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摘 要：以钝齿棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）突变株 CDA!3的基因组为模板，运用 ECF方
法，扩增出丙酮酸羧化酶的基因片段。核苷酸序列分析结果表明，该片段全长 "23BG*，以 H.H
为起始密码子，编码一个 IFJ。该 IFJ的核酸序列与 !"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+),-，0$)"’()*&#+1
,- 2-&.-(*+2 以及 3())4(#"-$)&2 )&#&5+2+(& 的丙酮酸羧化酶结构基因相比，相似性分别为
A4K##L、2#K!0L和 !AK20L。由 IFJ推导出的氨基酸序列与上述属种的丙酮酸羧化酶相比，
同源性分别是 AAK"$L、2!K23L和 !!K$!L。经证实对于酶的催化活性至关重要的一些保守
区域，如 ).E和生物素的结合位点等，在该氨基酸序列中都存在。将该基因片段转化钝齿棒
杆菌（! ( )#&%(*,-）CDA!3，利用 C.)M处理细胞和苹果酸脱氢酶偶联测定相结合的方法，进行
酶活力的分析，结果表明，重组子与供体菌相比，丙酮酸羧化酶的活力提高 3倍。
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丙酮酸羧化酶（E<+?O7P/ @7+G&Q<’7>/，ERC）是一种重要的生物素酶，广泛分布于哺乳动
物、真菌、植物组织和许多细菌中。在细菌中，它和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（EEC）一样，
对三羧酸循环中间产物草酰乙酸（I))）的补充有重要作用。在荚膜红细菌（64"7"’()*&#
)(82,/(*,2）［0］中，ERC是唯一参与回补反应的酶；而在大肠杆菌（92)4&#+)4+( )"/+）［#］等细菌
中，只有 EEC参与 I))的补充；仅有少数细菌，如谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+1
),-）中同时有这两种酶存在，且 ERC对 I))生成的贡献高达 A$L以上［"］。
钝齿棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）是我国研究者分离到的一种钝齿状、无芽孢的

革兰氏阳性菌［!］，其突变株在国内氨基酸生产中广泛应用，但对其生理学和生物化学的研

究几乎还是空白，尤其是在回补网络研究方面，还没有报道。本工作证实了 ! ( )#&%(*,-
中丙酮酸羧化酶的存在，首次报道其基因序列，并在 ! ( )#&%(*,- 中进行了表达。

& 材料和方法

&’& 试剂和仪器
所有分子生物学试剂均购自 .7S7F7公司；生化药品为进口或国产分析纯试剂；基因

扩增仪为君意公司产品；MTI1F)D U,@+&E?’>/+.U电击仪；B#0分光光度计及 M/V679DW1B紫



外分光光度计。

!"# 菌株和质粒
所用的菌株和质粒见表 !。质粒 "#$!由德国生物工程一所 %&’()* +,,-./0,教授惠赠。

表 ! 菌株和质粒
1)2.- ! 1(- 3’*)/03 )04 ".)35/43 63-4 /0 ’(/3 7&*8

9’*)/0:;.)35/4 $()*)<’-*/3’/<3 9&6*<-

! = "#$%

>?@! "AB $&"C#D!@ 9’&*-4 /0 ’(/3 .)2

’#()*+,&"-+(%&

’#()*+,&"-+(%./ "(+*&-./ $>EF@ G+$*，0#/ H 9’&*-4 /0 ’(/3 .)2

;.)35/4

;.)35/4 "D>!AI1 1IJ-<’&*，KLM82，G5"*，.)<C 1)8)*) $&=

;.)35/4 "#$! ’ = 1$.-&/%"./I! = "#$% 3(6’’.- J-<’&*，N0* $*-5-*，+- &$［@］

;.)35/4 "#N!B@
OLPM 82 ;$Q R*),5-0’ <&0’)/0/0,

;S$ ,-0- /0 "#$!
1(/3 7&*8

!"$ 培养基和培
养条件

%T 培养基［P］

用于细菌培养；用

于电击转化棒杆菌

的培养基是在 %T
培养基中加入 FU
甘氨酸［M］；大肠杆

菌在 OMV培养，钝
齿棒杆菌在 OBV
培养。抗生素使用

浓度分别为氨苄青

霉素 !BB$,:5%，卡
那霉素 @B$,:5%。
!"% &’(操作
大肠杆菌 >WG操作参照文献［P］，棒杆菌 >WG操作参照文献［M，A］。

!") 基因扩增
!")"! ;$Q 引物：根据序列同源性，参考已报道的 ’ = 1$.-&/%"./ 丙酮酸羧化酶基因序列
（G<<-33/&0 W&=G$ SBE@FA和 GXBOA@FA），设计出以下特异引物：
上游引物为 @YGGGGG$Z11GGZ1$Z1Z$GZZ1$GZZZ OY

234!FBP [
下游引物为 @YGGGG$Z$Z1GGG1$$GG$1$G$$$G1$ OY

5$. [
!")"# 扩增条件（用 1)N)Q) ;\*&2-3’ >WG聚合酶）：EFV FB3，PBV !5/0，MKV @5/0，OB个
循环。

!"* 序列测定
>WG序列测定由 1)N)Q)公司完成。引物设计用 ;*/5-* ;*-5/-* @LB；>WG及蛋白序列

分析采用 >0)5)0 FLB。
!"+ 转化方法
大肠杆菌采用 $)$.K 法；棒杆菌采用电击转化。

!", 酶活测定
!","! 细胞处理：将 ’ = "(+*&-./ 于 OBV摇床培养 M ] E(，离心收集细胞，用 @B55&.:% 1*/3I
?$.（"?PLO，含 @B55&.:% W)$.）洗涤两次，适量 ?+;+9（!BB55&.:%，含 KBU甘油，"?ML@）悬
浮，置于 H KBV保存。测活前，将之取出冰融，加入 OU$1GT，使终浓度为 BLOU，迅速混匀
后室温作用 !5/0，取适量立即用于测定反应。
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!"#"$ 苹果酸脱氢酶偶联测定法：测试组成为（!"#$%反应体系）：!#$$&’(% 丙酮酸钠，
)#$$&’(% *+,-./，!#$$&’(% 01-’!，)##$$&’(% 23456,-’（7,8"#），8$$&’(% 92: 二钠盐，

#"#; $$&’(% *9<,，)=苹果酸脱氢酶，适量细胞 -29>悬液。
*9<,的氧化由 /?#@$光吸收测得；*9<,的摩尔消光系数!A B!!# % $&’C )·D$C )。

活力单位定义：一个活力单位（=）为在上述细胞处理和反应条件下，每分钟转化
)@$&’ *9<,为 *9<所需的细胞量。

$ 结果和讨论

$"! 丙酮酸羧化酶基因的克隆
提取 ! E "#$%&’() -<F?;的染色体 <*9，以此为模板，:-G扩增出一条约 /"H IJ大小

的 <*9片段（图 )）。在该 :-G产物两端加 9后与 70<)862相连，转化 * E "+,- <,;"。挑
取转化子到含 K:2L和 M61+’ 平板上，挑取白色菌落，碱法提取质粒。用 ./0)?#BK和 1,(K
进行双酶切，电泳结果如图 !所示，酶切片段与预期相符。重组质粒命名为 7267ND。

图 ! %&’基因的 %’(扩增
O41E) 9$7’4P4D+Q4&@ &P 02" JN :-G

)E :-G P3+1$R@Q；! E <*9 $+3IR3 E

图 $ 酶切分析质粒 )*+),-
O41E! 9@+’N545 &P 7267ND JN

./0)?#BK S 13(K T41R5Q4&@

) E <*9 $+3IR3；

!E T41R5Q4&@ P3+1$R@Q5E

$"$ 丙酮酸羧化酶基因序列的分析
随机挑取两个阳性克隆，对 7267ND 上的插入片段进行测序，结果一致。该片段长

/B;HJ7，序列分析显示，仅含有一个 .GO（/?!/J7），起始密码子为 L2L，终止密码子为 299。
推测此 .GO编码一条 ))?#个氨基酸的多肽，分子量为 )!!"FI<。核酸序列与 ! E 4,(’&)-5
"()、耻垢分支杆菌（12"+6&"’$#-() /)$4)&’-/）以及酿酒酵母（7&""8&#+)2"$/ "$#$9-/-&$）的 :U-
核酸序列的相似性分别为 F8"!!V、B!"?)V和 ?F"B)V。推测氨基酸序列的同源性分别为
FF"/#V、B?"B;V和 ??"#?V。该结果与文献报道的同属 :U-的核苷酸和氨基酸序列具有
高度同源性，而且，推测的氨基酸序列 *6端的 );#个氨基酸残基与文献报道［F］完全一致，
说明插入片段是 ! E "#$%&’() -<F?;的 :U-基因。该序列已提交 LR@>+@I登记，序列号为
9O;#/F);。对核苷酸序列进行分析，发现在起始密码子上游有一个较为典型的核糖体结
合位点：L999LL99，该区域的中心（9LL9）到翻译起始位点的距离为 )?J7，而在 * E "+,-
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和枯草杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）中，已证实这一距离最适为 ! " #$%［&’］。这种差异可能与棒杆
菌表达系统本身的特殊性或与 * ( #+,-")&. 中 )*+的翻译效率有关。在 )*+结构基因
（/0#）的下游，即序列的 ,-./ " ,01-$%的位置，有一个可能的不依赖于!因子的终止子结
构，与 * ( 1%&)".$#&. 的 /0# 相同。

)*+属于一类以生物素为辅酶的酶家族，研究表明，不同种属来源的 )*+酶蛋白中，
存在着高度保守的区域。在序列的 2端，有一段共同的序列：333343，这在所有的生物
素酶类中都存在（4可为 5），被认为是 67)的结合位点［&&，&1］。在序列的中部，有另一个关
键的区域：898:;)<;4，5=>?@等人认为［&,］，这中间的色氨酸残基（<）参与了转羧基反应
中的丙酮酸结合过程。在序列的 +端，有一个非常保守的部位：6A5A，被认为是生物素
的结合位点，已经证实其中的赖氨酸残基（5）与生物素特异共价结合［&/］；+端另外三个特
定位置的甘氨酸残基［&-］也参与了生物素的结合。将 * ( #+,-")&. 的 )*+氨基酸序列与上
述三种来源的 )*+比较发现，尽管它们之间的同源性存在差异，但是上述几个对酶活性
极为重要的保守区域在 /种来源的酶蛋白中都相当一致（图 ,）。该结果表明，不同种属
的 )*+蛋白很有可能源自于相同的祖先，虽然在漫长的进化历程中被不同的宿主修饰或
改变，但是决定其共有活性的局部区域还是保持了高度的保守性。

图 ! ! " "#$%&’() #$%&’和其它种属来源的 ()#部分氨基酸序列的比较
8BC(, +D>%E@BFDG DH F?I?@EJ %E@KF DH E>BGD ELBMF F?N=?GL?F DH )*+ E>DGC * ( #+,-")&. +;#/- EGM DKO?@ D@CEGBF>F

& ( * ( #+,-")&. +;#/-；1 ( * ( 1%&)".$#&.；,( 2 ( ’.,1.")$’；/ ( 3 ( #,+,4$’$", (

*+! 带有 ()#基因的重组质粒的构建
回收 %7P%QL中 ,R!S$的插入片段，与 %T+&的 5’/&/’0UP!’’VUU大片段相连（图 /），转化

6 ( #7%$ ;V-"。分别用 5’/&/’0U和 3."U酶切鉴定重组子。提取 6 ( #7%$ ;V-"重组子的质
粒，转化 * ( #+,-")&. +;#/-。对 * ( #+,-")&. 转化子中的重组质粒进行酶切图谱分析（图
-），结果与预期一致。将携有 /0# 的重组质粒命名为 %T5&’-。
*+& 丙酮酸羧化酶基因在 ! " "#$%&’() #$%&’中的表达
将 * ( #+,-")&. 在 9W培养基中培养至对数中期，收获细胞，经 +76W处理后，检测 )*+

!&11 期 王 绛等：钝齿棒杆菌 +;#/-丙酮酸羧化酶基因的克隆、序列分析及表达



图 ! 重组质粒 "#$%&’的构建
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. /01234

图 ’ 酶切分析重组质粒 "#$%&’
!"#$4 5(678)") ’. /01234 98 !"#: ; $%&2%3<: ="#>)*"’(

2 $ !"#: ="#>)*"’(；? $ $%&2%3<: ="#>)*"’(；@$ A6+B>+ $

的活力，结果见表 ?。经超声处理细胞后在粗提物中检测 CD&活力的方法对于 ’ $ ()*+
,#"-.*" 来说不适用，对 ’ $ ./01#,*" 而言也存在这种情况。本工作曾试图在 ’ $ ./01#,*"
超声细胞破碎粗提物中进行分析，但未检测到 CD&的活力。推测原因，可能是因为破碎
棒杆菌的过程较为剧烈，或是常规的破碎条件不够适宜，CD&酶蛋白中某些与酶活相关的
因子或结构（如前所述的一些保守区域）被破坏，导致在粗提物中测不到酶活。这可能就

是以前人们一直认为 ’ $ ()*,#"-.*" 中只有 CC&而没有 CD&的主要原因。C>*>+)EF>(=")-G
等人建立了一种方法［H］，先将细胞用一定浓度的 &I5J处理后，再用谷草转氨酶偶联法分
析，检测到了 ’ $ ()*,#"-.*" 中 CD&的活力。本工作在 &I5J处理细胞后，结合苹果酸脱
氢酶偶联测定法，首次证实 ’ $ ./01#,*" 中有丙酮酸羧化酶存在，重组子与供体菌相比酶
活力提高 4倍。有关丙酮酸羧化酶在 ’ $ ./01#,*" 的回补网络中对碳流的调节作用的研
究正在进行中。

表 ( 各菌株的丙酮酸羧化酶活性比较
I697> ? IG> 6-*"K"*8 ’. CD& "( ="..>+>(* )*+6"()

L*+6"()（/76)M"=） &NH%4 &NH%4（/0&2） &NH%4（/01234）

L/>-"."- 6-*"K"*8

OP（M# =+8 ->77 Q*）
<R3 4R@ @%R3
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