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摘  要: 对香豆酸是一种具有多种药理活性的天然酚类化合物，也是多种天然药用产物生物合成的前体物质，广

泛应用于食品、化妆品、医药等领域。通过微生物合成对香豆酸相对于化学合成和植物提取工艺具有节能减排等

优势。但是，目前微生物合成对香豆酸产量较低，难以满足大规模工业发酵生产的要求。为了进一步提高对香豆

酸产量，对粘红酵母酪氨酸解氨酶 (Tyrosine ammonia-lyase，TAL) 进行定向进化改造，利用高通量筛选方法从

随机突变体文库中筛选 TAL 催化活性提高的突变体。通过初筛和复筛两轮筛选，从大约 10 000 个突变体中获得

1 个 TAL 催化活性提高 1 倍的突变体。该突变体包含 3 个氨基酸突变位点，分别为 S9Y、A11N、E518A。进一

步通过单点氨基酸饱和突变验证，当 S9 位点突变为 Y、I、N 和 A11 位点突变为 N、T、Y 时，TAL 的催化活性

提高 1 倍以上。通过对 S9 和 A11 位点 3 种类型突变进行组合突变验证，S9Y/A11N 和 S9N/A11Y 突变体的 TAL

催化活力显著高于其他组合。将 S9N/A11Y 突变体质粒转入酪氨酸高产菌株 CP032。通过摇瓶发酵，该菌株在    

48 h 时的对香豆酸产量达到 394.2 mg/L，比对照菌提高 2.2 倍。本研究工作对促进微生物合成对香豆酸的代谢工

程研究具有一定的参考价值。 
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Abstract:  p-coumaric acid is an important natural phenolic compound with a variety of pharmacological activities, and also 

a precursor for the biosynthesis of many natural compounds. It is widely used in foods, cosmetics and medicines. Compared 

with the chemical synthesis and plant extraction, microbial production of p-coumaric acid has many advantages, such as 

energy saving and emission reduction. However, the yield of p-coumaric acid by microbial synthesis is too low to meet the 

requirements of large-scale industrial production. Here, to further improve p-coumaric acid production, the directed evolution 

of tyrosine ammonia lyase (TAL) encoded by Rhodotorula glutinis tal gene was conducted, and a high-throughput screening 

method was established to screen the mutant library for improve the property of TAL. A mutant with a doubled TAL catalytic 

activity was screened from about 10,000 colonies of the mutant library. There were three mutational amino acid sites in this 

TAL, namely S9Y, A11N, and E518A. It was further verified by a single point saturation mutation. When S9 was mutated to 

Y, I or N, or A11 was mutated to N, T or Y, the catalytic activity of TAL increased by more than 1-fold. Through 

combinatorial mutation of three types of mutations at the S9 and A11, the TAL catalytic activity of S9Y/A11N or S9N/A11Y 

mutants were significantly higher than that of other mutants. Then, the plasmid containing S9N/A11Y mutant was transformed 

into CP032, a tyrosine-producing E. coli strain. The engineered strain produced 394.2 mg/L p-coumaric acid, which is 2.2-fold 

higher than that of the control strain, via shake flask fermentation at 48 h. This work provides a new insight for the 

biosynthesis study of p-coumaric acid. 

Keywords:  Escherichia coli, p-coumaric acid, biosynthesis, directed evolution, tyrosine ammonia-lyase 

 

对香豆酸 (p-coumaric acid)，又名对羟基肉

桂酸，在植物中广泛存在，是一种天然酚类化合

物，具有多种药理活性，包括预防心血管疾病、

抗氧化、抗菌消炎、保护心脏、利肝利胆、及抗

病毒等功效[1-4]。因此，对香豆酸广泛应用于食品、

化妆品、医药等领域。此外，对香豆酸也是咖啡

酸、阿魏酸、柚皮素、香豆素、白藜芦醇等天然

产物的合成前体 [5-6]，是一种重要的有机化工原

料。目前，对香豆酸的生产方式有植物提取、化

学合成和生物合成。植物提取法具有生长周期长、

收益率低、受环境影响大、提取成本高等缺点[7]。

化学合成生产对香豆酸具有能耗高、副产物多、产

率低、高污染等问题。生物合成法具有低成本、高

产率、可持续、绿色环保等优势，所以利用微生物

合成技术生产对香豆酸近年来受到广泛关注[8]。 

生物体中对香豆酸有两条不同的生物合成途

径  (图 1)。其中一条途径是由苯丙氨酸解氨酶

(Phenylalanine ammonia-lyase，PAL) 催化苯丙氨

酸 (L-phenylalanine) 脱氨基生成肉桂酸(trans- 

cinnamic acid)，再经肉桂酸 4-羟化酶 (Cinnamate 

4-hydroxylase，C4H) 催化肉桂酸生成对香豆酸。

C4H 仅通过与内质网膜结合才能发挥作用，在大

肠杆菌等原核生物中很难实现活性表达[9]。另一

条途径是以酪氨酸 (L-tyrosine) 为底物，在酪氨

酸解氨酶 (Tyrosine ammonia-lyase，TAL) 作用下

催化酪氨酸直接生成对香豆酸。该合成途径具有

反应路径短、催化效率高等优点，因此通常采用

这条路径在微生物中合成对香豆酸[10-12]。Cui 等[13]

比较糖丝菌 Saccharothrix sp. NRRL B-16348 和链

霉菌 Streptomyces sp. NRRL F-4489 来源的酪氨酸 
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图 1  对香豆酸生物合成途径示意图 
Fig. 1  The biosynthetic pathway of p-coumaric acid. PPP: pentose phosphate pathway; GalP-Glk: galactose 
permease-glucokinase system; PTS–: inactivated phosphotransferase system; AroF/AroG/AroH: 3-deoxy-D-arabino- 
heptulosonate-7-phosphate synthase; TAL: tyrosine ammonia-lyase; PAL: phenylalanine ammonia-lyase; C4H: 
cinnamate 4-hydroxylase; G6P: glucose-6-phosphate; E4P: D-erythrose 4-phosphate; PEP: phosphoenolpyruvate; DAHP: 
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate; CHA: chorismite. 
 

解氨酶 Sas-TAL 和 Sts-TAL 发现，Sts-TAL 的催

化活力更高；利用表达 Sts-TAL 的大肠杆菌进行

全细胞催化转化酪氨酸，对香豆酸的合成速率达

到 2.88 g/(L·h)。梁景龙等[14]对粘红酵母 Rhodotorula 

glutinis RgTAL 与 RgPAL 的蛋白序列进行比对发

现，两者同源性为 74%；经过同源建模得到 RgTAL

的蛋白结构为同源四聚体，二级结构主要是 α 螺

旋，催化位点有 4 个，分别为 Ala217、Ser218、

Gly219、His143；Ala217-Ser218-Gly219 所形成

的 MIO结构与 L-酪氨酸上的氨基进行对接反应，

确定 His143 是决定酪氨酸解氨酶具有活性的关

键位点[15]。 

通过微生物从头合成对香豆酸已有报道，但是

对香豆酸产量较低。Vannelli 等[16]将来源于粘红酵

母的 tal 基因以质粒的形式在产苯丙氨酸的大肠杆

菌 Escherichia coli ATCC 31884菌株中用 IPTG进行

诱导表达，实现了以葡萄糖为原料，从头合成大约

150 μmol/L 对香豆酸 (约 24.6 mg/L)。随后该研究

组 又 在 大 肠 杆 菌 中 诱 导 表 达 了 丝 孢 酵 母 菌 

Trichosporon cutaneum 的 tal 基因，在培养液上清中

检测到了 71–79 mg/L 的对香豆酸[17]。对香豆酸产

量较低，一方面是可能由于对香豆酸具有细胞毒

性，抑制细胞生长；另一方面可能是由于 TAL 酶催

化活性较低，导致转化率较低。 

为了解决 TAL 催化活性低的问题，本研究利

用大肠杆菌作为底盘细胞，通过构建组成型表达

粘红酵母 tal 基因随机突变体文库，结合高通量筛

选技术获得 TAL 酶活性显著提高的突变体，并对

突变体进行突变验证， 终 TAL 高活性突变体提

高了大肠杆菌合成对香豆酸的产量。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

菌株 Escherichia coli BL21(DE3)、CP032 和

质粒 pET-30a 均为作者所在实验室保藏。 

1.2  培养基 

LB 培养基：10 g/L 胰蛋白胨，5 g/L 酵母提

取物，10 g/L NaCl，固体培养基添加 15 g/L 琼脂

粉。突变体筛选培养基[18]：2 g/L 酪蛋氨基酸，  

6.8 g/L Na2HPO4，3 g/L KH2PO4，1 g/L NH4Cl，   

0.5 g/L NaCl，20 g/L 无水葡萄糖，1 mmol/L MgSO4，

0.5 μg/mL 硫胺素，0.5 g/L L-酪氨酸。摇瓶发酵所

用 NBS 培养基 [19]： 3.5g/L KH2PO4 ， 6.5 g/L 

K2HPO4·3H2O， 3.5 g/L (NH4)2HPO4， 0.25 g/L 

MgSO4·3H2O，15 mg/L CaCl2·2H2O，0.5 mg/L 硫

胺素，1 mL 微量元素，20 g/L 无水葡萄糖。用    
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0.1 mol/L HCl 配置微量元素 (1 000×液)：1.6 g/L 

FeCl3，0.2 g/L CoCl2·6H2O，0.1 g/L CuCl2，0.2 g/L 

ZnCl2·4H2O，0.2 g/L Na2MoO4·2H2O，0.05 g/L 

H3BO3。 

1.3  易错 PCR 流程 

根据已报道粘红酵母 tal 基因序列 (GenBank 

登录号：KF765779.1)[16]，通过全基因合成的方式

获得 tal 模板序列。然后利用带有 BamHⅠ和   

Hind Ⅲ酶切位点的引物 TAL-F/TAL-R (5′-GGAT 

CCATGGCGCCGCGCCCG/AAGCTTTTATGCCAG
CATCTTCA-3′)，通过易错 PCR 扩增 tal 随机突变

序列。反应体系为：10×Taq PCR 缓冲液 5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L each) 4 μL，上下游引物各 1 μL，

模板 50 ng，10 mmol/L MnCl2 0.5 μL，25 mmol/L 

MgCl2 5 μL， rTaq DNA polymerase (5 U/μL)    

0.5 μL，补充超纯水至总体积 50 μL。PCR 反应条

件：94  5 min℃ ；94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72  2 min℃ ，

30 个循环；72  5 min℃ 。PCR 结束后，利用 DNA

胶回收试剂盒回收 tal 片段，以回收的 DNA 产物

为模板，再进行一轮易错 PCR 扩增，扩增条件同

上，再次胶回收即获得 tal 随机突变文库。 

1.4  TAL 突变体文库的构建 

将大肠杆菌 M1-93 组成型强启动子序列[20]

首先连接到 pET-30a载体上的 XbaⅠ和 BamHⅠ之

间，形成中间载体 pET30a-M1-93。然后将易错

PCR 扩增得到的 tal 随机突变文库序列插入到

pET30a-M1-93 载体上的 BamHⅠ和 Hind Ⅲ酶切

位点中间，转化 E. coli BL21(DE3) 菌株，涂布于

含有 50 μg/mL 卡那霉素 (Kan) 的 LB 平板上，

37 ℃ 过 夜 培 养 至 形 成 单 菌 落 ， 获 得 含 有

pET30a-tal 质粒的大肠杆菌突变体文库。 

1.5  对香豆酸标准曲线的测定 

利用对香豆酸在 310 nm 处有特异性吸收峰

的性质，绘制对香豆酸标准曲线。对香豆酸标准

品浓度依次为 12.5 mg/L、25 mg/L、50 mg/L、  

100 mg/L、200 mg/L、400 mg/L。以对香豆酸浓

度为横坐标，310 nm 吸光度值为纵坐标，绘制标

准曲线。标准曲线线性方程为 y=0.007 3x+0.001 4，

R2=0.999 5。 

1.6  TAL 突变体的筛选 

TAL 突变体文库高通量初步筛选：从大肠杆

菌 TAL突变体菌落文库中随机挑取一定数量的单

菌落于每孔装有 200 μL LB+50 μg/mL Kan 培养基

的 96 孔深孔细胞培养板中，以含有空载体

pET30a-M1-93 的 BL21(DE3) 菌株作为空白对

照，在 37℃、800 r/min 摇床中培养 16 h 作为种

子液。然后每孔吸取 20 μL 种子液，转移至新的

每孔装有 500 μL 筛选培养基+50 μg/mL Kan 培养

基的 96 孔深孔细胞培养板中，28 ℃、800 r/min

继续培养 6 h。将深孔板 4 000 r/min 离心 5 min，

取 20 μL 上清液于 180 μL 去离子水中，用多功能

酶标仪检测 310 nm 处的吸光度。根据对香豆酸标

准曲线计算对香豆酸产量。 

TAL 文库突变体复筛和氨基酸点突变菌株的

筛选：挑取单菌落到含有 3 mL LB+50 μg/mL Kan

培养基的试管中，37 ℃、250 r/min 培养 12 h 作为

种子液。将种子液按 4%接种量接种到含有 5 mL 

筛选培养基+50 μg/mL Kan 培养基的大试管中 

(25 mm×200 mm)，28 ℃、250 r/min 培养 6 h。取

500 μL 发酵液，10 000 r/min 离心 2 min，取 20 μL

上清液于 180 μL 去离子水中，用多功能酶标仪检

测并计算对香豆酸产量。 

1.7  氨基酸单点饱和突变体和双位点组合突

变体的构建 

以 pET30a-tal 质粒为模板，利用在突变点处

设计的一对反向互补的引物，扩增质粒全长序列，

然后通过平末端连接的方式构建相应氨基酸的点

突变体。在一种单点突变的基础上，继续突变另

外一种氨基酸位点即可形成双位点组合突变体。

后转入 E. coli BL21(DE3) 菌株进行对香豆酸

产量检测。 
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1.8  摇瓶发酵评价对香豆酸的产量 

将突变体质粒和原始 TAL质粒分别转入实验

室前期构建的酪氨酸高产菌株 CP032 中，挑取单

菌落到含有 3 mL LB+50 μg/mL Kan 培养基的试

管中，37 ℃、250 r/min 培养 12 h 作为种子液。

将种子液按 1%接种量接种到含有 10 mL NBS+ 

50 μg/mL Kan 培养基的 100 mL 三角瓶中，37 ℃、

250 r/min 培养 48 h，每隔 12 h 取适量发酵液进行

对香豆酸产量检测。 

2  结果与分析 

2.1  随机突变体文库的构建 

易错 PCR技术是酶定向进化研究中广泛使用

的一种技术手段，成功应用于多种酶的催化活性

改造研究[21-23]。为了提高 TAL 的催化活性，利用

易错 PCR 技术对 tal 基因进行随机突变，构建随

机突变体文库，通过组成型强启动子 M1-93[19]在

pET30a 载体上组成型表达 tal 基因，筛选 TAL 催

化活性提高的突变体。 

首先，对易错 PCR 体系中 Mn2+和 Mg2+浓度

进行优化，既能保证突变率，又能获得足够数目

的转化子。通过实验比较分析， 终确定 Mg2+

浓度为 2.5 mmol/L，Mn2+浓度为 0.1 mmol/L。每

条 tal 序列上有 5–7 个碱基突变，且编码氨基酸序

列发生突变的序列占总数的 90%以上。因此，所

得文库可用于突变体筛选。 

2.2  高通量筛选体系的优化 

HPLC 检测对香豆酸产量的方法难以进行大

规模的文库筛选。为了解决筛选通量的问题，本

研究建立了高通量筛选方法，即利用 96 孔深孔细

胞板培养菌体，通过酶标仪检测对香豆酸含量。

由图 2A 可以看出，当培养基中不含有对香豆酸

时，310 nm 处吸光度较低；当加入对香豆酸后，

310 nm 的吸光度明显升高 (图 2B)。因此，通过

检测 310 nm 测吸光度来表征培养基上清液中对

香豆酸含量的方法是可行的。含有空载质粒

pET30a-M1-93 的大肠杆菌不能合成对香豆酸，其

扫描图谱和培养基的扫描图谱一致。另外，为了

验证 HPLC 与 OD310 检测结果的一致性，对不同

浓度对香豆酸的 HPLC 与 OD310 检测值进行了拟

合，由拟合曲线 (图 2C) 看出 HPLC 与 OD310 的

检测结果拟合度较好，简便快速的 OD310 检测应

该可以替代复杂费时的 HPLC 检测。 

为了确保文库筛选的稳定性和可靠性，对高

通量筛选方法进行优化。首先，优化种子液的培

养时间。当种子液培养 16 h 时，种子液的 OD600

值达到 大值；继续培养，OD600 值开始降低，可 

 

 
 
图 2  NBS 培养基不同波长吸收值及对香豆酸 OD310 与 HPLC 检测拟合曲线 (A：不含对香豆酸的培养基不同波

长吸收值；B：含 75 mg/L 对香豆酸的培养基不同波长吸收值；C：OD310 与 HPLC 检测拟合曲线) 
Fig. 2  Absorbance of NBS media under different wavelength and fit curve of p-coumaric acid via HPLC and OD310 
detection. (A) Absorbance of NBS media without p-coumaric acid. (B) Absorbance of NBS media with 75 mg/L 
p-coumaric acid. (C) The fit curve of p-coumaric acid via HPLC and OD310 detection at 0, 1.56，3.13, 6.25, 12.5, 15.6, 
31.25, 50, 62.5, 100, 125, 200, 250 and 400 mg/L, respectively. 
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能会导致种子液细胞活性降低 (图 3A)。因此，

种子液培养时间选为 16 h。其次，优化发酵培养

时间。当发酵培养 6 h 时即可达到较高的香豆酸

产量，菌株之间差异性较小；继续培养，产量提

升不明显，且结果偏差逐渐增大 (图 3B)。因此，

发酵培养时间设定为 6 h。 

2.3  随机突变体文库的筛选 

利用上述高通量筛选体系，对构建的 TAL 随

机突变体文库进行筛选，获得正向突变的高催化

活性 TAL 突变体。第一轮共筛选了 10 000 个突变 

体，初步筛选到 9 个对香豆酸产量提高大约 1 倍

的菌株 (MT-71E1、MT-71H1、MT73E1、MT73F1、

MT73G1、MT73H1、MT74F1、MT74H1、MT75H1)，

并且这些突变体的 OD600 值与 WT-TAL 基本一致 

(图 4A)。 

由于大规模筛选经常存在假阳性结果。为了

进一步确认上述 9 个突变体的催化活性，对这些

突变株进行复筛检测。通过检测，其中 4 个菌株

(MT73E1、MT73F1、MT73G1、MT73H1)的对香

豆酸产量仍然是对照菌株 WT-TAL 的 2 倍以上，

分别为 99.5 mg/L、103.8 mg/L、96.9 mg/L、   

108.2 mg/L；并且所有菌株的 OD600 值无明显差异

(图 4B)。该结果进一步证明这 4 个 TAL 突变体的

催化活性与 WT-TAL 相比得到显著提高。 
 

 
 

图 3  高通量筛选体系培养时间的优化 (A：种子液培养时间的优化；B：发酵培养时间的优化) 
Fig. 3  Optimization of cultivation time for high-throughput screening system. (A) Optimization of seed cultivation 
time. (B) Optimization of fermentation time. All data and standard errors were derived from three independent 
biological replicates. 

 

 
 

图 4  TAL 突变体菌株的对香豆酸产量和 OD600 (A：TAL 突变体菌株对香豆酸产量和 OD600 的初筛检测；B：TAL

突变体菌株对香豆酸产量和 OD600 的复筛检测) 
Fig. 4  p-coumaric acid titers and OD600 of TAL random mutants. (A) p-coumaric acid titers and OD600 of TAL random 
mutants in first round of screening. (B) p-coumaric acid titers and OD600 of TAL random mutants in second round of 
screening. All data and standard errors in (B) were derived from three independent biological replicates. 
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对上述 4 个正向突变体进行测序和序列比对

分析，发现这 4 个突变体的蛋白序列完全一致，

包含 3 个氨基酸突变位点，分别为 S9Y、A11N、

E518A。分析原因可能是：(1) 挑取单克隆的时候

存在交叉污染，因为这 4 个突变体菌株在深孔板

上的位置相邻；(2) 在细胞转化时，复苏培养时

间过长，细胞分裂次数过多，导致该突变体出现

多个克隆；(3) 在易错 PCR 过程中，可能是该突

变发生后，又作为模板扩增了若干循环，导致该

突变体数目较多，但是这种假设存在可能性较低。

以上结果表明，这 3 个氨基酸位点突变可能是导

致 TAL 催化活力提高的直接原因，但无法确定是

哪个位点氨基酸突变导致酶活力发生变化。 

2.4  突变位点氨基酸的单点饱和突变和双位

点组合突变对 TAL 催化活性的影响 

为了进一步验证 TAL催化活力的提高是哪个

位点氨基酸突变导致的，以及突变为其他氨基酸

对酶催化活力的影响，对上述 3 个突变位点分别

进行单点饱和突变和组合突变验证。通过单点饱

和突变验证，当 S9 和 A11 位点发生突变时，对

香豆酸产量发生显著升高或降低，表明这 2 个位

点氨基酸突变可以显著影响 TAL 催化活力；当

E518 位点发生突变时，所有氨基酸类型突变体的

对香豆酸产量均显著降低，表明该位点氨基酸突

变会显著降低 TAL 催化活力，并且该位点原始氨

基酸即为 佳氨基酸。其中，当 S9 位点突变为 Y、

I、N 时，对香豆酸产量 高，分别为 98.6 mg/L、

107.1 mg/L、120.6 mg/L；而 A11 位点突变为 N、

T、Y 时，对香豆酸产量 高，分别为 109.1 mg/L、

116.04 mg/L、119.3 mg/L；这 2 个位点均包含突

变体文库筛选所获得的突变类型 9Y 和 11N    

(图 5 A–C)。此外，这 3 个位点氨基酸突变导致

TAL 催化活力发生变化， 终会影响细胞的 OD600

值，并且对香豆酸产量与 OD600 值呈正相关关系   

(图 5 A–C)。 

为了验证 S9 和 A11 位 3 种类型的组合突变

对 TAL 催化活力的影响，分别构建这些位点的组

合突变体，共获得 6 种突变体，分别为 S9Y/A11N、

S9I/A11Y、S9N/A11Y、S9Y/A11Y、S9N/A11T、

S9N/A11N。通过组合突变验证，S9Y/A11N(同突

变体文库筛选时得到的组合)和 S9N/A11Y 突变体

的对香豆酸产量显著高于其他类型突变体，产量

分别达 121.2 mg/L 和 122.3 mg/L，并且该产量略

高于单点突变体的产量 (图 5D)。该结果表明

S9Y/A11N 和 S9N/A11Y 这 2 种组合突变确实可

以提高 TAL 催化活力。 

2.5  利用 S9N/A11Y 突变体提高对香豆酸发酵

产量 

为了验证筛选的 佳 TAL 突变体 S9N/A11Y

是否能够提高对香豆酸从头合成的产量，将

S9N/A11Y 突变体质粒转入实验室前期构建的酪

氨酸高产菌株 CP0032 中，以原始 WT-TAL 质粒

作为对照。通过摇瓶发酵评价 HPLC 检测，

S9N/A11Y 突变体菌株在 48 h 时的对香豆酸产量

达到 394.2 mg/L，是对照 WT-TAL 菌株产量

(180.5 mg/L) 的 2.2 倍；这两个菌株的 OD600无明

显差别 (图 6)。该结果进一步证明利用筛选的高

催化活性 TAL突变体可以进一步提高大肠杆菌从

头合成对香豆酸的产量。 

3  讨论 

对香豆酸是一种具有多种药理活性和应用价

值的天然酚类化合物。通过微生物合成生产对香豆

酸相对于传统的化学合成和植物提取工艺来说具

有许多优点。目前，已报道对香豆酸的微生物合成

主要通过 TAL 催化酪氨酸脱氨基转化而来[16-17]。

但是，这些研究报道的对香豆酸产量较低，可能

是因为 TAL 酶催化活性较低。 

为了解决 TAL 酶活性低的问题，本研究通过

易错 PCR 技术对粘红酵母 tal 基因进行了随机突

变，利用建立的高通量筛选方法从随机突变体文

库中筛选了大约 10 000 个突变体。通过初筛和 
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图 5  氨基酸点突变体和组合突变体的对香豆酸产量和 OD600 (A：S9 位点饱和突变体库的检测；B：A11 位点饱

和突变体库的检测；C：E518 位点饱和突变体库的检测；D：S9 和 A11 位点组合突变体的检测) 
Fig. 5  p-coumaric acid titers and OD600 of single and combinatorial TAL mutants. (A) Detection of S9 single saturated 
mutants. (B) Detection of A11 single saturated mutants. (C) Detection of E518 single saturated mutants. (D) Detection 
of S9 and A11 combinatorial mutants. All data and standard errors in (B) were derived from three independent 
biological replicates. 
 

 
 

图 6  大肠杆菌 CP032 S9N/A11Y 和 CP032 WT-TAL

菌株的摇瓶发酵评价 
Fig. 6  Shake flask fermentation of E. coli CP032 
S9N/A11Y and CP032 WT-TAL strains. Filled circle with 
solid line: p-coumaric acid of S9N/A11Y; filled square with 
solid line: p-coumaric acid of WT-TAL; empty circle with 
dashed line: OD600 of S9N/A11Y; empty square with dashed 
line: OD600 of WT-TAL. All data and standard errors were 
derived from three independent biological replicates. 

复筛验证，获得了 4 株 TAL 催化活性显著提高的

突变体。但是通过测序和序列比对分析，发现这

4 个突变体的蛋白序列完全一致，包含 3 个氨基

酸突变位点，分别为 S9Y、A11N、E518A。通过

分析，原因可能是挑取单克隆的时候存在交叉污

染，或细胞转化时复苏培养时间过长，或易错 PCR

扩增的原因。不过可以肯定的是，这些位点突变

确实提高了 TAL 的催化活性，导致对香豆酸产量

提高。 

为了进一步验证 TAL催化活力的提高是哪个

位点氨基酸突变导致的，对这 3 个突变位点氨基

酸分别进行饱和突变验证。研究发现，当 S9 位点

突变为 Y、I、N 和 A11 位点突变为 N、T、Y 时，

TAL 的催化活性显著提高，而当 E518 位点发生
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突变时，所有氨基酸类型突变体的催化活性均显著

降低。进一步对这 2 个位点 3 种类型突变进行组合

突变验证，发现 S9Y/A11N 和 S9N/A11Y 两种组合

突变的 TAL 催化活力显著高于其他组合，并且高

于单点突变。 

通过 TAL 突变体筛选及突变验证发现，突变

体的生物量与对香豆酸产量呈正相关趋势。当对

香豆酸产量较高时，菌体生物量均正常；当生物

量较低时，对香豆酸产量一定较低。这一结果暗

示着生物量可以影响对香豆酸产量。若想获得较

高的对香豆酸产量，需要获得足够多的生物量，

而生物量直接影响 TAL 蛋白的表达水平。因此，

通过实验室适应性进化手段，筛选对香豆酸耐受

性较高的菌株作为宿主细胞，或许可以进一步提

高对香豆酸的产量[24]。 

本研究通过 TAL突变体文库筛选以及单点和

组合突变验证，获得 TAL 催化活力显著提高的突

变体，该突变体可以显著提高大肠杆菌从头合成

对香豆酸的产量。这一研究为微生物异源合成生

产对香豆酸提供了重要参考。 
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