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摘 要：以钝齿棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- )#&%(*,-）野生株 DE #F3!$ 及产精氨酸突变株 &?#F# 的基因组为模板，用 GHI
方法扩增出 J2乙酰谷氨酸激酶基因（(#./）片段。核酸序列分析结果表明，该片段全长 #3%3*K，包含一个 LI(，推测

此 LI( 区编码一条 C#? 个氨基酸的多肽，分子量为 CCF"MN-。! = )#&%(*,- 野生株 DE #F3!$ 与突变株 &?#F# 的 (#./
基因序列比较，发现只在结构区有一个核苷酸的差别但没有引起氨基酸变化。野生株 DE #F3!$ (#./ 基因的编码

区核苷酸序列与 ! = .0,*(-+),- D/HH #C%C$、!"#$%&’()*&#+,- &11+)+&%2 OE2C#! 和 32)4&#+)4+( )"0+ M#$ 的同源性分别是

&&F1&P、?"F"$P和 C?F&!P，而氨基酸同源性分别是 #%%P、?1F33P和 $3F$3P。在 ! = )#&%(*,- (#./ 基因上游存在

启动子区域。经 QG/R 诱导该基因在棒杆菌中得到有效表达，野生株 DE #F3!$ 为宿主的重组子酶活明显提高。突

变株 &?#F# 为宿主的重组菌酶活提高一倍，精氨酸积累提高约 $3P。
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T2精氨酸（T2D+96868)）是一种具有胍基的碱性氨

基酸，为谷氨酸族氨基酸。作为一种半必需氨基酸，

对于某些幼年动物，T2精氨酸是其达到最佳生长所

必需的；作为尿素循环的中间体，T2精氨酸在肝内参

与尿素生成过程，在机体的物质代谢方面起着重要

的作用。随着精氨酸2一氧化氮（JL）途径在临床上

研究的不断深入，发现 T2精氨酸还具有抗动脉粥样

硬化、防治高血压及心力衰竭等作用［#］。

J2乙酰谷氨酸激酶（J2D>)U.090,U-5-U) M68-<) 4H
$F?F$F1，JDRV），是精氨酸合成途径的第二个酶。T2
精氨酸的合成是由谷氨酸开始的，其合成途径分为线

性 途 径 和 经 济 循 环 途 径 两 种。 大 肠 杆 菌［$］

（ 32)4&#+)4+( )"0+ ）、古 菌 硫 化 裂 片 菌［C］（ 5,01"0"’,2
2"01(*(#+),2）等采用线性途径，催化第一步反应的乙酰

谷氨酸合成酶受到终产物精氨酸的反馈抑制［!］。而

谷氨酸棒杆菌［3］（!"#$%&’()*&#+,- .0,*(-+),-）、奈瑟氏

淋球菌［"］（6&+22&#+( ."%"##4"&(&）等采用经济循环途径

合成精氨酸，催化第二步反应的 JDRV 受到精氨酸的

反馈抑制和反馈阻遏，是其合成途径的关键酶［3］。

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

其生理学和生物化学的研究还比较少。本文首次报

道了产精氨酸钝齿棒杆菌 &?#F#［1］的 JDRV 的基因

序列，并对其积累精氨酸的原因进行初步分析。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 #。

#$#$% 仪器和试剂：所有分子生物学试剂包括 78
9(: NJD 聚合酶、内切酶和 NJD 连接酶等均购自

/-V-I- 公司；生化药品为进口或国产分析纯试剂；

基因扩增仪为 WX 公司产品；YQL2IDN W6>+BG,0<)+/W

电击仪；?$# 分光光度计及 Y)>M5-8NZ2? 紫外分光

光度计。

#$% 培养基和培养条件

TY 培养基［##］用于细菌培养。TY 培养基中加入

!P甘氨酸［#$］用于电击转化用棒杆菌的培养。TY 培

养基加入 #P的葡萄糖作为酶活测定用菌体培养的

种子培养基。基本培养基 Q［#C］用于带 (#./ 基因的

重组菌株筛选。基本培养基!和基本培养基"［#!］

用于精氨酸对 J2乙酰谷氨酸激酶的反馈阻遏实验

及重组棒杆菌发酵实验。抗生素使用浓度分别为氨

苄青 霉 素 #%%#9[5T，卡 那 霉 素 3%#9[5T，氯 霉 素

#%#9[5T。大 肠 杆 菌 在 C?\ 培 养，钝 齿 棒 杆 菌 在

C%\培养。



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & !’% ()*"+,( ",- .$"(/+-( 0(%- +, )’+( 12*3
4)*"+, ",- .$"(/+- 5’"*"6)%*+()+6( 420*6%
4)*"+,

! 7 "#$%
89&:&; $&"’<;（()），*+$,&，&*-.=>，/0%? & ! 7 "#$% 4)263 6%,)%*，@"$% 0,+A%*(+)B

1#*23+4&"/+*%&
1#*23+4&"/+*%56 "*+3&/56 94 &CD<> E+$- )B.% 4)2*%- +, )’+( $"#
1#*23+4&"/+*%56 "*+3&/56 FG&C& 7%) H ，4IJ 4)2*%- +, )’+( $"#

K$"(/+-
.8L&M?! !?A%6)2*，>CG3#，9/.J，$&"’ !"N"J"
.O5& 1 7 -$5/&6%"56? ! 7 "#$% (’0))$% A%6)2*，N/J 5*%/%*，+/ &$［F］

.P8O&F 1 7 -$5/&6%"56? ! 7 "#$% (’0))$% A%6)2*，8$&"，$&"9:，5/J O"32#B 8O［&:］

.QN& &CD3# K5J R*"S/%,) 62,)"+,+,S 94 &CD<> &*-. S%,% +, .8L&M?! !’+( ()0-B

.QN; &CD3# K5J R*"S/%,) 62,)"+,+,S FG&C& &*-. S%,% +, .8L&M?! !’+( ()0-B

.ON& &CD3# R*"S/%,) 62,)"+,+,S 94 &CD<> &*-. S%,% +, .O5& !’+( ()0-B

.ON; &CD3# R*"S/%,) 62,)"+,+,S FG&C& &*-. S%,% +, .O5& !’+( ()0-B

.Q4N& &C:3# K5J R*"S/%,) 62,)"+,+,S 94 &CD<> &*-. S%,% +, .8L&M?! !’+( ()0-B

.P4N& &C:3# R*"S/%,) 62,)"+,+,S 94 &CD<> &*-. S%,% +, .P8O&F !’+( ()0-B

!"# $%& 操作

大肠杆菌 LT9 操作参照文献［&&］，棒杆菌 LT9
操作参照文献［&>，&D］。大肠杆菌转化采用 5"5$>
法；棒杆菌采用电击转化。

!"’ ()* 扩增

根据同源性，参考 1 7 -$5/&6%"56 9!55 &;:;>
&*-. 基因序列（I%,U",3 T27PM=&DG），设计以下特异

引 物：K&：DV?!!II9!55!9!5I59I5I99I5!!59I?
;V；K>：DV?II5599I5!!959I559!I99!595?;V；K;：

DV?!5!5!9I959!59I!I95II!!I5I?;V。下划 线 处

依次为 .&6Q!、7%3-"、;4&!酶切位点。引物对

K&WK> 用于扩增 1 7 "*+3&/56 94 &CD<> 和 FG&C& &*-.
结构基因及两侧部分序列；引物对 K&WK; 用于扩增

1 7 "*+3&/56 94 &CD<> &*-. 结构基因及下游部分序

列。扩增条件：F<X ;/+,；F<X <:(，D=X &/+,，G>X
>/+,，共 ;: 个循环；G>X &:/+,。

!"+ 引物合成及序列测定

引物合成由奥科公司完成。LT9 序列测定由

上海 博 亚 公 司 完 成。引 物 设 计 用 K*+/%* K*%/+%*
DC:。LT9 及蛋白序列分析采用 LT9/", DC:。

!", %&-. 活性测定

!","! 粗酶液制备：将 1 7 "*+3&/56 接于种子培养

基 ;:X摇床培养 &M’ 后，接种于 YU 培养基，培养 F’
后离心收集菌体，用 >:://2$WY !*+(?Q5$（.QMC:）洗

涤两次，适量 !*+(?Q5$（.QMC:，含 >:Z甘油）悬浮，置

冰浴中超声波处理，离心，上清液用于酶活测定。

!","/ T9IN 活性测定［;］：酶反应体系：:CD/Y 反应

液中含 >:://2$WY !*+(?Q5$（.QMC:），<://2$WY T?乙酰

谷 氨 酸，<://2$WY 8S5$>，<://2$WY 9!K 二 钠 盐，

<:://2$WY TQ>[Q·Q5$，及适量粗酶液。;GX反应 &’

后，加入 &/Y 反应终止液（&C:/2$WY Q5$ 含 DZ\%5$;·

=Q>[，<Z三氯乙酸）终止反应。离心，取上清测定 T?
乙酰谷氨酸氧肟酸的光吸收值 ,D<:。T?乙酰谷氨酸

氧肟酸的摩尔消光系数#] <D=Y /2$H & 6/H&［&=］。活力单

位定义：一个活力单位（^）为在上述反应条件下，每

分钟生成 &$/2$ T?乙酰谷氨酸氧肟酸所需的酶量。

!","# 粗酶液中蛋白含量测定：参考文献［&G］的方

法进行。

!"0 精氨酸对 %&-. 的反馈阻遏和反馈抑制实验

将 1 7 "*+3&/56 94 &CD<> 和 FG&C& 在基本培养

基 __ 中培养 &M’ 后，接入添加不同浓度精氨酸的基

本培养基"中，培养 &>’ 后收集菌体测定酶活力。

在酶活测定反应体系中加入不同浓度精氨酸，测定

精氨酸对 T9IN 活性的抑制作用。

!"1 质粒稳定性测定

从发酵摇瓶中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 YU 平板，置

于 ;:X培养 ><’。挑取单菌落分别接到含有 &:$SW/Y
氯霉素抗性的 YU 平板和不含氯霉素抗性的 YU 平

板，培养 ><’ 后，分别计数平板长出菌落数。质粒保

持率定义为在含有氯霉素抗性的 YU 平板上长出菌落

数与不含氯霉素抗性的 YU 平板上长出菌落数的百分

比值。每一试验随机挑选菌落数大于 &:: 个。

/ 结果和分析

/"! ! 2 "#$%&’() &3 !"+’/ 和 40!"!%&-. 基因的

()* 扩增及重组子鉴定

分别提取 1 7 "*+3&/56 94 &CD<> 和 FG&C& 的染

色体 LT9 作为模板，采用引物对 K&WK>，各扩增出一

条约 &CD3# 大小的 LT9 片段。回收 K5J 产物与载

&F郝 宁等：钝齿棒杆菌 T?乙酰谷氨酸激酶基因的克隆、序列分析及表达 7 W微生物学报（>::=）<=（&）



体 !"#$%&’ 连接，转化大肠杆菌 !"#$ 基因缺陷型

% ( &’() ")$*$+，涂布在加有氨苄青霉素的基本培养

基 , 平板上，异源互补，挑取转化子，碱法提取质粒。

用 $!*-!和 +,!!进行双酶切，酶切片段与预期

相符。重组质粒分别命名为 !-.$ 和 !-.+。

采用引物对 /$0/+，以 - ( &"./!01* )1 $2345 染

色体 #6) 为模板 /78 扩增出一条约 $2*9: 大小的

#6) 片 段，同 上 操 作，得 到 的 重 组 质 粒 命 名 为

!-1.$。

!"! #$%& 基因序列的分析

分别随机挑取 !-.$ 和 !-.+ 各两个阳性克隆，

对插入片段进行测序，结果一致。两个阳性克隆的

插入片段均长为 $3*3:!，序列分析显示，仅含有一

个 ;8<（=34:!），起始密码子为 )’>，终止密码子为

’))。在启始密码子上游 ? %:! 有一个典型的核糖

体结合位点 )>>。推测此 ;8< 编码一条 +$@ 个氨

基酸的多肽，分子量 ++2A9#B。
- ( &"./!01* 野生株 )1 $2345 与突变株 =@$2$

的 !"#$ 基因的核酸序列仅存在一个核苷酸的差别，

推测的氨基酸序列完全相同，进一步验证插入片段

包含有 !"#$ 基因序列。来源于 - ( &"./!01* 野生株

)1 $2345 !"#$ 基 因 的 编 码 区 核 苷 酸 序 列 与 - (
#(10!*)&1* )’77 $+*+5（ >CDEBD9 6F( G%A$3@）、

-’"2/.,!&0.")1* .33)&)./4 H1&+$4 （ >CDEBD9 6F(
67**4+A=）和 %4&5.")&5)! &’() 9$5（ >CDEBD9 6F(
67***=+$）的 同 源 性 分 别 是 ==2%=I，@A2A5I，

+%2*3I，而氨基酸同源性分别是 $**I、%%2++I和

542+%I，这说明虽然属于相同的棒杆菌属，但是其

!"#$ 基因序列也存在有一定的差别。相对而言，

- ( &"./!01* 与 - ( #(10!*)&1* 有更近的亲缘关系。

% ( &’() 与- ( &"./!01* 的序列同源性相差较大。- (
&"./!01* 野生株 )1 $2345 与突变株 =@$2$ 的 !"#$
基因的核酸序列已提交 >CDEBD9 登记，序列号分别

是 #J*A@A*A 和 #J*A@A*@。

!"’ 带有 #$%& 酶基因的重组质粒构建

用 $!*-!和 +,!!双酶切 !-.$ 和 !-.+ 重组

质粒，回收 $239: 片段与用相同酶切 !K7$ 得到的大

片段相连，转化 % ( &’() ")$*$+，涂布在加有卡那霉

素的 LE 培养基平板上，挑取转化子。酶切鉴定重

组子。结果与预期一致。将携有 !"#$ 基因的重组

质粒命名为 !K.$ 和 !K.+。用 6)/M"与 +,!!双酶

切 !-1.$ 重组质粒，回收 $2*9: 片段与用相同酶切

!G"K$= 得到的大片段相连，将此结构基因置于 LBN
启动子控制下，转化 % ( &’() ")$*$+。涂布在加有

氯霉素的基本培养基 , 平板上。挑取转化子。酶切

鉴定，重组质粒命名为 !G1.$。将该重组质粒电击

转化 - ( &"./!01* )1 $2345 和 =@$2$，得到重组子 )1
$2345（!G1.$）和 =@$2$（!G1.$）。

!"( #$%& 基因在 ! ) "#$% *$+,+’ 中的表达

将 % ( &’() ")$*$+、带有空载体 !K7$ 和重组质

粒 !K.$、!-.+ 的 % ( &’() ")$*$+ 接种于 LE 培养基

平板、含有卡那霉素的 LE 培养基平板和基本培养

基 , 平板上，+@O培养。% ( &’() ")$*$+ 为 !"#$ 基

因缺陷型，只能在 LE 培养基平板成长，而不能在基

本培养基平板生长。带有空载体 !K7$ 的 % ( &’()
")$*$+ 能在 LE 培养基平板和含有卡那霉素的 LE
培养基平板生长，不能在基本培养基 , 平板上生长。

只有带有重组质粒 !K.$、!K.+ 的 % ( &’() ")$*$+ 能

在所有的平板上生长（图 $）。此结果表明来自 - (
&"./!01* 的 !"#$ 在 % ( &’() ")$*$+ 中得到表达，实

现了异源互补。由于 !K7$ 载体无自身启动子，!"#$
基因的表达表明其结构上游序列确实存在启动子，

该启动子也可以被 % ( &’() 的 86) 聚合酶所识别。

通过 "(>( 8CCPC 法在线分析预测启动子序列，发现

上游序列 ? 5%@:! 到 ? ++5:! 共 4A 个核苷酸为可能

的启动子序列，可能性达到 =5I。

图 + #-乙酰谷氨酸激酶基因的异源互补实验

<QR($ -CSCTFRCDCFUP NFV!WCVCDSBSQFD FX !"#$ RCDC

)：LE "CMQUV；E：LE "CMQUV NFDSBQDQDR 3*#R0VL .BDBVYNQD；7：

"CMQUV ,( B：% ( &’() ")$*$+ ZBT:FTQDR !K.$；:：% ( &’() ")$*$+

ZBT:FTQDR !K.+；N： % ( &’() ")$*$+ ZBT:FTQDR !K7$；M： % ( &’()

")$*$+(

!". #$%& 活性

- ( &"./!01* 经活化后，接种于 LE 培养基中培

养，4Z 后加入 *2AVVFW0L ,/’>，诱导培养 3Z 后离心

收集细胞，按照“材料与方法”中所述步骤制备粗酶

液，取适量粗酶液检测酶活。结果表明，在 )1 $2345
（!G"K$=）中 检 测 不 到 6)>. 活 力，而 )1 $2345
（!-1.$）菌株可以明显检测到酶活力，酶比活力达

到 424[0VR，这 表 明 克 隆 到 的 !"#$ 基 因 在 - (
&"./!01* )1 $2345 中得到了有效表达。同样 =@$2$

（!-1.$）菌株 6)>. 比对照菌 =@$2$（!G"K$=）提高

了近一倍，达到 %2A[0VR，说明 !"#$ 基因在精氨酸

5= -); 6QDR .0 !( ( 0 7&0! 8)&"’,)’(’#)&! 9)/)&!（5**A）4A（$）



产生菌 ! ! "#$%&’() "#$%$ 中同样得到了有效表达。

!"# 过表达 $%&’ 基因对 ()精氨酸积累的影响及

质粒稳定性

为研 究 &’() 活 性 的 增 加 对 重 组 菌 株 ! !
"#$%&’() "#$%$*+精氨酸积累的影响，我们进行了摇

瓶发酵实验。分别将带有 ,-./$" 质粒和重组质粒

,01)$ 的 ! ! "#$%&’() "#$%$ 在 基 本 培 养 基 22 中

345培养 $67，$48接种量接入基本培养基!。培养

9:7 后，加入 4%;<<=>?* 2@A( 诱导表达。至 ";7 收集

发酵 液，测 定 其 精 氨 酸 量。对 照 菌 ! ! "#$%&’()
"#$%$（,-./$"）产酸 "%#BC?*，重组菌 ! ! "#$%&’()
"#$%$（,01)$）产酸 $9%$BC?*，比对照菌产酸水平提

高约 9B8。这表明通过增加 &#*+ 基因剂量，强化

表达，对 ! ! "#$%&’() "#$%$ 菌株精氨酸的积累有一

定的促进作用。

分别对带有 ,-./$" 质粒和重组质粒 ,01)$ 的

! ! "#$%&’() "#$%$ 进行质粒稳定性测定，每隔 9:7
取样直到发酵结束，试验结果表明质粒稳定性均为

$448，没有质粒丢失现象。

!"* 精氨酸对 $%&’ 的反馈阻遏和反馈抑制作用

分别在添加 4 D 944<<=>?* 不同浓度精氨酸的

基本培养基!中对 &’() 活性进行了测定。结果表

明在无精氨酸存在下，野生株 ! ! "#$%&’() ’1 $%B:9
检测 不 到 &’() 的 活 性，而 突 变 株 ! ! "#$%&’()
"#$%$ 的 &’() 酶 比 活 力 在 精 氨 酸 浓 度 达 到

B4<<=>?* 时下降 B48，从无精氨酸时的 :%B4E?<C
下 降 到 9%9E?<C，这 说 明 精 氨 酸 对 突 变 株 ! !
"#$%&’() "#$%$ &’()酶活力有明显的阻遏作用。

对不同浓度精氨酸对 &’() 的抑制作用进行了

测定，酶反应体系中分别加入从 4 D $%3<<=>?* 不同

浓度的精氨酸，结果表明精氨酸浓度达到 $<<=>?*
时，"#$%$ 菌 株 的 酶 比 活 力 降 低 B48，从 最 初 的

:%B4E?<C 下降到 9%$;E?<C，这表明精氨酸对突变株

的酶活力仍有明显的抑制作用。

+ 讨论

由 ! ! "#$%&’() ’1 $%B:9 和 "#$%$&’() 基因片

段推 导 出 的 氨 基 酸 序 列 与 ! ! *,(’&)-"() ’AFF
$3439 该酶序列完全一致，表明它们在进化上有很

高 的 亲 缘 关 系。 1GHGIJGI 等［B］ 的 工 作 表 明 ! !
*,(’&)-"() ’AFF $3439 精氨酸合成途径中的 B 个相

关基因 &#*!、&#*.、&#*+、&#*/ 和 &#*0 依次存在一

个基因簇中，这一基因簇是否受单一操纵子调控尚

不清楚。但在 &#*+ 基因上游，&#*. 结构基因内部

存在一个内部启动子。本文结果表明这样一个内部

启动子结构在 ! ! "#$%&’() 的 &#*+ 基因上游同样存

在。由于 &’() 是精氨酸生物合成途径的关键酶，

这种内部启动子的存在可能有助于精氨酸合成的精

细调节。! ! "#$%&’() "#$%$ 是经过多次诱变获得的

精氨酸产生菌，其产物积累的机制还没有深入研究。

该菌精氨酸合成途径 &’() 活性与其亲本菌株 ! !
"#$%&’() ’1 $%B:9 相比明显提高，说明其精氨酸积

累特性可能与此酶活提高有关。但是精氨酸对该酶

的反馈抑制和反馈阻遏作用并没有完全解除。对突

变株和野生株 &#*+ 结构基因上游序列进行分析，发

现结构基因上游序列 K 96#L, 到 K 339L, 的位置为

可能的启动子序列，可能性达到 "98。序列分析比

对结果表明，野生株与突变株之间并没有核苷酸的

改变，所以推测在这两个宿主中 &’() 表达的差别

并不是由于这个内源启动子的影响。此外，野生株

! ! "#$%&’() ’1 $%B:9 中没有检测到 &’() 活性，可

能是由于在基本培养基条件下，其 &+乙酰谷氨酸激

酶活力较低的缘故。

对带有质粒 ,01)$ 的 ! ! "#$%&’() ’1 $%B:9 重

组菌产酸进行了研究，发现其并无精氨酸的积累，这

表明在精氨酸合成途径中有其它酶对精氨酸的积累

也起到了作用，对野生型菌株只单纯提高 &’() 表

达量，可能无法起到促进精氨酸积累的作用。而对

带有质粒 ,01)$ 的 ! ! "#$%&’() "#$%$ 重组菌产酸

研究 发 现，其 精 氨 酸 积 累 可 以 提 高 约 9B8。 ! !
"#$%&’() "#$%$ 精氨酸合成途径中的相关基因可能

也构成一个基因簇，与 ! ! *,(’&)-"() ’AFF $3439
中的 &#*!.+/0 相似，经过多次诱变，可能造成此基

因簇的调控序列或阻遏蛋白发生了变化，部分解除

了阻遏，使包括 &’() 在内的若干相关酶基因得到

高表达，从而使精氨酸得到积累。所以在此基础上

进一步提高 &’() 基因表达量，对精氨酸的积累也

有一定的作用。

本文初步分析了 ! ! "#$%&’() "#$%$ 的产酸原

因，为进一步提高精氨酸积累提供了信息。精氨酸

对钝齿棒杆菌 &’() 具有反馈抑制和反馈阻遏作

用，说明在钝齿棒杆菌中 &’() 为关键酶，受到末端

产物的反馈调节，为我们进一步了解钝齿棒杆菌的

精氨酸合成途径提供了可能。
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