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大肠杆菌中酪醇高效生物合成体系的构建与优化

熊艺哲 1,2 王守钢 1,2 饶志明 1,2 徐美娟 1,2*

（1.江南大学生物工程学院， 江苏  无锡  214122； 2.江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】在大肠杆菌中构建高效的生物合成系统，实现酪胺及其关键衍生物酪醇的高效生产。【方法】通

过分析蛋白质表达、酶学性质和全细胞催化结果，确定源自粪肠球菌的酪氨酸脱羧酶（TDC）作为合成酪胺

的关键酶，并以酪胺氧化酶（TYO）来构建合成酪醇的 TDC-TYO 合成途径。同时，构建 LAAD-PDC 酪醇合

成途径，建立了双酶共表达系统，对比双酶串联顺序、生产途径和关键酶来源对酪醇产量的影响。通过全细

胞催化得到携带质粒 pET28a-EfTDC-TYO 的高产酪醇的重组菌株 B1，并对反应条件进行优化。【结果】在最

佳反应参数下，24 h 内重组菌株 B1 酪醇产量达 3.96 g/L，底物转化率为 51.9%。【结论】为生物法合成酪醇及

其衍生物提供了参考。
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Abstract: [Objective] An efficient biosynthetic system was constructed in Escherichia coli to achieve high-yield 

production of tyramine and its key derivative tyrosol. [Method] Through the analysis of protein expression, 

enzymatic properties, and whole-cell catalysis results, tyrosine decarboxylase (TDC) derived from Enterococcus 

faecalis was selected as the key enzyme for tyramine synthesis. Subsequently, tyramine oxidase (TYO) was 

introduced to construct the TDC-TYO pathway for tyrosol production. Meanwhile, the LAAD-PDC pathway for 

tyrosol synthesis was established. A dual-enzyme co-expression system was established, and the effects of tandem 

enzyme order, production pathways, and key enzyme sources on tyrosol yield were analyzed. The recombinant 

strain B1, carrying the plasmid pET28a-EfTDC-TYO, was obtained through whole-cell catalysis, and the reaction 

conditions were optimized. [Result] Under optimal reaction parameters, the recombinant strain B1 achieved a 

tyrosol yield of 3.96 g/L within 24 h, with a substrate conversion rate of 51.9%. [Conclusion] This study provides 

valuable insights for the biosynthesis of tyrosol and its derivatives.
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酪醇是一种苯乙醇类化合物，具有显著的药

理活性，在食品、化妆品及医药等多个领域有重要

的应用价值［1］。酪醇的天然获取途径主要包括橄

榄油、绿茶以及红景天等一系列植物资源［2］。在
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食品工业中，酪醇作为功能性添加剂，不仅能提升

食品风味，还能有效延长食品的保质期［3］。在化

妆品领域，酪醇有良好的抗氧化和抗炎性能，能够

有效清除自由基，进而保护皮肤组织［4］。酪醇及

其衍生物在医药领域表现出多种生物活性，如抗

癌、抗炎和保护神经系统等［5-6］，具有巨大的开发与

应用潜力。酪胺作为一种在植物与动物中普遍存

在的化合物，能够被多种单胺氧化酶代谢，是合成

酪醇的关键前体［7］。

目前酪醇的工业化制备主要有 3种途径：从植

物中提取、通过化学方法制备以及利用微生物进

行生物合成［8］。其中，植物提取法由于原料来源

受限，面临着提取过程烦琐、产物收率不理想以及

生产成本较高等挑战。化学合成法虽然可实现较

高产量，但面临原料价格昂贵、催化剂制备复杂、

反应条件严苛以及环境污染严重等挑战。相比之

下，微生物合成法通过利用大肠杆菌（Escherichia 

coli）［9］或酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）［10］

等底盘细胞进行生产，具有环境友好和原料可再

生等优势，但其生产效率仍有待提升，达不到工业

化生产的要求。在酪醇生物合成机制研究领域，

Hazelwood 等［11］揭示了酿酒酵母中酪醇的生物合

成 途 径 ：首 先 ，在 芳 香 族 氨 基 酸 氨 基 转 移 酶

（ARO8）的作用下，酪氨酸经历脱氨基过程，转化

为 4-羟基苯丙酮酸（4HPP）；之后，4HPP 在脱羧酶

的作用下转化为 4-羟基苯乙醛（4HPAA）；最终，

4HPAA 经历还原反应，生成最终产物酪醇。Satoh

等［12］采用 TDC-TYO 途径在大肠杆菌 JW1380中提

高酪醇产量至 2.42 g/L。Xia 等［13］利用计算机辅助

设计筛选出最优 ARO10 突变体，酪醇产量达到了

2.04 g/L。 Chung 等［14］异 源 表 达 芳 香 醛 合 酶

（AAS），发酵 36 h后得 531 mg/L酪醇。Liu等［15］通

过构建 L-氨基酸转氨酶（LAAD）全细胞催化体

系 ，在大肠杆菌中酪醇产量达到 9.56 mmol/L。

Ruan 等［16］基于 Ehrlich 途径开发四酶级联系统，及

时分离缓解酪醇产物对酶活力的抑制。在 3 L 生

物反应器中酪醇产量达 35.7 g/L，转化率达 93.6%，

这是目前生物法合成酪醇所能达到的最高产量。

传统酪醇合成领域的研究多集中于单一酶催

化途径的精细优化或特定菌株的定向改造，而对

全细胞催化体系下不同合成途径的比较研究较

少。作者尝试构建高效的大肠杆菌细胞工厂用于

酪胺［17］与酪醇的生物合成。通过筛选获得粪肠球

菌来源的酪氨酸脱羧酶（TDC），将其与酪胺氧化

酶（TYO）组合，构建 TDC-TYO 级联催化途径以实

现酪醇的生产。同时，构建含芳香族氨基酸氨基

转移酶（LAAD）［18］和丙酮酸脱羧酶（PDC）［19］的双

酶共表达系统，即 LAAD-PDC 酪醇合成途径，优

化酶的表达顺序，筛选获得高产酪醇的重组菌株

B1。在此基础上，系统优化关键反应参数，采用分

批补加底物酪氨酸的形式来缓解底物抑制并提高

转化率，为实现酪醇的高效生物合成提供了依据。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1 菌株和质粒  

所需菌株及质粒的详细信息见表 1。E. coli 

BL21（DE3）、质粒 pET28a：作者所在实验室保藏；从

实验室保存的短乳杆菌（Lactobacillus brevis）和粪肠球

菌（Enterococcus faecalis）中扩增出酪氨酸脱羧酶基

因，分别命名为 LbTDC （GenBank登录号：EU195891.1）

和 EfTDC （GenBank登录号：AF354231.1）；从实验室

前期构建的重组质粒 pET28a-PvLAAD 中获取了普

通变形杆菌（Proteus vulgaris）来源的 PvLAAD 基因，

该质粒已在前期研究中得到验证；奇异变形杆菌

（Proteus mirabilis）来源的PmLAAD 基因（GenBank登

录号：MT682885.1）、藤黄微球菌（Micrococcus luteus）

来源的 MlTYO基因（GenBank登录号：AB010716.1）、

热带假丝酵母（Candida tropicalis）来源的 CtPDC 基

因 （GenBank登录号：XM_002549483.1）：苏州金唯智

生物科技有限公司合成。

1.1.2 酶和试剂  

同 源 重 组 克 隆 试 剂 盒（ClonExpress II One 

Step Cloning Kit）、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒以

及 DNA 聚合酶（2×Phanta Max Master Mix，Dye 

Plus）：南京诺唯赞生物科技股份有限公司；质粒提

取试剂盒、细菌基因组提取试剂盒：天根生化科技

（北京）有限公司；L-酪氨酸：生工生物工程（上海）

股份有限公司；酪醇标准品、酪胺标准品：上海源

叶生物科技有限公司；其他试剂：国药集团化学试

剂有限公司。

1.1.3 仪器与设备  

电子天平：BSA4202S-CW 型，苏州赛恩斯仪

器有限公司 ；紫外-可见分光光度计 ：UV-1000
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型，翱艺仪器（上海）有限公司；pH 计：S400-K 型，

瑞 士 Mettler-Toledo 有 限 公 司 ；核 酸 电 泳 仪 ：

WIX-liteDNA 型 ，韦克斯科技（北京）有限公司 ；

PCR 仪：Mastercycler nexus X2 型，德国 Eppendorf

公司；超声细胞破碎仪：SCIENTZ-IID 型，宁波新

芝生物科技有限公司；酶标仪：SynergyNEO2 型，

美国伯腾仪器有限公司；恒温培养箱：BPX-272

型，上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；离心

机：Sigma 1-14K 型，美国 Sigma 公司；超净工作

台：SW-CJ-2FB 型，苏州净化设备有限公司；高效

液相色谱仪：1260 Infinity 型，美国安捷伦科技有

限公司。

1.2　方法

1.2.1 重组菌株的构建  

采用 E. coli BL21（DE3）作为表达宿主，用于

转 化 重 组 质 粒 pET28a-LbTDC、pET28a-EfTDC、

pET28a-EfTDC-TYO、pET28a-TYO-EfTDC、pET28a-

PvLAAD-CtPDC、pET28a-CtPDC-PvLAAD、pET28a-

PmLAAD-CtPDC 和 pET28a-CtPDC-PmLAAD。将

质粒导入 E. coli 感受态细胞，转化后的细胞涂布

于相应抗生素筛选平板，37 ℃培养 12 h，筛选形态

正常的单菌落。运用菌落 PCR 技术筛选阳性转化

子，将筛选出的候选菌株样本送至苏州金唯智生

物科技有限公司进行质粒测序。通过序列比对分

析，测序结果正确的转化子即为成功构建的重组

工程菌株。

1.2.2 酶的表达与纯化  

将验证正确的重组菌株接种于含抗生素的平板

上进行活化处理，随后转接至含 10 mL抗生素的液

体培养基中振荡培养 12 h。以体积分数 1% 将菌液

转接入 50 mL 新鲜的液体培养基中。当培养液

的 OD600 值在 0.6~0.8 时加入 IPTG，使其终浓度为

表 1　菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

菌株/质粒

Escherichia coli BL21（DE3）

BL21/pET28a

BL21/pET28a-EfTDC

BL21/pET28a-LbTDC

BL21/pET28a-MlTYO

BL21/pET28a-PvLAAD

BL21/pET28a-PmLAAD

BL21/pET28a-CtPDC

A1

A2

B1

B2

B3

B4

B5

B6

pET28a

pET28a-TDC

pET28a-TYO

pET28a-LAAD

pET28a-PDC

pET28a-TDC-TYO

pET28a-TYO-TDC

pET28a-PDC-LAAD

pET28a-LAAD-PDC

特性

表达宿主

菌株中含 pET28a质粒

菌株中含 pET28a-EfTDC 质粒

菌株中含 pET28a-LbTDC 质粒

菌株中含 pET28a-MlTYO 质粒

菌株中含 pET28a-PvLAAD 质粒

菌株中含 pET28a-PmLAAD 质粒

菌株中含 pET28a-CtPDC 质粒

菌株中含 pET28a-LbTDC 质粒

菌株中含 pET28a-EfTDC 质粒

菌株中含 pET28a-EfTDC-MlTYO 质粒

菌株中含 pET28a-MlTYO-EfTDC 质粒

菌株中含 pET28a-PvLAAD-PDC 质粒

菌株中含 pET28a-PmLAAD-PDC 质粒

菌株中含 pET28a-PDC-PvLAAD 质粒

菌株中含 pET28a-PDC-PmLAAD 质粒

卡那霉素抗性，表达载体

含 TDC 的重组表达载体

含 TYO 的重组表达载体

含 LAAD 的重组表达载体

含 PDC 的重组表达载体

含 TDC 和 TYO 的重组表达载体

含 TYO 和 TDC 的重组表达载体

含 PDC 和 LAAD 的重组表达载体

含 LAAD 和 PDC 的重组表达载体

来源

作者所在实验室保藏

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究
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0.5 mmol/L，然后在 25 ℃、180 r/min的条件下诱导

表达 12 h。培养结束后，于 4 ℃、8 000 r/min 离心

5 min，收集菌体，弃去上清液，用缓冲液洗涤菌体

2次，在冰浴条件下用超声破碎仪对细胞进行裂解

处理。将裂解后的液体于 4 ℃、12 000 r/min 离心

20 min，收集上清液，即为粗酶液。首先用 0.22 μm

的滤膜对粗酶液进行过滤，然后采用镍柱亲和层

析技术对粗酶液进行蛋白质纯化操作。分别取粗

酶液和纯化样品，采用 SDS-PAGE 分析蛋白质的

纯度和表达情况，并用 Bradford 法测定蛋白质质

量浓度［20］。

1.2.3 酪氨酸脱羧酶的酶活力测定  

TDC 酶活力测定体系（1 mL）：反应体系包

含 10 μL 酶液、20 μL PLP（4 mmol/L）以及 970 μL 

2 mmol/L 的 L-酪氨酸（溶于 0.20 mol/L、pH 5.0 的

NaAc 缓冲液，50 ℃预热）。将反应体系在 50 ℃

的水浴中孵育 10 min 发生酶促反应，随后将反应

体系转移至沸水浴中加热 5 min 以终止反应。

12 000 r/min 离心 10 min，用滤膜对离心后的上清

液过滤来净化样品。用高效液相色谱（HPLC）技术

对处理后的样品进行分析，通过检测底物和产物的

含量变化，来计算酪氨酸脱羧酶的酶活力。酪氨酸

脱羧酶的酶活力为：在 50 ℃的条件下，每分钟能够

催化生成 1 μmol酪胺所需的酶量，记作 1 U［21］。

1.2.4 酪氨酸脱羧酶的酶学性质测定  

1）最适反应温度测定：在 pH 7.0 条件下，将反

应体系置于 20~60 ℃反应 10 min，按照 1.2.3 方法

测定酶活力。最高酶活力设定为 100%，计算各温

度下的相对酶活力，确定酪氨酸脱羧酶的最适反

应温度。

2）最适反应 pH 测定 ：将反应体系置于 pH 

5.0~10.0 的不同缓冲液中，在 50 ℃下反应 10 min，

在不同 pH 下测定酪氨酸脱羧酶的相对酶活力。

3）温度稳定性测定：将适量纯酶液分别于恒

定温度的水浴孵育 12 h，每隔一定时间取样，定

期测定残余酶活力，以初始酶活力为 100% 计算

相对酶活力，评估酪氨酸脱羧酶的温度稳定性。

4）pH 稳定性测定：将适量纯酶液添加到一

定 pH 的缓冲体系中，并在 50 ℃ 进行 12 h 的孵

育。在试验过程中，按照预设的时间点取样，并

检测各孵育时段后的酶活力。将初始酶活力设

为 100%，据此计算各时间点的相对酶活力，从而

系统评估酪氨酸脱羧酶的 pH 稳定性。

1.2.5 全细胞催化及条件优化  

采用平板划线法对重组菌株进行活化处理，从

活化后的平板上挑选单菌落，并将其接种于 10 mL

的液体培养基，随后将其置于 37 ℃、200 r/min 的

摇床振荡培养 16 h。以体积分数 1% 将培养物转

接至 250 mL 的新鲜液体培养基中进行扩大培养。

当培养液的 OD600值达到 0.6~0.8 时，加入 IPTG，使

其终浓度达到 0.5 mmol/L，于 25 ℃、180 r/min的条

件下培养 12 h，诱导目标蛋白质的表达。培养结束

后，将菌液在 4 ℃、8 000 r/min 条件下离心 10 min

以收集菌体。用缓冲液对收集到的菌体洗涤 2次，

并重新悬浮，最终制得适用于全细胞催化反应的

菌悬液。为优化催化条件，采用单因素试验法考

察关键参数，包括菌体生物量（OD600 值）、反应温

度、反应 pH 和底物浓度。在反应进程中，定期采

集反应液样品，经 0.22 μm 孔径滤膜进行过滤处

理，之后用高效液相色谱定量分析酪醇质量浓度。

1.2.6 检测方法  

采用分光光度计于 600 nm 波长处测定菌体生

物量（OD600 值）。采用反相 Diamonsil C18 色谱柱

（150 mm×4.6 mm×5 μm ），通过高效液相色谱（HPLC）

测定产量［22］，检测器为 DAD 紫外检测器。色谱分

离条件如下：流动相中 V（甲醇）∶V（水）∶V（三氟乙

酸）为 10∶90∶0.10，流量 0.8 mL/min，柱温 30 ℃，检

测波长 278 nm。分别配制系列质量浓度的酪醇和

酪胺标准品溶液，绘制标准曲线，线性相关系数

（R2）大于 0.999。

1.2.7 数据分析  

全细胞催化试验中的底物转化率和产物产量

通过高效液相色谱（HPLC）进行定量分析，由设置

的梯度质量浓度标准品绘制出的标准曲线来计算

样品的具体数值。蛋白质表达水平通过 SDS-PAGE

条带进行灰度分析，以相对表达量表示。使用

Origin软件进行图表绘制，确保数据可视化清晰直

观，统计分析结果均经过正态性检验和方差齐性

检验。

2　结果与讨论

2.1　酪胺生产菌株的构建以及相关酶的表达验证

经酪氨酸脱羧酶（TDC）的催化使酪氨酸发生

脱羧反应生成酪胺。TDC 在自然环境分布广泛，
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现已成功克隆了多种来源的 TDC，涵盖红景天、粪

肠球菌、拟南芥以及短乳杆菌等［23］。基于前期的

研究，作者选取短乳杆菌［24］和粪肠球菌［25］作为

TDC 的来源并构建了相应的菌株。

首先，构建了质粒 pET28a-LbTDC 和 pET28a-

EfTDC，随后将其转化至大肠杆菌中，并进行了菌

落 PCR 验证，发现目的条带大小正确，表明菌株构

建成功，见图 1（a）。将携带 pET28a-LbTDC 质粒

的菌株命名为 A1，携带 pET28a-EfTDC 质粒的菌

株命名为 A2，随后对 A1和 A2菌株进行了蛋白质表

达与细胞破碎处理，分离得到酪氨酸脱羧酶 LbTDC

和 EfTDC 的上清液与沉淀部分。SDS-PAGE 分析

酶的表达情况，结果见图 1（b）。2 种来源的 TDC

均可表达，但短乳杆菌来源的 TDC 在沉淀中表达

更多，在可溶性成分中表达相对较少，这种低溶解

性可能与其蛋白质折叠效率或大肠杆菌表达系

统的兼容性有关。随后对酶进行了纯化［26］，并测

定了其酶活力，如表 2 所示，EfTDC 的酶活力为

0.82 U/mg，高于 LbTDC 的 0.54 U/mg，这种酶活性

差异可能与 2 种酶的活性中心结构或底物结合能

力有关。EfTDC 不仅在表达上有良好的可溶性，

而且在催化效率上也明显优于 LbTDC。这一结果

为后续选择 EfTDC 作为酪胺及酪醇生物合成途径

的关键酶提供了重要依据。

2.2　TDC 酶学性质测定及酪胺生产优选菌株的

确定

为验证 2 种不同来源酪氨酸脱羧酶 LbTDC 与

EfTDC的催化特性，对其酶学属性进行了系统测定。

如图 2（a）所示，不同温度下的酶活力测定表明，短乳

杆菌来源的 LbTDC和粪肠球菌来源的 EfTDC的最

适反应温度为 50 ℃，而 LbTDC更耐高温，在 60 ℃时

的酶活力明显高于 EfTDC，这可能与其蛋白质结构

的稳定性差异有关。如图 2（b）所示，在各自的最适

温度下孵育 12 h后，LbTDC 保留了 22.3% 的初始酶

活力，EfTDC则保留了 28.1%的初始酶活力，略高于

LbTDC，表明 EfTDC在长时间高温环境下的热稳定

性更优。在不同 pH 条件下测定 2种酶的相对酶活

力，结果见图 2（c）。LbTDC在 pH 6.0时表现出最大

催化活性，而 EfTDC在 pH 7.0时表现出最大催化活

性，这种差异可能源于 2种酶活性中心氨基酸残基的

质子化状态不同。2种酶在相应最适 pH条件下保存

10 h后的结果见图 2（d）。LbTDC保持了 57.6%的初

始酶活力，EfTDC则保持了 54.3%的初始酶活力，均

显示出良好的 pH稳定性，这为其在工业化应用中的

pH 适应性提供了重要依据。综上所述，LbTDC 和

EfTDC在温度适应性和 pH稳定性方面各有优势，随

后对其全细胞催化结果进行了比较。

图 1　酪氨酸脱羧酶基因的菌落 PCR 验证和酶氨酸脱羧酶的 SDS-PAGE分析

Fig. 1　Colony PCR verification of tyrosine decarboxylase gene and SDS-PAGE analysis of tyrosine decarboxylase

表 2　酪氨酸脱羧酶的酶活力

Table 2　Enzymatic activity of tyrosine decarboxylase

酪氨酸脱羧酶

LbTDC

EfTDC

酶活力/（U/mg）

0.54

0.82
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为了探究这 2种TDC在大肠杆菌中对酪胺产量

的影响，以 10 g/L酪氨酸为底物进行了全细胞催化

试验。如图 3所示，使用A1菌株（携带 LbTDC）时酪

胺产量为 3.23 g/L，而使用 A2菌株（携带 EfTDC）时

产量为 4.12 g/L，其酪胺产量提高了 27.6%。这一差

异可能与EfTDC具有更高的底物亲和力和更稳定的

酶结构有关，使其在细胞内环境中能够维持较高的

催化活性。此外，EfTDC的最适 pH为 7.0，更接近大

肠杆菌胞内 pH 环境，这可能是其催化效率优于

LbTDC的另一重要因素。综合上述比较结果，选择

催化性能更优的A2菌株进行后续研究。

2.3　TDC-TYO 级联催化酪醇合成途径构建

目前，基于大肠杆菌底盘细胞从 L-酪氨酸转化

为酪醇的生物合成主要包含 3种途径：TDC-TYO途

径、Ehrlich途径（LAAD-PDC 途径）和 AAS途径。基

于前期对酪胺生物合成的研究基础，选择 TDC-TYO

途径进行系统优化与深入探究，见图 4。该途径以

L-酪氨酸为起始底物，首先在 TDC的催化下生成酪

胺，随后经酪胺氧化酶（TYO）的催化生成 4-羟基苯

乙醛（4HPAA）［27］，最终在大肠杆菌内源性醇脱氢酶

（ADH）作用下，将 4HPAA还原成目标产物酪醇。

0
A1 A2

1

2

3

4

5

酪
胺
产
量

/(g
/L

)

菌株

图 3　全细胞催化验证重组菌株 A1、A2生产酪胺的能力

Fig. 3　Verification of the tyramine production ability of recombinant 

strains A1 and A2 by whole-cell catalysis

图 2　酪氨酸脱羧酶酶学性质测定

Fig. 2　Determination of enzymatic properties of tyrosine decarboxylase
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基于上述对酪胺转化合成的研究，选择粪肠球

菌来源的 EfTDC构建酪醇生产菌株。研究表明，藤

黄微球菌（Micrococcus luteus）来源的 TYO具有较高

的催化活性和广泛的工业应用前景［28］，因此将其作

为酪胺氧化酶的来源。为构建高效酪醇合成系统，

利用了双酶共表达策略。为探究酶表达顺序对代

谢通量的影响，分别构建了 pET28a-EfTDC-TYO 和

pET28a-TYO-EfTDC 这 2 种重组质粒，菌落 PCR 验

证结果见图 5。结果表明，目的基因条带大小正确，

证明菌株构建成功。将其转化进大肠杆菌，所得重

组菌株分别命名为 B1 和 B2。重组菌株经过诱导

表达，利用 SDS-PAGE对重组菌株的蛋白质表达进

行了分析验证。如图 6 所示，B1 和 B2 重组菌株均

成功表达目的蛋白质，且表达蛋白质的相对分子质

量与理论相对分子质量相符，这说明重组表达系统

的成功构建为后续研究奠定了基础。

2.4　LAAD-PDC 级联催化酪醇合成途径构建

最初在酿酒酵母中揭示了酪醇的合成路径，

鉴于此，选取这一应用最为广泛的途径来深入探

究酪醇的生产工艺。酪醇在酿酒酵母的芳香醇合

成途径（即 Ehrlich 途径）［11］见图 7。首先，在芳香

族氨基酸氨基转移酶（LAAD）的催化下，L-酪氨酸

经转氨作用转化为对羟基苯丙酮酸（4-HPP）；随

后，在丙酮酸脱羧酶（PDC）的作用下发生脱羧反

应，转化为对羟基苯乙醛（4HPAA）；最后，通过内

源性醇脱氢酶的还原作用，4HPAA 转化为终产物

酪醇。基于上述途径，构建了酪醇的第 2条级联合

成路径，作者利用奇异变形杆菌和普通变形杆菌

来源的 LAAD，同时选择了热带假丝酵母来源的

PDC 进行研究。

首先，对这些途径中的关键基因进行了克隆，并

成 功 构 建 了 包 含 这 些 基 因 的 菌 株 ：pET28a-

PmLAAD、pET28a-PvLAAD 和 pET28a-PDC。 菌

落 PCR验证结果表明条带大小正确，证明了这些基

因扩增成功，见图 8。随后，为了探究 LAAD与 PDC

基因串联顺序对酪醇产量的潜在影响，设计了 4种不

同串联顺序的质粒：pET28a-PvLAAD-PDC、pET28a-

PmLAAD-PDC、pET28a-PDC-PvLAAD 和 pET28a-

PDC-PmLAAD。在成功构建这些质粒后，将其转

入大肠杆菌，并分别命名为 B3、B4、B5和 B6。之后

将重组菌株诱导表达，通过 SDS-PAGE 电泳分析，

验证了目的蛋白质的正常表达，且其相对分子质

量大小正确，表明双酶级联系统构建成功，为后

续生产酪醇路径的选择奠定了基础。

图 5　TDC-TYO 合成酪醇路径的基因菌落 PCR 验证

Fig. 5　Colony PCR validation of genes in the TDC-TYO 

pathway for tyrosol synthesis

图 4　催化 L-酪氨酸合成酪醇的 TDC-TYO 路径设计

Fig. 4　Design of TDC-TYO pathway for catalytic synthesis of tyrosol from L-tyrosine
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2.5　酪醇生产级联路径的验证及菌株催化性能比较

通过全细胞催化试验来验证所构建的 2 条酪

醇生产级联路径的可行性，并对比了 6株重组菌株

将 L-酪氨酸转化为酪醇的能力。试验条件为：在

pH 7.0 的缓冲液中加入 10 g/L 的 L-酪氨酸作为底

物，添加体积分数 1% 的曲拉通 X-100，将菌体的

OD600值控制在 30。在 30 ℃以 160 r/min 的转速进

行搅拌，反应持续 24 h。反应结束后经 HPLC 对酪

醇的产量进行检测。

试验结果如图 9 所示，在 LAAD-PDC 路径的

生产菌株中，携带质粒 pET28a-PmLAAD-PDC 的

重组菌株 B4 展现出了最高的酪醇产量，达到了

1.89 g/L。然而，在 TDC-TYO 路径中的菌株催化

能力更强，其中 B1菌株的产量为 2.75 g/L，B2菌株

的产量为 2.12 g/L，均超过了 LAAD-PDC 路径的

最高产量。相比之下，LAAD-PDC 路径的产量较

低，可能受到中间产物积累或酶活性不足的限制。

这一结果证明了 TDC-TYO 路径在酪醇生产方面

的优越性。进一步对比 B1 和 B2 菌株的产量发

现，B1 菌株的产量比 B2 菌株高了 29.7%，这可能

与 B1 菌株中关键酶的稳定性或表达水平更高有

关，表明 B1 菌株具有更高的转化效率和更优的生

产性能，因此利用携带有重组质粒 pET28a-TDC-

TYO 的菌株 B1进行后续研究。

2.6　全细胞催化法合成酪醇的条件优化

通过对级联路径的筛选，作者成功获得了重

组菌株 B1。为了全面评估 B1的催化性能，将其作

为全细胞催化剂应用于酪醇的生物合成过程中。

在此基础上，采用单因素试验法，对一系列关键参

数进行了系统优化［29］，这些参数包括反应温度、

pH、菌体量以及底物质量浓度等。

2.6.1　温度对酪醇全细胞生物合成的影响　

温度是影响酪醇生物合成效率的关键参数，

其通过调控细胞代谢活性及酶促反应动力学特性

来影响产物合成效率［30］。作者系统考察了 20、25、

30、35、40、45 ℃对酪醇产量的影响。如图 10（a）

所示，温度为 30 ℃时酪醇产量最高，为 2.84 g/L，

温度过高或过低都会对酶活力造成影响，因此确

定 30 ℃是酪醇生物合成的最适反应温度。

2.6.2　pH 对酪醇全细胞生物合成的影响　

培养基 pH 是影响酪醇生物合成的重要环境

因子，其通过改变细胞生长环境的渗透压，影响细

胞生长和代谢活性，并调节酶蛋白的空间构象，影

响酶促反应效率［3 1］。作者考察了 pH 6.0~10.0 对

酪醇产量的影响，结果表明，在 pH 7.0时酪醇产量

达到最大值，为 3.01 g/L，见图 10（b）。

2.6.3　菌体量对酪醇全细胞生物合成的影响　

在工业化生产过程中，优化菌体浓度是提高

产物得率、降低生产成本的关键策略之一。为确

定最佳菌体浓度，作者考察了不同 OD600 值（20、

30、40、50、60）对酪醇产量的影响。如图 10（c）所

示，当 OD600 值为 50 时，酪醇产量达到最大值，为

图 6　LAAD-PDC 和 TDC-TYO 双酶级联菌株基因表达蛋白

质的 SDS-PAGE分析

Fig. 6　SDS-PAGE analysis of genes expression in strains 

carrying LAAD-PDC and TDC-TYO dual-enzyme 

cascades

图 7　催化 L-酪氨酸合成酪醇的 LAAD-PDC 路径设计

Fig. 7　Design of LAAD-PDC pathway for catalytic synthesis of tyrosol from L-tyrosine
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3.29 g/L。这一结果表明，适当的菌体浓度可有效

平衡细胞催化能力与底物传质效率，从而实现最

优的生产效率，于是确定最佳 OD600值为 50。

2.6.4　底物质量浓度和分批补加策略对酪醇全细胞

生物合成的影响　

在优化的反应体系（30 ℃ 、pH 7.0、OD600 值

为 50、体积分数 1%的 Triton X-100）基础上，分析了

底物 L-酪氨酸质量浓度对酪醇生物合成的影响。

由于 L-酪氨酸在水中的溶解度相对较低［32］，作者采

取分批补加 L-酪氨酸的策略，既维持了体系的高效

反应，同时最大化利用底物。将初始底物 L-酪氨酸

的质量浓度设定为 2.5 g/L。随着反应的进行，每隔

2 h补加 2.5 g/L 的 L-酪氨酸，逐步将 L-酪氨酸的质

量浓度提升至 5.0、7.5、10.0、12.5、15.0 g/L，记录了

各个质量浓度下酪醇的产量变化，结果见图 10 （d）。

随底物质量浓度增加，酪醇产量呈先升高后降低的

趋势：当 L-酪氨酸质量浓度从 5.0 g/L 增至 10.0 g/L

时，酪醇产量明显提升，在 10.0 g/L 时达到最大值

3.96 g/L，对应转化率为 51.9%。但是当底物质量浓

度超过 10.0 g/L 后，酪醇的产量呈现下降趋势。这

一现象可能是由于高质量浓度的底物对酶活力的

抑制作用，进而影响了酪醇的合成效率。HPLC 测

定酪醇产量，见图 11。基于以上结果，10.0 g/L 的

L-酪氨酸为最佳底物质量浓度，该条件下既实现了

最高的产物得率，同时保持了良好的底物转化效

率，为工业化放大生产提供了重要工艺参数。

图 8　LAAD-PDC 合成酪醇路径的基因菌落 PCR 验证

Fig. 8　Colony PCR validation of genes in the LAAD-PDC pathway for tyrosol synthesis

图 9　全细胞催化验证重组菌株 B1~B6转化 L-酪氨酸为酪醇

的能力

Fig. 9　Verification of the ability of recombinant strains B1~B6 

to convert L-tyrosine to tyrosol by whole-cell catalysis
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3　结论

作者成功地在大肠杆菌中构建了一个高效的

生物合成系统，用于酪胺与酪醇的生产。构建了

TDC-TYO和 LAAD-PDC共 2条酪醇合成途径，并构

建了相应的双酶共表达系统。随后，对 2种途径中

酶的串联顺序进行了优化。经过筛选，鉴定出了酪

醇产量相对最高的携带质粒 pET28a-EfTDC-TYO的

重组菌株。经过全细胞催化条件优化，最终确定

了最优的转化条件：反应温度 30 ℃、pH 7.0、OD600

值为 50、分批补料方式使 L-酪氨酸的质量浓度为

10.0 g/L，体积分数 1% 的 Triton X-100 增加细胞通

透性。在该条件下，重组菌株 B1 在 24 h 催化反应

中实现了 3.96 g/L 的酪醇产量 ，底物转化率为

51.9%。这一结果验证了所构建生物合成系统的

有效性，并对 TDC-TYO 和 LAAD-PDC 这 2条途径

全细胞催化合成酪醇进行了全面评估，为酪醇的

工业化生产提供了工艺参数参考。在后续试验中

将筛选具有更高耐受酪醇的底盘菌株［33］，未来将

依托现有研究成果，进一步深化酪醇的合成研究。
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