
书书书

季俊杰．定向改造棒状链霉菌青霉素扩环酶的研究进展［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（７）：１３－１５．

定向改造棒状链霉菌青霉素扩环酶的研究进展
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　　摘要：青霉素扩环酶是实现酶法转化青霉素生产各种半合成头孢菌素的关键前体７－ＡＤＣＡ的关键酶。获得对青
霉素Ｇ具有高催化能力的扩环酶突变体，是将其引入工业化生产需要解决的关键问题。目前利用非理性和理性的方
法对改酶进行改造，取得了一些活性提高的突变株。本文对改造青霉素扩环酶的研究进展进行总结，并结合其自身的

工作对改酶的进一步研究提供理论基础。
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　　β－内酰胺类抗生素是临床使用最多、应用最广和评价
最高的一类抗生素［１］。β－内酰胺环的抗生素中最重要的两
类是青霉素和头孢类抗生素。青霉素因为高效和低毒的优势

成为临床上应用最广的重要抗生素，但是随着青霉素的大量

使用，人们也慢慢地发现了它的一些不足，如青霉素抗菌谱相

对比较窄、致病菌耐药性、对酸不稳定、不能口服等［２］。此

时，头孢菌素应运而生，它是意大利科学家 Ｂｒｏｔｚｕ在１９４５年
对意大利撒丁岛近海污水做药物研究时发现的一种对革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌有强抑制的广谱抗生素［３－４］。与青霉

素相比，头孢菌素具有抗菌谱广、耐青霉素酶、毒性低等优点。

目前，工业上从青霉素 Ｇ到７－ＡＤＣＡ的合成需要多步化学
扩环，成本高，污染重，因此，利用青霉素扩环酶使青霉素 Ｇ
扩环得到Ｇ－７－ＡＤＣＡ（７－苯乙酰基脱乙酰氧基头孢菌素Ｃ）

是更为有效的方法（图１）。但青霉素扩环酶的天然性底物是
青霉素Ｎ，不能大规模合成，所以人们利用各种方法对青霉素
扩环酶进行改造，以提高它对非天然性底物青霉素 Ｇ的催化
活性。本文总结了利用非理性和理性方法对棒状链霉菌来源

的青霉素扩环酶进行改造的研究，并结合笔者所在的实验室

进行理性改造工作，为青霉素扩环酶的进一步研究提供了理

论基础。其中，非理性改造可以在对酶的高级结构一无所知

的条件下进行，但需要构建一个比较大的重组表达文库，从而

能以较大可能获得所需活性改变的产物。理性的方法是基于

对酶的高级结构以及与底物的结合关系等一系列结构信息的

基础上进行有目的突变的方法。对 ｓｃＤＯＡＣＳ构效关系的研
究而言，这２种方法都获得了很多有用的信息，并得到了一系
列活性提高的突变体。

１　非理性的方法

该方法又称为直接进化的方法，其基本原理在于通过随

机突变来模仿蛋白本身的进化过程，配合高效的筛选方式来

选择得到所需要的突变体，有效的筛选方式是必需的，并且通

常需要较大的重组文库。

１．１　化学诱变
Ｗｅｉ等为获得对青霉素 Ｇ的高活性突变体，利用化学诱

变剂羟胺对ｓｃＤＡＯＣＳ进行诱变，从包含５５００个个体的突变
库中得到了 ６株活性提高的突变体，它们包含的点突变为
Ｇ７９Ｅ、Ｖ２７５Ｉ和Ｃ２８１Ｙ。由于这３个位点都距离底物结合口
袋较远，因此推测它们可能通过一种整体效应来影响活性位

点的结构［５］。

１．２　同源重组
２００２年Ａｄｒｉｏ等通过体内同源重组构建了来源于棒状链

霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ）和耐内酰胺诺卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｌａｃｔａｍｄｕｒａｎｓ）的ＤＡＯＣＳ的重组体，最终得到了相对于棒状链
霉菌对青霉素 Ｇ有更高活性的重组体［６－７］。２００４年 Ｈｓｕ等
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为获得对青霉素Ｇ高活性的扩环酶突变体，在体外对不同来
源的ＤＡＯＣＳ编码基因进行同源重组后筛选对青霉素Ｇ高活
性的突变体，得到了ＦＦ１和ＦＦ８对青霉素Ｇ具有高催化活性
的突变株。相对于 ｓｃＤＡＯＣＳ，ＦＦ１的 ｋｃａｔ／Ｋｍ（ｋｃａｔ、Ｋｍ均为动
力学参数）提高９倍，而ＦＦ８则提高了１１８倍，这也是目前报
道的对青霉素Ｇ活性提高程度最高的突变体［８］。

１．３　易错ＰＣＲ
Ｗｅｉ等利用易错 ＰＣＲ的方法得到６０００个个体的突变

库，并通过高通量筛选得到了活性有不同程度提高的６个单
突变和６个双突变。在获得的双突变体的基础上对其他位置
进行了单突变，Ｌ２７７Ｑ对青霉素 Ｇ的活性提高 ６倍，而
Ｍ７３Ｔ、Ｇ７９Ｅ、Ｔ９１Ａ、Ｙ１８４Ｈ、Ｍ１８８Ｖ、Ｈ２４４Ｑ的 ｋｃａｔ／Ｋｍ值提高
２～５倍。对这些单突变进行基因重组，得到１００００个个体随
机突变库。通过筛选得到了一个 ｋｃａｔ／Ｋｍ相对野生型 ＤＡＯＣＳ
提高约４１倍的四突变体Ｃ１５５Ｙ／Ｙ１８４Ｈ／Ｖ２７５Ｉ／Ｃ２８１Ｙ［９］。

比较Ｗｅｉ等通过非理性突变的方法得到的 ｓｃＤＡＯＣＳ的
部分突变体［８－１０］基酸残基，结果发现，只有 Ｍ７３Ｔ、Ｎ３０４Ｋ和
Ｉ３０５Ｍ／Ｌ突变位于活性中心，通过其侧链与底物发生相互作
用，ｓｃＤＡＯＣＳ的底物特异性并非仅由活性中心和底物与产物
进出通道的氨基酸残基所控制的，一些距离活性中心比较远

的氨基酸残基也对底物的选择起很大的作用。然而，没有高

级结构，很难对这些位点影响酶活的机制进行解释，因此还需

要通过理性的方法对结果进一步分析，并且使理性突变的目

标更加明确，更容易得到活性提高的突变株。

２　理性的方法

２．１　定点突变改造青霉素扩环酶
Ｃｈｉｎ等对ＤＡＯＣＳ的Ｒ７４、Ｒ１６０、Ｒ２６６和 Ｎ３０４进行定点

突变，结果表明只有Ｎ３０４Ｌ突变体活性有提高［１１］。Ｗｅｉ等也
证明Ｎ３０４Ｋ、Ｉ３０５Ｌ和 Ｉ３０５Ｍ突变体活性有提高［５］。季俊杰

等利用基于结构信息学及多重序列比对的方法对 ｓｃＤＡＯＣＳ
进行定点突变，得到 Ｙ１８４Ａ、Ｑ１２６Ｍ、Ｔ２１３Ｖ、Ｓ２６１Ａ和 Ｓ２６１Ｍ
等５株活性提高的突变株，为将来ｓｃＤＡＯＣＳ定点突变位点的
选择提供了优良突变体［１２］。

２．２　饱和突变改造青霉素扩环酶
Ｃｈｉｎ等对Ｎ３０４进行了饱和突变，当Ｎ３０４突变为碱性氨

基酸时针对几种包含疏水侧链的青霉素底物的活性较高，突

变为脂肪族氨基酸活性较低［１１］。Ｇｏｏ等还对 Ｒ３０６进行了饱
和突变，结果发现 Ｒ３０６氨基酸残基侧链的长度和疏水性质
对酶的功能有重要影响，Ｒ３０６Ｌ活性提高，Ｒ３０６Ｐ突变体活性
丧失［１３］。结合ｓｃＤＡＯＣＳ结构信息的饱和突变的方法可以发
现，青霉素扩环酶活性提高了，其突变株变得更理想。

２．３　迭代组合突变改造青霉素扩环酶
季俊杰等在 ２０１２年利用迭代组合突变的方法对

ｓｃＤＡＯＣＳ进行改造，在具有 ４个点突变 Ｃ１５５Ｙ、Ｙ１８４Ｈ、
Ｖ２７５Ｉ、Ｃ２８１Ｙ的突变株 Ｈ４上进行了４轮迭代组合突变，共
构建２０株组合突变株。其中１１株的组合突变株在比活力测
定中比出发菌株提高，其中 Ｃ１５５Ｙ、Ｙ１８４Ｈ、Ｖ２７５Ｉ、Ｃ２８１Ｙ、
Ｉ３０５Ｍ、Ｔ２１３Ｖ、Ｍ７３Ｔ等 ７株组合突变株比活力较野生型高
２２．５倍，是文献报道中比活力最高的突变株。在对６株比活
力较高的突变株进行动力学参数的测定，结果发现其比野生

型高４０～８７倍。从结果来看，迭代组合突变的方法对于酶学
改造是一种极为有效的方法［１４］。

３　小结

随着绿色环保化学的提出，ｓｃＤＡＯＣＳ越来越多地被用于
生产新的更有效的头孢菌素。尽管早期研究认为 ｓｃＤＡＯＣＳ
底物范围很狭窄，但是通过改造 ｓｃＤＡＯＣＳ的底物范围可以改
变。ＳｃＤＡＯＣＳ晶体结构的解析催化机制的研究提供了非常
重要的信息，而对 ＤＡＯＣＳ的蛋白工程改造也提高了其对于
青霉素Ｇ的转化活性，期望可以逐步满足工业化生产的需
求。各国科学家利用多种方法对青霉素扩环酶进行改造，包

括理性和非理性的方法。非理性的方法目标性差，需要构建

大型突变库和高通量的筛选方法，比如易错 ＰＣＲ、ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ等
方法，费时费力。而理性突变主要是基于ｓｃＤＡＯＣＳ的晶体结
构的结构信息学对底物与蛋白的结合位点进行分析，目标靶

向明确，有的放矢，是未来酶学改造的有效方法。而笔者所在

的实验室所采用的迭代组合突变的策略可以很好地将良性突

变体进行理性和有机的组合，得到催化活性具有质的提高的

组合突变株，该策略可以广泛推广应用至工业用酶改造上。
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［１０］ＲｏｂｉｎＪ，ＢｏｎｎｅａｕＳ，ＳｃｈｉｐｐｅｒＤ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅａｄｉｐａｔｅａｎｄ
ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅβ－ｌａｃｔａｍｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｓｏｆａＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍｓｔｒａｉｎｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｎｇｔｈｅｅｘｐａｎｄａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂ
Ｅｎｇ，２００３，５（１）：４２－４８．
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钱荷英，张月华，郭锡杰，等．家蚕斑纹突变基因（ｑ）的ＳＳＲ标记定位分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（７）：１５－１８．

家蚕斑纹突变基因（ｑ）的 ＳＳＲ标记定位分析
钱荷英１，２，张月华１，２，郭锡杰１，王小强１，２，孙平江２，徐安英１

（１．江苏科技大学，江苏镇江２１２００３；２．中国农业科学院蚕业研究所，江苏镇江２１２０１８）

　　摘要：对家蚕幼虫斑纹突变基因（ｑ）进行分子标记定位，有助于对性状的分子标记辅助选择和对该基因的定位克
隆研究。利用家蚕雌性染色体在减数分裂过程中不发生交换的特点，采用幼虫斑纹为鹑斑（ｑ）的家蚕品系 ｇ０３和幼
虫斑纹为素斑（ｐ）的家蚕品系Ｃ１０８，组配正反交群体ｇ０３♀×（ｇ０３×Ｃ１０８）Ｆ１♂和（ｇ０３×Ｃ１０８）Ｆ１♀×ｇ０３♂，分别记作

ＢＣ１Ｍ和ＢＣ１Ｆ。用已经构建的家蚕ＳＳＲ分子标记连锁图谱中第７连锁群上的１２对ＳＳＲ标记引物在亲本间进行多态

性筛选。ＢＣ１Ｆ群体中的普斑个体均表现出与（ｇ０３×Ｃ１０８）Ｆ１相同的杂合型带型，而所有个体的带型与亲本 ｇ０３一

致，为纯合型。结果筛选出Ｓ０７０３、Ｓ０７０７和Ｓ０７１０共３个与ｑ基因连锁的ＳＳＲ标记。利用ＢＣ１Ｍ群体构建了家蚕ｑ基

因及其连锁的ＳＳＲ标记遗传连锁图，图距为１８．０ｃＭ，３个ＳＳＲ标记及ｑ基因的排列次序为Ｓ０７０３－ｑ－Ｓ０７０７－Ｓ０７１０，
ｑ位于４．５ｃＭ处，与ｑ基因最近的标记为Ｓ０７０３，遗传距离为４．５ｃＭ。
　　关键词：家蚕；鹑斑基因；ＳＳＲ标记；基因定位；遗传连锁图
　　中图分类号：Ｓ８８１．２＋６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０７－００１５－０４
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　　家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ）作为鳞翅目昆虫的模式生物，其幼虫
斑纹种类繁多，且易于检测和识别，是遗传学研究的绝好材

料。鉴于各种斑纹间又可以相互合成复合斑纹，田中（１９２８）
将斑纹划分为基础斑纹（能单独表现者）和附加斑纹（不能单

独表现者）。在家蚕中通常把普通斑（＋ｐ，２－０．０）作为幼虫
斑纹正常型，表现为蚕体背面第２胸节有眼状纹，第２腹节有
半月纹，第５腹节有星状纹。鹑斑基因（ｑｕａｉｌ，ｑ，７－０．０）是
家蚕幼虫斑纹的突变基因之一，是第７染色体的标志基因，其
性状表现为在普通斑表现的同时，蚕体背面覆盖破布状斑纹，

半月纹和星状纹之后缘模糊，似有向后流动状，体表微红［１］。

昆虫的体色（斑纹和线条颜色）主要由真皮细胞和上表

皮中色素［２］（黑色素、蝶啶和眼黄素）的性质、分布及相互作

用形成。一直以来，关于昆虫体色系统的研究都是发育生物

学和进化生物学的研究热点。近年来，根据对果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉ

ｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）体色系统的研究结果建立了有关黑色素代谢
的关键通路，通路中涉及的酶在一些家蚕体色突变体中都找

到了相应的表型［３－４］。Ｆｕｔａｈａｓｈｉ等在２００８年首先通过分析
黑色素合成代谢通路的相关酶，发现家蚕 Ｙｅｌｌｏｗ蛋白的突变
导致了赤蚁突变体（ｃｈ）的产生；而 ｅｂｏｎｙ基因的突变则导致
了煤灰色突变体（ｓｏ）的产生［５］。２０１０年，Ｄａｉ等［６］和 Ｚｈａｎ
等［７］通过ＳＳＲ连锁定位结合候选基因筛查的方法，独立证实
了与ｅｂｏｎｙ基因发挥平行作用的家蚕乙酰转移酶ＮＡＴ的突变
造成了家蚕暗化型（ｍｌｎ）突变。这也是在昆虫中首次发现由
于ＮＡＴ的缺失造成异常体表型。

另外，Ｉｔｏ等于２００９年发现家蚕的另一种突变体（ｏｗ）是
由于该突变体的家蚕 Ｖａｒｐ蛋白在编码区有一个２５ｂｐ的插
入造成的［８］；Ｍｅｎｇ等发现了家蚕中墨喋呤还原酶的突变决定
了家蚕黄色幼虫突变体（ｌｅｍｏｎ）的产生［９］。以上２种突变体
对应的基因均不在经典的昆虫黑色素代谢途径中［１０］。因此，

开展以家蚕体色系统为模型的研究，对于生物多样性与生物

的选择进化研究是有力的补充。此外，开展家蚕斑纹突变的

研究，对培育斑纹限性品种，提高蚕种生产的劳动效率，实现

雌雄分养生产高品位的雄蚕茧丝具有重要的实用意义。

家蚕中基于形态学标记所构建的经典遗传图，包括家蚕

各时期的体色、体形、斑纹、茧色、血色以及生理生化突变基因

约２４０个［１１］，是家蚕突变性状基因分子标记定位和功能研

究、利用的基础。近年来，随着分子标记技术的快速发展，多
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