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摘 要 采用 E10FGE 技术从菠菜总 E*H 中分离扩增了乙醇酸氧化酶（IJ）基因的 .K*H 序列，首先克隆到质粒

L+K!"01，进行了测序。然后将乙醇酸氧化酶的 .K*H 分别亚克隆至质粒 L1/;’M;@G、L1NI01-7、LO&##$ 和 L910#B
（ P ），分别转化大肠杆菌 KMQ!和 OR#!（K9%），并对重组乙醇酸氧化酶在大肠杆菌中的表达进行了研究。SKS0FHI9

和酶活分析表明，菠菜乙醇酸氧化酶在 3 ) 0(,# OR#!（K9%）（L1NI01-70IJ）和 3 ) 0(,# OR#!（K9%）（L910##B（ P ）0IJ）

里得到了高水平的表达，其中 3 ) 0(,# OR#!（K9%）（L910##B（ P ）0IJ）的乙醇酸氧化酶活性较高。
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乙醇酸氧化酶（IJ，U(V.’(,<2 ’7;D,@2，9G!) % ) % )
!）是植物光呼吸过程中的关键酶之一，可以催化乙

醇酸氧化成乙醛酸。乙醇酸氧化酶广泛存在于动植

物细胞中。在植物中，该酶催化光呼吸的关键步骤，

在动物体内，该酶参与了从丝氨酸和糖类到草酸的

代谢途径［!］。目前，国外已有在大肠杆菌［#］、酿酒酵

母［%］、毕赤氏酵母［4］、汉氏多形酵母［Q］和冠状构巢曲

霉［3］中表达重组乙醇酸氧化酶的报道，并且将菌体

直接用于催化生成乙醛酸［5］。菠菜乙醇酸氧化酶在

大肠杆菌中表达的主要问题是形成包涵体，因而酶

活较低，而在酵母中表达虽然活性较高，但是由于酵

母细胞壁较厚，菌体不能直接用于催化反应，还需要

用去污剂进行通透处理。本文探索了在大肠杆菌中

表达乙醇酸氧化酶的一些新策略，目的是为了提高

菌体的酶活，为以后用生物法生产乙醛酸奠定基础。

! 材料与方法

! "! 质粒、菌株及培养条件

质粒 L1NI01-7 由军事医学科学院生物工程研究

所赵志虎博士赠送，质粒 L+K!"01 购自 1,W,E, 公

司，其余质粒和菌株均为本室保存或本工作构建。

大肠杆菌 KMQ!用于质粒 L1/;’M;@G、L1NI01-7、LO&0
##$ 和 L910##B（ P ）及其衍生质粒的保存或扩增的

标准菌株。大肠杆菌 OR#!（K9%）和 KMQ!用于乙醇

酸氧化酶基因表达的受体菌。

大肠杆菌的培养基用 RO 培养基［8］，培养温度

%5X，摇床转速 #$$-Y:;=，氨苄青霉素浓度为 !$$"UY:R。

! "# 酶和试剂

限制酶和 14 K*H 连接酶购自 1,W,E, 公司、

F-’:2U, 公司和 *2> 9=U(,=D O;’(,B 公司；总 E*H 提

取试剂盒和反转录试剂盒购自博大公司；K*H 回收

试剂盒购自 1,W,E, 公司、鼎国公司和博大公司；其

余试剂为国产分析纯。

! "$ 菠菜组织

购自市场的新鲜菠菜，液氮保存至使用。

!%& 菠菜总 ’() 的制备及 ’*+,-’ 扩增

菠菜总 E*H 的制备及 E10FGE 扩增按照试剂盒

说明书并参考《分子克隆》进行。扩增乙醇酸氧化酶

基因的 FGE 引物：

L!：QZ0GGI!4!5654554556554654H1IIHIH10
GHGHHH1I1IHHG0%Z，划线部分是 7"(N 酶切位点，

斜体字为人为添加的 3 个氨基酸连接区（SSIIIS）；

L#：QZ0GGI IHH11GIH1IIHIH1GHGHHH1I1IH
HG0%Z划线部分是 30(E N 酶切位点；

引物 合 成 和 目 的 基 因 的 测 序 均 在 上 海 博 亚

（O;’H@;,）公司完成。

E*H 经 ++R& 反转录酶反转录获得的 .K*H 用

作 FGE 扩增模板，%$ 个 FGE 热循环按 8QX Q$@，



!"# $%&，’"# ()*+ 进行。

! "# 重组质粒的构建

有关分子克隆，大肠杆菌的感受态制备及转化

均按《分子克隆》方法进行。重组质粒构建如下：

以 ,-./ 为模板，0( 和 01 为引物进行 234，234
产物直接与质粒 05-(678 连接，得到质粒 05-(6787
9: 转化大肠杆菌 -;$!，在涂有 <289 和 =7>?@ 的 AB

（(%%">C)A ?)0）平板上筛选白斑菌落，提取质粒进

行酶切鉴定，并进行测序；然后依次将 9: 基因克隆

到表达载体 08<978DE，08F*G7;*&3，0BH""% 和 0I87""!
（ J ）上，见图 (。

图 ( 乙醇酸氧化酶基因克隆示意图

K*>L( MND?NO>P QGD ,@G+*+> NFO >O+O GQ >@P,G@?NO
GE*R?&O *+ ,@G+*+> 0@?&)*R

! "$ %& 在大肠杆菌中诱导表达

含重组质粒 0BH""%79: 的大肠杆菌 -;$!在含

氨苄青霉素（(%%">C)A）的 AB 液体培养基中 1%#下

培养过夜，按 (S接种量转接，1%#培养至 !"!%% T
% L! U % L 6，迅速升温至 V"#，诱导 $F 后离心收菌。

含重组质粒 08F*G;*&379:、08<978DE79: 和 0I87""W
（ J ）79: 的大肠杆菌 -;$!或 BA"(（-I1）在含氨苄

的 AB 培养基中 1’#培养过夜，按 (S接种量转接，

1’#培养至 !"!%% T % L V U % L !，加 <289 至())G@CA，

培养 $F 后离心收集菌体。

9: 的 表 达 用 M-M72/9I 检 测，分 离 胶 浓 度

(1 L$S，浓缩胶浓度 $S，电泳后用考马斯亮蓝 47
"$% 染色检测。蛋白含量的测定参照 BD?RQGDR 法［6］。

! "’ 表达产物的定位

!(’(! 周质部分：V#，("%%%> 离心 ()*+，收集 <289
诱导 培 养 物，将 细 菌 沉 淀 悬 于 1%))G@CA 8D*&73@

（0;6L%），())G@CA I-8/（0;6L %），"%S蔗糖中，冰浴

(%)*+，("%%%> 离心 (%)*+，上清为周质部分。

!(’() 胞内可溶和包涵体部分：同上收集 <289 诱

导培养物，弃上清，重悬沉淀于 (C(% 培养物体积的

$%))G@CA 8D*&73@（ 0;6L %），"))G@CA I-8/ 和 % L (
)>C)A溶菌酶中，并加 8D*NG+ =7(%% 至终浓度 (S，

1%#放置 "%)*+ 后冰浴下超声破碎至溶液较清亮，

("%%%>，V#离心 ($)*+，上清为可溶性部分，沉淀为

包涵体。

! "* 酶活分析

在光径 ( L %,) 石英比色皿中加入 ( L !6)A %L(
)G@CA 盐酸苯肼，% L%")A (%))G@CA K5. 和 % L ()A 酶

液或菌液。平衡一段时间后加入 % L ()A %L ()G@CA
乙醇酸起始反应。反应在室温（"! U "6#）下进行。

用 MF*)?RXY ZH71%%% 在 1"V+) 处测定光密度上升

值。［[］酶活定义一个乙醇酸氧化酶单位相当于在规

定条件下，每分钟合成 (")G@ 乙醛酸所需的酶量。

) 结 果

) "! 乙醇酸氧化酶 +,-. 的克隆

因为质粒 05-(678 是在 0Z3(6 基础上改建的

87载体，所以 234 产物有正向和反向两种插入方

式，其 中 05-(67879:( 是 正 向 插 入，05-(67879:"
是反向插入。之后对克隆的 -./ 进行了测序，结果

与文献发表序列一致［(%］（图 "）。

图 " 487234 产物和重组质粒酶切的琼脂糖凝胶电泳

K*>L" />?DG&O >O@ O@ONDG0FGDO&*& GQ 487234 0DGRY,N& GQ
9: ?+R ,@G+*+> \O,NGD 05-(67879: R*>O&NOR

]*NF DO&ND*,N*G+ O+XP)O&
(L -./ &*XO )?D^OD（A?)R? R*>O&NOR ]*NF #$%4 < ?+R &’(R <<<）；

"、1L 487234 0DGRY,N& GQ NFO ,-./ GQ >@P,G@?NO GE*R?&O QDG) &0*+?,F；

V L 05-(67879: R*>O&NOR ]*NF )*% < ?+R +,- <；

$L 05-(67879: R*>O&NOR ]*NF )*% <

) ") 乙醇酸氧化酶基因在大肠杆菌中的诱导表达

本研究的目的是构建一种可以高效表达乙醇酸
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氧化酶的工程菌以用于生物法生产乙醛酸，因此需

要在大肠杆菌中可溶性表达乙醇酸氧化酶，使得菌

体的酶 活 尽 可 能 高。我 们 采 用 了 胞 内 直 接 表 达

（!"#$$%）、分泌表达（!&’($$)（ * ））、与硫氧还蛋白

融合表达（!’+,-(.,/0）和硫氧还蛋白共表达（!’1(
23’45）6 套系统。

经过温度诱导的 ! 7 "#$% 8.9!（!"#$$%(2:）和

用 1;’2 诱导的 ! 7 "#$% 8.9!（!’+,-.,/0(2:）的全菌

裂解物经 <= 79>?8?(聚丙烯酰胺凝胶电泳，考马斯

亮蓝染色后未观察到外源蛋白的表达。

用 1;’2 诱导 ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(’45(2:）

和 ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:），全菌裂解

物、周质蛋白、超声后上清和沉淀经 ?8?(聚丙烯酰

胺凝胶电泳，考马斯亮蓝染色后观察外源蛋白的表

达，可以看到表观分子量约为 =BC8 的特异表达带，

与文献报道的乙醇酸氧化酶分子量一致［<<］，另外

! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(’45(2:）的全菌裂解物还

有一条带约为 <)C8，与硫氧还蛋白的分子量一致。

用蛋白扫描仪对 ?8?(;32& 干胶扫描分析表明，诱

导 9+ 后 ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(’45(2:）表达的乙

醇酸氧化酶达到大肠杆菌总蛋白的 $D>，而硫氧还

蛋白高达 9B 7 E>，是乙醇酸氧化酶的 $ 倍（图 =）；

图 = 乙醇酸氧化酶在 ! 7 "#$% "@$<（8&=）

（!’12(’45(2:）中表达的 ?8?(;32& 分析

F,G7= ?8?(;32& HIHJK/,/ -L M+N N5!4N//,-I -L /!,IHO+ GJKO-JHMN
-5,PH/N GNIN ,I ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(’45(2:）

<7 ;4-MN,I /,QN RH4CN4；$7 0NJJ N5M4HOM L4-R ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(
’45(2:）ANL-4N ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2；=7 &5M4HOM L4-R M+N /S!N4IHMHIM HLMN4
/S!N4/-I,L,OHM,-I -L M+N ONJJ/ ,IPSONP T,M+ 1;’2；67 &5M4HOM L4-R M+N !NJJNM
HLMN4 /S!N4/-I,L,OHM,-I -L M+N ONJJ/ ,IPSONP T,M+ 1;’2

! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:）表达的乙醇

酸氧化酶占全菌总蛋白的 $9 7 6>，占周质蛋白的

$$>。因为用 ’E 启动子表达的水平比较高，如果产

物位于胞内容易形成包涵体。! 7 "#$% "@$<（8&=）

（!’12(’45(2:）菌体经过超声裂解后分别取上清和

沉淀部分的蛋白，?8?(;32& 显示表达的蛋白主要在

沉淀部分，同样 ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(
2:）渗透休克后对其进行菌体超声裂解，表达的蛋

白主要集中在沉淀部分，这说明在胞内的乙醇酸氧

化酶大部分是不可溶的包涵体（图 6）。

直接测定菌体的乙醇酸氧化酶的活性结果是

! 7 "#$% "@$<（8&=）（!’12(’45(2:）为每克菌体（干

重）)U=S，! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:）为每

克菌体（干重）6<U)S，该菌体超声破碎液的比活为每

克蛋白 E% 79S，而菠菜粗提液的比活为蛋白 $$S。

图 6 乙醇酸氧化酶在 ! 7 "#$% "@（8&=）

（!&’$$A（ * ）(2:）中表达的 ?8?(;32&
F,G76 ?8?(;32& HIHJK/,/ -L M+N N5!4N//,-I -L /!,IHO+ GJKO-JHMN

-5,PH/N GNIN ,I ! 7 "#$% "@（8&=）（!&’$$A（ * ）(2:）

< 7 ;4-MN,I /,QN RH4CN4；$ 7 0NJJ N5M4HOM L4-R ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’(
$$A（ * ）(2:）ANL-4N ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2；=7 &5M4HOM L4-R !N4,!JH/R -L
! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:）ANL-4N ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2；67
0NJJ N5M4HOM L4-R ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:）9+ HLMN4 ,I(
PSOM,-I T,M+ 1;’2；97 &5M4HOM L4-R !N4,!JH/R -L ! 7 "#$% "@$<（8&=）

（!&’($$A（ * ）(2:）9+ HLMN4 ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2；)7 &5M4HOM L4-R M+N
/S!N4IHMHIM HLMN4 /S!N4/-I,L,OHM,-I -L M+N ONJJ/ -L ! 7 "#$% "@$<（8&=）

（!&’($$A（ * ）(2:）,IPSONP T,M+ 1;’2；E7 &5M4HOM L4-R M+N !NJJNM HLMN4
/S!N4/-I,L,OHM,-I -L M+N ONJJ/ -L ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A（ * ）(2:）

,IPSONP T,M+ 1;’2；B 7 0NJJ N5M4HOM -L ! 7 "#$% "@$<（8&=）（!&’($$A
（ * ））ANL-4N ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2；D 7 0NJJ N5M4HOM -L ! 7 "#$% "@$<
（8&=）（!&’($$A（ * ））9+ HLMN4 ,IPSOM,-I T,M+ 1;’2

! " # 在 不 同 $%&’ 浓 度 和 !"()) 值 进 行 诱 导 对

# " $%&’ *+!,（-.#）（/.&0!!1（ 2 ）0’3）表达乙醇

酸氧化酶的影响

由于 !&’($$A（ * ）采用 1;’2 诱导，而 1;’2 的价

格比较高，所以减少 1;’2 的用量可以降低今后发酵

的成本。我们将 1;’2 的浓度从 <RR-JV@ 减少到% 7<
RR-JV@，发现乙醇酸氧化酶均有表达，酶活在 6% W
6$SVG 菌体之间，说明在该浓度范围之内 1;’2 的用

量对表达没有影响。

为了确定在不同细胞培养密度下诱导对表达水

平的影响，我们分别在 &’)%%为 % 76、% 7 ) 和 < 7 % 时加

6<$ 生 物 工 程 学 报 <B 卷



入 !"#$（% &’(()*+,）对 ! & "#$% -,’.（/01）（20#3’’4
（ 5 ）3$6）进行诱导，其中当 &’7%% 8 % & 7 时表达水平

和菌体的酶活最高。

表 ! 在不同细胞生长密度下诱导对表达的影响

"#$%& ! ’()*+,-.( ./ 0%1+.%#,& .2-)#3& &245&33-.(
#, )-//&5&(, +&%% )&(3-,1

!9:;<=>)9 ?= &’7%% @<=>A>=B+（;+C）!

% &D ’% &1
% &7 D. &7
. &% 1’ &.

!EF** :GB HF>CI=

6 讨 论

在本研究中，我们从菠菜叶提取总 JK@，通过

反转录3"EJ 扩增出了菠菜乙醇酸氧化酶的基因。

为了实现菠菜乙醇酸氧化酶在大肠杆菌中可溶性表

达，我们分别对比了直接在胞内表达、分泌表达、融

合表达和与助溶配体共表达 D 种策略。

在 ! & "#$% /LM!（2-N’’%3$6）（采用"", 温度诱

导启动子）和 ! & "#$% /LM!（2#I>)L>OE3$6）（融合表

达）中，乙醇酸氧化酶和硫氧还蛋白3乙醇酸氧化酶

融合蛋白都没有看到明显的表达。文献中报道将乙

醇酸氧化酶和#3半乳糖苷酶融合表达以及用温度诱

导启动子"", 诱导乙醇酸氧化酶的表达水平都非常

低［’］。本 研 究 的 结 果 也 支 持 了 这 一 点。 ! & "#$%
-,’.（/01）（2#!$3#GP3$6）经过诱导后表达的乙醇酸

氧化酶可以达到总蛋白含量的 ’QR，但是主要是以

不可溶的包涵体形式存在。这说明硫氧还蛋白对乙

醇酸氧化酶没有助溶和促进折叠的作用，而且硫氧

还蛋白也可能不适合作为与该酶融合的配体。只有

在分泌表达系统中，我们检测到了较高的乙醇酸氧

化酶活性。其中活性部分来自周质，而在胞内基本

是包涵体。通过对菠菜乙醇酸氧化酶氨基酸序列的

研究发现，该序列中编码大肠杆菌 @GC 稀有碱基密

码子 @$@ 和 @$$（共 .’ 个）和 "G) 稀有碱基密码子

EEE（1 个）共占 . &1MMR，特别是 @$$ 和 @$@，其 =J3
K@ 在大肠杆菌中的含量是最低的。本研究的结果

表明密码子的偏好性对菠菜乙醇酸氧化酶在大肠杆

菌中的表达影响并不大。
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