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脱乙酰氧基头孢菌素 ! 合成酶B羟化酶

基因 !"#$% 的克隆及序列分析

陈 晖 韩 辉 徐冠珠"

（中国科学院微生物研究所 北京 !%%%1%）

摘 要 利用氯化苄分别从真菌顶头孢（!%3"+,(&3(*#)4 +0*%4($#)4）和产黄头孢（50*%4($#)4 0"*2&(1%$)4）中提取总

C+D，通过 EFG 方法扩增脱乙酰氧基头孢菌素 F 合成酶B羟化酶基因 0%-67，结果只能从产黄头孢 C+D 中扩增出

0%-67 基因。测序结果表明，其与已报道的基因序列只有 # 个碱基的差异，推断的氨基酸序列只有 $ 个氨基酸有差

异，并未涉及活性中心。同时表明，国外所指的与该酶有关的顶头孢（!%3"+,(&3(*#)4 +0*%4($#)4 或 50*%4($#)4 0"*2&(8
1%$)4）对应的是国内的产黄头孢（50*%4($#)4 0"*2&(1%$)4）。
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头孢菌素是医药行业中一种重要的抗生素，早

在 !770 年其销售额已超过青霉素。但目前头孢菌

素都是以青霉素进行化学扩环生产的。由于化学法

的种种弊端，使得酶法扩环得到各国医药行业的普

遍重视。

脱乙酰氧基头孢菌素 F 合成酶B羟化酶（C3-I3/
A(6.I3J?-)(KJ(L:= F M.=A?3A-K3BN.OL(6.)-K3，CDPFMB
CDFM）是真菌中的双功能扩环酶（86J-=O-K3），也是

头孢菌素 F 生物合成的一个关键酶，催化其中的限

速步骤［!］。自从 !71" 年该酶基因的克隆［$］和 !717
年链霉菌扩环酶基因的克隆［#］以来，扩环酶的基因

便利用来改造各种菌种，以期获得简便、可行、高产

头孢菌素 F 的方法，还提出利用蛋白质工程的手段

来改造扩环酶，以克服其底物专一性狭窄的缺点［0］。

这方面的研究国外尚处于开始阶段，而国内尚未开

展。

本文以国内的菌株为材料，成功地克隆出脱乙

酰氧基头孢菌素 F 合成酶B羟化酶基因 0%-67，并对

其序列进行分析，为今后改造该酶打下了坚实基础。

" 材料和方法

"#" 菌株与质粒

顶头孢（! * +0*%4($#)4，FQ,FF#* 0%%1），产黄头

孢（5 * 0"*2&(1%$)4，FQ,FF #*#"7&）由本所菌种保藏

管理中心保藏，大肠杆菌（6&0"%*#0"#+ 0(,#）CN&!由本

实验室保存，JQ8,/2 ’3IA(L 购自 EL(93<- 公司。

"#$ 酶及试剂

ER; C+D 聚合酶购自上海生工生物工程技术服

务有限公司，C+D 限制酶、20C+D 连接酶购自 EL(/
93<- 公司，主要生化试剂均购自 M:<9- 公司，头孢菌

素 F 标准品购自中国药品生物制品检定所，其他试

剂均为国产分析纯。

"#% 顶头孢及产黄头孢的培养

参照文献［&］的方法进行。

"#& 头孢菌素 ! 效价的测定

采用文献［4］的 $4%=9 紫外吸收法。

"#’ 染色体 ()* 的提取

参考文献［"］用氯化苄法提取。所提取的 C+D
直接作为 EFG 反应的模板。

"#+ !"#$% 的 ,!- 扩增及克隆

根据已报道的基因序列［$］，设计 EFG 反应的引物：

&S 端 引 物：&S/Q2DFFD2D2QDF22FFDDQQ2F/
FFFQ2F/#S 9:%T

#S 端 引 物：&S/2DQQD2FFF2DDQ2QQF2D2DQ/
QDQF/#S .+4 NT

EFG 反应条件为：7"U变性 "9:= 后加入 C+D
聚合酶，7&U 变性 !9:=，4%U 复性 !9:=，"$U 延 伸

!V&9:=，共 #& 个循环，最后 一 轮 "$U 延 伸 !%9:=。



!"# 产物经 $%&’的琼脂糖检查，参照分子克隆用

低熔点琼脂糖纯化。

按照试剂盒说明，将 !"# 产物与 ()*+,-./ 连接，

转化 ! 0 "#$%123!感受态，在含有 4!(5 和 6)789 的

:; < =>? 平板上挑选白色阳性克隆。

!"# 序列测定及分析

阳性克隆经 !"# 检测并用 &’(24 和 )*+4 双酶

切鉴定，由宝生物工程有限公司进行序列测定。所

得结果用 1@=A4A 软件进行分析，并与报道的资料

进行比较。

$ 结 果

$"! 头孢菌素 " 效价的测定

按如上方法测定，顶头孢和产黄头孢都产生头

孢菌素 "，其发酵液中的头孢菌素 " 含量分别为

BCD"7E>: 和 BDF"7E>:。

$"$ !"#$% 基因的 %&’ 扩增

对比分别以产黄头孢和顶头孢 1@= 为模板的

!"# 产物（图 $），可以看到，前者在约 $GH 处有一条

很亮的特异带，与预测的结果完全一致，而后者却没

有该条带，用其他条件也不能扩增出带。说明只有以

产黄头孢 1@= 为模板才能扩增出文献报道的 "+,!-
基因。将得到的 !"# 产物用低熔点琼脂糖纯化。

图 $ !"# 结果凝胶电泳

IJ70$ =78/.K+ 5+9 +9+,-/.?L./+KJK .M !"# ?/.NO,-K
$ 0#E!"##4 P .%/N$ >8/G+/；Q 0 !"# ?/.NO,- M/.> 0 0 "1234#5+/6(；

B0 !"# ?/.NO,- M/.> 7 0 ’"2+(#/%6(

$"( !"# 扩增产物的克隆及分析

将纯化的 !"# 扩增产物与 ()R+,-./ 连接后转化

! 0 "#$% 123!，将阳性克隆用 !"# 检测并用 &’(24
和 )*+4 双酶切鉴定重组质粒，产生约 $GH 的片段

（图 Q），与预期结果一致。

图 Q 重组质粒的双酶切鉴定

IJ70Q =S89TKJK .M /+,.>HJS8S- ?98K>JN HT /+K-/J,-J.S
+SUT>+ &’(24 8SN )*+4

$ 0#E!"##4 P .%/N$ >8/G+/；Q0 !"# ?/.NO,- M/.> 0 0 "1234#5+/6(；

B 0 1J7+K-J.S .M &’(24 8SN )*+4

$") !"#$% 基因的序列测定结果及分析

阳性克隆由宝生物工程有限公司进行全序列测

定，结果显示，克隆片段全长 $&$VH?，含有 $ 个 FFFH?
的 W#I，编码一个含 BBB 个氨基酸的蛋白质。该基

因序 列 已 为 国 际 核 酸 数 据 库 收 录，11;X 号 为

4&B3VCF。与报道的基因序列［Q］相比（表 $），其仅在

第 B$、BQC 和 FVC 位存在 B 个碱基的差异，同源性为

FF%Y’，根据密码子推断的氨基酸序列其中仅第 $$、

$B& 位两个氨基酸不同，同源性为 FF%V’，这两个氨

基酸分别位于推测的二级结构的!$ 和!D 螺旋［C］，并

且不位于推测的酶的活性中心［F，$&］。

!"# 结果及测序结果显示，我国的产黄头孢

（0 0 "1234#5+/6(）脱乙酰氧基头孢菌素 " 合成酶E羟
化酶基因 "+,!- 与国外文献报道的顶头孢（7 0 ’"2+8
(#/%6( 或 0 0 "1234#5+/6(）该酶基因完全一致，而我

国的顶头孢（7 0 ’"2+(#/%6(）却不含有至少是完全一

致的该酶基因，从该点可以看出，国外所指的与 "+,!-

表 ! !"#$% 基因的序列分析

*+,-. ! /.01.23. +2+-4565 78 9.2. !"#$%

A.O/,+ .M K+ZO+S,+ ;8K+K :8,8-J.S =>JS. 8,JNK N+NO,+N :8,8-J.S

=>?9JMJ,8-J.S HT .O/ 98H 3[)(=")B[ B$ \ BB (T/ $$

3[)="")B[ BCC \ BF& (L/ $B&

3[)5"=)B[ FVD \ FVC =98 B$D

:J-+/8-O/+ /+?./-+N 3[)5=")B[ B$ \ BB =K? $$

3[)5"")B[ BCC \ BF& =98 $B&

3[)5"5)B[ FVD \ FVC =98 B$D

CFQ 生 物 工 程 学 报 $Y 卷



基因 有 关 的 顶 头 孢（ ! ! "#$%&’()*& 或 + ! #,$-.’/%0
(*&）对应的是我国的产黄头孢（ + ! #,$-.’/%(*&）而

不是顶头孢（! ! "#$%&’()*&）。

! 讨 论

扩环酶在头孢菌素 " 的生物合成和酶法合成

中都占有重要地位，尤其在生物工程中有重要的应

用价值，但其底物专一性狭窄，天然酶只能以青霉素

# 为底物进行扩环，这就需要对其进行改造，使其能

利用易得的青霉素 $ 或 % 为底物，因此该酶确切的

基因序列就十分重要，这样才能对其某些序列进行

定点突变。我们将作进一步的报道。

#%123 基因由于不含内含子，故可直接以 &#’
为模板进行 (")，但由于真菌的染色体较为复杂，在

(") 时预先在 *+,变性 +-./ 后加入 &#’ 聚合酶，

有利于染色体 &#’ 充分变性，又使聚合酶不易失

活。由于 (01 &#’ 聚合酶有校对功能，延长时间应

稍长些。

由于 ! ! "#$%&’()*& 重 新 分 类 为 + ! #,$-.’/%0
(*&［22］，国外一直将这两个拉丁名用来指同一个菌。

但头孢属的分类仍不十分统一，国内这两个拉丁名

仍命名两个菌。通过本文对 #%123 基因的研究表

明，国 外 所 指 的 与 #%123 基 因 有 关 的 顶 头 孢（ ! !
"#$%&’()*& 或 + ! #,$-.’/%(*&）对应的是我国的产黄

头孢（ + ! #,$-.’/%(*&）而不是顶头孢（ ! ! "#$%&’()0
*&）。这不仅有利于今后对脱乙酰氧基头孢菌素 "
合成酶3羟化酶的进一步研究，也有利于这两个菌株

的区分和规范命名。
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