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,&-(’.&/()&01 1(’2*2-3 !"# 中 $"氨甲酰基水解酶基因的克隆、

表达和纯化

吴 胜，王建军，杨 柳，孙万儒"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源国家重点实验室 北京 2$$$%$）

摘 要：C1氨甲酰基水解酶是一种非常具有工业应用价值的水解酶，可用于制备光学纯氨基酸。通过 D) EFG 从

!"#$%&"’$(")* *$%+,+#- H1& 菌中克隆到 2I6JK 的 LC) 片段，测序表明该片段上含有一个完整的 C1氨甲酰基水解酶的

基因（&.)/）序列。将 &.)/ 基因克隆到表达载体 M7.6$4 上，重组质粒 M7.6$41NO*F 在大肠杆菌中获得了高水平表

达。重组的 C1氨甲酰基水解酶经过热处理和三步柱色谱分离而纯化。纯化倍数为 2"I2 倍，收率 #2I#P。该酶为

同源四聚体，亚基分子量是 6%JL4。最适温度是 "$Q，最适 MN 为 (I$。该酶有较高的热稳定性和氧化稳定性。3/# R

和 F4# R 对酶的活性有一定的促进作用，而金属螯合剂和巯基试剂对酶活无明显影响。
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光学纯氨基酸是重要的化学中间体，在制药工

业、食品工业上有广泛的应用，如用于制备半合成青

霉素和头孢菌素、杀虫剂和甜味剂等［2］。目前发现

少数几种微生物可将外消旋 &1取代海因直接转化

为 L1氨基酸［# ’ (］。&1取代海因在碱性条件下或者在

消旋酶的作用下通过酮醇互变异构实现两个对映体

互相转变，其中 L1型海因衍生物在专一性很强的 L1
海因酶作用下水解内酰胺键生成 C1氨甲酰基1L1氨
基酸，后者在 C1氨甲酰基水解酶的作用下水解去除

氨甲酰基生成相应的 L1氨基酸。在这一过程中，转

化效率理论上可达到 2$$P。因此，这种利用酶法

制备光学纯氨基酸的方法要远比“化学法”经济、环

保。海因酶已在工业生产中得到广泛的应用，但由

于活性和稳定性方面的原因，C1氨甲酰基水解酶到

目前为止还没有实现工业化应用。在实际生产中，

氨甲酰基的水解还是通过化学法实现的。但由于这

一反应是在强酸条件下通过重氮化完成，存在安全、

环境和收率问题，因此人们希望用更加环保和高效

的酶解反应来取代化学法［#］。为实现这一目标，有

必要寻找新的高活性和高稳定性的 C1氨甲酰基水

解酶或者利用蛋白质工程对已知的一些 C1氨甲酰

基水解酶进行结构改造以便能满足工业生产的需

要［%，@］。

我们筛选到一株同时含有 L1海因酶和 L1氨甲

酰基水解酶的新菌株 !"#$%&"’$(")* *$%+,+#- H1&［2$］，

纯化了其中的 L1氨甲酰基水解酶，测定了其 C 端的

氨基酸序列，在此基础上，本文报道了 L1氨甲酰基

水解酶基因的克隆、表达和一些酶学性质的研究。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和质粒：!"#$%&"’$(")* *$%+,+#- H1& 是本

实验室筛选并保存的同时产 L1海因酶和 L1氨甲酰

基水解酶的菌株；大肠杆菌（0-1&+%"1&"2 1$,"）LN&!作

为克隆的受体菌；大肠杆菌 TD#2（L76）作为蛋白表

达用的受体菌；克隆载体 MUL2%1. 购自 .4V4G4 公

司。表达载体 M7.16$4 为本实验室保存。

%&%&’ 培养基：DT 培养基按文献［22］配制；发酵培

养基按文献［2$］配制。

%&%&( 主要试剂：各种氨基酸的氨甲酰基衍生物按

H-4<J 和 H8O-B 等［2#］的方法制备；D) 324 LC) 聚合

酶和 D) EFG-8 "# 5"6%$ F0W:9:+ V9- 试剂盒、各种限制

性内切酶和 .! LC) 连接酶购自 .4V4G4 公司。甲

醇和乙腈是色谱纯级。

%&%&) 仪器：(##H 型分光光度计（上海分析仪器

厂）；T/?J84: XH12&G 离心机；Y< > B9/0,?B/< ZE#$$H 超

生波 破 碎 仪；[V.) 3EDF 系 统（EB484?94 公 司）；

NE2$&$ NEDF 系 统（NE 公 司 ）；T/?J84: E\)F7
HO,-/8 ULS 型毛细管电泳仪（T/?J84: 公司）。



!"# $%& 操作

!"# 的提取、连接、转化和质粒的提取按文献

［$$］进行。

!"’ 基因的克隆

!%氨甲酰基水解酶基因（ !"#$）克隆 利 用 &#
’() %& ’%()* *+,-.-/ 0.1 进行。 +%&*)!%,*-%#. .*)/0/&1
2%3 的基因组 !"# 经 +2#4#!部分酶切后，用乙醇

沉淀回收。将部分酶切的基因组 !"# 与试剂盒中

提供的包含 32.5!酶切位点的 *6778118 !"# 相联

接。连接产物作为第一轮 ’() 反应所用的模板。

根据纯化的天然 !%氨甲酰基水解酶的 " 端序列

（9:;%#;/%<+-%=81%>+8%&8?%#+6%@6+%<+A%<+-%）设 计 简 并

引物 2$ 为 3B%#9<#("(<"(#)#9<#9"(9%4B（) 是

# 或 <；" 代表任何碱基）。利用设计的简并引物

2$ 和试剂盒中提供的根据 *,778118 !"# 序列设计的

引物 ($ 和 (C 进行两轮 ’() 反应。其中 第 一 轮

’() 反应的产物作为第二轮 ’() 反应所需的模板。

模板 !"#（DE3"/）加入到 FD"& 超纯水中，预变性

$DG.- 后，分 别 加 入 H"9’ 至 DECGG,+I&，引 物 各

C3JG,+，&# 425 !"# 聚合酶 CE3K 至终体积为 3D"&。

’() 反应条件：LFM $G.-，33M $G.-，NCM 4G.-，进

行 4D 个循环；NCM $DG.-。第一轮扩增的 ’() 产物

浓度很低，电泳未见明显的 !"# 条带。第二轮 ’()
扩增出两条明显的条带，约为 FDDOJ 和 $4DDOJ。回

收两段 ’() 产物，进行 9# 克隆后测序。测序结果

表明 F$3OJ 的 !"# 序列与 $43FOJ !"# 序列中 3B端
的序列完全相同。而对 $43FOJ !"# 序列的分析结

果表明从其 3B端的 #9< 开始，到 L$3OJ 处的终止密

码有一个完整的阅读框架，编码 4DF 个氨基酸残基。

其中的 " 端氨基酸序列中 第 一 个 氨 基 酸 残 基 是

=81，而其后的 $D 个氨基酸残基与天然的氨甲酰基

水解酶完全相同。 !"#$ 基因已提交 <8-P6-0，登录

号为 #QNRNN3L。

!"( $)氨甲酰基水解酶基因表达载体的构建、转化

和重组蛋白的表达

设 计 引 物 ’$ （ 3B%(<(#9#9<#(#(<9(#<#9
<#9#(99<%4B）和 ’C（ 3B%<(<<#9((9(#<#<99((
<(<#9(#<%4BB），其中分别引入 67/!和 32.5!两

个酶 切 位 点。3D"& 的 反 应 体 系 中，含 DECGG,+I&
H"9’，引 物 各 C3JG,+，DE3"/ 的 模 板 !"#（ 插 入

$43FOJ !"# 的重组质粒），ST 425 !"# 聚合酶 $K。

’() 反应条件：LFM 3G.-；LFM 4D7，33M $G.-，NCM
$G.-，进行 4D 个循环；NCM $DG.-。回收 ’() 产物，

经 67/!和 32.5!双酶切后与表达载体 JS94D6 连

接，构建重组质粒 JS94D6%5A?(。将重组质粒转化

大肠杆菌 P&C$（!S4）的感受态细胞，转化的阳性克

隆用 ’() 的方法鉴定。将重组的大肠杆菌 P&C$
（!S4）JS94D6%5A?( 的单菌落接种到含 3D"/IG& 卡

那霉素的 &P 培养基中，4NM培养至 89UDD 约 DEU V
DEN 时，加入终浓度为 DEFGG,+I& 的 >’9< 于 4DM诱

导 3:，通过离心富集收获细胞，用于酶的活性分析

和蛋白的纯化。

!"* $)氨甲酰基水解酶活性的测定方法

FDD"& 的反应体系中含有 $DDGG,+I& J5 NED 的

磷酸缓冲液，C3GG,+I& "%氨甲酰基%!%对羟苯甘氨酸

和酶溶液（DE$ V CDG/IG&）。反应在 FDM保温 3 V
UDG.- 后，加入 FDD"& 无水乙醇终止反应。在实验条

件下，每分钟生成 $"G,+ !%对羟苯甘氨酸或 $"G,+
"5W

F 为 $ 个活力单位。!%对羟苯甘氨酸的测定采

用 5’&( 法［$D］。"5W
F 的测定采用 P8;1:8+,1 分光光度

法［$4］。两种方法所得结果的偏差大约 4X。

!"+ $)氨甲酰基水解酶的纯化

培养收获的大肠杆菌（!S4）JS94D6%5A?( 细胞

沉淀后，重新悬浮于 P?YY8; #（3DGG,+I& J5NEC 9;.7%
5(+，$GG,+I& !99）溶液，超声破碎（FDDZ，$3G.-）。

3DM加热 $DG.-，$4DDD;IG.- 离心除去细胞碎片和变

性灭活的蛋白。将上清液应用于经 P?YY8; # 溶液充

分平衡的 !S#S%78J:6;,78 柱，在彻底洗涤除去杂蛋

白后，用含有 D V $EDGG,+I& "6(+ 的 P?YY8; # 线性梯

度洗脱，收集并合并有酶活的酶液。向酶液中加入

"6(+ 直至浓度为 CEDG,+I& 左右，过滤后应用于经含

CEDG,+I& "6(+ 的 P?YY8; # 充分平衡的 ’:8-A+ 柱，在

彻底洗涤除去杂蛋白后，用含有 CED V DGG,+I& "6(+
的 P?YY8; # 线性梯度洗脱，收集并合并有酶活的酶

液，在 P?YY8; # 中透析过夜，然后通过超滤浓缩蛋白

样品。后者进一步应用于经含有 DE$3G,+I& "6(+ 的

P?YY8; # 溶液充分平衡的 2?J8;H8T 5)CDD 柱，用同样

的缓冲液洗脱，测定酶活，用 2!2%’#<S 分析纯度。

将纯酶脱盐后，存放于 [ NDM冰箱中备用。

!", 蛋白浓度的确定

采用 P;6HY,;H 法［$F］，以 P2# 为标准蛋白。

!"- 分子量的测定

酶分子量通过凝胶过滤的方法确定。用含有

DE$3G,+I& "6(+ 的 P?YY8; # 溶液充分平衡的 2?J8;H8T
5)CDD 柱，以转铁蛋白（F3D0!6）、醛缩酶（$3R0!6）、

牛血清蛋白（UU0!6）、卵清蛋白（F40!6）和胰凝乳蛋

白酶原 #（C30!6）作为标准蛋白，以同样的流速和缓

冲液测定纯酶的洗脱体积，进而确定其分子量。亚

UU3 ZK 2:8-/ /( 20 \ I:;(2 <%;)*-%*0*=%;2 +%&%;2（CDDU）FU（F）



基的分子量通过 !"!#$%&’（()*丙烯酰胺胶）测定。

! 结果

!"# $%氨甲酰基水解酶基因的克隆和序列比较

!"#$ 基因通过 +% $,- 克隆获得，片段大小为

.(/01。该基因编码 234 个氨基酸残基，蛋白的理论

分子量是 24252"6，与从 %&’()!&*(+&#, ,()-.-’/ !#/ 中

纯化的天然蛋白的分子量（270"6）接近。通过对

8,9: 蛋白质数据库的 9+%!; 搜索，结果表明 "#氨
甲酰基水解酶与氨基水解酶家族的蛋白具有高的相

似性。其中与 7 个已发表的 "#氨甲酰基水解酶的

序列相似性范围为 45* < ..*，而与 +#氨甲酰基水

解 酶 的 相 似 度 很 低。 这 7 个 蛋 白 分 别 源 自

01)(+234-)&#, )25&(+234-) ,,-,(4.)4，01)(+234-)&#,
4#,-623&-’/ 8--+ 9(().（&=>96>0 登录号：?.(3@3），

01)(+234-)&#, ABC :$ :#5@( （ &=>96>0 登 录 号：

%D22/4@.），01)(+234-)&#, ABC E8E@()（&=>96>0 登

录 号： %933@257 ）， 0)4!)(+234-) 3)"/42..(7(&-4-/
（&=>96>0 登 录 号：%F(7/232）， 8/-#5(,(’2/ ABC
E8E332%（&=>96>0 登 录 号：%933@25.），92./4(’&2
7&3:-44&& （ &=>96>0 登 录 号： %D2)37(4 ）， 6>G
;)25")!&*(+&#, <27(’&3#, H!"% ((3（&=>96>0 登 录

号：8,334452 ）C 其 中 来 自 01)(+234-)&#, ABC，
0)4!)(+234-) ABC 和 8/-#5(,(’2/ ABC 的 "#氨甲酰基水

解 酶 的 活 性 已 有 报 道，而 来 自 ;)25")!&*(+&#,
<27(’&3#, H!"% ((3 蛋白的功能是通过基因组测序

后注释的，还未得到实验验证。而目前还没有来自

92./4(’&2 7&3:-44&& 中的 "#氨甲酰基水解酶性质的报

道［(/］。%&’()!&*(+&#, ,()-.-’/- !#/ 的 "#氨甲酰基水

解 酶 与 来 自 01)(+234-)&#, ABC E8E@() 和

01)(+234-)&#, )25&(+234-) ,,-, (4.)4 的 "#氨甲酰基

水解酶氨基酸序列的相似性分别为 .7* 和 .5*。

两株 01)(+234-)&#, ABC中的 "#氨甲酰基水解酶的相

似度为 .@*，且这两个酶蛋白的晶体结构已被解

析［(5，(@］，可以推断来自 %&’()!&*(+&#, ,()-.-’/- !#/ 的

"#氨甲酰基水解酶与上述两个酶的晶体结构几近相

同。%&’()!&*(+&#, ,()-.-’/ !#/ 的 "#氨甲酰基水解酶

与 01)(+234-)&#, ABC E8E@() 的 "#氨甲酰基水解酶

的蛋白序列仅相差 2 个不同的氨基酸残基，分别是

;IJ23%AB，$K=/3+=L 和 $JM((7!=J。2 个氨基酸残基的

变化并未改变以 ,IA(@)#&NL4@#+IA()@ 构成的酶的催

化中心，第 /3 位的氨基酸残基紧邻酶与底物相结合

的结构域部分，而 +=L 变为 $K=，疏水性增强，这一变

化可能对底物与酶的结合造成一定的影响。另外

$JM 的结构中含有一个吡咯环，在以往氨基酸残基的

突变实验中发现，$JM 的增加与酶的热稳定性和活力

变化有明显的相关性，$JM((7!=J 的变化可能影响酶

的稳定性。

!"! $%氨甲酰基水解酶的表达和纯化

!"#$ 基因在大肠杆菌中得到高水平的表达，氨

甲酰基水解酶在粗酶液中的比活是 (O22HPQR，与原

始菌 %&’()!&*(+&#, ,()-.-’/ !#/ 相 比，活 性 提 高 )@
倍。经过热处理和三步柱色谱，获得电泳纯的重组

"#氨甲酰基水解酶（纯化过程中每步的 !"!#$%&’
检测 见 图 (）。纯 酶 的 比 活 是 )(O4HPQR，收 率 为

)(O)*，纯化倍数为 (5O( 倍（表 (）。

表 # ! & "#$% ’(!#（$)*）+),*-.%/012 中重组的 $%氨甲酰基

水解酶的分离纯化表

;61N= ( $LJSTSU6VSM> MT VK= J=UMQ1S>6>V "#U6J16QMIN6A= TJMQ

= C 3(.& 9+)(（"’2）B’;236#WIL,

$LJSTSU6VSM>
AV=B

;MV6N
BJMV=S>
PQR

;MV6N
6UVSXSVI
PH

!B=USTSU
6UVSXSVI
P（HPQR）

FS=NG
P*

,JLG= =YVJ6UV
W=6V VJ=6VQ=>V
"’%’#A=BK=JMA=
$K=>IN#A=BK=JMA=
!LB=JG=Y W-)33

/45
)/4
/3
(5
@O)

@)5
@(7
4)3
)@5
(/4

(O22
)O72
7O43
(@O2
)(O4

(33
.7O.
/@O7
27O3
)(O)

图 # 重组 $%氨甲酰基水解酶的 3$3%456) 分析

DSRC( !"!#$%&’ 6>6NIASA MT A6QBN=A TJMQ =6UK AV=B S> VK= BLJSTSU6VSM>

MT VK= "#U6J16QMIN6A= TJMQ = C 3(.& 9+)(（"’2）B’;236#WIL,C ZC

ZMN=ULN6J Q6AA Q6J0=JA；(O,JLG= =YVJ6UV；)OW=6V VJ=6VQ=>V；2O"’%’#

A=BK6JMA= TJ6UVSM>A；4O$K=>IN#A=BK6JMA= TJ6UVSM>A；/O !LB=JG=Y W-)33

TJ6UVSM>AC

!"* $%氨甲酰基水解酶的分子量和亚基结构

通过 !"!#$%&’ 检测纯酶的分子量大约 270"6，
而通过凝胶过滤测得纯酶的分子量为 (/30"6，因此

重组的 "#氨甲酰基水解酶是一个同源四聚体，这与

%&’()!&*(+&#, ,()-.-’/ !#/ 中天然酶的实验结果是一

致的。

!"7 $%氨甲酰基水解酶的一些生化性质

检测了纯酶在 BW2O7 < .O3 之间的活性变化，发

@5/吴 胜等：%&’()!&*(+&#, ,()-.-’/ !#/ 中 8#氨甲酰基水解酶基因的克隆、表达和纯化 C P微生物学报（)335）45（4）



现酶在磷酸缓冲体系中的最适 !" 是 #$%。该酶的

!" 稳定范围在 &$’ ( )$* 之间。检测了酶在 *% (
)%+之间的活性变化，活性随着温度的增加而呈上

升趋势，在 &%+达到最高，&%+以后酶的活力下降

很快，可能与酶的热变性有关。考察了酶的热稳定

性，结果显示酶在 ’%+ 保温 ,%-./ 活力仅丧失约

*0，说明此酶具有较高的热稳定性（图 *）。

图 ! "# 和温度对 $%氨甲酰基水解酶稳定性的影响

1.23* 455678 95 !"（:）;/< 86-!6=;8>=6（?）9/ 8@6 A8;B.C.8D 95 EF

7;=B;-9DC;A63（:）G%-H EF7;=B;-9DC;A6 I;A ;<<6< ./89 ’--9CJK 95 86A8

B>556= ./ ; 898;C L9C>-6 95 %$G-K（<.C>8.9/ 5;789=：G% ）;/< ./7>B;86< ;8

,%+ 59= ,%-./， ;/< 8@6/ %$,-K 95 *’--9CJK MF7;=B;-9DCFEF!F

@D<=9ND!@6/DC2CD7./6 ./ G%%--9CJK A9<.>- !@9A!@;86 B>556=（!"#$%）

I;A ;<<6< .--6<.;86CD3 M"O
P .9/A 59=-6< <>=./2 G%-./ =6;78.9/ I6=6

<686=-./6< 59= 6A8.-;8.9/ 95 8@6 =6-;././2 ;78.L.8D3 M;"*QRP J7.8=.7 ;7.<

B>556= I;A >A6< 59= !" ’$’ ( &$P（!），A9<.>- !@9A!@;86 B>556= 59= !"

&$* ( )$*（"），S=.AJ"TC B>556= 59= &$U ( )$# （#）3（?）G%-H 95 EF

7;=B;-9DC;A6 ./ %$G-K 95 G%%--9CJK A9<.>- !@9A!@;86 B>556=（!" #$%）

I;A ./7>B;86< 59= ,%-./ ;8 L;=.9>A 86-!6=;8>=6A3 S@6 =6-;././2 ;78.L.8D

I;A -6;A>=6< >/<6= 8@6 A8;/<;=< ;AA;D 79/<.8.9/A3 S@6 =6C;8.L6 =6-;././2

;78.L.8D .A 6N!=6AA6< ;A 8@6 !6=76/8;26 95 8@6 -;N.->- =6-;././2 ;78.L.8D

;88;./6< >/<6= 8@6 6N!6=.-6/8;C 79/<.8.9/A3

对来自 "#$%&’()*$+,- A!3 的 EF氨甲酰基水解酶

的研究结果表明，在该酶的活性中心有一个 TDA 残

基，由于这个 TDA 残基的氧化而造成酶活性的丧

失［G)］。为了检测来自 .+/%$0+1%&+,- -%$*2*/3 VF’ 的

EF氨甲酰基水解酶的氧化稳定性，我们考察了纯酶

对 "*R* 的耐受性。随着 "*R* 浓度的增加，酶的活

力逐 渐 降 低，当 酶 在 终 浓 度 为 %$G 和 %$*--9CJK
"*R* 中作用 ,%-./ 后，活力分别丧失 ,*0和 ’#0。

与来自 "#$%&’()*$+,- $’4+%&’()*$ MWWK ?GG*UG 中的

EF氨甲酰基水解酶相比，酶对 "*R* 的耐受力提高

了，这意味着酶氧化稳定性的提高。

考察了各种金属离子和一些化学试剂对纯酶活

力的影响。*--9CJK 的 16* O 和 T;* O 对酶活有一定的

促进作用（与对照相比，能提高 G%0左右），而下列

其他的金属离子对酶活有不同程度的抑制作用：

X/* O（U)0），T>* O（U)$P0），:2O（U#$&0），?;* O

（)0），Y2* O（*P$&0），V/* O（P&$’0），Y/* O（’)0）

和 T9* O（&#0）。*--9CJK 的金属螯合剂 4ES: 和 )F
@D<=9NDZ>./9C./6 对酶活没有影响。一些巯基试剂，

如 <.8@.98@=6.89C，*F-6=7;!8968@;/9C 和 !@6/DC-68@F
;/6A>C59/DC 5C>9=.<6 对酶活影响不大。

!&’ 底物的专一性和立体选择性

表 * 显示的是纯酶对一系列的氨基酸的氨甲酰

基衍生物的水解情况。从中可见，酶对脂肪族和芳

香族的氨甲酰基氨基酸的化合物都有水解作用，作

用范围较广。但酶对底物的选择有严格的立体专一

性，作用于 EF型的化合物。按照文献［G%］的方法，

通过毛细管电泳分析反应产物结果表明酶在催化水

解 MFT;=B;-9DCFEKF!F@D<=9ND!@6/DC2DC7./6 的过程中，

只作用于 MFT;=B;-9DCFEF!F@D<=9ND!@6/DC2DC7./6，生成

EF!F@D<=9ND!@6/DC2DC7./6，而不水解 MFT;=B;-9DCFKF!F
@D<=9ND!@6/DC2DC7./6。MFT;=B;-9DCF!F;C;/./6 是 嘧 啶

分解代谢的中间体，该酶对此化合物无水解作用。

此外，酶对!F碳位的双取代化合物如（WV）F"F68@DCF
MF7;=B;-9DC!@6/DC2CD7./6 也无水解作用。

表 ! $%氨甲酰基水解酶的底物选择性

S;BC6 * V>BA8=;86 A!67.5.7.8D 95 8@6 EF7;=B;-9DC;A6
T9-!9>/< W6C;8.L6 ;78.L.8DJ0

MFT;=B;-9DCFEF!F@D<=9ND!@6/DC2DC7./6 G%%
MFT;=B;-9DCFEF!@6/DC2CD7./6 ’)

MFT;=B;-9DCFEF;C;/./6 G,
MFT;=B;-9DCFEFC6>7./6 P,

MFT;=B;-9DCFEF-68@.9/./6 P)
MFT;=B;-9DCFEKF!F@D<=9ND!@6/DC2DC7./6 U%

MFT;=B;-9DCFEKFL;C./6 ,)
MFT;=B;-9DCFEKF8=D!89!@;/ GP
MFT;=B;-9DCFEKFC6>7./6 P%
MFT;=B;-9DCFKFC6>7./6 %

MFT;=B;-9DCFKF!@6/DC;C;/./6 %
MFT;=B;-9DC2CD7./6 %

MFT;=B;-9DCF!F;C;/./6 %
（WV）F"F68@DCFMF7;=B;-9DC!@6/DC2CD7./6 %
: 79-!9>/<（*%--9CJK）I;A ./7>B;86< >/<6= 8@6 A8;/<;=< ;AA;D

79/<.8.9/A I.8@ 8@6 !>=.5.6< EF7;=B;-9DC;A63 :--9/.>- =6C6;A6 I;A ;AA;D6<3

( 讨论

在以前的工作中我们分离到一株新的产 EF海
因 酶 和 EF氨 甲 酰 基 水 解 酶 菌 株 .+/%$0+1%&+,-
-%$*2*/3 VF’［G%］。本文报道了 EF氨甲酰基水解酶基

因的克隆表达、纯化和一些基本的酶学性质的研究。

通过对氨基酸序列比较发现，不同种属来源的 EF氨
甲酰基水解酶有较高的同源性，表明在进化上可能

存在 共 同 的 祖 先。 特 别 值 得 注 意 的 是 来 自

"#$%&’()*$+,- A!3 和 .+/%$0+1%&+,- A!3 的 EF氨甲酰基

)&’ [H V@6/2 *) ’2 3 J"()’ 5+($%&+%2%#+(’ .+/+(’（*%%&）P&（P）



水解酶相似度在 !"#以上，而 !"#$%&’()#*+, $%& 和

-*.$#/*0$%*+, $%& 都是与植物相互作用的微生物，是

否在两类微生物之间存在遗传信息的交流？已证明

来 自 !"#$%&’()#*+, $%& ’( ’")*， !"#$%&’()#*+,
(+,)1&’*).2 +,,- .**/!* 和 !"#$%&’()#*+, $%& 0+0
)*/ 的 12氨甲酰基水解酶基因都位于所属菌株的内

源性质粒上，但质粒的大小不同，进一步通过比较

!"#$%&’()#*+, $%& 0+0)*/ 和 !"#$%&’()#*+, $%& ’(
’")* 的碱基序列发现消旋酶基因在 !"#$%&’()#*+,
$%& 0+0 )*/ 中 缺 失 了［3］。 此 外 并 不 是 每 株

!"#$%&’()#*+, $%&中都具有氨甲酰基水解酶的活力，

因此 !"#$%&’()#*+, $%& 的氨甲酰基水解酶基因的获

得极可能是通过质粒的转移获得的。 -*.$#/*0$#*+,
$% 生存的环境中有 !"#$%&’()#*+, $%& 的存在，那么

-*.$#/*0$#*+, ,$#)3).2 423 中 /4+5 基因的获得是否

是通过从 !"#$%&’()#*+, $%& 中转移而来？到目前为

止，-*.$#/*0$#*+, ,)3*3$(* 的基因组 1+5 的测序工作

已结 束，通 过 与 测 定 的 基 因 组 序 列 比 较 发 现 从

-*.$#/*0$#*+, ,$#)3).2 423 中克隆的 /4+5 基因及氨

基酸序列与 -*.$#/*0$#*+, ,)3*3$(* 的一些基因的同源

性很低，因此从反面可以推导出 /4+5 基因也可能

存在于-*.$#/*0$#*+, ,$#)3).2 423 的内源性质粒上，当

然这需要进一步的实验验证（如通过脉冲凝胶电泳

确定菌体中是否存在内源性质粒，其次通过 46789:;<
.=68 确定基因的位置）。内源性质粒在生产过程中

容易发生丢失从而造成菌株的衰退，因此用原始菌

株作为生产菌株不是一种理想的选择。

源自 -*.$#/*0$%*+, ,$#)3).2 423 的 12氨甲酰基水

解酶的最适底物是 +2氨甲酰基212对羟苯甘氨酸，而

!"#$%&’()#*+, $%&中的最适底物是 +2氨甲酰基212甲
硫氨酸。此外本实验中在大肠杆菌表达的重组 12
氨甲酰基水解酶是同源四聚体，且亚基的分子量为

>?@1A，这与 -*.$#/*0$%*+, ,$#)3).2 423 中天然酶的实

验 结 果 是 一 致 的。 来 自 !"#$%&’()#*+, $%& 和

62)+7$,$.&2 $%&的 12氨甲酰基水解酶是由 >?@1A 的

亚基组成的同源二聚体，而来自 83&2($%&’()# $%& 和

5$,&,$.&2 $%&的 12氨甲酰基水解酶则是由 BC@1A
的亚基组成的同源三聚体。显然来自不同种属的

12氨甲酰基水解酶有不同的亚基数。而亚基的聚集

形态对酶的活性和稳定性都有一定的影响［*!，/C］。重

组的 12氨甲酰基水解酶比 -*.$#/*0$%*+, ,$#)3).2 423
天然酶蛋白的 + 端多一个 D:8，比较两酶的酶学性

质发现，它们的最适温度、最适 %E、立体和底物选择

性相同，热稳定性和氧化稳定性亦非常接近［/*］。源

自 -*.$#/*0$%*+, ,$#)3).2 423 的 12氨甲酰基水解酶的

热稳定性要高于 !"#$%&’()#*+, $%& 0+0)*/，同时该

酶的 抗 氧 化 能 力 要 高 于 !"#$%&’()#*+, (+,)1&’*).2
+,,- .**/!*［*?］。稳定性和抗氧化能力的提高对酶

在工业上的应用是非常有利的。酶的性能的改进可

能与酶结构的变化有正相关性，因此有必要对酶的

结构进行模拟，对不同空间位置上氨基酸的变化导

致的催化性质和稳定性方面的改变的现象进行分析

和进一步的试验。
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