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摘 要 为获得具有热稳定性的天冬氨酸转氨酶，从极端嗜热细菌 <"%*7)& /"%*7(="#,)& UFM中克隆得到天冬氨酸转氨酶基因
+&=!，并在大肠杆菌 FZ!7（[P"）和 /&>055+（[P"）中进行表达，发现在 /&>055+（[P"）中具有较高的表达量。重组酶的最适反应 :U
是 $\#，"$ ]下在 :UM ^ 7#的缓冲液中保温 7 .酶活几乎不改变。重组酶反应的最适温度为 $< ]，酶活稳定的温度范围为 !<
^ <<]。重组酶在 8<]时半衰期为 "\<.，$<]时为 !\<.。重组酶的 >;

_W为 $\<<O;;&’‘Z，?;+Q
_W为 #\#M8;;&’‘（Z·;1D），>;

9>:为

!\#"7;;&’‘Z，?;+Q
9>:为 #\#!I;;&’‘（Z·;1D）。H+! L、K0" L、*D! L等金属离子对酶活性有微弱抑制作用。
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天冬氨酸转氨酶（+>:+,5+50 +;1D&5,+D>E0,+>0，P( H(
!\8\7\7，以下简称 9>:9=）又称谷草转氨酶，广泛存
在于动物、植物和微生物体内，在细胞的氮、碳代谢

过程中起到非常重要的催化作用。它以磷酸吡哆醛

（:B,13&Q+’ :.&>:.+50，GZG）为辅酶，催化双羧基氨基酸
和!N酮酸两者间的可逆反应［7］。目前，原核和真核



细胞内的 !"#!$得到了广泛研究，其中研究最为彻
底的是大肠杆菌体内的 !"#!$，已得到了完整的酶
蛋白氨基酸序列和晶体结构［%，&］。

极端 嗜 热 菌 !"#$%&’ ("#$%)*"+,&’ ’()（ ! *
("#$%)*"+,&’ ’()）为革兰氏阴性棒状细菌，能在 +, -
)%.下需氧生长，最适生长温度为 /+.［+］。 ! *
("#$%)*"+,&’ ’() 中的 !"#!$ 与来源于 -./+,,&’ "#*
012%［3，/］、 0&,1),)2&’ ’),1.(.$+/&’［) 4 55］ 和 3"+4)2+&%
%#,+,)(+等嗜热菌的 !"#!$ 同属于转氨酶家族的
"6789:6# ;7［+ 4 55］。已报道的嗜热菌中的 !"#!$都对
高温有较好的耐受能力，能在 /,.以上的高温下保
持一定的稳定性及活性。此外，这一类酶对酸碱环

境的耐受性也较好，在较大 #’范围内（#’3 - 55）都
具有较高的酶活力［3］。

国内利用大肠杆菌 !"#!$ 开展了酶法制备具
有较高经济价值氨基酸（如 <2苯丙氨酸等）的研究，
显示了良好的工业应用前景［=］。为进一步提高底物

的转化能力，人们希望通过提高反应温度来加快反

应速度或提高难溶底物的浓度，而大肠杆菌 !"#!$
的热稳定性不足以满足上述要求。目前提高酶的热

稳定性的方法主要为利用酶工程技术对酶进行改

造，或利用基因工程技术从嗜热菌中获得目的基

因［5=，5+］。嗜热菌来源的 !"#!$ 凭借其热稳定性上
的优势，有望成为工业生产中的主要酶源。>?@A:B:
等［+，5%，5&］曾对 ! * ("#$%)*"+,&’ ’() 中的 .’*5 进行克
隆和表达，但表达量不高，而国内对嗜热天冬氨酸转

氨酶的研究尚未见报道。为了获得高产且具有较高

热稳定性的 !"#!$，本文对 ! * ("#$%)*"+,&’ ’()中的
.’*5 进行了克隆，采用带有 $/ 强启动子的 #C$系
列表达载体，在大肠杆菌宿主菌 D:"EBB@（FC&）中实
现了高效表达，并对重组酶进行了纯化以及酶学性

质方面的研究。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和质粒：! * ("#$%)*"+,&’ ’() 购自德国
生物材料资源中心，编号 FG1H+/I。大肠杆菌
D:"EBB@（FC&）、(<%5（FC&）和 F’+!为本实验室保存。
质粒 $2JEKB:9 购自 L9:AE8@ 公司，#C$%%7（ M）购自
N:J@8EO公司。
!"!"# 主要试剂：限制性内切酶 6/)"、6)("和
67#"购自 NC(公司，8")"购自宝灵曼公司，LPD
反应试剂盒购自 (F (Q:"KQEOKE" PR:OBEKS 公司，$=
FN!连接酶试剂盒购自 L9:AE8@公司，FN! A@9?E9、

胶回收试剂盒、FN! 片段回收试剂盒购自 $@T@D@
公司，质粒提取试剂盒购自上海申能博采生物有限

公司，L9:BEQO 1@9?E9 购自晶美生物工程有限公司。
其他生化试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 培养基：<( 培养基（5U N@PR，5U 蛋白胨，
,V+U 酵母膏）。氨苄青霉素和氯霉素终浓度均为
5,,AA:RW<。
!"# 方法
!"#"! 基因组 FN!的提取：采用上海华舜生物工
程有 限 公 司 的 基 因 组 提 取 试 剂 盒 提 取 ! *
("#$%)*"+,&’ ’()的基因组。
!"#"# .’*5 基因的扩增：参照由 XEO(@O?数据库中
查到的基因序列，设计如下 LPD引物：
正向：+Y2PPPXPX$!$!P$$!XXPP!$XPXPXXP P2&Y
反向：+Y2PP!XX!!!!PPPPXXP$!XXPXPXPP2&Y
引物由上海博亚公司合成。以基因组 FN!为

模板，LPD扩增天冬氨酸转氨酶基因 .’*5。LPD循
环 参 数 为：I=. &AQO；I=. &," /,. %V+AQO
（&,KZKRE）；3). /AQO；=.[。将 LPD产物回收后连
接到 $2E@"Z JEKB:9上，构建质粒 $2E@"Z2.’*5。连接液
转化 F’+!细胞，用限制性内切酶 6/)"对阳性克隆
进行酶切鉴定。质粒送上海博亚公司测序。

!"#"$ 重组表达载体的构建：设计带有酶切位点的
引物，从质粒 $2E@"Z2.’*5 上 LPD扩增 .’*5 基因，用
限制性内切酶 67#"和 6)("对 LPD 产物及载体
#C$%%7（ M）进行双酶切，对酶切产物分别回收后进
行连接，构建 #C$%%72.’*5 重组质粒。连接液转化
F’+!细胞，用限制性内切酶 8")"对阳性克隆进行
酶切鉴定。

!"#"% 重组天冬氨酸转氨酶在大肠杆菌中的诱导
表达：考虑到 ! * ("#$%)*"+,&’ ’()的基因序列含有较
多稀有密码子，故同时在常用宿主大肠杆菌 (<%5
（FC&）和可表达多种稀有密码子 BDN! 的宿主菌
D:"EBB@（FC&）中进行表达。
将隔夜培养的菌种以 %U的接种量接入新鲜 <(

液体培养基中，&/.，%,,9WAQO培养至 9:3,,达到 ,V3
左右。加入 ;L$X 至终浓度为 5V,AA:RW<，&,.、%,,
9WAQO诱导培养 3 S。
!"#"& 粗酶液的制备：将菌泥用 $9Q"2’PR 缓冲液
（+,AA:RW< $9Q"，#’)V,）清洗后离心，去上清后将菌
泥重新悬浮于缓冲液（+,AA:RW< $9Q"，+,AA:RW< 葡萄
糖，5,AA:RW< CF$!，#’)V,）中进行超声破碎。破碎
条件为 &"W+"（超声时间W间歇时间），超声全程时间
3AQO，至溶液变澄清。离心，将上清（粗酶液）与沉淀
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分离，分别进行 !"!#$%&’分析。将粗酶液在 () *
下加热 +),-. 后进行酶活测定，以消除宿主菌中
%/0%1对酶活测定的影响。
!"#"$ 重组天冬氨酸转氨酶的纯化：将粗酶液在
2)*下加热 +),-.，离心去除大部分杂蛋白。用 13-/#
456缓冲液（7),,869: 13-/，042;)）平衡 !8<3=> ?7@
强阴离子柱（%A1% B$:5）后进样，洗脱缓冲液含
);7,869: CD56，7),,869: 13-/#456，042;)。流速为
?,:9,-.，洗脱梯度为 (7,-.内从 )E到 F)E。纯化
后的样品经脱盐后置于 G +)*冷冻保存备用。
!"#"% 重组天冬氨酸转氨酶的酶学性质研究：酶学
性质研究中所用酶液均为纯化后的酶液，所涉及反

应液的成分均为：+)),,869: :#天冬氨酸（:#%/0），
+),,869: !#酮 戊 二 酸（!#A&），);?,,869: $:$，
?,,869: ’"1%，7),,869: 13-/·456 和氨水调至所需
04。
（?）最适 04及 04稳定性：配制 047 H ?) 的反
应液，F(*下将酶液分别与不同 04的反应液混合，
测定重组酶在不同 04反应体系中的活力，观察 04
对酶反应的影响。参照文献［I］配制 04F H ?+缓冲
液，在不同 04缓冲液中加入一定量的酶液，F(*下
保温 ?J，测定剩余酶活，观察该酶在不同 04条件下
的稳定性。

（+）最适温度及温度稳定性：采用 04(;) 反应
液，在不同温度下测定酶活，研究温度对酶反应的影

响。将酶液置于不同温度下保温 ?J，测定剩余酶
活，研究该酶在不同温度下的稳定性。

（F）动力学常数的测定：配制不同浓度的底物溶
液（04 (;)），分别与酶液在 F(*下反应，采用双倒数
作图法确定 !, 及 ",DK的值。

（L）不同金属离子对酶活性的影响：在反应液中
分别加入终浓度为 +,,869: 的 5D+ M、NO+ M、P.+ M、
5<+ M、B>+ M、B>F M、:-+ M、58+ M、53+ M、C-+ M，F(*下测定
酶活，研究不同金属离子对酶活性的影响。

!"#"& 酶活测定方法：采用偶联苹果酸脱氢酶的双
酶偶联方法，通过测定 FL).,下反应体系中吸光度
的减少来测定反应体系中 C%"4的减少速率［?I］。
将酶液与 ?I7<9,: 苹果酸脱氢酶、+I,,869:

C%"4以体积比为 2 Q ? Q ? 的比例混合制成混合酶
液，取 ?)":混合酶液与 ?))":反应液在 RI 孔微孔
板上混匀后反应 L,-.，用 STU#1’A $8V>3WDX> Y!酶
标仪测定 FL).,下吸光度的变化。
在最适温度与温度稳定性的实验中，考虑到温

度对反应体系中苹果酸脱氢酶的影响，对测定方法

进行修改。将重组酶液与反应液混合后放入不同温

度中分别反应 ),-.、+,-.、L,-.，迅速冰浴终止反应。
分别取 ?)2":反应产物溶液与 ?":苹果酸脱氢酶和
?": C%"4混合，F(*下于酶标仪中测定吸光度的变
化，以不同时间内 C%"4浓度的差值计算酶活。
酶活定义为每分钟内消耗 ?",86 C%"4所需要

的酶量。

!"#"’ 蛋白浓度测定方法：采用 S3DZ[83Z法，以 S!%
（小牛血清白蛋白）为标准［?(］。

# 结果与分析

#"! !"#$ 基因的扩增、测序与重组表达载体的构
建

通过 $5\方法从 # ] $%&’()*%+,-. 4S2基因组中
扩增得到了大小约为 ?;+^_ 的基因片段（见图 ?）。
经测序，该片段序列与文献报道的 /.*0 基因序列一
致，全长为 ??72_0。

图 ? /.*0的 $5\扩增结果
B-O]? $5\ 038Z<=‘

?：/.*0 O>.>；+：": +)));

构建得到的重组质粒经限制性内切酶 1%)#酶
切后得到了大小约为 I))_0的小片段，说明目的基
因已成功连接在载体上。重组质粒 0’1++_#/.*0 构
建图谱见图 +。
#"# !"#$ 基因在不同宿主菌中的表达
将重组质粒 0’1++_#/.*0 分别转化 S:+?（"’F）

和 \8/>‘‘D（"’F），重组菌 /.*0#S:+? 和 /.*0#\8/>‘‘D
在同样条件下进行诱导表达。实验表明，重组酶

‘%/0%1在两种宿主中均得到了表达。根据 !"!#
$%&’的结果（图 F）估计目的蛋白的分子量约 L+
^"，与文献报道一致。从图中也可以看出目的蛋白
在两种宿主中的表达量差异明显，在 \8/>‘‘D中的表
达量明显多于在 S:+?中的表达量。
重组酶 ‘%/0%1 的酶活测定结果同时说明

‘%/0%1在 \8/>‘‘D中的表达情况较好，粗酶液中的比

)2+ 0%+2&.& 3)-’2/, )4 5+)$&6%2),)78 生物工程学报 +))(，a86;+F，C8;+



图 ! 重组质粒 "#$!!%&!"#$ 的构建图谱
’()*! +,-.(/01 20" 34 56/32%(7078 "10.2(9 "#$!!%&!"#$

图 : % * &’() ;<!=（>#:）和 ?3.6880（>#:）
中 8@."@$表达结果的 A>A&+@B#分析

’()*: A>A&+@B# 0701-.(. 34 8@."@$ 6C"56..69 (7
% * &’() ;<!=（>#:）079 ?3.6880（>#:）

= D E：.F"65708078 34 ;<!=（>#:），!"#$&;<!=，?3.6880（>#:），!"#$&

?3.6880，56."6/8(G61-；H D I："56/("(808(37 34 ;<!=（>#:），!"#$&;<!=，

?3.6880（>#:），!"#$&?3.6880，56."6/8(G61-；J："5386(7 205K65 *

酶活可达到 L!MEFN2)，为 ;<!= 中所表达重组酶的
!MO倍。由于 ?3.6880（>#:）中的表达效果较好，因此
之后的纯化及酶学性质研究均采用 ?3.6880（>#:）为
宿主菌进行表达。

!"# 重组天冬氨酸转氨酶的纯化
纯化后的重组酶 8@."@$的 A>A&+@B#分析结果

见图 E，可看出经过两步纯化之后已得到电泳纯的
重组酶。

图 E 8@."@$纯化结果的 A>A&+@B#分析
’()*E A>A&+@B# 0701-.(. 34 8@."@$ "F5(4(/08(37

=："5386(7 205K65；!：/5F96 6C850/8；:：04865 ,60869 856082678；E：04865

.3F5/6 =HP*

纯化步骤及纯化效率的计算结果见表 =。纯化
后酶液比酶活达到 I=QMOFN2)，而文献中仅有
==!M=FN2)，说明在 ?3.6880（>#:）中实现了 8@."@$的
高效表达。

!"$ 重组天冬氨酸转氨酶的酶学性质
!"$"% 最适 "R及 "R稳定性：重组酶在 "RL 的条
件下反应活性最高（图 H）。酶对 "R的耐受范围较
广，在 "R: D =!的环境中均能保持 HQS以上的酶活
力，在 "RJ的缓冲液中较稳定，保温 =,后仍能保有
JOS的酶活力（以保温前测得的比酶活为对照）
（图 O）。

表 % &’()’*的纯化
*+,-. % /012324+&256 53 1.457,26+6& &’()’*

A86" $3801 "5386(7N2) $3801 0/8(G(8-NF A"6/(4(/ 0/8(G(8-N（FN2)） T(619NS +F5(4(/08(37（4319）

U5F96 6C850/8 HLM= =I=JMQ :=MI =QQ =

R608 856082678 OMO =H:HM= !:=M! IE L

A3F5/6 =HP =ML =:JJM= I=QMO LL !H

!"$"! 最适温度及温度稳定性：酶反应的最适温度
为 LH V，随着温度的升高，反应活性迅速下降（图
L）。重组酶在 !H D HHV下较稳定，随着温度的升

高，稳定性逐渐下降，IHV以上酶迅速失活（图 I）。
OHV下酶的半衰期为 :MH,，LHV下酶的半衰期为
!MH,，IQV下加热 EQ2(7保有 IQS酶活。
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!"#"$ 动力学常数的测定：!"#下，测得重组酶对

!$%& 和 ’$()* 的 !+ 和 "+,- 分别为：!+
%& 为

".//0++123’，"+,-
%&为 4.456++123（’·+78），!+

()*为

9.4!:++123’，"+,-
()*为 4.49;++123（’·+78）。可看出

该酶对 ’$()*的亲和力高于!$%&，这与文献报道一

致，但所得动力学常数与文献报道有差异［/］。

!"#"# 金属离子对酶活性的影响：反应体系中金属
离子的存在对酶活性的影响见表 9，以不加离子的
酶液为对照。可看出大多数金属离子对酶活影响不

大，<,9 =，>?! =，@89 =对酶活有微弱抑制作用。

图 / *A对 B()*(C酶活力的影响
>7DE/ FGG?HB 1G *A 18 BI? ,HB7J7BK 1G B()*(C

图 6 B()*(C在不同 *A下的稳定性
>7DE6 LB,M727BK 1G B()*(C 18 N7GG?O?8B *A

图 " 温度对 B()*(C酶活力的影响
>7DE" FGG?HB 1G B?+*?O,BPO? 18 BI? ,HB7J7BK 1G B()*(C

图 5 B()*(C在不同温度下的稳定性
>7DE5 LB,M727BK 1G B()*(C 18 N7GG?O?8B B?+*O,BPO?

表 ! 金属离子对酶活性的影响
%&’() ! *++),- .+ /)-&( 0.1 .1 -2) &,-030-4 .+ -5675%

Q18 <,9 = >?! = R79 = <P9 = @D9 = @89 = >?9 = S89 = ’79 = <O9 = <19 = O,T

U?2,B7J? ,HB7J7BK3V ";.! 59.0 0".: :44.4 0:.; 54.4 55.6 0;.! 0".: :44.4 0".: :44.4

$ 讨论

本实验对 # E $%&’()*%+,-. AW5中的天冬氨酸转
氨酶基因 /.*0 在宿主菌 U1)?BB,（XF!）中实现了高效
表达，粗酶液比酶活为常用宿主 W’9:（XF!）中所表
达得到的重组酶的 9.6倍。由于酶具有较好的热稳
定性，本实验对纯化步骤进行了简化，通过热处理除

去大量杂蛋白，仅通过一步离子交换即达到电泳纯，

这对该酶的实际应用有一定的价值。

纯化后的 ()*(C比酶活达到 5:4.6P3+D，未见有

野生菌 # E $%&’()*%+,-. AW5 ()*(C 酶活力的报道。
有文献报道利用工程菌表达所得重组酶 ()*(C 纯
化后比酶活仅为 ::9.:P3+D［/］，而大肠杆菌中该酶的
比酶活为 944.4P3+D［:0］。高表达带来的高活力使得
在该酶的实际应用中，不需要大量培养菌体便可以

获得较高的底物转化效率，反应时间也可以相应缩

短，简化了生产过程。此外由于表达量高，稳定性

好，可以一次获得大量目的蛋白，有效简化了纯化过

程，使该酶在工业催化上具有较好的应用前景。

通过实验研究发现 B()*(C与其他嗜热酶一样，

959 0%+1&.& 2)-’1/, )3 4+)$&5%1),)67 生物工程学报 944"，Y12.9!，R1.9



在高温下可保持较好的稳定性，!! "下保温 # $酶
活无丧失，%!"时半衰期约 &’!$。而大肠杆菌
()*(+ 在 ,-" 下已开始失活［!］，.&" 下快速失
活［#/］。0()*(+ 的最适反应温度为 %! "，与 ! 1
"#$%&’(#)*+, 23/ 的最适生长温度一致。这一温度
比大肠杆菌 ()*(+的最适温度高出约 &4"［#/］。

0()*(+在 *25 6 #&的环境中保温 #$均能保持
!47以上的酶活力，在 *2% 6 -的范围内能表现出最
大酶活，且稳定性高，比大肠杆菌 ()*(+的最适 *2
偏酸且范围宽。 0()*(+ 在偏碱性环境中酶活较高
且稳定的性质有利于其实际应用，如转氨反应底物

之一 89()*溶解度偏低，偏碱性环境有利于提高其
溶解度，这对加快反应速度来说是很有利的。此外，

0()*(+对多数金属离子不敏感，也有利于 0()*(+在
离子环境复杂的实际反应体系中的应用。故

0()*(+有望替代大肠杆菌 ()*(+ 成为工业用酶的
新来源。
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