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北京棒杆菌 Corynebacterium pekinense天冬氨酸激
酶 P184M酶动力学分析及酶学性质表征 

王锐楠, 张芷睿, 方  丽, 闵伟红*, 刘春雷 

(小麦和玉米深加工国家工程实验室/吉林农业大学食品科学与工程学院, 长春  130118) 

摘  要: 目的  研究北京棒杆菌天冬氨酸激酶(aspartate kinase, AK)184位点脯氨酸(proline, P)突变为蛋氨酸

(DL-methionine, M)对酶动力学及酶学性质的影响。方法  对北京棒杆菌 AK家族同源序列比对, 选择出高度

保守且远离底物结合位点的 Pro184位点, 对其进行饱和定点突变, 成功构建突变体 P184M。结果  动力学和

酶学性质研究表明: P184M AK Vmax比WT(wide type)提高了 5.06倍; n值为 0.19, 突变体由WT的正协同性变

为负协同性, 同时 Km(mol/L)值增大; 突变体 AK最适 pH为 6.5, 低于野生型最适 pH 7.0; 最适反应温度 28 , ℃

低于 WT 的 30 , ℃ 适宜温度区间变窄; 半衰期由 WT 的 2.1 h 降为 1.2 h; 金属离子、有机溶剂和抑制剂

Thr+Met、Lys+Met、Thr+Lys+Met 对突变株 AK 均表现出激活作用。结论  突变体天冬氨酸激酶 P184M 的

酶动力学性质和酶学性质改变显著, 为构建高产蛋氨酸菌株提供了一定的参考依据。 
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Enzyme kinetics analysis and enzymatic properties of aspartate kinase 
P184M from Corynebacterium pekinense 

WANG Rui-Nan, ZHANG Zhi-Rui, FANG Li, MIN Wei-Hong*, LIU Chun-Lei 

(National Engineering Laboratory on Wheat and Corn Further Processing, College of Food Science and 
Engineering, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of site 184 proline (P) of aspartate kinases (AK) mutationed to 

DL-methionine (M) on enzyme kinetics and enzymatic properties. Methods  Mutant P184M was successfully 

constructed by saturation site-directed mutagenesis of highly conserved amino acid and far away from inhibitors 

binding site P184 which was selected by sequence homology analysis of aspartate kinase family. Results  The 

kinetics and enzymatic results showed that the Vmax of P184M AK was 5.06 times higher than that of wide type (WT). 

The n value was 0.19 indicating that mutant changed to negative synergistic reaction from synergistic reaction and Km 

value increased simultaneously. The optimum pH of P184M was 6.5, which was lower than that of WT (pH 7.0). The 

optimum temperature of P184M was 28 , which was lower than that of WT (30 ℃ ℃). The half-life period decreased 

from 2.1 h to 1.2 h. Furthermore, P184M AK activated significantly by metal ions, organic solvent and inhibitors 

(Thr+Met, Lys+Met, Thr+Lys+Met). Conclusion  The kinetics and enzymatic properties of mutant AK P184M are 
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significantly changed, which provides a reference for the construction of high yield methionine strains. 

KEY WORDS: Corynebacterium pekinense; aspartate kinase; mutant; enzymatic properties 

 
 

1  引  言 

天冬氨酸激酶 (aspartate kinase, AK)是生物合成苏

氨酸、赖氨酸、异亮氨酸和蛋氨酸生物途径中关键酶

之一 , 广泛存在于植物、细菌和真菌中 [1-4]。AK 是该

合成途径中第一个关键酶 , 其利用 ATP 将天冬氨酸磷

酸化生成天冬氨酰 -P, 指导碳在代谢中的流通 [5,6], 对

天冬氨酸族氨基酸的合成与积累具有重要作用。植物

中存在的 AK 可以划分为 3 种单功能酶 AKs(AKⅠ、

AKⅡ和 AK )Ⅲ 和 2 种双功能酶 AK-高丝氨酸脱氢酶

(AKⅠ-HSDHⅠ和 AKⅡ-HSDH )Ⅱ [7,8]。大肠杆菌中的

AKⅠ和 AKⅢ分别受苏氨酸、赖氨酸和亮氨酸的反馈

抑制 [9], 而谷氨酸棒杆菌中的 AK 属于 AKⅡ[10], 受到

赖氨酸和苏氨酸协同抑制 [11,12]。  

北京棒杆菌 AK 晶体结构尚未报道, 而其与谷氨酸

棒杆菌 AK 同源性达到 99%, 因此本研究利用谷氨酸棒

杆菌AK晶体结构(3aaw, Protein Data Bank, PDB)[13]为模

板对北京棒杆菌 AK进行研究。谷氨酸棒杆菌 AK是 α2β2

四聚体[14], α 亚基与 β 亚基具有同源性[15], 均包含 2 个

ACT 结构域(ACT 1和 ACT 2), 其催化结构域属于氨基

酸激酶家族(Pfam 00696)[16], 该催化结构域 C 端为 ATP

提供了核苷酸结合口袋, AK Pro184是 ATP结合位点的

第一个氨基酸, 位于 β6 和 β7 之间的环路上[17], 同时与

天冬氨酸激酶家族同源序列比对可知该点为高度保守

氨基酸位点, 我们推想其对 AK 空间变构有着潜在的远

程调控能力。如图 1所示, Pro184位点位于AKα亚基 loop 

8上, 改变该保守位点使得 loop 8 与附近的 loop 6 极有

可能改变原有的相互作用关系, 以抵消 AK 在结合抑制

剂苏氨酸和赖氨酸后产生的变构效应, 从而使得 AK 催

化结构域受到的变构影响降低或者消除。目前, 解除 AK

反馈抑制的研究均集中在配体周围的残基及与其相关

的作用力, 而对于远离结合位点却影响配体结合的残基

的研究未见报道。 

因此本研究在北京棒杆菌 AK基因与载体 pET-28a实

现重组的基础上, 运用基因工程技术对 AK基因 Pro184进

行饱和定点突变, 研究北京棒杆菌中 AK 基因序列 Pro184

位点改变以及潜在的远程调控作用对 AK 活力的影响。

Pro184 位点的所有突变体中 P184M 是唯一一个酶的亚基

由正协同性改变为负协同性且酶活力提高的突变体, 同时, 

P184M突变体对各类金属离子、有机溶剂、底物抑制剂及

组合适应性较好, 为高产天冬氨酸族氨基酸基因工程菌的

构建提供新的思路及参考。 

 
 

图 1  AK (3aaw, PDB) P184位点与抑制剂结合位点 

Fig. 1  AK (3aaw, PDB) P184 and inhibitors binding sites 
 

2  材料与方法 

2.1  试验材料 

表达宿主大肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)(美国

Novagen公司); Luria-Bertani培养基(LB培养基)(北京奥博

星生物技术有限责任公司)。 

核酸、蛋白电泳 maker、DNA聚合酶及定点突变试剂

盒、DpnⅠ内切酶、质粒抽提试剂盒(大连 TaKaRa公司); 异

丙基硫代-β-D-半乳糖苷(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside, 

IPTG)、卡那霉素, 腺苷三磷酸(ATP)(北京鼎国昌盛生物技

术有限责任公司 ); 非变性镍柱 (瑞典 GE Healthcare 

Bio-Sciences AB公司)。 

2.2  试验仪器 

Scientz- D Ⅱ 超声波破碎仪(宁波新芝生物科技有限

公司); Z36HK 高速冷冻离心(德国 HERMLE公司); SE260

蛋白电泳仪(瑞典 GE Healthcare Bio-Sciences AB 公司); 

Jim-X核酸电泳槽(上海伯泰生物技术有限公司); AG PCR

仪(德国 eppendorf 中国有限公司); CL-32L 高压蒸汽灭

菌器(日本 ALP公司); infinitieM200酶标仪(瑞士 TECAN

公司)。  

2.3  试验方法 

2.3.1  构建突变体重组质粒 pET-28a-P184M 

使用 Primer Premier 5软件进行设计, 并交由上海生

物工成有限公司合成。引物如下(划线部分为突变位点): 上

游引物 5’-GTGCATTAGGAACGATGCGCATGTCAGCGG 

TATAC-3’; 下游产物  5’-GTATACCGCTGACATGCGCAT 
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CGTTCCTAATGCAC-3’。 

以本实验提供的连接AK的重组质粒 pET-28a为模板, 

使用合成的引物进行全质粒 PCR反应。反应条件: 94  4 ℃

min; 94  1 min, 58  1 min, 72  10 min, ℃ ℃ ℃ 循环 18次; 

72  20 min℃ 。PCR 产物用 DpnⅠ酶消化除去甲基化的质

粒模板, 消化产物用于下一步转染。 

取上述消化产物 1 μL加入 100 μL大肠杆菌 BL21感

受态细胞中, 冰浴 30 min, 42 ℃金属浴 90 s, 冰浴 2 min后

加入 900 μL LB培养基(不含卡那霉素)37 ℃、180 r /min培

养 1 h。12000 r/min离心 1 min, 弃上清 800 μL, 剩余 200 μL

重悬菌体涂布于 LB平板上, 37 ℃培养过夜。所得菌落接

种至 10 mL LB培养基中活化并进行下一步菌液 PCR进行

验证并交由上海生物工程有限公司测序。 

2.3.2  菌液 PCR 及粗酶液制备 

以普通 AK克隆引物为引物, 上一步获得的菌液为模

板 , 进行菌液 PCR 扩增。克隆引物 : 上游引物

5'-GGAATTCCATATGGCCCTGGTCGTACAGAA-3'; 下游

引物 5'-GGAATTCTTAGCGTCCGGTGCCTGCAT-3'。反应

条件: 94 , 4 min; 94  40 s, 58  60 s, 72  90 s, ℃ ℃ ℃ ℃ 循环

30次; 72 , 10 min℃ 。扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳验证。 

活化上述测序成功的菌种, 以 2%接种量接入 100 mL 

LB 培养基中 220 r/min 培养 1.8 h, 待菌液 OD600(optical 

density 600 nm)值在 0.6~0.8加入 1 μL IPTG诱导发酵 10 h, 

8000 r/min, 4 ℃离心 10 min收集菌体。AK蛋白粗酶液制

备方法参考文献[18]。 

2.3.3  纯化和电泳 

使用非变性镍柱对粗酶液进行纯化。纯化方法和十二

烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 氨 (sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)凝胶

电泳的具体步骤参照文献[18]。 

2.3.4  酶活力测定及酶动力学分析 

利用吸光光度法通过检测天冬氨酸异羟肟酸 OD540

值改变来测定天冬氨酸激酶酶活力, 具体测定方法参照

文献[19]。 

2.3.5  酶学性质研究 

(1) 最适反应 pH: 用 Tris-HCl调节反应体系 pH分别

为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.5、10, 其他条件不变

进行酶活力测定, 每组检测 3个平行样。 

(2) 最适反应温度: 在温度分别为 15、20、25、26、

28、30、35、40、45、50 , ℃ 其他条件不变进行酶活力测

定, 每组检测 3个平行样。 

(3) 酶的半衰期: 将纯化得到的酶液保存于 28 ℃水

浴中, 每隔 1 h测定一次酶活力, 反应体系 pH为 6.5, 其他

条件不变进行酶活力测定, 以 0 h 的测定的酶活力定义为

100%。 

(4) 金属离子和有机溶剂对酶活力的测定: 测定向反

应体系中加入 10%不同浓度(0.2、1、5、10 mmol/L)的金属

离子(Na+、K+、Ca2+、Mg2+、Zn2+、Mn2+、Cu2+、Fe3+、

Ni2+)对酶活力的影响, 不添加金属离子的酶活力定义为

100%。测定向反应体系中加入溶剂体积分数为 1%、5%、

10%、20%的甲醇、乙醇、丙三醇、异丙醇、乙腈、正丁

醇、二甲基亚砜等有机溶剂对酶活力的影响, 不添加有机

溶剂的酶活力定义为 100%, 以上每组 3个平行样。 

(5)底物抑制剂对酶活力的测定: 测定向反应体系中

加入不同浓度(0.2、1、5、10 mmol/L)的底物抑制剂苏氨酸

(Thr)、赖氨酸(Lys)、蛋氨酸(Met)和抑制剂组合对酶活力

的影响, 未添加底物抑制剂的酶活力定义为 100%。 

2.4  数据分析 

本研究实验数据采用 Origin 8.5进行统计分析。 

3  结果与分析 

3.1  重组菌株的构建及 SDS-PAGE 

测序结果显示 184位点由野生型 Pro突变为Met, 表

明 P184M构建成功。将含有 pET-28a-P184M质粒的大肠

杆菌单克隆培养, 提取质粒, 对其 PCR 产物进行琼脂糖

凝胶电泳。结果表明, 在 4000~7000 bp 之间存在目的单

带, 与 pET-28a-P184M的 6822 bp相符合, 表明突变体构

建成功。 
 

 

 
图 2  pET-28a-P184M质粒 PCR扩增 1%琼脂糖凝胶验证结果 

Fig. 2  The 1% agarose electrophoresis of PCR amplification 
products of plasmid pET-28a-P184M 

 
纯化得到的酶液进行 SDS-PAGE, 结果如图 3 所示, 

野生型粗酶液和纯化酶液, P184M纯化酶液在 48 kDa处都

出现了目的条带, 表明 AK基因表达成功。 
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图 3  SDS-PAGE蛋白电泳图 

Fig. 3  SDS-PAGE electrophorogram 
M: Maker; 1: WT粗酶液; 2、3: P184M ; 4、5: WT 

 
3.2  P184M 动力学分析 

所得动力学数据按 Hill 方程 V=Vmax(S
n)/(Kn+Sn)进行

拟合, 结果表 1 所示, P184M 的最大反应速率(maximum 

velocity, Vmax)比野生型(wide type, WT)的 Vmax提高了 5.06

倍; n值为 0.19, 远低于野生型WT的 2.6, 表明 P184M由

野生型 WT 的正协同反应变为负协同反应, 即酶在结合一

个配体之后, 酶对其他配体的结合力减小, n值减小进一步

说明配体分子结合到酶上, 酶对其他配体的亲和力由增大

变成减小; Km值增大。这可能是 P184位于 AK酶的 loop 8

上, 并且是 ATP 结合位点的唯一保守氨基酸, 虽然其远离

AK酶的底物结合位点和抑制剂结合位点, 但是Pro突变为

Met 后使得结合 ATP的能力和环路构象发生了改变, 使得

AK酶的构象松弛改为变构抑制效应减弱, , 结合配体之后

不利于结合其他配体, 导致由正协同反应转变为负协同反

应, 确切的机制有待进步证实。 

3.3  P184M 酶学性质表征 

3.3.1  温度和 pH 对酶活力的影响 

如图 4(a)所示, P184M最适温度为 28 , ℃ 低于WT的

最适温度 30 ; 30℃ ～50 , P184M℃ 的酶活力急剧降低, 在 

30 ℃时, 酶活降低了约 80%, 而WT呈缓慢下降的趋势。

如图 4(b)所示, P184M的最适 pH为 6.5, 低于 WT的最适

pH 7.0, 在 pH＞7时, P184M的酶活力出现了急剧的降低。 

3.3.2  AK 酶稳定性的研究 

如图 5所示, P184M的半衰期为 1.2 h, 低于WT的半

衰期 2.1 h, 在 7～10 h, P184M的酶活力为 0, 完全失去活

力。这可能是因为 P184M的构象较WT更加松弛。 

3.3.3  金属离子对 AK 酶活力的影响 

从表 2可知, 与WT相比, P184M对各种浓度金属离

子均表现出良好的抗性。几乎所有浓度的离子都对 P184M

产生了激活作用, 对于 P184M, 10 mmol/L Ca2+的激活作用

最强, 相对酶活力达到 246.09%, 1 mmol/L的 Cu2+次之, 相

对酶活力达到 171.28%。 

3.3.4  有机溶剂对 AK 酶活力的影响 

表 3为有机溶剂对WT和 P184M中 AK活力的影响。

由表可知, 大部分有机溶剂对 WT 产生了抑制作用, 而不

同浓度的有机溶剂对 P184M均表现出良好的激活作用, 其

中甲醇、乙腈、二甲基亚砜和甘油激活作用明显。 

3.3.5  底物抑制剂及组合对 AK 酶活力的影响 

表 4为不同底物抑制剂及组合对WT和 P184M中 AK

活力的影响。与WT对比可知, 高浓度抑制剂及组合(除 10 

mmol/L Lys)对 AK 酶均有不同程度的解除。明显解除了

Thr+Met、Lys+Met、Thr+Lys+Met(除 0.2 mmol/L Lys+Met)3

种抑制剂组合。 

 

 
表 1  WT 和 P184M 动力学参数 

Table 1  Kinetic parameters of WT and P184M 

菌株类型 Vmax(U/mg·s) Km(mol/L) n 

WT 15.11 9.6 2.6 

184L 76.44 12.6 0.19 

 
 

 

 

 
图 4  不同温度(a)和 pH值(b)对 P184M AK活力的影响 

Fig. 4  Effects of temperature (a) and pH (b) on the activity of AK from P184M 
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表 2  金属离子对 WT 和 P184M 中 AK 活力的影响(%, n=3) 
Table 2  Effect of metal ions on the enzyme activity of AK from WT and P184M (%, n=3) 

Enzyme P184M WT 

金属离子
(mmol/L) 

10 5 1 0.2 10 5 1 0.2 

Control 100 100 100 100 100 100 100 100 

Na+ 107.68±1.3 110.45±1.6 119.02±2.8 113.66±1.1 110.22±0.9 115.98±1.5 19.57±2.4 19.28±1.6 

K+ 97.17±1.8 104.38±1.9 102.58±3.3 97.92±1.3 69.35±1.4 43.16±2.1 63.43±4.3 21.59±0.8 

Ca2+ 246.09±0.6 114.60±2.3 106.73±4.3 102.39±2.2 187.04±1.1 169.20±3.4 99.74±0.7 56.08±2.1 

Mg2+ 138.47±3.5 102.58±0.6 102.77±2.4 103.84±0.4 117.97±2.6 134.82±1.2 66.38±0.5 50.73±0.7 

Zn2+ 106.22±4.0 110.39±5.0 113.41±1.6 106.42±0.7 125.90±2.6 153.24±1.3 81.81±1.6 45.16±0.9 

Mn2+ 149.43±1.7 113.03±3.1 107.52±1.8 106.48±0.7 98.17±1.0 96.78±1.5 71.65±2.2 22.41±0.9 

Cu2+ 127.89±1.3 163.53±3.5 171.28±1.1 131.42±1.2 119.86±0.6 92.61±2.0 147.80±2.7 33.90±1.6 

Ni2+ 121.34±2.2 159.69±0.8 137.59±1.6 162.34±1.3 75.47±0.7 83.92±3.3 78.12±0.7 33.99±1.7 

Fe3+ 134.63±3.1 104.28±1.5 145.65±1.8 119.71±0.9 120.23±0.3 96.39±1.8 59.45±0.6 36.10±2.1 

 
表 3  有机溶剂对 WT 和 P184M 中 AK 活力的影响(%, n=3) 

Table 3  Effect of organic solvents on the enzyme activity of AK from WT and P184M (%, n=3) 

Enzyme P184M WT 

有机溶剂
(mmol/L) 

10 5 1 0.2 10 5 1 0.2 

Control 100 100 100 100 100 100 100 100 

甲醇 174.35±0.5 115.79±0.7 96.17±1.6 95.16±2.1 81.40±3.3 107.61±1.4 92.05±1.2 14.57±0.4 

乙醇 104.58±0.9 99.98±0.4 110.97±0.7 136.41±0.4 152.60±2.8 115.31±2.4 94.03±1.7 14.26±0.8 

异丙醇 99.64±1.8 119.82±1.6 142.18±0.6 101.27±0.3 63.91±1.6 26.31±0.8 27.29±2.0 14.26±1.2 

正丁醇 100.65±1.5 100.45±1.7 91.57±0.6 98.75±1.6 76.30±2.0 103.70±1.1 17.18±1.6 14.90±1.0 

乙腈 192.29±4.6 116.07±2.6 177.91±1.1 102.28±0.4 15.85±2.9 14.75±2.9 15.16±0.7 14.79±2.3 

二甲基亚砜 130.58±1.5 111.36±1.3 107.15±1.7 93.93±3.1 16.06±1.3 15.26±4.3 17.41±0.9 15.66±0.6 

甘油 152.16±1.1 157.99±2.3 91.65±1.0 100.22±1.4 14.92±0.9 15.10±1.5 24.48±1.8 16.77±0.6 

 
表 4  底物抑制剂及组合对 WT 和 P184M 中 AK 活力的影响(%, n=3) 

Table 4  Effect of substrate inhibitors on the enzyme activity of AK from WT and P184 (%, n=3) 

Enzyme P184M WT 

底物抑制剂
(mmol/L) 

10 5 1 0.2 10 5 1 0.2 

Control 100 100 100 100 100 100 100 100 

Thr 104.97±1.4 119.20±0.8 99.03±4.9 87.62±0.7 11.45±1.0 13.11±1.6 11.48±0.6 29.95±1.1

Lys 83.86±2.1 104.23±1.3 128.15±3.8 88.43±1.0 89.70±0.6 90.83±4.2 65.33±2.6 16.35±0.7

Met 107.00±3.1 123.08±2.2 84.17±3.1 84.22±2.2 38.39±2.5 90.09±0.5 81.49±2.1 17.78±0.3

Thr+Lys 104.67±1.6 121.05±1.0 95.83±2.7 84.62±3.5 13.00±2.8 32.11±1.7 82.42±1.4 11.83±1.8

Thr+Met 140.63±3.1 137.36±1.2 103.95±2.2 102.99±0.4 91.43±1.5 50.93±1.9 80.37±2.0 13.35±2.0

Lys+Met 123.03±0.8 169.07±0.2 115.52±1.8 93.86±1.8 28.75±0.9 52.08±0.8 25.37±3.4 12.62±1.9

Thr+Lys+Met 121.30±1.7 119.42±1.9 134.55±1.4 130.03±1.4 48.37±1.1 87.73±1.6 76.11±1.9 14.57±0.7
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图 5  WT和 P184M中 AK的稳定性 

Fig. 5  Stability of AK from WT and P184M 

 

4  结  论 

本实验对北京棒杆菌中 AK 基因 Pro184 位点进行饱

和定点突变, 成功构建突变菌体 P184M。并对 P184M 的

AK进行纯化和 10% SDS-PAGE验证。酶动力学及酶学性

质结果表明: 突变体 P184M 和 WT AK 分子质量均为 48 

kDa, P184M AK Vmax较WT提高了 5.06倍, 且正协同性转

变为负协同性。酶学性质研究表明, P184M AK最适 pH值

为 6.5, 最适反应温度 28 ; ℃ 半衰期由WT的 2.1 h降低到

1.2 h; 同时, P184M对金属离子和有机溶剂均表现出良好

的 抗 性 , 解 除 底 物 抑 制 剂 Thr+Met 、 Lys+Met 、

Thr+Lys+Met(除 0.2 mmol/L Lys+Met)对 AK酶活力的抑制

作用。 
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鉴于此, 本刊特别策划了“功能性食品研究”专题, 由南昌大学食品学院副院长邓泽元教授担任专题主编, 

围绕功能性食品的营养研究、开发应用、安全质量控制等问题展开讨论, 计划在 2017年 8月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及邓教授特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学

术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2017年 6月 30日前通过网站或 Email投稿。我们

将快速处理并优先发表。 
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