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生物酶法合成1,5飊戊二胺的研究进展*
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摘要:随着经济的飞速发展,全球每年对聚酰胺、聚氨酯等多聚物产品的需求量呈现逐年增长的趋势。1,5飊戊二

胺是合成聚酰胺等多聚物的重要单体,生物法合成1,5飊戊二胺是一种具有潜在竞争力的绿色环保、资源可持续

利用的方法。本文将从代谢途径中的关键酶,大肠杆菌、谷氨酸棒状杆菌以及甲醇芽孢杆菌中戊二胺代谢途径

工程改造的最新研究进展4个方面进行综述,并对其前景进行展望。

关键词:1,5飊戊二胺暋赖氨酸脱羧酶暋大肠杆菌暋谷氨酸棒状杆菌暋甲醇芽孢杆菌
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Abstract:Withtherapiddevelopmentofglobaleconomy,therequirementsforpolyamide,pol灢
yurethaneandotherpolymerproductsareincreasingannually.1,5飊Diaminopentaneisanim灢
portantchemicalmonomertosynthetizepolymer,suchaspolymidesandpolyurethane.Bio灢
synthesisof1,5飊diaminopentaneisofpotentialcompetitiveness,sustainableandalsofriendly
toenvironment.Inthispaper,thelatestresearchprogressofthefunctionsofkeyenzymesin
metabolicpathway,1,5飊diaminopentaneinEscherichiacoli,Corynebacterium glutamicum,
Bacillusmethanolicusarereviewedandtheprospectisforecasted.
Key words:1,5飊diaminopentane,lysinedecarboxylase,Escherichiacoli,Corynebacterium
glutamicum,Bacillusmethanolicus

0暋引言

暋暋全球每年需要消耗约3000万t的聚酰胺产品,
且消耗量呈现逐年增长的趋势。利用传统的化学法

生产聚酰胺产品,将会面临石油资源枯竭,油价上涨,

环境污染等众多问题,而利用生物法生产高分子聚合

物单体的方法可实现资源的可持续利用,且具有绿色

环保、污染少等优点,备受人们的关注。目前,使用最

广泛的聚酰胺产品是聚酰胺PA6和聚酰胺PA66,约
占全球聚酰胺产品总量的 90%[1]。其中,聚酰胺

PA66是由己二酸和己二胺聚合而成,己二酸可以通

过微生物法合成,己二胺依赖于传统的石油化工合

成[2]。人们发现与己二胺互为同系物的1,5飊戊二胺

与癸二酸聚合成的聚酰胺 PA510,其性能与聚酰胺

PA6和聚酰胺 PA66相似,可替代其在工业中的应

用;1,5飊戊二胺与己二酸聚合成聚酰胺PA56,经处理

后得到的PA56纤维,与PA6纤维相比,具有相同的

染色性和耐磨性,且回潮率较高[3]。由1,5飊戊二胺
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单体聚合成的聚氨酯、螯合剂以及固化剂等高分子聚

合物在工业中也都有广泛的用途。因此,利用生物法

合成1,5飊戊二胺,对于合成聚酰胺、聚氨酯等高分子

聚合物具有十分重要的意义。

暋暋1,5飊戊二胺,又名尸胺,是一种具有生物活性的

含氮碱,可以作为一种正常生理物质存在于生物体

中,同时,也可以作为一种肉毒胺存在于腐败物中。
通常情况下,细胞内的1,5飊戊二胺是由赖氨酸在赖

氨酸脱羧酶的催化脱羧作用后产生。1,5飊戊二胺在

农业、医药等领域中也具有广泛应用。在农业上,

1,5飊戊二胺参与多种生理过程,如植物细胞分裂与伸

长、胚胎产生、开花坐果、果实发育以及胁迫反应

等[4飊5];在医药方面,1,5飊戊二胺是合成喹嗪碱的前体

物质,喹嗪碱可用于治疗心律不齐、催产、缓解低血糖

等功效[6],同时,1,5飊戊二胺也可作为一种治疗痢疾

的特效药物。此外,1,5飊戊二胺有许多重要的生理学

功能,如它是微生物细胞内调控铁载体同化铁离子能

力的“铁亲和系统暠的组成成分[7],也是解脂厌氧弧菌

(Anaerovibriolipolytica)、 嗜 碱 性 韦 荣 球 菌

(Veillonellaalcalescens)、反 刍 兽 新 月 单 胞 菌

(Selenomonas ruminantium )、 小 韦 荣 球 菌

(Veillonellaparvula)等革兰氏阴性菌细胞壁的组

成成分[8],对维持细胞的正常生长具有非常重要的作

用,同时,它在关闭孔道蛋白以及保护细胞免受活性

氧伤害等方面也具有重要作用[9飊10]。本文将重点阐

述1,5飊戊二胺的最新研究进展。

1暋生物法合成1,5飊戊二胺的关键酶

1.1暋赖氨酸脱羧酶

暋暋L飊赖氨酸脱羧酶(L飊lysinedecarboxylase,简称

LDC,EC4.1.1.18),是生物体内催化L飊赖氨酸脱羧

生成1,5飊戊二胺的高度专一性酶,是生物合成1,5飊
戊二胺的限速酶,其酶促反应需要磷酸吡哆醛(Pyri灢
doxalphosphate)作为辅因子[11]。L飊赖氨酸脱羧酶

分布 广 泛,存 在 于 大 多 数 微 生 物 中,如 大 肠 杆 菌

(Escherichiacoli)、蜂房哈夫尼菌(Hafniaalvei)、
尸 杆 菌 (Bacterium cadaveris)、 耐 碱 芽 胞 杆 菌

(Bacillus halodurans)、 伯 克 霍 尔 德 氏 菌

(Burkholderiavietnamensia)、霍 乱 弧 菌 (Vibrio
cholerae)等[9,12]。L飊赖氨酸脱羧酶也存在于高等植

物中,如家山黧豆、黄瓜、拟南芥等[13飊14]。目前,在

NCBI数据库中,赖氨酸脱羧酶基因序列有很多,其
中绝大多数都是通过细菌全基因组测序得到,缺乏与

其相关的酶学性质报道。有研究报道的细菌来源的

L飊赖 氨 酸 脱 羧 酶 主 要 是 大 肠 杆 菌 (Escherichia

coli)、蜂房哈夫尼菌(Hafniaalvei)、反刍兽新月单

胞菌(Selenomonasruminantium )、肺炎克雷伯氏

菌(Klebsiellapneumoniae)以及伯克霍尔德氏菌

(Burkholderiavietnamensia)。

暋暋大肠杆菌中存在两种赖氨酸脱羧酶,诱导型酶

CadA和组成型酶 LdcC,磷酸吡哆醛是辅因子[15]。

CadA是由cadBA 操纵子中cadA 基因编码,Pcad
启动子和cadB 基因也属于cadBA 操纵子,CadC和

LysA蛋白是cadBA 操纵子的转录调控因子[16]。研

究报道,有关诱导型酶CadA的调控机制被称为酸诱

导调控机制,这种机制主要发生在有 L飊赖氨酸存在

的低氧酸性环境条件下,CadA 可以消耗细胞内质子

将L飊赖氨酸转化为1,5飊戊二胺和CO2,CadB蛋白将

1,5飊戊二胺分泌到胞外并摄入L飊赖氨酸,CO2直接释

放到胞外,从而提高细胞外环境中的pH 值,保证细

胞存活[17]。在体外实验中发现,LdcC 在较宽泛的

pH 值范围内有活性,当pH 值为7.6时活性最高,

CadA的最适pH 值为5.5;LdcC与 CadA 的最适温

度均为52曟,但是 LdcC 的热稳定性没有 CadA 稳

定;在以L飊赖氨酸作为底物的条件下,虽然 LdcC与

CadA具有相似的Km值,但是LdcC的最大反应速率

高于CadA[15]。

暋暋肺炎克雷伯菌中也存在两种赖氨酸脱羧酶,一种

由cadA 基因(2148bp)编码的诱导型酶CadA,另一

种由ldcC 基因(2190bp)编码的组成型酶LdcC,磷
酸吡哆醛是辅因子。CadA与LdcC在氨基酸水平上

的相似性为82%,CadA 与 LdcC最适温度为37曟,
最适pH 值为7.0,以 L飊赖氨酸为底物的条件下,Ca灢
dA的Km值为7.7mmol/L,Kcat值为0.98/s,同时

CadA的酶活力高于 LdcC[18]。此外,CadA 与 LdcC
对L飊鸟氨酸有微弱的脱羧作用[18]。蜂房哈夫尼菌

ldc基因的 ORF长2217bp,编码739个氨基酸,分
子量为83kDa。该基因编码的赖氨酸脱羧酶与大肠

杆菌中的LdcC在氨基酸水平上的相似性为85%,一
致性为69%。体外实验表明,LdcC 的最适温度为

37曟,最适pH 值为6.5,以 L飊赖氨酸为底物,Km值

为4.93mmol/L[19]。Jeong等[20]分别在大肠杆菌中

克 隆 表 达 来 源 于 Selenomonas ruminantium
(srLDC),Vibrio vulnificus (vvLDC) 以 及

Geobacillusthermodenitrificans(gtLDC)的3种赖

氨酸脱羧酶,通过研究3种酶的最适 pH 值,发现

srLDC的最适pH 值为6.0,vvLDC 为9.0,gtLDC
为7.0;vvLDC不仅对L飊赖氨酸有催化活性,同时对

L飊鸟氨酸也具有催化活性,在pH 值分别为8,9,10
时,尸胺的转化率分别为17.8%,38.9%,16%。
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暋暋目前,已经克隆到的赖氨酸脱羧酶序列有很多,
但是缺乏与它们相关的酶学性质报道,加大对赖氨酸

脱羧酶酶学性质的研究,不仅有利于丰富赖氨酸脱羧

酶基因资源库,而且为构建高产1,5飊戊二胺菌株奠

定基础。

1.2暋戊二胺飊赖氨酸转运蛋白

暋暋戊二胺飊赖氨酸转运蛋白 CadB是一种转运1,5飊
戊二 胺 和 赖 氨 酸 的 跨 膜 蛋 白。Soksawatmaekhin
等[21]发现在中性pH 值条件下,CadB可以从细胞外

摄入1,5飊戊二胺,用于细胞自身生长需求;在酸性

pH 值条件下,CadB从细胞外摄入L飊赖氨酸,分泌1,

5飊戊二胺,该过程与PotE功能类似,都参与维持细胞

的生长,增加细胞外环境pH 值的过程;CadB是由

cadBA 操纵子上的cadB 基因编码的一条含有444
个氨基酸残基的多肽链,体外研究发现CadB 对戊二

胺的摄入和分泌 Km 值分别为20.8毺mol/L和303

毺mol/L。PotE是腐胺飊鸟氨酸转运蛋白,在酸性条

件下,PotE蛋白在细胞内分别起到分泌腐胺,摄入鸟

氨酸的作用,该过程需要消耗 H 质子,可以增加细胞

外环境pH 值,增强细胞对酸性环境的耐受性[21]。

CadB与PotE在氨基酸水平上一致性超过30.7%,
其空间结构也具有一定的相似性。因此,Soksawat灢
maekhin等[22]根据PotE的结构特点,利用定点突变

的技术研究CadB中参与戊二胺摄入与戊二胺飊赖氨

酸转 运 相 关 的 关 键 氨 基 酸 残 基 位 点,结 果 如 下:

Tyr73、Tyr89、Tyr90、Glu204、Tyr235、Asp303和 Tyr423残

基强烈影响戊二胺飊赖氨酸转运功能;Tyr55、Glu76、

Tyr246、Tyr310、Cys370和 Glu377残基对戊二胺飊赖氨酸

转运功能有一定的影响;Trp43、Tyr57、Tyr107、Tyr366

和 Tyr368 残 基 强 烈 影 响 CadB 对 戊 二 胺 的 摄 入;

Trp41、Tyr174、Asp185和 Glu408残基对戊二胺的摄入功

能影响较弱;Arg299残基主要影响 CadB对戊二胺的

分泌,推测 Arg299可能涉及到赖氨酸毩飊羧基的识别;
在中性pH 值条件下,CadB在摄入1,5飊戊二胺的同

时可能会转运出 H+ ,Cys370不仅能识别1,5飊戊二胺

的氨基基团,还能识别 H+ ,因此,Cys370对于1,5飊戊

二胺的摄入具有重要作用。研究戊二胺飊赖氨酸转运

蛋白CadB,了解其转运机制,有利于对 CadB进行功

能改造,提高1,5飊戊二胺转运效率,为构建高产1,5飊
戊二胺菌株奠定基础。

2暋大肠杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径及改造

2.1暋大肠杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋在大肠杆菌中,1,5飊戊二胺的代谢途径包括1,5飊
戊二胺的合成、降解、胞外摄入以及胞内分泌[23]。大

肠杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径如图1 所示[24飊25]。
大肠杆菌中戊二胺的合成途径通过L飊赖氨酸的合成

途径,由柠檬酸循环(TCA)中的草酰乙酸开始,在天

冬氨酸转氨酶(AspC)的作用下形成L飊天冬氨酸,在

3种天冬氨酸激酶 ThrA、MetL和 LysC的作用下使

L飊天冬氨酸磷酸化,再经过9步反应将 L飊天冬氨酸

转化为 L飊赖氨酸。天冬氨酸激酶 LysC是生物体内

合成L飊赖氨酸的特异性酶,而ThrA和 MetL是一种

双功能酶,可将天冬氨酸半醛转化为L飊高丝氨酸,从
而使碳循环进入合成L飊苏氨酸、L飊甲硫氨酸以及 L飊
异亮氨酸分支途径[12]。二氨基庚二酸盐是细胞壁肽

聚糖的组成成分,也是生物合成 L飊赖氨酸途径中的

一个分支途径。lysC、asd、dapB、dapD 以及lysA 基

因在转录水平上可调控 L飊赖氨酸的合成,LysC 和

DapA对L飊赖氨酸的合成具有反馈调节作用。大肠

杆菌自身合成的赖氨酸脱羧酶(CadA 和 LdcC),可
以生物催化L飊赖氨酸脱羧合成1,5飊戊二胺,由戊二

胺飊赖氨酸转运蛋白(CadB)对其进行转运。大肠杆

菌中存在1,5飊戊二胺的分支代谢途径,如speE 编码

的氨丙基转移酶,speG 编码的乙酰转移酶,ygjG 编

码的氨基转移酶都可以将1,5飊戊二胺转化为其它副

产物[12]。

暋暋橘黄色框表示副产物,橘黄色箭头表示1,5飊戊二胺代谢
分支途径,蓝色虚线表示经过多步反应

暋暋Orangeboxesrepresentby飊products,orangearrowsrepre灢
sentthebranchedmetabolicpathwayof1,5飊diaminopentane,
bluedashedlinesrepresentmulti飊stepreactions

图1暋大肠杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋Fig.1暋 Metabolicpathwayof1,5飊diaminopentanein
Escherichiacoli
2.2暋大肠杆菌中1,5飊戊二胺合成工程菌株的构建

暋暋大肠杆菌是一种遗传背景清楚、细胞构造简单的
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模式菌株,且该菌株对1,5飊戊二胺有一定的耐受性,
是研究生物合成1,5飊戊二胺的理想宿主之一。研究

者们通过对1,5飊戊二胺代谢途径进行代谢工程改造

来提高1,5飊戊二胺的合成量。Qian等[24]对大肠杆

菌 K12W3110菌株进行代谢工程改造,通过敲除宿

主菌株染色体上的speE、speG、puuA 以及ygjG 基

因,利用强启动子tac 过量表达赖氨酸脱羧酶基因

cadA,用trc 启动子替换掉dapA、dapB、lysA 基因

自身的启动子并整合谷氨酸棒状杆菌中的ddh 基因

到宿主菌的染色体上,得到的重组菌株的1,5飊戊二

胺产量为9.61g/L。Wang等[19]通过克隆来源于蜂

房哈夫尼菌中的赖氨酸脱羧酶基因(ldc),成功构建

的E.coliJM109/pTrc99a飊ldc 重组菌株,其1,5飊戊

二胺的生成量为60.5g/L,L飊赖氨酸的转化率为

88灡5%;通过易错PCR和DNA洗牌技术对ldc基因

进行体外定向进化,筛选到一株1,5飊戊二胺生成量

为63.9g/L,转化率为93.4% 的突变株。Li等[15]

通过构建含有密码子优化过的产酸克雷伯氏杆菌的

赖氨酸脱羧酶基因(ldc)和tac启动子的重组表达质

粒,构建大肠杆菌突变体 LN24菌株,通过补料培养

的方式,1,5飊戊二胺的生成率为0.133%/min/g。Li
等[26]通过易错PCR技术对ldc基因进行体外定向进

化,筛选到LN3014菌株,与LN24菌株相比,其1,5飊
戊二胺的生成量提高了50%,L飊赖氨酸盐酸盐的转

化效率为80%,1,5飊戊二胺的生成率为0.156%/

min/g,无副产物生成。研究表明,通过体外定向进

化技术提高赖氨酸脱羧酶的活性,可以提高1,5飊戊

二胺的生成量;研究其它来源的赖氨酸脱羧酶基因有

利于对1,5飊戊二胺合成途径的改造。

暋暋全细胞生物转化是一种高效转化L飊赖氨酸为1,

5飊戊二胺的方法,此方法普遍存在渗透率问题。细菌

的细胞壁和细胞膜会成为原材料和代谢产物进出细

胞的障碍物,使得代谢产物在细胞内大量积累,大肠

杆菌中的CadB蛋白可以分泌1,5飊戊二胺的同时摄

入L飊赖氨酸,且这种转运方式完全依赖于浓度梯度,
不需要消耗能量[24]。Ma等[27]构建的 pETDuet飊
pelB飊CadB飊CadA 质粒含有两个T7启动子控制基

因,使得 CadA 和pelB飊CadB融合蛋白表达效果最

佳。根据pETDuet飊pelB飊CadB飊CadA 建立了一个

生物转化L飊赖氨酸为1,5飊戊二胺的体系,通过补加

L飊赖氨酸的方式可以消除底物抑制,经16h的生物

转化,1,5飊戊二胺的生成量为221g/L,摩尔转化率为

92%。Kim 等[18]构建克隆有克雷伯氏肺炎杆菌赖氨

酸脱羧酶基因(ldc)的大肠杆菌重组菌株,通过全细

胞生物转化法,L飊赖氨酸的摩尔转化率为90%。Oh

等[28]采用直接稀释高浓度工业生产的L飊赖氨酸溶液

作为底物,成功构建出6株克隆有不同赖氨酸脱羧酶

基因的大肠杆菌重组菌株,利用生物转化法从6株重

组菌中筛选到一株1,5飊戊二胺高产菌株,通过底物

pH 值、底物浓度等条件优化,1,5飊戊二胺的生成量达

到133.7g/L,摩尔转化率为99.9%。

3暋谷氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

及改造

3.1暋谷氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋谷氨酸棒状杆菌自身不合成1,5飊戊二胺,但该

菌株是合成1,5飊戊二胺前体物质L飊赖氨酸的高产菌

株,有研究表明,谷氨酸棒状杆菌每年生产L飊赖氨酸

超过100万t,并对1,5飊戊二胺有一定的耐受性,可
作为合成1,5飊戊二胺的宿主菌之一[29]。因此,研究

者们通过对谷氨酸棒状杆菌中L飊赖氨酸代谢途径进

行改造,使谷氨酸棒状杆菌具有合成1,5飊戊二胺的

能力。谷氨酸棒状杆菌中L飊赖氨酸的代谢途径与大

肠杆菌极为相似,同样是由柠檬酸循环(TCA)中的

草酰乙酸开始,在天冬氨酸转氨酶(AspC)的作用下

形成L飊天冬氨酸,再经过9步反应将 L飊天冬氨酸转

化为L飊赖氨酸[12]。不同之处在于谷氨酸棒状杆菌中

只存在一种天冬氨酸激酶 LysC使 L飊天冬氨酸磷酸

化;天冬氨酸半醛是在高丝氨酸脱氢酶的作用下转化

为L飊高丝氨酸,从而使碳流进入分支途径;四氢二吡

啶二羧酸转化为二氨基庚二酸有两种途径,一种是直

接经过二氨基庚二酸脱氢酶(Ddh)催化完成,另外一

种是经过4种酶(DapD、DapC、DapE、DapF)催化4
种反应完成[12]。在谷氨酸棒状杆菌中表达外源赖氨

酸脱羧酶,可以将L飊赖氨酸转化为1,5飊戊二胺,将外

源赖氨酸脱羧酶与CadB进行共表达,发现谷氨酸棒

状杆菌具有分泌1,5飊戊二胺的作用[30]。谷氨酸棒状

杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径如图2所示[24飊25]。谷

氨酸棒状杆菌中的 LysE蛋白能够分泌 L飊赖氨酸到

胞外,不 利 于 细 胞 内 1,5飊戊 二 胺 的 积 累,此 外,

Ncgl1469基因编码的乙酰转移酶催化1,5飊戊二胺转

化为 N飊乙酰戊二胺,谷氨酸棒状杆菌自身表达的

Cg2893蛋白具有微弱的分泌作用。

3.2暋谷氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺合成工程菌株

的构建

暋暋研究者们通过对L飊赖氨酸在谷氨酸棒状杆菌中

的代谢途径进行代谢工程改造,期望获得1,5飊戊二

胺高产菌株。Mimitsuka等[29]通过克隆来源于大肠

杆菌中的赖氨酸脱羧酶基因(cadA )替换谷氨酸棒

状杆菌中高丝氨酸脱氢酶基因(hom ),成功构建出
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暋暋橘黄色框表示副产物,橘黄色箭头表示1,5飊戊二胺代谢
分支途径和L飊赖氨酸的胞外分泌途径,蓝色虚线表示经过多
步反应
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图2暋谷氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋Fig.2暋 Metabolicpathwayof1,5飊diaminopentanein
Corynebacteriumglutamicum
第一株能利用葡萄糖发酵合成1,5飊戊二胺的重组菌

株 TM45,经发酵培养,上清液中1,5飊戊二胺的含量

为2.6g/L,葡萄糖转化率为9.1%。Tateno等[31]克

隆来源于链球菌中的毩飊淀粉酶基因(amyA )以及来

源于大肠杆菌中的赖氨酸脱羧酶基因(cadA ),实现

两个基因在谷氨酸棒状杆菌中共表达,成功构建出的

工程菌株利用可溶性淀粉发酵合成1,5飊戊二胺,在
不添加磷酸吡哆醛作为辅酶的条件下,1,5飊戊二胺产

量为23.4mmol/L。Buschke等[32]将来源于大肠杆

菌中的木糖异构酶基因 xylA 、木酮 糖 激 酶 基 因

xylB 与赖氨酸脱羧酶基因cadA 在谷氨酸棒状杆菌

中共表达,构建出的工程菌株以木糖为碳源,经发酵

培养后,发酵液中1,5飊戊二胺的产量为13.9mmol/

L。为提高戊二胺产量,Buschke等[33]敲除木糖代谢

途径中的lysE 和act 基因,构建出C.glutamicum
DAP飊Xyl1icd GTGPeftufbp Psodtkt殼act殼lysE
突变株,其1,5飊戊二胺产量高达103g/L。上述3个

研究均通过对谷氨酸棒状杆菌中代谢途径的改造,实
现谷氨酸棒状杆菌利用除葡萄糖以外的糖类物质生

物合成1,5飊戊二胺。牛涛等[34]通过穿梭质粒pXM灢
Jl9将蜂房哈夫尼菌中赖氨酸脱羧酶基因(ldc)克隆

至谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 中,构 建 出 C.glutamicum
TK260512/pXMJl9飊ldc菌株,通过摇瓶发酵培养,发

酵上清液中1,5飊戊二胺的浓度为0.96g/L。

暋暋谷氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺的分泌量很低,
需要对其代谢途径中不同关键节点进行改造或大量

修饰。Kind等[35]通过敲除pepck 基因,过量表达

aspC 、dapA 、ddh 和lysA 基因,利用强启动子tuf
表达ldcC 基因,得到的 DAP飊3c菌株经发酵培养后,

1,5飊戊二胺的生成量为0.11g/g葡萄糖,加入辅因

子磷酸吡哆醛,1,5飊戊二胺的生成量提高了55%。
此外,在发酵过程中检测到25%的副产物N飊乙酰戊

二胺,通过敲除 NCgl1469基因,1,5飊戊二胺产量增

加11%。Kind等[25]选取L飊赖氨酸高产菌株LYS飊12
进行代谢途径改造,通过将密码子优化的ldcC 基因

插入到bioD 基因位点,用tuf 启动子替代自身启动

子,缺失NCgl1469基因,缺失lysE 基因,强启动子

sod 替代cg2893自身启动子,最终得到的DAP飊16菌

株发酵50h后,1,5飊戊二胺的累积量为88g/L,其副

产物N飊乙酰戊二胺的浓度低于1g/L。谷氨酸棒状

杆菌中与1,5飊戊二胺分泌相关的机制目前仍不清

楚,将编码透性酶基因(cg2893)缺失,1,5飊戊二胺的

分泌量降低,有关该基因与1,5飊戊二胺的分泌调节

机制有待深入研究。1,5飊戊二胺分泌量过低会引起

细胞内出现1,5飊戊二胺滞留现象,抑制赖氨酸脱羧

酶活性,降低1,5飊戊二胺的合成量。因此,提高谷氨

酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺的分泌量是增加1,5飊戊二

胺产量的关键因素之一。Li等[30]通过克隆蜂房哈夫

尼菌中的赖氨酸脱羧酶基因(ldc),实现ldc与cadB
基因在谷氨酸棒状杆菌中共表达,发现1,5飊戊二胺

的分泌率提高了22%,1,5飊戊二胺的生成量提高了

30%。

暋暋除了上述对谷氨酸棒状杆菌代谢途径改造外,还
可以通过添加某些物质或开发新的表达载体,增强

1,5飊戊二胺的合成量。Matsushima等[36]构建了谷

氨酸棒状杆菌 ATCC13287/pHT1飊cadBA 重组菌

株以及 ATCC13287/pHT1飊ldcC 重组菌株,其中

ATCC13287/pHT1飊ldcC 菌株1,5飊戊二胺合成能力

较强,培养16h后,1,5飊戊二胺浓度为7mmol/L,若
将培养基中硫酸铵的初始浓度由76mmol/L增加到

152mmol/L,在培养16h时添加适量的吐温40,培
养48h后,1,5飊戊二胺的生成量为60mmol/L。该

研究表明,增加硫酸铵的初始浓度以及添加适量的吐

温40有利于1,5飊戊二胺的合成。Oh等[37]在谷氨酸

棒状杆菌中分别构建以PL10、PL26、PI16、PI64、PH30 和

PH36 作为启动子表达ldcC 基因的6个重组菌株,结
果显示ldcC 基因的表达强度不一样,其中含有强启

动子PH36 构建的重组菌在摇床培养时检测不到1,5飊
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戊二胺生成量,而含有强启动子PH30 的重组菌株1,5
飊戊二胺生成量最高,通过补料培养的方式培养64h
后,1,5飊戊二胺累积浓度达到40.91g/L。由此可见,
开发新的表达载体有利于提高谷氨酸棒状杆菌中1,

5飊戊二胺的合成量。

4暋甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径及

改造

4.1暋甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋甲醇芽孢杆菌是一种适温型的甲基营养菌,能够

利用甲醇作为碳源,在37~60曟范围内可以正常生

长,最适生长温度为50曟。一些甲醇芽孢杆菌在自

然条件下可以合成 L飊赖氨酸,经人工改造获得的高

产L飊赖氨酸的甲醇芽孢杆菌,通过高密度细胞补料

培养的方式 L飊赖氨酸的产量为65g/L[38]。在理论

水平上,甲醇芽孢杆菌利用甲醇合成 L飊赖氨酸为

0灡82g/g,与谷氨酸棒状杆菌理论上产生L飊赖氨酸相

似[39]。甲醇芽孢杆菌虽然自身不合1,5飊戊二胺,但
是该菌株对1,5飊戊二胺有一定的耐受性,可作为合

成1,5飊戊二胺的宿主菌之一[39]。因此,通过表达外

源赖氨酸脱羧酶,使甲醇芽孢杆菌具有合成1,5飊戊

二胺的能力。甲醇芽孢杆菌中L飊赖氨酸的合成也是

从柠檬酸循环(TCA)中的草酰乙酸开始,合成 L飊天

冬氨酸,在天冬氨酸激酶(DapG、LysC、YclM)、天冬

氨酸半醛脱氢酶 Asd、二氢甲基吡啶酸合成酶 DapA
等酶的作用下形成L飊殼1飊四氢吡啶二酸,在二氨基庚

二酸脱羧酶LysA作用下,生成L飊赖氨酸,表达外源

赖氨酸脱羧酶可以将 L飊赖氨酸转化为1,5飊戊二胺,
图3为甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径[39飊40]。
目前,研究利用甲醇芽孢杆菌合成1,5飊戊二胺的报

道较少,有关其代谢途径中1,5飊戊二胺的合成、降解

及分泌有待进一步研究。

4.2暋甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺合成工程菌株的

构建

暋暋甲醇芽孢杆菌可利用非粮物质甲醇作为唯一碳

源合成1,5飊戊二胺,这使得其受到一些研究学者的

关注,他们期望通过对 L飊赖氨酸在甲醇芽孢杆菌中

的代谢途径进行代谢工程改造,获得1,5飊戊二胺高

产 菌 株。 N昖rdal 等[39] 成 功 构 建 出 含 有

pTH1mp飊cadA 重组质粒的甲醇芽孢杆菌菌株,其

1,5飊戊二胺的生成量要高于含有pTH1mp飊ldcC 重

组质粒的甲醇芽孢杆菌菌株,对含有pTH1mp飊cadA
重组质粒的甲醇芽孢杆菌菌株采用高密度细胞补料

培养的方式,可获得11.3g/L的1,5飊戊二胺。目前,
适用于研究甲醇芽孢杆菌的表达载体主要有两种,

蓝色虚线表示经过多步反应

Bluedashedlinesrepresentmulti飊stepreactions
图3暋甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺的代谢途径

暋暋Fig.3暋 Metabolicpathwayof1,5飊diaminopentanein
Bacillusmethanolicus
分别为 pNW33N 和 pHP13,pTH1mp质粒来源于

pHP13。Irla等[41]认为开发新的基因遗传工具有利

于增强甲醇芽孢杆菌在工业生产中的应用范围,他们

成功构建出含有pBV2mp飊cadA 重组质粒的甲醇芽

孢杆菌 MGA3菌株,该菌株通过高密度细胞补料培

养的方式,1,5飊戊二胺的生成量为 17.5g/L。与

N昖rdal等[39]构建含有pTH1mp飊cadA 重组质粒的

甲 醇 芽 孢 杆 菌 MGA3 菌 株 相 比, 含 有

pBV2mp飊cadA 重组质粒的甲醇芽孢杆菌 MGA3菌

株获得的1,5飊戊二胺产量提高了55%。

5暋展望

暋暋本文主要综述了已报道的赖氨酸脱羧酶的相关

酶学特性,以及利用代谢工程对大肠杆菌、谷氨酸棒

状杆菌和甲醇芽孢杆菌中1,5飊戊二胺代谢途径进行

改造的研究工作。目前,在大肠杆菌和谷氨酸棒状杆

菌中采用强化1,5飊戊二胺合成途径,抑制或者消除

分支代谢途径等方法,在提高1,5飊戊二胺产量和 L飊
赖氨酸转化率方面取得了一定的进展。但是,改造后

的菌株生产1,5飊戊二胺的水平仍达不到工业化大规

模生产的要求,还需进行大量的科学研究。赖氨酸脱

羧酶酶活力不够高、酶稳定性不强是合成1,5飊戊二

胺产量低的主要原因。针对这一现象可通过研究新

的赖氨酸脱羧酶及相关酶学性质,丰富赖氨酸脱羧酶
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基因资源库,从而选取酶活力更高更稳定的赖氨酸脱

羧酶基因,利用定向进化技术,如易错 PCR 技术、

DNA洗牌技术、杂合酶等体外定向进化的方法对赖

氨酸脱羧酶基因进行改造。

暋暋目前,已有报道的赖氨酸脱羧酶主要来源于纯培

养技术培养的微生物菌株,而在自然界中超过99%
以上的微生物在现有条件下尚未获得纯培养,这些未

培养微生物中所蕴含的基因资源十分丰富,具有潜在

的应用价值。宏基因组学技术是探寻微生物多样性、
发现新功能基因的一种有效手段,而利用宏基因组技

术研究赖氨酸脱羧酶的报道较少。本实验室利用宏

基因组文库技术,构建了广西亚热带山区土壤微生物

宏基因组文库,利用功能筛选和随机测序相结合的筛

选策略,获得多个赖氨酸脱羧酶基因(ldc1E,ldc1K
等),发现这些基因长度约为1kb或2.2kb,并完成

部分基因序列的生物信息学分析及相关酶学特性研

究,其中Ldc1E具有较高的比活力,对底物L飊赖氨酸

的亲和能力以及催化效率方面优于已报道的蜂房哈

夫尼菌中的赖氨酸脱羧酶。

暋暋此外,高浓度的1,5飊戊二胺对细胞具有毒害作

用是造成戊二胺产量低的另一重要原因。针对这一

原因可通过增加1,5飊戊二胺的胞外分泌量,减少胞

内累积对宿主产生的毒害作用;提高大肠杆菌、谷氨

酸棒状杆菌、甲醇芽孢杆菌等宿主菌株对1,5飊戊二

胺的耐受性;强化1,5飊戊二胺代谢途径以及开发新

的宿主菌株等策略,有利于实现高效合成1,5飊戊二

胺工程菌株的构建。目前,研究者对大肠杆菌以及谷

氨酸棒状杆菌中1,5飊戊二胺代谢途径的改造研究较

为深入,但是有关利用甲醇芽孢杆菌生产1,5飊戊二

胺的研究报道较少。相比于大肠杆菌以及谷氨酸棒

状杆菌均以糖类物质作为碳源,甲醇芽孢杆菌可利用

非粮物质甲醇作为唯一碳源具有一定的优势。由于

适用于甲醇芽孢杆菌中对外源基因进行高效表达的

工具盒子较少,可选择性较低,因此,开发更多能应用

在甲醇芽孢杆菌中的工具盒子将有利于1,5飊戊二胺

合成菌株的构建。此外,深入研究甲醇芽孢杆菌中

1,5飊戊二胺代谢途径以及对该途径的进一步改造将

更有利于构建高效合成1,5飊戊二胺的工程菌株。
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