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摘  要：生物法合成 5-氨基乙酰丙酸(5-ALA)大多通过添加 5-ALA 脱水酶(ALAD)的抑制剂乙酰丙酸(LA)减少 5-

ALA 的降解，造成生产成本增高，发酵工艺复杂．本文利用 ALAD 缺失的大肠杆菌 ZSEc2 作为出发菌株，通过紫外诱

变的方法，获得可利用外源血红素恢复正常生长的大肠杆菌突变株 ZGEc1，并过表达来自沼泽红假单胞菌的 5-ALA

合成酶(ALAS)基因，最终建立一条不需要添加 ALAD 抑制剂的 5-ALA 的生物合成新路线．经过培养基初步优化，重

组菌可在胞外积累约 1,g/L 的 5-ALA． 
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Abstract：5-aminolevulinic acid(5-ALA) is most often biosynthesized by adding 5-ALA dehydratase(ALAD)inhibitor-

levulinic acid(LA)to reduce 5-ALA degradation，which leads to the increase of cost and makes the fermentation technology 

complicated. In this study，we used a 5-ALA dehydratase deficient E. coli mutant ZSEc2,as the starting strain. By applying 

UV mutagenesis，the mutant ZGEc1,was bred and the strain could retrieve normal growth via consumption of extracellular 

hemin. Then the 5-ALA synthase from Rhodopseudomonas palustris was over-expressed in the mutant ZGEc1,and a new 

biosysthesis process of 5-ALA was developed without adding 5-ALA dehydratase inhibiton. After medium optimization，the 

resultant recombined strain produced about 1,g/L 5-ALA.  

Key words：5-aminolevulinic acid；5-ALA dehydratase；5-ALA synthase；Rhodopseudomonas palustris 
 

5-氨基乙酰丙酸(5-aminolevulinic acid，5-ALA)

是生物体合成血红素、叶绿素、VB12 等四吡咯化合物

的必需前体，广泛存在于动物、植物和微生物中[1-2]. 

近年来，5-ALA 不但在医药领域可以作为光动力试

剂治疗浅表型癌症[3]，而且在农业上可以用作无公害

的杀虫剂、除草剂和植物生长促进剂[4]，因而引起了

人们的广泛关注．目前，5-ALA 生产主要依赖化学合

成，成本高，收率低，也使得 5-ALA 的价格高居不下

(工业级 5-ALA 600 美元/千克，医药级最高达 800 美

元/克)，并且存在严重的环境问题．近年来，研究者

们把目光纷纷投向生物法合成 5-ALA． 

生物体内 5-ALA 的合成途径有两种，分别是 C4

途径和 C5 途径[5–6]．目前生物法生产 5-ALA 大多利

用重组外源 C4 途径的大肠杆菌(Escherichia coli)来
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实现．C4 途径主要存在于动物、真菌和一些紫色光合

细菌中，以琥珀酰辅酶 A 和甘氨酸为底物，通过 5-

ALA 合成酶(5-aminolevulinic acid synthase，ALAS)

一步催化合成 5-ALA．生物体中 5-ALA 向下代谢的

第 一 个 酶 是 hemB 编 码 的 5-ALA 脱 水 酶 (5-

aminolevulinic acid dehydratase，ALAD)，催化两分子

5-ALA 脱水形成一分子胆色素原(porphobilinogen，

PBG)
[7] ．目 前生物法合成 5-ALA 大多采用添加

ALAD 抑制剂乙酰丙酸(levulinic acid，LA)的策略来

降低 5-ALA 的代谢[8–9]，但 LA 价格昂贵，且主要通

过化学合成法制备，造成 5-ALA 生产成本增加，发酵

工艺复杂．近期 Liu 等[8]尝试添加廉价的葡萄糖作为

ALAD 抑制剂替代 LA，但葡萄糖既是菌体生长的碳

源，又是 5-ALA 合成酶的抑制剂，作用机理复杂，难

以精确控制．降低 5-ALA 在胞内继续代谢的另一条

策略来敲除 ALAD 的编码基因 hemB，但以往的知识

认为该基因是必需基因不能完全缺失，而且野生型大

肠杆菌不具备摄入外源血红素的能力，不能通过直接

添加终产物血红素的方式维持生长[10]．但本研究室

的前期工作显示 hemB 缺失的大肠杆菌 ZSEc2 可以

在普通 LB 培养基上生长，但是与野生菌相比生长显

著变慢[11]．而 McConville 等[12]的研究表明通过诱变

可以使大肠杆菌获得摄入外源血红素的能力，这就使

得利用 ALAD 缺失突变株生产 5-ALA 成为可能． 

基于以上设想，本文探索了一种利用 ALAD 缺

失的重组大肠杆菌合成 5-ALA 的方法．首先通过对

hemB 缺失的大肠杆菌 ZSEc2 紫外诱变获得了在外

加血红素的条件下能够正常生长的大肠杆菌突变株，

并 以此为 基础过 表 达 来自沼泽红假单胞 菌

(Rhodopseudomonas palustris)ATCC 17001 的 ALAS

基因，构建的工程菌通过正交实验对培养基进行优化

后，胞外 5-ALA 积累量明显提高，为生物法合成 5-

ALA提供了一条新路线． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株与质粒 

大肠杆菌 MG1655、ZSEc2(MG1655ΔhemB)和

沼泽红假单胞菌 ATCC 17001 菌株以及表达载体

pET21a 和 pTrc99A均为实验室保存．pEasy-Blunt购

自北京全式金生物技术有限公司． 

1.1.2 培养基 

LB 培养基：酵母提取物 5,g/L，蛋白胨 10,g/L，

氯化钠 10,g/L(固体培养基额外加 2,g/L 的琼脂粉)． 

氨苄青霉素(Amp)终质量浓度为 100,mg/L，异丙基硫

代-β-D-半乳糖苷(IPTG)终浓度为 0.1,mmol/L， 

没有特别说明时氯化 血 红 素 (hemin) 终浓度为

40,µmol/L，正交实验优化前发酵培养基中琥珀酸终

质量浓度 10,g/L，甘氨酸终质量浓度 2,g/L．发酵培养

基主成分为 LB 培养基成分． 

1.1.3 工具酶及试剂 

DNA聚合酶，北京全式金生物技术有限公司；限

制性内切酶、DNA 连接酶，Fermentas 公司；质粒小

提试剂盒及 DNA胶回收试剂盒，Biomiga 公司；蛋白

定量试剂盒(Pieree’s BCA Assay Kit)，Pierce 公司；

基因组提取试剂盒，北京索莱宝科技有限公司．酵母

浸出物和胰蛋白胨，英国 Oxoid 公司；甘氨酸和

IPTG，Promega 公司；5-ALA、酰基-CoA、对二甲氨

基苯甲醛等，Sigma 公司；氯化血红素，上海生工生

物工程有限公司；琥珀酸钠、葡萄糖、冰醋酸、高氯

酸、三氯乙酸、乙酰丙酮、氯仿以及其他常用化学试

剂，国药集团化学试剂有限公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 ZSEc2 紫外诱变和突变株的筛选 

紫外诱变方法参考文献[13]．出发菌株为 hemB

缺失的大肠杆菌 ZSEc2，一级种子液过夜培养，以 

1﹕100 比例转接，收集生长对数前期菌液，生理盐水

洗 2 次，并用生理盐水制备成菌悬液(A600＝0.2)．将

菌悬液注入直径为 9,cm 无菌培养皿中，每个平皿

4,mL，紫外灯功率为 8,W，将平皿固定于紫外灯下

40,cm 处，紫外照射时间分别为 0、10、20、30、40、

50,s，然后采用 10 倍逐级稀释的方法在 LB 平板涂

布，进行菌落计数，选择致死率为 80%左右的诱变剂

量进行操作．诱变菌液稀释后，涂布血红素浓度为

40,µmol/L 的 LB 平板，选择生长变快的菌落进行

PCR 验证和生长比较[14]．将诱变菌株分别接种添加

不同浓度血红素(10～70,µmol/L)的 LB 培养基中，

37,℃培养，测定生长曲线，比较不同血红素浓度对突

变株生长的影响． 

1.2.2 沼泽红假单胞菌基因组 DNA 的提取 

沼泽红假单胞菌基因组的提取方法参照索莱宝

试剂盒说明书． 

1.2.3 沼泽红假单胞菌 ATCC17001 的,ALAS 基因 

PCR 扩增 

通过已发表的同属的ALAS 基因及其上下游序列

的比对，设计并合成以下通用引物，上游引物序列为

5′-TC(T)AACGGGAGGACA(G/T)TCATGAA-3′，下
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游引物序列为 5′-CAGCAACGAGACCATCAAGCA-

3′．DNA 聚合酶为北京全式金公司的 Fastpfu，PCR

扩增参数为 94,℃ 2,min；94,℃ 20,s，60,℃ 20,s，72,℃ 

1,min，循环 30 次；72,℃延伸 5,min．PCR 产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳检测并用胶回收试剂盒回收后，连接

载体 pEASY-Blunt，转化大肠杆菌 DH5α，涂布在含

Amp 的 LB 固体培养基上，蓝白斑筛选后，挑选阳性

克隆接于 5,mL LB 培养基中过夜培养，质粒提取验

证并测序． 

1.2.4 ALAS 表达载体构建及其在大肠杆菌中表达 

根据测序所得基因序列，重新设计引物扩增

ALAS 编码基因，上游引物 5′-GCGCATATGAAT 

TACGAAGCCTATTTCCGCCGT-3′(下划线为 NdeI

酶切位点)，下游引物 5′-CTTAAGCTTTCAGTGG 

TGGTGGTGGTGGTGGGCCGCCTTGGCGAGACC 

GAC-3′(下划线为 HindⅢ酶切位点)．PCR 扩增参数

为 95,℃ 2,min；95,℃ 20,s，65,℃ 20,s，72,℃ 1,min，循

环 30 次；72,℃延伸 5,min．PCR 产物回收后用 NdeI

和 HindⅢ双酶切并纯化，以适当比例与 NdeI 和 Hind

Ⅲ双酶切的 pET21a 载体连接，转化 DH5α 感受态细

胞，涂布含有 Amp 的 LB平板，挑取阳性克隆提取质

粒并进行 PCR 和酶切验证．测序正确的重组载体命

名为 pET21a-ALAS．用 XbaI 和 HindⅢ对 pET21a-

ALAS 双酶切，纯化回收 ALAS 基因片段，以适当比

例与 XbaI 和 HindⅢ双酶切的 pTrc99A载体连接，转

化 DH5α，涂布含有 Amp 的固体 LB 平板，验证正确

载体命名为 pTrc99A-ALAS 并分别转入大肠杆菌

MG1655、ZSEc2 和诱变所得菌株． 

1.2.5 蛋白电泳及酶活测定 

重组菌株挑单菌落过夜培养，再按初始接种量为

A600＝0.05转接新鲜的 LB 培养基，当吸光度约为 0.5

时，加入终浓度为 0.1,mmol/L 的 IPTG，28,℃诱导过

夜，离心收集菌体．菌体用 50,mmol/L pH 7.0磷酸钾

缓冲液冲洗 2 次，悬浮超声破碎，冷冻离心后取上清

液用于 SDS-PAGE 和酶活分析．蛋白定量方案参 

见 BCA 蛋白定量试剂盒说明书．酶活分析参考文 

献[6]，酶反应液包括 50,mmol/L Tris-HCl、20,mmol/L 

MgCl2 、0.1,mol/L 琥 珀 酸钠、0.1,mol/L 甘 氨 酸 、

0.1,mmol/L磷酸吡哆醛、15,mmol/L ATP、0.2,mmol/L

辅酶 A，pH 为 7.5，加入一定量的粗酶液，37,℃反应

10,min，加入 1/2 体积 10%的三氯乙酸终止反应，离

心取上清液进行 5-ALA 定量，1 个酶活力单位(U)定

义为每分钟产生 1,nmol/L 5-ALA所需要的酶量． 

5-ALA 含量分析按照文献[15]．200,μL 样液加

入 100,μL pH 4.6 乙酸缓冲液，加入 5,μL 乙酰丙酮，

100,℃水浴 15,min，冷却至室温加等体积的 Ehrlish’s

试剂(42,mL 冰醋酸，8,mL 70%高氯酸，1,g 二甲氨基

苯甲醛)，显色 10,min 后测 553,nm 波长下的吸 

光度． 

1.2.6 血红素浓度对突变株胞外 5-ALA 含量的影响 

含有 pTrc99A-ALAS 的突变株挑单克隆过夜培

养，再按初始接种量为 A600＝0.05 转接含琥珀酸和甘

氨酸以及不同浓度血红素(10～60,µmol/L)的 LB 培

养基中，37,℃培养至菌体生长前对数期添加 IPTG，

28,℃诱导 16,h，测定发酵液中 5-ALA 的含量，比较

不同血红素浓度对 5-ALA 产量的影响． 

1.2.7 发酵培养基成分优化 

为了改善重组菌在发酵培养基中的生长状况，进

一步提高胞外 5-ALA 的积累量，确定底物以及碳源

的最适添加浓度，本研究参考近几年生物发酵合成

5-ALA 的文献[16-19]，确定了对菌体生长和 5-ALA 合

成影响较大的３个因素：甘氨酸、琥珀酸、葡萄糖，并

设计正交实验对各因素进行评价．在 LB 培养基中，

添加琥珀酸、甘氨酸以及葡萄糖．以甘氨酸、琥珀酸

和葡萄糖质量浓度为考察因素，选取 3 个水平，做 3

因素 3 水平正交实验． 

2 结果与分析 

2.1 突变株的验证及培养条件确定 

实验室 前 期获得 的 hemB 结构基 因 缺 失 的

ZSEc2 菌株，在 LB 培养基中可以生长，但与野生型

相比非常弱，不能直接用于合成 5-ALA，因此首先对

该菌株进行优化改造，使其获得摄入外源血红素的能

力，能够利用外源血红素恢复生长．首先对 ZSEc2 菌

株进行紫外诱变，将紫外照射的菌体涂布含氯化血红

素的 LB平板，大肠杆菌 K12 菌株不能利用外源血红

素，在筛选平板上不能恢复正常生长，而获得摄入外

源血红素能力的突变株可以恢复生长．在平板上挑

取 4 个 生 长 明 显 加快的单克隆，分 别 编号为

ZGEc1～ZGEc4 进行菌落 PCR 验证，结果如图 1 所

示．核酸凝胶电泳结果显示获得的 4 株突变菌株

ZGEc1～ZGEc4 的目的片段大小为 600,bp，与 hemB

缺失菌株 ZSEc2结果一致，而含有完整 hemB 基因的

MG1655 片段大小为 1,410,bp，说明 4 个生长变快的

诱变菌株仍然为 hemB 基因缺失突变株． 

对 ZGEc1～ZGEc4 进行生长比较，发现 4 个菌

株都基本恢复正常生长，本研究选取生长最好的
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ZGEc1 作为后续实验的出发菌株．对诱变获得的突

变株 ZGEc1 以及对照菌株 MG1655 和 ZSEc2 进行

生长状态的比较，结果如图 2 所示．与出发菌株

ZSEc2 相比，ZGEc1 在含有血红素的 LB 培养基中生

长 明 显 加快，而图 3 显 示 外 源 血 红 素浓度在

20,µmol/L 以上即可使菌体生长恢复，以上结果说明

诱变使得 ZGEc1 获得摄入外源血红素的能力，在外

源血红素存在的条件下生长良好，可以用于后续 5-

ALA 工程菌的构建． 

 

M. DL 5K marker；1—4. ZGEc1—ZGEc4；5. ZSEc2；6. MG1655 

图 1 菌落 PCR验证核酸电泳图 

Fig. 1 Electrophoresis of colony PCR confirmation 

 

图 2 MG1655、ZGEc1和 ZSEc2在 LB与 LB添加血红素培 

养基中生长比较 

Fig. 2 Growth comparison of MG1655，ZGEc1 and ZSEc2 

incubated in LB or LB with hemin 

 

图 3 血红素浓度对 ZGEc1生长的影响 

Fig. 3 Effect of hemin concentration on the growth of  

ZGEc1 

2.2 沼泽红假单胞菌 ALAS基因的克隆及表达 

通过 NCBI 数据库搜索，设计简并引物，以沼泽

红假单胞菌 ATCC 17001 基因组 DNA 为模板，PCR

扩增得到与预期大小相近的片段(图 4)．测序发现

ATCC 17001 的,ALAS 基因的核酸序列(GenBank登

陆号：JQ048720)与沼泽红假单胞菌 BisB5,hemA 基

因的核酸序列相似性为 99%，氨基酸序列完全一

致．将获得片段插入表达载体 pTrc99A，构建了带有

沼泽红假单胞菌 ATCC 17001 的 ALAS 基因的重组

载体 pTrc99A-ALAS． 

 

M. DL 5K marker；1. R. palustris ATCC17001 编码 ALAS 

基因的 PCR 产物 

图 4 沼泽红假单胞菌 ALAS基因片段 PCR扩增电泳图 

Fig. 4 Electrophoresis of the amplified ALAS encoding 

gene product 

重组载体pTrc99A-ALAS 转化大肠杆菌MG1655

和 ZGEc1．验证正确后诱导表达，结果如图 5所示． 

 

M. Protein marker；1. MG1655/pTrc99A-ALAS；2. ZGEc1/pTrc99A- 

ALAS；3. MG1655/pTrc99A 

图 5 ALAS在 MG1655及 ZGEc1中表达的 SDS-PAGE图谱 

Fig. 5 SDS-PAGE of ALAS expressed in MG1655 and 

ZGEc1 

  从 SDS-PAGE 结果(图 5)可以看出 ALAS 在

ZGEc1 和 MG1655 中都能表达，且表达强度基本一

致，粗酶液中 ALAS 的酶活分别为 14.6、13,U/mg，表
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明 hemB 缺失及后续的紫外诱变对外源 ALAS 的表

达和活性没有太大影响． 

2.3 外源血红素浓度对胞外 5-ALA积累的影响 

由于 ALAS 受代谢终产物血红素的反馈调控，

因此首先检测 ZGEc1/pTrc99A-ALAS 在含有不同浓

度血红素的发酵培养基中胞外 5-ALA 的积累量，结

果如图 6 所示．在血红素浓度低于 40,μmol/L 时，随

着血红素浓度增加，发酵液中 5-ALA 的产量不断增

加，当血红素浓度为 40,μmol/L 时，胞外 5-ALA 的积

累量达到最大值，之后随着血红素浓度的提高，胞外

5-ALA 的积累量逐渐减少，出现这种现象的原因可

能是高浓度的血红素对 ALAS 的活性产生了抑制作

用，为了避免外源血红素对 5-ALA积累的不利影响，

将胞外血红素的添加量确定为 40,μmol/L．同时，结

果显示在添加底物和诱导剂 IPTG 的培养基中，重组

菌的生长明显受限，最终在 600,nm 的吸光度只有

2.2，远低于在普通 LB 培养基中的最终吸光度，受菌

体量的影响，胞外5-ALA 的积累量也只有 0.313,g/L． 

 

图 6 血红素浓度对重组菌胞外 5-ALA积累的影响 

Fig. 6 Effect of hemin on cell growth and 5-ALA accumu- 

lation of the recombined strain ZGEc1/pTrc99A-

ALAS 

2.4 培养基的正交实验优化 

从正交实验结果表 1 的数据分析，可以首先确定

实验因素的优水平和最优水平组合，优水平分别为甘

氨酸 4,g/L、琥珀酸 10,g/L、葡萄糖 5,g/L，3 个因素的

优水平组合也是本实验的最优组合．对实验因素进

行极差 R 分析发现，3 因素对实验指标影响的主次顺

序是葡萄糖＞琥珀酸＞甘氨酸．通过 SPSS 软件处

理，得到方差分析和显著性检验结果见表 2．当置信

度为 95%(P＝0.05)时，因素临界值为 F0.05(2，8)＝

4.46，F葡萄糖＞F0.05(2，8)，说明葡萄糖为置信度 95%的

显著性影响因素． 

最优培 养 基 条件下 胞 外 5-ALA 产量达到

0.987,g/L，是未优化的基础发酵培养基产量 0.313,g/L

的 3.3 倍，发酵液最终在 600,nm 的吸光度也达到

5.5，是未优化之前的 2.5 倍，菌体生长和胞外 5-ALA

的产量均达到较高的水平． 

表 1 正交实验设计及结果极差分析 

Tab. 1 Design and results of orthogonal experiment 

编号 
甘氨酸/ 

(g·L–1) 

琥珀酸/ 

(g·L–1) 

葡萄糖/ 

(g·L–1) 

5-ALA/ 

(g·L–1) 

1 1 10 0 0.320 

2 1 12 2 0.519 

3 1 14 5 0.418 

4 2 10 2 0.685 

5 2 12 5 0.665 

6 2 14 0 0.352 

7 4 10 5 0.987 

8 4 12 0 0.347 

9 4 14 2 0.543 

k1 0.419 0.664 0.340  

k2 0.567 0.510 0.582  

k3 0.626 0.438 0.690  

R 0.207 0.226 0.350  

表 2 正交实验方差分析 

Tab. 2 Variance analysis of orthogonal experiment 

方差来源 三型平方和 自由度 均方 F 值 显著性

校正模型 0.342a 6 0.057 3.637 0.231

截距 2.597 1 2.597 165.823 0.006

甘氨酸 0.068 2 0.034 2.182 0.314

琥珀酸 0.080 2 0.040 2.549 0.282

葡萄糖 0.194 2 0.097 6.18 0.139

误差 0.031 2 0.016   

总和 2.971 9    

校正总和 0.373 8    

  注：a. R2＝0.916(Adjusted R2＝0.664). 

3 结 语 

本研究以 ALAD 缺失突变株为出发菌株完全阻

断 5-ALA 的代谢途径，避免了添加昂贵的 ALAD 抑

制剂；通过诱变获得能够摄入外源血红素的突变株，

依靠添加少量血红素即可部分恢复 ALAD 缺失菌株

的生长，结合外源 ALAS 的表达，保证了 5-ALA 的

积累，建立了 一 条新的构建 5-ALA 工程菌 的 途

径．利用更廉价的、来源更为广泛的动物血制品作为

血红素替代品的研究有望进一步降低生产成本，为

5-ALA 的工业化应用奠定了基础． 
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