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毛白杨环氧水解酶的异源表达及其在催化拆分 
手性环氧化物中的应用 
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摘要: 对已公布的全基因组进行检索发现, 杨树 (Populus tomentosa) 至少含有 24 个预测为可溶性环氧水解酶的基因.  从中选

取了 7 个可能的环氧水解酶基因进行克隆, 通过扩增得到其中 5 个毛白杨 (Populus tomentosa Carr) 环氧水解酶基因.  序列分

析显示, 它们与已克隆的巨大芽胞杆菌环氧水解酶的同源性仅为 24%~26%.  对该系列基因进行了在 E. coli 中的异源表达, 并

将得到的 5 个环氧水解酶 (PTEH 1~5) 用于缩水甘油苯基醚和对硝基苯乙烯氧化物的酶促水解反应.  结果发现, 其中 3 个重组

酶具有显著的环氧水解酶活性.  进一步研究表明, PTEH1 和 PTEH2 对于缩水甘油苯基醚显示了一定的反常规的 (R)-选择性, 

而 PTEH5 则优先水解 (S)-构型的缩水甘油苯基醚.  因此, 毛白杨中环氧水解酶表现出多样性.   
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Abstract: The genome of Populus tomentosa was the first to be reported in trees. Based on the mining results of the database, a gene pool 
encoding 24 potential soluble epoxide hydrolases was proposed. In which, 7 genes were selected in this study, and 5 genes were successfully 
cloned and sequenced. Sequence analysis showed that the cloned epoxide hydrolases had merely 24%–26% similarity to the newly cloned 
Bacillus megaterium epoxide hydrolase. Then the 5 genes were heterogeneously expressed in E. coli and used for hydrolytic reactions of two 
model substrates, phenyl glycidyl ether and p-nitrostyrene oxide. Epoxide hydrolysis activity was detected in 3 recombinant epoxide hy-
drolases, in which PTEH1 and PTEH2 showed (R)-selectivity in hydrolysis of phenyl glycidyl ether, while PTEH5 preferred to hydrolyze 
(S)-phenyl glycidyl ether. This work proves the diversity of epoxide hydrolases from P. tomentosa. 
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手性环氧化物是有机合成中重要的手性合成砌 块, 其环氧基团中含有一个或两个手性碳原子, 通过
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选择性开环反应可以合成诸多具有生物活性的重要

化合物, 如β-肾上腺素阻断剂、昆虫信息素、白三烯

等, 在医药、农药、香料和精细化学品工业中具有广

阔的应用前景[1∼3].  因此, 合成高附加值的光学纯手

性环氧化物, 例如缩水甘油苯基醚 (PGE) 和对硝基

苯乙烯氧化物  (pNSO) 的单一对映体 , 已成为催化

合成领域的研究热点之一.   

环氧水解酶 (epoxide hydrolase, EH, EC 3.3.2.3) 

能够立体选择性催化外消旋环氧化物的水解, 得到

手性环氧化物和相应的邻位二醇 .  在生物体内 , 环

氧化物是较为活泼的亲电试剂, 一些多环芳烃类环

氧化物在生物体内可以和 DNA 等带有亲核官能团

的生物分子反应 , 具有致癌性 .  EHs 可以降解这些

具有潜在毒性的代谢中间体, 因此广泛存在于哺乳

动物、植物、昆虫和微生物等生物体内[4∼6].  研究表

明, 巨大芽孢杆菌环氧水解酶广泛应用于 PGE 的拆

分中[7∼9].   

虽 然 已 经 陆 续 发 现 拟 南 芥  (Arabidopsis 

thaliana) 、 水 芹  (Oenanthe javanica)[10] 、 烟 草 

(Nicotiana tabacum)、甘蓝  (Brassica napus)、大豆 

(Glycine max) 、 土 豆  (Solanum tuberosum) 、 绿 豆 

(Vigna radiata)[11, 12]等植物中存在 EHs, 并成功克隆

表达了来源于拟南芥、甘蓝、大豆、烟叶和土豆等

少数几种植物的 EHs 基因, 但是其多用于生理功能

和生化特性研究 , 很少用于催化有机合成反应 .  而

对来源于木科植物的环氧水解酶的研究目前还未见

报道.   

杨树  (P. tomentosa) 是木科类植物中第一个完

成全基因组测序的树木 .  根据数据库预测 , 毛白杨

基因组中至少含有 24 个预测为可溶性环氧水解酶

的基因, 然而迄今为止并未见有关杨树环氧水解酶

的报道.  本文从毛白杨中克隆了多个 EHs 基因, 并

成功地在大肠杆菌中进行了异源表达, 初步研究了

这些毛白杨 EHs 催化两种常见模型环氧底物 (PGE 

和 pNSO) 的水解反应, 为后续深入研究奠定了一定

基础.   

1  实验部分 

1.1  培养基 

LB 液体培养基 :  蛋白胨  (Oxoid) 10 g/L, 酵母

提 取 物  (Oxoid) 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7.0, 121 oC 

高压蒸汽灭菌  20 min.  抗生素使用氨苄青霉素 

(Amp, 100 μg/ml) 或硫酸卡那霉素  (Kan, 50 μg/ml) 

(上海生物工程公司).   

1.2  毛白杨环氧水解酶基因的克隆 

1.2.1  基因的选取 

在杨树全基因组数据库  (http://www.jgi.doe. 

gov/) 中 , 以关键词 “epoxide hydrolase”搜索 , 得到 

1295 个相关结果.  其中有 24 个预测为可溶性环氧

水解酶 (soluble EH).  我们选取 7 个有全长序列、且

和植物来源的土豆和绿豆 EH 的氨基酸序列相似性

都较高的基因进行了克隆.   

1.2.2  引物设计 

根据选取的  7 个杨树  EH 基因 , 设计的引物如

表 1 所列.  引物序列中的下划线部分分别为限制性

内切酶 BamH Ι和 Sal Ι的酶切位点.  引物由上海生

物工程公司合成.   

表 1  克隆所用引物 
Table 1  Primers used for cloning 

Gene Sequence 
pteh1F GGA GGA TCC ATG GCC TCC TCC ATA GAA CAC AGA 
pteh1R GAA GTC GAC CTA GAG CTT TTG AAA GA AGTC GTA 
pteh2F CCT GGA TCC ATG GAG AAG ATA GAG CAC ACA ACT 
pteh2R CCA GTC GAC CTA ATT AAA CTT CTT GAT GAA ATC 
pteh3F CGA GGA TCC ATG GCC TCC TCC ATA GAA CAC AGA 
pteh3R CGT GTC GAC CGC TTG CTT GGT TTC CTT CCT GTT 
pteh4F CAC GGA TCC ATG GAC TCC ATA GAA CAC AGA ACC 
pteh4R CTC GTC GAC CTA GAA CTT TTG AAA GAA ATC ATA 
pteh5F GTT GGA TCC ATG GAG GGG ATA AGC CAT AGA ATG 
pteh5R GCT GTC GAC CAG TAT TTG CTA ATG TAG TCA TAA 
pteh6F CAC GGA TCC ATG GAT TTG GGA GAG GTT AAT CAC 
pteh6R GGC GTC GAC CTA ATC CAC AGA AAG CTT TTG AAG 
pteh7F CCT GGA TCC ATG GAT AAG ATA GAG CAC CAA ACT 
pteh7R GGT GTC GAC TTA AAA CTT CTT GAT GAA ATC GTA 
 
1.2.3  PCR 扩增和表达载体的构建 

PCR 反应体系如下 : 2 × Taq PCR Master Mix 

(上海莱枫生物) 10 μl;  毛白杨  cDNA (中国林业科

学研究院林业研究所王敏杰助理研究员赠予) 1 μl;  

上下游引物各  0.5 μl;  dd H2O 8 μl.  PCR 反应仪为 

MJ Mini (BioRad).  PCR 反应条件 : 95 oC 3 min; 94 
oC 30 s, 68 oC 1.5 min, 进行 35 个循环;  72 oC 7 min.  

利用琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒 (北京艾德莱生物) 

回收 PCR 产物 , 取其  4.5 μl 与  0.5 μl 的  pMD18-T 

载体  (TaKaRa) 进行连接 .  将重组质粒转化到大肠

杆菌  DH5α感受态细胞中 , 得到的阳性克隆由上海
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生物工程公司进行测序 , 以验证序列是否正确 .  然

后用限制性内切酶 BamH Ι和 Sal Ι (TaKaRa) 分别对

连 接 有 目 的 基 因 的  pMD18-T 重 组 质 粒 和 

pET28a(+) 质 粒 进 行 双 酶 切 , 构 建 表 达 质 粒 

pET28a-pteh.  将 验 证 后 得 到 的 阳 性 重 组 质 粒 

pET28a-pteh 转入到表达宿主大肠杆菌 BL21 (DE3) 

感受态细胞中, 涂布到含有 Kan 的平板上, 37 oC 恒

温倒置培养 12 h 后, 挑取单菌落接入到含 3 ml Kan 

的 LB 液体培养基中培养, 12 h 后加入甘油 (终浓度 

25%) 置于 –20 oC 保藏备用.   

1.3  目的蛋白的诱导表达 

从保藏的甘油管中取 5 μl 菌液, 加入到 3 ml 含 

Kan 的  LB 液体培养基中 , 于  37 oC, 180 r/min 培养

过夜 .  取  1 ml 菌液接种到  100 ml 含有  Kan 的  LB 

液体培养基中 , 于  37 oC, 180 r/min 摇床培养至 

OD600 达到  0.6 左右时  (约需  2 h), 加入  IPTG (上海

生物工程公司) 至终浓度为 0.2~0.4 mmol/L, 然后于 

25 或  15 oC 诱 导 培 养  12~20 h.  培 养 结 束 后 以 

9300×g 离心  5 min, 得到的细胞用生理盐水清洗  2 

次 , 然后将菌体重新悬浮于磷酸钾缓冲液中  (100 

mmol/L, pH 7.0), 利用超声波细胞粉碎机 (宁波新芝

生物 , JY92-II 型) 进行超声波破碎  (功率  400 W, 每

个循环超声  4 s, 间隙  6 s, 共循环  99 次), 得到的酶

液用于  SDS-PAGE 电泳分析或环氧化物酶促水解

研究.   

1.4  环氧化物的酶促水解 

取一定量的破碎上清酶液 (见表 3) 加到磷酸钾

缓冲液 (100 mmol/L, pH 7.0) 中 (反应体系总体积为 

0.5 ml), 在  30 oC 保温  5 min 后 , 加入一定体积的环

氧底物 PGE (购于 TCI 公司) 或 pNSO (本课题组合

成) 储备液  (200 mmol/L, 溶于二甲基亚砜中), 底物

终浓度见表 3, 反应在 Eppendorf 混匀仪中进行 (30 
oC, 1100 r/min).  当底物转化率达  60% 左右时停止

反应 , 加入  0.5 ml 的乙酸乙酯进行萃取 , 离心 

(13800×g, 3 min) 后, 上层有机相用无水硫酸镁干燥, 

经  0.22 μm 滤膜过滤后进行手性  HPLC 分析 , 计算

剩余底物的对映体过量值 (ee 值)、转化率 c 和对映

选择率  (E 值).  使用高效液相色谱仪  (Shimadzu 公

司, LC-10AT) 对 PGE 和 pNSO 进行手性分析, 流动

相为正己烷/异丙醇 (90:10, V/V), 流速为 1.0 ml/min, 

检测器波长  254 nm, 柱温为室温 ;  使用  Chiralcel 

OD-H 柱 (Dailcel, φ 0.46 cm×25 cm) 分析 PGE, 出峰

时间为 :  (R)-PGE 8.9 min, (S)-PGE 14.7 min;  使用 

Chiralcel AD-H 柱  (Dailcel, φ 0.46 cm × 25 cm) 分析 

pNSO, 出峰时间为 : (R)-pNSO 11.4 min, (S)-pNSO 

12.5 min.  转化率根据转化的环氧化物浓度/总的环

氧化物浓度计算;  转化的环氧化物浓度由总的环氧

化物浓度减去剩余的环氧化物浓度计算.  环氧化物

的浓度根据标准曲线求取.   

2  结果与讨论 

2.1  目的基因克隆 

从预测的杨树环氧水解酶基因中选取 7 个基因

序列设计引物, 以毛白杨  cDNA 为模板, 其 PCR 结

果如表  2 所列 .  这  7 个基因的碱基序列长度在 

900~1008 bp 间, 在目前常见 EHs 的 DNA 序列大小

范围内.  由这些基因 DNA 序列推测的氨基酸序列

与绿豆  EH 和土豆  EH 的同源性在  41%~68% 间 .  

经过 PCR 扩增, 成功克隆出其中 5 个基因.   

将 双 酶 切 得 到 的 目 的 基 因  DNA 片 段 和 

pET28a(+) 表达载体连接, 转化到大肠杆菌 DH5α中, 

培养后进行菌落 PCR 鉴定, 结果示于图 1.  可以看

表 2  选取的毛白杨环氧水解酶基因 
Table 2  Selected epoxide hydrolase genes from Populus tomentosa Carr. 

Gene Accession numbera Length (bp) Molecular mass (kDa) PCR result Identity (%) 
pteh1 EEF00542  972 36.48 ok 95 
pteh2 EEE98648  954 36.29 ok 98 
pteh3 EEF00539 1008 37.71 failure n.a. 
pteh4 eugene3.00100120b  900 33.79 failure n.a. 
pteh5 EEE94903  954 35.78 ok 95 
pteh6 EEE91276  966 36.55 ok 95 
pteh7 EEE81997  951 36.02 ok 96 
aEuropean Nucleotide Archive (ENA) database: http://www.ebi.ac.uk/ena/  bDOE Joint Genome Institute: http://www.jgi.doe.gov/  
n.a.—not available. 
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出 , 菌落  PCR 得到大小在  1000 bp 左右的条带 , 说

明目的基因已经成功连接到表达载体  pET28a 上 .  

提取成功连接的质粒并将其转化到大肠杆菌 BL21 

中进行表达.   

2.2  序列同源性分析 

利用 Clustal W 软件将已经克隆的 5 个毛白杨

基因的氨基酸序列与本课题组前期克隆得到的巨大

芽孢杆菌环氧水解酶 BMEH 的氨基酸序列 [13]进行

比对 , 结果见图  2.  可以看出 , 5 个毛白杨基因同 

BMEH 一样 , 具有典型的α/β-折叠型  EH 的保守区

域, 如 H-G-F-P motif, 其中 H, G, F 和 P 分别代表组

氨酸残基 , 甘氨酸残基 , 苯丙氨酸残基和脯氨酸残

 
图 1  重组表达质粒的菌落 PCR 鉴定 

Fig. 1.  Strain PCR identification of the positive recombinant pET28a vectors. 

 

 
图 2  多序列比对结果 

Fig. 2.  Sequence alignment of EHs. Regions of putative motif are boxed. 
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基 .  利用  DNAMAN 软件 , 分别将毛白杨  EH 与 

BMEH 的氨基酸序列进行比对, 发现它们的相似性

为 24%~26%, 表明植物来源和细菌来源的 EH 序列

相似性很低.   

2.3  重组蛋白的诱导表达 

含有目的基因的重组大肠杆菌经过 IPTG 诱导

后 , SDS-PAGE 分析结果示于图  3.  可以看出 , 除了 

pteh7 外, 其余四个基因都有明显表达 (蛋白质分子

量见表  1).  但是 , 表达的蛋白皆为包涵体 .  将诱导

表达的温度和  IPTG 浓度分别降低至  15 oC 和  0.2 

mmol/L, 以期提高基因可溶性表达的程度 , 但目的

蛋白的可溶性表达并未得到明显改善.  推测原因为

高等木科植物来源的基因在原核生物中表达受到限

制.  因此, 下文采用 25 oC 诱导表达的细胞破碎液的

上清部分进行研究.   

2.4  环氧化物的酶促水解 

表  3 为重组杨树  EHs 生物水解环氧化物反应

结果 .  可以看出 , 以含有空质粒的大肠杆菌诱导表

达后的破碎上清液为催化剂, 两种模型底物 PGE 和 

pNSO 均没有 EHs 活性.  在表达的四个重组蛋白中, 

PTEH1, PTEH2 和  PTEH5 对 模 型 底 物  PGE 和 

pNSO 表现出不同程度的环氧水解酶活性 : PTEH1 

和  PTEH2 对于底物  PGE 的对映选择性是反常规 

(R)-选择性的 , 与文献 [14,15]报道相反 ;  而  PTEH5 

优先水解 (S)-构型的 PGE, 显示了毛白杨 EHs 的多

样性.  对于底物 pNSO, 只有 PTEH2 和 PTEH5 表现

出一定的活性 , 但对映选择性都很低  (E < 5).  毛白

杨 EHs 相对低的活性, 可能与植物来源的基因在大

肠杆菌中的可溶性表达比较困难有关.  下一步可以

将酶液进行冻干或者浓缩, 以提高反应体系中的酶

浓度, 从而改善催化效果.   

3  结论 

从杨树全基因组基因数据库中选取 7 个预测为

可溶的  EH 基因进行克隆 , 首次成功克隆表达出其

中 5 个毛白杨环氧水解酶, 其中 3 个对缩水甘油苯

基醚和对硝基苯乙烯氧化物显示了一定的环氧水解

活性和对映选择性.  木科植物毛白杨中多个环氧水

解酶的克隆表达, 为今后研究它们的生理功能, 以及

进一步利用蛋白质工程技术改善其活性或对映选择

性等特性奠定了前期工作基础.   
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表 3  重组杨树 EHs 生物水解环氧化物结果 
Table 3  Results for enzymatic resolution of epoxides using Populus trichocarpa EHs 
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