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摘要：【目的】 本研究对尼古丁降解菌根癌土壤杆菌 SCUEC1 菌株中 agnE 基因进行克隆表达，并对 agnE

基因表达蛋白进行功能鉴定。【方法】通过 PCR 扩增获得 agnE 全长基因(1029 bp)，构建重组质粒

pET28a-agnE，转化大肠杆菌 BL21(DE3)菌株进行异源表达，采用 SDS-PAGE 检测重组蛋白。以 2,5-二

羟基吡啶作为反应底物，在检测波长 320 nm 下测定反应液吸光度值，进一步研究温度、pH 值和金属离

子对 AgnE 蛋白酶活性的影响。【结果】克隆得到基因 agnE，构建了 pET28a-agnE 重组质粒并进行了表

达，AgnE 蛋白分子量为 42.0 kDa，表达蛋白以包涵体形式存在于细胞中。酶促反应 0、5、10、20 min

时反应液吸光度分别为 0.6170、0.2273、0.0907、0.0667。在 pH 8.0、温度 20 °C 下，AgnE 蛋白具有较

高的 2,5-二羟基吡啶双加氧酶活性，且 Fe2+对酶活性具有明显的促进作用。【结论】明确了 AgnE 蛋白

具有 2,5-二羟基吡啶双加氧酶活性。 
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尼古丁是一种存在于茄科植物中的生物碱，

是烟草生物碱的主要成分，占烟叶干重的 2%–8%，

也是烟草生产废弃物中的主要物质[1]。尼古丁是由

吡啶环与吡咯环组成的结构稳定的有毒杂环化合

物，在自然条件下不易被降解[2–3]。尼古丁对人或

动物可产生多种致癌、致畸、致突变效应，是恶

性环境污染物之一，欧盟已将每千克尼古丁含量

超过 500 mg 的烟草废弃物列入有毒有害物清单，

利用微生物降解尼古丁是低成本、高效率且对环境

影响小的尼古丁降解方法[4–5]。尼古丁降解菌株中大

约一半以上的细菌属于节杆菌(Arthrobacter)[6–10]

和假单胞菌属(Pseudomonas)[11–15]，其他的分布于

产 碱 菌 (Alicaligenes)[16] 、 无 色 杆 菌 属

(Achromobacter)[17]、芽孢杆菌属(Bacillus)[18]、纤

维 单 胞 菌 (Cellulomonas)[19] 和 中 间 苍 白 杆 菌

(Ochrobactrum intermedium)[20]。微生物降解尼古丁
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主要途径有存在于节杆菌属中的吡啶途径[6–8]、存在

于假单胞菌属中的吡咯途径[11–15]、存在于真菌中

的脱甲基途径[21]。此外，许平等人发现存在于中

间苍白杆菌 SJY1 菌株中的吡啶与吡咯途径的混

合途径[22]。 

目前，研究较多的双加氧酶为芳香烃双加氧

酶，是参与芳香烃化合物生物降解的主要酶类，

它能活化空气中的氧分子，使羟基化的芳香烃在

活性氧作用下发生双氧化开环反应，可以清除环

境中难以降解的芳香烃化合物。在酶的生物学系

统分类中，一般将能催化芳香烃类化合物的双加

氧酶都归属于非血红素类铁氧化-还原蛋白，按照

酶的俗名命名法，根据其产物的基本结构，可把

它们区分为双羟基化酶和开环酶[23]。 

根癌土壤杆菌 SCUEC1 全基因测序所得基因

簇经在线比对，agnE 与中间苍白杆菌 SJY1 中

vppE 具有同源性，推测 agnE 基因编码 2,5-二羟基

吡啶双加氧酶[22,24]。本研究通过克隆表达 AgnE

蛋白，以 2,5-二羟基吡啶为底物进行功能验证，

试图明确 agnE 基因的功能，为根癌土壤杆菌

SCUEC1 菌株降解尼古丁分子机制的揭示奠定 

基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和质粒 

原 核 表 达 载 体 pET28a 、 Escherichia coli 

BL21(DE3)、根癌土壤杆菌 SCUEC1 菌株为本实

验室保藏。 

1.2  培养基 

液体培养基 LB (g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，氯化钠 10.0，pH 7.0。 

固体培养基 LA (g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，氯化钠 10.0，琼脂 18.0，pH 7.0。 

1.3  agnE 基因克隆与重组质粒构建 

按照 TaKaRa MiniBEST Bacterial Genomic 

DNA Extraction Kit Ver.3.0 中说明书提取根癌土壤

杆菌 SCUEC1 菌株总 DNA。结合尼古丁降解菌

SCUEC1 中 agnE 基因的核酸序列和表达载体

pET28a 的多克隆位点，使用 Primer Premier 5.0 设

计上下游引物，通过 PCR 反应克隆基因片段。设

计的上游引物 Primer-F：5′-CGCGAGCTCATGGA 

CCACACGAGTTTCACCGAAATC-3′ (下划线处

为 Sac Ⅰ酶切位点)；下游引物 Primer-R：5′-CCC 

AAGCTTTTATCGTTCCATTTTCATGTCCG-3′ (下

划线处为 Hind  Ⅲ 酶切位点)。PCR 反应体系：模

板 DNA 1 μL，Primer-F 1 μL，Primer-R 1 μL，dNTPs 

1 μL，10×PCR buffer 2.5 μL，Taq 酶 0.3 μL，ddH2O 

18.2 μL。PCR 反应条件为：95 °C 5 min；95 °C    

1 min，65 °C 1 min，72 °C 1.5 min，30 个循环；

72 °C 10 min。回收目的片段，与 pET28a 载体连

接，转化感受态细胞 E. coli BL21(DE3)。挑取单

菌落，利用 SacⅠ和 Hind Ⅲ对提取质粒进行双酶

切鉴定，将鉴定正确的阳性克隆进行 DNA 测序

鉴定。 

1.4  agnE 基因的表达与 SDS-PAGE 分析 

在 DNA 测序鉴定正确的阳性克隆菌液中加入

IPTG 至终浓度为 0.2 mmol/L，16 °C 下诱导表达

20 h。将诱导表达的菌液离心，收集菌体，在 5 mL

裂解液中重悬，超声破碎 15 min (超声 1 s，间隔 2 s)。

4 °C 离心，分别收集全菌液、上清液、沉淀。采

用镍柱对上清液中 AgnE 蛋白进行纯化，依次用

含 80、100、150、250、500 mmol/L 咪唑洗脱液

洗脱蛋白。12% SDS-PAGE 检测，电压为 80 V。 
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1.5  基因的生物信息学分析 

使用 NCBI 中的 BLAST 在线软件以及

ClustalX软件对AgnE氨基酸序列同源性和保守序

列进行分析，采用 MEGA 6.0 软件构建进化树，

预测进化关系；利用 BioEdit 软件和 ProtParam 在

线软件对蛋白理化性质进行预测，采用 PROSITE、

NCBI BLASTp 在线软件对保守结构域(CD)进行

预测，pHD 在线预测蛋白质的二级结构。 

1.6  AgnE 酶活的测定 

2,5-二羟基吡啶双加氧酶能将 2,5-二羟基吡啶转

化为 N-甲酰马来酰胺酸。2,5-二羟基吡啶在 320 nm

有特异吸收峰，随着酶促反应的进行，320 nm 处的

吸光度随之减少。酶催化反应体系：pH 8.0 Tris-HCl

缓冲液(含 0.025 mmol/L Fe2+)，0.1 g/L 2,5-二羟基吡

啶，催化反应温度为 20 °C。500 μL 反应体系中加入

50 μL 的酶样品溶液。两倍体积乙醇终止酶促反应，

离心收集上清，测定上清液在 320 nm 处吸光度值。 

1.7  温度、金属离子及 pH 对酶活性的影响  

温度对酶活性的影响测定：将底物处于 pH 8.0

缓冲溶液(含 0.025 mmol/L Fe2+)中，分别在不同温

度下进行酶促反应。金属离子对酶活性的影响测

定：在 20 °C、pH 8.0 条件下，酶促反应分别在不

同金属离子条件下进行。pH 对酶活性的影响测

定：在 20 °C 下，酶促反应分别在不同 pH 值缓冲

溶液(含 0.025 mmol/L Fe2+)中进行。将最高酶活性

设为 100%，计算其他条件下的相对酶活。 

2  结果和分析 

2.1  agnE 基因的克隆与重组质粒 pET28a-agnE

的构建 

以根癌土壤杆菌 SCUEC1 菌株总 DNA 为模

板，Primer-F、Primer-R 为引物，通过 PCR 扩增

得到与 agnE 基因大小一致的约 1.0 kb 的片段。将

扩增得到的片段与 pET28a 载体连接，转化 E. coli 

BL21(DE3)后挑取转化子，提取质粒，SacⅠ和

Hind Ⅲ双酶切得到 2 个片段，分别对应 agnE 基

因双酶切片段和 pET28a 载体双酶切片段(图 1)，

对克隆片段进行核酸序列测定，与基因 agnE 序列

(图 2)一致。 

2.2  agnE 基因表达与 SDS-PAGE 分析 

重组 pET28a-AgnE 蛋白通过 IPTG 在 16 oC

诱导 20 h，用镍柱纯化，12% SDS-PAGE 检测结

果如图 3 所示，上清液中 AgnE 蛋白浓度较低，

沉淀中 AgnE 蛋白浓度较高，大部分 AgnE 蛋白存

在于沉淀中。用 250 mmol/L 咪唑对上清液中 AgnE

蛋白进行洗脱，得到较纯的 AgnE 蛋白。与蛋白

分子量标准比较，AgnE 蛋白分子量约为 42.0 kDa，

与目的蛋白理论计算值(42.0 kDa)相符。 
 

 
 

图 1.  质粒 pET28a-agnE 的构建 

Figure 1.  Construction of plasmid pET28a-agnE. M1: 
DL2000 DNA marker; M2: λ-Hind  DNA Ⅲ marker; 1: 
plasmid pET28a DNA digested with Sac and Ⅰ Hind ; Ⅲ

2: plasmid pET28a-agnE DNA digested with Sac  Ⅰ

and Hind ; 3: Ⅲ gene agnE DNA fragment digested 
with Sac and Ⅰ Hind Ⅲ. 
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ATGGACCACACGAGTTTCACCGAAATCTGCCTCCACCAGTTGAAGATGTCCGGCGTGCGCGACGGCGAGCGCCTTGTCGT
GCTCACGCAGGGCAATGAACGACTGGACTATGCAAATGCGTTTCTTGCCGCTGGCCAACGTCTTGGCGCGAACATGTACC
ACATGCGCCTGCCGGCGCCCTTGCCGACGGGTGGCTGGAATGTTGGCGTCACCGGCCTTGCCGCGATGCCAGATGCCGTT
GAGGCCCTCAAGAACTGCGACATGTTGATCGACTGCATCTTCCTGCTGTTCTCACCGGAGCAGATGGCGATCCAGGCCGC
CGGTACGCGCGTGTTGACAGCGGTTGAGCCGCCTGAACTTCTGGCTCGCATGCTTCCTTACAAGGAACTGCGGGAGAAGG
TGGAAATTGGTGGCGAGATCCTCTCGAGAGCCAAGGTTATGCGGATCACGTCGCAGCACGGGACCGACGTTACATACAAG
CTGAACACCTATCCCACGATCACGGAGTACGCGTGCACGGACCAACCAGGCCGGTGGGACCACTGGCCGTCTGGCTTTGT
CTTCACCGGCGGCGACGACGATGGCGTCGACGGCCAGATCGTAGTCGCGCCGGGCGATATCTTATTGCCGCAAAACACCTA
TGTGCGTGAGCCCATCATTTACACAATCGAGAAGGGCTGGATCACCGACATCCGTGGCGGCCTCGATGCCGAAATCGTCA
AGTCTTACATGCAGTCTTTCGCGGATCCGAAAGGTTACGGCATGAGCCATGTCGGCTGGGGCATGAATCCCCAGGCAAAAT
GGCATAACTTCGTGCCGGGCGCCTTTCCAGGCGGCATGGGCATGGAGCCGCGTTCGTTCTACGGAAACGTTATGTTCTCGA
CCGGCCCTAATAACGAGCTTGGCGGTCCAAACGACACACACTGCCACCTCGACATCCCGATGCGCAACTGCTCGCTCTTC 
CTTGATGACGCACCGATCGTCATCGATGGGGATATCGTCGTGCCGGACATGAAAATGGAACGATAA 

图 2.  基因 agnE 的核苷酸序列 

Figure 2.  Nucleotide sequence of gene agnE. 
 

 
 

图 3.  AgnE 蛋白的 SDS-PAGE 分析 

Figure 3.  SDS-PAGE analysis of the protein AgnE in 
E. coli BL21(DE3). Lane 1: lysed E. coli BL21 
carrying the plasmid pET28a; lane 2: supernant of the 
lysed E. coli BL21 carrying the plasmid pET28a; lane 
3: precipitate of the lysed E. coli BL21 carrying the 
plasmid pET28a; lane 4: lysed E. coli BL21 carrying 
the recombinant plasmid pET28a-agnE; lane 5: 
supernant of the lysed E. coli BL21 carrying the 
recombinant plasmid pET28a-agnE; lane 6: precipitate 
of the lysed E. coli BL21 carrying the recombinant 
plasmid pET28a-agnE; lane 7: purified protein AgnE. 
 

2.3  agnE 基因编码的氨基酸序列分析 

利用 NCBI BLASTp 在线软件在 GenBank 中

进行检索，选择相似度较高的氨基酸序列进行比

对分析，采用 N-J 法构建进化树，Bootstrap 值为

1000，用 MEGA 6.0 构建进化树(图 4)。AgnE 氨

基酸序列与中间苍白杆菌 SJY1 中 2,5-二羟基吡啶

双加氧酶和根瘤菌中亮氨酰氨基肽酶氨基酸序列均

具有 100%的同源性。中间苍白杆菌 SJY1 中 2,5-二

羟基吡啶双加氧酶能将 2,5-二羟基吡啶转化为 N-甲

酰马来酰胺酸。根瘤菌中亮氨酰氨基肽酶是水解以

亮氨酸残基为氨基末端的蛋白质或多肽的酶类。 

根据 ExPASy ProtParam 在线分析得出，AgnE

的氨基酸组成个数为 342，理论分子量 37.7 kDa，

pI 4.97，带负电荷的氨基酸残基数(Asp+Glu)为 42，

带正电荷的氨基酸残基数(Arg+Lys)为 27，不稳定

指数 42.82，平均亲水系数(GRVAY) –0.167。  

采用 PROSITE、NCBI BLASTp 在线对保守

结构域(CD)进行预测，AgnE 蛋白属于肽酶 M29

超家族。pHD 在线预测蛋白质的二级结构，有 8

个 α-螺旋，有 4 个蛋白结合区域，分别为氨基酸

序列中第 1 位点的甲硫氨酸、第 46 位点的谷酰胺、

第 110 位点的精氨酸以及第 133 位点的赖氨酸。 

综上所述，AgnE 不稳定指数高于阈值 40，

推测 AgnE 为不稳定蛋白。带负电荷氨基酸数多

于带正电荷氨基酸数，推断为酸性蛋白质。根据

GRVAY 数值推测 AgnE 为亲水性蛋白。利用

SignalP 4.1 Server 在线预测 AgnE 不含信号肽序

列，推测 AgnE 为非分泌性蛋白。 
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图 4.  基于氨基酸序列 AgnE 蛋白的进化树构建 

Figure 4.  Phylogenetic tree of AgnE protein based on amino acid sequence. The GenBank accession numbers are 
given in parentheses. Posterior probabilities are denoted at nodes. Numbers at branching points are bootstrap values. 
Bar 0.02 at the bottom is the sequence divergence. 
 

2.4  AgnE 蛋白酶活性的检测 

在温度为 20 °C、 pH 8.0 缓冲溶液 (含    

0.025 mmol/L Fe2+)中，用纯化的 AgnE 蛋白进行

酶促反应。分别测定酶促反应 0、5、10、20 min

时体系吸光度值。结果如图 5 所示，320 nm 处吸

光度值随着酶促反应的进行而降低，反应 20 min

转化率达到 89.19%。而对照在 0、5、10、20 min

吸光度值保持不变。表明 AgnE 蛋白具有催化 2,5-

二羟基吡啶转化的酶活性。 
 

 
图 5.  不同反应时间反应体系的紫外吸光度值 

Figure 5.  The ultraviolet absorbance of the reaction 
system at different reaction time. 

2.5  温度对 AgnE 蛋白酶活性的影响 

在 pH 8.0 缓冲溶液(含 0.025 mmol/L Fe2+)条

件下，分别测定 15、20、25、30、35、40、50、

60、70 °C 不同温度对 AgnE 蛋白酶活性影响，结

果如图 6 所示。在温度为 20–70 °C 的范围内，随

温度升高，AgnE 蛋白酶活性逐渐下降，AgnE 蛋

白酶活性的最适反应温度为 20 °C。 

2.6  pH 对 AgnE 蛋白酶活性的影响 

在温度为 20 °C，分别测定 pH 值为 3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 时缓冲溶液(含 0.025 mmol/L  

 
图 6.  温度对 AgnE 蛋白酶活的影响 

Figure 6.  The effects of temperature on the enzyme 
activity of AgnE protein. 
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Fe2+)条件下 AgnE 蛋白酶的催化活性，结果如图 7

所示。在 pH 为 3.0–8.0 的范围内，随 pH 增加，

AgnE 蛋白酶活性逐渐上升；在 pH 为 8.0–10.0 的

范围内，随 pH 增加，AgnE 蛋白酶活性逐渐下降，

AgnE 酶的最适反应 pH 为 8.0。 

2.7  金属离子对 AgnE 蛋白酶活性的影响   

在温度为 20 °C、pH 8.0 缓冲溶液(不含金属

离子)条件下，分别测定终浓度为 0.025 mmol/L 的

Fe2+、Ca2+、Mg2+、Zn2+、Mn2+、Ni2+、Cu2+对 AgnE

蛋白酶活性的影响。结果如图 8 所示，Ni2+和 Cu2+  

 
图 7.  pH 对 AgnE 蛋白酶活的影响 

Figure 7.  The effects of metal ion on the enzyme 
activity of AgnE protein.  

 
 

图 8.  金属离子对 AgnE 蛋白酶活的影响 

Figure 8.  The effects of metal ion on the enzyme 
activity of AgnE protein. CK: No metal ions were added. 

 

对 AgnE 蛋白酶活性有一定的抑制作用，而 Ca2+

和 Fe2+对 AgnE 蛋白酶活性有一定的促进作用，

Fe2+对 AgnE 蛋白酶活性的促进作用较高。 

3  讨论 

氮杂环是许多天然分子化合物和人造化学活性

物质中共同的结构单元，吡咯、吡啶以及吡嗪衍生 

物可以用作药物、除草剂、杀虫剂、油漆等[25–26]，

有些是环境污染物，如烟草中的尼古丁。微生物

代谢在清除环境中尼古丁残物起到重要作用，进

行尼古丁降解菌代谢途径的探究，对被尼古丁污

染的环境中的生物修复具有潜在应用价值[10]。 

本研究对根癌土壤杆菌 SCUEC1 菌株中的一

个尼古丁降解相关基因 agnE 进行克隆和功能研

究，该基因编码的氨基酸序列与中间苍白杆菌 SJY1

中 VppE 蛋白氨基酸序列具有 100%的相似度[22]，与

恶臭假单胞杆菌中 Hpo 蛋白氨基酸序列具有 82%

的相似度[27]。agnE 基因编码 AgnE 蛋白的功能为

2,5-二羟基吡啶双加氧酶。2,5-二羟基吡啶中吡啶

环在自然条件下不易降解开环，2,5-二羟基吡啶双

加氧酶是尼古丁降解途径中关键酶。 

AgnE 蛋白的氨基酸序列与氨基肽酶(AmpS)

具有较高同源性，AgnE 蛋白中含有一个与氨基肽

酶(AmpS)类似的保守结构域。黄色葡萄球菌的

AmpS 中含有 2 个高效的 Co2+结合位点[28]。将

AgnE 的结构模型与 AmpS 的晶体结构比较后发

现，AgnE 中与 AmpS 2 个 Co2+结合位点相对应位

置的氨基酸残基不同，这可能导致 AgnE 失去了

结合 Co2+的能力，推测 AgnE 蛋白可能不具备氨

基肽酶活性，在尼古丁降解基因蛋白 Hpo、NicX

等也存在类似现象[27,29–30]。 
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Cloning and charaterization of the agnE gene for nicotine 
degradation in Agrobacterium tumefaciens strain SCUEC1 

Ting Pi, Jiacheng Yao, Yue Huang, Zhenzhen Xia, Feng Mei, Donglan He,  
Guojun Cheng, Tao Liu, Xiaohua Li* 
Hubei Provincial Engineering and Technology Research Center for Resources and Utilization of Microbiology, College of Life 

Sciences, South-Central University for Nationalities, Wuhan 430074, Hubei Province, China 

Abstract: [Objective] We cloned and expressed the agnE gene involved in nicotine-degrading in Agrobacterium 

tumefaciens and characterized the AgnE protein. [Methods] The agnE gene fragment (1029 bp) was amplified with 

PCR. Recombinant plasmid pET28a-agnE was constructed and transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for 

heterologous expression, and the expressed protein was detected with SDS-PAGE. The enzyme activity of AgnE 

was determined spectrophotometrically by monitoring the decrease of 2,5-dihydroxy pyridine at 320 nm. The effect 

of temperature, pH and metal ion on enzyme activity was investigated. [Results] The agnE gene was cloned and the 

recombinant plasmid pET28a-agnE was expressed. The molecular weight of the recombinant protein was 42.0 kDa, 

and the protein was expressed in the form of inclusion bodies in cells. The AgnE protein had high enzyme activity 

at pH 8.0 and and 20 °C. In addition, Fe2+ showed significant promoting effect on enzyme activity. [Conclusion] 

The activity of AgnE protein with 2,5-dihydroxy pyridine dioxygenase was clarified. 

Keywords: Agrobacterium tumefaciens SCUEC1 strain, nicotine degrading metabolism, the function of the agnE 

gene, 2,5-dihydroxy pyridine 
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