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摘要 细菌采用 II型脂肪酸系统合成脂肪酸，其中3-羟脂酰ACP脱水酶催化唯一的脱水反应，是细菌生长的关键酶之一 .

野油菜黄单胞菌（Xcc）引起几乎所有十字花科植物的黑腐病，在全球范围内造成广泛的经济损失 . 为研究Xcc中3-羟脂酰

ACP脱水酶，本研究利用大肠杆菌3-羟脂酰ACP脱水酶FabZ序列同源比对时，发现其与XC_2876（XcfabZ）编码蛋白具有

同源性，序列一致性达到 46.1%，同时还具有保守的 α螺旋结构和活性位点 . 将 XcfabZ 异体遗传互补大肠杆菌 fabZ

（EcfabZ）条件突变株HW7，结果显示添加 IPTG能恢复突变株的生长，初步表明XcFabZ具有3-羟脂酰ACP脱水酶活性 . 而

体外活性分析显示，XcFabZ能在脂肪酸合成的起始反应和延伸反应中发挥3-羟脂酰ACP脱水酶活性作用 . 本研究不能直接

获得XcfabZ基因敲除突变株，但将携带EcfabZ或XcfabZ的表达质粒导入后，获得基因替换突变株，证明XcfabZ是必需基

因 . EcfabZ替换突变株的脂肪酸组成与野生菌有差异，对逆境条件（高盐、低pH、H2O2和SDS）的耐受性显著下降，运动

性也显著降低，但XcfabZ替换突变株恢复到野生菌水平，表明XcFabZ与EcFabZ虽然都具有3-羟脂酰ACP脱水酶活性，但

在细胞中生理功能可能有一些差别 .
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脂肪酸是细胞膜的重要组成部分，真核细胞利

用脂肪酸合酶催化脂肪酸合成，其脂肪酸合酶为含

有多种酶活性和一个酰基载体蛋白（ACP）的多功

能多肽链，称为 I型脂肪酸合成系统［1］ . 但细菌细

胞中脂肪酸从头合成反应每一步都由独立的酶催

化，包括聚体、还原、脱水和再还原4个步骤，而

ACP 携带脂酰基团在不同酶之间传递中间产物，

称为 II型脂肪酸合成系统［2-3］ . 脂肪酸合成作为最

重要的初级代谢之一，其合成产物不仅用于细胞膜

合成，合成中间代谢产物还为其他生物活性分子

（如生物素、硫辛酸等）、外膜类脂A、群体感应信

号分子扩散信号分子 （DSF）、高丝氨酸内酯

（AHL）等合成提供原料［4-7］ .

细菌脂肪酸合成中关键的脱水反应由3-羟脂酰

ACP脱水酶催化，生成反-2-烯脂酰ACP再进行第

二步还原反应，并最终生成脂酰ACP［8］ . 模式生物

大肠杆菌编码 2 种 3-羟脂酰 ACP 脱水酶 FabZ 和

FabA，但 FabA 还具有异构酶活性，能将生成的

反-2-癸烯脂酰ACP进一步异构化生成顺-3-癸烯脂

酰 ACP，使得烯键不能被还原并最终生成不饱和

脂肪酸［9］ . 而 FabZ对短链和长链的饱和脂肪酸和

不饱和脂肪酸都具有脱水酶催化活性，但大肠杆菌

的 fabA和 fabZ都编码脂肪酸合成的关键酶，两者

都是生长的必需基因［10-11］ .

不同细菌来源的 3-羟脂酰 ACP 脱水酶具有多

样性 . 在乳酸乳球菌 （Lactococcus lactis） 中，

FabZ1同时具有脱水酶和异构酶功能（类似于大肠

杆菌FabA），而FabZ2则只有3-羟脂酰ACP脱水酶
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活性［12］ . 而粪肠球菌（Enterococcus faecalis）编码

的FabN （FabZ同源蛋白）具有3-羟脂酰ACP脱水

酶 和 异 构 酶 的 双 重 活 性［13］ . 肺 炎 链 球 菌

（Streptococcos pneumoniae） 和 变 异 链 球 菌

（Streptococcos mutans） 基因组都只编码唯一的

3-羟脂酰ACP脱水酶FabZ，而通过异构酶FabM特

异性催化反-2-癸烯脂酰ACP化生成顺-3-癸烯脂酰

ACP，最终合成不饱和脂肪酸［14-15］ . 绿浅气球菌

（Aerococcus viridans） 基因组只有一个 FabZ/FabA

同源蛋白FabQ，也同时具有脱水酶和异构酶的双

功能［16］ .

黄单胞菌属（Xanthomonas）是植物病原菌中

较大的类群，能侵染400多种植物，包括许多重要

的农作物和经济作物，其中野油菜黄单胞菌

（Xanthomonas campestris pv. campestris， Xcc） 能

侵染几乎所有的十字花科植物，引起的黑腐病是一

种世界性植物病害，不仅造成减产，而且严重影响

蔬菜的品质，在全球范围内引起重大经济损

失［17-18］ . Xcc在侵染植物过程中，产生多种DSF类

群体感应信号分子，并严格调控胞外多糖、胞外酶

（纤维素酶、淀粉酶和蛋白酶等）等多种致病因子

的产量，而 DSF 合成前体来源于脂肪酸合成中间

产物，因此研究Xcc脂肪酸合成途径有利于黑腐病

的防控［19-20］ . 目前本课题组对Xcc的脂肪酸合成途

径已经进行多方面的研究，深入研究了 3-酮脂酰

ACP合成酶 III（FabH）［6］、3个3-酮脂酰ACP还原

酶 （FabG1~FabG3）［21-22］ 和烯脂酰 ACP 还原酶

（FabV）［23］的生物学功能，也完成长链 3-酮脂酰

ACP合成酶的初步鉴定，但Xcc中3-羟脂酰ACP脱

水酶还未见报道 . 为此，本研究利用异体互补、体外

活性分析和基因替换等方法，研究了Xcc基因组中

XC_2876 编码的 3-羟脂酰 ACP 脱水酶在脂肪酸合

成、致病因子产生、抗逆性等方面的生物学功能 .

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒和培养基

本研究使用的大肠杆菌菌株包括 DH-5α、

S17-1、BL21 （DE3）、CY57和HW7，野油菜黄单

胞 菌 Xcc8004. 使 用 的 质 粒 有 pK18mobsacB、

pBAD24M、pSU18、pET-28（b）和pSRK-Gm［24］，

其他载体均为上述质粒的衍生质粒（构建过程见下

文），具体菌株和质粒见表 1．LB用作大肠杆菌培

养基，NYG 用作野油菜黄单胞菌培养基 . 抗生素

的使用浓度如下：100 mg/L 氨苄青霉素（Amp）、

30 mg/L 庆 大 霉 素 （Gm）、 30 mg/L 卡 那 霉 素

（Km） . 诱导剂异丙基 -β -D-硫代吡喃半乳糖苷

（IPTG）浓度为 1 mmol/L，L-阿拉伯糖（Ara）浓

度为0.02%.

1.1.2 试剂

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、PCR mix、

DNA Marker等试剂，DNA凝胶回收和质粒提取等

试剂盒均购自大连TaKaRa公司；卡那霉素、庆大

霉素、氨苄青霉素、L-阿拉伯糖、IPTG、各种脂

肪酸等试剂购自Sigma公司；PCR扩增引物的合成

以及核酸序列测定由上海生工公司完成 .

1.2 基因克隆与质粒构建

以野油菜黄单胞菌 Xcc 8004 总 DNA 为模板，

以表 2中XcfabZ Nde I和XcfabZ Hind III为引物对，

使用高保真 PCR mix 扩增 XcfabZ 基因片段 . 回收

PCR扩增产物，经Nde I和Hind III酶切后，分别连

接入 pBAD24M 和 pSU18 载体，并转化大肠杆菌

DH-5α，筛选的阳性克隆经测序验证后，依次得到

互补质粒 pJR-1 和 pJR-2．同时用类似的方法，通

过 Nde I 和 Hind III 位点，将 XcfabZ 基因连入表达

载体 pET-28（b）和 pSRK-Gm，测序验证后获得

pJR-2 和 pJR-6．本文还将 EcfabZ 基因连入 SRK-

Gm获得pJR-5.

1.3 基因敲除与替换

以野油菜黄单胞菌 Xcc 8004 总 DNA 为模板，

分别以表2中XcfabZ P1和XcfabZ P2、XcfabZ P3和

XcfabZ P4为引物，PCR扩增XcfabZ基因上下游各

约 500 bp 片段，并利用融合 PCR 技术获得基因敲

除片段 . 回收并酶切后连接到 pK18mobsacB 中

EcoR I 和 Hind III 位点上，获得基因敲除质粒

pJR-4，并测序验证正确 .

敲除质粒 pJR-4 转化大肠杆菌 S17-1 后，与野

油菜黄单胞菌Xcc 8004在NYG平板上 30℃共培养

36 h，然后用1 ml无菌水培养物悬浮，适当稀释后

涂布于含有利福平（Rif）和卡那霉素（Km）的平

板上，30℃培养48 h获得单菌落 . 分别选取单菌落

培养后提取总 DNA，用 P1 和 P4 进行 PCR 检测，

获得一次重组菌株Xcc JR1. 进一步将Xcc JR1在含

有 Rif 的 NYG 中培养 24 h 后，涂布于含有 Rif 和

10% 蔗糖的 NYGS 平板，筛选对 Km 敏感的菌株，

再用PCR验证基因敲除突变株 .

按照类似方法，分别将 pJR-5 （EcfabZ） 和

pJR-6（XcfabZ）导入大肠杆菌S17-1后，与一次重
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组菌株 Xcc JR1 结合，利用 Rif、Km、Gm 抗性筛

选分别获得 Xcc JR2 和 Xcc JR3. 分别将其在 NYG

（Rif 和 Gm）中培养后，涂布于含有 Rif 和 Gm 的

NYGS平板，利用Km敏感和PCR验证方法，筛选

获得基因组上 XcfabZ 被敲除的二次重组菌株 Xcc

JR4（ΔfabZ/EcfabZ）和Xcc JR5（ΔfabZ/XcfabZ）．

1.4 XcFabZ蛋白表达与体外功能检测

将构建好的表达质粒 pJR-3 （XcfabZ）转化大

肠杆菌BL21 （DE3）后，蛋白质的表达和分离纯

化参照文献进行 . 同时参照文献的方法，分别纯化

大肠杆菌丙二酸单酰CoA∶ACP转移酶（FabD）、

3-羟基脂酰ACP脱水酶（FabZ）、烯脂酰ACP还原

酶（FabI）、哈氏弧菌脂酰ACP合成酶（AasS）和

大肠杆菌 holo-ACP蛋白，并且体外合成丙二酸单

酰ACP（Mal-ACP）和辛脂酰ACP（C8-ACP） .

野油菜黄单胞菌XcFabZ的体外活性检测参照

文献［25］ . 具体做法如下：起始反应体系 50 μl，

含 有 0.1 mol/L Tris-HCl （pH 8.0）， 50 μmol/L

Table 1 The strains and plasmids used in this work

Strains/Plasmids

E.coli strains

DH-5α

S17-1

BL21（DE3）

CY57

HW7

Xcc strains

8004

JR1

JR2

JR3

JR4

JR5

Plasmids

pET-28（b）

pBAD24M

pBAD-EcfabA

pSU18

pJR-1

pJR-2

pJR-3

pJR-4

pJR-5

pJR-6

Relevant genotype or characteristics

φ80ΔlacZΔM15 endA1recA1hsdR17（rK
-，mK

+）

Tpr Smr recA，thi，pro，hsdR-M+ RP4：：2-Tc：：Mu：Km：：Tn7，λpir

ompT hsdS B（rB- mB-）（DE3）

E.coli fabA（Ts）

E. coli DY330 fabZ：：kan transformed with pBAD24 carrying Clostridium acetobutylicium fabZ

Rif R，wild type

RifR，KmR，pJR-4 integrated in Xcc8004 genome

RifR，KmR，GmR，Xcc JR-1 harboring pJR-5

RifR，KmR，GmR，Xcc JR-1 harboring pJR-6

Rif R，GmR，ΔXcfabZ/pJR-5

Rif R，GmR，ΔXcfabZ/pJR-6

Kmr，expression vector

Ampr，expression vector

Ampr，E.coli fabA in pBAD24M

Cmr，cloning vector

Ampr，XcfabZ in pBAD24M

Cmr，XcfabZ in pSU18

Kmr，XcfabZ in pET-28b

Kmr，XcfabZ in-frame deletion fragment inserted to pK18mobsacB between EcoRI/HindIII sites

Gmr，EcfabZ in pSRK-Gm

Gmr，XcfabZ in pSRK-Gm

Sources or reference

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

［13］

Labccollection

This study

This study

This study

This study

This study

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Table 2 Sequences of the PCR primers

Primer name

XcfabZ P1

XcfabZ P2

XcfabZ P3

XcfabZ P4

XcfabZ checkup

XcfabZ checkdown

XcfabZ Nde I

XcfabZ Hind III

Sequence（5'→ 3'）

AATTGAATTCATCGGCGACGATTGCGAAATT

ATGTTGCGGATCAGGCCGTCGATCGGCAGCTCGTAAATGG

AGCTGCCGATCGACGGCCTGATCCGCAACATGGGATGCTATT

AATTAAGCTTGCGTACTTCTTGTCCTGCGGTT

ACTGGATCAAGGTGCCGCA

TTGCCGATCACCAGTTCGGT

AATTATGCATATGAGTCACCCCATTTACGAG

AATTAAGCTTGGTTATTCCCTGGCGC

The underlined sequences are the introduced restriction sites.

NADH，50 μmol/L NADPH，1 mmol/L β -巯基乙

醇，100 μmol/L丙二酸单酰-CoA；50 μmol/L holo-

ACP； 100 μmol/L 乙酰 -CoA，大肠杆菌 FabD、

FabH、FabG、FabI 各 0.1 μg，反应在添加不同的

0.1 μg FabZ 后；延伸反应体系类似，添加辛脂酰

ACP，茄科雷尔氏菌 FabW［26］、大肠杆菌 FabG 和

FabI，以及不同来源的 FabZ. 反应体系 37℃保温

1 h后，用分离胶浓度为17.5%，且含有1~ 3 mol/L

尿素的非变性蛋白质凝胶电泳进行分析 .

1.5 脂肪酸组成分析

在 30℃时NYG中分别培养不同的野油菜黄单

胞菌菌株，收集菌体后，按照文献［6，21］的方

法提取脂肪酸，并转化为脂肪酸甲酯（每种样品做

3 个重复）后，利用 GC-MS 法测定并分析不同菌

株的肪酸组组分．

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

为研究野油菜黄单胞菌 （Xcc） 中 3-羟脂酰

ACP 脱 水 酶 ， 本 研 究 利 用 大 肠 杆 菌 FabZ

（EcFabZ）序列与Xcc 8004基因组［27］进行Blast比

对，结果显示XC_2876编码蛋白与EcFabZ具有同

源性，两者的氨基酸序列一致性达到 46.1%，XC_

2876也标注为 3-羟脂酰ACP脱水酶，还具有 3-羟

脂酰ACP脱水酶两个保守的α螺旋结构，以及活性

关键位点His （图 1），推测其参与Xcc的脂肪酸合

成代谢，并将其命名为XcFabZ. 大肠杆菌基因组还

编码 3-羟脂酰 ACP 脱水/异构酶 FabA （EcFabA），

但XcFabZ与EcFabA的序列一致性仅为24.5%，而

且两个保守的 α螺旋区域氨基酸序列也差异较大，

说明XcFabZ与EcFabA相差较大，推测XcFabZ不

具有异构酶活性 . 而利用大肠杆菌FabA（EcFabA）

序列与Xcc 8004比对，也发现同源性较高的蛋白质

（相关研究结果将另文发表），表明XcFabZ可能仅

有脱水酶活性 .

2.2 XcfabZ遗传互补大肠杆菌突变株

大肠杆菌 CY57 是 fabA 的温度敏感突变株，

30℃正常生长，但在非允许温度（42℃）时由于

FabA功能缺失，不能合成不饱和脂肪酸，菌体不

能生长［28］ . 为研究 XcfabZ 基因是否具有大肠杆菌

fabA 的类似功能，本研究将 XcfabZ 连接到表达质

粒 pBAD24M后，转化CY57菌株，并检测转化子

在 42℃的生长情况 . 结果显示，XcfabZ 不能恢复

CY57的正常生长（结果未列） .

大肠杆菌 HW7 是 fabZ 基因的条件突变菌株，

该菌株基因组中 fabZ 被卡那霉素抗性基因（kan）

替换，而缺失 FabZ 的功能由 pBAD24 质粒携带的

丙酮丁醇梭菌 （Clostridium acetobutylicum） 来源

的 fabZ 基因提供，但该基因需要外源添加阿拉伯

糖诱导（Ara）表达［13］ . 为研究XcfabZ基因是否具

有大肠杆菌 fabZ 的类似功能，本研究将 XcfabZ连

接到受 IPTG诱导的表达质粒 pSU18后获得互补质

粒 pJR-2，分别将 pJR-2和空载体 pSU18转化HW7

菌株，30℃筛选转化子，并在不同培养条件下检测

转化子的生长表型 . 结果如图 2所示，在培养基中

添加阿拉伯糖诱导（Ara）时，两种转化子都能生

长 . 但在培养基中不添加Ara，而添加 IPTG时，只

有含XcfabZ的转化子能正常生长 . 以上结果说明，

XcfabZ 具有大肠杆菌 fabZ 类似的功能，编码产物

具有 3-羟脂酰 ACP 脱水酶活性，但与大肠杆菌

FabA不同，XcFabZ不具有异构酶活性，此结果与

生物信息学分析相符合 .

Fig. 1 The alignment of XcFabZ，EcFabZ and EcFabA proteins
Identical residues are indicated by white letters. Residue marked with ★ is the conserved active site, and the conservative α helix regions are in the

boxes.
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NADH，50 μmol/L NADPH，1 mmol/L β -巯基乙

醇，100 μmol/L丙二酸单酰-CoA；50 μmol/L holo-

ACP； 100 μmol/L 乙酰 -CoA，大肠杆菌 FabD、

FabH、FabG、FabI 各 0.1 μg，反应在添加不同的

0.1 μg FabZ 后；延伸反应体系类似，添加辛脂酰

ACP，茄科雷尔氏菌 FabW［26］、大肠杆菌 FabG 和

FabI，以及不同来源的 FabZ. 反应体系 37℃保温

1 h后，用分离胶浓度为17.5%，且含有1~ 3 mol/L

尿素的非变性蛋白质凝胶电泳进行分析 .

1.5 脂肪酸组成分析

在 30℃时NYG中分别培养不同的野油菜黄单

胞菌菌株，收集菌体后，按照文献［6，21］的方

法提取脂肪酸，并转化为脂肪酸甲酯（每种样品做

3 个重复）后，利用 GC-MS 法测定并分析不同菌

株的肪酸组组分．

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

为研究野油菜黄单胞菌 （Xcc） 中 3-羟脂酰

ACP 脱 水 酶 ， 本 研 究 利 用 大 肠 杆 菌 FabZ

（EcFabZ）序列与Xcc 8004基因组［27］进行Blast比

对，结果显示XC_2876编码蛋白与EcFabZ具有同

源性，两者的氨基酸序列一致性达到 46.1%，XC_

2876也标注为 3-羟脂酰ACP脱水酶，还具有 3-羟

脂酰ACP脱水酶两个保守的α螺旋结构，以及活性

关键位点His （图 1），推测其参与Xcc的脂肪酸合

成代谢，并将其命名为XcFabZ. 大肠杆菌基因组还

编码 3-羟脂酰 ACP 脱水/异构酶 FabA （EcFabA），

但XcFabZ与EcFabA的序列一致性仅为24.5%，而

且两个保守的 α螺旋区域氨基酸序列也差异较大，

说明XcFabZ与EcFabA相差较大，推测XcFabZ不

具有异构酶活性 . 而利用大肠杆菌FabA（EcFabA）

序列与Xcc 8004比对，也发现同源性较高的蛋白质

（相关研究结果将另文发表），表明XcFabZ可能仅

有脱水酶活性 .

2.2 XcfabZ遗传互补大肠杆菌突变株

大肠杆菌 CY57 是 fabA 的温度敏感突变株，

30℃正常生长，但在非允许温度（42℃）时由于

FabA功能缺失，不能合成不饱和脂肪酸，菌体不

能生长［28］ . 为研究 XcfabZ 基因是否具有大肠杆菌

fabA 的类似功能，本研究将 XcfabZ 连接到表达质

粒 pBAD24M后，转化CY57菌株，并检测转化子

在 42℃的生长情况 . 结果显示，XcfabZ 不能恢复

CY57的正常生长（结果未列） .

大肠杆菌 HW7 是 fabZ 基因的条件突变菌株，

该菌株基因组中 fabZ 被卡那霉素抗性基因（kan）

替换，而缺失 FabZ 的功能由 pBAD24 质粒携带的

丙酮丁醇梭菌 （Clostridium acetobutylicum） 来源

的 fabZ 基因提供，但该基因需要外源添加阿拉伯

糖诱导（Ara）表达［13］ . 为研究XcfabZ基因是否具

有大肠杆菌 fabZ 的类似功能，本研究将 XcfabZ连

接到受 IPTG诱导的表达质粒 pSU18后获得互补质

粒 pJR-2，分别将 pJR-2和空载体 pSU18转化HW7

菌株，30℃筛选转化子，并在不同培养条件下检测

转化子的生长表型 . 结果如图 2所示，在培养基中

添加阿拉伯糖诱导（Ara）时，两种转化子都能生

长 . 但在培养基中不添加Ara，而添加 IPTG时，只

有含XcfabZ的转化子能正常生长 . 以上结果说明，

XcfabZ 具有大肠杆菌 fabZ 类似的功能，编码产物

具有 3-羟脂酰 ACP 脱水酶活性，但与大肠杆菌

FabA不同，XcFabZ不具有异构酶活性，此结果与

生物信息学分析相符合 .

Fig. 1 The alignment of XcFabZ，EcFabZ and EcFabA proteins
Identical residues are indicated by white letters. Residue marked with ★ is the conserved active site, and the conservative α helix regions are in the

boxes.
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2.3 XcFabZ的表达纯化与体外活性测定

为进一步研究XcFabZ在体外的生物功能，将

XcfabZ克隆到pET-28（b）上，获得表达质粒并转化

大肠杆菌BL21（DE3）后，在 37℃诱导表达，并采

用Ni-NTA亲和层析法纯化获得N端融合有His-tag

的 XcFabZ 蛋白 . 经 SDS-PAGE 检测为单一条带，

分子质量（约 20 ku）与理论分子质量相符，表明

纯化成功（图3a） .

首先，体外重建XcFabZ参与的脂肪酸合成起

始反应 （图 3b） . 利用大肠杆菌 FabH 催化乙酰-

CoA前体与丙二酸单酰ACP聚合，生成 3-酮基丁

酰ACP，再添加还原酶FabG催化下生成 3-羟基丁

酰ACP，但该产物在NO SDS-PAGE中迁移位置与

丙二酸单酰ACP无显著差异（泳道 2），而继续添

加XcFabZ和大肠杆菌还原酶FabI后，催化生成了

终产物丁酰ACP，证明XcFabZ能催化 3-羟基丁酰

ACP脱水，具有脱水酶活性（泳道 3） . 而仅添加

大肠杆菌FabH、FabG和FabI时，也不能生成丁酰

ACP（泳道4） .

其次，进一步构建了XcFabZ参与的脂肪酸合

成延伸反应（图3c） . 哈氏弧菌来源的脂酰ACP合

成酶（AasS）能以正辛酸（C8）和 holo-ACP 为底

物，合成辛脂酰 ACP. 再利用茄科雷尔氏菌中

FabW （RSp0194）［26］催化辛脂酰ACP与丙二酸单

酰ACP聚合，生成 3-酮基癸脂酰ACP，而后继续

被 3-酮脂酰 ACP （FabG）、3-羟基脂酰 ACP 脱水

酶、烯酰ACP还原酶FabI催化生成癸脂酰ACP. 结

果显示，XcFabZ（泳道2）或EcFabZ（泳道3）都

生成了癸脂酰ACP，再次证明XcFabZ具有 3-羟基

脂酰ACP脱水酶，参与脂肪酸合成的延伸反应 .

2.4 野油菜黄单胞菌XcfabZ基因突变株的构建

异体遗传互补大肠杆菌突变株和体外活性检测

结果都显示，野油菜黄单胞菌XcfabZ编码蛋白具

有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性 . 为进一步研究

XcfabZ 在细胞内的生物学功能，本研究尝试采用

同源重组的方式构建基因敲除突变株 . 首先采用

PCR 融合技术，利用自杀质粒 pK18mobsacB 构建

了 XcfabZ 的敲除质粒，导入大肠杆菌 S17-1 菌株

后，与野生菌Xcc 8004接合，筛选获得一次重组菌

株 Xcc JR1. 进一步利用抗性筛选结合 PCR 验证的

方法，以期获得XcfabZ基因删除的二次重组菌株，

但多次筛选后都不能获得XcfabZ敲除菌株，推测

Fig. 3 Purification and enzymatic characterization of XcFabZ in fatty acid biosynthesis
(a) XcFabZ purification. M: Protein marker; 1: Purified XcfabZ. (b) The initial reaction. In the initial reaction, fatty acid biosynthesis was

reconstructed by adding each purified XcFabZ to a reaction mixture containing Tris-HCl, NADH, NADPH, Mal-ACP, E.coli FabH/FabG/FabI and

acetyl-CoA primer. The migration positions of holo-ACP and butyryl-ACP on gel are shown. 1: holo-ACP; 2: EcFabH/FabG; 3: XcFabZ; 4: No

XcFabZ. (c) The elongation reaction. In the elongation reaction, each purified FabZ was added to the mixture containing Tris-HCl, NADH, NADPH,

Mal-ACP, octanoyl-ACP, RsFabW, E.coli FabG/FabI. The reaction products were resolved by conformational sensitive gel electrophoresis on 17.5%

polyacrylamide gels containing concentrations of urea optimized to effect the separation. The migration positions of octanoyl-ACP and capryl-ACP

on gel are shown. 1: octanoyl-ACP; 2: EcFabZ; 3: XcFabZ; 4: capryl-ACP.

Fig. 2 Complementation of E. coli HW7 strain with
XcfabZ
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其为野油菜黄单胞菌生长的必需基因，该基因敲除

后引起菌体死亡 .

为此，本研究构建了 XcfabZ 基因的替换突变

株 . 分别将 pJR-5 （EcfabZ）和 pJR-6 （XcfabZ）质

粒导入一次重组菌株Xcc JR1后，在含有Gm、Rif

和 10% 蔗糖的 NYGS 平板上筛选卡那霉素敏感的

菌落，并利用 XcfabZ checkup 和 XcfabZ checkdown

引物进行 PCR验证，进一步测序确认后，获得基

因 组 上 XcfabZ 被 敲 除 的 替 换 突 变 株 Xcc JR4

（EcfabZ） 和 Xcc JR5 （XcfabZ） . 这一结果也证明

XcfabZ 是必需基因，只有细胞内质粒携带并表达

fabZ时才能被敲除 . 测定不同菌株在NYG培养基中

的生长曲线，结果显示，Xcc JR4 （EcfabZ） 和

Xcc JR5 （XcfabZ） 两个替换突变株生长无差异，

但两者都较野生菌 Xcc 8004 生长慢（图 4），说明

EcfabZ 能替换 XcfabZ 的基因功能，推测细胞内过

量表达 fabZ基因可能会影响菌体的生长 .

2.5 野油菜黄单胞菌XcfabZ替换突变株脂肪酸组

成分析

为研究 fabZ 基因替换后对野油菜黄单胞菌的

影响，本研究首先提取不同菌株的脂肪酸，并甲酯

化后利用GC-MS法分析了脂肪酸组成 . 结果显示，

野生菌Xcc 8004和两个替换突变株的脂肪酸组成中

主要组分都相同，含有异构十五烷酸（iso-C15∶0）、

反异构十五烷酸 （anteiso-C15∶0） 和十六碳烯酸

（n-C16∶1）等，但不同菌株中不同脂肪酸组分的相

对含量有差别 . EcfabZ 替换突变株 Xcc JR4 中没有

检测到十七碳烯酸 （n-C17∶1） 和十八碳烷酸 （n-

C18∶0） 两种组分，而 iso-C15∶0、anteiso-C15∶0 较野生

菌分别降低了约 2.4%和 3.1%，总支链脂肪酸含量

也有所下降，但 Xcc JR4 （EcfabZ） 中 n-C16∶1 和

n-C16∶0都有所上升 . XcfabZ替换突变株Xcc JR5的脂

肪酸组分含量与野生菌接近，但总支链脂肪酸含量

较野生菌略有上升 . 以上结果说明，替换突变株中

都能正常合成脂肪酸，但两种替换突变株的脂肪酸

组分相对含量有差异，推测XcFabZ和EcFabZ对不

同链长的底物催化活性有差异 .

2.6 替换突变株生理性状分析

本研究进一步分析了野生菌与替换突变株对不

同 逆 境 条 件 的 耐 受 性 . 结 果 显 示 ， Xcc JR4

（EcfabZ） 对高盐条件 （2.0%~3.0%） 的耐受性要

显著弱于野生菌株Xcc 8004，而Xcc JR5 （XcfabZ）

仅稍弱于野生菌（图 5 a） . 三个菌株在 pH=5.5 的

培养基上生长无差异（图5 b），但在pH=5.0时Xcc

JR4 （EcfabZ） 的生长受到显著抑制，而 Xcc JR5

（XcfabZ） 与野生菌无差异 （图 5 b） . Xcc JR4

（EcfabZ）对H2O2和SDS的敏感性也明显提高，而

Xcc JR5 （XcfabZ）和野生菌对两者的耐受性无显

著性差异（图5 c，d） .

本研究还分析了两种替换突变株和野生菌在含

Fig. 4 The growth curves of different strains in NYG
medium

Table 3 Fatty acid composition of Xcc 8004 and mutant
strains grown in NYG medium

Fatty acids

n-C11∶0

iso-C14∶0

n-C14∶0

iso-C15∶0

anteiso-C15∶0

cyclo-C17∶0

n-C15∶0

iso-C16∶0

n-C16∶1

n-C16∶0

iso-C17∶0

anteiso-C17∶0

n-C17∶1

n-C18∶1

n-C18∶0

Total BCFAs

Total UFAs

Composition/%

Xcc 8004

0.96 ± 0.87

0.97 ± 0.07

1.34 ± 0.09

27.68 ± 0.15

21.63 ± 0.58

1.55 ± 0.15

4.12 ± 0.11

5.26 ± 0.09

17.16 ± 0.25

9.45 ± 0.87

4.59 ± 0.08

0.93 ± 0.12

2.82 ± 0.56

1.24 ± 0.44

0.24 ± 0.21

61.05±1.08

22.77±1.4

Xcc JR4

（EcfabZ）

1.64 ± 0.22

0.42 ± 0.37

1.27 ±0.15

25.28 ± 1.43

18.55 ± 0.86

1.16 ± 0.11

6.77 ± 0.54

5.88 ± 0.18

19.08± 0.61

11.83 ± 0.66

7.09 ± 0.33

0.34 ± 0.59

0 ± 0

0.69 ± 1.19

0 ± 0

57.55±3.75

20.93±1.92

Xcc JR5

（XcfabZ）

1.12 ± 0.58

0.66 ± 0.08

0.76 ± 0.09

29.29 ± 1.09

20.4 ± 1.10

1.28 ± 0.22

3.84 ± 0.09

6.36 ± 0.25

15.31 ± 0.67

6.81 ± 0.39

8.09 ± 0.85

1.66 ± 0.36

2.15 ± 2.00

1.73 ± 0.84

0.44 ± 0.42

66.45±3.73

20.47±3.73
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有 0.6%琼脂糖平板上的运动性（图 6） . 两种替换

突变株的运动性都与野生菌差异显著，含有EcfabZ

的突变株Xcc JR4运动直径为（7.36 ± 0.28）mm，迁

移率仅为野生菌 （直径为 （16.91±0.57） mm） 的

43.5%，而Xcc JR5（XcfabZ）突变株的运动直径为

（19.37±0.04） mm，迁移率略大于野生菌 . 以上结

果说明，XcfabZ 基因在菌体的运动性中发挥重要

作用，而该功能不能被EcfabZ替代 .

3 结论与讨论

脂肪酸合成是细菌细胞中重要的基础代谢之

一，合成产物与其他初级代谢以及多种次级代谢有

紧密联系，具有重要的生物学功能［29］ . 细菌脂肪

酸合成系统中，3-羟基脂酰 ACP 脱水酶催化循环

反应中唯一的脱水反应，是脂肪酸合成的关键酶，

在不同细菌中存在差异，表现出多样性 . 野油菜黄

单胞菌（Xcc）引起十字花科植物黑腐病（包括重

要的经济植物），在全球范围内引起广泛的经济损

失，对 Xcc 脂肪酸合成机制及其与致病力的相关

性，值得深入研究 . 但Xcc的脂肪酸合成机制还不

完全清楚，本课题组前期完成了 3-酮脂酰ACP合

Fig. 6 Motility assay of different Xcc strains
(a) Phenotypic character on NYG plate with 0.6% agarose. (b) The

diameter of different strains on plates (*P < 0.05; ***P < 0.001).

Fig. 5 Growth of different Xcc strains with various conditions
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成酶 III （FabH）、3-酮脂酰 ACP 还原酶 （FabG）

和烯脂酰 ACP 还原酶 （FabV） 的功能研究，但

3-羟脂酰ACP脱水酶还未见报道 .

本研究通过生物信息学方法，利用大肠杆菌

3-羟基脂酰 ACP 脱水酶 FabZ 序列同源性比对在

Xcc 8004 基因组中发现 XC_2876 （XcfabZ） 基因，

氨基酸序列序列具有较高的一致性，还具有保守的

α螺旋结构和活性位点，推测具有3-羟基脂酰ACP

脱水酶活性 . 将XcfabZ互补大肠杆菌 fabZ条件突变

株 HW7，结果显示，能恢复突变株的正常生长，

初步说明XcFabZ与EcFabZ类似，也具有3-羟基脂

酰ACP脱水酶活性 . 而后在体外酶活性分析也证明

XcFabZ能参与脂肪酸的合成起始反应和延伸反应，

对不同链长的底物都具有 3-羟基脂酰ACP脱水酶

活性 .

进一步尝试在Xcc 8004基因组利用同源重组方

法敲除XcfabZ，但不能获得基因敲除突变株，而在

分别导入携带有大肠杆菌EcfabZ或XcfabZ基因的

表达质粒后成功获得敲除突变株，证明 XcfabZ 是

Xcc 生长的必需基因 . 此现象与大肠杆菌类似，

fabZ是生长必需基因，尽管基因组中还存在3-羟基

脂酰ACP脱水/异构酶编码基因 fabA［11］ . 本研究发

现，EcfabZ 替换突变株与 XcfabZ 替换突变株的脂

肪酸组分差异明显，两个菌株对高盐、低 pH、

H2O2和 SDS 等逆境条件的耐受性差异显著，两个

菌株的运动性也有显著性差异，以上结果证明，

XcFabZ 与 EcFabZ 虽然功能类似，但也不完全相

同，可能通过改变了替换株的脂肪酸组分改变菌体

的生理性状 .

不同细菌中 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶具有多样

性，大肠杆菌基因组含有脱水酶基因 fabZ和脱水/

异构酶基因 fabA，本研究通过异体遗传互补、体外

活性分析和体内基因替换都证实 XcfabZ 编码产物

只具有脱水酶活性，而不具有异构酶活性 . 本课题

组前期利用类似策略，已经发现了Xcc基因组与大

肠杆菌 fabA的同源基因，并开展了体外活性、体

内活性等方面的研究，都证明该基因编码蛋白具有

3-羟基脂酰ACP脱水/异构酶活性，相关研究结果

将另文发表 .
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Biological Function Research of 3-Hydroxylacyl-ACP Dehydratase in
Xanthomonas campestris*
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Abstract In bacteria fatty acids are synthesized by type II fatty acid synthase system, in which 3-hydroxylacyl -

ACP dehydratase is one of the key enzymes for bacterial growth. Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)

causes black rot disease to all cruciferous plants, and great economic losses to the world. To study the

3-hydroxylacyl-ACP dehydratase in Xcc, XC_2876 (XcfabZ) was found based on the sequence alignment with

E. coli FabZ. Moreover, XcFabZ shows 46.1% amino acid sequence identity with EcFabZ, and contains the

conservative α-helix structure and active residue. XcfabZ was able to genetically complement the EcfabZ knock

out mutant E.coli HW7 to restore the growth with inducer IPTG. In vitro assay also identified XcFabZ was able to

dehydrated 3-hydroxyacyl-ACP in the initial and elongation reactions. However, XcfabZ in the chromosome could

not be deleted directly, indicating XcfabZ is essential for growth. When expression plasmids harboring EcfabZ or

XcfabZ was introduced, respectively, XcfabZ deletion mutants were constructed. The EcfabZ replaced mutant

showed different fatty acid compositions, much lower tolerance to stressful conditions (high salty, low pH,

H2O2 and SDS), and decreased motility compared to the wild-type. While mutant with XcfabZ in the plasmid

showed similar phenotype to wild-type. These data demonstrated both XcFabZ and EcFabZ show 3-hydroxylacyl-

ACP dehydratase activity, but they may contains different biological function in vivo.

Key words Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), 3-hydroxylacyl-ACP dehydratase, fatty acid

synthesis
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