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随着石油资源的紧缺以及环境的日亦恶化，对环 保且

可再生的能源需求变得越来越迫切 [1~2]，而生物能源便能很

好地解决此问题 . 目前，可利用的商业化生物燃料包括来自

于玉米和蔗糖的短链的醇类以及来自于油菜和动物油脂的

脂肪酸甲酯衍生物 [3]，但这些却存在着原料与人类本身需求

相矛盾的问题 . 为了克服这些限制 [4]，最好的方法便是利用

发酵法生产生物燃料，主要包括短链的醇类 [5~6]、类异戊二

烯合成途径中的碳氢化合物以及微生物脂肪酸衍生物 [7]. 目
前为止，能生产生物柴油的微生物主要包括细菌、真菌、酵

母、微藻，但由于天然菌株不能高效合成脂肪酸，油脂产量

有限，且天然脂肪酸多为胞内分泌，必须从组织、细胞中分
离后，才能应用于生物柴油生产，这一过程关系到生物柴油
的质量、成本以及对环境的污染. 而与天然菌株相比，大肠杆
菌具 有遗传背景清楚，易于工程调控，可高密度发酵，生长
速度快等诸多优点，已经成为微生物催化合成化学品和燃料
的理想受体菌，近年来通过 对大肠杆菌的改造生产生物柴
油已取得一定的成果 [8]. 因此本文以大肠杆菌为出发菌株，利
用基因工程手段来提高其胞外脂肪酸的产量. 

大肠杆菌脂肪酸生物合成与调控机制已得到广泛的研
究 [7, 9~10]. 在大肠肝菌脂肪酸合成途径中，硫酯酶基因可催化
水解脂酰基ACP生成游离脂肪酸和ACP，解除由脂酰ACP导
致的脂肪酸生物合成调节机制中的反馈抑制作用，释放游离
脂肪酸. 有关文献报道在大肠杆菌内过表达内源或植物硫酯
酶基因，可产生游离脂肪酸 [10~13]. 本研究首次在大肠杆菌内
过表达拟南芥硫酯酶atfata基因，通过SDS-PAGE电泳检测，
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Abstract   Acyl-acyl carrier protein (ACP) thioesterase catalyzes the hydrolysis of acyl-ACP to fatty acids and ACP. This 
reaction removes the coupling between fatty acid biosynthesis and phospholipid biosynthesis, which is a key to obtain free fatty 
acids. In this study, a thioesterase gene from Arabidopsis thaliana (atfata) was cloned into pET30a vector and heterologously 
expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). SDS-PAGE analysis revealed a special band corresponding to the fusion protein. 
Under shake-fl ask conditions, this recombinant strain produced 232.06 mg/L fatty acid (70% improvement compared to the 
control strain). Meanwhile, the extracellular free fatty acid production reached 33 mg/L, namely seven-fold improvement to the 
control strain. The research laid the foundation for obtaining engineered E. coli to produce free fatty acid with high production. 
Fig 3, Tab 2, Ref 17
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摘  要   硫酯酶催化脂酰ACP（酰基载体蛋白）水解生成游离脂肪酸和ACP载体蛋白，能够解除脂肪酸合成与磷脂合

成的偶联，是获得游离脂肪酸的关键基因. 将拟南芥的硫酯酶基因atfata克隆到原核表达载体pET30a上，在大肠杆菌

BL21(DE3)中成功表达了His-tag融合蛋白，经SDS-PAGE检测获得特异性表达条带. 对该重组菌株进行摇瓶发酵实验，

GC-MS检测表明其与对照菌株脂肪酸组成并未发生变化；但其脂肪酸产量达到232.06 mg/L，比对照菌株提高了70%；

同时胞外游离脂肪酸产量达到了33 mg/L，占总脂肪酸含量的15%，是野生菌株胞外脂肪酸产量的7倍.  图3 表2 参17
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验证了外源真核基因在大肠杆菌中成功表达，并利用产物检

测方法验证了该基因在工程菌内的功能，以期为今后利用重

组菌生产游离脂肪酸奠定基础. 

 1  材料与方法
1.1  试验材料 
1.1.1  菌株与材料    大肠杆菌BL21(DE3)（购自ATCC）、pET-
30a质粒购自Novagen.  
1.1.2  培养基   LB液体培养基（1%蛋白胨，0.5%酵母提取

物，1%氯化钠），固体培养基为上述成分再加入2%的琼脂粉. 
M9培养基（2%葡萄糖，磷酸氢二钠6 g/L，磷酸二氢钾3 g/L，

氯化铵1 g/L，氯化钠0.5 g/L，硫酸镁1 mmol/L）. 
1.1.3   工具酶和试剂     Taq DNA聚 合 酶，T4 DNA连 接

酶，d NT P，感 受 态 细 胞 制 备 试 剂 盒 购自Ta ka ra公司；Ni 
SephroseTM 6×fast flow购自GE Heathcare公司；限制性内切酶

及胶回收试剂盒购自Fermentas公司；异丙基硫代-β-D-半乳

糖苷（IPTG）为AMERSCO公司产品；胰蛋白胨Trypton和酵

母抽提物Yeast Extract为Oxoid公司产品；其它试剂均为国产

分析纯. 
1.2  试验方法
1.2.1  PCR扩增    根据GenBank 中拟南芥atfata基因序列

（AK176105）设计合成PCR引物，并分别引入 NcoI和BamHI
酶切位点（下划线），引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成

（表1）. 

拟南芥总RNA采用上海生工UNIQ-10柱式Trizon总RNA
试剂盒提取，以拟南芥总RNA为总模板，采用Fermentas公司
Revert Aid First strand cDNA Synthesis Kit试剂盒反转录合成
cDNA. 以拟南芥cDNA为模板扩增基因atfata，PCR反应条件
为：94℃预变性 3 min；94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃
延伸1 min，35个循环；72 ℃延伸10 min. PCR反应产物经1.2%
琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.2.2  表达载体的构建    PCR产物和pET-30a质粒匀采用用
NcoI及BamHI双酶切，将纯化后的DNA 片段与线性化的pET-
30a载体连接，转化大 肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞 . 菌液
PCR筛选阳性克隆，提取质粒，酶切鉴定并测序. 鉴定正确的
重组质粒命名为pYJM1. 
1.2.3  重组菌的蛋白表达及纯化    参考文献[14]，将YJM1菌接
种于含有卡那抗性的液体LB 培养基，37 ℃振荡培养过夜. d 
2按1%接种量转接至50 mL新鲜的LB培养基，振荡培养至对
数生长期（D600 nm约为0.6），加入异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷
（IPTG）至终浓度为0.5 mmol/L，37 ℃诱导2~3 h，离心收集
菌体. 用1 mL Tris-HCl缓冲液（pH 8.0）重悬菌体后，置于冰
上超声破碎，4 ℃、12 000 r/min离心10 min，取部分上清进行
SDS-PAGE检测，剩余部分用Ni SephroseTM 6×fast fl ow纯化系
统纯化His-tag融合蛋白. 
1.2.4  重组菌脂肪酸提取及甲酯化    参考文献[15]，采用M9培

养基对YJM1菌进行摇瓶发酵，取50 mL发酵液，离心分别收

集上清与沉淀. 上清加入50 mL抽提剂（氯仿 : 正庚烷 : 甲醇

= 56 : 42 : 2）萃取，旋蒸去除抽提剂，加入1 mL甲醇溶解萃

取物，再加入2 ml甲酯化试剂（三氟化硼 : 甲醇= 1 : 4），于60 
℃水浴中反应30 min，采用2 mL色谱纯正己烷萃取脂肪酸甲

酯. 菌体沉淀加入3 mL提取剂（氯仿 : 甲醇= 2 : 1）旋涡振荡，

抽提细胞总脂，然后用5 mL皂化试剂（甲醇 : 水= 4 : 1，含6% 
NaOH），60 ℃水浴1 h进行皂化反应，再按照上述方法进行

甲酯化. 
1.2.5  GC-MS检测脂肪酸甲酯    参考文献[16]，对正己烷萃取

的脂肪酸甲酯样品进行GC-MS检测，色谱条件如下：TR-Wax 
MS GC毛细管色谱柱（30 m，0.25 mm，0.25 μm），载气：高纯

氮气（99.999%），进样器温度：250 ℃，检测器温度：300 ℃，

载气柱头压：10 psi；程序升温：起始100 ℃，持续2 min，100 
℃/min升温至250 ℃，保持5 min. 以C20脂肪酸为内标进行

定量. 

 2  结果与分析
2.1  重组菌的构建与鉴定

将目的片段atfata克隆到表达载体pET30上得到重组质

粒pYJM1，PCR法扩增atfata基因片段，扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳鉴定，在1 000 bp处可见一条与预期大小相符的条带

（图1）. 重组质粒经过NcoI/BamHI双酶切后同样得到大约为

1 000 bp大小的片段（图1），与预期相符. DNA 序列分析显示

插入的aftata基因片段与GenBank（检索号：AK176105）中已

报道的序列一致，二者的基因同源性为100%. 

2.2  重组菌YJM1的蛋白表达与纯化
重组菌YJM1经IPTG 诱导3 h后，菌体超声破碎后，裂解

液进行SDS-PAGE检测，在相对分子质量约45×103处出现一
特异条带（图2），与预期的His-tag融合蛋白理论大小数值相
符，而对照BL(DE3)无特异条带出现 . 而蛋白经Ni柱纯化之
后，SDS-PAGE检测结果获得单一条带（图2），说明拟南芥硫
酯酶基因atfata在大肠杆菌BL21(DE3)中以可溶性的形式得到
正确表达. 

表1  atfata引物序列
Table 1  Primers used for amplifi cation of atfata

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence (5'~3')

AtFatA-F CATGCCATGGTTTTGAAGCTTTCGTGTAATGTGAC
AtFatA-R CGCGGATCCTTAACTTGAAGGCTTCTTTCTCCAC

图1  重组质粒pYJM1酶切鉴定与PCR鉴定
Fig. 1  Double digestion and PCR amplifi cation of recombinant 

plasmid pYJM1
Lane M：DNA 分子量标准；Lane 1：PCR 扩增产物；Lane 2：质粒pYJM1
双酶切；Lane 3：质粒pYJM1
Lane M: DNA marker; Lane 1: PCR amplifi cation; Lane 2: Double digestion 
of pYJM1; Lane 3: Plasmid pYJM1
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2.3  GC-MS检测重组菌脂肪酸
经GC-MS检测分析，重组菌YJM1与对照菌BL21(DE3)的

均含有6种脂肪酸（图3），分别为肉豆蔻酸（14 : 0）、棕榈酸

（16 : 0）、棕榈油酸（16 : 1）、十七碳-9-环丙烷酸（17 : 0）、顺

十八碳-9-烯酸（18 : 1）和十九碳-11-环丙烷酸（19 : 0），其中

棕榈酸、棕榈油酸和顺十八碳-9-烯酸是主要成分，拟南芥硫

酯酶atfata基因的过量表达不能改变大肠杆菌脂肪酸的种类. 

2.4 硫酯酶过表达提高工程菌脂肪酸产量
根据C20脂肪酸内标对重组菌YJM1和对照菌BL21(DE3)

脂 肪 酸 产 量 进 行 定 量 分 析，结 果 如 表 2所 示 .  野 生 菌 株

BL21(DE3)总脂肪酸产量为136.95 mg/L，其中胞内脂肪酸产

量为131.13mg/L，胞外脂肪酸产量为5.82 mg/L，胞外脂肪酸

产量占总产量的4%；而重组菌YJM1总脂肪酸产量为232.06 
mg/L，比 野生菌株提高了约70%，胞内脂肪酸产量提高了

50%，而胞外脂肪酸产量提高了近6倍，占总产量的15%. 以上

结果表明，转入基因的重组菌与未转入基因的空白大肠杆菌

相比，其脂肪酸产量有大幅度的增加，说明该重组菌脂肪酸

合成大幅度增加与转入基因相关. 

 3  讨 论
大肠杆菌具有遗传背景清楚，易于工程调控，可高密度

发酵，生长速度快等诸多优点，已经成为微生物催化合成化

学品和燃料的理想受体菌. 但是野生型大肠杆菌自身硫酯酶

表达水平很低，且主要以胞外分泌的形式存在，因此无法合

成游离脂肪酸 [17]. 本研究采用大肠杆菌做为宿主，通过分子

生物学技术和代 谢工程手段，定向调控了大 肠杆菌脂肪酸

的代谢路径，将拟南芥的硫酯酶基因atfata构建到质粒载体

pYJM1上，并成功转化大肠杆菌BL21(DE3)，得到一株高产脂

肪酸的重组菌株. 
通过摇瓶发酵实验验证，重组菌株YJM1脂肪酸产是量

是野生菌株的1.7倍，其中胞外脂肪酸产量达到了33 mg/L，

是野生菌株的6倍，胞外脂肪酸产量在总脂中的比例达到了

15%. 以上结果表明，在大肠杆菌内过表达拟南芥硫酯酶基

因atfata，解除了产物反馈抑制作用 [15]，能够明显提高肪酸产

量，并且脂肪酸能以游离的形式分泌到胞外. 胞外肪酸产量

的增加简化了脂肪酸的提取工艺，降低了生产成本以及减少

了对环境的污染. 为了考察重组大肠肝菌对脂肪酸合成的稳

定性，我们做了4次传代实验，通过对这5代菌的脂肪酸产量

的对比，发现其各代之间脂肪酸产量差别不大，说明该重组

菌对增加脂肪酸合成具有一定的稳定性. 虽然我们获得了产

胞外游离脂肪酸的工程菌株，但由于处于摇瓶阶段，脂肪酸

产量有限，而且脂肪酸的合成受多种酶和蛋白的共同调节，

因此在今后的工作中将对发酵方法与分子操作进行更加深

入的研究，以期大幅度地提高胞外脂肪酸产量. 
本 研 究 通 过 定向调 控了大 肠杆 菌脂肪 酸 合成代 谢 路

图2  植物硫酯酶基因在大肠杆菌内的表达与纯化
Fig. 2  Expression and purifi cation of atfata gene in recombinant E. coli

Lane M：蛋白质分子标准量；Lane 1：IPTG诱导后蛋白；Lane 2：未经诱
导蛋白；Lane 3：纯化后蛋白
Lane M: Molecular weight maker; Lane 1: Induced strain YJM1 with IPTG; 
Lane 2: Non-induced strain YJM1; Lane 3: Purifi ed protein

图3  GC-MS检测重组菌YJM1脂肪酸组成
FIG 3   GC-MS analysis of fatty acid composition from strain YJM1

表2  胞内外脂肪酸产量
Table 2  The fatty acid production of extracellular and  intracellular

菌株 
Strain D600 nm

胞外脂肪酸含量 
Extracellular fatty 

acid (ρ/mg/L)

胞内脂肪酸含量 
Intracellular fatty 

acid (ρ/mg/L)
Ration
 (r/%)

BL21(DE3) 3.12 5.82 131.13 4
YJM1 2.89 35.13 196.93 15

Ration：胞外脂肪酸在总脂中所占的比例  
Ration: The percentage of extracellular free fatty acid in the total fatty acids
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径，构建了产游离脂肪酸的工程大肠杆菌，使细胞内形成的

脂肪酸以游离形式定向分泌到细胞外，在大肠杆菌中构建了

一条新的游离脂肪酸合成途径，为获得高产游离脂肪酸的工

程大肠杆菌奠定了理论与实验基础. 
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