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摘  要 : 赖氨酸脱羧酶，可以催化赖氨酸脱羧生成戊二胺。戊二胺是重要的平台化合物，可以合成新型聚酰

胺材料、脂肪族异氰酸酯等新材料。本研究对来自于产酸克雷伯氏菌的赖氨酸脱羧酶进行异源表达。以 pUC18
质粒为载体，将来源于产酸克雷伯氏菌的赖氨酸脱羧酶基因 ldc 克隆到大肠杆菌，得到菌株 LN18。在添加    
0.5 mmol/L IPTG 的 LB 培养基中，对 LN18 进行摇瓶培养，发酵液酶活可达到 35 U/g 发酵液，从发酵液制备

的赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白的酶活可以达到 30 000 U/g 粗蛋白。产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧粗酶蛋白大小约   
80 kDa，粗酶的最适温度和 pH 值分别为 55 ℃和 5.5，与文献中报道的大肠杆菌的赖氨酸脱羧酶 CadA 在 pH 8.0
几乎没有酶活不同，产酸克雷伯氏菌的赖氨酸脱羧酶在 pH 8.0 的酶活达到最优 pH 下酶活的 30%以上。金属离

子对酶活有一定的影响，Mg2+对酶活有促进作用，Fe2+ 、Zn2+、Ca2+有一定的抑制作用。 

关键词 : 赖氨酸脱羧酶，产酸克雷伯氏菌，戊二胺，异源表达，pH 稳定性  
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Abstract:  Cadaverine is a biogenic amine that has the potential to become an important platform chemical for the 
production of industrial polymers, such as polyamides and polyurethanes. We reported here a lysine decarboxylase from 
Klebsiella oxytoca. The lysine decarboxylase from Klebsiella oxytoca was cloned to Escherichia coli to get the strain LN18. 
The specific activity of the crude protein from LN18 reached 30 000 U. The molecular weight was about 80 kDa. The 
optimum temperature and pH of the crude protein were 55 ℃ and 5.5 respectively. The specific activity could keep over 
30% at pH 8.0 compared the one at pH 5.5, much difference from Escherichia coli lysine decarboxylase CadA. Mg2+ was 
positive to the specific activity, whereas Fe2+, Zn2+ and Ca2+ were negative. 
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一些学者如 Gale和 Epps等在 20世纪 40年代
就研究了赖氨酸脱羧酶，其主要用途被用来定量分
析赖氨酸的含量[1]。随着人们对赖氨酸脱羧酶的认
识的提高，在越来越多的生物体内发现有赖氨酸脱
羧酶的存在，如在大肠杆菌 Escherichia coli、尸杆
菌 Bacterium cadaveris、蜂房哈夫尼菌 Hafnia alvei、
产酸克雷伯氏菌 Klebsiella oxytoca等微生物中存在
赖氨酸脱羧酶[2-4]。文献中研究比较广泛的是大肠杆
菌的赖氨酸脱羧酶，大肠杆菌中存在两种类型的赖
氨酸脱羧酶。一种是在低 pH环境下诱导产生的赖氨
酸脱羧酶，其编码基因为 cadA[5]，另外一种是组成
型的，其编码基因为 ldcC[6-7]。Krithika 等[8]研究了
来自大肠杆菌的两种赖氨酸脱羧酶 CadA 和 Ldc 的
反应动力学以及它们的酶学性质。 
赖氨酸脱羧酶催化赖氨酸脱羧得到的戊二胺是

一种重要的平台化合物，可以合成新型聚酰胺、新
型异氰酸酯和哌啶、吡啶等重要化合物。特别是用
戊二胺合成的新型聚酰胺，由于其结晶度、结晶结
构的不同以及内部官能团被氢键饱和的程度不同从
而具备新的特性。如聚酰胺 56具备阻燃性好、流动
性好等特点，这些新的特点都为下游的材料提供了
新的性能。 
生物法合成戊二胺主要有两条途径，一种是以

葡萄糖为原料，通过微生物发酵来直接合成戊二胺，
其代谢途径复杂，得到产物的转化率低，生成的戊
二胺对微生物有毒害作用。如在菌株谷氨酸棒杆菌
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032过量表达
来源于 E. coli的 cadA 基因得到菌株 TM45。TM45
可以用 50 g/L的葡萄糖生产 2.6 g/L的戊二胺[9]。如
Qian[10]等通过引入强启动子过表达赖氨酸脱羧
酶、敲除代谢戊二胺的相关基因等构建的大肠杆
菌 XQ56能产 9.6 g/L戊二胺。Kind等[11-13]通过代
谢工程系统改造，包括目的基因的启动子、密码
子优化、删除副产物乙酰戊二胺的相关酶系、提
高重组菌分泌戊二胺的能力等。这些改进将葡萄
糖到戊二胺的转化率提高到 17%。另外一条途径是
以赖氨酸为底物，用赖氨酸脱羧酶来催化生成戊二
胺，该工艺路径短、产物单一，但是催化效率需要
进一步提高，而且由于赖氨酸的价格不菲，限制了
生物法戊二胺的产业化。生物法制备戊二胺随着戊
二胺浓度的累积，反应液的 pH不断上升使得酶活大
大降低。Usheer K和 Irina Gutsche等[14]研究表明随
着 pH上升，大肠杆菌赖氨酸脱羧酶 CadA由十聚体
逐步解离成二聚体而丧失酶活。而为了维持酶活，

就需要添加大量的 pH缓冲试剂，这对后续的纯化和
产品质量带来影响。因此寻求不同于大肠杆菌的赖
氨酸脱羧酶，发掘新来源的赖氨酸脱羧酶的新功能，
解决上述瓶颈问题，是生物法合成戊二胺的一个重
要方向。 

本文主要通过扩增来源于产酸克雷伯氏菌
Klebsiella oxytoca的赖氨酸脱羧酶基因，将该基因
在 E. coli进行异源表达，将重组菌进行培养产酶，
并对重组菌的赖氨酸脱羧酶进行纯化，研究其相关
酶学性质。选择产酸克雷伯氏菌的主要原因是产酸
克雷伯氏菌在食物中广泛存在，并且产酸克雷伯氏
菌有较高的赖氨酸脱羧酶活力，能够累积一定量的
戊二胺[15]。在后续的研究过程中，作者尝试了目的
基因的密码子优化以及 RBS优化 (核糖体结合位点
优化)，证明了密码子优化和 RBS优化都是目的基因
提高表达效率的有效手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  引物 

本研究所用引物见表 1。 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers in this study 

Primer Sequence (5′–3′) 

KOldc-F 
GGCGAGCTCTTTTACCTGGAGATATGAC
TATGAACGTTATCGCAATCATG 

KOldc-R 
GGCTCTAGATTATTTGTTATTTTCTTCTTT
CAGCAC 

 

1.1.2  主要试剂 

琼脂粉、氯化钠、酵母粉和蛋白胨等购自国药集
团化学试剂有限公司；PCR试剂盒、内切酶 SacⅠ、
内切酶 XbaⅠ、内切酶 EcoRⅠ、连接酶、质粒小量
抽提试剂盒、琼脂糖、电转杯等购自上海生工生物
工程有限公司。DNA 回收试剂盒购自宝生物工程 
(大连) 有限公司，PCR引物由上海赛百盛基因技术
有限公司合成。除非特殊说明，采用的试剂均为分
析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  ldc基因的克隆与测序 

产酸克雷伯氏菌全基因组购买于 DSMZ 
(DSMZ6673)，以其为模板，根据 GenBank Accession 
No. CP003683.1 来设计 ldc 基因的扩增引物为
KOldc-F和 KOldc-R。设计 PCR扩增条件为：94 ℃ 
5 min；94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72  2.5 min℃ ，30个
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循环；72 ℃延伸 10 min。所得片段胶回收后与克隆
载体 pMD18-T连接，转化 E. coli JM109，挑取阳性
转化子。提取质粒酶切鉴定，并将重组质粒命名为
pMD18-KOldc，并测序 (测序工作由上海生工完成)。 

1.2.2  重组表达载体的构建及鉴定 

用 SacⅠ和 XbaⅠ分别酶切 pMD18-KOldc 和
pUC18质粒，回收 KOldc基因片段和 pUC18线性片
段后进行连接，所得质粒命名为 pUC18-KOldc。用
内切酶对 pUC18-KOldc进行酶切，凝胶电泳验证酶
切片段大小，将大小正确的 pUC18-KOldc质粒电击
转化 E. coli MG1655 K12 感受态细胞，得到含有
pUC18-KOldc 质粒的大肠杆菌细胞，命名为菌株
LN18。 

1.2.3  重组菌培养 

挑取在氨苄青霉素抗性 LB 平板培养基上的
LN18单菌落转接到液体 LB培养基中，加入氨苄青
霉素钠至终浓度为 100 mg/L，在 37 ℃、200 r/min
培养 15 h后至 OD560达到 5时，按照 1%的比例转接
至装发酵培养基的摇瓶，发酵培养基同摇瓶培养基，
IPTG的浓度为 0.5 mmol/L，37 ℃、200 r/min的搅
拌条件下培养过夜，发酵液的酶活可以达到 35 U/g
发酵液。 

1.2.4  赖氨酸脱羧酶粗酶制备和 SDS-PAGE 
所有的纯化步骤均在 4 ℃下进行，缓冲液使用

100 mmol/L 磷酸钾缓冲液 (pH 6.0)。将 LN18发酵
液进行离心收集，将收集的细胞悬浮于缓冲液中，
使用超声波振荡器（HM2412, Honda Electronics Co. 
Ltd. Toyohashi, Japan）进行细胞破碎。细胞碎片通
过离心去除。离心条件为 4 ℃、15 000 r/min离心   
15 min，上清液为无细胞提取液。取 40 mL无细胞
提取液加入到 40%饱和硫酸铵溶液中，在冰上搅拌
4 h。然后于 17 000 r/min离心 20 min。将离心后的
不溶物收集，将其溶解在 100 mmol/L磷酸钠缓冲液
中，冷冻干燥后存放于–20 ℃冰箱内，制备得到赖氨
酸脱羧酶粗酶蛋白。对粗酶蛋白进行 SDS-PAGE，
分析蛋白的分子量，浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度
为 12%，电泳结束后用考马斯亮蓝 R-250染色。 

1.2.5  赖氨酸脱羧酶酶活测定方法 

在 500 mL三角瓶中加入 pH值为 5.5的 5%的赖

氨酸盐酸盐溶液 100 g，加入 5’-磷酸吡哆醛至终浓

度为 0.1 mmol/L，最后加入上述 1.2.4制备的赖氨酸

脱羧酶粗酶蛋白，37 ℃、170 r/min振荡反应 10 min，

沸水浴终止反应，反应液测定戊二胺含量，以每分

钟 1 g赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白催化产生 1 μmol的戊

二胺定义为一个酶活单位，即 1 U。 

1.2.6  戊二胺测定方法 

利用核磁共振一维氢谱来定量分析酶反应液中
的戊二胺。取定量的样品和含有定量内标和重水溶
液混合。采用的仪器为 Bruker 400 Ultrashield Plus 
NMR核磁共振仪，程序为 FID 65536，扫描数为 16，
脉冲 14.49 μs，功率 17 W，样品温度 27 ℃。为了
提高测量的准确度，所有的样品都采用称重的方式。 

1.2.7  赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白的最适 pH 和 pH

稳定性 
分别配制 pH值为 4.0–10.0，浓度为 5%的赖氨

酸盐酸盐缓冲溶液，加入 5’-磷酸吡哆醛至终浓度为
0.1 mmol/L，加入纯化的赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白，测
定不同 pH值下赖氨酸脱羧酶 LDC的酶活。 
分别将纯化的赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白溶解于不

同 pH值缓冲液中，37 ℃静置保存 36 h后测定酶活，
确定此酶的 pH稳定性。 

1.2.8  赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白的最适温度及温度

稳定性 
配制 pH 值为 5.5，终浓度为 5%的赖氨酸盐酸

盐缓冲液 100 g，加入 5’-磷酸吡哆醛至终浓度为   
0.1 mmol/L，加入纯化的赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白，分
别在 20 ℃到 80 ℃不同温度下测定酶活，研究酶的
最适反应温度。 
将纯化的赖氨酸脱羧酶蛋白溶解于 pH值为 5.5

缓冲溶液中，静置于不同温度的水溶液中水浴保温
36 h，测定酶活力，考察温度对酶稳定性的影响。 

1.2.9  不同金属离子对粗酶酶活的影响 
在反应液中分别加入终浓度为 10 mmol/L的各

种离子，37 ℃测定赖氨酸脱羧酶 LDC酶活，不加金
属离子的作为对照。 

2  结果与分析 

2.1  ldc 基因在大肠杆菌中的表达 
以克雷伯氏菌基因组DNA为模板，用KOldc-F、

KOldc-R引物进行 PCR扩增。所得到片段与目的基
因 ldc的 2 148 bp大小一致 (约为 2.1 kb)，如图 1
所示。 
胶回收此目的片段，连接 pMD18-T载体构建得

到 pMD18-KOldc，转化大肠杆菌 E. coli JM109中，
提取质粒，经酶切鉴定后送出测序。测序结果通过
Blast进行比对，表明 PCR扩增获得的基因 ldc核苷 
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图 1  产酸克雷伯氏菌 ldc 基因的扩增 
Fig. 1  PCR products of ldc gene. M: marker; 1-2: ldc PCR. 
 

酸序列与 K. oxytoca E718的赖氨酸脱羧酶的基因序
列 (GenBank Accession No. CP003683.1) 同源性达
99%，为一个完整的阅读框。pMD-KOldc 用 SacⅠ
和 XbaⅠ进行双酶切，胶回收 KOldc 片段，将其与
经相同酶切线性化的 pUC18载体连接，将得到的重
组表达载体命名为 pUC18-KOldc。并将其转化大肠
杆菌 JM109，通过菌落 PCR筛选出阳性转化子，LB
培养后提取质粒，用 EcoRⅠ酶切验证确认。 

重组质粒 pUC18-KOldc通过电击转化入 E. coli 
MG1655 K12感受态细胞，首先通过菌落 PCR筛选
出阳性转化子。将阳性转化子液体培养后提取少量
质粒酶切验证，酶切验证正确的阳性转化子命名为
LN18。将 LN18 接种至含氨苄青霉素钠 (终浓度为
100 μg/mL) 的 LB培养基中，37 ℃振荡培养过夜，
次日转接，35 ℃培养至 OD560约 4–5，加入 IPTG过
夜诱导表达，发酵液酶活可达到 35 U。由于大肠杆
菌本身的赖氨酸脱羧酶 CadA的表达需要在低 pH、
有赖氨酸的诱导下才能表达，而且野生型的表达量
很低[7]。因此认为表达的为产酸克雷伯氏菌的赖氨
酸脱羧酶。将发酵液按照步骤 1.2.4制备得到的粗酶
的 1×SDS-PAGE电泳结果表明，LDC蛋白大小约为
80 kDa，结果见图 2。 

 

 
图 2  赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白 SDS-PAGE 电泳分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of proteins from strain LN18.  

2.2  产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶的最适反

应 pH 和 pH 稳定性 
每种酶都有其最适 pH，在最适 pH下催化反应

的速率是它的最高值。最适 pH的偏离，使得酶活性
部位的基团离子化发生变化从而降低酶的活力。本
研究考察在pH 4.0–10.0的范围内产酸克雷伯氏菌赖
氨酸脱羧酶粗酶的酶活变化，结果如图 3 所示。由
图 3可知，酶的最适反应 pH为 5.5左右，酶活达到
30 000 U左右，随着 pH值上升，酶活力逐渐降低，
当 pH值达到 7.5左右时，酶活几乎降低一半，当 pH
值偏酸性如 pH值为 4.0时，酶活也大幅下降。通过
比对前人的文献[8]，发现产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱
羧酶的最适 pH和大肠杆菌的赖氨酸脱羧酶CadA相
近，最适 pH都为 5.5，但与大肠杆菌的赖氨酸脱羧
酶 CadA在 pH 8.0几乎没有酶活不同，产酸克雷伯
氏菌赖氨酸脱羧酶在 pH 8.0 的酶活能达到最适 pH
值酶活的 30%以上。 
将粗酶蛋白在不同 pH缓冲液 (pH 4.0–10.0) 中

于 37 ℃处理 36 h后，测定其相对酶活，相对酶活为
处理前后的酶活百分比，结果如图 3 所示。产酸克
雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶在 pH 5.0–6.0范围内比较稳
定，能保持 80%以上的酶活力；pH 7.0以上，酶稳
定性迅速下降。 

2.3  产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶的最适反

应温度和温度稳定性 
温度从两方面影响酶促反应的速率，升高温度

增加底物分子的热能，提高反应的速率，但是较高
温度会增加构成酶本身蛋白质结构的分子热能，增
加了多重弱的非共价键相互作用破裂的机会，这些
相互作用维系着酶的三维结构，最终将导致酶的变
性。酶的三维构象会改变活性部位的结构，从而改
变酶的催化活性。本研究将 pH值为 5.5的赖氨酸脱
羧酶溶液放置于 20 ℃–80 ℃的环境中测定酶活，结
果见图 4，由图 4 可知该粗酶的最适反应温度为
55 ℃，在该温度下酶活达到 37 000 U。 

 

 
图3  产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶的最适反应pH和pH
稳定性 
Fig. 3  The optimal pH and pH stability for LDC. 
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图 4  产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶的最适反应温度和温

度稳定性 
Fig. 4  The optimal temperature and temperature stability 
for LDC. 

 

温度稳定性试验结果如图 4 所示，产酸克雷伯
氏菌赖氨酸脱羧酶粗酶蛋白在 40 ℃以下较稳定，相
对酶活没有变化，在 40 ℃以上，酶稳定性逐渐下降，
到达 60 ℃时 LDC相对活力下降接近 80%。 

2.4  不同金属离子对产酸克雷伯氏菌赖氨酸

脱羧酶活性的影响 
金属离子经常可以作为酶促反应的辅因子，因

此在酶促反应中经常添加某些金属离子来促进酶促
反应的进行。赖氨酸脱羧酶反应需要 5’-磷酸吡哆醛
作为辅酶。反应体系中添加各种金属离子考察对酶
活的影响，其中以不加离子时的酶作为对照，设其
酶活为 100%，结果表明 K+、Na+、Co2+金属离子对
酶促反应影响较小，Mg2+对酶活有促进作用，相对
酶活为 113，而 Fe2+、Zn2+、Ca2+有一定的抑制作用。 

3  讨论 
产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶基因可以在大肠

杆菌中得到很好的表达。构建的重组菌 LN18 经过
LB 培养基培养过夜后用终浓度为 0.5 mmol/L 的
IPTG 诱导培养，发酵液酶活可以达到 35 U/g 发酵
液，对发酵液的赖氨酸脱羧酶进行纯化，得到赖氨
酸脱羧酶蛋白，酶活可以达到 30 000 U。赖氨酸脱
羧酶粗酶的最适反应 pH值为 5.5，最适反应温度为
55 ℃。和大肠杆菌的赖氨酸脱羧酶 CadA在 pH 8.0
几乎没有酶活不同，产酸克雷伯氏菌赖氨酸脱羧酶
在 pH 8.0左右仍然能保持在最优 pH下酶活的 30%
以上。这可能使得在生物催化过程中可以减少 pH缓
冲盐的加入，有利于后续的产品纯化和提高产品的
质量，对生物法合成戊二胺的产业化具备较好的应
用价值。离子实验表明，K+、Na+、Co2+金属离子对
酶促反应影响较小，Mg2+对酶有促进作用，Fe2+、
Zn2+、Ca2+有一定的抑制作用。下一步研究将对该酶

进行异源表达优化和分子定向进化，进一步提高酶
的表达量和发掘酶在高 pH 下的表现性能，为生物
法合成戊二胺的产业化奠定基础。 
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