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摘  要：没食子酸是一种具有抗氧化等多种药用价值的天然植物酚类化合物，目前主要的生产方法

是通过提取植物中单宁进行化学或酶水解方式制备，存在成本高和污染大的问题。基于微生物细胞

工厂的绿色合成为没食子酸生产提供了有效替代途径，然而目前的产量仍难以达到工业化要求。为

了利用廉价底物实现没食子酸的从头高效合成，本研究以一株高效合成 3-脱氢莽草酸的大肠杆菌为

底盘，首先确定没食子酸最优合成路径的关键酶为3-脱氢莽草酸脱水酶(AroZ)及对羟基苯甲酸羟化酶

(PobA)，且二者最优表达比例为 1:20。基于质粒拷贝数和启动子工程实现最优路径在底盘菌株体内

的构建，并结合蛋白质工程改造获得限速酶突变体 PobAM2/A45S/V47P，使得没食子酸摇瓶生产水平达到

3.6 g/L。最后，在 5 L 发酵罐进行菌株稳定性和发酵条件优化，没食子酸产量达到 26.7 g/L，糖酸转

化率 0.15 g/g。本研究实现了以葡萄糖为底物从头合成没食子酸产量的突破，为强化没食子酸及相关

植物酚酸的生物合成提供了重要参考。 
关键词：没食子酸；大肠杆菌；启动子工程；蛋白质工程；合成生物学 
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Abstract: Gallic acid is a plant-derived phenolic compound with various medicinal values, 
including antioxidant properties. The primary method for producing gallic acid at present involves 
the chemical or enzymatic hydrolysis of tannins extracted from plants, which is associated with 
high costs and serious environmental pollution. Green synthesis based on microbial cell factories 
offers an effective alternative route for the production of gallic acid. However, the current yields of 
green synthesis are insufficient for industrial-scale requirements. Therefore, the development of a 
de novo synthesis strategy for gallic acid using low-cost substrates holds significant potential for 
industrial applications. In this study, an Escherichia coli strain capable of efficiently synthesizing 
3-dehydroshikimic acid was used as the chassis organism. Initially, the key enzymes for the optimal 
synthesis pathway of gallic acid were identified as 3-dehydroshikimate dehydratase (AroZ) and 
4-hydroxybenzoate hydroxylase (PobA), with an optimal expression ratio of 1:20. The optimal 
pathway was constructed within the chassis strain through plasmid copy number and promoter 
engineering. Protein engineering was further employed to obtain a mutant of the rate-limiting 
enzyme, PobAM2/A45S/V47P, which enhanced the shake flask production level of gallic acid to 3.6 g/L. 
Finally, strain stability and fermentation condition optimization were conducted in a 5 L fermentor, 
resulting in a gallic acid yield of 26.7 g/L and a sugar-to-acid conversion rate of 0.15 g/g. This 
study achieves a breakthrough in the de novo synthesis of gallic acid from glucose, providing an 
important reference for enhancing the biological synthesis of gallic acid and related phenolic acids 
from plants. 
Keywords: gallic acid; Escherichia coli; promoter engineering; protein engineering; synthetic 
biology 

 
没食子酸是一种天然存在的植物酚类化合

物，通常在蓝莓、苹果、茶叶等植物中发现，

具有显著的抗氧化特性和多种药用价值[1-5]。例

如，研究表明没食子酸能够恢复 9 个月大雄性

小鼠肝脏、大脑和肾脏等重要器官的抗氧化酶

活性[6-8]。此外，它还在阻止人类前列腺癌细胞

在 G2/M 期的生长以及减少冠状动脉疾病和动

脉血栓形成的风险方面展现出潜力[9-11]。由于传

统方法(如单宁的化学或酶解水解)在原材料获

取和加工成本上的限制，研究人员正在寻求更

具成本效益的没食子酸生产替代方法，以满足

全球每年约 8 000 t 的市场需求[12]。 
基于微生物细胞工厂的生物合成技术为没

食子酸的可持续生产提供了一条绿色发展途径。

目前，没食子酸生物合成主要以葡萄糖或木质素

等低廉物质为底物从头合成。以葡萄糖为底物首

先 通 过 磷 酸 转 移 酶 系 统 (phosphotransferase 
system, PTS)转化为葡萄糖-6-磷酸，在糖酵解途
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径中，葡萄糖-6-磷酸经过果糖-6-磷酸、甘油醛-3-
磷 酸 多 步 转 化 为 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸

(phosphoenolpyruvate, PEP)，同时，葡萄糖-6-
磷酸经磷酸戊糖途径转化为赤藓糖 -4-磷酸

(erythrose 4-phosphate, E4P)。其次，PEP 和 E4P
在 aroF、aroG、aroH 等基因编码的酶作用下转

化 为 3- 脱 氧 -D- 阿 拉 伯 庚 酮 糖 酸

(3-deoxy-D-arabinoheptulosonate, DAHP)，然后

DAHP 通过 aroB、aroD 等基因编码的酶介导转化

为重要前体物质 3-脱氢莽草酸(dehydroshikimic 
acid, DHS)，最后 DHS 转化为没食子酸的过程

中涉及的催化或合成步骤又分为莽草酸脱氢酶

催化 3-脱氢莽草酸直接转化[13]，以及 3-脱氢莽

草酸先通过脱氢莽草酸脱水酶转化为原儿茶

酸，再通过对羟基苯甲酸羟化酶转化这 2 种路

径[14]。以木质素为底物首先需要碱性或碱催化

下生成多种木质素降解产物，然后经过多种酶

的羟基化、O-去甲基化以及芳基侧链氧化等共

同作用转化为没食子酸[15]。 
针对生物法合成没食子酸，目前开发的技

术主要集中在挖掘新的途径酶、阻断没食子酸

降解途径以及拓宽底物谱[16-17]。例如，研究人

员在葡萄中发现了 2 种新的莽草酸脱氢酶被认

为参与了没食子酸的合成[18]；此外，突变型对

羟基苯甲酸羟化酶 PobAY385F/T294A 被设计用于

将对羟基苯甲酸直接转化为没食子酸，可以实

现以 1 000 mg/L 对羟基苯甲酸为底物合成    
1 150 mg/L 没食子酸，摩尔转化率达到 93%[19]，

突变体 PobAY385F/T294A/V349A 被设计用于将原儿

茶酸转化为没食子酸[20]；近期，来源于恶臭假

单 胞 菌 (Pseudomonas putida) 和 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)的途径酶被用于建立

基于大肠杆菌的全细胞生物催化系统，成功将

木质素衍生的阿魏酸和对香豆酸几乎 100%转

化为没食子酸[14]。上述策略的开发使得全细胞

催化合成没食子酸的研究取得了重要进展。然

而，全细胞催化体系的原料价格仍然相对较高，

目前的生物制造产业大多数还是以葡萄糖等廉

价原料为底物。2000 年，Forst 团队以葡萄糖为

底物从头合成没食子酸的产量达到 20 g/L[21]，

之后除袁其朋团队报道发酵法生产没食子酸产

量达 51 g/L 外，至今尚未见其他相关研究[20]。

因此，迫切需要突破以葡萄糖为底物从头合成

没食子酸的技术瓶颈，构建高效生产没食子酸

的微生物细胞工厂。 
本研究以实验室前期构建的一株高产 3-脱

氢莽草酸的大肠杆菌为底盘细胞，首先基于无细

胞体系鉴定了 3-脱氢莽草酸转化为没食子酸的

最优路径以及路径酶的最优比例；其次，结合质

粒拷贝优化启动子工程实现了体内路径的重构

及表达比例优化；在此基础上，通过蛋白质工程

进一步提高了限速酶的催化活性；最后在 5 L 发

酵罐上进行菌株稳定性优化和发酵条件优化，实

现了以葡萄糖为底物从头合成没食子酸产量的突

破，以期为没食子酸的工业化生产提供有效参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒及引物 

本研究所使用的重组质粒、工程菌株及引

物见表 1 和表 2。 
1.1.2  主要仪器和试剂 

PCR 扩增仪，赛默飞世尔科技有限公司；

凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；恒温培养箱，上海

跃进医疗器械有限公司；紫外分光光度计、高

效液相色谱仪，岛津企业管理(中国)有限公司；

M-100 生物传感器，深圳市希尔曼科技有限公司；

5 L 发酵罐，迪必尔生物工程(上海)有限公司。 
2×Phanta Max Master Mix (Dye Plus)高保

真酶、质粒提取试剂盒、产物纯化试剂盒均购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；DNA 
marker 购自宝日医生物技术(北京)有限公司；

细菌基因组提取试剂盒购自天根生化科技(北
京)有限公司；PCR 引物由苏州金唯智生物科技

有限公司合成；其他试剂均购自国药集团化学

试剂有限公司。 
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表 1  本研究所用质粒和菌株 
Table 1  Plasmids and strains used in this study 
Plasmids and strains Relevant characteristics Sources 

Plasmids 
  

pET28a f1 ori, PT7, KanR Laboratory storage 

pACYCDuet-1 p15A ori, PT7, CmR Laboratory storage 

pCDFDuet-1 CloDF13 ori, PT7, SmR Laboratory storage 

pRSFDuet-1 RSF ori, PT7, KanR Laboratory storage 

pET28a-PobA pET28a harboring PaePobA This study 

pET28a-PobAM2 pET28a harboring PaePobAM2 This study 

pET28a-AroZ pET28a harboring ApAroZ This study 

pPCA1 pCDFDuet-1 harboring ApAroZ This study 

pPCA2 pACYCDuet-1 harboring ApAroZ This study 

pGA1 pRSFDuet-1 harboring PaePobAM2 This study 

pGA2 pRSFDuet-1 harboring PaePobAM2/A45S/V47P This study 

pPCA2-1 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23108, CmR, ApAroZ This study 

pPCA2-2 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23110, CmR, ApAroZ This study 

pPCA2-3 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23115, CmR, ApAroZ This study 

pPCA2-4 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23113, CmR, ApAroZ This study 

pPCA2-5 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23103, CmR, ApAroZ This study 

pPCA2-6 pACYCDuet-1, p15A ori, PJ23117, CmR, ApAroZ This study 

Strains 
  

DHS02 Escherichia coli TRP, ΔaroK, ΔaroL, ΔptsH::tktA, ΔpoxB::aroFfbr, ΔaroE Laboratory storage 

GA1 DHS02 harboring pPCA1, pGA1 This study 

GA1-1 DHS02 harboring pPCA2, pGA1 This study 

GA2-1 DHS02 harboring pPCA2-1, pGA1 This study 

GA2-2 DHS02 harboring pPCA2-2, pGA1 This study 

GA2-3 DHS02 harboring pPCA2-3, pGA1 This study 

GA2-4 DHS02 harboring pPCA2-4, pGA1 This study 

GA2-5 DHS02 harboring pPCA2-5, pGA1 This study 

GA2-6 DHS02 harboring pPCA2-6, pGA1 This study 

GA3-1 DHS02 harboring pPCA2-5, pGA2 This study 

GA3-2 DHS02 Δyeel::ApAroZ, harboring pGA2 This study 
 

1.1.3  培养基 
LB 培养基：酵母粉 5.00 g/L，蛋白胨 10.00 g/L，

NaCl 10.00 g/L。 
TB 培养基：酵母粉 24.00 g/L，胰蛋白胨

12.00 g/L，甘油 4.00 g/L，三水磷酸氢二钾

16.42 g/L，磷酸二氢钾 2.31 g/L。 
发酵培养基：葡萄糖 10 g/L，硫酸镁    

0.24 g/L，酵母粉 15 g/L，磷酸氢二钾 7.5 g/L，柠

檬酸铁铵 0.3 g/L，一水柠檬酸 2.1 g/L，L-苯丙氨

酸 0.7 g/L，L-酪氨酸 0.7 g/L，L-色氨酸 0.35 g/L，
L-丝氨酸 0.04 g/L，莽草酸 0.04 g/L，对羟基苯

甲酸 0.01 g/L，对氨基苯甲酸钾 0.01 g/L，2,3-
二羟基苯甲酸 0.01 g/L，浓硫酸 1.2 mL/L，金属

离子液 1 mL/L，氨水调整 pH 至 7.0。 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) Application 
F-PobA ATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGAAGACTCAAGTCGCCATCAT Amplification 
R-PobA GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTCGATTTCCTCGTAGGGCA Amplification 
F-T294A ATCGTGCCGCCCGCCGGCGCC Mutation 
R-T294A TCCCTTGGCGCCGGCGGGCGG Mutation 
F-Y385F ATCGCCGAGAACTTTGTCGGC Mutation 
R-Y385F GGGCAGGCCGACAAAGTTCTC Mutation 
F-A45 GCATCCGCNNKGGCGTGCTGGAA Mutation 
R-A45 CAGCACGCCMNNGCGGATGCGGC Mutation 
F-V47 GCCGGCNNKCTGGAACAGGGTATG Mutation 
R-V47 TGTTCCAGMNNGCCGGCGCGG Mutation 
F-Y201 GAACTGATCNNKGCCAACCATCCG Mutation 
R-Y201 ATGGTTGGCMNNGATCAGTTCGTGGC Mutation 
F-L210 GGCTTCGCCNNKTGCAGCCAGCGT Mutation 
R-L210 GCTGCAMNNGGCGAAGCCGCGCGGAT Mutation 
F-A216 AGCGTTCGNNKACCCGCAGCCG Mutation 
R-A216 GCTGCGGGTMNNCGAACGCTGGC Mutation 
F-R220 ACCCGCAGCNNKTACTACGTGCAG Mutation 
R-R220 CACGTAGTAMNNGCTGCGGGTGGC Mutation 
AroZ-F ACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGATGAACATTCTGCGCCTGACC Amplification 
AroZ-R CTTAAGCATTATGCGGCCGCAAGCTTGTTTCTTTACCAGACCGCTCGAG Amplification 
PJ23115-F TAGCTCAGCCCTTGGTACAATGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23115-R GTACCAAGGGCTGAGCTAGCTATAAAATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
PJ23113-F TAGCTCAGTCCTAGGGATTATGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23113-R ATCCCTAGGACTGAGCTAGCCATCAGATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
PJ23108-F TAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23108-R ATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAGATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
PJ23117-F TAGCTCAGTCCTAGGGATTGTGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23117-R ATCCCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
PJ23110-F TAGCTCAGTCCTAGGTACAATGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23110-R GTACCTAGGACTGAGCTAGCCGTAAAATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
PJ23103-F TAGCTCAGTCCTAGGGATTATGCTAGCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGG

AG 
Promoter 

PJ23103-R ATCCCTAGGACTGAGCTAGCTATCAGATTTCCTAATGCAGGAGTCG Promoter 
 

金属离子液：四水钼酸铵 0.37 g，七水硫

酸锌 0.29 g，硼酸 2.47 g，五水硫酸铜 0.25 g，
四水氯化锰 1.58 g，溶于硫酸定容至 100 mL。 

LB、TB 培养基在 121 ℃条件下灭菌 20 min，
发酵培养基中葡萄糖在 115 ℃条件下单独灭菌

15 min，其余成分在 121 ℃条件下灭菌 15 min。 
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1.2  方法 
1.2.1  重组质粒的构建 

使用细菌基因组提取试剂盒，提取铜绿假

单胞菌基因组，以基因组为模板，用引物对

F-PobA/R-PobA 扩增得到 PobA 片段。以载体

pET28a 为模板，使用 EcoR I、Xho I 酶切，得

到线性载体。扩增产物及线性载体经琼脂糖凝

胶回收后经同源重组法连接，转化至 E. coli 
BL21(DE3)中，获得重组质粒 pET28a-PobA。

其余重组质粒的构建方法均与此相同。 
1.2.2  工程菌株的构建 

于 50 mL LB 液体培养基中接种 50 μL 
DHS02 甘油菌，37 ℃过夜培养得到种子培养

液。在新鲜 50 mL LB 液体培养基中转接 1% (体
积比)种子培养液，37 ℃培养至 OD600=0.8，冰

浴 30 min，5 000 r/min 离心 5 min，弃上清液。

加入 20 mL 10% (体积比)无菌甘油振荡混匀

后，5 000 r/min 离心 5 min，该步骤重复 1 次，

得到电转感受态。将重组质粒加入感受态中混

匀，进行电击转化导入 DHS02 内，于 37 ℃下

培养 24 h，并对长出的单菌落进行验证，验证

成功即得到新工程菌株。 
1.2.3  体外酶活检测 

将 E. coli BL21(DE3) pET28a-PobAM2 和  
E. coli BL21(DE3) pET28a-AroZ分别接种至30 mL
含 50 mg/L 卡那霉素的 LB 液体培养基中，37 ℃
培养 8 h 得到种子培养液，再分别转接至含   
50 mg/L 卡那霉素的新鲜TB 培养基中，转接量 2% 
(体积比)，37 ℃培养至 OD600=0.6，添加终浓度   
0.4 mmol/L IPTG 诱导菌体蛋白表达，随后 16 ℃
培养 16 h。收集菌体破碎后，利用重组蛋白的

组氨酸标签与 Ni2+结合，经重力 Ni 柱分离，得纯

化蛋白。100 μL 反应体系内含有终浓度 1 mmol/L
原儿茶酸(protocatechuic acid, PCA)、1 mmol/L 
NADPH 、 10 μmol/L PobAM2 、 100 mmol/L 
Tris-HCl，pH 8.0，30 ℃反应 10 min，使用酶标

仪检测 340 nm 处 NADPH 的消耗量表示

PobAM2 活性。500 μL 反应体系中含有终浓度  

5 mmol/L 3-脱氢莽草酸 (3-DHS)、 10 ng/μL 
AroZ、100 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，30 ℃反

应 10 min，添加等体积 0.1 mol/L H2SO4 终止反

应，高效液相色谱法检测 PCA 的产量，使用 PCA
的生成量表示 AroZ 活性，每 min 生成 1 μmol
产物所需酶量定义为 1 U。 
1.2.4  突变体的构建 

以 pET28a-PobA 质粒为 DNA 模板，在   
50 μL PCR 体系中添加 DNA 模板 30 ng，上下

游引物 (10 μmol/L)各 2 μL， 2×Phanta Max 
Master Mix (Dye Plus)高保真酶 25 μL，体系内

剩余体积用超纯水补齐。使用 PCR 仪进行 DNA
扩增，程序为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 15 s，
55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s/kb，34 个循环。

扩增产物使用 FastPure Gel DNA Extraction 
Mini Kit 回收，得到的纯化产物进行消化处理，

减少模板 DNA 造成的假阳性。消化产物转入

E. coli BL21(DE3)感受态细胞中，冰浴 15 min，
在 42 ℃条件下热激 90 s，随后立即冰浴 2 min，
在超净台中向装有感受态细胞的 EP 管中加入  
1 mL 无菌 LB 液体培养基，37 ℃培养 30 min 后

取出 5 000 r/min 离心 4 min，保留约 100 μL 培

养基将菌体重悬涂布于含有 50 mg/L 卡那霉素

抗性的平板上，37 ℃培养 12 h，得到的单菌落

经测序确定后即为构建的突变体。其余突变体

方法构建均与此相同。 
1.2.5  菌体培养 

种子培养：取一环甘油菌，于平板三区划

线，37 ℃培养箱中培养至单菌落生成。 
一级种子液：使用接种环挑取单菌落接至

装有 50 mL LB 液体培养基的 500 mL 摇瓶中，

37 ℃、220 r/min，过夜培养。 
二级种子液：一级种子液以 1% (体积比)

转接量转接至装有新鲜 50 mL LB 液体培养基

的 500 mL 摇瓶中，37 ℃、220 r/min，培养至

OD600=4。 
摇瓶发酵：5% (体积比)转接量转接二级种

子液至装有 50 mL 发酵培养基的 500 mL 摇瓶
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中，33 ℃、220 r/min 发酵 36 h。每 4 h 测定葡

萄糖浓度进行补料，控制葡萄糖浓度 15 g/L 内。 
5 L 罐分批补料发酵：发酵罐装液量为 2 L。

以 5%总体积的接种量将种子液接种至发酵罐。

将发酵初始条件控制为 pH 6.8，转速 300 r/min，
通气 2 L/min，温度 33 ℃。当菌种开始产酸时

流加氨水控制 pH 6.8。当初始葡萄糖即将耗尽

时开始流加葡萄糖至发酵结束，控制葡萄糖浓

度在 10 g/L 内。 
1.2.6  分析方法 

细胞密度测定方法：使用比浊法，取 0.1–1 mL
发酵液，纯水稀释 0–200 倍后振荡混匀，使用

紫外分光光度计测定 600 nm 处吸光度，发酵液

OD 值=吸光度×稀释倍数。 
葡萄糖测定方法：取 2 mL 发酵液，      

12 000 r/min，离心 5 min，取 200 μL 上清液，

纯水定容至 5 mL，使用 M-100 生物传感器分析

仪对稀释液进行测定。 
产物测定：检测器为岛津 SPD-20A 紫外可

见光检测器和 RID-20A 示差折光检测器，色谱

柱为 Aminex HPX-87H 柱(Bio-Rad 公司)，流动

相为 5 mmol/L H2SO4，流速 0.6 mL/min，柱温

60 ℃，波长 210 nm，进样量 10 μL，取 2 mL
发酵液，12 000 r/min 离心 5min，取 200 μL 上

清液，纯水定容至 5 mL，使用稀释液进行测定。 

2  结果与分析 
2.1  没食子酸合成路径的设计与构建 

基于实验室前期构建的一株高产 3-脱氢莽

草酸的底盘菌株[22]，设计了 3 条转化 3-脱氢莽

草酸合成没食子酸的途径(图 1A)：(1) 3-脱氢莽

草酸在莽草酸脱氢酶(shikimate dehydrogenase, 
SDH)作用下 5-OH 脱氢生成中间体 3,5-脱氢莽

草酸(3,5-dehydroshikimic acid, 3,5-DHS)，随后

自发氧化为没食子酸；(2) 奎宁酸/莽草酸脱氢

酶 (YdiB)一步催化 3-脱氢莽草酸生成没食子

酸；(3) 3-脱氢莽草酸在 3-脱氢莽草酸脱水酶

(AroZ)作用下脱水形成原儿茶酸，随后经对羟

基苯甲酸羟化酶(PobA)催化 C5 羟基化从而生

成没食子酸。 
为了测试途径 1 的可行性，以文献[13]报道

的大肠杆菌 MG1655 编码 SDH 的 aroE 基因序

列为模板，通过 BLAST 和基因垂钓等方式从

NCBI 数据库中筛选得到 11 种不同序列相似度

(30%−100%)原核来源的莽草酸脱氢酶，分别来

源 于 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli AB2834 ，

GenBank 登录号：ACO48489.1)、柠檬酸杆菌

(Citrobacter amalo，GenBank 登录号：BCU46938.1)、
阴 沟 肠 杆 菌 (Enterobacter cloacae subsp. ，
GenBank 登录号：WP-230137249.1-4077)、肺

炎克雷伯菌 (Klebsiella pneumoniae，GenBank
登录号：FO203501.1)、布拉特希氏菌(Shimwellia 
blattae，GenBank 登录号：WP_002445340.1)、
粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens，GenBank 登

录号： WP-031300344.1-4849) 、成团泛菌属

(Pantoea agglomerans ， GenBank 登 录 号 ：

WP_086906531.1)、荧光假单胞菌(Pseudomonas 
fluorescens，GenBank 登录号：WP-053253624.1- 
2013)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，
GenBank 登录号：NP-248715.1.25)、恶臭假单

胞菌(Pseudomonas putida，GenBank 登录号：

WP-016500332.1-3288) 、 苏 云 金 芽 孢 杆 菌

(Bacillus thuringiensis ， GenBank 登 录 号 ：

WP-000812072.1.4145)。将上述 11 种酶分别于

E. coli BL21(DE3)中过量表达， 11 种酶在

BL21(DE3)中均表达良好(图 1B)，但以 3-脱氢

莽草酸为底物进行体内及体外催化反应，通过

液相色谱 - 质谱联用仪 (liquid chromatograph 
mass spectrometer, LC-MS)并未检测到产物没

食子酸的生成。为了测试路径 2 的可行性，将

大肠杆菌本源编码奎宁酸 /莽草酸脱氢酶的

YdiB 基因克隆在 pET28a 载体上，并在 E. coli 
BL21(DE3)菌株中进行重组表达、全细胞催化

及体外验证。然而，以 3-脱氢莽草酸为底物进

行 24 h 的全细胞催化反应，也并未检测到产物

没食子酸的生成(表 3)。 
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图 1  没食子酸合成路径的设计及验证   A：没食子酸合成步骤。3-DHS：3-脱氢莽草酸；SDH：莽草

酸脱氢酶；3,5-DHS：3,5-脱氢莽草酸；YdiB：编码奎宁酸/莽草酸脱氢酶的基因；AroZ：脱氢莽草酸脱

水酶；PCA：原儿茶酸；PobA：对羟基苯甲酸羟化酶；NADP+：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸；NADPH：

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸；GA：没食子酸。B：SDH 凝胶电泳结果。M：蛋白 Marker；泳道

1−2：PfSDH 上清液、沉淀；泳道 3−4：BtSDH 上清液、沉淀；泳道 5−6：EcSDH 上清液、沉淀；泳

道 7−8：SmSDH 上清液、沉淀；泳道 9−10：KpSDH 上清液、沉淀；泳道 11−12：CaSDH 上清液、沉

淀；泳道 13−14：PagSDH 上清液、沉淀；泳道 15−16：SbSDH 上清液、沉淀；泳道 17−18：PpSDH 上
清液、沉淀；泳道 19−20：BtSDH 上清液、沉淀；泳道 21−22：EclSDH 上清液、沉淀。C：PobAM2 凝

胶电泳结果。泳道 1：全细胞；泳道 2：上清液；泳道 3：沉淀。D：合成路径 3 的 LC-MS 验证结果。

左图为没食子酸标准品；样品 1：1 mL 反应体系包含 5 g/L PCA、10 g/L PobAM2、5 g/L 葡萄糖、1 mmol/L 
NADPH、0.2 mg/mL 葡萄糖脱氢酶(GDH)，30 ℃反应 24 h 样品；样品 2：1 mL 反应体系包含终浓度      
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1 g/L 3-DHS、1 mg/mL AroZ、1 mg/mL PobAM2、5 g/L 葡萄糖、1 mmol/L NADPH、0.2 mg/mL 葡萄糖

脱氢酶(GDH)，30 ℃反应 24 h 样品。 
Figure 1  Design and validation of the gallic acid biosynthetic pathway. A: Schematic representation of the 
gallic acid biosynthetic pathway. 3-DHS: 3-dehydroshikimic acid; SDH: Shikimate dehydrogenase; 3,5-DHS: 
3,5-dehydroshikimic acid; YdiB: Gene encoding quinate/shikimate dehydrogenase; AroZ: 
3-dehydroshikimate dehydratase; PCA: Protocatechuic acid; PobA: 4-hydroxybenzoate hydroxylase; NADP+: 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH: Reduced nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate; GA: Gallic acid. B: Gel electrophoresis analysis of SDH expression. M: Protein molecular weight 
marker; Lane 1−2: PfSDH supernatant and pellet; Lane 3−4: BtSDH supernatant and pellet; Lane 5−6: 
EcSDH supernatant and pellet; Lane 7−8: SmSDH supernatant and pellet; Lane 9−10: KpSDH supernatant 
and pellet; Lane 11−12: CaSDH supernatant and pellet; Lane 13−14: PagSDH supernatant and pellet; Lane 
15−16: SbSDH supernatant and pellet; Lane 17−18: PpSDH supernatant and pellet; Lane 19−20: BtSDH 
supernatant and pellet; Lane 21−22: EclSDH supernatant and pellet. C: Gel electrophoresis analysis of 
PobAM2 expression. Lane 1: Whole cells; Lane 2: Supernatant; Lane 3: Pellet. D: LC-MS validation results of 
synthetic pathway 3. Left panel: Gallic acid standard; Sample 1: 1 mL reaction system containing 5 g/L PCA, 
10 g/L PobAM2, 5 g/L glucose, 1 mmol/L NADPH, and 0.2 mg/mL glucose dehydrogenase (GDH), incubated 
at 30 ℃ for 24 h; Sample 2: 1 mL reaction system containing 1 g/L DHS, 1 mg/mL AroZ, 1 mg/mL PobAM2, 
5 g/L glucose, 1 mmol/L NADPH, and 0.2 mg/mL GDH, incubated at 30 ℃ for 24 h. 

 
表 3  没食子酸合成路径验证结果 
Table 3  Validation results of the gallic acid 
synthesis pathway 
Pathway Enzyme Substrate Titer of GA 

(g/L) 
Conversion 
(%) 

1 EcSDH 3-DHS N/A N/A 

CaSDH 3-DHS N/A N/A 

EclSDH 3-DHS N/A N/A 

KpSDH 3-DHS N/A N/A 

SbSDH 3-DHS N/A N/A 

SmSDH 3-DHS N/A N/A 

PagSDH 3-DHS N/A N/A 

PfSDH 3-DHS N/A N/A 

PaeSDH 3-DHS N/A N/A 

PpSDH 3-DHS N/A N/A 

BtSDH 3-DHS N/A N/A 

2 EcYdiB 3-DHS N/A N/A 

3 PaePobAM2 PCA 0.47±0.01 8.47±0.15 

ApAroZ、

PaePobAM2 
3-DHS 0.08±0.00 3.22±0.09 

3-DHS: 3-dehydroshikimic acid; PCA: Protocatechuic acid; 
N/A: Not available. 
 

最后，尝试对路径 3 进行验证。关于原儿

茶酸转化为没食子酸的反应，目前只有来源于

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)的对羟

基苯甲酸羟化酶突变体 PobAT294A/Y385F (PobAM2)
具有较好的催化活性。因此，首先对 PobAM2

进行表达分析和酶活测定，结果显示该酶在  
E. coli BL21(DE3)中可溶性表达良好，比酶活为

1.91 U/mg (图 1C、2D)。随后，将表达 PobAM2

的大肠杆菌细胞以 10 g/L 的浓度加入含有 5 g/L 
原儿茶酸的反应体系中，反应 24 h 后经质谱和高

效液相色谱证实了没食子酸的生成，没食子酸的

积累量为(0.47±0.01) g/L，转化率为(8.47±0.15)% 
(图 1D 和表 3)。关于 3-脱氢莽草酸转化为原儿

茶酸的反应步骤，实验室前期研究发现来源于

皮氏不动杆菌(Acinetobacter pittii) PHEA-2 的

3-脱氢莽草酸脱水酶(ApAroZ)具有很高的活性[23]；

因此，选择 ApAroZ 与 PobAT294A/Y385F 构建级联

路径，以验证 3-脱氢莽草酸转化为没食子酸的

可行性。在 E. coli BL21(DE3)中过量表达这 2 个

酶并进行纯化，然后按 ApAroZ:PobAM2=1:1 (质
量比)加入含有 1 g/L 3-脱氢莽草酸的反应体系

中，反应 24 h 得到 0.08 g/L 的没食子酸(表 3)，
表明了路径 3 可以实现没食子酸的生物合成，

因此选择该路径进行后续实验。 
2.2  没食子酸的从头生物合成 

为了实现没食子酸的从头合成，以实验室

保藏的一株高产 3-脱氢莽草酸的大肠杆菌
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DHS02 为底盘[24]，引入上述验证成功的路径 3。
首先设计双酶双质粒表达策略，分别使用质粒

pCDFDuet-1 和 pRSFDuet-1 对 AroZ 和 PobAM2

进行过量表达，获得工程菌 GA1。对工程菌

DHS02 和 GA1 进行摇瓶发酵，结果显示，菌株

GA1 的没食子酸产量仅比菌株 DHS02 提高

10% (图 2A−2C)，表明引入的外源没食子酸合成

路径效率不高，发酵液中所检测到的没食子酸主

要还是来源于 3-脱氢莽草酸的自发氧化[25]。 

基于课题组前期对AroZ的研究，推测AroZ
与 PobAM2 的比酶活差距较大是影响路径传输

效率的重要原因之一。为了验证该推测，首先

对 AroZ 的比酶活进行测定，结果显示其比酶 
活为 37.74 U/mg (图 2D)，大约是 PobAM2    

(1.91 U/mg)的 20 倍。随后，在无细胞转化体系

中对这 2 个酶的投放比例进行调节，在投加等

体积酶液情况下，AroZ 在体系中的终浓度固定

为 0.1 mg/mL，PobAM2 终浓度分别为 1.0、1.5、 
 

 
 

 
 
 

图 2  没食子酸的从头合成及酶量优化   A：工程菌 DHS02、GA1 与 GA1-1 33 ℃摇瓶发酵 36 h 3-脱
氢莽草酸积累量。B：工程菌 DHS02、GA1 与 GA1-1 33 ℃摇瓶发酵 36 h 没食子酸产量。C：工程菌

DHS02、GA1 与 GA1-1 33 ℃摇瓶发酵 36 h 原儿茶酸积累量。D：AroZ 与 PobAM2 酶活。E：双酶比例

优化没食子酸产量。F：双酶比例优化原儿茶酸积累量。 
Figure 2  De novo synthesis of gallic acid and optimization of enzyme dosage. A: DHS accumulation in 
engineered strains DHS02, GA1, and GA1-1 after 36 h of shake flask fermentation at 33 ℃. B: Gallic acid 
(GA) production by engineered strains DHS02, GA1, and GA1-1 after 36 h of shake flask fermentation at 
33 ℃. C: PCA accumulation in engineered strains DHS02, GA1, and GA1-1 after 36 h of shake flask 
fermentation at 33 ℃. D: Enzymatic activity analysis of AroZ and PobAM2. E: Optimization of dual-enzyme 
ratio for gallic acid production. F: Optimization of dual-enzyme ratio for PCA accumulation. 
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2.0、2.5 mg/mL，即 PobAM2 与 AroZ 的投放比

例分别为 10:1、15:1、20:1、25:1。结果显示，

当 PobAM2 与 AroZ 的投放比例为 10:1 时，没食

子酸的产量显著高于双酶比例为 1:1 时，级联

反应的转化率达到 55.45%；此外，当 PobAM2

与 AroZ 的投放比例进一步提高时，没食子酸的

产量也随之逐步上升；当投放比例达到 20:1 时，

转化率达到最高的 80.82% (图 2E)。分析中间产

物原儿茶酸的产量可以发现相应的支撑数据，

即当 PobAM2 与 AroZ 的投放比例小于 20:1 时，

中间产物原儿茶酸存在积累，而双酶投放比大

于 20:1 时无中间产物积累(图 2F)，表明此时两

步反应的速率相当，3-脱氢莽草酸可以高效地

转化为没食子酸。 
根据上述实验结果，计划对AroZ与 PobAM2

的表达策略进行精细调控，以提高外源路径 3
在大肠杆菌体内的合成效率。首先，使用高拷贝

质粒 pRSFDuet-1 表达 PobAM2，分别使用中拷贝

质粒 pCDFDuet-1和低拷贝质粒 pACYCDuet-1表

达 AroZ，分别构建了菌株 GA1 和 GA1-1。摇

瓶发酵结果显示，经质粒拷贝数优化后工程菌

株的没食子酸产量并没有提高，且中间产物原

儿茶酸与对照组 GA1 也无显著性差异(图 2A− 
2C)。这些结果表明 AroZ 在体内的活性还需要

进一步进行弱化，从而使其活性能够更好地匹

配 PobAM2。随后，在表达 AroZ 的低拷贝质粒

上进行启动子的替换，筛选了 6 个不同强度的

启动子，分别是 PJ23108、PJ23110、PJ23115、PJ23113、

PJ23103、PJ23117。与 pACYCDuet-1 质粒上的原始

启动子相比，这 6 个启动子的强度分别约是其

强度的 20%、10%、5%、1%、0.5%、0.1% (图
3A)。将 6 个不同启动子强度的 pACYCDuet-1
质粒(表达 AroZ)与 pGA1 分别构建工程菌株

GA2-1、GA2-2、GA2-3、GA2-4、GA2-5、GA2-6 
(表 1)。对 6 株工程菌株进行摇瓶发酵，可以观

察到当 AroZ 的启动子强度下调至 1%以下时，

没食子酸的产量开始提升，其中下调至 0.5%时

没食子酸的产量在实验组中最高，达到 2.5 g/L，

是 GA1 的 5.9 倍(图 3B、3C)。然而，启动子强

度进一步降低至 0.1%的工程菌株 GA2-6 并没

有积累更高产量的没食子酸，表明仅通过优化

AroZ 与 PobAM2 的表达比例已无法进一步提高

目标产品的合成效率，需要对 PobAM2 本身的活

性加以强化。 

2.3  蛋白质工程增强对羟基苯甲酸羟

化酶催化活性 
在进行 PobAM2 与 AroZ 体外比例优化时，

发现中间产物原儿茶酸的积累会显著影响没食

子酸的生成，因此进一步测定了原儿茶酸对

PobAM2 的底物抑制动力学(图 4A)。结果表明，

当原儿茶酸浓度超过 204 μmol/L 时，PobAM2

的催化活性便会受到抑制，即 PobAM2 存在明显

的底物抑制现象。为了改善 PobAM2 的催化活

性，计划对 PobAM2 底物结合口袋 4 Å 范围内的

13 个氨基酸残基使用 NNK 简并密码子进行单

点饱和突变(图 4B)，理论上可以产生 247 个突

变体。 
在进行定点饱和突变实验前，首先对高通

量筛选方法进行优化。由于没食子酸在硫酸根

自由基的氧化作用下生成了苯氧自由基，后者

可以发生重排反应生成联苯或醌类化合物[26]，

推测没食子酸在氧化过程中可能产生了鞣花

酸，其与 Fe3+等金属离子形成络合物，在 640 nm
处存在吸收峰[27]。前期研究中发现原儿茶酸对

PobA 存在抑制，所以对原儿茶酸浓度进行了优

化。发现当底物原儿茶酸浓度为 0.5 g/L 时，生

成的产物没食子酸颜色反应可以明显被肉眼观

察到(图 4C)。确定高通量筛选方法后，首先使

用 96 孔板对突变体进行初筛。通过检测 640 nm
处的吸光值，共筛选到 11 个有益突变体，分别

为 Y201F、A45S/E/Y、L210Q/T、R220D/W/I、
V47M/P (图 4D)。随后，使用 24 孔板对上述有
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益突变体进行复筛，最终得到 3 个有益突变体，

突变位点分别为 A45S、R220D 及 V47P (图 4E)。
随后，对 A45S、R220D 和 V47P 这 3 个突变位

点进行组合突变，结果显示，只有 A45S 与 V47P
的叠加突变可以获得更好的效果(图 4F)。 

最后，将 PobA 四突变体 PobAM2/A45S/V47P

替换上述最优菌株 GA2-5 中的 PobAM2，得到工

程菌株 GA3-1。摇瓶发酵结果显示，菌株 GA3-1
的没食子酸积累量可以达到 3.6 g/L，相比于菌

株 GA2-5 提高了 44% (图 4G)。 

 

 
 

图 3  启动子优化结果   A：不同强度启动子表征结果。设置 6 组平行实验，***代表 P<0.001。B：

33 ℃摇瓶发酵不同强度启动子工程菌 PCA 积累量。设置 3 组平行实验。C：33 ℃摇瓶发酵不同强度启

动子工程菌 GA 积累量。设置 3 组平行实验。 
Figure 3  Results of promoter optimization. A: Characterization of promoters with varying strengths. Six 
independent replicates were performed, and statistical significance (***) indicates P<0.001. B: PCA 
accumulation in engineered strains with different promoter strengths after shake flask fermentation at 33 ℃. 
Three independent replicates were conducted. C: Gallic acid (GA) accumulation in engineered strains with 
different promoter strengths after shake flask fermentation at 33 ℃. Three independent replicates were 
conducted. 
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图 4  PobAM2 蛋白质工程改造结果   A：PobAM2 底物抑制曲线。设置 3 组平行实验。B：底物 PCA 4 Å
范围氨基酸残基。黄色为底物原儿茶酸，橙色为黄素腺嘌呤二核苷酸 FAD，浅紫色为还原型烟酰胺腺
嘌呤二核苷酸磷酸 NADPH。C：突变体初筛颜色反应。H11 为模板 PobAM2，H12 为空白对照，颜色越
深代表没食子酸含量越多。D：突变体初筛结果。E：突变体复筛结果。设置 3 组平行实验。F：组合
突变体筛选结果。设置 3 组平行实验。G：33 ℃ GA2-5 与 GA3-1 摇瓶发酵结果。设置 3 组平行实验。 
Figure 4  Protein engineering results of PobAM2 A: Substrate inhibition curve of PobAM2. Three independent 
replicates were conducted. B: Amino acid residues within 4 Å of substrate PCA. Yellow: Protocatechuic acid 
(PCA); Orange: Flavin adenine dinucleotide (FAD); Light purple: Reduced nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH). C: Color-based preliminary screening of mutant strains. H11: Template PobAM2; H12: 
Blank control. A darker color indicates a higher concentration of gallic acid. D: Initial screening results of 
PobAM2 mutants. E: Secondary screening results of mutants. Three independent replicates were conducted. F: 
Screening results of combined mutants. Three independent replicates were conducted. G: Shake flask 
fermentation results of strains GA2-5 and GA3-1 at 33 ℃. Three independent replicates were conducted. 
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2.4  分批发酵及条件优化 
在摇瓶水平得到最优工程菌株 GA3-1 后，

在 5 L 发酵罐对其进行放大验证。GA3-1 在 32 h
的发酵时间内积累没食子酸 12.4 g/L，对葡萄糖

的转化率为 0.08 g/g (图 5A)。考虑到菌株 GA3-1
的细胞生长相较于出发菌株 DHS02 有较大程

度的降低，推测是由于多质粒表达系统造成的

负荷(图 5A、5B)。因此，将 AroZ 基因的表达

框整合到菌株 GA3-1 的染色体上，从而得到菌

株 GA3-2。利用 5 L 发酵罐对菌株 GA3-2 进行

分批发酵，菌株 GA3-2 的最大 OD600 比菌株

GA3-1 提升了 41%，没食子酸的最高产量可以

达到 21.3 g/L，糖酸转化率为 0.13 g/g (图 5C)。
最后，对补糖策略进行精细调控优化，维持葡

萄糖的浓度在 2 g/L 以下。结果显示，副产物乙

酸的最大积累浓度从 12 g/L 降低至 5 g/L，同时

没食子酸的积累量可以进一步提高至 26.7 g/L，

糖酸转化率提高至 0.15 g/g (图 5D)。 
 
 

 
 
 

图 5  分批发酵及条件优化结果   A：GA3-1 的 5 L 发酵罐 33 ℃发酵 36 h 结果。每次平行取样 3 组。

B：DHS02 的 5 L 发酵罐 33 ℃发酵 36 h 结果。每次平行取样 3 组。C：GA3-2 的 5 L 发酵罐 33 ℃分批

补料发酵 36 h 结果。每次平行取样 3 组。D：GA3-2 优化补糖 5 L 发酵罐 33 ℃分批补料发酵 36 h 结果。

每次平行取样 3 组。 
Figure 5  Results of batch fermentation and condition optimization A: Fermentation profile of strain GA3-1 
in a 5 L bioreactor at 33 ℃ for 36 h. Three independent replicates were sampled at each time point. B: 
Fermentation profile of strain DHS02 in a 5 L bioreactor at 33 ℃ for 36 h. Three independent replicates were 
sampled at each time point. C: Fed-batch fermentation profile of strain GA3-2 in a 5 L bioreactor at 33 oC for 
36 h. Three independent replicates were sampled at each time point. D: Fed-batch fermentation profile of 
strain GA3-2 with optimized glucose feeding in a 5 L bioreactor at 33 ℃ for 36 h. Three independent 
replicates were sampled at each time point. 
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3  讨论与结论 
以葡萄糖为底物合成没食子酸为工业化生

产没食子酸提供了更经济的技术路线。本研究

以一株高效合成 3-脱氢莽草酸的菌株为底盘，

通过引入关键酶 3-脱氢莽草酸脱水酶(AroZ)和
对羟基苯甲酸羟化酶(PobA)实现了没食子酸的

从头合成。基于无细胞体系鉴定了合成途径中

AroZ 和 PobA 的最优表达比例，并以此为指导

完成了没食子酸体内合成途径的重构。进一步

通过蛋白质工程改造限速酶 PobA 以及发酵条

件优化，使得以葡萄糖为底物发酵生产没食子

酸的产量达到文献报道的领先水平。 
3-脱氢莽草酸是微生物合成芳香族化学品

的重要节点化合物，本研究证实了在高产 3-脱
氢莽草酸的底盘中移植延伸路径是高效合成相

关衍生物的有效方法。有文献报道莽草酸脱氢

酶可以催化 3-脱氢莽草酸转化为没食子酸[13,28]。

然而，本研究发现，不论是 aroE 还是 YdiB 基

因编码的莽草酸脱氢酶，使用纯化后的蛋白催

化反应均未检测到没食子酸的生成。这些结果

表明，在高产 3-脱氢莽草酸的发酵液中检测到

的少量没食子酸，其可能主要来源于磷酸盐促

进的 3-脱氢莽草酸自发氧化过程[29]，或者是莽

草酸脱氢酶与其他未表征蛋白协同工作产生的

催化作用。本研究经过纯酶和全细胞催化实验

验证了由 AroZ 和 PobA 组成的级联路径可以高

效转化 3-脱氢莽草酸合成没食子酸。与 2000 年

Frost 课题组的研究相比[21]，本研究中的方法具

备催化性能更为优越的 AroZ 和 PobA 蛋白，并

且基于纯酶实验表征了 AroZ 与 PobA 的最优比

例；基于启动子和质粒拷贝数优化，实现了体

内路径酶表达比例的优化重构，并最终在发酵

罐水平使没食子酸的产量达到 26.7 g/L。本研究

所采用的系列合成生物学技术可以用于其他高

价值化合物的合成，尤其是以 3-脱氢莽草酸为

代谢节点的化合物，如儿茶酚[21,30]、粘康酸[31]、

香兰素[32]等。 

由于芳香族化合物在结构上的相似性，很

多酶可以分别催化不同底物生成相应的产品，

如 HpaBC 可以催化酪醇生成羟基酪醇[33]，也可

以催化酪氨酸生成左旋多巴[34]，还可以催化对

香豆酸生成咖啡酸[35]。由于目前暂未发现以原

儿茶酸为天然底物并能够催化转化为没食子酸

的天然酶，所以研究者们以能够催化原儿茶酸

类似物对羟基苯甲酸的对羟基苯甲酸羟化酶作

为研究对象，通过蛋白质工程改造获取 PobA
突变体，实现将原儿茶酸催化转化为没食子酸。

2000 年，Frost 团队首次利用 PobA 的单突变体

(PobAY385F)催化没食子酸的合成，成功拓展了

该酶的底物谱。然而，随后十几年里，未见文

献报道关于 PobA 进一步改造的研究。2017 年，

Chen 等[19]基于 PobAY385F 结构的理性改造，获

得了 PobAY385F/T294A，相较于之前的 PobAY385F

催化常数 kcat 提升近 4 倍。Moriwaki 等[36]将多

个单点突变和双点突变引入野生型 PobA 并观

察其活性，得到了一个 PobAY385F/L199V 双 突变

体，活性比 PobAY385F 提高 4.3 倍。Maxel 等[37]

使用 NNK 简并密码子与菌体生长偶联进行突变筛

选，得到最佳突变体 DA015 (PobAL199R/T294C/Y385M)，
kcat/Km 比野生型提高了 7.9 倍。近期，Chen 等改

造该酶得到了一个三突变体(PobAY385F/T294A/V349A)，
具有一定的提升效果[38]，但该酶在合成没食子

酸的方面仍有较大潜力。本研究首次系统鉴定

了原儿茶酸对 PobA 造成的显著底物抑制，基

于对这一现象的分析，对底物结合口袋进行了

靶向改造，并成功获得了催化性能更为优异的

突变体。该酶的成功改造也为其他具有相似问

题的蛋白提供参考，如：细胞色素 P450 酶在催

化三唑仑 1′-羟基化反应中，高三唑仑浓度会降

低 1′-羟基三唑仑的形成速率，严重影响催化效

率，存在显著底物抑制现象[39]。 
尽管本研究提升了没食子酸从头合成的产

量，但仍需进一步优化才能满足工业化的要求，

未来的研究方向可以侧重于以下几个方面：(1) 
探索更高效的没食子酸生物合成酶，有文献报
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道称在烟草中表达胡桃来源的莽草酸脱氢酶，

可以使没食子酸的积累量增加 500%[13]；(2) 通
过适应性进化和没食子酸生物传感器筛选出没

食子酸耐受性更强的菌株[40]；(3) 利用组学数

据挖掘关键基因，例如通过代谢组学分析负责

转运非特异性溶质的外膜蛋白 OmpF 和 OmpC
可能与没食子酸吸收相关，下调这 2 个蛋白的

表达水平有望减少没食子酸的胞内吸收[41]。 
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