


氨酸合成有显著促进作用，能使菌种的苯丙氨酸发酵产量大幅度提高。本文报道!"#$
与%&’(串联表达研究的结果。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒（表!）

表! 菌株和质粒

"#$%&! ’()#*+,#+-.%#,/*-,

菌株和质粒

’()#*+,#+-.%#,/*-,
特 征

01#)#2(&),
来 源

’34)2&3))&5&)&+2&
)*+&’",+&,!+#-,678!8$%4%&89 ":);<)供体菌（-3+3)35!"#$ 本室筛选’2)&&+&-$=34)%#$>
)*+&’",+&,!+#-,?@!!AB!: ":);<)供体菌（-3+3)35%&’( 本室筛选’2)&&+&-$=34)%#$>
)*+&’",+&,!+#-,<CDEC 基因表达菌株（)&2*.*&+(,()#*+） 文献F&5&)&+2&［B］

."’/,0!+1’",234-!/23;GH 营养缺陷型（%&’(I#4J3()3.1） 文献F&5&)&+2&［H］

."’/,0!+1’",234-!/23CGD! KJ);<)受体菌（)&2*.*&+(,()#*+,） 本室筛选’2)&&+&-$=34)%#$>

."’/,0!+1’",234-!/23DLC! KJ);<)受体菌（)&2*.*&+(,()#*+） 文献F&5&)&+2&［H］

<%#,/*-：.M0!!E :.)基因克隆载体（2%3+*+NO&2(3)） 文献F&5&)&+2&［B］

.!<FDH :.)基因表达载体（&J.)&,,*+NO&2(3)） 本工作"1*,P3)Q
.R7LH S/)表达载体（&J.)&,,*+NO&2(3)） 本工作"1*,P3)Q
.R7AA S/)!"#$%&’( 本工作"1*,P3)Q
.!<FHA :.)!"#$%&’( 本工作"1*,P3)Q

!># 培养基

基本培养基、完全培养基和发酵培养基，参照文献［!］。

!"$ 试剂

氟代苯丙氨酸（;<）购自’*N/#03>，噻吩丙氨酸（":）购自’*N/#03>，
氨苄青霉素（:.）购自上海第三制药厂，卡那霉素（S/）购自上海第四制药厂，

萘啶酮酸（KJ）购自’*N/#03>，限制性内切酶和连接酶购自T*3%#$,03>，
酶测定底物和试剂购自’*N/#03>

!>% UK:操作与质粒制备

大肠杆菌UK:操作参照文献［B］，短杆菌UK:操作参照文献［H］。%&’(和!"#$的

<0F引物设计分别参照考文献［L］和［G］。

!"& 酶活性测定

分枝 酸 变 位 酶（0?）测 定，参 照 文 献［A］，改 进 如 下：VWC/7 酶 提 取 液 加

VWC/7C//3%／7的分枝酸钡（!VV//3%／7")*,8X07，.XG>A的缓冲液配制），DGY保温CV
/*+后加入VWB/7的!WV/3%／7X2%，再DGY保温!V/*+，加入DWC/7的!WV/3%／7
K#ZX，混匀，在波长DCV+/处比色测定。

预苯酸脱水酶（<U）测定参照文献［A］，改进如下：VWB/7酸液加VWL/7H//3%／7的

预苯酸钡（CH//3%／7")*,8X0%，.XA>C的缓冲液配制），DGY保温DV/*+，加入D/7的

!WV/3%／7K#ZX，混匀，在波长DCV+/处比色测定。

脱氧阿拉伯糖型庚酮糖磷酸合酶（U’）测定，参照文献［E］，改进如下：!WV/7.XL>B
的")*,8X0%加VW!/7H"/3%／7的磷酸赤藓糖，再加VWVHV/7!V"/3%／7的<[<，DGY!V
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!"#后，加入$%&!’酶液，继续保温()*+$!"#。加$%,!’+$-。三氯醋酸，离心，取上

清液，加等体积的&.!!/0／’的高碘酸，室温,$!"#之后加入等体积的&-的亚砷酸钠，

加入二倍体积的$%(-的硫巴比妥酸，沸水浴.!"#，在波长为.,1#!处快速比色测定。

!"# !"#$基因的$%&序列测定

委托2345673#，892/:对!"#$基因进行全序列测定。

!"’ 苯丙氨酸发酵产量测定

参照文献［+$］，样品经低层析后用茚三酮显色，以标准品作对照，在波长.)$#!处比

色测定。

( 结果

("! 基因克隆与表达载体构建

操作过程如图+所示。

图+ !"#$与%&’(基因克隆与表达示意图

;"<:+ 20/#"#<=#>5?@65AA"/#/B!"#$=#>%&’(<5#5A
CD：!E（&FCG"5#30）EH’E=0=#"#5；;I：H’E;0J/6/@G5#30=0=#"#5；6：65A"AK5#L5；I2M：I/03!56=A5LG="#65=LK"/#；

N：NL/M"；O：O@#"；8：8=!P"；D@：D!@"L"00"#；O!：O=#=!3L"#；/6"Q5：/6"<"#/BR5<5K=40565@0"L/#"#)*
+#,-；/6"QL：/6"<"#/BR5<5K=40565@0"L/#"#L/63#5B/6!4=LK56"=:

(:( 基因克隆的鉴定

从大肠 杆 菌 中 扩 增 到 的 基 因，用 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 进 行 初 步 鉴 定。然 后 克 隆 在

@S2++1或其它质粒上，经酶切电泳鉴别，并进行营养缺陷型菌株互补鉴定和HTD测序。

("("! %&’(基因与黄色短杆菌营养缺陷型;).的互补鉴定：;).是一株苯丙氨酸营养

缺陷型。在基本培养基上不能生长，只有添加苯丙氨酸之后才能使之生长。将携带%&’

&(, 微 生 物 学 报 (1卷



基因的质粒导入该菌株中，获得重组子!"#（$%&’(），进行生长谱鉴定。结果证实!"#$
基因能与营养缺陷型!"#互补，使携带质粒的!"#（$%&’(）菌株能在基本培养基上生长

（表(）。

表! 携带!"#$的"#$%!质粒与营养缺陷型&’(（")*）互补鉴定

)*+,-( ./0$,-0-12*23/1/4$,*5036$%&’(7*88931:!"#$:-1-;32<*=>/28/$<!"#（$<-）

菌株?28*315 @@ @@A! @@AB @AC

!"# 不生长D/2:8/;2< 生长E8/;2< 不生长D/2:8/;2< 不生长D/2:8/;2<

!"#（$%&’(） 生长E8/;2< 生长E8/;2< 生长E8/;2< 生长E8/;2<

@@：@3130*,0-63=0；!：$</19,*,*131-；B：)98/531-；C：)89$2/$<*1

!F!F! %&’(基因的序列测定：将克隆到的%&’(（GG"H+$）基因进行全序列测定的结果与

文献［"］报道的序列进行比较，发现该基因的IDJ序列上第K(K位的碱基由)变为.，密

码子由)).变为)..，相应的氨基酸由苯丙氨酸变成丝氨酸。除此之外其余的序列与

文献报道的一致。由于该基因的供体菌株是经过诱变处理后筛选得到的对苯丙氨酸结构

类似物有抗性的突变菌，因此有理由相信这一点突变可能是基因突变所致。突变的结果

导致菌株产生代谢类似物抗性（另文发表），然而并没有影响基因所编码的酶蛋白的催化

功能。下面的研究结果证实这一点。

!+, 基因的表达

图( 菌体蛋白?I?LMJEN图谱

!3:F( ?I?LMJEN*1*,9535/4528*31$8/2-31

*：蛋白标准分子量@*8O-8；+，7：不带质粒的菌体蛋白M8/L

2-315/4$*8-12；6：携带%&’(的工程菌体蛋白M8/2-315/4-1L

:31--8-6528*317*88931:%&’(；-：携带!"#$的工程菌体蛋白

M8/2-315/4-1:31--8-6528*317*88931:!"#$；4：携 带%&’()

!"#$的工程菌体蛋白M8/2-315/4-1:31--8-6528*317*88931:
%&’()!"#$*

!+,+- ?I?LMJEN检测基因表达的

产物：工程菌株用缓冲液洗涤，加热处

理，先进行P8*64/86法测总蛋白含量，

然后按文献［’］进行?I?LMJEN梯度

凝胶电泳，考马斯亮蓝Q(#H染色，检

测蛋白条带。获得图(的电泳图谱。

在6，-，和4电泳条带中出现比正常菌

体蛋白更浓的条带，它们分别是%&’(
和!"#$两个基因的表达产物，分子量

分别为’GOI和’’OI。

!+,+! 酶活性检测：酶提取参照文献

［R］改进如下：新鲜的菌体用超声波破

碎，高速离心，每GHH0&上清液加入

(#:的硫酸铵盐析，析出的沉淀物用

$S"F’的G／TH0/,／&磷酸缓冲液透

析，再进行INN纤维素柱层析，用HUG
!GFH0/,／&的D*.,梯度洗脱，收集洗脱液中的$(RH高峰部分即为酶的粗提物。三种酶

的测定按“材料和方法”叙述的操作进行。以无质粒的受体菌为对照，将测定数据换算为

相对酶活力，结果列于表T。

!F,F, 基因串联表达对苯丙氨酸生物合成的促进作用：将%&’( 与!"#$ 两基因串联起

来，嵌入穿梭表达载体（图G）中，用接合转移方法导入苯丙氨酸产生菌株中，构建基因工
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程菌株。随机挑选!"株短杆菌的工程菌株进行摇瓶发酵，取发酵液测定苯丙氨酸含量，

结果表明，所有工程菌株的苯丙氨酸发酵产量都显著高于没有外源基因的亲株（对照菌）

产量。工程菌的平均产量比对照高#$%&’。其中，((株的发酵产量比对照产量高)%#
倍，占总菌株数的$$’；$株菌株的发酵产量比对照高一倍，占总菌株数的)(%$’。对高

产工程菌株的基因表达产物进行检测，结果发现，工程短杆菌中外源基因编码的三种相对

应的酶*+、,-和.*活性均有明显增加（表&）。

表! 细胞抽提物中的酶活力测定

/0123& /430567876739:;3<=>?397<5@AB33C6@056

菌 株

+6@07<9
质 粒

.209?7B9
基 因

D3<39
相对酶活力E32067830567876>:;3<=>?3
*+ ,- .*

!"#$%&.(&F( G!.E&$ H )I" )I" )I"
!"#$%&.(&F( G!.EJ ’()* ／ )!I) KIF
!"#$%&.(&F( G!.ED +,$- KI$ ／ ／

!"#$%&.(&F( G!.E$# +,$-.’()* !I& !I! (I(
/"0%+123(K&) GLMN$ H )I" )I" )I"
/"0%+123(K&) GLM## +,$-.’()* )(I& (I& $IN
/"0%+123&N() GLM## +,$-.’()* )!IN )I( (I)

+,$-.’()*：表示+,$-与’()*两基因串联在一起M7<O0P3:;+,$-0<B’()*I
“H”无外源目的基因（对照菌株）,:<6@:2；“／”：未测Q:66396I

! 讨论

从表&测定的数据看出，基因单个表达的酶活力比两个串联表达的酶活力高许多。

我们曾经报道大肠杆菌的’()*单个基因导入/"0%+123&N()中的,-和.*酶活力分

别提 高)!倍 和$%!倍［!］。而 在 本 研 究 中，将’()* 串 联 在+,$- 之 后 再 导 入/"
0%+123&N()中表达时，两种酶活力分别比宿主菌株仅仅提高)%(和(%)倍（表&），这表

明’()*基因的串联在其它基因之后会降低它的表达效率。然而两基因串联之中的

+,$-表达效率并不降低，它不仅在大肠杆菌中表达效率没有显著的降低，而且在短杆菌

中也能高效表达，这也许与基因串联位置有关。尽管+,$-.’()*在短杆菌中串联表达时

’()*编码的,-和.*酶活力不很高，但串联表达的酶活力足以促进工程菌株合成大量

的苯丙氨酸。从我们随机挑选!"株工程菌发酵结果可以得出这一结论。

研究工作中发现，构建高产苯丙氨酸的工程菌株时，受体菌的选择很重要。当目的基

因克隆到大肠杆菌中时，尽管相应的酶活力提高许多倍，但是不能使受体菌产生过量的苯

丙氨酸；当目的基因克隆到营养缺陷型时，虽然它们可以产生基因互补效应，但是也不能

使缺陷型菌株积累苯丙氨酸；只有当目的基因转入自身能够产苯丙氨酸的受体菌中时，才

能使工程菌合成大量的苯丙氨酸。由此可知，苯丙氨酸生物合成是复杂的系统工程，要提

高苯丙氨酸生产菌种的合成产量仅仅克隆一二个基因还不够，应该从菌种选育、代谢控制

等多方面做更多的工作。
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@ABCD=E; TA-IVM*M*I%I-+%’;VI(A-;%;，#+,C$-I-，’/!&$-I-，?-I-;J’U-PW@-;;%’I

!T@’[-J(?@*I(-9+VKA%I-;-\*(%’I*M\*(#@*M"J%-IJ-L#I9（\’7415=FFF!F）

O#S#I，T-I$)’I$[%*I9KA-I)’I$]%I$(’’.W*@(%I(A-X’@.7
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