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摘要　１，５戊二胺是一种重要的化工原料，发酵法生产１，５戊二胺是一条新颖且具有潜在竞争力
的生产途径。以蜂房哈夫尼菌（Ｈａｆｎｉａａｌｖｅｉ）ＡＳ１．１００９基因组为模板，通过 ＰＣＲ扩增，得到大小
约为２．２ｋｂ的赖氨酸脱羧酶基因 ｌｄｃ。以大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ） ／谷氨酸棒杆菌
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）穿梭质粒ｐＸＭＪｌ９为载体，将扩增得到的目的基因片段克隆至谷氨酸
棒杆菌Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２，获得重组菌株 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪｌ９ｌｄｃ．在摇瓶发酵水
平上，通过ＩＰＴＧ诱导ｌｄｃ基因的表达，并采用反相高效液相色谱方法测定了发酵液中１，５戊二胺
的含量，结果显示，经３６ｈ发酵，工程菌Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的１，５戊二胺产量为
０．９６ｇ／Ｌ。
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　　１，５戊二胺，即尸胺是生物体内广泛存在的具有生

物活性的含氮碱，为蛋白质腐败时赖氨酸在脱羧酶作

用下发生脱羧反应时生成。在农业上，产物１，５戊二

胺可用于调控植物衰老过程、促进雌雄蕊的发育，改善

植物果实发育，提高果实产量［１，２］；在医学上，它也可作

为一种有效治疗痢疾的药物［３］；在工业上，将１，５戊二

胺与二元酸进行聚合反应可合成优质高分子材料———

新型尼龙［４］。此外，１，５戊二胺是微生物细胞内调节铁

离子浓度的“铁亲和系统”的主要组成成分［５］；１，５戊

二胺在关闭孔蛋白通道方面也起着重要的作用［６］；而

且 它 还 是 反 刍 兽 新 月 单 胞 菌 （Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ

ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ）、嗜碱性韦荣球菌（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａａｌｃａｌｅｓｃｅｎｓ），

小韦荣球菌（Ｖ．ｐａｒｖｕｌａ），和解脂厌氧弧菌（Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏ

ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）等一些严格厌氧的格兰氏阴性菌的肽聚糖的

组成成分［７９］。

　　自２０世纪３０年代，杜邦公司发明出尼龙以来，尼

龙就以其优异的力学性能，良好的耐磨性和自润滑性，

较好的耐腐蚀性等优点被广泛应用于航空航天，汽车

部件、机械零部件、电子电器、包装材料、胶粘剂及化妆

品等领域。每年全世界大约生产１２０００００吨尼龙，其

中尼龙６和尼龙６６约占９０％。尼龙６６是由己二胺和

己二酸１∶１聚合生成。１，５戊二胺是赖氨酸脱羧的产

物，与己二胺互为同系物，在结构上与己二胺非常相

似，可以替代由石油制备的己二胺，已有技术可以将尸

胺精炼后和己二酸共聚合成具有实用性的尼龙５６，尼

龙５６是一种耐高温的新型塑料［４］。

　　１，５戊二胺化学合成法采用以不可再生的战略石

油作为原料，环境污染严重，无法实现可持续发展。利

用生物法转化可再生资源来生产１，５戊二胺，具有污

染小，环境友好，可持续发展等优点，如果我们能成功

开发出利用微生物转化可再生资源来生产１，５戊二胺

的方法，这无疑会在缓解能源危机和遏制全球气候变

暖等方面做出重要贡献。生物法制备１，５戊二胺在国

外也正处于起步阶段［１０１１］。国内只有蒋丽丽等［１２］利用

固定化能产赖氨酸脱羧酶的蜂房哈夫尼菌细胞来制备

１，５戊二胺的报道。然而蜂房哈夫尼菌不能积累赖氨

酸，需要外加赖氨酸作为酶的反应底物，故仍无法解决

原料成本过高的问题。因此构建以廉价的葡萄糖为底
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物直接生产１，５戊二胺的基因工程菌成为研究的热

点。本课题将克隆得到的蜂房哈夫尼菌的赖氨酸脱羧

酶基因连入表达载体 ｐＸＭＪ１９得到重组质粒 ｐＸＭＪ１９
ｌｄｃ。用电转化方法将重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ转入一能产
赖氨酸的谷氨酸棒杆菌体内，使赖氨酸直接在体内脱

羧生成１，５戊二胺。此课题在实验室水平上初步探讨
了用转基因工程菌生产１，５戊二胺的方法，为今后我
国拥有自主知识产权的１，５戊二胺工业化生产技术奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
　　蜂房哈夫尼菌（ＨａｆｎｉａａｌｖｅｉＡＳ１．１００９），购自中国
科学院微生物研究所。Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１１０、大肠杆菌／谷氨酸棒杆菌穿梭质
粒ｐＸＭＪ１９均由本实验室保存。质粒 ｐＧＥＭＴＥａｓｙ
购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２培养基、酶及试剂
　　大肠杆菌在ＬＢ培养基中培养，谷氨酸棒杆菌种子
培养基及摇瓶发酵培养基的配制参照文献［１３］。Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ＰＣＲ其它试剂、限制性核酸内切酶、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ均购自大连宝生物工程公司；
低熔点琼脂糖回收试剂盒、氯霉素（Ｃｍ）、氨苄青霉素
（Ａｍｐ）购自上海生工生物工程技术服务有限公司；１，５
戊二胺衍生化试剂２，４二硝基氟苯为Ａｌｐｈａ公司产品；
高效液相色谱中使用的甲醇和乙腈等为国产的色谱纯

溶剂；其它试剂为国产或进口的分析纯产品。

１．３　Ｈａｆｎｉａａｌｖｅｉ基因组及质粒的提取

　　Ｈａｆｎｉａａｌｖｅｉ基因组的提取参照文献［１４］，大肠杆
菌质粒的提取参考文献［１５］，谷氨酸棒杆菌质粒的提
取参考文献［１６］。
１．４　Ｌｄｃ基因的ＰＣＲ扩增
　　根据 Ｇｅｎｂａｎｋ中 Ｈａｆｎｉａａｌｖｅｉ赖氨酸脱羧酶基因
ｌｄｃ（序列号：Ｘ０３７７４）上下游序列，设计 ＰＣＲ引物，并
在两引物５′端各引入一个酶切位点，以便于目的基因
片 段 与 质 粒 载 体 的 定 向 克 隆。 Ｐ１：５′
ＣＣＡＡＧＣＴＴＡＡＡＧＧＡＧＧＣＧＣＡＴＧＡＡＴＡＴＣＡＴＴＧＣＣＡＴ
ＣＡＴＧＡＡＣＧ３′；Ｐ２：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＧＣ
ＣＧＣＴＧＡＴ３′。为增强转录，用高表达基因 ＲＢＳ共有
序列（粗体，与１６ＳｒＲＮＡ的ｍＲＮＡ结合位点相互补［１７］）

代替ｌｄｃ基因本身的 ＲＢＳ位点，此外 Ｐ１引物带有一个
ＨｉｎｄⅢ酶切位点（下划线），Ｐ２引物带有一个 ＢａｍＨⅠ

酶切位点（下划线）。ＤＮＡ引物由上海生工生物工程

技术服务公司合成。

　　ＰＣＲ采用５０μｌ体系：ｄｄＨ２Ｏ３７μｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５

μｌ，ｄＮＴＰ５μｌ，引物Ｐ１、Ｐ２各１μｌ，基因组模板０．５μｌ，

ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５μｌ。具体反应条件为：９４℃，５

ｍｉｎ；９４℃，４５ｓ，５３℃，４５ｓ，７２℃，９０ｓ，３０个循环；７２℃，

１０ｍｉｎ。

１．５　克隆载体ｐＧＥＭＴｌｄｃ的构建与鉴定

　　ＰＣＲ反应产物在０．８％琼脂糖凝胶上电泳检测，切

下目的条带。用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收。与载体

ｐＧＥＭＴＥａｓｙ进行连接，构建重组质粒 ｐＧＥＭＴｌｄｃ。

具体方法按照该载体试剂盒说明书进行。然后将重组

质粒转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α宿主菌中。在含 ＩＰＴＧ（２４

ｍｇ／ｍｌ）和Ｘｇａｌ（２０ｍｇ／ｍｌ）的 Ａｍｐ（１００μｇ／ｍｌ）的 ＬＢ

平板上３７℃培养１６ｈ。利用蓝白斑筛选，随机挑取白

色菌落提取质粒酶切验证，将酶切验证正确的重组质

粒送往上海生工进行测序，并对测序结果进行分析。

１．６　重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的构建与鉴定

　　重组质粒ｐＧＥＭＴｌｄｃ和ｐＸＭＪ１９分别经ＨｉｎｄⅢ和

ＢａｍＨⅠ３７℃酶解４ｈ，用ＤＮＡ回收试剂盒回收所需片

段。将回收的目的片段和载体质粒连接，构建表达载

体 ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ。Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ具有非常强的限制系

统，能有效降解来自不同菌种的异源 ＤＮＡ或被异源甲

基化修饰的ＤＮＡ，使得普通Ｅ．ｃｏｌｉ的外源ＤＮＡ转化方

法对Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ的转化效率极低。为了提高转化

效率我们用大肠杆菌甲基化缺陷型菌种 ＪＭ１１０（ｄａｍ

ｄｃｍ）作为扩增重组质粒的宿主菌。将构建好的表达

载体ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１１０受体菌中，并涂

布到含２０μｇ／ｍｌ氯霉素的ＬＢ琼脂平板上，３７℃培养过

夜，从平板上筛选阳性菌落，接种于含２０μｇ／ｍｌ氯霉素

的ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡过夜。从菌液中提取质

粒，用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ３７℃酶解４ｈ，对酶解产物进

行电泳分析。

１．７　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ工程菌的

构建与鉴定

　　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２感受态细胞制备和电击转

化参照 ｖａｎｄｅｒＲｅｓｔ等［１８］的 方法。电转化采用

ＢＩＯＲＡＤＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒＸｃｅｌｌ电转仪，０．１ｃｍ转化杯，转化

条件为：电压１．８ｋＶ，电阻２００Ω，电容２５μＦ。将上述

重组质粒 ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ电转入 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２
中，并涂布到含 １０μｇ／ｍｌ氯霉素的 ＬＢ琼脂平板上，

４９
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３７℃培养过夜，从平板上筛选阳性菌落，接种于含 １０

μｇ／ｍｌ氯霉素的ＬＢ液体培养基中，３０℃振荡过夜。从

菌液中提取质粒，用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ３７℃酶解４ｈ，对

酶解产物进行电泳分析。将分析结果正确的转化子命

名为Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ。

１．８　重组菌产１，５戊二胺摇瓶发酵培养

１．８．１　种子培养　从氯霉素平板上挑取单菌落接种

至液体种子培养基（加入终浓度１０μｇ／ｍｌ的氯霉素），

３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ，过夜培养。

１．８．２　摇瓶培养　按１％ 接种量将种子培养液转接

至终体积为３０ｍｌ摇瓶培养基中（加入终浓度１０μｇ／ｍｌ

的氯霉素），３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ，连续培养３６ｈ。

１．８．３　诱导表达　由于本实验选用的载体为 ＩＰＴＧ诱

导型表达质粒，重组菌在摇瓶培养至 ＯＤ６００约为０．６～

０．８左右时，加入终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，诱导重

组质粒表达赖氨酸脱羧酶。

１．９　表达产物ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　鉴定为阳性的Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ

重组菌培养至ＯＤ６００约为０．６～０．８左右时，加入终浓度

为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ继续诱导培养一定时间后，

５０００ｒ／ｍｉｎ，室温离心５ｍｉｎ收集菌体并重悬于适量磷

酸缓冲液中，冰浴中超声处理 １０ｍｉｎ后，２１０００ｒ／ｍｉｎ，

４℃离心１０ｍｉｎ收集上清。取１０μｌ上清，加入等量的

上样缓冲液，混匀后煮沸５ｍｉｎ，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

浓缩胶浓度为８％，分离胶浓度为１２％，电泳结束后用

考马斯亮蓝Ｒ２５０染色。

１．１０　相关产物分析

　　赖氨酸的含量通过茚三酮比色法进行测定［１９］。

１，５戊二胺的含量用 ＲＰＨＰＬＣ测定，具体按照参考文

献［２０］的方法进行分析。

１．１１　酶活分析

　　发酵液４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。细胞沉淀用

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的醋酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）洗一次，细胞悬液

在冰上超声处理 ３０ｍｉｎ（停 ９ｓ，工作 ９ｓ）。４℃，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ除去细胞碎片，上清液作为粗

酶液用于酶活分析。粗酶液蛋白质含量采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ

法［２１］测定，以ＢＳＡ为标准蛋白。通过 ＨＰＬＣ测定产物

１，５戊二胺的量来分析赖氨酸脱羧酶的活性。反应混

合液包括粗酶液、７０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｌｌｙｓｉｎｅ·ＨＣｌ和１μｌ

的磷酸吡哆醛，反应在３７℃进行。反应１ｈ后通过添加

等体积的１ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３来终止反应。３７℃１ｍｉｎ催化

生成１μｍｏｌ１，５戊二胺所需的酶量定义为１个酶活

单位。

２　结　果

２．１　Ｌｄｃ基因的扩增与测序

　　以提取的 Ｈａｆｎｉａａｌｖｅｉ基因组为模板，Ｐ１、Ｐ２为引

物，用ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ＰＣＲ扩增赖氨酸脱羧酶 ｌｄｃ，扩

增产物用琼脂糖凝胶电泳验证，结果表明扩增出的片

段大小与预计的大小一致，结果见图１。

图１　ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１，２，３：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　赖氨酸脱羧酶基因ｌｄｃ序列分析

　　将该片段克隆至测序载体 ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ后
送交测序。将ＰＣＲ产物测序结果与Ｇｅｎｂａｎｋ中所提交
的ｌｄｃ原序列（序列号：Ｘ０３７７４）进行比对，结果证实两
者的相似性为９９．８６％。有两处发生碱基突变，４３９位

的Ｇ变为Ｔ，相对应的氨基酸由缬氨酸变为苯丙氨酸，
１１０３位的Ｔ变为 Ｃ，相对应的氨基酸由亮氨酸变为脯
氨酸。

　　经ＥｘＰＡＳｙ数据库分析，本实验中得到的赖氨酸脱
羧酶基因所编码的蛋白等电点（ｐＩ）为６．００，共编码７３９

个氨基酸，相对分子质量８３ｋＤａ。
２．３　重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的构建及鉴定
　　用ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ分别对穿梭质粒 ｐＸＭＪ１９和
经测序正确的ｐＧＥＭＴｌｄｃ质粒进行双酶切，用ＤＮＡ回

收试剂盒回收所需片段，在 Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下，两
片段通过互补的粘性末端定向连接。连接反应液转化

Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１１０，并通过氯霉素抗性平板筛选出转化子。
重组质粒的鉴定结果见图２。单酶切结果为一条大小
约为８．８ｋｂ的片段（ｌｄｃ＋ｐＸＭＪ１９），双酶切为大小约
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中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３０Ｎｏ．８２０１０

２．２３ｋｂ（两端带有引物的 ｌｄｃ）和 ６．５７ｋｂ（线性

ｐＸＭＪ１９）的两条片段。酶切结果与理论预期结果相符，

表明重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ已经构建成功。重组质粒图

谱见图３。

图２　重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的酶切验证

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＸＭＪ１９ｌｄｃ
Ｍ：１ｋＤａＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＸＭＪ１９ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＨｉｎｄⅢａｎｄＢａｍＨⅠ

；２：ｐＸＭＪ１９ｌｄｃｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＨｉｎｄⅢ ａｎｄＢａｍＨⅠ；３：ｌｄｃ

图３　重组质粒ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ图谱

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｓｉｃａｌｍａｐｏｆＥ．ｃｏｌｉ／Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

ｓｈｕｔｔｌｅｖｅｃｔｏｒｐＸＭＪ１９
Ｉｔｃｏｎｔａｉｎｅｄｌｄｃｉｎｓｅｒｔ：ｇｅｎｅｓ，ｔａｃｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｒｎｎＢｔｅｒｍｉｎａｔｏｒａｎｄｌｄｃ

ｉｎｓｅｒｔａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃｔｉｎｇｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ｏｒｉｐＵＣ（ａｓａｐａｒｔｏｆＥ．ｃｏｌｉｐｌａｓｍｉｄＰｕｃ１９）ａｎｄｏｒｉＣ．

ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ（ａｓａｐａｒｔｏｆＣ．ｇｌｕｔａｉｃｕｍｐｌａｓｍｉｄｐＢＬ１）ａｒｅｓｈｏｗｎａｓ

ｂｌａｃｋｂｏｘｅｓ

２．４　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ工程菌的

构建与鉴定

　　重组质粒 ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ经电击转化 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕ

ＴＫ２６０５１２后，通过浓度为１０μｇ／ｍｌ的氯霉素抗性平板筛

选转化子。阳性菌落，接种于含１０μｇ／ｍｌ氯霉素的ＬＢ

液体培养基中，３０℃振荡培养过夜。按１．３节的方法

从菌液中提取质粒，用 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ酶解并电泳。

电泳结果与图２一致，表明重组质粒 ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ转化

Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２成功。

２．５　ＳＤＳＰＡＧＥ检测

　　以不含任何质粒的 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２和未经

ＩＰＴＧ诱 导 的 重 组 菌 为 对 照，鉴 定 为 阳 性 的

Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ重组菌经 ＩＰＴＧ诱

导培养２、４和６ｈ后，收集菌体，破碎细胞后进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测。从图４可以看出经 ＩＰＴＧ诱导后，重组菌

有分子量约为８３ｋＤａ的蛋白表达带。这表明赖氨酸脱

羧酶在谷氨酸棒杆菌中得到了表达。

图４　重组菌全细胞蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒｓ，１：Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２（ｎｏ

ｐｌａｓｍｉｄ）ａｆｔｅｒ２ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９

ｌｄｃｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃａｆｔｅｒ２

ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃａｆｔｅｒ４ｈ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；５：Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃａｆｔｅｒ６ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２．６　发酵液样品１，５戊二胺、赖氨酸产量分析

　　原始菌和工程菌分别经３６ｈ发酵，测定其１，５戊

二胺和赖氨酸产量。原始菌 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２中

由于没有赖氨酸脱羧酶，产生的赖氨酸不能脱羧生成

１，５戊二胺，所以原始菌中没有检测到１，５戊二胺。原

始菌赖氨酸的最大产量为 ２．９３ｇ／Ｌ。工程菌 Ｃ．

ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ在诱导表达的赖氨酸

脱羧酶的催化作用下，菌体自身合成的赖氨酸不断转

化成 １，５戊二胺。工程菌 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／

ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的１，５戊二胺和赖氨酸产量分别为 ０．９６

ｇ／Ｌ、１．６１ｇ／Ｌ（图５）。
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２０１０，３０（８） 牛　涛 等：一步法生产１，５戊二胺谷氨酸棒杆菌基因工程菌的构建

图５　重组菌和原始菌发酵液中１，５戊二胺

和赖氨酸产量的比较

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１，５

ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎｅａｎｄｌｙｓｉｎｅｂｅｔｗｅｅｎＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

ＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ

ａｎｄＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２
◆：１，５ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／

ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ；■：ＬｌｙｓｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／

ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ； □：１，５ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ．

ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２；◇：ＬｌｙｓｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

ＴＫ２６０５１２

２．７　酶活分析

　　通过ＨＰＬＣ测定１，５戊二胺计算出当葡萄糖消耗

完时（２４～３６ｈ）赖氨酸脱羧酶的酶活为４５Ｕ／ｍｇ蛋白

（总酶活为１８００Ｕ）。按理说，这样的酶活完全可以在

几分钟内将所有的赖氨酸都转化为１，５戊二胺，但是

发酵液中仍存在赖氨酸，这说明工程菌体内的赖氨酸

没有完全转化为１，５戊二胺。我们分析问题主要出在

１，５戊二胺的排泄上，１，５戊二胺的 ｐＫａ值为９．１３，因

此在谷氨酸棒杆菌中 １，５戊二胺主要以离子形式存

在，然而离子形式的１，５戊二胺很难依靠被动运输作

用通过疏水的细胞膜。我们分析由于谷氨酸棒杆菌原

本不产１，５戊二胺，因此其本身没有进化出一套能有

效排泄１，５戊二胺的体系，所以谷氨酸棒杆菌生成的

１，５戊二胺很难排出体外，导致体内积聚了高浓度的

１，５戊二胺。因为１，５戊二胺是赖氨酸脱羧酶的竞争性

抑制剂［２２］，体内积聚的高浓度１，５戊二胺通过竞争性抑

制作用降低了赖氨酸脱羧酶的活性，这导致了工程菌体

内生成的赖氨酸没有被全部转化成１，５戊二胺。

３　讨　论

　　谷氨酸棒杆菌合成赖氨酸的途径是从葡萄糖开

始，经糖酵解途径进入三羧酸循环，由该循环中间物草

酰乙酸经复杂的反应，最后转变为赖氨酸。然而棒杆

菌属本身不含编码赖氨酸脱羧酶的基因无法将赖氨酸

脱羧生成１，５戊二胺。基于谷氨酸棒杆菌本身具有合

成赖氨酸的能力，本研究以其作为宿主菌进行ｌｄｃ基因

的过量表达，利用谷氨酸棒杆菌发酵过程产生的赖氨

酸为底物，在ｌｄｃ基因表达的赖氨酸脱羧酶的催化下，

将赖氨酸脱羧生成１，５戊二胺，理论上可以节约添加

赖氨酸的成本。

　　实验结果显示我们构建的工程菌 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

ＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ能部分地将赖氨酸转化为１，５戊

二胺，这表明赖氨酸脱羧酶基因ｌｄｃ能在谷氨酸棒杆菌

中表达。经３６ｈ发酵，工程菌Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／

ｐＸＭＪ１９ｌｄｃ的１，５戊二胺产量为０．９６ｇ／Ｌ。由于本实

验所采用的菌株并非生产用的赖氨酸高产菌，所以１，５

戊二胺整体产量偏低，离大规模生产还有差距。导致

产量低的原因主要有：（１）Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２赖氨

酸产量本身就比较低；（２）由于１，５戊二胺排泄受阻

导致菌体内１，５戊二胺的浓度升高，并通过竞争性抑

制作用降低了赖氨酸脱羧酶的活性。

　　后续实验中将从以下方面考虑增加１，５戊二胺的

产量：（１）通过传统诱变或基因工程手段提高谷氨酸棒

杆菌生产赖氨酸的能力，通过提高底物浓度以减弱产

物１，５戊二胺对赖氨酸脱羧酶的竞争性抑制作用；（２）

更换载体以提高赖氨酸脱羧酶基因的拷贝数或用强启

动子增强赖氨酸脱羧酶基因的转录水平；（３）增加１，５

戊二胺的排泄或筛选解除产物反馈抑制突变株以解除

１，５戊二胺对赖氨酸脱羧酶的反馈抑制。
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ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌＤＮＡｏｆＨａｆｎｉａａｌｖｅｉａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ．ＴｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｌｄｃｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉ／Ｃ．
ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍｓｈｕｔｔｌｅｖｅｃｔｏｒｐＸＭＪ１９ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＸＭＪ１９ｌｄｃ．Ｉｔｗａｓｔｈｅｎｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｏ
Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２ｖｉａｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ａｎｄａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＣ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍＴＫ２６０５１２／ｐＸＭＪｌ９ｌｄｃｗａｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｅ１，５ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎｅｉｎｔｈｅｂｒｏｔｈｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨＰＬＣｗｈｅｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｔｈｅｓｈａｋｅｆｌａｓｋｗａｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｆｔｅｒ３６ｈｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｃｏｕｌｄ
ｐｒｏｄｕｃｅ０．９６ｇ／Ｌ１，５ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｌｙｓｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ　１，５ｐｅｎｔａｎｅｄｉａｍｉｎ
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