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抗反馈抑制的天冬氨酸激酶基因在钝齿棒杆菌中的表达

赵 智 刘阳剑 王 宇 张英姿 丁久元"

（中国科学院微生物研究所微生物生物技术中心 北京 8$$$%$）

摘 要：将来自钝齿棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）GHB!"具有 *9G抗性的天冬氨酸激酶（*IJKL）基因克隆到穿梭

载体 MNG8上，构建重组质粒 MOP8"Q。用电击法将质粒 MOP8"Q转化到野生型菌株 ! ) )#&%(*,- *R8S"!#及其突变株
! ) )#&%(*,- GHB!"中。携带 *IJKL基因的 ! ) )#&%(*,- *R8S"!#菌株能抗浓度皆为 8#:,2:O的 *9G和苏氨酸。*IJKL

基因在 ! ) )#&%(*,- GHB!"中得到表达，天冬氨酸激酶活性提高 !倍。摇瓶发酵实验结果表明，重组菌在对数前期
和中期生长正常，不受抑制；与对照菌相比，赖氨酸终产量提高 ##T，赖氨酸生产率提高 #QT。
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自 8B"C 年 I;=’-F;.4 等［8］从土壤中分离到谷氨
酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+),-）用于生产谷氨
酸以来，人们对利用棒杆菌发酵生产氨基酸进行了

广泛的研究。由于赖氨酸是人和动物的第一必需氨

基酸，在医药、食品、饲料等领域有着广泛的用途，因

此利用棒杆菌发酵生产 O7赖氨酸一直是该领域研
究的热点之一。天冬氨酸激酶作为赖氨酸生物合成

途径中第一个关键酶，对产物积累有至关重要的作

用，其活性受途径末端产物赖氨酸和苏氨酸协同反

馈抑制［#］。在细胞内，赖氨酸的结构类似物 R7（!7氨
乙基）7H，O7半胱氨酸（*9G）可与 O7苏氨酸协同反馈
抑制天冬氨酸激酶活性。因此通过筛选抗 *9G的
菌株，可以得到解除对天冬氨酸激酶反馈抑制的突

变株，从而提高天冬氨酸激酶活性，增加产物赖氨酸

的积累。

! ) )#&%(*,- *R8S"!# 是我国研究者自行分离
得到的棒杆菌，钝齿状，不产芽孢。其突变株 ! )
)#&%(*,- GHB!"为高丝氨酸缺陷型，具有 *9G抗性，
可积累 O7赖氨酸。本实验室已报道了 ! ) )#&%(*,-
GHB!"天冬氨酸激酶（*IJKL）基因的 H/* 序列和该
酶在基因水平上的抗反馈抑制机理［Q］。本文报道

*IJKL基因在 ! ) )#&%(*,- *R8S"!# 和 ! ) )#&%(*,-
GHB!"中的表达，及 *IJKL基因的表达对重组菌生长

和产物赖氨酸积累的影响。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
本试验所用菌株和质粒见表 8。

表 ! 实验所用的菌株和质粒
04K(1 8 0F1 K4A.1L;4 4=< M(4-:;<- +-1< ;= .F;- V’LW

R.L4;=- ’L M(4-:;<- GF4L4A.1L;-.;A- R’+LA1
01)2&#+)2+( )"/+

HX"! "%$ /()Y#Z8" 0F;- (4K
! ) )#&%(*,-

*R8S"!# [;(< .?M1 0F;- (4K
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!"# 培养基和培养条件
!"#"! 培养基：!" 培养基用于细菌培养；!" 培养
基中加入 #$甘氨酸［#］用于制备电击转化用棒杆菌
细胞；%&’抗性检测用合成培养基［(］，每升含葡萄糖
)*+，（,-#）. /0# 1+，2.-30# )+，2-. 30# *4(+，5+/0#·

1-.0 *4#+，67/0#·1-.0 *4*.+，58/0#·-.0 *4*.+，生
物素 9*!+，硫胺素 )**!+，琼脂粉 ):+。种子培养基
和用于培养细胞制备粗酶液的培养基［9］，每升含葡

萄糖 .*+，（,-#）. /0# 1+，5+/0#·1-. 0 *4#+，2. -30#

)+，2-.30# *4(+，’;’0: <+，67/0#·1-.0 *4*.+，58/0#

·-. 0 *4*.+，=7;>? 7@?A;B? )+，生物素、硫胺素各

#**!+，调 3- 14*。发酵培养基，每升含葡萄糖 #*+，
（,-#）. /0# .*+，’;’0: :*+，其它成分同种子培养基。

!"#"# 培养条件：大肠杆菌在 :1C培养，棒杆菌在
:*C培养。抗生素的使用浓度为：氨苄青霉素
)**!+DE!，卡那霉素 (*!+DE!。
!"$ %&’操作
大肠杆菌质粒提取、酶切、电泳和转化均参照文

献［1］进行。棒杆菌质粒提取采用改进碱法［F］；棒杆
菌 G,%转化采用电击转化法［#，<］。
!"( 天冬氨酸激酶活性测定
!"("! 粗酶液的制备［)*］：将活化后的 ! H "#$%&’()
’G<#(于 :*C摇床培养 1 I <J，离心收集细胞，用
)**EEKLD! MAN>O-’L（P-14(）洗涤两遍，悬浮。超声波
破碎细胞，离心取上清液用于测定。

!"("# 天冬氨酸激酶活性测定［<］：*4(E!反应体系
含 #**EEKLD!（,-#）. /0#，)EEKLD! GMM，)**EEKLD!

MAN>O-’L（P-14(），#*EEKLD! %M3，.*EEKLD! 5+’L.，

:**EEKLD! !O%>P，#**EEKLD! ,-. 0-·-’L，适量的粗
酶液；混匀后，:1C反应 :*EN8，加入 *41(E!反应终
止液，终止液为 )*$ 67’L:·9-. 0O:4:$三氯乙酸O

*41EKLD! -’L；离心，取上清液测定光吸收值 *(#*。

对照为不加底物天冬氨酸的反应液。一个酶活力单

位（Q）定义为：反应体系中每分钟催化形成 )8EKL天
冬氨酰氧肟酸所需的酶量。

!"("$ 粗酶液中蛋白测定：采用考马斯亮蓝法［))］。
!") 发酵试验
将经过适当培养的种子液接入发酵培养基中，

于 :*C摇床培养，定时取适量发酵液进行分析。在
波长 9**8E下测定菌体生长，酸性茚三酮法测定发
酵液中赖氨酸含量［).］；G,/ 法测定发酵液中糖含
量［):］。发酵实验重复 :次。

!"* 质粒稳定性测定
从发酵摇瓶中吸取一定量的混合均匀的发酵

液，用生理盐水稀释到合适的浓度，取适量涂布到

!"平板上，于 :*C培养 .#J。挑取单菌落到不含抗
性的 !"平板上和含有 (*!+DE!卡那霉素抗性的 !"
平板上，培养 .#J，计数。质粒保持率定义为在抗性
平板上长出菌落数与在非抗性平板上长出菌落数的

百分比值。每一试验随机挑取菌落数大于 )**个。

# 结果和讨论

#"! 携带抗反馈抑制天冬氨酸激酶（’+,-.）基因的

重组质粒的构建

以 ! H "#$%&’() ’G<#(菌株染色体 G,%为模板
进行 3’R扩增，扩增产物与 P5G)FOM S7B?KA相连，转
化 + H ",-. G-("得到阳性克隆 P!=)(.［:］。从质粒
P!=)(.上用 /&)-#和 /0’&$双酶切下 %2TUA基因，

凝胶电泳回收后，连接到穿梭载体 PV’) 的 /1-$O
/0’&$大片段上，转化 + H ",-. G-("。对 + H ",-.
G-("中的重组质粒进行酶切图谱分析，结果与预期
一致。将该重组质粒命名为 P!=)(:。质粒 P!=)(:
经电击转化到 ! H "#$%&’() %/)4(#.和 ! H "#$%&’()
’G<#(中。对得到的 ! H "#$%&’() 转化子中的质粒
进行酶切鉴定，结果亦与预期一致，为 P!=)(:。
#"# 重组菌株的 ’/0抗性
将 ! H "#$%&’() %/)4(#.和带有空载体 PV’)或

质粒 P!=)(:的重组菌 ! H "#$%&’() %/)4(#.分别接
种到不含（图 )O%）或含有（图 )O"和图 )O’）一定量
%&’和苏氨酸的抗性检测培养基上，:*C培养 .#J。

图 ! ’/0抗性实验
6N+H) G7?7B?NK8 KT %&’OA7>N>?;8? ;UNLN?W

%：G7TN87X E7XNYE；"：G7TN87X E7XNYE BK8?;N8N8+ (E+DE! UK?J KT %&’

;8X !O?JA7K8N87 A7>P7B?NZ7LW；’：G7TN87X E7XNYE BK8?;N8N8+ ).E+DE!

UK?J KT %&’ ;8X !O?JA7K8N87 A7>P7B?NZ7LWH

;：! H "#$%&’() %/)4(#.；U：! H "#$%&’() %/)4(#. J;AUKAN8+ PV’)；B：

! H "#$%&’() %/)4(#. J;AUKAN8+ P!=)(:4

! H "#$%&’() %/)4(#.是野生型菌株，可以在抗
性检测培养基上良好生长（图 )O%）；当在培养基中
补加少量 %&’ 和苏氨酸时（图 )O"），! H "#$%&’()
%/)4(#.和带有空载体的 ! H "#$%&’() %/)4(#.仍可
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以生长，但与带有质粒 !"#$%& 的 ! ’ "#$%&’()
()$*%+,相比，生长较弱；当 (-.和苏氨酸浓度达到
$,/01/"时（图 $2.），! ’ "#$%&’() ()$*%+,和带有空
载体的 ! ’ "#$%&’() ()$*%+,不能生长，而带有质粒
!"#$%&的 ! ’ "#$%&’() ()$*%+,仍生长良好。由此
推断质粒 !"#$%& 上的外源基因（ &* 345）赋予了 ! ’
"#$%&’() ()$*%+,具有抗高浓度 (-.和苏氨酸协同
反馈抑制的特性。这直接证明了从 ! ’ "#$%&’()
.67+%上克隆到的 (8345基因是具有 (-.抗性的天
冬氨酸激酶基因。

!"# 天冬氨酸激酶活性的测定
将 ! ’ "#$%&’() .67+%培养至对数中期，收获细

胞，超声波破碎后，离心取上清液检测天冬氨酸激酶

活性。结果表明，! ’ "#$%&’() .67+%和携有空载体
!9.$的 ! ’ "#$%&’() .67+%的天冬氨酸激酶活性差
别不大，分别为 +% :1/0蛋白和 +& :1/0蛋白；而带
有质粒 !"#$%&的 ! ’ "#$%&’() .67+%天冬氨酸激酶
活性为 ,&7:1/0 蛋白。与对照菌相比，带有质粒
!"#$%&的 ! ’ "#$%&’() .67+%天冬氨酸激酶活性提
高了 +倍。此结果表明，质粒 !"#$%& 携带的 (8345

基因能在 ! ’ "#$%&’() .67+%中有效表达。
到目前为止，很多研究者将天冬氨酸激酶基因

转入不同的棒杆菌中进行表达，酶活性提高 + ; ,<
倍不等［$+ ; $7］，如 .5=/=5 等［$+］在 ! ’ +,(’&)-"()
(>..$&?&,和 ! ’ +,(’&)-"() 6@%,2% 中表达，酶活
分别提高 $7倍和 ,<倍。本试验酶活提高了 +倍，
一方面可能与 ! ’ "#$%&’() .67+%具体生理特性以
及所用载体的特性相关；另一方面可能与 ! ’
"#$%&’() .67+%天冬氨酸激酶基因的启动子上游序
列和其它菌株来源的该基因启动子上游序列有很大

差异有关，! ’ "#$%&’() .67+%(8基因的启动子上游
序列富含 @.，而其它棒杆菌如 ! ’ +,(’&)-"()、! ’
.,&/(% A$&、0 ’ .,&/() 的启动子上游序列则富含
(>［&］。
!"$ 过表达天冬氨酸激酶（%&’()）基因对生长和

*+赖氨酸积累的影响
为研究抗反馈抑制天冬氨酸激酶活性的增加对

重组菌株 ! ’ "#$%&’() .67+%的生长和 "2赖氨酸生
产的影响，我们进行了摇瓶发酵试验，并对携有

(8345基因的质粒 !"#$%& 进行了质粒稳定性测定。
发酵结果表明，在对数生长中期以前携有 (8345基因

的 ! ’ "#$%&’() .67+%的生长与产酸情况与对照菌
相似；而在对数生长后期，对照菌利用葡萄糖同时进

行生长和产酸，但是携有 (8345基因的 ! ’ "#$%&’()

.67+%主要将葡萄糖用于产物合成（图 ,2(、B）。带
有 (8345基因的 ! ’ "#$%&’() .67+% "2赖氨酸终产量
为 7*%01"（图 ,2B），与对照菌相比，产量提高 ,,C，
生产率提高 ,&C（表 ,）。质粒稳定性的试验结果表
明，发酵进行到 &DE 和 D?E 时，质粒保持率分别为
7,C和 <DC。

图 ! *+赖氨酸发酵过程
FG0’, >G/= HIJ5K= I3 3=5/=LMNMGIL I3 "2OPKGL=

(：>E= H=OO 05IQME !5I3GO=K I3 RG33=5=LM KM5NGLK；B：>E= OPKGL= !5IRJHMGIL

NLR 0OJHIK= HILKJ/!MGIL !5I3GO=K I3 RG33=5=LM KM5NGLK’

表 ! 不同菌株 *+赖氨酸生产
>N4O= , "2OPKGL= !5IRJHMGIL I3 RG33=5=LM KM5NGLK

)M5NGL1SONK/GR TNUG/J/ "2OPKGL=
!5IRJHMGIL1（01"）

"2OPKGL= !5IRJHMGVGMP
1（01"·E）

.67+% W*< ?*$&
.67+%1!"#$%& 7*% ?*$D

XJN等［$7］曾报道能够过量表达天冬氨酸激酶的
重组菌在合成培养基中培养，赖氨酸产量提高，但生

长受到影响（减弱）；9=MM=L 等［$W］的研究结果与其相
似；而 8I33NK等［$<］的工作表明重组菌不能在以葡萄
糖为碳源的合成培养基上生长。综合以上结果，

8I33NK等［$<］认为这可能是由于较高的天冬氨酸激酶
活性与回补途径中回补酶的活性不平衡造成的。本

文结果表明，重组菌株的生长在对数中期以前并未

受到明显影响且最终菌体生物量与对照菌相似，而

产物对底物的转化率明显高于对照菌，这无疑是有

利的。此结果一方面可能与 ! ’ "#$%&’() .67+% 自
身的生理特性有关，另一方面也可能是由于 ! ’
"#$%&’() .67+% 具有较高的回补酶活性。对 ! ’
"#$%&’() .67+% 回补酶活性的相关研究正在进行
中。重组菌株的发酵试验结果表明，质粒保持率在

7?C左右，因此可以采用更稳定的表达载体或其它
手段如将基因整合到染色体上等方法，以实现天冬

氨酸激酶稳定的高水平表达，从而提高菌株的产酸

水平。

与目前赖氨酸工业发酵的水平相比，本工作中

赖氨酸积累水平相对较低，但是前者是在对发酵过

程进行充分优化的条件下达到的。本工作进行的探
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索，为菌种改良并在工业规模上提高赖氨酸的生产

率提供了可能。
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