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摘  要 : 集胞藻 PCC6803 野生型和其脂酰 ACP 合酶敲除突变株的自由脂肪酸含量和组成表明膜脂的重构和降

解是细胞内自由脂肪酸的来源之一。在这一过程中脂肪酶起到关键性作用。通过基因组数据库检索，发现集胞

藻 PCC6803 基因组中只有一个脂肪酶编码基因 sll1969，但是还没有其功能相关的生化证据。为了确定该基因

的功能及其在脂肪酸代谢途径中的作用，加深对集胞藻 PCC6803 脂肪酸代谢途径的了解，文中将 sll1969 基因

在大肠杆菌中过表达和体外纯化，得到重组蛋白 Sll1969，并对其酶学性质进行初步分析。在 30 ℃条件下，测

得 Sll1969 以对硝基苯丁酸酯作为底物时的 Km 和 kcat 值分别为 (1.16±0.01) mmol/L 和 332.8±10.0/min；该脂肪

酶的最适反应温度为 55 ℃。通过比较分析 sll1969 突变株中脂肪酸含量和组成变化，发现 sll1969 的表达量与

细胞自由脂肪酸的产量呈正相关，但 Sll1969 不是细胞中唯一的脂肪酶。 

关键词 : 脂肪酶，sll1969，对硝基苯丁酸酯，脂肪酸  
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Characterization of a key gene in membrane lipid cycle in  
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Abstract:  Free fatty acid profiles of wild type and fatty acyl-ACP synthase deletion mutant strain of Synechocystis sp. 
PCC6803 indicated that one origin of these fatty acids is the process of lipid remodeling or lipid degradation. Lipase is the 
key enzyme involved in this process. The gene sll1969 is the sole gene encodes a putative lipase in Synechocystis sp. 
PCC6803. To identify the function of this gene and its role in fatty acid metabolism, we cloned the sll1969 from genomic 
DNA, overexpressed it in Escherichia coli BL21 (DE3) using pET expression system and purified this recombinant enzyme 
with Nickel-nitrilotriacetic acid affinity chromatography. The enzyme activity was assayed by spectrophotometric with 
p-nitro-phenylbutyrate as substrate. The Km and kcat of the enzyme is (1.16±0.01) mmol/L and 332.8±10.0/min, respectively 
toward p-nitro-phenylbutyrate at 30 oC. The optimal temperature of the enzyme is 55 oC. To investigate the biological role 
of Sll1969 in fatty acid metabolism in cyanobacteria, we constructed sll1969 deletion and overexpression mutant strains in 
the background of fatty acyl-ACP synthase deletion mutant of Synechocystis sp. PCC6803. The analyses of the content of 
free fatty acids in different mutant strains showed that the contents of Sll1969 and free fatty acid are positively correlated. 
The free fatty acid profiles of the sll1969 mutant strains suggested this enzyme is not the sole enzyme for degrading lipid in 
Synechocystis sp. PCC6803. 

Keywords:  lipase, sll1969, p-nitro-phenylbutyrate, fatty acid 

面对日益增长的能源需求和日益严峻的温

室效应问题，可再生的环境友好型的生物能源正

逐渐凸显其巨大的应用潜力。脂肪酸族生物燃料

因其能量密度高，与现行的运输系统兼容性好等

优势而逐渐受到人们的关注，关于脂肪酸族生物

燃料在基因工程大肠杆菌的生物合成也成为研

究热点[1-3]。放氧光合微生物蓝细菌由于具有生

长速度快、遗传操作简单等优势，近年来也被用

于包括脂肪酸族生物燃料在内的多种生物燃料

和生物化学品分子的生物合成研究[4-5]。 

Schirmer 等首次鉴定了蓝细菌中的脂肪烃

生物合成途径：脂酰 ACP 被脂酰 ACP 还原酶 

(AAR) 还原为脂肪醛，脂肪醛被脂肪醛脱羰基酶 

(ADC) 催化最终形成脂肪烃[6]。谈晓明等通过在

集胞藻 PCC6803 中表达不同来源的脂酰 CoA 还

原酶基因 (far) 实现了脂肪醇在蓝细菌的生物

合成，最高产量达到 200 μg/L[7]。 

蓝细菌生物合成脂肪醇和脂肪烃等脂肪族

生物液体燃料包括两个关键步骤：过量生产脂肪

酸和脂肪酸衍生化[4]。为了在蓝细菌中大量生产

脂肪酸，刘欣尧等通过过表达集胞藻 PCC6803

本身的脂酰 CoA 羧化酶和外源的硫脂酶，以及

敲除碳源竞争途径 PHB 合成等途径和细胞

S-layer 合成途径中相关基因等基因工程改造工
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作，最终实现了自由脂肪酸的过量生产和分泌，

最高产量达到 (197±14) mg/L[8]。随后，刘欣尧

等又通过条件诱导启动子控制外源脂肪酶的表

达，使之在产脂肪酸细胞培养平台期降解细胞膜

脂，从而进一步释放和提高自由脂肪酸的产量[9]。

最近，美国桑迪亚国家实验室的一个研究小组也

实现了在另一种蓝细菌聚球藻 PCC7942 中合成

和分泌自由脂肪酸[10]。这一系列工作表明基因工

程蓝细菌脂肪族类液体生物燃料产量的提高还

有很大的空间。 

关于集胞藻 PCC6803 脂酰 ACP 合酶 (aas) 

突变株的同位素标记示踪实验表明，集胞藻体内

存在一个特殊的自由脂肪酸到膜脂的循环途径：

即细胞膜脂能够被未知的脂肪酶水解，释放出自

由脂肪酸；自由脂肪酸被脂酰 ACP 合酶重新激

活为脂酰 ACP，后者又被酰基转移酶重新利用而

掺入到细胞膜脂上[11-12]。在这一过程中，将细胞

膜脂水解为自由脂肪酸的脂肪酶发挥了重要的

生理功能。而鉴定脂肪酶编码基因和解析该脂肪

酶的生理功能，对进一步解析蓝细菌膜脂循环途

径的生理功能以及进一步提高基因工程蓝细菌

脂肪族生物燃料的产量具有重要的意义。 

针对集胞藻 PCC6803 基因组中唯一的脂肪

酶候选基因 sll1969，本研究开展了一系列有关的

体外酶学表征以及生理功能鉴定工作，最终确定

该基因编码蛋白为脂肪酶，但是它不是集胞藻

PCC6803 基因组中唯一的脂肪酶基因。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 
十九烷酸购自 Sigma-Aldrich 公司 (美国)。其

他化学试剂购自 Merck 公司 (德国) 或 Amresco

公司 (美国)。Taq DNA 聚合酶和限制性内切酶

购自 Fermentas 公司 (加拿大) 或者 TaKaRa 公

司(日本)。用于分子克隆的试剂盒购自 Omega

或 TaKaRa (日本)。DNA 引物在 Sangon (中国

上海) 合成。DNA 分子标记购自 TaKaRa 公司 

(日本)。 

1.2  质粒和突变菌株的构建 
以集胞藻 PCC6803 基因组 DNA 为模板，以

Sll1969ndes/Sll1969xhoIcas 和 Sll1969bglIIs/ 

Sll1969xhochas (表 1) 为引物对，PCR 得到两端

带有不同酶切位点的 DNA 片段；按照分子克隆

实验手册[13]的方法，分别将这两个片段插入表达

载体 pET21b (Novagen, 美国) NdeⅠ/XhoⅠ位点

和 pXT37b[7]的 Bgl Ⅱ/XhoⅠ位点，分别得到质粒

pGQ73 和 pGQ48。 

以集胞藻 PCC6803 基因组 DNA 为模板，分

别利用引物对 1969kuF/R 和 1969kdF/R 扩增

sll1969 上下游各 500 bp 左右的片段，并分别将

它们克隆到 pMD18-T 载体，得到质粒 pGQ43 和

pGQ44。以 BamHⅠ将质粒 pRL446[14]携带的的

卡那霉素抗性基因片段 C.K2 切下，插入经过同

样酶切的 pGQ43，得到质粒 pGQ45。之后，pGQ45

经过 DraⅠ和 EcoRⅠ酶切补平后，回收 1 700 bp

左右的片段，插入经过 SmaⅠ酶切的 pGQ44，得

到质粒 pGQ46。所有载体构建经过酶切或者测序

验证。 

鉴定正确的质粒 pGQ48 和 pGQ46，参照文

献报道的转化方法[15]，转化集胞藻 PCC6803 aas

敲除突变株 GQ8[16]后，分别得到菌株 GQ12 和

GQ13。GQ12 转化子用携带 5 mg/L 壮观霉素和
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5 mg/L 红霉素的抗性平板筛选得到；GQ13 转化

子用携带 5 mg/L 卡那霉素和 5 mg/L 红霉素的

BG11 平板筛选得到。整合完全的突变株通过基

因组 PCR 加以验证。 

1.3  蛋白表达和纯化 
将构建得到的蛋白表达质粒 pGQ73 导入到

大肠杆菌 BL21 (DE3) 中。挑取转化子，经过液

体过夜培养后，以 1∶100 的比例稀释到新的液

体 LB 培养基中，37 ℃培养。待 OD600达到 0.6~0.7

时，加入 0.2 mmol/L IPTG，之后转到 16 ℃进行

蛋白诱导表达 12 h。离心收集细胞 (5 000×g，

4 ℃，10 min)，收集的细胞重悬于结合缓冲液 

(20 mmol/L PBS，0.5 mol/L NaCl，pH 6.9)，冰浴

中超声破碎。破碎完全后，离心 (14 000×g，4 ℃，

30 min) 并收集上清。上清液经过 0.22 μm 滤膜

过滤后上镍柱纯化，纯化过程按照蛋白纯化说明

书  (Novagen) 执行。纯化得到的蛋白经过

SDS-PAGE 和 Western blotting 验证。Western 

blotting 检测采用 PVDF 膜 (Roch，美国)。利用

6×His-标签探针标记目的蛋白，最终使用碱性磷

酸酶显色试剂盒 (Amresco，美国) 进行检测。

蛋白浓度的测定方法参照 Bradford 方法[17]。 

表 1  本研究中所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Sequence (5′–3′) Reference 

Sll1969ndes GGCATAATGGTAGCAGAATTTCCGGA This study 

Sll1969xhoIcas CCCTCGAGGAAGACTAATCCCTTTCCAATCC This study 

Sll1969bglIIs GAAGATCTGCTGATTTGTAGAACCTAGTGG This study 

Sll1969xhochas CCCTCGAGTCAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGGCAA
CGGTTAGCCAAA This study 

Sll1969kus TAGATTGCTACTAGTCCGGTGTG This study 

Sll1969kuas ACTAACACAACAGGATGACGGT This study 

Sll1969kds GTGTCGGATGCCCGTTGTT This study 

Sll1969kdas GCCAGGACTACTATCCCGTTTT This study 

0168-1 ACCTCTCCACGCTGAATTAG Tan. et al, 2011[7] 

0168-2 TTCCAGGCCACATTGTTGTC Tan. et al, 2011[7] 

 

1.4  脂肪酶活性检测 
脂肪酶活性检测参照文献报道的方法[18]进

行，反应体系使用对硝基苯丁酸酯作为底物。脂

肪酶催化底物分解产生对硝基苯，在此过程中不

断测定光吸收值的变化。根据单位时间产生对硝

基苯酚的量来反应酶活力。反应 A 液：3 g/L 的

对硝基丁酸酯的异丙醇溶液 (冷藏)，B 液含有

0.4 ％  TritonX-100 和 0.1 ％ 阿 拉 伯 树 胶 的

0.1 mol/L PBS 缓冲液 (pH 7.0)。测定时将 A、B

两种储存液按照 1∶9 的体积比混合。取 900 μL

混合液加入 100 μL 适当浓度的酶液混匀测定吸

光值 (410 nm) 的变化。在此反应条件下对硝基
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苯的消光系数是 1.5×104 L/(mol·cm)。 

1.5  菌株的培养和自由脂肪酸的提取测定 
集胞藻菌株在 30 ℃条件下进行光照培养 

(30 μE /(m2·s))，突变株 GQ8 在含有 10 mg/L 红

霉素的 BG11 培养基[19]中培养；突变株 GQ12 在

含有 10 mg/L 壮观霉素和 10 mg/L 红霉素的 BG11

中培养；突变株 GQ13 在含有 10 mg/L 卡那霉素

和 10 mg/L 红霉素的 BG11 中培养。用于自由脂

肪酸测定的菌株于 50 mL 液体 BG11 中，摇床培

养。收集生长至平台期的或平台期后转至 42 ℃热

激1 d后的藻细胞进行自由脂肪酸提取和测定[20]。 

2  结果与分析 

2.1  基因的异源表达、蛋白纯化及部分酶学性

质分析 
经过测序和酶切鉴定正确的 sll1969 基因表

达载体 pGQ73 (图 1)，被导入大肠杆菌 BL21 

(DE3) 进行异源表达。37 ℃，0.2 mmol/L IPTG

诱导 3 h 时，得到的目的蛋白主要以包涵体的形

式存在。而采用 16 ℃诱导时，得到的可溶性蛋

白含量增加。最终选择以 16 ℃诱导过夜的细胞

用于蛋白纯化。sll1969 基因编码蛋白预测分子量

为 22 kDa，纯化的蛋白携带 His 标签预测总大小

为 23.5 kDa。纯化得到的蛋白经过 12％浓度的

SDS-PAGE 和 Western blotting 检测 (图 2)，与预

测的蛋白大小基本相符。纯化得到的蛋白经过脱

盐和 30％ PEG20000 浓缩后，利用 Bradford 方

法进行蛋白定量。最终，在 1 L 的培养物中共纯

化得到约 2.5 mg 蛋白。以对硝基苯丁酸酯作为底

物进行酶学性质分析，最终测得 30 ℃条件下该

酶 Km 和 kcat 值分别为(1.16±0.01) mmol/L 和

332.8±10.0/min。酶活性的温度的依赖性检测表

明酶的最适反应温度为 55 ℃ (图 2)。 

2.2   sll1969 突变株的构建 
为 了 研 究 脂 肪 酶  (Sll1969) 在 集 胞 藻

PCC6803 脂肪酸代谢途径中的作用，作者分别构

建了敲除 sll1969 基因和过表达 sll1969 基因的两

种突变株。首先构建了用于 sll1969 基因敲除的

质粒 pGQ46 和用于 sll1969 基因过表达的质粒

pGQ48 (图 1)。通过同源重组[15]，质粒 pGQ46

携带的卡那霉素抗性基因能够替换基因组中的

sll1969 基因编码区；而质粒 pGQ48 携带的 PpetE 
 

 

图 1  本研究构建的质粒图 
Fig. 1  Maps of the plasmids. (A) pGQ73. (B) pGQ46. (C) pGQ48. 
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启动子[21]驱动的 sll1969 基因表达元件将插入到

集胞藻 PCC6803 中性位点 slr0168[15]位点，实现

该基因过表达。将质粒 pGQ46 和 pGQ48 分别转化

aas 敲除突变株 GQ8[16]得到菌株 GQ13 和 GQ12。 

因为蓝细菌细胞包含多拷贝染色体[22]，突变

株是否分离完全，需要经过基因组 PCR 鉴定 

(图 3)。过表达菌株基因组通过两个 PCR 反应确

定基因插入了正确的位置且整合是完全的 (图3A)。

第一个反应使用插入位点的引物 0168-2 和插入

基因的引物 sll1969bglIIs 来证实基因插入了正确

的位点。第二个反应使用插入位点的引物 0168-1

和 0168-2 来检测野生型被取代完全。sll1969 敲

除突变株的基因型检测，使用敲除位点外围引物

sll1969bglIIs 和 Sll1969xhoIcas 来确定插入是否

完全(图 3B)。PCR 结果显示该突变株构建分离

完全。 
 

 

图 2  SDS-PAGE (A)和 Western blotting (B) 检测 Sll1969 蛋白过表达及纯化及温度对酶活力的影响(C) 
Fig. 2  SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis of Sll1969 and effect of temperature on the activity of 
Sll1969 (C). (A) M: protein marker; 1: cell lysate of E. coli BL21 containing pGQ73; 2: flow through material; 3: 
effluent of binding buffer with 20 mmol/L imidazole; 4: effluent of binding buffer with 40 mmol/L imidazole; 5: 
effluent of binding buffer with 60 mmol/L imidazole; 6: effluent of binding buffer with 100 mmol/L imidazole. (B) 
Western blotting of purified Sll1969. (C) Effect of temperature on the activity of Sll1969. 

 

图 3  双突变株 GQ12 和 GQ13 基因型检测结果 
Fig. 3  PCR analysis of the genotype of GQ12 (A) and GQ13 (B). (A) M: DNA marker (DL2000 DNA Ladder 
Marker); 1: genomic DNA of wild type was amplified by primers 0168-2 and sll1969bglIIs (control); 2: genomic DNA 
of GQ12 was amplified by the same primers as lane 1; 3: plasmid pGQ48 was amplified by the same primer as lane 1 
(control); 4: genomic DNA of wild-type was amplified by primers 0168-1 and 0168-2 (control); 5: genomic DNA of 
GQ12 was amplified by the same primers as lane 4. (B) M: DNA marker (DL2000 DNA Ladder Marker); 1: genomic 
DNA of wild type was amplified by primers sll1969bglIIs and Sll1969xhoIcas (control); 2: genomic DNA of GQ13 was 
amplified by the same primers as lane 1; 3: plasmid pGQ46 was amplified by the same primer as lane 1 (control). 
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2.3   突变株自由脂肪酸组成表明 Sll1969 不

是集胞藻 PCC6803 细胞中唯一的脂肪酶 
我们检测和分析了 sll1969 过表达突变株

GQ12 和 sll1969 敲除突变株 GQ13 的自由脂肪酸

组成和含量的变化 (图 4)。由于体外酶学性质分

析实验表明该脂肪酶的最适反应温度为 55 ℃，

因此在检测 sll1969 过表达对脂肪酸代谢的影响

时，将突变株 GQ8 和 GQ12 置于 42 ℃热激后进

行脂肪酸测定。 

在 42 ℃热激条件下，GQ12 和 GQ8 的自由

脂 肪 酸 产 量 分 别 是 (9.2±1.5) mg/(L·OD730) 和

(6.6±0.5) mg/(L·OD730) (图 4A)。其中过表达

sll1969 使得脂肪酸含量提高了 40％左右，这表

明在这种培养条件下 sll1969 过表达确实能够提

高膜脂向自由脂肪酸的转化。 

而 30 ℃培养的 sll1969 敲除突变株 GQ13 和

出发菌株 GQ8 的自由脂肪酸含量分别为

(3.82±0.48) mg/(L·OD730)和(5.09±0.14) mg/(L·OD730) 

(图 4B)，sll1969 敲除以后自由脂肪酸的含量下降

了 33％左右。这也同样印证了上面的结果，sll1969

的表达量与细胞的自由脂肪酸含量呈正相关。这

与脂肪酶的生理功能是相符合的。值得注意的是，

不饱和脂肪酸在两个菌株中产量差别不太明显，

GQ13 中的含量是(1.33±0.34) mg/(L·OD730)，GQ8

中的含量是(1.88±0.51) mg/(L·OD730)。Sll1969 敲

除以后不饱和脂肪酸并没有特别明显减少。 
 

 

图 4  藻株 GQ8 与 sll1969 过表达突变株 (GQ12) (A) 和 sll1969 敲除突变株 (GQ13) (B) 自由脂肪酸产量 
Fig. 4  Production of free fatty acids of GQ8, GQ12 (A) and GQ13 (B). 

 

3  讨论 

生物细胞内自由脂肪酸的来源，一是通过硫

酯酶水解脂肪酸生物合成的产物脂酰 ACP 生成；

二是通过脂肪酶水解细胞膜脂而生成。脂酰 ACP

合酶 (Aas) 敲除突变株自由脂肪酸分析结果显

示，相对于野生型，该突变株不饱和自由脂肪酸

含量上升[11,16]。而集胞藻 PCC6803 的脂酰脱饱

和酶  (Acyl-lipid desaturase) 的底物为细胞膜

脂 [23]，而非脂酰 ACP；细胞内的脂肪酸侧链只

有先整合到细胞膜脂才能被脱饱和。因此，脂酰

ACP 合酶敲除突变株中不饱和自由脂肪酸含量
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上升的结果表明，集胞藻 PCC6803 细胞内的自

由脂肪酸主要来源于细胞膜脂，而不饱和自由脂

肪酸的来源一定是细胞膜脂。而 Kaczmarzyk 等

通过向集胞藻 PCC6803 培养液中添加放射性标

记的乙酸的同位素示踪实验，发现放射性标记首

先出现在细胞膜脂上，然后出现在自由脂肪酸

中，这一结果进一步表明细胞内自由脂肪酸来源

于膜脂的水解[11]。 

通过序列同源比对，集胞藻 PCC6803 基因

组中的脂肪酶编码基因只有一个，即 sll1969 基

因。本研究中 sll1969 编码的蛋白的酶学性质分

析结果证明这个基因编码蛋白为脂肪酶，其最适

反应温度为 55 ℃。在此基础上，进一步考察了

sll1969 突变菌株中脂肪酸含量和组成，分析了

sll1969 在脂肪酸代谢中的作用。不同菌株脂肪酸

含量和组成对比表明 sll1969 基因表达量与自由

脂肪酸产量呈正相关。但是，sll1969 基因敲除突

变株 GQ13 中仍然存在自由脂肪酸，特别是不饱

和自由脂肪酸的存在，也提示 Sll1969 不是集胞

藻 PCC6803 细胞中唯一的脂肪酶。而对 sll1969

基因功能的研究，有助于更清晰地了解蓝细菌脂

肪酸代谢以及利用光合蓝细菌平台生产脂肪酸

族生物燃料。 
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