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链霉菌来源的 !"#$葡萄糖$%$差向异构酶基因的克隆表达及酶性质研究

张天宇 王玲燕 姜 蓉 李 元"

（中国医学科学院 中国协和医科大学 医药生物技术研究所 北京 &%%%"%）

摘 要：经同源性比较，链霉菌 &35（!"#$%"&’()$* GD*&35）产生胞外多糖依博素的生物合成基因簇中 *"$&5 基因编码的
蛋白 H@,&5与 I+J7葡萄糖7!7差向异构酶有较高同源性。将 *"$&5基因克隆至质粒 D863%9，在大肠杆菌 KL$&（+83）中
进行了异源表达。产生的可溶性 H@,&5重组蛋白，占细胞总蛋白的 $#M，说明该基因高 NO含量（A3F2M）及第三位
碱基偏向使用 NO（5#F$M）并未影响其高效表达。H+H7J4N8结果显示重组蛋白的分子量约 3AP+，与理论推测值基
本相同。经亲和层析纯化后得到了较高纯度的重组蛋白，经 QJLO分析纯度为 5$F5M。酶活性分析表明：H@,&5蛋
白可将 I+J7葡萄糖转化为 I+J7半乳糖，因此，H@,&5蛋白是 I+J7葡萄糖7!7差向异构酶，它可能参与了依博素的生物
合成。
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细菌胞外多糖的生物合成基因成簇存在，其中

某些基因在胞外多糖的生物合成前体核苷酸糖的合

成起着重要的作用。链霉菌 &35（ !"#$%"&’()$* GD*
&35）能够产生胞外多糖依博素，该糖在体内具有明
显抗类风湿性关节炎的活性。依博素由葡萄糖、半

乳糖、甘露糖、鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、岩藻糖和半

乳糖糖醛酸共 2种单糖组成［&］。我们已经克隆了依
博素生物合成基因簇（ *"$）［$］，其中 *"$&5 基因编码
的蛋白经同源性比较分析可能为 I+J7葡萄糖7!7差
向异 构 酶。 I+J7葡 萄 糖7!7差 向 异 构 酶 （ 8O
"F&F3F$），通过催化 I+J7葡萄糖（I+J7N)-）和 I+J7
半乳糖（I+J7N9)）之间的转换在 N9) 的代谢中起着
关键的作用。该酶可能参与了依博素合成前体核苷

酸糖的合成。

本文对 *"$&5 基因进行了克隆和表达，经酶活
性分析确证其编码产物为 I+J7葡萄糖7!7差向异构
酶。这为进一步研究该基因在依博素生物合成中的

作用奠定了基础。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 菌种和质粒：链霉菌 &35（ !"#$%"&’()$* GD*
&35）和大肠杆菌（+*),$#-),-. )&/-）ST&%5为我室保存
菌种。质粒 D863%9 和宿主菌 + * )&/- KL$&（+83）

由陈松森教授惠赠。

&’&’( 试剂：+14 凝胶抽提试剂盒和 0.1D)<G +14
聚合酶购自上海 H9=U(= 公司。所有限制性内切酶、
+14分子量标准、V16J、WJ6N 和 6! +14 连接酶均
购自大连 69X9Y9 公司或 J0(.,U9 公司。K<UK<G@,0
1:7164 Q:G·K:=V 纯化试剂盒购自 1(Z9U,= 公司。
14+[、I+J7N)-和 I+J7N9)购自 H:U.9公司。
&’( #)*扩增
根据 *"$&5基因及其两侧序列设计引物：J\："]7

ONN66N44O4646NONON64O6NO6O4OO73]（划线碱
基 为 23$ ! 酶 切 位 点）； J0："]746O6ON4N
ON4OONOO4OONO4NNN6N73]（划线碱基为 4,&!酶
切位点）。以 ! * GD * &35 总 +14为模板，进行 JOY
反应，反应条件：5"^ 3.:=；5!^ !"G，"%^ "%G，A$^
&.:=，共 $2 个循环；A$^ &%.:=。+14 测序由大连
69X9Y9公司进行。
&’+ .#/&,基因的克隆和表达
扩增的片段经 23$!和 4,&!双酶切后克隆至

同样酶切的 D863%9质粒，转化至 + * )&/- ST&%5。对
重组质粒 D863%97H@,&5 进行酶切鉴定后，再转化至
+ * )&/- KL$&（+83），重组质粒进行 +14测序分析。
将 + * )&/- KL$&（+83）_D863%97H@,&5 及 + * )&/-
ST&%5_D863%97H@,&5 接种于含有 "%"U_.L 卡那霉素
的 LK培养基，3A^培养。当 56#%%达到 %F#时，加入



!"#$（终浓度为 %&’(()*+,），培养 -.，收集菌体，用
/%(()*+, #012345*（647&8）洗涤两遍。用 / 9 :(,
’ ; <1/ = 3<#> 结 合 缓 冲 液（ :%(()*+, <?4/"@A，

-%%(()*+, <?5*，’%(()*+, 咪唑，64 B&%）重悬每克湿
重细胞，超声破碎。离心收集上清，以备纯化。

!"# 重组 $%&!’蛋白的纯化
在 ’(, :%C的 <1/ = 3<#> 412·D1EF 2*G00H中加入

A(,细菌裂解物上清。AI混合 ’.。将裂解物3
<1/ = 3<#> 412·D1EF混合物装入空柱。用 :倍体积的
’ ; <1/ = 3<#> 洗涤缓冲液（ :%(()*+, <?4/"@A，

-%%(()*+, <?5*，/%(()*+, 咪唑，:(()*+,!3巯基乙
醇，64 B&%）洗柱。依次用 ’ ; <1/ = 3<#>洗脱缓冲液
（:%(()*+, <?4/"@A，-%%(()*+, <?5*，/:%(()*+, 咪
唑，:(()*+,!3巯基乙醇，64B&%）和 / 9 A ; <1/ = 3<#>
洗脱缓冲液（咪唑浓度分别为 :%%(()*+,，7:%(()*+,
和 ’()*+,，其余与 ’ ; <1/ = 3<#>洗脱缓冲液相同）进
行洗脱，并分别收集，进行 JKJ3">$L检测。含有高
纯度 JMN’8蛋白的洗脱液以 /%(()*+, #012345*缓冲
液（64 7&:）在 AI进行透析，换液 O 次，冷干后于
P /%I保存。
!"( 蛋白质测定

JKJ3">$L凝胶染色后，利用凝胶图象分析系统
成像，然后通过分析软件（>*6.? L?2N Q5#R程序）对蛋

白质条带进行定量分析，确定 JMN’8 蛋白占菌体总
蛋白的百分含量。用 4",5分析纯化蛋白的纯度，
采用反相 JS"L,5!, ,53-%B柱（5B）：流动相（>）乙腈
（/%C!B%C）；（D）%&%:C #Q>（B%C!/%C），流速
%&:(,+(1E，于 /B%E( 检 测。蛋 白 质 浓 度 采 用
D0?FT)0F等［-］的方法测定。
!") 酶活性测定
反应总体积为 /%%",：含 /%",酶液（A"U），’%",

SK"3$*V（终浓度为 ’(()*+,），’7%", /%(()*+, #0123
45*（64 7&8）。室温反应 -%(1E，加入 ’%", :()*+,
45* 终止反应。经 4",5 检测反应产物：采用反相
5@JR@J!, 5’B 柱（ A&O(( ; ’:((），流动相为
A%(()*+,三乙胺磷酸（64 O&:），流速为 %&A(,+(1E，
检测波长为 /:AE(。上样体积为 /%",，室温进行。

* 结果

*"! !"#!’ 基因序列分析及同源性比较
克隆的 !"#’8 基因序列与本实验室以往报道一

致［/］。该基因具有很高 $5含量（7-&BC）并且密码
子第三位碱基明显具有 $5 偏向性（8O&/C），与其
他链霉菌接近［A］。D,>J#比较显示：与 JMN’8蛋白具

有较高同源的蛋白有两类：F#K"3$*V3A，O3脱水酶和
SK"3$*V3A3差向异构酶。这两种酶同属扩展的短链
脱氢酶+还原酶超家族，用 <>K 催化反应，并且在
JMN’8中发现了该超家族的信号模体序列 WXXXY
（W’A%3Y’AA）和位于 <端的以 $XX$XX$模体为特
征的 <>K结合结构域［:］。由于 JMN’8与 A，O3脱水酶
和 A3差向异构酶均具有较高的同源性，而且后两者
的氨基酸序列之间又有很高的同一性（/:C）并且其
三维结构相似［O］（"KD 号：!DXY），所以仅仅通过同
源性比较，很难推断出 JMN’8 究竟属于哪一类酶。
进一步研究发现：一方面，同源性比较结果表明，

JMN’8与差向异构酶的同源性比与 A，O3脱水酶的同
源性要略高些。另一方面，4NUN(?E等［O］发现，SK"3
$*G3A，O3脱水酶多处保守的氨基酸与 SK"3$*G3A3差
向异构酶的相似位置的同样保守的氨基酸不同。其

中，$*G’8B和 ,H2’88在 -:个 A，O3脱水酶中都保守，
而 A3差向异构酶中对应为 >2E+>2E。相似地，A，O3脱
水酶的 #.0’-A在绝大多数 A，O3脱水酶中都保守，但
A3差向异构酶的残基为 >*?。上述 - 个保守的残基
在 JMN’8中为 >2E’B-，>2E’BA和 >*?’’-。所以我们
判断，JMN’8为 SK"3$*G3A3差向异构酶。
*"* !"#!’基因的克隆和表达
经过 !"#$ 诱导，$ Z %&’( D,/’（KL-）+6L#-%?3

JMN’8主要以可溶形式表达 JMN’8，经凝胶扫描确定
约占菌体总蛋白的 /OC（图 ’）。分子量与预期的
大小基本一致，约为 -7[K。这表明我们采用的表达

图 ! 重组 $%&!’蛋白在大肠杆菌中的表达和纯化
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体系和条件适宜表达并能获得可溶性的重组 !"#$%
蛋白，而且该基因的高 &’含量及密码子第三位对
&’的偏好并未影响其高效表达。
!"# 重组 $%&’(蛋白的纯化

()* + ,(-.亲和柱可有效结合带有 /)0,"12 的重
组蛋白。经过一次分离，3 4 ()* + ,(-. 洗脱缓冲液
的洗脱部分便含有高纯度的重组蛋白（图 $），/56’
分析显示纯度为 %*7%8（图 *）。推算，由 $6菌体可
获得重组 !"#$%蛋白约 9:;2。

图 ! )*+,分析纯化的 $%&’(蛋白
<)2=* /56’ 1>1?@0)0 AB CDE)B)#F !"#$% CEA"#)>

图 # !"#’(基因编码蛋白的酶活性分析
<)2=3 GH5,&?I J10 IK1>2#F )>"A GH5,&1? I1"1?@L#F M@ E#IA;M)>1>" !"#$% CEA"#)>

/56’ CEAB)?#0 AB #>L@;# 1001@0 J)"K GH5,2?DIA0# 10 0DM0"E1"# 1E# 0KAJ>= $7 N>L@;# 1001@ J)"K CDE)B)#F E#IA;M)>1>" !"#$% CEA"#)>；

*7 !"1>F1EF GH5,21?1I"A0#；37 !"1>F1EF GH5,2?DIA0#=

!"- !"#’(基因编码蛋白的酶活性测定
/56’分析结果表明：酶促反应混合物中出现

了两个保留时间分别为 *%7%%3;)> 和 3379OO;)> 的
峰，其保留时间分别与标准品 GH5,&1?峰的保留时
间（ 3:7$*P;)>）和 GH5,&?I 峰 的 保 留 时 间
（397:P3;)>）基本一致（图 3），说明在重组蛋白的催
化下，底物 GH5, &?I 可转化为 GH5,&1?。这表明
!"#$%基因编码的蛋白是 GH5,&?I,9,差向异构酶。

# 讨论
本实验克隆了链霉菌 $3%依博素生物合成基因

簇中的 !"#$% 基因并在大肠杆菌中进行了高效表
达，获得了高纯度有生物活性的重组蛋白，经酶活性

分析证明其为 GH5,&?I,9,差向异构酶。!H!,5.&N
结果表明，纯化的 !"#$% 蛋白与破碎细胞中的 !"#$%
大小有明显差异，估计有两种可能：一种可能是由于

目标蛋白的浓度不同，因为本实验室其他人员在实

验中也发现了类似的现象；另一种可能是：两种样品

的盐浓度不同，纯化的 !"#$%蛋白样品未经透析，含
盐较多，而且其中还有一定浓度咪唑，因而可能影响

蛋白的泳动速度。而在 !"#$%中的 3个保守的残基
.0>$O3、.0>$O9 和 .?1$$3 可作为区分 GH5,&?I,9,差
向异构酶和 GH5,&?I,9，Q,脱水酶的标志。我们在实
验中发现，无需 R5-&诱导，重组 !"#$%蛋白亦可大量
表达，与文献［S］报道的现象相同。
在大肠杆菌和酵母中，此差向异构酶负责将外

源的 &1?转化为 &?I。然而，在链霉菌 $3% 中，该酶
很可能是将 &?I转化为 &1?以作为依博素生物合成
的前体。例如，实验证实在 $ = %&’"(! (RTU V9: 中，
GH5,&1?均是由 GH5,&?I通过异构酶的作用产生并
用于胞外多糖的生物合成［P］。依博素中含 &?I 和
&1?单糖组分，因此，!"#$%基因在依博素的生物合成
中，对调解依博素的 &?I和 &1?的合成起关键作用。
本实验证实 !"#$%蛋白为 GH5,&?I,9,差向异构酶，为
进一步研究 !"#$%基因在依博素的生物合成中所起
的作用奠定了基础。研究表明，链霉菌 $3% 中的
GH5,&?I,9,差向异构酶（!"#$%）不需要外加辅助因

3OO*::S，WA?=9S (A=Q 张天宇等：链霉菌来源的 GH5,葡萄糖,9,差向异构酶基因的克隆表达及酶性质研究



子 !"#$，与来源于大肠杆菌和一些藻类［%，&］中的

’#()*+,)-)差向异构酶相同。
本研究在国内外首次报道，链霉菌中存在 ’#()

*+,)-)差向异构酶基因，并通过在大肠杆菌中对该基
因进行异源表达及其产物的活性分析进行功能

鉴定。
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