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摘　 要： 前期研究表明，ＭｇＣｌ２胁迫不但可以提高 ＴＧａｓｅ 的产量，还会影响微生物次级代谢产物合成的一个重要调节因子

ＬｕｘＲ 家族蛋白的表达．为了研究 ＬｕｘＲ 家族蛋白对茂原链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ） ＴＧａｓｅ 生物合成以及菌体生长的调控

作用，利用 ｐＫＣ１１３９ 为载体，构建 ｌｕｘＲ 基因阻断质粒，通过 ＰＥＧ 介导的质粒转化将其转入 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 原生质体中，利用单

交换同源重组法将整个重组质粒插入到茂原链霉菌基因组中构建 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ｌｕｘＲ 家族蛋白基因阻断突变菌．利用菌体干

重法对比突变菌和野生菌菌体生长变化，利用比色法研究两株菌 ＴＧａｓｅ 生物合成的变化，找到 ＬｕｘＲ 家族蛋白基因表达与

ＴＧａｓｅ 生物合成之间的关系．结果发现，本研究采用单交换同源重组的方法可以成功地构建出 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ｌｕｘＲ 基因阻断突

变菌株．通过对比野生菌与阻断菌株生长和 ＴＧａｓｅ 活力的变化发现阻断 ｌｕｘＲ 基因会导致菌体生长受阻，ＴＧａｓｅ 合成延迟，并且

表达量显著下降．这些研究结果表明本文研究的 ｌｕｘＲ 基因可能是 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 合成 ＴＧａｓｅ 必不可少的正向调控因子．
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　 　 谷氨酰胺转氨酶（Ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ，ＴＧａｓｅ）是食

品加工领域中重要的蛋白酶，它能够催化酰基转移

反应、脱酰胺基反应和蛋白质分子内或分子间谷氨

酰胺与赖氨酸残基间的交联反应［１］ ．这些催化反应

能够使食品基质中蛋白质发生深刻的变化，改善其

结构，提高热稳定性、凝胶性、持水性等，甚至能够引

入必需氨基酸来提高食物的营养价值［２－４］，因此，在

食品工业中应用广泛，在纺织业、组织工程等领域具

有良好的发展前景［５－６］ ．目前 ＴＧａｓｅ 的主要来源是通

过链霉菌发酵生产，为了获得理想的 ＴＧａｓｅ 产量，国
内外研究者们不断投身于高产菌株筛选、培养基及

发酵条件优化、诱变育种等研究中［７－９］，但 ＴＧａｓｅ 产

量低、酶活力不足仍然是发酵生产 ＴＧａｓｅ 面临的主

要问题，单纯通过外界因素诱导 ＴＧａｓｅ 合成不能从

根本上解决产量问题．现代生物技术的飞速发展为

研究微生物发酵开辟了新的思路．借助该技术可以

从基因水平分析目的产物的合成机制，以及合成过

程中的调控机制，再通过基因工程技术对菌体基因

组进行合理改造，从而有针对性地提高目标产物的

合成量．
前 期 研 究 发 现， 在 ＭｇＣｌ２ 胁 迫 条 件 下，



Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ提前合成 ＴＧａｓｅ，并且产量提高，同时

ＭｇＣｌ２胁迫会影响 ＬｕｘＲ 家族蛋白的合成［１０］ ． ＬｕｘＲ
家族蛋白作为一类转录调控蛋白，与多种微生物的

次级代谢产物合成密切相关［１１－１３］ ．但是目前没有关

于 ＬｕｘＲ 家族蛋白对 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 的生长以及其

ＴＧａｓｅ 合成作用的研究．为了探索 ＬｕｘＲ 家族蛋白与

Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ＴＧａｓｅ 合成之间的关系，本研究通过

基因重组技术阻断 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ｌｕｘＲ 基因，构建突

变菌．通过分析突变菌与野生菌株在 ＭｇＣｌ２培养条件

和普通培养条件下的 ＴＧａｓｅ 活力和菌体合成情况，
初步探讨 ＬｕｘＲ 家族蛋白对 ＴＧａｓｅ 合成的调控作用，
为其实际应用奠定理论基础．

１　 实　 验

１．１　 菌种与质粒

ＴＧａｓｅ 生产菌 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 购于日本 ＮＢＲＣ 公

司； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司，大肠

杆菌 －链霉菌穿梭质粒 ｐＫＣ１１３９、Ｅ． ｃｏｌｉ ＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２）系本实验室保存．
１．２　 试剂

ＫＯＤ⁃Ｐｌｕｓ⁃Ｎｅｏ ＰＣＲ 反应试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯ；
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、 ２００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 １ ｋｂ ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ、ＤＮＡ 纯化回收试剂盒购自 ＴＩＡＮＧＥＮ；限制

性内切酶 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、Ｅｃｏ ＲＩ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ；阿泊

拉霉素（Ａｐｒａｍｙｃｉｎ，Ａｍ）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ；上海生

工提供引物合成及测序技术支持．
１．３　 培养基

ＬＢ 培养基用于 Ｅ． ｃｏｌｉ 液态培养；麦康凯培养基

用于大肠杆菌转化子筛选；ＹＥＭＥ 培养基用于液态

培养 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 以制备原生质体；Ｒ２ＹＥ 培养基

用于 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 原生质体再生；高氏一号培养基

用于 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 固态培养，当用于 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ
转化子筛选时需加入相应的抗生素；种子培养基、普
通发 酵 培 养 基 和 ＭｇＣｌ２ 发 酵 培 养 基［１０］ 用 于

Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ发酵生产 ＴＧａｓｅ．
１．４　 获取 ｌｕｘＲ 基因片段

根据链霉菌属 ｌｕｘＲ 基因保守序列设计正向测序

引物 Ｐ１：５’ －ＴＴＣＣＴＣＣＴＧＧＡＣＧＡＣＣＡＣＧＡＡ－３’和反

向引物 Ｐ２：５’ －ＣＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＣＣＣＣＴＣＡＣ－３’．以
Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ总 ＤＮＡ 为模板进行基因扩增，然后对

扩增产物进行测序和比对分析，验证是否为 ｌｕｘＲ 基

因．验证准确后，根据该基因序列设计正、反引物 Ｐ３
和 Ｐ４，并分别引入 Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｅｃｏ ＲＩ 酶切位点，该扩增

产物将作为同源臂与质粒连接，命名为 ΔｌｕｘＲ．所有的

ＰＣＲ 反应均在 ５０ mＬ 反应体系中进行，其中含模板

ＤＮＡ ２００ ｎｇ 和正、反引物各１０ mｍｏｌ ／ Ｌ．ＰＣＲ 反应条件

为： ９４ ℃， ２ ｍｉｎ； ９８ ℃， １０ ｓ； ５７ ℃， ３０ ｓ； ６８ ℃，
３０ ｓ ／ ｋｂ；６８ ℃，１０ ｍｉｎ；２５～４５ 个循环．
１．５　 构建基因阻断质粒

将回收纯化的 ΔｌｕｘＲ 与质粒 ｐＫＣ１１３９ 分别经

Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｅｃｏ ＲＩ 双酶切处理后，进行酶连反应，然后

转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α，麦康凯培养基抗性（５０ mｇ ／ ｍＬ
Ａｍ）筛选出单菌落，经 ＰＣＲ 和质粒双酶切验证后，
得到重组质粒． 将重组质粒转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＥＴ１２５６７
（ｐＵＺ８００２），再提取获得去甲基化基因阻断质粒，命
名为 ｐＫＣ１１３９－ΔｌｕｘＲ．
１．６　 转化与鉴定

参照文献［１４］制备 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 原生质体并

采用 ＰＥＧ 介导的方式进行质粒转化．将转化反应

液涂布 Ｒ２ＹＥ 培养基经再生培养后，利用抗性高氏

一号培养基（３０ mｇ ／ ｍＬ Ａｍ）培养，筛选出转化子并

进行 ＰＣＲ 验证．由于野生型 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 基因组

中不含 Ａｐｒａｍｙｃｉｎ 抗性基因 ａａｃ（３） ＩＶ，当重组质

粒上的 ΔｌｕｘＲ 与其发生同源单交换时，质粒基因

也会随之整合到 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 基因组上，使其携

带 ａａｃ（３） ＩＶ 基因．因此，根据 ａａｃ（３） ＩＶ 基因设计

引 物 Ｐ５： ５’－ＴＧＣＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＧＣＧＡＡＡＡＧ－３’，
Ｐ６：５’－ＴＣＧＧＣＣＣＡＧＴＴＧＡＣＣＣＡＧＧＧ－３’用来鉴定转化子．

此外，重组质粒所携带的为 ｌｕｘＲ 基因的部分片

段，５’端缺少 ２４０ ｂｐ 片段．以 ｌｕｘＲ 基因 ５’端引物 Ｐ１
为正向引物，ａａｃ（３）ＩＶ 基因 ３’端引物 Ｐ６ 为反向引

物，以阳性转化子 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ
产物则应包括 ｌｕｘＲ 上游基因、质粒中的 ｌｕｘＲ 基因

片段及 Ａｐｒａｍｙｃｉｎ 抗性基因，该方法用于鉴定转化

子的整合方式．
１．７　 ｌｕｘＲ 基因阻断对 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 生长的影响

将 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 野生菌和 ｌｕｘＲ 基因阻断突变

菌分别进行斜面固体培养，得到新鲜孢子后接种到

种子培养基中，４８ ｈ 后取种子培养物分别接种到普

通发酵培养基和 ＭｇＣｌ２发酵培养基中继续培养，其
间每 ２４ ｈ 取一次样测定菌体生物量，绘制细胞生长

曲线．菌体生物量（ＤＣＷ）测定参见文献［９］．
１．８　 ｌｕｘＲ 基因阻断对 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ＴＧａｓｅ 产量

的影响

　 　 按 １．７ 方法培养 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 野生菌和 ｌｕｘＲ
基因阻断突变菌，其间每 ２４ ｈ 取一次样测定发酵液

中 ＴＧａｓｅ 活力，绘制酶活力变化曲线．ＴＧａｓｅ 活力测

定采用分光光度法［１５］ ．

２　 结果与讨论

２．１　 构建基因阻断质粒

按照 １． ３ 的 方 法 利 用 引 物 Ｐ１ 和 Ｐ２ 对

·４７１· 哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ５０ 卷　



Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ基因组进行 ＰＣＲ 反应，得到 ５００ ｂｐ 产

物，测序后经比对与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｉｍｏｓｕｓ 来源的

ＬｕｘＲ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ 的氨基酸序列匹配

度高，证明为 ｌｕｘＲ 基因．根据该基因序列设计正向引物

Ｐ３：５’－ＴＴＴ ＡＡＧＣＴＴＣＧＧＧＧＣＣＴＣＧＧＧＴＴＡＴＧＴ－３’ （下
划 线 为 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 位 点 ） 和 反 向 引 物 Ｐ４：
５’－ＡＡＡ ＧＡＡＴＴＣＧＡＴＣＣＧＣＣＧＴＴＣＣＴＧＣＴＣ－３’ （ 下 划

线为 Ｅｃｏ ＲＩ 位点），以 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ＤＮＡ 为模板进

行基因扩增，得到 ２００ ｂｐ ｌｕｘＲ 基因片段 ΔｌｕｘＲ．然后

按照 １．５ 的方法将 ΔｌｕｘＲ 与质粒载体 ｐＫＣ１１３９ 连

接，构建重组质粒 ｐＫＣ１１３９－ΔｌｕｘＲ，见图 １（ａ）所示．
重组质粒经双酶切后能够得到 ６．５ ｋｂ 载体片段和

２００ ｂｐ 的同源臂片段，如图 １（ｂ）所示，证明基因阻

断质粒构建成功．
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pKC1139(6500bp)
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(a)阻断质粒pKC1139-ΔluxR示意

(b)pKC1139-ΔluxR双酶切验证结果
图 １　 阻断质粒 ｐＫＣ１１３９－ΔｌｕｘＲ

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＫＣ１１３９－ΔｌｕｘＲ

２．２　 重组菌的构建、筛选与验证

按 照 １． ６ 的 方 法 将 重 组 质 粒 转 化 到

Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ原生质体，然后利用 Ｒ２ＹＥ 培养基

３０ ℃条件下进行再生培养，得到的单菌落接种抗性

高氏一号培养基（３０ mｇ ／ ｍＬ Ａｍ）３０ ℃条件下连续

传代 ４ 次．由于 ｐＫＣ１１３９ －ΔｌｕｘＲ 带有温敏型启动

子，当培养温度超过 ３７ ℃时，该游离质粒不能自我

复制，该重组质粒的 ｌｕｘＲ 基因片段与链霉菌染色体

上的同源区段发生同源重组时，整个质粒可通过单

交换的方式插入到染色体上的 ｌｕｘＲ 基因中，质粒上

所携带的 ａａｃ（３）ＩＶ 抗性基因也就能够表达，取第四

代转 化 子 继 续 接 种 抗 性 高 氏 一 号 培 养 基

（３０ mｇ ／ ｍＬ）中，３９ ℃条件下培养．
提取转化子 ＤＮＡ，按照 １．６ 的方法进行 ＰＣＲ 验

证．以 ｌｕｘＲ 基因 ５’端引物 Ｐ１ 为正向引物，以阿泊拉

霉素抗性基因 ３’端引物 Ｐ６ 为反向引物，以转化子

ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增， ＰＣＲ 产物则包括了

ｌｕｘＲ 基因上游、质粒中的 ｌｕｘＲ 基因片段及阿泊拉霉

素抗性基因的核苷酸序列，理论大小为 ２．４ ｋｂ 左右．
结果如图 ２（ｂ）所示，转化子 Ｓ１ 既扩增出了 ７００ ｂｐ
的 ａａｃ（３）ＩＶ 基因（泳道 １），又扩增出一条 ２．４ ｋｂ 产

物， 且验证整合方式的 ＰＣＲ 产物与理论大小

（图 ２（ａ））一致 （泳道 ２）．而转化子 Ｓ２ 只扩增出

７００ ｂｐ的 ａａｃ（３） ＩＶ 基因（泳道 １．将转化子 Ｓ１ 的

２．４ ｋｂ扩增产物进行测序比对，证明 ｐＫＣ１１３９－ｌｕｘＲ２
已经整合到 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 基因组中，ｌｕｘＲ 基因阻断

菌构建成功．
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(a)PCR验证整合方式示意

泳道1、2为转化子S1;泳道3、4为转化子S2;5、6为野生菌
(b)PCR验证结果

图 ２　 突变菌 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

２．３　 ｌｕｘＲ 基因阻断对 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 生长的影响

菌体生长曲线结果显示（图 ３），普通发酵培养

中的野生菌和重组菌生长周期一致，２４ ～ ９６ ｈ 菌体

迅速生长处于对数期，９６ ｈ 后生长趋于平缓进入稳

·５７１·第 ２ 期 张莉丽，等：茂原链霉菌 ｌｕｘＲ 基因对 ＴＧａｓｅ 生物合成的作用



定期．虽然野生菌和重组菌生长趋势相似，但在同一

时间点的野生菌生物量显著高于突变菌（Ｐ＜０．０５），
发酵到 ９６ ｈ 时野生菌生物量达到最大（１０．８９ ｇ ／ Ｌ），
重组菌生长到 １２０ ｈ 生物量最大也仅为 ８．０４ ｇ ／ Ｌ．将
野生菌和重组菌接种到 ＭｇＣｌ２发酵培养基中后，对
菌体生长周期没有影响，相同菌株其生物量也没有

显著差异（Ｐ＞０．０５）．这些结果表明，阻断 ｌｕｘＲ 基因

会抑制 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 生长．
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图 ３　 野生菌及重组菌在不同发酵培养基中的生长曲线

Ｆｉｇ．３ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｌｕｘＲ ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ
ｍｕｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ

２．４ 　 ｌｕｘＲ 基因阻断对 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 发酵生产

ＴＧａｓｅ 的影响

　 　 Ｓ．ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 发酵生产 ＴＧａｓｅ 酶活力变化曲线

（图 ４）显示，生长在普通发酵培养基中的野生菌在

对数生长期 ＴＧａｓｅ 活力逐渐增加，９６ ｈ 发酵液中

ＴＧａｓｅ 活力达到最大（０．９ Ｕ ／ ｍＬ），９６ ｈ 后随着菌体

生长进入稳定期，ＴＧａｓｅ 活力不再升高．相比普通培

养基，生长在 ＭｇＣｌ２发酵培养基中的野生菌在 ２４ ～
９６ ｈ 期间 ＴＧａｓｅ 活力增长速度更快，９６ ｈ 后增长速

度 放 缓， 发 酵 结 束 时 ＴＧａｓｅ 活 力 达 到 最 高

（２．８ Ｕ ／ ｍＬ），相对普通发酵培养基其 ＴＧａｓｅ 活力提

高了 ２１１％．然而重组菌在普通发酵培养基和 ＭｇＣｌ２
培养基中几乎没有酶活产生．这些结果表明，ｌｕｘＲ 基

因阻断显著影响 ＴＧａｓｅ 合成，并且 ＭｇＣｌ２胁迫不能

提高重组菌 ＴＧａｓｅ 产量．
ＬｕｘＲ 家族蛋白是一类在细菌群体感应机制中

起重要作用的调控蛋白，它影响着微生物的生长繁

殖、毒性因子、次级代谢产物和生物膜的形成以及胞

外蛋白的合成［１２］ ．研究表明，在链霉菌发酵过程中，
ＬｕｘＲ 家族蛋白可以作为抗生素产量的调控因子，在
基因水平上对次级代谢产物进行调控．Ｈｅ 等［１６］ 研

究发现 ＬｕｘＲ 家族蛋白对格尔德霉素的产生具有正

调控的作用．Ｙｕ 等［１７］研究发现阻断 ＬｕｘＲ 家族蛋白

调控因子的表达降低了 Ｓ． ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ 合成寡霉素

（ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ）的能力，然而阿维菌素（ ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ）的

产量却升高了 ４ 倍．这些结果表明，ｌｕｘＲ 基因对于链

霉菌的产物合成可以是一种双向调节因子，对于

Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ生产 ＴＧａｓｅ 来说可能是一种正向调控

因子．

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0 24 48 72 96 120

野生菌-普通培养基
野生菌-MgCl2培养基
突变菌-普通培养基
突变菌-MgCl2培养基

发酵时间/h

TG
as
e酶

活
/(U

?m
L-

1 )
图 ４　 野生菌及重组菌在不同发酵培养基中的 ＴＧａｓｅ产量变化

Ｆｉｇ．４ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＧａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｌｕｘＲ
ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉａ

３　 结　 语

以 ｐＫＣ１１３９ 为载体构建 ｌｕｘＲ 基因阻断质粒，通
过 ＰＥＧ 介导的质粒转化将其转入 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 原
生质体中，单交换同源重组法将整个重组质粒插入

到链霉菌基因组中以阻断 ｌｕｘＲ 基因的表达，可以成

功构建出 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ｌｕｘＲ 基因阻断突变菌．通过

对比野生菌和阻断菌株在两种不同培养基中生长和

产酶情况，发现阻断 ｌｕｘＲ 基因会抑制 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ
菌体的生长，并且 ＴＧａｓｅ 合成受到抑制．这些结果表

明，本文研究的 ｌｕｘＲ 基因可能是 Ｓ． ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ 合成

ＴＧａｓｅ 必不可少的正向调控因子．
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ｒｅａｃｔｉｏｎｓ： Ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｆｏｏｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００２， ６７（ ８）： ２７９８ － ２８０６． ＤＯＩ： １０． １１１１ ／ ｊ． １３６５ － ２６２１． ２００２．
ｔｂ０８８１９．ｘ．

［４］ ＧＡＳＰＡＲ Ａ Ｌ Ｃ， ＧＯＥＳ⁃ＦＡＶＯＮＩ ＤＥ Ｓ Ｐ． Ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ （ＭＴＧａｓｅ） ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｏｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ： Ａ

ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１５， １７１： ３１５－３２２． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／
ｊ．ｆｏｏｄｃｈｅｍ．２０１４．０９．０１９．

［５］ ＧＥＭＢＥＨ Ｓ Ｖ， ＦＡＲＲＥＬＬ Ｈ Ｍ， ＴＡＹＬＯＲ Ｍ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
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ｏｆ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｔｏ ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ： １． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｎ ｗｏｏｌ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， ２００５， ８５（３）： ４１８－４２４． ＤＯＩ： １０．１００２ ／
ｊｓｆａ．１９９９．

［６］ ＤＵ Ｇ， ＣＵＩ Ｌ， ＺＨＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｈｒｉｎｋ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ
ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｗｏｏｌ ｆａｂｒｉｃ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ４０（７）： １７５３－１７５７． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／
ｊ．ｅｎｚｍｉｃｔｅｃ．２００６．１２．００１．

［７］ ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＨＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ
ｂｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ＭｇＣｌ２ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１２， ９３ （ ６ ）： ２３３５ － ２３４３． ＤＯＩ： １０． １００７ ／
ｓ００２５３－０１１－３７９０－５．

［８］ ＺＨＵ Ｙ， ＲＩＮＺＥＭＡ Ａ， ＴＲＡＭＰＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｄ⁃ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｄｅａｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｓｔｒｅｐｔｏｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｏｂａｒａｅｎｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， １９９８， ４９（３）： ２５１－２５７．

［９］ ＺＨＵ Ｙ， ＲＩＮＺＥＭＡ Ａ， ＴＲＡＭＰＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｄｉｕｍ ｄｅｓｉｇｎ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｂｙ Ｓｔｒｅｐｔｏｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｏｂａｒａｅｎｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， １９９６， ５０（３）： ２９１－ ２９８． ＤＯＩ： １０．１００２ ／ （ ＳＩＣＩ）
１０９７－０２９０（１９９６０５０５）５０：３＜２９１：：ＡＩＤ－ＢＩＴ８＞３．０．ＣＯ；２－Ｂ．

［１０］ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＹＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｍｏｂａｒａｅｎｓｉｓ ｄｓｍ ４０５８７
ｂｙ ｎｏｎ⁃ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ， ａｌｃｏｈｏｌｓ，
ａｎｄ ｓａｌｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｋｏｒｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
２０１２， ２９（７）： ９１３－９１７． ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ１１８１４－０１１－０２７４－３．

［１１］ＣＨＥＮ Ｊ， ＸＩＥ Ｊ． Ｒｏｌｅ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＬｕｘＲ⁃ｌｉｋｅ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１１， １１２（１０）：
２６９４－２７０２． ＤＯＩ： １０．１００２ ／ ｊｃｂ．２３２１９．

［１２］ ＳＡＮＴＯＳ Ｃ Ｌ， ＣＯＲＲＥＩＡ⁃ＮＥＶＥＳ Ｍ， ＭＯＲＡＤＡＳ⁃ＦＥＲＲＥＩＲＡ Ｐ，
ｅｔ ａｌ． Ａ ｗａｌｋ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｕｘｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ： Ｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ， ２０１２， ７（１０）：
ｅ４６７５８． ＤＯＩ： １０．１３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００４６７５８．

［１３］ＹＵ Ｑ， ＢＡＩ Ｌ， ＺＨＯＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｕｘｒ⁃ｔｙｐｅ
ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｌｍｒｉ ａｎｄ ｏｌｍｒｉｉ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２０１２， ５７ （ ８ ）： ８６９ － ８７６． ＤＯＩ： １０． １００７ ／
ｓ１１４３４－０１１－４８６５－５．

［１４］侯孝仑， 刘雅清， 郭玮婷， 等． 原生质体融合提高产谷氨酰胺

转氨酶菌株产量［Ｊ］ ． 食品科学， ２０１６（３）： １４５－１５０．
ＨＯＵ Ｘｉａｏｌｕｎ， ＬＩＵ Ｙａｑｉｎｇ， ＧＵＯ Ｗｅｉｔｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒａｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｂｙ
ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｆｏｏｄ
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１６（３）： １４５－１５０．

［１５］ＦＯＬＫ Ｊ Ｅ， ＣＯＬＥ Ｐ Ｗ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｆｏｒ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９６５， ２４０（７）： ２９５１－２９６０．

［１６］ＨＥ Ｗ Ｑ， ＬＥＩ Ｊ， ＬＩＵ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌｕｘｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｇｄｍｒｉ
ａｎｄ ｇｄｍｒｉｉ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ １７９９７ ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
２００８， １８９（５）： ５０１－５１０． ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ００２０３－００７－０３４６－２．

［１７］ＹＵ Ｑ， ＢＡＩ Ｌ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｘ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｌｕｘｒ⁃ｔｙｐｅ ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｌｍｒｉ ａｎｄ ｏｌｍｒｉｉ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２０１２， ５７（８）： ８６９－８７６． ＤＯＩ： １０．１００７ ／
ｓ１１４３４－０１１－４８６５－５．

（编辑　 刘　 彤）
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