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摘要 3-酮脂酰ACP还原酶（FabG）催化脂肪酸合成中的第一步还原反应，是细菌生长的关键酶之一 . 恶臭假单胞菌在环

境污染治理和工业聚羟基脂肪酸（PHA）的生产中，都具有重要的应用价值 . 生物信息学分析显示，恶臭假单胞菌基因组编

码6个FabG同源蛋白质，与大肠杆菌FabG相比较，PpFabG5序列相似性最高（76.5%），其他几个PpFabG也都具有较高的

序列相似性（约50%） . 除PpFabG4之外，其他的同源蛋白质都具有催化活性位点和N端辅因子结合位点 . 为研究恶臭假单

胞菌中这6个FabG同源蛋白质的生物学功能，本文进行了异体遗传互补、体外酶学活性分析、体内基因敲除与突变株性状

分析等研究 . 结果显示，只有PpfabG1、PpfabG3、PpfabG5能恢复大肠杆菌 fabG温度敏感突变株CL104在42℃时生长，其

中PpfabG1互补株生长较弱 . 而在体外活性检测中，PpFabG1、PpFabG3和PpFabG5在脂肪酸合成起始反应和延伸反应中都

具有催化活性，但PpFabG1活性较弱，PpFabG6仅在起始反应中具有催化活性 . PpfabG5是恶臭假单胞菌生长的必需基因，

不能被敲除，而其他几个 PpfabG 基因敲除后不影响菌体的生长，突变株的脂肪酸组成与野生菌也无差异 . 但 PpfabG1、

PpfabG2敲除后菌体的运动性下降，PpfabG3、PpfabG6突变影响了生物被膜的合成量，而PpfabG4、PpfabG6敲除突变株对

H2O2的耐受性增强，表明这些基因具有不同的生理功能，可能在菌体的不同逆境中发挥作用 .
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脂肪酸合成是细菌最重要的初级代谢之一，合

成的脂肪酸可用于合成磷脂，最终合成细胞膜，并

通过改变脂肪酸的种类和组分，适应不同逆境生

长［1］ . 脂肪酸合成的中间产物还参与其他生物活性

分子（硫辛酸、生物素等）的合成，同时也为外膜

类脂 A、群体感应信号分子合成提供原料［2-5］ . 细

菌采用Ⅱ型脂肪酸合成系统从头合成脂肪酸，其每

步反应都由独立的酶催化，包括聚体、还原、脱水

和再还原4个步骤，酰基载体蛋白（ACP）携带脂

酰基团，在不同酶之间传递中间产物［6-7］ .

脂肪酸合成中的关键还原反应由 3-酮脂酰

ACP还原酶（FabG）催化，生成 3-羟基脂酰ACP

再进行脱水反应［8］ . 多数细菌中 FabG 高度保守，

是抗菌药物设计开发的重要靶标［9］ . 但随着研究深

入，FabG 多样性也被陆续报道 . 茄科雷尔氏菌

（Ralstonia solanacearum） 中 FabG1 和 FabG2 都具

有活性，但只有 FabG1 对细菌生长是必需的，而

FabG2在抗逆性、致病性中发挥作用［10］ . 在中华苜

蓿根瘤菌 （Sinorhizobium meliloti） 中，与结瘤相

关的NodG也具有FabG活性，细胞内过表达 nodG

也 能 替 换 fabG 功 能［11］ . 野 油 菜 黄 单 胞 菌

（Xanthomonas campestris）中 FabG2 为新型的 3-酮

脂酰ACP还原酶，仅对长链底物具有选择性，过

表达并添加正辛酸时 FabG2 也能催化脂肪酸合
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成［12］ . 铜绿假单胞菌 （Pseudomonas aeruginosa）

编 码 12 个 FabG 同 源 蛋 白 ， 但 只 有 PA2967、

PA4389 和 PA4786 具有催化活性，而 PA2967 是菌

体生长所必需的［13］ .

恶臭假单胞菌（Pesudomonas putida）为专性

好氧的革兰氏阴性杆菌，是常见的鱼类致病菌，少

数种为人和动物的条件致病菌［14］ . 由于恶臭假单

胞菌具有广泛的代谢酶，对难降解的有机物和重金

属都具有代谢分解能力，在环境治理中发挥重要作

用［15-16］ . 同时，恶臭假单胞菌还具有强大的生物合

成能力，能产生许多次级代谢产物，在工业上也具

有重要的应用价值，其生产的聚羟基脂肪酸

（PHA） 能被生物降解，可作为塑料的潜在替代

品，还可用于医疗生物材料的生产［17-18］ . 虽然研究

报道PHA合成的前体来源于脂肪酸合成代谢中间

产物，但恶臭假单胞菌的脂肪酸合成研究还未见报

道［19］ . 为此，本研究对恶臭假单胞菌基因组中多

个 3-酮脂酰ACP还原酶同源蛋白质进行研究，采

用异体遗传互补、体外活性分析、基因敲除突变株

生理性状分析等方法，分析了这几个同源蛋白质的

生物学功能．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒和培养基

本研究所用到的大肠杆菌有 DH-5α、S17-1、

BL21 （DE3）和 CL104 菌株，以及恶臭假单胞菌

野生菌株 PpF1. 使用的质粒有 pBAD24M、pSRK-

Gm［20］和pET-28（b），其他载体均为上述质粒的衍

生质粒（具体构建过程见下文），具体菌株和质粒

见表 1．LB 用作培养大肠杆菌和恶臭假单胞菌的

丰富培养基，M9用作恶臭假单胞菌及突变株的基

础培养基 . 抗生素的使用浓度如下：30 mg/L庆大

霉素 （Cm）、 100 mg/L 氨苄青霉素 （Amp）、

30 mg/L 卡那霉素 （Km） . 诱导剂 L-阿拉伯糖

（Ara）浓度为0.02%，异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖

苷（IPTG）浓度为1 mmol/L.

1.1.2 试剂

限 制 性 内 切 酶 、 T4 连 接 酶 、 PCR mix、

Marker DL2000、蛋白质Marker等试剂，质粒提取

和 DNA 凝胶回收等试剂盒均购自大连 TaKaRa 公

司；庆大霉素、氨苄青霉素、卡那霉素、L-阿拉伯

糖、IPTG、各种脂肪酸等试剂购自 Sigma 公司；

PCR 扩增引物的合成以及核酸序列测定由上海

Sangon公司完成 .

1.2 表达质粒构建

本文所使用的 PCR引物见附件表 S1，以恶臭

假单胞菌PpF1总DNA为模板，使用PCR mix分别

扩增 PpfabG1 ~ PpfabG6 基因片段 . 回收 PCR 扩增

产物，经 NdeⅠ和 HindⅢ酶切后，分别连接入

pBAD24M，并转化大肠杆菌DH-5α，筛选的阳性

克隆经测序验证后，依次得到互补质粒 pB1

（PpfabG1） ~ pB6 （PpfabG6）．用类似的策略，通

过Nde I和Hind III位点，分别将6个基因连入表达

载 体 pET-28 （b）， 测 序 验 证 后 获 得 pE1

（PpfabG1） ~ pE6（PpfabG6）．还将PpfabG5连入

pSRK-Gm获得pS5（PpfabG5） .

1.3 异体遗传互补分析

将 获 得 的 pBAD24M 系 列 互 补 质 粒 pB1

（PpfabG1） ~ pB6 （PpfabG6）以及 pBAD-EcfabG、

pBAD24M 分别转化大肠杆菌 CL104 获得转化子 .

由于大肠杆菌 CL104 为温度敏感突变株，分别检

测不同转化子在 42℃的生长情况，进行表型互补

鉴定 .

1.4 突变株菌株的构建

以恶臭假单胞菌PpF1总DNA为模板，利用附

件 表 S1 中 的 引 物 ， PCR 分 别 扩 增 PpfabG1~

PpfabG6基因上下游各约500 bp片段，并利用融合

PCR技术获得 6个基因的敲除盒 . 酶切后分别连接

到 pK18mobsacB 上 ， 获 得 质 粒 敲 除 质 粒 pK1

（ΔPpfabG1） ~ pK6 （ΔPpfabG6），并测序验证

正确 .

敲除质粒分别转化大肠杆菌S17-1后，与恶臭

假单胞菌PpF1在LB平板上30℃共培养24 h，然后

用1 ml 无菌水培养物悬浮，稀释到10-3后涂布于含

有氨苄青霉素 （Amp） 和卡那霉素 （Km） 的 LB

平板，30℃培养 48 h获得单菌落 . 分别选取单菌落

培养后提取总 DNA，用 P1 和 P4 进行 PCR 检测，

获得一次重组菌株 . 进一步将一次菌株在含有Amp

的LB中培养18 h后，涂布于含有Amp和10%蔗糖

的LBS平板，筛选对Km敏感的菌株，PCR验证并

测 序 后 获 得 突 变 株 ΔPpG1、 ΔPpG2、 ΔPpG3、

ΔPpG4、ΔPpG6.

以 pS5 （PpfabG5）质粒为模板，以PpfabG5X

F和PpfabG5X R为引物（附表S1），扩增获得含有

lacI基因、Plac启动子和PpfabG5基因 5'端约 500 bp

的片段，经 Xba Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切后将其连接到

pK18mobsacB上，获得质粒pK5X. 将pK5X转化大
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肠杆菌S17-1后，与恶臭假单胞菌PpF1接合（步骤

同上），获得具有Km抗性的接合子ΔPpG5X.

1.5 蛋白质表达与分离纯化

将构建好的表达质粒 pE1 （PpfabG1） ~ pE6

（PpfabG6） 以及 pET-EcfabG 分别转化大肠杆菌

BL21 （DE3）后，蛋白质的表达和分离纯化参照

文献［21-22］进行 . 同时参照文献［21-22］的方

法，分别纯化大肠杆菌丙二酸单酰 CoA：ACP 转

Table 1 The strains and plasmids used in this work

Strain/Plasmid

E. coli strains

DH-5α

S17-1

BL21（DE3）

CL104

P. putida

PpF1

ΔPpG1

ΔPpG2

ΔPpG3

ΔPpG4

ΔPpG6

ΔPpG1G3

ΔPpG5X

Plasmids

pBAD24M

pBAD-EcfabG

pB1

pB2

pB3

pB4

pB5

pB6

pET-28（b）

pET-EcfabG

pE1

pE2

pE3

pE4

pE5

pE6

pK18mobsacB

pK1

pK2

pK3

pK4

pK5

pK6

pK5X

pSRK-Gm

pS5

Relevant genotype or characteristics

φ80ΔlacZΔM15 endA1recA1hsdR17（rK
-，mK

+）

Tpr Smr recA，thi，pro，hsdR-M+ RP4::2-Tc::Mu:Km::Tn7，λpir

ompT hsdS B（rB- mB-）（DE3）

E.coli fabG（Ts）

Ampr， Wild-type strain

Ampr， PpfabG1 deletion mutant

Ampr， PpfabG2 deletion mutant

Ampr， PpfabG3 deletion mutant

Ampr， PpfabG4 deletion mutant

Ampr， PpfabG6 deletion mutant

Ampr， PpfabG1 and PpfabG3 double deletion mutant

Ampr， Kmr， PpFabG1carry with pK5X

Ampr，expression vector

Ampr， E.coli fabG in pBAD24M

Ampr， PpfabG1 in pBAD24M

Ampr， PpfabG2 in pBAD24M

Ampr， PpfabG3 in pBAD24M

Ampr， PpfabG4 in pBAD24M

Ampr， PpfabG5 in pBAD24M

Ampr， PpfabG6 in pBAD24M

Kmr， expression vector

Kmr， E.coli fabG in pET-28b

Kmr， PpfabG1 in pET-28b

Kmr， PpfabG2 in pET-28b

Kmr， PpfabG3 in pET-28b

Kmr， PpfabG4 in pET-28b

Kmr， PpfabG5 in pET-28b

Kmr， PpfabG6 in pET-28b

Kmr， conjugation vector

Kmr， PpfabG1 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG2 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG3 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG4 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG5 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG6 in pK18mobsacB

Kmr， PpfabG5X in pK18mobsacB

Gmr， expression vector

Gmr， PpfabG5 in pSRK-Gm

Sources or reference

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab collection

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab collection

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab collection

This study

移酶 （FabD）、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）［23］和大肠杆菌holo-ACP蛋

白，并且体外合成丙二酸单酰 ACP （Mal-ACP）、

辛脂酰ACP（C8-ACP）、癸脂酰ACP（C8-ACP） .

1.6 体外功能检测

恶臭假单胞菌PpFabG1~ PpFabG1体外活性检

测参照文献 ［24］ . 具体做法如下：反应体系

50 μl，含有0.1 mol/L Tris-HCl （pH 8.0）、50 μmol/L

NADH、50 μmol/L NADPH、1 mmol/L β -巯基乙

醇、100 μmol/L丙二酸单酰-CoA，50 μmol/L holo-

ACP，100 μmol/L 乙酰 CoA 或辛酰 ACP，大肠杆

菌FabD、FabA、FabI各0.1 μg. 反应在添加不同的

0.1 μg FabG 后， 37℃保温 1 h，分离胶浓度为

17.5%，用含有 1 ~ 3 mol/L尿素的非变性蛋白质凝

胶电泳进行分析 . 其中起始反应体系中添加乙酰

CoA，延伸反应中添加辛酰ACP. 而辛酰ACP合成

反 应 体 系 为 30 μl， 含 有 0.1 mol/L Tris-HCl

（pH 8.0）、1 mmol/L辛酸、5 mmol/L DTT（二硫苏

糖 醇）、 10 mmol/L MgSO4、 10 mmol/L ATP、

50 μmol/L holo-ACP、添加 0.1 μg AasS后 37℃保温

1 h.

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

为研究恶臭假单胞菌 PpF1 来源的 3-酮脂酰

ACP 还原酶，本文利用大肠杆菌 FabG （EcFabG）

蛋白序列与其基因组进行 Blast 分析，结果发现

Pput_0620、 Pput_2199、 Pput_2972、 Pput_3177、

Pput_3800 和 Pput_3860 共 6 个基因编码 FabG 同源

蛋白，也都标注为 3-酮脂酰ACP还原酶，因此本

文将这 6个基因依次命名为PpfabG1~ PpfabG6. 其

中PpfabG5位于推测的脂肪酸合成基因簇中，其他

5个基因均位于功能未知基因簇中 . PpFabG1与大

肠杆菌 FabG 的序列相似性 （76.5%） 和一致性

（65.2%）都最高，其他5个的序列相似性和一致性

由高到低依次为 PpFabG3、PpFabG1、PpFabG6、

PpFabG2、PpFabG4 （表 2） . 除 PpFabG4 外，5 个

FabG 同源蛋白都具有 Ser-Tyr-Lys 催化活性中心，

以及 N 端辅因子结合域 （Gly-X3-Gly-X1-Gly）［25］ .

PpfabG2~ PpfabG6 分子质量大小与 EcFabG 相当，

但 PpFabG1 分子质量约为 EcFabG 的 2 倍，共 451

个氨基酸（表 2） . 而 PpFabG1 与铜绿假单胞菌中

具有活性的PA4786也具有65.5%的序列相似性 . 生

物信息学分析结果显示，PpFabG5 极有可能具有

3-酮脂酰 ACP 还原酶活性，而 PpFabG4 可能没有

该活性，其他几个蛋白质是否具有这一活性，需要

进一步实验分析 . 为此，本文对以上几个 FabG同

源蛋白进行了以下研究 .

2.2 PpfabGs遗传互补大肠杆菌fabG温度敏感突变

株CL104
大肠杆菌 CL104 是 fabG 的温度敏感突变株，

30℃正常生长，但在非允许温度（42℃）时不能合

成3-酮脂酰ACP还原酶，菌体不能生长［9］ . 为检测

恶臭假单胞菌中 6个 FabG同源蛋白是否具有 3-酮

脂酰 ACP 还原酶活性，本研究首先将 PpfabG1~

PpfabG6基因分别转化CL104菌株，并检测转化子

在42℃的生长情况（图1） .

异体遗传互补结果显示，在添加诱导剂阿拉伯

糖（Ara）的平板上，与阳性对照类似，含有 pB1

（PpfabG1）、 pB3 （PpfabG3） 和 pB5 （PpfabG5）

的转化子能生长，但含有 pB2 （PpfabG2）、pB4

（PpfabG4）、 pB6 （PpfabG6） 以 及 空 载 体

pBAD24M 的 转 化 子 都 不 能 生 长 . 而 pB5

（PpfabG5） 转化子也能在不添加 Ara 的平板上生

Table 2 Alignment of P. putida 3-keoacyl ACP reductase homologs with E. coli FabG



郭剑英，等：恶臭假单胞菌中3-酮脂酰ACP还原酶FabG5是脂肪酸合成关键酶2019；46（10） ·1005·

移酶 （FabD）、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）［23］和大肠杆菌holo-ACP蛋

白，并且体外合成丙二酸单酰 ACP （Mal-ACP）、

辛脂酰ACP（C8-ACP）、癸脂酰ACP（C8-ACP） .

1.6 体外功能检测

恶臭假单胞菌PpFabG1~ PpFabG1体外活性检

测参照文献 ［24］ . 具体做法如下：反应体系

50 μl，含有0.1 mol/L Tris-HCl （pH 8.0）、50 μmol/L

NADH、50 μmol/L NADPH、1 mmol/L β -巯基乙

醇、100 μmol/L丙二酸单酰-CoA，50 μmol/L holo-

ACP，100 μmol/L 乙酰 CoA 或辛酰 ACP，大肠杆

菌FabD、FabA、FabI各0.1 μg. 反应在添加不同的

0.1 μg FabG 后， 37℃保温 1 h，分离胶浓度为

17.5%，用含有 1 ~ 3 mol/L尿素的非变性蛋白质凝

胶电泳进行分析 . 其中起始反应体系中添加乙酰

CoA，延伸反应中添加辛酰ACP. 而辛酰ACP合成

反 应 体 系 为 30 μl， 含 有 0.1 mol/L Tris-HCl

（pH 8.0）、1 mmol/L辛酸、5 mmol/L DTT（二硫苏

糖 醇）、 10 mmol/L MgSO4、 10 mmol/L ATP、

50 μmol/L holo-ACP、添加 0.1 μg AasS后 37℃保温

1 h.

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

为研究恶臭假单胞菌 PpF1 来源的 3-酮脂酰

ACP 还原酶，本文利用大肠杆菌 FabG （EcFabG）

蛋白序列与其基因组进行 Blast 分析，结果发现

Pput_0620、 Pput_2199、 Pput_2972、 Pput_3177、

Pput_3800 和 Pput_3860 共 6 个基因编码 FabG 同源

蛋白，也都标注为 3-酮脂酰ACP还原酶，因此本

文将这 6个基因依次命名为PpfabG1~ PpfabG6. 其

中PpfabG5位于推测的脂肪酸合成基因簇中，其他

5个基因均位于功能未知基因簇中 . PpFabG1与大

肠杆菌 FabG 的序列相似性 （76.5%） 和一致性

（65.2%）都最高，其他5个的序列相似性和一致性

由高到低依次为 PpFabG3、PpFabG1、PpFabG6、

PpFabG2、PpFabG4 （表 2） . 除 PpFabG4 外，5 个

FabG 同源蛋白都具有 Ser-Tyr-Lys 催化活性中心，

以及 N 端辅因子结合域 （Gly-X3-Gly-X1-Gly）［25］ .

PpfabG2~ PpfabG6 分子质量大小与 EcFabG 相当，

但 PpFabG1 分子质量约为 EcFabG 的 2 倍，共 451

个氨基酸（表 2） . 而 PpFabG1 与铜绿假单胞菌中

具有活性的PA4786也具有65.5%的序列相似性 . 生

物信息学分析结果显示，PpFabG5 极有可能具有

3-酮脂酰 ACP 还原酶活性，而 PpFabG4 可能没有

该活性，其他几个蛋白质是否具有这一活性，需要

进一步实验分析 . 为此，本文对以上几个 FabG同

源蛋白进行了以下研究 .

2.2 PpfabGs遗传互补大肠杆菌fabG温度敏感突变

株CL104
大肠杆菌 CL104 是 fabG 的温度敏感突变株，

30℃正常生长，但在非允许温度（42℃）时不能合

成3-酮脂酰ACP还原酶，菌体不能生长［9］ . 为检测

恶臭假单胞菌中 6个 FabG同源蛋白是否具有 3-酮

脂酰 ACP 还原酶活性，本研究首先将 PpfabG1~

PpfabG6基因分别转化CL104菌株，并检测转化子

在42℃的生长情况（图1） .

异体遗传互补结果显示，在添加诱导剂阿拉伯

糖（Ara）的平板上，与阳性对照类似，含有 pB1

（PpfabG1）、 pB3 （PpfabG3） 和 pB5 （PpfabG5）

的转化子能生长，但含有 pB2 （PpfabG2）、pB4

（PpfabG4）、 pB6 （PpfabG6） 以 及 空 载 体

pBAD24M 的 转 化 子 都 不 能 生 长 . 而 pB5

（PpfabG5） 转化子也能在不添加 Ara 的平板上生

Table 2 Alignment of P. putida 3-keoacyl ACP reductase homologs with E. coli FabG

FabG homologs

PpFabG1

PpFabG2

PpFabG3

PpFabG4

PpFabG5

PpFabG6

Length

451

247

246

259

250

247

Similarity/%

38.6

32.0

39.3

28.1

65.2

37.8

Identity/%

54.9

50.4

57.7

46.6

76.5

54.6

Catalytic motif

（Ser-Tyr-Lys）

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

N-terminal cofactor binding motif

（Gly-X3-Gly-X1-Gly）

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes
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长 . 42℃测定不同转化子的生长曲线也得到类似的

结果，互补了 PpfabG1、PpfabG3 和 PpfabG5 菌株

在添加诱导剂时都能恢复生长（结果未列） . 以上

结果说明 PpfabG1、PpfabG3 和 PpfabG5 的编码产

物具有 3-酮脂酰 ACP 还原酶活性，而 PpFabG2、

PpFabG4和PpFabG6可能不具有该活性 .

2.3 FabG同源蛋白的表达纯化与体外活性测定

为进一步研究这 6 个 FabG 同源蛋白在体外的

生物学功能，分别将PpfabG1~PpfabG6基因克隆到

pET-28（b）上，获得表达质粒pE1（PpfabG1） ~ pE6

（PpfabG6），转化大肠杆菌BL（DE3）后，在37℃
诱导表达，并采用Ni-NTA亲和层析法纯化获得N

端 融 合 有 His-tag 的 PpFabG1~PpFabG6. 经 SDS-

PAGE检测为单一条带，分子质量与推测相符，表

明纯化成功（图2a） .

为了验证 PpFabG1~PpFabG6 是否具有 3-酮脂

酰ACP还原酶活性，首先体外重建了脂肪酸合成

起始反应（图 2b） . 大肠杆菌 FabH催化乙酰-CoA

前体与丙二酸单酰 ACP 聚合，生成 3-酮基丁酰

ACP，而后在还原酶FabG催化下生成 3-羟基丁酰

ACP，再依次在脱水酶 FabA、还原酶 FabI催化下

生成丁酰ACP （C4：0-ACP） . 结果显示，与阳性

对照大肠杆菌FabG（泳道8）类似，PpFabG1（泳

道 2）、PpFabG3 （泳道 4）、PpFabG5 （泳道 6）和

PpFabG6 （泳道 7）都催化生成了丁酰ACP，说明

PpFabG1、PpFabG3、PpFabG5 和 PpFabG6 都具有

3-酮脂酰 ACP 还原酶催化能力，而 PpFabG2 和

PpFabG4没有该活性 . 但催化生成的产物浓度有所

不同，PpFabG3和PpFabG5催化活性较高，PpFabG6

活性弱一些，而PpFabG1催化活性比较微弱 .

其次，进一步构建了不同FabG同源蛋白参与

的脂肪酸合成延伸反应（图2c） . 利用哈氏弧菌脂

酰 ACP 合成酶 （AasS），以正辛酸和 holo-ACP 为

底物，合成辛脂酰ACP. 而后利用茄科雷尔氏菌中

FabW （RSp0194）［26］催化辛脂酰ACP与丙二酸单

酰 ACP 聚合，生成 3-酮基癸脂酰 ACP，可进一步

被脱水酶FabA、还原酶FabI催化生成癸脂酰ACP.

结果显示，PpFabG1（泳道3）、PpFabG3（泳道5）

和PpFabG5 （泳道 7）都生成了癸脂酰ACP，三者

都具有3-酮脂酰ACP还原酶活性 . 但PpFabG1催化

生成的产物浓度较低，再次证明其活性较弱，该结

果与异体遗传互补实验中，PpfabG1互补菌株生长

相对较弱的表型相吻合 .

2.4 恶臭假单胞菌PpfabGs突变株的构建

异体遗传互补和体外活性检测结果显示，恶臭

假单胞菌中不同的PpfabG基因可能具有不同的生

理功能 . 为进一步研究这 6个PpfabG的生理功能，

本研究采用同源重组的方式构建了基因敲除突变

株 . 首先采用融合 PCR 的方法，分别构建了 6 个

PpfabG敲除质粒，导入大肠杆菌S17-1菌株后，与

Fig. 1 Complementation of E. coli fabG（ts）mutant CL104 with PpfabGs
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恶臭假单胞菌PpF1接合，筛选获得一次重组菌株，

其中 PpfabG1~ PpfabG4 和 PpfabG6 进一步筛选后

顺利获得敲除突变株 ΔPpG1~ΔPpG4 和 ΔPpG6. 但

多次筛选后都不能获得PpfabG5的敲除突变株，推

测PpfabG5为恶臭假单胞菌生长的必需基因，敲除

后将导致细菌死亡［27］ .

为验证以上推测，首先将 PpfabG5 基因连入

pSRK-Gm，并以此为模板扩增获得含有 lacI基因、

启动子 Plac和 PpfabG5 基因 5'端约 500 bp 序列的片

段，连入pK18mobsacB获得质粒pK5X，进一步通

过接合方式将其导入恶臭假单胞菌 PpF1，获得重

组菌ΔPpG5X. 平板检测ΔPpG5X 生长情况，结果

显示在添加诱导剂 IPTG时，由于解除了LacI蛋白

对Plac启动子的抑制，ΔPpG5X生长良好，而在无

IPTG 的培养基中，ΔPpG5X 不生长（图 3） . 这一

结果充分说明PpfabG5是恶臭假单胞菌生长的必需

基因 .

Fig. 3 The growth of ΔPpG5X on LB NYG plate with or
without IPTG

Fig. 2 Purification and enzymatic characterization of PpFabGs in fatty acid biosynthesis
（a） Pseudomonas putida FabG homologues purification. 1： protein marker；2~7：purified PpFabG1~ PpFabG6， respectively. （b） The initial

reaction. The migration positions of holo-ACP and butyryl-ACP on gel are shown. 1： holo-ACP； 2~7：PpFabG1~ PpFabG6， respectively；

8：EcFabG. （c）The elongation reaction. The migration positions of octanoyl-ACP and capryl-ACP on gel are shown. 1：EcFabG；2：No FabG；

3~8： hexanoyl-ACP PpFabG1~ PpFabG6， respectively； 9： capryl-ACP. In the initial reaction， fatty acid biosynthesis was reconstructed by

adding each purified FabG to a reaction mixture containing Tris-HCl，NADH，NADPH，Mal-ACP，E. coli FabH/FabA/FabI and acetyl-CoA

primer. In the elongation reaction，each purified FabG was added to the mixture containing Tris-HCl，NADH，NADPH，Mal-ACP，octanoyl-

ACP，RsFabW，E.coli FabA/FabI. The reaction products were resolved by conformational sensitive gel electrophoresis on 17.5% polyacrylamide

gels containing concentrations of urea optimized to effect the separation.
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2.5 恶臭假单胞菌PpfabGs突变株生理性状分析

为研究 PpfabG1~ PpfabG4 和 PpfabG6 突变对

恶臭假单胞菌的影响，本研究进一步分析了突变株

的生理功能 . a. 测定了突变株在丰富培养基和基础

培养基上生长曲线，结果显示突变株的生长与野生

菌无差异，说明这 5 个基因突变都不影响菌体生

长 . 由于3-酮脂酰ACP还原酶在脂肪酸合成中发挥

作用，进一步测定了不同突变株的脂肪酸组成，结

果显示各个突变株的脂肪酸组成与野生菌无统计学

差异，说明这 5个基因不参与菌体的脂肪酸合成 .

b. 分析了突变株的运动性 （swimming），结果显

示，与野生菌相比，ΔPpG3、ΔPpG4 和 ΔPpG6 的

运动性没有变化，但ΔPpG1和ΔPpG2的运动性明

显下降，有统计学差异（P<0.01）（图4a） . c. 检测

了恶臭假单胞菌PpF1和突变株生物被膜的生成量 .

结果显示，与野生菌相比较，PpfabG3和PpfabG6

基因敲除突变株的生物被膜生成量显著下降，但

PpfabG1、PpfabG2 和 PpfabG4 突变后没有明显影

响生物被膜的生成（图4b） . d. 检测了PpfabG基因

突变对菌体抗逆性方面的影响 . 结果显示，与野生

菌相比，ΔPpG1~ΔPpG4和ΔPpG6突变株在耐盐实

验 （1.5%~3.0%）、耐酸实验 （pH=4.7~5.0） 和耐

SDS实验（0.02%~0.06%）中都没有差异（结果未

列） . 但 在 抗 氧 化 实 验 中 ， 当 H2O2 浓 度 为

2.2 mmol/L时，突变株与野生菌的耐受性无明显差

异，而当H2O2浓度升高为4.4 mmol/L和8.8 mmol/L

时，ΔPpG4和ΔPpG6表现出更强的耐受性，其他3

个突变株与野生菌无差异 （图 4c） . 以上结果表

明，不同PpfabG具有不同的生理功能 .

3 讨 论

在细菌脂肪酸合成循环中，3-酮脂酰ACP还原

酶（FabG）以NADPH为辅因子，催化第一步还原

反应，是脂肪酸合成的关键酶［9］ . 由于不同细菌的

3-酮脂酰ACP还原酶相对保守，其多样性报道相对

Fig. 4 Physiological characters analysis of different PpfabG mutants
（a） Motility assay on LB plates with 0.3% agarose. （b） Biofilm assay. （c） Growth of PpfabG mutants treated with different concentration of

H2O2. The statistical analysis was performed with P values by two-tailed student t tests. Significant differences were indicated by asterisks （*P <

0.05；**P < 0.01） .



郭剑英，等：恶臭假单胞菌中3-酮脂酰ACP还原酶FabG5是脂肪酸合成关键酶2019；46（10） ·1009·

较少，因此FabG也被认为是抗菌药物筛选的理想

靶点［28］ . FabG蛋白属于短链脱氢酶家族（SDR），

该家族含有大量成员催化多种代谢途径的氧化还原

反应［29］ . 由于细菌基因组编码大量的 SDR 蛋白，

也通常有许多被预测具有 3-酮脂酰ACP还原酶活

性［13］ . 恶臭假单胞菌中有6个基因预测编码3-酮脂

酰ACP还原酶，但是否具有相关的酶活性以及具

体的生物学功能，国内外都未见相关报道 .

同源性分析结果显示，与模式生物大肠杆菌

FabG 相 比 较 ， PpFabG5 的 序 列 相 似 性 最 高

（76.5%），其他 5个同源蛋白质的序列相似性也较

高（46.6%~57.7%） . 除PpFabG4之外，其他5个同

源蛋白质都具有保守的活性位点和N端辅因子结合

位点，推测 PpFabG4 可能没有 3-酮脂酰 ACP 还原

酶活性 . 本文首先将这6个 fabG同源基因异体遗传

互补大肠杆菌 fabG温度敏感突变株 . 结果显示，在

42℃时，PpfabG5、PpfabG3 互补株生长良好，而

PpfabG1互补株微弱生长，但其他 3个同源基因不

能恢复突变株的生长 . 该结果初步说明 PpFabG1、

PpFabG3、PpFabG5均具有3-酮脂酰ACP还原酶活

性，但活性强弱有差别 .

进一步体外酶活性分析也得到相似的结果 . 只

有PpFabG1、PpFabG3、PpFabG5在体外重建的脂

肪酸合成反应和循环反应中，都显示具有3-酮脂酰

ACP还原酶活性，但PpFabG1催化活性较弱 . 体外

重建的脂肪酸合成起始反应中，PpFabG6也检测到

了反应产物，而在脂肪酸合成循环反应中，又没有

检测到相应的活性，说明 PpFabG6 可能只对短链

底物具有催化活性，而对长链底物没有催化活性，

而这也可能是 PpfabG6 不能恢复大肠杆菌 fabG 温

度敏感突变株 CL104 在 42℃生长的原因，推测

PpFabG6为新型的3-酮脂酰ACP还原酶 .

本文还采用同源重组方法，对恶臭假单胞菌中

6 个 fabG 同 源 基 因 进 行 了 敲 除 ， 顺 利 获 得

PpfabG1~ PpfabG4 以及 PpfabG6 的基因敲除突变

株，但不能获得 PpfabG5 基因敲除突变株 . 将

PpfabG5 启动子原位替换为Plac后，突变株只在添

加 IPTG时才能生长，证明PpfabG5是菌体生长的

必需基因 . PpfabG1~ PpfabG4和PpfabG6敲除突变

株的生长、脂肪酸组成都与野生菌无差异，说明这

几个基因不是生长的必需基因，也不参与脂肪酸合

成 . 但与野生菌相比，PpfabG1和 PpfabG2敲除后

菌体的运动性下降，PpfabG3和 PpfabG6突变影响

了生物被膜的合成量，而PpfabG4和 PpfabG6敲除

突变株对H2O2的耐受性增强，表明这些基因具有

不同的生理功能，可能在菌体的不同逆境中发挥作

用，但每个基因编码蛋白具体的作用机制，还有待

进一步深入研究 .

附件 表 S1 见本文网络版 (http://www.cnki.net 或

http://www.pibb.ac.cn).
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3-Ketoacyl ACP Reductase FabG5 is Essential for Fatty Acid Synthesis in
Psedomonas putida*

GUO Jian-Ying1)**, CHEN Bo2)**, LI Xian-Qi2), KUANG Cheng-Wei2),

WANG Hai-Hong2), MA Jian-Rong3), YU Yong-Hong3)***

(1)College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China;
2)College of Life Sciences, South China Agricultural University/Guangdong Provincial Key Laboratory of Protein Function and

Regulation in Agricultural Organisms, Guangzhou 510642, China;
3)Guangdong Food and Drug Vocational College, Guangzhou 510520, China)

Abstract 3-Ketoacy ACP reducatase (FabG), the key enzyme for bacteria growth, catalyzes the first reduction

step in fatty acid synthesis. Pseudomonas putida has important application values in environmental pollution

bioremediation and industrial polyhydroxy fatty acid (PHA) production. Bioinformatics analysis showed

Pseudomonas putida genome encodes six FabG homologues with E. coli FabG, of which PpFabG5 shows the

highest sequence similarity (76.5%) and other five PpFabGs also have high similarity (about 50%). Except

PpFabG4, the other homologs have the conserved catalytic activity sites and N-terminal cofactor binding sites. So

the paper used different methods, including the genetic complementary, catalytic activity analysis in vitro, gene

deletion in vivo, and mutant characteristic analysis, to study the biological functions of the six homologs. The

results showed that only PpfabG1, PpfabG3 and PpfabG5 could restore the growth of E.coli fabG temperature-

sensitive mutant CL104 at 42℃, and the complementary strain of PpfabG1 grew weakly. While in vitro analysis,

PpFabG1, PpFabG3 and PpFabG5 also showed the catalytic activities in the initial and extension reactions of fatty

acid synthesis, although the activity of PpFabG1 was really weak. PpFabG6 only had catalytic activity in the

initial reaction. PpfabG5 is an essential gene for growth, which can't be deleted in the genome. While the deletion

of the other PpfabG individually does not affect bacteria growth or the compositions of fatty acids comparing

with wild type strain. However, the motility of PpfabG1 or PpfabG3 deletion mutant decreased, PpfabG3 or

PpfabG6 deletion affected the biofilm formation, and PpfabG3 or PpfabG6 deletion mutant showed higher

tolerance to H2O2. These results proved different FabG homologs contained different biological functions,

especially when countered with stressful conditions.
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