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摘 要：以北京棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0&）野生株 FG#H$BB 和突变株 IJ65" 的基因组为模板，用 IKL 方法扩增

了邻氨基苯甲酸合成酶（FG）基因（ *#.12）片段和前端控制序列。核酸序列分析结果表明，该片段全长 ))"!,M，包含

) 个 NL*，推测分别为前导肽基因 *#.3、FG AE8ME;+;D!基因 *#.1 和 FG AE8ME;+;D"基因 *#.2。! @ .&/+%&%0& 野生株

FG#H$BB 与突变株 IJ65" 相比较，*#.3 基因完全一样；*#.1 基因有 5 个碱基的突变，导致了 ( 个氨基酸残基的改变；

*#.2 基因有 # 个碱基的突变，导致了 # 个氨基酸残基的改变；同时它们在6)( 序列处还有一个 F#O 的突变。通过

同源性比较发现，! @ .&/+%&%0& FG#H$BB 与 !"#$%&’()*&#+,- 45,*(-+),- F1KK #)%)$ 和 6#&7+’()*&#+,- 5()*"8&#-&%*,- 的亲

缘关系是很近的。 *#.3 基因上游存在启动子区域，并能被 10)9&#+)9+( )"5+ 的 LPF 聚合酶所识别，实现异源互补。野

生型和突变型 FG 基因在 ! @ .&/+%&%0& FG#H$BB 和 IJ65" 中都得到表达，并且重组菌相对于宿主菌的酶活都有了很

大提高。摇瓶发酵实验结果表明，带有突变型 FG 基因的 IJ65" 重组菌生长比较慢，稳定期比 IJ65" 推迟 $!Q，但产

生的 R6色氨酸比 IJ65" 高 $$H)BS。
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R6色氨酸（R61-0MDEMQ/;）是人和动物体内的必需

氨基酸之一，对人和动物的生长发育，新陈代谢起着

重要作用。同时，R6色氨酸也是一些植物蛋白中比

较缺乏的氨基酸。因此 R6色氨酸被广泛用于医药、

食品和饲料等领域［#，$］。

邻 氨 基 苯 甲 酸 合 成 酶（ /;DQ-/;92/D+ ?0;DQ+D/?+
7K!H#H)H$"，FG）是 R6色氨酸合成途径中的第一个

酶。在谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- 45,*(-+),-）［)］

和乳糖发酵短杆菌（6#&7+’()*&#+,- 5()*"8&#-&%*,-）［!，(］

中，该酶基因与 R6色氨酸合成途径中的其它酶基因

组成一个操纵子，受阻遏系统和衰减子调控，同时还

受 R6色氨酸强烈反馈抑制调控［5，"］，是 R6色氨酸合

成途径中的关键酶。

北京 棒 杆 菌 FG#H$BB（ !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0&
;@ ?M @FG#H$BB）是我国研究者分离到的一株革兰氏

阳性、无芽孢的产 R6谷氨酸的细菌［&］。其突变株

IJ65" 为 R6苯丙氨酸完全缺陷型和 R6酪氨酸不完全

缺陷型，可积累 R6色氨酸。本文报道了北京棒杆菌

FG#H$BB 和 IJ65" 的 FG 基因序列，FG 基因在北京棒

杆菌 FG#H$BB 和 IJ65" 中的表达及基因表达对重组

菌生长和产物 R6色氨酸积累的影响。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 #。

表 ! 实验所用的菌株和质粒

1/,2+ # 1Q+ ?D-/9;? /;: M2/?89:? .?+: 9; DQ9? UE-V
GD-/9;? /;: M2/?89:? KQ/-/AD+-9?D9A? GE.-A+
GD-/9;?

10)9&#+)9+( )"5+
FG#H#%!" *#.1*9+ 1Q9? 2/,

!"#$%&’()*&#+,-
.&/+%&%0&
FG#H$BB W92: D0M+ 1Q9? 2/,
IJ65" "MQ+6 D0- X 1Q9? 2/,

I2/?89:?
MYJ#&61 16Z+ADE-，$H"V,，F8ML，5(): 1/[/L/ KE@
M\K# 5H#V,，?Q.DD2+6Z+ADE-，[8L K-+8+-，&* (5［B］

MK]# )H!V, IKL ^-/<8+;D AE;D/9;9;<
FG#H$BB *#.12 <+;+ 9; MYJ#&61 1Q9? ?D.:0

MK]) )H!V, IKL ^-/<8+;D AE;D/9;9;<
IJ65" *#.12 <+;+ 9; MYJ#&61 1Q9? ?D.:0

M\W# )H!V, IKL ^-/<8+;D AE;D/9;9;<
FG#H$BB *#.12 <+;+ 9; M\K# 1Q9? ?D.:0

M\W) )H!V, IKL ^-/<8+;D AE;D/9;9;<
IJ65" D-M12 <+;+ 9; M\K# 1Q9? ?D.:0

"IQ+C ：;E A+22 <-EUDQ U9DQE.D MQ+;02/2/;9;+ /::9D9E; 9; 89;98/2 8+:9.8@
10- X ：8+/<-+ A+22 <-EUDQ U9DQE.D D0-E?9;+ /::9D9E; 9; 89;98/2 8+:9.8@

!"!"# 仪器和试剂：所有分子生物学工具酶均购自

1/[/L/ 公司；标准分子量蛋白为中国科学院上海生

物化学研究所产品；分枝酸购自 G9<8/ 公司；其余生

化药品为进口或国产分析纯试剂；基因扩增仪为 Y\
公司 I1K6#(% 型基因扩增仪；_‘N6LFJ Y9A-EI.2?+-1Y



电击仪；!"# 分光光度计及 $%&’()*+,-! 紫外分光

光度计。

!"# 培养基和培养条件

!"#"! 培养基：! .$ 培养基［#/］用于 ! 0 "#$% 培养；

" +)123 基本培养基［##］中加入 #(45. 硫胺素用于

! 0 "#$% 重组菌的筛选；# .$ 培养基加入 #6葡萄

糖和 /7"6尿素用于培养 & 0 ’()%*(*+(；$ .$ 培养

基加 入 86 甘 氨 酸［#"］用 于 制 备 电 击 转 化 用 & 0
’()%*(*+( 细胞；% 种子培养基和用于培养细胞制备

粗酶液的培养基：每升含葡萄糖 9/4，（:;8）" <=8#/4，
>;"?=8/7@4，>";?=8·9;"/ #4，尿素 "4，A4<=8·!;"/
/784，B%<=8·!;"/ "/(4，A*<=8·;"/ "/(4，生 物 素

#//&4，硫胺素 @//&4；’ 发酵培养基：每升含葡萄糖

C/4，（:;8）" <=8 @@4，尿素 94，D)D=9 "/4，其余成分同

种子培养基；( 培养 & 0 ’()%*(*+( ?+-E! 的基本培

养基中加入 /7#(45(. .-苯丙氨酸和 /7/@(45(. .-
酪氨酸。若要制备固体培养基，按 #796的量加入

琼脂粉。

!"#"# 培养条件：! 0 "#$% 在 9!F培养，& 0 ’()%*(*+(
在 9/F 培 养。抗 生 素 使 用 浓 度 为：氨 苄 青 霉 素

#//&45(.，卡那霉素 @/&45(.。

!"$ %&’ 操作

! 0 "#$% 质粒提取参照文献［#/］，& 0 ’()%*(*+(
质粒提取采用改进碱法。! 0 "#$% 转化采用 D)D."
法，& 0 ’()%*(*+( 转化采用电击转化法［#"］。

!"( )*+ 扩增

根据同源性，参照 & 0 ,$-./0%"-0 GHDD #9/9"
.1’!2 基因序列（I%*$)*’ :J0 $G////9E）设计一对引

物，分别引入一个酶切位点，用于扩增 & 0 ’()%*(*+(
.1’!2 基 因 序 列 和 前 端 控 制 序 列。正 向 引 物：@K-
GHIHDIGDDIHIHDDDHIGIIHIDIHGGGHD-9K；反 向

引 物：@K-HHIIGHDDDGIIHIDIGGDGIIGGIIHIGG
I-9K；下划线处分别为 3/$)和 4/0;)酶切位点。

?DL 反应条件：M8F 8(2*；M8F 8/3，@@F #(2*，!"F
9(2*，9/ 个循环；!"F #/(2*。

!", 引物合成及序列分析

引物合成由赛百盛公司完成。+:G 序列测定

由 H)>)L) 公 司 完 成。引 物 设 计 采 用 软 件 ?N2(%N
ON%(2%N@7/。+:G 及 蛋 白 序 列 分 析 采 用 软 件

+:G()*@7/。

!"- ’. 活性测定

!"-"! 粗酶液制备：将 & 0 ’()%*(*+( 接于加有葡萄

糖和尿素的 .$ 培养基 9/F摇床培养 "8P 后，接种

于测酶活用基本培养基，培养 "8P 后离心收集菌体。

用 @/((JQ5. HN23-;DQ（O;C7/）洗涤两次，悬浮，置冰

浴中超声波破碎细胞，离心，上清液用于酶活测定和

蛋白电泳。

!"-"# G< 活性测定：#(. 反应体系含［E］："/&(JQ 谷

氨 酰 胺，#/&(JQ A4<=8 · !;"/，@/&(JQ HN23-;DQ
（O;C7/），/7"&(JQ 分枝酸，及适量的粗酶液。9/F

反应 "/(2*，迅速置于冰上，加入 #//&. #(JQ5. ;DQ
终止反应。然后加入 8 倍体积乙酸乙酯提取，静置

分层，取上层液体，加入少量无水 :)"<=8 干燥，于

99E*( 测定光吸收值［#9］。对照为不加分枝酸的反应

液。一个酶活力单位（,）定义为：反应体系中每分

钟催化形成 #*(JQ 邻氨基苯甲酸所需的酶量。

!"-"$ 粗酶液中蛋白含量测定：采用考马斯亮兰

法［#8］。

!"/ 01色氨酸对 ’. 的反馈抑制和反馈阻遏实验

在酶活测定反应体系中加入不同浓度的 .-色
氨酸，测定 .-色氨酸对 G< 的反馈抑制作用。在酶

活测定用基本培养基中加入不同浓度的 .-色氨酸，

培养 "8P 后收集菌体测定 .-色氨酸对 G< 的反馈阻

遏作用。

!"2 .%.1)’34
根据各样品的蛋白浓度，取一定量粗酶液，加入

两倍体积样品缓冲液，混合后沸水煮 @(2*，上样电

泳。聚丙烯酰胺胶浓度为 #"6。

!"5 发酵实验

将 & 0 ’()%*(*+( 接于加有葡萄糖和尿素的 .$
培养基中培养 "8P 后，接种于种子培养基中，培养

"8P 后按 E6的量接入发酵培养基。9/F摇床培养，

定时取样分析。在波长 E//*( 测定菌体生长，+:<
法测定含糖量［#@］，.-色氨酸含量测定按照文献［#E］

的方法并加以适当修改。取适量无细胞发酵液以蒸

馏水补足到 #(.，加入 "7@(. M(JQ5. ;"<=8 和 /7@(.
96的对二甲基氨基苯甲醛，混匀，置暗处反应 #P 后

加入 #//&. "6 的 :):="，再于暗处反应 9/(2*，于

E//*( 处测定光吸收值。

!"!6 质粒稳定性测定

取一定量发酵液用生理盐水稀释到合适浓度，

取适量涂布到 .$ 平板上，于 9/F培养 8CP。挑取菌

落到 .$ 平板和含有卡那霉素抗性的 .$ 平板上，培

养 8CP，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。

# 结果和分析

#"! ! 7 "#$%&#&’# ’.!"#55 和 )%1-/ ’. 基 因 的

)*+ 扩增及重组子鉴定

分别提取 & 0 ’()%*(*+( G<#7"MM 和 ?+-E! 的染

色体 +:G 作为模板，各扩增出一条约 978’R 大小的
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!"# 片段。回收 $%& 产物与 ’(!)*+, 载体连接，转

化 !"#$ 基因缺陷型$ - %&’( #.)/)012，涂布在加有氨

苄青霉素的 !3456 基本培养基平板上，异源互补，挑

取转化子，用 )*+7!和 ,*’!进行双酶切，结果与

预期相符。重组质粒分别命名为 ’%8) 和 ’%89。

!"! #$ 基因序列分析

分别随机挑取带有重组质粒 ’%8) 和 ’%89 的

各两个阳性克隆，对插入片段进行测序，带有相同质

粒的两个克隆的结果一致。片段长度为 9921:’，序

列分析显示，含有 9 个 ;&<。第一个 ;&< 是前导肽

基因 !"#-，编码一条 )2 个氨基酸残基的多肽，其中

有 9 个串联的色氨酸残基；起始密码子为 =,=，终止

密码子为 ,##；在起始密码子上游+)0:’ 有一可能的

核 糖 体 结 合 位 点 ###=。 第 二 个 ;&< 是 #.
%>?’>@A@B!（#.!）基因 !"#$，编码一条 C)* 个氨基

酸残基的多肽，推测分子量为 CD/1E!3；起始密码子

为 #,=，终止密码子为 ,=#；在起始密码子上游+C:’
有一可能的核糖体结合位点 #==,=。第三个 ;&<
是 #. %>?’>@A@B"（#."）基因 !"#.，编码一条 F0*
个氨基酸残基的多肽，推测分子量为 F)/*E!3；起始

密码子为 #,=，终止密码子为 ,##,##；在起始密码

子上游+2:’ 有一可能的核糖体结合位点 ==#==,。

对 !"#- 的 上 游 序 列 进 行 分 析 并 与 已 发 表 的 / -
0’1!*+(%1+［9］和 ) - ’*%!&23"+34!1+［1］序列比较，该区

域存在可能的+9C 序列、+)0 序列和操纵基因，该操

纵基因与+)0 序列部分重叠，形成一个并不十分严格

的回文结构（图 )）。而在 !"#- 和 !"#$ 之间也存在可

能的衰减子序列。

图 % ! & "#$%&#&’# #$%"!’’ 色氨酸操纵子的启动子和

()"* 基因的核苷酸序列

<5G-) "HIJA>B5KA 6ALHA@IA >M BNA / - #35(43463 #.)/FOO !"# >’AP>@
’P>?>BAP 3@K !"#- - $>BA@B53J+9C 3@K+)0 :>QA6 3PA H@KAPJ5@AK- ,NA
’PA6H?AK >’AP3B>P 56 5@ :>JK BR’A- ,NA ’P>:3:JA P5:>6>?A+:5@K5@G 65BA，
5@5B53B5>@ I>K>@ 3@K 6B>’ I>K>@ 3PA 5@K5I3BAK :R 5@I>@B5@H>H6 J5@A6，:>Q
3@K 6N3K>S :>Q，PA6’AIB54AJR-

/ - #35(43463 #.)/FOO 与 $!+D2 序列比较：!"#-
基因序列完全一样。 !"#$ 基因的核苷酸序列同源

性 OO/D)T，有 D 个碱基的差别；氨基酸序列同源性

OO/09T，有 C 个氨基酸的差别，分别为：#J399.AP，
=JR1D#6’，=JR1C1#6’，#6@1D0.AP，UAHC0*$NA。 !"#. 基

因核苷酸序列同源性 OO/*1T，有 ) 个碱基的差别；

氨基酸序列同源性 OO/CFT，有 ) 个氨基酸的差别，

VJA)0*,NP。另外，它们在+9C 序列还有 ) 个碱基的差

别，,#%=%#!,#%=%=。

/ - #35(43463 #.)/FOO 的 !"#- 基 因 序 列 与 / -
0’1!*+(%1+ #,%% )909F（=A@W3@E ">- W#00009D）和

) - ’*%!&23"+34!1+（=A@W3@E ">- 801OD0）是完全一致

的。$ - %&’( 的色氨酸操纵子作为衰减调控的经典

模型，已被详细报道［)2］。$ - %&’( 的前导肽由 )1 个

氨基酸残基组成，在第 )0 位和 )) 位有 F 个串联的

色氨酸残基，而 / - #35(43463 #.)/FOO 的前导肽由 )2
个氨基酸残基组成，在第 )F、)9 和 )1 位有 9 个串联

的色氨酸残基。 !"#$ 基因编码区核苷酸序列与 / -
0’1!*+(%1+ #,%% )909F、) - ’*%!&23"+34!1+ 和 $ - %&’(

（=A@W3@E ">- X000OD）的 同 源 性 分 别 是 O*/2*T、

O*/CFT 和 1O/C9T；而 氨 基 酸 同 源 性 分 别 是

OO/1FT、OO/F9T和 11/)9T。 !"#. 基因编码区核苷

酸 序 列 与 / - 0’1!*+(%1+ #,%% )909F 和 ) -
’*%!&23"+34!1+ 的同源性分别是 OD/O*T和 O2/)1T；

而氨基酸同源性分别是 OO/CFT和 O*/CDT。在 $ -
%&’( 中 #."的基因与色氨酸合成途径中的第二个

酶氨基苯甲酸磷酸核糖移换酶的基因融合成一个基

因，而在棒杆菌中它是一个独立的基因。由此可见，

/ - #35(43463 与 / - 0’1!*+(%1+ 和 ) - ’*%!&23"+34!1+
的亲缘关系是很近的。/ - #35(43463 野生株 #.)/FOO
与突变株 $!+D2 的 !"#$. 基因的核酸序列和前端控

制 序 列 已 提 交 =A@W3@E 登 记，序 列 号 分 别 是

!YD9)OD2 和 !YD9)OD*。

!"( 带 #$ 基因的重组质粒 )*+% 和 )*+( 的构建

用 ,*’!和 )*+7!双酶切重组质粒 ’%8) 和

’%89，回收 9/1E: 片段与用相同酶切的穿梭载体

’Z%) 得到的大片段相连，转化 !"#$ 基因缺陷型 $ -
%&’( #.)/)012，涂布在加有卡那霉素的 !3456 基本培

养基平板上，挑取转化子。双酶切鉴定重组子，得到

的结果与预期一致，重组质粒分别命名为 ’Z[) 和

’Z[9。将 $ - %&’( #.)/)012、带有空载体 ’Z%) 和重

组质粒 ’Z[) 和 ’Z[9 的 $ - %&’( #.)/)012 接种于

UW 培养基平板、含有卡那霉素抗性的 UW 培养基平

板和 !3456 基本培养基平板上，92\培养。$ - %&’(
#.)/)012 只能在 UW 培养基平板上生长，带有空载

体 ’Z%) 的 $ - %&’( #.)/)012 可以在 UW 培养基平板

上和含有卡那霉素抗性的 UW 培养基平板上生长，

但两者都不能在 !3456 基本培养基平板上生长。而

带有重组质粒 ’Z[) 和 ’Z[9 的 $ - %&’( #.)/)012 能

在 9 种平板上生长。此结果表明来自 / - #35(43463
的 #. 基因在 $ - %&’( #.)/)012 中得到表达，实现了

异源互补。由于 ’Z%) 载体本身无启动子，#. 基因
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的表达表明插入片段中确实存在启动子序列，该启

动子也可以被 ! ! "#$% 的 "#$ 聚合酶所识别。

!"# $%色氨酸对 &’ 的反馈抑制和反馈阻遏作用

对 & ! ’()%*(*+( $%&’()) 和 *+,-. 的 $% 活性分

别进 行 了 测 定，*+,-. 的 比 活 力 )/’-)0123，而

$%&’()) 检测不到酶活。在反馈抑制实验中，4,色
氨酸浓度在 5 6 &7228914，*+,-. $% 活性几乎无变

化。阻遏实验中，4,色氨酸浓度在 5 6 755!3124，*+,
-. $% 活性几乎没有变化。:;<8=>; 等［-］的工作表明，

在 & ! ,$-./0%"-0 的反馈抑制实验中，当 4,色氨酸

浓度达到 /!28914 时，$% 活性被抑制了 75?，当 4,
色氨酸浓度达到 75!28914 时，酶活几乎被完全抑

制；而在阻遏实验中，在加有 755!3124 色氨酸的基

本培养基中生长的菌的酶活只有在加有 7!3124 色

氨酸的培养基中的菌的 &)?。在 1 ! 2$/3-0 的反馈

抑制实验中，当 4,色氨酸浓度达到 &’7!28914 时，$%
活性被抑制了 75?，当 4,色氨酸浓度达到 &5!28914

时，酶活几乎被完全抑制；而在阻遏实验中，在加有

755!3124 色氨酸的基本培养基中生长的菌的酶活

只有 在 加 有 &5!3124 色 氨 酸 的 培 养 基 中 的 菌 的

/’7?［.］。虽然我们没有得到 $%&’()) 的酶活数据，

但在反馈抑制实验中使用的 4,色氨酸的浓度已远

远高于类似实验中使用的浓度。综合以上的数据，

我们推断 *+,-. 的 $% 解除了反馈抑制和阻遏作用。

!"( ! ) "#$%&#&’# 重组菌 &’ 活性

将质粒 @AB&、@AC& 和 @AC/ 分别电击转化 & !
’()%*(*+( $%&’()) 和 *+,-.，得到 & ! ’()%*(*+( 重组

菌。对这些菌的 $% 活性分别进行了测定，结果表

明（表 (），重组菌相对于宿主菌的酶活都有了很大

提高。*+,-.（@AC&）比 *+,-. 的酶活提高了近 77
倍，*+,-.（@AC/）比 *+,-. 的酶活提高了近 ) 倍，而

$%&’())（@AC&）和 $%&’())（@AC/）也有检测出的酶

活。因此，$% 基因在宿主菌中都有效表达。

表 ! 各菌株的 &’ 比活力

DEF9G ( D>G =@GH;I;H EHJ;K;JL 8I $% 8I M;IIG<GNJ =J<E;N=
*+,-. *+,-.（@AB&） *+,-.（@AC&） *+,-.（@AC/） $%&’())（@AC&） $%&’())（@AC/）

$%（0123） )/’)- )(’/& 7&OO P5) &P’-P &/’OP

!"* ! ) "#$%&#&’# +,%*- 重组菌的 ’,’%+&./
为了检测 $% 基因在 & ! ’()%*(*+( *+,-. 中的表

达水平，我们对粗酶液进行了 %+%,*$QR 分析。从

图 ( 可以看出重组菌 *+,-.（@AC&）和 *+,-.（@AC/）

在 7-S+E 处有明显加深的条带，而在 ((S+E 左右的

位置没有加深的条带，但在其上方有一条加深的条

带。该条带是否为 $%"的条带还需进一步的验证。

图 ! 各菌株蛋白粗提液的 ’,’%+&./ 分析

T;3!( %+%,*$QR ENE9L=;= 8I H<UMG GVJ<EHJ= 8I M;IIG<GNJ =J<E;N= 8I & !
’()%*(*+(! W： @<8JG;N 2E<SG<； &：& ! ’()%*(*+( $%&’())； (：& !
’()%*(*+( *+,-.；/：& ! ’()%*(*+( *+,-.（@AB&）；O：& ! ’()%*(*+( *+,
-.（@AC&）；7：& ! ’()%*(*+( *+,-.（@AC/）!

!"- 过表达 &’ 基因对生长和 $%色氨酸积累的影响

为研究 $% 活性的增加对重组菌株生长以及 4,
色氨酸积累的影响，我们用基本培养基进行了摇瓶

发酵实验（图 /）。发酵结果表明，*+,-.（@AC/）的生

长比较慢，达到稳定期的时间比 *+,-. 推迟 (O>。与

生长相对应，*+,-.（@AC/）的糖耗速度也明显低于

*+,-.。它们基本上都在达到稳定期的时候耗糖完

毕，稳定期后 &(> 产酸达到最高值，分别为 /’(P314
和 (’-P314，*+,-.（@AC/）产酸比 *+,-. 高 ((’/)?。

两者在发酵过程中都没有过量邻氨基苯甲酸产生。

质粒稳定性的试验结果表明，*+,-.（@AC/）在 &5P>
的质粒保持率为 )7?。

图 0 $%色氨酸发酵过程

T;3!/ D>G J;2G H8U<=G 8I IG<2GNJEJ;8N 8I 4,D<L@J8@>EN! $：D>G HG99
3<8XJ> @<8I;9G= 8I M;IIG<GNJ =J<E;N=；Y：D>G 4,D<L@J8@>EN @<8MUHJ;8N ENM
39UH8=G H8N=U2@J;8N @<8I;9G= 8I M;IIG<GNJ =J<E;N=!

0 讨论

在目前已研究的 $% 中，大多数 $% 都是由两条

不同的多肽链按一定的方式组成的寡聚体。$%#
催化分枝酸生成邻氨基苯甲酸，存在结合 4,色氨酸
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的别构部位和结合分枝酸的催化部位；!"!属于

#$%&’ (’)#&*%+, &*%-.#$&+/0,$&/, 家族，为 !""的反应

提 供 游 离 的 氨 基。 12.$/#,+ 等［34］ 报 道 了 ! 5
"#$%&’&()*+"（!""）6（!"!）6 复合物的晶体结构，并

对其功能进行了预测。!""的构象中存在两个结

构域和一个裂缝。通过定点突变实验鉴定的对催化

活性必须的 7 个保守氨基酸残基，分别位于裂缝的

顶部（12$689、!/:677 和 ;%/9<7）和 底 部（12$999、

=’>9?9 和 =’)8<9），而 这 7 个 氨 基 酸 残 基 在 , 5
-./)0.0". 中也存在（12$96@、!/:9@3、;%/9?8、12$863、

=’>843 和 =’)8?3），并且没有发生突变。!"!中的

A>/48、;%/3B@ 和 =’)3BB 组成催化部位，并且 A>/48
采取能量不稳定的构象，与 =’+ 作用形成谷氨酰中

间物。A>/ 和 ;%/ 的 功 能 在 ! 5 1&(*."*.0"（A>/48，

;%/3B<）［3?，6<］、2 5 -+’)3&（ A>/B?）［63］ 和 4 5 5)%$.6&
（A>/4?）［66］也得到了证实，这 9 个氨基酸残基同样存

在于 , 5 -./)0.0".（A>/4<、;%/34@ 和 =’)34B）中。

C.+,> 等［69］对 ! 5 *.(.7)")&. !" 反馈抑制抗性突

变株研究后得出结论，!""的 D 端存在保守区域E
FFG"H3<"E，",$7@ 或 ",$B7 突变都会导致对 FE色氨酸

反馈抑制的不敏感。该区域在 8 5 $&*’#%.(1.0’+1 和

, 5 -./)0.0". 中都存在，并且在 8 5 $&*’#%.(1.0’+1 的E
FFG"E中的 ",$94 突变会导致对 FE色氨酸反馈抑制

的抗性［68］。在 , 5 -./)0.0". IJE7BEFFG"H3< "E区域有

一个突变 =’>87!/:，并且在该区域前面两个氨基酸

残基处还有一个突变 !’&99",$，可能这两个突变解

除了 FE色氨酸的反馈抑制作用。K&)$,, 等［6@］鉴定

了一个 ! 5 ’9-:)1+()+1 !""突变位点 A>/87@，该突

变同时导致了反馈抑制抗性和对分枝酸亲和力的下

降，他们推断在蛋白的折叠构象中，这个突变的位点

同时破坏了别构部位和催化部位。A>/873 存在于

, 5 -./)0.0". IJE7B，但在其前面一个氨基酸残基处

发生了一个突变 !/+87<",$，这个突变可能存在相同

的效应。, 5 -./)0.0". !"!中也存在保守的氨基酸

序列EJHHJ"IE（4 L 39）、EI=IE（@6 L @8）、E;=E（3<3 L
3<6）、ECM;"FE（386 L 387）和EN;IN"E（48 L 44），并且

没有 发 生 突 变［66］。 IJE7B !"! 中 有 一 个 突 变

O’,3<412$，而在 , 5 ;$+’&1)*+1、8 5 $&*’#%.(1.0’+1 和

< 5 *#$) 中该位置均为 O’,，该突变导致了怎样的结果

还有待进一步研究。

对比 IJE7B 重组菌和 !"3P6?? 重组菌的酶活数

据，IJE7B 重组菌的酶活要比 !"3P6?? 重组菌的高

很多。由于 IJE7B 是经过多次诱变的，很可能它在

FE色氨酸合成调控系统上还存在其它的突变，例如

阻遏蛋白失活或 CD! 聚合酶更易起始转录，导致

!" 过量表达。而 !"3P6?? 是野生型菌株，存在严格

的表达调控系统，再加上质粒 :QA3 是克隆载体，没

有诱导表达体系，因而 !"3P6?? 重组菌的酶活比较

低。在蛋白电泳图谱中，IJE7B（:QR9）的表达量比

IJE7B（:QR3）低，可能是细胞基于平衡生长的需要，

对 !" 的酶活性进行调整，在 FE色氨酸合成调控系

统上出现正突变的同时进行负调控，IJE7B 启动子E
9@ 序 列 的 突 变 可 能 有 降 低 表 达 的 作 用。IJE7B

（:QR3）的酶活比 IJE7B（:QR9）高几倍，可能是由于

IJE7B（ :QR9）表 达 量 降 低 的 原 因，也 可 能 是

!/+87<",$ 的突变，导致 !" 对分枝酸亲和力的下降。

在发酵实验中，IJE7B（:QR3）的结果是出乎意

料的（数据没有列出）。IJE7B（:QR3）在生长的初期

比较慢，972 后生长加快，稳定期的生物量比 IJE7B
大，但产生的 FE色氨酸比 IJE7B 低 96S。这说明太

高的 酶 活 并 不 会 使 产 物 产 量 增 加。 我 们 也 对

!"3P6?? 重组菌进行了发酵实验，!"3P6?? 重组菌

产生了大量的邻氨基苯甲酸：!"3P6??（:QR3）菌体

TJ 达到 7< 时，产生邻氨基苯甲酸 9P7B(UF；!"3P6??
（:QR9）菌 体 TJ 达 到 7< 时，产 生 邻 氨 基 苯 甲 酸

9PB3(UF；没有 FE色氨酸产生。从 !"3P6?? 重组菌发

酵结果可以看出，!" 基因扩增可以增加导向 FE色氨

酸的代谢流，同时也说明这时 FE色氨酸途径中的第

二个酶成了产酸的瓶颈。对比 IJE7B（:QR9）与 IJE
7B 的产酸量，IJE7B（:QR9）仅比 IJE7B 的 FE色氨酸

增加了 <P7 (UF，比 !"3P6?? 重组菌产生的邻氨基苯

甲酸少很多。有一种可能是 FE色氨酸合成途径中

的其它酶反应成了限速步骤，积累了其它中间产物。

"2%+E%V2% 等报道在 8 5 %$&7+1 中，色氨酸合成途径中

的第二个酶氨基苯甲酸磷酸核糖移换酶［67］和最后

一个酶色氨酸合酶［6B］也受 FE色氨酸反馈抑制，但不

如 !" 强烈。也有可能与 IJE7B（:QR9）的高酶活有

关，酶活与 FE色氨酸产量的关系可能表现为钟形曲

线，存在一个最适酶活值。
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