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苯丙氨酸脱氨酶在乳酸乳球菌 !"#$ 系统的高效表达

及其实验动物研究

张晶 刘敬忠" 谭淑珍 贾兴元 周艳
（首都医科大学附属北京朝阳医院基础医学研究中心，北京市基因诊断实验室，北京 !%%%$%）

摘 要 为构建苯丙氨酸脱氨酶的一种更新更高表达的基因工程菌，取得治疗高苯丙氨酸血症大鼠的更佳疗效。

将欧芹 CD: @E*D 重组到质粒 ?*F"%3" 中，构建翻译融合载体和转录融合载体，分别转化乳酸乳球菌 *FG%%%。对两

种高效表达菌株的酶活性差异进行比较，观察 *9H9B 诱导的动态进程，并利用新鲜培养的 ?（*F"%3"0CD:）! I*FG%%%
工程菌进行了高苯丙氨酸血症大鼠（称 CJK 动物模型）的治疗实验。结果表明：（!）翻译融合型菌株具有更高的酶

活性；（$）当 *9H9B 的诱导时间达 #L 时，产物肉桂酸生成量基本达到峰值；（2）给高苯丙氨酸血症大鼠灌喂新鲜培养

的 ?（*F"%3"0CD:）! I*FG%%% 工程菌（翻译融合型），观察到该工程菌能显著降低模型动物血中 CL, 浓度，从而取得了

更好的疗效。
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经典型苯丙酮尿症（以下简称 CJK）是由于苯丙

氨酸羟化酶（CDQ）基因缺陷引起肝细胞内 CDQ 严

重缺乏所致的常染色体隐性遗传病。由于 CDQ 缺

陷，来自膳食及体内循环再利用的苯丙氨酸就不能

正常代谢成酪氨酸，因而患者体内有 CL, 及其不正

常代谢产物大量积累，后者损伤患儿脑细胞正常发

育而导致智力低下、呆傻。现行治疗方法是低苯丙

氨酸饮食疗法，但此法要求严格限制天然蛋白的摄

取，不但价格昂贵，而且病人难以长期接受［!］。国际

上自 "% 年代初开始酶法治疗 CJK，但由于酶用量

大，价格昂贵等诸多原因，尚未见有用于 CJK 病人

的临床报导。因而，CJK 的基因治疗是一个颇具吸

引力的研究方向。国际上多采用逆转录病毒和重组

腺病毒载体介导的方法，来实现 CDQ 在 CJK 模型小

鼠的肝细胞表达。但主要问题是：转移效率低，免疫

原性强，因而外源基因在细胞中只能短期表达［$］。

本研究是在我室过去研究的基础上［2］，利用一

种新的乳链杆菌肽诱导表达系统———载体 ?*F"%3"
及其相应菌株乳酸菌 *FG%%% 来完成欧芹 CD: @E*D
的高效诱导表达，并将该基因工程菌用于 CJK 模型

大鼠的治疗实验，使之在大鼠小肠中表达出有活性

的 CD: 酶，将食品中的 CL, 脱氨，转化成对人体无害

的肉桂酸，从而降低外周血中 CL, 浓度，达到治疗

CJK 的目的。

% 材料与方法

% &% 质粒与菌株

质粒 ?RS0CD: 含有 CD:0@E*D 基因，由向华博

士构建［3］；质粒 ?*F"%3" 和乳酸菌 *FG%%% 购自荷兰

*MFT 研究所。?*F"%3" 是一种具有广泛宿主范围

的载体，可在乳酸乳球菌和大肠杆菌中复制，它带有

氯霉素（N-）抗性筛选标记；3 ) ,+0/#& *FG%%% 由泛素

缺陷型菌株 UV!2#2 衍生而来，其染色体上整合有

B9HJ 和 B9HW 基因；4 ) 0(,# UN!%#! 用于重组载体的

克隆和大量 E*D 制备。

% &’ 翻译融合型载体 (（!)*+,*-./0）% 的构建

以质粒 ?RS0CD: 为模板，设计合成 C#$X和 C#2
引物 用 于 分 离 扩 增 CD:0@E*D：C#$X：1X VDV DDN
VV4 DDN VV4 VND DN4 DN 2X，C#2：1X N4D DVD
4N4 DVD VND 4V4 NDV 44D DN 2X。利用 CNW 方法



从质粒 !"#$%&’ 中扩增出 %&’ ()*& 全部编码区，

并在其 +,末端引入 !"#- 酶切位点。扩增出的 %&’
()*& 片段经 ./ )*& 聚合酶处理后，再用 !"#- 酶

切，回收 0 1 023 片段。载体 !*456/5 用 $%&- 酶切，

然后用 )*& 聚合酶 - 789:;< 大片段补平，再用 !"#-
酶切，回收 + 1 +23 片段。上述 + 1 +23 载体片段与制

备好 的 %&’ ()*& 片 段 连 接，转 化 感 受 态 ’ 1 %&()
=>?6@? 细 胞，筛 选 得 到 翻 译 融 合 型 重 组 载 体

!（*456/5$%&’）?阳性克隆株。

! "# 转录融合型载体 $（%&’()’*+,-）. 的构建

仍以质粒 !"#$%&’ 为模板，设计 %@0 和 %@+ 引

物用于分离扩增 %&’$()*&，%@0：A,BBB B.& >>&
&&. BB& B&& >BB +,。%@+ 同 ? 10 中 %@+ 序列。利

用 %>C 方法从质粒 !"#$%&’ 中扩增出 %&’ ()*& 编

码区，并在其 A,端引入 *+,- 酶切位点，+,端引入

!"#- 酶切位点。扩增出的 %&’ ()*& 片段经 *+,-
和 !"#- 双酶切，!*456/5 )*& 经 *+,- 和 !"#- 双酶

切，然后将 %&’ ()*& 片段与载体片段连接，转化

’ 1 %&() =>?6@? 细胞，筛选得到转录融合型重组载

体。

! ") 电穿孔转化乳酸乳球菌

感受态 - 1 (#%.)/（ - 1 -）*4D666 的制备按文献

［A］进行。电穿孔用 EFGH"H; EIJKL9(M 细胞打孔仪进

行（0 1A2N，0A!O，/66"），恢复培养基用 #B=?P=>，固

体培养基用 #B=?P % Q IRIS（ Q >T），+6U 厌氧培养

P0V。

! "/ 菌落 +01 法鉴定阳性克隆

设计下列引物用于快速鉴定含有 %&’ ()*& 片

段插入并且方向正确的阳性克隆：%:HJ：A,B&. &>&
&.B &.. &>B ..> B&& B +,，%@+：同 ? 1 0 中 %@+ 序

列。%>C 扩增反应按文献［@］进行。

! "2 +,- 蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达及活性

分析

! "2 " ! %&’ 蛋白的 #)#$%&BE 检测：培养菌液至

01@66 W 6 1 A X 6 1 @ 时，加入诱导物 *HJH:（乳链杆菌

肽）至终浓度 A6:RYT’，继续在 +6U培养 + X /V 后，

按常规方法上样电泳［P］。以空载体 ’1 ’ 为对照。

! "2 ". 工程菌 %&’ 酶活性分析：培养菌液至 01@66

W 6 1 A X 6 1 @ 时，加入 *HJH: 至终浓度 A6:RYT’，继续

培养 +V。经过样品处理后，Z%’> 法测 %V9 被 %&’
脱氨后产生的肉桂酸含量，方法详见［+］。

! "2 "# 不同诱导时间 %&’ 酶活性的监测：为了观

察 %&’ 酶活性的动态情况，选 + 株活性较高的工程

菌，分别在加入 *HJH:（终浓度 A6:RYT’）后 0V，@V，

?/V 终止培养。取菌液用 Z%’> 法测产物肉桂酸含

量。

! "3 高苯丙氨酸血症大鼠模型的治疗实验

!434! 基 因 工 程 菌 口 服 悬 液 制 备：培 养 菌 液 至

01@66 W 6 1A X 6 1@ 时，加 *HJH: 至终浓度 A6:RYT’，继

续培养 @V。终止培养，将菌液离心，弃上清后加入

适量的 培 养 基 使 其 浓 缩 ?6 倍（使 活 菌 数 达 ?6?6 Y
T’），以此作为工程菌口服悬液。

!434. 采用 [HJMIS 雄性大鼠，体重 ?/6 X ?P6R。从

第 ? X + 天连续 + 天，每天 ? 次腹腔注射 !$>%（对$氯
苯丙氨酸甲酯）+66TRY2R 体重及 %V9 ?66TR Y2R 体

重［5］。第 / X ?0 天，每天灌喂 ? 次 A6TRY0T’ 的 %V9
溶液。从第 ? 天到第 ?0 天，治疗组（?A 只）每天喂一

次含活菌数达 ?6D 的 %&’ ’1 ’ 工程菌培养液（翻译

融合型工程菌）；对照组（?A 只）每天喂一次含空载

体 !*456/5 的 ’1 ’1 新鲜菌悬液。于治疗第 ?、A、D、

?+ 天取大鼠尾尖血，Z%’> 法测定 %V9 含量。

!434# 统计学处理方法，采用 . 检验，在 #%## 软件

包上完成。

. 结 果

. "! 菌落 +01 法筛选鉴定阳性克隆

%>C 技术快速筛选阳性克隆的电泳结果，见图

?，+，/，P，D 号有 0 1023 扩增带，为阳性克隆。这些阳

性克隆后来用内切酶图谱法和 )*& 测序方法得到

了证实。

图 ? 菌落 %>C 法鉴定重组阳性克隆

OHR1? .V9 !;JHMH\9 (8;:9J ]9M9(M9] 3K 3I(M9SHI (8;:9J %>C
=^#)*&Y2),]$；?，0^)H__9S9:M (8;:9J；

+^ %;JHMH\9 (;:MS;8；/^*9RIMH\9 (;:MS;8

. ". +,- 在乳酸乳球菌中的诱导表达及活性研究

. ". " ! %&’ 蛋白的 #)#$%&BE 检测：图 0 是一张

#)#$%&BE 电泳图。与 !*456/5 空质粒转化菌比较，

经 *HJH: 诱导的 !（*456/5$%&’）? Y*4D666 转化菌和
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!（"#$%&$’()*）+ ,"#-%%% 转化菌在分子量 .$/0 处

均出现一条蛋白条带，这一分子量与基因表达产物

理论值相符。另外 !（"#$%&$’()*）1 ,"#-%%% 转化菌

与 !（"#$%&$’()*）+ ,"#-%%% 转化菌相比较，前者表

达的 .$/0 条带比后者明显更浓。经密度扫描结果

表明，前者 ()* 表达量占总蛋 白 的 2 3 145，后 者

()* 表达量占总蛋白的 + 3.45。

图 + 两种工程菌在乳酸菌 "#-%%% 中的

606’()78 电泳分析

9:;3+ 606’()78 <=<>?@:@ AB CDEF<GE@ AB @EF<:= "#-%%%
GA=E<:=:=; !"#（$%&$ H ()*）1 AF !"#（$%&$ H ()*）+

1 3I<F/CF；+<3 J=:=KLGCK !"#（$%&$’()*）1 ,"#-%%% GC>>@；+M3 N=’

KLGCK !"#（$%&$’()*）1 ,"#-%%% GC>>@；O<3 J=:=KLGCK !"#（$%&$’

()*）+ ,"#-%%% GC>>@；OM3 N=KLGCK !"#（$%&$’()*）+ ,"#-%%% GC>>@；

&<3 J=:=KLGCK !"#$%&$,"#-%%% GC>>@；&M3 N=KLGCK !"#$%&$,"#-%%%

GC>>@

! " ! " ! !（"#$%&$’()*）1 ,"#-%%%（翻译融合型）与

!（"#$%&$’()*）+ , "#-%%%（转录融合型）酶活力之比

较：通过 P(*Q 法检测培养液中有无 ()* 酶反应产

物肉桂酸，可证明菌株有无 ()* 活性。结果两种培

养液的 P(*Q 分析图谱中均出现一个与标准肉桂酸

P(*Q 图谱相同时间的吸收峰，表明两种工程菌均

可催化 (RC 生成肉桂酸。经过 ":@:= OR 诱导后，转

录融合型所测结果 Q:= 为 ++ 3 &-+S;,1%%S*，其 (RC
转化率为 - 3 %%5；翻译融合型工程菌所测结果 Q:=
为 O. 3 -1+S;,1%%S*，其 (RC 转化率为 12 3 145 。可

以看出翻译融合型工程菌的酶活性较转录融合型高

一些。

! "! "# 不同诱导时间 ()* 酶活性监测结果：取两

种工程菌（培养基中含有 + 32S;,S* 的 (RC），观察其

在加入诱导物 ":@:= 后 +R，4R，1&R 的产物肉桂酸的

生成情况 ，如表 1 所示。

结果表明，随着时间延长，Q:= 浓度进行性升

高，当诱导时间达 4R 后，肉桂酸生成量基本达到高

峰值。另外，比较两种工程菌的 ()* 酶活性，仍然

是翻译融合型高于转录融合型，这一结果与 + 3 + 3 +

是一致的。

表 $ 两种工程菌不同诱导时间的 %&’ 生成情况（()*% 结果）

+,-./ $ +0/ 1234567 38 6&’ -9 7:3 ;&’4< 38 /’=&’//2&’=
<72,&’< 3’ 4&88/2/’7 &’456&’= 7&>/<（()*% 2/<5.7<）

+ RALF@ 4 RALF@ 1& RALF@

!"#$%&$,"#-%%% @EF<:= % 3%%% % 3%%+ % 3%%1

!（"#$%&$’()*）1 ,"#-%%% @EF<:= $ 3$11 O- 3.21 +- 3+11

!（"#$%&$’()*）+ ,"#-%%% @EF<:= 4 34%& +4 3O+1 1$ 3&42

"AEC：S;,1%%S*

! "# 高苯丙氨酸血症动物模型的治疗实验结果

动物实验结果见表 + 和图 O。第 1 天（处理前）

各组基本一致；第 2 天，两组均值虽有差异，但 ( T
%31%22 U %3 %2，统计学处理显示无明显差异；第 -
天，对照组血中 (RC 浓度平均值 & 3 --$ V O3 %1，治疗

组血中 (RC 浓度平均值 + 34+ V %3O-%，治疗组明显低

于对照组，统计学检验 ! T %3 %1+ W %3 %2，两组有显

著性差异；第 1+ 天，治疗组血 (RC 平均浓度 1 3 %24 V
%3&%，对照组血 (RC 平均浓度 + 3 -$. V 13 %42，治疗组

血 (RC 浓度明显低于对照组。经统计学处理二组有

非常显著的差异（! T %3%%%1 W %3%1）。

本次实验，共死亡了 + 只大鼠，其中 1 只属于对

照组，一只属于治疗组。

# 讨 论

我们所用的乳酸菌表达系统是目前国际上最新

发展的一种高度通用、食品级的 "NQ8 系统（":@:=’
QA=EFA>>CK 8D!FC@@:A= @?@ECS）。它包括三种必要的组

成成分：（1）能表达 ":@X 基因到一定水平的革兰氏

阳性细菌 "#-%%%；（+）含 ":@) 启动子片段的质粒载

体，（O）":@:= 诱导物，在这里 ":@:= 作为自身结构基

因转录激活的信号分子［-］。当带有 ":@) 启动子及

()* 基因的质粒 !"#$%&$’()* 导入不能产 ":@:= 但

含有 ":@X 和 ":@Y 蛋白的乳酸菌菌株 "#-%%% 后，

()* 基因以很低的水平表达。这种表达水平检测不

到。当细菌达到对数生长期时向培养基中加入 ":’
@:= 后，位于 ":@) 启动子下游的 ()* 基因被激活转

录，表达出所需的苯丙氨酸脱氨酶蛋白。该诱导表

达系统具有以下优点：食品级的诱导物和宿主菌，严

谨性高，本底表达水平低，诱导效率高，表达产量高。

()* 酶可将苯丙氨酸代谢生成肉桂酸，而苯丙

氨酸又是工程菌生长所必须的营养物质。因此 ()*
酶本身对于宿主菌而言，可能是一种“毒性”蛋白，它

的表达活性与工程菌本身的生长繁殖之间有矛盾。
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组成型工程菌株，就不可避免地受到这一矛盾的制

约。本研究采取 !"#"! 诱导表达的方式，使细菌的生

长与外源基因的表达分开成为两个阶段，从而减轻

宿主细胞的代谢负荷，增加了基因工程菌的生长速

度和蛋白产量。

表 ! 不同时间各组大鼠血中 "#$ 浓度

%&’($ ! %#$ ’())* "#$ +),+$,-.&-/), )0 $&+# 1.)23 ), *$00$.$,- *&45 （6178996:）

$%& ’(% )*+ $%& ,(% )*+ $%& -(% )*+ $%& ’.(% )*+
/0!(102 $%&1*3+ /0!(102 $%&1*3+ /0!(102 $%&1*3+ /0!(102 $%&1*3+

’ ’ 4567 ’ 4.8, 9, 459- 79 4,’. - 49:5 . 486. . 4:.: 6 489.
. ’ 49’- ’ 49:- ; ,7 476. ; . 49:6 ; . 4’9-
5 6 4-6: ’ 4.5’ 98 457’ 9: 4998 9 4.9’ . 4::: 9 4’-5 ’ 4..7
9 ’ 4.99 ’ 49,6 .7 4:9. 9. 4.6- ’’ 4589 5 46,, . 466, ’ 4,8’
, 6 4--9 ’ 4.95 - 4578 ; 5 4’.9 ; ’ 4-:, ;
7 ’ 456: ’ 45’- .5 4’9. ’, 48:7 : 49’. . 4.75 ’ 4:87 6 4-.9
: ’ 4,98 6 4:7: 8 4,:9 : 4.67 : 4-., . 4:,6 . 4959 ’ 4.--
8 ’ 49’6 ’ 466. .. 4-77 97 4’5, . 4--5 ’ 4::8 9 486’ 6 478:
- ’ 49,’ ’ 4’-5 8 4678 ,’ 4.98 ’ 4.7. . 4.-7 5 46.. 6 48-9
’6 ’ 4..6 ’ 4.97 ’: 4,9: : 476. 6 488: . 476, 5 4756 ’ 46-’
’’ ’ 4965 ’ 4’5: ’6 489. .6 4,’. 5 4:78 . 4:,6 9 4’-5 6 4:,’
’. 6 4--, ’ 4686 ’5 4,.5 7 485. 9 4:67 5 4.’7 . 47:6 6 4887
’5 6 488, ’ 465- ’. 4’’- 9’ 458’ 9 45:9 . 4’5. 9 49,7 6 4:7:
’9 ’ 4’-9 ’ 4,:9 ’. 45:’ ’’ 4796 5 4:96 . 48:’ ’ 4--. 6 48-’
’, ’ 4’’’ ’ 4’.: ’, 4.,: ’6 468- 9 4,,’ . 4-:. ’ 4-96 6 486’

<=3&>(*!>+ ?
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图 5 不同时间各组大鼠血中 A%& 的浓度变化

G"D45 $%& H200) A%& /0!>&!(1*("0! 0E
&*>% D10I3 0! )&EE&1&!( )*+#

从结果 ! ;! ;! 可以看出，在诱导 5% 后检测，翻译融

合型菌株产生的肉桂酸含量是转录融合型的 ’ 4 7 倍

左右，前者 A%& 转化率是后者的 ’ 4 7 倍，这与文献

报道一致。因此，利用这种翻译融合型载体表达外

源基因生产异源蛋白更好。但有一个前提是，必须

用含有 C"#J 和 C"#K 基因的乳酸菌，C"#J 编码一种

调控因子，C"#K 编码一种组氨酸激酶敏感物。只有

C"#J ，C"#K 蛋白存在才能启动 C"#L 转录。另外，本

研究室以前构建的热诱导型表达工程菌株 3MNO P

ALQ;Q4 Q4 ，在经过 5:R热诱导 5% 之后，产生的 /"!
为 ’’ 45SD;’66SQ，其 A%& 转化率为 9 4 ,.T。由此得

出结论，C"#"! 诱导的表达工程菌 3（CU8698VALQ）’ ;

CU-666 和 3（CU8698VALQ）. ;CU-666 的酶活性明显高

于以前的工程菌株 3MNOVALQ;Q4 Q。其中 3（CU8698V
ALQ）. ;CU-666 较之高出 7 4 7T，而 3（CU8698VALQ）’ ;

CU-666 较之高出 ’6 479T
关于 ALQ 酶诱导的动力学过程，从表 ’ 可以看

出，两种工程菌酶活力都是在诱导 7% 达到高峰值，

随后开始下降，其原因可能是随着时间延长，对 ALQ
专一性的蛋白酶使其分解［’6］，也可能是由于表达的

ALQ 对宿主菌产生不利影响的结果，或是高浓度肉

桂酸对 ALQ 产生抑制作用。其真正原因尚须进一

步研究。不过从这里我们探索到 ALQ 发生其最大

活力的诱导时间，这对实际应用是极为有用的。

我们利用翻译融合型工程菌进行了高苯丙氨酸

血症大鼠模型的治疗试验。第一天的结果说明在处

理前两组血中 A%& 浓度基本一致，所以这种随机分

组进行以下的 AKW 模型诱导和用工程菌治疗，结果

可靠；第 , 天时，血中 A%& 浓度上升到正常值的 : X 8
倍，这是因为连续 9 天注射 3V/A;A%&，注射液中含有

7’: 生 物 工 程 学 报 ’8 卷



!"#$，可抑制 $%& 活 性，另 外 注 射 液 中 含 一 定 量

$’(，更使血中 $’( 大幅上升。但治疗组与对照组之

间无显著性差异，分析可能是由于时间较短，$%) 作

用还不显著；到第 * 天时，两组之间有非常显著性差

异（! + ,-,,. / ,-,0），治疗组明显低于对照组，这说

明治疗组中 $%) 工程菌在肠液中发挥了 $%) 活性；

第 01 天时，由于继续口服 $’(，使对照组血中 $’( 维

持在正常值的 0 - 2 3 4 倍左右，而治疗组 $’( 明显低

于对照组，经统计学处理，两组有非常显著性差异

（! + ,-,,, / ,- ,0）。这说明口服的 $%) 工程菌在

肠道中确实发挥了活性，起到了显著降低血中 $’(
的作用。

与我室以前构建的 $%) 工程菌 !5617("$%)8)-)
相比，用 9:#; 系统来表达 $%) 酶并进而用于 $<=
模型大鼠的治疗实验，具有以下突出的优势：（0）采

用诱导表达的方式替代原来的组成型表达，使细菌

生长与外源基因的表达成为两阶段，从而减轻宿主

细胞的代谢负荷；（4）该诱导表达系统诱导效率高，

表达产量高。翻译融合型工程菌的 $%) 表达产量

为 2 -07>，比以前构建的工程菌株 !5617("$%)8)- )
的表达产量 , - *>明显高出 ? - 4>；（1）从动物实验

的疗效看，本次动物实验到第 04 天时可降低血中

$’( 浓度达 24 - ?>，而采用以前构建的组成型工程

菌株 !5617("$%)8)- ) 进行 $<= 模型动物治疗，到

第 04 天时可降低血中 $’( 浓度 1, - .>。说明采用

9:#; 诱导表达系统构建的 !（9@.,?."$%)）0 89@*,,,
工程菌株在经典型 $<= 基因治疗的探索中又跨进

了非常有意义的一步。
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