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摘 要：在一株具有环酰亚胺转化活性的真养产碱杆菌 ##$D! 中发现了一种特异性的二羧酸

单酰胺酰胺水解酶（半酰胺酶），它催化环酰亚胺代谢的第二步反应，将二羧酸单酰胺水解为

二羧酸和氨。该酶的底物仅限于此代谢途径的第一个酶———酰亚胺酶的产物二羧酸单酰胺，

而对其它的酰胺类化合物没有明显水解活性。真养产碱杆菌 ##$D! 中的半酰胺酶和酰亚胺

酶在表达上具有相关性，环酰亚胺（如琥珀酰亚胺）和二羧酸单酰胺（如琥珀酰胺酸）对它们有

正调控作用，游离氨离子显示出负调控作用，琥珀酸则在酶合成和活性两方面均表现出影响

作用。对重组大肠杆菌中表达的半酰胺酶粗酶的部分性质进行了研究。钴离子对半酰胺酶

的活性表现出促进作用，比活力提高到 ")">倍，表明半酰胺酶可能是一种金属结合酶。
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环酰亚胺是一类环酰胺化合物，长期以来，有关环酰亚胺代谢的研究一直是与一些抗

癫痫药物，如 "3乙基3F3苯基海因和 13甲基3!3苯基琥珀酰亚胺等在哺乳动物体内的脱毒作
用相关的［#，$］。最近，H8/I/等［"］首先在一株芽生杆菌 !"#$%&’#(%)* ;J) G#> J3!中发现了一
条新的环酰亚胺代谢途径（图 #），随后的研究表明，这一代谢途径广泛存在于细菌、酵母
和霉菌中［!］。作为一种生产有机酸的新路线以及酶法合成手性化合物的新工具，微生物

环酰亚胺代谢途径及其相关酶类显示出了广泛的应用潜力［F，B］。

图 ! 推测的琥珀酰亚胺代谢途径
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到目前为止，只有芽生杆菌 G#>J3!中的环酰亚胺转化途径研究得较为详细［>］，其中
包括了两个关键酶：酰亚胺酶（ 5456/;+）和二羧酸单酰胺酰胺水解酶（65</-,’P0(/L+ 4’7’3



!"#$% !"#$&’($)&*!+%），后者也称为半酰胺酶（’!*,-!"#$!+%）。芽生杆菌 ./01-2中的酰亚胺
酶［3］和半酰胺酶［4］已被纯化并进行了性质研究。

在以前的工作中［/5］，分离到一株具有环酰亚胺转化能力的微生物———真养产碱杆菌

!"#$"%&’(’) ’*+,-./*) //672，并证明了它含有酰亚胺酶；我们从真养产碱杆菌 //672的基因
组 89.出发，克隆了一个 :;<的与环酰亚胺水解相关的 89.片段，并通过亚克隆和缺失
分析确定了为酰亚胺酶编码的基因，首次报道了微生物酰亚胺酶完整的核酸和蛋白序列。

本文通过对真养产碱杆菌 //672 及重组大肠杆菌进行酶活分析，进一步确定了真养

产碱杆菌 //672 中含有特异性的二羧酸单酰胺酰胺水解酶（半酰胺酶），并通过诱导分析

和酶活抑制实验研究了该菌中酰亚胺酶和半酰胺酶表达的特点，发现了琥珀酸和氨离子

在环酰亚胺代谢中具有重要的调节作用，同时对重组酶的部分性质进行了研究。

! 材料和方法

! "! 菌种和质粒载体
真养产碱杆菌（!"#$"%&’(’) ’*+,-./*)）//672 为本组筛选并保藏

［/5］，0 = #-"% >?/54及载
体 1@A/4为本组保藏，质粒 1BCDE52为本组构建，它是在 1@A/4的 0#-1F位点插入了一
个 :;<的来自真养产碱杆菌 //672 基因组 89.的片段而构建成的［/5］。

! "# 培养基
! "# "! 培养基 F：葡萄糖 GH，酵母粉 /5H，蛋白胨 /5H，9!A* GH，用水定容至 /I，1B0= 5，为种
子培养基。

! "# "# 培养基 FF：JB6KL2 / = 5H，J6BKL2·EB6L E= 5H，?HML2·0B6L 5= 6H，用水定容至 /I，

1B0=5，根据需要加入不同碳、氮源。
! "# "$ IN培养基：蛋白胨 /5H，酵母粉 GH，9!A* /5H，用水定容至 /I，1B0=6，用于重组大肠
杆菌的表达研究，如果需要，在培养基中添加氨苄青霉素至终浓度 /55!HO"I。
! "$ 生化试剂
海因、琥珀酰亚胺和"-脲基丙酸购自 P*Q;!公司，琥珀酰胺酸为 .*$)#R’公司产品，琥

珀酰胺购自 .A7LM公司，海因酸购自 M#H"!公司，多种 9-氨甲酰-氨基酸采用 MQSQ;#等的
方法［//］从相应的氨基酸合成。其余常用生化试剂为进口或国产分析纯试剂。

! "% 粗酶液的制备
对于真养产碱杆菌 //672，从 IN平板接一环菌苔于 E"I液体培养基 F试管中，E5T摇

床培养 62’，取 /"I菌液接种 E5"I含不同碳、氮源的培养基 FF摇瓶，E5T摇床培养 /: U
/3’，测定细胞生长（!:55），: 555 )O"#V离心 G"#V，收集细胞。
对于重组大肠杆菌，从 IN W ."1平板接一环菌苔于 E"I液体 IN W ."1培养基试管

中，E0T摇床培养 /:’，取 5 = 6"I菌液接种 E5"I IN W ."1培养基摇瓶，E0T摇床培养至
!:55达到 5 = 2左右，加入 FKXY至终浓度为 /""&*OI，E0T摇床继续培养 2’，测定细胞生长
（!:55），: 555 )O"#V离心 G"#V，收集细胞。
细胞用 5 = /"&*OI X)#+-BA*（1B0= G）缓冲液洗涤两次，再用适量同样缓冲液悬浮，加入

8XX 至终浓度 /""&*OI。细胞悬浮液在 5T 超声破壁 /5"#V，细胞破碎液在 2T
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!" ###$%&’(离心 )# &’(，以上清液作为粗酶液进行酶活分析。
! "# 酶活分析
酰亚胺酶活力按以前方法测定［!#］，以 !##&&*+%,海因为底物。
酰胺水解酶活力采用奈斯勒试剂测定［!"］。反应体系为在 ! - .&,的 # - !&*+%, /$’0123+

（425-#）缓冲液中，含有 "#&&*+%,琥珀酰胺酸（或其它底物）及适量酶液，)56反应 !.到
)#&’(，加入 # - .&, !.7的三氯醋酸溶液终止反应，!" ### $%&’( 离心 !#&’(，取上清液
#8.&,加入 "&,水以及 #8.&,奈斯勒试剂，显色 !.&’(，#8.9&光程比色杯 .##(&比色，以
不含酶液的反应液为对照，参照以硫酸铵制作的标准曲线进行计算。

酰基转移酶活力采用羟胺与酰基供体反应生成酰基氧肟酸的方法测定［!)］。

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 !!&*+底物或生
成 !!&*+产物所需的酶量。
! "$ 高压液相色谱分析
高压液相色谱分析用于鉴定转化反应产物。细胞或酶促转化反应上清液经适当稀释

后注入 2;,3进行分析，使用 <’*1=>? @##型高压液相色谱仪，A*$B>C D<13!E柱（@ - F&& G
".#&&），".#&&*+%, H2";I@（42@-@）%甲醇（J.%.）为洗脱液，洗脱速度 !&,%&’(，"!#(&紫外
检测。

! "% 蛋白测定
蛋白测定采用 <$>?K*$?［!@］的方法测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

& 结果和讨论

& "! 真养产碱杆菌 !!&’( 的二羧酸单酰胺酰胺水解酶及其底物特异性

真养产碱杆菌 !!"=@ 是一株具有环酰亚胺转化能力的革兰氏阴性菌，它能够在以琥

珀酰亚胺为唯一碳、氮源的培养基中生长，并已确定其中含有酰亚胺酶，可以将琥珀酰亚

胺转化为琥珀酰胺酸［!#］；因此，我们推测在该菌中应该存在能够水解琥珀酰胺酸的酶。

质粒 42LM)#@是我们在以前工作中构建的，它含有一个来源于真养产碱杆菌 !!"=@ 基因

组 NOP的 FQB的外源片段，带有该质粒的大肠杆菌 RS!#J（42LM)#@）也具备了在以琥珀
酰亚胺为唯一碳源的培养基中生长的能力［!#］，因此在这个 FQB的 NOP片段上也应该具有
为琥珀酰胺酸水解酶编码的基因。

为了证实这一点，我们使用了真养产碱杆菌 !!"=@ 和重组大肠杆菌 RS!#J（42LM)#@）
静息细胞为酶源，以琥珀酰胺酸为底物进行细胞转化，使用 2;,3分析转化液的组分，结
果表明，随着时间的延长，琥珀酰胺酸的量逐渐下降，而产物琥珀酸则逐渐增加；细胞培养

的结果表明真养产碱杆菌 !!"=@ 和重组大肠杆菌 RS!#J（42LM)#@）均能够在以琥珀酰胺
酸为唯一碳源的培养基中生长。这些结果都证明了在真养产碱杆菌 !!"=@中含有二羧酸
单酰胺水解酶。

以真养产碱杆菌 !!"=@ 和重组大肠杆菌 RS!#J（42LM)#@）的细胞粗提液为酶源，试验
了它们对多种酰胺类化合物的水解能力（见表 !）。结果表明，在所试验的化合物中，真养
产碱杆菌 !!"=@ 对琥珀酰胺酸、天冬酰胺和谷氨酰胺有较高水解活性；与带有空载体的大
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肠杆菌 !"#$%相比，带有 &’()*$+的重组菌只对琥珀酰胺酸表现出很强的水解能力，而
且经过 ,-./诱导后，对琥珀酰胺酸的水解活性大幅度提高。这些结果表明，真养产碱杆
菌 ##01+ 中含有特异性水解二羧酸单酰胺的酶———半酰胺酶。它对一些常见的酰胺酶

类，如天冬酰胺酶、谷氨酰胺酶、!2脲基丙酸酶、32氨甲酰2氨基酸酰胺水解酶、"2酰胺酶、脲
酶和脂肪族酰胺酶等的底物没有明显水解活性，对二羧酸二酰胺（如琥珀酰胺）也不水解，

具有类似底物特异性的酰胺酶只在芽生杆菌 4#5&2+中有过报道［%］。
许多酰胺水解酶常同时具有酰基转移酶活力。我们以表 #所列底物为酰基供体，在

真养产碱杆菌 ##01+ 和重组大肠杆菌 !"#$%（&’()*$+）粗酶液中均未检测到酰基转移酶
活力。

真养产碱杆菌 ##01+ 的酰亚胺酶和半酰胺酶共同作用，完成从琥珀酰亚胺到琥珀酸

和氨的转化过程。

表 ! 真养产碱杆菌 !!"#$ 和重组大肠杆菌粗酶液对酰胺类化合物的水解能力

.6789 # ’:;<=8:>?> 6@A?B?A?9> =C @<D;9 9EA<6@A> =C ! F "#$%&’(#) ##01+ 6G; <9@=H7?G6GA * F +&,- A= B6<?=D> 6H?;9>

ID7>A<6A9

I&9@?C?@ 6@A?B?A?9> =C @<D;9 9EA<6@A>J（KJHL &<=A9?G）

! F "#$%&’(#)
##01+

!
!"#$%
（&KM#%）

!"#$%
（&’()*$+）

,G;D@9; !"#$%
（&’()*$+）!!

ID@@?G6H?@ 6@?; $ F$++ $ F$0N $ FOOO # F%5%

4>&6<6L?G9 $ F0OO $ F$*O $ F$0$ $ F$**

/8DA6H?G9 $ F0N# $ $ F$#+ $ F$#N

ID@@?G6H?;9 $ F$$% $ F$0N $ F$+O $ F$**

’:;6GA=?@ 6@?; $ F$#5 $ F$*% $ F$*0 $ F$P+

!2K<9?;=&<=&?=G6A9 $ F$#+ $ F$0# $ F$#5 $ F$P+

QR232M6<76H=:82B68?G9 $ F$#P $ F$#N $ F$#0 $ F$#0

QR232M6<7=H:82&S9G:8L8:@?G9 $ F$#P $ F$0N $ F$0$ $ F$*O

QR232M6<76H=:82&S9G:829AS:82L8:@?G9 $ F$#% $ F$0# $ F$#5 $ F$0#

K<96 $ F$#+ $ F$+* $ F$0$ $ F$0+

4@<:86H?;9 $ F$#% $ F$0P $ F$#+ $ F$#0
! M988> T9<9 @D8A?B6A9; ?G H9;?DH ,, @=GA6?G?GL #U =C >D@@?G6A9 6G; $ FPU =C（3’+）0IV+ C=< #NSF
!! M988> @D8A?B6A9; ?G RW H9;?DH @=GA6?G?GL #$$#LJHR 6H&?@?88?G DGA?8 67>=<76G@9 6A O$$ GH <96@S9; $F+ T9<9 ?G;D@9; T?AS #HH=8JR
,-./ C=< +SF

" %" 半酰胺酶与酰亚胺酶的产生
在带有质粒 &’()*$+的重组大肠杆菌中，半酰胺酶和酰亚胺酶的表达表现出很高的

相关性，经 ,-./诱导后，两酶的比活力均提高了两倍左右，分别达到 #X%N 和 #X0NKJHL
&<=A9?G。
为了研究半酰胺酶和酰亚胺酶在真养产碱杆菌 ##01+ 中的表达特点，我们以一些化

合物作为唯一碳源，测定了这两个酶的比活力（表 0）。葡萄糖酸是真养产碱杆菌 ##01+ 利
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用效率最高的碳源，以葡萄糖酸培养的细胞为对照，琥珀酰亚胺和琥珀酰胺酸对半酰胺酶

和酰亚胺酶均表现出正调控作用，尤其是琥珀酰胺酸的诱导作用更为显著，这与这两个酶

所执行的功能是一致的。这些结果说明，在真养产碱杆菌 !!"#$ 中半酰胺酶和酰亚胺酶

的合成是同步的。

表 ! 碳源对真养产碱杆菌 ""!#$ 半酰胺酶和酰亚胺酶产酶的影响
!

%&’() " *++),-. /+ 0&12/3. ,&1’/4 ./31,). /4 51/63,-2/4 /+ 7&(+8&926&.) &46 2926&.) 24 ! : "#$%&’(#) !!"#$

;/95/346
;)(( <1/=-7>

*+?@@

A,-202-B /+ 7&(+8&926&.)

C5),2&( &,-202-B>
（D>9< 51/-)24） #)(&-20) &,-202-B>E

C5),2&( &,-202-B
/+ 2926&.)>
（D>9< 51/-)24）

F8G(3,/4&-) ? :!@ @ :@!?" !@@ %1&,)!!

C3,,242926) " :!H @ :@"!I !JK @:@$?

C3,,24&92, &,26 J :@@ @ :@I$@ K!L @:!!L

C3,,24&-) J :@@ @ :@$@H "K! %1&,)!!

MB130&-) $ :@" @ :@"J" !$J @:@!@

FN8O&(&-) " :I$ @ :@JJJ "@I @:@!!
! ;)((. =)1) ,3(-20&-)6 +/1 !I7 24 9)6239 PP ,/4-&2424< @ :"E /+（QR$）"CS$ &46 !E /+ 0&12/3. ,/95/346.:
!!N).. -7&4 -7) .5),2&( &,-202-B /+ @ :@!D> 9< 51/-)24:

图 ! 琥珀酸对半酰胺酶和酰亚胺酶
活力的影响

T2<:" *++),-. /+ .3,,24&-) /4 -7) &,-202-2). /+

7&(+8&926&.) &46 2926&.)

"R&(+8&926&.)；#P926&.):

从表 "中的结果我们还可以看出，一些包括在
碳循环中的二羧酸对半酰胺酶也表现出诱导作用，

但酰亚胺酶的比活力并没有提高，因此除了对酶合

成的调控以外，它们对酶的活性可能还具有调节作

用。我们在酶反应体系中添加了不同量的琥珀酸，

研究了琥珀酸对半酰胺酶和酰亚胺酶活性的影响

（图 "）。结果表明，琥珀酸对酰亚胺酶有明显的抑
制作用，而在低浓度情况下对半酰胺酶略有促进作

用。因此琥珀酸对这两个酶的影响是多方面的，它

可能是环酰亚胺代谢的一种重要调控物。

琥珀酰亚胺代谢既为细胞提供了碳源（琥珀

酸），同时还提供了氮源（氨）。真养产碱杆菌 !!"#$

可以利用有机氮（蛋白胨、酵母膏等）和无机氨盐为

氮源生长，不能利用硝基氮；在有机氮源中生长的

细胞，其半酰胺酶和酰亚胺酶活力高于以氨盐为氮

源培养的细胞，氨盐的种类对产酶没有明显影响。我们在以琥珀酰亚胺为碳源的培养基

中添加不同浓度的氨离子，研究了游离氨对环酰亚胺代谢的影响（表 J）。结果表明，氨离
子阻遏了琥珀酰亚胺的降解利用，半酰胺酶和酰亚胺酶的比活力都降低了。我们在测活

反应体系中添加氨离子，结果表明氨离子对半酰胺酶和酰亚胺酶的酶活无明显影响。因
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此，氨离子对这两个酶的抑制作用是在酶的合成，即表达水平上的。我们推测，环酰亚胺

代谢途径可能是真养产碱杆菌 !!"#$ 氮利用途径的一部分，它为细胞在可直接利用的氮

源紧缺的情况下提供了一条备选途径。

表 ! 游离氨离子对真养产碱杆菌 ""#$% 环酰亚胺代谢的影响
!

%&’() * +,,)-./ 0, ,1)) &22034& 03 .5) 2).&’0(4/2 0, -6-(4- 4247)/ 43 ! 8 "#$%&’(#) !!"#$

920:3. 0,（;<$）"=>$

43 2)74:2 ??@A
B)(( C10D.5@*+EFF

=G)-4&( &-.4H4.6 0,
5&(,I&247&/)@（J@2C G10.)43）

=G)-4&( &-.4H4.6 0,
4247&/)@（J@2C G10.)43）

FKF ! 8L$F F 8F*EF F 8FMMN

F 8! ! 8NOF F 8F"O! F 8FM"M

F 8" ! 8MMF F 8F!EM F 8F*LM

F 8M ! 8""" F 8F"*$ F 8F*MM

! 8F ! 8!$F F 8F""" F 8F*!M

! B)((/ D)1) -:(.4H&.)7 ,01 !O5 43 2)74:2 ?? -03.&4343C !A 0, /:--434247) &37 H&140:/ &20:3./ 0,（;<$）"=>$

# &! 半酰胺酶的部分酶学性质
我们以重组大肠杆菌 PQ!FL（G<RS*F$）的细胞粗提液为酶源，研究了半酰胺酶的部

分酶学性质。

分别在 F 8!20(@T的磷酸氢二钠—柠檬酸（G<M8 F U G<E8 M）、磷酸氢二钾—氢氧化钠
（G<E8M U G<N8M）、%14/I<B(（G<N8M U G<O8 M）和甘氨酸—氢氧化钠（G<O8 M U G<L8 M）缓冲体
系中分析了半酰胺酶的活性和稳定性。在标准分析条件下，最适 G<为 N 8 F；在偏碱性环
境下酶活力较为稳定，在 G<O8M时于 *FVB保温 *F243，酶活基本不变。
半酰胺酶在 $FW表现出最高酶活力。在 F 8!20(@T %14/I<B(（G<O8 M）缓冲液中于 *FW

保温 *F243，酶活基本不变；于 $MW保温 *F243，残余酶活不到 !FA。
在标准测活反应体系中添加 M220(@T的 +X%9对酶活无明显影响；添加 "220(@T的各

种金属离子时，Y3" Z、B:" Z和 9CZ对半酰胺酶表现出明显的抑制作用，抑制率分别为 L! 8
NA、ON 8MA和 OE 8NA；B0" Z表现出明显的促进作用，酶相对活力达到 **NA，表明半酰胺酶
可能是一种金属结合酶。
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