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三角酵母 !"氨基酸氧化酶基因在大肠杆菌中的克隆和表达

罗 晖 童忆舟 李 强 于慧敏 沈忠耀"

（清华大学化工系 北京 2$$$0!）

摘 要：从三角酵母中提取总 I.J，反转录后进行 K?I扩增得到 >1氨基酸氧化酶（>1J9:,’ JF:E L7:E6B-，>JJL）基
因，经测序可知，与文献中三角酵母的 >JJL基因序列的同源性在 GGM以上。将 >JJL基因用 !"#!和 $%&N!双
酶切后，与相同酶切的大肠杆菌表达载体 O8/1#06连接，转化大肠杆菌 /LK12$5P，并筛选得到重组质粒 O8/1>JJL，
转化 QR#2（>8"）感受态细胞，得到重组大肠杆菌 QR#2（>8"）SO8/1>JJL。对重组大肠杆菌中的 >1氨基酸氧化酶进
行了诱导表达，考察了诱导温度、菌浓度、诱导剂 TK/U用量以及溶氧等因素对酶活的影响。结果表明，在 #0V、菌
浓度（’(%$$）2W$、TK/U浓度 299’(SR时，>JJL酶活最高达 #"W"XS9R。研究进一步显示，用廉价无毒的乳糖可以替

代 TK/U进行诱导，当乳糖浓度为 #99’(SR，>JJL酶活可达 ##W3XS9R。经过补料分批培养和乳糖诱导，>JJL酶活
可以达到 234XS9R。
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31氨基头孢烷酸（31J9:,’F-OD6(’BO’Z6,:F 6F:E，31
J?J）是生产半合成头孢菌素的重要中间体，一般由
头孢菌素 ?（?-OD6(’BO’Z:, ?，?K?）经化学法或酶法
脱去其侧链得到［2，#］。目前，人们研究较多的是两步

酶法制备 31J?J。首先，头孢菌素 ?在 >1氨基酸氧
化酶（>1J9:,’ JF:E L7:E6B-，>JJL）的作用下，产生
一个具酮基的中间体和一个 N#L#，这个中间体不稳

定，很容易被同时产生的 N#L# 化学氧化脱羧，转变

成戊二酰基131氨基头孢烷酸（U(+A6Z[(13169:,’F-OD61
(’BO’Z6,:F JF:E，UR131J?J），然后在 UR131J?J 酰化
酶的作用下脱去侧链，生成 31J?J。

>1氨基酸氧化酶是一种典型的黄素蛋白，广泛
存在于动物内脏及微生物中。>JJL的底物专一性
较低，可以作用于几乎所有的 >1氨基酸，也可以作
用于各种具有 >1氨基的化合物（如头孢菌素 ?）。
通常认为 >JJL是由几个亚基构成的多聚体，并且
非共价结合了一个辅酶———5J>［"］。>JJL 的主要
来源有：三角酵母（ )*+,#-#./+/ 0%*+%1+2+/）［"，!］、猪肾
（3#*"+-4 5+6-47）［4］、腐皮镰孢霉（89/%*+9& /#2%-+）［%］、
红酵母（ :;#6#<#*92% ,*%"+2+/）［3］、尖镰孢（ 89/%*+9&
#=7/.#*9&）［0］和曲霉（>/.4*,+229/）［G］等，其中三角酵母
的 >JJL在 31J?J工业上应用最广。由于野生菌株
的培养条件较高，表达的 >JJL水平也较低，人们通
常将野生株的 >JJL基因在重组大肠杆菌或酵母菌

中进行表达，但表达水平仍有待于进一步提高。本

文以三角酵母为出发菌株，对 >JJL进行了分子克
隆并在重组大肠杆菌中进行了表达条件的优化。

# 材料和方法

#$# 质粒和菌株
O8/1#06（ \）购自 .’]6C-,公司；大肠杆菌 QR#2

（>8"）、/LK12$5P分别购自 KZ’9-C6公司和 T,]:AZ’C-,
公司；三角酵母（)*+,-#.#/+/ 0%*+%1+2+/）为本实验室保
藏。

#$% 工具酶和试剂
各种试剂盒购自 KZ’9-C6 公司，工具酶购自

/6^6I6公司，微生物培养用 =-6BA -7AZ6FA、K-OA’,-为
L_LT>公司产品，其他化学试剂均为国产或进口分
析纯。

#$& ’()引物
根据三角酵母 >1氨基酸氧化酶 F>.J 核酸序

列，设计了引物，上游引物序列为 4P1?J/U??J/U1
U?/JJJJ/?U//U1"P，下游引物序列为 4P1?UU1
UJ/???/JJJUU/// UUJ?U1"P（北京赛百盛基因技
术有限公司合成），分别引入了 !"#!和 $%&N!酶
切位点。

#$* 总 )+,的提取
三角酵母用 =K>培养基培养约 #$D，取 #9R菌



液，离心收集菌体，用 !" #$%&’ ()*提取试剂盒（+,$-
./0&公司），从三角酵母中提取总 ()*。
!"# 反转录

1!2的总 ()*于 345温育 64.78，置于冰上，加
入终浓度为 6449.$’:2的随机引物、;<4!.$’:2 =)#+>
及 6 ?反转录缓冲液，反应总体积为 ;4!2，1;5保温
1<.78。
!"$ 目的基因的扩增
在 <4!2反应体系中进行 @**A基因的 +B(扩

增，加入 <!2 反转录产物作为模板，加入 ;C< D 的
!"# @)* 聚合酶，加入终浓度为 <49.$’:2 的引物，
;44!.$’:2 =)#+>，6 ? +B(缓冲液，+B(条件为：E15
<.78；E15 6.78，<F5 6C<.78，3;5 ;C<.78，共 G4个
循环；3;5 64.78。
!"% 目的基因的克隆
将 +B(扩增的 @**A基因片段和 9H#-;F&质粒

分别用 $%&"和 ’()I"进行酶切，用 #1 @)*连接
酶连接目的基因和载体片段，连接产物转化大肠杆

菌 #A+-64JK，挑取菌落进行 +B( 筛选，得到重组
9H#-@**A质粒，转化 L2;6（@HG）感受态细胞，得到
重组大肠杆菌 L2;6（@HG）:9H#-@**A。
!"& ’(()的诱导表达
重组大肠杆菌 L2;6（@HG）:9H#-@**A 于 G35

过夜培养，转接适量菌液至 2L培养基（含卡那霉素
浓度 <4!0:.2），G35培养 ;M 后，加入一定浓度的
N+#O或乳糖进行诱导，不同温度下继续培育约 ;4 P
;1M，收集菌体，测定酶活或进行 !@!-+*OH分析。
!"* ’(()酶活的测定
取 6.2 菌液，离心收集菌体，用 6.2 4C6.$’:2

磷酸盐缓冲液（9IFC4）将菌体重悬，加入 4C6.2
644..$’:2 丙氨酸溶液和 4C6.2 牛肝过氧化氢酶
（144D），G35反应 6<.78 后加入 4C1F.2 ;.0:.2 对
二硝基苯肼溶液（用 ;.$’:2 IB’ 溶液配制）终止反
应，放置 64.78，然后加入 6C3.2 G.$’:2 )&AI溶液
显色，于 <<48.处测定吸光度。@**A酶活力单位
定义为每分钟氧化脱氨生成 6!.$’ 酮酸所需的酶
量。

!"!+ 补料分批培养
种子培养基：每升含酵母粉 <0，蛋白胨 640，氯

化钠 640，9I 值 3C4。发酵培养基：每升含葡萄糖
<0，蛋白胨 640，酵母粉 <0，)&;I+A1·6;I;A Q0，
RI;+A1 6C<0，B&B’; 4C4;0，S0!A1·3I;A 4C<0，卡那霉
素 <4.0，9I值 3C4。接种前加入 B&B’;、S0!A1、卡那

霉素和葡萄糖。补料用葡萄糖浓度为 G440:2。

上罐培养时，将种子以 <T的接种量接种于 <2
发酵罐中（装液量为 ;2），进行补料分批培养，通气
量约为 ; P 1 2:.78，溶氧控制在 64T P ;4T，发酵温
度 G35，用 1.$’:2 )&AI调节 9I3C4。培养 GM后，流
加葡萄糖，流加速度为 6<.2:M，流加 GM。菌体生长
到对数中期时，降温至 ;F5，并加入 ;..$’:2的乳糖
进行诱导。

, 结果和讨论

,"! 三角酵母 ’(()基因的克隆
从三角酵母中提取得到总 ()*，经过反转录和

+B(扩增后，扩增产物用 4C3T琼脂糖凝胶电泳检
测。结果显示，扩增得到一条特异性很好的 @)*条
带，其分子大小与 @**A基因推测值（6436U9）相符，
表明 @**A基因的克隆成功。
,", ’(()基因 ’-(测序和重组质粒的构建
将扩增得到的 @**A基因用 $%&"和 ’()I"

双酶切，切胶回收对应的 @)*条带，与用相同酶切
处理的质粒 9H#-;F&连接，连接产物转化大肠杆菌
#A+-64JK，挑取菌落进行 +B( 筛选，得到重组 9H#-
@**A 质粒。经 @)* 测序验证，所得的质粒为
@**A重组质粒，且基因序列正确，与文献［1］报道
的三角酵母 @**A基因相比，基因的同源性在 EET
以上。

将重组质粒转化宿主 L2;6（@HG），得到重组大
肠杆菌 L2;6（@HG）:9H#-@**A。在 ;F5下将重组大
肠杆菌用 4C<..$’:2的 N+#O诱导，诱导前后的菌体
用 !@!-+*OH检测（图 6），可以看到：在 GEV@的位置
上有一明显的诱导蛋白条带，其大小与 @**A的分
子量相符，说明 @**A在大肠杆菌中能够顺利表达。

图 ! 诱导前后全菌 .’./0(12图
J70W6 !@!-+*OH XM,$.&%$0,&9MY $Z [M$’/ X/’’ 9,$%/78 $Z 9,/-&8= 9$>%-

78=\X%7$8

6C !%&8=&,= 9,$%/78 .&,V/,；;，GC ]M$’/ X/’’ 9,$%/78 $Z 9,/-&8= 9$>%-78-

=\X%7$8 ,/>9/X%7^/’YW
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经 !"#$法检测菌体催化头孢菌素 $的产物，可以
发现在 %#&’&($( 的对应位置上出峰（结果未列
出），即重组菌表达出了有活性的 )&氨基酸氧化酶。
而出发菌株三角酵母野生株的 )((*活性很低，几
乎不能催化 $"$生成 %#&’&($(，由此证明了三角酵
母 )((*基因的重组大肠杆菌构建成功。
!"# 重组大肠杆菌的诱导表达
!"#"$ 最佳诱导菌龄的确定：实验表明，在不同的
生长时期进行重组菌的诱导，得到的酶活和比活有

很大的不同。对于本菌株，+,-下，加入诱导剂
."/%浓度为 01233456#时，菌体浓度 !"700在 01, 8
910左右（属于对数生长中期）加入诱导剂效果比较
好。由于 )((*会影响到菌体细胞壁的合成，即对
菌体的生长有毒性，如果过早加入 ."/%，诱导产生
的 )((*会抑制菌体的生长，从而影响酶活和比活
的提高。

如果在酶催化反应体系中加入 9!3456#的辅酶
:()，)((*的酶活将有所提高，提高幅度甚至可达
,0;左右。这说明在 )((* 的表达过程中，)((*
和 :() 的生成量并非十分匹配，由于菌体合成的
:()量不够，因此影响了部分 )((*的活性。
!"#"! 诱导剂 ."/% 浓度对酶活的影响：诱导剂
."/%有一定毒性，对菌体生长不利，对外源蛋白表
达的影响也很大。在 +,-下，当菌体浓度 !"700约

为 9时，用不同浓度的 ."/%对重组菌进行诱导，然
后分别检测 )((* 活性。诱导剂 ."/% 浓度为
933456#时酶活达到最高值，此后随着 ."/%用量的
增大，菌体的酶活反而有所下降。在 010233456#的
."/%浓度下，)((*酶活也能达到一个较高水平。
!"#"# 诱导温度对 )((*酶活表达的影响：在高温
下诱导表达重组大肠杆菌的外源蛋白时，很容易生

成没有活性的包涵体。当 <#+9（)=>）6 ?=/&)((*
菌体浓度 !"700为 9 时，加入诱导剂 ."/% 浓度为
01233456#，然后分别在 +2-、+,-、>0-、>@-下进
行诱导，菌体的 )((* 活性检测结果显示：在 +,-
下诱导可以得到相对较高的酶活，温度过高或过低

对 )((*的表达都不利。
!"#"% 乳糖诱导的初步研究：由于 ."/%价格昂贵
且有毒，而乳糖作为一种廉价无毒的诱导剂，引起了

人们的关注。本文对乳糖替代 ."/%作为诱导剂进
行了初步研究。+,-下，分别用 012、9、912、+、>、2、
90、92、+033456#浓度的乳糖进行诱导，结果表明：在
乳糖浓度为 +33456#时即能起到很好的诱导效果，
酶活达到 ++1’A63#，相当于 ."/%诱导时的 B’;左

右（."/%诱导时，)((*酶活最高可达+>1>A63#）。乳
糖诱导 )((*的规律与 ."/%类似。由于乳糖不仅
可作为诱导剂，同时还能被菌体代谢利用，因此涉及

到乳糖转运以及菌体生理代谢等方面的一系列复杂

变化［99］，使乳糖的诱导规律比较复杂。

!"#"& 溶氧对 )((*酶活的影响：在 )((*诱导过
程中，通过对溶氧的控制有时能够得到较高酶活。

对相同培养状态的菌液分别在不同溶氧情况

（+003#和 203#的摇瓶）下进行 ."/%诱导表达，结
果发现：尽管二者总酶活相当，但低溶氧（203# 摇
瓶）情况下诱导的比酶活更高。这可能是因为

)((*的辅因子 :()的氧化受氧浓度的影响所致。

表 $ 溶氧状态对 ’(()表达的影响
/CD5E 9 .FG5HEFIE 4G JKLL45MEJ 4NOPEF（)Q*Q）4F )((* CIRKMKRO

)((* CIRKMKRO
6（A63#）

$E55 JEFLKRO
!"700

S?EIKGKI CIRKMKRO
6［A6（!"700·3#）］

!KPT )Q *Q I4FJKRK4F +91, 21’ >1,+

#4U )Q*Q I4FJKRK4F +01B >1, 2120

!"% 补料分批培养表达 ’(()
对于大肠杆菌的高密度培养，#<培养基不足以

提供足够碳源，需采用补加碳源的方法来提高菌体

密度和酶活。经过补料分批培养及乳糖诱导，发酵

液的菌浓度 !"700可以达到 +’，)((*酶活最高达到

9’2 A63#，而文献报道的三角酵母 )((*的重组菌
的最高表达值为 +> A63#［9+］，因此本研究中 )((*
酶活的表达已能满足工业应用的需求。在补料分批

培养过程中，)((* 比活也比摇瓶中的高，达到
712 A6（!"700·3#）。但是仍存在菌体合成辅酶 :()
量不足的问题，如果菌液中适当添加 :()，)((*酶
活甚至能达到 +0, A63#（图 +）。

图 ! 补料分批培养的菌体浓度和酶活曲线
:KPQ+ $HVMEL 4G IE55 JEFLKRO CFJ )((* CIRKMKRO KF GEJ&DCRIT IH5RHVE
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! 结论
从三角酵母中提取总 !"#，反转录后进行 $%!

扩增，得到 &##’基因，并将其克隆到大肠杆菌表达
载体 ()*+,-.，经筛选得到重组菌 /0,1（&)2）3 ()*+
&##’。对重组菌进行了诱导表达，结果表明，诱导
温度、诱导初始菌浓 !"455、诱导剂 6$*7用量等对酶
活的表达均有较大的影响。用乳糖替代 6$*7作为
诱导剂也有较高的 &##’表达水平。通过补料分批
培养，可以使菌浓和酶活都达到一个很高的水平。
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