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摘 要：H6氨基乙酰丙酸（*I*）可作为除草剂、杀虫剂和植物生长调节剂在农业上应用，但由于其成本较高而限制
了它的大面积使用。利用常规基因工程操作方法结合载体介导 JKL 法（M4A.4N4..4 JKL）克隆了嗜酸柏拉红菌
（!"#$#%&’()*( ’+,$#-",&*(）的 H6氨基乙酰丙酸合成酶（*I*O）基因。并将编码 *I*O的基因插入到原核表达载体 PQ:’$
中，在大肠杆菌不同菌株（. G +#&, RS1$(、S1H 及 /I#1（0:’））中进行诱导表达。对产物进行 O0O6J*T:分析表明，
*I*O基因已在细菌中成功表达。使用 U<6U3*亲和层析法对表达的 *I*O进行分离、纯化，得到大小约为 !!V0的
*I*O蛋白。通过优化工程菌株的培养条件，建立了发酵生产 *I*的方法，其胞外分泌 *I*产量达 H@’"(,WI，*I*O
酶活力高达 ’’’XW;<FG;,。这是目前国内外利用生物法生产 *I*产量最高的报道，为 *I*的产业化应用打下了良
好的基础。
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H6氨基乙酰丙酸（H68;<F>54Y+5<F<A 8A<C，以下简称
*I*），是卟啉、（亚铁）血红素和维生素 /1# 等四吡
咯类化合物的共同前体，是一种广泛存在于细菌、真

菌、动物及植物等生物机体活细胞中的非蛋白氨基

酸。*I*对植物无毒副作用，易降解无残留，在农业
生产中可作为绿色无公害的壮苗剂、增产剂、抗逆

剂、除草剂、杀虫剂、增色剂、绿化剂、落叶剂等，在临

床 医 学 上 可 以 作 为 抗 癌 药 物66光 化 疗 剂
（P=>.>CDF8;<A 8,4F.）［1］，具有广阔的应用前景和市场
开发价值。但在自然条件下 *I*细胞外分泌量很
低，很难用于实际生产。而 *I* 化学合成过程复
杂，产量低、费用高、环境污染严重，从而也限制了它

的广泛应用［!］。

光合细菌生物合成 *I*对人畜无毒性，对环境
无污染且产率高、具有工业化生产潜力因而倍受国

外研究者及产业界的关注［#］。日本自 #$世纪 "$年
代就率先开展了有关 *I*的作用机理、应用和生产
方法等的研究，并借助生物工程的方法获得了 *I*
高产量的重组菌株［’］。但国内这方面的研究报道较

少，只有刘秀艳等［!］在 #$$# 年有关于光合细菌产

*I*的研究。
从污水中分离了一株光合细菌 Z/61［H］，经鉴定

为嗜酸柏拉红菌（!"#$#%&’()*( ’+,$#-",&*(）［ H］，田间

试验结果显示该菌可促进作物生长、防治作物病毒

病害［& ) %］，进一步研究表明 *I*是其中的活性成分
之一。本 文 从 嗜 酸 柏 拉 红 菌（ !"#$#%&’()*(
’+,$#-",&*(）中成功地克隆了 H6氨基乙酰丙酸合成酶
（!6*;<F>54Y+5<F<A 8A<C -DF.=8-4，以下简称 *I*O）全长
基因，并完成了 *I*O基因序列的分析、原核表达载
体构建及大肠杆菌原核表达，为今后 *I*O 基因重
组工程菌产 *I*的开发利用打下了基础。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株和质粒：光合细菌菌种嗜酸柏拉红菌
（!"#$#%&’()*( ’+,$#-",&*(）［H］由本实验室分离、鉴定和
保存。P/5+4-AN<P. O[6 P58-;<C 购自 O.N8.8,4F4（XO*）
公司，按照 S8NA=+V等（1((1）的方法制备 P/5+4-AN<P.
O[（6）3 克隆载体［(］，受体菌为 0ZH"；表达载体
PQ:’$购自 Q<8,4F公司（T4N;8FD），受体菌为 RS1$(、



!"#及 $%&"（’()）。除特别注明，所用培养基均为
%$中加入相应抗生素（氨苄青霉素或卡那霉素）。
!"!"# 试剂和仪器：限制性内切酶、*+ ’,-连接酶
等工具酶为 ./01234 公司产品；!"# 酶、5,*.6 等为
上海申能博彩公司产品；蛋白分子量标准为 !$7公
司产品；.89产物回收试剂盒为上海生工公司产品；
常用 生 化 试 剂 为 国 产 分 析 纯 试 剂。 .89 仪
（!46:2/;<;=2/ >/45?2@:）购自 (AA2@50/B公司。
!"# 光合细菌总 $%&的抽提
单胞纯化并发酵培养的光合细菌经离心收集后

采用 8*-$ 法［"C］进行 ’,- 抽提，琼脂糖检测 ’,-
的浓度与完整性。

!"’ 目的基因的克隆
!"’"! -%-D基因核心片段的扩增及序列测定：用
’,-D:4/（E2/6?0@ #FCC）软件对 >2@$4@G 中光合细菌
-%-D基因序列进行同源性比较分析后设计了以下
通用引物，.89 片段的预期大小约 HCCIA。引物序
列为正向引物（-%-DJK0/）：#LJ>>8>>8-88（>）
8>8--8-*8>（*）8>>>8-8J)L；反向引物（-%-DJ
9(E）：#LJ>8->8>->>*8>->（ -）-->-*-（ >）
-->888>J)L。.89 反应条件：M+N #1?@；M+N )C6，
#CN )C6，O&N +#6，)C个循环；O&N延伸 "C1?@。.89
产物经 "FCP的琼脂糖胶检测后割胶纯化，并与
A$=Q26;/?A: DR（J）*载体连接，转化大肠杆菌 ’S#!。
涂布在含 "CC"3T% -1A的 %$固体培养基上，蓝白斑
筛选的阳性克隆经质粒 .89及酶切鉴定后送上海
生工生物工程有限公司测序。具体方法参照文

献［"C］。

!"’"# -%-D完整基因的获得：因 -%-D基因在不同
菌种中的保守度较低，利用上述 .89法得到的核心
片段不是完整的 -%-D 基因。为了获得全长的
-%-D基因，利用载体介导 .89（E2;:0/2::2 .89）方
法［""］获得旁测序列。具体操作步骤按 *4R494 %-
.89*! ?@ U?:/0 ;=0@?@3 R?: 试剂盒说明进行，并根据
已知的核心序列设计两对中间引物。 DK"：#LJ
>**>>---8>*->888>->>*>--8->J)L； DK&： #LJ
*-8->>8*8*8>--8>8>J)L；D9"：#LJ>**8>>8*>8
8*8>>8>>8*-8-*8-8J)L；D9&：#LJ>8*-8-*8-88>
>8-->-8>J)L。DK" 和 DK& 为 #L端序列的扩增引
物，D9"和 D9&用于 )L端序列的扩增，扩增产物经纯
化后采用 *克隆法克隆并测序。利用 ’,-D:4/软件
对测序结果进行拼接及氨基酸序列分析。并根据分

析结果重新设计光合细菌 -%-D基因特异 .89扩增
引物，引物两端引入酶切位点。引物序列如下：K：
#LJ!$%%%$%&!&$*>>-**-8-88-->J)L； 9： #LJ

$&$%!$$%&!!--8**-**88>8->8J)L，（下划线为引
入的酶切位点）。对 ’,-进行特异扩增，得到完整
的 -%-D基因扩增产物。扩增条件：M+N #1?@；M+N
+#6，H"N )C6，O&N HC6，)#个循环；O&N延伸 "C1?@。
.89产物用 "FCP琼脂糖凝胶电泳检测。
!"( &)&*基因原核表达载体的构建及诱导表达
!"("! 原核表达载体的构建：获得的 .89产物经琼
脂糖电泳验证片段大小，割胶回收后对目的片段进

行纯化。利用限制性内切酶 ’"(#和 )*+5$将纯化
后的 .89产物及 AV()C载体分别双酶切，酶切产物
经琼脂糖电泳后分别回收目的片段。并对回收片段

进行粗略定量后连接并转化大肠杆菌菌株 W!"CM。
转化产物涂布于含 "CC"3T%的氨苄青霉素的 %$平
板，)ON过夜培养。挑取阳性单菌落，提取质粒后，
利用 .89以及酶切进一步确认目的片段已经连接
到 AV()C载体上。与 -%-D基因片段连接成功的载
体命名为 -%-DJAV()C，预期的表达蛋白含有组氨酸
（H X S?6）标签标记，以便于纯化。
!"("# 重组 -%-D 的诱导表达及蛋白的纯化与检
测：含有 -%-DJAV()C质粒的 W!"CM菌株在 %$培养
基中（含有 "CC"3T1%氨苄青霉素）)ON培养过夜后，
以 " Y"CC浓度接种于 &C1%的 %$培养基放大培养至
,-HCC为 CFH Z CFO时，加入诱导剂 7.*>至终浓度为

"110=T%，诱导前取 "1%菌作为对照，)ON继续培养
H[，每隔 &[取 "1%菌液，离心收集菌体。菌体中加
入 +CC"% 裂解液（ #C110=T% ,4S&.\+、)CC110=T%
,48=、"C110=T% ?1?54]0=、"C"3T1%溶菌酶，AS^FC），冰
上放置 )C1?@ 后，离心分别收集上清和沉淀。"#P
D’DJ.->( #[，考马斯亮蓝染色 "#1?@，脱色 "#1?@后
观察电泳结果。

用亲和层析法纯化上清中可溶性形式的重组蛋

白 -%-D。-%-D蛋白的纯化参照 V?432@公司的 ,?J
,*-树脂亲和层析方法（V7- 2_A/266?0@?6:，E2/6?0@
)FC，C)T&CC"）。纯后的蛋白 "#P D’DJ.->(检测。
!"+ &)&*活性测定

-%-合成酶活性测定参照 $Q/@[41（"MOC）方法
稍加改动［"&］。菌抽提液 #CC"% 与等体积反应试剂
（含 #C110=T% */?6JS8=，AS OF#，&C110=T% 氯化镁，
CF"10=T%琥珀酸二钠，CF"10=T%的甘氨酸，CF"110=T%
的磷酸吡哆醛，"#110=T% -*.，CF&110=T%的辅酶 -）
混合，分别反应 "C1?@、&C1?@ 和 )C1?@ 后，加入
#CC"% "CP的三氯乙酸终止反应，")CCC/T1?@ 离心
#1?@。取上清加入 "1% &10=T%的醋酸钠（AS +FH），
混匀后加入 )CC"%乙酰丙酮，混匀后沸水浴 "#1?@，

C+H ‘S-,> ’2J<0@3 ./ "0 a T$(/" 1*(234*3035*(" ’*+*("（&CCO）+O（+）



冷却至室温。加入 !"#$% &’()*+’’,试剂（-./的冰
醋酸（010），!/对二甲氨基苯甲醛（$10），22"!/的
高氯酸（010））。室温反应 2#$*3，待显色完全后于
##- 3$测其吸光度。总蛋白含量采用 4(5678(6法测
定。酶活力单位定义为 9:; 2$*3 内合成 2!$8)
<%<所需酶量。
!"# 不同菌株表达 $%$&活性影响及 $%$产量
将 <%<=>?@&9.质粒分别转化 A2#菌株、BA2.C

菌株和 4%!2（D&9），检测比较不同菌株表达 <%<合
成酶的活性及发酵液中胞外 <%<产量。<%<合成
酶的活性测定方法同上。发酵液稀释 2..倍后进行

<%<含量测定，测定方法采用比色法［E］。
!"’ 不同培养基对诱导表达 $%$&活性及 $%$产
量的影响

为了提高胞外 <%<产量，对工程菌培养基进行
了优化。培养基的设计参照文献［29］并结合实验室
实际经验。将转化菌株分别培养在 E种不同的培养
基中，E种培养基组成见表 2。在培养时，加入甘氨
酸及琥珀酸，并找出其最佳浓度，同时比较 <%<脱
水酶抑制剂 %<的浓度和加入时间对菌株产 <%<的
影响。

表 ! (种不同培养基组成

!! !! !!F5G)H 2 F’H +8$?8,*I*83 87 78J( K*36, 87 $H6*J$
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NH5,I HOI(5+I
P)J+8,H
Q5R)
AL!=SE·:T!S
UT!MSE

U!TMSE

Q5!TMSE·2!T!S
QTER)
A*+(83JI(*H3I 5

2.".
#".
#".
2.".
."#
!".
E".
:".
2".

!!
2$%
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!! NH5,I HOI(5+I

!! P)J+8,H

!! Q5R)
AL!=SE·:T!!! S
（QTE）!TMS!! E

UT!MS!! E

!!
!!

A*+(83JI(*H3I 5

!.".
9.".
#".
9".
2".
9"#
#".

!!

2$%

!! MH?I83

!! NH5,I HOI(5+I

!! Q5R)
AL!=SE·:T!!! S
UT!MS!! E

U!TMS!! E

Q5!TMSE·2!T!!! S
QTE!! R)

!! A*+(83JI(*H3I 5

2.".
#".
2.".
."#
!".
E".
:".
2".

!!

2$%

!! Q5<+
AL!=SE·:T!!! S
U!TMS!! E

UT!MS!! E

!!
!!
!!
!!
!!

A*+(83JI(*H3I G

2"-E
."!.
."C.
."-.
2.$%

A*+(83JI(*H3I 5（2%）：R8R)!·-T!S #L，A3=SE·#T!S 2L，Q5!A8SE·!T!S !L，T94S9 ."#L，V3R)! !L，RJ=SE·#T!S 2L，WH=SE·:T!S !.L，R5R)!·!T!S
!.L。A*+(83JI(*H3I G（2%）：R5R)!·!T!S :"#L，&FD< !L，（QTE）!=SE 29!L，WH=SE·:T!S 2"2XL，T94S9 !XL，A3=SE·ET!S !2L，V3=SE·:T!S !"EL，RJ
（QS9）!·9T!S ."EL，Q5!A8SE·!T!S :"#L。

!") 序列分析
MRY产物纯化后，双向测序，测序结果提交

PH3453K。不同细菌间 <%<= 基因的序列比对
（5)*L3$H3I）采用 R%Z=F<% [（缺省参数）的方法［2E］，
并计算不同细菌间的相似性。使用 U*$J(5 !>
?5(5$HIH(（U*$J(5，2CX.）对核酸比对的遗传距离进
行校正后［2#］，采用邻位法（QH*L’G8(>\8*3*3L，=5*I8J 536
QH*，2CX:）进行进化关系分析和系统树的构建［2-］。
进化关系分析和系统树的构建使用 A&P<（0H(,*83
!"2，UJ$5( !" #$，!..2）软件进行［2:］，系统树各分支
的置信度（488I,I(5?）均进行 2... 次的重复检验，并
删除置信度小于 :./的分支［2X，2C］。分析时采用
D2.!-E（大肠杆菌 <%<=基因）为外群。

* 结果和分析

*"! $%$&基因的扩增结果
以光合细菌总 DQ<为模板进行 MRY扩增，经回

收克隆及序列测定，得到 -.2G?核心序列。根据核
心片段设计引物，载体介导 MRY 法对 DQ< 进行扩
增，在 #]端和 9]端分别得到大小为 2!!EG?和 C.XG?

片段。对所获序列进行分析和拼接，得到 !E!XG?序
列，此序列包含有完整的 <%<= 基因及其前导序列
等（此序列已经登陆 PH3453K，登陆号：D@!XXX-2）。
根据已获序列信息设计的引物进行 DQ<特异扩增，
得到 2!-:G?长度序列，与预期大小一致。其中含有
的 2!9CG?（2!G? ^ 2!#2G?）开放阅读框编码 E29个氨
基酸，预计分子量为 EEKD。
*"* 光合细菌不同种之间 $%$&基因同源性分析
将所获光合细菌 <%<=基因序列与 PH3453K中

公布的其它光合细菌的 #>氨基乙酰丙酸合成酶基
因进行同 源 性 比 较，发 现 与 %&’(’)*!+(’,’-#*
)#$+*"./* TH$< 基因（<NEXC##:）的同源性最近，为
C#"./，所编码的 E29个氨基酸中 2-个位点发生变
化。而与其它序列同源性较低，为 -E/ ^ -:/之
间。通过邻接法进行聚类分析得聚类图（图 2）。
*"+ 表达载体的构建与重组质粒的鉴定

MRY产物及 ?@&9.载体经 0#1"和 2.-6#进行
双酶切后，连接并转化大肠杆菌 BA2.C，在含有
2..!L1$%的 <$? 平板上挑取阳性菌落，%4 液体培
养基培养并抽提质粒，利用特异引物进行 MRY 扩

2E-张德咏等：光合细菌嗜酸柏拉红菌 #>氨基乙酰丙酸合成酶基因的克隆与原核表达 _ 1微生物学报（!..:）E:（E）



增，质粒扩增结果与光合细菌 !"#直接 $%&扩增片
段大小一致。同时利用 !"#!和 $%&’ "对质粒进
行双酶切，结果显示在 ()*+, 和 -)(+, 处各有一片
段，与预期结果相符，初步推断重组质粒构建成功。

图 ! 光合细菌 "#"$基因序列聚类分析
./01- $2345067/8 9:66 5; #<#=1 >559?9:@A A6:8679@06 B@4C6? @:6 ?25D7
@,5B6 926 ,:@7826?1 E26 9:66 /? C7:5596’ @7’ 926 ?8@46 F6@?C:6? 06769/8
’/?9@786? /7 ?C,?9/9C9/57 A6: 7C84659/’6?1 !-GHI*（’ 1 #()% #<#= 0676）

D@? C?6’ @? 5C90:5CA1

%&’ 重组 ()*+,-"#"$质粒的诱导表达及蛋白的
纯化与检测

菌体裂解后上清液和沉淀的 =!=J$#KL检测结
果显示，重组蛋白 #<#= 以可溶性形式存在。对重
组质粒进行诱导表达后抽提蛋白，经 "/J"E#树脂亲
和层析纯化，=!=J$#KL 检测结果显示在 **+!@ 左
右有一条明显的表达条带（图 I），同预期的分子量
大小一致。

图 % 纯化蛋白 $.$-/"0*胶电泳图
./01 I =!=J$#KL 5; @;;/7/93 82:5F@950:@A231 M1 $:596/7 F5468C4@:
D6/029 F@:+6: 1；-)&685F,/7@79 A4@?F/’ /7’C86’ ,3 N$EK ;5: *2；O)
&685F,/7@79 A4@?F/’ D/925C9 /7’C89/57；I) &685F,/7@79 A:596/7 AC:/;/6’
D/92 D@?2 ,C;;6:；( P H) &685F,/7@79 A:596/7 AC:/;/6’ D/92 64C9/57 ,C;;6: 1

%&1 不同菌株酶活性测定结果及 "#"产量
含有 AQL(GJ#<#= 的大肠杆菌细胞、经过破碎

后获得的上清液中 #<#=的活性及胞外 #<#产量见
表 I。从表 I 中看到，RM-GS 菌株 #<#= 酶活力为

IIGTU（F/7·F0），经优化培养后胞外 #<# 产量为
HIVF0U<；><I-（ !L(）#<#= 的 合 成 酶 活 性 为
IW-TU（F/7·F0），胞外 #<#产量为 -)IG(0U<；而菌株
M-W 对 #<#= 能 进 行 高 效 表 达，酶 活 性 为
(((TU（F/7·F0），#<#产量可达 W)(OS0U<。

表 % 不同基因工程菌株 "#"含量及酶比活力的比较
E@,46 I %5FA@:/?57 5; #<# A:5’C89/57 @7’ ?A68/@4

@89/B/93 5; #<#= @F570 ’/;;6:679 :685F,/7@79 ?9:@/7?

=9:@/7? *+ B@4C6
@;96: -*2

LX9:@8644C4@:
B54CF6 5; #<#U（0U<）

=A68/@4 @89/B/93 5; #<#=
U（TU（F/7·F0））

RM-GS G)GHGS G)HIV IIG
M-W G)(VGV W)(OS (((

><I-（!L(） G)GSSH -)IG( IW-

%&2 培养基优化对 "#"产量的影响
我们对工程菌在不同培养基中的培养情况进行

的研究结果显示，在 *种不同培养基中以一号培养
基发酵培养最好，不仅能得到浓度较大的菌株而且

胞外 #<#产量也最大。二号培养基虽然菌体浓度
较大，可 #<#产量并不高。甘氨酸及琥珀酸浓度的
研究结果显示，在一号培养基中加入 -GGFF54U<的
甘氨酸和 WGFF54U<的琥珀酸，诱导时可以得到最大
浓度的胞外 #<#产量。#<#脱水酶抑制剂的加入
能显著提高发酵液中 #<# 的含量，诱导时加入
*GFF54U< <#对 #<#产量提高最大（数据未显示）。

+ 讨论
+&! 不同光合细菌种间 "#"$基因的同源性比较
采用 MLK#软件邻位法（"R）方法构建系统树。

各分支的置信度（>559?9:@A）均进行 -GGG次的重复检
验（图 -），由图 - 所示根据置信度，光合细菌 #<#=
基因可分为 ( 个亚群：其中红球菌（,-(.(/"#012）包
括 L-((I(、<GO*SG、YW(VH* 和 YW((GS 为一亚群；红
假单胞菌（ ,-(.(3415.(6(&"4）包括 #>G-W*S- 和
>YWOIWSO为一亚群；红假单胞菌（,-(.(3415.(6(&"4）
#Z*VSWWO和嗜酸柏拉红菌（ ,-(.(/)"4054）!QIVVVH-
为—亚群。序列比较发现，不同光合细菌种间 #<#=
基因的同源性比较低，为 H*[ P SW[之间。嗜酸柏
拉红菌（!QIVVVH-）的 #<#合成酶基因与沼泽红假
单胞菌（ ,-(.(3415.(6(&"4 3")540%24，#Z*VSWWO）的同
源性最近，为 SW)G[，所编码的 *-( 个氨基酸中 -H
个位点发生变化。这种低同源性可能是不同光合细

菌种间 #<#表达量存在显著差异的遗传基础。
+&% "#"$目的基因的克隆策略
获得同源性低基因的完整序列常常是分子生物

学工作者面临的难题之一。本试验在 #<#=全基因
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序列的获得中采用了载体介导 !"#方法来获得基
因两端序列信息。载体介导 !"#方法在旁侧序列
的获得上是一种非常有用的方法。目前对于已知序

列的旁侧序列的扩增方法很多，常用而相对简单的

方法有两种，反向 !"#法和载体介导 !"#［$%］。两种
方法都有成功扩增了旁侧序列的报道，&’()(* 等于
+,--年建立了反向 !"#技术，并通过反向 !"#技术
成功克隆 ! . "#$% 中一个插入序列的上游及下游序
列。在实验中我们也曾利用反向 !"#方法试图对
/0/1基因核心片段的旁侧序列进行扩增，但是由于
此方法存在非特异性扩增而导致扩增目的片段失败

（结果未显示）。而载体介导 !"#法则表现出更特
异而快速的特点。

!"! #$#的生物合成
光合细菌是产 /0/的细菌之一，但是在自然条

件下该菌 23氨基乙酰丙酸产量很低，因此，需要筛
选高产菌株或者调整发酵条件来提高 /0/的产量。
国内外已有学者进行了这方面的研究实验，如

1*4*5(等［$+］对 /0/合成进行了详尽的研究，他们利
用光合细菌 &’#(#)*"+,- ./’*,-#%(,. 通过对生长速度
和生物转化条件进行调控，可将 /0/ 产量提高到
+67890。在国内刘秀艳等［:］也曾对光合细菌产 /0/
进行过研究，通过对红假单胞菌进行诱变筛选高产

量菌株，同时对光合细菌的发酵条件进行优化，使光

合细菌 /0/产量达到 $$6+2;890。而且由于光合细
菌生长周期长，发酵培养时间久（至少需 : < 2=），这
对工业生产也是一个较大的限制因素。

+,,>年，?@’A 等［7］将来源于光合细菌的 B@;/
基因转入大肠杆菌菌株，并进行诱导表达，获得了高

产量的重组菌株（其产量可达 767890）。后来 C(@
等［$$］也将光合细菌 &’#(#)*"+,- ./’*,-#%(,. 的 /0/1
基因转入大肠杆菌 ! . "#$% DE+>22 及 ! . "#$%
"E1":>F>菌株中，获得了目前世界上 /0/ 产量最
高的重组菌株，/0/产量达到了 26+890，因此，进行
/0/1重组工程菌的自主研发意义重大。重组工程
菌产量高、发酵时间短，培养时间只需 +:小时左右。
所以重组 ! . "#$% 将是今后 /0/大规模生产的一项
很有前景的生物技术。

本研究利用实验室保存的光合细菌嗜酸柏拉红

菌为材料，分离克隆了 /0/合成酶基因，并转入大
肠杆菌 GD+%,、D+2中进行诱导表达，获得了 HIJ7%3
/0/1重组菌株。诱导表达的 /0/1 活性较高，在
D+2中酶活性达到 777K9;(L·;8 蛋白质，在 GD+%,
中，活性也达到了 $$%K9;(L·;8蛋白质。通过优化
培养，/0/产量达到了 267F,890，是目前利用工程菌

发酵生产 /0/的最高产量报道，而且通过进一步优
化发酵条件，其 /0/产量还有望进一步的提高。由
此可见，通过克隆 /0/合成过程中的关键酶 /0/1
基因，来提高 /0/合成产量，是 /0/生物合成的一
条有效途径。此研究为国内利用工程菌进行 /0/
规模化、工业化生产进行了有利的探索，为生物合成

/0/建立了技术平台。
!"% #$#&基因原核表达菌株的选择以及培养条
件的优化

从实验结果看到，/0/1酶活性在大肠杆菌 D+2
菌株中活性比 GD+%, 中高 : 倍，且培养发酵液中
/0/含量在 GD+%, 中只有 >$-;890，而在 D+2 菌株
中高达 267F,890，M0$+（NJ7）菌株胞外 /0/产量比
GD+%,稍高，但比 D+2要低，而且随着诱导时间的延
长，/0/产量在 GD+%,及 M0$+（NJ7）中增加很少甚
至不增加，而 D+2 菌株在诱导 +: 个小时后 /0/产
量达到最高，为诱导 :小时 /0/产量的 7倍。从实
验结果推测 /0/1基因表达产物对大肠杆菌 GD+%,
可能存在一定的毒性作用。所以利用重组菌生产

/0/发酵中合适的宿主菌株的选择是非常重要的。
这与 ?@’A（+,,>）等的结果也是一致的［7］。
从我们对转化菌株的发酵培养条件进行的研究

结果来看，不同培养基中克隆菌株产 /0/有很大差
别，其中以一号培养基最优，既有利于菌株的生长，

胞外 /0/产量也较高。此外培养基中甘氨酸和琥
珀酸的浓度对 /0/合成影响也非常大。而 /0/脱
水酶抑制剂 0/的浓度以及加入时间也会很大程度
上影响到 /0/的产量。
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