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天津工生所在L-
半胱氨酸高通量筛选平台的开发与应用方面获
进展。L-半胱氨酸是重要的含硫氨基酸，在农业、医药、日化、食品添加剂等行业应用广泛。然
而，高浓度L-半胱氨酸具有一定的细胞毒性，在细胞内L-半胱氨酸的合成受到多水平的代谢调控
，同时关于L-半胱氨酸细胞代谢调控的认识尚且缺乏，因而通过传统的敲除、过表达等策略较难
实现L-半胱氨酸的高效生产。高通量筛选技术是实现菌种定向进化的有力工具，可在缺乏遗传背
景的条件下，从大型随机突变体文库中快速筛选出特定的遗传表型。目前，尚无关于L-
半胱氨酸高通量筛选方法的报道，限制了L-半胱氨酸工业发酵菌株的开发。

中国科学院天津工业生物技术研究所研究员刘君带领的微生物生理和代谢工程研究组，利用响应
L-半胱氨酸的转录调控因子，开发了L-半胱氨酸生物传感器，并建立了L-
半胱氨酸高通量筛选平台。相关研究成果发表在Metabolic Engineering上。

研究通过体内L-半胱氨酸响应实验、体外凝胶阻滞迁移（EMSA）实验和DNA足迹实验，初步解
析了转录调控因子CcdR的调控机理，建立了CcdR转录调控模型，发现了CcdR能够特异性结合L-
半胱氨酸，结合到特定启动子PccdA

上游DNA序列上，招募RNA聚合酶激活下游PccdA

启动子的表达。基于上述原理，科研人员将胞内L-半胱氨酸浓度输入信号与荧光强度的输出信号
相偶联，开发设计出L-半胱氨酸生物传感器，实现了对胞内L-半胱氨酸浓度的实时监测。

为了进一步提升L-半胱氨酸生物传感器的响应灵敏性和响应强度，科研人员采用多策略优化L-半
胱氨酸生物传感器。研究通过转录调控因子半理性设计改造、转录调控因子表达优化以及响应启
动子的截短测试等策略，显著提升了L-半胱氨酸生物传感器的响应灵敏性和动态范围。进一步，
研究将构建的L-半胱氨酸生物传感器与流式细胞分选技术（FACS）偶联，构建了L-半胱氨酸高
通量筛选平台，并分别应用于L-半胱氨酸合成途径关键酶的定向进化和L-半胱氨酸高产菌株的筛
选。最终，将关键酶丝氨酸乙酰转移酶活性提升了七倍多，并获得了10株L-
半胱氨酸产量显著提升的突变体菌株。

该研究构建的L-半胱氨酸高通量筛选平台具有高特异性、高灵敏性及高分选效率等特点，能够从
大规模突变体文库中筛选具有较高生产能力的突变体菌株，为L-半胱氨酸工业菌株的进化和筛选
提供了有力工具，可以加快菌种的改造和优化进程，在L-
半胱氨酸及其相关产品的生产方面具有较大的应用潜力。
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研究工作得到国家重点研发计划、国家自然科学基金、天津市自然科学基金、天津市合成生物技
术创新能力提升行动及中国博士后科学基金等的支持。

转录调控因子CcdR调控模型
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L-半胱氨酸高通量筛选平台的建立

研究团队单位：天津工业生物技术研究所 

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/
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