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摘 要 由本实验室筛选得到的摩尔摩根氏菌 GUT菌株可将底物 KU苯基U!U甲氨基丙酮专一性地转化为 @U伪麻黄碱。以 A (
5(*1+$## GUT为出发菌株，菌体超声破碎后，经硫酸铵沉淀、H.0DB’ 4A50,&>0疏水柱层析、MO;M阴离子柱层析和非变性凝胶电泳
四步纯化获得电泳纯羰基不对称还原酶。亚基分子质量为 P!]9 @M，高效液相色谱分析酶的分子质量约为 TP]K @M，初步认为
该酶为二聚体蛋白。对所得到的部分纯化酶的酶学性质做了初步研究，纯酶进行基质辅助激光解析电离U飞行质谱分析，比对
结果显示为与亮氨酸脱氢酶蛋白有很高相似性。
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麻黄碱（O5.03,1D0），化学名为 KU苯基U!U甲胺基丙
醇，是一种从麻黄中分离而得到的芳香族氨基醇衍生

物，其立体异构体 ’U麻黄碱和 @U伪麻黄碱，由于具有

较大的药理作用，广泛应用于临床医疗中［K，!］。

目前，麻黄碱主要来源于植物直接提取和化学

合成，但直接提取法由于原料来源和高生产成本问



题，化学合成法则因为异构体分离困难和环境污染

而限制了其发展［!］。生物技术是目前解决麻黄碱大

规模生产的理想途径之一，主要包括植物细胞组织

培养、生物转化和基因工程微生物发酵。其中生物

转化法因反应条件温和、速度快、转化率高、产品光

学纯度高等优点而具有巨大发展潜力［"，#］。

前期利用一株 ! $ "#$%&’(( %&’ 细菌全细胞生
物转化 (&苯基&)&甲氨基丙酮（*+,）为 )&伪麻黄碱
的过程中［-］，发现 )&伪麻黄碱作为一种手性羟基化
合物，其生物转化为一种羰基还原酶所调控。然而，

国内外对微生物 ! $ "#$%&’(( 的研究很少，其基因
组序列、产物组分、纯培养条件等信息几乎为空白，

未见其产羰基还原酶的报道。本文研究了源于 ! $
"#$%&’(( %&’菌株羰基不对称还原酶分离纯化条件，
并在此基础上研究了该酶的部分酶学性质。

! 材料与方法

!"! 实验材料
菌株 ! $ "#$%&’(( %&’为本研究室筛选并保藏。

伪麻黄碱化学对照品为赤峰艾克制药科技有限公司

产品，底物 (&苯基&)&甲氨基丙酮（*+,）为本研究室
化学合成。.,/. 01234505 (66层析系统为 +70589:7
;9:57:<=: >=4?0<9产品，丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、
考马斯亮蓝 @&)#6 购自 A3BC: 公司，牛血清白蛋白
>D+为中国医药集团产品，电泳所用试剂及标准相
对分子质量蛋白质为 >>E原装产品，其它试剂为国
产分析纯。

!"# 实验方法
!"#"! ! $ "#$%&’(( %&’菌体的收集：! $ "#$%&’(( %&
’细胞经 )66 F发酵罐培养 !- 9，细胞经 ’6665G7=H、
"I离心分离后，用 6JKL生理盐水洗涤 )次，冷冻干
燥得干菌体，冷藏备用。

!"#"# 粗酶液制备：冷冻保藏的菌体以冰水浴解
冻，以 (G!（ MG7F）的比例，用冰预冷的 )67743GF
（2NOJ#）磷酸缓冲液（下同）稀释解冻后菌体成菌悬
液，超声波破碎 (67=H（工作 (8，间歇 !8），保持菌液
始终处于低温（6 P "I）。破碎后经 (’6665G7=H "I
下离心 !67=H，所得上清液为粗酶液。
!"#"$ 蛋白质测定方法：蛋白质的浓度由
>5:QR45Q［O］检测法确定，以牛血清白蛋白为标准蛋
白，于 #K#H7处测定吸收度值，做工作曲线，得蛋白
质浓度与吸光度之间的关系，样品蛋白质浓度对照

标准曲线获得。

!"#"% 酶活测定方法：采用高效液相色谱法，N;FS

检测条件见文献［’］。
酶反 应 体 系： #6!743 *+,，(!743 T+UN，

!66!743葡萄糖，(#B 的葡萄糖脱氢酶（用于辅酶
T+UN 再生）和适量酶液共 (7F，!6I转化 (69，
(66665G7=H离心 (67=H，取上清用 N;FS检测。一个
酶单位相当于在规定条件（温度 !6I）下每小时还
原 (7M *+,所需酶量。
!"#"& 酶的分离纯化：粗酶液进行（TN"）) DV" 分级

沉淀，将 O6L P (66L饱和度的沉淀溶于少量缓冲
液 +（)7743GF 磷酸盐缓冲液 W (743GF 硫酸铵，
2NOJ#）中，经透析和浓缩后上 ;90HX3 DB205480疏水
柱层析，先以 +液平衡，再以不同比例的洗脱缓冲
液 >（)7743GF 磷酸缓冲液，2NOJ#）洗脱，流速
"7FG7=H，将活性部分收集，透析后超滤浓缩。超滤
浓缩后上 UY+Y D029:5480阴离子交换柱，先用 +液
平衡，再用洗脱液 >（)7743GF磷酸缓冲液 W ( 743GF
T:S3，2NOJ#）按 )6L P "6L的比例洗脱 )个柱体积，
流速 )7FG7=H，收集活性部分，透析后冻干浓缩贮
存，检测酶纯度，用于酶学性质研究。

!"#"’ 非变性电泳分离：非变性电泳参考蛋白质手
册［O］，目的酶切胶分离参考文献［K，(6］。
!"#"( 酶蛋白分子量的确定：采用 DUD&聚丙烯酰胺
凝胶电泳法和液相方法两种方法测定该羰基还原酶

分子量，DUD&聚丙烯酰胺凝胶电泳法参考文献［O］进
行，N;FS方法通过作 /@&3M*标准曲线，从标准曲线
上求得酶分子质量。

!"#") 纯酶的质谱分析：酶的纯化方法及全酶质谱
分析见文献［((］。

# 结果与讨论

#"! 酶的纯化
细胞破碎后，细胞中大量不同种类的蛋白质、各

种酶蛋白、核酸等杂质也混杂在酶粗提液中，是分离

纯化的干扰成分。粗酶经硫酸铵沉淀、;90HX3
DB205480疏水柱层析、UY+U阴离子柱层析和非变性
凝胶电泳四步纯化，酶活提高 )"倍，电泳得到单一
条带。各步纯化的结果如表 (所示。
#"# 酶的纯度检测
样品经 UY+Y层析分离后，DUD&;+ZY仍然有 "

条带，经 UY+Y层析后的酶量较小，无法满足进一步
的层析分离，且多次的柱层析对酶活的影响很大。

基于此，采用非变性凝胶电泳分离这四条带，分别对

它们进行检测，得到单一条带有酶活，为纯化酶。结

果见图 (。
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表 ! ! " "#$%&’(( #$%中羰基不对称还原酶的纯化
&’()* ! +,-./.0’1.23 2/ 0’-(234) *3’31.25*)*01.6* -*7,01’5* /-28 ! " "#$%&’(( #$%

!"#$ %&"’( $)&"#*+,-. %&"’( ’/"*0*"1,2 !$#/*3*/ ’/"*0*"1,（2,-. $)&"#*+） 4*#(5,6
7)25# #+81-# #9")’/" :;<= ><=? @AB :CC

（DE<）;!F< G’"2)’"*&+ 3)’/"*&+ H?> @B=H ;:A< =:AC
IJ#+1( !2$#)&G# ;H :BH= @:A; :@AH

KLML @A? B<: =?A< BA=
IMNL #(#/")&$J&)#G*G CA: :=AH; :=HA; CA@@

图 : IMNL电泳图
O*.P: !K!QIMNL #(#/")&$J&)#"*/ $’""#)+

’： /)25# #+81-#；R： ’/"*0# 3)’/"*&+ ’3"#) KLML *&+Q#9/J’+.#； /：

$2)*3*#5 #+81-#P

9:; 酶的相对分子量
纯化后的样品经 !K!QIMNL 检测纯度为单条

带，达到电泳纯（图 :）。分子量标准以对数值作图，
计算该酶亚基分子质量为 <;A?SK。采用高效液相
色谱法进一步确定该酶的分子量，液相方法来测定。

以标准蛋白的分子量和保留时间作图，得到的标准

曲线为：! T U CA;C<H" V BA;@::。纯酶在同样条件
下进样后的保留时间为 BA?=> -*+，由标准曲线求得
其分子质量为 =<A:SK。初步认为该酶为二聚体蛋
白。

9:< 酶的生化性质
以 KLML !#$J’)&G#阴离子交换柱层析后的酶为

研究对象。

9:<:! 辅酶依赖性：分别以 DMKE和 DMKIE为辅
酶考察该酶对辅酶的依赖性，结果如表 ;所示。该
酶以 DMKE为辅酶酶活力较高，而以 DMKIE为辅酶
时，酶活仅为前者的 H@AB6，表明该酶对辅酶没有
专一的依赖性。

表 9 辅酶对酶反应的影响
&’()* 9 =//*01 2/ 02*3>48* 23 1?* *3>48* ’01.6.14

7&#+81-# !$#/*3*/ ’/"*0*"1,（2,-.）
W(’+S C
DMKE =?A<
DMKIE H;A:

9:<:9 酶促反应最适 $E、温度：不同 $E值（< X =）
下酶活性的变化如图 ;所示，实验过程中以最高酶
活力为 :CC6，图 ;表明，该羰基还原酶在催化反应
中的 $E为 BA?时维持最大的催化效率，$E在 BAC X
@AC之间可以保持 =C6的酶活力。在最适 $E条件
下，酶反应体系温度（;C X BCY）对酶活性的影响如图
H所示。图 H表明，该酶的最适反应温度在 H@Y。在
HC X <CY范围内该酶维持较高的活性。继续增加反
应体系的温度，酶活力呈逐渐下降趋势。通常，来源

于微生物的催化羰基不对称还原反应的脱氢酶的最

适温度基本维持在 HB X <CY范围内，也即微生物的最
适生长温度。催化反应的最适 $E一般在 BAC X @AC
之间，会因微生物来源不同稍有差异［>］。

图 ; 酶促反应的最适 $E
O*.P; L33#/" &3 $E &+ "J# #+81-# ’/"*0*"1

图 H 酶促反应的最适温度
O*.PH L33#/" &3 "#-$#)’"2)# &+ "J# #+81-# ’/"*0*"1

9:<:; 不同 $E条件下酶稳定性与热稳定性的研
究：纯化酶在不同 $E值的 :CC--&(,Z磷酸钠缓冲液
中，<Y处理 HC-*+，然后测定该酶保持的活性，未调
整 $E 前储存酶活力比较，以未储存的酶活力为
:CC6，结果如图 <所示。在 $EB X = 的缓冲液中都
较为稳定，可以保存原有酶活力的 =C6以上。但是

C@; #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*3! 生物工程学报 ;CC@，[&(A;H，D&A;



当 !"大于 #或小于 $时，酶活力下降显著。
在不同温度下保温一定时间后测定酶活力，与

最适条件下酶活力（%&&’）比较，如图 ( 所示，在
)(*以下，酶活力相对比较稳定，能保持 +&’以上，
,&*以上酶活损失较大。

图 $ 肽指纹图谱
-./0$ 12!3.42 5677 8.9/2:!:.93

图 , 酶在不同 !"值下的稳定性
-./0, ;36<.=.3> ?8 29@>52 6A3.B.3> .9 4.882:293 !"

图 ( 酶的热稳定性
-./0( ;36<.=.3> ?8 29@>52 6A3.B.3> .9 4.882:293 325!2:63C:27

!"#"# 金属离子对酶活性的影响：金属离子及
DEFG对酶活的影响如表 )所示。添加金属螯合剂
DEFG导致酶活性下降，表明该酶需要某些金属离
子作为激活剂才能有较高的催化活力。添加

&H%55?=IJ 的金属离子，K9L M、NCL M、O/L M、O9L M、
N?L M、G/M、"/L M 等对酶活都有一定的影响。其中，
添加 O/L M、O9L M等离子能提高酶活；重金属离子，如
G/M、"/L M则导致酶完全失活。
!"$ 纯酶的质谱分析
软电离技术 D;P（电喷雾电离）和 OGJEP（基质

辅助激光解析附电离）是利用生物质谱技术快速、准

确鉴定蛋白质组分的技术，是了解基因功能的最重

要途径之一［%L］。在本研究中，利用 OGEJPQFR-QO;
获得该羰基不对称还原酶的全酶肽指纹图谱，如图

$，利用 OG;NRF通过 1:?32.9 1:?7!2A3?:蛋白数据库
对目的蛋白进行鉴定，通过 ORS;D评分方法，未能
得到 %&&’的匹配识别，这一结果表明，本研究所获
得的纯酶为一种新型蛋白。

表 % 金属离子对酶活的影响
&’()* % +,,*-./ 0, 1’2304/ 5*.’) 306/ 06 *6785* ’-.313.8

O236==.A .?9 T2=63.B2 6A3.B.3>I’
U=69V %&&
O9L M %$#H(
O/L M %(,H#
G=) M %&)H$
K9L M %&,HL
N6L M W,H)

DEFG（(55?=IJ） ($HL
DEFG（%&55?=IJ） ($H#

NCL M &
G/M &
"/L M &

通过 ORS;D评分方法获得最主要的一个匹配
为一芽孢杆菌中的亮氨酸脱氢酶，而 ! 0 "#$%&’(( XQ
#菌株与芽孢杆菌属有较大同源性，且羰基不对称
还原酶与亮氨酸脱氢酶都为氧化还原酶系，此匹配

蛋白与目的酶有一定的同源性。该研究为分子生物

学方法研究这种未知羰基还原酶提供了思路。

% 结论
本文首次报道了从 ! 0 "#$%&’(( 中分离获得一

种羰基还原酶，该羰基还原酶能够在 YGE1"IYGE"
共同参与下，催化底物 %Q苯基QLQ甲氨基丙酮生成 )Q
伪麻黄碱。研究通过硫酸铵盐析沉淀疏水层析、离

子交换层析和非变性电泳分离，得到电泳纯羰基不

%+L张鹏华等：!#$%&’*++& "#$%&’(( XQ#羰基不对称还原酶的分离纯化及性质研究



对称还原酶，亚基分子质量为 !"#$ %&，由液相法得
到该酶分子质量为 ’!#( %&，推断此羰基不对称还原
酶为二聚体。

对纯酶进行 )*&+,-./0-)1 分析，表明其是一
种新蛋白，得到一匹配度为 "2$的蛋白，为亮氨酸脱
氢酶，由于匹配度较高，与该酶应有较大同源性，目

的酶中应含有部分亮氨酸脱氢酶的结构序列功能，

为鉴定蛋白或构建简并引物提供依据，其全面、具体

的结构与功能尚有待于做进一步的研究确定。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

微生物遗传学（第三版）
盛祖嘉 编著 KT’-T-SL-S($$KT-K 定价：T$?SS "SST年 (月出版
本书是现代遗传学丛书之一。第三版中除删去第二版中的经典遗传学概论一章，把遗传的物质基

础一章并入绪论，把形态建成和分化发育一章的内容归并入有关章节，并在非孟德尔式遗传学一章增

加转座因子和遗传工程概要两节的内容以外其余部分基本上保持原貌，作为本书的上篇。下篇包括新

增的三章（特殊类型的微生物的遗传学研究，普遍细胞功能的遗传学研究，微生物基因组学）以及在原

有基础上更新扩充的进化一章。除了上述扩充更新之处以外本书还采取了一些技术性的更新，包括索

引、中英对照、章节安排、目录编排等。

本书在系统地介绍微生物遗传学的基础知识，基本原理的基础上反映近年来这一领域的研究成

果。它可以作为大专院校微生物遗传学课程的教材；作为分子生物学、微生物学、遗传工程学等学科的

教学参考书，也可以作为科研人员和有关专业的研究生的参考书。

马修斯植物病毒学（原书第四版）（):;;D6ZG’Q3:9; _85A3A=I）
［英］>? 赫尔 编著 范在丰 等译 KT’-T-SL-S(T($K-T 定价：($S?SS "SST年 (月出版
自从《马修斯植物病毒学》第三版出版以来的十年间，植物病毒学领域又有了令人瞩目的发展。这

部得到读者厚爱的专著现在由罗杰·赫尔（>A=65 P433）教授执笔又得以及时更新。《马修斯植物病毒学》
第四版除增加了大量彩色图版外，还详细介绍了这个发展迅速的领域中许多重要的新进展，包括生物

学与生态植物病毒学、植物基因工程、分子病毒学、分子结构以及寄主与病毒互作等多方面的内容。

《马修斯植物病毒学》是一部经典著作，是植物病毒学、植物病理学、普通病毒学、植物生理学和微

生物学专业方向的学生、教师或对这些领域感兴趣的爱好者的优秀教材；在分子生物学、生物化学与昆

虫学相关领域工作的科学家也会发现这部力作是他们所需的宝贵参考书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。
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