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摘要! 以干酪乳杆菌#
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"基因组
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为模板!采用
./0

技术扩增一种
!1

乳酸

脱氢酶#

!2!6!+%&

$的编码基因
!6:<7&

%借助表达质粒
3452&67

&

8

$将
!6:<7&

在大肠杆菌
9!&'

&

+4:

$中实施异源表达' 实验结果表明!细胞超声破碎液中
!2!6!+%&

催化苯丙酮酸的酶活性

为
;< =>?@

总蛋白质%采用重组
>= 61:'>!6:<7&

全细胞催化苯丙酮酸还原!所获产物
!2

苯乳酸的

对映体过量#
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(值
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'生物信息学分析表明!

!6:<7&

开放阅读框长
BEF G3

!编码含
HE'

个氨

基酸的
!2!6!+%&

!预测其相对分子质量和等电点分别为
H& I6I

和
IJI

%

!2!6!+%&

含有典型的

,-+8

结合位点序列&
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(!属于
,-+

依赖型
!2

乳酸脱氢酶!且是一种非分泌)非跨膜)无

信号肽和定位于细胞质的酶蛋白'

!2!6!+%&

的获得为生物法制备高光学纯
!2

苯乳酸提供了新

的酶源'
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手性
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羟基酸是合成许多药物#化学材料的重

要前体物质"#!$%

$例如"苯乳酸%

&'()*++,-./-,-/0

"

&12

&

又名
$!

羟基
!3

苯基丙酸" 存在两种对映异构体"

4!&12

和
1!&12

'

451!&12

均具有广谱且高效的抑

菌活性"是一种新型天然生物防腐剂"3%

"可作为饲料

添加剂替代畜禽饲料的抗菌剂"678%
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乳酸脱氢酶%
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"
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"
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&"是脱氢酶中十分重要且研究较多的一种

酶"也是生物体内糖酵解途径中一种关键的氧化还原

酶' 已有研究发现多种
1!14=

可不对称还原苯丙酮

酸%
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"

&&2

&生成
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"如嗜热脂肪

地 芽 孢 杆 菌 %

-,%&'"())*+ +$,'.%$/,.0%1/()*+

& 的

G<14=

"H%

"副干酪乳杆菌 %
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"C%和凝结芽孢杆菌%
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的
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"K%等'但是不同的
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不对称还原
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的能力存在明显差异"如贾江花等"L%克隆了来源于植物

乳杆菌%

5'"$%&'"())*+ 1)'4$'.*0

&中的
1@714=

和
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基因"并在大肠杆菌%

6+"/,.("/(' "%)(

&中实现

了表达"重组
1@714=

对
&&2

的比活性为
C@BJH M5N;

"

而重组
1$O14=

对
&&2

的比活性为
JBJH M5N;

'来源

不同的
1714=

对
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的活性差异更加明显" 如王

颖 "@J%等将来源于巨大芽孢杆菌%
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酶基因在
89"%)(

中实现了表达"重

组
1714=

粗酶液的酶活性仅为
3B6 M5N;

' 因此"利

用分子生物学手段不断挖掘出性状优良的
1714=

"

仍然是目前研究发展的趋势'

本 研 究 以 干 酪 乳 杆 菌 %
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&基因组为模板"通过
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扩增出一种

编码
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乳酸脱氢酶%
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&的基因
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借助
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在
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&中

实施异源表达 ' 采用表达
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的
69 "%)(5

5"):/$

全细胞催化
&&2

" 测定
&12

的产量与对映

体纯度' 以
&&2

为底物"测定重组
1O1-14=$

粗

酶液的酶活性' 最后"借助生物信息学软件分析

1O5"14=$

的理化性质和功能特性'

)*)

材料
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购

自
W,);:)

上海公司(表达质粒
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%
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#

69 "%)( XR@JL

和
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%
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作者所在实验室保藏(

RTW

培养基! 酵母提取物
8

;51

#蛋白胨
@J ;51

#葡萄糖
$J ;51

#硫酸锰
JB$8 ;51

#

乙酸钠
8 ;51

#硫酸镁
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#磷酸氢二钾
$ ;51

#

柠檬酸二铵
$ ;51

#吐温
KJ @ N1

"调
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至
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'
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液%固&体培养基!酵母提取物
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#蛋白胨
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#

I,?+ @J ;51

#

$J ;51

琼脂粉'
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主要试剂和仪器
9U,Y 4I2

聚合酶#限制性

内切酶#

U6 4I2

连接酶均购自
U,Z,T,

大连公司(

W,)&9(D

柱式
4I2

胶回收试剂盒 #

$8J GD +,00(9

N,9[(9

和低相对分子质量
D9:.(/) N,9[(9
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W,);:)

上海公司(
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和
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购自安耐吉化学上海公司 (
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购自百灵威上海公司( 其它试剂均为国产或

进口分析纯' 液相色谱仪
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和紫外检测

器
\,.(9<O$6KL

购自
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美国公司(液相色谱柱
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%

@8J NN!6BH NN ! JB$8 "N
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%
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&购自大赛璐药物手性技术%上海&有

限公司'
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方法
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引物设计 搜索出
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公布的
59"'+,(

基

因组中的
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氨基酸序列%

ZU>LK@36

&"根据

其对应的核苷酸序列"设计一对扩增
5"):/$

的特异

性
&?T

引物"委托上海
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公司合成'
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酶切位点
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&&' ()*+,

培养过夜! 取
-./ *!

菌液用于总
012

提

取3--4

"以此总
$12

为模板!

!5678

和
!5679

为引物!

进行
:;9

#

</ !

预变性
/ *+,

!

='

个循环 $

<> ! ='

?

%

@= ! =' ?

和
A& ! B' ?

&!

C&!

充分延伸
-' *+,

'

将纯化的目的
:;9

产物与
DE;*7F

连接获重组质

粒
DE;*7F7!"#$%&

!转化
&'"(#) GH-'I

!蓝白斑筛选

和
01J

测序" 将测序正确的重组质粒经
*$+!

和

,%(!

双酶切!割胶回收
!"#$%&

!与经同样双酶切的

DKF7&LM

(

N

&连接!获重组表达质粒
DKF7&LM

(

N

&

7

!"#$%&

!转化
&' "(#) O!&-

(

0K=

&!

01J

测序验证)

!"#"$ !7!"!0%&

的诱导表达 测序正确的转化子

命名为
&'"(#))!"#$%&

!而仅含
DKF7&LM

(

N

&转化子命

名为
&'"(#))DKF7&LM

" 分别挑取
&'"(#))!"#$%&

和

&'"(#))DKF7&LM

单菌落接种于
& *!

含
-'' "P)*!

卡那

霉素的
!O

培养基中!

=C !

%

&&' ()*+,

过夜培养" 以

& P)5!

的接种量转接于新鲜的
-''*! !O

培养基

中!

=C !

培养至
Q0

R'' ,*

约为
'.RS'.L

时! 加入终

浓度为
'./ **TU)!

的
V:FW

溶液!

-R !

诱导
-' 6

"

L ''' ()*+,

%

X *+,

离心收集菌体!经磷酸钠盐缓冲液

(

1M

&

%:Q

/

)1M%

&

:Q

/

%

-'' **TU)!

%

D% C.'

&洗涤
&

次后

制备含
-'' *P)*!

湿细胞的菌悬液!用于
Y0Y7:JWK

电泳分析及后续研究" 另取一定量含
X' *P)*!

湿

细胞的菌悬液! 超声破碎后!

/ !

!

-& ''' ()*+,

!离

心
-' *+,

后取上清液即为粗酶液"采用
O(M5ZT(5

法3-&4

测定蛋白质含量"

!"#"% !7!"!0%&

酶活性的测定
!7!"!0%&

的酶

活性测定方法# 总反应体系包括
X' **TU)!

乙酸钠

缓冲液(

D% X.X

&!

'.& **TU)! 120%

!

X **TU)! ::2

!

对照组中不含
120%

!其他成分相同" 混匀后于
='!

保温
X *+,

!加入适量的酶液" 检测
120%

在
=/' ,*

处

吸收值的变化" 酶活力单位(

E

&定义为#在上述条件

下!每分钟催化氧化
- "*TU 120%

所需要的酶量" 比

活性定义为每毫克酶蛋白所含的酶活单位数(

E)*P

&"

!"#"&

全细胞转化
::2

生成
:!2

于
- *!

离心管

中加入
='' "!

菌悬液和
&X' "!

磷酸钠缓冲液(

D%

C.'

&!

=C !

保温
X *+,

!再依次加入
X' "!

葡萄糖(终

浓度
X' **TU)!

&和
/'' "! ::2

(终浓度
-' **TU)!

&!

反应
- 6

后!取
&'' "!

反应液加入
L'' "!

甲醇终

止反应!过
'.&& "*

有机滤膜" 按照方法
-.&.R

进行

%:!;

分析*另取
&'' "!

反应液!用
- *!

乙酸乙酯进

行萃取!上层有机相经无水硫酸钠干燥后过
'.&& "*

有机滤膜!按照方法
-.&.R

进行对映选择性分析)

!"#"' %:!;

分析
::2

和
:!2

采用反相
%:!;

分

析
::2

及
:!2

! 色谱柱为
:(T,[TYV!;-L

(

-X' **"

/.R **"'.&X "*

&! 分析条件# 流动相为体积分数

'.'X\

三氟乙酸
)

水 (

J

& 和体积分数
'.'X\

三氟乙

酸
)

甲醇(

O

&混合液!梯度洗脱程序为(体积分数&#

'#-X *+, &'\#RX\ O

*

-X#-R *+, RX\#-''\O

*

-R#-I *+,

保持
-''\ O

!紫外检测器!柱温
=' !

!

流速
- *!)*+,

)检测波长为
&-' ,*

!

::J

和
:!J

的

保留时间依次为
--.=C& *+,

!

-&.LXL *+,

)

采用正相
%:!;

进行手性分析3-=4

!色谱柱为
0M+#]U

Q07%

(

&X' **"/.R **"X "*

&!分析条件#流动相

为正己烷
)

异丙醇
)

三氟乙酸(

IL$&$'.'X

!体积比&!紫外

检测器!柱温
='!

!流速
-*!)*+,

!检测波长为
&-' ,*

!

07:!J

和
!7:!J

的保留时间依次为
==.LIR *+,

!

=X.L'R *+,

) 依据峰面积计算
!7:!J

的
++

D

^3!7

:!2707:!2)

(

!7:!2N07:!2

&

4 " -''\

)

!"#"( !7!"!0%&

的生物信息学分析 运用表
-

列

出的软件和程序分析
!7!"!0%&

的理化性质和功

能特性)

表
!

序列分析工具

)*+,- ! )..,/ *00,1-2 3.4 /-56-78- *7*,9/1/

#"! :;!":<=#

编码基因
!"#$%#

的克隆

以
!'"-.+)

基因组为模板! 按
-.&.&

方法进行

:;9

扩增及琼脂糖凝胶电泳分析) 结果在
- ''' _D

功能 软件与网站

氨基酸序列的

同源性分析

;U`?[MU a& b6[[Dc))ddd.]_+.M#.`e)FTTU?)*?M)

#U`?[MUd&f

!

KY:(+D[ =.'g6[[Dh))]?D(+D[.+_#D.Z()KY:(+D[)#P+7_+,)

KY:(+D[.#P+f

蛋白质理化

性质分析
:(T[:M(M* g6[[Dh))d]_.]iDM?j.T(P)D(T[DM(M*)f

功能位点和

结构域
:9QYVFK g6[[Dc))D(T?+[].]iDM?j.T(Pf

跨膜区预测
FH%HH Y](k]( k. &.' g6[[Dc))ddd.#_?.5[`.5e)

?](k+#]?)FH%HH7&.')f

亚细胞定位预测
:YQ9F g6[[Dc))ddd.D?T([.T(P)f

亲
)

疏水性预测
:(T[Y#MU] g6[[Dc))d]_.]iDM?j.T(P)D(T[?#MU])f

信号肽预测
Y+P,MU: /.- Y](k]( g6[[Dc))ddd.#_?.5[`.5e)

?](k+#]?)Y+P,MU:)f

二级结构预测
YQ:HJ g6[[D?c)),D?M 7D(M_+.+_#D.Z()#P+ 7_+,)

,D?MlM`[T*M[.DUmDMP]^)1:YJ),D?Ml?TD*M.6[*Uf

三级结构预测

与分析

YaVYY7HQ0K! g6[[D?c))ddd.?d+??*T5]U.]iDM?j.

T(Pf

:jHQ! g6[[Dc))ddd.Dj*TU.T(P)f

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

!(
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)( =>?@ABC

!

?D E5

"

"FGH?IIA4BEBJ 0A4ABK4HLEDAM NBE5OIAI 4K EB )P)EMDED?

/?QOJH4C?BEI?

#

)P!")/&:

$

K4H DQ? NIOLL?DHAM

!?J>MDA4B 4K RQ?BO5GOH>SAM NMAJ

下方出现一特异性条带!大小与预期基本相符"见

图
!

#$ 将其克隆至
"#$%&'

获重组质粒
"()%&'&

!"#$%*

$

+,-

测序结果显示!

!"#$%*

开放阅读框长

./0 1"

!编码
2/3

个氨基酸$

!"#$%*

与模板的同源性

为
..4567

!

!"#$%8

的核苷酸序列中第
393

位由模板

对应的
:

变为
-

! 其氨基酸序列中第
03

位点的氨

基酸残基由模板对应的
;<=

变为
>=?

$

@

%

+,- @<AB?A

&

!

%

!"#$%8

图
! !"#$%&

的
"#$

扩增

%&'( ) "#$ *+,-&.&/*0&12 1. !"#$%3

4(4 56!"5784

的诱导表达

按
!4845

方法将
&' "(#)C"D'E*9<

和
&' "(#)C!"#$%*

进行了诱导表达$

F+FGH-:D

结果显示! 诱导的

&' "(#)C!"#$%*

全细胞约在相对分子质量
2246!3/

2

'表观相对分子量( 处有一明显的特异性蛋白质条

带)图
*

!泳道
*

(!而
&' "(#)*"D'&*9<

在此处无特异

性蛋白质条带"图
*

!泳道
3

(!表明
!"#$%*

在
&+ "(#)

IJ*3

"

+DK

(中成功实现了异源表达 $ 表达产物

J&!"J+L*

的粗酶液催化
HH-

的酶活性为
5M (C%N

!

显著高于来源于
,-")##./ 012-314).0 O*/3KP3K

的

重组
JGJ+L

的酶活性"

K4Q (C%N

(

R3/S

$

4(9

全细胞催化
"":

生成
56"5:

按照
34*40

方法 ! 测定了
&+ "(#)C!"#$%*

和
&+

"(#)C"D'G*9<

全细胞在
3 T

催化
3/ %%U=CJ HH-

后

生成
HJ-

的浓度$ 在
KM "

*

**/ AC%VW

条件下!

3/

%%U=CJ HHX

经
K/ %NC%J &+ "(#)C!"#$%*

全细胞转化

3 T

后!生成
K4P %%U=CJ

的
HJX

!底物摩尔转化率为

KPY

!而不含
!"#$%*

的
&+"(#)C"D'G*9<

催化
HH-

生

成
HJ-

的浓度仅为
/4/M %%U=CJ

! 即含
!"#$%*

的重

组菌转化
HH-

生成
HJ-

的量比宿主菌提高了
Q.

倍$ 产物的手性分析结果显示!

JGHJ-

的
11

"

Z[[7

!

表明
JG!"J+L*

具有很高的对映选择性$

@

%

HAU\?VW %<AB?A

&

3

%

&+ "(#)C"D'G*]<

&

*

%

&+ "(#)C!"#$%*

图
4

重组
'(")#*

全细胞的
;7;6":<=

分析

%&'( 4 ;7; 6":<= *2*->?&? 1. 0@A B@1-A /A--1.

CA/1+D&2*20 +(")#*

另外!反相液相检测结果分析表明!全细胞催

化
HH-

生成
JGHJ-

的同时产生了一定量的副产

物 ! 经 质 谱 检 测 确 定 该 副 产 物 为 苯 丙 氨 酸

"

HT?W^=<=<WVW?

!

HT?

($ 微生物代谢途径中
HT?

可在

转氨酶的作用下转化为
HH-

! 该反应为可逆反应$

因此在
&+ "(#)C!"#$%*

全细胞催化
HH-

生成
HJ-

的

反应中!

&+ "(#)

自身携有的转氨酶可转化少量的

HH-

生成
HT?

$

3EF 56!"5783

的生物信息学分析

3GF(H JG!"J+L*

的一级结构分析 按照
34*4_

方

法预测了
JG!"J+L*

的理化特性和功能特性!结果

显示!

JG!"J+L*

的分子式为
$

3QP3

L

**.`

,

K99

a

QQ_

F

9

!理论

相对分子质量为
K* P9P

!理论等电点为
P4P

!平均亲

水系数为
G/433_

! 表现出强亲水性! 不稳定指数为

3349_

!是一种稳定蛋白质!位于细胞质!无信号肽和

跨膜区域! 由此推测
JG!"J+L*

是一种非分泌型*

非跨膜蛋白!保留在细胞质中!直接参与物质代谢$

运用
$=bc\<=d*

和
DFHAV"\ K4/

对
JG!"J+L*

与

Q

种不同的
JGJ+L

进行了多序列比对及保守序

列和催化活性位点的分析"图
K

($

JG!"J+L*

与

!+4%-05(/./ JGJ+L

!

!+614(#15/ JGLVeJ+L

!

!'"(06(/3)

JGLVeJ+L

!

!'"(57./1/ JGLVeJ+L

的同源性分别为

.*Y

*

`QY

*

PKY

*

QKY

$ 如图
K

所示!

JG!"J+L*

存在

典型的
,-+

f结合位点序列"

:g:gg:

!

gG

任意氨基

酸($

JG!"J+L*

的底物识别位点为
'TA

**K

!催化活性

位点为
-AN

].

*

-c"

3Q]

*

-AN

3P3 和
LVc

3_`

$ 另外 !

-c"

KQ 是

,-+

h结构域中决定
JGJ+L

的辅酶为
,-+L

而不

:8
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!"#$

年第
%&

卷第
'!

期食品与生物技术学报

李雪晴!等" 不对称还原苯丙酮酸的
!"

乳酸脱氢酶
!"!#!$%&

的表达及生物信息学分析

!'!"!(%&

!

!#"$%&' !'!(%

"

)*+, -.-/0

#$

!(!(%

!

!#()$*+,%-% !"!(%

%

123456778489

&$

!.%!(%

!

!#.&(,/&+% !:%+#!(%

%

123;798<=>9?

&$

!"%!(%

!

!#",*.,%0' !:%+#!(%

%

123>@767@5<>

&$

!A%!(%

!

!#",+1-%&% !:%+#!(%

%

<%B%

&

星形记号标记的为底物识别位点
C*0

??@

$三角形记号标记的为催化位点
D0E

8=

'

D,-

<68

'

D0E

<7<和
%+,

<95

$菱形标记的为
D,-

@6

图
! "#!""$%&

与其他来源的
"#"$%'

的多序列比对和保守区域分析

()*+ ! ,-)*./0.1 23 /4-1)5-0 '0640.70' 8.9 8.8-:')' 23 72.'0;<09 /21)3' 23 "#!""$%& =)1> 21>0; "#"$%'

是
FD(2%

的关键氨基酸(因此(

!:!"!(%?

是一种
FD(%

依赖型
!:!(%

)

&+?+& !:!"!(%?

的二级结构预测和三维结构的同

源建模 运用
GH2ID

预测
!:!"!(%?

的二级结构

显示(

!:!"!(%?

含有
64J?K

的
!'

螺旋(

<=L=@K

的

延伸链(

9L=9K

的
"'

转角和
@<L8=K

的无规则卷曲*

运用
G1MGG'IH(N!

和
2OIH!

对
!:!#!(%?

的三

维结构进行了同源建模和分析"图
@

&* 在蛋白质数

据库中搜索出了与
!:!"!(%?

同源性为
6@K

的来

源于融合乳杆菌"

!#",+1-%&%

&的
!:?:

羟异己酸脱氢酶

"

!:?:%OP0QRO+,Q#.-0Q.)/ (/*OP0QE/S.,/

(

!:%+#(%

(

2(T

!

U%B%

&晶体结构* 基于
!:%+#(%

结构与功能

的研究VU6W

(推测
!:!"!(%?

由
!

螺旋和
"

折叠形成

的
FD(

结合结构域和催化结构域所构成*

FD(

结

合结构域主要由
5

个
"

折叠和
7

个
!

螺旋组成(而

催化结构域主要由
5

个
"

折叠和
6

个
!

螺旋组成*

已有研究表明 VU7W

(

!:!"!(%?

的催化活性位点高度

保守(活性中心由
D0E

8=

+

D,-

U68

'

D0E

U7U和
%+,

U95组成*

当
!:

羰基酸与酶结合时(

D0E

U7U的胍基结合到底物

的羧基形成一个稳定的盐桥VU5W

(

D0E

8=的胍基和
%+,

U95

的咪唑基共同与底物的
!:

羰基结合(其中
%+,

U95提

供质子(而
D,-

U68 稳定去质子化的
%+,

U95

(这些位点

共同催化
!:

羰基酸上的
!:

羰基还原成羟基生成

!:

羟基酸V5W

*

!:!(%

在生物催化过程中具有重要的应用价

值( 通过基因工程实现
!:!(%

异源高效表达是降

低其工业应用成本'适应工业应用的有效手段VU9W

*本

研究从
!#"$%&' AMAMITUU=?

基因组中成功克隆了一

种编码
!:!"!(%?

的基因
!"/2)?

并实现了该基因

在
3#",/' T!?U

%

(N@

#中的异源表达(

!:!"!(%?

的

催化活性位点为
D0E

8=

'

D,-

U68

'

D0E

U7U和
%+,

U95

(具有典

型
FD(

X结合位点序列( 是一种
FD(

依赖型
!Y

!(%

* 采用
4# ",/'Z!"/2)5

全细胞不对称还原
22D

(

可生成高光学纯度
!'2!D

* 本研究为生物催化法制

备手性
!'2!D

提供了新的工具酶(也为进一步利用

该酶生产
!'2!D

提供了理论支持*

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

!$
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的三维结构和催化活性位点
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