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摘 要：从!"#$%&89!%""菌体的染色体*0:中利用鸟枪法克隆含编码肉碱消旋酶及相关

因子的#’&*;基因片段，并经序列分析验证。由重组质粒<=>717亚克隆得到<*?@$重组

表达质粒，后者转入!"#$%&AB$%（*;7）菌株中，经异丙基硫代半乳糖苷（CDEF）诱导，在聚丙

烯酰胺凝胶电泳（?*?5D:F;）上分子量为7"G*和$!G*附近可见明显的表达蛋白带。
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肉碱（,I/JKLKJ+）又称为维生素AL［%，$］，分为*型和B型，后者具有促进脂肪酸代谢、

解除氨的毒性、消除自由基、抗氧化等功能，*5肉碱完全无活性且还可能抑制B5肉碱的利

用，因此美国M*:在%167年就禁止出售*B5混旋型肉碱。

*B5肉碱一般采用化学合成法来生产，但拆分其中具有生理活性功能的B型旋光体

一直是限制B5肉碱大规模生产的重要因素。自然界中只存在B5肉碱，故通过对生物体内

B5肉碱分解合成途径的深入研究，人们了解到在一些肠道细菌如大肠杆菌、变形杆菌和沙

门氏菌中，肉碱代谢与操纵子#’&E:A9*;密切相关［7!3］。特别是#’&*编码的肉碱消旋

酶能简洁地将*5肉碱转化为B5肉碱，从而为B5肉碱的生产提供了新思路。另外#’&;编

码一种未知因子，其高效表达能明显提高肉碱消旋酶活性。

本文采用鸟枪法首先构建!"#$%&89!%""限制性文库，筛选出含B5肉碱消旋酶

（/IN+-IN+）及未知因子的编码基因#’&*;的重组克隆，经次级克隆在表达载体上后，转入

!"#$%&AB$%（*;7）中表达，并对*B5肉碱的充分利用进行了初步的探索。

# 材料和方法

#$# 菌株与质粒

!"#$%&89!%""，AB$%（*;7），=867菌 株 与<O9%6，<?D2$质 粒 为 实 验 室 收 藏。

<=>717，<*?@$为本工作构建。

#)% 培养基、试剂与酶

BA液体培养基成分：胰蛋白胨%P，酵母抽提物"Q3P，0I9(%P。BA固体培养基成

份再另加入%Q6P的琼脂。

限制性内切酶、*0:连接酶及其缓冲液为E:R:S:产品，溶菌酶、S0:酶、蛋白酶

R购于上海实生生物技术公司。



!"# 一般操作方法

!"#$%&!"#$%%全染色体及质粒&’(的相关操作参见文献［)］。

!"$ %&’序列的测定［(］

!") *+,!（%-#）感受态细胞的制备及.%/0,的转化

参见*+,-./0",+1,+023,4（$55)），1#6!#7。

!"( /%/12’3-［(］

, 结果

,"! !"#$%&45$!66染色体限制性基因文库的构建及目的基因的筛选

图$ 189:5:的克隆

;3/<$ "=,434/,>1=0?-3@189:5:

以 !"#$%& !"#$%%菌 为

出发菌株，克隆其染色体上的

#’&&和#’&A基 因。 在#’&&
及#’&A基因的6B端上游有一

个(’)CD位点，:B端下游有一

个!#$ED位点，这两个位点之

间 的 &’( 片 段 的 大 小 为

#57)F1（约6G%HF），该 片 段 包

含有 完 整 的#’&&及#’&A基

因。 提 取 并 纯 化 !"#$%&
!"#$%% 染 色 体 &’(，用

(’)CD和!#$ED双酶切，回收

其中6G%HF左 右 片 段，与 用

(’)CD和!#$ED双酶切过的

质粒载体1I"$J以:K$的摩

尔比混合，在L#M&’(连接酶的作用下于体外连接。然后转化!"#$%&8!J:，再将转化

产物全部涂布于含(-1（$%%"/／-N）及9O/0=（#%"/／-N）的NP固体培养基上（图$）。

图Q 189:5:的限制性酶切图谱

;3/<Q LR.+.?2+3S23,4-01,>189:5:
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图! "#$!%!的酶切电泳图谱

&’()! *+,-(-./0,(,1,1,23./"+/.,0’0/4"#$!%!

5)!"#67（89!:;"）；:)$%&77<!"#6=（5>>;"?
8@>;"?%%:;"?99AA;"）；!)$%&77（8@>;"?
55B8;"?99AA;"）；B)C-.D,.；>)’()7<!"#67

（%85;"?9995;"）；9)*&)7（9B;"?:%!B;"?
B9!B;"）；8)"#$!%!；@)$)(E7<!"#67（:99>;"
?B%98;"）)

结果共得到5!@A个白色菌落，其中有95A个

重组子，重组率为BBF:G，经过几轮酶切鉴定后

筛选出重组质粒"#$!%!，其限制性酶切图谱和酶

切电泳图谱如图:、!所示。

!"! 重组质粒#$%&’&外源()*序列的部分测

定

在")+H基因的>I端上游及内部各有一个

$%&77位点，两位点之间的片段大小为8@>;"，选

定这一片段进行测序。测序载体为质粒"JK5@，

测序 引 物 为"JK／C5!通 用 测 序 引 物：>I*LM
*NNNNKLNKLLKKNL*!I，进 行 单 向 测 序。测

序结 果 如 图B所 示，表 明 所 得 的HON顺 序 与

")+H基因一致。

!)& 表达质粒#(+,!的构建与鉴定

如图>所示构建"HPQ:。在筛选鉴定中间

质粒"HPQ5过程中，共快抽了@个克隆，!"#67
酶切鉴定!个为重组子。在筛选鉴定"HPQ:<!

图B "#$!%!部分外源HON片段的测序结果

&’()B R-.3’-10,ST,U2,/4/;V,23HON4.-(W,U3’U"#$!%!
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中，共快抽了!"个克隆，!"##酶切鉴定$个为重组子，电泳图谱如图%所示。

图& ’()*"的构建路线

+,-.& /01234563,0107’()*"

图% 质粒’()*"的电泳图谱

+,-.% 89:;-402:-:<:<:6340’904:2,207

’<;2=,>’()*"

!.’()*"；".!"###?$%&@A（BC&D’E

FF"D’E"$%&D’）；G.!"###（BC&D’E

G$$CD’）；

$.H;4I:4；&.!"###（B!&D’E!&!FD’E
!FFFD’）；%.$%&@#（$"GGD’）.

!"# !"#$%在&’!(（$%)）中的诱导表达

从平板上挑取含’()*"的JK"!（(LG）菌体于KJ液体培养基，GBM!BN4’=培养

!"9。再!O接二级种，培养至’%NN为NP%左右。取样!=K，对其余培养物进行诱导，加
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!"#$至终浓度为%&&’(／)。分别在诱导后*+,-、%-、.-和/-取样。离心后将沉淀重悬

于%0(’1234567889:，以含质粒;<"=.的6).%（>?/）和不含质粒的6).%（>?/）悬液为对

照，进行<><聚丙基酰胺凝胶电泳。重组质粒;><@.在/*A>和.BA>处有明显的蛋白

表达，而这与!"#>和!"#?的分子量（/.A>和..A>）基本吻合。其中!"#>、!"#?的表

达量分别约为总蛋白的,*C和%*C。

! 讨论

含;><@.质粒的$%&’(#6).%（>?/）株的蛋白表达条带在/*A>和.BA>处各有一

明显蛋白条带，前者表达量约为后者的B!,倍，这可能是因为&"#?的翻译起始位点

$D$不如&"#>的ED$翻译起始效率高。另外&"#>和&"#?两者的<>序列不同，也会

导致两者蛋白的表达水平相差较大。

目前，将基因工程技术应用于)F肉碱生产的研究开发报道并不多见。通过基因重组

技术获得高效表达)F肉碱生产所需酶的微生物菌株，极有可能成为未来几年内)F肉碱开

发生产研究的热点。而大肠杆菌中控制肉碱代谢的&"##E6G>?操纵子就是一个很好的

突破口，构建基因工程菌使其中一些相关酶大量表达，用来转化一些低成本的底物，将会

为)F肉碱的工业化生产开创一条崭新的道路。本实验已克隆到了大肠杆菌中&"#>及

&"#?基因，对受体菌6).%（>?/）所表达的肉碱消旋酶活性的检测工作也正在进行之中。
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