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摘 要：筛选到一株具海因水解活力的微生物，经鉴定后命名为真养产碱杆菌 11"6!。该菌

能水解海因、二氢尿嘧啶和琥珀酰亚胺，且对琥珀酰亚胺活力最高，但不水解 /3单取代海因和

/，/’3双取代海因，因而被确定为含有酰亚胺酶。真养产碱杆菌 11"6! 能在以琥珀酰亚胺为

唯一碳、氮源的培养基上生长，表明该菌中存在琥珀酰亚胺完整的转化途径。从 11"6! 基因

组 7,( 出发，用鸟枪法克隆了一个 589 的与环酰亚胺水解相关的 7,( 片段；进一步亚克隆得

到了带酰亚胺酶基因的 "89 的 7,( 片段，并进行了序列测定。缺失分析确定了一个 4059) 的

:6; 为真养产碱杆菌 11"6! 的酰亚胺酶基因，推测编码一个 ".1 个氨基酸的多肽，这是第一

次报道微生物酰亚胺酶的核酸和蛋白序列。推测的氨基酸序列在蛋白数据库中进行了比较，

结果表明，酰亚胺酶与已知的环酰胺酶没有明显的同源性，也不属于氨酰水解酶蛋白超家族，

因而被分类为一种新的环酰胺酶。真养产碱杆菌 11"6! 的酰亚胺酶与芽生杆菌 (10)3! 的酰

亚胺酶 , 端的 "# 个氨基酸有较高的同源性，一致性为 5#<，与多糖脱乙酰酶保守序列也部

分同源，一致性为 1!<。带有酰亚胺酶基因的重组质粒在大肠杆菌中得到表达，在 !"# 启动

子控制下，使用 1==%&>? @ABC 诱导 /D，酰亚胺酶活力达到 -"##E>?，为供体菌真养产碱杆菌

11"6! 的 0 倍。
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海因是一种环状酰脲类化合物，海因水解酶是一类可逆地催化海因或 /3取代海因开

环水解反应的酶，在 GH 命名中被分类为环酰胺酶（GH -I/I"）。在 GH 命名中描述了四类

海因水解酶；二氢嘧啶酶（GH-I/I"I"）、尿囊素酶（GH-I/I"I/）、羧甲基海因酶（GH-I/I"I!）

和 ,3甲基海因酶（GH-I/I"I1!）；此外，还有一些已知代谢功能的海因水解酶如酰亚胺酶

和羧乙基海因酶，以及一些未知代谢功能的海因水解酶，尽管在文献中已有报道，但还没

有被分类［1］。这些酶的主要区别在于底物特异性的不同以及一些独特的生化性质。

在这些酶中，研究的最多的是二氢嘧啶酶，它广泛分布于微生物、动物和植物中［" J !］，

其生理功能是参与嘧啶的代谢过程（图 1(）；另外它已被用于工业化生产光学纯 73氨基酸

（图 1K），用作合成抗生素、肽类激素、杀虫剂、甜味剂等的手性中间体［"］。自 1.4# 年以来，
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!"#"$ 基础培养基 &&&：’"()*+ ,-，’(")*+·."(* .-，/-0*+·#"(* 1$(-，2324(·("(* 1$1(-，
盐酸硫胺素 (15-，定容至 ,6，!"#$1，用于碳、氮源的研究。

!"#"% 67 培养基：蛋白胨 ,1-，酵母粉 %-，8324 ,1-，定容至 ,6，!"#$(，用于细菌转化。

!"#"& 培养基 &9：酵母粉 ,%-，甘油 ,%-，/-0*+·#"(* 1: %-，’"()*+ ,-，’(")*+·."(* .-，
定容至 ,6，!"#$%，用于外源基因的表达研究。

如果需要，在培养基内添加氨苄青霉素至终浓度 ,11!-;56。

!"$ 工具酶和生化试剂

所有的限制性内切酶以及 <8= 连接酶试剂盒、)2> 扩增反应试剂盒均购自 ?=’=>=
7@ABCDEFA4A-G 公司，牛肠碱性磷酸酶购自 )HA5C-3 公司。海因和琥珀酰亚胺购自 I4JK3 公

司，二氢尿嘧淀、海因酸和"L脲基丙酸购自 0@-53 公司，尿嘧啶购自 =4MH@DE 公司，%L苯基L%L
乙基海因购自 0&)0N 公司，多种 %L取代海因由微生物研究所孙万儒老师提供，其余常用分

子生物学试剂和生化试剂为进口或国产分析纯试剂。

!"% 常规的分子生物学方法参照文献［’］

!"& 产海因水解酶菌株的筛选

从牛肉汁斜面接一环菌苔于 .56 液体培养基 & 试管中，.1O摇床培养 (+E，取 ,56 菌

液接种 .156 液体培养基 && 摇瓶，.1O摇床培养 ,P Q ,RE，测定细胞生长（!P11），取适量细

胞培养液测定海因水解酶活力。

!"( 海因水解酶活性分析

取适量细胞培养液，用 1$,5A4;6 ?H@SL"24（!"R$1）缓冲液洗涤，(R11H;5@F 离心 .15@F，

加入 ,56 同样缓冲液悬浮菌体，.#O 预 热 ,%5@F，加 入 ,56 含 底 物（,1155A4;6 海 因、

%155A4;6 二氢尿嘧啶或 %155A4;6 琥珀酰亚胺）的缓冲液，.#O 反应 ,% 至 P15@F，加入

1$%56 ,(T（U;V）的三氯醋酸溶液终止反应。对于以海因或二氢尿嘧啶为底物的反应，加

入 1$%56 溶于 P5A4;6 "24 的 %T（U;V）对 二 甲 氨 基 苯 甲 醛 溶 液 显 色，,(111H;5@F 离 心

,15@F，上清液于 +.RF5 比色，以不含细胞的反应液为对照，参照以海因酸和"L脲基丙酸标

准品制作的标准曲线进行计算。对于以琥珀酰亚胺为底物的反应，终止后直接离心，上清

液经适当稀释后用 ")62 进行分析，使用 7@AL>3M+11 型高压液相色谱仪，WAHX3Y 07L2,R 柱

（+$P55 Z (%155），(%155A4;6 ’"()*+（!"+$+）;甲醇（V;V [ \%;%）为洗脱液，流速 ,56;5@F，

(,1F5 检测。所有测定同时做三个平行样。

活力单位定义：一个活力单位（]）为在上述反应条件下，每分钟转化 ,!5A4 底物或生

成 ,!5A4 产物所需的细胞量。

!"’ 重组子的筛选

带有酰亚胺酶基因的重组子的筛选采用微孔板检测法［,R］，以海因为底物。

!") *+, 序列测定

<8= 测序工作由 ?=’=>= 7@ABCDEFA4A-G 公司完成。

!"- ./0 扩增

)2> 扩增的方法用于确定酰亚胺酶的开放阅读框，所用的引物（表 ,）由 ?=’=>= 7@AL
BCDEFA4A-G 公司合成。使用北京君意公司 ^<\+1( 型 <8= 扩增仪，\+O变性 .1S，%1O复性
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表 ! 重组大肠杆菌对几种底物的水解能力

!"#$% & ’()*+$(,-, "./-0-/-%, +1 *%.+2#-3"3/ ! 4 "#$% /+ 0"*-+5, ,5#,/*"/%,4

6/*"-3（7$",2-)）
8%$$ )%3,-/(!

9&:;;

67%.-1-. "./-0-/-%,9（<9= >%/ .%$$）
’()"3/+-3 ?-@()*+5*".-$ 65..-2-)%

ABC;D CC4; ; ; ;
ABC;D（7’EFG;H） CC4G CIJ CCK CKI
ABC;D（7’EFH;D） C;4C &&G CJK &IC
ABC;D（7’EFI&G） C;4J &;; CIG &H:

!8%$$, .5$/-0"/%) -3 2%)-52 LM 53/-$ "#,+*#"3.% "/ :;; 32 *%".@%) C 4J >%*% -3)5.%) >-/@ C22+$9N LO!P 1+* I@4

表 " 诱导物和诱导时间对重组大肠杆菌 #$%&’（()*+,!"）产酶的影响

!"#$% G Q11%./ +1 -3)5.%* "3) -3)5./-+3 /-2% +3 /@% 7*+)5./-+3 +1 -2-)",% #( *%.+2#-3"3/ ! 4 "#$% ABC;D（7’EFI&G）

65#,/*"/%,

67%.-1-. "./-0-/-%,9（<9= >%/ .%$$）!

L3)5.%) 1+* G@ L3)5.%) 1+* I@

8+3/*+$ LO!P N"./+,% 8+3/*+$ LO!P N"./+,%

’()"3/+-3 I& CJI I; KJ &;; KI
?-@()*+5*".-$ GG CH; G: II CIG IG
65..-2-)% IH &&; II JK &H: D&

!8%$$, .5$/-0"/%) -3 2%)-52 LM 53/-$ "#,+*#"3.% "/ :;; 32 *%".@%) C 4J >%*% -3)5.%) >-/@ C22+$9N LO!P +* I22+$9N $"./+,%4

" 讨论

目前只发现了两种酶可以水解环状酰亚胺类化合物，一种是二氢嘧啶酶［CD，&;］，另一种

是从芽生杆菌 RCK7SH 中发现的酰亚胺酶［C:］。鼠肝二氢嘧啶酶［CD］能水解简单的和取代的

环状酰脲和环状酰亚胺，芽生杆菌 RCK7SH 的二氢嘧啶酶［&;］能水解简单的和取代的环状酰

脲及取代的环状酰亚胺，不能水解简单的环状酰亚胺；而芽生杆菌 RCK7SH 的酰亚胺酶则

只能水解简单的环状酰脲和环状酰亚胺，且对环状酰亚胺的水解活力更高。我们筛选到

的真养产碱杆菌 CC&TH，它的海因水解酶只能水解简单的环状酰脲和环状酰亚胺，不能水

解取代的环状酰脲，因而不同于二氢嘧啶酶，而应归类于酰亚胺酶；推测的氨基酸序列与

RCK7SH 的酰亚胺酶氨基端序列具有较高的同源性（图 :）；计算分子量 GGU:JJV?，接近于

RCK7SH 酰亚胺酶的亚基分子量 GIV?［C:］，这些结果也支持了这一推断。这是首次报道真

养产碱杆菌具有酰亚胺酶活性。

利用氨基酸序列的比较来研究不同海因水解酶的进化关系，已有多篇报道［C，C&，&C］。结

果表明，大多数的海因水解酶属于一个与脲酶相关的氨酰水解酶蛋白超家族［&&］，这个蛋

白超家族包括了二氢嘧啶酶、8TB 蛋白、尿囊素酶、二氢乳清酸酶和脲酶。然而，因为缺

少蛋白序列，酰亚胺酶与其它的海因水解酶的进化关系还没有被研究［C］。本工作是酰亚

胺酶的核酸与蛋白序列的第一次报道；我们使用 O@($-7DI 程序，将真养产碱杆菌 CC&TH 的

酰亚胺酶氨基酸序列与已知的 GI 种环酰胺酶（包括二氢嘧啶酶、二氢乳清酸酶、尿囊素

酶、脲酶和 NS海因酶）的氨基酸序列进行了系统发育分析，结果表明，酰亚胺酶不属于氨

酰水解酶蛋白超家族，它不同于所有已知的海因水解酶而形成一个独立的分支。这一结

果，以及该酶与其它环酰胺酶的底物特异性不同，表明酰亚胺酶应被分类为一种新的环酰

胺酶。
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［!!］ "#$% &，’()*+, -. !"#$%&’(，/001，!"：1! 2 3!.
［!4］ -(%56+$$ 7, & &. ) *&#+ ,-%.，/083，!##：/!49 2 /!:;.

$%&’()*，+,-.,)/, 0)1%23(3 &4 5’(613, 7,), 48&’ !"#$"%&’(’)
’$*+,-./) 1)6 593 :;<8,33(&) () 0 . #,"%!

<()= >? @A()= >B)=CB DB)= 7B?E?() &B? >()=FB() <()= 7B()= >? @ABA?(!!
（ /’($&$0$% #1 2&3"#4&#+#56，7-% ,-&’%(% 839:%.6 #1 ;3&%’3%，*%&<&’5 /;;;3;，,-&’9）

0=3981/9：G AE*()H#B)IJ$+(KB)= %BJ,##,=()BL% //!M: BL LJ,++)+* ()* B*+)HBNB+* H# 6+ 8+39+&5%’%(
%0$"#=-0( . OA+ ,+LHB)= J+$$ #N 8+39+&5%’%( %0$"#=-0( //!M: J() J(H($EC+ HA+ AE*,#$ELBL #N AE*()H#B)，

*BAE*,#5E,B%B*B)+ ()* L?JJB)B%B*+ +NN+JHBK+$E，6?H )#H N?)JHB#) H# 8I%#)#L?6LHBH?H+* AE*()H#B)L #,
8，8’I*BL?6LHBH?H+* AE*()H#B)L . OA+ %BJ,##,=()BL% J() ?HB$BC+ L?JJB)B%B*+ (L ( L#$+ J(,6#) L#?,J+
()* )BH,#=+) L#?,J+，PABJA B)*BJ(H+L HA+ 5,+L+)J+ #N ( J#%5$+H+ H,()LN#,%(HB#) 5(HAP(E #N L?JJB)B%I
B*+，()* ( AE*()H#B)IJ$+(KB)= +)CE%+，B%B*(L+，BL L?==+LH+* H# 6+ J#)H(B)+* B) HABL %+H(6#$BJ 5(HAI
P(E . G 9Q6 >3#MRI>3#MR N,(=%+)H BL#$(H+* N,#% HA+ =+)#%+ DSG #N 8+39+&5%’%( %0$"#=-0( //!M: BL
LA#P) H# 6+ J#,,+$(HBK+ PBHA HA+ H,()LN#,%(HB#) #N L?JJB)B%B*+. G !Q6 DSG N,(=%+)H J#)H(B)B)= HA+
=+)+ #N B%B*(L+ BL L?6J$#)+* ()* L+T?+)J+*. D+$+HB#) ()($ELBL K+,BNB+L HA(H #)+ #5+) ,+(*B)= N,(%+
#N 319 )?J$+#HB*+L，PABJA +)J#*+L ( 5+5HB*+ #N !0/ (%B)# (JB*L，PBHA ( J($J?$(H+* %#$+J?$(, P+B=AH
#N 44933，BL ,+L5#)LB6$+ N#, HA+ +)J#*B)= #N B%B*(L+ . OABL BL HA+ NB,LH ,+5#,H #N HA+ )?J$+#HB*+ ()*
(%B)# (JB* L+T?+)J+L #N B%B*(L+（U+)V()Q (JJ+LLB#) )?%6+,：GW414!31）. G A#%#$#=E L+(,JA
5+,N#,%+* B) 5,#H+B) *(H(6(L+ ,+K+($L () B*+)HBHE #N /:X PBHA 5#$EL(JJA(,B*+ *+(J+HE$(L+ J#)L+,K+*
*#%(B)，() B*+)HBHE #N 9;X PBHA SIH+,%B)($ !; (%B)# (JB*L #N *+9($#493$%" L5. G/15I:，6?H )# (5I
5(,+)H LB%B$(,BHE PBHA ($$ Q)#P) JEJ$BJI(%B*+IJ$+(KB)= +)CE%+L. OABL ,+L?$H L?==+LH+* HA(H HA+ B%B*I
(L+ LA#?$* 6+ J$(LLBNB+* (L ( )+P %+%6+, #N JEJ$BJ (%B*(L+L . Y)*+, HA+ J#)H,#$ #N +93 5,#%#H+, ()*
RZOU B)*?JHB#)，HA+ B%B*(L+ (JHBKBHE #N H,()LN#,%+* > . 3#+& ,+(JA+* 4!;;Y[&，PABJA BL (6#?H 1IN#$*
AB=A+, HA() HA(H #N =+)+ *#)#, LH,(B) .
>,2 ?&863：R%B*(L+，U+)+ J$#)B)=，’+T?+)J+ ()($ELBL，U+)+ +\5,+LLB#)，8+39+&5%’%( %0$"#=-0(

!Z,#F+JH L?55#,H+* 6E HA+ S(HB#)($ S(H?,($ ’JB+)J+ W#?)*(HB#) #N -AB)(（4081;;/8）

!!O# PA#% J#,,+L5#)*+)J+ LA#?$* 6+ (**,+LL+*
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