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摘要　为了探索原核生物中磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）在调控脂类代谢中的作用。ＰＣＲ
法扩增了鱼腥藻Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ＰＥＰＣ基因中含保守结构域Ｆａ的一段基因片段 ｐｅｐｃＡ，并
将其克隆到ｐＭＤ１８?Ｔ载体上。将 ｐｅｐｃＡ正反向连接到穿梭表达载体 ｐＲＬ?４８９上 ＢａｍＨＩ位点之
间，构建得带有 ｐｅｐｃＡ正反义基因的载体 ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ和 ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ，转化入大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α宿主细胞中。分析结果表明：ｐｅｐｃＡ片段的转入对宿主菌的生长影响不大；
与野生型细胞相比较，转反义 ｐｅｐｃＡ片段 Ｅ．ｃｏｌｉ中 ＰＥＰＣ酶活性降低到野生菌的３０．２％，蛋白合
成减少２３．６％，脂类的合成增加了４６．９％，；而转正义ｐｅｐｃＡ片段Ｅ．ｃｏｌｉＰＥＰＣ酶活性是野生菌的
２．３８倍，蛋白合成增加了１４．５％，脂类合成减少了４９．６％；转基因菌中十八碳酸的含量明显增
加。上述结果可能为利用原核生物做生物柴油原料提供线索。
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　　磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ；ＥＣ４．１．１．３１）

存在于所有进行光合作用的有机体中，包括高等植物、

绿藻、蓝细菌和光合细菌。在大多数非光合细菌和原

生动物中也存在这种酶，但动物、真菌和酵母中不存

在［１，２］。在Ｃ４和ＣＡＭ植物中，ＰＥＰＣ负责无机碳的初

始同化［３～５］，在Ｍｇ２＋存在下它催化磷酸烯醇式丙酮酸

（ＰＥＰ）和ＨＣＯ３?反应生成草酰乙酸，并且释放 Ｐｉ。另

外，ＰＥＰＣ的其它几种非光合型的同工酶还参与氨基酸

代谢途径中碳骨架的回补作用等［６］。对脂类代谢而

言，抑制ＰＥＰＣ活性有助于代谢流走向脂类的合成。因

此，可以借助ＰＥＰＣ的过表达生产一些对人类有用的氨

基酸，借助其反向表达可以合成更多的油脂。

　　近二十年来，ＰＥＰＣ作为植物光合作用的关键酶倍

受关注，绝大多数有关研究都围绕植物的光合作用，只

有少数研究是关于油料作物中脂肪酸的合成。１９９９

年，陈锦清等［７，８］通过反义 ＲＮＡ的方法抑制了 ｐｅｐｃ基

因在油菜中的表达，得到了高产油油菜；２００５年，赵桂

兰［９］等用农杆菌介导法将反义ｐｅｐｃ基因导入大豆的基

因组，获得了稳定的超高油转基因大豆品系。在原核

生物中，主要是用Ｅ．ｃｏｌｉ来研究ＰＥＰＣ的结构、功能、性

质和代谢途径。关于 ＰＥＰＣ表达调控的研究多是用正

向调控来合成一些有用的氨基酸，如 １９９３年，Ｃｈａｏ

等［１０］研究了ＰＥＰＣ在Ｅ．ｃｏｌｉ中的过度表达对其产量的

影响；１９９６年，Ｍｉｌｌａｒｄ等［１１］研究表明 ＰＥＰＣ在 Ｅ．ｃｏｌｉ

中的过度表达可以加强琥珀酸的合成；而负调控一般

是为了研究 ＰＥＰＣ的性质、功能，如１９８５年，Ｍａｒｇｕｅｒｉｔｅ

等［１２］分析了因突变缺失 ＰＥＰＣ活性的 Ｅ．ｃｏｌｉ的性质；

Ｇｏｋａｒｎ［１３］分析了Ｅ．ｃｏｌｉ在ＰＥＰＣ活性缺失时的代谢特

点。原核生物中蛋白含量较高，如果把合成蛋白的碳

架转向合成脂类，对食品工业和能源方面都有重要的

意义，潜力较大。同时 Ｅ．ｃｏｌｉ遗传操作简单，研究比较

成熟，易于做一些初步探索。本文首次报道了在Ｅ．ｃｏｌｉ

中正、反向表达 ＰＥＰＣ，分析了转基因菌株的生长和蛋

白、脂类及脂肪酸的组成。
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１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　质粒、藻种和菌种　质粒 ｐＲＬ?４８９由美国密西

根州立大学国家植物学实验室 ＷｏｒｋＣＰ教授赠送。

鱼腥藻 ＡｎａｂａｅｍａｓｐＰＣＣ７１２０来自法国巴斯德研究

所。宿主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａＤＨ５α购自ＴａＫａＲａ公司。

１．１．２　试　剂　ｐＭＤ?１８Ｔ载体、ＢａｍＨＩ、ＸｂａＩ等各种

限制性内切酶及 Ｔａｑ酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、

各种抗生素购自 ＴａＫａＲａ公司；小牛肠碱性磷酸酶

ＣＩＡＰ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＣＲ产物快速回收试剂盒、

ＤＮＡ回收试剂盒为北京博大生物公司产品；ＮＡＤＨ，苹

果酸脱氢酶，磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）等均为 ＢＢＩ公

司产品；其他试剂为国产分析纯产品和进口分装产品。

ＰＣＲ引物合成及基因序列测定由上海生工公司完成。

１．２　实验方法

１．２．１　蓝藻与大肠杆菌的培养　据异型胞丝状体蓝

藻鱼腥藻７１２０培养在 ＢＧ?１１无氮［１４］培养基中，温度

２８～３０℃，于光强１２０～１５０μｍｏｌ／ｍ２ｓ日光灯下，液体

培养时摇床转速为１３０ｒ／ｍｉｎ。

　　大肠杆菌ＤＨ５α以及转基因菌株培养于ＬＢ培养基

中，３７℃过夜培养，液体培养时摇床转速为２００ｒ／ｍｉｎ。

１．２．２　基因的克隆与测序　ＧｅｎＢａｎｋ查得蓝藻鱼腥藻

７１２０中ＰＥＰＣ基因的全序列，从中选择基因片段，从起

始密码子 ＡＵＧ开始大约６７０ｂｐ的片段。进而设计引

物：上游Ｐ１：５′ＣＡＴＧＧＡＧＣＡＴＴＴＧＴＴＡＣＧＧＣ３′下游 Ｐ２：

３′ＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧ５′引入一个 ＢａｍＨＩ位点

ＧＧＡＴＣＣ；以蓝藻Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０总基因组为模

板用ＰＣＲ法扩增片段，将该片段用ＰＣＲ产物快速回收

试剂盒，连接到ｐＭＤ１８?Ｔ载体上。（ＰＣＲ、提取质粒、连

接、酶切等基因重组操作参见［１５］）。

１．２．３　ｐｅｐｃＡ片段正反义穿梭表达载体的构建 　将

ｐｅｐｃＡ片段从 ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ重组质粒上用 ＢａｍＨＩ单酶切

后插入到穿梭表达载体 ｐＲＬ?４８９的 ＢａｍＨＩ位点之间，

位于启动子ＰｂｓｂＡ下游，经过酶切鉴定筛选出了正反连

重组质粒：ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ和ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ。

１．２．４　ｐｅｐｃＡ酶活性检测 　离心收集培养至对数生长

期的Ｅ．ｃｏｌｉ，用水洗涤两次，加入细胞破碎液，低温超声

波破碎细胞，冷冻离心取上清即获得蛋白提取液。借

助苹果酸脱氢酶的反应，监测 ＮＡＤＨ在３４０ｎｍ处吸光

值变化，根据吸光值的减少，来进行ＰＥＰＣ的活性分析。

活性检测液体积为 １ｍｌ，含有 １００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ?ＨＣｌ

ｐＨ８．５，１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＨＣＯ３，４Ｕ苹果酸

脱氢酶，０．１５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＨ，６ｍｍｏｌ／ＬＰＥＰ，适量的蛋白

提取液，反应在２０℃下进行［１６］。

１．２．５　总蛋白的提取与测定　总蛋白测定用

Ｌｏｗｒｙ［１７］法。

１．２．６　总脂的提取与测定　用索氏抽提法进行总脂

的提取与测定。

１．２．７　脂肪酸的提取　称取真空冷冻干燥后的菌粉于

具塞试管中，加ＣＨＣｌ３∶ＣＨ３ＯＨ（２∶１）萃取，１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ?
ＣＨ３ＯＨ溶液，７５℃，酯化１０ｍｉｎ，１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ?ＣＨ３ＯＨ溶液，

使ｐＨ＜２，７５℃，酸化１０ｍｉｎ，冷却后加入正己烷，混匀，静置

分层，吸出上清，置于４℃，待上机分析。

１．２．８　脂肪酸的分析　ＶａｒｉａｎＧＣ?ＭＳ４０００，柱子型

号：ＶＦ?５ｍｓ，０．２５ｍｍ×０．１０μｍ×３０ｍ；离子阱温度：

２２０℃；传输线温度：２８０℃；色谱柱升温程序：初温

８０℃，１０℃／ｍｉｎ升至２８０℃，保持１０ｍｉｎ；载气为高纯氦

（９９．９９％），流速为１ｍｌ／ｍｉｎ；进样方式：分流进样；分流

比：１００∶１；进样量：１μｌ；质谱条件：电离方式：ＥＩ，电流能

量７０ｅｖ，连接杆温度：２８０℃；离子源温度：２００℃；溶剂

延长时间：５ｍｉｎ；使用选择离子法（ＳＩＭ），选择离子为

ｍ／ｚ２６０，ｍ／ｚ１５０。

１２．９　大肠杆菌生长曲线的测定　３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培

养Ｅ．ｃｏｌｉ１２ｈ，用紫外可见分光光度计于５５０ｎｍ下，每

隔两个小时检测菌体的生长情况。以培养时间和

ＯＤ５５０的值绘制生长曲线。

图１　重组质粒ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ的扩增和
酶切鉴定图谱

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ

１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒλＨｉｎｄⅢ；２：ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ／ＥｃｏＲＩ；３：ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ／
ＥｃｏＲＩ、ＸｂａＩ；４：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００；５：ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２　结　果

２．１　ｐｅｐｃＡ片段的克隆与序列分析
　　以蓝藻鱼腥藻ＰＥＰＣ总基因组为模板扩增ｐｅｐｃＡ片

３５
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段，大小约为 ６７０ｂｐ，与理论相符合。将基因克隆到

ｐＭＤ１８?Ｔ载体中，单双酶切和扩增鉴定，显示得到了含

有目的片段的重组质粒 ｐＭＤ?ｐｅｐｃＡ（图１）。上海生工

测序后，经ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对，发现该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中

Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ＰＥＰＣ（ＢＡ００００１９）序列的同源性

为１００％。

图２　穿梭表达载体ｐＲＬ?ｐｅｐｃＡ的构建

Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｈｕｔｔｌｅｖｅｃｔｏｒｓｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡａｎｄｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ

２．２　ｐｅｐｃＡ片段正反义表达载体的构建与分子鉴定

　　构建穿梭表达载体ｐＲＬ?ｐｅｐｃＡ（图２），转化入Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α宿主细胞中，３７℃培养过夜，提取质粒，ＰＣＲ扩增

出６７０ｂｐ的条带，ＢａｍＨＩ单酶切出１００００ｂｐ和６７０ｂｐ的

两条片段（图 ３），与预期符合，证明了基因的插入。

ＢａｍＨＩ单酶切后连接会出现正反连接两种情况，质粒载

体ｐＲＬ?４８９上带有一个ＸｂａＩ位点，从克隆载体上切下来

的片段含有一个ＸｂａＩ位点，用ＸｂａＩ单酶切可以验证正

反连，如果是正连，可以切得只有几十个碱基的片段，电

泳图谱难以显示；若是反连，将切得含有目的片段的

７５０ｂｐ的片段（图３），经过验证获得正义基因载体ｐＲＬ?
ＳｅｎｐｅｐｃＡ和反义基因载体ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ。

２．３　ＰＥＰＣ在宿主菌Ｅ．ｃｏｌｉ中的表达分析

　　首先测定了野生型Ｅ．ｃｏｌｉ、转空质粒ｐＲＬ?４８９、转正

反义ｐｅｐｃＡ的Ｅ．ｃｏｌｉ这四种菌 ＰＥＰＣ酶活性鉴定 ＰＥＰＣ

的表达，进而对转基因菌的表达产物：总蛋白、总脂（表

１）及脂肪酸组成（表３）作了分析，表２对表达产物作

了显著性差异分析。

图３　ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ、ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ的

酶切和扩增鉴定图谱

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｐＲＬ?Ｓｅｎ

ｐｅｐｃＡａｎｄｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ
１，２：ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ、ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；３：ＤＮＡ１ｋｂ

Ｍａｒｋｅｒ；４，５：ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ、ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ／ＢａｍＨＩ；

６，７：ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ、ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ／ＸｂａＩ

２．３．１　ＰＥＰＣ活性分析　表１中看出含反义 ｐｅｐｃＡ的

菌株酶活性明显减弱，与野生菌相比降低了６９．８％，降
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低非常显著；而含正义ｐｅｐｃＡ的菌株的酶活性与野生型

相比增加了２．３８倍，增加非常显著；野生菌与转空质

粒菌的ＰＥＰＣ活性相差不多，无显著差异性。说明正反

义ｐｅｐｃＡ的插入使得宿主菌ＰＥＰＣ得到了正、反向表达。
表１　野生菌ＤＨ５α、转空质粒ｐＲＬ?４８９和转正反义ｐｅｐｃＡ菌株的总蛋白、总脂及ＰＥＰＣ酶活性

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｔｏｔａｌｌｉｐｉｄｓａｎｄＰＥＰＣａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｗｉｄｅｓｔｒａｉｎ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｔｒａｉｎｓｏｆ

ｐＲＬ?４８９，ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ、ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

Ｓｔｒａｉｎｓ ＰＥＰＣｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（Ｕ／ｍｇ）ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ（ｇ／ｇ）ａ ｌｉｐｉｄｓ（ｇ／ｇ）ｂ Ｐｒｏｔｅｉｎ／ｌｉｐｉｄｓ

ＤＨ５α ０．２５１±０．００４（１００％）ｄ ０．２４５±０．００４（１００％）ｄ ０．０７０８±０．０００３（１００％） ３．４６±０．０２４
ｐＲＬ?４８９ ０．２３９±０．００４（９５％） ０．２３３±０．００２（９４．９％） ０．０７４７±０．０００３３（１０５．５％） ３．１２±０．０２４
ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ ０．５９８±０．００５（２３８％） ０．２８１±０．００３（１１４．５％） ０．０３５７±０．０００１（５０．４％） ７．８６±０．０４１
ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ ０．０７５８±０．０００９（３０．２％） ０．１８７±０．０００８（７６．４％） ０．１０４±０．０００５（１４６．９％） １．８０±０．０１５

　　ａ．ｂ．Ｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｌｉｐｉｄｃｏｎｔｅｎｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｐｅｒｇｄｒｙｃｅｌｌｓ．ｃ．Ｏｎｅｕｎｉｔｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｒｅｓｕｌｔｉｎｇ

ｉｎｔｈｅｃｏｎｓｕｍｐｕｔｉｏｎｏｆ１ｕｍｏｌｏｆＮＡＤＨｐｅｒｍｉｎ（ｕｍｏｌ／ｍｉｎ）．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｕｎｉｔｓｐｅｒｍｉｃｒｏｇｒａｍｐｒｏｔｅｉｎ（Ｕ／

ｍｇ）［１６］．ｄ．Ｂｒａｃｋｅｔｅｄｎｕｍｂｅｒｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｖａｌｕｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅｓｅｔａｔ１００．Ｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｒｅｐｅａｔｅｄｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓａｎｄ

ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓａｖｅｒａｇｅｓ．

表２　转基因大肠杆菌与野生对照中表达产物分析数据的显著性分析

Ｔａｂｌｅ２　ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｉｎｇｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｗｉｄｅｔｙｐｅＥ．ｃｏｌｉ

Ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｏｔｅｉｎ（ｇ／ｇ） ｌｉｐｉｄｓ（ｇ／ｇ） Ｐｒｏｔｅｉｎ／ｌｉｐｉｄｓ ＰＥＰＣｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（Ｕ／ｍｇ）

ＤＨ５α － － － －
ｐＲＬ?４８９ Ｐ＞０．０５ａ Ｐ＞０．０５ Ｐ＞０．０５ Ｐ＞０．０５
ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ Ｐ＜０．００５ｂ Ｐ＜０．００５ Ｐ＜０．００５ Ｐ＜０．００５
ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ Ｐ＜０．００５ Ｐ＜０．００５ Ｐ＜０．００５ Ｐ＜０．００５

　　ａ．Ｐ＜０．００５：Ｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂ．Ｐ＞０．０５：Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２．３．２　总蛋白含量分析（表１）　含反义ｐｅｐｃＡ的菌株

与野生菌相比，总蛋白量减少了２３．６％，非常显著地降

低；而含正义ｐｅｐｃＡ的菌株与野生菌相比，总蛋白量提

高了１４．５％，非常显著地升高；转空质粒菌与野生菌的

总蛋白含量相差不大，没有显著性差异。

表３　野生菌ＤＨ５α、转空质粒ｐＲＬ?４８９和转正反义ｐｅｐｃＡ菌株中脂肪酸分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎｗｉｄｅｓｔｒａｉｎ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｔｒａｉｎｓｏｆｐＲＬ?４８９，

ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ，ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ
Ｓｔｒａｉｎｓ

ＤＨ５α％（ｍ／ｍ）ａ ｐＲＬ?４８９％（ｍ／ｍ） ｐＲＬ?ＳｅｎｐｅｐｃＡ％（ｍ／ｍ） ｐＲＬ?ＡｎｔｉｐｅｐｃＡ％（ｍ／ｍ）
Ｐｂ

Ｃ１２：０ １．８３７±０．００６ １．９５５±０．００６ １．９１３±０．００７ １．９６５±０．００５ ＞０．０５
Ｃ１４：０ ５．２２９±０．００９ ５．８８９±０．００８ ４．８０４±０．００８ ５．４５０±０．００７ ＞０．０５
Ｃ１５：０ １．５２７±０．００５ １．０７５±０．００５ ０．４８５±０．００１ ０．４３９±０．００１ ＜０．０５
Ｃ１６：０ ３４．５７±０．０１２ ３６．７９±０．０１５ ３３．３４±０．０１４ ３４．０１±０．０１２ ＞０．０５
Ｃ１６：１（ｃｉｓ） １．０４４±０．００４ １．４０５±０．００５ １．０９８±０．００４ １．０７２±０．００４ ＞０．０５
Ｃ１６：１（ｔｒａｎｓ） ４．６５４±０．００６ － １７．０２±０．００９ １５．０４±０．００９ ＜０．００５
Ｃ１７：１ ２０．３４±０．０１２ １１．５７±０．００８ ５．９７７±０．００７ ８．９９６±０．００８ ＜０．００５
Ｃ１８：０ １．５７２±０．００５ ０．５７６±０．００２ ２．４８０±０．００９ １．９５４±０．００７ ＜０．０１
Ｃ１８：１（ｃｉｓ） ０．４６０±０．００３ ０．７８６±０．００３ ２．５５３±０．００８ １．８５９±０．００６ ＜０．０１
Ｃ１８：１（ｔｒａｎｓ） ７．６４２±０．００８ １４．０１±０．００５ ２１．７１±０．０１３ １９．２８±０．０１１ ＜０．００５
Ｃ１９：１ ８．２３１±０．００９ １．９２１±０．００６ ０．６１１±０．００３ １．２６５±０．００５ ＜０．０１

　　ａ．％（ｍ／ｍ）Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｆａｔｔｙａｃｉｄｉｎｔｏｔａｌｆａｔｔｙａｃｉｄｓ．

　　ｂ．Ｐ＞０．０５：Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｐ＜０．０５，０．１，０．００５ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｓｇｒａｄｕａｌｌｙ．
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２．３．３　总脂含量测定（表１）　转反义ｐｅｐｃＡ菌株的总

脂含量最高，与野生菌相比较增加了４６．９％，呈现出非

常显著性提高；而转正义 ｐｅｐｃＡ的菌株正好相反，它的

总脂含量最少，与野生菌相比减少了４９．６％，差异非常

显著；而转空质粒菌株和野生菌的总脂含量无显著性

差异。

２．３．４　蛋白与脂类含量比　从表１中可以明显看出

四种菌株中的蛋白与脂类含量比值有明显差别。转反

义基因载体的菌株比值最小，而转正义基因载体的菌

株比值最大。也说明在Ｅ．ｃｏｌｉ体内，ＰＥＰＣ是控制大肠

杆菌体内蛋白和脂类含量的关键的酶。

２．３．５　转基因Ｅ．ｃｏｌｉ的脂肪酸分析　气相色谱?气质

联用仪检测了野生Ｅ．ｃｏｌｉ和转基因 Ｅ．ｃｏｌｉ中所含脂肪

酸的种类与相对含量。

　　从表３中的数据可以得出以下结论：四种细菌体

内含的主要的脂肪酸为 Ｃ１６，Ｃ１７，Ｃ１８。从表中可以明

显看出：Ｃ１６：０在各菌体中含量最高，且在不同菌体中

无显著性差异；ｐｅｐｃＡ基因的导入使得转基因菌中

Ｃ１６：１（ｔｒａｎｓ），Ｃ１８：０，Ｃ１８：１（ｃｉｓ，ｔｒａｎｓ）与野生菌相比

较都极其显著地提高；而奇数碳链脂肪酸 Ｃ１５，Ｃ１７，

Ｃ１９在转基因菌中的含量显著地下降；其他一些低碳数

酸如Ｃ１２和Ｃ１４在各菌体中含量相近，无显著性差异；

转空质粒菌中不含有 Ｃ１６：１。说明 ｐｅｐｃＡ基因的插入

影响到了Ｅ．ｃｏｌｉ合成脂肪酸的种类和含量。

２．４　ＰＥＰＣ的表达对Ｅ．ｃｏｌｉ生长的影响

　　从图４中可以看出，转正义ｐｅｐｃＡ的菌株生长速率

最快，超过了野生型和空质粒型，而转反义 ｐｅｐｃＡ基因

的菌株长得最慢。但是从总体上来说，四种菌株的生

长无明显差异性（Ｐ＞０．０５）。说明ｐｅｐｃＡ基因的转入对

Ｅ．ｃｏｌｉ的生长影响不大。

图４　野生Ｅ．ｃｏｌｉ和转基因Ｅ．ｃｏｌｉ生长曲线

Ｆｉｇ．４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｗｉｄｅｔｙｐｅａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＥ．ｃｏｌｉ

３　讨　论

　　本文在前人的基础上，在原核生物中构建了 ｐｅｐｃＡ
基因的正反义表达载体，通过检测转基因 Ｅ．ｃｏｌｉ中
ＰＥＰＣ的酶活性鉴定出：鱼腥藻７１２０ｐｅｐｃＡ基因的插入
影响到了Ｅ．ｃｏｌｉ中ＰＥＰＣ的表达，即当 ｐｅｐｃＡ基因正向
插入到Ｅ．ｃｏｌｉ中时，ＰＥＰＣ表达加强，反向插入则会使
ＰＥＰＣ表达减弱。我们从正反两个方向推断出转基因
型Ｅ．ｃｏｌｉ表达产物的变化正是 ｐｅｐｃＡ基因插入的直接

结果。ＰＥＰＣ表达的加强与减弱直接影响到了宿主菌
的蛋白质和脂肪酸的含量：ＰＥＰＣ的过表达促进了蛋白
质的形成，抑制了脂类的合成；而消弱 ＰＥＰＣ的表达会
促进脂类的合成，减弱蛋白的合成。在转基因菌体内，

蛋白和脂类含量的比例呈负相关，这一结论与本世纪

５０年代品质遗传学家报道的油菜蛋白质含量与油脂含
量呈高度负相关相吻合［１８］。

　　针对上面的结果，我们引用２００２年因得到高产油
油菜而获得全国十大科技成就奖的陈锦清教授的“底

物竞争假说”［８］来解释反义 ｐｅｐｃＡ基因的导入对表达
产物影响的结果：即在生物体的新陈代谢过程中，葡萄

糖酵解产物丙酮酸有两个去向：一、在 ＰＥＰＣ的催化下
合成草酰乙酸，进而生成天冬氨酸进入蛋白质代谢；

二、在丙酮酸脱氢酶的作用下合成乙酰辅酶 Ａ，然后在
乙酰辅酶Ａ羧化酶（ＡＣＣａｓｅ）的催化下生成丙二酸单

酰辅酶Ａ，进入脂类代谢。如果抑制了 ＰＥＰＣ的表达，
将会有更多的丙酮酸用于合成脂类，蛋白质的合成即

会减少。这一假说是基于研究油菜反义 ＰＥＰＣ基因调
控脂类合成提出的，随后赵桂兰等［９］从大豆中引用此

假说用反义 ＲＮＡ的方法得到了高产油的大豆。本文

从原核生物中呼应上面的假说，即当抑制ＰＥＰＣ的表达
时，积累的中间底物丙酮酸会向脂类代谢的方向进行。

虽然高等植物和原核生物 ＰＥＰＣ氨基酸序列同源性比
较低（ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ），但是从以上结果可以推测它们的
功能，代谢途径基本上是一致的。而正义ｐｅｐｃＡ基因导
入会使大肠杆菌中 ＰＥＰＣ活性增大，这是因为，ＰＥＰＣ

催化一个有序的多步反应，在这个反应中，反应剂结合

的最合适的顺序是：二价阳离子，ＰＥＰ，最后是 ＨＣＯ３?。
Ｅ．ｃｏｌｉＰＥＰＣＨ１７７位于疏水区，用于稳定羧化磷酸酯中
间产物，并且从羧基中提取质子；而位于距 ＰＥＰ磷酸基
团３Ａ的距离的 Ｒ６４７能够部分中和磷酸基团的负电
荷［２］，这两步缺一不可。Ｈ１７７是 ＰＥＰＣ基因第一个保
守序列Ｆａ中的活性氨基酸残基，当含有保守序列Ｆａ的
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２００８，２８（５） 侯李君 等：蓝藻正反义ｐｅｐｃＡ基因导入对大肠杆菌中脂类合成的调控

ｐｅｐｃＡ基因在大肠杆菌中转录和翻译后，保守结构域

（活性中心）的表达对整个 ＰＥＰＣ的表达起重要作用，
会使得ＰＥＰＣ的活性增加。

　　除了检测转基因菌的蛋白和脂类含量变化外，我
们还检测了转基因型Ｅ．ｃｏｌｉ和野生菌中脂肪酸组成和

含量的变化，ｐｅｐｃＡ基因的插入对宿主菌合成的脂肪酸
种类没有太大影响，但是从含量来看，转基因菌中 Ｃ１８

含量明显增加。而Ｃ１８是合成生物柴油最理想的脂肪
酸种类［１９］，这可能对于生产应用有重要的意义。

　　抑制基因表达的方法有很多，如干扰 ＲＮＡ，反义
ＲＮＡ，自杀基因，同源重组等。干扰 ＲＮＡ是近几年来
研究的热点，但是在原核生物中还未发现干扰 ＲＮＡ。

而反义 ＲＮＡ是原核生物中天然存在的系统，因此我们
选择了反义ＲＮＡ来抑制基因表达。反义 ＲＮＡ主要从

翻译水平上达到基因表达的阻断，从其作用机制看，在

蛋白水平上的作用方式之一是与ｍＲＮＡ５′端编码区，主

要是起始密码子 ＡＵＧ结合，抑制翻译起始，这种抑制
效果是三种作用方式中效果最好的［２０］。另外 Ｐｒｏｓｉｔｅ
网站查得ＰＥＰＣ含有两个保守结构域：Ｆａ：１５１～１６２个
氨基酸和Ｆｂ：６１９～６３１个氨基酸，我们比对了不同生

物ＰＥＰＣ氨基酸序列和保守序列的同源性，发现虽然他
们的全序列同源性不明显，但是拥有类似的保守序列

（结果另文发表），说明这两个保守序列在 ＰＥＰＣ基因

表达中起关键作用。根据以上两个因素，我们选择的

目的片段包含了 ＰＥＰＣ的起始密码子和它的一段保守

结构序列Ｆａ，片段长达６７０ｂｐ，便于基因操作。从转反
义基因菌株的ＰＥＰＣ活性和它的总脂含量推断，抑制效

果明显。由此得出，虽然我们只选择了一小段基因序

列，但是也对ＰＥＰＣ基因的表达起到了抑制作用。

　　本文采用Ｅ．ｃｏｌｉ为宿主菌，一方面因为Ｅ．ｃｏｌｉ遗传
背景清楚，基因操作简单，培养容易且周期短，表达量

高；另一方面Ｅ．ｃｏｌｉ和蓝藻遗传背景相似，本研究所用
的载体是在Ｅ．ｃｏｌｉ和蓝藻中都能表达的穿梭表达载体
ｐＲＬ?４８９，带有ＰｐｓｂＡ启动子，这也便于我们将转基因载

体直接转化入蓝藻中，可为今后在蓝藻中进一步研究

作基础。依据２００３年，中国工程科学院关于微藻生物

柴油的院士会上的报告：蓝藻作为一种简单的原核光

合生物，生长迅速，油脂含量较高（８％～１３％），同时适

应性强，便于基因操作，适合作为生物柴油的原料。
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