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生物合成对香豆酸大肠杆菌工程菌的构建 
 

梁景龙，郭丽琼，林俊芳，何泽琪 

（华南农业大学食品生物技术研究所，食品学院生物工程系，广东广州 510640） 

摘要：对香豆酸是一种具有预防心血管疾病、抗氧化和抗菌消炎等生物活性的酚类物质，同时，它也是高价值苯丙烷类保健营

养品（如白藜芦醇）的前体。本研究希望创制出一种生物合成对香豆酸的方法，以缓解对香豆酸的供求问题。把带有粘红酵母

（Rhodotorula glutinis）酪氨酸解氨酶（RgTAL）基因的组成型表达载体转化大肠杆菌ATCC31884，并通过PCR鉴定后，获得重组菌

株。对重组菌株进行发酵培养，对发酵液进行高效液相色谱检测，确定工程菌具有生物合成对香豆酸的能力。随后通过优化L-酪氨酸

的添加量和工程菌的发酵时间，最终确定，底物L-酪氨酸的添加量为0.5 mM，发酵时间为36 h，检测发酵液中的对香豆酸含量最高，

为161.23 mg/L。这表明，Rgtal基因在重组大肠杆菌中成功得到了表达，并且能利用自身代谢和外源添加的L-酪氨酸生物合成对香豆

酸。 
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Abstract: p-Coumaric acid is a bioactive phenolic compound that can prevent cardiovascular disease, with antioxidant, antibacterial, and 

anti-inflammatory properties. It is also a precursor of high-value phenylpropanes nutraceuticals (such as resveratrol). A new method for 

p-coumaric acid bioproduction was developed in this study to increase production levels to meet the growing demand for this compound. The 

constitutive expression vector containing tyrosine ammonia lyase gene from Rhodotorula glutinis (RgTAL) was transformed into host strain, 

Escherichia coli ATCC31884. The recombinant strain was confirmed by polymerase chain reaction (PCR). Fermentation broth using the 

recombinant strain was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) and p-coumaric acid bioproduction by the engineered E. 

coli strain was confirmed. Optimal concentration of L-tyrosine substrate to be added and fermentation time were identified; highest yield of 

p-coumaric acid (161.23 mg/L) was achieved with 0.5 mM L-tyrosine and 36 h fermentation. The results indicated that Rgtal gene was 

successfully expressed in the recombinant engineered E. coli strain, which was capable of p-coumaric acid biosynthesis via its own metabolism, 

using exogenously supplemented L-tyrosine. 
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对香豆酸（p-Coumaric acid），化学名称为 4-羟基

肉桂酸，广泛存在于自然界植物当中，为白花蛇舌草、

海金沙草、杜仲叶的有效成分之一。对香豆酸具有预

防心血管疾病[1]、抗氧化[2]、防癌[3]、抗菌消炎[4]和利 
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胆[5]等对人体有益的生物活性。另外，对香豆酸是植

物苯丙氨酸次级代谢途径的中间产物，是合成类黄酮、

异黄酮、芪类等高价值保健营养品的中间体，如杜鹃

素、柚皮素、花青素、槲皮素、儿茶素和白藜芦醇等
[6]。而且，它也是一种重要的有机化工原料，广泛应

用于药物、香精香料等精细化工产品的制备[7]。现阶

段获得对香豆酸的途径主要以化学合成和植物提取为

主。化学合成面临反应时间长，高能耗、有毒副产品

及环境污染的难题。植物提取则面临成本高、生产力

低，生态资源环境等问题。近年来，代谢工程在微生

物合成植物次级代谢产物方面取得了重要进展[8]。
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Todd 等[9]首次将 Rhodotorulag lutinis TAL 基因整合到

大肠杆菌中，实现了由 TAL 途径将葡萄糖转化为香豆

酸。Zhixiong 等[10]成功地把来源于 Rhodotorula glutinis 

TAL 基因在大肠杆菌中表达，把 L-酪氨酸转化为香豆

酸，但催化效率不高。利用 TAL 及其他关键酶转化

L-酪氨酸为相应活性物质的报道比较多。较新的一则

报道为Siyuan等[11]将Saccharothrixe spanaensis克隆得

到的 TAL 基因与其他来源的关键酶基因在大肠杆菌

共表达，以 L-酪氨酸为底物，获得了多种活性物质，

分别为对香豆酸、白藜芦醇、白皮杉醇、咖啡酸、阿

魏酸和姜黄素。 

微生物菌株随时可以从实验室到工业化的大规

模发酵生产，具有生产周期短，培养条件的成本低，

产物提纯简便，环境污染少等优势。为此，本研究尝

试以一株经基因改造的大肠杆菌 ATCC31884 为出发

菌株，利用它本身丰富的莽草酸代谢途径，使用基因

工程的手段，引入来自粘红酵母（Rhodotorula glutinis）

的酪氨酸解氨酶（RgTAL），使菌体利用自身代谢和外

源添加的 L-酪氨酸，生物合成对香豆酸，为日后工业

化生产对香豆酸和生物合成苯丙烷类活性物质打下基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

表 1 本实验中所使用的引物 

Table 1 Primers used in the study 

引物名称 引物序列 (5–3) 

pF_M1 AAGCTTGTCGCGTAATGCTTAGGCACAGGA 

pR_M1 CGGAGGGGGCCATATATTCCACCAGC 

pF_M2 GCTGGTGGAATATATGGCCCCCTCCGT 

pR_M2 
TCGTTTTATTTGATGCCTCT 

ATGCCATCATCTTGA 

pF_M3 
CAAGATGATGGCATAGAGGC 

ATCAAATAAAACGAA 

pR_M3 
TCTAGAGAACCATGAATTAC 

GAATTCGAGCTCG 

大肠杆菌 ATCC31884，购自美国 ATCC 菌种保

藏中心（E. coli ATCC31884：aroH367, tyrR366, tna-2, 

lacY5, aroF394
fbr

, malT384, pheA101
fbr

, pheO352, 

aroG397
fbr）；大肠杆菌 DH5ɑ，由本实验室保存；

pQE-30、pMD18-pGAP、pMD18-Rgtal，由本实验室

保存；本实验中所使用的引物（见表 1）合成由上海

捷瑞生物公司完成。LB培养基、M9改良培养基（1×M9

盐，酵母提取物 10 g/L，3%甘油，MOPS 42 g/L，调

至 pH 为 7.0）。质粒快速提取试剂盒，购自天根生化

科技有限公司；Ex Taq
®，购自 Takara 宝生物工程有

限公司；Marker Ⅲ，购自东盛生物科技有限公司；氨

苄青霉素，购自翔博生物有限公司；对香豆酸标准品，

购自广州齐云生物科技有限公司；乙腈和甲醇为色谱

纯，其他一般化学试剂均为化学分析纯。 

高效液相色谱仪，配有可变波长紫外检测器和

LC2000 色谱工作站 上海天美科学仪器有限公司；

紫外可见分光光度计 UV1102，上海天美科学仪器有

限公司；Biometra，热密闭 PCR 仪 T-1 德国 Biometra

公司；Bio-Rad 凝胶成像系统 F1-F2 美国 Bio-Rad

公司；Eppendorf 离心机 5810R，德国 Eppendorf 公

司；Nano Drop分光光度计ND-1000，美国Nano Drop

公司；电泳仪 DYY-6C，北京市六一仪器厂制造；

Mettler-Toledo 电子天平 AB204-N，上海 Mettler- 

Toledo 仪器有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  组成型表达载体的构建 

设计引物进行 PCR 扩增，如表 1 所示，pF_M1

与pR_M1所对应的模板为质粒pMD18-pGAP；pF_M2

与 pR_M2 所对应的模板为质粒 pQE-30；pF_M3 与

pR_M3 所对应的模板为质粒 pMD18-Rgtal。各表达元

件 PCR 反应条件如下：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变

性 30 s，退火 30 s，温度根据引物 Tm 值设定，72 ℃

延伸，延伸时间根据序列长度设定，35 个循环后在

72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。三片段连接采用重叠

延伸 PCR，退火温度和延伸时间根据引物 pF_M1 与

pR_M3 的 Tm 值和片段总长度设定，三个回收片段等

比例混合，每 50 μL反应体系中 DNA 总模板量不超

过 400 ng。PCR 产物回收纯化后，最终得到连接片段

M1M2M3。参考 Takara 产品说明书，连接 pMD18-T，

测序无误后，通过HindIII和XbaI酶切连接至pQE-30

载体。 

1.2.2  大肠杆菌的转化及鉴定 

使用热击法转化大肠杆菌ATCC31884感受态细

胞，通过氨苄青霉素抗性筛选重组子。挑取转化子单

菌落进行37 ℃过夜培养后提取质粒。以质粒作为模板

进行PCR鉴定和酶切鉴定。其中，使用引物pF_M1和

pR_M2进行PCR鉴定质粒是否含有整个Rgtal基因表

达框。菌落PCR反应条件与表达元件PCR条件类似。

酶切鉴定使用HindIII，XbaI和DraI进行三酶切反应。 

1.2.3  对香豆酸的发酵条件及产物和菌体生长

情况的测定方法 

挑取重组菌株单菌落至装有100 mL M9改良培养
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液的250 mL三角瓶中，并加入终浓度为80 μg/mL的氨

苄青霉素在37 ℃，200 r/min过夜摇床培养。离心收集

菌体后加入到装有100 mL M9改良培养液的500 mL三

角瓶中，并加入终浓度为80 μg/mL的氨苄青霉素，和

相应浓度的L-酪氨酸，发酵培养72 h，其中12、24、

36、48、60和72 h各取样2 mL。其中0.5 mL样品用2倍

体积的乙酸乙酯抽提5 min，12000 r/min离心1 min后，

取上清液过孔径为0.22 μm的尼龙膜，备HPLC检测使

用。其余的样品备菌体生长情况检测使用。另外，设

置带有pQE-30质粒的大肠杆菌ATCC31884作为空白

对照。 

采用高效液相色谱法测定发酵液中对香豆酸的

含量，色谱条件如下：C18 反相柱（5 μm,250 mm×4.6 

mm），检测波长 308 nm；流速：1 mL/min；柱温：

室温；进样量：20 μL；流动相：乙腈：水（含 0.1%

乙酸）（35:65）。对香豆酸标准品按常规方法配制，

用相同流动相进行测定并制作工作标准曲线，采用面

积外标法以对样品进行定量分析。菌体生长情况检测

使用紫外分光光度计，检测波长为 600 nm，以 M9 改

良培养液作为空白。 

2  结果与分析 

2.1  大肠杆菌表达载体的构建分析 

PCR 扩增结果如图 1（a）、（b）所示，分别

得到带有 RBS 的大肠杆菌甘油醛-3-磷酸脱氢酶基因

的启动子片段（pGAP）M1，大小为 127 bp；来源

于 pQE-30 的 rrnB T1 终止子片段 M2，大小为 237 

bp；含有重叠区域的 Rgtal片段M3，大小为 2175 bp。

三个片段回收后进行降落重叠延伸 PCR，产物进行

1%琼脂糖凝胶电泳分析，如图 1（c）所示。成功得

到三片段连接片段 M1M2M3，大小为 2506 bp。回

收三片段 PCR 连接产物后连接 pMD18-T，测序无

误后，通过HindIII和XbaI酶切连接至 pQE-30载体，

最终得到表达载体 pQE30-Rgtal，如图 2 所示，大

小为 5198 bp。 

2.2  重组大肠杆菌的 PCR 鉴定和酶切鉴定 

把已构建好的表达载体 pQE30-Rgtal 转化大肠

杆菌 ATCC31884，挑取单菌落进行 PCR 鉴定，通

过 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 3（a）。含有完

整表达元件片段大小为 2506 bp，泳道 1 的条带与

Marker 相比较，证实 PCR 产物与预期产物大小相一

致。把该菌落进行扩增培养后提取质粒进行酶切鉴定。

考虑到质粒框架与表达框架大小相似，质粒框架中有

5 个 DraI 的位点，而表达框架没有该位点，所以采取

的验证策略为：以该质粒为模板，使用 HindIII，XbaI

和 DraI 进行三酶切，1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果

如图 3（b）。质粒框架被切成小片段，而表达框架片

段只被 HindIII 和 XbaI 切下，大小为 2506 bp，泳道

1 和 Marker 相比较，证实酶切产物与预期产物大小

相一致。通过 PCR 鉴定和酶切鉴定后，证实重组工

程菌株体内带有目的质粒。 

 

  

图 1表达元件 PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析 

Fig.1 Electrophoresis of PCR amplification products of 

expression elements 

注：M：DNA Marker；（a）1：启动子M1片段；（a）2：

终止子M2片段；（b）1：RgtalM3片段；（c）1：M1M2M3连

接片段。 

 
图 2 pQE30-Rgtal组成型表达载体图 

Fig.2 Schematic diagram of constitutive expression vector 

pQE30-Rgtal 
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图 3 重组大肠杆菌 PCR鉴定和酶切鉴定图 

Fig.3 Identification of recombinant E.coli with pQE30-Rgtal by 

PCR amplification and restriction enzyme digestion 

注：M：DNA Marker；（a）1：菌落PCR产物；（b）1：

质粒HindIII，XbaI和DraI三酶切产物。 

2.3  发酵液中对香豆酸的高效液相色谱检测 

把工程菌株进行发酵定性试验，发酵过程中不额

外添加底物 L-酪氨酸。结果如图 4 所示，对香豆酸

标准品 HPLC 色谱图（a）中，对香豆酸的保留时间

为 4.85 min。发酵液样品 HPLC 色谱图（b）中有一

保留时间为 4.83 min 的峰，该峰出峰时间与标准品

出峰时间相一致，空白对照 HPLC 色谱图（c）中在

相应位置未有保留峰的出现。此结果表明，Rgtal 基

因在重组大肠杆菌 ATCC31884 中成功得到了表达，

并且能利用自身代谢的 L-酪氨酸生物合成对香豆

酸。 

2.4  L-酪氨酸的不同添加量对工程菌株产对

香豆酸含量的影响 

在确定工程菌株能生产对香豆酸后，设计实验

考察外源添加 L-酪氨酸能否增加对香豆酸的合成

量。首先，需要制作对香豆酸的标准曲线以对产物

的生成量进行测定。根据方法中的液相条件，以色

谱峰面积对质量浓度作图，得工作标准曲线，对香

豆酸的线性回归方程为 Y =4.5219×X
-6

-1.2806，相关

系数 R
2
 =0.9865。其中 Y 为对香豆酸标准品浓度，

单位为 mg/L；X 为峰面积，单位为 μAU*s。 

摸索底物添加量的实验发现，实验室规模的摇

瓶发酵条件下，工程菌未能利用大量的 L-酪氨酸转

化为对香豆酸，而且高浓度的 L-酪氨酸会抑制工程

菌对香豆酸的生物合成。为此，考察最适底物添加

量的试验选择了 0.25、0.5、0.75 和 1.0 mM 的 L-酪

氨酸组合，并以不添加 L-酪氨酸为对照组，发酵 24

小时后，测定各组别的对香豆酸生成量。 

 

 

 

图 4 对香豆酸标准品和重组菌株发酵液样品的 HPLC图 

Fig.4 HPLC chromatograms of broth sample of recombinant 

strain and p-coumaric acid standard 

注：a：对香豆酸标准品；b：发酵液样品；c：空白对照。 

 
图 5 不同添加量的 L-酪氨酸对发酵产物对香豆酸含量的影响 

Fig. 5 Effects of L-tyrosine concentration on p-coumaric acid 

bioproduction. 
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注：试验结果测定3次，表示为x ±SE，图中相同字母表

示差异不显著，不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

结果如图 5 所示，工程菌在不添加 L-酪氨酸的

发酵条件下，生物合成的对香豆酸量为 117.79±1.59 

mg/L。在外源添加 0.5 mM 的 L-酪氨酸的发酵条件

下，生物合成的对香豆酸量为 146.05±3.11 mg/L，

与 0 mM 和 0.25 mM 底物添加量相比差异显著。而

在 L-酪氨酸添加量达到 1 mM 时，生物合成的对香

豆酸量为 152.22±3.16 mg/L，与 0.5 mM 底物添加量

相比差异不显著，说明多余的 L-酪氨酸未能得到利

用。考虑到效益与成本问题，最终确定 L-酪氨酸的

添加量为 0.5 mM。 

2.5  不同发酵时间对工程菌产对香豆酸含量

的影响 

外源添加 0.5 mM L-酪氨酸发酵 72 h，每隔 12 h

测定发酵液中对香豆酸的含量和 OD600。如图 6 所示，

对香豆酸的含量在 0~36 h 的范围内呈增长趋势，36 h

以后，对香豆酸的含量不再提高，并随着时间的推移，

含量有所下降。其中，36 h 的发酵液中测得的对香豆

酸含量为 161.23±3.71 mg/L。菌体生长情况如图所示，

工程菌的浓度在发酵培养 12 h 后达到最高值，随着时

间的推移，菌株开始进入平台期和衰亡期。所以，若

要进一步提高对香豆酸的产量可以从发酵条件入手，

通过增大菌体密度来提高产物产量。 

 
图 6不同发酵时间对香豆酸生成量和菌体生长的动态变化情况 

Fig.6 Dynamic changes in the production of p-coumaric acid 

and the growth of recombinant E. coli with different 

fermentation times 

注：试验结果测定3次，表示为x ±SE。 

3  结论 

3.1  近年来，随着生产的需要，对香豆酸的需求量不

断上升。以对香豆酸为中间体的苯丙烷类天然活性物

质因具有广谱的生物活性而备受关注和开发。目前传

统制备对香豆酸的化学合成与植物提取法已满足不了

绿色、环保、低能耗的生产模式，因此对香豆酸和苯

丙烷类物质的微生物制造已成为当前天然活性物质研

究的热点。 

3.2  本研究利用一株富有莽草酸代谢产物的大肠杆

菌 ATCC31884 为出发菌株，引入酪氨酸解氨酶基因，

重组子利用自身代谢和外源添加的 L-酪氨酸生物合

成对香豆酸。实验结果显示工程菌株利用 L-酪氨酸的

能力比较低下，主要原因是 L-酪氨酸并非此酶的最佳

底物，RgTAL 在宿主体内主要起苯丙氨酸氨作用，

Todd 等[9]曾测定了一株粘红酵母 TAL 的酶活力为

0.0143 U/mg，最低的 PAL/TAL 活性比系数为 1.68，

证实了酶活能力的低下。对 RgTAL 进行密码子偏好性

优化可增加菌体的转化能力，Sun-Young 等 [12]对

RgTAL 进行了密码子优化，在 pET 表达系统下生成对

香豆酸量最大提高了 3.3 倍。Qin 等[13]使用了 RgTAL

和其他关键酶基因在大肠杆菌共表达，利用自身代谢

的 L-酪氨酸高产咖啡酸 766.68 mg/L。其次，我们的

实验均以摇瓶条件进行，菌体 OD 值在 7.66±0.32 就无

法提高了，在之后的实验，我们将对培养基配方、培

养条件、培养规模等进一步地优化，以望能提高工程

菌产对香豆酸的能力。 

3.3  大肠杆菌表达系统用以生产对香豆酸及其代谢

产物具有很大的可行性和应用前景。在日后的研究中

还需要进一步对大肠杆菌重组菌株进行遗传改造并优

化其发酵条件，为日后工业化生产对香豆酸和生物合

成苯丙烷类活性物质打下基础。 
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