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一种具有立体选择性新酯酶的菌种筛选和基因克隆

陈少欣，史炳照
（上海医药工业研究院生物部 上海 $%%%!%）

摘 要：从土样分离到一株产生具有立体选择性酯水解酶的恶臭假单孢菌（!"#$%&’&()" *$+,%) @A##）。构建 ! B
*$+,%) -.## 的基因组文库，并在 / B 0&1, 中进行酯酶活性筛选，得到一个含有 !>"CD 插入片段的阳性克隆。对这个

克隆的 E@F 片段进行序列分析，表明它含有一个 --!$ 个碱基的开放阅读框，为编码 #2- 个氨基酸的酯酶。推测的

酯酶氨基酸序列与其它丝氨酸酯水解酶具有共同的保守基序 G989G。把该蛋白在 / B 0&1, <;$-（E4#）中进行表

达，并用金属亲和层析纯化至单一条带。利用纯化的酶水解 $3芳基丙酸乙酯制备 $3芳基丙酸的 8 型异构体，产物

的光学纯度 ,,H I ..J，说明此酶可 2 用于手性药物的合成。该酯酶是一个新酶，其基因序列已递交 G,+<6+C，登记

号为 FK2.&$.#。
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随着人们对手性药物需求的增加，微生物或酶

催化的方法已经被成功应用于单一对映体药物及中

间体的合成。在这些酶中，以水解酶类如脂肪酶、酯

酶和蛋白酶最为主要［-］。脂肪酶和酯酶可催化合成

或者断裂酯键，具有较宽的底物识别和高的立体化

学选择性，酯、醇、酸以及酰胺类有机物等都是它们

很好的反应底物，有着重要的工业应用价值［$］。

由于脂肪酶和酯酶催化的化学反应和底物结构

有很多，因此提供符合反应要求的酶源是非常关键

的［#］。目前虽然有些商品化脂肪酶或酯酶可供研

究，但是它们可选择的品种不多，而且价格很贵。因

此发现新的酯水解酶［! ( &］，或者对现有的酶进行蛋

白质工程改造［"，2］，以拓宽酯水解酶的酶源及其应用

范围已经成为酶学研究的热点。本文从土样中筛选

到多株具有酯水解活性的微生物，从其中一株菌株

中克隆了一个具有高度立体化学选择性的酯酶基

因，进行基因表达和初步的酶学功能分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试剂：限性内切酶、06M6N6 /2 3)4 E@F 聚合

酶、0! E@F 连接酶、E@F 分子量标准、蛋白质分子

量标准均购自大连宝生物工程公司（06M6N6）；E@F
胶回收试剂盒、OP0G、氨苄青霉素（F5H）购自上海

86+QR+ 公司；A7S?T6H UU 柱购自 F5,TSV65 公司；其它

试剂均为分析级产品，购自上海化学试剂公司。

!"!"# 菌 株 和 质 粒：大 肠 杆 菌（ /"05#6,05,) 0&1,）

EA’!和 <;$-（E4#），HWX-2 均 为 本 实 验 室 保 藏；

H403$$D（ Y ）为 @RZ6Q,+ 公司产品。

!"!"$ 培养基："筛土用富集培养基：每升含蛋白

胨 ’Q、MA$P[! %>’Q、（@A!）$ 8[! %>-Q，氟比洛芬乙酯

-55R1\;，HA ">$ ( ">’；#发酵培养基：每升含蛋白

胨 -%Q、酵母提取物 #Q、@6X1 ’Q，HA ">$ ( ">!；$;<
培养基按文献［.］配制。

!"# 产酶微生物筛选

取土样 -Q 加入含 #%5; 富集培养基中，#%]、

$’%T\57+ 培养 #^。将培养液稀释，涂布平板，#%]培

养 $ ( #^。挑取产透明圈的菌落至 ’5; 发酵培养基

中，#%]、$’%T\57+ 培养 $!V，加入 -55R1\; 的氟比洛

芬乙酯，继续培养 #&V。选出产生氟比洛芬的菌株。

将初筛到的菌种接种于 #%5; 发酵培养基中，

#%]、$’%T\57+ 培养 $!V。取 ’5; 发酵液离心，收集

细胞，用 ^A$[ 洗涤后，悬浮于 %>.5;，-%%55R1\; 的

磷酸盐缓冲液（HA ">%），加入 %>-5; -%55R1\; 的氟

比洛芬乙酯。在 #%]、$’%T\57+ 下反应 #&V，分析反

应产物的含量和光学纯度。

!"$ 基因操作及蛋白质操作

常规的分子克隆操作、表达产物 8E83PFG4 分

析参照文献［.，-%］进行。

!"% . & /0#&1$ ’($$ 基因文库的构建及筛选

! B *$+,%) @A## 染色体 E@F 经过 7)$ #FO 部分

酶切后与 8)’ A% 酶切过的 HWX-2 质粒连接，电击

转化 / B 0&1, EA’!感 受 态 细 胞，转 化 子 涂 布 含

-%%&Q\5; F5H 的 ;< 平板中，#"]培养 -^。把菌落



转印至含 !""!#$%& ’%(、!)三丁酸甘油酯（*$+）的

新 &, 平板中，-./培养 -0，挑取菌落周围产生透明

圈的转化子，接种于 1%& 的 &, 液体培养基，-./培

养过夜，离心收集菌体，分析酯酶的活性。

!"# $$%&’ 基因的扩增及克隆

设 计 引 物 2232：145666’’7788’7’768’6
’788’66678’87’76’65-4 和 22,2：145888’’68
776’78’’’668’’87668’’65-4，在两条引物的 14
端分 别 加 上 !"#"和 $%&0#酶 切 位 点。以 ’ 9
()*%"+ :;-- 基因组 <:’ 为模板，用上述两条引物

进行 28= 扩增。28= 反应体系为 1"!&，28= 扩增条

件：>?/ -"@，A?/ !%BC，.D/ !%BC，-" 个循环；.D/
!"%BC。28= 产物用 "E.)琼脂糖凝胶分析和回收目

标 <:’ 片段。

28= 产物经 !"#"和 $%&0#双酶切后，与同样

双酶切的 (F75DDG（ H ）连接，转化 , 9 -./% ,&D!（<F-）

感受态细胞。挑单菌落，提质粒，用 !"#"和 $%&0
#双酶切验正和 <:’ 序列测定。

!"( 重组酯酶的表达及纯化

重组 , 9 -./% 接种于含 !""!#$%& ’%( 的 &, 培

养基，-./、D1"I$%BC 培养至 01A"" J "EA 左右，把培

养温度降至 DK/，加入 "E1%%LM$& N276，诱导过夜。

培养液离心，收集菌体，分别分析酯酶活力和蛋白质

表达量。

D# 重组菌细胞溶于含 "E1%LM$& :O8M，-"%%LM$&
咪唑的 D"%%LM$& 磷酸钠缓冲液（(;.E?），超声破壁，

离心，上清液用 ;B@PIO( 33 柱进行纯化，具体操作方

法参见厂商说明。

!") 反应 *+ 和温度对酯酶活性的影响

在 -"/条件下，测定酯酶在不同 (; 值（AE" Q
!DE"）的酶活性来考察反应的最适 (;。为了研究最

适的反应温度，在 (;!"E" 条件下，测定酯酶在 D" Q
1"/的活性。酶活性分析见 !EK，反应 (; 和温度根

据具体实验要求做相应改变。

!", 酶活性测定

以外消旋氟比洛芬乙酯为底物，反应体系为：

!""%%LM$& 氟比洛芬乙酯 !"!&，适量的菌体或纯酶，

1"%%LM$& 磷 酸 盐 缓 冲 液（(;!"E"）补 足 至 总 体 积

!%&，-1/反应 !" Q D"%BC，加入等体积甲醇终止反

应。酶活力单位定义为：在 -1/、(;!"E" 条件下，每

分钟水解产生 !!%LM 氟比洛芬所需的酶量为 ! 个酶

活力单位（R）。

!"- 反应产物的 +$./ 分析

反应产物用 8!K 柱（SIL%O@BM）分析，流动相为甲

醇$水（KA T!?），流速 "EK%&$%BC。产物光学纯用手性

色谱柱 8;N57,,（SIL%O@BM）测定，流动相为正已烷$叔

丁基甲醚$冰醋酸（." T -" T "E!），流速 !E"%&$%BC。紫

外检测器波长为 D1?C%。产物的光学纯度用对映体

过量值（UU(）表示，UU( J（［V］5［=］）$（［V］H［=］）W
!"")。其中，［V］为产物中（V）5异构体的含量，［=］

为产物中（=）5异构体的含量。反应的对映体选择性

（F）用下式计算［!!］：F J MC［! X 8（! H UU(）］$MC［! H 8（!
X UU(）］，8 为反应的转化率。

0 结果和讨论

0"! 微生物的筛选

从不同地区采集土样 !"" 份，经过液体培养基

富集培养后，在含氟比洛芬乙酯的平板进行初筛，共

分离到 1"" 多株微生物，其中有 !1" 多株产生的透

明圈较大，用于进一步的筛选。比较这些菌株水解

氟比洛芬乙酯的反应速度和产物的立体选择性，部

分结果见表 !。在这些菌株中，有 1 种菌株的拆分

产物为 UU( Y >")的 V5氟比洛芬。其中编号为 :;--
的菌株水解产物的光学纯度最高，生成 >K) UU( 的

V5氟比洛芬。因此本文选择 :;-- 菌株用于进一步

研究。该微生物经过上海疾病预防控制中心微生物

工程研究所通过菌株的形态、生化和生理分析，鉴定

为恶臭假单孢菌（’2#)".3.&+2 ()*%"+ :;--）。

表 ! 产酯水解酶微生物的部分筛选结果

7OGMU ! 2OIPBOM IU@ZMP@ L[ B@LMOPU0 %B\ILLI#OCB@%@

!
!!!

(IL0Z\BC# MB(LM]PB\ UC^]%U9

VPIOBC 8LC_UI@BLC
$)

UU()
（V5B@L%UI）

VPIOBC 8LC_UI@BLC
$)

UU()
（V5B@L%UI!! ）

!!:;-D D1E" 1D ‘11 !>E- >.

!!:;-- DKE" >K 8K! !1E. 1.

!!:;1- D-E1 K" V!! -"E" ?.

!!‘1! -"E? >. aD! !"E1 >!
‘1D -AE1 .. ,!E1K- >E! >1

0"0 基因文库的构建和筛选

构建 ’ 9 ’)*%"+ :;-- 基因文库，文库包含约

D1""" 个 , 9 -./% 转化子。随机挑选 !" 个转化子，通

过酶切分析知道插入片段的大小约在 - Q KbG 左右，

片段大小在理论上包含一个完整的外源蛋白质基

因，能在 , 9 -./% 中表达活性的酯水解酶，这样就可

以利用筛选模型直接在平板上进行快速的筛选，这

是一种简便分离酯水解酶功能基因的方法。共从平

板中挑取到 DD 株具有水解三丁酸甘油酯产生透明

圈的转化子。通过进一步分析，只有 ! 个转化子（编

号为 (:;!"）能够水解氟比洛芬乙酯产生 Y >>)UU(
的 V5氟比洛芬。

提取 (:;!" 的质粒，经过酶切分析，表明它含

有一个 >EDbG 的插入片段。对这片段进一步经过不

同单酶切和双酶切后克隆至 (R8!K，转化 , 9 -./%

-1?陈少欣等：一种具有立体选择性新酯酶的菌种筛选和基因克隆 9 $微生物学报（D"".）?.（-）



!"#!。菌株经过培养后，分析它们的酶活，结果表

明质粒 $%&’()*+,（!"#"）具有酯水解活性，含有

-./01 的外源片段。

!"# 酯酶编码基因的 $%& 和氨基酸序列分析

对质粒 $%&’()*+,（!"#"）的 !23 片段进行测

序，利用 456789 2,: (.; 软件分析，表明这段 !23 序

列编码 < 个 =>?。分别推测出这 < 个 =>? 所编码的

氨基 酸 序 列，并 用 456789 2,: (.; 的 对 比 功 能 与

@5ABCA0 的蛋白质数据库进行同源性分析。结果发

现 =>?< 所 编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 已 知 功 能 的

$%&’(#)#*+% ,-’#.&%/&*% 羰 基 酯 酶（ D;;EDD’3）［’D］、

$%&’(#)#*+% F$G（333D#(’<）酯酶［’<］和 $ G ,-’#.&%/&*%
酯酶（33H;D/(I）分别具有 (#.EJ、(<.#J和 (/.-J
的同源性。与另外 - 个来源 $%&’(#)#*+% 菌属，具有

可 能 的 酯 酶 功 能 的 33KI;#EE，2L)/I<((;，

33@;--<E，33D<-D(( 有 (;J M (#J 同源性。与其

它微生物来源的酯酶 33N-E(<(（<#.(J）、2L)(DD-/I
（-;.DJ）、2L)ED/</(（<(.EJ）、33NDDD-D（</.-J）、

&33/((-D（<(.-J）也具有一定的同源性。但是与报

道的来源于 $ G 0’12(+ 2>>O B’(-<# 和 $ G 0’12(+
N, D--; 的酯酶 *F7P 只有 ’DJ的同源性［’-］，说明它

们不是同一种蛋白质。进一步对这些酯酶的氨基酸

序列进行比对分析，它们都含有共同的 @)@)+)Q)@
序列，这与多数丝氨酸酯水解酶催化活性中心的丝

氨酸残基周围都有 @)Q)+)Q)@ 保守序列相一致［’#］，

说明 =>?< 的表达产物可能具有酯酶的功能，命名

=>?< 为 LL*F7，其 !23 序列已提交 @5ABCA0，登记号

为 3K(IEDI<。LL*F7 的 !23 长度为 ’’-D1$，以 @,@
为启始密码子，以 ,@3 为终止密码子，表达产物含

有 <(’ 个的氨基酸，计算分子量为 -’0!C，等电点 $:
为 #.<’。

!"# ! ’ !"#$%& %(## 酯酶基因表达、纯化和基本

酶学性质

为了验证 LL*F7 基因的酶学功能，根据 LL*F7 的

!23 序列设计引物，从 $ G 0’12(+ 2"<< 基因组扩增

得到 LL*F7 基因，并把 LL*F7 基因的启始密码子 @,@
改为 3 G /#-2 常用的 3,@ 密 码 子。经 过 4(&"和

52*R#双酶切后，连接到 $*,)DD1（ S ），构建在 LL*F7
下游含 E 个组氨酸（"TF）密码子的表达载体 $*,)
$$*+,，转化 3 G /#-2 BOD’（!*<）。重组菌在 OB 培养

基中进行培养和 :L,@ 诱导外源蛋白的表达，+!+)
L3@* 分析蛋白质的表达情况（图 ’）。从图可知，与

对照相比，重组菌在 -D0!C（包括 E 个 "TF）位置有一

明显的诱导条带，与估计的 LL*F7 基因编码的蛋白

质相一致，蛋白质的表达量占菌体总蛋白 <;J 左

右。菌体经过超声破壁，取上清液测定酶活性为

D#%UVO。上清液经过含 2TD S 金属亲和层析介质吸

附，洗脱得到分子量为 -D0!C 的单一蛋白条带。

以 ’VV8WUO 氟比洛芬乙酯为底物，分别测定重

组酯酶在不同 $" 值（E.; M ’D.;）的水解活性，结果

表明重组酯酶的最适 $" 为 ’;.;，这与大多数微生

物来源的脂肪酶或酯酶的最适反应 $" 偏碱性相一

致。考察酶在 D; M #;X之间的酶活力，表明在 <; M
-#X具有较高的水解活性，<#X时的酶活性最高。

图 ) ! ’ ’"#$%& %(## 酯酶表达及纯化的 *$*+,&-.
?TYG’ +!+)L3@* CACWZFTF 8[ 5\$95FFT8A CAR $]9T[T6C7T8A 8[ 5F759CF5 [98V
$ G $’12(+ 2"<<G ’ G 3 G /#-2 BOD’（!*<）；DG >568V1TACA7 3 G /#-2
BOD’（!*<）U LL*F7 ^T7_8]7 :L,@ TAR]67T8A；<G >568V1TACA7 3 G /#-2
BOD’（!*<）U LL*F7 ^T7_ :L,@ TAR]67T8A；-G L9875TA V8W56]WC9 VCFF
VC9059F；#G L]9T[T5R 5F759CF5 8[ $ G 0’12(+ 2"<<.

!"/ 重组恶臭假单孢菌酯酶的立体选择性

为了研究 $ G 0’12(+ 2"<< 重组酯酶的立体选

择性，我们选择 < 种 D)芳基丙酸乙酯外消旋化合物

为底物，加入纯化的重组 LL*F7 蛋白进行水解反应

（表 D）。从表可知，恶臭假单孢菌酯酶对不同底物

的水解速度存在差异，但是它们的水解产物都是

（+）)异构体，且产物的光学纯度 55$J 达到 IIJ 以

上，反应的对映体选择性 * ‘ ’;;。对于商品化的脂

肪酶，来源于皱落假丝酵母（6+*(2(+ .’7#%+）脂肪酶

对酮布洛芬乙酯的水解活性较强［’E］，但它的立体选

择性不高。相比较，本文 $ G 0’12(+ 2"<< 酯酶具有

很高的立体化学专一性，而且反应条件简单，可为制

备单一光学纯的手性药物提供新酶源。

表 ! 重组 ! ’ ’"#$%& %(## 酯酶水解 !+芳基丙酸酯

,C1W5 D "ZR98WZFTF 8[ 5F759F 8[ D)C9ZW$98$CA8T6 C6TR 1Z
9568V1TACA7 5F759CF5 8[ $ G 0’12(+ 2"<<!

+]1F79C75 ,TV5U_ &8Aa59FT8AUJ
55$（J）8[
（+）)C6TR

?W]91T$98[5A 57_ZW 5F759 ’D -(.E ‘ II
*7_ZW D)$_5AZW$98$CA8C75 D.# -I.E ‘ II
N578$98[5A 57_ZW 5F759 # -I.D ‘ II
! >5C67T8AF ^595 68AR]675R TA ’VO $87CFFT]V $_8F$_C75 1][[59（#;VV8WUO，
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通过菌株筛选和构建基因文库，从 $ G 0’12(+
2"<< 克隆到一个具有立体选择性的酯水解酶，和已

知的酯酶氨基酸序列进行比对分析，表明来源于 $ G
0’12(+ 2"<< 的 酯 酶 是 一 个 新 酶，具 有 保 守 序 列
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!"#"!，属于典型的丝氨酸水解酶类。由于它有很

高的立体结构选择性，在手性化合物的合成中有潜

在应用价值。通过构建该酯酶的 ! $ "#$% 表达系统，

可以方便以后的大规模发酵和蛋白质的分离纯化，

用于进一步的酶学和应用研究。
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