
摘要

利用气相色谱方法从2000余株细菌中，确定丁香假单胞菌大豆致病变种(AP删bmD，I嚣

syringae pv．glycinea)ICMP2189是一株能够产生乙烯的细菌，其最高产率为O．6．ttl／mI／ODc,oo／h．

根据已发表的乙烯形成酶基因(ethylene-formingenzymegene，咖)序列D13182设计引物，从这株

苗中扩增出了乙烯形成酶基因，测序后经序列比对发现与已公布的丁香假单胞菌芝麻致病变种

(，．syringae pv．sesami)中的AFl01060和AB025277、麻致病变种(pv．canabina)中的

AFl01059及大豆致病变种(pv．gtycinea)ee的AFl01057四条乙烯形成酶基因序列相似性为

100％。将乙烯形成酶基因在大肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)中利用T7强启动子进

行了过量表达，表达蛋白可达总蛋白的45％，并且表达的乙烯形成酶可以赋予大肠杆菌BL21

(DE3)生产乙烯的能力，其最高乙烯产率为O．99p恤∞D伽m。在丁香假单胞菌大豆致病变种
ICMP2189中利用细菌本身的三磷酸甘油醛脱氢酶启动子带动乙烯形成酶基因表达，但是并不

能增加宿主菌的乙烯产率，这说明乙烯形成酶可能不是*酮戊二酸型产乙烯途径中的控制乙烯

产率的关键因素。在谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicura)ATCCl3032中利用tac启动

子、乙烯形成酶的启动子及棒杆菌本身的三磷酸甘油醛脱氢酶启动子，谷氨酸脱氢酶启动子来

带动乙烯形成酶基因表达，结果发现乙烯形成酶基因并不能赋予宿主菌产生乙烯的能力，说明

谷氨酸棒杆菌可能不适合用于构建高产乙烯的工程菌株。

关键词：丁香假单胞菌大豆致病变种，乙烯形成酶基因(咖)，乙烯，表达



Abstract

Pseudomonas Omingae pv．glycinea ICMP2159 was identified as all ethylene-forming strain from

more than 2000 bacteria．with the ethylene productivity of 0．6pl／mI／ODc,oo／h．AccoMing to the

published弓詹gene D13182 encoding the ethylene-forming enzyme(EFE)'a pair of primers Wom

designed to amplify the咖gene from只ayringae pv．glyeinea ICMP2189．The resulted PCR product

was sequ％ced and．协sequence was completely identical to those from P syringae pv．sesami

(AFl01060 and AB025277),P．syringae pv．canabina(AFl01059)．and P．syringae pv．glyeinea

(AFl01057)．The Escherichia coli BL21(DE3)which carried the咖gene under the control of 1"7

promoter could efficiently express the recombinant protein accounted for 45 percent oftotal cellular

protein,and produced ethylene with a productivity of 0．99p．1／mI／OD600／h．，|syringae pv．glycinea

IcMP2189． which carries the eXII阻ere gene under the control of the promoter of

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene from P syringae pv．glycinea ICMP2189．could not

improve the ethylene productivity,suggesting that the EFE may not be the key factor for controlling

ethylene productivity in KGA biosynthetic pathway of ethylene．In another stl面n Corynebacterium

glutamicum ATCCl3032，the咖which Was controlled respectively under the promoters of

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogcoase gene and glutamate dehydrogenase gene from C

glutamicum ATCCl3032．eye from P syringae pv．glycinea ICMP2189,and tac promoter could not

endow the host with ethylene-forming activity．The result indicates that C glutam缸um ATCCl3032

may not be an appmpriate host for expressing咖gene．

Key words：Pseudomonas syringae pv．glycinea,ethylene-forming enzyme gene(e#),ethylene,

expression
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第一章生物乙烯研究进展

乙烯是现代石油化学工业的基础原料。通过乙烯的聚合、氧化、卤化、烷基化、水合，羰

基化、齐聚等反应，可以获得多种极其重要的化工原材料，其下游衍生物或制品对整个国民经

济的发展起着重要作用(黄立道．2005)．因此，世界各国都在极力促进乙烯工业的建设和发

展。目前，我国乙烯消费量为1500万吨，国内乙烯产量仅为600万吨，其余900万吨完全依

赖于进口，自给率仅为43％．随着我国经济的持续快速发展，我国对乙烯的需求持续增加，预

计到2010年乙烯需求当量将达2000万吨以上，60％以上需要进口(邹劲松．2004；房广信．李

立新，2003)。由于乙烯是从石油中提炼和加工的，随着石油资源的日益枯竭，进行生物乙烯一

替代石油产品的研究将具有重要的战略意义．

1乙烯的理化性质及用途

乙烯的分子式为C2H4，相对分子量为28．05，其凝固点、熔点及沸点分别为．181℃，．169．5

℃，一103．7℃，其密度与空气密度比值为0．978，比空气稍轻。常温常压下为无色气体，稍有

香甜味，难溶于水(Certifiers and Use．1999)．乙烯作为石油化学工业的基础原料，通过不同的

化学反应，可以获得多种极其重要的化工原材料(黄立道，2005)。另外，乙烯还是一种重要

的植物激素，对于植物的生长发育具有调控作用，主要包括解除休眠，幼芽和根的生长及分化，

不定根的形成，叶和果实的脱落，一些植物的催花作用，雌雄异体花的雌性诱导作用，花器官

的发育，花和叶的老化，果实的成熟等几个方面(Pratt and Goeschl．1969；Osbome。1978；

Liberman．1979；Sembdner et aL．1980；Yang，and Ho觚an，1984；Beyer et a1．．1984)．

2乙烯的生物合成途径

2．1卜氨基环丙烷羧酸(ACC)途径

1一氨基环丙烷羧酸(ACC)途径主要存在于植物中，几乎所有植物的器官如根，颈，叶，

花，种子等都可以产生乙烯，但是各器官的产量差别很大，并且在不同的生长发育阶段也会有

不同的产量表现(MattoandSutIle，1991：Reid，1995)。具体ACC途径见图1．1(Gasperetal．，

1996)。其过程可简化为MET—SAM—+ACC—ETHYLENE。第一步是甲硫氨酸(MET)经过

甲硫氨酸腺苷转移酶催化作用，将ATP上的腺苷转移到MET上，形成孓腺苷甲硫氨酸(SAM)，

此步又称MET的活化(Burg，1973；Murr and Yang．1975；Yu and Yang。1979)。第二步是形

成的SAM在ACC合酶的作用下形成ACC．有研究表明ACC合酶的mRNA水平与乙烯产量

水平呈正相关，是乙烯途径中的限速酶(Adams and Yang。1979；Yang etaL，1980)。第三步，

是由ACC产生乙烯(ETHYLENE)，此步由ACC氧化酶催化，这种酶过去又称为乙烯形成酶
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(EFE)，需Fe=+参与，COz激活(Peiser et aL．1984；Brunbuber et a／．．2000；Dong et a1．．

1992)．ACC氧化酶不像ACC合酶那样受到严密的调控，在植物中表达是呈组成型的

(Sembdner et aL，1980)。
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圈1．1乙烯的ACC合成途径($embdneretaL．1980)

Fig．1．1 ACC biosynthetic pathway ofethylene

2．2 2-酮一一甲硫基丁酸(KMBA)途径

2一酮4甲硫基丁酸(KMBA)途径虽然也是MET依赖型，但是其合成途径不同于植物的

ACC途径，并且现在发现这条途径只存在于微生物中。KMBA途径的研究主要集中在20世纪

的70—90年代，主要研究的微生物有Escherichja coil,Cryptoccus albidus,Septoria

musiva(Pdmrose，1976a，b，1977；Billington et a／．，1979；Ince and Knowles．1985，1986；

Fukuda et a1．，1989a，b，c o一般认为微生物中MET依赖型的产乙烯途径都遵循相同的模式

即KMBA途径，其过程可简单表示为：MEhKMBA一日-HYLENE．MET经过一个中间产物
KMBA即可转化为乙烯。具体的KMBA途径见图1．2(Fukuda etal．．1993)：

2
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图1．2乙烯的KMBA合成途径(Fukuda eta／．．伯93)

Fig．1．2KMBAbiosynthetic pathwayofethylene

Primrose(1976a．b：1977)利用E coli作为研究材料，发现KMBA途径反应体系中必须

存在KMBA，FetEDTA，NADH，02，这个发现后来在其它菌体中也得到了确认(Ince and

Kno、ⅣIes，1985．1986)。在上图中，反应可分为两部分，第一部分，首先2mol Fe3+-EDTA和

1 mol NADH在NADH．Fe’氧化还原酶的作用下，生成2tool的Fe2+．EDTA和1 mol的NAO+，

2toolFe2．_EDTA经2mo|02的还原，产生一分子的超氧自由基【Fe2++02．．F矿4-021。02-

经过一步歧化反应，形成过氧化氢【202-4．2H+一H202+02】。过氧化氢随后与Fe2*经过Fenton

反应产生氢氧根离子【Fe”+H202一Fe”+OHI。第二部分，MET在甲硫氨酸氨基转移酶的

作用下，生成KM队，这步反应在生物体中是普遍存在的。KMBA与第一部分生成的OH’作用

生成乙烯、甲硫醇和二氧化碳(Fukuda et aL，1989c，1993；Ogawa et a1．，1990：)，这步反应的

酶系尚不清楚，在大肠杆菌中，研究者认为可能是过氧化物酶和，或葡萄糖脱氢酶参与，而且观

察到有核黄素存在时的光照刺激也可以使这步进行(Pdmmse．1976a。1977)，后来又有研究认

为参与的酶可能是一种转氨酶，而不是过氧化物酶，葡萄糖脱氢酶(Ogawa et a1．，1990)。在对

Septoria musiva的研究中，参与此步反应的酶也没有得到确认，但是研究者却发现有二甲基二

硫化物和蚁酸伴随乙烯产生(Brown—Skfobot etaL．1985)。

2．3 a一酮戊二酸(KGA)途径

这条途径目前认识的较为充分，认识这条途径的难点是乙烯直接前体的确定。这项研究主

要是在Penicillium digitatum和Pseudomonas sydngae pv．phaseolicolar两种菌中进行的．

在最初的研究中人们发现”C标记的葡萄糖，甘氩酸、丙氨酸、谷氨酸、精氨酸等都可以转化

为乙烯，并且猜想葡萄糖转化为乙烯需要经过糖酵解和三羧酸循环(Wang etal．．1962)。后来，

其他研究者利用”C标记的柠檬酸，乙酸，丙酮酸进一步确定了乙烯的形成需要三羧酸循环的

参与(Gibson，1964；Gibson and Young，1966；Ketring etal．．1968)。通过三羧酸循环中的多种

相关物质作为底物如琥珀酸，柠檬酸，苹果酸等，发现a一酮戊二酸(KGA)是乙烯生产最高效的

底物，也因此认为KGA就是三羧酸循环与乙烯途径的节点(Chou and Yang，1973)。Fukuda

等(1986：1988：1989a，b)利用体外系统成功的确定了乙烯合成途径的前体物质就是KGA及一些

其它的必须成分，之后他们提纯了乙烯形成酶，对其酶学性质进行了研究。他们所提出的途径

3
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见图1．3(Fukuda eta／．。1993)．

Glucose

图1．3乙烯的KGA合成途径(Fukuda etaL，1993)

Fig．1．3 KGA biosynth讹pathway of ethylene

图中显示KGA在L-A叼，Fez*，D丌及氧气的参与下，经过一步乙烯形成酶的催化反应，
就可以生成乙烯。在对Penicillium digitatum乙烯合成途径研究的基础上，研究者又对P

syringae的乙烯合成途径进行了研究，他们发现二者的乙烯形成途径实际上是一样的(Goto et

a／．．1985；Goto and Hyodo，1987；Nagahama etal．．1991a)．由于后者的乙烯产率是前者的几

倍，所以以后的KGA途径研究主要以户syringae为研究对象，对具体的乙烯合成机理进行了

深入的研究。 ．

2．4其它途径

现在人们还发现一些低等植物也能够产生乙烯，比如浮萍植物，苔藓植物，厥类，问荆等

(Obsome，1989；ThomasetaL．1983)。但是现在已有的研究结果都表明这些植物合成乙烯的途

径是不同于高等植物所普遍遵循的ACC途径，但是关于低等植物中乙烯合成途径的研究比较

少，所以现在也不能确定是否遵循微生物中的KMBA途径或是KGA途径('13ttle，1987；Waiters

and Osborne。1979；Osborne，1982．1991；Osborne etal．，1996)。

另外，还有报道称从下水道污泥中分离出一株细菌Dehalococcoidsethenogenes 195，对

这种细菌的16S rDNA分析发现与已发现的菌种同源关系很远。它的独特能力是可以把下水道

中的有害污染物四氯乙烯转化为乙烯。这种菌可能被用来做为有害污染物的降解菌用于环境修

复(Maymo-Gatell eta／．．1997；He eta／．．2003)。

4
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在土壤表面的空气中会有一定浓度的乙烯气体存在，这对植物的生长发育有重要的生态学

作用(Smith and Russell。1969；Smith。1976；Primrose．1979；Arshad and Frankenberger,

1988。1990a．1992；Muromtseveta／．．1993；Bibiketal．，1995；Ahmad andArshad，1998)．这些

乙烯的来源已经被证明是来自土壤中的生物和非生物两个方面．但主要是来自生物作用

(Arshad and Frankenberge‘2002)。土壤中的细菌，真菌及藻类都可以产生乙烯，具体哪一

类群起主要作用现在还有争议。有研究表明从土壤中分离的细菌产生乙烯是在厌氧条件下产生

的(Smith and Cook，1974；Smith and Restall，1971，Cook and Smith，1977)，但是也有其它研

究表明从土壤中分离的细菌只能在有氧的条件下才能够产生乙烯(Primrose，1976；Pazout et

aL，1981)。通过向土壤中加入抗细菌物质或是抗真菌物质，人们确定细菌和真菌都可以是乙

烯的生产者(Suthedand and Cook，1980；Frankenberger and Phelan 1985；Arshad and

Frankenberger,1990a)。有些研究表明土壤可以转化MET，KMBA或是ACC为乙烯，但是具

体的合成途径不清楚(Amhad and Frankenberger,1990b；Arshad and Frankenberger,1989；

Frankenberger and Phelan，1985)。此外土壤中存在的低等植物(绿藻类)如Regne／／idium

diphllum，Masilea quadrifolia等也是可以产生乙烯的(Chemeys and Kende．1996；Osbeme et

aL。1996)。所以，土壤乙烯的产生很可能是微生物区系中各类群共同作用的结果，其合成途径

应该包括现在已经认识的途径，其它未知的途径也应该存在．具体是哪类微生物是产乙烯的主

体，这主要取决于土壤类型及外界环境(Amhad and Frankenberger,2002)。

3产生乙烯的微生物

乙烯在自然界中一个最主要的作用就是做为一种植物激素调控着植物的生长发育(Davies．

1995)。人们之所以能够认识到某些微生物能够产生乙烯，主要是基于想要认识这些微生物是

否通过乙烯的激素作用来对植物产生影响这个角度出发的。因此现在所有发现的能够产生乙烯

的微生物都是与植物有关的。如产乙烯的Penicillium digitatum是从发了霉的柑橘上分离得到

的(Biale．1940；Miller et aL．1940)，Pseduomonas phaseolicola PK2是葛藤的一种病原菌

(Goto eta／．．1985)，Agmbactefium是一种植物的内源细菌(Ezura etal．，2000；Kepczy^sl‘i

efa／．．2003)．土壤中微生物对植物的生长发育起调控作用一重要个方面是其产生乙烯来介导的

(Ahmad and Arshad。1998)。现在发现的可以产生乙烯的微生物见表1．1(Arshad and

Frankenberger,2002)。

襄1．1产乙烯的微生物(Arshad and Frankenberger,2002)

Table 1，1 Ethylene-evolving microorganisms

Species Reference

A．Bacateria

Acinetobactercalcoaceticus

Aeromonas spp．

Agrobacterium r／zhogenes

A．tumefaciene
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Swanoon et aI．(1979)
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，(pneumonias oxytoca

K pneumolae

Micrococcus luteus

Pseudmonas spp．

P aeruginosa

户fluorescens vat．reptillivoda

P synngae

P syringae pv．canabina

P synngae pw glycinea

P indigofera

户marginata

P syringae pv．mori

户synngaepv．aesami

Ppisi

P polycolor

Pputida

Strzek∞A et aL(1994a)

Fukuda甜aHl989a)

Mansouri and Bunch(1989)

Mansoud and Bunch(1989)

Primrose(1978M

Pazout etaL(1e81)

斟mngton eta，．(1979)

Fukuda eta_，．(t984。1∞9a)

Fukuda甜a1．(1989a)

Billington甜N,(1979)

Manasoud and Bunch(198吼

Primrose(197鳓

Swanson et乱(1979)

Swanson et札‘1979)

Primrose(1976坼

Pdmrose(1978b)：Swanson etal．(t979)；

ShipsIon and Bunch(1989)；

Mansouri and Bunch(1989’

Pdmmse(1978b)

Primrose(1976m

Pdmrose(1976b1

Mansouri and Bunch(198钟

Pdmrose(1976阱

Mansoud and Bunch(198舢

Swanson et a1．(197们

Sato etaL(1997)：Swanson etal．(1979)

Sato et a1．(199乃

Sato et a1．(1∞7)

Primrose(1976吣

Swanson et越(1979)

Sato etal．(1987)

Sato etal,(1997)

Swanson etal．(1979)；Billington etal．(197钟

Swanson et aI．(1979)

PazoutetaL(1981)；Fukuda etal．(1989a)；

Sato etal．(1987)

Bonn etal．(1975)；Swanson etal．(1979)；

Freebaim and Beddenhagen(1964)；

Sato et aL(1987)

Goto et a／．(1985)；Goto and Hyod“1987)：

Nagahamaetal．(1991a，b)

Swanson et af．(1979)

6
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Rhizobiumtrifoll Billington eta／．(1979)

Serrada liquefaciens Pdmr06e(1976bl

S msrcoscerl8 Masnsoud and Bunch(1989)

Staphylococcus 8ureus Masnsoun and Burch(1SSg)

Thiobacillus ferrooxidans Nagahama et a1．(1992)

Xanthomonas campest#$ Mansoud and Bunch(1989)

X c／t# Goto et a／．(1979)

X phaseoli Swansoll et aL(1979)

x phaseolivat；．sojense Swanson eta／,(1979)

X vesicatoria Swanson eta／．(1979)

B．^CTINOMYCE玎ES

StreptomycesSpp．DasilvaetaL(1974)；llag andCunjs(1968)

C．FUNGI

Acrasis mse8 Amagi and Maeda(199a

Agaricus bisporus Lochard and Kneebone(1962)；Wood and

Hammond(1977)；Ward et州1978)；

Babiker and Pepper(1984)

A．candidus Ilag and Curtis(1968)

Blastomyce$detTnatiUdus Nic．kemon(1948)

Votodds spectabilis llang and Curtis(1968)

Cacarispo#umparasiUcum Hanke and Dolhvet(1976)

CanadMa vartiovaarai Amhad and Frankenberger(1989)：

Babiker and Pepper(1984)

Cenococcum geophilum Graham and Unerman(1980)

Cephalespodum gramineurn llag and Curtis(1∞08)

Ceratocysds fimbnata Chalutz and DeVay(1969)；

Fukuda and Ogawa(1991)

C chlamaloides Ilag and Curtis(1968)

Colletotrlehum musae Peacod‘and Muirhead(1974)

Conolushirsutus Tanake eta，．(19s6)

Coriolus versicolor Tanal‘e et a『(1∞6)

Ctyptococcus albidus Fukuda etal．(1989al

C JaU，w瑚 Fukuda酣aL(1989a)；Fukuda(1984)

C lunata EI-Sharouny(1984)

C damaUum var．trancatum Tzeng and DeVay(1984)

Cylindrocarpon spp． EI·Sharouny(1984)

Cylindrocladium floddanum Acelrood-McCarthy and Linderman(1981)

C scopadum Acelrood-McCarthy and Linderman(1981)

Cytospora eucalypb'cola Wilkes et a1．0989l

Daedalea dickinsil Tanaka et酿(1锄旧)

Debaryomyces hansenii Fukuda et a／．(1∞9a)

DemaUum pulludans Ilag and Curtis(1968)

Dictyoxtelium deiscoideum Bonner(1973)；Amagai and Meeda(1992)

7
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n／'nucoto／幽$ Amagai and Maeda(1992)；Amagai(1984)

n purpumum

Endothia gyrosa

Flstulina hepatica

Flummulina”H‰∞s

Fomitopsispimicola

Fusadum spp．

F 8veBsceum

F campioceras

F culmorum VSIC．cemale

Eeaui鞋啦

F me#smoides vsr．cfa83um

F monilifonne

F oxysporum f sp．vasinfecium

Fpoae

F redolens dianthi

F solani

F solaniminus

F sporotrichioldes

Gloeopl蛳llum trabeum

Geophillum saeplarum

Graphium sp．

Hansenula subpelliculosa

Hebeloma crustuliniforme

Hirshiopims abietinu$

Histoplasma capsulatum

Humicola gnsea

Hymenochaete tabacina

Macrophomina phaseoⅡ

Monilia geophJla

Mortierella spp．

Mucorspp．

M genevensis

M hiemalis

8

Amagai and Maeda(1992)

Wilkeset一．(1鲫9)

Tanaka et a／．0988)

Tanal【a eta／．09s6)

Tanaka et．．0986)

Babiker and Pepper(1984)

Swart and Kamerbeek(1978)

Swart and Kamerbeek(1976)

Swart and Kamerbeek(197e)

EI-Sharouny(1984)

Swart and Kamerbeek(1976)

EI-Sharouny(1984)；

Swart and KamerbeeI((1976)

El-Sharouny(1984)；

Swart and Kamerbeek(197∞

Dimond and Waggoner0953)；

Swart and Kamerbeek(1976)

Swart and Kamerbeek(1976．1977)：

Hottiger and Boiler(1991)

Tzeng and Deva“1984)

Swart and Kamerbeek(1976，1977)

Swart and Kamerbeek(1976．1977)

El-Sharouny(1984)

Swart and Kamerbeek(1976．伯m
Swart and Kamerbeek(1976，1977)

Chandhoke etat．0∞2)

Tanalca etal．0986)

Hanke and D01IWel097∞

Ilag and Curti“1∞08)

Graham and Underman(1980'

TanaI‘a et aI．(1986)

Nickerson(1948)

日·SharounI“1984)

Tanaka et a／．0986)

EI-Sharouny(1984)

Fukuda et amgsga)
Babikerand Pepper(1984)

DasiIva eta／．(1974)

Hanke and Dollwet(197∞

Lynch(1972)；Arshad and Frankenberger(1989)：

Babiker and Pepper(1984)

Linderberg et aL0979)
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Mycelium radicis atrovirens SVzekzyk et a／．(198钟

Mycoplana dimorpha Fukuda(1984)

Mycotypha microspora Hanke and Donwet(1976)

Myrotheciumrondum II钿andCurUs(19鹋)

Nectria flammea Fukuda eta／．(1989a)；Fukuda(1984)

Neurospora o怕ssa

Psecilomyces elagans

Pen删鼬m spp．

P coq40philum

P crustosum

P digitatum

P expansum

P italicum

Pluteum

P notatum

户patulum

P ateckii

P urticae

PseUIoUum sp．

Phanerochae培chrysospofium

Phaeolu$schweinizii

Phoma herbarum

Photiofa adiposa

Phycomyces balkesleeanis

Phycopoms coccineu$

Pn菇ens

Phymatotn'chum omnivorum

Picea abies

Polysphondylium pellidum

P violaceum

Pythium butled

P ultimum

Rhizocionia solani

Rhizopu$app．

Rjaponicus

Rnigricans

R stolonffer

Rhodotomla spp，

Sacoharomyces cerevisieae

Schizopyllum commune

8chizosaccharomyces octosporus

Sclerotium spp．

9

Ilag and CurUa(1968)

Fukuda etal．(1989a)

Babiker and Pepper(1984)；

Considine and Patching(1975)

Ilag and Curtis(1968)

Considine et a／．(1977)：EI-Sharouny(1984)

Biale(1940)；Fukuda et aJ．(1984)；and others

Kapulnik et af,098∞

Kapulnik ef a／．(1983)

Ilag and Curtis(1968)

Ilag and Curtis(1968)

Ilag and Curds(1邬8)

日-Shamuny(1984)

Fukuda etal．(1989a)；Fukuda(1984)

Hanke and DOlhNet(1976)

Tanaka et aL0986)

Tanaka eta／．(19e6)

EbSharouny(1984)

Tanaka etal．0986)

Russo et越(1977)

Tanaka et aL(1986)

Fukuda and Ogawa(1991)

Hill and Lyda(197∞

Blaschke(1997)

Amagai and Maeda(1992)

Arwagai and Maeda(1992)

EbSharoun“19S4)

EI-Sharouny(1984)

EI-Sharouny(1984)

Babiker and Pepper0984)

Fukuda etal．(1989a)

Babiker and Pepper(1984)

EI-Shamuny(1984)

Babiker and Pepper(1984)

Thomad and Spencer(1977)

Ilag and Cunis(1968)

Fukuda etal．(1989al；Fukuda(1984)

EI-Sharouny(1984)
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8clerotinia laxa Ilag and Curlis,(1968)

Scopula嘲osis brevicaulis Ilag and Curtis(1968)；

S candia

Septoria musiva

Sordada spp．

8yncephalastrum racernosum

Thamnidium app．

了=elegans

Tt#edavia alata

Trichoderrna spp．

T viride

Tulasnella cak镕D∞
Tymmyces palustris

Ulocladium atrum

Verticillium app．

D．ALGAE

Acetabulana meditenanea

Chorella

Codium latum

Padina arborescens

Porphra tenera

Babiker and Pepper(1984)

B-Sharouny(1984)

Brovm-SkroboI甜a／．0985)

Hanke and Do#wet(1978)

Fukuda(1984)

Hanke and Dollwet(1976)

Ilag and Cum“1968)

Ilao arid CurU“1aSS)

Babiker and pepper(1984)

sIr∞1％yl【eta／．(1989)

Hanke and Dollwet(1976)

Tanaka et a／．(1966)

目-Sharouny(1984)

EI-Sharouny(1984)

Kevers eta／．09891

Kreslavskii(1988)

Watanabe and Kondo(1976)

Watanabe and Kond“197S)

Watanabe and Kond“197S)

在微生物中目前发现有两条乙烯合成途径，一条是MET依赖型的，这点虽然与高等植物

中的ACC途径相同(也是MET依赖型)，但是这条途径产生乙烯的直接前体是KMBA，而不

是ACC，是所谓的KMBA途径．另一条是KGA途径，它较为简单，它是把三羧酸循环中的

KGA通过一个单体酶EFE作用就可以直接产生乙烯，这条途径目前发现只存在于丁香假单胞

菌的几个变种和一些真菌中。而且这条途径产生乙烯的速率是KMBA途径的500-1000倍(Goto

efa／．．1985)，是三条途径中最为高效的一条途径。而丁香假单胞菌的乙烯产率又是真菌产率的

几倍(10．7nl／cell／hr)，因此可产生乙烯的丁香假单胞菌也就自然地成为了人们以开发生物乙烯

为目的的主要研究对象。

4乙烯形成酶的酶学性质及催化机理

4．1乙烯形成酶的酶学性质研究

这里所讲的乙烯形成酶主要是指KGA途径的乙烯形成酶，这是三种途径中研究得较为透

彻的一种酶，并且具有高效的乙烯产率。做为研究对象的乙烯形成酶主要来自真菌Penicillium

digitum IF09372和P syringae pv．phesaolicola PK2两株菌。两种酶的酶性质比较见表1．2

(Fukuda etal．，1993)：

lO
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表L2来自丁香假单胞菌和指状青霉的两种乙烯形成酶的性质比较(Fukuda。fa／．．1993)

Table 1．2 Comparison ofsome proper恤s ofethylene-forming enzymes

from Pseudomonas synngae and Penicillium digitatum

从上表中我们可以看出两种酶的酶学性质大体上相同的，它们都具有相同的等电点

(pl=5．9)，相同的最适pH值(7．0-7．5)，相似的酶活最适温度，都必须有Fe2+，L-Arg，KGA

存在才能显示活性，但是亲和性有较大差异。蛋白测序显示二者的N一段的氨基酸序列是不同的，

目前P sydngae中的乙烯形成酶的基因已经得到克隆，但是Penicillium中的乙烯形成酶基因

至今没有看到报道。

4．2乙烯形成酶的催化机理研究

Fukuda等(1986)从Pdigitatum中纯化了乙烯形成酶，并且成功的建立了体外反应系统．

他们也因此确定了乙烯的直接前体是KGA。这个无细胞反应体系KGA，L-Arg，Fe”，D．rT，

其最适浓度分别为1mM，0．5mM，0．75mM和lmM。标记试验表明L-Arg不能转化为乙烯

(Fukuda etal．。1986)．在另外一个研究中，Fukuda等(1989b)第一次从户digitatum中纯

化得到了电泳纯级的乙烯形成酶，证明了乙烯形成酶是一个单体酶，相对分子量为42KDa。

Goto和Hyodo(1987)建立了一个P synngaepv．phaseolicola(Kudzustrain)的无细胞乙

烯形成体系。乙烯的最有效产生条件为0 5mM KGA，0．5mM FeS04，5mM DTT和10mM

Histidine。最适的酶活温度为25℃。Nagahama等(1991a)通过Pss pv．phaseolicola(Kudzu

strain)的细胞提取物也建立了一个体外乙烯形成系统。这个系统(有氧条件下)的组成为

0．25mMKGA，0．2mM FeS04，2mM D．丌lOmM L-Histidine，O．2mML-Arg。这个系统除了L-hist

idine对它有促进作用之外，其它成分都是与P digitatum一样的。对于酶催化反应机理的研究，

其主要研究方法是观察一些常见的酶抑制剂或是激活剂对酶活性的影响，然后根据结果预测其

可能的机制，对与EFE的这类研究见表1．3(Arshad and Frankenberger,2002)．

11
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表1．3一些物质对来自于指状青霉IF∞372和
丁香假单胞菌大豆致嫡变种PK2的乙烯形成酶的影响(A．,shad and Frankenberger,2002)

Table 1．3 Effect ofvarious reagents On廿婚ethylene-fomling

剖忆vme of P删atum IF09372 and P syringae pv．phaseolicola PK2

Reagent

Control

Respiratow inhibitoem

KCl,r

NaN3

Free redical reagents

Supemxide dismutase

MannM

Sodium beflzoate

n-Propylgallate

1，4-Diazabicyck'(2．2，2)octane(DABCo)

Hydroquinone

Uric acid

Tansnion metals and SH reagents

CoCIz

CuS04+5H20

MnCl2。4H20

5．5，一Dithio-bis(2一nitrobenzoate)(DTNB)

Chela6ng magents

EDTA(Na)

竹ron

others

Catalase

H202

Ascorbate

'∞ 100

22

62

121

74

睨

O

17

18

nI

3

15

11

10

O

O

145

1

128

nt

90

120

∞

1∞

1

m

∞

90

20

∞

8

O．7

1

0．8

2∞

0．7

130

All concentrations were lmM，except for superoxide dimutase(150U ml‘1 reaction mixture)

DABCO(10mM)，hydroquinone(10mM)．catalase(0．05mg mrl reaction mixture)and H202(0 03％)．

*Source：Fukuda eta／．(1989b)．**Source：Nagahama eta／．(1991 b)．

从表中我们可以看出酶的活性被螯合剂EDTA和Triton强烈抑制，这说明催化反应应该是

有Fe2*参与的。二价金属离子如C02+，Cu2+，Mn2+的抑制作用可能是由于它们与Fe2+竞争靶

位的原因。5．5’一二硫-2一硝基苯甲酸(DNTB)的抑制作用则说明了在酶的活性中心应该有巯基的

参与。超氧化物歧化酶，过氧化氢酶对酶活没有抑制作用，说明超氧化物和过氧化氢不参与反

IZ
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应。但是过氧化氢酶的激活作用这说明在反应时有过氧化氢的生成。甘露醇，苯甲酸钠对反应

几乎没有什么作用，说明羟基自由基(OH·)可能不参与反应．这些结果表明Fez+很可能是与酶

上的一个SH结合的．一些自由基清除剂(如没食子酸丙酯，氢醌酯)的抑制作用可能就是因

为像EDTA那样，与Fe2+离子形成了复合体．

在最适条件下，L-Arg，Fe”，KGA的浓度是很低的，所以这些物质必须通过某种方式与

酶结合在一起才能有效的发挥作用。因此酶的活性位点被认为有两个配位原子L1，L2可以结

合Fe2+．在复合体中，有LoArg和KGA参与形成一个希夫碱结构的中间体，这个中间体与02

作用，形成一个不稳定的过氧化物型的Fe”中间体，随后，其上的KGA分子被分解成C2心

和三分子的COz．

基于来自于P digitatum和P sydngae pv．phaseolicola的EFE的酶学特性研究，

Nagahama等(1991a)提出了一个假想的反应机制(Fig．1．4)．在这个设想中，结合在酶上

的Fe”使反应的活性中心，精氨酸，KGA，Histidine随后都与Fe2+结合形成一个中间体，当

有02参与进来，结合在此时的Fe”上时，这个中间体变得不稳定，KGA分子就会被分解成为

一个C2H4分子和三个C02分子。

图1．4乙烯形成酶催化结构模式图(Nagahama et a1．．1991a)

Fig．1．4 Model ofthe proposed intermediate consisting ofthe EFE，2-oxoglutarate，L-arginine，and the

imidazole compound．(a)The intermediate before reaction with oxygen and(b)after reaction．The carbon

atoms from 2-oxoglutamte that are converted to C2H4 are indicated(=)．

Fukuda等(1992a)对从P syringae pv．phaseolicola中提纯的EFE进行研究，发现EFE

可以同时催化两个反应，即以KGA为底物形成乙烯和琥珀酸，二者比例为2：1(图1．5)。

13
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图1，5丁香假单胞菌菜豆致病变种PK2中乙烯形成酶催化酮戊二酸形成乙烯和琥珀酸的双循环机制

(Fukuda eta／,．1992a)

Fig．1．5Thedual-circuitmechanism proposedforthe simuIbn∞uslbrmationofethylene andsucdnate

from 2-．oxoglutarate by the enzyme isolated from Pseudomonas sy咖gae pv．phaseolicola PK2．

L1 and L2．1igands orl the enzyme；and Site I and II．binding sites on the enzyme，For simplicity,the

coordinated water molecules ale not induded in the Figure．AH the iron ions are assum副to

hexacoordinated Gua’：proton=ed guanidine group．

其主反应是KGA经过双加氧作用，形成一分子的乙烯和三分子的二氧化碳(C5H505+02

一CzH4 4-3C02+H20)。副反应为由KGA生成琥珀酸(CsH505+1／20=一c4H404+c02)，

同时精氨酸被分解为胍和PSC(L-,t-pryyoline-5-carboxylate)(C6H14N402 4-1／20=一CH5N3+

CsH7N02+H20)．总反应式如下：

3C5Hs05+302+CeHl4N402—2C2H4+7COz+C4He04+3H20+CHsN3+C5H7N02

由于P5C和胍的形成涉及到L-Arg上△七原子的羟基化，所以后两个反应表现出了KGA依赖

型双加氧酶的特性。(Hyaishi et乱，1975)。鉴于以上的研究结果，Fukuda提出了一个EFE

催化反应的双通路模型，在这个模型中，酶结合KGA和L-Arg形成一个席夫碱结构的中间体，

从而进行接下来的两个反应。模型中酶被设想含有两个配体L1，L2，它们与Fe2+结合形成活

性中心，L1，L2很可能是就是His残基(Fukuda et a1．，1992a)。Fe2*可与KGA和L-Arg结

合形成三元席夫碱结构，KGA的末端羧基和L-Arg的胍基分别与酶上位点I和位点¨作用(E1)。

然后E1与氧气作用，形成一个过氧复合体E2，随后E2发生不可逆分解反应，氧气原来的不

14
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稳定双键断开，同时KGA分子C2和C3，C4和C5之间的键断裂，产生乙烯，C02和E3．

E3复合体上由氧化性很强的Fe”和还原性很强的类草酰基的配体．因此，E3会发生～个分子

内的氧化还原反应，转变为E4．从E1一E2一E¨E4(--,E1)这一系列的反应形成乙烯的一个
主要循环．此外，E2分子上KGA分子的另外一种分解方式是发生在C1一C2之间，这样E2转

变为含有琥珀酰精氨酸的E5，其上的Fe5+很活跃，可以羟化精氨酸分子中的o-C原子形成

E6，E6不稳定，随后会自发的分解为琥珀酸、胍、P5C和E7．E7又可以结合Arg形成E4。

从E1一E2一E5一E6一EhE4(一E1)的过程形成琥珀酸的循环。产生乙烯的时候为什么会
有琥珀酸形成途径呢，一个可能是通过L-A哼的分解作用抑制乙烯的合成的一种机制。由于EFE

与KGA依赖型的双加氧酶具有相似的属性，所有EFE有可能是后者一个较原始的形式，只不

过EFE的某些属性在很久以前就停止了进化。

5乙烯形成酶基因的克隆

5．1乙烯形成酶基因定位于细菌的内源质粒

Fukuda等(1992b)从P syfingae pv．phesaolicola PK2中首次克隆了从微生物中的EFE

编码基因，并且确定其位于一个名为pPSPl的内源质粒上。后来Nagahamma又从P sy#ngae

pv．phesaolicola的另外三株菌和P sy#ngae pv．glycinea的四株菌中发现efe基因存在于质粒

上。在Sato等(1997)新发现的可以高效产乙烯的细菌P synngae pv．cannabina和sesami

中，ere基因也是定位在内源质粒上的。Watanabe等(1998)发现P synngae pv．glycinea

MAFF301683中含乙烯基因的质粒pETH2具有可接合的能力，可以赋予原来不产乙烯的菌株

产乙烯的能力。在其它产乙烯的病原细菌中ere基因也被证明存在于质粒上，而非基因组上

(Nagahama，1994)。

5．2乙烯形成酶基因的克隆

Fukuda等(1992b)从户sydngae pv．phesaolicola PK2中提取质粒pPSPl之后，利用

pUCl9建立了一个质粒文库，在随机选择的40个克隆中，利用前面测序N．端氨基酸序列反推

的核酸序列作为探针，来进行杂交，结果得到了两个阳性克隆。其中的一个克隆：Eco／iJMl09

(pEFE01)，ere基因在其本身的启动子控制下表达，其产乙烯的能力为230nl／ml culture／hr

(0D600=2．0)，其能力大约相当于P sy#ngae pv．phesaolicola PK2的1／5-1110。对核酸序列

分析发现ere的读码框为1050bp，编码350个氨基酸(分子量为39444Da)。E．coil JMl09

(pEFE01)表达的EFE蛋白具有与从P syringaepv．phesaolicolaPK2中提取的EFE相同的

免疫原性。

5．3乙烯形成酶基因序列分析及研究

Sato等(1997)利用已有的efe序列设计引物，从P sy#ngae(78株，43个变种)和其
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它植物和昆虫来源的79株中又筛选到了一些可以产乙烯的细菌。但是从目前已经知道的产乙

烯的细菌来看。利用KGA途径的细菌只存在于丁香假单胞菌的菜豆致病变种(葛藤宿主菌株)，

大豆致病变种，麻致病变种，芝麻致病变种这四个变种中，而且其核酸序列比较发现从这些变

种中扩增出的编码区序列是高度保守的(编码区1053bp中只有2个碱基的差异)(Goto et

a1．。1985；Sato etal．．1987；Sato etal．，1997)．从P sydngae pv．phesaolicola P1(2中克隆得到

的乙烯基因5‘非编码区有明显的原核启动子结构，比如．35区，-10区及SD序列．在3’端有一

段反向重复序列，其功能不清楚，但是推测其应当起到转录终止的作用．

乙烯形成酶的氨基酸序列同源性比较发现，EFE与植物的一些成熟相关蛋白，KGA依赖

型双加氧酶具有部分的序列相似性，但是序列全局比较的同源性很低，只有一些功能区域显示

出了保守性。Matsuda等(1991)认为在KGA依赖型的双加氧酶中有三个保守区域，它们可能

是结合KGA，Fe”(与两个His结合)的位点。EFE也有这些保守位点．对EFE的疏水性分

析，研究者发现植物中的成熟相关蛋白和EFE有很好的相似性。另外在EFE中独有的两个疏

水区(93-114位和209—226位)。对于EFE与KGA依赖型的双加氧酶的进化关系还有待研究．

袁1．4野生型和突变型乙烯形成酶动力学参数比较(Nagahama。1998)

Table 1．4 Kinetic parameters ofwiid．-type enzyme and mutated EFEs

在另外一项研究中(Nagahama，1998)，研究者对利用定点诱变技术，把EFE中的10个

组氨酸分别用谷氨酰胺来替代以研究His在酶促反应中的作用(Table 1 4)。结果H189和H233

位点突变的酶会完全丧失其活性，这支持了前面猜想的酶活中心需要两个组氨酸残基来结合

Fe=+的设想。不过有趣的是EFE的氨基酸序列比对分析认为这两个保守组氨酸应该是H189和

H268。实际上H268位点突变的酶活性虽然较低，但是仍然有形成乙烯的能力的。H116，H168，

H169，H284，H309五个位点突变不仅造成了酶活的下降，而且热稳定性受到了破环。这可能

是因为这五个氨基酸位于酶结构的内部，当它们突变时，会破环原有分子内氢键的形成，使得

酶的立体结构受到一定程度的破环，使得酶活性中心不能有效形成和酶结构的热稳定性下降。

16
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而H268和H335两个位点突变却对热稳定性没有影响，这说明这两个氨基酸可能位于酶的表

面．

6产乙烯工程菌株的构建

6．1乙烯形成酶基因在大肠杆菌中表达

Fukuda等(1992b)从户sy#ngae pv．phesadicola PK2提取出含有ere基因的质粒，经

过酶切之后连入pUCl9，其中一个重组质粒pEFEOl连入了一个含有efe的2．5Kb片断，这个

质粒可以赋予大肠杆菌产生乙烯的能力，其产率为230nl／ml／hr(OD610=2)，约为丁香假单胞菌

的1，孓1，10，表达的乙烯形成酶蛋白占到总蛋白的0．3％。这是efe基因第一次在大肠杆菌中表

达。随后，Ishihaba等(1995)又用lac启动予和tac启动子在大肠杆菌中对乙烯形成酶基因

进行了过量表达。他们经过比较发现乙烯形成酶基因本身的启动子在大肠杆菌表达的效率要远

远低于lac启动子和tac启动子．它们在25℃时表达乙烯形成酶活性约是前者的25-30倍。用

／ac启动子和tac启动子表达乙烯基因的大肠杆菌乙烯产率超过10H／mg／hr，是户syringae pv．

phesaolico『a PK2的10倍。但是在30℃和37"C时都会明显的形成包涵体，且37℃培养时基

本检测不到有乙烯产生。

6．2乙烯形成酶基因在假单胞菌中的表达

Ishihara等(1996)将乙烯形成酶基因连接到了一个高拷贝广宿主的质粒pMLl22上，所

得重组质粒命名为pMEFEl。其上的乙烯形成酶基因是由新霉素磷酸转移酶启动子来控制表达

的。将pMEFE分别导入到丁香假单胞菌菜豆致病变种PK2和恶臭假单胞菌AClO中，结果宿

主菌都表现出了很强的产生乙烯的能力。其中恶臭假单胞具有最高的乙烯合成速率，可达

8u帅I，oD610『hr，但是其维持时间很短，而且之后合成速率急剧下降。丁香假单胞菌的最高乙

烯合成速率为2pl／mI／ODelo，hr，且能够在一段较长的时间内维持比较高的合成速率。

6．3乙烯形成酶基因在光合细菌中的表达

Fukuda等(1994)首次将乙烯形成酶基因引入到了光合细菌(菌株名为PCC7942

R2．SPc)，实现了将空气中二氧化碳转化为乙烯的设想。但是由于表达是利用乙烯形成酶本身

的启动子，所以生产效率很低(50nl／ml／hr)。Ogawa等(1997)则利用了乙烯基因本身的启

动子，大肠杆菌的／acZ启动子和光合系统¨中的D1蛋白启动子psbAI来在光合细菌PCC7942

中进行乙烯形成酶基因的表达，结果发现psbAI带动的表达乙烯产率最高。但是这个质粒会与

染色体发生同源重组，所以乙烯的产率随着传代次数的增多而下降，表现出产量的不稳定性。

Takahama等(2003)把psbAI基因的编码框替换为乙烯形成酶基因，这个整合有乙烯形成酶

基因的菌株乙烯生产速率为451nVmI／O防30／h．并且具有很好的稳定性。但是出现的一个问题

在产生乙烯阶段菌体表现出较为严重的代谢压力，从而使得乙烯的产率逐渐下降。
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7本课题的研究意义及内容

关于利用生物乙烯来代替化工乙烯的设想早在1984就有人提出(Fukuda et a1．，1984)，

但是由于在过去的20年里石油工业发展迅速，化工经济成为国民经济的主要支柱。而且生物

乙烯本身产量不高，其开发应用需要很长的一段路要走，在过去这种生物乙烯替代工业乙烯的

设想没有得到重视．这种情况不仅是生物乙烯所经历过的问题，如过去生物乙醇，生物氢气等

与石油来源的产品无论从技术，成本，研发投入上都是不可比拟的。现在人类面l临的一个严重

问题是石油资源的日益匮乏，而石油化工行业是当今社会的基础行业，其产品应用于社会的各

个行业中，没有石油工业的现代社会是不能想象的。所以现在各国都认识到了寻找开发石油替

代产品的战略意义．

自然界中能够产生乙烯的生物很多，但是绝大多数产生乙烯的能力很低，只有丁香假单胞

菌的几个变种能比较高效地产生乙烯，是其他途径的500-1000倍以上。现有关于丁香假单胞

菌生产乙烯的研究成果主要是由日本的科学家来完成的。在中国没有有相关的报道。在面临着

寻找石油替代产品的需求形势之下，我们经过调查研究，选择了生物乙烯作为研究对象。

本课题的主要研究内容包括：高产乙烯的微生物的筛选，乙烯形成酶基因的克隆和表达，

乙烯工程菌株的构建三个方面，目的是为将来利用微生物生产乙烯打下基础。
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第二章材料与方法

1材料

1．1菌株与质粒

表2．1菌株与质粒

Table 2．1 BacIedaI Strains and Plasmids

Strain

E co／i JMl09

E co／／DH50

E co／／B121(DE3)

Conrynebacterium

glutamicumATCCl3032

P syfngae pv．glycinea

ICMP2189

Plasmid

pBlueSc_蚋pt SK(+)

pET28a

pET28a-efe

pZS-1

pZ8-1-efe

pZ8-1-efe(RBS)

pZPE

DJCl

pJCl·Pgap’-efe

DJCl一Pgdh-efe

endAl．recAl．gyrA96,t}11．hsdRl7 I飞。．m?l，supE44,

A；a(1ac-proAB),』F：traD36,proA*B*,lacFT_6MlS]

F，叠i跏^∞ZⅢ1 s，&(1acZYA)U169,deoR,recA

endAl，hsdRl7帆‘，m?1．phoA'supE44,x，thi-t，

gyrA96，re(A)

F ompT,hsdS可rB',mB],ga／(Xcl857,indl，Sam7,nin5,

lacUVS-TTgenel),dcm(DE3)

Wild type．NxR

Wild type．AmpR

3．0Kb。AmpR

Expression vector,5．3Kb。KmR

pET28a containing the gene forEFE

Shuttle expression vector,containing tac promoter,mcs．

E co／／on fmm pACYCl77．C glutamicum ori from

pHMl519．KmR

DZ8-t containing the gene forEFE

DZ8--1 containing the ere with a RBS of e glutamicum

pZS-1 containing the efe with its native promoter

Eco／／-C．glutamicum shuttle vector,6．2K10．KmR

叫CI containing the gene of ere with the promoter of

g却gene from c．glutamicum

DJCl containing the gene of efe with the promoter of

19

Laboratory collection

Laboratory collection

Laboratory collection

CICC

Pbnt Protection InbⅢ'tuto

orCAAS

Laboratory collection

Laboratory collection

This work

Provided by Pf．Joem

KalinowsId

This№rk

This∞rk

This work

Provided by Dr．Lothar

Eggeling

州swoll(

This work
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gdh gene from C g／utah,'CUre

pDSK519 containing the gene of ere with the promote,r

of gpd gene from R sy#ngae ICMP2189

Provided by Pf．Zhang

Uqun

This work

1．2培养基与抗生素

表2．2细菌培养基

Table 2．2 The media forbacteria

注；培养基pH值为”．5，固体培养基中加入1．3％琼脂，Glucose、Glycine、TweenSO单独灭菌(11512，
20min)。

表2．3抗生索溶液的配置及使用浓度

Table 2．3 Antibiotic solution and their applications

1．3引物
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II

表2．4引物及其扩增片断

Table 2 4 Pdmers and the mBuIted fragments

引物 扩增片断名称 说明

redarmyl：GCG盥凸Ⅱ￡ATGAcCAACCTACAGACTTTC efe

redarmy2：A1T丛昼立卫丁rATGAGCCTGT℃GCGCGG

efe(RBS)l：G1旭筮Ⅱ噬巫壅垂圈
-ACCATGACCAACCTACAGAC'ITrC efe(RB融

redamw2：同上

Pefel：GAT鱼△叁Ⅱ￡GATGGGTTTGCCAGTCTTG

redarmy2：同上

Pgapl：AGTQ立凸工￡￡CGCCGAGAGCATI-FC^丁TGT

Pgap2：CGCQ筮匹[￡担GAGTCATACAGCCGTCC'Vrc

EFE编码序列(1053bp)参考序列为

013182．

efe基因前面加有e glutamicum的

RBS序列(Ruckert et aL。2003)．

ale(promoter) ale基因及其启动子序列，参考序列

D13182．

P aydngae pv．glycinea的三磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)启动子序列
P9ap

(Bo丌nann甜a，．1∞回．参考序列为

NC_004578，NC_007005．NC_005773．

C glutamicum的三磷酸

PgaP’1：GTA鱼￡i8匹壁GGGATTACCA'I丌GAAGCCAGT 甘油醛脱氢酶(GAPDH)启动子序列
Pgap’

Pgap’2：1盯虹昼丛鱼ACGTCCGATACGGCCAAA(Eikmanns．1992；Schwinde et

a／．，1993)，参考序列为NC 006958，

C glutamicum谷氨酸脱氢酶(GDH)

PgdhI：CGGGAATTCGACCTGCTCATCAACTGTCA Pgdh 启动子序列(Bormann etal．．1992)，

Pgdh2：AAAGGATCCGI-I'G'I-FCTAGCTAGCCTCGG 参考序列为NC 0蝴8．
注：引物序列中下划线为引入的酶切位点；方框内序列为C．glutamicum的RBS序列；参考序列号为Genbank序列号。

2方法

2．1植物病叶中细菌的分离

从北京周边郊区，公园，农田等地采集各种植物的病叶，做为细菌的分离源．具体分离方

法为：植物病叶用自来水洗去表面附属物，蒸馏水漂洗两次，无菌水漂洗两次。70％酒精表面

消毒20--50秒，再用无菌水洗去残留酒精，用灭菌剪刀将叶子剪成小块，然后在研钵中加入

5-8ml无菌水，将叶子磨碎，取上清进行10倍和100倍稀释，两个稀释度各取200pL涂至KB

固体培养基平板中，48h后将长出的菌落进行纯化保存。

2．2 PCR反应体系及条件

20pL体系中含TaqDNA聚合酶1—1．5U，10xbuffer 2pL，dNTP(10mM)0 5pL．引物各

2l
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10pm01．DNA模板10--50ng。用无菌水补足20pL．以上各成分按水，Buffer，引物，dNTP，

酶，模板的顺序依次加入，充分混匀．

9512预变性5min，然后94"C变性30s、退火温度根据不同的Tm值进行确定、72"C延伸时间

按扩增片断长度来确定，一般40s／kb。共30个循环。最后72℃再延伸10min，4℃保存。

2．3碱裂解法小量提取质粒

(1)挑取单菌落，接种到含适当抗菌素的3ml LB中，37"(2振荡培养过夜；

(2)用1．5ml Eppendorf管在室温，12000rpm离心30s收集菌体，弃上清；

(3)每个离心管中加入预冷的溶液I 100pl，振荡混匀，室温放置5 min；

溶液I配方： 50mM Glucose

25mM Tris-HCI(pH8．0)

10mM E阢A(pH8．0)
110℃高压灭菌30 min，4℃保存。

(4)每管加入新配置的溶液II 200pl，颠倒混匀，冰浴5min

溶液¨配方：0．2M NaOH

0 1％ SDS

(5)每管各加入150pl溶液Ⅲ，颠倒混匀，冰浴lOmin=

溶液Ⅲ配方： 3M NaAc(pH5_2)

(6)120009离心10min，弃沉淀；

(7)上层水相用等体积的酚：氯仿，氯仿：异戊醇各抽提1-2次；

(8)取上清，加入2倍体积的无水乙醇，混匀后-2012沉淀：

(9)12000rpm离心15 min，沉淀用70％乙醇洗涤一遍，真空干燥

(10)将DNA溶于20pl的TE—RNaseA溶液中，-20"(2保存。

TE·RNaseA配方：TE缓冲液(pH8．O) 1mI

DNAase-free RNaseA(10mg／m1) 5pl

2．4感受态细胞的制备及转化

2，4．1大肠杆菌CaCI z法感受态细胞制备

(1)一70"(2保存的宿主菌E．coli DHSa在LB平板上划线，3712培养16-20hr=

(2)挑取单菌落接入液体LB培养基，37"C振荡培养过夜；
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(3)按1％接种量将茁液接入液体LB培养基，37"C，200rpm培养2-3hr至ODsoo=0．5-0．8：

(4)菌液冰浴10min，4000rpm．4"C离心10min，弃上清，倒置离心管lmin，流尽剩余液体；

(5)按每100ml菌液加入10ml冰预冷的0．1M CaCl2溶液重悬细胞，冰浴10min，4000rpm，

4℃离心10min；

(6)弃上清，按每50ml的原始培养物加入2ml含10％甘油的0．1M CaCl2溶液悬浮细胞，分

装入1．5ml Eppendorf管中，每管200pl，-70℃贮存．

2．4．2大肠杆菌电击感受态细胞制备

(1)取～新鲜的Ec洲DHl0B／ESl301mutS／JMl09菌落接种于20 mI LB培养基中，3TC，

150rpm过夜；

(2)次日晨1％接种量接种于1 L无盐LB培养基中，3TC，200rpm，摇3—5hr至

ODsoo=0．5-0．8：

(3)将培养物冰浴15—30min，40009、413离心10min，尽可能地去掉上清；

(4)加入500ml冰预冷灭菌ddH20，轻轻翻转使菌体悬浮，离心，再次用1 00ml冰预冷灭菌

ddH20清洗菌体；

(5)用100ml冰预冷的10％甘油洗菌体1次；

(6)将菌体用大约lml预冷的10％甘油悬浮，细胞浓度应在1010_3x10”个，mI；

(7)细胞悬液按40pl小份分装，置于-70"C冰箱保存备用。

从第三步开始，尽可能低温操作，使细胞保持在00C．

2．4．3谷氨酸棒杆菌电击感受态细胞制备

(1)取一新鲜的c，g／utamicum菌落接种于LB培养基中，30℃，200rpm培养12h；

(2)次日晨接种于制备感受态细胞专用培养基LBGGT中，调整初始OD600：0．2，培养约12h

至oDeoo-1．2；

(3)将培养物冰浴15-30rain，40009、4"C离心10rain，尽可能地去掉上清；

(4)用冰预冷的灭菌ddH20洗涤菌体两次；

(5)用冰预冷的10％甘油洗菌体1次；

(6)用适量10％甘油悬浮菌体，细胞悬液按40pl小份分装，置于．70"C冰箱保存备用．

2．4．4丁香假单胞菌感受态细胞制备

23
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丁香假单胞菌感受态细胞制备使用的培养基为KB培养基，具体方法同2．4．2(大肠杆菌电

击感受态细胞制备)。

2．4．5感受态细胞电转化方法

(1)将电转化杯和白色滑块放在00(3预冷；

调节：Pulser apparatus 25pF Pulser controller 200D

0．2cm电激槽用2．5kV 0．1cm电激槽用1．8kV

将1-2HI DNA与40pl感受态细胞在预冷的1．5ml Eppendorf管中混匀；

(2)将混合物吸入预冷的电激杯内，尽量避免出现气泡，轻甩使溶液至底部，迅速将电激杯放

入预冷的滑块内，并将其推入；同时按下两个Pulse键；

(3)迅速取出电激槽，立即加入960pl LB培养基，混匀，移至1．5rnl小管中，3TC、90rpm

摇动0．孓1hr：

(4)在适当的选择培养基上涂布培养，筛选转化子。

2．4．6大肠杆菌热激法转化

(1)将DNA(体积<10pl，DNA<50ng)加到200pl感受态细胞中，轻轻混匀，冰浴30min；

(2)42"(2热激90s或45"C 60s，不要摇动离心管；

(3)迅速置于冰上1-2min，加．入800pl SOC培养液，37"C复壮45min-lh；

“)取适量菌液涂于适当的选择培养基上，3TC培养，筛选转化子。

2．5细菌质粒快速检测(Crack i ng)

(1) 用牙签从单菌落上(直径1—1．5mm)挑取少量菌体与0．5ml Eppendorf管中，加入10pL

灭菌水，在涡旋振荡器上剧烈振荡使菌体分散。

(2) 向分散的菌液中加入101JI 2XCracking Buffer(0．02 M NaOH，0．05％SDS和20％

Sucrose)，在涡旋振荡器上剧烈振荡使菌体裂解。

(3) 放入37"C水浴锅中水浴20-30min，然后12000rpm离心10rain。

(4) 取上清5pl-10pl进行琼脂糖凝胶电泳。

此法可以进行外源片断是否成功连入载体的初步验证，在大量的克隆中筛取连接正确的克隆。

2．6酶切反应及连接反应

24
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ddH20 14．5111

]0xBUffer

目的DNA

限制性内切酶

2ul

3pl

0．5ul

20lll总体积

依次加入Eppendorf管后，轻弹混匀，瞬时离心后置于3TC温浴2h左右，然后进行其他

操作或加入10x上样Buffer后电泳检测。

10pl反应体系中分别加入载体(约100ng)和外源片段(摩尔比约为1：3)，10xligasebuffer

lpl，1"4DNAligase 1Ⅲ(约1-5u)，混匀，16℃温浴，16hr，转化．

2．7琼脂糖凝胶中DNA片段的回收

2．7．1冻融法

(1)琼脂糖凝胶电泳后，在紫外灯下小心切下所需条带，尽量减少多余凝胶，将凝胶切成小块；

(2)将凝胶块移入1．5ml离心管中，加入等体积的Tns饱和酚，振荡混匀；

(3)放入液氮速冻或．70℃冰箱冷冻lhr，迅速放入37℃水浴中使凝胶融化。重复次步骤2—3次，

(4)直到凝胶冻融成糜状；

(5)12．000rpm离一LM0min，取上清至新的1．5ml离心管中；

(6)酚相加1陀体积灭菌ddH20，振荡混匀。12，000rpm离，G,10min，上清与步骤4中上清合并；

(7)加等体积的酚：氯仿(1：1，v／v)，颠倒混匀，12，000rpm离一D,10min抽提；

(8)加等体积的氯仿：异戊醇(24：1，v／v)颠倒混匀，12，000rpm离一L1,5min抽提2次；

(9)上清加1／10体积的3M NaAc(pH5．2)、2倍体积的预冷无水乙醇，-20℃沉淀；

(10)12．000rpm离一E,,15min，弃上清；DNA沉淀用70％乙醇洗涤2次，真空干燥；

(")将DNA溶于适量体积的TE中，取11．11电泳检测并定量，其余·20"(2保存。

2．7．2快速纯化回收试剂盒法(赛百盛试剂盒使用说明)

(1)琼脂糖凝胶电泳后，在紫外灯下小心切下所需条带，凝胶尽量小，将凝胶切成小块；

(2)加入等体积的溶胶剂，65"C水浴N热10—15min，期间取出颠倒混匀2—3次，直至凝胶完全融

2S



化：

(3)加入0．4mJ纯化树脂(使用前振荡混匀)充分混匀3min，将混合液装入离心纯化柱；

(4)12．000rpm离一cl,30s，倒掉收集管中的废液；

(5)加．K500pl 70％Z3酵，12，000rpm离心30s，倒掉收集管中的废液；

(6)重复上一步，用70％乙醇再洗一次，离心，倒掉收集管中的废液；

(7)12，000rpm离一C,2min，去除70％乙醇；

(8)将纯化柱放在干净的1．5ml离心管中，开盖放置5-10min，以保证乙醇挥发干净；

(9)加入20pl灭菌的ddH20或TE缓冲液于纯化树脂上，注意不能将水滴在管壁上；

(1 0)放置2min，12，000rpm离，C,30s．液体即是纯化的得DNA产物，取1 ul电泳检测并定量

2．8菌种的保存

(1)固体平板上培养的菌落，将平皿用石蜡膜封紧，倒置，4℃可保存1-2个月。

(2)细菌的保存，过夜培养的菌液，加等量的30％无菌甘油，振荡混匀，．70"CR保存一年。

2．9大肠杆菌蛋白诱导表达及SDS-PAGE电泳

2．9，T大肠杆菌的诱导表达

(1)挑取转有重组质粒的E coilBL21(DE3)细菌，加入含有相应抗生素的LB液体培养基，

37℃过夜振荡培养；

(2)按照1；100转接过夜培养菌液，37℃振荡培养至ODeoo为05 0．6左右，随后取出部分菌

液作为对照，剩下部分加入终浓度为0．8 M的IPTG诱导表达：

(3)诱导2．5小时后，将菌液7000rpm，lmin收集菌体；然后加入50-100pl的2X样品缓冲液，

悬浮茵体；沸水裂解菌体，处理10min；冰上放至2—5min，10000rpm，lmin，收集上清，

上样20圳至12％分离胶的SDS—PAGE电泳检测表达结果。

2．9．2 SDS-PAGE电泳所需溶液

分离胶缓冲液【1．5M Tris(pH8．8)1：称取邗s 18．179，SDS 0．49溶于水，用3M HCI调至pH8．8，

蒸馏水定容至100ml。

浓缩胶缓冲液【1M Tris(pH6．8)】-称取邗s 6．09，SDS 0．49溶于水，用3M HCI调至pH6．8，

蒸馏水定容至100ml。



30％丙烯酰胺溶液(Ac卜Bis)：将299丙烯酰胺和19 N，N：亚甲双丙烯酰胺溶于总体积为60mI

的水中·加热至37。C溶解之，补加水至终体积为100mI，溶液的pH值应不大于7．0，置棕色瓶中

保存于室温。

10％过硫酸铵(AP)溶液：19过硫酸铵溶解于终量为10m哟水溶液中，可在4"C保存数周．

样品缓冲液：称取．Tris 1．2'tg，甘油们mf，巯基乙醇5ml，溴酚蓝0．19，SDS 29，溶子水后，用

HCI调至pH8．0，用蒸馏水定容至lOOml。

电泳缓冲液：称取Tds 3．039，甘氨酸14．49，SDS 1．Og，溶于水后，用HCI调至pH8．3，用蒸

馏水定容至1000ml。

10％SDS：称取SDS 109，加蒸馏水定容至100ml。

染色液；45％甲醇，10％乙酸，O．1％考马斯亮J矗R-250，溶解后过滤备用．

脱色液：25％甲醇，10％乙酸。

表2．5 12％分离胶配制

2．9．3 SDS-PAGE电泳方法

将处理好的蛋白样品用微量注射器点到胶孔中，进行浓缩胶电泳时电压调节至60V恒压电

泳，待溴酚蓝电泳至浓缩胶与分离胶界面时，调节电压至160V恒压电泳，待溴酚蓝电泳至底

部时，停止电泳·小心取下胶块，放入染色液中，在微波炉内中火加热1rain，之后振荡充分染

色30min。然后用脱色液振荡脱色2-3次，每次2h。
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2．10生物乙烯的测定方法

2．10．1乙烯测定方法

所用气相色谱仪为HP6890，利用l{P气相色谱化学工作站(HP CHEMSTATION Vet．5．01)

进行操作，,',雠鼢HP-PLOT／AIzO=。规格：15mx0．53mmxl5pm(内膜厚度)，炉内温度70℃，
载气N2流速为28．5ml／min，裂解气H2流速80ml／min，空气流速为400ml／min，检测器温度为

180"C，氢焰离子检测器(FID)(后检测器)．

操作步骤：

(1)气相色谱仪的开机：打开N2，空气，氢气总阀及分阀，调整分阀表指针在O．5处，按下气相

色谱仪开关，打开工作站电脑．待色谱仪启动完毕后，连接工作站与气象色谱仪。

(2)启动程序：选择已设定好的程序，点击菜单栏Edi避入Parameters Edit界面，选择Dectectors，

进入后选,小,Back Detector，待温度上升至180"C时，点击Ignite按钮，自动点火，不成功时

可手动点火。待基线稳定时准备上样。

(3)进样：用100pl微量注射器吸取密封容器中顶端气体从前进样口迅速注入，并马上按下色谱

仪上Stan键，开始仪器记录。

(4)结果保存：乙烯特征峰出现时间大约在0．24min，当时间超过O．4min时就可按色谱仪上的Stop

键停止记录。选择Data Analysis界面，保存峰图及峰值数据。

(5)关机：关机为程序关机，即选择Close程序，当cIo∞程序运行完毕时，在界面上会出现绿色

Ready信号，这时可以关闭工作站，然后依次关掉气相色谱仪，氢气，空气及氮气(总阀和

分阀都要关闭)。

2．10．2 1nml乙烯的标定

(1)准备120ml血清瓶两个，标为1板2#瓶；

(2)将血清瓶灌满水，并用插有针头的胶塞塞好，防止气泡产生，取下胶塞，倒出100 ml水(用

容量瓶量取)，换上新胶塞，这样瓶中的空气体积即为100 ml；

(3)向1撑瓶中注射2．24 ml(标况下为2，24 mI，非标准状况下，根据PV=nRT来计算注入量)

乙烯，再从1撑瓶中取出1 ml气体注入2#瓶中。从2撑瓶中取出100 pl气体打入气相色谱

仪，所显示的峰高即为1 nmol乙烯的量。

2．10．3产乙烯菌株的筛选方法

将平板活化好的新鲜菌体用牙签挑取适量接入2ml液体培养基中，所用试管规格为
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15mmxl00mm，然后用橡胶塞封住管El，30℃摇床横置160巾m振荡培养24h之后，抽取顶

端气体进行气相色谱检测．

2．10．4细菌乙烯产率测定方法

将活化好的种子液接入大瓶液体培养基中，调节菌体光密度0D8∞为O．1-0．2，然后以2ml／

管分装至若干小试管(15mmxl00mm)中．统一在摇床中25"C、160rpm振荡通气培养，每

隔1h取出三管做为三个重复，用橡胶塞密封住管口，同样在摇床中振荡通气培养，仆后测定

气体产量和菌体OD㈨．气体产率单位为pl／ml／／h或pl／mI／ODsoo／h。
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第三章结果分析与讨论

1丁香假单胞菌大豆致病变种ICMP2189能够产生乙烯

1．1丁香假单胞菌大豆致病变种ICMP2189产生乙烯能力的确定

从各种植物的叶子和从其它研究机构收集到的细菌共计2000余株中，通过气色相谱检测

(图3．1)，"-／pA发现丁香假单胞菌大豆致病变种(Pseudornonas syfingae pv．glycinea)

ICMP2189所产生的气体峰出现的位置与工业乙烯形成的峰具有相同的保留时间，而其它细菌

产生的气体在相同的保留时间中无明显峰出现。这说明P synngae pv．glycinea ICMP2189是

一株能够产生乙烯的细菌。

B

!
C

§

： ㈦从。
! §． I ：

^‘ ^j ；． i。
-

图3．1产乙烯微生物的筛选．A户synngae pt glycinea ICMP 2189产生的气体气相色谱分析：B．工业乙烯气相

色谱分析(正对照)：C．E co／iJMl09产生的气体气相色谱分析(负对照)

Fig．3．1 Identification of ethylene-producing bacterium．A Gas chromatograph of the gas produced by户

synngae pv．glycinea tCMP2189；B．Gas chromatograph of industrial ethylene(Cn：c．Gas chromatograph of

the gas produced by E co／iJMl09(Cm

1．2 P syringae pv．glycinea ICMP2189产率分析

将户syfingae pv．glycinea ICMP2189接种于含2％葡萄糖的KB培养基中，培养方法见第

二章2．10 4。所得结果见图3，2。从图中可以看出每毫升I笥液每小时的产量随着菌体数量的上

升而上升，在接种后第15小时出现最高产率2．4pl／ml／h，但是单位菌体的最高乙烯产率

(0．6pYmI／ODⅫVh)是出现在接种后第7小时，在第15小时，单位菌体的乙烯产率为

0．29pl／mI／ODsoo／h，约为晟高值的一半。这说明菌体处于不同的生长阶段，由于菌体本身的生
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理状态或是培养条件的改变，单位菌体的乙烯产率是不同的．

图3．2 P sy#nae pv．glycinea 1CMP'2189菌体生长(-)与生产乙烯(▲)的关系

Fig．3．2 Growth kinetics(1)and ethylene production(A)by户synngae pv．

glycinea ICMP2189

2乙烯形成酶基因的克隆及序列测定

以丁香假单胞菌大豆致病变种ICMP2189全基因组DNA为模板进行PCR扩增，获得约为1 kb

的乙烯形成酶基因ere(图1)，与预期扩增片段长度1071bp相符。扩增片段经测序(GenBank

Accession No．：EFl75870)比对发现与已发表的丁香假单胞菌芝麻致病变种中的AFl01060和

AB025277、麻致病变种中的AFl01059及大豆致病变种中的AFl01057四条efe基因序列完全一

致，与丁香假单胞菌菜豆致病变种中的D13182和AFl01058的ere基因有2个碱基的差别。

图3．3 e培基因的PCR产物电泳图

Fig．1．Electrophoresis of PCR

product ofere

M，marker'2000；1 and 2．efe gene；

3．negative contr01．

3乙烯形成酶基因在大肠杆菌BL21(DE3)中表达

3．1表达载体pET28a-ere的构建及鉴定

扩增得到的efe基因利用引入的酶切位点EcoR I和Hindm直接连接到大肠杆菌表达载体

pET28a中，得到重组表达载体pET28a—ere，经EcoR I和Hindm双酶切所得小片段大小与

Ethy|e，口一cI，rn《h)
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ere基因的PCR产物相一致，说明表达载体构建正确．

3．2 ere基因在大肠杆菌BL21(DE3)dP表达

图3．4重组质粒pET28a-e佑酶切鉴定及PCR鉴

定

Fig．3．4 Id∞师∞lion ofpET28a-efe by double

endonud∞ses enzylll旧digestion and PCR

1．Mark盯(ADMVMrIdIII&E∞R I)

2．pET28a-efe／EcoR I&Hind|II

3．P}r28a-ere

4．pET28a／EcoR I

5．pET28a-efe为模板扩增efe基因

大肠杆菌BL21(pET28a-efe)经过4个小时的诱导表达，超量表达的蛋白条带约为45kDa，

由于是融合表达，去掉来自载体pET28a上的约4kDa的融合氨基酸，剩余分子量与乙烯形成

酶的理论计算值3．9kDa相符，其表达量可达总蛋白的45％，说明ere基因在大肠杆菌BL21

(DE3)中得到了高效表达。

图3．5咖基因表达图谱

Fig．3．5 Expression of efe gene

1 Eco／i 13121(pET28a)诱导表达

2，3 Eco／i B121(pET28a-efe)诱导表达

4蛋白Mark日

3．3乙烯生产菌株E．cofi BL21(DE3)(pET28a—efe)的产乙烯情况

3，3．1 Eco／iBL21(pET28a-efe)生产乙烯的能力的确定

E．coil BL21(pET28a—efe)在密闭试管中培养24h后，抽取顶端气体利用气相色谱检测乙
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烯的产生(图4)。从图谱中可以看到在0．24min处有明显的峰出现，这与标准乙烯所出现的位

置一致，而经过同样处理的Eco／iBL21(pET28a)在此位置无明显峰出现。结果表明efe基因

可以赋予大肠杆菌产生乙烯的能力。

图3．6 E co／i B121(pET28a-efe)经诱导表达后产生的

气体气相色谱分析图谱

Fig．3．6 Identification of ethylene produced by

recombinant strain E coil B121 fpET28a-efe)

3．3．2 E co／i BL21(pET28a-efe)7--,烯的产生与菌体生长时期的关系

测定E coil BL21(pET28a-efe)7．烯产率的培养基为含2％葡萄糖的LB培养基，测定方法

见第二章2．10．4，测定结果见图3．7，从图中可以看出每毫升菌液的最高乙烯产率3．57pl／ml／h

出现在接种后的第7个小时，属于菌体对数生长中期。单位菌体的最高乙烯产率为

0．99pl／mI／OD∞o／h，出现在接种后的第1个小时，以后逐渐下将，在第7个小时单位菌体的乙

烯产率为0．76uI，mI，oDm，h，在第11个小时后急剧下降，直至接近0。这种现象的原因可能是

随着菌体迅速的生长，前体(葡萄糖)物质的迅速转化，导致后期底物的枯竭，表现为乙烯产

率急剧下

图3，7 E co／／BL21(pET28a-efe)菌体生长(▲)与生产乙烯(-)的关系

Fig．3．7Growth kinetics(▲)andethylene production(==)byE coileL21(pET28a-efe)

33
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3．3．3乙烯生产对E coli BL21菌体生长的影响

将E coilBI-21(pET28a．ere)与E coilBL21(pET28a)在3．3．2中相同条件下培养，测定二

者菌体生长曲线进行比较(图3．8)，从结果中可以发现E co／／BL21(pET28a-efe)的生长速度

是明显高于E coil BL21(pET28a)的。其原因可能是E co／／BL21(pET28a-efe)中菌体利用了

T7强启动子进行了外源基因的过量表达，虽然这可能会对菌体造成一定程度的代谢压力，但是

由于产生的乙烯形成酶可以转化葡萄塘为乙烯，因此可以消减培养基存在的葡萄糖对菌体生长

的抑制，而E co／／BL21(pET28a)中由于无乙烯形成酶的产生，从而表现出了明显的葡萄糖对

菌体生长的抑制作用。

图3．8 E coil BL21(pET28a-e铆(▲)与E coil BL21如ET28a)(-)的生长比较

Fig．3．8Comparisonofgrowth betweenE蒯BL21(pET28a-e卿(▲)and
E co／／BL21(pET28a)(_)

3．3．4 E coilBL21(pET28a—efe)和P sy#ngaepv．glycineaICMP2189乙烯产率的比较分析

将E coil BL21(pET28a-efe)和P syringae pv,g／ycinea ICMP2189在各自产乙烯培养基

(见1．2)中按照2．10．4的方法进行培养，可以发现二者乙烯的产率变化模式(图3．9)有很

大的不同，P syringae pv．g／ycinea ICMP2189由于本身生长较慢，葡萄糖做为乙烯的前体在

较长的一段时问内是充足的，随着菌体的生长，转化乙烯的能力也在上升，所以乙烯产率

(pl／ml／h)一直保持一个上升状态，到后期逐渐趋于稳定。与此相反E coilBL21(pET28a·ere)

由于生长迅速，而且ere基因在T7强启动子下过量表达，一开始就表现出了最强的乙烯产率

(IJUmUODeoo／h)(见3．3．2)，在菌体的对数生长中期乙烯前体葡萄糖量就表现为严重不足，从而

出现了乙烯产率急剧下降的现象，这说明E ooliBL21(pET28a-efe)转化葡萄糖为乙烯的能力是

要强于户synngae pv．g／ycinea ICMP2189的。

—暑oo一￡；20
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图3．9E coliBL21(pET28a-efe)与户sy#ngaepv．glycineaICMP2189乙烯产率(IJVm№)变化的比较

Fig．3．9 Comparison of the ethylene production(pl／mlth)between E a嘶BL21(pET28a-ere)and P

synngae pv．glycinea ICMP2189

4利用三磷酸甘油醛脱氢酶启动子在假单胞菌中表达乙烯形成酶基因

4．1质粒pDSK-Pgap-efe的构建

三磷酸甘油醛脱氢酶是生物体内广泛存在的一种酶，在糖酵解中发挥着重要的作用，在体

内星组成型表达。本实验利用了三磷酸甘油醛脱氢酶的启动子序列(Pgap)来带动乙烯形成酶

基因在P synngae pv,glycinea ICMP2189中表达。首先将含有EcoR I和HindⅢ酶切位点的

efe基因连接到pBluescript II SK(+)中(命名为pBlue-efe)，再利用载体上的EcoR I和BamH

I位点，将从户synngae pv．glycinea ICMP2189基因组中克隆得到的三磷酸甘油醛脱氢酶启

动子片段Pgap连到pBlue-efe上，形成pBlue-Pgap-efe，然后利用BamH I和Kp．I将Pgap

和ere一起切下，连入可在丁香假单胞菌的复制的质粒pDSK519中，形成重组质粒

pDSK-Pgap-efe(图3．10)。Pgap-e，e片段包括丁香假单胞菌三磷酸甘油醛脱氢酶启动子区

459bp及其后的起始编码序列9bp，后面由EcoR I酶切位点(GAATTC)连有完整的efe基

因编码序列(1053bp)。重组质粒的PCR鉴定见图3．11。

^圭E『ln)oc。lx￡击
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图3．10表达载体pDSK-Pgap-efe的构建

Fig．3．10 Construction of expression vector pDSK-Pgap-efe

Psg：户synngae pv．glycinea ICMP2189
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囤3．11重组质粒pDSK-．Pgapefe的PCR验证

Fig．3．11 Ident播cation of recombinant plasmid

pDSK-Pgapefe by PCR

1．Marker3

2．pDSK-Pgap-efe

3，Pgapefa PCR product

4，Pgapefe PCR product

5，efe PCR product

6．／dEcoR I&HindgI

4．2含重组质粒pDSK-Pgap-efe的丁香假单胞菌-p．syfingae pv．glycinea

lCMP21 89(pDSK—Pgap·efe)的获得

用重组质粒pDSK-Pgap-efe电转化户synngaepv．glycinea ICMP2189后，涂于含25pg／ml

卡那霉素的KB固体平板上进行筛选，挑取长出的菌落做PCR验证(图3．12)．从电泳结果可

看出转化后的P syfingae pv．glycinea ICMP2189能够扩出Pgap-e角片段，证明了重组质粒的

转入。

图3．12户syringae pv．glycinea 1CMP2189(pDSK-Pgap-efe)的PCR鉴定

Fig．3．12 Identification of P sydngae pv．glycinea ICMP2189(pDSKopgap--efe)

的PCR bvPCR

'．／dEcoR I&HindlU

2-14，Pgap-efe PCR product using户synngae阱glycinea ICMP2189

(pDSK-Pgap-efe)astemplate

15．Pgapefe PCR product using pDSK-Pgap-efe as template
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4．3户synngae pv．glycinea ICMP2189(pDSK-Pgap-efe)与户syfingae pv．

glycinea ICMP21 89的乙烯产率比较

培养方法及测定方法同1．2，二者的乙烯产率(pl／mI／ODm／h)比较见图3．13，从图中可以看

出虽然户syfingae pv,glycinea ICMP2189(pDSK-Pgap-efe)中引入了多拷贝的乙烯基因，

并且由宿主本身组成型启动子带动表达，但是与户syfingae pv．glycinea ICMP2189相比，并

没有表现出更高的乙烯产率(pl／mI／OOsoo／h)．这说明在乙烯的合成途径中，乙烯形成酶所催化

的反应可能不是控制乙烯产率的关键步骤，单纯增加乙烯形成酶的表达量并不能提高乙烯的产

率。

图3．13 P syfingae pv．glycinea ICMP2189(pDSK-Pgap-efe)(a)与户syfingae pu

glycinea ICMP2189(o)的乙烯产率0JI／rnI／ODsoo／h)1七较

Fig．3．13 Comparison of ethylene producoon(pl／mI／ODeodh'between P Syfingae

pv．glydnea ICMP2189(pDSK-Pgapefe)(=)and户sy#ngae pv．glycinea

ICMP2189(凸)

5乙烯形成酶基因在谷氨酸棒杆菌中表达

谷氨酸棒杆菌是食用味精(谷氨酸钠)的主要生产菌株，具有非常高效率的谷氨酸生产能

力，考虑到谷氨酸的直接前体是a-酮戊二酸，因此有理由认为谷氨酸棒杆菌产生a．酮戊二酸的

能力也应该是强势的。本课题中的乙烯形成的直接前体也是a-酮戊二酸，所以将乙烯形成酶在

谷氨酸棒杆菌中进行表达，利用体内的强势的谷氨酸途径，来进行乙烯的生产，是一个很好的

尝试。本课题选择的供试菌株为谷氨酸棒杆菌的标准菌株Coq／nebactefium glutamicum

ATCCl3032。

5．1谷氨酸棒杆菌表达载体的构建

一‘、§oo，l墨一)mcoI^LI击
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5．1．1 pZ8-t-efe的构建

pZ8-1-efe的构建是直接利用前面已经构建好的表达质粒pET28a-efe，从中用EcoR I和

XhoI切下ere片段，然后利用XhoI和SalI的同尾特性将其连入经过EcoRI和SalI双酶

切的pZ8-1中(图3．14)，由载体上的tac启动子带动基因的表达．重组质粒的鉴定见图3．15。

图3．14 pZ8-1-efe的构建

Fig．3．14 Construction ofpZ8-1-ere

图3．15 pZ8-1一ere的鉴定

Fig．3．15 Identification of pZ8-1-ere

1．^『Ff『，’dIII

2．pZ8-1

3，pZ8-1-efe

4．pZS-1-efe／EcoR I&Pst I

5。pZ8-11EcoRI&PstI

6．ere PCR product using pZ8-1-efe∞

tempIate
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5．1．2 DZ8-efe(RBS)的构建

根据Ruckert等(2003)的方法，在ere基因前段合适距离引入一段谷氨酸棒杆菌的RBS

序列(核糖体结合位点)(引物序列见第二章1．3)，以提高翻译效率．将此片段连入pZ8-1中，

形成pZS-l-efe(RBS)，具体构建过程见图3．16，重组质粒鉴定见图3．17。

图3．16 nz8-1-efe(RBS)的构建

Fig．3．16 Construction of pZ8-1-efe(RB鳓
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5．1．3 pZPE的构建

图3．仃pZ8-I·e似RBS)的鉴定

Fig．3．17 Identific甜on of pZS-1--efe(RB研

'．^『Hin删

2．pZS-1．．efe(RBS)

3．pZS-l-efe(RBS)／EcoR I&Sal l

4．efe(RBS)PCR product using

pZS-l-efe as t=mp4ate

5．DL2000

根据发表的efe基因序列(D13182)，设计引物扩增含有乙烯形成酶基因启动子序列的ere

基因片段(1．5kb)，所引入的酶切位点与efe(RBS)片段相同，将此片段连入pZ8-1形成重

组质粒pzPE．在这个质粒中ere基因由自身的启动子控制表达。pZPE具体的构建过程与4．1．2

的pZS--1一efe(RBS)构建方法相似。重组质粒pZPE的酶切鉴定见图3．18。

5．1．4 pJCl一Pgap'-efe的构建

图3．18重组质粒pZPE的鉴定

Fig．3．18 IdentJfic_,alJon of

recombinant plasmid pZPE

1．^／Hindm

2．pZPE

3．pZPFJEcoR I&Sal I

4．Marker3

三磷酸甘油醛脱氢酶是糖酵解途径的一种关键酶，呈组成型表达，因此我们尝试利用三磷

酸甘油醛脱氢酶的启动子(Pgap’，加’是为了与_P syringae pv．glycinea ICMP2189中三磷酸

甘油醛脱氢酶的启动子Pgap相区别)来带动乙烯形成酶基因在C．glufamicumATCCl3032中

41
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表达。直接根据已公布的C．glutamicumATCCl3032全基因组序列设计引物(见第二章1．3)，

扩增Pgap片段，构建成重组质粒pJCl-Pgap’-ere，构建流程见图3．19，鉴定见图3．20．

Pgap'-efe片段组成为三磷酸甘油醛脱氢酶基因起始编码区45bp及其上游456bp通过Pst I酶

切位点(CTGCAG)和EcoR I酶切位点(GAATTC)共12bp连接完整的efe基因编码序列

(1053bp)．

图3．19重组质粒pJCl-Pgap’-efe的构建

Fig．3．19 Construction of recombinant plasmid pJCl一PgaV—ere

C．g．：cl glutamicumATCCl3032



中国农业大学硕士学位论文 第三章结果分析与讨论

5．1．5 pJCl一Pgdh—ere的构建

谷氢酸棒杆菌中能够大量产生谷氨酸是靠谷氨酸脱氢酶来催化的，因此我们也选用了谷氨

酸脱氢酶的启动子(Pgdh)来带动ere的表达。pJCl-Pgdh-efe的构建流程与pJCl·Pgap’-efe

的过程大体相同，只是Pgdh片段的酶切位点为BamH I和EcoR I，其它均相同，重组质粒

的鉴定见图3．21。pJCl一Pgdh-efe中Pgdh-efe的序列组成为谷氨酸脱氢酶的起始编码序列

21bp及其上游序列580bp通过EcoR I酶切位点(GAAl一rC)连接完整的ere基因编码序列

(1053bp)．

图3．21重组质粒叫C1一Pgdh-efe的鉴定

Fig．3．21 IdentificalJon of recombinant

plasmid pJCt-Pgdh-efe

1．^／HindlII

2．pJCl·Podh-efe

3．pJCl一Pgdh-efe／BamH I&Sal I

4 Marker3

5．2含乙烯形成酶基因的谷氨酸棒杆菌产乙烯情况

将上述五种ere的表达质粒电转化导入c咖招，n『cumATCcl3032(以下简称Cg)6p，得到
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五个菌株Cg(pZS-1-ere)，Cg(pZ8-l-efe(RBS))，cg(pZPE)、Cg(pJCl—Pgap'-efe)、

C,g(pJCl一Pgdh-efe)．用含2％葡萄糖的LB为培养基，按照第二章2．10．3的方法，进行上述

五个菌株的培养，所产生的气体色谱检测见图3．22．结果显示五个菌株相对于野生型的C

glutamicumATCCl3032均没有表现出乙烯的产生能力，也就是说导入efe基因并没有赋予C．

glutamicum ATCCl3032产生乙烯的能力．

5

；．从量董
5

：从皇
18

16

14

12

10

8

6

4

2

O

图3．22含乙烯形成酵基因的Corynebacterum glutamicumATCCl3032产生的气体气相色谱分析

F．叼．3．20Gas chromatographofgasproduced byCorynebacterumglutamicumATCCl3032carrying eregen(

A．C．glutamicum ATCCt3032

B．C．glutamicum ATCCl3032(pZS-l-efe)

c．C．glutamicumATCCl3032(pZS-1-efe(RBs))

D．C．glutamicum ATCCl3032(pZP日

E．C．glutamicumATCCl3032(pJCl-PgaF-efe)

F．C．glutamicum ATCCl3032(pJCl-Pgdh-ere)

G．Compadsion ofthe peak area at 023rain amongA，B，C．D．E，and F

uI∈nN，o葛∞巴辱蒿。丑
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6．1产乙烯的KGA途径在自然界中的稀有性及efe基因的保守性

由于自然界的中乙烯的主要作用是调控植物的生长发育，并且在一些微生物侵染植物的过

程中具有重要的助侵染作用，所以我们分离产乙烯的微生物主要从与植物相关的细菌入手．我

们采集了多种植物的病叶。希望从中尽可能多的分离出植物内生菌及致病菌，还从其他实验室

和菌种保藏中心收集了一些植物致病菌。利用气相色谱仪对每株菌所产生的气体进行分析，结

果从2000余株细菌中我们发现只有户sydngae pv．glyciea ICMP2189能够比较离效的产生乙

烯。这个结果与已有的文献报道相似。Goto(1985)等人在农杆菌，棒杆菌，欧文氏菌，假单胞

菌，黄假单胞蓠共计196株细菌中发现只有来源于葛藤(Kudzu)的丁香假单胞菌菜豆致病变

种具有高产乙烯的活性，Sato(1987)等人在多种丁香假单胞菌的不同变种中通过气相色谱筛选

发现只有引起大豆黄萎病的大豆致病变种可以高产乙烯，后来Sato(1997)等人又从丁香假单菌

的43个变种157株菌中筛选得到了麻致病变种和芝麻致病变种可以高产乙烯，从现在的研究

结果来看，可以商产乙烯的细菌只存在于丁香假单胞菌的菜豆致病变种(葛藤宿主菌株)，大豆

致病变种，麻致病变种，芝麻致病变种这四个变种中，本课题中的产乙烯细菌就属于其中的大

豆致病变种．

根据已经发表的乙烯形成酶基因的序列设计引物从P sydngae pv．glyciea ICMP2189中扩增

ere，测序后与已有的乙烯形成酶基因序列比对，可以发现这株菌的efe与已发表的丁香假单胞菌

芝麻致病变种AFl01060和AB0252"T7、麻致病变种AFl01059及大豆致病变种AFl01057中的

8垮基因序列完全一致，与丁香假单胞菌菜耍致病变种D13182和AFl01058中的ere基因有2个碱

基的差别。翻译后的氨基酸序列有1个氮基酸的差别。从这些结果我们可以看出KGA途径在自然

界中的存在具有严格的菌株特异性，并且途径中的乙烯形成酶基因在序列上也是高度保守的．

6．2大肠杆菌是构建高产乙烯工程菌株的优良宿主

克隆得到的efe基因在T7启动子的带动下可以在大肠杆菌中进行过量表达，由于大肠杆菌具

有较快的生长速度，和较好的葡萄糖吸收能力，因此在合适的条件下能够比较高效转化葡萄糖为

乙烯。具体表现为：第一，大肠杆菌的最高乙烯产率3．57pVml／h要高于假单胞菌的最高乙烯产率

2．4pl／ml／h；第二，大肠杆菌在接种后在很短的时问内就可以达到其最高差率，而假单胞菌则需

要一个较长的时间才能达到。大肠杆菌在达到最高产事后会急速下降，是批量培养中葡萄糖快速

消耗的表现，所以在以后的实际生产中，进行补料发酵应该会维持这一产率；第三，大肠杆菌无

论是实际发酵生产还是理论基础，都得到广泛了的研究，因此开发高产乙烯的大肠杆菌将获得很

强的技术支持。

在efe基因表达的过程中，在2513、30"(2、37"C均严重形成包涵体，对于乙烯产率的提高防

止包涵体的形成是一个重要的工作。另外去除a一酮戊=酸代谢支路和增强向巾酮戊二酸的代谢流
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的代谢工程改造将会对乙烯产率的提高具有重要意义。

6．3乙烯形成酶基因可能不是KGA途径中控制乙烯产率的关键因素

利用丁香假单胞菌本身的三磷酸甘油醛脱氢酶基因的启动子，来加强乙烯形成酶基因在宿主

中的表达，但是实际结果是工程菌株与野生型菌株并没有表现出更高的乙烯产率。在KGA途径中，

乙烯的直接前体是a_酮戊二酸，而a_酮戊二酸又是三羧酸循环中的一个中间产物，并且还可以接

受其它物质传递的氨基，转变为谷氨酸起到氨基载体的作用．由于a-酮戊二酸的重要生理作用，

所以其在细胞内自由存在并且可以转化为乙烯的量是受到严格调控的，所以单纯增加乙烯形成酶

的量并没有表现为乙烯产率的上升．从这个角度讲，设法增强CI一酮戊二酸合成和减弱a一酮戊二酸

的其它利用支路或许能够增加乙烯的产率。

6．4乙烯形成酶基因不能赋予谷氨酸棒杆菌产乙烯的能力

谷氨酸棒杆菌中谷氨酸生产途径与KGA途径仅最后一步是不同的，因此利用前者强势的谷氨

酸生产途径来进行乙烯的生产应该是一个很好的设想。本课题中利用五种不同的表达模式使乙烯

形成酶基因在棒杆菌中进行表达，这其中包括在棒杆菌中已经广泛使用的tac启动子、本身的组成

型启动子及乙烯形成酶的启动子，但是构建出的工程菌株均没有表现出乙烯的生产能力。分析其

原因可能是：第一，乙烯形成酶在棒杆菌表达后不能稳定存在，或是不能够正确折叠形成有活性

的三级结构，致使其不能发挥其酶学作用；第二，即使乙烯形成酶能够形成具有酶活性的三级结

构，但是由于胞内某些物质的抑制作用，或是乙烯形成酶发挥酶活性需要的某些因子而宿主不能

够提供，致使其不能发挥其酶学作用。具体的原因需要进一步的实验确认。
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第四章结论

1．确定Pseudomonassyringaepv．glycineaICMP2189具有产生乙烯的能力，在含2％的葡

萄糖的KB培养基中，25"C，160rpm振荡培养条件下，最高乙烯产率为2．4pl／ml／h

(ODeoo=7．22)，单位菌体的最高乙烯产率为O．6pl／mI／ODeoo／h(此时ODsoo=1．283)。

2． 从Pseudomonas syHngae pv．glycinea ICMP2189中能够扩增出乙烯形成酶基因(efe)，

测序后序列比对发现与丁香假单胞菌芝麻致病变种AFl01060和AB025277、麻致病变种

AFl01059及大豆致病变种AFl01057中的ere基因序列完全一致，与丁香假单胞菌菜豆

致病变种D13182和AFl01058中的ere基因有2个碱基的差别，说明户synngae pv．

glycinea ICMP21 89中产乙烯的方式为KGA途径。

3． e，e在丁7启动子带动下能够在E coli BL21(DE3)中过量表达，并且能够赋予大肠杆菌

产生乙烯的能力。在含2％的葡萄糖的LB培养基中，25℃，160rpm振荡培养条件下，最

高乙烯产率为3．57pl／ml／h(OD8∞=6．07)。单位菌体的最高乙烯产率为0．99pl／mI／ODlm／h

(此时OD,∞o=0．455)。

4． 在户syHngae pv．glycinea ICMP2189利用细菌本身的三磷酸甘油醛脱氢酶启动子带动乙

烯基因的表达，并不能增加宿主菌的乙烯产率，说明乙烯形成酶可能不是KGA途径中控

制乙烯产率的关键因素。

5． 在Corynebactenum glutamicum ATCCl3032中利用tac启动子，本身的三磷酸甘油醛脱

氢酶启动子，谷氨酸脱氢酶启动子及乙烯形成酶的启动子带动乙烯形成酶基因表达，并不

能赋予宿主菌产生乙烯的能力。

47
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