
Ｒesearch Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
54(6):663 － 669; 4 June 2014
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn
doi: 10. 13343 / j． cnki． wsxb． 2014. 06. 009

基金项目:吉林省自然科学基金(20130101139JC) ;国家科技支撑项目(2012BAD37B05)
* 通信作者。Tel: + 86-13944919697; E-mail:minwh2000@ 163． com

作者简介:李慧颖(1986 － )，女，山东人，硕士研究生，研究方向为发酵微生物的选育与代谢调控。E-mail:gillian1314li@ 163． com

收稿日期:2013-10-08;修回日期:2013-12-25

北京棒杆菌天冬氨酸激酶突变体 Ｒ169H 的构建及酶学性质
表征
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吉林农业大学食品科学与工程学院，小麦和玉米深加工国家工程实验室，吉林 长春 130118

摘要:【目的】提高北京棒杆菌(Corynebacterium pekinense)中天冬氨酸激酶 ( aspartokinase，AK)活力。【方
法】利用定点突变技术对 AK 基因进行突变，并将突变体转入大肠杆菌(Escherichia coli)BL21 中异源表达。
重组菌经超声破碎后、利用镍柱对 AK 进行纯化，并经 SDS-PAGE 和 Western blot 验证。通过检测酶活力比
较突变体和野生型动力学变化并研究突变体和野生型的部分酶学性质。【结果】成功构建突变体 Ｒ169H。
经验证知，AK 分子量为 48kDa。突变体 Ｒ169H 的 Vmax为 226. 3 U /mg·s － 1，较野生型提高 2. 3 倍。最适反应
温度为 26℃，与野生型经验值相同;最适反应 pH 为 9. 0，较野生型经验值 8. 0 有所提高;在最适温度和 pH
值下的半衰期为 5. 5 h，比野生型的 4h 稳定性要好;代谢产物赖氨酸、苏氨酸和蛋氨酸在低浓度时对 AK 均
具有激活作用。【结论】突变体中 Ｒ169 与 E92 间氢键消失，能够影响亚基间聚合度，降低酶对底物的亲和
力，减弱代谢产物对 AK 的反馈抑制作用，从而使 Ｒ169H 中 AK 的 Vmax提高 2. 3 倍。
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天冬氨酸族氨基酸 (赖氨酸、苏氨酸、蛋氨酸
等)是人和动物的必需氨基酸［1 － 2］，由微生物利用前

体物质———天冬氨酸，经一系列代谢途径合成［3 － 4］。

天冬氨酸激酶( aspartokinase，AK)是催化该途径的
第一个关键酶，它利用 ATP 将天冬氨酸磷酸化成天
冬氨酰-P，指导碳在代谢中的流通［5 － 6］。在不同的

有机体中，AK 具有不同存在形式和抑制机制。在
大肠杆菌 ( Escherichia coli) 中，已知存在 3 种形式
AK，分别是 AKI-HDI、AKII-HDII 和 AKIII［7］。其中
AKI-HDI 是一种双功能酶，同时具有天冬氨酸激酶

活性和高丝氨酸脱氢酶活性，并受到苏氨酸抑制;
AKII-HDII 也是一种双功能酶，但不受任何天冬氨
酸族氨基酸抑制;AKIII 只有天冬氨酸激酶活性，并
受 赖 氨 酸 抑 制［8］。 在 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌
(Corynebacterium glutamicum) 中，只存在一种形式
AK，其活性受到 L-苏氨酸和 L-赖氨酸协同抑制［9］。

谷氨酸棒杆菌是一种革兰氏阳性菌，常被用于
赖氨酸等的工业生产［10］。该菌中 AK 是一种 α2β2

型四聚体结构，含有 2 个 α 亚基和 2 个 β 亚基(图
1)。其中 α 亚基的 N-末端为催化区域，其 C-末端
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和 β 亚基共同作为调节区域，而在 β 亚基中，C-末
端具有一个额外的 β 串(β9)。当 AK 受到苏氨酸
和赖氨酸同时作用时，其晶体结构形成一种封闭构
象。在这种封闭构象中 β9 变成一种无序组织，但
其空余位置被来自 α 亚基催化区域的另外 β 串
( β5，其 C-末端存在 Arg151、Gly152 和 Ser154 )代

替。该变化引起了 Arg151 与 Glu74(与底物天冬氨
酸结合有关)的相互作用，结果是形成了一种双配
位基极性键。而在不受苏氨酸和赖氨酸同时作用的
AK 结构中未发现 Arg151-Glu74 相互作用［11］。由
此可推测，Arg151 的存在使苏氨酸和赖氨酸对 α2β2

型 AK 的协同抑制作用成为现实。

图 1． 谷氨酸棒杆菌中 AK 的 α2β2 型晶体结构图(3aaw，PDB)
［11］

Figure 1． The crystal structure of α2 β2 AK in Corynebacteriumglutamicum(3aaw，PDB)［11］ ．

图 2． Arg169 和 Glu92 在亚基交界面上的极性相互作

用
Figure 2． The polar contacts between Arg169 and Glu92 on the

interface of β subunit and α subunit． The red dotted linestands for

the polar contacts，the blue region stands for β subunit and the

green region stands for α subunit．

来源于北京棒杆菌(Corynebacterium pekinense)
的 AK 与谷氨酸棒杆菌 AK 的序列同源性高达
98%［12］。以 3aaw(谷氨酸棒杆菌 AK)为模板对北
京棒杆菌的 AK 进行同源模建，发现 151Ｒ 和 74E 在
北京棒杆菌中分别对应于 169Ｒ 和 92E(图 2)。由
图 2 知，169Ｒ 和 92E 位于 β 亚基和 α 亚基的交界
面上。因此，二者间的极性相互作用会在一定程度
上影响亚基聚合度，进而可能会影响 AK 与底物和
抑制剂的结合。综上所述，本研究对 169Ｒ 位点进

行定点突变，探讨其对酶活力和别构作用的影响，为
今后 AK 的结构研究及工业化应用奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:重组质粒 pET-28a-AK 由本实
验室提供［12］，表达宿主大肠杆菌 ( Escherichia coli)
BL21(DE3)购自于 Novagen (USA)。
1. 1. 2 培养基:LB 培养基［13］，本研究中除特殊说
明外，所用 LB 培养基均含 50 μg /mL 卡那霉素。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:核酸、蛋白电泳 Maker、
Taq 聚合酶及定点突变试剂盒，购于大连 TaKaＲa 公
司;DpnⅠ酶，购于 Fermentas 中国公司;异丙基硫代-
β-D-半乳糖苷( IPTG)、卡那霉素，购于 Genview 公
司;质粒抽提试剂盒，购于北京天泽恩公司;非变性
镍柱，购 于 GEHealthcare Bio-Sciences AB 公 司。
PVDF 膜，购于 BIO-ＲAD 公司; HＲP Mouse Anti-
6xHis，购于 BD Biosciences 公司。DAB 显色试剂，
购于 MAIXIN_BIO 公司。UV1700 紫外-可见分光光
度仪，日本岛津公司;Scientz-ⅡD 超声波破碎仪，宁
波新芝生物科技有限公司;Z36HK 高速冷冻离心，
德国 HEＲMLE 公 司; SE260 蛋 白 电 泳 仪，GE
Healthcare Bio-Sciences AB 公司;DYY-6C 核酸电泳
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仪，北京市六一仪器厂;AG PCＲ 仪，eppendorf 中国
有限公司;CL-32L 高压蒸汽灭菌器，日本 ALP 公司;
infinitieM200 酶标仪，TECAN 公司;Trans-Blot SDCell
蛋白印迹转膜仪，BIO-ＲAD 公司。
1. 2 突变
1. 2. 1 引物:用软件 Primer Premier 5 设计突变引
物，并送上海生工生物工程有限公司合成。引物如
下 (下 划 线 部 分 为 突 变 位 点 ): 上 游 引 物 5'-
CAGAACCACCGTGACCCAACGTGGTGACATC-'; 下
游 引 物 5'-CACGTTGGGTCACGGTGGTTCTGAC
ACCACTG-3'。
1. 2. 2 全质粒 PCＲ 反应:利用合成引物，以 pET-
28a-AK 为模板，进行全质粒 PCＲ 反应。反应条件:
94℃4 min;94℃ 1 min，56℃1 min，72℃10 min，循环
18 次;72℃ 20 min。PCＲ 产物用 DpnⅠ酶消化除去
模板，消化产物直接用于转化。
1. 2. 3 构建突变体重组质粒 pET-28a-Ｒ169H:取
上述消化产物 2 μL 加入 100 μL 大肠杆菌 BL21 感
受态细胞中，冰浴 20 min，42℃热击 90 s，冰浴2 min
后加入 900 μL LB 培养基(不含卡那霉素)，37℃、
165r /min 培养 1h。10012 × g 离心 1 min，弃上清
800 μL，剩余 200 μL 重悬菌体涂布于 LB 平板上，
37℃培养过夜。将所得单菌落接种至 LB 液体培养
基中活化并送上海生工生物工程有限公司测序。
1. 3 AK 基因验证、诱导及粗酶液制备
1. 3. 1 AK 基因验证、诱导:以活化的菌液为模板，
在克隆引物作用下进行 PCＲ 扩增。反应条件:94℃
4 min;94℃ 40 s，58℃ 60 s，72℃ 90 s，循环 30 次;
72℃ 10 min。扩增产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳验
证。克隆引物如下 (下划线部分为限制性酶切位
点): 上 游 引物 5'-GGAATTCCATATGGCCCTGGTC
GTACAGAA-3' ( EcoＲI 酶切位点);下游引物 5'-
GGAATTCTTAGCGTCCGGTGCCTGCAT-3' ( NdeI 酶
切位点)。
1. 3. 2 粗酶液制备:突变成功后，再次活化菌液，并
将活化后种子菌液按照 2% 接种量转移到 500 mL
(含 250 mL 培养基) 摇瓶中，IPTG (终浓度为
1 mmol /L)诱导方法参考文献［14］。诱导发酵 8 h
后，10020 × g、4℃、10 min 离心去上清液，收集菌体。
AK 蛋白粗酶液制备方法参考文献［14］。
1. 4 纯化、SDS-PAGE 和 Western blot

用非变性镍柱对粗酶液进行纯化。纯化方法、

SDS-PAGE 以及 Western blot 实施方法及步骤参考
文献［14］。
1. 5 活力测定及动力学分析
1. 5. 1 活力测定:利用纯化 AK 酶液进行活力测
定，反应体系及活力测定方法参考文献［14］。反应
速率 V 定义为单位时间(1 s)内单位质量(1 mg)酶
的催化能力，单位表示为 U /mg·s － 1。其中，纯化后
AK 蛋白含量用考马斯亮蓝法测定。
1. 5. 2 动力学分析:分析方法是在其它试剂和条件
不变的 前 提下，将 底 物 L-天 冬 氨 酸 的 浓 度 从
1 mmol /L依次增加到 10 mmol /L(间隔为 1)，并分
别测定活力 (每个浓度均做 3 个平行)后用软件
Origin75 作图。
1. 6 酶学性质研究
1. 6. 1 最适反应温度:试验中，分别将酶活力检测
的混合反应体系置于不同温度 (15℃、20℃、25℃、
26℃、30℃、35℃、40℃、45℃、50℃ )下反应，其它条
件不变。每组样品检测 3 个平行。
1. 6. 2 最适反应 pH:试验中，分别将反应体系中
Tris-HCl 缓冲液调节至不同 pH(6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、
8. 0、8. 5、9. 0、9. 5、10. 0)值，其它条件不变。每组样
品检测 3 个平行。
1. 6. 3 稳定性:AK 在最适温度和 pH 下的稳定性
试验是将 AK 纯化后酶液与最适 pH 值的 Tris-HCl
缓冲液按活力检测反应体系中的比例混合，置于最
适温度下 10 h，每 1 小时检测酶活力，每组样品检测
3 个平行。
1. 6. 4 抑制剂:底物抑制剂对 AK 的影响试验中，
选择常见 AK 抑制剂赖氨酸、苏氨酸和蛋氨酸做检
测对象，同时还研究了这 3 种抑制剂两两组合和 3
种组合对 AK 的影响。每组检测都是在 0. 2、1、5、
10 mmol /L这 4 种浓度下进行，每组样品检测 3 个平
行。

2 结果和讨论

2. 1 重组菌株的构建
测序结果显示，AK 氨基酸序列中 169 位点由野

生型 Arg 突变成 His，即表明突变体 Ｒ169H 构建成
功。将突变体重组质粒 pET-28a-Ｒ169H 转化到大
肠杆菌中，挑单克隆培养，提质粒，对其进行双酶切
和核酸电泳检测。结果显示，在分子量为 1000 bp
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和 2000 bp 间存在目的单带，这与 AK 基因分子量
1453 bp 相符，表明突变菌株构建成功。
2. 2 AK 纯化及验证

纯化后 AK 酶液经 SDS-PAGE 及 Western blot
验证结果如图 3 所示。野生型粗酶液、野生型纯化
液以及突变体纯化液在分子量为 48kDa 左右均存
在目的带，表明 AK 基因在诱导剂作用下得到大量
表达。但由 2、3 中可看出，2 中目的条带明显比 3
中目的条带粗，表明突变后 AK 基因的表达量较野
生型低。原因可能是突变使正常的 AK 基因表达机
制受到一定干扰，从而降低了 AK 合成量。

图 3． SDS-PAGE 验证结果
Figure 3． The result of SDS-PAGE． M stands for Marker; lane 1，the

supernatant of WT; lane 2，the purified AK of WT; lane 3，the

purified AK of Ｒ169H; lane 4，the result of Western blot．

图 4． WT 和 Ｒ169H 动力学结果
Figure 4． Dynamics of WT and Ｒ169H．

2. 3 突变体 Ｒ169H 动力学分析
对 AK 进行动力学分析，结果如图 4 所示，突变

体 AK 的 Vmax为 226. 3 U /mg·s － 1，这比野生型 Vmax

(99. 1 U /mg·s － 1)提高 2. 3 倍;n 值为 1. 0，明显低于

野生型，表明经突变后 AK 的正协同性降低;Km值与
野生型相比明显提高，表明突变体 AK 与底物亲和
力降低。上述结果表明，169Ｒ 的改变打破了其与

92E 间的极性相互作用，进而使亚基间聚合度降低，
使亚基结合更加松散。从而进一步影响了突变体
AK 的底物结合口袋，使底物亲和力降低，更有利于
酶的催化。同时，也使抑制剂结合位点由致密组织
变得松散，更加不利于抑制剂的结合。综合上述两
种因素，突变体由别构酶变成米氏酶，并且 Vmax有所
提高。
2. 4 温度和 pH 对突变体 Ｒ169H AK 活力的影响

由图 5-A 可知，Ｒ169H 中 AK 最适反应温度为
26℃，这与野生型经验值相比没有发生改变。当温
度在 15 － 26℃范围内升高时，酶活力呈现较大升高
趋势，当反应温度高于 26℃时，酶活力显著下降，温
度升高至 50℃时，酶活力降低 90%。这表明 AK 耐
高温能力较弱。图 5-B 表明，Ｒ169H 中 AK 最适反
应 pH 为 9，与野生型相比更趋于碱性环境。当 pH
值在 6 － 9 间变化时，随 pH 值升高，AK 活力呈现增
大趋势;当 pH 值大于 9 时，AK 活力急剧下降。

图 5．不同温度(A)和 pH(B)对 Ｒ169H AK 活力的影

响
Figure 5． The effect of different temperature (A) and pH (B) on

the activity of AK from Ｒ169H． Astands for the effect of different

temperature; Bstands for the effect of different pH．

666



李慧颖等: 北京棒杆菌天冬氨酸激酶突变体 Ｒ169H 的构建及酶学性质表征 ． /微生物学报(2014)54(6)

2. 5 最适温度和 pH 下的稳定性
由图 6 所示，突变体 AK 在最适反应温度 26℃、

最适反应 pH 9. 0 条件下具有较好的稳定性，其半衰
期为 5. 5 h;上述结果表明，突变并未对 AK 稳定性
造成不良影响，其性质依然较稳定，并且较野生型经
验值 4 h 相比还稍有提高。

图 6． Ｒ169H 中 AK 在 26℃和 pH 为 9 时的稳定性
Figure 6． Stability of the activity of AK from Ｒ169H under 26℃

and pH9．

2. 6 底物抑制剂对 Ｒ169H 中 AK 的影响
根据对 α2β2 型 AK 晶体结构报道［15］可知，苏

氨酸和赖氨酸对 AK 产生的协同抑制机制呈现两步
式反应。第一步，由苏氨酸结合引起的 α 亚基调节
区域和 β 亚基相互作用;第二步，由赖氨酸结合引
起的与 β1 作用的转变，即由 β9(β)转变为 β5(α)。
进而诱导了 Arg169-Glu92 间的极性相互作用，使得
苏氨酸和赖氨酸的抑制作用得以实现。

由于蛋氨酸也是天冬氨酸族氨基酸代谢途径的
产物，因此本研究探讨了苏氨酸、赖氨酸以及蛋氨酸
在单独存在和组合存在情况下对北京棒杆菌中 AK
的作用，结果如表 1 所示。单独作用于突变体 AK
时，低浓度(0. 2 mmol /L)条件下均表现出对 AK 活
力的激活作用，其最大促进作用下的相对活力分别
为 142. 9 ± 1. 1%、134. 9 ± 1. 5%、180. 9 ± 1. 8%。随
着浓度的升高，这种积极作用转变为抑制作用。而
对于上述 3 种抑制剂两两组合试验，低浓度下对 AK
激活作用依然存在，在浓度为 0. 2 mmol /L 时，苏氨
酸 +赖氨酸、苏氨酸 +蛋氨酸、蛋氨酸 +赖氨酸的最
大促进作用下的相对活力分别为 123. 8 ± 1. 3%、
114. 3 ± 1. 1%、166. 7 ± 1. 2%。同样的，这种积极作
用随浓度升高转变成抑制 AK 活力的效应。但在苏
氨酸 +赖氨酸 +蛋氨酸组合试验中，尽管在低浓度

条件下依然表现出对 AK 的抑制作用。上述结果表
明，突变能在一定程度上解除抑制剂对 AK 的抑制
作用，并在低浓度时促进 AK 活力。

表 1． 底物抑制剂对 Ｒ169H AK 活力的影响
Table 1． The effect of inhibitors on the activity of

AK from Ｒ169H

inhibitor
relative activity /%

0. 2 mmol / L 1 mmol / L 5 mmol / L 10 mmol / L
control 100 100 100 100
thr 142. 9 ± 1. 1 109. 5 ± 0. 8 95. 2 ± 1. 0 90. 5 ± 1. 1
lys 134. 9 ± 1. 5 114. 3 ± 1. 1 95. 2 ± 0. 7 42. 9 ± 0. 5
met 180. 9 ± 1. 8 169. 0 ± 1. 6 138. 1 ± 1. 1 ND
thr + lys 123. 8 ± 1. 3 61. 9 ± 0. 6 28. 6 ± 0. 5 ND
thr + met 114. 3 ± 1. 1 76. 2 ± 0. 5 61. 9 ± 0. 3 14. 3 ± 0. 2
met + lys 166. 7 ± 1. 2 95. 2 ± 0. 9 28. 6 ± 0. 2 ND
thr + lys + met 90. 5 ± 0. 9 66. 7 ± 0. 7 33. 3 ± 0. 4 14. 3 ± 0. 4

ND，the activity could not be determined．

3 讨论

本研究对北京棒杆菌中 AK 基因 169Ｒ 位点进
行定点突变，以达到解除与 92Glu 间的极性相互作
用并提高酶活力的目的。运用软件 Primer Premier 5
设计突变引物，以连接了北京棒杆菌中 AK 基因的
重组质粒 pET-28a-AK 为模板进行突变，并成功构
建了突变体 Ｒ169H。对 Ｒ169H 中 AK 进行纯化和
10% SDS-PAGE 验证。结果表明，突变体和野生型
AK 分子量均为 48kDa，动力学结果显示，突变体 AK
Vmax较野生型提高了 2. 3 倍，这表明突变确能使 AK
活力得到改善，并且较正协同性降低，更趋于米氏
酶，但与底物亲和力较野生型有所降低。

对 Ｒ169H 中 AK 的酶学性质研究表明，突变体
AK 的最适反应温度和 pH 分别为 26℃和 9。在最
适温度和 pH 下具有较好的稳定性，半衰期为 5. 5h。
通过研究底物抑制剂对突变体 AK 活力的影响表
明，抑制剂苏氨酸、赖氨酸、蛋氨酸在低浓度时表现
出对 AK 的激活效应，这种积极作用在两两组合试
验中的低浓度条件下依然存在。但在 3 种组合试验
中各浓度下均表现出了抑制作用。这表明，对 169Ｒ
突变能在一定程度上解除抑制剂对 AK 的抑制作
用。

综上所述，北京棒杆菌中 AK 基因能在大肠杆
菌 BL21 宿主中得到较好表达，对其重要位点 169Ｒ
的突变能够在不明显改变其性质的情况下改善酶活
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力，并在一定程度上解除了苏氨酸、赖氨酸和蛋氨酸
的抑制作用。因此，本研究为今后进一步探讨该基
因在北京棒杆菌中的表达、活力及性质提供了重要
的参考价值。同时，也为解除 AK 在北京棒杆菌中
的反馈抑制作用，进而为优化天冬氨酸族氨基酸在
棒杆菌中的代谢途径并达到高产目的提供了一定的
理论依据。
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Construction and characterization of Ｒ169H mutant of
aspartokinase from Corynebacterium pekinense

Huiying Li，Yunming Zhu，Weihong Min* ，Dongling Zhan，Jun Ｒen
College of Food Science and Engineering，Jilin Agricultural University; National Engineering Laboratory on Wheat and
Corn Further Processing，Changchun 130118，Jilin Province，China

Abstract:［Objective］ Increasing the activity of aspartokinase (AK) from Corynebacterium pekinense． ［Methods］The
gene of AK was constructed and mutated by site-specific mutagenesis． The mutational recombinant plasmid was
heterologously expressed in Escherichia coli BL21． The mutational AK was purified by Ni2 + -NTA column after
ultrasonicating of the recombinant bacteria，and then identified by SDS-PAGE and Western blot． We compared the kinetic
difference between Ｒ169H AK and WT AK by determining the enzymatic activities． Some other characteristics of Ｒ169H
AK and WTAK were also studied． ［Ｒesults］ The mutant Ｒ169H was successfully constructed． The molecular weight of
AK was 48kDa． Vmax of Ｒ169H AK was 226. 3 U /mg·s － 1，which was 2. 3 times higher than that of WT AK． The optimum
reaction temperature of Ｒ169H AK was 26℃，the same as that of WT AK． The optimum reaction pH of Ｒ169H AK was
9. 0，slightly higher than that of WT AK． The half-life period of Ｒ169H AK under optimum temperature and pH were
5. 5h，much higher than that of WT AK． Lysine，threonine and methionine had an active effect on the activity of Ｒ169H
AK when they were in low concentration． ［Conclusion］ The hydrogen bond between Ｒ169 and E92 was broken down in
Ｒ169H AK，which could affect the degree of polymerization and further lowered the affinity of mutant AK with substrates
and then decreased the inhibition inducing by the metabolites． Thus，the Vmax of mutant AK from Ｒ169H had increased by
2. 3 times compared with that of WT AK．
Keywords: Corynebacterium pekinense，aspartokinase，mutate，characterization
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