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利用谷氨酸棒状杆菌高效表达枯草芽孢杆菌的

谷氨酰胺合成酶发酵生产 Ｌ－谷氨酰胺
白　 婧ꎬ吴桐思雨ꎬ王　 期ꎬ殷志敏

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子医学重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 谷氨酰胺合成酶(ＧＳ)是用于合成 Ｌ－谷氨酰胺(Ｌ￣Ｇｌｎ)过程中的关键酶ꎬ然而 ＧＳ 的酶活受到多种因素的

影响ꎬ导致其酶活不强ꎬ产物 Ｌ￣Ｇｌｎ 偏低. 本研究以 ＧＳ 的基因为研究对象ꎬ构建谷氨酸棒状杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)的高效表达系统. 利用 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中的两种强启动子:ｔａｃ 启动子(Ｐｔａｃ)和麦芽糖启动子(Ｐｍａｌ)ꎬ比
较不同启动子的作用下 ＧＳ 的酶活力ꎻ其次ꎬ为了避免腺苷酰化对 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ 的抑制作用ꎬ将 ＧＳ 的腺苷酰

化位点突变成苯丙氨酸(Ｔｙｒ４０５Ｐｈｅ)ꎻ同时由于枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)的 ＧＳ 不受腺苷酰化作用的影响ꎬ故
将 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 基因导入到 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的表达系统中ꎬ比较两种基因来源不同 ＧＳ 的酶活高低ꎬ以期达

到高产 Ｌ￣Ｇｌｎ 的目的. 本研究第一次应用 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 来源的 ＧＳ 在 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的系统中表达. 最终的结果表

明ꎬ在 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的表达系统中ꎬＰｔａｃ 比 Ｐｍａｌ 的效果更好ꎬ来自 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 比来自 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ
酶活力更高. 重组菌 ＢＪ２ 有最高的酶活力和产量ꎬＬ￣Ｇｌｎ 的最终产量达到 ３２.５ ｇ / Ｌ.
[关键词] 　 谷氨酸棒状杆菌ꎬｔａｃ 启动子ꎬｍａｌ 启动子ꎬ谷氨酰胺合成酶
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Ｂａｉ ＪｉｎｇꎬＷｕ ＴｏｎｇｓｉｙｕꎬＷａｎｇ ＱｉꎬＹｉｎ Ｚｈｉｍｉｎ

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＩｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００２３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ( ＧＳ) ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ( Ｌ￣Ｇｌｎ) ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧＳ ｉｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｍａｎｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
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ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｗｉｔｈ ｇｌｎＡ ｇｅｎｅ. Ｗｅ ｔｅｓｔｅｄ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｏｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓꎬｐｒｏｍｏｔｅｒ ｔａｃ(Ｐｔａｃ)ꎬａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍａｌ
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ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ’ｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇｉｖｅｎ ｓｙｓｔｅｍ. Ｌｉｇｈｔ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ＧＳ
ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｉｎ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｈａｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｔａｃ ｗａｓ ｍｏｒｅ
ｃａｐａｂｌｅ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｌ￣Ｇｌｎ ｉｎ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｓｙｓｔｅｍ. ＧＳ ｅｎｚｙｍｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈａｎ
Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ’ｓ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ＢＪ２ ｈａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ＧＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅ ３２.５ ｇ / Ｌ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ.
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目前很多蛋白和非蛋白代谢产物都可以通过基因工程技术ꎬ在载体上连接目的基因的编码序列ꎬ导入

受体菌中以达到产生新的代谢途径或获得高产菌株的目的[１] . 在细菌中ꎬ大肠杆菌作为受体菌长期以来

一直受到大家的青睐. 但是大肠杆菌是革兰氏阴性菌ꎬ外排到培养液中的代谢产物极其有限ꎬ而且高表达
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白　 婧ꎬ等:利用谷氨酸棒状杆菌高效表达枯草芽孢杆菌的谷氨酰胺合成酶发酵生产 Ｌ－谷氨酰胺

外源基因经常会形成无活性的包涵体. 因此ꎬ我们急需一种更加高效的可以分泌代谢产物的菌体. 谷氨酸

棒状杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)是革兰氏阳性菌ꎬ非致病菌且不产生孢子ꎬ长期以来一直用于工业

生产多种 Ｌ 型氨基酸[２] . 每年大约有 ７００ ０００ ｔ 的 Ｌ－谷氨酸和 ３００ ０００ ｔ 的 Ｌ－赖氨酸都是通过谷氨酸棒状

杆菌发酵生产出来的. 自从 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ 和 ＡＴＣＣ１４０６７ 的全基因组测序完成以

后ꎬ它在工业生产和基因工程方面的应用潜能进一步被挖掘[３] .
在过去ꎬ人们期望通过经典的随机诱变育种技术筛选出高产 Ｌ－谷氨酰胺(Ｌ￣Ｇｌｎ)的菌株ꎬ这种方法工

作量大、随机性、不可控性的缺陷很明显. 后来人们又用酶法将 Ｌ￣Ｇｌｕ 转变成 Ｌ￣Ｇｌｎꎬ这种方法的缺点是成

本过高ꎬ难以进一步放大生产ꎬ另一个问题是 ＡＴＰ 的再生问题[４ꎬ６] . 因此ꎬ更加明智的方法是利用现代分子

生物学技术ꎬ构建高产 Ｌ￣Ｇｌｎ 的工程菌株[５] .
为了实现 Ｌ￣Ｇｌｎ 的工业化生产和提高 Ｌ￣Ｇｌｎ 的产量ꎬ作者采用基因重组手段构建了多种重组菌株ꎬ比

较了含有不同启动子和不同来源的谷氨酰胺合成酶的重组菌在发酵液中的表现. 最终实验结果表明ꎬ将
强启动子 ｔａｃ 与枯草芽孢杆菌的谷氨酰胺合成酶组合ꎬ构建得到的 ＢＪ２ 工程菌株ꎬ在谷氨酸棒状杆菌的发

酵体系中培养ꎬ表现出了较强的酶活和较高的 Ｌ￣Ｇｌｎ 产量ꎬ本研究为今后国内高产菌株的开发与应用奠定

了坚实的基础.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株与质粒

Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ꎬＥ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 为本实验室保存ꎻＥ􀆰 ｃｏｌｉ￣Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 穿梭表达质粒 ｐＥＫＥＸ２
为南京师范大学尚广东副教授馈赠ꎻｐＥＴ￣３Ｃ 质粒由本实验室保存.
１.１.２　 试剂和仪器

Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＤＮＡ 限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 均购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎻ质粒小提试剂盒和胶回收试剂盒、ＰＣＲ 纯化试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ 公司产品ꎻＰＣＲ 引物购自上海

英俊生物技术公司ꎻ３０％的丙烯酰胺购自上海伯乐生物公司ꎻ卡那霉素、蛋白分子量标准购自上海生工公

司ꎻ细菌基因组提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司ꎻ谷氨酰胺合成酶(ＧＳ)酶活测试盒ꎬ葡萄糖测

试盒ꎬ谷氨酰胺测试盒均购自南京建成生物科技有限公司ꎻＦｌａｇ 抗体ꎬ荧光标记二抗购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ胰蛋白胨、酵母粉为进口分析纯ꎬ其余试剂均为国产分析纯ꎻ电转化仪为 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司的 Ｇｅｎｅ
ＰｕｌｓｅｒⅡꎻＰＣＲ 仪为 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司的 Ｓ１０００ꎻ美国宝特 Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 生产的酶标仪ꎻ英国 Ｓａｎｙｏ 公司生产的超声波

破碎仪(Ｓｏｎｉｐｒｅｐ１５０)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＨＰＬＣ 检测系统.
１.１.３　 ＤＮＡ 测序

由南京思普金生物公司完成测序.
１.２　 方法

１.２.１　 质粒的构建

本实验所使用和构建的质粒和工程菌株均列于表 １ꎬＰＣＲ 引物列于表 ２. 以 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２
的基因组为模板[７ꎬ８]ꎬ扩增得到 １ ４３４ ｂｐ 的谷氨酰胺合成酶基因 ｇｌｎＡꎬ为解决 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的谷氨酰胺合

成酶受到腺苷酰化作用的影响[９－１２]ꎬ设计定点突变引物ꎬ通过融合 ＰＣＲ 的方法ꎬ将 ｇｌｎＡ ４０５ 位的酪氨酸

(Ｔｙｒ４０５)突变成苯丙氨酸(Ｐｈｅ４０５) [８ꎬ１３ꎬ１４]ꎬ以 ＳａｌⅠ￣ＳａｃⅠ酶切后ꎬ连接到 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ￣Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 穿梭表达

载体 ｐＥＫＥＸ２ 上ꎬ获得 ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍꎻ有文献报道ꎬ枯草芽孢杆菌的 ＧＳ 不受腺苷酰化作用的影

响[１２]ꎬ以实验室保存的重组质粒 ｐＥＴ３Ｃ￣ｇｌｎＡＢＳ为模板ꎬ扩增出来源于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的谷氨酰胺合成酶基

因 ｇｌｎＡＢＳꎬ用 ＳａｌⅠ￣ＫｐｎⅠ双酶切之后ꎬ插入到 ｐＥＫＥＸ２ 中ꎬ获得重组质粒 ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ .
麦芽糖(ｍａｌ)启动子是 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 表达系统中的强启动子[１５]ꎬ我们构建了 ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡｍꎬ

ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡＢＳ . 首先设计引物分别将 ｍａｌ 启动子和 ｇｌｎＡｍ、ｇｌｎＡＢＳ进行融合 ＰＣＲꎬ将获得的融合片段

Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡｍ 和 Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡＢＳ用 ＡｐａⅠ￣ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ纯化后插入载体 ｐＥＫＥＸ２ 中.
透明颤菌(Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌａ)含有血红蛋白(ＶＨｂ)ꎬ能够解决细菌在贫氧条件下的生长问题. 本实验尝试利

用透明颤菌的血红蛋白基因(ｖｇｂ)来解决 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 发酵过程中能量供给不足的难题ꎬ从而提高 Ｌ￣Ｇｌｎ
—９７—
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的产量[１６] . 为此分别构建了 ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ￣ｖｇｂ￣Ｆｌａｇ、ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ￣ｖｇｂ￣Ｆ、ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ￣
Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ 和 ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ￣Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ.

表 １　 本研究的菌株和质粒

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

菌种和质粒 基因型 来源

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α Ｆ－ꎬΔ( ｌａｃＺＹＡ￣ａｒｇＦ)Ｕ１６９ꎬｄｅｏＲꎬｒｅｃＡ１ꎬｅｎｄＡ１ꎬｐｈｏＡꎬｓｕｐＥ４４ꎬ
ｇｙｒＡ９６ꎬｒｅｌＡ１ꎬλ￣ꎬｔｈｉ￣１ꎬｈｓｄＲ１７(ＲＫ－ꎬＭＫ＋) 本实验室保存

Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ １３０３２ Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ 本实验室保存

ｐＥＫＥＸ２ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ￣Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｓｈｕｔｔｌｅ ｖｅｃｔｏｒꎬＫｍＲ 本实验室保存

ＢＪ￣１ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２ 本研究构建

ＢＪ￣２ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ 本研究构建

ＢＪ￣３ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ 本研究构建

ＢＪ￣４ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡＢＳ 本研究构建

ＢＪ￣５ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡｍ 本研究构建

ＢＪ￣６ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ ￣ｖｇｂ￣Ｆ 本研究构建

ＢＪ￣７ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ ￣ｖｇｂ￣Ｆ 本研究构建

ＢＪ￣８ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ ￣Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ 本研究构建

ＢＪ￣９ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ ￣Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ 本研究构建

表 ２　 本研究所使用的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 序列(５′ ｔｏ ３′)

Ｐｒｉｍｅｒ１ 　 　 ＧＣＧＴＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＧＡＴＡＴＧＧＣＧＴＴＴＧ(ＳａｌⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ２ 　 　 ＣＴＧＧＴＧＧＴＡＧＴＴＣＧＡＡＧＡＧＧＴＣＣＴＴＧＴＣＣＡＣ

Ｐｒｉｍｅｒ３ 　 　 ＧＴＧＧＡＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＴＣＧＡＡＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧ

Ｐｒｉｍｅｒ４ 　 　 ＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＧＣＡＧＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＡＴＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧ(ＳａｃⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ５ 　 　 ＧＣＧＴＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＧＡＴＡＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＣＡＣＴＡＧＡＧ(ＳａｌⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ６ 　 　 ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＡＴＴＧＡＧＡＣＡＴＡＴＡＣＴＧＴＴＣＧＣＧＣＴＣ(ＢａｍＨⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ７ 　 　 ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＧＡＣＡＡＴＴＡＡＴＣＡＴＣＧＧＣＴＣＧＴＡＴＡＡＴＧＴＧＴＧ(ＫｐｎⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ８ 　 　 ＧＧＴＴＴＧＣＴＧＧＴＣＴＡＡＣＡＴＡＴＣＴＡＴＡＴＣＴＣＣＴＴＣＡＴＧＣＡＡＧＣＴＴＧＧＣＧＴＡＡＴＣ

Ｐｒｉｍｅｒ９ 　 　 ＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＧＡＴＡＴＧＴＴＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＡＣＣ

Ｐｒｉｍｅｒ１０ 　 　 ＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴＴＣＡＡＣＣＧＣＴＴＧＡＧＣ(ＳａｃⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ１１ 　 　 ＧＣＧＧＧＣＣＣＣＣＴＣＴＣＧＣＧＴＧＣＣＣＣＡＡＣ(ＡｐａⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ１２ 　 　 ＧＴＴＴＣＡＡＡＣＧＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴ

Ｐｒｉｍｅｒ１３ 　 　 ＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＴＣＡＴＧＧＣＧＴＴＴＧＡＡＡＣ

Ｐｒｉｍｅｒ１４ 　 　 ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＣＡＧＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＡＴＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧ(ＫｐｎⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ１５ 　 　 ＧＣＧＧＧＣＣＣＣＣＴＣＴＣＧＣＧＴＧＣＣＣＣＡＡＣ(ＡｐａⅠ)

Ｐｒｉｍｅｒ１６ 　 　 ＴＧＴＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴ

Ｐｒｉｍｅｒ１７ 　 　 ＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＴＣＡＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＣＡ

Ｐｒｉｍｅｒ１８ 　 　 ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＡＴＡＴＴＧＡＧＡＣＡＴＡＴＡＣＴＧＴＴＣＧＣＧ(ＫｐｎⅠ)

１.２.２　 发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎ 的培养条件、生产曲线和葡萄糖残糖量的检测

１.２.２.１　 发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎ 的培养条件

Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的种子液培养用 ＬＢＧ 培养基(葡萄糖 ５ ｇ / Ｌꎬ胰蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母粉 ５ ｇ / Ｌꎬ氯化钠

５ ｇ / Ｌꎬ固体培养基中添加 １.５％的琼脂粉)ꎻ感受态细胞的制备和电转化用 ＬＢＨＩＳ 培养基(蛋白胨 ５ ｇ / Ｌꎬ
氯化钠 ５ ｇ / Ｌꎬ酵母提取物 ２.５ ｇ / Ｌꎬ脑心浸出液 １８.５ ｇ / Ｌꎬ山梨醇 ９１ ｇ / Ｌꎬ固体培养基中添加 １.５％的琼脂

粉)ꎻ发酵培养基(葡萄糖 １００ ｇ / Ｌꎬ硫酸铵 ７０ ｇ / Ｌ[１７ꎬ１８]ꎬ玉米浆 １２ ｇ / Ｌꎬ氯化钠 ２ ｇ / Ｌꎬ磷酸氢二钾 ８ ｇ / Ｌꎬ磷
酸二氢钾 ２ ｇ / Ｌꎬ硫酸镁 ０.５ ｇ / Ｌꎬ硫胺素 １ ｍｇ / Ｌꎬ生物素 ６ μｇ / Ｌꎬ硫酸锰 ０.４ ｍｇ / Ｌꎬ四硼酸钠 ０.０４ ｍｇ / Ｌꎬ硫
酸锌０.１ ｍｇ / Ｌꎬ硫酸亚铁 ５ ｇ / Ｌ[１９ꎬ２０]) . 含有 Ｐｍａｌ 的重组菌ꎬ麦芽糖在发酵培养基中既作碳源ꎬ又作诱导剂.
接菌前ꎬ在培养基中加入 ５０ μｇ / ｍＬ 的卡那霉素(Ｋａｎ)ꎬ培养过夜后ꎬ转接至 ２０ ｍＬ 的发酵培养基中ꎬ使初

始 ＯＤ 值约为 ０.２ꎻ当菌体长到对数中后期时ꎬ加入 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导 ＧＳ 表达ꎻ整个发酵过程中ꎬ培
—０８—
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养温度 ３０ ℃ꎬ用 ＮＨ３􀅰Ｈ２Ｏ 调控 ｐＨꎬ使发酵培养基中的 ｐＨ 保持在 ６.０~６.５[１７ꎬ２１] .
１.２.２.２　 生长曲线的测定和残糖量的检测

选取 重 组 菌 ＢＪ１ ( Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ / ｐＥＫＥＸ２ )、 ＢＪ２ ( Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ / ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ ) 和 ＢＪ３ ( Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ /
ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ)在发酵培养基中培养ꎬ初始的 ＯＤ 值为 ０.２ꎬ在发酵前期 ３２ ｈꎬ每隔 ２ ｈ 测一次 ＯＤꎻ
３２ ｈ 后ꎬ每隔 ４ ｈ 测一次 ＯＤ. 用从南京建成生物科技有限公司购买的葡萄糖测试盒ꎬ测定发酵培养基中剩

余的葡萄糖的含量.
１.２.３　 谷氨酸棒状杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２ 感受态细胞的制备和电转化

１.２.３.１　 谷氨酸棒状杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２ 感受态细胞的制备

从－８０ ℃冰箱中取出冻存的野生型的 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ꎬ在 ＬＢＧ 固体培养基上划线复壮ꎬ在
３０ ℃培养箱中培养 ２４ ｈ. 然后ꎬ挑取单菌落至 ４ ｍＬ 的 ＬＢＧ 液体培养基中ꎬ在 ３０ ℃的摇床中ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培

养 １６ ｈ. 接着ꎬ转接至 １６０ ｍＬ 的 ＬＢＨＩＳ 液体培养基中ꎬ当培养基中的 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＯＤ６００值达到 ０.５ 左

右时收菌ꎬ５ ０００ ｇꎬ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ４０ ｍＬ 的冰预冷的 ＴＧ 缓冲液(１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液

ｐＨ ７.５ꎬ１０％甘油)和冰预冷的 １０％甘油分别清洗沉淀菌 ２ 次ꎬ最后用 ５００ μＬ 的 １０％的冰预冷的甘油重悬

沉菌ꎬ分装在 １.５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中ꎬ每管 １００ μＬꎬ在－８０ ℃冰箱中保存.
１.２.３.２　 电转化方法

从－８０ ℃冰箱中取出 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ 的感受态细胞ꎬ放在冰上融化ꎬ电击杯也放在冰上遇

冷ꎻ吸取 １ μＬ 的重组质粒至感受态细胞中ꎬ反复吹打混匀后ꎬ将其转至电击杯中ꎬ注意不能有气泡ꎬ放入电

转仪 Ｇｅｎｅ ＰｕｌｓｅｒⅡ电击ꎬ２５ Ｆ、１２.５ ｋＶ / ｃｍ、２００ Ωꎻ电击后立刻转移到 １.５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中ꎬ加入 ８００ μＬ 的

ＬＢＨＩＳ 液体培养基ꎬ４６ ℃水浴锅中热击 ６ ｍｉｎꎻ放在 ３０ ℃的摇床 ２００ ｒ / ｍｉｎꎬ培养 １.５ ｈ 后涂布在 ＬＢＨＩＳ 固

体培养基上ꎬ３０ ℃下培养 １ ｄ~２ ｄ.
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组蛋白的表达

用接菌环从平板上挑取新复壮重组菌ꎬ接菌到 ４ ｍＬ 的 ＬＢＧ 液体培养基中(含有 ５０ μｇ / ｍＬ Ｋａｎ)ꎬ３０ ℃ꎬ
２２０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 １２ ｈ. 将菌液转接至 ２０ ｍＬ 新鲜的发酵培养基中ꎬ使初始 ＯＤ６００为 ０.２ꎬ３０ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 震

荡培养ꎬ待 ＯＤ６００值达到 ７ ~ １０ 时ꎬ加入终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧꎬ诱导过夜. 取 ５ ｍＬ 培养液 ４ ℃下

１２ ０００ ｇ离心 ２ ｍｉｎ 收菌ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 溶液洗涤 ２ 次ꎬ最后用 ２００ μＬ ＰＢＳ 溶液重悬ꎬ加入 １４.３ ｍｍｏｌ / Ｌ β－巯
基乙醇和 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ 后进行超声波破碎[２２] . ４ ℃下 １２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 去除细胞碎片ꎬ收集上清即得

蛋白粗提液ꎬ用标准 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测重组蛋白的表达[２３] .
１.２.５　 谷氨酰胺合成酶的酶活力的检测

粗酶液提取方法同 １.２.４ꎬ利用谷氨酰胺合成酶(ＧＳ)酶活测试盒检测重组菌中 ＧＳ 的酶活.
１.２.６　 ＨＰＬＣ 检测 Ｌ￣Ｇｌｎ 的产量

本实验选用 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２ 柱(４.６×１５０ ｍｍꎬ直径 ５ μｍ)ꎬ以乙腈－５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸二氢钾缓冲液(用磷

酸调 ｐＨ 值至 ４.０)ꎬ７０ ∶３０ 为流动相ꎻ流速为 １.０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ紫外检测波长为 ２１５ ｎｍꎻ柱温为 ４０ ℃ .

２　 结果与分析

２.１　 生长曲线的测定和葡萄糖消耗量的检测

生长曲线是测定细胞绝对生长数的常用方法ꎬ也是判定细胞活力的重要指标. 本实验通过对重组谷氨酸

棒状杆菌生长曲线的测定ꎬ可以得到重组菌 ＢＪ１、ＢＪ２、ＢＪ３ 进入对数生长期和稳态期的时间. 如图 １(ａ)所示ꎬ
重组菌的生长曲线与含有空载体的对照菌 ＢＪ１ 基本相同ꎬ这说明导入外源表达载体不会影响重组菌的正

常生长. 重组菌 ＢＪ２、ＢＪ３ 在 ４ ｈ~１３ ｈ 为对数生长期ꎬ１５ ｈ 之后进入稳态期ꎻ含有空载体的对照菌 ＢＪ１ 的对

数生长期为 ４ ｈ~１６ ｈꎬ在 １８ ｈ 以后进入稳态期. 通常ꎬ为更好地诱导酶的表达ꎬ需要在对数生长期的中后

期添加 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ~１.０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ因此ꎬ根据图 １(ａ)所示ꎬ在重组菌生长到对数生长期的中后期约为

７ ｈ~１０ ｈ 时ꎬ及时向发酵培养基中加入 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ.
为精确地测定培养基中葡萄糖的含量ꎬ整个发酵过程中没有向培养基中加入额外的葡萄糖和其他碳

源. 如图 １(ｂ)所示ꎬ前 ２４ ｈꎬ葡萄糖的含量急剧下降ꎬ说明在进入对数生长期之后ꎬ菌体迅猛增长ꎬ消耗大

量的碳源来维持能量ꎻ在 ２４ ｈ 时ꎬ菌体已生长到稳态期ꎬ葡萄糖的剩余量约为 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ２４ ｈ~６０ ｈꎬ葡萄

—１８—
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糖的下降趋势缓慢ꎻ６０ ｈ 时ꎬ葡萄糖基本消耗殆尽. 因此ꎬ为了保证发酵菌液的长势良好、代谢旺盛ꎬ需在

２４ ｈ 前补加足够菌体生长的葡萄糖ꎬ并在 ２４ ｈ、３６ ｈ 和 ４８ ｈ 分别补加 １０ ｇ / Ｌ 的葡萄糖.

图 １　 生长曲线和葡萄糖的消耗曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｔｅｎｄｅｎｃｙ
　 　 (ａ)ＢＪ１、ＢＪ２ 和 ＢＪ３ 发酵培养过程中的生长曲线. 过夜培养的种子液转接到新鲜发酵培养基中ꎬ使初始 ＯＤ６００为 ０.２ꎬ在 ３２ ｈ 之前每

隔 ２ ｈ 测一次 ＯＤ６００的吸光值ꎬ之后每隔 ４ ｈ 测一次 ＯＤ 值ꎻ(ｂ)ＢＪ２、ＢＪ３、ＢＪ８、ＢＪ９ 培养基中残糖量的测定ꎬ从 １２ ｈ 开始每隔 １２ ｈ 取样测

一次葡萄糖的含量

(ａ)Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ＢＪ１ꎬＢＪ２ ａｎｄ ＢＪ３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ３０ ℃ . Ｔｈｅ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｔｏ ａｎ ＯＤ６００ ｏｆ ０.２ ｉｎ Ａ ｍｅｄｉｕｍꎬｉｎｃｕ￣

ｂａｔｅｄ ａｎｄ ＯＤ６００ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ ２ ｈ(ｂｅｆｏｒｅ ３２ ｈ)ｏｒ ４ ｈ(ａｆｔｅｒ ３２ ｈ)ꎻ(ｂ)Ｔｈｅ ｇｒａｐｈ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｂｙ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

ＡＴＣＣ１３０３２ ＢＪ２ / ＢＪ３ / ＢＪ８ / ＢＪ９ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｈｏｌｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图 ２　 不同菌种的 ＧＳ 酶催化活性

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃａｔａｌｙｚｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＳ
　 　 (ａ)单启动子酶活. 新鲜活化的菌液接种到含有 ２０ ｍＬ 发酵培养基的 ２５０ ｍＬ 的锥形瓶中ꎬ３０ ℃ ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ６０ ｈꎬｐＨ 控制在

６.５ꎬ每 １２ ｈ 取样测一次酶活ꎻ(ｂ)为了研究 ＶＨｂ 蛋白对 ＧＳ 酶活的影响ꎬ将新鲜活化的 ＢＪ６ ~ ＢＪ９ 菌株接种到含有 ２０ ｍＬ 发酵培养基的

２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ３０ ℃ ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ６０ ｈꎬｐＨ 控制在 ６.５ꎬ每隔 １２ ｈ 取样测一次酶活

(ａ)Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ２５０ ｍＬ Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ ｆｌａｓｋｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２０ ｍＬ ｏｆ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ３０ ℃ ｆｏｒ ６０ ｈ ｗｉｔｈ ｓｈａｋｉｎｇ(２２０ ｒ / ｍｉｎ) . Ｔｈｅ ｄａｔａ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ １２ ｈ. ｐＨ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ａｔ ６.５ꎻ(ｂ)Ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｇｂ’ｓ ｌｏｃｉ ｏｎ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬＢＪ６ ~ ＢＪ９ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｇｒｏｗｎ ｉｎ ２５０ ｍＬ Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ ｆｌａｓｋｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２０ ｍＬ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ３０ ℃ ｆｏｒ ６０ ｈ ｗｉｔｈ ｓｈａｋｉｎｇ(２２０ ｒ / ｍｉｎ) . Ｔｈｅ ｄａｔａ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ １２ ｈꎬｐＨ
ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ａｔ ６.５

２.２　 谷氨酰胺合成酶的酶活检测

ＧＳ 的酶活力用南京建成生物技术公司生产的谷氨酰胺合成酶(ＧＳ)酶活测试盒检测. 如图 ２(ａ)所
示ꎬＧＳ 的酶活力在 ６０ ｈ 时达到最大值. ＢＪ２ 酶活力大约为对照组 ＢＪ１ 酶活力的 １０ 倍左右ꎬＢＪ３ 的酶活力

大约为 ＢＪ１ 酶活力的 ５ 倍左右ꎻ重组菌 ＢＪ２ꎬＢＪ３ 都是在 Ｐｔａｃ 作用下的ꎬ与同在 Ｐｍａｌ 作用下的 ＢＪ４ꎬＢＪ５ 的

酶活力相比ꎬＢＪ２ꎬＢＪ３ 的 ＧＳ 酶活力远远高于 ＢＪ４、ＢＪ５. 结果表明ꎬ无论是连接 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 还是

Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳꎬＰｔａｃ 转录表达 ＧＳ 的效果都要比 Ｐｍａｌ 的效果好ꎬ可能因为在重组谷氨酸棒状杆菌的

发酵过程中ꎬ含有 Ｐｍａｌ 的重组菌所用的碳源和诱导剂均为麦芽糖ꎬ麦芽糖作为碳源的效果不如葡萄糖好ꎬ
麦芽糖作诱导剂的效果也远不如 ＩＰＴＧ 好ꎻ其次ꎬ比较在相同启动子作用下ꎬ不同来源的 ＧＳ 酶活力高低.
ＢＪ２ 的酶活力大约为 ＢＪ３ 的 ２~３ 倍ꎻＢＪ４ 和 ＢＪ５ 相比ꎬ在发酵前期酶活力相差无异ꎬ６０ ｈ 之后ꎬＢＪ４ 的酶活

上升ꎬ明显高于 ＢＪ５. 结果表明ꎬ在相同启动子作用下ꎬＢａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 酶活力更高ꎬ可能因为来源

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 不会受到腺苷酰化作用的影响ꎬ即使 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ 为避免腺苷酰化的影响ꎬ将

—２８—
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ｇｌｎＡ Ｔｙｒ４０５ 突变成 Ｐｈｅ４０５ꎬ也没有将 ＧＳ 的来源换掉效果好. 因此我们将 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 应用于谷

氨酸棒状杆菌的表达系统中ꎬ对发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎ 有重要的参考价值.
为了验证 ｖｇｂ 基因是否在 Ｌ￣Ｇｌｎ 的发酵生产中发挥作用ꎬ我们又构建了 ４ 个重组菌株ꎬ分别命名为

ＢＪ６、ＢＪ７、ＢＪ８ 和 ＢＪ９(表 ２) . 由于 Ｐｍａｌ 的作用没有 Ｐｔａｃ 效果好ꎬ因此构建 ＢＪ６、ＢＪ７、ＢＪ８、ＢＪ９ 时选用的启动

子都是 Ｐｔａｃ. ＢＪ６、ＢＪ７ 是单启动子设计ꎬ表达融合蛋白ꎻＢＪ８、ＢＪ９ 是双启动子设计ꎬ分别表达 ＧＳ 和 ＶＨｂꎬ其
目的是检测 ＶＨｂ 蛋白对 ＧＳ 酶活力和 Ｌ￣Ｇｌｎ 产量的影响. 加入 ｖｇｂ 基因后(图 ２ｂ)ꎬ各个重组菌 ＧＳ 的酶活

力没有显著差异ꎬ而且酶活反而下降ꎬ与对照组 ＢＪ１ 的酶活相似ꎬ说明 ＶＨｂ 蛋白对 ＧＳ 的表达有负影响ꎬ导
致其酶活下降ꎬ可能因为一个载体上同时表达两种蛋白ꎬ而且它们互相抑制从而导致酶活下降.
２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组蛋白的表达

为了更加精确地检测重组菌 ＢＪ６ ~ ＢＪ９ 中ꎬ目的蛋白 ＶＨｂ 和 ＧＳ 的表达情况ꎬ我们在构建时于目的基

因 ｇｌｎＡｍ、ｇｌｎＡＢＳ和 ｖｇｂ 的羧基端加了 Ｆｌａｇ－标签(表 １)ꎬ用 Ｆｌａｇ 抗体(１ ∶１０００)检测重组蛋白的表达水平以

及稳定性. 如图 ３ 所示ꎬＧＳ 和 ＶＨｂ 蛋白均能正常稳定表达ꎬ且没有降解ꎬ表明在重组菌 ＢＪ６~ＢＪ９ 中ꎬＧＳ 酶

活下降的原因是在同一个表达载体 ｐＥＫＥＸ２ 上ꎬ同时表达 ２ 个蛋白 ＶＨｂ 和 ＧＳꎬＶＨｂ 对 ＧＳ 的酶活有抑制

作用.

图 ３　 重组蛋白的表达检测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ｆｌａｇ 标签抗体检测 ＢＪ６~ＢＪ９ 的蛋白提取液中融合蛋白表达情况:ＢＪ６ 表达 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ 酶和 ＶＨｂ 的融合蛋白(６９ ｋＤａ)ꎬ
ＢＪ７ 表达 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 酶和 ＶＨｂ 的融合蛋白(６７ ｋＤａ)ꎬＢＪ８ 分别表达 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ 酶(５３ ｋＤａ)和 ＶＨｂ 蛋白(１６ ｋＤａ)ꎬ
ＢＪ９ 分别表达 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 酶(５１ ｋＤａ)和 ＶＨｂ 蛋白(１６ ｋＤａ)(※)

Ｗｅ ｕｓｅｄ Ｆｌａｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＢＪ６ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＧＳ ａｎｄ ＶＨｂ ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ(６９ ｋＤａ)ꎬＢＪ７ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＧＳ ａｎｄ ＶＨｂ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(６７ ｋＤａ)ꎬＢＪ８ ｆｏｒ ＧＳ ｏｆ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ(５３ ｋＤａ) ａｎｄ
ＶＨｂ(１６ ｋＤａ)ꎬＢＪ９ ｆｏｒ ＧＳ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ(５１ ｋＤａ)ａｎｄ ＶＨｂ ｐｒｏｔｅｉｎ(※)

２.４　 结合 ＨＰＬＣ 和谷氨酰胺测试盒检测重组谷氨酸棒状杆菌发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎ 的产量

所有重组菌处于同样的发酵条件ꎬ发酵培养条件在材料与方法中提及. 结合 ＨＰＬＣ 和谷氨酰胺测试

盒ꎬ发酵生产 ６０ ｈ 后ꎬ重组菌 ＢＪ２ 的 Ｌ￣Ｇｌｎ 终产量最高ꎬ为 ３２.６３ ｇ / Ｌ(表 ３)ꎬＢＪ３ 为 ２５.７ ｇ / Ｌ. ＢＪ２ 的产量大

约为对照组 ＢＪ１ 的 ３ 倍ꎬＢＪ１ 的产量为 １０.１３ ｇ / Ｌ. 重组菌 ＢＪ６~ＢＪ９ 的 Ｌ￣Ｇｌｎ 的终产量和 ＢＪ１ 基本相同. 上

述结果表明ꎬＬ￣Ｇｌｎ 的产量和 ＧＳ 的酶活力成正比ꎬ且 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 来源的 ＧＳ 酶产量比 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的

ＧＳ 突变体还要高. 为了比较麦芽糖启动子对 Ｌ￣Ｇｌｎ 产量的影响ꎬ我们也检测了重组菌 ＢＪ３ 和 ＢＪ４ 的发酵

情况. 实验结果表明ꎬＬ￣Ｇｌｎ 的产量没有显著提高ꎬ这表明麦芽糖启动子可能不适用于在谷氨酸棒状杆菌

发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎꎬ这与酶活数据也是吻合的.
表 ３　 谷氨酰胺测试盒检测各重组 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中 Ｌ￣Ｇｌｎ 的产量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｇ􀅰Ｌ－１

Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ Ｌ￣Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ Ｌ￣Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

ＢＪ１(ｐＥＫＥＸ２) １０.１３ ＢＪ６(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ ￣ｖｇｂ￣Ｆ) ８.９９

ＢＪ２(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ) ３２.６３ ＢＪ７(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ ￣ｖｇｂ￣Ｆ) １５.４１

ＢＪ３(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ) ２５.７７ ＢＪ８(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡｍ ￣Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ) １０.１３

ＢＪ４(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡＢＳ) ９.５７ ＢＪ９(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｔａｃ￣ｇｌｎＡＢＳ ￣Ｆ￣Ｐｔａｃ￣ｖｇｂ￣Ｆ) １２.７７

ＢＪ５(ｐＥＫＥＸ２￣Ｐｍａｌ￣ｇｌｎＡｍ) ９.８９

—３８—
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图 ４　 ＨＰＬＣ 检测 Ｌ￣Ｇｌｎ 标品和部分样品的的含量

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＨＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ
　 　 ＨＰＬＣ 检测系统为 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙꎻ色谱条件为色谱柱:Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２ 柱(４.６×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相:乙腈－磷酸二氢钾缓冲液

(５０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ４.０)ꎻ流速:１.０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长:２１５ ｎｍ. (ａ)Ｌ￣Ｇｌｎ 标品出峰的时间为 １１.４２１ ｍｉｎꎬＬ￣Ｇｌｎ 标准品的浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ.
(ｂ)ＨＰＬＣ 检测重组菌 ＢＪ２ 样品图ꎬ发酵时间 ４６ ｈꎬ出峰时间为 １１.４１９ ｍｉｎꎬ样品浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ

Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ａ ｋｎｏｗｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｗｉｔｈ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ. ＢｒｉｅｆｌｙꎬＨＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｕｓｉｎｇ ａｎ Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ(４.６×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １.０ ｍＬ / ｍｉｎ. Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ

ｐｈａｓｅ ｗａｓ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ￣ＫＨ２ＰＯ４(５０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ４.０) . Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＵＶ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｔ ２１５ ｎｍ. Ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｗａｓ ａｒｏｕｎｄ １１.４２１ ｍｉｎꎬｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｗａｓ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ. (ｂ)Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ＢＪ２ ｆｏｒ
４６ ｈ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｏｆ ＢＪ２ ｗａｓ ａｒｏｕｎｄ １１.４１９ ｍｉｎꎬｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ￣Ｇｌｎ ｏｆ ＢＪ２ ｗａｓ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ

３　 讨论

本研究比较 Ｐｍａｌ 和 Ｐｔａｃ 中哪一个更适用于在谷氨酸棒状杆菌的表达系统中表达 ＧＳ. 应用 Ｐｍａｌ 表
达 ＧＳꎬ是之前文献中没有报道过的ꎬ但是很遗憾 Ｐｍａｌ 并没有在转录表达 ＧＳ 的过程中发挥强启动子的作

用ꎬ可能因为含有 Ｐｍａｌ 的重组菌 ＢＪ４、ＢＪ５ 的培养基中使用的碳源是麦芽糖. 因为葡萄糖效应ꎬ会优先利用

葡萄糖ꎬ麦芽糖不被优先利用ꎬ所以 ＢＪ４、ＢＪ５ 的培养基碳源和诱导剂均为麦芽糖ꎻ含 Ｐｔａｃ 的重组菌 ＢＪ２、
ＢＪ３、ＢＪ６~ＢＪ９ 用 ＩＰＴＧ 做诱导剂ꎬ并且葡萄糖作为碳源. 麦芽糖和葡萄糖不同的是ꎬ葡萄糖是速效碳源ꎬ麦
芽糖为碳源时ꎬ菌体生长速度较葡萄糖为碳源时生长得更缓慢ꎬ不利于菌体的生长和代谢产物的积累. 如

果在含 Ｐｍａｌ 的重组菌的培养基中添加葡萄糖作碳源ꎬＰｍａｌ 可能不能很好地诱导表达 ＧＳꎬ因此本实验研

究结果表明ꎬＰｔａｃ 比 Ｐｍａｌ 能更好地在谷氨酸棒状杆菌中表达和增加 ＧＳ 的酶活力.
来源于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＧＳ 酶活力高于 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 的 ＧＳ 突变体ꎬ为今后进一步通过基因工程技

术的发酵生产 Ｌ￣Ｇｌｎ 做了很好的铺垫.
在发酵的前期阶段ꎬ碳源含量过高ꎬ会导致渗透压过大ꎬ不利于菌的生长ꎻ发酵后期ꎬ碳源含量过高ꎬ菌

体会继续生长ꎬ也不利于合成代谢产物ꎻ所以本实验采取中间补糖的方案ꎬ有利于发酵终产物的积累.
ＢＪ６~ＢＪ９ 加入 ｖｇｂ 基因后ꎬＧＳ 的酶活力反而下降ꎬ可能因为在同一载体上ꎬ同时表达 ２ 个蛋白ꎬ２ 个蛋

白互相影响ꎬ导致 ＧＳ 酶活下降. 为了能在重组菌中发挥 ＶＨｂ 的功能ꎬ在今后的研究中ꎬ可能将 ｖｇｂ 基因通

过基因敲入整合进 Ｃ􀆰 ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２ 的基因组中ꎬ对菌体的生长及 Ｌ－谷氨酰胺的发酵生产起到

积极的促进作用.
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