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聚苹果酸聚合途径中苹果酰辅酶 A连接酶基因的克隆、表达及
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摘要:【目的】研究出芽短梗霉聚苹果酸聚合途径中苹果酰辅酶 A 连接酶基因及其酶学特性。【方法】通过
设计兼并引物，采用 IPCＲ 技术从出芽短梗霉 CCTCC M2012223 的基因组中扩增得到苹果酰辅酶 A 连接酶
基因的 cDNA 全长序列，构建表达载体，通过大肠杆菌异源表达，Ni-NTA 柱层析纯化酶蛋白，分析其酶学特
性。【结果】获得苹果酰辅酶 A 连接酶基因序列全长为 1498 bp，编码 440 aa，含有 4 个外显子和 3 个内含
子。该重组酶最适反应温度为 25℃，最适反应 pH 值为 8. 0，高浓度底物 ATP 明显对酶活性具有抑制作用，
单体选择性表明对底物草酸、草酰乙酸、丁酸、丙二酸也具有很好催化活性。【结论】成功从出芽短梗霉
CCTCC M2012223 中克隆获得聚苹果酸聚合途径的苹果酰辅酶 A 连接酶基因，为聚苹果酸聚合途径解析及
新型可降解材料创制奠定基础。
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聚苹果酸(Polymalic acid，PMA)是一种新型生
物可降解聚酯型聚合物，以苹果酸为唯一单体聚合
形成［1］。由于聚苹果酸具有良好的水溶性，生物降
解性和生物相容性，可作为新型药物载体与微胶囊
材料、生物医学材料、食品包装材料等，具有广泛的
应用前景。

目前，聚苹果酸生产方式主要有化学合成和微
生物发酵法。早在 1969 年，Shimada 等［2］发现一种
以苹果酸为结构单元的聚合物能够抑制圆弧青霉菌
的酸性蛋白酶活性，最终证实为聚苹果酸;之后，从

多头绒泡菌 Physarum polycephalum 和出芽短梗霉
Aureobasidium pullulans 中分离得到聚苹果酸［3 － 4］。
相比多头绒泡菌，出芽短梗霉具有更好的聚苹果酸
合成能力［5］，本课题组也分离得到一株聚苹果酸高
产菌株 A． pullulans CCTCC M2012223，采用固定化
纤维床反应器，聚苹果酸发酵产量达到 123. 7 g /L，
并建立了聚苹果酸酸水解制备苹果酸新工艺技
术［6 － 7］。

已有的研究表明，聚苹果酸主要通过 TCA 循环
来源的苹果酸聚合而成［8］，出芽短梗霉中聚苹果酸
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聚合途径可能涉及苹果酰辅酶 A 连接酶 (malate-
CoA ligase，Mcl)和聚苹果酸合成酶 ( polymalic acid
synthase，Pas)的参与［9］，相关基因及序列尚未见报
道。其中苹果酰辅酶 A 连接酶是在 ATP 及辅酶 A
参与下，实现对单体苹果酸的酰基化［10］，酶的底物
选择性对于聚合单体选择及新型共聚物材料的创制
具有重要意义。苹果酰辅酶 A 连接酶基因目前主
要在原核生物中报道，因此，本研究通过生物信息学
分析得到苹果酰辅酶 A 连接酶基因的保守序列，从
真核 生 物 出 芽 短 梗 霉 A． pullulans CCTCC M
2012223 中首次克隆获得苹果酰辅酶 A 连接酶基
因，基因长度 1498 bp，编码 440 aa，并通过表达载
体构建，蛋白表达、优化，表征酶学特性。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、载体和试剂:出芽短梗霉(A． pullulans
CCTCC M2012223)由西南大学药学院发酵工程研
究室筛选保藏，用于基因克隆。大肠杆菌 BL21
(DE3)用于蛋白表达，表达载体 pET-32a ( + ) 购自
Novagen(Germany)，克隆载体 pMD 19-T 购自大连
宝生物工程公司。限制性内切酶 BamHⅠ、HindⅢ、
EcoＲⅠ、Ex Taq 酶购于大连宝生物工程公司; T4
DNA ligase，Taq DNA polymerase 购于 TransGen 公
司;胶回收试剂盒(Axygen)、质粒小提试剂盒、酵母
基因组提取试剂盒、考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒购
于 TIANGEN 公 司; DNase Ⅰ，ＲNase-Free 购 于
Fermentas 公司;反转录试剂盒购于 Thermo 公司;真
菌 ＲNA 提取试剂盒购于 Omega 公司;Ni-NTA 纯化
柱购于上海新睿生物科技有限公司;其余试剂均为
国产分析纯。
1. 1. 2 培养基及培养条件:PDA 培养基( g /L):土
豆 200，葡萄糖 20，自然 pH，121℃灭菌 30 min，固体
培养基添加 1. 6% 的琼脂，用于 A． pullulans 的培
养;LB 培养基 ( g /L):蛋白胨 10，酵母提取物 5，
NaCl 10，121℃灭菌 20 min，固体培养基添加 1. 6%
的琼脂。
1. 1. 3 实验所用引物:根据 NCBI 公布的苹果酰辅
酶 A 连接酶基因序列，通过生物信息学分析，设计
简并引物，表中下划线表示引物的识别位点，括号
中的字母表示限制性内切酶酶切位点，引物由南京
金斯瑞生物科技有限公司合成。

表 1．本研究所用引物
Table 1． Primers used in this study

primers sequences and restriction sites(5'→3')
Core1F AＲGGHGGTATGGACATTGAGG
Core1Ｒ CCＲCCＲAAＲATGTTGACＲAAG
IPCＲ71Ｒ GGTＲATGATGGCATCGGGGTTCT
IPCＲ72Ｒ CGTCCTTCTCCATGAAGACCTTGT
IPCＲ73F TGAACTTCATCAAGCTYGACGGTG
IPCＲ74F CATCAGAAGTGCCTTCGAGCTCAT
cDNA7F ATGTTCAAGCTCGCCCGCAG
cDNA7Ｒ TTAGATACCGAGAGAGAACTCGACAC
pET32a7F ATAGGATCCATGTTCAAGCTCGCCCG(BamHⅠ)
pET32a7Ｒ GCGAAGCTTGATACCGAGAGAGAACT(HindⅢ)

1. 2 苹果酰辅酶 A 连接酶核心片段克隆
根据苹果酰辅酶 A 连接酶的保守序列设计兼

并引物，以 Core1F、Coer1Ｒ 为兼并引物进行 PCＲ 克
隆得到核心片段。反应条件为:94℃ 5 min; 94℃
30 s，56℃ 30 s，72℃ 30 s，30 个循环;72℃ 10 min;
25℃ 10 min。PCＲ 产物连接 pMD 19-T Vector 载体，
测序验证。
1. 3 IPCＲ 法扩增苹果酰辅酶 A 连接酶基因全长

根据 IPCＲ 原理，苹果酰辅酶 A 连接酶基因全
长的扩增如下:①选用 HindⅢ对 A． pullulans CCTCC
M201223 基因组中 DNA 进行酶切，200 μL 酶切体
系中含有 2 μg 基因组和 2 μL 的酶，37℃水浴 10 h。
②酶切产物经酚:氯仿抽提和乙醇沉淀，溶于 50 μL
无菌水中。③纯化后的酶切产物加 1 μL T4 DNA
ligase，T4 DNA 连接缓冲液 5. 6 μL，8℃反应 16 h。
④第一次巢式 PCＲ 体系:取稀释 25 倍的连接产物
1. 1 μL，2. 5 μL 10 × Ex Taq 缓冲液，2 μL MgCl2，
2 μL dNTP，1 μL IPCＲ72Ｒ 和 IPCＲ73F，0. 1 μL
Takara Ex Taq 酶，用无菌水补体积至 25 μL。反应
条件为 94℃5 min;94℃ 50 s，59℃ 50 s，72℃ 4 min，
35 个循环;72℃ 10 min;25℃ 10 min。⑤第二次巢
式 PCＲ 体系:取稀释 10 倍的第一次巢式 PCＲ 产物
1 μL，2. 5 μL 10 × Ex Taq 缓冲液，2 μL MgCl2，2 μL
dNTP，1 μL IPCＲ71Ｒ 和 IPCＲ74F，0. 1 μL TaKaＲa
Ex Taq 酶，用无菌水补体积至 25 μL。A． pullulans
CCTCC M201223 基因组 EcoＲⅠ酶切，采用上述方
法得到全长。
1. 4 苹果酰辅酶 A 连接酶 cDNA 全长获得

用真菌 ＲNA 提取试剂盒提取 A． pullulans
CCTCC M2012223 的总 ＲNA，DNase，ＲNase- Free 处
理总 ＲNA，消化基因组 DNA。将处理过后的 ＲNA
用反转录酶试剂盒合成 cDNA 的第一条链，以 cDNA
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的第一条链为模板，以 cDNA7F、cDNA7Ｒ 为引物进
行 PCＲ，得到该基因的 cDNA 全长。
1. 5 PCＲ 产物克隆与测序

PCＲ 产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶上电泳检测，将
PCＲ 所得片段经试剂盒胶回收纯化后与 pMD 19-T
载体连接，转化 E． coli DH5a，在含有 X-Gal(20 mg /
L)、IPTG(24 mg /mL)、AMP(100 mg /L)的 LB 琼脂
平板培养基上培养，挑选白色菌落。提取质粒，使用
PCＲ 法及质粒酶切鉴定，测序结果经 Blast 比对最终
成功得到目的片段。
1. 6 苹果酰辅酶 A 连接酶基因表达载体构建、诱
导表达与纯化

根据测序后的 cDNA 基因序列设计引物，T-
cDNA7 为模板，以 pET32a7F、pET32a7Ｒ 为引物进
行 PCＲ，得到 cDNA1，构建重组表达载体 pET-Mcl，
测序验证后将重组表达载体 pET-Mcl 转入 E． coli
BL21(DE3)中，经预培养，加入 0. 5 mmol /L IPTG，
25℃诱导培养 12 h，收集菌体，将菌体重新悬浮于细
胞裂解液，利用超声破碎法裂解菌体，离心分离得到
细胞上清;上清用 AKTA primer 核酸蛋白纯化仪纯
化目的蛋白，用 100 mmol /L MOPS 缓冲液(pH 7. 4)
透析处理除去咪唑。由 SDS-PAGE 法检测蛋白纯
度，考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度。
1. 7 苹果酰辅酶 A 连接酶酶活性测定

采用 Ellman 法［10］，通过检测底物辅酶的减少
来测定苹果酰辅酶 A 连接酶的活性。反应体系为
Tris-HCl 缓冲液 ( pH 8. 0 )、50 mmol /L KCl 溶液，
0. 2 mmol /LATP，45 μmol /L 辅酶 A，2 mmol /L 苹果
酸及酶液，催化温度 25℃，反应时间 10 min，加入
0. 2 mg /mL 5，5-二硫代双(2-硝基苯甲酸) (DTNB)
溶液终止反应。在 412 nm 波长下检测 5-巯基-2-硝
基苯甲酸(TNB)的生成量。酶活性定义为在412 nm
波长下每分钟 1 μmol 酶消耗底物辅酶 A 的量。
1. 8 苹果酰辅酶 A 连接酶酶的酶学性质
1. 8. 1 Mcl 酶最适 pH 测定:由于 DTNB 在酸性条
件下不稳定［11］，选用 Tris-HCl 缓冲液 ( pH 7. 5 －
9. 0)作为反应液，于恒定温度下测定酶蛋白活性，
筛选其最适反应 pH 值。
1. 8. 2 Mcl 最适温度测定:在最适 pH 值下，在
Tris-HCl 缓冲液中测定不同反应温度 (15℃、20℃、
25℃、30℃、35℃、40℃ )水浴中进行反应，筛选其最
适反应温度。
1. 8. 3 Mcl 的最适 ATP 底物浓度:由于 ATP 浓度

过高，会抑制反应的进行［12］，本实验分别选取 ATP
浓度为 0. 05 mmol /L、0. 1 mmol /L、0. 2 mmol /L、
0. 3 mmol /L、0. 4 mmol /L、0. 5 mmol /L 时，在最适反
应温度和 pH 值下测定酶蛋白活性，筛选最适 ATP
底物浓度。
1. 8. 4 酶促动力学参数测定:由于该反应涉及 3 个
底物 ATP、CoA 和苹果酸，而 ATP 对反应有抑制作
用，因此分别考察不同浓度的 CoA 和苹果酸对酶促
反应的影响。底物 CoA 浓度范围为 15 － 75 μmol /L
和苹果酸浓度范围为 0. 1 － 2 mmol /L，重组酶含量
为 4. 58 μg /mL，在其它 2 个变量一定的条件下，按
标准酶活测定方法测定酶活。
1. 8. 5 底物特异性测定:反应体系中分别添加
2 mmol /L琥珀酸、草酰乙酸、柠檬酸、丁酸、草酸、丙
二酸不同底物［13］，在最适反应温度和 pH 值下，按
标准酶活测定方法测定酶活。

2 结果和分析

2. 1 苹果酰辅酶 A 连接酶基因克隆
通过生物信息学分析 NCBI 中已报道的苹果酰

辅酶 A 连接酶基因序列，通过保守序列设计简并引
物，扩增出一条约 580 bp 大小的 DNA 片段(图 1)。
将片段同 pMD-19T 载体连接，转化 E． coli DH5a，蓝
白斑筛选获得阳性重组子，测序获得核心片段。

图 1． 苹果酰辅酶 A 连接酶基因核心片段电泳图
Figure 1． The core fragment of malate-CoA ligase gene．

根据核心片段的基因序列，设计引物 IPCＲ71Ｒ、
IPCＲ72Ｒ、IPCＲ73F、IPCＲ74F，分 别 用 Hind Ⅲ 和
EcoＲⅠ酶切 A． pullulans CCTCC M2012223 基因组
(图 2-A)，通过 IPCＲ 法最终得到含核心片段的基因
全长(图 2-B)。将片段同载体 pMD-19T 连接，转化
E． coli DH5a，筛选获得阳性重组子，测序获得苹果
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酰辅酶 A 连接酶基因全长。

图 2． 出芽短梗霉基因组酶切和 IPCＲ 扩增
Figure 2． The genome restriction enzyme analysis and IPCＲ

amplification．

经过测序获得了该酶编码基因序列全长为
1498 bp，共编码 440 aa，含有 4 个外显子和 3 个内含
子，根据氨基酸序列推导其编码多肽链分子量约为
48 kDa。经 Clustalw 多序列对比，真核生物 A．
pullulans 来源苹果酰辅酶 A 连接酶与来自褐螺菌属
Phaeospirillum molischianum 苹果酰辅酶 A 连接酶的
氨基酸同源性为 51% ( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov / protein /488817930 ); 与红杆菌属 Ｒhodobacter
capsulatus 的苹果酰辅酶 A 连接酶同源性为 49%
( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / protein /WP _
013066464. 1)。
2. 2 苹果酰辅酶 A 连接酶 cDNA 全长扩增及表达
载体构建

为实现在大肠杆菌表达，用真菌 ＲNA 提取试剂
盒提取 A． pullulans 的总 ＲNA 为模板(图 3-A)，用
反转录酶试剂盒合成 cDNA 的第一条链并为模板，
扩增出 1500 bp 片段(图 3-B)。将片段同载体 pMD-
19T 连接，转化 E． coli 感受态，筛选获得阳性重组
子，测序获得苹果酰辅酶 A 连接酶 cDNA 全长。并
将目的基因片段与经相应酶切处理的表达载体
pET32a( + ) 连接后转入 E． coli DH5a，通过菌落
PCＲ 筛选获得阳性菌落，提取所得的重组质粒送华
大测序，测序结果表明片段连接成功。
2. 3 酶蛋白的表达与纯化

表达载体 pET-Mcl 转入 E． coli BL21(DE3)中，
通过预培养及 IPTG 诱导 12 h 后，收集的菌体经过
超声破碎、离心分离，细胞裂解液上清通过 Ni-NTA
亲和层析法纯化蛋白。从 SDS-PAGE 蛋白电泳图 4-
A 可以看出，细胞裂解液在 66 kDa 左右处有明显蛋
白条带;纯化后蛋白电泳图显示(图 4-B)为单一条
带，苹果酰辅酶 A 连接酶基因加上载体标签共约

图 3． 出芽短梗霉总 ＲNA 和苹果酰辅酶 A 连
接酶 cDNA 全长电泳图
Figure 3． The total ＲNA from A． pullulans and cDNA

full-length of malate-CoA ligase．

68 kDa，同计算分子量大小一致，表明苹果酰辅酶 A
连接酶在 E． coli BL21(DE3)中成功高效表达，且蛋
白纯化效果较好。

图 4．苹果酰辅酶 A 连接酶蛋白表达 SDS-PAGE 分析
Figure 4． SDS-PAGE analysis for malate-CoA ligase．

2. 4 苹果酰辅酶 A 连接酶酶学性质
2. 4. 1 酶的最适反应温度:实验结果如图 5-A 所
示，Mcl 酶蛋白的最适酶促反应温度为 25℃ (将此
处催化活性设定为 100% )，与发酵最佳控制温度一
致。在 20 － 40℃下，相对酶活力较高，达到 70% －
100%，说明该酶蛋白对温度的耐受力比较强。
2. 4. 2 酶的最适反应 pH:测定酶蛋白在不同 pH
值的 Tris-HCl 缓冲液中的相对活性发现其最适反应
pH 为 8. 0(图 5-B)，酶蛋白具有较窄的 pH 适应范
围，当 pH 值高于或低于 8. 0 时，酶蛋白的相对活性
急剧下降。
2. 4. 3 酶的最适 ATP 底物浓度:由于高浓度 ATP
对酶促反应存在抑制作用，测定不同 ATP 底物浓度
下的酶蛋白相对活性发现 (图 5-C)，ATP 浓度为
0. 2 mmol /L时，酶反应速度最大，随着 ATP 浓度逐
渐增大，酶的催化活性急剧下降，当 ATP 浓度为
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图 5．苹果酸辅酶 A 连接酶的酶学性质
Figure 5． The characterization of malate-CoA ligase． A: Temperature; B: pH; C: the concentration of ATP; D: monomer selectivity．

0. 5 mmol /L时，酶促反应基本受到抑制。
2. 4. 4 酶的单体选择性:以催化苹果酸时催化活性
设定为酶活标准(100% )，测定重组酶蛋白对不同
单体底物的催化活性，结果如图 5-D 所示，酶蛋白具
有较广的底物选择性，可以催化不同单体草酸、草酰
乙酸、琥珀酸、柠檬酸、丁酸、丙二酸;苹果酸为该酶
蛋白催化的最适单体，其次为草酸、草酰乙酸、丁酸、
丙二酸，对柠檬酸和琥珀酸的催化活性相对较低。
2. 4. 5 酶促动力学参数:苹果酰辅酶 A 连接酶酶
促反应涉及底物 ATP、CoA 和苹果酸，由于 ATP 对
反应有抑制作用，在酶促反应动力学参数测定中分
别选择 CoA 和苹果酸为催化底物，采用双倒数作图
求得酶蛋白酶促动力学参数，线性拟合如图 6 所示。

由图 6-A 所示，改变底物 CoA 浓度，在 ATP 和
苹果酸的浓度一定，计算得到苹果酰辅酶 A 连接酶
表观米氏常数为 Km = 0. 546 mmol /L，最大反应速度
Vmax = 0. 282 μmol /(L·min)，专一性常数 K cat /Km =

1. 29 × 106［S － 1·(mol /L) － 1 )］;由图 6 － B 所示，改

变底物苹果酸的浓度，ATP 和 CoA 的浓度一定，计
算获得苹果酰辅酶 A 连接酶表观米氏常数为 Km =
0. 092 mmol /L，最大反应速度 Vmax = 0. 190 μmol /(L

·min)，专一性常数 K cat /Km = 5． 157 × 106［S － 1·

(mol /L) － 1)］。

3 讨论

聚苹果酸作为是一种新型生物可降解聚合物，
由于聚苹果酸的聚合途径尚未阐明，制约对其进行
深入研究。本文通过生物信息学分析，首次从出芽
短梗霉中克隆得到苹果酰辅酶 A 连接酶基因，并成
功在大肠杆菌中实现表达纯化。与原核生物来源的
苹果酰辅酶 A 连接酶基因相比，出芽短梗霉同褐螺
菌属 Phaeospirillum molischianum 苹果酰辅酶 A 连接
酶编 码 氨 基 酸 同 源 性 为 51%，同 红 杆 菌 属
Ｒhodobacter capsulatus 苹果酰辅酶 A 连接酶氨基酸
同源性为 49%，说明本研究克隆得到的苹果酰辅酶
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图 6．苹果酰辅酶 A 连接酶的酶促反应动力学参数
Figure 6． The kinetic parameters of catalyzed reaction of malate-

CoA ligase． A: CoA; B: malic acid．

A 连接酶为一种新型酶蛋白。酶学性质研究表明，
该酶蛋白最适反应温度为 25℃，在 20 － 40℃条件下
也具有较好的催化活性，可以保持 70% 以上的酶
活;最适酶促反应 pH 为 8. 0，显示具有较窄的 pH 适
应范围。苹果酰辅酶 A 连接酶是 ATP 依赖型
酶［14］，本实验发现底物 ATP 浓度大于 0. 2 mmol /L
时，明显对酶活性具有抑制作用，因此，采用定向进
化等手段提高苹果酰辅酶 A 连接酶对底物 ATP 的
耐受浓度，将可能提高聚苹果酸的单体聚合能力。

聚合物材料性质通常与单体组成有关，苹果酰
辅酶 A 连接酶单体选择性实验表明，出芽短梗霉来
源的苹果酰辅酶 A 连接酶具有较宽的底物选择性，
草酸、草酰乙酸、琥珀酸、柠檬酸、丁酸、丙二酸等均
可作为该酶的催化底物。已知报道与苹果酰辅酶 A
连接酶具有相似酰基化作用的琥珀酰辅酶 A 连接
酶，仅对琥珀酸具有选择性，而对丁酸、草酸、丙二
酸、戊二酸、己酸、延胡索酸、马来酸等没有催化活
性［15 － 17］。此外，微生物产生另一类聚酯型聚合物聚
β-羟基丁酸(PHB)，同样需要对单体的酰基化，除羟
基丁酸外，底物单体的不同，可形成具有不同材料特
性的共聚物［18 － 19］。本研究从真核生物来源获得的
苹果酰辅酶 A 连接酶基因具有广泛的底物选择性，
将为在生物体内构建不同单体聚合物生物合成途径
及创制新型可降解材料奠定基础。
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Gene cloning，expression and characterization of malate-
CoA ligase in the polymerization pathway of polymalic
acid from Aureobasidium pullulans
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Abstract:［Objective］ To clone and characterize the malate-CoA ligase in the polymalic acid biosynthetic pathway from
Aureobasidium pullulans CCTCC M2012223． ［Methods］ The malate-CoA ligase gene was cloned into the expression
vector pET-Mcl by IPCＲ technique，and expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) ． After purified with Ni-NTA column
chromatography，the protein was characterized． ［Ｒesult］ The full-length of malate-CoA ligase gene was 1498 bp，and
composed with 440 amino acids containing 4 exons and 3 introns． The optimal temperature and pH was 25℃ and 8. 0，
respectively，but the high substrate concentration of ATP could obviously inhibited the enzyme activity． The monomer
selectivity showed that the enzyme catalyzed the substrates of oxalic acid，oxaloacetic acid，butyric acid，and malonic
acid． ［Conclusion］ The malate-CoA ligase gene in the polymerization pathway of polymalic acid from Aureobasidium
pullulans CCTCC M2012223 was successfully cloned，which will be helpful in deeply understanding the polymerization
pathway and producing new polymers．
Keywords: Aureobasidium pullulans，malate-CoA ligase，polymerization pathway，monomer selectivity
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