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摘  要：丙氨酸脱氢酶(alanine dehydrogenase，Ald)是一种 NAD+依赖性的氨基酸脱氢酶，能可逆地催化丙氨酸氧化

脱氨生成丙酮酸和氨．实验以假坚强芽孢杆菌的丙氨酸脱氢酶为研究对象，将目的基因克隆到 pET-22,b(+)原核表达

载体上，并在大肠杆菌中完成蛋白的高效表达．通过镍离子亲和层析、离子交换层析和凝胶过滤层析等纯化方法，得到

了高纯度的目的蛋白．利用气相扩散法对目的蛋白进行结晶，最终得到分辨率为 0.31,nm 的蛋白晶体． 
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Alanine Dehydrogenase in Bacillus pseudofirmus 

TANG Zhaona
1, 2，ZHANG Cuiying

1，HU Pingxiong
1, 2，YI Qiufen

1, 2， 

YANG Jiangli
1, 2，DONG Hui

2
 

(1. College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China； 

2. Tianjin International Joint Academy of Biomedicine，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Alanine dehydrogenase(Ald)is a NAD+-dependent amino acid dehydrogenase. It catalyzes the reversible oxida-

tive deamination of L-alanine to pyruvate and ammonia. An Ald gene from Bacillus pseudofirmus was cloned into the pro-

karyotic expression vector pET-22,b(＋)and the Ald protein was overexpressed in Escherichia coli. The Ald protein was 

purified by Ni2+-chelating affinity chromatography，anion-exchange chromatography and gel filtration chromatography.

Crystals were grown with the vapour-diffusion method and diffracted to 0.31,nm resolution.  
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丙氨酸脱氢酶(alanine dehydrogenase，Ald)是一

种 NAD
+依赖性的氨基酸脱氢酶[1]，琥珀酸、苹果酸

和丙酮酸等均可诱导其产生[2–3]．丙氨酸脱氢酶可以

调节酮酸和氨基酸的稳态平衡，它可逆地催化丙氨酸

生成丙酮酸和氨，同时 NAD
+被还原成为 NADH．反

应产物丙酮酸在食品工业、制药工业、农用化学品、

生化研究和减肥保健品等多个方面被广泛的应用[4]． 

丙氨酸脱氢酶在细菌、藻类和植物中分布较为广

泛，影响着微生物的碳氮代谢[5–9]．动物体内的丙氨

酸脱氢酶影响着机体的氨基酸代谢和糖代谢，能为机

体提供能量[10]．1990 年，丙氨酸脱氢酶的编码基因

被克隆成功[11]，来源于席藻(Phormidium lapideum)

中丙氨酸脱氢酶的三维空间结构在 1998 年首次被解

析出来[9]，其后多种不同来源的丙氨酸脱氢酶三维空

间结构也相继被解析． 

目 前 ，尚 无 关 于 假 坚 强 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

pseudofirmus)丙 氨 酸 脱 氢 酶(NCBI 参 考 序 列 号 ：

WP_012,959,278.1)表达纯化及结晶的研究报道．本

实验对来源于假坚强芽孢杆菌的丙氨酸脱氢酶进行

原核表达纯化及结晶，并通过 X 射线衍射对其晶体

数据进行收集和处理，为蛋白空间结构的解析提供有

力的理论依据，可为其催化机制的研究和相关药物的
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研发奠定基础． 

 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 目的基因、表达载体及菌株 

含有丙氨酸脱氢酶(Ald)基因的质粒和实验用到

的表达载体 pET-22b(＋)由本实验室保存．感受态细

胞 E. coli DH5α 和 BL21(DE3)购自北京全式金生物

技术有限公司． 

1.1.2 实验试剂 

本实验用到的引物由上海生工生物工程有限公

司合成；Pfu DNA 聚合酶、dNTP(10,mmol/L)、限制

性核酸内切酶(NdeⅠ和 XhoⅠ)、T4,DNA 连接酶，

Fermentas 公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、质粒

DNA 小量提取试剂盒，Bioflux 公司；氨苄青霉素

(Amp
+
)、异丙基–β–D–硫代半乳糖苷(IPTG)、丙烯酰

胺、十二烷基硫酸钠(SDS)、过硫酸铵(APS)、四甲基

乙二胺(TEMED)、咪唑、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、

氯化钠(NaCl)等，上海生工生物工程有限公司；Ni-

NTA sephrose、Resource Q 离子交换柱、Superdex 75

凝胶过滤层析柱，GE Healthcare 公司；结晶试剂盒

Index 、PEG/Ion screen 、PEG/Ion 2,screen 、Crystal 

Screen 和 Crystal Screen 2，Hampton Research 公司；

乙二醇、聚乙二醇(PEG 3350)、甲酸钠等，Sigma 公

司；甘油等其他常用试剂均为国产分析纯． 

1.2 实验方法 

1.2.1 重组质粒的构建 

利用引物设计软件 Primer Premier 5.0，按照引物

设计原则设计引物．本实验选定的酶切位点分别为

N d eⅠ与 X h oⅠ，设计出 的 引 物如下：上游：5 ′ -

CCCATATGATGTTAATTGGTGTACC-3′，其中划线

部分为 NdeⅠ酶切位点；下游：5′-CCTCGAGTCATG 

ACTGAAGTGTTT-3′，其中划线部分为 XhoⅠ酶切 

位点． 

以含有目的基因(1,125,bp)的质粒为模板经 PCR

后，用限制性核酸内切酶 NdeⅠ和 XhoⅠ对目的基因

和 pET-22b(＋)进行双酶切，产生相同的黏性末端，

构建重组质粒．利用限制性内切酶酶切法和 DNA 测

序法对重组质粒进行鉴定． 

1.2.2 丙氨酸脱氢酶(Ald)的表达 

将重组质粒转化到 E. coli BL21(DE3)感受态细

胞 内 ．挑取长出 的单克 隆 菌落接 种 于 5,mL 含

100,μg/mL 氨苄青霉素的 LB 液体培养基内，37,℃、

220,r/min 振荡培养过夜．次日，将上述培养液接种于

800,mL 含 100,μg/mL 氨苄青霉素的 LB 液体培养基

内，37,℃、220,r/min 振荡培养至 600,nm 处吸光度在

0.6 左右．将摇床温度降至 16,℃，向菌液内加入

0.25,mmol/L IPTG，诱导培养 16～20,h．将菌液以

5,500,r/min 离心 20,min ，弃上清液．用缓冲液

(50,mmol/L Tris-HCl(pH 7.2)，200,mmol/L NaCl 溶

液，5%,甘油)对菌体进行重悬并收集． 

1.2.3 丙氨酸脱氢酶(Ald)的纯化 

收集的菌体利用低温高压破碎，12,000,r/min 离

心 40,min，收集上清液．将上清液加到已用悬菌缓冲

液平衡过的镍离子亲和层析柱(NI-NTA sephrose)

上 ．悬菌缓冲液和洗脱缓冲液 (50,mmol/L Tris-

HCl(pH 7.2)，200,mmol/L NaCl 溶液，5%,甘油，

1,mol/L 咪唑)按比例混合，使缓冲液中咪唑浓度分别

为 20、50、100、200,mmol/L，利用梯度洗脱对蛋白进

行初步纯化．洗脱的目的蛋白利用 Resource Q 离子

交换柱和 Superdex 75 凝胶过滤层析柱进行进一步的

纯化． 

1.2.4 Ald 蛋白结晶条件的初筛及结晶条件的优化 

对获得的 Ald 蛋白进行结晶条件的筛选．将蛋

白稀释成 5,mg/mL 和 10,mg/mL两种质量浓度溶液，

用 Index、PEG/Ion screen、PEG/Ion 2,screen、Crystal 

Screen 和 Crystal Screen 2 等试剂盒以坐滴气相扩散

法在 16,℃条件下初步筛选蛋白的结晶条件．通过改

变结晶初筛条件中温度、缓冲液 pH、盐的浓度、沉淀

剂的种类和浓度以及蛋白浓度来确定蛋白结晶的最

优条件[12]． 

2 结果与分析 

2.1 重组质粒的构建和鉴定 

利用质粒提取试剂盒提取重组质粒，使用限制性

核酸内切酶 NdeⅠ和 XhoⅠ对其进行双酶切鉴定，鉴

定结果如图 1 所示．图中出现的两片段大小约为

1,100,bp 和 5,500,bp ，初步证实该质 粒 为重组质

粒．测序的结果也表明重组质粒构建成功． 

2.2 Ald蛋白的表达与纯化 

菌液经高压低温破碎后离心，上清液中的蛋白结

合到镍离子亲和层析介质上，用含不同咪唑浓度的缓

冲液进行洗脱．洗脱过程取样，进行 12%, SDS-PAGE

分析，结果如图 2 所示．最终得出杂蛋白和目的蛋白

洗脱缓冲液中 咪 唑浓度分别为 20,mmol/L 和
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200,mmol/L． 

 

1. 重组质粒的双酶切；2. DNA Marker 

图 1 重组质粒的双酶切 

Fig. 1  Enzyme digestion analysis of recombined plasmid

 

1. Protein Marker；2. 细胞裂解上清液；3. 细胞裂解沉淀；4. 上样后介

质；5. 20,mmol/L 咪唑洗脱；6. 20,mmol/L 咪唑洗脱介质；7. 50,mmol/L

咪唑洗脱；8. 50,mmol/L 咪唑洗脱介质；9. 100,mmol/L 咪唑洗脱；10. 

100,mmol/L 咪唑洗脱介质；11. 200,mmol/L 咪唑洗脱；12. 200,mmol/L

咪唑洗脱介质 

图 2 Ald镍离子亲和层析的 SDS-PAGE分析 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of Ald after Ni-NTA affinity

chromatography 

  经镍离子亲和层析洗脱下来的目的蛋白，利用

Resource Q 离子交换柱和 Superdex 75 凝胶过滤层析

柱进行进一步纯化，最终得到的 Ald 蛋白进行 12%, 

SDS-PAGE 分析，如图 3 所示，结果显示得到了纯度

较高的蛋白，可进行蛋白晶体筛选． 

2.3 Ald蛋白晶体的筛选与优化 

经过 Hampton Research 公司的蛋白质结晶试剂

盒初筛后，多个条件长出晶体，见表 1．本实验主要

针对晶体生长较好的结晶条件进行温度、缓冲液

pH、盐的浓度、沉淀剂的种类和浓度以及蛋白质量浓

度的优化，使最初较小的晶体经优化变为较大的块状

晶体，如图 4 所示．最终得出当结晶温度为 16,℃、蛋

白质量浓度为 10,mg/mL、池液条件为有机酸盐混合

物 (73.2,mmol/L 丙 二 酸 ，10,mmol/L 柠檬酸 铵 ，

4.8,mmol/L 丁 二 酸 ，12,mmol/L DL– 苹 果 酸 ，

16,mmol/L 三 水 醋 酸 钠 ，20,mmol/L 甲 酸 钠 ，

6.4,mmol/L酒石酸氢铵)pH 5.0 和 8%, PEG 3350 时，

可优化出理想的晶体． 

 

1. Protein Marker；2. Ald 蛋白 

图 3 Ald凝胶过滤层析纯化后 SDS-PAGE分析 

Fig. 3 SDS-PAGE analysis of Ald after gel filtration 

chromatography 

表 1 Ald蛋白的初步结晶条件 

Tab. 1 ,Initial crystallization conditions of Ald 

试剂盒编号 池液成分 

Crystal Screen 2-3
＃

 25%,乙二醇 

PEG/Ion 2 Screen-11
＃

 

有机酸盐混合物(73.2 mmol/L 丙二

酸，10 mmol/L 柠檬酸铵，4.8 mmol/L

丁二酸，12 mmol/L DL-苹果酸，16 

mmol/L 三水醋酸钠，20 mmol/L 甲

酸钠，6.4 mmol/L 酒石酸氢铵)pH 

5.0；12%, PEG 3350 

Crystal Screen 2-27
＃

 
0.1 mol/L 甲酸钠 pH 7.0；12%, PEG 

3350 

Index-55
＃

 

0.05 mol/L 氯化镁；0.1 mol/L 4-羟乙

基哌嗪乙磺酸钠 pH 7.5；30%, 聚乙

二醇单甲醚 550 

Index-76
＃

 

0.2 mol/L 硫酸锂；0.1 mol/L 4-羟乙

基哌嗪乙磺酸钠 pH 7.5；25%, PEG 

3350 

PEG/Ion 2 Screen-30
＃

 
0.2 mol/L 酒石酸钠 pH 7.0；20%, 

PEG 3350 

PEG/Ion 2 Screen-33
＃

 

有机酸盐混合物(36.6 mmol/L 丙二

酸，5 mmol/L 柠檬酸铵，2.4 mmol/L

丁 二 酸 ，6 mmol/L DL- 苹 果 酸 ，8 

mmol/L 三水醋酸钠，10 mmol/L 甲

酸钠，3.2 mmol/L 酒石酸氢铵)pH 

6.0；0.1 mol/L 双(2-羟乙基)氨基(三

羟甲基)甲烷 pH6.5；20%, PEG 3350

Crystal Screen-40
＃

 
0.1 mol/L 柠檬酸钠 pH 5.6；20%,异

丙醇；20%, PEG 4000 
 

优化后的晶体经 X-ray 衍射和数据收集处理，最

后得到 Ald 蛋白晶体的分辨率为 0.31 nm(见图

5)．该晶体参数数据统计结果见表 2． 
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      (a) Ald 初晶      (b) 优化后晶体 

图 4 Ald晶体图片 

Fig. 4 Crystal images of Ald 

 

图 5 Ald晶体衍射图 

Fig. 5 X-ray diffraction pattern of Ald crystal 

表 2 Ald蛋白晶体衍射数据统计表 

Tab. 2 Statistics of the diffraction data of Ald 

晶体参数 晶体数据 

空间群 P212121 

波长/nm 0.154,18 

a，b，c/nm a＝9.74，b＝15.67，c＝16.91 

α，β，γ/(°) α＝β＝γ＝90 

分辨率范围/nm 5.000～0.310(0.315～0.310) 

总衍射点 344,880(15,162) 

独立衍射点 47,900(2,369) 

冗余度 7.2(6.4) 

完整度/%, 100(100) 

衍射强度 R 因子/%, 15.2(43.1) 

信噪比 I/σ(I) 11.58(2.65) 

 

3 结 论 

本实验将假坚强芽孢杆菌 Bacillus pseudofirmus

的 Ald 目的基因克隆到原核表达载体 pET-22,b(＋)

上，成功构建了重组质粒，并完成了其在大肠杆菌中

的高效表达．通过镍离子亲和层析、Resource Q 离子

交换层析和 Superdex 75 凝胶过滤层析等方法对目的

蛋白进行纯化，将纯化后的蛋白用于蛋白结晶．对蛋

白结晶条件进行筛选及优化，最终在结晶温度为

16,℃、蛋白质量浓度为 10 mg/mL、池液条件为有机

酸盐混合物(73.2 mmol/L 丙二酸，10 mmol/L柠檬酸

铵，4.8 mmol/L 丁二酸，12 mmol/L DL–苹果酸，16 

mmol/L 三水醋酸钠，20 mmol/L 甲酸钠，6.4 mmol/L

酒石酸氢铵)pH 5.0 和 8%, PEG3350 时，获得分辨率

为 0.31 nm 的蛋白晶体．晶体所属空间群为 P212121，

晶胞参数为 a＝9.74 nm、b＝15.67 nm、c＝16.91 nm、

α＝β＝γ＝90°．本实验中得到的蛋白晶体的相关数据

为蛋白空间结构的解析提供了重要依据，并对深入了

解 Ald 蛋白的催化机制尤为重要，能为相关药物的研

发和疾病的预防奠定基础． 
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