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摘 要：乙酰辅酶 D 羧化酶（D?+E0( F’D F/-,’G0(/=+ 4F 3)!)# )$，DFF）催化依赖于 DHI 的乙酰

辅酶 D 羧化形成丙二酸单酰辅酶 D，该反应是脂肪酸生物合成途径中的第一步，也是受到调

控的关键一步。根据结核分枝杆菌（! ) "#$%&’#()*+*）和天蓝色链霉菌（ , ) ’)%(+’)()&）中 DFF C!
亚基的氨基酸保守序列和地中海拟无枝菌酸菌 J"$ 对氨基酸密码子的使用偏好，设计简并引

物以 J"$ 基因组 K1D 为模板扩增出一条约 $L%,> 的片段，并以此片段作探针成功地从 J"$ 基

因组 ?’=67M 文库中克隆到相应的 DFF C!亚基的编码基因 -’’.。该基因对应的 NO* 长

#A2A,>，编码一个 L2B 个氨基酸的蛋白，推算出的分子量是 3"，A#!K/；基因 P Q F 6’(R含量为

A%)#R，符合 J"$ 基因结构特征，距起始密码子 PHP 上游 3 个碱基处有链霉菌典型的 OST 序

列 DPPDPP，并有生物素羧化酶特征的 DHI 结合区。利用 >4H$B（,）系统构建表达载体，在 / )
’)(+ SU$#（K4"）中实现了 -’’. 的诱导表达，产物大部分以可溶形式存在，并通过 V+=E+-: S(’E
证明该蛋白上确有共价结合的生物素。1’-E@+-: S(’E 分析了各种氮源对 -’’. 基因转录水平的

不同影响。
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乙酰辅酶 D 羧化酶（4F 3)! )# )$）催化乙酰辅酶 D 羧化形成丙二酸单酰辅酶 D，该反

应是脂肪酸合成途径的第一步，也是受到关键调控的一步。丙二酸单酰辅酶 D 不仅是生

物体中脂肪酸合成的二碳单位供体，而且在许多产抗生素的放线菌中它还参与聚酮体的

合成［#］。

乙酰辅酶 D 羧化酶是一类以生物素为辅基，以碳酸氢根作羧基供体的羧化酶，同时

需要 X;$ Q 和 DHI。DFF 催化的反应可分为 $ 个独立的半反应［$］。/ ) ’)(+ 的 DFF 是由三

个部分组成的酶复合体，包括生物素羧化酶（S7’E7: F/-,’G0(/=+，SF）、生物素羧基载体蛋白

（S7’E7: F/-,’G0( F/--7+- I-’E+7:，SFFI）和羧基转移酶（F/-,’G0( H-/:=Y+-/=+，FH）。由于脂肪酸

是所有细胞膜脂的组成成分，在多细胞生物中还是重要的能量储备物，而 DFF 所催化的

反应又是脂肪酸生物合成途径的第一步，因此对 DFF 的研究广受关注。在高等哺乳动

物［"］、高等植物［!］及微生物［L］中，DFF 的结构与功能均得到详尽而系统的研究。仅今年 #



! " 月，! "#$% &’() 上就连续发表了 # 篇有关 $%% 的文章。

地中海拟无枝菌酸菌 &’( 是一株力复霉素 )* 的高产菌株，我们实验室自八十年代

以来就对 &’( 产抗机制作了深入而系统的研究，发现硝酸盐对 &’( 力复霉素 )* 的生物

合成有全局性影响：当以硝酸盐作氮源时，力复霉素产量显著提高。但与此同时，也观察

到另一个有趣的现象：+,-’ 还会影响菌体的脂肪含量，当培养基中加入 . / #0+,-’ 时，

菌体的脂肪含量为 1 /20；若不加 +,-’ 则高达 3’ /40［4］。

为了从分子水平理解硝酸盐影响菌体脂肪含量的原因，我们克隆了 &’( 中乙酰辅酶

$ 羧化酶的一个亚基———生物素羧基载体蛋白的编码基因（ *++,），通过序列分析发现该

蛋白不仅有生物素结合位点，同时还有在各种羧化酶中高度保守的序列。在 - / +$%# 中实

现了对该蛋白的诱导表达，用 567869: ;<=8 进一步证实了该蛋白上确有共价结合的生物

素。,=98>69: ;<=8 分析了各种氮源对 *++, 转录水平的影响。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒

地中海拟无枝菌酸菌（,).+$%*/$01#1 )(2#/(33*4(#）&’(（以下简称 &’(）为力复霉素 )* 的

产生菌，-1+’(3#+’#* +$%# 菌株 ?@1!、;A(3（?B’）及质粒 CBD(#（E），C;<F67G9HC8 II +) J ，C&%3#
均为本实验室保存。&’( 基因组 G=7KHL 文库由本实验室彭文涛博士构建。

! #$ 培养基

- / +$%# 采用 A; 培养基［2］；抗生素的使用浓度为氨苄青霉素（$KC）3.."MNKA，卡那霉

素（+O:）1."MNKA。&’( 生长的本氏培养基组成（MNA）：葡萄糖 3.，牛肉膏 3，蛋白胨 (，酵母

粉 3，甘油 3.，C@ 调至 2 /.。&’( 生长的氮源调节培养基组成（MNA）：葡萄糖 ".，+(@P-" 3，

QM)-" 3，,O%< 3，%O%-’ 1，微量元素溶液 3KA；微量元素溶液为：R6)-"·2@(- ./30，Q:%<(·

"@(- ./30，S:)-"·2@(- ./ 30，过滤除菌；氮源分别为各实验所需浓度的（,@" ）( )-" 及

+,-’，过滤除菌。

! #% 酶、试剂

D$克隆载体 CQ?3# T D 及限制性内切酶均购自 DOUO9O 公司；探针标记采用 P9=K6MO
公司的 P9HK6VOVM6:6 <OE6<H:M 7W786K；同位素［!V’(P］L%DP 购自北京亚辉生物医学工程公司；

普通 DOX 酶及高保真 567VDOX 酶购自 )O:M=: 公司；正电荷尼龙膜购自 ;=6>9H:M69 QO::>6HK
公司，用于 ,=98>69: ;<=8 分析；567869: ;<=8 使用的硝酸纤维素膜为 $K697>OK 公司的 @WV
E=:LV% ,H89=G6<<F<=76（. /"1 QHG9=:）；与链霉亲和素偶连的碱性磷酸酶（)896C8OYHLH:V$P）及其

显色底物 ,;DN;%IP 购自 P9=K6MO 公司；其余生化试剂购自 )HMKO、华美等公司。

!"& ’() 操作

?,$ 的酶切、电泳、连接、转化大肠杆菌、)=F8>69: ;<=8、杂交和洗膜均按文献［2］。

!"* (+,-./,0 12+-
&’( 在本氏液体培养基或补加了不同氮源的氮源调节培养基中生长至对数后期，收

集菌体，抽提 Z,$［#］，按照标准步骤［2］进行 ,=98>69: ;<=8 分析。

!"3 引物合成与序列分析

由上海基康生物技术有限公司进行。
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! "# 蛋白的诱导表达

在添加了抗生素的 !" 培养基中过夜培养单菌落，次日晨按 #$接种量转种，待菌体

生长至 !"%&&为 & ’% ( # ’& 时，加入终浓度为 & ’#))*+,! 的 -./0 诱导，12 后离心收集菌体。

菌体或是直接用 # 3 4546.708 上样缓冲液重悬，或是用 ."4［9］缓冲液重悬后超声波破碎

细胞，细胞裂解液经 #1 &&&:,);< 室温离心 #&);< 后分为上清、沉淀两部分，再分别用 4546
.708 上样缓冲液重悬，沸水浴中煮沸 #&);< 变性样品。

! "$ %&’(&)* +,-(
将蛋白样品以 #&$4546.708 分离后电转移至硝酸纤维素膜上，用碱性磷酸酶（7.）

的底物 ="/,">-. 显色分析。具体操作按照 .:*)?@A 4B:?CBAD;E;<67. 产品说明书。

. 结果

. "! /0. 中生物素羧基载体蛋白结构基因的克隆

由本室克隆的一些基因的序列分析表明，不论是在初级代谢还是次级代谢途径中，

FG1 的基因都与结核分枝杆菌（# ’ $%&’()%*+,-,）和天蓝色链霉菌（. ’ )+’*-)+*+(）的基因有着

很高的同源性。因此根据这两种放线菌中 7>> 含生物素亚基 7>>67 或 7>>6!（# ’ $%&’(/
)%*+,-,：=.6&&&H%1 ’#；. ’ )+’*-)+*+(：7!I#1%%9 ’1）的氨基酸序列同源比较的结果，找到 1 个

同源区段 JK!K（-）7= 和 L0M!7（4）8，并考虑到 FG1 对氨基酸密码子的使用频率及第 G 位

对 0> 的偏好，设计一对简并 .>N 引物，并在 I’端加入酶切位点及一个保护碱基：

上游 C:;)?: 7：I’—>770>//>>00/（0,>）>/（0,>）0/（0,>）0>（0,>）77 O G’

0-1E ---
下游 C:;)?: "：I’—>/>/707/>（0,>）0>（0,>）700770>>0/7 O G’

2&3 -

图 ! 用简并引物 1、+ 扩增得到的

231 片段电泳结果

M;@’# 8+?PB:*C2*:?Q;Q *R .>N C:*ESPBQ A)C+;R;?E

T;B2 A CA;: *R E?@?<?:AB? C:;)?:Q 7 A<E "’

# ’ 0;UP* #VU 5=7 +AEE?:；1，G，W，I’ .>N C:*E6

SPBQ *R 7>>1I& T;B2 X@1 Y P*<P?<B:AB;*< *R #，1，G，

W))*+,!，:?QC?PB;D?+Z’

用 C:;)?: 7 和 " 以 FG1 基因组 5=7 为模板，进

行 .>N 扩增，.>N 条件为：HW[变性 G);<，随后进行

如下循环，HW[变性 #);<，I#[退火 #);<，91[延伸

#);<，共 G& 个循环。.>N 得到约 1I&UC 的单一产物

（见图 #），与设计引物时预期的产物大小相吻合。

将此 .>N 产物克隆到 CX5#\6/ 载体中，测序后发现

该 1I&UC 的片段翻译出的氨基酸序列与结核分枝

杆菌（# ’ $%&’()%*+,-,）酰基辅酶 7 羧化酶的!链及

天蓝色链霉菌（. ’ )+’*-)+*+(）的酰基辅酶 7 羧化酶

7 亚 基 同 源 性 高 达 9&$ 以 上，并 在 其 两 端 找 到

C:;)?: 7、"，说明此 .>N 产物很可能就是我们希望

得到的 FG1 中 7>> 编码基因的一部分。

用这 1I&UC 的 5=7 片段（以下简称 7>>1I&）作

探针，采用斑点杂交法筛选 FG1 基因组 P*Q);E 文库

（约 I1&& 个克隆），得到 W 个阳性克隆，分别命名为

#9 O 9%、#H O 5 O %、WH O 8 O # 和 I# O " O #&，选取其

\I 微 生 物 学 报 WG 卷



中的 !" # "$ 作进一步的分析。!" # "$ 中外源片段约 %&’(，)*+,-./0 12*, 证明此外源片段

确实来自于 34%（结果未列出）。

图 ! "#$%&’ () * )+ 中外源片段的

限制性内切酶图谱

5678% 9-. /.:,/6;,6*0 .0<=>. >?@ *A ,-. 60:./,

A/?7>.0, 60 ;*:>6B !" # "$

1：!"#$ C；)：%"& C；D：’() C 8

用各种限制性内切酶对阳性克隆 !" # "$ 酶

切、电泳、)*+,-./0 转移，与 EFF%&G 探针杂交，通过

对杂交片段大小的计算与分析，初步排出了 !" # "$
中外源片段的酶切图谱（见图 %）。按照这一酶谱

以 @12+.:;/6@, CC H) 为载体，构建一系列的亚克隆质

粒，测序后拼接得到完整的 34% 生物素羧基载体蛋

白结构基因 "**+ 的全序列（见图 4）。

生物素羧基载体蛋白结构基因（以下简称 "*,
*+）有一个全长为 !"I"(@ 的开放读码框，起始密码

子为 J9J，终止密码子为 9EJ，共编码 &IK 个氨基酸，推算出的分子量为 $4，"!LM?。在起

始密码子的前方存在一个典型的链霉菌基因的核糖体结合位点（N1)）EJJEJJ，整个基因

的 J O F >*2P为 "G 8!P，密码子第三位碱基 J O F 含量为 I! 8"P，符合 34% 基因编码区的

结构特点（J.0(?0’ E;;.::6*0 Q*8 E5LK$&KG）。

! ,! 序列同源性分析

34% "**+ 基因翻译出的蛋白与 )R6::D/*, M?,? 1?0’ 中已知序列的蛋白进行同源性分

析，发现从蛋白全序列上来看，我们的蛋白与结核分枝杆菌乙酰辅酶 E 羧化酶!链有

"!P相同性（KGP相似性）；与麻风分枝杆菌中的这一蛋白有 "GP的相同性（"IP相似性）；

与天蓝色链霉菌的酰基辅酶 E 羧化酶 E 亚基有 $$P相同性（"&P相似性）。

各种生物素羧化酶在蛋白水平上有 % 处特别保守，其一位于蛋白的羧基端：共价结合

生物素的 S=: 残基周围的四肽 E2?TU.,TS=:TU., 高度保守，在 34% 的 E;;E 中也发现了这段

序列。在许多依赖于生物素的羧化酶中，结合生物素的 S=: 一般距蛋白的羧基端 4& 个氨

基酸残基，研究用的菌中这一长度也为 4&。在这个四肽序列的周围有一系列高度保守的

J2= 残基，1/*R0./ 认为这些 J2= 残基可能参与酶的构象变化［I］。用谢氏丙酸杆菌（D8 :-./T
/>?066）1FFD 蛋白作的研究发现邻近 F 端处的疏水性氨基酸，如 C2.，对生物素正确结合到

S=: 残基上非常重要。在 34% 中这些特点均已发现（见图 L1）。

依赖于生物素的羧化酶另一个高度同源的区段见于蛋白的 Q 端，有高含量的 J2=，这

样一连串的 J2= 在酵母的丙酮酸羧化酶［!G］和鸡肝的乙酰辅酶 E 羧化酶［!!］都有找到，这些

J2= 被认为与 E9D 和碳酸氢根的结合有关（见图 LE）。事实上，E;;E 蛋白中 J2= 含量高达

!G 8K&P，仅次于 E2?（!% 8G%P）。

! ,- ."". 蛋白在 ! , "#$% 中的诱导表达和 /0$1023 45#1 分析

在 "**+ 基因起始密码子上游 4G(@ 处设计引物 F，并在其 &’端加上酶切位点 -./ C；在终止

密码子下游约 4G(@ 处设计引物 M，并在 &’端加上酶切位点 0*12 C（引物 F、M 位置见图 4）。

@/6>./ F：&’# FE9E9JEE9JFEJF9J9FJJEFJ # 4’

-./ C
@/6>./ M：&’# JEE99FJJFJFEFJEFEF9F9J9E # 4’

0*12 C

I&! 期 卢 捷等：地中海拟无枝菌酸菌 34%中生物素羧基载体蛋白结构基因的克隆、表达及转录



图 ! "!# 生物素羧基载体蛋白编码基因（!""#）的核苷酸全序列及其对应的蛋白序列

!"#$% &’()*+,"-* ./- -*-’(*- .0"/+ .("- 1*2’*/(* +3 ,4* 5%6 7"+,"/8).,*- 9:+,*"/ #*/* !""#

;4* 9’,.,"<* :"7+1+0* 7"/-"/# 1",*（=>?）./- ,4* ,*,:.9*9,"-* (+/,."/"/# ,4* )81"/* 1",* 3+: ,4* 7"+,"/8).,"+/ .:* "/-"(.,*-$ ;@+

9.":1 +3 9:"0*:1 0*/,"+/*- "/ ,4* 9.9*: .:* .)1+ -*)"/*.,*-$

AB 微 生 物 学 报 C% 卷



图 ! 三种来源的含生物素的蛋白同源性分析

!"#$% &’()*+’ ,-"#./0.1 23 140 5056705 ,/".2 ,7"5 80960.708 23 140 (:; ,.5 ! $ "#$%&’#()*+* <"21".=-,105

>?210".8（+77+）@"14 >=?6A,10 7,?<2B=-,80 3?2/ , $ ’%&%-+*+.%
（+）&’()*+’ ,-"#./0.1 23 >61,1"A0 +*CD<"7,?<2.,10 ".10?,71"2. 8"108 23 (:;（,/".2 ,7"58 EF: G EHH）,.5 ! $ "#$%&’#()*+* +77+

>?210".（,/".2 ,7"58 EF; G EHI）@"14 , $ ’%&%-+*+.% >=?6A,10 7,?<2B=-,80（,/".2 ,7"58 EJ; G ;KI）；（L）&’()*+’ ,-"#./0.1 23

140 & 10?/"." 23 140 (:;（,/".2 ,7"58 F:F G FHI）,.5 ! $ "#$%&’#()*+* +77+ >?210".（,/".2 ,7"58 F:M G JKK）@"14 , $ ’%&%-+*+.%

>=?6A,10 7,?<2B=-,80（,/".2 ,7"58 EEKJ G EEJH）$ *40 #0.0 ,77088"2. .6/<0?8 23 ! $ "#$%&’#()*+* +77+，(:; +77+ ,.5 , $ ’%&%/

-+*+.% >=?6A,10 7,?<2B=-,80 ,?0 N& G KKKHJ;$E，+!%IJFIK$E ,.5 OK:IIH$E，?08>071"A0-=$

用表达引物 &、P 对 (:; 基因组 PN+ 进行高保真 C&Q 扩增（01#D2.3），C&Q 条件为

H%R变性 :/".，随后进行如下循环，H%R变性 E/".，FJR退火 E/".，M;R延伸 ;/".，共 :K 个

循环，得到特异性较好的约 ;S< 的单一条带，与 .’’4 基因长度相符。该 ;S< 片段与 >L-60D
)7?">1 TT U)V5’)6 W 相连，构建质粒 >U)D+&&，酶切鉴定正确后测序，证实确为 .’’4 基因。

用 78% T 和 5’)6 T 共同处理 >U)D+&&，回收约 ;S< 的外源片断，与 >X*D;I（<）用 78% T Y
5’)6 T 酶切后的载体相连，可将 .’’4 基因克隆到 >X*D;I（<）的大肠杆菌 *M 启动子下游，

质粒命名为 >X*D+&&，经鉴定正确后转化 5 $ ’)(+ L’;E（PX:）（结果未列出）。

含重组质粒的菌经 TC*Z 诱导 ;4 后，表达产物以 EK[)P)DC+ZX 电泳分离（平行上样

; 块），其中一块用考马氏亮兰染色，另一块转膜后与 )1?0>1,A"5".D+C 温育，对 +C 的底物

NL*VL&TC 显色后检测蛋白上是否有共价结合的生物素（图 F）。由图 J+ 可以看出在约

JJSP 处有诱导表达的目的蛋白条带，分子量大小与我们所预期的相同，主要的诱导产物

见于上清，说明该蛋白以可溶形式存在；在未诱导的泳道（’,.0 %）也可看见这一条带，应

该是由于 +77+ 的组成型表达引起的。应用与链霉亲和素偶联的碱性磷酸酶系统，通过

与其底物 NL*VL&TC 显色后就可特异性检出有共价结合生物素的蛋白：由图 JL 可见约

JJSP 处确有生物素化蛋白，而已知 5 $ ’)(+ 中只有一个生物素化的蛋白，即其 L&&C，大小

为 EMSP（位于硝酸纤维素膜的下沿），因此在 JJSP 处的条带应为诱导表达的目的蛋白；用

作蛋白诱导表达的宿主菌 5 $ ’)(+ L’;E（PX:）无论携带何种质粒，5 $ ’)(+ 内源的 L&&C 在

L’;E（PX:）中总是存在的，因此在 E G J 泳道最下沿均可见到这个 L&&C 的检出带，而 5 $
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!"#$ 的 !""# 以可溶形式存在的，故在第 $ 道（菌体超声波破碎后的沉淀部分）看不到。

图 ! "#$ 生物素羧基载体蛋白（%&&%）经诱导表达后的凝胶电泳图及 ’()*(+, -./* 分析

%&’() *，! +,+-#*./ 012 3456471 89:6 0109;5&5 :< &12=>42 8&:6&1;90642 ?7:64&1（*>>*）:< @AB

*( #7:64&15 C474 <70>6&:10642 8; DEF +,+-#*./ 012 560&142 C&6G ":HH055&4 87&’G6 89=4 I-B)E

!( *<647 494>67:?G:745&5 012 3456471 89:66&1’，8&:6&1;90642 ?:9;?4?6&245 C474 2464>642 05 245>7&842 &1 H0647&095 012 H46G:25(

J014 D：!JBD（,/A）&12=>42 8; K#L. <:7 BG；B：!JBD（,/A）M?/LBN（8），1:6 &12=>42；A：!JBD（,/A）M?/LBN（8）&1-

2=>42 8; K#L. <:7 BG；O：!JBD（,/A）M?/L-*""，1:6 &12=>42；)，P 012 $：!JBD（,/A）M?/L-*"" &12=>42 8; K#L. <:7 BG；)：

CG:94 >499 9;5064；P：5=?471064；$：?49946；N：H:94>=907 H055 560120725(

$ 01 !""# 的 $%&’()&* +,%’ 分析结果

@AB 在添加了 O 种不同氮源〔E ( BF（QRO）B +SO，E ( OF（QRO）B +SO，E ( NF（QRO）B +SO 及

E (NFTQSA〕的氮源调节培养基和本氏液体培养基中生长至对数后期，抽提 IQ*，以 %!!&
全基因为探针进行 Q:76G71 !9:6 分析，结果见图 P。

图 2 "#$ 中 !""# 基因转录产物的 3/+*4(+,分析

%&’(P Q:76G471 !9:6 0109;5&5 :< @AB %!!& 67015>7&?6

J014 D：E(BF（QRO）B+SO；B：E( OF（QRO）B+SO；A：E( NF

（QRO）B+SO；O：E( NFTQSA；)：!41146 H42&=H( )!’ IQ*

C05 9:0242 &16: 40>G 9014 6: 547U4 05 >:167:9（*）；)E!’ IQ*

C05 6G41 9:0242 &16: 40>G 9014 6: ?47<:7H 6G4 Q:76G471 !9:6（!）(

由 Q:76G471 !9:6 结果可见在不同氮源中

%!!& 的转录水平相差较大：@AB 生长在营养

丰富的本氏液体培养基里时 %!!& 转录量最

高；氮源调节培养基中添加的（QRO ）B +SO 浓

度逐渐升高时，%!!& 基因的转录水平也相应

提高；当以 E (NFTQSA 作氮源时，@AB %!!& 转

录量较低（明显低于以 E ( NF（QRO）B +SO 作氮

源时）。这一结果或许可以为焦瑞身等［P］观

察到的 TQSA 影响菌体脂肪含量的现象提供

一个合理的解释：TQSA 通过降低 @AB 中 %!!&
的转录水平使乙酰辅酶 * 羧化酶的表达量

下降，导致脂肪酸合成途径受到抑制，菌体的

脂肪含量降低。

# 讨论

乙酰辅酶 * 羧化酶在各种生物中都已发现，它催化脂肪酸代谢的第一步，在其结构上

一般可找到 A 个功能域，分别是生物素羧化酶（!"）、生物素羧基载体蛋白（!""#）和羧基

转移酶（"L）。!" 和 "L 各催化 B 个独立的半反应，!""# 则作为活化羧基的供体，在 !"
和 "L 之间摆动以传递羧基。各种生物 *"" 的组织形式有所不同，一般分为 A 类［DB］：第一
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类的典型代表是 ! ! "#$%，! ! "#$% 的 "## 由 $#（%&&# 编码）、$##’（%&&$）、#(（%&&"、%&&)）

* 个部分组成，其中 &""’ 和 &""( 组成一个操纵子共转录，但 &"")、&""* 和 &""’( 三者在染

色体上均不连锁。第二类是分枝杆菌的 "##，由 + 个蛋白组成，较大的一个约 ,-.)，有生

物素结合位点并兼具生物素羧化酶活性，一般命名为 "&&"；较小的一个有羧基转移酶活

性，除了可识别乙酰辅酶 " 外，对丙酰辅酶 " 也有部分活力，命名为 "&&$；编码这 + 个亚

单位的基因在分枝杆菌的染色体上并不连锁。第三类是真核生物的 "##，是由单一基因

编码的多肽链，$#、$##’、#( 三个功能域均排列在这一条多肽链上。

/*+ 和分枝杆菌的分类地位比较接近，本实验室已克隆的 /*+ 中有关碳代谢、氮代谢

的基因很多都和分枝杆菌中相应的基因有较高的同源性。从研究结果看来也是这样：

0123145 $673 显示克隆得到的 "&&" 蛋白上确有生物素结合位点，并在其 8 端找到生物素

羧化酶中保守的 "(’ 和碳酸氢根的结合位点，提示这一蛋白可能兼具生物素羧化酶和生

物素羧基载体蛋白两重功能。在 /*+ &"") 基因的上游和下游各测序约 9.:，未发现有与

;15$%5. 中羧基转移酶（#(）编码基因同源的序列，说明和分枝杆菌一样，编码 #( 亚基的

基因在 /*+ 染色体上的其他地方。

关于 "## 的 #( 亚基所知甚少。已知原核生物 "## 的 #( 亚基和真核生物丙酰辅酶

" 羧化酶有较高的序列相似性；+--- 年 <=>?4% 等在黄色粘球菌（+,-#"#""./ -&012./）克隆

了其 "&& 的羧基转移酶编码基因［9*］。利用这 + 个信息来设计简并引物从 /*+ 中找到编码

"## #( 亚基的基因（记作 &""’），然后再利用 8743@145 $673 技术分析硝酸盐对 &""’ 的转录

调控机制，这将是今后的工作重点。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘

版）》和“中国期刊网”，如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当处

理。另外，从 DQQD 年开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据一数字化期刊群”，有不同

意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。
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