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摘 要 对一株能转化 B，C0对羟基苯乙内酰脲为 B0对羟基苯甘氨酸的菌株 ++D$$% 进行了细菌分类学鉴定，该菌

为皮氏伯克霍尔德氏菌（.)*3"(,4%*#+ 5#03%//##）。实验通过 E’FG/3-= 杂交，部分文库构建和筛选，并经一系列亚克隆测

序分析，获得一长度为 !%H5IA 的完整开放阅读框，编码 58" 个氨基酸的 B0乙内酰脲酶基因。用该基因序列构建的

高表达质粒 AJKLM# 转化 6 ) 0(,#NC#!（B9%），经 OL2P 诱导后，检测到 B0乙内酰脲酶活性。该基因编码的氨基酸序列

经 N(,@G 同源比较分析与放射形土壤杆菌 *DDC N!!#1! 所产相应酶有 "8Q的同源性。以 B，C0对羟基苯乙内酰脲为

底物测得的表达酶的活力为 $R44FS:C，比相同条件下所测出发菌株 ++D$$% 的酶活提高了 # 倍。
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阿莫西林和头孢羟氨苄是临床使用最为广泛的

半合成!0内酰胺类抗生素，该类抗生素分子由 # 个

结构部分组成：含!0内酰胺环的母核和 B0对羟基苯

甘氨酸（B0A0/<V-’7<A/3=<(>(<.;=3）侧链。后者可利用

B，C0对 羟 基 苯 乙 内 酰 脲（ B，C0A0/<V-’7<A/3=<(0
/<V,=G’;=）为原料经化学法或酶法水解而获得。由

于酶法制备产品得率较化学法高且具有环保优势，

因此近年来工业上已有用酶法生产 B0对羟基苯甘

氨酸的报道［!］。

酶法生产即是以 B，C0对羟基苯乙内酰脲为底

物经 B0乙内酰脲酶（B0/<V,=G’;=,@3，B/,@3，9W %) 8 )
# )#）和 B0脱氨甲酰基酶（B0V3.,-I,:’<(,@3，B.,@3）的

酶促转化产生 B0对羟基苯甘氨酸。研究表明，产 B0
乙内酰脲酶的微生物在自然界中广泛分布［#］，活力

较高的产酶菌种有恶臭假单胞菌 BE+ "5［%］，嗜热脂

肪芽孢杆菌 EB0!［5，8］，芽孢杆菌 UD 1［4］，环状芽孢杆

菌［H］，根癌土壤杆菌［"］，热链形芽孢杆菌 PM0#［1］，金

黄节杆菌 BE+ %H58［!$］等，而有一些微生物，如芽生

杆菌 U!HA05［!!］，放射形土壤杆菌 *DDC N!!#1!［!#］，

成晶节杆菌 U+#［!%］等同时具有 B0乙内酰脲酶和 B0
脱氨甲酰基酶活性。其中，放射形土壤杆菌 *DDC
N!!#1!［!#］，恶臭假单胞菌［%，!5］，嗜热脂肪芽孢杆菌

EB0!［5，8］的相关酶基因已被克隆、测序并进行了基因

表达的研究。我国孙万儒曾报道过产 B0乙内酰脲

酶微生物的筛选、分离和发酵条件［!8，!4］，但未见分子

生物学方面的研究报告。本项工作主要对一支工业

上用于制备 B0对羟基苯甘氨酸兼具 B0乙内酰脲酶

和 B0脱氨甲酰基酶活性的 ++D$$% 菌株进行了细

菌分类学鉴定，并完成了 B0乙内酰脲酶编码基因的

克隆、测序和在大肠杆菌中表达的研究。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株和质粒：菌株 6 ) 0(,#BM8"，6 ) 0(,#NC#!
（B9%）及质粒 AN(F@.-;AG XE（ Y ）和 A92#"I 由本室保

存。放射形土壤杆菌 *DDC N!!#1! 购自 *DDC，该

菌染色体上编码的 B0乙内酰脲酶（4"+）和 B0脱氨甲

酰基酶（ 40+）基因已被克隆，得到带 4"+ 的重组质

粒 AJKUM# 和带 40+ 的重组质粒 AJKUW#（待发表）。

菌株 ++D$$% 由浙江海正药业有限公司提供。质粒

AP9+2 购自 L-’:3>, 公司。

#$#$% 试剂和工具酶：限制酶，25 B*U 连接酶和碱

性磷酸酶（WOUL）为 L-’:3>, 公司产品。溶菌酶、蛋

白酶 X 和 D*U 酶为 E;>:, 公司产品。寡核苷酸引

物由上海基康公司合成。LWD 扩增所用试剂为生工

公司产品。B，C0对羟基苯乙内酰脲，*0氨甲酰0对羟



基苯甘氨酸（!"#$%&$’()*"+",)-%(.)/,01)*2*)#310）由浙

江海正药业有限公司提供。其余为国产分析纯试

剂。

!"!"# 培养基及培养条件：培养 ! 4 "#$% 所用 56 培

养基，56 选 择 培 养 基 及 培 养 条 件 均 按 参 考 文 献

［78］。99:;;<（&’()*#$+,(%- .%"),//%%）的产酶培养需

在 56 液体培养基中添加 7=>"甲硫乙基乙内酰脲

作为诱导物，?@A摇床培养（7@;%B’31）<C,。进行总

+!D 抽提的 99:;;<（&’()*#$+,(%- .%"),//%%）的培养条

件为 56 液体培养基，?@A摇床培养（7@;%B’31）7@ E
?F,。

!"$ 方法

!"$"! 细菌学鉴定方法：按文献［7G，7@］方法进行。

!"$"$ 分子生物学方法：99:;;<（&’()*#$+,(%- .%")0
,//%%）总 +!D 的大量提取，总 +!D 的限制性酶切，

H(IJ,0%1 杂交，菌落原位杂交，质粒 +!D 抽提、酶切、

去磷酸、连接、凝胶电泳、基因的诱导表达等实验方

法均按参考文献［78］进行。胶回收 +!D，KD 克隆均

按照相应的产品说明书进行。

!"$"# 酶活测定方法：将收获的菌体加入适量的生

理盐水洗涤一次并悬浮在 ;L<’5 含有 7=的对羟基

苯 乙 内 酰 脲 的 !$M?NOF"!$?MNOF 缓 冲 液 中（;L7
’(*B5，/M@L;），F;A反应 7,，立即离心，取上清 ?>;!5
加入到 >>;!5 含 >=对二甲氨基苯甲醛的 C’(*B5 盐

酸溶液中，并在 F<@1’ 测定 12 值。根据相应的标

准曲线计算酶活。7 酶活定义为每小时产生 7!’(*
!"氨甲酰"对羟基苯甘氨酸所需酶量。

!"$"% H+H"NDPQ 分析：为测定全菌体中 +"乙内酰

脲酶蛋白的表达量，! 4 "#$% 65?7（+Q<）B/RSNM? 转

化子 <GA培养至 12C;;为 ;LC，经 7’’(*B5 TNKP 诱导

培养 ?,，收集菌体，加 H+H 凝胶加样缓冲液（还原

性），煮沸 >’31 裂解全细胞，高速离心，取上清液进

行 H+H"NDPQ 分析。为测定全菌体中可溶性 +"乙内

酰脲酶蛋白的表达量，收集菌体并悬浮在 M?O 中，

超声波破碎处理，离心，分别取上清及沉淀物进行

H+H"NDPQ 分析。

$ 结果

$"! &&’((# 菌株的细菌学分类鉴定

99:;;< 是一支在工业上用于酶法转化 +，5"对
羟基苯乙内酰脲为 +"对羟基苯甘氨酸的双酶菌株，

为便于从该菌株中克隆 +"乙内酰脲酶和 +"脱氨甲

酰基酶编码基因及进行下游工作，首先对该菌进行

了分类鉴定的研究。有关该菌的形态，生长和生理

学特征总结如下：

99:;;< 为杆状单生的革兰氏阴性菌，大小为

（;L> E ;LC）!’ U（7L; E ?L;）!’，无荚膜，菌落圆，表

面有皱褶，在 56 上的老培养物为褐色。单根极生

鞭毛，运动，严格好氧生长，在休"利夫森氧化发酵培

养基上呈氧化产酸反应。胞内有聚""羟基丁酸盐颗

粒。在 F7A生长，但 /MFL> 不生长。接触酶和氧化

酶皆阳性。不产生精氨酸双水解酶和卵磷脂酶，不

水解明胶、淀粉，不还原硝酸盐，不利用乙酸盐厌氧

生长，但能利用硝酸盐厌氧生长。能利用葡萄糖、木

糖、蔗糖、鼠李糖和酒石酸盐生长。

根据以上特征，参照 60%20) 氏细菌学分类手

册［7G］和 VI&II’#,3 等［7@］的有关说明，99:;;< 被鉴

定为皮氏伯 克 霍 尔 德 氏 菌（ &’()*#$+,(%- .%"),//%%）。

图 7 则为该菌的电子显微镜照片。

图 7 99:;;<（&’()*#$+,(%- .%"),//%%）菌株的

透射电镜照片（78;;; U ）

W3247 9(%/,(*(2) (X 99:;;<（&’()*#$+,(%-
.%"),//%%），KQ9，78;;; U

$"$ &&’((#（!"#$%&’()#*+ ,*-$)..**）)*乙内酰脲酶

基因的克隆

$"$"! 基 因 杂 交 探 针 的 选 择：为 了 从 99:;;<
（&’()*#$+,(%- .%"),//%%）中克隆 +"乙内酰脲酶的编码

基因，在预备实验中，分别用放射性土壤杆菌 !::5
677?87 的 +"脱氨甲酰基酶基因片段［7?］，恶臭假单

胞菌的 +"乙内酰脲酶基因的重组质粒 /YQ<@［7F］以

及假单胞菌中的 7??&/ 的寡核苷酸 +!D［<］作为探针

（同位素<? N 标记），与不同限制酶消化的 99:;;< 总

+!D 片段进行 H(IJ,0%1 杂交，结果发现<? N 标记的放

射性土壤杆菌 !::5 677?87 的 +"脱氨甲酰基酶基

因片段可与 99:;;< 总 +!D 的不同酶切片段形成

阳性杂交带。图 ? 为杂交结果。

$"$"$ 99:;;<（&’()*#$+,(%- .%"),//%%）中目标基因片

段的克隆：鉴于产双酶的菌株中 +"乙内酰脲酶基因

;>7 生 物 工 程 学 报 7@ 卷



图 ! 皮氏伯克霍尔德氏菌 ""#$$% &’( 的不同限制性

酶切片段与%! ) 标记根癌土壤杆菌 ’##* +,,!-, &.脱氨甲

酰基酶基因（!"#）片段探针的 /0123456 杂交图

789:! /0123456.;<022869 =05 &’( 54>258?2806 =5@9A462> 0=
""#$$%（$%&’()*!+&,# -,"’+..,,）B50;869 C823 !"# 0=

/0&)1#".+&,%2 : &#!,)1#".+& ’##* +,,!-,

和 &.脱氨甲酰基酶基因呈连锁分布，而与探针呈阳

性杂交的 DE$F;3")# G 酶切片段是所希望克隆基因

长度的 % H I 倍，所以很有可能包括 &.乙内酰脲酶

基因的全序列。因此，从 ""#$$% 的细胞中抽提总

&’(，以 3")# G 完全酶切，从电泳后的凝胶上分离

回收 DE$F; 的 3")# G 酶切片段，将其与同样酶切并

去磷酸化的载体质粒 B+<1J/（ K ）的线性 &’( 连接，

连接产物转化 3 : ")*, &LD!感受态细胞，并涂布于

含 ,$$"9MA* 氨苄青霉素的选择平板上，构建部分基

因文 库。 用 %! ) 标 记 的 放 射 性 土 壤 杆 菌 ’##*
+,,!-, 的 &.脱氨甲酰基酶基因片段探针进行菌落

原位杂交，从约 ,$$$ 多个转化子中筛选获得一支阳

性克隆株。该阳性克隆株含有的重组质粒长度为

NE-F;，将其命名为 BOP.202@<。图 % 为重组质粒 BOP.
202@< 的图谱。

!"!"! 目标基因片段的序列测定：为了对重组质粒

BOP.202@< 中 DE$F; 的 3")# G 酶 切 外 源 片 段 进 行

&’( 序列测定，首先用 4). Q 将该质粒 &’( 切成约

,EDF;，!EDF; 和 IE$F; % 个片段，分别将这些片段亚

克隆到 B+<1J/（ K ）载体质粒中，得到亚克隆质粒

BOP.J/.’,: D，BOP.J/.’!: D 和 BOP.J/.’I: $。测序

所用引物见表 ,。

!"!"# ""#$$%（$%&’()*!+&,# -,"’+..,,）&.乙内酰脲酶

图 % 重组质粒 BOP.202@< 的图谱

789:% R34 A@B 0= 234 54?0A;86@62 B<@>A8S 0= BOP.202@<

表 $ 测序所用引物

R@;<4 $ R34 B58A45> 1>4S 86 >4T146?869

/1;?<064 )58A45 1>4S 86 >4T146?869

)OP.J/.’,ED /J )58A45，RN )58A45，DU?992?2?@2@9@@9?2@2?9%U

)OP.J/.’!ED R% )58A45，DU@?9??9??9@?2@2?29?%U，DU22???22@???@922?92%U

)OP.J/.’IE$ R% )58A45

基因的 &’( 序列：对 DE$F;3")# G 片段测序后，采

用 +80VS82 对所测得序列的分析证明该片段含有两

个完整的开放阅读框，其一起始于 ,NDW 位 (RX，终

止于 %,!- 位 R(( 的正向 Y#7 为 &.乙内酰脲酶的编

码基因，共长 ,%NI;B，编码 IDW 个氨基酸的多肽，在

(RX 上游 N 个碱基处有一 X(X(X 序列，可能与 ,Z/
5#’( 的 %U端序列相结合；其二经分析比较为 &.脱
氨甲酰基酶的编码基因。二酶基因呈连锁分布，但

阅读方向相反。全序列已登录到 X46+@6F，登录号

为 (7%!$W,I。

利用 +<@>2 软件与其它来源的同类酶进行同源

性比较证明该顺向 Y#7 与来源于放射形土壤杆菌

’##* +,,!-,，嗜热脂肪芽孢杆菌 /&.,，恶臭假单胞

菌 &/"WI 以及 5#.%6 7)&8+0,"%6 I 种微生物的 &.乙内

酰脲酶基因编码蛋白的同源性分别为 WD[，IN[，

%D[，%%[（图 I）。

!"# %%&’’#（!"#$%&’()#*+ ,*-$)..**）()乙内酰脲酶

基因在大肠杆菌中的表达

!"#"$ 重组质粒 BOP)L! 的构建：为构建表达 &.乙
内酰脲酶的基因工程菌，根据 )58A45 软件设计扩增

!(# 基因的两条引物 DU9?2@9?@299@?@2?@22@2?@@@%U和 DU
@@9?22@@29??99222@?29%U，以 BOP.202@< 质粒 &’( 为模板，

进行 )\# 扩增，扩增条件为 -I]变性 DA86 后，-I]
变性 ,A86，D,]退火 ,A86，N!]延伸 ,EDA86，共进行 %$
个循环，最后 N!]放置 ,$A86 用于添加碱基 (。然后

按流程图构建得到高表达质粒 BOP)L!，见图 D。

,D,! 期 许祯等：$%&’()*!+&,# -,"’+..,, 中 &.乙内酰脲酶基因（!(#）的克隆、测序及表达



图 ! 不同来源的 "#乙内酰脲酶氨基酸序列的同源比较

$%&’! ()%&*+,*- ./ 0+%*. 01%2 3,45,*1,3 ./ 6720*-.%*03, /8.+ !"#$%&’()#*+ ,*-$)..** 99:;;<（=’ >%1?），/0#&1+-.)#*"2
#+(*&1+-.)# @::A =BBCDB（(’ 802%），!+-*’’"3 3.)+#&.%)#2&,%*’"3 E"#B（=’ 3-,8）’ 43)"(&2&5+3

,".*(+ "E9 F!（G’ >5-%），0*2 6+."3 5&#7)0*-"3（:’ *.8H）

!"#"! "#乙内酰脲酶蛋白在大肠杆菌中表达量分

析：经 E"E#G(IJ 分析，"#乙内酰脲酶蛋白分子量在

还原条件下为 K;?"。E"E#G(IJ 结果经 LE#B;;; "%#
&%-0) L+0&%*& E73-,+ 分析，酶蛋白占菌体总蛋白 的

<FMCN；菌体经超声波破碎处理后，上清中酶蛋白占

菌体总蛋白的 B!MKN，沉淀物中酶蛋白占菌体总蛋

白 C!MKN。见图 O。由此推测，8 ’ -&’* =ACB（"J<）P
>QRGSC 表达的 "#乙内酰脲酶蛋白主要以包涵体的

形式存在。同时，测定以 "，A#对羟基苯乙内酰脲为

底物经 LGTI 诱导后的菌体的酶活为 ;MOO5P+A，较同

样条件下经 K#甲硫乙基乙内酰脲诱导后相同菌浓

的出发菌株 99:;;< 的酶活提高 C 倍。

# 讨 论

99:;;<（!"#$%&’()#*+ ,*-$)..**）的 "#乙内酰脲酶

基因 所 编 码 的 蛋 白 只 与 放 射 形 土 壤 杆 菌 @::A

CKB 生 物 工 程 学 报 BF 卷



图 ! "#乙内酰脲酶高表达质粒 $%&’() 的构建

*+,-! ./0123452+/0 /6 375/89+0:02 $;:18+< $%&’()
/=737>$3711+0, 2?7 "?:17 +0 ! - "#$%

图 @ 在诱导和未诱导条件下 "#乙内酰脲酶表

达量的 A"A#’BCD 图

*+,-@ A"A#’BCD :0:;E1+1 /6 2?7 7>$3711+/0 /6 &’( ,707 +0
! - "#$% +0<457< F+2? /3 F+2?/42 G’HC

I）! - "#$% JK)I（"DL）；)）! - "#$% JK)I（"DL）M$%&’() F+2?/42 G’HC；L）! -

"#$% JK)I（"DL）M$%&’() F+2? G’HC；N）O:3P73；!）H?7 14$730:2:02 /6 ! - "#$%

JK)I（"DL）M$%&’() F+2? G’HC 237:27< F+2? 1/0+5:2+/0；@）H?7 $375+$+2:2+/0

/6 ! - "#$% JK)I（"DL）M$%&’() F+2? G’HC 237:27< F+2? 1/0+5:2+/0

JII)QI 有较高的同源性（R!S），而与嗜热脂肪芽孢

杆菌 A"#I，恶臭假单胞菌 "AORN 以及 )(*+, -#./01%2
"+,L 种生物的 "#乙内酰脲酶基因编码蛋白的同源

性分别只为 NTS，L!S，LLS。比较和分析它们之间

的保守序列与非保守序列将为研究该酶的催化位点

和底物结合位点提供重要的信息，并为利用分子生

物学手段改造和提高该酶活力及稳定性提供有力的

依据。

虽然我们所构建的高表达质粒转化大肠杆菌后

测得的活力比出发菌株提高 ) 倍，但所表达的可溶

性酶蛋白只占所表达酶蛋白的 LTS，也就是说以 HT
UVB 聚合酶启动子表达系统构建的该高表达质粒

所表达的可溶性功能酶蛋白较少，故酶活力提高幅

度远低于酶蛋白表达总量的提高幅度。所以选择不

同的表达系统或共转化一种或几种分子伴侣帮助蛋

白正确折叠将有可能解决这一问题。
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