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缬氨酸转氨酶基因原核表达载体构建及表达
张飞，　魏涛，　刘寅，　何培新

（郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１）

摘要：构建了具有缬氨酸转氨酶基因的大肠杆菌工程菌，对该酶表达条件进行了优化．ＰＣＲ结果表
明，扩增出一特异ＤＮＡ条带且长度与ａｖｔＡ基因长度１２５４ｂｐ符合．通过纸层析检测，筛选到了阳性
克隆，但是酶活偏低．ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳显示目的蛋白表达量较低．酶表达优化结果显示：蛋白胨
浓度１２ｇ／Ｌ，ＩＰＴＧ浓度０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，经过８ｈ诱导，酶活达到最大值．
关键词：缬氨酸转氨酶；大肠杆菌；基因克隆；蛋白表达
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０　引言

Ｄ－氨基酸作为重要的中间体，在食品添加剂、
医药、农药及化妆品行业应用广泛，市场需求较大．
Ｄ－丙氨酸作为丙氨酸的一种光学异构体，在食品
中主要作为增味剂和调味料使用，也是合成甜味剂

阿力甜的主要原料之一．此外，Ｄ－丙氨酸还是农药

精甲霜灵的合成原料之一［１－２］．Ｄ－缬氨酸作为重
要的中间体也广泛用于药物合成．以 Ｄ－缬氨酸为
原料可以合成高效杀虫剂氟胺氰菊酯［３－４］，其青霉

胺衍生物可以用来治疗一些由于免疫缺陷引起的

疾病，如艾滋病［５］．
转氨酶在酶法合成氨基酸领域具有潜在应用

价值．目前，关于转氨酶的研究报道较多的是该酶
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的酶学性质、催化机制及抑制动力学研究［６－８］．大肠
杆菌缬氨酸转氨酶可以催化Ｌ－缬氨酸与丙酮酸反
应生成α－酮异戊酸和 Ｌ－丙氨酸．理论上，利用该
酶可以把缬氨酸外消旋混合物中的 Ｌ－缬氨酸转化
为α－酮异戊酸，从而实现外消旋缬氨酸的拆分．目
前，关于缬氨酸转氨酶在氨基酸手性拆分领域的应

用报道甚少．本文拟利用原核表达载体构建具有缬
氨酸转氨酶活性的工程菌，并对目的蛋白表达条件

进行优化．

１　实验

１．１　材料与仪器
材料：大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）和大肠杆菌ＤＨ５α，

由本实验室提供；原核表达载体 ｐＥＴ—３２ａ，Ｎｏｎａｇｅｎ
公司产；ＰＣＲ引物，上海生工生物工程技术服务公
司产；限制性内切酶 ＮｃｏＩ和 ＸｈｏＩ，ＤＮＡ聚合酶，
ＤＮＡ连接酶和 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，ＴａＫａＲａ生物工程（大
连）有限公司产；氨苄青霉素、异丙基－β－Ｄ－硫代
半乳糖苷（ＩＰＴＧ），南京基天生物科技有限公司产；
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ纯化试剂盒、蛋白电泳
Ｍａｒｋｅｒ，天根生化公司产．其他试剂，均为国产分析
纯．实验中用到的 ＬＢ培养基、ＳＯＣ培养基、ＤＮＡ琼
脂糖电泳所用溶液、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳相关溶液的配
制参见《分子克隆实验指南》（第２版）．

仪器：ＰＣＲ仪 ＭｏｄｅｌＭＧ４８＋，杭州朗基公司
产；凝胶电泳仪ＤＹＹ—８Ｃ，北京六一仪器厂产；凝胶
成像系统ＬＧ２０００ＧｅｌＤｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，杭州朗
基公司产；Ｗａｔｅｒｓ６００高效液相色谱仪、色谱柱，美国
Ｗａｔｅｒｓ公司产；日立 ＣＲ２２Ｅ型离心机，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司产；超声波细胞粉碎仪ＪＹ８８—ＩＩ，宁波新芝生物
科技股份有限公司产；日立 ＵＶ—３０００型分光光度
计，日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司产；高压灭菌锅 ＧＩ５４ＤＷ，南京
庚辰科学仪器有限公司产；恒温振荡器 ＴＨＺ—Ｃ，太
仓博莱特实验仪器厂产；Ｐ２Ｓ电子天平，上海恒平科
学仪器有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　引物设计及 ＰＣＲ反应条件　通过检索
ｇｅｎｅｂａｎｋ中 Ｅ．ｃｏｌｉＫ—１２的缬氨酸转氨酶基因
（ａｖｔＡ）序列，并参考 ｐＥＴ—３２ａ载体多克隆位点，设
计２条引物．在上游引物５′端引入了 ＮｃｏＩ酶切位
点，在下游引物的５′端引入ＸｈｏＩ酶切位点，由下划

线标出．上游引物为 ５′ＴＧＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＧＡＣＡＴ
ＴＣＴＣＣＣＴＴＴＴＴＧ３′， 下 游 引 物 为 ５′ＴＴ
ＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＧＡＣＴＴＴＣＡＧＣＣＣＡＧＧ３′．ＰＣＲ 反
应体系为：ｄｄＨ２Ｏ３７．４μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
ＭｇＣｌ２３μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，引物各 １μＬ，模板 １μＬ，
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．６μＬ，总体积５０μＬ．ＰＣＲ反应
参数为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，然后进入循环；９４℃变
性４５ｓ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经过３０个
循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ结束反应．
１．２．２　重组质粒 ｐＥＴ３２ａ—ａｖｔＡ的构建及转化　
大肠杆菌质粒提取、基因组 ＤＮＡ提取、感受态细胞
制备等常规方法参考Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ著《分子克隆》（第
３版）．ＤＮＡ凝胶回收、ＤＮＡ双酶切反应和 ＤＮＡ片
段连接反应参考试剂盒说明．ａｖｔＡ基因ＰＣＲ产物和
提取得到的表达载体，经双酶切和凝胶回收纯化，

在１６℃连接２０ｈ．然后取连接液５μＬ与１００μＬ大
肠杆菌感受态细胞混合，于冰上放置 ３０ｍｉｎ，于
４２℃水浴６０ｓ，冰上放置２ｍｉｎ；加入８００μＬＳＯＣ
液体培养基于３７℃培养１ｈ，将培养液均匀涂布在
含Ａｍｐ＋的培养基平板上；将平板放置于３７℃恒温
培养箱中培养１２～１４ｈ，然后观察结果．
１．２．３　阳性克隆的筛选　采用酶活性检测的方法
来筛选阳性克隆，具体方法如下：从转化平板挑取

２０单菌落分别接种于含氨苄青霉素 ５０μｇ／ｍＬ的
２ｍＬＬＢ液体培养基，３７℃培养１２～１４ｈ；吸取上
述菌液 ２５０μＬ接种于 ２５ｍＬＬＢ液体培养基于
３７℃ 进行放大培养６ｈ；同时接种剩余菌液保存于
４℃冰箱；然后加入ＩＰＴＧ，在３０℃继续培养８ｈ；取
５０ｍＬ离心管，离心收集菌体（４０００ｒ／ｍｉｎ，１２ｍｉｎ），
弃上清，加入５ｍＬ含有浓度为０．１ｍｏｌ／ＬＬ－缬氨
酸和０．１ｍｏｌ／Ｌ丙酮酸的混合液，加入１０％吐温 －
８０５０μＬ，调节ｐＨ至８，于３７℃摇床反应５ｈ；纸层
析检测是否有底物的消耗和产物 Ｌ－丙氨酸产生；
检测到有酶活性的，将对应菌种进行甘油保种．纸
层析展开剂为苯酚∶乙醇∶水 ＝５∶１∶２（ｖ／ｖ／ｖ）．纸
层析显色剂：０．５％（ｗ／ｖ）茚三酮水溶液．
１．２．４　阳性克隆ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳检测　取阳
性克隆对应菌液１ｍＬ，同时取１ｍＬ没有被转化的
菌液作对照，分别离心，超声波细胞破碎，然后进行

ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳．
１．２．５　酶活的测定　取１０ｍＬ含有浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ
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Ｌ－缬氨酸和０．１ｍｏｌ／Ｌ丙酮酸的混合液，加入待测
菌体，充分混匀，调节 ｐＨ至 ８，３７℃摇床反应
１０ｍｉｎ．离心终止反应，测定上清液中丙氨酸含量．
酶单位定义：１ｍｉｎ内反应生成１μｍｏｌＬ－丙氨酸所
用的酶量．实验中酶的比活力由每 ｍＬ菌液含有的
酶单位数表示．
１．２．６　表达条件优化　通过考察培养基蛋白胨浓
度、ＩＰＴＧ诱导浓度以及诱导时长等３个因素对工程
菌酶活的影响，来确定该酶的最佳表达条件．每个
实验的培养基成分均为酵母膏、蛋白胨、氯化钠，培

养基中氯化钠用量固定为５ｇ／Ｌ，酵母膏用量固定为
５ｇ／Ｌ，定容前用ＮａＯＨ调节ｐＨ＝８．０，１２０℃高压灭
菌备用．每个实验组培养基体积均为 ２５ｍＬ，接种
２５０μＬ菌液于含氨苄青霉素５０μｇ／ｍＬ的液体培养
基，３７℃摇床培养６ｈ，然后加入ＩＰＴＧ，３０℃摇床诱
导．诱导结束，离心收集菌体，检测酶活性．

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物的凝胶电泳分析
ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果如图１所示．

由图１可见一条特异 ＤＮＡ条带，该条带长度与
ｇｅｎｅｂａｎｋ中ａｖｔＡ基因长度１２５４ｂｐ符合．

图１　ＰＣＲ产物凝胶电泳图谱

２．２　阳性克隆活性筛选
采用酶活性检测的方法筛选阳性克隆，具体方

法如前所述．反应液用纸层析检测，结果如图２所

示．可以明显地看出，相同反应条件下，１＃，６＃，７＃和
８＃反应液中有Ｌ－丙氨酸产生，因此初步认定以上
反应液中检测到了目的酶活性．同时可以看出，反
应５ｈ产物生成量较少，说明该工程菌酶活力需要进
一步优化．

图２　单菌落筛选纸层析图谱

２．３　阳性克隆的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳验证
上述筛选到的阳性克隆与对照菌同时进行

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，结果见图３．供试菌在４５ＫＤａ
出现特异条带，该条带位置与目的蛋白理论分子量

相符．该条带在全菌和上清中含量高于沉淀中含
量，说明目的蛋白表达正常．同时可以看出，目的蛋
白的相对含量不高．

图３　阳性克隆的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳图谱

２．４　培养基蛋白胨浓度对酶活的影响
蛋白胨作为本实验培养基中最主要的氮源，其

浓度变化对目的蛋白表达的影响是基础性的（见图

４）：在蛋白胨浓度较低时，酶活随着蛋白胨浓度的
增加而明显增加；蛋白胨浓度为１２ｇ／Ｌ时，酶活达
到最大；之后，蛋白胨浓度的进一步增加对酶活影

响不明显．
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图４　蛋白胨浓度对酶活的影响

２．５　ＩＰＴＧ诱导浓度对酶活的影响
ＩＰＴＧ诱导浓度对目的蛋白表达的影响也是基

础性的（见图５）：在 ＩＰＴＧ诱导浓度较低时，酶活随
着ＩＰＴＧ诱导浓度的增加而有所增加；ＩＰＴＧ诱导浓
度增加到０．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，酶活达到最大；此后，酶活
随着ＩＰＴＧ诱导浓度进一步增加而降低．理论上，
ＩＰＴＧ诱导浓度过高会使目的蛋白表达过量形成包
涵体而影响酶活．本实验结果与理论分析基本吻合．

图５　ＩＰＴＧ诱导浓度对酶活的影响

２．６　诱导时间对酶活的影响
诱导时间对酶活的影响见图６．酶活随着诱导

时间的增加而有所增加；在诱导时间为８ｈ时，酶活
达到最大；之后，酶活随着诱导时间的增加而缓慢

降低；此后，随着诱导时间的进一步延长，酶活性降

低不是很剧烈，可能此时营养物质已经基本耗尽，

菌体停止生长．

３　结论
本文构建了具有缬氨酸转氨酶基因的大肠杆

菌工程菌，并对该酶表达条件进行了初步优化．琼
脂糖凝胶电泳显示，成功克隆了大肠杆菌 ａｖｔＡ基
因．通过纸层析检测，筛选到了阳性克隆，但是酶活
性偏低．通过ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳检测到目的蛋白

图６　诱导时间对酶活的影响

表达正常．随后，对目的蛋白表达条件进行优化，结
果显示最佳诱导条件为蛋白胨浓度１２ｇ／Ｌ，ＩＰＴＧ浓
度０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，经过８ｈ诱导，酶活达到最大值．

本文通过构建工程菌，将缬氨酸转氨酶用于酶

法合成氨基酸领域，结果表明该酶有一定应用价

值．本研究为利用该类酶制备某些手性氨基酸提供
了参考．
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