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　　摘要：α－酮戊二酸脱羧酶催化α－酮戊二酸的非氧化脱羧生成琥珀酸半醛，其在琥珀酸半醛脱氢酶的作用下转
化为琥珀酸，蓝藻的三羧酸循环由于这２个酶的存在而变得完整。Ｂｌａｓｔ序列分析发现，蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２中ｃｃｅ４２２７
基因编码α－酮戊二酸脱羧酶。为了证实 ｃｃｅ４２２７基因编码蛋白的催化功能，从蓝杆藻 ＡＴＣＣ５１１４２基因组中克隆
ｃｃｅ４２２７基因，然后构建ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７表达质粒。将该质粒与ｐＴｆ１６分子伴侣质粒共转化ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌感
受态细胞后进行重组蛋白的诱导表达。利用镍亲和层析方法对 ｃｃｅ４２２７蛋白进行分离纯化，得到纯度 ＞９５％的
ｃｃｅ４２２７蛋白，菌体蛋白收率约为１２ｍｇ／ｇ。酶动力学测试表明，ｃｃｅ４２２７蛋白是１个焦磷酸硫胺素（ＴＰＰ）依赖型的
α－酮戊二酸脱羧酶。
　　关键词：蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２；α－酮戊二酸脱羧酶；基因克隆；重组表达；蛋白质纯化
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　　蓝藻，别称蓝绿藻或蓝细菌，在藻类中是最简单、最原始
的单细胞原核生物，也是目前发现的最早的光合释氧生物。

蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２是一种白天进行光合作用，夜间通过固
氮作用产氢的固氮型蓝细菌［１］。由于在蓝藻基因组中没有

检测到α－酮戊二酸脱氢酶基因［２－３］，长期以来学术界一直

认为蓝藻没有经典的三羧酸循环途径。２０１１年 Ｚｈａｎｇ等研
究发现，在聚球藻ＰＣＣ７００２中 ａ２７７０和 ａ２７７１基因分别编码
α－酮戊二酸脱羧酶和琥珀酸半醛脱氢酶，这２个酶的存在
使得蓝藻的三羧酸循环变得完整［４］。实际上，编码 α－酮戊
二酸脱羧酶和琥珀酸半醛脱氢酶的基因存在于除少数海洋蓝

藻外的大多数蓝藻中［４］。

笔者所在研究组通过Ｂｌａｓｔ序列分析，发现蓝杆藻 ＡＴＣＣ
５１１４２中ｃｃｅ４２２７基因与聚球藻 ＰＣＣ７００２中 ａ２７７０基因的同
源性达到８１．８％，与集胞藻 ＰＣＣ６８０３中 ｓｌｌ１９８１基因的同源

性为７６％。同样，集胞藻 ＰＣＣ６８０３中 ｓｌｌ１９８１基因编码蛋白
已被证明具有α－酮戊二酸脱羧酶功能［５－６］。因此本研究推

测ｃｃｅ４２２７蛋白也具有α－酮戊二酸脱羧酶的功能。
近年来生物合成可再生燃料的研究吸引了越来越多研究

者的关注［７］。其中，引人注目的是 Ｇｅｎｏｍａｔｉｃａ公司的研究人
员报道了基因工程大肠杆菌利用琥珀酸半醛生物合成１，４－
丁二醇［８］。然而通过基因工程蓝藻生物合成１，４－丁二醇的
研究还未见报道。琥珀酸半醛正是α－酮戊二酸脱羧酶催化
α－酮戊二酸非氧化脱羧生成的产物。因此对 α－酮戊二酸
脱羧酶开展研究将为未来利用蓝藻生物合成１，４－丁二醇提
供理论基础。

本研究从蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２基因组中扩增得到ｃｃｅ４２２７
基因，将其连接到 ｐＥＴ２８ａ载体上构建得到 ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７
质粒。将该质粒与 ｐＴｆ１６分子伴侣质粒共转化大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞后得到表达菌株。摇瓶培养表达菌
株经阿拉伯糖和异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导后纯化得
到ｃｃｅ４２２７重组蛋白。本研究为进一步阐明 ｃｃｅ４２２７蛋白的
催化功能及机制奠定了重要基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株和载体　试验于２０１７年１１月至２０１８年１月在
江西农业大学生物科学与工程学院分子生物学实验室完成。
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ｐＴｆ１６分子伴侣质粒、大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞、表达
载体ｐＥＴ２８ａ为笔者所在实验室保存；蓝杆藻 ＡＴＣＣ５１１４２基
因组购于美国模式菌种保藏中心。

１．１．２　工具酶和主要试剂　限制性内切酶ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、５ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒ购于北京全式金生物技术有限
公司；ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ购于 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；２×Ｔａｑ
（Ｐｆｕ）、２×ＴａｑＭｉｘ、普通 ＤＮＡ产物纯化试剂盒、琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒、质粒提取试剂盒均购于天根生化科技（北
京）有限公司；镍离子亲和层析树脂（Ｎｉ－ＮＴＡ）购于 ＱＩＡＧＥＮ
（凯杰）公司；所用引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成；质粒测序由上海祥音生物科技有限公司完成；其他主要试

剂均购于北京索莱宝科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　目的基因的 ＰＣＲ扩增　以蓝杆藻 ＡＴＣＣ５１１４２基因
组为模板（１μＬ，约３０ｎｇ），加入上下游引物各１μＬ（表１），
引物终浓度为０．２μｍｏｌ／Ｌ。加入２×Ｔａｑ（Ｐｆｕ）２５μＬ后加入
灭菌水２２μＬ至总体积为５０μＬ。扩增反应条件：９５℃预变
性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后于４℃保温。

表１　ＰＣＲ引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｃｃｅ４２２７－ＮｄｅⅠ ＴＧＴＡＡＣＴＣＡＴＡＴＧＧＧＧＧＡＡＡＴＧＡＡＣＡＣＡＧＣＡＧ
ｃｃｅ４２２７－ＸｈｏⅠ ＴＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＣＣＣＡＡＡＴＣＴＧＡＣＡＡＣ

　　注：下划线部分为酶切位点。

１．２．２　ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７重组质粒的构建与鉴定　将 ＰＣＲ
产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳后回收，利用ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ双
酶切回收片段。用同样的酶双酶切 ｐＥＴ２８ａ载体。将双酶切
的基因片段ｃｃｅ４２２７和载体线性片段 ｐＥＴ２８ａ（基因片段与载
体片段的物质的量之比为６∶１）在１６℃金属浴恒温下用 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶过夜连接。取连接产物 １０μＬ转化大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态（８０μＬ）后，用含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的
ＬＢ固体平板培养基筛选阳性克隆。将经菌落 ＰＣＲ验证正确
的阳性克隆单菌落摇菌提取质粒后送检测序。

１．２．３　ｃｃｅ４２２７重组蛋白的诱导表达　将重组质粒ｐＥＴ２８ａ－
ｃｃｅ４２２７和ｐＴｆ１６分子伴侣质粒共转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细
胞（１００μＬ），涂布于含卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）和氯霉素
（２５μｇ／ｍＬ）的双抗性ＬＢ固体平板培养基上，于３７℃恒温箱
内倒置过夜培养，将其克隆单菌落ＰＣＲ验证为正确的阳性克
隆菌进行诱导表达。将单克隆菌落加入１０ｍＬ含有卡那霉素
（５０μｇ／ｍＬ）和氯霉素（２５μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ液体培养基中，于
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。然后按０．５％接种量将过夜培养
液加入１．２ＬＬＢ液体培养基（含有 ５０μｇ／ｍＬ卡那霉素、
２５μｇ／ｍＬ氯霉素和１ｍｇ／ｍＬ阿拉伯糖）中进行菌体扩大培
养。待培养液 Ｄ６００ｎｍ为 ０．６时冰浴后加入 ＩＰＴＧ（终浓度为
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）于１６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ继续培养２４ｈ。
１．２．４　ｃｃｅ４２２７重组蛋白的分离纯化　将离心所得菌体用
２０倍体积的平衡缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值为８．０）
重悬，于冰水浴中超声破碎３２ｍｉｎ（超声工作２ｓ，间歇８ｓ，有
效功率为１０％）。菌体裂解液于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ
得到菌体上清液，经 ０．２２μｍ滤膜过滤后，将上清过 Ｎｉ－
ＮＴＡ树脂（事先用平衡缓冲液进行平衡处理），然后用含咪唑

的平衡缓冲液进行浓度梯度洗脱，分别收集每个浓度的流出

液，用十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
检测目的蛋白。合并含有目的蛋白的洗脱液后，于４℃采用
透析袋进行浓缩透析。

２　结果与分析

２．１　ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７表达载体的构建与鉴定
以蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２基因组为模板，经ＰＣＲ扩增、琼脂

糖凝胶电泳后获得约１．７ｋｂ大小的 ＤＮＡ条带，该基因片段
与ｃｃｅ４２２７基因理论碱基数（１６５３ｂｐ）相吻合（图１）。将双
酶切后的ｃｃｅ４２２７基因片段和ｐＥＴ２８ａ载体线性片段（图２）经
Ｔ４ＤＮＡ连接酶过夜连接后转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态
细胞，挑取阳性克隆摇菌后提取质粒。将该质粒进行ＤＮＡ测
序，测序结果表明，该基因 序列 与 ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（美国国立生物技术信息中心）数据
库中的ｃｃｅ４２２７基因序列完全一致。因此可见，本试验成功
构建了ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７表达载体。
２．２　ｃｃｅ４２２７重组蛋白的诱导表达

将ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７表达质粒转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态细胞，摇瓶培养菌液后经ＩＰＴＧ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导发现
ｃｃｅ４２２７重组蛋白为包涵体，在上清液中没有可见的 ｃｃｅ４２２７
重组蛋白（图 ３）。因此本试验将 ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７质粒和
ｐＴｆ１６分子伴侣质粒共转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细
胞。菌落ＰＣＲ研究发现，ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７质粒成功转化至
大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，即构建成功 ｐＥＴ２８ａ－
ｃｃｅ４２２７／ｐＴｆ１６ＢＬ２１（ＤＥ３）（图４中２、３、５、６条带片段大小与
ｃｃｅ４２２７基因片段大小相符合）。挑取图４中２号单克隆菌落
摇菌培养。结果发现，ｐＴｆ１６分子伴侣质粒的共表达明显增
加了ｃｃｅ４２２７蛋白的可溶性（图３）。ｃｃｅ４２２７基因的碱基数为
１６５３ｂｐ，编码１个含有５５０个氨基酸残基的蛋白质，其分子
量为５９．９１ｋｕ，与图３中大小约为６０ｋｕ的条带一致。
２．３　ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７／ｐＴｆ１６重组蛋白的分离纯化

将含有目的蛋白的上清液用Ｎｉ－ＮＴＡ亲和层析柱纯化。
用含有２０～２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ值为８．０）进行洗脱（图５）。由于 ｐＴｆ１６分子伴侣质
粒表达的促发因子（ｔｒｉｇｇｅｒｆａｃｔｏｒ，简称ＴＦ）蛋白没有组氨酸标
签，不能被 Ｎｉ－ＮＴＡ吸附。当咪唑浓度增加到 ４０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，ＴＦ蛋白基本被洗脱，此时有少量 ｃｃｅ４２２７重组蛋白被洗
脱。当咪唑浓度提高到６０ｍｍｏｌ／Ｌ时，大量 ｃｃｅ４２２７重组蛋
白被洗脱。然后用含有１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的缓冲液将ｃｃｅ４２２７
重组蛋白全部洗脱。合并图５中含有ｃｃｅ４２２７重组蛋白的洗
脱液后浓缩脱盐，得到纯度 ＞９５％的 ｃｃｅ４２２７重组蛋白。菌
体蛋白收率约为１２ｍｇ／ｇ。

３　讨论

本研究通过Ｂｌａｓｔ序列分析发现，蓝杆藻 ＡＴＣＣ５１１４２中
ｃｃｅ４２２７基因与集胞藻 ＰＣＣ６８０３中 ｓｌｌ１９８１基因的同源性为
７６％［６］，与鱼腥藻ＰＣＣ７１２０中ａｌｌ３５５５基因的同源性为７４％；
蓝杆藻 ＡＴＣＣ５１１４２中 ｃｃｅ４２２８基因与聚球藻 ＰＣＣ７００２中
ａ２７７１基因的同源性为６８％，与鱼腥藻ＰＣＣ７１２０中ａｌｌ３５５６基
因的同源性为７１％［９－１０］。重要的是蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２中
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ｃｃｅ４２２７蛋白与集胞藻 ＰＣＣ６８０３中 ｓｌｌ１９８１蛋白的氨基酸序
列同源性达８６％，且ｓｌｌ１９８１蛋白已经被证实具有α－酮戊二
酸脱羧酶的功能［５］，因此推测 ｃｃｅ４２２７蛋白也具有 α－酮戊
二酸脱羧酶的功能。

本研究通过常规ＰＣＲ技术从蓝杆藻ＡＴＣＣ５１１４２基因组
中成功克隆到ｃｃｅ４２２７基因，然后将其连接到 ｐＥＴ－２８ａ载体
后转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，阳性单克隆菌落经
测序正确后得到蛋白表达质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｃｃｅ４２２７。虽然该表
达菌株中ｃｃｅ４２２７重组蛋白的表达效果较好，但是其在上清
液中的含量较低，大部分为包涵体蛋白。因此，将 ｐＥＴ２８ａ－
ｃｃｅ４２２７质粒与 ｐＴｆ１６分子伴侣质粒共转化大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态细胞。研究发现，与分子伴侣蛋白（ＴＦ蛋白）共
表达时，ｃｃｅ４２２７重组蛋白的可溶性得到提高，在上清液中有
明显可见的ｃｃｅ４２２７蛋白。经摇瓶培养后通过Ｎｉ－ＮＴＡ亲和
层析方法获得纯度较高的 ｃｃｅ４２２７蛋白，菌体蛋白收率达到

１２ｍｇ／ｇ。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测得的 ｃｃｅ４２２７蛋白分子量约为
６０ｋｕ，与ｃｃｅ４２２７蛋白的理论分子量（５９．９１ｋｕ）比较接近。

笔者所在实验室已有的试验数据表明，在焦磷酸硫胺素

作辅因子时，ｃｃｅ４２２７蛋白可以催化α－酮戊二酸转化为琥珀
酸半醛。当用 ｐＨ值为 ７．５、浓度为 １００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＥＰＥＳ
（４－羟乙基哌嗪乙磺酸）缓冲液时，ｃｃｅ４２２７蛋白对 α－酮戊
二酸的Ｋｍ（米氏常数）为 １．２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｋｃａｔ（催化常数）为
１１６ｓ。后续研究将对 ｃｃｅ４２２７蛋白的详细酶动力学参数及
结构功能关系作进一步测定。
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