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摘  要 : β-胡萝卜素属于类胡萝卜素家族的一员，在药品、保健品、化妆品和食品行业有广泛的应用。本研究

通过用 RBS 文库对重组大肠杆菌 CAR005 中 β-胡萝卜素合成途径的关键基因 dxs、idi 和 crt 操纵子进行调控

来提高 β-胡萝卜素合成能力。研究发现 3 个基因分别用 RBS 文库调控后，与起始菌株相比 β-胡萝卜素产量最

高分别有 7%、11%和 17%的提高，表明使用 RBS 文库调控比使用多个固定强度启动子调控能筛选到更有利于

目标产品合成的基因表达强度。三基因组合调控后，β-胡萝卜素产量相对于 CAR005 菌株提高了 35%。同时发

现，单基因文库筛选到的最优强度对于组合调控来说，未必是最优强度。本研究为利用基因表达调控优化目标

产物合成途径提供了一种新的方案。 

关键词 : β-胡萝卜素，RBS 文库，基因表达调控，大肠杆菌 
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Abstract:  β-carotene belongs to carotenoids family, widely applied in pharmaceuticals, neutraceuticals, cosmetics and 
food industries. In this study, three key genes (dxs, idi, and crt operon) within β-carotene synthetic pathway in recombinant 
Escherichia coli strain CAR005 were modulated with RBS Library to improve β-carotene production. There were 7%, 11% 
and 17% increase of β-carotene yield respectively after modulating dxs, idi and crt operon genes with RBS Library, 
demonstrating that modulating gene expression with regulatory parts libraries would have more opportunities to obtain 
optimal production of target compound. Combined modulation of crt operon, dxs and idi genes led to 35% increase of 
β-carotene yield compared to parent strain CAR005. The optimal gene expression strength identified in single gene 
modulation would not be the optimal strength when used in combined modulation. Our study provides a new strategy for 
improving production of target compound through modulation of gene expression. 

Keywords:  β-carotene, RBS library, modulation of gene expression, Escherichia coli 

β-胡萝卜素  (β-carotene) 是类胡萝卜素家

族中的典型代表，是一种优良的天然黄色色素，

在人体和动物体内可以转化为维生素 A，同时其

本身具有良好的预防“3C”即癌症、心血管疾病和

白内障的作用，也能提高机体的免疫功能，兼具

有较高的营养价值和药用价值[1-4]。世界上已有

50 多个国家地区批准使用，目前广泛应用于食

品、药品、化妆品和保健品行业[5-6]。随着合成

生物学的发展，通过构建微生物细胞工厂生产生

物基化学品因其具有绿色清洁的生产工艺和更

高的生产特异性而得到越来越多的关注[4,7]。 

自然界中的多种生物均能合成 β-胡萝卜 

素[8-10]。大肠杆菌遗传背景清楚、操作简单，以

大肠杆菌作为出发菌株，运用代谢工程手段构

建生产类胡萝卜素的基因工程菌，已成为包括

β-胡萝卜素在内的多种类胡萝卜素产品生产的

新模式[11-15]。对产 β-胡萝卜素大肠杆菌的遗传

改造主要集中在过表达大肠杆菌自身的 2-甲基

-D-赤藻糖醇-4-磷酸途径 (MEP 途径) 中的关

键基因和过表达外源的甲羟戊酸途径 (MVA 途

径)。Yuan等[11]为了鉴定 MEP途经的限速步骤，

利用同源重组的方法，用 T5启动子在染色体上

分别替换了 MEP途径的各基因的启动子，发现

调控 dxs、idi、ispB、ispDF 基因后，β-胡萝卜

素产量分别提高了 100%、40%、20%和 40%。

用 T5 启动子对这 4 个基因进行组合调控后，  

β-胡萝卜素产量提高了 6.3 倍，达到 6 mg/g 干

重细胞。Suh[16]用强启动子 T5调控 MEP途经的
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关键基因 dxs、idi和 ispDF后，β-胡萝卜素产量

比对照提高了 4.5倍。Yoon等将 MVA途经的下

游 3 个基因和 β-胡萝卜素合成相关基因以质粒

形式在大肠杆菌中过表达，在外源添加甲羟戊酸

的情况下，产量达 503 mg/L，含量达 49.3 mg/g

细胞干重[12-13]。Nam 等以质粒形式过表达 MEP

途径中的 dxs 基因和外源 MVA 途径基因，将   

β-胡萝卜素产量提高到 2.47 g/L[17]。 

以前的绝大部分研究都是使用强启动子 

(如 T7、T5和 Trc) 来调控 MEP或 MVA途径中

的关键基因，从而提高 β-胡萝卜素的合成能力。

然而，研究表明强启动子对于获得目的产物的

最大代谢流量来说并不一定是最优的[18-20]。 

我们首次用多个固定强度的调控元件去调

控 MEP 途径各基因的表达，发现 MEP 途径中

的关键基因为 dxs和 idi基因；并且证明使用多

个不同强度的调控元件对基因表达进行调控比

仅使用强启动子调控更为有效[21]。我们用同样

方法对 β-胡萝卜素合成途径的 5 个模块进行系

统研究，得到 CAR005菌株，β-胡萝卜素产量达

2.16 g/L，含量达 60 mg/g 干重细胞[22]。选取多

个固定强度的调控元件虽然比仅使用强启动子

更能获得较好的表达强度，但是由于调控元件

的数量和强度范围有限，往往也并不能获得最

优的表达强度。 

原核生物 mRNA 上的核糖体结合位点 

(RBS) 是位于起始密码子 AUG上游 3–9个富含

嘌呤核苷酸的序列，与核糖体小亚基 16sRNA

富含嘧啶的序列互补，是核糖体 RNA识别和结

合的位点。RBS 的序列和蛋白翻译速率密切相

关，能显著影响目的蛋白的表达量。我们前期

利用 RBS 文库 (序列为 CAGGAGRNNNNNN) 

调控了 E. coli ATCC 8739染色体上的 β-半乳糖

苷酶基因 (lacZ)，随机选 29个菌测定 β-半乳糖

苷酶活性，活性范围是 lacZ 基因原始启动子经

IPTG诱导后的 0.17–8.6倍，说明 RBS文库可以

有效调控基因，并且调控范围较大[23]。本研究

拟用 RBS区文库对 CAR005中 β-胡萝卜素代谢

途径的关键基因进行精确调控，研究其是否比

使用多个固定强度调控元件更有利于 β-胡萝卜

素的生产，同时也为代谢工程中基因表达的精

确调控提供一种新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂 

氨苄青霉素和氯霉素购自上海生工生物工

程有限公司；质粒小量快速提取试剂盒购自美

国 Axygen 公司；DNA 回收试剂盒购自美国

Biomiga 公司；PrimeSTAR HS DNA 聚合酶，

DNA Marker trans2K，购自大连宝生物工程公

司；限制性内切酶PacⅠ、BamHⅠ、DpnⅠ、T4 DNA

连接酶、快连酶、T4多聚核苷酸激酶购自 NEB

公司；胡萝卜素标品购自美国 Sigma公司 (Cat. 

No. C4582)；其他试剂均为分析纯。 

1.1.2  仪器与设备 

紫外可见分光光度计，Shimadzu UV-2550 

spectrophotometer (Shimadzu，Kyoto，Japan)；

PCR扩增仪，Eppendorf Mastercycler gradient；

全自动凝胶成像系统，AlphaImager HP；电转仪

MicroPulser；台式高速离心机， Eppendorf 

5415D；高速冷冻离心机， Thermo Sorvall 

Evolution RC；高效液相色谱，Agilent Technologies 

Series 1200。 

1.1.3  菌株 

本研究所用的菌株见表 1。 
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表 1  本研究所用的菌株 
Table 1  Strains used in this study 

 Relative characteristics Sources 

Strains   

M1-93 ATCC 8739, FRT-Km-FRT::M1-93::lacZ [24] 

CAR005 
ATCC 8739, ldhA::M1-93::crtEXYIB, M1-37::dxs, M1-46::idi 
M1-46::sucAB, M1-46::sdhABCD , M1-46::talB 

[22] 

dxs15 CAR005, RBSL15::dxs This work 

Idi10 CAR005, RBSL10::idi This work 

crtE3 CAR005, RBSL3::crtE This work 

crtE3-dxs3 crtE3, RBSL3::dxs This work 

crtE3-dxs3-idi20 crtE3-dxs3, RBSL20::idi This work 

Plasmids 

pKD46 blaγ β exo (Red recombinase), temperature-conditional replicon [25] 

pXZ-CS bla; cat-sacB cassette [26] 

 
1.2  方法 
1.2.1  培养基 

LB培养基：每升培养基包含 10 g胰蛋白胨、

5 g酵母提取物和 5 g氯化钠；氨苄青霉素、氯霉

素终浓度分别为 100、34 μg/mL。LB固体培养基

含 1.5%的琼脂。 

无盐蔗糖培养基：每升培养基包含 10 g胰蛋

白胨、5 g酵母提取物和 10%的蔗糖。无盐蔗糖固

体培养基含 1.5%的琼脂。好氧培养：将保存于

−80 ℃的菌种在 LB平板上划线活化，挑取单菌落

接种到 15 mm×100 mm试管 (含 4 mL LB培养基) 

中，37 ℃、250 r/min培养 24 h，1%的接种量转

接到 100 mL三角瓶 (含 10 mL LB培养基) 中，

30 ℃、250 r/min 培养 24 h。收集菌液用于测定  

β-胡萝卜素含量。 

1.2.2  RBS文库调控 β-胡萝卜素合成途径关键

基因 

本研究通过两步同源重组的方法构建基因

的 RBS 文库，获得的重组菌株中无抗生素基因

和 FRT序列残留[24]。第一步同源重组，在将要

调控的基因 ATG的前面插入一个 cat-sacB基因

片段。第二步同源重组中，cat-sacB基因簇被带

有 RBS文库的 DNA片段取代。含 RBS文库的

DNA 片段是由一对长引物，以 M1-93 基因组

DNA为模板，PCR扩增而来；上游引物包括待

调控基因原始启动子外的 50 bp碱基和与M1-93

的人工启动子同源的 20 bp碱基。下游引物包括

待调控基因的起始密码子后的 50 bp碱基 (基因

的 +1 到 +50 区 )、 RBS 区兼并引物片段 

(CAGGAGRNNNNNN) 和与 M1-93 的人工启动

子同源的21 bp碱基。两步同源重组的步骤见图1。

克隆的筛选是通过在含有蔗糖的无盐 LB 培养

基中培养完成的。在蔗糖存在的情况下，表达

sacB 基因的菌株因为在培养过程中积累果聚糖

对细胞产生毒性而被杀死。cat-sacB基因簇被替

换掉的细胞通过富集而被筛选出来[21-23]。 
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图 1  RBS 文库构建流程图 (A：第一步同源重组；B：第二步同源重组) 
Fig. 1  Modulation of gene expression with RBS library by the two-step recombination method. (A) The first 
recombination step. (B) The second recombination step. 

 
对于 dxs 基因，使用 dxs-cat-F/dxs-cat-R 引

物 (表 2)，以 pXZ-CS[26]为模板，PCR 扩增出

DNA 片段，将该片段纯化后电转入含有 

pKD46[25]的待调控菌株 CAR005 的感受态细胞

中，在含有氨苄青霉素、氯霉素的 LB平板中培

养过夜。挑选单克隆，用引物 cat-up/dxs-381- 

down 进行 PCR 验证 (表 2)，验证正确的克隆

命名为 Dxs-cat-sacB。另外，使用 dxs-up-p/dxs- 

RBSL-down引物 (表 2)，以 M1-93菌株的基因

组 DNA 模板，PCR 扩增出 RBS 库片段，将该

片段纯化后电转入 Dxs-cat-sacB 的感受态细胞

中，在 250 mL三角瓶 (含 50 mL无盐蔗糖培养

基) 中培养 12 h。然后将菌液稀释、涂布到 2个

无盐蔗糖平板上，37 ℃过夜培养。每个平板得

到 300 个左右重组子，共 600 个左右重组子。

随机挑取 100个克隆分别在氯霉素平板和 LB平

板上进行初筛，90%以上都为重组成功菌株 (不

能在氯霉素平板上生长)。随机选 5个菌株测序，

RBS 区域的序列各不相同，表明库的多样性比

较丰富。 

随 机 挑 选 30 个 单 克 隆 ， 用 引 物

p-yanzheng/dxs-381-down (表 2) 进行 PCR 验

证，挑选 15个验证正确、颜色比较黄的克隆命

名为 dxs1、dxs2、…、dxs15，用于测定 β-胡萝

卜素产量。采用同样的方法调控 idi 基因和 crt

操纵子，所用的引物序列见表 2。 

1.2.3  RBS文库组合调控 β-胡萝卜素合成途径

关键基因 

采用上述两步同源重组法，对 β-胡萝卜素

合成途径中的 3 个关键基因 (包括 dxs、idi 和

crt 操纵子) 进行组合调控。组合调控方法为：

选取单基因调控后产量提高最高的菌株 crtE3 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2014  Vol.30  No.8 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1198 

 

表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in this work 

Primers Sequences (5′–3′) 

Modulation of dxs gene with RBS library 

dxs-cat-F 
ACTACATCATCCAGCGTAATAAATAAACAATAAGTATTAATAGGCCCCTG 
TGTGACGGAAGATCACTTCGCA 

dxs-cat-R 
GTGGAGTCGACCAGTGCCAGGGTCGGGTATTTGGCAATATCAAAACTCAT 
TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCT 

dxs-up-p 
ACTACATCATCCAGCGTAATAAATAAACAATAAGTATTAATAGGCCCCTG 
TTATCTCTGGCGGTGTTGAC 

dxs-RBSL-down 
GTGGAGTCGACCAGTGCCAGGGTCGGGTATTTGGCAATATCAAAACTCATNNNN
NNYCTCCTGGTTTAAACGTACATG 

cat-up ATGAAACCGCTGATTGCATCTA 

p-yanzheng TTATCTCTGGCGGTGTTGAC 

dxs-381-down GATGGAGGTTGATGAATGC 

Modulation of idi gene with RBS library 

idi-cat-F 
TCACTTGGTTAATCATTTCACTCTTCAATTATCTATAATGATGAGTGATC 
TGTGACGGAAGATCACTTCGCA 

idi-cat-R 
CCCGTGGGAACTCCCTGTGCATTCAATAAAATGACGTGTTCCGTTTGCAT 
TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTTG 

idi-up-p 
TCACTTGGTTAATCATTTCACTCTTCAATTATCTATAATGATGAGTGATC 
TTATCTCTGGCGGTGTTGAC 

idi-RBSL-down 
CCCGTGGGAACTCCCTGTGCATTCAATAAAATGACGTGTTCCGTTTGCATNNNN
NNYCTCCTGGTTTAAACGTACATG 

idi-483-down    CGTGGCATCAATACCGTGTA 

Modulation of crt operon with RBS library 

ldhA-cat-F 
ATTAAATTTGAAATTTTGTAAAATATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATTCATGTG
ACGGAAGATCACTTCGCA 

crtE-cat-R 
GCATCGCTGTGTATGAAATTGACGTGTTGTTCTGCACAGACCGTCATCAT 
TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTTG 

ldhA-up-p 
TTCAATTAAATTTGAAATTTTGTAAAATATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATT 
CATTATCTCTGGCGGTGTTGAC 

crtE-RBSL-down 
GCATCGCTGTGTATGAAATTGACGTGTTGTTCTGCACAGACCGTCATCAT 
NNNNNNYCTCCTGGTTTAAACGTACATG 

crtE-340-down CGACATGTTCACCATACTG  

 
为出发菌株，对 dxs 基因进行 RBS 文库调控，

挑选 30 个验证正确、颜色较黄的克隆命名为

crtE3-dxs1、crtE3-dxs2、…、crtE3-dxs30，用于

测定 β-胡萝卜素产量。同时，使用引物

dxs-up-p/dxs-381-down (表 2)，以 dxs单基因RBS

文库调控后产量最高的菌株 dxs15为模板，PCR

扩增出 DNA 片段，利用该调控元件调控 crtE3

菌株的 dxs基因，筛选验证正确的菌株，命名为

crtE3-dxs15A，用于测定 β-胡萝卜素产量。采用

同样的方法，选取 crt操纵子和 dxs基因组合调
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控后产量最高的菌株为出发菌株，对 idi基因进

行 RBS文库调控。 

1.2.4  β-胡萝卜素产量的检测方法 

通过测定丙酮萃取的 β-胡萝卜素在 453 nm

下的吸光度来确定 β-胡萝卜素产量。取 500 μL

菌液于 14 000 r/min离心 3–5 min，无菌水清洗

后，用 1 mL丙酮悬浮沉淀，在 55 ℃黑暗条件

下萃取 15 min，然后将样品在 14 000 r/min下离

心 10 min，将含有 β-胡萝卜素的上清转入新的

离心管中。紫外分光光度计 453 nm 下测定    

β-胡萝卜素吸光度值，并计算其对细胞浊度 

(OD600) 的相对值，表示单位菌体 β-胡萝卜素的

相对产量。 

2  结果与分析 

2.1  关键基因 dxs、idi 和 crt 操纵子单独调控 
我们构建产 β-胡萝卜素重组大肠杆菌

CAR005时，发现 dxs、idi和 crt操纵子是 β-胡

萝卜素合成途径中的关键基因。本研究从

CAR005出发，使用两步同源重组方法 (图 1)，

分别构建了 dxs、idi和 crt操纵子的 RBS文库，

分别随机挑选 15个菌株，测定 β-胡萝卜素产量，

以验证 RBS 文库调控是否优于固定强度调控，

并进一步提高重组菌株中 β-胡萝卜素产量，结

果见图 2。 

由图 2 可知，3 个基因构建 RBS 文库后，

都筛选到 β-胡萝卜素产量提高的菌株，dxs基因

调控后，β-胡萝卜素产量最高菌株为 dxs15，相

对于 CAR005产量提高了 7%。idi基因调控后，

β-胡萝卜素产量最高菌株为 idi10，相对于

CAR005 产量提高了 11%。crt 操纵子调控后，  

β-胡萝卜素产量最高菌株为 crtE3，相对于

CAR005产量提高了 17%。不过 crt操纵子基因

调控后菌体生长有所下降。因为出发菌株

CAR005中 dxs、idi和 crt操纵子的调控元件为

固定强度中选出的最优强度，RBS 文库调控后

均得到 β-胡萝卜素产量提高的菌株，表明 RBS

文库调控相对于多个固定强度调控，能筛选到

更有利于 β-胡萝卜素合成的表达强度。单基因调

控 β-胡萝卜素产量最高菌株的 RBS序列见表 3。 

2.2  crt 操纵子和 dxs 基因组合调控结果 
三基因分别调控后，调控 crt操纵子的文库

中挑到产量最高的菌株 crtE3，产量相对于

CAR005提高了 17%，而另外两个基因文库调控

后产量最高的分别提高了 7%和 11%，因此从

crtE3 出发，文库调控 dxs 基因。同时，用 dxs

的 RBS 文库中产量最高的菌株 dxs15 的调控元

件去调控 crtE3中的 dxs基因。由图 3可知，组

合调控 crt操纵子和 dxs基因后，只有 crtE3-dxs3

和 crtE3-dxs4产量比 crtE3略高，β-胡萝卜素产

量分别是 CAR005的 1.19倍和 1.18倍，表明在

crtE3 菌株中，dxs 基因的表达强度已经不是   

β-胡萝卜素合成的限制因素。另外，dxs15的调

控元件调控 crtE3的 dxs基因后，β-胡萝卜素产

量相对于 CAR005只提高了 8%，而相对于 crtE3

产量反而有所下降。表明单基因文库筛选到的

最优强度对于组合调控来说，未必是最优的强

度。β-胡萝卜素产量最高菌株 crtE3-dxs3 的 dxs

基因的 RBS序列见表 3。 

2.3  crt 操纵子、dxs 和 idi 基因组合调控结果 
选取两基因组合调控 β-胡萝卜素产量最高

的菌株 crtE3-dxs3为出发菌株，进一步使用 RBS

文库及 idi 的 RBS 文库中产量最高的菌株 idi10

的调控元件去调控 idi基因。由结果可知 (图 4)，

组合调控 crt操纵子、dxs和 idi基因后，β-胡萝 
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图 2  RBS 文库调控 dxs, idi 和 crt 操纵子后 β-胡萝卜素相对产量 (A：RBS 文库调控 dxs 基因；B：RBS 文库

调控 idi 基因；C：RBS 文库调控 crtE 操纵子) 
Fig. 2  Relative β-carotene production by E. coli strains after modulating dxs, idi and crt operon of strain CAR005 
with RBS libraries. β-carotene yield was compared to parent strain CAR005. (A) Modulating dxs gene. (B) 
Modulating idi gene. (C) Modulating crt operon. 
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表 3  代表性菌株的 dxs、idi 和 crt 基因的 RBS 序列 
Table 3  RBS sequence of dxs, idi and crt genes of representative strains 

Strains Gene Sequencea 

dxs15 dxs CAGGAGGGTAGACATG 

idi10 idi CAGGAGGTACATAATG 

crtE3 crtE CAGGAGGAACGGCATG 

crtE3-dxs3 dxs CAGGAGACACTGTATG 

crtE3-dxs3-idi20 idi CAGGAGACTGAAGATG 
a The RBS sequences are underlined. 

 

 
 
图 3  crt 操纵子和 dxs 基因组合调控后 β-胡萝卜素相对产量 
Fig. 3  Relative β-carotene yield after combined modulation of crt operon and dxs genes expression. 

 

 
 
图 4  crt 操纵子、dxs 和 idi 基因组合调控后 β-胡萝卜素相对产量 
Fig. 4  Relative β-carotene yield after combined modulation of crt operon, dxs and idi genes expression. 
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卜素产量有明显提高，所选的 30 个菌株中，   

28 个菌株的 β-胡萝卜素产量均高于出发菌株

crtE3-dxs3。产量最高菌株 crtE3-dxs3-idi20 的  

β-胡萝卜素产量是 CAR005 的 1.32 倍。另外，

idi 单基因 RBS 文库得到的最优强度调控

crtE3-dxs3 的 idi 基因后，β-胡萝卜素产量仅为

CAR005 的 1.23 倍，远低于文库调控所得的最

高产量菌株，进一步说明单基因文库筛选到的

最优强度对于组合调控来说，未必是最优强度。 

将所有 RBS 文库调控中产量最高的菌株，

一起做 3个重复，结果见图 5。由结果可知，建

库时只挑一个克隆去培养测定的结果与 3 次重

复结果基本是一致，说明建库时挑多个克隆、

不设重复去筛选高产菌株的方法可行。经 RBS

文库组合调控 β-胡萝卜素合成途径中的 3 个关

键基因后，β-胡萝卜素产量相对于出发菌株提高 
 

 
 
图 5  调控 β-胡萝卜素合成途径关键基因后 β-胡萝

卜素的相对产量 
Fig. 5  Relative β-carotene yield of engineered E. coli 
strains after modulating key β-carotene synthesis genes 
expression. Three repeats were performed for each strain, 
and the error bars represented standard deviation. 

了 35%。β-胡萝卜素产量最高菌株 crtE3-dxs3- 

idi20的 idi基因的 RBS序列见表 3。 

3  结论 

本文利用 RBS文库调控的方法对 β-胡萝卜

素合成途径中的 3个关键基因 dxs、idi和 crt操

纵子进行了单基因调控和组合调控，使 β-胡萝

卜素产量提高了 35%。研究发现，使用 RBS文

库调控比使用多个固定强度调控的效果更好，

能筛选到更有利于目标产品合成的基因表达强

度。同时发现，单基因文库筛选到的最优强度

对于组合调控来说，未必是最优强度。本研究

为利用基因表达调控优化目标产物合成途径提

供了一种新的方案。 
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