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摘要!为了探究细菌异质性乙酰辅酶 (羧化酶
#

亚基生物活性及其对乙酰辅酶 (羧化酶酶活影

响!以高产油核桃内生细菌AIH8EG"5"HNC$@$" 基因组cL(为模板!利用_')技术扩增其乙酰辅酶

(羧化酶羧基转移酶
#

亚基"

#

#'\#基因"7ME基因#!构建 G,\#!&/#7ME载体并在 JIM:5"Cb!$

中表达!进一步对乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因的诱导表达条件进行了优化% 结果表明&乙酰辅酶(

羧化酶 7ME基因在JIM:5"Cb!$ 中实现了表达!分子质量在 !2 h@2 <c/之间'重组蛋白最佳诱导表

达条件为诱导剂异丙基#

#

#U#硫代半乳糖苷"D_\E#浓度 $6" ..819b$诱导时间 A W$诱导初始

GN&6"!在此条件下工程菌的乙酰辅酶(羧化酶活性可达"36$$ o"6"@# O9.b!较野生菌提高 @+6%^%

综上!乙酰辅酶(羧化酶
#

#'\为具有较好生物活性的乙酰辅酶(羧化酶亚基%

关键词!核桃内生细菌'产油'乙酰辅酶(羧化酶'克隆'优化表达
!
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BB脂肪酸是所有生物体必需成分$同时在膜的生

物发生%脂质合成和信号传导等生物过程中发挥重

要作用($ #!)

& 另外$脂肪酸和脂肪酸衍生物$如脂肪

醇%脂肪酸甲酯%脂肪酸乙酯%烯烃等$是合成生物燃

料%润滑剂%香水%塑料和其他产品的重要化学品(@)

&

++
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细菌作为潜在的产油微生物具有生长周期短%

占地面积小%不需要农业用地以及不受气候影响等

优点(3)

& 推进细菌的脂质研究$全面了解其关键酶

基因功能至关重要& 张琴(2)在核桃中筛选出一株

高产油核桃内生细菌枯草芽孢杆菌 "AIH8EG"5"H#

NC$@$"$其脂质含量可达到干质量的 @"^以上& 乙

酰辅酶(羧化酶是催化脂肪酸从头合成的第一个

步骤(A)

$因此通常被认为是脂肪酸生物合成中的限

速步骤(%)

& 乙酰辅酶 (羧化酶按照亚基类型主要

分为同质型和异质型& 同质型乙酰辅酶 (羧化酶

可提高脂肪酸含量(!$& #$")

!而对异质性乙酰辅酶 (

羧化酶的研究多集中于大肠杆菌(%$$$)和产油植物

中($!)

$在其他产油细菌中的研究相对较少& 高产油

核桃内生细菌乙酰辅酶 (羧化酶属于异质型乙酰

辅酶(羧化酶$由 @ 个功能亚基组成'生物素羧基

载体蛋白"C''_#%生物素羧化酶"C'#和羧基转移

酶"'\#

($@)

& 目前对高产油核桃内生细菌功能基因

研究较少$对其脂肪酸合成途径中关键酶的协调过程

尚不清晰& 本研究克隆了高产油核桃内生细菌 AI

H8EG"5"HNC$@$"乙酰辅酶(羧化酶
#

#'\亚基"7ME#

基因$将其在大肠杆菌中诱导表达$并对诱导表达条

件进行优化$以期为 AIH8EG"5"HNC$@$" 乙酰辅酶 (

羧化酶
#

亚基的功能研究提供参考&

<=材料与方法

$6$B实验材料

$6$6$B菌种和质粒

克隆质粒 GO'.#\$表达质粒 G,\#!&/!AI

H8EG"5"HNC$@$"$大肠杆菌"JIM:5"#克隆宿主 cN2

0

%

表达宿主Cb!$&

$6$6!B试剂和材料

限制性核酸内切酶",78)D$HW8D#%\3 cL(

10>/YI试剂盒%cL(j/T<IT$\/</T/公司!蛋白质

j/T<IT%细菌基因组提取试剂盒%_')j/YUITj0[%

_')产物回收试剂盒%胶回收试剂盒%\载体 _')

产物克隆试剂盒%质粒提取试剂盒%细菌总蛋白提取

试剂盒%异丙基#

#

#U#硫代半乳糖苷"D_\E#%氨

苄青霉素%卡那霉素%新型一步法快速mC通用试剂

盒%硝酸纤维印迹膜"L'印迹膜#%小鼠 A

"

N0Y单克

隆抗体$生工生物工程"上海#股份有限公司!乙酰

辅酶(羧化酶试剂盒$苏州科铭生物技术有限公

司!其他试剂均为国产分析纯&

$6$6@B培养基

bC培养基"GN%6"#'胰蛋白胨 $" >9b$酵母抽提

物 2 >9b$氯化钠 $" >9b& 根据需要使用时添加卡那

霉素终质量浓度至 @"

'

>9.b$氨苄青霉素的终质量

浓度为 !"

'

>9.b&

$6!B实验方法

$6!6$B乙酰辅酶 (羧化酶 7ME基因克隆载体的构

建与转化

使用细菌基因组提取试剂盒提取 AIH8EG"5"H

NC$@$" 基因组 cL($以 AIH8EG"5"HNC$@$" 基因组

cL(为模板$并采用表 $ 所列引物进行 _')扩增$

_')反应条件'+2p预变性 @62 .0;$+3p变性

$ .0;$2! hA&p退火 2" Y$%!p延伸 $ .0;$@" 个循

环$%!p延伸 $" .0;& 在 cL(序列中添加 ,78)D

和HW8D酶切位点$使用 $^琼脂糖凝胶电泳验证正

确后将其回收& 使用\载体_')产物克隆试剂盒$

将_')产物与质粒 GO'.#\连接$构建成为 GO'.#

\#7ME质粒$转化大肠杆菌cN2

0

$采用含有氨苄青

霉素的bC平板$进一步进行氨苄抗性筛选$挑取阳

性克隆菌落$接入含氨苄青霉素的 bC液体培养基$

提取质粒$经,78)D和HW8D双酶切和测序验证正

确后用于后续表达载体构建&

表 <=所用引物

引物 引物序列

('Cd$ (\E('(\E'EE\E((E(E(('

('C)$ ((\E\'(''\''\E\\\E(\E

('Cd$$ (\E((\\'E('(\E'EE\E((E(E(('

('C)$$ '\'E(E((\E\'(''\''\E\\\E(\E

B注'序列标注部分为引物所引入的 ,78)D和 HW8D酶切

位点

$6!6!B乙酰辅酶 (羧化酶 7ME基因表达载体的构

建与转化

构建好的阳性克隆质粒 GO'.#\#7ME与质粒

G,\#!&/均采用,78)D和HW8D双酶切$酶切产物

经 $^琼脂糖凝胶电泳验证后切胶回收!使用 \3

cL(10>/YI试剂盒将回收的目的产物与表达载体连

接$得到重组表达质粒$再采用热激法"3!p#将重

组表达质粒转化进 JIM:5"cN2

0

感受态细胞$采用

含卡那霉素的bC平板筛选阳性转化子$接入含卡那

霉素的bC液体培养基中$提取质粒$双酶切验证正确

的重组表达质粒$进一步测序验证$将验证正确的重

组质粒转入JIM:5"Cb!$ 后进行双酶切与测序验证$

将验证正确的工程菌命名为Cb!$ #G,\#!&/#

7ME& 同法构建空载体菌Cb!$ #G,\#!&/&

$6!6@B乙酰辅酶 (羧化酶
#

#'\亚基重组蛋白

"('C蛋白#在JIM:5"Cb!$ 中诱导表达

将JIM:5"Cb!$ 野生菌%空载体菌Cb!$ #G,\#

!&/和工程菌 Cb!$ #G,\#!&/#7ME划线接种于

bC固体培养基中$@%p倒置培养 !3 W$挑取单菌落

接种于 $" .bbC液体培养基"野生菌接种于不含

""$
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卡那霉素的 bC培养基$工程菌与空载菌接种于含

卡那霉素的bC培养基#中$@%p%!"" T9.0; 振荡培

养 $! W& 取培养的菌液$按 "62^的接种量接种于

$"" .bbC液体培养基"条件同上#中$@%p%!""

T9.0; 振荡培养 @ W后至合适的 ac

A""

""63 h"6A#$

取 !" .b菌液添加 D_\E在一定条件下诱导蛋白表

达$取 !" .b诱导后菌液$使用细菌总蛋白提取试剂

盒提取总蛋白$通过 $!^的 *c* #_(E,鉴定其表

达效果$同时使用乙酰辅酶(羧化酶试剂盒检测酶

活& 酶活定义为每小时 2亿细菌产生 $

'

.81无机磷

的量为一个活力单位 "O#&

$6!63BmIYUIT; #V18U鉴定

('C蛋白经 *c* #_(E,后转移到L'印迹膜$

使用新型一步法快速mC通用试剂盒分析抗原抗体

结合的位置和信号强度以获得目的蛋白在样品中的

表达情况信息&

>=结果与讨论

!6$B乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因序列分析

将 7ME基因序列转化为氨基酸序列$7ME基因注

释为乙酰辅酶(羧化酶羧基转移酶
#

亚基"

#

#'\#

基因$其登录号为ab&3&33&& 将乙酰辅酶(羧化酶

7ME基因序列通过 *;/G>I;I软件进行 a)d预测$其

开放阅读框 &2" VG$编码 !&@ 个氨基酸!使用 ,[_(*?

_T8U_/T/.在线软件预测蛋白质的理化性质$结果表

明$乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因编码的蛋白质分子质

量为 @$6!!% "A <c/$理论等电点为 26%$$带正电荷

"(T>kb?Y#的氨基酸残基数为 @!$带负电荷"(YG k

E1F#的氨基酸为 @&$其在原核生物JIM:5"中的体内

半衰期大于 $" W$不稳定系数为 @263"$脂肪系数为

%&6+3$亲水性系数为 #"6!@+$说明 ('C蛋白可稳

定存在于JIM:5"中& 在 L'CD进行 C1/YUG 比对$选

取相似序列$使用j,E(A6" 软件构建系统发育树$

如图 $ 所示& 从图 $ 可以看出$AIH8EG"5"HNC$@$"

7ME基因与枯草芽孢杆菌AIH8EG"5"Hm_$+&&%&2A&6

$ 7/TV8[?1/YI7/TV8[?1UT/;YMIT/YIYFVF;0UVIU/亲缘最

近& 在L'CD序列比对显示两基因序列一致性达

++6A!^&

图 <= 56&1-/040&LO<?<C 乙酰辅酶$羧化酶
"

K8P系统发育树

!6!B乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因克隆及克隆载体

构建

图 ! 为乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因克隆及构建

的克隆载体电泳图&

B注'j6cL(j/T<IT!/中 $ 为 7ME基因_')产物 $V中 $ 为

GO'.#\#7ME双酶切产物

图 >=乙酰辅酶$羧化酶 %.-基因克隆及克隆载体构建电泳图

BB由图 !/可看出$AIH8EG"5"HNC$@$" 7ME基因

_')产物在 $ """ VG 左右可见单一扩增条带$与

7ME基因理论值基因片段碱基对数相符& 由图 !V

可看出$克隆载体 GO'.#\#7ME构建成功&

!6@B乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因表达载体的构建

与转化

图 @ 为乙酰辅酶(羧化酶 7ME基因表达载体电

泳图&

注'j6cL(j/T<IT!$6G,\#!&/#7ME双酶切产物

图 ?=乙酰辅酶$羧化酶 %.-基因表达载体N!NKF$UD图

$"$
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BB由图 @ 可知$7ME基因已成功连接到表达载体

上& 将重组质粒进行测序$经比对$序列正确率为

$""^$表明工程菌 Cb!$ #G,\#!&/#7ME已构建

成功&

!63B乙酰辅酶(羧化酶在JIM:5"Cb!$ 中诱导表达

按 $6!6@ 方法对 JIM:5"Cb!$ 野生菌"Cb!$#%

空载体菌 Cb!$ #G,\#!&/%工程菌 Cb!$ #G,\#

!&/#7ME进行 D_\E诱导表达$诱导条件为诱导初

始 GN&6"%诱导剂浓度 $6" ..819b%诱导时间 A W&

诱导前后菌体总蛋白的 *c* #_(E,图见图 3& 由

图 3 可看出$相比于野生菌%空载体菌和不加 D_\E

诱导的工程菌$加 D_\E诱导表达的工程菌在 !2 h

@2 <c/之间有一条明显较粗的条带&

B注'j6蛋白质j/T<IT!$6Cb!$诱导前!!6Cb!$诱导后!@6Cb!$ #

G,\#!&/诱导前!36Cb!$ #G,\#!&/诱导后!26Cb!$ #G,\#

!&/#7ME诱导前!A6Cb!$ #G,\#!&/#7ME诱导后

图 @=乙酰辅酶$羧化酶$8O蛋白N!NKF$UD图

!62BmIYUIT; #V18U鉴定

为了进一步确定乙酰辅酶 (羧化酶 ('C蛋白

表达$按 $6!63 方法对诱导后的Cb!$ #G,\#!&/#

7ME进行mIYUIT; #V18U鉴定$并以诱导后的Cb!$ 和

Cb!$ #G,\#!&/为对照$结果见图 2&

B注'j6蛋白质 j/T<IT! $6Cb!$! !6Cb!$ #G,\#!&/!

@6Cb!$ #G,\#!&/#7ME

图 A=乙酰辅酶$羧化酶$8O蛋白Y.),.1%K9'+,鉴定

BB由图 2 可看出$在 !2 h@2 <c/之间有一条单一

条带$表示 7ME基因成功表达&

!6AB诱导表达条件优化

研究表明$合理的诱导条件能够提高重组蛋白

的表达量($3)

& 为了提高乙酰辅酶(羧化酶('C蛋

白表达量$对诱导时间%诱导剂浓度以及诱导初始

GN进行优化&

!6A6$B诱导时间的优化

保持诱导初始 GN"%6"#和诱导剂浓度"$6"

..819b#不变$调节诱导时间分别为 "%!%3%A%&%$"

W$按照 $6!6@方法进行乙酰辅酶(羧化酶('C蛋白

在JIM:5"Cb!$中的诱导表达$诱导表达结果见图 A&

B注'j6蛋白质j/T<IT!$ hA 条带分别对应诱导时间 "%!%

3%A%&%$" W

图 M=乙酰辅酶$羧化酶$8O蛋白诱导时间优化

BB由图 A 可看出$在 " hA W 范围内$随诱导时间

的延长$('C蛋白表达量逐渐升高$A W 以后基本不

变$('C酶活在诱导 A W时最高$之后快速降低& 酶

活快速降低的原因可能是酶或中间产物累积到有毒

水平$抑制了细胞生长($2 #$A)

$从而抑制了乙酰辅酶

(羧化酶基因的转录速率($%)

& 因此$确定最佳诱导

时间为 A W&

!6A6!B诱导剂浓度的优化

D_\E可稳定存在于菌体中$但是高浓度的

D_\E对菌株有一定的毒害作用$因此选择合适的诱

导剂浓度至关重要($&)

& 保持诱导初始 GN"%6"#和

诱导时间"A W#不变$分别调节培养基 D_\E浓度为

"%"62%$6"%$62%!6" ..819b$按照 $6!6@ 方法进行

乙酰辅酶(羧化酶('C蛋白在JIM:5"Cb!$ 中的诱

导表达$诱导表达结果见图 %& 由图 % 可看出$D_\E

浓度为 "62%$6"%$62 ..819b时$对乙酰辅酶(羧化

酶('C蛋白表达影响不大$D_\E浓度为 !6" ..819b

时表达量明显降低$当 D_\E浓度为 $6" ..819b时

酶活达到最大值& 因此$选择 $6" ..819b为最佳

D_\E浓度&

!"$
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B注'j6蛋白质 j/T<IT!$ h2 条带分别对应 D_\E浓度 "%

"62%$6"%$62%!6" ..819b

图 W=乙酰辅酶$羧化酶$8O蛋白诱导剂#FPU浓度的优化

!6A6@B诱导初始 GN的优化

保持诱导时间"A W#和诱导剂浓度"$6" ..819b#

不变$调节诱导初始 GN分别为 %6"%%62%&6"%&62%

+6"%+62$ 按照 $6!6@ 方法进行乙酰辅酶 (羧化酶

('C蛋白在JIM:5"Cb!$ 中的诱导表达$诱导表达结

果见图 &&

B注'j6蛋白质 j/T<IT!$ hA 条带分别对应诱导初始 GN

%f"%%62%&6"%&62%+6"%+62$条带 % 为未诱导

图 X=乙酰辅酶$羧化酶$8O蛋白诱导初始0L的优化

BB由图 & 可看出$在初始 GN为 &6" 时乙酰辅酶(

羧化酶('C蛋白表达量最大$此时酶活也最高& 因

此$选择最佳诱导初始 GN为 &6"&

综上$得到最佳的乙酰辅酶(羧化酶('C蛋白表

达诱导条件为诱导时间 A W%诱导剂浓度 $6" ..819b%

诱导初始 GN&6"&

!6%B高产油核桃内生细菌乙酰辅酶(羧化酶在JI

M:5"Cb!$ 中诱导表达对酶活影响

为了进一步了解高产油核桃内生细菌乙酰辅酶

(羧化酶
#

#'\亚基对 JIM:5"生长及乙酰辅酶 (

羧化酶酶活影响$检测了在 !6A 优化条件下ac

A""

和

乙酰辅酶(羧化酶酶活$结果见表 !&

表 >=野生大肠杆菌和工程菌乙酰辅酶$羧化酶酶活

菌株 ac

A""

酶活9"O9.b#

JIM:5"Cb!$ "6A+ o"6"@ !6+3 o"6$$

JIM:5"Cb!$ #G,\#!&/#7ME "62$ o"6"! 36$$ o"6"@

BB由表 ! 可看出$诱导表达后乙酰辅酶 (羧化酶

活性达到"36$$ o"6"@#O9.b& 与野生菌相比$工

程菌乙酰辅酶 (羧化酶活性提高 @+6%^& 与文献

($% #$+)报道的由于乙酰辅酶 (羧化酶的转录和

翻译在胞内受到严格调控$所以在许多乙酰辅酶 (

羧化酶基因异源表达时其活性变化并不明显的结果

不一致& 以上结果表明$乙酰辅酶 (羧化酶
#

#'\

为具有较好生物活性的乙酰辅酶(羧化酶亚基&

?=结=论

高产油核桃内生细菌 AIH8EG"5"HNC$@$" 的乙

酰辅酶(羧化酶 7ME基因在 JIM:5"Cb!$ 中成功表

达& 进一步对该酶基因的诱导表达条件进行了优

化$获得最佳的诱导表达条件为诱导剂 D_\E浓度

$6" ..819b$诱导时间 A W$诱导初始 GN&6"& 在优

化条件下$工程菌的乙酰辅酶 (羧化酶活性可达

"36$$ o"6"@#O9.b$较野生菌提高 @+6%^$表明乙

酰辅酶 (羧化酶 7ME基因的表达可促进 JIM:5"

Cb!$ 乙酰辅酶 (羧化酶活性的提高$由此也证明

#

#'\为具有较好生物活性的乙酰辅酶 (羧化酶

亚基$为乙酰辅酶 (羧化酶功能的鉴定提供了

借鉴&
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