
研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'!

期食品与生物技术学报

徐小芳!等" 乙酰氨基葡萄糖合成关键酶氨基葡萄糖
!"!

磷酸乙酰转移酶的筛选及酶学性质分析

!"#$$%&%' () *+,"(-./&%$01023(-23.4$ 50."$46+4#.%-)$#.-$ )(#

57."$46+'+,"(-./&%$ 8#(9,"4&(% .%9 :%;6/$ <&%$4&"- =%.+6-&-

!" !#$%&$'(

#

!

$

!

)*" +$'&,'(

#

!

$

!

)* -#$'(./$

#

!

$

!

)*" )%'(

#

!

$

!

0" 1/%2.,'(

#

!

$

!

3456 -#$'

#

!

$

"

!"#$%&#'()*+(,*+&#*-#./012,+3(4#53*,%67/*4*8&

!

93/32,+&#*-#:016(,3*/

!

;3(/8/(/#</3=%+23,&

!

>1?3#@!A!@@

!

B73/(

#

@"#C67**4#*-#53*,%67/*4*8&

!

;3(/8/(/#</3=%+23,&

!

>1?3#@!A!@@

!

B73/(

$

=>-4#."4

%

DE(6%,&48416*2(F3/%

&

G46DH6

$!

0%+3=(,3=%#*-#8416*2(F3/%

&

8416*2(F3/%

!

G46D

$!

32#I30%4&#

12%0# 3/# ,7%# -3%40# *-# 7%(4,7# -**0# (/0# J7(+F(6%1,36(4"#G416*2(F3/%KLKJ7*2J7(,%#DK(6%,&4,+(/2-%+(2%

摘要!
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乙酰氨基葡萄糖#

%&'()*+,-,.(/0'123)

!

4,(%5(6

是氨基葡萄糖#

4,.(/0'123)

!

4,(%6

的衍

生物!在保健食品和医药领域具有广泛应用$ 氨基葡萄糖
&"&

磷酸乙酰转移酶#

-,.(/0'123)&"&

78/078'*) %&'()*+,*9'30:)9'0)

!

4%5

%是
%&

乙酰氨基葡萄糖合成途径中的关键酶$ 本研究在前期

构建的产
4,(%5(

枯草芽孢杆菌#

7$2#88/9: 9/;<#8#9

!

7: 9/;<#8#9

%工程菌的基础上!通过过量表达不

同来源的
4%5

!筛选出来源于秀丽隐杆线虫#

=$,'%>.$;?#<#9 ,8,($'9

%的氨基葡萄糖
&"&

磷酸乙酰

基转移酶#

;)-3'#

%最适于加强
4,(%5(

合成途径$ 在
7: 9/;<#8#9

工程菌中表达
;)-3'#

!摇瓶水平

发酵
4,(%5(

产量达到
< =># - ?@

!与过量表达来源于酿酒酵母#

@$22.$>%AB2,9 2,>,C#9#$,

!

@: 2,>,C#9#$,

%的
4%5

的对照菌株相比!

4,(%5(

的产量提高了
$A=BCD

$ 在
> @

发酵罐中进行分

批发酵!

4,(%5(

产量达到
$A=$> -?@

!相较于对照菌株
4,(%5(

的产量提高了
$A="ED

$ 进一步研

究发现重组
;)-3'#

对
4,(%&"F

和乙酰辅酶
5

#

5(&;/5

%有着较高的亲和力和催化效率!最后对

重组
;)-3'C

的基本酶学性质进行了考察! 发现底物
4,(%&"F

对重组
;)-3'C

的抑制作用明显!

下一步可采用定向进化策略改造
;)-3'C

!解除底物
4,(%&"F

对重组
;)-3'C

的抑制作用$ 本研

究结果为应用定向进化策略改造
4%5

的实现提供了理论依据$

关键词! 重组氨基葡萄糖
&"&

磷酸乙酰转移酶&
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乙酰氨基葡萄糖 !

! "#$%&'()(*$+,#-./%
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0($!1$2

是氨基葡萄糖 !

0(*$+,#-./%

"

0($!2

的衍生

物
3

具有重要的生理功能"在食品#医药及化妆品领

域具有广泛应用 456

"如可以提高关节抗炎活性和蛋

白活性 476

$食品方面的添加剂和抗氧化剂 486

$可作为

天然的保鲜剂和抗菌剂广泛应用于食品保藏496

$最近

研究表明"

:($!1$

能够提高内质网蛋白质内稳态"

从而起到延长细胞寿命的作用4;6

%

:($!1$

的生产方法可分为
8

种& 甲壳素水解

法# 生物转化法和微生物发酵法 4<=>6

% 发酵法生产

:($!1$

利用的生产菌株主要有真菌和大肠杆菌

!
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%目前本实验室采用枯

草芽孢杆菌!

/)('--0"* "012'-'"
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'发酵生产

:($!1$

4>

"

AA6

"

3* "012'-'"

已被广泛应用于发酵工业"其

产品被认定为是食品安全级4AB6

"且遗传背景清晰#基

因操作技术成熟#发酵工艺成熟并且不易被噬菌体

污染"是生产
:($!1$

的理想宿主4A86

%

氨基葡萄糖
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磷酸乙酰转移酶!
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作为合成
:($!1$

代谢途径上的关键酶是
:H!;

相

关的
:!1J

蛋白质超家族中的一员 4596

"是一组参与

相关天冬酰胺连接型!

!=

'聚糖合成与加工的重要

酶类"能够催化生成
:($!1$=<K

"将
1$%&'(=H+1

中

的乙酰基转移到
:($!=<K

的氨基上 45;=5<6

" 生成的

:($!1$=<K

进一步在胞内转化为
:($!1$

并被转移

到胞外%目前
:!1

的三级结构在人类#酵母#人类#

秀丽隐杆线虫#烟曲霉及布氏椎虫中有所报道45<=B56

%

许 多 物 种 包 括 白 假 丝 酵 母 # 酿 酒 酵 母

!

4)(($)&,56#%" #%&%7'"'8%

"

9: (%&%7'"')%

'#布氏椎虫#

小鼠等
:!1

缺失后"均引起致死表型45;

"

B@=BB6

%然而前

期研究
:!1

表达相关内容仅集中于调控不同表达

元件优化
:!1

表达量"因此"找到一种能够提高目

标产物
:($!1$

产量氨基葡萄糖乙酰转移酶并且对

其酶学性质进行系统研究对提高发酵法生产

:($!1$

具有重要意义%

本研究首先异源表达
L

种不同来源的
:!1

"筛

选出秀丽隐杆线虫来源的
H%)/#5

能够更有效的积

累乙酰氨基葡萄糖%其次"考察了
L

株重组酶的动力

学参数米氏常数
;

-

与
;

$#&

M;

-

发现重组
H%)/#A

相比

较其他
<

种重组酶均对
:($!=<K

和
1$=H+1

有较高

的亲和力和催化效率% 最后发现底物
:($!=<K

对重

组
H%)/#A

的抑制作用明显"下一步可采用定向进化

策略改造
H%)/#A

"解除底物
:($!=<K

对重组
H%)/#A

的抑制作用% 本研究结果筛选到的
H%)/#A

可用于

:($!1$

合成途径的优化"同时为应用定向进化策略

改造
:!1

提供理论依据和指导%
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材料

!"!"!

菌株与质粒 本文所用的菌株#质粒及引物

见表
A

和表
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本论文中使用的菌株和质粒
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本研究所使用的引物
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的
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本实验构建
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))(&(&)((''())()'&)((((&&'&')&')&')(&&&(&&&(&')&'')&'(&&)'(((()'&'('(()

)&)&')(&((&)&''()&('&&&)'))&&('&')&((())&&(('''((()&&()')''(&''(&')&&''(

('&&)'&')(()'''(&)'&)((''(''&'&&(&''&''''&(&''()(&'(&(&&&&&'(')&&&'')'&'(

&&&&&'('((('''&()&&)()&(()('((&&&'()&&&''&(&&&&'&(

(('&))&'(&)&&&)()&&)&&')()&))&&)&&)&&)(()&()&))&('&&)&&&&'))('&(&'()'))

'&)'()((&'(&&&&)&)'))'''('')&()))(&(')''&')')'))((&'('&)''())('')''))(()'

(&''&'&))&''&(())()'''('&(&')&(&''&)&&(&(&((&'&)''((&'('')')&(&('(''(&)(

&))(''((&(&'&')&&'(&((&()&('((&&'')&)(&'&'(&('((&'))('()')('')'(&'(&&'&'

'&')'()')(')('('('(&)((&(&&((&)((&''(''((&&)((('&()''&(''(')(&&)()&&('''

&'))&'&()''&(('&'(('(((')&'&''(&((&)&''()'(')(&&&&&(())&()&&(((&&&&&(''

&(()''&)()&''&'')&&()))'((&)'&'('(())(&&&&&(')(()'()'&)&&&&)(&'&)'((&)'

()')((&&()(&&'(&&(()''''&)&'&&&&'()((('''&&&)((()((())'((&&&'(()()&)'&'

'&''&&

&'(&())&'&')'')(&)()&')'('&)'(()'))&)&'&''))'&('&&))''))'(&'&&''')&&(('(&

(&))&)'(()&&&((&'(&''''')(&&(((&'&'(')(&))'()'(')&)&&''(&)(')&(''((&&&))

''(&))&&(&&()&'''(&(&&&)(&'''(&(()(&'(&(&&)&&()('&))(&&''&')&)&')('&('&

&''(&((&''))&&)&())&(&&&('(('(()(')'()'&('''((''(''(&&&'(&&&'')&'')&'(((

())((&')&&((((')('(''(&&(&'(''(')(')(&'&)&(&&&'()())(()&&&&&''&(('())('

()''''&&&&&)'''(('(')&)''(()&&&')'''&(()(')'&)&&&&'&&())')(&&'()(')))((&

&''&)')))('')'&'')))&&'''(()''')&((&'(&)'('&&''''&'(&)))&()()''''&&

&'()'()'())&)&&((''&'&)&'')&(&&&&)'(&&&)'(&)((&''&)(&)&&))&&'&))')(&&&)

&)''&&(('(''(&)&&)&('((('(&&&''&('&&&(&((&('')&)'(&(''('&'&&')&)'((&()'

)()''))'')'&')'&')&'))('&'('(&''&))&&)()&')&((&&''('(('&()'&)(((&&'()''''

'(''(&&&&(&&&)')&'))&'(&('('((&&&&(')((&)&'&')(&&(&'&'&'))(')())&&&')&(

&&)&((()&&(&&&)''((('&''&)''&(''&)(')'''&&))&&&(')()()&((&&&&'(&''(''&)&

&&(''&''''&(&)'()&()))((&&&&'(''(()''''&'(&&&&&'()((('&'&&((&'(()(()('&(

&&&'(('&'())()''''&&

不同来源基因

!"#$%!

基因

&' ()"*+,+(

密码

子优化后序列

-.#$%!

基因

&' ()"*+,+(

密码

子优化后序列

/0#$%!

基因

&' ()"*+,+(

密码

子优化后序列

/%#$%!

基因

&' ()"*+,+(

密码

子优化后序列

12#$%!

基因

&' ()"*+,+(

密码

子优化后序列

表
!

氨基葡萄糖乙酰化酶
"

种不同来源基因经枯草密码子优化优化后序列总表

#$%&' ! (')*'+,' -$%&' ./ 0&*,.1$23+' $,'-4&$1' 53-6 " 73//'8'+- 1.*8,' 0'+'1 $/-'8 ,.7.+ .9-323:$-3.+

SK
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!"!"#

试剂 常用试剂及试剂盒! 均购于
#$%$&$

生物工程有限公司"玉米浆和酵母粉!分别购自山

东西王食品和上海一品鲜生物科技有限公司# 基因

与引物合成$

'()

测序等! 由上海生工生物工程有

限公司完成#

!"!"$

培养基与培养条件 发酵培养基成分为%

*+,

&'

玉米浆干粉
-.

!酵母粉
-.

!

%

-

/012

(

3/

-

1 4-56

!

%/

-

01

2

-56

!

7$71

3

6

!微量元素
46 89+,

"

:/;56

"微量元素溶

液按
*+,

计含有'

<=>1

2

(

6/

-

1 4?.

!

7@79

-

(

"/

-

1 .?2

!

($<@1

2

(

-/

-

1 .?-

!

A=>1

2

(

;/

-

1 .?-

!

)979

3

(

"/

-

1 .?4

!

7B79

-

(

/

-

1 .?4

!

/

3

C1

2

.?.6

!含
6 8@9+, /79

#

培养条件'将
3; !

$

-.. D+8E=

下培养
4- F

的种

子以
6G

的接种体积分数转入发酵培养基! 于
3; !

$

-.. D+8E=

条件下培养
3. F

#

!"#

实验方法

!"#"!

菌株构建 分别使用相对引物扩增由上海

生工生物工程有限公司合成的目的基因%如使用引

物
!"#$%&HI

和
'"($%&J&

扩增出
)"($%&

基因&获

得相应的目的片段!分别插入
:023(<%

质粒中!获

得重组质粒#重组质粒在
*+,-"./,-/%0 ,12/ K<4.L

中

扩增后转入目的菌株
C>M("!0NO9)J*98>

! 获得重

组菌株# 通过菌落
07&

验证筛选出阳性菌株!挑选

的阳性菌株在含有
4.. !*+8,

氨苄青霉素的
,C

培

养基中
3; !

培养过夜! 最后提取质粒进行酶切验

证及测序鉴定#

!"#"# 3 ,

发酵罐补料分批发酵 将种子液以体积

分数
2P

的接种量转接至装液量为
4?6 ,

的
3 ,

发

酵罐中! 通气量为
4?6 QQ8

在
3; !

条件下培养!

:/

使用体积分数
-6G

氨水和
3 8@9+,

盐酸调节维持在

;?2

!发酵罐初始的搅拌转速为
".. D+8E=

!使用木糖其

终质量浓度为
6 *+,

进行诱导在菌体
1'

"..

达到
.?2

时# 培养基中含
-. !*+8,%$=$

!葡萄糖初质量浓度

为
-. *+,

!葡萄糖发酵后
R F

后开始流加!其质量浓

度控制在
6 *+,

!每隔
2 F

取样分析#

!"#"$

蛋白质浓度测定 采用
CD$ST@DS

法测定蛋白

质浓度!具体步骤详见蛋白浓度测定试剂盒说明书#

!"#"%

乙酰氨基葡萄糖
/0,7

测定方法
M9U()U

通

过高效液相色谱法测定#高效液相色谱条件'检测器为

示差折光检测器%

&V'

&"色谱柱为
)8E=WN!/0XJR;/

!

3.. 88";?R 88

柱%

-6. 88"2?" 88

!

6 !8

!!柱温

为
36!

"流动相为
6 88@9+,

硫酸"流速为
.?" 8,+8E=

"

进样体积为
4.!,

# 样品处理方法'发酵液经
4-... D+8E=

离心
2 8E=

后! 取适量上清液用超纯水稀释一定倍

数!再将该样品稀释液用
.?-- !8

滤膜过滤#

续表
$

序号

"

;

经枯草密码子优化优化后序列

)#MM)M#7#))7M))#M#)M#)M7)#7#7)))#))7))7)#7)#7#M7#7#))#))7))#))#))7MM)7#M

##777)7#M#7))#M)#M))7)7M)7M)MM#)##)7))7M)7MM#M)7)##7))##77M#77###)M)))##M

)#M)##)7M)7))MMM)#)##7)M7)7##7#M#M77))##M)7)M))M7#))M###)7))))#7M7))#)7)

##M)M)M)#)7))#7)M)#M))M)))M)M7#MM)#))##)##)#M#)M#MM#MM#7M))M)7))M)M7)))

#77))))##)##MM#)7)MM))777#M)#MM##M)M)))))M###)#77MMMM)#M#M7)##)#M#MMM7)#

)##M))M)#)##M#7M##M)#)M7)7##)#7M7MMM)))))#7##MM77##))))#M)#)M))7))##M)))

#)#)#7MM7)777##M#)MM7#M##)7)))7#7)#)##MM)##M7M)#M))))#))#M#M)))####)#M)))

))#M7MM7###M##))M)))7)MM77)#M)#MM7M##)#)#7#777M77#7)M77M)))##)#))

)#MM)M7)M77#7##77#)7)M7#M7MM7)M))M7)M7)M7MM7)MM)MM)M)#MM)M))M7)#)#)MM)

#7)M)77)##)M))7##M7)M)#)#7#77)MMMM)##77#MMM)7##7#7))#7))7#7)M777M)M#77)7

7#7#M)7)M))M)MM7M##7)M)M7))M)###M)MM)M7#MM7#M7#7#MMM)M7#M)#7)#7#MM#)##MM

#)M7#M)MM)#M7MM77)7)MM#)M)##MM77M77M7#MM#M77M#)##MM##M))7M))))##7)##7M#7

M)#M#MM#7M#M##MM#7)#M##M))M)7M##M#MM##M)7M7MM7)M777M#MM77MMMM7##)MMMM))7

M7M#7M#M7M77MM##)M#MM))7)7M7M7MMMMM7M7MMM#M##)7)))M#7)#7)#7))7#M#)7#77MM

))##))77MM7####)#M7M)))#M7MM7###M#7M))))M))7M#M7)))#MMM7##)#)#####M))####

M)#)#))M#7#7))M7#7##MM)###7M7##77M)77)7M#M7#M7)7M#)M7##)##7M7))####)#M#7)

M#M)##M7777M#M7)#MM)7MM7

不同来源基因

345$%6

基因

78 +9:;/2/+

密码

子优化后序列

<+5$%=

基因

>8 +9:;/2/+

密码

子优化后序列

((



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: :;9<

=, =>?4@?AB

!

CD ?5

"

#EFCCA>AB 4@ 15GE4H?I>ACJKJLM4HLM?DC -J?ECDN5DF?AH@CF?HC @4F

-J?ECDN5B5GE4H?I>AC OF4PGED>4A ?AP "AQNIC R>ACD>EH $A?5NH>H

!"#"$

重组氨基葡萄糖转移酶的分离与纯化 将

重组菌株的单菌落分别接种于含相应抗性的
!"

培

养基中! 在
#$ !

"

%&& '()*+

的条件下培养到
,-

.&&

值为
&/.

!加入木糖#终质量浓度
0 1(!

$诱导后培养

2 3

%菌液在
4 !

下
5 &&& '()*+

离心后弃上清液!沉

淀用
6&& ))78(! 9":

&

;< $/=

$ 洗涤
>

次!经
?=& @

超声破碎 &工作强度
.&A

$后离心收集上清液%

镍柱纯化操作方法' 采用
BCDB

蛋白纯化仪!

先用缓冲液
B

&

;< ?/4

!

%& ))78(! 9":

!

%& ))78(!

咪唑!

=&& ))78(! EFG8

$平衡镍柱!然后以
6 )!()*+

流速进行上样( 再用缓冲液
B

以
6 )!()*+

流速冲洗掉

镍柱中没有结合蛋白质(最后!用缓冲液
"

#

;< $/4

!

%&

))78(! 9":

!

=&& ))78(!

咪唑!

=&& ))78(! EFG8

$以

流速为
6 )!()*+

进行梯度洗脱%纯化后通过酶活测

定和
:-:H9BIJ

鉴定重组目的蛋白质(纯化后的目

的蛋白质用透析袋在
%& ))78(! 9":

#

;< $/4

$中透析

过夜!纯化后的重组酶保存于
K5& !

冰箱%

!"#"%

酶活测定 乙酰氨基葡萄糖合成酶酶活的

检测具体方法如下 L6=M

'

=& !!

反应体系包含
=& ))78(!

D'*NK<G8

#

;< $/=

$!

%&& !)78(! I8OEKPK9

!

= ))78(!

Q1G8

%

! 体积分数
6&R

甘油!

%&& !)78(! BOKG7B

和

6& !!

样品
>& "G

反应
6& )*+

后加入
=& !!

终止溶

液!包括
=&))78(!D'*NK<G8

#

;<?/=

$及
P/4 )78(!

盐酸胍(

最后加入
=& !!

测量溶液!包括
=& ))78(! D'*NK<G8

#

;< ?/=

$!

6 ))78(! J-DB

以及
=

!

=K

二硫代双
K%K

硝

基苯甲酸! 产物可通过
46% +)

下的吸光度进行检

测!从而计算乙酰氨基葡萄糖合成酶酶活%

氨基葡萄糖乙酰化酶酶活单位的定义为'在

>& !

下! 每分钟催化合成
6 !)78

乙酰氨基葡萄糖

所需的酶量定义为
6

个酶活单位!酶活单位为
S()!

或
S()1

%

! "#"&

实验数据分析方法 菌体比生长速率

#

N;TO*U*O 1'7VW3 'FWT

$ 通过
,'*1*+

软件模拟获得(底

物
I8OEKP9

对重组酶
GT1+F6

的抑制曲线由软件

I'F;3 9FX

模拟获得!并得到抑制常数
!

"

(重组酶的

米氏常数
!

)

和催化常数
!

OFW

的值通过
I'F;3 9FX

模拟获得%

酶双底物反应机制分析方法'分别固定某一底

物几个不同浓度#底物浓度不饱和$!研究每个不同浓

度下另一种底物对合成
I8OEBOKP9

含量的影响%如分

别固定
BOTWY8KG7B

底物浓度为
=&

)

6&&

)

=&& ))78(!

!

测定这
>

个浓度下
I8OE KP9

底物浓度对合成

I8OEBOKP9

的影响% 如果分别得到
>

条平行线则为

乒乓反应机制!如果
>

条直线相交于一点!则为序

列机制% 所有数据由
>

次平行实验获得%

#"!

表达不同来源
'()

对
!" #$%&'('#

重组菌生产

'*+()+

的影响

参照
6/%/6

步骤!获得重组质粒
;94>KGTI+F6

)

;94> KGFI+F6

)

;94> K:OI+F6

)

;94> K-UI+F6

)

;94> K

BUI+F6

)

;94>K,NI+F6

)

;94>KDZI+F6

% 重组质粒在

#$ %&'" [Q6&\

中扩增后转入出发菌株
":IE. K

9]Y8B K18):

! 获得重组 菌 株
GT":IE

)

GF":IE

)

:O":IE

)

-U":IE

)

BU":IE

)

,N":IE

和
DZ":IE

%如表

6

所示! 上述菌株分别表达来源于
()*+&,-)./"0"1

*'*2)+1

)

3)+/"/) )'."%)+1

)

4$ %*,*5"1")*

)

6"%07&10*'"89

:)1%"%8')089

)

;1<*,2"''81 :89"2)081BU%\#

)

=,7>) 1)0"5)

)

?,7<)+&1&9) .,8%*"

%

将
?

株重组菌进行摇瓶发酵! 并检测
I8OEBO

的产量!摇瓶发酵
25 3

!各重组菌株发酵产乙酰氨

基葡萄糖的情况如图
6

所示% 重组菌株
GT":IE

中

I8OEBO

的 产 量 比
GF":IE

)

:O":IE

)

-U":IE

)

BU":IE

)

,N":IE

和
DZ":IE

! 分 别 高
%./%#A

)

%0/2#A

)

0#/#%A

)

5#/#?A

)

66&/#\A

)

\%/6\A

% 综上所

述!重组菌
GT":IE.

对目的产物
I8OEBO

的合成效

果最佳%重组菌株
GT":IE

中
I8OEBO

的产量最高!

达到
?/#6 1(!

%

将
?

株重组菌进行摇瓶发酵培养! 每
2 3

取一

次样并检测残糖质量浓度!摇瓶发酵
25 3

!各重组

菌株发酵残糖情况如图
%

所示% 摇瓶发酵初始葡萄

糖质量浓度为
%& 1(!

!在整个发酵过程中!葡萄糖被

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

图
!

不同重组菌株摇瓶发酵产
'*+()+

产量比较

,-." ! /01234-506 07 8-779496: 49+01;-636: 5:43-65 704

'*+()+ 5<3=-6. 7*35= 794196:3:-06 2408>+:-06

S8
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细胞干重最大值

#

!

$#%

"

细胞生产强度

!

$#

!

%

#

&

""

''()'!)()"' )("*!)()+'

*(,-!)(,, )(..!)(),"

',()/!)(-+ )(."!)()-0

/(0/!)(,* )(.,!)()'"

123453

生产强度

!

$6

!

%

#

&

""

)('.!)(),0

)(',!)(),+

)('+!)(),.

)()**!)(),-

123453

对细胞得率

6

!

!

12345367

"

'(',!)()+"

)(*-!)()+'

)(//!)()'/

)(./!)()++

''(*+!)('* )(.0!)()'/ )()/+!)(),) )(-"!)()+/

''(/-!)(,* )(.-!)()-, )().,!)(),' )(0'!)()0'

',(+"!)(-* )(..!)()'0 )()/"!)(),' )(0/!)()00

123453

最高产量

6

!

$6%

"

.(+'!)()--

0(.*!)()"*

0(/+!)('"

-(..!)(')

+(**!)()+-

+(-.!)()'*

+(/)!)(),"

菌株

89:;14

8<:;14

;3:;14

=>:;14

5>:;14

?@:;14

AB:;14

表
! "

株重组菌株生产
#$%&'%

的摇瓶发酵动力学参数比较

()*$+ ! ,-./)012-3 -4 #$%&'% 25)6137 4$)26 4+0.+38)81-3 /)0).+8+02 -3 2+9+3 0+%-.*13)38 280)132

图
:

不同重组菌株细胞生长情况和比生长速率

;17< : ,+$$ 70-=85 )3> 2/+%141% 70-=85 0)8+ 4-0 >144+0+38

0+%-.*13)38 280)132

迅速消耗$ 重组
.

株菌株均在
'" &

左右将葡萄糖耗

光$平均耗糖速率为
'(,0 $6%

% 从图
,

中可以发现
.

株

重组菌株在对碳源葡萄糖的消耗上情况较为一致%

图
?

不同重组菌株葡萄糖消耗情况比较

;17< @ ,-./)012-3 -4 >144+0+38 0+%-.*13)38 280)132 4-0

7$A%-2+ %-32A./81-3

.

株重组菌摇瓶发酵细胞生长情况如图
+

所

示%从图
+

!

<

"中可以看出$在整个发酵过程中$重组

.

株菌株细胞干重在
)"'" &

增长趋势较快$

'" &

后

随着葡萄糖的耗尽$细胞干重开始下降%

.

株重组菌

株细胞干重均在
'" &

左右达到最大值% 经计算$

.

株重组菌株中
89:;14

目标产物
123453

对细胞得

率!

!

12345367

"最高$最大值为
'(',

%

.

株重组菌株在对碳源葡萄糖的消耗上情况较

为一致$ 虽然重组菌株
89:;14

相比较
"

株菌株$

发酵生产
89:;14

的产量最大$ 产物
123453

对细

胞得率最高$但是从图
+

!

B

"中可发现$在细胞生长

对数期菌株
89:;14

的比生长速率相比较却低于

其他
"

种重组菌株% 很多微生物的目标代谢产物一

般都是在进入稳定期后才开始大量的合成与分泌$

比生长速率与微生物的生命活动有关$ 如果菌体在

对数期比生长速率过大$菌体量增加过多$代谢向菌

体合成的方向发展$反而不利于目的产物的累积 C,+D

%

由此可以推断$在相同碳源利用率的情况下$重组

菌株
89:;14

比生长速率相对较小 $ 目标产物

123453

对细胞得率较高$ 代谢更易于向目标产物

123453

合成的方向发展$从而更有利于产物的合成%

进一步对
.

株重组菌株的发酵动力学参数进

行测定$ 结果如表
-

所示$ 重组菌株
89:;14

的

($
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图
! "#$%&'(

和
%)*%&'( + ,

罐
&-)'.)

产量比较

/012 3 "45678094: 4; "#*%&' 7:< %)*%&' ;48 &-)'.)

684<=)>04: 0: + , ;#85#:>48

菌株
参数 表

? @

株重组菌株
"#*%&'(

和
%)*%&'(

生产
&-)'.)

的上罐发酵动力学参数比较

A7B-# ? "45678094: 4; &-)'.) 9C7D0:1 ;-79D ;#85#:>7>04: 67875#>#89 4: 8#)45B0:7:> "#*%&' 7:< %)*%&'

!"#$%&

生产强度和
'"&$%&

对细胞得率均高于其

他
(

株菌株! 但是对比细胞生产强度" 重组菌株

)*+,-.

却低于其他菌株# 上述数据分析进一步验

证了重组菌株
)*+,'.

葡萄糖的消耗较其他六株

重组菌株更多的用于产物
'"&./&

的合成而非菌体

量的增加" 再一次验证了重组菌
0*12'.3

能够更

好地合成目的产物
-"&$%&

#

在摇瓶上进行初步筛选 " 获得重组菌株

0*12-$

最高
-"&$%&

产量达到
4567 89:

"为进一步

验证
-"&$/&

的产量" 将重组菌株
0*+2-$

和对照

菌株
2&+2-$

在
; <

罐进行上补料分批发酵" 发酵

过程曲线如图
=

所示#对照菌株
2&12-$3

乙酰氨基

葡萄糖最高产量出现在
=> ?

左右" 最高产量为

@AB=; 89<

"重组菌株
0*12-$3

乙酰氨基葡萄糖最高

产量出现在
;> ?

"最高产量为
C=5C; 89<

"较对照菌

株提高了
C=53AD

#

在维持葡萄糖质量浓度为
> 8E<

不变的情况下

进行补料分批发酵"重组菌株
0*12!$

和对照菌株

2&12!$

发酵动力学参数如表
>

所示" 重组菌株

0*12!$

的细胞生产强度是对照菌株
2&12!$

的

;BFG

倍$

-"#.H#

生产强度是对照菌株
,#I,-.

的

7B3J

倍$

-"#.H#

对细胞得率是对照菌株
,#1,-.

的

GB>;

倍# 综上所述"表达了重组酶
0*8KL7

的重组菌

株
0*I,-.

能够更好的利用葡萄糖合成目的产物

-"#.H#

#

E2F

重组氨基葡萄糖乙酰转移酶的分离纯化及动

力学分析

按
7BGB=

的方法对重组氨基葡萄糖乙酰转移酶

进行分离与纯化" 将纯化后的蛋白按
7BGB>

的方法

进行酶活测定"情况如图
>

"重组菌株菌株
0*I,-.

的
0*8KL7

比酶活为
GMNB;; OEP8

" 比
0L1,-.

$

,#1,-.

$

QR I2!$

$

/RI2!$

$

ST+2'$

$

UV12-.

分别

高了
67B>(D

$

GFBGJD

$

764B(FD

$

7JFBMFD

$

66FBF4D

$

6==BGMD

# 综上 " 重组菌
0*12-.(

中的重组酶

0*8KW7

的催化效率最佳#

重组氨基葡萄糖乙酰转移酶具体动力学参数

如表
(

所示"

0*8KW7

米氏常数
!

P

相对小于其他
(

株重组菌株"而对应的催化效率
!

&WX

E!

P

却相对高于

其他
(

株菌株#

Y*"8* 0BQZ[RP\*""*[

等人 ]7 _̂已解析

`*8KW@

的晶体结构" 并发现
`*8KW@

的空间位阻较

小" 底物更容易和酶的催化活性中心结合" 并且
C

个底物
-"&.a3b

和
H&c0ZH

与活性中心形成多个

氢键"更容易结合到活性中心# 因此"重组
0*8KW7

相比较其他六种重组酶均对
-"&.c3b

和
H&c0ZH

有较高的亲和力和催化效率#

对
4

株表达不同来源
-.H

的
"# $%&'()($

重组

菌株进行筛选" 发现表达了重组酶
0*8KW7

的重组

细胞干重最大值

E

%

8E:

&

细胞生产强度

%

8E

%

:

'

?

&&

;7B43 7B44

G=BJ3 MB=3

-"&.H&

生产强度

%

8E

%

:

'

?

&&

7B=;

MBF>

-"&.H&

对细胞得率

%

*

-"&.H&Ed

&

=B;G

7B^7

-"&.H&

最高产量

E

%

8E:

&

G=BG;

7JB=;

菌株

`*I,-.

,&I,-.

图
?

重组菌株
&'.

比酶活对比

/012 ? "45678094: 4; 8#)45B0:7:> 9>870:9 &'. #:GH5#

7)>0I0>H

8;
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表
!

重组菌株
"#$

动力学参数

%&'() ! *+,)-+. /&0&1)-)02 34 0).31'+,&,- 2-0&+,2 "#5

酶
!

"

#$%&!"'

!

(()$*+

"

!

"

,%-.),

!

(()$*+

"

!

#$%

*&

"

#$%&-"'*

/

-0

(()$*+

&

'$%

*&

"

,%-.),*

/

-0

(()$*+

.12340 56""7!56589 56:":!565:: 0697"!5659" :65;9!565:7

<%2340 56=>=!5?585 5?95"!5?58: 5?757!5?50; 8?>:5!5?5>"

.42340 5?==5!5?500 5?:=7!5?58= 5?=9=!5?5:; 8?"08!5?59"

@A2340 0?7;5!5?589 5?=;7!5?5:8 5?0;9!5?5>; 5?>7:!5?50"

&

'$%

#$%&!"'B

/

!0

0?550!5?58=

5?;=!5?590

5?;9"!5?580

5?:9:!5?59;

&

'$%

,%!.),B

/

!0

0?00"!5?50:

0?58;!5?589

0?50=!5?58:

5?>80!5?58:

CD2340 0?8=7!5?5:9 5?>79!5?5:" 5?>">!5?599 0?9"=!5?5"95?;8=!5?59" 5?=;8!5?5"=

,D2340 0?90"!5?590 5?":=!5?5>5 5?>8:!5?5:5 5?;>9!5?50= 5?:"7!5?5>9 0?0=8!5?5:9

E/2340 0?7:9!5?59= 5?=;;!5?599 5?:"!5?5:9 5?>>>!5?58> 5?0="!5?58= 5?"::!5?5:;

菌株
.1F<#&

能够更好的利用葡萄糖合成目的产物

#$%&,%

# 并且重组
.12340

相比较其他
"

种重组酶

对
#$%&-"'

和
,%-.),

有较高的亲和力和催化效

率$ 因此#我们对筛选出的重组酶
.12340

进行酶学

性质分析# 以便为应用定向进化策略改造
#&,

的

实现提供了理论依据$

678

重组
9):,&;

酶学性质

6787;

重组
.12340

最适反应时间
>5 (()$B+ @GH/

缓冲液!

IJ ;?>

"中#测定
.12340

在酶活反应
5K05 (H3

之间催化酶活力# 以反应时间为
> (H3

时的酶活力为

相对酶活
055L

$ 由图
"

可知#在反应
5"8 (H3

#酶活随

时间延长而迅速升高#在
>"" (H3

#

.12340

催化效率最

大#相对酶活可达到
05:L

#在
""05 (H3

#催化效率略

有下降#基本能保持稳定$

图
<

重组
9):,&;

酶活随反应时间的变化

=+:7 ! >,4(?),.) 34 0)&.-+3, -+1) 3, ),@A1) &.-+B+-+)2 34

0).31'+,&,- 9):,&;

67876

重组
.12340

最适反应温度
>5 (()$B+ @GH/

缓冲液!

IJ ;?>

"中#测定
.12340

在
05K75 #

之间催

化酶活力# 以初始温度
:5 #

时的酶活力为相对酶

活
055L

$ 从图
;

可得%当温度低于
:; #

时#催化效

率随温度的升高而快速增加& 当反应温度为
:; #

时#催化效率最大&当温度在
:;">5 #

时#催化效率

迅速降低&当反应温度在
>5"75 #

时#酶活基本维

持在
">L

$

图
C

重组
9):,&;

酶活随反应温度的变化

=+:7 C >,4(?),.) 34 0)&.-+3, -)1/)0&-?0) 3, ),@A1)

&.-+B+-+)2 34 0).31'+,&,- 9):,&;

67878

重组
.12340

最适反应
'J

以不同
IJ

的缓

冲液 !

IJ :"05

#

>5 (()$B+ @GH/

缓冲液 " 稀释

.12340

酶液与底物至设定
IJ

#测定
.12340

催化活

力# 以初始
'J ;?>

时的酶活力为相对酶活
055L

$

由图
=

可知#在
'J

值
:"05

的范围内#重组
.12340

均能保持
;>L

以上的活性# 具有较宽的
'J

适应范

围#最适反应
'J

为
;

$ 在酸性条件下#催化效率随

着
'J

值下降而迅速降低&在碱性条件下#催化效率

随
'J

值升高而下降较缓#

'J

为
05

时#仍保留着较

高酶活# 表明重组
.12340

相对酸性环境在碱性环

境中更加稳定$

&'
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图
!

重组
"#$%&'

热稳定性

()$* ! +,#-./0+&1)2)+3 /% #%43.# &5+)6)+)#0 /7 -#5/.1)%&%+

"#$%&'

图
'8

重组
"#$%&'

催化生产
925:;5<=>

的
?)%#@#&6#-<AB-C

双倒数曲线

()$* '8 ?)%#@#&6#- <AB-C D2/+0 /7 +,# 925:;5 <=>

1)/03%+,#0)0 13 +,# -#5/.1)%&%+ "#$%&'

图
E

重组
"#$%&'

酶活随反应
>F

的变化

()$* E G%72B#%5# /7 -#&5+)/% >F /% #%43.# &5+)6)+)#0 /7

-#5/.1)%&%+ "#$%&'

H*I*J

重组
!"#$%&

热稳定性分析 将酶液在不同

温度下保温不同时间!迅速冷却!

'( )*+

!

,- !

测定

残余
!"#$%.

酶活! 以未保温的酶活力为相对酶活

.--/

!计算相对酶活力"由图
0

可知!在
1 !

和
,- !

条件下
!"#$%.

具有最大的催化活性! 低温下仍能

保持较高酶活热稳定均没有什么明显变化#当温度

超过
,- !

时!催化效率随温度的升高而迅速降低"

1- !

!

.-- 23$

内
!"#$%.

能保持
4-/

以上的活性!

而在
5- !

条件下 !

.-- 23$

内
!"#$%.

仍能保持

67/

以上的酶活"

H*I*K !"#$%.

的反应动力学的研究 为了研究重

组
!"#$%.

的反应动力学! 分别以
89":;<=!>8

和

?<9@=5A

为底物!固定一种底物浓度$如
89":;<=!>8

%

的情况下研究不同浓度的另一种底物$如
?<9@=5A

%

对
?<9@89

合成的影响& 通过不同底物浓度测定重

组
!"#$%.

的酶活!最终获得
B3$"C"%D"E=FGEH

双倒

数$图
&-

所示%& 从图中可以看出!固定不同浓度的

一种底物的情况下!不同浓度的另一底物的倒数为

横坐标!对应的
?<9@89

合成速率倒数为纵坐标!拟

合得到的直线相交于一点! 进一步进行数据拟合!

发现其符合序列机制的底物动力学方程
&

! 双底物

反应机制为序列反应&

!"

!

2%I

'

#

(

$

%

&'

(

$

()

&($)%

*+

%

,-

&+

(

.,.

(

$

)

&

%

H*I*=

底物与产物对重组
!"#$%&

抑制分析 为了研

究底物
89":;<=!>8

和
?<9@=JA

与产物
?<9@89

对

的抑制情况! 固定
89":;<=!>8

和
?<9@=JA

底物浓度

为
K-- !2><LB

! 分别向反应体系中加入
-"5- 22><LB

8:
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图
CC D32E?2

"

?2-9:3F+)? G"H

及
D32EFIJ GAK

对重组

+-&5"C

的抑制情况

@1&L CC >5,1A191)5 )6 +-&5"C "291819: M19, 152#-"'15&

2)52-59#"91)5' )6 D32E?2N ?2-9:3 F+)?

#

"

$

"5*

D32EFIJ

#

A

$

L

的添加物
#$%&'(!)*#

'

+($,!"-

和
+($,#$

!结果如

图
..

所示( 由图
..

#

/

&可得!

+($,#$

和
#$%&'(!)*#

对重组
)%01/.

无明显抑制作用)由图
..

#

2

&可得!底物

+($,!"-

对重组
)%01/.

的抑制作用明显!

3 44*(56

+($,7"-

已可对重组
)%01/.

的造成明显抑制作用!

采用
+8/9:-/; -8<=4

计算抑制常数
*

$

值! 求得重组

)%01/.

对
+($,!"-

的
*

$

值为#

.>??@!@>ABC

&

44*(D6

!

下一步可采用定向进化策略改造
)%01/.

! 解除底物

+($,7"-

对重组
)%01/.

的抑制作用*

本文通过在枯草芽孢杆菌中异源表达
B

种不

同来源的氨基葡萄糖乙酰化酶!筛选出秀丽隐杆线

虫来源的氨基葡萄糖乙酰化酶#

)%01/.

&能够更有

效的积累乙酰氨基葡萄糖摇瓶水平上产量达到

B>E. 0D6

!相较于过量表达来源于酿酒酵母的氨基葡

萄糖乙酰化酶编码基因的对照菌株!

+($,#$

的产量

提高了
CA>3.F

* 在
E 6

发酵罐中!

+($,#$

产量达到

CA>CE 0D6

! 相较于对照菌株
+($,#$

的产量提高了

CA>"GF

* 进一步研究
B

株重组酶的动力学参数米氏

常数
*

4

与
*

$/&

D*

4

发现重组
)%01/.

相比较其他
"

种重组酶均对
+($,7"-

和
#$7)*#

有较高的亲和力

和催化效率* 对筛选出的重组
)%01/.

酶学性质进

行研究发现重组
)%01/.

最适反应时间为
3"" 4<1H

最适反应温度为
EB #

!最适反应
-I

为
B

!热稳定

性良好!双底物反应机制为序列反应* 最后发现底

物
+($,!"-

对重组
)%01/.

的抑制作用明显! 下一

步可采用定向进化策略改造
)%01/.

! 解除底物

+($,!"-

对重组
)%01/.

的抑制作用*

&%
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