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摘要：【目的】通过分子生物学手段构建重组质粒，将其转入野生型大肠杆菌 OA$$+，分析含苏氨酸操纵子基

因的质粒及质粒定点突变解除反馈抑制时，对 PG苏氨酸积累的影响。【方法】以 OA$$+ 染色体 Q.B 为模板，

R/S 扩增苏氨酸操纵子基因，即启动子 ./’01、编码前导肽基因 #2’0 以及 #2’!、#2’3、#2’4 基因，通过重叠延伸

R/S 的方法对 #2’! 基 因 定 点 突 变，解 除 苏 氨 酸 对 它 的 反 馈 抑 制，构 建 出 重 组 表 达 质 粒 4OTK$$* 和

4OTK$A!，# P发酵实验测定 PG苏氨酸的产量。【结果】经 # P 发酵罐发酵产酸实验，OA$$+ 的 PG苏氨酸产量

为 +U+A& V +U++! W0P，携带含苏氨酸操纵子质粒的 OA$$+ 菌株 PG苏氨酸产量为 *U#"+ V +U$$# W0P，质粒上 #2’!
解除反馈抑制后，PG苏氨酸的产量增加到 "U**A V $U*H" W0P。【结论】过表达苏氨酸操纵子基因可以使 PG苏氨

酸积累，进一步解除 #2’! 基因的反馈抑制，可以增强 PG苏氨酸积累的效果，为 PG苏氨酸工程菌改造的进一步

研究奠定了基础。
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PG苏氨酸是人和动物所必需的 @ 种氨基酸之

一，在食品和医药方面都发挥着重要的作用［$ % A］。

PG苏氨酸的生产方法主要有蛋白质水解提取法、化

学合成法和微生物发酵法［!］。微生物发酵法以其成

本低廉、废弃物排放少成为目前 PG苏氨酸生产的主

流方法。目前，PG苏氨酸的主要生产菌株有粘质沙

雷 氏 菌（ ,5’’$#&$ 6$’"57"5-7 ）、 黄 色 短 杆 菌

（ 3’58&)$"#5’&96 :*$896 ）、 谷 氨 酸 棒 杆 菌

（4(’;-5)$"#5’&96 +*9#$6&"96）和大肠杆菌（<7"25’&"2&$
"(*&）［#］，而 < < "(*& 由于其生长速度快等生理特征成

为 PG苏氨酸生产的最常用菌株［&］。经过传统诱变

得到的菌株会产生大量次级突变，具有菌体生长速

度慢等弱点，是目前工业生产中难以解决的问题。

基因工程技术改造菌株，如基因敲除、点突变等，因

其无次级突变、改造目的性强、实验周期短等优势逐

渐受到人们的重视。

目前生产上所使用的 PG苏氨酸工程菌中大多

数都含有基因工程质粒，质 粒 上 带 有 #2’!、#2’3、

#2’4 这 A 个基因。 #2’!、#2’3、#2’4 基因分别编码大

肠 杆 菌 PG苏 氨 酸 代 谢 途 径 中 的 天 冬 氨 酸 激 酶

（(;4(836X=9(;E，BY）、高 丝 氨 酸 激 酶（ 26>6;E8=9E
X=9(;E）和苏氨酸合成酶（328E69=9E ;)932(;E）A 个关键

酶，和编码前导肽的基因 #2’0 及启动子 ./’01 共同

构成了苏氨酸操纵子。其中天冬氨酸激酶是天冬氨



酸合成苏氨酸催化第一步反应的酶，具有 ! 个同功

酶，分别为 "#$、"#$$ 和 "#$$$。"#$ 由 !"#$ 基因编

码，受苏氨酸的反馈抑制以及苏氨酸和异亮氨酸的

协同反馈阻遏［%］。高丝氨酸激酶和苏氨酸合成酶是

苏氨酸合成过程中的最后两个酶。目前工业生产中

所用的 &’苏氨酸工程菌所带有的质粒大多是在质

粒 (")*!+ 的基础上构建的，分子量较大，不易进一

步改造。

本研 究 利 用 重 叠 延 伸 ,*-（ ./0/ 1(23430. 56
78/92:( /;</01370 ,*-，简称 =>? ,*-）技术对连接在

(@A%B’C 质粒上的苏氨酸操纵子 !"#$ 基因进行了

定点突变，在过表达苏氨酸操纵子的同时解除苏氨

酸对 !"#$ 基因的反馈抑制，并将其转入野生型 % D
&’() E!%%F 中。G & 发酵研究表明，&’苏氨酸积累有

明显提高，为 &’苏氨酸基因工程质粒的进一步改造

奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（%*&"+#)&"+# &’()）#%+
E!%%F（HI-* %+J%!）购自日本技术评价研究所生物

资源中心（H$C? I3727.34:2 -/17K94/ */0</9，HI-*），质

粒 (@A%B’C 8/4<79 购自大连宝生物工程有限公司。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：?;’,-. AH" 聚 合 酶、

LHC,、限制性内切酶、A&%GFFF 核酸 @:9M/9 等购自大

连宝生物工程有限公司；酵母粉、胰蛋白胨购自英国

>;73L 公司；琼脂粉、AN&OFFF 核酸 @:9M/9 购自北京

鼎国生物技术有限责任公司；染色体 AH" 提取试剂

盒、质粒提取试剂盒、AH" 凝胶回收试剂盒购自北

京天根生化科技有限公司；其它葡萄糖、无机盐、有

机试剂等均为国产分析纯试剂。,*- 仪（G!!+，德国

艾本德股份公司（?((/0L79P "N））；QR, 凝胶成像仪

（S)FO=’!I，北京君意东方电泳设备有限公司）；电泳

仪（S)!FF*，北京君意东方电泳设备有限公司）；紫外

分光光度计（QR’%TFF，上海美普达仪器有限公司）；

G& 四联离位灭菌发酵罐（I$>C?*U 系列，上海保兴

生物设备工程 有 限 公 司）；高 效 液 相 色 谱（".32/0<
%+FF 系列，安捷伦科技有限公司）。

!"!"$ 培养基：!+’)C 液体培养基，"&I 固体培养

基，#种子及发酵培养基，其中!"培养基见参考文

献［J］。种子培养基（.V&）：葡 萄 糖 +G，（HUO ）+ =>O

%F，#U+,>O %WG，@.=>O·JU+> FWG，酵母粉 +，(U 值

JWF。发酵培养基（.V&）：葡萄糖 GF，（HUO ）+ =>O +，

#U+,>O +，@.=>O·JU+> FWG，X/=>O·JU+> FW%，@0=>O

·U+> FW%，酵母粉 +，(U 值 JWF。

!"!"% 引物的设计：本研究所用引物均为本实验室

根据大肠杆菌 E!%%F 染色体 AH" 序列进行设计，在

上海 $083<97./0 公司进行合成的（表 %）。下划线部分

为重叠延伸 ,*- 引物的重叠区域，重叠碱基数为 !O
个。画框碱基为突变碱基。

表 ! 本次实验所用引物

C:52/ % ,93Y/91 30 <Z31 1<KL6
H:Y/ ,93Y/9（G[!![）
E)%\G NN*CCCC"N"N*""*N"N"
E)%\\ ""*NN*NNCCNCC"CC*C*
E)+%+ N*N*NCN"*"C*N*CN*"""N"*N*N*N**N**"CN**N"**"C***CCC*"C
E)+%! CNN*NN*N*N*NC*CCCN*"N*N"CNC*"*N*N***NC"CCC C *NCNNCN*C

!"# 菌体的培养条件

从 &I 固体斜面上挑取一满环菌接入 %F Y& 种

子培 养 基，!J]、++F 9VY30 培 养 B Z，转 接 %^ 到

+FF Y&种子培养基，!J]、++F 9VY30 培养 B Z，以 !^
的接种量转接入 G & 发酵罐中，装液量为 + &，!J]
发酵 !T Z（根据我们的前期实验，大肠杆菌发酵 &’苏
氨酸 !T Z 时，&’苏氨酸有最大的积累量，所以本实

验发酵时长均为 !T Z）。本实验使用 G& 四联离位灭

菌发酵罐，每次发酵做三组平行实验（0 _ !）。发酵

初期溶氧控制在 +G^ ‘ !F^之间，对数生长期溶氧

控制 在 GF^ 左 右，稳 定 期 溶 氧 控 制 在 +G^ ‘
!F^［T］。流加 +G^ 的氨水将 (U 控制在 JWF，流加

TF^的葡萄糖维持葡萄糖浓度在 %F ‘ %G .V&。

!"$ &’苏氨酸含量测定

采用高效液相分析系统（U,&*）柱前衍生测定。

衍生方法：取发酵液 % Y&，%+FFF a . 离心 +F Y30，取

上清液过膜。取过膜后的发酵液 %F$& 加入 %WG Y&
离心管中，加入已经配制好的衍生缓冲溶液（OW+^
碳酸氢钠溶液）+FF$&，摇匀后再加入衍生试剂溶液

（%^ +，O b 二硝基氟苯乙腈溶液，AHXI）%FF$&，摇

匀，将离心管置于 \F]水浴中暗处恒温加热 \F Y30
后取出，放置待溶液冷却至室温后，加入定容缓冲液

（磷酸二氢钾、氢氧化钠水溶液）稀释至 % Y& 并摇

匀，放置 %G Y30 后可以开始进行色谱分离。色谱分

+BG cK/ dZ:0. /< :2 D V$&!- /)&#’0)’(’1)&- 2)3)&-（+FFB）OB（G）



离条件：柱长为 !"# $$，柱温为 %%&，检测波长为

%’# ($，流动相总流量为 ) $*+$,(［-］。

!"# $%苏氨酸产量数据的统计学分析

本文中 *.苏氨酸产量数据的统计学分析采用

/0/ -1# 软 件，其 中：菌 株 2%))# 与 2%))#
（3245))!）*.苏氨酸产量差异的统计学意义检验采

用 6789:;( 检 验 方 法 分 析 比 较；菌 株 2%))#
（3245))!）与 2%))#（3245)%<）*.苏氨酸产量差异

的统计学意义检验采用 2,=87>7( 秩和检验方法分析

比较。! ? #1#" 时结果具有统计学意义。

!"& 表达载体 ’()*!!+ 的构建

以 " @ #$%& 2%))# 染色体 AB0 为模板，24)’"、

24)’’ 为引物 C6D 扩增出苏氨酸操纵子基因。采

用 "#!* C6D 反应体系：)# E 5> C6D FGHHI: "!*，染

色体 AB0 #1"!*，JBKC $,>LG:I（!1" $$7=+*）<!*，引

物（!#!$7=+*）各 )!*，5> K;M 酶 #1!"!*，加去离子

水到 "#!*。反应条件为：-<& ! $,(；-<& %# N，
"<& %# N，O!& < $,( %# N，循环 %# 次；O!& " $,(
%# N。将 C6D 产物切胶纯化连接到 3PA)- K.QI8L7:
上，构建出质粒 3245))!（图 )）。

图 ! 质粒 ’()*!!+ 的构建

R,S@) 67(NL:G8L,7( 7H 3=;N$,J 3245))!@

!", 表达载体 ’()*!-# 的构建

利用重叠延伸 C6D 对 ’()* 基因的第 )#%< 位碱

基进行定点突变（6 变为 K），即编码蛋白 KTD0 的第

%<" 位的丝氨酸变为苯丙氨酸。以 " @ #$%& 2%))#
染色 体 AB0 为 模 板，24)’"、24!)! 和 24!)%、

24)’’ 分别为引物 C6D 扩增出苏氨酸操纵子基因

的前段（ ’()*+,. )）和后段（ ’()*+,. !）。将 ’()*+,. )
和 ’()*+,. ! 切 胶 纯 化 后 作 为 模 板，以 24)’" 和

24)’’ 为引物进行重叠延伸 C6D（图 !）。采用"#!*
C6D 反应体系：)# E 5> C6D FGHHI: "!*，’()*+,. ) 和

’()*+,. ! AB0 各 #1"!*，JBKC $,>LG:I（!1" $$7=+*）

<!*，引物（!#!$7=+*）各 )!*，5> K;M 酶 #1!"!*，加

去离子水到 "#!*。反应条件为：-<& ! $,(；-<&
%# N，"%& %# N，O!& < $,( %# N，循 环 %# 次；O!&
" $,( %# N。将 AB0 产物切胶纯化连接到 3PA)- K.
QI8L7: 上，构建出质粒 3245)%<。

图 + 重叠 ./0 示意图

R,S@! UI(I N3=,8,(S FV 7QI:=;3 I>LI(N,7( C6D@

+ 结果

+"! 目的基因的扩增

以 " @ #$%& 2%))# 染色体 AB0 为模板，24)’"、

24)’’ 为引物 C6D 扩增出 " @ #$%& 2%))# 染色体上

的苏氨酸操纵子基因。经琼脂糖凝胶电泳，结果表

明，在约 "%## F3 处有目的条带。通过重叠延伸 C6D
在 ’()* 基 因 上 做 定 点 突 变，首 先 用 C6D 扩 增 出

’()*+,. ) 和 ’()*+,. !，再通过重叠延伸 C6D 延伸出

含有目的点突变的苏氨酸操纵子片段。电泳结果表

明，在 约 )"## F3 和 %W## F3 处 有 目 的 条 带，为

’()*+,. ) 和 ’()*+,. !。重叠延伸之后在约 "%## F3
处有条带，为完整的苏氨酸操纵子片段。

+"+ 质粒 ’()*!!+ 的构建及其酶切验证

将 C6D 扩增出的苏氨酸操纵子片段连接到质

粒 3PA)- K.QI8L7: 上，构建出质粒 3245))!。用限

制性内切酶 -./"和 01%"双酶切验证，经琼脂糖凝

胶电泳，结果表明，在约 "%## F3 和 !’## F3 处均有

目的条带，表明质粒构建成功。

+"- 质粒 ’()*!-# 的构建及其酶切验证

以 " @ #$%& 2%))# 染 色 体 AB0 为 模 板，分 别

C6D 扩增出 ’()*+,. ) 和 ’()*+,. !，将这两个片段切

胶纯化后作为模板进行重叠延伸 C6D。扩增出的目

的产物经纯化后连接在 3PA)- K.QI8L7: 上，构建出

质粒 3245)%<。用限制性内切酶 -./"和 01%"双
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酶切 验 证，经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，结 果 表 明，在 约

!"## $%和 &’## $% 处有目的条带，表明质粒构建成

功。质粒 ()*+", 上的 !"#$ 基因片段经测序在目

的碱基上发生定点突变，!"#$ 第 +#", 位碱基 - 变为

.，即第 ",! 位的丝氨酸变为苯丙氨酸。

图 ! 高效液相测定苏氨酸浓度色谱图

/012 , -345647897034 3: 7;8634046 $< =>?-@ A：-345647897034 3: 7;8634046 3: ("++#（%()*++&）；B：-345647897034 3: 7;8634046 3: ("++#
（%()*+",）2

"#! 过表达苏氨酸操纵子对大肠杆菌 $%苏氨酸积

累的影响

在重组质粒 %()*++& 上过表达苏氨酸操纵子

基因之后转化进 % 2 &’() ("++# 中，在 ! ? 发酵罐中

进行发酵产酸实验，结果表明，?C苏氨酸有一定的积

累，产量由 ("++# 的 #@#"’ D #@##, 1E? 增加到 &@!F#
D #@++! 1E?（ 图 "），最 高 一 次 发 酵 产 量 可 达 到

&@G&+ 1E?（图 ,CA）。说明过表达苏氨酸操纵子基

因，可以使 ?C苏氨酸有所积累（* H #@##G）。

图 & $%苏氨酸发酵 &’ ( 产量图

/012" >83IJ57034 3: "K ; :68L64797034 3: ?C7;8634046@ *95; $98 M9N 7;6
L694 D OP :83L I0::68647 N78904N（("++#，4 H "；("++#（%()*++&），4 H
"；("++#（%()*+",），4 H "@ 4 86%86N6476I 4JL$68N 3: :68L64797034）@
Q * R #@#! 53L%986I M07; ("++#；! * R #@#! 53L%986I M07; ("++#

（%()*++&）2

,F! SJ6 T;941 67 9U 2 E$&!+ ,)&#’-)’(’.)&+ /)0)&+（&##F）,F（!）
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!"# 解除 !"#$ 基因反馈抑制对大肠杆菌 $%苏氨酸

发酵的影响

我们在重组质粒 !"#$%&’ 上对苏氨酸操纵子

!"#$ 基因进行定点突变，使其上第 &’( 位的丝氨酸

变为苯丙氨酸。将质粒 !"#$%&’ 转化进 % ) &’()
"&%%* 中，在 ( + 发酵罐中进行发酵产酸实验，结果

表明，解除苏氨酸对 !"#$ 的反馈抑制后，+,苏氨酸

的产量明显提高，达到 -.//& 0 %./1- 23+（图 &），最

高一次发酵产量达到了 %*.1*/ 23+（图 ’,4）。说明

解除苏氨酸对 !"#$ 基因的反馈抑制，可以使 +,苏氨

酸进一步积累（* 5 *.*’*’）。

!"& 加入质粒 ’()*++! 和 ’()*+,- 后对 (,++.
菌株生长的影响

将 !"#$%%/ 和 !"#$%&’ 分 别 转 入 % ) &’()
"&%%* 中，在 ( + 发酵罐中通过补料连续发酵 &6 7。

其生长曲线见图 ( 所示，结果表明，质粒 !"#$%%/
和 !"#$%&’ 对 "&%%* 的生长无明显影响。

图 # 大 肠 杆 菌 (,++.、(,++.（ ’()*++!）、(,++.
（’()*+,-）的生长曲线

892) ( :;<=>7 ?@;AB <C %+&",#)&")- &’() "&%%*、"&%%*（!"#$%%/）DEF

"&%%*（!"#$%&’）)

, 讨论

苏氨酸操纵子中的 & 个基因 !"#$、!"#.、!"#/ 是

天冬氨酸到苏氨酸代谢途径的重要基因，对 +,苏氨

酸的积累起了重要作用。目前工业生产中所使用的

+,苏氨酸生产菌普遍携带含有苏氨酸操纵子基因的

质粒，这些质粒多由 !G#H&/ 构建而来，一般在 %(
IJ 左右，不易进行分子生物学操作，使质粒的研究

及进一步改造受到了限制。本研究将包括启动子在

内的 !"#0、!"#$、!"#.、!"#/ 基因连接在质粒 !KL%-,M
上，构建出分子量较小并表达苏氨酸操纵子的质粒，

有利于质粒的进一步改造，如在质粒上连接其它基

因（例如苏氨酸外排泵基因 #"!$、#"!.、#"!/ 等）以研

究这 些 基 因 对 +,苏 氨 酸 积 累 的 作 用。 将 质 粒

!"#$%%/ 转化进 "&%%* 中，经 (+ 发酵罐发酵产酸，

可使 "&%%* 的 +,苏 氨 酸 产 量 由 原 来 的 *.*&N 0
*.**’ 23+ 增加到 /.(-* 0 *.%%( 23+，证明过表达苏

氨酸操纵子基因可以积累 +,苏氨酸。

!"#$ 基因编码大肠杆菌苏氨酸代谢途径中的天

冬氨酸激酶 GOP，其受苏氨酸的反馈抑制以及苏氨

酸和异亮氨酸的协同反馈阻遏。+BB OQ［%*］等以大

肠杆菌 "+&%%* 为出发菌株，在 "+&%%* 染色体上对

!"#$ 基因进行定点突变，使其第 %*&’ 位碱基由 H 变

为 M，解除 !"#$ 对苏氨酸的反馈抑制。我们根据 +BB
OQ 等人的报导，通过重叠延伸 RHS 的方法在质粒

上将 !"#$ 的第 %*&’ 位碱基由 H 变为 M，即第 &’( 位

氨基酸由丝氨酸变为苯丙氨酸，解除了苏氨酸对

!"#$ 的反馈抑制，构建出质粒 !"#$%&’。将其转化

进 "&%%* 中，经 ( + 发酵罐发酵产酸，结果表明 +,苏
氨酸得到了进一步积累，说明解除 !"#$ 基因的反馈

抑制可以使 +,苏氨酸积累。根据实验结果，我们推

测第 &’( 位丝氨酸突变为苯丙氨酸，导致苏氨酸与

天冬氨酸激酶的反馈抑制位点的结合能力减弱，从

而解除了苏氨酸对该酶的反馈抑制作用。

此外，我们还比较了 "&%%* 在转入重组质粒前

后 生 长 状 态 的 差 异。 将 重 组 质 粒 !"#$%%/ 和

!"#$%&’ 分别转入 "&%%* 中，( + 发酵罐发酵 &6 7，

其生长曲线与未转入质粒的野生型大肠杆菌 "&%%*
基本一致，其到达对数生长期与进入稳定期的时间

无明显差别，即在未明显改变大肠杆菌 "&%%* 生长

的前提下，进行了 +,苏氨酸积累的改造。

本研究将构建的重组质粒转入 "&%%* 使其产

+,苏氨酸，对于发酵条件并未做进一步优化，在后续

的研究中，将根据“进”“通”“节”“堵”“出”的代谢工

程原理，通过分子生物学手段进行改造，以提高 +,
苏氨酸产量，降低副产物，这对 +,苏氨酸积累的研

究具有重要的意义。
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