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摘 要 %L氨基乙酰丙酸（%L,71E’(/2C(1E,6/，;Z;）由 %L氨基乙酰丙酸合酶（%L,71E’(/2C(1E,6/ @-E6?,@/，;Z;4）催化产生。利用重组
细菌在大肠杆菌合成 ;Z;已有不少研究。重组真核生物 ;Z;4在大肠杆菌合成 ;Z;的研究没有报道。酿酒酵母 ;Z;4在大
肠杆菌重组表达，在摇瓶培养条件下，分析了胞外 ;Z;的产量，重组菌的生长状况和细胞中 ;Z;4的活性，利用两种国产树脂
纯化 ;Z;，毛细管电泳分析确定 ;Z;纯度在 Z[培养基中，初始 5Q :=%，含有 !#77’(\Z的酮戊酸、!#77’(\Z琥珀酸和 !#77’(\Z
的甘氨酸，"$]下诱导培养 I!?，胞外 ;Z;的产量为 I:!7D \Z培养基。纯化的 ;Z;纯度达到 M#^。
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%L氨基乙酰丙酸（%L,71E’(/2C(1E10 ,013，;Z;），存
在于大部分生物中，是血红素、叶绿素和维生素 [I!

生物合成的共有前体，可作为无公害的天然杀虫剂、

除草剂和植物生长促进剂，能提高植物对盐害和冻

害的抵抗力，此外，它还是抗微生物药物和治疗癌症

的药物［I］。;Z;在生物体内有两种合成途径，一种
途径被称为 H% 途径，存在于植物和大部分细菌包括

大肠杆菌中，;Z;来源于谷氨酸的碳骨架，由 "个酶



催化。另一条途径称为 !" 途径，存在于动物、真菌

和!家族细菌中，由 #$氨基乙酰丙酸合酶（%&%
’()*+,’-，%&%.）催化琥珀酰辅酶 %和甘氨酸缩合成
一分子的 %&%［/］。

%&%的生产有两种方法［/］，一种是利用光合细
菌的突变体，然而突变体的筛选费时费力，光合细菌

多为厌氧细菌，培养条件苛刻。另外一种方法是利

用表达细菌 %&%. 的重组大肠杆菌生产 %&%［0 1 2］。
国内浙江大学开展了重组菌生产 %&%的研究［3 1 4］，
如重组 !"#$%&’()#*+, #&-*$%&’()# 的 %&%.在大肠杆菌
中表达，经过优化，%&%的产量和国外报道的结果在
同一数量级。目前，%&%的生产仍没有达到工业化
生产要求［/］。

不同物种的 %&%. 在大肠杆菌表达所合成的
%&%产量和比活有明显差异。目前表达浑球红细菌
（./$-$%&’()# 01/&)#$*-)0）%&%.的大肠杆菌的 %&%产
量最高，但是，纯化的酶比活大大低于重组小鼠

%&%.的比活［/5，//］，%&%.是个限速酶，在细胞内受血
红素的反馈抑制。从酿酒酵母中纯化的 %&%.显示
很高的比活［/0］。编码酵母 %&%.的基因 /),/已被
克隆［/6］，氨基酸序列比较显示和其它生物的 %&%.
有三个血红素结合模块相比，它只有一个结合模

块［/"］。此前，我们已将酵母的 /),/ 基因在大肠杆
菌中获得活性表达［/#］。本研究中，我们尝试利用重

组表达酵母 %&%. 的大肠杆菌合成 %&%，初步研究
了测定了胞外 %&%的产量，并利用国产树脂纯化了
胞外 %&%。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 试剂：表达酿酒酵母 %&%. 的重组质粒
78%&$%&%.由本实验室构建，并已确定在大肠杆菌
得到活性表达［/#］。酵母浸出物和胰蛋白胨由英国

9:;<=公司生产，琥珀酰辅酶 %、甘氨酸、磷酸吡哆醛
和异丙基硫代$"$ >$半乳糖苷（ ?@AB）分别为美国
.<CD,、EE?和 @F;D-C,公司产品，%&%购自德国 GHIJ,
公司，强碱性阴离子交换树脂型号为 05/!3（3/3）和
强酸性阳离子交换树脂型号为 55/!3（306），由天津
市光复精细化工研究所生产，其它试剂为国产分析

纯。

!"!"# 仪器：紫外可见分光光度仪 K$055/ 和高速
冷冻离心机 .!L05E!是日本 M<*,N+<公司产品，毛细
管电泳仪 @O%!PA88>Q是美国 E-NJD,)公司产品。

!"# 方法
!"#"! 菌体生长及处理：将重组载体 78%&$%&%.
转化大肠杆菌菌株 E&0/（>P6），挑取新活化的重组
单菌落，接种于 055D& 含有氨苄青霉素（终浓度
/55#COD&）的 &IF<,$E-F*,)<（&E）培养基中，63 R，
005FOD<)振荡培养过夜。然后按 / S /55 扩大培养，
在 23255 约 5T# 时，加入 ?@AB 至终浓度为 5T#
DD;HO&，诱导培养 /0+。扩大培养根据需要添加一
定的外源物质。

!"#"# %&%.酶活测定：分别取不同 7M值培养的菌
液，/5555 U C 离心 /5D<)，收集菌体。用 /5D&，#5
DD;HO&的 AF<’$M!H，7M 3T#缓冲液悬浮，冰浴超声破
碎（6$/5$44，655VU 0），/3555 U C离心 05D<)，收集上
清。%&%.的酶活测定参照文献［//］。在 #5DD;HO&的
AF<’$M!H，7M 3T#中，含有一定体积的蛋白提取液，以
及底物包括 05DD;HO&的 8C!H0、5T/ D;HO&的甘氨酸、

5T/DD;HO& 的磷酸吡哆醛和 5T0DD;HO& 琥珀酰辅酶
%，终体积为 655#&。63R温浴 /5D<)后，加入 /#5#&
的 /5W（ 4 O4）三氯乙酸，/0555 U C 离心 /5D<)，取
655#&上清液，加入 "55#&的中和溶液（/D;HO&的乙
酸 1乙酸钠缓冲液，7M "T2），再加入和 %&%反应的
试剂，6##& 乙酰丙酮，/55R保温 /#D<)，冷却至室温
后加入 055#&的 P+FH<’+’’试剂（含 "0D&乙酸，XD&
的 35W高氯酸和 /C的二甲氨基苯甲醛），室温反应
/5D<)后测 ##2)D的吸光度。以不含有底物的反应
液 作 对 照。产 物 的 光 吸 收 系 数 是 25055
&O（D;H·ND），一个酶活力单位（I）定义每毫克蛋白为
63 R反应 /+生成 /#D;H的 %&%。蛋白质浓度测定
采用考马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白作为对照。

!"#"$ 胞外 %&% 的测定：取一定体积的细胞培养
液，X555 U C离心 /5D<)，弃沉淀，上清液取 355#&，加
入和 %&%反应的试剂，其后的操作步骤如 /T0T0所
述。

!"#"% %&%的纯化：参照文献［/2］，有改进。将除
去悬浮物的树脂用用 5T#D;HO& 的 M!H 处理，用
==M09洗至中性，再 5T#D;HO&的 Y,9M处理，重复 6
次，加入层析柱（/T2 U /5ND）中，加入 6D;HO& Y,%N洗
脱至无 !H1，再以 ==M09平衡，加入 /5 D&离心的重

组菌培养液，以 ==M09洗脱，分步收集洗脱液，检测

%&%，合并含有 %&%的水溶液，再加入经过碱酸处理
的强酸性阳离子交换树脂（/T2 U /5ND），以 ==M09清
洗 6个柱体积，以 5T#D;HO&的 Y,%N洗脱，洗脱液冷
冻干燥。
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!"#"$ !"! 的鉴定：将冷冻干燥的 !"! 样品溶于
适量的 ##$%&，毛细管电泳法鉴定 !"!［’(］，运行电压
为 %)*+，%)),-紫外检测，毛细管柱温为 .)/。以
标准品作对照。

# 结果

#"! 菌株自身合成 %&%的能力
由于大肠杆菌本身采用 01 途径合成 !"!，因

此，本研究中测定了大肠杆菌的本底合成。在没有

诱导的情况下，含有对照质粒和重组酵母 !"!2 质
粒大肠杆菌的 !"!有一定的表达量（表 ’），而重组
酵母 !"!的大肠杆菌胞外 !"!2 产量明显高于对
照，表明有一定的本底表达。培养 %3 4的未诱导重
组大肠杆菌细胞呈现红色，在紫外光照射下有红色

荧光，主要是血红素下游产物积累所致。表达

! 5 "#$%&’()*&"的 !"!2 重组大肠杆菌中，也观察到
这种现象［’.］。

表 ! 未诱导大肠杆菌胞外的 %&%产量
’()*+ ! ’,+ +-./(0+**1*(/ %&% 2/3410.536 7/38

.,+ 1656410+4 ! 9 "#$% 0+**:
+ 5 ,(-)
6789:,6

0;<<6 8;#
=<>?8;6@;,@;

AB789@;<<><98 !"! C8?#>@7:?,
（-DE" @><7>8;）

F"%’（GA.）ECH!"I%B J ’KL%. M )K%)%
F"%’（GA.）ECH!"I!"!2 N ’OK.(% M ’K1.(

#"# 培养基初始 2;值对 %&%<酶活的影响
在初始 C$ 1K1 P LK)下，细胞提取液的 !"!2比

活呈一抛物线变化（图 ’）。在 C$ 1K1 P (K)时，酶的
比活呈上升趋势，C$ (K) P LK)，酶的比活呈下降趋
势。其中在初始 C$ (K) 条件下培养时，提取液的
!"!2比活达最大。由于 !"!在 C$ (K)以上会产生
非酶催化的二聚化，一般选择生产 !"! 的初始 C$
为 QK1［’］，从图 %中显示，在 C$ QK1，酵母 !"!2的酶
活降低约 ’)R。
#"= 添加物对重组菌体生长及 %&%产量的影响
在细胞内，!"!被 1I氨基乙酰丙酸脱水酶转化

成胆色素原。酮戊酸是该脱水酶的竞争性抑制剂，

它能抑制 !"!转化，促进 !"!积累。但是，不同浓
度的酮戊酸抑制重组细胞的生长（图 %!），添加
%)--?<E"的酮戊酸，胞外 !"!的积累量达最高（图
%F），每升发酵液含有 ’%%-D 的 !"!。随着 "!浓度
的增加，细胞合成胞外 !"!的能力下降。
进一步添加琥珀酸，它在细胞体内会转化成

!"!2的底物琥珀酰辅酶 !，%)--?<E"的外源琥珀酸
不仅能促进重组细胞的生长，而且促进胞外 !"!的

图 ’ 初始 C$值对 !"!2比活的影响
S:D5 ’ T4; ;==;@7 ?= :,:7:9< C$ ?, 74;
8;@?-U:,9,7 !"!2 6C;@:=:@ 9@7:V:7W

合成（图 .!，.F），每升发酵液能在胞外能合成约
’1’-D !"!。随着外源琥珀酸的浓度升高，细胞的
生长和 !"!的产量均下降。在表达 ! 5 "#$%&’()*&"
的 !"!2工程菌中，添加 .)--?<E"的琥珀酸能提高
!"!的产量［3］。

图 % 初始酮戊酸浓度对细胞生长（!）
和胞外 !"!产量（F）的影响

S:D5 % T4; ;==;@7 ?= 9##:7:?,9< <;V><:,97; 97
74; V98:?>6 @?,@;,7897:?,6 ?, 74; @;<< D8?X74（!）

9,# ;B789@;<<><98 !"! C8?#>@7:?,（F）

在上述培养的基础上，再添加一定浓度的甘氨

酸，它是 !"!2 的底物之一。它对重组菌的生长和
胞外 !"!的产量和外源琥珀酸相似。%)--?<E" 的
甘氨酸促进细胞生长，提高胞外 !"! 的产量（图
3!，3F），每升发酵液中含有约 ’Q%-D的 !"!。随着
外源甘氨酸浓度增加，细胞生长受到抑制，胞外 !"!
的产量下降。
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图 ! 初始琥珀酸浓度对细胞生长（"）
和胞外 "#"产量（$）的影响

%&’( ! )*+ +,,+-. /, &0&.&12 34--&01.+ -/0-+0.51.&/0
/0 .*+ -+22 ’5/6.*（"）107 +8.51-+224215

"#" 95/74-.&/0（$）

图 : 初始甘氨酸浓度对细胞生长（"）
和胞外 "#"产量（$）的影响

%&’(: )*+ +,,+-. /, 177&.&/012 ’2;-&0+ 1. .*+ <15&/43
-/0-+0.51.&/03 /0 +8.51-+224215 "#" 95/74-.&/0

!"# $%$的纯化
利用国产强碱性阴离子交换树脂和强酸性阳离

子交换树脂纯化了 "#"，得率为 == >（表 ?）。纯化

的 "#"经过毛细管电泳分析显示对应的一个主峰
（图 @），表明国产树脂能有效纯化 "#"。
表 ! 诱导表达酵母 $%$&的大肠杆菌胞外 $%$的纯化
’()*+ ! ’,+ -./0102(3045 41 3,+ +63/(2+**.*(/ $%$ 1/47

3,+ 058.2+8 ! 9 "#$% 2+**: +6-/+::05; <+(:3 $%$&
A45&,&-1.&/0 3.+9 "#" 95/74-.&/0BC’ D&+27B>

E547+ FG=? FHH
I.5/0’2; J13&- 10&/0 5+3&0 FG!H K?
I.5/0’2; 1-&7&- -1.&/0 5+3&0 HGLK ==

图 @ "#"的毛细管电泳鉴定
%&’( @ M7+0.&,&-1.&/0 /, .*+ 945&,&+7 "#" J; +2+-.5/9*+5/’51C

= 讨论
已知酵母的 !"#F 基因编码的 "#"I 含有运输

到线粒体的导肽［L］，成熟 "#"I 的第一个氨基酸残
基目前还不清楚。我们构建的表达 "#"I 是 "30=!
作为起始氨基酸［F@］，它在转基因烟草中证明有酶

活［FK］。从酵母细胞中纯化的天然 "#"I 的最适 9N
值为 OG:［F?］，和我们所测的重组表达酵母 "#"I有差
异，这可能是起始氨基酸残基的差异所致，还可能与

培养过程中细胞内部的 9N 值有关。重组菌生产
"#"的培养基的最适 9N值为 =G@，高于 OGH时，"#"
会环化成二聚体［F］。酵母 "#"I在 9N =G@时酶活有
一定损失，这部分限制了胞外 "#"的产量。
对影响重组 "#"I合成 "#"的各种因子已有研

究，如 "#"I的来源、表达载体、表达菌株、培养基组
分、9N值、氧气浓度、外源底物和前底物以及下游酶
的抑制剂等［? P L］，本研究中，利用摇瓶培养重组酵母

"#"I的大肠杆菌胞外 "#"产量大大低于利用发酵
罐培养的重组细菌 "#"I的 "#"产量。"#"的生产
需要厌氧条件和恒定的 9N，摇瓶培养难以满足这两
个条件，但主要原因可能是酵母 "#"I 在大肠杆菌
的表达量底［F@］，因此，添加的外源底物和前底物，以

及抑制剂对 "#"的产量提高有限。大幅提高胞外
"#"的产量需改变酵母编码成熟 "#"I基因的密码
子偏爱性。

在 "#"的生产中，血红素生物合成下游的中间
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物也会分泌到胞外。利用国产的强碱性阴离子交换

树脂，能专一性吸附 !"!，除去其它杂物，部分纯化
的 !"!再经强酸性阳离子交换树脂，达到较高的纯
度，这为 !"!纯化工艺的建立奠定了基础。
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