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摘   要：筛选具有催化还原复杂羰基化合物能力的羰基还原酶对于 R 型托伐普坦(R-tolvaptan, 
R-TVP)的生物合成具有重要意义。本研究分别采用硫酸铵盐析、葡聚糖分子排阻、离子交换层

析、亲和层析以及蛋白质质谱的方法对兔肝脏粗酶中的目标羰基还原酶进行分离纯化和鉴定。以兔

肝脏基因组为模板，PCR 扩增得到羰基还原酶 rlsr5 的基因片段，并成功构建重组表达菌株。对诱

导表达的 RLSR5 进行亲和层析纯化后，表征其酶学性质。研究结果表明，rlsr5 基因序列为 972 bp，编

码蛋白的分子量为 40 kDa，属于二聚体蛋白，每个单体由(α/β)8-桶结构组成。RLSR5 可以不对称还

原前手性酮 7-氯-1-[2-甲基-4-[(2-甲基苯甲酰基)氨基]苯甲酰基]-5-氧代-2,3,4,5-四氢-1H-1-苯氮䓬

(prochiral ketone, PK)合成 R-TVP。该酶的比活为 36.64 U/mg，产物的光学纯度 e.e.值为 99%。该酶

反应最适 pH 值为 6.0，最适温度为 30 ℃。该酶不是金属离子依赖性的酶，Mn2+对酶活力有促进作

用。本研究为光学纯托伐普坦的生物催化合成奠定了基础。 
关键词：兔肝脏；蛋白纯化；羰基还原酶；不对称还原；托伐普坦 
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A novel carbonyl reductase for the synthesis of (R)-tolvaptan 
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Abstract: Screening carbonyl reductases with the ability to catalyze the reduction of complex 
carbonyl compounds is of great significance for the biosynthesis of R-tolvaptan(R-TVP). In this 
study, the target carbonyl reductase in the crude enzyme extract of rabbit liver was separated, 
purified, and identified by ammonium sulfate precipitation, gel-filtration chromatography, ion 
exchange chromatography, affinity chromatography, and protein mass spectrometry. With the 
rabbit liver genome as the template, the gene encoding the carbonyl reductase rlsr5 was 
amplified by PCR and the recombinant strain was successfully constructed. After RLSR5 was 
purified by affinity chromatography, its enzymatic properties were characterized. The results 
indicated that the gene sequence of rlsr5 was 972 bp, encoding a protein with a molecular 
weight of 40 kDa. RLSR5 was a dimeric protein, and each monomer was composed of a 
(α/β)8-barrel structure. RLSR5 could asymmetrically reduce 7-chloro-1-[2-methyl-4-[(2- 
methylbenzoyl)amino]benzoyl]-5-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-benzazepine (prochiral ketone, 
PK) to synthesize R-TVP. The specific activity of the enzyme was 36.64 U/mg, and the optical 
purity of the product was 99%. This enzyme showcased the optimal performance at pH 6.0 and 
30 °C. It was independent of metal ions, with the activity enhanced by Mn2+. This study lays a 
foundation for the biosynthesis of tolvaptan of optical grade. 
Keywords: rabbit liver; protein purification; carbonyl reductase; asymmetric reduction; tolvaptan 

 
设计可持续和环境友好的催化模型是实现

绿色制造目标的关键。生物催化的反应条件温

和，具有高效的底物选择性、绿色可持续性和

环保的优势，并且与化学合成方法相比，生物

催化不需要使用大量的有机溶剂和高温、高压

等条件，因此可以降低能源消耗。生物催化已

被证明是一种有效的工业生产策略[1]。托伐普

坦(tolvaptan, TVP)是一种高效、高选择性和口

服有效的非肽类加压素 V2 受体拮抗剂，用于

治疗因心力衰竭而引发的低钠血症，而光学纯

托伐普坦对人体毒副作用更小，代谢稳定性更

高，受到了越来越多的关注。S 型 TVP 或 R 型

TVP 在常染色体显性多囊肾病的治疗中具有比

外消旋型托伐普坦更高的代谢稳定性和吸收 
率[2]。给哺乳动物注射光学的托伐普坦后，药

物在体内的半衰期变长，并且在小鼠体内 R 型

TVP 的代谢稳定性高[3]。因此，不对称合成光

学纯托伐普坦异构体对进一步阐明其作用机制

和药理特性具有重要意义。 
目前有报道称，从毕赤酵母中分离的乙醇

脱 氢 酶 (alcohol dehydrogenase form Pichia 
Pastoris carbonyl compounds, PsADH)可以催化

合成得到 S 型 TVP[4]。将 PsADH 和用于辅酶再

生的甲酸脱氢酶 (formate dehydrogenase from 
Candida Parapsilosi, CpFDH)同时表达于工程

大肠杆菌中，利用该工程菌的全细胞可以催化
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前手性酮 7-氯-1-[2-甲基-4-[(2-甲基苯甲酰基)
氨基]苯甲酰基]-5-氧代-2,3,4,5-四氢-1H-1-苯氮

䓬(prochiral ketone, PK)合成 S 型 TVP，光学纯

度为 99.5%，收率为 85.7%[5]。然而，目前尚未

见对 R 型 TVP 进行生物催化合成的研究，普遍

仍采用传统的化学方法合成[6-7]。化学合成具有

手性试剂合成复杂、合成成本高、有环境毒性等

缺点[8]。因此，筛选具有高底物转化效率、产物

光学纯度优异的生物酶用于催化合成 R 型 TVP
具有实际价值和意义。 

本研究旨在从动物肝脏中筛选具有合成 R
型 TVP 的还原酶类。首先分别比较了鸡肝脏、

猪肝脏和兔肝脏这 3 种粗酶液不对称还原 PK 生

成 R 型 TVP 的能力；选择活性最好的肝脏原材

料，综合采用硫酸铵盐析法、葡聚糖分子排阻、

DEAE 离子交换法、SDS-PAGE 等方法对肝脏中

有活性的羰基还原酶进行分离纯化；并将目标羰

基还原酶基因片段插入到 pET28a 载体并转化大

肠杆菌，构建含有目的基因的工程菌株并进行诱

导表达；之后对重组蛋白进行纯化以及酶学性质

表征，分别从辅酶依赖、反应温度、反应 pH、

金属离子、温度稳定性和 pH 稳定性等方面对该羰

基还原酶催化反应的影响进行了探索，研究最佳

的酶促反应条件。本研究为 R 型 TVP 的生物催化

合成路线的建立提供了理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

大肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3)和
pET28a 质粒由本实验室保存；本实验室根据

Matsubara 等 [9]的方法合成了前手性酮 PK；

NADH 和 NADPH 均购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；限制性内切酶购自宝日医生物

技术(北京)有限公司；鸡肝、猪肝和中国大白

兔肝均购自农贸市场；DNA 凝胶快速纯化试

剂盒，反转录试剂盒均购自北京全式金生物技

术股份有限公司；RNA 分离试剂盒购自生工

生物工程(上海)股份有限公司；BCA 蛋白定量

试剂盒购自上海泰坦科技股份有限公司。所有

商用化学品均为分析级。 

1.2  方法 
1.2.1  不同动物肝脏粗酶液不对称催化合

成 R-TVP 的评价 
将新鲜的鸡肝、猪肝和兔肝加入预冷的

0.1 mol/L PBS 缓冲液(pH 7.4)中，搅拌混合，

得到匀浆粗酶液(75 mg/mL)。分别对不同动物

肝脏的粗酶液催化转化前手性酮 PK 的能力进

行测定。酶促反应体系(500 μL)由 0.1 mmol/L
磷酸钾缓冲液 (pH 7.4)、 1.11 mmol/L PK、      
13 mmol/L NADPH 和 80 μL 粗酶溶液组成。反

应体系置于恒温摇床中 37 ℃、130 r/min 振荡

12 h，反应完毕后，12 000 r/min 离心 15 min。
取 100 μL 上清液溶于 900 μL 甲醇中，使用高

效液相色谱(HPLC)进行分析。 

1.2.2  兔肝脏中目标羰基还原酶的分离纯化 
取 75 mg/mL 兔肝酶粗溶液 1.5 mL，加入

PBS 缓冲液稀释至 6 mL，用 50%硫酸铵进行盐

析处理。将沉淀物重悬于 PBS 缓冲液中。混悬

液采用 AKTA Pure 和 His TrapTM DEAE 预装柱进

行纯化，以流速 1 mL/min 通过预装柱。280 nm
下检测各蛋白的紫外吸收及出峰情况，收集紫

外吸收值最大时的蛋白质溶液。然后用 His 
Trap Sephadex 6B 分子排阻层析法再次对上述

蛋白溶液进行纯化，以 0.5 mL/min 流速洗脱，

每 15 min 收集一次洗脱液，并在 280 nm 紫外

波长下检测吸光度值，收集紫外吸收较高的蛋

白质。将上述收集的蛋白质溶液加入到截流规

格为 50 kDa 的超速离心管中，用于蛋白浓缩和

杂蛋白分离。4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min
后，将上层的液体收集起来，利用 SDS-PAGE
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对蛋白纯化情况进行分析。选取 PAGE 胶中可

能为羰基还原酶的条带进行切割，并将切割条

带单独放在无菌离心管中，由深圳华大基因股

份有限公司对蛋白质进行质谱检测和分析。 

1.2.3  兔肝羰基还原酶的克隆及活性筛选 
取购自农贸市场的兔肝脏，立即浸入 10 mL 

RNAwait 中。将肝脏切成 0.5 cm3的小块，放入

经 DEPC 水处理过的研钵中，加入液氮进行研

磨。取少量粉末使用 RNA 分离试剂盒提取

RNA。以提取的 RNA 作为模板，使用反转录

试剂盒合成第 1 条 cDNA。以 cDNA 为模板，

采用表 1 中的引物进行 PCR 扩增。PCR 产物于

1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，用 DNA 快速凝

胶提取试剂盒对电泳得到的目标条带进行纯

化。纯化产物送深圳华大基因股份有限公司测

序。将测序正确的纯化片段亚克隆到载体

pET28a 的 EcoR Ⅰ/Xhol Ⅰ酶切位点处，并将重组

质粒转化至 E. coli BL21(DE3)。 
重组菌株接种至含有 50 mg/L 卡那霉素的 LB

培养基中，37 ℃、150 r/min培养至OD600为0.6−0.8
时，加入 IPTG 至终浓度为 0.5 mmol/L。16 ℃下

继续培养 20 h 后离心收集菌体。取出 2 g 湿菌

体，加入 8 mL PBS 缓冲溶液重悬菌体，加入底

物 PK (1.12 mmol/L)和辅酶 NADPH (13 mmol/L)。
130 r/min、37 ℃反应 22 h 后，进行 HPLC 分析。 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
RLSR1 F ATGGATCTCAAACATCACTATCTGG  
RLSR1 R TTAATATTCATCAGAAAATGGATGG 
RLSR2 F ATGGATCCCAAGCATCAGCGTATGG 
RLSR2 R TCAATATTCATCAGAAAATGGGTAA 
RLSR3 F ATGGATCCTAAACATCAGCGAGCGG 
RLSR3 R TCAATATTCATCAGAAAATGGGTAA 
RLSR4 F ATGGCAGACTTACCTACCCCACTCA 
RLSR4 R ATGGCGGCGGCGGCGGCTTCGGGCG 
RLSR5 F ATGGATCCCAAATATCAGCGTGTGG 
RLSR5 R TTAATATTCATCAGAAAATGGGTAA 

1.2.4  目标羰基还原酶的纯化及浓度测定 
在 LB 培养基中培养具有催化活性的重组

菌 E. coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5，培养方法同

1.2.3。菌株经过诱导、表达后，菌体细胞被破

碎，13 000 r/min 离心 15 min，收集上清粗酶

液。采用 AKTA Pure 蛋白纯化系统与 His 
TrapTM HP 亲和柱进行重组菌蛋白的纯化[10]。

先用 HEPES 缓冲液平衡系统，等基线稳定

后，将蛋白沉淀悬浮液经过 0.22 μm 滤膜过滤

后上样，以 1 mL/min 流速通过预装柱，基线再

次平衡时加入洗脱 Buffer (HEPES、NaCl、咪

唑 )将目的蛋白从亲和柱上洗脱，洗脱液用

SDS-PAGE 分析纯化情况。 
使用 BCA 法测定纯化后的蛋白浓度。首

先，在洁净的管中按照 0、25、75、125、

250、500、750、1 000 μg/mL 稀释 BSA 标准蛋

白，然后与 BCA 工作液结合，形成颜色深浅

不同的蓝紫色复合物，用酶标仪测各样品的A562

值。以蛋白浓度为横坐标，A562 值为纵坐标，

绘制标准曲线。纯化的蛋白浓度根据拟合线性

方程计算。 

1.2.5  羰基还原酶的酶活测定 
通过测定 340 nm 处 NADH/NADPH 吸光度

的增加来测定羰基还原酶的活性[11]。标准酶活

反应液为 0.1 mol/L PBS 缓冲液(pH 7.4) 100 μL、
89 μmol/L 的 PK、479 μmol/L 的 NAD(P)H，再

加入适量酶溶液，反应体系的终体积为 250 μL。
反应体系在 30 ℃孵育 5 min 后，立即使用酶标仪

检测 340 nm 处吸光值的变化。反应体系在 30 ℃
孵育 5 min 后，立即使用酶标仪检测 340 nm 处

吸光值的变化。羰基还原酶活性单位定义为：

在 30 ℃下每 min 释放 1 μmol NAD(P)H 所需的

酶量。所有实验重复 3 次。 
羰基还原酶的辅酶依赖性测定，以 PK 为

底物，分别以 NADH 和 NADPH 为辅酶进行测
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试。反应体系(250 μL)包括：89 μmol/L PK，

0.1 mol/L Tris-HCl 185 μL ， 239 μmol/L 
NADPH/NADH，37 ℃孵育 1 min，然后加入

适量纯酶液，立即使用酶标仪检测 340 nm 处

吸光值变化，测试 10 min，每 min 检测 1 次。 
对纯化的羰基还原酶进行最佳反应 pH 的

测定，所用缓冲溶液为 0.1 mol/L 乙酸-乙酸钠

缓冲溶液(pH 3.0−5.0)，0.1 mol/L 磷酸氢二钠-
磷酸二氢钠缓冲溶液(pH 6.0−7.0)，0.1 mol/L 
Tris-HCl 缓冲溶液 pH 8.0。在标准酶活反应液

体系下，设定 20–60 °C 的温度区间进行测试，

测定最佳反应温度。RLSR5 的相对活性在最佳

pH 和温度下均定义为 100%。 
为了保持 pH 稳定性，酶在上述缓冲液中

25 ℃孵育 12 h，并在标准测定条件下测定残留

活性。在 HEPES 缓冲液(30 mmol/L, pH 7.0)
中，20–60 °C 孵育 10 min 来探究酶的温度稳

定性，并在标准酶活反应液体系下测量残留

活性。 
将酶液添加至 0.1 mol/L PBS 缓冲液(pH 

7.4)中，配制含有 2 mmol/L EDTA、Ca2+、

Zn2+、Mn2+、Na+、K+和 Mg2+的最佳缓冲溶

液。测定不同金属离子对酶活性的影响，将酶

与每种金属离子在 30 ℃下孵育 10 min，并测

量剩余活性。 
为了测定 PK 为底物的酶动力学常数，将

底物浓度分别设置为 1、5、10、50、100 和    
200 μmol/L，再加入 0.1 mol/L PBS 缓冲液(pH 
7.4)、479 μmol/L 的 NAD(P)H 和适量的纯酶液，

反应体系为 250 μL。测定并记录反应 1 min 后

的吸光值，以上数据重复 3 次取平均值。利用

下述公式(1)对测定的数据进行拟合，由公式(2)
计算 kcat 值。 

max

m

[ ]
[ ]

V SV
K S

=
+

                      (1) 

max
cat [ ]

Vk
E

=                         (2) 

1.2.6  HPLC 分析方法 
采用 Agilent 1260 HPLC，使用 Agilent 

Extent C18 分析柱，检测底物和产物的含量变

化，流动相为 60%乙腈和 40%的 0.05%三氟乙

酸水溶液，时间为 30 min，流速 1 mL/min，
UV 检测波长为 254 nm，柱温 30 ℃；使用手性

柱 CHIRALPAK OD-RH (4.6 mm×250 mm, 5 μm)
进行产物构型的确定，流动相为 40%的 0.05%
三氟乙酸水溶液和 60%的 0.05%三氟乙酸乙腈

溶液，时间为 20 min，UV 检测波长为 254 nm，

进样量 5 μL，流速 1 mL/min，柱温 30 ℃。 
1.2.7  羰基还原酶的催化机理分析 

通过对羰基还原酶序列进行同源建模与分

子对接探索其催化机理。基于前列腺素-E29-
还原酶 (PDB ID：1q5m.1)的晶体结构，使用

SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasyorg// 
SWISS-MODEL.html)生成 RLSR5 的同源建模

模型。并使用 PyMOL 进行可视化研究[12]。以

RLSR5 蛋白为受体，底物 PK 作为配体，利用

AutoDock 4.0 对其进行分子对接模拟。对接盒

子参考文献[13]进行设定。 

2  结果与分析 
2.1  不同动物肝脏粗酶液对托伐托伐

普坦前手性酮的转化 
肝脏中酶的组成复杂、种类较多，含有多

种水解酶、脱氢酶和还原酶等[14]。为了得到具

有催化托伐普坦前手性酮 PK 的羰基还原酶，

以鸡肝脏、猪肝脏和兔肝脏为来源进行酶的筛

选。首先，利用 3 种肝脏的匀浆液对 PK 进行

了催化测试，以确定具有催化活性的肝脏来

源。HPLC 分析结果表明，只有兔肝脏粗酶液

的活性较高，在 5.235 min 时出现紫外吸收较

高的产物峰，转化率为 78%。而鸡肝脏、猪肝
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脏参与的催化反应没有 R-TVP 的生成，证明其

中不存在具有转化 PK 活性的酶。因此选取兔

肝脏为研究对象，对其 PK 不对称还原酶类进

行研究。 

2.2  目标羰基还原酶的分离纯化结果 
为了挖掘具有催化活性的羰基还原酶，先

后采用硫酸铵盐析、DEAE 阴离子交换法、His 
Trap Sephadex 6B 分子排阻色谱层析、超滤管

分离对兔肝脏匀浆的目标羰基还原酶进行纯化[15]。

纯化前后的酶液分别进行了 SDS-PAGE 分析及

HPLC 蛋白活性分析。从图 1A 和图 1B 中可观

察 到 纯 化 前 蛋 白 质 的 分 子 量 主 要 分 布 在

14.4–97.4 kDa 范围内，纯化后，去除了大部分

分子量较大的蛋白质，剩余有活性的酶的分子

量主要分布在 23–53 kDa 范围内(红色方框标

记)。将红框内的蛋白条带进行切割并进行质

谱检测。将质谱检测出的氨基酸序列在 NCBI
蛋白数据库中进行序列同源比对(BLAST)。根

据蛋白名称(protein name)、种类描述(description)
和蛋白分子量(mass)对比对结果进行筛选，共

筛选出 7 种匹配度较高的还原酶类[16]。如表 2
所示，同源性最高的 7 种蛋白分别属于羟基类

固醇脱氢酶、类醌二氢蝶啶还原酶和脱氢酶 /
还原酶SDR家族，蛋白序列覆盖率为 55%–86%，

分子量为 26.175–54.933 kDa不等。上述蛋白质

谱结果为后续羰基还原酶的克隆提供了参考。 
 

 
 

图 1  兔肝脏粗酶液纯化前 (A)后 (B)蛋白的

SDS-PAGE 分析   泳道 M：蛋白 marker；泳道

1：未纯化的兔肝脏粗酶液；泳道 2：纯化后的兔

肝脏粗酶液。 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of rabbit liver crude 
enzyme fluid before (A) and after (B) purification. 
Lane M: Protein marker; Lane 1: Unpurified rabbit 
liver crude enzyme liquid; Lane 2: Purified rabbit 
liver crude enzyme liquid. 

 
表 2  筛选出的 7 种羰基还原酶信息 
Table 2  Seven kinds of carbonyl reductases information were selected 
Protein 
name 

Description Mass 
(Da) 

Coverage 
(%) 

AKR1C33 Naloxone reductase 2 OS=Oryctolagus cuniculus OX=9986 GN=AKR1C33 PE=2 SV=1 37 451 69 
AKR1C29 3-hydroxyhexobarbital dehydrogenase OS=Oryctolagus cuniculus OX=9986 

GN=AKR1C29 PE=2 SV=1 
37 278 83 

PGER6 3alpha(17beta)-hydroxysteroid dehydrogenase OS=Oryctolagus cuniculus OX=9986 
GN=PGER6 PE=2 SV=1 

37 029 55 

ALDH1A1 Retinal dehydrogenase 1 OS=Oryctolagus cuniculus OX=9986 GN=ALDH1A1 PE=1 
SV=1 

54 933 75 

PGER5 3alpha/17beta/20alpha-hydroxysteroid dehydrogenase OS=Oryctolagus cuniculus 
OX=9986 GN=PGER5 PE=2 SV=1 

36 966 86 

QDPR Quinoid dihydropteridine reductase OS=Oryctolagus cuniculus OX=9986 GN=QDPR 
PE=2 SV=2 

26 175 56 

DHRS4 Dehydrogenase/reductase SDR family member 4 (fragment) OS=Oryctolagus cuniculus 
OX=9986 GN=DHRS4 PE=1 SV=1 

27 641 55 
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2.3  羰基还原酶基因的克隆 
以兔肝脏 RNA 为模板，利用反转录试剂盒获

得兔肝脏的 cDNA。以其为模板，进行羰基还原

酶基因的克隆。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分

析，从图2可以看出，仅有4对引物可从兔肝基因

组中 PCR 扩增出条带，泳道 1 扩增得到的片段

rlsr5 大约为900 bp，片段长度与PGER5蛋白的基因

(GenBank 登录号：NW_026259278.1，片段大小为

972 bp)相同。泳道 2 中的 rlsr1 约在 750 bp 处出

现一条很明显的条带，引物特异性良好，但是与

AKR1C33 蛋白的基因 (GenBank 登录号：

BAN84253.1，片段大小为 969 bp)长度相差较大，

可能由于电压不稳，导致片段前移，不影响进

行后续研究。泳道 3 中的 rlsr2 约在 1 000 bp 处

出现单一条带，片段长度与 AKR1C29 蛋白的

基因(GenBank 登录号：BAN20006.1，片段大小

为 972 bp)相同，泳道 4 中的 rlsr3 约在 900 bp
处出现单一条带，片段长度与 PGER6 蛋白的

基因(GenBank 登录号：NW_026259195.1，片

段大小为 972 bp)相同。上述条带经测序后结 
 

 
 

图 2  PCR 产物琼脂糖凝胶电泳图   泳道 M：

DNA marker；泳道 1：rlsr5；泳道 2：rlsr1；泳道

3：rlsr2；泳道 4：rlsr3。 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of PCR 
product. Lane M: DNA marker; Lane 1: rlsr5; Lane 
2: rlsr1; Lane 3: rlsr2; Lane 4: rlsr3. 

果与参照基因的片段一致，表明根据质谱分析

结果设计的引物可从兔肝 cDNA 中成功扩增得

到相应条带大小的基因片段。将 rlsr5 的核苷酸

序列上传至 GenBank，登录号为 OP779194。 
将 PCR 获得的目的片段与载体 pET28a 连

接后，转化至 E. coil DH5α 感受态细胞中，成

功构建了 3 个重组菌株 BL21(DE3)/pET28a- 
rlsr1、BL21(DE3)/pET28a-rlsr3 和 BL21(DE3)/ 
pET28a-rlsr5。以 PK 为底物对上述重组菌株全

细胞催化能力进行了测试(图 3A)。通过手性柱，

对 R、S 构型的托伐普坦标准品及全细胞转化的

产物分别进行了 HPLC 分析。如图 3B 所示，底

物 PK、S 型和 R 型托伐普坦的标准品在色谱 
 

 
 

图 3  重组菌株 E. coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5
转化 PK 的反应方程式及 HPLC 图 
Figure 3  The reaction equation for converting PK 
by recombinant strain E. coli BL21(DE3)/pET28a- 
rlsr5 and HPLC analysis. A: The reaction equation 
for converting PK. B: HPLC analysis of 
transformation of PK by recombinant E. coli 
BL21(DE3)/pET28a-rlsr5. Ⅰ: (R)-tolvaptan, PK, and 
(S)-tolvaptan standards; Ⅱ: Transformation system 
without strain; Ⅲ: Transformation system with E. 
coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5 strain. 
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图上的保留时间分别为 6.875、4.910、10.300 min。
三种重组全细胞转化结果显示，只有重组菌株

BL21(DE3)/pET28a-rlsr5 具有催化能力，全细胞

的转化产物和标准品的保留时间对比发现，该转

化产物为 R 构型托伐普坦。经峰面积计算得到，

该转化产物的 e.e.值为 99.0%，转化率达 91.18%。

说明此工程菌所含的 rlsr5 基因表达的酶具有较

好的羰基还原活性。 
经测序得到 rlsr5 基因全长 972 bp，可编码

324 个氨基酸，与 GenBank 数据库中 RLSR5 
(NM_001287557.1)的羰基还原酶基因序列一致

性为 77.67%。蛋白质序列比对表明，该酶与羰

基 还 原 酶 里 的 短 链 脱 氢 酶 (short-chain 
dehydrogenase/reductases, SDRs)和中链脱氢酶/
还原酶(medium-chain dehydrogenases/reductases, 
MDRs)的相似性极低 (<2%)。而与羰基还原

酶中的醛酮还原酶家族 1 高度相似 [17]，同源

性为 91%–99% (图 4)，且具有一些共同的保守位 

 
图 4  RLSR5 的序列比对 
Figure 4  Sequence alignment of the RLSR5 with aldo-keto reductases. The secondary structure of RLSR5 
is presented on the top: helices with squiggles, beta strands with arrows, turns with TT letters. Aldo-keto 
reductase-1 represents the aldo-keto reductase family 1 member C4 from Fukomys damarensis (GenBank 
accession number: 010613010.1:1-323); Aldo-keto reductase-2 represents the aldo-keto reductase family 1 
member C1-like isoform X1 from Loxodonta africana (GenBank accession number: 003410652.2:1-323); 
Aldo-keto reductase-3 represents the aldo-keto reductase family 1 member C1-like isoform X2 from Elephas 
maximus indicus (GenBank accession number: 049738027.1:1-323); Aldo-keto reductase-4 represents the 
aldo-keto reductase family 1 member C1 isoform X1 from Pan paniscus (GenBank accession number: 
063463300.1:52-374). 
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点，包括 Ala41、Ala52、Arg76、Leu103、Gly158、

Gly164、Asn167 和 Ala245。尽管醛酮还原酶 1 

(aldehyde reductase，EC 1.1.1.2)已被报道能催化

各种醛基的还原，如糖醛酸，然而，蛋白相似

性较高的 PGER5 还从未被用于催化羰基化合

物。根据前列腺素 -E29- 还原酶 (PDB ID ：

1q5m.1)的晶体为模板进行蛋白结构同源性建

模，结果表明 RLSR5 为二聚体蛋白，每个单

体由(α/β)8 桶组成。活性位点由 β-链的羧基端

组成，通过不同长度的环连接到 α-螺旋的氨基

端。参与底物结合和催化作用的残基主要在 A-、

B-和 C-环上，并且都位于 β-链的 C 端(图 5A)。 

蛋白质的 N 端含有 1 个 LxxxGxxxPxxGxG 的酶

结合域，活性中心为 GxxxxDxAxxY。分子对接

结果表明，辅酶 NADPH 烟酰胺环 C 上的 H 进

攻底物羰基时遵循反 Prelog 催化规则[18]。烟酰

胺 C 上的 H 与底物羰基之间的距离为 6.2 Å，有

利于催化反应(图 5B)。 

2.4  测定目标羰基还原酶的浓度 
对重组大肠杆菌 BL21(DE3)/pET28a-rlsr5

表达的羰基还原酶 RLSR5 进行了分离纯化。

蛋白纯化 SDS-PAGE 分析结果如图 6 所示。工

程菌株诱导前没有明显的表达，IPTG 诱导后

在 40 kDa 处有明显的目的条带。经过 Ni-NTA

柱蛋白纯化后得到分子量为 40 kDa 的蛋白条

带，与预测计算结果相同。利用 BCA 试剂盒

对纯化蛋白的浓度进行了测定。经过检测牛血

清标准蛋白在 0、25、75、125、250、500、

750、1 000 μg/mL 时 562 nm 处的吸收值，绘制

BCA 标准曲线。拟合线性关系为 y=0.001 4x+ 

0.132 1，R2=0.999 2。根据标准曲线计算得出纯

化的羰基还原酶浓度为 0.704 mg/mL。 

2.5  测定羰基还原酶的酶活性 
对上述纯化得到的羰基还原酶 RLSR5 进行

酶学性质的评价，发现该酶是 NADPH 依赖性羰

基还原酶。结果表明，该酶活性为 2.12 U，比 
 

 
 

图 5  蛋白质结构同源建模与分子对接   A：以 1q5m 为模板对蛋白质单体结构进行同源建模。α-螺旋、

β-折叠和 loop 环分别用深蓝色、橙色和灰色表示。B：分子对接显示的酶 RLSR5、底物 PK 和辅酶 NADPH
的空间结构。PK 和 NADPH 分别以浅蓝色和绿色表示。 
Figure 5  Protein structure homology modelling and molecular docking. A: Homologous modelling of 
protein monomer structure using 1q5m as template. α-helix, β-folds, and loop rings are colored in dark blue, 
orange, and grey, respectively. B: The spatial structure of enzyme RLSR5, substrate PK, and coenzyme 
NADPH displayed by molecular docking. PK and NADPH are expressed in light blue and green, 
respectively. 
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图 6  SDS-PAGE 分析诱导前后重组大肠杆菌和

经 Ni-NTA 纯化后的目的蛋白   泳道 M：蛋白

marker；泳道 1：未加入 IPTG 诱导的重组 E. coli 
BL21(DE3)/pET28a-rlsr5；泳道 2：加入 IPTG 诱导

的重组 E. coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5 的破碎上

清；泳道 3：纯化后目的蛋白。 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of recombinant E. 
coli before and after induction and the target protein 
purified by Ni-NTA. Lane M: Protein marker; Lane 
1: Recombinant E. coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5 
without IPTG induction; Lane 2: Crushed supernatant of 
recombinant E. coli BL21(DE3)/pET28a-rlsr5 induced 
by IPTG was added; Lane 3: Purified target protein. 

酶活性为 36.64 U/mg。并对该酶的催化反应条

件进行探索，结果如图 7 所示，酶的最佳反应

pH 为 6.0，最佳反应温度为 30 ℃。该酶在 pH 7.0
的缓冲液中保持最大活性，在 20–40 ℃的温度

范围内具有较好的催化活性。另外，EDTA 的

加入未影响 RLSR5 的活性，这表明 RLSR5 不

是依赖金属离子的酶，其活性不受金属离子浓

度的影响。金属离子 Na+、K+、Ca2+和 Mg2+对

酶活性几乎没有影响，而 Mn2+的添加促进了酶

活。相反，Zn2+抑制了催化反应，虽然 Zn2+是

某些生物酶的重要组成部分，但是过量的 Zn2+

可以与生物酶中的蛋白质结合位点结合，导致

蛋白质失活或功能障碍，从而降低酶的活性。

推测本研究中 Zn2+对酶的影响可能与 Zn2+的浓

度有关，说明该浓度的 Zn2+是过量的，因此酶

的活性降低。另外，根据公式 (1)拟合得到

RLSR5 的 Km 为(76±16) μmol/L，进一步计算得

到 kcat 为(268±24)/min。由此也说明不同种类羰 

 
图 7  RLSR5 酶活测试结果   A：pH 对酶活力的影响；B：温度对酶活的影响；C：pH 对酶稳定性的

影响；D：温度对酶稳定性的影响；E：金属离子对酶活力的影响。 
Figure 7  Enzyme activity test results of free RLSR5. A: Effect of pH on the activity of free RLSR5; B: 
Effect of temperature on the activity of free RLSR5; C: Effect of pH on the stability of free RLSR5; D: Effect 
of temperature on the stability of free RLSR5; E: Effect of metal ions on the activity of free RLSR5. 
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基还原酶的酶学性质存在一定差异，可以进一

步研究催化其他羰基底物的特性以及该酶的固

定化酶催化情况。 

3  讨论与结论 
本研究以 PK 为底物，以不同动物肝脏粗

酶液为生物催化剂，筛选出可生物催化合成

R-TVP 的兔肝粗酶液。通过蛋白质纯化技术和

基因工程的方法，成功筛选到具有催化活性的

羰基还原酶并利用其编码基因构建了重组大肠

杆菌 BL21(DE3)/pET28a-rlsr5。经过对重组菌

株的诱导、表达，并利用亲和层析手段纯化可

获得高纯度的羰基还原酶 RLSR5。该羰基还原

酶属于醛酮还原酶家族成员，为 NADPH 辅酶

依赖型。RLSR5 可以高效催化底物 PK 生成 R 型

托伐普坦，酶活力为2.12 U，比酶活为 36.64 U/mg，
产物 e.e.值高达 99%，说明该酶具有较高的酶

活力和立体选择性，催化过程遵循反 Prelog 规

则。RLSR5 酶学性质研究表明该酶的最适反应

温度为 30 ℃，最适反应 pH 为 6.0，该酶不是

金属离子依赖性的酶，其活性不受金属离子浓

度的影响，Mn2+的添加促进了酶的活性，而高

浓度的 Zn2+却抑制了催化反应。经过对 RLSR5
的 pH 和温度耐受性研究发现，该酶在 20 ℃时

保持最大活性，pH 为 7.0 的缓冲体系中稳定性

最好，说明该酶在较低温度和中性 pH 范围内

稳定性良好。为使该酶能更好地在工业环境下

(高温或高底物浓度)发挥催化作用，下一步将重

点对该酶进行适应性改造，如理性或半理性设

计、定向进化等研究。此外，本研究还在 1 mL
体系下进行纯酶的催化反应，催化效率仍能保

持较高，底物 PK 的转化率可达 90.4%，证明该

酶的放大生产具有可行性。目前也正在研究该

酶的固定化酶催化以提高酶的稳定性以及重复

使用率。鉴于 RLSR5 优异的酶学特性，也会对

其催化的底物谱进行研究，以扩大该酶的应用

范围。本研究开发的生物催化合成单一异构体

托伐普坦可以对光学纯托伐普坦的下游应用研

究起到推动作用。 
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