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摘要" 酪醇是一种天然存在于橄榄油!酒及绿茶中的酚类化合物" 由于酪醇具有抗炎症和抗氧

化的生理活性#因此广泛应用于医药!化工等工业领域" 传统的酪醇生产方法是化学合成法#但

是这些方法存在着工艺复杂!得率低和环境污染等问题"另外#植物中较低的酪醇含量也限制了

酪醇的分离纯化工艺研究" 因此微生物发酵法生产酪醇研究越来越受到重视" 通过在大肠杆菌

内异源表达酿酒酵母中的丙酮酸脱羧酶基因
$%&!'

#成功构建了合成酪醇的重组大肠杆菌" 通

过敲除预苯酸脱水酶编码基因
>/51

和苯乙醛脱氢酶编码基因
?5(@

# 提高了酪醇的合成能力"

在最适的培养条件下#过表达
$%&!(

基因的重组菌利用
!( )*+

葡萄糖作为碳源#发酵
,- .

酪

醇产量可达
,/!0 1123*+

" 研究发现#发酵培养基中外源添加酪氨酸能够提高重组大肠杆菌的酪

醇合成能力" 同时#研究还发现在大肠杆菌细胞中存在能够催化酪氨酸合成酪醇的前体物质
,4

羟基苯丙酮酸的酶" 为工业水平微生物发酵法合成酪醇提供了思路"

关键词" 酪醇$丙酮酸脱羧酶$大肠杆菌$基因敲除
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酪醇!即
!"

#

#"

羟基乙基$苯酚!作为一种重要

的芳香族化合物!是天然的抗氧化剂!也是苯乙醇

的衍生物 $ % &

%酪醇天然存在于橄榄油 &绿茶及酒

中$#'!&

!它可以保护细胞免受氧化伤害% 酪醇及其衍

生物具有多方面的生理学活性 $(&

!如抗疲劳&抗缺

氧&抗应激&抗寒冷&镇静等的药理作用 $#

!

)&

!进而运

用在相关药物 #主要是治疗心血管疾病的药物'的

研发生产上$*&

% 随着对酪醇的生理功能的研究进一

步加深!酪醇的生产也受到越来越多的关注%

现阶段!酪醇制备方法主要是天然材料提取法

和化学法合成法% 对于天然材料提取来说!酪醇可

以从橄榄或橄榄油制备过程中产生的废水中提取

分离纯化获得% 天然提取制备酪醇存在很多弊端!

对于橄榄油提取酪醇!其回收率和纯度极低!成本

投入高!这些问题在工业大规模化生产应用时会带

来很大的阻力$+&

% 化学合成法是主要以对羟基苯乙

烯&对羟基苯乙胺等为原料合成酪醇!生产原料价

格昂贵! 且在生产过程中会产生对环境有害物质!

这些问题制约了大规模化&工业化生产$,'%-&

%

近年来!研究者尝试通过生物发酵法来合成酪

醇!由于生物合成有能够减少对环境的污染及方便

后续酪醇的提取! 同时不依赖于植物资源等优点!

备受关注% 在自然界中!存在两种生物合成途径!见

图
%

!一种是酿酒酵母生物合成途径"酪氨酸#

./0

'

经过芳香族氨基酸氨基转移酶#

102+

'作用脱去氨

基!再经丙酮酸脱羧酶#

10234

'的作用脱羧!最后

在乙醇脱氢酶的作用下合成酪醇 $33"35&

(一种是酪氨

酸经酪氨酸脱羧酶)

.67

'的作用生成酪胺!酪胺进

一步在酪胺氧化酶#

./2

'和乙醇脱氢酶#

168

'的作

用下生成酪醇$3&

%研究者在酿酒酵母中过表达
102+

及
10234

基因!以苯丙氨酸为底物!可以提高的苯

乙醇合成能力!重组菌的苯乙醇的产量比野生型的

提高了
5)9+:

$3!&

% 为了构建产红景天苷的大肠杆菌!

研究者在大肠杆菌异源表达
10234

和葡萄糖基转

移酶等关键基因!并进行代谢途径改造!重组菌能

够合成红景天苷和其前体物质酪醇$33&

%

本研究在
() *+,-

中异源表达
10234

基因!并

通过敲除预苯酸脱水酶编码基因
!"#0

和苯乙醛脱

氢酶编码基因
%#&1

!阻断了苯丙氨酸途径及
!"

羟基

苯乙酸合成途径!改善了酪醇的合成能力!通过培

养条件的优化!提高了酪醇的产量% 在外源添加酪

氨酸的发酵培养基中!重组菌合成酪醇的能力有所

提高%

注"预苯酸脱水酶#

;<=

'!酪胺氧化酶#

./2

'!芳香族氨基酸

氨基转移酶 #

102+

'! 酪氨酸脱羧酶 #

.67

'! 酪胺氧化酶

#

./2

'!乙醇脱氢酶#

168

'!苯乙醛脱氢酶#

>=?@

'!丙酮酸脱

羧酶#

10234

'

图
)

酪醇的生物合成途径
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菌株! 质粒 菌株! 大肠杆菌"
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(*+' !"#$

"

%&'

#$%

,- #*+' ()$*+

& 酿 酒 酵 母

'

./(($/&*01(%" (%&%2'"'/% &!,$**

$ 均为江南大学

生物资源与生物能源研究中心保藏(

质粒!

-./0%1234$

%

-5%$'

%

-5%67

%

-89#*

由本

实验室保藏(

!"!"#

主要试剂 限制性内切酶%

:6 %;<

连接酶%

:=> %;<

聚合酶及蛋白分子量
?=@A2@

均购自

:=5=.=

生物技术公司(

!

型质粒少量快速提取试剂

盒及
%;<

纯化与割胶回收试剂盒均购自北京博大

泰克生物基因技术有限公司(氨苄青霉素"

<?-

$%卡

那霉素"

5=B

$与异丙基硫代半乳糖苷"

C9:D

$购自上

海生工生物工程有限公司&酪氨酸和酪醇标准品购

自
/CD)<

"上海$公司&其他的分析纯级试剂购自上

海生物工程公司(

!"#

方法

!"#"!

培养基和培养条件
"!

培养基! 酵母粉

*EFG

&蛋白胨
$G

&氯化钠
$G

&固体培养基加琼脂粉

#G

&

$#$ !

下灭菌
#* ?HB

(

E

)+,

培养基!葡萄糖
$G

&酵母粉
*E*#FG

&七水

磷酸氢二钠
$E#IG

& 磷酸二氢钾
*E'G

& 氯化钠

*E*FG

&氯化铵
*E$G

&

$$F !

下灭菌
$F ?HB

( 转接时

需添加分开灭菌的硫酸镁溶液&其最终浓度应为

F ??JKL"

(

种子培养!划单菌落到
"!

液体培养基&在
'M !

%

#** @L?HB

的条件下培养约
$# N

(用紫外分光光度仪

测定种子培养液的
O%

7**

&转接
$ ?"

种子培养液到

F* ?"

的
"!

液体培养基中(

诱导培养!将培养基在
'M !

%

#** @L?HB

的条件

下培养&控制培养液
O%

7**

在
*P7Q*PI

&添加一定量的

C9:D

&在
'* !

%

#** @L?HB

的条件下培养
$* N

(

发酵培养! 将诱导表达后的培养液于
6 !

%

M *** @L?HB

的条件下离心
' ?HB

& 并用无菌水离心

洗涤&收集菌体( 转接入
)+,

培养基在
'*!

%

#** @L?HB

的条件下&发酵培养
6I N

(

!"#"#

目的基因的克隆 本研究中所用引物见表

$

&引物由上海生工生物工程技术服务部合成( 根据

;8!C

公布的酿酒酵母"

.- #%&%2'"'/% &!,$**

$丙酮

酸脱羧酶基因
<.O$*

"

D2B!=BA C%

!

IF$+IM

$序列设

计引物
<.O$*R

和
<.O$*%

(

98.

扩增参数 !

+F

!

变性
F ?HB

&然后
+6 !

变性
'* S

&

F7 !

退火
'* S

&

M# !

延伸
$PF ?HB

&

'*

个循环后
$7 !

保温
'* ?HB

&

得到目的基因
<.O$*

(

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

表
!

基因
$%&

扩增引物列表

'()*+ ! ,-./ 01 23-4+3. -5 /6-. ./789

引物 核苷酸序列
TFU

!

'UV

<.O$*R 8<:D88<:DD<:DD8<88:D::<8<<::D

<.O$*% 8DDD8D8D8DD<:888:<::::::<:::8::

,W2=!R <:D<8<D<D88D8<:D:<D8<D:<::<<D88<DD:88<<8<D:::8:8D<D:D:DD8:DD<D8:D8::8

,W2=!% ::<<:<88D:<8<8<8<88D8::<D:::8<8<88<<88D:88<D88<D:<::88DDDD<:88D:8D<88

,-N2<R <DD8<<8<8:<:D<8<:8DD<<<<888D::<8:DD8D8:D8D<D<D<<<<D:D:DD8:DD<D8:D8::8

,-N2<% :8<DD::DD<:8<<8<DD8<8:<8D::8:8<8::DDD:<<8<D888<<:<<::88DDDD<:88D:8D<88

,3X@!R D:8:D:<8:< 8<<8D<<D<8 DD<<::<::8 8<8<<8:D8< <D88D:DD8DD:D:<DD8:DD<D8:D8::8

,3X@!% ::<8<:8<88D8<D8<<<8D88:::D88<8<8D::D:<8< :::D88D:<:<::88DDDD<:88D:8D<88

;W2=!R D:8D8: D88::::<8::88:

;W2=!% <88DD:8::D D<8<<:<8<D

;-N2<R 8D8D:88:::<:<::D<D:D:<:8D8

;-N2!% :D8:D8D::::8<D<D:D<<<D8

;3X@!R :D8:D8D::::8<D<D:D<<<D8

;3X@!% :<:::8<8:D8< DD8:DDD:<D
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!"#"$

重组表达载体的构建 将
!"#$%

基因
&'"

产物与
(")*+,-./$

质粒同时用
!"#0

与
$%&'0

双

酶切后! 纯化处理! 用
12 +34

连接酶进行连接!

$5!

反应
$6 7

! 得到表达载体
(")*+,-./4"8$%

!

转化
() "#*+ 9:6$

"

+;<

#感受态细胞!提取质粒酶切

鉴定$

!"#"% ,-%$

%

./-0

和
1234

基因的敲除 制备含有

(=+25

的
() "#*+ 9:6$

&

+;<

#电转化感受态细胞 >$?@

!

将由引物
AB-C9,

和
AB-C9+

&表
$

# 扩增获得的

+34

片段 &

,-%$

上下游同源序列%

D"1

位点和
5%6

基因#!电转化入含有
(=+25

的
(7 "#*+ 9:6$

&

+;<

#

感受态细胞 !电转化条件为
6 EE

电转杯 %电压

6 ?%% F

!电转化后
<G !

下培养
6 7

!涂布于
4E(

和

=CH

双抗性
:9

平板上$ 突变盒片段进入细胞后!在

(I+25

辅助质粒所表达的重组蛋白的帮助下!同源

臂基因与大肠杆菌基因组发生同源重组!使
,-%$

基

因区域被敲除框替换!即
,-%$

被
5%6

替换!因此!重

组菌可在
=CH

抗性平板上生长$ 平板培养
$6 7

后

挑取单菌落!用鉴定性引物
3B-C9,

和
3B-C9+

&表

$

#

&J"

扩增!通过确定敲除框上下游是否正确交换

来鉴定的敲除 $ 之后将
(J&6%

质粒转入
() "#*+

9:6$

&

+;<

#

!,-%$

''

5%6

菌株中!

26 !

培养
$6 7

!取

菌液稀释!涂布于
:9

固体平板$

(J&6%

质粒含编码

D:&

重组酶的基因! 可介导
6

个
D"1

位点间的切

除!从而消除
KCH

基因$

(J&6%

为温敏型质粒!培养

温度高于
<G!

时会自动丢失!因此挑取单菌落分别

点到
=CH

抗性
:9

平板和
:9

平板上培养
$6 7

!挑

取在
:9

固体培养基平板上生长而
=CH

抗性平板上

不生长的菌落!即为
() "#*+ 9:6$

&

+;<

#

!,-%$

$

制备含有
(=+25

的
() "#*+ 9:6$

&

+;<

#

!,-%$

的感受态细胞!将由引物
A(7-4,

和
A(7-4+

&表
$

#

扩增获得的
+34

片段 &含
./-8

上下游同源序列%

D"1

位点和
5%6

基因#!利用同上的电转化技术!转

入含有
(=+25

的
9) "#*+ 9:6$

&

+;<

#

!,-%4

的感受

态细胞$ 利用同上的方法!最终得到了
9) "#*+ 9:6$

&

+;<

#

!,-%4!./-8

$

制备含有
(=+25

的
9) "#*+ 9:6$

&

+;<

#的感受

态细胞!将引物
A.LM9,

和
A.LM9+

&表
$

#扩增获得

+34

片段 &含
1234

上下游同源序列%

D"1

位点和

5%6

基因#!利用电转化技术!转入含有
(I+25

的
9)

"#*+ 9:6$

&

+;<

#的感受态细胞!经标记基因弹出后!

最终获得
9) "#*+ 9:6$

&

+;<

#

!1234

$

!"#"&

酪醇和酪氨酸的高效液相测定 使用高效

液相色谱&

N&:J

#$ 色谱条件如下'

N&:J

色谱柱为

J8)O8)P:/?J$Q/O)/"

&

<R% P+"$?% EE

#

>$5@

$ 流动

相
4

为
%R$S

三氟乙酸!流动相
9

为纯甲醇!柱温为

<% !

!紫外检测器!流速设置为
%R2 E:TEUH

$ 流动相

需用
%R66 #E

孔径的水系膜进行真空抽滤!使用前

超声
$% EUH

除去气泡$

样品处理' 取发酵液
$%% E:

!

$6 %%% MTEUH

离

心
? EUH

收集上清! 经
%R66 #E

孔径滤膜过滤后加

入
N&:J

样品瓶对发酵液中的酪醇和酪氨酸含量进

行检测>$G@

$

#"!

产酪醇的重组大肠杆菌构建

#"!"!

重组质粒的构建 以酿酒酵母&

:) "-3-;+<+%-

;9A$%%

# 染色体
+34

为模版 !

&J"

扩增得到

4"8$%

基因片段!目的基因经
!"#0

与
4%&N0

酶切

纯化后插入到表达载体
(")D+,-./$

的相应酶切位

点上!获得重组表达载体
(")D+,-./4"8$%

!酶切

验证 &如图
6

所示#!

4"8$%

片段大小为
$ V%Q W(

!

与预期结果一致!证明表达载体
(")D+,-./4"8$%

构建成功$

O

'

+34 OCMK-M

(

$

!

6

'

(")D+,-./4"8$%

"

!"#0T4%&N0

)

图
#

酶切产物电泳检测图

'()" # *+,-./01()/23/1 4561783 69 3:/ 5/86.;(+<+3

4=<2.(1 4>?'@A/30B>C!D

#"!"#

重组菌发酵生产酪醇 将
(")D+,-./$

质粒

和重组表达载体
(")D+,-./4"8$%

分别导入
9)

"#*+ 9:6$

"

+;<

)中!获得重组菌
9;%

和重组菌
9;$

!

两株重组菌发酵培养
2Q 7

! 发酵结果如图
<

所示$

由图
<

可知! 重组菌
9;%

发酵液中未检测到酪醇!

可见大肠杆菌本体内不能合成酪醇$ 重组菌株
9;$

的酪醇产量达到
%R<? EEXYT:

!可知通过丙酮酸脱羧

酶编码基因
4"8$%

异源表达! 可以建立
9) "#*+

合

成酪醇的途径$ 另一方面!虽然重组质粒进行游离

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

'((
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!

DE A5

"

FDEAG45@H "BC@BDDI@BC 4J !"#$%&'($') (*+' J4I

'KI4L45 #KBEMDL@L

表达!而且带有
!"

的强启动子!但是酪醇的产量还

是较低的!这说明重组
!" #$%&

从葡萄糖到酪醇的合

成途径较长!而且芳香族氨基酸合成途径中存在的

反馈调节!也可能阻碍酪醇的合成"

图
!

外源添加酪氨酸对重组菌
"#$

酪醇合成的影响及重

组菌
"#%

发酵生产酪醇过程

&'() ! #**+,- .* /0112+3+4-'4( -565./'4+ .4 -7+ -565./.2

15.80,-'.4 *.5 -7+ 5+,.39'4:4- /-5:'4 "#$ :48

-7+ ,.05/+ .* 15.80,'4( -65./.2 96 -7+ 5+,.39'4-

/-5:'4 "#%

;);

外源添加酪氨酸对重组菌
"#$

酪醇合成的影

响

由图
#

代谢途径可知!酪氨酸和酪醇合成过程

中需要利用相同的前体#

$%

羟基苯丙酮酸$

&'((

%&

因此!推测胞内的酪氨酸浓度可能会影响酪醇的合

成&通过添加不同浓度$

)

'

*+,

'

-., //0123

%的酪氨酸

考察了重组菌
45*

对酪醇的产量的影响"发酵结果

及酪醇产量提高率如图
6

和表
7

所示"

表
;

添加不同浓度酪氨酸时重组菌
"#$

合成酪醇的产量

<:92+ ; <65./.2 15.80,-'.4 .* 8'**+5+4- ,.4,+4-5:-'.4

-65./'4+ /0312+3+4-+8 '4 =>? *.5 "#$

注(

89

代表未检出

从图
6

中可以得出!发酵培养基中添加不同浓

度的酪氨酸!酪醇的产量都有了较大的提高& 发酵

液中未检测到酪氨酸!说明发酵液中几乎没有酪氨

酸残留&从代谢途径上可以推测重组菌
45*

中大肠

杆菌本体内基因
'()*

可能导致酪氨酸生成
&%

羟基

苯丙酮酸!进而产生了酪醇& 根据以上结果!决定保

留该菌株的酪氨酸合成途径&

;)!

改造旁路代谢途径并提高酪醇产量

;)!)$

敲除基因
+,-*

和
./,0

由代谢途径 $图
*

%

分析可知!敲除
+,-1

和
./,0

基因!可以阻断
&%

羟

基苯乙酸的合成途径和苯丙氨酸代谢途径!推测可

能提高酪醇产量& 因此!进一步构建含有
+,-1

基因

同源臂和
2-3

抗性基因的删除盒并转化
!"#$%&

437*

$

956

%菌株!筛选转化子并经诱导弹出
2-3

抗

性基因& 突变株的
(:;

鉴定结果如图
$

$

<

%所示!原

始菌株
(:;

产物大小为
* "=, >?

!抗性基因弹出后

的突变株
(:;

产物大小为
@A= >?

! 与预期结果一

致!证明成功敲除了
+,-1

基因& 在敲除
+,-1

基因的

基础上!敲除
./,0

基因!阻断苯丙氨酸代谢途径&

将
2-3

抗性基因整合
!" #$%& 437*

$

95@

%

!+,-1

菌

株的
./,0

基因位点! 转入
?:(7,

质粒消除
B<C

抗

性后转化子验证!结果如图
&

$

>

%所示!原始序列为

* DE= >?

!突变株
&AA >?

& 与预期结果一致!证明成

功敲除了
./,0

基因&

F

(

98G /<HIJH

)

#K-

(阳性转化子)

@

(野生型

图
@ ABC

验证

&'() @ ABC '8+4-'*',:-'.4

;)!);

基因敲除后对酪醇产量的影响 将构建好

的表达载体
?;LM9NJO%G;P*,

导入
!" #$%& 43-*

$

95@

%

!+,-1

和
!" #$%& 43-*

$

95@

%

!+,-1!17+D!获

得重组突变菌株
45@

和
45&

& 将重组菌
45*

'

45@

和
45&

发酵
&= Q

! 收集发酵液处理后检测酪醇!结

果如图
E

所示&

酪氨酸添加

量
2

$

//0123

%

酪醇产量
2

$

//0123

%

酪醇产量

提高率
2R

酪氨酸残留量

, ,+@E!,+,-

#

89

* *+,=!,+,E -,A 89

- *+D&!,+,& @DA 89

9NO
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%&

卷第
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期食品与生物技术学报

薛宇翔!等" 代谢工程改造大肠杆菌合成酪醇

!"#

!"

!" #$%& !$%#

"

&"'

#"

()*+&,-./0)1#2

$$%

!"%

!&

!" #$%&

!$%#

&

&"'

$

!'()*

&

()*+&,-./0)1#3

$$%

!"'

!&

!+ #$%& !$%#

&

&"'

$

!'(),!-.(/

&

()*+&,-./0)1#3

$$

图
!

基因敲除对酪醇产量的影响

"#$% ! &''()* +' $(,( -(.(*#+, +, */0/+1+. 2/+-3)*#+,

从图
4

中可以看出'对于菌株
!"'

来说'酪醇

产量达到
356# 7789:$

' 可知' 敲除
'(),

基因'较

!"#

提高了
#;5#<

'说明敲除
'(),

基因'有助于提

高酪醇的合成能力%对于菌株
!"6

来说'可产酪醇

35=# 7789:$

'较
!"#

提高了
#>3<

'说明在敲除
'(),

基因基础上'敲除
-.(0

基因'可显著提高酪醇的合

成能力( 进而说明敲除
'(),

和
-.(0

基因' 阻断了

6?

羟基苯乙酸与苯丙氨酸生成途径'使葡萄糖更多

地流向酪醇成途径'从而提高了酪醇的合成能力(

4%5

重组突变菌株
6&5

产酪醇条件的优化

475%8

重组蛋白诱导温度及诱导时机的优化 温

度对酶的活性及其表达有着极大的影响 @#AB

'考察了

不同诱导温度&

%3

)

%4

)

%;

)

'3 !

对酪醇产量的影响'

结果如图
>

"

C

$所示(从图中
>

"

C

$可以看出诱导温度

在
%4 !

时'酪醇的产量最高'产量可达
'5># 7789:$

(

诱导时机对重组蛋白表达有重要影响( 考察了

在不同
1&

值 "

35>

)

35=

)

#5%

)

#54

)

#5A

)

%5#

$ 时诱导剂

DEFG

诱导蛋白表达对酪醇产量的影响'结果如图
>

"

H

$所示(图
>

"

H

$表明
1&

值高于
35>

时并不利于酪

醇的产生'当
1&

值在
35>I35A

'大肠杆菌处于对数

生长期'生理状态良好'更利于最终酪醇的产生( 最

终酪醇产量可达
'56A 7789:$

(

9%5%9

诱导剂浓度的优化 诱导剂浓度的大小可以

起到促进或抑制的作用'所以适当浓度的诱导剂是十

分关键的( 考察了不同
DEFG

浓度"

35%

)

356

)

35>

)

35A

)

#53

)

#5% 7789:$

$对酪醇产量的影响'结果如图
>

"

J

$所

示(由图中
>

"

J

$可以看出当
DEFG

浓度在
35A 7789:$

时'酪醇产量最低'当
DEFG

浓度在
35% 7789:$

时'

酪醇产量最高'产量可以达到
65#4 7789:$

(

9%!

基因
!"#$

对酪醇合成的影响

9%!%8

基因
123,

的删除 为删除
!+ #$%& !$%#

"

&"'

$菌株的
123,

基因'构建含有同源臂和
KCL

抗

性基因的删除盒'将其转化
!+ #$%& !$%#

"

&"'

$并整

合到基因组上'筛选转化子并经诱导弹出
KCL

抗性

基因( 野生型与突变型转化子菌落
EM)

验证'原始

菌株
EM)

产物大小为
# 34= H(

'抗性基因弹出后的

突变株
EM)

产物大小为
%46 H(

( 结果如图
;

所示'

与预期的大小一致'证明基因
123,

已成功敲除(

图
:

重组菌诱导条件对酪醇合成的影响

"#$% : ;2*#<#=>*#+, +' #,-3)*#+, )+,-#*#+,1 '+/ *0/+1+.

2/+-3)#*+,

'()
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!

!

"#$ %&'()'

"

*+,

!阳性转化子"

-

!野生型

图
!

大肠杆菌
!"#$

基因敲除的
"#$

验证

%&'( ) "#$ &*+,-&.&/0-&1, 1. -2+ '+,+ !"#$ *+3+-&1, &,

%&'()* 4-50&,

678(6

删除基因
!"#$

对重组菌合成酪醇的影响

将构建好的表达载体
./01"2)34$/5*6

导入
%&

'()* 78,*

#

"9-

$

!!"#$

中%获得重组大肠杆菌
79,

&

将两株重组菌
79*

和
79,

经种子液培养'

87

液体

培养'

:;<=

诱导表达% 分别转接外源添加不同浓度

#

6

'

*

'

,>? %%@AB8

(酪氨酸的
!CD

培养基中%发酵培

养
E? F

%发酵结果如图
?

所示&

图
9

外源添加酪氨酸对重组菌
:;<

和重组菌
:;6

酪醇合

成的影响

%&'( 9 ;..+/- 1. 4=>>3+?+,-&,' -5@514&,+ 1, -2+ -5@51413

>51*=/-&1, .15 -2+ 5+/1?A&,0,- 4-50&, :;6 0,* :;<

从图
?

可以看出% 发酵培养基不添加酪氨酸

时%

79*

可产酪醇
6>?G %%@AH8

%

79,

可产酪醇
,I*?

%%@AJ8

%

79,

的合成能力高于
79*

%可知%删除基因

!"#$

可以提高重组菌酪醇的合成能力& 从图
G

可以

看出%发酵培养基外源添加
,I? %%@AJ8

的酪氨酸与

* %%@AJ8

酪氨酸相比% 重组菌
79*

和
79,

的合成

能力均有提高& 发酵液中未检测到酪氨酸%说明发

酵液中几乎没有酪氨酸残留& 可知%大肠杆菌胞内

存在多条催化酪氨酸合成
E4

羟基苯丙酮酸的途径&

本研究通过在
%& '()* 78,*

)

"9-

(中异源表达

$/5*K

基因% 获得了可以合成酪醇的重组大肠杆

菌& 通过删除旁路代谢途径及对培养条件优化%利

用
*K LJ8

葡萄糖作为碳源% 发酵
E? F

酪醇产量可

达
EI*M %%@AJ8

&

D&NOF&'O 0&3@F

通 过 在
%& '()*

!=*GMM

中异源表达
<D5

及
<"P

基因%重组菌利用

*K LJ8

葡萄糖作为碳源%摇瓶发酵
E? F

%酪醇产量

可达
KIM %%@AJ8

Q*R

& 文献
Q**R

通过在
%& '()* !=*GMM

中异源表达
$/5*K

基因% 并对代谢途径进行了改

造%利用
,K LJ8

葡萄糖作为碳源%酪醇产量可达
MIE

%%@AJ8

& 与之相比%本研究仅对酪氨酸合成途径上

的个别基因进行改造%重组菌合成酪醇的能力还有

进一步的提升空间& 本研究中
$/5*K

基因来源于

酿酒酵母%在大肠杆菌的表达效率相对较低& 下一

步将对
$/5*K

基因进行密码子优化% 进一步改善

酪醇的合成能力&

由于大肠杆菌体内酪醇的前体物质
ES

羟基苯

丙酮酸合成途径较长Q*MR

%对于增强酪醇的合成能力%

在未来还有很多研究要做& 由酪醇的代谢途径可知

#图
*

(%

E4

羟基苯丙酮酸也是合成酪氨酸的前体物

质% 下一步将采用过量合成酪氨酸的菌株合成酪

醇& 过去几十年里%有关于过量合成酪氨酸的菌株

的研究成一直是研究热点 Q*C4,*R

& 理论推测%利用产

*K LJ8

酪氨酸的工程化的大肠杆菌可以产酪醇
TIG

LJ8

&这个产量比从橄榄油中提取得到的酪醇产量高

-

倍&因此%利用合成酪氨酸能力强的宿主菌以葡萄

糖为底物来提高重组菌酪醇的合成能力%将成为下

一步的研究重点&

在外源添加酪氨酸的发酵培养基中培养合成

酪醇%可以改善酪醇的合成能力%推测大肠杆菌体

内存在催化酪氨酸合成
E4

羟基苯丙酮酸的酶&下一

步%将进一步探索以酪氨酸为底物的全细胞催化合

成酪醇的条件&

结结结结结 语语语语语
NNNN

N

讨讨讨讨讨 论论论论论
7777
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