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填表说明  

 

 

一、本表要求按顺序逐项填写，项目要实事求是，讲究诚信，不能有

雷同，表达要明确、严谨。空缺项要填“无”。一律用 A4 纸打印，于左侧

装订成册。 

二、申请参加本项目团队人数不得超过 4 人（1 人为立项负责人，参与

合作研究者 1-3 人）。 

三、申请参加本项目的个人或团队必须聘请教师作为项目指导教师，并

请指导教师在申请书上签名。 

四、项目执行周期一般为 1 年半，允许项目开展 1 年后申请提前结题。 

五、本表由指导教师所在院系初审，签署意见后，由学院统一保存。 
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一、项目基本情况 

项目名称 PLP酶 CsmE的催化机理解析 

项目所属一级学科（可以是一种或多种跨学科） 工学 

项目来源 

□学生自选课题           □导师科研项目     

□与专业实践相关         □ 与课程设计相关 

是否以 USRP 课题为基础  □是 □否  如果是，请填写 USRP 课题名称： 

成果导向 

□以参与科创竞赛为导向，请填写竞赛名称： 

□以发表学术论文或专利为导向 

负

责

人 

姓名 学号 所在院系 专业 手机 E-mail 

王孜齐 23012320 生物工程学院 
食品质量与安

全 
18721753089 2680015338@qq.com 

参

与 

组

员 

周锦灿 23012260 生物工程学院 生物技术 18757386393 3122449783@qq.com 

谢宇峰 23012387 生物工程学院 生物工程 18057994768 2496083325@qq.com 

      

指

导

教

师 

姓名 刘雪婷 所在院系 生物工程学院 

联系电话 
021-6425

3020 
手机 

1376454972

9 
E-mail liuxt2010@126.com 

职务/职称 教授 主要研究方向 

微生物来源的活性天然产物研究；利用

合成生物学策略合成“非天然”的活性

天然产物 
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二、项目申请理由 

 

项 

目 

背

景

和 

意

义 

（选题的来源，国内外同类研究工作的现状、方法、难点等，前期准备工作） 

1.选题来源 

天然产物在药物研发中占据着重要地位，然而随着研究的深入，已知化合物的重复发

现成为制约该领域发展的关键问题。在微生物中，天然产物的生物合成基因成簇分布，这

为基因组挖掘提供了可能。真菌作为天然产物的重要来源，真菌来源的倍半萜类化合物的

生物合成备受关注。在对真菌倍半萜生物合成的研究中，我们开发了一系列生物信息学算

法来挖掘新颖的倍半萜合酶及其后修饰酶。在这一过程中，我们发现了一类尚未被报道的

可催化倍半萜生物合成的 PLP 依赖酶。基于此，我们确定了“PLP 依赖酶 CsmE 的催化机

理解析”这一研究课题，旨在深入探究该酶在倍半萜类化合物生物合成中的催化机制，为

天然产物的合成研究提供新的思路和理论依据。 

1.1 生物合成基因簇的挖掘 

天然产物种类繁多，结构多样，但其在生物体内的合成基本遵循着相似的原则，先由

生物合成核心酶（Core enzyme）将简单的前体如氨基酸，短链羧酸，异戊二烯链等催化

生成结构复杂的骨架，再由后修饰酶（Post-modification enzyme）在骨架上进行修饰，进

一步拓宽其化学多样性。 

在微生物中，绝大多数情况下编码这些天然产物合成酶的生物合成基因基因会在基因

组上聚集，形成生物合成基因簇（Biosynthetic gene cluster，BGC），而在植物和动物中，

这些基因大都分散在基因组中，在真菌和植物中，有时候也会出现一部分生物合成基因成

簇的情况。微生物中生物合成基因成簇的性质使得我们对其进行系统挖掘成为了可能，通

常情况下，只要在基因组中定位到生物合成核心基因，那么就可以定位到其所在的生物合

成基因簇，进而挖掘到生物合成途径上的一系列修饰基因。同时，基因簇中也有可能会含

有生物合成相关的其他基因的如调控基因，抗性基因等，这使我们有可能对基因簇的表达

进行调控及对其产物的活性进行预测。 

天然产物具有结构新颖而多变，活性广泛等诸多优点，但随着研究的不断深入，研究

者也遭遇了诸多的问题。其中一大问题就是相似结构化合物的重复发现，自 1950 年后，

随着研究人员的增多和技术的进步，每年分离到的化合物数量逐年上涨，但化合物的结构

新颖程度却逐年下降。造成这一问题的原因之一是在上个世纪，天然产物研究领域多数采

用“自上而下”的策略，即先通过活性追踪分离发现活性化合物，再鉴定其结构，这就导

致了大量已知化合物的重复发现。但随着基因测序技术的快速发展，“自下而上”的策略

也随之出现，即通过生物信息学方法，在基因组中寻找可能催化新颖天然产物的生物合成

相关基因，再有针对性的分离对应的化合物，这种策略被称为“基因组挖掘”在微生物中

天然产物的生物合成基因具有成簇的特性，使其在基因组挖掘领域相较植物与动物有得天

独厚的优势。 
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在调取生物合成基因簇方面，基因组挖掘领域的研究者在近 20 年期间开发了十余种

算法，用于不同物种，不同类型生物合成基因簇的调取，这些软件根据原理大致可以分为

四类：一是基于生物合成核心基因的基因簇调取，二是基于生物合成基因簇中蛋白结构域

结构特征的调取，三是基于系统发育进化的调取，四是基于比较基因组学的调取。其中第

一种方法调取到的基因簇准确度高，但只能调取到已研究过的生物合成基因簇类型，第二、

三、四种方法调取出的基因簇会有较多的假阳性，但是可以调取到全新类型，完全未被研

究过的基因簇类型。 

1.2 常见的 PLP 依赖酶结构 

基于蛋白家族出现频率的新颖后修饰酶挖掘算法的开发，首次发现了 PLP 依赖酶可

催化倍半萜生物合成：前期课题组开发了一款基于蛋白家族出现频率的算法，用于定位催

化新颖反应的其它后修饰酶家族。通过对倍半萜生物合成基因簇上出现的所有基因进行统

计分析，前期课题组筛选到了 PLP 依赖酶，这类后修饰酶家族尚未报道可以催化倍半萜

的生物合成。通过对含 PLP 依赖酶的基因簇进行异源表达，课题组前期分离鉴定了两个

新颖杂萜，同时推测 PLP 依赖酶可以催化氨基酸和萜类骨架之间形成醚键，这也是一条

全新的杂萜生物合成途径。本课题聚焦于 PLP 依赖酶 CsmE 的催化机理解析研究。 

目前常见的 PLP 依赖酶结构还有： 

1.胱硫醚 β-合酶（Cystathionine β-synthase）：属于折叠类型 II，人类的胱硫醚 β-合酶

含有三个结构域，其 N 末端结构域有一个浅口袋用于结合血红素，催化核心含有 CXXC

氧化还原酶基序，C 末端调节结构域有一个由两个串联 CBS 基序组成的 Bateman 模块，

形成两个结合位点用于结合 AdoMet。基础状态下，一个亚基的调节结构域会阻挡相邻亚

基的活性位点，结合 AdoMet 后，调节结构域移动，使活性位点开放。 

2.真核生物鸟氨酸脱羧酶（Eukaryotic ornithine decarboxylase）：属于折叠类型 III，人

类鸟氨酸脱羧酶结合 AntizymeI 后形成异二聚体，两个基础降解元件暴露，导致泛素非依

赖性的蛋白酶体降解。一个蛋白酶敏感环定位活性位点残基用于催化，活性位点的 PLP

和赖氨酸残基在催化中起重要作用。 

3.赖氨酸 5,6-氨基变位酶（Lysine5,6-aminomutase）和赖氨酸 2,3-氨基变位酶

（Lysine2,3-aminomutase）：赖氨酸 5,6-氨基变位酶活性形式为α2β2 四聚体，可与另一种

称为 E2 成分的蛋白质相互作用实现再活化和 ATP 调节。赖氨酸 2,3-氨基变位酶使用三种

辅因子（PLP、AdoMet 和[4Fe - 4S]+ ）进行催化，AdoMet 和[4Fe - 4S]+ 共同作用形成

腺苷自由基，但这一步受 4Fe - 4S 簇形成和还原到 + 1 状态的限制，与还原蛋白相互作用

可激活赖氨酸 2,3-氨基变位酶。 

1.3 PLP 依赖酶的催化反应 

PLP 依赖酶虽未见在萜类的生物合成中有报道，但在其它天然产物的生物合成中非常

常见，其主要催化含氮天然产物的生物合成，我们推测其可能催化含氮杂萜的生物合成。

PLP 依赖酶可以以 PLP 为辅因子，以氨基酸、含氧酸和胺等分子为底物，催化转胺，克

莱森缩合，β消除，β取代，γ消除，γ取代，异构化及脱羧等反应，在天然产物的生物

合成中也起至关重要的作用，可以极大地拓宽天然产物骨架和官能团的多样性。 
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PLP 依赖酶虽然催化的反应极其多样，但其催化机制大体相同，PLP 作为辅因子，会

和酶口袋中的赖氨酸以希夫键相连，在发生反应时，底物中的氮原子会与 PLP 结合从而

形成底物-PLP 加合物，这一活泼的中间体可能会在不同位置发生断键从而催化不同的反

应，同时这一中间体也可能和其它底物分子反应。而在这一过程中，PLP 主要起稳定电子

云的作用。（见图 1） 

PLP 依赖酶的催化机制决定了其底物一定含有氮原子，而倍半萜分子在骨架的合成及

后续氧化过程中都不涉及到氮原子的引入，所以推测如果 PLP 依赖酶如果在萜类的生物

合成中起作用，可能负责将含氮的底物，比如氨基酸链接到萜类骨架上从而形成杂萜。为

了确定具体进行异源表达的基因簇，课题组前期首先调取了所有含 PLP 依赖酶的基因簇，

并使用 BiG-SCAPE 进行聚类分析（见图 2）。 

 

在 C 家族中的基因簇中（见图 3），保守的基因除 PLP 依赖酶及倍半萜合酶外，还存

在一系列的氧化还原酶包括单核非血红素铁／α-酮戊二酸依赖氧化酶及细胞色素 P450

酶，其中两个单核非血红素铁／α-酮戊二酸依赖氧化酶及两个细胞色素 P450 酶在一系列

基因簇中比较保守，该基因簇中含有丰富的氧化还原酶，有可能行使生物催化的功能，所

以从中选择一条生物合成基因簇进行异源表达以初步确定 PLP 依赖酶的功能。 

在来源于 C 家族的基因簇中，由于 Colletotrichum siamense 菌株在库，可以通过 PCR 

快速，低成本地获取生物合成基因，所以我们挑选了来源于 Colletotrichum siamense 的基

因簇，并将其命名为 Csm 基因簇，在这条基因簇上，除了在 C 家族一系列基因簇中比较

保守的倍半萜合酶，PLP 依赖酶，两个细胞色素 P450 酶及两个单核非血红素铁／α-酮戊

二酸依赖氧化酶外（CsmABCDEF），还存在另一个在其它同源基因簇中出现频率较低的

细胞色素 P450 酶及短链脱氢酶（CsmGH）。（见表 1） 

图 1 PLP 依赖酶的催化机制 

图 2 含 PLP 依赖酶的基因簇 BiG-SCAPE 聚类 图 3 C 家族中的生物合成基因簇 
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不同于氧化还原酶大部分都是负责在骨架上进行氧化反应，可能的产物分子量易于预

测，PLP 依赖酶催化的反应类型众多，其产物的分子量难以预测，为了能更准确的从发酵

产物数据中寻找到 PLP 依赖酶的催化产物，首先将 Csm 基因簇上的 PLP 依赖酶与所有真

菌来源已鉴定功能的 PLP 依赖酶共同进行系统发育分，我们发现在进化树中（见图 4），

本课题 PLP 依赖酶所在的蓝色分支中，所有已鉴定功能的 PLP 依赖酶均以 L-乙酰-O-高

丝氨酸为底物，L-乙酰-o-高丝氨酸通过γ-取代，将另一底物与高丝氨酸相，所以我们推

测产物应为在倍半萜上连接一个高丝氨酸，分子量应为奇数，大于 300，且碳原子数大于

19。 

 

图 4 PLP 依赖酶的系统发育分析及蓝色分支中 PLP 依赖酶催化的反应 

虽然 CsmHI 并不保守，但其距离倍半萜合酶距离较近，仍有可能参与化合物的生物

合成，所以我们决定也将这两个基因转入米曲霉，为了快速确定 PLP 依赖酶在生物合成

中是否起作用及生物合成的最小生物合成基因簇，首先构建了四个米曲霉转化子：

A.oryzae-CsmABCDEF（六基因含 PLP 依赖酶），A.oryzae-CsmABCDF（五基因不含 PLP

依赖酶），A.oryzae-CsmABCDEFGH（八基因含 PLP 依赖酶）及 A.oryzae-CsmABCDFGH

（七基因不含 PLP 依赖酶），在对发酵产物进行检测时，我们发现相较于不含 PLP 依赖酶

的转化子，包含PLP依赖酶的转化子多出了两个分子量为363 及379

的差异峰，这一分子量符合的推测。 

包含 CsmHI 的八基因转化子与六基因转化子均产生了相同的差异峰，这一系列结果

说明 PLP 依赖酶参与了生物合成并向倍半萜骨架上引入氨基酸生成了杂萜，且 CsmHI 未

表 1 Csm 生物合成基因簇的注释 
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参与这两个杂萜的生物合成。由于倍半萜骨架的氧化程度较低，我们推测不需要四个氧化

酶对骨架进行氧化，为了确定该杂萜的最小生物合成基因簇，我们接下来决定将 4 个氧化

酶与倍半萜合酶及 PLP 依赖酶分别组合并转入米曲霉中，以此确定参与杂萜生物合成的

氧化酶。 

构建了四个米曲霉转化子： A.oryzae-CsmADE （六基因含 PLP 依赖酶），

A.oryzae-CsmBDE（五基因不含 PLP 依赖酶），A.oryzae-CsmFDE（八基因含 PLP 依赖酶）

及 A.oryzae-CsmCDE（七基因不含 PLP 依赖酶），并对它们的发酵产物进行检测，我们发

现只有 A.oryzae-CsmCDE 的转化子产生了化合物 C1 和 C2，其余三个三基因转化子均未

检测到这两个产物，所以我们推测只有细胞色素 P450 酶 CsmC 参与了化合物 C1 和 C2 的

生物合成。（见图 5、图 6） 

2.国内外同类研究工作的现状 

2.1 PLP 依赖酶的结构与功能研究 

国内外众多研究对 PLP 依赖酶的结构和功能进行了广泛探索。已解析出多种 PLP 依

赖酶的晶体结构，如酵母 4 - 氨基 - 4 - 脱氧分支酸裂解酶（yeast Abz2）、赖氨酸脱羧酶

图 5 PLP 依赖酶 CsmE 的催化机制 

图 6 化合物 C1,C2 的推测生物合成途径 
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等，这些研究揭示了 PLP 依赖酶的活性中心结构、底物结合模式等重要信息，为理解其

催化机制奠定了基础。同时，对 PLP 依赖酶催化的反应类型也有深入研究，包括转胺、

克莱森缩合、β消除、β取代、γ 消除、γ 取代、异构化及脱羧等反应，并且明确了这些反

应在天然产物生物合成中的重要作用。 

2.2 酶催化机理的研究方法 

常用的研究方法包括蛋白质结构解析方法（如 X 射线晶体衍射、核磁共振等）、单分

子分析检测技术及计算机模拟技术（如量子化学计算、分子动力学模拟等）。这些方法相

互结合，从不同层面深入剖析酶的催化机理。例如，通过蛋白质结构解析确定酶的三维结

构，再利用量子化学计算方法研究酶与底物的相互作用、反应中间体和过渡态结构等，从

而全面理解酶的催化过程。 

2.3 杂萜生物合成途径 

在本课题中，我们开发了基于蛋白家族出现频率的生物信息学算法用来锁定倍半萜生

物合成中不寻常的后修饰酶。通过这个算法，我们成功定位到了 PLP 依赖酶。 

在本工作前，所有已报道的杂萜生物合成途径可以分为两类，一类需要异戊二烯转移

酶将萜类部分加载到非萜类部分上，在生物合成基因簇上会有一个特征性的异戊二烯转移

酶，比如杂萜 pyripyropene A，yaminterritrem B 及 mycophenolic acid 等的生物合成。另一

类首先由萜类合酶环化生成萜类骨架，然后由 PKS 或 NRPS 合成非萜类部分，最终由一

个连接酶将两者连接在一起，在生物合成基因簇上会同时存在萜类合酶及 PKS 或 NRPS，

比如 fumagillin，flavunoidine 及 aculane A 等的生物合成。（见图 7） 

而在本课题中的杂萜的生物合成方式不同于前两种，是由 PLP 依赖酶将氨基酸基团

连接到萜类骨架上，这也是一条全新的杂萜生物合成途径。 

通过对含 PLP 依赖酶的基因簇进行异源表达，我们分离鉴定了两个新颖杂萜，并通

过串联表达初步解析了其生物合成途径，根据其结构，我们推测 PLP 依赖酶可以催化氨

基酸和萜类之间形成醚键从而生成杂萜分子。 

2.4 酶工程策略推动酶的开发和优化 

自然界中存在的酶拥有多种多样的功能，它们已经被应用在工业生产和学术研究中，

但其中许多酶的性质和功能还不能完全满足应用需要，通过改造来提升这类酶的某些特性

是酶工程的重要任务。酶工程主要包括理性设计、定向进化、半理性设计和人工智能辅助

图 7 杂萜的生物合成途径 
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设计等策略。理性设计方法根据酶的催化机理、结构等先验知识进行改造。定向进化技术

通过构建随机突变文库和高通量筛选提升目标酶的稳定性和活性等性质。半理性设计方法

借助一系列计算方法构建相比于定向进化更小也更合理的突变文库以降低筛选工作量。人

工智能技术在大量数据驱动下可以学习有关蛋白质构成和进化的特征信息。 

酶分子的理性设计是利用各种生物化学、生物物理、结构生物学方法获得有关酶分子

的结构、性质和功能的信息，并基于已知结构和功能之间的关系，改变酶分子中个别氨基

酸残基和结构域改造酶分子，甚至设计并预测酶的空间结构并从头开始设计酶的一级结

构，以期获得具有新性状的突变酶。 

整合生物化学、结构生物学和计算化学的方法可以为解析 PLP 酶 CsmE 的催化机理

提供更全面、深入的理解。通过生物化学方法可以测定酶的活性、底物特异性和抑制剂等

信息；通过结构生物学方法可以提供酶的三维结构信息；通过计算化学方法可以提供酶催

化反应的理论模型。将这些方法相结合，可以更好地理解 PLP 酶 CsmE 的催化机理，为

开发新型药物和生物技术提供理论基础。 

3.前期准备工作 

3.1 文献调研 

广泛收集国内外关于 PLP 依赖型酶和 CsmE 的相关文献资料，了解其研究现状、已

有的研究方法和成果，梳理 CsmE 研究中的空白点和关键问题，重点关注 PLP 酶 CsmE

相关的文献，收集有关该酶的结构、功能、催化机理等方面的信息，为项目的开展提供具

体的研究方向和问题。 

3.2 实验材料准备 

获取 CsmE 的基因序列，构建合适的表达载体，将其转化到高效表达的宿主细胞（如

大肠杆菌）中，通过优化培养条件，提高 CsmE 蛋白的表达量；同时，准备用于蛋白质纯

化的试剂和设备，如层析柱、缓冲液等，以便获得高纯度的 CsmE 蛋白用于后续研究。 

3.3 技术方法学习与优化 

团队成员学习和掌握蛋白质结构解析、酶活性测定、量子化学计算等相关技术方法，

针对可能遇到的问题（如蛋白纯化过程中的杂质去除、计算模型的选择和优化等）进行预

实验和模拟分析，确保在项目正式开展时能够熟练运用这些技术，并根据实际情况进行优

化。 
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项 

目 

申

请

理

由 

（项目团队成员具备的知识基础、能力素养、兴趣特长和已参加的科研等条件） 

1. 团队成员已经了解过多篇有关 PLP 依赖酶的文献，对 PLP 依赖酶的结构特征、构

效关系、作用机理、合成途径等有了一定了解。 

2. 团队成员与指导教师交流密切，对整个实验流程有了一定了解，并将在指导教师

的帮助下更熟练地掌握实验流程、学习实验相关技术。 

3. 团队成员认真学习了有机化学等基础学科，对将要学习的生物信息学、生物化学、

分子生物学进行了初步了解，并已积累了一定生物学实验的经验，在日后的研究过程中也

将继续与指导教师和师兄师姐保持交流，学习相关知识与实验操作，以具备可以独自完成

实验的能力。 

4. 团队成员对生物学和相关实验怀有浓厚的学习兴趣，热衷于探索未知的新事物，

有一定的发现问题和解决问题的能力，同时做事严谨，十分注意实验室的操作安全，成员

之间具备一定默契，互相信任，合作密切，有利于问题的解决和实验的顺利展开。 
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三、项目研究内容 

项

目

研

究

的

主

要

内

容

及

目

标 

（主要研究内容，重点和难点，研究思路和方法等） 

1.研究方法 

生物信息学分析 

（1）序列比对与系统发育分析：对 PLP 酶 CsmE 及相关同源蛋白进行序列比对，构

建系统发育树，分析其在 PLP 依赖酶家族中的进化关系，预测其可能的功能和催化特性。 

（2）基因簇分析：研究 PLP 酶 CsmE 所在基因簇的结构和组成，分析基因簇中其他

基因与 CsmE 的协同作用关系，推测其在生物合成途径中的角色。 

1.2 蛋白质表达与纯化 

（1）克隆与表达：将编码 PLP 酶 CsmE 的基因克隆到合适的表达载体中，转化至宿

主细胞（如大肠杆菌、酵母等），通过诱导表达获得重组蛋白。 

（2）蛋白纯化：采用亲和层析、离子交换层析、凝胶过滤层析等方法对表达的重组

蛋白进行纯化，获得高纯度的 PLP 酶 CsmE 用于后续实验。 

1.3 新颖后修饰基因的功能鉴定 

（1）功能解析：根据推测的生物合成途径，设计串联表达，底物饲喂，敲除，体外

酶反应等实验对新颖生物合成基因的功能进行解析。 

（2）定点突变：对 PLP 酶 CsmE 的关键氨基酸残基进行定点突变，研究突变对酶活

性的影响，确定参与催化反应的关键残基。 

1.4 酶活性测定与动力学分析 

（1）建立酶活性测定方法：根据 PLP 酶 CsmE 可能的催化反应，设计合适的酶活性

测定体系，通过检测底物的消耗或产物的生成来确定酶活性。 

（2）动力学参数测定：测定不同底物浓度下的酶反应初速度，采用米氏方程拟合数

据，计算酶的米氏常数（Km）、最大反应速率（Vmax）等动力学参数，分析酶对底物的

亲和力和催化效率。 

1.5 结构生物学研究 

（1）晶体结构解析：尝试结晶 PLP 酶 CsmE，利用 X 射线晶体衍射技术收集衍射数

据，解析其三维结构，确定活性中心的结构特征、PLP 辅因子的结合模式以及与底物的相

互作用位点。 

（2）冷冻电镜技术（如有需要）：若晶体结构解析困难，可考虑采用冷冻电镜技术研

究 PLP 酶 CsmE 在溶液中的结构状态，获取其结构信息。 

1.6 量子化学计算与模拟 

（1）反应机理模拟：运用量子化学计算方法，对 PLP 酶 CsmE 催化反应的过渡态、

中间体进行计算模拟，分析反应过程中的电子转移、化学键变化等微观过程，揭示催化反

应的机理。 
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（2）结合模式分析：计算 PLP 酶 CsmE 与底物、产物的结合能，分析它们之间的相

互作用模式，探讨影响酶催化活性的关键因素。 

2.研究难点与重点 

1.结构解析困难：CsmE 蛋白的表达量可能较低，难以获得足够量的蛋白用于结构解

析；其结构可能不稳定，容易发生构象变化，影响晶体生长和结构测定的准确性；此外，

CsmE 可能存在翻译后修饰等复杂情况，增加了结构解析的难度。 

2.催化机理研究复杂：CsmE 的催化反应可能涉及多个步骤和复杂的中间体，准确捕

捉和鉴定这些中间体具有挑战性；由于 PLP 在催化过程中的作用机制复杂，且 CsmE 可

能与其他蛋白质或分子存在相互作用，从而影响其催化机理，区分这些因素的具体贡献较

为困难。 

3.实验数据与计算模型的整合：实验方法和计算方法得到的数据在类型、精度和可靠

性等方面存在差异，如何将二者有机结合，相互验证和补充，以构建准确的催化机理模型

是一个难点。例如，实验测定的活性数据可能受到多种因素干扰，而计算模型的假设和参

数设置可能影响其对实际催化过程的模拟准确性。 

4.量子化学计算的复杂性：PLP 酶 CsmE 与底物的相互作用涉及多个原子和化学键，

量子化学计算的难度较大，需要选择合适的计算方法和参数，以确保计算结果的可靠性。 

5.酶活性测定的干扰因素：PLP 酶 CsmE 的催化反应可能受到多种因素的影响，如温

度、pH 值、离子强度等，需要严格控制实验条件，排除干扰因素，以准确测定酶活性。 

6.定点突变的不确定性：定点突变可能会导致酶的结构和功能发生不可预测的变化，

需要进行大量的实验验证，以确定突变对酶活性的影响。 

3.项目研究的主要内容及目标 

3.1 主要内容 

1.CsmE 的结构解析 

表达和纯化 CsmE 蛋白，优化表达和纯化条件，提高蛋白的产量和纯度。 

运用 X 射线晶体学或冷冻电镜技术获取 CsmE 的三维结构，分析其二级结构、三级

结构特征，确定活性中心和辅因子结合位点等关键结构域。 

研究 CsmE 与其他相关蛋白质或分子的相互作用，探讨其在生物体内的作用模式和功

能调节机制。 

2.CsmE 的催化机理研究 

测定 CsmE 的酶活性，分析其对不同底物的催化活性和动力学参数，确定最适反应条

件和底物特异性。 

运用量子化学计算和分子动力学模拟方法，研究 CsmE 催化反应的过渡态、中间体和

反应路径，揭示其催化反应的分子机制。 

探讨辅因子 PLP 在 CsmE 催化过程中的作用机制，包括其与酶蛋白的结合方式、电

子转移过程以及对催化活性的影响。 

3.结构与功能关系研究 

通过定点突变等技术改变 CsmE 的关键氨基酸残基，研究突变体的结构变化和酶活性
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变化，确定对催化功能至关重要的氨基酸残基。 

分析 CsmE 的结构动态变化与其催化功能之间的关系，揭示结构柔性在催化过程中的

作用。 

研究环境因素（如温度、pH 值、离子强度等）对 CsmE 结构和功能的影响，建立结

构-功能关系模型。 

3.2 目标 

同源蛋白序列比对、调取所有同源蛋白、SSN 分析确定该酶所处的分区、分区是否

和催化功能及反应类型关联。阐明 CsmE 的三维结构特征，明确其活性中心和辅因子结合

位点的结构特点。解析 CsmE 的催化机理，包括底物识别、结合、催化反应的具体步骤以

及产物释放过程。揭示 CsmE 结构与功能之间的关系，确定影响其催化活性和特异性的关

键结构因素。基于研究成果，为开发基于 CsmE 的新型生物催化剂或生物合成途径提供理

论依据，推动生物化学领域相关技术的发展。 

项

目

创

新

点 

1、利用新思路进行酶的催化机制解析 

2、该酶是首次报道的能催化萜类中间体和高丝氨酸偶联的酶 

3、是首次报道的参与生物合成途径的 PLP 依赖酶 

四、项目进度安排 

项

目

进

度

安

排 

（查阅资料、自主设计项目研究方案、实验研究、数据统计、处理与分析、研制开发、中

期检查、填写结题表、撰写研究论文和总结报告、参加结题答辩和成果推广等） 

1. 总体进程 

查阅有关 PLP 依赖酶的相关资料，学习相关有机化学、生物信息学、生物化学、分

子生物学的相关知识和实验操作，了解实验室在 PLP 依赖酶的相关知识与进展，设计实

验并准备好实验相关材料，对接好实验室的相关实验工作。实验正式开展之后，利用好专

业知识，向指导教师与师兄师姐学习相关研究方法和基本实验操作，最终对 PLP 依赖酶

的 CsmE 的催化机理进行解析。 

2. 工作安排 

2025 年 1 月～2025 年 3 月，查阅文献资料、学习基本实验技术方法、设计实验流程 

2025 年 4 月～2025 年 12 月，按照相应流程进行实验，进行中期检查，与指导教师讨
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论并完善实验方案 

2026 年 1 月～2026 年 5 月，检验实验结果、撰写研究论文 

2026 年 6 月～2026 年 7 月，填写结题表、撰写总结报告、制作 PPT、参加课题答辩 

五、项目实施条件 

项

目

实

施

的

条

件 

和

资

源 

（依托的科研或教学实验基地，实验仪器设备的配置，图书资料，实验或实践场地等项目

实施的条件） 

1. 本项目所依托的团队为“华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室”，实验室

课题组已构建“万株微生物基因组”数据库、搭建好米曲霉异源表达平台，同时掌握多种

生物信息学相关工具，足以保证该实验项目正常进行。 

2. 华东理工大学生物反应器国家重点实验室为团队提供的实验平台设施完善，申请

人所在课题组具有比较完整的分子克隆、蛋白表达纯化、蛋白结晶、生物化学测量等本课

题所需仪器设备，包括恒温恒湿摇瓶培养间、培养箱；分子生物学相关：PCR 仪、凝胶

成像仪、电泳仪、冷冻离心机、多功能酶标仪、冷冻干燥机等；化学工作相关：高效液相

色谱仪、LC-MS 液质联用仪、GC-MS 气质联用仪、高分辨飞行质谱仪、紫外可见分光光

度计、旋光仪、600 MHz 核磁共振波谱仪、800 MHz 核磁共振波谱仪、X 射线衍射仪、

电子顺磁共振波谱仪、圆二色谱仪等；蛋白表达纯化相关：无氧手套箱、AKTA 蛋白纯化

系统、Millipore 膜超滤浓缩设备、蛋白质二维凝胶电泳分析系统等；蛋白结晶相关：

Hampton 晶体筛选试剂盒、Molecular Dimensions 晶体筛选试剂盒、体视显微镜；计算模

拟相关：Gaussion、Amber、ChemShell、GROMACS、Autodock、Discovery Studio、Modeller、

VMD、PyMOL 等软件，配备图形处理器的工作站，云服务器等，可以基本满足本课题

研究实验技术所需的工作条件。 

3. 本项目所依托的课题组是一支具有多学科交叉，富有创新意识的团队。团队老师

具有分子生物学、生物化学、天然产物化学、生物信息学、结构生物学等专业背景，多学

科交叉，能够保证本申请项目的顺利执行。本项目的指导老师长期聚焦于生物催化和生物

合成天然产物相关的酶学研究，重点关注利用酶工程策略改造关键酶创制新结构的活性天

然产物，在萜类合酶和非血红素铁酶两类酶家族的酶工程优化中具有丰富的研究经验，可

为本项目的顺利实施提供有效的科学指导。 

4. 本项目所依托单位华东理工大学具有丰富且完备的文献信息资源，团队成员可以

使用校园网及图书馆入口端在 Web of science、Scopus、NCBI、知网、万方等数据库中快

捷查阅相关文献资料，为本项目实施提供坚实的文献信息参考。 

5. 本项目小组各成员已具备一定的理论知识和实验操作能力，对生物学科以及科研
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实验抱有极大的兴趣，能够确保项目如期完成。 

六、项目预期效果及成果形式 

项

目 

预

期

成

果

及

其

形

式 

（学术论文、专利申请、竞赛获奖、开发软件、研制产品、项目鉴定，推广应用等，其中

前三项至少任选其一） 

1. 阐明 CsmE 的三维结构特征，明确其活性中心和辅因子结合位点的结构特点。解

析 CsmE 的催化机理，包括底物识别、结合、催化反应的具体步骤以及产物释放过程。揭

示 CsmE 结构与功能之间的关系，确定影响其催化活性和特异性的关键结构因素。 

2. 申请专利 1 项； 

3. 发表高水平 SCI 论文 1 篇； 

4. 参加中国国际“互联网+”大学生创新创业大赛和“挑战杯”全国大学生课外学

术科技作品竞赛。 

结

合

专

业

学

习

的

计

划 

（是否有进一步深造的想法？如何通过参与项目研究加强专业学习，培养自身的实践能

力、科研能力。） 

团队各成员在本科后均有读研深造的想法。 

在专业学习方面，本次项目与生物化学、分子生物学等本科阶段专业课程密切相关，

并在实验中得以应用加深理解，在科研实践中提高分析具体问题的能力，同时继续认真学

习本科专业课程，将在项目研究过程中获得的新知识和分析能力同本科专业课程内容结合

起来，一方面尽可能将专业所学的基础知识应用于解决项目中出现的实际问题的过程中，

另一方面利用这些新知识和分析能力巩固对本科专业课程的基础知识的掌握。借项目研

究，深入探究 PLP 依赖酶相关理论。对比 CsmE 与其他同类酶，明晰其异同，构建完善

酶学知识体系。研读经典教材与前沿文献，把握酶催化原理、动力学及调节机制，为解析

CsmE 催化机理筑牢理论根基。围绕 CsmE 研究，拓展学习蛋白质结构解析、生物分子相

互作用及代谢途径调控知识。了解结构测定实验与计算方法原理，掌握生物分子作用模式
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及代谢酶调控机制，拓宽知识面，提升对生物化学体系的理解。 

在科研素养方面，面对 CsmE 催化机理研究难题，运用科学思维分析思考。基于已有

成果与数据提出假设，如关键氨基酸残基作用假设等；设计实验验证，如定点突变实验，

依结果推理分析得出结论。在过程中锻炼观察、分析与解决问题能力，提升思维严谨性与

逻辑性。定期文献调研，跟踪领域进展。运用检索工具获取文献，筛选、阅读、归纳信息，

为项目提供参考。在项目不同阶段撰写综述，总结前人成果与不足，提出见解思路。通过

此提高文献分析与学术写作能力，培养独立思考与创新思维，为日后的科研实践打下基础，

将来为生物化学领域发展贡献力量。 

七、项目经费预算 

项

目

经

费

使

用

计

划 

（包括大概支出科目（含配套经费）、金额、计算根据及理由，如果别的经费支持请说明） 

支出科目 金额（元） 计算根据及理由 

实验材料费 6000 
培养基、色谱柱、分子生物学工具酶、试剂

盒购置费以及各种试剂 

测试化验加工

费 
5000 

高分辨质谱测试、GC-MS 测试、氢谱和

碳谱等 

出版物/信息传

播费 
2000 

国内调研和学术会议费、资料复印、论

文发表、专利申请费等 

   

   

   
 

八、指导老师意见 

指

导

教

师

（指导教师指导项目实施的机会和安排，并从项目学科性、前沿性、可行性、研究性、可

操作性和成效性加以评价） 
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意

见

及

指

导

计

划 

该项目围绕复杂萜类化合物生物合成关键酶的机制研究，小组成员通过前期和课题组

老师、同学充分沟通交流后，着手进行阅读和整理文献后，拟从萜类生物合成基因簇中少

见的 PLP 依赖酶 CsmE 作为切入点，采用生物信息学和蛋白酶机制解析手段研究该酶的

催化机制，项目选题初步具备了科学问题的思考和凝练。此外，萜类作为一类重要的药物

来源，具有很好的应用价值和前景，项目选题聚焦新颖的酶学机制，具有一定的前沿性。

该项目技术路线的提出和实验方案设计具有可行性；该项目也能作为一个重要的研究命

题，对小组成员进行科研思维进行系统训练。 

                                  指导教师签字：                  

年  月  日 

九、审查意见 

答

辩

专

家

组

意

见 

 

 

 

 

 

 

 

答辩专家组签字：                 

年  月  日 

学

院

意

见 

 

 

 

 

学院负责人签字：                 

年  月  日 

（学院盖章） 
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学

校

意

见 

 

 

 

 

 

 

 

负责人签字：                 

年  月  日 

（盖章） 

 

附：华东理工大学“大学生创新创业训练计划”项目承诺书 

为确保“大学生创新创业训练计划”项目的顺利实施，本项目承诺遵守以下条款要

求： 

1  在项目实施的过程中遵守学校有关规定，恪守学术规范，真正做到诚实守信，

实事求是； 

2  项目经费严格按学校 “大学生创新创业训练计划”项目管理的有关规定执行，

按照专款专用原则，保证项目经费的有效合理使用；  

3  接受学校及学院对本项目的检查与监督； 

4．保证研究项目的有序进行，并按华东理工大学“大学生创新创业训练计划”项

目管理办法的要求，接受学校的中期检查。 

5  按期完成研究项目并由负责人提交结题报告及有关研究成果、项目经费决算（含

使用明细）、等材料，并且归还仪器设备、工具、资料等； 

6  因主观原因致使项目无法执行的，将根据实际情况退回全部或部分资助经费； 

7  研究成果如果需要按技术秘密进行保密的，项目负责人及指导教师应制定具体
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方案并报学校批准； 

8  凡研究工作有发明创造，经学校科研院审查符合条件的，可由科研院协助申报

专利，以保护知识产权，维护学校的合法权益； 

9  本承诺书由本项目全体成员及指导老师签字并经创新创业教育中心确认后生

效，如有违反，愿承担相应责任。 

 

项目成员（签字）：               

指导教师（签字）：   

 

 

 

      年      月     日

  

说明：  本承诺书是华东理工大学“大学生创新创业训练计划”项目管理和经费划拨的

依据。 


