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　　摘要：对羟基苯甲酸（４－Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ，４ＨＢＡ）应用广泛，在工业领域上被当作前体合成各种芳香族化合物，其
中包括液晶材料、农药等；在食品和化妆品等领域上被当作防腐剂。微泡菌属（Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．）Ａ４Ｂ－１７是一种能
将葡萄糖合成４ＨＢＡ的海洋细菌，为了提高４ＨＢＡ的合成效率对合成莽草酸途径前体的２个关键酶：ＧＭ００４３５６编码
的磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ，ＰＥＰＣＫ）和ＧＭ００３１３３３编码的烯醇化酶（Ｅｎｏｌａｓｅ）进行
研究。通过构建蛋白系统进化树发现，ＰＥＰＣＫ与 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＧＬ－２的 ＰＥＰＣＫ相似度为 ９５．１５％，Ｅｎｏｌａｓｅ与
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｓ的Ｅｎｏｌａｓｅ相似度为９８．１３％。利用低温表达载体在大肠杆菌中对２个酶进行高效表达，提取和
纯化后，采用ＢＣＡ法蛋白定量计算后得到纯化后的ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ分别占各自粗酶液的１．３０４％和１．１２３％。酶活
采用ＰＫ／ＬＤＨ（丙酮酸激酶／乳酸脱氢酶）偶联检测法检测ＮＡＤＰＨ的减少量。根据米氏常数双倒数法求得 ＰＥＰＣＫ和
Ｅｎｏｌａｓｅ的Ｋｍ值分别为０．０４１ｍｍｏｌ／Ｌ和０．０５６ｍｍｏｌ／Ｌ，ＰＥＰＣＫ反应的最适温度为３０℃，最适ｐＨ值为７，Ｅｎｏｌａｓｅ的最

适温度为 ３０℃，最适ｐＨ值为７。以上结果为高效生产４ＨＢＡ提供了理论依据。
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　　对羟基苯甲酸（４－Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ，４ＨＢＡ）及
其酯类物质，不仅能抑制真菌和细菌的生长，还能

调节一些酶的代谢，应用非常广泛［１］，覆盖了衣食

住行各个方面，比如用于食品与化妆品的防腐剂、

农业中的杀菌剂与化肥、手机电脑等的液晶制品等

方面［２－６］。４ＨＢＡ的毒性较低，抑菌效果也好，所以
在２００２年，对羟基苯甲酸酯类物质已经被我国批准
作为食品防腐剂添加使用［７］。

目前大部分４ＨＢＡ通过石油分馏［８］得到，也有

报道利用植物［９］或者重组大肠杆菌［１０］合成４ＨＢＡ，
但是这些方法存在很多的缺陷，植物合成得到的

４ＨＢＡ提纯难度大［１１］。微泡菌属（Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．）
Ａ４Ｂ－１７菌株是能将葡萄糖合成４ＨＢＡ及其酯类的
海洋细菌，笔者所在课题组已经完成了 Ａ４Ｂ－１７菌
株的基因组测序和注释［１２］。合成４ＨＢＡ的途径有２

条：葡萄糖降解途径和莽草酸途径，在后者途径中

磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）和４－磷酸赤藓糖缩合反
应生成３－脱氧－Ｄ－阿拉伯庚酮糖酸－７－磷酸合
成酶（ＤＡＨＰ），ＰＥＰ的合成量较低成为莽草酸途径
的限速步骤。Ａ４Ｂ－１７菌株合成 ＰＥＰ的途径有 ２
条：２－酮－３－脱氧 －６－磷酸葡糖酸途径（ＥＤ途
径）和糖酵解途径（ＥＭＰ途径）。在 ＥＤ途径中，磷
酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＰＥＰＣＫ）将草酰乙酸
（ＯＡＡ）脱羧生成 ＰＥＰ；在 ＥＭＰ途径中烯醇化酶
（Ｅｎｏｌａｓｅ）将２－磷酸甘油酸（ＯＡＡ）脱水生成 ＰＥＰ。
ＥＭＰ途径和 ＥＤ途径［１３］的共同点是将合成 ＰＥＰ作
为通路的最后一步反应。同时在之后的合成途径

中，ＰＥＰ作为起始物质，４ＨＢＡ及其酯类合成多少完
全取决于它的积累量［１４］。可以说要想大量合成

４ＨＢＡ及其酯类，就需要大量合成 ＰＥＰ。Ａ４Ｂ－１７
菌株的 ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ这 ２个酶分别由编号为
ＧＭ００４３５６和ＧＭ００１３３３的基因编码，而且在该细菌
体内，有且只有这２种酶能够合成 ＰＥＰ，因此对这２
个基因编码的蛋白酶的研究是非常有必要的。对

这２个酶的研究不仅能了解它们的理化性质，还能
够为提高 ＰＥＰ的产量提供理论基础，从而为提高
４ＨＢＡ的产量打下基础［１５］。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．Ａ４Ｂ－１７菌株（由笔者所在课

题组从海水中分离得到，并保存于江苏师范大学生

命科学学院）；大肠杆菌 ＤＨ５α（笔者所在实验室长
期保存于 －８０℃ 超低温冰箱中）；ｐＥＴ－２１ａ（＋）
载体（购买自武汉淼灵生物科技有限公司）。

１．２　试验试剂
Ｑ５Ｈｉｇｈ－ＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，５×Ｑ５Ｈｉｇｈ

ＧＣＥｎｈａｎｃｅｒ（ｏｐｔｉｏｎａｌ），５×Ｑ５ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ，ｄｄＷａｔｅｒ，ＬＢ肉汤，１００ｍｇ／ｍＬＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ
（Ａｍｐ）母液，５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ（ｐＨ值８．５），１％琼脂
糖凝胶，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，ＧｏｌｄＶｉｅｗ
核酸染料，质粒提取相关试剂［１６］，磷酸缓冲液 ＰＢＳ
母液（０．２ｍｏｌ／Ｌ），０．１ｍｏｌ／Ｌ异丙基－β－Ｄ－硫代

半乳糖苷（ＩＰＴＧ），３０％ （质量浓度）丙烯酰胺溶液
（Ａｃｒ－Ｂｉｓ），１０％（质量浓度）过硫酸铵，５×Ｔｒｉｓ－
ＧｌｙｃｉｎｅＢｕｆｆｅｒ（电泳缓冲液），１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
值为６．８），１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为 ８．８），
１０％ ＳＤＳ考马斯亮蓝 Ｒ－２５０染色液，考马斯亮蓝
脱色液，５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，β－巯基乙醇
（β－ＭＥ），蛋白纯化试剂盒等。
１．３　ＧＭ００４３５６和 ＧＭ００１３３３编码基因的克隆与
鉴定

１．３．１　 目的片段的扩增 　 首先分别设计
ＧＭ００４３５６和ＧＭ００１３３３这２个目的基因的引物，引
物设计见表１，引物序列交由上海捷瑞生物工程有
限公司合成。设计 ＰＣＲ反应体系，加入 ＰＣＲ管中，
混匀，放入ＰＣＲ仪，设置好反应条件，运行程序。３５
次循环。

表１　ＧＭ００４３５６和ＧＭ００１３３３引物设计

名称 序列（５′→３′）
Ｔｍ
（℃）

ＧＭ００４３５６Ｆ ＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＡＧＡＴＣＧＡＣＧＡＣＴＣ ７５．８

ＧＭ００１３３３Ｒ ＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＴＴＡＧＧＣＴＴＴＡＧＧＧＣＣＴＧＣＡＴ ７５．５

ＧＭ００１３３３Ｆ ＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＧＣＴ ６８．０

ＧＭ００１３３３Ｒ ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＡＡＴＴＣＡＧＣＡＣＧ ６８．０

１．３．２　载体酶切　选择 ｐＥＴ－２１ａ（＋）载体，大小
为５４４３ｂｐ，酶切位点为 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ，采用双
酶切，载体酶切后，需要将目的基因与载体进行连

接，形成重组质粒。选择的酶连试剂盒为 Ｒｅａｄｙ－
ｔｏ－ＵｓｅＳｅａｍｌｅｓｓＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ。总 反 应 体 系 为
５０μＬ，混合均匀后于３７℃水浴５ｍｉｎ。
１．３．３　阳性转化子质粒提取　将重组质粒转入大
肠杆菌，培养结束后，挑取部分单菌落进行液体培

养，然后利用十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）碱裂法提取
质粒。

１．３．４　阳性转化子酶切鉴定　将酶切体系加到
ＰＣＲ管中，混合均匀，放入３７℃水浴锅中孵育５～
１０ｍｉｎ，然后琼脂糖凝胶电泳验证结果。
１．４　ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ的表达与酶活探究
１．４．１　粗酶提取　将活化好的菌落接入含氨苄青
霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ三角瓶中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，培养
至吸光度为０．４～０．６，再加入异丙基－β－Ｄ－硫代
半乳糖苷（ＩＰＴＧ）低温低速诱导培养１２～２４ｈ，使目
的蛋白充分表达。将培养好的菌液５０００ｒ／ｍｉｎ，低

温离心１０ｍｉｎ，弃上清，用ｐＨ值为７．４的ＰＢＳ缓冲
液（磷酸缓冲盐溶液）重悬细胞，再离心，再重悬，用

超声波破碎仪破碎细胞，４℃ 离心，上清即为粗酶
混合液。

１．４．２　蛋白纯化　提取出的粗酶中，绝大部分是不
需要的杂蛋白，想要研究目的蛋白的性质，需要将

目的蛋白提取出来，选择蛋白纯化试剂盒进行纯

化。为了给后续试验提供一个定量结果，需要计算

出粗酶中ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ的含量。采用 ＢＣＡ（聚
氰基丙烯酸正丁酯）蛋白定量法，根据吸光度与蛋

白浓度成正比，绘制蛋白浓度标准曲线，从而能够

计算出目的蛋白占粗酶的百分比。

１．４．３　ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ酶活检测方法　ＰＥＰＣＫ
和 Ｅｎｏｌａｓｅ酶活检测方法采用 ＰＫ（丙酮酸激酶）／
ＬＤＨ（乳酸脱氢酶）偶联检测法，即将不方便检测的
磷酸烯醇式丙酮酸，经 ＰＫ和 ＬＤＨ催化后，生成丙
酮酸，然后与还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ）反应生成
ＮＡＤＰ＋，而ＮＡＤＰＨ容易被检测，ＮＡＤＰＨ浓度的减
少量与ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ的活性成正相关，通过测
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定在３４０ｎｍ处ＮＡＤＰＨ吸光度的减少，来反映酶的
活性。

根据 ＰＫ／ＬＤＨ偶联检测法探究２个酶的最适
温度和最适 ｐＨ值。研究 ＰＥＰＣＫ的最适温度，要控
制ｐＨ值、反应时间、调控剂不变。设置不同反应温
度，固定ｐＨ值不变；研究ＰＥＰＣＫ最适ｐＨ值时，要控
制温度、反应时间、调控剂不变，各反应成分与研究最

适温度时一致，只是改变缓冲液的ｐＨ值不同。用同
样的方法来探究Ｅｎｏｌａｓｅ的最适温度和最适ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　系统进化树分析
在Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．Ａ４Ｂ－１７菌株中找到编号

为 ＧＭ００４３５６和 ＧＭ００１３３３的全部碱基序列，经
ＮＣＢＩ数据库比对分析，确定这２个基因分别编码
ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ。ＧＭ００４３５６编码的 ＰＥＰＣＫ与
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＧＬ－２、Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＴＨＡＦ３８和
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｓ编码的 ＰＥＰＣＫ相似度较高，
相似度都为９５１５％，系统进化树见图１。ＧＬ－２菌
株分离自硬骨鱼肠道中［１７］，是一个新的降解纤维素

的菌株。Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｓ分离自太平洋海藻，
能够产生抗癌吩嗪抗生素［１８］。关于 ＴＨＡＦ３８菌株
还没有相关报道。ＧＭ００１３３３编码的 Ｅｎｏｌａｓｅ与
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｓ和Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＴＨＡＦ３８的
Ｅｎｏｌａｓｅ相似度较高，相似度都为９８．１３％，系统进化
树见图２。

２．２　高效表达质粒的构建
２个目的基因 ＧＭ００４３５６和 ＧＭ００１３３３分别进

行ＰＣＲ，琼脂糖凝胶成像分析（图３）。选用 ｐＥＴ－
２１ａ（＋）载体，采用双酶切，与目的基因相连，构成
重组质粒，导入大肠杆菌体内。通过验证，获得阳

性转化子，并测序，与原始目的基因比对，发现重组

质粒中的目的基因未发生突变或缺失，与原始基因

完全一致，可以利用该菌落进行后续的蛋白研究。

２．３　蛋白质的提取和纯化
低温低速诱导目的蛋白表达，提取粗酶，电泳
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初步判断转入大肠杆菌的目的基因成功表达，接着

对粗酶进行纯化，电泳验证纯化结果，发现目的蛋

白ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ均能被纯化，且效果明显，可以
进行后续的定性分析，具体结果见图４和图５。
　　将粗酶液稀释１０倍后用ＢＣＡ法测得样品吸光
度为２．５２６４，通过标准曲线，计算出粗酶液中蛋白

总浓度为 ３．２９８ｍｇ／ｍＬ。纯化之后目的蛋白
ＰＥＰＣＫ吸光度为０．３３７，根据标准曲线，计算出纯化
后的 ＰＥＰＣＫ浓度为 ０．０４３ｍｇ／ｍＬ，占粗酶液的
１３０４％。同样的方法，得到 Ｅｎｏｌａｓｅ占粗酶液的
１．１２３％。
２．４　ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ米式常数的研究

米氏常数（Ｋｍ）定义为当酶促反应达最大速度
（ｖｍ）一半时底物（Ｓ）的浓度。对Ｋｍ的研究，能揭示
其在参加反应时的重要性质，为该酶应用到工业生

产中提供重要的理论依据。根据米氏常数双倒数

求法的计算公式：１／ｖ＝Ｋｍ／（ｖｍａｘ［Ｓ］）＋１／ｖｍａｘ，可以
看成ｙ＝ａｘ＋ｂ的形式，需要做出初始反应速率的倒
数，以及反应底物浓度的倒数，设定反应时间为

２ｍｉｎ，底物浓度足够大。因为当ｙ＝０时，横截距即
为－１／Ｋｍ，得到 ＰＥＰＣＫ的 Ｋｍ值为０．０４１ｍｍｏｌ／Ｌ，
如图６－Ａ所示。Ｅｎｏｌａｓｅ的Ｋｍ值为０．０５６ｍｍｏｌ／Ｌ，
如图６－Ｂ所示。２个Ｋｍ值都较低，说明ＰＥＰＣＫ与
ＯＡＡ，Ｅｎｏｌａｓｅ与底物２－磷酸甘油（ＰＧＡ）的酶促反
应很容易进行，从而转化生产磷酸烯醇式丙酮酸
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（ＰＥＰ），因此更有利于重要中间产物 ＰＥＰ在菌体中
的积累。

２．５　最适温度和最适ｐＨ值
探究ＰＥＰＣＫ的最适温度，设置不同反应温度，

固定ｐＨ值保持不变，反应结束后测定ＮＡＤＰＨ的吸
光度，结果见图７，发现在３０℃左右时，ＰＥＰＣＫ活性
最高。探究最适ｐＨ值时，设置不同 ｐＨ值，保持温
度为３０℃，发现ｐＨ值为７时酶活最高（图８）。

　　同样的方法，分别设置Ｅｎｏｌａｓｅ的反应温度和缓
冲液ｐＨ值，发现 Ｅｎｏｌａｓｅ的最适反应温度为３０℃，
最适ｐＨ值为７，结果如图９和图１０所示。

３　讨论与结论

Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．Ａ４Ｂ－１７菌株的特点是本身
就可以合成对羟基苯甲酸及其酯类，而且产量较

高，不会产生对人体有毒有害的物质。本研究对细

菌细胞内编号为 ＧＭ００４３５６和 ＧＭ００１３３３的２个目
的基因进行转化克隆，高效表达 ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ，
通过提取纯化计算出纯化之后目的蛋白 ＰＥＰＣＫ占
粗酶液的 １３０４％，纯化后的 Ｅｎｏｌａｓｅ占粗酶液的
１１２３％。ＰＥＰＣＫ酶反应的最适温度为 ３０℃。最
适ｐＨ值为７；Ｅｎｏｌａｓｅ的最适温度为３０℃，最适 ｐＨ
值为 ７。ＰＥＰＣＫ和 Ｅｎｏｌａｓｅ的米氏常数分别是
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００４１、０．０５６ｍｍｏｌ／Ｌ，较低的Ｋｍ值更有利于酶促反
应的快速进行。通过蛋白系统进化树分析，ＰＥＰＣＫ
与 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＧＬ－２的 ＰＥＰＣＫ相似度为
９５１５％；Ｅｎｏｌａｓｅ与Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｓ的Ｅｎｏｌａｓｅ
相似度为９８．１３％。本研究对ＰＥＰＣＫ和Ｅｎｏｌａｓｅ　２
种酶进行深入研究，为将来２个酶的优化研究建立
标准。笔者所在课题组期望通过对该菌株的深入

研究，改变传统的生产方式，利用可再生资源合成

４ＨＢＡ等工业原料。
本试验所采用的酶活性研究方法均为ＰＫ／ＬＤＨ

酶偶联法，该方法虽操作简单，思路清晰，但是在偶

联法中，ＰＫ以及 ＬＤＨ的活性会对整个试验结果产
生较大影响，而且最终得到的米氏常数其实是目的

蛋白酶与 ＰＫ、ＬＤＨ共同作用的结果。目前对 ＰＥＰ
的检测暂无有效可行的方法，开辟一种新的检测方

法还需要大量工作，后续可以在本研究的基础上进

行拓展研究。
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