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摘要　目的：建立一种ＮＡＤＨ依赖型酶活性检测的方法。方法：将ＦＤＨ、ＬｅｕＤＨ串联克隆到表达载
体ｐＥＴ２２ｂ（＋）中，转化至Ｅ．ｃｏｌｉ，并向培养液中分别添加去离子水、甲酸胺、三甲基丙酮酸，反应一
段时间后，检测ＮＡＤＨ的吸光度。同时通过测定氨气的产生判断ＦＤＨ活性；通过薄层层析检测判断
ＬｅｕＤＨ活性；比较ＮＡＤＨ吸光度测定结果与常规方法结果是否一致。结果：通过测定氨气的产生，
证明ＦＤＨ具有活性；此时ＮＡＤＨ吸光度上升亦说明ＦＤＨ具有活性；两种方法结论一致。薄层层析
检测，生成叔亮氨酸，证明ＬｅｕＤＨ具有活性；此时ＮＡＤＨ吸光度下降亦说明ＬｅｕＤＨ具有活性；两种方法
结论一致。结论：通过检测菌体内部ＮＡＤＨ吸光度的变化检测ＮＡＤＨ依赖型酶活性的方法可行。
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　　检测酶活性的方法众多，但多操作繁琐。本研究

意在构建一种简单的检测酶活性的方法，以检测ＮＡＤＨ

依赖型酶是否具有活性。

　　在氧化还原酶所催化的反应中，产物生成的同时

会消耗一定量的辅酶，据统计约８０％的反应需要烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸作辅酶［１］。ＮＡＤＨ与 ＮＡＤ＋分别是

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的还原与氧化形式，广泛存在

于所有的微生物中，是细胞能量代谢所必须的辅酶，可

以作为具有代谢活性的细胞指示物［２］。ＮＡＤＨ是一种

强荧光物质，在激发光３４０ｎｍ，吸收光４６０ｎｍ处具有最

大吸光度，而ＮＡＤ＋的吸光度几乎为零；并且单位菌体

胞内ＮＡＤＨ含量恒定［３４］。

　　甲酸脱氢酶（ＦＤＨ）属于 Ｄ２羟基酸脱氢酶［５］，存

在于所有的甲基营养型微生物中。根据其结构、构象、

底物特异性分为几种不同的类型，其中比较重要的就

是ＮＡＤ＋依赖型的甲酸脱氢酶，它能将甲酸胺氧化成

ＣＯ２，同时将 ＮＡＤ
＋还原成 ＮＡＤＨ。亮氨酸脱氢酶

（ＬｅｕＤＨ）广泛存在于不同种类的蜡状芽孢杆菌中，含

有１４个α螺旋，１２个β折叠，能将α酮酸还原为相应

的产物，同时将ＮＡＤＨ氧化为ＮＡＤ＋。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　博伊丁假丝酵母（ＡＴＣＣ３２１９５）、蜡状芽孢杆菌

（ＡＴＣＣ１４５７９），ｐＥＴ２２ｂ（＋）载体均由本实验室保存；

大肠杆菌ＤＨ５α感受态、ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ感受态，普通

质粒小提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒、普通ＤＮＡ

产物纯化试剂盒均购自天根公司；ＮｄｅＩ、ＥｃｏＲＩ、ＮｃｏＩ、

ＳａｌＩ、ＸｂａＩ、ＢｇｌＩＩ、ＳｐｅＩ购自 ＴａＫａＲａ公司；ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００、

Ｔｒｉｓ、氨苄青霉素购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＥＤＴＡ购自 Ｓｉｇｍａ

公司；ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４、ＭｇＣｌ２、ＨＣｌ购自国药集团；黑色９６

孔板、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ购自ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司。硅胶板 Ｇ购自

青岛海洋化工公司；质谱仪ＱＴＯＦ２购自Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　培养基

　　ＬＢ培养基：１％胰蛋白酶，１％ＮａＣｌ，０．５％酵母浸出粉。

１．３　细胞裂解液与薄层层析展层剂配方

　　细胞裂解液：１００ｍｍ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，

０．０５％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００，ｐＨ８．０。

　　展层剂：６０％正丁醇，２５％水，１５％ＣＨ３ＣＯＯＨ。

１．４　引物设计与片段扩增

　　分别提取博伊丁假丝酵母（ＡＴＣＣ３２１９５）与蜡状芽

孢杆菌（ＡＴＣＣ１４５７９）基因组，设计引物扩增 ＦＤＨ与

ＬｅｕＤＨ。引物序列见表１。
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表１　研究中所用引物及其序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙａｎｄｉｔｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） ＲＥＣｓ

ＦＤＨＦＰ ＡＡＡＣＡＴＡＴＧＡＡＧＡＴＣＧＴＴＴＴＡＧＴＣＴＴ ＮｄｅＩ
ＦＤＨＲＰ ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＴＴＣＴＴＡＴＣＧＴＧＴＴＴＡＣＣＧＴ ＥｃｏＲＩ
ＬｅｕＤＨＦＰ ＡＡＡＣＣＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＣＡＴＴＡＧＡＡＡＴＣＴＴＣＧＡＡ ＮｃｏＩ
ＬｅｕＤＨＲＰ ＡＡＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＧＡＣＧＧＣＴＡＡＴＡＡＴＡＴ ＳａｌＩ

ＲＥＣｓ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ

１．５　酶切连接及鉴定

　　取 ＰＣＲ产物 ＦＤＨ与 ＬｅｕＤＨ经相应的酶切后，分

别与经过相同的酶处理的载体ｐＥＴ２２ｂ（＋）连接，转化

至ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ感受态，用氨苄青霉素筛选获得阳

性克隆ｐＥＴ／ＦＤＨ２２ｂ（＋）、ｐＥＴ／ＬｅｕＤＨ２２ｂ（＋）。

　　取质粒 ｐＥＴ／ＦＤＨ２２ｂ（＋）、ｐＥＴ／ＬｅｕＤＨ２２ｂ（＋）

分别经相应的酶切处理，获得载体与目的片段，连接，

转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ感受态，用氨苄青霉素筛选获

得阳性克隆ｐＥＴ／ＦＤＨ／ＬｅｕＤＨ２２ｂ（＋）。

１．６　诱导表达

　　按１％接菌，２９℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ，加 ＩＰＴＧ

终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导２０ｈ，低温５０００ｒ／ｍｉｎ离心收

集菌体，用去离子水悬浮菌体。向其中加入 ＭｇＣｌ２（终

浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ），并分别加入去离子水、三甲基丙酮酸

或４，４二甲基２酮戊酸钠（终浓度０．１ｍｏｌ／Ｌ）、甲酸胺

（终浓度０．８ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．１５），终体积为１ｍｌ。３０℃反应

１０ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清进行薄层层析、质谱

鉴定；取沉淀用于测定ＮＡＤＨ的吸光度。

１．７　薄层层析及质谱样品制备

　　用枪头（最大量程２．５μｌ）吸取上清，轻轻接触已活

化好的硅胶板薄层表面点样。两样品之间的距离为

１ｃｍ，加样后原点扩散直径不超过２ｍｍ，待样品干后再

重复点样，重复４次。随后将薄层板点样端侵入展层

剂中，待展层剂扩散到离薄板顶端 １ｃｍ时，取出薄层

板，吹风机吹干，喷洒印三酮，热风吹干，即可显出各层

斑点。

　　上清交由军事医学科学院仪器中心的质谱室工作

人员进行质谱分析，根据质子峰值判断有无目的产物。

１．８　ＮＡＤＨ吸光度测量样品制备

　　取沉淀，加入１．２ｍｌ细胞裂解液，振荡悬浮沉淀。

３０％功率超声，超 ５ｓ停 ５ｓ，共 ５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ取上清 １００μｌ置于黑色 ９６孔板中，在激发光

３４０ｎｍ，吸收光４６０ｎｍ的条件下测量样品的吸光度。

２　结果与讨论

２．１　酶切鉴定成功获得目的质粒

　　ＰＣＲ扩增获得 ＦＤＨ、ＬｅｕＤＨ，经酶切、克隆、转化、

酶切鉴定证明构建成功。如图１。

图１　酶切鉴定目的质粒图
Ｆｉｇ．１Ｇｒａｐｈｏｆｄｉｇｅｓｔｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｐｌａｓｍｉｄｓ

２．２　薄层层析、质谱验证ＬｅｕＤＨ具有活性

　　三甲基丙酮酸与４，４二甲基２酮戊酸钠均属于α

酮酸，在ＬｅｕＤＨ作用下，分别被还原为叔亮氨酸与γ甲

基左旋亮氨酸。由于标准品γ甲基左旋亮氨酸不易获

得，因此，在薄层层析实验中，叔亮氨酸标准品做阳性

对照。叔亮氨酸比 γ甲基左旋亮氨酸少一个甲基，因

此其极性强于 γ甲基左旋亮氨酸，在展层剂中扩散速

度比γ甲基左旋亮氨酸慢。由薄层层析结果（图２ｂ）

可知底物三甲基丙酮酸被还原为叔亮氨酸；加入底物

４，４二甲基２酮戊酸钠的样品中有扩散速度大于叔亮

氨酸的氨基酸即γ甲基左旋亮氨酸生成（图２ａ）；两次

实验结果均证明ＬｅｕＤＨ具有活性。

图２　薄层层析鉴定ＬｅｕＤＨ活性

Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｙａｃｔｉｖｅｏｆＬｅｕＤＨｕｓｉｎｇｔｈｉｎ

ｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ａ）Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ：４，４ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｏｘｏｐｅｎｔａｎｏｉｃａｃｉｄｓｏｄｉｕｍ　

（ｂ）Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ：ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖｉｃａｃｉｄ

３７



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．４２０１２

　　γ甲基左旋亮氨酸，分子量为１４５．２，其质子峰值

为１４６．２。由样品的质谱图 （图 ３）可知，存在峰值

１４６．５的离子峰，这与γ甲基左旋亮氨酸质子峰值相差

０．３，在误差允许范围之内，再次证明ＬｅｕＤＨ具有活性。

图３　质谱检测ＬｅｕＤＨ活性

Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｙａｃｔｉｖｅｏｆＬｅｕＤＨｕｓｉｎｇｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ

２．３　刺激性气体ＮＨ３的产生证明ＦＤＨ具有活性

　　在含有ＦＤＨ的样品中加入甲酸胺，反应一段时间

后可闻到氨气特有的刺激性气味，ｐＨ试纸检测，呈碱

性，证明该气体为氨气，进而证明ＦＤＨ具有活性。

２．４　通过测定ＮＡＤＨ吸光度检测酶活性体系可行

２．４．１　甲酸胺、三甲基丙酮酸对ＮＡＤＨ吸光值影响不

大　为了检验甲酸胺与三甲基丙酮酸是否干扰吸光

度，进行如下实验。向含空载体的菌体中分别加入去

离子水、甲酸胺、三甲基丙酮酸，测量其吸光度（图４）。

加入甲酸胺或加入三甲基丙酮酸与加入去离子水相

比，吸光度没有明显变化，说明甲酸胺、三甲基丙酮酸

对ＮＡＤＨ吸光值无明显影响。

图４　ＮＡＤＨ吸光值

Ｆｉｇ．４　ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＮＡＤＨ

２．４．２　测量吸光度推测ＦＤＨ、ＬｅｕＤＨ有活性　在激发

光３４０ｎｍ，发射光４６０ｎｍ条件下，利用 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ测量菌

体内部ＮＡＤＨ吸光度。

　　在ＦＤＨ与ＬｅｕＤＨ参与的酶促催化反应中，均涉及

到ＮＡＤ＋与ＮＡＤＨ之间的转化。例如，在 ＦＤＨ催化甲

酸胺的酶促反应中，底物甲酸胺被氧化成 ＣＯ２和 ＮＨ３，

同时将ＮＡＤ＋还原为 ＮＡＤＨ；在 ＬｅｕＤＨ催化三甲基丙

酮酸的酶促反应中，底物三甲基丙酮酸被还原为叔亮

氨酸，同时将ＮＡＤＨ氧化为 ＮＡＤ＋。实验结果证明：在

同时含有ＦＤＨ与ＬｅｕＤＨ的样品中加入甲酸胺后，由于

ＦＤＨ将ＮＡＤ＋转化为ＮＡＤＨ，因此吸光度升高显著；反

之，加入三甲基丙酮酸后，由于 ＬｅｕＤＨ又将 ＮＡＤＨ转

化为ＮＡＤ＋，因此吸光度又明显下降（图５）。

图５　ＮＡＤＨ吸光值

Ｆｉｇ．５　ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＮＡＤＨ

４７
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　　通过测量菌体内部 ＮＡＤＨ的吸光度，得出的结论

与用其它方法验证的结果一致。因此，通过测量菌体

内部 ＮＡＤＨ吸光度的变化，判断菌体内部 ＮＡＤＨ与

ＮＡＤ＋的转化情况，进而判断相关酶的活性的方法

可行。

　　该方法适用于所有 ＮＡＤＨ参与的酶促反应，既简

单又经济，尤其是其中的一些双底物反应，可以同时检

测两种酶的活性。
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