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摘要: 采用导入脂肪酶基因的方法对荧光假单胞菌 ( Pseudomonas f luorescence ) 26-2的产酶效率进行实验。实验

以质粒 ppic9k-lip A为模板 ,通过 PCR的方式在 26-2脂肪酶基因的两端引入 Bam H1和 EcoR 1的酶切位点 ,并

将该基因与大肠杆菌荧光假单胞菌穿梭质粒 pDSK 519连接 ,获得重组质粒 pDSK 519-lipA ,再将重组质粒转

入荧光假单胞菌 26-2,获得工程菌株 P . f luorescence 26-2-1。 在相同的发酵条件下 ,工程菌株的发酵液酶活力比

原始菌株的发酵液酶活力提高 2倍 ,实现了荧光假单胞菌脂肪酶基因的同源性表达。
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Abstract: A Pseudomonas f luorescence lipase genel ip A was subcloned from ppic9k-lipA and inserted

into v ector pDSK 519 to const ruct a new plasmid, pDSK 519-lipA , w hich was transfo rmed into it s

original strain P. f luorescence 26-2. The recombinant strain 26-2-1 w as confirmed by rest riction

digestion. Compared wi th wi ld type 26-2 in pot experiment and ferment experiment, the lipase

production of 26-2-1 is 2 times more than i ts o riginal st rain
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　　脂肪酶 ( lipase EC3. 1. 1. 3)又称三酰基甘油酰基

水解酶 ,它不仅可以水解三脂酰甘油生成二脂酰甘油

和脂肪酸 (其中的二脂酰甘油可进一步被水解为一脂

酰甘油、甘油和游离脂肪酸 ) ,而且能够催化水解反应

的逆反应—酯化反应
[1 ]
。来自于假单胞菌的脂肪酶比

来自其它菌株的脂肪酶能更好地适应温度变化 ,还具

有有机溶剂耐受性等优势 ,在有机合成、食品工业、药

物制造、油脂深加工等方面应用潜力较大。 从环球能

源网获悉 ,巴西研究人员使用脂肪酶 ,可以将不同来

源的棕榈油反酯化为生物柴油 ,并且其质量符合

D6751规格。

　　荧光假单胞菌 ( Pseudomonas f luorescence )脂肪

酶分子量约为 55 KDa,其活性中心的构成需要有钙

离子的参与 [2 ]。钙离子对 1, 3位碳原子上的脂键有较

大的水解活性 ,对 2位的脂键的水解活性则较小。由

于该脂肪酶分子量较大 ,在大肠杆菌中表达 ( PET载

体 )时 ,又缺乏必要的分泌机制 ,所以容易形成不溶性

的包涵体 ,而且在毕赤酵母中进行表达时 ,由于真核

生物与原核生物对密码子的偏好性有所不同 ,因此表

达效果并不理想。 荧光假单胞菌脂肪酶基因 ( lipA )

大小为 1850bp左右 ,与碱性蛋白酶基因 ( AprA ) ,

ABC exporter的编码基因 AprDEF
[3 ]及两个沙雷氏

丝氨酸蛋白酶的类似物编码基因 (PspA和 PspB )顺

序联在一起 ,总大小约 14kb。这些蛋白质编码基因共

用相同的启动子和终止密码子。

　　本文将已经克隆到的荧光假单胞菌脂肪酶基因

( DQ789596) ( 1. 8kb)转入其原始菌株中 ,实现荧光假

单胞菌脂肪酶基因的同源性表达 ,提高了原始菌株的

脂肪酶产酶效率。
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1　材料与方法

1. 1　菌种

　　荧光假单胞菌脂肪酶 26-2取自广西科学院工业

生物技术研究中心实验室 ,对该菌株用分子生物学的

方式进行鉴定 ,该菌株具有氨苄抗性。

1. 2　重组质粒 pDSK519-lipA的构建及其转化方法

　　质粒 ppic9k-lip A是连接 1. 8kb荧光假单胞菌

26-2脂肪酶基因的 ppic9k载体。 26-2脂肪酶基因与

荧光假单胞菌 pfo-1( AccNo: CP000094. 1)脂肪酶基

因的同源性为 85%。以 ppic9k-lipA为模板 ,并设计 2

个引物:

　 5 '-GGATCCATGGGTGT ATACGACT-3 '(BamH 1) ,

　 5 '-GAATTCTCAGGCGATCACAATTCCG-3 '(EcoR1) ,

通过 PCR的方式在该基因的两端引入 Bam H1和

EcoR1酶切位点 ,连接经相同双酶切的穿梭表达质粒

pDSK 519
[ 4]
片段 ,连接方法如图 1所示 ,连接产物转

化荧光假单胞菌 26-2,感受态细胞的制备及转化过

程参照分子克隆大肠杆菌的电转化
[ 5]
。挑取能在含有

罗丹明 B的 LB( kanR)平板上长出明显透明圈的转

化子 ,提取其质粒并酶切验证。 获得的工程菌株定名

为 26-2-1。

图 1　重组质粒 pD SK 519-lipA的构建过程

　　 Fig. 1　 Schema tic repr esenta tion of experimental

procedures fo r construct recombinant plasmid pDSK 519-lipA

1. 3　荧光假单胞菌 26-2与工程菌株 26-2-1产酶效

果比较方法

　　将两个菌种分别接到 LB培养基中 , 37℃培养过

夜后 ,按 1∶ 50的体积比吸取一定量的种子液到发酵

产酶培养基中发酵 72h后 ,测定发酵液中的脂肪酶活

力。 发酵条件为 30℃ ,摇床转速为 160rpm /min。

　　发酵培养基 ( m /v ): yeast ext raction 2% ,淀粉

1% , CaCl2 0. 06% ,大豆油 0. 5%。

1. 4　脂肪酶活力测定方法

　　采用分光光度计法 [6 ]测定脂肪酶活力。

　　 A液: 16. 5mmol /L的对硝基苯棕榈酸酯 ( P-

N PP)的异丙醇溶液。

　　 B液:含有 0. 4% 的 Triton X-100和 0. 1%的阿

拉伯树胶的 50mM Tris-HCL缓冲液 ( pH值 8. 0)。

测定时 ,将相应的 A液与 B液按 1∶ 9混和 ,取

100μl的发酵液加入 900μl混合液中 ,于 40℃反应

10min后 ,用可见光 ( 410nn)读光吸收值。在此条件

下 ,对硝基苯的消光系数是 1. 46× 10
5
cm

2
/mol。

　　酶活 ( u)定义为每分钟产生 1μmolP-N PP所需的

酶量定义为一个单位。

2　结果与分析

2. 1　pDSK519-lipA的构建

　　从图 2可以看出 ,荧光假单胞菌脂肪酸基因具有

在各种脂肪酶当中高度保守的五肽模体 ( GX SXG) ,

是其催化活性的中心。 C端具有 4个 GGXGXD的序

列 ,这些序列在采用 ABC分泌途径 ( I型分泌机制 ) [ 3]

的脂肪酶中比较保守。基因氨基酸序列的同源性比对

结果显示 ,该基因与其它的荧光假单胞菌同源性较

高 ,如 pfo-1,同源性为 85%。

2. 2　工程菌株 26-2-1的构建

　　将构建好的 pDSK 519-lipA电转化荧光假单胞

菌感受态细胞。转化后长出的菌落转移到含有罗丹明

B和橄榄油的 LB( kanR )平板 (定性平板 )上培养过

夜 ,明显观察到菌落的周围产生透明圈 ,说明有脂肪

酶分泌到培养基中。挑取产生较大透明圈的菌落 ,过

夜培养后提取其质粒 ,经 Bam H 1 /EcoR 1双酶切 ,电

泳能检测到 1. 8kb目的片段条带 (图 3)。对比原始菌

株不含有质粒且不具有卡那霉素抗性 ,工程菌株中包

含有质粒而且能够在含有卡那霉素 ( 50ug /m l)的培

养基中生长 ,由此可以证明 ,脂肪酶基因已转入荧光

假单胞菌 26-2。

2. 3　原始菌株 26-2与工程菌株 26-2-1的产酶效果

比较

　　图 4的结果表明 ,定性平板上原始菌株与工程菌

株均有一定的产酶效果 ,且经改选后的工程菌株产酶

能力较强。
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　　图 2　 P . f luorescens 26-2脂肪酶氨基酸序列与其它荧光

假单胞菌脂肪酶 (P . f luorescens PFO-1、 Pseudomonas HU380)

氨基酸序列的多重比较

　　 Fig. 2　 Multi alignment o f amine acid o f P . f luorescence

26-2 lipase

　　图 3　重组质粒 pDSK 519-lip A的 PCR及酶切鉴定

　　 Fig. 3　 Identification of plasmid pDSK 519-lipA by

enzyme diegestion

　 　 1: pDSK519-lip A digested by Bam H 1 /EcoR 1 ; M1:

DL2000, M 2:λDNA /HindⅢ 。

　　图 4　工程菌 1、 2与原始菌株 CK1、 CK2对橄榄油的水

解作用

　　 Fig. 4　 Hydro ly zation o f o liv e oil by engineer ed strain 1、 2

and o rigina l st rain CK1、 CK2

　　将工程菌株与原始菌株接到种子液中过夜培养 ,

第 2天转接到发酵培养基中 (其中工程菌的发酵培养

基加入适量的卡那霉素 ) , 30℃、 160转 /min,发酵

72h后测发酵液酶活力。其中工程菌株 26-2-1发酵液

的酶活力为 30u /ml,原始菌株 26-2的发酵液的酶活

力为 14. 6u /ml。这说明在同样情况下 ,工程菌株的发

酵液中脂肪酶活力是原始菌株的发酵液中的脂肪酶

活力的 2倍。

3　结束语

　　本文用到的荧光假单胞菌 26-2具有一定的产脂

肪酶能力 [7 ] ,该菌株具有氨苄青霉素抗性。构建的工

程菌由于包含有 pDSK 519质粒 ,而且具有卡那霉素

抗性 ,因此可用卡那霉素筛选。我们所获得的工程菌

株比野生菌株的产酶能力提高 2倍 ,而且质粒中的脂

肪酶基因表达较稳定 ,实现了荧光假单胞菌脂肪酶基

因的同源性表达。 文献 [3 ]曾报道荧光假单胞菌的

ABCexpo rter基因有助于脂肪酶的分泌 ,而且工程菌

在长期使用过程中 ,难免会有质粒丢失或者表达水平

降低现象的发生。 因此 ,今后可以尝试克隆 ABC基

因 ,并整合到荧光假单胞菌染色体上 ,以获得更实用、

高效的工程菌株。
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