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氨甲酰磷酸不同合成途径在大肠杆菌中的比较 
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1 中国科学院微生物研究所 微生物生理与代谢工程重点实验室  北京  100101 

2 中国科学院大学  北京  100049 

摘  要：【背景】氨甲酰磷酸是生物合成代谢中精氨酸与嘧啶的重要前体物质，在工业微生物生产精

氨酸与嘧啶及其衍生物中发挥关键作用。【目的】在大肠杆菌 Escherichia coli BW25113 中比较氨甲酰

磷酸不同合成途径的催化效率。【方法】在大肠杆菌 Escherichia coli BW25113 中过表达鸟氨酸氨甲酰

基转移酶(OTC)的基础上，分别过表达大肠杆菌自身的氨基甲酸激酶(CK)和氨甲酰磷酸合酶(CPS )Ⅱ

并表征其反应效果。通过优化底物供应(调整底物浓度与引入 L-谷氨酰胺合成酶)对 CK 与 CPS Ⅱ的催

化反应进行优化。【结果】在大肠杆菌中过表达 OTC，建立细胞水平氨甲酰磷酸检测体系。在此基

础上比较不同来源的 CK，发现大肠杆菌来源的 CK 效果最好，50 mmol/L NH4HCO3 条件下全细胞

催化 9 h 得到 2.95±0.15 mmol/L L-瓜氨酸；过表达 CPS Ⅱ时，50 mmol/L L-谷氨酰胺催化 9 h 得到

3.16±0.29 mmol/L L-瓜氨酸。通过改变底物 NH4HCO3 浓度和引入外源 L-谷氨酰胺合成酶(GS)等方式

对 CK 与 CPS Ⅱ的催化反应分别进行优化后，100 mmol/L NH4HCO3 条件下，L-瓜氨酸浓度分别提高

至 4.67±0.55 mmol/L 和 6.12±0.38 mmol/L，且过表达 GS 后 CPS Ⅱ途径可以利用 NH3，不需要额外添

加 L-谷氨酰胺。【结论】引入 L-谷氨酰胺合成酶后的 CPS Ⅱ途径合成氨甲酰磷酸的能力优于 CK 途径，

为精氨酸、嘧啶及其衍生物的合成提供了一种更加高效的策略。 
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Abstract: [Background] Carbamoyl phosphate is an important precursor in metabolism of arginine and 
pyrimidine, and plays a key role in biosynthesis of arginine and pyrimidine and its derivatives in 
microorganisms. [Objective] The synthesis of carbamoyl phosphate through different pathways was 
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investigated and compared in Escherichia coli BW25113. [Methods] Ornithine carbamoyltransferase (OTC) 
was overexpressed in E. coli BW25113 as a carbamoyl phosphate detecting system. Then carbamate kinase 
(CK) from different species or carbamoyl phosphate synthase II (CPS II) was overexpressed in E. coli 
BW25113 to enhance carbamoyl phosphate biosynthesis. These two carbamoyl phosphate biosynthetic 
pathways (CK pathway and CPS II pathway) were then optimized by adjusting substrates supply and 
introducing L-glutamine synthetase. [Results] A carbamoyl phosphate detection system was established in 
vivo by overexpressing OTC in E. coli. By overexpressing CKs from different species in E. coli with OTC, 
the carbamoyl phosphate biosynthetic pathway was enhanced, and the results showed that CK from E. coli 
was better than the other two, which produced 2.95±0.15 mmol/L L-citrulline in 9 h whole-cell 
bioconversion. By overexpressing CPS II in E. coli with OTC, the carbamoyl phosphate biosynthesis was 
improved, and 3.16±0.29 mmol/L L-citrulline was obtained in the whole-cell biocatalytic process. The CK 
and CPS II pathways were optimized by changing the concentration of substrate NH4HCO3 to 100 mmol/L and 
introducing exogenous L-glutamine synthetase (GS). As a result, 4.67±0.55 mmol/L and 6.12±0.38 mmol/L 
L-citrulline was achieved by strains with CK or CPS II pathway respectively. After the optimization of CPS 
II pathway with overexpressing GS, extra addition of L-glutamine was not required in the reaction system. 
[Conclusion] Biosynthesis of carbamoyl phosphate was improved by constructing and optimizing the CK 
synthetic pathway or CPS II synthetic pathway. CPS II pathway with introducing GS is better than that of the 
CK synthetic pathway in respect of carbamoyl phosphate synthesis, and provides a more efficient strategy for 
the synthesis of arginine, pyrimidine and its derivatives. 

Keywords: Carbamoyl phosphate, Carbamate kinase, Carbamoyl phosphate synthetase II, L-Citrulline 

氨甲酰磷酸(Carbamoyl phosphate，CP)是几乎

所有微生物的代谢途径中精氨酸与嘧啶合成的共

同前体[1-2]，是两条途径的“交汇点”。CP 可以将其

氨基甲酰基团转移至许多重要分子的氨基氮原子

上，包括最熟知的精氨酸/尿素合成途径的鸟氨酸和

嘧啶生物合成途径的天冬氨酸。氨甲酰磷酸化学性

质较为活泼[3]，在 100 °C 下半衰期只有 2 s[4]。鉴于

氨甲酰磷酸在合成代谢中的重要地位及其活泼的

化学性质，氨甲酰磷酸的合成对于生产精氨酸、嘧

啶类及其衍生物等高附加值化合物有着极为重要

的意义[5-6]。 

氨 甲 酰 磷 酸 合 成 酶 (Carbamoyl phosphate 

synthetase，CPS)有 3 种，分别为 CPS Ⅰ、CPS Ⅱ

和 CPS Ⅲ。CPS Ⅰ分布于动物肝脏与肾脏的线粒体

中[7]，CPS Ⅲ分布于非脊椎动物与鱼类，且 CPS Ⅰ

与 CPS Ⅲ均需要 N-乙酰谷氨酸来变构激活[8-10]。

CPS Ⅱ不仅分布于脊椎动物，在真菌与细菌中也有

分布，并且不需要 N-乙酰谷氨酸变构激活[11]。在大

部分细菌[12]以及大肠杆菌[13-14]中，氨甲酰磷酸合酶

(CPS Ⅱ Ⅱ，EC：6.3.5.5)催化一分子 L-谷氨酰胺、

两分子 Mg2+ATP 和一分子 HCO3
−反应形成氨甲酰

磷酸，此反应为不可逆反应[12]。CPS Ⅱ由大小两亚

基组装而成，小亚基(carA 编码)催化 L-谷氨酰胺水

解产生氨，大亚基(carB 编码)催化一分子 Mg2+ATP

和一分子 HCO3
−形成中间体羧基磷酸[13,15]，后加氨

生成氨基甲酸。最后，再利用第 2 个 Mg2+ATP 磷酸

化氨基甲酸合成氨甲酰磷酸[16]。  

此外，在一些厌氧菌中还发现了一种氨基甲酸

激酶(Carbamate kinase，CK，EC：2.7.2.2)，是由约

33 kD 的亚基组成的同源二聚体[17]，在有 ATP、HCO3
−

和 NH3 存在的情况下可以生成氨甲酰磷酸[18-19]。值

得注意的是，CK 所利用的直接底物是 HCO3
−和 NH3

在水溶液中反应形成的氨基甲酸[20]，利用 Mg2+ATP

将氨基甲酸磷酸化成氨甲酰磷酸，此反应为可逆反

应[18,21]。因此，CK 具有合成氨甲酰磷酸能力[22]，

是一种可以在微生物细胞内替代 CPS Ⅱ的酶[18]。 

CK 利用无机氨来合成氨甲酰磷酸，CPS Ⅱ则利

用有机化合物即 L-谷氨酰胺的氨基来合成氨甲酰磷

酸，目前仍缺乏两种酶产氨甲酰磷酸效果的比较。

由于氨甲酰磷酸不稳定[3]，因此检测难度较大。鸟氨
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酸氨甲酰基转移酶(Ornithine carbamoyltransferase，

OTC)可以催化氨甲酰磷酸与鸟氨酸反应生成 L-瓜

氨酸(L-Citrulline)，所以可以通过检测 L-瓜氨酸的

含量表征氨甲酰磷酸的含量[23]。 

本研究在大肠杆菌中过表达其 OTC，建立了细

胞水平的氨甲酰磷酸检测体系。在此体系基础上，

通过检测 L-瓜氨酸含量，在大肠杆菌中筛选了不同

来源的 CK，并对不同来源 CK 与大肠杆菌 CPS Ⅱ

合成氨甲酰磷酸的能力进行了初步评价。通过改变

底物浓度或引入 L-谷氨酰胺合成酶等手段，对不同

氨甲酰磷酸的合成途径进行了一定的优化后，系统

比较了利用无机氨作为氨供体的 CK 与利用 L-谷

氨酰胺的 CPS Ⅱ合成氨甲酰磷酸的效率。本研究在

大肠杆菌中构建两种不同的氨甲酰磷酸合成模块，

并对两种途径进行优化与比较，发现氨甲酰磷酸的

高效合成对瓜氨酸、精氨酸、嘧啶类化合物及其衍

生物等高附加值化合物的代谢工程改造具有重要

意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli) BW25113 菌株，质

粒 pLB1a 和 pSB1s 均为中国科学院微生物研究所微

生物生理与代谢工程重点实验室保存。研究所使用

的菌株和质粒见表 1，质粒构建所使用的引物见表 2。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

L-阿拉伯糖购自上海宏邦医药科技有限公司；

链霉素与氨苄青霉素购自 Amresco 公司；色谱纯乙

腈购自赛默飞世尔科技公司；限制性内切酶、Gibson

组装克隆试剂盒购自 NEB 公司；高保真 DNA 聚合

酶与大肠杆菌 T1 商业感受态购自北京全式金生物

技术有限公司；质粒小提试剂盒与基因组 DNA 提

取试剂盒购自 Omega 公司；PCR 所需引物均由北

京擎科生物科技有限公司合成。 

高效液相色谱(HPLC)仪购于岛津公司；PCR 仪

购于 Bio-Gener 公司；DNA 琼脂糖凝胶电泳仪与 

 
表 1  本文中所用到的质粒和菌株 
Table 1  Plasmids and strains used in this study 

菌种和质粒 

Strains and plasmids 

特征描述 

Description 

来源 

Source 

Strains   

E. coli BW25113 lacIqrrnBT14ΔlacZWJ16hsdR514 ΔaraBADAH33ΔrhaBADLD78 [24] 

E. coli DH5α 
F–φ80d lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 (rk

−, mk
+) supE44λ-thi-1 

gyrA96relA1phoA 
Invitrogen 

ECFI E. coli BW25113 carrying pLB1a-yahI and pSB1s-argFI This study 

EFFI E. coli BW25113 carrying pLB1a-EfarcC and pSB1s-argFI This study 

LLFI E. coli BW25113 carrying pLB1a-LlarcC and pSB1s-argFI This study 

ABFI E. coli BW25113 carrying pSB1s-argFI and pLB1a-carAB This study 

GSABFI E. coli BW25113 carrying pSB1s-argFI and pLB1a-glnA-carAB This study 

Plasmids   

pLB1a r6k origin, araBAD promoter, AmpR Our laboratory

pSB1s repA origin, araBAD promoter, StrR Our laboratory

pLB1a-yahI pLB1a containing yahI gene from Escherichia coli This study 

pLB1a-EfarcC pLB1a containing arcC gene from Enterococcus faecalis This study 

pLB1a-LlarcC pLB1a containing arcC gene from Lactococcus lactis This study 

pLB1a-carAB pLB1a containing carAB gene from Escherichia coli This study 

pSB1s-argFI pSB1s containing argFI gene from Escherichia coli This study 

pLB1a-glnA-carAB pLB1a containing glnA gene from Bifidobacterium bifidum and carAB gene from Escherichia coli This study 
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表 2  本文中所用到的引物 
Table 2  Primers used in this study 

Primers name Primers sequence (5′→3′) Size (bp) 

EfarcC-F CATGCCATGGGGAAAAAAATGGTCGTTG 28 

EfarcC-R CCGCTCGAGTTATTTTGTCACAACCGTTCC 30 

LlarcC-F CATGCCATGGTAAAACGTATTGTTGTAGC 29 

LlarcC-R CCGCTCGAGTTAAGGAACAATTCTTGTTCCAC 32 

yahI-F CATGCCATGGGCAAAGAGCTTGTGGTCGTTG 31 

yahI-R CCGCTCGAGTTACGTTTTAATAATATGAGTGCCC 34 

carA-F ACAGGAGGAATTAACCATGGGTATTAAGTCAGCGCTATTGGTTC 44 

carB-F TAACAGGAGGAATTAACCATGGGCCCAAAACGTACAGATATAAAAAGTATC 51 

argF-F GGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGTCCGATTTATACAAAAAACAC 46 

argF-R TTAATTCCTCCTGTGGCTGCTGCACTCACTCCCCAAGCGTTGC 43 

argI-F GTGCAGCAGCCACAGGAGGAATTAAATGTCCGGGTTTTATCATAAGC 47 

argI-R CACTAGTACCAGATCTACCCTCGAGTTATTTACTGAGCGTCGCG 44 

glnA-F CACGCACAGATCAAATAAAGGAGGAATTAACCATGGATAAGCAGCAAGAGTTTG 54 

glnA-R CACCACTAGTACCAGATCTACCCTCGAGTTAGAGCTTGGGCAGGTACTTCTTC 53 

BAD-F CCATAGCATTTTTATCCATAAGATT 25 

BAD-R GTTTTATCAGACCGCTTCTG 20 

 
蛋白电泳仪购于 Bio-Rad 公司；凝胶成像系统购于

天能公司；测序由北京睿博兴科公司完成。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：氯化钠 10.0，酵母粗提物 5.0，

蛋白胨 10.0。需要时向其中加入终浓度 50 mg/L 链

霉素或 100 mg/L 氨苄青霉素。 

2YT 培养基(g/L)：氯化钠 5.0，酵母粗提物 10.0，

蛋白胨 16.0。需要时向其中加入终浓度 50 mg/L 链

霉素或 100 mg/L 氨苄青霉素。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取与纯化 

基因组 DNA 与质粒 DNA 的提取，PCR 产物

纯化以及 DNA 切胶回收纯化均按照相应试剂盒的

操作说明进行。 

1.2.2  表达载体的构建 

以提取的粪肠球菌(Enterococcus faecalis)、乳酸

乳球菌(Lactococcus lactis)与大肠杆菌(Escherichia 
coli)基因组为模板，分别用特定引物(表 2)进行 PCR

扩增，得到 3 种不同菌株的氨基甲酸激酶的编码基

因，分别为 EfarcC (Gene ID：1199007)、LlarcC (Gene 

ID：1115710)和 yahI (Gene ID：944984)。PCR 反

应体系(50 μL)：1×Buffer，模板 DNA 1 ng/μL，正、

反向引物各 0.5 pmol/μL，dNTPs 0.2 mmol，FastPfu
聚合酶 2 U。PCR 反应条件：98 °C 2 min；98 °C 30 s，

56 °C 30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min；

25 °C 5 min。将上述 3 个基因片段通过 T4 连接酶

分别连接到 pLB1a 质粒的 Nco I 与 Xho I 位点之间，

转化至 E. coli T1 感受态中。用 BAD 引物对(表 2)进

行 PCR 筛选阳性转化子，将阳性转化子的质粒送样

测序，测序结果正确，得到重组质粒 pLB1a-EfarcC、

pLB1a-LlarcC 和 pLB1a-yahI。 

以 E. coli BW25113 基因组为模板，用特定引物

(表 2)进行 PCR 扩增(同前)，得到 E. coli 鸟氨酸氨

甲酰基转移酶编码基因 argF (Gene ID：944844)和

argI (Gene ID：948774)，大肠杆菌氨甲酰磷酸合成酶

Ⅱ基因 carAB (Gene ID：949025，944775)，用 Gibson

连接的方式连接至质粒载体 pSB1s 或 pLB1a 的

NcoⅠ与 XhoⅠ位点之间，按上述相同方法筛选到序

列正确的质粒，命名为 pSB1s-argFI、pLB1a-carAB。 

以两岐双岐杆菌(Bifidobacterium bifidum)基因
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组为模板，用相应引物进行 PCR 扩增(同前)，得到

相应的 L-合成酶编码基因 glnA (Gene ID：9888687)，

通过 Gibson 连接插入至 pLB1a-carAB 的 Xho I 位

点，得到质粒 pLB1a-glnA-carAB。 

1.2.3  重组菌株的构建 

将 pSB1s-ArgFI 质粒与 pLB1a-EfarcC、pLB1a- 

LlarcC、pLB1a-yahI、pLB1a-carAB 和 pLB1a-glnA- 

carAB 质粒用氯化钙转化法分别共转至 E. coli 
BW25113 的感受态中，构建 EFFI 至 GSABFI 一系

列重组菌株，详见表 1。 

1.2.4  2YT 分步诱导 

将大肠杆菌重组菌株接种于 LB 培养基中，

37 °C、200 r/min 培养 12 h 得到种子液。将重组菌

株种子液以 1%的体积比接到 20 mL 2YT 培养基，

37 °C、200 r/min 培养 2−3 h，测量菌液 OD600 光吸

收值达到 0.6±0.1 时，加入 20 μL 质量分数 20%的

L-阿拉伯糖诱导剂，30 °C、200 r/min 诱导 12 h。 

1.2.5  SDS-PAGE 验证 

收集上述 2YT 分步诱导后的菌体，以 OD600 为

10 的终浓度重悬于 1 mL 20 mmol/L Tris-HCl (pH 

7.5)中。将菌悬液以 200 W 的功率超声破碎(超声 3 s，

间隔 10 s，总时长 6.5 min)后 13 000 r/min 离心 1 min，

取 20 μL 上清液与 20 μL 20 mmol/L Tris-HCl 重悬沉

淀液体，分别加入等体积的 2×蛋白上样缓冲液，

100 °C 煮沸 10 min，分别制备成上清与沉淀蛋白样

品；待样品冷却后，13 000 r/min 离心 30 s，取 5 μL

蛋白样品上样进行 SDS-PAGE。SDS-PAGE 结束后用

考马斯亮蓝 R-250 染色液染色 0.5 h，然后换 1−2 次

脱色液，脱色至蛋白条带清晰可见。 

1.2.6  全细胞催化 

收集上述 2YT 分步诱导后的菌体，用生理盐水

洗涤 2 遍，以 OD600 为 20 的终浓度重悬于反应液中，

30 °C、200 r/min 全细胞催化 9 h。全细胞催化反应

液包括：30 mmol/L L-鸟氨酸，5 mmol/L MgSO4，

45 mmol/L 葡萄糖，50 mmol/L NH4HCO3，100 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)。 

1.2.7  样品的衍生处理 

全细胞催化样品 13 000 r/min 离心 1 min，取上

清稀释 10 倍后进行 2,4-二硝基氟苯(DNFB)衍生。

在 1.5 mL EP 管中加入 100 μL 稀释后样品溶液，

100 μL 0.5 mol/L NaHCO3，50 μL DNFB 衍生剂(1% 

DNFB 乙腈溶液)，60 °C 反应 1 h。反应后，向 1.5 mL 

EP 管中加入 750 μL 0.01 mol/L KH2PO4 混匀，用

0.22 μm 滤膜过滤后制成 DNFB 衍生样品，用于

HPLC 检测氨基酸。 

1.2.8  氨基酸的 HPLC 检测 

HPLC 检测氨基酸所用色谱柱为 Agilent-XDB- 

C18，0.35 μm，150 mm 柱；检测条件为 90% 50 mmol/L

乙酸钠与 10%乙腈洗脱 15 min，之后乙腈浓度梯度

增加到 50%，50 mmol/L 乙酸钠降至 10%，其余为水，

维持 2 min 后梯度恢复至初始比例，总时长 35 min；

柱温 30 °C，上样量为 10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  氨甲酰磷酸检测模块的构建 

大肠杆菌本底水平的氨甲酰磷酸浓度并不高，

其鸟氨酸氨甲酰磷酸转移酶(OTC)的表达也是仅仅

满足生长活动所需。因为需要通过检测 L-瓜氨酸的

含量来评价不同种类的酶产生氨甲酰磷酸的能力，

所以将催化鸟氨酸与氨甲酰磷酸至 L-瓜氨酸的途

径扩宽，才能够更加准确地比较氨甲酰磷酸的合

成速度(图 1)。大肠杆菌的 OTC 是三聚体形式，由

2 种不同的亚基 ArgF 和 ArgI 构成了 4 种异构体形

式(FFF，FFI，FII 和 III)[25]。因此我们将含有大

肠杆菌 argF 与 argI 的质粒 pSB1s-argFI 转入

BW25113，在大肠杆菌中过表达 OTC，构建含有

氨甲酰磷酸检测模块的重组菌株 FI。如图 2B 所示，

过表达 OTC 后，菌株 FI 能够更加快速地利用氨甲

酰磷酸，全细胞催化后其 L-瓜氨酸含量相比野生

型 E. coli BW25113 提高约 0.2 mmol/L，达到

0.80±0.15 mmol/L。 

2.2  氨甲酰磷酸合成途径中氨基甲酸激酶的

筛选 

克隆粪肠球菌(Enteococcus faecalis)、乳酸乳球

菌(Lactococcus lactis)与大肠杆菌(Escherichia coli)
来源的氨基甲酸激酶(CK)编码基因(其中大肠杆菌 
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图 1  氨甲酰磷酸的不同合成途径与 L-瓜氨酸合成途径 
Figure 1  Different carbamoyl phosphate synthetic pathways and L-citrulline synthetic pathway 
注：CK：氨基甲酸激酶；CPS Ⅱ：氨甲酰磷酸合成酶Ⅱ；OTC：鸟氨酸氨甲酰基转移酶. 
Note: CK: Carbamate kinase; CPS Ⅱ: Carbamoyl phosphate synthetase Ⅱ; OTC: Ornithine carbamoyltransferase. 
 
 
 

基因 yahI 为 CK 类似蛋白编码基因)，分别构建质

粒 pLB1a-EfarcC、pLB1a-LlarcC 和 pLB1a-yahI。将

上述质粒分别转入菌株 FI 中，得到 EFFI、LLFI 和

ECFI3 株重组菌株。重组菌株进行诱导表达后的

SDS-PAGE 电泳结果显示 3 种来源的 CK 均在大肠

杆菌中实现了可溶性表达(图 2A)。 

收集诱导后菌体，按 1.2.6 所述方法进行全细

胞催化，其中反应液加入 NH4HCO3 作为 CK 的催

化底物。反应后检测结果如图 2B 所示，与对照菌

FI 相比，菌株 EFFI、LLFI 和 ECFI 的 L-瓜氨酸含

量均有所上升，证明 3 种来源的 CK 均可以合成

氨甲酰磷酸。其中大肠杆菌与粪肠球菌的 CK 催

化效果较好，催化 9 h 后，ECFI 和 EFFI 菌株分

别生成了 2.95±0.15 mmol/L 和 2.71±0.30 mmol/L 

L-瓜氨酸，相比对照菌 FI 分别增加了 2.15 mmol/L

和 1.91 mmol/L。LLFI 菌株催化效果较差，但也生

成了 2.39±0.24 mmol/L L-瓜氨酸，相较菌株 FI 增加

了 1.59 mmol/L。 

 

 
 

图 2  SDS-PAGE 分析不同来源 CK 的蛋白表达(A)与催化能力比较(B) 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of expressions of CKs from different species (A) and comparison of catalytic capacity of 
CKs (B) 
注：A：M：Marker；EFFI、LLFI、ECFI 和 FI 菌株的详情见表 1；S：细胞破碎上清；P：细胞破碎沉淀. B：全细胞催化反应液初

始含有 50 mmol/L NH4HCO3，其余条件与 1.2.6 一致. 
Note: A: M: Marker; See Table 1 for details of EFFI, LLFI, ECFI and FI strains; S: Supernatant; P: Precipitation. B: The whole cell catalytic 
reaction solution initially contained 50 mmol/L NH4HCO3, and the other conditions were consistent with those in 1.2.6. 
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2.3  增强氨甲酰磷酸合成酶 (CPS )Ⅱ Ⅱ 合成氨

甲酰磷酸 

克隆 E. coli BW25113 的(CPS )Ⅱ 编码基因

carAB，构建质粒 pLB1a-carAB 并在菌株 FI 中进行

过表达，构建 ABFI 重组菌株。将重组菌 ABFI 进行

诱导后进行 SDS-PAGE 电泳，在 SDS-PAGE 电脉图

上 40 kD (CarA)与 120 kD (CarB)处看到明显可溶蛋

白条带(图 3A)，证明大肠杆菌的 CPS Ⅱ成功过表达。 

由于氨甲酰磷酸合成酶Ⅱ所利用的底物为 L-

谷氨酰胺而非 NH3，所以将转化液中 NH4HCO3 替

换为等浓度的 L-谷氨酰胺与 NaHCO3。结果如图 3B

所示，大肠杆菌来源的 CPS  (CarⅡ AB)利用 L-谷氨

酰胺作为合成氨甲酰磷酸的氨基供体，全细胞催化

9 h 生成了 3.16±0.29 mmol/L L-瓜氨酸，相比对照

菌 FI (1.72±0.15 mmol/L)增加约 1.44 mmol/L，提

高了 83.72%。 

2.4  氨基甲酸激酶途径与氨甲酰磷酸合成酶Ⅱ

途径的底物供应优化 

2.4.1  氨基甲酸激酶途径 NH4HCO3 浓度的优化 

在表现较好的菌株 ECFI 基础上，将全细胞

催化 NH4HCO3 的初始浓度由 50 mmol/L 增加至

200 mmol/L，发现在100 mmol/L NH4HCO3的条件下，

菌株 ECFI 产 L-瓜氨酸达到峰值 4.67±0.55 mmol/L，较

50 mmol/L NH4HCO3 条件下增加了 58%。当 NH4HCO3

浓度超过 100 mmol/L 时，L-瓜氨酸产量并未增

加，反而有所降低(图 4)。因此采用 100 mmol/L 

NH4HCO3 作为大肠杆菌来源 CK 的底物较为

合适。  

2.4.2  氨甲酰磷酸合成酶Ⅱ途径引入 L-谷氨酰胺

合成酶 

由于 CPS Ⅱ利用 L-谷氨酰胺来合成氨甲酰磷

酸的氨基，之后 L-谷氨酰胺变为副产物 L-谷氨酸，

所以胞内 L-谷氨酰胺的浓度成为保证 CPS Ⅱ高效

合成氨甲酰磷酸的必要条件。因此在菌株 ABFI 中

尝试引入两岐双岐杆菌(Bifidobacterium bifidum)来

源的 L-谷氨酰胺合成酶(L-Glutamine synthetase，

GS)，构建菌株 GSABFI，在无机氨的推动下将副产

物 L-谷氨酸转化为 L-谷氨酰胺，提高胞内底物 L-

谷氨酰胺的浓度。结果如图 5A 所示，全细胞催化

9 h，菌株 GSABFI 合成了 5.95±0.45 mmol/L L-瓜氨酸， 

 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析 CPS Ⅱ的蛋白表达(A)与催化效果(B) 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of expression of CPS  (A) and catalytic effect (B)Ⅱ  
注：A：M：Marker；ABFI 和 FI 菌株的详情见表 1；S：细胞破碎上清；P：细胞破碎沉淀. B：全细胞催化反应液初始含有 50 mmol/L 

L-谷氨酰胺，50 mmol/L NaHCO3，无 NH4HCO3，其余条件与 1.2.6 一致. 
Note: A: M: Marker; See Table 1 for details of ABFI and FI strains; S: Supernatant; P: Precipitation. B: The whole cell catalytic reaction 
solution initially contained 50 mmol/L L-glutamine, 50 mmol/L NaHCO3 and no NH4HCO3, the other conditions were consistent with those 
in 1.2.6. 
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图4  NH4HCO3浓度对菌株ECFI合成氨甲酰磷酸的影响 
Figure 4  Effects of different concentrations of NH4HCO3 
on synthesizing carbamoyl phosphate by strain ECFI 
注：全细胞催化反应液初始含有 0–200 mmol/L NH4HCO3，其

余反应条件如 1.2.6 所述. 
Note: Concentration of NH4HCO3 contained 0–200 mmol/L in the 
whole-cell biocatalytic reaction mixture, the other component were 
consistent with those in 1.2.6. 

 

相比未过表达 GS 的菌株 ABFI (3.86±0.31 mmol/L)，

L-瓜氨酸产量提高了 54.15%。实验证明，过表达

GS 可以有效促进 CPS Ⅱ途径合成氨甲酰磷酸的效

率，通过 L-瓜氨酸检测模块表现为 L-瓜氨酸浓度的

提高。 

由于 GS 可以催化谷氨酸与无机氨合成 L-谷氨

酰胺，因此可能不需要外源添加过多的 L-谷氨酰胺

即可满足反应所需。在维持 50 mmol/L NH4HCO3

的条件下，逐步减少外源 L-谷氨酰胺的添加量，如

图 5B 所示，结果表明，初始不添加 L-谷氨酰胺，

菌株 GSABFI 仍可以合成 5.73±0.44 mmol/L 的 L-

瓜氨酸，与初始添加 50 mmol/L L-谷氨酰胺的一组

(5.95±0.45 mmol/L)无显著差异。结果表明，通过引

入 GS，副产物 L-谷氨酸在 GS 作用下转化为 L-谷

氨酰胺，使反应继续，因此系统中无需添加 L-谷氨

酰胺。 

2.5  氨基甲酸激酶途径与氨甲酰磷酸合酶Ⅱ途

径的比较 

经过上述条件优化后，将表征氨基甲酸激酶途

径的 ECFI 菌株与表征氨甲酰磷酸合酶Ⅱ途径的

GSABFI 菌株进行了系统的比较。结果如图 6 所示，

在初始添加 50 mmol/L NH4HCO3 的条件下，对照菌

FI 的 L-瓜氨酸浓度为 0.80±0.15 mmol/L，ECFI 菌株

为 2.95±0.15 mmol/L，GSABFI 为 5.73±0.44 mmol/L；  

 

 
图 5  引入两岐双岐杆菌来源 GS 对 CPS Ⅱ途径的影响(A)，以及降低 L-谷氨酰胺添加量对菌株 GSABFI 的影

响(B) 
Figure 5  The effect on CPS  synthesis with the introduction of GS from Ⅱ Bifidobacterium bifidum (A), and the effect of 
reducing the amount of L-glutamine on the strain GSABFI (B) 
注：A：全细胞催化反应初始添加 50 mmol/L L-谷氨酰胺. B：全细胞催化反应液初始含 50 mmol/L NH4HCO3， L-谷氨酰胺为 0–50 mmol/L. 

其余反应条件与 1.2.6 一致. 
Note: A: The whole cell catalytic reaction solution initially contained 50 mmol/L L-glutamine. B: Concentration of L-glutamine contained 
0–50 mmol/L in the whole-cell biocatalytic reaction mixture. Remaining reaction conditions were consistent with those in 1.2.6. 
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图 6  两种合成氨甲酰磷酸途径的比较 
Figure 6  Comparison of two carbamoyl phosphate 
biosynthesis pathways 
注：全细胞催化初始加入的 NH4HCO3 浓度如图所示，其余条

件如 1.2.6 所示. 
Note: Concentrations of NH4HCO3 in the whole-cell biocatalytic 
reaction mixtures are shown in the figure, the other components 
were consistent with those in 1.2.6. 
 

与对照菌 FI 相比，ECFI 菌株增加了 2.15 mmol/L，

而 GSABFI 菌株增加了 4.93 mmol/L，是 ECFI 的

2.29 倍。在初始 NH4HCO3 浓度为 100 mmol/L 时，与

对照菌 FI 相比，ECFI 菌株的 L-瓜氨酸含量增加了

3.84 mmol/L，而 GSABFI 菌株增加了 5.29 mmol/L，

是 ECFI 菌株的 1.38 倍。整体来看，过表达 GS 后

的氨甲酰磷酸合成酶途径Ⅱ，即 GSABFI 菌株合成

氨甲酰磷酸的效率更高。 

3  讨论与结论 

氨甲酰磷酸属于精氨酸与嘧啶类及其衍生物

的“共同枢纽”，而氨甲酰磷酸的化学性质又极其活

泼，所以氨甲酰磷酸的合成是微生物合成上述物质

的关键点。目前在微生物合成领域，针对不同途径

合成氨甲酰磷酸效率比较的报道相对较少。本研究

在大肠杆菌中，对氨甲酰磷酸合成的 CPS Ⅱ途径与

CK 途径在全细胞催化水平进行了相应的比较和优

化。我们对不同来源的 CK 进行过表达发现，粪肠

球菌、乳酸乳球菌与大肠杆菌 3 种来源的 CK 均可

以催化 NH4HCO3 合成氨甲酰磷酸。本研究结果表

明大肠杆菌来源的 yahI (据基因注释为 CK 类似蛋

白编码基因)所编码的蛋白具有 CK 活性，而且与其

他两种来源的 CK 相比，催化活力更好。过表达 yahI 
(ECFI 菌株)，L-瓜氨酸产量提高 2.69 倍。通过优化

底物 NH4HCO3，ECFI 菌株比对照菌株 L-瓜氨酸产量

提高 4.63 倍。增强 CPS Ⅱ途径的 ABFI 菌株较对照

菌 FI 的 L-瓜氨酸增加了 83.72%。在 CPS Ⅱ催化途径

中引入两岐双岐杆菌来源的 L-谷氨酰胺合成酶构建

GSABFI 菌株，进一步促进了氨甲酰磷酸，L-瓜氨酸

产量从 3.86±0.31 mmol/L 提高到 5.95±0.45 mmol/L，

提高了 54.15%。CPS Ⅱ催化过程中产生的副产物

L-谷氨酸在 L-谷氨酰胺合成酶催化下利用无机氨，

以加氨的方式被转化为 L-谷氨酰胺，增加胞内 L-

谷氨酰胺的供应，促进合成氨甲酰磷酸，表现为 L-

瓜氨酸的增加。值得注意的是，引入 L-谷氨酰胺合

成酶后，L-谷氨酰胺浓度可以降低至无需添加(图

5B)，GSABFI 菌株仍比对照菌 FI 增加了 5.90 倍，使

CPS Ⅱ途径与 CK 途径一样使用无机氨、HCO3
−以

及葡萄糖产生的 ATP 合成氨甲酰磷酸。 

不同于可逆的 CK 途径[18,21]，CPS Ⅱ途径为不

可逆反应[12]，因此 CPS Ⅱ途径在合成氨甲酰磷酸与

生产相关高附加值产物上更具优势。针对 CPS Ⅱ途

径的改造，还可以寻找酶学性质更加优良的 L-谷氨

酰胺合成酶，使胞内 L-谷氨酰胺供应更加充足，

成为促进氨甲酰磷酸合成的推动力，进一步提高

CPS Ⅱ途径合成氨甲酰磷酸的效率。对于大肠杆菌

等菌种而言，有望降低生产精氨酸、嘧啶类及其衍

生物的成本。 
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