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摘   要：胆绿素作为一种重要的保护细胞的抗氧化剂，其传统生产方法主要由胆红素的化学氧化

产生，但过程复杂、纯度不高。本研究提出了一种高效、绿色、安全的生产胆绿素的方法。通过

比较，筛选得到了破伤风梭状芽孢杆菌 (Clostridium tetani) 来源的血红素加氧酶 (heme oxygenase, 
HO) 基因，并成功构建具备转化血红素合成胆绿素能力的重组大肠杆菌  (Escherichia coli) 
BL21/pETDuet-hoCt。在 pH 7.0、35 ℃、100 mg/L 底物浓度条件下胆绿素产量为 32.9 mg/L。为提

高还原力，构建了基于谷氨酸脱氢酶 (glutamate dehydrogenase, GdhA) 的 NADPH 辅酶再生系统，

获得重组菌 E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt，胆绿素产量为 71.5 mg/L。此外，通过引入膜表面

展示系统，构建重组菌 E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt，缩短转化时间的同时，胆绿素产量

进一步得到提高，达到 76.3 mg/L，是目前生物法合成胆绿素的最高研究报道。本研究为胆绿素的

绿色生产奠定了良好的基础。 
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Abstract: Biliverdin is an important cellular antioxidant. Traditionally, biliverdin is produced by 
chemical oxidation of bilirubin, which is a complex process and the final product is of low purity. Here 
we report an efficient, green and safe process for biotechnological production of biliverdin. A heme 
oxygenase (HO) gene from Clostridium tetani was screened, and a recombinant strain Escherichia coli 
BL21/pETDuet-hoCt with the ability of transforming heme into biliverdin was constructed. A biliverdin 
yield of 32.9 mg/L from 100 mg/L substrate was achieved under pH 7.0 and 35 ℃. In order to improve 
the supply of reducing power, an NADPH regeneration system using glutamate dehydrogenase (GdhA) 
was constructed, resulting in a recombinant strain E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt which was 
capable of producing 71.5 mg/L biliverdin. Moreover, through introduction of a membrane surface 
display system, a recombinant strain E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt was constructed to shorten 
the transformation time, and the production of biliverdin was further increased to 76.3 mg/L, this is the 
highest titer of biosynthesized biliverdin reported to date, and the research may thus facilitate the green 
production of biliverdin. 

Keywords: heme oxygenase; glutamate dehydrogenase; anchor protein; biliverdin IXα; biocatalysis; 
synthetic biology 

 
 
 

胆绿素 (biliverdin, BV)，又称去氢胆红素，

是一种四吡咯色素，为血红素分解代谢的产物，

由 BVIXα、BVIXβ、BVIXγ 和 BVIXδ 等异构体

组成[1]。而 BVIXα 被认为是一种新型的可回收

利用的抗氧化剂，故胆绿素一词通常特指

BVIXα[2]。在人体中，谷胱甘肽通过参与谷胱

甘肽循环，以保护水溶性蛋白免受活性氧 
(reactive oxygen species, ROS) 的伤害，而胆绿

素作为胆绿素-胆红素循环的一个组成部分，同

样可以保护脂质免受 ROS 的伤害[3]。在医学领

域，胆绿素同样引起了人们的广泛关注，包括

抗病毒药物的制备[4]、炎症调节剂[5]，以及治疗

肺移植损伤[6]或肝脏缺血再灌注损伤的药物[7]。

此外，它还被认为是材料科学 [8]、光遗传学 [9]

和合成生物学[10]中用于光敏色素的各种发色基

团的重要前体。 
目前，商业胆绿素是从哺乳动物胆汁中提

取的胆红素通过化学氧化的方法获得的[11-12]。

胆红素在酸性条件下通过化学试剂 FeCl3、苯醌

或 H2O2 氧化脱氢的方法制备胆绿素，而大量使

用化学试剂无疑会带来污染环境、杂质过多和

产生胆绿素异构体[13]等问题。与传统的化学合

成不同，利用微生物细胞工厂的生物生产方法

一直被认为是生产药品、材料、燃料和各种化
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学品的最佳来源[14]。此前也报道了几种利用 E. 
coli和谷氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum) 
生产胆绿素的方法，Chen 等[15]通过在 E. coli
中异源表达集胞藻 (Synechocystis sp. PCC6803)
来源的 ho 基因，通过发酵条件的优化从头合成

胆绿素，但该方法受到内源性血红素合成速率

的限制，产量仅为 23 mg/L；梅建凤等 [16]在

Escherichia coli 中异源表达 Synechocystis sp. 
PCC6803 来源的 ho 基因，通过全细胞转化的方

法制备胆绿素，但由于 HO 酶活力较低，胆绿素

摩尔转化率仅为 34%；Seok 等 [17]通过在 C. 
glutamicum 中过表达血红素合成途径中的限速酶

并进行模块优化，以提高前体血红素的产量，

然后强化C. glutamicum来源的HO推动碳代谢流

生产胆绿素，但该方法同样受到内源性血红素合

成速率的限制。此外，有研究团队利用哺乳动物

细胞或 E. coli 生产藻胆素，但由于藻胆素前体胆

绿素的积累太少，导致藻胆素产量过低[9,18]。因

此，急需开发一种高效的生产胆绿素的方法。 
为满足未来胆绿素在药物制备中的应用需

求，本研究提出了一种高效、绿色、反应温和

的胆绿素制备方法。通过对不同来源的 HO 进

行酶学性质研究，得到一株破伤风梭状芽孢杆

菌 (Clostridium tetani) 来源的酶活力较高的菌

株 E. coli BL21/pETDuet-hoCt。通过对转化条件

的进一步优化和研究发现，辅酶 NADPH 在转

化过程中扮演着重要角色，而 NADP+依赖型的

glutamate dehydrogenase (GdhA, EC 1.4.1.4) 参
与 谷 氨 酸 分 解 代 谢 产 生 α- 酮 戊 二 酸 和

NADPH[19]，鉴于此，本研究在大肠杆菌中共表

达来源于 C. tetani 的 HO 和 E. coli 来源的

GdhA，使用该重组菌在仅添加底物血红素和

辅底物谷氨酸的条件下即可高效生产胆绿素。

为提高转化效率，引入膜表面展示系统，缩短

转化时间的同时，转化率又得到进一步提高，

为胆绿素的商业化放大生产提供了参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本实验中用于质粒保存和蛋白表达的宿主

菌株均为本实验室保存的 E. coli BL21(DE3)。
Clostridium tetani、Synechocystis sp. PCC6803、
褐家鼠 (Rattus norvegicus)、人 (Homo sapiens)
和 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 来

源的 heme oxygenase (HO) 基因序列，由苏州

金唯智生物科技有限公司合成，同时根据大肠

杆菌中密码子的偏好性进行了优化，连接至载

体 pETDuet 的 NdeⅠ-XhoⅠ位点，构建了表达

质粒 pETDuet-hoCt、pETDuet-hoSP、pETDuet- 
hoRn、pETDuet-hoCg、pETDuet-hoHo。以质粒

pETDuet-hoCt 为模板构建重组质粒 pETDuet- 
gdhA-hoCt。本研究所用到的基因信息见表 1。 
1.1.2  酶和试剂 

EcoRⅠ、Hind Ⅲ限制性内切酶、DNA 聚

合酶和 DpnⅠ等购自 TaKaRa 公司；高保真 PCR
酶、同源重组酶克隆试剂盒、PBS 磷酸盐试剂

均购自南京诺维赞生物科技有限公司；琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒、小量质粒提取试剂盒、

细菌 DNA 基因组提取试剂盒均购自上海捷瑞生

物工程有限公司；氨苄霉素、异丙基--D-硫代

半乳糖苷 (isopropyl--D-thiogalactoside, IPTG) 
均购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；氯 
 

表 1  本研究所用到的基因 
Table 1  Gene used in this study 
Gene name Length (bp) Protein 
ho (Clostridium tetani) 636 WP_035111656 
ho (Synechocystis sp. 
PCC6803) 

723 WP_010871494 

ho (Rattus norvegicus) 804 NP_036712 
ho (Corynebacterium 
glutamicum ATCC 13032) 

648 WP_011014970 

ho (Homo sapiens) 876 NP_002124 
gdhA (E. coli) 1 344 U00096 
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化血红素购自西安雅图生物科技有限公司；细菌膜

蛋白提取试剂盒购自南京莱富赛生物科技有限

公司；Desalting 重力脱盐柱购自武汉晶诚生物

科技股份有限公司。 
1.1.3  培养基 

LB 液体培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母

粉 5，NaCl 10。 

LB 固体培养基 (g/L)：胰蛋白胨 10，酵母

粉 5，NaCl 10，琼脂粉 2。 

GY 培养基 (g/L)[16]：甘油 20，酵母粉 20，

(NH4)2SO4 5，NaCl 5，Na2HPO4 15，KH2PO4 3，

MgSO4 0.5。 
1.1.4  主要仪器 

PCR 仪，Eppendorf 公司；UVP 凝胶成像

仪，上海天能；核酸电泳系统，北京市六一仪

器厂；蛋白电泳系统，Bio-Rad 公司；赛默飞

U3000 高效液相色谱仪，赛默飞世尔科技有限

公司；5 L 发酵罐，迪必尔生物工程 (上海) 有

限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  基因的提取和引物的设计 

大肠杆菌基因组的提取按照细菌基因组提

取试剂盒的方法完成。按照 NCBI 上已有的大

肠杆菌来源的 gdhA 基因和 blc 基因序列设计引

物，引物序列参见表 2。 
1.2.2  重组菌的构建 

将人工合成的重组载体 pETDuet-hoCt、
pETDuet-hoSP、pETDuet-hoRn、pETDuet-hoCg
和 pETDuet-hoHo 分别转化至 E. coli BL21(DE3)
感受态细胞中，37 ℃孵育 2 h，涂布于氨苄抗

性的 LB 固体平板，37 ℃过夜培养。菌落 PCR
筛选鉴定后挑取阳性转化子至氨苄抗性的LB液

体培养基中培养 10–12 h，试剂盒抽提得到重组

质粒送至苏州金唯智生物科技有限公司测序，验

证重组菌株是否构建成功。使用反向 PCR 引物

mcs1-F 和 mcs1-R 对其进行线性化，扩增结束后

用 DpnⅠ消化 PCR产物中的模板之后回收备用。 
以 E. coli BL21(DE3) 基因组为模板，使用引

物 mcs1-gdhA-F 和 mcs1-gdhA-R 扩增 gdhA 基因，

回收的扩增产物与线性化的质粒 pETDuet-hoCt 
按照一定比例混合用同源重组试剂盒进行连

接。将连接产物转化至 E. coli BL21(DE3) 感受

态细胞中，37 ℃孵育 2 h，涂布于氨苄抗性的

LB 固体平板，37 ℃过夜培养。菌落 PCR 筛选

鉴定后挑取阳性转化子至氨苄抗性的 LB 液体

培养基中培养 10−12 h，菌落 PCR 筛选鉴定后

挑取阳性转化子至 LB 液体培养基中培养，提

取得到重组质粒 pETDuet-gdhA-hoCt，送至苏州

金唯智生物科技有限公司测序，验证重组菌株

是否构建成功。使用反向 PCR 引物 linker-ho-F
和 mcs2-R 对其进行线性化，扩增结束后用  
DpnⅠ消化 PCR 产物中的模板之后回收备用。 

以 E. coli BL21(DE3) 基因组为模板，使用

引物 mcs2-blc-F 和 linker-blc-R 扩增 blc 基因，

回收的扩增产物与线性化的质粒 pETDuet- 
gdhA-hoCt 按照一定比例混合用同源重组试剂盒

进行连接。将连接产物转化至 E. coli BL21(DE3) 
感受态细胞中，37 ℃孵育 2 h，涂布于氨苄抗性

的 LB 固体平板，37 ℃过夜培养。菌落 PCR 筛

选鉴定后挑取阳性转化子至氨苄抗性的LB液体

培养基中培养 10–12 h，菌落 PCR 筛选鉴定后挑

取阳性转化子至 LB 液体培养基中培养，提取得

到重组质粒 pETDuet-gdhA-blc/ hoCt，送至苏州

金唯智生物科技有限公司测序，验证重组菌株是

否构建成功。使用反向 PCR 引物 mcs2-F 和

linker2-ho-R 对其进行线性化，扩增结束后用

DpnⅠ消化 PCR 产物中的模板之后回收备用。 
以质粒 pETDuet-gfp 为模板，使用引物

linker2-gfp-F 和 mcs2-gfp-R 扩增 gfp 基因，回收

的扩增产物与线性化的质粒 pETDuet-gdhA-blc/ 
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hoCt 按照一定比例混合用同源重组试剂盒进行

连接。将连接产物转化至 E. coli BL21(DE3) 感受

态细胞中，37 ℃孵育 2 h，涂布于氨苄抗性的 LB
固体平板，37 ℃过夜培养。菌落 PCR 筛选鉴定

后挑取阳性转化子至氨苄抗性的 LB 液体培养基

中培养 10–12 h，菌落 PCR 筛选鉴定后挑取阳性

转化子至 LB 液体培养基中培养，提取得到重组

质粒 pETDuet-gdhA-blc/hoCt/gfp，送至苏州金唯

智生物科技有限公司测序，验证重组菌株是否构

建成功。本研究所使用的菌株和质粒参见表 2。 
 
表 2  本研究中使用的引物、质粒及菌株 
Table 2  Primer, plasmid and strain used in this study 
Strains, plasmids and primers Illustration Sources 
Strains   

E. coli BL21(DE3) Cloning and expression of host Laboratory stock 
E. coli BL21/pETDuet Harboring pETDuet Laboratory stock 
E. coli BL21/pETDuet-gfp Harboring pETDuet-gfp Laboratory stock 
E. coli BL21/pETDuet-hoCt Harboring pETDuet-hoCt This work 
E. coli BL21/pETDuet-hoSP Harboring pETDuet-hoSP This work 
E. coli BL21/pETDuet-hoRn Harboring pETDuet-hoRn This work 
E. coli BL21/pETDuet-hoCg Harboring pETDuet-hoCg This work 
E. coli BL21/pETDuet-hoHo Harboring pETDuet-hoHo This work 
E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc Harboring pETDuet-gdhAEc This work 
E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt Harboring pETDuet-gdhAEc-hoCt This work 
E. coli BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt Harboring pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt This work 
E. coli BL21pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp Harboring pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp This work 

Plasmids   
pETDuet-gfp pETDuet derivative with gfp Laboratory stock 
pETDuet-hoCt pETDuet derivative with ho (C. tetani ) Gene synthesis 
pETDuet-hoSP pETDuet derivative with ho (Synechocystis sp. PCC6803) Gene synthesis 
pETDuet-hoRn pETDuet derivative with ho (Rattus norvegicus) Gene synthesis 
pETDuet-hoCg pETDuet derivative with ho (C. glutamicum) Gene synthesis 
pETDuet-hoHo pETDuet derivative with ho (Homo sapiens) Gene synthesis 
pETDuet-gdhAEc pETDuet derivative with gdhA (E. coli) This work 
pETDuet-gdhAEc-hoCt pETDuet derivative with gdhA (E. coli) and ho (C. tetani) This work 
pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt pETDuet-gdhAEc-hoCt derivative with blc (E. coli) This work 
pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt derivative with gfp This work 

Primer name Sequence (5′→3′) Size (bp) 
mcs1-F AAGCTTGCGGCCGCATAAT 19 
mcs1-R TGGATCCTGGCTGTGGTGAT 21 
mcs2-F CTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTG 25 
mcs2-R CATATGTATATCTCCTTCTTATACTTAACTAATATACTAA

GATGG 
45 

mcs1-gdhA-F ATCACCACAGCCAGGATCCAATGGATCAGACATATTCT
CTGGAGTCATTCC 

51 

mcs1-gdhA-R AAGCATTATGCGGCCGCAAGCTTTTAAATCACACCCTG
CGCCAGC 

45 

linker-ho-F GGTCGGGAGGCGGTGGCTCCATGGAGAATACCTTTCT
GAACGAAATCCGT 

50 

linker2-ho-R TCCGCCCGAGCCACCGCCACCCTTAAAGCGGTCGAAC
TCCAGCTC 

45 

mcs2-blc-F GTATAAGAAGGAGATATACATATGATGCGCCTGCTCCC
TCTCGTT 

45 

linker-blc-R GGAGCCACCGCCTCCCGACCCTCCGCCACCTGAGCCG
CCACCTCCACTACCAGGCTGCTGTACCCAAAT 

69 

linker2-gfp-F GGTGGCGGTGGCTCGGGCGGAGGTGGGTCGGGTGGCG
GCGGATCAATGGGTAAGGGAGAAGAACTTTTCACTGGA 

75 

mcs2-gfp-R CGGTTTCTTTACCAGACTCGAGTTAGTGGTGGTGGTGG
TGGTGTTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTGT 

70 
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1.2.3  酶的表达与纯化  
HO 的表达：从–80 ℃冰箱取出菌种，于氨

苄抗性的 LB 平板划线活化，挑取单菌落接入

含有氨苄青霉素 (50 µg/mL) 抗性的 10 mL LB
液体培养基中。37 ℃过夜培养后按照 1% (V/V) 
的接种量转接至相同浓度抗生素的 100 mL LB 
液体培养基中继续培养 2–3 h，待 OD600 达到

0.6–0.8 时加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG， 
30 ℃过夜培养。离心收集菌体，用 PBS 磷酸盐缓

冲液 (pH 7.4) 洗涤菌体 2 次后用 10 mL 缓冲液重

悬菌体。使用高压匀浆机破碎细胞，12 000 r/min
低温离心 20 min，取上清得重组菌粗酶液。 

HO 的纯化：将粗酶液用 0.22 µm 滤膜过滤

处理，通过 Ni-NTA 亲和层析，利用不同浓度

的咪唑进行梯度洗脱获得纯化蛋白。为降低因

咪唑与底物血红素反应而对转化效率的影响[20]，

将纯化后的蛋白再经脱盐柱处理，除去咪唑后

采用 Bradford 法测定蛋白浓度[21]。 
GdhA 与 HO 的共表达：方法同 HO 酶的  

表达。 
1.2.4  酶活测定 

HO 酶活测定 (表 3)：反应体系包含 100 mg/L
血红素，菌体量 OD600为 6–8 的 E. coli BL21(DE3) 
细胞裂解液 60 mL，除去咪唑的纯酶 33 mg，反

应温度 35 ℃，搅拌转速 150 r/min， 45 μmol/L 
NADPH，pH 7.0，定容至 100 mL，转化 1 h，
沸水浴 5 min 终止反应。使用 HPLC 法检测酶

活，对检测条件稍作改进[22]。高效液相色谱检

测条件为：UV 检测器，C18 柱 (Agilent 5 μm,  
4.6 mm×250 mm)，流动相为  (甲醇︰乙腈︰  

水︰乙酸=40︰40︰19︰1)，流速为 1 mL/min，
检测波长 370 nm，柱温 35 ℃，进样量 10 μL。

酶活力单位定义：每小时生成 1 nmol 胆绿素所

需要的酶量。 
GdhA 酶活测定：1.5 mL 反应体系包括   

50 mmol/L L-谷氨酸，0.1 mmol/L NADP+，    

50 mmol/L 磷酸钾缓冲液，纯酶 9.6 μg，反应条

件：37 ℃，pH 7.0。通过监测 340 nm 处 NADPH
吸光值的变化测定酶活力，酶活力单位定义：

每分钟生成 1 μmol NADPH 所需要的酶量。 
1.2.5  酶学性质 

HO 酶的最适反应温度和最适反应 pH：分别

在 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃
温度下测定 HO 的酶活，探究酶的最适反应温度。

分别在不同 pH 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 的反应体

系下测定 HO 酶活，探究酶的最适反应 pH。 
酶的热稳定性：将酶液分别在 0 ℃、20 ℃、

25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃环境下存放

2 h 后检测其残余酶活，研究酶的热稳定性。 
1.2.6  发酵罐培养及全细胞转化生产胆绿素 

将重组菌按照 1.2.3 方法活化后转接至 
100 mL 液体培养基中，培养 6–8 h 后接种至装

有 2 L GY 培养基的 5 L 发酵罐中培养，待菌体浓

度 OD600 达到 6–8 时，添加终浓度为 0.5 mmol/L
的 IPTG，28 ℃诱导培养 10–12 h，发酵液用    
8 000 r/min 离心 15 min，弃上清，收集菌体，

进行全细胞转化。 

2  结果与分析 
2.1  重组菌的构建  

按照 1.2.2 方法构建 5 株不同来源的 HO 重

组菌，提取质粒，测序得到 ho 序列，核酸验证

图谱见图 1。 
 

表 3  HO 酶活力 
Table 3  Enzyme activity of HO  
Enzymes Specific activity (U/mg) 
HO (C. tetani ) 90.2±1.3 
HO (Synechocystis sp. 
PCC6803) 

85.8±0.9 

HO (Rattus norvegicus) 48.9±0.6 
HO (C. glutamicum) 27.3±1.1 
HO (Homo sapiens) 23.2±0.5 
Control – 
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图 1  ho 基因的菌落 PCR 验证 
Figure 1  PCR verification of ho gene.  M: 
marker; 1: hoCt; 2: hoRn; 3: hoCg; 4 hoHo; 5: 
hoSP.  
 

2.2  不同来源 HO 的表达和酶活力测定 
按照 1.2.3 的方法获得 5 株不同来源 HO 重

组菌株的粗酶液及纯酶。取少量酶液进行

SDS-PAGE 分析，如图 2A、2B 所示，在分子

量 25–32 kDa 处有明显蛋白条带，表明 HO 在

E. coli BL21(DE3) 中能够正常表达。不同来源

HO 酶活测定结果如表 3 所示。 

2.3  不同来源 HO 酶学性质比较 
2.3.1  最适温度比较 

不同来源 HO 在不同温度下测得的酶活结

果见图 3A，5 种不同来源 HO 的最适反应温度

并未有明显差异，都在 35 ℃左右。C. tetani 来
源的 HO 在 30–40 ℃时都能表现出较高的酶活，

当温度大于 40 ℃时，酶活开始逐渐下降。 
2.3.2  最适 pH 探究 

不同来源 HO 在不同 pH 下测得的酶活结果见

图 3B，5 种不同来源 HO 的最适反应 pH 并未

有明显差异，均在 pH 7.0–7.5。其中 C. tetani、
Synechocystis sp. PCC6803 和 C. glutamicum 来

源的 HO 最适 pH 为 7.0，Rattus norvegicus 和

Homo sapiens 来源的 HO 最适 pH 为 7.5。当 pH
大于 7.5 或小于 7.0 时，酶活开始下降。 
2.3.3  热稳定性比较 

将 5 株重组菌酶液分别于 0 ℃、20 ℃、

25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃存放 2 h 后

检测其剩余酶活力。结果如图 3C，在 0 ℃条   
件下，5 株重组菌酶活几乎没有损失。其中，

C. tetani 来源的 HO 表现出高的热稳定性，在

0 ℃、20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃条件下酶活

力均保持在 80%以上；在 40 ℃条件下酶活力均

降低至 40%–50%。当温度达到 45 ℃时，5 株重

组菌均未检测到酶活。 

 

 
 

图 2  重组菌 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of proteins in recombinant strains. (A) Crude enzyme. M: marker; 1: control; 
2: HOCt; 3: HORn; 4: HOCg; 5: HOHo; 6: HOSP. (B) Purified enzyme. M: marker; 1: control; 2: HOCt; 3: 
HORn; 4: HOCg; 5: HOHo; 6: HOSP. 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

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

2588 

 

 
 

图 3  不同来源 HO 最适温度 (A)、最适 pH (B)、温度稳定性 (C) 和合成胆绿素能力的比较 (D) 
Figure 3  Optimal temperature (A), optimal pH (B), thermal stability (C) and comparison of the ability of 
different HO enzyme for synthesizing biliverdin (D). 
 

2.3.4  不同来源 HO 合成胆绿素能力比较 
按照 1.2.4 的方法获取 5 株重组菌的酶液，

在各自最适反应条件下进行转化实验。转化体

系同 1.2.4，pH (除 Rattus norvegicus 和 Homo 
sapiens 来源 HO 转化 pH 7.5 外，其余均为 7.0)，
定时取样进行 HPLC 检测。结果如图 3D，C. 
tetani 来源的 HO 转化率最高，为 29.3%。 

2.4  C. tetani 来源的 HO 全细胞转化合成

胆绿素的条件优化 
2.4.1  底物浓度对转化合成胆绿素的影响 

控制反应温度 35 ℃，pH 7.0，45 μmol/L 
NADPH，菌体量 OD600 为 15，在底物血红素浓

度分别为 25、50、100、150、200、250 mg/L
的条件下进行转化。转化率结果如图 4A 所示，

在高浓度底物条件下表现出明显的底物抑制现

象。当底物浓度为 100 mg/L 时，转化率最高，

约为 28.7%。 
2.4.2  菌体量对全细胞转化合成胆绿素的影响 

实际应用中为了满足生产效率和降低生产

成本，将菌体浓度控制在适宜的水平也是至关

重要的。控制其他条件相同，在反应温度 35 ℃，

pH 7.0，45 μmol/L NADPH，底物浓度为 100 mg/L，
菌体量 OD600 分别为 5、10、15、20、25、30、
35 的条件下进行全细胞转化合成胆绿素。结果

如图 4B 所示，转化体系细胞 OD600 为 25 时，

转化率最高，约为 32.9%。 
2.4.3  不同 NADPH 浓度下合成胆绿素能力  
比较 

设置 7 组不同浓度 NADPH 的转化体系，

分别为 0、15、30、45、60、75、90 μmol/L，

按照 1.2.4 的方法进行转化实验。结果如图 5 所

示，随着辅酶浓度的升高，胆绿素的转化率提 
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图 4  底物浓度 (A) 和菌体生长密度 (B) 对重组菌 BL21/pETDuet-hoCt 全细胞转化合成胆绿素的影响 
Figure 4  Influence of substrate concentration (A) and cell growth density (B) on the transformation of 
biliverdin in whole-cell biotransformation using recombinant strain BL21/pETDuet-hoCt. 
 
高到约 37%。结果表明，辅酶 NADPH 在合成

胆绿素的过程中起重要作用。 
2.4.4  辅酶再生系统的构建及转化实验 

基于实验结果，本研究按照 1.2.3 的方法构 

 

 
 

图 5  不同浓度 NADPH 合成胆绿素的影响 
Figure 5  Influence of NADPH concentration on 
the synthesis of biliverdin. 

建 GdhA 和 HO 共表达菌株 BL21/pETDuet- 
gdhAEc-hoCt，质粒图谱如图 6 所示。菌落 PCR

验证结果如图 7A 所示，测序结果正确。取少

量粗酶液进行 SDS-PAGE 分析，如图 7B 所示，

在 25 kDa 和 45 kDa 处有明显蛋白条带，分别

与 HO 和 GdhA 蛋白分子量一致，表明 HO 和

GdhA 在 E. coli 中能够正常表达。按照 1.2.4 的

方法检测 GdhA 活力为 51 U/mg。 

控制其他条件相同，在反应温度 35 ℃，pH 

7.0，20 g/L 谷氨酸，底物浓度 100 mg/L，菌体

量 OD600=25 的条件下，由菌株 BL21/pETDuet- 

gdhAEc-hoCt 全细胞转化合成胆绿素。结果如图

8 所示，转化 30 h，胆绿素产量达到 33.7 mg/L，

表明菌株 BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt 不需要

添加昂贵的辅酶 NADPH，只需借助廉价的辅底

物谷氨酸也能进行胆绿素的生物合成。 

 

 
 

图 6  重组质粒 pETDuet-gdhAEc-hoCt 图谱 
Figure 6  Map of recombinant plasmid pETDuet-gdhAEc-hoCt. 
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图 7  重组菌株 BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt 菌
落 PCR 验证 (A) 和蛋白表达分析 (B) 
Figure 7  Verification of gdhAEc-hoCt gene (A) 
and SDS-PAGE analysis of proteins in recombinant 
strains (B). M: marker; 1: control; 2: crude enzyme. 
 

 
 

图 8  菌株 BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt 全细胞

转化合成胆绿素 
Figure 8  Biotransformation of biliverdin using 
whole cells of recombinant strain BL21/pETDuet- 
gdhAEc-hoCt. 

2.5  HO 的膜表面展示 
导致全细胞转化时间长的原因可能是由于

底物分子量过大，进出细胞受阻。为了进一步

缩短转化时间，通过对 HO 进行膜表面展示，

从而提高转化效率。按照 1.2.3 方法构建菌株

BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt 和 菌 株

BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp，质粒图谱

如图 9 所示。菌落 PCR 验证结果如图 10A，质

粒测序结果正确。使用试剂盒提取重组菌 BL21/ 
pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt 膜蛋白，结果如图

10B 所示，在 44 kDa 处有明显的蛋白条带，证

明外膜脂蛋白 (outer membrane lipoprotein Blc, 
Blc) 和 HO 成功融合表达。通过激光共聚焦显

微镜验证目的蛋白展示效果，结果如图 10C– 
10D 所示，证明 HO 成功在细胞膜表面展示。 

2.6  5 L 发酵罐全细胞转化 
按照 1.2.6 的方法对重组菌 BL21/pETDuet- 

gdhAEc-blc/hoCt 和 BL21/pETDuet-gdhAEc- 
hoCt 进行 5 L 罐培养，离心收集菌体。用 PBS
磷酸盐缓冲溶液悬浮适量菌体，血红素溶于

0.25% Na2CO3 溶液后加入转化体系，控制血红

素终浓度为 100 mg/L，20 g/L L-谷氨酸，定容

至 1 L，使菌体 OD600 为 25，在 35 ℃、150 r/min、
pH 7.0 条件下于罐上转化，液相检测转化液中

胆绿素的浓度。结果如图 11 所示，重组菌

BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt 转化 25 h，胆

绿素浓度达到最高，约 76.3 mg/L，而重组菌 

 

 
 

图 9  重组质粒 pETDuet-gdhAEc-hoCt 和 pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp 图谱 
Figure 9  Map of recombinant plasmid pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt and pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp. 
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图 10  蛋白表面展示菌株验证   A：菌株 BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt 和菌株 BL21/pETDuet- 
gdhAEc-blc/hoCt/gfp 菌落 PCR 验证。B：膜蛋白 SDS-PAGE 电泳图，泳道 1：E. coli BL21(DE3)，泳道

2：重组菌 BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt。 (C) 和 (D) 分别为激光共聚焦显微镜下的菌株 BL21/ 
pETDuet-gfp 和菌株 BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp 
Figure 10  Verification of protein surface display strains. (A) Verification of recombinant BL21/pETDuet- 
gdhAEc-blc/hoCt and recombinant BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp. (B) SDS-PAGE analysis of membrane 
proteins. M: marker; 1: contrast of E. coli BL21(DE3); 2: recombinant BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt. (C) 
Recombinant BL21/pETDuet-gfp in CLSM. (D) Recombinant BL21/pETDuet-gdhAEc-blc/hoCt/gfp in CLSM. 

 
图 11  重组菌 BL21/pETDuet-gdhAEc-blchoCt 和

BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt 5 L罐转化合成胆绿素 
Figure 11  Biotransformation of biliverdin using 
whole cells of recombinant strain BL21/pETDuet- 
gdhAEc-blc/hoCt and recombinant strain BL21/pETDuet- 
gdhAEc-hoCt in 5 L fermenter. 

BL21/pETDuet-gdhAEc-hoCt 转化 32 h，胆绿素

浓度达到最高，约 71.5 mg/L。结果表明，HO

的表面展示可以进一步提高转化效率。随着转

化时间的推移，胆绿素浓度开始下降，推测可

能是由于溶液状态下 BV 稳定性不佳的原因。 

3  讨论 
近年来，随着科学研究的逐步深入，胆绿

素及其异构体广泛应用于医学、材料科学、光

遗传学和合成生物学等领域，展示出其独特的

商业前景与价值。 

随着环境友好型发展理念的提出，胆绿素
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的制备方法从早期的通过化学氧化来源于哺乳

动物胆汁的胆红素产生[23]到对微生物细胞工厂

的探索，但都存在不少弊端。传统的化学氧化

法会消耗大量的化学试剂，不仅造成环境的破

坏，而且会产生异构体，对下游分离纯化提出

更高的要求。利用重组大肠杆菌 5 L 生物反应

器方法生产胆绿素，其基本达到化学方法的产

量和纯度，约 23 mg/L，但该方法受到内源性血

红素合成速率的限制 [15]。Seok 等 [17]通过在    
C. glutamicum 中过表达血红素合成途径中的限

速酶并进行模块优化，以提高前体血红素的产

量，然后过表达 HO 推动碳代谢流生产胆绿素，

但该方法存在发酵液成分复杂，产物分离提取

困难，发酵周期长，对生产设备要求较高等诸多弊

端。Robinson 等[24]通过利用 EcN(T7) E. coli 生产

BVIXα、BVIXβ 和 BVIXδ，产量分别为 9.18 μg/L、
51.79 μg/L 和 111.45 μg/L。 

本研究首先通过对 5 种不同来源的 HO 在

E. coli BL21 (DE3) 中进行异源表达，构建了 5 株

重组菌，分别为：E. coli BL21/pETDuet-hoCt、 
E. coli BL21/pETDuet-hoSP、E. coli BL21/ pETDuet- 
hoRn、E. coli BL21/pETDuet-hoCg、E. coli BL21/ 
pETDuet-hoHo。对不同来源的 HO 进行酶学性

质的研究和比较，筛选出酶活力较高的 C. tetani
来源的 HO，比酶活达到 (90.2±1.3) U/mg。采

用外源添加辅酶 NADPH 的方式，对重组菌

BL21/pETDuet-hoCt 进行全细胞转化实验，转

化条件为 pH 7.0，35 ℃，菌体量 OD600 为 25，底

物浓度为 100 mg/L，胆绿素产量达到 32.9 mg/L。
研究发现，随着辅酶 NADPH 浓度的提高，胆

绿素产量也随之提升，而外源添加辅酶 NADPH
必将增大生产成本。鉴于此，本研究通过构建

辅酶 NADPH 再生系统，强化 E. coli 自身来源

的 GdhA 的表达，利用 GdhA 参与谷氨酸代谢

进行 NADPH 的再生，结果表明重组菌 BL21/ 

pETDuet-gdhAEc-hoCt 能够实现以谷氨酸为辅

底物，无需外源添加 NADPH 即可进行胆绿素

的生物合成，5 L 发酵罐转化合成胆绿素产量达

到 71.5 mg/L。研究发现，全细胞转化合成胆绿

素周期较长，造成这一现象的原因可能是底物

进入细胞受阻，酶与底物的接触效率太低，因

此本研究通过构建膜表面展示系统，将 E. coli
来源的 blc 基因与 hoCt 基因融合表达，利用膜锚

蛋白 Blc 将 HOCt 进行膜表面展示，以期提高转

化效率。实验结果表明：重组菌 BL21/pETDuet- 
gdhAEc-blc/hoCt 成功构建，HOCt 成功进行膜

表面展示，5 L 发酵罐全细胞转化时间进一步缩

短至 25 h，同时产量达到新高，为 76.3 mg/L，是

目前报道的最高产量，本研究为微生物法工业化

放大生产胆绿素奠定了一定的理论和实验基础。 
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