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摘 要：利用途径工程的基本原理，拟在大肠杆菌核苷酸代谢途径中构建腺苷（78）转化为腺

苷三磷酸（79:）的新途径，故需使细胞内的腺苷脱氨酶基因（ !""）缺失。通过构建大肠杆菌

;<!%$$ *07 的基因文库，筛选得到含腺苷脱氨酶基因的 *07 片段。构建表达质粒 =>*% 和

=>*" 并实现了表达。在此基础上构建了 !"" 基因缺失的带卡那霉素抗性基因的线性 6?"@.
*07 分子，同时转化 A;B5、;<!%$$、>C"%（*D5）。经遗传稳定性实验和 *07 分子杂交鉴定，确

认得到了来自 A;B5 的两株 !"" 基因缺陷株 A% 和 A"。再对菌株 A%、=E<%B F A;B5、=>*% F A;B5 的

细胞粗提液做腺苷脱氨酶的酶活鉴定比较，结果表明则没有腺苷脱氨酶活性，=>*% F A;B5 有

比 =E<%B F A;B5 强的腺苷脱氨酶活性。
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在大肠杆菌核苷酸代谢途径中，腺苷脱氨酶（7*7，D<5?6?!?!）能催化腺苷水解脱氨

生成肌苷和氨气。本研究试图通过对大肠杆菌腺苷脱氨酶基因及其它核苷酸相关基因的

改造，在其体内构建高效转化腺苷为腺苷三磷酸的代谢途径，从而获得高产 79: 的基因

工程菌。

大部分生物体拥有合成核苷酸的“从头合成”途径和补救途径：即能以简单前体物质

“从头合成”（"# $%&% HIJKL+HMH）核苷酸，也能由已有的碱基和核苷合成核苷酸，这是对核苷

酸代谢的一种“补救”作用（HN(ONP+），以便更经济地利用已有的成分［%］。但是“从头合成”

途径在所有的生物体中几乎都是一样的，而由于不同生物体利用和转化外界供应的嘌呤

衍生物的能力差异很大，因此它们的补救途径也各不相同。大肠杆菌的嘌呤核苷酸代谢

途径如图 %。从代谢能量最经济角度分析，由于补救途径合成的核苷酸的底物仅需碱基或

核苷，比“从头合成”途径耗能低，因此核苷酸合成优先利用周围环境中的碱基或核苷，即

以补救途径为主，从头合成为辅。在有外源碱基、核苷存在下，细菌可能会优先利用现成

资源，开启核苷酸生物合成的补救途径。

嘌呤碱基和核苷不是嘌呤核苷酸从头合成途径的中间物（图 %），但当在培养基中补

充嘌呤碱基和核苷时，它们能通过细菌质膜，在胞质中被进一步代谢。其中核苷可以被核

苷磷酸化酶降解为碱基与核糖，在磷酸核糖转移酶催化下将碱基转变为核苷酸；而腺苷也

可以被脱氨生成肌苷，以肌苷为中间体合成其它各类核苷酸。在大肠杆菌中，生成的肌苷

能进一步诱导脱氨酶的合成［"］。这样，添加的腺苷就通过肌苷到肌苷一磷酸，成为合成嘌

呤核苷酸的原料，从而降低了对“从头合成”途径的利用。如果阻断腺苷脱氨的途径，则细



图 ! 大肠杆菌中嘌呤类核苷酸的生物合成途径

!"#$% &’(")* ")+*(,-).*(/"-) 01+2314/ -5 ! $ "#$%

62* ")7"."7’18 *)94:*/ -5 +2* 01+2314/ 1(* "7*)+"5"*7 ;4 +2*"( #*)* "+18",
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菌不能用腺苷来合成鸟嘌呤核苷酸，“从头合成”途径仍会有效的利用起来。此外，在大肠

杆菌中引入自身没有的腺苷激酶（如图 % 虚线所示），可以跨越核苷的降解而直接合成

>6&。

大肠杆菌腺苷脱氨酶有很高的生物催化能力［?］，其催化活力由单一多肽链完成，并且

不需辅因子。已有实验室通过与腺苷脱氨酶缺乏的细菌功能互补的方法克隆了大肠杆菌

腺苷脱氨酶基因（&’’）［@］。编码该酶的基因为 AAB;0，具有单独的启动子、核糖体结合位

点和不依赖!因子的终止子。

! 材料和方法

!"! 药品与试剂

限制性内切酶、6@ CD> 连接酶、EF#18，由 61G1H1（大连）生产；I&6J，由 &(-:*#1 生产；

氨苄青霉素钠，由苏州益良药业有限公司生产；卡那霉素由江苏无锡第三制药厂提供。溶

菌酶，由上海伯奥生物科技公司生产；核糖核酸酶，由华美生物工程公司提供；胰蛋白酶，

由 K*(,< 公司生产；杂交专用尼龙膜，德国 L,28*",2*( M L,2’*88 J:;N &-/+51,2 生产；杂交试

剂盒来自德国 O-*2(")#*( K1))2*": J:2N-
大肠杆菌 PO 培养基和实验中使用到的缓冲液的配制，以及基本实验操作按照参考

文献［Q］进行。

!"# 菌种（大肠杆菌 $!# 株）和质粒

实验所用菌株和质粒见表 %。

!"% 实验方法

!"%"! CD> 测序：由上海基康生物技术有限公司完成。
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表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,

’()"*+ "+- .$",/*- 01")"2(%)*,(*2 ’34)2%

! 5 "#$%

6789 :; ，&’&，!（ $&"<(’#)*），’(+,，（’())），"8=!$&">!7&? !1*, $"#3)"(3)@

70A&== :; ，&’&B&9C，!（&’-.< $&"）D&EC，(’+,&?=，’/"F& F!00（&CCE）

GHI&（BJ9） :; ，#0(!，1+2’G，（)G ; ，/G
; ），2/0，-&$，#（BJ9） !1*, $"#3)"(3)@

K$",/*-,

.D0&8 F/.)，$&" .)3/3(%)（ $&">） !1*, $"#3)"(3)@

.’KLI F/.)，!L .)3/3(%) !1*, $"#3)"(3)@

.M:9 F/.)，N/) !1*, $"#3)"(3)@

!"#"$ 大肠杆菌的耐抗生素浓度梯度试验：在 HG 平板培养基中添加卡那霉素，使其终浓

度从 = 到 ?=$O P /H 分成几个梯度。将摇瓶培养过夜的大肠杆菌 6789、70A&==、GHI&（BJ9）

涂布于上述平板培养基，培养 &I1，确定最小抑菌浓度。卡那霉素对 6789、70A&==、GHI&
（BJ9）分别为：9=$O P /H、9=$OQ/H、I=$OQ/H。

!"#"# 腺苷脱氨酶的酶活测定：粗酶液制备：将培养 ?1 的大肠杆菌培养液 E ===)Q/*+ 离

心 &=/*+，弃上清液，把菌体重新悬浮于磷酸盐缓冲液中（=R& /3$ P H，.S LR&）。超声破碎后

的悬浊液 &? === )Q/*+ 离心 9= /*+，取上清液作为粗酶液。

酶活测定：底物腺苷（&= //3$QH 的水溶液）&R9 /H，磷酸盐缓冲液（=R& /3$QH，.SLR&）

&RI/H，粗酶液 =R?/H，使总体积为 9R=/H，反应 &?/*+ 后置于冰浴中待用。

底物和产物的分离：纸层析———新华 & 号滤纸，展层剂为：正丁醇 T醋酸 T水 U A T & T &；

薄层层析———硅胶 V: 预制板（?2/ W I=2/），展层剂为：氯仿 T乙醇 T乙酸 U AT& T&。

$ 结果和分析

$"! !"" 基因的克隆

图 $ 目标片段的限制性内切酶图谱

:*O5I !1% )%,()*2(%- /". 3X (1% (")O%( BMF X)"O/%+(

根据 ! 5 "#$% N&I 基因组全序列，以质粒 .D0&8 为载体，6789 为受体菌，构建 ! 5 "#$%
70A&== 染色体 BMF 3+4%EREY# 片段的基因文库。在含 Z<O"$ 和 F/.*2*$$*+ 的转化平板

上，共挑取得 9&8 个白色菌落，划线扩增并沸水浴快抽质粒 BMF。依次使用限制性内切酶

*&0S%、5%6-&、7&$%、389’、!"#[\ 酶切，电泳结果与期望重组子限制性内切酶图谱

进行比较。发现 &9C ] 和 &A= ] 正好与两个期望重组子限制性内切酶图谱相同。

在 ! 5 "#$% N&I 中腺苷脱氨酶基因 &22 的

内部 应 有 两 个 !"#[\ 酶 切 位 点，间 隔 约 为

=R89Y#（图 I）。!"#[\ 酶切 &A= ] ，回收 =R89Y#
的片段，克隆于质粒 .D0&8 上并测序。结果与

已报道的 &22 基因的 BMF 序列一致。

$"$ !"" 基因的表达

5%62’酶切 &A= ] 回收约 &R9Y# 的片段，将
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之克隆于载体 !"#$% 和 !&’()，构建得到表达质粒 !*+$ 和 !*+)，并分别转化宿主 ,-%. 和

*/)$（+0.）。其中，!"" 基因自带的启动子与 !"#$% 上的 #!$1 启动子方向相反，而与

!&’() 的 2( 启动子方向相同。

摇瓶培养 !*+$3,-%. 和 !*+) 4 */)$（+0.）过夜，接入二级摇瓶，并定时取样。收集相

同量的菌体，处理后进行 &+& 5 聚丙烯酰胺凝胶电泳（图 .，6）。

图 ! "#$%& 载体 ’(&! 宿主菌

的蛋白质表达图谱

789:. &+&;’<=0（$)>）?@ !A?BC8DE @A?F

,-%. G8BH !"#$% ICJB?A

$ : ,-%. )H； ) : ,-%. .:KH；

.: !"#$%3,-%. )H； 6 : !"#$%3,-%. .:KH；

K: !*+$3,-%. )H； L : !*+$3,-%. .:KH；

(: !*+$3,-%. K:KH；

-:’A?BC8D FMANCAE（O?BB?F B? B?!：$6 :6，)P:$，.$:P，

6. :P，LL:)，Q(:6N+）:

图 ) "*+,- 载体 ./-%（01!）宿主菌

的蛋白质表达图谱

789:6 &+&;’<=0（$)>）?@ !A?BC8DE @A?F

*/)$（+0.）G8BH !&’() ICJB?A

$ : */)$（+0.） )H； ): */)$（+0.） ):KH；

.: !&’()3*/)$（+0.） )H； 6: !&’()3*/)$（+0.）):KH；

K: !*+)3*/)$（+0.） )H； L: !*+)3*/)$（+0.） ):KH；

(: !*+)3*/)$（+0.） .:KH； %: !*+)3*/)$（+0.） 6:KH；

Q: !*+)3*/)$（+0.） K:KH；

-:’A?BC8D FMANCAE（O?BB?F B? B?!：$6:6，)P:$，.$ :P，

6. :P，LL:)，Q(:6N+）:

<@BCA JCRRE JSRB8IMBCT )H，U’2= GME MTTCT B? BHC JSRBSACE

?@ */)$（+0.），’&’()3*/)$（+0.），!*+)3*/)$（+0.）:

上图结果显示，在 .LN+ 附近增加了一清晰条带。由于 !"#$% 上的 #!$1 启动子对

!"" 基因的转录不起作用，故表明 !"" 基因自身的启动子发挥了作用。此外，在 */)$
（+0.）中的表达诱导前后均非常明显，浓度也较一致，推测 2( 启动子未起作用，而由 !""

基因自身的启动子起始转录。

-2! 大肠杆菌 !"" 基因的缺失

-2!2% 体外 !"" 缺失的线性 +V< 分子构建：使用限制性内切酶 %&!!3’()T"从质粒

!V7. 切下含 *&+（卡那霉素抗性基因）$W.NO 的 +V< 片段。将 ’()T"酶切的粘性末端用

XRCD?G @AM9FCDB 补平，然后替换质粒 $6P Y 上 !"" 内部两 ,$-Z[ 位点间的 PW%.NO 部分。最

后用 .#!!3/0!!酶切回收 KW)NO 含 *&+ 的 +V< 线性分子（图 K）。

-2!2- 同源交换与抗性遗传稳定性鉴定：用热脉冲法将 !"" 缺失的线性 +V< 分子分别

导入用氯化钙制备的新鲜的大肠杆菌 ,-%.、-#6$PP、*/)$（+0.）感受态细胞［K］，涂布于含

卡那霉素为最小抑菌浓度的 /* 平板（材料和方法 $W.W)），培养过夜。在以 ,-%.、-#6$PP
为受体菌的平板上各得到 ) 个单菌落，分别编号为 ,$、,) 和 -$、-)。

将 ,$、,) 及 -$、-) 接种 /* 液体培养基，培养过夜，稀释 $PK 倍后涂布 /* 平板。各挑
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图 ! !"" 缺失线性 "#$ 分子的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. /"(01+ 234 .+1#50(* 6"*7 .+1#50(*1+8 !""

取 9:: 个单菌落分别复印于 ;< 平板和 ;< = >1( 平板。结果 ?9、?@ 在两种平板都生长良

好；A9、A@ 在 ;< 平板上生长良好，在 ;< = >1( 平板上没有生长。结果表明 ?9、?@ 的卡那

霉素抗性能稳定遗传，而 A9、A@ 则不能。初步认定 ?9，?@ 为 !"" 基因缺失的克隆。

%&’&’ B’,*70+( C/’**"(# 鉴定：抽提 ?9、?@ 的染色体 234，#$%-!酶切并进行琼脂糖凝胶电

泳，然后转移到尼龙膜。分别使用 9D: E 质粒上两个 &’(FG 位点间 :HIJKC 的 234 片段和

9HJKC 的含 )*+ 基因的片段作探针杂交，结果如图 L。

图 ( #$% 探针杂交结果（)）和 !"" 探针杂交结果（*）

!"#$L F0),/*) ’. 78C+"M"N0M (8/’( ."/5 C8 )*+ O+’C0（1）1(M !"" O+’C0（C），+0)O0-*"P0/8

9 $ ?9 234Q#$%-!； @$ ?@ 234Q#$%-!； J $ ?AIJQ#$%-!；

D$ O3!J 234Q,*!" = #$%M#； %$ O/1)5"M 9D: E 234Q&’(FG； A$234 51+K0+)$

;"(0) ’( *70 +"#7* )"M0 ’. 51O) "(M"-1*0M *70 1-*,1/ O’)"*"’() ’. 234 51+K0+)$

?9、?@ 菌株的 234 经酶切电泳后，)*+ 探针杂交在相应大小位置上呈现阳性；!"" 探

针杂交为阴性。以上结果表明 ?9、?@ 染色体 234 上的 !"" 基因已被含)*+ 基因的片段所

替代，故得到了来源于 ?AIJ 的两株腺苷脱氨酶缺陷菌株。

%&’&+ ?9 的腺苷脱氨酶酶活缺失鉴定：?9、OR&9I S ?AIJ 和 O<29 S ?AIJ 的粗酶液反应结果

（图 T）与腺苷脱氨酶基因表达和基因缺失实验结果一致：样品 % 中底物腺苷大部分转化

为肌苷；样品 J 中没有肌苷产生。延长反应时间，样品 D 和 % 中腺苷全部转化以后，样品 J
中也没有肌苷出现（结果未列出）。

将暗斑处的样品回收，测肌苷的 -.@%:值和腺苷的 -.@L: 值。结果表明从样品 J 到样

品 %，腺苷的量依次减少，而肌苷的量依次增多（数据未列出）。
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图 ! 腺苷脱氨酶反应液薄层层析图

!"#$% &’( )’"* +,-(. /’.01,)0#.,2’- 1,2

03 )’( 454 .(,/)"0* 1"6)7.(

8 $ 49(*0:"*(； ; $ <*0:"*(；

=$ >6).,/) 03 ?8；

@$ >6).,/) 03 2AB8CD?EC=；

F$ >6).,/) 03 2G58D?EC=$

在样品 = 和 @ 中，腺苷暗斑的前面出现了比较淡的斑点，

推测是腺苷在嘌呤核苷磷酸化酶（>B$ ;H@H;H8）的作用下

降解生成了腺嘌呤［I］。而样品 F 的相应位置上没有暗斑，

则是因为 2G58 J ?EC= 的腺苷脱氨酶大量表达（图 =），其粗

酶液含有的腺苷脱氨酶远比嘌呤核苷磷酸化酶多。腺苷

脱氨酶在与嘌呤核苷磷酸化酶竞争性的催化腺苷反应中，

使腺苷较多的被转化为肌苷，而产生的腺嘌呤不足以形成

可见的暗斑。

" 讨论

采用鸟枪法克隆得到了含 !"" 基因的 IHIKL 5M4 片

段，为利用同源重组机理构建缺陷型菌株提供了足够长的

5M4 分子［%，C］。线性 5M4 分子转化同源重组是一个探索

性的实验，对于游离末端的线性 5M4 分子，在细胞内易被

具有核酸外切酶活性的 .(/GB5、>60< 等蛋白降解，因此线

性 5M4 分子转入细胞后存在的时间很短，这样发生在线

性 5M4 分子两端的同源重组几率将大大降低。但是对于

?EC=、EB@8NN、GO;8（5>=）非 .(/4 蛋白缺陷型受体而言，

.(/4 蛋白能结合 5M4 游离末端，所以对这些宿主菌的线性 5M4 分子转化进行同源重组

的方法是可行的。在基因缺失实验中，同时还使用了环状 5M4 分子（结果未列出）。相比

线性 5M4 分子，环状 5M4 分子在胞内的稳定性要高，但在同源重组中，需由重组蛋白参

与形成游离末端，这反而使得同源交换的概率更低。

在大肠杆菌中，对于由多种酶参与控制的核酸代谢网络，利用第三代基因工程———途

径工程的基本原理［P］，使 !"" 基因缺失并引入异源腺苷激酶基因 !"#，可望构建腺苷到腺

苷三磷酸全新代谢途径，同时强化相关的能量代谢糖酵解过程，以期实现 4Q 到 4&R 的活

体转化。!"" 基因的克隆、表达和细胞内缺失，为该目标奠定了基础。
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