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摘  要: 【目的】建立高效敏感的高通量筛选方法，用于筛选头孢克洛合成活性提高或

热稳定性提高的α-氨基酸酯水解酶。【方法】根据头孢克洛在碱性条件下水解生成的衍生

物在 340 nm 处有特征吸收峰的原理，制作出标准曲线。采用全细胞 96 孔板紫外分光光

度法高通量测定α-氨基酸酯水解酶突变体的头孢克洛合成活性。【结果】头孢克洛含量与

△A340−405 在(0.1−0.6)×10−3 mol/L 浓度范围内有良好的线性关系, 服从朗伯-比尔定律, 平
均回收率为 99.8%−101.3%。一轮定点饱和突变产生的 2 300 个克隆经该方法的筛选, 获
得 3 株 kcat 提高 40%以上, 4 株半失活温度较野生型提高 5 °C 以上的突变体酶。【结论】该

方法准确可靠，每天筛选量可达到 2 000 个反应, 达到高通量筛选的要求。 
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Abstract: [Objective] The study aimed to develop an efficient and sensitive high-throughput 
method to obtain alpha-amino acid ester hydrolase (AEH) with improved activity or thermo-
stability. [Methods] Standard curve was made based on the fact that hydrolysis of cefaclor in 
alkaline buffer yields a derivate which has specific absorbance at 340 nm. Whole cell-based 
ultra-violet spectrophotometric method was applied to screen the cefaclor synthesis activity of 
AEH variants at a high-throughput scale. [Results] Beer’s Law is obeyed in the range of 
(0.1−0.6)×10−3 mol/L cefaclor. The average recovery is 99.8%−101.3%. 2 300 Clones obtained 
by one round of site-directed saturated mutagenesis were screened by this method. Three 
variants with more than 1.4-fold kcat and 4 variants with T50 5 °C more than wild type were ob-
tained. [Conclusion] The screening method was precise and reliable. The screen capacity can 
be up to 2 000 samples per day, which was in the scale of high-throughput screening. 

Keywords: Alpha-amino acid ester hydrolase, Cefaclor, Ultra-violet spectrophotometry, 
Cell-based high throughput screening, Directed evolution 

β-内酰胺类抗生素(包括青霉素类和头孢霉

素类抗生素)是抗微生物感染的主要用药, 是全

球医药领域销售额最大的品种之一。2009 年年产

量超过 30 000 t, 占全部抗生素的 60%[1]。大部分

β-内酰胺抗生素都是通过取代几种天然抗生素

如: 青霉素 G、青霉素 V、头孢菌素 C 的酰基侧

链衍生而成。反应最初通过化学法实现, 酶法生

产 β-内酰胺中间体及抗生素具有更高的能效和

更低的碳排放量, 因此越来越受到重视。 

来 源 于 大 肠 杆 菌 的 青 霉 素 酰 化 酶 (EC 

3.5.1.11)是酶法生产 β-内酰胺抗生素的先驱[2]。

它能催化青霉素 G 水解, 得到苯乙酸侧链和母核

6-氨基青霉烷酸(6-Aminopenicillanic acid, 6-APA), 

也能催化酰基侧链连接到 6-APA 或其他母核上。

然而, 产物苯乙酸强烈抑制青霉素酰化酶的活

性[3], 因此在催化合成衍生 β-内酰胺抗生素之前, 

需要添加一步去除 6-APA 中残留苯乙酸的工艺。

另外, 青霉素酰化酶的最适催化 pH 偏碱性, 在

此 pH 范围内, β-内酰胺母核不稳定, 易分解。 

α-氨基酸酯水解酶(α-Amino acid ester hy-

drolase, 简称 AEH, EC 3.1.1.43)相比青霉素酰化

酶而言, 具有诸多优点: 和酰胺的亲和力低, 底

物水解少; 不受苯甘氨酸的抑制; 对 D 型苯甘氨

酸甲酯有构象选择性, 工业上可以直接使用消

旋混合物, 而不必先进行拆分; 其最适反应 pH

比青霉素酰化酶低, 也使反应体系中的底物和

产物更稳定[4]。长期以来, α-氨基酸酯水解酶的

研究受到生物学家和药学家的重视, 有关α-氨

基酸酯水解酶产酶菌株的分离、酶基因及蛋白晶

体结构的研究[5−6]为该酶的进一步生产优化奠定

了基础。 

为了进一步改善酶的性质以适应工业化生产

需要, 本实验室采用定向进化提高酶热稳定性及

头孢克洛合成活性。有效的高通量筛选阳性克隆

的方法是定向进化成功的重要环节。目前, 头孢

克洛的测定通常有两种方法: 一是高效液相色

谱, 该方法准确, 灵敏度高, 但样品分析时间长, 

无法达到高通量筛选的要求; 二是紫外分光光

度法[7], 利用头孢克洛在碱性环境下发生分子内

亲核攻击, 生成一种在 340 nm 有最大吸收峰的

哌嗪衍生物的原理。该方法常用于成品药中有效

成分浓度的测定, 或药代动力学测定。由于头孢

克洛的底物之一, 3-氯-7-氨基去乙酰氧基头孢烷

酸(7-ACCA)碱性条件下的衍生物在 300−360 nm
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有 吸 收 峰 , 而 另 一 底物 苯 甘 氨酸 甲 酯 盐酸 盐

(PGM·HCl)则无干扰吸收。本方法对头孢克洛的

经典紫外分光光度法进行了优化。分析了头孢克

洛及其底物 7-ACCA 的衍生物紫外吸收波谱, 采

用双波长消去法可排除底物的干扰。采用优化后

的紫光分光光度法, 样品无须分离, 分析时间大

大缩短, 每天可检测 2 000 个反应, 达到高通量

筛选要求, 另外, 本方法基于全细胞筛选, 省略

了繁琐的细胞裂解和酶提取步骤, 解决了该酶定

向进化文库筛选大量突变体的瓶颈问题。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂 
紫外-可见光酶标仪(Bio-Tek ELx800 UV); 96

孔板离心机(Beckman-Coulter Avanti J-26xp); 高

压液相色谱仪(SHIMADZU LC-2010A); 标准品: 

头孢克洛(Cefaclor)为华北制药集团产品; 3-氯-7-

氨基去乙酰氧基头孢烷酸(7-ACCA)为南京康满

林化工实业有限公司产品; 苯甘氨酸甲酯盐酸盐

(PGM·HCl)为上海邦成化工有限公司产品; 其他

试剂均为国产分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  空白溶液配制: 以 0.05 mol/L pH 6.2 的

NaH2PO4 缓冲液制备 7-ACCA 和 PGM· HCl 的底

物混合溶液, 使终浓度都为 3.2×10−3 mol/L。 

1.2.2  标准曲线 : 以 0.05 mol/L pH 6.2 的

NaH2PO4 缓冲液配制浓度为 4×10−3 mol/L 的头孢

克洛贮存液。用移液管精确量取不同体积的空白

溶液与头孢克洛贮存液, 使头孢克洛系列稀释液

浓度分别达到 1.6、1.4、1.2、1.0、0.8、0.6、0.4、

0.2、0.1×10−3 mol/L (以 0.05 mol/L pH 6.2 的

NaH2PO4 缓冲液补足体积)。其中两种底物的浓度

变为 1.6×10−3 mol/L。分别向 96 孔板中加入 100 μL

上述溶液/孔, 再以 100 μL 1 mol/L NaOH 等体积

稀释, 30 °C 温育 30 min 后测定△A340−405。 

1.2.3  方法稳定性: 取标准曲线项下不同浓度的

混合溶液分别加 NaOH, 30 °C 温育 30、60、90 min

后测定吸光值, 观察吸光值的变化。 

1.2.4  方法的回收率和精密度: 在空白样品中添

加一定量头孢克洛标准溶液, 测定△A340−405，代

入方程计算浓度。 

1.2.5  与 HPLC 方法的比较: 分别采用紫外分

光光度法和 HPLC 方法[8]对线性范围内不同浓

度头孢克洛溶液进行含量分析, 比较结果的一

致性。 
1.2.6  α-氨基酸酯水解酶重组子的构建及定向进

化 :  采 用 P C R 的 方 法 从 红 纹 黄 单 胞 菌

(Xanthomonas rubrillineans CPCC 140817)的全基

因组中分离到 aeh 基因。引物序列如下: 正向: 
5'-CGGAATTCATGCGCCGCATCGCTCCCTGC 
CTGC-3'; 反向: 5'-CCGCTCGAGTCAATGTACC 

GGCAGCTGATGAAAC-3' (下划线为限制性酶

切位点)。PCR 反应程序如下: 94 °C 3 min; 98 °C 

30 s, 58 °C 1 min, 72 °C 1.5 min, 30 个循环 ; 

72 °C 10 min。PCR 产物克隆到 pGEM-T 载体中，

测序验证后，将 pGEM-T-aeh 和 pET28 载体经

EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切后回收，相连并转化感受态

大肠杆菌 BL21(DE3)。以重组质粒 pET28-aeh 为

模板，对距离活性中心氨基酸 10 Å 以内的氨基

酸残基进行定点饱和突变。采用 KOD plus 突变

试剂盒。引物设计及操作参考试剂盒说明书。 

1.2.7  筛选样品的对照: 阴性对照: pET28 载体

转化的大肠杆菌 JM109。培养及转化反应条件与

筛选样品相同。阳性对照：野生型酶的宿主大肠

杆菌 BL21(DE3)含质粒 pET28-aeh。培养及转化

反应条件与测定样品相同。 

1.2.8  筛选实例: (1) 筛选头孢克洛合成活性提

高的 AEH 突变体。用牙签挑取平皿上的转化菌

落, 接入含有培养基的 2 mL 96 孔深孔板中, 培

养基组成: 0.1%乳糖, 1.0%胰蛋白胨, 0.5%酵母提
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取物, 1.0% NaCl, 30 mg/L 卡那霉素。深孔板置

30 °C、200 r/min 培养 24 h 后收获菌体。为排除

培养基成分的干扰, 离心后倾去上清液, 重悬于

1.6×10−3 mol/L 7-ACCA 和 1.6×10−3 mol/L 

PGM· HCl 底物混合溶液中, 30 °C 孵育 30 min 进

行催化反应, 再次离心, 取上清液 100 μL 至微

孔板中, 加入 100 μL 1 mol/L NaOH, 30 °C 孵育

30 min 后测定△A340−405, 并计算菌体转化生成的

头孢克洛的量。由于催化反应时间统一为 30 min, 

生成的头孢克洛的量反应了酶突变体的催化能

力。所得阳性突变株在 750 mL 摇瓶中, 25 °C、

200 r/min 下培养 24 h, 培养基同上。参照方法[9]

分离纯化获得电泳纯的突变体酶。 

(2) 筛选热稳定性提高的 AEH 突变体。96

孔深孔板中培养 24 h, 转移到新的 96 孔板中, 为

使温度快速平衡, 96 孔板在 37 °C 预热 15 min, 再

于 50 °C 烘箱中放置 15 min。按照方法 1.2.8 (1) 

测定头孢克洛合成活性, 热处理后的活性除以热

处理前的活性所得百分比见实验结果中表 6 (仅

显示了活性保留 50%以上的突变体)。参照方法[9]

将热处理后活性保留 50%以上的突变体培养后分

离纯化至电泳纯。 
1.2.9  阳性突变体酶动力学参数 kcat 及热稳定

性参数 T50 (半失活温度)测定: 根据文献[4]测

定头孢克洛合成活性提高的 AEH 突变体的 kcat。

根据文献[10]测定热稳定性提高的 AEH 突变体

的 T50。 

2  结果 

2.1  吸收光谱和测定波长的选择 
分 别 取 1.6×10−3 mol/L 头 孢 克 洛 和

1.6×10−3 mol/L 7-ACCA 的标准溶液 , 等体积

加入 1 mol/L NaOH 显色 30 min, 以磷酸缓冲液

为参比, 在 200−600 nm 波长范围内扫描, 吸收图

谱见图 1。可见, 头孢克洛显色反应后最大吸收

波长为 340 nm, 选 405 nm 为参比波长, 以消除

7-ACCA 的干扰。 

2.2  标准曲线 
按实验方法配制一系列标准溶液, 分别测定

标准溶液及空白溶液的吸收值。得到△A340−405 与

Ccef (×10−3 mol/L) 的 线 性 回 归 方 程 为

△A340−405=2.913 1C+0.007 3, R2=0.999 9, 图 2 显示, 

头孢克洛浓度与△A340−405 在(0.1−0.6)×10−3 mol/L

浓度范围内有良好的线性关系。为验证线性关系, 

随机挑取 5 个克隆, 进行头孢克洛合成反应, 根

据标准曲线计算所得的头孢克洛浓度见表 1。 

回归系数的 t 检验 P＜0.0001, 表明随机样品

的△A340−405与生成的头孢克洛浓度有显著的线性

关系。 

2.3  稳定性试验 
3 个浓度的混合溶液加 NaOH 分别显色

30、60、90 min 的吸光值见表 2, 表明 90 min 内

样品吸光值稳定。由于样品通过 96 孔板-酶标仪

测量, 测量时间短, 90 min 内的样品吸光值稳定, 
符合实验要求。 

2.4  回收率及精密度 
表 3 为测得的回收率和精密度数据, 回收率

和精密度结果满意。 

2.5  紫外分光光度法与 HPLC 方法的比较 
两种方法对头孢克洛进行含量分析的结果见

表 4, 紫外分光光度法和 HPLC 方法对相同的样

品进行含量分析, 差异不显著。 

2.6  高通量筛选实例 
在转化平板上随机挑取 2 300 个克隆。经 96

孔板检测菌体转化 7-ACCA 和 PGM 生成头孢克

洛的量。以野生型酶为对照, 共获得 11 株阳性克

隆。分别纯化至电泳纯, 验证酶液 kcat, 结果见表

5。其中 3 株头孢克洛合成 kcat 的提高大于 40%。 
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图 1  头孢克洛和 7-ACCA 及其衍生物的紫外吸收光谱 
Fig. 1  Absorption spectrum of cefaclor and 7-ACCA before and after adding NaOH 

注: a: 0.8×10−4 mol/L 头孢克洛溶于 NaH2PO4 缓冲液; b: 0.8×10−4 mol/L 7-ACCA 溶于 NaH2PO4 缓冲液; c: 0.8×10−4 mol/L 头孢

克洛溶于 1 mol/L NaOH; d: 0.8×10−4 mol/L 7-ACCA 溶于 1 mol/L NaOH. 
Note: a: 0.8×10−4 mol/L cefaclor in phosphate buffer; b: 0.8×10−4 mol/L 7-ACCA in phosphate buffer; c: 0.8×10−4 mol/L cefaclor in 
1 mol/L NaOH; d: 0.8×10−4 mol/L 7-ACCA in 1 mol/L NaOH. 
 
 

 
图 2  头孢克洛浓度与△A340−405的标准曲线 

Fig. 2  Standard curve of △A340−405 against the concentration of cefaclor 
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表 1  线性关系验证(n=8) 
Table 1  Test of linear regression (n=8) 

克隆株序号 
Number of clones 

头孢克洛浓度 
Concentration of cefaclor (10−3 mol/L) 

相对标准偏差 
RSD (%) 

1 0.134±0.013 1.1 

2 0.417±0.014 3.5 

3 0.118±0.009 1.7 

4 0.175±0.006 2.9 

5 0.226±0.011 3.8 

 

表 2  不同浓度头孢克洛溶液碱显色后的吸光值(n=8) 
Table 2  The absorption of cefaclor derivative after different reaction time (n=8) 

显色反应时间 
Time of coloration (min) 

头孢克洛浓度 
Concentration of cefaclor 

(10−3 mol/L) 30 60 90 

相对标准偏差 
RSD (%) 

0.1 0.290±0.09 0.299±0.08 0.293±0.06 1.5 

0.3 0.869±0.10 0.905±0.07 0.874±0.14 2.2 

0.6 1.815±0.11 1.756±0.17 1.729±0.08 2.4 

 

表 3  样品中头孢克洛回收率及精密度试验(n=8) 
Table 3  The recovery and precision of cefaclor (n=8) 

精密度实验 
Precision test 

 回收率实验 
Recovery test 

 
 

加入值 
Added 

测量值 
Measured 

相对标准偏差 
RSD 

加入值 
Added 

测量值 
Measured 

  回收率 
  Recovery 

 

(10−3 mol/L) (10−3 mol/L) (%) (10−3 mol/L) (10−3 mol/L) (%) 

0.1 0.104±0.016 3.8 0.1 0.104 103.7 

0.3 0.300±0.013 0.9 0.3 0.300 100 

0.6 0.598±0.005 0.4 0.6 0.598 99.7 

 

表 4  紫外分光光度法和高压液相色谱法检测头孢克洛浓度(n=8) 
Table 4  The analytical results of cefaclor by UV Spectrophotometry and HPLC (n=8) 

紫外分光光度法 
UV Spectrophotometry (10−3 mol/L) 

相对标准偏差 
RSD (%) 

高压液相色谱法 
HPLC (10−3 mol/L) 

0.104±0.016 2.2 0.107±0.065 

0.300±0.013 1.7 0.294±0.052 

0.598±0.005 3.5 0.602±0.074 

注: 以 3 个样品的平均值进行 t 检验, t =1.0874 (P>0.05)表明两种方法无显著差异. 
Note: The average value of three samples were used for t statistics test, t =1.0874 (P>0.05) shows no significant difference. 
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表 5  突变体酶动力学参数 
Table 5  The kinetic parameters of variants 

突变株名称 
Name of variants 

吸光值 
△A340−405 

头孢克洛浓度 
Concentration of cefaclor 

(10−3 mol/L) 

表观反应初速度 a 
V0(obs) 

(10−4 mol/L·s) 

转换数 b 

kcat 
(s−1) 

WT 0.75 0.255 1.42 82±2 

SDM87-46 1.31 0.447 2.48 142±4 

SDM132-59 1.09 0.372 2.06 119±3 

SDM344-35 1.54 0.526 2.92 169±6 

注: a: 表观反应初速度为采用全细胞在 96 孔板中测得的值, 不是纯酶的实际值, 故称表观值; b: 此为纯酶的实际转换数, 为

3 个平行样的平均值. 
Note: a: V0(obs) was determined using whole cells in 96-well plates, it is not the actual V0 of purified enzyme; b: kcats in the table are 
the true turnover number of purified enzymes, and are averages of three parallel samples. 
 

表 6  突变体酶热稳定性参数 
Table 6  Thermal stability of variants 

突变株名称 
Name of variants 

保留热处理前活性的百分比 a 

Percentage of activity after heat treatment against before (%) 
半失活温度 b 

T50 (°C) 

WT 14 44±0.5 

SDM132-132 54 51±0.8 

SDM178-5 61 49±0.3 

SDM226-35 61 54±0.7 

SDM466-77 68 55±0.7 

注:  a: 根据全细胞在 96 孔板中热处理后的活性除以热处理前的活性计算而得; b: 此为纯酶的半失活温度, 为 3 个平行样的

平均值. 
Note: a: Caculated as the ratio of activity after against before heat treatment using whole cells in 96-well plates; b: T50s in the table 
are the temperature at which the purified enzymes lost their initial activities by 50%, and are averages of three parallel samples. 

 
在定点饱和突变得到的 2 300 个克隆中, 选

取头孢克洛合成活性相对野生型保留 80%活性的

突变株 186 株, 进行热稳定性筛选。保留原活性

50%以上的 4 株突变株的 T50 见表 6。 

3  讨论 

在 7-ACCA 和 PGM 经 AEH 催化转化生成头

孢克洛的过程中, 底物与产物共存于反应体系

中 , PGM 与 头 孢 克 洛 的 吸 收 互 不 干 扰 , 而

7-ACCA 在头孢克洛最大吸收峰处有干扰吸收。

如图 1 所示, 双波长消去法理想的参比波长应为

390 nm, 但由于所采用的酶标仪为非连续波长, 

最接近的波长为 405 nm。回收率及与 HPLC 的比

较试验表明, 采用 405 nm 作为参比波长能够获

得准确可靠的结果。 

高通量筛选是定向进化中重要的一环, 筛选

通量的大小决定了建库的规模, 从而决定了从

众多突变体候选者中找到性能优良的酶的可能

性[11]。而高通量筛选中最为常用的能够定量的方

法就是分光光度法(包括紫外和荧光), 其处理量

为 103−104 样品数/d, HPLC 或质谱仪则最多只能

达到几百个样品数/d。全细胞高通量筛选方法是

其中更为简便的一种形式, 省略了费时费力的细

胞裂解和酶的提取步骤。基于分光光度法的全细

胞微孔板高通量筛选方法已有应用于环氧化物

水解酶[12]、羟化酶[13]、酰胺酶[14]的报道。当然, 全
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细胞的筛选方法并不适用于其底物和产物不能

透过细胞膜的酶。本论文的研究对象 AEH, 其底

物及产物能渗透细胞膜; 其次, 突变体酶能够以

全细胞的形式表现出显著差异, 故采用全细胞筛

选方法, 避免了细胞裂解、重悬、离心等步骤, 操

作时间大大缩短, 每天筛选量可达到 2 000 个反

应, 达到高通量分析的要求。 
本方法还具有一定普适性。头孢噻肟、头孢

匹林、头孢呋新等化合物可被高锰酸钾氧化生成

610 nm 处有最大吸收的衍生物[15]。头孢羟氨苄、

头孢拉定、头孢哌酮等碱水解后与一种二唑化合

物生成在 390 nm 处有最大吸收的硫化物[16]。本

方法对于筛选此类头孢类化合物合成酶具有一

定的借鉴意义。 
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