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以葡萄糖为底物一步法合成 #H氨基丁酸整合型重组钝齿棒杆
菌的构建
孙红梅&!饶志明&!!李秀鹏&!徐美娟&!张显&!许正宏/
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摘要#2目的3为了构建一株直接利用廉价的葡萄糖合成 ’I氨基丁酸的重组钝齿棒杆菌&将来自于植物乳杆
菌 ’I氨基丁酸合成途径的关键酶谷氨酸脱羧酶基因!*2+$9"在产谷氨酸菌株钝齿棒杆菌中进行整合表达&实
现葡萄糖到 b*̂ *的一步法生产% 2方法3运用 Y5X技术扩增得到带有 #$"启动子的谷氨酸脱羧酶基因
#$"+$9% 通过重叠 Y5X的方法获得钝齿棒杆菌精氨酸合成途径关键酶 3I乙酰谷氨酸激酶!3*bD"基因内部
缺失型基因 #$’+ %̂ 利用自杀载体 9D&$6()1$"̂ 构建同源整合载体 9D&$I#$’+ #̂##$"+$9&以 #$’+^的上下
游序列为同源臂&通过两次同源重组将 #$"+$9 基因整合到钝齿棒杆菌基因组&同时将 3*bD基因 $’+^灭
活&利用蔗糖致死基因 1$"̂ 反向筛选标记筛选得到谷氨酸脱羧酶的重组钝齿棒杆菌 @;"’.-$#56#$’+ #̂#
#$"+$9% 重组钝齿棒杆菌以葡萄糖为底物进行发酵&测定 b*̂ *含量% 2结果3重组菌 @;"’.-$#56#$’+ #̂#
#$"+$9 成功表达谷氨酸脱羧酶&同时阻断了精氨酸合成途径对谷氨酸到 b*̂ *代谢途径的竞争&粗酶液基本
检测不到 3*bD活性&发酵液无精氨酸合成% 通过 (4 8 发酵&重组菌可积累约 $]/$ ,6T的 b*̂ *% 2结论3
本研究通过将谷氨酸脱羧酶基因定向整合到钝齿棒杆菌精氨酸合成途径的关键酶基因 $’+^内部&成功表达
谷氨酸脱羧酶的同时阻断竞争途径精氨酸的合成% 本研究为实现直接利用葡萄糖合成 b*̂ *的一步法生
产奠定了基础%
关键词!’I氨基丁酸& 钝齿棒杆菌& 同源重组& 谷氨酸脱羧酶& 一步法发酵
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!!’I氨基丁酸!’I>BA=;R+.O<AC>CAU&b*̂ *"是天
然存在于某些生物体内的非蛋白质氨基酸&为哺乳
动物中枢神经系统重要的抑制性神经递质&具有抗
焦虑’降血压’镇定安神’增强记忆’调节激素分泌’

促进生殖’利尿&镇痛等生理功能 (&) &在食品’饲料’

医药等领域都具有广泛的应用%
目前&b*̂ *的制备主要通过化学合成法和微

生物法&化学合成法反应条件剧烈&污染严重&微生
物发酵法条件温和’安全’成本较低&目前最受关注
的微生物法主要是通过微生物中的谷氨酸脱羧酶
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!,?+.>B>.GUGC><R;KO?>-G&b*‘$L5)]&]&]&""催化 TI
谷氨酸的 !I羧基脱羧来生产 b*̂ *&而 b*‘是作用
于这一过程的唯一酶 (/) % 目前&已有一些利用谷氨
酸脱羧酶生产 b*̂ *的报道% 江南大学的傅元欣
等 (#)利用一株乳酸菌中的谷氨酸脱羧酶进行细胞
转化法生产 b*̂ *&通过分批添加谷氨酸&b*̂ *积
累量达到&(]& ,6T% 浙江大学黄俊’梅乐和 () ’")等
人经筛选诱变得到一株乳酸菌&b*̂ *产量为
&% ,6T&通过一系列优化&该诱变菌株在#]% T发酵
罐中 b*̂ *积累量达到%4]#4 ,6T% 本研究室前期
通过菌种筛选获得一株植物乳杆菌&此菌株具有较
高的谷氨酸脱羧酶活力&摇瓶水平转化/) 8&b*̂ *
产量可达到#)]44 ,6T(4) &原始菌株经诱变处理后在
" T发酵罐中经全细胞转化/) 8&b*̂ *浓度可达到
4"])" ,6T% 在此基础上&本研究室将植物乳杆菌中
谷氨酸脱羧酶基因克隆&构建 b*‘高表达型重组大
肠杆菌&借助大肠杆菌生长迅速以及可人工调控
b*‘表达的优点进行 b*̂ *高效率生产&重组菌通
过添加 TI谷氨酸为底物&全细胞转化/) 8&b*̂ *累
计浓度可达/0)]" ,6T(%) %

以上利用谷氨酸为底物进行 b*̂ *发酵的方
法&虽然可以获得较高的转化率及产量&但原料成本
比较高&如何利用更廉价的底物直接发酵生产获得
b*̂ *是本研究的主要目的%

本实验室前期筛选到的植物乳杆菌具有高产
b*̂ *能力&钝齿棒杆菌 2aY*"I" 是本研究室与
江南大学药学院许正宏教授合作通过筛选及层级
诱变获得的一株高产 TI精氨酸菌株&可利用葡萄
糖发酵获得将近)0 ,6T的精氨酸&精氨酸合成途径
中受精氨酸反馈抑制的关键酶为 $’+^基因编码的
乙酰谷氨酸激酶!3*bD" ($) % 本研究室前期对钝
齿棒杆菌 2aY*"I" 的 $’+^基因有过较为深入的
研究&徐美娟 (()等对 $’+^进行定点突变&提高精
氨酸的产量% 本工作将 #$"+$9 基因整合到钝齿棒
杆菌基因组并成功表达&$’+^基因灭活&在表达谷
氨酸脱羧酶的同时消除了精氨酸的竞争&获得了
能以廉价的葡萄糖为底物利用内源性谷氨酸合成
b*̂ *的重组菌&构建示意图如图 & 所示% 这一研
究为实现葡萄糖到 b*̂ *的一步法生产奠定了的
基础%

图 !$重组钝齿棒杆菌构建示意图
JA,+<G&@F8GC;=-.<+C.A;= -C8GB>.AC;Z.8G<GC;BARA=>=.-.<>A=@

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!" 菌株与质粒!植物乳杆菌 ! J$"#()$"&**51
2*$-#$’56b̂ 0&I/&"由本实验室筛选并诱变获得%
钝齿棒杆菌 @(’0-.)$"#.’&56"’.-$#562aY*"I" 本实

验室保藏% I;"(*&EP&0( 本实验室保藏% 克隆载体
9P‘&$IF2AB9?GhGC.;<购自 F>D>X>公司% 重组表
达质粒 9E5I.>CI?9,>U 由本实验室保藏&钝齿棒杆菌
整合型质粒 9D&$6()1$"̂ (&0)由本实验保藏%
!#!#%"引物!Y5X引物由上海赛百盛基因技术有限
公司合成&实验涉及的引物名称及核苷酸序列如表
& 所示%

$&$
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表 !$本研究所用引物
F>R?G&@Y<ABG<-+-GU Z;<Y5XA= .8A--.+UO

Y<ABG<- 2Gf+G=CG->=U <G-.<AC.A;= -A.G-!"k# #k"
Y$’+ &̂J *55bF5F*b**Fb**Fb*5FFb*F5***b!:)$ 1"
Y$’+ /̂X 5b5bF5b*5FF*5*bFF5555*F55FFb! ,$*1"

Y$’+ #̂X
*b*F5F5550655056000566000505bbFFF*b
5*F5F5*!F+*11"

Y$’+ )̂J
676660076660767706777*b*F5FFbbb*55F
b55bb55***F5!F+*11"

Y#$"+$9J
5b5bb*F55bb*b5FF*F5b*5Fb5*5bbFb5*
!F$6V1"

Y#$"+$9X 5b5bb*F55F5*bbFbFbFFF***b5FbFFI!F$6V1"

!#!#."培养基及培养条件!( T̂ 培养基!,6T"#蛋
白胨 &0&酵母膏 "&3>5?&0&&/&m灭菌&" BA=&固体
培养基添加 /e的琼脂&用于大肠杆菌的培养$)
T̂ b培养基!,6T"#蛋白胨 &0&酵母膏 "&3>5?&0&
葡萄糖 "&&&"m灭菌&" BA=&固体培养基添加 /e的
琼脂&用于钝齿棒杆菌的培养$* 钝齿棒杆菌感受
态培养基!,6T"#蛋白胨 &0&酵母膏 "&3>5?&0&甘氨
酸 #0&F[GG= $0 &&&/&m灭菌 &" BA=$+ 钝齿棒杆
菌种子培养基!,6T"#葡萄糖 /"&玉米浆 #0&DV/YQ)
,#V/Q&]"&P,2Q),%V/Q0])&尿素 4 !分消 "& 9V
%]0 ’%]/&&&"m灭菌&" BA=$, 钝齿棒杆菌发酵培
养基!,6T"#葡萄糖 &"0&玉米浆 #&尿素 "]"!分消"&
DV/YQ),#V/Q&]"& P,2Q),%V/Q0]$& P=2Q),V/Q

0]0/&JG2Q),%V/Q0]0/&生物素 $ p&0 ’"&TI组氨酸
" p&0 ’)&9V%]0 ’%]/&&&"m灭菌&" BA=% 大肠杆
菌培养温度 #%m&旋转式摇床&40 <6BA=% 钝齿棒杆
菌培养温度 #0m&往复式摇床//0 <6BA=% -植物乳
杆菌培养基#PX2 培养基%
!#!#F"主要试剂和仪器!质粒小量抽提试剂盒’胶
回收试剂盒购自北京博大泰克生物基因技术有限公
司% 工具酶’1YFb购自 F>D>X>公司% 氨苄青霉素
!*B9"’卡那霉素 !DB" 购自上海 2>=,;= 公司%
Y5X引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成% ’I
氨基丁酸!b*̂ *"标样#购自上海生工生物科技有
限公司!2A,B>&纯度 ((](e"&其他试剂均为国产试
剂纯% 氨基酸自动分析仪为日立 $#"I"0 型&/4&( q
树脂 !阳离子交换柱./]4 BBp&"0 BB"%
!#%"基因的克隆

根据 bG= >̂=d 中 @;+*5#$6&"56 *F55&#0#/
$’+^基因序列设计引物% 以钝齿棒杆菌 2aY*"I"
基因组 (&&)为模板&Y$’+ &̂J’Y$’+ /̂X为 $’+^基因
引物进行 Y5X&Y5X产物连接 9P‘&$IF2AB9?G克

隆载体&获得 FI><,̂ &经上海 2>=,;= 测序% 根据
$’+^基因测序结果&设计带有/& R9互补序列!引物
中加粗斜体部分"的引物 Y$’+ #̂X’Y$’+ )̂J&经重
叠 Y5X(&/)制备缺失型片段 #$’+ %̂ 以钝齿棒杆菌
2aY*"I" 染色体为模板&分别以 Y$’+ &̂J’Y$’+ #̂X
和 Y$’+ /̂X’Y$’+ )̂J为引物进行 Y5X&获得含 /&
R9 互补粘性末端的 Y5X产物&以上述 Y5X产物为
模板&以 Y$’+ &̂J’Y$’+ /̂X为引物 Y5X&获得中间
带有 F+*11酶切位点的缺失型片段 #$’+ %̂

根据 35̂ 1中植物乳杆菌 J;2*$-#$’56-+R-9@
2*$-#$’56 2FI/全基因组核酸序列中的 *2+$9 基因
序列!b1##0$0))4$/"&以及 #$"启动子序列&设计带
有 #$"启动子的谷氨酸脱羧酶编码基因 #$"+$9 的引
物% 以实验室保藏的质粒 9E5I.>CI?9,>U 为模板&
Y#$"+$9J’Y#$"+$9X为引物进行 Y5X%

Y5X采用 "0 %T体系&反应条件#()m预变性
" BA=$()m变性 "0 -&"4m退火)" -&%/m 延伸!延
伸时间为##$"+$9 基因(0 -&其它基因& BA="&#" 个
循环$%/m终延伸&0 BA=% Y5X产物在琼脂糖凝胶
上电泳检测&切下目的条带% 将 Y5X所得片段经
‘3*胶回收试剂盒回收纯化后与克隆载体 9P‘&$I
F2AB9?G连接&转化 I;"(*&EP?0(&经过氨苄青霉素
抗性平板筛选&挑取阳性转化子% 提取质粒酶切鉴
定&将酶切验证正确的重组质粒送至上海 2>=,;= 公
司测序&最终成功得到 FI#$’+^和 FI.>C,>U%
!#."同源整合载体 6E!/H")-8R!!#)(8)9 的构建

根据 )+*11和 F$6V1可以将基因切出相同粘
性末端的性质&将测序正确的 FI#$’+^用 #$’+^的
内部酶切位点 F+*11进行酶切&并用碱性磷酸酶
51*Y于 4"m水浴处理 #0 BA=&将测序正确的 FI
.>C,>U 用 F$6V1进行酶切释放两端带有 F$6V1
的 #$"+$9&将其与前一酶切产物分别回收纯化&F)
‘3*连接酶连接&转化至大肠杆菌 EP&0(&构建重
组质粒 FI#$’+ #̂# #$"+$9& 酶切 验证& 并 送 上 海
2>=,;= 测序% 用 :)$ 1以及 ,$*1双酶切重组质粒
FI#$’+ #̂##$"+$9 以及 9D&$6()1$"̂&胶回收目的片
段&F) ‘3*连接酶连接&转化至大肠杆菌 EP&0(&提
取重组自杀质粒 9D&$I#$’+ #̂##$"+$9&酶切验证%
!#F"电转化法同源重组

将经酶切验证正确的 9D&$I#$’+ #̂##$"+$9 电
击转化 (&#)@;"’.-$#56 2aY*"I"&经&$00 h&" B-电
击后涂布于含有#0 %,6BT卡那霉素的固体 T̂ b平

(&$
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板&于 #0m培养#4 8&经过卡那霉素初次筛选获得
一次重组菌% 再分别将目标转化子在含 &0e蔗糖
的培养基中进行胁迫二次重组筛选&#0m培养/) 8
后获得二次同源重组菌% 提取重组子染色体为模
板&以 $’+^基因以及 #$"+$9 基因上下游引物 Y5X&
进行回复野生型6重组型的鉴定&将 Y5X鉴定为重
组型的菌株命名为 @;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9%
!#G"重组钝齿棒杆菌酶活的检测
!#G#!"粗酶液制备!将重组菌转化子以及原始菌株
@;"’.-$#56 2aY*"I" 以及 J;2*$-#$’56 b̂ 0&I/&
分别在 T̂ b或 PX2 培养基培养#4 8&发酵液离心收
集的菌体根据菌体浓度重悬于 9V$]0 的 F<A-IV5?
缓冲液&超声波破碎细胞&离心破碎液&取上清即为
粗酶液% 粗酶提取液中蛋白质浓度测定采用考马斯
亮兰染色法&以牛血清蛋白为标样%
!#G#%"-H乙酰谷氨酸激酶 (-(̂ E)酶活检测 #[$ !
具体操作见参考文献&一个活力单位!i"定义为在
上述反应条件下&每分钟生成& %B;T3I乙酰谷氨酸
氧肟酸所需的酶量%
!#G#." 谷氨酸脱羧酶 ( (̂,) 酶活检测!采用
Ĝ<.8?;.比色法 (&)) &具体操作见参考文献&一个酶活
力单位!i"定义为在测定条件下每分钟产生 &%B;?
b*̂ *所需的酶量%
!#)"重组菌发酵产 (̂R(

挑取重组菌单菌落接种至液体种子培养基&原
始菌株作为对照&#0m&//0 <6BA=往复式摇床培养
&/ 8% 以 $e 接种量转接至发酵培养基& #0m&
//0 <6BA=进行发酵% 培养至$ 8时开始定时添加尿
素作为 3V)

H源来合成谷氨酸&约#4 8时停止 3V)
H

的供给&即终止谷氨酸的合成&继续 b*̂ *的发酵%
实时检测发酵过程中 b*̂ *’谷氨酸和精氨酸产量
以及菌体量’糖耗等参数%
!#T"菌体生长的测定

菌液浓度测定#吸取样品菌液&用蒸馏水稀释一
定倍数&以蒸馏水作为空白对照&采用分光光度计于
& CB光程测定 <="4/%
!#/"发酵液中还原糖的测定

采用 2 *̂I)0^生物传感分析仪测定发酵液中
葡萄糖浓度%
!#["氨基酸含量的测定

精氨酸初步定量采用改良的坂口试剂测定
法 (&") % 各种氨基酸的精确测定采用氨基酸自动分

析仪测定发酵液中氨基酸含量% 样品的处理#发酵
液经$000 <6BA=离心/ BA=后收集上清&用终浓度为
"e的三氯乙酸处理一段时间后经双层滤纸过滤&滤
液经&0000 <6BA=离心&0 BA=&上清稀释至适宜浓度
测定%

%"结果

%#!"5:(-".)#;3")-8R!!#)(8)9 的构建与鉴定
测序结果显示&来自于 @;"’.-$#56 2aY*"I"

的 $’+^ 基 因 与 bG= >̂=d 中 的 @; +*5#$6&"56
*F55&#0#/!3;@̂ j(/%&)%]&"的 $’+^基因序列同
源性高达 ((])%e&此基因长度为(") R9% 经两轮重
叠 Y5X获得 #$’+^片段测序结果显示&#$’+^缺失
$’+^基因中间)(& R9的碱基&与理论值相一致%

#$"+$9 基因 Y5X产物经核酸电泳显示约 &4$0
R9 的片段!图 /I*"&与预期扩增产物大小吻合% 测
序结果证实本实验克隆的基因片段 #$"启动子部分
与 9E5I.>C中 #$"启动子序列一致$而 #$"启动子下
游 *2+$9 基因部分与 bG= >̂=d 数据库所提交的原序
列!*CCG--A;= 3;@E3/)$#"$"进行比对&结果完全吻
合&该基因大小为 &)&0 R9&编码 )4( 个氨基酸和一
个终止密码子%

重组质粒 FI#$’+ #̂##$"+$9 经 :)$ 1和 ,$*1双
酶切验证后&释放约/%00 R9和约//00 R9的两条片
段&分别 对应于 克 隆 载 体 9P‘ &$IF 2AB9?G和
#$’+ #̂##$"+$9 片段的大小% FI#$’+ #̂##$"+$9 和
9D&$6()1$"̂ 用相应酶处理后连接获得重组自杀质
粒 9D&$I#$’+ #̂##$"+$9&用 :)$ 1以及 ,$*1双酶切
后释放约"%00 R9和//00 R9的两条片段&分别对应
于 9D&$6()1$"̂ 和 #$’+ #̂##$"+$9%

两次同源重组筛选获得的重组子 Y5X验证结
果如图 /Î 所示&/ 号泳道对应重组子约&4$0 R9的
#$"+$9 基因&说明 b*‘基因成功整合到钝齿棒杆菌
染色体$原始菌 $’+ !̂# 号泳道"大小约&000 R9&而
) 号泳道对应的基因大小在 //00 R9左右&表明
#$"+$9 基因正确插入到 #$’+^基因内部% 该转化子
为整 合 成 功 的 重 组 菌 株 @;"’.-$#56 #$’+ #̂#
#$"+$9%
%#%"重组菌 -(̂ E以及 (̂,的酶活检测

为了使分析更合理&本实验采用比酶活!i6B,
蛋白"数据进行分析% 各菌株胞内 3*bD’b*‘的

0/$
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图 %$重组钝齿棒杆菌的鉴定
JA,+<G/@1UG=.AZAC>.A;= ;ZA=.G,<>.GU <GC;BRA=>=.-.<>A=@ *# Y5X

>B9?AZAC>.A;= ;Z.>C,>U ,G=G@P# ‘T/000 P>dG<$ ?>=G&# Y5X9<;U+C.-@

#̂ Y5XAUG=.AZAC>.A;= ;Z5@C<G=>.+B #><,$ #̂.>C,>U@P&# ‘T/000

P>dG<$ ?>=G&# F8G.>C,>U ,G=GY5X9<;U+C.-;Z5@C<G=>.+B2aY*" ’

" ! =G,>.A_GC;=.<;?" $ ?>=G/# F8G.>C,>U ,G=G;Z<GC;BRA=>=.-.<>A=$ ?>=G

## F8G><,̂ ,G=G;Z5@C<G=>.+B 2aY*" ’"$ ?>=G)# F8G#><,̂##

.>C,>U ,G=G;Z<GC;BRA=>=.-.<>A=$ P/# 0’VA=U 111P>dG<@

比酶活如表 /% 与 @;"’.-$#562aY*"I" 相比&重组
菌粗酶液 3*bD比酶活明显低于原始菌&由此确定
!

@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 的精氨酸合成途径被阻
断% 原始菌 @;"’.-$#56 2aY*"I" 粗酶液 b*‘比
酶活测定值为 0&这与 X̂L3‘*数据库没有 b*‘存
在于 钝 齿 棒 杆 菌 的 报 道 相 一 致% 重 组 菌 @;
"’.-$#56 #$’+ #̂# #$"+$9 粗酶液 b*‘比酶活为
0]4# i6B,&明显高于 @;"’.-$#56 2aY*"I&&证明
b*‘在重组钝齿棒杆菌有效表达% 通过与 b*‘来
源菌 J;2*$-#$’56b̂ 0&I/& 相比&重组菌 b*‘的比
酶活仅为 J;2*$-#$’56 b̂ 0&I/& 的 /(](e左右&这
说明表达体系有待进一步优化&提高 b*‘在钝齿棒
杆菌中异源表达的表达量%

表 %$重组菌及对照菌 -(̂ E和 (̂,的比酶活(WVB8)

F>R?G/@29GCAZAC>C.A_A.AG-;Z.8GG=>OBG-

A=C?+UA=,3*bD>=U b*‘

2.<>A=-
29GCAZAC>C.A_A.AG-6!i6B,"
b*‘ 3*bD

J;2*$-#$’56b̂ 0&I/& /]&& ’
@;"’.-$#562aY*"I" 0 0])%
@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 0]4# 0

%#."重组菌发酵产 (̂R(
以 @;"’.-$#56 2aY*"I" 作为对照&将重组菌

@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 进行发酵实验&对发酵
过程中的生物量’糖耗’’I氨基丁酸产量以及谷氨酸
和精氨酸的产量进行跟踪测定&最终发酵参数见
表 #%

表 .$重组菌与原始菌产 (̂R(的发酵参数([) 5)

F>R?G#@F8GZG<BG=.>.A;= 9><>BG.G<-;Z.8G<GC;BRA=>=.->=U ;<A,A=>?-.<>A=->.(4 8 U+<A=,.8G9<;U+CA=,;Zb*̂ *
2.<>A=- <="4/ XG-AU+>?,?+C;-G!,6T" "!TIb?+"6!,6T" "!*<,"6!,6T" "!b*̂ *"6!,6T"
@;"’.-$#562aY*"I" /(]/ r0]$/ 0 /]/4 r0]#0 )0]% r&]& 0
@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 /$]$ r0](& &$ r0]&) &$]/ r0]$# 0 $]/$ r0]"(

!!由生长曲线!图 #I*"可知&在相同接种量条件
下&@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 生长较原始菌株有
些缓慢&可能是谷氨酸脱羧酶的额外表达增加了菌
体的负荷$在稳定期后期不再添加尿素&TIb?+ 过量
积累&使得这个时期发酵液成酸性&而 b*‘Ib*̂ *

转运系统的耐酸性机制 (&4) &使得重组菌能在偏酸性
条件下继续生长&重组菌菌体量稍有增加%

从耗糖曲线!图 #I*"看&重组菌由于精氨酸合
成途径关键酶基因 $’+^的功能缺失&不再合成精氨
酸&但前体物质 TIb?+ 大大积累&所以重组菌的葡萄
糖的消耗能力虽有所降低但不明显% )$ 8后&原始
菌由于精氨酸合成能力较强&可以继续利用葡萄糖$

而重组菌由于 b*̂ *合成能力较弱&因此耗糖曲线
逐渐趋于平缓%

图 #Î 描述了重组菌与原始菌中 b*̂ *&TIb?+

以及 TI*<,等主要氨基酸合成的变化情况% 原始菌
是一株精氨酸高产菌株&发酵(4 8后精氨酸积累量
为)0]% ,6T&谷氨酸几乎全部被转化为精氨酸&由于
钝齿棒杆菌没有 b*̂ *合成途径&不能合成 b*̂ *%
@;"’.-$#56#$’+ #̂##$"+$9 由于精氨酸合成途径
$’+^基因的失活而不再合成精氨酸&因此发酵前期
TIb?+ 大量积累&#4 8达到最高点&为 /% ,6T左右$
b*‘的成功表达使 TIb?+ 转化为 b*̂ *&发酵(4 8

可积累约$]/$ ,6T的 b*̂ *&(4 8后 b*̂ *产量基本

&/$



V;=,BGA2+= G.>?@7!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!/0&#""#!$"

稳定&&/0 8时 b*̂ *积累量约为$]4% ,6T%

图 .$重组菌与原始菌发酵过程曲线
JA,+<G#@JG<BG=.>.A;= 9<;CG--C+<_G;Z.8G<GC;BRA=>=.->=U ;<A,A=>?

-.<>A=-@*# F8G C+<_G ;ZCG??,<;[.8 >=U <G-AU+>?,?+C;-G@ #̂

*CC+B+?>.A;= ;Zb*̂ *& T’*<,>=U T’b?+@JA??GU >=U ;9G= -OBR;?-

<G9<G-G=.5@C<G=>.+B #><,̂##.>C,>U >=U 5@C<G=>.+B 2aY* " ’"

<G-9GC.A_G?O$ Q‘"4/=B! +9.<A>=,?G-" & <G-AU+>?,?+C;-!CA<C?G-" & b*̂ *

!-.><" & T’b?+ !-f+><G-" & >=U T’*<,! U;[=.<A>=,?G-"@LK9G<ABG=.-

[G<G9G<Z;<BGU .8<GG.ABG-&>=U U>.>[G<G9<G-G=.GU >-.8GBG>= r 2‘@

F8G->BG>-RG?;[@

从重组菌 b*̂ *合成曲线可以看出&前#4 8主
要是 TIb?+ 积累时期&只有极少量 b*̂ *生成&可能
是#4 8之前发酵环境为碱性环境&而 b*‘转化的最
适 9V为 )]$ (%) $#4 8后&发酵环境逐渐变为酸性&
b*‘开始快速催化 TIb?+ 合成 b*̂ *&同时由于重
组菌株转化能力受到 b*‘表达量及酶稳定性的限
制&发酵(4 8 b*̂ *的产量基本趋于稳定&而谷氨酸
仍有部分剩余% 因此&根据实际情况&后续实验可以
把发酵时间缩短至(4 8%

."讨论

发酵法制备 b*̂ *基于其条件温和’安全’成

本较低等优点受到广泛关注% 而目前发现的能合成
b*̂ *的野生菌株均需要添加外源谷氨酸或谷氨酸
一钠盐作为底物&通过菌株自身的 b*‘催化谷氨酸
脱羧形成 b*̂ *% 谷氨酸需要由糖质为原料经微生
物发酵&采用等电点提取&离子交换树脂分离等制备
获得&所以添加外源谷氨酸制备 b*̂ *在一定程度
上增加了 ’I氨基丁酸的生产成本% 因此&构建以廉
价的葡萄糖为底物直接生产 b*̂ *的基因工程菌
正在引起研究者的关注% 江南大学的史锋’李佑新
等将一株短乳杆菌中的 b*‘基因克隆&并在谷氨酸
棒杆菌 *F55&#0#/ 中进行了表达&利用内源性谷氨
酸生产 b*̂ *&最终 b*̂ *在摇瓶中的积累量达到
/]&" ,6T(&%) &产量较低% /0&/ 年&日本学者 58A8A<;
F>d>8>-8A(&$)将大肠杆菌的 b*‘基因成功在谷氨酸
棒杆菌 *F55&#0#/ 中表达&重组菌经初步发酵能积
累$]0% ,6T左右的 b*̂ *&培养基经优化后 b*̂ *
积累量提高到&/]#% ,6T%

钝齿棒杆菌 2aY*"I" 具有谷氨酸合成能力&但
不含有编码 b*‘的基因&本研究将植物乳杆菌
b*‘基因整合在钝齿棒杆菌 2aY*"I" 的 $’+^基
因内部&表达 b*‘的同时敲除 $’+^基因% 为了方
便目标菌株的后续改造&且提高工程菌的安全性&我
们选用了 2C8sZG<*(&0)所构建的带有卡那霉素抗性
与蔗糖致死基因 1$"̂ 双标记的 9D&$6()1$"̂ 整合
型载体&两次同源重组后&通过 1$"̂ 反向筛选标记
获得目的菌株&实现 $’+^的无痕敲除以及#$"+$9 的
成功替代%

实验 结 果 表 明 重 组 菌 @;"’.-$#56#$’+ #̂#
#$"+$9 成功表达了 b*‘并消除了精氨酸的竞争&不
足之处在于&由于受到表达体系的限制&重组菌
b*‘的表达与 J;2*$-#$’56 b̂ 0&I/& 相比存在差
距% 重组菌 b*̂ *积累量为$]/$ ,6T&这在棒杆菌
合成 b*̂ *的产量中处于较高水平%

本研究成功地将来源于植物乳杆菌中的 b*‘
基因在 @;"’.-$#56 2aY*"I" 中整合表达&实现了
葡萄糖到 b*̂ *的一步法发酵&在棒杆菌合成
b*̂ *的产量中处于较高水平% 虽然该研究中
b*̂ *产量与国内外报道的利用谷氨酸发酵生产
b*̂ *的产量相比有很大距离&但该研究证明了来源
于植物乳杆菌的谷氨酸脱羧酶基因可以在钝齿棒杆
菌中成功表达&为更完善地将不同来源的 b*‘基因
在谷氨酸生产菌株中表达提供了理论依据和参考%

//$
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