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诺卡氏菌腈水合酶基因在重组毕赤酵母中的表达

于慧敏 史 悦 田卓玲 温 斐 沈忠耀"

（清华大学化工系 生物化工研究所 北京 &%%%4!）

摘 要：为从基因水平上改造腈水合酶，进行了诺卡氏菌腈水合酶基因的外源表达研究。在重组大肠杆菌表达系

统内，腈水合酶的!亚基几乎不能正常表达，在重组 ! * "#$% HI$&（+:2）（J:32$851KHLM）中，腈水合酶活性仅为
%N%!OP.C。构建重组毕赤酵母表达质粒 JQRS2N"T51KHLM，采用电穿孔转化法将其转入宿主菌 & * ’()*#+%) UV&&"中，
经过菌株培养和腈水合酶的诱导表达，筛选获得了优选菌株 & * ’()*#+%) 1K!。对 & * ’()*#+%) 1K!的细胞培养和腈
水合酶的诱导表达条件进行优化，结果表明，重组腈水合酶在毕赤酵母中的表达水平可以达到 %N"$OP.C，但不能稳
定积累。
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丙烯酰胺（L-0>)8.;?,），是一种无色鳞片状或粉状的单斜
或三斜形晶体，分子式为 S2K"1X，结构式为 SK$ Y

SKSX1K$，是最简单和最重要的酰胺类化合物之一。利用丙

烯酰胺合成的各种类型的聚丙烯酰胺，在水处理、造纸、采

矿、冶金、洗煤和制造高吸水性树脂等工业生产中具有非常

广泛的应用［&，$］。

随着工业生物催化技术的发展，丙烯酰胺的生产工艺已

经从传统的化学法发展为工艺简化、操作条件和环境污染情

况极大改善的微生物法。研究发现，在红球菌（,-#.#"#""/)）、
假单胞菌（ &)0/.#1#2()）、诺卡氏菌（ 3#"(+.%(）、芽孢杆菌
（4("%$$/)）等多种微生物体内都含有以腈水合酶为代表的腈
类代谢酶系，可将毒性很强且难以降解的腈类催化变成为酰

胺或羧酸加以利用［2，!］。由于腈代谢酶系作为生物催化剂具

有反应条件温和、产率高、副产物少、产物的自聚损失小、环

境污染小、成本低，符合绿色化工的发展理念等化学方法无

法比拟的优越性，近年来广泛地应用于氨基酸、酰胺、羧酸及

其衍生物的合成。

全世界每年通过腈水合酶生产的丙烯酰胺已经超过 2%
万吨，但是其中普遍存在野生菌种的酶活稳定性差、对底物

和产物的耐受性不高、以及间歇化生产，产品质量不够稳定

等问题。此外，在生产过程中，产物丙烯酰胺向丙烯酸的进

一步转化，也降低了丙烯酰胺的产率和纯度。这些问题极大

地影响着微生物法生产丙烯酰胺这种绿色工艺的发展。

随着分子生物学的迅猛发展，利用基因重组技术，构造

具有腈水合酶活性的新型基因工程菌株并进行蛋白质工程

改造，有望可以在不同程度上解决实际生产问题，比如提高

酶的表达水平、增强酶的热稳定性以及对底物和产物的耐受

性、阻断副反应的发生，以及与后续新工艺配合降低酶的生

产和分离成本等等。有鉴于此，本研究对腈水合酶基因进行

了分子克隆和活性表达研究，从而为进一步进行腈水合酶的

稳定性改造研究奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：野生诺卡氏菌株 3#"(+.%( ZV5$%%$由山
东胜利油田赠送。携带激活子序列的腈水合酶基因为本实

验室从 3#"(+.%( ZV5$%%$ 中调取［"］。大肠杆菌（ !)"-0+%"-%(
"#$%）[\&%" 和 HI$&（+:2）购于 Q0(.,C8 公司。质粒 JOS&4
（北京鼎国公司）和 J:32$8（\,0-T，OVL）用于 1K8<,基因在
大肠杆菌中的克隆表达。毕赤酵母（&%"-%( ’()*#+%)）UV&&"和
毕赤酵母5大肠杆菌穿梭质粒 JQRS2N"]购自 RB^;A0(C,B公司。
!"!"# 试剂：限制性内切酶、3! +1L连接酶和 Q_E +1L 聚合
酶均购自 38]8‘8公司；寡核苷酸由北京赛百盛公司合成。
!"!"$ 培养基：大肠杆菌培养基为 IH培养基。诺卡氏菌株的
培养基和培养条件同文献［#］。毕赤酵母培养基有 2种，分别
为 ZQ+培养基：酵母粉 &%CPI，蛋白胨 $%CPI，葡萄糖 $%CPI，琼
脂 $%CPI（固体培养基），用于菌体保藏和扩增。H\UZ培养基
（甘油培养基）：Z1H（含硫酸铵）&2N!CPI，酵母浸膏粉 &%CPI，蛋
白胨 $%CPI，&%%..()PI 磷酸钾盐缓冲液（JK #N%），H;(A;B
%N%%%!CPI，甘油 &%CPI，用于一级种子培养。H\\Z培养基（甲
醇培养基）：将 &%CPI甘油替换为 &%CPI甲醇，其它同 H\UZ培
养基，用于二级摇瓶培养。

!"# 分子克隆
重组 +1L技术、感受态细胞制备和质粒 +1L转化的方

法参照文献［6］。



!"# 毕赤酵母的培养
从甘油管移取菌液，以 !"#$的接种量接种于 %#&’

()*+液体培养基，%,-振荡培养 .,/后，.-下 .!!!0 离心
1!&23收集菌体，按 14 1!用 ())+重悬菌体，使 !"5!! 6 1"!，

转移到 #!!&’三角瓶中，%,-、%!!78&23 进行二级培养。每
%./向培养基中添加入甲醇（终浓度 #08’）及 9:;（1!!&08’）。
经过 .个甲醇诱导周期（<5/）收获菌体。每隔一定时间根据
需要取适量菌液检测 !"5!!（或干菌重）、进行水合反应用气

相色谱法检测酶活力或者进行 =;=>?@*A。
!"$ 毕赤酵母细胞的电穿孔转化
重组质粒在毕赤酵母中的转化采用电穿孔转化法［B］。收

获培养至 !"5!! 6 1"C D 1"#的毕赤酵母菌液，.-、1#!!0离心

#&23，沉淀用 %#!&’预冷至 !-的无菌水两次重悬、离心分离
后，再分别用 %!&’和 1&’预冷至 !-的 1&EF8’山梨糖醇溶液
重悬，终体积约为 1&’。将制备好的细胞 ,!!’和 # D %!!0的
线性 ;:@混合均匀，冰浴 #&23，采用脉冲电压 1#!!G进行转化
（电转化仪为 93H2I7E0J3 AFJKI7ELE7MIE7"）。迅速加入 1&’预冷至
!-的 1&EF8’山梨糖醇溶液于电转化杯中，再将杯中的溶液转
入无菌离心管，涂布平板，在 C!-培养至重组菌出现。
!"% 分析方法
菌体浓度测定采用光密度法和衡重法［5］；腈水合酶活性

测定采用气相色谱法［#，5］；细胞形态分析采用显微观察法，蛋

白质电泳采用 =;=>?@*A［#］。

& 结果和讨论

&"! 腈水合酶基因在重组大肠杆菌中的缺陷表达
提取野生诺卡氏菌 #$%&’()& +=>%!!%中的基因组 ;:@为

模板，调取携带激活子序列的腈水合酶基因 :N(@O［#］，与质
粒 LPQ1,和 LARC%M进行连接，连接后的质粒分别转化宿主
* S %$+) T)1!#和 (’%1（;AC）。在 CB-、1&&EF8’ 9?R*的强化
诱导条件下，收获 #/诱导后的重组大肠杆菌细胞，进行 =;=>
?@*A分析，考察外源腈水合酶基因在重组大肠杆菌中的表
达情况，并以超声破碎后的野生诺卡氏菌的蛋白质电泳作为

参照（图 1）。由图可见，野生诺卡氏菌诱导表达的腈水合酶
呈现特征的两个诱导条带，分别对应腈水合酶的#亚基
（C1"5U;）和$亚基（%B"#U;）。但重组大肠杆菌中腈水合酶的
表达结果却不尽人意。在重组大肠杆菌 T)1!#（LPQ1,>
:N(@O）和 (’%1（;AC）（LARC%M>:N(@O）中，都只有一条明显
的重组蛋白诱导条带出现，且在 T)1!#（LPQ1,>:N(@O）中，
重组蛋白诱导带的分子量高达 .%U;，远远高于预期的#亚基
和$亚基本应呈现的 C%U; 和 %BU;。根据前人的研究结
果［,］，该 .%U;处出现的诱导条带应该是#亚基与 LPQ质粒
上的#>半乳糖苷酶形成的融合蛋白，但是$亚基则没有表达
或表达量极低。在 (’%1（;AC）（LARC%M>:N(@O）中，腈水合
酶的$亚基同样没有明显的诱导条带。

图 ! 诺卡氏菌和重组大肠杆菌诱导前后的全细胞 ’(’)*+,-
V20S1 =;=>?@*A M3MFWXJX EY Z/EFJ KJFFX EY #$%&’()& XLS M3[ 7JKE&\23M3I * S %$+) \JYE7J M3[ MYIJ7 23[]K230 EY :NMXJ

@：#$%&’()& S )S )M7UJ7；1" @YIJ7 23[]K230S (：* S %$+) T)1!#（LPQ1,>:N(@O）S 1" (JYE7J 23[]K230；%" @YIJ7 23[]K230；)S )M7UJ7；
Q：* S %$+) (’%1（;AC）（LARC%M>:N(@O）S 1" (JYE7J 23[]K230；)S )M7UJ7；%"@YIJ7 23[]K230S

进一步优化重组大肠杆菌的培养和诱导表达条件，考察

了诱导剂浓度、诱导温度、诱导时间、糖浓度、添加剂等各种

因素对腈水合酶重组表达的影响，结果表明，$亚基在各种优
化条件下，仍然没有明显表达。在最优诱导条件下，没有检

测出 * S %$+) T)1!#（LPQ1,> :N(@O）中的腈水合酶活性，而
在 * S %$+) (’%1（;AC）（LARC%M>:N(@O）中，腈水合酶的活性
也极低，不超过 !"!.P8&0。分析原因，可能是$亚基中的某
些密码子不适于在大肠杆菌中表达。为此，我们一方面对$
亚基的密码子进行了定点突变改造，另一方面，则尝试采用

毕赤酵母表达体系，对腈水合酶进行重组表达。

&"& 携带腈水合酶基因的毕赤酵母重组质粒的构建
从质粒 LPQ1,> :N(@O中采用 ,&-N%和 *%$^%双酶切

获得含有激活子的腈水合酶基因片段 :N(@O，插入重组毕
赤酵母质粒 L?9QC"#U中位于乙醇氧化酶（@_O1）内部的多克
隆位点，得到重组质粒 L?9QC"#U>:N(@O。该质粒通过甲醇
诱导调控 @_O1的表达，继而调控外源腈水合酶的表达。
对构建好的重组质粒进一步进行酶切验证。分别对原

质粒 L?9QC"#U 和重组质粒 L?9QC"#U>:N(@O 用 ,&-N%和

*%$^%进行双酶切后进行 ;:@电泳检测发现，重组质粒（环
状）明显大于原质粒，且重组质粒双酶切后明显可以观察到

长度为 1"5U\左右的携带激活子的腈水合酶基因序列，说明
毕赤酵母重组质粒 L?9QC"#U>:N(@O已经构建成功。

&"# 重组毕赤酵母的筛选
相对于大肠杆菌表达系统，巴斯德毕赤酵母 .)%/)&
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!"#$%&’#表达系统具有许多独特的优点，如：可以用甲醇严格
地调控表达；易于高密度培养，蛋白产量高；细胞生存能力

强，可以在廉价的合成培养基中生长；基因表达产物既可在

胞内积聚，又可被分泌到胞外，等等。由于在大肠杆菌系统

中，腈水合酶的!亚基不能正常表达，因此，本研究进一步选
用毕赤酵母为宿主，构建 ( ! !"#$%&’# 重组表达系统，对腈水
合酶的活性表达进行研究。

通过电穿孔转化法，将构建好的重组毕赤酵母质粒

"#$%&’()*+,-./转入宿主菌 ( ! !"#$%&’# 0122(中，涂布 3+4
平板，过夜培养后从不同平板上的菌落中，挑选了 5个形态
饱满的菌落，进行菌体培养和腈水合酶的诱导研究。初始诱

导条件为：腈水合酶诱导剂 $+4 266789:，甲醇初始浓度

6’(;，2667:摇瓶，2(7:装液量。在诱导后不同时刻检测 5
株重组菌中腈水合酶的活性（表 2）。

表 ! 重组毕赤酵母的诱导表达和筛选结果

<=>?@ 2 1@?@ABCDE =EF CEFGABCDE DH I@AD7>CE=EB ( ! !"#$%&’#

+D!
+,=J@ =ABCKCBL9（M9:）

&N 5N ON

2 2PQ’&& RP5’&& 2PQ
R 2&Q’5P RQ2’5P 2&O’5P
& S 26( S
T R6O’&& &56’&& R6O’&&
( R66’5P R(6 S
5 RRQ’5P RP2’5P RRO’&&

从表 2可以看出，几乎在所有的重组酵母菌株中都能检
测出腈水合酶的活性，其中 T号菌株总体来说具有较高的酶
活，而且酶活比较稳定。将 T号菌株命名为 ( ! !"#$%&’# +,T，
作为优选菌株用于后续的培养及腈水合酶诱导条件的优化

研究。

"#$ 重组毕赤酵母的培养
在甘油培养基中，对重组毕赤酵母 ( ! !"#$%&’# +,T进行

培养，培养温度为 ROU。结果表明，在甘油培养基中，保存在
3#4平板上的酵母单菌落在接种后 TON处于对数生长中后
期，活力旺盛。此时将酵母菌离心收集后以 26;的接种量转
入第二级甲醇培养基进行摇瓶培养，并加入 56789:的 $+4
和 6’(;甲醇进行诱导，然后每隔 RTN补加终浓度 6’(;的甲
醇，测 ( ! !"#$%&’# +,T在甲醇培养基中的生长情况。结果表
明，在甲醇培养基中，初始阶段菌体生长没有明显的迟滞期，

直接进入对数生长期，而 TON后细胞没有经过稳定期就开始
衰亡。

对重组毕赤酵母的细胞形态取样进行监测发现，在两种

培养基中毕赤酵母细胞均呈椭球形，随着培养过程的进行，

细胞密度逐渐增大。进一步考察同时作为碳源和诱导剂的

甲醇浓度对于菌体生长和蛋白表达的影响，结果表明，在低

浓度范围内（ V R;），甲醇浓度越高对于菌体的生长越有利。
培养基 ",的研究则表明，在重组菌生长过程中，",基本保
持在 5左右。由于诱导毕赤酵母的适宜 ",为 (’( W 5’6，因
此诱导过程中不需调节 ",。

"#% 腈水合酶的诱导表达
甲醇是诱导表达腈水合酶的最重要的因素之一。定义

加入甲醇开始诱导的时刻为 6时刻，两次诱导的时间间隔为
一个诱导周期 <，则当诱导周期为 RTN时，腈水合酶活性的变
化规律如图 R所示。由图可见，甲醇和 $+4诱导后，腈水合
酶活性在诱导后 5N左右迅速升高到约 &66M9:，随后又开始
下降，至 2RN时仅为最高水平的一半。其原因可能是重组腈
水合酶在毕赤酵母细胞内表达时会被某些毕赤酵母自身的

蛋白酶降解。

图 " 一个甲醇诱导周期内腈水合酶活性的变化
XC8!R %N=E8@ DH +,=J@ =ABCKCBL FGICE8 DE@ ACIA?@

为提高腈水合酶的诱导表达水平，将甲醇的诱导周期 <
由原来的 RTN分别缩短为 25N和 ON，诱导 TON后进行比较（图
&）。由图可见，缩短甲醇诱导周期确实可以提高腈水合酶的
累积酶活，< Y ON、5次诱导时的腈水合酶活性为 < Y RTN、R次
诱导时的 R’&倍。但该活性仍远远低于甲醇一次诱导 5N后
得到的酶活水平。说明腈水合酶在毕赤酵母中的外源表达

不是很稳定，其最优诱导时间为 5N。

图 & 甲醇诱导周期对腈水合酶累积活性的影响

XC8!& ZHH@AB DH 7@BN=ED? CEFGACE8 ACIA?@ DE +,=J@ =ABCKCBL

进一步研究甲醇浓度、$+4加入量、接种量等因素对腈
水合酶表达的影响，结果表明，当重组菌在 ROU、RR6I97CE的
甘油培养基中培养 TON后离心除去甘油，以 26;接种量转入
甲醇培养基，以 2’6;终浓度的甲醇和 6’R789: $+4诱导 5N
后收获菌体，重组酵母菌 ( ! !"#$%&’# +,T的总酶活水平可以
达到 R266M9:，比酶活为 6’(RM978干菌，比腈水合酶在重组
大肠杆菌中的表达水平提高了一个数量级。这一结果对重

组腈水合酶在不同宿主中的外源表达，乃至进一步基因工程

改造研究具有重要的学术意义。
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