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摘 要 通过 CDE从质粒 FGD!40!5"中扩增得到 *0氨甲酰氨基酸水解酶基因（"2)D），置于原核表达载体 FH:5$的
29启动子下游构成表达质粒 FH:5$0"2)D，并在大肠杆菌 +!9中实现了该基因的高表达。IJI0CKL:检测表达产
物，在相对分子量 66MJ处有一表达带，经薄层扫描分析目的蛋白占全菌蛋白的 6$N，主要以可溶性形式存在。酶
活性分析结果表明，工程菌 +!9OFH:5$0"2)D的 *0氨甲酰氨基酸水解酶的比活分别比原始菌株 3*/"*(4+0/%* P24$!和
亚克隆 JQ9!OFGD!40!5"提高了 9#倍和 1#倍。在节杆菌 P24$!和大肠杆菌 JQ9!OFGD!40!5"的反应体系中加入等
量菌体的工程菌 +!9OFH:5$0"2)D，可使乙内酰脲酶总比活分别提高 4R!倍和 %R$倍。
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乙内酰脲酶是能够催化 90单取代乙内酰脲类
化合物水解的一类酶，在动物、植物和微生物中分布

广泛。乙内酰脲酶实际为 %种酶组成的酶系，包括
乙内酰脲消旋酶（QST,>B’<> -,.3;,U3）、乙内酰脲水解
酶（QST,>B’<> /ST-’(,U3）和 *0氨甲酰氨基酸水解酶
（*0D,-V,;’S(,U3）。在 %种酶的协同作用下外消旋底
物可以完全转化为特定的手性氨基酸［! W %］。节杆菌

P24$!是本室筛选得到的一株 X0乙内酰脲酶产生
菌，该菌可将 JX090苄基乙内酰脲特异水解为 X0苯
丙氨酸。我们构建了节杆菌 P24$!的基因文库，并
从文库中筛选得到了 !个产生乙内酰脲酶的阳性克
隆，通过亚克隆分离得到了含乙内酰脲酶全长基因

的 J*K 片段（6%5!VF，L3>P,>M 登录号 KY$5"""$）。
编码这 % 个酶的基因即乙内酰脲消旋酶基因
（"2)E）、乙内酰脲水解酶基因（ "2)Q）和 *0氨甲酰
氨基酸水解酶基因（ "2)D）构成 ! 个操纵子。本文
对 *0氨甲酰氨基酸水解酶在大肠杆菌中进行了高
表达，现将结果报道于下。

% 材料和方法

%(% 菌株和质粒
大肠杆菌 Z+!$"、JQ9!系本室保存，节杆菌

P24$!为本室筛选得到的一株乙内酰脲酶产生菌；
质粒 FGD!40!5"系在 FGD!4的 .+5Q [位点插入了

一段长为 6%5!VF的节杆菌 P24$! 乙内酰脲酶全长
基因片段，由本室构建；表达载体 FH:5$ 和大肠杆
菌 +!9OFE:C6购自 H<,?3>公司，其中质粒 FE:C6含
有 (,. [和 $%( 基因。
%() 培养基

XP培养基参照文献［6］方法配制。
%(* 工具酶

6#$T [[[，70( [，8"( [等限制酶、26 J*K聚合酶
和 :8 2,\ 酶等购自大连宝生物工程公司，26 J*K
连接酶为 C-’;3?,公司产品。
%(+ 试剂

90苄基乙内酰脲（90PQ）、*0氨甲酰基苯丙氨酸
（*0DC）和 90苯基乙内酰脲（90CQ）系本室化学合成，
X0苯丙氨酸系日本味之素公司产品，其他均为分析
纯化学试剂。底物悬液：将 !?底物（90PQ或 *0DC）
溶于 #;’(OX *,]Q，用 #;’(OX QD( 中和至 FQ1R$，再
加 D’D(# 5R9;?，十六烷基三甲基溴化铵 !$;?，溶解
后定容至 !$$;X。茚三酮试剂：按文献［9］配制。
%(, -./扩增 !"#.基因
根据节杆菌 P24$! 的 *0氨甲酰氨基酸水解酶

序列，设计了一对引物，上游引物 C!：9^ KDL2DLD20
2KLKLDKDKKLD %^；下游引物 C#：9^ DKDKKLD20
2DKD22K2DLKLDLDDL2DK %^，KKLD22 为 6#$T "
酶切位点。以质粒 FGD!40!5" 为扩增模板，CDE 反



应参数为：!"# $%&，’(# $%&，)*# )%&，重复 $%个循
环后 )*#继续延伸 "+,-。用 ./%0琼脂糖凝胶电泳
鉴定 123产物。
!"# $%&检测阳性克隆
用于重组子的快速筛选。将转化平板中的菌落

接种于含有适当抗生素的 45 平板中，$)#培养过
夜。从长出的菌落中挑取少量菌体制备模板，通过

123检测转化子。采用 678 载体测序引物（1$：’9
222:;;;;:<:22;22<: $9；1"：’9 :<<2<:;::<=
2;<<;2<:: $9）和 1.、1* 两对引物进行 123扩增，
如均有特异扩增带出现则为阳性克隆。

!"’ 诱导表达
挑取重组子单菌落接种于含 .%%!>?+4氨苄青

霉素和 *’!>?+4卡那霉素的 ’+4 45液体培养基中，
$)# *%%@?+,-培养过夜，将菌液按 ’0的接种量接
种于 .%%!>?+4氨苄青霉素和 *’!>?+4 卡那霉素的
$%+4 45液体培养基中，$)#培养至 !"(%%为 %/’ A .
时加入 B1<:至终浓度为 .++CD?4，继续培养 ’E，收
集菌体供电泳分析和测定酶活。

!"( 表达产物 )*)+$,-.分析
取 .+4经诱导培养的培养物，离心收集菌体，

重悬于 ’%!4蒸馏水中，加入 ’%!4 * F上样缓冲液混
匀，煮沸 ’+,-，离心，取 .%!4上清进行 GHG=1;:8分
析。GHG=1;:8按文献［"］进行，浓缩胶浓度为 ’0，
分离胶浓度为 .%0，电泳完毕用考马斯亮蓝 3*’%
染色。通过薄层扫描对各蛋白条带进行定量分析。

!"/ 表达产物的可溶性分析
取 *%+4 细菌培养物，离心收集菌体，重悬于

.+4蒸馏水中，用超声波破碎菌体，离心，分别收集
上清，另将所得沉淀重悬于 .+4 蒸馏水，分别取
’%!4上清和沉淀，各加入 ’%!4 * F上样缓冲液混匀
后煮沸 ’+,-。取 .%!4进行 GHG=1;:8分析。
!"!0 酶活力测定
取 "+4培养物，离心收集菌体，用生理盐水洗

涤 *次，重悬于 *+4缓冲液中，加入 *+4底物悬液，
于 $)#反应 .E，加入 .*0三氯乙酸 .+4终止反应，
离心，用比色法测定上清液中转化产物的含量。以

’=5I为底物酶解生成苯丙氨酸的速率计算乙内酰
脲酶活力，以 J=21为底物酶解生成苯丙氨酸的速
率计算 J=氨甲酰氨基酸水解酶活力。以在上述分
析条件下 .E内催化底物转化生成 .+>苯丙氨酸的
酶量定义为 .个活力单位（K）。
!"!! 氨基酸的比色测定
按文献［’］进行。在洁净试管中加 %/*+4样品

及 %/"+4茚三酮试剂，沸水浴 .’+,-，冷却后加 ’%0
乙醇 "/"+4，混匀，于 ’)%-+处测定吸光度，用 4=苯
丙氨酸标准品绘制标准曲线，从标准曲线上计算转

化产物苯丙氨酸的含量。

!"!1 菌体蛋白含量的测定
按 4CL@M法［(］。

1 结 果

1"! !"#%基因的 $%&扩增
以质粒 6N2.O=.(!为模板，1.、1*为引物的 123

扩增产物在 ./%0琼脂糖凝胶电泳胶上呈单一特异
性条带，大小为 .*"%P6，与预计完全吻合（图 .）。

图 . #$%2基因的 123扩增
Q,>R. ;-SDM&,& CT 123 6@CUKVW&
./ 123 6@CUKVW&，*/ H4 *%%% +S@XY@

1"1 23.#0+!"#%重组质粒的构建
123产物用 <" HJ;聚合酶将 $9末端补平后，

用 &’(U BBB 酶切，回收纯化片段。表达载体 678(%
经 )*+ B酶切，<" HJ;聚合酶补平，再用 &’(U BBB酶
切，回收纯化片段。将上述两种片段按 $：.的摩尔
比进行连接反应。将连接产物转化大肠杆菌 Z.’
感受态细胞，在含 .%%!>?+4氨苄青霉素和 *’!>?+4
卡那霉素的 45平板上挑取单菌落。经 123检测，
分别得到长度为 .’%%P6和 .*"%P6的特异扩增电泳
带（图 $）；提取质粒用 ,#+ B和 &’(U BBB酶切鉴定，
出现 ."’%P6的电泳带（图 "），分离得到阳性克隆。
对阳性克隆质粒进行测序，测序结果表明重组质粒

构建完全正确。

1"4 表达质粒 23.#0+!"#%在大肠杆菌中的表达
1"4"! 表达产物 GHG=1;:8分析：取诱导表达后的
菌体和超声波破碎菌体后的上清及沉淀分别进行

GHG=1;:8分析，结果见图 ’。重组子在相对分子量
约 ""XH 处有一浓的蛋白表达带。根据节杆菌
5<O%. J=氨甲酰氨基酸水解酶的氨基酸组成计算，
理论分子量为 """.$H，两者相吻合。薄层扫描分析
显示目的蛋白占全菌蛋白的 "%0，且主要以可溶性
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形式存在。

图 ! 重组质粒 "#$%&’!"#(结构示意图
)*+,! (-./01230*-. -4 153-67*.8.0 "98/6*: "#$%&’!"#(

图 ; 重组子 <=>?"#$%&’!"#(的 @(A检测
)*+,; @(A 8.89B/*/ -4 153-67*.8.0 "98/6*: <=>?"#$%&’!"#(
=CDE!&&& 681F51；!，G，%C@(A?@1*651@;、@G；;，>，HC@(A?@1*651@=、@!

图 G 重组质粒 "#$%&’!"#(的酶切鉴定
)*+,G D*+5/0*-. "80051./ -4 153-67*.8.0 "98/6*: "#$%&’!"#(
=C!’$%&I=G 681F51， !C"#$%&?’(): JJJ ;C"#$%&’!"#(?’(): JJJ，
GC"#$%&’!"#(?*!& J K ’(): JJJ，>CDE!&&& 681F51

图 > "#$%&’!"#(在大肠杆菌 <=>中表达产物的
LDL’@MN$分析

)*+,> LDL’@MN$ 8.89B/*/ -4 <=>?"#$%&’!"#(
=C<=>?"#$%&； !C<=>?"#$%&’!"#(； ;C<=>?"#$%&’!"#(?J@IN；
GC<=>?"#$%&’!"#(?J@IN /-92795 "1-05*.；>C<=>?"#$%&’!"#(?J@IN
*./-92795 "1-05*.；%C@1-05*. 681F51

!"#"! 表达产物的生物学活性分析：以 O’(@为底
物分别测定节杆菌 PIQ&=、$ , %&+( DR>"?"S(=Q’=%T
和 $ , %&+( <=>? "A$@G·"#$%&’!"#(的 O’氨甲酰氨
基酸水解酶的活性（表 =）。由表 =可以看出后者 O’
氨甲酰氨基酸水解酶的比活比出发菌株节杆菌

PIQ&=和亚克隆 $ , %&+( DR>"?"S(=Q’=%T 分别提高
>!倍和 H!倍。

表 $ %&氨甲酰氨基酸水解酶的活性

’()*+ $ ’,+ (-./0/.1 23 %&-(4)(521*(6+

L018*./ L"53*4*3 830*U*0B（2?6+ "1-05*.）

,-.!-&/0%.1- PIQ&= =C=!

$ , %&+( DR>"?"S(=Q’=%T &CQ=

$ , %&+( <=>? "A$@G·"#$%&’!"#( >TC!=

!"#"# 表达产物对乙内酰脲酶转化作用的影响：在
节杆菌 PIQ&= 及 $ C %&+( DR>"?"S(=Q’=%T 中分别加
入等体积 $ C %&+( <=>?"#$%&’!"#( 的菌悬液，以
>’PR为底物分别测定乙内酰脲酶的总活力，结果如
表 !。从这个结果可以看出 $ C %&+( <=>? "A$@G·
"#$%&’!"#( 使出发菌株节杆菌 PIQ&= 和亚克隆
$ C %&+( DR>"?"S(=Q’=%T 乙内酰脲酶的总比活力分
别提高 QC=倍和 ;C&倍。

表 ! %&氨甲酰氨基酸水解酶对总反应体系的影响

’()*+ ! ’,+ +33+-. 23 %&-(4)(521*(6+ 27
.2.(* ,18(7.2/7(6+ (-./0/.1

L018*.?"98/6*: L"53*4*3 830*U*0B（2?6+ "1-05*.）

,-.!-&/0%.1- PIQ&= &CH=

,-.!-&/0%.1- PIQ&= K $ , %&+( <=>?

"A$@G·"#$%&’!"#(
%CGG

$ , %&+( DR>"?"S(=Q’=%T &C%H

$ , %&+( DR>"?"S(=Q’=%T K $ , %&+( <=>?

"A$@G·"#$%&’!"#(
!C%T

# 讨 论
通过 @(A扩增得到节杆菌 PIQ&= O’氨甲酰氨

基酸水解酶的结构基因，将该基因置于原核表达载

体 "#$%&的 I>强启动子控制之下，实现了该酶在大
肠杆菌 <=>中的高表达，表达产物可达全菌蛋白的
G&V。节杆菌 PIQ&= !"#(基因在大肠杆菌中的表
达产物主要以可溶形式存在，且具有生物活性。这

项工作为 O’氨甲酰氨基酸水解酶的纯化以及该酶
的结构与功能关系研究奠定了基础。

在乙内酰脲酶反应体系中加强 O’氨甲酰氨基
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酸水解酶的活力，能够明显促进整个反应体系中 !"
苄基乙内酰脲转化产生苯丙氨酸的速率，进一步证

实 #"氨甲酰氨基酸水解酶催化的反应是乙内酰脲
酶法生产氨基酸中的一个限速步骤［$］，本工作是通

过基因工程方法提高微生物转化中关键酶产量的一

个例证。本文工作也为实现通过乙内酰脲酶高效酶

法生产 %"苯丙氨酸奠定了良好基础。
业已证实节杆菌 &’()* #"氨甲酰氨基酸水解酶

在许多特性上不同于目前发现的其他 #"氨甲酰氨
基酸水解酶［$］，有关该酶的性质和结构与功能研究

正在进行中。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ *］ +,-./01 2 3/, 4，5-06789:;76< =，3/006> ? !" #$ @ 3A:<B8A/- ;9./7"

0BA7/>6>"A7.9>0<A/- 67C,D6> EB<D 0;6 B<AFA7 BE -AE6？%&&$ ’()*+,(#$

-(+"!)./+$，*GGG，’(：HGH I J)G
［ H］ 4F/K/ =，+;ADAC9 +@ LAM6<>A0, /7. M6<>/0A-A0, BE DA:<B8A/- ;9./70BA7"

0</7>EB<DA7F 67C,D6>@ 0 ’+$ 1#"#$ -：2/345!，*GG$，)：*NJ I *$N
［ J］ ?BCC6- = L，O/F6< P@ -(+)#"#$4"() &*+67)"(+/ +8 #5(/+ #)(69 #/6 6!:

*(;#"(;!9 @ #6K QB<1：R/7>6< S98-A>;6<>，*GGH，TT@$! I *$N
［ U］ +/D8<BB1 =，P<A0>:; V P，3/7A/0A> ’@ ’+$!)7$#* 1$+/(/<：% =#,+:

*#"+*4 ’#/7#$ @ H7. 6.@ #6K QB<1：2B-. +T<A7F R/<8B< %/8B</0B<,

S<6>>，*G(G
［ !］ 3BB<6 +，+06A7 O R@ S;B0BD60<A: 7A7;,.<A7 D60;B. EB< 9>6 A7 0;6

:;<BD/0BF</T;, BE /DA7B /:A.>@ 0 -(+$ 1.!5，*GU(，(*+：JN$ I J((
［ N］ %BK<, 4 W，?B>68<B9F; # =，P/<< 5 % !" #$ @ S<B06A7 D6/>9<6D670

KA0; 0;6 PB-A7 T;67B- <6/F670 @ 0 -(+$ 1.!5，*G!*，(,-（*）：HN! I

H$N
［ $］ XR5#Y O 2（张惟材）@ 57 BM6<MA6K BE DA:<B8A/- ;,./70BA7/>6> <6"

>6/<:;@ =!""!*9 (/ -(+"!)./+$+<4（生物技术通讯），*GGG，(.（H）：

*U* I *UU

%/01213 415 "6789::201 0; <=$=%48>4?0@/4:9 A919 ;80?
!"#$"%&’(#)" BCD.( 21 *+($)",($,’ (%-,

R54 +;9"P67FH XR5#Y O6A"2/A*! %W QA7F"%A* QZ5# RB7F"=A6* RZ5#Y %A9"Q9*
*（-!(>(/< ?/9"("7"! +8 -(+$"!)./+$+<4，-!(>(/< *)))$*；H ?/9"("7"! +8 %&&$(!6 2)+$+<4，1.(/!9! %)#6!54 +8 @)(!/)!9，@.!/4#/< **))*N，1.(/#）

E>:F84GF R,./70BA7"90A-A0,"67C,D6 A> KA.6-, 9>6. A7 67C,DA: T<B.9:0AB7 BE M/<AB9> /DA7B /:A.> @ 476 BE A0> :BDTB7670，:/<"
8/DB,-/>6，A> <6>TB7>A8-6 EB< 0;6 :B7M6<>AB7 BE #":/<8/D,-/DA7B /:A.> 0B :B<<6>TB7.A7F /DA7B /:A.>，K;A:; A> :<9:A/- EB< 0;6 >06<6"
B>6-6:0AMA0, /7. </06 -ADA0A7F @ ’B ADT<BM6 0;6 T<B.9:0AB7 BE 0;6 67C,D6，/7 %"#":/<8/DB,-/>6 F676 E<BD %*".*+,#)"!* &’()*，/ ;,"
./70BA7/>6 T<B.9:0A7F >0</A7 86A7F /8-6 0B :B7M6<0 !"867C,-;,./70BA7 0B T;67,-/-/7A76，K/> :-B76. A70B 2 @ )+$( @ ’;6 F676 K/>
;AF;-, 6[T<6>>6. A7 2 @ )+$( 3*! 97.6< :B70<B- BE ’! T<BDB06< @ 5 T<B06A7 8/7. /8B90 UU1L K/> .606:06. 8, +L+"S5YV A7 0;6
<6:BD8A7/70 :6-- -,>/06 @ ’;6 B8\6:0AM6 T<B.9:0，K;A:; A> T<A7:AT/--, A7 >B-98-6 EB<D，<6T<6>6706. U)] BE 0B0/- :6-- T<B06A7@ ’;6 #"
:/<8/DB,-/>6 >T6:AEA: /:0AMA0, BE 0;6 <6:BD8A7/70 3*!^T_VN)".472 A> !J 0AD6> ;AF;6< 0;/7 0;/0 BE %*".*+,#)"!* &’()* @ ’;6 0B0/-
8AB0</7>EB<D/0AB7 /:0AMA0, A7:<6/>6. ( @ * 0AD6> K;67@3*!^T_VN)".472 K/> /..6. A70B 0;6 %*".*+,#)"!* &’()* <6/:0AB7 >,>06D@
’;6 >9::6>>E9- 6[T<6>>AB7 BE 0;6 67C,D6 A> >AF7AEA:/70 EB< 0;6 /TT-A:/0AB7 BE 0;6 ;,./70BA7/>6 T<B.9:A7F >0</A7 B< 0;6 67C,D6 0;6<6BE @

H9@ I085: #":/<8/DB,-/>6，F676 6[T<6>>AB7，T;67,-/-/7A76

?6:6AM6.：)$")*"H))H

! 2B<<6>TB7.A7F /90;B< @ ’6-：’6-：(N"*)"NNGU((H$；P/[：(N"*)"NJ(G!NUN；V"D/A-：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
C;/7FK6A:/A‘;B0D/A- @ :BD

本刊加入《中国学术期刊（光盘版）》声明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》

和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当处理。

《生物工程学报》编辑部

$$*H期 郝淑凤等：节杆菌 &’()* #"氨甲酰氨基酸水解酶基因的克隆与表达


