
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｄｅｃ. ２０１６ꎬ ３６(１２):１５０５－１５１０
ｈｔｔｐ: / / ｊｏｕｒｎａｌ.ｇｘｚｗ.ｇｘｉｂ.ｃｎ
ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１５１０００３
武鑫ꎬ 李萌萌ꎬ 邓骋ꎬ 等. ＣａＸＭＴ 和 ＴＣＳ１ 突变体基因串联共表达及体外酶活检测分析 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ２０１６ꎬ ３６(１２):１５０５－１５１０
ＷＵ Ｘꎬ ＬＩ ＭＭꎬ ＤＥＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｎｄｅｍ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＸＭＴ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ＴＣＳ１ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０１６ꎬ ３６(１２):
１５０５－１５１０

ＣａＸＭＴ和 ＴＣＳ１突变体基因串联共表达及体外酶活检测分析
武　 鑫ꎬ 李萌萌ꎬ 邓　 骋ꎬ 邓威威ꎬ 张正竹∗

( 安徽农业大学 茶树生物学与资源利用国家重点实验室ꎬ 合肥 ２３００３６ )

摘　 要: 咖啡碱和可可碱是茶叶生物碱的主要组分ꎬ且咖啡碱是茶叶重要的滋味物质ꎬ随着咖啡碱在食品和

药物领域的应用愈发广泛ꎬ咖啡碱的生物合成成为新的研究热点ꎮ 目前市场上的咖啡碱主要靠化学合成ꎬ为
了探索其生物合成途径ꎬ该研究将咖啡黄嘌呤核苷甲基转移酶(ｃｏｆｆｅｅ ｘａｎｔｈｏｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＣａＸＭＴ)基
因和茶树咖啡碱合成酶( ｔｅａ ｃａｆｆｅｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＴＣＳ１)基因的 ４ 个突变体分别串联至同一大肠杆菌表达载体

ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘꎬ诱导融合蛋白共表达ꎬ并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳分析ꎮ 结果表明:目的蛋白成功表达后ꎬ应用超

声破碎法制备含有目的蛋白的粗酶液ꎬ添加底物黄嘌呤核苷(ｘａｎｔｈｏｓｉｎｅꎬＸＲ)和甲基供体 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸(Ｓ￣
ａｄｅｎｏｓｙｌ￣Ｌ￣ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎬＳＡＭ)进行体外酶促反应ꎬ将反应产物进行高效液相色谱检测ꎮ 检测结果显示ꎬｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ / ３ / ４ 的体外酶促反应产物仅有可可碱生成ꎬ均未见咖啡碱生成ꎮ 该研究结果为构建生物合成咖

啡碱和可可碱的串联共表达载体奠定了基础ꎬ也为进一步研究生物合成咖啡碱和可可碱提供了新思路ꎮ
关键词: 咖啡碱ꎬ 串联共表达ꎬ 体外活性
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　 　 咖啡碱(１ꎬ３ꎬ７￣三甲基黄嘌呤)和可可碱(３ꎬ７￣
二甲基黄嘌呤)一同被归类为嘌呤生物碱ꎬ存在于

茶、咖啡以及大部分软饮料中 ( Ａｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌꎬ
２００８)ꎮ 咖啡碱不但能刺激神经系统和呼吸系统ꎬ
增强无氧运动时的耐力ꎬ而且具有利尿、抗癌的作用

(吴命燕等ꎬ２０１０ꎻＰａｎａｙｉｏｔｉｓ ｅｔ ａｌꎬ２０１３)ꎮ 咖啡碱的

制备方法主要分为人工合成、生物合成、天然提取ꎬ
其中人工合成是咖啡碱的主要来源ꎬ但人工合成具

有安全性小、污染环境等问题(李海霞等ꎬ２０１１)ꎮ
随着咖啡碱广泛应用于食品和医药行业ꎬ其生物合

成由于低污染、低残留等优点而受到关注ꎮ 因此探

索其生物合成方法具有重要的现实意义ꎮ
茶树中的咖啡碱主要分布在新梢部位ꎬ其中嫩

芽叶中含量最多ꎬ而咖啡碱合成的前体物质可可碱

仅存在于幼嫩叶片中(宛晓春等ꎬ２０１５ꎻＡｓｈｉｈａｒａ ＆
Ｃｒｏｚｉｅｒꎬ１９９９)ꎮ 咖啡碱的主要生物合成途径是黄嘌

呤核苷(ＸＲ)→７￣甲基黄嘌呤核苷(７￣ＭＸＲ)→７￣甲
基黄嘌呤(７￣ＭＸ)→可可碱(Ｔｂ)→咖啡碱(Ｃｆ)ꎬ该
反应途径由四步组成ꎬ包括三步甲基化反应和一步

脱核 苷 反 应 ( Ｋｏｓｈｉｉｓｈｉａ ｅｔ ａｌꎬ ２００１ꎻ Ｋａｔｏ ｅｔ ａｌꎬ
１９９６)ꎮ 生物合成途径中催化前两步的酶是咖啡黄

嘌呤核苷甲基转移酶ꎬ催化后两步反应的酶是茶树

咖啡碱合成酶(Ａｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌꎬ１９９６ꎻＷａｌｄｈａｕｓｅｒ ｅｔ
ａｌꎬ１９９７ꎻＫａｔｏ ｅｔ ａｌꎬ１９９９)ꎮ 基于 ＴＣＳ１ 突变体单独

表达基础上ꎬ将 ４ 个突变体 ＴＭＸ 分别与 ＣａＸＭＴ 基

因串联在表达载体 ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘ 上ꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
检测验证了串联基因蛋白的共表达ꎮ 诱导融合蛋白

成功表达后ꎬ进一步通过体外酶促反应来验证串联

表达载体的活性ꎬ并采用 ＨＰＬＣ 进行检测酶促反应

产物ꎬ试图通过添加底物黄嘌呤核苷来直接生成咖

啡碱ꎮ 但是结果未见有咖啡碱生成ꎬ 仅 ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ / ３ / ４ 的 ＨＰＬＣ 检测结果显示有可可碱

生成ꎮ 本研究尝试以黄嘌呤核苷为反应底物ꎬ通过

串联共表达系统中 ＣａＸＭＴ 和 ＴＭＸ 的共同作用ꎬ进
行酶促反应生物合成咖啡碱和可可碱ꎬ将对探索生

物合成咖啡碱和可可碱起到一定作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 菌株与质粒

菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＬｙｓＳ 和 Ｅ. ｃｏｌｉ ｔｒａｎｓＴ１
购自北京全式金公司ꎻ菌株 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＣＳ１ 和

ｐＭＡＬ￣ＴＭＸ 由安徽农业大学茶树生物学与资源利

用国 家 重 点 实 验 室 提 供ꎻ 质 粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ 购 自

ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１.２ 试剂与仪器

１.２.１ 主要试剂　 ｒＴａｑ 酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌ￣
ｙｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬ限制性内切酶 Ｓａｌ Ｉ、Ｓｂｆ Ｉ、Ｎｏｔ Ｉ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司ꎬＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭａｒｋｅｒⅡ购自北京全式金

公司ꎬ质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎬ氨苄青霉素、氯霉素、ＩＰＴＧ 购自上海

生工生物工程有限公司ꎮ 液相色谱所用试剂均为色

谱级ꎬ其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２.２ 主要仪器 　 高效液相色谱仪、粒径 ５ μｍ 的

ＯＤＳ ２５０ ｍｍ × ４.６ ｍｍ Ｃ１８ 反相柱ꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司ꎻ电子分析天平ꎬＭＥＴＩＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司ꎻ ＰＣＲ
仪、凝胶成像系统、Ｐｏｗｅｒ ＰＡＣ ３０００ 电泳仪ꎬ美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ超声波细胞破碎仪ꎬ宁波新芝仪器研

究所ꎻ高速冷冻离心机ꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻ电热恒温培

养箱ꎬ上海精宏实验设备有限公司ꎮ 高压灭菌锅ꎬ上
海申安医疗器械厂ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ ＴＣＳ１ 突变体 ＴＭＸ 基因的克隆与测序 　 突变

体 ＴＭＸ 突 变 位 置 与 ＴＣＳ１ 相 比ꎬ 分 别 为 ＴＭ１
６７３ＣＧＴ→ＣＡＴꎻＴＭ２ ９４９ＧＴＴ→ＡＴＧꎬＴＭ３ ８１１ＴＴＴ→
ＴＧＧꎻＴＭ４ ８１４ＧＣＡ→ＣＣＡ(Ｊｉｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎮ 据 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 报道的 ＴＣＳ１ 基因 ＯＲＦ 序列ꎬ设计一对扩增引

物ꎬ在上游引物 ５′端引入 Ｓａｌ Ｉ 酶切位点ꎬ下游引物

５′端引入 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点ꎮ 上游引物 ＴＭ￣Ｆ 为 ５′￣ＡＴ￣
ＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＧＡＣＣＴＡＧＣＴＡＣＴＧＣＧＧ￣３′ꎬ下游引物

ＴＭ￣Ｒ 为 ５′￣ＣＴＣＣＣＴＧＣＡＧＧＣＴＡＴＣＣＡＴＣＡＡＴＣＴＴＧ￣
Ｇ￣３′ꎬ分别以提取的 ＴＭＸ 质粒为模板ꎬ按照 Ｐｒｉｍｅ￣
ＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＰＣＲ 产物用 １.２％琼脂糖凝胶检测ꎬ用 Ａｘｙｇｅｎ 公司

胶回收试剂盒纯化目的基因片段ꎮ 将目的基因连接

到克隆载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 上ꎬ转化入感受态细胞 ｔｒａｎｓＴ１
中经菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ挑取阳性菌落送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司测序ꎮ
１.３.２ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭＸ 表达载体的构建　 测序正

确的单菌落和 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＣＳ１ 进行培养ꎬ提取

质粒 ＰＭＤ１９￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 和 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＣＳ１ꎬ用
限制性内切酶 Ｓａｌ Ｉ 和 Ｓｂｆ Ｉ 进行双酶切ꎬ回收目的

基因片段 ＴＭＸ 和表达载体片段 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴꎮ 使

用 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 对两个回收片段进行

过夜连接ꎬ并转入 Ｅ. ｃｏｌｉ ｔｒａｎｓＴ１ 感受态细胞ꎬ 构建
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图 １　 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭＸ 串联表达载体构建流程图

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｎｄｅｍ ｇｅｎｅ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

重组表达质粒ꎬ通过含氨苄青霉素的 ＬＢ 平板进行

筛选ꎬ挑取阳性菌落送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司测序ꎮ 使用

ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对结果进行序列对比分析ꎮ
１.３.３ 串联融合蛋白的诱导表达　 表达过程参考金

璐(２０１２)ꎬ操作过程为提取重组表达载体质粒ꎬ转
入表达菌株 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＬｙｓＳ 中ꎬ涂布到含

氨苄青霉素(５０ μｇｍＬ￣１)和氯霉素(５０ μｇｍＬ￣１)
的 ＬＢ 平板上ꎮ 筛选阳性菌落于 ３ ｍＬ ＬＢ 培养基

中ꎬ３７ ℃振荡过夜培养ꎮ 取 ８００ μＬ 过夜菌液接种

于 ４０ ｍＬ ＬＢ 培养基ꎬ继续 ３７ ℃ 振荡培养ꎬ至检测

ＯＤ 值为 ０.６~０.８ꎬ取 １ ｍＬ 菌液作为诱前对照ꎬ然后

加入终浓度为 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＩＰＴＧꎬ１６ ℃下振荡培

７０５１１２ 期 武鑫等: ＣａＸＭＴ 和 ＴＣＳ１ 突变体基因串联共表达及体外酶活检测分析



图 ２　 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 诱导蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图　 Ａ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ 诱导蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图 [１. 蛋白标

准分子量(１２０ ｋＤ)ꎻ ２ꎬ ４ꎬ ８. ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘ、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ 诱前总蛋白ꎻ ３ꎬ ５ꎬ ９. ＭＢＰ、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１、ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ 诱后总蛋白ꎻ ６ꎬ １０. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ 诱后可溶性蛋白ꎻ ７ꎬ １１. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ 诱

后包涵体蛋白]ꎮ Ｂ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ / ４ 诱导蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图 [１. 蛋白标准分子量(１２０ ｋＤ)ꎻ ２ꎬ ６. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３、ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ 诱导前总蛋白ꎻ ３ꎬ ７. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ 诱导后总蛋白ꎻ ４ꎬ ８. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３、ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ 诱后

可溶性蛋白ꎻ ５ꎬ９. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３、 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ 诱后包涵体蛋白]ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 　 Ａ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ [１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭａｒｋｅｒⅡ１２０ ｋＤꎻ ２ꎬ ４ꎬ ８. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎬｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ３ꎬ ５ꎬ ９. Ｔｏｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＭＢＰꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ ６ꎬ １０. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｌｙｓａｔｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｎｉｃａ￣
ｔｉｏｎꎻ ７ꎬ １１. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｓａｔｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ]. Ｂ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣
ＴＭ３ / ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ [１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭａｒｋｅｒⅡ(１２０ ｋＤ)ꎻ ２ꎬ６. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ３ꎬ ７. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ ４ꎬ ８. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｌｙｓａｔｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎꎻ ５ꎬ ９. ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎬ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｓａｔｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ].

养 ２０ ｈꎮ 诱导结束后ꎬ取菌液在 ４ ℃ꎬ６ ０００ ｒｍｉｎ￣１

条件下离心 ２０ ｍｉｎꎬ制样进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ
１.３.４ 体外酶促反应活性的检测　 诱导结束经冷冻

离心得菌体ꎬ加 ４ ｍＬ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ(现加 ＤＴＴꎬ终浓度

为 ５ ｍｍｏｌＬ￣１) 重悬菌体ꎮ 冰浴条件下超声破碎

后ꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １５ ｍｉｎꎬ得上清即为粗

酶液ꎮ １.５ ｍＬ 酶反应体系:１５６ μｍｏｌＬ￣１黄嘌呤核

苷ꎬ７４９ μｍｏｌＬ￣１ Ｓ￣腺苷甲硫氨酸ꎬ２００ μｍｏｌＬ￣１

ＭｇＣｌ２ꎬ加粗酶液补至 １.５ ｍＬꎮ 反应在 ３０ ℃下进行ꎬ
分别于 ２、４、８ ｈ 取反应液 ５００ μＬꎬ通过 ０.２２ μｍ 水

相滤膜ꎬ进行 ＨＰＬＣ 检测ꎮ 以 ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘ 空载体相

同处理做对照ꎮ
高效液相色谱检测条件:流速 １ ｍｌｍｉｎ￣１ꎻ流

动相中ꎬＡ 相为 ０.２ ％乙酸ꎬＢ 相为纯乙腈ꎻ线性变化

范围为 ０ ~ ４ ｍｉｎꎬＡ 相 ９５％ꎬＢ 相 ５％ꎻ４ ~ １０ ｍｉｎꎬＡ
相 ４０％ꎬＢ 相 ６０％ꎻ１０~ １３ ｍｉｎꎬＡ 相 ９５％ꎬＢ 相 ５％ꎻ
１３~３０ ｍｉｎꎬＡ 相 ９５％ꎬＢ 相 ５％ꎮ 紫外检测器吸收波

长为 ２７４ ｎｍꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 基因的克隆

以质粒为模板ꎬ用引物 ＴＭ￣Ｆ 和 ＴＭ￣Ｒ 对 ＴＭＸ

基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ１.２％的琼脂糖凝胶检测ꎮ 分子

量在 １ ０００ ｂｐ 偏上出现一条较为明亮的条带ꎬ为目

的产物条带ꎬ其大小与 ＴＣＳ１ 基因 ＯＲＦ 的长度 １ １１０
ｂｐ 相符ꎮ ＰＣＲ 产物经胶回收、连接、转化、测序ꎬ测
序结果同原 ＴＭＸ 相同ꎮ
２.２ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 串联表达载体的

构建

提取 ＰＭＤ１９￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 质粒和 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣
ＴＣＳ１ 质粒ꎬ分别用限制性内切酶 Ｓａｌ Ｉ 和 Ｓｂｆ Ｉ 进行

双酶切ꎬ并对目的基因片段 ＴＭＸ 和表达载体片段

ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ 进行胶回收ꎮ 其中分子量在 １ ０００ ｂｐ
偏上的条带为 ＴＭＸ 条带ꎬ分子量在 ２ ０００ ｂｐ 以上的

条带为表达载体片段条带ꎮ
将目的基因片段连接到表达载体ꎬ得重组质粒

ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４(图 １)ꎬ并转化至 ｔｒａｎｓＴ１
感受态细胞ꎬ菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ筛选阳性菌落送公司

测序ꎮ 结果通过软件分析ꎬ 正确即构成 ｐＭＡＬ￣
ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 串联表达载体ꎬ可用于之后融合

蛋白的诱导表达ꎮ
２.３ 串联表达载体融合蛋白的诱导表达

重 组 质 粒 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ / ２ / ３ / ４ 转 化

至ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＬｙｓＳꎬ经初步培养和扩大培养ꎬ利用
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图 ３　 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭＸ 体外酶活性的 ＨＰＬＣ 分析
Ａ. 对照组ꎻ Ｂ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎻ Ｃ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ꎻ

Ｄ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎻ Ｅ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭＸ ｂｙ

ＨＰＬＣ　 Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ꎻ
Ｃ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ꎻ Ｄ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ３ꎻ Ｅ. ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ４.

ＩＰＴＧ 诱导目的蛋白和载体标签子 ＭＢＰ 的融合表

达ꎬ１６ ℃时可使诱导后融合蛋白大量表达在上清

中ꎮ 融合蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测(图 ２)显示在 ８１
ｋＤ 左右位置有明显的外源蛋白条带ꎬ减去诱导后蛋

白大小为 ４０ ｋＤ 的表达载体 ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘ 标签子

ＭＢＰꎬ可推算出实际蛋白大小为 ４１ ｋＤꎬ与已知

ＣａＸＭＴ 和 ＴＭＸ 的蛋白理论值大小 ４１.８ ｋＤ 和 ４１.３
ｋＤ 相符ꎮ 由于两个串联基因蛋白大小相近ꎬ两个目

的基因蛋白条带叠加在一起ꎬ表现出一条较粗的

条带ꎮ
２.４ 体外酶活性的 ＨＰＬＣ 检测

ＣａＸＭＴ 基因和 ＴＭＸ 基因串联表达的体外酶促

反应产物经 ＨＰＬＣ 检测ꎬ结果见图 ３ꎮ 对照标品ꎬ对
照组 ＣＫ 既无 ７￣甲基黄嘌呤生成ꎬ也无咖啡碱生成

(图 ３:Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬ样品组添加的 ＸＲ 均减

少ꎮ 样品组 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ１ 体外酶促反应产物

仅有 ７￣甲基黄嘌呤生成(图 ３:Ｂ)ꎬ由图 ３:Ｃ、Ｄ、Ｅ 可

以看出样品组 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ / ３ / ４ 体外酶促反

应产物均有可可碱(Ｔｂ)生成ꎬ但是产物未见咖啡碱

(Ｃｆ)生成ꎮ

３　 讨论

咖啡碱合成酶突变体 ＴＭＸ 的单独表达中ꎬ体外

活性检测结果显示ꎬＴＭ１ 只能催化 ７￣甲基黄嘌呤生

成可可碱ꎬＴＭ２ / ３ / ４ 均能催化 ７￣甲基黄嘌呤生成可

可碱和咖啡碱ꎬ但是咖啡碱含量较低(李萌萌等ꎬ
２０１４)ꎮ 本研究构建的 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭＸ 大肠杆

菌串联表达系统ꎬ成功诱导双基因融合蛋白表达后ꎬ
ＨＰＬＣ 检测活性结果显示ꎬ体外酶促反应产物均无

咖啡碱生成ꎬ但 ｐＭＡＬ￣ＣａＸＭＴ￣ＴＭ２ / ３ / ４ 体外酶促反

应产物均有可可碱生成ꎮ 这与预期的结果有一定偏

差ꎬ可能存在以下原因:一是两个基因的表达不均衡

引起ꎬ即两个基因串联在同一表达载体中ꎬ前一个基

因被选择性过表达ꎬ后一个基因表达偏低造成的

(Ｌｅｅ ＆ ｋｈｏｓｌａꎬ ２００７)ꎮ Ｌｅｅ ＆ ｋｈｏｓｌａ (２００７)成功实

现了多个基因在大肠杆菌中的共表达ꎬ并且通过添

加底物和诱导剂进行低温诱导后检测到目的产物ꎬ
但是产量偏低ꎮ 刘新平等(１９９６)构建的双顺反子

表达载体ꎬ通过减小第一顺反子基因的大小来增加

目的蛋白的表达量ꎮ 二是两个基因串联共用一个启

动子ꎬ无法实现基因表达的分别调控ꎮ 何彰华等

(２０１１)构建的多基因串联共表达载体ꎬ每个基因带

９０５１１２ 期 武鑫等: ＣａＸＭＴ 和 ＴＣＳ１ 突变体基因串联共表达及体外酶活检测分析



有各自的启动子ꎬ利用同尾酶组合实现四个基因串

联共表达ꎬ且可以通过改变各基因启动子的强弱ꎬ进
而调节各基因的表达量ꎮ

共表达系统包括多质粒共转化系统和多顺反子

系统(赵志虎等ꎬ２０００)ꎬ该研究中双基因串联共表

达系统属于多顺反子系统ꎬ是将两个基因通过一个

共用酶切位点先后串联到 ｐＭＡＬ￣ｃ５Ｘ 表达载体上ꎮ
该系统中两个基因有各自的翻译起始及终止信号ꎬ
能独立翻译ꎬ实现了双基因在大肠杆菌中融合蛋白

的可溶性表达ꎬ避免了多质粒共转化系统中需要添

加多种抗生素来筛选标记ꎮ
目前ꎬ有关研究已经明确了咖啡碱在植物中的

生物合成途径ꎬ但是鲜有关于生物合成咖啡碱应用

到实际生产的报道ꎮ 本研究初步探索了通过添加底

物 ＸＲ 和甲基供体 ＳＡＭꎬ应用大肠杆菌双基因共表

达系统来生物合成咖啡碱和可可碱ꎬ但是并未达到

预期结果ꎬ反应产物只检测到可可碱ꎮ 因此ꎬ要达到

生物合成咖啡碱的目的ꎬ还需要做很多后续研究ꎮ
接下来可以从改造现有的表达载体ꎬ实现多基因共

表达ꎬ并且促进各基因均衡表达等进行深入研究ꎮ
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