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木薯醇腈酶部分酶学性质研究

王丹， 李亚， 张涛， 何浪
(成都医学院基础医学院，四JII成都610081)

摘 要：对利用基因重组技术获得的木薯醇腈酶(HNL)的酶学特异性进行研究，确定了其部分酶

学性质。重组木薯HNL的最适温度为50℃，最适pH值为5。5。重组木薯HNL在60℃条件下，

保温30 min后仍具有90％的酶活力，说明温度稳定性较好；在pH 4．0"--6．0的条件下，获得的相

对酶活仍大于80％。
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Studies on the Enzyme Property of Hydroxynitrile Lyas from Cassava

WANG Dan，LI Ya， ZHANG Tao，HE Lang

(School of Basic Medical Sciences，Chengdu Medical College，Chengdu 610081，China)

Abstract：The enzyme property of hydroxynitrile lyas which was obtained by gene engineering

technology were studied in this manuscript．The part ol enzyme properties were determined．The

optimal condition of the enzyme was pH 5．5 and 50℃．Under 60℃．afer 30min the relative

activity of recombinant hydroxynitrile lyase from cassava remained 90％．This iadicated the

enzyme had a high stability to temperature．The relative activity was over 80％between pH 4．0

and pH 6．0．
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木薯又叫树薯、木番薯，属多年生灌木，是世界

三大薯类(马铃薯、甘薯、木薯)之一，起源于热带美

洲，十分耐旱耐瘠，基本不用浇水或施肥，在山坡或

平地都可种植，不需要田间管理，因此木薯是非洲

主要的粮食作物。在我国，木薯的种植主要分布在

广西、海南、云南、贵州等地。目前将木薯叶粉添加

在家禽、牲畜等饲料中，可以提高饲料的蛋白质含

量，同时木薯叶也是矿物质和叶黄素的来源。但大

量的事实表明[1]，过量或不恰当的食用木薯等含氰

植物，可引起人畜食物中毒，甚至危害其生命。

HNL作为一种生物催化剂能可逆地催化由HCN

和醛(或酮)生成光学活性氰醇的反应。催化的分

解反应可应用于消除木薯等含氰食品或饲料的毒

性凹]。目前，该酶主要应用于生物转化。利用

HNL催化的合成反应可生成光学活性氰醇，该酶

促反应具有高度的立体专一性，产物手性氰醇可转

化成羟基化合物、胺化合物、羧基化合物等多种

重要中间体，进而转化成多种手性药物[3]，在不对
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称合成领域中，HNL也已成为人们研究的热点。

尽管HNL在自然界中广泛存在，但从自然界直接

获得不仅得率低而且纯化难，这就限制了HNL在

食品、医药、精细化工等领域的广泛应用。对此，作

者利用基因工程技术，将编码木薯HNLcDNA克隆

到原核表达载体pBV220上，构建了大肠杆菌

(Esch-Erichia coli)中表达质粒pBV220一HNL，并

通过温度诱导，在Escherichia coli DH5a实现了木

薯HNL的初步表达，并对其酶学性质进行研究。

I材料和方法

1．I材料

限制酶、DNA相对分子质量标准，中等相对分

子质量蛋白质标准及各类抗生素等，分别购自华美

生物工程公司、Promega等公司；(d1)扁桃腈购自

Fluka公司；其余化学试剂均为国产分析纯和进口

分析纯。培养基为LA培养基，参照“分子克隆”第

二版配制¨】。

1．2方法

1．2．1 重组基因工程茵的诱导表达挑取重组子

的单菌落接种于2 mL的LA液体培养基中，37℃

振荡培养至A。。。值为0．4～O．6，再以体积分数2％

的接种量转接到10 mL LA液体培养基中，32℃振

荡培养5 h后，取出1 mL发酵液作为诱导0 h的样

品，再迅速升温到42℃，连续振荡培养6 h，并每隔

1 h分别取样1 mL，用于表达产物的鉴定和酶活的

测定。

1．2．2酶活测定获得的复性蛋白根据HNL可

催化(d1)一扁桃腈裂解为氢氰酸和苯甲醛，且后者在

280 nm有很高的吸收峰，而底物在此波长的吸光度

低，可忽略不计嘲。测定HNL酶活，反应体系：

3．95 mL 0．05 mol／mL Na2 HP04-Citrate缓冲液

(pH 5．O)，0．04 mL酶液，0．004 mL(d1)一扁桃腈，

0．04 mL无水乙醇。30℃反应1 min，在755B型

紫外一可见分光光度计下检测1 min A：。。。的变化

(△A)，减去底物自发化学分解的本底后(△A’)，依

照如下公式计算酶活力：酶活力(U／mL)=△A’×

4／1．3。在上述条件下1 min生成1／zmol苯甲醛所

需的酶量定义为1个酶活力单位(U)[6]。

1．2．3表达产物的分离纯化用8 mol／L尿素和

10 mmol／L DTT的裂解液，按体积比1；10的比

例溶解包涵体，并在4℃条件下搅拌3 h，所获得的

包涵体溶解液再经12 000 r／min离心15 min，收集

上清液，并加入3倍体积的复性液(20 mmol／L

Tris—His，pH 8．5；10 mmol／L还原型谷光甘肽；

1 mmol／L氧化型谷光甘肽)室温复性1 h，再加复性

液稀释30倍后于4℃复性过夜，待用。

1．2．4相对分子质量测定 发酵培养物在4℃、

4 000 r／min离心10 rain，所得沉淀悬浮于一定体

积的TE中，并加至1 mg／mL溶菌酶，超声波破壁

(6×30 s)后于4℃、10 000 r／rain离心10 rain，收

集沉淀并用20“L上样buffer重新悬浮，再加热变

性后，上样，进行12 g／dL SD孓PAGE，检测目的蛋

白质表达水平和相对分子质量。

1．2．5最适温度及酶的热稳定性测定在不同温

度下：10、20、30、40、50、60、70℃，测定重组酶活力，

计算其在不同温度下的相对酶活力；并将重组木薯

HNL在不同温度下保温30 rain，检测剩余的酶活。

1．2．6最适pH值及其稳定性的测定以dI一扁桃

腈为底物，在pH分别为3．5、4．0、4．5、5．0、5．5、

6．0，的缓冲溶液中，按酶活测定方法中所述，进行

酶活测定，计算其在各pH值下的相对酶活力；并将

重组木薯HNL在不同pH值的缓冲液中，50℃保

温30 rain，检测剩余的酶活力。

2 结 果

2．1木薯HNL基因的诱导表达及相对分子质量

的测定

重组工程菌按方法中所述，通过迅速升温诱导

HNL基因的表达，并将每小时所取的1 mL发酵液

样品进行SDS-PAGE蛋白质电泳检测。结果如图

1所示：在第1、2、4道分别是诱导1、2、3 h的表达

产物，在29 000左右均清晰可见表达的特异蛋白条

带，相对分子质量均为30 000左右，这与理论值相

符。随着诱导时间的增加，特异蛋白条带颜色逐渐

加深，即蛋白质表达量逐渐增多，最终可占菌体总

蛋白质的35％左右。而第5道是诱导0 h的样品，

在此处无明显条带，说明HNL基因在大肠杆菌中

成功表达。经多次电泳实验，发酵液上清液和细胞

裂解上清液中没有发现基因表达产物，但在裂解沉

淀中大量存在，证明重组蛋白是以包涵体形式在E

Coli DH5a中表达的。

2．2诱导表达产物的酶活检测

将细胞裂解后所得到的包涵体经溶解和复性

处理后，按照方法中所述，进行酶活测定。将所获

的酶活测定结果以诱导时间为横坐标，以相对吸光

度值△A’(1 rain Azso。的变化，减去底物自发化学

分解的本底)为纵坐标，做酶活曲线图(见图2，3)。

由图可见：随着诱导时间的延长，酶活逐渐增加，当

诱导时间达到3 h时，所测酶活最高；超过3 h，重
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组HNL的酶活有所下降，此结果具有重复性。

测最高酶活力为5 460 U／L。

所 酶的最适作用温度为50℃，与文献[3]报道的46

℃相接近，与文献[7]报道的最适温度40℃相比，

获得的重组木薯HNL的耐热性更强。将重组木薯

HNL的酶液分别在不同温度下保温30 rain，检测

剩余的酶活力，结果如图4所示，重组木薯HNL在

60℃下保温30 rain后仍具有90％的酶活力，说明

该酶的温度性较好。在70℃条件下，保温30 rain，

酶活力下降40％。

1．阳性转化子诱导l h，2．阳性转化子诱导2 h-3．中等分子

量蛋白质标准；4．阳性转化子诱导3 h；5．阳性转化子诱导0 h

图l SDS-PAGE电泳结果

Fig．1 The result of SDS-PAGE
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围2酶活测定曲线

Fig．2 The carve of enzyme activity measurement
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图3温度对重组木薯HNL酶活的影响

Fig．3 Effect of temperature 011 HNL activity

2．3重组木薯HNL最适温度及温度稳定性

不同温度下对重组酶活进行测定，以最高酶活

为100％计，其相对酶活曲线如图3所示，在较低温

度下，升高温度可加快酶的水解速度，但高温会使

酶蛋白质变性。温度对酶促反应速度的影响由这

两方面因素综合决定。酶促反应速度达最大值时

的速度即为该酶的最适温度。由图4所知，该重组

萎
畦

萎

温度，℃

图4重组表达木薯HNL的温度稳定性

Fig．4 Effect of temperature叩HNL stability

2．4重组木薯HNL反应最适pH及pH稳定性

如图5所示，重组木薯HNL的最适pH是

5．5，与文献报道的相符。将重组木薯HNL在不同

的缓冲液中50℃保温30 rain，检测剩余的酶活力，

结果如图6所示，该酶在pH 4．0～6．0的条件下保

温30 min后仍具有80％以上的酶活力。
l∞
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pH值

图5 pH值对重组木薯HNL酶活的影响

Fig．5 Effect of pH on HNL activity

3 结 语

目前，国内外已有许多关于木薯HNL克隆与

表达的报道：例如，国外Hughes[7]等人在大肠杆菌

中成功表达了克隆到的木薯ME—HNL基因，而

Hasslacher等人口3也分别利用大肠杆菌、酿酒酵

母、甲醇酵母表达三叶胶HNLcDNA，但其研究结

果仍处于实验阶段，表达水平不高。国内仅有一家

报道了利用大肠杆菌表达可溶性木薯HNL，酶活
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图6重组表达木薯HNL酶活的pH值稳定性

Fig．6 Effect of pH on HNL stability

力达到2 100 U／L(以发酵液计)n]，研究获得的最

高酶活力为5 460 U／L。

研究该重组酶学性质的结果是：获得的重组木

薯HNL的最适温度为50℃，重组木薯HNL在

60℃下保温30 min后仍具有90％的酶活力，说明

该酶的温度稳定性较好；最适pH值为5．5，对于

pH变化的适应性较强，在pH 4．0～6．0范围内较

为稳定，相对酶活力大于80％。
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