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摘要 PCR扩增大肠杆菌参与脂肪酸合成的 7个主要酶基因：fabD、fabG、fabH、fabA、fabZ、fabB和 fabI，并构建相应的
表达载体，在大肠杆菌 BL21(DE3)中分别诱导表达酶蛋白，并使用 Ni-NTA琼脂糖纯化到 7种酶蛋白．体外添加所需酶蛋白
和辅因子，在不使用[2-14C]丙二酸单酰 CoA的条件下，成功地实现了脂肪酸合成反应的重建，另外还建立了数个鉴定有关酶
蛋白功能的标准反应，并用其鉴定了丙酮丁醇梭菌 FabZ的功能．
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细菌的脂肪酸合成酶属于域型脂肪酸合成酶
系，即脂肪酸的合成以 ACP(acyl carrier protein)为
载体，每一步生化反应均由独立的酶催化，与高等

哺乳动物拥有的玉型脂肪酸合成酶系有本质的差
别[1～3]．正是这一差别使得细菌脂肪酸合成酶系成

了当今新型抗菌药物筛选的靶位点之一[4, 5]．虽然

细菌的脂肪酸合成体系高度保守，但是随着大量细

菌全基因组测序的完成，越来越多的基因注释表明

细菌脂肪酸合成存在着广泛的多样性[2, 6]．目前在

细菌中已经发现了 4种结构不同的烯脂酰 ACP还
原酶[7～10]和 3条不同的在厌氧条件下合成不饱和脂
肪酸的途径[11～13]．细菌特别是病原细菌脂肪酸合成

的多样性，为筛选专一性的抗菌药物提供了可

能[5, 14]．因此，研究细菌脂肪酸合成的多样性有着

重要的实际意义．

人们对大肠杆菌(Escherichia coli)的脂肪酸合
成途径已有了深入的研究，往往把大肠杆菌的脂肪

酸合成途径当做类型域脂肪酸合成酶系的模
型[2, 3]．大肠杆菌饱和脂肪酸的合成可分为三步进

行．第一步是原料合成，由丙二酸单酰 CoA∶ACP
转酰基酶 (FabD)催化，将丙二酸单酰 CoA转变成
丙二酸单酰 ACP．第二步为起始反应，由 茁-酮脂
酰 ACP合成酶芋 (FabH)将丙二酸单酰 ACP与乙酰
CoA 缩合成乙酰乙酰 ACP．第三步为循环反应，

有多种酶催化，依次进行．每一次循环脂酰碳链增

加两个 CH2基团，直到形成棕榈脂酰 ACP．循环
反应首先由 NADPH依赖的 茁-酮脂酰 ACP还原酶
(FabG)催化 茁- 酮脂酰 ACP还原，生成 茁- 羟脂酰
ACP．接着产物脱水，生成反 -2-烯酰 ACP．这一
反应 茁-羟脂酰 ACP脱水酶 (FabZ或 FabA)催化．
循环反应的最后一步是反 -2-烯酰 ACP还原，由
NADPH依赖烯酰 ACP还原酶 (FabI)催化，生成脂
酰 ACP．接着开始下一循环，丙二酸单酰 ACP和
脂酰 ACP在 茁-酮脂酰 ACP合成酶玉或域(FabB或
FabF)缩合成 茁- 酮脂酰 ACP，然后依次被还原
(FabG)、脱水(FabZ或 FabA)和再还原(FabI)．大肠
杆菌不饱和脂肪酸的合成是按以下方式进行：当脂

酰链延伸至 10 个碳时，即形成 茁- 羟基癸脂酰
ACP时，该产物经 FabA或 FabZ脱水，生成反 -2 -
癸烯酰 ACP，由于 FabA还具有异构酶活性，2-反
式 -癸烯酰 ACP同时被异构化，产生顺 -3-癸烯酰
ACP，该产物不能被 FabI还原，只能作为 FabB的
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底物，与丙二酸单酰 ACP缩合成顺 -5-茁-酮基十二
碳烯酰 ACP，然后，该产物进入脂肪酸合成的循
环反应，最终产生棕榈油酰 ACP．
目前研究细菌脂肪酸合成多样性的方法主要有

以下 3种：a．PCR扩增有关基因，异体互补大肠
杆菌相应突变株，确定基因功能[12]；b．表达纯化
有关酶蛋白，重组体外脂肪酸合成反应，鉴定酶蛋

白的特异性活性[11]；c．基因敲除有关基因，体内
验证其在脂肪酸合成中的作用[7]．以上 3种方法互
为验证，互为补充，在确定相关基因功能方面均起

到独特的作用．其中重建体外脂肪酸合成反应尤为

重要，它不仅能够验证酶功能，而且可以直接检测

酶反应的产物．该方法已经被成功地用于证明肺炎

链球菌(Streptococcus pneumoniae)FabM [11]和粪肠球

菌(Enterococcus faecalis)FabN[13]的功能，并在研究

其他细菌脂肪酸合成酶的功能中也发挥了重要作

用[15, 16]，同时还被应用到革兰氏阴性细菌群体感应

信号分子合成等众多细菌代谢的研究中[17]．

虽然体外重建细菌脂肪酸合成反应在研究细菌

脂肪酸合成和其他代谢中应用广泛，但是总体来

看，目前所报道的各种具体方法存在某些缺点，不

仅方法没有统一，而且使用 [2-14C]丙二酸单酰 CoA
和长链脂酰 CoA[11,13, 15, 16, 18,19]．首先 14C同位素价格昂
贵，且有放射性污染，不利于多样品的分析；其次

细菌脂肪酸合成以脂酰 ACP为中间产物，使用长
链脂酰 CoA不能反映体内的反应环境，同时长链
脂酰 CoA的种类也会限制重组反应的应用．针对
上述体外重组细菌脂肪酸合成反应的弊端，本课题

组分离纯化了大肠杆菌主要的脂肪酸合成酶和哈氏

弧菌(Vibrio harveyi)的脂酰 ACP合成酶，建立了一
套不使用[2-14C]丙二酸单酰 CoA和长链脂酰 CoA
的较为完整的体外脂肪酸合成体系，并使用该系统

验证了丙酮丁醇梭菌 (Clostridium acetobutylicium)
FabZ的功能．该反应体系与之前各方法相比，更
加完整简洁准确．该体系的建立对统一体外重建细

菌脂肪酸合成反应的研究方法具有积极作用．

1 材料与方法

1.1 实验材料、菌株及培养条件

1.1.1 实验材料．总 DNA提取纯化试剂盒、质粒
提取纯化试剂盒和 DNA片段琼脂糖凝胶纯化试剂
盒由天根公司提供．DNA限制性内切酶、T4DNA
连接酶、Taq DNA 聚合酶、Pfu DNA 聚合酶和
T载体试剂盒从 TaKaRa 公司(大连)购买． IPTG、
L-阿拉伯糖、丙二酸单酰 CoA、乙酰 CoA、茁-羟
基癸酸、浅蓝菌素(Cerulenin)、三氯生(Triclosan)和
各种抗生素从 Sigma公司购买．强阴离子交换树脂
(UNOsphere Q)和蛋白质浓度测定试剂盒从 Bio-Rad
公司购买．Ni-NTA琼脂糖从上海英俊公司购买．
其他化学试剂均为分析纯．

1.1.2 菌株及培养条件．本研究使用的菌株均为大

肠杆菌 K12菌株的衍生株．质粒载体 pYFJ84由美
国伊利诺依大学微生物系 Cronan教授赠送．菌株
的构建均采用 CaCl2处理受体菌株，制备感受态细

胞，质粒热激转化的方法构建．培养基为丰富培养

基 LB，培养条件是 37℃恒温培养．抗生素工作浓
度如下：100 mg/L氨苄青霉素；30 mg/L 卡那霉
素；30 mg/L氯霉素． IPTG和 L-阿拉伯糖工作浓
度分别为 200 mg/L和 2 g/L．
1.2 大肠杆菌脂肪酸合成酶基因的克隆及表达载

体的构建

使用总 DNA提取纯化试剂盒，按照试剂盒说
明书的要求，提取大肠杆菌 MG1655 菌株的总
DNA．以总 DNA为模板，表 1所列的寡核苷酸为
引物， PCR 扩增各脂肪酸合成酶基因，用
pMD19-T克隆载体分别进行 TA克隆．转化大肠
杆菌 DH5琢，筛选阳性克隆，经 PCR 及酶切初步
检测正确后，送往上海生物工程技术公司进一步确

定 T载体上携带的 DNA序列．利用 PCR引物中
设计的酶切位点，使用相应的限制性内切酶，将 7
种脂肪酸合成酶基因片段从 pMD19-T载体上克隆
至表达载体 pET28b 上，构建重组质粒：pFSD

Table 1 Oligonucleotides used as primers in this work
Genes Up-stream primers( 5忆～3忆) Down-stream primers (5忆～3忆)
fabA AGCATATGGTAGATAAACGCGAATC(Nde玉) ATAAGCTTCAGAAGGCAGACGTATC(Hind芋)
fabB ATCATATGAAACGTGCAGTGATTAC(Nde玉) AGGATCCTTAATCTTTCAGCTTGCG (BamH玉)
fabD AACATATGACGCAATTTGCATTTGT(Nde玉) GCCACGGGATCCGAGCGTTTC (BamH玉)
fabG AACATATGAATTTTTGAAGGAAAAAT(Nde玉) AAAGCTTGGTCAGACCATGTACATC(Hind芋)
fabH CGCATATGTATACGAAGATTATTGG(Nde玉) AAGCTTAGGGAACACAAATGCAAAT (Hind芋)
fabI ACATATGGGTTTTCTTTCCGGTAAG(Nde玉) CAGAATTCTTATTTCAGTTCGAGTT (EcoR玉)
fabZ GTCATATGACTACTAACACTCATAC(Nde玉) GAAGCTTTTGACGCGCCCTCTTCC(Hind芋)
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(fabD)， pFSH (fabH)， pFSG (fabG)， pFSB (fabB)，
pFSA(fabA )，pFSZ(fabZ)和 pFSI(fabI)．
1.3 大肠杆菌脂肪酸合成酶的表达及纯化

将各用作表达的重组质粒转化大肠杆菌 BL21
(DE3)株，挑选单菌落，在含有相应抗生素的 LB
培养液中 37℃振荡过夜培养．转接 1%的过夜培养
液于新鲜的 LB(含相应抗生素)中，37℃振荡培养
4 h后，添加 IPTG，继续诱导 4 h，收集菌体．之
后蛋白质纯化的各步操作均在 4℃进行．使用裂解
缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl 和
10 mmol/L imidazole，pH 8.0)悬浮菌体，超声波破
碎细胞，在 15 000 g 的离心力条件下 4℃离心
20 min，收集上清，SDS-PAGE检测蛋白质表达．
上清液与 1 ml Ni-NTA 琼脂糖 4℃混合结合 1 h，
过柱收集流出液，接着用预冷的洗涤缓冲液

(50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl和 20 mmol/L
imidazole, pH 8.0)洗涤层析柱，再用预冷的洗脱缓
冲液 (50 mmol/L NaH2PO4， 300 mmol/L NaCl 和
200 mmol/L imidazole, pH 8.0)洗脱并收集洗脱液．
将收集的蛋白质液装入透析袋中，置于 1 000 ml透
析液 (50 mmol/L NaH2PO4， 300 mmol/L NaCl，
pH 8.0，1 mmol/L 茁-巯基乙醇)中，4℃透析过夜．
使用 Bradford方法，以牛血清白蛋白作为标样测
定蛋白质浓度．蛋白质样品置于-80℃冰箱中备用.
1.4 大肠杆菌 ACP的纯化
使用本课题组构建的大肠杆菌 ACP表达菌株

DH5琢/pBAD-ACP&pBAD-ACPS(待发表)分离纯化
ACP．具体方法如下：挑取单菌落，置于含有适当
抗生素的 LB液体中，37℃恒温过夜培养．取 1%
过夜培养物转接于新鲜的 LB 液体中，37℃培养
4 h，添加诱导剂(IPTG 和阿拉伯糖)后继续培养
4 h．离心收集菌体．使用原菌液体积 2%的 MES
(50 mmol/L，pH 6.1)溶液悬浮菌体，超声波破碎菌
体，添加等体积预冷的异丙醇，0℃混合 1 h，离心
(40 000 g，20 min)除去沉淀蛋白质．上清置于真空
蒸发器中，旋转蒸发异丙醇，补足水分，再次离心

(40 000 g，20 min)除去沉淀．将蛋白质样品加到预
先用 50 ml MES(50 mmol/L，pH 6.1)溶液平衡的装
有 10 ml强阴离子交换树脂(UNOsphere Q)的层析
柱中，用 150 ml 含有 LiCl (0～1 mol/L)的 MES
(25 mmol/L，pH6.1)溶液梯度洗脱 ACP蛋白，使用
部分收集器收集蛋白质样品，并在 280 nm波长下
测定样品 A 值；根据洗脱峰取样，使用含有
0.5 mol/L尿素的 13%非变性聚丙烯酰胺凝胶分析

样品的 ACP含量．收集 ACP样品，添加 0.02%脱
氧胆酸和 5%三氯乙酸沉淀蛋白质，离心(13 000 g，
10 min)收集沉淀蛋白，用少许 Tris-HCl(0.5 mol/L，
pH 8.0)溶液溶解沉淀，并将蛋白质溶液注入透析袋
中，在含有 1 mmol/L DTT的 Tris-HCl(10 mmol/L，
pH 8.0) 1 000 ml 溶液中 4℃ 透析过夜． 使用
Bradford方法，以牛血清白蛋白作为标样测定蛋白
质浓度．ACP样品置于-20℃冰箱中备用．
1.5 哈氏弧菌(Vibrio harveyi)脂酰 ACP合成酶的
纯化及脂酰 ACP的合成
哈氏弧菌脂酰 ACP合成酶的分离纯化使用脂

酰 ACP合成酶表达载体 pYFJ84[20]，具体步骤参考

文献[20]中的方法进行．脂酰 ACP合成的方法如
下：总反应体系为 50 滋l，其中含有 100 mmol/L
Tris-HCl(pH8.0)，20 滋mol/L ACP，10 mmol/L ATP，
10 mmol/L MgSO4，5 mmol/L DTT，300 滋mol/L脂
肪酸，脂酰 ACP合成酶 1 滋g，37℃保温 2 h．脂
肪酸的预处理：取脂肪酸溶液(10 mmol/L) 3 滋l于
0.2 ml离心管中，添加 1 滋l NaOH(10 mmol/L)，将离
心管置于真空蒸发器干燥．反应结束后，用 20%
非变性聚丙烯酰胺凝胶(含 2.5 mol/L尿素)电泳分
析脂酰 ACP．
1.6 体外重建大肠杆菌脂肪酸合成系统

1.6.1 丙二酸单酰 ACP合成及脂肪酸合成起始反
应的重建．

丙二酸单酰 ACP 的合成：反应体系 50 滋l，
其中 100 mmol/L Tris-HCl(pH8.0)，20 滋mol/L ACP，
1 mmol/L DTT，100 滋mol/L 丙二酸单酰 CoA 和
0.2 滋g FabD．先将 Tris-HCl缓冲液，ACP，DTT，
丙二酸单酰 CoA混匀，在 37℃保温培养 30 min，
后添加 FabD蛋白，37℃继续作用 1 h．
脂肪酸合成起始反应的重建：反应体系 50 滋l，

其中 100 mmol/L Tris-HCl(pH8.0)，20 滋mol/L ACP，
1 mmol/L DTT， 100 滋mol/L丙二酸单酰 CoA，
100滋mol/L NADH，100 滋mol/L NADPH，100滋mol/L
乙酰 CoA， 0.2 滋g FabD， 0.2 滋g FabH， 0.2 滋g
FabG 和 0.2 滋g FabI． 先将 Tris-HCl 缓冲液，
ACP，DTT，丙二酸单酰 CoA混匀，在 37℃保温
培养 30 min，后添加 100滋mol/L NADH，100 滋mol/L
NADPH和 100 滋mol/L乙酰 CoA，并根据需要添加
不同的酶蛋白，37℃继续作用 1 h．
上述反应产物用 13%非变性聚丙烯酰胺凝胶

(含 0.5 mol/L尿素)电泳检测．
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2.2 体外重建细菌脂肪酸合成反应

2.2.1 丙二酸单酰 ACP的合成与脂肪酸合成起始
反应的体外重建．

丙二酸单酰 ACP是脂肪酸合成的二碳原料．
细菌通过丙二酸单酰 CoA∶ACP转酰基酶 (FabD)
的转酰基作用使丙二酸单酰 CoA中的丙二酸单酰
基团向 ACP转移，产生丙二酸单酰 ACP．体外反
应中添加 ACP、丙二酸单酰 CoA 和 FabD 蛋白实
现了丙二酸单酰 ACP的合成(图 2，lane 2)．在含
有 0.5 mol/L尿素的 13%非变性聚丙烯酰胺凝胶上，
由于电荷差异，丙二酸单酰 ACP 迁移率较
holo-ACP慢，条带略微滞后，这一现象与文献报
道的一致[19]．

1.6.2 脂酰 ACP的延伸．
总反应体系为 50 滋l，具体如下：先分别合成

丙二酸单酰 ACP和脂酰 ACP各 20 滋l，然后混合
这两种反应液， 再添加 100 滋mol/L NADH 和
100 滋mol/L NADPH，根据需要同时加入 0.2 滋g各
种酶蛋白，继续 37℃保温培养 1 h．为检测浅蓝菌
素(100 mg/L)和三氯生(0.1 mg/L)分别对 FabB 和
FabI的抑制，可在加入其他酶蛋白之前，先加入抑
制剂和相应的酶，室温作用 5 min.
上述反应产物用 20%非变性聚丙烯酰胺凝胶

(含 2.5 mol/L尿素)电泳检测．

2 结果与分析

2.1 大肠杆菌脂肪酸合成酶基因克隆与酶蛋白分

离纯化

使用 Pfu DNA聚合酶，PCR扩增了大肠杆菌

中参与脂肪酸合成的 7种主要酶基因(fabD, fabH,
fabG, fabB, fabZ, fabA 和 fabI)，经 T-载体克隆，限
制性酶切及 DNA序列测定，验证 7个基因完全正
确．随后将这 7 个基因克隆到蛋白表达载体
pET28b 上，分别构建了 7 种表达载体： pFSD
(fabD)、 pFSH (fabH)、 pFSG (fabG)、 pFSB (fabB)、
pFSA(fabA )、pFSZ(fabZ)和 pFSI(fabI)(图 1a)．将这
些表达载体分别转化大肠杆菌 BL21(DE3)菌株，在
含有 IPTG的 LB培养液中，诱导相应基因的表达
并检测，结果表明，7基因均可在 BL21(DE3)中过
量表达相应的酶蛋白(结果未列)．为纯化这 7种酶
蛋白，大量培养并收集经诱导的各菌体，低温超声

波破碎，并使用 Ni-NTA琼脂糖进行纯化， SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分析各种酶蛋白的纯度，结果

见图 1b．

Fig. 1 Construction of expression vectors of fatty acid synthetic genes and purification of enzymes of E. coli
(a) 1: DNA marker；2: pFSZ / Nde玉 & Hind芋；3: pFSB / Nde玉 & BamH玉；4: pFSD / Nde玉 & BamH玉；5: pFSG / Nde玉 & Hind芋；6: pFSH

/ Nde玉 & Hind芋；7: pFSI /Nde玉 & EcoR玉；8: pFSA / Nde玉 & Hind芋；9: pET28b / Nde玉 & BamH玉. (b) 1: Protein marker；2: FabA；3:

FabB；4: FabD；5: FabG；6: FabH；7: FabI；8: FabZ.

Fig. 2 Synthesis of malonyl鄄ACP and reconstitution
of initial reactions of fatty acid biosynthesis in vitro
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为了进一步验证能否产生棕榈酰 ACP，本课
题组进行了由豆蔻酰 ACP 合成棕榈酰 ACP 的反
应．结果见图 4．首先使用脂酰 ACP合成酶合成
的豆蔻酰 ACP(图 4，lane 2)为底物，在添加 FabD、

FabB和 FabG后产生新的条带，为 茁-羟基棕榈酰
ACP(图 4，lane 3)，再加入 FabZ脱水，生成反 -2-
棕榈烯酰 ACP(图 4，lane 4)，又经 FabI还原形成
棕榈酰 ACP(图 4，lane 5)，棕榈酰 ACP条带的迁

在合成丙二酸单酰 ACP后，细菌脂肪酸合成
进入起始和第一次循环反应阶段．参与这一阶段反

应的底物包括丙二酸单酰 ACP，乙酰 CoA，
NADPH和 NADH，反应由 FabH，FabG，FabZ(或
FabA)和 FabI逐步催化，生成产物为丁酰 ACP．体
外反应的过程如下：首先， 在生成丙二酸单酰

ACP的体系中添加辅因子(乙酰 CoA，NADPH 和
NADH)和 FabH 酶蛋白．FabH 催化丙二酸单酰
ACP与乙酰 CoA缩合，产生乙酰乙酰 ACP．由于
乙酰乙酰 ACP不稳定，易在碱性条件裂解，因此
在凝胶上只显示 ACP(图 2，lane 3)．在使用[2-14C]
丙二酸单酰 CoA进行的反应中同样很难观察到乙
酰乙酰 ACP 的生成 [18]．接着反应体系中添加

FabG，乙酰乙酰 ACP 被还原形成 茁- 羟基丁酰
ACP，泳道中出现略微比 holo-ACP滞后的新条带
(图 2，lane 4)．继续添加 FabZ或 FabA，理论上应
该产生反 -2-丁烯酰 ACP，但实际研究表明在 茁-羟
基丁酰 ACP脱水反应中，平衡偏向 茁- 羟基丁酰
ACP，产生的反 -2-丁烯酰 ACP很少[15]，故凝胶上

仅能观察到 茁- 羟基丁酰 ACP (图 2， lane 5 和
lane 6)，这也与用[2-14C]丙二酸单酰 CoA的实验结
果一致[18]．最后在添加 FabI后，反 -2-丁烯酰 ACP
被还原，产生丁酰 ACP(图 2，lane 7和 lane 8)，产
物条带明显在前．

2.2.2 长链脂肪酸的合成．

长链脂酰 ACP 的合成是个循环反应，由
FabB、FabG、FabA或 FabZ和 FabI催化，每一次

循环碳链增加两个 CH2 基团，直至产生棕榈酰

ACP．为了便于观察，本研究使用己酰 ACP为底
物进行脂酰链的延伸，并采用含有 2.5 mol/L尿素
的 20%聚丙烯酰胺凝胶分离脂酰 ACP．
首先使用哈氏弧菌脂酰 ACP合成酶合成己酰

ACP，然后以此为底物，添加酶蛋白 (FabD、
FabB、FabG、FabZ或 FabA和 FabI)以及辅助因子
(NADPH 和 NADH)，结果见图 3．其中，图 3的
lane 2，lane 9和 lane 10中新增的条带分别为己酰
ACP，辛酰 ACP和癸酰 ACP，由脂酰 ACP合成酶
合成．图 3 显示，添加 FabD 和 FabB 后，己酰
ACP 与丙二酸单酰 ACP 缩合，形成 茁- 酮辛酰
ACP．茁-酮辛酰 ACP在碱性条件下不稳定，易分
解[19]，泳道中仅留下 holo-ACP(图 3，lane 3)．加入
FabG后， 茁-酮辛酰 ACP被及时还原，产生新条
带 茁- 羟辛酰 ACP(图 3，lane 4)(其迁移率与己酰
ACP 相近)．添加 FabZ或 FabA，茁- 羟辛酰 ACP
脱水，产生反 -2- 辛烯酰 ACP，泳道中出现新条
带，而 茁- 羟辛酰 ACP 条带变浅(图 3， lane 5 和
lane 6)．继续添加 FabI 后，泳道中出现了多种条
带，它们从上至下分别是辛酰 ACP、癸酰 ACP、
月桂酰 ACP和豆蔻酰 ACP(图 3，lane 7和 lane 8).
这表明循环反应在进行，脂酰链不断延伸．然而凝

胶上未显示有棕榈酰 ACP的产生，造成这一现象
的原因主要是 FabZ和 FabA 对 茁- 羟豆蔻酰 ACP
脱水活性较低[16]和体系 茁-羟豆蔻酰 ACP量少．

茁 OH-C8∶0-C-ACP

Fig. 3 Elongation of acyl鄄ACP from caproyl鄄ACP
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2.3.2 FabA异构功能的鉴定．
FabA是大肠杆菌不饱和脂肪酸合成的关键酶

之一．它除了具有催化羟基脂酰 ACP脱水的活性
外，还具有将反 -2-癸烯酰 ACP异构，生成顺 -3-
癸烯酰 ACP的活性．而顺 -3-癸烯酰 ACP不能被

FabI还原，只能作为 FabB的底物被延伸，合成不
饱和脂酰 ACP．检测 FabA的异构功能按参考文
献[11, 13, 16]介绍的方法，使用由辛酰 ACP 合成
癸酰 ACP的反应来进行．首先用哈氏弧菌的脂酰
ACP合成酶先合成辛酰 ACP，然后逐步添加各种

Fig. 5 Dehydration of 茁鄄hydroxyacyl鄄ACP by FabA or FabZ and reduction of enoyl鄄ACP by FabI

Fig. 4 Synthesis of palmitoyl鄄ACP from myristoyl鄄ACP

移率明显较豆蔻酰 ACP快．结果表明在有足够的
底物时该反应体系也能够合成棕榈酰 ACP．

上述结果表明：a．体外重组脂肪酸合成反应
可以在不使用 14C标记的情况下完成各种长链饱和
脂酰 ACP的合成．b．通过用不同浓度的非变性聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离脂酰 ACP，能达到与同位
素标记相同的分辨率．

2.3 脂肪酸合成酶功能的鉴定

脂肪酸合成反应的体外重建，验证了大肠杆菌

FabD，FabH，FabG，FabZ(或 FabA)和 FabI 的基
本功能，实现了不同脂酰 ACP的合成．然而，体
外重组脂肪酸合成反应的目的之一是为了研究细菌

脂肪酸合成的多样性，因此，本课题组用 7种大肠
杆菌的脂肪酸合成酶建立了几个研究个别细菌脂肪

酸合成酶功能的模型，并鉴定了丙酮丁醇梭菌中

FabZ的脱水功能．具体过程如下：
2.3.1 FabZ和 FabA的脱水活性及 FabI还原功能
的鉴定．FabZ和 FabA是大肠杆菌中的两个 茁-羟
基脂酰 ACP脱水酶，催化 茁-羟基脂酰 ACP脱水，
产生反 -2-烯脂酰 ACP，而 FabI是烯脂酰 ACP还
原酶，催化反 -2- 烯脂酰 ACP还原成脂酰 ACP．
本研究利用 茁-羟基癸酰 ACP为底物建立反应模型
检测它们的功能．在这一过程中，使用哈氏弧菌的

脂酰 ACP合成酶先合成 茁-羟基癸酰 ACP，然后添
加酶蛋白和 NADH．当体系中分别只含有 FabZ或
FabA蛋白(图 5，lane 1和 lane 4)时，茁-羟基癸酰
ACP的浓度下降，并产生了两条迁移率较快的条
带，其中最快的一条是由 茁-羟基癸酰 ACP脱水产
生的反 -2-癸烯酰 ACP，而另一条为癸脂酰 ACP，
是由反 -2-癸烯酰 ACP部分自发还原生成(反应体
系中含有 NADH)．当体系中添加 FabI 时 (图 5，
lane 2和 lane 5)，茁-羟基癸酰 ACP和反 -2-癸烯酰
ACP 条带完全消失，仅生成癸脂酰 ACP，表明
反 -2-癸烯酰 ACP已被还原生成癸脂酰 ACP．但
是当体系中添加有 FabI 的抑制剂 Triclosan 时，
FabI活性被抑制被抑制，癸脂酰 ACP浓度下降，
反 -2- 癸烯酰 ACP和 茁- 羟基癸酰 ACP 重新出现
(图 5，lane 3 和 lane 6)．从以上结果中可以证明
FabA和 FabZ都具有脱水功能， FabI具有还原功
能，且 FabI受 Triclosan的抑制．
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2.3.3 FabB功能的鉴定．浅蓝菌素是长链酮酯酰
ACP聚合酶的天然抑制剂．本课题组通过构建的
体外脂肪酸合成体系，以 茁- 羟基癸酰 ACP 为底
物，成功地检测了浅蓝菌素对大肠杆菌 FabB的抑
制．结果见图 7．图 7中 Lane 1和 lane 3的反应体
系中均含有 FabD、FabG和 FabB，其中图 7 lane 1

的反应中添加有 FabA，图 7 lane 2反应中有 FabZ，
两个泳道均产生反 -2-癸烯酰 ACP．由于 lane 1的
反应体系中有 FabA、FabB和 FabG，使得部分反 -2-
癸烯酰 ACP异构化，形成顺 -3- 癸烯酰 ACP，经
FabB聚合和 FabG还原，生成顺 -5-反 -2- 豆蔻双
烯脂酰 ACP．添加 FabI后(图 7，lane 2和 lane 4)，

酶蛋白完成反应．用 20%非变性聚丙烯酰胺凝胶
(含 2.5 mol/L尿素)电泳检测，结果显示：在添加
FabD和 FabB后辛酰 ACP消失(图 6，lane 3)，泳
道中仅残留 ACP和少量的辛酰 ACP．当添加 FabG
后，泳道中出现了一条新的 茁-羟基癸酰 ACP条带
(图 6，lane 4)．茁- 羟基癸酰 ACP所处的位置与辛
酰 ACP相近，但略微偏上．这与用脂酰 ACP合成
酶合成的辛酰 ACP和 茁-羟基癸酰 ACP产生的条
带一致(待发表数据)．分别添加 FabA(图 6，lane 5)
和 FabZ(图 6，lane 6)后，产生电泳条带明显不同
(图 6，lane 5和 lane 6).其中图 6的 lane5中出现了
一条略低于 茁- 羟基癸酰 ACP 的条带，该条带为
顺 -5- 反 -2-豆蔻双烯脂酰 ACP．因 FabA具有脱
水和异构双重活性，所以 茁- 羟基癸酰 ACP 经
FabA脱水后产生的反 -2- 癸烯酰 ACP 作为 FabA
的底物被异构成顺 -3-癸烯酰 ACP，然后被 FabB
的延长成顺 -5-单烯 -茁-酮脂酰豆蔻脂酰 ACP．该
产物被 FabG还原生成顺 -5-单烯 -茁羟基十二脂酰
ACP后又被 FabA脱水，形成顺 -5-反 -2- 豆蔻双
烯脂酰 ACP．当体系中添加有 FabI 时 (图 6，
lane 7)反 -2-癸烯酰 ACP被还原，由于体系中各种
脂肪酸合成酶均存在，脂酰基链被延长，因此形成

了不同长度的脂酰 ACP，而癸酰 ACP仅是其中一

种． lane 6 的条带是 茁- 羟基癸酰 ACP 经 FabZ脱
水后产生的反 -2- 癸烯酰 ACP．由于 FabZ仅具有
茁- 羟基脂酰 ACP 脱水功能，同时体系中没有
FabI，反 -2-癸烯酰 ACP不能被还原，只能被积累
起来．上述结果同使用 14C标记的丙二酸单酰 CoA
所做的体外实验一致[13, 16]．

丙酮丁醇梭菌基因组中仅有一个 fabZ同源基
因，缺少 fabA 或 fabM同源基因，但该菌仍能像大
肠杆菌一样合成不饱和脂肪酸[21]． 因此,长期以来
人们一直怀疑丙酮丁醇梭菌的 FabZ可能也拥有异
构活性，参与该菌不饱和脂肪酸的合成．然而遗传

学的初步研究显示，丙酮丁醇梭菌的 FabZ仅具有
脱水功能(待发表数据)．为了进一步确定丙酮丁醇
梭菌 FabZ的功能，我们利用体外重建脂肪酸合成
反应，对它的功能进行了研究．用丙酮丁醇梭菌的

FabZ替代大肠杆菌的 FabZ进行体外脂肪酸合成反
应，其结果见图 6(lane 9)，由图 6可知丙酮丁醇梭
菌 FabZ反应的蛋白质条带(图 6，lane 9)的分布与
大肠杆菌 FabZ的反应条带(图 6，lane 6)一致，表
明丙酮丁醇梭菌的 FabZ具有与大肠杆菌 FabZ相
同的活性，不具有反 -2-癸烯酰 ACP异构的能力，
该结论与遗传分析得到的一致．

Fig. 6 Isomerization of trans鄄2鄄decenoyl鄄ACP by FabA
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Fig. 7 Inhibition of FabB by Cerulenin

反 -2-癸烯酰 ACP被还原，生成癸脂酰 ACP，且
部分产物在 FabB、FabG、FabA或 FabZ和 FabI的
作用下进一步延伸，形成月桂酰 ACP．但是当反
应体系中加有浅蓝菌素时，FabB 活性被抑制，

FabA和 FabZ一样只能将 茁-羟基癸酰 ACP脱水，
产生反 -2-癸烯酰 ACP(图 7，lane 5和 lane 7)．有
FabI存在时反 -2- 癸烯酰 ACP 被还原，仅生成癸
脂 ACP(图 7，lane 6和 lane 8)，且不能被延伸．
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3 讨 论

体外重建细菌脂肪酸合成反应的体系是指在体

外向一定的反应缓冲体系中按次序添加各种酶蛋白

(FabD、 FabH 或 FabB、FabZ 或 FabA、 FabG 和
FabI) 和 辅 因 子 ( 丙 二 酸 单 酰 CoA、 NADH、
NADPH、ACP和乙酰 CoA或脂酰 ACP)，在一定
的温度条件下，合成各种脂酰 ACP的过程．根据
各种脂酰 ACP在凝胶上迁移率的差异，用非变性
聚丙烯酰胺凝胶分离各种脂酰 ACP，鉴定相应的
脂酰 ACP种类．该反应体系的建立为我们更加简
洁深入地进行以下研究提供了巨大的方便：a．根
据特征性脂酰 ACP的形成，确定某些脂肪酸合成
酶的功能和脂肪酸合成抑制剂的作用位点[7,11,13,16,18,19].
b．用于合成不同链长或不同取代基团的脂酰
ACP，为研究类脂 A、硫辛酸和酯酰高丝氨酸内脂
等代谢提供底物[17]．

以往的体外重组细菌脂肪酸合成反应一般使用

[2-14C]丙二酸单酰 CoA为底物，同时采用放射性自
显影技术，在胶片上得到各种脂酰 ACP特征性条
带[13]．这样操作的主要目的是增加脂酰 ACP条带
的分辨率．但同时使用同位素也存在着实验成本

高、放射性污染严重、操作繁琐和不宜分析大量样

品等弊端．针对上述弊端，本课题组对体外重建脂

肪酸合成反应进行了一系列改进，建立了一套易操

作、无放射性污染、适于大量样品分析的方法．改

进之处有：a．使用非同位素标记的丙二酸单酰
CoA和脂酰 ACP合成酶合成的脂酰 ACP为底物．
b．采用考马斯亮蓝染色凝胶，直接在凝胶图谱上
分析脂酰 ACP的特征条带． c．对不同链长的脂酰
ACP采用不同浓度聚丙烯酰胺凝胶，且添加不同
浓度的尿素进行分离，例如，对短链(C2～C4)的脂
酰 ACP使用含有 0.5 mol/L尿素的 13%聚丙烯酰胺
凝胶分离，长链脂酰 ACP (C6～C16)采用含有
2.5 mol/L尿素的 20%聚丙烯酰胺凝胶分离．实际
证明采用改进后的体外脂肪酸合成反应体系同样能

够合成不同链长或不同取代基的脂酰 ACP，能够
根据各种酶的特征反应，鉴定酶的功能．例如本课

题组使用该反应系统成功地鉴定了丙酮丁醇梭菌

FabZ的功能，得到了与遗传分析一致的结论．
大肠杆菌参与脂肪酸合成的酶主要有 FabD、

FabH、FabZ、FabA、FabG、FabF、FabB 和 FabI
八种．由于过量表达 FabF 严重抑制大肠杆菌生
长 [22]，同时 FabB 和 FabF 均属于长链酮酯脂酰
ACP合成酶，实践证明缺少 FabF不会影响体外脂
酰 ACP的合成[16]，故本研究未纯化 FabF．

致谢 感谢美国 Illinois大学 Cronan教授提供的哈
氏弧菌脂酰 ACP合成酶表达载体．

+Cerulenin
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Reconstitution of Escherichia coli Fatty Acid Biosynthesis Reaction In vitro*

FENG Sai-Xiang**, ZHU Lei**, LUO Biao, SUN Yi-Rong, WANG Hai-Hong***

(College of Life Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract Seven genes (fabD, fabG , fabH , fabA , fabZ, fabB and fabI) of E.coli fatty acid biosynthetic enzymes
were cloned by PCR amplifying and appropriate expression vectors were constructed. Under induction assay
expression of plasmid encoded proteins was carried out in strain BL21 (DE3) and seven enzymes were purified
using Ni-NTA agarose resin. In the absence of [2-14C] malonyl-CoA fatty acid synthetic reaction was reconstituted
in vitro by adding seven enzymes and co-factors. And several model reactions were established for identification of
special fatty acid biosynthetic enzymes. Meanwhile Clostridium acetobutylicium FabZ function was characterized
by this method.

Key words fatty acid synthesis of bacteria, acyl-ACP, native polyacrylamide gels
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