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摘　要:除草剂草甘膦 ( glyphosate, N_phosphonomethylgly cine ) 的靶标酶是由 aroA 基因编码的 EPSP ( 5_烯醇式丙

酮酰莽草酸_3_磷酸, 5_enolpyruvylshikimate_3_phosphate) 合成酶。采用先进的基因优化技术, 以鼠伤寒沙门氏杆菌

和大肠杆菌的 EPSP合成酶基因为模板 , 通过随机结合, 交错延伸的 PCR扩增过程, 克服定点突变的局限性, 使

基因获得多位点突变, 并使之在大肠杆菌中得到表达。对纯化后的表达产物的酶动力学性质的测定结果表明, 获

得了与作为模板的野生型相比, 具有高得多的酶活力 (降低的 K m ( PEP) ) 和大大增强的草甘膦抗性 (升高的 K i

( glyphosate) ) 的突变基因。
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　　草甘膦是目前使用最为广泛的一种广谱除草

剂, 具有对人畜低毒, 杂草难对之产生抗性, 低土

壤残留量等特点, 市场潜力巨大。它通过抑制由

aroA基因编码的 EPSP 合成酶
[ 1]
, 阻断芳香族氨基

酸的的合成, 从而杀灭绝大多数的植物, 杂草和农

作物皆不例外。为适应大规模机械化生产及施用草

甘膦的需要, 从 20世纪 80年代中期开始, 人们为

培育抗草甘膦农作物做了大量的工作 。其中, 对草

甘膦靶标酶 EPSP 合成酶的改造, 是这项工作的重

要组成部分。EPSP 合成酶仅存在于微生物和植物

中, 催化莽草酸_3_磷酸 ( S_3_P, shikimate_3_phos-

phate) 与磷酸烯醇式丙酮酸 ( PEP, phosphoenol-

pyruvate) 反应, 生成 EPSP
[ 2]
。由于草甘膦具有与

PEP相似的结构, 可作为竞争性抑制剂, 形成 EP-

SP合成酶·S_3_P·Glyphosate复合物, 阻遏 PEP 与酶

的结合, 从而阻断芳香族氨基酸的的合成 。因为细

菌来源的 EPSP 合成酶对草甘膦的抗性比植物来源

的酶高2个数量级左右
[ 1]
, 所以, 用基因工程的方

法, 把细菌的 EPSP 合成酶基因转入植物当中, 可

使植物获得一定的抗性。采用提高该基因的表达量

或通过定点突变降低酶对草甘膦亲和力等措施, 皆

可提高转基因植物的抗性水平
[ 1, 3]
。但外源基因的

过量表达, 必然会影响植物自身的生长
[ 4]
。而由于

对酶活性中心附近氨基酸残基的作用并不明了, 所

以, 定点突变的效果也十分有限 。突变后的 EPSP

合成酶对草甘膦亲和力下降的同时往往伴随着对原

底物亲和力的下降, 从而降低了酶的催化活性
[ 5]
。

本文要报导的是有关采用独特基因优化技术,

利用鼠伤寒沙门氏杆菌和大肠杆菌的 EPSP 合成酶

基因的重组, 获得突变后与原底物亲和力增大, 而

对草甘膦亲和力下降的 EPSP合成酶的研究 。

1　材料和方法

1.1　材　料

大肠杆菌 Escherichia coli ( XL_1blue, BL_21

( DE3) ) 、鼠伤寒沙门氏杆菌 Salmonella typhimurium 、

质粒 pET 11d均为本实验室保藏。各种限制性内切

酶和 taqDNA 聚合酶购自 TAKARA 公司 。Plasmid

Minipreps Kit和 Gel Extraction Kit 购自 Omega 公司 。

草甘膦由Monsanto公司提供 。PEP 购自Sigma公司 。

S_3_P 采用 Knowles 等的方法
[ 6]
, 从 Klebsiella pneu-

moniae (ATCC 25597) 的培养液中提取 。

1.2　方　法

1.2.1　野生型 aroA基因的克隆和突变的aroA 新基

因的获得 　具体方法参见文献[ 3] 。

1.2.2　EPSP合成酶表达载体的构建及转化子的获

得　把上述 1.2.1获得的野生型和突变型的 aroA 基

因 DNA片段走 w =1%琼脂糖凝胶电泳, 并割下大

小约为 1.3 kb的 DNA 带, 用Gel Extraction Kit纯化

这些 DNA 片段, 与质粒 pET11d同时分别用限制性

内切酶 Nco Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切, 再按载体∶插入片

段=1∶3的比例混合, 用 T4 连接酶在 16 ℃连接 12

h。取部分连接液, 用标准氯化钙转化法转化大肠

杆菌 BL21 ( DE3) 。把由野生型 aroA 基因获得的转
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化子转点到含有 50 μg mL 氨卞的M9固体培养基。

把由突变的 aroA 基因获得的转化子转点到含有 30

mmol L草甘膦和 1 mmol L IPTG 的 M9 固体培养基

上, 再把具抗性的转化子转点到含有 60 mmol L 草

甘膦和1 mmol L IPTG的M9固体培养基上, 筛选具

有较强抗草甘膦活性的转化子 。

1.2.3　转化子草甘膦抗性的检验　把含有野生型

aroA基因和突变的 aroA 基因的大肠杆菌 BL21

( DE3) 转化子, 分别接种到含有 50μg mL氨卞 、 1

mmol L IPTG和不同浓度的草甘膦的M9液体培养基

中, 在 37 ℃空气浴, 200 r min振动培养, 定时测

定 A600 , 以检验各转化子耐受草甘膦能力的强弱 。

1.2.4　表达产物 EPSP合成酶蛋白的提取和纯化　

把含有野生型 aroA 基因和突变的aroA 基因的大肠

杆菌 BL21 ( DE3) 转化子, 分别接种到含有 50 μg 

mL氨卞的 LB液体中, 37 ℃空气浴, 200 r min 振

动培养至 A600=0.75, 加入 IPTG 至终浓度为 1mmol 

L, 把培养温度调节至 30 ℃, 继续以 200 r min振动

培养 3 h。然后离心收集菌体, 用缓冲液 A ( 50

mmol L Tris_HCl, 0.1 mmol L DTT, pH 7.2) 重悬菌

体。用冻融法使细胞破壁 。离心弃去细胞碎片。冰

浴条件下, 缓慢向上清液加入分析纯的硫酸铵, 直

至硫酸铵饱和度达到 60%。13 000 r min 离心 30

min, 弃上清, 沉淀溶于缓冲液 A, 以缓冲液 A 为

透析外液透析过夜 。透析毕再用 AMERSHAM

PHARMACIA公司HiPrep DEAE分离柱和HPLC层析

系统作进一步的纯化 。先用缓冲液 A 充分平衡

HiPrep DEAE 分离柱, 把上述透析后的 EPSP 合成酶

液加到柱上,再用相同的缓冲液充分洗柱 。然后, 用

含有从 50 ～ 250 mmol L 梯度递增浓度 KCl的缓冲液

A洗脱。分步收集洗出液,并取适量走 w =10%聚

丙烯酰胺凝胶电泳, 确定 EPSP 合成酶蛋白在洗出液

中的分布 。

1.2.5　EPSP 合成酶活力及米氏常数的测定　EPSP

合成酶活力的测定采用 Lanzetta
[ 8]
所述的定量测定

无机磷的方法 。酶反应系统含有 50 mmol L Hepes 

NaOH, pH 7.2, 1 mmol L PEP, 1 mmol L S_3_P, 0.1

mmol L ( NH4 ) 6Mo7O24·4H2O。酶促反应持续一定时

间后, 即取出 50μL反应液, 加入孔雀绿显色液定

量测定无机磷。米氏常数的测定, 采用传统的双倒

数作图法 。

2　结　果

2.1　aroA 基因的克隆

经 w =1%琼脂糖电泳, 证明方法 1.2.1获得

aroA基因片段的大小与 GeneBank 的资料相吻合。

把来自野生型的两个基因片段分别连接上表达质粒

pET11d的 Nco Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切位点间, 转化大肠

杆菌 BL21 ( DE3) 后, 获得的转化子分别命名为

EcaroA, StaroA 。

2.2　突变的 aroA 基因的克隆

经方法 1.2.1 的 PCR反应和方法 1.2.2 筛选

后, 挑选出一个表现最好, 能在含有 60 mmol L 草

甘膦和 1 mmol L IPTG的M9固体培养基上正常生长

的转化子, 命名为 aroAM12, 提取质粒。用 ABI

377型测序仪, 测定 Nco Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切位点间

的DNA 序列。测序结果表明, 该转化子所含的

aroA 基因, 与来自鼠伤寒沙门氏杆菌的 aroA 基因

片段相比, 发生了多个位点的变化 (具体测序结果

已经申请了中国专利, 申请号:01114745.8) 。

2.3　转化子草甘膦抗性强弱的检验

对转化子 EcaroA, StaroA 和aroAM12在含有不

同浓度草甘膦的M9液体中的生长情况的测定结果

见图 1。转化子 aroAM12在含有 60 mmol L 草甘膦

的 M9 基本培养基上仍能良好生长, 而转化子

EcaroA, StaroA 在含有 20 mmol L 的草甘膦的 M9 基

本培养基上生长已受到严重的抑制 。由此可见, 突

变子的抗草甘膦能力比野生型有了明显提高。

2.4　EPSP 合成酶的纯化效果

聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 (图 2) 和纯化效果

(表 1) 。根据文献[ 1] , aroA 基因的表达产物 EPSP

合成酶蛋白的大小约为 45 000。从电泳结果可清楚

看出, 诱导前的菌体蛋白在45 000处无明显是蛋白

带, 而经 IPTG 诱导后, 转化子 StaroA 和 aroAM12

该产生了较浓的 45 000蛋白带, 表示插入基因有了

很好的表达 。而且表达产物是水溶性的。

酶粗提液过经过硫酸铵沉淀和 FPLC_DEAE 柱

层析系统分离后, EPSP 合成酶蛋白已与粗提液中

的绝大部分蛋白分开, 纯化效果较好 。

表 1　StaroA和aroAM12表达

的 EPSP 合成酶的纯化效果

Tab.1　Purification of the EPSP synthase

from StaroA and aroAM12

菌种 纯化步骤
比活力

( nkat·mg-1 )
纯化倍数

aroAM12 可溶性粗提物 2.26±0.39 1

DEAE柱层析 28.31±5.94 12.5

StaroA 可溶性粗提物 0.094±0.031 1

DEAE柱层析 1.203±0.217 12.8

　　图 2中, M 为蛋白质标准物;1-5分别表示

aroAM12菌体未诱导前全蛋白, 诱导后全蛋白, 可

溶性粗提物, 硫酸铵沉淀后透析液, 经 FPLC_DEAE

分离提纯后的酶蛋白溶液;6-10分别表示 StaroA
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图 1　转化子在含不同浓度草甘膦的

M9液体培养其中的生长情况

Fig.1 Growth of EcaroA staroA amd aroAM12 in ligmid

M9 miminal medium with glgphos atat comentratiens in dioated

图 2　 StaroAM12 和 aroA 表达的 EPSP合成酶

在聚丙烯酰胺凝胶上的电泳图

Fig.2　Electropherogram of EPSP synthase from aroAM12

and StaroA on SDS_polyacrylamide gel

菌体未诱导前全蛋白, 诱导后全蛋白, 可溶性粗提

物, 硫酸铵沉淀后透析液, 经 FPLC_DEAE 分离提

纯后的酶蛋白溶液。

2.5　EPSP 合成酶活力及米氏常数

测定PEP所对应的米氏常数 Km ( PEP) 和抑制

作用常数 K i ( glyphosate) 的结果见图 3和表 2) 。

从图 3可见, 草甘膦是PEP的竞争性抑制剂
[ 5]
。

从表 2可以看出, 突变子 aroAM12 所表达的

EPSP 合成酶, 比 StaroA所产生的酶, Km ( PEP) 减

少23倍, 而 K i ( glyphosate) 则增大 19倍。

表 2　StaroA和aroAM12 EPSP 合成酶的动力学性质

Tab.2　Kinetic properties of StaroA and aroAM12 EPSP synthase

酶
Km ( PEP)

(μmol·L-1)
K i ( glyphosate

(μmol·L-1 )

aroAM12 1.8±0.234 10.72±2.04

StaroA 43.6±13.08 0.54±0.13

图 3　草甘膦对 EPSP合成酶动力学性质的作用

Fig.3　Effet of glyphosate on EPSP synthase

S_3_P浓度固定在 500 μmol L, 草甘膦作如图 3

中所示的一系列变化时的初速度对 c ( PEP) 的双

倒数线, 小图反映的是草甘膦的影响情况 。

3　讨　论

同时采用2个同源模板, 通过在PCR过程中合

成片段从不同模板的随机结合, 交错延伸, 增加了

突变的机会, 可望将两模板的不同优良性状重组起

来, 获得优于原模板的新基因
[ 9, 10]

。

由于对 EPSP 合成酶活性中心附近氨基酸残基

的作用尚未明了, 所以, 通过定点突变改良该酶的

效果十分有限
[ 1, 3]
。本文以鼠伤寒沙门氏杆菌和大

肠杆菌的 EPSP合成酶基因为模板, 通过随机结合,

交错延伸的 PCR扩增过程, 使基因获得多位点突

变, 并在大肠杆菌中获得表达。对该基因片段进行

测序, 证实它的确是在鼠伤寒沙门氏杆菌 EPSP 合

成酶基因的基础上, 发生了多位点突变, 使酶蛋白

上的几个氨基酸残基发生了置换 。提取其表达产物

EPSP 合成酶蛋白, 测定动力学指标, 结果证明获

得了与作为模板的野生型酶相比, 具有高得多的酶

活力和底物亲和力 ( K ( PEP)是野生型酶的 1 24)

和大大增强的草甘膦抗性 ( K i ( glyphosate) 是野生

型酶的 20倍) 的突变基因。

2000年全球转基因作物种植面积估计达 4 420

hm
2
, 其中使用抗除草剂抗性的作物占了 74%

[ 10]
。

从 1999年开始, 中国以较大的经费强度设立 “国

家转基因植物研究与产业化专项”, 从而将中国转

基因植物研究和开发推向新高潮 。但国内至今未见
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其它关于抗草甘膦基因克隆和应用的报道 。在中国

加入WTO后, 面临着国外基因专利垄断和转基因

植物大量涌入的压力 。本文的结果, 一方面证明了

所采用的基因优化方法的有效性。另一方面, 所获

得的突变子, 酶动力学性质的显著改良, 对草甘膦

抗性的显著增强, 并拥有自主知识产权, 这无疑具

有重要的现实意义。目前已经构建出含该基因的植

物表达载体, 转入模式植物烟草中, 使转基因烟草

的耐草甘膦能力增强 (结果另文发表) , 显示了该

突变基因良好的应用前景 。
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Abstract:The herbicide glyphosate inhibits EPSP synthase ( 5_enolpyruvylshikimate_3_phosphate synthase) encoded by

the aroA gene, a key enzyme in the aromatic amino acid biosynthetic pathway in crops and weeds.The staggered PCR ex-

tension process has been applied with Escherichia coli and Salmonella typhimurium aroA genes as templates to obtain one

variant that exhibits significantly enhanced tolerance to glyphosate.Kinetic patterns of the mutant reveal the successful

generation of EPSP synthase glyphosate_tolerant variant with high K i ( glyphosate) and low Km ( PEP) .

Key words:aroA;5_enolpyruvylshikimate_3_phosphate synthase;glyphosate

79　第 2 期 何　鸣等:aroA 基因的克隆和优化


