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荧光假单胞菌 !"#$%中 &$型氨基酸脱氢酶的鉴定和表达
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摘 要：从荧光假单胞菌 BE23#中得到一个含丙氨酸消旋酶基因的 FG)片段（%D%HI），相邻的一个开读框（JKL）与
甘氨酸MF3型氨基酸氧化酶基因相似。该 JKL经过克隆、表达，并没有检测到甘氨酸MF3型氨基酸氧化酶的活性，推
导而得的氨基酸序列与 F3型氨基酸脱氢酶序列比较发现，JKL含有 F3型氨基酸脱氢酶的所有重要的保守序列。
经 BBN培养基鉴定，其具有 F3型氨基酸脱氢酶的活性，并对一系列 F3型氨基酸有作用，最佳作用底物是 F3组氨酸。
关键词：甘氨酸MF3型氨基酸氧化酶；F3型氨基酸脱氢酶；BBN培养基
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真细菌的细胞壁肽聚糖是由 F3丙氨酸和 F3谷
氨酸等多种氨基酸组成的，而一些细菌的缩氨酸抗

菌素也含有 F3型氨基酸，一些游离 F3型氨基酸，如
F3丙氨酸，F3谷氨酸和 F3天门冬氨酸等大量存在于
真细菌中。F3型氨基酸的代谢作用目前已经基本被
确定［.］，一系列特殊的酶参与着 F3氨基酸代谢，例
如：甘氨酸氧化酶和 F3型氨基酸脱氢酶，等等。
甘 氨 酸 氧 化 酶［P8QA7<? C97@6,?（PJ），4N

.D!D’D./］是枯草杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）全基因组解
析后发现的一个黄素酶［#］。该酶作用于多种胺类，

如肌氨酸、G3乙烷甘氨酸和 F3型氨基酸，并与 F3型
氨基酸氧化酶和肌氨酸氧化酶部分共享底物特异

性。甘氨酸氧化酶催化胺的初级和二级氧化脱氨基

作用释放!3酮酸，氨和过氧化氢。
F3型氨基酸脱氢酶（F3657<C 6A7@ @?:Q@RC+?<6,?，

4N .D!D//D.）是细菌膜蛋白［&，..］，催化一系列 F3型
氨基酸氧化生成相关的亚氨基酸，再水解为!3酮酸
和氨。目前已从大量的细菌中检测出膜联 F3型氨
基酸脱氢酶的活性，包括铜绿假单胞菌、鼠伤寒沙门

氏菌和大肠杆菌等，但时至今日，成功表达并纯化此

酶蛋白的报道还很少。

本课题组在从基因组未完全解读的荧光假单胞

菌（*’+&,-.-/"’ 0%&-1+’#+/’）BE23# 基因组文库中筛
选丙氨酸消旋酶基因（686<7<? R6A?56,?，,",2）时获
得一个长 %D%HI的基因片段［’，!］，与基因 ,",2 临近
的一个开读框（JS?< R?6@7<+ TR65?，JKL）是一个假定

的甘氨酸MF3型氨基酸氧化酶的基因片段（图 .）。我
们检索了其他 !个假单胞菌属菌株：荧光假单胞菌
（ * > 0%&-1+’#+/’ U0V［2］）、丁 香 假 单 胞 杆 菌
（*’+&,-.-/"’ ’31$/4"+）、恶臭假单胞菌（*’+&,-.-/"’
5&)$," WB#!!$）和 铜 绿 假 单 胞 菌（ *’+&,-.-/"’
"+1&4$/-’" X)$.）的基因结构后发现，! 个菌株均存
在相同的基因片段［’］。在 * > 0%&-1+’#+/’ U0V和 * >
’31$/4"+ 菌中该基因被命名为假定的甘氨酸MF3型氨
基酸氧化酶，而在菌株 WB#!!$和 X)$.中，则被解
码为 F3型氨基酸脱氢酶［&］。比较其氨基酸序列发
现，这些基因之间有着非常高的同源性，其与 BE23#
的相似率分别是 /#Y、%"Y、/$Y 和 %!Y［’］。具有
如此高的同源性却解码为不同的酶，因此本文试图

解析该基因以确定其到底解码为哪类酶。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 菌种、质粒：大肠杆菌（ 6’#7+1$#7$" #-%$）
FZ.#[和缺陷型菌株 4N.$.#（,",8 \）（此菌株不能

利用 U3丙氨酸或 F3丙氨酸作为细胞生长的碳源）用
于基因克隆［&］，E0#"/2（ "%1：：01)，,",2：：01)）是 F3
丙氨酸缺陷型菌株［"］，0U#.（F4’）用于基因表达；荧
光假单胞菌（* > 0%&-1+’#+/’ BE23#）由日本德岛大学
横井川教授惠赠，该菌株生长于 ’$] U0营养液中；
必要时添加氨苄青霉素（[7+56）的量为 .$$"+M5U；
表达质粒载体 S4B##I（ ^）来自 GC_6+?<（P?R56<Q），



克隆 质 粒 载 体 !"#$%、!&’ 来 自 () *+ ’,-，
.),//+01,0，.,23405［%］。
!"!"# 培养基：!6* 营养液：每升水含胰蛋白胨
$71，酵母浸膏 81，氯化钠 81；"’’#（9，&，8:’2+!;,05<
’,/24=)<+>3 #;<)2+?,）培养基［@］：每升水含琼脂 $81，
A9BCDE F1，AB9CDE &1，(1GDE $7731，蛋白胨 91，

9H8I ’’#溶液 $36，以及 9H833)<J6 6:4<40+0,或 K:
4<40+0,作为反应底物。
!"!"$ 主要试剂和仪器：实验所用的限制性内切酶
和 ’E KLM连接酶均为 ’4A4N4公司产品；!"# KLM
!)<53,24O,和 ?L’C 购自北京天根生化科技有限公
司；氨苄青霉素和各种 6:或 K:型氨基酸为 G+134公
司产品；蛋白纯化试剂购自 P+41,0 公司；引物由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成；其它化学

试剂均为分析纯。C#N 扩增仪、电转化仪和 GKG:
CM.Q凝胶电泳仪购自 *+):N4?公司；核酸凝胶电泳
及成像系统购自北京君意东方电泳设备有限公司；

超声破碎仪为美国 GDLR#GS(M’QNRM6G公司产品。
!"# 基因文库的建立

’(8:9菌的染色体 KLMO根据 MT>4!>2, .,0)3+-
KLM RO)<4/+)0 A+/（*+):N4?，B,2-><,O，#M，"GM）试剂
盒的说明提取获得。$#1 染色体 KLMO经单一限制
核酸内切酶消化，酶切片段与载体 !"#$% 连接后，
经电转化（.,0,C><O,2， *+):N4?）（ 9H8UV， 977$，
98#W）插入选择菌株 (*9F@8中，培养于含氨苄青霉
素的 6* X 4142 培养基上。质粒由 P>40/>3 C2,!
C<4O3+? (+0+!2,! U+/（*+):N4?）试剂盒提取。
!"$ %&’反应条件、核酸和氨基酸序列分析

C#N反应条件：%8Y，83+0；@8Y E8O，8EY $3+0，
F9Y 93+0，98个循环。核酸序列分析所用引物为通
用引物 ($&:EF 和 NZ:(，核酸序列由 M*R &$77MZ40/
KLM O,T>,0-,（M!!<+,? *+)O5O/,3O）测定分析。氨基酸
序 列 由 ()?,< E@9:C2)/,+0 G,T>,0-,2 （ M!!<+,?
*+)O5O/,3O）测定分析。
!"( 甘氨酸)*+型氨基酸氧化酶活性测定
目的基因片段连接到质粒载体 !Q’99[（ X）上，

转入宿主细菌 *69$（KQ&）中过夜培养，预培养的菌
液（7H$736）转入 $736 含有氨苄青霉素和诱导剂
RC’.（ +O)!2)!5< /;+):%:K:14<4-/)O+?,，终浓度 $33)<J6）
的新鲜培养液中 9%Y生长 F ;，收集细胞，悬浮于
8733)<J6 A!+缓冲溶液（!B FH7），超声破碎至溶液
清亮。反应体系溶液含：977 33)<J6 ’2+O:B#<（!B
%H7 ）， 7H$ 31J36 ’DDG， 7H$ 31J36 E:
43+0)40/+!52+0,，9 >0+/O !,2)\+?4O,，$77 33)<J6甘氨酸

或 K:型丙氨酸为反应底物，细胞破碎上清液作为粗
酶参与反应［$7］，反应在 &FY下进行，根据反应产物
在 887 03下的吸光度高低判断酶活性的有无。
!", *+氨基酸脱氢酶的鉴定
利用添加了适当抗生素和 K:或 6:4<40+0,的 ’’#

培养基，观察菌落颜色变化。存在生色物质 ’’#的
情况下，如果菌落呈红色，则表示插入的基因片段具

有 K:氨基酸脱氢酶的活性，反之，则没有。
!"- *+氨基酸脱氢酶基因克隆和表达
目的基因经过 C#N 扩增，其引物为 ?4?M$：8]:

#M’M’.#.M.’’M’..’M’’...’:&] 和 ?4?*$：8]:
#’#.M.’’..’.M.#’..#.#’..M:&]，下划线分别
为 $%&&和 ’()&酶切位点，扩增产物经 7H%I 琼
脂糖凝胶电泳分离，由试剂盒 Q^ _^ L^ M^ .,<
Q\/24/+)0 U+/提纯，通过 ’M克隆技术连接到载体 !&’
上构建质粒 !&’?4?M$。该质粒被 $%&&和 *+,?’
消化后，连接到载体 !Q’:99[（ X ），构建质粒
!Q’?4?M$。质粒 !Q’?4?M$转入宿主 *69$（KQ&），经
RC’.诱导培养 E;，收集细胞，悬浮于 E36细胞溶解
液（8733)<J6 L4B9CDE，!B %H7；&7733)<J6 L4#< 和

$733)<J6 +3+?4=)<,）中，超声破碎数次至溶液清亮。
高速离心分离除去细胞碎片，上清液与 $36 87I
L+:L’M原液（P+41,0）在 EY充分混匀（$;），洗涤液
（8733)<J6 L4B9CDE，!B %H7；&7733)<J6 L4#< 和

9733)<J6 +3+?4=)<,）洗涤 &次，将未吸附在 L+:L’M柱
上的蛋白质洗去；柱上吸附的蛋白质由洗提液

（8733)<J6 L4B9CDE，!B %H7；&7733)<J6 L4#< 和

98733)<J6 +3+?4=)<,）洗提 E 次。蛋白质的纯度由
GKG:CM.Q电泳法检测。

!". *+氨基酸脱氢酶活性测定［!］

RC’.诱导培养后收集的细胞悬浮于9733)<J6
’2+O:#<（!B %H7）溶液中，超声破碎至溶液清亮，该破
碎液作为粗酶参与反应。反应体系为 9733)<J6 K:
4<40+0,，87#3)<J6 9，‘:?+-;<)2)+0?)!;,0)<（ K#RC），
$7733)<J6 ’2+O:#<，8#3)<J6 WMK，反应体积为 $36，测
定其吸光度（-.‘77），以(M表明吸光度变化值。

# 结果和分析

#"! 基因文库的筛选和核酸序列分析
经限制内切酶 *+,?’，/01&和 23)N&消化处

理的 KLM 片段与质粒连接后，转入缺陷型菌株
(*9F@8，在添加氨苄青霉素培养基上分别长出 9
个、$E个和 9@ 个克隆菌落。这些重组体菌落经过

8&‘徐书景等：荧光假单胞菌 ’(8:9中 K:型氨基酸脱氢酶的鉴定和表达 ^ J微生物学报（977F）EF（E）



划线培养于新鲜的相同培养基上，最终，只有被

!"#!!和 $%&""处理的重组体中各有一个菌落能
够生长。提取后命名为 #$%&和 #$%’，分别含有长
为 ()(*+和 ,)(*+插入片段（图 &）。这说明两质粒
中均含有丙氨酸消旋酶基因，弥补了菌株 %-’./,
缺失的功能而能够生长。基因片段 #$%& 和 #$%’
的核苷酸序列测定发现两者序列重叠。基因序列经

过检索（-01234）并与其他已知完整核苷酸序列的假
单胞菌属 5678& 和 568, 等比较，均含有同源性很高
的基因片段：丙氨酸消旋酶（ ’(’)），甘氨酸氧化酶
（*+）以及其他基因片段［9］。

图 ! 荧光假单胞菌基因片段图
:;<=& 5>?2;@10 A1# B6 , = -./&012%1#2 <CDC 6E1<ACD32 @BD31;D;D< 101D;DC

E1@CA12C 1D! #F313;GC <0?@;DC B4;!12C= $>C 0B@13;BD B6 ’(’) 1D! ’(’3

<CDC ;2 ;D!;@13C! BD 3>C 3B# H;3> 3>C !;EC@3;BD B6 3E1D2@E;#3;BD（1EEBH）=

IB=&，3>C <CDC 6E1<ACD3 #$%&（()(*+）；IB= ’，3>C <CDC 6E1<ACD3

#$%’（,)(*+）=

"#" 甘氨酸$%&型氨基酸氧化酶活性测定
基因片段被限制内切酶 4(%"和 $%&""双酶

消化获得一个包含目的基因的 JIK片段，约 9)&*+，
该基因片段连接到质粒载体 #L$’’+（ M）上，命名为
#$%N7&。以甘氨酸和 J8型丙氨酸为反应底物，细
胞破碎液作为粗酶参与反应，在 9.O下反应 9PA;D，
缓冲液作为空白对照，反应产物在 ,,PDA下的吸光
度与空白样的吸光度之间的差几乎为零，即使延长

反应时间至 &’ >，吸光度也没有任何变化（数据未公
布），这说明该段功能基因可能不具备甘氨酸氧化酶

的功能。

"#’ %&氨基酸脱氢酶的鉴定
既然质粒 #$%N7& 不具有甘氨酸氧化酶的活

性，而在菌株 Q$’RRP和 5KP&中，同源基因被解码
为 J8型 氨 基 酸 脱 氢 酶 （ J81A;DB 1@;!
!C>?!EB<CD12C）［S］。本实验中，将质粒 #$%N7& 转入
缺陷型菌株 LT&P&’（ ’(’3 U），培养于添加有氨苄青

霉素的 V- M 1<1E培养基上，从培养基上随意挑选 &’
个单一菌落，划线培养于添加有抗生素和 J8或 V8
101D;DC的 $$T培养基上，9.O过夜培养，发现 &’ 个
菌落均为红色（图 ’），而对照菌落（只含有质粒
#WT&(）显示白色。添加适量浓度的 V8或 J8丙氨酸
的 $$T 培养基常常用于鉴定 ’(’3 基因表现型，
’(’3 基因缺失型菌株 LT&P&’生长于添加单一碳元

V8或 J8丙氨酸的 $$T培养基上形成白色菌落，反之
则会形成红色菌落［/］。这意味着质粒 #$%N7&能够
弥补缺陷型菌株所缺失的功能，从而在特定培养基

上呈现出颜色。该质粒被重新命名为 #$%!1!K&。

图 " 利用添加 (&或 %&丙氨酸的 ))*培养基鉴定 %&氨
基酸脱氢酶

:;<=’ X!CD3;6;@13;BD B6 J81A;DB 1@;! !C>?!EB<CD12C BD $$T #013C H;3>

V8 BE J8101D;DC=

"#+ %&氨基酸脱氢酶氨基酸序列分析
所测定的核苷酸序列翻译成氨基酸序列（数据

未公布），与来自 $ = %&." 7&,.，5.162"1..( (10&71#12，
812&09":&6"/; .&<"， =1"2210"( ;1#"#7"<"’"2， >"60"&
%9&.10(1，)?.1..( -(2<"’"&2( 等 S个菌株中的 J8氨基酸
脱氢酶相比较，同源率分别为：S’Y，S&Y，99Y，
,,Y，,SY，S9Y。在 $%,8’的 I8端氨基酸序列包含
有其他菌株中所有重要的保守氨基酸残基（图 9）。

图 ’ %&氨基酸脱氢酶部分氨基酸（,&端）序列同源比对
:;<= 9 I83CEA;D10 1A;DB 1@;! 2CZFCD@C2 1EE1D<CACD3 B6 !;66CECD3 J8

1A;DB 1@;! !C>?!EB<CD12C2= 51E3;10 AF03;#0C 2CZFCD@C 10;<DACD3 B6 J8

1A;DB 1@;! !C>?!EB<CD12C2 6EBA $%,8’ 1D! S +1@3CE;10：$ = %&." 7&,.，

5 = (10&71#12，8 = .&<"，= = ;1#"#7"<"’"2，> = %9&.10(1，) = -(2<"’&2( =

$>C 3E;1D<0C（!）2>BH2 3>C 231E3 @B!BD，2>1!C! 0C33CE2 2>BH @BD2CEGC!

1A;DB 1@;! EC2;!FC2， 123CE;2*2（"） ;D!;@13C 3>C :KJ8+;D!;D<

AB3;!［&&］=

"#- %&氨基酸脱氢酶基因克隆和表达
构建的质粒 #L$!1!K&转入 LT&P&’（’(’3 U）中，

在 $$T培养基上同样产生红色菌落，而转入空载体
#L$’’+（ M）的菌落则显白色，表明带有组氨酸聚合
物标记的质粒 #L$!1!K&同样能够弥补缺陷型菌株
缺失的功能，具有 J8氨基酸脱氢酶基因的活性。将
该质粒表达于 -V’&（JL9）中以提纯酶蛋白，T8末端
带有组氨酸聚合物标记的 J8型氨基酸脱氢酶基因
经过表达，各组分经 [J[85KNL电泳检测，大量表达
的蛋白质只出现在不溶解的成分中（图 R）。由于 J8

S9S \W [>F8];D< 1< (. = ^3%<( 8"%0&6"&.&7"%( 4"#"%(（’PP.）R.（R）



氨基酸脱氢酶为膜联蛋白［!，""］，即使在提取液中添

加了 "# $%&&’ () 或 "# $*+,-’ ./"))，该蛋白质仍
然只存在于非溶解部分，因而未能成功提取该蛋白

质。细胞裂解液（ 0123,&）和非溶解部分（4*&）均在
5!673处有非常明显的条带（图 5），这与根据核苷酸
序列计算的理论值相符（5! 673）。为了证实非溶解
部分蛋白质为 7/氨基酸脱氢酶蛋白，本实验测定了
该蛋 白 的 8/端 氨 基 酸 序 列，其 8/端 序 列 为
989:;9;<===;，与由核苷酸序列转录而得的氨
基酸序列完全一致（图 >）。

图 ! "#氨基酸脱氢酶在 $%&’（"()）中表达后各组分
*"*#+,-(结果
?+@A5 B*-C+0& -C D7D/BE=F C-* 4F$G3GE" &H4*&22+-’A 9，;，<，D，B

2,3’G2 C-* 4*-,&+’ I3*6&*，J&00 0123,& -C K&J,-*，J&00 0123,& -C 4F$G3GE"，

2L4&*’3,3’, -C 4F$G3GE" 3’G 4*&J+4+,3,& -C 4F$G3GE"，*&24&J,+K&01A

表 ’ ./0#&菌中 "#氨基酸脱氢酶活性与铜绿假单胞
菌 +,1’以及 ! 2 "#$% $中同源基因活性相比较

$3M0& " N-I43*+2-’ ,O& 2LM2,*3,& 24&J+C+J+,1 -C

7/3I+’- 3J+G G&O1G*-@&’32&

DLM2,*3,&
EJ,+K+,1 -C
! A " $9P/(
Q（IRQI@）

:&03,+K& 3J,+K+,1 #
! A "#$%&’()’*(

$9P/(
! A +’&$,-*%(+

BE)" . A )%#- S

7/E03’+’& (5 T )U( ")) ")) "))
7/V+2,+G+’& >) T )U> "(W (P X
7/D&*+’& () T )U( Y> "P (Z
7/;30+’& "5 T )U( PW ! ""
7/E243*3@+’& "( T )U" P( P( X
7/BO&’10303’+’& "> T )U( P( 5" "))
7/$*14,-4O3’ P T )U" "! " P
7/<&LJ+’& "" T )U( 5"
7/[2-0&LJ+’& Y T )U" >"
7/<12+’& "( T )U( 5Y
D4&J+C+J 3J,+K+,1：(5 IRQI@（7/303’+’&）；&0&J,*-’ 3JJ&4,-*：(，!/G+JO0-*-+’G-4O&’-0
（7[NB）A

&34 "#氨基酸脱氢酶的活性
以一系列 7/型氨基酸为反应底物，7N[B为电子

受体，测定酶的活性。$9P/(菌中 7/氨基酸脱氢酶
对底物 7/型丙氨酸的活性为 (5 IRQI@，以此为基
准（"))#），计算其它 7/型氨基酸的相对活性。结
果表明（表 "），其最佳底物为 7/O+2,+G+’&（"(W#），与

文献记载的铜绿假单胞菌 BE)"以及 . A )%#- S中同
源基因活性最佳底物为 7/303’+’&有所不同［"，"(］。

) 结论
假单胞菌中基因 /+/0 附近的基因构成是高度

保守的，7/氨基酸脱氢酶位于 /+/0 基因附近，此外
还存在着亮氨酸应答调控蛋白（<*4），假定的 \+@?
家族转录抑制子，细胞色素 JP等［>］。这一系列蛋白
中，7/氨基酸脱氢酶与 7/丙氨酸代谢有关，在大肠
杆菌中 7/氨基酸脱氢酶（G3GE）和降解型丙氨酸消
旋酶（G3G.）彼此相邻并构成一个操纵子［!］，而在荧
光假单胞菌 $9P/( 中该 ]:?被注释为假定的甘氨
酸氧化酶。本文经过克隆、表达并测定酶活性发现

该基因并不具有甘氨酸氧化酶的活性，进一步研究

发现，该基因包含 7/氨基酸脱氢酶中所有重要的保
守氨基酸残基，经 $$N培养基鉴定发现该基因具有
7/氨基酸脱氢酶的活性，可以确定该基因为 7/氨基
酸脱氢酶基因。该酶作用于一系列 7/型氨基酸，最
佳作用底物是 7/型组氨酸，与有关文献报道有所不
同。本实验还成功构建了 7/氨基酸脱氢酶基因
（/+/E）缺陷菌株，但是该缺陷菌株对氨基酸降解的
活性与野生型相比并没有明显差异（数据未公布），

可能是野生菌株中还存在着其他相似功能的酶蛋

白，也就是说 7/氨基酸脱氢酶并不是参与氨基酸代
谢的最主要酶蛋白。

7/型氨基酸脱氢酶（7/3I+’- 3J+G G&O1G*-@&’32&）
是细菌中一种膜联酶蛋白［!，""］，目前已在铜绿假单

胞菌、荧光假单胞菌、鼠伤寒沙门氏菌和大肠杆菌等

许多细菌中检测到膜联 7/氨基酸脱氢酶的活性，但
是，迄今为止，只有极少有关提取该酶的研究报导。

本实验中，我们成功地表达了该酶蛋白，只是在纯化

酶蛋白时，尽管我们试了多种提取方法，遗憾的是仍

然未能成功，今后我们将继续摸索此酶的提纯方法。

致谢 感谢日本高知大学大西浩平教授对本实验的

大力指导和热心帮助。
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