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体外催化花生四烯酸生产前列腺素 Ｆ２α
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摘要：前列腺素Ｆ２α（ＰＧＦ２α）具有广泛的生理活性，是一种重要的脂质介质。为了实现ＰＧＦ２α的绿色
生物合成，构建了 ｐＥＴ３０ａ－ＴｂＰＧＦＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＭｍＰＧＨＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＧｖＰＧＨＳ载体并在大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）中分别表达，同时对异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达条件进行了优化
以提高重组蛋白在大肠杆菌中的表达量。另外，以最佳诱导表达条件下得到的重组蛋白为催化剂，

催化花生四烯酸合成ＰＧＦ２α。结果表明：ＭｍＰＧＨＳ蛋白在大肠杆菌中没有表达；ＧｖＰＧＨＳ蛋白的最
佳诱导表达条件为诱导剂ＩＰＴＧ浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度３０℃、诱导时间２ｈ，ＴｂＰＧＦＳ蛋白的最
佳诱导表达条件为诱导剂ＩＰＴＧ浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度３０℃、诱导时间６ｈ；在最佳诱导表达条
件下，由ＧｖＰＧＨＳ和ＴｂＰＧＦＳ的粗酶液构成的双酶催化未能检测到产物 ＰＧＦ２α，而在酶偶联化学催
化时，ＧｖＰＧＨＳ能将花生四烯酸转化为 ＰＧＨ２，ＰＧＨ２被 ＳｎＣｌ２进一步还原为 ＰＧＦ２α。综上，通过体外
酶促反应结合化学法可高效转化花生四烯酸生产ＰＧＦ２α。
关键词：花生四烯酸；前列腺素Ｆ２α；体外催化；前列腺素Ｈ合成酶
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　　前列腺素是多种类二十烷酸化合物的统称，是
人类和动物中重要的分泌性脂质介质［１］。前列腺

素分为前列环戊烷和血栓烷两大类，其中前列环戊

烷根据其环戊烷环的结构和碳氢结构中的双键数量

进行分类，而血栓烷由 ＴＸＡ和 ＴＸＢ组成［２］。前列

腺素Ｆ２α（ＰＧＦ２α）属于前列腺素中的前列环戊烷类，

其分子由一个五元脂肪环和两条侧链组成［３］。

ＰＧＦ２α及其衍生物具有广泛的生理活性，是一类重要

的临床医学药物［４－６］。此外，ＰＧＦ２α还被广泛应用于

奶牛等家禽的催产和引产［７－８］。

目前，商业化的 ＰＧＦ２α主要通过化学合成法获

得。早在１９６９年，Ｃｏｒｅｙ等［９］采用２０步化学反应首
次实现了ＰＧＦ２α的合成，也因此获得了诺贝尔化学

奖；在此基础上，Ｃｏｕｌｔｈａｒｄ等［１０］通过改进合成路线，

采用 ７步化学反应实现了 ＰＧＦ２α的合成；Ｚｈａｎｇ

等［１１］以不对称烯炔环异构化反应为关键步骤构建

手性环戊烷骨架，进而实现了 ＰＧＦ２α的不对称合成。
尽管如此，化学合成法仍存在合成反应路线复杂、环

境不友好等问题。相比之下，酶催化合成 ＰＧＦ２α具
有反应条件温和、副产物少等优点。２００９年，
Ｍｏｈａｍｅｄ等［１２］通过在酿酒酵母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）中导入来源于家鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）的前列
腺素Ｈ合成酶（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＨｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＧＨＳ）和
来源于布氏锥虫（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａｂｒｕｃｅｉ）的前列腺素 Ｆ
合成酶（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＦｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＧＦＳ），在外源添
加花生四烯酸的情况下成功地合成了 ＰＧＦ２α。另
外，研究人员在大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）中表达了
来源于真江蓠（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｖｅｒｍｉｃｕｌｏｐｈｙｌｌａ）的 ＰＧＨＳ，
通过全细胞催化花生四烯酸生成ＰＧＨ２，进一步使用

ＳｎＣｌ２将ＰＧＨ２化学还原为 ＰＧＦ２α
［１３－１４］。然而，目前

关于通过体外酶促反应催化花生四烯酸生产 ＰＧＦ２α
的研究较少。

本研究构建了 ｐＥＴ３０ａ－ＭｍＰＧＨＳ、ｐＥＴ３０ａ－
ＧｖＰＧＨＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＴｂＰＧＦＳ载体，并在大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达，进一步对诱导条件进行优
化以提高重组蛋白在大肠杆菌中的表达量；最后成

功通过体外酶促反应催化花生四烯酸转化生成

ＰＧＦ２α，为后续通过体外酶促反应高效转化花生四烯
酸生产ＰＧＦ２α提供了借鉴。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　菌株和质粒

克隆质粒 ｐＵＣ１９，表达质粒 ｐＥＴ３０ａ；大肠杆菌
ＤＨ５α，大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），均为实验室保藏。
１．１．２　主要试剂

蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶，天根生化科技
（北京）有限公司；限制性核酸内切酶，宝日医生物

技术（北京）有限公司；质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶
回收试剂盒，北京百泰克生物技术有限公司；高保真

聚合酶，南京诺唯赞生物科技股份有限公司；ＰＧＦ２α
酶联免疫试剂盒，ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ公司；异丙基 －
β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），北京索莱宝科技有限
公司；其余化学试剂均为国产分析纯。

１．１．３　培养基
ＬＢ液体培养基：组成为５ｇ／Ｌ酵母提取物、１０

ｇ／ＬＮａＣｌ、１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，于 １２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ
后，冷却至室温备用。ＬＢ固体培养基：在 ＬＢ液体
培养基中加入２％琼脂。ＬＢ抗性培养基：在 ＬＢ液
体培养基中添加氨苄青霉素或卡那霉素至终质量浓

度分别为１００μｇ／ｍＬ或５０μｇ／ｍＬ。
１．１．４　仪器与设备

双人双面净化工作台，苏州净化设备有限公司；

电热恒温干燥鼓风烘箱，上海精宏实验设备有限公

司；五段程控金属浴、紫外凝胶成像系统，天根生化

科技（北京）有限公司；高速冷冻离心机，赛默飞世

尔科技（上海）公司；高压蒸汽灭菌锅，ＳＡＮＹＯ（日
本）公司；恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有限公

司；梯度 ＰＣＲ扩增仪，德国艾本德股份公司；电泳
仪，北京六一生物科技有限公司；超声破碎仪，宁波

新芝生物科技股份有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ基因合成与
扩增

通过 ＮＣＢＩ数据库，分别从 Ｍ．ｍｕｓｃｕｌｕｓ和 Ｇ．
ｖｅｒｍｉｃｕｌｏｐｈｙｌｌａ的基因编码序列中获得 ＰＧＨＳ编码
基因的 ｃＤＮＡ文库（ＢＣ００５５７３，ＫＪ４１５２８１），从 Ｔ．
ｂｒｕｃｅｉ基因编码序列中获得 ＰＧＦＳ编码基因 ｃＤＮＡ
文库 （ＡＢ０３４７２７）。使 用 大 肠 杆 菌 ＤＨ５α 对
ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ基因进行密码子优化，
并送至公司合成。再使用质粒提取试剂盒提取质粒
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ｐＵＣ１９－ＭｍＰＧＨＳ、ｐＵＣ１９－ＧｖＰＧＨＳ、ｐＵＣ１９－
ＴｂＰＧＦＳ，分别以其为模板 ＰＣＲ扩增回收目的基因
ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ。不同元件的扩增条件
如下（引物见表１）：ＭｍＰＧＨＳ长度为１８０９ｂｐ，９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延
伸５５ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ；ＧｖＰＧＨＳ长度
为１６８９ｂｐ，９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸５１ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０
ｍｉｎ；ＴｂＰＧＦＳ长度为 ８３１ｂｐ，９５℃预变性 ５ｍｉｎ，
９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸２５ｓ，３０个
循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　基因元件扩增引物

引物 序列（５′－３′）

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＴｂＰＧＦＳ－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＣＴＧＡＣＣＣＡＧ

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＴｂＰＧＦＳ－Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＡＡＴＣＧＴＴＣＡＴＧ
ＡＡＡＡＣＴＴＣＣＧＧＧＴ

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＭｍＰＧＨＳ－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＣＧＴＣＧＴＡＧＣ

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＭｍＰＧＨＳ－Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡＧＴＴＣＧＧＴＧＣＴ

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＧｖＰＧＨＳ－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＴＴＣＡＡＣ
ＡＡＣＴＴＴＣＧＴ

Ｅ．ｃｏｌｉ－ＧｖＰＧＨＳ－Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＣＣＧＧＧＴＴＧ
ＴＴＣＴＴＣＧＧ

１．２．２　ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ基因表达载体
的构建与转化

使用 ＢａｍＨⅠ酶和 ＨｉｎｄⅢ酶对 ｐＵＣ１９－
ＴｂＰＧＦＳ、ｐＵＣ１９－ＭｍＰＧＨＳ、ｐＵＣ１９－ＧｖＰＧＨＳ进行
酶切 获 得 带 黏 性 末 端 的 目 的 基 因 ＴｂＰＧＦＳ、
ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ。同时，表达质粒 ｐＥＴ３０ａ经
ＢａｍＨⅠ酶和 ＨｉｎｄⅢ酶切后得到线性化质粒。将
获得的线性化质粒分别与酶切获得的目的基因

ＴｂＰＧＦＳ、ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ使用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连
接，构建重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－ＴｂＰＧＦＳ、ｐＥＴ３０ａ－
ＭｍＰＧＨＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＧｖＰＧＨＳ。将上述３种重组质粒
转化至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，在含５０
μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ固体培养基上过夜培养，挑
取转化子进行菌落ＰＣＲ验证并测序验证质粒序列，
将验证正确的大肠杆菌工程菌依次命名为 ＤＣ－１、
ＤＣ－２、ＤＣ－３。
１．２．３　ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ重组蛋白在大
肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）的诱导表达

将工程菌 ＤＣ－１、ＤＣ－２、ＤＣ－３和空载体菌
ＢＬ２１－ｐＥＴ３０ａ在 ＬＢ固体培养基上划线并过夜培
养。第二天挑取单菌落接种于１０ｍＬ含有５０μｇ／ｍＬ
卡那霉素的ＬＢ液体培养基中，在３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ下
培养１２ｈ。取培养的菌液，按体积比１∶１００转接到

含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ液体培养基中，在３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ下培养至 ＯＤ６００为０．６～０．８时，添加
ＩＰＴＧ至终浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，在一定温度下诱导一
定时间，在４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，收集菌
体沉淀，用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液洗涤２次后复悬，再使
用超声波进行破碎（超声条件：超声仪探头置于菌

液面下１ｃｍ，功率４５５Ｗ，超声４ｓ，间隔４ｓ，总时间
３０ｍｉｎ，温度０～４℃）。超声结束后，于４℃、５０００
ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，收集上清液（粗酶液）。
１．２．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

对粗酶液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，分析方法见
文献［１３］。
１．２．５　体外催化ＰＧＦ２α的合成

双酶催化：取 ２００μＬＰＧＨＳ粗酶液，加入 ０．２
ｍＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．０），于２５℃避光
孵育５ｍｉｎ。再加入终浓度至１００μｍｏｌ／Ｌ的花生四
烯酸，于 ２５℃下反应 ７ｍｉｎ后加入 ０．２ｍＬ１００
ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．０）和２００μＬＰＧＦＳ粗酶
液，于３７℃孵育３ｍｉｎ后，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节 ｐＨ
至３．０，再用２倍体积预冷的乙酸乙酯萃取样品，氮
吹至干，得到产物。

酶偶联化学催化：取２００μＬＰＧＨＳ粗酶液，加
入０．２ｍＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．０），再加
入血红素至终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ。将混合物在２０℃
避光孵育５ｍｉｎ，然后加入花生四烯酸至终浓度为
２００μｍｏｌ／Ｌ，于２０℃避光孵育３０ｍｉｎ，加入ＳｎＣｌ２至
终浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ终止反应，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调
节ｐＨ至３．０，使用２倍体积预冷的乙酸乙酯萃取，
氮吹至干，得到产物。

１．２．６　ＰＧＦ２α含量的测定
采用ＰＧＦ２α酶联免疫试剂盒测定ＰＧＦ２α含量，同

时采用液相色谱－质谱（ＬＣ－ＭＳ）联用技术［１３］进行

验证。

２　结果与讨论
２．１　ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ重组蛋白在大肠
杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）的诱导表达

通过在线软件 ＮｏｖｏＰｒｏ预测出 ｐＥＴ３０ａ－
ＴｂＰＧＦＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＭｍＰＧＨＳ、ｐＥＴ３０ａ－ＧｖＰＧＨＳ表达
的蛋白质分子质量分别为３６．４０、７４．４５、７０．１０ｋＤａ。
为了确认 ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ、ＴｂＰＧＦＳ蛋白是否在
大肠杆菌中表达，对空载体菌 ＢＬ２１－ｐＥＴ３０ａ、工程
菌ＤＣ－１、工程菌 ＤＣ－２、工程菌 ＤＣ－３诱导前后
（诱导温度为３７℃，诱导时间４ｈ）得到的粗酶液进
行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果如图１所示。

６１１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ１



　　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．空载体菌无诱导；２．空载体菌诱导；
３．ＤＣ－１无诱导；４．ＤＣ－１诱导；５．ＤＣ－２无诱导；
６．ＤＣ－２诱导；７．ＤＣ－３无诱导；８．ＤＣ－３诱导

图１　不同菌株诱导表达前后的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

　　由图１可知，与空载相比，ＤＣ－１在约３６．４０ｋＤａ
位置有明显的蛋白质条带，ＤＣ－２在７４．４５ｋＤａ位
置没有明显的蛋白质条带，ＤＣ－３在约７０．１０ｋＤａ
位置有明显的蛋白质条带，说明 ＴｂＰＧＦＳ、ＧｖＰＧＨＳ
蛋白在大肠杆菌中有可溶性表达，ＭｍＰＧＨＳ在大肠
杆菌中没有可溶性表达。有研究表明，重组哺乳动

物ＰＧＨＳ可以在昆虫或酵母宿主中表达，但在细菌
宿主中不表达，因为它们缺乏活性酶的翻译后修饰

所需的糖基化系统［１５－１６］。本研究中 ＭｍＰＧＨＳ基因
来源于家鼠，因此推测ＭｍＰＧＨＳ蛋白的表达需要糖
基化修饰才能进行。

２．２　诱导条件优化
大肠杆菌表达系统是最常用的重组蛋白表达系

统，其易于操作，可低成本大量表达重组蛋白［１７－１８］，

但是其蛋白表达容易发生错误折叠或者形成包涵

体［１９］。通过控制诱导温度和诱导时间可以改善蛋

白在大肠杆菌中的表达情况［２０］。

２．２．１　诱导温度的优化
培养温度较高时利于大肠杆菌的生长，而较低

的温度一般有利于提高蛋白的稳定性和可溶性，因

此选择合适的诱导温度能够提高重组蛋白的表达

量［２１］。保持诱导时间（４ｈ）不变，调节诱导温度分
别为３７、３０、２５℃，对菌株进行诱导表达，考察诱导
温度对蛋白质表达的影响，结果如图２所示。

　　注：１～３．分别为空载体菌在３７、３０、２５℃下诱导；４．预
染的蛋白质Ｍａｒｋｅｒ；５～７．分别为ＤＣ－１在３７、３０、２５℃下诱
导；８～１０．分别为 ＤＣ－２在３７、３０、２５℃下诱导；１１～１３．分
别为ＤＣ－３在３７、３０、２５℃下诱导

图２　不同诱导温度下菌株的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

　　由图 ２可知：诱导温度在 ２５、３０℃时，对
ＴｂＰＧＦＳ蛋白表达影响不大，而诱导温度为３７℃时
ＴｂＰＧＦＳ蛋白表达量明显降低；ＭｍＰＧＨＳ蛋白在大
肠杆菌中没有可溶性表达；诱导温度不影响

ＧｖＰＧＨＳ蛋白的表达。因此，本研究选择 ３０℃为
ＴｂＰＧＦＳ、ＧｖＰＧＨＳ蛋白的最佳诱导温度。
２．２．２　诱导时间的优化

保持诱导温度（３０℃）不变，调节诱导时间，考
察诱导时间对蛋白质表达的影响，结果如图３所示。

注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ａ图中１～５分别为诱导２、４、６、８、１０ｈ；ｂ、ｃ图中１～４分别为诱导２、４、６、８ｈ
图３　不同诱导时间下菌株的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

　　由图３可知，在诱导时间６ｈ时，ＴｂＰＧＦＳ蛋白
的表达量达到最大值，ＭｍＰＧＨＳ蛋白在大肠杆菌中
未发现可溶性表达，而 ＧｖＰＧＨＳ蛋白的表达量在诱
导时间 ２ｈ时达到最大值，继续延长诱导时间对
ＧｖＰＧＨＳ蛋白表达量没有影响。诱导时间过短可能
会使重组蛋白无法大量表达，诱导时间过长则可能

会因为菌株衰亡释放有毒物质而导致蛋白质降解或

活性降低［２２］。张煜彬等［２３］在大肠杆菌中表达单链

抗体ＰＤ０７２１时发现，在诱导时间１２ｈ时ＰＤ０７２１的
表达量最大，诱导时间超过或短于 １２ｈ均不利于
ＰＤ０７２１的表达。因此，确定 ＴｂＰＧＦＳ蛋白表达的最
佳诱导时间为６ｈ，ＧｖＰＧＨＳ蛋白表达的最佳诱导时
间为２ｈ。

综上，得到 ＴｂＰＧＦＳ蛋白最佳诱导条件为诱导
温度３０℃、诱导时间６ｈ，ＧｖＰＧＨＳ蛋白最佳诱导表
达条件为诱导温度３０℃、诱导时间２ｈ。
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２．３　体外催化ＰＧＦ２α的合成
按１．２．５方法，分别采用双酶催化和酶偶联化

学催化合成ＰＧＦ２α，并采用ＰＧＦ２α酶联免试剂盒对产
物进行检测，结果发现，双酶催化没有产生 ＰＧＦ２α，
而酶偶联化学催化 ＰＧＦ２α产量为１０１ｎｇ／ｍＬ。ＬＣ－
ＭＳ进一步验证了酶偶联化学催化成功合成了
ＰＧＦ２α（见图４）。

本研究中使用 ＴｂＰＧＦＳ和 ＧｖＰＧＨＳ粗酶液催化

花生四烯酸反应没有产生ＰＧＦ２α。Ｖａｒｖａｓ等
［２４］研究

表明，ＧｖＰＧＨＳ与动物 ＰＧＨＳ仅共享约２０％的氨基
酸序列，但能够催化花生四烯酸转化为前列腺素内

过氧化物、ＰＧＧ２和 ＰＧＨ２。本研究中酶偶联化学催
化合成ＰＧＦ２α的原理为先使用 ＧｖＰＧＨＳ催化将花生
四烯酸合成 ＰＧＨ２，ＰＧＨ２再进一步被 ＳｎＣｌ２还原
成ＰＧＦ２α。

　　　　
图４　ＰＧＦ２α的ＬＣ－ＭＳ图谱

３　结　论
本研究分别将ＴｂＰＧＦＳ、ＭｍＰＧＨＳ、ＧｖＰＧＨＳ基因

的重组质粒导入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）获得大肠杆
菌工程菌 ＤＣ－１、ＤＣ－２、ＤＣ－３。ＧｖＰＧＨＳ和
ＴｂＰＧＦＳ蛋白在大肠杆菌中有可溶性表达，在２５～
３７℃范围内，ＧｖＰＧＨＳ蛋白的诱导表达对温度不敏
感，加入 ＩＰＴＧ诱导 ２ｈ其表达量达到最大值；
ＴｂＰＧＦＳ蛋白在２５～３０℃表达量高于３７℃下的，加
入ＩＰＴＧ诱导６ｈ其表达量达到最大值。使用大肠
杆菌体外催化花生四烯酸合成ＰＧＦ２α时，由ＧｖＰＧＨＳ
和ＴｂＰＧＦＳ的粗酶液构成的双酶催化未能检测到产
物ＰＧＦ２α，而在酶偶联化学催化时，ＧｖＰＧＨＳ能将花
生四烯酸转化为 ＰＧＨ２，在反应液中添加 ＳｎＣｌ２可以
进一步将 ＰＧＨ２还原为 ＰＧＦ２α。本研究展示了一种
在大肠杆菌中表达 ＧｖＰＧＨＳ蛋白，并通过体外酶偶
联化学催化花生四烯酸生产ＰＧＦ２α的可行性。
参考文献：

［１］ＦＵＮＫＣＤ．Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓａｎｄｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅｓ：Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎ

ｅｉｃｏｓａｎｏｉｄｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００１，２９４（５５４８）：１８７１－

１８７５．

［２］ＳＥＯＭＪ，ＯＨＤＫ．Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓｙｎｔｈａｓｅｓ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇＬｉｐｉｄＲｅｓ，２０１７，６６：５０－６８．

［３］ＢＵＣＺＹＮＳＫＩＭＷ，ＤＵＭＬＡＯ Ｄ Ｓ， ＤＥＮＮＩＳ Ｅ Ａ．

Ｔｈｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｓｅｒｉｅｓ：Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．Ａｎｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｍｉｃｓ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｉｃｏｓａｎｏｉｄｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＬｉｐｉｄＲｅｓ，２００９，５０

（６）：１０１５－１０３８．

［４］李锐，袁慧敏，刘钊臣，等．复明片联合拉坦前列素治

疗难治性青光眼的疗效观察［Ｊ］．现代药物与临床，
２０２０，３５（１）：１２７－１３２．

［５］ＳＨＡＲＩＦＮＡ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｓａｎｄｄｅｖｉｃｅｓｆｏｒｔａｃｋｌｉｎｇ
ｏｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｇｌａｕｃｏｍａ， ａｎｄ ｎｅｅｄ
ｆｏｒｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ／ＯＬ］．

ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，１２：７２９２４９［２０２３－０９－３０］．
ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．３３８９／ｆｐｈａｒ．２０２１．７２９２４９．

［６］ＷＡＮＧＪＬ，ＹＡＮＧＨＬ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｐｒｏｓｔｔｒｏｍｅｔｈａｍｉｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｏｄｉｆｉｅｄＢ－ｌｙｎｃｈｓｕｔｕｒｅａｎｄ

ｃａｒｂｏｐｒｏｓｔｍｅｔｈｙｌａｔｅ ｓｕｐｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓｉｎ ｐａｒｔｕｒｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｐｌａｃｅｎｔａｐｒｅｖｉａ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０２１，１３（７）：
７８１２－７８１８．

［７］ＬＵＣＹＭＣ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｆｏｒｆｅｒｔｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅｍｏｄｅｒｎｄａｉｒｙｃｏｗ：
Ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓａｎｄｆｕｔｕｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｆｏｒｇｅｎｅｔｉｃｓｅｌｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＪＤａｉｒｙＳｃｉ，２０１９，１０２（４）：３７０６－３７２１．
［８］袁富威，班

"

，叶文初，等．氨基丁三醇前列腺素Ｆ２α在
奶牛体内的药代动力学研究［Ｊ］．中国兽医学报，
２０１７，３７（５）：８８３－８８７．

［９］ＣＯＲＥＹＥＪ，ＷＥＩＮＳＨＥＮＫＥＲＮＭ，ＳＣＨＡＡＦＴＫ，ｅｔａｌ．
Ｓｔｅｒｅｏ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓＦ２αａｎｄＥ－２
（ｄｌ）［Ｊ］．ＪＡｍＣｈｅｍＳｏｃ，１９６９，９１（２０）：５６７５－５６７７．

［１０］ＣＯＵＬＴＨＡＲＤＧ， ＥＲＢ Ｗ， ＡＧＧＡＲＷＡＬ Ｖ Ｋ．
Ｓｔｅｒｅｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｏｒｇａｎｏｃａｔａｌｙｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
ＰＧＦ２αｉｎｓｅｖｅｎｓｔｅｐｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，４８９（７４１５）：
２７８－２８１．

［１１］ＺＨＡＮＧＦＨ，ＺＥＮＧＪＷ，ＧＡＯＭＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｃｉｓｅ，

ｓｃａｌａｂｌｅ ａｎｄ ｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｔｏｔａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｈｅｍ，２０２１，１３（７）：６９２－
６９７．

［１２］ＭＯＨＡＭＥＤＭＥ，ＬＡＺＡＲＵＳＣＭ．Ｐｒｏｓｔａｎｏｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

８１１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ１



ｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｏｖｅｌａｓｓａｙｆｏｒ
ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＹｅａｓｔ
Ｒｅｓ，２００９，９（３）：４２０－４２７．

［１３］ＫＡＮＡＭＯＴＯＨ，ＴＡＫＥＭＵＲＡＭ，ＯＨＹＡＭＡＫ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆａｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍ ｔｈｅｒｅｄａｌｇａＧｒａｃｉｌａｒｉａ
ｖｅｒｍｉｃｕｌｏｐｈｙｌｌａａｎｄｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄｔｏ
ＰＧＦ２αｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１１，９１（４）：１１２１－１１２９．

［１４］ＧＵＤＥＲＪＣ， ＢＵＣＨＨＡＵＰＴ Ｍ， ＨＵＴＨ Ｉ， ｅｔａｌ．
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏｗａｒｄｓａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎａｔｕｒａｌｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＬｅｔｔ，
２０１４，３６（１１）：２１９３－２１９８．

［１５］Ｏ′ＮＥＩＬＬＧＰ，ＭＡＮＣＩＮＩＪＡ，ＫＡＲＧＭＡＮＳ，ｅｔａｌ．
ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＧ／Ｈｓｙｎｔｈａｓｅ－１
ａｎｄ－２ｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖａｃｃｉｎｉａｖｉｒｕｓ：Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙ
ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇｓａｎｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
１５－ｈｙｄｒｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｅｔｒａｅｎｏｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，
１９９４，４５（２）：２４５－２５４．

［１６］ＴＡＩＨＨ，ＥＮＳＯＲＣＭ，ＴＯＮＧＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
ｃａｔａｂｏｌｉｚｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓＯｔｈｅｒＬｉｐｉｄ
Ｍｅｄｉａｔ，２００２，６８／６９：４８３－４９３．

［１７］闫子祥，杨然，李秀婷．微生物表达系统研究进展
［Ｊ］．中国食品学报，２０１３，１３（１０）：１２６－１３５．

［１８］何东洋，马超，高振月，等．人源ＣＤ１３７Ｌ基因在不同
表达系统中表达效率的比较［Ｊ］．生物技术通报，２０１４
（９）：１７８－１８３．

［１９］苏鹏，龚国利．优化大肠杆菌表达外源蛋白的研究进
展［Ｊ］．生物技术通报，２０１７，３３（２）：１６－２３．

［２０］许思远，张永贵，赵沛，等．产油核桃内生细菌乙酰辅
酶Ａ羧化酶ａｃｂ基因克隆及优化表达［Ｊ］．中国油脂，
２０２３，４８（４）：９９－１０４．

［２１］黄旭，王振，刘娟，等．玉米黄烷酮－３－羟化酶原核
表达条件对香橙素生成量的影响［Ｊ］．食品与发酵工
业，２０２２，４８（３）：３８－４３．

［２２］林丹敏，宋彩燕，余林金，等．应用正交实验法优化大
肠杆菌表达ＣＴＢ－ＰＳＭＡ６２４－６３２蛋白的条件［Ｊ］．基
因组学与应用生物学，２０１９，３８（２）：６３６－６４３．

［２３］张煜彬，叶路芬，吴忠秀，等．ＰＤ０７２１单链抗体的体
外原核表达条件优化及蛋白质鉴定［Ｊ］．食品与生物
技术学报，２０２１，４０（７）：４２－４９．

［２４］ＶＡＲＶＡＳＫ，ＫＡＳＶＡＮＤＩＫＳ，ＨＡＮＳＥＮＫ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎｄｃａｔａｌｙｔｉｃｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｔｈｅａｌｇａｌｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＨｓｙｎｔｈａｓｅ
ｒｅｖｅａｌａｔｙｐｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆｔｈｅ ｆｉｒｓｔｎｏｎ － ａｎｉｍａｌ
ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１３，１８３１（４）：

櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂

８６３－８７１．

（上接第１０５页）
［４３］ＮＧＡＭＳＩＲＩＳＯＭＳＡＫＵＬＭ，ＲＥＵＮＧＳＡＮＧＡ，ＬＩＡＯＱ，ｅｔ

ａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｂｉｏ－ｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍＣｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．
ｂｉｏｍａｓｓｂｙｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＲｅｎｅｗＥｎｅｒｇｙ，２０１９，１４１：４８２－４９２．

［４４］ＪＡＺＲＡＷＩＣ，ＢＩＬＬＥＲＰ，ＲＯＳＳＡＢ，ｅｔａｌ．Ｐｉｌｏｔｐｌａｎｔ
ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ［Ｊ］．ＡｌｇａｌＲｅｓ，２０１３，２（３）：２６８－２７７．

［４５］ＣＨＥＮＧＪ，ＨＵＡＮＧＲ，ＹＵＴ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｄｉｅｓｅｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍｌｉｐｉｄｓｉｎｗｅｔｍｉｃｒｏａｌｇａｅｗｉｔｈｍｉｃｒｏｗａｖｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ａｎｄｂｉｏ－ｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍ ａｌｇａｌｒｅｓｉｄｕｅｔｈｒｏｕｇｈ
ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒＴｅｃｈｎｏｌ，２０１４，
１５１：４１５－４１８．

［４６］ＴＡＮＧＸ，ＺＨＡＮＧＣ，ＹＡＮＧＸ．Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅｖｉａｆｌａｓｈｈｅａｔｉｎｇ
ａｎｄｉｓｏｌａｔｉｎｇａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍｂｉｏ－ｃｒｕｄｅ［Ｊ／ＯＬ］．Ｊ
ＣｌｅａｎＰｒｏｄ，２０２０，２５８：１２０６６０［２０２２－１０－２９］．
ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｊｃｌｅｐｒｏ．２０２０．１２０６６０．

［４７］ＫＵＭＡＲＫ，ＧＨＯＳＨＳ，ＡＮＧＥＬＩＤＡＫＩＩ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｏｎｂｉｏｆｕｅｌｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｉｃｒｏａｌｇａｅａｎｄ
ｍａｃｒｏａｌｇａｅ［Ｊ］．ＲｅｎｅｗＳｕｓｔＥｎｅｒｇＲｅｖ，２０１６，６５：２３５－
２４９．

［４８］ＱＩＵＹ，ＣＨＥＮＧＪ，ＧＵＯＨ，ｅｔａｌ．Ｍｉｌｄｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｍｉｃｒｏａｌｇａｌｂｉｏｍａｓｓｉｎｂａｔｃｈｒｅａｃｔｏｒｓｆｏｒｌｉｐｉｄｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓａｎｄｓｏｌｖｅｎｔ－ｆｒｅｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｏｐｒｏｄｕｃｅｂｉｏｄｉｅｓｅｌ
［Ｊ／ＯＬ］．Ｅｎｅｒｇｙ，２０１９，１８９：１１６３０８［２０２２－１０－２９］．
ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｅｎｅｒｇｙ．２０１９．１１６３０８．

［４９］ＨＵＡＮＧＲ，ＣＨＥＮＧＪ，ＱＩＵＹ，ｅｔａｌ．Ｓｏｌｖｅｎｔ－ｆｒｅｅｌｉｐｉｄ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｉｃｒｏａｌｇａｌｂｉｏｍａｓｓｗｉｔｈｓｕｂｃｒｉｔｉｃａｌｗａｔｅｒｉｎ
ａｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｌｏｗｒｅａｃｔｏｒｆｏｒａｃｉｄ－ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｉｏｄｉｅｓｅｌ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｕｅｌ，２０１９，２５３：９０－９４．

［５０］ＣＨＥＮＸ，ＨＵＬ，ＸＩＮＧＲ，ｅｔａｌ．Ｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄ－ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｓｕｂｃｒｉｔｉｃａｌｗａｔｅｒｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓｆｒｏｍｗｅｔ
ｍｉｃｒｏａｌｇａｅＳｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｓｐ．［Ｊ］．ＥｕｒＪＬｉｐｉｄ Ｓｃｉ
Ｔｅｃｈｎｏｌ，２０１５，１１７（８）：１１９２－１１９８．

［５１］ＭＡＬＥＫＧＨＡＳＥＭＩＳ，ＫＡＲＩＭＩＮＩＡＨＲ，ＰＬＥＣＨＫＯＶＡＮ
Ｋ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｗｅｔｍｉｃｒｏａｌｇａｅｔｏ
ｂｉｏｄｉｅｓｅｌｕｓｉｎｇｐｈｏｓｐｈｏｎｉｕｍ ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｉｏｎｉｃ ｌｉｑｕｉｄ
ｃａｔａｌｙｓｔｓ［Ｊ／ＯＬ］．ＢｉｏｍａｓｓＢｉｏｅｎｅｒｇ，２０２１，１５０：１０６１２６
［２０２２ －１０ －２９］． ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．
ｂｉｏｍｂｉｏｅ．２０２１．１０６１２６．

［５２］ＣＨＥＮＹ，ＭＵＴ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｅｅｐｅｕｔｅｃｔｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｉｎ
ｂｉｏｍａｓｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ［Ｊ］．ＧｒｅｅｎＥｎｅｒｇｙ
Ｅｎｖｉｒｏｎ，２０１９，４（２）：９５－１１５．

［５３］ＫＩＭＫＨ，ＤＵＴＴＡＴ，ＳＵＮＪ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｍａｓｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｕｓｉｎｇｄｅｅｐｅｕｔｅｃｔｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｆｒｏｍｌｉｇｎｉｎｄｅｒｉｖｅｄｐｈｅｎｏｌｓ［Ｊ］．
ＧｒｅｅｎＣｈｅｍ，２０１８，２０（４）：８０９－８１５．

９１１２０２４年第４９卷第１期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂




