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摘  要: 本文对青霉素扩环酶 (Penicillin expandase，也称 Deacetoxycephalosporin C synthase，DAOCS) 在高浓

度青霉素 G 下的底物抑制现象进行初步评价与表征，筛选适合工业应用条件的高活力突变体。我们通过 HPLC

对已报道的几个 DAOCS 高活力突变体在青霉素 G 浓度 5.6 至 500 mmol/L 间的比活力进行定量测定，并与不

同催化反应动力学模型的理论推测变化趋势比较，发现 DAOCS 野生型酶及高活力突变体 H4、H5、H6 与 H7

在高浓度青霉素 G 条件下均表现出明显的底物抑制现象，但是变化趋势不同。野生型酶与突变体 H4 的比活力

先上升后下降，与竞争性抑制模型预测不符。突变体 H5、H6 与 H7 的比活力变化呈现更复杂的变化趋势。在

所有测试的突变体中，H6 的活性显著高于其他突变体酶。青霉素 G 对野生型 DAOCS 的底物抑制现象符合非

竞争性抑制模型的预测。而部分突变体表现出复杂的底物抑制行为，表明其具有更复杂的作用机制。在高底物

浓度下筛选具有较强催化活性的青霉素扩环酶突变体对于推动其在工业生产中的应用具有重要指导作用。 

关键词: 去乙酰氧头孢菌素 C 合成酶，底物抑制，高浓度青霉素 G 
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Abstract:  Penicillin expandase, also known as deacetoxycephalosporin C synthase (DAOCS), is an essential enzyme 

involved in cephalosporin C biosynthesis. To evaluate the catalytic behaviors of penicillin expandase under high penicillin 

G concentration and to identify mutants suitable for industrial applications, the specific activities of wild-type DAOCS and 

several mutants with increased activities toward penicillin G were determined by HPLC under high penicillin G 

concentrations. Their specific activity profiles were compared with theoretical predictions by different catalytic dynamics 

models. We evaluated the specific activities of wild-type DAOCS and previous reported high-activity mutants H4, H5, H6 

and H7 at concentrations ranging from 5.6 to 500 mmol/L penicillin G. The specific activities of wild-type DAOCS and mutant 

H4 increased as penicillin G concentration increased, but decreased when concentrations of substrate go above 200 mmol/L. 

Other mutants H5, H6 and H7 showed more complex behaviors under high concentration of penicillin G. Among all tested 

enzymes, mutant H6 showed the highest activity when concentration of penicillin G is above 100 mmol/L. Our results 

revealed that the substrate inhibition to wild-type DAOCS by penicillin G is noncompetitive. Other DAOCS mutants 

showed more complex trends in their specific activities at high concentration of penicillin G (>100 mmol/L), indicating 

more complex substrate inhibition mechanism might exist. The substrate inhibition and activity of DAOCS mutants at high 

penicillin G concentration provide important insight to help select proper mutants for industrial application. 

Keywords:  deacetoxycephalosporin C synthase, substrate inhibition, high penicillin G concentration 

青霉素扩环酶 (Penicillin expandase，也称

Deacetoxycephalosporin C synthase，DAOCS) 是

非血红素 Fe2+和 α-酮戊二酸依赖的氧化酶，它

催化青霉素的五元噻唑环扩环生成六元噻嗪

环，这是由青霉素及其类似物合成具有重要医

疗价值的头孢类化合物中间体的关键步骤 [1-2] 

(图 1)。棒状链霉菌 Streptomyces clavuligerus 中

编码该酶 (scDAOCS) 的基因为 cefE[3-4]。由于

DAOCS 具有重要的工业应用前景，对其已有多

年的研究基础，特别是在通过蛋白质工程改造

拓宽其底物范围、提高其活力等方面已取得许

多进展。 

DAOCS 的天然底物是青霉素 N，而对其他

青霉素类化合物的活性非常低。直到 1998 年，

Cho 等提高了反应体系中 Fe2+和 α-酮戊二酸的

浓度，才探索出了 DAOCS 对其他青霉素类似物 

(包括青霉素 G) 成功进行扩环反应的体系[5]。

在他们的体系下，棒状链霉菌 NP1 静息态细胞

可成功催化青霉素 N 以及其他 14 种青霉素类似

物发生扩环反应。之后 Chin 等对体外反应体系

进行改进，进一步扩大了 scDAOCS 催化扩环反

应的底物范围[6]。  

然而 DAOCS 对其非天然底物青霉素 G 的

活性较低，为了利用青霉素 G 来合成头孢菌素 
 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2015  Vol.31  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1692 

 
 

 

 
 

图 1  DAOCS 催化的扩环反应[17] 
Fig. 1  The reaction catalysed by DAOCS[17]. 
 

类抗生素的前体化合物 7-苯乙酰胺基-3-脱乙酰

氧头孢烷酸 (G-7-ADCA)，需要对 DAOCS 进行

改造。对 DAOCS 进行活性改造的依据主要是基

于定向进化、多重序列比对以及由晶体结构 [7]

推测出来的活性中心的分析。通过易错 PCR[8-9]、

DNA shuffling[9-10]、定点突变 [6,8,11-13]、饱和突  

变[14-15]、双突变[16]及组合突变[17]等，目前已经

获得大量 scDAOCS 突变体，对青霉素 G 的催化

活力有明显提高[18]。最近，本实验室季俊杰等

通过组合已知的有利突变，获得一系列对青霉

素 G 活力提高的 scDAOCS 突变体，其中 H5、

H6 与 H7 的 kcat/Km 分别提高至野生型的 48、53

与 81 倍[17]。 

在对 scDAOCS 催化扩环反应的机理探索

和活性改造过程中，人们已经注意到青霉素 G

对 scDAOCS 的催化活性有抑制作用。Valegård

等在对 scDAOCS 反应机理的探索过程中曾经

考察过青霉素 G 以及 α-酮戊二酸浓度对于反应

稳态速率的影响，他们通过固定青霉素 G 和 α-

酮戊二酸中一个的浓度，变化另一个的浓度，

发现青霉素 G 或者 α-酮戊二酸浓度的升高均会

对稳态反应速率产生抑制作用 [7]。Wei 等在对

scDAOCS 进行活性改造的过程中发现，大部分

多位点突变体在青霉素浓度为 10 mmol/L 时表

现出明显的底物抑制现象[8]。Hsu 等利用 DNA 

shuffling 对 scDAOCS 进行改造的过程中，发现

大多数进化得到的高活性突变体都表现出显著

的底物抑制现象[10]，但是他们也发现有一些活

性很好的突变体在青霉素 G 浓度为 10 mmol/L

时并不存在底物抑制，活性的高低似乎与底物

抑制的产生之间并没有必然联系。 

在对 scDAOCS 与 Fe2+、α-酮戊二酸和/或青

霉素 G 的复合物晶体结构进行分析的基础上，

Valegård 等推断 DAOCS 催化扩环反应的机理可

能为“乒乓机制”[7]。晶体结构显示青霉素 G 与

scDAOCS 存在两种结合方式，其中一种为非生

产构象，不能发生扩环反应。另外青霉素 G 与

α-酮戊二酸的结合位点有部分重叠，因此作者推

测二者不能同时结合，进而提出一种两阶段的

反应机理[7]。在 scDAOCS 的活性中心，Fe2+与

His183、Asp185、His243 及三分子 H2O 形成八

面 体 配 位 结 构 ； α- 酮 戊 二 酸 和 O2 先 后 与

scDAOCS 结合，取代活性中心的 H2O 并与 Fe(II) 

结合，发生脱羧与氧化反应，再经重排形成活

泼的高氧化态 Fe(IV) 形式；待生成的琥珀酸解

离之后，青霉素底物再与 scDAOCS 结合并被
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Fe(IV) 氧化发生扩环反应。按照这一反应机理，

青霉素 G 如果以非生产构象结合，将阻碍 α-酮

戊二酸与 scDAOCS 结合，从而表现为典型的竞

争 性 抑 制 机 制 。 然 而 Tarhonskaya 等 最 近 对

scDAOCS 的前稳态动力学与底物结合实验研 

究[19]却对这一机制提出了质疑。根据他们的研

究，scDAOCS 更有可能采取的是非血红素 Fe2+

和 α-酮戊二酸依赖的氧化酶家族保守的双底物

有序结合催化机制：α-酮戊二酸与青霉素按顺序

与 scDAOCS 结合，形成 DAOCS·Fe2+·α-酮戊二

酸·青霉素四元复合物，随后 O2 与该复合物结

合，导致 α-酮戊二酸氧化脱羧，产生 Fe(IV)-O

过渡态，使得青霉素甲基去氢并发生重排，完

成扩环反应。按照这一反应机制，青霉素 G 的

底物抑制效应可能存在其他作用机理。 

到目前为止，对 DAOCS 反应特性的研究及

蛋白质工程改造的评价都极少涉及到高浓度底

物，一般是在 10 mmol/L 或更低底物浓度下进

行研究和评价，而高浓度底物下 DAOCS 的催化

活性表现，对于工业应用具有极其重要的参考

价值。本文通过对 scDAOCS 野生型和本实验室

季俊杰等构建的几个高活性组合突变体 H4、

H5、H6、H7[17]在 5.6–500 mmol/L 青霉素 G 浓

度区间内的催化活性进行研究，发现其中突变

体 H6 在此范围内催化活性最高，并发现青霉素

G 对野生型 scDAOCS 的抑制作用与非竞争性抑

制模型预测一致，这一结果对 DAOCS 高活力突

变体在工业生产中的应用有借鉴意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试剂  

青 霉 素 G 、 维 生 素 C 、 MOPS 等 购 自

Sigma-Aldrich 公司，α-酮戊二酸、二硫代苏糖

醇 (DTT) 购自 Merck 公司，FeSO4 购自天津市

天河化学试剂厂，KH2PO4 购自国药集团化学试

剂 有 限 公 司 ， 色 谱 纯 乙 腈 购 自 Duksan Pure 

Chemicals 公司，G-7-ADCA 由中国科学院微生物

研究所徐冠珠提供，其他试剂均为国产分析纯。 

1.1.2  主要仪器设备  

HPLC 仪：岛津 Prominence 色谱系统，配

备 SPD-20A 双波长紫外检测器、LC-20AT 低压

四 元 泵 及 混 合 器 、 Agilent ZORBAX Eclipse 

XDB-C18 色谱柱 (3.5 m，4.6 mm 150 mm)。 

LC-MS 仪：安捷伦 1200 型 HPLC 系统，6460

型三重四极杆质谱系统。 

1.1.3  菌株与质粒 

质粒 pET-SC (pET30a(+)::cefE，卡那霉素抗

性，scDAOCS 的表达载体) 由本实验室的伍晓

斌博士构建[12]、大肠杆菌 JM109 和 BL21 (DE3)

由本实验室保存，scDAOCS 突变体 H4、H5、

H6 和 H7 由本实验室季俊杰等构建[17]。 

1.1.4  培养基 

LB 培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取

物 5，NaCl 10，pH 7.0。121 ℃灭菌 30 min，

加入 15 g/L 琼脂即为固体培养基。培养基中使

用抗生素时，加入卡那霉素终浓度为 50 mg/L。 

1.1.5  缓冲液 

含有 5%甘油的缓冲液  M (g/L)：MOPS 

11.626 1，DTT 0.171 4，pH 7.5。注意要现配现

用，防止 DTT 氧化。 

1.2  方法 

1.2.1  培养方法与活性测定 

将含有野生型和 H4、H5、H6 和 H7 突变体

scDAOCS 基因的 Escherichia coli BL21 (DE3) 
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转化子接种到含有 50 mg/L 卡那霉素的 10 mL 

LB 液体培养基中，于 37 ℃、220 r/min 过夜培

养。取出 0.5 mL 按照 1%接种量接种到 50 mL

的相同培养基中培养至 OD600=0.4，随后加入终

浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG，在 25 ℃、220 r/min

培 养 过 夜 。 发 酵 完 成 后 三 角 瓶 取 出 冰 浴 ，      

9 000 r/min、4 ℃条件下离心 3 min 收集菌体。

然后用含有 5%甘油的缓冲液 M (pH 7.5) 冲洗

菌体 3 遍，再将冲洗后的菌体重悬于 10 mL 的上

述缓冲液中，超声破碎细胞，4 ℃、12 000 r/min

离心 15 min 取上清，即为粗酶液。由于 scDAOCS

在空气中很快失活，因此活性测定实验使用粗

酶 液 进 行 。 粗 酶 液 总 蛋 白 测 定 采 用 Bradford   

法[20]。粗酶液中 scDAOCS 的含量通过对粗酶液

SDS-PAGE 图像利用 ImageJ 软件[21]进行灰度值

统计与计算得到。scDAOCS 的 1 个酶活性单位

定义为每分钟形成 1 µg G-7-ADCA 所需要的

DAOCS 的质量，DAOCS 野生型酶及各突变体

的比活力定义为每 1 mg scDAOCS 中含有的酶

活性单位数[17]。 

1.2.2  建立 G-7-ADCA 与青霉素 G 的 HPLC

定量检测方法 

所用 HPLC 分析条件为： 

流动相：A：10 mmol/L KH2PO4，用浓磷酸

调至 pH 3.0。B：含有 0.1%三氟乙酸的乙腈。 

洗脱条件：流速 0.5 mL/min，70%A/30%B

等度洗脱，洗脱时间 25 min。采用 220 和 260 nm

进行 HPLC 分析检测[21]。 

青霉素 G 定量标准曲线的建立：分别配制

0.5、1、2、4、6 及 8 mmol/L 的青霉素 G 水溶

液，各取 10 µL 上样进行 HPLC 分析。以青霉

素 G 浓度为横轴，220 nm 下吸收峰面积为纵轴，

绘出标准曲线。 

G-7-ADCA 标 准 曲 线 的 建 立 ： 分 别 配 制

0.016、0.032、0.040、0.064、0.080 及 0.128 mmol/L

的 G-7-ADCA 水溶液，各取 10 µL 上样进行

HPLC 分析。以 G-7-ADCA 浓度为横轴，260 nm

下吸收峰面积为纵轴，绘出标准曲线。  

1.2.3  蛋白反应活性测定 

取 220 μL 粗酶液，按顺序加入 FeSO4、α-

酮戊二酸、维生素 C 储液各 10 L (终浓度分别

为 FeSO4 1.8 mmol/L，α-酮戊二酸 4.0 mmol/L，

维生素 C 0.4 mmol/L)，250 μL 不同浓度青霉素

G 储液 (终浓度分别为：5.6、10、20、40、80、

100、200、300、500 mmol/L)，30 ℃、220 r/min

反 应 30 min [5] 。 100 ℃金 属 浴 终 止 反 应 ，     

13 000 r/min 离心 5 min，取上清 10 µL 进行

HPLC 分析，测定 260 nm 下 G-7-ADCA 吸收峰

面积，计算 G-7-ADCA 产量。 

2  结果与分析 

2.1  scDAOCS 各突变体的活性 

在 Wei 等[9]报道的 scDAOCS 高活力突变体 H4 

(C155Y/Y184H/V275I/C281Y) 基础上，本实验室

季俊杰等采用迭代组合突变策略，引入已知的有利

突变，构建了高活力突变体 H5 (H4+I305M)、H6 

(H5+T213V) 及 H7 (H6+M73T)，并在低青霉素 G

浓度下  (0.2–10.0 mmol/L) 对其活性进行了评   

价[17]。为了在更接近工业应用条件下评价这些高活

力 scDAOCS，我们在 5.6–500 mmol/L 青霉素 G 浓

度下对其催化活性进行了评价。 

HPLC 分析 scDAOCS 催化反应混合物的结

果如图 2 所示，G-7-ADCA 在 220 与 260 nm 下

均有较强吸收，保留时间约为 14 min；青霉素

G 仅在 220 nm 下具有较强吸收，保留时间约为

18.5 min。 
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图 2  青霉素 G (A)、G-7-ADCA 标准样 (B) 及反应

混合物的 HPLC 谱图 (C)  

Fig. 2  The HPLC traces of penicillin G (A), G-7-AD 
CA (B) and reaction mixture (C). 

 
为进一步验证反应产物，我们收集对应于

G-7-ADCA 标准样的 HPLC 峰并进行 LC-MS 检

验 (负离子模式)。结果如图 3 所示，可见预期

的分子离子峰及相关信号：m/z 331.1 ([M-H]–)，

663.2 ([2M-H]–)，287.1 ([M-COOH]–)。这一结果

表明该产物的确是预期产物 G-7-ADCA。 

野生型 scDAOCS 以及突变体 H4、H5、H6

和 H7 在 5.6–500 mmol/L 青霉素 G 范围内的比

活 力 结 果 如 图 4 所 示 ， 结 果 表 明 野 生 型

scDAOCS 以及这些突变体随青霉素 G 浓度的增

加均出现底物抑制现象，但其表现形式却有明

显差别。 

对于野生型 scDAOCS 和突变体 H4 来说，

其催化活性在青霉素 G 浓度约 200 mmol/L 时最

强，青霉素 G 浓度继续增加时，其活性明显下

降。这种先升后降的趋势与经典的竞争性抑制

模型并不吻合。经典的竞争性抑制剂不改变表

观 Vmax，只是使表观 Km 增大，因此在底物浓度

增加时催化反应速率仍能不断增加，并趋近于

无抑制剂存在时的 Vmax。因此这一结果表明，

Valegård 等推断的竞争性抑制模型并不正确。另

外，在青霉素 G 浓度大于 40 mmol/L 时野生型

酶与 H4 的活性基本一致，说明 H4 在高青霉素 

 
 

 
 

图 3  产物 G-7-ADCA 的 MS 谱图 (负离子模式) 
Fig. 3  The MS spectrum of G-7-ADCA (negative mode). 
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图 4  不同青霉素 G 浓度下 scDAOCS 各突变体的比

活力 

Fig. 4  The specific activities of scDAOCS mutants 
under various penicillin G concentrations. 

 

G 浓度下的表现并不好。 

对于突变体 H5、H6 与 H7 来说，它们的活

性随青霉素 G 浓度变化都表现出了奇异的先降后

升再降的变化趋势，且活性的极小值均出现在青

霉素 G 浓度为 80 mmol/L 时；H6 和 H7 活性的极

大值出现在青霉素 G 浓度为 300 mmol/L 时，H5

活性极大值出现在青霉素 G 浓度为 200 mmol/L

时。这种复杂的变化趋势，表明在高浓度下青霉

素 G 与 scDAOCS 突变体可能具有多种不同的结

合方式，因而表现为多层次的抑制效应。 

总体看来，H6、H7 两个突变体具有更高的

底物耐受性，并且 H6 在此浓度范围内的比活力

远远高于其他突变体，尽管在低浓度下评价其

活性略低于 H7[17]。这一结果表明，H6 更适合

用于高青霉素 G 浓度条件下的工业应用中，其

可 以 容 忍 底 物 青 霉 素 G 浓 度 增 加 到        

300 mmol/L，同时仍然保持较高活性。这也提

示我们，对于筛选适合工业应用的高活力突变

体来说，在高浓度底物条件下进行筛选是必不

可少的，仅依靠低浓度底物条件下的筛选结果

进行评价可能还不够充分。 

最近，付金衡等利用突变体 H7 成功构建了

大肠杆菌全细胞催化青霉素 G 生产 G-7-ADCA

的工艺[22]。在对其进行条件优化时，他们发现

在青霉素 G 浓度达到 50 mmol/L 时，增加底物

的促进作用与抑制作用达到平衡，继续增加青

霉素 G 其产量不升反降[22]。这说明青霉素 G 对

scDAOCS 的抑制作用已经限制了其在工业生产

中的应用，换用在高浓度底物条件下仍有较强

活力的突变体，如 H6 等，可能有助于进一步提

高其转化能力。 

2.2  青霉素 G 对 DAOCS 抑制反应动力学模

型的理论预测与检验 

Tarhonskaya 等最近对 scDAOCS 的前稳态

动力学与底物结合实验研究 [19]表明 scDAOCS

的反应机制符合双底物有序反应模型，晶体结

构显示青霉素 G 与 scDAOCS 存在两种结合方

式，其中一种结合方式与产物取向一致，被认

为是生产构象，另一种取向与 α-酮戊二酸一致，

可能起抑制作用，称为非生产构象[7]。在此基础

上，我们提出几种青霉素 G 对 scDAOCS 的抑制

作用机理模型，并利用我们的实验结果进行初

步的检验。 

我们假设 scDAOCS·Fe2+·α-酮戊二酸·青霉

素 G 四元复合物催化扩环反应为限速步骤，而

在此之前的各个底物的结合反应均已达到平

衡，即符合稳态平衡假设。由于在我们的实验

条件下，G-7-ADCA 的产量较低，实际转化率

均小于 5%，因此我们可以假设 α-酮戊二酸与

青霉素 G 的浓度变化不大，并以其初始浓度来

近似。 

模型 1：假设青霉素 G 可以非生产构象与
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scDAOCS 结合，同时抑制了-酮戊二酸的结合

以及青霉素 G 以生产构象结合，即 Valegård 等[7]

推测的竞争性抑制模型。其中 E 表示 scDAOCS，

OG 表示-酮戊二酸，PG 表示以生产构象结合

的青霉素 G，PGi 表示以非生产构象结合的青霉

素 G。 

 
可推出反应速率为 

PG

PG

Vcv
A Bc




 

其中 V=kpK1K2cEcOG，A=1+K1cOG，B=K3+ 

K1K2cOG，cE 为酶浓度，cOG 为-酮戊二酸浓度，

cPG 为青霉素 G 浓度，kp 为复合物催化开环反应

的反应速率常数，其他参数为各步结合反应的

平衡常数 (模型 1)。按此速率方程，反应速率

随青霉素 G 浓度增加而增加，但增加幅度逐渐

放缓，呈双曲线形。这与我们实验结果均不一

致，表明青霉素 G 对 scDAOCS 的抑制不符合竞

争性抑制模型。 

模型 2：假设青霉素 G 可以非生产构象与

scDAOCS 结合，抑制了-酮戊二酸的结合，同

时不影响青霉素 G 以生产构象结合，但无反应

活性，即对-酮戊二酸为竞争性抑制，对青霉

素 G 为非竞争性抑制。 

 
可推出反应速率为 

2
PG

PG PG

Vcv
A Bc Cc


 

 

其中 V=kpK1K2cEcOG，A=1+K1cOG，B=K3+ 

K1K2cOG，C=K3K6，其他参数含义同上。对其求

一阶导数可知在 cPG 逐渐增加至 /A C 时，反应

速率达到最大值，然后又随 cPG 增加而逐渐下

降，呈现先升后降的趋势，这与我们实验得到

的 scDAOCS 野生型酶及突变体 H4 的结果一致。 

模型 3：假设青霉素 G 可以非生产构象与

scDAOCS 结合，同时不影响-酮戊二酸结合以

及青霉素 G 以生产构象结合，但无反应活性，即

对-酮戊二酸和青霉素 G 均为非竞争性抑制。 

 
可推出反应速率为 

2
PG

PG PG

Vcv
A Bc Cc


 

 

其中 V=kpK1K2cEcOG，A=1+K1cOG，B=K3+ 

K1K2cOG+K1K4cOG，C=K1K2K5cOG，其他参数含

义同上。因为反应速率的形式与模型 2 一致，

因此其表现也应相同。 

综上所述，根据理论模型与我们实验结果

的比较，可以推论：青霉素 G 在 scDAOCS 上至

少有两个结合位点，并且可以同时结合，即青

霉素 G 对其自身为非竞争性抑制。但是从我们

的实验结果不能判断青霉素 G 对-酮戊二酸为

竞争性或非竞争性抑制作用。 

尽管理论模型对反应速率变化趋势的推论

与 scDAOCS 野生型酶及突变体 H4 的实验结果

一致，但是仍不能解释 H5、H6 及 H7 的复杂变

化趋势。相对于 H4，这 3 个突变体都多出一个

共同的突变位点 I305M[17]。Wei 等的研究结果

表明 I305 位点的突变对 scDAOCS 活性有重要

影响，对于青霉素 G，I305M 是 I305 突变体中
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kcat 增加最大的[8]。晶体结构 (PDB：1UOB[7]) 显

示 I305 位于活性中心，侧链末端距离 Fe(II) 约

4 Å。I305 可直接参与底物青霉素的结合，其侧

链末端与青霉素的四元内酰胺环接近，与 1 位

硫原子及 5、6 位碳原子距离在 5 Å 以内，形成

疏水作用；与 α-酮戊二酸距离也在 4−6 Å，但未

形成有利的相互作用。将此位点突变为 Met，尽

管突变后 Met 仍以疏水作用为主，但是其侧链

更长，同时引入一个硫原子，因此该突变可能

改变了底物结合口袋的形状及化学性质，进而

使底物青霉素 G 及 α-酮戊二酸的结合方式与结

合能力发生变化，从而引起复杂的底物抑制现

象。对突变体 I305M 及其与青霉素 G 和 α-酮戊

二酸的复合物进行晶体结构研究，可能有助于

我们了解其可能的作用机制。 

3  结论 

青霉素扩环酶是酶法催化青霉素类化合物

合成头孢类化合物的关键酶，具有潜在的工业

应用价值。我们研究了 scDAOCS 野生型酶以及

高活力突变体 H4、H5、H6、H7 在青霉素 G 浓

度 5.6–500 mmol/L 区间内的活性变化趋势，发

现在高青霉素 G 浓度下它们均存在明显的底物

抑 制 现 象 ， 其 中 H6 在 青 霉 素 G 浓 度 大 于    

100 mmol/L 时仍能保持较高的催化活力，适合

在高浓度底物下的工业应用。 

野生型 scDAOCS 及各个突变体在高青霉

素 G 浓度 (大于 80 mmol/L) 均表现出复杂的底

物抑制现象，其中野生型酶及突变体 H4 的表现

与非竞争性抑制模型预测相符，而突变体 H5、

H6 和 H7 可能有更复杂的抑制作用机制。 
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