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1.生产O-乙酰基高丝氨酸的埃希氏菌属微生物，其中柠檬酸合酶的内源活性与亲本微

生物相比被减弱或灭活，

其中高丝氨酸O-乙酰基转移酶的活性被进一步引入或增强，或内源高丝氨酸O-琥珀酰

基转移酶被进一步修饰成与SEQ  ID  NO:16具有95％或以上同一性并且进一步具有G111E位

和L112T或L112H位的突变以具有高丝氨酸O-乙酰基转移酶活性的多肽，并且

其中所述微生物具有与亲本微生物相比提高的O-乙酰基高丝氨酸生产能力。

2.根据权利要求1所述的埃希氏菌属微生物，其中柠檬酸合酶内源活性被减弱的所述

微生物具有SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：2表示的氨基酸序列。

3.根据权利要求1所述的埃希氏菌属微生物，其中胱硫醚γ合酶、高丝氨酸激酶、或二

者的活性与其内源活性相比被进一步减弱或灭活。

4.根据权利要求1所述的埃希氏菌属微生物，其中选自磷酸烯醇丙酮酸羧化酶、天冬氨

酸氨基转移酶、和天冬氨酸半醛脱氢酶的至少一种蛋白质的活性被进一步引入或增强。

5.根据权利要求1所述的埃希氏菌属微生物，其中所述微生物是大肠杆菌。

6.生产O-乙酰基高丝氨酸的方法，包括：

(a)培养根据权利要求1-5中任一项所述的微生物；和

(b)回收在所述微生物的培养期间生产的O-乙酰基高丝氨酸。
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生产O-乙酰基高丝氨酸的微生物和用其生产O-乙酰基高丝氨

酸的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生产O-乙酰基高丝氨酸的埃希氏菌属(Escherichia  sp.)微生物，和

用该微生物高产率生产O-乙酰基高丝氨酸的方法。

背景技术

[0002] O-乙酰基高丝氨酸是甲硫氨酸的前体，而甲硫氨酸是身体必需氨基酸之一。甲硫

氨酸作为医用输注液的组分和医疗产品原料以及动物饲料和食物添加剂已被广泛使用。

[0003] 甲硫氨酸可生物学或化学合成。近来，公开了两步法，其中将通过发酵生产的L-甲

硫氨酸前体通过酶反应转化成L-甲硫氨酸(国际公开号WO  2008/013432)。在上述两步法

中，O-琥珀酰基高丝氨酸和O-乙酰基高丝氨酸可用作甲硫氨酸前体，并且高产率生产O-乙

酰基高丝氨酸以大规模成本有效地生产甲硫氨酸非常重要。

发明内容

[0004] 技术问题

[0005] 发明人在试图提高O-乙酰基高丝氨酸生产时发现柠檬酸合酶蛋白的表达或活性

减少可显著增加O-乙酰基高丝氨酸的生产能力，从而完成本发明。

[0006] 技术方案

[0007] 本发明的一个目的是提供O-乙酰基高丝氨酸生产能力提高的O-乙酰基高丝氨酸

生产微生物。

[0008] 本发明的另一目的是提供利用该微生物生产O-乙酰基高丝氨酸的方法。

[0009] 有利效果

[0010] 使用根据本发明所述的具有O-乙酰基高丝氨酸生产能力的微生物可比化学合成

以更高产率和更加环境友好的方式生产O-乙酰基高丝氨酸。另外，由此生产的O-乙酰基高

丝氨酸可通过O-乙酰基高丝氨酸硫化氢解酶，用作甲硫氨酸和乙酸合成的前体，从而实现

L-甲硫氨酸的生物转化，并且由此转化的L-甲硫氨酸可广泛用于生产人类食物或食物添加

剂以及动物饲料或动物饲料添加剂。

[0011] 附图简述

[0012] 图1是用于构建柠檬酸合酶活性减弱的微生物的表达盒设计。

[0013] 图2是pBAD24-柠檬酸合酶反义RNA(asRNA)载体的限制图谱。

[0014] 最佳方式

[0015] 一方面，本发明提供生产O-乙酰基高丝氨酸的埃希氏菌属微生物，其中内源柠檬

酸合酶蛋白的活性被减弱或灭活。

[0016] 如本文所用，术语“O-乙酰基高丝氨酸”——其是微生物的甲硫氨酸生物合成途径

中的具体中间材料——意指L-高丝氨酸的乙酰基衍生物。O-乙酰基高丝氨酸可利用高丝氨

酸和乙酰辅酶A作为底物、通过使乙酰基从乙酰辅酶A转移至高丝氨酸的酶活性来生产。
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[0017] 如本文所用，术语“生产O-乙酰基高丝氨酸的微生物”包括这样的微生物：在活体

生物内生产O-乙酰基高丝氨酸的真核或原核微生物，具有O-乙酰基高丝氨酸生产能力，而

其亲本微生物不具有O-乙酰基高丝氨酸生产能力；或这样的微生物：内源地具有O-乙酰基

高丝氨酸生产能力。

[0018] 可通过物种的改良来提供或促进O-乙酰基高丝氨酸生产能力。具有O-乙酰基高丝

氨酸生产能力的微生物可包括属于埃希氏菌属、欧文氏菌属(Erwinia  sp.)、沙雷氏菌属

(Serratia  sp .)、普罗威登斯菌属(Providencia  sp .)、棒状杆菌属(Corynebacteria 

sp .)、假单胞菌属(Pseudomonas  sp .)、钩端螺旋体属(Leptospira  sp .)、沙门氏菌属

(Salmonella  sp .)、短杆菌属(Brevibacteria  sp .)、Hypomononas  sp .、色杆菌属

(Chromobacterium  sp.)、和诺卡氏菌属(Norcardia  sp.)、或真菌、或酵母的微生物；具体

地，属于埃希氏菌属、棒状杆菌属、钩端螺旋体属、和酵母的微生物；和更具体地，属于埃希

氏菌属的微生物，具体例如，大肠杆菌(Escherichia  Coli)。具有O-乙酰基高丝氨酸生产能

力的微生物可以是生产下列的微生物：L-赖氨酸、L-苏氨酸、L-异亮氨酸、或L-甲硫氨酸或

其衍生物，但不限于此。

[0019] 如本文所用，术语“柠檬酸合酶(E .C .2 .3 .3 .1)”意指介导草酰乙酸盐

(oxaloacetate)和乙酰辅酶A之间的反应的TCA循环第一步中的酶。具体地，柠檬酸合酶介

导乙酰辅酶A中具有两个碳原子的乙酸残基和具有四个碳原子的草酰乙酸盐之间的缩合反

应，从而生成具有六个碳原子的柠檬酸盐(citrate)。在大肠杆菌中，柠檬酸合酶被命名为

GltA，柠檬酸合酶和GltA在本发明中可互换使用。

[0020] 乙酰辅酶A+草酰乙酸盐+H2O→柠檬酸盐+辅酶A-SH

[0021] 具体地，柠檬酸合酶可以是源自埃希氏菌属的柠檬酸合酶，更具体地源自大肠杆

菌的GltA。柠檬酸合酶可以是这样的蛋白质：包括SEQ  ID  NO：4表示的氨基酸序列；或与SEQ 

ID  NO：4的氨基酸序列具有70％或更高，具体地80％或更高、或更具体地90％或更高的同源

性的氨基酸序列。另外，作为具有同源性的序列，如果该氨基酸序列是具有与SEQ  ID  NO：4

相同或相应柠檬酸合酶活性的氨基酸序列，则在部分序列中具有敲除、修饰、替换、或添加

的氨基酸序列显然也应被包括在本发明的范围内。另外，基于遗传密码简并，编码相同氨基

酸序列和其变体的多核苷酸序列也应被包括本发明的范围内。

[0022] 如本文所用，术语“内源”活性意指蛋白质在微生物中的天然状态或微生物中提供

的相应蛋白质在修饰前的活性状态。

[0023] “蛋白质活性与其内源活性相比减弱或灭活(失活，inactivation)”意指蛋白质活

性在与其天然状态具有的活性相比时降低或消除。减弱是表示如下情况的概念：由于蛋白

质编码基因的修饰，蛋白质活性与微生物原本具有的蛋白质活性相比降低；整体蛋白质表

达水平低于微生物自然型菌株的整体蛋白质表达水平；或其组合，但不限于此。灭活包括如

下情况：编码蛋白质的基因与自然型菌株相比完全不被表达；和基因被表达，但不呈现活

性。

[0024] 蛋白质活性的减弱或灭活可通过本领域公知的各种方法实现。方法实例可包括用

修饰基因替换染色体上编码蛋白质的基因从而可降低酶活性(其包括去除蛋白质活性的情

况)的方法；在染色体上编码蛋白质的基因的表达调控序列上引入修饰的方法；用具有弱活

性或不具有活性的序列替换编码蛋白质的基因的表达调控序列的方法；敲除染色体上编码
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蛋白质的基因的部分或整体的方法；引入反义寡核苷酸(例如，反义RNA)的方法，该反义寡

核苷酸通过互补结合至染色体上的基因的转录物而抑制从mRNA至蛋白质的翻译；致使核糖

体附着不能进行的方法——通过在编码蛋白质的基因的SD序列前端人为添加Shine-

Dalgarno(SD)序列和其互补序列而形成二级结构；逆转录工程(RTE)方法——添加启动子

以在相应序列的开放阅读框(ORF)的3’端逆转录；等，并且也包括其组合，但不限于此。

[0025] 具体地，敲除编码蛋白质的基因的部分或整体的方法可通过如下进行：经由将染

色体插入微生物的载体，用多核苷酸或(在多核苷酸序列部分被敲除时)标记物替换染色体

中编码内源目标蛋白质的多核苷酸。例如，可采用通过同源重组进行基因敲除的方法，但不

限于此。另外，如本文所用，术语“部分”，虽然可依据多核苷酸种类而变，但可具体意指1个

核苷酸至300个核苷酸，更具体地1个核苷酸至100个核苷酸，还更具体地1个核苷酸至50个

核苷酸，但不限于此。

[0026] 另外，修饰表达调控序列的方法可通过如下进行：诱导多核苷酸序列的表达调控

序列改变——通过敲除、插入、保守型替换、非保守型替换或其组合，以进一步减弱表达调

控序列的活性；或用活性较弱的多核苷酸序列替换多核苷酸序列。多核苷酸序列可包括启

动子、操纵子序列、编码核糖体结合域的序列、和调控转录和翻译终止的序列，但不限于此。

[0027] 另外，修饰染色体上的基因序列的方法可通过如下进行：诱导该序列改变——通

过敲除、插入、保守型替换、非保守型替换、或其组合，以进一步减弱表达调控序列的活性；

或用具有较弱活性的改良基因序列或不具有活性的改良基因序列替换该序列，但不限于

此。

[0028] 具体地，关于柠檬酸合酶蛋白活性减弱，可用其他氨基酸(一个或多个)取代柠檬

酸合酶蛋白的氨基酸序列中部分氨基酸(一个或多个)。更具体地，可包括具有如下氨基酸

序列的柠檬酸合酶：柠檬酸合酶蛋白的氨基酸序列中的第145位氨基酸或第167位氨基酸由

酪氨酸(Y)或赖氨酸(K)被取代成其他氨基酸(一个或多个)。还更具体地，柠檬酸合酶可以

是具有编码如下修饰多肽的基因序列的柠檬酸合酶：其中柠檬酸合酶蛋白的氨基酸序列中

第145位氨基酸由酪氨酸(Y)被取代成丙氨酸(A)，并且第167位氨基酸由赖氨酸(K)被取代

成丙氨酸(A)取代。具体地，在将起始密码子编码的甲硫氨酸的下一位氨基酸设置为第1位

氨基酸后，按序列顺序确定氨基酸残基数量。多肽可分别具有SEQ  ID  NO：1或2表示的氨基

酸序列。另外，如果柠檬酸合酶的活性弱于野生型的活性，则柠檬酸合酶可包括与SEQ  ID 

NO：1或2的氨基酸序列具有80％或更高，具体地90％或更高，更具体地95％或更高，还更具

体地97％或更高同源性的氨基酸序列。作为具有同源性的序列，如果该氨基酸序列是与SEQ 

ID  NO：1或2的蛋白质具有基本上相同或相应的生物学活性的氨基酸序列，则在部分序列具

有敲除、修饰、替换、或添加的氨基酸序列显然也应被包括在本发明的范围内。

[0029] 如本文所用，术语“同源性”意指两个多核苷酸或多肽部分之间的同一性百分比。

一部分与另一部分的序列之间的同源性可通过本领域已知的技术确定。例如，同源性可通

过如下确定：利用计算机程序排列，在两个不同多核苷酸分子或两个不同多肽之间直接排

列序列信息和容易地获得序列信息。计算机程序可包括BLAST(NCBI)、CLC  Main  Workbench

(CLC  bio)、MegAlignTM(DNASTAR  Inc)等。另外，多核苷酸之间的同源性可通过如下确定：

在同源区之间形成稳定双链的条件下杂交多核苷酸，利用单链特异性核酸酶进行分解，和

确定分解片段。
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[0030] 如本文所用，术语“同源性”意指具有“共同进化起源”的蛋白质之间的关系，包括

源自超家族蛋白质的所有语法形式或拼写变型的同源蛋白质，和源自不同物种的同源蛋白

质。这些蛋白质(及其编码基因)具有通过高水平序列相似性反映的序列同源性。然而，普遍

使用和本发明使用的术语“同源性”意指被诸如“非常高”的形容词修饰的序列相似性，而非

意指共同的进化起源。

[0031] 在本发明的示例性实施方式中，微生物可以是胱硫醚γ合酶(EC  2.5.1.48)、高丝

氨酸激酶(EC  2.7.1.39)、或二者的活性弱于其内源活性或灭活的微生物。

[0032] 如本文所用，术语“胱硫醚γ合酶”意指可利用O-琥珀酰基高丝氨酸和L-半胱氨酸

作为底物通过下述化学反应合成胱硫醚的酶。在本发明中，来自大肠杆菌(E.coli)的胱硫

醚γ合酶被命名为“MetB”。

[0033] O-琥珀酰基-L-高丝氨酸+L-半胱氨酸→L-胱硫醚+琥珀酸盐(succinate)

[0034] 具体地，来自大肠杆菌的胱硫醚γ合酶——虽然并非具体限于此——可以是包括

SEQ  ID  NO：9表示的氨基酸序列或与SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列具有70％或更高，具体地

80％或更高，更具体地90％或更高同源性的氨基酸序列的蛋白质。另外，作为具有同源性的

序列，如果该氨基酸序列是与SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列具有相同或相应高丝氨酸激酶活

性的氨基酸序列，则在部分序列具有敲除、修饰、替换、或添加的氨基酸序列显然也应被包

括在本发明的范围内。另外，基于遗传密码简并，编码相同氨基酸序列和其变体的多核苷酸

序列也应被包括在本发明的范围内。

[0035] 减弱和灭活胱硫醚γ合酶活性的方法可按照上述方法进行。

[0036] 如本文所用，术语“高丝氨酸激酶”意指致使高丝氨酸磷酸化的酶，其进行下述化

学反应。在本发明中，来自大肠杆菌的高丝氨酸激酶被命名为“ThrB”。

[0037] ATP+L-高丝氨酸→ADP+O-磷酸-L-高丝氨酸

[0038] 具体地，来自埃希氏菌属的高丝氨酸激酶——虽然并非具体限于此——可以是包

括SEQ  ID  NO：11表示的氨基酸序列或与SEQ  ID  NO：11的氨基酸序列具有70％或更高、具体

地80％或更高、或更具体地90％或更高同源性的氨基酸序列的蛋白质。另外，作为具有同源

性的序列，如果该氨基酸序列是与SEQ  ID  NO：11的氨基酸序列具有相同或相应高丝氨酸激

酶活性的氨基酸序列，则在部分序列具有敲除、修饰、替换、或添加的氨基酸序列显然也应

被包括在本发明的范围内。另外，基于遗传密码简并，编码相同氨基酸序列和其变体的多核

苷酸序列也应被包括在本发明的范围内。

[0039] 减弱和灭活高丝氨酸激酶活性的方法可按照上述方法进行。

[0040] 在本发明的具体方面，微生物可以是这样的微生物：其中高丝氨酸O-乙酰基转移

酶的活性被进一步引入或增强，或内源高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶被进一步修饰以具有高

丝氨酸O-乙酰基转移酶的活性。

[0041] 如本文所用，术语“高丝氨酸O-乙酰基转移酶(EC  2.3.1.31)”意指具有将乙酰基

从乙酰辅酶A转移至高丝氨酸的活性的酶。

[0042] 具体地，可将高丝氨酸O-乙酰基转移酶活性引入根据本发明的微生物。高丝氨酸

O-乙酰基转移酶可源自各种微生物物种，例如，选自下列的微生物：棒状杆菌属、钩端螺旋

体属、奇异球菌属(Deinococcus  sp .)、奇异球菌属、假单胞菌属、和分支杆菌属

(Mycobacterium  sp.)。具体地，高丝氨酸O-乙酰基转移酶可以是包括下列表示的氨基酸序
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列的高丝氨酸O-乙酰基转移酶：SEQ  ID  NO：13(迈氏钩端螺旋体(Leptospira  meyeri))、

SEQ  ID  NO：14(谷氨酸棒状杆菌(Corynebacterium  glutamicum))、或SEQ  ID  NO：15(抗辐

射奇异球菌(Deinococcus  radiodurans))，但不限于此。另外，高丝氨酸O-乙酰基转移酶可

以是包括上述氨基酸序列或与上述氨基酸序列具有70％或更高、具体地80％或更高、或更

具体地90％或更高同源性的氨基酸序列的蛋白质。另外，基于遗传密码简并，编码相同氨基

酸序列和其变体的多核苷酸序列也应被包括在本发明的范围内。

[0043] 本发明所用的高丝氨酸O-乙酰基转移酶的实例被公开于韩国专利申请公开号10-

2011-0023703和欧洲专利申请公开号EP  2290051，这些专利文件的完整说明书可被本发明

包括作为参考。

[0044] 另外，其中内源高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶(EC  2.3.1.46)经修饰具有高丝氨酸

O-乙酰基转移酶活性的蛋白质意指这样的多肽：其中具有高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶活性

的多肽的底物特异性从琥珀酰辅酶A变成乙酰辅酶A。另外，修饰蛋白质——虽然并非具体

限于此——可以是通过替换具有高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶活性的多肽的部分氨基酸序

列而不同于其野生型的具有高丝氨酸O-乙酰基转移酶活性的肽。

[0045] 高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶的实例可以是来自肠细菌属(Enterobacteria  sp.)、

沙门氏菌属、假单胞菌属、杆菌属(Bacillus  sp.)、或埃希氏菌属的多肽，具体地、来自埃希

氏菌属的具有高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶活性的多肽，例如，来自大肠杆菌的具有高丝氨

酸O-琥珀酰基转移酶活性的多肽。更具体地，来自大肠杆菌的高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶

可具有SEQ  ID  NO：16表示的氨基酸序列，但不限于此。来自大肠杆菌的高丝氨酸O-琥珀酰

基转移酶被命名为“MetA”。

[0046] 修饰型高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶可以是变体多肽，其中SEQ  ID  NO：16表示的多

肽或与SEQ  ID  NO：16的多核苷酸序列具有95％或以上同源性的多肽的第111位氨基酸被谷

氨酸取代，另外，第112位氨基酸被苏氨酸或组氨酸取代。具体地，变体多肽可以是具有SEQ 

ID  NOS：17至19中任一个的氨基酸序列的多肽。另外，变体多肽可以是包括与上述氨基酸序

列具有70％或更高、具体地80％或更高、或更具体地90％或更高同源性的氨基酸序列的蛋

白质。另外，基于遗传密码简并，编码相同氨基酸序列和其变体的多核苷酸序列也应被包括

在本发明的范围内。关于修饰型高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶的信息可从韩国专利申请公开

号10-2012-0070531或国际公开号WO2012/087039获得，这些专利文件的完整说明书被本发

明包括作为参考。

[0047] 如本文所用，术语“引入或增强活性”意指提供具体蛋白质的活性给不具有该蛋白

质的微生物；或在具有该蛋白质的微生物内增强该蛋白质的胞内活性，和类似情况，并且意

指与该蛋白质的内源活性相比增加该蛋白质的胞内活性。

[0048] 如本文所用，术语“引入或增强蛋白质活性”不仅意指由于增加蛋白质自身活性而

导致实现效果高于原始功能，而且意指由于内源基因活性增加、内部或外部因素造成的内

源基因扩增、拷贝数增加、从外界引入基因、因替换、修饰或突变造成的酶活性增加等导致

的蛋白质活性增加，但不限于此。

[0049] 在上文中，基因拷贝数增加——虽然并非具体限于此——可在可操作地连接至载

体的状态下进行、或通过插入宿主细胞中的染色体进行。具体地，该方法可通过如下进行：

将可操作地连接编码本发明蛋白质的多核苷酸并且可独立于宿主进行复制和发挥功能的
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载体引入宿主细胞；或将可操作地连接多核苷酸、使该多核苷酸插入宿主细胞染色体的载

体引入宿主细胞，从而增加在宿主细胞染色体内的基因拷贝数。

[0050] 载体是这样的DNA构建物：包括编码目标蛋白质的多核苷酸的多核苷酸序列，其可

操作地连接至适当的调控序列，以使目标蛋白质可在合适的宿主中表达，其中调控序列包

括启动转录的启动子、调控转录的无规操纵子序列、编码适当的mRNA核糖体结合域的序列、

和调控转录和翻译的序列。载体在转化到适当的宿主细胞后可独立于宿主基因组进行复制

或发挥功能，或可被整合到宿主基因组自身中。

[0051] 本发明使用的载体可不被具体限制，只要该载体在宿主细胞中可复制，并且可使

用本领域已知的任何载体。载体的实例可包括天然或重组质粒、粘粒、病毒、和噬菌体。例

如，作为噬菌体载体或粘粒载体，可使用pWE15、M13、λMBL3、λMBL4、λIXII、λASHII、λAPII、λ

t10、λt11、Charon4A、Charon21A、等；和作为质粒载体，可使用pBR系、pUC系、pBluescriptII

系、pGEM系、pTZ系、pCL系、pET系等。具体地，可使用pDZ、pACYC177、pACYC184、pCL、

pECCG117、pUC19、pBR322、pMW118、pCC1BAC载体等。

[0052] 另外，可利用插入微生物染色体的载体用修饰多核苷酸取代编码内源目标蛋白质

的多核苷酸。多核苷酸插入染色体可利用本领域已知的方法进行，例如，通过同源重组。由

于本发明的载体可通过同源重组插入染色体，可另外包括用于证实插入染色体的选择标记

物。利用选择标记物来选择被转化的细胞，即，证实目标多核苷酸是否已被插入，并且可使

用提供可选表型如抗药性、营养需求、细胞毒剂抗性、和表面蛋白质表达的标记物，但不限

于此。在选择剂处理的情况下，只有表达选择标记物的细胞可存活或表达其他表型特征，因

此可容易选择被转化的细胞。

[0053] 如本文所用，术语“转化”意指将包括编码目标蛋白质的多核苷酸的载体引入宿主

细胞，从而实现编码蛋白质的多核苷酸在宿主细胞中表达的过程。关于转化的多核苷酸，其

是被插入宿主细胞的染色体并位于其中还是位于染色体外无关紧要，只要其可在宿主细胞

中表达即可。另外，多核苷酸包括编码目标蛋白质的DNA和RNA。多核苷酸可以任何方式插

入，只要其可被引入宿主细胞并且在其中表达。例如，多核苷酸可以表达盒形式被引入宿主

细胞，表达盒是包括自我表达所需的所有必需要素的基因构建物。表达盒可常规地包括可

操作地连接至多核苷酸的启动子、转录终止信号、核糖体结合域、和翻译终止信号，并且可

以是能够自我复制的表达载体形式。另外，多核苷酸可被原样引入宿主细胞，并且可操作地

连接至其在宿主细胞中表达所必需的序列。另外，如本文所用，术语“可操作地连接”意指启

动子序列(启动和介导编码目标蛋白质的多核苷酸的转录)和基因序列之间的功能性连接。

[0054] 然后，可通过如下进行表达调控序列的修饰——虽然并非具体限于此——以增加

多核苷酸表达：经由敲除、插入、保守型替换、非保守型替换、或其组合诱导多核苷酸序列改

变，以进一步增强表达调控序列的活性；或用活性较强的多核苷酸序列替换多核苷酸序列。

表达调控序列——虽然并非具体限于此——可包括启动子、操纵子序列、编码核糖体结合

域的序列、和调控转录和翻译终止的序列等。另外，强外源启动子，代替原启动子，可被连接

至多核苷酸表达单元的上端。

[0055] 此外，可通过如下进行染色体上多核苷酸序列的修饰——虽然并非具体限于此：

经由敲除、插入、保守型替换、非保守型替换、或其组合诱导多核苷酸序列的表达调控序列

改变，以进一步增强多核苷酸序列的活性；或用活性较强的增强型多核苷酸序列替换多核
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苷酸序列。

[0056] 总体上，蛋白质活性的引入和增强可使相应蛋白质的活性或强度相对于野生型蛋

白质或微生物中的蛋白质的活性或强度增加至少1％、10％、25％、50％、75％、100％、

150％、200％、300％、400％、或500％，至多1000％或2000％。

[0057] 另外，微生物可以是这样的微生物：其中内源高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶的活性

与内源活性相比减弱或灭活，从而通过阻断由高丝氨酸生物合成O-琥珀酰基高丝氨酸的途

径来增强O-乙酰基高丝氨酸的生物合成途径。

[0058] 高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶活性的减弱和灭活可按照上述方法进行。

[0059] 在本发明的示例性实施方式中，O-乙酰基高丝氨酸生产微生物可这样的微生物：

其中从磷酸烯醇丙酮酸盐(phosphoenolpyruvate)至高丝氨酸的生物合成途径所涉及的酶

的活性被另外引入或增强，以进一步增加高丝氨酸(O-乙酰基高丝氨酸生物合成的底物)的

量。

[0060] 具体地，上述微生物可以是这样的微生物：其中选自磷酸烯醇丙酮酸羧化酶(ppc，

EC  4.1.1.31)、天冬氨酸氨基转移酶(aspC，EC  2.6.1.1)、和天冬氨酸半醛脱氢酶(asd，EC 

1.2.1.11)的至少一种蛋白质的活性被进一步引入或增强。

[0061] 例如，编码包括SEQ  ID  NO：20表示的氨基酸序列的羧酸磷酸烯醇丙酮酸的ppc基

因、编码包括SEQ  ID  NO：21表示的氨基酸序列的天冬氨酸氨基转移酶的aspC基因、和编码

包括SEQ  ID  NO：22表示的氨基酸的天冬氨酸半醛脱氢酶的asd基因可被引入微生物。例如，

这三种不同酶的活性可通过如下被引入和增强：使存在于宿主细胞染色体中的编码这三种

不同酶的基因的拷贝数全部至少为2，但不限于此。活性的引入和增强可按照上述方法进

行。

[0062] 在本发明的示例性实施方式中，通过各种方法减弱或灭活柠檬酸合酶蛋白的活

性，包括敲除生产O-乙酰基高丝氨酸的大肠杆菌微生物中的柠檬酸合酶基因；将编码与野

生型相比活性减弱的修饰柠檬酸合酶蛋白的基因引入柠檬酸合酶基因的位置；和引入柠檬

酸合酶基因反义RNA的表达载体。结果是，由此构建的柠檬酸合酶蛋白活性减弱或灭活的O-

乙酰基高丝氨酸生产微生物，与亲本微生物相比，显示出提高的O-乙酰基高丝氨酸生产能

力(实施例1至4)。

[0063] 另一方面，本发明提供利用O-乙酰基高丝氨酸生产能力提高的O-乙酰基高丝氨酸

生产微生物生产O-乙酰基高丝氨酸的方法。具体地，本发明提供生产O-乙酰基高丝氨酸的

方法，包括(a)培养微生物；和(b)回收在微生物培养期间生产的O-乙酰基高丝氨酸。

[0064] 根据本发明所述的具有O-乙酰基高丝氨酸生产能力的大肠杆菌的培养方法可按

照本领域已知的适当培养基和培养条件进行。本领域技术人员可容易根据所选微生物调整

培养过程。具体地，由于本发明的微生物是柠檬酸合酶(介导TCA循环第一步的酶)的活性减

弱或灭活的微生物，培养基可包括谷氨酸盐，但不具体限于此。

[0065] 培养方法的实例可包括分批培养、连续培养、和补料分批培养，但不限于此。这些

不同的方法例如被公开于"Biochemical  Engineering" ,James  M .Lee ,Prentice-Hall 

International  Editions,第138-176页中。

[0066] 培养中使用的培养基可适当地满足具体微生物的要求。具体地，微生物培养基的

实例被公开于"Manual  of  Methods  for  General  Bacteriology",American  Society  for 
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Bacteriology,Washington,DC,1981。培养基可以是包括合适的碳源、磷源、无机化合物、氨

基酸、和/或维生素等的培养基，并且培养可在有氧条件下同时调节温度、pH等进行。

[0067] 碳源的实例可包括碳水化合物，如葡萄糖、乳糖、蔗糖、乳酸、果糖、麦芽糖、淀粉、

和纤维素；脂肪，如大豆油、葵花籽油、蓖麻油、berber  oil、和椰子油；脂肪酸，如棕榈酸、硬

脂酸、和亚油酸；醇，如丙三醇和乙醇；和有机酸，如乙酸。这些碳源可单独或组合使用，但不

限于此。

[0068] 氮源的实例可包括有机氮源，如蛋白胨、酵母提取物、肉汤、麦芽提取物、玉米浆

(CSL)、和豆粉；和无机氮源，如尿素、硫酸铵、氯化铵、磷酸铵、碳酸铵、和硝酸铵。这些氮源

可单独或组合使用、但不限于此。培养基可进一步包括磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、和相应的

含钠盐作为磷源。培养基可包括金属，如硫酸镁和硫酸铁。另外，可包括氨基酸、维生素和合

适的前体。这些培养基或前体可以分批培养或连续培养的形式加入培养物中，但不限于此。

[0069] 另外，可在培养期间以合适的方式通过添加化合物如氢氧化铵、氢氧化钾、氨、磷

酸、和硫酸调节培养物的pH。另外，可利用消泡剂如脂肪酸聚二醇酯在培养期间防止泡沫形

成。另外，为维持培养液的有氧条件，可添加氧气或包含氧气的气体(例如，空气)至培养物。

培养温度可以为20℃至45℃，具体地25℃至40℃，但不限于此。培养可持续，直到O-乙酰基

高丝氨酸的生产达到目标水平，具体地持续10小时至160小时，但不限于此。

[0070] 本发明的生产O-乙酰基高丝氨酸的方法可进一步包括从培养的微生物或其培养

产物回收O-乙酰基高丝氨酸。目标O-乙酰基高丝氨酸的回收可通过根据本发明所述的微生

物培养方法进行，例如，本领域已知的适当方法，如分批培养、连续培养、和补料分批培养。

[0071] 回收可包括纯化步骤。

[0072] 由此回收的O-乙酰基高丝氨酸可通过两步法(韩国专利号10-0905381)生产甲硫

氨酸。

[0073] 两步法包括通过利用具有O-乙酰基高丝氨酸硫化氢解酶活性的酶或具有这种酶

的微生物的酶反应，同时利用L-甲硫氨酸前体生产微生物生产的O-乙酰基高丝氨酸和甲硫

醇作为底物生产L-甲硫氨酸和有机酸的过程。

[0074] 更具体地，本发明提供通过O-乙酰基高丝氨酸硫化氢解酶等的酶反应，利用通过

上述方法积累的O-乙酰基高丝氨酸作为底物生产L-甲硫氨酸的方法。

[0075] 在第二步中，当O-乙酰基高丝氨酸用作L-甲硫氨酸前体时，可使用源自微生物的

O-乙酰基高丝氨酸硫化氢解酶，该微生物具体地属于钩端螺旋体属、色杆菌属、和生丝单胞

菌属(Hyphomonas  sp.)，更具体地属于迈氏钩端螺旋体(Leptospira  meyeri)、铜绿色假单

胞菌(Pseudomonas  aurogenosa)、海王生丝单胞菌(Hyphomonas  Neptunium)、和紫色色杆

菌(Chromobacterium  Violaceum)。

[0076] 反应同下文显示。

[0077]

[0078] 生产甲硫氨酸的另外过程被公开于韩国专利号10-0905381中，该专利的整个说明

书可作为引用被本发明包括。

[0079] 用于发明的方式

[0080] 下文参考下列实施例对本发明进行更详细的描述。然而，这些实施例仅以示例为

目的，并非意图本发明受限于这些实施例。
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[0081] 参考实施例：构建O-乙酰基高丝氨酸生产微生物

[0082] <1-1>敲除源自野生型大肠杆菌的metB基因(国际公开号WO  2008/013432)

[0083] 利用大肠杆菌(埃希氏菌属的代表性微生物)构建O-乙酰基高丝氨酸生产微生物。

为此，使用从美国菌种保藏中心(American  Type  Culture  Collection，ATCC)获得的野生

型大肠杆菌K12W3110(ATCC27325)。首先，为阻断O-琥珀酰基-L-高丝氨酸至胱硫醚的合成

途径，敲除编码胱硫醚合酶的metB基因(SEQ  ID  NO：10)。具体地，通过FRT-一步PCR敲除法

(PNAS(2000)vol  97：P6640-6645)敲除编码胱硫醚合酶的metB基因。

[0084] 具体地，利用SEQ  ID  NOS：30和31的引物，基于pKD3载体(PNAS(2000)vol  97：

P6640-6645)作为模板，通过PCR反应，如下构建metB缺失盒：94℃变性30秒，55℃退火30秒，

和72℃延伸1分钟，30个循环。将所得PCR产物在1.0％琼脂糖凝胶上进行电泳，并纯化由此

获得的1.2kb  DNA带。将回收的DNA片段电穿孔到已被pKD46载体转化的大肠杆菌(K12)

W3110(PNAS(2000)vol  97：P6640-6645)中。关于电穿孔，将pKD46转化的W3110菌株在30℃

下在包含100μg/L氨苄西林和5mM阿拉伯糖(L-阿拉伯糖)的LB培养基中培养，直到OD600＝

0.6，并在用无菌蒸馏水洗涤两次和用10％丙三醇洗涤一次后使用。电穿孔在2500V下进行。

将回收的菌株在包含25μg/L氯霉素的LB平板上划线(streak)，在37℃下培养过夜，并选择

显示抗性的菌株。使选择的菌株在相同条件下，利用相同引物，基于该菌株作为模板，进行

PCR反应，并通过观察1.0％琼脂糖凝胶上1.2kb的基因尺寸来证实metB基因的敲除。将由此

证实的菌株在经pCP20载体(PNAS(2000)vol  97：P6640-6645)再次转化后在LB培养基中培

养，并构建最终的metB基因敲除菌株(其中通过相同条件下进行的PCR，在1.0％琼脂糖凝胶

上，基因尺寸减少至150bp)，并证实氯霉素标记物的去除。由此构建的菌株被命名为“W3-

B”。

[0085] <1-2>敲除thrB基因(国际公开号WO  2008/013432)

[0086] 在增加来源于高丝氨酸的O-琥珀酰基高丝氨酸合成量的工作中，敲除thrB基

因——高丝氨酸激酶编码基因。关于从实施例1构建的W3-B菌株敲除thrB基因，采用敲除

metB基因时使用的FRT一步PCR敲除法。

[0087] 利用SEQ  ID  NOS：32和33的引物，基于pKD4载体(PNAS(2000)vol  97：P6640-6645)

作为模板，通过PCR，如下构建thrB缺失盒：94℃变性30秒，55℃退火30秒，和72℃延伸1分

钟，30个循环。

[0088] 将所得PCR产物在1.0％琼脂糖凝胶上进行电泳，并纯化由此获得的1.6kb  DNA带。

将回收的DNA片段电穿孔到已被pKD46载体转化的W3-B菌株中。将回收的菌株在包含50μg/L

卡那霉素的LB平板上划线，在37℃下培养过夜，并选择显示抗性的菌株。

[0089] 将选择的菌株利用相同的SEQ  ID  NOS：32和33的引物，直接基于该菌株作为模板，

在相同条件下进行PCR反应，并通过选择在1.0％琼脂糖凝胶上具有1.6kb基因尺寸的菌株

来证实thrB基因的敲除。将由此证实的菌株经pCP20载体再次转化后在LB培养基中培养，并

构建最终的thrB基因敲除菌株(其中通过相同条件下进行的PCR，在1.0％琼脂糖凝胶上，基

因尺寸减少至150bp)，并证实卡那霉素标记物的去除。由此构建的菌株被命名为“W3-BT”。

[0090] <1-3>具有高丝氨酸乙酰基转移酶活性的变体metA(国际公开号WO  2012/087039)

[0091] 为强化参考实施例<1-2>获得的菌株的高丝氨酸乙酰基转移酶活性，意图引入编

码高丝氨酸乙酰基转移酶的突变型metA基因(SEQ  ID  NOS：24和26)。
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[0092] 首先，为构建活性强化的metA基因变体，利用SEQ  ID  NOS：34和35的引物，基于野

生型菌株W3110的染色体作为模板，进行PCR反应，扩增编码高丝氨酸O-琥珀酰基转移酶的

metA基因。

[0093] 基于在NIH基因库登记的大肠杆菌染色体NC_000913的多核苷酸序列来制备PCR反

应中使用的引物，并且SEQ  ID  NOS：34和35的引物分别具有EcoRV和HindIII限制位点。将由

此获得的PCR产物和包括Pcj  1的pCL1920质粒分别用EcoRV和HindIII处理，并将PCR产物克

隆到pCL1920质粒中。用克隆质粒转化大肠杆菌DH5α，并在包含50μg/mL大观霉素的LB平板

上选择转化的大肠杆菌DH5α，从中获得质粒。由此获得的质粒被命名为“pCL_Pcj1_metA”。

[0094] 然后，利用定点诱变试剂盒(Strata基因，USA)，基于以上构建的pCL_Pcj1_metA质

粒作为模板，用谷氨酸(Glu)(G111E)取代O-琥珀酰基转移酶的第111位氨基酸，甘氨酸

(Gly)。由此构建的包括G111E  metA基因变体的质粒被命名为“pCL_Pcj1_metA(EL)”。

[0095] 另外，为进行O-琥珀酰基转移酶的第111位氨基酸从甘氨酸至谷氨酸取代，和第

112位氨基酸从亮氨酸至组氨酸取代，使用SEQ  ID  NOS：38和39的引物。包括其中第111位氨

基酸从甘氨酸至谷氨酸取代并且第112位氨基酸从亮氨酸至组氨酸取代的metA基因的质粒

被命名为“pCL_Pcj1_metA(EH)”。

[0096] 然后，利用pKD3载体作为模板以及SEQ  ID  NOS：40和41的引物，通过PCR，如下构建

用于将metA(EH)替换到菌株中的替换盒：94℃变性30秒，55℃退火30秒，和72℃延伸2分钟，

30个循环。利用pCL-Pcj1-metA(EH)作为替换盒metA(EH)部分的模板以及SEQ  ID  NOS：42和

43的引物、和野生型metA部分的SEQ  ID  NOS：42和45的引物，获得各个PCR产物。利用三种不

同PCR产物以及SEQ  ID  NOS：42和45的引物，构建包括氯霉素标记物部分的metA(EH)替换

盒，并将其电穿孔到参考实施例<1-2>构建的已被pKD46载体转化的W3-BT菌株中。将由此证

实的菌株经pCP20载体再次转化后在LB培养基中培养，其中氯霉素标记物被去除并且metA

基因被metA(EH)取代的菌株被命名为“W3-BTA”。

[0097] <1-4>构建具有2个拷贝的ppc、aspC和asd基因的菌株(欧洲专利申请公开号EP 

2290051)

[0098] 为增加参考实施例<1-3>构建的W3-BTA菌株的O-乙酰基高丝氨酸生产能力，通过

引用此前提交的专利EP  2290051来增强生物合成途径。以与上述EP专利相同的方式，构建

如下每种基因具有2个扩增拷贝的菌株：即，编码磷酸烯醇丙酮酸羧化酶的ppc基因，利用

SEQ  ID  NOS：46、47、48和49的引物；编码天冬氨酸氨基转移酶的aspC基因，利用SEQ  ID 

NOS：50和51的引物；和编码天冬氨酸半醛脱氢酶的asd基因，利用SEQ  ID  NOS：52、53、54和

55的引物。具体地，在生产O-乙酰基高丝氨酸时生物合成途径增强的上述菌株被命名为

“W3-BTA2PCD”(也被称为“WCJM”)。

[0099] <1-5>烧瓶培养实验

[0100] 通过爱伦美氏烧瓶培养，测试参考实施例<1-3>和<1-4>构建的菌株的O-乙酰基高

丝氨酸产量。

[0101] 具体地，将W3110、W3-BTA、和WCJM菌株接种于LB培养基，并在33℃下培养过夜。然

后，将其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基高丝氨

酸生产培养基的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍，在33℃下在200rpm转速下培养30小时，

并通过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量。所用培养基组成显示在下表1中，并且测定的
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O-乙酰基高丝氨酸产量显示在下表2中。

[0102] [表1]O-乙酰基高丝氨酸生产烧瓶培养基的组成

[0103]

[0104]

[0105] [表2]

[0106]

[0107] 结果表明，野生型W3110完全不生产O-乙酰基高丝氨酸，而W3-BTA菌株生产0.9g/L 

O-乙酰基高丝氨酸，并且生物合成途径强化的WCJM菌株生产1.2g/L  O-乙酰基高丝氨酸。

[0108] 实施例1：去除柠檬酸合酶活性

[0109] <1-1>在O-乙酰基高丝氨酸生产微生物中构建柠檬酸合酶基因敲除微生物

[0110] 柠檬酸合酶(GltA)是TCA循环的第一步中的酶，并且始于草酰乙酸盐和乙酰辅酶A

之间的反应。众所周知TCA循环减少导致生长抑制(Meded  Rijksuniv  Gent  Fak 

Landbouwkd  Toegep  Biol  Wet.2001；66(3a)：333-6)。然而，为增加乙酰辅酶A(用作O-乙酰

基高丝氨酸的底物)的量，将要生产去除了柠檬酸合酶活性的W3-BTA和WCJM菌株。

[0111] 具体地，利用SEQ  ID  NOS：56和57的引物，基于pKD4载体作为模板，通过PCR，如下

敲除W3-BTA和WCJM菌株中的柠檬酸合酶基因：94℃变性30秒，55℃退火30秒，和72℃延伸2

分钟，30个循环。将所得PCR产物在1.0％琼脂糖凝胶上进行电泳，证实基因尺寸为1.6kb，并

纯化其DNA。将回收的DNA片段电穿孔到已被pKD46载体转化的W3-BTA和WCJM菌株中。关于电

穿孔，将pKD46载体转化的W3-BTA和WCJM菌株在30℃下在包含100μg/L氨苄西林和5mM阿拉

伯糖的LB培养基中培养，直到OD600＝0.6，并用蒸馏水洗涤两次和10％丙三醇洗涤一次，待

说　明　书 11/19 页

13

CN 105392880 B

13



用。电穿孔在2500V下进行。将由此回收的菌株在包含50μg/L卡那霉素的LB平板上划线，在

37℃下培养，并选择显示抗性的菌株。

[0112] 将选择的菌株在相同条件下利用SEQ  ID  NOS：58和59的引物进行PCR，在1.0％琼

脂糖凝胶上进行电泳，并观察到基因尺寸为2.5kb，从而证实缺失盒被插入染色体的柠檬酸

合酶基因部分。将由此证实的菌株用pCP20载体再次转化，在LB培养基中培养，并通过PCR构

建敲除了柠檬酸合酶基因，在1.0％琼脂糖凝胶上尺寸减少至1.1kb的菌株，并且证实卡那

霉素标记物被去除。由此构建的菌株分别被命名为“W3-BTA-AD”和“WCJM-AD”。

[0113] <1-2>评价O-乙酰基高丝氨酸生产微生物中的柠檬酸合酶基因敲除微生物

[0114] W3-BTA-AD和WCJM-AD菌株可在LB培养基中生长，但由于敲除了柠檬酸合酶基因，

其不能在包含O-乙酰基高丝氨酸的培养基中生长。为测试O-乙酰基高丝氨酸产量，在培养

基现有组成中添加3g/L谷氨酸盐的条件下(表3——培养基中添加谷氨酸盐的组成)进行爱

伦美氏烧瓶培养。

[0115] 具体地，将W3-BTA-AD和WCJM-AD菌株接种于LB培养基，并在33℃下培养过夜。然

后，将其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基高丝氨

酸生产培养基(添加了谷氨酸盐)的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍，在33℃下在200rpm转

速下培养30小时，并通过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量。测定的O-乙酰基高丝氨酸

产量显示在下表4中。

[0116] [表3]在基础培养基中添加谷氨酸盐的培养基的组成

[0117]

组成 浓度(每升)

葡萄糖 40g

(NH4)2SO4 17g

KH2PO4 1.0g

MgSO4·7H2O 0.5g

FeSO4·7H2O 5mg

MnSO4·8H2O 5mg

ZnSO4 5mg

CaCO3 30g

酵母提取物 2g

甲硫氨酸 0.15g

苏氨酸 0.15g

谷氨酸盐 3g

[0118] [表4]通过烧瓶培养生产O-乙酰基高丝氨酸

[0119]
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[0120]

[0121] 通过烧瓶培养进行O-乙酰基高丝氨酸生产的结果表明，W3-BTA菌株生产0.9g/L 

O-乙酰基高丝氨酸，而W3-BTA-AD生产1.4g/L  O-乙酰基高丝氨酸，增加55.6％，尽管显示其

葡萄糖消耗减少。WCJM菌株生产1.3g/L  O-乙酰基高丝氨酸，而WCJM-AD菌株生产2.1g/L  O-

乙酰基高丝氨酸，因此证实由于敲除了柠檬酸合酶基因，O-乙酰基高丝氨酸生产能力提高

61.5％。

[0122] 实施例2：柠檬酸合酶蛋白活性减弱

[0123] <2-1>柠檬酸合酶基因修饰种类

[0124] 实施例<1-1>构建的WCJM-AD菌株显示低培养速率，并且根据在大量参考文献(The 

Journal  of  Biological  Chemistry,2003,278,35435-35443)中已知的各种柠檬酸合酶修

饰，选择显示活性减弱和乙酰辅酶A结合能力降低的三种不同类型的变体。关于这三种不同

变体类型的信息显示在显示修饰基因的表5中，其中第145位氨基酸，酪氨酸(Y)，被丙氨酸

(A)取代，第167位氨基酸，赖氨酸(K)，被丙氨酸(A)取代，和第204位氨基酸，苏氨酸(T)，被

丙氨酸(A)取代。

[0125] [表5]

[0126] 柠檬酸合酶(gltA)变体评价

[0127]

[0128] <2-2>在O-乙酰基高丝氨酸生产微生物中构建柠檬酸合酶蛋白活性减弱的微生物

[0129] 发明人意图通过将如实施例<2-1>所示柠檬酸合酶蛋白活性减弱的变体引入O-乙

酰基高丝氨酸生产微生物来增加生产能力。

[0130] 为将这三种不同类型的柠檬酸合酶基因变体引入WCJM-AD菌株，如图1所示设计修

饰替换盒。通过用核苷酸取代引物来合成各变体，并通过3种PCR产物构建各盒。关于柠檬酸

合酶基因部分，利用W3110菌株作为模板，并且第145位氨基酸修饰，分别利用SEQ  ID  NOS：

60和63以及SEQ  ID  NOS：62和61的引物，通过进行PCR反应，产生并获得尺寸为514bp和1,

112bp的PCR产物。

[0131] 同样，利用SEQ  ID  NOS：60和65的引物和SEQ  ID  NOS：64和61的引物，第167位氨基

酸修饰产生尺寸为580bp和1 ,046bp的PCR产物，而利用SEQ  ID  NOS：60和67以及SEQ  ID 

NOS：66和61的引物，第204位氨基酸修饰产生尺寸为688bp和936bp的PCR产物。关于共同的
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卡那霉素部分，利用SEQ  ID  NOS：68和69的引物，基于pKD4载体作为模板，进行PCR反应。具

体地，为插入柠檬酸合酶基因位置，构建包括SEQ  ID  NO：69中柠檬酸合酶基因的下游多核

苷酸序列的盒，并通过电泳获得1,571bp尺寸的PCR产物。分别利用SEQ  ID  NOS：60和69的引

物，基于卡那霉素DNA片段(根据修饰收集的两个DNA片段中每一个的共同部分)，如下进行

缝合PCR反应(sewing  PCR  reaction)：94℃变性30秒，55℃退火30秒，和72℃延伸4分钟，30

个循环。在1.0％琼脂糖凝胶上验证各最终PCR产物，并且三个不同种类的柠檬酸合酶基因

修饰盒得到3,115bp尺寸的DNA片段。将收集的DNA片段电穿孔到已被pKD46载体转化的

WCJM-AD菌株中。关于电穿孔，将pKD46转化的W3110菌株在30℃下在包含100μg/L氨苄西林

和5mM阿拉伯糖的LB培养基中培养，直到OD600＝0.6，并且在用无菌蒸馏水洗涤两次和10％

丙三醇洗涤一次后使用。电穿孔在2500V下进行。将回收的菌株在包含25μg/L卡那霉素的LB

平板上划线，在37℃下培养过夜，并选择显示抗性的菌株。利用相同的SEQ  ID  NOS：58和59

的引物，基于该菌株作为模板，在相同条件下，使选择的菌株进行PCR反应，并通过观察到

1.0％琼脂糖凝胶上3.7kb的基因尺寸证实metB基因的敲除，从而证实修饰盒(其中柠檬酸

合酶基因的氨基酸被取代)被插入。将由此证实的菌株经pCP20载体再次转化后在LB培养基

中培养，并且构建关于柠檬酸合酶活性的三种变体菌株(通过相同条件下进行的PCR，在

1.0％琼脂糖凝胶上，基因尺寸减少至2.5kb)，并且证实卡那霉素标记物的去除。由此构建

的菌株被命名为“WCJM-A145”、“WCJM-A167”、和“WCJM-A204”，并且引入了修饰的柠檬酸合

酶基因的序列信息分别显示在SEQ  ID  NOS：1至3(氨基酸序列)和SEQ  ID  NOS：5至7(核苷酸

序列)中。

[0132] <2-3>在O-乙酰基高丝氨酸生产微生物中评价柠檬酸合酶活性减弱的微生物

[0133] 进行爱伦美氏烧瓶培养以测定柠檬酸合酶基因活性减弱的三种不同菌株WCJM-

A145、WCJM-A167和WCJM-A204的O-乙酰基高丝氨酸产量。将四种菌株——即，WCJM-A145、

WCJM-A167、和WCJM-A204菌株，包括WCJM菌株——接种于LB培养基，并在33℃下培养过夜。

然后，将其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基高丝

氨酸生产培养基的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍，在33℃下在200rpm转速下培养30小

时，并通过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量。结果显示在下表6中。

[0134] [表6]通过烧瓶培养生产O-乙酰基高丝氨酸

[0135]

[0136] 通过烧瓶培养进行O-乙酰基高丝氨酸生产的结果表明，WCJM菌株生产1.3g/L  O-

乙酰基高丝氨酸，并且两菌株WCJM-A145和WCJM-A167分别生产2.0g/L和1.9g/L  O-乙酰基

高丝氨酸，同时随着其吸光度(OD)减少，其葡萄糖消耗量减少。考虑到谷氨酸盐从1.3g/L具

体减少至0g/L，证实该结果是由柠檬酸合酶活性减弱导致的TCA循环流减少造成的。然而，
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WCJM-A204菌株显示谷氨酸盐增加，同时显示O-乙酰基高丝氨酸产量减少至0.2g/L，因此证

实该修饰是活性强化修饰。

[0137] 实施例3：柠檬酸合酶蛋白表达减弱

[0138] <3-1>构建柠檬酸合酶基因反义RNA(asRNA)的表达载体

[0139] 发明人试图利用反义RNA(asRNA)技术来减弱柠檬酸合酶蛋白的表达。反义RNA技

术是通过过表达目标基因的柠檬酸合酶mRNA的互补结合部分以阻止柠檬酸合酶mRNA和核

糖体之间的结合从而减少蛋白质表达的方法。这种方法的优势在于：其可通过控制与柠檬

酸合酶基因的mRNA的结合力调控抑制水平，并且这种方法还可用于构建重组微生物，因为

这种方法可通过反义RNA控制基因的表达来有效构建和减少基因表达，而无需常规基因敲

除方法。

[0140] 载体构建参考参考文献(Methods  Mol  Biol .2012；815：307-19 .doi：10.1007/

978-1-61779-424-7_23)进行，并且关于过表达，将合酶基因的反义RNA区引入能够进行诱

导的pBAD24质粒。pBAD24-柠檬酸合酶asRNA载体图谱显示在图2中。表达柠檬酸合酶基因的

反义RNA的区域的尺寸为100bp，包括启动子区域的52bp区域和柠檬酸合酶起始密码子的

48bp区域，并且降低反义RNA(asRNA)不稳定性的38bp配对末端(PT)结构连接至两个侧翼区

域。利用SEQ  ID  NOS：70和71的引物获得柠檬酸合酶基因的反义RNA区，并且包括NcoI和

HindIII限制位点以克隆到载体中。

[0141] 由此获得的PCR产物的尺寸为194bp，并且将PCR产物分别经EcoRV和HindIII处理

后克隆到pBAD24质粒中。用由此克隆的质粒转化大肠杆菌DH5α，从包含100μg/mL氨苄西林

的LB平板选择转化的大肠杆菌DH5α，并从中获得质粒。由此获得的质粒被命名为“pBAD24-

gltA  asRNA”。

[0142] <3-2>柠檬酸合酶基因的反义RNA的表达载体在O-乙酰基高丝氨酸生产微生物中

的引入和其评价

[0143] 将pBAD24-gltA-asRNA，柠檬酸合酶基因的反义RNA的表达载体，转化到WCJM菌株

(O-乙酰基高丝氨酸生产微生物)中。在此，转化的菌株被命名为“WCJM/A-asRNA”。具体地，

尝试通过控制柠檬酸合酶的反义RNA的表达量来控制柠檬酸合酶蛋白的表达量，并且在此，

可根据阿拉伯糖的浓度控制反义RNA的表达量。

[0144] 结果是，证实在如实施例2减弱柠檬酸合酶活性时，O-乙酰基高丝氨酸产量增加。

[0145] 另外，进行爱伦美氏烧瓶培养以考察O-乙酰基高丝氨酸产量是否随柠檬酸合酶表

达量减少而增加。

[0146] 具体地，将WCJM和WCJM/A-asRNA菌株接种于LB培养基，并在33℃下培养过夜。然

后，将其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基高丝氨

酸生产培养基的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍。具体地，为控制柠檬酸合酶的反义RNA的

表达量，添加0mM、2mM、和5mM浓度的阿拉伯糖，并在33℃下在200rpm转速下培养15小时和30

小时。通过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量，结果显示在下表7和8中。

[0147] [表7]
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[0148]

[0149] [表8]

[0150]

[0151]

[0152] 结果是，证实在培养15小时时，WCJM/A-asRNA菌株显示，随着阿拉伯糖浓度，OD减

少约1，而O-乙酰基高丝氨酸的浓度相似。然而，在培养30小时时，WCJM菌株(对照菌株)即使

在阿拉伯糖浓度增加时也显示相同的OD和O-乙酰基高丝氨酸浓度，而WCJM/A-asRNA菌株

(引入了柠檬酸合酶反义RNA的表达载体的菌株)显示出随着阿拉伯糖浓度增加的显著差

异。在阿拉伯糖浓度为0mM时，OD为9.2，而在5mM阿拉伯糖浓度时，OD为7.1，减少5.1，并且O-

乙酰基高丝氨酸量增加30.8％，尽管葡萄糖消耗量少。根据这些结果，证实不仅柠檬酸合酶

活性减弱，蛋白质表达减弱也呈现相同的结果。

[0153] 实施例4：O-乙酰基高丝氨酸高产率微生物的柠檬酸合酶活性的减弱和灭活

[0154] <4-1>柠檬酸合酶活性灭活的O-乙酰基高丝氨酸高产率微生物的构建和其评价

[0155] 国际公开号WO  2012/087039详细公开了基于NTG突变由源自野生型W3110菌株的
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苏氨酸生产微生物构建O-乙酰基高丝氨酸生产微生物的方法。具体地，构建的高产率生产

O-乙酰基高丝氨酸的菌株以登录号KCCM  11146P保藏于韩国微生物保藏中心(Korean 

Culture  Center  of  Microorganisms，KCCM)。

[0156] KCCM11146P菌株可在烧瓶培养期间消耗40g/L葡萄糖，并生产约15g/L至16g/L  O-

乙酰基高丝氨酸，因此被认为具有高O-乙酰基高丝氨酸生产能力。因此，为考察该菌株在去

除柠檬酸合酶活性时是否生产较高产率的O-乙酰基高丝氨酸，对KCCM11146P菌株应用相同

的构建方法。构建方法同实施例<1-1>，并且通过此方法，构建去除了柠檬酸合酶活性的

KCCM11146P菌株，并将其被命名为“KCCM11146P-AD”。

[0157] 通过爱伦美氏烧瓶培养测试去除了柠檬酸合酶活性的KCCM11146P菌株的O-乙酰

基高丝氨酸产量。将KCCM11146P或KCCM11146P-AD菌株接种于LB培养基并在33℃下培养过

夜。然后，将其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基

高丝氨酸生产培养基(添加了谷氨酸盐)的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍，并在33℃下在

200rpm转速下培养30小时。通过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量，结果显示在下表9

中。

[0158] [表9]通过烧瓶培养生产O-乙酰基高丝氨酸

[0159]

[0160] 通过烧瓶培养进行O-乙酰基高丝氨酸生产的结果表明，KCCM11146P菌株生产

14.2g/L  O-乙酰基高丝氨酸，而KCCM11146P-AD菌株生产16.7g/L  O-乙酰基高丝氨酸，增加

17.6％，尽管其显示吸光度(OD)减少。

[0161] <4-2>柠檬酸合酶活性减弱的O-乙酰基高丝氨酸高产率微生物的构建和其评价

[0162] 为测定KCCM11146P菌株——O-乙酰基高丝氨酸高产率菌株——是否甚至在柠檬

酸合酶活性减弱时也生产较高产率的O-乙酰基高丝氨酸，将在实施例<2-1>所示的减弱蛋

白质活性的三种变体类型中显示最高O-乙酰基高丝氨酸生产能力的第145位氨基酸的修饰

(从酪氨酸(Y)至丙氨酸(A))和第167位氨基酸的修饰(从赖氨酸(K)至丙氨酸(A))应用于

KCCM11146P菌株。

[0163] 构建方法同实施例<2-2>，通过该方法，构建了柠檬酸合酶活性减弱的两种

KCCM11146P菌株，并将其分别命名为“KCCM11146P-A145”和“KCCM11146P-A167”。

[0164] 通过爱伦美氏烧瓶培养测试柠檬酸合酶活性减弱的KCCM11146P-A145和

KCCM11146P-A167两种菌株的O-乙酰基高丝氨酸产量。将三种菌株(即，KCCM11146P-A145和

KCCM11146P-A167菌株和KCCM11146P菌株)接种于LB培养基，并在33℃下培养过夜。然后，将

其单个集落接种于3mL  LB培养基，在33℃下培养5小时，在包含25mL  O-乙酰基高丝氨酸生

产培养基的250mL爱伦美氏烧瓶中稀释200倍，并在33℃下在200rpm转速下培养30小时。通

过HPLC分析测定O-乙酰基高丝氨酸产量，结果显示在下表10中。

[0165] [表10]通过烧瓶培养生产O-乙酰基高丝氨酸
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[0166]

[0167]

[0168] 通过烧瓶培养进行O-乙酰基高丝氨酸生产的结果表明，KCCM11146P菌株生产

15.0g/L  O-乙酰基高丝氨酸，并且KCCM11146P-A145和KCCM11146P-A167两种菌株显示与实

施例<2-3>相似的结果。这两种菌株分别生产17.5g/L和17.3g/L  O-乙酰基高丝氨酸，增加

约16.7％，尽管其都显示吸光度(OD)减少。

[0169] 根据柠檬酸合酶活性减弱导致的TCA循环流减少，O-乙酰基高丝氨酸高产率菌株

显示谷氨酸盐从1.6g/L减少至0g/L。

[0170] 这些结果证明，柠檬酸合酶活性通过施加减弱的修饰而实现生产O-乙酰基高丝氨

酸。另外，其还表明，当基于按照国际公开号WO2008/013432生产的O-乙酰基高丝氨酸作为

模板，并且利用另外具有胱硫醚γ合酶、O-琥珀酰基高丝氨酸硫化氢解酶和O-乙酰基高丝

氨酸硫化氢解酶活性的转化酶进行转化反应时，可以同时合成L-甲硫氨酸和乙酸盐。

[0171] 本发明人证实，KCCM11146P菌株，柠檬酸合酶第167位氨基酸变体具有提高的O-乙

酰基高丝氨酸产量，将KCCM11146P-A167菌株命名为“CA05-4007”，并且将其在2013年11月

22日保藏于布达佩斯条约规定的国际保藏机构，韩国微生物保藏中心(KCCM)(登录号：KCCM 

11483P)。

[0172] 根据前文，本发明所属领域技术人员能够理解本发明可以其他具体形式实施，而

没有改变本发明的技术思路或重要特征。在这点上，本文公开的示例性实施方式仅以示例

为目的，不应被解释为限制本发明的范围。相反，本发明不仅意图包括示例性实施方式，而

且包括所附权利要求限定的在本发明精神和范围内可包括的各种可选项、改动、等同形式

和其他实施方式。
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