
第３６卷 第２期

２０１７年　３月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３６　No．２

Mar．２０１７,６４~６８

收稿日期:２０１６Ｇ０４Ｇ１９
基金项目:国家自然科学基金项目(３１２７０１６２);江苏高校品牌专业建设工程资助项目(TAPP)
杨立志,硕士研究生．研究方向:环境微生物学．EＧmail:１６２３０４７０３６＠qq．com
通信作者:胡　南,博士,副教授．研究方向:环境微生物学．EＧmail:hunan＠njtech．edu．cn

M. hydrocarbonoclasticus NY4 中 nosZ 基因
的克隆与异源表达

杨立志　王鹏胤　胡　南

南京工业大学生物与制药工程学院,南京２１１８１６

摘要　选取反硝化菌株 MarinobacterhydrocarbonoclasticusNY４为试验对象,首先通过反硝化气态产物分

析,证实了该菌株中 N２OR的存在;随后设计特异性引物并通过PCR扩增获取了nosZ 的全长基因(１８９６bp),

该基因与来源于Geobacillusthermodenitrificans的nosZ 基因仅保持了４６．９％的相似性;实现了nosZ 基因在大

肠杆菌中的异源表达,并成功检测到了 N２OR酶活,其比活力达到(０．２±０．０１)U/mg.
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　　N２O是６种主要的温室气体之一,单分子增温

效应为CO２的２９８倍,在大气平流层中的存在寿命

为１５０a,目前大气中 N２O 浓度的年增加率约为

０．２５％.除了化工行业集中产生大量 N２O 外,全球

超过２/３的 N２O 排放源于土壤生态圈尤其是农田

生态系统的氮素循环过程[１].N２O 是反硝化过程

的中间气态产物,它能被氧化亚氮还原酶(N２OR)
进一步还原为 N２,N２OR也是自然界目前证实的唯

一能将 N２O还原成 N２的生物酶[２].N２OR由nosZ
基因编码,目前仅在假单胞菌、芽胞杆菌以及海杆菌

等少数几种细菌中证实了nosZ的存在[３].
关于 N２OR 的研究目前主要集中在酶学性质

及结构方面[４Ｇ６].关于其编码基因nosZ异源表达的

报道仅有 ２ 例,一是源自 G．thermodenitrificans
NG８０Ｇ２的nosZ基因在大肠杆菌中的异源表达[７],
二是源自Pseudomonasstutzeri 的nosZ 基因在烟

草植物的异源表达,将nosZ 基因导入烟草植物中

后使后者产生了较高的 N２OR酶活,并降低了植物

释放 N２O的能力[８].此外,Jones等[９]在研究芽胞

杆菌nosZ基因与 N２O 释放关系时也发现,当细胞

存在２个nosZ拷贝时,几乎没有 N２O 产生.这些

研究报道表明nosZ 基因的存在与否以及拷贝数多

少直接影响了 N２O的释放.如果将高效的nosZ 基

因导入大范围种植的农田作物或者主要的栖居微生

物,或许能一定程度上改变农田土壤 N２O 的释放

量.基于此,我们以１株具有较强 N２OR 酶活的

M．hydrocarbonoclasticus NY４[１０]为研究对象,成

功克隆了该菌株的nosZ 基因,实现了其在大肠杆

菌中的异源表达,旨在为此类基因后期的分子进化

或潜在应用提供参考.

1　材料与方法

1.1　材　料

菌株:M．hydrocarbonoclasticus NY４,分离自

江苏省盐城市新滩盐场,E．coli DH５α及 E．coli
BL２１为南京工业大学应用微生物实验室保存.

培养基:LB 培养基(NaCl１０g/L、蛋白胨１０
g/L、酵母提取物５g/L)及反硝化产气培养基(NaCl
８０g/L、蛋白胨１０g/L、酵母提取物５g/L、Na２NO３

０．５g/L).
试剂:限制性内切酶、T４DNA 连接酶、高保真

PCR酶PrimeSTAR、DNA MakerTA克隆载体及

pET２８a表达载体购自 TaKaRa公司(大连);DNA
GelExtraction试剂盒、质粒及总 DNA 提取试剂盒

购自爱思进生物技术公司;HisＧBindingＧResin分离

柱购自上海点创生物科技有限公司;引物合成及测

序服务由南京金斯瑞生物科技公司提供.
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1.2　反硝化气态产物的气相色谱分析

在液体反硝化产气培养基中活化菌株 NY４,活
化后的菌液按１％的接种量转接至装有２５mL的反

硝化产气培养基的特制玻璃瓶,硅胶塞密封(瓶塞设

计有进气及出气软管)并涂抹凡士林封闭孔隙.在

超净工作台上通过瓶塞上的软管向密封的玻璃瓶中

反复抽真空并通入氦气,驱尽瓶内及液体中的空气,
用铁夹封闭软管.将密闭完好的玻璃瓶置于３０℃
培养箱静置培养７２h;随后,使用双向直针和真空

西林瓶采集玻璃瓶上方的气体样品(７０４硅胶封住

针孔保存),并使用气相色谱进行 N２O 和 N２检测.
气相色谱使用福立仪器 GC９７２０,色谱柱使用 PoＧ
rapakQ (孔径:０．２~０．３mm)的填充柱(６m);载气

为氦气,载气流量为２０mL/min;热导池检测器的

温度为１２５℃,柱温９０℃,进样气温度７０℃,桥电

流１００mA.
1.3　基因扩增及表达载体构建

从GenBank数据库中下载 M．hydrocarbonoclasＧ
ticussATCC４９８４０全基因组序列 (ID:１０７０１５１１５),根
据基因组注释信息找到预测的nosZ 基因序列,根据

基因编码区设计PCR引物,并在引物５′端引入合适

的限制性酶切位点,引物序列如下:
Primer１(BamHI):５′ＧCGCGGATCCＧ

ATGAAAAAAAGAGATGATCTGＧ３′;

Primer２(HindIII):５′ＧCCCAAGCTTＧ

TCAGGCCTTTTCGACGAGCATCＧ３′.

用细菌基因组DNA提取试剂盒提取菌株 NY４
的总DNA,以此为模板,对nosZ基因进行 PCR扩

增,PCR仪采用 Eppendorf６３３１,PCR体系:Prime
STARMaxPremix２５μL,DNA模板１μL,Primer
１(BamHI)１μL,Primer２ (HindIII)１μL,

ddH２O２２ μL.PCR 反 应 条 件:９８ ℃ 预 变 性

１min,９８ ℃变性１０s,５０℃退火５s,７２℃延伸

１５s;２９次 重复,共 ３０ 个循环;７２ ℃ 彻 底 延 伸

２min.目的条带用 DNA GelExtraction试剂盒回

收,一 部 分 回 收 片 段 经 TA 克 隆 后 转 化 E．coli
DH５α,挑选阳性克隆子,抽提其质粒后送交测序;
另一部分回收片段使用BamHI和 HindIII双酶

切,并将其连接至同样酶切处理后的pET２８a质粒,
连接产物转化E．coliBL２１,挑取阳性克隆子,并进

行质粒酶切及PCR验证.
1.4　 nosZ 基因的表达及蛋白的分离纯化

使用 液 体 LB 培 养 基 活 化 携 带 有 重 组 质 粒

pET２８aＧnosZ 的E．coliBL２１,然后以１％的接种量

接种至２５０mL新鲜LB液体培养基,置于３℃摇床

２００r/min培养２．５h(D６００约为０．４~０．６),加入２５０

μL０．１mol/L的IPTG 和２．５mL８０mmol/L 的

CuSO４诱导培养４~５h(Cu为N２OR的金属辅基).
蛋白提取采用超声波细胞破碎法,粗蛋白使用 HisＧ
BindingＧResin柱进行纯化,纯化后的蛋白用透析袋

厌氧透析后,于氦气中保存.蛋白的分子质量及表

达量通过SDSＧPAGE电泳进行检测.
1.5　N2 OR 酶活测定

酶活测定采用 Dell’AcquaSimone等[５]提出的

甲基紫精法并在此基础上进行改进,具体过程为:向
容量为３．５mL的比色皿中依次加入２０mmol/L的

TrisＧHCl缓冲液(pH７．０)１．５mL,１０mmol/L的甲

基紫精溶液０．２mL,N２OR酶液０．１mL,密封比色

皿并使用针孔对其反复抽真空及氦气填充,最后

７０４胶封闭针孔.开始测定时,使用微量注射器向

比色皿中注入５０μL现配浓度为５０mmol/L的连

二亚硫酸钠溶液,后者向甲基紫精提供还原性电子

使其变成活性蓝色中间体,同时使混合反应液的

D６００稳定在１．０~１．２;随后,同样使用微量注射器向

比色皿中注入０．１mL的 N２O 饱和溶液,启动酶学

反应,甲基紫精提供还原性电子将 N２O还原成 N２,
并褪去蓝色,这也导致混合反应液的 D６００随之降

低,绘制D６００的变化曲线并计算平均斜率,斜率大

小反映 N２OR的酶活高低,在数值上,酶活力(U)＝
平均斜率/底物的摩尔消光系数,在本试验中,底物

甲基紫精的摩尔消光系数为１１．４mmol－１cm－１.

2　结果与分析

2.1　反硝化气态产物的气相色谱分析

根据本文 “１．２”所描述的测试方法,对菌株

NY４的反硝化气态产物进行气相色谱分析,通过标

准品(N２与 N２O 混合气体)测试可知,N２的保留时

间在２min附近,N２O的保留时间在６min附近(图

１A).与标样相比,测试样品仅出现了 N２峰,几乎

检测不到 N２O 的存在(图１B).结果表明,在菌株

NY４中可能存在高效的氧化亚氮还原酶(N２OR)及
其编码基因nosZ.
2.2　 nosZ 基因的扩增及异源表达

通过PCR扩增,获得１条特异性条带,回收条

带连接至 T载体后转化E．coliDH５α,测序结果显

５６
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图１　菌株NY４反硝化气态产物的气相分析

Fig．１　GaschromatographyanalysisofgaseousproductsgeneratedfromdenitrificationinstrainNY４
示,获得的nosZ 基因全长１８９６bp(KT８７７０１４．１).
同源性分析表明:与模板序列(M．hydrocarbonoclasＧ
ticussATCC４９８４０)保持了９４．６％的同源性;与源自

G．thermodenitrificansNG８０Ｇ２(NC００９３２８．１)的nosZ
基因仅有４６．９％核酸同源性[７].

将菌株NY４的nosZ 基因片段连接至表达载体

pET２８a,随后将重组质粒 pET２８a∶∶nosZ 转化

E．coliBL２１,筛选获得阳性克隆子.nosZ 基因的异

源表达按本文“１．４”方法进行,重组菌株经IPTG及

CuSO４诱导后,通过超声波破碎,获取重组菌株的粗

蛋白,同时以携带pET２８a空载体的E．coliBL２１及

未经 CuSO４诱导的重组菌为对照(图２A),与携带

pET２８a空载体(泳道１)的对照相比,携带pET２８aＧ
nosZ 的重组菌(泳道２)在７０ku处出现了特征性条

带,与理论值(６９．５２ku)相符.由于 Cu是nosZ 表

达产物的金属辅基[４],未经CuSO４诱导的重组菌

　A．重组菌总蛋白电泳图(泳道１:对照;泳道２:Cu２＋ 诱导;泳

道３:未经Cu２＋ 诱导);B．纯化后的 NosZ蛋白电泳图.A．ElecＧ

trophoresisgeloftotalproteinsoftherecombinantstrain(Lane

１:Control;Lane２:InducedwithCu２＋ ;Lane３:InducedwithＧ

outCu２＋);B．ElectrophoresisgelofthepurifiedNosZ．

图２　NosZ的异源表达与纯化

Fig．２　TheheterologousexpressionandpurificationofNosZ

(泳道３),其目的蛋白表达量较低.利用pET２８a载

体上设计的 His标记,使用 HisＧbindingＧResin柱对

表达产物 NosZ进行纯化(图２B),后者用于后续的

N２OR酶活分析.
2.3　 N2 OR 酶活测定

N２OR酶活由反应体系D６００变化的斜率决定,
以携带pET２８a空载体的E．coliBL２１及菌株NY４
的细胞裂解液为对照.从 D６００的斜率变化可以看

出 (图３),反应体系注入N２O以后(图中箭头表示

图３　反应过程中D６００的变化曲线

Fig．３　VariationsofD６００duringthereactionprocesses

　A．携带 pET２８a空载体的 E．coliBL２１的细胞裂解上清液;

B．纯化后的 NosZ;C．菌株 NY４的细胞裂解上清液.A．SupernaＧ

tantofthelysedE．coliBL２１carryingthepET２８a;B．ThepuriＧ

fiedNosZ;C．ThesupernatantofthelysedstrainNY４．

图４　反应过程中样本的显色变化

Fig．４　Colorchangesofsamplesduring
thereactionprocesses

６６
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N２O加入时间点),阳性对照(NY４细胞裂解液)的
斜率下降速度最快,阴性对照(携带pET２８a空载体

的E．coliBL２１)的斜率变化不明显,NosZ纯化蛋

白的斜率下降明显但不如阳性对照组强烈.３组体

系反应５min后显色情况(图４)也直观地反映了它

们 N２OR的酶活差异.本研究中纯化 NosZ蛋白的

氧化亚氮还原酶(N２OR)的平均酶活力为(０．２０±
０．０１)U/mg.

3　讨　论

由于氧化亚氮还原酶(N２OR)在 N２O 减量控

制中具有潜在的应用前景,引起了环境科学工作者

的广泛关注,目前相关研究主要集中在环境监测领

域,比如以 N２OR的编码基因nosZ 作为分子探针,
探测环境样本中的nosZ 的数量,从而评价样本的

反硝化细菌数量、反硝化能力以及氮素污染水平等

等[１１Ｇ１３],关于nosZ 全基因克隆及异源表达的研究

甚少.
本研 究 以 １ 株 具 有 高 效 反 硝 化 能 力 的 M．

hydrocarbonoclasticusNY４为试验材料,成功扩增

出 N２OR的全长编码基因nosZ,并通过在大肠杆菌

的异源表达与酶活测定证实了该基因具有还原N２O
的功能.本研究获得的nosZ 基因与 Liu等[７]报道

的G．thermodenitrificans中nosZ 基因的核酸同源

性仅为４６．９％,但二者在大肠杆菌中异源表达的酶

活力基本相当,前者为(０．２０±０．０１)U/mg,后者为

(０．２０±０．０３)U/mg.在利用 HisＧtag融合蛋白的

方法纯化 NosZ蛋白时观察到,目的蛋白在蛋白电泳

图上存在２条带型,这是由于该酶催化中心铜离子辅

基 的 结 合 差 异 导 致,类 似 情 况 也 发 生 在

G．thermodenitrificans中nosZ 的异源表达试验中[７].

N２OR是一种存在于细胞周质空间里的可溶性

酶,由２个相同的亚基(NosZ)构成的同源二聚体,
每个亚基都有 CuA和 CuZ２个金属中心,通过组氨

酸连接到蛋白质上,分别作为酶的电子转移中心

[Cu２＋ ∶Cu＋ ]和催化中心[Cu＋ ∶Cu＋ ].反应时,
细胞色素 C 将电子转移到 CuA,N２O 结合到 CuZ

上,CuA 将电子传递到 CuZ,催化 N２O 的还原反

应[１４].Cu２＋ 的还原状态对于 NosZ的 N２OR 活性

至关重要,Cu２＋ 还原得越彻底,N２OR酶活就越高,

Dell＇Acqua等[６]通过实验指出,如果 NosZ蛋白催化

中心的４个 Cu２＋ 完全被甲基紫精(替代细胞色素

C)还原为 Cu＋ 后,酶的结构会发生一定改变,酶活

也将得到显著提高.当CuZ催化中心暴露于氧气中

或接触一些过氧化物时,会呈现一种氧化还原失活

的状 态,N２OR 酶 活 也 随 之 受 到 很 大 程 度 的 影

响[１５].在本研究中,虽然严格控制了菌株培养及酶

活测定过程的厌氧环境,但受条件限制,在菌株超声

波破碎及蛋白纯化的过程中无法提供严格的厌氧环

境,推测部分铜离子处于氧化状态,从而导致了试验

中所测出的 N２OR酶活相对较低,其真实的N２OR
酶活应远高于测定值.
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CloningandheterologousexpressionofnosZgene
inMarinobacterhydrocarbonoclasticusNY４

YANGLizhi　WANGPengyin　HUNan

CollegeofBiologicalandPharmaceuticalEngineering,Nanjing
TechUniversity,Nanjing２１１８１６,China

Abstract　ThenosZgeneencodedN２ORwasclonedandexpressedheterologously．Onedenitrifying
strainnamedasMarinobacterhydrocarbonoclasticusNY４wasusedintheexperiment．Theexistenceof
N２ORinstrainNY４wasconfirmedbyanalyzinggaseousproductsproducedbydenitrification．ThefullＧ
lengthnosZgene(１８９６bp)wasobtainedbyPCRamplificationwithapairsofspecificprimers,which
onlyshared４６．９％similaritywiththenosZgenefromG．thermodenitrificans．TheheterologousexpresＧ
sionofthenosZgeneinEscherichiacoliwascarriedout．ThenosZgenefromstrainNY４wasfurtherexＧ
pressedinE．coli．TheactivityofN２ORwassuccessfullydetected．Theenzymeactivitywas(０．２０±０．０１)

U/mg．
Keywords　N２O;N２OR;nosZ;heterologousexpression
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