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大肠杆菌磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的克隆和表达
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摘 要:为了更好地研究磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的结构和功能,采用PCR(聚合酶链式反应)、双

酶切和细胞转化等基因工程方法对磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因进行克隆并使用SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳进行表达分析,扩增出一个新的大肠杆菌磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因,将其基因克隆

到原核表达载体pET-30a上,并导入到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中。通过IPTG诱导成功表

达出大肠杆菌的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶。所提出的方法能够高效表达磷酸烯醇式丙酮酸羧化

酶,为进一步大规模表达纯化和应用提供参考。
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Abstract:Inordertobetterstudythestructureandfunctionofphosphoenolpyruvatecarboxylase,thephosphoenolpyruvatecarboxyl-
asegeneisclonedandexpressedbyPCR(polymerasechainreaction),doubleenzymedigestionandcelltransformation.Theresults

showthatthenewphosphoenolpyruvatecarboxylasegeneofEscherichiacoliissuccessfullyamplifiedandclonedintotheprokaryoticex-

pressionvectorpET-30a,andthenintroducedintoEscherichiacoliBL21expressionsystem.Thephosphoenolpyruvatecarboxylaseof

EscherichiacoliissuccessfullyinducedbyIPTG.Thephosphoenolpyruvatecarboxylasecanbeefficientlyexpressedbyusingthepro-

posedmethod,whichprovidespreparationforfurtherscaleexpression,purificationandapplication.
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  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)是一种存在于磷酸烯醇式丙酮酸和二氧化碳反应生成草酰乙酸过程

中的催化酶[1-3]。PEPC酶在 Mg2+和HCO-
3 存在的情况下催化磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)不可逆的β-羧化
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生成草酰乙酸(OAA)和无机磷酸(Pi)[4-5]。
磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶广泛存在于植物和细菌中,而动物和丝状霉菌中缺少这种酶。磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶属于变构酶,主要功能为三羧酸循环提供草酰乙酸,另外也与C4植物光合二氧化碳固定反应

(C4二羧酸循环)及景天科植物的苹果酸形成(景天酸代谢)等有关[6]。非光合型PEPC酶参与四碳酸的回

补代谢途径[7]。植物PEPC的生理作用还包括:种子萌发和形成[8]、调节保卫细胞[9]、促进苹果酸的合成为

固氮根瘤菌提供呼吸基质[10],并且在植物抗生物和非生物胁迫中有重要作用[11]。
此外,PEPC酶参与NADPH代谢、C-N的交互反应、CO2 的重吸收、苹果酸发酵和pH调节等众多重要

的生理过程[12]。磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶分子的二级结构主要以β桶型结构、α螺旋为主,还有少量的β
链[13-14]。它的4个亚基是以同构方式结合,其四级结构属于D2对称性,在空间上可能排列成拟四面体[15]。
通常植物PEPC的氨基酸序列具有高度的保守型[16],残基数一般为960~970[17],在N末端附近有磷酸化位

点(E/DR/KxxSIDAQL/MR)是植物特有的结构[18]。位于C端的963QNTG966基序与PEPC催化活性有

关[19]。
为了更好地研究PEPC酶的结构和功能的特征,本研究克隆了大肠杆菌的PEPC基因的序列并进行了

诱导表达,旨在为PEPC酶结构和功能的研究提供一定的信息。

1 材料与方法

1.1 材料

原核表达载体pET-30a由河北科技大学周晓辉教授馈赠,大肠杆菌JM109,DH5α,BL21(DE3)购自北

京天根生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 PCR扩增

大肠杆菌JM109基因组DNA提取的方法按照细菌基因组DNA提取试剂盒的说明书(北京天根)进
行。按照从NationalCenterforBiotechnologyInformation(NCBI)上检索到的大肠杆菌pepc基因序列的

ORF使用Primeprimer5.0设计上、下游引物,分别加入BamHI(GGATCC)和 HindIII(AAGCTT)限制

性内切酶的酶切位点,引物由上海英潍捷基公司合成,具体序列如下:
上游引物:5’-CGCGGATCCATGCGCGTTAACAATGGTTTGAC-3’。
下游引物:5’-GGCAAGCTTTTACAGTTTCGGACCAGCCGCTAC-3’。
以大肠杆菌基因组DNA为模板在GeneAmpPCRsystem9700进行PCR反应扩增pepc基因序列,PCR

反应条件:94℃5min;94℃45s,60℃45s,72℃2min,循环35次;72℃延伸10min。PCR产物经1%的琼

脂糖凝胶电泳检测确认后使用胶回收试剂盒(北京全式金)回收,送交测序公司(上海英潍捷基)测序[20]。

1.2.2 重组表达载体pET-30a-pepc的构建

pET-30a质粒的提取按照质粒提取试剂盒(GenStarBioSolutions)的说明书进行。质粒提取完毕之后,
进行琼脂糖凝胶电泳检测。pepc 基因扩增产物的回收产物和pET-30a质粒分别用Bam HI和 HindIII
(TAKARA)进行双酶切,pET-30a质粒经双酶切后要用去磷酸化酶(NewEnglandBiolabs)处理,酶切反应

和去磷酸化反应后均用胶回收试剂盒(北京全式金)进行回收。经过双酶切处理的基因和载体,用T4DNA
连接酶(TAKARA)连接。连接好的重组体使用热激的方法转入大肠杆菌DH5α,利用PCR技术和双酶切

技术进行验证,进而将验证正确的送交测序公司(上海英潍捷基)测序进行鉴定。

1.2.3 PEPC酶的表达

将测序成功的重组质粒转化到大肠杆菌BL21(DE3)中,获得pET-30a-pepc-BL21重组菌株。将过夜

培养的pET-30a-pepc-BL21菌液,按2%接种量,依次转接于9瓶50mL的LB(100μg/mLKan)液体培养

基中,160r/min,37℃培养。至OD600nm为0.4~0.6,加入终浓度依次为0,0.01,0.5mmol/L的IPTG诱导

剂,37℃时诱导3~4h,OD600nm值到2.0左右。8000r/min,4℃离心15min。用细胞悬浮液重新悬浮上述

离心后的菌体沉淀,加入终浓度为0.1mmol/LPMSF和一片蛋白酶抑制剂。使用超声波细胞破碎机(宁波

新芝)进行细胞破碎(破碎10min,其中工作3s间隔5s),进而用超速冷冻离心机(BeckmanCoulter)14000
r/min,4℃离心30min,取上清液。分别取各组的上清液,制备样品,用SDS-PAGE鉴定蛋白的表达情况。
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M为 DNA Marker（北京全式金）；
1 为大肠杆菌基因组 DNA。 箭头所指为目的片段。

图1 大肠杆菌基因组DNA电泳鉴定

Fig.1 GelanalysisofgenomeDNAfrom
Escherichiacoli.

2 结果与分析

2.1 大肠杆菌pepc基因的克隆

2.1.1 大肠杆菌基因组DNA的提取

按照细菌基因组DNA提取试剂盒所提供的提取方法提取

大肠杆菌JM109的基因组DNA,并用琼脂糖凝胶电泳检测提取

结果,如图1所示。结果显示出现了目的条带,且该条带的大小

比DNAMarker的最大条带要大得多,说明基因组提取成功。

2.1.2 pepc基因的PCR扩增

以大肠杆菌基因组DNA为模板,利用上、下游引物克隆

pepc基因,用琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,结果显示在

1600bp左右出现了条带,并且条带单一,大小与理论值相符,
结果见图2所示,说明引物设计正确,目的基因扩增成功。

2.1.3 重组表达载体pET-30a-pepc
将pepc基因和pET-30a质粒分别经BamHI和HindIII

酶切,然后在T4DNA连接酶的作用下,将酶切产物连接成为

重组质粒pET-30a-pepc,用琼脂糖凝胶电泳检测连接结果,如图3所示。结果显示重组质粒的大小明显比

空载的pET-30a大,说明目的基因成功连接到载体pET-30a上。
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M为 DNA Marker；1 为 PCR 产物。 箭头所指为目的片段。

图2 pepc基因PCR扩增结果电泳鉴定

Fig.2 GelanalysisofthepepcbyPCR

21
pET鄄30a鄄pepcpET鄄30a

1为空载质粒 pET鄄30a，2 为重组质粒 pET鄄30a鄄pepc。

图3 重组质粒pET-30a-pepc电泳鉴定

Fig.3 Constructionandidentifyofexpressionvector
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M为 DNA Marker；1 为重组质粒 pET鄄30a鄄pepc；
2 为双酶切产物。

图4 双酶切产物电泳鉴定

Fig.4 Constructionandidentifyofexpressionvector

2.1.4 双酶切验证

提取重组质粒pET-30a-pepc,并将质粒进行双酶切验

证,结果为酶切后的混合物内含有与目的基因大小一致的

片段,表明pepc基因成功插入pET-30a质粒,电泳结果与

预期结果相符,如图4所示。

2.1.5 重组质粒的测序验证

将双酶切验证正确的质粒,送交测序公司测定碱基序

列,并与NCBI上的pepc基因的测序结果比对,其比对结

果为99%,如图5所示,即重组质粒构建成功,该基因编码

完整的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶。

2.2 重组表达载体pET-30a-pepc在大肠杆菌中的表达

用15%的SDS-PAGE验证表达结果。由图6可知,
在66.2kDa附件出现一条明显的条带,与理论值66kDa
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图5 pepc基因的PCR扩增产物和NCBI序列比对图

Fig.5 MegAlignbetweenthesequencesofpepcbyPCRandNCBI

相符,说明该蛋白能够单独表达,IPTG浓度高蛋白表达量也高。
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M为低分子量蛋白 Marker（索莱宝）；1 为含有空载质粒的
大肠杆菌的菌体全蛋白；2 为还有重组质粒未经 IPTG 诱
导表达的菌体全蛋白；3 和 4 分别为加入 0.01 和 0.5 mmol/L
IPTG 诱导表达的菌体全蛋白。

图6 不同浓度IPTG诱导表达的SDS-PAGE
电泳结果

Fig.6 SDS-PADEanalysisfortheexpressionby
differentconcentrationsofIPTG

3 结 论

1)利用基因工程的技术和方法成功克隆到

新的大肠杆菌磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶,并且成

功构建了表达菌株。接种量的多少直接影响菌

种的生长情况,通过对表达菌株的生长曲线进行

测定,经过优化确定了2%的接种量最合适,为

大规模的培养磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的基因

工程菌株提供了数据参考。

2)IPTG的浓度对基因的表达效果和蛋白

质的最终浓度,通过添加不同浓度的IPTG,确

定了最佳诱导浓度。

3)建立的方法确实能够高效表达磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶,如何更大规模地表达该酶是今

后需要进一步关注的重点。
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