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!"末端残基 #$% 缺失的 &"海因酶的分子形式与稳定性

钮利喜，张学尧，石亚伟，袁静明"

（山西大学生物技术研究所 教育部化学生物学与分子工程重点实验室 太原 $.$$$"）

摘 要：报道 (0海因酶分子 @0末端 A-B 残基的缺失，导致酶的解聚与稳定性的显著改变。用基因克隆、表达与纯化

的方法，制备了重组 (0海因酶（C!’=）及其 @0末端残基 A-B 缺失的 (0海因酶（C!’>）。D(D0CAE/ 和 F1G2H)0CAE/ 分析

表明，在完全相同的条件下，两者单体的分子量相同；但天然 C!’= 为二聚体，而 C!’> 为单体并保持约 !$I催化底物

海因的活性。突变酶 C!’> 的 JK 值稳定性显著增加，抗 D(D 能力亦有所提高，但热稳定性明显降低。结果预示：(0
海因酶的 @0末端残基 A-B 显著影响酶的分子形式及热稳定性，虽也影响酶活性，但非酶活性所必需。
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微生物海因酶（K5<17GM2719)，K(N）是酰胺水解酶超家族

中的一个成员。根据催化底物的立体专一性，可分为 (0、O0、
(O0 . 种类型［%］。其中 (0海因酶在工业应用上有鲜明的实

际意义。该酶催化底物海因及其衍生物转化成相应的 F0氨
甲酰0(0氨基酸，顺次在酶或化学试剂的作用下产生食品、药

品等行业急需的 (0型氨基酸及其衍生物［#］。半个多世纪以

来，有关微生物 (0海因酶已有连篇累牍的报道，包括不同菌

株的酶及其制备［.，!］，基因克隆与表达［P，"］，三维结构［’］和酶

性质等［>，=］。Q2+ 等［%$］比较不同来源的 (0海因酶一级结构

时发现，它们的 F0末端区保守性强，而 @0末端区几乎没有什

么同源性。因此，他们构建了 !"#$%%&’ ()*+,-#"(*.&%"(&’ EK#
和 !"#$%%&’ ’(*"+-()*+,-/)$%&’ D(% 中 (0海因酶 @0末段区缺失 %%
个残 基（ ORA(L(SSQRD）和 @0末 段 区 缺 失 %# 个 残 基

（DNTDQLD//ONT）的突变酶 UN!"$ 和 UD!"$。突变酶与完整酶

相比，保留了 .$I & !$I的酶活性，构象上有微细变化，并引

起解聚。

我们在原有工作的基础上［.，P］构建了 0 V /&($1* WX0#" 的

(0海因酶（C!’=）的 @0末端残基 A-B 缺失的突变酶（C!’>），该

酶仍保留约 !$I的活性，但分子形式和稳定性发生了显著

变化。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌株和质粒：大肠杆菌 2’#)*+$#)$" #-%$ UO#%（(/.）与

2’#)*+$#)$" #-%$ (KP!，质粒 J/N0.1、重组质粒 J/0J!’= 为本实

验室保存。

’(’() 试剂和仪器：卵清蛋白为 D2B+1 公司产品，牛血清白

蛋白 为 中 国 科 学 院 生 物 物 理 所 中 生 公 司 产 品；CY)753
D)JY1-M9)、D)JY1*-5 D0#$$ 为瑞典 A+)-9Y1+0CY1-+1*21 公司产

品；内切酶、N! (FA 连接酶、3"4 (FA 聚合酶、<FNC 为大连

N1Q1Z1 公司产品；引物由奥科生物技术有限责任公司代为

合成；质粒抽提、(FA 胶回收试剂盒为博大泰克生物基因技

术公司产品。其它试剂为国产分析纯。R[ 公司 CN@0#$$ 型

基因扩增仪，OQU 公司蛋白纯化系统。

’() *+"*,-. 重组子的构建

根据酶 C!’= 基因序列［P］，分别设计了含酶切位点51*"
和 !",K"的 引 物 \]：P^0@@@EAANN@@ANANEN@@@NENN
EAN@@EN0.^ 和 ZS：P^0@EEEEAN@@N@A@NEAA@NEE@AN0.^。
然后以 J/0J!’= 为模板，在 R[ Z/D/AZ@K CN@0#$$ 热循环仪

上扩增 .$ 个循环，C@Z 反应条件：=!_ %+27，PP_ %+27，’#_
#+27；’#_ %$+27，获得突变海因酶基因。经限制性内切酶

酶切后，与相同酶切的 J/N0.1 连接，构建重组质粒 J/0J!’>，

转化 2 V #-%$ (KP!，再提取重组质粒经酶切分析和序列分析

确认。所有操作均参照文献［%%］进行。

’(/ 酶的表达和纯化

’(/(’ 海因酶的表达：将重组质粒 J/0J!’=（完整酶基因）和

J/0J!’>（@0末端残基 A-B 缺失的酶基因）各自转化至表达宿

主 2 V #-%$ UO#%（(/.）中，从 OU（含 %$$#B‘+O 氨苄青霉素）平

板挑取单菌落至 P+O 相同 OU 培养液中，.’_振荡培养过夜，

按 #I接种量转接至上述 OU 培养液，.$_振荡培养 %!Y，收

获菌体。

’(/() 海因酶的分离和纯化：离心收集菌体，洗涤后以 N-290
K@3（JK >V$）悬浮，超声（.P$]，.+27，工作 #9、间歇 %$9）破碎

细胞，%.$$$-‘+27 离心 .$+27，上清液中加入固体（FK! ）# Da!

至 .PI饱和度，!_搅拌。%.$$$-‘+27 离心 .$+27，上清液上

样 于 预 先 以 P$++M3‘O N-290K@3，JK >V$ 〔 含 %+M3‘O
（FK!）# Da!〕缓冲液平衡的 CY)7530D)JY1-M9) \19G b3Mc（%"‘%$），

以相同缓冲液的 $V#+M3‘O（FK! ）# Da! 洗去杂蛋白，最后用



!"##$%&’ ()*+,-.% /-01" 缓冲液洗脱目的蛋白，收集活性峰。

根据实验需要，可再用 23/456)7% 2,8"" 分子排阻层析，进一步

纯化。

!"# 酶活性测定［$］

取适量酶液，加入底物 9 :海因溶于 !"##$%&’ ()*+,-.%
（/- 01"）至 91!#’，;<=反应 ;" #*>。再加入 8!"!’ 9":三氯

乙酸，8!"!’ 9": 对二氨基苯甲醛和 9#’ 蒸 馏 水 混 匀 后，

9"""")&#*> 离心 !#*>，取上清，测定 ?;"># 光吸收值。酶活单

位定义为在上述条件下，9#*> 内生成 9!#$% @,氨甲酰,A’,丙
氨酸所需酶量称为一个酶活单位（B）。酶比活力为 9#C 蛋

白质的酶活力（B&#C）。

!"% 分子量和分子形式的测定

2A2,DEFG 与 @5H*I3,DEFG 按文献［99］进行。

!"& 蛋白质浓度测定

根据 J)5KL$)K 法［98］，以牛血清白蛋白绘制标准曲线。

’ 结果

’"! 酶的纯化、活性与分子形式

将已构建好的工程菌按方法 91; 进行表达与纯化。培

养细胞中的完整酶（D?<M）与突变酶（D?<0）催化底物海因的

活性分别为 M18B&#’（细胞浓度为 !"N"" O 9"）和 ;1<B&#’（细

胞浓度为 !"N"" O 9"）。突变酶仍保留约 ?":的活性。培养

细胞经超声破壁，硫酸铵沉淀，疏水层析和分子排阻层析等

步骤纯化 A,海因酶。经上述步骤（表 9）酶活力回收达 ?":
P ?!:，纯化了 ;1; 倍。2A2,DEFG 分析表明，无论是 D?<M 还

是 D?<0 其亚基 Q) 均约为 !?RA5 且达到电泳纯（图 9,E）。而

@5H*I3,DEFG 则明显不同：D?<M 仍保持二聚体形式，而 D?<0
却成为单体（图 9,J），由于蛋白质在天然 DEFG 中迁移率与

2A2,DEFG 中状态不尽相同，它不但与分子大小有关，还与分

子形状和构象密切相关，因此，图 9,J 中蛋白间的迁移速度

只能相对比较，目的蛋白与标准蛋白之间有一定差异。从粗

提物的电泳结果也说明，D?<0 的解聚并非因纯化过程而引

起的，由于所有操作都在平行的条件下进行，可以认为 D?<M
.,末端 E)C 残基的缺失导致酶的解聚。我 们 曾 将 样 品 在

ST(E /U)*L*3) 上经 2U/3)$+3,98（;"&9"）预装柱进行分子排阻分

析，结果与天然 DEFG 一致（结果未列出）。

表 ! 表达酶的纯化总表

(5V%3 9 DU)*L*65H*$> +U##5)7 $L 3W/)3++3K 3>X7#3+

2H3/+
($H5%

/)$H3*>（#C）
($H5%

56H*I*H7（B）
E6H*I*H7

)36$I3)7（:）
2/36*L*6 56H*I*H7

（B&#C） DU)*L*3K L56H$)

D?<M D?<0 D?<M D?<0 D?<M D?<0 D?<M D?<0 D?<M D?<0
GWH)56H 00< 0;; 09? ;"8 9"" 9"" "1M8 "1;N 9"" 9""

D43>7%,23/45)$+3 8"? 8;8 !?< 88M N0 <N 81N0 91" 81M; 81<;
F3% L*%H)5H*$> 99" 99< ;?9 9;0 ?8 ?N ;19" 918 ;1;< ;18N

A5H5 Y3)3 L)$# "10 %*H3) 6U%HU)3 3W/)3++3K V7 3>C*>33)3K +H)5*>+Z D?<M 5>K D?<0 5)3 H43 )36$#V*>5>H 3>X7#3 5>K *H+ #UH5>H 3>X7#3 )3+/36H*I3%7Z [H43) 6$>K*H*$>+
5)3 K3+6)*V3K 5+ *>“Q5H3)*5%+ 5>K Q3H4$K+”Z

图 ! 酶的电泳图谱

\*CZ9 G%36H)$/4$)3H*6 /5HH3)>+ $L /U)*L*3K A,47K5>H$*>5+3Z E：2A2,DEFG
（9":）Z QZ 99NRA5",C5%56H$+*K5+3，N<RA5 J$I*>3 23)U# E%VU#*>，

?!RA5 [I5%VU#*>；9 Z D?<M；8Z D?<0 Z J：@5H*I3,DEFG（9":）Z 9 Z

E%VU#*> .4*6R3> GCC，?!RA5；8 Z GWH)56H $L 3W/)3++3K 63%%+ L)$# /G,

/?<0；; Z QUH5>H 3>X7#3 D?<0 /U)*L*3K；?Z GWH)56H $L 3W/)3++3K 63%%+

L)$# /G,/?<M；! Z G>X7#3 D?<M /U)*L*3K；NZ J$I*>3 23)U# E%VU#*>
（#$>$#3) N<RA5，K*#3) 9;?RA5）Z

’"’ 酶的 () 稳定性

将 D?<M 和 D?<0 两酶在相同浓度情况下，于不同 /- 缓

冲液中 ;<=放置 84，然后各吸取 8"!C 酶在标准酶活测定系

统中测定酶活性。结果表明，在 /-N P 99 的范围内，D?<0 的

/- 稳定性显著高于 D?<M，特别在碱性范围。然而在最适 /-
（0 P M）没有变化（图 8）。其可能的原因是：每个亚基的活性

中心残基的构象没有发生变化，因此底物与酶分子的结合无

论是二聚体或单体情况下都是一样的。但当酶处于酸性或

碱性侧 /- 值时，整个酶分子的表面电荷差异引起电荷基团

解离度的不同，影响了底物与酶分子的结合。D?<M 处于二

聚体状态，对 /- 的改变比较敏感，而作为单体的 D?<0 却不

甚敏感，因而导致二者的显著差异。

图 ’ 酶的 () 稳定性比较

\*CZ8 .$#/5)*+$> $L /- +H5V*%*H7 V3HY33> D?<M 5>K D?<0Z .$>K*H*$>+ 5)3 5+

L$%%$Y+：D?<M 5>K D?<0（9""!C&#’）Y3)3 *>6UV5H3K *> I5)*$U+ VULL3)+
（"1"!#$%&’ T8-D[?,T-8D[? VULL3) /-N1" P <1"，"1"!#$%&’ ()*+,-.%

VULL3) /-01" P M1"，"1"!#$%&’ @5-.[;,@5[- JULL3) /-9"1" P 991"）5H

;<=L$) 84，H43> H5R*>C 8"!C 3564 H$ 91!#’ )356H*$> +7+H3# L$) 56H*I*H7

5++57 5+ K3+6)*V3K *>“Q5H3)*5%+ 5>K Q3H4$K+”Z

’"$ 酶的热稳定性

将酶 D?<M 和 D?<0 置于 !"=、!!=、N"=分别保温不同时

间，然后取 8"!C 酶置于标准反应系统中进行酶活性测定。
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结果如图 !，"#$% 的热稳定性明显高于 "#$&。可能作为二聚

体完整酶结构比较紧密，导致其热失活速度缓慢；而突变酶

是单体，易引起热变性而失活。

图 ! 酶热稳定性比较

’()*! +,-./0(1,2 ,3 4560-,714/8(9(4: 864;662 "#$%（<）/2= "#$&（>）*

"#$% /2= "#$&（?@@!)A-B）;606 (2CD8/46= /4 E@F，EEF，G@F 3,0

=(3360624 4(-61 /2= 4562 456 62H:-/4(C /C4(I(4: ,3 6/C5 1/-.96 ;/1

=6460-(26= /1 =61C0(86= (2“J/460(/91 /2= J645,=1”*

"#$ 酶的抗 %&% 能力

众所周知，KLK 是一种表面活性剂，可导致蛋白质因结

构松散而伸展。在不同 KLK 浓度时，将酶于 !$F保温 !@-(2，

然后分别进行活性测定。结果如图 #，在较高 KLK 浓度时

（@MNO），"#$% 和 "#$& 的活性明显下降但区别不大，因为高

浓度 KLK 导致酶分子解聚与亚基结构松散同时发生，剩余不

到 N@O 活 性，很 难 体 现 两 者 差 异。 而 在 较 低 浓 度 时

（@M@?O），两 酶 活 性 变 化 也 不 很 显 著。只 有 在 适 当 浓 度

（@M?O）时，"#$& 比 "#$% 有明显抗 KLK 的能力，在此环境下，

可能酶分子解聚先于结构的改变，因而两者有显著差异。

图 $ 酶抗 %&% 的能力

’()*# P56 /8(9(4: ,3 /24(7KLK 864;662 "#$% /2= "#$&* P56 =6460-(2/4(,2 ,3

456 62H:-/4(C /C4(I(4: ;/1 =61C0(86= (2“J/460(/91 /2= J645,=1”/4 I/0(,D1

C,2C6240/4(,21 ,3 KLK*

! 讨论

众所周知，无论是酶的多聚形式还是酶的氨基酸序列都

是酶分子长期进化的结果。任何形式的改变，如酶的解聚或

氨基酸残基的替代和缺失都将导致其结构与活性的改变。

微生物 L7海 因 酶 常 以 同 源 二 聚 体 或 四 聚 体 作 为 功 能 单

位［$］，而且不同种属的 L7海因酶的氨基酸序列同源性一般

在 #@O Q %@O，且保守性主要在 R7末端区的大部分序列，+7

末端区的同源性十分低，即使在同类微生物也是如此［%］。

S(- 等 曾 将 两 种 杆 菌 !"#$%%&’ ()*+,-#"(*.&%"(&’ 和 !"#$%%&’
’(*"+-()*+,-/)$%&’ 的 L7海因酶的 +7端区的 ?? 个残基和 ?N 个

残基分别缺失导致酶的解聚与酶活性的改变［?@］。我们将来

源于一株 0 * /&($1" TU7NG 的重组 L7海因酶（"#$%）+ 末端一

个 <0) 残基剔除，得到突变酶 "#$&。这一个残基的缺失导致

酶分子形式由二聚体解聚成单体，但酶活性仍保留约 #@O。

这一结果表明，+7末端带正电荷的 <0) 可能是 "#$% 通过离子

键维系其二聚结构的一个关键残基，而对酶活性是非必需

的。也说明该残基不处于酶的活性中心区且与催化作用无

关。+L 和荧光光谱的结果也显示两者在构象上没有显著差

异（结果未列出）。我们曾用酸性氨基酸和中性氨基酸替代

该 <0)，初步结果表明 +7末端残基电荷对酶的解聚有决定性

的作用，进一步研究正在进行中。
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生物技术概论（原书第四版）!"#$%&’(#)#*+（;05 &.）

郑平 等译 ?;RS;R!?DRS;A 定价：SR*RR "RR@ 年 > 月出版

生物技术无疑是 "! 世纪的主要技术。它涉及的生物或其各种组分的实际应用，横跨了众多现代

和传统工业。基因工程、基因组学和蛋白质组学的兴起以及转基因作物和动物的产生，使诸如啤酒酿

造、污（废）水处理、药物开发和农业生产等人类活动发生了革命性的变化。

在本版中，Q’4. N3-14 再次深入浅出的诠释了生物技术，特别是基因操作的奥秘，为学生和普通读

者介绍了现代生物技术的历史、技术和应用。本书涵盖了生物技术的各个方面，介绍了它对人类社会

的潜在利益。同时，以更大的篇幅介绍了公众对生物技术的理解以及由此引发的伦理和安全问题。

本书可用作生物技术专业本科生的教学参考书，也可供相关专业的人员参考。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：!RR?!? 北京东黄城根北街 !@ 号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 联系电话：R!R;@ARSA@""（带传真）
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