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烯酰基-辅酶 A 水合酶催化机理的理论研究 

章瑜    杨新亚    于海瀛    马广才* 

(浙江师范大学地理与环境科学学院  金华 321004) 

摘要  采用 DFT 方法研究了烯酰基-辅酶 A (ECH)催化的 4-(N,N-二甲氨基)-肉桂酰-辅酶 A (DAC-CoA)和巴豆酰基-辅

酶 A (Crotonyl-CoA)水合反应. 计算表明: 水合反应以分步机理进行, 经历一个烯醇负离子中间体. Glu164 残基作为唯

一的催化碱/酸参与水合反应, 而 Glu144 虽然没有直接参与反应, 但是它能通过氢键作用诱使水分子以合适的朝向活

化底物. Crotonyl-CoA 底物的水加成活性高于 DAC-CoA. Ala98 和 Gly141 与底物羰基之间的氢键作用既有利于底物的

准确结合, 也能有效稳定反应中形成的过渡态和中间体. 另外, Glu144 和 Glu164 周围的氢键网络对于合理维持活性位

点排布进而有效促进底物活化也很重要. 
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Theoretical Insight into the Catalytic Mechanism of Enoyl-CoA Hydratase 
Zhang, Yu    Yang, Xinya    Yu, Haiying    Ma, Guangcai* 

(College of Geography and Environmental Sciences, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, China) 

Abstract  Enoyl-CoA hydratase (ECH), which is also known as crotonase, is the second requisite enzyme in the β-oxidation 
pathway of fatty acid that catalyzes the syn hydration of α,β-unsaturated thiolester substrates. In this work, ECH-catalyzed 
hydration mechanisms of DAC-CoA and Crotonyl-CoA were investigated using density functional theory (DFT) methods. 
Geometrical structures were optimized using Gaussian 03 program at the B3LYP/6-31G(d,p) level of theory. Frequency cal-
culations were performed with the 6-31G(d,p) basis set to obtain zero-point vibrational energies (ZPEs) and to confirm the 
nature of all the stationary points that have no imaginary frequency for the local minima and have only one imaginary fre-
quency for the saddle points. The single-point calculations on the optimized geometries were further performed with 6-311＋
＋G(2d,2p) basis set to obtain more accurate energies. The polarizable-continuum model (PCM) with the dielectric constant 
of 4 was used to calculate the single point energies at 6-311＋＋G(2d, p) level on all the optimized geometries to consider the 
effects of enzymatic environment that was not included in the computational model. Given that B3LYP functional lacks the 
proper description of the long-range dispersion interactions, an empirical dispersion correction was further calculated using 
the DFT-D3 method to correct the B3LYP energies. The final energies reported in this work are the single-point energies cor-
rected for ZPEs, solvation and dispersion effects. The calculated results suggested that hydration proceeds through a stepwise 
mechanism, involving an enolate intermediate. Glu164 functions as the sole base/acid for catalysis. Although Glu144 is not 
directly involved in hydration, it induces the catalytic water molecule to locate an ideal orientation to attack the double bond 
of substrate by the hydrogen-bonding interaction. Crotonyl-CoA shows higher hydration activity than DAC-CoA. The back-
bone NH groups of Ala98 and Gly141 form an oxyanion hole with substrate carbonyl oxygen, which play key roles in bind-
ing substrate and stabilizing the generated transition states and intermediates. In addition, the hydrogen-bonding networks 
surrounding Glu144 and Glu164 are of great importance for active site arrangement. 
Keywords  Enoyl-CoA hydratase; catalytic mechanism; density functional theory; DAC-CoA; Crotonyl-CoA 

   
1  引言 

烯酰基-辅酶 A 水合酶(enoyl-CoA hydratase, ECH)

也被称作巴豆酸酶(crotonase), 是脂肪酸 β-氧化代谢路

径中所必需的一种酶, 它催化反式 α,β-不饱和硫酯的双

键基团发生 syn 水加成反应生成(S)-3-羟基酰基-辅酶 A

硫酯产物(图 1)[1]. 不过有研究表明 ECH 也能催化顺式

α,β-不饱和硫酯水合[2]. 在有机体内, 水合酶超家族催

化的双键水合是很常见的反应[3,4], 而且 α,β-不饱和酮的

不对称共轭水加成是一种重要的对映选择性的生物转

化过程[5,6]. 近年来, 不同物种的 ECH X-射线晶体结构

已经被广泛报道[7～11]. 结构分析表明 ECH 通常以六聚

体的形式存在, 由两个完全相同三聚体堆积而成, 且每

个亚基都包含一个有催化功能的活性位点[8～10].  

早期的实验研究已经对 ECH 催化机理及活性位点

残基的作用进行了预测. 残基突变研究表明, 在老鼠肝 
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图 1  ECH 催化的 α,β-不饱和硫酯水合反应  
Figure 1  Hydration of α,β-unsaturated thiolester catalyzed by ECH 

组织ECH中, 残基Glu144和Glu164在催化反应中起关

键作用(图 2)[8,12,13]. 这两个残基协同作用, 作为催化碱

直接活化活性位点中的水分子以启动水合反应. 此外, 

结构分析表明 Ala98 和 Gly141 骨架酰胺基团可以通过

氢键相互作用与底物羰基形成一个“氧负离子穴

(oxyanion hole)”, 它能够合理定位底物烯酰基部分的朝

向, 而且突变试验进一步证实它能有效促进酶催化作用
[7,8,12,14]. 氨基酸序列分析表明在 ECH 超酶家族中

Gly141是一个高度保守的残基, 而把Gly141突变成 Pro

会显著降低酶活性[12,15]. Bahnson 等[8]首次报道了 ECH

结合底物 4-(N,N-二甲氨基)-肉桂酰-辅酶 A (DAC-CoA)

的晶体结构(图 2). 随后, D'Ordine 等[16]通过 13C NMR 光

谱分析给出了清晰的酶-底物复合物构象, 并通过量子

化学计算和电子应变能计算进一步分析了肉桂酰-辅酶

A 底物在 ECH 活性位点中的电子极化作用. 底物的极

化电子可以与酶活性位点氨基酸形成一个静电场, 进而

有效促进酶催化反应. 早期的动力学同位素效应实验建

议了一个协同的双键水合机理, 反应中 C—OH 键和 C

—H 键的形成只需一个化学步骤[3,17]. 然而, 随后的实

验研究及理论计算建议 ECH 催化的 α,β-不饱和硫酯水

合更可能以分步机理进行, 反应会经历一个烯醇负离子

中间体[8,18]. 此外, 研究还发现水合产物中 Cα位的 H 来

自于亲核进攻底物双键的活性水分子, 而不是来自于任

何一个活性位点极性氨基酸[8]. 

 

图2  ECH结合底物DAC-CoA的活性位点结构(PDB 编码: 1EY3, 分
辨率: 2.3 Å)[8]  
Figure 2  Active site structure of ECH-DAC-CoA complex (PDB ID: 
1EY3, resolution: 2.3 Å) [8] 

尽管 ECH 催化机理已经被广泛研究, 但是一些关

键性的问题依然悬而未决. 例如: 哪一个活性位点谷氨

酸残基才是真正的催化碱, 亦或两个都有可能? 水加成

反应到底是协同的还是分步的? 反应的具体细节及能

量关系如何? 现有的实验结果并不能圆满地回答这些

关键问题, 因此就需要借助理论计算从微观水平上深入

探讨 ECH 催化 α,β-不饱和硫酯水合的详细机理. 最近, 

Cui 等[19]使用 DFT 方法考察了 Glu144 和 Glu164 不同质

子化状态下的DAC-CoA水合活性, 研究发现Glu144和

Glu164 都应该以去质子化的状态存在. 不过, 严格来说

由于共轭 π键的存在, DAC-CoA 并不是 ECH 催化的理

想底物, 不然实验上也很难得到 ECH-DAC-CoA 复合物

的晶体结构. 实验研究表明, 活性最高的底物是巴豆酰

基-辅酶A (crotonyl-CoA), 而且随着底物链长度的增加, 

ECH 催化的转化数会急剧降低[20]. 因此, 通过理论计算

研究 crotonyl-CoA 水合机理对于准确探讨 ECH 的催化

活性至关重要.  

近年来, DFT 计算方法已经被广泛且成功地应用于

酶催化反应机理研究[21～25]. 在本文中, 我们采用 DFT

方法探讨了 ECH 催化的 DAC-CoA 和 Crotonyl-CoA 水

合反应. 通过 DFT 计算, 我们确定了最优反应路径及反

应的势能面, 比较了两种底物的水合活性, 明确了一些

活性位点氨基酸的重要作用, 并揭示了不同大小的计算

模型对反应势能面的影响.  

2  计算方法与模型 

2.1  计算方法 

所有的理论计算采用杂化 B3LYP 泛函 [26,27], 由

Gaussian03 程序包[28]完成. 构型优化使用 6-31G(d,p)基

组. 为了获得更准确的能量数据, 在优化的构型的基础

上使用更高水平的 6-311＋＋G(2d,2p)基组进行单点能

计算. 同时, 在单点能计算中使用极化连续介质模型

(PCM)[29,30]计算溶剂化效应以模拟真实的酶环境对反应

能垒的影响, 其中酶环境的介电常数(ε)设定为 4, 该值

能比较理想地模拟蛋白质本身(介电常数约为 3)和蛋白

质周围的水介质(介电常数约为 80)的平均极化效应. 频

率计算使用6-31G(d,p)基组完成以得到零点能(ZPE). 考

虑到 B3LYP 泛函不能准确地描述长程色散相互作用, 

我们进一步使用 DFT-D3 方法[31,32]矫正了 B3LYP 能量. 

文中报道的所有能量都是进行溶剂化效应、色散效应和

ZPE 校正后的单点能. 在构型优化中, 氨基酸残基中的

一些原子将会被固定在它们结晶时的原始位置以防止

不合理的移动. 这种处理会导致优化的构型出现一些小

虚频, 通常小于 50i cm－1. 这些小虚频对零点能影响很

小, 因此我们可以忽略不计.  

2.2  活性位点模型 

基于 ECH 结合底物 DAC-CoA 的活性位点结构

(PDB 编码: 1EY3, 图 2)[8]构建计算模型. 结构分析表
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明, ECH 是由两个完全相同的三聚体堆积而成的六聚体

复合物, 其中每个亚基单体包含一个独立的活性位点, 

且所有的活性位点都相同. 因此, 我们选择其中一个亚

基的活性位点构建计算模型. 图3显示了构建的ECH活

性位点模型示意图. 我们先用小模型研究 DAC-CoA 和

Crotonyl-CoA 水合机理, 包括底物 α,β-不饱和硫酯部

分、Wat、Glu144、Glu164 以及 Ala98、Gly141 和 Gly172

的骨架酰胺基团. 随后, 为了更好的模拟 ECH 催化活

性, 我们进一步把 Gln162 及 Glu164、Ala173 和 Gly175

的酰胺基团纳入计算模型. 氨基酸和底物的截断处如图

3 所示, 所有的氢原子都手动添加. 在构型优化过程中, 

截断处的 C 原子固定在晶体中的原始位置保持不动以

避免基团的不合理运动, 且为了便于观察, 所有固定的

原子用星号标记. 

 

图 3  DFT计算构建的活性位点模型示意图. 底物中R可以是 4-(N,N-
二甲氨基)-苯基或者甲基. 红色虚线代表可能的氢键作用  
Figure 3  Constructed active site model for DFT calculations. R group 
in substrate can be 4-dimethylamino-phenyl or methyl. Red dashed lines 
represent the possible hydrogen-bonding interactions 

3  结果与讨论 

3.1  DAC-CoA 水合反应 

我们首先通过 DFT 计算探讨 ECH 催化的

DAC-CoA 水合机理. 检查 ECH-DAC-CoA 复合物晶体

结构发现, 在活性位点中正好有一个水分子位于底物

Cα＝Cβ双键的附近, 而且处于 Glu144 和 Glu164 残基的

氢键距离之内, 这能有效保证水加成反应的顺利发生. 

在此之前, Cui 等[19]已经通过 DFT 计算发现 Glu144 和

Glu164 都以去质子化的状态存在时 ECH 催化活性最高. 

因此, 我们的计算模型直接使用去质子化的 Glu144 和

Glu164. 通过 DFT 计算 , 我们建议了一个分步的

DAC-CoA 水合机理, 如图 4 所示. 在 ECH 中, 底物以

合适的朝向结合进活性位点, 形成一个稳定的酶-底物

复合物(ESDAC-CoA). Glu164 残基先作为一个广义碱从水

分子中夺取一个质子, 同时水分解形成的活性羟基作为

亲核试剂进攻底物的 Cβ 原子, 形成一个带负电荷的烯

醇中间体(EIDAC-CoA). 随后, Glu164把从水中得到的质子

转移给底物 Cα 原子 , 形成最终的酶-产物复合物

(EPDAC-CoA).  

DAC-CoA 水加成中所有优化的驻点构型及相应的

能量关系如图 5 所示. 在 ESDAC-CoA 中, 活性 H2O 与

Glu144 和 Glu164 的羧基以及 Gly172 的 NH 基团形成了

很强的氢键作用, 距离分别是 1.81 Å、1.79 Å 和 1.78 Å. 

这些氢键作用把水分子合理定位在底物 Cα＝Cβ 双键的

附近, 使其能有效活化底物. 此外, 底物羰基与 Ala98

和 Gly141 的 NH 基团形成氢键, 距离分别是 1.91 Å 和

2.33 Å, 这两个氢键的存在能准确定位底物 α,β-不饱和

硫酯部分的朝向, 使其利于发生水合反应. TS1DAC-CoA对

应的是 Glu164 从 H2O 中夺取质子同时游离羟基亲核进

攻底物 Cβ原子的过渡态. 在 TS1DAC-CoA 中, Glu164 的羧

基 O 原子与 H2O 中的 H 原子之间的距离从 1.79 Å 缩短

到 1.41 Å, 同时 H2O 中 O 原子与底物 Cβ原子之间的距

离也从 ESDAC-CoA中的 3.36 Å 骤减到 1.81 Å. 此外, 亲核

反应的发生增强了 Gly141 的 NH 基团与底物 C＝O 之

间的氢键作用, 氢键距离从 ESDAC-CoA中的 2.33 Å 缩短

到 2.00 Å, 并进一步缩短到 EIDAC-CoA 中的 1.82 Å. 而

Ala98 的 NH 基团与 C＝O 之间的氢键距离也缩短到

EIDAC-CoA中的1.87 Å. 事实上, OH亲核进攻Cβ原子破坏

了底物中的共轭大 π 键, 并在一定程度上增加了羰基 O

原子的电荷密度. 这些结果表明Ala98和Gly141能有效

稳定反应中产生的过渡态和烯醇负离子中间体. 计算的

TS1DAC-CoA的虚频是 294.4i cm－1, 能垒是 22.2 kcal/mol, 

而且 EIDAC-CoA的能量要比 ESDAC-CoA高 9.2 kcal/mol, 这 

 

图 4  DFT 计算建议的 ECH 催化 DAC-CoA 水合的机理 
Figure 4  ECH-catalyzed hydration mechanism of DAC-CoA proposed by DFT calculations 
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图 5  优化的 DAC-CoA 水加成路径中反应物、过渡态、中间体和产物的构型, 距离单位为 Å. 相应的能量数据在括号中给出, 单位为 kcal/mol  
Figure 5  Optimized structures of reactant, transition states, intermediates, and product for DAC-CoA hydration pathway. All distances are shown in 
angstroms. Relative energies (kcal/mol) are given in parentheses 

 
表明该亲核反应是一个不易发生的吸热过程. 

相对于 ESDAC-CoA, EIDAC-CoA 在能量上很不稳定, 其

上的 Cα 原子需要夺取一个外部质子以确保最终产物

EPDAC-CoA的形成, 而 ECH 活性位点分析及 DFT 计算表

明已经质子化的 Glu164 是唯一合适的质子供体 . 

TS2DAC-CoA对应于从 Glu164 到 Cα原子的质子转移过渡

态. 在 TS2DAC-CoA中, Cα原子与 Glu164 中的羧酸 H 原子

之间的距离为 1.32 Å, 而 Ala98 和 Gly141 与 C＝O 之间

的氢键距离分别为 2.07 Å 和 1.97 Å. TS2DAC-CoA的虚频

907.6i cm－1. 相对于 EIDAC-CoA, 计算的 TS2DAC-CoA 的能

垒是 9.7 kcal/mol, 远小于 TS1DAC-CoA, 这表明该步质子

转移反应很容易发生. 总的来说, ECH 催化的 DAC- 

CoA 水加成是一个吸热反应, 整个催化过程需要吸收

11.8 kcal/mol 的能量. 亲核反应的能垒要远高于质子转

移(22.2 vs. 9.7 kcal/mol), 是整个催化反应的决速步. 需

要指出的是, 亲核反应的能垒要比一般的酶催化反应的

能垒稍高, 这可能是因为共轭大 π 键的存在使底物表现

出较高的稳定性. 从计算的能垒来看, DAC-CoA 水加成

反应的化学平衡更倾向于反应物, 而不是形成水合产

物. 因此, DAC-CoA并不是ECH催化的理想底物, 这与

实验结果一致[8,33].  

事实上, 我们也尝试探讨了 DAC-CoA 水加成的协

同机理. 早期的实验根据动力学同位素效应建议了一个

协同的 C＝C 双键水合机理, 其中 H2O 的分解以及 C—

OH 键和 C—H 键的形成只需一步基元反应, 不会涉及

到烯醇负离子中间体[3,17]. 然而, 我们并没有表征出合

理的“四元环”协同过渡态, 只能得到分步机理中涉及

到的两个过渡态. 理论上来说, 四元环过渡态的环张力

较大, 使其在能量上很不稳定, 而且也不易被准确优化. 

因此, DAC-CoA 水加成应该以分步机理而不是协同机

理进行, 这与先前的理论计算结果保持一致[18,19].  

3.2  Crotonyl-CoA 水合反应 

我们进一步研究了 ECH 催化的 Crotonyl-CoA 水合

反应. 该反应与 DAC-CoA 水加成类似, 以分步机理进

行, 经历一个烯醇负离子中间体. 为了与 DAC-CoA 水

合反应对比 , 我们先采用相同的活性位点模型研究

Crotonyl-CoA 水合反应, 标记为模型 A, 相应的反应物

为 A-ESCr-CoA. 优化的模型 A 路径中所有的驻点构型及

相应的能量关系如图 6 所示. 在 A-ESCr-CoA中, Ala98 和

Gly141 与底物 C＝O 之间的氢键距离分别为 1.83 Å 和

2.19 Å, 氢键作用要稍强于这两个氨基酸与 DAC-CoA

底物 C＝O 之间的作用. 上面已经提到, DAC-CoA 中的

芳环与 α,β-不饱和硫酯部分之间较强的共轭作用增加了

底物的稳定性. 而在Crotonyl-CoA中, 甲基取代了芳环, 

降低了底物的稳定性, 相反也就增加了底物的水加成活

性. 模型 A 中亲核反应的能垒是 18.7 kcal/mol, 质子转

移的能垒为 5.1 kcal/mol, 整个催化过程需要吸热 6.6 

kcal/mol, 反应所需的能量明显低于 DAC-CoA 水加成, 

这些结果表明Crotonyl-CoA要比DAC-CoA更易被H2O

活化. 需要指出的是, 实验上并没有对 DAC-CoA 和

Crotonyl-CoA 水加成是吸热或者放热反应进行相关报

道, 或许通过实验手段直接测定酶催化反应的吸放热量 
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图6  优化的Crotonyl-CoA水加成A路径中反应物、过渡态、中间体和产物的构型, 距离单位为Å. 相应的能量数据在括号中给出, 单位为kcal/mol  
Figure 6  Optimized structures of reactant, transition states, intermediates, and product for Crotonyl-CoA hydration A-pathway. All distances are shown 
in angstroms. Relative energies (kcal/mol) are given in parentheses

并不容易(尤其在吸放热量并不明显的情况下), 但是我

们的计算结果显示这两个水加成反应都是吸热的, 这表

明理论计算在研究酶催化反应方面有独特优势. 理论

上, α,β-不饱和硫酯底物中由于共轭 π键的存在, 其稳定

性应该要高于水合产物, 因此 ECH 水合反应应该是吸

热的. 

随后, 为准确探讨 Crotonyl-CoA 水合活性, 我们在

模型 A 的基础上又构建了一个更大的模型, 标记为 B, 

包括模型 A 中的所有原子、Gln162 以及 Glu164、Ala173

和 Gly175 的骨架酰胺基团, 共 115 个原子. 图 7 列出了

优化的模型 B 路径中所有的驻点构型及相应的能量关

系. 在B-ESCr-CoA中, Glu164的骨架N—H与其侧链羧基

形成氢键, 距离为 1.81 Å. 而Glu144的羧基也与Ala173

和 Gly175 的骨架 N—H 形成氢键, 距离分别是 1.85 Å

和 1.88 Å. 这些氢键作用能有效稳定活性位点的排布. 

把这些氢键作用加入到计算模型中既可以在一定程度

上消除构型优化过程中 Glu144 和 Glu164 残基侧链朝向

的不合理变化所带来的附加误差, 也能更好地考虑酶环

境对反应的影响. 事实上, 优化的 B-ESCr-CoA 构型能与

晶体结构活性位点更好地吻合, 这说明我们构建的该计

算模型是合理且可靠的. 在 B 路径中, 计算的亲核反应

的能垒是 12.9 kcal/mol, 明显小于模型 A 中的能垒. 意

外的是, 质子转移的能垒是 6.1 kcal/mol, 稍高于模型A. 

对比优化的A-ESCr-CoA和A-EICr-CoA构型发现, 亲核反应

的发生使 Gly172 自发地破坏了其与 H2O 之间的氢键作

用, 转而与 Glu144 的羧基形成氢键. 这种变化很不正

常, 因为在真实的酶三维立体结构中肽键的朝向一般不

会发生很大变化 . 此外 , 由于缺少氢键网络的限制 , 

Glu144 和 Glu164 残基侧链的朝向随着反应的发生变化

也很明显. 这些结果说明模型 A 并不是很合理. 相反, 

模型 B 真实地还原了 ECH 活性位点的部分氢键网络结

构, 水合反应的发生并没有破坏掉 Gly172 与 H2O 之间

的氢键作用, 而且 Glu144 和 Glu164 残基侧链的朝向也

没有发生不合理偏转. 此外, 模型 B 中氢键网络的存在

使得活性水分子与底物 Cα＝Cβ 双键之间能保持比较理

想的相对朝向, 这更有利于亲核反应的发生, 进而使得

其亲核反应的能垒(12.9 kcal/mol)明显小于模型 A (18.7 

kcal/mol). 因此, 构建的模型 B 要比模型 A 更合理, 而

且模型 B 中的能量数据更能准确反映 ECH 的催化活性.  

ECH 不仅能催化 DAC-CoA 和 Crotonyl-CoA 发生

水合反应, 还能催化其他多种 α,β-不饱和硫酯底物水合, 

如 3′-脱磷酸巴豆酰-辅酶A (dpCr-CoA)、(2-苯并噻唑)-4-

硫代丁酰基-辅酶 A (BTTB-CoA)、己二烯酰基-辅酶 A 

(HD-CoA)和肉桂酰基-辅酶 A (Cin-CoA)等[13,16]. 这些

研究表明 ECH 对多种不同取代基的烯酰基-辅酶A底物

都有比较好的催化活性. 基于此, 在有机合成上可以广

泛应用 ECH 催化同类型的 α,β-不饱和硫酯化合物水合, 

其催化效率高且选择性好.  
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图7  优化的Crotonyl-CoA水加成B路径中反应物、过渡态、中间体和产物的构型, 距离单位为Å. 相应的能量数据在括号中给出, 单位为kcal/mol 
Figure 7  Optimized structures of reactant, transition states, intermediates, and product for Crotonyl-CoA hydration B-pathway. All distances are shown 
in angstroms. Relative energies (kcal/mol) are given in parentheses

3.3  活性位点氨基酸作用 

实验研究已经明确指出, Ala98 和 Gly141 能有效促

进 α,β-不饱和硫酯的水加成反应[8,15]. Gly141 在 ECH 家

族中是一个保守的残基, 把 Gly141 突变成 Pro 会导致

ECH 催化活性急剧降低[12,15]. 尽管 Ala98 并不是一个保

守残基, 但是把 Ala98 突变成 Pro 也会显著降低酶催化

活性[12]. 活性位点结构分析和 DFT 计算表明, Ala98 和

Gly141 的骨架 N—H 能与 α,β-不饱和硫酯的 C＝O 形成

氢键作用. 一方面, 这两个氢键可以诱使底物 α,β-不饱

和硫酯部分结合进 ECH 活性位点, 并使其保持一个合

理的朝向以利于催化水分子亲核进攻 Cα＝Cβ 双键. 另

一方面, 这两个氢键可以通过形成一个“氧负离子穴”

极化底物, 促进水合反应的发生, 进而稳定反应产生的

过渡态和烯醇负离子中间体. 定点突变实验研究表明, 

在 ECH 催化的 Crotonyl-CoA 水解反应中, Glu164Gln 突

变体的催化活性几乎完全丧失(催化速率常数 kcat降低约  

3×105 倍)[13], 这说明 Glu164 直接参与底物的水合, 与

我们的计算结果相一致. 尽管Glu144没有参与反应, 但

是它能通过与 H2O 之间的强氢键作用使 H2O 中的 O 原

子以合适的朝向亲核进攻底物 Cβ 原子, 而且突变试验

也已经证实了它的重要性. 同样, Gly172 与 H2O 之间的

氢键作用对于底物活化也很重要. 此外, Glu164、Ala173

和 Gly175 的骨架 N—H 及 Gln162 侧链与 Glu164 和

Glu144 之间的氢键网络对于维持活性位点的有效排布

进而促进底物活化也是必不可少的.  

4  结论 

本文使用 DFT 方法研究了 ECH 催化的 DAC-CoA

和 Crotonyl-CoA 水合反应. 计算结果表明水合反应以

E1cb 机理进行: Glu164 残基先作为催化碱从水分子中

夺取一个质子, 同时产生的游离羟基亲核进攻底物 Cβ

原子, 形成一个能量上不稳定的烯醇负离子中间体; 随

后, 已经质子化的 Glu164 作为酸提供一个质子给中间

体的 Cα原子, 得到最终的水合产物. DAC-CoA 底物中

的芳环和 α,β-不饱和硫酯部分能形成较强的共轭作用, 

使其表现出较高的稳定性, 这在一定程度上增加了水合

反应的难度 , 也诱使反应的化学平衡更倾向于

ECH-DAC-CoA 复合物. 而 Crotonyl-CoA 中由于没有芳

环, 它的水加成活性要显著高于 DAC-CoA. 此外, 研究

结果表明DAC-CoA和Crotonyl-CoA水加成都是吸热的

反应. Ala98 和 Gly141 可以与底物 α,β-不饱和硫酯部分

的C＝O形成氢键, 它们的存在既有利于底物在ECH活

性位点的准确结合, 也能有效稳定反应中产生的过渡态

和中间体. Glu144 残基虽然没有直接参与水加成反应, 

但是它能通过与水分子形成氢键诱使水分子以合理的

朝向参与反应. 另外, Glu144和Glu164 周围的氢键网络

能合理维持 ECH 活性位点的排布, 进而有效促进底物

活化.  
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