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摘  要：【背景】广泛存在于植物、藻类及其他自养微生物中的核酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶

(Rubisco)是卡尔文循环中固定 CO2 的关键酶及限速酶，在生物质合成和全球碳循环中扮演着重要角

色。鉴于 Rubisco 的重要性以及极低的固碳羧化活性，对 Rubisco 的筛选进化研究具有重要意义。【目

的】构建一种适用于筛选高效 Rubisco 羧化活性的筛选体系。【方法】分析现有筛选体系对 Rubisco 羧

化活性筛选压力缺失的原因，设计构建适用于高效 Rubisco 羧化活性的筛选体系，以 BWLac 产乳

酸菌株为宿主，在含有 5% CO2 的 N2 环境下厌氧培养，比较不同羧化活性 Rubisco 对细胞生长的影

响，通过 HPLC 及 LCMS 检测总乳酸及固定 CO2 生成乳酸的产量评估筛选体系。【结果】通过终端

代谢产物乳酸产生下拉力，以及甘油代谢产生的剩余还原力需要平衡消耗掉的设计靶点，增强 Prk
和 Rubisco 的固碳支路代谢通量，加强 RuBP 对细胞的毒性抑制作用，使细胞生长与 Rubisco 活性

有效偶联，构建高通量筛选办法。在新构建的筛选体系中，Rubisco 失活突变体 BWLac/197 不能生

长，Rubisco 和 Prk 双失活突变体 BWLac/197-2021 生长未受影响，菌落大小约 1.58 cm。粗酶液羧

化活性相差 2 倍以上的 RBC1 和 7002，其细胞生长在筛选条件下受不同程度抑制，菌落大小分别有

1.06 cm 和 0.65 cm。通过检测乳酸产量及甘油消耗量对筛选体系验证评估，RBC1 消耗甘油 1.39 g/L，
产乳酸 2.82 g/L，其中来自于 NaH13CO3 的标记乳酸含量为 18.05 μmol/L，比 7002 的相应检测结果

高 1.3−1.6 倍，检测结果与筛选体系设计原理相符，即乳酸产量越高，甘油消耗越多，Rubisco 羧

化活性越高，细胞生长得越好。【结论】成功设计构建了高效 Rubisco 羧化活性筛选体系，为进化

或探索更高羧化活性 Rubisco 提供有效的高通量筛选办法。 

关键词：核酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶，羧化活性，乳酸，CO2 固定，筛选体系 
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Abstract: [Background] Ribulose-1,5-bisphosphate caboxylase/oxygenase (Rubisco) is a key enzyme and 
the rate-limiting enzyme of CO2 fixation in the Calvin cycle, and widespread in plants, algae and other 
autotrophic microorganisms, playing an important role in biomass synthesis and the global carbon cycle. 
In view of the importance and the extremely low carbon-fixation activity of Rubisco, it is of great 
significance to study the selection evolution of Rubisco. [Objective] This study aims to construct a 
selection system suitable for screening efficient Rubisco carboxylation. [Methods] The reason of the 
absence of selection pressure on Rubisco carboxylation in the existing system was analyzed, then the new 
selection system applicable for high efficiency Rubisco carboxylation was designed and constructed. The 
lactate-producing strain BWLac was used as the host, the growth of Rubisco expression strains with 
different carboxylation activities were compared under the anaerobic culture containing 5% CO2, HPLC 
and LCMS were used to detect total lactic acid production and the yield of lactic acid from fixed CO2 for 
the evaluation of new constructed selection system. [Results] The design principle was considered to base 
on the pull-down force generated by the terminal metabolite lactic acid and the balance of the residual 
NADH generated by glycerol metabolism. These two parts could enhance the metabolic flux of the 
carbon-fixing branch of Prk and Rubisco, which could strengthen the inhibition of the toxicity of RuBP, 
coupling cell growth effectively with Rubisco activity to construct a high-throughput screening approach. 
In the newly constructed selection system, the Rubisco inactivated mutant BWLac/197 could not grow, 
while the growth of Rubisco and Prk double inactivated mutant BWLac/197-2021 was not affected with the 
colony size was about 1.58 cm. RBC1 and 7002, which carboxylation activities were detected to be more 
than 2 times different, the cell growth was inhibited to varying degrees under the screening conditions, and 
the colony size was 1.06 cm and 0.65 cm, respectively. The lactic acid production and glycerol consumption 
were also tested to evaluate the effectiveness of the selection system. RBC1 consumed 1.39 g/L of glycerol, 
produced 2.82 g/L of lactic acid, and labeled lactic acid content of 18.05 μmol/L, which was 1.3−1.6 times 
higher than the corresponding test result of 7002. The detection results were consistent with the design 
principle of the selection system, the higher the lactic acid production, the more glycerol consumption, the 
higher the Rubisco carboxylation, the better the cells grow. [Conclusion] An efficient selection system for 
Rubisco carboxylation was successfully designed and constructed to provide an effective high-throughput 
screening method for the evolution or exploration of Rubisco with higher carboxylation activity. 

Keywords: Rubisco, Carboxylation, Lactate, CO2 fixation, Selection system 
 

核酮糖 -1,5-二磷酸羧化 /加氧酶 (ribulose-1,5- 
bisphosphate caboxylase/oxygenase ， Rubisco ， EC 
4.1.1.39)是 Calvin 循环中固定 CO2 的关键酶，既可

以催化 1,5-二磷酸核酮糖(RuBP)与 CO2 发生羧化反

应，生成 3-磷酸甘油酸(3-PGA)，又能催化 RuBP

与 O2 发生氧化反应，生成 3-PGA 和二磷酸乙醇酸

(2-PG)。由于 Calvin 循环是自然界中绝大多数自养

生物固定 CO2 合成有机物的基础，而 Rubisco 作为

Calvin 循环中第一步反应的催化剂，直接将无机

CO2 转变为有机碳水化合物，因而在生物质合成和
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全球碳循环中扮演着重要角色[1-2]。 
Rubisco 也是 Calvin 循环中固定 CO2 的限速

酶，这主要体现在两个方面：一是对 CO2 的催化效

率低，Rubisco 对 CO2 的转化数 kcat 约为 1−13 s−1，

即每秒只能催化几个 CO2分子，只有多数常见酶的

百分之一到千分之一[3]；二是对 CO2/O2 的选择性

低，除了 CO2 以外，空气中大量存在的 O2 也是

Rubisco 的底物，而 Rubisco 对 CO2 和 O2 的选择性

SC/O 仅为 1−240，其中 SC/O 定义为 Rubisco 对 CO2

的催化效率(kcat/Km)除以其对 O2 的催化效率[4]，如

此低的选择性使得大量 O2 占据了 Rubisco 的活性中

心，对 CO2 产生竞争性抑制，阻碍 Rubisco 发生羧

化反应固定 CO2。 
鉴于 Rubisco 生物固碳的重要作用以及极低

的催化能力，探索发现未知 Rubisco 的固碳能力

或是对已有 Rubisco 做分子改造，提高 Rubisco 对

CO2 的催化效率具有重要意义。由于 Rubisco 的活

性中心高度保守且催化活性复杂，现有的关于理

性设计或是定向进化的研究报道中，多数突变都

导致 Rubisco 的活性下降[5-7]或者对 CO2 选择性下    
降[6,8-9]，或是 Rubisco 对 CO2 的催化能力提高有  
限[10-17]。通过定向进化对 Rubisco 分子进行改造获

得 了 相 对 较 好 的 结 果 ， 古 菌 Methanococcoides 

burtonii 的 Rubisco 对 CO2 催化效率从 10.5 μmol/s
提高到 15.1 μmol/s，选择性 SC/O 从 1.3 提高到

1.5[16]，对 CO2 催化效率和选择性同时提高，然而

提高程度有限。因此，设计适用于羧化活性更高

的 高 效 筛 选 体 系 ， 探 索 发 现 或 进 化 新 的 未 知

Rubisco，提高其对 CO2 催化能力，是长期以来备

受关注且需要解决的研究热点之一。 
本研究分析了现有筛选体系的缺点和不足，

基 于 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 设 计 一 种 新 的

Rubisco筛选体系，通过增强 Rubisco固碳支路代谢

通量，加强细胞生长与 Rubisco 羧化活性的有效偶

联，构建高效 Rubisco 羧化活性筛选体系。通过该

筛选体系的设计构建，为筛选或探索发现 Rubisco

羧化活性显著提高的酶分子元件提供简单快捷的

操作办法，有助于进一步提高光合生物中生物质

合成的效率，为生物固碳实现 CO2减排的研究提供

有价值的固碳元件。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
使用的质粒和菌株见表 1。如没有特殊要求，

菌株培养使用 LB 培养基和 M9 培养基[15]。 

1.2  Rubisco 在 E. coli 中的诱导表达 
E. coli BL21(DE3)或者 BWLac 作为宿主用于

Rubisco 的表达，于LB/Kan 抗性液体培养基(50 g/mL
卡那霉素) 37 °C、200 r/min 下培养过夜，次日以 1%
接种量接种于新鲜 LB/Kan 液体培养基中 37 °C、 
200 r/min 培养至 OD600 约为 0.6−0.8，添加诱导剂

IPTG 至终浓度为 0.05 mmol/L，转移至 22 °C 培养

6 h，用于诱导表达 Rubisco。 

1.3  筛选培养条件 
1.3.1  现有筛选体系的培养条件 

BL21(DE3)宿主表达 Rubisco197、197-2021、

7002、RBC1 的菌株，划线于 0.4% (质量体积比)木
糖、50 μg/mL 卡那霉素、0.05% (质量体积比)酪蛋

白水解物、0.02 mmol/L IPTG 的 M9 平板上，于 5% 
(体积比) CO2 密闭环境(其他气体成分与大气相同)
中，置于 25 °C 培养。 
1.3.2  新构建筛选体系的培养条件 

BWLac 宿 主 表 达 Rubisco197 、 197-2021 、

7002、RBC1 的菌株，划线或涂布于 0.5% (质量体

积比)木糖、0.613% (质量体积比)甘油、50 μg/mL
卡那霉素、0.05% (质量体积比)酪蛋白水解物、

0.02 mmol/L IPTG 的 M9 平板上，于 5% (体积比) 
CO2 的密闭厌氧环境中，即 5% CO2 和 95% N2，置

于 25 °C 培养。 

1.4  粗酶活检测 
常温条件下 12 000 r/min 离心 1 min 后，收集

OD600 为 10 的诱导表达细胞，用 1 mL Rubisco 活 
性检测缓冲液重悬(100 mmol/L HEPES，pH 8.0， 
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 
名称 
Name  

说明 
Description 

来源 
Source 

质粒 Plasmids   
pET30a-T7-trc-rbc7002-trp-prk (7002) PT7/trc-Rubisco from Synechococcus sp. PCC7002, Ptrp-prk from 

Synechococcus sp. PCC7942 
[15] 

pET30a-T7-trc-rbc197-trp-prk (197) Rubisco 7002 RbcL K197M 失活突变体 
Inactivated mutant Rubisco 7002 RbcL K197M 

[15] 

pET30a-T7-trc-rbc197-trp-prk2021 (197-2021) RbcL K197M, Prk2021 双失活突变体 
Double inactivated mutant with RbcL K197M and Prk2021 

[15] 

pET30a- T7-trc-rbc1-trp-prk (RBC1) PT7/trc-Rbc1, RBC1 来源于环境微生物 
PT7/trc-Rbc1, RBC1 from environmental microorganisms 

本研究 
This work 

菌株 Strains   
BL21(DE3) F−, ompT, hsdS (rBB–mB–), gal, dcm (DE3) Novagen 
BWLac 
 

BW25113ΔfrdABCDΔpflB::ldhA 产乳酸菌株 
Lactate producing strain BW25113ΔfrdABCDΔpflB::ldhA 

实验室保存 
Stored in our lab

BWLac/pET30a-T7-trc-rbc7002-trp-prk 
 

BWLac 宿主表达 Prk 和 Rbc 7002 
Prk and Rbc 7002 expression in BWLac 

本研究 
This work 

BWLac/pET30a-T7-trc-rbc197-trp-prk 
 

BWLac 宿主表达 Prk 和 Rbc 197 失活突变体 
Prk and inactivated mutant Rbc 197 expression in BWLac 

本研究 
This work 

BWLac/pET30a-T7-trc-rbc197-trp-prk2021 
 

BWLac 宿主表达 Prk2021 和 Rbc 197 双失活突变体 
Double inactivated mutant Prk2021 and Rbc7002 expression in BWLac 

本研究 
This work 

BWLac/pET30a- T7-trc-rbc1-trp-prk BWLac 宿主表达 Prk 和 Rbc1 
Prk and Rbc1 expression in BWLac 

本研究 
This work 

 
20 mmol/L MgCl2 ，10 mmol/L KCl，1 mmol/L 

EDTA)，于 200 W 超声破碎(3 s，共 40 次)，4 °C、   

12 000 r/min 离心 1 min 后取上清，粗酶液于厌氧箱

中冰浴除氧。 

以下操作均在厌氧箱中完成：添加 NaH13CO3

使其终浓度为 100 mmol/L NaHCO3，冰浴 30 min

用于 Rubisco 激活；取一定体积激活的 Rubisco 粗

酶液与活性检测缓冲液互混，添加底物 RuBP 起始

反应，使其终浓度为 0.5 mmol/L，反应 5 min 后用   

1 mol/L HCl 终止反应，孵育 2 min 后用 1 mol/L 

NaOH 中和反应体系。 

1.5  HPLC 分析 
Agilent 1200 HPLC 系统，配备 RID 示差折光

检测器。色谱柱为 Aminex HPX-87 H 有机酸分析

柱(7.8×300 mm)，柱温 55 °C，0.5 mmol/L H2SO4溶

液，流速 0.6 mL/min，进样体积为 10 µL。使用上

述方法设置 Agilent 12000 APLC 系统检测木糖、甘

油和乳酸的含量检测，每组试验样品重复3次以上。 

1.6  13C 标记代谢产物的 LCMS 检测 
1.6.1  13C 标记 3-PGA 检测分析 

使用 Agilent 6460 LC-MS/MS 系统，选用色谱

柱 Agilent XDC18 (5 µmol/L，150×4.6 mm)，多重

反 应 监 测 模 型 MRM 进 行 检 测 。 Di-n-488 
butylammonium acetate (DBAA)作为挥发性离子对

试剂，用于阴离子检测条件下的 3-PGA 离子化。

柱温 40 °C，流动相 A 为 5 mmol/L DBAA 水溶液，

流动相 B 为 5 mmol/L DBAA 甲醇溶液，流速    
0.6 mL/min，进样体积 50 µL，质谱检测器气体温

度 350 °C。每组试验样品重复 3 次以上。 
1.6.2  13C 标记乳酸检测分析 

使用高效液相色谱-三重四级杆复合线性离

子阱质谱 QTRAP 6500 LC-MS/MS 系统，多重反

应 监 测 模 型 MRM 进 行 检 测 。 选 用 色 谱 柱

HyperREZ XP 有 机 酸 柱 (100×7.7 mm) ， 柱 温

40 °C，流速 0.4 mL/min，去离子水洗脱 10 min。
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进样体积 10 µL，质谱检测器温度 550 °C，检测电

压 4 500 V。每组试验样品重复 3 次以上。 

2  结果与分析 

2.1  现有 Rubisco 羧化活性筛选体系的原理及

缺点 
现有筛选体系的筛选原理基于 RuBP 对细胞的

毒性抑制作用，其基本原理是在 E. coli 中共表达磷

酸 核 酮 糖 激 酶 (phosphoribulokinase ， Prk) 和

Rubisco，Prk 将胞内磷酸戊糖途径的中间产物 5-磷
酸核酮糖(Ru5P)转化为 RuBP，通过 RuBP 的细胞

毒性抑制菌落生长，将 Rubisco 活性与细胞生长

耦联，形成筛选压力(图 1A)，RuBP 被 Rubisco 羧

化/氧化为糖酵解途径中的 3-PGA，从而解除细胞

毒性使其恢复生长，表现为 Rubisco 代谢 RuBP 能

力越强，细胞生长得越好[11,13]。然而，对于具有

更高羧化活性的 Rubisco BL21(DE3)/RBC1，其粗

酶液羧化活性为 0.20 U/mL (图 1B)，在现有筛选条

件下，对比粗酶液 Rubisco 羧化活性仅为 0.06 U/mL
的 BL21(DE3)/7002 (图 1B)，RBC1 的羧化活性约

是 7002 的 3 倍，但是在筛选平板上的菌株划线生

长没有明显差异(图 1C)。由此发现，现有筛选体

系通过细胞的生长情况不能有效区别羧化活性差

异 明 显 的 Rubisco ， 推 测 可 能 是 由 于 Prk 和

Rubisco 代谢支路通量不足，RuBP 毒性对细胞生

长抑制不明显，不能通过细胞生长表征不同羧化

活性的 Rubisco。因此，现有筛选体系不适用于

高通量筛选羧化活性明显提高的 Rubisco 酶分子

元件，需要针对 Rubisco 的羧化固碳能力设计构

建能够有效且高通量筛选出高活性 Rubisco 的新

筛选体系。 

2.2  高效 Rubisco 羧化活性筛选体系的设计 
针对 2.1 节中现有筛选体系不能筛选获得羧化

活性更高的 Rubisco 酶分子元件的问题，希望通过

增加 Prk 和 Rubisco 的固碳支路代谢通量，提高

RuBP 细胞毒性的抑制作用，放大 Rubisco 羧化活

性差异在细胞生长方面的体现。为此，从两个方

面考虑设计如何增强 Rubisco 的固碳代谢通量，设

计原理示意图如图 2 所示。一是以乳酸终端代谢产

物形成下拉力，为 Rubisco 羧化活性固定的 CO2 找

到终端出口，设计强化丙酮酸到乳酸终端代谢产

物的代谢路径，阻断丙酮酸到乙酰 CoA 的甲酸裂

解酶 PflB 活性，以及丙酮酸到琥珀酸的琥珀酸脱

氢酶 Frd 活性，使乳酸成为细胞在厌氧条件下丙酮

酸代谢的主要代谢终产物，通过乳酸的代谢生成 
 

 
 
图 1  现有筛选体系中不同羧化活性 Rubisco 的平板生长情况 
Figure 1  Growth of strains containing Rubisco with different carboxylation activities on the original activity-directed 
selection plates 
注：A：现有筛选体系的原理示意图[15]；B：BL21(DE3)宿主中表达 Rubisco 的粗酶液活性；C：筛选平板的生长情况. 
Note: A: Original activity-directed selection rationale; B: Crude Rubisco activity in BL21(DE3) host; C: Growth of strains on selected 
plates. 
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图 2  高效 Rubisco 羧化活性筛选体系设计原理图 
Figure 2  Selection rationale of high efficiency carboxylation 
 
持续拉动 Prk 和 Rubisco 固碳支路；二是依据甘油

代谢产乳酸剩余还原力 NADH 的特征，见反应式

(1)，设计通过 Prk 和 Rubisco 支路代谢利用木糖，

固定 CO2 生成乳酸，如反应式(2)所示，消耗甘油

代谢产乳酸剩余的 NADH，从而平衡胞内还原

力，也就是说，通过甘油代谢产乳酸的过剩还原

力，增强 Prk 和 Rubisco 固碳支路代谢通量(图 2)。 
通过以上两方面的设计增强 Prk 和 Rubisco 的

固碳支路代谢通量，Rubisco 固定 CO2 的反应式(3)
即为 1 分子木糖与 2 分子甘油共利用，固定 1 分子

CO2 生成 4 分子乳酸，同时生成 2 分子 ATP，还原

力平衡，细胞能够正常生长。理论上，甘油的消

耗利用越多，生成的 NADH 越多，木糖通过

Rubisco 固定 CO2 代谢支路生成乳酸的通量越大，

Prk 产 RuBP 越多，对细胞生长抑制越强，需要代

谢利用 RuBP 能力更强的 Rubisco 来解除抑制，细

胞生长越好，Rubisco 固定 CO2 的羧化活性越高，

同时乳酸产量越高。新设计的高效 Rubisco 羧化活 
性筛选体系，不仅可以使 Rubisco 羧化活性与细胞

生长有效耦联构成筛选压力，同时乳酸产量与

Rubisco 羧化活性也呈正相关变化，可通过乳酸产

量对初筛的 Rubisco 酶分子做复筛验证工作，相对

于同位素标记 NaH13CO3 的 Rubisco 羧化活性测

定，操作简单、经济快捷。 
Glycerol+ADP+NAD+→Lactate+ATP+NADH    (1) 
Xylose+2NADH+CO2→2Lactate+2NAD+

        (2) 
Xylose+2Glycerol+CO2+2ADP→4Lactate+2ATP  (3) 
2.3  高效 Rubisco 羧化活性筛选体系的构建 

依 照 以 上 设 计 原 理 ， 以 BW25113 

ΔfrdABCDΔpflB::ldhA 产乳酸菌株 BWLac 为宿

主，使用 pET 质粒构建 Prk 和 Rubisco 固碳支路，

以终端产物乳酸为下拉力，同时甘油为共利用碳

源，生成乳酸产生剩余还原力，增强 Rubisco 固碳

支路的代谢流量，放大 RuBP 细胞毒性的抑制效

果，构建新的能够实现高效筛选 Rubisco 羧化活性

的筛选体系。 

Prk 和 Rubisco 固碳支路中的磷酸核酮糖激酶

Prk 来源于 Synechococcus sp. PCC7942，由于其代



王斐等: 高效 Rubisco 羧化活性筛选体系的设计与构建 2625 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

谢产物 RuBP 对细胞生长有毒性抑制作用，Prk 的

编码基因由 trp 启动子阻遏调控，即有色氨酸存在

的情况下，Prk 表达受抑制，而在 M9 培养基中可

以正常表达生产 RuBP，从而抑制细胞生长，形成

筛选压力。不同来源的 Rubisco 或是 Rubisco 突变

体的编码基因均由 T7 和 trc 双启动子调控，在

BL21(DE3)和 BWLac 宿主中均可以由 IPTG 诱导表

达，羧化反应代谢 RuBP，减缓或解除细胞抑制现

象，固定 CO2生成 3-PGA，最终生成终端代谢产物

乳酸。 
本研究构建了 BWLac/RBC*系列菌株，其中

RBC7002 的 Rubisco 来源于蓝细菌 Synechococcus 
sp. PCC7002，RBC1 的 Rubisco 来源于其他环境微

生物，二者的羧化活性在 BWLac 宿主中的粗酶活

性分别为 0.04 U/mL 和 0.15 U/mL，RBC1 和 7002
的 Rubisco 粗酶活性仍保持 3 倍以上差异(图 3)。此

外，设计 Rubisco 失活突变体 197，Rubisco 和 Prk
双失活突变体 197-2021 为对照菌株，用于评价筛

选体系是否有效。Rubisco 失活突变体 197 即

RBC7002 的大亚基 RbcL 存有 K197M 突变，此位

点突变阻碍了 Mg2+的结合激活而使 Rubisco 失  
活[18]。Rubisco 和 Prk 双失活突变体 197-2021 是

在 RBC 失活的基础上，共表达 Prk2021 突变体，

即 K20M 和 S21A，两个与 ATP 结合密切相关位

点的突变 [19]，致使 Prk 无活性。BWLac/197 和

BWLac/197-2021 的粗酶液中都检测不到 Rubisco 活

性(图 3)。 
将以上构建的 Prk 和 RBC*共表达质粒转化涂

布在方法 1.3.2 的筛选平板上，于 5% CO2 的 N2 环

境下厌氧培养，比较含有不同羧化活性 Rubisco 菌

株的菌落生长大小，依据以上筛选原理，菌落生

长越大，Rubisco 羧化活性越强。 

2.4  高效 Rubisco 羧化活性筛选体系的验证 
依据以上设计构建的筛选体系，筛选平板上

Rubisco 失活突变体 197 不能生长，Prk 和 Rubisco
双失活突变体 197-2021 生长状态良好，基本不受

影响，菌落直径大小约 1.58 cm，RBC1 和 7002 的

划线和单菌落生长均受到不同程度的抑制，其中

7002 生长受严重抑制，菌落直径大小仅有 0.65 cm，

而 RBC1 的生长受抑制程度不明显，单菌落直径大

小可达 1.06 cm (图 4B)。因此，该筛选体系通过限

定条件下的细胞生长菌落大小，成功表征了 Rubisco

的不同羧化活性，尤其对 7002 的生长抑制较强，

即使 RBC1 的羧化活性比 7002 高 3 倍以上，RBC1

的生长在此筛选体系中同样呈现出一定程度的抑

制效果，推测可能因为乳酸终端产物的下拉力，

以及消耗甘油代谢产生的剩余还原力，Prk 和

Rubisco 固碳支路的代谢通量增强，代谢生成的

RuBP更多，细胞生长受抑制程度加剧(图4A和4B)，

通过菌落生长大小能够有效区分羧化活性显著不

同的 Rubisco 酶分子元件。 

 

 
 
图 3  BWLac 宿主中表达 Rubisco 的粗酶液活性 
Figure 3  Crude Rubisco activity in BWLac host 

 

 
 
图 4  高效羧化活性筛选体系 Rubisco 平板生长情况 
Figure 4  Growth of strains containing Rubisco with 
different carboxylation activities on the high efficiency 
carboxylation directed selection plates 
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为了验证以上推测是否正确，分析检测了

BWLac/RBC*系列菌株的乳酸产量以及来自于标记

NaH13CO3 的乳酸含量。BWLac/RBC*采用先诱导

表达 Rubisco 再乳酸发酵的二阶段培养法，在 LB
培养基中诱导表达 6 h 后，离心收集菌体，用添加

有 5 g/L 木糖、6.13 g/L 甘油、100 mmol/L HEPES
和 100 mmol/L NaH13CO3 的 M9 培养基复混，置于

37 °C 厌氧培养 72 h。取培养液上清，用于乳酸产

量的对比分析。 
Rubisco 的羧化活性越高，乳酸产量越高，

其中来自于标记 NaH13CO3 的乳酸也越多(图 5)。
羧化活性更高的 RBC1，乳酸产量为 2.82 g/L，

高于 7002 的 2.16 g/L (图 6A)，RBC1 中 13C 标记

乳酸含量也高于 7002，分别为 18.05 μmol/L 和

13.46 μmol/L (图 6B)。此外，相对于 7002，RBC1
消耗了更多的甘油，即 1.39 g/L，7002 的甘油消耗

仅 0.92 g/L (图 6A)。由此可见，乳酸产量和甘油

消耗的实际检测情况与构建筛选体系的设计原理

相符，乳酸产量越高，甘油消耗越多，Rubisco 的

羧化活性越高，总之，本研究中新构建的筛选体

系适用于高效筛选 Rubisco 羧化活性更高的酶分

子元件。 

3  讨论与结论 
设计选择合适的筛选压力，实现高通量筛选

是酶分子定向进化的重要研究内容。本研究针对

Rubisco 羧化活性设计的高效筛选体系，解决了现

有筛选体系中 Prk 和 Rubisco 固碳支路代谢通量不

足及 RuBP 抑制细胞生长不明显的问题，引入了终

端代谢产物乳酸和甘油代谢剩余还原力的两个设

计靶点，通过生成乳酸的下拉力和消耗平衡过剩

的 NADH，增强了 Prk 和 Rubisco 固碳支路代谢通

量，强化了 RuBP 对细胞生长的抑制效果，通过

Rubisco 的羧化反应解除 RuBP 抑制毒性。迄今为

止，已报道研究的 Rubisco 酶分子中，蓝细菌来源

的 Rubisco 其羧化活性较高，Synechococcus sp. 
PCC7002 对 CO2 的转化数 kcat 为 13.4 s−1，对 CO2

和 O2 的选择性 SC/O 为 52[20]，尽管 kcat 很高，

Rubisco 7002 在新构建的筛选体系中生长受到了

明显抑制，也就是说，本研究中的筛选体系为具

有更高羧化活性的 Rubisco 提供了更广泛的筛选

空间。 
本研究构建的筛选体系不仅适用于高通量筛

选 Rubisco 的初筛工作，还可以用乳酸产量复核初

筛的 Rubisco 酶分子或是突变文库的突变体，相较

于 Rubisco 羧化活性的碳同位素检测方法操作更加

简便快捷，普通实验室的 HPLC 乳酸检测即可评估

验证初筛结果。 
本研究中应用的 Prk 来源于 Synechococcus sp. 

PCC7942，比活 230.9 μmol/(min·mg-protein)[21]，而 7002
的 Rubisco 比活仅有 0.91 μmol/(min·mg-protein)[15]，

因此，筛选体系中用 trp 弱启动子调控 Prk 表达，

Rubisco 选择 T7 和 trc 强启动子诱导表达，以弥补

二者酶学性质之间的差距，SDS-PAGE 结果显示

Prk 条带不可见。以此筛选体系为基础，可进一步

构建突变文库提高 Rubisco 羧化活性，通过提高

Prk 表达量优化筛选体系，从而提高 RuBP 的胞内

积累浓度，加强筛选压力。事实上，当 Prk 的表

达使用 Lac 启动子时，7002 的 Rubisco 在筛选平

板上不能生长(结果未展示)，推测 RuBP 积累过

多，7002 的 Rubisco “解毒”能力较弱，致使细胞

不能生长。所以，本研究构建的筛选体系其筛选

压 力 具 有 可 调 整 优 化 的 潜 力 ， 可 以 用 于 筛 选

Rubisco 羧化活性提高数十倍甚至更高活性的酶分

子元件，减轻 Rubisco 在 Calvin 循环中固定 CO2

的限速影响。 
通过细胞生长的菌落大小来表征 Rubisco 羧

化活性的高通量筛选方法，筛选获得的酶分子是

总活性的提高，不能区别可溶性表达的提高和比

酶活提高的差异，这也是所有酶分子定向进化筛

选突变体的共性问题。此前已有报道，关于来源

于 Synechococcus sp. PCC6301 的 Rubisco 进化，获

得了大亚基 RbcL F345I 突变株，其可溶性提高了 
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图 5  BWLac/7002 和 BWLac/RBC1 中乳酸的 LCMS 检测结果 
Figure 5  LCMS results of lactate from BWLac/7002 and BWLac/RBC1 
Note: cps: Counts per second. 
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图 6  不同羧化活性 Rubisco 的产乳酸能力评价 
Figure 6  Lactate production capacity of Rubisco with different carboxylation activities 
注：A：木糖(Xyl)和甘油(Gly)消耗量，以及乳酸(Lac)产量；B：LCMS 的乳酸检测结果. M 为未标记乳酸，M+1 为 13C 标记乳酸. 
Note: A: Consumption of xylose (Xyl) and glycerol (Gly), production of lactate (Lac); B: Lactate titer by LCMS. M means unlabeled lactate, 
M+1 means 13C labeled lactate. 
 
近 7 倍，而羧化作用的催化效率降低了 17%[14]。为

了尽可能避免筛选到可溶性表达的 Rubisco，本研

究中应用 22 °C 低温诱导表达 Rubisco，以及 25 °C

的平板筛选培养温度，目的是尽可能减少 Rubisco

诱导表达过程中形成不可溶包涵体，从而降低筛

选到 Rubisco 可溶性表达提高的可能性。 

本研究成功设计构建了高效 Rubisco 羧化活性

筛选体系，为进化或探索更高羧化活性 Rubisco 提

供了有效的高通量筛选办法。 
致谢：感谢中国科学院微生物研究所付颖老师、中

国科学院生物物理研究所谢振声老师对液相质谱

检测工作的帮助。 
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的特点和针对性，做到主题明确、重点突出、层次分明、语言流畅。教师的教学思路应与时俱进，注意

将国内外新的科技成果和教学理念贯穿到教学之中，只有这样才能真正起到教与学的互动，促进高校生

物学教学的发展，更多更好地培养出国家需要的高科技创新人才。这也是本栏目的目的所在。 
同时，为了给全国生物学领域的教学工作者提供一个更广阔更高层次的交流平台，本栏目还开辟了

“名课讲堂”版块，邀约相关生命科学领域，如微生物学、分子生物学、生物医学、传染病学、环境科学

等的教学名师、知名科学家就教学和学生培养发表观点，推荐在教学改革、教学研究、引进先进教学手

段或模式以及学生能力培养等方面有突出成绩的优秀论文，为高校教师以及硕士、博士研究生导师提供

一个可资交流和学习的平台，促进高校教学和人才培养水平的提高。 
欢迎投稿！欢迎对本栏目多提宝贵意见！  


