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辅酶依赖型和不依赖型甘油脱水酶的比较
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摘要:  实验比较源自肺炎克氏杆菌( K . pneumoniae)和丁酸梭状芽孢杆菌( C. buty r icum)中的甘油脱水酶

( GDH t)的辅酶依赖特性1 采用生物信息学的方法, 对两种酶的异同点进行分析, 发现两种酶结构上相似性

较低、亲缘性较远、分属于两个不同的家族. SM AR T 数据库搜索结果表明, C. buty r icum 中不依赖辅酶的甘

油脱水酶及其再激活酶,分别属于 g lyORadical和 RadicalOSA M 家族, 多序列比对得到的一段富含半胱氨酸残

基 C* * C* * C的保守序列正是其共同特征.
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甘油脱水酶( GDH t)是微生物发酵法生产 3O羟基丙醛( 3OH PA) ,进而生产 1, 3O丙二醇( 1, 3OPD)过

程中的重要限速酶之一. 在已发现能发酵甘油,产生 1, 3O丙二醇( 1, 3OPD)的微生物中[ 1] , 克氏肺炎杆

菌( K . p neumoniae) 和丁酸梭状芽孢杆菌( C. buty r icum)具有较高的 1, 3OPD 转化率及生产强度,是

研究得比较多的两种菌[ 2]
. K . pneumoniae以甘油为底物发酵生产( 3OH PA)的一个关键的限制点, 是编

码一种依赖辅酶 B12的甘油脱水酶,即需要在培养基中额外地加入维生素 B12 . C. buty r icum 具有良好

的 1, 3OPD 耐受力, 且其发酵过程具备对辅酶 B12的不依赖性1 该菌属于严格厌氧菌, 在实验室培养条

件苛刻,而在工业培养中方便.对于 C. buty ricum 中甘油脱水酶不依赖辅酶的报道
[ 3O5]

, 使得该种甘油

脱水酶催化机制的研究成为新的热点.本文比较源自 K . pneumoniae和C . buty ricum中 GDH t对辅酶

B12的依赖性,并从生物信息学角度找出辅酶依赖型和不依赖型甘油脱水酶的异同点1

1  材料与方法

1. 1  材料

( 1) 菌株 1 肺炎克氏杆菌 ( K . p neumoniae, DSM2026) , 丁酸梭状芽孢杆菌 ( C. buty r icum,

VPI1718) ,由德国生物技术研究中心惠赠. ( 2) 试剂1 辅酶 B12 ,盐酸 3O甲基O2O苯并咪唑酮腙( M BTH ) ,

购自美国 Sigm a公司;其余试剂均为国产分析纯. ( 3) 生物学数据库1NCBI, PDB, SMA RT 等1 ( 4) 应

用软件1Cluster X, M olsoft ICMOPro, Phylip等.

1. 2  方法
1. 2. 1  GDH t 的酶活测定方法  ( 1) 预处理1 将保存于- 20 e 的 K . pneumoniae和C . buty r icum 经

过活化、扩大培养和发酵后,离心收集菌体,并采用超声波细胞破碎法( 1 s内超声 0. 6 s,间歇 0. 4 s)破

碎;然后,将离心悬浮液, 上清液即为无细胞抽提液,用于酶活性分析. 其中, C. buty ricum 培养的整个

过程都在严格厌氧条件下进行.

( 2) 测定方法1 GDH t催化甘油脱水生成的醛类, 其与 MBTH 反应形成的复合物可用紫外分光光

度法进行测定. 采用 T oraya 等建立的 M BT H ( 3O甲基O2O苯并噻唑腙烟酸盐)法测定 GDH t 的活性.
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  ( 3) 反应体系1 适量无细胞抽提液, 0. 12 m ol # L - 1甘油, 0. 035 m ol # L - 1磷酸钾缓冲液, 0. 05

mol # L
- 1

KCl ,选择性地添加 15 Lm ol # L
- 1
辅酶 B12 ,总体积为 1 mL.在 37 e 下反应一定时间后,加

入1 m L 的0. 1 m ol # L
- 1
柠檬酸钾缓冲液( pH = 3. 6)以终止反应;然后, 加入 0. 5 m L 的 0. 1% MBTH ,

于 37 e 下保温 15 m in,加入 1 mL 水,于 305 nm 下测定其吸光度值.

1. 2. 2  生物信息学比较  ( 1) 一级结构比较1 从生物数据库 NCBI 上搜索得到辅酶依赖型和不依赖

型 GDH t的氨基酸序列, K . pneumoniae 中 GDH t 氨基酸序列的 N CBI 登陆号为 U60992, C. buty ri-

cum 中 GDH t 的 NCBI登陆号为 AY1129891 利用 NCBI 数据库的 BLA ST (两条序列对齐)功能( ht-

tp: / / w w w . ncbi. nlm. nih. gov / ) ,提交辅酶依赖型 GDH t 的 A, B, C亚基和不依赖型 GDH t及其再激活

酶基因序列;搜索其相似序列和区域,并对辅酶不依赖型 GDH t 的整个数据库进行相似性分析. 在此基

础上,选取相似性较高的几条序列,利用 Cluster X软件进行多序列比对,以寻找保守区域.

( 2) 蛋白质结构域搜索1 利用 SM ART 数据库搜索 GDH t 及其再激活酶结构域,所得结构域同时

提供相关连接, 如结构域功能、分布范围,以及是否具有已知空间结构.

( 3) 酶分子空间结构的重叠分析1 从 PDB数据库上搜索并下载辅酶依赖型和不依赖型 GDH t 的

晶体结构, K . pneumoniae中 GDH t晶体结构的 PDB登陆号为 1MM F, C. buty ricum 中 GDH t 晶体结

构的 PDB登陆号为1R9D1 利用M olsof t ICMOPro软件对其3级结构进行空间位置的重叠,以衡量其空

间构象的相似性.

( 4) 酶的亲缘性分析1 利用软件 Phy lip,建立包括 K . pneumoniae和C. buty ricum的 GDH t 在内

图 1 氧气对 C. buty r icum 中 GDH t酶活的影响

F ig. 1 Effect of o x ygen on the activity o f

GD Ht fr om C. buty r icum

的进化树, 分析两者亲缘性.

2  结果与讨论

2. 1  GDHt辅酶依赖性的比较

在有氧条件下, 分别测定添加与不添加辅酶的

GDH t酶活,结果如图 1所示. 实验发现, K . p neumoni-

ae中 GDH t在辅酶 B12存在下, 表现出的酶活为 13. 70

Lkat # L - 1 ,而不添加辅酶则没有活性,反应 10 min 后

终止. 由于 C. buty r icum 中 GDH t对氧气较敏感,所以

在有氧条件下测量其酶活时需通入去氧剂1
在不同的反应终止时间, 发现随着 GDH t 在氧气中

暴露时间越长, 酶活丧失越多(终止时间为 1 min 时, 可

近似看作厌氧)1 从图 1可看出, C. buty r icum 的 GDH t在添加与不添加辅酶 B12时,酶活相差较小.

2. 2  一级结构的序列分析

在 NCBI服务器上使用 BLAST 程序中的 BLOSUM 62矩阵,空位开放罚分和空位扩展罚分分别为

11和 1,对两序列进行对齐分析,结果如图 2所示1 图 2显示,此两条序列间没有相似的序列及区域.

图 2 两条序列对齐结果

F ig . 2 Alig nment of the tw o sequences
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利用综合性软件M olsof t ICMOPro 计算辅酶依赖型 GDH t的 A亚基和不依赖型 GDH t完全对齐时

相同碱基仅为 19% ,结果如图 3所示1 由于两序列同源性较小,而辅酶依赖型 GDH t 的催化机制已得

到较透彻的研究,在此,以不依赖型 GDH t 为探索的重点.

图 3  M olsoft ICMOP ro 计算两序列的同源性结果

F ig . 3 Calculation of ho molog y bet ween the tw o sequences by M o lsoft ICMOPro

在 NCBI服务器上使用 BLAST 程序,从 SWISSOPORT 蛋白质序列数据库中搜索辅酶不依赖型

GDH t的相似序列, 结果如图 4所示1 图 4中列出的最高分值的击中项,每一行显示一条蛋白质序列.

从左到右依次是数据库编号、序列名称、序列长度,然后是两个仅与技术有关的分值, 末尾行是阀值 E,

E值由高到低.搜索使用的是 BLOSU M 62矩阵,空位开放罚分和空位扩展罚分分别为 8和 2, 其中设定

阀值 E 为 0. 11

图 4 辅酶不依赖型 GDH t对库检索结果

F ig . 4  Retr ieval of B12Oindependent GDH t in the NCBI database
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图 5 ClusterX 多序列比对搜索到的保守区域

F ig . 5  Co nser ved r egion found

by mult iple sequence alignments

由图 4可看出, 来自不同菌种的 PFL 序列联

配分值较高. 选取几种同源性较高的酶, 利用

ClusterX软件进行多序列比对1 找出图5所示的

保守区域, 其中富含半胱氨酸残基1 活性中心的
半胱氨酸残基遇氧容易形成 S- S 键, 失去转移

电子的能力1 这可能是该酶对氧气较敏感1
K . pneumoniae中的 GDH t 是 6个亚基 A2 , B2 ,C2 , 通过非共价键的疏水相互作用缔合成的异六聚

体,其中两个 A, B, C异型三聚体组成了一个对二聚体. A亚基含一个丙糖磷酸异构酶( T IM )桶状结构,

把活性中心围在中间. B12位于 T IM 桶状结构和 B亚基之间,如图 6所示
[ 6]

.

C. buty ricum中的 GDH t是一个由单亚基通过非共价键的疏水相互作用缔合成的二聚体, 它的两

个单体呈几乎完美的中心对称,其单体由 10个 B/ A桶状结构组成,氨基酸 C端(黄色标记)作为高度保

守区,是与再激活酶结合的位点,如图 7所示
[ 7]

.从图 6, 7可看出,辅酶不依赖型 GDH t在氧气中暴露时

间越长,酶活丧失越多.其中, DhaB为辅酶不依赖型 GDH t 基因, Pf lC, TutE, NrdG的 NCBI 登陆号分

别为 Ec( P32675) , T1( AAC38452) , Ec( P39329) .

图 6  K . pneumoniae 甘油脱水酶的拓扑结构图        图 7  C. buty ricum 甘油脱水酶的晶体结构

Fig. 6 O po lo gy of GD Ht fr om K . pneumoniae     Fig . 7  Cry st al structure of G DH t fro m C. buty r icum

2. 3  蛋白质结构域的搜索结果分析
在 SM ART 搜索到的辅酶不依赖型 GDH t的结构域, 如表 1所示1 从表 1可知,该蛋白有一段相

表 1 SM A RT 的结构域搜索结果

T ab. 1  Domains of G DHt fo und by SM A RT

结构域 开始 结束 E

辅酶 PFL
G ly_Radical

9
665

649
769

8. 3 @ 10- 143

8. 2 @ 10- 22

再激
活酶

Radical_SAM
F er4
F er4

26
51
79

74
74
102

8. 8 @ 10- 15

6. 6 @ 10- 4

2. 4 @ 10- 3

似于 PFL 家族的结构域和一段 glyORadical 结构域.

搜索辅酶不依赖型 GDH t 的再激活酶( GDH tOAE)时,

发现其属于/ RadicalOSAM0家族,如表 1所示.

H eidi等[ 8] 指出, 这一家族的成员均可催化一系

列不依赖辅酶的化学反应,但是每一种酶根据底物不

同而需要不同的辅因子, 并有着相同的催化机理. 在搜

索辅酶依赖型 GDH t时,未发现有显著的结构域.

2. 4  三级结构重叠分析

利用 M olsoft ICMOPr o软件, 对辅酶依赖型和不依赖型 GDH t 的3级结构进行最大限度重叠, 结果

如图 8( a)所示1 虽然两者都为二聚体, 但是空间结构相差较大, 重叠部分较少.

引入均方根偏差 D RM S作为衡量重叠效果的参数, DRMS越大, 重叠部分越少.两者重叠的 DRM S值为

27. 104 749. 作为比较, 同时重叠来自 Clost ridium nov y i 的 PFL 与不依赖型 GDH t, 两者相似性为

78% , DRM S为 9. 607 466, 如图 8( b)所示.

2. 5  进化树的建立

选择两种酶对库检索时产生的序列,利用 Phylip软件生成进化树, 如图 9所示1 图 9中,黑框标记

为 K . p neumoniae和C . buty r icum 中 GDH t.从图 9可看出,辅酶不依赖型 GDH t与一类 PFL 及同样

不依赖辅酶的 GDH t有较近的亲缘性,同属于 RadicalOSAM 家族[ 4, 9]1
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( a) 辅酶依赖型和不依赖型 GDH t      ( b) 不依赖型 G DHt 与 PF L

图 8 三级结构重叠结果

F ig. 8 O ver lapping of ter tiar y str uctures

图 9 两种 GDH t的进化树分析

F ig . 9 Analysis of the phy lo genetic tr ee o f the t wo enzymes

从多序列比对得到的一段 C
* *

C
* *

C 看出, 此结构域与 Layer 等
[ 10]
报道的 Cop r opor phyr inogenO

Ó ox idase中与[ 4FeO4S] 簇匹配的3~ 4个彼此间隔的半胱氨酸残基基团 C
* *

C
* *

C匹配1 因此, 推测

辅酶不依赖型 GDH t借助 SAM 断裂所产生的活性 5. O脱氧腺苷自由基替代 B12起作用;而辅酶依赖型

GDH t与一类同样依赖辅酶 B12的 GDH t 亲缘性较近1 当辅酶 B12与 GDH t结合时,其 Co- C 键发生均

裂,产生一个 5. O脱氧腺苷自由基团,引发一系列电子转移催化反应[ 11] , 而两者之间亲缘性较远.

综上所述, 来自 K . p neumoniae中依赖辅酶 B12和 C. buty r icum 中不依赖辅酶,其甘油脱水酶相似

性较低.从两序列的对齐结果看, 两条序列同源性较低.从 SMART 搜索结果可看出, C. buty r icum 中

不依赖辅酶的甘油脱水酶及其再激活酶分别属于 g lyORadical和 RadicalOSAM 家族,多序列比对得到的

一段富含半胱氨酸残基 C* * C* * C的保守序列正是其共同特征.

因此, B12Oindependent GDH t 的催化机制同于 RadicalOSAM 家族其他成员,即借助 SOadenosy lme-

thionine代替辅酶 B12起作用.

3  结束语

研究结果可为 C. buty ricum 中的甘油脱水酶基因工程改造, 得到兼性厌氧, 产不依赖辅酶的

GDH t提供理论依据.下一步研究是,通过定点突变等技术, 改造此保守区域的半胱氨酸残基,使其在具

备稳定酶活的同时对氧气有一定的抵御能力.
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Comparison between the B12ODependent and
Independent Glycerol Dehydratase

YANG ZhongOli, FANG BaiOshan, YU JinOcong,

WANG QingOhua, LI ZiOjun

( Key Laboratory of Indust rial Biotechn ology Fujian Provin ce, H uaqiao University, Quanzh ou 362021, China)

Abstract:  In this paper, the co enzyme B12 dependence o f g lycero l dehydrat ase between K lebs iella pneumoniae and Clos-

tr id ia buty r icum was compared. T heir differences and similarit ies w ere analyzed w ith bio infor matics. Results show ed that

these tw o enzy mes belong ed to tw o different fam ilies w ith low similarit ies. Sea rching the SM A RT database and the r esult

also show s that the B12Oindependent g lycer ol dehydr atase from Clostr idia buty r icum and its r eact ivate enzyme belo ng to

gy lORadical fam ily and RadicalOSA M family respectively, and the co nserv ed sequence w hich is r ich in halfOcy steine ob-

tained by multiple alig nments is their common feature.

Keywords:  K lebs iella p neumoniae ; Clostr idia buty r icum; co enzyme; glycero l dehydratase; v itamin B12 ; dependence
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