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诺卡氏菌酰胺酶基因的分子克隆及在大肠杆菌中表达的初步研究
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摘 要 酰胺酶是一种重要的工业酶。利用生物信息学手段，在和已知酰胺酶基因序列分析比对的基础上，首次从 >0(*5#+
?;) OFI!##!中成功地克隆得到酰胺酶基因 +9#，并对其基因序列及氨基酸序列的性质进行了分析。结果表明，所得酰胺酶基
因 +9# 片段大小共为 8""$5;，由启动子区、阅读框和回文结构终止区三部分构成。序列分析和进化树分析表明，>0(*5#+ ?;)
OFI!##! 酰胺酶是一种比较特殊的酰胺酶，不含大多数酰胺酶共同具有的保守区序列。进一步将酰胺酶基因连接到 ;J=I!H7
（ U）上，转入大肠杆菌 VW!8（XJY）中筛选获得重组菌株 ZJ:V。酶活测定结果表明：重组菌具有酰胺酶酶活，但较低，其原因可
能是因为大量表达的产物主要以包涵体的形式存在。
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丙烯酰胺是一种应用广泛的重要化工原料，它

在石油、冶金、采矿、造纸等行业都有重要的应用。

目前工业上丙烯酰胺主要是利用微生物水合酶催化

丙烯腈生产。这种方法生产的主要问题是微生物中

所含有的酰胺酶将会使产物丙烯酰胺进一步代谢为

丙烯酸，从而使丙烯酰胺产品的纯度和质量下降，造

成较大经济损失。利用同源重组的方法阻断酰胺酶

的表达，不失为一条很好的途径。而要做到这一点，

就必须首先获取酰胺酶基因序列。

丙烯酸同样是一种重要的化工产品中间体，目

前主要采用丙烯两步氧化法进行生产［!］。在获取酰

胺酶基因序列的基础上，对其序列结构及表达调控

机制进行研究，可以实现丙烯酸的微生物催化法生

产。因此，酰胺酶基因的克隆和表达研究受到工业

生物催化研究者的关注，具有重要的学术意义及实

际价值。

微生物的酰胺酶（"# $% & % ! % ’）由单亚基构成，
不含金属离子。酰胺酶最初被界定为硫醇酶，而

()*+,+-./的研究则证实了酰胺酶与天冬氨酸蛋白
酶之间的进化关系［0］。

本文所用诺卡氏菌 !"#$%&’ -1% 2340550 是在我
国广泛应用于工业生产丙烯酰胺的菌株。本研究在

对已知酰胺酶基因序列分析的基础上，首次从该菌

株中成功地克隆得到了酰胺酶基因，并对其基因序

列结构和推测的氨基酸序列进行了分析，同时在大

肠杆菌中成功地得到了表达。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株与质粒：本文所用 !"#$%&’ -1% 2340550
是在原化工部上海生物工程中心筛选得到的菌株基

础上，经诱变和驯化获得的。大肠杆菌 678!5和质
粒 19":46购自 8;)<=>+公司。
!"!"# 培养基：（+）?@培养基（>A?）：胰蛋白胨 &，酵
母浸出粉 &，B+#C !5，抗性筛选时加卡那霉素至
’5!>A<?。（*）发酵培养基（>A?）：葡萄糖 05（单独灭
菌），酵母膏 &，尿素 DE&，谷氨酸钠 !，(F087’ 5E&，
(0F87’ 5E&，:>37’·DF07 5E&。

!"!"$ 酶和其它试剂：6’ 连接酶，"G46+H 酶，各种
IBJ限制性内切酶均购自 6+(+K+（宝生物）公司；
IBJ基因组纯化试剂盒、IBJ回收纯化试剂盒均购
自赛百盛公司；IBJ <+;L=; 购自鼎国公司；8#K扩
增引物由上海生工合成。其它试剂均为国产或者进

口分析纯试剂。蛋白质 <+;L=; 购自 6/+M>=M公司。

!"# 方法
!"#"! IBJ提取及纯化：基因组 IBJ提取纯化，质
粒 IBJ的提取，IBJ切胶回收纯化均按照赛百盛公
司试剂盒操作说明进行。

!"#"# 酰胺酶基因 ’(& 的 8#K扩增：由于 !"#$%&’
-1% 2340550是一种基因组序列未知的菌株，只能根
据与它亲缘性相近的红球菌酰胺酶基因序列进行引

物设计。搜索已知红球菌酰胺酶序列，发现两种具

有典型性的红球菌酰胺酶序列： )*#%#"#""+,
$*#%#"*$#+, N!（"!0&!D）和 )*#%#"#""+, $*#%#"*$#+, :O
（J2PD!QOO），以此来设计引物 8!，80 和 8$，8’。
序列如下：

8!：&R469#99J#99#99J6J#964$R
80：&R4#9J#JJ6##9J##69J#9J#JJ694$R
8$：&R469#99J#99#99J6J#964$R
8’：&R4996J##96#6#JJ6##9J66##4$R

-< 值分别为 &PEDS，&DE&S，Q5E0S，&DE$S。这两
种菌具有两个共同特点：两种菌都是工业生产用菌，

它们与 !"#$%&’ -1% 2340550腈水合酶序列（9=M*=ML
JT=--/)M B)EJ2!QO$’D）的同源性都很高（分别为
PPU和 PDU）。反应条件：P’S &</M，P’S $5-，根据
引物的 -< 值选取数个不同退火温度，退火时间为

!</M$5-，D0S下分别延伸 $</M。最后一轮 D0S延伸
&</M。共 0&个循环。
!"#"$ 酰胺酶基因 ’(& 的序列测定：将 8#K 产物
纯化后连接到 19":46 上，转化进大肠杆菌 678!5
中，挑取阳性克隆，送 6+(+K+公司测序。
!"#"% 重组质粒 8"J!的构建：分别设计带 !%."，
/&0V#酶切位点的引物 J!、J0，将扩增所得阅读框
序列插入 1"640O+（ W）多克隆位点中，得到重组质粒
8"J!，将质粒转入大肠杆菌 @?0!（I"$）中得到重组
菌 8"J@。引物序列如下：
J!：&R4JJ6#J6J69 J69J9J#J#9999J#J64$R

!%."
J0：&R4J66JJ9#666#J99#J6##J699664$R

/&0V#
!"#"& 3I348J9" 电泳：按照文献［$］，制备 ’U的
浓缩胶和 !0E&U的分离胶进行 3I348J9" 蛋白质
电泳。

!"#"’ 酰胺酶酶活的测定：（!）酶活单位定义：本文
所用酶活单位 <A<?（!<)C 丙烯酸·</M

X !·<?X !菌

液），为酰胺酶的总酶活力，即每分钟每毫升菌液反

应生成的丙烯酸微摩尔数。!A<> 为比酶活单位，
YA<> Z YA<?A（<>干菌重A<?菌液）。
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（!）酰胺酶催化反应：将 "#$% &’$$()*% +,-的
混和磷酸盐缓冲液注入 &’$%具塞磨口三角瓶中，
再加入一定量重组菌菌液，在 !./、!’’0*$12的摇床
中恒温 "’$12之后，加入 "$%的反应底物丙烯酰胺，
准确反应一定时间，最后加入 ’3&$% !3&$()*%盐酸
充分混和使反应有效终止。得到的反应液 "’ ’’’0*
$12离心 "’$12；取上清液与一定浓度的内标物溶液
（一般采用 4’5*%的乙酰胺）等体积充分混合，用气
相色谱测定出峰面积，在文献［4］基础上修正得到酶
活计算公式：

6*$% 7
!丙烯酸 8 " 8 #乙酰胺 8 $反应 8 "’9

!乙酰胺 8 % 8 $菌
式中，!丙烯酸（$$!）和 !乙酰胺（$$!）分别为产物

丙烯酰胺和内标物乙酰胺的峰面积；" 为内标常
数，本文中为 ’3&!..；#乙酰胺（$()*%）为内标物乙酰胺
的摩尔浓度，为 ’39--!$()*%；$反应（%）为反应体系的
总体积；$菌（$%）为实际加入的菌液体积；%（$12）为
反应时间。

! 结果与分析

!"# !"#$%&’ $%& ’()!**!酰胺酶基因的分子克隆
!"#"# 酰胺酶基因的克隆与鉴定：对扩增产物进行
’3-:琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 "。方法一、
二均未能扩出预期大小条带。;"、;!扩增出了符合
预期的大小约为 "3&<= 的条带，;>、;4 未能扩增出
预期条带。

!"#"! &’()*+, ?+@ ABC!’’! 酰胺酶基因序列分析：
根据测序结果，本研究所得酰胺酶基因 ,-+ 片段大
小共为 "449=+。阅读框分析表明，编码酰胺酶的阅
读框以 >>-位 DEF为起始密码子，">-!位 EFD为终
止密码子，共编码 >4&个氨基酸。经计算大小约为
>.3’&<G，+H值 43..。在起始密码子上游有推测的
典型核糖体结合位点 DFFDF，该区域中心到起始位
点距离为 .个碱基，这与一般认为的 - I #个碱基的
最适距离相一致。在起始位点上游还有一个推测的

J >&区 EEFEFF 和 J "’ 区 EDDKFE，构成启动子。
在终止密码子的下游存在着一个较为典型的回文结

构

EEKFDKKKFEFFKFDKKDDDDDKKEKFFKFEFFDD，转
录时可形成一茎环状的发卡结构，使 LMD聚合酶转
录终止或者减弱。如图 "所示。
!"#"+ &’()*+, ?+@ ABC!’’! 酰胺酶氨基酸序列分
析：根据本研究获得的酰胺酶核苷酸序列推测其氨

基酸序列，并将其与已发表的几种红球菌酰胺酶的

图 " 酰胺酶基因部分序列结构分析
N15@" BO06PO60Q R2R)S?1? (T OUQ R$1VR?Q 5Q2Q P)(2QV

T0($ &’()*+, ?+@ ABC!’’!

氨基酸序列用软件 GMDWDM进行同源性比对，绘制
进化树，结果如图 ! 所示。从进化树可以看出，
&’()*+, ?+@ ABC!’’! 的酰胺酶氨基酸序列处于树的
顶端，说明它进化的时间相对较长。除了与

./(*(’(’’01 )/(*(’/)(01 W. 酰胺酶氨基酸序列完全

图 ! &’()*+, ?+@ ABC!’’!与其它几种红球菌
酰胺酶氨基酸序列的同源进化树

N15@! ;US)(5Q2QO1P O0QQ (T R$1VR?Q T0($ V1TTQ0Q2O ?O0R12?
R：&’()*+, ?+@ ABC!’’!；=：./(*(’(’’01 )/(*(’/)(01 W.；P：./(*(’(’’01

2)3%/)(4(5+1；V：./(*(’(’’01 ?+3MC--"；Q：./(*(’(’’01 ?+@ MC--4；T：

./(*(’(’’01 2)3%/)(4(5+1；5：./(*(’(’’01 65(72)0501 DC4；U：./(*(’(’’01

)/(*(’/)(01；1：./(*(’(’’01 )/(*(’/)(01 X"；Y：./(*(’(’’01 ?+@ @

一致外，它与 ./(*(’(’’01 2)3%/)(4(5+1 酰胺酶亲缘关
系较近，同源性高达 .!:，而与其它几种红球菌酰
胺酶氨基酸序列同源性较差，最多只有 "!:。
!"! 重组质粒 ,-.#的构建和鉴定
用 D"、D! 扩增酰胺酶阅读框序列，经 &*2!、

8+9V"双酶切纯化后连到同样经过双酶切纯化的
+ZEC!.R（ [）上，转化进大肠杆菌 \%!"（GZ>）中。得
到重组质粒和重组菌分别命名为 ;ZD" 和 ;ZD\。
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双酶切验证，重组质粒被切割成 !"#$% 和 &"’$% 两
条带，证明 ()*&构建成功。
!"# !"#$%&’ $%& ’()!**! 酰胺酶在重组大肠杆菌
中的初步表达及酶活测定

将重组菌接种于含卡那霉素的 +, 培养基中，
-./下过夜培养，转接，在 0’/、01/和 -./下分别
生长至 !" 2 ’"1 3 &"’ 时各加入 ’"044567+、
’"!44567+、&"’44567+ 8(9: 进行诱导。&!; 后取样
进行 <=<>(*:)全细胞蛋白质电泳，同时做诱导前
后的对比。同时测定其酶活。

图 - 重组大肠杆菌 ()*,&的全细胞和超声破碎
细胞的 <=<>(*:)蛋白质电泳

?@AB- <=<>(*:) CDC6EFGF 5H I;G J;56G KG66F CDL
M6INCF5D@K L@FNMOIGL KG66F

（*）+CDG & CDL 0：()*, ANGJ CI 01/，J@I; &"’，’"!44567+ 8(9:；

+CDG-：()*, %GH5NG @DLMK@DA；+CDG#：ON5IG@D F@PG 4CN$GN J@I; 456GKM6CN

JG@A;IF 5H Q#，R.，#!，-!，0# CDL &! $=；

（,）+CDG &：ON5IG@D F@PG 4CN$GN J;@K; 456GKM6CN JG@A;IF CNG Q#，R.，

#!，-!，0# CDL &!$=；+CDG 0：FMOGNDCICDI 5H M6INCF5D@K INGCIGL KG66F 5H

()*,& ANGJ CI 01/， J@I; &"’44567+ 8(9:；+CDG -： OG66GI 5H

M6INCF5D@K INGCIGL KG66F 5H ()*,& ANGJ CI 01/，J@I; &"’44567+ 8(9:B

结果如图 -（*）所示。由图可见，重组菌 ()*,
在 &"’ 和 ’"!44567+ 8(9: 诱导下均有一条大小
-1$= 左右的条带出现，与酰胺酶的理论计算值
相符。

用气相色谱检测混合反应中产物丙烯酸含量，

重组菌 ()*,在 ’"!44567+，&"’44567+ 8(9:诱导下，
在 0’/，01/温度下均检测到有丙烯酸生成，但出
峰面积较小，经计算，在 0’/，’"!44567+，&"’44567+
8(9:诱导下，酰胺酶酶活经计算分别为 ’"’0&M74A、
’"’&RM74A。在 01/，’"!44567+，&"’44567+ 8(9: 诱

导下，酰胺酶酶活略高，约为 ’"’-0M74A、’"’0.M74A。
-./下没有检测到酰胺酶的酶活。
进一步对超声破碎后的上清和沉淀进行 <=<>

(*:)蛋白质电泳，结果表明，上清液中有可溶的酰
胺酶存在。但沉淀中也含有大量不溶的包涵体。这

可能是造成大肠杆菌中酰胺酶酶活较低的原因。结

果如图 -（,）所示。

# 讨论
本文在已知红球菌酰胺酶基因序列的基础上，

对已知酰胺酶基因序列进行分析比对，筛选出两种

具有典型性的红球菌酰胺酶基因序列，并以此为模

板设计引物，最终成功地获得了 #$%&’() FOB S<>0’’0
酰胺酶基因的序列。

本文还进一步对 #$%&’() FOB S<>0’’0酰胺酶基
因序列和氨基酸序列进行分析，预测了其可能的启

动子结构和下游的茎环状发卡结构，讨论了本研究

所获得的 #$%&’() FOB S<>0’’0酰胺酶氨基酸序列与
其它几种红球菌氨基酸序列的同源性及进化关系。

在对 #$%&’() FOB S<>0’’0酰胺酶基因序列和氨
基酸序列进行分析的基础上，进一步将 #$%&’() FOB
S<>0’’0 酰胺酶基因序列连入载体，转入大肠杆菌
中获得了成功表达。

但由于大量包涵体的生成，导致酰胺酶的酶活

较低，为了进一步提高酰胺酶的酶活，防止或减少

包涵体的生成，本研究正在进行酰胺酶的表达载体、

宿主及表达条件的优化。上述研究结果将对微生物

催化法生产丙烯酰胺和丙烯酸均具有一定的参考

价值。
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