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节杆菌 !"#$% 基因文库构建及其乙内酰脲酶基因分离与表达
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摘 要 C/乙内酰脲酶产生菌节杆菌 D02%! 的染色体 E+F 经 3+)#F G 部分酶切后分离 #%HI 左右的片段，与经 45+G
和 6&/G 酶切的黏粒载体 JKL&%& 进行连接，将连接产物用包装蛋白包装，转染大肠杆菌 EM&!得到 !% %%% 多个转化

子，构建成节杆菌 D02%! 的基因组文库。通过薄层层析等方法筛选得到了 ! 个阳性克隆，通过亚克隆得到了乙内

酰脲酶的完整基因，该基因能分别利用自身的启动子和 0& 启动子在大肠杆菌中进行表达产生有活性的蛋白。
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乙内酰脲酶（M.O-=B(:=-P1P）是能够催化 &/单取

代乙内酰脲类化合物水解的一类酶，实际为 $ Q # 种

酶组 成 的 酶 系，包 括 乙 内 酰 脲 水 解 酶（M.O-=B(:=
<.OR()-P1）和 +/氨甲酰氨基 酸 水 解 酶（+/L-RI-9(./
)-P1），有 的 还 有 乙 内 酰 脲 消 旋 酶（M.O-=B(:= R-@1/
9-P1）。三种酶协同作用可使外消旋底物完全转化

为特定的手性氨基酸［! Q #］。乙内酰脲类底物的转化

包括三个环节：（!）&/取代乙内酰脲类化合物的化学

或酶法消旋；（$）乙内酰脲水解酶水解乙内酰脲开环

产生 +/氨甲酰氨基酸；（#）+/氨甲酰氨基酸水解酶

水解 +/氨甲酰氨基酸产生氨基酸。自然界存在 C/
和 E/型两种不同立体选择性的乙内酰脲酶，可分别

应用于 C/和 E/型手性氨基酸的酶法生产。由于底

物消旋作用的存在，可使外消旋底物全部转化为光

学活性产物。因此乙内酰脲酶酶法生产氨基酸应用

范围广，转化率高。此外，根据对地球原始环境的推

测和分析，原始水圈的氨基酸可能多以对应的 +/氨
甲酰氨基酸或乙内酰脲类化合物的形式存在。乙内

酰脲酶是在微生物三界系统形成之前就已经存在的

一种将 +/氨甲酰氨基酸或乙内酰脲转化为游离氨

基酸的原始酶类，因此乙内酰脲酶及其产生菌是研

究生命起源和进化的重要生物材料［!］。

本室筛选得到的了 $ 株乙内酰脲酶产生菌节杆

菌 K!!%2［4 S &］和 D02%!，该菌可将 EC/&/苄基乙内酰

脲特异水解为苯丙氨酸，该产物业已通过红外、紫

外、核磁、质谱、元素分析和旋光分析确定为 C/苯丙

氨酸，证实其乙内酰脲酶为 C/选择性（未发表）。本

文以黏粒 JKL&%& 为载体，构建了 D02%! 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，该阳性克隆可将底物 &/苄基乙内酰脲转

化为苯丙氨酸。通过亚克隆得到了节杆菌 D02%! 的

C/乙内酰脲酶的序列，并实现了其在大肠杆菌中的

表达。

% 材料和方法

% &% 材料

% &% &% 菌株和质粒：乙内酰脲酶产生菌节杆菌（7*8
/"*(9+0/%* PJ*）D02%! 系本室筛选得到，:&0"%*#0"#+ 0(,#
EM&!、T,!%" 和 DC$!（E8#）及黏粒 JKL&%& 均由本室

保存，: * 0(,# C8#"$ 购自 UR(91>- 公司，表达载体

JN85% 和大肠杆菌 ,!& 为 N:->1= 公司产品。

% &% &’ 培养基：CD 培养基参照文献［2］方法配制，

CDDM 培养基为含 % * !V &/苄基乙内酰脲（&/DM）的

CD 培养基。

% &% &( 工具酶：限制酶、核酸分子量标准物、牛肠碱

性磷酸酶 LGFU、04 E+F 连接酶、04 E+F 聚合酶等



购自大连宝生物工程公司，!噬菌体包装蛋白为

!"#$%&’公司产品，()* 酶为华美生物工程公司产

品。

! "! "# 试剂：+!,- 和 ./&’0 为 12&$’ 公司产品，3/苄
基乙内酰脲为本室化学合成，其他均为分析纯化学

试剂。底物悬液：将 4& 3/56 溶于 7$#089 )’:6，用

7$#089 6;0 中和至 <6=> ?，再加 ;#;07 @ > 3$& 及十六

烷基三甲基溴化铵 4?$&，溶解后定容至 4??$9。

! "$ 方法

! "$ " ! 基因文库构建：细菌染色体 A)* 提取方法

参考文献［@］，A)* 的部分酶切参考文献［=］，A)*
的碱 性 磷 酸 酶 处 理、连 接 等 按 产 品 说 明 书 进 行，

A)* 片段的回收及纯化采用 !"#$%&’ 公司的 A)*
!B"2C2D’E2#F 1GHE%$ 进行，黏粒与外源 A)* 片段连接

产物的体外包装用!噬菌体包装蛋白按产品说明书

进行。其他分子生物学常规操作按文献［I］进行。

! "$ "$ 产酶菌体乙内酰脲酶活性的检测：从平板上

挑取单菌落接种于含 3$9 9556 液体培养基的试管

中，J?K 7??"8$2F 振荡培养 4@ L，4? ???"8$2F 离心收

集菌体，用生理盐水洗涤 7 次，重悬于 4$9 ?> 7$#089
<6 =M? ,"2H/6;0 缓冲液中。取此细胞悬液 3?"9，加

底物悬液 3?"9 混合，于 J=K恒温水浴中反应 N L，离

心，上清液在硅胶 - 薄板上点样，用正丁醇/醋酸/水
（N O4 O4）展开，? >3P茚三酮的丙酮溶液喷雾显色，以

9/苯丙氨酸标准品为对照，样品中检测到有产物苯

丙氨酸斑点者为乙内酰脲酶阳性。

! "$ "% 乙内酰脲酶活力测定：取 N $9 过夜培养物，

离心收集菌体，用生理盐水洗涤 7 次，重悬于 7 $9
底物（3/56）悬液，于 J=K反应 4 L，加入 47P三氯乙

酸 4 $9 终止反应，离心，取 ? > 7 $9 上清，加入 ? > N
$9 茚三酮试剂，沸水浴 43 $2F，冷却后加 3?P乙醇

N >N $9，混匀，于 3=? F$ 处测定吸光度，用 9/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。以 3/56 为底物 4 L 内生成

4 $&苯丙氨酸的酶量定义为 4 个酶活力单位（B）。

酶的比活定义为每 $& 菌体蛋白所含有的酶活力单

位（B8$& <"#E%2F）。

! "$ "# 菌体蛋白含量的测定：按 9#Q"G 法［R］进行。

! "$ "& 表达产物 1A1/!*-S 分析：取 4$9 经 +!,-
诱导培养的培养物，离心收集菌体，重悬于 3?"9 蒸

馏水中，加入 3?"9 7 T 上样缓冲液混匀，煮沸 3$2F，

离心，取 4?"9 上清进行 1A1/!*-S 分析。1A1/!*-S
按文献［I］进行，浓缩胶浓度为 3P，分离胶浓度为

4?P，电泳完毕用考马斯亮蓝 (73? 染色。通过薄层

扫描对各蛋白条带进行定量分析。

$ 结 果

$ "! 节杆菌 ’()*! 基因组文库的构建

提取节杆菌 5,I?4 染色体 A)*，用 !"#J*+ 部分

酶切，分离长度为 J?UV 左右的片段。载体 <W;3?3
先用 $%" + 完全酶切，然后用碱性磷酸酶（;+*!）

;+*! 去 磷 酸 化，再 用 &"’6 + 酶 切，得 到 大 小 为

7M?UV 和 4@ >=UV 的两条 A)* 片段，分别为杂种噬菌

体的短臂和长臂。将载体两片段与 5,I?4 染色体

A)* 部分酶切片段按 7 O 4 的摩尔比混合，使混合液

中 A)* 浓度达 ? >3"&8"9，加入 ,N A)* 连接酶，4@K
保温 4@L，取 7"9 连接产物（约 4"& A)*），用!噬菌

体包装蛋白进行体外包装，然后感染大肠杆菌 A63#
菌株，进入大肠杆菌的重组质粒 A)* 在细胞内环

化，复制，可在含 3?"&8$9 安普霉素的 95 平板上筛

选转化子，结果 4 份包装蛋白的体外包装物得到大

约 4? ??? 个转化子。随机挑取 7??? 个转化子，接种

于含 3?"&8$9 安普霉素的 7??"9 95 的 R@ 孔板中，

J=K培养过夜，加甘油至终浓度为 7?P，于 X =?K保

存。

$ "$ 基因文库的鉴定

随机挑取转化子提取质粒，用琼脂糖凝胶电泳

检测，结果表明所有转化子的重组质粒都明显大于

对照质粒 <W;3?3，用 ()* + 完全酶切后进行凝胶电

泳检测，结果如图 4。在所检测重组质粒中，除含有

4J >=UV 的载体片段外，连接到载体上的外源 A)* 被

酶切为大小不等的片段，没有发现未携带外源 A)*
片段的载体以及自连的载体片段。

图 4 基因文库中重组黏粒用 ()* + 酶切后的电泳结果

Y2&>4 *&’"#H% &%0 %0%DE"#<L#"%H2H #C "%D#$V2F’FE
D#H$2ZH Z2&%HE%Z Q2EL ()*$

4> <W;3?38()*$；7 [ => (%D#$V2F’FE D#H$2ZH8()*$；

I>!A)*8$+,Z% $’"U%"

$ "% 重组子的筛选

挑取转化子单菌落接于 3$9 含 3?"&8$9 安普霉
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素的 !""# 液体培养基的试管中，$%& ’(()*+,- 振

荡培养 .’ / .01，薄层层析法检测乙内酰脲酶酶活

性。结果从文库中筛选得到 . 个有乙内酰脲酶活性

的阳性转化子 "23(’（图 ’）。

图 ’ 阳性转化子的筛选

4,56 ’ 78)99-,-5 :; <:=,>,?9 >)@-=;:)+@->=
. 6 !AB19；’ 6 CA"#；$ 6 D#C!*<EFC(C；

G / .(6 2)@-=;:)+@->=

! "# 亚克隆

质粒 <HF.3 经 !"## I 酶切，FIJB 去磷酸化；提

取阳性转化子 "23(’ 的重组黏粒 DKJ，用 $"%$J I
进行部分酶切，分离长度为 $ / LMN 的部分酶切片

段。将上述载体片段和黏粒酶切片段按 . O$ 的摩尔

比混合，加 2G DKJ 连接酶，.0&保温 .01，转化大肠

杆菌 D#C!感受态细胞，用含 IB2P 和 QA5@R 的 !"*
J+< 平板筛选表现为白色菌落的重组子，得 . (((
余个重组子，通过薄层层析检测，从 ’(( 个转化子中

筛选得到 .’ 个具有乙内酰脲酶活性的阳性转化子。

选取其中插入外源 DKJ 片段较小的 . 个阳性转化

子，提取重组质粒 <HF.3A.0L 进行测序分析，测定了

长为 G’0.N< 的外源片段（有关中国专利申请号为

(’..0%33 6 C，P9-"@-M J889==,:- K:6 JS(0LLL(）。通

过读框分析、同源搜索和序列比对发现，该片段含有

$ 个完整的开放阅读框（TU4）：第一个为 %.. N< 的

乙内酰脲消旋酶基因（ &’%U），第二个为 .$%% N< 的

乙内酰脲水解酶基因（ &’%#），第三个为 .’$L N< 的

KA氨甲酰氨基酸水解酶基因（&’%(），$ 个基因构成 .
个操纵子。在第一个开放阅读框的起始密码子 J2P
的上游A% N< 处有一富含嘌呤碱基的 JPPJP 序列，

可能是为核糖体结合位点。

! "$ 乙内酰脲酶基因在自身启动子控制下表达

提取重组质粒 <HF.3A.0L，分别转化大肠杆菌

D#C!、VW.(L 和 "!’.（DX$），用薄层层析法检测转化

子的乙内酰脲酶活性，结果所有转化子均呈阳性。

对 D#C!*<HF.3A.0L 的转化产物进行了氨基酸组成

分析，结果表明（图 $），转化产物的主要成分为苯丙

氨酸和 K#$。其中前者为预期的转化产物，后者

K#$ 是乙内酰脲酶催化乙内酰脲类化合物水解产生

的副产物。

图 $ 转化产物的氨基酸组成分析

4,56$ J+,-: @8,Y= @-@RZ=,= :;
>)@-=;:)+@>,:- <):Y[8>=

. 6 !AB19；’ 6 K#$

! "% 乙内酰脲酶基因在 &$ 启动子控制下表达

根据 !A乙内酰脲酶基因的 $ 个结构基因序列设

计 BFU 扩增引物：

C\ J2PFPJJ22FJ2J2FJ2FJJFFFP $\和
C\ FFPJPJ2F2PJJ22FJ2J2FJ2FJJFFFP $\，
以质粒 <HF.3A.0L 为模板扩增 !A乙内酰脲酶全

长基因。BFU 条件为：LG& 变性 G +,- 进入循环；

LG& $( =，C0& $( =，%’& $+,-，$( 个循环后 %’&继

续延伸 C +,-。将 BFU 产物用 2G DKJ 聚合酶削平

后用 !)* II 酶切，与经 $+& I 酶切、2G DKJ 聚合酶补

平后 !)* II 酶切的表达载体 <]X%( 连接构成重组表

达质 粒 <]X%(A&’%。将 <]X%(A&’% 导 入 大 肠 杆 菌

W.C，经 IB2P 诱导，取菌体和超声波破碎菌体后的

上清和沉淀分别进行 7D7ABJPX 分析，电泳显示在

相对分子量约 $(MD 处有一浓的乙内酰脲消旋酶蛋

白表达带，占全菌蛋白的 $(^以上，主要以可溶形

式存在；在 C0MD 处有一较弱的乙内酰脲水解酶蛋白

表达带，不到全菌蛋白的 C^，且主要以包涵体形式

存在；而 GG MD 处的 KA氨甲酰氨基酸水解酶蛋白表

达带很弱（图 G）。用 CA"# 为底物分别测定节杆菌

"23(.、D#C!*<HF.3A.0L 和 W.C*<]X%(A&’% 的 !A乙
内酰脲酶的总酶比活力，结果如表 .。由表可以看

出 W.C*<]X%(A&’% 乙内酰脲酶的比活力分别是出发

菌株节杆菌 "23(. 和 D#C!*<HF.3A.0L 的 ’ 60 和 ’ 6 %
倍。我们还对组成乙内酰脲酶的 $ 个结构基因分别

进行了高表达，结果将另文发表。

$3’$ 期 郝淑凤等：节杆菌 "23(. 基因文库构建及其乙内酰脲酶基因分离与表达



图 ! "#$%&’!"# 在大肠杆菌 ()* 中

表达产物的 +,+’-./$ 分析

0123! +,+’-./$ 45467818 9: "#$%&’;7<
)3 ()*="#$%&； >3 ()*="#$%&’;7<； ?3 ()*="#$%&’;7<=@-A/；

!3 ()*="#$%&’;7<=@-A/ 896<B6C "D9EC15；*3 ()*="#$%&’;7<=@-A/ 15’

896<B6C "D9EC15；F 3 -D9EC15 G4DHCD

表 ! "#乙内酰脲酶的比活力

$%&’( ! $)( %*+,-,+. /0 "#).1%2+/,2%3(

+ED4158=-648G1I8 +"CJ1:1J 4JE1K1E7=（<=G2）

$ 3 LAM&) &3%&

,N*!="OP)M’)FQ & 3F%

()*="#$%&’!"# )3M&

4 讨 论

利用黏粒 "RP*&* 构建了节杆菌 LAM&) 的基因

文库，并从中分离得到含 S’乙内酰脲酶完整基因的

片段。序列分析结果表明，其乙内酰脲酶的 ? 个基

因由一个启动子控制，其启动子序列的 T )& 区和

T ?*区与大肠杆菌的启动子序列的 T )& 区和 T ?*
区完全不同，然而构建的重组质粒能利用自身的启

动子在大肠杆菌中表达产生有活性的蛋白，说明尽

管节杆菌和大肠杆菌亲缘关系较远，但 % 3 &’() 的

UV. 聚合酶能够识别和结合来自节杆菌乙内酰脲

酶基因的启动子并进行转录。我们还利用乙内酰脲

酶的启动子成功控制了枯草杆菌!’淀粉酶基因的表

达（结果未发表），支持了上述结论。

当乙内酰脲酶的 ? 个基因在 A* 启动子控制下

共表达时，乙内酰脲消旋酶基因的表达量总是大于

?&W且很稳定，而乙内酰脲水解酶基因和 V’氨甲酰

氨基酸水解酶基因的表达量则不很稳定，有时表达

量很低（+,+’-./$ 未见电泳条带），可能是由于乙内

酰脲消旋酶的高水平表达使代谢负担加重而影响了

蛋白的生物合成机制。我们对 V’氨甲酰氨基酸水

解酶基因单独进行了表达，取得了满意结果［))］。

目 前 有 关 S’乙 内 酰 脲 酶 的 报 道 还 比 较 少，

X16G8［)&］等曾报道过节杆菌 ,+(?%!% S’乙内酰脲酶

基因的序列，我们比较发现两者 ,V. 序列的同源性

为 *%W，而 ? 种 酶 氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 分 别 为

%*W、M?W和 %MW。研究表明，两种乙内酰脲酶在底

物专一性等方面存在一些差异。这两种乙内酰脲酶

的比较研究将有助于揭示乙内酰脲酶底物专一性与

酶蛋白一级结构的关系。节杆菌 LAM&) 乙内酰脲酶

基因的分离也为 S’乙内酰脲酶的高表达以及在酶

法生产氨基酸中的应用奠定良好基础。

致 谢：沈阳药科大学的夏焕章教授在基因文库构

建中给予了热忱帮助，山东鲁抗医药集团公司研究

所宋爱刚所长惠赠了安普霉素，特此致谢！
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-::Q 年中国微生物学会学术年会暨八届三次理事大会将于年底召开

由中国微生物学会主办，广东省微生物学会及广东省微生物研究所承办的“-::Q 年中国微生物学会学术年会暨八届三次

理事会理事大会”定于 -::Q 年 ,- 月 < \ X 日在广东省珠海市召开。此会是中国微生物学界的一次盛会，将为全国从事微生物

学科研究、开发工作者提供一次进行学术交流和展示各自研究成果的极好机会。会议期间将召开中国微生物学会第八届三

次理事大会。会议热忱欢迎中国微生物学会会员和全国微生物学工作者参加，进行微生物新技术交流和新成果展示。并诚

挚邀请与微生物学有关的生产厂家、公司赞助会议并前往会场展示自己产品。

会议主题：迎接挑战———新世纪微生物学工作者的使命

主要内容：,] 学术年会，会议邀请知名专家、教授进行大会专题报告和分组（基础、工、农、医学和兽医微生物学）学术交流

-] 中国微生物学会第八届三次理事大会，商议学会改革发展；

Q] 进行微生物新技术交流和新成果展示活动。

YK会议将进行论文摘要统一审稿。

联系方式：

通讯地址：北京市海淀区中关村北一条 ,Q 号 中国微生物学会办公室

邮编：,:::O:；电话：:,:’<-TTY<;;；传真：:,:’<-TTY<;;
Z’F42D：A@F[@&*K 2FK 4AK A*
联系人：尹畅

或：通讯地址：广东省广州市先烈中路 ,:: 号 广东省微生物学会

邮编：T,::;:；电话：:-:’O;<<O,QY 或 :-:’Q;<T<Q-O
传真：:-:’O;<:,TO;
Z’F42D：C@C[+2@K @?2 K +>K A*
联系人：李良秋 李秀红

TO-Q 期 郝淑凤等：节杆菌 MNO:, 基因文库构建及其乙内酰脲酶基因分离与表达


