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基因工程                                                               

重叠延伸 PCR 克隆三孢布拉霉 carRA 基因及其功能活

性检测系统的构建 

汤晖，石楠，于淼，刘龙，刘静，贾颖，牛宏彦，张利平 
河北大学生命科学学院 河北省微生物多样性研究与应用实验室，保定 071002 

摘  要: 三孢布拉氏霉菌 CarRA 蛋白，既有番茄红素环化酶功能活性又有八氢番茄红素合成酶功能活性，为了对 CarRA

蛋白进行双功能活性分析，及探测 CarRA 蛋白的番茄红素环化酶功能活性位点，构建了在大肠杆菌体内通过颜色互补

检测两种酶活性的系统。通过重叠延伸 PCR 的方法克隆得到了 carRA 基因，并构建原核表达载体 pET28a-carRA，与携

带 crtI/crtB/crtE 基因簇的质粒 pAC-LYC 共转化 BL21(DE3)，验证番茄红素环化酶功能活性；与以 pAC-LYC 为基础构

建的携带 crtI/crtE 基因簇的质粒 pAC-LYC△(crtB) 共转化 BL21(DE3)，验证八氢番茄红素合成酶功能活性。通过颜色

互补的初步鉴定，再以 HPLC 对代谢产物进行分析，明确了实验中的 CarRA 蛋白功能活性检测系统的可靠性，为定点

突变番茄红素环化酶活性位点而不影响八氢番茄红素合成酶功能活性提供了筛选模型。 

关键词 : 重叠延伸 PCR，carRA 基因，番茄红素环化酶，八氢番茄红素合成酶  

Cloning of Blakeslea trispora carRA gene by PCR-driven  
overlap extension and construction of an activity detection  
system 
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Abstract:  Blakeslea trispora CarRA has both lycopene cyclase and phytoene synthase activity. In order to analyze the double 
functional activity of CarRA proteins and to detect the active sites of lycopene cyclase, we constructed two detection systems in 
Escherichia coli by color complementary. Through PCR-driven overlap extension we got carRA gene cDNA, then constructed 
prokaryotes expression vector pET28a-carRA. pET28a-carRA with plasmid pAC-LYC carrying crtI/crtB/crtE gene clusters were 
co-transformed to BL21(DE3) to validate lycopene cyclase activity. We constructed the plasmid pAC-LYC△(crtB) carrying 
crtI/crtE gene clusters, then co-transtormed them with pET28a-carRA to BL21(DE3) to validate phytoene synthase activity. Based on 
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color complementary, and HPLC analysis of metabolites, we confirmed that the CarRA protein activity detection system was reliable. 
Our study provides a screening model for specific mutation of lycopene cyclase without affecting phytoene synthase activity. 

Keywords:  PCR-driven overlap extension, carRA gene, lycopnene cyclase, phytoene synthase 

番茄红素  (Lycopene) 具有极强的清除自由

基 [1]、诱导细胞分化[2]、增加免疫力[3]、减少 DNA

损伤等功能，对防癌抗癌 [4]、预防心血管疾病、

提高免疫功能和延缓衰老均有一定的疗效 [5]，因

此，具有极大的生产和消费潜力。番茄红素的生产

开发项目已成为国际上功能性食品和新药研究的热

点，已被纳入我国的“十一五国家高技术研究发展

计划”。 

在全球范围内，三孢布拉氏霉菌 Blakeslea 

trispora 是实现番茄红素工业化生产的主要菌株。它

是一种产 β-胡萝卜素的高产菌，番茄红素是其代谢

的中间产物，工业生产上通过添加阻断剂来抑制 β-

胡萝卜素生物合成途径中番茄红素环化酶的活性，

从而积累番茄红素。番茄红素环化酶由 carRA 基因

编码产生，是否通过基因工程的手段敲除 carRA 基

因，菌体就会积累番茄红素？研究表明：CarRA 为

双功能蛋白，既有环化酶活性又有八氢番茄红素合

成酶的功能活性，而八氢番茄红素合成酶是番茄红

素合成途径中上游的关键酶[6]。因此，carRA 基因的

完全敲除必然导致番茄红素的合成失败。 

本研究将构建体外检测番茄红素环化酶和八氢

番茄红素合成酶功能活性的筛选模型，为通过定点突

变探测 CarRA 蛋白番茄红素环化酶活性位点、而不

影响八氢番茄红素合成酶功能活性提供检测系统。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

所用质粒及其主要遗传特性如表 1 所示。大肠

杆菌菌株 DH5α、 BL21，三孢布拉氏霉菌菌株

ATCC14272 及质粒 pET28a 为本实验室保存，

pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司，质粒 pAC-LYC

由美国马里兰大学 Elisabeth Gantt 教授馈赠。 

1.1.2  主要试剂 

pfu DNA 聚合酶、Ex-Taq 聚合酶、T4 DNA 连

接酶、限制性内切酶、dNTPs、凝胶回收试剂盒均

购自 TaKaRa 公司。 

1.1.3  PCR 扩增引物及序列 

引物由北京三博远志生物技术有限责任公司合

成 (表 2)。 
 
表 1  本实验所用质粒及特性 
Table 1   Plasmids used in this work, and their relevant 
characteristics 

Plasmids Relevant characteristics Reference

pET28a Kanamycin resistance  

pAC-LYC crtE, crtI, crtB, Cmr,  [7] 

pAC-LYC(crtB) crtE, crtI, Cmr This work

pET28a-carRA pET28a::B.trispora carRA 
cDNA, Kanr This work

pET28a-crtB pET28a::B.trispora crtB 
cDNA, Kanr This work

crtE: geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) synthase; crtB: 
phytoene synthase; crt: phytoene dehydrogenase; crt genes from 
Erwinia uredovora; Cm: chloramphenicol resistance; Kan: 
kanamycin resistance. 
 

表 2  PCR 扩增引物及序列 
Table 2  Primer and primer sequence 

Gene Primer 
name Primer sequence (5′–3′) 

1(up) GAATTCATGTCAATACTCACTTATCTGG

1(down) CAGTGTCAAGTGCCAAGCATGATAAG 

2(up) CTTATCATGCTTGGCACTTGACACTG 

carRA

2(down) GAATTCCTAATCAACAAAAAAACTCTTA
ATC 

P1 CCATGGCATACCCACGCCGA cm’ 

P2 CCATGGGCAAATAATATACG 

crtB1 GAATCCATGAGCCAACCGCCGC crtB 

crtB2 GAATCCCTAAACGGGACGCTGC 
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1.2  方法 
1.2.1  重叠延伸 PCR 法克隆 carRA 基因的 cDNA

序列  

以番茄红素环化酶基因 DNA 序列  (GenBank 

Accession No. AY884174.1) 设计引物，扩增上游  

(1~405 bp) 和下游 (476~1 897 bp) 序列，并分别于

相应引物 5′端添加 EcoRⅠ酶切位点。SDS-CTAB

法提取三孢布拉霉基因组 DNA 为模板，分别以

1(up)/1(down) 和 2(up)/2(down) 为 引 物 对 ， pfu 

DNA 聚合酶扩增 carRA 基因的 2 个外显子片段。扩

增反应条件均为：94 ℃预变性 5 min；98 ℃ 10 s，

61 ℃ 10 s，72 ℃ 2 min，30 个循环。分别回收上轮

PCR 的 2 个产物，等摩尔比例混合适当稀释后作为

模板，以 1 (up)/2(down) 为引物对，进行第 2 轮

PCR：94 ℃预变性 5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，

72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩增产

物连接至 pMD18-T 载体，转化大肠杆菌 DH5α。

PCR 初步鉴定后，送上海生工生物技术有限公司进

行测序，测序结果用 Blastn 程序比对。 

1.2.2  大肠杆菌表达载体 pET28a-carRA 的构建和

重组子的筛选 

提取质粒 pMD18-T-carRA，EcoRⅠ完全酶切，

回收小片段连接至表达载体 pET28a，重组表达载体

pET28a-carRA 转化大肠杆菌 BL21(DE3)，卡那霉素

抗性基因筛选并 PCR 初步鉴定后测序验证。 

1.2.3  番茄红素环化酶活性的检测 

提 取 质 粒 pAC-LYC ， 转 化 含 有 表 达 载 体

pET28a-carRA 的 BL21(DE3) 感受态细胞，Kan 和

Cm 双抗筛选转化子。pAC-LYC 含有细菌来源的类

胡萝卜素代谢途径中的 3 个基因 crtE/crtI/crtB，在

大肠杆菌中能积累番茄红素，环化酶可以催化番茄

红素生成类胡萝卜素，菌体将由粉红色变为黄色，

因此可以利用颜色的改变初步检测和鉴定环化酶活

性。阳性克隆子于含 Kan 和 Cm (终浓度 50 μg/mL) 

的 LB 培养基中 37 ℃振荡培养至 OD600 为 0.4~0.6 

时加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 诱导，继续培养

至 OD600 为 0.8 时，室温振荡培养 12~24 h，离心收

集菌体观察菌体颜色。以空载体 pET28a 转化含质粒

pAC-LYC 的 BL21(DE3) 菌株作为阴性对照。 

1.2.4  八氢番茄红素合成酶活性体外检测载体的

构建 

以载体 pAC-LYC 为基础进行构建。pAC-LYC

中有 2 个 NcoⅠ酶切位点，分别位于 crtB 基因和 cm

抗性基因内部。根据 Tn9 转座子上的氯霉素抗性基

因序列 (GenBank Accession No. V00622.1) 设计引

物，扩增 cm 基因被 NcoⅠ切下的约 500 bp 的片段

cm’，用来补全 cm 基因提供质粒 Cm 抗性。以引

物 P1 和 P2、质粒 pAC-LYC 为模板扩增，产物

NcoⅠ完全酶切后与 pAC-LYC NcoⅠ完全酶切后

的大片段连接，转化感受态细胞 BL21(DE3)，氯

霉素抗性平板  (终浓度 50 μg/mL) 筛选。挑取单克

隆菌落，PCR 初步鉴定后测序验证，重组质粒命名

为 pAC-LYC△(crtB)。 

为进一步验证构建的 pAC-LYC△(crtB) 载体的

可靠性，进行 crtB基因互补试验。依据质粒 pAC-LYC

中的 crtB 基因序列设计引物，并添加 EcoRⅠ酶切位

点，以引物 crtB1 和 crtB2 进行扩增，回收 930 bp

左右的扩增产物连接到 pMD18-T 载体上，将正向连

入的 T+crtB 质粒进行 SacⅠ/Hind Ⅲ双酶切，连接

到质粒 pET28a 上，转化大肠杆菌 BL21(DE3)，卡那

抗性平板 (终浓度 50 μg/mL) 培养，提取质粒。通

过 PCR 鉴定和测序验证插入的序列及方向是否正

确，构建成功的重组质粒命名为 pET28a-crtB。将

crtB 基因缺失的质粒 pAC-LYC△(crtB) 与重组质

粒 pET28a-crtB 共转化大肠杆菌 BL21(DE3)，用 Kan

和 Cm 双抗平板 (终浓度 50 μg/mL) 筛选，阳性克

隆子的颜色鉴别实验同环化酶活性检测，同时分别

以含有质粒 pAC-LYC△(crtB) 和 pET28a-crtB 的

BL21(DE3) 菌株为阴性对照。载体构建和基因互补

实验的技术路线如图 1 所示。 
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图 1  八氢番茄红素合成酶活性体外检测载体的构建和基因互补实验的技术路线 
Fig. 1  Construction of phytoene synthase activity detection vector and gene complementary. 
 

1.2.5  八氢番茄红素合成酶活性的检测 

提取质粒 pAC-LYC△(crtB)，转化含有表达载

体 pET28a-carRA 的大肠杆菌 BL21(DE3) 感受态细

胞，Kan 和 Cm 双抗筛选转化子，进一步的颜色互

补实验同环化酶活性检测。 

1.2.6  番茄红素含量测定 

将恒重后的菌体研碎，称取 0.5 g，加入少量丙

酮∶石油醚 (1∶1) 混合液，在研钵中研磨萃取至

提取液完全无色，将萃取液过滤定容至 10 mL 容量

瓶，高效液相色谱法  (HPLC) 测定。色谱仪为

watersl525 高效液相色谱仪、UV-VLS Detee-tor2487

双通道紫外检测器；分离柱为 Lichrospher-5-Cu，

5 μm，250 mm×4.6 mm；流动相为甲醇∶乙腈∶二

氯甲烷  (7∶7∶2，V/V/V)；检测波长 472 nm，柱

温 35 ℃，流速 l mL/min；进样量 10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  carRA 基因的克隆及测序 
经过 2 次 PCR 扩增，得到了三孢布拉霉番茄红

素环化酶基因的 2 个外显子片段。从图 2 可看出泳

道 1 大小为 400 bp 左右，和第一外显子大小一致；

泳道 2 大小为 1 400 bp 左右，和第二外显子大小一

致，由此可初步确定扩增到了两个外显子片段。经

重叠延伸 PCR 后，泳道 3、4 是拼接产物的检测，
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大小为 1 800 bp 左右处有扩增条带，和番茄红素环

化酶 cDNA 大小基本一致，可以初步确定克隆出番

茄红素环化酶 cDNA 片段。 

将拼接产物胶回收后连接至 pMD18-T 载体，进

行测序，结果表明克隆的基因和该序列完全一致，

同源性达 100％。表明克隆得到的三孢布拉霉番茄

红素环化酶 cDNA 序列完全正确。 

 

图 2  重叠延伸 PCR 扩增 carRA 基因 
Fig. 2  PCR amplification of two exons of carRA gene. 1: the 
first exon of carRA gene; 2: the second exon of carRA gene; 
3,4: splicing results of two exons; M: DNA marker. 
 

2.2  表达载体 pET28a-carRA 的鉴定 
将番茄红素环化酶基因的 cDNA 序列导入原核

表 达 载 体 pET28a ， 构 建 原 核 表 达 质 粒

pET28a-carRA，经 PCR 扩增初步检测 (图 3) 和测

序验证，表明质粒中 carRA 序列为正向插入多克隆

位点，表明原核表达载体 pET28a-carRA 构建成功。 

2.3  八 氢 番 茄 红 素 合 成 酶 活 性 检 测 载 体

pAC-LYC△(crtB) 的鉴定 
扩增 cm 基因中 NcoⅠ酶切位点下游的序列，

与质粒 pAC-LYC NcoⅠ完全酶切后的大片段相

连，通过 Cm 抗性筛选及 PCR 鉴定 (图 4)，表明

pAC-LYC△(crtB) 构建正确。 

 

图 3  表达载体 pET28a-carRA 的 PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of pET28a-carRA by PCR. 1: PCR 
products of pET28a-carRA; M: DNA marker. 

 

图 4  cm’序列的 PCR 扩增 
Fig. 4  PCR products of cm’. 1,2: PCR products of pAC-LYC; 
3,4: PCR products of pAC-LYC (△ crtB); M: 250 bp ladder. 
 

通过基因互补实验进一步验证 pAC-LYC△ 

(crtB) 载体中 CrtB 酶活性丧失，而 crtE 和 crtI 还保

留相应功能。自质粒 pAC-LYC 中扩增得到 crtB 基

因的编码区 (图 5)，正向插入 pET28a 的多克隆位点，

PCR 反应结果 (图 5) 及测序结果表明 crtB 基因的

表达载体 pET28a-crtB 构建正确。pET28a-crtB 和 
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图 5  ctrB 基因的 PCR 扩增 
Fig. 5  PCR products of crtB. 1,2: PCR products of pAC-LYC; 
3,4: PCR products of pET28a-crtB. M: 250 bp ladder.  
 

pAC-LYC△(crtB) 共转化大肠杆菌 BL21 感受态细

胞，37 ℃恒温培养 12~24 h 后转入室温暗处，1 d 后

菌体开始变为橘红色，2 d 后颜色进一步加深。而阴

性对照始终为大肠杆菌的本色。 

2.4  三孢布拉霉 carRA 基因番茄红素环化酶和八

氢番茄红素合成酶活性的验证 
将表达载体 pET28a-carRA 转化到带有质粒

pAC-LYC 的大肠杆菌 BL21(DE3) 感受态细胞中，

菌体颜色由粉红色转变为黄色。通过这个酶活试验，

表明 carRA 基因的表达产物能够将工程菌中积累的

番茄红素 (粉红色) 转化成 β-胡萝卜素 (黄色)，初

步证明了 CarRA 蛋白具有番茄红素环化酶的功能与

活性。 

将表达载体 pET28a-carRA 转化到带有质粒

pAC-LYC△(crtB) 的大肠杆菌 BL21(DE3) 感受态

细胞中，菌体颜色由大肠杆菌本色转变为黄色。通

过这个颜色互补试验，表明 carRA 基因的表达产物

能够合成番茄红素并进一步转化成 β-胡萝卜素 (黄

色)，初步证明了 CarRA 蛋白亦具有八氢番茄红素合

成酶功能与活性。 

通过 HPLC 分析可定性和定量地确证筛选模

型中 CarRA 蛋白的功能活性。如图 6 所示，

crtE/crtI/crtB 基因簇正确的顺序作用将使菌体积累

番茄红素；当环化酶行使功能时菌体积累 β-胡萝卜

素 (图 7)。 

 

图 6  HPLC 检测质粒 pAC-LYC 在大肠杆菌 BL21 中的

表达 
Fig. 6  HPLC analysis of pAC-LYC expressed in E. coli BL21.  

 

图 7  HPLC 检测质粒 pAC-LYC 和 pET28a-carRA，或

pAC-LYC△ (crtB) 和 pET28a-carRA 在大肠杆菌 BL21
中的共表达 
Fig. 7  HPLC analysis of pAC-LYC and pET28a-carRA or 
pAC-LYC△(crtB) and pET28a-carRA co-expressed in E. coli 
BL21. 
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3  讨论 

在多数情况下扩增真核生物的目的编码基因都

采取 RT-PCR 的策略，而提取 RNA 的过程较烦琐且

需要时刻防止 RNA 酶的污染。相比较而言，DNA

的提取及其 PCR 扩增则容易得多。采用重叠延伸

PCR 的方式，能快速获得目的基因，不仅克服了

RT-PCR 中必须依赖 mRNA 的问题，而且有很高的

效率[8]。 

从 carRA 基因的扩增可以看出，合理设计的引

物可保证第 1 个外显子和第 2 个外显子的准确性，

使得融合位点正确拼接；相连引物间的重叠区域达

到了 26 个碱基，亦避免富含 AT 的序列，在片段合

成过程中，防止了错配发生。 

重叠延伸 PCR 包括 2 个阶段，第 1 个阶段分别

扩增出 2 个外显子，第 2 个阶段以上个阶段的 2 个

产物为模板扩增出完整的 DNA 序列，2 个产物的

大小不同，很容易导致模板量有较大的差异，在扩

增时候需要考虑引物和模板的比例关系。一般需要

使模板的摩尔数相同，并进行适当的稀释，这样才

能有效保证扩增到目标片段。 

质粒 pAC-LYC 自构建以来，对多种来源的环

化酶如蓝细菌 [7]、植物 [9]、藻类 [10]等，通过菌体颜

色变化，即可简单直观地对蛋白的环化酶活性进行

鉴定。本研究首次对三孢布拉霉来源的环化酶功能

活性采用颜色互补实验进行初步筛查，同时亦改造

了 pAC-LYC 质粒，使其仅具有细菌来源的类胡萝

卜素代谢途径中的 2 个基因 crtE/crtI，即质粒

pAC-LYC△(crtB)。当重组蛋白具有八氢番茄红素合

成酶活性时，在大肠杆菌中能积累番茄红素，菌体

呈现粉红色，据此可鉴定蛋白的八氢番茄红素合成

酶功能活性。此外，pAC-LYC△(crtB) 也可同时鉴

定八氢番茄红素合成酶和番茄红素环化酶的功能活

性，即菌体呈现黄色。 

三孢布拉霉是目前发酵法生产番茄红素的主要

菌种，但需要添加阻断剂抑制番茄红素环化酶活性

从而实现番茄红素的积累。阻断剂的添加不仅增加

了生产工艺流程，亦会对后续的提取质量产生影响，

因此通过基因工程的手段获得番茄红素环化酶活性

缺失的工程菌是符合生产需求的。 

卷枝毛霉 Mucor circinelloides 中的 CarRP 蛋白

亦为双功能蛋白，与三孢布拉霉 CarRA 蛋白为同功

酶，Velayos 等[11]的研究表明，CarRP 蛋白 N 端某

些氨基酸的突变会积累番茄红素，说明番茄红素环

化酶活性丧失而保留有八氢番茄红素合成酶活性。

同 样 的 现 象 在 红 法 夫 酵 母 Xanthophyllomyces 

dendrorhous 中亦有发现 [12]。番茄红素环化酶由

carRA 基因编码，但 CarRA 蛋白为双功能蛋白，又

具有八氢番茄红素合成酶活性，只有通过定点突变

才可能缺失 CarRA 蛋白的番茄红素环化酶活性，而

不影响八氢番茄红素合成酶的正常功能。 

本研究确立的酶活检测模型将为此提供简便、

可靠的筛选方法：利用质粒 pAC-LYC 检测番茄红

素环化酶活性是否改变；发生改变的再用质粒

pAC-LYC△(crtB) 检测八氢番茄红素合成酶活性的

变化，最后通过 HPLC 进一步确证。 
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