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摘要:
 

为获得具有活性的普通烟草酰基糖酰基转移酶(NtASAT2),采取生物信息学方法对其序列及结构进

行分析和预测,并对其基因进行克隆、原核表达与纯化,通过酶催化反应对获得的重组蛋白进行功能验证。
结果表明:在 NtASAT2 二级结构中,α-螺旋及无规则卷曲占比较大,分别为 39. 04%和 41. 13%,且 NtASAT2
的氨基酸序列与粘毛烟草 NacASAT2 高度相似;在原核细胞 BL21 ( DE3) 表达的重组蛋白中,可溶性

NtASAT2 含量较少,且 NtASAT2 与镍柱的亲和力较弱,纯化后仅得到少量目标蛋白;在含有底物的酶催化反

应体系中,NtASAT2 表现出酶活性并催化生成蔗糖二酯。 该研究结果可为 NtASAT2 在酶催化合成蔗糖酯方

面的应用提供理论参考。
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A　 　

0　 引言

蔗糖酯又名酰基蔗糖,是蔗糖和脂肪酸经酯化

反应形成的酯类化合物。 蔗糖具有 8 个羟基,不同

位置羟基结合不同脂肪酸可形成结构多样的蔗糖

酯。 不同蔗糖酯具有不同的亲水亲油平衡值

(Hydrophile-lipophile
 

Balance,HLB) [1] ,因此可作为

表面活性剂使用;此外,其还能作为植物生长调节

剂、杀虫剂、增塑剂等[2] ,广泛应用于生物、医药、食
品等行业中[3] 。 蔗糖酯主要通过化学法和酶催化

法制备获得,其中化学法包括酰氯酯化法、直接脱

水法及酯交换法,而酶催化法主要是利用脂肪酶催

化获取蔗糖酯[4] 。 目前,无论是化学法还是酶催化

法,均无法直接实现蔗糖特定位点羟基的酯化反

应,因此,若想获得结构更为复杂的蔗糖酯,还需探

寻新的酶。
研究人员已在一些茄科作物(番茄[5-6] 、矮牵

牛[7] 、美人襟[8] 及烟草[9-11] ) 的腺毛组织中发现了

蔗糖酯的存在,这些天然蔗糖酯的脂肪酸侧链中包

含短链脂肪酸、中等长度链长脂肪酸及一些支链脂

肪酸,且多为蔗糖多酯,比目前工业途径获得的蔗

糖酯结构更为丰富。 在植物中,催化合成蔗糖酯的

关键酶为酰基糖酰基转移酶(Acylsugar
 

Acyltransferase,
ASAT),其属于 BAHD 酰基转移酶[12] ,主要负责将
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酯酰基辅酶 A 中的酯酰基基团转移到蔗糖或酰基

蔗糖的羟基上。 目前,茄科作物中,番茄[6] 、矮牵

牛[7] 、美人襟[8] 、 粘毛烟草 ( Nicotiana
 

acuminata)

等[11]的 ASAT 研究较为深入,普通烟草(N. tabacum
 

L. )中蔗糖酯的结构也有报道[13-14] ,其酰基糖酰基

转移酶 NtASAT1 和 NtASAT2 的功能已被初步解析,
NtASAT1 主要负责催化蔗糖与酯酰基辅酶 A 形成

蔗糖一酯,而 NtASAT2 则负责催化酯酰基辅酶 A 与

蔗糖一酯形成蔗糖二酯[15] 。 酶的异源表达与纯化

是深入研究酶结构与功能的一种有效手段[16-17] ,
例如,韩丽等[18] 成功克隆了普通烟草 NtASAT1 基

因,通过异源表达与纯化验证了 NtASAT1 的功能,
但 NtASAT2 的异源表达、纯化及功能验证尚未见

报道。
鉴于此,本文拟对普通烟草 NtASAT2 的序列及

结构进行分析和预测,克隆 NtASAT2 基因并在 BL21
(DE3)中进行异源表达,通过镍柱亲和层析纯化

NtASAT2 并对其进行功能验证,以期为 NtASAT2 在

蔗糖酯催化技术方面的应用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

大肠杆菌 DH5α、 BL21 ( DE3)、 AP221 - 01 型

TransStart 
 

FastPfu
 

DNA
 

Polymerase、CW2583 S 型

DNA
 

2K
 

Marker,北京全式金生物技术有限公司;
pET28a 质粒,郑州轻工业大学烟草工业生物技术重

点实验室保存;CW2302 M 型琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒,康为世纪生物科技有限公司;B518191 型

SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、B600511
型 T4

 

DNA
 

连接酶,生工生物工程(上海)股份有限

公司; A55860 型 BCA 蛋白定量试剂盒, Thermo
 

Fisher
 

Scientific 有限公司;常规分析纯化学试剂,上
海麦克林生化科技有限公司;普通烟草 cDNA,郑州

轻工业大学烟草科学与工程学院提供。

1. 2　 主要仪器与设备

C1000
 

Touch
 

Thermal
 

Cycler,伯乐生命医学产

品(上海)有限公司;ZWY-2102C 型恒温培养振荡

器,上海智城分析仪器制造有限公司;JY92-IIN 型

超声波细胞粉碎机,宁波新芝生物科技股份有限公

司;DYCP - 31E 型琼脂糖水平电泳仪电泳槽,北京

六一生物科技有限公司;1260
 

Infinity
 

II 型安捷伦高

效液相色谱-TripleTOFTM6600 型 SCIEX 超高分辨质

谱联用( LC-MS) 仪,安捷伦科技(新加坡) 有限公

司;TW100-1 型氮吹仪,天津奥淇科化医疗供应链

管理服务有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 NtASAT2 序列分析与结构预测 　 利用在线

工具 ExPASy( http:∥www. expasy. org) 软件预测并

分析 NtASAT2 的氨基酸序列;使用 MEGA7 软件构

建和绘制 NtASAT2 蛋白质进化树;采用 SOPMA 预

测 NtASAT2 的二级结构;通过 Phyre2 进行 NtASAT2
的三级结构建模及模拟。
1. 3. 2　 NtASAT2 基因克隆及表达载体构建 　 提取

普通烟草的 RNA 并反转录, 得到 cDNA。 通过

Primer
 

5. 0 设计引物 F(CATATGGCTATTTCAAGGC
TTGTTTTA)及 R(TCGAGCTAGAGTCCTGAGCTTGG
AGA),并进行 PCR 扩增获得 NtASAT2 基因片段,使
用 NdeI 酶和 XhoI 酶分别双酶切 NtASAT2 基因片段

和 pET28a 质粒,将酶切后的 NtASAT2 基因片段和

pET28a 质粒载体进行胶回收,使用 T4
 

DNA 连接酶

连接并转化大肠杆菌 DH5α。 通过 PCR 菌液质粒双

酶切鉴定及测序验证获得阳性转化子,将其转化至

大肠 杆 菌 BL21 ( DE3 ) 中, 获 得 重 组 菌 株 ( 含

pET28a-NtASAT2 质粒)。 同时,将质粒 pET28a 转入

BL21(DE3)中作为空白对照。
1. 3. 3　 重组蛋白表达与纯化 　 1) 重组蛋白表达。
分别挑选重组菌株和对照组单菌落,并将其分别接

种至 LB 液体培养基中过夜培养,获得种子液。 以

1%(如无特殊说明,百分号均指体积分数)的接种

量将种子液接种至 20
 

mL
 

LB 液体培养基 ( 含

50
 

mg / L 卡那霉素)中,在 37
 

℃ 、180
 

r / min 条件下

振荡培养至 OD600 为 0. 6 ~ 0. 8。 添加不同浓度
 

(0. 05
 

mmol / L、0. 10
 

mmol / L 和 0. 20
 

mmol / L)的诱

导剂 IPTG,在 20
 

℃ 、180
 

r / min 条件下诱导表达 8 ~
10

 

h。 取菌液各 1
 

mL,在 8000
 

r / min 条件下离心

2
 

min,收集菌体并加入 500
 

μL 缓冲液(50
 

mmol / L
 

Na3PO4、150
 

mmol / L
 

NaCl,pH 值为 7. 3,下同),得
到全蛋白;再取 5

 

mL 菌液,于 8000
 

r / min 条件下离
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心 2
 

min,弃上清液,将沉淀用 3
 

mL 缓冲液重悬后进

行超声破碎(功率 260
 

W,每超声 3
 

s,间歇 5
 

s,共超

声 6
 

min),于 12
 

000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,收集

上清液,即为可溶性蛋白;将沉淀用缓冲液重悬后,
得到不溶性蛋白。 将获得的蛋白加入缓冲液中,进
行 SDS-PAGE 检测。

2)重组蛋白纯化。 将重组菌株的种子液按 1%
的接种量接种至 600

 

mL
 

LB 培养基中,在 37
 

℃ 、
180

 

r / min 条件下培养,直到 OD600 达到 0. 6 ~ 0. 8。
添加 0. 05

 

mmol / L
 

的 IPTG,在 20
 

℃ 、150
 

r / min 的

条件下诱导表达 8
 

h 后,在 4
 

℃ 、10
 

000
 

r / min 条件

下离心 10
 

min,去除上清液并收集菌体,将菌体置于

冰冷的缓冲液中进行超声破碎(功率 300
 

W,每超声

5
 

s,间歇 5
 

s,共超声 30
 

min),将破碎后的菌液于

4
 

℃ 、12
 

000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,上清液即为

目标粗蛋白。 通过镍柱亲和层析对目标粗蛋白进

行纯化,使用 Millipore 超滤管将纯化后的蛋白溶液

浓缩至 1
 

mL,加入 50
 

mmol / L 乙酸铵缓冲液(pH 值

为
 

6. 0)进行连续稀释并置换咪唑,重复超滤处理 5
次以上,得到浓缩蛋白溶液。 使用 BCA 蛋白定量试

剂盒检测浓缩蛋白溶液的浓度后,置于-80
 

℃ 冰箱

中保存,备用。
1. 3. 4　 重组 NtASAT2 功能验证 　 将纯化后的

NtASAT1 与 200
 

μmol / L 异戊酰辅酶 A、1
 

mmol / L
蔗糖(底物) 混合后进行酶催化反应(过程中加入

5
 

mmol / L
 

MgCl2 和 5
 

mmol / L
 

ATP),37
 

℃条件下反

应 40
 

min,取部分反应液留待检测,其余反应液加入

纯化后的 NtASAT2,继续反应 40
 

min,加入 2 倍体积

的终止液(V(乙腈) ∶ V(异丙醇) ∶ V(甲酸)= 1 ∶ 1 ∶
0. 001),于 10

 

000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,收集上

清液,过 0. 22
 

μm 滤膜后,4
 

℃ 保存,待测。 对照组

设置为: NtASAT2 与 200
 

μmol / L 异戊酰辅酶 A、
1

 

mmol / L 蔗糖(底物)混合后进行酶催化反应。
通过 LC-MS 检测酶催化反应后样品中的蔗糖

酯, 使 用 的 色 谱 柱 为 Ascentis
 

Express
 

C18 柱

(2. 1
 

mm×10
 

cm×2. 7
 

μm)。 LC 条件:柱温 40
 

℃ ;
流动相为 A(0. 15%甲酸水溶液)和 B(乙腈),流动

相均需进行抽滤,并超声处理 20
 

min 以排出气泡,
流速为 3

 

mL / min;梯度洗脱条件为起始时 95%A 和

5%B,1
 

min 时
 

B 的体积分数升至 40%,5
 

min 时
 

B
的体积分数升至 100%并保持 1

 

min,6. 01
 

min 时 B
的体积分数降至 5%并保持到 7

 

min。 MS 条件:负
离子模式为电喷雾电离;毛细管电压 2. 14

 

kV;源温

度 90
 

℃,去溶剂温度 350
 

℃;去溶 N2 流速 600
 

L / h;
锥体电压 10

 

V;扫描质量范围(m/ z)为 50~1000
 

amu;
光谱累积量 0. 1

 

s / 次。

2　 结果与讨论

2. 1　 NtASAT2 序列及结构预测结果分析

2. 1. 1　 NtASAT2 氨基酸序列 　 利用 ExPASy 软件

对 NtASAT2 氨基酸序列进行分析,发现 NtASAT2 的

相对分子质量为 46
 

757. 41,理论等电点为 6. 62,总
原子数为 6572。 此外, NtASAT2 的不稳定系数为

43. 87,稳定蛋白的标准阈值为 40,表明其具有一

定的不稳定性。 NtASAT2 由 420 个氨基酸组成,
其中 Ser 含量最高,占总氨基酸含量的 10. 70%;其
次是 Leu 和 Ala,分别占总氨基酸含量的 10. 0%和

6. 90%;而 Trp 含量最低,仅占总氨基酸含量的

0. 70%。 带正电荷的氨基酸残基总数为 42,带负

电荷的氨基酸残基总数为 43,带电荷氨基酸为总

氨基酸的 20. 23%。
将 NtASAT2 与目前已报道的一些 ASAT 氨基

酸序列进行比对,并基于 NtASAT2 序列构建蛋白质

进化树,结果如图 1 所示。 由图 1 可知,NtASAT2 与

粘毛烟草的 NacASAT2 聚为一类,同时与 Salpiglossis
 

sinuata 和 Petunia
 

axillaris 的 ASAT2 亲缘关系较近,
相似度分别为 72. 07% 和 74. 13%。 虽然 ASAT2
在茄科作物中均负责蔗糖酯生物合成的第二步

(将酯酰基团转移到蔗糖一酯的羟基上) ,但由于

不同的酶具有不同的立体选择性,不同种属的

ASAT2 负责催化的羟基位置不同,故催化底物的

特异性亦不同。 S.sinuata 和 P.axillaris 与普通烟

草中的 ASAT2 均负责催化酯酰基辅酶 A 中酯酰

基团转移到蔗糖一酯葡萄糖环的 R4 号羟基上,
形成 蔗 糖 二 酯。 这 可 能 是 因 为 NtASAT2 与

 

S.sinuata 和 P.axillaris 中 ASAT2 亲缘关系较近,
也可能是酶对底物的相同立体选择引起的进化

现象。
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图 1　 基于 NtASAT2 序列的蛋白质进化树
Fig. 1　 The

 

evolutionary
 

tree
 

of
 

the
 

protein
 

based
 

on
 

the
 

NtASAT2
 

sequence

2. 1. 2　 NtASAT2 二级及三级结构预测结果 　 在氨

基酸序列分析的基础上,对 NtASAT2 的二级结构进

行预测分析,结果如图 2 所示。 由图 2 可知,二级结

构中, α - 螺 旋 占 比 为 39. 04%, 延 伸 链 占 比 为

16. 91%,β-转角占比为 2. 92%,无规则卷曲占比为

41. 13%。 进一步通过 SignalP 软件进行预测,发现

蛋白中不含信号肽。 TMHMMOL / L 在线工具分析

结果显示,普通烟草 NtASAT2 不存在跨膜结构域。
这些生物信息学数据可为后续基因的克隆、表达、
纯化等提供参考。

以 PDB 数据库中的 2bgh( Vinorine
 

Synthase,

是目前结构解析清楚且与 NtASAT2 氨基酸序列

相似 度 最 高 的 蛋 白 ) 为 模 板, 通 过 在 线 软 件

Phyre2 对
 

NtASAT2 三级结构进行预测,结果如

图 3 所示。 由图 3 可知,NtASAT2 与模板 2bgh 氨

基酸序列相似度为 31%,NtASAT2 中 α-螺旋及

无规则卷曲占比较大,而延伸链占比较小,这与

二级结构预测结果一致。 目前,尚无法通过三级

结构预测确定 NtASAT2 是否为多聚体蛋白质,同
时其底物结合区域、负责催化的氨基酸基团等信

息也需进一步选择其他模板建模或通过实验数

据获取。
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图 2　 NtASAT2 的二级结构
Fig. 2　 The

 

secondary
 

structure
 

of
 

the
 

NtASAT2

图 3　 NtASAT2 的三级结构
Fig. 3　 The

 

tertiary
 

structure
 

of
 

NtASAT2

2. 2　 NtASAT2 基因克隆及表达载体构建结果分析
NtASAT2 基因克隆及表达载体构建结果如图 4

所示。 图 4a)中 M 为 2000
 

bp 的 DNA
 

Marker,泳道

1、2、3 表示以烟草 cDNA 为模板获得的 NtASAT2 基

因片段。 由图 4a)可知,以烟草 cDNA 为模板,扩增

得到的 NtASAT2 基因约为 1300
 

bp。 图 4b)中,M 为

10
 

000
 

bp 的 DNA
 

Marker,泳道 1、2、3 分别表示质粒

经双酶切后的基因片段。 由图 4b) 可知,pET28a-
NtASAT2 质粒经双酶切后,所得基因片段分别约为

5300
 

bp(质粒载体)和 1300
 

bp(目标 NtASAT2 基因

片段),证明双酶切结果与预期一致。 最终挑选图

4b)中泳道 1 的克隆进行质粒测序,测序结果正确,
证明 NtASAT2 基因克隆正确,表达载体构建成功。
2. 3　 重组 NtASAT2 的表达与纯化结果分析
2. 3. 1　 重组 NtASAT2 表达结果 　 诱导表达中

NtASAT2 的 SDS-PAGE 检测结果如图 5 所示。 图

5a)中,M 为蛋白 Marker,泳道
 

1、2 分别表示空白组

(pET28a 质粒)未加 IPTG 的全蛋白和加入 0. 05
 

mmol / L

图 4　 NtASAT2 基因克隆及表达载体构建结果
Fig. 4　 The

 

cloning
 

and
 

expression
 

vector
 

constructy
 

of
 

gene
 

NtASAT2

 

IPTG 后的全蛋白, 泳道 3、 4 分别表示实验组

(pET28a-NtASAT2 质粒)未加 IPTG 的全蛋白和加入

0. 05
 

mmol / L
 

IPTG 后的全蛋白。 由图 5a)可知,泳
道 4 中 白 色 箭 头 所 指 蛋 白 约 为 47. 0

 

kDa, 与

NtASAT2 大小一致,结合泳道 1、2 和 3,确定其为加

·5·
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入 IPTG 诱导后表达的目标蛋白 NtASAT2。
20

 

℃条件下,不同浓度 IPTG 对 NtASAT2 表达

的影响如图 5b) 所示。 其中泳道 1、
 

2 分别表示

0. 05
 

mmol / L
 

IPTG 条件下的上清液及沉淀;泳道 3、4
分别为 0. 10

 

mmol / L
 

IPTG 诱导条件下的上清液及沉

淀;泳道 5、6 分别表示 0. 20
 

mmol / L
 

IPTG 诱导条件

下的上清液及沉淀,白色箭头为目标蛋白 NtASAT2。
由图 5b)可知,0. 05

 

mmol / L
 

IPTG 诱导时,NtASAT2
的可溶性表达较多 (泳道 1 白色箭头处),而当

0. 20
 

mmol / L
 

IPTG 诱导时,大部分 NtASAT2 以不可

溶的包涵体形式存在(泳道 5 白色箭头处)。 最终选

择 0. 05
 

mmol / L
 

IPTG 的诱导条件进行后续实验。
2. 3. 2　 重组 NtASAT2 纯化结果　 NtASAT2 的纯化

结果如图 6 所示。 图 6a)中,M 表示蛋白 Maker,泳
道 1 表示全蛋白,泳道 2 表示流穿液,泳道 3 表示

10
 

mmol / L 咪唑洗脱液,泳道 4 表示 50
 

mmol / L 咪

唑洗脱液,泳道 5 表示 100
 

mmol / L 咪唑洗脱液,泳
道 6 表示 200

 

mmol / L 咪唑洗脱液, 泳道 7 表示

500
 

mmol / L 咪唑洗脱液。 由图 6a)可知,在使用咪

唑进行梯度洗脱后,大部分 NtASAT2 在融合组氨酸

( His ) 标 签 后 能 够 与 镍 柱 结 合, 仅 有 小 部 分

NtASAT2 未与镍柱结合并直接流穿下来。 使用

50
 

mmol / L 咪唑进行洗脱时,所含 NtASAT2 浓度最

高,但该浓度下洗脱液中的杂蛋白也相对较多,因
此目标蛋白 NtASAT2 纯度较低。 使用 100

 

mmol / L
咪唑进行洗脱后,NtASAT2 纯度明显提高,但其浓

度下降,且仍存在少量的杂蛋白。 使用 200
 

mmol / L
咪唑进行洗脱后,未见目标蛋白条带,结合 100

 

mmol / L
咪唑洗脱情况,推测 NtASAT2 完全被洗脱。 通过镍

柱亲和层析结果发现,NtASAT2 在融合 His 标签后,

图 5　 诱导表达中 NtASAT2 的 SDS-PAGE 检测结果
Fig. 5　 Detection

 

results
 

of
  

NtASAT2
 

during
 

inducing
 

expression
 

by
 

SDS-PAGE

图 6　 NtASAT2 的纯化结果
Fig. 6　 Purification

 

results
 

of
 

the
 

NtASAT2
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与镍柱的亲和力不强,低浓度咪唑就可将其洗脱下

来(过程中杂蛋白被一起洗脱下来),所得 NtASAT2
纯度较低,因此可考虑变换不同的亲和标签或将标

签置于基因的 C 端进行不同的尝试[19-20] ,以确定最

佳亲和层析纯化方案。 其次,NtASAT2 在 BL21(DE3)
中大部分以包涵体形式存在,从一定程度上影响了目

标蛋白的纯化得率,可尝试通过包涵体复性[21] 、理性

设计改变目标蛋白的氨基酸序列以提升 NtASAT2
的可溶性[22-23] ,进而提高 NtASAT2 的纯化得率。

纯化后 NtASAT2 的浓缩结果如图 6b)所示,其
中,M 表示蛋白 Maker,泳道 1 表示浓缩 NtASAT2 蛋

白。 由图 6b)可知,浓缩后的 NtASAT2 仍含有一部

分杂质,对其进行总浓度测定,发现蛋白质浓度

为 0. 037
 

5
 

mg / mL。
2. 4　 重组 NtASAT2 功能验证结果分析

重组 NtASAT2 的功能验证结果如图 7 所示。
　 　

图 7　 重组 NtASAT2 的功能验证结果
Fig. 7　 Functional

 

verification
 

of
 

recombinant
 

NtASAT2

由图 7a)可知,当反应体系中仅有 NtASAT1、蔗糖及

异戊酰辅酶 A 时,酶催化反应后可检测到蔗糖一酯

的存在。 由图 7b)可知,当加入纯化后的 NtASAT2
时,酶催化反应产物在 3. 08

 

min 处出现一新峰(m / z
为 555. 2)。 而在只加入 NtASAT2 的对照组中,未检

测到任何蔗糖酯类化合物的生成。 进一步对新峰

处的化合物进行二次轰击 ( 负离子模式,电压为

20
 

V),结果如图 7c) 所示。 由图 7c) 可知,新峰处

的化合物在二次轰击的作用下产生质荷比为

555. 2、509. 2、425. 2 和 323. 2 的碎片,这与蔗糖二

酯产生的二级碎片完全相同,因此可确定在加入

NtASAT2 后生成了蔗糖二酯。 本文获得的重组

NtASAT2 虽纯度不高,但可催化生成蔗糖二酯。 因

此,纯化后的 NtASAT2 具有一定酶活性。

3　 结论

本文对 NtASAT2 的氨基酸序列、二级结构及三

级结构进行了分析和预测,发现普通烟草 NtASAT2
与茄科作物粘毛烟草 NacASAT2 具有较高相似度;
将 NtASAT2 在大肠杆菌 BL21( DE3) 中进行表达,
发现其可顺序表达,但大部分为不可溶蛋白;融合

His 标签进行镍柱亲和层析纯化,发现融合表达后

的 NtASAT2 与镍柱亲和力较弱, 因此纯化后的

NtASAT2 含有少量杂蛋白; 进一步将纯化后的

NtASAT2 加入可产生蔗糖一酯的酶催化反应体系

中,通过 LC-MS 鉴定发现生成了新产物蔗糖二酯,
证明纯化后的 NtASAT2 具有一定酶活性。

本研究结果可为未来 NtASAT2 在蔗糖酯合成

方面的应用提供理论参考。 但目前实验中发现,
NtASAT2 基因的表达需较低温度进行诱导, 且

NtASAT2 纯化后得率不高,后续将进一步根据三维

结构预测结果改变其表面氨基酸序列,以提高其可

溶性表达,进而提高其纯化效率。
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Abstract:To
 

obtain
 

functional
 

acyl
 

sugar
 

acyltransferase
 

NtASAT2
 

of
 

Nicotiana
 

tabacum
 

L. ,
 

bioinformatic
 

methods
 

were
 

applied
 

to
 

analyze
 

and
 

predict
 

the
 

sequences
 

and
 

structure
 

of
 

NtASAT2.
 

The
 

gene
 

of
 

NtASAT2
 

was
 

cloned,
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prokaryotic
 

expressed,
 

and
 

then
 

purified.
 

The
 

function
 

of
 

the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

verified
 

through
 

enzymatic
 

catalysis.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

in
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

NtASAT2,
 

α-helices
 

and
 

random
 

coils
 

account
 

for
 

a
 

large
 

proportion
 

with
 

39. 04%
 

and
 

41. 13%,
 

respectively.
 

The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

NtASAT2
 

was
 

highly
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

sticky
 

tobacco
 

NacASAT2.
 

The
 

content
 

of
 

soluble
 

NtASAT2
 

in
 

the
 

recombinant
 

protein
 

expressed
 

by
 

prokaryotic
 

cell
 

BL21
 

( DE3)
 

was
 

relatively
 

low,
 

and
 

the
 

affinity
 

of
 

NtASAT2
 

to
 

nickel
 

column
 

was
 

weak.
 

After
 

purification,
 

only
 

a
 

small
 

amount
 

of
 

the
 

target
 

protein
 

was
 

obtained.
 

In
 

enzymatic
 

reaction
 

systems
 

containing
 

substrates,
 

NtASAT2
 

showed
 

enzyme
 

activity
 

and
 

catalyzed
 

the
 

formation
 

of
 

sucrose
 

diesters.
 

The
 

research
 

results
 

could
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

application
 

of
 

acyl
 

sugar
 

acyltransferase
 

in
 

enzymatic
 

synthesis
 

of
 

sucrose
 

esters.
Key

 

words:Nicotiana
 

tabacum
 

L. ;acylsugar
 

acyltransferase;sucrose
 

ester;cloning;expression
 

and
 

purification　
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