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外源基因!"#$、%&’( 和)*&+在苯丙氨酸合成途径中的共表达
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摘 要 利用基因工程技术提高了短杆菌的苯丙氨酸合成途径中关键酶活性，大幅度地增加了生物合成苯丙氨酸

的产量。首先采用聚合酶链反应（789）从大肠杆菌的氟代苯丙氨酸抗性变异菌株基因组中扩增到与苯丙氨酸合
成相关的+*(3，4"%5和/2*.0个基因。其中+*(3编码0/脱氧/#/阿拉伯庚酮糖/2/磷酸合成酶（:;），4"%5编码双
功能酶蛋白/分枝酸变位酶（8<）和预苯酸脱水酶（7:），/2*.编码转氨酶（=3）。设计不同的酶切位点，利用质粒

>?8!!@的多克隆位点，将0个基因按不同的顺序组合串联，然后插入穿梭质粒>8A/!$，导入短杆菌中表达。结果
表明0个大肠杆菌基因在短杆菌中能够表达。其中以+*(364"%56/2*.顺序串联而构建的黄色短杆菌工程菌株

!0!!/B=C中的:;酶活力提高6D5倍，8<提高6D#倍，7:提高#D2倍，=3提高0D#倍；它的苯丙氨酸合成量提高

#D05倍。

关键词 +*(364"%56/2*.三基因串联表达，苯丙氨酸生物合成，氨基酸途径工程
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苯丙氨酸是一种必需氨基酸，在医药、食品、保

健方面的应用前景广阔。近十几年来，由于高甜度

低热量的阿斯巴甜（=F>G.HG,+）的应用推广，作为它
的生产原料的苯丙氨酸市场需求量猛增。苯丙氨酸

属于芳香簇氨基酸，人体和动物不能合成，而微生物

能够合成。它们以葡萄糖为原料，通过糖酵解途径

（I<7）和己糖单磷酸途径（J<7）最终合成K/苯丙
氨酸。图!是短杆菌的苯丙氨酸生物合成途径及其
调控方式。图中的:=J7合成酶（:;）、分枝酸变位
酶（8<）和预苯酸脱水酶（7:）是受调控的关键酶；
转氨酶（=3）则是合成途径中最后一步催化苯丙酮
酸生成苯丙氨酸的关键酶。LMGNO=等人［!］首先从
棒杆菌（!(*2$%7+0/%*#)81,)/+8#0)8N0@）克隆到
编码8<和7:的两个基因导入同一菌株表达，使
相应的酶活力提高约!$倍，苯丙氨酸合成产量提高

5$P。QN+RG<等人［#］从!91,)/+8#0)8 菌株中克
隆到:;和8<两个关键酶基因导入同种菌的不同
菌株，使原来产色氨酸转变为产酪氨酸；将:;、8<
和7:三个关键酶基因导入同种菌的不同菌株，使
原来产色氨酸转变为产苯丙氨酸（#@S／K）。史燕东
等人［0］克隆大肠杆菌/2*. 基因，使苯丙酮酸氨化

生成苯丙氨酸。我们报道过诱变选育苯丙氨酸产生

菌株［6］和基因工程菌株构建的研究工作［5!1］。

图! 黄色短杆菌中的苯丙氨酸合成途径及调控方式

TOS(! CO&FUVHW+FOF>GHWXGUGVR.+SY’GHO&V&Z
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（4），T++R-G[NOVWO-OHO&V，:;，0/:+&\U’/:/G.G-OV&/W+>HY&F&VGH+/

2/>W&F>WGH+FUVHW+HGF+，8<，8W&.OF,GH+,YHGF+，7:，

7.+>W+VGH+R+WUR.GH+GF+，=3，3.GVFG,OVGF+(

本文报道用789技术从大肠杆菌中克隆0个
已消除反馈抑制作用的苯丙氨酸关键酶基因：

4"%5，+*(3和/2*.，其中4"%5编码双功能酶蛋白/
8<和7:，+*(3 编码0/脱氧/#/阿拉伯庚酮糖/2/磷



酸合成酶（!"），!"#$编码#$，以不同顺序串联组
合导入短杆菌中共表达。检测了各个基因编码的相

应酶活力，研究了它们对苯丙氨酸生物合成的影响。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

!"!"! 菌株：（%）大肠杆菌（%&’()#*’(*+’,-*）&%’
作基因克隆供体菌。（’）%.’,-*()%*+,-.，作基因
鉴定用的转化受体菌。均由本实验室保存。（/）%.
’,-*0(%1/2，质粒接合转移的供体菌，郑兆鑫教授
惠赠。（3）黄色短杆菌（$#)/*0+’!)#*123-+/12）

%/%%，本实验室选育的苯丙氨酸产生菌，萘啶酮酸
（45,6768695967）抗性，氟代苯丙氨酸（:,-;<;=>.?@*
,5,5?6?.）抗性，卡那霉素（&A）敏感。

!"!"# 质粒：（%）大肠杆菌质粒=BC%%D，氨苄青霉
素（#A=）抗性，基因克隆载体；（’）穿梭质粒=C0*
%1，卡那霉素抗性，萘啶酮酸敏感，能在大肠杆菌和
短杆菌之间进行穿梭转移的表达载体。均由本实验

室保存。

!"# 培养基

!"#"! 大肠杆菌培养和质粒增殖培养基：参考文献
［%1］，用)E，必要时添加相应的抗生素。

!"#"# 短杆菌种子和发酵用培养基：参考文献［3］。

!"$ 主要生化试剂及酶类
限制酶、F45G.、连接酶和$5H酶购自E6;,5+G

公司；测酶活力的试剂购自"6IA5公司。

!"% 方法

!"%"! JCF扩增基因及 !4#提取：参考文献
［%1］。

!"%"# !4#酶切及连接：按商品说明书操作。

!"%"$ 大肠杆菌质粒转化：参考文献［%1］，氯化钙法。

!"%"% 短杆菌质粒抽提和穿梭质粒的接合转移：参
照文献［K］。

!"%"& 基因编码的酶活检测：酶的提纯参照文献
［L，M］，菌体用超声波处理，D111<／A6?离心’1A6?，
取上清液，加入硫酸铵’KI／%11A)（4／5）盐析沉
淀，收集沉淀物，用=NMO3磷酸缓冲液（1O1/A;,／

)）透析后即用于酶活测定。!"测定参照文献［L］。

CP、J!测定参照文献［M］。#$测定参考文献［D］。

!"%"’ 菌体蛋白质浓度测量：福林*酚试剂法，参照
文献［D］。

!"%"( 短杆菌的苯丙氨酸发酵：参照文献［3］。

!"%") 苯丙氨酸发酵产量检测：纸层析后，茚三酮
显色，KM1?A比色测定，参照文献［2］。

# 结果与讨论

#"! 多基因克隆及多基因重组菌株的构建
工程菌株构建的操作过程和三基因工程菌株构

建结果如图’所示。

#"!"! 基因扩增：按文献报道的+#,6［%%］，7()8［%’］

和!"#$［%/］!4#序列，设计聚合酶链反应（JCF）引
物，用化学法合成引物；根据各基因引物特性，使用

不同的JCF扩增条件，从大肠杆菌&%’的氟代苯
丙氨酸抗性菌株中获得了分别含有+#,6，7()8 和

!"#$基因片段。

#"!"# 基因克隆：首先将/个基因分别克隆到

=CB%%D中，对基因进行检测鉴定；然后使用不同的
酶连接位点，进行不同顺序的串联组合，获得了

=BC系列克隆质粒：=BC*I，=BC*5，=BC*+，=BC*I5，

=BC*I+，=BC5+和=BC*I5+。为了研究各个基因在
短杆菌苯丙氨酸合成途径中的功能，将目的基因从

=BC系列质粒转移到穿梭质粒=C0*%1中。得到以
下L种相应的重组质粒：=C0*I，=C0*5，=C0*I5，=C0*
I+，=C0*5+和=C0*I5+，列于表%。

#"!"$ 工程菌株构建：通过接合转移方式将携带外
源基因的=C0系列质粒导入黄色短杆菌$.3-+/12
%/%%*Q#，%/%%*QE，%/%%*#E和%/%%*Q#E，列于表’。

/基因串联的工程菌株构建过程及结果详见图’。

#"# 基因编码的酶活性检测
携带目的基因的黄色短杆菌工程菌株接种于苯

丙氨酸发酵培养基中，培养至稳定期，收集菌体，参

照文献［L，M，D］的方法，超声波破壁，高速冷冻离心，
去菌体，取上清液，通过盐析和透析获得粗酶提取

液，分别测它们的蛋白浓度和相应酶的比活力。然

后以没有携带目的基因的菌株（含=C0%1质粒）为
对照，其相应的酶活力设定为%O1，其余工程菌与之
进行比较，获得各工程菌的相应酶活力的大小，即得

到各工程菌中相应酶的相对比活力（增加倍数）。结

果列于表%。
表中列举了携带/个基因L种不同组合的工程

菌酶活力数据，从中可以看出：与对照菌（含=C0%1
质粒）相比，携带7()8基因的工程菌中相应酶（CP
和J!）活力均有提高，其中CP的酶活提高了3O’
!DO3倍，J!的酶活提高了’OM!3O%倍；+#,6 基
因工程菌中!"酶活力分别提高了3O/!LOD倍；

!"#$单个基因在与=C0质粒重组时表现很不稳定，
原因有待进一步研究；但当它串联在其它基因之后，

相应酶活力也提高了/O’!3OD倍。酶活力测定的

’ML 生 物 工 程 学 报 %L卷



图! !"#$，%&’(和)*"+三基因串联的工程菌株的构建

"#$%! &’()*+,-*#’(’.)*+/#(-’(*/#(#($*0+11$1(1)!"#$，%&’(/(2)*"+3#(412*/(215

表! 从大肠杆菌克隆的!"#$%&’(和)*"+基因导入黄色短杆菌中的功能表达

"#$%&! ’()*+,-)#%&./0&11,-)-2+3&,-.#/04&)&1!"#$%&’(#)5)*"+,)+3&+"’102!.)’"0345/!134

63/)5#2) &3’(#($$1(1)
713/*#81)91-#.#-/-*#8#*#1)’.1(:;51)（#(-+1/)12.’32)）

&< 6= => ?@
9&ABC （&’(*+’3） B%C B%C B%C B%C
9&AD$ !"#$ B%E B%! F%G B%C
9&AD/ %&’( H%I I%C B%! B%B
9&AD$J !"#$)*"+ B%C B%B I%E E%E
9&AD$/ !"#$%&’( K%F E%C K%H B%B
9&AD/J %&’()*"+ L%H I%B B%B I%H
9&AD$/J !"#$%&’()*"+ I%! !%L I%F E%!

!"#$1(-’21)=>，%&’(1(-’21)&</(26=，)*"+1(-’21)?@%

结果表明来自大肠杆菌的E个基因I种串联组合都
能在短杆菌中表达。

678 多基因串联表达对苯丙氨酸发酵产量的影响
短杆菌工程菌在液体种子培养基中活化培养

!C0后，接种于装有发酵培养基的锥形瓶中进行发
酵。在摇床上振荡培养ECM恒温E2后，离心取上

清液，按照文献［G］测定发酵液中的苯丙氨酸产量。
以没有携带外源基因的亲株（即+,-.!/01BEBBDBC
菌株）为对照，它的苯丙氨酸发酵产量设定为BNCC，
其余基因工程菌的苯丙氨酸摇瓶发酵产量与之进行

比较，获得各基因工程菌株的苯丙氨酸相对产量，即

工程菌产量与对照菌产量之比。其结果列于表!。

表6 工程菌株的苯丙氨酸发酵产量比较

"#$%&6 93&):%#%#),)&/0-5(*+,-)-2&)4,)&&0&51+0#,)1*-;/#0&<,+3+3#+-2+3&3-1+1+0#,)
O($#(11+12)*+/#() P1*1+’3’$’,)$1(1) Q#132)#(.3/)4-,3*,+1／（5$／5R） 713/*#81;#132)’.901（@#51)）

+,-.!/01BEBBDBC（&’(*+’3） 9&ADBC93/)5#2 BB%H B%CC
+,-.!/01BEBBDS !"#$ BF%E B%EC
+,-.!/01BEBBD? %&’( !E%! B%GL
+,-.!/01BEBBDS? !"#$%&’( !K%B !%!B
+,-.!/01BEBBDST !"#$)*"+ BE%F B%BI
+,-.!/01BEBBD?T %&’()*"+ BF%K B%E!
+,-.!/01BEBBDS?T !"#$%&’()*"+ !L%L !%EF
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从表!中可以看出：携带!"#$，%&’(，)*"+三
基因串联的菌株苯丙氨酸合成产量最高，是对照菌

株的!"#$倍；携带!"#$,%&’( 二基因串联的菌株
次之，为!"!%倍；带有单个基因%&’(或!"#$的菌
株产量均有很大提高，其中携带%&’( 菌株的产量
为%"&’倍；而)*"+基因对菌株合成产量的影响则
与基因串联的顺序有关：)*"+串联在!"#$ 或%&’(
单个基因之后对菌株合成苯丙氨酸的产量不但没有

促进作用，反而会降低产量，测定的结果说明携带

!"#$)*"+菌株的产量不如携带!"#$菌株的产量，

携带%&’()*"+菌株的产量不如携带%&’( 菌株的
产量，只有)*"+串联在二基因之后（即三基因串联）
才能小幅度提高苯丙氨酸合成量。这种现象有待深

入研究。综合分析工程菌的酶活力和苯丙氨酸合成

产量的结果表明：%&’( 基因对提高苯丙氨酸合成
的作用最大，!"#$ 基因次之，)*"+基因较差；基因
本身的功能对苯丙氨酸合成的影响比基因串联方式

更重要，但是适当顺序的多基因串联表达也能够提

高苯丙氨酸的生物合成产量。

参 考 文 献

［%］ ()*+,-，.*/012*/*3，(+*4’)!-.(/"0+0#-1&’2，%&5$，!"：!&!$!!&#6
［!］7+89*:，.*/012*/*3，(%%-!345360"#2708"#90#-，%&&!，#$（#）：’5%!’5$
［#］ 史燕东"药物生物技术，%&&;，%（%）：5!%#
［;］ 范长胜，杨仁根"工业微生物，%&&$，&#（;）：%!<
［$］ 雷呈祥，范长胜，黄伟达等"生物工程学报，%&&<，%&（增刊）：%’&!%5;
［<］ 江培!，刘爱民，葛海鹏等"生物化学与生物物理学报，%&&5，’(（<）：$&#!$&<
［’］ 范长胜，曾小冰，柴运嵘等"微生物学报，%&&&，’"（$）：;#6!;#$
［5］ 彭永济，黄伟达，沈水源等"复旦学报（自然科学版），%&&<，’#（<）：<;#!<;5
［&］ =8,>?，@*A>B，C1*A@D’)!-.:"#/"’;;03<!)="!->80’38’，%&&<，)（!）：!;;!!;’
［%6］ B*2EFGG+H，@F,/0IJK@，:*A,*/,04L:GM8I1M*F>MGA,AN，-=*EGF*/GFO:*A1*M，!A989，%&5&，>GM9BPF,AND*FEGF=*EGF*/GFOQF800
［%%］ C*R,0SC，C8R,90GATK，<=8-’08(804;?’;’!8&，%&5!，%(（%#）：;6;$!;6$5
［%!］ UF*J*2BD，T*FF,8KC，@7#0-+0#-，%&5;，%$(：%6!#!%6$%
［%#］ @G/JF,ANJ*27U，C*I8OB-，4*OMGFQQ’)!-，+0#8&’2@，%&5<，&’!：$&#!<6;

*+,-./0-112+3+45-6-0+7+8+91:-3-1!"#$，%&’(;3<)*&+4+0
=2+1>36?-121@;6?A;>+4B,/?-3>7;7;323-

VKWU?,*GXT,AN% @-W>J*ANXBJ8AN% H7-WUQ8,XDGAN! >DKWYGANXZ,AN% D[-WUS8,XC*!
（%A’%!")2’3)#B708"#90#-#/*!34708"#90!-+0#)’8&3#-#/*，!A’%!")2’3)#B

+0#8&’20;)"*，C=4!3D306’";0)*，>&!3/&!0!66;##）

CD160;E6 4JF88N8A80F8M*/89/G/J8E,G0OA/J80,0G\PJ8AOM*M*A,A8，%&’(，!"#$，*A9)*"+，8AIG98+8O8A)O280：*E,X
\1AI/,GA*MPFG/8,AXIJGF,02*/821/*08（>:）／PF8PJ8A*/898JO9F*/*08（QC）L#X98G]OXCX*F*E,AGXJ8P/1MGA*/8X’XPJG0PJ*/8
0OA/J8/*08（CB），*A9*2,AG/F*A0\8F*08（-4），F80P8I/,R8MOL7A/J,0 ĜF+，/J808N8A80 8̂F8*2PM,\,89\FG25;8&’"08&0!
8#-021/*A/0F80,0/*A//G\M1FGX=XPJ8AOM*M*A,A8（@Q）EOPGMO28F*08IJ*,AF8*I/,GA（Q>3）L4J8N8A80 8̂F88]PF800898,X
/J8F08P*F*/8MOGFM,A+89/*A982*0GP8FGA0,A/J8PM*02,90P[>%%5*A9P>V%6L4G0/19O/J88\\8I/G\8*IJN8A8，/J8F8X
IG2E,A*A/PM*02,90G\P[>*A9P>V,ARGMR,AN9,\\8F8A/M,A+*N8GF98FG\/J8N8A80 8̂F8IGA0/F1I/89LSJ8A/JF88N8A80
M,A+,AN/*A982EO!"#$,%&’(,)*"+GF98FGA/J8PM*02,9P>VXN*E/F*A0\8F89,A/G+"’609!8)’"0=2B-!6=2，/J80P8I,\,I*IX
/,R,/,80G\CB，>:，QC*A9-4 8̂F8,AIF8*089EO;L$，;L!，!L’*A9#L!\GM90，F8P8I/,R8MOL-0/J8F801M/，/J8*2G1A/G\
PJ8AOM*M*A,A8E,G0OA/J80,0 *̂0,AIF8*089EO!L#$\GM90IG2P*F89 ,̂/J/J*/G\JG0/0/F*,AL

F->A+0<1 >GX8]PF800,GAG\N8A80!"#$，%&’(，*A9)*"+，PJ8AOM*M*A,A8E,G0OA/J80,0，Q*/Ĵ*O8AN,A88F,AN\GF*2,AG
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