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蜡酯属于生物体内积累的一类氧酯, 是由长链脂肪
酸和长链脂肪醇酯化形成的, 具有多种生物功能。比如在
植物表面抵抗干旱, 阻挡紫外线, 防止病原侵袭, 在鲸体
内帮助调节浮力和传播声音, 在有些植物果实中作为能
量储存。从动植物中提纯的液体蜡酯对人类有重要的用途, 
譬如做精密仪器的高级润滑剂, 或做药物、化妆品和食品
的添加剂, 市场需求大, 被称之为液体黄金。过去, 液体
蜡酯的获得主要是从大型海洋动物鲸体内提取。由于对鲸

类捕猎的限制 , 人们后来种植加州西蒙得木 , 从其果核
中榨取液体蜡酯来替代鲸源蜡酯。工业化合成及利用固定

化脂肪酶生产是目前满足蜡酯需求的另外一条渠道。 
一些细菌也可在细胞中积累蜡酯 [1—3], 对它们相关

基因及关键酶的研究, 有助于我们了解微生物中蜡酯的
合成。蜡酯在不动杆菌(Acinetobacter)中是最常见的贮藏
物 , 其分子结构类似于加州西蒙得木蜡酯 , 含量占细胞
干重最多可达 14%[3]。不动杆菌中负责蜡酯合成最后一步

的酶是一种对底物高度非特异性的双功能酶(WS/DGAT), 
它既可以作为蜡酯合成酶(WS), 在蜡酯合成最后一步起
作用 , 又可以作为酰基辅酶 A 二酰甘油酰基转移酶

(DGAT)在三酰甘油合成中起作用[4]。WS/DGAT (atfA)基
因在一些积累蜡酯或油脂的细菌中都有同源序列 [5—7], 
与真核生物中参与脂肪和蜡酯合成的酶无同源性。细菌合

成脂肪醇的关键酶: 脂肪醛还原酶还未被鉴定出。2006

年, Kalscheuer, et al. 通过基因工程的方法在大肠杆菌中
共表达了来自贝氏不动杆菌 ADP1 株的蜡酯合成酶基因
和来自加州西蒙得木的脂肪酰辅酶 A 还原酶基因, 成功构
建了异源合成蜡酯的重组菌株[8]。该重组菌在添加外源脂肪

酸的条件下能合成蜡酯, 产量约为细胞干重的 1%。虽然其
结果离应用还有很大差距, 但为我们提供了寻找低成本生
产液体蜡酯、满足市场需求的新思路。本研究尝试将不动杆

菌属蜡酯合成酶基因在丝状蓝藻鱼腥藻(Anabaena sp.)中表
达, 以期待利用太阳光能和二氧化碳合成蜡酯。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株和试剂 
限制性内切酶、T载体 pMD18-T购自大连宝生物工

程有限公司, Taq酶和DNA片段回收试剂盒购自晶美公司, 
末端补平所用 T4 DNA聚合酶是 Promega公司产品; 接合
转移质粒 pRL443、pRL623及穿梭载体 pRL25C和鱼腥藻
EF113 来自 Peter Wolk 实验室 [9], 贝氏不动杆菌
(Acinetobacter baylyi ADP1) 购 自 美 国 , 编 号 为

ATCC33305。质粒 pHB1347 为本实验室构建[10]; 十六醇
购自上海国药集团化学试剂有限公司, 三酰甘油和棕榈
酰棕榈酯标样是 Sigma公司产品。  

1.2  DNA操作 
DNA重组一般操作按 Molecular Cloning [11] 描述的
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方法进行, 工具酶的使用按供货商提供的条件进行; DNA
黏性末端以 T4 DNA聚合酶补平; PCR反应条件为: 94℃
变性 6min; 94℃ 1min, 60℃ 1min, 72℃ 1min 30s, 之后 30
个循环; 最后, 72℃延伸反应 10min。蓝藻基因组 DNA的
提取参考本实验室通用的方法[12]。根据 GenBank 数据库
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) 中 Acinetobacter 
baylyi ADP1株 atfA基因的核苷酸序列, 设计了一对引物,  
aftA-1 (5′-GAGGACACGCTATGCGCCCATTACATCCGA- 
TTG-3′)和 aftA-2 (5′-TTAATTGGCTGTTTTAATATCTT- 
CCTGCT-3′)。以贝氏不动杆菌基因组 DNA为模板, aftA-1
和 aftA-2 为引物, PCR扩增出一条 DNA 带, 经分离纯化
克隆于 pMD18-T 载体, 克隆片段经测序确认, 获得质粒
pHB904。  

以 NheⅠ和 SalⅠ酶切质粒 pHB1347 获得带有壮观
霉素抗性基因和鱼腥藻 rbcL 启动子(Ω-PrbcL)的片段, 用
于在鱼腥藻表达 atfA 基因。该片段经补平末端后插入以 
BamHI 酶切并补平的 pHB904 中 atfA 的上游, 得到质
粒 pHB2850。然后将 pHB2850 以 KpnⅠ和 SalⅠ酶切回
收 Ω-PrbcL-atfA 片段, 补平末端后连接到以 EcoRI 酶切
并补平的穿梭载体 pRL25C 中, 得到质粒 pHB2803。质
粒构建过程中 , 以引物 PrbcL-1a (5′-ACCTCCAGCCAT- 
TAGCGAAAC-3′)、PrbcL-1b(5′-CTCTCACAATTGCCCT- 
ACCT-3′)、wax-1(5′-AATCCCTGTTCCACCATTCA-3′)和
wax-2(5′-ACGGCATGCAATCAAACCAACT-3′)通过 PCR
方法鉴定 rbcL启动子及 atfA基因的插入方向。 

1.3  蓝藻培养和接合转移 
蓝藻用 BG11 液体或固体培养基, 在 28—30℃、30 

μE/m2·s光照条件下培养。抗生素浓度分别为壮观霉素(Sp) 
5 μg/mL, 新霉素(Nm) 25 μg/mL。接合转移按文献[13]描
述的方法进行。 

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, 将

诱导培养过的转基因藻细胞离心收集, 然后加入 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, 再加入 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, 油脂就溶在氯仿相中。置
通风橱中吹干溶剂, −20℃保存待测。  

薄层层析参照文献[14]进行 , 所用薄层层析板的型
号是 Silica gel 60 F254 ( Merk KgaA Darmstadt, Germany), 
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
发干向上喷 50%硫酸并立即置 160℃烘箱中烘烤 5min 显
色。 

2  结果和讨论 

利用不动杆菌基因组 DNA 作为模板, 以 PCR 方法

扩增出含有 atfA 基因的 DNA 片段, 克隆于 pMD18-T 载
体, 经测序证明正确, 获得质粒 pHB904。将含有鱼腥藻
PCC7120 rbcL基因启动子的片段插入 atfA基因上游获得
质粒 pHB2850。 从该质粒中切下 Ω-PrbcL-atfA片段, 克隆
于穿梭载体 pRL25C 得到可以在蓝藻中表达 atfA 基因的
质粒 pHB2803(图 1)。用于表达 atfA基因的 PrbcL是鱼腥藻

PCC7120 的 RUBP 羧化酶大亚基基因的启动子, 具有较
强的转录活性。Ω片段含有壮观霉素抗性基因。 

 

图 1 表达质粒 pHB2803 
Fig. 1  The expression plasmid pHB2803 

PrbcL, 鱼腥藻 PUBP 梭化/氧化酶大亚基基因启动子; aftA, 细菌
蜡酯合成酶基因; pDU1,.可以在蓝藻中复制的 DNA 片段; Nmr, 
新霉素抗性基因; Ω, 壮观霉素抗性基因 
PrbcL, Anabaena promoter of large subunit of ribulose-bispho- 
sphate carboxylase/oxydase gene; aftA, bacterial wax ester syn-
thase/acyl-CoA-diacylglycerol acyltransferase gene; pDU1, a DNA 
fragment which can replicate in cyanobacteria; Nmr, neomycin 
resistant gene; Ω, spectinomycin resistant gene 

 
穿梭载体 pRL25C 既能在大肠杆菌也能在鱼腥藻中

复制, 在接合质粒和辅助质粒存在的情况下可被驱动从
大肠杆菌转移到鱼腥藻。通过这种方法将由 pRL25C构建
的表达质粒  pHB2803 导入鱼腥藻 PCC7120 的衍生株
EF113中。EF113是通过紫外诱变得到的突变株, 其异形
胞多糖层缺失[9]。用该藻株表达产蜡酯基因可能有利于光

合产物在缺氮条件下向蜡酯方向积累。取 4个接合子, 分
别针对 atfA和 PrbcL-atfA进行 PCR检测, 均证明表达质粒
已成功导入该藻株。图 2 显示其中一个转化子的 PCR 检
测结果。在 BG11培养基中, pHB2803的导入不对 EF113
株的生长产生明显影响。 

提取转基因藻 EF113 (pHB2803)的总脂进行薄层层
析分析, 并未发现蜡酯产物。这种情况可能是由于蓝藻细
胞内没有脂肪醇底物或者含量很低。为此, 向其培养液中

补加 0.1%十六醇。在培养 48h 后提取总脂, 发现有蜡酯
合成, 而不含 atfA 的 EF113 株则没有或只有很微量的蜡

酯产物(图 3)。虽然在培养基中减少氮盐含量可能导致光
合产物向碳水或碳氢化合物合成途径分配, 但作者并未
发现减少氮盐对蜡酯的积累有明显的作用(结果未附)。 



654 水 生 生 物 学 报 34卷 

 

图 2  鱼腥藻 PCC 7120 EF113 (pHB2803) 的 PCR检测 
Fig. 2  PCR examination of Anabaena sp. PCC 7120 EF113 
(pHB2803) 
1、3. 以 wax-1 和 wax-2 为引物检测 atfA; 2、4. PrbcL-1a 和 
wax-2 为引物检测 PrbcL-atfA; 1、2.  EF113 (pHB2803); 3、4. 
EF113; M. 200bp DNA分子量标准 
Lanes 1 and 3, detection of atfA using wax-1 and wax-2 as primers; 
lanes 2 and 4, detection of PrbcL-atfA using PrbcL-1a and wax-2 as 
primers; Lanes 1 and 2, EF113 (pHB2803); 3 and 4, EF113; M, 
200bp DNA markers 

 

图 3  转基因株在外加十六醇条件下的蜡酯合成 
Fig. 3  Wax esters biosynthesis in transgenic strains in the pres-
ence of exogenous hexadecanol 
1. 三酰甘油; 2. 棕榈酰棕榈酯; 3. 十六醇; 4和 5. EF113;  6和
7. EF113 (pHB2803); 4和 6. 未加十六醇; 5和 7. 加 0.1%十六醇 
1. triacylglycerol; 2. palmityl palmitate; 3. hexadecanol; 4 and 5. 
EF113; 6 and 7. EF113 (pHB2803); 4 and 6. without hexadecanol; 
5 and 7. supplemented with 0.1% hexadecanol 
 

本研究结果表明, 不动杆菌的 atfA 基因在蓝藻中获
得了表达 , 转基因藻株具有蜡酯合成酶活性 , 并且与表
达该基因的 E. coli 不同的是, 蓝藻合成蜡酯并不需要添
加外源的脂肪酸。由于未表达脂肪酰辅酶 A还原酶, 藻细
胞内没有长链脂肪醇底物, 所以需要外加十六醇。因此, 

如果进一步导入有关脂肪酰辅酶 A 还原酶基因, 使得蓝
藻自身能合成足够的脂肪醇, 则培养基中不添加任何有
机成分就可能生产蜡酯。有研究证明, 哺乳动物小鼠脂肪
酰辅酶 A还原酶 1 (FAR1)在反应过程中偏好 C16和 C18
脂肪酸做底物[15], 而加州西蒙得木脂肪酰辅酶 A 还原酶
偏好较长链的脂肪酸(C22∶1)做底物 [16]。在鱼腥藻中 , 
90%以上的脂肪酸都具有 16或 18碳链。因此, 在蓝藻中
引入小鼠的 FAR1基因可能更具优势。我们将进一步尝试
克隆小鼠 FAR1, 并与 atfA在蓝藻共表达。 
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