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根癌土壤杆菌 SCUEC1 菌株尼古丁降解代谢中
agnH 基因的克隆表达与纯化
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摘要　对从湖北省襄阳市烟草种植土壤中分离筛选得到的尼古丁降解菌根癌土壤杆菌SCUEC１菌株中

agnH 基因进行克隆表达,并对 AgnH 蛋白的表达和纯化条件进行优化,为解析agnH 基因的功能和揭示根癌

土壤杆菌SCUEC１菌株尼古丁降解的分子机制提供理论依据.通过 PCR扩增获得agnH 全长基因(５８５bp),

构建重组质粒pET２８a(＋)ＧagnH,转化大肠杆菌BL２１(DE３)菌株进行异源表达,研究不同IPTG浓度、诱导温

度和诱导时间对重组质粒pET２８a(＋)ＧagnH 诱导表达的影响,用不同浓度的咪唑洗脱液洗脱重组蛋白,采用

SDSＧPAGE检测重组蛋白.结果表明:在IPTG浓度为０．４mmol/L、诱导温度为２５℃且诱导时间为２５h条件

下,AgnH 蛋白表达量较高;在２５０mmol/L的咪唑洗脱液洗脱下,得到浓度较高的 AgnH 蛋白.
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　　尼古丁(１ＧmethylＧ２Ｇ[３ＧpyridylＧpyrrolidine])是
一种存在于茄科植物中的生物碱,也是烟草的重要

成分,占烟叶质量的２％~８％[１Ｇ２].尼古丁由一个

吡啶环和一个吡咯环组成,是一种化学结构稳定且

有毒的杂环化合物,而且尼古丁对人体和动物可产

生多种致癌、致突变效应[２Ｇ６].根据欧盟标准,烟草

废弃物中尼古丁含量不能超过５００mg/kg,由于其

化学结构稳定、不易自然降解,利用微生物降解尼古

丁是效率高、成本低且对环境友好的方法[５Ｇ９].
富马酸是一种天然存在的有机酸,也被称为延

胡索酸或反丁烯二酸,因其无毒、具有 CＧC双键和

两个羧酸基团而被广泛应用于食品、药品行业[１０Ｇ１１].
因富马酸转化效率低且副产物多,用化学的方法合

成富马酸成本高且效率低[１２Ｇ１４].马来酸顺反异构酶

属于天冬氨酸/谷氨酸消旋酶超家族[１５],能够在不

破坏CＧC双键的情况下将马来酸(顺丁烯二酸)转
化为富马酸(反丁烯二酸),以此改善富马酸的生产

过程,故大量表达马来酸顺反异构酶是大量生产富

马酸的关键.许多微生物都能产生马来酸顺反异构

酶,包括假单胞菌属[１６]、粪产碱杆菌[１７]、荧光假单

胞菌[１８]、嗜 热 芽 胞 杆 菌、芽 胞 杆 菌 以 及 短 芽 胞

杆菌[１９].
具有 尼 古 丁 降 解 能 力 的 根 癌 土 壤 杆 菌

SCUEC１菌株是从湖北省襄阳市烟草种植土壤中

分离筛选得到的[２０],菌株全基因测序所得基因簇经

在线比对,与中间苍白杆菌SJY１菌株中尼古丁降

解基因vppH 及恶臭假单胞菌S１６菌株中iso基因

均有 较 高 同 源 性,推 测agnH 基 因 编 码 的 蛋 白

AgnH 为马来酸顺反异构酶[２１Ｇ２３].本研究通过克隆

agnH 基因,转化大肠杆菌BL２１(DE３)菌株进行异

源表达,并对 AgnH 蛋白的表达和纯化条件进行优

化,为明确agnH 基因的功能和揭示根癌土壤杆菌

SCUEC１菌株尼古丁降解的分子机制奠定基础,同
时也为生物医药行业原料制备提供参考方法.

1　材料与方法

1.1　材　料

EscherichiacoliBL２１(DE３)、根癌土壤杆菌
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SCUEC１菌株为中南民族大学生命科学学院分子

微生物实验室保藏.
载体为pET２８a(＋).培养基为 LB液体培养

基(胰蛋白胨１０．０g、氯化钠１０．０g、酵母提取物

５．０g,定容至１．０L,pH７．０)及LA 固体培养基(胰
蛋白胨１０．０g、氯化钠１０．０g、酵母提取物５．０g、琼
脂１８．０g,定容至１．０L,pH７．０).
1.2　 agnH 基因克隆与 pET28a(+ )ＧagnH 重组质

粒构建

　　 按 照 TaKaRa MiniBEST BacterialGenomic
DNAExtractionKitVer．３．０说明书提取根癌土壤

杆菌 SCUEC１菌株总 DNA.结合尼古丁降解菌

SCUEC１菌株 中agnH 基 因 核 苷 酸 序 列 和 载 体

pET２８a(＋)的多克隆位点,使用 PrimerPremier
５．０引物设计软件设计上下游引物,引物序列如下:

上 游 引 物 PrimerＧF:５′ＧCGCGGATCCATGAＧ
CAGAAAAGATATAT Ｇ３′(下划线处为BamHⅠ酶切

位点);下 游 引 物 PrimerＧR:５′ＧCCCAAGCTTTTAＧ
AGCGGTCGCCTTCATAＧ３′(下划线处为 HindⅢ
酶切位点).PCR反应体系:DNA１．０μL,PrimerＧF
１．０μL,PrimerＧR１．０μL,dNTP Mixture１．０μL,
TaqDNA聚合酶０．３μL,１０×PCRbuffer２．５μL,
无菌水１８．２μL,总体积２５．０μL.PCR 反应条件

为:９５℃５min,９５℃３０s,６０．８℃３０s,７２℃３０s,
２５个循环;７２℃５min,４℃保温.切胶回收目的片

段,经 BamH Ⅰ 和 HindⅢ 双 酶 切 后 与 载 体

pET２８a(＋)连接,转化感受态细胞 E．coli BL２１
(DE３).挑取单菌落,提取质粒进行 BamHⅠ和

HindⅢ双酶切鉴定,将酶切鉴定正确的阳性克隆进

一步进行DNA测序鉴定.
1.3　 agnH 基因的表达与 SDSＧPAGE 分析

在５０mLDNA 测序正确的阳性克隆菌液中加

入IPTG 至终浓度分别为 ０．２、０．４、０．６、０．８、１．０
mmol/L,设置诱导温度分别为２０、２５、３０、３５、４０℃,
诱导时间分别设置为１０、１５、２０、２５、３０h.将诱导

表达的菌液于４℃４０００r/min离心１０min,收集

菌体,重悬于５mL裂解液中,超声破碎１５min(超
声１s,间隔２s).４℃４０００r/min离心１０min,分
别收集全菌液、上清液、沉淀.利用 NiＧNTA His􀅰
BindResin纯化蛋白,分别用含２００、２５０、３００、３５０、
４００、４５０、５００mmol/L咪唑洗脱液洗脱蛋白.１２％
SDSＧPAGE检测,电压８０V.
1.4　基因的生物信息学分析

使用 NCBI中的Blast在线软件以及 ClustalX

软件对 AgnH 氨基酸序列同源性和保守序列进行

分析,采用 MEGA７．０软件构建系统进化树,预测进

化关系;利用 BioEdit软件和 ProtParam 在线软件

对蛋白理化性质进行预测,采用 PROSITE、NCBI
Blastp在线软件对保守结构域(CD)进行预测,pHD
在线预测蛋白质的二级结构[２４Ｇ２５].

2　结果与分析

2.1　 agnH 基因的克隆及重组质粒 pET28a (+)Ｇ
agnH 的构建

　　以根癌土壤杆菌 SCUEC１菌株总 DNA 为模

板,PrimerＧF和 PrimerＧR为引物,通过 PCR 扩增

得到与 agnH 基 因 大 小 一 致 约 ６００bp 的 片 段

(图１).用BamHⅠ和 HindⅢ双酶切扩增片段,再
与载体pET２８a(＋)连接,转化E．coliBL２１(DE３),
挑取转化子,提取质粒,用BamHⅠ和 HindⅢ进行

双酶切得到２个片段,分别对应agnH 基因双酶切

片段和pET２８a(＋)载体双酶切片段(图２),对克隆

片段进行核酸序列测定,与agnH 基因序列一致.

　M:DL２０００DNAmarker;１:agnH 基因 PCR扩增产物agnH

genefragment．

图１　agnH 基因PCR扩增

Fig．１　agnHgeneamplifiedbyPCR
2.2　 agnH 基因编码的氨基酸序列分析

利用 MEGA７．０软件构建AgnH 蛋白的系统进

化树,从 图 ３ 可 以 看 出,AgnH 蛋 白 与 来 源 于

Ochrobactrumsp．SJY１中的 Maleateisomerase具

有１００％相似性,Maleateisomerase可将马来酸转

化为 富 马 酸.同 样 也 与 来 源 于 LoktanellapyoＧ
seonensis 中 的 Asp/Glu racemase 和 来 源 于

Agrobacteriumrosae 中的 Asp/Gluracemase具有

１００％相似性.

２８
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　 M１:λＧHindⅢ DNA marker; M２:DL２０００ DNA marker;

１:pET２８a(＋)质粒双酶切;２:pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒双酶

切;３:agnH 基 因 双 酶 切. M１:λＧHindⅢ DNA marker;

M２:DL２０００DNAmarker;１:PlasmidpET２８a(＋)DNAdigested

withBamHⅠandHindⅢ;２:RecombinantplasmidpET２８a(＋)Ｇ

agnH DNAdigestedwithBamHⅠandHindⅢ;３:GeneagnH

DNAfragmentdigestedwithBamHⅠandHindⅢ．

图２　质粒pET２８a(＋)ＧagnH 的构建

Fig．２　ConstructionofplasmidpET２８a(＋)ＧagnH

　　 根 据 ExPASy ProtParam 在 线 分 析 得 出:

AgnH 蛋白由１９４个氨基酸组成,pI５．３４,带负电

荷的氨基酸残基 (Asp＋ Glu)为２３个,带正电荷

的氨基酸残基 (Arg＋ Lys)为１８个,不稳定指数

为２９．４１,平均亲水系数(GRVAY)为０．２２３.
采用 PROSITE、NCBIBlastp 对保守结构域

(CD)进行在线预测,AgnH 蛋白具有马来酸顺反

异构酶的功能位点,属于天冬氨酸/谷氨酸乙内酰脲

消旋酶超家族,这个家族包含天冬氨酸消旋酶、马来

酸异构酶、谷氨酸消旋酶、乙内酰脲消旋酶和芳基丙

二酸脱羧酶.
综上,AgnH 蛋白不稳定指数低于阈值４０,推

测 AgnH 蛋白为稳定蛋白.带负电荷氨基酸数多

于带正电荷氨基酸数,推断为酸性蛋白质.根据

GRVAY数值推测 AgnH 蛋白为疏水性蛋白.利

用SignalP４．１Server在线预测 AgnH 蛋白不含信

号肽序列,推测 AgnH 蛋白为非分泌性蛋白,pHD
在线预测蛋白质的二级结构,预测 AgnH 蛋白含有

９个αＧ螺旋、６个βＧ折叠.

图３　基于氨基酸序列的系统进化树

Fig．３　Phylogenetictreebasedonaminoacidsequence

2.3　AgnH 蛋白的可溶性分析

将pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒转化的大肠杆

菌在０．２mmol/LIPTG 条件下于２０℃诱导表达

２０h,SDSＧPAGE 检 测 结 果 如 图 ４ 所 示,与

pET２８a(＋)质 粒 菌 体 混 合 液 对 比,结 果 显 示:

２０．１~２９．０ku之间有大量融合蛋白表达.上清液

中 AgnH 蛋白浓度较低,沉淀中 AgnH 蛋白浓度较

高,大部分 AgnH 蛋白存在于沉淀中.

2.4　不同浓度的 IPTG 对 AgnH 蛋白表达的影响

设置IPTG 浓度分别为０．２、０．４、０．６、０．８、１．０
mmol/L,对pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒转化的大

肠杆菌于２０℃诱导表达２０h,SDSＧPAGE检测结

果如图５所示,与pET２８a(＋)质粒菌体混合液对

比,在不同浓度IPTG 的诱导下,可以看出２０．１~
２９．０ku之间有大量融合蛋白表达.IPTG 浓度在

０．２~０．４mmol/L范围内,IPTG对诱导 AgnH 蛋

３８
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白呈现上升趋势,IPTG 浓度在０．４~１．０mmol/L
时,IPTG 对诱导 AgnH 蛋白呈现下降趋势,０．４
mmol/LIPTG诱导 AgnH 蛋白表达量较大.

　M:Protein marker;１:pET２８a(＋)质 粒 菌 体 裂 解 混 合 液;

２:pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒菌体裂解混合液;３:pET２８a(＋)Ｇ

agnH 重组质粒菌体裂解沉淀;４:pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒

菌体裂解上清液.M:Proteinmarker;１:LysedE．coliBL２１carＧ

ryingtherecombinantplasmidpET２８a(＋);２:LysedE．coli

BL２１carryingtheplasmidpET２８a(＋)ＧagnH;３:Precipitateof

thelysed E．coli BL２１ carrying the recombinant plasmid

pET２８a(＋)ＧagnH;４:SupernantofthelysedE．coliBL２１carryＧ

ingtherecombinantplasmidpET２８a(＋)ＧagnH．

图４　AgnH蛋白的可溶性分析

Fig．４　SolubilityanalysisofAgnHprotein

　M:Proteinmarker;１:pET２８a(＋)质粒菌体混合液;２:０．２

mmol/LIPTG诱导表达蛋白;３:０．４mmol/LIPTG 诱导表达

蛋白;４:０．６ mmol/LIPTG 诱导表达 蛋 白;５:０．８ mmol/L

IPTG诱导表达蛋白;６:１．０ mmol/LIPTG 诱导表 达 蛋 白.

M:Proteinmarker;１:LysedE．coliBL２１carryingtheplasmid

pET２８a(＋);２:Inducedexpressionofproteinfor０．２mmol/L

IPTG;３:Inducedexpressionofproteinfor０．４mmol/LIPTG;

４:Inducedexpressionofproteinfor０．６mmol/LIPTG;５:InＧ

ducedexpressionofproteinfor０．８mmol/LIPTG;６:Induced

expressionofproteinfor１．０mmol/LIPTG．

图５　不同IPTG浓度对AgnH蛋白表达的影响

Fig．５　EffectofIPTGconcentrationsonthe

expressionofAgnHprotein

2.5　不同诱导时间对 AgnH 蛋白表达的影响

在温度为２０℃、IPTG 浓度为０．２mmol/L的

条件下,将诱导时间分别设置为 １０、１５、２０、２５、

３０h,对pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒转化的大肠

杆菌进行诱导表达,SDSＧPAGE检测结果(图６)显
示,与pET２８a(＋)质粒菌体混合液对比,在不同的

诱导时间下,２０．１~２９．０ku之间有大量融合蛋白表

达.在１０~２５h 时间段,表达量随时间增加而增

大;在２５~３０h时间段,表达量随时间增加而减少,
诱导２５h表达量较大.

　M:Proteinmarker;１:pET２８a(＋)质粒菌体混合液;２:诱导表

达１０h的蛋白;３:诱导表达１５h的蛋白;４:诱导表达２０h的蛋

白;５:诱导表达２５h的蛋白;６:诱导表达３０h的蛋白.M:ProＧ

teinmarker;１:LysedE．coliBL２１carryingtheplasmidpET２８a
(＋);２:Inducedexpressionofproteinfor１０h;３:InducedexpresＧ

sionofproteinfor１５h;４:Inducedexpressionofproteinfor２０h;

５:Inducedexpressionofproteinfor２５h;６:Inducedexpressionof

proteinfor３０h．

图６　不同诱导时间对AgnH蛋白表达的影响

Fig．６　Effectofinductiontimeonthe

expressionofAgnHprotein

2.6　不同诱导温度对 AgnH 蛋白表达的影响

在IPTG浓度为０．２mmol/L的条件下,设置诱

导温度分别为２０、２５、３０、３５、４０℃,对pET２８a(＋)Ｇ
agnH 重组质粒转化的大肠杆菌诱导表达２０h,SDSＧ
PAGE检测结果如图７所示,与pET２８a(＋)质粒菌

体混合液对比,在不同的诱导温度下,可以看到

２０．１~２９．０ku之间有大量融合蛋白表达.在２０~
２５℃诱导温度范围内,温度越高,表达量越大;在

２５~４０℃的诱导温度范围内,温度越高,表达量无

明显影响,２５℃时表达量较大.
2.7　AgnH 蛋白的纯化

在IPTG浓度为０．４mmol/L、温度为２５℃的

条件下,对pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒转化的大

肠杆菌诱导表达 ２５h,利用 NiＧNTA His􀅰Bind
Resin纯化蛋白,分别用 ２００、２５０、３００、３５０、４００、

４５０、５００ mmol/L 的咪唑洗脱液进行洗脱,SDSＧ
PAGE检测结果(图８)显示:与pET２８a(＋)ＧagnH
质粒菌体上清液对比,在不同浓度的咪唑洗脱下,

２０．１~２９．０ku处有大量的融合蛋白表达.咪唑浓

度为２００~２５０mmol/L时,咪唑对AgnH 蛋白洗脱

４８
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呈现上升趋势;在２５０~５００ mmol/L 时,咪唑对

AgnH 蛋白洗脱呈现下降趋势.咪唑浓度为２５０
mmol/L时洗脱AgnH 蛋白可得到浓度较高的目的

蛋白.

　M:Proteinmarker;１:pET２８a(＋)质粒菌体混合液;２:诱导温

度为２０℃的表达蛋白;３:诱导温度为２５℃的表达蛋白;４:诱导

温度为３０℃的表达蛋白;５:诱导温度为３５℃的表达蛋白;６:诱

导温度为４０℃的表达蛋白．M:Proteinmarker;１:LysedE．coli

BL２１carryingtheplasmidpET２８a(＋);２:Expressionprotein

withinductiontemperatureof２０℃;３:Expressionproteinwith

inductiontemperatureof２５℃;４:ExpressionproteinwithinducＧ

tiontemperatureof３０ ℃;５:Expressionproteinwithinduction

temperatureof３５°C;６:ExpressionproteinwithinductiontemＧ

peratureof４０℃．

图７　不同诱导温度对AgnH蛋白表达的影响

Fig．７　Effectofinductiontemperatures

ontheexpressionofAgnHprotein

　 M:Protein marker;１:pET２８a(＋ )质 粒 菌 体 混 合 液;

２:pET２８a(＋)ＧagnH 质粒菌体混合液;３:２００mmol/L咪唑洗脱液

洗脱蛋白;４:２５０mmol/L咪唑洗脱液洗脱蛋白;５:３００mmol/L咪

唑洗脱液洗脱蛋白;６:３５０mmol/L 咪唑洗脱液洗脱蛋白;７:４００

mmol/L咪唑洗脱液洗脱蛋白;８:４５０mmol/L咪唑洗脱液洗脱蛋

白;９:５００ mmol/L 咪 唑 洗 脱 液 洗 脱 蛋 白.M:Protein marker;

１:LysedE．coliBL２１carryingtheplasmidpET２８a(＋);２:Lysed

E．coliBL２１carryingtheplasmidpET２８a(＋)ＧagnH;３:２００mmol/L

imidazoleeluateelutedprotein;４:２５０mmol/Limidazoleeluateeluted

protein;５:３００ mmol/Limidazoleeluateeluted protein;６:３５０

mmol/Limidazoleeluateelutedprotein;７:４００mmol/LimidazoleeluＧ

ateelutedprotein;８:４５０ mmol/Limidazoleeluateelutedprotein;

９:５００mmol/Limidazoleeluateelutedprotein．

图８　不同浓度的咪唑对AgnH蛋白洗脱的影响

Fig．８　Effectofimidazoleconcentrations

ontheelutionofAgnHprotein

3　讨　论

本研究对从湖北省襄阳市烟草种植土壤中分离

筛选得到的尼古丁降解菌根癌土壤杆菌 SCUEC１
菌株进行全基因组测序及 NCBI在线比对,发现尼

古丁降解基因分布在基因簇cotig１８和cotig２５上,
编码马来酸顺反异构酶AgnH 氨基酸序列的agnH
基因位于cotig１８上[２１].本研究克隆了agnH 基

因,构建了pET２８a(＋)ＧagnH 重组质粒并进行表

达.在IPTG浓度０．４mmol/L、诱导温度２５℃、诱
导时间２５h的条件下,AgnH 蛋白表达量较高.在

２５０mmol/L的咪唑洗脱液洗脱下,得到浓度较高

的 AgnH 蛋白.
马来酸顺反异构酶能将尼古丁降解代谢途中产

生的马来酸迅速转化为可进入 TCA 循环的富马

酸,这个过程不需要金属离子参与;但是加入 Ca２＋

可以增加马来酸顺反异构酶的稳定性,因为该酶在

中等温度下不稳定[２６].Fisch等[２７]研究表明,马来

酸顺反异构酶催化马来酸盐中 C２ＧC３双键的顺反

异构化以产生富马酸盐.马来酸顺反异构酶催化马

来酸的几何异构化是在没有经过键迁移的情况下将

其转化为富马酸的,这种类型顺反异构酶酶活需要

一种或多种巯基基团维持,巯基基团以半胱氨酸残

基的形式成为酶不可分割的一部分,或者以谷胱甘

肽的形式作为辅酶修饰异构酶[２８Ｇ２９].马来酸顺反异

构酶在微量的谷胱甘肽或半胱氨酸作用下可诱导全

酶活性[１６].由于马来酸顺反异构酶酶活与酶内的

巯基基团有关,在一些巯基化合物,如二硫苏糖醇

(DTT)存在下能保持稳定,当其酶活性受到各种抑

制剂(如氯汞苯甲酸)的作用时,也可通过加入 DTT
或２Ｇ巯基乙醇恢复酶活[３０].

本研究为进一步解析agnH 基因的功能和揭

示根癌土壤杆菌SCUEC１菌株尼古丁降解的分子

机制奠定了基础,为下一步马来酸顺反异构酶的改

良和工业化提供潜在的材料,也可为利用微生物清

除环境中尼古丁污染及生产生物医药相关产品提供

一定的参考.
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Cloning,expressionandpurificationofagnHgeneinnicotine
degradationandmetabolismofAgrobacteriumtumefaciensSCUEC１strain

YAOJiacheng　 XIAZhenzhen　HUANGYue　PITing　MEIFeng
HEDonglan　CHENGGuojun　LIUTao　LIXiaohua

HubeiProvincialEngineeringandTechnologyResearchCenterfor
ResourcesandUtilizationofMicrobiology/CollegeofLifeScience,

SouthＧCentralUniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　TheagnH genewasclonedandexpressedinthenicotineＧdegradingAgrobacteriumtumeＧ
faciensSCUEC１strain,andtheconditionsofexpressingandpurifyingAgnHproteinwereoptimized．The
fullＧlengthagnH gene(５８５bp)wasamplifiedbyPCR,andtherecombinantplasmidpET２８a(＋)ＧagnH
wasconstructedandtransformedintoE．coliBL２１(DE３)strainforheterologousexpression．Theeffect
ofdifferentIPTGconcentration,inductiontemperatureandinductiontimeontheexpressionofrecombiＧ
nantplasmidpET２８a(＋)ＧagnH wasstudied．TherecombinantproteinwaselutedwithdifferentconcenＧ
trationsofimidazoleeluant,andtheexpressedproteinwasdetectedwithSDSＧPAGE．Theresultsshowed
thattheagnH genewasclonedandtherecombinantplasmidpET２８a(＋)ＧagnH wasconstructed．The
expressionofAgnHproteinwashigherundertheconditionsofIPTGconcentrationof０．４mmol/L,inＧ
ductiontemperatureof２５℃andinductiontimeof２５h．AhigherconcentrationofAgnHproteinwasobＧ
tainedbyelutionwitha２５０mmol/Limidazoleeluant．

Keywords　AgrobacteriumtumefaciensstrainSCUEC１;nicotinedegrading metabolism;agnH
gene;genecloning;expressionandpurificationofprotein
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