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摘要!旨在为脂肪酸高产菌株的筛选和构建奠定理论基础!研究谷氨酸棒杆菌脂肪酸合成酶 (

"d/Y(#对大肠杆菌脂肪酸合成的影响!利用生物信息学软件预测分析了 d/Y(的性质并构建过表

达载体 GHjJ$+ #P7H(!转化至大肠杆菌进行表达!对表达诱导剂异丙基 #

#

#U#硫代吡喃半乳糖

苷"D_\E#浓度进行考察!并测定了异源表达后的脂肪酸组成% 结果表明!重组菌株在D_\E浓度为

$ ..819b下诱导 !" W!棕榈油酸和油酸产量分别达到 $6%@2$!6@!2 .>9>!与对照菌株相比分别提

高了 2@6+2^和 2+6A&^% 研究结果说明d/Y(对大肠杆菌合成棕榈油酸和油酸有促进作用%
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BB脂肪酸广泛分布于动植物%细菌和真菌组织中$

是细胞膜%信号分子和能量库的关键组分($ #!)

& 目

前$脂肪酸特别是油酸(@)和棕榈油酸是生产生物柴

油的理想原料$可以缓解人们日益增长的能源需求

与化石能源短缺的问题&

利用微生物生产脂肪酸是一种环境友好型方

法$而大肠杆菌作为相对通用的宿主$具有活性强%

复制速度快%遗传稳定的特点$是生物合成脂肪酸常

用的微生物(3)

& 大肠杆菌使用
)

型脂肪酸合成酶

系统"d(*

)

#催化合成脂肪酸$其特点是脂肪酸合

成酶以没有酶活性的酰基载体蛋白"('_#为中心$
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'NDL(aDb* (Lcd(\*BBBBBBBBBBBBBB!"!@ e81f3& L8f3



每一步生化反应都由独立的酶催化完成& 大肠杆菌

合成产物中油酸产量较少$而提高油酸合成能力对

其为生产生物柴油提供原料具有重要意义& 目前提

高大肠杆菌脂肪酸合成能力的一个主要手段是异源

过表达脂肪酸合成途径中的关键基因&

谷氨酸棒杆菌作为一种模式菌株$具有易培养%

繁殖快%安全性高等特点$近年来成为脂肪酸生物合

成中的研究热点& 谷氨酸棒杆菌中脂肪酸合成反应

由多功能复合蛋白脂肪酸合成酶d/Y(和d/YC的不

同结构域催化完成$即由
.

型脂肪酸合成酶系统

"d(*

.

#催化完成(2)

& 在谷氨酸棒杆菌的 d(*

.

中$ d/Y(和 d/YC分别由基因 P7H(%P7HA编码$P7H(

的表达量远高于 P7HA$d/Y(主要催化产生油酸$是

谷氨酸棒杆菌脂肪酸从头合成的关键酶$d/YC从属

于d/Y($主要合成棕榈油酸(A #%)

& 因此$本文尝试

将谷氨酸棒杆菌脂肪酸合成酶 P7H(基因在大肠杆

菌中进行异源表达以提高大肠杆菌油酸产量& 考虑

到目前对于d/Y(的具体理化特性和结构信息尚未

见报道$且调控 d/Y(促进脂肪酸合成的研究较少$

本文首先利用生物信息学分析 d/Y(的理化性质和

结构特征$确定其在基因水平上的可操作性$在此基

础上$采用大肠杆菌作为宿主菌株构建 P7H(重组载

体$实现了在大肠杆菌 Cb!$"c,@#中异源表达$通

过对比异源表达前后菌株的脂肪酸组成$考察 P7H(

基因对脂肪酸合成的影响$以确定是否达到提高脂

肪酸合成的目的$为后续脂肪酸合成相关基因筛选%

整合优化$适配上下游代谢模块$最终构建脂肪酸高

产菌株奠定基础&

<=材料与方法

$6$B实验材料

$6$6$B菌种与质粒

大肠杆菌"JIM:5"# Cb!$ "c,@#感受态细胞%

cN2

0

感受态细胞$昂羽公司!表达质粒 GHjJ$+$本

实验室保藏&

$6$6!B主要试剂

cL(j/T<IT%高保真酶聚合酶%限制内切酶%无

缝克隆试剂盒$大连宝日医生物公司!基因组提取试

剂盒%_')质粒提取试剂盒%胶回收试剂盒$北京天

根生化科技公司!高分子质量蛋白j/T<IT$上海赛默

飞世尔科技公司!异丙基#

#

#U#硫代吡喃半乳糖

苷"D_\E#%氯霉素$北京索莱宝公司!脂肪酸甲酯标

准品$上海麦克林生化试剂公司!其余试剂为国产分

析纯&

$6$6@B培养基

摇瓶种子培养基及发酵培养基均采用 bFT0/#

CITU/;0"bC#培养基"酵母提取粉 2 >9b%胰蛋白胨

$" >9b%氯化钠 $" >9b$GN%6!#$并添加终质量浓度

为 2"

'

>9.b的氯霉素&

$6$63B仪器与设备

高速冷冻离心机$上海知信实验仪器有限公司!

_')扩增仪$杭州博日科技有限公司!电泳仪$北京

市六一生物科技有限公司!凝胶成像仪$德国耶拿公

司!超微量分光光度计$美国 \WIT.8d0YWIT*70I;U0M07

公司!超声破碎仪$宁波新芝生物科技股份有限公

司!冷冻干燥机$河南兄弟仪器设备有限公司!气质

联用仪$安捷伦科技"中国#有限公司&

$6!B实验方法

$6!6$B生物信息学分析

利用在线分析软件_T8U_/T/.分析d/Y(蛋白分

子结构式%分子质量%理论等电点%亲水性和稳定性

等一系列理化性质& 利用在线分析软件 L8Z8_T8预

测分析d/Y(是否存在跨膜结构& 利用在线分析软

件cIIGb87#$6" 分析亚细胞定位& 利用 L'CD中

的'8;YITZIS c8./0; *I/T7W分析d/Y(蛋白结构域&

运用 *\)DLE数据库对 d/Y(蛋白的调控作用关系

网络进行分析&

$6!6!B目的基因扩增

根据 P7H( 基 因 " 基 因 编 号 '>1"&@A 和

L'>1"&"!#和 GHjJ$+ 质粒的基因序列$设计重组表

达P7H(的上下游引物'_$ 为 2X#(\\((E'\\E'(\

E''\E'(EE\E(E\(\\\'\\'('\E('(''E'#@X!

_! 为 2X#EE\('''EEEE(\''\'\(E((E'\\\'\

\(E'\(\'\(('E\\\(E''#@X& 以谷氨酸棒杆菌

(\''$@"@! 的基因组为模板$_')扩增得到 P7H(基

因& _')反应体系"2"

'

b#'上下游引物各 $

'

b$模

板cL($

'

b$SL\_j0[UFTI3

'

b$2 q_T0.I*\()

EHbCFMMIT$"

'

b$_T0.I*\()EHbcL(_81?.IT/YI

$

'

b$ SSN

!

a@!

'

b& _')反应条件'+3p预热 $

.0;$+&p%$" Y$A&p%$2 Y$2Ap%+ .0;$@" 个循环!

最后 %!p延伸 $" .0;& 扩增的目的基因进行回收

纯化&

$6!6@B重组质粒构建

使用_YU

.

酶和HV/

.

酶对质粒 GHjJ$+ 进行

酶切并胶回收$酶切程序为 @%p9! W%%"p9$2 .0;&

根据无缝克隆试剂盒计算回收的质粒和纯化的P7H(

基因添加量$于冰上配制体系'P7H(基因 $62

'

b$线

性载体 @62

'

b$2HD; #dFY08; Nc,;=?.I_TI.0[

%62

'

b$SSN

!

a!62

'

b$3p过夜$第 ! 天 2"p%

$2 .0;& 转化至 cN2

0

感受态细胞$涂布于含氯霉

素的bC平板培养基 @%p培养过夜$挑取若干个克

2+
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隆至含氯霉素的液体 bC培养基中培养过夜$提取

质粒进行酶切与测序验证& 引物合成与克隆质粒测

序由上海生工生物科技有限公司完成&

$6!63B工程菌株的筛选与表达

将构建好的重组质粒采用热激法转化至大肠杆菌

Cb!$"c,@#感受态细胞中$在添加 2"

'

>9.b氯霉素的

bC琼脂平板上 @%p培养过夜& 挑取转化子使用引物

d/Y(#d"2X#E\'E\'\'''(E((E\'''\\(''E#

@X#%d/Y(#)"2X#(\((EEE'E('('EE(((\E#

@X#进行菌落_')鉴定$将阳性转化子接种至 2 .b

含氯霉素的 bC培养基中培养过夜$次日接种至 2"

.b含氯霉素的 bC培养基中$@%p%$2" T9.0; 培

养至 ac

A""

为 "6&$添加 "62 ..819b的 D_\E诱导

$A W& 3p%3 """ T9.0; 离心 $2 .0; 收集菌体沉

淀$_C*缓冲液洗脱 @ 次后复溶$使用超声波破碎

法制备细胞蛋白提取物$超声条件'3"" m$工作 @

Y$间隔 @ Y$时间 $" .0;& 3p%$! """ T9.0; 离心

@" .0;收集菌体上清液$用于 *c* #_(E,分析&

*c* #_(E,分析条件'使用 @^ h&^的 \T0Y#乙

酸胶$取 $2

'

b混合后的蛋白样品上样$$2" e电

压运行 $ W&

$6!62B脂肪酸的测定

将 $6!63 中阳性转化子接种至 2 .b含氯霉素

的bC培养基中$培养过夜$次日按 !^接种量接种

至 $"" .b含氯霉素的 bC培养基中$@"p%!""

T9.0;培养至菌液ac

A""

为 "6A$加入 $6" .819b的

D_\E诱导 !" W & 冰浴 $" .0;$3p%2 """ T9.0; 离

心 $" .0;$弃掉上清液收集菌体沉淀$_C*缓冲液洗

脱 @ 次后进行真空冷冻干燥处理& 称取 2" .>冻干

菌粉于玻璃提脂瓶中$加入 ! .b$"^盐酸甲醇溶

液$振荡混合均匀$A"p水浴 @ W$每隔 "62 W振荡混

匀$全程防止漏气& 冷却后分别加入 ! .b正己烷和

饱和氯化钠离心收取上清液$于氮气气流下挥发有

机溶剂$加入 $"

'

b三硅烷基重氮甲烷和 3""

'

b甲

醇以补充甲酯化$准确加入 $ .b正己烷溶解脂肪酸

甲酯$用有机滤膜过滤后密封$利用气相色谱#质谱

联用仪"E'#j*#运用外标法进行测定& 实验做 @

组平行$各脂肪酸含量按下式计算&

)gB1&<q$"

#A

"$#

式中')为被测组分含量$.>9>!B为被测组分

溶液质量浓度$;>9.b!1为试样溶液定容体积$.b!

<为试样溶液代表的试样质量$>&

>=结果与讨论

!6$B生物信息学分析

在线分析软件 _T8U_/T/.显示'd/Y(分子式为

'

$@+33

N

!!"A%

L

@&22

a

3@2@

*

22

$分子质量为 @$2 $!&6$! c/$

理论等电点为 36%3$脂溶指数为 +26!%$不稳定指数

为 @$6@3$此蛋白为稳定蛋白$由 ! +A+ 个氨基酸组

成!疏水性氨基酸总平均亲水性"E)(eK#为 !6+""$

亲水性氨基酸 E)(eK为 #!6+$$$E)(eK绝对值

越高表明亲水性越强$因此 d/Y(蛋白为亲水性蛋

白& L8Z8_T8进一步预测分析显示d/Y(没有跨膜结

构域$不属于分泌蛋白& cIIGb87#$6" 软件结果显

示d/Y(的亚细胞定位分布于细胞质中$是可溶性蛋

白& 综上$初步确定d/Y(蛋白是定位于细胞质中的

可溶性大型复合酶&

结构域是位于超二级结构间和三级结构的一个

层次& 利用 L'CD中的 '8;YITZIS c8./0; *I/T7W 数

据库进行预测分析$d/Y(蛋白拥有 A 个结构域"图

$#'酰基转移酶结构域!酵母型d(*

.

的烯酰还原酶

结构域"'aE3+&$#!酵母型d(*

.

的 @ #氧代酰基#

('_还原酶结构域"d/VE#!@ #氧代酰基#('_合成

酶结构域"d/VC#$属于催化"脱羧或非脱羧类#克莱

森缩合反应的酶家族"71"++@&#成员!丙二酰辅酶 (#

('_转酰基酶结构域"d/Vc#以及热狗结构域&

热狗结构域最初是在大肠杆菌
#

#羟基癸酰 #

('_脱水酶"d/V(#结构中鉴定得到$属于71""2"+ 家

族$作为该家族成员$d/V(用于催化脂肪酸延伸的连

续循环(&)

$d/V(具有双重功能$能与 ('_结合催化

脱水以及催化反式#! #酰基#('_异构化为顺式#

@ #酰基#('_$后者是合成不饱和脂肪酸的关键步

骤& 在d/Y(结构域预测分析中$发现两处热狗折叠

结构域的活性位点d(*yj/8'"/7U0ZIY0UI$%!#&

图 <=G&)$保守结构域示意图

A+
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!6!B重组质粒的构建

按照 $6!6! 和 $6!6@ 中所设计的引物及质粒构

建方法构建重组质粒 GHjJ$+ #P7H($其酶切结果见

图 !& 由图 ! 可知$重组质粒经过HV/

.

酶切验证$

在 $2 """ VG左右形成条带$对测序结果进行比对分

析发现未发生突变$表明重组质粒 GHjJ$+ #P7H(构

建成功&

B注'j6cL(j/T<IT!$6质粒 GHjJ$+ #P7H(!!6质粒 GHjJ$+

图 >=0aTb<^ K$%&'重组质粒的酶切结果

!6@B工程菌株的筛选与表达

将重组质粒 GHjJ$+ #P7H(采用热激法转化至

大肠杆菌Cb!$"c,@#感受态细胞$挑取转化子经过

菌落_')验证$发现其与阳性对照"_HjJ$+ #P7H(#

条带大小相符$且阴性对照0Cb!$"c,@#1无条带"见

图 @#$表明重组菌株构建成功$命名为 GHjJ$+ #

P7H(9Cb!$"c,@#&

B注'j6cL(j/T<IT!$ h36转化子的_')鉴定结果!26阳性

对照!A6阴性对照

图 ?=转化子的F8S鉴定

!63BD_\E诱导浓度的优化

最适的 D_\E诱导浓度可以提高基因的表达

水平$抑制包涵体的产生& 将 GHjJ$+ #P7H(9Cb!$

"c,@#接种到 bC培养基后按 $6!63 方法培养$不

同浓度 D_\E诱导 $A W 的菌体上清液的 *c* #

_(E,结果如图 3 所示& 由图 3 可看出$重组菌株

GHjJ$+ #P7H(9Cb!$ "c,@#与空载对照0_HjJ$+9

Cb!$"c,@#1相比$在约 @$2 <c/处有 $ 条明显特征

条带$表明基因 P7H(编码的 d/Y(在大肠杆菌中成

功表达$且 $ ..819bD_\E诱导下d/Y(蛋白条带最

为明显& 因此$选择最佳的 D_\E诱导浓度为 $

..819b&

B注'j6高分子量蛋白 j/T<IT!$ hA6D_\E诱导浓度分别为

"6!2%"62%"6%2%$%$6!2%" ..819b的 GHjJ$+ #P7H(9Cb!$

"c,@#! %6GHjJ$+9Cb!$"c,@#

图 @=#FPU诱导浓度对基因表达量的影响

!62B脂肪酸的测定

按 $6!62 方法测定菌株 GHjJ$+ #P7H(9Cb!$

"c,@#胞内脂肪酸组成及产量$结果见表 $& 由表 $

可知$重组菌株与对照菌株的脂肪酸组成大致相同$

但相比于对照菌株$重组菌株的棕榈油酸"'$Ar$#和

油酸"'$&r$#含量显著增加";̀ "6"2#$分别较对照

菌株提高了 2@6+2^和 2+6A&^& 说明P7H(基因的过

表达显著增加了菌株胞内棕榈油酸和油酸的产量&

P7H(编码的蛋白主要用于合成分支菌酸(+ #$$)

$

分支菌酸是长链
!

#烷基 #

#

#羟基化脂肪酸")*

'N"aN#*'N")X#*'aaN#$)代表具有附加结

构修 饰 的 最 多 含 2A 碳 的 分 枝 杆 菌 酸 链

"jIT8.?781/UI7W/0;#$)X表示最多含 !A 碳的较短的

脂肪族分支链"(10GW/U07VT/;7W#$这两条链通过克

莱森缩合酶进行缩合$还原生成分支菌酸($!)

$在谷

氨酸棒杆菌体内$)和 )X代表了脂质的最简单形

式$比如两个'$&r$ 分子缩合在一起$还原成'@Ar!

分枝菌酸和两种 '$A 脂肪酸组成的 '@! 分支菌

酸($$ #$@)

& 大肠杆菌不具备合成分支菌酸的能力$所

以P7H(基因在大肠杆菌中的异源表达可以促进菌

体合成油酸&

d/Y(结构域中的 d/VC"结合位点 7S""&!&#属

于催化"脱羧或非脱羧类#克莱森缩合反应的酶家

族71"++@& 成员& 在大肠杆菌脂肪酸合成系统中$

d/VC和d/Vd通过丙二酰#('_与酰基#('_的克

莱森缩合以完成不饱和脂肪酸的生产$其中 d/VC

负责催化延伸循环步骤以生成棕榈油酸($3 #$2)

$从而

造成重组菌株中棕榈油酸含量的增加& n/YY/V

等($A)在大肠杆菌中表达植物来源的 d/VC与 d/Vd

%+
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也同样发现$重组菌株中油酸和棕榈油酸的产量得

到了大幅提升&

由表 $ 还可知$与对照菌株相比$工程菌株

GHjJ$+ #P7H(9Cb!$"c,@#的总脂肪酸含量略微降

低& C/T8;等($%)研究证明$大肠杆菌自身的 (7G*

不能完全激活结核分枝杆菌体内的脂肪酸合成酶

d/Y

.

$导致其活性很低& d/Y(与d/Y

.

具有很高的

同源性($&)

$在结核分枝杆菌中$(7G*蛋白由 7M;2基

因编码$3X#磷酸泛氨酸"3X#__#基团在 3X#__转

移酶的催化下$从 '8(转移至 ('_激活 d/Y

.

结构

域& 同时$细胞中脂肪酸的合成不仅受到自身的严

格调控$还需要更多的底物与能量支持$酶的活性也

与代谢物的产量直接相关($+)

&

表 <=大肠杆菌脂肪酸组成及含量 /7V7

脂肪酸 GHjJ$+9Cb!$"c,@# GHjJ$+ #P7H(9Cb!$"c,@#

'$!r"

$"62&+ o"6"$&

/

$"62$% o"6"!A

V

'$3r"

$"6+%! o"6"!3

/

$"6&2$ o"6"!A

V

'$2r$

$!6%@+ o"6$!A

/

$!6!&A o"6$A2

V

'$Ar"

$$6@2! o"6""%

/

$$6!+$ o"6"32

V

'$Ar$

$$6$!% o"6$"!

V

$$6%@2 o"6$23

/

'$%r$

$!633! o"6!22

/

$$6&2% o"6"%@

V

'$&r$

$$632A o"6$+A

V

$!6@!2 o"6$@&

/

'!$r"

$"6@%" o"6"32

/

$"6!&$ o"6"@3

/

合计
$!6A3A o"6&A2

/

$!6"+% o"6A""

/

B注'同行不同小写字母表示差异显著";̀ "6"2#

?=结=论

本研究实现了谷氨酸棒杆菌 P7H(基因在大肠

杆菌体内的异源表达$证明了d(*

.

型脂肪酸合成

酶可以在大肠杆菌天然的d(*

)

系统中发挥功能$

外源酶与大肠杆菌自身的 d(* 系统具有兼容性$切

实增加了油酸和棕榈油酸的产量& 本研究为后续其

他关键基因筛选%共表达关键基因%整合优化代谢途

径$适配上下游代谢模块$最终构建脂肪酸高产菌株

提供了理论依据&
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