
!! 卷 " 期

#$$! 年 %# 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,+-.+/

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

"通讯作者。1+(：2"3%$3""4!22#"；53-67(：896:;<+7,67=9’>-67( ) ,’-
作者简介：李迎丽（%4?? @ ），女，河南三门峡人，博士研究生，研究方向为资源细菌及其工程学。

收稿日期：#$$!3$!3$#，修回日期：#$$!3$23%"

乙内酰脲水解酶基因在大肠杆菌中的克隆表达
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摘 要：节杆菌 B12$% 的乙内酰脲酶系能够水解 C3苄基乙内酰脲生成 D3苯丙氨酸，其中乙内酰脲水解酶负责乙内

酰脲的水解开环。乙内酰脲水解酶的表达对于乙内酰脲酶的催化机制研究及氨基酸的生物不对称合成都具有重

要意义。通过 EFG 技术扩增得到乙内酰脲水解酶基因（!"#$），置于表达载体 H1##% 的 1? 启动子下游，将构建的重

组质粒引入大肠杆菌 BD#%（*5A）。I*I3EJK5 分析在相对分子量 C$L* 处有一较强的表达带，经薄层扫描分析目的

蛋白占全菌蛋白的 !$M，主要以可溶性形式存在，活性分析表明表达产物具有天然的酶活性。
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乙内酰脲酶（OPQ6:>’7:6R+）是广泛存在于自然界

中的一种酶系，一般包括乙内酰脲水解酶（OPQ6:>’7:
9PQ/’(6R+）和 03氨甲酰基氨基酸水解酶（03F6/.6-’P3
(6R+），有些情况下还有乙内酰脲消旋酶（OPQ6:>’7:
/6,+-6R+）［%，#］。乙内酰脲酶在植物、动物和微生物细

胞中分布广泛。利用乙内酰脲酶的立体选择性，外

消旋的乙内酰脲类衍生物在几个酶的协同作用下，

可以完全转化为相应的手性氨基酸，因此乙内酰脲

酶在各类手性氨基酸的酶法不对称合成中具有广泛

的应用前景，其中 03氨甲酰氨基酸水解酶是整个反

应的 限 速 酶。我 们 自 % 株 D3乙 内 酰 脲 酶 产 生 菌

%&’!&()*+’,& B12$% 中分离得到了编码乙内酰脲酶系

的基因片段［A］，其 A 个基因排列成 % 个操纵子，依次

编码乙内酰脲消旋酶（酶!）、乙内酰脲水解酶（酶

"）和 03氨甲酰氨基酸水解酶（酶#）。其中乙内酰

脲消旋酶和 03氨甲酰氨基酸水解酶在大肠杆菌中

的高效表达已获得成功［!］，但乙内酰脲水解酶的表

达比较困难，曾做过一些尝试，一般表达量都很低，

表达产物没有生物活性。我们就乙内酰脲水解酶的

表达问题进行了探索，实现了该酶在大肠杆菌中的

活性表达。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（-.+!,&/+!/* +(0/）BD#%

（*5A）、载体质粒 H1##% 为本室保存，乙内酰脲酶产

生菌节杆菌（ %&’!&()*+’,& RH)）B12$% 系本室筛选得

到；S%CTHN5"$3!"#F 为高效表达 03氨甲酰基苯丙氨

酸水解酶的重组菌株，HUF%23%"4 是包含乙内酰脲

酶完整操纵子序列的亚克隆质粒，均由本室构建。

!"!"# 工具酶和试剂：-+(G!、1*+!、1! *0J 聚

合酶、1! *0J 连接酶和 5V 2*3 酶等购自 16W6G6 公

司，Q01E 购自上海 I6:;’: 公司，C3苄基乙内酰脲（C3
BO）、03氨甲酰基苯丙氨酸（03FE）为本室化学合成，

G06R+ J、氨苄青霉素（J-H）购于华北制药有限公

司，其它均为市售分析纯化学试剂。底物悬液：将

$XC; 底 物（C3BO 或 03FE）溶 于 #-’(TD 06YO，用

# -’(TD OF( 将 HO 调至 ?X$，再加 %$-; 十六烷基三

甲基 溴 化 铵 和 "XC-; F’F(#，充 分 溶 解 后 定 容 至

%$$-D；59/(7R9 试 剂：%$M 对 二 氨 基 苯 甲 醛 溶 于

"-’(TD OF(；茚三酮试剂：按文献［C］配制。

!"!"$ 培养基：DB 培养基参照文献［"］方法配制。

!"# 重组质粒在大肠杆菌中诱导表达

挑取 DB 平板上的单菌落接种于含氨苄青霉素

的 DB 液体培养基中，A?Z #$$/T-7: 培养至 45"$$ 为

$XC [ % 时加入 \E1K 至终浓度为 %--’(TD，继续培养

! [ C9，收集菌体，供电泳分析和测定酶活。

!"$ 酶活性的定性检测

利用薄层层析法（1DF）进行酶活的定性测定。

取 $XC-D 培 养 物，再 加 入 %T# 体 积 的 S%CTHN5"$3



!"#! 培养物，离心收集菌体，用生理盐水洗涤 " 次，

重悬于 #$%&’ #$%( %)*+ 底物悬液中，,-.水浴反

应 /0，1"###23&45 离心 1&45，取上清液在硅胶 6 薄层

板上展开，展开剂为正丁醇 7 乙酸 7 水 8 / 7 1 7 1，用

#$,(茚三酮显色，阳性转化子可将 %)*+ 转化为

9)氨甲酰基苯丙氨酸，并进一步在 :1%3;<=>#)!"#!
的作用下转化为苯丙氨酸，以苯丙氨酸标准品为对

照，在相对应的位置可出现紫红色斑点。

!"# $%氨甲酰基氨基酸的测定

在试管中加 "&’ 反应液，加 #$%&’ 1"(（?3@）

三氯乙酸终止反应，再加入 #$%&’ =02A4B0 试剂并用

,&’ C+"D 稀 释，离 心 除 去 菌 体 细 胞，取 上 清 于

/"#5& 测定吸光度，以 9)氨甲酰苯丙氨酸标准品绘

制标准曲线，在此曲线上计算反应转化的中间产物

9)氨甲酰苯丙氨酸的含量。以 %)苄基乙内酰脲为底

物酶解生成 9)氨甲酰苯丙氨酸的速率计算乙内酰

脲水解酶的活力。在上述条件下 10 内催化底物转

化生成 1&E 产物的酶量定义为 1 个活力单位（F）。

!"& 蛋白含量测定

按 ’GH2I 法［-］进行。

!"’ 引物合成和测序

根据乙内酰脲水解酶基因序列设计了一对特异

性引物，J1：%K)!66LLMM!MLLM6MMM6L!6MLLM!6)
M6LL6LLMM6!),K，下划线部分为 $%&N!位点；J"：

%K)!66L6!M!M!LMMM666LM!!M66!MMM!),K，下 划

线部分为 ’(%!位点，引物合成及测序均由上海博

亚公司完成。

( 结果

("! 重组质粒 )*((!%!"#+ 的构建

J1，J" 为上下游引物，质粒 ;F!1O)1>P 为模板，

J!N 扩 增 !"#+ 片 段，J!N 扩 增 条 件：P/. %&45；

P/. ,#B，%/. ,#B，-". O#B，,# 个 循 环；-".

图 ! 重组质粒 )*((!%!"#+ 结构图

Q4ER1 !G5BS2TUS4G5 &V; GW 2XUG&Y45V5S ;AVB&4C ;M""1)!"#+

%&45。纯化 J!N 产物，用 $%&N!和 ’(%!双酶切；

将质粒 ;M""1 用相同的酶作双酶切，回收纯化片段。

用 M/ Z9L 连接酶连接两片段，构建成重组表达质

粒 ;M""1)!"#+（图 1）。连接产物转化 $ R %&)* *’"1
（Z=,）感受态细胞，在含 1##"E3&’ 氨苄青霉素的 ’*

平板上培养 "/0，选择单菌落进行检测。

("( 重组质粒 )*((!%!"#+ 的酶切和 ,-. 鉴定

挑取平板上单菌落接种于含氨苄的 ’* 液体培

养基中，,-. "##23&45 培养 1" [ 1>0，提取质粒，用

$%&N!和 ’(%!双酶切鉴定，在 1/##Y; 出现电泳

带，与预期产物大 小（1,--Y;）相 符 合。采 用 全 菌

J!N 进行转化子的快速筛选。取少量菌液制备模

板，用引物 J1 和 J" 进行 J!N 扩增，1$#(的琼脂糖

凝胶电泳可检测到均有特异性扩增带出现，与预期

产物大小（1,OPY;）一致。对阳性转化子质粒进行测

序，结果表明重组质粒构建正确。

("/ 01(!（23/）4)*((!%!"#+ 表 达 产 物 的 525%
,673 分析

取经 \JM6 诱导表达的菌体及超声波破碎后菌

体的上清、沉淀进行 ]Z])JL6= 分析。重组子在相

对分子量约 %#^Z 处有一较强的蛋白带（图 "），与根

据节杆菌 +,-!,&.(%-/, *MO#1 乙内酰脲水解酶的一级

结构即氨基酸组成推测的理论分子量（/P%-" ZV）

一致，乙内酰脲水解酶基因在大肠杆菌中得到较强

的表达。沉淀（第 1 泳道）中几乎没有目的产物的条

带，上清（第 " 泳道）中含有明显的目的蛋白带，表明

表达蛋白主要以可溶性形式存在。

图 ( 01(!（23/）4)*((!%89:+ 表达产物 525%,673 分析

Q4ER" ]Z])JL6= V5VAIB4B GW *’"1（Z=,）3;M""1)!"#+

1$ J2XU4;4SVSX W2G& AIBVSX GW *’"1（Z=,）3;M""1)!"#+ VWSX2 45CTUX&X5S；

"$ ]T;X25VSV5SB W2G& AIBVSX GW *’"1（Z=,）3;M""1)!"#+ VWSX2 45CTUX)

&X5S；,$ MGSVA UXAA AIBVSX GW *’"1（Z=,）3 ;M""1 VWSX2 45CTUX&X5S；/$

MGSVA UXAA AIBVSX GW *’"1（Z=,）3 ;M""1；%$ MGSVA UXAA AIBVSX GW *’"1
（Z=,）；>$ ’GH &GAXUTAV2 ;2GSX45 &V2^X2 R

("# 表达产物的生物学活性分析

由于乙内酰脲水解酶水解 %)*+ 开环产生的 9)
氨甲酰苯丙氨酸不易通过显色进行检测，我们在反
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应体系中添加过量的 !"氨甲酰基苯丙氨酸水解酶，

使之进一步转化为苯丙氨酸，以便于用茚三酮进行

显色，这个方法也可用于乙内酰脲水解酶活性的定

量分析。

取 #$%&’ 菌液，加入 ()* 体积 +(%),-./#"!"#0
细胞悬液，离心收集菌体，与 #$%1 %"23 反应后，取

反应产物的上清液 4!’，薄层层析法检测（图 4）。由

图可见不加底物的菌体和酶"（+(%),-./#"!"#0）

加底物 %"23 没有出现产物显色斑点，而有重组子

2’*(（5.4）),6**("!"#3 和酶"存在时，有紫红色斑

点，表明重组子能够把底物 %"23 转化为中间产物

!"07，并进一步在酶 888 的催化下，转化为苯丙氨酸，

显示重组子具有生物活性。

图 ! 转化产物的 "#$ 检测

9:;<4 6’0 =>?>@?:AB AC D:A"@ABE>FG:AB ,FA=H@?G

($2’*(（ 5.4）),6**("!"#3 I +(%),-./#"!"#0 I %"23；*$ 2’*(
（5.4）) ,6**("!"#3；4$ +(%),-./#"!"#0 I !"07；J$ 2’*(（5.4）)

,6**("!"#3I %"23；%$ +(%),-./#"!"#0 I %"23；/$ ’",K><

%&’ 转化产物的氨基酸组成分析

利用日立 ’"L%## 型高速氨基酸分析仪对转化

产物进行了氨基酸组成分析（图 J）。

从图 J 可以看到，转化产物中主要成分为苯丙

氨酸和 !34，而其他杂质很少。苯丙氨酸为水解底

物 %"23 后预期的终产物，!34 则是在底物被转化的

过程中由 !"氨甲酰基氨基酸水解酶切下中间产物

的氨甲酰基团分解形成的，是预期的转化副产物。

表明重组子 2’*(（5.4）),6**("!"#3 中的乙内酰脲

水解酶基因在大肠杆菌中得到表达，表达产物具有

生物学功能。

图 ( 转化产物的氨基酸分析

9:;<J M&:BA N@:= NBNOPG:G AC ?FNBGCAF&N?:AB ,FA=H@?G

%&) 重组菌株乙内酰脲水解酶活力测定

以 %"23 为 底 物 分 别 测 定 了 节 杆 菌 26L#(、

53%#),Q0(L"(/R 和 2’*(（5.4）),6**("!"#3 的乙内

酰脲水解酶活性（表 (）。

表 * 乙内酰脲水解酶的活性

6NDO> ( 6K> N@?:E:?P AC 3P=NB?A:B KP=FAONG>
S?FN:BG S,>@:C:@ N@?:E:?P)（Q)&; ,FA?>:B）

MF?KFADN@?>F 26L#( #$TL
53%#),Q0(L"(/R #$/%

2’*(（5.4）),6**("KPH3 ($#L

由表 ( 可以看出 2’*(（5.4）),6**("!"#3 的乙

内酰脲水解酶的比活比原始菌株节杆菌 26L#( 和亚

克隆 53%#),Q0(L"(/R 分别提高 4L$J1和 //$(1。

! 讨论

在成功分离到 $%&!%’()*&+% 26L#( 的 ’"乙内酰脲

酶基因后，已实现了其中 * 个酶的可溶性高表达，而

乙内酰脲水解酶基因的表达却遇到了许多难题。我

们曾用大肠杆菌和酵母表达系统的多种载体，但结

果往往是不表达或者表达不稳定，或者表达产物没

活性。大肠杆菌由于其遗传背景清楚、易于操作、生

产成本低廉等优点，而成为基因工程中常用的表达

系统 宿 主 菌，实 验 中 我 们 用 原 核 表 达 载 体 质 粒

,6**(，构建了重组菌株 2’*(（5.4）),6**("!"#3，其

乙内酰脲水解酶活力虽然与相应蛋白的表达量相比

还不算太高，但表达产物大部分为可溶，而且显示了

相对较高的生物活性。这项工作为阐明乙内酰脲水

解酶具有生物活性的条件、酶的催化机制及酶结构

与功能关系等奠定了一定基础。

为了提高酶的活性，我们尝试了多种方法，如使

用乳糖代替 876U 作为诱导剂，同时利用低温诱导等

方法，试图提高表达蛋白中的可溶性蛋白含量及酶

的活性。实验结果表明，利用乳糖诱导可以增加酶

的比活，但是提高幅度不大，低温诱导对酶活性却没

有太大影响。影响酶活性的原因可能有许多因素，

26L#( 乙内酰脲水解酶含有 / 个 0PG，可形成 4 对二

硫键，能否正确形成二硫键可能是影响酶活性的一

个重要因素；另外共价的肽键、大量极其复杂的弱次

级键的共同作用、蛋白质的修饰也可能会影响酶的

天然构象，进而影响其活性，这些还有待于进一步探

讨。一般认为可溶是蛋白质正确折叠的一个标志，

但表达产物可溶是否一定意味着折叠正确还没有明

确结论，大幅度提高表达蛋白的可溶性，酶活性是否

也会有相应的提高，如何提高酶活性的问题还需在

4TT/ 期 李迎丽等：乙内酰脲水解酶基因在大肠杆菌中的克隆表达



进一步的工作中研究，该酶也可以作为研究可溶表

达与正确折叠这个问题的一个模型。
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《微生物学报》真诚欢迎刊登广告

《微生物学报》（双月刊）创刊于 !>HA 年，由中国微生物学会和中国科学院微生物研究所主办，是我国微生物学领域唯一的

综合性学报级期刊和国家自然科学核心期刊，被国内外多家重要的文摘刊物和数据库收录。

本刊历史悠久，发行量大，内容涵盖面广，主要报道普通微生物学，工业、农业、医学和兽医微生物学，病毒学，免疫学以及

生物工程等方面的研究成果和科研进展。一直受到国内外科研工作者、高等院校师生和相关企业界的欢迎。

我刊可以为您定期发布与微生物学相关的试剂、药品、仪器、设备及生物技术等方面的产品信息，可为您开拓在微生物学

领域新的发展空间。另外，与生命科学有关的各类服务信息也在本刊发布之列。

本刊态度严谨，信守协议，由中国科学院科学出版社广告部代理广告业务（广告经营许可证：京东工商广字第 BBAD 号）。

编辑部备有最新的期刊简介和报价单，欢迎与我们联系。

电 话：（B!B）O?OABD?? 传 真：（B!B）O?HHDABA 电子信箱：&1’&;6137‘ 80.5 6;5 &15 1.
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