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摘 要：丙氨酸脱氢酶（1@ .A!A.A.）可逆催化丙氨酸脱氨生成丙酮酸和 -)BC。它是生物体

内的氨基酸代谢和氨同化途径的关键酶。在地中海拟无枝菌酸菌（!"#$%&’(%)*+* ",-+(,..’/,+）

D"# 中，丙氨酸脱氢酶的活力与力复霉素的生物合成有负相关现象，其活力受 E-F" 全局效应

的调控。根据结核分枝杆菌（0#$%1’$(,.+2" (21,.$2&%*+*）和天蓝链霉菌（3(.,)(%"#$,* $%,&+$%&%.）的

丙氨酸脱氢酶氨基酸的保守序列和地中海拟无枝菌酸菌 D"# 对氨基酸密码子的使用偏好，设

计一对简并 G@H 引物。以此引物从地中海拟无枝菌酸菌 D"# 中扩增到一 ???I* 的片段，并以

此片段为探针从地中海拟无枝菌酸菌 D"# 基因组 ;&:3,J 文库中成功的克隆到了丙氨酸脱氢

酶结构基因（’&-）。它编码了一个 "=. 个氨基酸的蛋白质，基因的 K@ 含量为 =#A?L，符合链

霉菌的基因结构特征。在起始密码子的上游 0 个碱基处，有一典型的链霉菌核糖体结合位点

（HMN）：)KK)KK，第 =? 位的氨基酸为赖氨酸，是丙酮酸结合位点。以 *1O#>I 为载体，在 4 (
$%&+ MP#.（B1"）中高效表达了 ’&- 基因。用 QGOK 在 ##R时诱导得到的丙氨酸脱氢酶活力最

高。用 C,:2O48 柱纯化了表达的丙氨酸脱氢酶。酶学性质研究表明该酶专一性以 P2)’4 和

-)B（C）为底物。
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丙氨酸脱氢酶（P24’47,7T：-)BU &V,J&+TJW;X4:T，1@ .A!A.A.A）属于氨基酸脱氢酶类［.］。

氨基酸脱氢酶可以直接将氨基酸上的氨脱去形成自由的氨，使氨基酸的碳骨架在进入糖

酵解或 O@) 循环，产生的氨可被细胞各种代谢途径利用。此外这个脱氨过程还伴随着还

原力的产生（-)BCY-)BGC），以满足细胞对能量的要求。它的逆反应可将自由氨掺入到

氨基酸中，从而进行氮的同化作用，这个现象普遍存在于一些固氮以及高氨条件下生长的

生物体内。在枯草芽孢杆菌（5 ( *21(+&+*）中丙氨酸脱氢酶与芽孢的产生有关，该基因被中

断后无法形成芽孢［#］。此外对黄色粘球菌（0#6%$%$$2* 6’/(72*）的发育也有很大影响［"］。

地中海拟无枝菌酸菌 D"#（以下简称 D"#）是力复霉素 N% 的高产菌。本实验室自 =$
年代以来，对 D"# 合成力复霉素 N% 的代谢途径进行了深入的生理生化研究。长期的研

究中发现硝酸盐对 D"# 力复霉素 N% 的生物合成具有全局性的影响，即当培养基中加入

$A>LE-F" 后，力复霉素的产量提高 =$L，与此同时很多参与初级代谢的酶的活力受到



!"#$ 的影响（活力上升或下降）。在含 %&’(!"#$ 的培养基中丙氨酸脱氢酶的活力远远

低于在铵盐培养基中的活力，特别是在高氨环境中（%&’(（")*）+ ,#*）［*］。由于抗生素的

生物合成受培养基中氮源的影响，而丙氨酸脱氢酶在很多情况下调控细胞内的氮代谢，从

而可能间接调节了抗生素的生物合成。因此对丙氨酸脱氢酶的研究对于 -$+ 力复霉素

生物合成，在分子水平上研究硝酸钾的全局性调控机理以及对放线菌氮同化作用都有重

要的意义。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒

本文所用的菌株与质粒列于表 .。

表 ! 菌株和质粒

/0123 . ,450678 079 :208;698

,450678 079 :208;698 <=050>4356846> ,?@5>3

#$%&’()

! A "#$% B)C!
DE"’% 920>F #G（ 20>FHIJ05KD）-.LM 93?N 53>I. 379I. =89N.O（ 5 EP ;E

P ）

8@:Q**$J4=6J. KR5ML 532I.
STU<#

! A "#$% UV+.（QB$） DW ?;:/ 5U E ;U
E（BQ$） "?X0K37

& A ’()%*(++,-(% -$+ I =6K=JR6329 :5?9@>35 ?Y 56Y0;R>67 ,Z /=68 201

*+&),’-)

:U2@38>56:4TT !, :-<.’J9356X39 >2?767K X3>4?5 ,45040K373

:Q/J+’1 Q[:53886?7 X3>4?5 >055R67K 07 "J435;6702 /O! 40K 83\@37>3 "?X0K37

:VIDN$ >?8，;?1] /50E ，T7>^，/>5 ,408P0_6>‘

IVBOJLL I >?8;69 _64= ,$) K373 67 :VIDN$ /=68 _?5P

:I29CCC :GB.’/ X3>4?5 =051?567K CCC1: ^<N Y53K;374 ?Y ,$) /=68 _?5P

:I29U :U2@38>56:4TT !, =051?567K .&’P1.,’) T /=68 _?5P

:QaJI29 :Q/+’1 >055R67K ,$) ^<N :5?9@>4 Y?5 3[:53886?7 /=68 _?5P

!". 培养基和抗生素

大肠杆菌的培养用 VU 培养基，培养温度为 $Ob。-$+ 用本氏培养基［C］，提取染色体

B"I 需加 %&+C(的甘氨酸，培养温度为 +’b。抗生素使用浓度为：氨苄青霉素 .%%%Kc;V，

四环素为 .C%Kc;V，卡那霉素为 C%%Kc;V。

!"/ 酶和试剂

限制性内切酶、/*B"I 连接酶、<TI^ 等为 /0!0N0 公司产品，辅酶、溶菌酶、N"083 为

,6K;0 公司产品，［!J$+ ^］J9</^ 为北京亚辉生物医学工程公司产品。正电荷尼龙膜购自

U?3=567K35 G77=36; 公司。

!"0 123 操作

-$+ 基因组 B"I 的提取参照《链霉菌遗传操作手册》［L］；基因组 B"I 的完全酶切参照

《分子克隆》［O］；质粒抽提，酶切、脱磷、连接、电泳、,?@4=357 杂交等参照《分子克隆》；探针的
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制备采用 !"#$%&’&(%)% 标记试剂盒（!"*$%+’ 公司）。,-. 的 /*0$#1 基因文库由彭文涛博士

构建。

!"# 引物合成和 $%& 序列测定和分析

引物合成和 234 序列测定由基康生物技术有限公司完成。序列的编辑和比较使用

5#*61#7 8%9:%)/% 4;#+)$%)7 61#7*"，序列同源性及蛋白序列查找使用 5<48= 和 >48=4。

!"’ 基因序列

丙氨酸脱氢酶基因（!"#）的 (%)5’)? 登录号：4>@AB-C.。

!"( 蛋白质浓度测定

蛋白质的浓度测定采用 5"’1D*"1 法，以牛血清白蛋白为标准［B］。

!") 丙氨酸脱氢酶纯化及活力测定

丙氨酸脱氢酶的表达和 828&!4(6 按《分子克隆》进行。E#0&=’+ 亲和柱纯化丙氨酸脱

氢酶按 F#’+%) 公司的操作手册进行。丙氨酸脱氢酶活力是依据氧化脱氨基反应的产物

342E 在 -@G)$ 处有一强吸收峰来测定［A］。

* 结果和分析

*"! 丙氨酸脱氢酶基因克隆及鉴定

根据本实验室已经克隆的一些基因的序列分析表明，,-. 的基因与结核分枝杆菌和

天蓝链霉菌的基因有着很高的同源性［HG，HH］。因此根据这两种放线菌丙氨酸脱氢酶的氨基

酸序列，进行同源比较得到两个保守序区，并考虑到 ,-. 对氨基酸密码子的使用偏好，设

计一对简并引物：

I4;1JJJ4：JK&((44==L=（(ML）L=（(ML）(L（(ML）LL(4=(=L&-K
$%&N O

I4;1JJJ5：JK&(=L=4(4(==（(ML）(=（(ML）4(（(ML）(L(=4（(ML）(&-K
’(! O

利用这对引物以 ,-. 基因组 234 为模板，扩增到一 JJJPI 的片段。将此片段克隆到

IQ2HB&= 载体上，然后测序分析，5<48=（R）结果表明该片段为 !"# 基因的一部分。采用

斑点杂交的方法，将 ,-. 基因组 /*0$#1 文库分成 J- 组，每组含 AS 个单克隆，接种于 <5 试

管中，培养过夜，提取混合质粒，变性后点于尼龙膜上，以前面获得的 !LN 片段（ !"#
JJJPI）为探针进行 8*:7T%") 分析。经过三轮杂交，我们筛选到了 J 个阳性克隆，分别命名

为 4<2C&SS、4<2HS&JS、4<2HC&JC、4<2.J&AS 和 4<2JH&B.。8*:7T%") 结果确认了这几个阳性

克隆都来源于 ,-.，由于 /*0$#1 的插入片段比较大，约为 .G?P，所以选择 4<2C&SS 作进一

步分析。提取 ,-. 的基因组 234 与阳性克隆 4<2C&SS 的质粒 234，分别进行 )!*EO，
+*!O 和 ’,&O 酶切，电泳，8*:7T%") 转移，以 JJJPI 的 !LN 产物为探针进行分子杂交（图 H），

结果表明 ,-. 基因组 234 和阳性克隆的质粒 234 有相同大小的杂交带，这就证明了阳

性克隆 4<2C&SS 中的外源片段确实来源于 ,-.。

*"* 丙氨酸脱氢酶基因序列分析

将阳性克隆 4<2C&SS 用多种不同的限制酶进行酶切，电泳，8*:7T%") 转移，以 JJJPI 的

!LN 产物为探针进行杂交，通过对杂交片段大小的计算与分析，初步得到了 4<2C&SS 中含
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可能的 !"# 基因片段的酶谱（如图 !）。

图 ! !"# 阳性克隆的 "#$%&’() 验证

"#$%& ’()*#+,-.#() (* / $ % %&#’(&))!*&’ 01! 2(3#.#45 67()53 89 3(:.;5+) ;98+#<#=-.#()

>% ?.;#<#:, 8+(,#<5@3.-#)5< -$-+(35 5756.+(2;(+53#3 (* +53.+#6.#() 5)=9,5 <#$53.5< 2(3#.#45 67()53 -)<

01! $5)(,#6 AB>；C% >:.(+-<#($+-2; (* 3(:.;5+) 87(. %

& D / % +!%EF <#$53.5< / 2(3#.#45 67()53；G% H#86( &I8 7-<<5+；J D K% 01! $5)(,#6 AB> <#$53.5<

89 +!%EF，,%!F -)< -./F +53256.#4579；&L D &!% >MAJ@GG <#$53.5< 89 +!%EF，,%!F -)< -./F

+53256.#4579%

图 * +,-./00 部分的酶切图谱

"#$%! N53.+#6.#() ,-2 (* >MAJ@GG 2-+.#-7 *+-$,5). 5)6(<#)$ !"# $5)5

N53:7.3 *+(, 3(:.;5+) -)-793#3 #)<#6-.5< .;-. .;5 !"# $5)5 O-3 #)4(745< O#.;#) -22+(P#,-.579 - &QRI8

+!%EFS+!%EF AB> *+-$,5). %

回收阳性克隆上的 &QRI8 +!%E F 分别克隆到 2C7:536+#2. FF TU 上，命名为 2>7<C。对

2>7<C 进行双脱氧法测序，得到长 &JRV82 的序列。分析结果表明此外源片段含有一个完

整的长度为 &&&182 的开放读码框（WN"），起始于 !V! 位的核苷酸，终止于 &1// 位的核苷

酸，起始密码子为 HXH。它编码了一个 1J& 个氨基酸的蛋白质，基因的 H’ 含量为 J!Q/Y，

符合链霉菌的基因结构特征。在起始密码子的上游 G 个碱基处，有一典型的链霉菌 NCU：

>HH>HH。第 J/ 位的氨基酸是赖氨酸，是一典型的丙酮酸结合位点。

01! 丙氨酸脱氢酶结构基因的氨基酸序列与 H5)C-)I 中其它生物的丙氨酸脱氢酶有

很高的同源性。它与天蓝链霉菌（,()&0(/%12&3 2/&"’2/"/)）有 GRY的相似性（/JY相同性）；结
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核分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.）有 !"#的相似性（$%#相同性）；枯草芽孢杆菌（/&0
#*--+. .+%’*-*.）有 !&#的相似性（%’#相同性）；黄色粘球菌（!"1$#$##+. 1&2’3+.）有 !’#的相

似性（$(#相同性）。

!"# 丙氨酸脱氢酶基因在大肠杆菌中的表达及活力测定

根据 )*+ 丙氨酸脱氢酶的序列，设计一对引物，并引入 45( , 和 6#$- , 位点，引物序

列如下：

./012342：$5162727826687868727686687761*5
45( ,

9/01234:：$5182277628868288268878766281*5
6#$- ,

用 78+7;< 扩增所需的片段，并连于 ./7+’= 表达载体上，构建成丙氨酸脱氢酶表达质

粒 ./01234，转化大肠杆菌 :>+?（@/*），测序鉴定重组子。含重组质粒的大肠杆菌于 *(A
培养，9:!&& 达到 &B! C &B’ 时加入 ,978 至终浓度为 &B?DDE3F>，然后分别于 ++A，+’A，

*(A诱导 ?G。表达产物经 ?+#H@H1928/ 分离，染色后可观察到一条约 %$I@ 的特异性蛋

白带，其大小与预测的结果相符（图 *）。

图 # 丙氨酸脱氢酶的诱导表达

JKLM* H@H1928/ ;N;3OPKP EQ RS.TRPPKEN .TE4UVWP

EQ ;3;NKNR 4RGO4TELRN;PR LRNR KN 6 M #$-* :>+?

?B 6 M #$-* :>+?（@/*）KN4UVR4 =O &B?DDE3F> ,978

QET +G；+B 6 M #$-* :>+?（@/*）G;T=ETKNL ./7+’=，KN4UVR4

=O &B?DDE3F> ,978 QET +G；*B 6 M #$-* :>+?（@/*）G;T1

=ETKNL ./012>@，NEW KN4UVR4；%B 6 M #$-* :>+?（@/*）

G;T=ETKNL ./012>@，KN4UVR4 =O &B?DDE3F> ,978 QET +G ;W

++A；$B 6 M #$-* :>+?（@/*）G;T=ETKNL ./012>@，KN1

4UVR4 =O &B?DDE3F> ,978 QET +G ;W +’A；!B 6 M #$-*

:>+?（@/*）G;T=ETKNL ./012>@，KN4UVR4 =O &B?DDE3F>

,978 QET +G ;W *(A；(B 9TEWRKN DE3RVU3;T XRKLGW D;TIRT
（"%B&；!(B&；%*B&；*&B& ;N4 ?%B%I@）；’B /S.TRPPKEN

.TE4UVW .UTKQKR4 =O YKP1W;LM

收集 ?&D> 表达的菌体，用 ?&D> 生理盐水洗涤离心后重悬于 ?D> 9:H 中，在冰浴条

件下超声波破碎菌体，高速离心后取上清测定酶活力。采用分光光度法对不同温度下诱

导的蛋白测定丙氨酸脱氢酶活力（图 %）。从图 % 可看出在 ++A，+’A，*(A下诱导时，重

组蛋白的表达量逐渐上升，但酶活力却是

逐渐下降的（图 %）。这说明较高的温度促

进丙氨酸脱氢酶的表达，但大多形成了不

具活力的包涵体。而温度降低后，有利于

表达的蛋白进行加工，形成有活力的天然

构象，虽然蛋白总的表达量降低，但其比

活力大大提高。

图 $ 丙氨酸脱氢酶在 ! % "#$% 中的诱导

JKLM% 23;NKNR 4RGO4TELRN;PR ;VWKZKWO

KN 6 M #$-* KN4UVR4 =O ,978
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!"# 丙氨酸脱氢酶底物专一性研究

由于 !"#$%& 所表达的蛋白在 ’ 端带有 ( 个连续 )*+，所以利用这一特性可将表达的

蛋白进行亲和层析纯化。将 !",-./0 于 $$1诱导表达，收集菌体并用超声波破碎菌体，高

速离心后的上清即为进行亲和层析的粗酶液。纯化后的蛋白在 232-4.5" 上显示为单一

条带（图 6 789: %）。利用纯化的蛋白进行了丙氨酸脱氢酶的底物专一性研究，结果列于表

$。

从表 $ 可以看出，当以 7-./8 和 ’.3（)）为底物时酶活力非常高，而对底物的类似物

3-./8 和 ’.34（)）的活力非常低，不到对照的十分之一。这说明该酶专一性的以 7-./8 和

’.3（)）为底物，这与其它生物体内的丙氨酸脱氢酶是一致的［;$］。

表 ! 丙氨酸脱氢酶的底物专一性

#8&/: $ 2<&+=>8=: +!:?*@*?*=A B@ 8/89*9: 0:CA0>BD:98+:

EF*08=*G: 0:8H*98=*B9 I:0<?=*G: 8H*98=*B9

2<&+=>8=: .?=*G*=AJK 2<&+=>8=: .?=*G*=AJK

7-./8（;LLHHB/J7） ;LL 4A><G8=:（$LHHB/J7） ;LL

3-./8（;LLHHB/J7） 6M$ ’.3)（;M$NHHB/J7） ;LL

’.3O（;M$NHHB/J7） ;LL ’.34)（;M$NHHB/J7） ;MP

’.34O（;M$NHHB/J7） $MN

图 $ 一些 %&’（(）) 依赖的脱氢酶的序列比较

Q*DRN 2:S<:9?: ?BH!8>*+B9 B@ =C:!.-"T-!T >:D*B9+
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* 讨 论

在分类地位上 Y6$ 和天蓝色链霉菌以及结核分枝杆菌的亲缘关系较近，在基因结构

上有很多的相似之处，如基因组的 5U 含量高（达到 ZLK以上），密码子的第三位偏向于 5
或 U（可达 [LK以上）。所以对天蓝色链霉菌和结核分枝杆菌丙氨酸脱氢酶的氨基酸序列

进行同源比较，得到保守序列然后按照 Y6$ 对氨基酸密码子的使用偏好来设计简并引
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物，进行 !"# 扩增，以 !"# 产物为探针采用 $%&’()*+ 杂交克隆 ,-. 的丙氨酸脱氢酶基因。

实验的结果证明这是一个简便可行的方法。克隆到的丙氨酸脱氢酶结构基因的起始密码

子的上游 / 个碱基处，有一典型的链霉菌核糖体结合位点（#0$）：122122［3-］，第 45 位的

氨基酸为赖氨酸，是丙酮酸结合位点［36］。

根据对 2)+07+8 中一些脱氢酶的序列分析表明，,-. 的丙氨酸脱氢酶与其它一些

91:（!）; 依赖的脱氢酶的全序列的相似性只有 33< = .><。但其中的部分序列（.? 个残

基：@AB34- C1BD.>3）与很多脱氢酶的尼克酰胺辅酶的结合区高度相似（图 5）。据报道丙氨酸

脱氢酶的辅酶结合区相当保守，一般由 6 条平行的!C折叠和一条"螺旋组成［35］，但谷氨酸

脱氢酶和亮氨酸脱氢酶的辅酶结合区只有 . 条平 行 的!C折 叠 和 一 条"螺 旋。按 照

EF)*)+G7 的氨基酸序列指纹方法预测这 .? 个残基可能形成 1:! 结合的!"!C折叠［3/］。这

说明该区域可能参与了 91:; 的结合。
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