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摘   要：丙氨酸消旋酶是异构酶家族中一类重要的酶，既能作为新型抗菌药物筛选的靶标，又是

酶法合成 D-氨基酸的关键酶之一，有巨大的研究价值。【目的】为挖掘动物胃肠道中未培养微生物的

丙氨酸消旋酶基因资源，探究不同微生物来源丙氨酸消旋酶基因及其酶的功能和性质。【方法】本研

究从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因组出发，基于序列分析和基因功能注释，克隆丙氨酸消旋酶

基因并在大肠杆菌 BL21(DE3)中成功异源表达，进行酶功能鉴定和性质研究。【结果】从宏基因

组中获得 2 个丙氨酸消旋酶基因 NCalr 1 和 NCalr 6 并进行了重组表达，2 基因全长均为 1 170 bp，

编码 389 个氨基酸；理论分子量分别为 43.58 kDa 和 43.94 kDa。重组酶的最适 pH 均为 12.0，最

适温度为 40 °C 和 37 °C。在 pH 9.0–12.0 条件下处理 1 h，重组酶相对酶活性仍在 90%以上，表明

重组酶具有较好的耐碱性；在 30–45 °C 处理 1 h，相对酶活仍在 85%以上，说明重组酶在 30–45 °C

条件下稳定性好。重组酶的最适 PLP 浓度为 10 μmol/L，添加 10 μmol/L PLP 时，可使得重组酶的相

对活性提高 30%和 7%左右；但当 PLP 的结合位点由赖氨酸突变为丙氨酸后，相对酶活仅为初始酶活

的 1%和 27%。两重组酶的 Km分别为(14.81±1.66) mmol/L和(25.87±1.95) mmol/L。10 mmol/L的 Hg2+、

Ag+、Zn2+和 SDS 对重组酶具有强烈的抑制作用；Fe3+对重组酶有极强的激活作用，10 mmol/L 的
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Fe3+可将酶活性提高 2.6–5.1 倍。【结论】本研究首次利用宏基因组学技术从西黑冠长臂猿粪便微

生物宏基因组中获得 2 个新型丙氨酸消旋酶，具有较好的应用前景。 

关键词：丙氨酸消旋酶；粪便微生物宏基因组；异源表达；酶学性质  
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Abstract: Alanine racemase belonging to the isomerase family has great research value. It can be used 

as a target for the screening of new antibacterial drugs and is one of the key enzymes in the enzymatic 

synthesis of D-amino acids. [Objective] To mine the alanine racemase gene resources from uncultured 

microorganisms in the gastrointestinal tract of animals, and clarify the functions and properties of 

alanine racemase genes from different microorganisms. [Methods] On the basis of sequence analysis 

and gene function annotation, alanine racemase genes were cloned from the metagenome of the fecal 

microorganisms of Nomascus concolor and heterologously expressed in Escherichia coli BL21(DE3) 

for the identification of enzyme functions and properties. [Results] Two alanine racemase genes, NCalr 1 

and NCalr 6, were obtained, each of which had a length of 1 170 bp and encoded 389 amino acids. The 

deduced proteins of NCalr 1 and NCalr 6 had the molecular weights of 43.58 kDa and 43.94 kDa, 

respectively. The recombinant enzymes had the optimal performance at pH 12.0 and 40 °C/37 °C. The 

relative activities of the recombinant enzymes treated at pH 9.0–12.0 for 1 h were above 90%, indicating 

good alkali resistance. The recombinant enzymes had good stability at 30–45 °C, with the relative activity 

above 85% after being treated at 30–45 °C for 1 h. The optimal PLP concentration was 10 μmol/L for the 

two enzymes, and the incubation with 10 μmol/L PLP increased the relative activity of the enzymes by 

about 30% and 7%, respectively. However, the mutation from lysine to alanine at the PLP binding site 

reduced the relative activity of the two enzymes to only 1% and 27% of the initial activity, respectively. 

The Km values of the recombinant enzymes were (14.81±1.66) mmol/L and (25.87±1.95) mmol/L, 

respectively. The recombinant enzymes were inhibited by 10 mmol/L Hg2+, Ag+, Zn2+, and SDS while 

activated by Fe3+, and 10 mmol/L Fe3+ increased their activities by 2.6–5.1 times. [Conclusion] The study 

obtained two new alanine racemases with good application prospects from the fecal microbial 

metagenomics of N. concolor for the first time. 

Keywords: alanine racemase; fecal microbial metagenomics; heterologous expression; enzymatic 
properties 
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绝大多数氨基酸都具有手性，以 D-或 L-氨

基酸(AA)的形式存在于自然界。D-Ala 是细菌

肽聚糖生物合成的重要成分，以 D-丙氨酰-D-丙

氨酸二肽的形式参与肽聚糖单位的交联，对细

菌存活具有决定性作用[1]，然而自然界并不存

在游离的 D-Ala，需要通过化学或生物酶法才

能合成。 

生物酶法主要是利用氨基酸消旋酶对底物

L-AA 进行外消旋化获得 D-AA；而氨基酸消旋

酶根据辅酶依赖性可分为磷酸吡哆醛(PLP)依

赖型和 PLP 非依赖型 2 类[2–3]，其中催化 L-Ala

和 D-Ala 相互转化的丙氨酸消旋酶 (alanine 

racemase，ALR，EC 5.1.1.1)属于 PLP 依赖型消

旋酶。ALR 主要存在于原核及部分真核生物中，

与细菌引起的疾病密切相关。研究表明，许多

致病菌中均存在 ALR，如结核分枝杆菌 [4–5] 

(Mycobacterium tuberculosis)、变异链球菌 [6–7] 

(Streptococcus mutans) 、 假 坚 强 芽 孢 杆 菌 [8] 

(Bacillus pseudofirmus)等。ALR 的活性决定了

细菌中 D-Ala 的量，即控制了细菌细胞壁的合

成，进而影响致病菌的存活，因此 ALR 已成为

新型抑菌药物筛选的重要靶标[9–10]。 

通过前期宏基因组测序研究，我们发现西

黑冠长臂猿(Nomascus concolor)粪便微生物宏

基因组中存在较高丰度和多样性的氨基酸消

旋酶基因。因此，本研究利用宏基因组学和生

物信息学技术，从西黑冠长臂猿粪便微生物宏

基因组中筛选 ALR 编码基因，根据基因序列

设计引物扩增 ALR 基因片段，并在大肠杆菌

中异源表达，探究重组 ALR 的酶学性质，以

期为 ALR 抑制剂的筛选提供新靶标以及为

D-AA 的合成提供更多稳定性好、催化活性高

的 ALR。 

1  材料与方法  

1.1  主要试剂和仪器  
PrimeSTAR Max DNA Polymerase、限制性

内切酶(NdeⅠ和 XhoⅠ)购自 TaKaRa 公司；质粒

提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒购自美国 Omega

公司；L-AA、4-氨基安替比林、N-乙基-N-(2-羟

基-3-磺丙基)-3-甲基苯胺钠盐(TOOS)、辣根过

氧化物酶和 D-氨基酸氧化酶购自上海源叶生物

科技有限公司；DNA Marker 购自北京博迈德公

司；其他试剂均为分析纯。 

SCIENTZ-ⅡD 型细胞超声破碎仪，宁波新

芝生物科技股份有限公司；5810 型冷冻高速离

心机，Eppendorf 公司；ETC811 型 PCR 仪，苏

州东胜兴业科学仪器有限公司；sub cell GT 型

核酸电泳仪、estain TM 型蛋白电泳仪，伯乐生

命医学产品有限公司；Mullikan Sky 型全波长

酶标仪，昆明友宁科技有限公司。 

1.2  样品、菌株和载体 
西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因组 DNA、

表达载体 pEASY-E2，为本实验室保藏；大肠杆

菌 BL21(DE3)感受态细胞购自北京擎科新业生

物技术有限公司。 

1.3  丙氨酸消旋酶基因的扩增及序列分析 
1.3.1  克隆目的基因 

利用生物信息学技术从西黑冠长臂猿粪便

微生物宏基因组文库中筛选含有完整序列的编

码 ALR 的基因 NCalr 1 和 NCalr 6，据此设计

特异性引物对 NCalr 1-F1、NCalr 1-R1 和 NCalr 

6-F6、NCalr 6-R6，以西黑冠长臂猿粪便微生物

宏基因组 DNA 为模板，扩增目的基因 NCalr 1

和 NCalr 6。引物由上海捷瑞生物工程有限公司

合成，其信息如下(划线部分代表 NdeⅠ和 XhoⅠ

的酶切位点)： 

NCalr 1-F1：5′-TAAGAAGGAGATATACATA 
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TGGAATTGATGGATTCAACATTAAAGCGG-3′ 
NCalr 1-R1：5′-GTGGTGGTGGTGGTGCTC 

GAGCCCCCTTAAAAGAAGCTC-3′ 
NCalr 6-F6：5′-TAAGAAGGAGATATACATA 

TGGAATTGATGGAGAGTACACTGAAGCGC-3′  

NCalr 6-R6：5′-GTGGTGGTGGTGGTGCTC 

GAGTCCGAGGAGCTGGAGATTG-3′ 

NCalr 1 基因 PCR 反应体系(20.0 μL)：宏基

因组文库 DNA 0.5 μL，PrimeSTAR Max 10 μL，

NCalr 1-F1 0.5 μL，NCalr 1-R1 0.5 μL，ddH2O 补

足 20.0 μL (NCalr 6 基因同上)。PCR 反应条件

为：98 °C 10 s，55 °C 15 s，72 °C 1 min 30 s，

30 个循环；72 °C 10 min，4 °C 10 min。 

1.3.2  序列分析 

用 BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi)进行核苷酸和氨基酸序列比对；用 SignalP-4.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/)预测

信号肽；蛋白质分子量使用 Bioxm 2.6 预测。

用 MEGA 6.0 进行多序列比对分析和构建系统

发育进化树，ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ 

ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)进行比对结果美化。 

1.4  连接转化 

提取实验室前期构建的表达质粒 pEASY-E2，

并用 NdeⅠ和 XhoⅠ对其进行双酶切，回收酶切

后的载体片段。将纯化后的 ALR 基因 NCalr 1、

NCalr 6 与酶切回收得到的线性化表达质粒

pEASY-E2 进行连接，PCR 反应体系(10.0 μL)：

线性化 pEASY-E2 载体 1.0 μL，纯化的目的基因

2.0 μL，Exnase Ⅱ 1.0 μL，5×CE Ⅱ Buffer 2.0 μL，

ddH2O 补足 10.0 μL，37 °C PCR 仪孵育 30 min，

后将 10.0 μL 连接产物全部转入大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞中，构建 BL-21(DE3)/ 

NCalr 1、BL-21(DE3)/NCalr 6 重组子，阳性克

隆经验证(菌液 PCR)后，送北京擎科新业生物

技术有限公司测序。 

1.5  重组酶的表达、纯化及鉴定 
取重组菌株BL21(DE3)/NCalr 1和BL21(DE3)/ 

NCalr 6，以 0.1%接种量接种到灭菌的含 2 L LB 

(含 100 mg/L Amp)培养液的 5 L 发酵瓶中，

37 °C 振荡培养 4–6 h (OD600=0.8–1.0)，加入终浓

度为 0.7 mmol/L 的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)诱导，于 16 °C、180 r/min 过夜培养 16 h

左右。4 °C、5 000 r/min 离心 10 min，收集菌

体。用适量的 pH 7.0 的 Tris-HCl 缓冲液悬浮菌

体后，于冰浴条件下用超声波细胞破碎仪(变幅

杆为 6 950 W)破碎菌体 15 min。细胞破碎液在

4 °C、12 000 r/min 离心 10 min 后收集上清并用

Ni-NTA Agarose纯化含 6×His-tag的目的蛋白即

NCALR1 和 NCALR6，在 12%的凝胶上进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析。 

1.6  突变体的构建 
以质粒 pEASY-E2-NCalr 1 和 pEASY-E2-NCalr 6

为模板，设计突变引物，采用 QuickMutationTM

基因定点突变试剂盒将重组酶氨基酸序列中能

与 PLP 结合的第 39 位赖氨酸(Lys)突变为 Ala，

突变引物设计如下：(划线部分代表突变位点

AAG–GCG) 
NCalr 1F：5′-GTAAAATTTCTGGGCGTTG 

TAGCGGCGGATGCTTACGGTCACG-3′ 
NCalr 1R：5′-CGCCGCTACAACGCCCAG 

AAATTTTACATCTGCGCTGAT-3′ 
NCalr 6F：5′-AGGCGAAGCTCCTCGGCG 

TGGTCGCGGCGGATGCCTAC-3′ 
NCalr 6R：5′-CGCCGCGACCACGCCGAG 

GAGCTTCGCCTTCGGCCCGAC-3′ 
NCalr 1 基因突变体系(25.0 μL)：Nuclease-Free 

Water 17.0 μL，10×BeyoFusion Buffer 2.5 μL，

NCalr 1F 1.0 μL，NCalr 1R 1.0 μL，dNTPs mix 

2.5 μL，质粒 0.5 μL，BeyoFusion DNA Polymerase 

0.5 μL (NCalr 6基因同上)。PCR反应条件为：95 °C 

3 min；95 °C 30 s，60.9 °C 30 s，68 °C 7 min，
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20 个循环；4 °C 10 min。PCR 反应结束后，加入

1.0 μL DpnⅠ，混匀后 37 °C 孵育 3 h。DpnⅠ消

化完毕后直接取 10.0 μL 消化产物与大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞混合，通过含有氨苄青霉素

抗性的 LB 固体平板筛选，挑取单菌落进行菌落

PCR 验证，将验证条带正确的菌株送北京擎科新

业生物技术有限公司测序。发酵，纯化参看 1.5。 

1.7  丙氨酸消旋酶活性测定 

采用消旋反应和氧化反应两步法测定 ALR

的活性。 

消旋反应：200 μL 反应体系中含有 100 μL 

40 mmol/L Britton-Robinson 缓冲液[11]，80 μL 

0.125 mol/L L-Ala，0–5 μL 4 mmol/L PLP。37 °C

预热 5 min，加入 20 μL 纯化后的酶蛋白(以煮

沸灭活的酶液作空白对照)反应 10 min，立即加

入 25 μL 2 mol/L HCl 终止反应，于冰上放置   

2 min 后加入 25 μL 2 mol/L NaOH 溶液中和过

量的酸，随即在 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，

将上层清液转移至新试管中。 

氧化反应[12]：200 μL 显色体系中含有 20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)，0.1 mg/mL 4-氨基安替比林，

0.1 mg/mL TOOS，0.1 U D-氨基酸氧化酶，2 U

辣根过氧化物酶与 200 μL 的消旋反应产物，反

应液于 37 °C 恒温反应 20 min，测定 550 nm 吸

光值。 

一个酶活力单位(U)定义为 1 min 内催化生

成 1 μmol D-Ala 所需要的酶量。 

1.8  丙氨酸消旋酶酶学性质分析 

1.8.1  最适 pH 和 pH 稳定性 

37 °C 下，以 L-Ala 为底物，使用宽 pH 范

围的 Britton-Robinson 缓冲液配制 pH 3.0–13.0

的缓冲液，测定 NCALR1 和 NCALR6 的 适

pH。将酶液在 37 °C，pH 3.0–13.0 缓冲溶液中

保温 1 h， 适反应条件下测定其剩余酶活力，

以未作处理的酶液在 适反应条件下测定的酶

活力为对照，分析 pH 稳定性。 

1.8.2  最适温度和温度稳定性 

在 适 pH 条件下测定 NCALR1 和 NCALR6

的 适温度，温度区间为 0–70 °C。将酶放置在

不同温度(30、37、40、45 °C)处理 0–60 min，

在 适反应条件下测定重组酶的剩余酶活力，

以未作处理的酶液在 适反应条件下测定的酶

活力为对照，分析重组酶的热稳定性。 

1.8.3  底物特异性 

以 8 种终浓度为 50 mmol/L 的 L-AA 为底

物，即 Ala、丝氨酸(Ser)、半胱氨酸(Cys)、脯

氨酸(Pro)、酪氨酸(Tyr)、亮氨酸(Leu)、谷氨酸

(Glu)、天冬氨酸(Asp)，在 适反应条件下测定

其剩余酶活力。 

1.8.4  辅因子PLP浓度对重组酶活性及其产物

生成量的影响 

以终浓度为 50 mmol/L 的 L-Ala 为底物，

在 适反应条件下测定不同浓度的 PLP (0、10、

20、50、100 μmol/L)对酶活性的影响，并利用

岛津 LCMS-8050 超高效液相色谱-串联质谱仪

(LC-MS/MS)测定未添加 PLP 及 适 PLP 的反

应液中产物 D-Ala 的含量。  

1.8.5  酶分子动力学参数测定 

以不同浓度的 L-Ala (0–50 mmol/L)为底

物，于 适反应条件下进行酶促反应。米氏常

数 (Km) 和 大 反 应 速 度 (Vmax) 的 获 取 通 过

Lineweaver-Burk 法计算得到。 

1.8.6  金属离子和化学试剂对酶活性的影响  

测定 

在酶促反应体系中加入终浓度为 10 mmol/L

的各种金属离子和化学试剂(Ag+、Li+、Na+、

Ca2+、K+、Fe2+、Zn2+、Mg2+、Mn2+、Pb2+、Ni2+、

Co2+、Cu2+、Hg2+、Fe3+、Al3+、EDTA、SDS、

Tween-80、PEG20000、PEG4000、盐酸胍、丙酮、
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乙醇)，在 适反应条件下测定重组酶的活力，以

不加金属离子和化学试剂的酶活力为对照。 

1.8.7  NaCl 对重组丙氨酸消旋酶的影响和耐

受性测定 

用 pH 12.0 的缓冲液配制 0.5–5.0 mol/L 

NaCl 溶液。在重组酶的 适反应条件下，向不

同浓度的 NaCl 溶液中加入底物预热 5 min，再

加入酶液进行酶促反应，以反应体系中不含

NaCl 为对照，测定 NaCl 对酶的影响。将纯酶

置于 0.5–5.0 mol/L NaCl 中，37 °C 保温 1 h，

在 适反应条件下测定剩余酶活力(未除盐)，

以未经 NaCl 处理的酶活力为对照，测定 NaCl

耐受性。 

1.8.8  突变体的酶活性测定 

突变体的性质测定参照 1.7。 

2  结果与分析 

2.1  丙氨酸消旋酶基因的 PCR 扩增及序列

分析 
基于宏基因组序列分析，从西黑冠长臂猿粪

便微生物宏基因组样品中筛选获得 2 条 ALR 基

因，设计引物，通过 PCR 扩增得到 2 条 1 170 bp

的 DNA 片段 NCalr 1 和 NCalr 6，经 1% (W/V)

琼脂糖凝胶电泳检测显示条带大小与理论分子

量大小相符(图 1)，将获得的目的基因与酶切后

的表达载体 pEASY-E2 连接，成功构建了表达

载体 pEASY-E2-NCalr 1 和 pEASY-E2-NCalr 6。

NCalr 1 和 NCalr 6 均不含信号肽、编码 389 个氨

基酸，蛋白分子量分别为 43.58 kDa 和 43.94 kDa，

序列 GenBank 登录号分别为 MW700274 和

MW700275。BLAST 结果显示，NCALR1 与人

肠 道 宏 基因 组 中 毛螺 科 菌 (Lachnospiraceae 

bacterium，MBD8917435.1)来源的 ALR 相似性

高(86.63%)；NCALR6 与人肠道宏基因组中

厚壁菌(Firmicutes bacterium，CCZ45815.1)来源 

 
 
图 1  丙氨酸消旋酶基因 PCR 的电泳结果 
Figure 1  Alanine racemase gene PCR electrophoresis 
results. M: DNA marker; 1: NCalr 1 gene; 2: NCalr 6 
gene. 

 
的 ALR 相似性 高(98.71%)，上述同源序列均

来自宏基因组测序，尚无相关研究报道，表明

来自西黑冠长臂猿粪便微生物编码的 NCALR1

和 NCALR6 属于新型 ALR。 

将 NCALR1 和 NCALR6 与其他来源 ALR

的氨基酸序列进行多序列比对发现(图 2)，不同

来源 ALR 的氨基酸序列存在多个保守区域，如

序列 N 端有一个含有 Lys(K)的 PLP 结合位点保

守区域 G-V-[IV]-K-A-D-A-Y-G-H-G；序列 C-端

有参与催化 L-Ala 为 D-Ala 消旋作用的 Tyr (Y)的

关键区域[AG]-[VT]-x-P-[IY]-G-Y-A-D-G-[FL][13]。

但从图中可看出 NCALR1 和 NCALR6 在 C 端

保守区域内第 44 位氨基酸残基不相同，在    

N 端保守区域内第 285、287、289 和 295 这 4 个

位点的氨基酸残基也不相同，这可能会引起其

功能和性质的差异。 

选取 GenBank 数据库中不同来源的 ALR

序列与 NCALR1 和 NCALR6 构建系统发育树

(图 3)，结果表明 NCALR1 和 NCALR6 与人胃

肠道粪便微生物来源的 ALR 相似性较高。尽管

NCALR1 和 NCALR6 的氨基酸序列较为相似，然 
 



 

 

 

1368 Yang Jinru | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(4) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 
图 2  重组酶氨基酸序列与其他不同来源的 ALR 氨基酸序列比对分析 
Figure 2  Alignment analysis of the amino acid sequence of the recombinase with other ALR amino acid 
sequences from different sources. The green box represents the conserved residues of the C-terminal catalytic 
site, the green five-pointed star represents the PLP binding site, the blue box represents the conserved 
residues of the N-terminal catalytic site, and the blue five-pointed star represents the site that catalyzes the 
racemization reaction, the red arrow indicates that there are differences in some amino acids in the conserved 
regions of the two recombinant alanine racemase enzymes. 
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图 3  NCALR1 和 NCALR6 与其他微生物来源的 ALR 氨基酸序列构建的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of NCALR1 and NCALR6 and ALR from 
different sources. The phylogenetic tree analysis was constructed using the neighbor-joining (NJ) method 
using MEGA 6.0. The numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The number near the branch 
line indicates the percentage of reliability of the branch in the test, the scale bar indicates 0.05 substitutions 
per nucleotide position. All sequences are from GenBank. 
 

而两者并未聚在一个大的分支。NCALR1 与毛螺

科菌(Lachnospiraceae bacterium，MBD8917435.1) 

ALR 聚到一个分支，NCALR6 则与厚壁菌

(Firmicutes bacterium，CCZ45815.1) ALR 聚在

一个分支，表明 NCALR1 和 NCALR6 可能分

别来源于厚壁菌门的两种细菌。 

2.2  重组丙氨酸消旋酶NCALR1和NCALR6

的异源表达、纯化及鉴定 
将成功构建的表达载体 pEASY-E2-NCalr 1

和 pEASY-E2-NCalr 6 转入大肠杆菌 BL21(DE3)

感受态细胞中，将经测序确认的重组大肠杆菌

BL21(DE3)/NCalr1 和 BL21(DE3)/NCalr6 进行

扩大培养，经 0.7 mmol/L IPTG 诱导表达、破壁、

离心后获得 NCALR1 和 NCALR6 粗酶液。用

Ni-NTA Agarose 对 重 组 酶 进 行 纯 化 ， 在

SDS-PAGE 中分别得到分子量约为 44 kDa 的单

一条带(图 4)，与理论分子量一致。 

 
 
图 4  重组丙氨酸消旋酶 NCALR1 和 NCALR6

的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of recombinant 
NCALR1 and NCALR6. M: protein molecular 
weight marker; 1: extracts of IPTG-induced E. coli 
BL21(DE3) containing the empty pEASY-E2; 2: 
unpurified NCALR1; 3: purified NCALR1; 4: 
unpurified NCALR6; 5: purified NCALR6. 
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2.3  突变体的构建 

以重组质粒为模板，通过突变试剂盒进行

PCR 突变扩增，获得突变型重组质粒，转入大

肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞，阳性克隆和测

序 验 证 后 获 得 突 变 型 重 组 大 肠 杆 菌 菌 株

BL21(DE3)/NCalr 1-7 和 BL21(DE3)/NCalr 6-2。

发酵、纯化条件与野生型相同。 

2.4  重组丙氨酸消旋酶NCALR1和NCALR6

酶学特性表征 
2.4.1  最适 pH 值及 pH 稳定性 

图 5A 显示 2 个重组酶的 适 pH 均为 12.0，

在 pH 低于 7.0 时，2 个重组酶几乎无活性。pH

耐受结果如图 5B 显示，重组酶在 pH 9.0–12.0

处理 1 h，酶活力均保持在 80%以上，在 pH 

3.0–7.0 处理 1 h，NCALR6 残存酶活力在

20%–60%左右，而 NCALR1 基本无活性，说

明重组酶耐碱能力较耐酸能力强，且在 pH 

3.0–8.0 NCALR6 的 pH 稳定性较 NCALR1 好。 

2.4.2  最适温度及温度稳定性 

图 6A 显示，NCALR1 和 NCALR6 的 适

温度分别为 40 °C 和 37 °C。将重组酶置于 30、

37、40、45 °C 下保温 60 min，以未经处理的

为对照，将处理 60 min 时的相对酶活进行作图

(图 6B)显示，重组酶在 4 个温度下处理 60 min

后相对活性均高于 80%，且 NCALR1 在 40 °C

条件下耐受 60 min 后其相对活性达到 118%， 
 

 
 

图 5  重组丙氨酸消旋酶最适 pH (A)和 pH 稳定性(B) 
Figure 5  Optimal pH (A) and pH stability (B) of recombinant alanine racemase. 
 

 
 

图 6  重组丙氨酸消旋酶最适温度(A)和热稳定性(B) 
Figure 6  Optimum temperature (A) and thermal stability (B) of recombinant alanine racemase. 
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说明重组酶在 37–45 °C 条件下稳定性较好，且

NCALR1 在 30、40、45 °C 条件下的温度稳定

性较 NCALR6 好。 

2.4.3  底物特异性 

由图 7 可见，重组酶的 适底物均为

L-Ala，对其他 7 种 L-AA 的相对活性均低于

10%，说明重组酶具有严格的底物特异性。 

2.4.4  辅因子PLP浓度对重组酶活性及其产物

生成量的影响 

添加外源辅因子对重组酶活性具有一定的

影响，结果如图 8 所示，添加 10 μmol/L 和    

20 μmol/L PLP 可使得 NCALR1 的相对活性提

高30%左右，添加10 μmol/L PLP可使得NCALR6

相对活性提高 7%左右；说明重组酶的 适外加

PLP 浓度为 10 μmol/L。利用 LC-MS/MS 测定未

添加 PLP 和添加 适 PLP (10 μmol/L)的反应液

中 D-Ala 的含量，结果如图 9 所示，NCALR1

和 NCALR6 在未添加 PLP 和添加 10 μmol/L 

PLP 后均能产生 D-Ala，且产物生成量相差不

大，说明重组 ALR 分泌至胞外前已经结合微生

物细胞中的内源性 PLP，进一步证明了该酶的

酶活性并不依赖外源 PLP。 

 

 
 

图 7  重组酶底物特异性 
Figure 7  Substrate specificity. 

 
 
图 8  PLP 辅因子依赖性 
Figure 8  PLP-dependent. 
 

2.4.5  重组酶分子动力学参数分析    

以 0、2、4、10、25、50 mmol/L 的 L-Ala

为底物，在 适反应条件下测定酶活性，根据双

倒数图(图 10)测定和计算 Km 和 Vmax，NCALR1

的 Km 和 Vmax 分别为 (14.81±1.66) mmol/L 和

(89.06±4.26) μmol/(L·min)；NCALR6 的Km和Vmax分

别为(25.87±1.95) mmol/L和(72.18±1.42) μmol/(L·min)。 

2.4.6  金属离子及化学试剂对酶蛋白活性的影响 

在酶促反应体系中加入终浓度为 10 mmol/L

的各种金属离子和化学试剂，结果如表 1。表 1

中的数据显示，10 mmol/L 的 Hg2+、Ag+、Zn2+、

Ni2+、Fe2+、Pb2+、Al3+、Ca2+、Mn2+和 SDS 对

重组酶有较强的抑制作用；Mg2+、Co2+和 EDTA

对 NCALR1 抑制作用高于 50%，而对 NCALR6

抑制作用较小。Fe3+对 2 个重组酶都有激活作

用，其活性可提高 2.6–5.1 倍；Cu2+对 NCALR1

具有激活作用，将其活性提高 0.5 倍，但对

NCALR6 几乎没有影响；乙醇对 NCALR1 有

较强抑制作用，而对 NCALR6 具有激活作用，

在实验条件下可促使其活性提高 0.5 倍；其

余金属离子和化学试剂对重组酶的影响较小

(表 1)。  
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图 9  重组丙氨酸消旋酶消旋产物 LC-MS/MS 分析 
Figure 9  LC-MS/MS analysis of racemization products of recombinant alanine racemase. A: the amount of 
D-Ala produced in the NCALR1 reaction solution without PLP; B: the amount of D-Ala produced in the 
NCALR1 reaction solution with 10 μmol/L PLP; C: the amount of D-Ala produced in the NCALR6 reaction 
solution without PLP; D: the amount of D-Ala produced in the NCALR6 reaction solution with 10 μmol/L 
PLP. 
 

 
 

图 10  重组酶 NCALR1 (A)和 NCALR6 (B) Lineweaver-Burk 双倒数图 
Figure 10  Lineweaver-Burk plot of recombinase NCALR1 (A) and NCALR6 (B). 
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表 1  金属离子和化学试剂对重组酶 NCALR1 和

NCALR6 活力的影响 
Table 1  Effects of metal ions and chemical agents 
on enzyme NCALR1 and NCALR6 activity 

Metal ions and chemical 

agents (10 mmol/L) 

NCALR1 

relative 

activity/% 

NCALR6 

relative 

activity/% 

None 100.00±0.68 100.00±0.50 

Ag+ –0.43±0.23 1.53±0.28 

Zn2+ 8.15±1.21 15.97±1.28 

Ni2+ 4.89±0.33 19.24±0.41 

Fe2+ 16.4±0.85 13.81±1.98 

Fe3+ 366.15±3.12 617.01±8.24 

Ca2+ 41.99±1.51 44.05±0.67 

Cu2+ 157.51±3.22 92.76±0.84 

Hg2+ 0.31±0.26 1.47±0.42 

Li+ 78.59±1.99 69.65±1.45 

Mg2+ 28.03±0.52 83.99±2.25 

Pb2+ 6.09±0.16 21.96±0.34 

K+ 95.86±2.29 101.32±1.33 

Al3+ 6.10±0.54 8.59±0.74 

Mn2+ 27.16±1.89 37.63±0.57 

Na+ 91.99±2.39 100.12±3.17 

Co2+ 37.25±1.32 75.06±1.80 

Guanidine hydrochloride 81.31±1.51 87.27±1.42 

PEG20000 64.08±0.42 101.63±1.90 

SDS –0.10±0.15 –0.93±0.21 

Tween-80 59.40±1.91 93.88±1.89 

PEG40000 53.50±0.27 88.59±0.82 

EDTA 36.33±0.66 59.88±0.14 

Acetone 41.47±1.03 119.73±1.62 

Ethanol 27.24±0.09 150.26±2.72 

 
2.4.7  NaCl 浓度对重组丙氨酸消旋酶 NCALR1

和 NCALR6 的影响和 NaCl 耐受性 

不同 NaCl 浓度(0–5.0 mol/L)对重组酶活性

的影响结果如图 11A 所示，重组酶的活性随 NaCl

浓度的增加而降低。当 NaCl 的浓度为 1.0 mol/L

时，NCALR1 酶活性降至 41%以下；NCALR6

酶活性降至 53%以下，且 NCALR1 和 NCALR6

在 1.5–5.0 mol/L NaCl 浓度范围内相对酶活低

于 35%，说明高浓度的 NaCl 强烈抑制该重组酶

的活性。 

NaCl 稳定性由图 11B 可知，重组酶在

37 °C、0.5–5.0 mol/L NaCl中处理 1 h后，NCALR1

在 0.5 mol/L 时的酶活性为 57%，NCALR6 在  

0.5 mol/L 时的酶活性为 63%，且 2 个重组酶的

活性随 NaCl 浓度的增高呈下降趋势，说明重组

酶对 NaCl 不具耐受性。   

2.4.8  突变菌株的 ALR 活性测定 

在野生型重组酶的 适反应条件下同时测

定野生型与突变型重组酶的酶活，结果如表 2。

以不添加 PLP 的野生型 NCALR1 和 NCALR6 

 

 
 
图 11  NaCl 对重组酶 NCALR1 和 NCALR6 的

影响(A)及其稳定性(B) 
Figure 11  The effect of NaCl on recombinant 
NCALR1 and NCALR6 (A) and its stability (B). 
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表 2  重组酶 NCALR1 和 NCALR6 与其突变体

相对酶活对比 
Table 2  Comparison of the relative enzyme 
activities of recombinases NCALR1 and NCALR6 
and their mutants 

Enzymes Relative activity/% 

WT/(NCALR1) 100.00±1.04 

NCALR1-7 1.41±0.39 

WT/(NCALR6) 100.00±0.21 

NCALR6-2   27.55±0.11 

 
的相对酶活为对照(100%)，突变与辅因子结合

的第 39 位氨基酸后，突变体 NCALR1-7 相对酶

活几乎为零；而突变体 NCALR6-2 仅剩 27%的

相对酶活，进一步证实重组 ALR 为 PLP 依赖型

消旋酶。 

3  讨论与结论 

本研究从西黑冠长臂猿粪便微生物宏基因

组中获得 2 个重组 ALR，多序列比对发现

NCALR1 和 NCALR6 都含有与酶催化功能密切

相关的保守区域，包括序列 N 端含 Lys 的 PLP 

结合位点和 C 端参与催化 L-Ala 到 D-Ala 的 Tyr

残基的低保守性区域，同时二者在 C 端保守区

域内第 44 位氨基酸残基，在 N 端保守区域内

第 285、287、289 和 295 这 4 个位点的氨基酸

残基存在差异(图 2)。将重组酶与 PDB 蛋白高

级结构数据进行比对发现 2 个重组酶与库中其

他 ALR 相似性低于 40%，无法进行同源建模分

析其构型，说明从动物粪便微生物宏基因组中

筛选获得的 2 个重组 ALR 属于新型 ALR。 

酶学性质研究发现，2 个重组酶 适 pH 均

为 12.0，比较分析显示，宏基因组来源的 2 个

ALR 的 适 pH 均高于已报道的其他微生物来

源的 ALR (表 3)，且在 pH 9.0–12.0 下处理 1 h

的酶活性也高于其他微生物来源的 ALR。

NCALR1 适温度为 40 °C，与已报道的铜绿假

单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa) PAO1[14] 、   

P. aeruginosa 6-3[15]、产气荚膜梭菌(Clostridium 

perfringens)[16]和 Bacillus pseudofirmus OF4
[17]等

来源的 ALR 相同；NCALR6 适温度为 37 °C，

与已报道的恶臭假单胞菌(P. putida) YZ-26[18]

来源的 ALR 相同；宏基因组来源的重组酶的

适温度与海豚链球菌(Streptococcus iniae)[19]、唾

液乳杆菌(Lactobacillus salivarius) UCC 118[20]

及其突变菌株来源的 ALR 相似。NCALR6 在

0–70 °C 范围内有酶活，且在 0 °C 时还有 20%

左右的相对酶活，具有中低温酶活的特性，该

重组酶的温度范围与 P. putida YZ-26 相似，而

NCALR1 在 0 °C 基本没有活性，不利于在低

温环境中应用。热稳定性研究发现，2 个重组

酶在 30–45 °C 条件下表现出了较好的稳定性，

在 30、37、40、45 °C 条件下处理 1 h 后酶活性

几乎不变，与 P. aeruginosa PAO1 相似，且

NCALR1 在 40 °C 条件下耐受 60 min 后其相对

酶活可达 120%以上，高于其他微生物来源的

ALR，说明在 40 °C 条件下酶分子适度的构象

变化更有利于酶活性的表达。因此，宏基因组

来源的重组 ALR 兼有耐碱性和中温酶的特性，

NCALR1 较 NCALR6 在 40 °C 和 45 °C 条件下

更为稳定，而 NCALR6 较 NCALR1 在 0 °C 条

件下更为稳定。 

研究表明，ALR 是 PLP 依赖型消旋酶[2–3]。

然而探究外源 PLP 对 ALR 活性的影响发现，在

一定条件下添加外源 PLP 对 2 个重组酶活性有

一定的激活作用，与 B. pseudofirmus OF4
[17]来

源 ALR 的研究基本一致；而当 PLP 终浓度超过

10 µmol/L 时，由于酶活性中心已被 PLP 饱和，

酶活性已达到 高，所以添加过多的 PLP 反而

可能会抑制酶活性。LC-MS/MS 分析显示无外

源 PLP 和添加 10 μmol/L 外源 PLP 的反应液中

均能检测到产物 D-Ala (图 9)，可能是 ALR 分 
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表 3  重组 NCALR1 和 NCALR6 与部分微生物来源的丙氨酸消旋酶酶学性质比较 
Table 3  Comparison of the enzymatic properties of recombinant NCALR1 and NCALR6 with alanine 
racemase derived from other microorganisms 

Origin Names 
Opt 

pH 

Opt 

Temp./°C

pH stability 
Temperature stability PLP-dependent References 

Fecal microbial 

metagenomics of 

Nomascus concolor 

NCALR1 12.0 40 pH 9.0–12.0 for 1 h 

has more than 90% 

activities 

30 °C, 37 °C, 40 °C, 

45 °C for 1 h has more 

than 90% activities 

Without PLP it 

has 77% 

activities 

This study 

NCALR6 12.0 37 pH 9.0–12.0 for 1 h 

has more than 84% 

activities 

30 °C, 37 °C, 40 °C, 

45 °C for 1 h has more 

than 85% activities 

Without PLP it 

has 93% 

activities 

P. putida YZ-26 Alr 8.0 37 pH 7.0–11.0 for  

0.5 h has more than 

50% activities 

4–40 °C for 0.5 h has 

more than 80% 

activities 

10 μmol/L PLP [18] 

P. aeruginosa PAO1 PaAlr 10.0 40 pH 8.0–10.0 for 1 h 

has more than 100% 

activities 

30 °C, 40 °C for 1 h 

has more than 90% 

activities 

10 mmol/L PLP [14] 

P. aeruginosa 6-3 PaAlr 

 

10.0 40 pH 8.0–10.0 for 3 h 

has more than 100% 

activities 

30 °C for 20 h has 

more than 100% 

activities; 40 °C for  

3 h has more than 50% 

activities 

10 μmol/L PLP  [15] 

C. perfringens CPAlr 8.0 40 pH 7.0–9.0 for 2 h 

has few activities 

30 °C, 40 °C, 50 °C 

for 1 h has few 

activities 

10 μmol/L PLP  [16] 

B. pseudofirmus OF4 dadXOF4 10.5 40 – – It doesn’t require 

exogenous PLP 

[17] 

Lactobacillus 

salivarius 

UCC 118 ALR 8.0 35 – – 50 μmol/L PLP  [20] 

A131 ALRA131K 9.0 45 – – 

S. iniae SiAlr 9.5 35 pH 8.5–9.5 for 2 h 

has more than 50% 

activities 

30 °C, 35 °C for 2 h 

has more than 50% 

activities 

More than 

10 μmol/L PLP  

[19] 

 
泌至胞外前已经结合了微生物细胞中内源性的

PLP。本研究进一步将重组 ALR 中的 PLP 结合

位点，即第 39 位 Lys 突变为 Ala 后，突变体

NCALR1-7 和 NCALR6-2 酶活性显著降低，仅

为初始酶活的 1%和 27%，结果证实重组 ALR

确实为 PLP 依赖型消旋酶。 

金属离子和化学试剂对酶活性影响的研究

表明，大部分金属离子和化学试剂对 2 个重组

酶具有抑制作用(表 1)。但是 Fe3+对重组酶有激

活作用，可将其活性提高 2.6–5.1 倍，推测 Fe3+

可能与重组酶中某些位点相互作用，使酶的构

象发生更易于与底物结合与催化的变化，从而

发挥更高的活性。而且目前有关金属离子和化

学试剂对 ALR 活性影响的研究较少，本实验探

究了 16种金属离子和 8种化学试剂对重组 ALR

活性的影响，为其他微生物来源的 ALR 活性的

提升奠定了实验基础。 

研究表明，动物胃肠道腔(0.3 mol/L NaCl)

属于一个相对高渗的环境，课题组前期研究已

从动物粪便宏基因组中挖掘到一些耐盐酶类及
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基因[21]，此外 ALR 及其催化生成的 D-Ala 也与

水生无脊椎动物适应高渗透胁迫有关 [22–23]。  

因此，我们探究了 NaCl 对重组 ALR 酶活性的

影响，结果发现 2 个重组酶在 0.5 mol/L NaCl

的条件下剩余酶活仍维持在 70%以上，在   

0.5 mol/L NaCl 条件下处理 1 h 仍保留 50%以上

活性(图 11)，但是二者并不耐受高浓度 NaCl 

(1.5–5.0 mol/L)。 

ALR 活性的提高对生物酶法合成 D-Ala 至

关重要。因为 D-Ala 是无法从自然界直接获得

的一类非蛋白光学性氨基酸，在微生物[24–25]、

哺乳动物[26–27]和植物[28]等中均有 D-Ala。且随

着研究的深入，科研人员挖掘出 D-AA 在医药、

食品、化妆品和农业等[29–30]领域均有应用价值，

因此，D-AA 的合成便也成为人们研究的热点。

目前主要有 5 种酶类被用于 D-AA 的合成[31–32]，

ALR 是关键酶之一，Galkin 等曾利用甲酸脱氢

酶、L-丙氨酸脱氢酶、ALR 和 D-氨基酸转氨酶

等共同作用生产 D-AA [33]。近年来的研究表明

利用 ALR 参与的生物酶法合成 D-Ala 具有反应

过程简单、低污染和低成本等优点，但目前用

于生物酶法合成 D-AA 的 ALR 存在热稳定性较

差、催化活性低以及转化效率低等缺点，是生

物酶法合成 D-AA 面临的主要难题，而且目前

用于生物酶法合成 D-AA 的消旋酶均为碱性 

酶[34–36]；而本研究获得的重组 ALR 兼有耐碱性

和中温酶的特性，可将其尝试用于生物酶法合

成 D-AA，有待其能够提高 D-AA 的产量。因

此，兼有耐碱性和中温酶特性的 NCALR1 和

NCALR6 在食品、医药、化妆品等领域具有巨

大的潜在价值。 

综上所述，本研究首次对粪便微生物宏基

因组来源的 2 个丙氨酸消旋酶进行了异源表达

和功能鉴定。重组酶兼有耐碱性和中温酶的特

性，自身带有内源性辅因子，因此可以在不添

加外源 PLP 的条件下发挥较高的催化活性，有

利于节约成本，在生物酶法合成 D-AA、临床

治疗、医药、食品、化妆品及农业等领域具有

广泛的应用前景，同时也为酶蛋白抑制剂的筛

选提供了更丰富的酶资源。 
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