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摘 要：圈卷产色链霉菌硝基烷类氧化酶基因 !"#$ 在大肠杆菌中获得了成功表达，从含有重

组质粒 @0A%$%（@4B"1-#!"#$）的工程菌株 CD"%（E41）中分离纯化了硝基烷类氧化酶，FEF5
GAH4 检测为均一。对纯酶进行了酶学性质及动力学研究。底物为 %5硝基丙烷、"5硝基丙烷

和硝基乙烷时，在 $I!6’(JD 的磷酸缓冲液中，酶的最适反应 @K 值为 > L 3，最适反应温度为

!3M L #NM。室温保存 NO 后，酶的活性保持了 !1I1P，但对 N$M以上的高温敏感。硫醇化合

物如巯基乙醇、还原型谷胱甘肽不同程度地抑制酶活性，特别是 0AEK，其浓度为 %66’(JD 时，

酶活 性 几 乎 全 部 丧 失。 以 %5硝 基 丙 烷 为 底 物 时，07’A 的 %6 为 1#I>66’(JD，&67Q 为

$I%22!6’(J（!R)689）。
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在研究圈卷产色链霉菌（’()*+(#,-.*/ "!/#.0)#,#1*!*/ >%$$）分化有关的基因时，克隆到

一个 %I#T- 的 E0A 片段，用 U/76.G(’," )1 )% 对所测定序列进行开放阅读框分析，发现其中

含有一完整的开放阅读框，基因全长 %$2"-@，H V W 含量为 >!P，编码 1N1 个氨基酸残基，

分子量为 1>TE，H.9C79T 中的登录号为 AU "3!$1>。在 H.9C79T 中进行同源性比较发现，

已被研究并报道的基因当中，与该基因编码的氨基酸序列同源性最高的是一种可以氧化

硝基烷类的酶，其同源性为 ">P，来源于 23443#+/3/ /"(5)!!/ X7/ ) ,)"633［%］，将本文中的该基

因命名为硝基烷类氧化酶基因（08,/’7(T79.5’Q8O8Y89R .9YZ6. 基因，简称 !"#$）。经过对

!"#$ 在大肠杆菌中的表达产物活性分析发现，它能够将硝基烷类化合物脱硝基氧化，生

成亚硝酸（待发表），表明为一种硝基烷类氧化酶。硝基烷类化合物通常作为溶剂、燃料或

有机合成中间体应用于工业生产，并被排放到环境中，同时自然界中一些豆科植物或者微

生物也会合成一些硝基化合物，给环境造成了极大破坏。研究表明，这些硝基化合物在小

鼠体内产生致癌作用。因此有效降解这些物质对于解决环境污染以及保证人类的健康至

关重要。目前生物氧化硝基烷类化合物的酶较少，已做过系统研究的主要有 " 个不同类

型的核黄素硝基烷类氧化酶。其中一种是从 75/")35, #8-/+#)5, 中分离到的硝基烷类氧

化酶［"］，已经分析了它的反应机制；另外一种硝基烷类氧化酶为 "5硝基丙烷双加氧酶［1］，

是从姆拉克汉逊酵母中分离到，已经确定了它的初级结构，并进行了定性。二者都已经被

纯化。此外在 H.9C79T 中和 4[CD 库中有 1 个蛋白与 "5硝基丙烷双加氧酶是同源的，它



们分别是来源于 !"##$"%&’(#)* #)%)+,*") 的 !"#$%&’，登录号为 ()* +%&,%&，一致性 -./01；

来源于枯草芽孢杆菌的 (%-. 编码的蛋白，登录号 2&0.34，一致性 --/-1［%］；以及从 /)01
%&*-&%" #%"**" 中部分纯化的另一种 -5硝基丙烷双加氧酶［%］。这些硝基烷类氧化酶的氨基

酸序列都不同于本研究中的 2"&3 基因编码的氨基酸序列，后者的功能未见报道。

在确定了 2"&3 表达产物生物活性的基础上，本文首次将 2"&3 基因在大肠杆菌中的

表达产物进行了纯化以及酶学性质和动力学研究，这为该酶的开发应用提供了重要依据。

! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 菌株、质粒和培养基：大肠杆菌（4 * #&5,）"6$7& 及 89-$（:;0）为本室保存。质粒

<;=-0> 购自 ?)@ABC( 公司；<?D$7$ 由本实验室构建，在质粒 <;=-0> 上插入圈卷产色链霉

菌的 2"&3 基因，用于在大肠杆菌 89-$（:;0）中进行高表达。98 培养基参照文献［4］。

!#$#$ 试剂与分离材料：$5硝基丙烷、-5硝基丙烷购自 EFGHA 公司；亚硝酸的检测试剂：

7/-I)FJ9 的 K0LM% 溶液，以 ?AMK 溶液调 <K 值至 3/7。$5硝基丙烷溶液：0/4IB $5硝基丙

烷加入 7/-I)FJ9 的 K0LM%（<K3* 7）缓 冲 溶 液，稀 释 至 $I9。4II)FJ9 的 NGOM% 溶 液。

7/001对氨基苯磺酸溶液：0/0B 对氨基苯磺酸中加入 347I9 热 K-M，再加入 -47I9 冰醋

酸。7/741!5萘胺：7/4B!5萘胺中加入 -47I9 冰醋酸，用水稀释至 $ 777I9；将上述配好的

7/001对氨基苯磺酸和 7/741!5萘胺溶液按 $ P $ 体积比混合，为亚硝酸测定显色液。酶

储备液用 7/7$I)FJ9 K0LM%（<K3* 7）稀释至适当浓度。牛血清白蛋白（8OD），配制成 7/-、

7/%、7/,、7/. 和 $/7IBJI9 的溶液。蛋白浓度检测试剂：7/$34B NGOM%·4K-M 溶解于 4I9 水

中，加入 07I9 浓氨水，置冰浴中，加入 -7I9 ?AMK 饱和溶液，摇匀，室温 $ Q -R，定容至

$77I9，为蛋白显色液。$I)FJ9 亚硝酸钠溶液。O:O5LDS; 试剂参照文献［4］。等电聚焦电

泳标准品：DITF)BFGU)VWXAVC <Y 0 * ,，"5FAUZ)BF)>GFW( D <Y 4/$，6T)BF)>W( <Y ,/.J3/-，=[T<VW()BC(
<Y &/0；OC<RAXC\ S 34，:;D; OC<RA[)VC EAVZ EF)] 和 :;D; 4-（DIC[VRAI LRA[IAUWA N)I<A(T）。

!#!#% 仪器：8W)5#AX 6)XCF 0777^W N)I<GZC[ N)(Z[)FFCX ;FCUZ[)<R)[CVWV L)]C[ OG<<FT；8W)5#AX
6)XCF $$$ 6W(W Y;E NCFF；8CUHIA( :2,%7 O<CUZ[)<R)Z)ICZC[ *
! "$ 方法

!#$#! 蛋白浓度测定方法：参照文献［,］方法，用双缩脲法进行蛋白定量。在 0I9 的蛋白

溶液中加入蛋白显色试剂 -I9，于 4%7(I 处测定吸收度值。需在 07IW( 内测完。以牛血

清白蛋白为标准品，测定蛋白浓度与吸收度之间的关系，以此标准曲线进行蛋白定量。

!#$#$ 亚硝酸钠标准曲线的测定：将亚硝酸钠配制成 $I)FJ9 的溶液，依次稀释为 7/4、

$/7、0/7、4/7、$7/7、-7/7、07/7、%7/7、47/7 和 ,7/7#I)FJ9。分别取上述溶液 $77#9，加入磷

酸缓冲液 377#9，显色剂 -77#9，在 4%7(I 处测定吸收度值。

!#$#% ?A)D 酶活性的测定：以亚硝酸的生成速度测定酶活性大小，参照文献［3］。取

7/4I9酶反应液，在其中加入 7/-I)FJ9 的磷酸 7/%I9 及 7/%I)FJ9 的底物溶液 7/$I9，于

03_摇床振荡反应 4IW(。加入 7/-I9 NGOM% 终止反应，加入 7/$I9 7/001的对氨基苯磺

酸和 7/$I9 7/741的!5萘胺溶液室温放置 $4IW(，在波长 4%7(I 处检测 67 值。将 $IW(
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内催化生成 !!"#$ 亚硝酸的酶量定义为 ! 个活性单位。

!"#"$ 硝基烷类氧化酶的诱导表达：在含 !%%!&’"( 氨苄青霉素的 () 培养基中接入含质

粒 *+,!%! 的 )(-!（./0）菌株，012摇床培养过夜（--%3’"45），按 !’!%% 比例转接入新鲜的

含 !%%!&’"( 氨苄青霉素的 () 培养基。012，--%3’"45 振荡培养 -67 8 09。加入 :%!( ;<=>
（-%"&’"(），继续摇床培养 09，诱导酶的表达。

!"#"% 纯化程序：离心收集诱导表达后的大肠杆菌细胞，加入 %6%!"#$’( 的磷酸缓冲液

（*?@A%）悬浮，以超声波（!%%B，0%"45）破碎细胞，!% %%%3’"45 离心 0%"45，取出上清为酶粗

提液，进行葡聚糖凝胶 > 17 柱层析。以 %6%!"#$’( 磷酸缓冲液（*?@A %）洗脱，收集活性部

分。将上述活性部分合并后，加样于用 %6%!"#$’( *?@A % 的磷酸缓冲液平衡过的 ./,/
CD$$E$#FD 7- 柱 层 析，依 次 以 %6%!"#$’( *?@A % 的 磷 酸 缓 冲 液 及 含 %6-"#$’( 氯 化 钠 的

%6%!"#$’( *?@A% 的磷酸缓冲液溶液洗涤，至无蛋白流出，再以 %6- 8 % A :"#$’( 的氯化钠梯

度洗脱，收集活性部分，G.GH<,>/ 检测纯度。合并纯度较高部分，超滤浓缩脱盐，再进行

./,/ GD*9I3#FD JIFK J$#L 柱层析，最后获得纯的硝基烷类氧化酶。

!"#"& 硝基烷类氧化酶等电点测定：采用以下的电泳程序进行等电聚焦电泳：!）：(;+;=
M !%%N，7",，!B。CO+G= M CPQ 7",，%：%%’%：!7；-）：(;+;= M -%%N，7",，!B。CO+G= M
CPQ 7",，%：%%’%：!7；0）：(;+;= M :%%N，7",，!B。CO+G= M CPQ 7",，%：%%’-：%%。电泳结

束后，依次进行固定 %679，染色 %679，脱色 09。

!"#"’ *? 值对酶反应速度的影响：酶反应体系中包含：底物 :!"#$、酶液 !%!(（%6!!&）、每

种底物的反应体系中分别加入 *?:A%、76%、R6%、16%、@6%、S6% 和 !%6% 的 %6:"#$’( 磷酸缓冲

液至总体积为 R%%!(。于 012摇床震荡 7"45。立即置冰浴中，加入 7""#$’( CEGO: -%%!(，

显色液 -%%!(，室温 !7"45 后，检测 !"7:%。测定酶最适 *?。

!"#"( 温度对酶活性的影响：反应体系与 !6-61 节相似。各底物的反应混合物中加入其

最适 *? 缓冲液，分别在不同温度下反应 7"45，检测 !"7:%。

将硝基烷类氧化酶液分别在 R%2和 1%2加热 !%"45，测定其活性大小，检测酶的热稳

定性。将酶在室温保存 RT 后测定酶活性。

!"#") 抑制剂对酶反应速度的影响：在酶反应混合物中加入不同的化合物（如表 -），以亚

硝酸的生成速度来确定这些化合物对酶活力的影响。

!"#"!* +I#, 动 力 学 参 数 的 测 定：在 反 应 体 系 中 加 入 纯 化 的 +I#, %60!&、*?1A % 的

%6!"#$’( 磷酸缓冲液以及 !H硝基丙烷，总体积为 R%%!(，在转速为 !R73’"45 的摇床上，012
酶促反应 7"45。参照文献［@］的方法检测在不同底物浓度时，亚硝酸的生成速度。采用

双倒数计算 #" 和 $"IU值。

# 结果

# +! ,-./ 的纯度及活性测定

经过分子筛层析和离子交换柱层析，获得了均一条带的硝基烷类氧化酶（图 !），其收

率和纯化倍数如表 ! 所示。纯化后的 +I#, 基因表达产物硝基烷类氧化酶仍然有较高的

生物活性，能够将多种硝基烷类化合物 !H硝基丙烷、-H硝基丙烷、硝基乙烷氧化，其活性回

收率和蛋白回收率都比较高，分离步骤简便。

S@77 期 张集慧等：圈卷产色链霉菌硝基烷类氧化酶的分离纯化及酶学性质



! "! 等电点（#$）的测定结果

以蛋白标准品的 !" 为横坐标，迁移距离为纵坐标，作标准曲线，结果如图 #。获得二

者之间的关系为 $ % & ’()(*+ , -’ .**)，回归系数 /# 为 &0**(-，其中 + 为蛋白质的等电点

!"，$ 为迁移距离（12）。将纯化后的 3456 样品的迁移距离 -07(12 代入方程，测得硝基烷

类氧化酶的等电点为 (0#-。

图 % 检测硝基烷类氧化酶的 &’&()*+,
89:’- ;<;=>6?@ 4A4B$C9C 5D EFG !H5EG9A 5A EFG ;G!F4H5CG 84CE 8B5I 1FH524E5:H4!F$

- ’ J5E4B !H5EG9A DH52 KL#-（<@.）M!@J#.N CEH49A；# O .’ J5E4B !H5EG9A DH52 CEH49A KL#-（<@.）M!36-&-；P O (’ >QH9D9GR 3456 4DEGH

<@6@ ;G!F4H5CG 84CE 8B5I 1FH524E5:H4!F；7’ >H5EG9A S4HTGH ’

表 % 硝基烷类氧化酶（-./*）的纯化

J4NBG - >QH9D914E95A 5D EFG A9EH54BT4AG=5+9R9U9A: GAU$2G（3456）

>QH9D914E95A CEG!

J5E4B

!H5EG9A

M2:

J5E4B

41E9V9E$

MW

;!G19D91

41E9V9E$

M（WM2:）

/G15VGH$

5D !H5EG9A

MX

/G15VGH$

5D 41E9V9E$

MX

>QH9D914E95A

D5BR

YHQRG G+EH41E -7Z ’* Z#Z ’7 P ’.. -&& -&& -

<@6@ 1GBBQB5CG (# - ’) -#) ’# Z- ’# - ’&Z -Z ’7 -7 ’(

<@6@ ;G!F4H5CG 84CE 8B5I -’# -&# ’- )( ’- & ’Z# -P’& -* ’7

图 ! 蛋白质的迁移距离（01）与等电点之间

的关系

89:’# JFG 1QHVG 5D HGB4E95ACF9! NGEIGGA EFG 29:H4E95A

R9CE4A1G（12）5D !H5EG9A 4AR 9EC !"

图 2 #3 对 -./* 活性的影响

89:’. @DDG1E 5D ![ 5A 3456 41E9V9E$

- ’-=A9EH5!H5!4AG；#’#=A9EH5!H5!4AG；. ’ 39EH5GEF4AG’
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!"硝基丙烷，#"硝基丙烷和硝基乙烷三种底物分别在不同 $% 值的磷酸缓冲液中，经

&’() 作用，脱硝基生成亚硝酸，根据亚硝酸的生成速度，确定酶对不同底物的最适 $% 值。

硝基乙烷和 !"硝基丙烷，在 $%*+ , 左右活性最强，#"硝基丙烷在 $%-., 时，活性最好（图

/）。在 $%0+, 时，对 ! 硝基丙烷、#"硝基丙烷和硝基乙烷的相对活性仅为最大活性的

!1.!2、3.-2和 #0.!2。$% 为 !, 时，对这三种底物的活性分别为最大活性的 4/.!2、

!/.*2和 #0.!2。

表 ! 抑制剂对酶活性的影响

5’678 # 9::8;< (: =>?=6=<(@A ’B8><C (> &’() ’;<=D=<A

E8’B8>< E87’<=D8 ’;<=D=<AF2

G(><@(7 !,,

!"H8@;’$<(8<?’>(7（!II(7FJ） ##+#

E8KL;8K B7L<’<?=(>8（!II(7FJ） 0!+!

GAC<=>8（!II(7FJ） 43+0

9M5)（!II(7FJ） -0+!

M=<?=(<?@8=<(7（!II(7FJ） ##+/

&)M%（!II(7FJ） ! +,1

! "# 温度对 $%&’ 活性的影响

在不同的作用温度下，测定三种底物被氧化的速率，发现 &’() 对三种底物的最适温

度为 0-N O 41N。温度对酶反应速度的影响如图 0 所示。/,N O 4,N之间，随着温度的

升高，酶的活性平稳上升。超过 1,N以后，酶的活性会迅速下降。以 !"硝基丙烷为底物

时，在 0-N O 41N之间有一较宽的适用温度范围。以 #"硝基丙烷为底物时，4#N时的活性

略高于 0-N和 41N，以硝基乙烷为底物时，41N时酶的活性最高。在 /*N时，酶对 !"硝基

丙烷、#"硝基丙烷和硝基乙烷的活性分别为最大活性的 4!.02、41.,2和 03.*2；10N时，

分别为最大活性的 43.32、0#./2和 13.#2。

图 # 温度对 $%&’ 活性的影响

P=B+0 9::8;< (: <8I$8@’<L@8 (> &’() ’;<=D=<A

! +!">=<@($@($’>8；#+#">=<@($@($’>8；/+ &=<@(8<?’>8+

该酶 1,N加热 !,I=>，其活性仍能保持在

0-.*2，在 *,N加热 4I=>，酶的活性几乎全部

丧失，表明该酶对高温敏感。室温保存 1K 后，

酶活性保持了 0/./2。

! "( 化合物的影响

不同化合物对酶活性的影响如表 # 所示。

巯基试剂如巯基乙醇、还原型谷胱甘肽及半胱

氨酸对酶活性有明显的影响。9M5) 对酶活性

影响不大，说明金属离子在酶促反应中，不是

必需 的。超 氧 阴 离 子 捕 获 剂 &)M% 浓 度 为

!II(7FJ 时，硝 基 烷 类 氧 化 酶 的 相 对 活 性 为

!.,12，与文献中报道一致［3］。但 5(C?=Q( R=K(
认为来自于 !"#$%&"’ ()*#+(%"’ 的硝基烷类氧化酶在 &)M% 存在时，其相对活性仍然保持

!,,2［!,］。

! ") $%&’ 的动力学曲线

以 !"硝基丙烷浓度的倒数

为横坐标，反应速度的倒数为纵

坐 标，作 双 倒 数 曲 线 为：A S
!*3 +//T U 4 + ,#/-，E# S ,+ 33-3

（图 4）。其中 T 为底物 !"硝基丙

烷浓度的倒数（!F,），A 为反应速

度的倒数（!F!）。根据 J=>8V8’D"
8@"WL@Q 双倒数作图法，算出 !"硝
基丙烷为底物时，&’() 的动力
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学参数 !! 为 "#$%!!&’()，"!*+为 ,$-..!!&’(（!/·!01 ）。

图 ! "#硝基丙烷的浓度和反应速度的双

倒数曲线

20/3# 4&56’7 8790:8&9*’ 958;7 &< ;7’&90=> *1? -@10@

=8&:8&:*17 9&1971=8*=0&1

$ 讨论

将圈卷产色链霉菌硝基烷类氧化酶基因在大

肠杆菌 A)B-（4C"）中进行高表达，并从该基因工程

菌株中分离纯化了圈卷产色链霉菌硝基烷类氧化

酶，同时研究了它的酶学性质。其最适 :D 为 % E F，

类似于其它来源的硝基烷类氧化酶；最适温度为

GFH E #IH，比从 #$%&’($) *+,%-*’$) 中分离到的硝

基烷 类 氧 化 酶 略 高，后 者 的 最 适 温 度 在 G,H 左

右［-,］。由于该酶对高温敏感，尤其在 I,H以上，酶

活性下降较快，所以在 "%H测定酶的动力学参数更

有意义。

抑制剂对 J*&K 活性的影响类似于对 B@硝基丙

烷双加氧酶的作用，多种巯基试剂和超氧阴离子捕

获剂 JK4D 都抑制它们的活性，尤其是 JK4D，当浓

度为 -!!&’() 时，J*&K 的活性几乎降为 ,。目前认为，加氧酶在氧化 B@硝基丙烷的过程产

生了超氧阴离子，是酶促反应的重要中间体，超氧阴离子捕获剂明显地抑制加氧酶的活

性。

与 #$%&’($) *+,%-*’$) 的硝基烷类氧化酶类似，J*&K 对 -@硝基丙烷、硝基乙烷和 B@硝
基丙烷的中性形式都有较强的氧化作用，对 B@硝基丙烷的活性明显地低于前两种化合物，

同时，J*&K 也具有 B@硝基丙烷双加氧酶相似的功能［--］，即能够显著地氧化阴离子型硝基

烷类化合物。

由此看来，J*&K 的一些酶学性质、作用底物以及抑制剂的效应与已报道的任何一种

硝基烷类氧化酶都不完全相同，可能是一种新的硝基烷类生物氧化酶。其作用机制尚需

进一步深入研究。
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