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乳糖发酵短杆菌 ly sC 突变对 L-赖氨酸积累的影响
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摘  要: 从一株乳糖发酵短杆菌 L-异亮氨酸生产菌中克隆出天冬氨酸激酶 AK-1的编码基因 ly-

sC1,经 DNA测序并与来自谷氨酸棒杆菌 ATCC13032的野生型 lysC 比对发现其中有 2个核苷酸

1186G和 1187C 缺失,造成翻译提前终止。AK-1还有下列 2个有效突变位点: A la 279 Thr 和 Ser

317 Ala。ly sC1在大肠杆菌BL21中的诱导表达量约为 ly sC 的1/ 4,其表观比酶活也较低,但对 L-

苏氨酸和 L-赖氨酸协同反馈抑制不敏感。用大肠杆菌-黄色短杆菌穿梭表达载体 pDXW-8将 ly-

sC1在野生型乳糖发酵短杆菌 ATCC13869中诱导型表达,经摇瓶发酵积累 L-赖氨酸 7. 4 g/ L, 在

3 L 发酵罐上达 40 g/ L。
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Abstract: The gene ly sC1 encoding aspartate kinase AK-1 from a Brevibacterium lactof erm entum

L-isoleucine producer w as sequenced. Compared w ith the ly sC f rom Cor ynebacter ium

glutam icum A TCC13032, there w ere delet ions of tw o nucleot ides 1186G and1187C, leading to

the pre- terminat ion of t ranslat ion. In addit ion, the follow ing tw o mutated sites w ere also

ident if ied in lysC1: Ala 279 Thr and Ser 317 Ala. In Escher ichia coli BL21, the expression lev el

of ly sC1 w as low er than that o f ly sC f rom B. lactof ermentum AT CC13869. The AK-1 had a

low er apparent value of specific act iv ity than the w ild type AK, but it w as not sensit ive to the

feedback inhibit ion by the mix ture of L- lysine and L-threonine. ly sC1 w as cloned into an E. coli-

Br evibacter ium f lav um shut tle expression vecto r pDXW-8 and transfo rmed into w ild type B.

lactof ermentum AT CC13869. T he r ecombinant st rain ATCC13869/ pDXW-8-lysC1 accumulated

7. 5 g/ L L-lysine after 90 h f lask fermentat ion and 40 g/ L af ter 72 h batch fermentation. T hese

results w ould be very useful fo r const ruct ing a genet ically ident if ied L- lysine producing st rain

w ith minimum genet ic alterat ions.
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  L-赖氨酸为高等动物必需的 8种氨基酸之一,

在饲料、食品、医药行业应用广泛,主要被用作动物

饲料添加剂, 是畜禽饲料的第一限制性氨基酸 [ 1]。

以添加了赖氨酸的低蛋白质配方饲料作为畜禽日

粮,不但可以节省饲养成本, 增强动物的免疫功能,

提高畜禽的生产性能; 还可以缓解天然蛋白质的匮

乏, 减少动物氨的排放, 从而使环境收益与经济收

益相统一[ 2] 。

目前, L-赖氨酸主要采用微生物直接发酵法生

产, 生产菌种多为棒状杆菌, 其中以亲缘关系相近

的谷氨酸棒杆菌 ( Cor ynebacterium g lutamicum )、

黄色短杆菌( Br ev ibacter ium f lavum )、乳糖发酵短

杆菌( Br evibacter ium lactof ermentum )为主。这些

菌株属格兰氏阳性菌株, 由于其天冬氨酸族氨基酸

(包括: 赖氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、异亮氨酸)合成

途径上不存在同功酶, 调控机制相对简单, 因此适

合用于天冬氨酸族氨基酸生产菌种的选育与构建。

天冬氨酸激酶( aspartate kinase, AK)是天冬氨酸族

氨基酸合成途径上第一个关键酶, 起控制进入天冬

氨酸族氨基酸合成途径总碳流量的作用。L-天冬

氨酸经天冬氨酸激酶和天冬氨酸半醛脱氢酶两步

酶催化反应后, 即进入 L-赖氨酸合成支路: 经 7 步

(有机氮源情况下)或者 4步( NH 4+ 存在时)酶催化

反应最终生成 L-赖氨酸 [ 3]。AK由 ly sC基因编码,

野生型受终产物 L-赖氨酸和 L-苏氨酸的协同反馈

抑制。通过对一些经传统育种方法选育得到的赖

氨酸生产菌进行组学研究分析, 发现 AK 是该合成

途径上影响赖氨酸产量的 3个关键酶之一[ 4, 5]。

作者从一株乳糖发酵短杆菌 L-异亮氨酸生产菌

中克隆到一个编码抗反馈抑制 AK-1的基因 lysC1,

测序确定了其中的突变位点。将 lysC1转入野生型

乳糖发酵短杆菌 ATCC13869中表达,发酵实验结果

表明 L-赖氨酸产量大幅提高。本研究为构建具有最

少突变位点、遗传背景明确、生长旺盛的优势 L-赖氨

酸生产菌株提供了一定的参考依据,也为构建其他天

冬氨酸族氨基酸生产菌株提供了重要信息。

1  材料与方法

1. 1  材料
1.1. 1  菌株和质粒  乳糖发酵短杆菌 ATCC13869

购自美国标准生物品收藏中心( ATCC ) ; 大肠杆菌

( Escherichia coli) JM 109、BL21, 乳糖发酵短杆菌

L-异亮氨酸生产菌以及质粒 pET 28a由本实验室保

藏; 大肠杆菌-黄色短杆菌穿梭表达载体 pDXW-8:

作者所在实验室构建
[ 6]
。

1. 1. 2  主要试剂和仪器  限制性内切酶、T4 DNA

连接酶、DNA Marker和 ATP: 上海生工生物工程有

限公司产品; PrimeStar DNA 聚合酶和 PCR 试剂:

TaKaRa 宝生物公司产品; 引物合成: 上海生工生物

工程技术服务有限公司产品; 琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒和基因组提取试剂盒:北京天根生化科技有限

公司产品;质粒小量制备试剂盒: Bio Basic Inc产品;

IPTG: Sigma公司产品;酵母粉和胰蛋白胨: Oxoid公

司产品;其余试剂均为国产或进口分析纯。

PCR仪: Eppendorf AG 产品; 电泳仪: 北京六

一公司产品;紫外分光光度计: 日本岛津产品; 电转

仪: BioRad 公司产品; 核酸-蛋白定量仪: Gene

Quant公司产品; 高压细胞破碎仪: Constant Sys-

tems公司产品; 高效液相色谱: Agilent 公司产品; 3

L 发酵罐: New Brunsw ick Scient ific公司产品。

1. 1. 3  培养基  大肠杆菌用 LB 培养基; 乳糖发

酵短杆菌 AT CC13869 用添加了质量分数 01 5%葡
萄糖的 LB培养基; 乳糖发酵短杆菌 L-异亮氨酸生

产菌用添加了质量分数 01 5%葡萄糖和 01 5%牛肉
浸膏的 LB培养基。种子培养基各组成质量分数分

别为: 葡萄糖 21 5% , 尿素 01 125%, 玉米浆 21 0%,

KH 2PO4 01 1%, MgSO4 01 05% , pH 71 0。发酵培

养基组成质量分数分别为:葡萄糖 8%, ( NH 4 ) 2 SO4

31 5%, 玉米 浆 21 0% , KH 2 PO4 01 1% , MgSO4

01 1%, CaCO3 31 0%, pH 71 0。
11 2  方法

11 21 1  菌体培养及发酵  大肠杆菌培养温度为 37

e , 乳糖发酵短杆菌为 30 e ; 需要时, 在培养基中

添加 30 mg/ L 卡那霉素。

发酵种子培养:挑一满环新鲜斜面上的菌体接

种至种子培养基,在 30 e , 250 r/ min条件下培养 15

h。种子液按质量分数8%接种量转接发酵培养基。

摇瓶发酵:装液量为 50 mL/ 500 mL; 分别于接

种后 27、51、75 h 共 3个时间点添加 IPT G(终浓度

为 30 Lmo l/ L )诱导。

上罐:装液量为罐体积的 60% ; 分别于接种后

18、36、54 h 共 3个时间点添加 IPT G(终浓度为 30
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Lmol/ L )诱导[ 7] 。罐上溶氧控制为初期 30%, 对数

生长期 50% ,稳定期 30%。流加体积分数 25%氨

水和 2 mol/ L H CL 以控制 pH 值在 71 0。流加葡
萄糖以维持糖质量浓度在 10~ 15 g/ L

[ 8]
。

11 21 2  PCR扩增 ly sC和 ly sC1  根据谷氨酸棒杆

菌 ATCC13032 ly sC 基因的上下游序列设计两套

PCR 引物, F1/ R1 和 F2/ R2, 分别用于在载体

pET 28a和 pDXW-8中表达。正向引物 F1 的序列

为: 5 .-ACT AGAATT CGT GGCCCTGGT CGT A-

CAGAAAT A-3. ,其中下划线表示 EcoR Ñ 酶切位

点; 反向引物 R1 的序列为: 5.-ACTA GCGGC-

CGCGCGTCCGGT GCCT GCAT AAA-3. , 其中下
划线表示 No t Ñ位点。正向引物 F2 的序列为: 5.-

AGT CGAA TT CAGAAGGAGTTTTACCGT GGC-

CCT GGTCGTA CAGAA-3. , 其 中 下划 线 表 示

EcoR Ñ酶切位点, 斜体字表示 SD 序列, 黑体表示

间隔序列;下游引物 R2的序列为: 5.-ACT AGCG-

GCCGCT TAGCGTCCGGT GCCTGCATAAA-3 . ,
其中下划线表示 N ot Ñ 位点。以乳糖发酵短杆菌

ATCC13869基因组为模板 PCR扩增野生型 ly sC;

以L-异亮氨酸生产菌基因组为模板, PCR扩增突变

型 ly sC1。

PCR扩增条件: 首先在 95 e 预变性 5 m in; 接

着进行 35个循环( 95 e 30 s, 65 e 15 s, 72 e 2

min) ;最后在 72 e 延伸 10 m in。PCR产物通过胶

回收纯化。

11 21 3  构建表达质粒和重组菌  首先用限制性内

切酶 EcoR Ñ和 Not Ñ分别对基因 lysC、ly sC1和载

体 pET28a、pDXW-8进行处理, 将处理后的载体与

基因片段用 T4 DNA 连接酶连接, 将连接混合物

转化大肠杆菌 JM109, 筛选阳性克隆。将筛选得到

的 pET 28a- ly sC和 pET28a- ly sC1分别转入大肠杆

菌 BL21, 得到转化子; 将筛选得到的 pDXW-8- ly-

sC1 和 pDXW-8 分别 转入 乳糖 发 酵短 杆 菌

ATCC13869,得到转化子。大肠杆菌用 CaCl2法转

化,乳糖发酵短杆菌用电转化方法转化[ 6] ; 均用卡

那霉素抗性平板筛选阳性克隆。其中, pET 28a- ly-

sC1中 ly sC1的序列由上海生工生物工程技术服务

有限公司测定。

11 21 4  粗酶液制备  分别挑取大肠杆菌 BL21/

pET 28a- ly sC 和 BL21/ pET 28a- ly sC1 在新鲜平板

上的单菌落接种至 LB液体培养基,在 37 e 和 200

r/ min过夜培养。按体积分数 1%接种量转接新的

LB 液体培养基,培养至 A 600为 01 6, 添加 IPTG(终

浓度为 1 mmo l/ L)诱导表达,继续培养 5 h,收集菌

体,离心, 弃上清。菌体用缓冲液( 20 mmol/ L T ris-

Cl, 500 mmol/ L ( NH 4 ) 2 SO4 , 150 mmol/ L NaCl)
[ 9]

重悬,洗涤, 离心后再重悬于 3 倍菌体体积的缓冲

液, 用高压细胞破碎仪破碎。在 12 000 r/ min离心

30 min, 取上清,用同样缓冲液进行透析后,超滤浓

缩, 即得粗酶液。粗酶液中蛋白采用 Bradford法定

量, 以小牛血清蛋白为标准。

11 21 5  AK酶活测定  采用 01 7 mL 的反应体系,

其中含有 10 mmo l/ L MgSO4 , 10 mmol/ L L-天冬

氨酸, 10 mmol/ L ATP, 01 6 mo l/ L 羟胺和适量粗

酶液。从加入酶液开始计时,在 30 e 反应 1 h 后,

加入 01 7 mL 反应终止液(质量分数 10% FeCl3 #

6H 2O, 体积分数 31 3% 三氯乙酸, 01 7 mo l/ L

HCl) ,离心,取上清液在 540 nm 紫外波长下测吸光

值(E= 600 L/ ( cm # mo l) )
[ 9]
。以加入酶液后立即

加反应终止液为空白对照; 以不外加底物天冬氨酸

作为参照,监测透析是否完全。鉴定抗反馈抑制特

性时,在反应体系中分别添加 5 mmol/ L L-苏氨酸、

L-赖氨酸、L-苏氨酸和 L-赖氨酸。单位比酶活( U )

定义为: 1 mg 酶蛋白在 1 min内催化足量底物生成

1 Lmol产物。

11 21 6  乳糖发酵短杆菌菌体量的测定  吸取 01 1
mL 的发酵液,加入 5 mL 蒸馏水稀释, 采用紫外分

光光度计测定 562 nm 波长下的吸光度。

11 21 7  氨基酸含量测定  采用高效液相色谱系统

( HPLC)自动柱前衍生化法测定。所用色谱柱为

Agilent Eclipse-AAA 柱。采用流动相组成为水相

( 1 L ) : 41 52 g 无水乙酸钠, 200 LL 三乙胺, 5 mL

四氢呋喃, pH 71 2;有机相( 1 L ) : 41 52 g 无水乙酸

钠, 400 mL 甲醇, 400 mL 乙腈。色谱条件:柱温 40

e , 流量 11 0 mL/ min, DAD检测器。

2  结果与讨论

2. 1  lysC和 lysC1的PCR扩增及其表达质粒的构建

以乳糖发酵短杆菌 ATCC13869和L-异亮氨酸

生产菌基因组为模板, 用引物 F1/ R1 分别扩增出

ly sC 和 ly sC 1( 1 266 bp)。以 L-异亮氨酸生产菌基

因组为模板, 用引物 F2/ R2 扩增出 lysC1。经琼脂

糖凝胶电泳检测, 在 1 000~ 1 500 bp 间有目的条

带。将从大肠杆菌 JM 109 阳性克隆提出的质粒

pET 28a- ly sC、pET 28a- ly sC1、pDXW-8- ly sC1 用

EcoR Ñ酶切验证,通过琼脂糖凝胶电泳验证了质粒

大小,通过测序得到基因序列。

21 2  ly sC1的突变位点

共随机选取 6个大肠杆菌 JM 109阳性克隆,从
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中提取质粒进行测序。测得的 ly sC1序列一致。通

过 Blast 比对, 发 现 ly sC1 与 谷氨 酸棒杆 菌

ATCC13032 ly sC有 22个碱基差异,导致 2个有义

氨基酸突变位点 Ala 279 T hr 和 Ser 317 Ala。此

外, ly sC基因的 1186G 和 1187C在 ly sC1中缺失。

2. 3  ly sC和 lysC1在 E1 col i BL21中的诱导表达

以 pET 28a为载体, ly sC 和 ly sC1 均可以在大

肠杆菌 BL21中进行诱导表达。如图 1 所示, 在相

对分子质量 44 300~ 66 400间可见清晰表达条带,

野生型 AK与文献报道一致
[ 10]

, lysC1表达的 AK-

1与预测蛋白质大小吻合。加上载体 N 端和 C 端

的 His-Tag, AK 大小为 49 200; 加上载体 N 端的

His-T ag, A K-1大小为 46 000。AK 的表达量明显

高于 AK-1, 约是 4倍关系。这可能因为 ly sC1的高

拷贝数表达造成了胞内中间代谢产物的过量积累,

影响细胞生长, 进而影响了 ly sC1的表达[ 11] 。

Lane 1, BL21/ pET 28a; lane 2, BL21/ pET 28a-lysC; lane 3,

BL21/ pET 28a-lysC1; lane M , protein marker

图 1  lysC和 lysC1 在大肠杆菌 BL21 中的诱导表达

Fig. 1  Expression of lysC and lysC1 in E1 coli BL21 af-

ter IPTG induction

2. 4  野生型 AK和突变型 AK-1的酶活比较

无抑制剂存在的情况下, 测得的突变型 AK-1

酶活低于野生型 AK(表 1) ; 但由于 AK-1在大肠杆

菌BL21中的诱导表达量约为 AK 的1/ 4,所以以粗

酶液总蛋白质定量测得的表观比酶活( umol/ min #

mg 总蛋白质)并不能说明 AK-1活性低于 AK。

  在 5 mmol/ L 抑制剂存在时, A K 轻度受赖氨

酸抑制, 几乎不受苏氨酸抑制, 但受赖氨酸和苏氨

酸协同反馈抑制; AK-1 受赖氨酸抑制程度较野生

型轻,不受苏氨酸抑制, 33%酶活受赖氨酸、苏氨酸

协同反馈抑制。

表 1  AK和 AK-1 的比酶活

Tab. 1 Specific activities of AK and AK-1

抑制剂

AK

比酶
活/ U

残余
酶活/ %

AK-1

比酶
活/ U

残余
酶活/ %

None 12. 87 100 8. 34 100

5 mmo l/ L
Lys

9. 21 72 6. 76 81

5 mmo l/ L
Thr

11. 60 90 8. 92 107

5 mmo l/ L Ly s
& 5 mmol/ L

Thr

2. 22 17 5. 56 67

2. 5  过表达 lysC1 对乳糖发酵短杆菌 L-赖氨酸积

累的影响

以大肠杆菌-黄色短杆菌穿梭质粒 pDXW-8为

载体,在乳糖发酵短杆菌 AT CC13869中过表达 ly-

sC1,通过发酵实验研究其对菌株产酸的影响。

( a) 生长曲线

( b) L-赖氨酸产量

图 2 乳糖发酵短杆菌摇瓶发酵 90 h对产酸影响

Fig. 2  90 h flask fermentation of B1 lactof ermentum

strains

  如图 2( a)所示, 在摇瓶发酵过程中, 重组菌与

出发菌株以及转入空质粒的对照菌株生长情况相

近, 无明显受阻现象,说明质粒的转入及 lysC1的过

表达未对细胞造成大的负担。发酵 90 h 后, 用
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HPLC分析检测发酵液中氨基酸的的种类与含量,

发现 L-赖氨酸积累量增长最大,达到 71 4 g/ L ,分别

是初始菌株 ATCC13869和对照菌株 ATCC13869/

pDXW-8的 37和 49倍(图 2( b) )。而发酵液中丙

氨酸的含量明显下降,从 31 44 g/ L 降至 11 95 g/ L ,

说明 ly sC1的过表达有效地将中心碳代谢流引入了

天冬氨酸族赖氨酸合成途径。此重组菌在3 L 发酵

罐上,发酵 72 h 后,产 L-赖氨酸可达 40 g/ L。

3  结  语

AK是整个天冬氨酸族氨基酸合成途径上第一

个关键酶,控制着用于合成天冬氨酸族氨基酸的碳

流量,对于构建 L-赖氨酸、L-甲硫氨酸、L-苏氨酸、

L-异亮氨酸高产菌株都具有重要意义。作者从一

株乳糖发酵短杆菌 L-异亮氨酸生产菌中克隆到一

个编码抗反馈抑制 AK-1的 ly sC1基因, 经测序比

对, 发现了新的与抗反馈抑制特性相关的突变位

点。AK-1 部分解除了 L-苏氨酸和 L-赖氨酸的协

同反馈抑制。而野生型 AK 受抑制情况与文献报

道一致: 受苏氨酸和赖氨酸协同反馈抑制, 略受赖

氨酸抑制,几乎不受苏氨酸抑制
[ 13]
。在乳糖发酵短

杆菌 AT CC13869中,利用中等拷贝数的大肠杆菌-

黄色短杆菌穿梭质粒 pDXW-8 过表达 lysC1, L-赖

氨酸产量可达 40 g/ L,而经多轮诱变得到的 L-赖氨

酸生产菌的最高产量仅为 77~ 82 g/ L
[ 14]
。这充分

说明本研究发现的突变位点在 L-赖氨酸合成中起

着十分重要的作用。这些突变与已报道的与 AK

抗反馈抑制有关的突变位点 Ser 381 Phe、T hr 311

Ile、Ser 301 T yr/ Phe 和 Thr 279 Pro [ 3, 10, 12]为构建

具有遗传背景明确的赖氨酸高产菌奠定了基础。
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