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重组枯草芽抱杆菌的构建及对街体的 Cl
,
2位脱氢
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,
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摘要 :本文将简单节杆菌 3 一 誉酮 一 1 一 脱氮酶基因克隆到分泌表达载体 p w B9 8o 上
,

并转入枯草芽抱杆菌 w B仗刃 中
,

得到重

组芽艳杆菌菌株
。

重组芽艳杆菌表达出的 目的蛋白的分子量为 55 KD a ,

分光光度法检浏到胞 内和胞外可溶性部分的酶活分别 为

11 0 士 O
.

sm U 和 巧 土 O
,

6m U每毫克蛋白
,

对苗体底物 4 一

AD 的转化率为 45
.

3 %
,

比出发菌简单节杆菌提高了将近 10 倍
。

关健词 : 3 一 苗酮 一 1 一 脱氮醉 ; 重组枯草芽抱杆菌 ; 苗体转化 ; 4 一 AD
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前言

幽体的生物转化是指利用微生物细胞对幽体化合物某一

特定部位 (基团)的作用
,

使它转变为结构上相类似的另一种

化合物
。

与化学方法相比具有生产周期短
、

产品收率高
、

反应

专一性强
、

无有毒物质残留等特点
,

已在菌体激素类药物生产

中被广泛采用川
。

目前已发现微生物几乎对幽体各位点(包

括街体母核和侧链 )都能进行催化反应
,

这些反应至今已经发

现的主要有氧化
、

还原
、

水解
、

醋化
、

酞化
、

异构化
、

卤化
、

A 环

开环
、

边链降解等
,

其中比较重要的生物转化反应主要有经基

化
、

脱氢
、

边链降解等
,

而在脱氢反应中尤以 c l
,

2 脱氢最为重

要〔2 ]
。

微生物对街体的转化不同于微生物的次级代谢
,

它是通

过微生物体内的一种酶或酶系而发挥作用的
。

简单节杆菌

(为庙叨比
C

ter Si n l

禅ex )是常用的在街体母核 A 环 C :
,

2位引入双

键的微生物
,

如利用简单节杆菌使醋酸可的松 A 环 C ,
.
2

脱氢生

产醋酸拨尼松
,

早 已实现了工业化
。

简单节杆菌在幽体母核

A 环的 C ,
,

2位脱氢反应中起关键作用的酶是 3 一 幽酮 一 △ ’ -

脱氢酶(KsDH )
,

也称 C :
,

2位脱氢酶
,

它是一种单亚基酶
,

相对

分子质量为 54
.

3KD
a ,

等电点为 6
.

6
,

酶反应的最适温度和 声

值分别是 4o ℃和 10
.

01 3 〕
。

该酶既是胞内酶
、

诱导酶
,

还是一种

膜蛋白
,

两个位于 193 一 214 和 379 一 40 1位的疏水性氨基酸区

段可能构成了它的跨膜区川
。

目前膜蛋白的高效表达在研究

膜蛋白的结构和功能方面
,

一直是一个需要克服 的瓶颈问

题乞s)
。

本文 利用 枯草芽抱杆 菌 (B
.

6 d 无五s

)分泌 表达 载体
pw 田501 6]

,

实现简单节杆菌 KsDH 在 B旧曲 6石,

中的高效表达
,

提高 KS DH 的醉活力
,

并利用 B 出山t山,
对 4 一 AD 进行转化

,

为

工业化生产 AD D 开辟新的途径
。
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1 材料与方法

1
.

1 菌株与质粒

简单节杆菌(Art 玩旧ha
c te r

腼
ple x )

、

大肠杆菌撇l的和质粒

叫C1 9 均为本实验室保存
。

B
.

su
bti lis 质粒 户阳 980 和菌株

w B以刀为加拿大 Cal g呵 大学 Sul
- I川

n
w 仪唱博士惠赠

。

1
.

2 培养基

大肠杆菌和 B
.

s己〕汕
s

培养用 比 培养基
,

简单节杆菌液体

培养基组成为(聆v)
: 1% 葡萄糖

,

1 %玉米浆
,

0
.

5 % 蛋白陈和

0
.

25 % 的 犯毛R 入
,

声值 7
.

00

1
.

3 酶与主要试剂

介q D NA 聚合酶
、

限制性内切酶
、

DNA 分子量标准和 DN A

片段的琼脂糖凝胶回收试剂盒等均购 自毛止哪 公司
,

氨节青

霉素
、

卡那霉素
、

T4 DNA 连接酶
、

蛋白质分子量标准等均购 自

上海生物工程有限公司
。

1
,

4 R 二R 扩增及孟组质粒构建

参照 Ge
l山田永(序列号

:

D3 7% 9 )上报道的简单节杆菌 Cl
,

2

位脱氢酶基因怀肛幻)序列设计引物
,

上游 引物 Pl
: 5

’ 一 c c
-

CAA以万叨联芜C尤代;G AO 戊盆羌CA GA以〕A GTA 一 3
’

下划线部分为

加人的 凡nd lll 酶切位点 )
,

下 游引物 P2
: 5

’ 一 C褪些兰丝昼
C节口n t G CCCG 代 ;e 陀CG 一 3

’

(下划线部分为加入的 Ban 识工酶

切位点)
。

基因组 DNA 提取
、

质粒 D NA 制备等方法及操作均

见文献川
。

以提取的简单节杆菌染色体 D NA (10ng )为模板
,

63 ℃退火
,

扩增 目的基因
。

将 PCR 产物 以及提取 的质粒

PU C19
,

分别用 比记111 和 Ban 止1 1进行双酶切
,

酶切产物经纯化

回收后
,

用 T4 D NA 连接酶于 16 ℃连接过夜
,

利用 电转化法转

入大肠杆菌 JM I的 中
,

通过氨节青霉素抗性平板筛选转化子
,



然后对转化子质粒分别用 PCR 和双酶切法进行鉴定
,

并挑取

阳性转化子进行侧序
。

再将阳性转化子的质粒用 比记 m 和

致坦旧 I进行双酶切
,

回收目的基因
,

与 p确怕酬扣质粒 16 ℃连接

过夜
,

利用化学法[8J 转化 B j 曲已臼 w B良刃
,

利用卡那称素抗性

平板筛选转化子
。

1
.

5 孟组枯草杆菌犯刃H 的表达

接种一环重组枯草杆菌于 20 mL 含 10( 了‘卡那霉素的

LB 培养基中
,

于 37 ℃ 18() r/ 而
n

振荡培养过夜
。

按 2 % 的接种

量接种过夜培养物于 20 mL 含 10( 岁mL 卡那霉素的比 培养基

中
,

37 ℃振荡培养 洲h 后加人 0
.

1% (确7 v )的 4 一 AD 和 0
.

1%

(
v / v

)n 代。
1 一 80

,

继续培养 铭h
。

取 lmL 菌液于 12(X X) r/ 而
n

离

心 5 1面n
,

收集上清液和菌体
。

上清液先利用低温离心浓缩系

统进行浓缩
,

菌体先加溶菌酶进行破壁
,

然后分别将它们与上

样缓冲液混合
,

沸水浴 5而
n 一 10 而

n ,

离心取上清进行 SD S -

刊峪E (10 % 分离胶
,

5 % 浓缩胶)电泳
,

检测蛋白表达情况
。

经

过浓缩的上清液可直接进行酶活检测
,

菌体细胞需用PII 值 7
.

4 的磷酸钾缓冲液洗涤后
,

冰浴超声破碎(《刃W
,

超声 105
,

间

隔 叹、
,

超声加次 )
,

l么如公r/ m 加离心
,

取上清进行酶活检测
。

1
.

6 醉活检测

酶活检测采用分光光度法t,]
。

KsD H 的酶活检测是通过

测定 570r 即 处的光密度值
,

该值反映了由 NBr 形成产物 山拓r 曰

一
的情况

。

ld 反应混合物由 0
.

85 以刀L Tri 卜 Q (pHg
.

0)
、

150 脚的比 用打(硝基四氮哩蓝 )
、

550) 助心L FMs (吩嚓硫酸甲

醋)
、

姗
矛川犯F L 4 一

AD (溶于 2 % 甲醉 )和适量的细胞浸提液组

成
。

酶活用 川U /鸣蛋白来表示
,

一个酶活单位 (u )定义为一分

钟内产生 11川幻l 山fo

rmaZan
(‘70 = 13c 廿

.

脚的1 一 l) 所需要的酶

量
。

1
.

7 街体转化分析

接种简单节杆菌于液体培养基中
,

接种重组 B 旧曲山肠 于

含 l0( 岁InL 卡那霉素的 出培养基中
,

37 ℃培养过夜
,

按 5 %接

种量转接于 印d
刁

新鲜培养基中培养 对h
,

按 0
.

1 % (双丫V )的投

料量加人底物 4 一

AD 和 0
.

1 % (v/ v)T 州犯
n 一 80

,

继续培养 48 h
,

每隔 8 取样进行分析
。

用甲醉从发酵液中提取出幽体化合

物
,

并稀释一定倍数后 I开LC法[9] 分析产物生成情况
。

采用反

向 C 18 柱进行 】护l刃 分析
,

70 % 的甲醉作为流动相
,

检测波长

25 4 lun
,

样品进样量为 10( L
,

流速为 O名浏夕而
n ,

ADD 和 4 一 AD
的保留时间分别为 7

.

肠俪。和 10
.

5而n ,

利用内标法 (以黄体酮

作为内标物 )计算底物 4 一

AD 的转化率
。

摄癸
p

!又扣

图 1 汽H扩增结果

(Fi gl
:
肠

e

~
It ‘咒R p耐

IICt )

l :此R 产物(咒R 拼司 u ct ) 2
: Ikb 成吐e r

(Ikb 侧^ l目山r
)

2
.

3 h妇D 基因的序列分析

对重组质粒叫C 一 k创刀)上的目的片段 卜目D 进行核昔酸序

列测定 (上海英俊生物工程公司 )
,

所得到 的基 因全长为

1548 坤
,

大小与晓耽恤汕 中所报道的一致
,

只是在 1115 饰 的位

置发生了碱基置换
,

手
, C

,

相应的氨基酸也发生了改变
,

U
u

~

阮
,

但该氨基酸并不位于酶的活性中心
,

从理论上讲并不影响

酶的活性
。

KS DH 的活性中心是位于 219 位至 对 5 位的 27 个

氨基酸残基
:

~ ~ ~
砚明娜

4 ]
。

2
.

4 枯草杆菌表达载体的构建及转化

分别用 拓泪班和 B皿泪 I双酶切重组载体 pUC 一 k别ID 和

质粒 pw朋即
,

连接构建成重组表达载体 pw , 一 卜妇D (构建示意

图如图 2 所示)
,

并将该重组质粒转人 B
.

皿加U
:
可肠田

。

2 结果和分析

2
.

1 简单节杆菌基因组 DNA 提取及 代卫扩增

以提取的染色体 DNA 为模板
,

扩增出的目的条带如图 1

所示
。

从图中可知
,

目的片段出现在 1
.

5肠 左右
,

大小与报道

的 1
548 饰相符

。

2
.

2 克隆载体的构建及转化

将 n 口1扩增得到的目的基因进行纯化
,

用 川闭m 和 且则】扛

双酶切
,

酶切产物再经纯化后
,

琼脂糖凝胶电泳检测
。

同时也

将质粒叫C19 用 场记m 和 B即吐扛进行双酶切
,

纯化
,

最后采用 几

DN A 连接酶 16 ℃过夜连接
,

构建成重组质粒 pUc 一 k目D
。

利用

电转化法将该重组质粒转人大肠杆菌 JM I田 中
,

双酶切和 PCR

验证结果表明 k目D 基因已成功克隆到载体 pUC 19 上
。

图 2 , 组质较 p确rB 一 k目 D 的构建圈

(Fi 夕
.

日此而d 洲B 一 目D 溯
St nJ Ct 司 阮 tha 曰Pl 心效翻 ‘ Ks DH in B

.

砚‘

tili:
.

)
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5 尺刃H 在枯草杆菌中的表达

利用卡那抗性筛选阳性转化子
,

并将进一步通过酶切和

R 卫验证完全正确的转化子接种培养
,

利用 S刀6 一 PAG E 分析

全细胞和发酵液中目的蛋白分布情况
。

结果如图 4 所示
。

从

图中可以看出
,

目的蛋白主要位于胞内
,

胞外部分含量很少
。

图 3 5仿
一

以GE 分析 KS DH 的裹达情况

(Fi g 3
.

SD6 一

P̂ GE . 过师
。‘ KsD H e

甲圈泪 in B
.

即“115)
.

1 : 分子量标准(耐划坛棍i咖
n川‘ers ) ; 2

:
含空质粒的 B沮山‘11

。
对照

菌的全细胞蛋白(哪
廿d 砰议e‘ns 认 B

.

即忱u认此us ); 3
:
带重组质粒

p确旧 一

目D B
.

即团 11。全细胞蛋白(1切al 曰 p川‘佃 in B
.

面团h。 w B队幻

har 坛幼ng p确, 一 k目D ); 4
:
重组 B瓜山‘11

.
发醉液上清(以哑 即详”毗刚

‘ B
.

即场li。 w砚伪 卜目‘幼ng pW B 一

目D) ; 5 : 对照菌发醉液上清(
c

一

园
。目灿比 . 详而时助t J B

.

皿山成s)

2
.

‘ 班刃H 醉活检测和街体转化

利用前面提到的方法检测发酵液上清和破碎后的细胞浸

出物中的 班刃H 酶活
,

结果分别为 15 土 0
.

6mU 和 110 土 0
.

smU
每毫克蛋白

,

这一结果也表明表达出的目的蛋白主要位于胞

内
,

与 SDS 一 PAGE 的分析结果一致
。

利用重组 B二己石U日对 4

一

AD 进行转化的结果如图 4 所示
,

当投人底物 4 一

AD 继续培

养到 如h 左右时 4 一

AD 的转化率达到最高
,

为 45
.

3%
,

即发酵

液中生成的 AD D 的浓度达到了 45 3嗯
.

L
一 ’,

而此时简单节杆

菌对 4 一 AD 的转化率只有 5
.

2 %
。

3 讨论

由于简单节杆菌 3 一 菌酮 一 l 一 脱氢酶(KSD H)是一种跨

膜蛋白
,

直接从菌体中分离纯化出来非常困难
,

而利用大肠杆

菌异源表达往往导致其在膜内聚集而形成包涵体
,

影响酶的

活性
。

Pa ‘ch 〔l0] 等实现了皋丸酮假单胞菌(n犯
u dC切阅臼 tes 姗

-

t

~ )3 一 街酮 一 1 一 脱氮酶在大肠杆菌中的表达
,

尽管没有形

成包涵体
,

但是通过制备原生质体
、

破碎细胞和超高速离心

(l “口刀g )等方法
,

对目的产物的定位结果表明有 82
,

7 % 的活

性成分存在于内膜部分
,

12
.

3%存在于外膜部分
,

只有 3
.

3 %

的部分是可溶的
。

本文利用 B
.

s
ub 曲

s

分泌表达载体表达出的

KS DH 尽管大部分位于胞内
,

而没有完全分泌到发酵液中
,

但

是其在胞内是以可溶性形式存在的
,

与膜结合的部分很少
,

酶

活力比出发菌株提高了将近 30 倍
,

重组细胞对 4 一 AD 的转化

率也提高了近 10 倍
。

与 C场i等人tll 〕报道的其在链霉菌中的

表达情况相比
,

酶活力的提高尽管有一定差距
,

但是从生产实

际来考虑
,

链霉菌对培养条件要求较高
,

生长周期较长
,

B 旧山
-

山扫则克服了这些缺点
,

因此更适于工业化生产
。

另外
,

微生物对苗体化合物的生物转化不仅与酶本身有

关
,

还与细胞结构
,

底物的溶解性
,

底物的立体构象
.

酶与底物

的结合情况
,

以及转化条件等多种因素有关
,

因此要提高微生

物菌株对底物的转化率
,

除通过基因工程手段提高酶的活力

外
,

还应在其它方面进行进一步的摸索和优化
,

并确定最优的

产物后提取和纯化步骤
,

以期得到产物的最大产出量
,

为大规

模工业化生产奠定基础
。

4 结论

本文利用枯草芽抱杆菌表达系统
,

实现了简单节杆菌 3 -

幽酮 一 1 一 脱氢酶的高效可溶性表达
,

表达出的目的蛋白的分

子量为 55 KD a ,

主要位于细胞内
,

利用分光光度法检测到的胞

内和发酵液中的酶活分别为 110 土 o
.

sm u 和 巧 士 0
.

6m
u

每毫克

蛋白
,

总的酶活力较出发菌株提高了近 30 倍
,

对 4 一

AD 的转

化率提高了近 ro 倍
,

为工业化生产 AD D 开辟了一条新的途

径
。
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