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微生物中构建植物源天然产物的生物合成面临着许多挑战，尤其是当需要表达与激活植物源细胞色
素 P450 酶的时候。通过从几种细菌中筛选 HpaB 和 HpaC 两种酶，本文在酿酒酵母（Saccharomyces 
cerevisiae）中构建了具有活性的 4- 羟基苯乙酸 -3- 羟化酶（4HPA3H），它可以发挥植物源细胞色
素 P450 酶的相似作用，用于生产咖啡酸。在与一个共同的酪氨酸氨裂合酶（TAL）协同作用下，
不同的异源 HpaB 酶和 HpaC 酶组合在将底物 L- 酪氨酸转化为目标产物咖啡酸上展现出不同能
力。以铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）的 HpaB 酶和肠沙门氏菌（Salmonella enterica）
的 HpaC 酶的异源酶组合可生产最高咖啡酸产量，摇瓶培养下可达到（289.4 ± 4.6）mg·L–1。酵母
底盘细胞与异源酶的相容性得到了有效的改善，咖啡酸的产量比初始值提高了 40 倍。铜绿假单胞
菌 HpaB 酶中黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）结合域周围的 6 个关键氨基酸残基与其他细菌来源的
HpaB 酶有明显区别，可能在影响酶活性方面起关键作用。综上，我们建立了一种有效的方法来构
建高效的酵母系统用于合成非天然羟基苯丙烷类化合物。
© 2019 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
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1. 引言

合成生物学的一个典型特征是从不同物种中招募特

定的酶来执行多步生化反应，进而合成功能产品。这一

过程最著名的例子之一是利用植物、哺乳动物、细菌和

酵母本身的酶在酿酒（Saccharomyces cerevisiae）酵母

细胞中构建植物源阿片类的生物合成途径，包括20多个

反应步骤[1]。模式微生物大肠杆菌（Escherichia coli）
和酿酒酵母也被优化用于合成其他植物源天然产物，如

青蒿酸、紫杉醇前体、丹参酸A和人参皂苷[2–8]。为了

达到理想的产物合成效率，必须仔细考虑异源酶的选

择。在微生物中重建植物中的羟基化反应时，一项十分

艰巨但并非完全不可能的任务是从异源物种中筛选和

修饰有功能的细胞色素P450酶。植物源细胞色素P450
酶通常需要锚定在线粒体或内质网等细胞器的特殊膜结

构上，并且需要NADPH和FADH2等辅因子的配合作用。

这种高度专门化的酶作用模式限制了工程化微生物中重

建植物源细胞色素P450酶的活性[9,10]。
咖啡酸作为一种有价值的产物也是由植物中细胞色

素P450酶参与合成的。这种天然产物，也被称为3,4-二
羟基肉桂酸，以及其衍生物如绿原酸（CGA）、咖啡酸

苯乙酯（CAPE），被广泛用于医药、食品和其他生命

健康领域[11–14]。天然植物中咖啡酸含量较低，现有

尚不成熟的提取方法进一步降低了其产量和纯度[15]。
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因此，利用合成生物学方法构建生产咖啡酸的微生物

被认为是一种很有前景的选择[16]。一个直接的想法是

吸收植物源的苯丙氨酸（Phe）脱氨反应，在苄基环的

4和3位置进行两步羟基化，以获得肉桂酸和对香豆酸

[17,18]。所涉及的酶是肉桂酸-4-羟化酶（C4H）和对香

豆酸-3-羟化酶（Coum3H），它们都是植物源特异性细

胞色素P450依赖的单加氧酶[19,20]。然而，只有少数报

道表明植物源C4H在微生物中发挥作用，尚没有关于植

物源Coum3H在微生物中有活性的例子[21,22]。另一种

截然不同的想法是在大肠杆菌中构建细菌源的生物合成

途径。Lin和Yan[9]证实，大肠杆菌中天然的4-羟基苯乙

酸-3-羟化酶（4HPA3H）能成功地将底物对香豆酸羟化

为咖啡酸。Rodrigues等[10]用红假单胞菌（Rhodopseu-

domonas palustris）的细胞色素P450酶——CYP199A2

成功将对香豆酸转化为咖啡酸。Zhang和Stephanopoulos 

[23]使用4-香豆酸∶辅酶A连接酶（4CL）和源自西班牙

糖丝菌（Saccharothrix espanaensis）的编码Coum3H酶

的Sam5基因，将对香豆酸转化为咖啡酸。他们还研究

了由酪氨酸（Tyr）合成咖啡酸的TAL和Coum3H途径。

本研究组的Yao[24]之前利用从大肠杆菌中克隆到的4-

羟基苯乙酸-3-单加氧酶（HpaB）和NADPH-黄素氧化

还原酶（HpaC），从底物4-羟基苯基丙酮酸出发，构建

了一条非天然的丹参酸A合成途径。之前的研究已经证

明了HpaB和HpaC的催化活性具有广泛的底物选择范围

[9,24]。这些工作为在微生物中构建一个不依赖于植物

源细胞色素P450酶的咖啡酸生物合成途径铺就了道路

[25,26][图1（a）]。

本研究利用异源酪氨酸氨裂合酶（TAL）和

4HPA3H复合物（由不同物种来源hpaB和hpaC基因经密

码子优化后表达得到的酶组合而成），成功在酿酒酵母

中构建了咖啡酸的生物合成途径[图1（b）]。通过共转

化3个质粒，包括一个共同的TAL转录单位（TU）所在

质粒，以及不同来源hpaB和hpaC的各种组合（另两个

质粒），我们构建了多株产咖啡酸的酵母菌株。这种质

粒共转化的方法能够方便快速地检测不同酶组合所引发

的不同咖啡酸生产能力。结果表明，在摇瓶发酵中，铜

绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）的hpaB酶和肠

沙门氏菌（Salmonella enterica）的hpaC酶组合所生产

的咖啡酸含量最高，为（289.4 ± 4.6）  mg·L–1。HpaB酶

和HpaC酶的最佳组合与酵母底盘形成良好的相容性，

有望用于高效生产咖啡酸及其有价值的衍生物。

图1. 在酿酒酵母中构建咖啡酸的生物合成途径。（a）已在工程大肠杆菌中成功构建的咖啡酸生物合成途径的示意图；（b）用于检测酵母中构
建途径的多个质粒体共转化细胞示意图；（c）含有不同途径的酵母中咖啡酸的合成情况检测。E4P：4-磷酸赤藓糖；PEP：磷酸烯醇丙酮酸；
DAHP：3-脱氧-D-阿拉伯庚酸-7-磷酸；CHO：分支酸；Phe：苯丙氨酸；Trp：色氨酸；Ura：尿嘧啶；Leu：亮氨酸；HIS：组氨酸。
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2. 材料与方法

2.1. 异源基因合成及质粒构建

表1列出了本研究中使用的质粒。从美国国家生物

技术信息中心（NCBI）数据库上下载了罗氏酵母（Rho-

dosporidium toruloides）TAL基因序列，经密码子优化

后，提交给GenScript生物技术公司进行基因的合成。从

NCBI数据库中同样获得了多个物种来源的hpaB和hpaC

基因的相应序列，并以同样的方式进行合成。这些基因

被分别放置于pUC57-Simple-01到pUC57-Simple-15这15

个载体上（质粒载体pUC57-Simple由pUC57中一个天然

BsaI酶切位点发生突变后所得）。

我们从酿酒酵母BY4741的基因组中分别克隆了启动

子PPDC1、PPGK1和PTDH3，以及终止子TENO2、TGPM1、TGPD、

TCYC1和TTEF1。之后，我们设计特异性引物，利用重叠延

伸聚合酶链式反应（OE-PCR）将TENO2、PPDC1和TGPM1按顺

序组装在一起，形成新的基因表达盒（或TU）TENO2-PPDC1- 

TGPM1，这是我们研究中所使用的“空白TU”形式[27]。

我们在PPDC1和TGPM1之间设计了两个背靠背的BsaI酶识别

和切割位点，为后续酶切消化做了准备[图1（b）]。我们

还同步构建了TGPM1-PPGK1-TGPD和TCYC1-PTDH3-TTEF1，并利用

NotI酶切，将上述3个“空白TU”分别连接到不同的质

粒pRS415、pRS413和pRS416中，产生了pRS415-Blank、
pRS413-Blank和pRS416-Blank 3个新质粒。

表1 本研究中所用的质粒

Plasmid Description Source

pRS415 Single copy plasmid with LEU2 and ampR marker —

pRS413 Single copy plasmid with HIS3 and ampR marker —

pRS416 Single copy plasmid with URA3 and ampR marker —

pUC57-simple Blunt cloning vector, kanR marker GenScript

pUC57-Simple-01 hpaB from E. coli (protein accession No.: AAR11357.1) GenScript

pUC57-Simple-02 hpaB from Klebsiella pneumoniae (CDO16163.1) GenScript

pUC57-Simple-03 hpaB from Photorhabdus luminescens (AAO17197.1) GenScript

pUC57-Simple-04 hpaB from P. aeruginosa (PKG21040.1) GenScript

pUC57-Simple-05 hpaB from P. putida (ADA63516.1) GenScript

pUC57-Simple-06 hpaB from Sulfobacillus acidophilus TPY (AEJ40622.1) GenScript

pUC57-Simple-07 hpaB from Enterobacter cloacae (PJG38870.1) GenScript

pUC57-Simple-08 hpaC from E. coli (AAR11356.1) GenScript

pUC57-Simple-09 hpaC from Klebsiella pneumoniae (CDO16164.1) GenScript

pUC57-Simple-10 hpaC from Photorhabdus luminescens (AAO17198.1) GenScript

pUC57-Simple-11 hpaC from P. aeruginosa (PKG21041.1) GenScript

pUC57-Simple-12 hpaC from P. putida (ADA63517.1) GenScript

pUC57-Simple-13 hpaC from Salmonella enterica (GAR62209.1) GenScript

pUC57-Simple-14 hpaC from Achromobacter sp. (CUJ32851.1) GenScript

pUC57-Simple-15 TAL from R. toruloides (CDR39392.1) GenScript

pUC57-Simple-101 Coum3H from Saccharothrix espanaensis (ABC88666.1) GenScript

pUC57-Simple-102 CYP199A2 from Rhodopseudomonas palustris (OPF94131.1) GenScript

pRS415-Blank The cassette TENO2-PPDC1-(back-to-back BsaI sites)-TGPM1 was cloned and inserted into the NotI site of pRS415 This study

pRS413-Blank The cassette TGPM1-PPGK1-(back-to-back BsaI sites)-TGPD was cloned and inserted into the NotI site of pRS413 This study

pRS416-Blank The cassette TCYC1-PTDH3-(back-to-back BsaI sites)-TTEF1 was cloned and inserted into the NotI site of pRS416 This study

pRS415-hpaB-01, 02, 
03, 04, 05, 06, 07

hpaB was digested from pUC57-Simple-01, 02, 03, 04, 05, 06, 07 by BsaI and inserted between the digested back-to-
back BsaI sites in pRS415-Blank

This study

pRS413-hpaC-01, 02, 
03, 04, 05, 06, 07

hpaC was digested from pUC57-Simple-08, 09, 10, 11, 12, 13, 14 by BsaI and inserted between the digested back-to-
back BsaI sites in pRS413-Blank

This study

pRS416-TAL TAL was digested from pUC57-Simple-15 by BsaI and inserted between the digested back-to-back BsaI sites in 
pRS416-Blank

This study

pRS415-Coum3H Coum3H was ligated into pRS415-Blank This study

pRS415-CYP199A2 CYP199A2 was ligated into pRS415-Blank This study
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我们对hpaB、hpaC和TAL的基因片段分别用BsaI酶

切，将其从各自所在的pUC57-Simple质粒中回收出来，分

别连接到pRS415-Blank、pRS413-Blank和pRS413-Blank

中，构建出一系列完整的TU。表1列出了所有已构建的

TU，分别为pRS415-hpaB-01至pRS415-hpaB-07、pRS413-

hpaC-01至pRS413-hpaC -07和pRS416-TAL，其中pRS416-

TAL-01至pRS416-TAL-05分别指代大肠杆菌、肺炎克雷

伯菌（Klebsiella pneumoniae）、发光杆菌（Photorhabdus 

luminescens）、铜绿假单胞菌和恶臭假单胞菌（P. putida）

来源的hapB和（或）hapC。另外，hapB-06和hapB -07表

示嗜酸硫酸杆菌TPY（Sulfobacillus acidophilus TPY）来源

的hpaB和阴沟肠杆菌（E. cloacae）来源的hpaB，hapC-06 

和hpaC-07表示肠沙门氏菌来源的 hpaC和无色杆菌属

（Achromobacter sp.）的hpaC。此外，我们将Coum3H和

CYP199A2基因分别连接到pRS415-Blank中，形成pRS415-

Coum3H和pRS415-CYP199A2。

2.2. 质粒的共转化

我们将用于质粒克隆的大肠杆菌TransT1感受

细胞在37 ℃下置于添加了100 μg·mL–1卡那霉素或

100 μg·mL–1氨苄青霉素的培养基中进行筛选与培养。新

构建的质粒（表1）均以pRS416、pRS415和pRS413为

质粒骨架 （第3节）。我们利用LiAC/PEG法来转化酿酒

酵母BY4741，并利用营养缺陷型培养基对细胞进行筛

选与培养[28,29]。表2列出了本研究使用的所有菌株。

除了SyBE_Sc03020101菌株和SyBE_Sc03020102菌株在

SC-Ura-Leu培养基中进行培养，经质粒共转化后得到

的酵母转化子可用不含尿嘧啶、亮氨酸和组氨酸的合

表2 本研究中所用的酿酒酵母菌株

Strain Description: Chassis strain (plasmids contained)

BY4741 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0

SyBE_Sc03020001 BY4741(pRS416-TAL, pRS415-Blank and pRS413-Blank)

SyBE_Sc03020002 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-01, pRS413-hpaC-01)

SyBE_Sc03020003 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-02, pRS413-hpaC-02)

SyBE_Sc03020004 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-03, pRS413-hpaC-03)

SyBE_Sc03020005 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020006 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-05, pRS413-hpaC-05)

SyBE_Sc03020007 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-01, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020008 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-02, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020009 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-03, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020010 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-05, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020011 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-06, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020012 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-07, pRS413-hpaC-04)

SyBE_Sc03020013 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-01)

SyBE_Sc03020014 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-02)

SyBE_Sc03020015 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-03)

SyBE_Sc03020016 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-05)

SyBE_Sc03020017 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020018 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-04, pRS413-hpaC-07)

SyBE_Sc03020019 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-01, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020020 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-02, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020021 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-03, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020022 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-05, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020023 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-06, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020024 BY4741 (pRS416-TAL, pRS415-hpaB-07, pRS413-hpaC-06)

SyBE_Sc03020101 BY4741(pRS416-TAL, pRS415-Coum3H)

SyBE_Sc03020102 BY4741(pRS416-TAL, pRS415-CYP199A2)

All strains were sourced by this study.
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成型培养基（SC-Ura-Leu-His）进行培养与筛选。所有

菌株均在30 ℃下以250 r·min–1条件过夜培养。在相同

条件下，将预培养液转接入20 mL新鲜培养基中，直至

细胞生长至对数生长期（约20  h）。将第二次培养的细

胞再次接种于50 mL SC培养基中，初始OD 600（光密度

测定波长为600 nm）为0.2，在30 ℃和250 r·min–1条件

下，用12层无菌纱布封住摇瓶瓶口，进行细胞好氧发酵

96 h。所有上述发酵中，培养基中均添加了额外0.5 g·L–1

酪氨酸。所有发酵试验均进行3个平行实验。

2.3. 咖啡酸与对香豆酸的提取与定量检测

发酵完成后，收集酵母细胞并离心。将等量的乙酸

乙酯分别加入到上清液培养基和细胞颗粒中，将这两管

混合物分别剧烈涡旋以提取咖啡酸和对香豆素酸，该步

骤进行两次。将有机相收集在新的管中并用氮气流吹

干，之后将残余物溶解在甲醇中作为提取的产物样品。

使用配备了分离模块e2695和2487检测器（Waters Cor-
poration，美国）的Alliance®高效液相色谱（HPLC）系统

对样品进行检测。所使用的色谱软件为MassLynxV4.0，
色谱柱为ASCIS® Express C18（10 cm×2.1 mm，2.7 μm，

Sigma-Aldrich Corporation，美国）。色谱流动相包括溶

剂A（甲醇）和C[含有0.1%（V/V）甲酸的水]；所使用

的梯度洗脱程序见表3。样品检测流速为0.2 mL·min–1，

柱温为35 ℃，进样体积为5 μL。咖啡酸的检测波长为

326 nm，对香豆酸的检测波长为310 nm。经与标准品的

保留时间对比确认样品中对应组分的出峰。

2.4. hpaB 的生物信息学分析和结构模拟

我们利用ClustalW2在线工具对比分析了源于大肠

杆菌（EchpaB）、肺炎克雷伯菌（KphpaB）、发光杆菌

（PlhpaB）、铜绿假单胞菌（PahpaB）、绿脓杆菌（Pph-
paB）、嗜酸硫杆菌TPY（SahpaB）和阴沟肠杆菌（Eph-
paB）的7种来源hpaB对应酶的氨基酸序列。HpaB与配

体黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）的晶体结构分析则参考

SWISS-MODEL网站上嗜热菌HB8（PDB ID：2YYL，
蛋白质数据库，美国）与一个类似结构的结合。根据同

源性结构分析，确定/预测了HpaB的一个结合域[30,31]。

3. 结果与讨论

3.1. 酵母中初始咖啡酸生物合成途径的构建

第一个使用细胞色素P450酶的挑战是应对肉桂

酸-4-羟化酶（C4H），它以苯丙氨酸为原料合成对香豆

酸。由于酪氨酸同样具有4-羟基结构，它可以被TAL（非

细胞色素P450酶）直接转化为对香豆酸[图1（a）]。在

前人工作的基础上，我们证明了一种来自香菇的TAL在
酿酒酵母中能够合成对香豆酸，并以此为基础构建除了

下游白藜芦醇和柚皮素的生物合成途径[32,33]。因此，

我们改用TAL来合成对香豆酸，产量为117.5 mg·L–1，

与其他文献[33]相当。

下一个挑战是应对细胞色素P450酶Coum3H将对

香豆酸转化为咖啡酸。如前所述，除了使用Coum3H
外，已证明利用其他多种酶也可以将大肠杆菌中的对

香豆酸转化为咖啡酸。为了测试这些酶在酿酒酵母中

作为异源酶的可用性（图1），我们在质粒上构建了不

同酶的TU并将质粒共转化于酵母中（见第2节，表1和
表2）。如图1（c）所示，红假单胞菌中的密码子优化

的Coum3H酶和来自西班牙糖丝菌的CYP199A2都不能

在酵母中工作，均无产物咖啡酸被检测到。为了测试来

自大肠杆菌的hpaB和hpaC的功能，我们设计了3种用于

酵母细胞转化的方案：①仅转化位于pRS415质粒上的

TENO2-PPDC1-EchpaB-TGPM1的TU；②仅转化位于pRS413
质粒上的TGPM1-PPGK1-EchpaC-TGPD的TU；以及③共转化

上述两个质粒。在每种情况下，也同时共转化一个通用

质粒：位于pRS416质粒上的TCYC1-PTDH3-TAL-TTEF1。结果

显示，仅当同时转化TAL以及hpaB和hpaC两个基因时

才能检测到细胞提取样品中包含咖啡酸的微小的色谱

峰。酵母中咖啡酸的初始生产量较低，约为（6.3 ± 0.3）
mg·L–1（Appendix A，Fig. S1）。自此，初步证明了

HpaB酶和HpaC酶的同时存在对于酵母中合成咖啡酸

产物是必要的。

Coum3H和CYP199A2的单个酶不起作用，而HpaB
和HpaC的组合在酵母中能起作用，这样的结果表明，

异源酶组合可能具有潜在的重要作用。一个单一的异

源酶通常含有多个结构域，可能与酵母不能形成很好

表3 咖啡酸和对香豆酸的HPLC梯度洗脱条件

Time (min)
Mobile phase proportion (%)

Flow (mL·min–1) Curve
A B C D

0.00 15 0 85 0 0.2 1

2.00 35 0 65 0 0.2 6

5.00 55 0 45 0 0.2 6

8.00 55 0 45 0 0.2 6

8.50 15 0 85 0 0.2 1

15.00 15 0 85 0 0.2 6
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的相容性。相比之下，HpaB和HpaC可能具有分工的优

势，这一想法稍后将得到验证。我们推测，其他物种来

源的hpaBC基因组合可能比来自大肠杆菌的基因工作得

更好，它们可能会显示出与酵母底盘之间更好的相容

性。此外，关键辅酶NADPH或FADH2也可能对HpaB和
HpaC的活性产生重要作用[25,26]。在接下来的研究中

我们综合考虑和测试了这些因素。

3.2. 用于生产咖啡酸的源自同一其他物种的 hpaB 和

hpaC 的功能检测

虽然我们已初步证实了HpaB酶和HpaC酶的功能，

但其合成咖啡酸的效率远未达到令人满意的水平。我们

推测，其他同一物种来源的替代酶可能具有更好的效

果。因此，我们尝试去寻找表现更好的酶，关键的问题

之一是如何设置一个选择标准。我们使用“位置特异性

迭代基本局部比对搜索工具”（PSI-BLAST）分别搜索

了大肠杆菌源hpaB和hpaC对应酶的同源酶，发现只有

不到10种来源的酶与大肠杆菌源的酶具有较高的相似性

（>90%），10多个来源的酶的相似性在80%~90%之间，

近20个来源的酶的相似性在70%~80%之间。从总体上

看，hpaB对应酶的相似性略高于hpaC。在充分考虑物

种距离和酶序列相似性的情况下，我们选择了4种物种

来源的基因：肺炎克雷伯菌（KphpaB，相似性：96%；

KphpaC，相似性：85%）、发光杆菌（PlhpaB，相似性：

82%；PlhpaC，相似性：77%）、铜绿假单胞菌（PahpaB，
相似性为73%；PahpaC，相似性为58%），以及恶臭假

单胞菌（PphpaB，相似性为42%，PphpaC，相似性为

25%）。所有这些物种来源菌属于革兰氏阴性菌，所有

基因均为根据蛋白序列、经酵母密码子优化后，重新合

成得到。

通过利用同样的方法构建相关质粒并共转化酵母，

我们获得了目标菌株（表1和表2）并在相同条件对其进

行发酵培养。图2显示了咖啡酸和对香豆酸的测定产量。

菌株SyBE_Sc03020003（KphpaB、KphpaC）和SyBE_
Sc03020004（PlhpaB、PlhpaC）产生的咖啡酸比SyBE_
Sc03020002（EchpaB、EchpaC）更少，其中对香豆酸

仅少量转化为咖啡酸（检测到的值分别为1.2 mg·L–1和

2.1  mg·L–1）。SyBE_Sc03020005菌株（PahpaB、Pah-
paC）的情况明显改善，咖啡酸产量提高到68.2  mg·L–1，

比SyBE_Sc03020002菌株产量提高近11倍。令人惊讶

的是，前体对香豆酸被成功转化了一半以上，仅剩

余35.96 mg·L–1。在SyBE_Sc03020006菌株（PphpaB、

PphpaC）中，虽然表达酶与大肠杆菌酶的相似性较低，

但咖啡酸产量仍然显著提高了1.7倍，达到16.8 mg·L–1。

综上所述，不同的同一物种来源两种酶与酵母底盘具有

明显差别的相容性。我们认为，SyBE_Sc03020005菌株

中PahpaB和PahpaC值得进一步研究。

3.3. PahpaC 与其他来源 hpaB 的配合使用对咖啡酸生产

的影响

由于从铜绿假单胞菌中筛选出的HpaB和HpaC对于

产咖啡酸的效果较好，我们考虑了两种酶中的一种能否

与其他物种中配对酶产生更好的协同作用。以往研究也

表明，构建多种来源酶的组合筛选是确定最优底物选择

性、催化活性和宿主细胞相容性等特征进而达到目标产

物最佳生产率的一个有效方法[34–36]。首先，我们选

择PahpaC去研究其与其他物种来源hpaB的组合，这是

由于在步骤上先由HpaC酶将NADPH合成为FADH2，然

后再将FADH2转移给HpaB酶进行羟化反应[26]。我们构

建了相关质粒，并有选择地将它们共转化为酵母细胞，

进一步发酵（图3、表1和表2）。在SyBE_Sc03020007
（EchpaB、PahpaC）菌株中，我们检测到了最高的咖啡

酸产量，为12.8 mg·L–1，远低于SyBE_Sc03020005（Pah-
paC）中的68.7  mg·L–1。其他组合的咖啡酸产量均较低，

在1.3~6.8 mg·L–1之间。这些结果表明，HpaC酶可能不

是限速瓶颈。

为了进一步验证这一推测，我们使用了另外两个

来自SahpaB和EnhpaB的hpaB基因与PahpaC配合。前者

可产生5.7  mg·L–1咖啡酸，后者可产生22.7  mg·L–1咖啡

酸，与SyBE Sc03020005（PahpaB、PahpaC）菌株中咖

图2. 含有不同hpaB和hpaC组合的不同菌株中咖啡酸及其前体对香
豆酸的产量。误差线表示从摇瓶发酵的3个平行实验计算出的标准偏
差值。
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啡酸的产量相比，仍有较大差异。另外还发现，对香豆

酸总量的半数以上均已在大多数菌株中被转化（图3）。
对香豆酸残留量最大的是SyBE_Sc03020009（PlhpaB、
PahpaC）菌株，为44.2  mg·L–1，残留量最低的是SyBE_
Sc03020012（EnhpaB、PahpaC）菌株，为24.9  mg·L–1。

然而，转化的前体并没有完全产生咖啡酸。因此我们推

测，在HpaC和HpaB的作用之间可能存在一个潜在的中

间状态。总体上，HpaC酶应该不是限速步骤。

3.4. PahpaB 与其他 hpaC 的配合使用对咖啡酸生产的

影响

接下来，我们选择PahpaB与其他物种来源的hpaC
进行配合。以往的研究表明，hpaB可能在将对香豆酸转

化为咖啡酸的催化反应中起到关键作用[25,37,38]。为

了检验这一推测，我们决定使用其他物种来源的hpaC

基因与PahpaB进行配合。我们构建了相关质粒并将其

转化到酵母中进行发酵[图4（a）、表1和表2]。实验结

果很令人惊讶，PaHpaB酶与其他物种来源的HpaC酶
均能很好地配合，甚至优于它们的天生伴侣。SyBE_
Sc03020013（PahpaB、EchpaC） 中 咖 啡 酸 产 量 为

37.6 mg·L–1。SyBE_Sc03020016（PahpaB、PphpaC）中

的咖啡酸产量为68.49 mg·L–1，与之前获得最佳菌株

SyBESc03020005（PahpaB、PahpaC）中咖啡酸的产量

基本一致。而在SyBE_Sc03020014（PahpaB、KphpaC）
和SyBE_Sc03020015（PahpaB，PlhpaC）菌株中，咖

啡酸的产量甚至达到了175.86 mg·L–1和241.3 mg·L–1，

对香豆酸的转化率达为80%，仅剩余17.8  mg·L–1和

16.8  mg·L–1。Appendix A（Fig. S1）中给出了各代表性

菌株中咖啡酸与对香豆酸的色谱出峰图。KphpaC和Plh-
paC在酵母细胞中与PahpaB的合作融洽性高出了其天然

伴侣PahpaC。
为了寻求两种酶更有效的配合，我们从沙门氏菌

（SehpaC）和无色杆菌属（AshpaC）中选择了另外两

个新的hpaC基因分别与PahpaB协作。在含有PahpaB和
SehpaC的菌株SyBE_Sc03020017中，我们得到了咖啡酸

的最高产量（289.4 ± 4.6） mg·L–1[图4（a）、Fig. S1]。由

于这个产量较高，我们对SyBE_Sc03020017生产的咖啡

酸样品使用飞行时间质谱（TOF-MS）和飞行时间质谱

/质谱联用（TOF-MS/MS）[使用ACQUITYUHPLC系统

（Waters Corporation，美国）和配备有电喷雾电离（ESI）
离子源的XEVOG2-SQ-TOF质谱仪（Waters Corporation，
美国）]进行了表征（Fig. S2）。产物提取样品表征得到

负离子（107、117、135、146、161、174和179）与咖

啡酸标品的质谱离子相同，定性证明了本研究所构建

菌株确实成功生产了咖啡酸。该咖啡酸产量几乎比菌

图3. PahpaC与其他hpaB的组合对咖啡酸合成的影响。含有相同Pah-
paC和不同hpaB的菌株中咖啡酸和对香豆酸的产量有所不同。误差线
表示从摇瓶发酵的3个平行实验计算出的标准偏差值。

图4. PahpaB与其他hpaC配合使用对咖啡酸生产的影响。（a）含有相同PahpaB和不同hpaC的菌株中咖啡酸和对香豆酸的产量有所不同。误差线
表示从摇瓶发酵的3个平行实验计算出的标准偏差值。（b）咖啡酸和（c）对香豆酸的产量随发酵时间变化图。误差线表示从3个平行实验计算出
来的标准偏差值。
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株SyBE_Sc03020003中的最低产率高出240倍，并且比

初始测试菌株（SyBE_Sc03020002，EchpaB和EchpaC）
中咖啡酸产率提高将近43倍。在菌株SYBE_Sc03020017
中，超过90%的对香豆酸被转化，只剩余6.9 mg·L–1。

这个极低的对香豆酸剩余量和较高的咖啡酸产量表明，

在SeHpaC酶和PaHpaB酶联合控制下的反应有可能经L-
酪氨酸的合成从内源代谢中获得更多的通量。另一个由

AshpaC表达的HpaC酶没有和PahpaB发挥很好的协同作

用，咖啡酸产量仅为2.7 mg·L–1。

我们对如下菌株发酵全过程细胞密度、咖啡

酸和对香豆酸实时累积与减少进行了监测：SyBE_
Sc03020015、SyBE_Sc03020017、SyBE_Sc03020018[图
4（b）和（c）]。其中，菌株SyBE_Sv03020017（Pah-
paB、SehpaC）获得了最高水平的咖啡酸[（124.4 ± 2.4） 
mol·OD600

–1]。在细胞发酵周期的大部分时间内，对香豆

酸的产量低于20 mol·OD600
–1，而咖啡酸的产生在96 h内

始终保持着上升趋势。这一发现进一步证实了我们的推

测，即HpaB和HpaC的高效合作能够从内源代谢中持续

不断地获取更多的碳资源。总体而言，HpaB控制了潜

在的瓶颈步骤，但仍需要配之以合适的HpaC合作伙伴，

以实现整个反应的高效率。

3.5. SehpaC 与其他 hpaB 的配合使用对咖啡酸生产的

影响

鉴于SeHpaC和PaHpaB的组合得到了最佳表现的菌

株，我们推测SeHpaC与其他源HpaB的组合也可能取得

良好效果。为了检验这一点，我们将含有SehpaC的TU
的质粒分别与其他已构建的hpaB的TU的质粒共转化到

酵母中（已含有TAL所在的质粒）（图5、表1和表2）。
结果表明，除PahpaB外，SehpaC并没有与其他源hpaB
发挥很好的协同作用。菌株SyBE_Sc03020013（PahpaB、
EchpaC）的咖啡酸产量较高，为23.2 mg·L–1，其他菌

株的咖啡酸产量均小于10 mg·L–1。在SyBE_Sc03020019
（EchpaB、SehpaC）、SyBE_Sc03020020（KphpaB、
SehpaC）和SyBE_Sc03020021（PlhpaB、SehpaC）菌

株中，SeHpaC几乎不起作用，绝大部分对香豆酸前

体都未被转化。在SyBE_Sc03020022（PphpaB、Seh-
paC）、SyBE_Sc03020023（SahpaB、SehpaC）和SyBE_
Sc03020024（EnhpaB、SehpaC）菌株中，SeHpaC虽具

有很强的对香豆酸的活性，但最终产物咖啡酸的产量

仍然很低。根据所得结果推测，HpaC和HpaB存在相互

影响，这种影响可能来自过两个酶之间转移的辅因子

FADH2。FADH2是由HpaC控制下从NADPH合成的，如

果HpaB酶不能对接收到的FADH2及时利用，则该辅因

子具有很高的不稳定性和易分解性。总之，研究为什

么特殊的酶组合效果更好甚至远超过其他组合是很有

必要的，HpaB与HpaC之间的辅酶转移可能是关键因

素之一。

3.6. 关键酶 HpaB 的蛋白质结构分析

我们所得到的数据和分析与之前的报道形成一致观

点，即HpaB可能在从对香豆酸转化到咖啡酸的过程中

起到关键作用[25,38]。研究该酶与辅因子底物的催化活

性结合位点对于逐步提高咖啡酸的产量具有重要意义。

除了铜绿假单胞菌的HpaB外，我们也利用ClustalW2软
件对其他源HpaB氨基酸序列进行了比对与分析（即由

EchpaB、KphpaB、PlhpaB、PahpaB、PphpaB、SahpaB
和EnhpaB各个基因所表达的酶）[39]。根据图6（a）所

示的比对结果，在关键结合位点中发现了一些重要的氨

基酸位点，我们将它们标记为黄色框。黄色框的确定过

程为：首先，我们明确了嗜热菌（Thermus thermophi-
lus）HB8中的hpaB是具备晶体结构数据的，其可与FAD
配体结合[9]；其次，我们用SWISS-MODEL建模分析得

到了嗜热菌HB8中hpaB与FAD结合的构型，进而依此作

为本研究中使用的hpaB蛋白与FADH2结合的晶体结构

[如图6（b）所示]。铜绿假单胞菌hpaB与模板的序列同

源性在45%~53%之间。这一模拟过程使我们能够预测

hpaB与其底物之间的近似结合域，这些区域最终在图6
（a）中被标记为黄色框。综合所有信息，我们确定了这

些氨基酸位点。

图5. SehpaC与其他hpaB组合对咖啡酸生产的影响。含有相同SehpaC
和不同hpaB的菌株中咖啡酸和对香豆酸的产量有所不同。误差线表示
从摇瓶发酵的3个平行实验计算出的标准偏差值。
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根据我们建立的结构模拟可以合理预测，黄色框区

域的氨基酸位点与酶催化反应活性具有很强的关联。由

于黄色框中SaHpaB和PpHpaB序列与其他源HpaB序列

的同源性很低，因此在探索关键结合位点时无需考虑这

两个酶，只需考察表现最佳的PaHpaB与其他4个高度同

源的HpaB酶之间的差异。最终，我们确定了6个重要的

氨基酸残基：缬氨酸206、谷氨酰胺208、脯氨酸239、
亮氨酸300、苯丙氨酸301和丙氨酸472是潜在的关键位

点，因为它们仅存在于最佳的PaHpaB中[图6（c）]。如

图所示，这些残基均位于FAD结合域周围。我们推测这

6个残基对于HpaB的催化活性具有重要影响。当然，这

些假设位点仍然需要通过进一步研究中的点突变来验

证。综上所述，我们对铜绿假单胞菌hpaB具有最高活性

的潜在原因进行了研究，为提高咖啡酸的产量提供了新

的研究方向。

4. 结论

合成生物学通过构建异源途径实现了植物源天然化

合物在工程化微生物底盘中的生物合成[40]。在微生物

中直接植入植物源基因偶尔但并非总是可行。一种替代

策略是使用植物源酶的精确替代物。例如在前人的工作

中，在构建微生物中咖啡酸的合成途径时，分别从西

班牙糖丝菌和沼泽红假单胞菌（Rhodopseudomonas pa-
lustris）中得到了植物源细胞色素P450酶的两个替代物

Coum3H和CYP199A2，并成功地在大肠杆菌中得到了

咖啡酸产物[10,21,41,42]。在我们的研究中，一个更具

鲁棒性的模式微生物底盘——酿酒酵母被选用以设计合

成咖啡酸。首先，我们在酿酒酵母中检测了Coum3H
和CYP199A2，发现其完全没有合成咖啡酸的催化活

性。与此形成鲜明对比，由HpaB和HpaC协同作用形

成4HPA3H酶的形式能够在酵母中成功合成咖啡酸，初

始产量为（6.3 ± 0.3）mg·L–1。Lin[9]和Yao[24]各自的

研究也证明，这些酶在大肠杆菌中具有生产类似产物

的功能。

虽然最初设计的含有TAL、EcHpaB和EcHpaC酶的

途径已经发挥作用，但其将底物转化为最终产物的效率

仍然不足。不同物种源基因编码的酶催化活性往往差异

很大，因此，将不同物种中筛选出的单个基因进行优化

组合是提高异源反应效率的有效途径[34,43]。在此，我

们有选择地合成了多个细菌源的hpaB和hpaC基因，得

到了多种形成4HPA3H酶的新组合。结果表明，各个菌

图6. 铜绿假单胞菌与不同来源hpaB的序列差异及结构模拟。（a）7个来源的hpaB的氨基酸序列比对。（b）根据嗜热菌HB8与配体FAD的晶体结构，
对最佳配对中的hpaB进行了结构模拟。（c）推测的氨基酸活性结合位点以红色标注。Val：缬氨酸；Gln：谷氨酰胺；Pro：脯氨酸；Ala：丙氨酸。
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株中咖啡酸的产量差异较大。含铜绿假单胞菌hpaB基
因（PahpaB）的组合所获得的咖啡酸产量均达到可接

受的较高值。通过HpaB和HpaC酶的配合作用，最优

菌株SyBE_Sc03020017经摇瓶发酵后咖啡酸产量（相

对于含有大肠杆菌源hpaB和hpaC的起始菌株SyBE_
Sc03020002的咖啡酸产量）提高了45.9倍（从6.3 mg·L–1

提高到289.4 mg·L–1）。研究初步表明，HpaB和HpaC的
合理配合对于从内源代谢中向目标产物合成方向拉动更

多的通量具有至关重要的作用。

此外，为了探讨某些基因组合下咖啡酸高产的内

在原因，我们对关键基因hpaB表达的酶行了建模分析。

我们发现了可能在催化中起重要作用的6个氨基酸活性

位点：Val 206、Gln 208、Pro 239、Leu 300、Phe 301和
Ala 472，它们都位于FAD结合域周围。我们认为FAD结

合活性决定了hpaB的催化活性以及hpaB与hpaC配合使

用的效果。这一推测揭示了一个未来改造酶活性的工作

方向。综上，我们首次在酿酒酵母中实现了咖啡酸的合

成，最高产量达到（289.4 ± 4.6） mg·L–1，是工程菌生产

咖啡酸的最高产量之一。本研究为如何操作多个关键酶

的协同反应用于在微生物中合成感兴趣的芳环化合物提

供了一个有应用前景的视角。
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