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摘要：!’氨基丁酸代谢旁路作为三羧酸循环的一个分支，在真核、原核生物中广泛存在。在这条代谢途径中，涉及

!’氨基丁酸分解代谢的主要有两种酶：一种是!’氨基丁酸转氨酶，能将!’氨基丁酸转变成琥珀酸半醛；另一种是琥

珀酸半醛脱氢酶，该酶能将琥珀酸半醛氧化形成琥珀酸，后者进入三羧酸循环。从国内分离得到的苏云金芽胞杆

菌 (#) 菌株中克隆了 !"#* 和 !"#+ 基因。其中 !"#* 基因含有 !%%# ,-，编码一个大小为 ."/0 1+ 的蛋白质，而 !"#+
基因大小为 !%%$ ,-，编码一个 ."/" 1+ 的蛋白质。这两个基因都分别在大肠杆菌中进行了表达和纯化。通过酶活

测定结果表明，(2,* 和 (2,+ 蛋白分别呈现出!’氨基丁酸转氨酶和琥珀酸半醛脱氢酶的活性。氨基酸序列同源性

比对分析发现，这两个蛋白质在蜡样芽胞杆菌群（$ 3 %&’&() 4567-）中具有较高的相似性，而与枯草芽胞杆菌的相似

性较低则分别为 .&8、.!8。为进一步深入研究!’氨基丁酸代谢旁路在苏云金芽胞杆菌中的生物学功能及其转录

调控机制奠定了基础。

关键词：!’氨基丁酸代谢旁路，苏云金芽胞杆菌，!’氨基丁酸转氨酶，琥珀酸半醛脱氢酶

中图分类号：9$) 文献标识码：: 文章编号：#".)’"0.%（"##;）#0’!#)!’#0

"#$%&%’，()*+,--&$% .%/ 012#$’,%,3&4 5%.#2-&- $6 78$ 95:5 ;1<%3!+,#.3,/
0+$3,&%- 6+$= !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’!

<=> ?@!，" ABC( D7’E@F4! <=:C( G@H! =>:C( +2’D2F4"!!

（*+"+& ,&- ."#/’"+/’- 0/’ $1/2/!- /0 32"4+ 51)&")&) "46 74)&%+ 3&)+)，74)+1+(+&

/0 32"4+ 3’/+&%+1/4，8914&)& :%"6&;- /0 :!’1%(2+(’"2 *%1&4%&)，$&1<14! !###$%）!

（$1/+&%94/2/!- =&)&"’%9 74)+1+(+&，8914&)& :%"6&;- /0 :!’1%(2+(’"2 *%1&4%&)，$&1<14! !###&!）"

5>-3+.43：*IH!’2J@F6,7KL5@M 2M@N（(:O:）PI7FK @P 2 JHK2,6Q@M -2KIR2L KI2K ,L-2PPHP KR6 P7MMHPP@SH PKH-P 6T KIH K5@M25,6ULQ@M 2M@N MLMQH（*V:

MLMQH）@F ,6KI -56125L6KHP 2FN H7125L6KHP3 WF KI@P -2KIR2L，KIH HFXLJHP @FS6QSHN @F (:O: M2K2,6Q@PJ 25H (:O: K52FP2J@F2PH（(:O:AY），RI@MI

M6FSH5KP (:O: K6 P7MM@F@M PHJ@2QNILNH，2FN P7MM@F@M’PHJ@2QNHILNH NHILN564HF2PH（AA:+=），RI@MI 6U@N@XHP P7MM@F@M PHJ@2QNILNH K6 P7MM@F2KH3 WF

KI@P 5H-65K，RH MI252MKH5@XHN !"#* 2FN !"#+ 4HFHP MQ6FHN T56J $ 3 +9(’14!1&4)1) PK52@F (#) @P6Q2KHN @F VI@F23 O6KI !"#* 4HFH，!%%# ,- HFM6N@F4

2 -56KH@F R@KI ."/0 1+，2FN !"#+ 4HFH，!%%$ ,- HFM6N@F4 2 -56KH@F R@KI ."/" 1+ RH5H HU-5HPPHN @F > 3 %/21 O?"!（+Y)）PK52@F，2FN KIH@5 -56N7MKP

RH5H -75@T@HN ,L 2TT@F@KL MI56J2K6452-IL3 OL HFXLJH 2PP2L，(2,* -56KH@F PI6RHN KIH 2MK@S@KL 6T (:O:AY，RI@QH (2,+ -56KH@F HUI@,@KHN AA:+=

2MK@S@KL3 *IH 2J@F6 2M@N PHZ7HFMHP 6T KR6 -56KH@FP，(:O:AY 2FN AA:+=，PI6RHN P@4F@T@M2FK @NHFK@KL R@KI KI6PH @F KIH $ 3 %&’&() 4567-，,7K KIH@5

P@J@Q25@KL PM65H ,HKRHHF (#) 2FN $ 3 )(#+121) !0& R2P Q6RH5，6FQL .&8 2FN .!8，5HP-HMK@SHQL3 WF KIH -5HPHFK PK7NL，RH -56S@NHN HS@NHFMH K6

@NHFK@TL KIH 4HFHP @FS6QSHN @F (:O: JHK2,6Q@PJ，2FN @K R@QQ ,H IHQ-T7Q T65 T75KIH5 2PPHPPJHFK KIH ,@6Q64@M2Q T7FMK@6F（P）2FN 5H47Q2K@6F JHMI2F@PJ 6T

(:O: PI7FK @F $ 3 +9(’14!1&4)1) 3

?,2 8$+/-：(:O: PI7FK，$"%122() +9(’14!1&4)1)，(:O: K52FP2J@F2PH，A7MM@F@M’PHJ@2QNHILNH NHILN564HF2PH

!国家 $;) 项目（C63"##)VO!!%"#!）和国家高技术研究发展计划（&0) 计划）（C63"##0::#"<!&$）

!!通讯作者 *HQ：#!#’0"&$0!!)，#!#’0&$!$&%"；D2U：#!#’0"&!"0%"；Y’J2@Q：NTI72F4[ @--M22P3 MF，NTI72F4[J2@Q 3 M22P3 FHK 3 MF
收稿日期："##;’#)’#"，修回日期："##;’#.’"%

·!)#!·"##; 年 )%（0） 微 生 物 学 通 报



!!氨基丁酸（!!"#$%&’()*+$, ",$-，./0/）是一种

以自由态形式广泛存在于原核及真核生物中的四碳

非蛋白质氨基酸，在不同生物体中有不同的生理功

能。比如，在哺乳动物中 ./0/ 是作为中枢神经系

统中的一种重要的抑制性神经递质存在的，它通过

存在于神经突触后膜的 ./0//，./0/0 和 ./0/1 三

种受体及与其它神经递质的交互作用，参与了动物

体内多种重要的行为和生理反应的调节以及癫痫、

忧郁症、焦虑症和胰岛素依赖型糖尿病等多种疾病

的发病机制［2］。在植物中 ./0/ 可在缺氧、冷害、热

刺激、机械刺激、干旱和盐胁迫等多种逆境条件下大

量积累（./0/ 含量可增加几至几十倍）［3］。人们推

测植物体在不同逆境条件下大量积累的 ./0/ 可能

在调节植物体内 45 值、逆境条件下相关代谢中起

回补作用、氮储备、渗透调节、调节植物生长发育、诱

导逆境乙烯的产生、提高植物防御能力等几方面起

作用［6，7］。在微生物方面，8&9:9 等［;］研究发现!!氨
基丁酸与枯草芽胞杆菌 <"+’(+= 芽胞萌发的有关，

而在巨大芽胞杆菌 ! > "#$%&#’()" ?< 02;;2 菌株突

变芽胞的萌发过程中必需有!!氨基丁酸的参加，表

明!!氨 基 丁 酸 可 能 在 芽 胞 萌 发 过 程 中 起 媒 介 作

用［@］。最新研究结果表明，./0/ 作为真核生物与

病原菌细胞间互作中一种重要的信号分子，通过调

控 细 菌 群 体 感 应 信 号 分 子 A1B!5CD ［ E!（ 6!
&F&&,)"%&*G）H&#&:9+$%9 G",)&%9］的表达水平，进而影响

病原菌对真核生物致病力［I］。

./0/由谷氨酸经谷氨酸脱羧酶催化转化而

来，其代谢主要是通过 ./0/ 旁路（./0/ :H(%)）来

完成的，主要包括 6 个步骤：D!谷氨酸在 D!谷氨酸脱

羧酶（.G()"#")9 -9,"+’&F*G":9，./J）催化下经"!酮戊

二酸 脱 羧 后，产 生 ./0/；./0/ 在 ./0/ 转 氨 酶

（./0/ )+"%:"#$%":9，./0/CK））催化下，与丙酮酸发

生转氨作用生成琥珀酸半醛和丙氨酸；琥珀酸半醛

在 琥 珀 酸 半 醛 脱 氢 酶（ C(,,$%$, :9#$"G-H*-9
-9H*-+&=9%":9，CC/J5）作用下氧化生成琥珀酸后进

入三羧酸循环（L+9’: 1$+,G9）。这样从"!酮戊二酸经

过谷氨酸、./0/、琥珀酸半醛生成琥珀酸的代谢途

径就构成了三羧酸循环的一条侧支，称为 ./0/ 旁

路（./0/ :H(%)）［B］。研究发现 ./0/ 旁路在微生物

中主要参与氮、碳源的代谢［M，2N］、参与腐胺和精胺等

多胺的代谢［22］，并能够对多种逆境胁迫产生应答，

具有重要的生理功能［23］。

E$,O9+:&% 等［26］ 在 苏 云 金 芽 胞 杆 菌（ !%*(++),
&-)’(.$(#.,(,）生长及芽胞萌发过程中发现!!氨基丁

酸代谢旁路的存在。进一步的酶学分析发现，苏云

金芽胞杆菌伴胞晶体合成的过程中，不同时期测出

的!!氨基丁酸代谢旁路中氨基丁酸转氨酶和琥珀

酸半醛脱氢酶是有差异的。例如，在对数生长中期

（7H P @H），对数后期伴胞晶体合成开始（MH P 2NH），

形成芽胞的早期（22H P 26H）和后期（2;H P 2@H）即伴

胞 晶 体 旺 盛 合 成 期，氨 基 丁 酸 转 氨 酶 分 别 为

BQ6%#&GR（#$%·#=）、 ;QI%#&GR（ #$% · #= ）、 2Q;
%#&GR（#$%·#=）和 2QN %#&GR（#$%·#=）蛋白质；而琥珀

酸半 醛 脱 氢 酶 分 别 为 37Q6%#&GR（#$%·#=）、22QI
%#&GR（#$%·#=）、@Q3%#&GR（#$%·#=）和 ;QN%#&GR（#$%·
#=）蛋白质。在这个时期，这两种酶呈下降趋势，而伴

胞晶体合成呈上升趋势［27］。该途径的发现为深入研

究苏云金芽胞杆菌的芽胞和伴胞晶体的形成提供了

线索，但这仅是在酶学水平的研究，在分子水平上的

研究还未见报道。本研究通过对这 3 种酶编码基因

的克隆，并在大肠杆菌中过量表达，进一步对其酶活

特性进行了鉴定，为深入研究!!氨基丁酸代谢旁路在

苏云金芽胞杆菌中的功能和调控机制提供了线索。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

大肠杆菌 S<22N 用于基因的克隆，0D32 用于外

源基因的表达。大肠杆菌在 D0 培养基中 6IT培

养，苏云金芽胞杆菌 .N6 在 D0 培养基中 6NT培养。

氨苄青霉素（/#4）使用浓度为 2NN#=R#D。

!"# 主要试剂

U"V JE/ 聚合酶、LAJ JE/ 聚合酶购自北京鼎

国生物技术有限公司，限制性内切酶购自北京六合

通生 物 技 术 有 限 公 司。 U7JE/ 连 接 酶 购 自

W%X$)+&=9% 公司，Y1Z 产物纯化试剂盒购自 U$"%.9%
公司。5$:!)"= 纯化试剂盒（1H9G")$%= C94H"+&:9 [":)
[G&\）购自 YH"+#",$" 0$&)9,H 公司，.CU 琼脂糖凝胶

纯化 预 装 柱（.CU+"4 2#D ,&G(#%）购 自 /#9+:H"#
0$&:,$9%,9: 公司。

!!氨基丁酸、琥珀酸半醛、焦磷酸钾、$!巯基乙

醇、"!酮戊二酸和氧化型辅酶 E/JY] 购自 C$=#" 公

司。其它化学试剂均来自北京科昊达生物技术有限

公司。
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!"# 方法

!"#"! !"# 遗传操作与转化：质粒提取、琼脂糖凝

胶电泳鉴定、酶切反应、!"# 片段回收、连接反应和

大肠杆菌转化等遗传操作方法参照 $%&’())* 等［+,］。

苏云金芽胞杆菌感受态的制备和电激转化见参考文

献［+-］。所得到的 ./0 产物都经过测序进行验证。

!"#"$ !1氨基丁酸转氨酶、琥珀酸半醛脱氢酶基因

的克隆、表达与纯化：!1氨基丁酸转氨酶：利用 23!
聚合酶通过 ./0 扩增方法从苏云金芽胞杆菌 456
基因组中获得编码氨基丁酸转氨酶的基因。所用引

物根据苏云金芽胞杆菌菌株 789+,:5 全基因组测

序结果设计（未发表）。正向引物含 !"#;< 限制性

酶切位点，反向引物含 $"%< 限制性酶切位点（表 +）。

./0 反 应 条 件 如 下：=>? > &@A；=>? +&@A，,>?
+ &@A，-B? 6 &@A，65 个循环；-B?延伸 +5 &@A。扩增

得到的 &"’9 基因用 $"% < 和 !"#;< 双酶切后插入

同样酶切消化处理的 CD91:+’ 载体。得到的重组质

粒转化大肠杆菌菌株 8E:+（!D6）。所获得的阳性

转化子接种活化，菌液按 +F转接于含 +55"GH&E 氨

苄青霉素的 E8 培养基中 6I?培养至 ()-55 5J, K
5J-，加 5J, &&)LHE <.94 +B?、+>5 (H&@A 诱导过夜。

-555 (H&@A 离心 +5 &@A 收集菌体，>?复溶于 :5 &E
:5 &&)LHE 9(@M 缓冲液中。混合物 >?条件下搅拌

65 &@A。之后超声破碎，+:555 (H&@A 低温离心 65 &@A
去除细胞沉淀。上清进行 $!$1.#4D（+:F）电泳检

测。得到的带有 - 个组氨酸标签的融合蛋白参照

.N%(&%O@% 说明书通过镍柱亲和层析方法进行纯化。

琥珀酸半醛脱氢酶：利用 23! CLPM 聚合酶通过

./0 扩增方法从苏云金芽胞杆菌 456 基因组中获得

编码琥珀酸半醛脱氢酶的基因。引物设计、./0 反

应同前。扩增产物经 $"%< 和 !"#;< 双酶切后插入

同样酶切消化处理的 C4DQ1>91+ 载体。得到的重组

质粒 C4DQ1&"’! 转化大肠杆菌菌株 8E:+。经测序

验证正确后，带有 4$9 标签的琥珀酸半醛脱氢酶融

合蛋白在大肠杆菌中被诱导表达，表达产物参照

#&R(MN%& 产品说明书进行谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲

和层析纯化。

表 ! 引物序列

"%&R $RSPRAORM ")TR

&"’!U /4%%&’((
!"#;<

9944#9#####44/4#/ U)( C4DQ1>91+ VROT)(

&"’!0 #/%(%’(%&(
$"% <

9#49///##94###9#9# U)( C4DQ1>91+ VROT)(

&"’9U /4%%&’((
8%&;<

4#94/9#4####4###49944/ U)( CD91:+’ VROT)(

&"’90 #/4/%’(%&(&&(
$"% <

4/4#4/4#9499949994 U)( CD91:+’ VROT)(

注：加粗部分为引入的酶切位点。

!"#"# 酶活测定：!1氨基丁酸转氨酶、琥珀酸半醛

脱氢酶酶活测定方法参见 W%*)’X［+I］。

!"#") 氨基酸序列同源性分析：利用标准化多序列

比对软件 /LPMT%L Y［+B］将 456 的!1氨基丁酸转氨酶、

琥珀酸半醛脱氢酶氨基酸序列分别与芽胞杆菌属中

其它已知的同源序列进行比对分析，并运用 ZD4#
（Z)LROPL%( DV)LPT@)A%(X 4RART@OM #A%LXM@M）6J+ 软件分

别构建两者的遗传进化树［+=］。

$ 结果与分析

$"! !*氨基丁酸转氨酶 !"#’、琥珀酸半醛脱氢酶

!"#+ 基因的鉴定

两对引物 &"’9UH&"’90 和 &"’!UH&"’!0（表

+）用于 456 基因组 !"# 的扩增，./0 产物（ &"’9

大小约 +>>5 ’C，&"’! 约 +>>= ’C）由上海生工进行

测序。核苷酸序列比对分析表明，这两个基因与

789+,:5 菌株的同源基因序列完全一致，与蜡样芽

胞杆菌 #9// +>,I= 同源基因具有较高的相似性，相

似系数分别为 =BF（&"’9）和 =IF（ &"’!）［:5］。 &"’9
和 &"’! 基因序列已提交到 4RA8%A*（登录号分别

为：![B,==B, 和 ![B,==B- ）。

$"$ !*氨基丁酸转氨酶、琥珀酸半醛脱氢酶的表达

与纯化

!1氨基丁酸转氨酶基因 &"’9 插入到 CD91:+’
表达载体并在大肠杆菌 8E:+ 中成功表达。表达的

融合蛋白是可溶性的，大小约为 ,6 *!，与预计的融

合蛋白（包括 ,:J- *! 的氨基丁酸转氨酶和 / 末端 -
个组氨酸标记）大小一致（图 +，泳道 :）。粗提物利
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用 !"" ##$%&’ 咪唑缓冲液进行镍柱亲和层析得到

纯化产物，经 ()(*+,-. 分析蛋白纯度达 /"0以上

（图 1，泳道 2）。

图 1 -345 融合蛋白镍柱亲和层析纯化

()(*+,-. 电泳图

1 阴性对照（6.5*!14 空载体）；! -345 粗蛋白提取物（大约 72 8)）；

2 -345 纯化蛋白（大约 72 8)）；9 低分子量蛋白标记物

琥珀酸半醛脱氢酶基因 !"#) 通过 6-.:*95*1
在大肠杆菌 ;’!1 中正常表达。表达产物大小约为

<= 8)，包括 >*末端一个大小约为 72 8) 琥珀酸半醛

脱氢酶和 ?*末端一个大小为 !@ 8) -(5*标签，并且

也是可溶性的（图 !，泳道 1）。用 !" ##$%&’ +;( 缓

冲液（6A =B"）洗脱经谷胱甘肽凝胶亲和层析方法得

到纯度约为 /70的纯化蛋白（图 !，泳道 !）。

图 ! -34) 融合蛋白谷胱甘肽琼脂糖亲和

层析纯化 ()(*+,-. 电泳图

1 -34) 蛋白粗提物（约 <= 8)）；! -34) 纯化蛋白（约 <= 8)）；2 阴

性对照（6-.:*95*1 空载体）；9 低分子量蛋白标记物

!"# !$氨基丁酸转氨酶、琥珀酸半醛脱氢酶的活性

检测

得到的纯化产物 -34) 和 -345 用于酶活测定。

其中 纯 化 的 -345 呈 现!*氨 基 丁 酸 转 氨 酶 活 性

（!B!"@ C&#’&#D 6E$FGHI），-34) 纯化蛋白表现出琥珀

酸半醛脱氢酶的活性（2B=7=C&#’&#D 6E$FGHI）（表 !）。

与其它纯化的琥珀酸半醛脱氢酶活性相比，-"2 的

琥珀 酸 半 醛 脱 氢 酶 活 性 与 荧 光 假 单 胞 菌 的 相 似

（2B@1 C&#D&6E$FGHI）［!1］，比人的（!B< C&#D&6E$FGHI）［!!］

略高 一 些，但 比 拟 南 芥 的 要 低 得 多（!2 C&#D&
6E$FGHI）［!2］。酶活测定结果还发现 -"2 中琥珀酸半

醛脱氢酶活性是依赖于 ?,)+J 的。

表 ! %&’( 和 %&’) 蛋白纯化方法和酶活测定结果

5$F3% 6E$FGHI
K$IKGIFE3FH$I
（#D&#’）3

.ILM#G
3KFHNHFM

（CIHFO&#’&#D
6E$FGHIO）

+PEHQHK3FH$I
#GFR$S

-345 ?H! J *3QQHIHFM
KRE$#3F$DE36RM

>EPSG GTFE3KF 7 2B!!=

+PEHQHGS GILM#G "B! !B!"@

-34)
-%PF3FRH$IG (G6R3E$OG
3QQHIHFM KRE$#3F$DE36RM

>EPSG GTFE3KF 1B! 9B2/2

+PEHQHGS GILM#G "B9 2B=7=

注：3 总蛋白质浓度利用牛血清白蛋白作为标准。

!"* 氨基酸序列同源性分析

运用 U.-, 2B1 软件对 -"2 的!*氨基丁酸转氨

酶、琥珀酸半醛脱氢酶与 ?>;V 蛋白质数据库中芽

胞杆菌家族 12 个已知的同源蛋白分别进行了氨基

酸序列 比 对 分 析，结 果 表 明：除 了 蜡 样 芽 胞 杆 菌

$%&’%()*%+’"(%()&) W;,;9（ ,$ W;,;9）外，大多数蜡

样芽胞杆菌群成员聚集在一起（图 2,）。来自 -"2
的!*氨基丁酸转氨酶与蜡样芽胞杆菌 197</ 和苏云

金芽胞杆菌以色列亚种 ,5>> 27@9@ 的具有极高的

相似性，相似系数达 //0。三者的大小均为 9</ 个

氨基酸，只有一个氨基酸残基不同，即 -"2 中第 2"9
个残基是天冬酰胺（,OI），而在其它两个菌中则是天

冬氨酸（,O6）。说明!*氨基丁酸转氨酶在蜡样芽胞

杆 菌 群 中 是 相 当 保 守 的。 而 另 外 2 个 菌 即

, X ’"-./01"() >*1!7（ ,’ >*1!7）、 , X -&2’%(&3.14&)
,5>> 197="（, - 197="）和枯草芽胞杆菌 1@= 聚在

另一组，与 -"2 的相似性较低，其中 -"2 和枯草芽

胞杆菌 1@= 相似最低，仅有 7=0。

同样地，通过对琥珀酸半醛脱氢酶氨基酸序列

同源性分析得到了类似的结果（图 2;）。来自 -"2、

蜡样芽胞杆菌 197</ 和苏云金芽胞杆菌以色列亚种

,5>> 27@9@ 三者的琥珀酸半醛脱氢酶具有较高的

相似性，相似系数为 /=0。说明琥珀酸半醛脱氢酶

在蜡样芽胞杆菌群中同样也是非常保守的。而 -"2
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和枯草芽胞杆菌 !"# 之间的相似性也是最低的，仅

为 $!%。

图 & 基于氨基酸序列比对结果构建的芽胞杆菌!’氨基

丁酸转氨酶（(）和琥珀酸半醛脱氢酶（)）系统进化树

! 讨论

本研究首次从苏云金芽胞杆菌中克隆了!’氨
基丁酸转氨酶编码基因 !"#* 和琥珀酸半醛脱氢酶

编码基因 !"#+，并分别建立了这两种酶的表达和纯

化方法。对!’氨基丁酸转氨酶而言，选用 ,-*’.!/
表达载体能够在大肠杆菌中大量表达，通过镍柱亲

和层析方法获得纯化蛋白。与以往报道的纯化方法

相比，在荧光假单胞菌中采用精蛋白处理、硫酸铵分

级沉淀、大体积丙酮处理，然后再通过 0，0’二乙基

氨基乙基纤维素层析方法，经过这些处理虽然可以

获得纯化产物，但酶活性却大部分丧失了［.1］。本实

验中采取的表达与纯化方法，不仅简单易行，而且能

够获得高产量、高纯度的纯化蛋白。另外，我们发

现，23$ 445678 9:*; 诱导，!#<、!12 =74>? 的培养条

件有利于!’氨基丁酸转氨酶基因的表达。而在利

用 ,-*’.!/ 表达琥珀酸半醛脱氢酶基因时，却未得

到可溶性蛋白。尽管我们采取了多种方法（如不同

温度诱导、不同诱导物浓度、不同转速等组合诱导）

进行表达条件的优化，但表达产物仍以包涵体的形

式存在于沉淀中，因此换用另一个表达载体 ,;-@’
1*’!，获得了可溶性目的蛋白。这些结果表明，不同

蛋白质的表达系统可能是不同的。对于同一种蛋

白，其表达纯化的方法不同，所得到的结果也不尽相

同。有关琥珀酸半醛脱氢酶，最初报道在荧光假单

胞菌中是采用三步纯化方法，包括 AB,CDE=F6 A’&22、

+-(-’AB,CDEB6、)6GB AB,CD=>HB I8’") J=DEK>5?H 等［.$］。

在大肠杆菌中其纯化方法有所改进，采用过硫酸铵

分级沉淀的方法。与这些方法相比，采用固定的谷

胱甘肽亲和层析方法，简单快捷，一步完成纯化，显

著提高了目的蛋白的产量和纯度，并且较好地保持

了蛋白的活性。总之，本实验所采用的简单、有效的

表达纯化方法，获得了高纯度、高活性的!’氨基丁

酸转氨酶、琥珀酸半醛脱氢酶，为进一步深入研究它

们的结构和功能提供了可能。

炭疽芽胞杆菌（ $ L "%&’(")*+）、蜡样芽胞杆菌

（$ L ),(,-+）和苏云金芽胞杆菌（$ L &’-(*%!*,%+*+）是

蜡样芽胞杆菌群中亲缘关系非常接近的 & 个种，有

关它们的分类地位至今尚不清楚。它们是同一个种

的不同变种还是属于不同的种始终争论不休［."，.M］。

本实验通过对芽胞杆菌群中 !1 个已知的!’氨基丁

酸转氨酶、琥珀酸半醛脱氢酶氨基酸序列同源性比

对分析发现，苏云金芽胞杆菌的!’氨基丁酸转氨

酶、琥珀酸半醛脱氢酶与蜡样芽胞杆菌群中的同源

蛋白均具有较高的相似性，而与蜡样芽胞杆菌群外

其它菌的相似性较低。前人通过蜡样芽胞杆菌群与

枯草芽胞杆菌比较基因组分析发现，那些涉及关键

代谢、氨基酸、脂类、氮源、磷和硫代谢等途径的基因

在不同基因组间无显著差异［.#］。本研究结果发现

这 . 种涉及氮源代谢的蛋白在蜡样芽胞杆菌群中是

相当保守的，正好与上述结论相符。另外，我们发

现，苏云金芽胞杆菌 NM’.M 并未与 ;2& 聚在一起，而

是与炭疽芽胞杆菌 (.2!. 和 (4BH 聚在一起。这些

结果再次说明这 & 种菌之间亲缘关系非常接近。

编码!’氨基丁酸代谢途径相关酶的基因通常

是以 !"# 基因簇的形式存在的［!.］，但不同生物中

!"# 基因簇的组织和结构却是不同的。大肠杆菌基

因组上 EH>+’FODP’!"#+*: 基因簇组成了一个复杂

的、由"H 因子控制的操纵子，参与!’氨基丁酸的代

谢［!.，.N］。而枯草芽胞杆菌中涉及!’氨基丁酸代谢

途径的两个功能基因 !"#*（编码!’氨基丁酸转氨
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酶）、!"#!（编码琥珀酸半醛脱氢酶）组成一个操纵

子，由另外一个与之反向的调节基因 !"#" 进行转

录调控［#］。根据已发表的苏云金芽胞杆菌 $% #&’(&
全基因组序列，我们通过基因组比较分析发现，苏云

金芽胞杆菌 $% #&’(& 中与!’氨基丁酸代谢相关的基

因也是成簇出现的，但该基因簇的结构与枯草芽胞

杆菌和大肠杆菌的明显不同，其中 !"#! 和 !"#) 基

因被一个依赖于"*+因子的转录调控因子分开，这两

个基因是否组成一个操纵子，它们与"*+因子之间存

在什么样的关系尚不清楚。进一步分析发现 !"# 基

因簇这种结构在蜡样芽胞杆菌群中基本上是一致

的，说明!’氨基丁酸代谢相关的基因在蜡样芽胞杆

菌群中是比较保守的，但在该群的不同菌种中（如蜡

样芽胞杆菌、炭疽芽胞杆菌以及苏云金芽胞杆菌），

其功能是否有所不同还有待深入研究。

琥珀酸半醛脱氢酶（,,-!.）属于醛脱氢酶家

族，在原核生物中比较保守［/0］。在细菌中已发现存

在两种形式的琥珀酸半醛脱氢酶，其活性一种依赖

于 1-!2 ， 与 +’羟 苯 基 乙 酸 苯 酯 （ +’
345678493:;4<=>:%=%:）的代谢有关；另一种则依赖于

1-!?2 ，主要参与!’氨基丁酸的代谢［(*，/0］。在枯草

芽胞杆菌中只发现一种依赖于 1-!2 的琥珀酸半醛

脱氢酶，据推测其在涉及琥珀酸半醛利用的功能上

可能还存在另外一条与 @-$- A3B;% 无关的代谢途

径［#］。 而 在 结 核 分 枝 杆 菌 （ $%&’#"&()*+,-
(,#)*&,.’/+/）中发现琥珀酸半醛脱氢酶是由两个基因

（!"#!C 和 !"#!(）编 码 的，其 活 性 则 是 依 赖 于

1-!?2 的［/C］。本研究从苏云金芽胞杆菌 @0/ 中克

隆了一个琥珀酸半醛脱氢酶编码基因，并鉴定其表

达产物的活性是依赖于 1-!?2 的，但其功能如何，

是否还存在另外一个琥珀酸半醛脱氢酶基因等都需

要进一步的验证。

总之，本研究通过对!’氨基丁酸代谢旁路中两

个关键基因 !"#)、!"#! 的克隆、表达与纯化方法的

建立、相关酶的活性分析鉴定以及序列同源性的比

对分析，这些研究工作为进一步深入了解!’氨基丁

酸代谢旁路在苏云金芽胞杆菌中的生物学功能及其

转录调控机制奠定了基础。下一步工作将围绕苏云

金芽胞杆菌中 !"#)、!"#! 的功能鉴定、!"# 基因簇

的操纵子结构与转录调控机制等方面展开。

致谢 感谢中国科学院微生物所谭华荣教授给予的

指 导 和 帮 助。 本 研 究 由 国 家 #&/ 项 目（ 17D
(00/E$CC+(0C）和国家高技术研究发展计划（FG/ 计

划）专题（(00G--0(HCF#）资助完成。
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