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摘   要：生物传感器已经成为实时监测特定小分子和精确控制生物系统中基因表达的强大工具。

用于 1,4-丁二胺生物合成的高通量传感器可以极大地提高 1,4-丁二胺高产菌株的筛选效率。为研究

调整生物传感器特性的策略，本研究开发了一种以转录调节因子 PuuR 为基础的 1,4-丁二胺生物传

感器，其同源的操作子 puuO 被组装在大肠杆菌组成型启动子 PgapA 中，以控制下游的高能绿色荧

光蛋白(superfolder green fluorescent protein, sfGFP)作为报告蛋白表达。最终该传感器在 1,4-丁二胺

浓度处于 0–50 mmol/L 时 GFP/OD600 值与 1,4-丁二胺浓度之间能稳定地表现出线性关系。本研究采

用大肠杆菌基因组中不同强度的启动子对 1,4-丁二胺生物传感器进行分子改造，探究并改进基于

PuuR 的 1,4-丁二胺生物传感器的功能性质，为高通量筛选高产 1,4-丁二胺的工程菌株奠定了基础。 
关键词：大肠杆菌；1,4-丁二胺；生物传感器；转录调节因子 PuuR 
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on transcriptional regulator PuuR 
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Abstract: Biosensors have become powerful tools for real-time monitoring of specific small 
molecules and precise control of gene expression in biological systems. High-throughput 
sensors for 1,4-butanediamine biosynthesis can greatly improve the screening efficiency of 
high-yielding 1,4-butanediamine strains. However, the strategies for adapting the characteristics 
of biosensors are still rarely studied, which limits the applicability of 1,4-butanediamine 
biosensors. In this paper, we propose the development of a 1,4-butanediamine biosensor based 
on the transcriptional regulator PuuR, whose homologous operator puuO is installed in the 
constitutive promoter PgapA of Escherichia coli to control the expression of the downstream 
superfolder green fluorescent protein (sfGFP) as the reporter protein. Finally, the biosensor 
showed a stable linear relationship between the GFP/OD600 value and the concentration of 
1,4-butanediamine when the concentration of 1,4-butanediamine was 0–50 mmol/L. The promoters 
with different strengths in the E. coli genome were used to modify the 1,4-butanediamine biosensor, 
and the functional properties of the PuuR-based 1,4-butanediamine biosensor were explored and 
improved, which laid the groundwork for high-throughput screening of engineered strains 
highly producing 1,4-butanediamine. 
Keywords: Escherichia coli; 1,4-butanediamine; biosensor; transcriptional regulator PuuR 

 
1,4-丁二胺(1,4-butanediamine)，又称腐胺

(putrescine)[1-2]，是一种包含 2 个氨基的胺类化

合物。它是一种重要的生物胺，普遍存在于食

物及人体的某些器官中，参与细胞的代谢调控，

可以在与生物体内其他生物胺共同的抗肿瘤反

应中发挥作用[3-4]。1,4-丁二胺的主要工业用途是

用于合成聚酰胺材料，如聚酰胺 46 (polyamide 
46, PA46)、聚酰胺 4T (polyamide 4T, PA4T)等，

它们具有优异的材料性能，可用于重型纤维和

工程产品[5]。特别是 PA46，由 1,4-丁二胺和己

二酸缩合而成，由于具有高熔点、优异的机械

性能和耐溶剂性，能够作为一种优良的工程塑

料被广泛应用于机械电子、医药等领域[6]。 
目前，1,4-丁二胺的大规模工业化生产主要

依赖以石化为基础的化学合成法[7-8]。由于化学

合成需要依赖石油这种不可再生资源，反应条

件苛刻且对环境不友好，所以急需开发一种环

保且高产的生产方式。随着基因工程和代谢工

程的不断发展，微生物发酵法生产 1,4-丁二胺

由于具有绿色环保、可持续利用、原料低廉等

优点[9]，已经成为未来的发展趋势[10]。目前高

产 1,4-丁二胺的研究主要集中在敲除 1,4-丁二

胺降解途径及副产物途径[11]、对不同来源的鸟

氨酸脱羧酶基因进行比较并过表达鸟氨酸脱羧
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酶[12-13]以及发酵优化等方面。这些传统的遗传

修饰方法构建的 1,4-丁二胺生产菌株的产量较

低，远远不能满足工业生产需求，因此需要对

1,4-丁二胺合成途径的关键基因的表达进行优

化，并对关键途径酶进行定向进化。 
高产菌株的筛选和关键途径酶的定向进化

会生成大型且全面的突变文库[14-15]。但是由于

缺乏快速有效的评价方法或筛选工具，从基数

庞大的文库中获得高产菌株常常受到限制[16]。

传统的 1,4-丁二胺高产菌株筛选方法，如薄层

色谱(thin layer chromatography, TLC)[17]、离子

色谱(ion chromatography, IC)[18]、气相色谱(gas 
chromatography, GC)[19]、高效液相色谱法(high 
performance liquid chromatography, HPLC)[20]等

不适合从大规模和多样化的突变库中分离高产

1,4-丁二胺的菌株[21-22]，因此需要开发有效的高

通量筛选工具[23-24]，对所生成的文库成员进行

高通量筛选[25]。 
目前，基于转录因子的生物传感器经常用

于高通量筛选[24]、适应性进化[26]、实时监测[27]

和单细胞分析。本研究旨在开发设计一种以转

录调节因子 PuuR为基础的 1,4-丁二胺生物传感

器来监测细胞内的 1,4-丁二胺水平[28]，以达到

从基数庞大的文库中高效筛选出高产 1,4-丁二

胺菌株的目的。 
puu 途径是大肠杆菌中已知的一种 1,4-丁

二胺利用途径[29]。在 puu 途径中，puuA 和 puuD
的启动子位于 puuA 与 puuD 基因间区域，其中

含有 4 个 PuuR 结合位点 FA、FB、FC 和 FD(即
操作子 puuO)，受 PuuR 负调控(图 1)。PuuR 在

1,4-丁二胺浓度低的情况下会与 puuA 和 puuD
的启动子上 4 个结合位点结合并抑制 puu 基因

的转录，如果细胞中的游离 1,4-丁二胺浓度达

到足够高的水平，其会与 PuuR 结合从而改变

PuuR 的构象，PuuR 就会从结合位点上分离出

来，puu 基因开始转录。puu 途径利用 1,4-丁二

胺并降低其在细胞中的浓度后，PuuR 可再次与

结合位点结合。 
前期研究结果表明构建基于 PuuR 的生物传

感器能够报告大肠杆菌中的 1,4-丁二胺浓度[30]，

该团队设计的 1,4-丁二胺生物传感器检测范围

为 0.11–7.18 mmol。另外一个团队构建了基于谷

氨酸棒状杆菌转录调控因子的生物传感器[31]，

它的检测限≤0.2 mmol/L，K 为 11.4 mmol/L。另

一个研究团队构建出了基于 PuuR 的体外 1,4-
丁二胺生物传感器[32]，其构建报告元件启动子 

 

 
 

图 1  PuuR 调节机制 
Figure 1  Regulatory mechanism of PuuR. 
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的方式值得借鉴。这些 1,4-丁二胺生物传感器

虽然都能在一定水平上反映 1,4-丁二胺浓度与

报告基因的关系，但是由于检测范围小或荧光

表达水平低等原因限制了利用其进行高产 1,4-

丁二胺工程菌株的筛选的应用。 

本研究基于大肠杆菌中 PuuR 的调节机制，

通过筛选转录调节因子及报告元件表达的启动

子，构建了一种灵敏度高、检测范围广、荧光

基数大、不易筛选出假阳性突变体的 1,4-丁二

胺生物传感器，为筛选 1,4-丁二胺合成关键酶

的基因突变体和高产 1,4-丁二胺的工程菌株奠

定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli) K12、JM109 和质

粒 pRSM3 等由本实验室保存。生物传感器质粒

均为本研究构建(表 1)。 
1.1.2  主要试剂与工具酶 

PrimerSTAR Max DNA 聚合酶、限制性内

切酶 Kpn I、Spe I、Nhe I、Xba I、Nde I、Bgl II、
DNA Ligation Kit 为宝日医生物技术(北京)有限

公司产品；质粒提取试剂盒、DNA 纯化回收试

剂盒等为 Omega Bio-Tek 公司产品；蛋白胨和 

 
表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant characteristics Sources 
JM109 K-12, l-, Fʹ [traD36, proAB, laqIqZΔM15], endA1, glnX44, gyrA96, hsdR17, Δ(lacproAB), 

recA1, relA1, supE44, thi 
Lab store 

K12 Wild-type Lab store 
pRSM3 Kanr, RSFori Lab store 
pUC57-eGFP Ampr, pUC57 carrying eGFP Lab store 
pUC57-sfGFP Ampr, pUC57 carrying sfGFP Lab store 
pRSM3-eGFP Kanr, pRSM3 carrying eGFP This study 
pRSM3-eGFP-puuR Kanr, pRSM3 carrying eGFP and puuR This study 
pPgapA-R-PTacR2-e Kanr, eGFP under PTacR2 promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(A+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A+) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(A–)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A–) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(AB+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(AB+) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(AB–-)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(AB–) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(ABG+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG+) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPgapA-R-Pgap(ABG–)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG–) promoter, puuR under PgapA promoter This study 
pPenO-R-Pgap(A–)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A–) promoter, puuR under PenO promoter This study 
pPacnB-R-Pgap(A–-)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A–) promoter, puuR under PacnB promoter This study 
pPfbaB-R-Pgap(A–)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A–) promoter, puuR under PfbaB promoter This study 
pPfkA-R-Pgap(A–)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(A–) promoter, puuR under PfkA promoter This study 
pPenO-R-Pgap(ABG+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG+) promoter, puuR under PenO promoter This study 
pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG+) promoter, puuR under PacnB promoter This study 
pPfbaB-R-Pgap(ABG+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG+) promoter, puuR under PfbaB promoter This study 
pPfkA-R-Pgap(ABG+)-sf Kanr, sfGFP under Pgap(ABG+) promoter, puuR under PfkA promoter This study 
K12Δpuu MG1655Δpuu Lab store 
PUT5 MG1655ΔargRΔpatAΔpuuAΔspeEDΔspeG Lab store 
PUT11 MG1655ΔargRΔpatAΔpuuAΔspeEDΔspeGΔpuuPΔargFΔydcSTUVΔpotFGHIΔplaP Lab store 
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酵母浸粉为 Oxoid 公司产品；1,4-丁二胺盐酸盐

购自上海毕得医药科技股份有限公司；其他试

剂均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取

物 5，NaCl 10，121 ℃灭菌 20 min。根据需要

在 LB 培养基中添加不同浓度的 1,4-丁二胺盐

酸盐得到含不同浓度 1,4-丁二胺的 LB 培养基。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR 引物设计 

根据质粒 pRSM3 的多克隆位点设计目的

片段的引物(表 2)。 

1.2.2  1,4-丁二胺生物传感器构建方法 
首先以 pUC57-eGFP 为模板 PCR 扩增 eGFP

片段，扩增条件：98 ℃预变性 5 min；98 ℃
变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，
30 个循环；72 ℃延伸 5 min。将 eGFP 片段用

Kpn I 和 Spe I 处理，处理后的 eGFP 片段连   
接至 pRSM3 质粒的相应位点得到重组质粒

pRSM3-eGFP。接下来以大肠杆菌 K12 基因组

为模板扩增 puuR 片段，将用 Nhe I 和 Nde I
处理后的 puuR 片段，连接至 pRSM3-eGFP
质粒的 Xba I 和 Nde I 位点间得到重组质粒

pRSM3-eGFP-puuR。最后以合成的双启动子片

段为模板扩增 PgapA-PTacR2片段，将 Nde I 和 Kpn I
处理的 PgapA-PTacR2 片段连接至 pRSM3-eGFP-puuR
质粒的相应位点得到重组质粒 pPgapA-R-PTacR2-e 
(图 2)。后续构建均按照此方法将相应的元件克

隆至传感器质粒 pPgapA-R-PTacR2-e 的相应酶切位

点处。 

1.2.3  1,4-丁二胺生物传感器功能鉴定方法 
在 48 孔细胞培养板上培养携带不同 1,4-丁

二胺生物传感器质粒的大肠杆菌重组菌株，用

0–100 mmol/L 浓度的 1,4-丁二胺诱导荧光蛋白

的表达情况来鉴定生物传感器的功能。将重组菌

株接种到 5 mL含 50 μg/mL卡那霉素(kanamycin, 
Kan)的 LB 试管中并生长过夜，随后将过夜培

养物按 1%的比例转接到 0.5 mL 含 50 μg/mL  
 

表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
eGFP-S GGGGTACCATGGTGAGCAAGGGCGA 
eGFP-A GGACTAGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 
PuuR-UP-S CTAGCTAGCACGCGTCATTCTTTATATACACTTCATCCTTCAAGCC 
PuuR-DN-A GGAATTCCATATGAGTGATGAGGGACTGGC 
sfGFP-S GGGGTACCATGAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCAC 
sfGFP-A GGACTAGTTTTGTAGAGCTCATCCATGCCA 
puuO-A-UP CTAGGGTGGTCATTATATTTTACGT 
puuO-A-DN CTAGACGTAAAATATAATGACCACC 
puuO-AB-UP CTAGGGTGGTCATTATATTTTACGTATGTTCAATATTTTTTCAA 
puuO-AB-DN CTAGTTGAAAAAATATTGAACATACGTAAAATATAATGACCACC 
puuO-ABG-UP CTAGGGTGGTCATTATATTTTACGTTGAAAAAATATTGAACATA 
puuO-ABG-DN CTAGTATGTTCAATATTTTTTCAACGTAAAATATAATGACCACC 
eno-UP-Bgl II GAAGATCTTTGCCAGTTCCATCCGGAGTTT 
eno-DN-Nde I GGAATTCCATATGGTTTTCCTCAAGTCACTAGTTAAACTGA 
fbaB-UP-Bgl II GAAGATCTAGGTAATGTAAGGTACGCGATGACAA 
fbaB-DN-Nde I GGAATTCCATATGCTATGCTCCCGTAAATTCCGATTGG 
pfkA-UP-Bgl II GAAGATCTGGAGGGTAAACGGTCTATGCTT 
pfkA-DN-Nde I GGAATTCCATATGTACCTCTGAACTTTGGAATGCAAAATG 
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图 2  1,4-丁二胺生物传感器质粒构建流程 
Figure 2  Construction process of 1,4-butanediamine biosensor plasmid. 

 

Kan 的 LB 培养基的 48 孔细胞培养板中，37 ℃、

400 r/min 进行培养。当细胞 OD600 达到 0.3–0.4
时，将含有不同浓度 1,4-丁二胺的 LB 溶液分

别加入到每个培养孔中，让重组菌株在最终浓

度为 0–100 mmol/L 的 1,4-丁二胺 LB 溶液中，

37 °C、400 r/min 培养 20 h。培养结束后测量

OD600 和 GFP 荧光强度，通过计算 GFP/OD600

值来展现 1,4-丁二胺浓度与荧光强度的关系。 

2  结果与分析 
2.1  大肠杆菌 1,4-丁二胺传感器的构建 

根据大肠杆菌体内 PuuR 调节机制，为便

于进行高通量筛选，选用大肠杆菌糖酵解和三羧

酸循环中鉴定出的最强组成型启动子 PgapA
[33]，替

换文献报道中的诱导型启动子 PlacIQ 作为调控

元件 puuR 的启动子，以增强 puuR 的表达和其对

PTacR2 的调控。同时，仍然利用文献报道的 PTacR2

启动子为报告基因 eGFP 的启动子，构建了 1,4-
丁二胺生物传感器质粒 pPgapA-R-PTacR2-e (图 3)。
在 1,4-丁二胺浓度低的情况下，PuuR 会与 PTacR2

启动子上结合位点 puuO 结合，抑制 eGFP 基因

的转录。如果细胞中的游离 1,4-丁二胺浓度达

到足够高的水平，1,4-丁二胺就与 PuuR 结合从而

改变 PuuR 的构象，PuuR 就会从结合位点上分

离出来，eGFP 基因开始转录表达荧光。 

2.2  大肠杆菌 1,4-丁二胺传感器的功能

鉴定 
将传感器质粒 PgapA-R-PTacR2-e 转化大肠杆

菌 JM109 构建成重组菌株，检测传感器对不同

浓度 1,4-丁二胺的响应情况。结果如图 4 所示，  
 

 
 

图 3  1,4-丁二胺生物传感器的构建 
Figure 3  Construction of the 1,4-butanediamine 
biosensor. 
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图 4  生物传感器质粒功能鉴定 
Figure 4  Functional identification of the biosensor 
plasmids. 
 
GFP/OD600 数值较低，无法判断 GFP/OD600 数值

变化是由 1,4-丁二胺浓度变化引起还是由操作误

差引起；另外 GFP/OD600 值无法直观显示与 1,4-
丁二胺浓度的线性关系。因此需要更换荧光蛋白

报告基因，并优化荧光蛋白报告基因的启动子。 

2.3  报告基因及报告基因启动子的优化 
为了得到性能更优的 1,4-丁二胺生物传感

器，决定从 2 方面来优化生物传感器：一是用

更灵敏的 sfGFP 作为报告基因，更换报告基因

eGFP；二是在大肠杆菌 PgapA启动子的–10或–35

序列附近插入能与 PuuR 结合的不同操作子

puuO 序列(FA/FB/FC/FD)，优化 PuuR 对 sfGFP

的表达调控。通过对 PgapA 中增添 puuO 序列进

行优化，构建了含有不同 puuO 序列的 1,4-丁二

胺的生物传感器质粒 pPgapA-R-Pgap(A+)-sf、pPgapA- 

R-Pgap(A–)-sf、pPgapA-R-Pgap(AB+)-sf、pPgapA-R-Pgap(AB–)- 

sf、 pPgapA-R-Pgap(ABG+)-sf、 pPgapA-R-Pgap(ABG–)-sf 

(图 5)。 

将构建的传感器质粒转化大肠杆菌 JM109，
然后进行传感器的功能验证(图 6)。更换报告基

因后，GFP/OD600 值明显提高。其中含有 pPgapA- 
R-Pgap(AB–)-sf 质粒的重组菌株初始 GFP/OD600 值

过高，说明启动子 Pgap(AB–)不能有效调控 sfGFP

的表达。含有 pPgapA-R-Pgap(A+)-sf、pPgapA-R-Pgap(AB+)- 
sf 和 pPgapA-R-Pgap(ABG–)-sf 质粒的重组菌株在

1,4-丁二胺浓度 1-25 mmol/L 范围内 GFP/OD600

值与 1,4-丁二胺浓度存在线性关系，当 1,4-丁二

胺浓度达到 25 mmol/L 以上时，GFP/OD600 值与

1,4-丁二胺浓度之间的线性关系消失，甚至当

1,4-丁二胺浓度超过 50 mmol/L 时，GFP/OD600

值反而出现下降。只有含有 pPgapA-R-Pgap(A–)-sf
和 pPgapA-R-Pgap(ABG+)-sf 质粒的重组菌株当 1,4-
丁二胺的浓度在 0-50 mmol/L 范围内时，

GFP/OD600 值与 1,4-丁二胺的浓度呈正相关。但

是，随着 1,4-丁二胺浓度的升高，GFP/OD600

值增加量不太明显，可能是由于控制 puuR 表达

的 PgapA 启动子活性太强，导致结合到 puuO 位

点 PuuR 蛋白的浓度太高。因此，需要对控制

puuR 表达的启动子进行优化，降低控制 puuR
表达的启动子强度。 

2.4  puuR 启动子的优化 
为了弱化 puuR 的表达，筛选了大肠杆菌

K12 的 4 个不同强度的组成型启动子 PenO、PacnB、

PfbaB、PfkA 进行比较。PgapA、PenO、PacnB、PfbaB

和 PfkA 启动子的强度分别为 43.6、25.5、13.6、
9.5 和 5.6[33]。用 PenO、PacnB、PfbaB 和 PfkA 分别

取代 pPgapA-R-Pgap(A–)-sf 和 pPgapA-R-Pgap(ABG+)-sf
质粒上的 PgapA，得到相应的重组质粒：pPenO-R- 
Pgap(A–)-sf、pPacnB-R-Pgap(A–)-sf、pPfbaB-R-Pgap(A–)- 
sf 、 pPfkA-R-Pgap(A–)-sf 、 pPenO-R-Pgap(ABG+)-sf 、
pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 、 PfbaB-R-Pgap(ABG+)-sf 和

pPfkA- R-Pgap(ABG+)-sf。 
将 构 建 的 传 感 器 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌

JM109，然后进行传感器的功能验证(图 7)。更

换 puuR 启动子后，GFP/OD600 值明显提高。其

中以 Pgap(A–)作为报告基因启动子的质粒的重组

菌株在 1,4-丁二胺浓度达到 25 mmol/L 以上时，

GFP/OD600 值与 1,4-丁二胺浓度之间失去了线 
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图 5  含合成启动子 Pgap(A+)、Pgap(A–)、Pgap(AB+)、Pgap(AB–)、Pgap(ABG+)和 Pgap(ABG–)质粒的构建 
Figure 5  Construction of plasmids harboring synthetic promoters Pgap(A+), Pgap(A–), Pgap(AB+), Pgap(AB–), 
Pgap(ABG+) and Pgap(ABG–). 

 

 
 

图 6  生物传感器质粒功能鉴定 
Figure 6  Functional identification of the biosensor 
plasmids. 

性关系，说明更换了 puuR 启动子后，新选用的

启动子与启动子 Pgap(A–) 不能高效联动调控

sfGFP 的表达。以 Pgap(ABG+)作为报告基因启动

子的质粒的重组菌株中含 pPfkA-R-Pgap(ABG+–)-sf
和 pPfbaB-R-Pgap(ABG+)-sf 质粒的重组菌株在 1,4-
丁二胺浓度达到 25 mmol/L 以上时，GFP/OD600

值与 1,4-丁二胺浓度之间也失去了线性关系。

含 pPgapA-R-Pgap(ABG+)-sf、pPenO-R-Pgap(ABG+)-sf 和
pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 质粒的重组菌株在 1,4-丁
二胺浓度为 0-50 mmol/L 范围内时，GFP/OD600

值与 1,4-丁二胺的浓度呈正相关。且随着 1,4-
丁二胺浓度的升高，GFP/OD600 值增加量更加明 
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图 7  以 Pgap(A–) (A)及 Pgap(ABG+) (B)为基础的生物

传感器质粒功能鉴定 
Figure 7  Functional identification of the biosensor 
plasmids based on Pgap(A–) (A) and Pgap(ABG+) (B). 
 
显，尤其是含有 pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 质粒的重

组菌株，所以后续选用此菌株继续做更进一步

的功能鉴定。 
在 K12-MG1655 的基础上构建了一个 1,4-

丁二胺降解途径(puu)敲除菌株 K12Δpuu，用来

进行进一步的生物传感器的功能鉴定。把重组

质粒 pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 分别转入 JM109、
K12、K12Δpuu 菌株，并用上述方法对其进行

进一步的功能验证(图 8)。本研究构建的 1,4-丁
二胺生物传感器 pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 在 3 株不同

的菌株中当 1,4-丁二胺浓度处于 0–50 mmol/L
时 GFP/OD600 值与 1,4-丁二胺浓度之间能稳定

地展现出线性关系。虽然 1,4-丁二胺浓度为

100mmol/L 时，GFP/OD600 值的大小与 1,4-丁
二胺浓度为 10 mmol/L 时相近，但由于在 0–  
50 mmol/L 的 1,4-丁二胺浓度下菌体生长基本

不会受到影响，在 50 mmol/L 以上的 1,4-丁二

胺浓度下菌体生长变慢，所以在实际应用中能

通过判断菌体生长情况来辅助判断 1,4-丁二胺

产量的浓度范围。在不外加 1,4-丁二胺的情况

下 3 株底盘菌株的 GFP/OD600 值 JM109<K12< 
K12Δpuu，这可能是由于 3 株底盘菌株本身 1,4-
丁二胺产量的差距所导致(图 9)。 

2.5  PacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 的胞内功能鉴定 
在通过外加 1,4-丁二胺的方式验证出传感

器 pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf 对不同浓度的外源 1,4- 
丁二胺有响应后，测试了生物传感器是否能够 

 

 
 

图 8  生物传感器质粒功能鉴定 
Figure 8  Functional identification of the biosensor 
plasmids. 

 

 
 

图 9  JM109、K12、K12Δpuu 菌株的本底 1,4-
丁二胺产量 
Figure 9  Background 1,4-butanediamine production 
of JM109, K12, and K12Δpuu strains. 
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报告由基因修饰引起的细胞内 1,4-丁二胺水平

的变化。为此，将丁二胺生物传感质粒 pPacnB-R- 
Pgap(ABG+)-sf 转化至由本实验室构建好的 2 个底

盘菌株 PUT5、PUT11 中，通过对比 GFP/OD600，

进一步地验证了本研究所构建的生物传感器

质粒可以用于报告 1,4-丁二胺高产菌株发酵过

程中的 1,4-丁二胺产量(图 10)。 

3  讨论与结论 
1,4-丁二胺可以作为单体合成一种优良的

工业塑料 PA46，其工业化生产采用化学合成

法，这一方法被荷兰的帝斯曼公司所垄断。由

于具有绿色环保的优势，使用微生物发酵法生

产 1,4-丁二胺已经成为未来的发展趋势。由于

缺乏高通量筛选工具，采用传统的代谢工程技

术构建的产 1,4-丁二胺工程菌株因产量较低，

不能满足工业化生产的要求，因此需要开发设

计一款高通量筛选的 1,4-丁二胺生物传感器，结

合合成生物学技术对 1,4-丁二胺合成途径进行

设计和优化，筛选出高产 1,4-丁二胺工程菌株。 
本研究根据大肠杆菌转录调节因子 PuuR

的调节机制，构建了 1,4-丁二胺生物传感器

pPacnB-R-Pgap(ABG+)-sf。该传感器选用了组成型启

动子 PacnB 替换掉先前研究中的诱导型启动子

PlacIQ 作为调控元件 puuR 的启动子，节省了添 
 

 
 

图 10  生物传感器质粒细胞内功能鉴定 
Figure 10  Intracellular functional identification of 
the biosensor plasmids. 

加诱导剂的环节，提高了筛选效率。并选用荧

光强度更强的 sfGFP 替换 eGFP 作为报告基因，

将 puuO 操作位点插入强启动子 PgapA 中作为报

告基因的启动子，最终在 1,4-丁二胺浓度处于

0–50 mmol/L 时 GFP/OD600值与 1,4-丁二胺浓度

之间能稳定地表现出线性关系。经过胞内功能

鉴定，证明 1,4-丁二胺生物传感器 pPacnB-R- 
Pgap(ABG+)-sf 在不同的 1,4-丁二胺生产菌株中运

用能够直观地表现出其产量差距。 
为了更高效地将 1,4-丁二胺生物传感器应

用于实际的高产 1,4-丁二胺菌株筛选中，后续

可以通过增添更多的操作子 puuO 或者突变阻

遏蛋白 PuuR 来提高其与操作子 puuO 的结合能

力，以达到降低基础荧光、扩大检测范围的目

的。为了开发生物传感器辅助的高通量筛选平

台，也可以将报告基因替换为抗性基因等与生

长密切相关的基因，将 1,4-丁二胺的高产与生

长进行联动，以更方便地筛选高产菌株。 
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