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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｘ￣Ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ
ＯＦ４. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ｃｌｏｎｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ＢｐｅｃｔＤ ｆｒｏｍ Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４ ｗｉｔｈ ａ Ｈｉｓ６ ｔａｇ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｔ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ３). Ｔｈｅｎꎬ ｗｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｐＥｃｔＤ ｂｙ Ｎｉ２ ＋ ￣ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔꎬ
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ｓｕｃｈ ａｓ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ[１ － ４] . Ｅｃｔｏｉｎｅ ｉｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｓｐａｒｔｉｃ β￣
ｓｅｍｉａｌｄｅｈｙｄｅ. Ｔｈｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｒｅ Ｌ￣２ꎬ ４￣ｄｉａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ( ＥｃｔＡꎻ ＥＣ ２ ３ ２ １７８ )ꎬ Ｌ￣２ꎬ ４￣
ｄｉａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ ( ＥｃｔＢꎻ ＥＣ
２ ６ １ ７６ )ꎬ ａｎｄ Ｌ￣ｅｃｔｏｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ＥｃｔＣꎻ ＥＣ
４ ２ １ １０８ )ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ５￣
ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ ｉｓ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ
( ＥｃｔＤꎻ ＥＣ １ １４ １１ ) ａｎｄ ｙｉｅｌｄｅｄ ｆｒｏｍ ｅｃｔｏｉｎｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｓｔｅｒｅｏ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ[５] .
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ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ[１ꎬ６]ꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ[７ － ８]ꎬ
ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＤＮＡ[９ － １０]ꎬ ｉｔ ｍａｋｅｓ ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｍｏｒｅ ａｔｔｒａｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ｉｔｓ
ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ.
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｆｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗｏｒｋ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｏｎｌｙ
ｔｗｏ ＥｃｔＤ ｆｒｏｍ Ｖｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｅｘｉｇｅｎｓ (ＶｓＥｃｔＤꎬ ＰＤＢ
ｅｎｔｒｙ ３ｅｍｒ ａｎｄ ４ｎｍｉ ) [１１ － １３] ａｎｄ Ｓｐｈｉｎｇｏｐｙｘｉｓ
ａｌａｓｋｅｎｓｉｓ ( ＳａＥｃｔＤꎬ ＰＤＢ ｅｎｔｒｙ ４ｍｈｒꎬ ４ｍｈｕꎬ ａｎｄ
４ｑ５ｏ) [１４] ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰＤＢｓ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶｓＥｃｔＤ ａｎｄ ＳａＥｃｔＤꎬ
ｔｈｅ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ￣ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ２￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｓｅｖｅｒａｌ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｉｎｖｏｌｖｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎬ ｗｅｒｅ ｓｔｉｌｌ ａｍｂｉｇｕｏｕｓ.

Ａｌｋａｌｉｐｈｉｌｉｃ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｏｐｔｉｍａｌ ｐＨ ｏｆ １０ ５ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｉｍｅｄ ｇａｒｄｅｎ
ｓｏｉｌ[１５] . Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂ.
ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ
ｓｏｌｕｔｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｕｐｔａｋｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｅｃｔｏｉｎｅ (ｔｈｅ ｅｃｔｏｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒꎬ ｅｃｔＡＢＣ)
ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ (ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ｅｃｔＤ)ꎬ
ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ
ａｌｋａｌｉｐｈｉｌｅ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓ[５ꎬ１６] . Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＢｐＥｃｔＤ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ ａ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｉｔｉａｔｅｄ.
Ｈｅｒｅꎬ ｗｅ ｒｅｐｏｒｔ ｏｕｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＢｐＥｃｔＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｒｒｙｉｎｇ ａ Ｈｉｓ６ｔａｇ.

１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｔｈｏｄｓ

１ １　 Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ＢｐＥｃｔＤ

(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ＡＤＣ５０５３０ １) ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒｏｍ Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｂｙ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′￣ＧＣＡＴＡＴＧＣＡＡＧＡＴＴＴＴＴＡＣＣＣ
ＴＴＣ￣３′ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′￣ＧＣＴＣＧＡＧＴＴＴ
ＡＡＧＴＡＣＧＧＴＴＴＣＣＴ￣３′ꎬ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｎｄｅ Ｉ ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｄｅ Ｉ
ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２２ｂ ( ＋ ) ( Ｎｏｖａｇｅｎꎬ ＵＳＡ ). Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＴ￣ＥｃｔＤ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ (Ｎｏｖａｇｅｎꎬ ＵＳＡ).
Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ８００ ｍＬ ＬＢ
ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １００ μｇ / ｍＬ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｔ ３１０ Ｋ.
Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣
Ｄ￣１￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ (ＩＰＴＧꎻ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ)
ａｔ ３１０Ｋ ｆｏｒ ａ ｆｕｒｔｈｅｒ ６ ｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ＯＤ６００

ｒｅａｃｈｅｄ ０ ６ － ０ ８.
Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｅｌｌｅｔ ｗａｓ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｔ

８６００ｇ ａｎｄ ２７７ Ｋ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｎ ３０ ｍＬ
ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ [５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７ ０ꎬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ ５％ (Ｖ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌ] . Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ￣ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ ( ＪＮＢＩＯꎬ Ｐｅｏｐｌｅ ’ ｓ
Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅｂｒｉｓ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ ｂｙ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｔ ４８４００ｇ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ａｔ ２７７ Ｋ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ￣
ｆｒｅｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ａ
Ｎｉ２ ＋ ￣ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ ( ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅꎬ ＵＳＡ) ａｎｄ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｍＬ ｗａｓｈ
ｂｕｆｆｅｒ [ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７ ０ꎬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ ５％ (Ｖ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ] ｔｏ
ｒｅｍｏｖｅ ｕｎｂｏｕｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ Ｈｉｓ６ ￣ｔａｇｇｅｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ８ ｍＬ ｅｌｕｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ [ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７ ０ꎬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ ５％ (Ｖ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ]

９６４１



Ｊｉａｎｇｌｉ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

ａｎｄ ｄｉａｌｙｚｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ７ ０
ｗｉｔｈ ５％ (Ｖ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｌｏａｄｅｄ ｏｎｔｏ ａ
ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ ( Ｓｕｐｅｒｄｅｘ ２００
１０ / ３００ ＧＬ ｃｏｌｕｍｎꎬ ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅꎬ ＵＳＡ) ａｎｄ ｅｌｕｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７ ０ꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ
５％ (Ｖ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌ (ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １ ０ ｍＬ / ｍｉｎ). Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｄｉａｌｙｚｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ７ ０ ｗｉｔｈ ５％ ( Ｖ / Ｖ )
ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｔｏ ２０ ｍｇ / ｍＬ ａｔ ２７７ Ｋ ｕｓｉｎｇ
ａｎ Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｆｉｌｔｅｒ ｄｅｖｉｃｅ ( ３０ ｋＤａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｗｅｉｇｈｔ ｃｕｔｏｆｆꎬ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ). Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ
ＢｐＥｃｔＤ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ １２ ５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｌａｒ
ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ３４３８０ Ｌ / (ｍｏｌｃｍ) ａｔ ２８０ ｎｍ
ｗｉｔｈ ａ ＮａｎｏＤｒｏｐ ｄｅｖｉｃｅ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎬ ＵＳＡ).
１ ２　 Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ
２８９ Ｋ ｂｙ ｔｈｅ ｓｉｔｔｉｎｇ￣ｄｒｏｐ ｖａｐｏｕｒ￣ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ
９６￣ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｋｉｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
Ｃｒｙｓｔａｌ Ｓｃｒｅｅｎꎬ Ｃｒｙｓｔａｌ Ｓｃｒｅｅｎ ２ꎬ Ｉｎｄｅｘ Ｓｃｒｅｅｎꎬ ａｎｄ
ＰＥＧ / Ｉｏｎ Ｓｃｒｅｅｎ ( Ｈａｍｐｔｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ). Ｆｏｒ
ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｄｒｏｐ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ １ μＬ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ( ５ ｏｒ １０ ｍｇ / ｍＬ) ｉｎ ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ７ ０ ｗｉｔｈ ５％ ( Ｖ / Ｖ )
ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｎｄ １ μＬ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄ
ａｇａｉｎｓｔ １００ μＬ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅ ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ.
１ ３　 Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

Ｆｏｒ ｔｈｅ Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ
ｗｅｒｅ ｓｏａｋｅｄ ｉｎ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ
２５％ (Ｗ / Ｖ) ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｓ ａ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ｆｏｒ １５ ｓ.
Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｍｏｕｎｔｅｄ ｉｎ ｎｙｌｏｎ ｌｏｏｐｓ ｗｅｒｅ ｆｌａｓｈｅｄ￣
ｃｏｏｌｅｄ ｉｎ ａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｔｒｅａｍ ａｔ １００ Ｋ ｆｏｒ ｄａｔａ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ[１７ － １８] . Ｔｈｅ Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ １００ Ｋ ｕｓｉｎｇ ａ Ｒｉｇａｋｕ ＭｉｃｒｏＭａｘ￣００７
ＨＦ ｄｅｓｋｔｏｐ ｒｏｔａｔｉｎｇ￣ａｎｏｄｅ Ｘ￣ｒａｙ ｇｅｎｅｒａｔｏｒ ｗｉｔｈ ａ Ｃｕ
ｔａｒｇｅｔ ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｔ ４０ ｋＶ ａｎｄ ３０ ｍＡ [ Ｔｉａｎｊｉｎ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｉｎｔ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ (ＴＪＡＢ)ꎬ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ] ａｎｄ ａ
Ｒ￣ＡＸＩＳ ＨＴＣ( ＩＰ) ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ａ ２００ ｍｍ ｃｒｙｓｔａｌ￣ｔｏ￣
ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｔ ａ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １ ５４１８ Å. Ｔｈｅ
７２０ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｆｒａｍｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ０ ５°
ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ ｐｅｒ ｉｍａｇｅ. Ａｌｌ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ｗｅｒｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｃａｌｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＨＫＬ￣２０００ ｐｒｏｇｒａｍ
ｓｕｉｔｅ[１９] . Ｔｈｅ ｄａｔａ ｑｕａｌｉｔｙ ｗａｓ ａｐｐｒａｉｓｅｄ ｕｓｉｎｇ
ＳＦＣＨＥＣＫ[２０] ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＭＡＴＴＨＥＷＳ＿ＣＯＥＦ ｆｒｏｍ ＣＣＰ４ [２１] .

２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ

Ａ ９０９ ｂｐ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ
ＯＦ４ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２２ｂ ( ＋ ). Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＢｐＥｃｔＤ ｗｉｔｈ ａ Ｈｉｓ６ ｔａｇ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ (ＤＥ３) ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｎｉ２ ＋ ￣ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ａｎｄ ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ ｏｆ ＢｐＥｃｔＤ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ａｂｏｕｔ ３５ ｋＤａ ｂｙ １２ ５％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ( Ｆｉｇｕｒｅ １)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ３５ ６ ｋＤａ ｆｏｒ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＢｐＥｃｔＤ ｗｉｔｈ ａ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ６ ｔａｇ.

Ｆｉｇｕｒｅ １. １２ ５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｐＥｃｔＤ. ｌａｎｅ
Ｍꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｍａｓｓ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ( ｌａｂｅｌｅｄ ｉｎ ｋＤａ )ꎻ ｌａｎｅ １ꎬ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｐＥｃｔＤ (３５ ｋＤａ).

Ｄｕｒｉｎｇ ｉｎｉｔｉａｌ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈａｐｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ＰＥＧ / Ｉｏｎ Ｎｏｓ. ４
[ｒｈｏｍｂｕｓｅｓꎻ ０ ２ ｍｏｌ / Ｌ ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ２０％ (Ｗ/ Ｖ)
ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ３３５０ ]ꎬ ４０ [ ｐｌａｔｅｓꎻ ０ ２ ｍｏｌ / Ｌ
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ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｉｂａｓｉｃꎬ ２０％(Ｗ/ Ｖ) ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ ３３５０ ]ꎬ ａｎｄ Ｉｎｄｅｘ Ｓｃｒｅｅｎ Ｎｏｓ. ８１ [ ｒｏｄｓꎻ
０ ２ ｍｏｌ / Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅꎬ ０ １ ｍｏｌ / Ｌ ｔｒｉｓ ｐＨ８ ５ꎬ
２５％ (Ｗ/ Ｖ) ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ３３５０]ꎬ ８３ [ ｌｕｍｐｓꎻ
０ ２ ｍｏｌ / Ｌ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｈｅｘａｈｙｄｒａｔｅꎬ ０ １ ｍｏｌ / Ｌ
ｂｉｓ￣ｔｒｉｓ ｐＨ６ ５ꎬ ２５％ (Ｗ/ Ｖ) ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ３ꎬ
３５０]. Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ Ｎｏ. ８３ ｏｆ Ｉｎｄｅｘ Ｓｃｒｅｅｎ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ.
Ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｗｅｌｌ
ｄｉｆｆｒａｃｔｉｎｇ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｏｆ ａｂｏｕｔ ３６０ μｍ × ２４０ μｍ × ６０ μｍ
ｉｎ ｓｉｚｅ ( Ｆｉｇｕｒｅ ２ ) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ０ ２ ｍｏｌ / Ｌ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｈｅｘａｈｙｄｒａｔｅꎬ
０ １ ｍｏｌ / Ｌ ｂｉｓ￣ｔｒｉｓ ｐＨ６ ５ꎬ ２５％ (Ｗ/ Ｖ) ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ ３３５０ ａｔ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ６ ５ ｍｇ / ｍＬ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｙｐｉｃａｌ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｏｆ ＢｐＥｃｔＤ ( ａｂｏｕｔ ３６０
μｍ × ２４０ μｍ × ６０ μｍ).

Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ
１. Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ＢｐＥｃｔＤ ｃｒｙｓｔａｌ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｒａｃｔｅｄ ｔｏ ａ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｙｏｎｄ ２ ４０ Å ｉｎ ｔｈｅ ａｎｏｒｔｈｉｃ ｓｐａｃｅ
ｇｒｏｕｐ Ｐ１ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｎｉｔ￣ｃｅｌｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａ ＝ ４５ １８ Åꎬ
ｂ ＝ ５８ ８７ Åꎬ ｃ ＝ ６８ ８１ Åꎬ α ＝ ７７ ４８°ꎬ β ＝ ８６ ０３°ꎬ
γ ＝ ６６ ９７° ( Ｆｉｇｕｒｅ ３ ). Ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｅｔ ｈａｓ ９５ １％
ｏｖｅｒａｌｌ ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ ａｎｄ ７２ ３％ ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｈｅｌｌꎬ ｗｉｔｈ ａｎ Ｒｍｅｒｇｅ ｏｆ ４ ０％ . Ｔｈｅ
ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｕｎｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｗｏ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ＢｐＥｃｔＤ ｗｉｔｈ
ａ Ｍａｔｔｅｗｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ａｂｏｕｔ ２ ４４ Å３ / Ｄａ ａｎｄ ａ
ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ４９ ５３％ [２２] .

ＭＯＬＲＥＰ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃａｒｒｙ ｏｕｔ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｐｈａｓｅｓ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ＰＤＢ ｃｏｄｅ ３ｅｍｒ ａｓ ａ ｓｅａｒｃｈ
ｍｏｄｅｌ. Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ５０ －
２ ４０ Åꎬ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｆｉｎｅｄ ｔｏ ａｎ Ｒｗｏｒｋ ｏｆ
２３ ７４ ％ ａｎｄ ａｎ Ｒ ｆｒｅｅ ｏｆ ２９ ８０ ％ .

Ｔａｂｌｅ １. Ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ (ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ａｒｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｈｅｌｌ)

Ｄａｔａ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
Ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ Ｒｉｇａｋｕ ＭｉｃｒｏＭａｘ￣００７ ＨＦ
Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ (Å) １ ５４１８
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (Ｋ) １００
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ Ｒ￣ＡＸＩＳ ＨＴＣ(ＩＰ) ｄｅｔｅｃｔｏｒ
Ｃｒｙｓｔａｌ￣ｔｏ￣ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ (ｍｍ) ２００
Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｐｅｒ ｉｍａｇｅ (°) ０ ５
Ｔｏｔａｌ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ (°) ３６０
Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｐｅｒ ｉｍａｇｅ (ｓ) ６０
Ｓｐａｃｅ ｇｒｏｕｐ Ｐ１
Ｕｎｉｔ￣ｃｅｌｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ (Åꎬ °)

ａ ＝４５ １８ꎬ ｂ ＝５８ ８７ꎬ ｃ ＝６８ ８１
α ＝７７ ４８ꎬ β ＝８６ ０３ꎬ γ ＝６６ ９７

Ｍｏｓａｉｃｉｔｙ (°) １ １
Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ (Å) ５０ － ２ ４０(２ ４４ － ２ ４０)
Ｎｏ. ｏｆ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ ９０５９２(３５４５)
Ｎｏ. ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ ２３８４０(９３３)
Ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ (％ ) ９５ １(７２ ３)
Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ３ ８(３ ８)
Ａｖｅｒａｇｅ Ｉ / σ ( Ｉ ) ３９ ６(１４ ７)
Ｒｍｅｒｇｅ(％ ) ４ ０(８ ８)
Ｎｏ. ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｕｎｉｔ ２
ＶＭ(Å３ Ｄａ － １) ２ ４４
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ (％ ) ４９ ５３
Ｏｖｅｒａｌｌ Ｂ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ Ｗｉｌｓｏｎ ｐｌｏｔ (Å２) ３７ ５０

Ｒｍｅｒｇｅ ＝ ∑ｈｋｌ∑ｉ│Ｉｉ(ｈｋｌ) － ‹ Ｉ(ｈｋｌ)›│ / ∑ｈｋｌ∑ｉ Ｉｉ (ｈｋｌ)ꎬ ｗｈｅｒｅ Ｉｉ
(ｈｋｌ) ｉｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｔｈ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ ｈｋｌ ａｎｄ ‹ Ｉ
(ｈｋｌ)›ｉｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ａｌｌ ｓｙｍｍｅｔｒｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ.

３　 Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ

Ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ( ＥＣ １ １４ １１ )ꎬ ｗｈｉｃｈ
ｃａｔａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｅｃｔｏｉｎｅ ｔｏ ５￣
ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅꎬ ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｎ￣ｈｅｍｅ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｉｒｏｎ ( ＩＩ)￣ ａｎｄ ２￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ. Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ５￣ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ
ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｔｈａｎ ｉｔｓ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｅｃｔｏｉｎｅꎬ ＥｃｔＤ ｈａｓ ａｔｔｒａｃｔｅｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｅ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｒｅ ｆｏｕｎｄ ｗｉｄｅｌｙ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ[６] . Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＳａＥｃｔＤ
(ＰＤＢ ｅｎｔｒｙ ４ｍｈｒꎬ ４ｍｈｕꎬ ａｎｄ ４ｑ５ｏ) ａｎｄ ＶｓＥｃｔＤ
(ＰＤＢ ｅｎｔｒｙ ３ｅｍｒ ａｎｄ ４ｎｍｉ)ꎬ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ( ＩＩ)ꎬ ｔｈｅ ｃｏ￣
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ２￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅꎬ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｅｃｏｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ５￣ｈｙｄｏｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ ｌｉｇａｎｄｓ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒｌｙ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ[１１ꎬ １３ － １４] . Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳａＥｃｔＤ ａｎｄ ＶｓＥｃｔＤ ｈａｖｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ２￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ａｒｅ
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Ｊｉａｎｇｌｉ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｙｐｉｃａｌ Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｆｒｏｍ ＢｐＥｃｔＤ ｃｒｙｓｔａｌ. Ｔｈｅ ｆｒａｍｅ ｅｄｇｅ ｉｓ ａｔ ２ ４０ Å ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ Ｖ. ｓａｌｅｘｉｇｅｎｓ (３ＥＭＲ)ꎬ Ｓ. ａｌａｓｋｅｎｓｉｓ (４Ｑ５Ｏ)
ａｎｄ Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４ (ＢｐＥｃｔＤ). Ｔｈｅ ｓｔａｒｓ (★) ａｎｄ ａｒｒｏｗｓ (↓) ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｉｒｏｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ２￣
ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｔｈｅ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ (▼) ａｎｄ ｃｌｏｓｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ (●) ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３ＥＭＲ ａｎｄ ４Ｑ５Ｏꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

ｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ (Ｆｉｇｕｒｅ ４)ꎬ ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｔｈｅ ｅｃｔｏｉｎｅ / ５￣ｈｙｄｏｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｗｏ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｖａｒｉｅｄ ｓｏｍｅｗｈａｔ. Ｆｏｒ ＳａＥｃｔＤꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
５￣ｈｙｄｏｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ Ｇｌｎ￣１２７ꎬ
Ｔｈｒ￣１４９ꎬ Ｔｒｐ￣１５０ ａｎｄ Ａｒｇ￣２８０[１４]ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｅｃｔｏｉｎｅ
ｌｉｇａｎｄ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶｓＥｃｔＤ ｍｉｇｈｔ ｃｏｎｔａｃｔ Ｇｌｎ￣１２９ꎬ Ｔｒｐ￣
１５２ꎬ Ｓｅｒ￣１６５ꎬ Ｐｈｅ￣２４２ ａｎｄ Ｐｈｅ￣２６３ [１３] . Ｉｔ ｉｓ ｎｏｔａｂｌｅ
ｔｈａｔ ａｌｌ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｒｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＥｃｔＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ[１３] .

Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｈａｖｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈｅ
ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｘ￣ｒａｙ
ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ (ＢｐＥｃｔＤ)
ｆｒｏｍ ａｌｋａｌｉｐｈｉｌｉｃ Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｔｓ
ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＢｐＥｃｔＤ ｗｉｔｈ ａ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ６ ｔａｇ (ＬＥＨＨＨＨＨＨ) ｈａｓ
ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ３５ ６ ｋＤａꎬ ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｉｔｓ
ａｐｐａｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ３５ ｋＤａ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ (Ｆｉｇｕｒｅ １). Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ
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ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｍａｔｔｈｅｗｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ２ ４４ Å３ / Ｄａ
ｉｍｐｌｉｅｄ ｏｎｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｍｅｒ ｐｅｒ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｕｎｉｔꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｍｅｒｉｃ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＶｓＥｃｔＤ ａｎｄ ＳａＥｃｔＤ[１２] . Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｐＥｃｔＤ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ
ｈｉｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｔｏ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｅｃｔｏｉｎｅ
ｈｙｄｏｒｘｙｌａｓｅｓ ｉｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ ( ＰＤＢ) ｆｒｏｍ Ｖ.
ｓａｌｅｘｉｇｅｎｓ ( ＶｓＥｃｔＤꎬ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ７２ ８％ ꎻ ＰＤＢ ｅｎｔｒｙ
３ｅｍｒ) [１１]ꎬ Ｓ. ａｌａｓｋｅｎｓｉｓ ( ＳａＥｃｔＤꎬ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ４８ ３％ ꎻ
ＰＤＢ ｅｎｔｒｙ ４ｑ５ｏ ) [１４]ꎬ ａｎｄ ｃａｒｒｉｅｄ ａｌｌ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ ( Ｈｉｓ￣１４６ꎬ Ａｓｐ￣１４８ ａｎｄ
Ｈｉｓ￣２４８)ꎬ ２￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ( Ｐｈｅ￣９５ꎬ Ａｒｇ￣１３１ꎬ Ａｓｎ￣
１３３ꎬ Ｐｈｅ￣１４３ꎬ Ｓｅｒ￣２５０ ａｎｄ Ａｒｇ￣２５９)ꎬ ａｎｄ ｅｃｔｏｉｎｅ / ５￣
ｈｙｄｏｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ (ｐｕｔａｔｉｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ: Ｇｌｎ￣１２９ꎬ Ｔｈｒ￣
１５１ꎬ Ｔｒｐ￣１５２ꎬ Ｓｅｒ￣１６５ꎬ Ｐｈｅ￣２４２ꎬ Ｐｈｅ￣２６３ ａｎｄ Ａｒｇ￣
２８３). Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｐＥｃｔＤ ｗｉｌｌ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｅｃｔｏｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂ.
ｐｓｅｕｄｏｆｉｒｍｕｓ ＯＦ４.
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假坚强芽孢杆菌四氢嘧啶羟化酶的晶体制备及 Ｘ￣射线衍射研究

杨江丽１ꎬ３＃ꎬ 王青青２＃ꎬ 徐书景２ꎬ 关婉怡２ꎬ赵宝华２ꎬ 董辉４∗ꎬ 鞠建松２∗
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摘要:【目的】 假坚强芽孢杆菌四氢嘧啶羟化酶蛋白纯化、晶体制备及 Ｘ￣射线衍射研究ꎮ 【方法】 通过 ＰＣＲ
从假坚强芽孢杆菌 ＯＦ４ 中克隆获得四氢嘧啶羟化酶基因ꎬ构建原核表达载体ꎬ经过原核表达ꎬ采用 Ｎｉ￣ＮＴＡ
亲和层析法和分子排阻色谱法纯化蛋白ꎬ２８９ Ｋ 下采用座滴法进行晶体筛选和制备ꎬ在低温 １００ Ｋ 下通过 Ｘ￣
射线衍射仪(Ｒｉｇａｋｕ ＭｉｃｒｏＭａｘ￣００７ ＨＦ)收集晶体衍射数据ꎮ 【结果】 通过原核表达及纯化成功获得了适合晶

体生长的蛋白 ＢｐＥｃｔＤꎮ 通过筛选最终在蛋白浓度为 ６ ５ ｍｇ / ｍＬ 及含有 ０ ２ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２６Ｈ２Ｏꎬ ０ １ ｍｏｌ / Ｌ
Ｂｉｓ￣Ｔｒｉｓ ｐＨ６ ５ꎬ ２５％ (Ｗ / Ｖ) 聚乙二醇 ３ꎬ３５０ 的缓冲液中获得了理想的蛋白晶体ꎬ其大小约为 ３６０ μｍ ×２４０
μｍ ×６０ μｍꎬ并在 １００Ｋ 下成功收集了衍射数据ꎬ晶体衍射分辨率为 ２ ４０ Åꎬ空间群为三斜晶系 Ｐ１ꎬ 晶胞参

数为 ａ ＝４５ １８ Åꎬ ｂ ＝５８ ８７ Åꎬ ｃ ＝６８ ８１ Åꎬ α ＝７７ ４８°ꎬ β ＝８６ ０３°ꎬ γ ＝ ６６ ９７°ꎬ每个不对称单位中含有 ２ 个

ＢｐＥｃｔＤ 单体ꎬ马修斯系数为 ２ ４４ Å３ / Ｄａꎬ溶剂含量约为 ４９ ５３％ꎮ 【结论】 衍射数据的成功收集为假坚强芽孢

杆菌 ＯＦ４ 四氢嘧啶羟化酶三维结构的解析奠定了前期基础ꎬ将有助于阐明四氢嘧啶羟化酶的催化机制ꎮ
关键词:假坚强芽孢杆菌 ＯＦ４ꎬ四氢嘧啶羟化酶ꎬ结晶ꎬＸ￣射线衍射
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