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摘 要：为了研究肌苷和鸟苷生产菌中与产苷有关的嘌呤核苷合成途径的遗传背景，选择了

!"# 操纵子的启动子序列、编码 /)FG合成酶的 !"#$基因和编码 0FG合成酶的 %"&$基因，设
计合适的引物，分别从野生菌、一株肌苷低产菌和肌苷鸟苷高产菌中扩增出相应片段，经克隆

和测序后，对它们进行比较和分析。分析结果表明两株生产菌的 !"#$ 基因发生了 .个碱基
缺失，导致阅读框发生移码突变；而鸟苷高产菌在 !"# 操纵子的启动子部分和操纵子抑制蛋
白结合区域发生了近 .$H的突变，可能影响整个操纵子的表达调控。
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肌苷和鸟苷是两种多用途的嘌呤核苷，它们分别广泛应用于合成食品增鲜剂 JFG和
0FG。此外，肌苷还可用于心脏病、肝病、白血球减少症、血小板减少症、视神经萎缩和中
心性视网膜炎等疾病的治疗，能预防及解除由血防药物引起的对心脏或肝脏的副作用，鸟

苷则还可作为三氮唑核苷、无环鸟苷等许多抗病毒药物的合成原料。因此，有关它们的生

产从六十年代以来就开展了大量的研究工作［.，#］。

在生产菌的选育和改造方面，日本味之素公司和武田制药厂都利用磷酸单酯酶活力

很强的枯草芽孢杆菌或短小芽孢杆菌作为诱变出发菌株，采用物理或化学诱变方法，选育

出产苷水平较高的生产菌株。六十年代末至八十年代初，针对细菌体内核苷酸合成途径

和调节机理开展了大量研究，并完成了嘌呤核苷生物合成途径操纵子的基因克隆和全序

列测定［"］，研究的重点随之转移到利用基因工程的方法构建重组菌［!，K］。在发酵工艺研究

方面，通过发酵过程中多参数的相关分析，实时分析和调控发酵过程的代谢流迁移，在鸟

苷发酵中取得了突破性进展，将产苷水平稳定在 "$8LM［;］。为了进一步提高生产水平，并
在基因水平了解生产菌株的特性，对生产菌中嘌呤核苷合成途径的遗传背景进行研究，为

基因改造提供理性指导。

为此，我们采用野生型和一株肌苷低产菌作为对照，选择 *N+操纵子（编码嘌呤生物
合成途径中的 .#个蛋白）的启动子序列，!"#$ 基因（编码 /)FG合成酶），%"&$ 基因（编码
0FG合成酶），分别进行比较。结果表明，肌苷和鸟苷生产菌的 !"#$ 基因发生了碱基缺



失，它们所编码的 !"#$合成酶应已失活。与其它菌株相比，鸟苷生产菌的 %&’操纵子在
启动子部分发生了多处突变，可能造成表达调控方式的改变。研究从分子水平揭示了生

产菌的部分遗传特性，有助于在基因水平理解产物在生产菌中的积累。

! 材料和方法

!"! 菌种质粒和培养基
枯草芽孢杆菌野生型菌株 ()*购自上海工业微生物研究所，肌苷低产型菌株 ()(由

野生菌株诱变得到，肌苷高产菌株 ()+由肌苷低产菌株诱变所得，鸟苷高产菌株 (),由肌
苷高产菌株诱变筛选得到。枯草杆菌培养基含葡萄糖、酵母粉、（-./）+ !0/、1.+$0/、123
等。大肠杆菌 4.5!，质粒 %63&78’9%:!1。
!"# 工具酶和化学试剂

!";#$% 4-"聚合酶，限制性内切酶和其他基因工程工具酶为日本 <=1=>=公司产品，
其他试剂为国产 ">级试剂。
!"$ %&’扩增
根据 ?@A6=AB公布的枯草杆菌基因组序列，分别设计 ,对引物：%&’操纵子启动子区

域，以第一个基因 &’(! 的翻译起始密码子为 (，上游引物 -+C(（ D /,E F D /(/），?"<"<2<;
?22<?<""??2?""<??"，下游引物 -+C+（5E D E+）?<<2?<2""?<"<?<2?2"<?2?<?，扩增
片段全长 5+*G%；&’() 基因，以翻译起始密码子为 (，上游引物 -(C/（ D )) F D /*），
?"?"<2<<2"2<?"<"""2<<?"<<<?<<<?，下游引物 -(C5（(+C* F (,*+），?2"<"<?2<?;
2"?"2?"<"<<2<"<<<"?，扩增片段全长 (,EEG%；*’$) 基因，以翻译起始密码子为 (，上游
引物 -+C,（ D +) F D (），""2<<"?"??"?"<<"??<?"2""22，下游引物 -+C/（(5/H F
(5H/），<<?22"""""?"<??<<<22"<<""<<?，扩增片段全长 ( )**G%。在 5*"I的反应体系
中，加入 ("I抽提的枯草杆菌 4-" 模板（约 (**AJ），("I 上游引物和 ("I 下游引物（各
(**AJ），(* K缓冲液 5"I，L-<$/"I（各 +**AMN3OI），#$% 酶 +P5Q。$2>反应条件：%&’操纵
子启动子区域和 *’$) 基因均是 C/R变性 ,*7，)/R退火 ,*7，H+R反应 +M9A，进行 ,*个循
环；&’() 基因的扩增条件是 C/R变性 ,*7，5)R退火 ,*7，H+R 反应 +M9A，进行 ,*个循环。
$2>反应结束后，产物经电泳后回收。
!"( )*+操作
枯草杆菌总 4-"抽提按文献［H］方法进行，其他的 4-"操作按标准的分子克隆手册

进行，$2>产物经 <O"克隆后，制备的双链质粒 4-"，在 "6S,HH型自动测序仪上进行序列
测定。每个菌株挑选两个转化子，制备测序模板。对于 %&’ 操纵子的启动子序列
（5+*G%），分别从正、反两向测序。&’() 基因（( ,EEG%）分 ,段测序，前两段正向测，最后一
段反向测，,段序列均有重叠部分，*’$) 基因较长，有 ( )**G%，分 / 段测定，前 , 段正向
测，最后一段反向测，/个片段均有重叠部分，经拼接后得到最后测定结果。

# 结果

#"! ,-.操纵子 /01序列测定和分析
比较野生型菌株（()*）、肌苷低产菌株（()(）、肌苷高产菌株（()+）和鸟苷高产菌株
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（!"#）的 $%&操纵子启动子序列，!"#菌株在该区域发生了较多突变，与 !"’相比，有 (!个
突变位点（以 !"#$ 基因翻译起始密码子为 ! 计）：) *’+，) *’*，) #,,，) #,-，) #,.，)
#-,，) #-’，) #+!，) #+’，) #".，) #(*，) #.!，) #’,，) #’-，) #’#，) .,*，) .+,，) .".，)
!-!，) !-’，) !+.，) !+!，) !*+，) !*"，) !**，) !*.，) !*!，) !*’，) !.+，) !."，) !’"，)
,,，) ,-，) ,"，) ,(，) "(，) (+，) ((，) (*，) (#，) (.，) *+，) *"，) *’，) #,，) #-，) #+，
) .+，) ."，) !-，) +）。!"!和 !".分别有一个核苷酸发生了突变，!"!在 ) +-处，!".在
) .+.位。与文献报道的枯草杆菌 !"-菌株相比较，野生型 !"’与 !"-的序列一致。
!"! !"#$ 基因
以起始密码子为 !计，比较 *个菌株在基因编码区发生的核苷酸序列变化。与野生

菌（!"’）相比，肌苷高产菌（!".）和鸟苷高产菌（!"#）在第 (( 位发生了一个碱基（/）的缺
失，这将导致后面所有的密码子发生移码突变，可能使它所编码的 0/12合成酶失活，进
而导致肌苷和鸟苷积累，产量提高。而肌苷低产菌 !"!只有一个位点的核苷酸发生了突
变，! ’’#位的核苷酸由野生型的 3变成了 /，导致密码子由 34/变成了 /4/，所编码的氨
基酸由丙氨酸变成了苏氨酸。

与文献报道的 !"-菌株 !"#% 基因序列相比，野生型菌株 !"’在 "个位点发生了不引
起氨基酸改变的碱基变化，但在 +#* 5 ++.位点间，所测 *个菌株与 !"-相比有较大差异
（暂时不统计 !".和 !"#发生的移码突变），在 +#*处增加了一个碱基（3），而在 ++.处又缺
失了一个碱基（/），中间发生了两个碱基的互置，核苷酸序列由文献报道的 364337376
4/4#$74337747337374334443/44/////74变成了所测的 334337374/4$#743376
747337374334443/44////674，所编码的氨基酸由 /89 :98 0;& 38< 0;& :98 =;% :98 0;&
/89 /&> 2&? =@A B8;变成了 38@ 38@ :98 7C& B8; 38@ 0;& 38@ :98 38@ 2&? 7C& =@A B8;，因此导致这
一区域所编码的氨基酸有 !.个不同。此外，在 ,!! ) ,!.和 !’## ) !’#*位点，*个菌株也
与 !"-有差异，都是由 !"-的 43变成了 34，各导致一个氨基酸的变化，脯氨酸变为精氨
酸，精氨酸变为丙氨酸。这两处差异可能是由于菌株的不同所引起，也可能是 !"-菌株测
序误差造成的。

!"% %"&$ 基因
对 *株菌的 &"’% 基因序列进行分析，与野生菌 !"’相比，肌苷低产菌在 +#,位（以起

始密码子为 !计）发生了不引起氨基酸改变的碱基变化，鸟苷高产菌也在 !’(位和 +."位
发生了没有氨基酸变化的核苷酸变化，而肌苷高产菌 !".则与 !"’序列一致。
与 !"#% 基因相似，所测的 * 个枯草杆菌菌株中，共有 .# 个碱基与文献报道的菌株

!"-的 &"’% 序列不同，涉及的氨基酸变化有 !.处，详见表 !。但所有的氨基酸变化均同
时发生在高产菌和低产及野生菌中，说明生产菌的 &"’% 基因没有发生变异，312合成酶
的活性在 *个菌株中应该是一致的，它应该不是导致生产菌高产苷的直接因素或低产的
限制因素。

% 讨 论
在枯草杆菌中，嘌呤核苷酸的合成，从 2D22（(6磷酸核糖焦磷酸）起，经 !!个酶催化

!’步反应，生成 B12（次黄苷酸），再经两个支路，分别生成鸟苷酸和腺苷酸（图 !）。
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表 ! !"#$基因突变统计结果（与文献报道的 !"#菌株序列进行比较）
!"#$% & ’()* +, -.*"*(+/) (/ !"#$ 0%/% +, % 1 &"’()*)& )*2"(/ &34 5+-6"2%7 8(*9 *9"* +, )*2"(/ &3:

;+)(*(+/ <*2"(/ &3: <*2"(/&34 =-(/+ =5(7 >9"/0%
?（@4:，@4A） >B（=>B） B>（=B>） !92!<%2
@（CC:，A，CD4） B>B（B>B） E =$" 7%$%*(+/
C（C::，C:A） B>（BB>） >B（B>B） B$F!=$"
D（D4?） >（>=>） !（!=!） G()!!F2
3（D4C） >（>=>） !（!=!）

H（D:H，D::） >B（!>B） B>（!B>） <%2!>F)
:（3C3，3CH） >=（>=B） =>（=>B） B$/!!92
A（3HC，3HD） B>（BB>） >B（B>B） B$F!=$"
&?（H:C，H:D） >B（>B!） B>（B>!） =20!=$"
&@（&@H:） E B
&C（&@:?） E >
&D（&@:A） E !
&@H: E &@:A IB==!I>B>B>>B!I BB==!>>B>B>>B!! B$. <%2 =20 =20!B$F J$% =20 =$" K"$

图 ! 嘌呤核苷生物合成示意图
L(01& M(+)F/*9%)() +, 6.2(/% /.5$%+*(7%) (/ % 1 &"’()*)&

;N;;1 ;9+)69+2(#+)F$6F2+69+)69"*%；LB=N1 L+2-F$0$F5(/"-(7% 2(#+I

/.5$%+*(7%；LB=O1 L+2-F$0$F5(/"-(7% 2(#+/.5$%+*(7%；=JN1 =-(/+(-(7"P+$%

2(#+/.5$%+*(7%；=J>=N1 =-(/+(-(7"P+$%I5"2#+Q"-(7% 2(#+/.5$%+*(7%；JO;1

J/+)(/% -+/+69+)69"*%；BO;1 B."/+)(/% -+/+69+)69"*%；=O;1 =7%/+)(/%

-+/+69+)69"*%1

在这一合成途径中，编码 ;N;;
生成 JO;所需的 && 个酶都位于包
含了 &? 个基因的多顺反子 6.2 操
纵子上［@］。该操纵子的转录起始于

第一个结构基因 +",- 上游 ?C?/*
处，启动子为!依赖型，腺苷和鸟苷
分别调控转录的起始和提前终

止［@，:］。去除启动子的 E &A@ R E @H
（以转录起始为 &计）区域可导致腺
嘌呤抑制作用的解除，而 E &CD R E
?A区域则是 6.2 操纵子抑制蛋白
（;.2N，6.2 S6%2+/ N%62%))+2）的结合
位点［A］。对抑制蛋白 ;.2N 的研究
发现，它的分子量为 3?TU，具有与
UV=结合的 V端区和一个 ;N;;结
合位点［&4］，它与 UV=的结合不受腺嘌呤、腺苷或腺苷酸的影响［A］，但 ;N;;可抑制它们的
结合［&4］。W%/0等提出了一个调控模型［&4］，在过量腺嘌呤存在时，它可转化为腺苷酸，消
耗 ;N;;。同时，当 =!;浓度升高时，又将加强 =U;对 ;N;;合成酶的抑制作用。在这两
种过程的作用下，;N;;浓度降低，使得 ;.2N与操纵子调控区域的结合增强，最终导致转
录下降。进一步对 ;.2N识别位点的研究［&&］，发现它在体外还能识别 +",$、+",.（自身）和
+/, 操纵子，但并未在这些 UV=片段中发现特定的蛋白识别位点，只在 6.2操纵子中发现
了一段 B==>IV?C IB!!>的必需序列。
根据以上调控模型，再对所测菌株 6.2操纵子启动子中的 ;.2N结合位点进行分析

（图 ?）。
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图 ! 不同菌株 "#$操纵子启动子中的 %#$&结合区域比较
!"#$% &’()*+",’- ’. /01 23+4 5"-6"-# 6’(*"- ’- /01 )3+ ’)1+’- ’. 6"..1+1-/ ,/+*"-,

从以上比较可以看出，在 23+4结合区域，菌株 789和 787完全相同，78%只有一个碱
基不同，789的序列也与文献报道的完全相同。但 78:的碱基有 7%个发生了变化，在这一
区域中达到了 79;的突变率。比较 <==&>?%@ ><AA&区域（图中加框部分），所测的 @个菌
株都有保守的 <==&和 <AA&位点，但 78:菌株在 ?%@序列中也有 @个碱基发生了突变，
这应该是在菌株诱变过程中发生的，进一步研究 23+4与 78:菌株调控序列的结合可能会
有助于深入了解抑制蛋白与 B?=片段的识别模式。另外，如对该蛋白结合区域进行适当
的基因操作也可能降低或去除腺嘌呤的抑制作用，增加次黄苷酸的合成量，有利于肌苷和

鸟苷的生成。

肌苷和鸟苷高产菌同属腺嘌呤缺陷型，说明 =C2合成支路受阻。从它们与野生型和
肌苷低产型菌株的比较来看，它们的 !"#$ 基因在第 DD位发生了一个碱基的缺失，这将导
致后面的序列发生移码突变，分析比较它们的阅读框，在 E@位核苷酸位置将出现 A<=终
止密码子，形成截短片段。同时从这两个菌株的酶活测定，也无法测到 F=C2合成酶的活
性（文章尚未发表，数据已用于该项目的鉴定会材料）。结合基因序列测定和菌株酶活测

定两方面的数据，应该可以认为肌苷和鸟苷高产菌的 )3+= 基因无法正确表达，它们的
=C2合成途径被阻断。这应该是这两株生产菌表现出腺嘌呤缺陷的原因，也是生产菌产
苷水平较高的一个重要因素。

对肌苷和鸟苷生产菌嘌呤合成途径的基因分析表明，两株生产菌的 !"#$ 基因发生了
移码突变，鸟苷生产菌 )3+操纵子的启动子发生了近 79;的突变，说明这两株生产菌在诱
变过程中已在这两个位置发生了突变，从基因水平解释了生产菌株的高产苷能力，也为进

一步的菌种改造提供了可供操作的位点。
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