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半理性设计D-阿洛酮糖3-差向异构酶高效合成

D-阿洛酮糖

王楷喆，马文杰，高宇昂，毛淑红，田康明，秦慧民*

（天津科技大学生物工程学院,天津 300457）

摘要：为了提高 D- 阿洛酮糖 3- 差向异构酶（D-allulose 3-epimerase, DAEase）的催化活性与热稳定性，满足其在工业

生产中的应用需求，研究通过基因挖掘结合半理性设计改造获得高性能突变体。在大肠杆菌中实现了来源于黄体微杆菌

（Microbacterium luteolum）MlDAEase 的可溶性表达，该酶最适催化条件为 60 ℃、pH 值 8.0。通过三维结构建模分析指导

半理性设计，结合高通量筛选获得优势突变体 G65M、G65E 和 M110W。经组合突变（CAST）得到相对活性提高 2.41 倍

的突变体 G65E/M110W，其 kcat/Km 提高了 5.09 倍。突变体 G65E/M110W 催化 500 g·L-1 D- 果糖生成 153 g·L-1 D- 阿洛酮糖，

转化率达到 30.60%，相较于野生型提高 2.09 倍。研究结果表明，MlDAEase 是一种具有良好改造潜力的新型 DAEase，通

过结构指导的半理性设计可显著提升其催化性能和热稳定性。该研究为 D- 阿洛酮糖的高效酶法制备提供了理论依据和候选

酶资源，具有良好的工业应用前景。
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Structure-guided Semi-rational Engineering of D-allulose 3-epimerase for 

Enhanced D-allulose Biosynthesis
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Abstract: To enhance the catalytic activity and thermal stability of D-allulose 3-epimerase (DAEase) for industrial 

applications, high-performance mutants were engineered through integrating gene mining with semi-rational design. In this study, 

the DAEase gene from Microbacterium luteolum (MlDAEase) was heterologously expressed in Escherichia coli with soluble 

production, exhibiting optimal activity at 60 ℃ and pH 8.0. To address the poor thermal stability of MlDAEase that limits industrial 

applications, semi-rational design was performed guided by three-dimensional structural modeling and high-throughput screening, 

which identified the key mutants G65M, G65E, and M110W. The combinatorial mutant G65E/M110W, constructed via the CAST 

strategy, exhibited a 2.41-fold increase in relative activity and a 5.09-fold enhancement in catalytic efficiency compared to the wild-

type. In industrial biocatalytic processes, the engineered mutant converted 500 g·L−1 D-fructose to 153 g·L−1 D-allulose, achieving 

a conversion rate of 30.60%, which represented a 2.09-fold improvement over the wild-type enzyme. The results demonstrated 

MlDAEase as a novel D-allulose 3-epimerase with great potential for engineering. Its catalytic performance and thermal stability 
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D- 阿洛酮糖是一种低热量的天然稀有糖，其甜度

是蔗糖的 70%，而热量却很低 [1-3] 。自然界中，D- 阿
洛酮糖微量存在于小麦和甘蔗、无花果中。糖果和果

酱加热过程中可能发生异构反应，产生微量 D- 阿洛酮

糖 [4] 。其溶解度较高，在食品工业中展现出广阔的应

用潜力 [5] ，研究发现 D- 阿洛酮糖可以抑制美拉德反应

中副产物的生成，改善食品色泽 [6] ，增强食品凝胶的

持水能力 [7] ，优化食品质构特性并丰富其口感 [8,9] ，延

长食品保质期 [10] 。其功能在多个领域已经得到验证，

在水产品加工方面，Ogawa 等 [11] 发现 D- 阿洛酮糖可显

著改善鱼糜凝胶性能，其可以快速提升热诱导鱼糜凝

胶的强度和含水率。在烘焙工业中，Bolger 等 [12] 发现

D- 阿洛酮糖面糊在烘焙蛋糕过程中表现出更稳定的物

性，其体积膨胀率减少 42%，且其色泽更佳。此外，D- 阿
洛酮糖在医疗保健方面具有抗癌 [13] 、抗氧化 [14] 、抗骨

质疏松 [15] 、抗炎 [16] 、抗高血压 [17] 、保护神经 [18] 、增强

免疫力 [19] 、降血糖血脂 [20] 等功能，具有广阔的应用前

景。近年来，人们对健康问题越来越重视，并且为积

极响应国家“体重管理年”三年行动，D- 阿洛酮糖依

然是当下研究的最热门的稀有糖之一。

酶法合成 D- 阿洛酮糖具有绿色、温和并且易分

离的特点，成为当前工业生产中最有前景的合成方

法 [5,21] 。D- 阿洛酮糖可由 D- 阿洛酮糖 3- 差向异构酶

（D-allulose 3-epimerase, DAEase）异构化 D-   果糖合

成，仅需要一步反应，且副产物生成较少 [22,23] 。目前，

来源于 Agrobacterium tumefaciens [24] 、Dorea sp. [25] 、

Sinorhizobium fredii [26] 等 DAEase 已被发掘并表征，证

实了生物酶法合成 D- 阿洛酮糖的可行性。但酶法合成

D- 阿洛酮糖也存在一定局限性，DAEase 的稳定性较

差以及活性较低 [27] ，限制了其在工业化生产的进一步

应用。计算机辅助异构酶的工程化改造，并结合高通

量筛选技术，是获得高性能突变体酶的有效手段。Qi
等 [28] 通过计算机辅助对来自 Thermogutta terrifontis 的
TtDAEase 进行底物口袋重塑，使其催化活性提高了

5.12 倍，Li 等 [29] 通过表面电荷工程和随机诱变结合高

通量筛选获得了酸性条件下活性显著提高的突变体。

DAEase 家族酶普遍呈现中性最适 pH 值（6.0~8.0）与

嗜热催化特性（最适温度 40~70 ℃）。为了实现 D- 阿
洛酮糖的快速生产和分离，工业生产温度普遍较高，

但长时间高温环境会导致酶结构不稳定甚至变性失活，

并发生褐变反应，影响产物纯度和感官品质。因此，

提升 DAEase 的热稳定性与催化活性是推动其在工业

发展的重要措施。

本研究通过 BLAST 工具在 NCBI 酶基因库中

获得来源于黄体微杆菌（Microbacterium luteolum）

的 MlDAEase，利用 SWISS-MODEL 在线工具预测

MlDAEase 的蛋白质空间结构，使用 Pymol 软件对其

进行可视化处理。根据其空间构象分析指导半理性设

计构建突变体文库，基于高通量快速筛选法 [26] 筛选出

最佳突变体，验证其催化高浓度 D- 果糖合成 D- 阿洛

酮糖的性能，探究其在工业应用上的可行性。

1  材料与方法

1.1 实验材料

对来源于黄体微杆菌（Microbacterium luteolum）

的 基 因 DAEase（MlDAEase，GenBank 登 录 号 为

WP_282215800.1）进行密码子优化并由苏州安升达生

物科技有限公司合成，载体为 pET28a。用于质粒扩

增提取的底盘菌株 E. coli JM109 以及用于基因表达的

底盘菌株 E. coli BL21（DE3）由实验室保藏。来源于

Klebsiella pneumoniae 的 NADH 依赖型核糖醇脱氢酶

（KpRDH）由实验室提供。

1.2 重组蛋白MlDAEase的表达与纯化

将合成的基因转化至底盘菌株 E. coli JM109 基

因扩增，然后将重组质粒转化至基因表达底盘菌株

E. coli BL21（DE3），进行目的蛋白异源表达。将

pET28a-MlDAEase 单克隆菌落挑至含有 50 μg·mL-1 硫

酸卡那霉素的 5 mL LB 试管中 37 ℃、220 r·min-1 培

养 6~8 h，然后转接至含有 50 μg·mL-1 硫酸卡那霉素的

200 mL LB 摇瓶中扩大培养，37 ℃、220 r·min-1 培养

至对数期，加入终浓度为 0.5 mmol·L-1 异丙基 -β-D- 硫
代半乳糖苷（IPTG），16 ℃低温持续培养 16 h，诱导

异源蛋白表达。4 000 r·min-1，4 ℃下离心 15 min 收集

菌体保存，用于后续纯化。

将所收集菌体用 Lysis Buffer（20 mmol·L-1 Tirs-
HCl，20 mmol·L-1 咪唑，500 mmol·L-1 NaCl）重悬，并

添加溶菌酶和 PMSF，磁力搅拌 15 min 后进行超声破碎，

超声时间开 2 s，关 4 s，超声功率为 180 W，持续 10 min。
将所得破碎液 12 000 r·min-1 4 ℃离心 30 min，得到粗酶

液与 Ni-NTA Superflow 树脂结合 40 min，转入重力柱。

were significantly improved through structure-guided semi-rational design. This study provides both a theoretical basis and a 

candidate biocatalyst for the efficient enzymatic production of D-allulose, offering promising prospects for industrial application.

Key words: D-allulose 3-epimerase; D-allulose; rare sugar; saturation mutagenesis; semi-rational design
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用 Lysis Buffer（20 mmol·L-1 Tirs-HCl，20 mmol·L-1 咪

唑，500 mmol·L-1 NaCl）洗脱杂蛋白，然后用 Elution 
Buffer（20 mmol·L-1 Tirs-HCl，500 mmol·L-1 咪 唑，

500 mmol·L-1 NaCl）洗脱 MlDAEase。用 PBS 置换后

得到目标蛋白并储存于 4 ℃备用。

1.3 MlDAEase酶学性质表征

使用 HPLC 对 D- 果糖和 D- 阿洛酮糖进行定量分

析，HPLC 检测条件为：

色谱仪：Agilent 1260 ；检测器：蒸发光散射检测

器（Alltech Chrom，ELSD6000）； 进 样：Agilent 自
动进样器；进样量 10 μL ；色谱柱：Alltech PrevailTM 
Carbohydraye ES（5 μm, 4.6×250 mm，Grace，
America）；柱温 40 ℃；流动相：乙腈 : 水 =7:3 ；流速

1.2 mL·min-1。

MlDAEase 酶活测定：以 10 g·L-1 D- 果糖为底物，

加入 1 mmol·L-1 Mg2+、1 μmol·L-1 MlDAEase 酶液，置

于 60 ℃水浴锅中反应 20 min，反应结束煮沸 10 min，
12 000 r·min-1 离心 1 min，吸取上清待测。

在 40~70 ℃条件下探究 MlDAEase 的最适温度；

在 pH 值 5.0~10.0 条件下进行最适 pH 值的探究，均以

测定的酶活作为指标。酶在最适条件下的活性定义为

100%。

MlDAEase 的热稳定性测试按如下步骤进行：将目

标酶置于 40~70 ℃（间隔 10 ℃）条件下孵育 6 h，间

隔 1 h 按上述酶活测定方法测定其相对活性。其中，

未经孵育的 MlDAEase 初始活性被定义为 100%。

MlDAEase 的 pH 值耐受性测试按如下步骤进行：

将目标酶在 pH 值 5.0~10.0（间隔 1.0）条件下孵育 6 h，
间隔 1 h 按上述酶活测定方法测定其相对活性。其中，

未经孵育的 MlDAEase 初始活性被定义为 100%。

1.4 不同金属离子对酶活性的影响

为探究 MlDAEase 的最适金属离子，向催化体系

中分别添加 1 mmol·L-1 的 Mg2+、Co2+、Mn2+、Ca2+、

Zn2+、Mn2+ 进行催化反应，反应方法和上述酶活测定

方法一致，终止反应后使用 HPLC 检测酶活。以水代

替金属离子为对照组，对照组相对酶活定义为 100%。

最适离子浓度测定在 MlDAEase 最适温度和 pH
值 下， 在 0.25~1.50 mmol·L-1（ 间 隔 0.25 mmol·L-1）

Mg2+ 浓度下测定相对活性，酶在最适条件下的活性定

义为 100%。

1.5 突变体的筛选

将 MlDAEase 在 SWISS-MODEL 进行同源建模，

利用 AutoDock 对 MlDAEase 与 D- 果糖进行分子对接，

虚拟丙氨酸扫描根据底物结合自由能变化根据预测突

变位点。突变后自由能变化小于 0 kcal·mol-1 的单点突

变可能会提高蛋白的热稳定性，最后通过 Pymol 对突

变位点结构进行可视化和结构分析。

1.6 MlDAEase的饱和突变

对筛选到的突变体位点进 行饱和突变，以

pET28a-MlDAEase 质粒为模板，利用 KOD-plus 试剂

盒进行饱和突变，PCR 引物设计如表 1。PCR 扩增

结束后加入 Dpn I 进行消化处理消除模板，消化产物

使用 T4 连接酶环化。将环化产物转化至 E. coli BL21
（DE3）中，获得 MlDAEase 饱和突变体文库。

表 1  突变体所用引物设计

Table 1 Primers used for the mutant construction

引物名称 引物序列（5’→3’）

S63-F NNKCTGGGTCTGAGTGAAGCG

S63-R CGCACTAACCGCCAGCG

G65-F NNKCTGAGTGAAGCGACCG

G65-R CAGACTCGCACTAACCGCC

G104-F NNKGTGATCTACAGCGCG

G104-R ACAGAAGTGTTCGCCGCC

M110-F NNKAAAAAGTACATGGAGCCGGTG

M110-R CGCGCTGTAGATCACGCC

H177-F NNKCTGGACACCTACCACATG

H177-R GATGCCCACGTTCGG

R211-F NNKGGTTACCTGGGTACCG

R211-R GAAACTTTCACCGATGTGCAC

1.7 高通量筛选MlDAEase优势突变体

MlDAEase 的高通量筛选主要包括以下几部分。

反应：将野生型（WT）和突变体阳性转化子分别

挑取至含有 1 mL LB 的 48 孔板中，37 ℃培养 12 h，
加入 0.5 mmol·L-1 IPTG 诱导，16 ℃过夜培养，将 48
孔板 4 000 r·min-1 15 min 离心收集菌体，弃上清并用

1 mL PBS 重悬菌体，低温环境下加入 10 g·L-1 果糖以

及1 mmol·L-1 Mg2+，60 ℃反应1 h催化D- 果糖生成D- 阿
洛酮糖，煮沸 10 min 终止反应。

检测：取 2 μL 反应液体加入 2 μmol·L-1 KpRDH 以

及 2 mmol·L-1 NADH，加入 NADH 同时开始计时，测

量 0 min 和 2 min 之间样品在 340 nm 下吸光度的差值，

与 WT 进行对比，差值大于 WT 即酶的活性高于 WT，
从而筛选出 MlDAEase 优势突变体 [26] 。

复筛：将检测结果较好的转化子进行三次重复筛

选，以减少误差，进一步确定最佳突变体。
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1.8  MlDAEase动力学参数的测定

测定 MlDAEase 的动力学参数，以 0~500 mmol·L-1 D-
果糖为底物，加入 5 μmol·L-1 酶液、1 mmol·L-1 Mg2+

以及 PBS（pH 值 8.0）缓冲液，在 60 ℃下反应 10 min，
使用 GraphPad Prism 8.0 软件中非线性回归拟合到

Michaelis-Menten 方程计算米氏常数（Km）、催化转换

数（kcat）以及催化效率（kcat/Km）。

1.9  D-阿洛酮糖的合成

为了验证 MlDAEase 及其突变体催化 D- 果糖生

成 D- 阿洛酮糖的能力，在 10 mL 反应体系中加入

20 μmol·L-1 酶液、500 g·L-1 D- 果糖、1 mmol·L-1 Mg2+

以及PBS缓冲液（pH值 8.0），在 60 ℃条件下催化D- 果
糖合成 D- 阿洛酮糖。每间隔 1 h 取样并通过 HPLC 测

定转化率，D- 阿洛酮糖产量达到稳定后终止反应。转

化率计算公式如下：

α = 
m1

m2
×100%                                                                   （1）

式中：

α——转化率，% ；

m1——生成的 D- 阿洛酮糖质量，g ；

m2——底物中果糖质量，g。

1.10 数据分析

数据测定实验均进行了 3 次重复，采用 Origin 
2024 进行数据处理及绘图。

2  结果与分析

2.1 MlDAEase的序列分析及3D模型分析

多序列比对 MlDAEase 与 DAEase 分析其序列同

源性及保守性氨基酸，结果如图 1 所示。MlDAEase
与其他 DAEase 氨基酸序列相似性为 30% 左右，如

Clostridium cellulolyticum H10 DAEase  [30] （27.53%）、

Dorea sp. CaG317 DAEase   [25] （26.92%）、S. fredii 
CCBAU 83666 DAEase [26] （31.41%）。结果表明，活性

中心的关键残基 E146、D179、H205 和 E240 高度保守，

催化机理与 DAEase 家族成员相似，可能具有催化 D- 果
糖生成 D- 阿洛酮糖的能力。

以 Ketose 3-epimerase（PDB ID ：5ZFS）为模板

利用 SWISS-MODEL 建立 MlDAEase 的三维立体结

构，并通过 Pymol 对其结构可视化。结构分析表明，

MlDAEase 由 8 个 α- 螺旋和 8 个 β- 折叠组成，通过与

已解析的 DAEase 结构对比，其具有 DAEase 典型的

TIM-barrel（β/α）8 结构域（图 2a）。利用 AutoDock
对 MlDAEase 与 D- 果糖对接，D- 果糖分子周围活性位

点保守性残基 E146、D179、H205 和 E240 与金属离

子 Mg2+ 可形成催化四分体，表明 MlDAEase 可以与

D- 果糖结合，并催化其发生反应（图 2b）。

图 1 MlDAEase 多序列比对

Fig.1 Multiple sequence comparison of MlDAEase 

图 2 MlDAEase 的分子模型展示

Fig.2 Molecular model representation of MlDAEase

注：a ：MlDAEase（紫色）与 5ZFS（绿色）模型拟合；b ：

MlDAEase 催化活性口袋分析。

2.2 MlDAEase的纯化

图 3 重组 MlDAEase 的 SDS-PAGE 电泳分析

Fig.3 SDS-PAGE electrophoretic analysis of recombinant 

MlDAEase

注：M ：180 ku Maker ；1 ：粗酶液；2 ：细胞破碎液沉淀；3 ：

流穿液；4 ：未结合的杂蛋白；5 ：洗脱前样品；6 ：MlDAEase 酶

液；7 ：洗脱后样品。 
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将 MlDAEase 基因于 E. coli BL21（DE3）异源表

达，并在 16 ℃条件下经 IPTG 诱导后获得。菌体收集

后采用 180 W 超声功率在冰浴条件下间歇破碎充分裂

解细胞。离心所得上清液通过镍柱亲和层析纯化蛋白。

SDS-PAGE 电泳结果如图 3，泳道 ~8 中 31 ku 附近显

示清晰单条带，该条带分子量与 MlDAEase 理论值吻

合，表明目标蛋白实现可溶性表达。该泳道几乎无杂带，

蛋白纯度大于 90%，为后续研究提供可靠的基础。

2.3 最适温度以及热稳定性

为探究 MlDAEase 的最适反应温度，测定了其随

温度变化的相对酶活。MlDAEase 在 40~70 ℃下均呈现

出 50% 以上的相对活性，60 ℃时达到最高（图 4a）。
热稳定性是决定其工业适用性的关键指标，进一步测

定显示 MlDAEase 在 60 ℃下酶活呈衰减趋势，孵

育 6 h 后残余活性不足 15%，而 70 ℃条件下，短时间内

酶活完全丧失（图 4b）。综上，MlDAEase 的最适反应温

度为 60 ℃，与 DAEase 家族酶成员最适温度相同，但在

此温度下稳定性差，需要进一步提高以满足实际应用。

图 4 MlDAEase 最适温度及热稳定性测定

Fig.4 Determination of the optimal temperature and thermal 

stability of MlDAEase

注：（a）MlDAEase 最适温度；（b）MlDAEase 热稳定性。

2.4 最适pH值以及pH值耐受性

pH 值梯度实验表明，MlDAEase 在 pH 值 6.0~10.0

范围内维持了 60% 以上相对活性，pH 值 8.0 时呈现

最高相对活性（图 5a）。pH 值耐受性探究结果表明，

酸性条件下 MlDAEase 活性损失迅速，3 h 便完全失

活（pH 值 5.0）；但在碱性环境下（pH 值 7.0~9.0）孵

育 MlDAEase 6 h 后仍能保留 70% 以上残余活性

（图 5b）。相比于其他 DAEase 家族酶，如 DoDAEase
的最适 pH值为 6.0 [25] ，SfDAEase的最适 pH值为 7.0 [26] ，

MlDAEase 最适反应 pH 值为 8.0，在碱性条件下具有

稳定的催化能力。

图 5 MlDAEase 最适 pH 值及 pH 值耐受性测定

Fig.5 Determination of the optimal pH and pH stability of 

MlDAEase

注：（a）MlDAEase 最适 pH 值；（b）MlDAEasepH 值耐受性。

2.5 MlDAEase最适金属离子

DAEase 是金属依赖性酶，不同金属离子对

MlDAEase 酶活力影响不同，如 AgDAEase 在 Mn2+ 作

用下表现出最大活性 [24] ，而 DoDAEase 在 Co2+ 作用下

表现出最大活性 [25] 。因此我们探究了 MlDAEase 的最

适金属离子，结果表明，Mg2+ 和 Co2+ 均可以显著提高

MlDAEase 活性，分别提高 81.52% 和 82.58%，其

他离子对酶活性影响很小（表 2）。Mg2+ 和 Co2+ 可

以稳定酶的构象，增强与底物的结合从而增其酶的

活性。但过量的 Co2+ 不符合国际食品安全标准，故

选择 Mg2+ 进行后续实验。进一步对 Mg2+ 的最适浓

度进行探究，结果表明 MlDAEase 的最适 Mg2+ 浓

度为 1 mmol·L-1（图 6）。
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表 2  金属离子对酶活性的影响

Table 2 The impact of metal ions on enzyme activity

金属离子 相对酶活 /%

control 100±3.12

Mg2+ 181.52±2.15

Co2+ 182.58±1.87

Ca2+ 103.31±0.91

Zn2+ 102.16±1.02

Mn2+ 121.27±1.68

图 6 MlDAEase 最适离子浓度

Fig.6 Optimal ion concentration of MlDAEase

2.6 高通量筛选MlDAEase突变体

利用虚拟丙氨酸扫描选取底物结合能最低的 6
个 氨 基 酸 位 点（S63、G65、G104、M110、H177、
R211）作为潜在位点进行饱和突变（图 7a），以 NNK

简并密码子策略构建饱和突变体文库，结合高通量快

速筛选方法以 WT（MlDAEase）为对照 [26] ，通过 48
孔板快速检测突变体文库中优势突变体（图 7b）。

表 3  MlDAEase及其突变体的动力学参数

Table 3 Kinetic parameters of MlDAEase and G65E/M110W

MlDAEase kcat/s
−1 Km/(mmol·L−1) kcat/Km/(L⋅mmol−1⋅s−1)

WT 56.90±5.71 52.60±7.93 1.08±0.16

G65E/M110W 148.50±14.94 27.00±4.15 5.5±0.83

基于 NADH 偶联的高通量筛选方式筛选了 100
个转化子，选择 Δ340 nm 排序前 10 的突变体利用

HPLC 验证活性。筛选出了 3 个优势突变体，活性分

别 为 G65M（171.45%）、G65E（116.52%）、M110W
（118.16%）（图 7c）。利用组合突变（CAST）获得了

优势突变体 G65M/M110W 和 G65E/M110W。突变体

G65M/M110W 的相对活性约为 132.67%，而突变体

G65E/M110W 的相对活性约为 241.36%，催化性能显著提

升（图 7d）。同时，突变体 G65E/M110W 在 60 ℃下孵育

6 h 残余活性约为 70%，较 WT MlDAEase 的 15% 提

高了 4.66 倍，热稳定性得到了大幅提高（图 7e）。最后，

MlDAEase 和 G65E/M110W 的动力学参数表明，G65E/
M110W 的 kcat/Km 值是 WT 的 5.09 倍（表 3），高于同

家族的 TtDAEase P105A/L14C（3.55 L⋅mmol−1⋅s−1） [28] 、

SfDAEase（0.93 L⋅mmol−1⋅s−1） [26] ，进一步验证突变体

催化性能的显著提升。

  

图 7 MlDAEase 突变体的筛选

Fig.7 Screening for MlDAEase mutants

注：a ：丙氨酸扫描潜在突变体展示；b ：NADH 偶联的高通量筛选方法示意图；c ：MlDAEase 单突变体相对活性测定；d ：组合突

变体相对活性测定；e ：G65E/M110W 热稳定性测定。
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2.7 MlDAEase及其突变体催化D-果糖生成D-
阿洛酮糖

利用 MlDAEase（WT）和突变体 G65E/M110W
在 60 ℃条件下催化 500 g·L-1 D- 果糖，对比其催化性

能。WT 反应 8 h 仅生成 73 g·L-1 D- 阿洛酮糖，不利于

工业应用；而G65E/M110W生成153 g·L-1 D- 阿洛酮糖，

最终转化率约 30.60%（图 8）。与已经报道 DAEase
的酶促反应转化率水平一致，如 Dorea sp. CaG317 
DAEase [25] （转化率约 29.6%）、S. fredii CCBAU 83666 
DAEase [26] （转化率约 32%）。G65E/M110W 展现出其

工业应用潜力，可进一步开发为工业生物催化剂。

图 8 MlDAEase 及其突变体生产 D- 阿洛酮糖

Fig.8 Production of D-allulose by MlDAEase and 

G65E/M110W mutant

3  结论

本研究发现一种新型 D- 阿洛酮糖 3- 差向异构酶

MlDAEase，其最适催化条件为 60 ℃、pH 值 8.0，该

酶活性和热稳定性较差，不利于工业生产应用。针对

该问题，通过半理性设计，筛选获得了高性能组合突

变体 G65E/M110W。该突变体催化活性达到野生型的

2.41 倍，在 60 ℃下孵育 6 h 热稳定性提高了 4.66 倍，

kcat/Km 提高了 5.09 倍，催化性能得到显著提升。最后，

G65E/M110W催化500 g·L-1 D- 果糖生成了153 g·L-1 D- 阿
洛酮糖，转化率达到 30.60%。本研究通过酶改造提高

了 MlDAEase 的活性以及热稳定性，为基于结构分析

的酶分子改造提供了可行案例，同时为工业级 D- 阿洛

酮糖生产开发了具有应用潜力的生物催化剂。
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