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  乙酰辅酶A 羧化酶( Acetyl- CoA Carboxylase ,ACCase) 属于

生物素包含酶, 它在生物体内催化乙酰辅酶A 羧化形成丙二

酰辅酶 A , 为脂肪酸和许多次生代谢产物的合成提供底

物[ 1] 。ACCase 是脂肪酸生物合成的关键酶或限速酶, 是碳流

进入脂肪酸生物合成的重要调控位点[ 2] 。此外,ACCase 也是

几类化学除草剂作用于植物的靶。迄今为止, 关于动物、植

物和微生物中ACCase 的相关分子生物学研究屡见报道。

1  乙酰辅酶A 羧化酶的类型和分布

生物体中 ACCase 有 2 种类 型。一种是异质 型( Het-

eromeric) , 也称多亚基或原核型 ACCase , 存在于细菌及双子叶

植物和非禾本科单子叶植物的细胞质中。异质型 ACCase 包

含4 个亚基, 即生物素羧化酶( Biotincarboxylase ,BC) 、生物素

羧基载体蛋白( Biotincarboxyl Carrier Protein ,BCCP) 以及羧基转

移酶的2 个亚基α- CT 和β- CT , 其中前2 个亚基组成 BC 和

BCCP 域 , 后2 个亚基构成 CT 催化域。在有活性的状态下异

质型 ACCase 的BC 和BCCP 亚基呈现同型二聚体, 而α- CT 和

β- CT 亚基呈现异型二聚体。异质型 ACCase 不稳定, 容易解

离[ 2] 。另一种 ACCase 称为同质型( Homomeric) , 亦称多功能

或真核型, 存在于动物、酵母、藻类及植物的胞质溶胶中, 具

有一个相对分子量为220 ～260 的生物素包含亚基。这类单

亚基 ACCase 含有3 个功能域, 在序列上对应于异质型 AC-

Case 的BC、BCCP、β- CT 和α- CT 组分, 但与异质型 ACCase 不

同, 同质型ACCase 的3 个功能域融合成多肽链 , 并以同型二

聚体的形式出现, 结构上更为稳定而难以解离。不同生物来

源的同质型 ACCase 具有相同的组织结构形式:NH2- BC- BC-

CP- CT- COOH[ 2] 。这两种同工型 ACCase 在植物中的定位有2

个例外。一个是油菜的叶绿体中可能同时包含两种同工型

ACCase 。另一个例外是禾本科植物, 它们的质体和胞质溶胶

中的 ACCase 都属于真核类型[ 3] 。

目前已从多种植物中克隆到了 ACCase 基因的全长序

列, 如 苜 蓿 ( GenBank L25042) 、拟 南 芥 ( GenBank L27074

D34630) 、大豆( GenBank L42814) 、油菜( GenBank X77576) 、小麦

( GenBank AF029895 U10187) 、玉米( GenBank U19183) 。同质型

ACCase 的一条多肽链上包含有 BC、BCCP 和α- CT 3 个功能

域, 并都是由单一核基因编码。异质型ACCase 的3 个可分离

的亚基BC( accC 编码) 、BCCP( acc B 编码) 和α- CT( acc A 编码)

是由核基因组编码的 , 第4 个亚基β- CT( accD 编码) 由叶绿体

基因组编码[ 4] 。目前对同质型 ACCase 的3 个功能域了解较

少, 对异质型 ACCase 的4 个亚基在多种植物中都有所研究。

这4 个亚基中由叶绿体基因组中的 accD 基因编码的β- CT 较

为特殊。而在禾本科植物中, acc D 基因编码的β- CT 或者已

被短截 , 仅残存一个短的C 端区域, 如水稻 ; 或者完全缺失 ,

如小麦[ 3] 。

2  β- CT 编码基因 accD 的研究进展和分子生物学特征

近几年对叶绿体基因组编码的β- CT 的研究不断深入 ,

对β- CT 编码基因 acc D 的分子生物学特征也有了进一步认

识。Jinshan 等[ 5] 用烟草的含 accD 的DNA 片段与拟南芥文库

杂交, 分离到编码拟南芥异质型ACCase β- CT 亚基的 acc D 基

因。分离到的单杂交克隆为一个2 .95 kb 具有 Hi nd III- Kpn I

酶切位点的 acc D 杂交片段并测序。这个片段在它的 Hi ndIII

末端包含一个不完整的98 kb ORF , 与 C 端rbcL 的32 残基具

同源性。98 kb ORF 之后是1 464 bp ORF, 这个1 464 bp ORF

的氨基酸序列与 E . coli 的 acc D 多肽具有37 % 的同源性, 分

别与豌豆、烟草和油菜的 acc D 多肽具有48 % 、67 % 、91 % 的

同源性。

Sang 等[ 6] 从马铃薯叶片叶绿体DNA 中克隆到了 accD 并

与GenBank 进行比对( Genbank AF069288) 。马铃薯 accD( saccD)

全长2 487 bp ,5′端上游启动子区614bp ,ORF 1 524 bp。其N 端

缺乏能够识别的基序, 而在C 端含有5 个基序, 在这些基序中,

基序II PLIIVCASGGARMOE 存在于所有得到 acc D 序列的植物、

动物和 E . coli 中。saccD 具有典型的原核启动子标志TTGACA

和TATCAA , 分别在 saccD 的- 184区和- 160 区, 与PEP( 质体编

码rRNA 聚合酶) 序列相似, 推断为PEP 启动子识别位点。其

他 acc D 中, 如 gacc D( Soybean) 、pt accD( Pi nus t hunbergri ) 和 e-

vacc D( Epifagus virgi ni ana) 中并没有相一致的推断出的PEP 启动

子位点。sacc D 的第301 个氨基酸和C 端之间是高度保守区,

在这段区域内已明确了5 个氨基酸序列,GSMGSVVG 和 PLIIV-

CASGGARMQE 基序存在于所有植物 acc D 和 E . coli accD 中, 而

其他 保 守 基 序 QMAKISSAL、DTTGGVTASFGMLGDIILAEP 和
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FAGKRVIEQTL 在水稻 accD 中不存在。在质体和胞液 accD 中

共有的序列为基序II PLIIVCASGGARMQE 和它的变形基序。

Jinshan 等[ 5] 在 accA、accB、accC 和 accD mRNA 的协调和积累研

究中, 发现了 accD- A( 2 .3 kb) 和 accD- B( 1 .5 kb) 。accD- A 和

accD- B 编码β- CT 亚基, 在ACCase 表达的调控过程中由多个部

分组成的 accD 转录的重要性还不明确, 但 accD- A 和 accD- Bm-

RNAs 的积累具有相似的方面。ACCase 亚基 mRNAs 的积累具

有恒定的摩尔比率, 这些mRNA 的摩尔比率为 accB∶accC∶accA

∶accD- A∶accD- B= 0 .14∶1 .0∶0 .17∶0 .04∶0 .02 , 这个比率不仅

存在于拟南芥发育的长角果中, 也存在于其他器官中即叶片、

花芽和花。并对拟南芥长角果发育过程中, accA、accB、accC 和

accD mRNA 积累的空间和时间协调变化进行了研究。在长角

果非胚胎细胞的 ACCase mRNAs 的最大积累发生在1 DAF( 开

花天数) , 与这些细胞用于膜脂合成的丙二酰CoA 的预期需求

量相协调。

转录后β- CT 亚基的 RNA 编辑对 ACCase 功能的影响是

目前研究的一个焦点。在叶绿体中 ,RNA 编辑是一个普遍的

创造启始和终止密码并且通常是改变编码序列的加工过程。

叶绿体中的RNA 编辑通常是一个在三联体的第2 个核苷酸

位置上胞��转变为尿��的变化。烟草质体基因组的转

录中, 有0 .13 % 胞��转变成了尿��。比较豌豆的 acc D

基因序列与其 c DNA 序列 , 发现了胞��到尿��的转变 :

UCG( 丝氨酸) 的第2 个核苷酸转变成了尿��, 结果成了编

码亮氨酸的UUG。15 种陆生植物的 acc D 基因推定的氨基酸

序列比对的结果中,6 种植物产生了相似的变化。这些植物

本来在相应的地点没有亮氨酸密码子, 编辑的结果出现了亮

氨酸密码子。研究验明 , 在特定位置上需要一个亮氨酸密码

子, accD 编辑对有些植物是必需的。通过比较编辑和未编辑

的重组酶 CT 的活力发现 , 编辑后的酶是有活力的, 未编辑的

酶没有活力。以酵母 CT 的晶体结构为基础, 预测豌豆 CT 的

结构, 编辑后的残基出现在单体的中心区域。ACCase 是一种

必不可少的酶, 在编辑中是必要的。胞��到尿��的转变

是由酶催化的脱氨作用, 但尚不知道为什么只对一个特定的

胞��脱氨基[ 4] 。

在对马铃薯 acc D 基因的表达研究中Sang 等[ 6] 发现其表

达在叶片、块茎和根中转录水平相似 , 而在茎中较低。acc D

的表达在组织类型、发育阶段、光照或黑暗中是基本的、独立

的。并认为NEP 可能是主要负责 saccD 转录的RNA 聚合酶。

Norihiro 等[ 7] 利用双元虫荧光素酶为报告基因, 改进Bi-

olistics 瞬时表达系统 , 对 accD 5′- Flanking 和5′- Untranslated 区

域( 5′UTR) 进行了仔细检测, 发现2 个 AT 富集序列, 其中之

一包含2 个重叠基序( YRTA) , 对 acc D 表达是必需的。5′UTR

的长度而非特殊序列决定了 accD 表达的水平。

Position Element 定位于- 72 和- 62 之间、- 62 和- 15 之

间。- 15 和- 3 之间的序列可能含有小的核心序列, 直接影

响 accD 的表达。在序列 - 63 和 - 4 之间存在2 个 AT 富集

基序, 是 accD 表达的必需序列。转录起始位点的YRTA 基序

上游对转录是重要的。位于- 9 和- 4 之间的2 个重叠基序

( YRTA) 对 acc D 启动子的活性是重要的。Negative Element 存

在于+ 23 和+ 129 之间, 序列+ 10/ + 23 似乎含有Positive Ele-

ment 。在5′UTR 的突变试验中发现没有一个突变明显影响

LUC( 虫荧光素) 活性,5′UTR 的长度而非序列元件决定表达

水平。5′UTR 在植物转录调空中的作用仅在一些核编码基

因中得到证实。

3  ACCase 在植物脂肪酸代谢工程中的应用

植物油含有丰富的还原态碳链, 是同体积淀粉所含能量

的8 倍多, 是一种密集的可更新能源。植物油不仅可作为食

品, 而且可作为低成本汽油生产的化学原料。植物油是含有

3 条脂肪酸碳链的甘油脂, 主要成分是包含有近50 个还原态

碳的脂肪酸。还原态碳链的大规模生产是植物必需的 , 这一

过程主要受质体 ACCase 的控制。通过用农杆菌转化系统过

量表达同质型ACCase 和用叶绿体转化系统过量表达异质型

ACCase 的方法, 实现了脂肪酸合成的数量调控[ 4] 。提高植物

体和种子含油量的基因工程可广泛应用于单子叶植物和双

子叶植物, 尤其适用于种子含油量较多的植物如油茶、黄豆、

油菜、棉花和向日葵。同样, 若通过反义抑制 ACCase 的表

达, 可降低种子的脂肪酸含量。质体转化技术的发展为研究

提供了有效方法 , 笔者在植物育种中试图构建 acc D 超量表

达载体 , 以提高其表达量、提高 ACCase 水平, 最终提高植物

油脂含量。

目前, 植物脂类代谢工程的主要目标是通过增加新酶、

促使已存酶的超量表达以及采用反义 RNA 减少内源酶表达

水平途径来控制脂肪酸的合成过程, 利用植物这一天然工厂

定向生产和加工出更多、更好的为人类所需的物质。相应的

一些工作已取得较大进展。Davi 等将噬菌体T、强启动子与

大肠杆菌ACCase 酶4 个亚基编码基因连接( accB、accC、acc D

和 accA 依次排列) , 构建成一个细菌多顺反子, 用其转化大

肠杆菌后, 脂肪酸含量增长6 倍。

王伏林提出正向调控 ACCase 的超量表达, 其克隆大肠

杆菌的 ACCase 4 个亚基基因, 再将油菜种子贮藏蛋白 Napin

特异表达启动子与大肠杆菌ACCase 4 个亚基基因正向连接 ,

在油菜转移肽 accB( GenBank X90731) 的转运下, 定向地将大

肠杆菌 ACCase 基因转入到油菜质体中; 并曾尝试将大肠杆

菌ACCase 4 个亚基基因分别或共同转入到油菜质体中 , 分析

ACCase 基因表达对油菜含油量提高的正向调控作用[ 2] 。

Yukiko 等[ 8] 认为质体中 acc D 的表达可能制约质体 AC-

Case 总体水平 , acc D 的超量表达可能会提高 ACCase 水平。

在质体中有两种 RNA 聚合酶进行转录: 细胞核编码的 RNA

聚合酶( NEP) 和质体编码的 RNA 聚合酶( PEP) 。accD 具有

NEP 启动子, 而光合基因具有PEP 启动子。在所有组织中大

量表达的rRNA 操纵子具有 NEP 和 PEP 启动子。为了实现

所有组织中 acc D 的超量表达 , 用烟草基因组中rRNA 操纵子

的NEP 和PEP 启动子替代 acc D 启动子, 并观察对 ACCase 水

平的影响。在转化的烟草叶片中 , 质体 ACCase 水平提高了 ,

成功地通过 accD 超量表达提高了质体 ACCase 水平。在转

化的烟草中 , 叶片的脂肪酸含量提高了 , 而每粒种子的脂肪

酸含量并没有发生变化。同时发现转化个体的叶片寿命明

显延长, 结籽量提高2 倍, 因此提高了每个植株的种子脂肪

酸含量。
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氨酸) 和辅酶的必需矿物质, 硫不但影响真菌的数量, 也影响

真菌降解纤维素的能力。Akin 等[ 6] 报道, 饲喂含硫丰富的牧

草的绵羊瘤胃中真菌数量较高, 而饲喂缺硫牧草的绵羊瘤胃

中真菌数量较少, 甚至缺失 , 动物采食含硫丰富的牧草可刺

激瘤胃中真菌的生长。于长青等[ 2] 认为 , 真菌生长需硫化合

物作为硫的营养成分来源, 当供给硫酸盐时, 真菌生长被抑

制, 所以硫酸盐不能作为真菌硫的营养源。

4 .3  氮源 目前 , 有关于氮源对瘤胃真菌种群影响的资料

很少。研究 Neocalli mastix 的学者发现, 真菌生长所需氮源为

NH4
+ 和氨基酸形式的氮, 但是混合氨基酸比 NH4

+ 支持的生

长更快 , 并能直接合成蛋白质[ 7] 。Atasoglu 等[ 12] 研究认为, 真

菌是重要的降解纤维素的微生物 , 以氨作为氮源可以促进瘤

胃真菌的生长, 而氨基酸促进瘤胃真菌生长的效果优于氨。

4 .4  pH 值 据Grenet 等[ 13] 、毛胜勇等[ 14] 报道, 当瘤胃内pH

值降至5 .5 以下, 瘤胃中产生的游动孢子数量减少, 从而降

低了真菌数量。

4 .5 其他因素  McIntosh 的研究表明[ 9] , 奶牛饲料中添加

油脂, 可以降低瘤胃真菌对蛋白质的降解。Ha JK 等[ 15] 研究

了吐温-80 对瘤胃液中酶的活性和瘤胃细菌和真菌生长的影

响, 结果表明添加吐温-80 后可以提升瘤胃液中游离酶的活

性, 增加瘤胃真菌的数量。Obispo 等[ 16] 研究认为饲喂频率对

瘤胃真菌的数量也有影响。

5  瘤胃真菌研究前景展望

由于瘤胃真菌具有很强的降解粗纤维的能力, 选育具高

效降解能力的菌株有望应用于动物饲料生产、开发和利用。

从营养角度上考虑, 瘤胃真菌蛋白除含有较高含量的谷

氨酸、天冬氨酸及丙氨酸外, 其所含的缬氨酸、异亮氨酸、精

氨酸及组氨酸等必需氨基酸营养价值远高于自然界中其他

类型的真菌。如果采用大规模的厌氧发酵制成瘤胃真菌发

酵液的浓缩产品, 可能成为一种良好的饲料蛋白资源。

研究已证实瘤胃真菌不仅产生多种多样的酶, 而且其中

许多酶比现有酶制剂的活性更高。如果将这些高活酶通过

生物技术手段, 直接转入植物或动物瘤胃中, 当这类酶的基

因表达成功 , 这种生物反应器就可产生大量的降解酶, 这对

于降低饲料成本、提高饲料利润具有重大的意义。
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4  存在问题与展望

ACCase 作为脂肪酸生物合成限速酶, 在用基因工程提

高油料作物油脂含量研究中具有重要地位。但迄今为止,

这方面的研究进展并不是很大 , 主要原因是异质型 ACCase

由4 个亚基组成 , 这些亚基分别由3 个核基因和1 个叶绿体

基因编码, 采用基因工程使这些基因在目标生物中同时表

达、定位于质体并组装成一种有活性的结构有很大的难度。

脂肪酸代谢工程研究中 , 新基因的导入或某一基因的超量

表达常会带来一些表型的异常 , 如发芽率降低、含油量变

化, 所以要做到最大限度改变植物脂肪酸成分的同时不影

响其正常的生理代谢活动还需对植物脂肪酸代谢及转化各

参数进行进一步的研究 , 尤其是对植物生理生化、生长发育

等过程和作用机理的了解。选择良好的试验材料及转化体

系也是成功的关键。目前的转化研究尚停留在单基因导入

方面, 关于多基因的导入调控脂肪酸的研究也刚刚起步。

优化转化体系并获得良好品质的转基因植物品种也相当复

杂耗时。由于 ACCase 的重要性 , 人们对其兴趣有增无减,

相信随着植物基因工程研究的日益深入和技术的不断发

展, 上述问题都能逐步得到解决。
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