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北京棒杆菌 DAHP 合成酶Ⅰ基因的克隆﹑序列分析及表达 

张春花1, 2，赵智1，张英姿1，王宇1，丁久元1* 
（  1中国科学院微生物研究所，北京 100101） 
（  2中国科学院研究生院，北京 100049）  

摘要：【目的】从北京棒杆菌 (Corynebacterium pekinense)中克隆 DAHP 合成酶  (EC 2.5.1.54，

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase, DS)Ⅰ基因，对其进行功能验证；并将 DAHP

合成酶Ⅰ基因在 C. pekinensePD-67进行同源表达，研究该酶的比活力与生长的相关性。【方法】分

别以 C. pekinense野生株 AS1.299和突变株 PD-67的基因组为模板，用 PCR方法扩增了 DAHP合成   

酶Ⅰ的全基因序列 aroⅠ和前端控制序列；通过 pAK6 载体提高 DAHP 合成酶Ⅰ基因在 C. pekinen-

sePD-67中的拷贝数实现其同源表达。【结果】核苷酸序列分析结果表明，C. pekinense 野生株 AS1.299

与突变株 PD-67相比较，DAHP合成酶Ⅰ基因序列完全一样；通过 PCR方法得到的 DAHP合成酶Ⅰ

基因结构功能完整，能与 DAHP合成酶完全缺陷的 E.coli 3257实现异源互补。突变株 PD-67来源的

DAHP合成酶Ⅰ基因在重组菌 PD-67( pAD1)中进行了表达，在稳定期初期重组菌 PD-67( pAD1)的 DAHP

合成酶Ⅰ的酶比活力比同期的对照菌株 PD-67( pAK6)中的该酶酶比活力提高了约 5倍。【结论】本工

作首次证实了 C. pekinense 1.299和 PD-67中存在 DAHP合成酶Ⅰ基因，异源互补试验证明扩增得

到的 DNA片段编码 DAHP合成酶Ⅰ，酶学性质研究表明 DAHP 合成酶Ⅰ基因在 C. pekinensePD-67

中的同源表达将有助于提高该菌的色氨酸积累。 
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莽草酸途径是芳香族氨基酸合成的共同途径，包

含 7步酶催化反应，最终生成分支酸。在分支酸以后
即分为 2条途径，其中一条途径生成酪氨酸和苯丙氨
酸，另一条途径生成色氨酸。根据已经测序的基因组，

发现莽草酸途径广泛存在于微生物和植物中，最近在

动物的寄生虫 Plasmodium falciparum 中也发现有该
途径，但是莽草酸途径在更高级的生物中是不存在

的，这使得该途径的各个酶成为研制抗生素和除草剂

的靶标，同时也是提高芳香族氨基酸产量的靶标[1, 2]。 
DAHP合成酶(EC 2.5.1.54, 3-deoxy-D-arabino–h- 

eptulosonate-7-phosphate synthase, DS)是莽草酸途径
的第一个酶，通过催化磷酸烯醇式丙酮酸(phospha- 

enolpyruvate PEP)和 4-磷酸赤藓糖(Erythrose4-P E4P)

之间的醛缩反应生成 DAHP；同时也是该途径的关键
酶，受反馈调节作用。已知的 DAHP合成酶在核苷酸序
列和蛋白亚基分子量上存在很大差异，据此将它们分成

两大明显不相关的类型：Ⅰ型和Ⅱ型[3]。DAHP 合成酶
Ⅰ型与Ⅱ型基因的蛋白编码区核苷酸序列的同源性小于

10%；在蛋白亚基分子量上，Ⅰ型 DAHP合成酶小于
40 kDa，Ⅱ型 DAHP合成酶约为 50 kDa。在棒杆菌
属中 DAHP 合成酶有较大差别：谷氨酸棒杆菌
Corynebacterium glutamicum R只有DAHP合成酶Ⅰ，Co- 
rynebacterium diphtheriae 和 Corynebacterium jeikeium
只有 DAHP 合成酶Ⅱ，Corynebacterium glutamicum 
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ATCC 13032 同时有 DAHP 合成酶Ⅰ和Ⅱ [4, 5]。在

Corynebacterium glutamicum CCRC 18310中，已发现
存在 DAHP 合成酶Ⅰ且受酪氨酸反馈抑制调控，是芳
香族氨基酸合成途径中的关键酶[6]。  

北京棒杆菌 AS1.299(Corynebacterium pekinense 
n.sp.AS1.299)是我国研究者分离到的一株革兰氏阳
性、无芽孢的产 L-谷氨酸的细菌[7]。其突变株 PD-67
为 L-苯丙氨酸完全缺陷型和 L-酪氨酸不完全缺陷型，
可积累 L-色氨酸。本文报道了北京棒杆菌 AS1.299
及其突变株 PD-67 的 DAHP 合成酶Ⅰ基因序列，对

它们的核苷酸序列和氨基酸序列进行了分析，并将突

变株 PD-67 中的 DAHP 合成酶Ⅰ基因在 E.coli 3257
和 C. pekinense PD-67中进行表达。 

1  材料和方法 

1.1  材料  
1.1.1  菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 1。 
1.1.2  主要试剂和仪器：所有分子生物学工具酶均购
自 TaKaRa公司；标准分子量蛋白为北京全式金公司
和美国 GenScript 公司产品；赤藓糖-4-P 购自 Sigma 

 

表 1  实验所用的菌株和质粒 
Table 1  The strains and plasmids used in this work 

Strains and plasmids Characteristics Source 
Strains    

Escherichia coli   
  E.coli Stock 

3257 aro F363, aro G365, aro H367 Center of Yale 
 thi-1 hisG4(Oc) Δ(gpt-pro)62 argE3(Oc) ilvC7 University 
Corynebacterium pekinense      

AS1.299 Wild type This lab 
PD-67 phe− tyr± This lab 

Plasmids   
pMD19-T T-vector, 2.7kb, AmpR, lacZ TaKaRa Co. 
pAK6  5.7 kb, E.coli- C. glutamicum shuttle vector, KmR This lab[8]  
pCD1  2.1 kb PCR fragment containing AS1.299 DSⅠgene in pMD19-T This study 

pCD2 2.1 kb PCR fragment containing PD-67 DSⅠgene in pMD19-T This study 
pAD1 2.1 kb PCR fragment containing PD-67 DSⅠgene in pAK6 This study 

phe− :no cell growth without phenylalanine addition in minimal medium, tyr± :meager cell growth without tyrosine addition in minimal medium. 
 

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 MJ公司 PTC-150型基因扩增仪；BIO-RAD 
MicroPulserTM 电击仪；721 分光光度计及 BioSpec- 
1601紫外分光光度计；Alphalmager EC凝胶成像仪。  
1.1.3  培养基和培养条件：① LB培养基[9]用于 E. coli 
培养；② M63 基本培养基[10，11]中加入 0.5%的甘油，脯
氨酸、组氨酸、异亮氨酸和缬氨酸各 50 μg/mL，5 μg /mL
的硫胺素用于 E. coli 重组菌的筛选；③ LB培养基
加入 1%葡萄糖和 0.2%尿素用于培养 C. pekinense；
④ LB 培养基加入 4%甘氨酸 [12]用于制备电击转化用

C. pekinense 细胞；⑤ 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 30 g，(NH4)2SO4 10 g，
KH2PO4 0.5 g， K2HPO4·3H2O 1 g，尿素 2 g，
MgSO4·7H2O 0.4 g，FeSO4·7H2O 20 mg，MnSO4·H2O 
20 mg，生物素 100 μg，硫胺素 500 μg, 0.1 mg/mL L-
苯丙氨酸, 0.05 mg/mL L-酪氨酸。若要制备固体培养
基，按 1.3%的量加入琼脂粉。E. coli 在 37℃培养，
C. pekinense 在 30℃培养。抗生素使用浓度为：氨苄

青霉素 100 μg/mL，卡那霉素 50 μg/mL。 

1.2  DNA 操作 
E. coli 质粒提取参照文献[9]，C. pekinense 质粒

提取采用改进碱法。E. coli 转化采用 CaCl2 法，C. 
pekinense 转化采用电击转化法[12]。 

1.3  PCR 扩增及测序 
根据同源性，参照 C. glutamicum  ATCC 13032 

DAHP合成酶Ⅰ基因序列（GenBank No.BA000036）
设计一对引物，分别引入一个酶切位点，用于扩增

C. pekinense 1.299和 PD-67的 DAHP合成酶Ⅰ基因
序列和前端控制序列。正向引物：5′-TCTA GATGAG- 
GGTGTTCGCAAGGCAATGGC-3′；反向引物：5′-GG- 
ATCCAGCATGAATCCGGAAAGTCGCTGC-3′；下划
线处分别为 XbaⅠ和 BamHⅠ酶切位点。PCR反应条
件：94℃ 4 min；94℃ 40 s，56℃ 1 min，72℃ 3 min，
30个循环；72℃ 10 min。 

引物设计采用软件 Primer premier 5.0，引物合成

由奥莱博生物公司完成。 
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DNA 测序由北京诺赛基因组研究中心有限公司  
完成。 

1.4  aroⅠ的异源互补实验 
将 pCD1，pCD2转化 aro F，aroG, aroH 基因缺

陷型 E. coli 3257，涂布在加有氨苄青霉素的 LB培养
基平板上，获得转化子。然后分别将带有空载体

pMD19-T,重组质粒 pCD1和 pCD2的 E. coli3257 接
种于 LB培养基平板，M63基本培养基和含有氨苄青
霉素 M63基本培养基平板进行异源互补实验。 

1.5  DAHP 合成酶Ⅰ活性测定 
1.5.1  粗酶液制备：将 C. pekinense PD-67接种于种

子培养基 30℃摇床培养 24 h后，接种于测酶活用基

本培养基，培养 24 h后离心收集菌体。用 50 mmol/L 

Tris-HCl(pH7.5)洗涤两次，用该缓冲液悬浮菌体，置

冰浴中超声波破碎细胞。细胞破碎液经 8000 r/min，

离心 10 min后，上清液用于酶活测定和蛋白电泳。 

1.5.2  DAHP 合成酶Ⅰ活性测定[13]：75 μL 反应体系

含：3.75 μL 100 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮酸，1.5 μL 

100 mmol/L 4-磷酸赤藓糖，适量粗酶液，用 50 mmol/L 

Tris-HCl(pH 7.5)补足体积，在 30℃水浴中温育    

10 min；加入 400 μL 10%三氯乙酸和 100 μL       

25 mmol/L 高碘酸钠(用 125 mmol/L 硫酸配制)，在   

37℃水浴中温育 30 min；加入 100 μL 2%亚硫酸钠混

匀，再加入 1 mL 0.36%硫代巴比妥酸，100℃煮沸   

10 min，冷却至室温，于 549 nm测吸光值。一个酶

活力单位 (U)定义为：反应体系中每分钟催化形成   

1 μmol DAHP所需的酶量。 

1.5.3  粗酶液中蛋白含量测定：采用考马斯亮兰法[14]。 
1.6  SDS-PAGE  

根据各样品的蛋白浓度，取一定体积的粗酶液，

使上样孔样品的总蛋白量一致，加入两倍体积样品缓

冲液，混合后沸水煮 5 min，上样电泳。聚丙烯酰胺

分离胶浓度为 12.5%。 

1.7  核苷酸和氨基酸序列分析 
    核苷酸序列分析使用 DNAMAN和 BLASTN；氨

基酸序列分析使用 DNAMAN，CPHmodels，BLASTP，

Jpred3，以及 GENEDOC。 

2  结果和分析 

2.1  C. pekinense AS1.299和 PD-67 DAHP合成酶Ⅰ基

因的 PCR 扩增 
分别提取 C. pekinense AS1.299和 PD-67的基因

组 DNA作为模板，扩增出约 2.1kb含  DAHP合成酶
Ⅰ基因的 DNA片段各一条。回收 PCR产物与 pMD19-T
载体连接，转化 E. coliDH5α。随机挑取阳性克隆提取质
粒，进行酶切鉴定后测序，各得到两个序列结果一致的

克隆，重组质粒分别命名为 pCD1和 pCD2。 

2.2  核苷酸序列分析 
测序结果表明 pCD1 和 pCD2 插入片段长度均为

2168 bp，核苷酸序列分析显示，插入片段均含有 2 个

ORF。第一个ORF为DAHP合成酶Ⅰ结构基因(1101 bp)，

编码一条由 366个氨基酸残基组成的多肽，第二个 ORF

编码一个由 35 个氨基酸残基组成的功能未知的多肽。

DAHP合成酶Ⅰ结构基因的起始密码子为 ATG，终止密

码子为 TAA；在起始密码子上游−8 bp 有一可能的核糖

体结合位点 5′-AAGGCA-3′，与枯草芽孢杆菌的 SD 序

列 5′-AAGGAG-3′相似性很高[15]；在起始密码子上游−39

处有一可能的启动子元件 5′-TAAGTT-3′，与大肠杆菌和

其他 G+细菌中启动子的“−10”区 5′-TATATT-3′相似度很

高，只有两个碱基的差别；在起始密码子上游−63 处有

另一可能的启动子元件 5′-TAGAGG-3′，与大肠杆菌的

“−35”区 5′-TTGACA-3′相比，有 3个碱基的差别；在终

止密码子下游 10 bp 处存在可能的终止子序列[16]。C. 

pekinense AS1.299的调控区序列与 C. glutamicum CCRC 

18310(GenBank No.L07603)相比，在类似“−10”区和终止

子各有一个碱基的变化(图 1)。 

 

 
 

图 1  C. pekinense 1.299 aroⅠ基因的调控序列 
Fig. 1  Regulatory sequences of the C. pekinense 1.299 aro Ⅰgene .The putative promoter region (-10 region and -35 region) for aroⅠORF, 
and the proposed ribosome binding site (SD) are indicated. The putative terminator is shown with pairs of facing arrows. The dot under 

the nucleotide indicates the difference between C. pekinense and C. CCRC 18310. 
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C. pekinense AS1.299与 PD-67的 DAHP合成酶
Ⅰ基因序列比较：DAHP合成酶Ⅰ基因编码序列完全
一致，前端的调控序列也完全一致。 

在 E. coli中有 3种分别受酪氨酸、苯丙氨酸、色氨
酸反馈抑制调控的 DAHP合成酶同工酶，同属于 DAHP
合成酶Ⅰ型，对应的结构基因分别为 aroF，aroG，
aroH(GenBank No.NC000913)[10]，C. pekinense AS1.299
的 DAHP 合成酶Ⅰ基因编码区核苷酸序列与 E. coli 的
aroF,aroG, aroH 同源性分别为 48.92%， 52.61%和
48.29%。C. pekinense AS1.299的 DAHP合成酶Ⅰ基因编
码区核苷酸序列与 C. glutamicum ATCC 13032(GenBank 
No.BA000036)，C. glutamicum R(GenBank No.AP009044)
和 C. glutamicum CCRC 18310(GenBank No.L07603)[17]

的同源性分别为 99.91%、99.41%和 97.74%； 

2.3  氨基酸序列分析 
氨基酸序列分析结果表明，C. pekinense1.299和

PD-67的 DAHP合成酶Ⅰ亚基均由 366个氨基酸残基
组成；推测分子量为 39 kDa，与电泳测得的结果相近；
理论等电点为 4.71。 

对 DAHP 合成酶Ⅰ进行 Blastp 分析，在其一级
结构上，C. pekinense PD-67 的 DAHP 合成酶Ⅰ的氨
基酸序列与 E. coli aroF,aroG，aroH所编码的同工酶
的氨基酸序列同源性分别为 45.14%、49.59%和 45.26%；

与 C. glutamicum R，C. glutamicum  ATCC 13032和 C. 
glutamicum  CCRC 18310 的氨基酸序列同源性分别为
100%，99%和 97.74%。 

通过 ExPASy 的 Jpred3 搜索发现，虽然 C. pe-
kinense PD-67 的 DAHP 合成酶Ⅰ与已经解出晶体结
构的 E.coli的受苯丙氨酸，酪氨酸，色氨酸反馈调节
的 3 种 DAHP 合成酶Ⅰ同工酶在一级结构上差异较
大；但在蛋白二级结构上，相似性很高。它们在相应

的位置形成 β-strands 和α-helices，且 β-strands 和
α-helices 的数目及在一级结构上的排列顺序一致，
blast-E-value值为：5e-96，二级结构的相似性进一步
决定了三级结构和四级结构的相似性。目前尚未见棒

杆菌属中 DAHP合成酶Ⅰ晶体结构的报道。 
通过 CPHmodels 软件对 C. pekinense PD-67 

DAHP合成酶Ⅰ蛋白亚基的空间结构进行模拟，它们
与 E.coli 的 3 种 DAHP 合成酶Ⅰ同工酶都具有(β/α)8– 
TIM barrel的核心结构。 基于核心的(β/α)8 –TIM barrel
结构，将它们的 DAHP 合成酶Ⅰ亚基重叠(图 2)，发现
C.pekinense PD-67 DAHP 合成酶Ⅰ与 E.coli的 3种同
工酶在二级结构上非常相似，它们在相应的位置形成

core β-strands 和 core α-helices。 E.coli的 3种 DAHP
合成酶Ⅰ同工酶中与催化活性相关的关键氨基酸残

基在 C.pekinense PD-67 的该酶中也是严格保守的，  

 
图 2  基于蛋白质二级结构的 C. pekinense 1.299 DSⅠ基因的氨基酸序列比对分析 

Fig. 2  Structure-based primary sequence alignment of DS .The sequence are for theⅠ  E.coli(Tyr-sensitive) DSⅠ, E.coli(Phe-sensitive) DSⅠ
E.coli(Trp-sensitive) DSⅠ.The position of Core β-strands and core α-helices are indicated by black arrows and gray cylinders respectively. Resi-
dues that are unlimited conservative are indicated by *.The invariant residues are highlighted in dark. Residues in contact with metal or PEP are 

denoted with M or P respectively. The positions 146-150 which was found associated closely with feedback regulation was indicated by rhombus. 
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并且在一级结构和二级结构上处在相似的位置，推测

这些氨基酸残基在 C.pekinense PD-67 DAHP 合成酶
Ⅰ中起着相同的作用：Cys67，His273，Glu307 和
Asp338参与与金属离子结合；Lys193，Arg172，Arg241，
Arg100和 Lys105参与与底物 PEP结合；Arg107，Thr108
和 Val110 参与与底物 E4P 结合[18,19](图 2)。对 C. glu-
tamicum CCRC 18310 DAHP合成酶Ⅰ的 3个半胱氨酸残
基进行定点突变分析，结果表明 Cys67 对酶起催化作用
是必须的[22]。上述分析表明，不同种属来源的 DAHP合
成酶Ⅰ很可能源自于共同的祖先，虽然在漫长的进化过

程中被不同的宿主修饰或改变，但是其起活性作用的关

键残基还是保持了高度的保守性。 
E.coli DAHP 合成酶Ⅰ的 146-150 氨基酸残基是芳

香族氨基酸的结合位点，与酶的反馈调节相关[11, 20, 21]。

在 C. pekinense PD-67的 DAHP合成酶Ⅰ中与之对应是
153-158氨基酸残基。E.coli 的 aroF编码的 DAHP合成
酶Ⅰ的 Pro-148 的改变使得其对酪氨酸反馈抑制不敏
感。C. glutamicum CCRC 18310 中的 DAHP合成酶Ⅰ只
受酪氨酸反馈抑制，定点突变的结果表明 Ser187是反馈
抑制发生作用的重要氨基酸并且处在调节位点和催化位

点的重叠区[6]。C. pekinensePD-67的 DAHP合成酶Ⅰ的
153-158 氨基酸序列与 E.coli 的受酪氨酸反馈抑制调控
的 DAHP合成酶Ⅰ的 146-150氨基酸序列相比只有一个
氨 基 酸 残 基 的 差 别 ， 且 其 中 起 关 键 作 用 的

Pro-155(E.coli：Pro-148)没有发生改变；与 C. glutamicum 
CCRC 18310相比，Cys67和 Ser187没有发生改变，推
测 C. pekinense中 DAHP合成酶Ⅰ也只受酪氨酸反馈抑
制(图 2)。C. pekinense AS1.299和 PD-67 DAHP合成酶
Ⅰ基因的核苷酸序列已提交 GenBank登记，登录号分别
为：EU668194和 EU668193。 

2.4  C. pekinense AS1.299和 PD-67 DAHP合成酶Ⅰ基

因的功能鉴定 
图 3 所示为 aroⅠ的异源互补实验的结果。可以看

到：E. coli 3257只能在 LB培养基平板上生长，在氨苄
青霉素抗性的 M63 基本培养基平板和 M63 基本培养基
平板上不能生长。而带有重组质粒 pCD1 和 pCD2 的 E. 
coli 3257 能在 3 种平板上生长。此结果表明来自 C. 
pekinense AS1.299和 PD-67的 DAHP合成酶Ⅰ基因在 E. 
coli 3257中得到表达，实现了异源互补。由此证明，我们
克隆到的 DAHP合成酶Ⅰ基因片段是有功能的片段。

 

 
 

图 3  aroⅠ的异源互补实验 
Fig. 3  Heterogeneous complementation of aro Ι gene. A: LB Medium; B: M63 Medium containing 100 μg/mL Ampicillin; 

 C: M63 medium. 1: E. coli 3257 harboring pCD1; 2: E. coli 3257 harboring pCD2; 3: E. coli 3257 harboring pMD19-T. 
 
2.5  带有 DAHP 合成酶Ⅰ基因的重组质粒 pAD1 和重

组菌株 PD-67 (pAD1)的构建 
用 XbaⅠ和 BamHⅠ双酶切重组质粒 pCD2，凝胶回

收 2.1 kb片段与用相同酶切的穿梭载体 pAK6得到的大
片段相连，转化 DH5α 后涂布在加有卡那霉素的 LB 平
板上，挑取转化子。用 BamHⅠ和 XbalⅠ双酶切鉴定重
组子，得到的结果与预期一致，重组质粒命名为 pAD1。 

将质粒 pAD1和 pAK6分别电击转化 PD-67，得到带
有同源 DAHP合成酶Ⅰ基因的 C. pekinense PD-67(pAD1)
重组菌和带有空载体的对照菌 PD-67(pAK6)。 

2.6  重组质粒 pAD1 在 C. pekinense PD-67 的表达 
为了检测 DAHP 合成酶Ⅰ基因在 C. pekinense 

PD-67 中的表达水平，我们对粗酶液进行了 SDS-PAGE
分析。从图 4可以看出，在推测的 DAHP合成酶Ⅰ亚基
（39 kDa）位置，重组菌 PD-67(pAD1)与对照菌株 C. 
pekinense PD-67(pAK6)相比，在该位置有较明显加深的
条带。这一结果表明 pAK6携带的 DAHP合成酶Ⅰ基因
在 C. pekinense PD-67中实现了表达。 

2.7  C. pekinense PD-67 DAHP 合成酶Ⅰ酶活测定 
对 C. pekinense PD-67(pAD1)和 C. pekinense  
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图 4  各菌株蛋白粗提液的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of crude extracts of different 
strains of C. pekinense.M1 :Protein marker;1: C. pekinense 
AS1.299; 2:C. pekinense PD-67; 3:C. pekinense PD-67(pAK6); 
4:C. pekinense PD-67(pAD1); M2: Protein marker. 
 

PD-67(pAK6)的 DAHP 合成酶Ⅰ活性分别进行了测定。
在生长周期的不同时间重组菌 PD-67(pAD1)相对于
对照菌 PD-67(pAK6)的酶比活力都有所提高。对照菌
株 PD-67(pAK6)DAHP合成酶Ⅰ的酶比活力在指数期
后期时达到最高，进入稳定期后酶活呈现出明显下降

趋势。重组菌 PD-67(pAD1)DAHP合成酶Ⅰ的酶比活
力在稳定期初期达到最高值 0.37 U/mg，比同时期
PD-67(pAK6)中相应酶的酶比活力提高了 5倍，在稳
定期后期酶比活力开始下降 (图 5)。 

 
 

 

图 5  菌株生长和 DAHP 合成酶Ⅰ比活相关性 
Fig. 5  The relationship between growth and the DSⅠspecific 
activity in the strains of PD-67(pAD1)and PD-67(pAK6). 

3  讨论 

本工作首次证实了 C. pekinense 1.299 和 PD-67
中存在 DAHP合成酶Ⅰ基因。核苷酸序列分析结果表
明，突变株 PD-67的该基因序列与野生型菌株完全相
同。在这两个菌株中是否还存在 DAHP 合成酶Ⅱ基因

尚需要进一步验证。 
异源互补试验结果表明：C. pekinense AS1.299

和 PD-67 的 DAHP 合成酶Ⅰ基因，能够在大肠杆菌
细胞内被翻译并形成具有酶活性的空间结构。核苷酸

序列分析和基于蛋白质二级结构的氨基酸序列分析

结果也支持了这一结论。 
DAHP合成酶Ⅰ基因在 C pekinense PD-67(pAD1)

中表达，在 46h 酶比活力达到最高，比对照菌株
PD-67(pAK6)提高了近 5倍，而且在整个生长周期一
直维持在较高水平。值得注意的是，C. pekinense 
PD-67(pAD1)与对照菌株 PD-67(pAK6)的酶比活力变
化都与菌株的生长相关联，二者的变化都呈先升后降

的趋势。但是达到最大酶比活力的时间不一致，这很

可能是因为重组菌细胞内 DAHP 合成酶Ⅰ基因拷贝
数增加影响了该酶的酶蛋白合成。 

作为莽草酸途径的关键酶，该酶活性的提高应该

能使重组菌 PD-67(pAD1)的代谢流被更多导向莽草
酸合成途径，重组菌 PD-67(pAD1)的色氨酸积累比对
照菌 PD-67(pAK6)应该会有一定的提高。有关 C. 
pekinense AS1.299和 PD-67 的 DAHP 合成酶Ⅰ酶学
特性以及 PD-67(pAD1)中 DAHP 合成酶Ⅰ酶比活力
的增加对该重组菌产色氨酸性能的影响的研究正在

进行中。 
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Cloning, expression and sequence analysis of DSⅠgene in  
Corynebacterium pekinense AS1.299 and PD-67  
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(2Graduate school of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)  

Abstract: [Objective]3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate synthase (EC 2.5.1.54;DS) is the key enzyme in 
tryptophan synthesis pathway. Cloning DSⅠgene from Corynebacterium pekinense and expression of DSⅠgene might 
facilitate testing the existence and function of DSⅠin Corynebacterium pekinense. [Methods] According to the homology 
between Corynebacterium glutamicum ATCC13032 and Corynebacterium pekinense, we designed a pair of PCR primers 
to clone the DSⅠgene from wild-type C. pekinense AS1.299 and its mutant PD-67, then the mutant DSⅠgene was ex-
pressed in C. pekinense PD-67 by subcloning the the PCR fragment into plasmid pAK6. [Results]Analysis of PCR frag-
ments revealed that they contained the whole DSⅠgene. There was no base change all over the structure genes and regu-
latory sequences between C. pekinense AS1.299 and PD-67. An internal promoter was found in the upstream of the DSⅠ
gene from C. pekinense and1 it functioned in E. coli 3257. The DSⅠgene from C. pekinense PD-67 was expressed ho-
mogenously, and the specific enzyme activity of DSⅠin C. pekinense PD-67(pAD1) was much higher than that of the 
control strain C. pekinense PD-67(pAK6). [Conclusion] This is the first report that DSⅠgene existed in Corynebaterium 
Pekinense, The amplification of the specific activity of DSⅠis expected to increase L-tryptophan accumulation of C. 
pekinense PD-67.  
Keywords: Corynebacterium pekinense; 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase; shikimate pathway; L-tryptophan 
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