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摘  要: 小麦种子过氧化物酶 WP1 属于含血红素的植物Ⅲ型过氧化物酶，该酶不仅具有抗真菌活性，而且

影响面粉加工品质。为提高 WP1 在大肠杆菌中的功能性表达，构建了用于提高大肠杆菌内源血红素合成，

包含 hemA 和 hemL 基因的重组质粒 pACYC-A-L，将其分别与包含 WP1 基因的分泌型和非分泌型表达载体

pMAL-p4x-WP1 与 pET21a-MBP-WP1 共同转化大肠杆菌 T7 Express 菌株；利用直链淀粉  (Amylose) 亲和

层析柱纯化获得 MBP-WP1 融合蛋白，并以 2,2’-联氮-二  (3-乙基苯并噻唑-6-磺酸) 二铵盐  (ABTS) 为底物

检测重组 WP1 的催化能力。结果表明，含 pACYC-A-L 的宿主菌 28 ℃诱导 12 h 后，培养液中 5-氨基乙酰

丙酸  (5-ALA) 含量可达 146.73 mg/L，卟啉类物质含量也显著上升。共转化 pACYC-A-L 和 pMAL-p4x-WP1

比单独转化 pET21a-MBP-WP1 获得的重组 WP1 的比活力提高 14.6 倍。该研究不仅成功地增强了小麦 WP1

在大肠杆菌中的功能性表达，同时为其他具有重要生物学功能并含血红素辅基蛋白的功能性表达提供了有

益参考。 

关键词 : 小麦过氧化物酶 1，原核表达，谷氨酰 tRNA 还原酶，谷氨酸半醛变位酶，血红素，二硫键 
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Enhancement of functional expression of wheat peroxidase  
WP1 in prokaryotic system by co-transforming with hemA  
and hemL of Esherichia coli 

Chao Zhang1, Liwei Shan2, Shuaikun Su1, Yanni Nan1, Zhongyu Guo1, and Sanhong Fan1 

1 College of Life Sciences, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
2 College of Science, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  Wheat grain peroxidase 1 (WP1) belonged to class Ⅲ plant peroxidase with cofactor heme, which not only has 
antifungal activity, but also influences the processing quality of flour. In order to enhance functional expression of WP1 in 
prokaryotic system by increasing endogenous heme synthesis, we constructed a recombinant plasmid pACYC-A-L 
containing hemA and hemL of Esherichia coli. Then, we co-transformed it into host strain T7 Express with secretive 
expression vector (pMAL-p4x-WP1) or non-secretive expression vector (pET21a-MBP-WP1), respectively. The MBP-WP1 
fusion protein was further purified by amylose affinity chromatography and its peroxidase activity was assayed using 
2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) as substrate. At 12 h after induction at 28 degree, the 
extracellular 5-aminolevulinic acid (5-ALA) production of T7 Express/pACYC-A-L was up to 146.73 mg/L, simultaneously 
the extracellular porphrins also increased dramatically. The peroxidase activity of functional MBP-WP1 obtained from T7 
Express/ (pACYC-A-L + pMAL-p4x-WP1) was 14.6-folds of that purified from T7 Express/ pET21a-MBP-WP1. This 
study not only successfully enhanced functional expression of wheat peroxidase 1 in Esherichia coli, but also provided 
beneficial references for other important proteins with cofactor heme. 

Keywords:  wheat peroxidase 1, prokaryotic expression, hemA, hemL, heme, disulfide bond 

过氧化物酶广泛存在于植物界，它们参与植

物激素代谢、细胞延伸、木质素和软木脂形成、

细胞壁组分交联及逆境响应等重要生理及发育

过程[1]。同时，植物过氧化物酶也作为重要的商

品酶应用于生物催化、临床检测和生物技术研究

等领域 [2-3]。小麦种子过氧化物酶 1 (Wheat 

peroxidase 1，WP1) 属于含血红素的Ⅲ型植物过

氧化物酶，其以 H2O2 为电子受体催化多种芳香

族化合物的氧化。该酶具有抗真菌活性，可抑制

病原真菌芽管的伸长[4]；同时该酶的存在对面粉

加工性能有重要影响[5-8]。利用大肠杆菌系统表

达植物过氧化物酶已有一些报道，如辣根过氧化

物酶 HRP C、芜青根过氧化物酶 BnPA、烟草阴

离子过氧化物酶 TOP、杨树细胞壁阳离子过氧化

物酶 CWPO_C [9-12]，但重组蛋白均主要以包涵体

的形式存在，只有经过变性复性才能获得具有部

分活性的酶蛋白。本研究组曾尝试利用大肠杆菌

系统表达 WP1，虽然通过融合麦芽糖结合蛋白 

(MBP) 标签实现了重组 WP1 的可溶性表达，但

仍只能检测到微弱的过氧化物酶活性[13-14]。导致

上述结果可能有两个原因：一是大肠杆菌血红素

合成量不能满足需求，导致大部分蛋白以脱辅基

形式存在；二是肽链不能正确折叠，二硫键不能

正确形成，导致目标蛋白以包涵体形式存在。 

关于增加大肠杆菌菌体内血红素的累积已

有很多报道，根据原理可分为两种策略。第一种
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策略通过外加血红素、提高血红素转运能力实现

胞内血红素的累积。1994 年 Rosenthal 研究组在

培养基中加入外源血红素，发现血红素具有一定

的穿透性，但不同的菌种有差异，JM109 菌株具

有较好的穿透性[15]。2004 年，Varnado 研究组，

将大肠杆菌血红素转运基因 ChuA 和过氧化氢酶

基因 kat 共表达，在外加血红素的条件下，实现

了过氧化氢酶在大肠杆菌中的大规模表达[16]。

2008 年 ， Graves 等 将 类 志 贺 邻 单 胞 菌

Plesiomonas shigelloides 中血红素转运相关基因

hugA、hugB、hugC/D 与血红蛋白基因共表达，

在外加血红素的条件下，全蛋白的表达显著增

加[17]。第二种策略则是通过过量表达血红素合成

途径中限速酶的基因实现内源血红素的累积。

2006 年，何晓梅等将面包酵母 5-氨基酮戊酸合

酶 (ALAS) 的基因导入大肠杆菌，促进了大肠

杆菌中血红素的累积，且胞外浓度高于胞内浓

度 [18] 。 2006 年 ， 王 俊 卿 等 将 类 球 红 细 菌

Rhodobacter sphaeroides AlAS 的基因导入大肠

杆菌，导致血红素前体 5-氨基乙酰丙酸 (5-ALA) 

在大肠杆菌中累积，但其表达受 C4 合成途径前体

甘氨酸的限制，需要在培养基中外加 20 mmol/L

的甘氨酸[19]。2010 年，Sudhamsu 等将亚铁螯合

酶基因 (FC) 和芽胞杆菌一氧化氮合成酶基因 

(gsNOS) 共表达，在外加 25 mg/L 5-ALA条件下，

促进了完整的血红蛋白的形成，从而达到提高含

血红素辅基蛋白酶活力的目的[20]。但这些报道中

大多使用了外源的血红素转运或合成相关基因，

而且需要外加血红素或者血红素合成的前体物

质 (5-ALA 或甘氨酸)。 

大肠杆菌血红素合成采用 C5 途径，以谷氨

酰 tRNA 为前体，经过 7 个中间产物最终形成血

红素。该合成途径的第一步，即由谷氨酰 tRNA

合成 5-ALA 的反应是限速步骤，该步骤由 hemA

和 hemL 基因编码的谷氨酰 tRNA 还原酶 

(GluTR，HemA) 和谷氨酸半醛变位酶 (GSAM，

HemL) 催化[21]。本研究拟过表达大肠杆菌自身

的 hemA 和 hemL 基因，提高细胞内血红素含量，

并在此基础上导入小麦过氧化物酶基因 WP1，增

强 WP1 在原核系统中的功能性表达。该研究不

仅有利于 WP1 的深入研究与利用，也为其他植

物Ⅲ型过氧化物酶超家族成员的活性表达和功

能研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌菌株 Turbo、T7 Express 为 NEB 公

司产品，OrigamiTM B (DE3) 为 Novagen 公司产

品；克隆载体 pMD®19-T 购自 TaKaRa 公司，双

基因共表达载体 pACYCDuet-1 为 Novagen 公司

产品；包含小麦过氧化物酶基因 WP1 的 MBP 融

合表达载体 pET21a-MBP-WP1 和 pMAL-p4x- 

WP1 由本实验室保存。 

1.1.2  工具酶和试剂 

PrimeSTAR® HS DNA 聚合酶、T4 DNA 连

接酶购自 TaKaRa 公司；质粒 DNA 小量试剂盒、

凝胶回收试剂盒购自 Axygen 公司；限制性内切

酶 Nco Ⅰ、BamHⅠ、NdeⅠ、XhoⅠ和 NotⅠ，

Amylose resin、2-Log DNA Ladder、protein marker

均为 NEB 公司产品；2,2’-联氮-二 (3-乙基苯并

噻唑-6-磺酸) 二铵盐 (ABTS) 和氨基乙酸丙酸

盐 (5-ALA·HCl) 购自 Sigma 公司；其余试剂均

为国产分析纯。 
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1.2  方法 
1.2.1  hemA 和 hemL 基因的克隆 

利用细菌基因组 DNA 小量制备法[22]，从大

肠杆菌中提取其基因组 DNA，1％琼脂糖凝胶电泳

及分光光度法检测 (EVOLUTION 300，Thermo) 

基因组 DNA 的完整性和质量。参考 GenBank 中

大肠杆菌 K12 基因组序列  (Accession No. 

NC_010473) 设计用于 hemA和 hemL基因扩增的

特异性引物，具体序列见表 1，其中下划线代表

的酶切位点依次为 NcoⅠ、BamHⅠ、NdeⅠ、

XhoⅠ，框选部分代表 hemL 中的 NdeⅠ突变位

点。以大肠杆菌基因组 DNA 为模板，使用特异

引物 hemA-f和 hemA-r通过PCR扩增获得 hemA；

为了将 hemL 基因中 NdeⅠ切点进行同义突变，

通过两步 PCR 法获得 hemL，以 hemL-f 和

hemL-mr 为引物扩增获得的片段为 hemL1，以

hemL-mf 和 hemL-r 为引物扩增获得的片段为

hemL2；最后以回收的 hemL1 和 hemL2 为模板，

hemL-f 和 hemL-r 为引物扩增获得全长 hemL。

PCR 产物经 1％琼脂糖凝胶电泳检测，回收纯化

目的条带，纯化产物连接到 pMD®19-T 载体上，

将重组质粒转入大肠杆菌菌株 Turbo 感受态细

胞 中 ， 筛 选 阳 性 克 隆 ， 重 组 质 粒 命 名 为

pMD®19-T-A，pMD®19-T-L，送南京金斯瑞生物

科技有限公司测序。 

1.2.2  重组质粒的构建 

pMD®19-T-A 经 NcoⅠ和 BamHⅠ双酶切获

得的 hemA 片段与用相同酶切的 pACYCDuet-1

连接，获得的重组质粒命名为 pACYC-A；

pMD®19-T-L 经 NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切获得的

hemL 片段与用相同酶切的 pACYCDuet-1 连接，

获得的重组质粒命名为 pACYC-L。pACYC-L 经

NotⅠ和 XhoⅠ双酶切获得的 hemL 片段插入经相

同酶切的 pACYC-A 载体，获得重组质粒命名为

pACYC-A-L。 

1.2.3  HemA 和 HemL 蛋白在大肠杆菌中的表达 

分别将已构建好的 3种重组质粒 pACYC-A、

pACYC-L及pACYC-A-L转入大肠杆菌T7 Express

感受态细胞，将阳性单克隆接种于含抗生素的

LB 培养基中，37 ℃振荡培养过夜，按 1∶100

的比例接种到 50 mL 的 LB 培养基中，培养至对

数期  (OD=0.4~0.6) ，加入 IPTG ( 终浓度为

0.5 mmol/L)，28 ℃诱导 6 h 后，收集菌体。用

0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液 (pH 7.0) 重悬菌体，超 

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Gene Primer name Primer sequences (5′–3′) 

hemA hemA-f TATACCATGGCTACCCTTTTAGCACTCGGTATC 

 hemA-r ATTCGGATCCCTACTCCAGCCCGAGGCTGTCG 

hemL hemL-f TATACATATGAGTAAGTCTGAAAATCTTTACA 

 hemL-r CAGACTCGAGTCACAACTTCGCAAACACCCG 

 hemL-mf TAAGCGTTTCTTCCACATGATGCTGGACGAA 

 hemL-mr TCCAGCATCATGTGGAAGAAACGCTTAAAGCG 

The underlined nucleotides indicate creation of a restriction site. 
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声波破碎细胞，4 ℃，12 000 r/min 离心 5 min。

使用 15％ SDS-PAGE 检测总蛋白和裂解后的菌

液上清。 

1.2.4  5-ALA 含量的测定 

参考 Mauzerall 的方法 [23]测定培养液中

5-ALA 的含量。对照菌 (T7 Express/pACYCDuet-1) 

及重组菌  (T7 Express/pACYC-A、T7 Express/ 

pACYC-L 和 T7 Express/pACYC-A-L) 28 ℃诱导

培养，在 6、8、10、12 h 分别取 2 mL 培养液，

向离心后的上清中加入 0.5 mL 乙酰丙酮和 1 mL

的 2 mol/L 的乙酸钠缓冲液 (pH 4.6)，沸水浴

15 min，冷却至室温后，加入埃利希氏 (Ehrlich’s) 

显色剂 [24]，显色 30 min，用分光光度计检测

554 nm 光吸收。以 5-ALA·HCl 为标准品绘制标

准曲线，根据标准曲线计算 5-ALA 的含量。 

1.2.5  卟啉类物质的定性检测 

卟啉类化合物的测定参考临床化学诊断方

法大全一书[25]。取 15 mL诱导后菌液上清和 5 mL

冰乙酸：乙酸乙酯 (HAc-EtAc，1∶4) 于离心管

中，剧烈振荡离心至有机相与水相分离，小心地

将有机相吸出，移至另一试管，加入 3 mol/L HCl 

2.5 mL，剧烈振荡，卟啉类物质被抽提到下面的

盐酸层。将抽提液进行波长扫描 (350~800 nm)，

记录数据。 

1.2.6  融合蛋白的表达与纯化 

将包含 WP1 基因的两种融合表达载体

pMAL-p4x-WP1 和 pET21a-MBP-WP1 分别与

pACYC-A-L 共转入大肠杆菌 T7 Express 感受态

细胞，同时，将两载体单转入该菌株，作为对照

组。利用含有氨苄青霉素 (50 μg/mL) 和氯霉素 

(34 μg/mL) 两种抗生素的 LB 平板筛选同时包含

两种质粒的阳性菌株，其中 pMAL-p4x-WP1 和

pET21a-MBP-WP1 为氨苄抗性，pACYC-A-L 为

氯霉素抗性。蛋白表达具体过程参见 1.2.3，收集

到的菌体用低盐缓冲液  (20 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.6)，100 mmol/L NaCl，2 mmol/L EDTA 

(pH 8.0) 重悬，超声波破碎细胞，4 ℃、12 000 r/min

离心 5 min。将离心后的上清液载入 Amylose 亲

和层析柱，依次用 20 倍柱体积低盐缓冲液，30

倍柱体积高盐缓冲液 (10 mmol/L Tris-HCl (pH 

7.6)，500 mmol/L NaCl，1 mmol/L EDTA (pH 

8.0))，20 倍柱体积低盐缓冲液洗柱，最后用洗脱

缓冲液 (含 5 g/L 麦芽糖的低盐缓冲液)，获得

MBP-WP1 融合蛋白。然后用 15％ SDS-PAGE

检测总蛋白和纯化后的蛋白，并通过考马斯亮蓝

G-250 显色与标准蛋白曲线比较，计算纯化的

MBP-WP1 浓度。 

1.2.7  融合蛋白 MBP-WP1 的活性检测 

以 ABTS 为底物，检测融合蛋白 MBP-WP1

的过氧化物酶活性[26]：在 25 ℃，将纯化到的

MBP-WP1 加入到 1 mL 反应体系中，使其终浓度

为 0.01 g/L，体系包括 2.5 mmol/L ABTS、2 mmol/L 

H2O2、5 mmol/L CaCl2、50 mmol/L pH 5.0 的

HAc-NaAc。使用紫外可见分光光度仪检测反应

产物在 405 nm 的光吸收。 

2  结果与分析 

2.1  hemA 和 hemL 基因的扩增 
以大肠杆菌基因组 DNA 为模板，使用特异

引物 hemA-f和 hemA-r扩增获得 hemA基因片段，

扩增结果见图 1 (泳道 1)，与预期大小 1 257 bp

相当。因后续克隆过程中要使用内切酶 NdeⅠ，

因而在扩增 hemL 基因时，通过两步 PCR 法

将基因内部的 NdeⅠ切点进行了同义突变  
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(T1 152/C1 152)。hemL-f 和 hemL-mr 扩增片段 hemL1 

(1 163 bp)、hemL-mf 和 hemL-r 扩增片段 hemL2 

(115 bp) 及两者重叠延伸获得的全长 hemL 

(1 278 bp) 如图 1 中 3、4 和 2 泳道所示。扩增片

段连接到 pMD®19-T 载体，测序结果显示克隆的

序列与设计完全一致。 

 
图 1  大肠杆菌 hemA、hemL 基因的 PCR 扩增结果 
Fig. 1  Amplification of hemA and hemL of E. coli by 
PCR. M: 2-Log DNA ladder; 1: hemA gene; 2: hemL 
gene; 3: hemL1; 4: hemL2.   

2.2  包含 hemA 和 hemL 表达载体的构建   
将 hemA 、 hemL 分 别 连 入 表 达 载 体

pACYCDuet-1 获 得 重 组 载 体 pACYC-A 和

pACYC-L；pACYC-L 经 NotⅠ和 XhoⅠ双酶切获

得 hemL 片段，将其连入经相同酶切的 pACYC-A

获得双基因重组载体 pACYC-A-L，三者结构如

图 2A 所示。3 种重组载体双酶切鉴定结果如图

2B 所示，pACYC-A 和 pACYC-L 双酶切后均获

得两个条带，一条是与对照 (泳道 1) 一致的空

载体，另一条则是与预期一致的目的基因。重组

载体 pACYC-A-L 经 NotⅠ、XhoⅠ双酶切获得与

预期大小一致的 5 kb 和 1.4 kb 的两个条带。酶切

验证后的载体进一步进行测序验证，确证无误后

用于后续实验。 

2.3  HemA和HemL在大肠杆菌中的诱导表达 
将构建好的重组质粒 pACYC-A、pACYC-L

和 pACYC-A-L，分别转入大肠杆菌 T7 Express

感受态细胞，28 ℃诱导后的菌体总蛋白和可溶性

蛋白的 SDS-PAGE 分析结果如图 3 所示。从电泳

图中可看出，HemA 和 HemL 均获得高效过量表

达，且目的蛋白均以可溶性形式存在。单独过量 

 

 

图 2  重组质粒示意图及载体酶切鉴定结果 
Fig. 2  Construction and confirmation of recombination vectors. (A) Diagram of recombination vectors. (B) Confirmation 
of recombination vectors by double digestion. M: 2-Log DNA ladder; 1: pACYCDuet-1 digested with Nco Ⅰ and  

BamHⅠ; 2: pACYC-A digested with NcoⅠand BamHⅠ; 3: pACYC-L digested with NdeⅠand XhoⅠ; 4: pACYC-A-L 

digested with NotⅠand XhoⅠ.   
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图 3  SDS-PAGE分析 HemA 和 HemL在大肠杆菌中

的过量表达 
Fig. 3  Over-expression of HemA and HemL in E. coli 
analyzed by SDS-PAGE. 1−3: protein of T7 Express/ 
pACYC-A; 4−6: protein of T7 Express/pACYC-L; 7−9: 
protein of T7 Express/pACYC-A-L; M: protein marker; 
1,4,7: un-induced control; 2,5,8: total protein after 
inducing; 3,6,9: soluble protein after inducing. 

表达 HemA 或 HemL 时，目的蛋白的表达量可达

菌体总蛋白的 50％以上；而同时过量表达 HemA

和 HemL，目的蛋白的表达量则仅占菌体总蛋白

的 20％左右。这可能是由于两蛋白同时过表达会

导致血红素合成途径中间产物的过量累积，而这

些物质的累积影响了宿主菌的生长和蛋白合成。

另外需要说明的是，hemA 和 hemL 基因长度仅差

21 bp，表达的蛋白相差不到 1 kDa，15％的

SDS-PAGE 不能很好地将它们分离，因此，共表

达时只能看到一条重叠的蛋白条带。 

2.4  5-ALA 含量的测定 
对照菌 (T7 Express/pACYCDuet-1) 及重组

菌 (T7 Express/pACYC-A、T7 Express/pACYC-L

和 T7 Express/pACYC-A-L) 经 0.5 mmol/L IPTG

诱导不同时间后，分别对它们离心后的培养液中

的 5-ALA 含量进行测定，结果见图 4。由图知：

诱导 12 h 后，T7 Express/pACYC-A-L 培养液中

5-ALA 含量高达 146.73 mg/L，对照菌中仅为

7.27 mg/L, 而 T7 Express/pACYC-A 和

T7 Express /pACYC-L 培养液中的 5-ALA 含量分

别为：9.67 mg/L、9.54 mg/L。虽然，T7 Express/ 

pACYC-A和T7 Express/pACYC-L相比于对照菌

培养液中的 5-ALA 的含量略有增加，但远远低

于重组菌 T7 Express/pACYC-A-L，说明 HemA、

HemL 同时表达要比它们单独表达更利于大肠

杆菌 5-ALA 的合成，为血红素合成提供更多的

前体。   

2.5  卟啉类物质定性检测 
重 组 菌 T7 Express/pACYC-A-L 通 过

0.5 mmol/L IPTG，28 ℃诱导后，菌体和培养

液 均 呈 淡 粉 红 色 ， 而 对 照 菌 T7 Express/ 

pACYCDuet-1 无此现象。Piao 等报道[27]，尿卟

啉原是无色的，但它氧化产生的卟啉类物质在

400~405 nm 处 有 光 吸 收 ， 因 而 可 以 利 用

400~405 nm 的光吸收判断培养液中卟啉类化合

物的含量。波长扫描结果  (图 5) 发现重组菌

T7 Express/pACYC-A-L 的培养液在 403 nm 处有 

 

图 4  重组菌和对照菌培养液中 5-ALA 的含量 
Fig. 4  5-ALA concentration of the culture solution of 
the recombinant strain and comparative strain. 
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图 5  重组菌与对照菌培养液提取物光吸收扫描 
Fig. 5  Wavelength scan of the culture extraction of the 
recombinant strain and comparative strain.  

明 显 的 光 吸 收 ， 吸 收 值 达 0.50 ， 重 组 菌

T7 Express/pACYC-A 的培养液也有微弱的光吸

收，而对照菌 T7 Express/pACYCDuet-1 和重组

菌 T7 Express/pACYC-L 则没有明显的光吸收。

此结果与 5-ALA 含量的测定结果相吻合，说

明 5-ALA 含量越高，则卟啉类化合物含量也

越高。 

2.6  融合蛋白的表达与纯化 
将融合表达载体 pMAL-p4x-WP1和 pET21a- 

MBP-WP1 分别与重组载体 pACYC-A-L 共同转

入大肠杆菌 T7 Express 感受态细胞进行诱导表

达，同时分别将它们单独转入此菌株，作为对照。

各种重组菌的菌体总蛋白、可溶性蛋白及从中纯

化获得的 MBP-WP1 融合蛋白的 SDS-PAGE 分析

结果如图 6A 和 6B 所示。从图 6A 可以看到，融

合 表 达 载 体 pMAL-p4x-WP1 与 重 组 载 体

pACYC-A-L 共转入 T7 Express 后，MBP-WP1

部分以可溶性蛋白形式存在，但是表达量比

pMAL-p4x-WP1 单转受体菌低；从图 6B 可以看

出，pET21a-MBP-WP1 与 pACYC-A-L 共转后，

MBP-WP1 的表达量同样低于其单转受体菌，而

且蛋白可溶性下降。共转化菌株中 MBP-WP1 表

达量的下降可能是其与HemA和 HemL竞争菌体

内蛋白合成资源所致。 

 

 
图 6  MBP-WP1 融合蛋白表达及纯化的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 6  Expression and purification of fusion protein MBP-WP1 analyzed by SDS-PAGE. (A) Expression of MBP-WP1 
in T7 Express/pMAL-p4x-WP1 (5−8) and T7 Express/(pMAL-p4x-WP1+pACYC-A-L) (1−4). M: protein marker; 4,8: 
un-induced control; 3,7: total protein after inducing; 2,6: soluble protein after inducing; 1,5: purified MBP-WP1. (B) 
Expression of MBP-WP1 in T7 Express/pET21a-MBP-WP1 (1−4) and T7 Express/ (pET21a-MBP-WP1+pACYC-A-L) 
(5−8). M: protein marker; 1,5: un-induced control; 2,6: total protein after inducing; 3,7: soluble protein after inducing; 
4,8: purified MBP-WP1. 
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2.7  融合蛋白 MBP-WP1 的活性检测 

以 ABTS 为底物测定融合蛋白 MBP-WP1 的

过氧化物酶活性，1 mL 的测活体系中 MBP-WP1

的终浓度为 0.01 g/L，从不同菌株中分离纯化获

得的融合蛋白的催化能力测定结果如图 7 所示。

图中纵坐标为酶促反应速率，用每分钟内反应液

在 405 nm 吸光度值的变化量表示；横坐标为利

用不同表达体系纯化获得的 4 种融合蛋白。非分

泌型表达载体 pET21a-MBP-WP1 单独转入大肠

杆菌 T7 Express 获得的 MBP-WP1 融合蛋白的过

氧化物酶活性与它和重组载体 pACYC-A-L 共转

后 MBP-WP1 的活性相比，几乎没有变化，而同

条件下分泌型表达载体 pMAL-p4x-WP1 与重组

载体 pACYC-A-L 共转后 MBP-WP1 的活性是

pET21a-MBP-WP1 单独转化的 14.6 倍，说明分

泌表达和提高内源血红素含量均可增强重组

WP1 的活性表达。另外，分泌表达有利于蛋白的 

 

图 7  不同重组菌株 MBP-WP1 过氧化物酶活力比较 
Fig. 7  Comparison of the peroxidase activity of MBP- 
WP1 from different recombinant strains. a: T7 Express/ 
pET21a-MBP-WP1; b: T7 Express/(pET21a-MBP- 
WP1+pACYC-A-L); c: T7 Express/pMAL-p4x-WP1; 
d: T7 Express/ (pMAL-p4x-WP1+ pACYC-A-L).  

正确折叠和二硫键的正确形成，如果蛋白不能正

确折叠，即便有充足的血红素，重组 WP1 的比

活力也无明显变化。 

3  讨论 

WP1 是典型的植物Ⅲ型分泌型过氧化物酶，

这类酶通常以单体形式存在，包含 1 个血红素分

子和 8 个保守的半胱氨酸残基，因而血红素能否

正确结合及二硫键能否正确形成是影响该蛋白

在大肠杆菌系统中功能性表达的 2 个核心问题。

大肠杆菌 hemA 和 hemL 基因分别编码 GluTR 和

GSAM，它们催化了以谷氨酰 tRNA 为底物形成

5-ALA 的反应，该反应是细菌血红素合成的限速

步骤。本研究将单独包含 hemA 或 hemL 基因的

重组质粒 pACYC-A 或 pACYC-L，及同时包含两

基因的重组质粒 pACYC-A-L 导入宿主菌，

SDS-PAGE 分析结果显示三者均出现与预期大

小一致的目标蛋白条带 (图 3)，由于 HemA 和

HemL 分 子 量 非 常 接 近 ， 无 法 判 断 导 入

pACYC-A-L 后出现的目标条带是 HemA、HemL

或两者的重叠条带。但与分别导入 hemA 或 hemL

的菌株相比，同时导入 hemA 和 hemL 后，去除

菌体后的培养液中 5-ALA 的含量远远高于前两

者 (图 4)，因而可以推断，导入 pACYC-A-L 后

宿主菌中的 hemA 和 hemL 同时实现了过表达，

并可将培养基中游离 5-ALA 的含量提高到

146.73 mg/L。5-ALA 累积并不代表血红素的累

积，为了进一步确认卟啉类化合物是否增加，本

研究测定了培养液在 403 nm 的光吸收。与对照

菌株、导入 pACYC-A 或 pACYC-L 的菌株相比，

导入 pACYC-A-L 后菌落及培养液呈粉红色，且



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2012  Vol.28  No.7 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

874 

培养液中卟啉类物质大量累积，该结果与前面测

定的不同菌株培养液中 5-ALA 的累积量一致。

上述结果表明，同时过量表达 hemA 和 hemL 可

显著提高大肠杆菌 5-ALA、血红素及其他卟啉类

化合物的生物合成。 

然而，充足的血红素并不能保证表达的蛋白

一定具有生物学功能，肽链的正确折叠、二硫键

的正确形成同样非常关键。二硫键未形成或错误

形成都会导致这些蛋白积聚形成包涵体，或者导

致蛋白结构松散而被降解[28]，而先前利用原核系

统表达许多过氧化物酶时目标蛋白通常形成包

涵体的现象便是最好的佐证。大肠杆菌胞质是高

度还原的介质，不利于二硫键的形成和稳定；而

外周质中包含促进二硫键形成的二硫键氧化还

原酶 (DsbA，DsbB，DsbC 等) 和促进肽链正确

取向的肽酰脯氨酰顺反异构酶  (PPIase)，因而

将胞质中不能正确折叠的富半胱氨酸残基蛋

白分泌到外周质，则可获得部分或全部生物活

性[29-31]。本实验用到了包含 WP1 基因的分泌型

表达载体 pMAL-p4x-WP1 和非分泌型表达载体

pET21a-MBP-WP1，由图 7 可知，利用分泌型载

体获得的重组 WP1 的活力约为非分泌型载体的

7.5 倍。事实上也有商业化可增强细胞质中二硫

键 正 确 折 叠 的 菌 株 ， 如 Novagen 公 司 的

OrigamiTM 系列菌株和 NEB 公司的 Shuffle®系列

菌株，这些菌株均可提高细胞质中二硫键的正确

折叠。我们也曾将 pMAL-p4x-WP1 和 pET21a- 

MBP-WP1 导入 OrigamiTM B (DE3) 菌株，但获

得的重组 WP1 的活力与 pMAL-p4x-WP1 导入常

规的表达菌株 T7 Express 时相当。由于 WP1 和

其他Ⅲ型植物过氧化物酶均为分泌型蛋白，直接 

将这类过氧化物酶分泌到外周质比使用商业化

菌株更便捷。将 pACYC-A-L 与 pMAL-p4x-WP1

共转后，重组 WP1 的过氧化物酶活性是单独转

化 pMAL-p4x-WP1 的 2 倍，是单独转化 pET21a- 

MBP-WP1 的 14.6 倍，说明通过过表达 hemA 和

hemL 增加内源血红素水平、通过分泌表达促进

肽链正确折叠和二硫键正确形成均可提高 WP1

在原核系统中的功能性表达，而且两种效应可以

叠加。将 pACYC-A-L 与非分泌型载体 pET21a- 

MBP-WP1 共转化宿主菌，获得的重组 WP1 的过

氧化物酶活性与单独转化 pET21a-MBP-WP1 相

比，活力没有明显的变化，说明即便有充足的血

红素，如果蛋白不能正确折叠，则血红素不能正

确结合，酶活性也无法提高。上述结果从正反两

方面说明，血红素和酶蛋白的正确结合是 WP1

功能性表达的关键。 

植物Ⅲ型过氧化物酶家族成员众多，它们不

仅在植物生长发育、逆境响应中发挥重要功能，

而且在工业领域具有潜在应用价值，然而利用大

肠杆菌表达该类酶时目标蛋白通常以无活性的

包涵体形式存在。本研究在不外加血红素、

5-ALA 或甘氨酸的条件下，通过过表达 hemA 和

hemL 提高胞内血红素水平、融合 MBP 增溶、分

泌到外周质促进正确折叠等策略，实现了小麦种

子过氧化物酶 WP1 的功能性表达，为 WP1 进一

步的功能研究和开发利用奠定了基础。该研究为

植物Ⅲ型过氧化物酶在大肠杆菌中的表达提供

了一个可行的方案，同时也为其他具有重要生物

学功能的血红素辅基蛋白的活性表达提供了有

益参考。 
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