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摘   要：L-甲硫氨酸又名 L-蛋氨酸，是人体必需 8 种氨基酸之一，在饲料、医药、食品领域具有

重要应用。以实验室前期构建的 M2 (Escherichia coli W3110 ∆IJAHFEBC/PAM)为出发菌株，以

模块化代谢工程策略构建了一株 L-甲硫氨酸高产菌株。首先通过过表达亚甲基四氢叶酸还原酶

(methylenetetrahydrofolate reductase, MetF) 和 筛 选 不 同 来 源 的 丝 氨 酸 羟 甲 基 转 移 酶

(hydroxymethyltransferase, GlyA)，增强了一碳模块甲基供体的生成，优化了一碳模块。随后针对

一碳模块的前体供应，过表达了胱醚裂解酶(cysteamine lyase, MalY)和半胱氨酸内运基因(fliY)，有

效地提高了 L-高半胱氨酸和 L-半胱氨酸的供应。最终摇瓶发酵 L-甲硫氨酸的产量由 2.8 g/L 提高至

4.05 g/L，5 L 发酵罐中达到 18.26 g/L。研究结果表明，一碳模块对 L-甲硫氨酸的生物合成具有十

分重要的影响，在细胞内通过优化一碳模块，可以实现 L-甲硫氨酸的高效生物合成。本研究为进

一步提高微生物发酵生产 L-甲硫氨酸的水平奠定了基础。 
关键词：生物合成；基因协同表达；L-甲硫氨酸；代谢工程；发酵工程 
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Efficient synthesis of L-methionine by engineering the one 
carbon module of Escherichia coli 
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Abstract: L-methionine, also known as L-aminomethane, is one of the eight essential amino 
acids required by the human body and has important applications in the fields of feed, medicine, 
and food. In this study, an L-methionine high-yielding strain was constructed using a modular 
metabolic engineering strategy based on the M2 strain (Escherichia coli W3110 ΔIJAHFEBC/PAM) 
previously constructed in our laboratory. Firstly, the production of one-carbon module methyl 
donors was enhanced by overexpression of methylenetetrahydrofolate reductase 
(methylenetetrahydrofolate reductase, MetF) and screening of hydroxymethyltransferase (GlyA) 
from different sources, optimizing the one-carbon module. Subsequently, cysteamine lyase 
(hydroxymethyltransferase, MalY) and cysteine internal transporter gene (fliY) were overexpressed 
to improve the supply of L-homocysteine and L-cysteine, two precursors of the one-carbon 
module. The production of L-methionine in shake flask fermentation was increased from 2.8 g/L 
to 4.05 g/L, and up to 18.26 g/L in a 5 L fermenter. The results indicate that the one carbon 
module has a significant impact on the biosynthesis of L-methionine, and efficient biosynthesis 
of L-methionine can be achieved through optimizing the one carbon module. This study may 
facilitate further improvement of microbial fermentation production of L-methionine. 
Keywords: biosynthesis pathway; coordinated gene expression; L-methionine; metabolic 
engineering; fermentation engineering 

 
 

L-甲硫氨酸 (L-methionine)，又名 L-蛋氨

酸，全称 2-氨基-4-甲巯基丁酸，化学索引号

(CAS)为 63-68-3，分子式为 C5H11O2NS[1]，最

早于 1922 年由 Mueller 从酪蛋白中分离出来，

于 1928 年由 Barger 和 Coyne 确定其结构式并正

式命名为 L-甲硫氨酸[2]。L-甲硫氨酸是一种必需

的含硫氨基酸，在人体的免疫、抗氧化和脂质

代谢等方面发挥重要的作用[3-4]。与苏氨酸、赖

氨酸等同属于天冬氨酸家族[I][1]。L-甲硫氨酸

在坚果、肉类及部分植物中大量存在，而在动

物和人体内却不能自行合成。目前，L-甲硫氨

酸的生产方法主要有以下 3 种：化学合成法[5-8]、

酶催化法 [9]和发酵法 [10-22]。3 种生产方法各有

优劣，但由于目前酶催化法和发酵法的工艺尚

不完善，缺乏工业化生产的价值，市场上 L-甲
硫氨酸的生产方法主要以化学法为主。 

发酵法相比于化学法和酶催化法，其反应

条件温和，对环境影响较小。自 20 世纪起不断

有学者在探索利用发酵法来生产 L-甲硫氨    
酸，但由于 L-甲硫氨酸的合成途径复杂，调控

节点多，以及 L-甲硫氨酸的生产会对菌体本身

产生毒副作用等因素，目前还没有一株适合于
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大规模生产的 L-甲硫氨酸高产菌株。现已公开

的生产 L-甲硫氨酸的底盘菌主要有大肠杆菌

(Escherichia coli)、谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium 
glutamicum)等。具体研究结果如表 1 所示，Tang
等[20]引入参与同型半胱氨酸生成的关键酶，并

加强了甘氨酸裂解系统有效供应一碳单位，  
L-甲硫氨酸产量达到 3.96 g/L。Niu 等[21]对赖氨

酸竞争途径进行调节，并增强三羧酸循环

(tricarboxylic acid cycle, TCA cycle)的 gltA 基

因，在不外源添加氨基酸等情况下，5 L 发酵罐

中 L-甲硫氨酸产量达到 17.74 g/L。  
大肠杆菌拥有明确的基因背景、清晰的代

谢网络、较短的生长周期等特点，已被用于多

种医药化学品的发酵生产[10-22]。Huang 等[19]通

过对 L-甲硫氨酸的代谢途径的分析，将 L-甲硫

氨酸的代谢过程分解成 3 个模块：碳模块、硫

模块和一碳模块，如图 1 所示，首先是碳模块，

碳模块的主要功能是提供构成 L-甲硫氨酸的碳

骨架。体外葡萄糖进入细胞后通过糖酵解途径

分解成 3-磷酸甘油酸，然后氧化生成乙酰辅酶

A 进入三羧酸循环。三羧酸循环中生成的天冬

氨酸(aspartate, Asp)会在天冬氨酸激酶Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ       
(ThrA、LysC 和 MetL)的作用下生成高丝氨酸

(homoserine, HS)，HS 进一步在 O-琥珀酰转移

酶(metA)的作用下生成 O-琥珀酰高丝氨酸。碳

模块的 3-磷酸甘油酸在磷酸甘油酸脱氢酶、磷

酸丝氨酸磷酸酶和磷酸羟基苏氨酸氨基转移酶

(serA、serB 和 serC)的作用下生成丝氨酸(之后

还将作为一碳模块的前体物质)。丝氨酸转化为

O-乙酰丝氨酸，O-乙酰丝氨酸与培养基的硫源

相互作用转化为 L-半胱氨酸。硫源的吸收与转

化是十分复杂的过程，有硫酸盐途径和硫代硫

酸盐途径，2 个代谢途径能量消耗差异较大，

硫酸盐途径需要消耗 3 个腺苷三磷酸(adenosine 
t r i phospha te ,  ATP)和 4 个还原型辅酶 I I  
(tetracyclohexanamine, NADPH)，而硫代硫酸盐

途径只需要消耗 1 个 ATP 和 1 个 NADPH[23-27]。

因此，硫代硫酸盐途径在细胞生物能学方面更

具吸引力。硫模块的 L-半胱氨酸与碳模块的  
O-琥珀酰高丝氨酸作用产生 L-高半胱氨酸。最

后是一碳模块，硫模块中生成的丝氨酸作为一

碳循环的前体[19]，既可以在 glyA 的作用下生成

甘氨酸[通过甘氨酸裂解途径(glycine cleavage 
system, GCV)生成 CH2-THF]，也可以在半胱氨

酸合酶 A (cysteine synthase A, CysK)的作用下

生成 L-半胱氨酸。CH2-THF 在 MetF 的帮助下

转化为甲基四氢叶酸(CH3-THF)，为 L-甲硫氨酸

生成的最后一步提供甲基，L-高半胱氨酸在 

 
表 1  代谢工程改造产 L-甲硫氨酸微生物 
Table 1  Metabolic engineering of microorganisms for L-methionine production 
Strains Genotype L-methionine  

titer (g/L) 
Year 

Usuda[13]  E. coli W3110 ΔmetJ, ΔthrBC, metKM, HTSFbr 0.24  2005 
Guo[16] E. coli BL21 (DE3) metJ, metA+, cysE+, yeaS+ 0.395 2014 
Qin[17]  C. glutamicum ATCC13032 thrB, mcbR, homFbr+, lysCFbr+ brnFE+ 6.30 2015 
Li[18] E. coli W3110 ΔmetJ, ΔthrBC, ΔlysA, metKM, metAFbr+, metB+ malY+, metH+ 5.62 2017 
Huang[19]  E. coli W3110 derivative, ΔmetJ, ΔmetI, ΔlysA, Trc-metH, Trc-metF, Trc-cysE, Trc-serB, Trc-serC 2.80 2018 
Tang[20] E. coli W3110 ΔmetJ, ΔmetI, ΔlysA, Trc-metH, Trc-metF Trc-cysE, Trc-serB, Trc-serC, 

Trc-gcvTHP, metAFbr+, yjeH+, serAFbr+, metZ+ 
3.96 2020 

Niu[21] E. coli W3110 derivative, ∆metJ, ∆metI, Trc-metH, Trc-metF, Trc- cysE, Trc-serB, Trc-serC, 
PlysA::PfliA  

17.74 2023 
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图 1  甲硫氨酸结构式(A)以及 L-甲硫氨酸高产菌株 M4 构建策略(B) 
Figure 1  Structure formula of methionine (A) and the strategy for constructing methionine high-yield strain 
M4 (B). The red genes represent that the genes are overexpressed. The genes involved are as follow: thrA 
encoding aspartate kinase I; lysC encoding aspartate kinase II; metL encoding aspartate kinase III; metA 
encoding homoserine O-succinyltransferase; metB encoding O-succinyl homoserine (thiol)-lyase; metC 
encoding L-cysteine desulfhydrase; metH encoding L-methionine synthase; serABC encoding phosphoserine 
phosphatase; cysKM encoding cysteine synthase A/B; glyA encoding serine hydroxymethyl transferase; metF 
encoding 5,10-methylenetetrahydrofolate; fliY encoding cysteine aminotransferase. 
 
L-甲硫氨酸合酶(L-methionine synthase, metH)的
帮助下转化为 L-甲硫氨酸。提供甲基后的

CH3-THF 又再次参与进 CH2-THF 的生成。L-甲
硫氨酸的生物途径中甲基的供体是 CH3-THF，
一碳途径通量大小对 L-甲硫氨酸的合成具有重

要影响。 
本研究以实验室前期构建的 M2 (E. coli 

W3110 ∆IJAHFEBC/PAM)为出发菌株，使用

CRISPR-Cas9 基因编辑技术针对 L-甲硫氨酸生

物合成途径的一碳模块关键限速节点进行筛选

优化。首先，在质粒 PAM 上耦联过表达基因 metF
和 基 因 glyA24 [ 反 硝 化 假 交 替 单 胞 菌

(Pseudoalteromonas denitrificans) ATCC 13867]，
增加了一碳模块的甲基供体 CH3-THF。之后向

上游探索，将 malY 的天然启动子替换为 Trc 启

动子，增强了一碳模块前体 L-高半胱氨酸生成

的同时解除了 L-甲硫氨酸产物抑制。最后过表

达了 L-半胱氨酸转运系统的关键基因 fliY，为
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L-甲硫氨酸合成提供了更多可利用的硫源，与

一碳模块的加强结合后有效地提高了 L-甲硫氨

酸产量。最终摇瓶发酵 L-甲硫氨酸产量提升至

4.05 g/L，5 L 发酵罐中产量达到 18.26 g/L。 

1  材料与方法  
1.1  实验材料 
1.1.1  菌株 

本研究以 E. coli W3110 ∆IJAHFEBC/PAM

作为出发菌株，E. coli DH5α 用于质粒的克

隆，所有的菌株和质粒见表 2。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.000，酵母粉

5.000，氯化钠 10.000。 
MS 摇瓶葡萄糖发酵培养基(g/L)：葡萄糖

20.000，硫酸铵 16.000，磷酸二氢钾 1.000，五

水硫代硫酸钠 2.000，七水硫酸镁 0.500，八水

硫酸锰 0.005，碳酸钙 10.000，酵母粉 2.000。 
 

表 2  本研究中使用的具有特定基因型的菌种和质粒 
Table 2  Strains and plasmids used in this study with specific genotypes 
Strains or plasmids Genotype Source 
E. coli DH5ɑ F-, endA1, glnV44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, deoR, nupG, purB20, φ80dlacZ, ΔM15, 

∆(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (rK
–mK

+), λ– 
TSINGKE 

E. coli W3110 F-, L-, IN (rrnD-rrnE) 1, rph-1 CGSCa 
M2 W3110 ∆metJ ∆metI ∆lysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Lab storage 
M2G W3110 ∆metJ ∆metI ∆lysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-GCV This study 
M2 ∆glyA W3110 ∆metJ ∆metI ΔlysA ∆glyA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC This study 
M2 Trc-glyA W3110 ∆metJ ∆metI ∆lysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-glyA This study 
M2 rglyA W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC ATG→TTG 

glyA 
This study 

M2Y W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-malY This study 
M2 ydjN W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-ydjN This study 
M2 fliY (M3) W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-fliY This study 
M2 yecS W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-yecS This study 
M2 yecC W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-yecC This study 
M4 W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔlysA Trc-GCV Trc-metH Trc-metF Trc-cysE Trc-serB Trc-serC Trc-fliY 

Trc-malY 
This study 

PAM plasmid derived from pTrc99A carrying metAfbr yjeH and serAfbr; KanR Lab storage 
PAMF PAM containing metF; KanR This study 
PAMH PAM containing metH; KanR This study 
PAMG PAM containing glyA; KanR This study 
PAM-glyA21 PAM containing glyA (Corynebacterium glutamicum); KanR This study 
PAM-glyA22 PAM containing glyA (Arthrobacter sp. FB24); KanR This study 
PAM-glyA23 PAM containing glyA (Streptococcus thermophilus. JIM 8232); KanR This study 
PAM-glyA24 PAM containing glyA (Pseudomonas denitrificans ATCC 13867); KanR This study 
PAM-glyA22 metF PAM containing glyA (A sp. FB24) and metF; KanR This study 
PAM-glyA23 metF PAM containing glyA (S thermophilus. JIM 8232) and metF; KanR This study 
PAM-glyA24 metF PAM containing glyA (P denitrificans ATCC 13867) and metF; KanR This study 
pCas repA101 (Ts) kan pCas-Cas9 ParaB-Red lacIq Ptrc-sgRNA-pMB1 Lab storage 
pTarget pMB1 aadA sgRNA Lab storage 
pTrc99a Trc-promo, kan, lacI, ori Lab storage 
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发酵培养基(g/L)：葡萄糖 10.00，二水氯

化钙 0.08，七水硫酸镁 1.00，柠檬酸 1.17，三

水磷酸氢二钾 1.38，六水氯化铁 0.12，硫酸铵

3.30，硫代硫酸钠 3.95，七水硫酸锌 8.50，二

水氯化锰 7.50，二水氯化铜 0.75，六水氯化钴

0.75，硼酸 3.00，铝酸钠 2.50，维生素 B12 
10.00，维生素 B1 5.00，赖氨酸 200.00。 
1.2  实验方法 
1.2.1  摇瓶发酵 

从活化平板中将单菌落接种于 10 mL LB
试管，并在 37 ℃、180 r/min 条件下培养 12 h，
获得一级种子液。取 1 mL 种子液，转接到  
20 mL MS 发酵培养基中，30 ℃、180 r/min 培

养 48 h。发酵 48 h 后收集 1 mL 细胞培养液，

12 000 r/min 离心 1 min，取上清测定 L-甲硫氨

酸浓度，细胞颗粒用超纯水冲洗一次后，测定

细菌 OD600。 

1.2.2  发酵罐发酵 
取 1 mL 一级种子液，转接到 100 mL MS

发酵培养基中，在 30 ℃、180 r/min 条件下培

养 12 h 获得二级种子液。将 100 mL 二级种子

液接种于 5 L 发酵罐中(装液量 1.5 L)。用 50% 
(体积分数) NH3·H2O 自动控制 pH 至 7.0，培养

温度 30 ℃、通气量为 5 L/min。 
1.2.3  重组质粒的构建 

本研究中使用的质粒详见表 2。用于构建质

粒的引物详见表 3。构建质 pTrc99a，用聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)扩增需要

过表达的目的基因和载体，然后用 CloneExpress
一步克隆试剂盒将基因克隆到载体 pTrc99a 上。 
1.2.4  基因敲除与启动子替换 

编码 Cas9蛋白的质粒 pCas9和含有 sgRNA
的 pTarget 质粒[28-29]由上海植物生理生态研究

所捐赠。所使用引物详见表 3。 
 
表 3  本研究所用的引物 
Table 3  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 

 pTarget-glyA-F TAATACTAGTGAATTTGTTGATCACCGTACGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTarget-glyA-R GCTCTAAAACGTACGGTGATCAACAAATTCACTAGTATTATACCTAGGAC 

glyA Donor-glyA-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGAGCTTTGTCCCTGTGGTAGTG 
Donor-glyA-R2 TTGCTGGCGATGCTGGAAAAACCTTGTTGA 
Donor-glyA-F3 TTTTCCAGCATCGCCAGCAAAAATAACTGG 
Donor-glyA-R4 GGGTAATAGATCTAAGCTTCTGCAGACGGCAGATTTACAGTCTGC 
pTarget-ΔglyA-F TAATACTAGTCAAATATGCTGAAGGTTATCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 

ΔglyA pTarget-ΔglyA-R GCTCTAAAACGATAACCTTCAGCATATTTGACTAGTATTATACCTAGGAC 
Donor-ΔglyA-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGAAACAGGGCTTCACGTTGATC 
Donor-ΔglyA-R2 ACCGTTTCGCCCGCATCTCCTGACTCAGCT 
Donor-ΔglyA-F3 GGAGATGCGGGCGAAACGGTGATTTGCTGT 
Donor-ΔglyA-R4 CTGCAGAAGCTTAGATCTATTACCCTGGCAAAGTGGAGAACCGTG 

 
 

pTarget-fliY-F TAATACTAGTCAAACAGACATAACAACATTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTarget-fliY-R GCTCTAAAACAATGTTGTTATGTCTGTTTGACTAGTATTATACCTAGGAC 
Donor-fliY-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGATCGAGATTTCCCGCCTGGAC 

fliY 
 

Donor-fliY-R2 CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAAATTCACCCCGAAT
GTTGTTA 

  (待续) 
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 (续表 3) 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 

 Donor-fliY-F3 ATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGAAATTAGCA
CATCTGGG 

Donor-fliY-R4 GGGTAATAGATCTAAGCTTCTGCAGGCACATCGACGCCCTGAACA 
GCV pTarget-GCV-F TAATACTAGTGCAAAAGAGAACGATTGCGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 

pTarget-GCV-R GCTCTAAAACACGCAATCGTTCTCTTTTGCACTAGTATTATACCTAGGAC 
Donor-GCV-F1 GGATTCCGCGATCTGTTTTC 
Donor-GCV-R2 GTGACCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAAACCGAAACAGACTGTTAACC 
Donor-GCV-F3 ATCCGGCTCGTATAATGTGTGGTCACAAAGGAGATATACATGGCACAACAGACTCCTTT 
Donor-GCV-R4 GAACGGTTTCATCCCTTCCA 

malY pTarget-malY-F TAATACTAGTATGCATACTGTCCAGGCATAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTarget-malY-R GCTCTAAAACTATGCCTGGACAGTATGCATACTAGTATTATACCTAGGAC 
Donor-malY-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGACTGTGCTCGGCGTCACCATC 
Donor-malY-R2 CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAATTATGCCTGGACA

GTATGCA 
Donor-malY-F3 ATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGTTCGATTTT

TCAAAGGT 
Donor-malY-R4 GGGTAATAGATCTAAGCTTCTGCAGGCACACCAAAGGTGCGGCAA 

ydjN pTarget-ydjN-F TAATACTAGTAAATAATAAGATCAGGAGAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTarget-ydjN-R GCTATTTCTAGCTCTAAAACTTCTCCTGATCTTATTATTTACTAGTATTA 
Donor-ydjN-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGATTTTGGGCATCGTGGTTTTA 
Donor-ydjN-R2 CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAACCCCGTTCTCCTG

ATCTTAT 
Donor-ydjN-F3 ATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGAACTTTCCA

TTAATTGC 
Donor-ydjN-R4 GGGTAATAGATCTAAGCTTCTGCAGCTTGTCCTTTATCCCGAAAA 

yecC pTarget-yecC-F TCTCTAGAGTCGACCTGCAGTATTGATGCATACCATCCTG 
pTarget-yecC-R CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATT 

AATTGTCAAAGCAAAGCCCCATTCGTTAT 
Donor-yecC-F1 AGGGCTTACTGTCACATCTC 
Donor-yecC-R2 GTGACCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAAAACGCGTTAACACTTCTGCA 
Donor-yecC-F3 ATCCGGCTCGTATAATGTGTGGTCACAAAGGAGATATACATGCGTGGAGAATTTTATCA 
Donor-yecC-R4 GCTTCTTTCAGACGTGCTTC 

yecS pTarget-yecS-F TAATACTAGTTATACGCTGCAACTCAGTATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTarget-yecS-R GCTCTAAAACATACTGAGTTGCAGCGTATAACTAGTATTATACCTAGGAC 
Donor-yecS-F1 CGGTGCTTTTTTTGAATTCTCTAGAGGTTATGTGGAGAGTGCGCT 
Donor-yecS-R2 CCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAAGAGCGTTTCCGGA

GCTAAAC 
Donor-yecS-F3 ATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGCAAGAAAG

TATACAACT 
Donor-yecS-R4 GGGTAATAGATCTAAGCTTCTGCAGGACGGAACAGCTCCGGCACC 
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1.2.5  代谢产物和菌体量检测 
利用高效液相色谱来检测发酵液中的 L-甲

硫氨酸浓度，取发酵液 1 mL 于 12 000 r/min 离

心 5 min 后分离上清和沉淀。将沉淀用水进行

冲洗并离心分离后使用 20%的乙酸悬浮去除沉

淀中的碳酸钙。最后用 1 mL 水悬浮后用分光光

度计于600 nm处测定OD600值作为单位时间的菌

体量。取发酵上清液用水稀释至 0.5−2.0 g/L 进行

衍生化反应。衍生化反应为 100 µL 样品+300 µL 
衍生化试剂[0.189 4 g 4-氯-3,5-二硝基-三氟甲基

苯 (3,5-dinitro-4-chloro-trifluoromethylbenzene, 
CNBF)溶于 10 mL 乙腈]+500 µL 硼酸钠缓冲液

(0.2 mol/L 硼酸+0.05 mol/L 硼砂)在 60 ℃避光反

应 1 h。使用赛默飞世尔科技有限公司超高压液

相色谱仪检测，色谱柱为C18柱(4.6 mm×250 mm, 
5 µm)，设置参数为检测波长 260 nm，进样量

10 µL，柱温 30 ℃，流速 0.8 mL/min。流动相

A：纯乙腈；流动相 B：50 mmol/L 乙酸钠缓冲

溶液(820 mL 蒸馏水+170 mL 乙腈+2 mL 三乙

胺，乙酸调节 pH 为 4.9)。反应进程如表 4 所示。 

2  结果与分析 
2.1  malY基因和一碳模块关键基因的强化

表达  
根据前期实验室对 M2 的研究总结，一碳

模块通量对 L-甲硫氨酸的合成十分重要[17]。一

碳模块的关键基因主要为 glyA、metF、metH

和 GCV。一碳模块中，丝氨酸在 GlyA 的作用

下，生成甘氨酸和 CH2-THF，其中生成的甘氨

酸可以进一步通过 GCV 生成 CH2-THF，大肠

杆菌生长所需的一碳单位主要由 glyA (75%)和
GCV (25%)提供[30-31]。之后 CH2-THF 在 MetF
的作用下生成 CH3-THF，为 L-甲硫氨酸的合成

提供甲基，CH3-THF 与 L-高半胱氨酸在钴胺依 

表 4  L-甲硫氨酸高效液相色谱梯度洗脱程序 
Table 4  HPLC gradient elution procedure for 
L-methionine 
Time (min) A (%) B (%) 

0 18 82 
5 20 80 
7 35 65 

15 35 65 
20 50 50 
24 50 50 
25 80 20 
30 70 30 
35 18 82 
45 18 82 

 
赖性甲硫氨酸合酶 MetH (由 metH 编码)的作用

下发生甲基化反应生成 L-甲硫氨酸和四氢叶酸

(tetrahydrofolate, THF)。反应后的 THF 将会再

次参与到下一次的 CH2-THF的生成，由此形成

循环。L-高半胱氨酸由 L-半胱氨酸和 OSH 在琥

珀酰高丝氨酸裂解酶 MetB (由 metB 编码)和胱

硫醚裂解酶 MetC (由 metC 编码)的作用下经   

2 步反应生成，反应过程如图 2A 所示。metC

受到 L-甲硫氨酸的负反馈调节，如何解除 L-甲
硫氨酸的反馈抑制是一个重要的研究方向。

MetC 会表现出 L-半胱氨酸裂解酶活性，metC

的过表达可能会导致胞内 L-半胱氨酸(L-甲硫氨

酸合成的硫源)减少[32]，从而导致 L-甲硫氨酸

产量的下降。单纯的过表达 metC 是不可行

的，选择同样拥有将胱硫醚转化为 L-高半胱氨

酸能力的 MetC 的同工酶 MalY 减少 L-甲硫氨酸

带来的产物抑制。 

将 malY 和 GCV 的天然启动子替换为 Trc
启动子，得到菌株 M2Y/PAM 和 M2G/PAM；在

质粒上过表达基因 metF、metH 和 glyA，得到

菌株 M2/PAMF、M2/PAMH 以及 M2/PAMG。

发酵结果如图 2B、2C 所示。 
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图 2  L-甲硫氨酸合成代谢途径(A)以及一碳模块关键基因的增强(B)、malY 基因的增强(C)对 L-甲硫氨

酸合成的影响 
Figure 2  The L-methionine biosynthesis pathway (A) and the effect of enhancement of one-carbon module 
key genes (B), strengthening malY gene (C) on L-methionine synthesis. The white bars: L-methionine yield; 
The grey bars: OD600. The data represent the results of three independent experiments.  
 

如图 2C 所示，单独过表达基因 malY 时，

L-甲硫氨酸产量为 2.91 g/L，相较于 M2/PAM
没有显著提高，菌体量有轻微下降。由图 2B 可

知，过表达一碳模块的关键基因 metF 可以提升

L-甲硫氨酸合成，L-甲硫氨酸产量由 2.83 g/L 提

高至 3.12 g/L，菌体量有轻微下降。因此尝试

过表达 malY 的同时加强一碳模块，将质粒

PAMF 导入 M2Y/PAM，得到菌株 M2Y/PAMF。
发酵结果如图 2C 所示，同时强化一碳模块和

malY 时，L-甲硫氨酸产量显著上升，从 2.8 g/L
提升至 3.2 g/L。说明过表达 malY 可以加强前

体 L-高半胱氨酸的生成，且不受 L-甲硫氨酸的

产物抑制，与一碳模块的增强结合可以有效地

提高 L-甲硫氨酸产量。 
由图 2B 可知，metH、GCV 的强化对 L-甲

硫氨酸的合成影响不明显，菌体量变化也不明

显。结合过表达 metF 后 L-甲硫氨酸产量提升

的结果，从 CH3-THF 的角度分析，metH、

GCV的强化对 L-甲硫氨酸的合成影响不明显可

能与甲基供体 CH3-THF 不足有关。glyA 的强化

对 L-甲硫氨酸的合成有负面影响，L-甲硫氨酸

产量从 2.83 g/L 降至 1.38 g/L。可能的原因是，

glyA 编码的丝氨酸羟甲基转移酶主要催化丝氨

酸与甘氨酸和 THF 之间的相互转化，反应过程

如图 3A[33-34]所示。由于其反应的可逆性，猜

想单纯地增强 glyA 的表达可能有助于反应趋向
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丝氨酸合成的方向。为明确 glyA 对 L-甲硫氨酸

合成影响，对 glyA 进行进一步研究。 
2.2  glyA 基因的调节 

为明确基因 glyA 对 L-甲硫氨酸产量的影

响，在基因组上对 glyA 进行增强、削弱和敲除，

分别获得菌株 M2 glyA/PAM、M2 rglyA/PAM 和

M2 ΔglyA/PAM，摇瓶发酵结果如图 3B 所示。 
glyA 的增强、削弱和敲除均对 L-甲硫氨酸

合成有负面影响，产量和菌体量都出现明显下

降。敲除 glyA 后，L-甲硫氨酸产量只有 0.35 g/L，

OD600 只有 2.75。可能的原因为 glyA 是细胞生

产一碳单位的主要调节基因，细胞本身的一碳

单位 75%由 glyA 生产，故敲除大肠杆菌本身的

glyA 会导致菌体与产量急剧降低。增强和削弱

glyA 的表达都使菌株的菌体量和 L-甲硫氨酸产

量有所下降，为了更好地调节 glyA 的表达，使

反应向 L-甲硫氨酸合成有利的方向进行，尝试

引入合适的外源 glyA。 
目前国内外对于 glyA 的研究主要集中于加

强 L-丝氨酸的合成，而对 L-甲硫氨酸合成而言

要寻找平衡偏向于甘氨酸的外源基因型。筛选

4 个合适的外源 glyA 基因，分别为 glyA21     

(C. glutamicum) 、 glyA22 [ 金黄色葡萄球菌

(Staphlococcus aureus) FB 24[35]]、glyA23 [嗜热

链球菌(Streptococcus thermophilus) JIM 8232]、
glyA24 (P. denitrificans) ATCC 13867[36]。在质粒

PAM 上过表达 4 种外源 glyA 基因，导入 M2 中，

得到菌株 M2/PAM-glyA21、M2/PAM-glyA22、
M2/PAM-glyA23、M2/PAM-glyA24，摇瓶发酵

结果如图 3C 所示。 
 

 
 
图 3  glyA 调控的代谢反应(A)以及 glyA 的调节(B)、异源 glyA 的表达(C)对 L-甲硫氨酸合成的影响 
Figure 3  Metabolic reaction regulated by glyA (A) and the effect of glyA gene regulation (B) and expression 
of heterologous glyA genes (C) on L-methionine synthesis. Δ: Gene knock out; rglyA: Down-regulating 
expression of glyA; Trc: Overexpression of glyA with Ptrc promoter. The white bars: L-methionine yield, the 
grey bars: OD600. The data represent the results of three independent experiments.  
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结果表明，glyA 为一碳模块的关键基因，

通过引入合适的外源 glyA 可以有效调节丝氨酸

与甘氨酸之间的转化，使反应向有利于 L-甲硫

氨酸合成的方向进行。不同来源的 glyA 在大肠

杆菌中对 L-甲硫氨酸产量的影响差异明显，过

表达来源于 P. denitrificans ATCC 13867 的 glyA

可以使 L-甲硫氨酸产量提升至 3.58 g/L。 

2.3  L-半胱氨酸转运系统的增强 
前两小节通过优化一碳模块成功地提高了

L-甲硫氨酸产量，硫模块作为一碳模块的前体

模块，对 L-甲硫氨酸的合成也具有十分重要的

影响。硫模块的重要前体是 L-半胱氨酸，L-半
胱氨酸对细胞的毒副作用决定了其不能在细胞

体内大量存在，这是细胞对自身的一种保护作

用[26-27]。为解决由于 L-半胱氨酸毒副作用导致

胞内 L-半胱氨酸浓度不足的问题，尝试改造 

L-半胱氨酸的转运系统。 
图 4A 是 L-半胱氨酸转运系统[27]。L-半胱

氨酸有 2 套不同的内运系统，分别是同源转运

蛋白(ydjN)和 ATP 盒蛋白(fliY-yecSC)。ydjN 通

过同化作用将胱氨酸 /半胱氨酸从膜间转运到

细胞内，fliY-yecSC 需要通过消耗更多的 ATP
和 NADPH 来进行转运，胱氨酸/半胱氨酸先与

fliY 结合，之后通过膜蛋白 yecSC 消耗 3 个 ATP
来转运[37]。 

在基因组上过表达 4 个转运系统的关键基

因(ydjN、fliY、yecS、yecC)增强 L-半胱氨酸内

运，得到菌株 M2 ydjN/PAM、M2 fliY/PAM、

M2 yecS/PAM 和 M2 yecC/PAM。在此基础上加

强一碳供给，导入质粒 PAMF 后得到菌株 M2 

ydjN/PAMF、M2 fliY/PAMF、M2 yecS/PAMF 和

M2 yecC/PAMF。发酵结果如图 4B 所示。 
未加强一碳模块时，加强 L-半胱氨酸转运

系统后菌体量均显著下降，此时 L-半胱氨酸内

运加强，胞内 L-半胱氨酸浓度上升后抑制菌株

生长，进而对 L-甲硫氨酸产量造成负面影响。

其中 ydjN 的强化可以有效地提高 L-甲硫氨酸产

量，L-甲硫氨酸产量从 2.8 g/L 提高至 3.07 g/L，

分析原因可能为 ydjN 内运能力较弱，此时内运

进胞内的 L-半胱氨酸正好被转化利用，L-半胱

氨酸对 L-甲硫氨酸合成的促进作用大于对细胞

的毒副作用。 
加强了一碳模块后，菌株的菌体量恢复正

常，此时 fliY-yecSC转运蛋白系统中 fliY的强化

使 L-甲硫氨酸产量从 2.8 g/L 提高至 3.45 g/L。

由实验结果分析，胞内 L-半胱氨酸的不足是

L-甲硫氨酸合成的一个重要代谢瓶颈，一碳模

块的加强非常关键，保持胞内半胱氨酸浓度的

平衡可以有效提高 L-甲硫氨酸产量。 
已经确定增强 L-半胱氨酸内运系统对 L-甲

硫氨酸的合成有正向效果，进一步探究不同 L-
半胱氨酸添加量对 L-甲硫氨酸产量的影响，实

验结果如图 4C。在一碳模块未加强的情况

下，添加 L-半胱氨酸后 L-甲硫氨酸产量有明显

的下降趋势；加强一碳模块后，添加半胱氨酸

后 L-甲硫氨酸产量有小幅度上升，菌株 M2 

fliY/PAMF 的 L-甲硫氨酸产量从 3.45 g/L 提高到

3.53 g/L。 
综合以上结果分析，硫模块对 L-甲硫氨酸

的合成具有重要的影响，L-半胱氨酸转运系统

关键基因的过表达可以加强半胱氨酸的内运，

提高胞内的半胱氨酸量浓度，在没有加强一碳

模块时，L-半胱氨酸对细胞的毒副作用使菌体

生长受到抑制，L-甲硫氨酸的产量下降。强化

一碳模块后，L-半胱氨酸内运进胞内后可以被

及时利用，促进 L-甲硫氨酸产量提高。菌株

M2 fliY/PAMF 产量提升最显著，在添加 2 g/L 

L-半胱氨酸的条件下L-甲硫氨酸产量为3.53 g/L。 
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图 4  L-半胱氨酸转运系统[27] (A)以及半胱氨酸转运系统的强化(B)、加强半胱氨酸转运系统后添加半胱

氨酸(C)对 L-甲硫氨酸合成的影响 
Figure 4  Effect of L-cysteine transport system[27] (A) and strengthening of cysteine transport system (B) on 
L-methionine synthesis. The white bars: L-methionine yield; The grey bars: OD600. C: The effect of adding 
cysteine on the synthesis of L-methionine after strengthening the cysteine transport system. The grey bars: No 
cysteine added; The black bars: Cysteine added. The data represent the results of three independent 
experiments.  
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2.4  高产菌株 M4 的构建 
通过以上研究，一碳模块为 L-甲硫氨酸合

成的代谢瓶颈，确定一碳模块的关键基因为

glyA 和 metF，在质粒 PAM 上过表达 metF 和    

4 种异源 glyA，获得菌株 M2/PAM glyA22 metF、

M2/PAM glyA23 metF 和 M2/PAM glyA24 metF。

结果如图 5 所示，M2/PAM glyA24 metF 的 L-甲

硫氨酸产量提升至 3.83 g/L。 

随后过表达 malY，增强了一碳模块前底

物 L-高半胱氨酸的生成的同时解除了 L-甲硫

氨酸的底物抑制。最后过表达 L-半胱氨酸转

运系统的关键基因 fliY，解决了由于 L-半胱氨

酸毒副作用造成的胞内 L-半胱氨酸浓度不足

问题，构建菌株 M4 (E. coli W3110 ΔIJAHFEBC 

Trc-fliY Trc-malY/PAM glyA24 metF)。摇瓶发酵

结果如图 6A 所示，L-甲硫氨酸产量由 2.8 g/L

提升至 4.05 g/L，5 L 发酵罐中达到 18.26 g/L 

(图 6B)。 

 

 
 
图 5  异源 glyA 基因和 metF 基因耦联对 L-甲硫

氨酸合成的影响 
Figure 5  Effect of heterogenous glyA gene and 
metF gene on L-methionine synthesis. The white 
bars: L-methionine yield; The grey bars: OD600.  

 

3  讨论与结论 
本研究在菌株 M2 (E. coli W3110∆IJAHFEBC/ 

PAM)的基础上，通过代谢模块途径工程逐步探

索大肠杆菌高效合成 L-甲硫氨酸的限制性因

素，为进一步构建 L-甲硫氨酸高产菌株奠定基

础。本研究首先对 L-甲硫氨酸一碳模块的关键

基因(glyA、GCV、metF 和 metH)进行研究，通

过在质粒上过表达基因 metF 可以观察到 L-甲
硫氨酸的产量提高至 3.12 g/L。推断 L-甲硫氨

酸 的一碳模块的关键限速节点为甲基供体

CH3-THF。同时 glyA 调控的代谢反应是一个可

逆反应，对大肠杆菌 glyA 的调节无法有效提高

L-甲硫氨酸产量。通过筛选引入外源 glyA 基因，

成功加强了 CH3-THF 前体甘氨酸的生成，进而

加强了 L-甲硫氨酸的合成。通过在质粒 PAM
上耦联过表达基因 metF 和 glyA24 将 L-甲硫

氨酸的产量提高至 3.83 g/L。 
L-甲硫氨酸生物合成中的硫源主要来自 L-半

胱氨酸，硫模块的通量对 L-甲硫氨酸合成具有

重要影响，因此 L-半胱氨酸对细胞的毒副作用

是 L-甲硫氨酸合成的限制因素之一。根据已有

文献，大肠杆菌体内有一套独特的 L-半胱氨酸

转运系统，单独加强 L-半胱氨酸的内运对 L-甲
硫氨酸的合成没有正向效果，但当同时加强一

碳模块和半胱氨酸内运时可使胞内 L-半胱氨酸

达到平衡，提高 L-甲硫氨酸产量。进一步证

明 L-甲硫氨酸的合成主要的代谢阻力存在于

一碳模块。同时过表达不受 L-甲硫氨酸反馈

抑制的 malY，增强了一碳模块的前体 L-高半胱氨

酸的合成，最后得到菌株：M4 (E. coli W3110 
ΔIJAHFEBC Trc-fliY Trc-malY/PAM glyA24 metF)，
发酵结果为 4.05 g/L。 

本研究发现一碳模块通量对 L-甲硫氨酸产

量非常重要，且一碳模块的关键限速节点为甲 
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图 6  M4 的发酵情况 
Figure 6  Fermentation of M4. Comparison of the L-methionine synthesis by strains M2 and M4. The white 
bars: L-methionine yield; The grey bars: OD600. The data represent the results of three independent 
experiments (A). The continuous fed fermentation of L-methionine by strain M4 (B).  
 
 

基供体 CH3-THF。此外，胞内 L-半胱氨酸浓度

的不足也是 L-甲硫氨酸合成的代谢瓶颈之一。

本研究采用的策略对于合理设计用于类似氨基

酸生物合成的细胞工厂具有重要意义。 
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