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◇基础医学研究◇

羰基还原酶 ＣｈＫＲＥＤ２０ 可溶性表达的提升及酶学性质研究
沈　 悦，郑　 红，范新炯

（安徽医科大学基础医学院干细胞与组织研究中心，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探究提升羰基还原酶 ＣｈＫＲＥＤ２０ 可溶性的方法并测定其酶学性质。 方法　 合成 ＣｈＫＲＥＤ２０ 基因并转化至大肠

埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行异源表达，通过增减和改变 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 位置、改变发酵条件等研究蛋白可溶性，并进一步优化诱导时

间、温度及异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）浓度等以提升重组蛋白的表达，随后研究重组酶的酶学性质。 结果　 利用 ＣｈＫＲＥＤ２０
原核表达菌株，在大肠埃希菌表达体系内去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 并进行发酵条件优化，以获得最优可溶蛋白表达；无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ ＣｈＫＲＥＤ２０
比携带 Ｎ 端和 Ｃ 端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的蛋白酶活性分别提高了 ０􀆰 ７７ 和 １􀆰 ２８ 倍；最适温度为 ５５ ℃，最适 ｐＨ 为 ８􀆰 ０；且该酶在较高温度

下、碱性环境中仍具有较好的适应性。 结论　 去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 及优化发酵条件可以大大提升 ＣｈＫＲＥＤ２０ 在大肠埃希菌中的可溶

性。
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　 　 ＣｈＫＲＥＤ２０ 是一种源自 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．
ＣＡ４９ 的羰基还原酶，天然状态下不含 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 标签。
该酶可以高立体选择性（ ＞ ９９％ ｅｅ）地催化替格瑞

洛中间体———（１Ｓ）⁃２⁃氯⁃１⁃（３，４⁃二氟苯基） 乙醇

［（Ｓ）⁃ＣＦＰＬ］前体酮还原［１］，并可通过反 Ｐｒｅｌｏｇ 还原

特定酮类底物，生成阿瑞匹坦关键中间体［２ － ３］，在药

物合成领域展现出巨大潜力。 大肠埃希菌由于其清

晰的遗传背景、简便的转化操作，成为生产外源蛋白

常用的原核表达宿主之一。 目前，ＣｈＫＲＥＤ２０ 已在

大肠埃希菌体系中成功表达［４］，但重组蛋白低下的

表达量和较差的可溶性增加了其使用成本，限制了

大规模生产应用。 这一问题可能归因于：大肠埃希

菌非该蛋白的天然宿主，异源表达可能导致缺乏适

当的环境与辅助因子，影响蛋白质的正确折叠，使其

以包涵体形式存在；融合标签的表达可能会干扰蛋

白的正常折叠；发酵条件也可能对蛋白表达产生影

响。 因此，该研究旨在通过调整 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的位置或去

除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ，并优化发酵条件来提高 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的表

达效率，同时测定其酶学性质。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 化学品与材料　 β⁃烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ＮＡＤ ＋ ）、硫酸卡那霉素（Ｋａｎａ）购于上海阿拉丁公

司；引物合成及基因结果测序由上海生工生物工程

股份有限公司提供；Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ 以及 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ 购于

英国 ＯＸＯＩＤ 公司； ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＤＮＡ 聚合酶、 ＤＮＡ
Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、限制性核酸内切酶和 Ｐｒｉｍｉｘｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍａｒｋｅｒ（ Ｌｏｗ） 购于日本 ＴａＫａＲａ 公司； ＳＰＡＲＫｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｕｌｔｒａ⁃Ｆａｓｔ Ｋｉｔ 购于山东思科捷生物技

术有限公司；除特别说明外，其他化学品和试剂均为

分析纯级别，并从商业渠道购买。
１． １． ２　 培养基的制备　 ① ＬＢ 培养基（ｇ ／ Ｌ）：称取

酵母提取物 ５􀆰 ０ ｇ、胰蛋白胨 １０􀆰 ０ ｇ、氯化钠 １０􀆰 ０ ｇ，
加入适量超纯水将 ｐＨ 调至 ７􀆰 ０，再加入超纯水定容

至体积为 １􀆰 ０ Ｌ，１２１ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎ。 ② ＬＢ 固

体培养基（ｇ ／ Ｌ）：将 ＬＢ 液体培养基以每 ４００􀆰 ０ ｍＬ
规格分装至容积为 ５００􀆰 ０ ｍＬ 的锥形瓶内，每瓶内加

入 １􀆰 ５％ ～２􀆰 ０％的琼脂粉，１２１ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎ。
③ ＳＯＣ 培养基：称取胰蛋白胨 ２０􀆰 ０ ｇ、酵母提取物

５􀆰 ０ ｇ、葡萄糖 ３􀆰 ６ ｇ、氯化钠 ０􀆰 ５ ｇ、氯化镁 ０􀆰 ９５ ｇ、氯
化钾 ０􀆰 １８６ ｇ，加入 ８００􀆰 ０ ｍＬ 蒸馏水搅拌至完全溶
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解，再加入蒸馏水定容至 １􀆰 ０ Ｌ，１１５ ℃高压灭菌 ３０
ｍｉｎ。
１． １． ３　 细菌菌株及质粒 　 ① 菌株：使用本课题组

保存的表达宿主大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）作为分子

克隆宿主。 ② 质粒：ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ）⁃ＣｈＫＲＥＤ２０ 由本

课题组保存。
１． １． ４　 主要仪器和设备　 ＤＫ⁃８Ｄ 型电热恒温水浴

锅（上海精宏仪器设备有限公司）、ＰＣＲ 扩增仪（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ）、ＰＹＸ⁃ＤＨＳ⁃ＢＳ⁃Ⅱ型培养箱（上海跃进医疗器

械有限公司）、ＶＤ⁃６５０ 超净工作台（沪净净化实业

有限公司）、电子天平（上海良平仪器有限公司）、
ＺＷＹ⁃２１１Ｂ 全温度恒温摇床（上海智诚生物有限公

司）、Ｈ１⁃１６Ｋ 离心机 （湖南可成仪器有限公司）、
ＶＣ１３０ 超声波细胞破碎仪 （美国 Ｓｏｎｉｃｓ 公司）、
ＧＥＮＥ ＧＥＮＩＵＳ 凝胶成像系统（美国 Ｓｕｎｇｅｎｅ 公司）、
ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型垂直电泳槽（北京六一生物科技有限

公司）、Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ 全波长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）、核酸电泳仪（北京六一生物科技有限公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的合成　 采用大肠埃希菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）和 ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ）表达体系对 ＣｈＫＲＥＤ２０ 进行

表达， 以便后续的重组和蛋白纯化。 根据 Ｃｈ⁃
ＫＲＥＤ２０ 在美国国家生物技术信息中心 （Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）中的序列

信息（ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＣ３４２０２０􀆰 １），由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成基因序列，分别连接到以

ＢａｍＨ Ⅰ （ Ｆ： ５′⁃ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＴＣＴＧ⁃
ＧＡＴＡＡＴＡＡＡＧＴＧＧＣ⁃３′） 和 Ｈｉｎｄ Ⅲ （ Ｒ： ５′⁃ＧＣ⁃
ＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡＣＣＧＣＧＧＴＡＴＡＧＣＣＧＣＣＡＴＣＣ⁃３′）、
Ｎｃｏ Ⅰ （ Ｆ： ５′⁃ＧＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣ⁃
ＣＡＴＧＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＡＴＡＡＴＡＡＡＧＴＧＧＣ⁃３′） 和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ （ Ｒ： ５′⁃ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＣＣＧＣＧＧＴＡＴＡＧＣＣＧＣ⁃
ＣＡＴＣＣＡＣ⁃３′） 以及 Ｎｃｏ Ⅰ （ Ｆ： ５′⁃ＧＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡ⁃
ＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＡＴＡＡＴＡＡ
ＡＧＴＧＧＣ⁃３′）和 Ｘｈｏ Ｉ （Ｒ：５′⁃ＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴ⁃
ＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧ⁃３′）作为限制性酶切位点的 ｐＥＴ⁃
２８ａ（ ＋ ）载体上，获得携带 Ｎ 端和 Ｃ 端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 及不

携带 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 标签的大肠埃希菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）重组

菌，Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的去除是在重组表达的蛋白上进行的，
而非天然酶的功能结构域。
１． ２． ２ 　 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的表达 　 ① 将构建的菌株活

化，４ 区划线接种于含有 ５０􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ Ｋａｎａ 的 ＬＢ 固

体培养基中，倒置于 ３７ ℃培养箱中培养过夜；② 在

超净台中从过夜培养的 ＬＢ 平板上挑取单菌落，接

种到含有 ５０􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ Ｋａｎａ 的 １０􀆰 ０ ｍＬ ＬＢ 培养基

中，在 ３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床中振荡培养 １２ ｈ；③
在超净台中按照 １ ∶ １００ 的比例转接 １００􀆰 ０ μＬ 菌液

于含 ５０􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ Ｋａｎａ 的 １０􀆰 ０ ｍＬ ＬＢ 培养基中，３７
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至菌液在 ６００ ｎｍ 波长下测

得的吸光度（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６；③
超净台上，在 ＯＤ６００值介于 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 的菌液中加入

终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的异丙基硫代半乳糖苷（ ｉｓｏ⁃
ｐｒｏｐｙｌ β⁃Ｄ⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ）诱导蛋白表达，２５
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 继续培养 ７ ｈ，收集菌体存于 － ２０ ℃
备用。
１． ２． ３　 ＣｈＫＲＥＤ２０ 蛋白的提取和表达量测定　 在

所收集菌体中加入适量磷酸钾缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
ｐＨ ６􀆰 ８），涡旋混匀后超声破碎，１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ 后转移上清液至微量离心管中，即得粗酶液。
采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 确定蛋白表达量。
１． ２． ４　 ＣｈＫＲＥＤ２０ 酶活性测定　 通过测定 ３４０ ｎｍ
处还原型辅酶Ⅰ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，
ＮＡＤＨ）的 ＯＤ 值来确定 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的酶活性。 使

用 ｐＨ ６􀆰 ８ 的磷酸钾缓冲液配置 １０􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮＡＤ ＋ 母液， 再稀释至终浓度为 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮＡＤ ＋ 溶液，加入总体积为 ３００􀆰 ０ μＬ 的酶活性测定

体系中，加入体积分数为 １０％ 的异丙醇作为底物，
再与适量的酶混合，适当温度孵育不同时间，在
ＯＤ３４０处测定酶活性。
１． ２． ５　 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）相关酶学性质的测

定

１． ２． ５． １　 最适温度　 将适量 ＣｈＫＲＥＤ２０ 在 ｐＨ ６􀆰 ８
的磷酸钾缓冲液中与体积分数 １０％ 的异丙醇、０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＡＤ ＋ 混合，３０、４０、５０、６０、６５、７０ ℃的温度

下孵育 ５ ｍｉｎ，通过测量 ＯＤ３４０评估酶活性，将各温度

下酶活性与最高酶活性值（定义为 １００％ ）进行比

较，计算出相对酶活性百分比，绘制图表。
１． ２． ５． ２ 　 最适 ｐＨ　 配置不同 ｐＨ 的 Ｂｒｉｔｔｏｎ⁃Ｒｏｂ⁃
ｉｎｓｏｎ 缓冲液，再配置不同 ｐＨ 的异丙醇、ＮＡＤ ＋ 工作

液（ｐＨ 为 ３􀆰 ０ ～ １０􀆰 ０）。 将适量的 ＣｈＫＲＥＤ２０ 与不

同 ｐＨ 的底物 － 辅因子混合液于 ３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ，
在 ３４０ ｎｍ 处测量 ＯＤ 值。 将所测 ｐＨ 下的酶活性与

最高活性值（设定为 １００％ ）进行比较，计算出相对

酶活性百分比，绘制图表。
１． ２． ５． ３　 温度稳定性 　 将适量 ＣｈＫＲＥＤ２０ 在 ３０、
４０、５０、６０、６５、７０ ℃下水浴孵育，特定时间取样。 取

样后与 ｐＨ ６􀆰 ８ 的底物 － 辅因子工作液混合为

３００􀆰 ０ μＬ 反应体系，３４０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值，评估酶
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剩余活性。 将未经热处理的原始酶活性定义为

１００％ ，经热处理后的剩余酶活性按照相对酶活性百

分比计算。
１． ２． ５． ４　 ｐＨ 稳定性　 采用浓缩菌体超声破碎法降

低缓冲液本身对 ｐＨ 的影响。 适量且等量的 Ｃｈ⁃
ＫＲＥＤ２０ 在不同 ｐＨ 的 Ｂｒｉｔｔｏｎ⁃Ｒｏｂｉｎｓｏｎ 缓冲液中，
３７ ℃水浴孵育，定时取样；与底物 － 辅因子工作液

混合后在 ３４０ ｎｍ 处测定其 ＯＤ 值，以评估酶的剩余

活性。 将未经处理的酶活性定义为 １００％ ，对比不

同 ｐＨ 条件处理后的酶活性，计算剩余活性的相对

百分比。
１． ２． ５． ５　 金属离子对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的影

响　 在酶液中加入终浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的金属离

子及其螯合剂（Ｋ ＋ 、Ｃｏ２ ＋ 、Ｍｎ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 、Ｃａ２ ＋ 、Ｃｒ３ ＋ 、
Ａｌ３ ＋ 、ＥＤＴＡ）和终浓度为 １％ （Ｖ ／ Ｖ）的表面活性剂

（Ｔｗｅｅｎ⁃８０、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）。 ３０ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２４
ｈ 后与工作液定量混合，反应液在 ３４０ ｎｍ 处测定

ＯＤ 值并确定剩余酶活性。 将未经处理的酶活性定

义为 １００％ ，计算不同离子处理后的剩余酶活性的

相对酶活性百分比。
１． ２． ５． ６　 有机试剂对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的影

响　 在酶液中加入体积分数为 ３０％的有机试剂（甲
醇、乙醇、异丙醇、丙酮、二甲基亚砜、乙酸乙酯、二氯

甲烷、甲苯、正己烷、正庚烷、石油醚、三氯甲烷）。
３０ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２４ ｈ 后与工作液定量混合，反
应液在 ３４０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值，测定剩余酶活性。 将

未经有机试剂处理的酶活性定义为 １００％ ，经不同

有机试剂处理后的剩余酶活性按照相对酶活性百分

比计算。
１． ２． ６　 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）发酵条件优化

１． ２． ６． １　 不同温度诱导对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）
的影响　 在转接后 ＯＤ６００值介于 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 的菌液中

加入终浓度 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ，分别在 １６、２０、２５、
３０、３７ ℃下 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ 诱导目的蛋白

表达，在 ６００ ｎｍ 处测定菌液 ＯＤ 值。 收集菌体后加

入缓冲液超声破碎，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析和酶活性

测定，将最优诱导温度下的酶活性定义为 １００％ ，其
余各温度下的酶活性按照相对酶活性百分比计算。
１． ２． ６． ２ 　 不同 ＩＰＴＧ 浓度对 ＣｈＫＲＥＤ２０ （无 Ｈｉｓ⁃
ｔａｇ）的影响 　 配置不同浓度 ＩＰＴＧ（终浓度为 ０􀆰 １、
０􀆰 ２、０􀆰 ３、０􀆰 ４、０􀆰 ５、０􀆰 ６、０􀆰 ７、０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。 摇菌活

化的菌液 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时，加入不同浓度的

ＩＰＴＧ 于 ２５ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ 诱导目的蛋

白表达。 收集 ４􀆰 ０ ｍＬ 菌体加入缓冲液超声破碎，进

行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析和酶活性测定，将最优诱导剂浓

度下的酶活性定义为 １００％ ，其余各诱导剂酶活性

按照相对酶活性百分比计算。
１． ２． ６． ３　 不同诱导时间对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）
的影响　 摇菌活化后的菌液 ＯＤ６００为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时，
加入终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ，于 ２５ ℃、２００ ｒ ／
ｍｉｎ 振荡培养不同时间（１、２、５、７、１０、１２、１６、２０、２４
ｈ），定时于超净台内取样并测定菌液在 ６００ ｎｍ 处

的 ＯＤ 值，收集菌体超声破碎后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分

析及酶活性测定，将最优诱导时间下酶活性定义为

１００％ ，其余各诱导时间酶活性按照相对酶活性百分

比计算。

２　 结果

２． １　 羰基还原酶基因的克隆、表达及酶活性　 重组

菌活化表达后得到相应蛋白，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析显示

（图 １），携带 Ｎ 端、Ｃ 端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 及无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的目的

蛋白相对分子质量分别为 ３２􀆰 ７８ 、２９􀆰 ５９、２８􀆰 ８２ ｋｕ，
与预期大小一致。 泳道 ３、５、７ 分别代表无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ、
携带 Ｃ 端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ、携带 Ｎ 端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的 ＣｈＫＲＥＤ２０
全细胞液。 泳道 ３ 比泳道 ５、７ 更粗，表明目的蛋白

的总表达量更高；泳道 ４、６、８ 分别为以上全细胞液

离心得到的上清液，代表可溶性蛋白情况。 泳道 ４
中，目的蛋白的条带明显比泳道 ６、８ 中的条带粗，这
说明去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 可以明显提高目的蛋白的可溶性。

图 １　 不同标记的重组蛋白 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ． １　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＣｈＫＲＥＤ２０
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔａｇｓ

　 　 Ａｒｒｏｗ： ＣｈＫＲＥＤ２０； Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅｓ １，
３， ５， ７： Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ
（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ， Ｎｏｎ⁃Ｈｉｓ⁃ｔａｇｇｅｄ ＣｈＫＲＥＤ２０， ＣｈＫＲＥＤ２０ ｗｉｔｈ ａ Ｃ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ， ＣｈＫＲＥＤ２０ ｗｉｔｈ ａｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ； Ｌａｎｅｓ ２， ４，
６， ８： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ （ｐｏｓｔ⁃ｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ） ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ， Ｎｏｎ⁃Ｈｉｓ⁃ｔａｇｇｅｄ ＣｈＫＲＥＤ２０， Ｃｈ⁃
ＫＲＥＤ２０ ｗｉｔｈ ａ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ， ＣｈＫＲＥＤ２０ ｗｉｔｈ ａｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃
ｔａｇ．
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　 　 将超声破碎后的酶液与异丙醇、ＮＡＤ ＋ 工作液

混合反应，并通过测定 ＯＤ３４０处得到酶活性。 结果如

表 １ 所示，以无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的 ＣｈＫＲＥＤ２０ 酶活性为

１００％ ，相较于携带 Ｎ 端和 Ｃ 端标签的酶催化底物

分别提高了 ０􀆰 ７７ 和 １􀆰 ２８ 倍。 综上，去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 可

提高其表达量和可溶性。 去除标签后表达水平和酶

活性测定的结果表明，所选用的表达体系是有效的，
说明标签去除过程未损害 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的催化功能。

表 １　 羰基还原酶 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的酶活测定

Ｔａｂ． １　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＣｈＫＲＥＤ２０

Ｅｎｚｙｍｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ （％ ）

ＣｈＫＲＥＤ２０ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃ｔａｇｓ ５６． ３ ± １． ０３
ＣｈＫＲＥＤ２０ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｈｉｓ⁃ｔａｇｓ ４３． ７ ± ０． ０３
ＣｈＫＲＥＤ２０ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ １００． ０ ± ０． ９２

２． ２　 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的发酵条件优化

２． ２． １　 不同诱导温度对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的

影响　 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、１６ ～ ３７ ℃下以 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
诱导菌液 １２ ｈ 后进行测定，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果如图 ２
所示，１６ ～ ２５ ℃诱导时随温度升高，酶蛋白表达量

逐步增高。 ２５ ℃以上温度诱导时蛋白表达量稳定

在高水平，超过 ２５ ℃诱导后，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 所示蛋白

表达量略降，但相对酶活性仍保持在 ８０％ 以上。 与

图 ３Ａ 酶活性测定结果一致，菌液生长量如图 ３Ｂ 所

示，当诱导温度控制在 ２５ ℃时，诱导的酶活性最好，
酶蛋白表达最优。

图 ２　 不同温度对目的蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 Ａｒｒｏｗ： ＣｈＫＲＥＤ２０ ｂａｎｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅ １： Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙ⁃
ｓａｔｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ； Ｌａｎｅ ２： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ； Ｌａｎｅｓ ３， ５， ７， ９， １１： Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙ⁃
ｓａｔｅｓ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １６， ２０， ２５， ３０， ３７ ℃； Ｌａｎｅｓ ４， ６， ８，
１０， １２： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｌａｎｅｓ ３， ５， ７， ９， ａｎｄ １１ ａｆｔｅｒ
ｃｅｌｌ ｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ．

２． ２． ２　 不同 ＩＰＴＧ 浓度诱导对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃
ｔａｇ）的影响　 菌液加入不同浓度 ＩＰＴＧ，２５ ℃、２００ ｒ ／
ｍｉｎ 培养 １２ ｈ 后的蛋白电泳图如图 ４ 所示，在 ＩＰＴＧ
浓度为 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，蛋白表达量随诱导剂

浓度增高而增高，与图 ５ 相对酶活性结果一致，当
ＩＰＴＧ 浓度超 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＣｈＫＲＥＤ２０ 酶活性下

降，说明 ＣｈＫＲＥＤ２０ 最优 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ３　 不同温度对酶活性（Ａ）和菌体密度（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ａ）
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ （Ｂ）

２． ２． ３　 诱导不同时间对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的

影响　 在转接后 ＯＤ 为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 的菌液内加入 ０􀆰 ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 于 ２５ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养不同时

间，离心收集后超声破碎，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析显示酶蛋

白表达量与菌液 ＯＤ 值测定结果相符（图 ６）。 将菌

液超净台取样后 ６００ ｎｍ 波长处测定菌液 ＯＤ 值，结
果如图 ７Ａ 所示，随诱导时间增加，菌液量逐渐增

多。 如图 ７Ｂ 所示，在诱导时间 １ ～ ７ ｈ 的范围内，酶
活性与诱导时间长短成正比；在诱导时间 ７ ～ １６ ｈ
区间内，虽酶活性略有下降，但相对酶活性仍可保持

８０％以上，表明该酶最优诱导时间为 ７ ｈ，在 ７ ～ １６ ｈ
的诱导时间内酶活性仍较好。
２． ３　 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的酶学性质表征 　
如图 ８Ａ 所示，无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的ＣｈＫＲＥＤ２０ 最适温度为
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图 ４　 不同诱导剂浓度对目的蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａｒｒｏｗ： ＣｈＫＲＥＤ２０ ｂａｎｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅ １， １５： Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ
ｌｙｓａｔｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ； Ｌａｎｅ ２， １６： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ） ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ； Ｌａｎｅｓ ３， ５， ７， ９， １１， １３， １７， １９：
Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 １， ０􀆰 ２， ０􀆰 ３， ０􀆰 ４， ０􀆰 ５， ０􀆰 ６， ０􀆰 ７， ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ； Ｌａｎｅｓ ４， ６， ８， １０， １２， １４， １８， ２０： Ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 １， ０􀆰 ２， ０􀆰 ３， ０􀆰 ４， ０􀆰 ５， ０􀆰 ６， ０􀆰 ７， ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ．

图 ５　 不同浓度诱导剂诱导下 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的酶活性

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＩＰＴＧ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０（ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）

图 ６　 不同诱导时间对目的蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 Ａｒｒｏｗ： ＣｈＫＲＥＤ２０ ｂａｎｄｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅｓ １， ３， ５， ７， ９， １１，１３：
Ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ １，２，５，７，９，１２，１６ ｈｏｕｒｓ；
Ｌａｎｅｓ ２， ４， ６， ８， １０， １２，１４： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｌａｎｅｓ １， ３，
５， ７， ９， １１，１３ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ．

图 ７　 不同诱导时间对菌体密度（Ａ）和酶活性（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ （Ａ） ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｂ）

５５ ℃。 该酶在 ３０ ～ ７０ ℃的温度范围内相对活性较

高，均超过 ７０％ ，说明该酶在此温度区间具备较好

的温度适应性。 如图 ８Ｂ 所示，无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的 Ｃｈ⁃
ＫＲＥＤ２０ 最适 ｐＨ 为 ８􀆰 ０，在 ｐＨ ７􀆰 ０ ～ ８􀆰 ５ 的范围

内，相对酶活性在８０％ 以上，表明该酶在弱碱性至
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图 ８　 温度（Ａ）和 ｐＨ（Ｂ）对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）活性的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （Ａ） ａｎｄ ｐＨ （Ｂ） ｏｎ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０（ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）

偏碱性的环境中有良好的适应性。 该酶的热稳定性

测定结果如图 ９Ａ 所示。 该酶经各温度热处理 １２ ｈ
后，均保持有 ７５％ 以上的活性，说明该酶在较高温

度下仍有良好的热稳定性。 ＣｈＫＲＥＤ２０ 在不同 ｐＨ
（５􀆰 ５ ～ １０􀆰 ０）下的剩余酶活性测定结果如图 ９Ｂ 所

示。 当 ｐＨ 为 ８􀆰 ５ 时，孵育 １２ ｈ 后酶活性仍在 ８０％
以上，当 ｐＨ 在 ９􀆰 ０ ～ １０􀆰 ０ 范围时，１２ ｈ 后仍保留

７０％以上的剩余酶活性。 说明该酶可以适应在碱性

环境中的 ｐＨ 变化，是一种耐碱性羰基还原酶。
２． ３． １　 金属离子对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的影响

　 酶的活性或稳定性在酶促反应中会受到金属离子

的影响，许多酶需要金属离子作为辅助因子来维持

其活性和稳定性，也可能由于金属离子对酶的活性

中心或一些结构产生影响致酶活性降低。 表 ２ 的结

果显示，多数金属离子对 ＣｈＫＲＥＤ２０ 呈现出不同程

度的激活效果，Ｍｇ２ ＋ 、Ｃａ２ ＋ 、Ｍｎ２ ＋ 、Ｃｏ２ ＋ 、Ａｌ３ ＋ 以及

ＥＤＴＡ 的相对酶活性分别为 １０５􀆰 ０９％ 、１１０􀆰 ０２％ 、
１０９􀆰 ７８％、１０２􀆰 ５２％、１０９􀆰 ５３％和 １０２􀆰 ０５％；而 Ｔｗｅｅｎ⁃
８０ 和 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对酶活性有一定的抑制效果，相
对酶活性分别为 ５９􀆰 ５３％和 ８４􀆰 ６７％ 。

图 ９　 温度（Ａ）和 ｐＨ（Ｂ）对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）稳定性的影响

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （Ａ） ａｎｄ ｐＨ （Ｂ） ｏｎ ｔｈｅ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣｈＫＲＥＤ２０（ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）

表 ２　 金属离子对目的蛋白活性的影响

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （％ ）
Ｐｒｉｍｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ （Ｎｏｎｅ） １００． ００ ± ０． ６
Ｍｇ２ ＋ １０５． ０９ ± ０． ３０
Ｃａ２ ＋ １１０． ０２ ± １． ３０
Ｋ ＋ ６１． ８３ ± １． ７０
Ｍｎ２ ＋ １０９． ７８ ± １． ５０
Ｃｏ２ ＋ １０２． ５２ ± ０． ８０
Ａｌ３ ＋ １０９． ５３ ± ０． ９０
ＥＤＴＡ １０２． ０５ ± ０． ９０
Ｃｒ３ ＋ ９１． ６４ ± ０． ０６
Ｔｗｅｅｎ⁃８０ ５９． ５３ ± １． ００
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ８４． ６７ ± ０． ７０

２． ３． ２　 有机溶剂对 ＣｈＫＲＥＤ２０（无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ）的影响

　 酶的反应速率会受到有机溶剂的影响，如表 ３ 所

示，多数有机试剂对 ＣｈＫＲＥＤ２０ 有不同程度的抑制

作用，丙酮、ＤＭＳＯ、二氯甲烷、甲苯、正庚烷、石油醚

以及三氯甲烷的相对酶活性分别为 ４６􀆰 ５９％ 、
６５􀆰 ４９％ 、８６􀆰 ４２％ 、８９􀆰 ５８％ 、９１􀆰 ４１％ 、８９􀆰 ３１％ 以及

８７􀆰 ８７％ ，说明该酶受到有机溶剂的不利影响较大。

３　 讨论

　 　 羰基还原酶ＣｈＫＲＥＤ２０在多领域发挥关键作
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表 ３　 有机溶剂对目的蛋白活性的影响

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （％ ）
Ｐｒｉｍｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ（Ｎｏｎｅ） １００． ００ ± ０． ６０
Ｍｅｔｈａｎｏｌ １０１． １２ ± １． ７０
Ｅｔｈａｎｏｌ １０１． ８４ ± １． ００
Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ １０２． ０６ ± ０． ９０
Ａｃｅｔｏｎｅ ４６． ５９ ± ０． ２０
ＤＭＳＯ ６５． ４９ ± １． ９０
Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ １０２． ７８ ± １． ５０
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ８６． ４２ ± ０． ８０
Ｔｏｌｕｅｎｅ ８９． ５８ ± ２． ８０
Ｎ⁃ｈｅｘａｎｅ ９８． １７ ± １． ２０
Ｎ⁃ｈｅｐｔａｎｅ ９１． ４１ ± １． ３０
Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ ８９． ３１ ± １． １０
Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ８７． ８７ ± １． ７０

用，助力制备多种医药中间体和化工产品。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分析显示，ＣｈＫＲＥＤ２０ 在大肠埃希菌中表达

时，上清液表达量明显低于全细胞液，提示该酶在大

肠埃希菌表达时，其可溶性较差。 课题组前期尝试

将该蛋白与分子伴侣载体（ｐＫＪＥ７、ｐＧｒｏ７、ｐＴｆ１６、ｐＧ⁃
ＫＪＥ８、ｐＧ⁃Ｔｆ２）共表达、改变发酵条件（发酵温度、时
间、诱导剂浓度）、加入辅助离子等方法［５ － ６］ 去优化

蛋白表达，但结果均不理想。
　 　 在蛋白质纯化过程中，Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 因其便捷的亲和

纯化特性而被广泛应用［７］，但 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的存在也可能

会影响到蛋白的可溶性［８］。 Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ［９］ 研究发现，
Ａｅｒｏｐｙｒｕｍ ｐｅｒｎｉｘ Ｋ１ 的尿苷磷酸化酶 （ ＵＰ） 使用

Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 作为融合标签表达蛋白时，导致该蛋白形成

不溶性的包涵体，这提示 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的存在影响了蛋白

可溶性。 该研究通过相关实验，探究去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 对

ＣｈＫＲＥＤ２０ 蛋白可溶性的影响：通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分

析，去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 后其可溶性蛋白表达量明显高于未

去除组别。 相对酶活性测定结果显示携带 Ｎ 端和 Ｃ
端 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的酶活性仅为去除的 ５６􀆰 ３％ 和 ４３􀆰 ７％ ，
表明去除该标签会提高蛋白可溶性。 这可能是由于

去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 后，蛋白质的表面电荷分布发生改变，
与其他分子间的相互作用减少，从而提高其特异性

和亲和力［９ － １０］。 此外，Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的位置也与酶的溶解

性和功能性有关［１１ － １２］，但将 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 置于 Ｎ 段和 Ｃ
端后，其位置改变未对可溶性产生有利影响。
　 　 优化发酵条件可以提高目标产物的产量，满足

大规模生产的需要，且合适的发酵条件能够使蛋白

质正确折叠，保证产物的质量。 经发酵条件优化后

发现，去除 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的蛋白催化异丙醇最优发酵条件

为 ２５ ℃、ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振

荡培养 ７ ｈ 后获取目的蛋白酶。 经酶学性质分析发

现，无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的最适反应温度为 ５５
℃，最适反应 ｐＨ 为 ８􀆰 ０，将酶置于 ｐＨ ９􀆰 ０ ～ １０􀆰 ０ 环

境时，１２ ｈ 后仍有 ７０％以上的剩余酶活性。 说明该

酶在碱性条件下酶活性及稳定性较好，可以适应在

碱性环境中的 ｐＨ 变化。 该酶经不同温度热处理 １２
ｈ 后，均保持 ７５％以上的活性，说明该酶具有较好的

热稳定性。 所测多数金属离子对该酶有不同程度激

活作用，而该酶受到有机溶剂的不利影响较大。 与

携带 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的野生 ＣｈＫＲＥＤ２０［１３］ 相比，去除 Ｈｉｓ⁃
ｔａｇ 的 ＣｈＫＲＥＤ２０ 的最适温度提高了 ５ ℃，热稳定性

和 ｐＨ 稳定性与携带 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的酶相比有所提高。
　 　 今后的研究可以进一步扩大反应体系，提高其

催化效率和稳定性，实现 ＣｈＫＲＥＤ２０ 在医药中间体

及工业中的实际应用。 此外，还需开展大规模的生

产和应用研究，探索其在工业生产中的可行性和经

济性。 综上所述，该研究通过去除羰基还原酶 Ｃｈ⁃
ＫＲＥＤ２０ 的 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ，提升可溶性。 同时，优化了去除

Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 后目的蛋白酶的表达条件，并对其酶学性质

进行了分析，为推动该酶应用于工业和医药领域奠

定了一定的基础。
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