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摘要:【目的】为了研究腺苷单磷酸核苷酶基因(amn)缺失对谷氨酸棒杆菌 S9114 生理代谢的影响。【方法】
本文构建了 amn 基因缺失菌株△amn，并对谷氨酸发酵性能以及酸耐受性进行了比对分析。【结果】与野生
菌株 WT 相比，amn 基因缺失菌株:(1) 细胞干重提高了 16. 2%，谷氨酸产量降低了 58. 8% ;(2) 发酵 10 h、
25 h 和 40 h，胞内 ATP 分别提高了 3. 0、3. 7 和 2. 2 倍，异柠檬酸裂合酶活性提高 17. 1%、4. 9%和 44. 5%，异
柠檬酸脱氢酶活性降低 76. 9%、74. 6% 和 5. 0%，谷氨酸脱氢酶活性降低 42. 4%、50. 8% 和 42. 4% ;(3)
pH4. 0条件下存活率降低了 64. 9%，而胞内 ＲOS 和蛋白质羰基化水平提高了 31. 5%和 22. 5%。【讨论】amn
基因的缺失提高了菌株的胞内 ATP 水平和生物量，但是对谷氨酸发酵和酸性条件的耐受性却产生不利影
响。
关键词:谷氨酸棒杆菌，腺苷单磷酸核苷酶基因，基因敲除，L-谷氨酸，酸耐受性
中图分类号:Q935 文章编号:0001-6209(2015)12-1568-08

腺苷单磷酸核苷酶 ( adenosine monophosphate
nucleosidase)在调节腺苷酸库中发挥着非常重要作
用。当胞内 ATP 过量时，它催化 AMP 分解生成腺
嘌呤和 5-磷酸核糖，导致 AMP 向 ADP 的合成量减
少，进而降低了腺苷酸库中 ATP 的含量;当胞内
ATP 不足时，腺苷单磷酸核苷酶的活性受到抑制，减
少了 AMP 的降解，从而促进了 ATP 的合成［1］。早
期，关于 amn 基因的研究主要集中在该基因所编码
酶的结构上。Giranda 等［2］发现腺苷单磷酸核苷酶
的四角形双椎体型晶体结构能够抵御辐射损伤;
Zhang 等［3］的研究表明腺苷单磷酸核苷酶的每个单
体均由起催化作用和调节作用的两个部分组成。近
年来，对于 amn 基因的研究开始转向生理功能方

面。如 Morrison 等［4］研究了 amn 基因对 E． coli 生
理代谢的影响。研究结果表明，amn 基因的缺失提
高了 E． coli 菌株的生长速率和对低温环境的耐受
性。

谷氨酸棒杆菌( Corynebacterium glutamicum)是
一种兼性好氧的革兰氏阳性菌［5］。自 1957 年被分
离出来以后，它便逐渐成为全世界范围内氨基酸生
产的主要菌株，如谷氨酸、赖氨酸和异亮氨酸等。其
中，L-谷氨酸是全球市场需求量较大的氨基酸之一，
年产量超过 216 万吨［6］。在谷氨酸发酵中，当菌体
停止生长后才开始大量积累谷氨酸，生物量过高或
过低均不利于产物合成［7］。同时，随着发酵过程中
产物的积累，发酵液的 pH 逐渐降低，因此菌体的耐
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酸性能对于谷氨酸的生产也起着至关重要的作用。
由于 amn 基因的缺失能够影响细胞生长和对胁迫
环境的耐受性［4］，且该基因在谷氨酸棒杆菌中至今
还未有过研究，因此，希望通过研究谷氨酸发酵和低
pH 耐受性来解析 amn 基因在谷氨酸棒杆菌中的生
理功能。

为此，作 者 以 一 株 谷 氨 酸 工 业 生 产 菌 株
Corynebacerium glutamicum S9114 为出发菌株，利用
基因工程的手段构建了 amn 基因缺失菌株△amn。
通过比较 2 株菌的谷氨酸发酵性能、胞内 ATP 和关

键酶活水平以及对低 pH 条件的耐受性，详细解析
了 amn 基因缺失对谷氨酸棒杆菌 S9114 生理代谢
的影响，为发展代谢工程改造策略提供一定的理论
基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株及质粒:本研究中所使用的菌株和质粒
见表 1。

表 1． 本研究中所用的菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids used in this study

Strains or plasmids Ｒelevant genotype and property Source
Strains
E． coli JM109 recA1，supE44，endA1，hsdＲ1，gyrA96 Stored in this lab
C． glutamicum S9114 Wild type strain Given by Prof． Zhonggui Mao
C． glutamicum S9114 /△amn Wild type strain with amn knock-out This study
Plasmids
pMD19-T Vector T-vector，2. 7 kb，AmpＲ，lacZ TaKaＲa
pK18mobSacB Mobilizable E． coli vector，KmＲ，SucS Stored in this lab
pK18mobSacB /amn-LＲ pK18mobSacB with amn in-frame deletion fragment amn-LＲ This study

1. 1. 2 培养基及培养条件:(1)LB (g /L)培养基:蛋白
胨 10，酵母膏 5，氯化钠 10;(2)LBG (g /L)培养基:蛋白
胨 10，酵母膏 5，氯化钠 10，葡萄糖 5;(3)LBHIS (g /L)
培养基:酵母膏 2. 5，蛋白胨 5，氯化钠 5，脑心浸液
18. 5，山梨醇 91;(4)感受态制备(g /L):蛋白胨 10，酵母
膏 5，氯化钠 10，甘氨酸 30，吐温 80;(5)种子培养基(g /
L):玉米浆 25，葡萄糖 25，K2HPO4 1. 5，MgSO4 0. 6，
FeSO4·7H2O 0. 005，MnCl2·4H2O 0. 005，尿素 2. 5(分消
灭菌)，pH7. 2 －7. 3;(6)发酵培养基(g /L):玉米浆 15，

葡萄 糖 140，K2HPO4 1. 0，MgSO4 0. 6，FeSO4·7H2O

0. 002，MnSO4·4H2O 0. 002，硫胺素 5 × 10 － 5，尿素 5(分
消灭菌)，pH7. 2 －7. 3。E． coli 于 37 ℃培养，必要时添
加 50 mmol /L的氨苄青霉素;C． glutamicum于 32 ℃培
养，必要时添加 35 mmol /L卡那霉素。
1. 1. 3 引物:本研究所用的引物如表 2 所示。其
中，amn-L-A 和 amn-Ｒ-S 有 20 bp 的互补碱基序列;
amn-L-pK18-S 和 amn-Ｒ-pK18-A 为在 amn 基因的
上下游设计的引物，用来鉴定基因是否被敲除。

表 2． 本研究中所使用的引物
Table 2． Primers used in this study

Primers Sequences (5'→3') Ｒestriction sites
amn-L-S CCCAAGCTTGGG CTCCAGGTTAAACGTGCCATC Hind III
amn-L-A AGCCAGTTCCAGAGGTCTTCCAGATACGTAAATCTTGCAGGGAT —
amn-Ｒ-S CTGCAAGATTTACGTATCTGGAAGACCTCTGGAACTGGCTC —
amn-Ｒ-A TCCCCCGGGGGA GCTTAGGGTCTACGTGTTCAAAT Sma I
amn-L-pK18-S CACAATAGGAATCGGCAGGTAG —
amn-Ｒ-pK18-A GTGTCGTCGGACCTTAGCCT —

1. 2 敲除载体 pK18mobSacB /amn-LＲ 的构建
敲除质粒 pK18mobSacB /amn-LＲ的构建流程如图

1所示。首先，以提取的 C． glutamicum S9114 的基因
组为模板，分别扩增 amn 基因上游和下游长度约为 800
bp 的基因片段，利用重叠延伸 PCＲ，获得 amn 基因内

部缺失 809 bp 的敲除框片段 amn-LＲ;然后利用限制性
内切酶 Hind III和 Sma I对质粒 pK18mobSacB进行双酶
切，形成具有粘性末端的线性片段;最后，利用 T4 DNA
ligase 连接敲除框 amn-LＲ 和酶切后的 pK18mobSacB

载体，形成敲除质粒 pK18mobSacB /amn-LＲ。
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图 1． 敲除质粒 pK18mobSacB /amn-LＲ 的构建流程
Figure 1． Construction procedure of gene knock-out plasmid pK18mobSacB /amn-LＲ．

1. 3 重组载体的电转化
C． glutamicum 感受态细胞的制备及电转化方

法参考 Jang［8］和 Van der Ｒest［9］，最终确定的电转化

条件为:1. 8 kV，2 ms，1 mm 电转杯。将敲除载体
pK18mobSacB /amn-LＲ 电转化 C． glutamicum 感受
态细胞，然后在含卡那霉素抗性的 LBHIS 平板和含
10%蔗糖的 LBHIS 平板上进行两次筛选，通过 PCＲ

验证获得 amn 基因部分缺失的△amn 菌株。
1. 4 谷氨酸发酵条件及参数测定
1. 4. 1 种子培养条件:从新鲜斜面上接一环菌接种
到种子培养基(50 mL /500 mL 锥形瓶)，32 ℃、200
r /min 培养 8 － 9 h。
1. 4. 2 发酵培养条件:7. 5 L 发酵罐的装液量为 3
L，接种量为 8%，温度 32 ℃，通过自动流加 25% －
28%的氨水和稀硫酸将 pH 控制在 7. 2 － 7. 3，通气
量 1 vvm，通过与转速相连将溶氧控制在 20%左右，

测定培养基中葡萄糖浓度，待浓度低于 5 g /L 时，流
加 500 g /L 的葡萄糖，将糖浓度控制在 10% － 15%，

根据泡沫情况添加消泡剂。

1. 4. 3 菌体浓度的测定:将发酵液稀释一定的倍
数，在波长 620 nm 处测定吸光值。
1. 4. 4 谷氨酸和葡萄糖浓度的测定:将样品稀释特
定的倍数，利用 SBA-40 型生物传感器测定。
1. 5 胞内 ATP 水平测定

取 20 mL 不同时间点的发酵液，离心去上清，迅
速置于液氮中保持 3 min，并研磨破碎细胞，加入预
冷的 PBS 溶液，用 HPLC 法测定 ATP 含量。色谱条
件为:Agilent ZOＲBAX SB-Aq 反相柱，检测波长 UV
254 nm，柱温 35 ℃，进样量 10 μL，流速 1 mL /min，

流动相为磷酸盐缓冲液 (10. 93 g NaH2PO4，3. 04 g

Na2HPO4，3. 22 g 四正丁基溴化铵，超纯水定容至 1
L) ∶乙腈 = 86∶ 14。
1. 6 胞内关键酶活水平的测定

将发酵液样品离心取上清，用 Tris-HCl 溶液(50
mmol /L;pH7. 5)洗涤菌体 3 次，加入 1 mL 的 Tris-
HCl 溶液重悬细胞，超声破碎。破碎条件为:工作时
间 2 s，暂停时间 3 s，累计破碎时间 10 min。然后
4 ℃、8000 r /min 离心 10 min，所得的上清液为粗酶
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液，可用于后续的酶活测定。谷氨酸脱氢酶(GDH)
的测定参考曹艳等［10］;异柠檬酸脱氢酶( ICDH)的
测定参考 Popova 等［11］;异柠檬酸裂解酶( ICL)的测
定参考余秉奇［12］。
1. 7 不同 pH 条件下细胞存活率测定

将培养至对数期的菌株转接到不同 pH 的 LBG
液体培养基，使得其初始 OD620为 1，处理 2 h，离心

收获细胞，梯度稀释 10 － 5倍，涂布 LBG 固体平板，对
菌落进行计数，每个条件做 3 个平行;存活率 =不同
pH 处理后的菌落数 /不处理的对照组菌落数。
1. 8 胞内 ＲOS 水平测定

采用 DCFH-DA 荧 光 标 记 法 测 定 活 性 氧
(Ｒeactive oxygen species，ＲOS)，具体方法参考 Si
等［13］。
1. 9 胞内蛋白质羰基化水平测定

采用 DNPH 比色法测定，具体方法参考 Wehr
等［14］。

2 结果和讨论

2. 1 amn 基因缺失菌株△amn 的构建
敲除 质 粒 pK18mobSacB /amn-LＲ 电 转 到 C．

glutamicum 感受态细胞中后，会发生 2 次同源重组，
将重组菌株涂布在含有卡那霉素的 LBHIS 平板和含
10%蔗糖的 LBHIS 平板进行两轮筛选。能在卡那霉
素平板上生长而不能在含 10%蔗糖的平板上生长的
单菌落认定为阳性转化子。进一步以转化子的基因
组为模板，用验证引物 amn-L-pK18-S /amn-Ｒ-pK18-A
进行 PCＲ 验证，结果如图 2 所示。1 号通道表示对
照，即以野生型菌株的基因组为模板 PCＲ 验证结果，
条带大小为 2742 bp; 2 号通道为以突变菌株△amn
的基因组为模板 PCＲ 验证结果，条带大小为 1933

bp。表明，amn 基因敲除成功，C． glutamicum S9114 /
△amn (简称△amn)菌株构建完成。

图 2. 突变菌株△amn 的 PCＲ 验证
Figure 2． Confirmation of △amn strain by PCＲ． M: DL10000

DNA marker; lane 1: PCＲ result of WT strain genome; lane 2:

PCＲ result of △amn strain genome．

2. 2 amn 基因缺失对谷氨酸发酵的影响
在 7. 5 L 发酵罐上比对研究了工程菌株△amn

和野生菌株 WT 发酵生产谷氨酸的能力，结果如图
3 和表 3 所示。发现:(1) 42 h 发酵结束时，突变菌
株△amn 的最终细胞干重比野生菌株 WT 高出
16. 2% ;(2) 突变菌株△amn 的谷氨酸浓度、谷氨酸
生产强度、单位细胞生成谷氨酸能力、谷氨酸对葡萄
糖得率分别比野生菌株 WT 下降了 58. 8%、58. 6%、
64. 5%和 58. 3% ;(3) 结合图 3-D，发酵前 4 h，野生
菌株 WT 的比生长速率大于突变菌株△amn，且在
1. 3 h 获得最大比生长速率，为 1. 09 h － 1，而突变菌
株△amn 则在 4. 2 h 达到最大比生长速率 ( 0. 45
h － 1)。相比于野生菌株 WT，发酵前期突变菌株
△amn 的比生长速率较小，生长较慢，延迟了菌体向
产酸期转型，更多碳源用于细胞生长，导致最终生物
量积累过高而不利于谷氨酸的生产［15］。

表 3． 谷氨酸发酵过程参数比较
Table 3． Comparison of parameters during glutamate fermentation process

Parameters
Strains Change /

WT (A) △amn (B) (B /A-1) × 100%
Culture time / h 42 42 0
Glucose consumption /( g /L) 191. 40 ± 2. 57 199. 50 ± 1. 35 4. 2
Maximum dry cell weight /( g /L) 29. 10 ± 0. 20 33. 80 ± 0. 24 16. 2
The titer of glutamate /( g /L) 68. 00 ± 1. 53 28. 0 ± 1. 0 － 58. 8
Glutamate production /［g /(L·h)］ 1. 62 ± 0. 03 0. 67 ± 0. 03 － 58. 6
Yield of glutamate on DCW /( g / g) 2. 34 ± 0. 04 0. 83 ± 0. 02 － 64. 5
Yield of glutamate on glucose /( g / g) 0. 360 ± 0. 008 0. 150 ± 0. 005 － 58. 3
Ｒange of DO value /% 100 － 20 100 － 20 —
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图 3． C． glutamicum S9114 谷氨酸发酵过程曲线
Figure 3． The glutamate fermentation process curve of C． glutamicum S9114．

2. 3 amn 基因缺失对 C． glutamicum 胞内 ATP 水
平和关键酶活性的影响

图 4-A 给出了突变菌株△amn 和野生菌株 WT
在发酵产酸前(10 h)、中(25 h)、后期 (40 h)胞内
ATP 水平的结果，由此可知:(1) 在整个发酵过程
中，2 个菌株的胞内 ATP 水平均呈现出先增加后减
少的趋势;(2) 突变菌株△amn 的胞内 ATP 水平分
别比野生菌株 WT 高出 3. 0 倍 ( 0. 031 mg /mg
protein) (10 h)、2. 7 倍 (0. 068 mg /mg protein) (25
h)和 2. 2 倍 (0. 36 × 10 － 3 mg /mg protein) (40 h);
(3) 从 10 h 到 25 h，突变菌株△amn 和野生菌株
WT 胞内的 ATP 水平分别提高了 1. 20 倍和 1. 39
倍;而从 25 h 到 40 h，突变菌株△amn 和野生菌株
WT 胞内 ATP 水平分别降低了 94. 7% 和 93. 8%。
amn 基因的缺失抑制了菌株胞内 AMP 的降解，提高
了胞内 ATP 水平［4］。

异柠檬酸裂合酶 ( ICL )、异柠檬酸脱氢酶
( ICDH)、谷氨酸脱氢酶(GDH)是谷氨酸合成途径
中重要的代谢节点。其在发酵过程中的酶活水平如

图 4 所示。在发酵产酸的前期(10 h)、中期(25 h)、
后期(40 h)，突变菌株△amn 的 ICL 活性逐渐降低，
且分别 比野 生菌 株 WT 高 出 17. 1%、4. 9% 和
44. 5% ;在 10、25 和 40 h 时，突变菌株△amn 中
ICDH 活性(图 4-C)基本维持稳定，比野生菌株 WT
降低了 76. 9%、74. 6%、5. 0% ;类似的，突变菌株
△amn 的 GDH 活性(图 4-D)呈现先增加后减小的
趋势，比野生菌株 WT 降低了 42. 4%、50. 8% 和
42. 4%。上述结果表明，突变菌株△amn 比野生菌
株 WT 具有更高的 ICL 酶活，而 ICDH 和 GDH 活性
则被弱化，谷氨酸合成的前体物质 α-酮戊二酸的生
成量减少，谷氨酸产量降低［16］。
2. 4 amn 基因缺失对谷氨酸棒杆菌酸耐受性的
影响

不同 pH 条件下突变菌株△amn 和野生型菌株
WT 的存活率检测结果(表 4)显示:(1) 随着 pH 值
的下降，2 株菌的存活率均不断降低;(2) 突变菌株
△amn 的存活率低于野生菌株 WT。在 pH6. 0 时，
突变菌株△amn 的存活率与野生菌株 WT 相差不
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图 4． 发酵过程中胞内 ATP 水平和关键酶活性的变化
Figure 4． Changes of intracellular ATP level and enzyme activities in glutamate fermentation process．

大;pH5. 0 时，突变菌株△amn 的存活率比野生菌株
WT 下降了 16. 8% ;pH4. 0 时下降了 64. 9% ;(3) 当
pH6. 0 下降到 pH5. 0 时，突变菌株△amn 和野生菌
株 WT 株的存活率分别下降了 53. 5%和 46. 4% ;当
pH5. 0 下降到 pH4. 0 时，突变菌株△amn 和野生菌
株 WT 的存活率则分别降低了 96. 4% 和 91. 4%。
原因在于低 pH 条件下不同菌株胞内的 ＲOS 和羰基
化水平发生了变化，如图 5 所示。在 pH7. 0 条件下
(即正常生长条件下)，2 株菌具有相同的胞内 ＲOS
水平，说明基因 amn 的缺失不改变胞内 ＲOS 水平;
但在 pH4. 0 条件下，突变菌株△amn 的 ＲOS 水平比
野生菌株 WT 提高了 31. 5%。类似的，突变菌株
△amn 在 pH4. 0 时蛋白质羰基化水平比野生菌株
WT 提高了 22. 5%。表明基因 amn 的缺失导致菌株
对酸性条件的耐受性降低。其原因在于 amn 基因
的缺失提高了胞内 ＲOS 和蛋白质羰基化水平，影响
了菌株在酸性条件下的胞内氧化还原状态，引起了
细胞的 DNA 损伤、蛋白质和脂质的氧化等，进而降

低了菌株的存活率［13］。

表 4． pH 对不同菌株存活率的影响 (%)

Table 4． Effect of pH on the survivability of

different strains (% )

Parameter
Strains

WT (A) △amn (B)
Change /
(B /A-1) × 100%

No stress 100 100 0

pH6. 0 80. 10 ± 1. 06 76. 80 ± 5. 95 － 4. 1

pH5. 0 42. 90 ± 5. 70 35. 70 ± 4. 93 － 16. 8

pH4. 0 3. 70 ± 0. 41 1. 30 ± 0. 28 － 64. 9

3 结论

本研究在 C． glutamicum S9114 的基础上，运用

分子生物学手段构建了 amn 基因缺失菌株 C．
glutamicum S9114 /△amn，研究了 amn 基因缺失对
菌株的谷氨酸发酵性能、胞内 ATP 水平及关键酶活
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图 5． 胞内 ＲOS 和蛋白质羰基化水平分析
Figure 5． Intracellular ＲOS (A) and protein carbonylation (B) level analysis．

性变化和对酸性条件耐受性的影响。研究结果表
明，谷氨酸棒杆菌 S9114 中 amn 基因的缺失提高了
菌株胞内 ATP 水平，影响了关键酶活性，降低了谷
氨酸产量和对低 pH 条件的耐受性。然而，本研究
尚未发现 amn 基因分子水平的调控方式和在代谢
途径中的作用靶点，amn 基因缺失对细胞生长、胞内
ATP 水平、乙醛酸循环酶系、谷氨酸生物合成和酸耐
受性等表型影响之间的关系尚不明确，有待于进一
步深入研究。
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Effect of amn gene deletion on Corynebacterium glutamicum
S9114 metabolism
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Abstract:［Objective］ To study the effect of adenosine monophosphate nucleosidase gene deletion on Corynebacterium
glutamicum S9114 metabolism． ［Methods］We constructed the amn deficient strain △amn and studied its glutamate
fermentation and acid tolerance． ［Ｒesults］ Compared with the wild type strain，biomass of △amn strain increased by
16. 2% whereas glutamate production reduced by 58. 8% ． After 10，25 and 40 h，intracellular ATP level of △amn strain
increased 3. 0，3. 7 and 2. 2 times． The isocitrate lyase activity increased by 17. 1%，4. 9% and 44. 5%，the isocitrate
dehydrogenase activity decreased by 76. 9%，74. 6% and 5. 0%，and the glutamate dehydrogenase activity decreased by
42. 4%，50. 8% and 42. 4% ． At pH4. 0，the survival of △amn strain dropped 64. 9% ． However，the intracellular ＲOS
and protein carbonylation level showed an increase of 31. 5% and 22. 5% respectively． ［Conclusion］ Knocking out of
amn gene enhanced intracellular ATP level and biomass formation，whereas had negative effect on glutamate fermentation
and acid tolerance．
Keywords: Corynebacterium glutamicum S9114， adenosine monophosphate nucleosidase gene， gene knockout， L-
glutamate，acid tolerance
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