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摘 要：吡咯喹啉醌（EFF）是一种氧化还原酶的辅酶，具有多种生理功能。扩增得到大肠杆菌葡萄糖脱氢酶（G*H）

基因，并利用表达载体 I63$(7 在 ! @ "#$% JK$&（*60）中进行了表达。纯化了可溶性表达产物，并建立了基于 G*H 的

重组酶法分析 EFF 的方法。确定了甲基营养菌筛选模型，从 $%%% 余份土样中分离得到一株 EFF 高产生菌 LE#%#，

在未经培养条件优化及诱变选育的条件下 EFF 产量达 &&0-=MK。从该菌培养液中制备得到了产物的结晶，HEKN 分

析、特征光谱分析以及酶法分析均证实该产物为 EFF。扩增并分析了 LE#%# 的 &#O /*P1 序列，结果显示该菌 &#O
/*P1 序列与 &$ 种甲基营养菌都具有 ’2Q以上同源性，其中与食甲基菌属两菌株的 &#O /*P1 序列同源性达 ’’Q。

关键词：吡咯喹啉醌；葡萄糖脱氢酶；酶法分析；菌种筛选；&#O /*P1
中图分类号：F’02 文献标识码：1 文章编号：%%%&5#$%’（$%%"）%#5%’($5%2

吡咯喹啉醌（EFF）是 $% 世纪 "% 年代发现的一

种不同于烟酰胺嘌呤核苷酸和黄素核苷酸的第三类

氧化还原酶的辅酶［&，$］，具有促进动植物和微生物细

胞生长、防治肝损伤、促进神经生长因子合成、调解

机体自由基水平、提高细菌对毒性和辐射等极端条

件耐受性等多种生理功能［0 ) #］，有很好的药用开发

前景。目前 EFF 造价十分昂贵，化学合成方法生产

EFF 步骤多，产率低，污染严重，一般认为生物合成

方法最有实际产业化意义。迄今发现产生 EFF 的

生物仅限于某些革兰氏阴性细菌，其中以甲基营养

菌的 EFF 生产水平最高［(］。

依赖 EFF 及其类似物为辅酶的氧化还原酶统

称为醌酶或醌蛋白［(，’］。许多含有醌酶的革兰氏阴

性菌能够合成 EFF，而有些细菌如大肠杆菌和沙门

氏菌虽能产生醌酶但自身却不能合成 EFF［&%，&&］。这

类微生物产生的醌酶不具有生物活性，称为脱辅基

蛋白，在添加 EFF 之后能够重组为具有活性的全

酶。利用这个特点可以通过所谓重组酶法对 EFF
进行定性和定量分析。

大肠杆菌产生的葡萄糖脱氢酶（G*H）是目前研

究较多的一种醌酶，本研究建立了基于该酶的重组

酶法分析 EFF 方法，并建立了甲基营养菌的富集和

分离方法，筛选得到一株 EFF 高产菌 LE#%#，现报

道于下。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：EFF 产生菌 LE#%# 为本研究获

得；大肠杆菌（!&"’()%"’%* "#$%）JK$&（*60）和 *H2!感

受态 细 胞 购 自 全 式 金 生 物 技 术 公 司；表 达 载 体

I63$(7 购自 PAR7=+< 公司；克隆载体 IG6L5367DS 购

自 E/A-+=7 公司。

!"!"# 主要试剂和仪器：EFF 标准品系 O8=-7 公司

产品（ T ’(Q），$，#598,;4A/AI;+<A48<9AI;+<A4（*NUE）和

E;+<7:8<+ L+C;ADV4W7C+（ELO）为 O8=-7 公司产品，其它

试剂均为市售生化试剂。1X31 EV/8W8+/ &%% 蛋白纯

化系统系通用电气公司产品，高效液相色谱仪采用

Y7C+/D #%%，检测器为 E*1* $’’#，色谱柱为 Y7C+/D
OS--+C/S0%% N&(反向柱。

!"!"$ ENZ 引 物 E&：2[5N31GN31GN13GGN11331
131N1GGN50[、E$：2[5NGNGG13NN1NNG111G11N13
GN33131350[、E0：2[53311N1N13GN11G3NG1150[、
E!：2[53NN1NG1331N31GNG13350[。其 中 E&、E$ 用

于扩增大肠杆菌葡萄糖脱氢酶基因，E0、E! 用于扩

增甲基营养菌 &#O /*P1 序列。

!"# %&’ 活性分析

将 &%"K G*H 与 2"-A4 EFF 及 L=O\! 溶液（终

浓度 2--A4MK）混合，室温放置 $%-8<。取 &-K 该混



合溶液加入 !"# 检测反应液，测定单位时间内 $%&’
在 ())*" 处吸光度的变化。在 +, -.) 条件下 $%&’
的吸光系数按 /0.1（""23·4"）计算，规定 /"5* 内转

化 /!"23 底物的酶量为 / 个酶活力单位（6）。

!"# 蛋白含量测定

按 #2789 法进行［/:］。

!"$ %&& 的酶法分析

’;; 的酶法快速检测：取 !)!# 重组酶溶液加入

<( 孔板中，再加 /=)!# 检测反应液开始反应，根据

反应液的褪色时间可以快速估测样品中 ’;; 的含

量水平。’;; 的酶法测定：将 /"# 重组酶溶液放置

于比色杯中，加入 !"# 检测反应液，通过测定 ())*"
处溶液吸光度的变化速率定量分析样品中 ’;; 的

含量。检测时以标准品为阳性对照，以不加 ’;; 的

反应液为空白对照。

!"’ %&& 的 (%)* 分析

用 >9""?@89:)) 色谱柱以水和甲醇为流动相通

过 ,’#% 分离分析产物，采用梯度洗脱方法及 !10*"
波长检测，利用二极管阵列检测器（’$A$）检测各组

分的吸收光谱图。

$BA 的提取、酶切、纯化、连接、’%C 扩增、核酸

电泳以及转化等分子生物学常规操作均参照文献

［/:］进行。测序及引物合成由奥科生物公司完成。

+ 结果

+"! ! , "#$% &’( 基因的扩增和表达质粒构建

根据 ! D "#$% 的 &’( 基因序列［/0，/1］设计引物 ’/、

’!，在 1E端和 :E端分别引入 )’*"和 +,-,"酶切位

点。以 ! D "#$% $,1#基因组为模板，通过 ’%C 扩增

得大小为 !(-0F+ 的目的片段。’%C 条件为：<0G
0"5*，<0G :)H，11G :)H，-!G :"5*，:) 个循环后于

-!G继续延伸 1"5*，用 /.)I琼脂糖凝胶电泳鉴定

’%C 产物。产物鉴定正确，经回收并用 )’*"和

+,-,"酶切，与 +JK!=L 表达载体连接，连接产物转

化感受态细胞 $,1#，挑选阳性克隆提取质粒进行酶

切鉴定，再测序分析。测序结果表明扩增得到的序

列与 文 献 报 道 的 &’( 基 因 序 列 完 全 一 致，表 明

+JK!=LMN$, 质粒构建成功。

+"+ ! , "#$% 的 -.( 表达纯化

将构建的表达质粒转化至 O#!/（$J:），挑取阳

性克隆的单菌落接至 1"# 含卡那霉素的 #O 培养

基，:-G振荡培养过夜，全部接入 1))"# 含卡那霉素

#O 培养基中，:-G振荡培养至 P$ 值为 ).( 左右，加

入 &’KN 至终浓度为 /.)""23Q#，:-G诱导培养 0R。于

/)G 1)))8Q"5* 离心 /)"5* 收集菌体。用!)""23Q#
+, -.) 的磷酸盐缓冲溶液洗涤菌体 ! 次，悬浮至

!)"# 同样缓冲液，超声破菌。破菌液经离心，通过

$JAJM>?+RL82H? 离子交换柱从上清液中纯化目的蛋

白。层析柱经平衡后以 /"23Q# 的 BL%3 梯度洗脱并

收集各洗脱峰组份。经检测具有酶活的组分经疏水

柱脱盐。>$>M’ANJ 检测分析，表达产物及纯化蛋白

的分子量约为 =-S$L（图 /），与文献［/(］报道一致。

图 ! 表达和纯化产物 /./0%1-2 分析

T5UD / >$>M’ANJ L*L39H5H 2V ?W+8?HH?X L*X +Y85V5?X +82XY4@ D / D
’Y85V5?X +82XY4@；!D ’82@?5* ZL8S?8；:D K2@L3 FL4@?85L3 +82@?5*H 2V ! D
"#$% O#!/（$J:）Q+JK!=LM&’( LV@?8 5*XY4?X 0R F9 /""23Q# &’KN；0D
KR? HY+?8*L@L*@ 2V ! D "#$% O#!/（$J:）Q+JK!=LM&’( LV@?8 5*XY4?X 0R F9
/"""23Q# &’KN；1D K2@L3 FL4@?85L3 +82@?5*H 2V ! D "#$% O#!/（$J:）；(D
K2@L3 FL4@?85L3 +82@?5*H 2V ! D "#$% O#!/（$J:）Q+JK!=LD

+"# %&& 产生菌筛选

将采集土样加适当无菌水混悬后静置，取上清

加至富集培养基，:)G厌氧培养 1X，培养物离心取

上清，用 ’;; 的快速检测方法初筛。图 ! 显示了初

筛的部分结果。在分离培养基平板上分离初筛培养

物中的单菌落，再接种至含富集培养基的摇瓶，:)G
振荡培养 1X，通过酶法测定精确分析培养物中 ’;;
含量。经过数轮初筛和复筛分离 ’;; 高产菌株。

结果从 !))) 余份土样中分离得到一株高产菌，我们

命名为 Z’()(。经多 次 摇 瓶 培 养 试 验 分 析，该 菌

’;; 产量可达 //:"UQ#。

图 + 部分初筛结果

T5UD! ’L8@5L3 8?HY3@H 2V H@8L5* H48??*5*UD

+"$ 3%454 的 !4/ 6.71 序列分析

根据甲基营养菌的 /(> 8$BA 保守序列设计并
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图 ! 以 "#$ %&’( 序列为基础的 )*#+# 菌系统发育树

!"#$ % &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1-/2", 3&454 621+7 *, 849 /:;<

1+=>+,.+$ ;>?6+/1 ", @2/+,-’+1+1 /+@/+1+,- -’+ 1+=>+,.+1’2..+11"*,

,>?6+/ ", A+,B2,C$

合成引物 &%、&D，以 3&454 菌基因组 :;< 为模板，

通过 &EF 反 应 扩 增 该 菌 的 部 分 849 /:;< 序 列。

&EF 条 件 为：GDH D?", 变 性 进 入 循 环；GDH %51，

图 , 产物的 -*./ 分析结果

!"#$I J"#’K@+/0*/?2,.+ )"=>"7 .’/*?2-*#/2@’( *0 @/*7>.- $ <：&LL 1-2,72/7；B：@/*7>.- $

IIH %51，MNH %?",，%5 个 循 环 后 MNH 继 续 延 伸

I?",。8O5P琼脂糖凝胶电泳鉴定 &EF 产物，将扩增

片段连接到 @AQ3KRQ21( 载体测序，测定了长度为

8D8I6@ 的扩增序列。将所得序列在 A+,B2,C 中进行

BS<9R 分析，对与该序列同源性在 GIP以上的 8N 株

模式菌 构 建 了 系 统 发 育 树（图 %）。从 图 中 看 到

3&454 与食甲基菌属的两株菌（!"#$%&’(’)*+ ,-%+ E
和 !"#$%&’(’)*+ .&*/’+"#)’0$*+ 4B8）849 /:;< 同源性

高达 GGP。

01, 产物的制备

将 3&454 接种至富集培养基，%5H 振荡培养

I7，培养物 85H T555 /U?", 离心 85?",，上清液经弱

碱性 阴 离 子 交 换 层 析 柱 <?6+/)(1- <N8 吸 附，以

N5??*)US 的 R/"1KJE)（@J TO5）缓冲溶液平衡，再以

8?*)US ;2E) 进行梯度洗脱。收集的洗脱成分再以

9+@@2C E8T 反向层析柱吸附，以甲醇洗脱，洗脱液浓

缩后使其自然结晶，结果浓缩液中长出产物的针状

晶体（图 D）。

图 2 产物的针状结晶（"++ 3 ）

!"#$D R’+ ./(1-2) *0 -’+ @/*7>.-（855 V ）$

01# 产物的分析

将获得的产物晶体重新溶解，进行 J&SE 分析，

样品色谱峰的保留时间与标准品相同（图 I）。同时

DTG W<;A X", "# -& $ U1/#- !2/)’32’&’.2/- 4252/-（N55M）DM（4）



以光二极管阵列检测器（!"#"）分析色谱峰 $$% &
’%%()之间的吸收光谱，结果显示二者特征吸收曲

线几乎完全一致（图 *），并具有 !++ 的典型光谱特

征［,］。

图 ! 产物的吸收光谱

-./0* #12345.2( 6478539 2: 432;<85 0 #：!++ 659(;93;；=：432;<85 0

" 讨论

本研 究 从 大 量 样 品 中 筛 选 到 一 株 产 量 高 达

,,>)/?@ 的 !++ 产生菌，这一结果是野生菌未经诱

变选育且未进行发酵条件优化而得到的。一般情况

下，野生菌的 !++ 产量多为 $ & >)/?@ 左右［,A］，有报

道称以发酵罐培养生丝微菌，并对培养条件进行了

优化，产量只有 $*B*>)/?@［,C］。另外，!++ 的产量受

培养条件的影响很大［A，,A］，如某些微量元素和甲醇

的含量等对 !++ 生物合成具有显著影响。可以期

望，发酵条件经适当条件优化该菌的 !++ 产量应有

一定程度的提高。同时也可能利用基因工程技术对

野生菌进行改造，使 !++ 产量得到进一步提高。

!++ 的分析主要有 D!@E 法、重组酶活性检测

法和非酶系统氧化还原法。D!@E 法定量比较准

确，但仪器设备要求高，测定耗时长，不适用大量样

品的分析，且在培养基的杂质与 !++ 成分分离不好

时也会影响分析结果。非酶系统氧化还原法是基于

其氧化还原性质，但 !++ 的氧化还原性较弱，易受

到其它氧化、还原因素干扰。重组酶法是常用的一

种 !++ 的分析方法，该方法是建立在 !++ 作为醌酶

的辅酶这一本质特征基础上，因而结果比较可靠，可

以用于定量及定性分析。但重组酶法需要获得适当

的脱辅基醌酶蛋白，涉及基因克隆、表达和酶的纯化

等一系列工作。另外需要对酶进行适当保藏，尽量

保证脱辅基酶蛋白的稳定，即使如此也需在每次分

析时用标准品进行标定。尽管如此重组酶法仍不失

为一种首选的方法。以 !++ 为辅酶的醌酶有多种，

包括乙醇脱氢酶、甲醇脱氢酶、葡萄糖脱氢酶等。

! 0 "#$% 的 F"D 比较适合于 !++ 的重组酶法分析，

有关该酶的性质和特点研究得比较清楚，用大肠杆

菌表达系统表达得到的酶为脱辅基蛋白，在高效表

达时呈可溶状态。值得注意的是，并非所有醌酶都

适合于这种酶法分析，因为有些醌酶可能并不是仅

以 !++ 为辅酶。

G!*%* 的 ,*H 3"I# 序列分析结果显示，该菌与

噬甲基菌属最为接近，属于甲基营养类细菌。甲基

营养菌并不是一个系统分类名称，一般指利用甲基

化合物（如甲醇、甲基胺、三甲基胺等）为主要碳源的

一类细菌的统称，包括甲基菌属、甲基杆菌属、噬甲

基菌属、食甲基菌属等。!++ 高产菌多为甲基营养

菌，代谢甲基化合物的酶（甲醇脱氢酶、甲胺脱氢酶

等）为依赖 !++ 的醌酶。对 G!*%* 菌的分类位置进

行系统鉴定尚待进行。
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