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自剪切及活性相关位点的组合突变提高头孢菌素C
酰化酶水解活力*
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摘   要   7-氨基头孢烷酸是合成头孢类抗生素的重要中间体，利用头孢菌素C酰化酶直接催化头孢菌素C获得7-氨

基头孢烷酸的一步酶法与其它方法相比更加经济和环保，其关键是获得高活性的头孢菌素C酰化酶. 本文以来源于
Pseudomonas sp. KAC-1的Ⅰ类头孢菌素C酰化酶（CPCase-kac）蛋白序列为模版，对其基因进行全局优化设计，人工合

成目的基因，并克隆至表达载体pET28b，实现了CPCase-kac的高效表达. 但是重组蛋白CPCase-kac表达活性较低，且

自剪切不彻底，表达蛋白中存在前体形式的CPCase-kac，而头孢菌素C酰化酶的自剪切和活性往往相关. 对CPCase-kac
分子中影响活性的Y150、Q220、F347氨基酸位点进行饱和突变发现，活力提高的突变体Q220W、Q220G其第二次自剪

切明显降低，而活力提高的突变体Y150R、Y150N、Y150H、Y150W及F347H、F347Y，自剪切却没有显著影响. 将这些突

变进行组合，最终得到了比活力提高了8.3倍的突变体Y150W/Q220G/F347Y. 虽然Y150W/Q220G/F347Y突变体活性显

著提高，但是其也具有Q220G较差的第二次剪切的特性. 同时发现，外部条件改变可以影响CPCase前体或α’亚基的继

续自剪切. 这些发现为进一步提高CPCase-kac活性及应用打下了基础. 图6 表2 参41
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Abstract   7-aminocephalosporanic acid (7-ACA) is an important intermediate for the preparation of semi-synthetic 
cephalosporin antibiotics. Compared to other methods, the one-step process in which cephalosporin C is converted directly 
into 7-ACA by cephalosporin C acylase is more economical and environment-friendly, therefore attempts have been undertaken 
to achieve cephalosporin C acylase with high activityfor the single-step preparation. A CPCase gene from Pseudomonas 
sp. KAC-1 (CPCase-kac) was optimally designed for artificial gene synthesis, and then cloned into the expression vector 
pET28b. An overexpression of CPCase-kac was achieved. However, CPCase-kac showed low activity toward cephalosporin 
C with some precursors of incompletely autoproteolytic cleavage. It was deduced that the autoproteolytic cleavage efficiency 
of precursors was associated to the activity of expressed CPCase-kac. In this study, we chose the sites Y150, Q220 and F347 
related to the activity for saturated mutation. The results showed that the mutants Q220W and Q220G increased the activity 
and delayed the cleavage of α’ subunit to α subunit. Mutants Y150R, Y150N, Y150H, Y150W, F347H and F347Y enhanced the 
activity of CPCase-kac with unconspicuous impact on autoproteolytic cleavage. Eventually, we obtained a combined mutant 
Y150W/Q220G/F347Y with the activity increased 8.3-fold by combining beneficial mutations. Although the mutant Y150W/
Q220G/F347Y had significantly increased activity, it also inherited the poor second autoproteolytic cleavage of mutant Q220G. 
At the same time, the in vitro continued autoproteolytic cleavage of precursor and α’ subunit could be influenced by external 
conditions. The study provides scientific knowledge for further enhancement of the CPCase-ka cactivity.
Keywords  cephalosporin C acylase; 7-aminocephalosporanic acid; cephalosporin C; site-directed mutagenesis; autoproteolytic cleavage
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头 孢菌素类 抗 生 素是 继 青霉素之 后的 世 界上 第二大

类 应 用于 临 床 的 β -内酰 胺 类 抗 生 素，而 7-氨 基 头 孢 烷 酸

（7-aminocephalosporanic acid，7-ACA）作为头孢菌素类抗

生素的关键中间体，在医药工业中具有重要价值. 7-ACA一

般通过化学法 [1-2]或生物酶法脱去头孢菌素C（Cephalosporin 
C，CPC）的侧链（D-α-氨基己二酸）而得到. 生物酶法因其

反应条件比较温和，且对环境友好而获得人们的关注. 生物

酶法又分为两步酶法和一步酶法，现在国外和极 少国内厂

家比较成熟应用的是二步酶法 [3]，即利用D-氨基酸氧化酶 [4]

（D-amino acid oxidase，DAAO）和戊二酰-7-氨基头孢烷酸

（GIutaryl-7-aminocephalosporanic acid，GL-7-ACA）酰化酶

两步催化CPC裂解得到7-ACA. 两步酶法涉及两个酶的催化，

酶的制备仍相对复杂，而且反应中产生的副产物H2O2会对产

物和酶造成分解和失活，从而造成催化效率降低等[5-6]. 因此，

利用头孢菌素C酰化酶（Cephalosporin C acylase，CPCase，

EC 3.5.1.11）直接脱去CPC侧链而获得7-ACA的高效一步酶法

具有广阔的发展前景. 

GL-7-ACA酰化酶根据其基因结构、同源性和相对分子

质量大小分为5大类 [7]，对GL-7-ACA都有催化活力，其中只

有Ⅰ类 [8]和Ⅲ类 [9]对CPC有催化活力，称为CPCase，其活力仅

为对GL-7-ACA的2%-4%，不能满足工业生产的需要. 因此，

近年来人们对不同来源的CPCase进行研究和改造以提高其

活性，如CAD [10-11]、N176 [12-17]和SE83 [18-21]等. 据报道目前对

N176和SE83的改造颇有成效，其酶活得到明显提高，分别达

到了约4 U/mg和10 U/mg[22]，但是仍不能满足工业生产的需

要. 国内沈忠耀教授课题组对SE83做了一系列的工作，包括

SE83的重组表达、条件优化、固定化以及敲除宿主细胞内一

些影响转化效率的杂酶基因等，使其总酶活大幅度提高[23-28]. 

C P C a s e属 于 N 端 亲 核 水 解 酶 家 族，由 信 号 肽、α 亚

基 、间 隔 肽 和 β亚 基 组 成 ，在 表 达 过 程 中 先 翻 译 成 一 个

没 有 活力的 前 体 多肽，需 要 经 过 两 次自剪 切 才 能 得 到 成

熟的 具 有催 化 活力的 CPCase [8 ,  29] .  第 一步 是 分 子内自剪

切，对 前体 进 行 剪切，发 生在 β亚 基 的 起 始 位 置，形成一

个β亚 基 和 一 个 C末 端 带间隔肽 的 α亚 基（α’亚 基）；第二

步 是 分 子 间自剪切，得 到 一 个由成 熟的 α亚 基 和 β亚 基 组

成 的 成 熟 的 异 源 二 聚 体，并 释 放 不 同 大 小（7-11个 氨 基

酸）的间隔肽：来源 Pseudomonas sp. SE83的是7个氨基酸

（SDAAGGG）[20]，来源Pseudomonas C427的是8个氨基酸

（PPDLADQG）[30]，来源Pseudomonas sp. GK16的是9个氨基

酸（DPPDLADQG）[31-34]，来源Pseudomonas sp. 130的是10个

氨基酸（GDPPDLADQG）[8]，来源Pseudomonas diminuta的是
11个氨基酸（EGDPPDLADQG）[35]. 具体剪切过程见图1（以
Pseudomonas sp. 130的I类CPCase为例）. Yin J等发现Glu159
和Gly160这两个位点氨基酸的替换会影响其自剪切，而且在
CPCase释放间隔肽后α亚基C末端会发生很大的构象变化来

弥补Glu159与Ser170之间的缺口，才能与β亚基形成异源二聚

体得到成熟的CPCase [36]. 
Kim等根据Ⅰ类CPCase的蛋白晶体结构，通过把酶分子

与底物GL-7-ACA进行分子对接，发现Y149α、Q50β和F177β
这3个位点与CPCase的侧链结合口袋有关，是影响活性的关

键氨基酸残基 [37].  对这些位点进行定点突变发现，Y149α和
Q50β位点氨基酸的替换提高了对CPC的催化活力，而F177β
位点氨基酸的替 换不但 影响对CPC的催化活性，还 对Ⅰ类
CPCase的自剪切有很大的影响 [38-39]. Jing Z等对SE83的研究

发现，靠近第二次剪切位点的G229位点是影响该酶两步自

剪切的关键氨基酸，G229位点在位置上对应于Ⅰ类CPCase
中的Y149α，因此推测Ⅰ类CPCase中的Y149α也有相同的作

用 [20]. 综上所述，Y149α(Y150)、Q50β(Q220)和F177β(F347)位

点不仅和Ⅰ类CPCase的催化活性相关，而且还影响CPCase的

自剪切. 

本文以来源于Pseudomonas sp. KAC-1 [40]的CPCase-kac
（属于Ⅰ类CPCase）蛋白序列为模版，对其基因进行全局优

化设计 [41]，人工合成目的基因，并克隆至表达载体pET28b. 

选择Y150、Q220、F347这几个与CPCase-kac活性及自剪切相

关的位点进行饱和突变，深入分析这几个位点氨基酸的替

换对CPCase-kac自剪切及酶活的影响，以期筛选到高活性的
CPCase-kac，提高该酶裂解CPC产生7-ACA的效率. 

1  材料与方法

1.1  质粒、菌株及主要试剂
宿主菌Escherichia coli Top10和E.coli BL21(DE3)及表达

载体pET28b均由本实验室保存；FastDigest限制性内切酶均

购自Fermentas公司；KOD-plus聚合酶购自TOYOBO公司；蛋

白胨和酵母提取物均来自BD公司；蛋白定量试剂盒购自北京
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图1  两步自剪切过程示意图. 
Fig. 1  Schematic diagram of two-step autoproteolytic cleavage.
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康为世纪生物科技有限公司；考马斯亮蓝R250购自Solarbio
公司；7-ACA标准品购自国药集团. 

1.2  主要仪器
蛋白纯化仪 ÄKTA purif ier10和所用层析柱均购自GE

公司；SCIENTZ-Ⅱ型超声破碎仪购自宁波新芝生物科技股

份有限公司；6306-2Z/C3型高压匀浆机购自APV公司；RC6+

高速冷冻离心机购自Thermo公司；高效液相色谱仪Agilent 
1200和Eclipse XDB-C18 column（4.6 mm×150 mm×5 μm）购

自Agilent公司；Powerpac Basic电泳电源和Gel Doc XR+型凝

胶成像仪均购自Bio-Rad公司. 

1.3  CPCase-kac基因的优化、合成及表达载体的构建
以来自Pseudomonas sp. KAC-1的CPCase-kac蛋白质

序列为模版，利用在线服务器DNAworks反向获取CPCase-
kac的基因序列，对CPCase-kac基因序列进行全局优化，包

括密码子替 换、鸟嘌呤和胞嘧啶含量 调整以及在C末 端加

上6 × His标签，并去掉29个氨基酸的信号肽，在上游引入
NcoⅠ酶切位点，下游引入 HindⅢ酶切位点，人 工合成目的

基因（2103bp），将目的基因酶切、连接至表达载体pET28b
上，获得重组 质粒pET28b-CPCase-kac.  将重组 质粒转化
E.coli BL21(DE3)感受态细胞，获得重组大 肠杆菌E. coli 
BL21(DE3)/pET28b-CPCase-kac. 

1.4  CPCase-kac的定点突变
以重组质粒pET28b-CPCase-kac作为模版，突变引物见

表1. PCR反应程序为：94 ℃，2 min；（94 ℃，15 s；55 ℃，30 
s；68 ℃，8 min）×25个循环；68 ℃，20 min；16 ℃，30 min. 

向PCR产物中加入1 μL DpnⅠ，于37 ℃消化去除模板，转化E. 
coli BL21(DE3)感受态细胞，挑取单克隆送北京六合华大基

因科技有限公司测序. 

表 1  定点突变引物
Table 1 Primers of site-directed mutagenesis

引物名称
Primer name

引物序列 (5′–3′)
Primer sequence (5′–3′)

CPCase-kac-Y150N-F ATTTTCTGAACGTTGCCAGTCC
CPCase-kac-Y150N-R GGACTGGCAACGTTCAGAAAAT
CPCase-kac-Y150R-F ATTTTCTGCGTGTTGCCAGTCC
CPCase-kac-Y150R-R GGACTGGCAACACGCAGAAAAT
CPCase-kac-Y150H-F ATTTTCTGCATGTTGCCAGTCC
CPCase-kac-Y150-R GGACTGGCAACATGCAGAAAAT
CPCase-kac-Y150W-F ATTTTCTGTGGGTTGCCAGTCC
CPCase-kac-Y150W-R GGACTGGCAACCCACAGAAAAT
CPCase-kac-Q220W-F ATTTACGGCGCGACCTGGATTGGCCT
CPCase-kac-Q220W-R AGGCCAATCCAGGTCGCGCCGTAAAT
CPCase-kac-Q220T-F ATTTACGGCGCGACCACCATTGGCCT
CPCase-kac-Q220T-R AGGCCAATGGTGGTCGCGCCGTAAAT
CPCase-kac-Q220G-F ATTTACGGCGCGACCGGTATTGGCCT
CPCase-kac-Q220G-R AGGCCAATACCGGTCGCGCCGTAAAT
CPCase-kac-F347H-F GTTCCAACGCATAACATCGT
CPCase-kac-F347H-R ACGATGTTATGCGTTGGAAC
CPCase-kac-F347Y-F GTTCCAACGTACAACATCGT
CPCase-kac-F347Y-R ACGATGTTGTACGTTGGAAC

1.5  CPCase-kac的重组表达
把重组质粒pET28b-CPCase-kac转化E. coli BL21(DE3)

感受态细胞，挑取成功转化的单克隆接种于4 mL含有终浓

度为50 mg/L卡那霉素的LB液体培养基中，37 ℃、200 r/min

振荡培养10-12 h，然后以1%（V/V）接种量转接到50 mL或
600 mL含有终浓度为50 mg/L卡那霉素的LB液体培养基中，
37 ℃、200 r/min条件下振荡培养，待其OD600值为0.8-1.0，向

培养基中添加异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）至终浓度

为1.0mmol/L，转入25 ℃诱导表达10-12 h，5 000 r/min离心15 
min，收集菌体，-20 ℃保存备用. 

1.6  CPCase-kac的蛋白纯化
1.6.1  CPCase -kac的小量纯化　　将上 述菌体用 缓冲 液
A [100mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，pH 8.0，含有50 mmol/
LNaCl，5%（V/V）甘油]重悬，超声波低温破碎法（工作1 s，
间歇4 s，10 min）破碎细胞，14000 r/min离心5 min，收集

上清液. 利用His标签纯化蛋白，取适量上清与柱子中的Ni 
Sepharose High Performance混合，先用缓冲液A冲洗，然后

缓冲液B [100mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，pH 8.0，含有50 
mmol/LNaCl，30mmol/L咪唑，5%（V/V）甘油]冲洗，最后用2 
mL缓冲液C [100mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，pH 8.0，含有50 
mmol/LNaCl，300 mmol /L咪唑，5%（V/V）甘油，pH 8.0]洗脱

目的蛋白，即得到纯化的CPCase-kac. 所得纯酶用超滤管进行

浓缩和去除咪唑，并用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度. 
1.6.2  CPCase-kac的大量纯化    将上述大量菌体用缓冲液A重

悬，4 ℃高压匀浆破碎，12 000 r/min离心30 min，收集上清

液，用0.45 μm的滤膜过滤，利用ÄKTA purifier 10蛋白纯化

仪进行Ni-NTA柱纯化. 先用缓冲液A冲洗，再用缓冲液C进

行线性洗脱，收集200 mmol/L咪唑的洗脱峰即得到纯化的
CPCase-kac. 所得纯酶用超滤管进行浓缩和去除咪唑，并用
BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度. 

1.7  CPCase-kac的酶活测定
取100 μL纯化的酶，加入50 μL底物溶液[100 mmol/L头

孢菌素C钠盐溶液，用磷酸钠缓冲液（100 mmol/L Na2HPO4-
NaH2PO4，pH 8.0）溶解头孢菌素C钠盐，调节pH至8.0]，补

加磷酸钠缓冲 液 至终 体 积为500 μL，于37 ℃反 应3 h，取

出200 μL，加入600 μL终止液[20%（V/V）的乙酸:50 mmol 
NaOH = 2:1（V/V）]终止反应，离心后取上清液进行HPLC分

析（Eclipse XDB-C18 column 4.6 mm × 150 mm × 5 μm；流

速：0.6 mL/min；流动相：1%乙酸（V/V）:乙腈= 95:5（V/V）；

柱温：30 ℃；检测波长：254 nm），7-ACA的保留时间是3.3 
min，CPC的保留时间是7.9 min. 酶活单位定义为每分钟催化

生成1 μmol 7-ACA所需的酶量. 

2  结果与分析

2.1  CPCase-kac基因的优化合成及重组表达
经过全局优化设计的CPCase-kac基因与其原始基因序

列有74.0%的序列一致性. 将去掉信号肽序列，并在C末端加

上6 × His tag标签的目的基因克隆至表达载体pET28b，实现了
CPCase-kac的过量表达. CPCase-kac重组表达的SDS-PAGE分

析如图2所示，由图可知，CPCase-kac由α亚基和β亚基两个亚基

组成，β亚基的相对分子质量（Mr）约为54 × 103，α亚基的相对

分子质量约（Mr）为16 × 103，前体的相对分子质量（Mr）约为70 
× 103，皆与理论值相符. 目的蛋白为可溶性表达，表明优化后的
CPCase-kac在重组大肠杆菌中可高效表达. 
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图2  CPCase-kac重组表达的SDS-PAGE分析. M：表 示分 子质量标 记
（Fermentas），其大小分别是116.0，66.2，45.0，35.0，25.0，18.4和14.4 × 
103；1：全细胞破碎液；2：上清；3：沉淀；4：纯化的CPCase-kac. 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of CPCase-kacexpressed in the recombinant.
M: molecular mass markers (Fermentas), with the size of 116.0, 66.2, 45.0, 
35.0, 25.0, 18.4 and 14.4 × 103, respectively; Lane 1: whole cell disruption; 
Lane 2: supernatant of cell disruption; Lane 3: precipitation of cell disruption; 
Lane 4: purified CPCase-kac.

2.2  自剪切相关位点突变影响CPCase-kac活性
2.2.1  Y150及F347位点突变可提高活力而不影响其自剪切    对
Y150位点饱和突变分析表明：与野生型相比，突变体Y150H、
Y150N、Y150W和Y150R的酶活分别提高了3.4、2.9、2.7和1.8
倍. 对F347位点饱和突变分析表明：突变体F347H和F347Y

的酶活相比于野生型提高了1.1倍（表2）. 对这些突变体进

行SDS-PAGE分析（图3A），结果表明突变体Y150H、Y150N、

Y150W、Y150R、F347H和F347Y的自剪切情况与野生型相当，没

有产生明显的改变. 这说明Y150和F347位点这几个氨基酸的替

换主要提高了CPCase-kac的活力，而对自剪切则没有明显影响.

表2  活力提高突变体的相对比活力
Table 2  Relative activity of mutant with increased activity

突变位点
Mutation site

突变体
Mutant

对CPC的相对比活力 (λ/%)
Relative activity toward CPC 

— Wild-type 100
Y150 Y150H 339

Y150N 291
Y150W 267
Y150R 176

Q220 Q220W 334
Q220G 107
Q220T 98

F347 F347H 113
F347Y 111

Y150/Q220/F347 Y150W/Q220G/F347Y 832

“—”表示没有突变. 
“—” indicates no mutation.

2.2.2  Q220位点突变可提高活力而减弱自剪切效率     对Q220
位点进行饱和突变，除突变体Q220W活力提高了3.3倍及突

变体Q220G和Q220T的活力基本保持不变外（表2），大部分
突变不利于催化活性提高. 
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图3  活力提高突变体的SDS-PAGE分析. A：突变体F347H、F347Y、Y150R、Y150W、Y150H和Y150N的SDS-PAGE分析；B：突变体Q220W、Q220G和
Q220T的SDS-PAGE分析；C：组合突变体Y150W/Q220G/F347Y的SDS-PAGE分析. 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the mutants with increased activity. A: SDS-PAGE analysis of mutants F347H, F347Y, Y150R,Y150W, Y150H and Y150N; B: 
SDS-PAGE analysis of mutants Q220W, Q220G and Q220T; C: SDS-PAGE analysis of combined mutant Y150W/Q220G/F347Y.
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对这些突变体进行SDS-PAGE分析（图3B），结果表明，
突变体Q220W表达的CPCase-kac的前体与β亚基的量接近
1:1，而且还存在少量α’亚基（C末端带着间隔肽的α亚基），
这说明该位点的Gln被Trp替换后，不但严重抑制了CPCase-
kac的第一 次自剪切，阻碍了β亚 基的形成，而且 还 抑制了
CPCase-kac的第二次自剪切，阻碍了α’亚基释放间隔肽形成
成熟的α亚基，从而减少了成熟CPCase-kac的形成. 而突变
体Q220W的活力相比于野生型提高了3.3倍（表2）. 推测如果
Q220W突变体能够剪切彻底，那么CPCase-kac的催化活力会
进一步提高. 突变体Q220G的第一次自剪切情况与野生型相
当（图3B），但是存在大量α’亚基，这说明该位点的Gln突变
为Gly后严重抑制了CPCase-kac的第二次自剪切，但是对第一
次剪切则没有明显影响. 相比于野生型，突变体Q220T的第
一次自剪切效率略有降低，而且还存在大量的α’亚基，这说
明该突变严重抑制了CPCase-kac的第二次自剪切，阻碍了成
熟的α亚基的形成，同时还抑制了CPCase-kac的第一次自剪
切. 对剪切加工后的成熟CPCase-kac分析，突变体Q220G和
Q220T的比活力应该比野生型高. 

由于自剪切对形成成熟的具有催化活力的CPCase至关
重要，靠近两次自剪切位点附近的氨基酸对其自剪切和酶学
特性很重要 [20]，而Q220位点靠近β亚基的N末端，这可能是
该位点对CPCase-kac的活力和自剪切造成重大影响的原因之
一. 总的来说，Q220位点突变在提高CPCase-kac活力的同时
减弱了其第一次和/或第二次自剪切效率. 
2.2.3  自剪切及活性相关位点的组合突变提高催化效率    由

于合成的CPCase-kac（野生型）的的活力很低，而且还存在
部分没有经过剪切的前体，因此希望通过定向进化提高其活
力及剪切效率. 通过定点突变得到一系列突变体，分别测定
比活力（表2），并从中筛选出活力提高的突变体. 

由于这几个位点的突变对CPCase-kac的活力和自剪切
的影响不尽相同，有些位点的突变提高了CPCase-kac活力而
减弱了其第一次和 /或第二次自剪切效率，因此对这些位点
的突变进行组合以获得活性和自剪切都提高的突变体. 通过
组合突变得到了催化活力提高了8.3倍的组合突变体Y150W/
Q220G/F347Y（简称WYG）（表2）. SDS-PAGE分析（图3C）
表明突变体WYG的第一次自剪切比较彻底，但是还存在明
显的α’亚基，且α’亚基的量与Q220G突变体相当，而这个组合
突变中Y150W和F347Y突变体对CPCase-kac的自剪切影响不
大，说明这种组合叠加了不利于自剪切的Q220G突变. 

2.3  外部条件影响CPCase-kac表达前体的自剪切
CPCase通常首先表达为前体，随后在体内发生自剪切，

那么前体酶在体外是否可以继续发生自剪切？基于此考察了
CPCase-kac在不同温度下温育不同时间后的自剪切情况. 
2.3.1  外部条件对CPCase-kac第一次自剪切的影响    CPCase-
kac的第一次自剪切是完成由前体到β亚基和α’亚基的转变，
因此可以通过前体和β亚基的量来判断第一次剪切的情况. 
突变体Y150R/Q220W/F347H（简称RHW）第一次自剪切很不
彻底，前体与β亚基的比例接近1:1，而对其活力进行分析发现
该酶的活力很低，可能是其自剪切不彻底造成的. 体外不同

温度孵育（图4A）不同时间发现，RHW突变体在37 ℃温育
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图4  CPCase-kac自剪切分析. A：组合突变体RHW体外第一次自剪切分析；B：突变体Q220G体外第二次自剪切分析；C：组合突变体WYG体外自剪切
分析. 
Fig. 4  Autoproteolytic cleavage of CPCase-kac. A: Time-course experiments of first autocleavagein vitro; B: Time-course experiments of second 
autoproteolytic cleavage in vitro; C: Time-course experiments of autoproteolytic cleavage of combined mutant WYG in vitro.
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24 h后，其前体的量几乎没有变化，表明该酶在37 ℃条件下

不能在体外继续进行自剪切. 而且37 ℃温育4 h后产生了白色

沉淀，这表明突变体RHW表达的CPCase-kac前体在体外37 
℃不能继续进行自剪切. 突变体RHW在25 ℃和30 ℃温育1 h
后，前体明显减少，且β亚基逐渐增多，在温育24 h后前体全

部消失，这说明突变体RHW前体在25 ℃和30 ℃条件下可以

在体外快速地继续发生第一次自剪切. 

RHW突 变体是由Y150R、Q220W和 F347H这 3个突 变

进行组合突变得到的多重突变体，其中Q220W突变抑制了

CPCase-kac的第一次自剪切和第二次自剪切，Y150R和F347H
这两个突变则对CPCase-kac的自剪切没有明显影响，而组合

之后的突变体的第一次自剪切很不彻底，叠加了Q220W突变

对CPCase-kac第一次自剪切的抑制作用.

2.3.2  外部条件对CPCase-kac第二次自剪切的影响    CPCase-
kac的第二次自剪切是完成由α’亚基到α亚基和的转变，因此

可以通 过α’亚基的多寡来判断 第二次 剪切的情况 . 突变体

Q220G在不同温度温育不同时间后的自剪切情况如图3B所

示，在25 ℃、30 ℃和37 ℃温育1 h后α’亚基都明显减少，且随

着温育时间的递增α’亚基逐渐减少，α亚基逐渐增多. 在25 ℃

温育4 h后α’亚基全部消失，而在30 ℃和37 ℃分别温育2 h和1 
h后，α’亚基就全部消失了. 这表明外部温度可以影响前体的

第二次剪切，与第一次剪切不同，高温（37 ℃）优于低温条

件. 与此同时，还考察了温度对组合突变体WYG体外继续自

剪切的影响（图3C），结果表明在30 ℃和37 ℃温育1 h后α’亚
基均消失，而在25 ℃温育1 h后还存在少量的α’亚基，2 h后α’
亚基才完全消失. 这些都表明外部条件可以影响CPCase-kac
的自剪切，这为今后通过优化CPCase-kac的表达条件来促进

WYG突变体在蛋白表达过程中的自剪切从而提高WYG突变

体表达的CPCase-kac的活力提供了依据. 

2.4  间隔肽对自剪切的影响
CPCase-kac在表达过程首中先翻译成一个没有活力的

前体多肽，经过两次自剪切并释放10个氨基酸的间隔肽，才

能形成成熟的具有催化活力的CPCase-kac. 为检测去掉中间

肽是否影响CPCase-kac表达及活性，因此考察了α亚基和β亚

基的共表达和串联表达及间隔肽截短后CPCase的表达情况. 

首先，构建α亚基和β亚基串联表达的突变体SP1（完全

去掉间隔肽160-GDPPDLADQG-169）和间隔肽截短的突变体

SP2（去掉部分间隔肽163-PDLADQG-169，保留靠近α亚基C
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图 6  突变体SP1（A）和SP2（B）以及α亚基和β亚基共表达（C）的SDS-PAGE分析. 1：全细胞破碎液；2：上清；3：沉淀；4：纯化的CPCase-kac. 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of mutants SP1 (A), SP2 (B) and co-expression of subunits α and β (C). Lane 1: whole cell disruption; Lane 2: supernatant of cell 
disruption; Lane 3: precipitation of cell disruption; Lane 4: purified CPCase-kac.

图 5  CPCase-kac的α亚基和β亚基共表达和串联表达及间隔肽截短构建示意图. A：SP1突变体示意图，完全去掉间隔肽160-GDPPDLADQG-169；B：
SP2突变体示意图，去掉部分间隔肽163-PDLADQG-169，保留靠近α亚基C末端的3个氨基酸160-GDP-162；C：共表达载体pRSFDuet-α-β结构示意图，α
亚基和β亚基分别连接在启动子1和启动子2后面的多克隆位点区域. 
Fig. 5  Schematic diagram of common and tandem expression of subunits α and β and truncated peptide of constructions. A: schematic diagram of mutant 
of SP1after deleting spacer 160-GDPPDLADQG-169; B: schematic diagram of mutant of SP2 after deleting a part of spacer 163-PDLADQG-169, and retaining 
160-GDP-162 close to the C-terminal of α subunit; C: schematic diagram of co-expressive vector pRSFDuet-α-β, with α subunit and β subunit being ligated into 
the backward positions of promoter 1 and promoter 2 respectively.
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末端的3个氨基酸-GDP-）（图5中A和B）. 通过对SP1和SP2的

SDS-PAGE分析（图6，A和B），结果表明二者表达的CPCase-
kac均为前体，不能进行自剪切形成成熟的CPCase-kac，而且

还形成了许多包涵体蛋白. 接着，对α亚基和β亚基进行共表

达，成功构建了共表达载体pRSFDuet-α-β（图5C），实现了α
亚基和β亚基的共表达，从图6C中可知α亚基表达量很低，

而且也没有检测到对CPC的催化活力. 这说明间隔肽对形成

成熟的具 有催化活力的CPCase-kac具 有至关重要的作用，

CPCase-kac经过两次剪切形成成熟的α亚基和β亚基后，还可

能要经过一系列复杂的空间结构上的变化才能形成成熟的

具有催化活力的CPCase-kac. 

3  结 论

本文以来源于Pseudomonas sp. KAC-1的CPCase-kac蛋白

序列为模版，对其基因进行全局优化设计，人工合成得到目

标基因并克隆至表达载体pET28b，实现了CPCase-kac的高效

表达. 但是其SDS-PAGE表明表达的CPCase-kac剪切不彻底，

仍有一部分以前体形式存在，CPCase-kac活性较低. 通过定

点饱和突变发现，Q220位点饱和突变活力提高的突变体其

第二次自剪切明显降低，而Y150及F347位点突变体活力提高

而其自剪切却没有变化. 将这些突变进行组合，最终得到了

比活力提高了8.3倍的组合突变体Y150W/Q220G/F347Y，这为

后面在此基础上利用蛋白质工程进一步提高CPCase-kac的

活力奠定了基础. 从CPCase-kac的自剪切来分析，外部条件可

以影响CPCase-kac的自剪切，在体外25 ℃和30 ℃条件下，温

育1 h可以明显提高其第一次和第二次自剪切，这意味着可以

通过条件优化来提高CPCase-kac的自剪切效率从而提高总酶

活. 

本文还考察了α亚基和β亚基的共表达和串联表达及间

隔肽截短后CPCase的表达情况，结果表明表达的CPCase都

以前体形式存在，不能进行自剪切，这说明在没有间隔肽的

情况下，α亚基和β亚基也可以形成异源二聚体，但是不能形

成具 有正确构象的二聚体，从而不能表现出对CPC的催化

活力，再次证实间隔肽在CPCase前体自剪切形成具有活力的

CPCase的过程中起着至关重要的作用，也为利用基因工程技

术方法进一步提高CPCase活性提供了线索. 
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