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摘要:【目的】钝齿棒杆菌 AS 1. 542 中 argR 基因编码的蛋白 ArgR 在精氨酸生物合成途径中扮演负调控的角
色，但其对相关基因在转录水平的影响还未见报道。因此，本课题组构建了钝齿棒杆菌 argR 基因缺失株，并
在转录水平上比较野生株与缺失株精氨酸生物合成途径相关基因的变化。【方法】采用无痕敲除的方法构建
了钝齿棒杆菌 argR 基因缺失株，并采用荧光定量 PCR 方法分析缺失株和野生株精氨酸生物合成途径相关基因
在转录水平的变化。【结果】利用 pK18mobsacB 质粒中蔗糖致死基因 sacB 反向筛选标记及 PCR 方法成功筛选
到钝齿棒杆菌 argR 基因缺失株;荧光定量 PCR 结果表明，argR 基因缺失株精氨酸生物合成途径中相关基因在
转录水平获得大量提高，平均约上调 162. 13 倍。【结论】钝齿棒杆菌精氨酸生物合成途径的相关基因受负调控
蛋白 ArgR 的显著调控，但其基因的敲除并没有引起精氨酸产量发生明显的变化。
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钝齿棒杆菌(Corynebacterium crenatum)是我国
研究者从土壤中分离到的一株革兰氏阳性菌，其诱
变菌及工程菌被广泛应用于氨基酸生产，L-精氨酸
(L-Arg)也是其中之一［1］。L-Arg 是一种具有胍基
的碱性氨基酸，为半必须氨基酸。随着研究的深入，
发现 L-Arg 具有独特的生理和药理作用，如可以促
进机体产生多种免疫活性物质从而阻止癌细胞的生
长［2］;同时，作为一氧化氮的前体，L-Arg 还具有舒
张血管等功能［3］。因此，L-Arg 在医药和食品工业
越来越受到广泛关注［4］。

C． crenatum 精氨酸生物合成途径中涉及了多
个基因，其中 argCJBDF-argGH 为精氨酸生物合成

的主路径，基因簇 carAB(分别编码氨甲酰磷酸合
成酶的两个不同亚基)为精氨酸生物合成的辅路
径，argR 基因编码的蛋白质在主、辅途径中扮演着
负调控因子的角色［5］，但其对精氨酸生物合成途
径中各个相关基因在转录水平的影响还未见报
道。因此，本实验拟通过无痕敲除技术构建 argR
基因 缺 失 株，并 采 用 荧 光 定 量 PCR ( real-time
quantitative PCR，RT-qPCR)技术在转录水平研究
C． crenatum argR 基因对精氨酸生物合成途径的
argC、argJ、argB、argD、argF、argG 和 carA 这 7 个基
因的影响;同时，观察 argR 基因敲除后对精氨酸产
量的影响。
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1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 菌株及质粒:C． crenatum AS 1. 542 购买于
中国普通微生物菌种保藏管理中心;DH5α 为本实
验室保存;质粒 pMD18-T 购买于 TaKaRa 公司;质粒
pK18mobsacB 由武晓丽博士惠赠。
1. 1. 2 主要试剂及仪器:EX Taq DNA 聚合酶、Pfu
DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制性核酸内切酶
(SacⅠ、Hind Ⅲ)、DNA Marker 均购自 Qiagen 公司;
DNA 凝胶回收试剂盒购自赛百盛公司;DNA 质粒提
取试剂盒和 Blue plus Ⅱprotein marker 购自全式金
生物技术有限公司; RNA 提取试剂盒 TRIzol 
Reagent 和反转录试剂盒购自 Invitrogen 公司;SYBR
 Premix EX TaqTM ( Tli RNaseH Plus)试剂盒购自
TaKaRa 公司;引物合成和测序由上海生物工程技术
有限公司完成;其余试剂均为国产分析纯。电转仪
和 PCR 仪购自美国 Bioer 公司，荧光定量 PCR 仪购
自美国 ABI 公司。
1. 2 培养基及培养条件

C． crenatum 种子培养基及摇瓶发酵培养基的
配制参照文献［6］。其中种子培养基( g /L)配方为:
葡萄糖 30，玉米浆 20，硫酸铵 20，磷酸二氢钾 1，

MgSO4·7H2O 0. 5，尿素 1. 5，调 pH 值至 7. 0，115℃
灭菌 20 min，250 mL 三角瓶装 30 mL;发酵培养基
(g /L)配方为:葡萄糖 120，玉米浆 25，硫酸铵 45，磷
酸二氢钾 1，MgSO4·7H2O 0. 5，CaCO3 30，调 pH 值至
7. 0，115℃灭菌 10 min，250 mL 三角瓶装 20 mL。培
养温度均为 30℃，转速为 200 r /min。

C． crenatum 感受态细胞固体培养基 LBHIS:每
升含蛋白胨 5 g，氯化钠 5 g，酵母粉 2. 5 g，Brain
heart infusion powder 18. 5 g，琼脂 15 g，121℃ 20 min
灭菌，山梨醇 91 g 分开灭菌后合并;液体培养基
BHIS:Brain heart infusion powder 37 g，121℃ 20 min
灭菌，山梨醇 91 g 分开灭菌后合并。
1. 3 引物设计与合成

根据 NCBI 中 C． crenatum AS 1. 542 argR 基因
(登录号:AY509864)的上下游序列，设计了 4 条引
物(见表 1 )，分别为 argR-up- F ( p1 )、argR-up-R
(p2)、argR-down-F( p3)和 argR-down-R( p4)，其中
argR-up-R(p2) 和 argR-down-F ( p3)引物中单下划
线部分表示二者重叠序列;argR-up- F( p1)双下划
线序列为 XbaⅠ酶切位点，argR-down-R(p4) 双下划
线序列为 Hind Ⅲ酶切位点。用于 RT-qPCR 的引物
亦列于表 1 中，要求用于 RT-qPCR 的引物特异性好
且 PCR 时无引物二聚体产生。

表 1 引物序列
Table 1 Sequence of primers used in this study

Primer Sequence of primer(5＇→3＇)
Primers used for marker-less knock out
argR-up- F( p1) GCATCTAGAACTTCAACTCGTACTCGCTTCT
argR-up-R( p2) GTTATAAATTTGGAGTGTGAAGGTTATTGCGTGGGGATTTAAGTTTTCCGGTGTTG
argR-down-F( p3) CACGCAATAACCTTCACACTCCAAATTTATAACTCAGCGGGCGCACCACTTAAAGC
argR-down-R( p4) GTCAAGCTTATGACCTCATCTGGAGCGTTAC
Primers used for RT-qPCR
argC-F CGTTACCTCGCGGAATTCT
argC-R CATGCACGAAGGTTTCCTGT
argB-F GTCGCGATTTAGTTGGTTTGAT
argB-R GAGGCATCGACATTAATGATGTCT
argJ-F GAGAAGGATGCTCGTGAGTCTG
argJ-R ATCGGAAGCAACTCACCAAT
argD-F CGGATGTGGCTGCTATCTTC
argD-R TCTGGACTTCATCGGTGATCAT
argF-F GCAGAGCAGGCAGAGGTTTTG
argF-R GTCGAAGGAGAAGCGAGTACG
argG-F GTTCCAATCGAGCAGTCCGT
argG-R GCTGGATCCTCGGTGTATGC
carA-F CCATTCGAGGATATCAAGCAGT
carA-R CAGATGCCAAAGAATGGAATGT
16SrRNA-F AAGAAGCACCGGCTAACTAC
16SrRNA-R CCGGGATTTCACAGACGAC
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1. 4 argR 基因敲除质粒的构建
提取 C． crenatum AS 1. 542 的基因组 DNA，提

取方法见参考文献［7 － 8］。采用 50 μL 反应体系，
利用表 1 中的引物 p1、p2 和 p3、p4 分别扩增 argR
基因敲除上下同源臂。PCR 产物经切胶回收，由于
引物 p2 和 p3 的部分互补，使上下同源臂存在着 33
bp 碱基互补，因此将回收后的上下同源臂等摩尔加
到同一 PCR 反应体系中，经过重叠 PCR 扩增后能
形成包含不完整 argR 基因的长片段产物;将此产物
经切胶回收后连接至 pMD18-T 质粒上并测序，验证
正确后用 Xba I 和 Hind III 从重组 pMD18-T 载体切
下目的片段，然后连接至经同样两种内切酶酶切后
的 pK18mobsacB 质粒上，连接产物化转至 DH5α 中，
提取质粒备用。
1. 5 C． crenatum 电转感受态制备、转化及缺失株
的筛选

C． crenatum 感受态细胞的制备及转化方法见
参考文献［9］。采用无痕敲除技术［10］将 argR 基因
缺失，其缺失株筛选方法如下:第 1 次重组中利用卡
拉霉素进行正向筛选，以引物 p1 和 p4 采用菌落
PCR 的方法筛选阳性单交换子;将得到的单交换子
单菌落接种于 5 mL BHI + 2%葡萄糖培养基中(无
抗性)，于 30℃ 200 r /min 培养过夜，在无抗性的条
件下诱导第 2 次重组，即利用蔗糖致死基因 sacB 反
向筛选标记进行双交换子的筛选;将培养过夜的菌
液取 5 μL 涂布于 LBHIS + 10%蔗糖平板后，在 30℃
培养 24 h，利用质粒自身携带的蔗糖致死基因将保
持单交换的菌株或插入位置不正确的菌株剔除;然
后根据野生型和敲除子菌落 PCR 产物长度不一样，
利用引物 p1 和 p4 区别双交换子 (C． crenatum AS
1. 542ΔargR)和回复子。
1. 6 总 RNA 的提取及其反转录

C． crenatum AS 1. 542 和 C． crenatum AS
1. 542ΔargR 的总 RNA 提取按 RNA 提取试剂盒
TRIzol Reagent 说明书进行。为防止 DNA 污染，
总 RNA 提取后，用无 RNAase 的 DNAase I 处理，具
体为:25 μL RNA 溶液中加入 1 μL DNase I，再加入
2. 5 μL 缓冲液(试剂盒提供)，混匀，37℃孵育 1 h
后加入终浓度为 2. 5 mmol /L 的 EDTA，混匀后置于
65℃水浴锅中 10 min 使 DNase I 失活。再重提总
RNA，除去失活的 DNAase 蛋白。以经过 DNase I 处
理过的 RNA 做为模板，随机选用表 1 中用于 RT-

qPCR 的 3 对引物进一步验证总 RNA 中有无 DNA
污染。经验证后的无 DNA 污染的总 RNA 进行逆转
录反应，反应过程按试剂盒说明书进行。
1. 7 RT-qPCR

以 C． crenatum AS1. 542 野生株的 cDNA 为参
照，以 16S rRNA 为内标，按 SYBR  Premix EX
TaqTM( Tli RNaseH Plus) 试剂盒说明书进行 RT-
qPCR，反应体系如下:2 × SYBR Premix EX TaqTM

(Tli RNaseH Plus) mix 10 μL，ROX Reference Dye
(50 × ) 0. 4 μL，cDNA 模板 2 μL，引物( Forward +
Reverse)1. 6 μL，dd H2O 6 μL，总体积 20 μL。反应
程序如下:95℃ 30 s;95℃ 5 s，60℃ 30 s，循环 40
次。每个样品重复 3 次。RT-qPCR 结果采用 2 － △△Ct

方法［11］对基因的各 Ct 值进行定量分析。
1. 8 缺失株 C． crenatum AS1. 542ΔargR 产精氨酸
测定及菌体生长的测定

从蔗糖平板上挑取单个阳性菌落接种至液体种
子培养基，30℃，200 r /min，活化过夜，按 1%接种量
转接至 20 mL 发酵培养基。30℃，200 r /min，连续
培养 5 d，每 4 h 取样 1 次，以 C． crenatum AS1. 542
为对照，比较发酵过程中精氨酸的产量。采用坂口
试剂法测定精氨酸的量［12］。

二株菌的菌体生长情况的监测:发酵液用 0. 25
mol /L 的盐酸 (消除 CaCO3的影响)稀释至适当倍
数，测定 562 nm 处的光密度。

2 结果

2. 1 argR 基因无痕敲除质粒构建
敲除 argR 基因的上下同源臂扩增产物(849bp

和 840bp)和重叠 PCR 产物(1719bp，箭头所指)检
测图谱见图 1;目的片段 TA 克隆后阳性克隆子经测
序 验 证 正 确 后，酶 切 下 目 的 片 段 连 接 至
pK18mobsacB 质粒转化至 DH5α 中，采用菌落 PCR
扩增(引物 p1 和 p4)的方法筛选阳性菌株并提取质
粒进行双酶切鉴定，酶切结果表明 K18mobsacB-
△argR 无痕敲除质粒构建成功(图略);提取此质粒
再转化至 C． crenatum AS 1. 542。
2. 2 C． crenatum AS 1. 542△argR 缺失株的筛选

C． crenatum AS 1. 542ΔargR 缺失株的筛选经
历了二次交换过程。第一次是用引物 p1 和 p4 在卡
拉霉素抗性平板上筛选单交换子，由于只发生了单
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图 1 敲除 argR 基因上下同源臂的扩增及其重叠扩

增
Fig． 1 The amplification and overlap amplification of knockout

arms of argR gene． M1: DL2000 DNA marker．

臂交换，整个质粒都插入在基因组序列中，此时基因
组中即有完整的 argR 基因又有构建的不完整的、包
括上下同源臂的 argR 基因，因此扩增产物出现了两
条条带(见图 2 中 3 泳道红箭头所指);第二次交换
是在无抗性的条件下单交换子会发生二次同源重
组，同时利用质粒上的蔗糖致死基因剔除单交换子
和错位插入突变株，只留下敲除子和回复突变子。

依然用引物 p1 和 p4 筛选，此时扩增产物只有一条
且其长度应与 2. 1 中重叠扩增产物长度一致，图 2

中 2 泳道显示此结果，表明成功获得无痕敲除的 C．
crenatum AS 1. 542△argR 缺失株。
2. 3 总 RNA 的提取结果
参照 RNA 提取试剂盒说明书，用新鲜制备的菌

液样品提取总 RNA，琼脂糖凝胶电泳检测提取结
果，图 3 显示 RNA 完整性良好，纯度较高。总 RNA

经 DNAase I 处理，逆转录为 cDNA 后进行 RT-
qPCR。
2. 4 RT-qPCR 结果

将 cDNA 稀释适当倍数后进行 RT-qPCR 检测。

以 16S rRNA 为内参基因，对上述 7 个基因进行转录
水平的分析。从 RT-qPCR 的扩增曲线图和溶解曲
线图(略)可以看出，各基因的扩增出的产物熔解曲
线峰值单一且温度比引物二聚体高，说明产物单一、

无非特异性扩增和引物二聚体形成，进一步说明引
物的特异性良好。扩增结果经 2 － △△ Ct公式处理，以
野生株为对照，数据比较结果见图 4。从图 4 可以

图 2 argR 基因敲除子筛选
Fig． 2 Screening for the strain of argR gene knockout． M1 :

DL2000 DNA marker; 1:PCR products from revertant; 2:PCR

products from C． crenatum AS 1. 542 △argR; 3: Single

crossover mutant; 4:PCR products from wild type strain; M2:

Wide range DNA marker．

图 3 总 RNA 琼脂糖凝胶电泳图
Fig． 3 Total RNA determined by agarose gel electrophoresis．

M: DL2000 DNA marker． 1: The total RNA of C． cenatum AS

1. 542; 2: The total RNA of C． cenatum AS 1. 542△argR．

看到，argR 基因缺失株的精氨酸相关基因的转录水
平获得了大量的提高，其中 argC 提高了 304. 27 倍，
argB 提高了 204. 74 倍，argJ 提高了约 232. 39 倍，
argD 提高了约 149. 05 倍，argF 提高了约 151. 89
倍，argG 提高了约 77. 49 倍，carA 提高了约 15. 11
倍，平均提高了约 162. 13 倍。
2. 5 缺失株 C． crenatum AS 1. 542ΔargR 产精氨
酸及菌体生长的测定

为了探讨 C． crenatum AS1. 542 中的调控蛋白
缺失的情况下精氨酸产量的变化，参照材料与方法
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图 4 突变株中各基因转录水平的变化
Fig． 4 Changes of arg genes transcriptional level in mutant strain compared with the wild-type strain．

中的培养基和发酵条件，以野生型菌株为对照，比较
精氨酸产量的变化。结果显示，缺失株与野生株相
比产精氨酸的量没有明显的变化。生长曲线显示，
缺失株的生长初期较野生株生长要慢，但后期二株
菌的菌体总量趋于一致(图略)。

3 讨论

argR 基因是 C． crenatum 精氨酸生物合成途径
中的一个重要的负调控蛋白编码基因，但其对精氨
酸合成途径中相关基因的转录水平的影响未见报
道。因此，本实验室采用无痕敲除技术构建了一株
C． crenatum AS 1. 542△argR 缺失株并采用 RT-
qPCR 方法对相关基因在转录水平的变化进行了监
测。

本研究在构建 C． crenatum AS 1. 542ΔargR 缺
失株时，利用重叠 PCR 的方法［13］成功地把两个上
下同源臂连接起来，省去了诸多的酶切连接的过程，
缩短了操作时间和操作难度;实验中所用到的
pK18mobsacB 质粒是个自杀质粒，彻底消除了来源
于质粒的基因(包括抗性基因)对研究基因敲除后
菌株性状的干扰［14］，能真实地反映内部的变化。

本实验的 RT-qPCR 结果显示，与野生株相比，
突变株中精氨酸生物合成途径中的 7 个基因的转录
水平获得了大量的提高，但提高的水平有较大的差
异，其中 carA 基因的转录水平仅仅上调了约 15. 11
倍，而 argC 基因的转录水平上调了 304. 27 倍，约是
carA 基因的 20 倍。这种差异表明，argR 基因编码
的 ArgR 蛋白对 argC 基因的调控是最强的，对 carA

基因的调控最弱，这亦与 carA 基因参与精氨酸合成
的辅途径而 argC 基因参与精氨酸合成的主途径是
相符的。有报道表明，本实验研究的这 7 个基因分
别分布在三个操纵元中，其中 argC、argJ、argB、
argD、argF 这 5 个基因在同一操纵元 argCJBDF
中［15］，虽然位于同一操纵元中的基因转录水平上
调的幅度都超过 149 倍，但也表现出有差异，其中
argC 基因的上调倍数约是 argD 和 argF 的 2 倍，表
明同一操纵元的基因转录后没有形成仅一条多顺反
子 mRNA，这可能是由于这个操纵元中含有内部启
动子 所 致。 C． crenatum 与 谷 氨 酸 棒 杆 菌 ( C．
glutamicum)亲缘关系密切［15］，Sakanyan 等［16］报道
用启动子探针质粒检测到在 C． glutamicum argB 基
因上游有一内部启动子;Lee 等［17］采用染色质免疫
共沉淀实验 ( Chromatin Immunoprecipitation Assay，
ChIP)观察到 C． glutamicum ArgR 蛋白能与 argC、
argB、argF 和 argG 基因上游序列发生结合反应，与
argJ 及 argH(与 argG 基因位于同一操纵元中)基因
上游序列无结合现象，其实验未对 argD 基因的上游
序列进行观察。上述报道与本实验的推测是相符
的，即 argCJBDF 这个操纵元中有多个内部启动子，
从而导致各基因的转录水平表现出差异。argG 基
因紧邻于 argCJBDF 操纵元，其转录水平在 argR 基
因缺失后提高了约 77. 49 倍，虽然比 argC 低约 4
倍，但也表明 argG 基因受 ArgR 调控。此结果与上
述 Lee 等［16］ ChIP 结果一致，与 Yim 等［18］研究的结
果 不 一 致。 Yim 等 采 用 电 泳 迁 移 实 验
(Electrophoretic Mobility Shift Assays，EMSA ) 研究
C． glutamicum ArgR 与 argG 基因上游序列的结合情
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况，发现二者没有结合反应。这可能是研究方法不
同所致，EMSA 是一种体外研究蛋白质与 DNA 相互
作用的方法，而 ChIP 和 RT-qPCR 是基于体内的分
析方法。

本实 验 筛 选 到 的 缺 失 株 C． crenatum AS
1. 542ΔargR 未能观察到精氨酸产量与野生株相比
有明显的差异。这个结果与 Ikeda 等［19］报道的结果
是一致的，即仅通过缺失负调控因子并不能改善精
氨酸的产量，虽然精氨酸生物合成途径中相关基因
的转录水平发生了上调。因此，本文所研究的 C．
crenatum 要实现精氨酸产量上的突破，除了要使负
调控因子缺失外，还要在此基础上打开遏制精氨酸
大量产生的其他瓶颈。
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Construction of Corynebacterium crenatum AS 1. 542ΔargR
and analysis of transcriptional levels of the related genes of
arginine biosynthetic pathway

Xuelan Chen1，Li Tang1，Haitao Jiao1，Feng Xu2，Yonghua Xiong2 *
1 Key Laboratory of Functional Small organic molecule，Ministry of Education，College of Life Science，Jiangxi Normal
University，Nanchang 330022，China
2 State Key Laboratory of Food Science and Technology，Nanchang University，Nanchang 330047，China

Abstract:［Objective］ ArgR，coded by the argR gene from Corynebacterium crenatum AS 1. 542，acts as a negative
regulator in arginine biosynthetic pathway． However，the effect of argR on transcriptional levels of the related biosynthetic
genes has not been reported． Here，we constructed a deletion mutant of argR gene: C． crenatum AS 1. 542ΔargR using
marker-less knockout technology，and compared the changes of transcriptional levels of the arginine biosynthetic genes
between the mutant strain and the wild-type strain． ［Methods］We used marker-less knockout technology to construct C．
crenatum AS 1. 542ΔargR and analyzed the changes of the relate genes at the transcriptional level using real-time
fluorescence quantitative PCR． ［Results］C． crenatum AS 1. 542ΔargR was successfully obtained and the transcriptional
level of arginine biosynthetic genes in this mutant increased significantly with an average of about 162. 1 folds．
［Conclusion］ The arginine biosynthetic genes in C． crenatum are clearly controlled by the negative regulator ArgR．
However，the deletion of this regulator does not result in a clear change in arginine production in the bacteria．
Keywords: Corynebacterium crenatum，argR gene，marker-less knock-out technology，arginine，real-time quantitative
PCR

(本文责编:张晓丽)

Supported by the National Natural Science Foundation of China(30960012，31160323)
* Corresponding author． Tel / Fax: + 86-791-8333708; E-mail: yhxiongchen@ 163． com

Received: 19 July 2012 /Revised: 15 September 2012

89




