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摘 要：运用 ABC方法，从野生型钝齿棒杆菌株（!"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）)D/E5!"及具有 )6B
抗性的突变株 BF0!5染色体上分别扩增出天冬氨酸激酶（)G）基因（ (./），构建了重组质粒。
核苷酸序列分析表明，! ( )#&%(*,- )D/E5!")G基因与 ! ( )#&%(*,- BF0!5相比，第 //00位的碱
基由 H变为 B，引起酶蛋白!亚基第 $#位氨基酸从亮氨酸变成脯氨酸。该氨基酸的突变在蛋
白结构上位于 )BH结构域内，该区受赖氨酸调控。! ( )#&%(*,- )D/E5!"的 )G基因的编码区
核苷酸序列与 ! ( 01,*(-+),-、! ( 21(3,- 及 4 ( 1()*"2&#-&%*,- 相比，同源性分别为 01E"@I、
01E55I和 01E2"I，酶蛋白氨基酸序列的同源性分别为 00E12I、00E5"I和 00E12I。但在 )G
基因的启动子上游序列部分与其它棒杆菌相比有较大差异。
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天冬氨酸激酶（),K8L-&M9;8,N 6B "( 1 ( " ( !，简称 )G，又称 O=,B），是天冬氨酸族氨基酸
生物合成途径中的关键酶，由两个"亚基和两个!亚基组成（""!"）

［/，"］，其活性受该途径末

端产物赖氨酸和苏氨酸的协同反馈抑制［@］。赖氨酸的结构类似物 D4（"4氨乙基）4F，O4半
胱氨酸（)6B）在反馈抑制作用中可以替代赖氨酸。因此，在赖氨酸产生菌的分子育种研
究中，广泛采用的手段之一就是筛选抗 )6B的突变株［!，5］，突变株的天冬氨酸激酶可以抗
反馈调节，因而产物得以积累。棒杆菌是氨基酸生产上使用的最重要的菌种。国外对谷

氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- 01,*(-+),-），乳糖发酵短杆菌（4#&3+’()*&#+,- 1()*"2&#-&%*,-），
黄色棒杆菌（! ( 21(3,-）等菌株的天冬氨酸激酶的研究已有报道［/，2，1］。钝齿棒杆菌（! (
)#&%(*,-）是我国研究者分离到的一种钝齿状、无芽孢的革兰氏阳性菌［$］，其突变株在国内
氨基酸生产中广泛应用，但对其突变机制的研究还是空白。本文首次报道了钝齿棒杆菌

天冬氨酸激酶的基因序列，并对 )6B抗性菌株的突变机理进行了分析。

! 材料和方法

! "! 菌株和质粒
所用的菌株和质粒见表 /。

! "# 培养基和培养条件
OP培养基［0］用于培养细菌；大肠杆菌在 @1Q培养，钝齿棒杆菌在 @#Q培养。



! "# $%&操作
大肠杆菌 !"#操作参照文献［$］，棒杆菌 !"#操作参照文献［%］。

! "’ 基因扩增
!(’(! &’(引物：根据序列同源性，参考已报道的 ! ) "#$%&’()$’ 天冬氨酸激酶基因序列
（#**+,,-./ 01%223），设计出以下特异引物
上游引物：14#’’55#6’’#’’656’#’666656’6’74；

*&’8!
下游引物：14’’6556’#’’#6656####’6#’6’’674。

*+%9"
表 ! 菌株和质粒

6:;<+ = 6>+ ;:*?+@-: :/A B<:,C-A, D,+A -/ ?>-, E.@F

G?@:-/H&<:,C-A ’>:@:*?+@-,?-*, G.D@*+

, ) )-#(

!81# $IJ #&)K%L=1 G?.@+A -/ ?>-, <:;

!-./012&)%1.(&

!-./012&)%1.($’ ).10&%$’ =M1N2 E-<A ?OB+ G?.@+A -/ ?>-, <:;

!-./012&)%1.($’ ).10&%$’ ’!$N1 #9’@，3-’ P G?.@+A -/ ?>-, <:;

&<:,C-A

&<:,C-A BL!=I 6QR+*?.@，2)%F;，#CB@，<:*K &D@*>:,+A S@.C 6:F:@: ’.)

&<:,C-A BTU=1= =)1F; &’( S@:VC+/? *./?:-/-/V #W V+/+ -/ 6QR+*?.@ 6>-, E.@F

&<:,C-A BTU=12 =)1F; &’( S@:VC+/? *./?:-/-/V #WS;@ V+/+ -/ 6QR+*?.@ 6>-, E.@F

".?+ S;@：S++AQ;:*F @+,-,?:/*+ #9’：GQ（#Q#C-/.+?>O<）Q!，TQ*O,?+-/+

!(’() 扩增条件（用 6:W:(: 45 6&7 !"#聚合酶）：$NX NJ,，11X 3J,，%2X $J,，7J个循
环。

! "* 序列测定与分析
!"#序列测定由中国科学院微生物研究所技术中心完成。引物设计用 &@-C+@ &@+C-+@

1 )J；!"#及蛋白序列分析采用 !/:C:/N) J；蛋白功能结构域的定位在英国 G:/V+@中心网
站上进行。

! "+ 试剂和仪器
所有分子生物学试剂均购自 6:F:@:公司；生化药品为进口或国产分析纯试剂；基因扩

增仪为君意公司产品。

) 结果和讨论

) "! ! " "#$%&’() &,!(*’) &-基因和 ! " "#$%&’() .$/’* &-012基因的 3.4扩增以及重
组质粒的鉴定

分别以 ! ) ).10&%$’ #G=M1N2菌株和 ! ) ).10&%$’ ’!$N1菌株染色体 !"#为模板，用上
述引物 &’(扩增出约 =M1F;大小的 !"#片段（图 =）。回收的 &’(产物与 BL!=IQ6 Y+*?.@
相连，转化 , ) )-#( !81#，挑取转化子点到涂有 Z&65和 0QV:<平板上，挑取白色菌落，碱法
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提取其质粒。以 !"#!!和 !$%""进行双酶切，琼脂糖电泳得到 #$%&’和 ($)&’两条片段
（图 #），分别对应于载体（#$%&’）和外源基因（($)&’），这与预期相符。阳性克隆分别命名
为 *+,()(和 *+,()#。

图 ! "#基因的 $%&扩增
-./0( 12*3.4.567.89 84 "$& ’: ;<=

>0#?@1A’()B(CD；( 0 1&；#0 1&4’E 0

图 ’ 酶切分析质粒 ()*!+!和 ()*!+’
-./0 # 1963:F.F 84 *36F2.GF *+,()( 69G *+,()# ’: EHF7E.57.89 H9I:2H G./HF7.89

>0#?@1A’()B(CD；(0 *+,()( G./HF7HG ’: !"#!! 69G !$%""；# 0 *+,()# G.J

/HF7HG ’: !"#!! 69G !$%""；K 0 *+,()( G./HF7HG ’: !$%"" 0

’ ,’ "#基因和 "#-./基因的核苷酸序列分析

将两种 ;<=产物纯化后直接进行毛细管测序，分别得到一条长为 ()(K’*的核苷酸序
列，它们都有两个 L=-，分别编码长 C#(个氨基酸的$亚基和长 (%#个氨基酸的%亚基；编
码这两个亚基的基因位于同一个操纵子内，都是以 MBM为起始密码子，而且%亚基与$亚
基的 <端氨基酸序列完全相同，是在$亚基内起始翻译的一段长 (%# 个氨基酸的多肽。
这与已报道的其它棒杆菌 1N基因结构相同［#，O，%，(P］。钝齿棒杆菌 1N基因和 1N4’E基因序

列已提交 MH9Q69&登记，注册号分别为 1-C(CPRC（来自 * 0 (+,-"%.# <?SC)）和 1-C(CPR)（来
自 * 0 (+,-"%.# 1T($)C#）。
’ ,0 "#亚基结构分析

* 0 (+,-"%.# 1T($)C#的 1N基因与 * 0 (+,-"%.# <?SC)的 1N4’E基因相比有一个碱基的

差异，即第 ((SS位碱基由 B变成 <（图 K）；对推测出的蛋白质序列进行分析，结果表明该
位点的突变位于天冬氨酸激酶的%亚基上，引起该亚基的第 RP个氨基酸（全序列的第 K#S
个氨基酸）由亮氨酸变成脯氨酸（图 K）。

图 0 ! , "#$%&’() "1!2+3’和 ! , "#$%&’() %453+天冬氨酸激酶!亚基氨基酸序列的比较
-./0K <82*6E.F89 84 7UH 62.98 65.G FHVWH95HF 84%FW’W9.7 84 6F*6E78&.96FH ’H7XHH9 * 0 (+,-"%.# 1T($)C# 69G * 0 (+,-"%.# <?SC)
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在英国 !"#$%&中心网站上 ’(")（’&*+%,# ("),-,%. /"+"0".% *( "-,$#)%#+. "#/ 122.）分析结
果表明，该氨基酸的突变位于代谢酶类中受氨基酸浓度（对于 34是赖氨酸）调控的 356
结构域内［77］。

现有报道的棒杆菌天冬氨酸激酶的 385抗性都是由!亚基上的氨基酸突变引起的，
但是不同的实验室对不同棒杆菌株的研究结果并不一致：4"-,#*9.:,等人［7;］的工作表明对
于 ! < "#$%&’()$* 是!亚基上第 =>个氨基酸由丝氨酸变成酪氨酸，而 !?$,)*+*等人（@%#A
B"#: 3CC%..,*# 8;=D>E）报道的则是第 >F个氨基酸从苏氨酸变成丙氨酸；G*--%++,%等人［=］报
道 ! < +#&,$’ H7I 34!亚基的第 F= 个氨基酸由甘氨酸变成天冬氨酸；而对于 - < #&)%.+/01
’/*%$’>7JFF则是第 J7个氨基酸由精氨酸变成甘氨酸和第 F=个氨基酸由甘氨酸变成天
冬氨酸［J］；我们的实验得出的结果表明 ! < )0/*&%$’ 的 34(0&

!亚基上第 D;个氨基酸由亮氨
酸变成脯氨酸。从以上分析可以看出，尽管突变具有随机性，仅是一或两个氨基酸的变

化，但位点大都集中在 356结构域内，它们在空间结构上处于酶的别构部位或蛋白折叠
的关键部位。

! "# ! " "#$%&’() $%&’(#!$)基因和其它棒杆菌来源的 $)基因的序列比较
用 K#")"#L<;软件进行序列比较，结果表明，来自 ! < )0/*&%$* 3!7MEL>天冬氨酸激酶

基因的编码区核甘酸序列与 @%#B"#: 中的谷氨酸棒杆菌（! < "#$%&’()$’）（3CC%..,*# H*<
NEJ>>=）、黄色棒杆菌（! < +#&,$* H7I）（3CC%..,*# H*< O7=DLD）和乳糖发酵短杆菌（- < #&)%.+/01
’/*%$’）（3CC%..,*# H*< 87LE7L）的同源性分别为 FJM>IP、FJMEEP和 FJM=>P（表 >）；而氨基
酸序列的同源性分别为 FFMJ=P、FFME>P和 FFMJ=P，这说明它们虽然属于不同的种，但在
进化上却具有很近的亲源关系。值得注意的是，它们在启动子部分没任何差别，但启动子

上游部分却差别很大（图 L）。! < )0/*&%$’ 3!7MEL>34基因在这一区域内富含 @5，而其它
三种棒杆菌则是富含 36，这可能与基因表达的调控作用有关，其功能有待于进一步探讨。
表 ! ! " "#$%&’() $%&’(#!和其它棒杆菌天冬氨酸激酶的基因序列和酶蛋白氨基酸序列比较

6"0-% > 5*)Q"&,.*# *( $%#% .%R?%#C%. "#/ "),#* "C,/ .%R?%#C%. *( ".Q"&+*:,#".% ")*#$ ! < )0/*&%$’

3!7MEL> "#/ *+S%& 5*&T#%0"C+%&,"

! < "#$%&’()$’ ! < +#&,$’ H7I - < #&)%.+/0’/*%$’

UVG H?C-%*+,/% .%R?%#C% FJM>IP FJMEEP FJM=>P

3),#* "C,/ .%R?%#C% FFMJ=P FFME>P FFMJ=P

图 # ! " "#$%&’() $%&’(#!和其它棒杆菌来源的 $)基因启动子上游序列的比较
G,$<L 5*)Q"&,.*# *( ?Q.+&%") .%R?%#C%. *( &23 Q&*)*+%& ")*#$ ! < )0/*&%$’ 3!7MEL> "#/ *+S%& 5*&T#%0"C+%&,"

3< ! < )0/*&%$’ 3!7<EL>；B< ! < "#$%&’()$’；5< ! < +#&,$’；K< - < #&)%.+/0’/*%$’ <
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