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木薯!!羟腈酶的克隆、表达及其初步应用

程树华 严共鸿 吴 襟 孙万儒"

（中国科学院微生物研究所，微生物资源前期开发国家重点实验室，北京 !$$$4$）

摘 要 木薯"0羟腈酶是一种催化羟腈化合物分解和合成的裂解酶，它在不对称合成手性羟腈化合物和手性药物
等方面具有广泛的应用前景。通过?50@A?从木薯叶组织总?)B中扩增出"0羟腈酶基因的>C)B序列，并将其
克隆于质粒D@EA3F。序列分析表明，克隆的基因和文献报道的G个木薯羟腈酶的>C)B序列不完全一致，可能是
木薯羟腈酶基因家族的新成员。通过一系列步骤，将获得的"0羟腈酶基因>C)B序列插入表达载体D95G$+，在大
肠杆菌获得高效表达。每升发酵液获得#!$$单位的羟腈酶，粗酶液的比活为4H2-／:I蛋白质，并首次利用热变性
法纯化重组羟腈酶。重组羟腈酶催化合成的（J）0扁桃腈的66值达32H#K，转化率为34H#K。
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药理学研究的深入发展和药物作用机理的不断

阐明，使人们认识到药物分子结构中手性原子的空

间构型，与其临床疗效存在密切的联系，往往某一构

型的同手性（M&:&>N;.+’;O/）药物的药效更好、副作
用更少。比如，巯甲丙脯氨酸（A+DO&D8;’）是影响肾
素0血管紧张素0醛固酮系统的抗高血压药物，J型巯
甲丙脯氨酸的降压效果是其?型对映体的!$$倍
以上［!］。因此，研究和发展新的手性技术，借此获

得光学纯的药物，已成为许多实验室和医药公司追

求的目标。在这个研究领域，"0羟腈酶（M/P.&8/,;0
O.;’6’/+<6<，M)Q<，9AR(!(!(!$，9AR(!(#(!!，9A
R(!(#(G"，9AR(!(#(G3）催化的羟腈化合物不对称
合成具有巨大的应用潜力，日益受到广泛的关注。

"0羟 腈 酶 是 一 种 可 逆 催 化 羟 腈 化 合 物
（A/+,&N/P.;,<）分解和合成的裂解酶，分解的产物
或催化合成的底物为氢氰酸和相应的醛或酮（图

!）。生理条件下，M)Q<参与动植物的生氰或氨基
酸的合成代谢［#］。该酶促反应具有高度的立体专

一性和较低的底物专一性，合成反应生成的光活性

羟腈化合物可转化成邻羟基胺、"0羟基酸、"0羟基
醛、羟基酮和"0氟代羧酸等多种重要的手性中间
体［G］，后者可进一步转化成多种手性药物，如5+8&’

的氨基酸侧链、沙丁胺醇、细胞第二信使神经酰胺、

#0受体阻滞剂和抗焦虑药物。催化的分解反应用于
消除木薯等含氰食品或饲料的毒性，因此M)Q在
精细化工、医药、食品、农业和畜牧业等方面具有广

泛的应用前景［G，R］。

图! "0羟腈酶催化光活性羟腈化合物的合成与分解

7;I(! B</::6O.;>+’</,ON6<;<+,P.6<&O-’;&,&S
>N;.+’>/+,&N/P.;,<T/M)Q<

迄今，人们已从"个科的动植物中纯化到!#种

M)Q［G，2］，但在有机合成中具有应用前景者主要包
括木薯M)Q（3+$#"(/%&0),%$/+，U60M)Q）、三叶胶

M)Q（4%5%+6*+&#,#%$&#&，M60M)Q）和来自蔷薇科的

M)Q［1］。后者为（?）型M)Q，在蔷薇科果实的核仁
中含量丰富，约占种子蛋白的2K$!$K，容易纯
化，已成为工业上生物合成?型羟腈化合物的主要
酶源；U60M)Q、M60M)Q为J型M)Q，均能立体专
一性催化脂肪族、芳香族和杂环族J型羟腈化合物
的合成，但它们在相应的植物组织中丰度低，纯化较

难，因此，通过基因工程大批量获得廉价的上述J型



!"#，具有重要的经济意义，并有助于研究它们的
结构和催化机制。

本文通过$%&’($从木薯叶组织总$")中扩
增出一种!"#基因的*+")序列。序列分析表
明，与+")数据库公布的已有,-&!"#编码序列
不完全一致，可能是木薯!"#基因家族中一个新
成员。将克隆基因插入./%012，在大肠杆菌获得高
效表达。本实验建立的表达系统具有如下优势：23
产酶量较高，是已报道表达水平的4!5倍；63重组
酶非常稳定，分离纯化简单，粗酶液经一步热变性

后，无需固定化或进一步处理，可直接用于手性合

成，为工业化生产奠定了坚实基础；*3成本低。重组

!"#在不对称合成中的应用也进行了初步的探讨。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂
木薯种秆由华南植物所刘英勤教授惠赐；本所

周永刚博士慷慨提供./%012，.’7(89购自7:;<=>?&
@-:公司，大肠杆菌+!5"、A#&BC（+/0）分别作为质
粒扩增和基因表达的宿主菌，由本室保藏；D:-&%E&
6-%,$%&’($9<=购自罗氏公司，限制酶、%2F+")
聚合酶、%2F.GEH7+")聚合酶、%4+")连接酶、

I"%’H等分别购自’>?J-@2公司、A<?G26H公司；
（IG）&扁桃腈购自KGEL2公司；其他化学试剂均为国
产分析纯。

!"# 仪器
岛津BB1C型紫外&可见分光光度计；M?>;2GG高

速离心机；!’5N81H<-><2G#气相色谱仪，K7+检测
器，带00O5色谱工作站；(!7$)#+/P%,融熔石英
手性毛细管柱：Q&%)，C1JRB51SCB$J（7T+T）R
1TCB5SC1U$J（KT%T），美国)I;2:*-IM-.2>2=<?:
%-*V:?G?@<-H公司产品。MV<J2IWEX’5111气相&质
谱仪，四极杆质谱检测器，(G2HH&5111工作站，配+A&
C毛细色谱柱（01JR1TB5JJR1TB5$J），YZ [
M*<-:=<\<*公司出品。

!"$ 方 法

!"$"! !"#活力和蛋白质浓度的测定：木薯!"#
可催化（IG）&扁桃腈裂解为氢氰酸和苯甲醛，后者在

BN1:J有很高的吸收峰，而底物在此波长的吸收强
度低，可忽略不计。反应体系由0385J#1T15J?G／#
"2B!’D4&(<=>2=-缓冲溶液（.!531）、131C!1315J#
酶液和13114J#（IG）&扁桃腈组成，01]反应CJ<:，
在岛津BB1C型紫外&可见分光光度计检测CJ<:
!BN1的变化（%!），减去底物自发化学分解的本底后

（%!̂ ），依如下公式计算酶活力：酶活力（E／J#）_
%!̂ R4／C30。在上述条件下CJ<:生成C$J?G苯甲
醛所需的酶量定义为C个酶活力单位（E）。
蛋白质测定按照A>2I\?>I方法［‘］以AM)作标

准曲线。

!"$"# 光活性羟腈化合物对映体过量（--）的检测
和产物的质谱分析：取13C!CJ@羟腈样品，加入

511$#无水(!B(GB溶解后，再分别加入51$#、C1$#
乙酸酐和吡啶，以及少许无水"2BMD4。室温过夜，
真空挥发掉多余试剂和溶剂，再加B11$#(!B(GB复
溶乙酰化羟腈，进样量B$#。气相色谱的色谱条件
为：纯氮气作载气，进样器、检测器的温度分别为

B11]、B51]，柱前压‘19’2、柱温C11]、平均线速
度5538*J／H；分流进样，分流比!C11aC。通过下列
公式计算：--_（主要对映体的摩尔数b次要对映体
的摩尔数）／两种对映体的摩尔数之和RC11。
产物的质谱分析方法：样品处理与检测--值相

同，羟基经过乙酰化。色谱条件：进样器温度

B11]，检测器温度B01]，柱温N1!CN1]，5]／J<:
程序升温，质谱扫描范围：51!051（J／W）。

!"$"$ 木薯叶组织总$")的提取和$%&’($扩
增 ,-!"#基因：参照 MVEcE:(V2:@法提取总

$")［N］；D:-&%E6-%,$%&’($9<=的方法指南进行

$%&’($。

!"$"% +")分子克隆技术和分析表达水平的

M+M&’)Q/：参见文献［8］进行。

!"$"& +")序列的测定和分析：利用荧光标记自
动分析法，在本所技术室和上海Q-:*?>-公司进行

+")序列测定。序列分析利用+")H<H;BT5软件。

!"$"’ 工程菌的培养及诱导表达条件：将构建的工
程菌接种在含51$@／J#92:2Jd*<:的#A培养基，

BB1>／J<:、B5]培养CBV。获得的菌悬液再以CU的
比例接种到含011J#上述#A培养基的511J#摇
瓶，在上述条件培养到!O11_13‘时，加7’%Q至终
浓度1314JJ?G／#，B5]继续诱导培养OV后，离心
收集菌体，4]保存备用。

!"$"( 重组!"#催化光活性羟腈化合物合成：在

4]、4111>／J<:离心C1J<:收集菌体，生理盐水洗
涤C次，用.!534、1315J?G／#的柠檬酸&"2B!’D4
缓冲溶液以C1J#／@湿菌体的比例重悬菌体，超声
破碎工程菌后，细胞裂解液经B5111@、4]离心

B1J<:，上清转移到另一离心管，‘1]热变性C1J<:，

B5111@、4]再离心获得的上清，4]保存备用。
将135J#含41个单位!"#的粗酶液（溶于
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!"!#$%&／’、()#*+的柠檬酸,-./)01+缓冲溶液）
与2*#$’ 异丙醚混合，反应体系中分别加入

/$$%&／’醛或酮、通入足量的)3-，并密封瓶口，室
温搅拌反应4!/5，分离有机相，取少许用气相色谱
法检测66和转化率，用73,89分析产物的结构。

! 结果

!"# 木薯$%&基因的克隆
基于 ).:;56<［4!］等报道的木薯 )-’ 基因

!"#4!的=>-?序列和(0@32A多克隆位点，设计
了上游引物和下游引物，其中前者引入$%&B@酶切
位点，CD端引物加上’&(@位点，具体序列如下：
#D 0EF$6E：#D,3773377??GG3?G77G??3G73?,

3?GGGG7GG3,CD
CD0EF$6E：#D,?G??7??G73773373G3??73?G?G,

73?G3?733?3,CD
扩增产物的电泳分析见图/，片段大小约为

H#!I(，与文献报道的长度一致。经$%&B@、’&(@双
酶切的BG,03B产物和质粒(0@32J，定向连接后转
化大肠杆菌>)#"，通过03B（图C）和酶切等方法筛
选克隆，获得的阳性克隆命名为%#&"!"#"

图/ 电泳分析BG,03B产物

KF;"/ L&6=ME%(5%E6<F<.N.&O<F<%PBG,03B(E%Q:=M<
4"BG,03B(E%Q:=M<；/">-?$.EJ6E

图C 03B鉴定阳性克隆

KF;"C @Q6NMFPF=.MF%N%P(%<FMFR6=&%N6<IO03B
4"-6;.MFR6=%NME%&；/"0%<FMFR6=%NME%&；C">-?$.EJ6E；

+"-6;.MFR6=&%N6；#，S"0%<FMFR6=&%N6<（(0@3,)-’）

图+ 克隆的木薯羟腈酶=>-?序列和推测的氨基酸序列

KF;"+ K:&&N:=&6%MFQ6.NQQ6Q:=6Q.$FN%.=FQ<6T:6N=6<%P
.=>-?=&%N6%P",5OQE%UONFMEF&6&O.<6PE%$=.<<.R.
———：V.<6(.FE<FN=%N<F<M6NMWFM5M56<6T:6N=6%P86,)-’4!=>-?

!"! 克隆’()$%&基因的序列测定和分析
利用荧光标记自动分析法，由本所技术室和上

海76N6=%E6公司对获得的阳性克隆各测序4次，结
果一致（见图+）。克隆基因的序列由HHH个I(组
成，编码/#X个氨基酸。与 86,)-’4!基因的

=>-?序列比较，其中4CC位、CCH位、+HS位、SC+
位、SCS位的碱基3、?、G、G、?分别被G、7、?、3、G
所取代，导致44C位96E变成7&O，4#X位056变成

GOE。

!"* 大肠杆菌重组表达载体的构建
为了非融合表达木薯羟腈酶，根据克隆的木薯

)-’基因和质粒(LGC!.限制酶的分布特点，设计
如下引物：

#D 0EF$6E： #D,777?G7G33?G?G77G??3G73?,
3?GGGG,CD

CD 0EF$6E： #D,37377?G33G3??737G?373?G,
3?733?33G3GG77,CD

#D0EF$6E含’)*@位点，但克隆的=>-?C末端
附近也有一个’)*@位点，为此，在不改变氨基酸序
列的前提下，CD0EF$6E引入/个点突变，以便去除基
因内’)*@位点，并加上+,-)@识别的序列。重组
表达载体的构建流程见图S，命名为(LGC!.,5N&。
得到的阳性重组子，双酶切分析（图H）和序列

测定，表明(LGC!.,)-’构建成功，可进行转化和
诱导表达。

!"+ 木薯羟腈酶的表达和热变性的初步纯化
将(LGC!.,5N&转化至宿主菌 $.%&#/V’/4

（>LC），诱导表达后，收集菌体超声破碎，进行9>9,

!X 生 物 工 程 学 报 4H卷



图! 大肠杆菌表达质粒的构建

"#$%! &’()*+,-*#’(’.+/-’01#(2(*/34+/))#’(
5/-*’+（467892:;(<）

图= 限制性酶切分析重组质粒467892:;(<
"#$%= >/)*+#-*#’(2(2<?)#)’.467892:;(<
@%467892:;(<；A%467892:;(<／!"#BC$%&DB

8%467892:;(<／!"#B；E%FGH02+I/+

JHK6分析和酶活力的测定。LFL:JHK6凝胶上，
在AMIF处清楚可见表达的特异蛋白条带（图N）。
酶活力为AO@,／0P，粗酶液比活达到QO!9,／0$蛋
白质，是木薯叶组织粗酶液比活的=@倍。将破碎液
离心获得的上清N9R保温@90#(，离心后上清保留
了Q!S!M!S的酶活力，纯化AO!N倍（图N），可直

图N LFL:JHK6分析重组表达的木薯羟腈酶及
热变性的纯化效率

"#$%N LFL:JHK62(2<?)#)’.+/-’01#(2(*&<’(DGP2(T
*;/+/),<*’.42+*#2<4,+#.#-2*#’(1?;/2*T/(2*,+2*#’(

@%J+’*/#(0’</-,<2+U/#$;*V2+I/+；A%467892:;(<／WPA@（F68）#(:

T,-/T；8%467892:;(<／PWA@（F68）,(#(T,-/T；E%7;/),4/+(2*2(*’.

*;/<?)2*/’.467892:;(<／WPA@（F68）#(T,-/T；!%J2+*#2<<?

4,+#.#/T&<’(DGP1?;/2*T/(2*,+2*#’(

接用于手性合成。

!"# 重组$%&催化（’）(扁桃腈的手性合成
选择扁桃腈作为检测重组&<’(DGP立体专一

性和催化效率的模式化合物。根据上述方法，反应

完成后，利用手性气相色谱检测底物的转化率和产

物的光学纯度，通过K&:VL鉴定产物的结构。结
果显示（图Q），转化率为MQOAS，（L）:扁桃腈的//
值达到M!OAS，产物质谱的谱图与其结构完全吻
合，表明重组&<’DGP能够高效、立体专一性地催化

L型羟腈化合物的合成。

图Q 手性气相色谱和K&:VL分析重组DGP催化合成的（L）:扁桃腈

"#$%Q &;#+2<:K&2(TVL2(2<?)#)’.（L）:V2(T/<’(#*+#</’1*2#(/T.+’01/(X2T/;?T/2(T
D&G,(T/+*;/-2*2<?)#)’.+/-’01#(2(*&<’(DGP

（>）:VFG：（>）:02(T/<’(#*+#</；（L）:VFG：（L）:02(T/<’(#*+#</；’／(（+/<2*#5/#(*/()#*?）：@N!（@9，VC），@88（M9，VC:

&DA&Y），@@=（M8，VC:&DA&Y:YD），@@!（@99），@9!（=!），QM（!=），NN（!9），#)*%
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! 讨 论
根据同源性比较和酶学性质的初步研究结果，

我们认为所克隆基因!"#$%$"很可能是!"#$%&家
族的新成员。它的依据如下：’(木薯为大戟科植
物，雌雄同株，基因组为四倍体，)*+,-"./01*,的结
果显示，木薯基因组中存在多个$%&基因，最近的
研究初步确定，可能共存2个 !"#$%&基因，其中
有一个假基因，但目前只获得3个成员的全序列
（&’(%$"’4、&’(%$"5、&’(%$"65），另外5个成员的
基因 及 78%9 序 列 尚 未 见 发 表。!"#$%$" 与

&’%$"5、&’%$"65、&’%$"’4 的 同 源 性 分 别 是

2:(6;、2<(=;和<<(6;，四者之间8%9序列的一
级结构存在一定的差异，因此，!"#$%$"有可能是其
中的新成员；6(已报道的3个基因结构中，均有’!
6个内含子和6!3个外含子，内含子的同源性很
低，大小差别显著，提示存在等位基因的变异。同

时，3个已知基因的第二个外含子，编码的氨基酸序
列组成 !"#$%&38结构的“帽子”（7>?）结构域，序
列保守性低，而@1*/$%&一级序列中与!"#$%&’4
不同的6个氨基酸，正好位于此结构域，符合该区域
易变异的特点［’4］，因此，!"#$%$"有可能作为等位基

因之一；3(酶学性质的初步研究表明，大肠杆菌表
达的!"#$%&’4，最适反应温度为54A，B4A保温

34CD/仅保留较少的酶活性，中性条件为同源四聚
体［’’］；而重组 @1*/$%&最适反应温度为5BA，

24A保温’4CD/仍有=:;!<4;的酶活性，中性条
件下四级结构为同源六聚体（结果未显示），二者存

在明显差异；5(在EF#G@E操作时，为保证G@E产
物的正确性，采用了高保真的8%9聚合酶，较高的
退火温度（B4A）和较少的循环次数（6:次）。此外，

FF9（&"+）!@FF（&"+）是无法用G@E反应错误掺
入碱基来解释的。由以上分析可知，@1*/$%&所对
映的基因组序列很可能是木薯$%&基因家族的新
成员，而不是!H#$%&’4。此外，这5个木薯$%&
基因可能由同一祖先基因通过发散型（8DI".J"/,）进
化而来。

木薯$%&为非糖基化蛋白，空间结构是同源
三聚体或四聚体，无需翻译后复杂的修饰，是原核表

达系统较为理想的靶基因［’4］。由于!H#$%&在手
性合成和其他领域所具有的应用前景，国外$+J-"K
小组和HLL"/0".J".实验室均对$%&’4基因在大肠
杆菌的高效表达进行了研究［’’，’6］。表’将本实验
的结果和他们发表的数据进行了比较。

表" 大肠杆菌表达木薯羟腈酶的结果比较

#$%&’" ()*+$,-.)/)01$,-)2..3.4’*.4)’5+,’..6’789:

%*M G1>KCDNK $*K,7"11K @*/7"/,.>,D*/*LOGFP !*N"*LHQ?."KKD*/ G.*7"KK*LG+.DLD7>,D*/ RD"1N（+／&） E"L"."/7"

’ ?!>1#76 S!’4: 4M’CC*1／& T+KD*/
9LLD/D,U7-.*C>,>J.>?-

@1">I"NKD,"#ND."7,D*/>11U0UV>
W ［’6］

6 ?XH5 !’:（?EHG5） ’CC*1／& %*/#L+KD*/ X#)"?->.*K"TT :44 ［’3］

3 ?HF34> Y&6’（8H3） 4M4:CC*1／& %*/#L+KD*/ O/7+0>,"NL*.’4CD/>,24A 6’44

由表’可以看出：’(利用?!>1#76系统表达的
是融合蛋白，需要昂贵的亲和层析柱和凝血因子

V>，切割效率不稳定，难以适应工业化生产的要求；

6(?XH5系统是非融合性表达，但产酶量不高，明显
制约了它的应用前景。比较而言，本实验建立的方

法具有如下优势：产酶量较高；分离纯化简单，粗酶

液经一步热变性后，无需固定化或进一步处理，可直

接用于手性合成；成本低，容易实现工业化生产。

对上述结果的差异，我们认为主要存在3个方
面的原因。第一，F2启动子（?HF34>）的转录效率
较F>7启动子（?!>1#76、?XH5）高，在调集和控制宿
主菌株资源方面，能力可能更强。比如，本法所需

OGFP的浓度分别只是后二者的’／6和’／64。第

二，Y&6’（8H3）为"#$和#&)*基因缺陷型，细胞内
蛋白酶活性显著降低，而宿主菌+,!#"-S!’4:和

!’:（?EHG5）没有这一表型优势。其次，结构基因
编码的酶蛋白一级结构的微小差异，可能导致表达

产物稳定性不同。与 !H#$%&’4比较，@1*/$%&
的’’3位氨基酸由)".变成P1U，导致帽子结构域的
疏水矩下降（4(53!4(56），疏水性增强（W4(’6!
W4(’3），酶蛋白分子的空间结构可能变得更紧凑，
稳定性增高。$+J-"K［’6］报道，重组$%&’4B4A变
性34CD/后只保留了较少的酶活，而我们的结果显
示，@1*/$%&24A变性’4CD/后保留了=:;!<:;
以上的活性，这一结果与上述预测是一致的。
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