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谷氨酸棒状杆菌硫酯酶基因表达对脂肪酸合成的影响

王　佳１，２，刘　瑾１，孙子羽１，满都拉１，陈忠军１

（１．内蒙古农业大学 食品科学与工程学院，呼和浩特 ０１００００；２．内蒙古丰镇市检验检测中心，内蒙古 丰镇 ０１２１００）

摘要：旨在为进一步构建脂肪酸高产菌株奠定基础，通过异源和同源表达，研究了谷氨酸棒状杆菌

ＡＴＣＣ１３０３２中硫酯酶的基因（ＮＣｇｌ２３６５和 ＮＣｇｌ００９０）对脂肪酸合成的影响。结果表明：硫酯酶的
过表达对大肠杆菌和谷氨酸棒状杆菌中脂肪酸的种类和含量都产生了影响；基因 ＮＣｇｌ２３６５在大
肠杆菌中过表达后脂肪酸产量增加了３７．８６％，且促进了饱和脂肪酸 Ｃ１６∶０、Ｃ１８∶０和不饱和脂肪
酸Ｃ１７∶１和Ｃ２０∶３的生成，在谷氨酸棒状杆菌中同源表达后脂肪酸产量提高了３３．４３％，Ｃ１７∶０相
对含量增加了５１．８２％，而Ｃ６∶０、Ｃ８∶０、Ｃ１２∶０、Ｃ１７∶１、Ｃ１８∶０、Ｃ１８∶１和 Ｃ１８∶３的相对含量显著减
少；基因 ＮＣｇｌ００９０在大肠杆菌中过表达后脂肪酸产量增加了５８．１５％，促进了饱和脂肪酸Ｃ１４∶０、
Ｃ１６∶０、Ｃ１８∶０和不饱和脂肪酸Ｃ１７∶１的生成，而在谷氨酸棒状杆菌中同源表达后脂肪酸产量提高
了５９．１２％，其中 Ｃ１６∶０相对含量增加了４０．１８％，促进了 Ｃ１０∶０、Ｃ１４∶０、Ｃ１４∶１、Ｃ１５∶０、Ｃ１６∶１、
Ｃ１８∶２、Ｃ２０∶１和Ｃ２１∶０８种新脂肪酸的合成。综上，基因 ＮＣｇｌ２３６５和 ＮＣｇｌ００９０对宿主菌体中的
脂肪酸代谢产生了重要的作用。
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　　被誉为“天然汽油”的微生物脂肪酸不仅种类
繁多且脂肪酸组成与植物油脂相似［１］。生物体内

脂肪酸的合成是由糖酵解和三羧酸循环途径提供底

物乙酰辅酶 Ａ（ＣｏＡ），其在脂肪酸合成酶系（ＦＡＳ）
的催化下转化生成脂酰 ＣｏＡ，脂酰 ＣｏＡ在硫酯酶的
水解作用下释放出游离脂肪酸［２］。硫酯酶被认为

是决定生物体内脂肪酸总量和脂肪酸组成的关键酶

之一［３］，属于水解酶的一种，通过加强其活性可以

提高脂肪酸产量［４－６］。黄露玄［７］在野生型浑浊红球

菌 ＰＤ６３０发酵培养过程中发现，硫酯酶基因
ＯＰＡＧ＿００５０８和 ＷＰ＿０１２６８７６７３．１的表达水平随菌
体产脂速率的增加而增加；酿酒酵母菌株△ｆａａ１
△ｆａａ４编码含有酰基ＣｏＡ的Ａｃｏｔ５ｓ基因，过表达此
基因后游离脂肪酸水平显著提高［８］。许多微生物

菌株体内的硫酯酶已被鉴定。例如：在大肠杆菌中

的长链酰基ＣｏＡ硫酯酶，包括硫酯酶Ⅰ和硫酯酶Ⅱ
以及参与 β氧化的硫酯酶Ⅲ；蜡样芽孢杆菌
ＡＴＣＣ１４５７９硫酯酶ＢｃＡＣＴ１的活性位点在Ａｓｎ２３和
Ａｓｐ３８残基，属于ＴＥ６家族［９］。

硫酯酶的作用不仅仅在于脂肪酸的积累，更重

要的是可以调节脂肪酸的组成。Ｊｉｎｇ等［１０］通过表

达多种不同来源的硫酯酶，发现硫酯酶对于底物特

异性、脂肪酸的碳链长度以及不饱和度有重要影响。

Ｚｈａｎｇ等［１１］在大肠杆菌中分别将橄榄、陆地棉、蓖

麻和麻疯树４种植物种子细胞内的脂酰 －ＡＣＰ（酰
基载体蛋白）硫酯酶基因进行过表达，发现随着时

间变化Ｃ１４∶０占比逐渐增多。Ｇｏｎｇ等［１２］通过在大

肠杆菌中异源过表达三角褐藻ＡＣＰ硫酯酶ＰｔＴＥ，发
现其不同脂肪酸种类占比发生变化，其中 Ｃ１６∶０、
Ｃ１８∶０在重组菌株中占比增大。

谷氨酸棒状杆菌具有底物范围广、遗传背景清

楚、易于工程调控、可高密度发酵等特点［１３］，且谷氨

酸棒状杆菌不产生内毒素，是发酵工业中生产脂肪

酸理想的工程菌株，但是目前对其体内硫酯酶功能

相关的研究较少。通过基因注释发现谷氨酸棒状杆

菌ＡＴＣＣ１３０３２中基因 ＮＣｇｌ２３６５编码产物为硫酯
酶，基因ＮＣｇｌ００９０编码产物可能具有硫酯酶活性。
为进一步阐释硫酯酶的功能，本研究在大肠杆菌和

谷氨酸棒状杆菌中过表达ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０基
因，测定其对脂肪酸产量和组成的影响，以期为进一

步构建脂肪酸高产菌株奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　菌株与试剂

大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），Ｔｉａｎｇｅｎ公司；谷氨酸棒
状杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２、ｐＥＴ－２８ａ质粒载体，实验室保
存；ｐＸＭＪ１９质粒，ＭｉａｏｌｉｎｇＢｉｏｌｇｉｃａｌ公司。

高保真酶聚合酶、限制内切酶，大连宝日医生物

公司；基因组提取试剂盒、质粒提取试剂盒，北京天

根生化科技公司；十一烷酸甲酯、３７种脂肪酸甲酯
标准品，美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＮＡ分子质量标准、蛋白
分子质量标准，生工生物股份有限公司；其余试剂为

国产分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＳＣＩＥＮＴＺ－ＩＩＤ超声破碎仪，宁波新芝生物科技

股份有限公司；ＰｅｒｉｎＥｌｍｅｒ气相色谱仪，上海斯迈欧
分析仪器有限公司；７５２紫外可见分光光度计，上海
佑科仪器仪表有限公司；ＤＨＧ－９０５３Ａ型电热鼓风
干燥箱，上海一恒科学有限公司；ＴＣ－ＥＡＰＬＵＳ基
因扩增仪，杭州博日科技有限公司；ＤＹＹ－６Ｄ电泳
仪，北京六一生物科技有限公司；凝胶成像仪，德国

耶拿公司；ＧＨＰ－９０８０隔水式恒温培养箱，上海一
恒科技仪器有限公司；Ｒ１３４ａ离心机，美国 Ｓｉｇｍａ公
司；超微量分光光度仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；振
荡恒温金属浴，上海一恒科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　质粒构建
１．２．１．１　异源表达质粒构建

以谷氨酸棒状杆菌ＡＴＣＣ１３０３２基因组为模版，
使用质粒 ｐＥＴ－２８ａ作为异源过表达质粒，大肠杆
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）作为异源过表达宿主。上游引物
（２３６５－ＢＤ－Ｓ－ＮｄｅＩ：ＧＣＧＡＡＣＣＡＴＡＴＧＧＣＡ－
ＧＣＣＡＡＣＡＡＴＧ）和下游引物（２３６５－ＢＤ－Ａ－ＳａｌＩ：
ＡＧＣＣＧＣＧＴＣＧＡＣＧＧＴＧＡＴＡＧＡＡＡＧＡＧＴＣ）进行ＰＣＲ获
得ＮＣｇｌ２３６５异源表达片段；上游引物（００９０－ＢＤ－Ｓ－
ＮｄｅＩ：ＧＣＡＣＧＴＣＡＴＡＴＧＴＴＴＣＴＣＡＣＡＣＴＣＴ）和下游引物
（００９０－ＢＤ－Ａ－ＳａｌＩ：ＣＡＣＧＣＴＧＴＣＧＡＣＣＣＧＣＡＣ－
ＴＧＡＧＧＡＧＴＴＧＡＴＴＡ）进行ＰＣＲ获得ＮＣｇｌ００９０异源表
达片段。对质粒 ｐＥＴ－２８ａ和基因片段进行 ＮｄｅＩ和
ＳａｌＩ双酶切处理后连接转入大肠杆菌ＢＬ２１感受态细
胞，冰浴３０ｍｉｎ，在４２℃水浴锅热激９０ｓ，冰浴２ｍｉｎ后
加入５００μＬＬＢ液体培养基，在３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ下培
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养１ｈ。培养物离心后涂布在含有５０μｇ／ｍＬ卡那
霉素的 ＬＢ平板培养基，培养 １６ｈ左右后挑选单
菌，提取质粒进行酶切与验证。以 ２３６５－ＢＤ－
Ｓ－ＮｄｅＩ／２３６５－ＢＤ－Ａ－ＳａｌＩ为引物鉴定异源表
达质粒 ｐＥＴ－２８ａ－２３６５的构建，以 ００９０－ＢＤ－
Ｓ－ＮｄｅＩ／００９０－ＢＤ－Ａ－ＳａｌＩ为引物鉴定异源表
达质粒 ｐＥＴ－２８ａ－００９０的构建。
１．２．１．２　同源表达质粒构建

以谷氨酸棒状杆菌ＡＴＣＣ１３０３２基因组为模版，
使用质粒ｐＸＭＪ１９作为同源过表达质粒。同源表达
上游引物（２３６５－ＨＢ－Ｓ－ＨｉｎｄⅢ：ＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣ
ＴＴＡＧＡＡＡＧＡＧＧＣＴＡＧ）和下游引物（２３６５－ＨＢ－Ａ－
ＥｃｏＲＩ： ＡＧＧＣＣＡＧＡＡＴＴＣＣＣＴＧ － ＡＧＧＴＧＡＴ
ＡＧＡＡＡＧＡＧＴ）进行ＰＣＲ获得的同源表达片段与质粒
ｐＸＭＪ１９进行ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲＩ双酶切；同源表达上游引
物（００９０－ＨＢ－Ｓ－ＸｂａⅠ：ＡＧＴＡＣＴＴＣＴＡＧＡＴＧＣＡＡＡＴ
ＣＴＡＧＴＡ）和下游引物（００９０－ＨＢ－Ａ－ＳｍａⅠ：
ＣＡＡＣＣＧＣＣＣＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＡＴＴＡＡＣＣＴＧＣＡＣＧ）进
行ＰＣＲ获得的同源表达片段与质粒 ｐＸＭＪ１９进行
ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ双酶切。双酶切后的操作同１．２．１．１
（将５０μｇ／ｍＬ卡那霉素换成 ２５μｇ／ｍＬ青霉素）。
以２３６５－ＨＢ－Ｓ－ＨｉｎｄⅢ／２３６５－ＨＢ－Ａ－ＥｃｏＲⅠ
为引物鉴定同源表达质粒 ｐＸＭＪ１９－２３６５的构建，
以００９０－ＨＢ－Ｓ－ＸｂａⅠ／００９０－ＨＢ－Ａ－ＳｍａⅠ为
引物鉴定同源表达质粒ｐＸＭＪ１９－００９０的构建。
１．２．２　重组菌株的制备

使用热激法将空质粒ｐＥＴ－２８ａ、重组质粒ｐＥＴ－
２８ａ－２３６５和 ｐＥＴ－２８ａ－００９０分别转化到大肠杆
菌ＢＬ２１得到重组菌株ＢＬ－１、ＢＬ－５和ＢＬ－９。

使用电转化法将空质粒 ｐＸＭＪ１９、重组质粒
ｐＸＭＪ１９－２３６５和 ｐＸＭＪ１９－００９０分别转化到谷氨
酸棒状杆菌得到重组菌株Ｇ－１、Ｇ－５和Ｇ－９。
１．２．３　重组菌株硫酯酶的过表达

重组大肠杆菌在含有 ５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的
１００ｍＬＬＢ液体培养基中，于２００ｒ／ｍｉｎ、３７℃摇床
振荡培养至 ＯＤ６００为 ０．３～０．６，加入终浓度为 １
ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基 β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）
诱导培养 ２０ｈ。重组谷氨酸棒状杆菌在含有
２５μｇ／ｍＬ青霉素的１００ｍＬＬＢ液体培养基中，于
２００ｒ／ｍｉｎ、３０℃摇床振荡培养至ＯＤ６００为０．３～０６，
加入终浓度为１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导培养４ｈ。对培
养的菌液细胞进行破碎、离心获得上清液即粗酶液，

采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ验证。
１．２．４　脂肪酸组成及含量的测定

采用气相色谱法测定样品脂肪酸组成及含量。

将按１．２．３方法过表达的菌液（同源表达重组菌株
的ＩＰＴＧ诱导时间也为２０ｈ）离心去除培养基，超纯
水洗涤菌体３次后冷冻干燥，分别得到重组大肠杆
菌菌粉和重组谷氨酸棒状杆菌菌粉。取１２０ｍｇ菌
粉加４ｍＬ正己烷／异丙醇（体积比 ３∶２）溶液和 ２
ｍＬＮａ２ＳＯ４溶液，室温离心后取上清液氮气吹干，加
２ｍＬ氢氧化钠／甲醇溶液于５０℃水浴１５ｍｉｎ，冷却
后加２ｍＬ盐酸／甲醇溶液于８０℃水浴１．５ｈ，冷却
至室温，加３ｍＬ水和６ｍＬ正己烷，静置分层。吸取
上层液体，定容，加无水硫酸钠干燥后，过滤膜打进

色谱小瓶，待测。

色谱条件：ＤＢ－ＷＡＸ石英毛细管柱（３０ｍ×
０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；柱箱升温程序为起始温度
１２０℃保持 ５ｍｉｎ，以 ５℃／ｍｉｎ升温至 ２２５℃保持
１ｍｉｎ，再以８℃／ｍｉｎ升温至２４０℃保持５ｍｉｎ；氢火
焰离子化检测器温度和进样口汽化温度均为

２６０℃；载气氮气流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；燃烧气氢气流速
４５ｍＬ／ｍｉｎ；空气流速４５０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１．０μＬ。
以标准品保留时间定性，采用峰面积归一化法定量。

以十一烷酸甲酯为内标，测定菌粉中相应脂肪

酸含量，脂肪酸含量之和计为脂肪酸产量。

１．２．５　数据处理与统计分析
各项指标重复测定３次，结果用“平均值 ±标

准差”表示，采用ＳＰＳＳ１９．０的 Ｔｕｋｅｙ′ｓ检验进行显
著性分析。

２　结果与讨论
２．１　质粒构建的验证
２．１．１　异源表达质粒

异源重组转化子菌液琼脂糖电泳图如图 １
所示。

　注：Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．ＢＬ－５菌液；２．ＢＬ－９菌液

图１　异源重组转化子菌液琼脂糖电泳图

　　由图 １可知，ＢＬ－５菌液的条带为 ５１６ｂｐ，
ＢＬ－９菌液的条带为８９４ｂｐ。通过 ＮＣＢＩ数据库与
测序结果比对，结果显示与功能基因一致，证明重组

质粒构建成功。

２．１．２　同源表达质粒
同源重组转化子菌液琼脂糖电泳图如图 ２

所示。
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　注：Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．Ｇ－５菌液；２．Ｇ－９菌液

图２　同源重组转化子菌液琼脂糖电泳图

　　由图２可知，Ｇ－５菌液的条带为５４１ｂｐ，Ｇ－９菌液
的条带为９０９ｂｐ。通过ＮＣＢＩ数据库与测序结果比对，结
果显示与功能基因一致，证明重组质粒构建成功。

２．２　重组菌株硫酯酶的诱导表达
２．２．１　异源表达

由基因 ＮＣｇｌ２３６５和 ＮＣｇｌ００９０编码的硫酯酶
ＴＥ－５和 ＴＥ－９分子质量分别为 １７．０ｋＤａ和
２７．９ｋＤａ。按１．２．３方法对以大肠杆菌 ＢＬ２１为宿
主的ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０硫酯酶过表达菌株中全
细胞蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果如图３所示。

　注：Ｍ．蛋白分子质量标准；１、４．ＢＬ－１；２．ＢＬ－５；３．ＢＬ－９

图３　以大肠杆菌ＢＬ２１为宿主的 ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０

硫酯酶过表达菌株中全细胞蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

　　由图３可知，蛋白酶片段条带清晰且大小与理
论预期一致，表明构建的重组质粒可以在大肠杆菌

ＢＬ２１中正常表达，表达的蛋白为可溶性蛋白。
２．２．２　同源表达

按１．２．３方法对以谷氨酸棒状杆菌为宿主的
ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０硫酯酶过表达菌株中全细胞
蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果如图４所示。

注：Ｍ．蛋白分子质量标准；１、４．Ｇ－１；２．Ｇ－９；３．Ｇ－５

图４　以谷氨酸棒状杆菌为宿主的 ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０

硫酯酶过表达菌株中全细胞蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

　　由图４可知，蛋白酶片段条带清晰且大小与理
论预期一致，表明构建的同源重组质粒在谷氨酸棒

状杆菌中能够正常表达。

２．３　硫酯酶对脂肪酸合成的影响
２．３．１　异源表达对大肠杆菌脂肪酸合成的影响

经过 ＩＰＴＧ诱导后，对照菌株大肠杆菌ＢＬ２１的
脂肪酸产量为２０．３１ｍｇ／ｇ，重组菌株 ＢＬ－５、ＢＬ－９
脂肪酸产量分别达到２８．００、３２．１２ｍｇ／ｇ，分别比对
照菌株增加了３７．８６％、５８．１５％。对照菌株和重组
菌株脂肪酸组成及相对含量见表１。

表１　对照菌株和重组菌株的脂肪酸
组成和相对含量 ％

脂肪酸 ＢＬ２１ ＢＬ－５ ＢＬ－９

Ｃ１２∶０ ０１．６９±０．２９ａ ００．６０±０．０１ｂ ００．８０±０．０１ｂ

Ｃ１４∶０ ０４．１０±０．１３ｂ ０４．１６±０．２６ａｂ ０４．４８±０．１５ａ

Ｃ１６∶０ ４０．８９±０．８１ｂ ４５．９４±１．９８ａ ４５．０７±０．７８ａ

Ｃ１６∶１ ０５．２８±０．４２ａ ０４．８６±０．２０ｂ ０２．２４±０．３９ｃ

Ｃ１７∶０ ０６．８１±０．４６ａ ０６．６７±０．５３ａ ０６．７１±０．５６ａ

Ｃ１７∶１ １４．６８±０．９６ｂ ２０．５１±１．２６ａ ２０．４０±１．５１ａ

Ｃ１８∶０ ０４．３４±０．５７ｂ ０６．０８±０．８１ａ ０６．１０±０．３７ａ

Ｃ１８∶１ １７．８０±１．１０ａ ０６．６２±０．２６ｃ １２．４２±１．８３ｂ

Ｃ１８∶２ ００．６９±０．１２ａ ００．９３±０．２２ａ 　ＮＤｂ

Ｃ１８∶３ ００．５８±０．２７ａ ００．６６±０．１０ａ 　ＮＤｂ

Ｃ２０∶１ ０２．６５±０．１５ａ ０１．９８±０．４５ａｂ ０１．１２±０．１７ｂ

Ｃ２１∶０ ００．１７±０．０４ａ ００．３３±０．１７ａ ００．２５±０．０４ａ

Ｃ２０∶３ ００．３２±０．１３ｂ ００．６６±０．０８ａ ００．４１±０．１２ａｂ

　注：同行不同小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）；ＮＤ表示未检出。
下同

由表１可知，Ｃ１６∶０是对照菌株和重组菌株中的
主要脂肪酸。与对照菌株相比，ＢＬ－５中相对含量显
著增加的脂肪酸有 Ｃ１６∶０、Ｃ１７∶１、Ｃ１８∶０和 Ｃ２０∶３，
Ｃ１２∶０、Ｃ１６∶１和Ｃ１８∶１相对含量显著减少，其余脂肪
酸相对含量变化不显著。与对照组菌株相比，ＢＬ－９
中相对含量显著增加的脂肪酸有 Ｃ１４∶０、Ｃ１６∶０、
Ｃ１７∶１和Ｃ１８∶０，Ｃ１２∶０、Ｃ１６∶１、Ｃ１８∶１、Ｃ１８∶２、Ｃ１８∶３
和Ｃ２０∶１相对含量显著减少。结果表明基因
ＮＣｇｌ２３６５和ＮＣｇｌ００９０在大肠杆菌中不仅具有活性，
而且对大肠杆菌体内脂肪酸合成产生了重要影响。

２．３．２　同源表达对谷氨酸棒状杆菌脂肪酸合成的
影响

对照菌株谷氨酸棒状杆菌ＡＴＣＣ１３０３２（Ｇ）的脂
肪酸产量为１３．０４ｍｇ／ｇ，重组菌株Ｇ－５、Ｇ－９的脂
肪酸产量分别达到１７．４０、２０．７５ｍｇ／ｇ，分别比对照
菌株提高了３３．４３％、５９．１２％。对照菌株和重组菌
株脂肪酸组成及相对含量见表２。
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表２　对照菌株和重组菌株的脂肪酸组成和相对含量 ％

脂肪酸 Ｇ Ｇ－５ Ｇ－９
Ｃ６∶０ ０．４７±０．１１ａ ＮＤｂ ０．６７±０．０６ａ

Ｃ８∶０ ０．２１±０．０６ａ ＮＤｂ ０．３２±０．０８ａ

Ｃ１０∶０ ＮＤｂ ＮＤｂ ０．４７±０．１２ａ

Ｃ１２∶０ ５．６６±０．３５ａ ０１．７８±０．１９ｃ ４．１２±０．７７ｂ

Ｃ１４∶０ ＮＤｂ ＮＤｂ １．８６±０．１５ａ

Ｃ１４∶１ ＮＤｂ ＮＤｂ ０．４６±０．１４ａ

Ｃ１５∶０ ＮＤｂ ＮＤｂ ０．５９±０．０３ａ

Ｃ１６∶０ ３６．３９±０．５８ｃ ３９．０７±１．１５ｂ ５１．０１±２．０８ａ

Ｃ１６∶１ ＮＤｂ ＮＤｂ １．７９±０．３７ａ

Ｃ１７∶０ ２５．８２±２．０８ｂ ３９．２０±１．１９ａ ８．３７±０．５８ｃ

Ｃ１７∶１ １．４３±０．３８ｂ ＮＤｃ ４．１２±０．８１ａ

Ｃ１８∶０ １５．８３±１．０３ｂ １１．７５±１．２４ｃ ２０．６４±１．０３ａ

Ｃ１８∶１ １３．５７±１．２５ａ ０８．２０±０．９２ｂ １．６０±０．２５ｃ

Ｃ１８∶２ ＮＤｂ ＮＤｂ １．６５±０．１６ａ

Ｃ１８∶３ ０．６２±０．０６ｂ ＮＤｃ ０．８４±０．１３ａ

Ｃ２０∶１ ＮＤｂ ＮＤｂ ０．３８±０．０８ａ

Ｃ２１∶０ ＮＤｂ ＮＤｂ １．１１±０．１７ａ

　　由表 ２可知，与对照菌株相比，Ｃ１７∶０成为
Ｇ－５中相对含量最高的脂肪酸，其相对含量增加了
５１．８２％，Ｃ１６∶０的相对含量也显著增加，Ｇ－５中未
检出Ｃ６∶０、Ｃ８∶０、Ｃ１７∶１和 Ｃ１８∶３，Ｃ１２∶０、Ｃ１８∶０和
Ｃ１８∶１的相对含量显著减少，其中 Ｃ１２∶０减少了
６８．５５％。与对照菌株相比，Ｇ－９中新检出 Ｃ１０∶０、
Ｃ１４∶０、Ｃ１４∶１、Ｃ１５∶０、Ｃ１６∶１、Ｃ１８∶２、Ｃ２０∶１和Ｃ２１∶０
这８种脂肪酸。重组菌株Ｇ－９中 Ｃ１６∶０是相对含
量最高的脂肪酸，比对照菌株增加了 ４０．１８％，
Ｃ１７∶１、Ｃ１８∶３和Ｃ１８∶０的相对含量较对照菌株显著
增加，而Ｃ１２∶０、Ｃ１７∶０、Ｃ１８∶１这３种脂肪酸显著减
少，Ｃ１８∶１和 Ｃ１７∶０减少得最多，为 ８８．２１％和
６７．５８％。
３　结　论

本研究对谷氨酸棒状杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２的硫酯
酶进行初步研究，分析了谷氨酸棒状杆菌基因

ＮＣｇｌ２３６５和 ＮＣｇｌ００９０的异源表达和同源表达对
宿主菌体脂肪酸合成的影响。在异源宿主大肠杆

菌中，基因 ＮＣｇｌ２３６５和 ＮＣｇｌ００９０对菌株中脂肪
酸产量影响较大，同时调整了脂肪酸组成占比，重

组菌株 ＢＬ－５、ＢＬ－９脂肪酸产量分别增加了
３７８６％、５８．１５％，Ｃ１６∶０、Ｃ１７∶１和 Ｃ１８∶０相对含
量均显著增加。在同源宿主谷氨酸棒状杆菌中，

基因 ＮＣｇｌ２３６５可以促进同源宿主谷氨酸棒状杆
菌中脂肪酸产量以及改变不同脂肪酸占比，基因

ＮＣｇｌ００９０不仅增加脂肪酸产量，同时也丰富了脂
肪酸种类，促进了 ８种新脂肪酸的合成。本研究
为后续通过基因工程构建高产脂肪酸谷氨酸棒状

杆菌菌株提供了理论依据。
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