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摘 要:对羟基苯乙酸(HPA)脱羧酶是一类甘氨酸自由基脱羧酶,催化前体对羟基苯乙酸或吲

哚乙酸的脱羧反应,形成终产物对羟基甲苯和对甲基吲哚。由于其蛋白质结构中小亚基(HpdC)的

存在,使其显示了一些不同于其他已知的几种甘氨酸自由基体系的特性,被认为是一类新型的甘氨

基自由基酶体系。前期的研究结果初步显示了 HpdC在整个脱羧酶体系中的重要性,但缺乏系统

的实验验证。通过构建系列杂化脱羧酶(包括组合杂化酶体系与嵌合杂化酶体系)高表达质粒,对

相应的编码蛋白质进行分离纯化以及酶活性检测等,探究了小亚基在整个脱羧酶体系中的功能。
研究结果证明,小亚基HpdC的存在,一方面直接影响整个编码蛋白质的溶解性及复合物的稳定

性,另一方面则通过介导脱羧酶高级聚合状态的形成,决定着酶的催化活性。
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Abstract:4-hydroxyphenylacetatedecarboxylase(HPA)isakindofglycylradicalenzymes(GREs),which
catalyzetheformationofp-cresolorskatole.Itischaracterizedbyasmallsubunit(HpdC),andshows
uniquepropertiesthathavenotbeenobservedinotherGREs.ThusHPAdecarboxylaseisconsideredasa
newkindofGRE.TheexistingresearchesshowtheimportanceofHpdCinthedecarboxylasefamily,but
itsimportancehasn’tbeenexperimentallyverified.ToelucidatethefunctionsofHpdC,aseriesofover-
expressionplasmidsforthehybriddecarboxylaseswereestablishedandthecorrespondingencodedproteins
werepurifiedandanalyzed.Thefinalphysio-chemicalanalysisandtheenzymeactivitytestresultsprove
thatthesmallsubunitisdirectlyinvolvedintheregulationoftheenzymes’oligomericstateandactivity.
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艰难梭状芽孢杆菌(Clostridiumdifficile)是一种可以生长在很多种介质中的具有发酵氨基酸能力的梭

状芽孢杆菌。它可以引起人类的胃肠道感染,也是病人进行长期抗生素治疗后引起腹泻并发症的最重要的

原因之一。初期的研究表明对羟基甲苯(一种致病性化合物),可能是艰难梭状芽孢杆菌所引起的疾病中的

一个非常重要的致病因子,而该化合物的作用方式主要是通过抑制被抗生素改变了的肠道菌群的正常繁殖



与调节[1-2]。在酪氨酸的发酵反应中,前体对羟基苯乙酸形成终产物对羟基甲苯是经过脱羧反应进行和完成

的,催化这一反应的酶被鉴定为HPA脱羧酶[3-5]。该酶的催化是通过产生甘氨酸自由基进行,属于甘氨酸自

由基酶(GREs)系统[6-10]。由于该类酶具有其他几种已知的 GREs所没有的一些结构和功能(如PFL 和

NRD),被认为是一种新型的GREs。尤其是小亚基结构的存在,属于该类酶在基因水平上所独有的特殊结

构,理论上可以推测,该甘氨酸自由基脱羧酶体系应该具备某种其他GREs所不具备的特殊性质,部分研究

结果对这一推测进行了初步的证实,如纯化后的 HPA脱羧酶含有FeS簇,而其他几种研究较为深入的

GREs不含有这一金属簇合物结构,酶的催化活性需要较高级的酶聚合态,以及在进行脱羧反应的催化过程

中的甘氨酸自由基存在产生与淬灭的动态平衡等[4-5]。Paula等[5]采用直接提取法对野生型的 HPA进行了

分离和纯化,并作了相应的酶活性测试,结果发现,蛋白质分离纯化之前的无细胞提取液(cellfreeextract)具

有脱羧酶的催化活性,但对其中的蛋白质进行分离纯化后,该复合物完全丧失催化活性,对纯化后的蛋白质

进行理化分析,发现该复合物为二聚体,不具有小亚基结构,小亚基在分离纯化的过程已经丢失,说明小亚基

的存在直接影响或决定着整个脱羧酶体系的催化活性。因此深入解析小亚基在整个自由基脱羧酶体系中的

存在形式与功能对理解整个脱羧酶的催化方式具有非常重要的意义,对临床研究艰难梭状芽孢杆菌的解毒

与脱毒也具有很重要的参考意义和价值。

对小亚基氨基酸序列进行数据库搜索,未发现与任何已知功能的蛋白质具有相似性,从前期的实验结果

中,初步推断小亚基可能参与复合酶的磷酸化以及高级聚合态的形成,但未进行系列的实验验证,随着

CsdBC蛋白质晶体结构的完成[11]及更精细的催化机理解析[12],对小亚基在其中的可能功能进行了理论上的

推测,即一方面小亚基与FeS簇直接结合,可能参与调控复合酶的电子传输;另一方面,小亚基的存在可能直

接影响复合酶的高级聚合状态及溶解性等。深入细致地研究小亚基在HPA酶催化体系中的功能,可以更好

地了解该酶体系的催化特性,并帮助了解FeS簇在催化过程中是否参与自由基淬灭过程,同时加深对催化所

需要的复合物的形态认识。为此,笔者从小亚基入手,采用分子生物学技术构建了几种杂化复合酶体系,以

期对小亚基在HPA脱羧酶体系中的功能进行深入解析及实验验证。

1 材料与方法

所有的基因克隆与亚克隆操作均采用DH5α(感受态细胞中(Invitrogen),基因表达在RossettaTM(DE3)

pLysS(Novagen)宿主细胞中进行。质粒的提取、PCR产物分离与纯化实验分别采用试剂盒QIAprepSpin

Miniprepkit(Qiagen),QIAquickPCRpurificationkit(Qiagen)进行。

野生型脱羧酶的表达质粒pASK7-hpdBC,pASK7-csdBC,pASK7-tfdBC 在前期研究中已经构建完成

并为本实验室储存。

1.1 编码组合杂化酶的表达质粒的构建

主要是将hpdBC,tfdBC 和csdBC3个体系的甘氨酸自由基脱羧酶表达体系的大小亚基基因进行交

叉连接与组合,最终获得基于表达载体pASK-IBA7的6个重组杂化脱羧酶表达质粒:pASK7-hpdB/tfdC,

pASK7-hpdB/csdC,pASK7-tfdB/csdC,pASK7-tfdB/hpdC,pASK7-csdB/tfdC,pASK7-csdB/hpdC。

通过DNA序列比对与分析,在TfdBC 序列上,大亚基tfdB 的终止子下游和小亚基tfdC 的核糖体结

合位点之间有一个ClaI 酶切位点,该位点在原始杂化酶质粒上具有唯一性,因此,对表达质粒pASK7-

tfdBC 直接进行BamHI/ClaI双酶切,即可获得TfdBC 的大亚基表达基因与小亚基表达基因。但是在

hpdBC 和csdBC 序列上,不存在这个特异的ClaI酶切位点,因此需要通过克隆与亚克隆技术将该酶切位

点引入到相应的位置,即大亚基hpdB/csdB 的终止子下游和小亚基hpdC/csdC 的核糖体结合位点之间。

克隆过程中所用到的引物列于表1(表中黑体字部分为限制性酶切位点)。图1为简化的基因克隆示

意图。
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表1 构建组合杂化酶所用的引物名称及序列

Table1 theprimersequencesusedfortheconstructionofcombinatorialhybridenzyme

引物名称 核苷酸序列 (5’-3’)

Csd-BbsCla_s GCTACAGCTGATGGAAGACTTGCAGGAAC

Csd-BbsClaI_as GCATCGATATTACCTCCATTCATTTTTTAGTATACCTTATTATTTATC

CsdC-ClaBamHI_s AAAAAATCGATGGAGGTAATAGCAATGCGCC

CsdC-ClaBamHI_as ATATCGGATCCCTATTCTGCTTTATAACTAGGAC

Hpd-StuCla_s ATGCTAGAATTCAGGCCTGTCTTGATGCACC

Hpd-StuCla_as GCTTTCTATCGATTACACCCCTTCATACTCTGTTC

Hpd-ClaBamHI_s AGAACAATCGATAAGGGGTGTAAAATATGAGAAAGCATAG

Hpd-ClaBamHI_as ACCTCGAGGGATCCTTTTGAC

图1 获取ClaI/BamHI酶切片段及构建组合杂化酶表达体系的克隆与亚克隆示意图

Fig.1 ThecloningandsubcloningstrategyforobtainingClaI/BamHIfragmentand

theconstructionofhybriddecarboxylaseexpressionvector

图1仅以构建组合杂化酶体系pASK7-csdB/tfdC 为例。在CsdBC体系中,大亚基B的DNA序列上

有一个特异的BbsI酶切位点,对于hpdB 来说,这个特异性位点是StuI。

1.2 基于大亚基基因csdB 的嵌合杂化酶体系的构建

主要是csdB 大亚基基因片段与csdC 和hpdC 之间进行的2个嵌合杂化酶体系的构建。克隆过程中所

用到的引物列于表2(表中黑体字部分为限制性酶切位点)。经PCR扩增后,产生4个片段,分别为hpdC 的

N端片段(ClaI/Esp3I,Nhpd)和C 端片段(Esp3I/BamHI,Chpd),csdC 的 N端片段(ClaI/Esp3I,
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Ncsd)和C端片段(Esp3I/BamHI,Ccsd),将表达质粒pASK7-csdBtfdC 进行ClaI/BamHI双酶切后,与

Nhpd/Ccsd 和 Ncsd/Chpd 进 行 酶 连,即 获 得 终 产 物 pASK7-CsdB-NcsdCChpdC 和pASK7-CsdB-
CcsdCNhpdC。

表2 构建嵌合杂化酶体系所用引物名称及序列

Table2 Theprimersequencesusedfortheconstructionofchimerichybridenzyme

引物名称 核苷酸序列(5’-3’)

CsdC-ClaBamHI_s AAAAAATCGATGGAGGTAATAGCAATGCGCC

CsdC-ClaBamHI_as ATATCGGATCCCTATTCTGCTTTATAACTAGGAC

Hpd-ClaBamHI_s AGAACAATCGATAAGGGGTGTAAAATATGAGAAAGCATAG

Hpd-ClaBamHI_as ACCTCGAGGGATCCTTTTGAC

CsdNHpdC-Esp_as TTCGTCTCGCAATTTCCGCATTTTTCAG

CsdCHpdN-Esp_s TTCGTCTCAATTGCAAAAATTTTTGTAATCCG

CsdNHpdC-Esp_s TTCGTCTCAATTGTAAAAATTTTGTTGAAGCTAATG

CsdCHpdN-Esp_as TTCGTCTCACAATTTTTACATTTTGGCATTACTTTTATC

1.3 蛋白质相对分子量的凝胶过滤色谱分析

采用比色法测定复合物中的Fe、S含量。酶活性测试溶液主要包括100mMTris-HClpH7.5,40mM
NaCl,5mM MgCl2,5mM (NH4)2SO4,5mMCysteine,25mMHPA,2mMNa2SO3and5mMDTT。详

细操作参照文献[4-5]进行。

2 结果与讨论

2.1 组合杂化酶体系的理化及酶活性检测与小亚基功能解析

对构建的6个杂化酶及3个天然酶体系进行了初步的理化检测,获得的结果列于表3(表中黑体字部分

代表野生型的基因构建质粒所表达产物的性质)。同时,对所有的可溶性蛋白均进行菌液酶活性测试及纯化

蛋白活性测试,并运用EPR检测甘氨酸自由基的生成信号。

表3 组合杂化酶体系的理化性质测试及酶活性测试结果

Table3 Physio-chemicalpropertiesofthecombinatorialhybridenzymesystemandenzymeactivitytest

蛋白质名称 HpdB CsdB TfdB

HpdC

4β4γ

32Fe,32S

50U/mg

不溶性蛋白
βγ

8Fe,8S
无活性

CsdC
2β2γ

16Fe,16S
无活性

4β4γ

32Fe,32S

46U/mg

不溶性蛋白

TfdC
2β2γ
8Fe,8S
无活性

不溶性蛋白

2β2γ

8Fe,8S

无活性

  说明:HpdB与 HpdC分别对应表中的β与γ亚基。

结果显示,6个新产生的杂化脱羧酶,有3种杂化方式产生的酶为不可溶性蛋白质,因此无法进行蛋白质

的分离与纯化操作。对另外3种可溶性的蛋白质进行纯化后,检测其分子量、聚合状态及FeS簇的含量等,
与野生型活性脱羧酶HpdBC及CsdBC相比(复合8聚体结构),三者显示了较低的分子聚合状态(4聚体或

者2聚体)。酶活性检测试验没有检测到3种杂化酶的甘氨酸自由基生成信号,3种野生型脱羧酶产生了信
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号,但观察到的信号强度有很大区别,TfdBC酶给出的甘氨酸信号强度仅为 HpdBC或CsdBC的10%左右,
在进行HPLC分析时没有检测到相应的产物峰,因此认为当前催化条件下,4聚体状态的TfdBC酶处于无

活性状态。上述结果证明,小亚基的正确结构直接影响着蛋白质的可溶性,同时通过直接介导蛋白质分子聚

合态的形成影响酶分子的催化活性。该实验也同时证明了酶分子的聚合状态是一个重要的活性调控因子。
杂化酶体系的构建与实验结果表明,小亚基决定着蛋白质的溶解性以及聚合物的聚合状态。野生型

CsdBC,HpdBC蛋白为可溶性的复合8聚体结构(β4γ4),具有催化活性,可以催化化合物对羟基乙酸的脱羧

反应。而TfdBC为可溶性的复合4聚体结构(β2γ2),系列酶活性测试显示该复合物处于极为微弱的活性状

态。把3个体系的小亚基进行相互替换与3个大亚基交互配对连接,获得6种可能的杂化脱羧酶体系,基因

表达与蛋白质纯化结果显示,其中的3种杂化酶为不可溶蛋白质,另外3种尽管为可溶性的,但其聚合状态

均比野生型蛋白低,相应的FeS簇的含量也降低,而且均未显示酶活性。该实验充分说明小亚基与脱羧酶的

溶解性息息相关,同时也决定着聚合物的高级聚合状态以及其中所携带的FeS簇的含量,而正确的蛋白质复

合结构才能发挥最终的酶活性。从这个意义上说,小亚基也间接决定着脱羧酶最终的催化活性。

2.2 嵌合体杂化酶体系的物化检测与小亚基功能解析

为了进一步认识小亚基的功能,对3个脱羧酶体系的小亚基进行了氨基酸序列的对比(图2),结果显示,
在3个小亚基中存在2个相对保守的集群(cluster)片段(关键性氨基酸用加粗黑体字母标注),命名为

C-terminalcluster(C-端 )和N-terminalcluster(N-端 ),3个小亚基序列中,C-端显示了高度保守性,但在N
端,只有HpdC与CsdC的小亚基高度保守,而TfdC缺失这一保守片段。从对比数据中可以预测C-端,至少

在TfdBC体系中,对可溶性复合物的形成具有关键性的作用,而N-端可能更多涉及氧化还原活性中心的形

成。为此,实验设计了基于CsdBC大亚基的2个嵌合杂化体脱羧酶,用来验证上述推测的正确性。

图2 HPA脱羧酶体系3个不同来源小亚基的氨基酸序列对比

Fig.2 TheAminoacidsequencealignmentsofthreesmallsubunitfrom
C.difficile,C.scatologenesandT.forsynthesis

嵌合体杂化酶体系的物理及生化活性检测结果列于表4。与野生型的复合物酶CsdBC相对比,当小亚

基的N端被置换,C端保持不变的时候,可以获得可溶性的嵌合杂化酶CsdB-NhpdCCcsdC,其聚合状态为

4聚体和8聚体的混合型,大小亚基比例为1∶1。纯化后的蛋白质溶液亦呈明显的褐色状,但测得的Fe含量

值相对有些降低。以HPA为底物,利用CsdA激活酶体系进行酶活性测试后,该酶显示了一定的催化活性,
但远远低于野生型复合酶。但是当小亚基的C端被置换,N端保持不变的时候,获得的嵌合杂化酶CsdB-
ChpdCNcsdC绝大部分为不可溶的,少部分以可溶性的形式存在于上清液中的蛋白质经柱子后立即凝聚沉

淀,因此无法进行蛋白质的纯化操作以及后续的基于纯化蛋白的活性测试实验。但在进行菌液活性测试时,
该杂化酶显示了较好的活性,比CsdB-NhpdCCcsdC嵌合杂化酶的活性高出近5倍。

表4 嵌合杂化酶体系的理化性质检测及酶活性测试结果

Table4 Physio-chemicalpropertiesofthechimerichybridenzymesystemandenzymeactivitytest

蛋白质名称 聚合态 Fe的含量 活性/(U·mg-1)

CsdBC 4β4γ 7-8Fe/Di 46.0

CsdB-NcsdCChpdC 不溶性蛋白 / 3.6

CsdB-NhpdCCcsdC 2β2γ+4β4γ 5-6Fe/Di 0.8
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嵌合式杂化酶体系研究结果显示,小亚基的C端保守序列与复合酶的溶解性相关,实验获得的CsdB-
ChpdCNcsdC产物仅有部分为可溶性蛋白,但经过色谱后蛋白质立即凝集沉淀,对未纯化的上清液进行活性

测试,该溶液显示了较好的催化活性,尽管比野生型要低。而N端的保守序列则更趋向于调控着复合酶的催

化性。这一点在野生型的TfdBC体系中更为明显,由于该体系缺少N端的保守片段,因此尽管它可以形成

可溶性的蛋白质,但因为没有更高级的多聚体结构,不能形成严谨的电子传输通路,因此就不能产生催化活

性。在进行酶催化活性测试中,酶分子可能会在所在的溶液中进行部分高级结构的形成,但由于生理条件等

限制,很难达到最佳状态,因此即便有催化能力也只会观测到部分星号活性。

3 结 论

通过以上实验可以得出,小亚基的存在,不仅仅是该芳基脱羧酶体系在基因结构上区别于其他甘氨酸自

由基酶体系的结构特殊性,它在整个酶体系发挥催化功能活性中起着决定性的作用,一方面它是复合酶的组

成部分,决定着酶分子的溶解性及稳定性,并直接控制着酶分子的高级聚合状态;另一方面,由于其直接与参

与催化反应的FeS簇相结合,从而决定着酶分子的催化活性与催化能力。进一步的实验将集中于小亚基的

单点与多点突变体构建及EPR测试,同时构建以TfdB和HpdB为大亚基的其他几种嵌合杂化体酶,并进行

相应的理化实验。
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