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研究报告 

新型苏云金芽孢杆菌(−)γ-内酰胺酶基因的克隆与表达 

孙康  鲁明杰  于爽  迟乃玉* 
大连大学生命科学与技术学院  辽宁 大连  116622 

摘  要：【背景】γ-内酰胺是一种重要的医药中间体，其自身具备手性不利于药物合成，通过 γ-内酰

胺酶选择性拆分可实现光学纯 γ-内酰胺的制备。【目的】挖掘来源苏云金芽孢杆菌 (Bacillus 

thuringiensis) 的 γ- 内 酰 胺 酶 基 因 ， 探 索 光 学 纯 γ- 内 酰 胺 的 制 备 工 艺 。【 方 法 】 通 过

“acetamidase/formamidase”关键词检索苏云金芽孢杆菌基因组，对检索出的两条序列进行异源表达，

而后通过高效液相色谱法检测重组菌对 γ-内酰胺的降解情况，确定克隆的基因是否为 γ-内酰胺酶基

因。利用构建的重组菌进行 5 L 发酵、底物拆分、产物回收的生产应用尝试。【结果】构建的 skA2

重组菌株具有(−)γ-内酰胺酶活性，其在小规模制备生产中表现良好。【结论】 A 基因是一段未经报

道的(−)γ-内酰胺酶基因，丰富了生产者的酶工具箱。构建的 skA2 菌株可以满足工业制备(+)γ-内酰

胺的生产需求，为合成光学纯药物奠定坚实基础。 
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Cloning and expression of a novel (−)γ-lactamase gene from 
Bacillus thuringiensis 
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Abstract: [Background] γ-lactam is an important pharmaceutical intermediate and its chiral property 
makes against drug synthesis. The preparation of optically pure γ-lactam can be realized by γ-lactamases’ 
selective resolution. [Objective] To explore the gene of γ-lactamase from Bacillus thuringiensis and the 
technology of optically pure γ-lactam preparation. [Methods] The genome sequence of Bacillus 
thuringiensis was searched by the key words “acetamidase/formamidase”, two sequences were selected 
and heterologously expressed. The degradation of γ-lactam by recombinant bacteria was monitored by 
HPLC method to determine whether the cloned gene was a γ-lactamase gene. The application of 5 L 
fermentation, substrate separation and product recovery were also performed using the constructed 
recombinant bacteria. [Results] The skA2 recombinant strain had activity of (−)γ-lactamase and showed 
good performance in small scale production. [Conclusion] The A gene is an unreported new 
(−)γ-lactamase gene, which enriches producers’ enzyme toolbox. The skA2 strain can meet the need of 
industrial production of (+)γ-lactam and lay a solid foundation for the preparation of optically pure drugs. 
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γ-内酰胺酶是酰胺酶(EC 3.5.1.4)的一种[1-2]，

由于其能选择性降解工业上的(±)γ-内酰胺(2-氮杂

二环-[2.2.1]-庚烷-5-烯-3-酮，CAS:49805-30-3)，因

而被命名为 γ-内酰胺酶(图 1)。(±)γ-内酰胺则是一

种可以合成数十种药物的医药中间体，如治疗艾滋

病的阿巴卡韦以及治疗甲型流感的帕拉米韦[3]。γ-

内酰胺市场需求巨大，但(±)γ-内酰胺自身却是外消

旋 体 ， 包 含 (±) 两 种 旋 光 构 型 ： (+)γ- 内 酰 胺

[(1S,4R)-2- 氮 杂 双 环 [2.2.1] 庚 -5- 烯 -3- 酮 ，

CAS:130931-83-8]以及(−)γ-内酰胺[(1R,4S)-2-氮杂

双环[2.2.1]庚-5-烯-3-酮，CAS:79200-56-9]。利用

外消旋体原料进行药物合成存在弊端，会致使由其

合成的药物也带有手性，而手性药物存在不同对映

体具有不同药理活性的潜在危害。如 20 世纪 60 年

代，镇静药沙利度胺(thalidomide，又名“反应停”)

以未经拆分的外消旋体形式上市，结果引发了“海

豹儿”的悲剧，原因在于沙利度胺的(R)对映体具有

缓解妊娠反应作用，而(S)对映体是一种强力致畸

剂[4]。因而在药物合成过程中进行单一构型合成十

分必要，研究表明从 γ-内酰胺合成这一步实现构

型拆分是最经济的选择[5]。临床上已知阿巴卡韦的

药理活性来源于(−)阿巴卡韦，因而科学工作者们

的目光都锁定在了挖掘(+)γ-内酰胺酶上，试图利用

(+)γ-内酰胺酶拆分(±)γ-内酰胺，从而得到光学纯的

(−)γ-内酰胺以满足生产需要[5-6]。但实际上(+)γ-内

酰胺也可以通过溴化作用实现构型翻转，随后进行

碳环核苷类药物的合成[5]，因而(−)γ-内酰胺酶在工

业应用上同样具有价值。 

本实验室前期已从环境中筛选出了一株产

(+)γ-内酰胺酶的菌株——苏云金芽孢杆菌(Bacillus 

thuringiensis)[7]，在后续实验中发现该菌株也产(−)γ-

内酰胺酶。(±)γ-内酰胺酶共存于一种菌里的情况并

不 少 见 ， 如 氧 化 烃 微 杆 菌 ( M i c r o b a c t e r i u m 

hydrocarbonoxydans)就先后被发现产(+)γ-内酰胺酶

和(−)γ-内酰胺酶[8-9]。野生菌同时包含(±)γ-内酰胺酶

不利于生产应用，因而十分有必要将单一 γ-内酰胺

酶基因进行异源表达以提高对异构体的选择性。表

1 列出了文献报道的已知 γ-内酰胺酶基因，其中发

掘 γ-内酰胺酶基因的策略主要有 3 种[29]：(1) 建立

基因文库法：将已知有 γ-内酰胺酶活性的野生菌基

因组随机打断成小片段构建到大肠杆菌，再通过高

通量筛选方法筛选阳性克隆体，对插入的序列进行

测序即得到 γ-内酰胺酶基因。(2) 蛋白逆推法：从

已知有 γ-内酰胺酶活性的野生菌中纯化出 γ-内酰胺

酶蛋白，再通过蛋白测序等方法逆推产酶基因。但

由于野生蛋白表达量不高、脱离全细胞环境不稳定 

 

 
 

图 1  γ-酰胺酶选择性降解(±)γ-内酰胺示意图 
Figure 1  Schematic diagram of selective degradation of (±)γ-lactam by γ-lactamase 
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等缺陷，野生蛋白的纯化很难，少有成功案例[1,5,9]。

(3) 信息挖掘法：利用已报道的 γ-内酰胺酶序列进

行相似性比对，或者利用甲酰胺酶、乙酰胺酶等关

键词进行检索[25]，对潜在的目的序列进行克隆表

达、酶活验证，也常能发掘出 γ-内酰胺酶基因。本

研究采用第三种方法，从已知有 γ-内酰胺酶活性的

苏云金芽孢杆菌的基因组里，通过“acetamidase/ 

formamidase”关键词检索潜在目的序列，结果检索

出了两条序列，分别用 A 序列和 B 序列指代，对它

们分别进行了克隆表达。最终结果表明克隆表达的

A 序列具有(−)γ-内酰胺酶活性，是一段未经报道的

(−)γ-内酰胺酶基因。通过 5 L 的发酵中试及产物回

收实验，发现重组菌 skA2 具有生产光学纯(+)γ-内

酰胺的应用潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

引物由苏州泓迅生物科技股份有限公司合成(表

2)；质粒 pMD19-T 购自宝生物工程(大连)有限公司；

质粒 pET-28a、E. coli TOP10、E. coli BL21 由大连大

学生命科学与技术学院高凤山老师课题组提供；苏云

金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)为本实验室保存。 

 

表 1  已报道的 γ-内酰胺酶 
Table 1  Previously reported γ-lactamases 
年份 

Year 

菌种来源 

Strain origin 

选择性 

Selectivity 

发现方法 

Discovery method 

参考文献 

References 
1999 Comamonas acidovorans + 基因文库法 

Gene library method 

[10-11] 

2004 Sulfolobus solfataricus + 信息挖掘法 

Information mining 

[12-13] 

2010 Thermoanaerobacter tengcongensis + Unknown [14] 

2012 Aeropyrum pernix + 信息挖掘法 

Information mining 

[15-16] 

2012 Bradyrhizobium japonicum + 信息挖掘法 

Information mining 

[1,17] 

2014 Bradyrhizobium japonicum – Unknown [18] 

2014 Microbacterium hydrocarbonoxydans ± 基因文库法 

Gene library method 

[9,19] 

2014 Microbacterium hydrocarbonoxydans – 蛋白逆推法 

Protein counter-inference 

[9,20-22] 

2014 Pseudomonas putida + 信息挖掘法 

Information mining 

[23] 

2014 Streptomyces aureofaciens + 信息挖掘法 

Information mining 

[23] 

2014 Nocardia farcinica – 信息挖掘法 

Information mining 

[23] 

2014 Rhodococcus globerulus – 信息挖掘法 

Information mining 

[23] 

2014 Escherichia coli + 信息挖掘法 

Information mining 

[24] 

2015 Delftia + 信息挖掘法 

Information mining 

[25-26] 

2018 Rhodococcus erythropolis + 信息挖掘法 

Information mining 

[27] 

2019 Microbacterium testaceum ± 信息挖掘法 

Information mining 

[28] 
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表 2  实验所用引物 
Table 2  Primers used in the experiment 
引物名称 

Primers name  

序列  

Sequence (5ʹ→3ʹ) 
AF ACGCGTCGACATGGGTAGTAGTGGAAGTATGGTAAAGC 

AR CCGCTCGAGCTAAGAATGAATCGTTTTTTTTACTGGA 

BF ACGCGTCGACATGTCACCAGAAAATAAGCCGT 

BR CCGCTCGAGCTATTTAATATGAAATTTACTAAAAATAAATCCT 

注：引物序列中下划线为相应酶切位点. 
Note: The underlined are restriction enzymes cutting sites. 
 

1.1.2  培养基 

筛选培养基(g/L)：酵母浸粉 0.1，N-乙酰-L-苯

丙氨酸 2.0，NH4Cl 2.0，Na2HPO4 0.1，NaH2PO4 0.1，

MgSO4 0.1，调节 pH 7.0。 

产酶培养基(g/L)：酵母浸粉 5.0，葡萄糖 5.0，

KH2PO4 7.0，NaHPO4 2.0，MgSO4 0.4，FeSO4 0.02，

CaCl2 0.02，NH4Cl 5.0，调节 pH 7.0。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，NaCl 10.0，调节 pH 7.2。抗性筛选时添加终

浓度为 50 μg/mL 的氨苄青霉素或 30 μg/mL 的卡

那霉素。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

细菌基因组提取试剂盒、IPTG，生工生物工程

(上海)股份有限公司；质粒提取试剂盒、琼脂糖凝

胶回收试剂盒、限制性内切酶、Taq 酶、T4 DNA

连接酶，宝生物工程(大连)有限公司；2-氮杂双环

[2.2.1]庚-5-烯-3-酮，上海麦克林生化科技有限公

司；色谱级异丙醇、乙腈、正丁醇，天津市科密欧

化学试剂有限公司。 

梯度 PCR 仪，赛默飞世尔科技公司；凝胶成像

系统，通用电气公司；低温水浴锅，东京理化器械

株式会社；液相色谱仪，岛津公司；AS-H 手性色

谱柱，大赛璐公司；超声波细胞粉碎仪，宁波新芝

生物科技股份有限公司；旋转蒸发仪，IKA 集团；

台式冻干机，Labconco 公司；5 L 发酵罐，上海百

仑生物科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  目的片段 A 以及 B 的扩增 

以 Bacillus thuringiensis 基因组数据(GenBank

登录号：CM000759.1)为参考，通过“acetamidase/ 

formamidase”关键词检索出 2 条潜在的目的蛋白编

码基因，分别用 A 序列(protein_id：EEN01695.1)

和 B 序列(protein_id：EEN02965.1)指代，对其分别

设计了包含 Sal I 和 Xho I 限制性内切酶位点的引物

(表 2)。按照细菌基因组提取试剂盒使用说明从

28 °C、150 r/min 培养过夜的 Bacillus thuringiensis

菌液中提取细菌基因组。 

PCR 反应体系(25 μL)：ddH2O 16 μL，5SF buffer 

5 μL，dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL，上、下游引物   

(10 μmol/L) 各 1 μL，细菌基因组 DNA 1 μL，Taq

酶(5 U/μL) 0.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 3 min；

95 °C 30 s，64 °C 45 s，72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 

10 min；18 °C 2 min。扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电

泳和琼脂糖凝胶回收试剂盒回收。 

1.2.2  TA 克隆载体构建 

回收后的 PCR 产物加 polyA 尾，加尾体系   

(50 μL)：ddH2O 8 μL，10Taq buffer 5 μL，dATP     

(10 mmol/L) 1 μL，回收产物 35 μL，Taq 酶(5 U/μL) 

1 μL。反应条件为 72 °C 15 min。加尾产物用 1%琼

脂糖凝胶电泳分离和琼脂糖凝胶回收试剂盒回收。

回收产物用 T4 DNA 连接酶连接 pMD19-T 载体，

随后转化 E. coli TOP10 感受态细胞，转化后将菌液

均匀涂布在含 50 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 抗性平板

上，37 °C 倒置培养 12−16 h。挑取单菌落到 5 mL

上述抗性的液体 LB 培养基中 37 °C、200 r/min 培

养过夜，提取重组质粒进行 Sal I/Xho I 双酶切验证，

将验证成功的重组质粒命名为 pMD19-T-skA、

pMD19-T-skB，交由生工生物工程(上海)股份有限
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公司对插入片段进行测序。 

1.2.3  表达载体构建 

提取 pET-28a 质粒进行 Sal I/Xho I 双酶切，酶

切后的质粒用 1%琼脂糖凝胶电泳分离和琼脂糖凝

胶 回 收 试 剂 盒 回 收 。 对 测 序 结 果 无 误 的

pMD19-T-skA、pMD19-T-skB 克隆载体菌株进行质

粒提取，而后进行双酶切、1%琼脂糖凝胶电泳和琼

脂糖凝胶回收试剂盒回收目的条带。将酶切后的

pET-28a 质粒与酶切回收的 skA、skB 片段连接后转

化到 E. coli BL21 感受态细胞中，涂布在含 30 μg/mL

卡那霉素的 LB 抗性平板上，37 °C 倒置培养 12−  

16 h。挑取单菌落到 5 mL 上述抗性的液体 LB 培养

基 37 °C、200 r/min 培养过夜，提取重组质粒进行

Sal I/Xho I 双酶切验证，将验证成功的质粒送到生工

生物工程(上海)股份有限公司进行目的片段测序。 

1.2.4  重组菌的诱导表达 

对载有正确目的序列的重组菌及未能转化的

空载体菌进行诱导表达，将过夜活化的菌株按 1%

接种量接种到 100 mL 卡那霉素抗性 LB 培养基，

37 °C、200 r/min 摇床培养，待培养液 OD600 值达到

0.6−0.8 时，加入 IPTG 至终浓度 0.1 mmol/L，另设

空白组不加 IPTG，37 °C 继续培养 5−6 h 后将菌液

8 000 r/min 离心 10 min，沉淀用 10 mL 0.05 mol/L

磷酸钠缓冲液重悬，冰浴下进行超声破碎处理   

(10 min，200 W，超声 3 s，间隙 5 s)，破碎完毕后     

10 000 r/min离心10 min，取上清进行SDS-PAGE电泳。 

1.2.5  酶活检测 

取菌液 2 mL，8 000 r/min 离心 5 min 留沉淀，

加 10 g/L 的(±)γ-内酰胺溶液 1.5 mL，充分混匀，

25 °C 摇床反应 1 h。或者取超声破碎上清 2 mL，

加入 0.5 mL 50 g/L 的(±)γ-内酰胺溶液，充分混匀，

25 °C 摇床反应 1 h。而后将反应液 8 000 r/min 离心

5 min，取上清 0.75 mL，加等体积正丁醇反复颠倒

混匀数次，8 000 r/min 离心 5 min，注射器吸取上层，

经有机滤膜过滤制备上样品。使用高效液相色谱进行

底物降解情况检测，采用 AS-H 手性色谱柱，流动相

为乙腈׃异丙醇 总流速为，(体积比) 1׃9 0.6 mL/min，

230 nm 波长检测，待基线平上样 10 μL。 

1.2.6  全细胞催化的中试放大 

按 5 L 的发酵体积准备 LB 培养基，将培养基粉

末加入 5 L 发酵罐，加水至约 4.5 L (灭菌过程中水位

会上涨)，开蒸汽进夹套阀门使罐温升至 100 °C，开

蒸汽进罐体阀门使罐体温度维持在 121 °C，灭菌  

30 min。关闭蒸汽进夹套阀门、蒸汽进罐体阀门，通

空气吹干空气滤芯，通空气进罐体降温，开恒温水

泵使温度下降到设定温度 37 °C。按 3%接种量接种

重组菌，待菌液 OD600 值达到 0.6−0.8 时，加入终浓

度 5 g/L 的乳糖。37 °C 继续培养 6 h 后 8 000 r/min

离心 30 min 收获菌体，加入含有 50 g/L (±)γ-内酰胺

的 1 L 反应罐，反应过夜，翌日将反应液 8 000 r/min

离心 30 min，上清用 500 mL 正丁醇萃取，使用旋转

蒸发仪干燥，再将干燥产物溶于少量水，利用冷冻干

燥机冻干。取少量冻干产物溶于正丁醇，过 0.45 μm

针头式滤膜，通过高效液相色谱检测产物纯度。 

2  结果与分析 

2.1  A、B 基因的扩增 

以提取的 Bacillus thuringiensis 菌株基因组

DNA 为模板，利用设计的引物成功扩增出了目的片

段(图 2)，电泳结果表明，A 序列引物扩出的基因大

小在 1 000 bp 左右，B 序列引物扩出的基因大小在

900 bp 左右，与预期相符。 

 

图 2  A、B 基因 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis analysis of PCR 
amplification products of A and B genes 
注：M：DL2000 DNA Marker；1：A 扩增序列；2：B 扩增序列. 
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: PCR product of A; 2: PCR 
product of B. 
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2.2  A、B 片段的克隆 

将目的片段进行凝胶回收，连接至 pMD19-T

载体，而后转化至 E. coli Top10，利用氨苄青霉素

抗性的 LB 培养基筛选重组菌。提取重组菌质粒，

进行双酶切验证(图 3)。由图 3 可见，A_T1、A_T2、

A_T3、A_T4、B_T5、B_T6、B_T7 切出了目的条

带，连接成功；B_T8 未酶切出目的条带，连接失

败。对双酶切验证成功的 7 个样品进行测序，测序

结果为 A 序列的 4 个样品测序结果一致，B 序列的

3 个样品中 B_T5 与 B_T6、B_T7 测序结果有一个

碱基的差别。需要注意的是扩增出来的 A 序列与设

计引物时参考的 A 序列(protein_id：EEN01695.1)

有 25 个碱基不一致，扩增出来的 B 序列与设计引

物时参考的 B 序列 (protein_id：EEN02965.1)有    

29 个碱基不一致，鉴于测序样品间的高度一致，合

理解释为本实验筛选保藏的苏云金芽孢杆菌与用

作参考的苏云金芽孢杆菌 IBL 4222 (GenBank 登录

号：CM000759.1)有细微差别。 

2.3  A、B 表达载体构建 

对 A_T1、B_T6 的重组质粒 pMD19-T-A、pMD19- 

T-B 进行双酶切，回收目的片段，与双酶切过的

pET-28a 载体连接，转化至 E. coli BL21。利用卡那

霉素抗性 LB 培养基筛选重组菌。提取重组菌质粒，

并进行双酶切验证(图 4)，仅 skA2 切出了目的条带。

将 skA2 送去测序，skA2 测序结果与 TA 克隆时测 

 
 
 

图 3  重组 pMD19-T-A、pMD19-T-B 质粒双酶切验证 
Figure 3  Dual enzyme digestion of recombinant 
pMD19-T-A and pMD19-T-B plasmids 

注：1：A_T1 双酶切产物；2：A_T2 双酶切产物；3：A_T3 双

酶切产物；4：A_T4 双酶切产物；M：DL2000 DNA Marker；5：

B_T5 双酶切产物；6：B_T6 双酶切产物；7：B_T7 双酶切产物；

8：B_T8 双酶切产物. 
Note: 1: Dual enzyme digestion of A_T1; 2: Dual enzyme 
digestion of A_T2; 3: Dual enzyme digestion of A_T3; 4: Dual 
enzyme digestion of A_T4; M: DL2000 DNA Marker; 5: Dual 
enzyme digestion of B_T5; 6: Dual enzyme digestion of B_T6; 7: 
Dual enzyme digestion of B_T7; 8: Dual enzyme digestion of 
B_T8. 
 
 
序结果一致。 

2.4  skA2 的诱导表达及蛋白鉴定 

skA2 诱导表达后离心菌体并超声破碎，破碎上

清进行 SDS-PAGE 电泳(图 5)，可见 37 kD 处条带

表达量明显增加，该处蛋白与预期的 A 序列表达的 

 

 
 

图 4  重组 pET-28a-skA、pET-28a-skB 质粒双酶切验证 
Figure 4  Dual enzyme digestion of recombinant pET-28a-skA and pET-28a-skB plasmids 

注：1−12：skA1 至 skA12 重组菌的质粒双酶切产物；M：1 kb DNA Ladder；13−22：skB1 至 skB10 重组菌的质粒双酶切产物. 
Note: 1−12: Dual enzyme digestion of plasmid from skA1 to skA12; M: 1 kb DNA Ladder; 13−22: Dual enzyme digestion of plasmid from 
skB1 to skB10. 
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蛋白分子量相当。但在后期纯化中发现，由于最初

引物设计缺陷，目的蛋白并未与 His 标签实现融合，

因此无法通过 Ni-NTA 亲和层析法纯化。为了证明

该蛋白正是 A 基因表达的蛋白，将该块条带切胶，

送由上海拜谱生物科技有限公司进行胶条蛋白质

鉴定分析。鉴定结果表明该条带蛋白正是来源于

Bacillus thuringiensis 的 Formamidase，A 基因在大

肠杆菌中被成功诱导表达。如表 3 所示，有 4 条肽

段的二级质谱图打分非常高，Mascot 打分超过 20

即认为可靠，说明本次蛋白鉴定结果准确。 

2.5  酶活检测 

将新鲜培养的 skA2 菌液离心，加底物反应。

反应底物经 HPLC 检测(图 6)，(+)γ-内酰胺在 12 min

左右出峰，(−)γ-内酰胺在 15 min 左右出峰，由图 6

可见，skA2 的 IPTG 诱导组(−)γ-内酰胺被降解，证

明 skA2 在诱导后有(−)γ-内酰胺酶活性；skA2 未诱 

 
 

图 5  skA2 诱导表达及 skA2 未诱导表达的破碎上清

SDS-PAGE 电泳 
Figure 5  SDS-PAGE electrophoresis of fragmented 
supernatants of skA2 induced and skA2 uninduced 

注：1：skA2 未诱导表达的破碎上清；M：蛋白 Ladder；2：skA2

诱导表达的破碎上清. 
Note: 1: The supernatant of uninduced skA2; M: Protein Ladder; 2: 
The supernatant of induced skA2. 

 

表 3  蛋白质谱检测的肽段匹配情况 
Table 3  Peptide matching detected by protein mass spectrometry 
质谱检测质荷比 

Observed 

实测分子量 

Mr(expt) 

理论分子量 

Mr(calc) 

氨基酸位置 

Position 

Mascot 打分 

Mascot score 

肽段序列 

Peptide sequence 

1 705.881 5 1 704.874 2 1 704.858 3 267−281 124 R.LGWGLENNIYNLGSR.G 

1 999.972 0 1 998.964 7 1 998.946 9 188−204 132 R.ISGYSTOVSEOWMLTNR.S 

2 201.112 5 2 200.105 2 2 200.080 0 248−266 132 R.NPWEIVTAEVYPELADQAR.L 

2 919.600 8 2 918.593 5 2 918.557 6 2−29 120 M.GSSGSMVKPISGFLTALIQYPVPVVESR.A 
 

 
 

图 6  skA2 诱导/未诱导和 skB5 诱导/未诱导的降解底物 HPLC 图 
Figure 6  HPLC chart of substrate degradation by skA2 induced/uninduced and skB5 induced/uninduced 
注：A：skA2 加 IPTG 诱导后对底物的作用；B：skA2 未加 IPTG 诱导对底物的作用；C：空载体 skB5 加 IPTG 诱导后对底物的作

用；D：空载体 skB5 未加 IPTG 诱导对底物的作用. 
Note: A: The effect of skA2 with IPTG on the substrate; B: The effect of skA2 without IPTG on the substrate; C: The effect of blank vector 
skB5 with IPTG on the substrate; D: The effect of blank vector skB5 without IPTG on the substrate. 
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导组有轻微酶活，可解释为 LB 培养基中的蛋白胨

中含有微量乳糖[25]，也调控了乳糖操控子表达了少

量重组蛋白。空载体菌株 skB5 无论是否 IPTG 诱导

都无酶活。以上结果说明外源序列 A 表达的蛋白确

实具有(−)γ-内酰胺酶活性，是一种未经报道的新

(−)γ-内酰胺酶。 

2.6  中试放大 

5 L 发酵罐培养 skA2，1 L 反应罐用于底物与

菌体反应，反应后水溶液中包含(−)γ-内酰胺的水解

产物开环氨基酸和(+)γ-内酰胺。利用正丁醇萃取

(+)γ-内酰胺，旋转蒸发仪干燥，再溶于一定量的单

蒸水，过夜冻干即得到初步实验产物。取少量冻干

粉末溶于正丁醇，进行高效液相色谱检测。由图 7

可见初步实验产物 e.e.值已达到 83.2%，具备工业

应用前景。 

3  讨论与结论 

本文通过“acetamidase/formamidase”关键词从

苏云金芽孢杆菌的基因组中检索潜在的 γ-内酰胺酶

基因，对其进行克隆表达及酶活检测。由于最初引

物设计不合理，skA 序列未能成功融合 His 标签，

因而无法通过 Ni-NTA 亲和层析法纯化。通过将诱

导表达后表达量上调的 37 kD 处蛋白切胶，送上海

拜谱生物科技有限公司进行质谱鉴定，最终确认该

条带的确是来源于 Bacillus thuringiensis 的外源蛋

白。活性检测显示，导入 A 基因的工程菌 skA2 有

(−)γ-内酰胺酶活性，携带有 pET-28a 空载质粒的 E. 

coli BL21 菌株 skB5 没有(−)γ-内酰胺酶活性，说明

A 基因表达的蛋白具有(−)γ-内酰胺酶活性，是一种

未报道的新(−)γ-内酰胺酶。经初步 5 L 发酵、底物

拆分、产物回收实验，构建好的 skA2 重组菌株具

备生产制备光学纯(+)γ-内酰胺的工业应用潜力。本

研究的意义在于发掘出一段未报道的(−)γ-内酰胺

酶基因，丰富了生产者的酶工具箱，在对基因进行

挖掘的过程中构建了表达该基因的工程菌株 skA2，

其可以满足工业制备光学纯(+)γ-内酰胺的需要，从

而为合成单构型药物奠定基础。 

 

 
 

图 7  终产物液相分析图 
Figure 7  HPLC analysis of end product 
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