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摘   要：胸苷作为抗艾滋病药物(叠氮胸苷和司他夫定)的关键前体物，在医药行业具有很大的应

用潜力。本研究以野生型大肠杆菌(Escherichia coli) MG1655 为底盘微生物，采用系统代谢工程策

略重构大肠杆菌中胸苷合成途径，构建了一株高效合成胸苷的工程菌株。首先，依次敲除 deoA、
tdk、udp、rihA、rihB、rihC 基因，以阻断胸苷的分解途径和补救途径；随后，引入来源于枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis) F126 的嘧啶核苷操纵子基因，以增强前体物尿苷酸合成途径代谢通量；最

后，依次优化胸苷合成途径中尿苷酸激酶、核糖核苷二磷酸还原酶、胸苷酸合酶和 5′-核苷酸酶的

表达，以强化尿苷至胸苷合成途径代谢通量。所构建的THY6-2工程菌株在 5 L分批补料发酵试验

中胸苷产量为 11.10 g/L、转化率为 0.04 g/g 葡萄糖、生产强度为 0.23 g/(L‧h)。本研究构建了以

葡萄糖为唯一碳源且不携带质粒的高效合成胸苷工程菌株，为其他嘧啶核苷类产品的研发提供了

借鉴。 
关键词：胸苷；大肠杆菌；代谢工程；从头合成途径 
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Abstract: Thymidine, as a crucial precursor of anti-AIDS drugs (e.g., zidovudine and 
stavudine), has wide application potential in the pharmaceutical industry. In this study, we 
introduced the thymidine biosynthesis pathway into the wild-type Escherichia coli MG1655 by 
systems metabolic engineering to improve the thymidine production in E. coli. Firstly, deoA, 
tdk, udp, rihA, rihB, and rihC were successively deleted to block the thymidine degradation 
pathway and salvage pathway in the wild-type E. coli MG1655. Then, the pyrimidine nucleoside 
operons from Bacillus subtilis F126 were introduced to enlarge the metabolic flux of the 
uridylic acid synthesis pathway. Finally, the expression of uridylate kinase, ribonucleoside 
diphosphate reductase, thymidine synthase, and 5′-nucleotidase in the thymidine biosynthesis 
pathway was optimized to enhance the metabolic flux from uridylic acid to thymidine. The 
engineered THY6-2 strain produced 11.10 g/L thymidine in a 5 L bioreactor with a yield of 
0.04 g/g glucose and productivity of 0.23 g/(L·h). In this study, we constructed a strain that 
used glucose as the only carbon source for efficient production of thymidine and did not harbor 
plasmids, which provided a reference for the research on other pyrimidine nucleosides. 
Keywords: thymidine; Escherichia coli; metabolic engineering; de novo biosynthesis pathway 

 
胸苷作为一种由 2-脱氧核糖和胸腺嘧啶碱

基构成的天然核苷，是抗艾滋病药物叠氮胸苷

和司他夫定的关键前体物 [1]。目前，胸苷普遍

采用化学合成法或酶法生产。但是，现有生产工

艺存在胸苷产量低、环境污染严重和生产成本高

昂等问题[2]。因此，开发廉价且高效的胸苷生产

方法成为满足胸苷市场需求量的关键。随着系统

代谢工程与合成生物学技术的迅速发展，基于

微生物发酵法的胸苷生产工艺成为近年来的研

究热点。其中，构建高效、稳定的胸苷生产细

胞工厂是开发绿色、经济胸苷生产工艺的核心。 
在微生物中，嘧啶核苷的合成途径主要有两

种：一是利用葡萄糖、氮源等基质从头合成嘧啶

核苷类物质，称为从头合成途径(de novo pathway)；

另一条是核苷酸代谢产生的胸腺嘧啶碱基、脱氧

核糖和磷酸重新经过核糖基化、磷酸化生成嘧啶

核苷，称为补救途径(salvage pathway)。以大肠杆

菌为例，胸苷从头合成途径冗长，代谢通量受多种

负反馈调节。除此之外，胸苷从头合成途径与 DNA
合成相关，多个关键酶的底物选择性较差，胸苷

合成存在较多竞争途径(图 1)。因此，如何优化胸

苷从头合成途径代谢通量分布与关键酶表达成

为构建胸苷高效生产菌株过程中面临的挑战。近

年来，研究人员主要采用阻断胸苷降解途径[3-4]、

增强前体物供应[4-7]、优化胸苷合成途径[8-9]、平

衡胞内氧化还原平衡[10]等策略修饰底盘微生物

中胸苷合成途径代谢通量。其中，Kim 等[6]以大

肠杆菌为出发菌株，通过阻断胸苷分解途径、删
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除阻遏蛋白解除反馈抑制、强化异源酶以提高 
胸苷合成通量、修饰胞内氧化还原平衡等策略，

得到的最终菌株以甘油为碳源发酵 120 h 后产生

13.2 g/L 胸苷。然而，现有胸苷工程菌株仍存在

产量低、发酵周期长等问题。为了推动胸苷经济

化大规模生产，构建高效、稳定的胸苷生产微生

物细胞工厂依然是研究人员努力的方向。 
本研究以野生型大肠杆菌(Escherichia coli) 

MG1655 为底盘菌株，采用系统代谢工程策略优

化胸苷合成途径代谢通量分布及关键酶表达，

以期获得高效合成胸苷的微生物细胞工厂。首

先，依次敲除 deoA、tdk、udp、rihA、rihB、rihC

基因，以阻断胸苷分解途径和回补途径；随后，

引入异源的嘧啶合成操纵子基因，以增强前体物

尿苷酸(uridylic acid, UMP)的积累；最后，依次

优化胸苷合成途径中尿苷酸激酶、核糖核苷二磷

酸还原酶、胸苷酸合酶和 5′-核苷酸酶的表达。

在 5 L 发酵罐中，构建的最优 THY6-2 工程菌株胸

苷产量、转化率和生产强度分别达到了 11.10 g/L、
0.04 g/g 葡萄糖、0.23 g/(L‧h)。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

本研究所用的菌株与质粒如表 1 所示。 
 

 
 

图 1  代谢工程改造大肠杆菌生产胸苷 
Figure 1  Metabolic engineering of Escherichia coli for thymidine production. Genes and their corresponding 
enzymes were shown as follows: pyrAA/AB: Carbamoylphosphate synthetase; pyrB: Aspartate carbamoyl 
transferase; pyrC: Dihydroorotase; pyrD/K: Dihydroorotate dehydrogenase; pyrE: Orotate phosphoribosyltransferase; 
pyrF: OMP decarboxylase; pyrH: Nucleoside phosphate kinase; nrd: Nucleotide diphosphate reductase; ndk: 
Nucleoside diphosphate kinase; dut: Deoxyribonucleotide triphosphatase; thyA: Thymidylate synthase; 
TMPase: PBS TMP phosphohydrolase; deoA: Thymidine phosphorylase; tdk: Thymidine kinase; udp: Uridine 
phosphorylase; udk: Uridine/cytidine kinase; tmk: dTMP kinase. Abbreviations: G6P: Glucose 6-phosphate; 
OAA: Oxaloacetate; OMP: Orotidylic acid; UMP: Uridylic acid; UDP: Uridine 5ʹ-diphosphated; dUDP: 
2ʹ-deoxyuridine 5ʹ-diphosphate; UTP: Uridine triphosphate; dUTP: 2ʹ-deoxyuridine triphosphate; CTP: 
Cytidine triphosphate; dCTP: Deoxycytidine triphosphate; CDP: Cytidine diphosphate; dCDP: 2ʹ-deoxycytidine 
diphosphate; dUMP: Deoxyuridylic acid; dTMP: Thymidylic acid; dUDR: Deoxyuridine; dTDP: 
Deoxythymidine 5ʹ-diphosphate; eco: Escherichia coli; bsu: Bacillus subtilis. 
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表 1  本研究所用的菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains/Plasmids Characteristics Sources 
Strains   

Escherichia coli DH5α Host for cloning Lab store 
Bacillus subtilis F126 Donor of pyrimidine operon genes [11] 
E. coli MG1655 Wild type, starting strain Lab store 
THY1 E. coli MG1655, ΔdeoA, Δtdk, Δudp, ΔrihA, ΔrihB, ΔrihC This study 
THY2 THY1, yghX::Ptrc-pyrBCAAAB*KDFEbsu This study 
THY3-1 THY2, ybeM::Ptrc-pyrHD90A

bsu This study 
THY3-2 THY2, ybeM::Ptrc-pyrHD93A

eco This study 
THY3-3 THY2, ybeM::PT7-pyrHD90A

bsu This study 
THY3-4 THY3-1, ygaY::Ptrc-pyrHD90A

bsu This study 
THY4-1 THY3-4, yciQ::Ptrc-nrdABCT4 This study 
THY4-2 THY3-4, yciQ::Ptrc-nrdABCeco This study 
THY4-3 THY4-2, gapC::Ptrc-nrdABCeco This study 
THY4-4 THY4-3, yjgX::Ptrc-ndkeco This study 
THY4-5 THY4-4, ycgH::Ptrc-duteco This study 
THY5-1 THY4-5, ilvG::Ptrc-tdT4 This study 
THY5-2 THY4-5, ilvG::Ptrc-CDC21sce This study 
THY5-3 THY4-5, ilvG::Ptrc-thyAbsu This study 
THY5-4 THY4-5, ilvG::Ptrc-thyAbaz This study 
THY6-1 THY5-3, mbhA::Ptrc-ushAeco This study 
THY6-2 THY5-3, mbhA::Ptrc-TMPase This study 
THY6-3 THY6-2, yeeP::Ptrc-TMPase This study 

Plasmids   
pREDCas9 Sper, Cas9 and λ Red recombinase expression vector [12] 
pGRB Ampr, gRNA expression vector [12] 

Ampr: Ampicillin resistance; Sper: Spectinomycin resistance. 
 

1.2  菌株构建方法 
本研究采用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术[12]

对底盘菌株 E. coli MG1655 进行代谢改造，以

构建胸苷工程菌株。CRISPR 系统由 pGRB 质

粒、pREDCas9 质粒、DNA 重组片段 3 个元件

共同介导完成基因改造。其中 pGRB 质粒包含

启动子、gRNA 蛋白结合区域和终止子，携带

氨苄青霉素抗性 (50 μg/mL， 37 ℃培养 )；
pREDCas9 质粒包含 RED 重组酶、Cas9 蛋白以

及阿拉伯糖诱导的 pGRB 质粒消除系统，携带

奇霉素抗性(50 μg/mL，32 ℃培养)。基因重组

过程由 pGRB 质粒表达特异性 gRNA 识别目的

基因靶序列与 pREDCas9 质粒表达的 Cas9 蛋白

共同介导实现靶序列的精准切割，随后在 RED
重组酶作用下将 DNA 片段以同源重组的方式

对切割位点进行修复，最后依次消除两个工具质

粒，获得无质粒工程菌。本研究在基因编辑过

程中使用的引物与 gRNA 序列已提交至国家微

生物科学数据中心(登录号：NMDCX0000277)。 
1.3  工程菌株发酵 

斜 面 培 养 基 (g/L) ： Yeast Extract 5.0 ，

Tryptone 10.0，NaCl 5.0，牛肉膏 10.0，葡萄糖

5.0，琼脂粉 20.0。 
种 子 培 养 基 (g/L) ： Yeast Extract 5.0 ，
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Tryptone 3.0，KH2PO4 5.0，FeSO4·7H2O 0.01，
MnSO4·H2O 0.01，VB1、VB3、VB5、VB12、VH 

各 0.001。 
发 酵 培 养 基 (g/L) ： Yeast Extract 4.0 ，

Tryptone 5.0，KH2PO4 7.0，柠檬酸 2.0，甲硫氨

酸 1.0，FeSO4·7H2O 0.01，MnSO4·H2O 0.01，
VB1、VB3、VB5、VB12、VH 各 0.001。 
1.3.1  摇瓶发酵 

将菌株接种到斜面培养基培养 12 h 后，转

接至装有 30 mL 种子培养基的 500 mL 锥形瓶，

220 r/min、37 ℃培养 8−10 h。待菌体 OD600     

为 4 左右时，以 10%的接种量(3 mL)转接至装有

26 mL 的 500 mL 挡板瓶发酵培养基中，并且补加  
1 mL 葡萄糖(60%，质量体积比)，220 r/min、37 ℃
连续培养发酵 24 h。发酵过程中通过添加氨水

(25%，体积比)来维持整体 pH在 7.0左右，补加

葡萄糖维持菌体生长与胸苷生产。 
1.3.2  发酵罐发酵 

菌株进行两次斜面培养基活化后，用无菌水

将斜面上菌落冲洗下来制成菌悬液，全部接种到

装有 3 L 种子培养基的 5 L 发酵罐中进行扩大培

养，当种子 OD600达到 10−16 时，按 15%的接种

量(450 mL)接入装有 3 L 发酵培养基的发酵罐中

发酵培养，初始发酵培养基中葡萄糖为 10 g/L，
通过自动控制流加氨水维持 pH 在 7.0 左右，发

酵温度保持在 35 ℃，溶氧控制在 25%−35%。

当罐中的葡萄糖耗尽时，以一定速率流加葡萄

糖(80%，质量体积比)，发酵过程中残留葡萄糖

浓度维持在 0.1−3.0 g/L。 
1.4  分析方法 

生物量：将待测样品稀释适当浓度后，采

用紫外分光光度仪在 600 nm (OD600)处检测吸光

度值。 
残糖浓度：将待测样品稀释适当浓度后，

采用 SBA 生物传感仪检测发酵液中残留葡萄糖

浓度。 

嘧啶类核苷酸检测：使用高效液相色谱仪

Thermo U3000；色谱柱 Titank C18 柱(250 mm× 

4.6 mm, 5 μm)；流动相为乙腈:三氟乙酸:水= 

5:0.05:94.5；柱温 30 ℃；流速 1 mL/min；紫外

检测波长 260 nm；进样量 20 μL。 

数据统计学分析：发酵数据代表 3 组平行发

酵数据的均值与标准差。利用 t 检验双尾分布对两

组发酵数据进行单向方差分析。当 0.01<P<0.05 时

用“*”标示，表示数据差异显著；当 P<0.01 时用

“**”标示，表示数据差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  胸苷分解途径及回补途径的阻断 

在大肠杆菌中，核苷水解酶(由 rihA/B/C 基

因编码)具有催化胸苷分解为胸腺嘧啶的能力[13]，

阻断胸苷分解途径是实现胸苷积累的关键之

一。除此之外，由于嘧啶核苷的结构类似，大肠

杆菌中存在多个酶可以同时催化胸苷与其他核

苷之间相互转化。其中，胸苷磷酸化酶(由 deoA

基因编码)催化胸苷与胸腺嘧啶的可逆转化；胸

苷激酶 (由 tdk 基因编码 )催化胸苷与胸苷酸

(thymidylic acid; dTMP)的可逆转化；尿苷磷酸

化酶(由 udp 基因编码)可同时催化尿苷和胸苷裂

解为相应的嘧啶和(脱氧)核糖-1-磷酸。先前的

研究表明，依次敲除 deoA、tdk、udp 可以有效

地降低胸苷与其他核苷之间的相互转化，进而提

高胸苷的积累量[3-4]。 

本研究依次敲除野生型 E. coli MG1655 菌

株基因组中 deoA、tdk、udp、rihA、rihB、rihC

基因，构建了 THY1 菌株。摇瓶发酵结果显示，

野生型 E. coli MG1655 菌株中尿嘧啶产量为

0.09 g/L，没有检测到尿苷积累，OD600 值为

55.5；THY1 菌株中无尿嘧啶积累，但尿苷积累

量达到 2.10 g/L，OD600值为 52.3 (图 2)。发酵数 
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图 2  阻断胸苷降解途径和回补途径对细胞生长

与胸苷生产的影响 
Figure 2  Effect of blocking the degradation 
pathway and salvage pathway on cell growth and 
thymidine production. MG1655 indicates the 
wild-type E. coli MG1655. The genotype of THY1 
strain: MG1655, ΔdeoA, Δtdk, Δudp, ΔrihA, ΔrihB, 
ΔrihC. ND: Not detected. 
 
据表明，阻断胸苷降解途径和回补途径并未对菌

株生长表型造成不利影响，副产物尿嘧啶消

失，同时检测到尿苷积累。但是，发酵样品中并

未检测到胸苷积累，可能是由于其合成途径冗

长，且合成途径代谢通量受严格反馈调控机制

控制，导致胸苷合成途径代谢通量不足。 

2.2  增强前体物 UMP 的供应 
在大肠杆菌中，尿苷酸(UMP)是合成胸苷的

关键前体物，其生物合成途径由 8 步酶(分别由

carA/B、pyrB/I、pyrC、pyrD、pyrE、pyrF 基因

编码)催化反应组成，且合成途径代谢通量受严

格的反馈调控机制控制。其中，pyrBI、pyrE 和

pyrF 操纵子转录受 UMP 的反馈抑制；pyrC 和

pyrD 操纵子转录受三磷酸胞苷(cytidine triphosphate, 
CTP)和三磷酸鸟苷(guanosine triphosphate, GTP)
的共同调控；carAB 操纵子表达受到嘧啶核苷

和精氨酸的共同调控[13-15]。在先前的研究中，

Fan 等[11]以枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 168 为

出发菌株，采用 ARTP 随机诱变结合高通量筛选

策略得到尿苷高产突变菌株 B. subtilis F126，该

菌株中 UMP 合成途径代谢通量显著增强。 
为了增强嘧啶核苷前体物 UMP 的合成途径

代谢通量，本研究将来源于 B. subtilis F126 中

的 pyr 操纵子基因整合至 THY1 菌株中 yghX 假

基因位点，由 Ptrc 启动子控制，构建了 THY2 菌

株。摇瓶发酵结果显示(图 3)，THY2 菌株中尿

苷产量为 5.60 g/L，较对照 THY1 菌株提升

166.7%；胸苷产量为 0.18 g/L。发酵数据表明，

引入异源嘧啶核苷操纵子基因可以显著增强

UMP 合成途径代谢通量，从而为下游产物胸苷

合成提供充足的前体物。除此之外，THY2 菌株

中胸苷产量远低于前体物 UMP 的产量，表明从

UMP 至胸苷的合成途径代谢通量强度较弱。因

此，强化 UMP 至胸苷的合成途径代谢通量是进

一步提高胸苷合成效率的关键。 

2.3  胸苷合成途径关键酶的优化表达 
2.3.1  尿苷磷酸酶的强化表达 

在大肠杆菌中，尿苷酸激酶(由 pyrH 基因编

码)催化尿苷酸(UMP)生成二磷酸尿苷(uridine 
diphosphate, UDP)，是尿苷酸流向胸苷合成途 

 

 
 

图 3  增强前体物 UMP 供应对细胞生长与胸苷生

产的影响 
Figure 3  Effect of enhancing the supply of 
precursor UMP on cell growth and thymidine 
production. The genotype of strains were THY2: 
THY1, yghX::Ptrc-pyrBCAAAB*KDFEbsu; THY1, 
MG1655, ΔdeoA, Δtdk, Δudp, ΔrihA, ΔrihB, ΔrihC. 
ND: Not detected. The ** represents P<0.01. 
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径中的第一步反应。尿苷酸激酶活性受到 GTP
的变构激活和 UTP 的反馈抑制。有研究表明，

尿苷酸激酶突变体 pyrHD93A 可以显著减弱 UTP
触发的反馈抑制机制[16]。除此之外，枯草芽孢

杆菌作为嘧啶核苷的优势底盘菌株[17-18]其天然

嘧啶核苷代谢更强，来自 B. subtilis 168 的代谢

酶可能比 E. coli MG1655 具有更高的催化活性。

因此，本研究尝试将 pyrHbsu 蛋白序列第 90 位天

冬氨酸突变为丙氨酸(D90A)，以评估修饰后的

尿苷酸激酶对胸苷合成的影响。 
本研究分别将修饰后的 pyrHD90A

bsu、pyrHD93A
eco

基因整合至 THY2 菌株的 ybeM 基因位点，并由

Ptrc启动子控制，分别构建了 THY3-1和 THY3-2
菌株。摇瓶发酵结果显示，与对照 THY2 菌株相

比，THY3-1 菌株 OD600值提高 4.4%，胸苷产量

为 0.31 g/L，较对照菌株(0.18 g/L)提高了 72.2%。

除此之外，THY3-1 菌株中副产物尿苷的产量降

低了 90.7% (由 5.60 g/L降低至 0.52 g/L) (图 4A)。
THY3-2 菌株中胸苷产量为 0.21 g/L，较对照菌株

提升了 16.7%，尿苷产量为 2.80 g/L，较对照菌株

降低了 50.0% (图 4A)。发酵数据表明，与大肠杆

菌本源的 pyrHD93A
eco相比，来源于枯草芽孢杆菌

的 pyrHD90A
bsu 更利于提高胸苷合成效率。 

为了进一步优化异源 pyrHD90A
bsu 基因的转

录表达，本研究采用 PT7强启动子控制 pyrHD90A
bsu

表达，同样将其整合至 THY2 菌株的 ybeM 基因

位点，构建了 THY3-3 菌株。摇瓶发酵结果显

示，与 THY3-1 菌株相比，THY3-3 菌株中胸苷

产量未见显著变化(图 4A)。随后，为了进一步

强化异源 pyrHD90A
bsu 基因的表达，本研究将 Ptrc

启动子控制的 pyrHD90A
bsu 基因整合至 THY3-1 菌

株基因组中的 ygaY 基因位点，构建了 THY3-4
菌株。摇瓶发酵结果显示，与 THY3-1 菌株相

比，THY3-4 菌株中胸苷产量为 0.35 g/L，较对

照菌株提高了 12.9%；尿苷产量为 0.02 g/L，较

对照菌株降低了 96.2% (图 4A)。发酵数据表明，

优化异源尿苷酸激酶表达可以显著提升胸苷合

成效率。但是，THY3-4 菌株中前体尿苷转化为

胸苷的比例仍较低，推测可能是从尿苷到胸苷仍

存在尚未打通的代谢流节点，同时还可能是其他

前体物如甲基供应不足等限制了胸苷合成。因

此，强化 UDP 至胸苷合成途径代谢通量是进一

步提高胸苷合成效率的关键。 
2.3.2  核糖核苷二磷酸还原酶的优化表达 

二磷酸尿苷(UDP)可以通过多种途径生成

三 磷 酸 脱 氧 尿 苷 (deoxyuridine triphosphated, 
UTP)，其中常见的有两条：一条是由核糖核苷

二磷酸还原酶(由 nrd 基因编码)和核苷二磷酸激

酶(由 ndk 基因编码)通过脱羟基和磷酸化两步反

应生成 dUTP；另一条是由核苷二磷酸激酶(由
ndk 基因编码)、CTP 合酶(由 pyrG 基因编码)、
核糖核苷二磷酸还原酶(由 nrd 基因编码)、dCTP
脱氨酶(由 dcd 基因编码)通过繁杂的胺化去胺

化，磷酸化去磷酸化和脱羟基反应生成 dUTP。
尽管第 2 条反应途径较长，但是细胞内 70%−80%
的 dUTP 由该途径合成[19]。 

作为 DNA 合成的关键反应之一，过表达

nrdABC 能够使 UDP 更多地流向胸苷合成途径

而不是胞苷合成途径。为了减少碳流无益消

耗，本研究分别将来源于 T4 噬菌体[4]和大肠杆

菌本源的 nrdABC 基因引入 THY3-4 菌株基因组

中的 yciQ 基因位点，使用 Ptrc 启动子控制，分别

构建了 THY4-1 和 THY4-2 菌株。摇瓶发酵结果

显示，与对照 THY3-4 菌株相比，THY4-2 菌株

中 胸 苷 产 量 为 1.00 g/L ， 较 对 照 提 高 了

185.7%，且未对菌株生长表型造成不利影响(图
4B)。THY4-1 菌株中胸苷产量较对照菌株相比

未见明显变化(图 4B)，该结果与先前的研究[3]

不一致，可能是由于 T4 噬菌体来源的核糖核苷

二磷酸还原酶在大肠杆菌中底物亲和力较差。随
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后，为了进一步强化 nrdABCeco 基因的表达，本

研究将 Ptrc 启动子控制的 nrdABCeco 基因整合至

THY4-2 菌株基因组中的 gapC 基因位点，构建了

THY4-3 菌株。发酵结果显示，与对照 THY4-2 菌

株相比，THY4-3 菌株胸苷产量为 1.11 g/L，较对

照菌株提升了 11.0%，且 OD600值为 70.8 (图 4B)。
发酵数据表明，强化核糖核苷二磷酸还原酶表达

可以显著提升胸苷合成效率。 
 

 
 

图 4  优化胸苷合成途径对细胞生长与胸苷生产的影响 
Figure 4  Effect of optimization of the thymidine synthesis pathway on cell growth and thymidine production. 
A: The effect of optimization uridine phosphatase on cell growth and thymidine production. The genotype of 
strains were THY3-1: THY2, ybeM::Ptrc-pyrHD90A

bsu; THY3-2: THY2, ybeM::Ptrc-pyrHD93A
eco; THY3-3: THY2, 

ybeM::PT7-pyrHD90A
bsu; THY3-4: THY3-1, ygaY::Ptrc-pyrHD90A

bsu. B: The effect of optimization nucleotide 
diphosphate reductase, nucleoside diphosphate kinase and deoxyribonucleotide triphosphatase on cell growth 
and thymidine production. The genotype of strains were THY4-1: THY3-4 yciQ::Ptrc-nrdABCT4; THY4-2: 
THY3-4, yciQ::Ptrc-nrdABCeco; THY4-3: THY4-2, gapC::Ptrc-nrdABCeco; THY4-4: THY4-3, yjgX::Ptrc-ndkeco; 
THY4-5: THY4-4, ycgH::Ptrc-duteco. C: The effect of optimization thymidylate synthase on cell growth and 
thymidine production. The genotype of strains were THY5-1: THY4-5, ilvG::Ptrc-tdT4; THY5-2: THY4-5, 
ilvG::Ptrc-CDC21sce; THY5-3: THY4-5, ilvG::Ptrc-thyAbsu; THY5-4: THY4-5, ilvG::Ptrc-thyAbaz. D: The effect of 
optimization of 5′-nucleotidase on cell growth and thymidine production. The genotype of strains were 
THY6-1: THY5-3, mbhA::Ptrc-ushAeco; THY6-2: THY5-3, mbhA::Ptrc-TMPase; THY6-3: THY5-3, 
yeeP::Ptrc-TMPase. The * represents 0.01<P<0.05, and the ** represents P<0.01. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

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

2440 

 

2.3.3  核苷二磷酸激酶和 dUTP 二磷酸酶的强

化表达 
核苷二磷酸激酶(由 ndk 基因编码)催化五磷

酸脱氧尿苷(deoxyuridine pentaphosphate, dUDP)
转化为三磷酸脱氧尿苷(dUTP)，dUTP 二磷酸酶

(由 dut 基因编码)催化 dUTP 转化为一磷酸脱氧

尿苷(dUMP)。为了消除胸苷下游合成途径的限

制，将 dUDP 转化为 dUMP，本研究迭代强化

ndk 和 dut 的表达：将 Ptrc 启动子控制的大肠杆

菌本源的 ndk 基因整合至 THY4-3 菌株基因组的

yjgX 基因位点，构建了 THY4-4 菌株；进一步将

大肠杆菌本源的 dut 基因整合至 THY4-4 菌株基

因组的 ycgH 基因位点，且由 Ptrc 启动子控制表

达，构建了 THY4-5 菌株。摇瓶发酵结果显示(图
4B)，与对照 THY4-3 菌株相比，THY4-4 菌株胸

苷产量为 1.23 g/L，较对照菌株提高了 10.8%，

生长表型无显著变化。与对照 THY4-4 菌株相

比，THY4-5 菌株胸苷产量为 1.30 g/L，较对照

菌株提高了 5.7%，且 OD600 值为 72.6，较对照

菌株提高 3.2%。此外，与 THY4-3 菌株相比，

THY4-4 菌株的胸苷产量显著提升了 17.1%。发

酵数据表明迭代强化表达核苷二磷酸激酶和

dUTP 二磷酸酶可以将 dUDP 转化至 dUMP，显

著提高了胸苷合成效率。 
2.3.4  胸苷酸合酶的强化表达 

胸苷酸合酶(由 thyA 基因编码)催化一磷酸

脱氧尿苷(dUMP)和 5,10-亚甲基四氢叶酸甲基化

生成胸苷酸(dTMP)和二氢叶酸。胸苷酸合酶作

为 dUMP 合成 dTMP 的关键酶，在大肠杆菌中

与其对应的 mRNA 会直接结合，受严格反馈抑

制调控[20]。为了提高 dUMP 合成 dTMP 的代谢

通量，本研究采用蛋白预测软件筛选来源不同宿

主的胸苷酸合酶(国家微生物科学数据中心登录

号：NMDCX0000277)。依据前期研究[6]与蛋白

预测结果，本研究将来源于噬菌体(phage) T4、

酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) S288c 、  
B. subtilis 168 和 解淀 粉芽 孢杆 菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens) TA208 菌株中的胸苷酸合酶

引入 THY4-5 菌株的 ilvG 基因位点，并用 Ptrc 启

动子控制，分别构建了 THY5-1、THY5-2、
THY5-3 和 THY5-4 菌株。摇瓶发酵结果显示，

与对照 THY4-5 菌株相比，THY5-2 和 THY5-3
菌株中胸苷产量分别为 1.57 g/L、1.63 g/L，较对

照菌株分别提高了 20.7%、25.4% (图 4C)。此外，

与对照 THY4-5 菌株相比，THY5-1 菌株中胸苷

产量未见显著变化，且 OD600 值较对照菌株下降

了 10.7%，推测可能是酶的无义表达造成了生长

负担；THY5-4 菌株中胸苷产量和 OD600 值较对

照菌株分别下降了 4.6%和 15.7%，推测可能是

异源同工酶的酶活过高引起中间产物积累，造成

了局部代谢阻遏，扰乱胞内代谢平衡。发酵数据

表明，异源 B. subtilis 胸苷酸合酶的表达可以有

效地提高菌株合成胸苷的效率。 
2.3.5  5′-核苷酸酶的强化表达 

5′-核苷酸酶是催化胸苷酸水解生成胸苷的

关键酶。参与该步反应的酶(由 ushA、umpH、

umpG、yfbR、yjjG 基因编码)对于大多数嘧啶或

嘌呤核苷的生成都能够起到同样的催化作用，

可以催化尿苷酸生成尿苷、胞苷酸生成胞苷，催

化肌苷酸生成肌苷、腺苷酸生成腺苷等。但该酶

的底物特异性不佳，对于胸苷酸偏好性差。 
为了评估不同来源的 5′-核苷酸酶对于胸苷

合成的影响，本研究分别将大肠杆菌本源的

ushA 基因 [4]和枯草芽孢杆菌噬菌体 PBS 的

TMPase 基因[8]整合至 THY5-3 菌株基因组中的

mbhA 基因位点，并用 Ptrc 启动子控制，构建了

THY6-1 和 THY6-2 菌株。摇瓶发酵结果显示，

与对照 THY5-3 菌株相比，THY6-2 菌株的 OD600

值为 75.3，胸苷产量 1.80 g/L，较对照菌株胸苷

产量提升 10.4%，生物量提升7.9% (图 4D)。
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THY6-1 菌株的 OD600值 73.5，胸苷产量 1.64 g/L，
与对照菌株无显著差别(图 4D)。发酵结果表

明，过表达噬菌体 PBS 来源的 TMPase 基因可

以显著提高胸苷合成效率。为了进一步优化异

源 5′-核苷酸酶表达，本研究将 Ptrc 启动子控制

的异源 TMPase 基因整合至 THY6-2 菌株基因组

中的 yeeP 基因位点，构建了 THY6-3 菌株。发

酵结果显示，与对照 THY6-2 菌株相比，

THY6-3 菌株 OD600 值 70.2，较对照菌株下降了

6.7%；胸苷产量为 1.50 g/L，较对照菌株下降了

16.7% (图 4D)。发酵数据表明单拷贝 TMPase 基

因已能够满足当前菌株胸苷合成代谢需求，过

量的 TMPase 表达会导致代谢负担。 

2.4  分批补料发酵生产胸苷 
为了进一步测试 THY6-2 菌株的生产性

能，本研究在 5 L 生物反应器中进行了分批补

料发酵试验，并实时检测发酵过程 pH、溶氧、

葡萄糖消耗量等发酵参数。发酵结果显示，

THY6-2 菌株在 10 h 后进入快速生长阶段，28 h
后进入稳定生长期，40 h 菌体生物量达到最高

值。发酵 10 h 后，胸苷快速积累，发酵 48 h 胸

苷产量为 11.10 g/L，葡萄糖转化率为 0.04 g/g葡

萄糖，生产强度为 0.23 g/(L‧h) (图 5)。 
 

 
 

图 5  工程菌 THY6-2 在 5 L 发酵罐中的分批补料

发酵曲线 
Figure 5  Fed-batch fermentation profiles of the 
engineered strain THY6-2 in 5 L bioreactor. 

3  讨论与结论 
嘧啶核苷及其衍生物具有抗菌 [21]、抗病

毒 [22]和治疗肿瘤[23]的作用，在医药行业广泛应

用。现阶段，开发廉价且高效的胸苷生产方法成

为满足胸苷市场需求的关键。大肠杆菌具有基因

编辑效率高、遗传背景清晰、发酵周期短等优

势，是构建高效胸苷生产微生物细胞工厂的优

良 底 盘 微 生 物 。 本 研 究 以 野 生 型 E. coli 
MG1655 为出发菌株，采用系统代谢工程策略

优化胸苷从头合成途径代谢通量分布，构建了高

效合成胸苷的工程菌株。 
首先，本研究阻断了胸苷降解途径和回补途

径，失活胸苷磷酸化酶和核苷水解酶可以有效阻

断胸苷向胸腺嘧啶转化；失活胸苷激酶可以阻

断胸苷磷酸化为 dTMP；失活尿苷磷酸化酶可

以阻断尿苷和胸苷向相应的嘧啶和(脱氧)核糖- 
1-磷酸的裂解。其次，增强了前体 UMP 供应，

引入 B. subtilis F126 中 pyr 操纵子基因，解除反

馈抑制，增强了前体物UMP合成途径代谢通量。

最后，对胸苷合成模块的 4 个关键酶进行表达优

化，发现来源于 B. subtilis 的尿苷酸激酶突变体

可以强而有效地将尿苷的代谢通量导向胸苷的

合成途径之中；过表达E. coli自身的核糖核苷二

磷酸还原酶，避免了代谢通量在胞苷途径的消

耗，使胸苷产量增加了 2.7 倍，显著提高了胸苷

的积累；通过蛋白预测，对胸苷酸合酶催化的甲

基化反应进行多来源同工酶的异源表达测试，筛

选到来源 B. subtilis 菌株的胸苷酸合酶可以显著

促进胸苷产量提高 25.4%；最后，本研究引入来

源枯草芽孢杆菌噬菌体 PBS 的胸苷酸水解酶(由
TMPase 基因编码)以强化胸苷酸脱磷酸化生成胸

苷，使胸苷产量显著提高至 1.80 g/L。 
本研究中的重编程策略主要集中在理性代

谢工程改造，平衡细胞内氧化还原平衡和改变辅
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因子水平可能是进一步提高胸苷生产的方法，还

需进一步探究。在胸苷的合成途径中，存在两步

酶催化反应消耗辅因子 NADPH，即二磷酸尿苷

(UDP)还原为二磷酸脱氧尿苷(dUDP)和一磷酸

脱氧尿苷(dUMP)到胸苷酸(dTMP)的甲基循环中

二氢叶酸向四氢叶酸的转化。在大肠杆菌中，可

以通过吡啶核苷酸转氢酶，即膜结合转氢酶

(PntAB)和可溶性转氢酶 (UdhA)，来维持胞内

NADH 和 NADPH 之间的平衡，维持代谢系统的

还原当量池、保护细胞免受损害。同样地，强化

磷酸戊糖途径中 NADP+依赖性葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶(Zwf)、应激反应因子(stress response factors, 
RpoS)和大肠杆菌噬菌体休克蛋白 A (PspA)的表

达，也有助于减轻细胞的应激反应。 
与现有报道的胸苷生产菌株相比(表 2)，

THY6-2 菌株发酵周期为 48 h，胸苷生产强度为

0.23 g/(L‧h)，是 E. coli HLT026 菌株的 1.1 倍，

较报道菌株具有明显优势，本研究为大肠杆菌

高效合成胸苷的合成生物学研究提供了优异的

底盘菌株。 
 

表 2  不同微生物生产胸苷 
Table 2  Production of thymidine by different microorganisms 
Microorganism Titer (g/L) Yield (g/g) Productivity (g/(L‧h)) References 
E. coli BS08 1.25 12.50×10−3 0.02 [4] 
E. coli HLT026 13.20 0.26×10−3 0.11 [6] 
E. coli BLdtugRPA24 5.20 NA 0.08 [24] 
E. coli THY6-2 11.10 40.30×10−3 0.23 This study 
NA: Not available.  
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