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谷氨酸棒杆菌的氨基酸输送系统的
存在、功能及其在氨基酸生产上的重要性

张星元， 李秀敏， 杨毅， 姜绪林
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：主要介绍了谷氨酸棒杆菌(C(J，．y九P6“ffPri“Ⅲglutamicum)中各种氨基酸输送系统及其基

因、底物、特性和在氨基酸生产上的应用．
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The Occurrence and Functions of Amino Acid Transport

Proteins in Corynebacterium glutamicum
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Abstract：The focus of this review is on the amino acid t ransport systems in Corynebacterium

glutamicum，including related genes，substrates，characteristics and application of the system tO

amino acid production．
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所有的真核生物和原核生物中都存在氨基酸

输送系统．真核生物中的氨基酸输送系统除了在氨

基酸吸收和蛋白质合成中起作用外，还和神经系统

的信号传导等功能有关．细菌中氨基酸吸收系统的

生理作用主要有两方面：(1)存在于细胞外的氨基

酸可直接用于蛋白质合成，不需要再消耗能量去合

成；(2)它们也可以被降解，作为碳源、能源和(或)

氮源使用．氨基酸吸收对细胞本身是有利的，但是

从生物技术学的观点看，它对于氨基酸生产则可能

是一个不利的因素．分泌出的氨基酸被重新吸收进
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细胞，导致了一种无效循环，从而造成代谢能的浪

费和产率的降低．相反，氨基酸分泌对微生物生理

方面的重要性不明显．从生理学的角度导出了解释

氨基酸分泌的3种不同的模型：溢流代谢模型、受

限的分解代谢模型和去调节的合成代谢模型[1](见

图1)．这3种模型都依赖于相应的输出机制，这些

机制是在不同的氨基酸生产中发现的．按生理模型

的不同对氨基酸生产过程进行分类：谷氨酸棒杆菌

的谷氨酸生产是典型的溢流代谢；谷氨酸棒杆菌的

赖氨酸、苏氨酸和异亮氨酸生产是受限的分解代谢

 

 万方数据



106 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第23卷
一————————————————————————————————————————————————————————————一——————————————————————～
的代表；与此密切相关的是去调节的合成代谓’，这

是造成氨基酸流出的另～个原因，这种情况出现在

大肠杆菌的苏氨酸生产中．显然，在特定的输送系

统中，并不仅仅存在一种模型，几种模型往往同时

存在．举例来说，受限的分解代谢是赖氨酸分泌的

生理学原因，但是．生物技术学生产菌也依赖于去

凋节的合成代谢．

葡萄辩f 葡萄糖

Glu Lys Thr

溢流 受限的 去渊节的

代谢 分解代谢 合成代谢

图l细菌中氨基酸分泌的3个主要模型

Fig．1 Three m砌or models providing physiological l ea—

sons for the presence of amino acid excretion

mechanisms in bacteria

基质的吸收和产物的输出对于氨基酸的生成

是非常重要的．对大肠杆菌中基质吸收的不同机制

进行了深入的研究，但对谷氨酸棒杆菌中蔗糖及羧

酸的吸收则知之甚少．有研究表明，氨基酸是被动

跨膜扩散(通透)这一普遍认为正确的观点实际上

是错误的比j．谷氨酸棒杆菌中谷氨酸、赖氨酸、异亮

氨酸及苏氨酸以及大肠杆菌中谷氨酸和苏氨酸都

是由输送载体所介导的输送过程．详细了解特定氨

基酸跨膜输送的机理对于提高发酵过程的效率和

产量是非常重要的(见表1)．

谷氨酸棒杆菌是从土壤中分离得到的革兰氏

阳性菌，它与Mycoba(’terium，Nacardia，Gordona

和Rhodococc’14S都属于含霉菌酸的放线菌群．1957

年，Kinoshita及其同事分离到了谷氨酸棒杆菌(当

时的命名有所不同)¨]，并且发现这种菌能够大量

地分泌谷氨酸．通过对谷氨酸棒杆菌的随机突变和

定向筛选，得到了许多氨基酸高产菌株．同时也发

现，某些短杆菌属(Brevibac’terium)种，如B．divar—

icatum．B．．，lavuI；'1，B．1aclto．fermentum和B．1ilium

都可作为氨基酸生产菌．后来它们也被Liebl等人

!】={为谷氨酸棒杆菌⋯．以下介绍谷氨酸棒杆菌中氨

基酸输送系统对氨基酸生产过程的影响．

表1 谷氨酸棒杆菌中与氨基酸生产有关的基因和输送蛋

白——吸收和分泌系统

Tab．1 Genes and transporters related to amino acid produc—

tion in Corynebacterium glutamicum：uptake and ex—

cretion systems

1 I。一谷氨酸生产的输送系统

L一谷氨酸是最经典的氨基酸发酵产品，它的分

泌在工业生产上具有相当的重要性．尽管谷氨酸棒

杆菌最初是由于它具有产谷氨酸的能力从土壤中

被分离出来，但是它在实验室典型的生长条件下并

不分泌谷氨酸．多年以来，各种生产方法在发酵生

物技术上的开发应用促进了谷氨酸棒杆菌有效生

产谷氨酸，生产速率已达2．4×10—3 mol／(h·g)干

重¨j．这些方法可以从现象上得到说明：(1)生物素

限制(谷氨酸棒杆菌是生物素缺陷型)；(2)添加某

些表面活性剂和(或)干扰脂肪酸合成的物质；(3)

添加青霉素；(4)引入脂肪酸缺陷或甘油缺陷．虽然

已经知道谷氨酸的分泌是由特定的载体催化的，但

遗憾的是，至今任何一种导致谷氨酸分泌的机制都

没能搞清楚．从生物化学的观点看，谷氨酸分泌必

需具备两个条件：(1)中心代谢必须处在不平衡状

态，从而导致中间产物(在这种场合下是指还原性

代谢产物)溢出，即溢流代谢的类型．这种溢流代谢

对于其它的许多分泌过程来说是有代表性的：当碳

源和能源过剩时，当细胞缺乏某种必须的营养或营

养成分而生长受到限制时，或者，当基质的吸收调
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节失效时，也能观察到这种溢流代谢．(2)质膜或细

胞壁由于某种原因发生了改变，从而以某种方式改

变了谷氨酸分泌载体系统的活性．如有人采用局部

麻醉的方法和对细胞壳层施加不同的渗透压的方

法来调节膜状态，并在这些实验的基础上提出膜应

：))可能激活谷氨酸的分泌[6]．

除了上述非特定的方法能够诱发谷氨酸分泌

外，提高温度或改变pH也能够促进谷氨酸分泌，已

陆续鉴定出了与谷氨酸分泌有关的靶分子．谷氨酸

棒杆菌中以下几个基因的突变都可增加谷氨酸的

分泌量：(1)dtsR基因，可能和脂肪酸的合成有

关【70；(2)ltsA基因，和溶菌酶的敏感性有关[8]；(3)

alr基因，编码D丙氨酸消旋酶，这个酶为细胞壁的

合成提供D一丙氨酸【_5j；(4)otsA基因，负责细胞壁

合成的前体6一磷酸一海藻糖的合成【5]．谷氨酸棒杆菌

中谷氨酸分泌的发生都与细胞膜和(或)壁的完整

性直接或间接有关．鉴于分枝杆菌中大分子的通透

性受细胞壁完整性的控制∽]，已有人提出了假说，

这一假说认为谷氨酸棒杆菌分泌谷氨酸的效率与

细胞壁的双层结构的渗透效率有关∞j．但值得注意

的是，谷氨酸的主动吸收系统位于质膜上，这就要

求谷氨酸必须能有效地透过细胞壁．而且，谷氨酸

棒杆菌的细胞壁上存在孑L蛋白，孑L蛋白允许亲水溶

质透过细胞壁【1⋯．根据细胞壁是谷氨酸的渗透性屏

障的说法，细胞对谷氨酸的无限制地吸收必须发生

在假定谷氨酸流出受限制的同一时间，这种情况似

乎不可能发生．

谷氨酸生成和几种谷氨酸吸收系统同时存在．

谷氨酸棒杆菌的一个依赖于结合蛋白的谷氨酸吸

收系统活性很高，最大吸收速率是9．6×10—4 tool／

(h·g干重)，还有一个最大吸收速率约为9×10_4

mol／(h·g干重)【lu的次级输送蛋白．然而，在含盐

的、以葡萄糖或蔗糖为碳源的典型培养基中，其初

级系统的活性水平因为受葡萄糖分解代访}物阻遏

而被调低了，这种调节模式分别导致谷氨酸进、出

细胞的活性水平反向变化．当然，对于进和出的功

能性偶联是没有任何争论的．

除了谷氨酸吸收会对谷氨酸生产产生影响外，

最近关于依赖于结合蛋白的载体的报道引出了对

谷氨酸吸收系统的新关注[12|．有人提出，ABC输送

载体，例如Salmonella typhimurium的组氨酸输送

蛋白HisF和Rh izobiuum leguminosarum的氨基

酸输送蛋白Bra和Aap等，除了能与ATP的水解

反应偶合而吸收基质以外，也能催化基质的分泌．

但是这一推测性的模型并不适用于谷氨酸棒杆菌

的谷氨酸输送，因为缺失了输送系统编码的基因

gluABCD的菌株的I。-谷氨酸的分泌活性没发生任

何改变．

2 L一赖氨酸的吸收和分泌

谷氨酸棒杆菌的I。一赖氨酸的吸收是由赖氨酸／

丙氨酸交换蛋白催化的，编码这一载体蛋白的基因

是lyslL1⋯．当细胞内的赖氨酸的量受限制时，例如

赖氨酸营养缺陷型突变株或赖氨酸已耗尽的野生

型菌株的细胞中，这种载体蛋白便会吸收I。一赖氨

酸，同时排出L一丙氨酸、L一缬氨酸或L一亮氨酸作为

交换；当细胞内赖氨酸浓度相当大时，没有赖氨酸／

赖氨酸的净的逆向交换发生．然而，这种吸收系统

的活性极低，约为9×10“tool／(h·g于重)，因此

与L一赖氨酸生产几乎没有关系．

如果谷氨酸棒杆菌在以含赖氨酸的肽为碳源

的培养基上生长，I。一赖氨酸的输出就是必不可少

的．由于谷氨酸棒杆菌没有降解I。一赖氨酸的途径，

如果没有赖氨酸分泌系统，赖氨酸就会在细胞质中

积累．因此，谷氨酸棒杆菌的赖氨酸分泌就是分解

代谢受限引起的氨基酸分泌的一个典型例子．胞内

赖氨酸量增加的另外一个原因是代谢不平衡．L一蛋

氨酸的吸收及其在胞内浓度上升的结果是高丝氨

酸脱氢酶受到阻遏，从而导致流向L一赖氨酸的代谢

流量的增加．在这种情况下，如果细胞对赖氨酸没

有适当的排出活性，胞内赖氨酸浓度就会上升到对

细胞有害的浓度．Broer和Idramernu根据动力学和

力能学的研究，证明了谷氨酸棒杆菌具有特定的赖

氨酸分泌系统．其输送蛋白是第一个经过生化定性

的氨基酸输送系统，它的功能的发挥借助于一种二

级机制，由电化学质子势和赖氨酸浓度梯度提供驱

动力．它作为分泌系统适于输送胞内赖氨酸的K。。

值约为20 mm01．在正常的生理状态的细胞内，赖氨

酸几乎不可能达到这个浓度，这就保证赖氨酸没有

实质性的外泌，只有当胞内赖氨酸积累到一定浓度

时，才可能有输出．而且，输出载体蛋白的合成受到

有效的控制．在分离到编码赖氨酸分泌载体蛋白的

基因lys口153后，推测应有一个调节基因lysG，后来

认定它与lysE直接相联[1 5|．由基因LysG编码的蛋

白质调节lysE的表达，表现出了自动调节的转录

调节蛋白的所有典型结构特征．用于赖氨酸输出的

载体蛋白LysE是正在增长中的输送蛋白新家

族m3的第一个成员，输送蛋白LysE也和其他代谢

产物的输出有关．LysE是一个相对较小的输送蛋

白，推测它是以二聚体形式行使功能的．有人从融
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合稔建实验的结巢捺测，它的拓扑学结构壶S个跨

膜多肽片断组成，但是最新的实验结果更倾向于由

6个跨膜的功能区缮成．1ysEG基因在谷氨酸棒杆

菌的野生型菌株A’FCC 13032中过量表达的结果

是其赖氨酸输出速率高于其它所有的赖氨酸生产

菌。这些结果都说明了分泌系统及其调节性熊对发

酵法生产氨基酸的重要性．

3 I。一精氨酸和其它碱性氨基酸的

分泌

不仪胞瞧鹃L一赣氨酸悲诱导lysE的转录D“，

胞内其它碱性氮基酸一～I。一精氨酸、I。一瓜氨酸和L一
缀氨酸氇麓诱导其转录。蒸且，LysE不仅调节L一赖

氨酸的分泌，也调节L一精氨酸的分泌。这两种氨基

酸的输出以相似的亲和性朔分泌速率进行，分泌速

率都约为6×101 tool／(h·g予重)。lysE表达的

协同诱导物L一组氨酸、L一瓜氨酸及与其结构捆似的

I。一鸟氮酸是壹不霹予簸送蛋自LysE的赣送系统分

泌到胞外的u 7|．

褥失去麴异亮氨酸又返西胞内，从丽为细胞节约彝

亮氨酸．对这个吸收系统来说，既没有在合成水平

上观察弼任何进一步的调节，也没有观察到对酶活

性的调节。丽努一方霹，当胞内异亮氨酸的浓度窝

予7 mmol时，一种分泌载体系统被诱导合成，其输

送异亮氮酸的最大速率为8。7×i0～4 mol／(h·g予

熏)．从生理学的角度考虑，当胞内异亮氨酸的浓度

遗离眩，异亮蘸酸鳃分泌对微生物缨胞是有利数，

因为认为高浓度的两性异亮氨酸分子对细胞是有

毒害终爝酌秘引．谷氨酸棒杆菌的产异亮氨酸菌株的

异亮氨酸生物合成途径已被解除了调节，这样胞内

的异亮氮酸才能积累到高浓度瞄⋯．从生物化学的角

度讲，募亮氨簸的圭动输送(分泌)导致了无效獯

环，因为吸收和分泌同时进行，但由不同的载体系

统来竞成，著爨都需要能量。谷氮酸棒柽蕊憋这耪

耗能的运行状态的原因尚不清楚．然而，在特定的

发酵条{譬下，算亮氨酸合成途径中解除调节豹异亮

氨酸生产菌能在胞内积累高浓度的异亮氨酸．也就

怒说，这种代谢状况是不可能在野生型谷氨酸棒杆

菌中出现的。

4 I一一苏氨酸和I一一丝氨酸输送 6 芳香族氨基酸的吸收和外泌

受限的分解代谢也是勰释苏氨酸分泌的机制

之～。采孀含苏氨酸酌肢为营养耪曩辩，L一苏氨酸

在细胞内累积到生理学上不宜的浓度．在这种情况

下，L一苏氨酸积累到一定浓度时，L-苏氮酸稻L一丝

氨酸特定的输出系统就会被激活[1引．苏氨酸的输出

速率约为2．4×10。mol／(h·g干重)n引．苏氨酸

的吸收臻助于一个Na+偶联的溪性相避离的二级

系统．最近，通过转麾子突变鉴定了一个对成的基

因thrL^撼j。ThrE和LysE一样，蠢9个跨膜结构缢

成，是新输送家族的一个标准成员．这个基因的分

离将有助予谷氨酸棒杆菌的乙一苏氨酸生产的有效

开发．

5 I。一异亮氨酸的输送

谷氨酸棒杆菌中异亮氨酸的特定吸收系统已

被认定，它是一个Na斗偶联的二级同向输送系统，

它的最大吸收速率棚对较低，约为6×10。tool／(h

·g于重)．相应的载体蛋白是Elj brnQ基因编码

静m]。在缓胞质中的异亮氨酸浓度羝辩，这耪载体

蛋白是没有活性的；当胞内异亮氨酸浓度高于l

mmoI时，开始嘏妖髯亮氨酸。箅亮氨酸是疏水的，

当胞内浓度相辫高时，它大量地跨膜扩散到培养基

中．由于吸收系统高向调节(up—regulation)，因扩散

谷氨酸棒杆菌中编码色氨酸、酪氨酸和苯丙氨

酸吸收系统酌基因是aroP∞¨．德是，对于芳香族氨

纂酸吸收系统的详细生化特征方厦的知识的了解

还相当媛乏，对其分泌系统的生化和分子水平的了

勰也不多。只燕通过对谷氮酸棒抒萤的被动负荷试

验和流出(分泌)动力学和力能学的研究得到了一

壁耪步的结栗，结栗表臻至少苯丙氨酸秘酪氮酸豹

分泌是通过简单扩散来完成的．构建的谷氨酸棒杆

穗的菜色氨酸吸收速率下降50％的色氨酸生产菌

株，其色氨酸产量提高Io％～20％口引，这是一个反

映吸收系统如何影响氨基酸生产的典皴例子．

7结论与展望

近年来，氨基酸输送系统对各种各样的氮基酸

的发酵法生产的重要性日益明显．这不仅指氮基酸

的分泌系统，也包括和输出作用相抵的吸收系

统嘲]．对谷氨酸棒枉菠的色氨酸生产菌的研究可以

说明这一点，这株色氨酸工程菌对色氨酸的吸收减

少，瑟色氨酸翡产量增热了。苏氨酸王程蔼夯是如

此，吸收速率连续降低的一组大肠杆菌的苏氨酸生

产菌的苏氨酸生产戆力大太提裔了，动力学分析揭

示不是单个的丽是细胞中所有的吸收系统都受到

了影响纰”．对高产菌的筛选总会导致一些变化，对
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菌株的理性设计也必然涉及到输送系统，这就要求

更好地理解氨基酸的输送过程．另一个值得关注的

摄予是对一组谷氨酸棒杼蔫鹃不霹赖氨酸生产能

力的菌株的研究，这些菌株的生产能力隧赖氨酸分

泌系统的变化褥变纯轻“．然而，对不弼生产菌的

lysE等位基因的序列测定却不能反映核苷序列的

差异，所以，Broer等人得到的数据似乎说明存在另

外一种不同的调节模式。

最近一些新的文献报道了从分子水平上鉴定

出许多鸯利于氨基酸生产鹃输送系统，如谷篑羧棒
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