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大豆异黄酮代谢途径在大肠杆菌中的构建及表达
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摘 要 自然界异黄酮合成途径主要存在于豆科植物中。以微生物为宿主研究异黄酮代谢，则需要将整个相关代谢途径的

多酶体系组装到工程菌种，从而进行表达及代谢研究，这就需要用到多基因的转化和共表达技术。综合应用了多基因单载体

和多基因多载体方法，将大豆异黄酮代谢途径中的五个关键酶基因导入到大肠杆菌中，对异黄酮代谢途径在大肠杆菌中的构

建和表达进行了研究和探索，获得了含有五个外源基因的重组大肠杆菌；重组菌经 VX;Y 诱导，以 ZM酪氨酸为底物进行发酵，发

酵产物经过 QXZF 测定，结果表明和空白对照相比有新的代谢产物生成，初步断定为异黄酮类化合物。
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自然界中，生物体某一代谢途径的中间或终端

产物的形成通常需要一个多酶体系的参与才能完

成。在代谢工程研究中，如何向宿主菌中同时转化

和表达多个外源基因，是需要解决的具有重要应用

价值的问题［&］。多基因的组装与转化技术目前主要

分为两种，一种是多载体的共转化法［!］，即将外源基

因构建在不同载体上，把多个重组载体导入受体细

胞；另一种是多基因单载体的一次性转化法，即由一

个载体携带多个基因到宿主细胞中。第二种方法又

分为单启动子融和基因表达载体构建和多启动子多



顺反子表达载体构建［!］。

苯丙烷类代谢途径（"#$%&’"()"*%)+, "*-#.*&）是

植物次生代谢途径中很重要的一条，产生木质素、花

青素、芪类和黄酮类化合物等次生代谢物的共同代

谢物中间体，对于植物抗性、植物品质以及人类的健

康有重要的作用［/］。大豆异黄酮代谢途径就是其中

重要的一支，其代谢物大豆异黄酮是近年来备受关

注的具有一系列保健功能的物质，其市场和未来的

应用前景十分可观［0］。大豆中的异黄酮的含量仅有

1234 5 12!4［6］，这一方面要求提取工艺的继续发

展和完善，另一方面要求研究者去探索新的方法，以

寻求异黄酮新的来源。现代基因工程的发展为此开

拓了新的方法和思路，利用转基因技术构建工程菌

发酵生产大豆异黄酮的研究具有重要意义。

异黄酮合成代谢途径由苯丙烷途径和异黄酮合

成途径共同组成，主要存在于豆科植物［7］。主要包

括以下几个关键酶［8］：苯丙氨酸解氨酶（9:;）、肉桂

酸羟化酶（</=）；/>香豆酸>辅酶 : 连接酶（/<;）、查

耳酮合成酶（<=?）、查耳酮异构酶（<=@）和异黄酮合

成酶（@A?）［8］。具体途经如图 3［!，8］。

图 3 异黄酮代谢途径示意图

A+BC 3 @D)E’*F)%)+, G+)D&%-#$-+H "*-#.*&
I#$ ,*D#$, *(().D ($"($D$%- -#$ $J"$H-$, +D)E’*F)%)+, G+)D&%-#$-+H
"*-#.*& +% ! C "#$%；I:;：-&()D+%$ *KK)%+*>’&*D$C

在本研究中，采用多载体转化和单载体转化相

结合的方法，将大豆异黄酮类代谢途径中五个关键

酶基因（&’$，/"$，"()，"(%，%*)）由两个载体携带，成功

的导 入 到 大 肠 杆 菌 中；对 重 组 菌 进 行 发 酵 研 究，

=9;< 测定发酵产物检测到新的代谢产物，初步断

定为异黄酮类物质。实验结果表明，本研究成功地

实现了异黄酮代谢途径在大肠杆菌中的构建和表

达，重组菌可以发酵 ;>酪氨酸生成异黄酮类物质，

这为利用工程菌发酵生产大豆异黄酮打下了良好的

理论基础。

! 材料与方法

!" ! 材料

!"!"! 基因：已连接到 "LM>38I 和 "NOL>I>O*D& 上

的 &’$，/"$，"()，"(%，%*) 基因由本试验室从我国栽培

大豆基因组 MP: 和叶片 HMP: 文库中克隆［Q R 33］。

!"!"# 质粒和菌种：质粒 "NOL>I>O*D& 载体试剂盒

（9()K$B* 公司）；"LM>38I 载体试剂盒（I*S*T* 公司，

大连）；表达载体："OI>!3G（ U ），"OI>!1*（P)F*B$%，

V?:）；大肠杆菌 ! C "#$% M=0!本实验室保存；大肠杆

菌 ! C "#$% W;X3（MO!）感受态细胞（I@:PNOP，北京）。

!"!"$ 工具酶及其他试剂：限制性内切酶、I/ MP:
;+B*D$ 、OJ I*Y MP: 聚 合 酶、,PI9、M;X111 MP:
K*(Z$( 等（I*S*T* 公司，大连）；琼脂糖凝胶 MP: 回

收试剂盒（N$%$*+, 公司，台湾）；质粒 MP: 小量提取

试剂盒（道普科技公司，北京）；染料木素、大豆甙元

标品（慧科生物技术公司，西安）；[>N*’ 、@9IN、氨苄

青霉素等药品均为进口或国产生物试剂。

!"# 方法

!"#"! "OI>!3G（ U ）载体改造：为了连接 /"$ 基因，

对 "OI>!3G（ U ）载体进行了一定的改造［3X］。合成两

条互补的寡核苷酸（图 X），命名为 MP<0，等摩尔退

火，形成具有 +)%"和 ,(#"酶切后突出末端的双

链；"OI>!3G（ U ）质粒用 +)%"和 ,(#"双酶切回收，

与上述含突出末端的退火双链连接，转化测序。改

造后的载体命名为 "OI>!3G（ U ）< 载体（图 !）。

图 X 载体改造互补寡核苷酸链

A+BC X I#$ )’+B)%\H’$)-+,$D E)( ($H)%D-(\H-+%B -#$ F$H-)(

图 ! "OI>!3G（ U ）改造示意图

A+BC ! I#$ "()H$DD )E ($H)%D-(\H-+%B "OI>!3G（ U ）
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!"#"# 单基因表达载体构建：对每个基因设计带有

酶切位点的引物（表 !），"#$ 扩增相应片段，与同样

双酶 切 后 的 表 达 质 粒 连 接。 !"# 与 %&’()*+ 通 过

$"%,!和 &’(!酶 切 为 点 相 连；-)# 基 因 通 过

*+,. "和 -./!位点与 %&’()!/（ 0 ）# 连 接；)’0、
)’+ 和 +10 均通过和 &’(!和 -./!位点与 %&’()!/

（ 0 ）连接。

表 ! 用于 ! $ "#$% 单基因表达引物

%&’() ! *+,-)+. /0+ .,12() 2)1). )34+)..,01 ,1 ! $ "#$%
1232，%45624 3+62 "45624 728923:2 &3;<62 75=2

!"#，">?@ ’#’A11>’##A1’>’11>>1#>>#’>>’ $"%,!
!"#，">?B ’’1A#’#1>1A’1’A1’#1>#A’1#>’>1 &’(!，2"#!
-)#，-#?@ 111’##A#>’>’1A>’>>#’#’>1#’# -./!
-)#，-#?B 11#A>>1#’’A#>#’’A11>’##A’#’> *+,."，$"%,!
)’0，#,C@ ’’A#>’>’1A1’1>1#1’>1#’1>1>’# -./!
)’0，#,CB >A#’#1>1A>’#’#>1>’11##>#>#’1# &’(!
)’+，#,D@ ’11’’’A#>’>’1A1#>>#1>’#>1 -./!
)’+，#,DB ’11A#’#1>1A>>’’#>1>#’>’>>’1# &’(!
+10，D@C@ 111’’’A#>’>’1A’’1#’11>># -./!
+10，D@CB #11A#’#1>1A’’>>1>>>11>1 &’(!

!"#"5 共表达载体 %&’()!/(-1C 的构建：设计共表

达引物（表 E），以 %&’()!/（ 0 ）(#,C、%&’()!/（ 0 ）(
#,D 和 %&’()!/（ 0 ）(D@C 为模版，"#$ 扩增连接有 ’F
启动子和相应核糖体结合位点（$BC）的各个基因，

将 )’0，)’+，+10 三 个 基 因 与 %&’()!/(-#? 顺 序 连

接［)，!)］（图 -）。最后构建为两个基因表达质粒：%&’(

图 - 共表达质粒 %&’()!/(-1C 构建示意图

@5GH- ’I2 6+% JK %L+765. %&’()!/(-1C KJ4 :J2M%42775J3

)*+(">?，%&’()!/(-1C。进行 "#$ 及酶切验证。

表 # 共表达引物

%&’() # *+,-)+. /0+ 60)34+)..,01 0/ 2)1). ,1 ! $ "#$%
1232，%45624 3+62 "45624 728923:2 &3;<62 75=2
)’0，#,C:J@ #1#A11>’##A>>’A’>>’>#1>#’# $"%,!
)’0，#,C:JB 1’#A>>1#’’A#’#’A>’1#>’A#>1>’1 *+,."，-0+!
)’+，#,D:J@ ##>A>’1#>’A#1>>>’’>>’>#1 -0+!
)’+，#,D:JB ’>’’’A1#11##1#A’’#>1>#’>’ -(3!
+10，D@C:J@ >’’>>A1#11##1#A>>’’>>’>#1 -(3!
+10，D@C:JB 1#1A>>1#’’A1>1’’>>1>>>11> *+,."

!"#"7 %&’()*+(">? 和 %&’()!/(-1C 共转化 4 H )(#+
B?E!（N&)）及验证：将等摩尔的 %&’()*+(">? 和 %&’(
)!/(-1C 共转化化 4 H )(#+ B?E!（N&)）感受态细胞，

在含有 !**6GA? 氨苄青霉素及 O*6GA? 卡那霉素的

双抗性 ?B 平板上筛选阳性共转化子。挑取单克隆

以 ">?@A">?B 和 D@C:J@A D@C:JB 为引物做菌落 "#$，

验证 !"# 基因和 +10 基因在单克隆中的共存；同时，

将单克隆接种到含有 !**6GA? 氨苄青霉素及 O*6GA?
卡那霉素的双抗性液体 ?B 培养基中，过夜培养，提

取质粒，电泳验证。

!"#"8 #,C 蛋白的表达验证及 P>?ND(’Q@A’Q@ 质

谱分析：对 #,C 蛋白进行表达验证。将 %&’()!/(
#,C 转化到 4 H )(#+ B?E!（N&)）中，在含有 !**6GA?
氨苄青霉素的 ?B 平板上筛选阳性转化子。挑取单

菌落进行验证后转入到含有 !**6GA? 氨苄青霉素的

?B 液体培养基中，)FR振荡培养 !SI，当 56S** T *UV
W !U* 时，以 ! XE** 比例接种于新鲜的含抗生素的培

养基中，)FR振荡培养 ) W OI 进行扩增，取 !6? 菌液

-E*! 7’+,/0/ 8(9:,"# (1 $+(3/)’,(#(;< 生物工程学报 E**F，YJLUE)，ZJUS



作为诱导前对照，然后加入终浓度为 !""#$%& 的

’()*，在 +,-振荡培养中诱导工程菌表达 ,.。以

! / "#$% 0&1!（23+）及经 43)5+!6 空载体转化的 0&1!
（23+）菌株培养物为阴性对照，作蛋白质表达水平

7275聚丙烯酰胺凝胶电泳（7275(8*3）检查。

切取 7275(8*3 胶上特异性表达条带，胰蛋白

酶酶解后采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ 9:;<=>5??=?;@A &:?@< 2@?#<4;=#B ’#B=C:;=#B59:??
7@D;<#"@;<E，98&2’5)FG%)FG）测 得 肽 质 量 指 纹 谱

（(9G），以在数据库中查询识别的方式对表达的特

异性蛋白条带进行鉴定［!H］。本实验采用仪器为德

国 8I;#J$@> 98&2’5)FG%)FG（0<IK@< 2:$;#B=D? ’BD）；反

射检测方式；飞行管长 +"；氮激光器：波长 ++,B"。

!"#"$ 重组菌株的表达及发酵研究：将共转化菌株

及空白对照菌株在 &0 培养基中预培养过夜，取其中

LH!& 转接到 !L"& 含 LH"M%& 氨苄青霉素及1L"M%&卡

那霉素的 &0 培养基中。1N-，!1H<%"=B 培养至 &’NHH

O HP,。在每支试管中加入 ’()* 至终浓度 !""#$%&，

1N-，!QH<%"=B 振荡培养 ,.。取出诱导菌，RLHH<%"=B
离心 Q"=B 收集菌体，用 9S 培养基清洗 1 次。将所得

菌体转入 !L"& 的 9S 培养基中，加入 +""#$%& 的 &5酪
氨酸，!""#$%& 的 ’()*，LH"M%& 氨苄青霉素及 1L"M%&
卡那霉素，1N-培养发酵 NL.［!+ T !L］。

取出发酵后菌液，用 N"#$%& 的 UV& 调 4U 至

+PH，室温放置 !.。在其中加入 ! W! 的乙酸乙酯进行

萃取，静置 1. 后离心取上层有机相；在下层溶液里

面再加入 +：1 的乙酸乙酯进行萃取，离心后取上清

与前一次的上清合并，共约 1H"&。用旋转蒸发器将

有机相蒸干，加 ,LH!& 甲醇溶解蒸干后的剩余物，保

存备测。

采用高效液相色谱法测定发酵提取物［+，!R，!L］。

以 SQX的染料木素和大豆甙元作为标品。高效液

相色 谱 的 条 件 是：色 谱 柱，F27 V’Q 柱（!LH"" Y
1P!"" Y L"）；流速，!"&%"=B；柱温，1L-；检测波长，

1LRB"；流动相，HP!X乙酸溶液（8）和乙腈（0）；梯度

洗脱：H Z N"=B，!HHX8；N Z !H"=B，,LX8，1LX 0；!H
Z 1H"=B，NRP1X8，+LPQX0；1H"=B Z 1L"=B，!HHX8。

# 结果与分析

#"! %&’()!*（ + ）载体改造结果及分析

连接了 2[VL 片段的 43)5+!6（ \ ），经过转化、

提取质粒 43)5+!6（ \ ）V，用 (%)A"可以切开；送样

测序结果如图 L。原 43)5+!6（ \ ）质粒不含 (%)A"
位点，而改造后 43)5+!6（ \ ）V 可以用 (%)A"切开，

说明正确插入了 2[VL 片段；测序结果也进一步证

明 43)5+!6（ \ ）V 载体构建是成功的。

图 L 43)5+!6（ \ ）V 测序结果

G=M/ L ).@ <@?I$; #J ?@]I@BD=BM J#< 43)5+!6（ \ ）V

#"# 单基因表达载体构建结果及分析

五个基因分别与表达载体连接后，转化 ! / "#$%
0&1!（23+），培养后提取质粒。分别用相应内切酶

做双酶切，酶切结果如图 N。酶切得到了与各基因

大小一致的目标片段，证明各表达载体构建是成功

的。

#") 共表达载体构建结果及分析

将构建的 43)5+!65R*7 质粒转化到 ! / "#$% 0&1!
（23+）菌株中，在含有 8"4 抗性的 &0 平板上进行筛

选，挑取单克隆到有 8"4 抗性的 &0 液体培养基中，

过夜培养提取质粒。质粒用 *+,#和 (%)A"双酶

切，酶切结果如图 ,。因为四个基因前面均连接有

(%)A"位点，所以应得到 R 个相应大小的片段，结果

显示与预期一致：R"$，!PQK6；"-.，!P+K6；"-%，HP,LK6；

%/.，!P,K6。结果说明，43)5+!65R*7 的构建是成功

的。

#", 共转化结果

将共转化的 0&1! 菌株涂在含 ^" 和 8"4 双抗

的 &0 平板上，过夜培养，挑取单克隆直接进行菌落

(V_：以 (8&G%(8&0 为引物 (V_ 验证 43)5+H:5(8&
的导入；以 ’G7D#G% ’G7D#0 为引物 (V_ 验证 43)5+!65
R*7 的导入。(V_ 结果如图 Q，得到 1P!K6 大小的片

段，与 01$ 大小一致；得到 !P,K6 大小的片段，与 ’G7
大小一致。同时，将单克隆挑取到含双抗的 &0 液

体培养基中，一株过夜培养，一株培养 LH.，提取质

粒。质粒电泳结果如图 S，显示所提取的为双质粒，

且大小与 43)5+H:5(8& 和 43)5+!65R*7 大小一致。

由此可以说明，43)5+H:5(8& 和 43)5+!65R*7 两个质

粒同时导入 0&1! 菌株是成功的，且在含有 ^" 和

8"4 双抗的培养基中可以较长时间保持这两种质粒
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的共存。

图 ! 各单基因表达载体酶切结果

"#$% ! &’( )(*+,-* ./ )(*-)#0-#.1 (1234(
515,3*#* ./ *#1$,( $(1(* (67)(**#.1

8：45)9() :;<===；>：7?&@A>B@CD;；<：7?&@A>B@EFG；A：7?&@A>B@
EFH；I：7?&@A>B@H"G；J：7?&@A>B@IE;%

图 K 7?&@A=5@ILG 酶切结果

"#$% K &’( )(*+,- ./ )(*-)#0-#.1 (1234(
515,3*#M* ./ 7?&@A>B@ILG

8：459() :;<===；>，<：7?&@A>B@ILG%

图 M 共转化菌落 CEN 结果

"#$%M &’( )(*+,-* ./ 0.,.13 CEN /.) 0.-)51*/.)45-#.1 ! % "#$%
459() :;<===；>，<：CEN 547,#/#05-#.1 7).O+0- P#-’ 7)#4()* CD;"，

CD;Q；A，I：CEN 547,#/#05-#.1 7).O+0- P#-’ 7)#4()*%

!"# $%& 蛋白的 &’&()*+, 分析及质谱分析结果

以 ! % "#$% Q;<>（:?A）和经 7?&@A>B（ R ）质粒转

图 S 共转化质粒提取结果

"#$% S &’( 7,5*4#O* (6-)50-(O /).4 -’( 0.-)51*/.)45-#.1 ! % "#$%
>，<：7,5*4#O* (6-)50-(O /).4 -’( 0.-)51*/.)45-#.1 *-)5#1*（>，.T(4#$’-；<，

J=’）A：7?&@A=5@CD;；I：7?&@A>B@ILG%

化的 Q;<>（:?A）为对照，与转化了 7?&@A>B（ R ）@EFG
质粒的 ! % "#$% Q;<>（:?A）工程菌在同等条件下培

养、诱导表达、裂解后进行 G:G@CDL? 分析，结果如

图 >=。根据 L(1Q519 中大豆 "&’ 全基因可以翻译出

AS= 个氨基酸，分子量为 >AU>9:。含 7?&@A>B（ R ）@
EFG 质粒的 ! % "#$% Q;<>（:?A）工程菌经诱导后蛋

白质抽提物在分子量 IJ9: 和 AJ9: 间，出现一条明

显的特异蛋白质表达条带，表达产物的分子量约为

IA9:，与理论值一致。

图 >= G:G@聚丙烯酰胺凝胶电泳

"#$% >= G:G@CDL? 515,3*#* ./ -’( (67)(**(O 7).O+0-*
8：7).-(#1 4.,(0+,5) P(#$’- 45)9()；>：! % "#$% Q;<> 0.1-).,；<：! % "#$%
Q;<>V7?&@A>B（ R ）T(0-.) 0.1-).,；A：! % "#$% Q;<>V7?&@A>B（ R ）@EFG
0+,-+)( P#-’.+- HC&L #1O+0-#.1；I% ! % "#$% Q;<>V7?&@A>B（ R ）@EFG
0+,-+)( 5/-() HC&L #1O+0-#.1%

对特异性条带进行蛋白采用基质辅助激光解吸

电离 飞 行 时 间 质 谱（85-)#6@**#*-(O ;5*() :(*.)7-#.1
H.1#25-#.1@85** G(0-).4(-)3，8D;:H@&W"@8G）测得肽质

量指纹谱（C8"）在数据库中查询识别的方式鉴定蛋

白质，得出的肽段匹配图（图 >>D）和定性分析得到

的蛋白匹配分值图（图 >>Q）。从图中可以看出测定

的目的蛋白与 XEQH 上大豆查尔酮合成酶（EFG）蛋

白的匹配分值为 MI，大于系统的匹配分值 !K（( Y
=U=J），可以证明本实验表达的特异性蛋白是大豆查

尔酮合成酶（EFG）蛋白。另外，苯丙氨酸解氨酶基

因的表达产物也得到鉴定［S］。

!"- 发酵结果分析

对重组菌的发酵提取物进行高效液相色谱测

定，以没有转化质粒的 Q;<> 空白菌株阴性对照，以
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图 !! "#$%&’()*+()* 鉴定 ,-(’.!/（ 0 ）’123
菌株表达产物

*456!! "#$%&’()*+()* 4789:4;4<=:4>9 >; 8?,@8AA87
,@>:849 ;@>9 ,-(’.!/（ 0 ）’123 B>A: A:@=49

#：:B8 C=:<B87 ,8,:478A ;@>C :B8 :@D,A49 7458A:87 ,@>:849 /=97 /D E"*
"=A<>: A8=@<B；F：:B8 C=, ,@>:849 A<>@8A 4A GH ;>@ :B8 54 IJKJK.L!GM

染料木素（N894A:849）和大豆甙元（%=47O849）为标准样

品。液相图谱如图 !J。结果表明，相对与阴性对

照，在 !HMPC49 时样品出现明显的新峰。同时标品

大豆甙元保留时间为 !HM!C49，染料木素保留时间为

!QMPC49。可见样品新峰与大豆甙元和染料木素保

留时间接近，且峰形一致，初步可以断定该新物质为

大豆异黄酮类物质。这说明经过诱导的重组菌进行

了有效的表达，可以发酵 $’酪氨酸产生大豆异黄酮

物质，也证明以上的载体构建、多基因转化等工作都

是成功的。

! 讨论

!"# 多基因导引的方法

本研究要将 P 个相关基因导入到大肠杆菌中进

行表达代谢研究，因为基因数目比较多，所以综合考

虑了单个质粒携带多个基因的方法和多个质粒共同

导入的方法。经过酶切位点的巧妙设计和导入策略

的探索，成功的将 P 个基因由两个质粒导入到了菌

株中。而且在各个基因接入质粒之前先进行了单质

图 !J 重组工程菌发酵产物 2E$1 分析结果

*456 !J 2E$1 =9=RDA4A >; ,@>7S<:A >; 8954988@87 ! 6 "#$%
#：A:=97=@7 A=C,R8’%=47O849；F：A:=97=@7 A=C,R8’N894A:849 6

粒表达载体的构建，使每个基因之前都连接上了相

应的启动子和核糖体结合位点 TF3，然后设计共表

达引物从启动子开始 E1T 扩增，回收并连接。这就

使最后构建的多基因表达载体上各个基因都带有各

自的启动子和核糖体结合位点，这为后续高效表达

研究奠定了基础。

!"$ 表达质粒的选择

一般认为同源性质粒因为具有相同的复制子在

同一菌株中不能共存，多质粒共转化的研究一般采

用非同源性质粒［J，!G］。但是也有研究证明，具有不

同抗性的同源性质粒在双重选择压力下可共存，并

且在一定时间内保持稳定［!K，JU］。本研究选择同源性

质粒 ,-(’.U= 和 ,-(’.!/（ 0 ），二者具有相同的启动

子，具有同样的诱导表达方式，有利于载体上的多个

基因同时进行诱导和表达。而且通过试验表明，在

一定条件下二者稳定共存的时间较长，足够进行代

谢及发酵研究。

!"! 苯丙氨酸解氨酶（%&’）的 (&’ 活性

肉桂酸羟化酶（1H2）具有不稳定性，且其作用

需要专一的细胞色素 EHPU 还原酶辅助，所以几乎不

可能实现有活性的 1H2 的表达［!Q］；同时，有研究表

明，一些 E#$ 同时具有酪氨酸解氨酶（(#$）活性，可

以作用酪氨酸使其脱氨参与生物反应［.，!L］。利用这

一点这样可跳过 1H2 这个障碍，不妨碍代谢途径的

正常进行。基于以上原因，本研究在进行发酵研究

时，也跳过了 1H2 一步，利用 E#$ 直接作用酪氨酸
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这一旁路来完成异黄酮的合成（图 ! 虚线所示）。从

基因工程细菌的表达代谢结果看，大豆 "#$ 也具有

酪氨酸解氨酶活性，可以使酪氨酸脱氨，参与后面反

应生成异黄酮类物质。这也证明，在大肠杆菌中构

建的异黄酮代谢途径实现了由酪氨酸产生异黄酮的

代谢过程。

!"# 表达体系的验证

为了保证表达体系及基因序列的正确性，选择

性的对 % 个基因的蛋白质表达进行了验证。对 "#$
进行重组表达和活性鉴定，得到了酶比活力达到

&%’(!)*+,)- 的粗酶液［(］；上述的 ./0 表达验证结果

表明，表达体系可以正确表达大豆查尔酮基因，表达

产生的 ./0 酶也具有相应活性［!!］。所以，所采用的

表达体系是正确的、高效的，这为共表达的成功奠定

了基础。

!"$ 重组菌株的发酵表达

通过转基因技术使工程菌代谢产生黄酮类物质

是近年来国外研究的一个热点，所利用的工程菌主

要是大肠杆菌［&，!1］、酵母菌［!%，’!］。已报道的相关研

究所用的各基因都来源于不同物种，都没有实现完

整大豆异黄酮代谢途径在工程菌中的构建。本研究

通过多基因转化技术，将整个异黄酮代谢途径中的

几个关键酶同时导入到大肠杆菌中，所有基因都来

源于大豆叶片。构建的工程菌具有发酵 $2酪氨酸

生成新物质的能力，所得的新物质通过 /"$. 鉴定

可以初步认为是大豆异黄酮类物质。利用质谱等技

术对代谢产物的进一步鉴定实验还在进行中。另

外，在高效发酵菌株的筛选以及发酵工艺和提取工

艺优化的研究方面，还需要大量的工作。
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