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摘 要 奎尼酸脱氢酶的高表达是奎尼酸生物合成的代谢工程研究的关键和基础。粗糙脉孢菌基因组中编码奎尼酸脱氢酶

的基因 ?+I $在大肠杆菌中不表达，根据大肠杆菌密码子使用频率分析 ?+I $基因，发现有 !K个稀有密码子，其中编码 7,G（/）
的有 H个，编码 W’@（W）的有 J个。编码精氨酸的 7WW（7W7）两个稀有密码子紧密相连（/区），另外还有个相对比较集中的
WWW密集区 W区。进一步通过计算机分析其 ?+I $基因 4/)7二级结构，发现改变 6X和 $X末端个别碱基对其二级结构的影响
很大，可以使 4/)7的自由能由野生型的I$KVY$ >Z[4&’降低到最小 \ H"Y6 >Z[4&’，从而大大减少 4/)7两端二级结构的产生，
而仅仅改变 /区和 W区的稀有密码子自由能变化很小。通过对该基因密码子改造和优化 6X和 $X末端对其 4/)7二级结构的
影响，在大肠杆菌中表达真菌的基因 ?+I $，并测到了奎尼酸脱氢酶活性，为构建产奎尼酸工程菌株奠定基础。
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奎尼酸（!"#$#% &%#’，()）是一种具有极高价值的
精细化工产品和医药中间体，在医药工业、食品工

业、化工等行业均有较大的用途［*］。本实验室在成

功克隆与表达脱氢奎尼酸（+,(）生物合成途径关键
酶基因 !"#$、!"#% 的基础上［-，.］，应用代谢工程原理
以葡萄糖为原料进行奎尼酸生物合成的研究。为了

有效利用大肠杆菌莽草酸途径合成奎尼酸，必须导

入异源奎尼酸脱氢酶（ !"#$&/0 12’034’5670$&80，
(+,&80，9:*;*;*;-<）的编码基因，构建一条新的代
谢支路将碳源引向生成 ()的方向，构建产奎尼酸
工程菌株。

奎尼酸脱氢酶的高表达是奎尼酸生物合成的代

谢工程研究的关键和基础。陈梅芳等［<］利用构巢曲

霉，=568/等［1］利用肺炎克雷伯氏菌中的奎尼酸脱氢
酶基因进行表达产生奎尼酸，产量低达不到工业化

的要求。另外一个编码奎尼酸脱氢酶的基因 &!2 .

是粗糙脉孢菌（’()"#*+#"! ,"!**!）&! 基因家族中的
成员之一［>］，是该菌奎尼酸代谢途径上的第一个关

键酶，与另外两个酶一起催化奎尼酸代谢的起始反

应。但 ?#%3&0@实验表明［A］，在大肠杆菌中没有观察
到 &!2 .基因的表达。
根据 B3&5C统计的大肠杆菌密码子使用频率结

果［D］，我们分析 &!2 . 基因，有 -A 个稀有密码子，有
一个 )EE（)E)）密集区 F区和一个 EEE密集区 E
区（=#7 G*）。进一步分析 HFI)二级结构，发现 1J和
.J末端个别碱基的改变对其二级结构的影响很大，
而仅仅中间突变末端碱基不变的 &!2 . 基因与野生
型自由能相差不大。因此，我们决定改变密码子密

集区 F区和 E区的稀有密码子，通过改造密码子和
优化 HFI)二级结构，使粗糙脉孢菌编码 (+,&80基
因 &!2 . 在 - G ,#./ 中表达并对其产物活性进行鉴
定，为构建产奎尼酸工程菌株奠定基础。
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图 * &!2 .基因的核苷酸序列
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! 材料与方法

!"! 菌株和质粒
粗糙脉孢菌（’()"#*+#"! ,"!**!）购自中科院微生

物所菌种保藏中心。大肠杆菌 .*DD< 和表达载体
CRS--L为本室保存。重组质粒 CRS!&.，CRS!&.F，
CRS!&.E，CRS!&.FE，CRS!&.FEH 及其 .*DD<工程菌
由本室构建。

!"# 酶及其它生化试剂
限制性内切酶、K< +I) 连接酶及 9Q2K&! +I)

聚合酶购自 K&T&F& 公司；TU+2V@"8 +I) 聚合酶购
自 KUWURU公司。大肠杆菌 +,1!感受态、+I) 柱
式胶回收试剂盒购、+I) ?&5X05 购自天为时代公
司。

!"$ 粗糙脉孢菌基因组 %&’的制备
按文献［M］方法进行操作。
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!"# 稀有密码子突变引物设计及扩增
根据文献［!］报道的基因序列设计 !"" #正常扩

增引物。拟突变的稀有密码子在 !"" # 基因上的碱
基位置分别是：!，$，!$%，!$!，&%’，&($，&)#，&)(，
&)!，&)&，&)$，*%#，$)+，$)( 分别对应的突变结果
如下（括号中的为突变后的密码子）：,-.（,-,），
/-/（/--），...（..,），...（..,），/,/（/,-），
,,.（-,.），.,.（.,,），/..（-.,），/..（-.,），
/,,（/,-），../（..,），../（..,）。设计 !"" #正
常引物 0+和 0’，1区突变引物 1+和 1’，.区突变
引物 .+和 .’两端突变引物 0#和 0(（见表 +）。

表 ! $%&扩增所用的引物及其序列
’()*+ ! $,-.+, /+01+23+ 1/+4 56, 78+ $%& (.9*-5-3(7-62

-234 056745 849:4;<4

0+ )="....//,,-/,.,-./-/.-//--/--/-//-/,"#=

0’ )="...../,--,-/.,,./.,,.,--,--/-/.,"#=

1+ )="-,..,,-.,-.,/,-.,-././-.,,-"#=

1’ )="./,/-./-.//--/.-/,-,--,,-,-"#=

.+ )="..,--...,.-./,-.,-.-,,.-/,,--"#=

.’ )="./,-.-/---../---,--/..--,,-/"#=

0# )="...//,,-/,./-./-/.-//--/--/-//"#=

0( )="..../,--,-/.,,./.,,./--/--/-/.,/-//"#=

以粗糙脉孢菌基因组 >?/ 为模板，用引物 0+
和 0’扩增出了 !"" #基因，连接到 @AB’’%载体上，
得到质粒 @AB9C#，经过酶切鉴定，送北京三博远志
公司测序。以 @AB9C#为模板，用引物 1+和 0’扩增
’+)D@的小片段，1’和 0+扩增 &!#D@的大片段。将
此两片段混合，加入 3?,0，EF>"0G:8，D:HH45，在 $&I
预变性 +76;后，于以下条件进行 )个循环：$)I#%8，
)%I#%8，&’I’76;。)个循环结束后，向反应体系中
加入引物 0+ 和 0’，在同样条件下再进行 #% 个循
环。电泳回收 0-1产物 9C#1。以 @AB9C# 为模板，
.+和 0’扩增 ’&*D@的小片段，.’和 0+扩增 &%#D@
的大片段，将此两片段混合按照同样的步骤得到

0-1产物 9C#.。将 0-1产物酶切，回收之后连接到
同样双酶切的 @AB’’%载体上分别得到 @AB9C#1和
@AB9C#.。将经过酶切鉴定的重组子，送公司测序。
以 @AB9C#1（或者 @AB9C#.）为模板，.+ 和 0’ 扩增
’&*D@的小片段，.’ 和 0+ 扩增 &%#D@的大片段，将
此两片段混合按照同样的步骤得到 0-1产物 9C#1.
和质粒 @AB9C#1.。以 @AB9C#1. 为模板，用 0# 和
0(扩增得到 0-1产物 9C#1.7，连接到载体 @AB’’%
上得到 @AB9C#1.7。

!": !"; <和 !"; <突变的诱导表达
挑取含表达重组质粒的 >J)!单菌落接种到 KA

液体培养基中，#%I振摇培养过夜后，次日按 +L接
种到 )7K KA液体培养基中，#%I振摇培养 ’ M #N至
#$!%%约为 %O) M %O! 时，立即移至 (’I，热诱导 )N
后，取 +7K菌液 P>P"0/.Q检测（凝胶浓度为 +)L、
考马斯亮蓝染色），薄层扫描测定表达产物占菌体总

蛋白的百分比。

!"= 奎尼酸脱氢酶粗酶液的制备
挑取含表达重组质粒的 >J)!单菌落接种到 KA

液体培养基中，#%I振摇培养过夜后，次日按 +L接
种到含 )%7K KA 液体培养基的 ’)%7K 三角瓶中，
#%I培养至 #$!%%达到 %O!时，置于 (’I。诱导培养

)N 后，(I离心收集菌体。用 %O+72GRK、@J &O) 的
,568"J-G缓冲液洗涤 ’遍，按 +S湿菌：)7K缓冲液的
比例悬浮于含有 %O+72GRK ,568"J-G、%O%)72GRK ?C-G、
%O’L""巯基乙醇的缓冲液中，悬液在冰浴中超声破
碎，’%%T，超声 ’8，间隔 ’8，!% 次。破碎液 (I、
+’%%%5R76;离心 +%76;，上清即为粗酶液，用于酶活
性测定。

!"> 奎尼酸脱氢酶生物学活性分析及蛋白质含量
测定

参考文献［+%］的方法，略有改动。U>JC84活性
分析（U/ V2 >JU）在 %O+72GRK 甘氨酸缓冲液（@J
$O*）中进行，+7K 反应体系中含有 ’772GRK ?/>、
+O(772GRK""巯基乙醇、’%772GRK U/，加入 +%%#K酶
粗提液，#%I反应 +%76;，沸水浴 )76;，+’%%%5R76;离
心 + M ’76;，测定 #(%;7处光吸收值。总蛋白质含
量的测定采用微孔板 A-/法，操作按 0645<4公司产
品说明书进行。

? 结果

?"! !"; < 基因的扩增
从粗糙脉孢菌中提取基因组 >?/，以该基因组

>?/为模板，用引物 0+ 和 0’ 扩增出了 !"" # 基因
（W6S X ’），加上两端酶切位点全长 $*!D@，经过 %&’1$
和 (")J$双酶切，连接到同样双酶切 @AB’’%空载
体上，得到质粒 @AB9C#。 !"" # 基因测序结果与
.4;AC;Y比对 $$O#L，与报道的序列一致（测序结果
未列出）。

?"? !"; < 基因的突变
以 @AB9C#为模板，用引物 1+和 0’扩增 ’+)D@

的小片段，1’ 和 0+ 扩增 &!#D@ 的大片段（W6S X #）。
将两种片段混合，加入 3?,0，EF>"0G:8，EF>"0G:8
D:HH45，在 $&I预变性 +76;后，于以下条件进行 )个
循环：$)I #%8，)%I #%8，&’I ’76;。)个循环结束
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图 ! !"" # 基因的扩增
$%&’! ()*+%,%-./%01 0, !"" # &212

3：45( 3.6726 4!888’

图 # !"" # 基因突变过程中的大片段和小片段
$%&’# 9%& ,6.&)21/ .1: ;).++ ,6.&)21/ 0, )</./%1& !"" # &212
=>：;).++ ,6.&)21/ 0, )</./%1& ?0@ =；=!：?%& ,6.&)21/ 0, )</./%1& ?0@

=；A>：;).++ ,6.&)21/ 0, )</./%1& ?0@ A；A!：?%& ,6.&)21/ 0, )</./%1&

?0@ A；3：45( 3.6726 4!888 ’

后，向反应体系中加入两端引物 B>和 B!，在同样条
件下再进行 #8个循环。电泳回收 BC=产物 D.#=。
以 *9ED.# 为模板，A> 和 B! 扩增 !FG?* 的小片段，
A!和 B>扩增 F8#?*的大片段（$%& ’ #），将此两片段
混合按照同样的步骤得到 BC=产物 D.#A。分别将
BC= 产物酶切，回收之后连接到同样双酶切的
*9E!!8载体上分别得到 *9ED.#= 和 *9ED.#A。将
经过酶切鉴定的重组子，送三博公司测序。以

*9ED.#=（或者 *9ED.#A）为模板，A> 和 B! 扩增
!FG?*的小片段，A! 和 B> 扩增 F8#?*的大片段，将
此两片段混合按照同样的循环扩增步骤得到 BC=
产物 D.#=A和质粒 *9ED.#=A。以经过酶切（$%& ’ H）
和测序鉴定的 *9ED.#=A 为模板，用引物 B# 和 BH
扩增得到 BC=产物 D.#=A)，连接到载体 *9E!!8上
得到 *9ED.#=A)。测序结果表明突变位点正确（测

序结果未列出）。突变策略示意图及结果见

图 I［>>］。
!"# 全菌蛋白的 $%$&’()*
按方法 >JK进行热诱导表达，L4L"B(AM检测经

热诱导后的全菌体裂解物，显示含有经过突变

*9ED.#=A) 的 4NK!菌在分子量约 #K74 处有一新
增特异蛋白带，与预期的 O4N.;2分子量大小一致，
对照组 *9ED.#和空载体则没有此带（$%& ’ K）。薄层
扫描结果显示，*9ED.#=A)P4NK!全菌体裂解物中
目的蛋白（O4N.;2）的表达量占菌体蛋白总量的
!#JGQ。

图 H *9ED.#=A的 #$%="和 &"’N"酶切鉴定
$%&’H #$%=".1: &"’N"62;/6%-/%01 .1.+R;%; 0,

62-0)?%1.1/ *+.;)%: *9ED.#=A
3：45( ).6726 4!888’

图 K 蛋白表达 L4L"B(AM电泳
$%&’K >KQ L4L"B(AM .1.+R;%; 0, /0/.+ -2++ *60/2%1;

>，!，#：*9ED.#=A)P4NK!?2,062 %1:<-/%01；>S，!S，#S：*9ED.#=A)P

4NK!.,/26 %1:<-/%01；H：*9ED.# ?2,062 %1:<-/%01；K：*9ED.# .,/26

%1:<-/%01；I：*9E!!8P4NK!；3：3.6726 ’

!"+ 表达产物奎尼酸脱氢酶的酶活测定
根据本实验的要求只需要测定全细胞裂解液中

奎尼酸脱氢酶活性即可。按照方法 >JI和 >JF制备
奎尼酸脱氢酶的粗酶液，测定总蛋白的含量和酶活

性，同时以含空载体的 *9E!!8P4NK!菌体裂解物上
清 O4N.;2酶活性设定为 >，结果表明 *9ED.#P4NK!
粗提物酶活性没有明显提高，*9ED.#=A)P4NK!粗
提物酶活性提高了 FJ#倍（T.?+2 !）。
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图 ! !"" # 基因突变策略示意图
$%&’! ()*+),&- ./ 01)+)%.2 ./ !"" # &,2,

表 ! 奎尼酸脱氢酶活性测定
"#$%& ! ’(#%)*+* ,-+(#.& /01&2)1345&(#*& #6.+7+.)
34)*+5) (6,5%/%5 +5)%7%)- 8,9+)%7, +5)%7%)-

6:;<<=>?@A! !BC CB=

?@A! ABA =BD

6:;E+#>?@A! FB# CB<

6:;E+#8G0>?@A! HHBA FB#

8 讨论
粗糙脉孢菌的 !"" # 基因在大肠杆菌中不表

达［F］，我们在 6:;<<=、63I<<J K、6:;)+5、6I*5DD+ 等
不同载体上的实验也同时表明，该基因在大肠杆菌

中不表达。虽然影响外源基因在大肠杆菌中表达的

因素有很多，但是密码子的选用和 08LM的一、二级
结构是影响表达的重要因素。由于遗传密码子的简

并性，每一个氨基酸都由多种密码子来编码。然而，

大肠杆菌对编码同一氨基酸的各种密码子使用频率

并不相同，甚至相差很大［C<］。稀有密码子的存在大

大降低了蛋白质合成的速率，使蛋白表达量降低，甚

至使蛋白合成中途停止［C#，CH］。

在众多稀有密码子当中，编码精氨酸的 MGG和
MGM是使用频率最低的两种。当有两个 MGM相距
很近时，严重影响翻译进程［CA］。在 !"" #基因 #<<个
密码子中，有 <F个稀有密码子，其中编码 M*&（8）的

有 N个，编码 G9-（G）的有 D 个，编码 O*.（O）的有 !
个。两个相对比较集中的稀有密码子 MGG（MGM）密
集区 8区和 GGG密集区 G区，尤其是两个编码精氨
酸的 MGG紧密相连，估计这种排列方式可能会妨碍
!"" #基因的表达。本文对 !"" #基因突变位点的选
择正基于此。如果用大肠杆菌中使用频率较高的

GII，GGI，MIP，PIG，PGI，MIP 代替 MGG，MIM，
IIG，MII，GGG，GIG可能会大大改善表达效果。

AQ端改变的两个碱基分别在两个不同的密码子
中，这两个密码子并不属于稀有密码子，#Q端改变的
两个碱基是 G9-的稀有密码子，这几个密码子的改
变导致了 08LM二级结构的自由能发生了很大的变
化。通过计算机分析 08LM二级结构，发现 AQ和 #Q
末端对其二级结构的影响很大，改变密码子从而减

少 08LM两端二级结构的产生，可以使 !"" # 08LM
的自由能由野生型的 R #FHB# ST>0.9 降低到最小
R N=BA ST>0.9，而仅仅中间突变末端碱基不变的
!"" #基因与野生型自由能相差不大。
因此，欲使 !"" #基因高效表达，在优化该基因

中稀有密码子的使用基础上减少 08LMAQ和 #Q末端
二级结构的产生是一条可以尝试的途径。本项工作

结果证实了我们的设想。

# ’ $%&’ 基因组不含有编码 U?@+V, 的基因，其
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菌体自身不具有生成 !"的能力，而异源基因编码
的 !#$%&’在 ! ( "#$% 中表达，可催化中间代谢产物
#$!转化成 !"，这对于利用 ! ( "#$% 莽草酸途径将
碳源物质如葡萄糖或木糖发酵生产奎尼酸至关重

要。本实验在 ! ( "#$% 中表达了具有催化活性的奎
尼酸脱氢酶，并证实其有较高的酶活性，这为进一步

构建不同种属多基因串联表达重组子，生物合成奎

尼酸打下良好的基础。
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答 读 者 问

)E ( 在签订版权协议时，我只想转让印刷版，不想转让网络版，是否可以？
答：我刊不仅出版印刷版，同时出版光盘版和网络版。在出版过程中，一般不大可能将其中的一篇文章撤下来不做网络

版，所以凡不同意转让光盘版和网络版的文章作者，在通知本刊之后，可以改投其他刊物。

)) ( 我的文章现已审查完毕，并收到了有关审稿意见。我想咨询，如果我的文章修改后，再次投稿，是否
还需要交审稿费，是否仍然用原论文编号提交？

答：如果你的文章已经被通知退稿了，那么文章修改之后再投来将按新稿件处理，从程序上来讲和新投稿件是一样的，仍

需要缴纳审稿费，只是为节省审稿时间，可在投稿时注明“修改重投稿件”字样和原稿件的编号。如果是编辑部在审稿意见中

要求您改后再投来复审，则不作为新稿处置，请直接注明：“原稿件号 ^改后复审”字样，不再另交审稿费。

)N ( 我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费
等方法？

答：我们已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评审

一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于编辑部进

行评审，我们的承诺是在 W个月之内给予答复，F c [个月之内刊出。如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研
究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加费用。
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