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摘 要：从恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）$%%的基因组出发，用 DEF方法克隆到两个独立作用的丙氨酸消旋酶
基因，称之为 %)%-和 )./。0)%-编码 C4A个氨基酸长的多肽，计算分子量为 C&G&$HI-，)./ 编码 !%@个氨基酸长的多
肽，计算分子量为 !!G#&$HI-。序列分析显示，I-8J 的氨基酸序列与 !"#$%&’&()" *$+,%) K/$!!%，铜绿假单胞菌
（!"#$%&’&()" )#/$1,(&")），鼠伤寒沙门氏菌（2).’&(#..) +3*4,’$/,$’）和大肠杆菌（5"64#/,64,) 6&.,）的 I-8J比较，相似性
分别为 @"G"!L、A#G@@L、!!G&&L和 !AGCAL。M0+ 的氨基酸序列与 !"#$%&’&()" *$+,%) K/$!!% 比较，同源性为
@!GC&L，而与铜绿假单胞菌（! > )#/$1,(&")）、鼠伤寒沙门氏菌（2 > +3*4,’$/,$’）和大肠杆菌（5 > 6&.,）的 M0+比较，同
源性均较低，分别为 $$G&@L、$4GA$L和 $"G!! L。在 ! > *$+,%) $%%的 I-8J和 M0+氨基酸序列中部发现有对于酶活
性至关重要的保守区域，如磷酸吡哆醛（DND）结合位点。I-8J和 )./ 在大肠杆菌中得到表达，I-8J丙氨酸消旋酶
只对丙氨酸有消旋作用，而 M0+丙氨酸消旋酶可以作用于丙氨酸和丝氨酸两种底物，且对丝氨酸特异性更高。M0+
的表达不依赖于外源启动子，说明在其结构基因上游存在启动子结构。
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氨基酸消旋酶催化 N3氨基酸和 I3氨基酸的消
旋。自从发现乳酸细菌可以酶促催化乳酸的消旋以

来，已经在细菌、古菌、真核生物，包括哺乳动物中发

现了各种各样的氨基酸消旋酶［#］。它们可以分为磷

酸吡哆醛（DND）依赖型和非 DND依赖型两类。丙氨
酸消旋酶（5E 4G#G#G#）是属于 DND依赖型。自最早
在粪肠球菌（2+/#*+&66&6$" 7)#6).,"）中发现丙氨酸消旋
酶以来［$］，在多种菌中相继报道有该酶存在。该酶

能够提供 I3丙氨酸，在细胞生长过程中起重要作
用。P-==)+6-9 等人从鼠伤寒沙门氏菌（ 2).’&(#..)
+3*4,’$/,$’）染色体中分离鉴定了两种独特的丙氨
酸消旋酶基因，分别是 %)%8 和 )./。I-8Q丙氨酸消
旋酶的形成受 N3丙氨酸诱导，在 N3丙氨酸的分解代
谢过程中起作用。M0+丙氨酸消旋酶是组成型合成，
在细胞壁肽聚糖的合成中提供 I3丙氨酸［C，!］。在大
肠杆菌（ 5"64#/,64,) 6&.,）、枯草芽孢杆菌（ 8)6,..$"
"$9+,.,"）、铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()" )#/$1,(&")），以
及霍乱弧菌（:,9/,& 64&.#/)#）的染色体上也已经发现
有这两种独特的丙氨酸消旋酶基因［#］。由于丙氨酸

消旋酶在细胞壁合成中的特定作用，而且只独特分

布在原核生物中，该酶已经成为抗生素药物研制的

目标，已从分子水平上对其作用机制进行了深入探

讨［4］。国内尚未有关于氨基酸消旋酶的研究报道。

本文从具有氨基酸消旋酶活性的恶臭假单胞菌

（!"#$%&’&()" *$+,%)）出发，克隆了 %)%- 和 )./ 基因，
并对其进行了序列分析，这两个酶基因均在大肠杆

菌中得到表达。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：实验所用的菌株和质粒如表 #
所示。

!"!"#主要试剂和仪器：所用分子生物学试剂均购
自 /-K-F- 公司；DEF 使用酶为 /-K-F- 52 ;)</R
ISM聚合酶；生化药品为进口或国产分析纯试剂；
基因扩增仪为 RT 公司 D/E3#4% 型基因扩增仪；

D)+H793506)+ $!#旋光仪。

!"# 培养基和培养条件

NQ培养基［"］用于细菌培养；大肠杆菌在 CAU培
养，假单胞菌在 C%U培养。抗生素使用浓度分别为
氨苄青霉素 #%%!:16N，卡那霉素 4%!:16N。



表 ! 菌株和质粒
!"#$% & !’% ()*"+,( ",- .$"(/+-( 0(%- +, )’+( 12*3

4)*"+,56$"(/+- 7’"*"8)%*+()+8( 420*8%
!"#$%&’#$’( #)*’ !9& "+,!，$"-!:，.$’，!（ *(#;,&)/0）5<=［ .&(1>?，,&)/0 @，*(#23，*(#1!4&:］ 4)2*%- +, )’+( $"#

5"%+-)6)7(" ,+.’-( ABB 1+$- )C.% 4)2*%- +, )’+( $"#
6$"(/+-
.DE&F;! !;G%8)2*，AHI3#，J/.*，$"8K !"L"M" 72N
.OM>AA PH>3# ，J/.*，)%)* 4)2*%- +, )’+( $"#
.7!E &H& 3# 67M Q*"R/%,) 82,)"+,+,R -(-8 R%,% +, .DE&F;! !’+( ()0-C
.7!J &H>3# 67M Q*"R/%,) 82,)"+,+,R (*& R%,% +, .DE&F;! !’+( ()0-C
.7OE &H&3# Q*"R/%,) 82,)"+,+,R -(-8 R%,% +, .OM>AA !’+( ()0-C
.7OJ &H> 3# Q*"R/%,) 82,)"+,+,R (*& R%,% +, .OM>AA !’+( ()0-C

!"# $%&操作
大肠杆菌和假单胞菌 ESJ操作参照文献［?］。

!"’ ()*法基因扩增
参考已经报道的 5 N ,+.’-( L!APPB的 -(-8 和

(*& 基因（J88%((+2, S2N S7BBATPI），设计以下引物：
6&：:=;7799J!7779JJ!!J!77J77J779J!!!7JJ7
77;>=； 6A： :=;!!JJ97!!JJ7J7J77977777JJ77
!9!7797;>=；6>：:=;!J99J!77J!79JJ 7!7JJJ7
J7J77!979!7;>=； 6P： :=;79JJ97!!!997JJ!!!
7J9!79J79J9!J!7;>=，下划线处依次为 0(6U"、
9’7-#、0(6U"、9’7-#酶切位点。引物对 6&56A
和 6>56P分别用于扩增 5 N ,+.’-( ABB -(-8 和 (*& 基
因序列，由赛百盛公司合成，-(-8 与 (*& 基因的 67M
反应体系和反应条件相同。67M反应体系（:B$V）：A
W 97 O0QQ%* A:$V，-S!6 A$V，引物 6&和 6A各 &$V，模
板 ESJ &$V，:(3 酶 BH:X。67M反应条件：TPY >/+,；
TPY PB(，::Y PB(，IAY &/+,，>B个循环；IAY :/+,。
!"+ 序列测定和分析

ESJ序列测定由博亚公司完成；引物设计用
6*+/%* 6*%/+%* :HB；ESJ 及蛋白序列分析采用
E,"/", :HB。
!" , 酶活测定
!" ,"! 细胞处理：将受体菌（!9&）于 >IY摇床培养
I Z T’，离心收集细胞，用 BH&/2$5V 磷酸缓冲液
（.UFH: ）洗涤两次以上，适量磷酸缓冲液悬浮，菌
悬液用于测定酶活。

!","- 消旋酶活力测定参考文献［I］，使用 6%*3+,;
[$/%* AP& 旋光仪测定旋光值变化。转化反应体系
为 &/V磷酸缓冲液（.UFH:）：含 :\菌体，A\V;丙氨
酸或 >\ V;丝氨酸，BHBBB&\ 6V6。以上转化反应
液，于 >IY摇床反应 &B/+,，迅速离心，取上清液测
定旋光值。参照以标准 V;丙氨酸或 V;丝氨酸作出
的标准曲线，根据反应前后旋光值的变化，计算已转

化的 V;丙氨酸或 V;丝氨酸的量。

活力单位定义：一个活力单位（X）为在上述反
应条件下，每分钟转化 &,/2$底物（V;丙氨酸或 V;丝
氨酸）所需的酶量。

- 结果

-"! !"!# 和 "$% 基因的克隆
-"!"! -(-8 基因的克隆：提取 5 N ,+.’-( ABB 的染
色体 ESJ，以此为模板，使用引物对 6&56A，67M 扩
增出大小为 &H&3#的 ESJ片段，67M产物经电泳回
收纯化后，与 .DE&F;!相连，转化 ! N #)*’ !9&。挑
取转化子，少量提取质粒，用 0(6U"和 9’7-#进
行双酶切，酶切图谱与预期相符。重组质粒命名为

.7!E。
-"!"- (*& 基因克隆：所用的方法与 -(-8 基因基本
相同。以引物对 6>56P，67M扩增出大小为 &H>3#的
ESJ 片段，与 .DE&F;!相连，转化 ! N #)*’ !9&。挑
取转化子，少量提取质粒，用 0(6U"和 9’7-# 进
行双酶切，得到大小分别约为 AHI3#，FBB#.和 :BB#.
的 >个片段，AHI3#片段来自于 .DE&F;!载体，FBB#.
和 :BB#.片段长度之和与预期的 &H>3#片段大小一
致，推测在该 67M产物内可能含有一个 0(6U"或
9’7-# 酶切位点。该重组质粒命名为 .7!J。
-"- !"!# 和 "$% 基因序列的分析
-"-"! -(-8 基因序列的分析：随机挑取 !9&5.7!E
的两个阳性克隆，对 .7!E中的插入片段进行测序，
结果一致。该核酸序列长度为 &&:B#.，序列分析显
示，含有一个 ]M<（&BIP#.），起始密码子为 J!9，终
止密码子为 !9J。推测此 ]M< 编码一条 >:I 个氨
基酸的多肽，分子量为 >FHFA3E"。核苷酸序列与 5 N
,+.’-( L!APPB 的 -(-8 核苷酸序列的相似性为
TAHBT\，推测氨基酸序列的同源性为 T?H?P\。说
明插入片段是 5 N ,+.’-( ABB的 -(-8 基因。该序列
已提交 9%,O",3，序列号为 E^B?FII?。此序列与铜
绿假单胞菌（5"%+-)6)7(" (%&+;’7)"(）、鼠伤寒沙门氏
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菌（ !"#$%&’##" ()*+,$-.,-$ ）以 及 大 肠 杆 菌
（/01+’.,1+," 1%#,）的 !"#$丙氨酸消旋酶的核苷酸序
列相似性分别为 %&’()*、+,’&+*和 +,’-,*，推测
其氨基酸序列的同源性分别为 %-’((*、&&’))*和
&%’.%*。对结构基因上游序列进行分析，未发现有
启动子结构。在 / / 1%#, 中，2"23 和 2"24 基因是属
于同一个操纵元下的两个基因，2"23 位于 2"24 的
下游，2"23 前无自身启动子［)］。在 5 / *-(,2" 中是
否具有相似的组织结构，还需要进一步验证。

丙氨酸消旋酶属于 010依赖类型。研究表明，不
同种属来源的 !"#$丙氨酸消旋酶中存在着高度保守
的区域。在序列的 2端，有一个含有赖氨酸（3）的保
守序列：［45］676［87］63646［!2］64696:6;6:，这几乎
在所有的 !"#$氨基酸序列中都存在。在序列的 <6
端，有另外一个含有酪氨酸（9）的关键区域：46:6=6
［0>］676:696:6［4:］6?6［@9］。5 / "’.-6,&%0" 的 !"#$
的蛋白结构是以同型二聚体形式存在的，26端活性
部位的赖氨酸残基（3）和来自另一个单体 <6端的酪
氨酸残基（9），对于此二聚体的形成起着关键作
用［(］。同时已经证明，在嗜热脂肪芽孢杆菌

（7"1,##-0 0(’".%(+’.$%*+,#-0）的丙氨酸消旋酶中，赖氨
酸与 010结合，在 16丙氨酸消旋成 !6丙氨酸的过程
中起催化作用。在以 !6丙氨酸为底物，进行 !6丙氨
酸到 16丙氨酸催化过程时，酪氨酸残基是活性位点
形成稳定的氢键网络必需的氨基酸［-A B -,］。将 5 /
*-(,2" ,AA中的 !"#$ 氨基酸序列与上述四种来源
的 !"#$比较发现，尽管它们之间的同源性存在差
异，但是上述两个对酶活性极为重要的保守区域在

五种来源的酶蛋白中都相当一致（图 -）。该结果表
明，不同种属的 !"#$蛋白很可能源于相同的祖先，
虽然在漫长的进化过程中被不同的宿主修饰或改

变，但是决定其共有活性的局部区域还是保持了高

度的保守性。

!"!"! "#. 基因序列的分析：随机挑取 C:-DE<C4的
两个阳性克隆，对 E<C4中的插入片段进行测序，结
果一致。该核酸序列长度为 -.AAFE，序列分析显
示，含有一个 G>@（-,.AFE），起始密码子为 4C:，终
止密码子为 C:4。推测此 G>@ 编码一条 &A( 个氨
基酸的多肽，分子量为 &&’-),H!"。分析此核酸序
列，发现其中含有一个 8,&#!酶切位点，这与 "#. 基
因扩增产物的酶切结果相符。该核苷酸序列与 5 /
*-(,2" 3C,&&A 的 "#. 核苷酸序列的相似性为
(-’-&*，推测氨基酸序列的同源性为 (&’.)*。说
明插入片段可能是 5 / *-(,2" ,AA的 "#. 基因。该序
列已提交 :IJK"JH，序列号为 !LAM)%%+。此 4NO序列
与 5 / "’.-6,&%0"、! / ()*+,$-.,-$ 以及 / / 1%#, 的 4NO
丙氨酸消旋酶的核苷酸序列相似性分别为

&.’,)*、&,’M&* 和 &-’,M*。推测其氨基酸序列的
同源性分别为 ,,’)(*、,+’%,*和 ,M’&& *。对 "#.
基因起始密码子 4C:上游 MAFE左右的基因序列分
析，未发现有启动子结构。

5 / *-(,2" ,AA的 4NO丙氨酸消旋酶的氨基酸序
列与 5 / *-(,2" 3C,&&A的 4NO氨基酸同源性较高，与
同属菌 5 / "’.-6,&%0" 的 4NO氨基酸序列同源性非常
低。但是与 !"#$相同，这五种来源的 4NO氨基酸序
列同样存在着 010结合位点的保守区域：4676［71］6
3646［2!］64696:6;6:。另一存在于 <6端的，参与催
化 !6丙氨酸到 16丙氨酸消旋作用的酪氨酸残基，在
这五种菌的 4NO氨基酸序列中都存在，但是其周围
序列的保守性相对于 !"#$该区域氨基酸序列之间
的保守性较低，此保守序列为［47］6:6［=2］6?676:6
96［:!］6?6C6［P@］（图 ,）。

图 # ! $ "#$%&’ !%% 和 其它种属来源的 &’()部分氨基
酸序列的比较

@QR/- <STE"OQUSJ SV UIWIO"N E"OXU SV "TQJS "YQ#U UIZ[IJYIU SV !"#$

"TSJR 5 / *-(,2" ,AA "J# SX\IO SOR"JQUTU

图 ! ! $ "#$%&’ !%% 和 其它种属来源的 *+,部分氨基酸
序列的比较

@QR/, <STE"OQUSJ SV UIWIO"N E"OXU SV "TQJS "YQ#U UIZ[IJYIU SV 4NO

"TSJR 5 / *-(,2" ,AA "J# SX\IO SOR"JQUTU
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!"# 带有 !"!#，"$% 基因的重组质粒的构建
为检测从 ! ! "#$%&’ "##扩增得到的 &’&( 基因

片段和 ’)* 基因片段上是否具有启动子结构，分别
将这两个基因克隆到载体质粒 $%&’"" 上。质粒
$()*用 +’,+!和 -%.,"酶切，得到大小分别为
-.-/0和 ".1/0 的两条片段，电泳回收 -.-/0 的片
段，与 $%&’""相同酶切得到的大片段相连，转化 / !
01)% )2-。对 )2- 转化子中的重组质粒进行酶切图
谱分析，结果与预期一致。此重组质粒命名为

$(%*。
因为 ’)* 基因中含有 -%.,"酶切位点，而且在

该 3(& 产物终止密码子 )24 的下游存在一个
+’,+!酶切位点，所以质粒 $()4用 +’,+!酶切，
得到大小分别为 -.’/0 和 ".1/0 的两条片段，电泳
回收 -.’/0的片段，与 $%&’""的相同酶切得到的大
片段相连，转化 / ! 01)% )2-。对 )2- 转化子中的重
组质粒进行酶切图谱分析，结果与预期一致。此重

组质粒命名为 $(%4。
!"$ %&’(和 )*+的消旋酶活性
如同 / ! 01)%，2 ! $3"4%,#*%#, 一样，在 ! ! "#$%&’

中克隆到两种丙氨酸消旋酶基因，&’&( 和 ’)*。分
别用 $5*-67)，$%&’""构建带有 &’&( 或 ’)* 基因的
四种转化子，并对转化子进行了酶活测定。表 "为
酶活测定结果。

表 ! 不同重组菌株的氨基酸消旋酶活性
)809: " 4;<=> 8?<, @8?:;8A: 8?B<C<B<:A >D ,<DD:@:=B AB@8<=A

/ ! 01)% AB@8<=
&8?:;8A: 8?B<C<BEF（GF;H I:B ?:99）
J7898=<=: J7A:@<=:

)2-
)2-F$5*-67)
)2-F$%&’""
)2-F$()*
)2-F$()4
)2-F$(%*
)2-F$(%4

K*
K*
K*
"##
---
K*
L1

K*
K*
K*
K*
"1#
K*
"’#

K*：K>B ,:B:?B809:!

在 98?M启动子的控制下，&’&( 和 ’)* 在大肠杆
菌中都得到表达，进一步证明了，克隆的片段分别是

&’&(和 ’)* 基因。)2-F$()4菌对 J7丝氨酸有很高
的活性，对丙氨酸的活性仅是其对丝氨酸活性的

N#O，2 ! $3"4%,#*%#, 的 49@丙氨酸消旋酶同时也催
化丝氨酸消旋，但对丝氨酸的活性只是丙氨酸的

-PO［N］。说明 ! ! "#$%&’ "##的 49@消旋酶具有独特
的性质。而 )2-F$()* 只对丙氨酸具有活力，与文
献报道一致［’］。

重组菌 )2-F$(%*不能作用底物 J7丙氨酸，表

明在 &’&( 基因的上游不含有启动子结构。而
$(%4在 )2-中的表达不依赖于外源启动子，重组
菌对 J7丙氨酸和 J7丝氨酸都具有消旋作用，表明在
’)* 结构基因的上游含有启动子结构，其结构可能不
够典型。

# 讨论
目前只在 / ! 01)%、+ ! 5#6$%)%5、! ! ’7*#8%.15’ 和

9 ! 041)7*’7 中发现同时存在两种丙氨酸消旋酶，在
其它一些细菌中只含有一种丙氨酸消旋酶［-］。为什

么一种菌内同时含有这两个功能类似的基因，而且

这两种基因之间是否存在着某种联系，现在还不清

楚。同一种菌内，49@和 *8,Q氨基酸之间的同源性
并不明显大于不同种菌的 49@或 *8,Q氨基酸之间
的同源性。

本工作首次从功能上确定 ! ! "#$%&’"## 具有
*8,Q和 49@两种丙氨酸消旋酶，阐明了其基因序列
并推测出酶蛋白的氨基酸序列。序列分析表明，

*8,Q和 49@氨基酸序列都含有与催化功能密切相
关的氨基酸保守序列。:’&( 和 ’)* 基因编码的与
催化功能相关的氨基酸保守区序列与 ! ! "#$%&’
R)"NN#完全相同，但与 2 ! $3"4%,#*%#,，/ ! 01)% 的保
守序列比较，两个与底物结合的关键氨基酸残基 R
和 S附近的氨基酸残基略有差异。这种差异是否
会引起酶的蛋白活性部位的空间结构发生变化，从

而使底物的特异性发生了改变，需要进一步的理论

分析和实验验证。

’)*基因序列起始密码子 4)2 上游 T#0$ 左右
的序列为“4)(244()(444(4(4(()2(2)()2()4
42(22(424(4((4()44(44(44242444)(4((”，
用启动子分析软件 3@>;>B:@ 3@:,<?B<>=对这段序列进
行启动子分析，未发现启动子结构。但是本实验结

果表明，克隆到不含有启动子的质粒 $%&’"" 上的
’)* 基因，能够在 / ! 01)%)2- 中表达，说明这段 ’)*
基因序列含有自身启动子结构，其结构可能不够典

型，对该启动子序列的精确分析还有待进行进一步

实验。

对 ! ! "#$%&’ 中的两种丙氨酸消旋酶进行纯
化，研究其性质和在细胞中的定位，可以为深入阐明

它们的机制提供更多的信息。这方面的工作正在进

行中。
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