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大肠杆菌 !!"!和 #$#!基因的串联表达

李永辉 刘 云 王世春 童朝阳 徐琪寿"

（军事医学科学院放射医学研究所，北京 !%%0&%）

摘 要 33&@和 /4/@是芳香族氨基酸生物合成中心途径的两个关键酶基因，在大肠杆菌中，33&@基因编码磷酸烯
醇式丙酮酸合成酶 @（AB;@），该酶催化丙酮酸合成磷酸烯醇式丙酮酸；/4/@基因编码转酮酶 @，该酶在磷酸戊糖途
径中生成 C/磷酸赤藓糖起主要作用。采用 ADE方法从大肠杆菌 F/!$株中扩增到 33&@和 /4/@，并实现了两基因的
高效表达，其中 33&@活性提高了 !%*0倍，/4/@活性提高了 #* "倍，当这两个基因串联在一个质粒上导入大肠杆菌
进行表达时，AB;@的活性变化较大（$*! G "*!倍），1H>@的活性相对稳定（#* " G C* &倍），且这两个基因单独表达和
串联表达都能使芳香族氨基酸生物合成共同途径中关键中间产物 I@JA的产量提高，且串联表达比单独表达较
高。
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芳香族氨基酸包括苯丙氨酸（A<2）、酪氨酸
（1.L）和色氨酸（1LB），是人体和动物的必需氨基酸，
在医药、食品和保健品等领域有很大用途。A<2 作
为一种新型甜味剂 @;B-L>-62 的合成原料，是近 $%
年来市场需求增长最快的氨基酸品种，近来研究发

现 A<2还具有抗高血压的作用［!］。通过导入特异基
因等代谢工程手段［$］，芳香族氨基酸生物合成途径

中间产物分支酸（D<(L7;6->2）和终产物 1.L、1LB分别
可以生成肠菌素、奎宁酸［#］、黑色素和靛蓝［C］。

过去的生物化学家较注重对于分支途径的遗传

操作，如解除终产物的反馈抑制和阻遏的调控机制、

高表达直接生成终产物的酶［&］以及删除分支途径对

终产物的分流等［3］。随着分子生物学技术的发展和

代谢工程在天然产品上的应用［4］，越来越多的人意

识到要想进一步提高芳香族氨基酸的产率和产量，

就必需提高宿主菌把碳源导向中心代谢途径的能

力［0］。代谢途径分析［"］表明：葡萄糖经糖酵解和磷

酸戊糖途径分别生成磷酸烯醇式丙酮酸（A<(;/
B<(2M()B.L9L->2，A5A）和 C/磷酸赤藓糖（5L.><L(;2/C/
B<(;B<->2，5CA），二者在 #/脱氧/!/阿拉伯庚酮糖酸/4
磷 酸（ #/N2(8./!/-L(O7M(<2B>9)(;( M->2/4/B<(;B<->2，

I@JA）合成酶的作用下缩合生成 I@JA，这是中心
代谢途径，也是决定芳香族氨基酸生物合成产率和

产量的关键步骤。I@JA是芳香族氨基酸生物合成
过程中第一个也是最重要的代谢中间物。然后，

I@JA经莽草酸途径生成分支酸，由分支酸再经不
同的途径生成 1L.、A<2或 1LB。代谢流定量分析［!%］

表明：!6()葡萄糖进入细胞后经糖酵解可生成 $6()
的 A5A，而葡萄糖要进入细胞需经过磷酸基转移酶
系统（A<(;B<(>L-M;P2L-;2 ;.;>26，A1Q），A5A 是 A1Q 中
的磷酸基供体［!!］，!6() 葡萄糖进入细胞要把 !6()
的 A5A转变成丙酮酸，同时 A5A又可在丙酮酸激酶
和 A5A羧化酶的作用下分别生成丙酮酸和草酰乙
酸。丙酮酸在生物体内因为高能障而不能自发地转

变回 A5A，这样大量的碳流就经丙酮酸而生成有机
酸、二氧化碳和细胞内容物。A->M-7H［!$］等通过高表
达 A5A合成酶基因 33&@ 将丙酮酸重新回流到 A5A，
从而使 I@JA的产量提高了 $ 倍，但也对细胞造成
生长抑制、糖耗过大和向胞外分泌醋酸盐等副作

用［!#］。5CA 是糖酵解中的 3/磷酸果糖（3/B<(;B<->2
PL9?>(;2，R3A）分流进入磷酸戊糖途径，在非氧化阶段
经一步转醛反应和两步转酮反应而得。负责 5CA



合成的转酮酶有两个：!"#$和 !"#%，其中 !"#$起主
要作用［&’］，高表达 !"#$ 可以大大提高 ()* 的产
量［&+］。而在两个质粒同时高表达 (,-$和 !"#$，则
可使 .$/( 的产量接近理论计算产量［&0］。(1( 和
1’(是 .$/(的限制性底物，也是芳香族氨基酸的
限制性底物，所以要想提高芳香族氨基酸的产量就

必需克服细胞内其它代谢途径对 (1(的竞争，同时
使 1’(的生成量与 (1(相平衡，从而提高中心代谢
途径中 .$/(的产量。有关 !!"$基因的研究在国
内仅见报道，但表达量和酶活性都比较低［&2］。本实

验在高表达 !!"$和 #$#$的基础上，实现了这两个
基因的串联表达，为进一步探讨这两个基因的转录

调控［&3］、(!4的功能［&5］和葡萄糖的转运［67］等理论研
究奠定了基础，同时也为进一步构建芳香族氨基酸

特别是 ()*基因工程菌奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 菌株和质粒（表 &）

表 ! 菌株与质粒

#$%&’ ! ()*$+,- $,. /&$-0+.-

4#89:;- 9;< ,=9->:<- ?)989@#*8- 4AB8@* 9;< 8*C*8*;@*

4#89:;-

%"&’()*&’*+ &,-* DE&6 .A;A8 AC F*;A>* $!??

%"&’()*&’*+ &,-* ./+! G*@:,:*;# -#89:; $!??

(=9->:<-

,H1IE! 19-J $(8 @=A;:;F K*@#A8 (8A>*F9

,%L667 $(8 *M,8*--:;F K*@#A8 G*C*8*;@*［6&］

,%L667E!!"$ $(8 !!"$ !):- NA8"

,%L667E #$#$ $(8 #$#$ !):- NA8"

((!E" $(8 !!"$ #$#$ @:-E,8A>A#*8 !):- NA8"

((!E# $(8 !!"$ #$#$ #89;-E,8A>A#*8 !):- NA8"

(!(E" $(8 #$#$ !!"$ @:-E,8A>A#*8 !):- NA8"

(!(E# $(8 #$#$ !!"$ #89;-E,8A>A#*8 !):- NA8"

! "! "1 酶和试剂：<O!(、!9P.O$多聚酶及反应缓冲
液，限制酶 %&,GQ、.+//Q、0!’Q、.1-#均购自 !9D9E
G9，!((（I*8@"）、0E磷酸葡萄糖脱氢酶（4:F>9）、磷酸
葡萄糖异构酶（4:F>9）、1’(（4:F>9）、蛋白 I98"*8（4:FE
>9），其他化学试剂均为分析纯。
! "1 方法
! "1 "! (?G：分别根据 O:*8-R9@)［66］和 %=9##;*8［6S］等
报道的 !!"$和 #$#$的 .O$序列，设计了两对扩增
引物，(&：+TE@@FF99##@9#F#@@99@99#FF@#@F#@EST，(6：+TE

@F@FF9#@@##9###@##@9F ##@9F@@9FEST，(S：+TE@F@FF9#@@9#F#@E
@#@9@F#999F9F@#EST，(’：+TE9@9#F@9#F@##9@9F@9F##@ ####F@###E
F@EST，通过 (?G方法从 % U &,-* DE&6 染色体 .O$中
扩增得到 !!"$和 #$#$基因，限制酶酶切分析和测
序鉴定其正确性。

! "1 "1 基因操作技术和方法见文献［6’］。
! "1 "2 .O$序列测定：采用 49;F*8末端终止法，在
$%Q&77测序仪上进行。
! "1 " 3 基因表达：带有 !!"$ 或V和 #$#$ 的质粒
,%L667E!!"$、,%L667E #$#$、((!E"、((!E#、(!(E"
和 (!(E#分别转化到受体菌 ./+!后，挑取单克隆，
提取质粒，进行限制性酶切分析和 (?G鉴定其正确
性，再划线，挑单菌落接种于含氨苄青霉素的 W%培
养基中，S2X振荡过夜，按 SY Z +Y扩大培养到
&7>W，S7X培养至 23077 [ 7 U + Z 7 U 0，迅速置于 ’6X
诱导培养 ’ U+)。
! "1 " 4 4.4E($H1：&6777F 离心 67>:; 收集菌体，6
倍 4.4上样缓冲液处理，沸水浴 &7>:;，浓缩胶 +Y，
分离胶 &7Y进行电泳，考马斯亮蓝 G6+7染色。
! "1 "5 (,-$和 !"#$粗酶液的制备：按 & U 6 U ’ 方法
进行菌体培养，当诱导结束后，培养液于 ’X+777F
离心 67>:;收集菌体，分别用 &77>>A=VW !8:-E/?=（,/
2\’）和 +7>>A=VW H=JEF=J（,/ 3\+）、+>>A=VW IF?=6、
7\+>>A=VW !((、&>>A=VW .!! 洗涤 6 次并重悬于各
自的缓冲液中，在冰水浴中超声波处理，S7 ] ’-，
677^，’X +777F离心 67>:;收集上清。
! "1 "6 (,-$和 !"#$酶活测定：分别按照文献［&2］
和文献［6+］进行 (,-$和 !"#$的活性测定。
! "1 "7 .$/(含量测定：按文献［60］测定 .$/(的
含量。按 & U 6 U 0 制备 (,-$和 !"#$粗酶液样品，先
在 &>W样品中加入 7 U 6+>W 7U 76+>A=VW的高碘酸溶
液，室温下放置 ’+>:;，加入 7 U +>W 7U 6Y的亚砷酸
钠，再放置 6>:;，然后加入 6>W 7U SY的硫巴比妥酸
溶液，并沸水浴 +>:;，’7X水浴降温，即出现桃红
色，迅速在 +’5;>比色。同时设立对照，对照加酶液
等体积的水。

1 结 果

1 "! !!"8和 #$#8基因的 9:;扩增及其序列分析
按 & U 6 U &方法在 % U &,-*DE&6 .O$中进行 !!"$

和 #$#$基因的 (?G扩增，分别得到 6 U ’"R和 6 U 7"R
左右的目的片段，经回收与 ,H1IE! 19-J载体连接，
挑选单克隆，提取质粒，进行限制性酶切分析（图 &）
和全序列测定，确定 !!"$基因序列全长为 6S25R,，
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!"!!基因序列全长为 "##$%&，##$! 用 %&’’!和
()*(!，!"!! 用 ()*(!和 +#,!分别从 &)*+,-
*./0载体上切下，并克隆入表达载体 &12$$3，转化受
体菌 4(5"，筛选获得能分别表达 6&/!和 -78!的菌
株。

图 " ##$!和 !"!!与 &)*+*,- *./0载体连接的酶切鉴定
9:;<" 4:;=/8:>? >@ &)*+*,- *./0 A=B8>C D:8E ##$! >C !"!!

"、FG#-./H$ I.C7=C（$J"J3，#F"K，K55L，FJK"，$J$$，$3$L%&）；
$G 4>M%N= H:;=/8:>? >@ &)*+,- *./0 A=B8>C D:8E ##$! %0 %&’’! .?H
()*(!；
J< 4>M%N= H:;=/8:>? >@ &)*+,- *./0 A=B8>C D:8E !"!! %0 +#,! .?H
()*(!

图 $ ##$! 和 !"!!串联表达质粒的构建
9:;<$ O>?/8CMB8:>? >@ C=B>I%:?.?8 &N./I:H/ >@ ##$!

.?H !"!! B>,=P&C=//:>?
6O’：&>N0I=C./= BE.:? C=.B8:>?；&)*+,-,*,6：&)*+,- *./0 A=B8>C
D:8E ##$!；&)*+,-,*,-：&)*+,- *./0 A=B8>C D:8E !"!!；*：%&’’!；
1.：()*(!；1NM：1NM?8:?;；H=：H=&E>/&E>C0N.8:>?；Q：+#,!；1;：(01
%；&12$$3,##$!：&12$$3 A=B8>C D:8E ##$!；&12$$3, !"!!：&12$$3
A=B8>C D:8E !"!!；66-,!：&12$$3 A=B8>C D:8E ##$! .?H !"!!，B:/,&C>,
I>8=C；66-,%：&12$$3 A=B8>C D:8E ##$! .?H !"!!，8C.?/,&C>I>8=C；
6-6,!：&12$$3 A=B8>C D:8E !"!! .?H ##$!，B:/,&C>I>8=C；6-6,%：
&12$$3 A=B8>C D:8E !"!! .?H ##$!，8C.?/,&C>I>8=C

图 J ##$! 和 !"!!单独和串联表达的聚丙烯酰胺电泳分析
9:;<J Q4Q,6!)* .?.N0/:/ @>C 8E= /:?;N=,.?H B>,=P&C=//:>? >@ ##$! .?HR>C !"!! :? % < &’1.
+G6C>8=:? I.C7=C；"GE>/8 4(5"；$G 4(5"R&%A$$3；JG4(5"R&%A$$3,##$!；F .?H KG 4(5"R&%A$$3, !"!!；
5G 4(5"R 66-,!；LG 4(5"R 66-,%；SG 4(5"R 6-6,!；#G 4(5"R 6-6,%

图 F! 6&/!活性测定
9:;<F! !//.0 @>C 6&/!

Q8.?H.CH BMCA=：/N>&= T 3<$SSL；2$ T 3 <##KJ

图 F1 -78!活性测定

9:;<F1 !//.0 @>C -78!

Q8.?H.CH BMCA=：/N>&= T 3<33F5；2$ T 3 <##FS

! "! !!"#和 #$##串联表达重组子的构建
构建过程如图 $所示。

! "$ %&%’(#)*检测 !!"#和 #$##的蛋白表达
按 " <$ <F和 " < $ < 5 方法培养并诱导含 &12$$3,

##$!、&12$$3, !"!!、66-,!、66-,%、6-6,!、6-6,%
和 &12$$3质粒的菌株及 4(5"空宿主菌，Q4Q,6!)*
结果如图 J所示，含 &12$$3,##$!、&12$$3, !"!!的宿
主菌分别有 SF74 和 LJ74 的蛋白表达带产生，而
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!!"#!、!!"#"、!"!#!、!"!#"则同时表达 $%&’和
()&’的蛋白。
! "# !!"$和 #$#$的酶活性测定
按 * +, +-和 * + , + (方法分别进行 !./0和 "&10

的酶活性测定，以空宿主菌的粗提物酶活性比为 *，
结果发现，携带 .23,,4#!!"0质粒的宿主菌，其 !./0
酶活性提高了 *4 + $倍，在串联质粒中，其活性分别
提高了 5 +*、% +4、, +*和 6 +)倍（图 %0）；携带 .23,,4#
#$#0质粒的宿主菌，其 "&10酶活性提高了 ) + 5 倍，
在串联质粒中，其活性分别提高了 % + %、% + %、) + 5 和
% +6倍（图 %2）。
! "% &$’(含量的测定
按 * +, +$ 方法进行 ’07!含量的测定，因无标

准 ’07!，故只对 %& 值进行比较（图 6），结果表明
含 .23,,4#!!"0质粒的宿主菌和含 .23,,4# #$#0质
粒的宿主菌均比对照菌株高，且前者比后者为高；

!./0和 "&10串联表达质粒比单独表达为高；在串
联表达质粒中 !!"#"、!"!#!又比 !!"#!、!"!#"为
高。

图 6 ’07!含量的测定
89:+6 0//;< =>? ’07!

0@@ 1AB A>/1/ ;?B ’76#，’76#、’76#C.DE,,4 ;/ F>G1?>@/+

) 讨 论
从图 %可以看到，就 !!"0来说单基因比两基因

串联表达的酶活性高许多，这可能与基因自身结构、

串联位置及翻译起始方向有关；而对于 #$#0来说，
无论串联位置如何，其活性变化不是很明显。然而

图 6可以看到并非是基因表达的蛋白活性愈高，
’07!的产量愈高（!!"#!、!"!#"），而是两基因表
达蛋白活性相对协调一致的其 ’07! 的产量较高
（!!"#"、!"!#!）。这也进一步说明有时过高地表
达代谢途径中的某种蛋白质（酶），反而给细胞带来

代谢负担而无益于整体基因工程菌的构建［,(］。从

图 )可以看到，!!"0和 #$#0表达水平很大（图 )）且

其表达产物为可溶性蛋白，本研究的目的旨在于这

两个基因在过表达时对 ’07!生成的影响，在实际
应用时应该控制它们的表达，使其既能最大限度的

合成 ’07!又不对菌体自身产生负担为宜。由图 6
也可以看到单一表达一个中心途径的关键酶也可以

使关键性中间产物 ’07!的含量有很大的增加［,$］。
国外有将 !!"0和 #$#0在两个不同质粒上进行

表达使 ’07!产量升高的例子［,5］，考虑到多质粒对
细胞生理、生化及代谢的影响［)4］，本文第一次实现

了这两个基因的串联表达，并使 ’07!的含量得到
了提高，为以后在芳香族氨基酸生产上实现中心代

谢途径和分支代谢途径关键酶的结合从而构建基因

工程菌奠定了基础。
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