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摘  要 : 葡萄球菌 Staphylococcus hominis 来源的 N-乙酰神经氨酸裂合酶基因 shnal (GenBank Accession No. 

EFS20452.1) 构建至 pET-28a 质粒并在大肠杆菌中得到表达。通过目的蛋白的纯化和酶学性质研究发现，

ShNAL 是一个四聚体，裂解方向的最适反应 pH 为 8.0；合成方向的最适反应 pH 为 7.5，最适反应温度为 45 ℃。

在 45 ℃下孵育 2 h 对 ShNAL 的活力基本无影响，高于 45 ℃时，活力迅速下降。该酶在 pH 5.0~10.0 的环境中

比较稳定，4 ℃下放置 24 h 酶的残余活力在 70％以上。ShNAL 对 N-乙酰神经氨酸 (Neu5Ac)、N-乙酰甘露糖

胺 (Man) 和丙酮酸 (Pyr) 的 Km值分别是 (4.0±0.2) mmol/L、(131.7±12.1) mmol/L和 (35.1±3.2) mmol/L，kcat/Km

值分别为 1.9 L/(mmol·s)、0.08 L/(mmol·s) 和 0.08 L/(mmol·s)。 

关键词 : 葡萄球菌，N-乙酰神经氨酸裂合酶，表达，纯化，生物催化 
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Abstract:  A N-acetylneuraminate lyase gene (shnal) from Staphylococcus hominis was cloned into pET-28a and 
expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) host cells. The recombinant enzyme was purified and characterized. It is a 
homotetrameric enzyme with the optimum pH at 8.0 for the cleavage direction and the optimum pH and temperature were 
7.5 and 45 °C for the synthetic direction. The activity of ShNAL is stable when incubated at 45 °C for 2 h but decreased 
rapidly over 50 °C. ShNAL showed high stability in a wide range pH from 5.0 to 10.0 with the residual activity being >70% 
when the enzyme was incubated in different buffers at 4 °C for 24 h. Its Km towards N-acetylneuraminic acid, pyruvate and 
ManNAc were (4.0±0.2) mmol/L, (35.1±3.2) mmol/L and (131.7±12.1) mmol/L, respectively. The kcat/Km value of Neu5Ac, 
ManNAc, and Pyr for ShNAL were 1.9 L/(mmol·s), 0.08 L/(mmol·s) and 0.08 L/(mmol·s), respectively. 

Keywords:  Staphylococcus hominis, N-acetylneuraminate lyase, expression, purification, biocatalysis 

羟醛缩合反应是指含有活性 α氢原子的化合

物如醛、酮、羧酸和酯等，在催化剂的作用下与

羰基化合物发生亲核加成，得到β-羟基醛酮或

酸。羟醛缩合反应形成新的碳-碳键，是有机合

成中极为重要的一类反应[1]。目前实现不对称羟

醛缩合反应的化学方法主要有添加手性助剂[2]或

用手性路易斯酸[3]、有机小分子[4-6]等进行催化。

相对于化学催化法，应用生物催化剂实现羟醛缩

合反应具有反应条件温和、绿色无污染、底物

立体选择性强等优点，在工业上具有良好的应

用前景。 

N-乙酰神经氨酸 (Neu5Ac) 是某些复合糖 

(糖脂和糖蛋白) 中最常见的碳末端，在抗病毒和

抗菌等多方面有生物学活性，是合成抗病毒试剂

扎那米韦 (Zanamivir) 的重要中间体[7]，在生物

识别中有很重要的作用，具有极高的商业价值。

N-乙酰神经氨酸裂合酶 (N-Acetyl-D-neuraminic 

acid lyase，EC 4.1.3.3 简称 NAL)是裂合酶 

(Lyase，EC 4.x.x.x.) 的一种，在一定条件下，该

酶既可以将 N-乙酰神经氨酸 (简称 Neu5Ac) 裂

解成 N-乙酰甘露糖胺  (ManNAc) 和丙酮酸 

(Pyr)，又能催化 ManNAc 和 Pyr 羟醛缩合生成

N-乙酰神经氨酸[8] (图 1)。 

NAL 在微生物界的分布非常广泛，多种微

生物中都曾检测到该酶的活性[9-11]，其中来源于

大 肠 杆 菌 Escherichia coli[12-14] 、 梭 菌 属

Clostridium perfringens[15] 、 嗜 血 杆 菌 属

Haemophilus influenza[16] 、 阴 道 毛 滴 虫

Trichomonas vaginalis[17]、巴氏杆菌属 Pasteurella 

multocida[18] 和 乳 杆 菌 属 Lactobacillus 

plantarum[19]的 N-乙酰神经氨酸裂合酶基因已经

得到克隆和表达。目前国内有关 Neu5Ac 的制备， 
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图 1  酶法合成 Neu5Ac 的图示[8] 

Fig. 1  Enzymatic synthesis of N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) from N-acetyl-D-mannosamine (ManNAc) and 
pyruvate (Pyr) catalyzed by N-acetylneuraminate lyase (NAL)[8]. 

 
是通过乳酸氧化酶全细胞催化将乳酸转化成丙

酮酸，再用 NAL 全细胞催化得到 Neu5Ac[20]。在

生物催化合成 Neu5Ac 的反应中，最为关键的是

醛缩酶 (或裂解酶) 的活性。为了获得更高活性、

更有利于合成反应的 N-乙酰神经氨酸裂合酶，

可以更高效地合成 Neu5Ac，我们通过基因挖矿

选择了几个不同来源的基因作为研究对象，经过

初步的研究发现来源于葡萄球菌 Staphylococcus 

hominis 的 N-乙酰神经氨酸裂合酶的活性较高，

对该酶的性质进行了较详细的研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

菌株 E. coli Trans 5α 由本实验室保存，

pET28a(+)载体和 E. coli BL21 (DE3) 均购自

Novagen 公司。 

1.1.2  目的基因 

通过基因挖矿获得候选基因，序列信息来源

于 NCBI 数 据 库  (GenBank Accession No. 

EFS20452.1)，全基因序列由上海旭冠生物科技

发展有限公司合成。 

1.1.3  主要试剂 

BCA 蛋白浓度试剂盒购自康为世纪公司 

(CWBIO)；用于蛋白电泳的试剂及 N-乙酰神经氨

酸和乳酸脱氢酶 (LDH) 购自 Sigma 公司；考马

斯亮蓝 R250 购自索莱宝公司 (Solarbio)；限制性

内切酶 NdeⅠ和 XhoⅠ以及 T4 DNA 连接酶均购

自 NEB 公司；其他试剂均为分析纯或色谱纯。 

1.2  序列分析 
氨 基 酸 序 列 的 分 析 通 过 BioEdit 软 件 

(CLUSTAL-W) 完成，对蛋白的理化性质初步预

测 通 过 网 站 进 行  (http://us.expasy.org/admin/ 

users/login)。 

1.3  工程菌的构建 
质粒的提取、酶切、连接、转化、凝胶电泳、

基因的诱导表达等实验操作均按照《分子克隆实

验指南》[21]进行。DNA 胶回收按照胶回收试剂

盒 (Tiangen 公司) 说明书进行。目的基因 shnal

构建至 pET-28a 质粒的 NdeⅠ和 XhoⅠ两酶切位

点之间，转化至 E. coli BL21 (DE3) 宿主菌中。 

1.4  目的蛋白的表达及纯化 
将工程菌接入 800 mL LB 培养基 (含终浓度

50 mg/L 的卡那霉素) 中，37 ℃、200 r/min 培养

至 OD600 为 0.8 左右，添加终浓度为 1 mmol/L 的

异丙基 β-D-硫代半乳糖苷  (IPTG) 诱导表达

4~6 h。菌液 6 000 r/min 离心 10 min，生理盐水
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洗涤菌体 2 次，−20 ℃保存。 

将细胞重悬到 100 mL 含 5 ％甘油，

500 mmol/L NaCl 的 Tris-HCl 缓 冲 液 

(20 mmol/L，pH 8.0) 中，通过高压匀浆破碎，

12 000 r/min、4 ℃离心 30 min，除去细胞碎片。

上清用 0.45 μm 的滤膜过滤后通过蛋白纯化仪 

(Purifier 10，GE 公司) 在室温下用镍柱纯化 (填

料购自 GE Health Care)，3 mL/min 流速上样，用

含 50 mmol/L 咪唑、500 mmol/L NaCl 的 Tris-HCl

缓冲液 (20 mmol/L，pH 8.0) 洗脱杂蛋白，含

0~250 mmol/L咪唑、500 mmol/L NaCl的Tris-HCl

缓冲液 (20 mmol/L，pH 8.0) 线性洗脱目的蛋

白。收集合并目的蛋白，经脱盐浓缩后，适当分

装，−80 ℃保存。BCA 试剂盒进行蛋白质浓度测

定，牛血清白蛋白 BSA 作为标准蛋白。 

ShNAL 在溶液中的聚集状态通过凝胶层析

以及 SDS-PAGE 来进行确定。所用层析柱为

Superdex 200 10/300 GL，Gel filtration calibration 

kit (GE) 用于标准分子量测定。流动相为含

150 mmol/L NaCl 的 20 mmol/L 磷酸缓冲液 

(pH 7.2)，流速为 0.4 mL/min。蛋白的分子量大

小通过和标准蛋白的保留体积标准曲线进行比

较 和 计 算 得 到 。 标 准 蛋 白 为 ： Ovalbumin 

(43.0 kDa)，Conalbumin (75.0 kDa)，Conalbumin 

(158.0 kDa)，Ferritin (440.0 kDa)，Thyroglobulin 

(669.0 kDa)。 

1.5  活性的测定 
1.5.1  裂解方向 

裂解方向的活性通过酶标仪 (Spectra Max 

M2/M2e，Molecular Devices 公司) 测定，其原理

是：N-乙酰神经氨酸裂解生成的丙酮酸能在

NADH 和乳酸脱氢酶存在的条件下被还原成乳

酸，过程中消耗了 NADH，引起 340 nm 波长下

对 NADH 的吸光度的下降[22-23]。一个酶活力单

位定义为：在 pH 7.0、37 ℃下，1 min 裂解 1 μmol

的 Neu5Ac 生成 1 μmol 的 N-乙酰-D-甘露糖胺和

丙酮酸所需酶的量。反应体系包括 10 mmol/L 

Neu5Ac、0.25 mmol/L NADH、1 U/mL LDH、

0.85 μg ShNAL，反应在常温下不同 pH 的

100 mmol/L 的缓冲液中进行。 

1.5.2  合成方向 

合成方向的活性通过 HPLC 测定，其原理

为：仅加入 ManNAc、Pyr 和酶，通过 HPLC 检

测 Neu5Ac 的生成量确定活力大小。一个酶活力

单位定义为：在 pH 7.0、37 ℃下，1 min 合成的

1 μmol Neu5Ac 所需要的酶量。反应体系包括

30 mmol/L ManNAc，100 mmol/L Pyr 和 10 μg 的

酶，在 100 mmol/L 的缓冲液中进行 30 min，添

加 10 μL 浓 H2SO4 终止反应。 

1.6  酶的性质分析 
合成和裂解方向的最适反应 pH 测定是在

100 mmol/L 的不同 pH 值的缓冲液中进行的，缓

冲体系选用醋酸-醋酸钠缓冲液 (pH 4.0~6.0)，磷

酸盐缓冲液  (pH 6.0~8.0)，Tris-HCl 缓冲液 

(pH 8.0~9.0)，碳酸盐缓冲液 (pH 9.0~11.0)，裂

解方向的反应温度为室温，合成方向的反应温度

控制在 37 ℃、pH 7.5。合成方向的最适反应温度

的测定是将反应放入 20 ~65 ℃ ℃的环境中进行

反应，测定产物生成量，反应体系同上所述。 

1.7  酶的稳定性研究和动力学参数测定 
温度耐受性测定是将酶稀释到 pH 7.0 的

100 mmol/L的缓冲液中，4 ~60 ℃ ℃温浴 0.5~2 h，
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检测裂解方向的残留活性。pH 耐受性测定是将

酶稀释到 pH 4.0~11.0 的缓冲液中，4 ℃孵育

24 h，测定裂解方向的残留活性。 

在对 Neu5Ac 的动力学测定中，测定了不同

Neu5Ac 浓度下的活性，反应在 pH 8.0 的缓冲液

中进行。在合成方向，反应在 pH 7.5 的缓冲液

中进行，测定 ShNAL 对丙酮酸的 Km 值时，保持

N-乙酰甘露糖胺的浓度为 30 mmol/L，测定不同

Pyr 浓度下酶的活力；测定 N-乙酰甘露糖胺的

Km 值时，丙酮酸的浓度 (50 mmol/L) 不变，测

定 N-乙酰甘露糖胺不同浓度下的酶活。 

1.8  HPLC 分析条件 
Agilent 公司 1100 型；分离柱：BioRad 公司

生产的型号为 Aminex HPX-87H 糖分析柱 

(300 mm×7.8 mm，9 μm)，流动相：5 mmol/L 

H2SO4，流速 0.4 mL/min，柱温 40 ℃。在上述条

件下检测，Neu5Ac、Pyr 和 ManNAc 的保留时间

分别是 11.9 min、14.2 min 和 16.2 min。 

1.9  合成产物的分离和鉴定 
20 mL 的 Tris-HCl (100 mmol/L，pH 8.0) 缓

冲 液 反 应 体 系 中 加 入 300 mmol/L Pyr 、

100 mmol/L ManNAc、4.5 g 湿菌体，在 37 ℃、

200 r/min 条件下反应 20 h，通过离心除去菌体，

100 ℃加热除去蛋白终止反应。反应的转化率通

过 HPLC 检测 ManNAc 的减少量得出，产物是通

过阴离子交换树脂 (201×7) 分离方法[20]纯化。 

2  结果 

2.1  氨基酸序列分析 
将来源于 Staphylococcus hominis 与其他菌

属来源的 N-乙酰胺神经氨酸裂合酶氨基酸序列

进行比较 (图 2)，发现 ShNAL 与已知的 N-乙酰

胺神经氨酸裂合酶，与来源于 Haemophilus 

influenza[16] 、 Clostridium perfringens[15] 、

Trichomonas vaginalis[17] 和 Lactobacillus 

plantarum[19](GenBank Accession No.分别是  

 

 

图 2  ShNAL 与已知的 N-乙酰神经氨酸裂合酶序列的比对结果 
Fig. 2  Multiple sequence alignment for ShNAL and related N-acetylneuraminate lyases. 
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P44539.1 ， Q9S4K9.2 ， AAB42182.1 和

NP_786769.1) 的同源性分别为 58％、56％、

53％和 50％，而与来源于 Escherichia coli[11] 

(Accession No. AAC76257.1) 的同源性只有 30％。 

ShNAL 拥有 NAL 亚家族活性位点的关键残

基 (图 2)，包括 K165、Y137 (仅指 ShNAL 的氨

基酸位点编号，下同) 位点、保守的 GxxGE 底

物专一性结合框架 (第 47~51 个氨基酸) 以及

D191、E192 和 S208[24-25]。GxxGE 是 α-酮酸的

羧基结合位点，xx 通常是 S/T，而 ShNAL 中这

两个氨基酸位点 (48、49 位) 是 S/S，这两个连

续的氨基酸与 Y137 和水分子共同参与形成丙酮

酸氢键网络，D191、E192 和 S208 是底物糖的结

合位点。保守区域外的位点有较大差异。 

2.2  重组酶的纯化 
通过镍柱亲和层析一步纯化得到电泳纯的

目的蛋白酶 (图 3 和表 1)。纯化总收率为 88.5％，

纯度提高了 5.6 倍。在 pH 7.0、37 ℃的条件下，

裂解方向的比活达到了 24.8 U/mg (表 1)，在

pH 7.5、37 ℃的条件下，合成反应方向的比活是

3.1 U/mg。用胶过滤层析测定 ShNAL 的确定分

子量为 125 kDa，其单体分子量为 33.8 kDa，因

此该酶在溶液中以四聚体形式存在。 

2.3  酶的最适反应 pH 和温度 
裂解方向的最适反应 pH 是 8.0，高于 pH 8.0 

时酶的活性迅速下降，当 pH 升至 9.0 时活性下

降到最高时的 17.5％ (图 4)。合成方向的最适反

应 pH 是 7.5，升高 pH 对酶的活性影响不大，在

pH 9.0 的碳酸盐缓冲液中该酶仍然能保持最高

活力的 95％以上 (图 5)。通过对 ShNAL 合成方

向的最适反应温度研究发现，在 20 ℃~45 ℃之

间，随温度升高酶的活力不断提高，45 ℃时达到

最大活力，当温度超过 50 ℃时酶活迅速下降 

(图 6)。温度对裂解方向酶活性影响的研究表明  

 

图 3  SDS-PAGE 分析 ShNAL 的纯化 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified ShNAL. 1: 
protein marker; 2:cell-free extract without induction 3: 
crude cell-free extract; 4: purified ShNAL. 

表 1  ShNAL 蛋白纯化表 
Table 1  Purification of ShNAL 

Purification step Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purification factor Yield (%) 

Crude cell-free extract 957.7  4.4 1.0 100.0 

His-trap affinity  
chromatography 848.4 24.8 5.6  88.5 
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图 4  pH 对裂解方向酶活性的影响 
Fig. 4  Effect of pH on ShNAL activity for the cleavage 
direction. Acetic acid buffer (pH 4.0 to 6.0), phosphate 
buffer (pH 6.0 to 8.0) and Tris-HCl buffer (pH 8.0 to 
9.0) were used. 

 

图 5  pH 对合成方向酶活性的影响 
Fig. 5  Effect of pH on ShNAL activity for the synthetic 
direction. Acetate buffer (pH 4.0 to 6.0), phosphate 
buffer (pH 6.0 to 8.0), Tris-HCl buffer (pH 8.0 to 9.0) 
and carbonate buffer (9.0 to 10.0) were used. 

(数据未显示)，直到 65 ℃时，酶的活力都随温度

升高而不断提高。 

2.4  酶的稳定性 
通过测定裂解反应活性变化来研究 ShNAL

对 pH 的耐受性，结果发现，ShNAL 可以耐受较

宽的 pH 范围，在中性 pH 值范围内最稳定，在

pH 5.0~10.0 范围内 ShNAL 的残留活性能保持

70％以上，但 pH 4.0 的过酸环境和 pH 11.0 的过

碱环境都能使酶失活 (图 7)。 

通过测定裂解方向活性损失对 ShNAL 的热

稳定性进行了研究，发现 ShNAL 具有较好的热 

 

图 6  温度对合成反应酶活性的影响 
Fig. 6  Effect of temperature on ShNAL activity for 
synthetic reaction. 

 

图 7  pH 的耐受性测定 
Fig. 7  pH stability of ShNAL. Acetate buffer (pH 5.0 
to 6.0), phosphate buffer (pH 6.0 to 8.0), Tris-HCl buffer 
(pH 8.0 to 9.0) and carbonate buffer (pH9.0 to 11.0) 
were used. 
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稳定性，在 4 ℃~45 ℃温度水浴 0.5~2 h 均无活

性损失。在 30 ℃下孵育 210 h，ShNAL 的活性

没有下降，说明酶在 30 ℃的稳定性良好，而当

温度升到 50 ℃时，随时间的延长活性不断下降，

50 ℃温浴 0.5 h 活性约损失一半 (图 8)。 

2.5  动力学参数的测定 
测定合成和裂解两个方向的动力学参数，裂

解方向的 Neu5Ac 的 Km 值为 (4.0±0.2) mmol/L，

合成方向的 ManNAc 和 Pyr 的 Km 值分别为 

(131.7±12.1) mmol/L 和  (35.1±3.2) mmol/L。

Neu5Ac、Pyr 和 ManNAc 的 kcat/Km 值分别为

1.9 L/(mmol·s)、0.08 L/(mmol·s)和 0.08 (L/mmol·s)。

Neu5Ac、Pyr 的 Km 值与目前报道的来源于其他

菌属的 N-乙酰神经氨酸裂合酶相差不大，

ManNAc 的 Km 值比其他来源的酶都要小。

ShNAL 与之前研究的动力学相关参数比较见表

2，ShNAL 的裂解方向的催化效率 kcat/Km 比已知

的相关酶要低，而合成方向的催化效率 kcat/Km 与 

它们相当，可能更有利于合成反应进行。 

2.6  合成产物的分离和鉴定 
通过 HPLC 检测反应转化率为 91.5％，

Neu5Ac 的产率达到了 89.4％ (图 9)。反应液经 

 

图 8  温度耐受性研究 
Fig. 8  Thermal stability of ShNAL. Enzyme was 
incubated at certain temperature and maintain for three 
different times. Activity of enzyme stored in 4 °C was 
set as 100% relative activity. 

表 2  ShNAL 与之前报道的不同来源的酶的动力学参数比较[18-19] 
Table 2  Kinetic parameters of recombinant ShNAL and other previously described 

Enzymes Activities Substrates Km (mmol/L) kcat/Km (L/(mmol·s)) 

Cleavage Neu5Ac 1.8±0.1  5.60 

ManNAc 160.0±5.0  0.03 LpNAL 
Neu5Ac synthesis 

Pyruvate 19.9±0.3  0.11 

Cleavage Neu5Ac 2.5±0.3  4.00 

ManNAc 180.0±10.0  0.05 EcNAL 
Neu5Ac synthesis 

Pyruvate 22.0±1.0  0.08 

Cleavage Neu5Ac 4.9±0.7  3.00 

ManNAc 220.0±30.0  0.05 PmNAL 
Neu5Ac synthesis 

Pyruvate 23.0±1.0  0.08 

Cleavage Neu5Ac 4.0±0.2  1.90 

ManNAc 131.7±12.1 0.08 ShNAL 
Neu5Ac synthesis 

Pyruvate 35.1±3.2  0.08 
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图 9  Neu5Ac 的 HPLC 图谱 (A：NeuAc 标准样品；B：ShNAL 催化的反应；C：NeuAc 标样和反应物的混合物) 
Fig. 9  HPLC fingerprint spectrum of Neu5Ac. (A) NeuAc standard sample. (B) Reaction system. (C) Mixture of 
Neu5Ac standard sample and the reactant. 
 
处理上样 0~0.2 mol/L 甲酸洗脱的样品通过减压

蒸馏除去甲酸和水，得到了纯度较高的产物。质

谱检测结果：MS (ES−) 计算值 C11H19NO9 (M-H) 

308.10，实验值 307.82。 

3  讨论 

目前，国内还没有利用分离纯化的 N-乙酰

神经氨酸裂合酶合成 Neu5Ac 的工业化生产的报

道，限制 Neu5Ac 工业化生产的因素很多，如生

产原料 ManNAc 非常昂贵外，醛缩酶 (或裂解

酶) 的活性低等也是重要的原因。有效的解决

途径可能是通过异构酶将相对廉价的 N-乙酰葡

萄糖胺转化成 ManNAc，再在高活性的 N-乙酰

神经氨酸裂合酶催化下来合成 Neu5Ac。 

本研究克隆并表达了来自 Staphylococcus 

hominis 的潜在 N-乙酰神经氨酸裂合酶基因

shnal，研究了纯化酶的酶学性质和动力学参数，

与其他来源的 NAL 相比，ShNAL 对 ManNAc 的

Km 值最小，kcat/Km 值为 0.08 L/(mmol·s)，优于之

前研究过的 0.05 L/(mmol·s)的最大值；在 pH 9.0

的环境中，ShNAL 在合成方向仍能保持合成反

应最适 pH 下活力的 95％，而裂解方向的活性降

至最适 pH 下活力的 17.5％，偏碱性条件更利于

产物合成。综合以上特点，ShNAL 在合成反应

中具有一定的优势，但是酶的催化活性有待进一

步提高，以满足工业化应用的要求。 
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