌(R. baltica)
[19]和根癌农杆菌(A. tumefa-

ciens)
[20]的 DAEase 在 55℃的半衰期约为 1.0 h 和

1.4 h，本研究新发现的 Fbh-DAEase 在 55℃的半衰

期为 1.7 h，热稳定性较高。 

在最适条件下测定 Fbh-DAEase 反应活性，其比

活力达到 254.3 U/mg。探针模板序列 Cb-DAEase、
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Cc-DAEase、Dsp-DAEase 的比活力分别为 150.7、

287.4、252.1 U/mg，本文所构建的 Fbh-DAEase 的比

活力在探针序列中仅次于 Cc-DAEase，在 DAEase 家

族中处于较高水平。 

2.4 D-阿洛酮糖的生物转化 

为探究 Fbh-DAEase 在最适反应条件下催化 D-

果糖转化 D-阿洛酮糖的能力，在最适反应条件下

(55℃，pH 6.5，5mmol/L Mn
2+
)，Fbh-DAEase 催化

D-果糖转化为 D-阿洛酮糖的时间曲线如图 9所示。 

 

图 9  Fbh-DAEase催化 D-果糖转化为 D-阿洛酮糖的时

间曲线 

Fig. 9  Conversion curve of D-fructose to D-allulose cata-

lyzed by Fbh-DAEase 

由图 9 可以看出，Fbh-DAEase 反应 0.5 h时转化

率达到 12.78% ，与来源于瘤胃球菌(Ruminococcus 

sp.)
[21]的 DAEase相比，转化率有所提高。在 0.5～2 h

内转化率上升迅速，反应 2 h 时转化率达到 21.34% ；

反应 2～8 h时转化率增长速率变缓，反应 8 h时转化

率达到最 大 ，为 27.56% ，D- 阿 洛 酮 糖 的 产 量为

137.8 g/L；8 h 后 D-阿洛酮糖的转化率趋于稳定。大

部分 DAEase 以 D-果糖为底物合成 D-阿洛酮糖的

转化率在 22%～26%
[19-23]，少部分 DAEase转化率在

32%左右[11-12]。Cc-DAEase 转化率最高可达 32% ，其

最适反应 pH 为弱碱性，而 D-阿洛酮糖在碱性环境

下易与蛋白质发生美拉德反应而变色，造成产品的损

失。本研究发现的 DAEase 新序列(Fbh-DAEase)转

化率达到 27.56% ，高于大部分报道的 DAEase 序列，

且最适反应 pH 为弱酸性。因此，本研究得到的活性

较强、最适 pH 为弱酸性的 Fbh-DAEase 具有一定的

研究意义和潜在的应用价值。 

3 结 论 

本研究基于序列比对、结构模拟、分子对接及活

性中心底物与氨基酸残基的相互作用关系开发了一

种 DAEase 新序列挖掘方法，该方法逐步淘汰不合格

序列，提高了筛选效率，且根据反应机理深入分析候

选序列活性中心与底物的相互作用关系，提高了预测

的准确性。3 条已报道的 DAEase 序列在此策略中均

获得较高的预测评分，通过分子生物学实验对 2 条高

分和 3 条低分的未知序列进行表达验证，发现高分序

列显示出了明显的 DAEase 催化活性，而低分序列催

化活性较低，证明本研究提出的基于“序列-结构-功

能”的新序列挖掘策略具有较高的准确度和可靠性。

该策略的提出将使酶的新序列挖掘不再仅仅依赖高

通量的实验验证，缩短了验证时间，降低了实验成

本，大幅度提高了基因序列挖掘效率，对类似研究具

有较高参考价值。 

应用这一策略，本研究筛选到一种来源于厚壁细

菌(Firmicutes bacterium)HGW、最适 pH 为弱酸性、

活性及温度稳定性良好的 DAEase 家族新成员，以

500 g/L D-果糖为底物，可产生 137.8 g/L D-阿洛酮

糖，转化率达到 27.56% ，具有潜在的应用价值。 
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