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枯草芽孢杆菌醛缩酶的克隆表达、
纯化、酶学性质研究及应用
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[摘要] 　 果糖－１ꎬ６ 二磷酸醛缩酶是糖酵解途径中的关键酶ꎬ可催化果糖－１ꎬ６ 二磷酸(ＦＤＰ)分解成磷酸二羟丙

酮(ＤＡＰ)和三磷酸甘油醛(Ｇ３Ｐ)的可逆反应. 本文首次克隆枯草芽孢杆菌中的果糖－１ꎬ６ 二磷酸醛缩酶基因

( ｆｂａ)ꎬ构建原核重组表达载体ꎬ利用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱对重组枯草芽孢杆菌果糖－１ꎬ６ 二磷酸醛缩酶(ＦＢＡ)进行分离纯

化和酶学性质研究ꎬ构建表达载体 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ 转化入 ＢＬ２１(ＤＥ３)宿主内ꎬ在 ３０ ℃下诱导表达ꎬ通过 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测 ＦＢＡ 纯度和分子量ꎬＦＢＡ 分子量约为 ３５ ｋＤａ. 最适反应条件为 ｐＨ ７.５、３５ ℃ ꎬ金属离子 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｆｅ２＋

对该酶有较好的激活作用ꎬ而 Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋对该酶有一定的抑制作用. 基于 ＦＢＡ 可专一性分解 ＦＤＰ 的

基本原理ꎬ建立了快速、准确测定酵母发酵液中 ＦＤＰ 含量的单酶法. 通过单酶法测定 ＦＤＰ 含量的样品回收率为

９９.５４％ꎬ相对标准偏差为 ０.４２７％ꎬ测定结果基本不受样品中其他成分干扰. Ｔ检验结果表明ꎬ单酶法和多酶法对

发酵液中 ＦＤＰ 含量的检测结果无显著差异ꎬ与紫外分光光度法测定的结果存在显著差异ꎬ这说明单酶法可以准

确测定发酵液中 ＦＤＰ 的含量. 单酶法测定 ＦＤＰ 含量具有快速、准确、灵敏的特点ꎬ不仅适合于成分复杂的发酵液

中 ＦＤＰ 含量的测定ꎬ也具有广泛的应用价值.
[关键词] 　 ＦＢＡꎬ分离纯化ꎬ酶学性质ꎬＦＤＰꎬ单酶法
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高　 品ꎬ等:枯草芽孢杆菌醛缩酶的克隆表达、纯化、酶学性质研究及应用

果糖－１ꎬ６－二磷酸( ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣１ꎬ６￣ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＦＤＰ)是细胞在糖酵解途径中产生的重要的中间产物之

一ꎬ其可在细胞中通过调节糖代谢中若干酶的活性产生药理作用[１] . ＦＤＰ 主要用于冠心病、急性心肌梗

死、肾功能衰竭、急性脑梗死、肺炎、慢性重症肝炎、神经炎、癫痫等多种疾病的治疗[２－５] . 目前ꎬＦＤＰ 的生产

主要是利用啤酒酵母细胞自身代谢产生[６]ꎬ但是由于 ＦＤＰ 在合成积累过程中受到其他代谢物、ＡＴＰ、
ＮＡＤＨ 的影响ꎬ其合成速率与分解速率较快ꎬ当 ＦＤＰ 积累到足够量时便很快被分解. 所以在 ＦＤＰ 生产过

程中建立一种可快速准确测定 ＦＤＰ 含量的方法是十分必要的.
我国卫生部颁布的质量标准曾采用二苯胺法ꎬ由于其专属性较低ꎬ葡萄糖、果糖、果糖－６－磷酸、葡萄

糖－６－磷酸等均能干扰测定结果. 紫外分光光度法[７]是利用 ＦＤＰ 在盐酸介质中发生反应生成羟甲基糠醛

类物质ꎬ可通过 ２９２ｎｍ 波长间接测定 ＦＤＰ 含量ꎬ该方法可以实现发酵液中 ＦＤＰ 含量的快速检测ꎬ但是由

于发酵液颜色及其他成分的干扰ꎬ因此无法实现准确测定. 多酶法[８]是利用醛缩酶、磷酸甘油脱氢酶、磷
酸丙糖异构酶和还原型辅酶Ⅰ的多酶体系测定 ＦＤＰ 含量ꎻ该方法可以实现 ＦＤＰ 含量准确测定ꎬ但是所需

试剂较为昂贵且反应时间较长.
ＦＢＡ 活性最早于 １９３４ 年被 Ｍｅｙｅｒｈｏｆ 等人发现. 根据其催化机制不同可将其分为两大类:Ⅰ型 ＦＢＡ 存

在于动物和高等植物中ꎬⅡ型 ＦＢＡ 存在于细菌和一些藻类中. ＦＢＡ 主要功能是在糖酵解过程中催化 ＦＤＰ
分解成 ＤＡＰ 和 Ｇ３Ｐ [９－１２] .

本研究成功从枯草芽孢杆菌中克隆出果糖－１ꎬ６－二磷酸醛缩酶基因ꎬ并在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中
实现 ＦＢＡ 蛋白的高效表达ꎬ经分离纯化获得高活力的的重组 ＦＢＡ 蛋白酶ꎬ并通过分光光度法[１３－１４]对 ＦＢＡ
的酶学性质进行初步探究. 此外ꎬ通过在多酶法测定的基础上对其进行改进ꎬ建立了一种快速准确测定

ＦＤＰ 含量的单酶法. 单酶法是利用 ＦＢＡ 对 ＦＤＰ 的特异性和专一性ꎬ通过向待测样品中添加适量的 ＦＢＡꎬ
使 ＦＤＰ 完全分解产生 ＤＡＰꎬ然后借助 ＤＮＰＨ 与 ＤＡＰ 缩合成紫红色的苯腙ꎬ在 ５４０ｎｍ 波长下测定吸收值ꎬ
即可快速、准确测定 ＦＤＰ 含量.

综上所述ꎬ本研究利用重组 ＦＢＡ 对发酵液中 ＦＤＰ 含量测定具有快速、准确的特点ꎬ且不需大型仪器

设备ꎬ测试成本较低. 通过对单酶法测定酵母发酵液中 ＦＤＰ 含量的样品回收率ꎬ测定精确度等进行了研

究ꎬ并对紫外分光光度法、多酶法及单酶法测定 ＦＤＰ 含量的结果进行了差异分析ꎬ旨在为探讨酵母发酵液

中 ＦＤＰ 含量的快速准确测定方法提供理论依据.

１　 实验材料和方法

１.１　 材料

ＦＤＰＮａ３ 标准品(纯度≥９９％)、ＰＣＲ 试剂盒、ｐＨ ７.４ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 溶液、ＤＮＰＨ、重组工程菌、浓盐酸、葡萄

糖、磷酸氢二钠、还原型辅酶Ⅰ、磷酸甘油脱氢酶以及磷酸丙糖异构酶等.
１.２　 主要仪器

镍柱、全波长紫外分光光度计、微量移液器、分析天平等.
１.３　 果糖－１ꎬ６－二磷酸醛缩酶重组表达与纯化

在 ＮＣＢＩ 中查询到枯草芽孢杆菌醛缩酶基因序列ꎬ根据目的基因序列设计引物并引入酶切位点:
上游引物:５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＴＴＴＡＧＴＴＴＣＴＡＴＧ￣３′
　 　 　 　 　 　 　 　 ↑
　 　 　 　 　 　 　 ＢａｍＨⅠ
下游引物:５′￣ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＴＴＴＧＡＡＧＡＡＣ￣３′
　 　 　 　 　 　 　 　 ↑
　 　 　 　 　 　 　 ＳａｌⅠ
从本实验室保存的枯草芽孢杆菌中提取全基因组作为目的基因扩增的模板ꎬ再根据所设计引物进行

ＰＣＲ(９４ ℃ ２０ｓꎻ５７ ℃ ２０ｓꎻ７４ ℃ ４５ｓꎻ２８ 个循环)扩增ꎬ并将目的基因与载体连接构建重组表达质粒ꎬ并转

化到 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中ꎬ诱导蛋白表达后经 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱纯化、透析浓缩获得 ＦＢＡ 重组蛋白酶. 用试剂盒测定

蛋白酶浓度ꎬ并放入－２０ ℃保存.
—７７—
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１.４　 重组果糖－１ꎬ６－二磷酸醛缩酶酶活力测定

根据文献[１４]中的 ＦＢＡ 酶活测定方法ꎬ以果糖－１ꎬ６－二磷酸为底物ꎬ并偶联 ＦＢＡ、磷酸甘油脱氢酶和

丙糖磷酸异构酶ꎬ通过检测还原型辅酶Ⅰ光吸收值的变化来推算 ＦＢＡ 活力. 反应体系含有:５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
ｐＨ ７.４ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液ꎬ０.２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤＨꎬ５０ μｇ / ｍＬ 磷酸甘油脱氢酶和丙糖磷酸异构酶ꎬ适量的 ＦＢＡ
酶液和 ＦＤＰ. 通过测定 ３４０ ｎｍ 处吸光值的变化ꎬ推算出 ＦＢＡ 的活力. 酶活定义:在上述 １ｍＬ 反应体系中ꎬ
每分钟分解 １ μｍｏｌ 的 ＦＤＰ 所需的酶量作为一个酶活单位 Ｕ.
１.５　 重组果糖－１ꎬ６－二磷酸醛缩酶酶学性质

ＦＢＡ 最适反应温度:将缓冲液分别在 ２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃、３５ ℃、４０ ℃、４５ ℃、５０ ℃、５５ ℃水浴中保温

１０ ｍｉｎꎬ加入 １００ μＬ 磷酸甘油脱氢酶ꎬ１００ μＬ 丙糖磷酸异构酶ꎬ１００ μＬ ＦＢＡꎬ在不同温度下反应 ５ ｍｉｎꎬ检
测 ３４０ ｎｍ 处吸光值的变化ꎬ以最高酶活为 １００％ꎬ推算出各温度下的相对酶活. ＦＢＡ 的热稳定性:将 ＦＢＡ
酶液分别在 ２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃和 ６０ ℃水浴保温 １ ｈꎬ每隔 ３０ ｍｉｎ 取出一组样品ꎬ进行酶活测定ꎬ以
最高酶活为 １００％. 以酶活力为纵坐标ꎬ温度为横坐标.

ＦＢＡ 最适反应 ｐＨ 值:以 ＦＤＰ 为底物ꎬ在 ｐＨ 分别为 ２.５、３.０、３.５、４.０、４.５、５.０、５.５、６.０、６.５、７.０、７.５、
８.０、８.５、９.０ 的缓冲液中ꎬ按上述酶活测定方法ꎬ进行酶活测定.

金属离子对 ＦＢＡ 酶活力的影响:将各类金属离子与酶液混合ꎬ使其最终浓度分别达到 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 和

８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ然后在 ３７ ℃、ｐＨ ７.５ 条件下测定酶活ꎬ得到不同浓度的各类金属离子对酶活的影响ꎬ以未处理

的酶液酶活为 １００％.
１.６　 单酶法测定已知浓度 ＦＤＰ 溶液并建立标准曲线

１.６.１　 配制标准液

ＦＤＰＮａ３ 标准液:称取 ０.４ ｇ 的 ＦＤＰＮａ３ 标准品溶于适量水中ꎬ定溶至 １００ ｍＬꎬ配成 ４ ｍｇ / ｍＬ 的标准溶

液. ＤＮＰＨ 溶液:０.２５ ｇ 的 ＤＮＰＨ 粉末溶于 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液中ꎬ定容至 ２５０ ｍＬ. Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液:５０ ｍＬ 的

０.１ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ 碱溶液与 ４２ ｍＬ 的 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 混合定容至 １００ ｍＬꎬｐＨ ７.４. 醛缩酶制剂:把上述纯化得

到的醛缩酶用超纯水稀释至 ２ ｍｇ / ｍＬ.
１.６.２　 建立 ＦＤＰ 标准曲线

按表 １ 所列顺序操作建立 ＦＤＰ 标准曲线.
表 １　 重组 ＦＢＡ 分解 ＦＤＰ 标准溶液

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ＦＤＰ ｓｔａｎｄａｒｄ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

组别 空白 １ ２ ３ ４ ５ ６
ＦＤＰＮａ３ 标准液(ｍＬ) ０ ０.１ ０.１５ ０.２ ０.２５ ０.３ ０.３５
Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 溶液(ｍＬ) ０.７ ０.７ ０.７ ０.７ ０.７ ０.７ ０.７

水(ｍＬ) ０.５ ０.４ ０.３５ ０.３ ０.２５ ０.２ ０.１５
醛缩酶制剂(ｍＬ) ０.５ ０.５ ０.５ ０.５ ０.５ ０.５ ０.５

　 　 将上述各组按顺序添加各试剂后ꎬ混匀ꎬ３７ ℃水浴 １５ ｍｉｎꎬ然后每组加入 ＤＮＰＨ 溶液 ０.５ ｍＬꎬ冷却至

室温ꎬ加入 ０.７５Ｎ 的 ＮａＯＨ 溶液 ３.５ ｍＬ 混匀ꎬ８ ｍｉｎ 内在 ５４０ ｎｍ 处测定吸光值 Ａ. 以 ＦＤＰＮａ３ 含量(ｍｇ)为
横坐标ꎬ吸光值 Ａ 为纵坐标ꎬ绘制标准曲线ꎬ得到回归方程.
１.７　 紫外分光光度法及多酶法测定发酵液中 ＦＤＰＮａ３ 含量的方法

１.７.１　 紫外分光光度法

按照文献[７]中使用的方法ꎬ取不同含量的 ＦＤＰＮａ３ 标准溶液ꎬ加入 ４ ｍＬ 浓盐酸ꎬ并用水定容至

１０ ｍＬ. 沸水浴加热 ８ ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ在 ２９２ ｎｍ 波长处测定其吸光度. 建立标准曲线. 取 ＦＤＰ 发酵液经

稀释后ꎬ测定 ＦＤＰ 浓度.
１.７.２　 多酶法

按照文献[８]所述的方法ꎬ取不同含量的 ＦＤＰＮａ３ 标准溶液ꎬ按顺序依次加入醛缩酶、磷酸甘油脱氢

酶、磷酸丙糖异构酶和还原型辅酶Ⅰ等ꎬ连续监测在 ３３９ ｎｍ 波长处吸光值的变化量ꎬ建立标准曲线. 取

ＦＤＰ 发酵液经稀释后ꎬ测定 ＦＤＰ 浓度.
—８７—
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１.８　 ＦＤＰ 发酵液的制备及含量测定

以葡萄糖为主要原料配制液体发酵培养基ꎬ本实验室所保存的干酵母为菌种ꎬ进行发酵合成 ＦＤＰ. 所

得发酵液经 ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ即为微生物发酵法生产 ＦＤＰ 的溶液.
取 ＦＤＰ 发酵溶液 ２ ｍＬꎬ经 ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ稀释 ５０ 倍. 取 ０.５ ｍＬ 稀释后样品ꎬ按

照上述 ３ 种测定方法分别测定ꎬ计算发酵液中 ＦＤＰＮａ３ 含量. 最后ꎬ对 ３ 种方法进行回收率实验ꎬ并对结果

分析比较.

２　 实验结果

２.１　 果糖－１ꎬ６－二磷酸醛缩酶克隆表达及纯化

从枯草芽孢杆菌中克隆获得醛缩酶基因ꎬＰＣＲ 结果显示 ｆｂａ基因全长为 ８５８ ｂｐꎬ并成功构建重组表达

质粒 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ(图 １)ꎬ并转化到大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中ꎬ诱导蛋白表达后经 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱纯化、透析

浓缩获得 ＦＢＡ 重组蛋白酶(图 ２) .

Ａ.Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎬ１:ｆｂａ目的片段ꎻＢ.重组质粒 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ图谱

Ａ.Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｆｂａꎻＢ.ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ｐｌａｓｍｉｄ
图 １　 ＰＣＲ 产物(Ａ)及重组质粒 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ图谱(Ｂ)

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ(Ａ)ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ(Ｂ)

　 　 Ａ.Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:空载 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ２８ａ( ＋)全菌蛋白ꎻ２:诱导后的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ２８ａ( ＋) ￣ｆｂａ 全菌蛋白ꎻ３:诱导后的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ /
ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ上清蛋白ꎻ４:诱导后的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ / ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ｆｂａ沉淀蛋白. Ｂ.Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:全菌总蛋白ꎻ２:上清总蛋白ꎻ３－７:上
清蛋白流出液ꎻ８－１１:加入洗脱缓冲液流出液

Ａ.Ｍꎬｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｐＥＴ￣２８ａ(＋)ꎻ２ꎬｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ｆｂａꎻ３ꎬｓｏｌｕｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３)ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ４ꎬｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｂａｃｔｅ￣
ｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３)ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂ.Ｍꎬｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３)
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ２ꎬｓｏｌｕｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３)ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ｆｂａ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ３－７ꎬｓｏｌｕｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｎｉ￣ＮＴＡ ｃｏｌｕｍｎꎻ８－１１ꎬｓｏｌｕｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｎｉ￣ＮＴＡ ｃｏｌｕｍｎ

图 ２　 重组蛋白的表达(Ａ)和纯化(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ａ)ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ(Ｂ)

通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ重组 ＦＢＡ 的分子量约为 ３５ ｋＤａꎬ将透析浓缩后的 ＦＢＡ 蛋白酶液ꎬ分别分装到

１.５ ｍＬ Ｅｐ 管中ꎬ－２０ ℃保存. 经试剂盒测定其蛋白浓度为 ４ ｍｇ / ｍＬ.
２.２　 重组 ＦＢＡ 酶学性质研究

２.２.１　 重组 ＦＢＡ 酶活测定

如表 ２ 所示ꎬ对 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱纯化后的重组 ＦＢＡ 酶活进行测定ꎬ比活力可达 １３.２ Ｕ / ｍｇꎬ纯化倍数达到

１９ 倍ꎬ酶活回收率可达 ６７.５％.
—９７—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４０ 卷第 ２ 期(２０１７ 年)

表 ２　 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱纯化重组蛋白

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｈｉｓ６ ￣ＦＢＡ

纯化步骤 总蛋白 / ｍｇ 总活力 / Ｕ 比活力 / (Ｕ / ｍｇ) 回收率 / ％

粗提 １５２.４ ８２.４ ０.７ １００
Ｎｉ￣ＮＴＡ 纯化 ３.７５ ５５.７ １３.２ ６７.５

２.２.２　 重组 ＦＢＡ 最适反应 ｐＨ
将重组 ＦＢＡ 在不同 ｐＨ 条件下与底物反应后ꎬ测定各条件下的活力. 不同 ｐＨ 对重组 ＦＢＡ 酶活力的影

响ꎬ如图 ３ 所示ꎬ重组 ＦＢＡ 最适 ｐＨ 为 ７.５.
２.２.３　 重组 ＦＢＡ 最适反应温度和热稳定性

将纯化后的重组 ＦＢＡ 在不同的温度条件下与底物反应后ꎬ测定各条件下的活力ꎬ结果表明重组 ＦＢＡ
的最佳反应温度为 ３５ ℃(图 ４) . 通过对重组 ＦＢＡ 的热稳定性分析发现ꎬ当温度达到 ５０ ℃时酶活下降迅

速ꎬ而 ２０ ℃和 ３０ ℃时酶活相对稳定(图 ５) .
２.２.４　 金属离子对重组 ＦＢＡ 酶活的影响

金属离子对重组 ＦＢＡ 酶活力的影响如表 ３ 所示. 其中 Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２、低浓度(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)的

Ｎａ＋和高浓度(８ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 Ｆｅ２＋对重组 ＦＢＡ 均具有抑制作用. 与对照组相比ꎬＺｎ２＋的抑制作用最强ꎬ高浓

度的 Ｎａ＋和 Ｋ＋及低浓度的 Ｆｅ２＋对重组 ＦＢＡ 均有一定的激活作用.

图 ４　 温度对重组酶活力影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ
图 ３　 ｐＨ 对重组酶活力影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ５　 重组酶的热稳定性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ

图 ６　 利用重组 ＦＢＡ 蛋白酶测定 ＦＤＰＮａ３ 含量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＦＤＰＮａ３ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ ｅｎｚｙｍｅ

表 ３　 金属离子对重组 ＦＢＡ 活性的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＦＢＡ

金属离子
ＦＢＡ 相对酶活力 / ％

１ ｍｍｏｌ / Ｌ ８ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ １００
Ｚｎ２＋ ３７.７±１.３ ２４.３±０.４
Ｃａ２＋ ９４.２±１.３ ８２.７±２
Ｍｎ２＋ ７６.５±３.４ ９５.５±３.５
Ｍｇ２＋ ９３.７±２.９ ７２.７±９
Ｎａ＋ ９４.７±１.４ １１５.５±１.２
Ｋ＋ １０４.３±３.９ １０９.４±１.２
Ｆｅ２＋ １１４.７±１.１ ６１.２±７.３

２.３　 单酶法建立 ＦＤＰ 标准曲线

利用纯化得到的重组 ＦＢＡ 蛋白测定 ＦＤＰＨＮａ３ 标

准品ꎬ得回归方程 ｙ ＝ ０.１４５ ４ｘ＋０.１７５ ７ꎬＲ２ ＝ ０.９９１ ５. 以

ＦＤＰＮａ３ 含量(ｍｇ)为横坐标ꎬ吸光值 Ａ 为纵坐标ꎬ绘制回

归曲线(图 ６) .
２.４　 回收率实验分析

精确称取 １.６ ｇ 的 ＦＤＰＮａ３ 标准品溶于超纯水中ꎬ定
容至 １Ｌꎬ按照上述 ３ 种方法测定 ＦＤＰＮａ３ 含量ꎬ结果如

表 ４ 所示.
—０８—
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表 ４　 ＦＤＰＮａ３ 回收率测定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＦＤＰＮａ３

ＦＤＰＮａ３ 标准液 / ｍｇ

０.８ ０.８ ０.８ ０.８ ０.８
􀭵Ｘ ＲＳＤ / ％

单酶法

紫外分光光度法

多酶法

测定值 / ｍｇ ０.７９３ １ ０.７９２ ９ ０.７９９ ８ ０.７９９ ８ ０.７９６ ４ ０.７９６ ４
回收率 / ％ ９９.１２ ９９.１１ ９９.９８ ９９.９８ ９９.５５ ９９.５４

测定值 / ｍｇ ０.８８４ １ ０.８９６ ９ ０.９２４ １ ０.９００ ４ ０.８８１ ４ ０.８９７ ３８
回收率 / ％ １１０.５１ １１２.１１ １１５.５１ １１２.５５ １１０.１７ １１２.１７

测定值 / ｍｇ ０.７９５ ２ ０.７９３ ６ ０.７９１ １ ０.７９６ ７ ０.７９０ ３ ０.７９３ ４
回收率 / ％ ９９.４０ ９９.２０ ９８.８９ ９９.５６ ９８.７９ ９９.１７

０.４２７

１.８９０

０.３４０

　 　 􀭵Ｘ代表 ５ 次测量的平均值ꎬＲＳＤ代表相对标准偏差.

２.５　 酵母发酵液中 ＦＤＰ 含量检测

分别采用紫外分光光度法、多酶法以及单酶法对发酵法生产 ＦＤＰ 的发酵溶液中 ＦＤＰ 的含量进行测

定ꎬ结果如表 ５ 所示.
表 ５　 ３ 种方法对 ＦＤＰ 中间产物样品中的 ＦＤＰ 含量的测定结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＦＤＰ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

测定次数 １ ２ ３ ４ ５ 平均值

紫外分光光度法(ｇ / Ｌ) ９０.２６７ ８９.３２１ ９０.４８１ ９０.０５９ ８９.６３８ ８９.９５３ ２
多酶法(ｇ / Ｌ) ８３.９３２ ８３.９８２ ８４.０１１ ８３.９７７ ８４.０７５ ８３.９９５ ４
单酶法(ｇ / Ｌ) ８３.７５３ ８３.９１６ ８３.９２ ８４.００５ ８３.８６２ ８３.８９１ ２

　 　 为了说明单酶法与紫外分光光度法及多酶法对 ＦＤＰ 含量检测结果的差异性ꎬ利用 ＳＰＳＳ 分析软件对

表 ５ 中数据进行 Ｔ检验分析ꎬ结果表明单酶法与多酶法测定的数据无显著差异(Ｐ ＝ ０.０６０ ２>０.０５)ꎬ而单

酶法与化学法测定的数据差异显著(Ｐ＝ ０.００６ １<０.０５) .

３　 讨论

利用酵母发酵生产 ＦＤＰ 的过程ꎬＦＤＰ 在合成积累过程中受到其他代谢物ꎬ如 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＮＡＤＨ 的影

响ꎬ其合成速率与分解速率较快ꎬ当 ＦＤＰ 积累到足够量时便很快被分解ꎬ因此建立一种快速、准确的测定

方法十分必要.
采用多酶法测定发酵液中 ＦＤＰ 含量时ꎬ所需试剂较为昂贵ꎬ而且往往要花费较长时间进行反应ꎬ才能

得出数据. 紫外分光光度法测定发酵液中 ＦＤＰ 含量虽然方法简单、快速ꎬ但是其测定结果受到反应液中多

种物质的干扰ꎬ测定数据不精确. 单酶法测定发酵液中 ＦＤＰ 含量时ꎬ基本上不受样品中其他物质的干扰ꎬ
测定快速、准确、灵敏度高ꎬ且不需要大型设备ꎬ易于实施和推广.

对于有颜色的酵母发酵反应液ꎬ其色泽可能会导致检测数值的偏大. 因此当测定样品的颜色较深时ꎬ
通常可对样品进行适当稀释处理来降低其对测定值的影响. 特别是当样品中 ＦＤＰ 含量较高而且发酵反应

液颜色较深时ꎬ对反应液进行稀释可以保证检测数据的准确性.
ＦＢＡ 具有高度的专一性ꎬ且该酶催化反应的可逆程度低ꎬ样品中葡萄糖、果糖、果糖－６－磷酸和葡萄糖

－６－磷酸的含量高低通常不会影响到 ＦＢＡ 对 ＦＤＰ 的分解反应. 只是发酵液中的 ＤＡＰ 和 Ｇ３Ｐ 可能会影响

反应中 ＤＮＰＨ 的反应ꎬ但是基于反应液中 ＤＡＰ 和 Ｇ３Ｐ 的积累量很低且在测定样品时对样品进行稀释ꎬ其
影响可以忽略不计.

但是当样品中 ＦＤＰ 含量较低时ꎬＤＡＰ 和 Ｇ３Ｐ 可能使检测的数值偏高. 为保证测定数值的准确性ꎬ在
测定时对样品进行适当稀释后ꎬ设定以不加 ＦＢＡ 重组蛋白酶(用 ０.５ ｍＬ 水代替)为对照组ꎬ进行测定ꎬ然
后计算实验组与对照组吸光值的差值ꎬ以此计算出 ＦＤＰ 含量ꎬ同时也可减少实验误差.

４　 结语

本研究首次克隆了枯草芽孢杆菌的 ｆｂａ基因ꎬ并构建原核重组表达载体ꎬ利用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱对重组 ＦＢＡ
进行分离纯化和酶学性质研究. 建立了 ＤＮＰＨ 作为基质ꎬ重组 ＦＢＡ 作为酶液的单酶法ꎬ并对 ３ 种 ＦＤＰ 测

—１８—
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定方法进行比较发现ꎬ单酶法与公认的多酶法的测定结果不存在显著差异ꎬ其结果准确度较高. 单酶法测

定 ＦＤＰ 含量具有快速、准确、简便易行ꎬ不受样品中其他成分干扰等优点. 该方法不仅特别适用于成分复

杂的发酵液中 ＦＤＰ 含量的检测ꎬ也可用于常规样品中 ＦＤＰ 含量测定ꎬ具有广泛的应用价值.
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