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摘要 烯脂酰 ACP还原酶是细菌脂肪酸合成的关键酶之一．流产布氏杆菌基因组有 2个注释为烯脂酰 ACP还原酶基因 fabI
的同源基因：fabI1和 fabI2．由这 2个 fabI同源基因编码的蛋白质分别与大肠杆菌 FabI有 50%和 51%的同源性，且都拥有与
大肠杆菌 FabI一样的催化中心 Tyr-(Xaa)6-Lys序列．分别用携带这 2个同源基因的质粒载体转化大肠杆菌 fabI温度敏感突变
菌株 JP1111．转化子能在 42℃生长，表明这 2个基因均能遗传互补大肠杆菌 fabI突变，并使此菌株恢复脂肪酸的合成．另
外，体外酶学分析显示，由这 2个同源基因编码的蛋白质都拥有烯脂酰 ACP还原酶活性，均能参与细菌脂肪酸合成．上述
结果证实，流产布氏杆菌同时拥有 2个同种类型的烯脂酰 ACP还原酶，是一种新的烯脂酰 ACP多样性的表现．
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布氏杆菌病是由布氏杆菌引起的严重危害人类

健康和畜牧业发展的人兽共患的传染病[1-3]. 《中华
人民共和国传染病防治法》将其归为乙类传染病[4].
布氏杆菌病流行广泛，几乎遍布世界各地．近年

来，随着养殖业和畜牧业的迅速发展，发病人数有

逐年增多的趋势[1, 3]．

流产布氏杆菌(Brucella abortus)是人患布氏病
的主要病原菌之一．随着分子生物学和细菌基因组

学的发展，已经有多种布氏杆菌的基因组序列得到

测定，其中包括流产布氏杆菌[5]．这为全面、深入

地研究布氏杆菌的发病机理，发展更为有效的防治

布氏杆菌病的技术手段提供了有力条件．

细菌的脂肪酸合成代谢与高等哺乳动物有本质

差别．研究细菌脂肪酸合成代谢，寻找新的抗菌药

物作用靶点，开发新的抗菌药物是微生物学研究的

热点领域[6-7]．

比较流产布氏杆菌与其他细菌的基因组序列，

发现流产布氏杆菌基因组中有 2个注释为烯脂酰
ACP还原酶基因 fabI的同源基因：fabI1和 fabI2[5]，

我们推测该菌的脂肪酸合成代谢与其他细菌有一定

的差异．为此，本课题组采用遗传互补和酶活性分

析等技术手段，研究流产布氏杆菌这 2个同源蛋白

在细菌脂肪酸合成代谢中的功能．

1 材料与方法

1援1 材料

1.1援1 菌株、质粒和培养基．本研究使用的大肠

杆菌菌株有 MG1655、DH5琢、 JP1111 (fabI (ts)) [8]

和 BL21 (DE3)，使用的质粒载体有 pMD19-T、
pBAD24M和 pET28(b)，其他载体均为上述三质粒
的衍生质粒(具体构建见下文)．LB用作培养大肠
杆菌的丰富培养基，RB作为检测脂肪酸合成突变
菌株的培养基[9].抗生素的使用浓度如下：100 mg/L
氨苄青霉素、30 mg/L卡那霉素、0.02% L-阿拉伯糖、
异丙基 -茁-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG) 1 mmol/L．
1援1援2 试剂．限制性内切酶、T4 连接酶、Taq、
pfu DNA 聚合酶、Marker DL2000、标准蛋白质等
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试剂、T-载体克隆、质粒提取和 DNA凝胶回收等
试剂盒均购自大连 TaKaRa公司；氨苄青霉素、卡
那霉素、IPTG、三氯森(triclosan)、各种脂肪酸等
试剂购自 Sigma公司；PCR扩增引物寡核苷酸由
上海 Sangon 公司合成；流产布氏杆菌 (Brucella
abortus 2308)基因组 DNA由美国蒙塔那州立大学
(Montana State University)杨兴洪博士馈赠．
1援2 重组 DNA技术
以流产布氏杆菌 2308 基因组 DNA 为模板，

使用 pfu DNA聚合酶，PCR扩增 fabI1和 fabI2基
因． fabI1 扩增引物：5忆 ACCCCATATGACCGC -
ACAGTCTGGTTTG 和 5忆 GTATTAGAAGCTTCA-
GTCTTTCAC；fabI2扩增引物：5忆 GGATCATATG-
GAAGGTTTGATGCAAG 和 5忆 GTTTAAGCTTAT-
TCTCCGCGTTC(下划线处分别代表限制性内切酶
Nde玉和 Hind芋酶切位点)．回收 PCR 扩增产物，
经 Taq DNA聚合酶催化末端加尾后，分别连接至
pMD19-T载体，并转化大肠杆菌 DH5琢，筛选阳
性克隆，DNA序列测定验证 T载体上携带的基因
序列，得到质粒 pLM1(fabI1)和 pLM2(fabI2)．使
用 Nde玉和 Hind芋分别消化 pLM1(fabI1)和 pLM2
(fabI2)，回收酶切产物并分别克 隆到载 体
pBAD24M上，得到表达载体 pLM4(fabI1)和 pLM5
(fabI2)．用同样的方法将 fabI1 和 fabI2 克隆到
pET28(b)上，得到表达载体 pLM6(fabI1)和 pLM7
(fabI2)．
1援3 蛋白质的表达与分离纯化

将表达载体质粒 pLM6(fabI1)和 pLM7(fabI2)分
别转化大肠杆菌 BL21(DE3)后，流产布氏杆菌
FabI1 和 FabI2 蛋白的表达和分离纯化参照文献
[10-11]进行．同时参照文献[10-11]中的方法，分
别分离纯化大肠杆菌丙二酸单酰 CoA∶ACP转移
酶(FabD)、3-酮脂酰 ACP合成酶芋 (FabH)、3-酮
脂酰 ACP 还原酶(FabG)、3- 羟基脂酰 ACP 脱水
酶／异构酶(FabA)、烯脂酰 ACP还原酶(FabI)、哈
氏弧菌脂酰 ACP 合成酶 (AasS)和大肠杆菌
holo-ACP 蛋白，并且体外合成了反 -2- 己烯酰
ACP、反 -2-癸酰 ACP和 3-羟基豆蔻酰 ACP．
1援4 烯脂酰 ACP还原酶体外功能检测
体外检测 FabI1 和 FabI2 在细菌脂肪酸合成

起始反应中的功能参照文献 [10]．具体做法如
下：反应体积 50 滋l，其中含有 0.1 mol/L磷酸钠、
50 滋mol/L NADH、50 滋mol/L NADPH、1 mmol/L
茁- 巯基乙醇、100 滋mol/L乙酰 CoA、100 滋mol/L

丙二酸单酰 CoA、50 滋mol/L holo-ACP；大肠杆
菌脂肪酸合成酶：FabD、FabH、FabG和 FabA各
0.1 滋g．反应在添加 0.1 滋g烯脂酰 ACP还原酶(流
产布氏杆菌 FabI1、FabI2或大肠杆菌 FabI)后开始
计时，37℃保温 1 h．使用分离胶浓度为 15%，且
含有 0.5 mol/L尿素的非变性蛋白凝胶电泳分析反
应产物．

体外检测 FabI1和 FabI2对长链烯脂酰 ACP的
还原功能同样参照文献[10]．具体做法如下：反应
体积 50 滋l，其中含有 0.1 mol/L磷酸钠、1 mmol/L
茁- 巯基乙醇、50 滋mol/L NADH、50 滋mol/L脂酰
ACP(反 -2-己烯酰 ACP、反 -2-癸酰 ACP或 3-羟
基豆蔻酰 ACP，以 3-羟基豆蔻酰 ACP为底物的还
原反应，体系中还需添加 0.1 滋g大肠杆菌 FabA酶
蛋白)．反应在添加 0.1 滋g烯脂酰 ACP还原酶(流
产布氏杆菌 FabI1、FabI2或大肠杆菌 FabI)后开始
计时，37℃保温 1 h．反应产物用含有 2.5 mol/L尿
素的非变性蛋白凝胶电泳进行分析．

1援5 烯脂酰 ACP还原酶活性测定
烯脂酰 ACP还原酶活性测定参照文献中的方

法[10]．酶活性单位(U)定义为每纳克酶蛋白每分钟
氧化 NADH的量(mol·g-1·min-1)．
1援6 脂肪酸组成分析

在合适的条件下培养细菌 10ml，离心收集菌
体，按照文献[10-11]的方法，提取细菌的脂肪酸，
并转化为脂肪酸甲酯(每种样品做 3个重复)．样品
送华南农业大学测试中心，进行脂肪酸组成

GC-MS分析．

2 结果与分析

2援1 生物信息学分析

烯脂酰 ACP还原酶(ENR)催化烯脂酰 ACP还
原为脂酰 ACP(图 1a)，处于细菌脂肪酸合成循环反
应的最后一步，也是细菌脂肪酸合成代谢的关键酶

之一[6]，已经作为新型抗菌药物的作用靶标，用于

新的抗菌药物的筛选[7]．

流产布氏杆菌基因组序列已经测定完成，利用

大肠杆菌烯脂酰 ACP还原酶 FabI的蛋白质序列，
同源比对流产布氏杆菌基因组[5]，发现该细菌基因

组中有 2个注释为烯脂酰 ACP还原酶 fabI的同源
基因：fabI1(UniProt AC：Q57EU5)和 fabI2(UniProt
AC：Q57A95)，其中 fabI2与 fabA 和 fabB同源基
因组成一个基因簇，位于流产布氏杆菌一号染色

体，而 fabI1位于一号染色体的另一基因簇．这 2
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Fig. 1 The ENR reaction and alignment of B援 abortus FabIs with E. coli FabI
(a) The ENR reaction. (b) The alignment of bacteria FabIs. The active-site tyrosine and lysine residues are asterisked.

个 fabI 同源基因编码的蛋白质分别与大肠杆菌
FabI有 50%和 51%的同源性，且都拥有与大肠杆
菌 FabI一样的保守催化中心 Tyr-(Xaa)6-Lys序列[6]

(图 1b)．根据生物信息学的分析推测，这 2个 fabI

基因编码的蛋白质可能具有烯脂酰 ACP还原酶活
性，并参与该菌的脂肪酸合成．为了验证这一观

点，本课题组对这 2个 fabI基因做了以下研究．

2援2 遗传互补大肠杆菌 fabI温度敏感突变菌株
在大肠杆菌中，烯脂酰 ACP还原酶由 fabI基

因编码，已经证明 fabI基因是大肠杆菌生长必需基
因[12-13]．菌株 JP1111 是大肠杆菌 fabI 的温度敏感
突变株，该菌株能在 30℃正常生长，但在 42℃时，
由于烯脂酰 ACP还原酶失活，菌株不能生长[8]．为

了验证流产布氏杆菌 fabI1和 fabI2的功能，首先
以流产布氏杆菌基因组 DNA为模板，PCR扩增获
得了这 2个基因，并分别克隆到 T-载体上得到质
粒 pLM1(fabI1)和 pLM2(fabI2)．序列测定正确后
(2个基因均为 819 bp)，将这 2个基因分别克隆到
受外源阿拉伯糖诱导调控的质粒载体 pBAD24M
上，得到 2 个表达载体： pLM4 (fabI1)和 pLM5

(fabI2)(图 2a)．用这 2 个质粒分别转化大肠杆菌
JP1111，并在 42℃检测转化子的生长状况，结果
见图 2b-c．结果显示(图 2b)，在 42℃条件下，不
添加阿拉伯糖的 RB 平板上所有的转化子均不
生长，而在添加有阿拉伯糖的 RB 平板上，除空
载体 pBAD24M 外，pLM4与 pLM5质粒和 pHWI
(pBAD24M载体携带野生型大肠杆菌 fabI基因)一
样均能互补大肠杆菌 JP1111菌株．生长曲线的测
定结果(图 2c)也证明了这点．另外，用液体培养
时，携带 pLM4与 pLM5的 JP1111菌株明显较携
带 pHWI的菌株生长快．这表明流产布氏杆菌的
fabI1 和 fabI2 基因编码的蛋白质具有烯脂酰 ACP
还原酶活性，能互补大肠杆菌 fabI突变．

(a)

(b)

NADH NAD+

ENRs
CH3 (CH2)n C C C S ACP

H
O

H
CH3 (CH2)n C C C S ACP

H
O

HH

H

acyl-ACPtrans-2-enoyl-ACP

B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI

50
46
47

B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI

100
96
97

B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI
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146
147

B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI
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197

B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI
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B援 abortus FabI1

B援 abortus FabI2
E. coli FabI

272
262
272
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Fatty acid JP1111/pLM4 JP1111/pLM5 JP1111/pHW1

n-C14∶0 5.1% 4.5% 4.9%

n-C14∶0 3-OH 11.1% 11.1% 13.2%

n-C16∶1 cis 9 7.7% 8.9% 7.7%

n-C17∶0 cyclo 15.8% 12.4% 13.0%

n-C16∶0 28.3% 27.9% 26.2%

n-C18∶1 cis 11 25.0% 26.7% 26.8%

n-C18∶0 6.9% 8.5% 8.3%

同时测定转化子的脂肪酸组成，结果显示，携

带 pLM4或 pLM5 的 JP1111菌株和携带 pHWI 的
JP1111菌株一样能合成脂肪酸(表 1)，且所含的脂
肪酸种类相同，比例相近．这再次证明了 fabI1和
fabI2均编码烯脂酰 ACP还原酶，参与细菌脂肪酸
合成．

三氯森(triclosan)是烯脂酰 ACP还原酶 FabI的
抑制剂 [14-15]，为检测流产布氏杆菌 FabI1 和 FabI2

对三氯森的敏感性，将质粒 pLM4(fabI1)和 pLM5
(fabI2)分别转化大肠杆菌 MG1655，并在添加阿拉
伯糖和不同浓度三氯森的 RB培养基上观察转化子
的生长．经测定三氯森对 pLM4和 pHWI转化子的
最小抑制浓度为 0.5 mg/L(结果未列)，对 pLM5转
化子的最小抑制浓度为 3 mg/L．表明流产布氏杆
菌烯脂酰 ACP还原酶 FabI2对三氯森有一定的抗
性，而 FabI1和大肠杆菌 FabI对三氯森敏感.
2援3 流产布氏杆菌 FabI1和 FabI2蛋白的表达与
纯化

为了进一步在体外研究 BaFabI1和 BaFabI2的
生物功能，将 pLM1 和 pLM2 上携带的 fabI1 和
fabI2基因分别克隆到 pET28(b)质粒上，构建了能
在大肠杆菌 BL21(DE3)菌株中高效表达的载体：
pLM6(fabI1)和 pLM7(fabI2)(图 3a)．热激转化大肠
杆菌 BL21(DE3)菌株，在 37℃进行 2个蛋白质的
表达，结果显示 FabI1和 FabI2在 BL21(DE3)菌株
中均能高效表达，且主要以可溶性形式存在(结果
未列)．根据这一结果，采用 Ni-NTA 琼脂糖亲和
层析，分别分离纯化了 N端融合有 His-tag标签的
FabI1和 FabI2蛋白．经检测 2种蛋白质在 15%的

Table 1 Fatty acid composition of total lipid extracts
from E. coli fabI mutant carrying plasmid encoding

B援 abortus fabI homologues

Fig. 2 Construction of B援 abortus fabI1 or fabI2 expression vector and complementation of E. coli fabI(ts) mutant JP1111
(a) Construction of pLM4 (fabI1) and pLM5 (fabI2). 1: DNA marker; 2: pBAD24M/Nde玉 & Hind芋; 3: pLM4/Nde玉 & Hind芋; 4: pLM5/Nde玉 &

Hind芋. (b) Complementation of E. coli JP1111 with pLM4 or pLM5. (c) The growth of transformants of JP1111 by pLM4 or pLM5. : pLM4; :

pLM5; : pHWI; : pBAD24M.▲ ▲
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Fig援 4 Reconstitution of fatty acid biosynthesis in vitro
(a) Initial reaction of fatty acid biosynthesis. EcD: E. coli FabD; EcH: E. coli FabH; EcG: E. coli FabG; EcA: E. coli FabA; ENR: Enoyl-acyl carrier

protein reductase; EcI: E. coli FabI; BaI1: B. abortus FabI1; BaI2: B. abortus FabI2. (b) Reduction of long-chain trans-2-enoyl-acyl carrier protein by ENR.

Fig. 3 Construction of expression vector pLM6 or pLM7
and purification of B援 abortus FabI1 or FabI2

(a) Construction of expression vector pLM6 and pLM7. 1: DNA marker;

2: pET28 (b)/Nde玉 & Hind芋 ; 3: pLM6/Nde玉 & Hind芋 ; 4: pLM7/

Nde玉 & Hind芋. (b) Purification of B. abortus FabI1 and FabI2. 1:

Protein marker; 2: Ba FabI1; 3: Ba FabI2.

SDS聚丙烯酰胺凝胶上均为单一条带(图 3b)，表明
纯化成功．携带 His-tag标签的 FabI1和 FabI2融合
蛋白的理论分子质量分别为 31 389 u和 31 481 u，
而 SDS 凝胶上显示的分子质量分别为 32 ku 和
35 ku，明显大于理论值．DNA 序列测定表明，
fabI1和 fabI2的序列及克隆位置正确(结果未列)．
造成这种差异的原因，笔者认为主要是 FabI1 和
FabI2两个蛋白质所带的电荷不同．这一现象在其
他文献中也有报道[13]．

2援4 流产布氏杆菌 FabI1和 FabI2体外活性检测
首先检测 FabI1和 FabI2在脂肪酸合成起始反

应中的功能 (图 4a)．泳道 1 的反应由大肠杆菌
FabD催化将丙二酸单酰 CoA和 holo-ACP转化为
丙二酸单酰 ACP，由于丙二酸单酰 ACP的迁移率
与 holo-ACP的接近，在非变性凝胶上未出现新的
条带；泳道 2 的反应由大肠杆菌 FabH催化，产
生 3- 酮基丁酰 ACP，由于 3- 酮基丁酰 ACP 在
碱性条件下，不稳定，易分解，故凝胶上仅显示

holo-ACP的条带；泳道 3的反应由大肠杆菌 FabG
和 FabA催化，应产生 trans-2- 丁烯酰 ACP，由于
FabA催化的 3- 羟基丁酰 ACP脱水的反应为可逆
反应，平衡向 3-羟基丁酰 ACP，故凝胶上仅显示
3-羟基丁酰 ACP；泳道 4的反应由 FabI1催化，使
得 trans-2- 丁烯酰 ACP还原，产生丁酰 ACP．同
样泳道 5 和 6 的反应，分别由 FabI2 和大肠杆菌
FabI催化，也产生了丁酰 ACP．这表明流产布氏
杆菌的 FabI1和 FabI2与大肠杆菌 FabI一样能催化
脂肪酸合成的起始反应．

接着进行了 FabI1和 FabI2在细菌脂肪酸延伸
反应中活性的检测．首先检测这 2个酶对 trans-2-
己烯酰 ACP的还原(图 4b)．用哈氏弧菌脂酰 ACP
合成酶(AasS)，以 trans-2-己烯酸和 holo-ACP为底
物，合成 trans-2- 己烯酰 ACP，然后添加 NADH
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Fig援 5 Oxidation of NADPH catalyzed by B援 abortus
FabI1 or FabI2 and inhibition of FabI1 or FabI2

activities by triclosan in vitro
(a) Oxidation of NADPH by B. abortus FabI1 or FabI2. (b) Inhibition of

FabI1 or FabI2 activities by triclosan in vitro.

和 3 种烯脂酰 ACP 还原酶 (BaFabI1、 BaFabI2
和 EcFabI)．在添加烯脂酰 ACP还原酶 BaFabI1(泳
道 2)、 BaFabI2 (泳道 3)或 EcFabI (泳道 4)后，
trans-2-己烯酰 ACP被还原，产生了己酰 ACP．同
样的方法，检测了这 3 个烯脂酰 ACP 还原酶对
trans-2- 癸烯酰 ACP的还原(图 4b)．对 trans-2- 豆
蔻烯酰 ACP的还原，以 3- 羟基豆蔻酰 ACP为底
物，先添加大肠杆菌 FabA，进行脱水产生 trans-2-
豆蔻烯酰 ACP，然后再添加 NADH和 3种烯脂酰
ACP 还原酶．结果显示 3 种烯脂酰 ACP 还原酶
均能够还原 trans-2- 豆蔻烯酰 ACP为豆蔻酰 ACP
(图 4b)．综合上述结果，说明流产布氏杆菌的 2种
烯脂酰 ACP还原酶和大肠杆菌 FabI一样，对不同
链长的烯酯酰 ACP均有还原能力，是参与脂肪酸
合成的酶．

以 trans-2-癸烯酰 ACP为底物，测定流产布氏
杆菌烯脂酰 ACP还原酶 FabI1和 FabI2对 NADPH
的氧化活性(图 5a)，结果显示 FabI1的氧化活性比
FabI2 的活性高．经测定 FabI1 和 FabI2的活性分
别为：0.49U和 0.76U，均比大肠杆菌的 FabI活性
(4.5U)低．体内研究表明，流产布氏杆菌的 2个烯
脂酰 ACP还原酶对三氯森有不同的敏感性，为证
明这一点，课题组通过检测三氯森对 trans-2- 癸
烯酰 ACP还原的抑制，进一步分析．结果显示，

20 mg/L三氯森对 FabI1有明显的抑制作用，而对
FabI2的抑制浓度为 100 mg/L，这一结果与体内检
测的一致(图 5b)．表明流产布氏杆菌的 2个烯酯酰
ACP还原酶对三氯森有不同的敏感性．

3 讨 论

烯脂酰 ACP还原酶催化反 -2-烯脂酰 ACP还
原为脂酰 ACP，为细菌脂肪酸合成循环反应的最
后一步[6-7]．研究表明，细菌的烯脂酰 ACP还原酶
存在着广泛的多样性[6]．到目前为止，在不同的细

菌中一共发现了 4 种结构和特性不同的烯脂酰
ACP还原酶：FabI、FabL、FabV和 FabK，并证明
大肠杆菌(FabI)[8, 16]、肺炎球菌(FabK)[14, 17]和霍乱弧

菌(FabV)[18]只有一种烯酯酰 ACP还原酶，而枯草
芽孢杆菌(FabI和 FabL)[19]、铜绿假单胞菌(FabI和
FabV)[10]和粪肠球菌(FabI和 FabK)(本课题组未发表
数据)有 2种不同类型的烯脂酰 ACP还原酶．生物
信息学分析显示根瘤菌和布氏杆菌基因组有 2个编
码烯脂酰 ACP 还原酶 FabI 的同源基因 (fabI1 和
fabI2)[5]，这是否代表着一种新的细菌烯脂酰 ACP
还原酶的多样性呢？生物信息学分析仅提供了存在

这种多样性的可能性，仍需要大量实验证据证明．

2009年，刘影等[20]通过突变研究了苜蓿中华根瘤

菌 fabI1基因的部分生理功能，并发现 fabI2基因
不能互补 fabI1的突变，但是这些细菌中 2个 fabI
同源基因编码的蛋白质是否具有烯脂酰 ACP还原
酶活性、是否参与细菌脂肪酸的合成，尚未有相关

的报道．

本课题组对流产布氏菌基因组中 2个 fabI同源
基因进行了研究．遗传互补分析表明，这 2个 fabI
同源基因均能互补大肠杆菌 fabI温度敏感突变菌株
JP1111，且恢复 JP1111菌株的脂肪酸合成．体外
重建细菌脂肪酸合成反应研究也显示，这 2个 fabI
基因编码的蛋白质均能参与不同链长的反 -2-烯脂
酰 ACP还原，只是酶活性存在一定的差异．另外，
研究表明 fabI1编码的蛋白质同大肠杆菌 FabI一样
对三氯森敏感，而由 fabI2编码的蛋白质对三氯森
有一定的抗性．综上所述，流产布氏杆菌具有 2个
同源性较高的烯酯酰 ACP还原酶 FabI，是一种新
的细菌烯脂酰 ACP还原酶多样性．
前期的研究表明，虽然布氏杆菌基因组有编码

不饱和脂肪酸合成酶 fabA 和 fabB的同源基因，但
是发现这 2个基因不能互补相应的大肠杆菌 fabA
或 fabB突变菌株援由于布氏杆菌 fabA、fabB同源基
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因与 fabI2基因组成一个基因簇，因此，推测 fabI2
基因可能在不饱和脂肪酸合成中起一定的作用．为

了证明这一推论，用携带流产布氏杆菌 fabA 基因
的质粒和携带 fabI2基因的质粒 pLM5(fabI2)共转化
大肠杆菌 fabA 温度敏感突变菌株 CY57．结果显示
(结果未列)由 2种质粒共转化的大肠杆菌 CY57在
42℃条件下，不能在未添加油酸的 RB平板上生
长．初步表明，流产布氏杆菌的 FabI2不同于肺炎
球菌 fabK 基因编码的烯脂酰 ACP还原酶[14, 17]，它

与 FabA酶蛋白之间无协调作用，不能完成不饱和
脂肪酸的合成．

虽然流产布氏杆菌编码 2个有活性的 FabI，本
课题组也对它们的生理功能做了些初步的探讨，但

是这 2个 FabI的生理功能有待进一步的研究．最
理想策略是采用基因敲除，获得这 2个基因的突变
菌株，通过比较突变菌株的生理特性，来确定其生

理功能．但是由于流产布氏杆菌是致病菌，一般实

验室无法开展这方面的研究．为此本课题组正在与

华南农业大学兽医学院的同行协作，开展这方面的

工作．

致谢 流产布氏杆菌基因组 DNA由美国蒙塔那州
立大学杨兴洪博士馈赠．在此表示感谢．
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Identification of Two Enoyl鄄ACP Reductase FabI1 and FabI2
in Brucella abortus*

LEI Ming**, MA Jin-Cheng**, WANG Hai-Hong***

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

Abstract There are two genes, fabI1 and fabI2 (UniProt AC: Q57A95 and Q57EU5), annotated as encodes
putative enoyl-ACP reductase in Brucella abortus genome. Sequence alignment found that BaFabI1 and BaFabI2
are 50% and 51% identical to E. coli FabI, respectively. Further analysis identified that the catalytically active triad
(Tyr-(Xaa)6-Lys) of E. coli FabI are present in both BaFabI1 and BaFabI2. Expression of either of the two proteins
restores the growth and the fatty acid synthesis of the E. coli fabI temperature sensitive mutant JP1111 under
nonpermissive condition. In vitro assay identifies that both proteins restore the fatty acid synthetic ability and are
active with substrates of all fatty acid chain lengths. These results demonstrated that B. abortus possesses two
FabI-like enoyl-ACP reductases and it represents a new kind of diversity of bacterial enoyl-ACP reductase.
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