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利用重组 !"#$"% &%’()*"’ 生产腺苷甲硫氨酸

李东阳 于 健 田 露 吉鑫松 袁中一"

（中国科学院上海生命科学院生物化学与细胞生物学研究所，上海 $%%%#!）

摘 要 为改造甲醇利用型酵母 3#0"#+ 4+&/(*#& 来生产腺苷甲硫氨酸（DE,，D/-F1>(A.)/G/:16=;(>;>1），我们将一个带

有 DE, 合成酶基因的胞内表达质粒转化入 3#0"#+ 4+&/(*#& 菌株 HD!!&，经过 H3!" 抗性筛选得到一株有两个基因拷贝

的转化子。该菌在含有甲醇和甲硫氨酸的培养基中生长 &F 后，其细胞内的 DE, 的产量比原始菌株提高了 #% 余

倍。对该菌生产 DE, 的培养基中的碳源与氮源进行了优化，结果显示碳源的控制对该菌 DE, 产量的影响很大。

在试管水平，该菌在含有 %*4&I的 G/:16=;(>;>1 并且碳源和有机氮源经过一定程度优化的培养基中，生长 2F 后 DE,
产量达到 !*&"?JG。
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腺苷甲硫氨酸（D/-F1>(A.)/G/:16=;(>;>1，DE,）是

细胞内的主要甲基供体，是一种有着重要生理活性

的中间代谢物质。在美国与欧洲，DE, 已被用于多

种临床疾病的治疗［! L #］。

DE, 的生物合成是由底物 G/甲硫氨酸和 E0M
经 DE, 合成酶［9N $* & * ! * 2］酶促合成。DE, 的生

产一 直 以 5+00"+*(620%& 属 的 酵 母 发 酵 为 主［3，&］。

D=;(<-O; 通过筛选 #%% 多株不同种属的菌株，分离到

! 株 5+00"+*(620%& &+7% P/2 菌［2］，在 !% :G 培养基小

量发酵时可以产出 !Q&& ?JG 的 DE,；进一步优化培

养条件，该菌在 !%G 发酵罐中培养 4F 后的 DE, 产

量高达 !%Q" ?JG（菌体达到 &#?JG）［4］。这是目前从

各种专利和期刊上所查到的最高的产量。M-R-S1A
,-S;- E>?1)1A 等通过在细菌中表达大鼠肝脏来源的

DE, 合成酶，使得细胞内的 DE, 含量大大提高，但

其单 位 发 酵 体 积 中 的 DE, 产 量 仍 然 很 低，只 有

$">:()J:G 发酵液［"］。国内一些研究机构对 DE, 已

有初步的研究，但未见明确的 DE, 产量数据［7］。

甲醇酵母 3#0"#+ 4+&/(*#& 相比较于传统的酿酒

酵母具有培养基成本低、生物累积量高的特点，大规

模发酵可得到极高的细胞密度（ T !#%?JG 的细胞干

重）和生物转化率［!%］。这个特性使得它具备以极低

的价格生产细胞内中间代谢产物的潜力。我们在

3#0"#+ 4+&/(*#& 的细胞内表达外源的 DE, 合成酶，使

细胞内能够产生出大量 DE, 合成酶，从而使重组菌

在培养基中外源甲硫氨酸存在下，在细胞内合成大

量的 DE,。

! 材料和方法

! "! 主要材料

菌株和主要试剂：甲醇酵母 3#0"#+ 4+&/(*#& 宿主

菌 HD!!&（ "#&3）、表达质粒 UMVN#Q&P 均为 V>W;6S(?1>
公司产品。5 * 0%*%8#&#+% 菌株 XMY377 为本所陆长德

老师提供，克隆质粒 UZ)BACS;U6DP [ ，U\N!" 为本室

保存。9 * 0(,# 菌株 0H!，]G/Z)B1 用以进行克隆步

骤。

所有分子克隆用酶均为 HVZN^ Z_G 公司产品。

质粒抽提和胶回收试剂盒购自 MS(:1?- 公司。

!#$ 方法

!#$#! 常规分子生物学操作：参照文献［!!］。有关

3#0"#+ 4+&/(*#& 的 实 验 方 法 按 照 V>W;6S(?1> 公 司 的

3#0"#+ 95US1AA;(> P;6 操作手册进行。

!#$#$ 5 * 0%*%8#&#+% 来源的 5:;$ 基因的克隆和质

粒构建：根 据 H1>Z->O 中 的 5+00"+*(620%& 0%*%8#&#+%
来源的 D/-F1>(A.):16=;(>;>1 A.>6=16-A1 $（5:;$）基因

（登录号为 ,$##2"），设计 $ 条专一引物：

&‘ US;:1S NEHHE0NNENNE0HHNNEEHEHNEEEEN0
#‘ US;:1S HNHHNNHNHEE00NEHNN0EHNE0EEEHEEE



以 ! ! "#$#%&’&(# 菌株 "#$%&& 的染色体组 ’()
为模板，#*+ 扩增 !)*, 基因，得到的 #*+ 产物经

+(,$- 和 -".+- 酶切后，与 +(,$-.-".+- 双酶切的

/0*12 相连。得到的质粒 /0*3!)*，经测序确证后，

以 +(,$- 和 -".+- 将 !)*, 基 因 切 出，装 配 入

/#-*4!56 中。

!"#"$ 多拷贝转化子的筛选和拷贝数的鉴定：将表

达质粒 /#-*47563!)*, 用 !("-线性化后，用原生质

体法转化 89115 菌，待转化子在 :’ 平板上长出可

见的菌落后，加入 1 ;< 无菌水，混合、重悬菌液，离

心。倾去上清，=75;< 无菌水再重悬菌体。适当稀

释后取 1==!< 涂布 8%12（=，=7,5，=75，17= ;>.;<）平

板。4=?培养 % @ AB。将筛选出的 8%12 抗性菌株，

接种于 &A 孔板中的 "#’ 培养基中，4=?培养 ,B。

抽提总 ’()，定 量 后 调 整 各 样 品 浓 度 相 同 后，将

’() 样品点在尼龙膜上，用4, # 标记的 !)*, 做探针

杂交。具体操作参见文献［1,］。

!"#"% 9): 产生菌的培养：将筛选出的 /&"0&( 1(’2
3.$&’ 转化子接种 4 ;< "#’ 液体培养基中，于 4=?摇

床培养过夜（转速 4== C.;DE）。过夜培养物以 1F接

种量接入含 1= ;< 发酵培养基的 5= ;< 塑料离心管

中。于 4=? 摇床培养（4== C.;DE），并从第 %2G 开始

每 ,%G 补加甲醇到 =75F。发酵培养基 ) 的组成为

1= >.< 酵母膏，1= >.< 蛋白胨，=7 =5 ;HI.< 磷酸钾缓

冲液 /$A7=，147% >.< "(J，% K 1=L % >.< 生物素，, >.
< 甘油，,= >.< 甲醇，M75 >.< 的 <3甲硫氨酸。其他培

养基除特别表明成分外，与培养基 ) 相同。

!"#"& 细胞内 9): 的定量：已知细胞浓度的细胞

离心收集，加入等体积的 1=F三氯乙酸于 %?抽提

1G 以上，1, ===> K 1=;DE 离心后，将上清过滤从中

取 ,=!<，进行 $#<* 分析。强阳离子型离子交换柱

$N/OCPDI 1= 9*Q（%7A K ,5=;;），流动相为：=75;HI.<
甲酸 铵（ /$%7=），流 速 ,7=;<.;DE，检 测 波 长 为

,5%E;。9): 保留时间为 ,57%;DE，由于室温和洗脱

液 /$ 的轻微波动，前后偏差 1;DE 左右。采用外标

法，根据不同浓度的 9): 标准品的峰面积所做的标

准曲线来定量。

!"#"’ 细胞内 9): 合成酶活力的测定：于 %?离心

收集菌体（4 ===> K 1=;DE），并用裂解缓冲液———含

有 5= ;;HI.< 磷酸钾缓冲液（/$M7%），5F 甘油（ 4 .
4），5;;HI.< 的巯基乙醇和 1;;HI.< 的 R’S)（加入

1;;HI.< 的苯甲咪和 1;;HI.< 的 #:9T 作为蛋白酶

抑制剂），清洗 1 次。加入菌体 1 倍体积的酸洗玻璃

珠和 % 倍体积的裂解缓冲液，用 JCUEVHE 9HEDWDOC %5=

超声波仪（在功率输出档 A，5=F的工作周期）于 = @
%?处理 1=;DE，裂解细胞。1= ===> K 15;DE 离心除

去玻璃珠和细胞残片。粗抽提液进一步经1, ===>
K 4=;DE 离心，保留上清。

设定 1;< 的反应混合物，其中含有 ,=;;HI.< 的

<3甲硫氨酸，,=;;HI.< 的 )S#，2;;HI.< 的还原型谷

胱 甘 肽，,=;;HI.< 的 :>*I,， 1==;;HI.< 的 6*I，

15=;;HI.< 的 /$M7% 的 SCDV3$*I 和适量的细胞裂解

液，在 4M?温育 A=;DE。不加入 <3甲硫氨酸的反应

作为空白对照。反应结束后，加入 =75 ;< 的 ,=F高

氯酸 溶 液，离 心 除 去 沉 淀。上 清 通 过 $#<* 分 析

9): 的含量。酶活测定反应做 % 份，取其平均值。

!"#"( 其他方法：将一系列不同浓度的菌液在 5A=
E; 处测定光密度，然后经 5===> K 1=;DE 离心后收集

菌体，并用无菌水洗涤 1 次，将再次离心收集的菌体

于 2=?烘箱中干燥过夜，称量菌体作出菌体干重与

565A=的标准曲线。以后菌体的干重都根据测定的

菌液 565A=值由标准曲线读出。

# 结 果

#"! 表达外源 )*+ 合成酶的 !"#$"% &%’()*"’ 重组

菌的构建和筛选

通过 #*+ 的方法，我们克隆了 ! ! "#$#%&’&(# 的

!)*, 基因，测序后表明与 8OEJUEX 中的发表序列完

全相同。为方便筛选高拷贝，我们选用了 /#-*4756
质粒作为在 /&"0&( 1(’3.$&’ 中胞内表达 !)*, 的载

体，该质粒含有 8%12 抗性基因，从而使得转化了该

质粒的菌株具有剂量依赖的 8%12 抗性。将该质粒

用 !("- 线性化后转化宿主菌，这样得到的转化子主

要为外源基因插入于 5Y)571 位点的转化子，其营养

型为 :Z[\（即甲醇利用快速型）。

将经过 8%12 抗性筛选的重组菌，进一步用斑点

杂交（’H[3]IH[）的方法，确定其细胞内的外源基因拷

贝数（见图 1）。杂交结果一方面说明了 9): 合成酶

表达框已经整合入宿主菌的染色体 ’()，另一方面

对杂交结果进行光密度扫描后，可以确定外源基因

在染色体上的整合后的拷贝数。其中 8%、$5 为 4
拷贝，R4、RA、R1=、8%、82、$4 等为 , 拷贝；R1、R11、

TA、8A、81= 等为单拷贝。

#"# 外源 )*+ 合成酶的表达促进了细胞内 )*+
累积量的增加

在 1= ;< 培养基 ) 中发酵 5B，每天补加甲醇与

适量甘油的情况下，重组菌和空载体转化的 89115
对 照 菌 相 比 较 ，细 胞 内 的 9):合 成 酶 活 力 和 9):
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图 ! 点杂交分析 "#$%&’()*!"#+ 的转化子

,-./! 01234-424-56 784*9:84 232:;<-< 8= "#$%&’()*!"#+
4>23<=8>?234<

,!! @2< 36.24-56 A834>8: 8= BC!!(；D!+ @2< "8<-4-56 A834>8:；B!+ 237

D!! @6>6 <-3.:6 A8"; 4>23<=8>?234<；,+ 237 DE @6>6 9:23F

产量都明显地提高了，其中 BG 菌提高了 &H 倍左右

（每次 + 管，重复 & 次以上）。同样的重组菌在没有

甲醇诱导时，也就是说没有重组的 CIJ 合成酶被诱

导表达的情况下，细胞内 CIJ 的量同宿主菌比较接

近（表 !）。这说明正是由于外源 CIJ 合成酶的表

达，直接促进了细胞内 CIJ 累积量的大幅度提高。

表 ! 重组菌和对照菌 "#$ 产量与 "#$ 合成酶活力比较

%&’() ! *+,-&./0+1 +2 "#$ -.+3456/+1 &13 "#$ 07168)6&0)
&56/9/67 +2 :/(367-) &13 .)5+,’/1&16 06.&/10 +2 !"#$"% &%’()*"’

%834>8: <4>2-3
BC!!(K"#$%&’()

L6A8?9-3234 BG
@-4M -371A4-83

L6A8?9-3234 BG
@-4M814 -371A4-83

CIJ ">871A4-83
K（?.K?N）

H’H&! O H’H!+ !’!G( O H’!E& H’!HP O H’H+!

Q3R;?6 2A4-5-4;
K（!?8:KMK?.）

H’+S O H’H+ G’GE O H’+S H’(& O H’!(

;<= 拷贝数对 "#$ 产量的影响

将不同基因拷贝数的转化子在培养基 %（+H .KN
酵母膏，!H .KN 蛋白胨，其余成分与培养基 I 相同）

中培 养，并 从 SGM 开 始 每 +SM 补 加 H’(T 甲 醇 和

H’+T甘油。&HU培养 (7 后，测定各菌株的 CIJ 产

量和 CIJ 合成酶活力，结果如表 + 所示。

实验结果显示基因拷贝数与细胞内 CIJ 合成

酶活力间并没有明显的关系，BS 和 D( 的拷贝数最

高为 &，但却比 + 拷贝的 BG 和单拷贝的 Q!! 及 ,P
的酶活力还低。酶活力最高的是 + 拷贝的 BG，同时

它的 CIJ 产量也较其他菌株的高。

在我们的实验中，重组菌的 CIJ 合成酶活力比

对照菌的 CIJ 合成酶活力提高了 !H V &H 倍，CIJ
的产量也提高了 !H V &( 倍。从这一点来说，提高细

胞内的 CIJ 合成酶活力的确可以促进 CIJ 产量的

增加。但另一方面，从表 + 中可看出，Q!! 的 CIJ 合

成酶活力比 BS 和 D( 的都要高，但后两者的 CIJ 产

量却都比它的高。因此，只能说在一定程度上 CIJ
合成酶活力对 CIJ 的产量是主要因素，还有其他因

素也会影响 CIJ 的累积。

表 ; 重组菌的 "#$ 产量与 "#$ 合成酶活力及基因拷贝

数的关系

%&’() ; %8) .)(&6/+108/- ’)6:))1 )>-.)00/+1 5&00)66) 5+-7
14,’). &13 .)5+,’/1&16 "#$ 07168)6&0) &56/9/67 &13 "#$
-.+3456/+1

C4>2-3< %8";
31?96>

CIJ ">871A4-83
K（?.K?N）

CIJ <;34M642<6
2A4-5-4; K（!?8:KMK?.）

BG + !’!( O H’!+ G’GE O H’!P
QP + !’HP O H’!& (’(E O H’HW
Q!! ! H’P! O H’HW P’S+ O H’HG
,P ! H’W( O H’!+ P’+( O H’!S
,W ! !’H( O H’HW E’H! O H’!+
BS & H’EG O H’HP &’PG O H’HE
BP ! H’W( O H’!S (’+! O H’!!
D( & H’GG O H’!& (’SP O H’!&

BC!!( H H’HS O H’H! H’+& O H’H!

图 + 补充甘油对重组菌 CIJ 产量的影响

,-./ + B:;A6>8: <1"":6?63424-83 <4-?1:2467 -3A>62<6 8= CIJ
">871A4-83 8= >6A8?9-3234 <4>2-3
X@8 <64< 8= $ / %&’()*+’ BG @6>6 A1:41>67 -3 J67-1? %/ Y36 8= 4M6?

（BG,，<M8@3 -3 <8:-7 :-36）@2< <1"":6?63467 .:;A6>8: -3 4M6 E+37 M81>

48 2 =-32: A83A634>24-83 8= H / +T，237 4M6 84M6>（BGB，<M8@3 -3 72<M

784 :-36）@2< <1"":6?63467 .:;A6>8: -3 4M6 WP4M M81> 48 2 =-32: A83A63*

4>24-83 8= H /(T / Z84M 8= 4M6? @6>6 <1"":6?63467 .:;A6>8: 83A6 ?8>6 -3

4M6 !SS4M M81> 48 H’(T / CIJ ">871A4-83，A6:: .>8@4M 237 CIJ A834634

8= 4M6<6 4@8 <64< 8= A1:41>6[< @6>6 <M8@3 -3 .>2"M I，Z 237 %/

; ?@ 碳源对 "#$ 积累量的影响

从图 + 可以看出，在重组菌培养中后期补加甘

油，会对 CIJ 的产量有较明显的刺激。在培养基 I
中培养两组 BG 菌，每组 & 管，分别标注为 BG, 和

BGB。在没有补加甘油前，两组菌的 CIJ 累积量基

本相同，但当第 & 天补充了 H’+T甘油后，BG, 较之

未补加甘油的 BGB，CIJ 产量的增速提高。而当第

S 天 BGB 补充了 H’(T甘油后，CIJ 的量增长明显，

补加甘油 +SM 后基本与 BG, 的 CIJ 产量持平。当

第 P 天 BG, 的 CIJ 产 量 已 开 始 下 降 后，再 补 加

H’(T的甘油，依然刺激了 CIJ 产量的提高。比较

EW+& 期 李东阳等：利用重组 $+,-+& %&’()*+’ 生产腺苷甲硫氨酸



两者的 !"# 在细胞干重中所占的比例可以看出，第

$ 天加的效果要比第 % 天加的效果好。

比较 &’ 菌在培养基 " 中培养时，不补加甘油和

从第 %’( 开始每天补加 )*+,甘油的 !"# 累积曲线

（图 $）来看，补加甘油加快了 !"# 的增长速度，延长

了 !"# 产量增长的时间，使得菌体内的 !"# 产量持

续增长至第 - 天才开始降低，而不加甘油的菌在第 .
天即开始下降。持续补加甘油的菌 !"# 产量比不补

加甘油的菌高出 / 倍多，在第 . 天达到最高值 /*0’12
3。但将第 %’( 以后补加的甘油浓度增至 )*0,时，

!"# 的产量不升反降；同样的现象也发生于从第 %’(
以后补加 )*%,的葡萄糖的情况（图 %）。

!"# 不同的氮源量对 $%& 产量的影响

在菌生长的中后期同时补加甘油与甲醇的情况

下，比较了 &’ 菌分别在含有不同的氮源的培养基

中 !"# 的产量，如表 $ 所示。

表 ’ 不同氮源浓度对 $%& 产量的影响

()*+, ’ (-, ,..,/0 1. 123)45/ 450213,4 14 $%& 62178/0514

4566 1789:(
2（123）

!"# ;8<:5<:
2（=121 >7? ;566）

!"# @78>A;:B8<
2（123）

#5>BA= "：/, C5@:8<5，
/, ?5DE: 5F:7D;: /)*// /$$ /*$%

#5>BA= G：/, @5@:8<5，
)*$, ?5DE: 5F:7D;: H*)% 00*. )*0/

#5>BA= 4：/, @5@:8<5，
+, ?5DE: 5F:7D;: /+*$0 H$*/ /*/0

#5>BA= I：+, @5@:8<5，
/, ?5DE: 5F:7D;: //*’. -$*- )*’-

&’ 9575 ;A6:A75> B< >BJJ575<: =5>BD J87 0> 9B:( )*+, 16?;5786 D<>
)*0, =5:(D<86 EA@@65=5<:D:B8< 5K57? +% ( EB<;5 :(5 %’:( (8A7

&’ 菌在不同培养基中发酵后的 !"# 产量，以

培养基 " 中的产量最高（表中数据全部为发酵 /%%(
后的数值），而且菌体中 !"# 的含量也最高，在第 .
天时达到 /*0’123，!"# 含量达每克干细胞 )*/% 克。

在第 . 天补加 )*/0,的甲硫氨酸后，!"# 的产量在

第 ’ 天达到了 /*-+123。

’ 讨 论

对酵母中含硫物质代谢的研究，为有目的地改

造代谢途径来提高 !"# 产量提供了基础［/$］。我们

通过在 !"#$"% &%’()*"’ 中高效表达酿酒酵母 +%##$%*),
-.#/’ #/*/0"’"%/ 来源的 +12+ 基因，得到了比野生菌

细胞内 !"# 含量高出 $) 多倍的重组菌。酿酒酵母

+%##$%*)-.#/’ #/*/0"’"%/ 细胞中有 + 种 !"# 合成酶的

同功酶，分别由 +12/ 和 +12+ 基因编码。由于已

有的酶法合成研究显示 +12+ 编码的合成酶没有产

物抑制现象［/%］。因此我们选择在 !"#$"% &%’()*"’ 中

图 $ 补加甘油天数对 !"# 产量的影响

LB1M $ N(5 5JJ5;: 8J ;8<:B<A8AE 16?;5786 EA@@65=5<:D:B8< 8< :(5
!"# @78>A;:B8<
&’ 9DE ;A6:A75> B< #5>BA= " 9B:(8A: 16?;5786 EA@@65=5<:D:B8<（&’"，

E(89< B< E86B> EOAD75），87 9B:( )*+, 16?;5786 EA@@65=5<:D:B8< 8<6? B<

:(5 %’:( (8A7（&’"/，E(89< B< E86B> :7BD<165），87 9B:( )*+, 16?;5786

EA@@65=5<:D:B8< 5K57? +% ( EB<;5 :(5 %’:( (8A7（&’"+，E(89< B< 8@5<

;B7;65）M N(5 !"# @78>A;:B8<，;566 1789:( D<> !"# ;8<:5<: 8J &’ B< >BJP

J575<: ;8<>B:B8<E D75 E(89< B< 17D@( "，G D<> 4

图 % 过量补充碳源对 !"# 产量的影响

LB1M % IF;5EEBK5 EA@@65=5<:5> <8<B<>A;:BK5 ;D7Q8<
E8A7;5 (D> <51D:BK5 5JJ5;: 8< !"# @78>A;:B8<
&’ 9DE ;A6:A75> B< #5>BA= "，D<> E5@D7D:56? EA@@65=5<:5>

16A;8E5 :8 )*%,（>DE( 6B<5）87 16?;5786 :8 )*+,（>8: 6B<5），

87 )*0,（E86B> 6B<5）5K57? >D? EB<;5 :(5 %’:( (8A7

外源表达!"#+ 基因。由于外源的 !"# 合成酶基因

的表达是受 "RS/ 强启动子调控，而不受细胞含硫

氨基酸代谢的代谢调控，在细胞内的甲硫氨酸量升

高时，也就不会像内源性的 !"# 合成酶那样受到抑

制［/0］。因此通过表达外源的 !"# 合成酶，可以解除

这种代谢调控，从而能够有效地将由培养基中摄入

的甲硫氨酸转化成为 !"#。

但另一方面，由于 !"# 的合成需要消耗 "NC，

因而细胞内累积的 !"# 量不仅与胞内的 !"# 合成

酶的活力有关，还和细胞的生长状况和碳源消耗有

关。在 !"# 合成酶活力达到一定程度，并有足量的

甲硫氨酸存在下，"NC 的供应成了限制因素。因此
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在发酵过程后期每天补充适量的甘油，会大幅度提

高 !"# 的累积量。

可是重组菌要表达外源 !"# 合成酶，必须要以

甲醇作唯一碳源。而在甘油、葡萄糖这类非诱导性

碳源未被消耗光的情况下，"$%& 启动子处于关闭

状态，外源 !"# 合成酶无法表达。因而增加每天甘

油的补加量至 ’()*时，菌体需要较长的时间消耗

完甘油，诱导表达的酶相对较少，!"# 的产量也相

应比补加 ’(+*甘油的情况下低。这个现象从侧面

佐证了，是外源 !"# 合成酶的表达促进了细胞内

!"# 产量的提高。

从 !"#$"% &%’()*"’ 重组菌中筛选出的 !"# 高产

菌，在优化了培养条件后，其 !"# 产量在试管水平

最 高 达 到 &(,+-./，!"# 含 量 达 到 每 克 干 细 胞

&001-。与 !2345673 等筛选天然菌株，分离到的 !"#
高产菌 +%##$%*),-#.’ ’%/. 89: 菌在试管水平的 !"#
产量相当。考虑到 !"#$"% &%’()*"’ 在发酵时需要保

证高通氧量，尤其是在以甲醇作为单一碳源的时候，

在试管中发酵并没有完全发挥其高生物累积量的优

势（发酵罐中干细胞最高可超过 &;’-./，而在本实验

中，单位发酵体积中菌体干重最高只达到 &)-./），因

此这个基因工程菌的 !"# 产量还有很大的提高潜

力，显示了很好的应用前景。
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