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蜡酯是由含 C16 以上偶碳的高级脂肪酸与高级脂肪
醇酯化形成的中性酯 , 是一种重要的经济油脂 , 被广泛
应用于纺织、医药、化妆品和食品等行业。液态不饱和蜡

酯还能作为航空航天工业、人工心脏、精密仪器仪表和特

种机械等高科技领域专用的润滑剂[1,2]。目前使用的蜡酯

主要来源于动植物及矿石资源 , 来源十分有限 , 且提取
和收集比较困难; 通过化学方法生产蜡酯则存在条件难
以控制和产物分离困难等问题。因而, 蜡酯的价格十分昂
贵, 这极大地限制了蜡酯的使用。所以, 开发完全以廉价
可再生的原料合成的新型蜡酯来替代传统蜡酯成为了工

业生产的必然要求。 
在细菌中 , 蜡酯的合成分三步进行 : 首先 , 脂酰辅

酶 A 在 NADPH 的参与下经脂肪酰辅酶 A 还原酶(Acr1)
催化被还原为脂肪醛; 接着, 脂肪醛还原酶催化 NADPH
依赖的反应 , 将脂肪醛还原为脂肪醇 , 目前脂肪醛还原
酶的编码基因还未被鉴定出来; 最后 , 在双功能酶蜡酯
合成酶/酰基辅酶A:二酰基甘油酰基转移酶(WS/DGAT)的
作用下, 脂肪醇与长链脂酰辅酶 A 通过转酯作用合成蜡
酯[3−5]。在动物和植物中, 脂肪酰辅酶 A 还原酶能够在
NADPH 的参与下, 直接将脂肪酰辅酶 A 还原为脂肪醇, 
不会生成脂肪醛这个中间产物[6,7]。 

不动杆菌(Acinetobacter baylyi ADP1)中的WS/DGAT
现已在香茅醇假单胞菌[4]、酿酒酵母[8]、大肠杆菌[9,10]和

鱼腥藻 PCC 7120[11]等多种微生物中成功表达。Kalscheuer, 
et al.[9]在大肠杆菌中共表达了来源于加州希蒙得木的脂

肪酰辅酶 A还原酶和不动杆菌的WS/DGAT, 在外加油酸
(C18:1)的条件下, 重组菌能够积累占细胞干重约 1%的蜡
酯。在大肠杆菌中表达加州希蒙得木脂肪酰辅酶 A 还原
酶 , 仅检测到很低水平的脂肪醇合成 , 这是由于加州希
蒙得木的脂肪酰辅酶 A还原酶偏好于使用 20—24个碳原
子的脂肪酸作为底物[12]。我们实验室在鱼腥藻 PCC 7120
中共表达了来源于不动杆菌的 WS/DGAT 基因(atfA)和小
鼠的脂酰辅酶 A 还原酶基因的编码序列(far1 cDNA), 得
到了产量约为细胞干重 1%的产蜡酯鱼腥藻, 并发现蜡酯
的合成偏好于利用 C16 和 C18 饱和脂肪酸作为转酯反应
的底物[13]。在鱼腥藻 PCC 7120中仅表达 WS/DGAT基因, 
则需在外加十六醇的条件下, 才能检测到蜡酯的合成[11]。

2010年, Steen, et al. [10]在大肠杆菌中除通过表达WS/DGAT
和脂酰辅酶 A 还原酶合成蜡酯外, 还表达了两个与乙醇
合成相关的基因, 使菌株能够直接积累生物柴油(脂肪酸
乙酯), 并试图通过表达半纤维素酶, 以利用廉价的半纤
维素, 建立起更加符合成本效益的可再生能源生产工艺。
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聚球藻 PCC 7002是一种海洋蓝藻, 更能适应大规模培养
的要求。通过基因工程手段, 利用海洋微藻合成蜡酯可以
进一步降低生产成本。本研究将蜡酯合成酶基因与脂酰辅

酶 A还原酶基因转入到聚球藻 PCC 7002中, 以利用其直
接合成蜡酯。 

1  材料与方法 

1.1  藻株和培养 
聚球藻 PCC 7002 由中国科学院水生生物研究所赵

进东院士提供, 转基因株 wax-far1 7002 的基因组中插入
有壮观霉素抗性片段 , 用 A+液体或固体培养基 [14], 在  
28—30℃、30 μE/m2·s光照条件下培养, 转基因株在培养
基中外加 50 μg/mL的壮观霉素(Sp)。 

1.2  质粒和转化 
质粒 pHB2876和 pHB3161为本实验室构建[13], 分别

含有来自于 KM 小鼠的脂肪酰辅酶 A 还原酶基因的编码
序列 (far1 cDNA)和来源于聚球藻  PCC 7002 的 rbcL 
(Large subunit of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase)启
动子、不动杆菌 ADP1 的蜡酯合成酶编码基因 atfA 及壮
观霉素抗性基因片段。用 Xba I和 Sal I从 pHB2876上切
下完整的 far1 cDNA, 以 T4 DNA聚合酶补平末端后, 与
pHB3161经 Xba I酶切并回收补平的 6.6 kb片段连接, 最
终得到用于转化聚球藻 PCC 7002的质粒 pHB3486。聚球
藻 PCC 7002的转化按照 Williams[15]的方法进行。 

1.3  DNA操作 
聚球藻 PCC 7002的基因组 DNA按徐旭东等[16]描述

的方法提取。以野生型聚球藻 PCC 7002为阴性对照, 质
粒 pHB3486 为阳性对照, 分别以 PrbcL-1 (5′-GACAGCA 
CCCAAGAGGCA-3′)/FAR1-2(5′-GTTCTAATGCTAAATT 
CTTGGTCTTCAGTATC-3′)和 FAR1-1 (5′-ACTAGGAGG 
AGTCAGGATGGTTTCAATCCCAG-3′)/wax-2 (5′-ACGG 
CATGCAATCAAACCAACT-3′)为配对引物, 通过 PCR 的
方法检测转化子。50 μL PCR反应体系含有 10 mmol/L Tris- 
HCl (pH 8.3)、50 mmol/L KCl、2 mmol/L MgCl2、200 
μmol/L dNTPs、引物各 100 pmol、50 ng DNA模板和 2 U 
Taq DNA聚合酶。PCR反应程序为: 94℃变性 6min, 接下
来是 30个循环反应(94℃变性 30s, 60℃复性 30s, 72℃延
伸 2min), 最后是 72℃延伸 10min。 

1.4  薄层层析 
藻细胞中总脂的提取采用氯仿 /甲醇萃取的方法 [3], 

略有修改。培养至稳定期(A750=1.8)的藻液以 6000 r/min
离心收集 , 用新鲜的 A+培养基洗涤一次 , 离心弃上清 , 
加入 1%原始培养物体积的氯仿︰甲醇(50︰50), 在旋涡
振荡器上以最大速度振荡 1—2min, 然后加入 3/10体积的
1 mol/L氯化钾的 0.2 mol/L磷酸溶液并混匀, 12000 r/min
离心 5min, 吸取下层氯仿相至新的 EP管中, 置于通风橱
中吹干溶剂, 根据生物量的不同重悬于一定体积的氯仿

中, −20℃保存待测。 
薄层层析参照文献 [3]进行。薄层层析板的型号为

Silica gel 60 F254 (Merk KgaA Darmstadt, Germany), 标准
品棕榈酰棕榈酯(palmityl palmitate)购自 Sigma 公司, 展
层剂体系为正己烷︰乙醚︰乙酸(90︰10︰1, v/v/v)。展层完
毕从展层缸中取出层析板, 待层析板上的展层剂挥发干
后向上喷 50%硫酸并立即置于 160℃烘箱中烘烤 5min显色。 

2  结果与讨论 

为了在聚球藻 PCC 7002中合成蜡酯, 我们将 FAR1 
cDNA和 atfA这两个基因置于聚球藻 PCC 7002的启动子
PrbcL的控制下, 构建了质粒 pHB3486(图 1), 通过 PrbcL处

的同源片段发生单交换整合到聚球藻 PCC 7002 基因组, 
得到转化子。该质粒中的 FAR1 cDNA编码的脂酰辅酶 A
还原酶, 能够将脂酰辅酶 A 还原成相应的脂肪醇, 再在
atfA基因编码的蜡酯合成酶的催化下, 与长链脂酰辅酶 A
发生转酯反应生成蜡酯。 

以 PrbcL-1/FAR1-2 和 FAR1-1/wax-2 为配对引物, 
PCR 鉴定质粒 pHB3486 转入野生型聚球藻 PCC 7002 所
得的转化子。琼脂糖凝胶电泳检测 PCR结果(图 2), 野生
型未能扩出条带, 而阳性对照和转化子则有相应基因的
条带出现 , 大小符合 , 说明表达质粒已成功导入聚球藻
PCC 7002中, 得到了转基因株 wax-far1 7002。生长实验
显示, 在 A+培养基中, pHB3486 的导入对藻株的生长没
有明显影响。 

将培养至稳定期的野生型和转基因藻株离心收集 , 
提取总脂进行薄层层析分析, 结果显示, 转基因株 wax- 

 

 
 

图 1 表达质粒 pHB3486 
Fig. 1  The expression plasmid pHB3486 

PrbcL, 聚球藻 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶大亚基基因启动子; far1 
cDNA, 小鼠脂酰辅酶 A还原酶基因的编码序列; atfA, 细菌蜡酯
合成酶基因; Ω, 壮观霉素抗性基因 
PrbcL, Synechococcus promoter of large subunit of ribulose- 
1,5-bisphosphate carboxylase gene; far1 cDNA, mice cDNA of 
fatty acyl-CoA reductase; atfA, bacterial wax ester synthase/acyl- 
CoA: diacylglycerol acyltransferase gene; Ω, spectinomycin 
resistant gene 
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far1 7002 中有蜡酯的积累, 而野生型则没有蜡酯的合成
(图 3)。我们的实验表明, 来自不动杆菌 ADP1 的蜡酯合
成酶基因 atfA 和小鼠的脂肪酰辅酶 A 还原酶基因在强启
动子 PrbcL的驱动下成功地在聚球藻 PCC 7002中得到共表
达。在高温条件下聚球藻 PCC 7002细胞的主要脂肪酸类
型是 C16:0(palmitic acid)、C18:1(oleic acid)和 C18:2 
(linoleic acid)[17]; 小鼠脂肪酰辅酶 A还原酶 1(FAR1)偏好
C16和 C18脂肪酸做底物[12]。因而, 聚球藻细胞中的脂肪
酸在外源的脂肪酰辅酶 A 还原酶 1 作用下可以生成脂肪
醇, 然后, 在来自不动杆菌 ADP1的双功能酶蜡酯合成酶
/酰基辅酶A:二酰基甘油酰基转移酶(WS/DGAT)的作用下
合成蜡酯。 
 

 
 

图 2  聚球藻 PCC 7002 (pHB3486)的 PCR检测 
Fig. 2  PCR examination of Synechococcus sp. PCC 7002 
(pHB3486) 
1、3、5．以 PrbcL-1和 FAR1-2为引物检测 PrbcL-FAR1; 2、4、6．以
FAR1-1和wax-2为引物检测 FAR1-atfA; 1、2. 野生型聚球藻 PCC 
7002; 3、4．质粒 pHB3486; 5、6．聚球藻 PCC 7002 (pHB3486); M.1 
kb DNA分子量标准 
Lanes 1, 3 and 5, detection of PrbcL-FAR1 using PrbcL-1 and 
FAR1-2 as primers; lanes 2, 4 and 6, detection of FAR1-atfA using 
FAR1-1 and wax-2 as primers; Lanes 1 and 2, Synechococcus sp. 
PCC 7002; 3 and 4, plasmid pHB3486; 5 and 6, Synechococcus sp. 
PCC7002 (pHB3486); M, 1 kb DNA markers 

 

 
 

图 3  转基因株的蜡酯合成 
Fig. 3  Wax esters biosynthesis in transgenic strain 

1. 棕榈酰棕榈酯; 2. 聚球藻 PCC 7002; 3. 聚球藻 PCC 7002 
(pHB3486) 
1. Palmityl palmitate; 2. Synechococcus sp. PCC7002; 3. Synecho-
coccus sp. PCC7002 (pHB3486) 

本研究通过基因工程手段, 成功构建了能够异源合
成蜡酯的转基因聚球藻 PCC 7002。聚球藻 PCC 7002作
为一种单细胞的海洋蓝藻, 具有易培养, 生长速率快, 且
在内陆利用海水进行培养不易污染等优点, 更适合于户
外大规模的养殖。所以, 通过进一步的培养条件优化, 可
望使其成为廉价和可再生的生产蜡酯资源的新途径, 以
满足经济生活对蜡酯的大量需求。 
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