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Abstract 
Coenzyme regeneration is the key to promote large-scale industrial application of oxidoreductase. 
Coenzyme oxidase (NOX) is an ideal candidate for industrial enzymes regeneration of NADH and 
NADPH. Based on sequence alignment tools and other bioinformatics methods, we analyze the 
amino acid sequence and high-level structural characteristics of NOX proteins, laying the founda-
tion for future researches on the identification and transformation of coenzyme oxidase. Based on 
bioinformatics approaches, ClustalX 2.0, PyMOL 1.0 and other related software were used, and the 
nicotinamide coenzyme oxidase NOXs (the infer type or the known type) from Enterococcus faeca-
lis, Lactococcus lactis, Methanocaldococcus jannaschii, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pneu-
moniae, Streptococcus pyogenes are compared for sequence alignment and homology modeling. 
The catalytically active sites, conservative characteristics of the active site amino acid residues 
and reaction mechanism were analyzed. Cofactors and important amino acid residues around 
them were identified. A lot of comparison analyses showed that NOX catalytic active sites pre-
sented important residues—Cys42 and cofactor FAD, and highly conserved residues—His10, 
Leu40 or Ser40 and Gly43 around them. The results can be used to guide future enzyme screening, 
modification and transformation of enzyme structure at the molecular level. 
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摘  要 

辅酶再生是推动氧化还原酶大规模工业化应用的关键。辅酶氧化酶(NOX)是工业上用于NADH和NADPH
再生的理想用酶。基于序列比对等生物信息学手段，分析NOX的氨基酸序列和蛋白质高级结构特点，为

今后对辅酶氧化酶的识别和改造研究奠定基础。基于生物信息学的方法，利用ClustalX 2.0、PyMOL 1.0
等相关软件，对来源于粪肠球菌(Enterococcus faecalis)，乳酸链球菌(Lactococcus lactis)，詹氏甲烷球

菌(Methanocaldococcus jannaschii)，生殖支原体(Mycoplasma genitalium)，肺炎支原体(Mycoplasma 
pneumoniae)，化脓链球菌(Streptococcus pyogenes)中的辅酶氧化酶(已知型或推断型)进行序列比对、

同源建模，分析其催化活性位点、活性位点的氨基酸残基保守性特点及反应机理，识别辅基及周围重点

氨基酸残基。大量的比对分析结果表明，NOX的催化活性位点存在重点作用残基Cys42和辅基FAD，周

围存在高度保守性残基His10，Leu40或Ser40和Gly43。研究结果可用于今后指导酶的筛选，在分子层

面修饰和酶结构的改造。 
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1. 引言 

在酶的六大类型中，30%~35%为氧化还原酶[1]，由于氧化还原酶在催化制备手性醇、羟基酸、氨基

酸方面显示出极大的优势，因此在制药、食品、精细化工、农药等领域具有重要的用途，它的应用也越

来越受到人们的重视[2]。但是大部分的氧化还原酶催化反应时都需要辅酶的存在，尤其是烟酰胺型辅酶

[NAD(P)+和 NADPH]的参与。然而辅酶大都价格昂贵，所以辅酶再生在工业应用上成为必须解决的问题。

因此，根据生物催化反应的过程经济性和工业可行性，氧化还原酶在应用中除了必须有合适的酶和反应

工程技术以外，还必须提供高效、低成本的辅酶再生系统。所谓辅酶再生，就是把辅酶从氧化态再生为

还原态，或者反之，从而使辅酶保持在一定的催化剂量水平。此外，辅酶再生能够简化产物的分离，并

有利于酶促反应向正反应方向移动[3]。 
近些年来，为了解决辅酶再生这一问题，已经提出了一系列的方法，主要有酶催化再生法和非酶催

化再生法(包括化学再生法、电化学催化再生法和光化学催化再生法)[4]。其中酶法再生的方法优势明显，

反应速率快，选择性高，再生体系与合成体系兼容性好，过程易于监控。与其它用于辅酶再生的氧化还

原酶相比，辅酶氧化酶具有以下优点：以 O2为底物，可直接将 NAD(P)H 氧化为 NAD(P)+，所以不需要
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添加新的底物；没有副产物产生，终产物水不会对与之耦联的酶产生抑制，不需额外引入其他底物和产

生副产物。因此，辅酶氧化酶成为工业上用于 NADH 和 NADPH 再生的理想用酶。 
本研究基于这样的背景，以生物信息学的研究方法，利用网络蛋白质数据库和各种软件，对辅酶氧

化酶系进行分析对比，归纳总结辅酶氧化酶的分类，简要机理及其辅基周围重点氨基酸残基，重点分析

烟酰胺型辅酶氧化酶的作用机理，蛋白质序列及其空间立体结构，通过蛋白质序列比对及 3D 结构比对

获得活性中心所在位点，希望得到辅酶氧化酶的特征氨基酸序列，利于今后的蛋白质识别，得到活性中

心及其辅基周围氨基酸残基，利于今后的酶的定向改造修饰等，也利用构建酶偶联系统进行辅酶的再生。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料来源与工具 

酶的序列及结构信息来源于网上共享的生物信息学数据库，如 NCBI, PDB, SWISS-MODEL, SRS, 
ExPASy, Profile, InterProScan 等。分析软件为 ClustalW 2.0, ClustalX 2.0, PyMOL 1.0, VMD1.8.7 和 Rasmol 
2.7。 

2.2. 方法 

应用 Clustal 序列比对软件对烟酰胺型辅酶氧化酶或脱氢酶的家族下的子集进行蛋白质序列分析，发

现特征序列，辨别观察其同源性和保守位点。应用 PyMOL 1.0 和 VMD1.8.7 对获得的酶的空间结构进行

分析，利用 Swiss-Model 在线系统分析酶的核心区域的立体结构，用软件 Rasmol 2.7 查看蛋白质的三维

结构图。流程如图 1：对 NADH(P)H 辅酶氧化酶的结构识别研究方法流程图。 

3. 结果与分析 

3.1. 序列比对 

通过 ExPASy 的 Enzymes 数据库查得烟酰胺型辅酶氧化酶和脱氢酶都位于国际酶法分类中的 1.6.-.-.
这一子集中。除去该子集中没有蛋白序列及空间结构的酶，结果如表 1 所示。 

应用 ClustalX 2.0 对 Ec1.6.-.-下的每个子集的全体蛋白质序列进行全序列比对，得出每个子集中所有

蛋白的序列比对图，观察其同源性和保守位点。图 2 是 Ec1.6.99.3 子集中的 NOX 的全序列比对的图(部
分)。 

本文选取 Ec1.6.99.3 子集为研究对象，Ec1.6.99.3 子集下 NADH 脱氢酶一共有 133 种，其中有 2 种

存在 3D 立体结构，存在于大肠杆菌和嗜热杆菌。该子集中包含我们重点研究的 6 种已命名辅酶氧化酶 
 

 
Figure 1. Flow chart of research method of the structure of coenzyme NADH(P)H oxidase identification 
图 1. 对 NADH(P)H 辅酶氧化酶的结构识别的研究方法流程图 
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Table 1. The number and name of enzyme under the subset of the international classification of enzymatic 
1.6.-.- (last updated on May 19, 2010) 
表 1. 国际酶法分类下 1.6.-.-子集下酶的编号和名称(2010 年 5 月 19 日最后更新) 

国际酶法分类号 英文名称 中文名称 

1.6.1.1 NAD(P)(+) transhydrogenase (B-specific) 转移脱氢酶(B) 

1.6.1.2 NAD(P)(+) transhydrogenase (AB-specific) 转移脱氢酶(AB) 

1.6.2.2 Cytochrome-b5 reductase 细胞色素 B5 还原酶 

1.6.2.4 NADPH-hemoprotein reductase 血红素蛋白还原酶 

1.6.3.1 NAD(P)H oxidase 烟酰胺型辅酶氧化酶 

1.6.5.2 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) NAD(P)H 辅酶脱氢酶(醌型) 

1.6.5.3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) NADH 脱氢酶(辅酶 Q 型) 

1.6.5.4 Monodehydroascorbate reductase 单体抗坏血酸盐脱氢酶 

1.6.5.5 NADPH:quinone reductase 醌型还原酶 

1.6.99.1 NADPH dehydrogenase NADPH 脱氢酶 

1.6.99.3 NADH dehydrogenase NADH 脱氢酶 

1.6.99.5 NADH dehydrogenase (quinone) NADH 脱氢酶(醌接受体) 

 

 
Figure 2. The whole sequence alignment of Ec1.6.99.3 (partial) 
图 2. Ec1.6.99.3 的全序列比对(部分) 
 
(NOX)，其中 P37061 和 A2RIB7 为已知型 NADH 氧化酶，剩下的 Q58065、Q49408、P75389，Q5XC60
均为推断型 NADH 氧化酶。已命名的 6 种 NOX 的序列比对如图 2，我们发现在 10 位和 42 位氨基酸左

右残基高度相似。此外，我们同样发现每一子集中酶的同源性都很高，这说明酰胺型辅酶氧化酶或脱氢

酶虽然在不同的生物中，但都催化同一类反应，有相同的电子接受体(图 3)。 
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Figure 3. 6 named NOX protein sequence alignment in Ec1.6.99.3 
图 3. Ec1.6.99.3 中 6 种已命名的 NOX 蛋白质序列比对 
 

P37061 存在于肠球菌中，全长 446AA，可催化四个电子的氧气的还原反应。P37061 的活性位点在

Cys-42 处，反应中氧化态 Cys-SOH 通过 His-10 的氢键帮助维持稳定。又根据 PDB code：2cdu 对其 3D
结构进行同源模建的，序列的同源度达 55%，每个亚基都链接一个 ADP 和 FAD 辅基，FAD 辅基以氢键

和亚基结合，周围重点残基为 Thr9, His10, Glu32, Csx42, Val81, Asp282, Ala300, ADP 周围重点残基为

Asp179, His181, Tyr188, Val214。 
A2RIB7 是存在于乳球菌中的 NADH 氧化酶，全长 446AA，催化分子氧得到四个电子还原成水，可

作用于 beta-NADH，不作用于 alpha-NADH，beta-NADPH 或 alpha-NADPH，在有氧的条件下，氧气是电

子接受者，在厌氧的条件下，DCIPh 和 MB 可以替代氧作为电子接受者。其 3D 结构是根据 2bc0(PDBcode)
进行同源建模得到的，序列同源度为 49%。辅基为 FAD，周围重点残基为 Asn10, Asp34, Val81, Asp292, 
Ala310, Phe436。 

3.2. 立体结构比对 

通过一系列的蛋白质序列比对，我们观察到一个子集下酶的同源性较高，在序列比对过程中，可以

看出一些氨基酸残基高度保守的位点，我们推测这些位点可能是酶的活性中心或辅基结合位点。由于每

个子集的序列相似度较高，所以选取 Ec1.6.99.3 中存在已知蛋白质立体结构的 2 种已知型酶进行具体研

究。先从酶的编号，功能开始，分析它的蛋白质二级结构，通过 PDB 下载其 3D 结构文件，利用 PyMOL
打开，再选取蛋白质亚基进行具体研究。根据之前的蛋白序列比对，选择包含辅基结合位点和活性中心

位点的亚基。 
图 4、图 5 为 P37061 和 A2RIB7 这两种已知型 NOX 蛋白质二级结构域，比较发现在 10 位点为 NOX

的质子接受点，而 42 位点为其催化活性中心所在，并且在 42 位处紧密连接着一个 FAD 辅基。在明确这

两个特殊位点后，又模拟了 P37061 和 A2RIB7 的立体结构(如图 6)，进一步考察这两个位点周围可能包

含的蛋白质亚单位，结果显示活性中心周围的氨基酸残基呈现高度保守性，主要包含 Gly43，Leu40 或

Gly43，Ser40 这两类特征残基。为了验证这些位点的普遍性，我们又对两种推断型蛋白质 Q58065、P75389
进行同样的建模分析，结果，此种断型的 NADH 氧化酶活性中心也在 42 或 43 号氨基酸位置，该位置为

Cys 或 Gly，周围出现 Leu40 或 Ser40，所以通过 3D 结构比对可以推断出有这样保守结构的蛋白质序列

极有可能是 NAD(P)H 氧化酶。 
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Figure 4. The secondary structure domain of protein P37061 (E. faecalis) 
图 4. P37061(E. faecalis)的蛋白质二级结构域 
 

 
Figure 5. The secondary structure domain of protein A2RIB7 (L. lactis) 
图 5. A2RIB7(L. lactis)的蛋白质二级结构域 

3.3. NOX 结构功能域与催化机理 

根据产物的不同，NOX 可分为两类：一类产物为 H2O2的，成为 NADH 过氧化酶或 H2O2型 NADH
氧化酶(NOX-1)，在生成 H2O2的过程中发生了 2 个电子的转移[5]。另一类产物为 H2O 的，就是通常所谓

的NADH氧化酶(狭义)或H2O型NADH氧化酶(NOX-2)，在生成H2O的过程中发生了4个电子的转移[6]。 
图 7 为辅酶氧化酶的典型结构域，主要分为 NAD(P)H 结合域，FAD 结合域，ADP，FAD 和二聚体

域[7]。FAD 依赖型 NADPH 氧化酶可以等量的催化 NADH 或是 NADPH 氧化同时还原氧气生成水，稳态

之后只有 0.5%的还原产物被测定为是过氧化氢，这表明在酶氧化 NADPH 和氧气的反应之后，过氧化氢 
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Figure 6. the catalytic center of loci and conservative amino acid residues of (a): P37061(E. faecalis), (b): A2RIB7 
(L. lactis), (c): Q58065(M. jannaschii), (d): P75389(M. pneumoniae) 
图 6. (a)：P37061(E. faecalis)、(b)：A2RIB7(L. lactis)、(c)：Q58065(M. jannaschii)、(d)：P75389(M. pneumo-
niae)的催化中心位点及保守氨基酸残基 

 

 
Figure 7. NOX protein molecule function domain (b1) [7] 

图 7. NOX 蛋白质分子的功能域[7] 
 
并没有离开这一系统。电子密度显示氧化还原活性中心 Cys42 邻近 FAD 的表面，可以被氧化为次磺酸形

式(Cys-SOH)。Cys42 的侧链也显示出两种构型，次磺酸以氢键与 His10 结合，另外一种构象是以氢键和

FAD 的氧原子结合。而且在 NADPH 结合区域还发现结合了辅基 ADP，但它的存在并不影响酶的活性。

根据电子密度图我们可以推测每一个 NADH 或 NADPH 底物都通过一条长长的通道从酶的外部一直延伸

到 FAD 的内部[7]。 
通过上述对 NOX 催化活性中心位点的识别和对空间立体结构的分析，结合有前人对 L. sanfrancis-

censis 中 NOX 的研究[7]可以总结出 NOX 催化中心的反应机理，NAD(P)H 的氧化反应分为两部分，其中
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涉及了 FAD 的氧化还原，氧气被还原为过氧化氢，进而通过半胱氨酸的变化还原成水，还有 NAD(P)H
最终氧化成 NAD(P)+，实现了烟酰胺型辅酶的再生。根据立体结构的显示，催化活性中心处的 Cys42 紧

密连接 FAD 辅基，His10 在其附近起电子接受体的作用，也帮助 Cys42 稳定其磺酸的氧化形式。机理显

示，NAD(P)H 反应时先和 FAD 结合，将其还原释放出一分子的 NAD(P)+，氧气存在的情况下将氧气还

原成过氧化氢，Cys42 在过氧化氢还原成水的过程中起了重要作用，在这过程中它变成次磺酸形式，之

后又通过 FAD 还原为原始形式，在这次 FAD 的构型变化中 NAD(P)H 又被氧化成 NAD(P)+。 

4. 结论 

通过利用生物信息学的研究，对辅酶氧化酶系进行了总结和分类，了解其基本机理，先由 Ec1.6.99.3
子集下的 P37061 和 A2RIB7 这两种已知型 NOX 蛋白质序列比对，二级结构的考察，比较发现在 10 位点

为 NOX 的质子接受点，而 42 位点为其催化活性中心所在。又对其立体结构的对比和分析，获得其催化

中心的结构，分析发现活性中心周围的氨基酸残基呈现高度保守性，主要包含 Gly43，Leu40 或 Gly43，
Ser40 这两类特征残基。根据又对两种推断型蛋白质 Q58065、P75389 进行同样的建模分析我们确定此性

质具有一定的普遍性。所以通过 3D 结构比对可以预测推断有这样保守结构的蛋白质序列极有可能是

NAD(P)H 氧化酶。这可用于今后指导辅酶氧化酶的筛选，在分子层面修饰和改造酶的结构。今后的研究

也可针对某一种辅酶氧化酶进行同源模建和分子对接，更能深入了解其作用机理和氨基酸残基对催化活

性的影响。 
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