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　　头孢菌素作为β－内酰胺类抗生素类被广泛应用于治疗
各种细菌感染。棒状链霉菌青霉素扩环酶（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｌａ
ｖｕｌｉｇｅｒｕｓｄｅａｃｅｔｏｘｙｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎＣｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳｃＤＡＯＣＳ）催化青
霉素中的五元噻唑环扩环生成六元噻嗪环，是实现生物法转

化青霉素、生产多种半合成头孢菌素中间体７－氨基－３－脱
乙酰氧基头孢烷酸（７－ＡＤＣＡ）的关键酶［１］。由于野生型青

霉素扩环酶的天然底物青霉素Ｎ不能大规模工业合成，而对
大量存在的青霉素Ｇ的转化活性又很低，我们利用定点突变
的方法对改酶进行改造，以提高其对青霉素Ｇ的催化活性。

１　材料与方法

１．１　材料菌株质粒
大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）（Ｅ．ｃｏｌｉ），大肠杆菌ＥＳＳ（Ｅ．ｃｏｌｉ），

棒状链霉菌Ｐ１（Ｓ．ｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ）；ｐＥＴ－ＳＣ载体。ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎＧ
购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，青霉素酶购自Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　定点突变　以构建好的野生型ＳｃＤＡＯＣＳ的表达载体
ｐＥＴ－ＳＣ为模板，设计均含有突变位点的、部分互补的突变
引物进行ＰＣＲ。在ＰＣＲ产物中加入１μＬＤｐｎⅠ酶，３７℃酶

切１ｈ，酶切产物转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），对得到的克隆进行
ＤＮＡ序列测序，筛选得到构建正确的突变体表达质粒。
１．２．２　菌体的培养与青霉素扩环酶的诱导表达　突变体建
立以后，提取质粒转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１中，将转化的克隆挑至
３ｍＬＬＢ液体培养基（ｋａｎａｍｙｃｉｎ终浓度为５０μｇ／ｍＬ），３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，培养至Ｄ６００ｎｍ＝１．０左右时按照１％接种
量转接至 １０ｍＬＬＢ液体培养基（ｋａｎａｍｙｃｉｎ终浓度为
５０μｇ／ｍＬ），３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养至 Ｄ６００ｎｍ ＝０．６～０．８
时加入５μＬ１００ｍｇ／ｍＬ的ＩＰＴＧ诱导目的蛋白青霉素扩环酶
的表达，２５℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３ｈ。
１．２．３　蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　取适量蛋白溶液加入相
当于其体积１／５的６×蛋白上样ｂｕｆｆｅｒ，沸水煮５ｍｉｎ，进行上
样。浓缩过程电压为８Ｖ／ｃｍ，当染料前沿进入分离胶后，将
电压调至１５Ｖ／ｃｍ，电泳时间约为４ｈ。用０．２５％考马斯亮蓝
Ｒ－２５０冰醋酸甲醇溶液染色１ｈ，用７％冰醋酸甲醇溶液脱
色过夜［２］。

１．２．４　生物活性测定（抑菌圈方法）　取出 １０μＬ的各反应
液点在孔内并在３７℃培养过夜（平板正放）。青霉素酶被加
在ＬＢ培养基中以消除没有转化的青霉素Ｇ底物［３］。

１．２．５　ＨＰＬＣ产物测定　ＨＰＬＣＷａｔｅｒ７１７配以 Ｗａｔｅｒ２４８７
双波长（２２０、２６０ｎｍ）紫外监测器，固定相为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４（用高浓度磷酸溶液调 ｐＨ值至３．０）和乙腈。该方
法的测量结果精密度良好，是一种简洁、快速、有效的

方法［４］。

首先分别用 １００％的乙腈和 ３０％的 ＫＨ２ＰＯ４冲洗色谱
柱，再依次上样（４０μＬ），观察记录吸收峰的面积，即产物
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Ｇ－７－ＡＤＣＡ（ＤＡＯＧ）的浓度［５］。

　　从 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳可以检测到我们需要的目的蛋白
（图１），并且表达量很高，应用ＢａｎｄＳｃａｎ软件，根据灰度来确
定此目的蛋白条带在所有条带中所占的比值，即为酶蛋白的

相对含量，ＷＴ、Ｄ２８Ｅ、Ｍ７３Ｉ、Ｑ１６６Ｅ菌株蛋白表达中扩环酶所
占总蛋白的比例依次为１４％、１１．６％、１０．２％、１２．０％。

２　青霉素Ｇ转化的生物学方法检测

在加有青霉素酶和新鲜的 Ｅ．ｃｏｌｉＥＳＳ菌液的半固体 ＬＢ
培养基上，用无菌滴管依次打 ４个孔（图 ２），再分别加入
１０μＬ野生型 ＳｃＤＡＯＣＳ，突变体 Ｄ２８Ｅ、Ｍ７３Ｉ、Ｑ１６６Ｅ的催化
青霉素Ｇ的反应液以及阳性对照ＤＡＯＧ［６］。

　　从图２可以看出突变体 Ｍ７３Ｉ和 Ｄ２８Ｅ抑菌圈较野生型
抑菌圈大，表明其催化活性较高，而突变体 Ｑ１６６Ｅ抑菌圈较
野生型抑菌圈小，表明其催化活性较低。

３　青霉素Ｇ转化的ＨＰＬＣ方法检测

由于抑菌圈法只能提供定性的结果，为了准确描述突变

体酶的活性，并与相关研究报道进行横向比较，我们又用

ＨＰＬＣ法对野生型酶和各突变体转化青霉素Ｇ的活力进行了
测试，结果（图３）表明突变株Ｍ７３Ｉ和Ｄ２８Ｅ相对于野生型扩
环酶活力都有所提高，与抑菌圈法结果一致。

４　讨论

Ｍ７３位于底物进出口附近，突变为疏水性氨基酸 Ｉ增强
了底物进出口附近的疏水作用（溶剂进不去而底物容易进

去），可能对酶与底物的结合起到促进作用，所以酶活性会有

所提高。而 Ｄ２８Ｅ是由极性的天冬氨酸突变成极性的谷氨
酸，氨基酸性质没有发生变化，但是可能因为氨基酸本身侧链

的大小对扩环酶的整体稳定性有一定的影响，较大的亲水性

侧链可能会使扩环酶稳定性增加，进而使酶活性得到一定的

提高。突变体Ｑ１６６Ｅ使得扩环酶活性降低的原因解释：不在
扩环酶的活性中心也不在底物进出口附近，位于蛋白表面的

螺旋上面，Ｑ１６６由谷氨酰胺突变为谷氨酸，破坏了扩环酶与
附近氨基酸形成的氢键，对酶的稳定性有一定的影响，但由于

位于表面，所以影响力较小。

从我们的试验结果和其他研究人员所报道的数据来看，

利用定点突变法对 ＳｃＤＡＯＣＳ所获得的突变体远远未达到实
际应用要求，因此很有必要继续对相关位点或采用其他的突

变方法进行 ＤＡＯＣＳ底物专一性的改造，更加高效地能催化
青霉素Ｇ的扩环酶仍有待构建。
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