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噬夏孢欧文氏菌(Erwinia uredovora)

类胡萝卜素合成相关基因crtE的克隆

及其在大肠杆菌中的表达

汪靖超1，孙东平1，杜桂彩2，郭道森1，李荣贵1, 2 ,*

(1.青岛大学生物系，山东 青岛       266071；2.青岛大学 天然色素山东省重点实验室，山东 青岛    　266071)

摘   要：噬夏孢欧文氏菌基因crtE 编码 GGPP 合成酶。通过PCR 扩增获得crtE 基因，克隆进表达载体，构建表

达质粒pET-15bcrtE。重组质粒转化E.coli BL21(DE3)，构建工程菌；重组GGPP合成酶在大肠杆菌中实现了高效

表达，表达量占菌体总蛋白的 42 %。重组蛋白以包含体形式存在，包含体经洗涤、尿素溶解、复性并经镍离子

亲和层析树脂纯化，得到了电泳纯的重组噬夏孢欧文氏菌GGPP 合成酶，带有His-tag 的该蛋白分子量为34kDa，

pI值为6.3。
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Cloning and Expression of crtE from Erwinia uredovora in Escherichia coli
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Abstract ：Gene crtE of Erwinia uredovora, encoding the GGPP synthase, was amplified by PCR, and cloned into pET-15b

expression vector. The recombinant plasmid was transformed into E.coli to construct engineering bacterium. Overexpression of

recombinant GGPP synthase was achieved in engineering bacterium by IPTG induction. The expression level was up to 42% of

the total cellular proteins. The recombinant protein was found mainly in inclusion bodies, after being solved in 8 mol/L urea and

refolded. The recombinant GGPP synthase in inclusion bodies was purified on a Ni2+ chelating resin column. The purified protein

with a N-terminal His-tag shows a molecular weight of 34 kDa and pI of 6.3.

Key words：Erwinia uredovora；crtE；GGPP synthase；expression；purification

中图分类号：Q785；Q786                            文献标识码：A                          文章编号：1002-6630(2007)07-0276-04

收稿日期：2007-04-25                              *通讯作者

基金项目：山东省优秀中青年科学家奖励基金项目(2003)；青岛市自然科学基金项目(05-1-JC-91)

作者简介：汪靖超(19 7 3 - )，男，讲师，研究方向为生物技术。

类胡萝卜素是自然界中广泛存在的一大类色素，在

猝灭自由基、增强人体免疫力、预防心血管疾病和防癌

抗癌等保护人体健康方面起着非常重要的作用。所有的

类胡萝卜素均通过异戊二烯化合物和萜类化合物途径合

成。异戊烯焦磷酸(IPP)是该途径的前体物质，IPP在 IPP

异构酶作用下生成DMAPP，然后再与三个IPP 缩合，生

成牻牛儿基牻牛儿焦磷酸(GGPP)，两分子的GGPP 在八

氢番茄红素合成酶作用下生成八氢番茄红素，八氢番茄

红素经过连续的脱氢反应，直至形成番茄红素，番茄红

素在不同环化酶作用下分别生成α- 胡萝卜素、β- 胡萝

卜素，然后可进一步形成结构更为复杂的叶黄素[1-2 ]。

噬夏孢欧文氏菌的玉米黄素二糖苷合成途径是最早

被阐明的类胡萝卜素合成途径之一，参与代谢的多个相

关酶的编码基因也被克隆[3]，其中crtE基因编码GGPP合

成酶[4-5]。本研究利用 PCR 技术，从噬夏孢欧文氏菌基

因组中扩增出了crtE 基因，构建成重组表达质粒，转化

大肠杆菌，得到了高效表达重组蛋白的工程菌株；经镍

离子亲和层析树脂，获得了电泳纯的重组GGPP 合成酶。

为进一步研究噬夏孢欧文氏菌合成类胡萝卜素的分子机理

和转类胡萝卜素合成基因的工程菌构建奠定了基础。

1 材料与方法
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1.1 材料

噬夏孢欧文氏菌Erwinia uredovora 20D3 (ATCC

19321)    美国模式菌种收集中心(ATCC)；引物    上海生

工生物工程技术有限公司；克隆所需工具酶    大连宝生

物工程公司；镍离子螯合树脂    Amersham 公司；其他

试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 噬夏孢欧文氏菌基因组 D N A 的提取

参照 Masawa 等[6]方法进行。

1.2.2 crtE 基因的PCR 扩增及回收

根据噬夏孢欧文氏菌crtE的基因序列，设计了一对

引 物 ：

引物 1：5 ' - G A A T T C C A T A T G A C G G T C T G C G C

A A A A A A A C - 3 '

引物 2：5'-ATTCTCGAGTTAACTGACGGCAG-3'

其中，引物1 中含有Nde I 酶切位点，引物2 中含

有 Xho I 酶切位点。以噬夏孢欧文氏菌基因组 DNA 为

模板，利用合成的引物，通过 PC R 扩增出 cr t E 基因。

PCR 参数为：94℃预变性 5min 后进入循环：94℃变性

45s，52℃退火 45s，72℃延伸 1min，共进行 35 个循

环。产物经琼脂糖凝胶电泳分离后，使用 UNI Q - 1 0 柱

式 DNA 胶回收试剂盒回收 crtE 基因。

1.2.3 重组质粒和基因工程菌的构建

将回收的crtE 基因直接连入pGEM-T 载体，并转化

E.coli DH5α，涂布于含氨苄青霉素(100μg/ml)且表面涂

有7.5μl IPTG和 10μl X-gal的 LB平板，培养过夜。挑

取白斑菌落，转接到含氨苄青霉素的 L B 液体培养基

中，37℃培养过夜后，提取质粒 pGEM-TcrtE。用 Nde

I 和 Xho I 酶切鉴定，并进行序列分析。

用Xho I 和 Nde I 酶切 pGEM-TcrtE 质粒，琼脂糖

凝胶电泳分离后，回收 crt E 片段，并将其连接到以同

样酶切割的载体pET-15b 上，构建表达载体，重组质粒

进行酶切鉴定。将重组质粒pET-15bcrtE转化E.coli BL21

( D E 3 )，构建基因工程菌株。

1.2.4 D N A 序列测定

插入pGEM-T 中的 crtE 基因序列分析由华大基因上

海鼎安生物技术有限公司完成。

1.2.5 crtE基因的表达及重组蛋白的纯化

将基因工程菌单菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 液

体培养基中，37℃振荡培养6h，加入 IPTG 至终浓度为

0.5mmol/L，诱导4h，4℃下 8000r/min 离心收集菌体。

将菌体用结合缓冲液(20mmol/L Tris-HCl，pH8.0，

0.5mol/L NaCl，5mmol/L咪唑)悬浮，低温下超声波破碎

细胞，细胞裂解液6000r/min(4℃)离心10min，收集包含

体，再用脲(8mol/L)悬浮，室温静置 1h。10000r/min

(4℃)离心 10min，上清即为变性的包含体。向上清中缓

缓加入15倍体积的含0.1% Triton X-100的结合缓冲液进

行稀释复性，放置 1h，流过已螯合 Ni2+ 的 Chelating

Sepharose 4B柱(0.5×5cm)，先用50ml结合缓冲液冲洗，

再用 50ml 的洗涤缓冲液(20mmol/L Tris-HCl，pH8.0，

0.5mol/L NaCl，60mmol/L咪唑，0.1% Triton x-100)冲

洗，最后用洗脱缓冲液(20mmol/L Tris-HCl，pH8.0，

0.5mol/L NaCl，0.5mol/L咪唑，0.1% Triton x-100)洗脱，

洗脱液中的蛋白进行 SDS-PA GE 分析。

1.2.6 其他方法

SDS-PAGE、等电聚焦法测定等电点、蛋白浓度的

测定参照文献[7～9]进行。

2 结果与分析

2.1 噬夏孢欧文氏菌基因组DNA 的提取与crtE 的扩增

如图 1 所示，提取到了完整的噬夏孢欧文氏菌基因

组 D N A ，分子量大于 2 1 k b ；以此为模板，利用设计

的一对引物通过PCR 扩增出了大小约为900bp 的 DNA 片

段，该片段与已报道的crtE 基因(906bp)的大小一致。

1 2 3 4

1.噬夏孢欧文氏菌基因组DNA；2、4.λDNA/EcoR I，Hind III；3.PCR

扩增crtE基因。

图1    噬夏孢欧文氏菌基因组 DNA 的提取与 crtE 的 PCR扩增

Fig.1     Isolation of genomic DNA from E.uredovora and PCR
amplification of crtE

2.2 重组质粒的酶切鉴定

将构建的重组质粒pGEM-TcrtE用 Nde I与 Xho I双

酶切后，可见约 900bp 的目的片段，大小与 crtE 基因

相符(图2)。将测序正确的crtE基因从pGEM-TcrtE上切

下，插入pET-15b，重组质粒pET-15bcrtE 用 Nco I 与

Xho I 双酶切鉴定，结果如图2 所示，切下的片段大小

约950bp 的目的片段，包含His-tag 的编码区，大小与

预期的一致。

2.3 序列测定

将重组质粒pGEM-TcrtE 中 crtE 进行序列分析，结
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果表明所测序列与文献报道的crtE 序列完全相同。

2.4 重组蛋白的表达

crtE基因全长909个 bp，加上His-tag编码区，重

组蛋白由 32 2 个氨基酸构成。工程菌经 IP T G 诱导后，

crtE 基因得到了高效表达，菌体总蛋白中出现了分子量

约为34kDa 的重组蛋白(图 3 中箭头所示)，占菌体总蛋

白的 4 2 %。菌体经超声破碎、离心、S D S - P A G E 分析

发现，重组蛋白主要以包含体的形式存在。

3 讨  论

深入地了解类胡萝卜素的生物合成途径具有十分重要

的商业价值和科学意义[10]。噬夏孢欧文氏菌可以合成类胡

萝卜素，其合成途径与其他类胡萝卜素合成细菌有所不

同，而与高等植物的类胡萝卜素合成途径极为相似[6,11]。

Ruther等[12]认为GGPP的合成是类胡萝卜素合成中的限速过

程。Lois[13]和 Matthews[14]也都认为由GGPP 的合成是类胡

萝卜素代谢途径的“瓶颈”。对 G G P P 合成酶性质的研

究对于了解类胡萝卜素合成的分子机理及其调控机制是非

常重要的。但GGPP 合成酶主要定位在膜上，量非常少，

且在体外不稳定，其纯化颇为困难。Kuntz 等[15]将辣椒的

编码 G G P P 合成酶的 c D N A 转到大肠杆菌中，使辣椒

(Capsicum annuum)GGPP合成酶在大肠杆菌中得到了表达。

Engprasert等[16]将毛喉鞘蕊花(Coleus forskohlii Briq)的GGPP

合成酶 c D N A 转入大肠杆菌，表达出了重组G G P P 合成

酶。本研究从噬夏孢欧文氏菌基因组中克隆出GGPP 合成

酶的编码基因crtE，插入质粒pET-15b，转化大肠杆菌，

经 I P T G 诱导，获得了高效表达的重组蛋白；利用质粒

pET-15b T7启动子表达的重组蛋白N端的His-tag，借助镍

离子亲和层析，一步纯化得到了电泳纯的重组噬夏孢欧文

氏菌GG P P 合成酶。

本研究为进一步研究噬夏孢欧文氏菌 GGPP 合成酶

的酶学性质和晶体结构奠定了基础，为今后研究细菌以

及高等植物中类胡萝卜素合成的分子机理及其代谢调控

机制，以及类胡萝卜素合成工程菌的构建创造了条件。
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固定化脂肪酶Lipozyme TL IM催化菜籽油

制备生物柴油稳定性的研究

徐炜枫，陆兆新 * ，吕凤霞，别小妹，房耀维

(南京农业大学食品科技学院，江苏 南京       210095)

摘   要：研究了固定化脂肪酶Lipozyme TL IM 催化菜籽油制备生物柴油的反应，探索了酶的预处理方式、后处

理方式、反应温度、甲醇的加入方式等对酶活稳定性的影响。结果表明：将酶在油酸甲酯中浸泡 0.5h，过滤后

用菜籽油淋洗，在菜籽油中浸泡12h 可以提高酶活的稳定性；多批次反应温度40℃为适宜；用丙酮洗涤酶除去甘

油可以提高酶的稳定性；分三步加入甲醇的方式可以减轻甲醇对酶的毒害。Lipozyme TL IM 经过预处理，40℃

下进行多批次反应，每批反应24h，并在反应0、8、16h 时加入 1 摩尔当量甲醇，并在8、16h 以及反应结束时

用丙酮洗涤固定化酶并重新投入体系，连续反应10批次，Lipozyme TL IM 相对酶活仍有85%.

关键词：生物柴油；Lipozyme TL IM；菜籽油

Stability of Immobilized Lipozyme TL IM for Biodiesel Synthesis from Rapeseed Oil

XU Wei-feng，LU Zhao-xin*，LU Feng-xia，BIE Xiao-mei，FANG Yao-wei

(College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing         210095, China)

Abstract ：Lipozyme TL IM was used for the synthesis of biodiesel from rapeseed oil.The effects of pretreatment of the lipase,
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