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摘  要: 大肠杆菌 trpBA 基因编码的色氨酸合成酶(tryptophan synthetase, TSase)是色氨酸合成的

关键酶; serA 基因编码的磷酸甘油酸脱氢酶(D-3-phosphoglycerate-dehydrogenase, PGDH)为 L-丝氨

酸合成(色氨酸合成的底物)的关键酶。为了通过基因工程手段来增加色氨酸的产量, 在利用高效的

原核表达载体 pET22b(+)分别对 trpBA 和 serA 基因克隆表达的基础上, 采用 PCR 方法扩增了抗反

馈抑制的 serA 和 trpBA 基因, 将两基因串联于 pET22b(+)载体上, 共构建了 4 种方式的串联质粒, 
实现了 2 种蛋白酶在大肠杆菌中的共表达。聚丙烯酰胺电泳分析显示, ABA-Ⅰ重组菌株在 37 kD 
(PGDH)、29 kD(色氨酸合成酶的 α 亚基)、44 kD(β 亚基)处均有明显的蛋白表达带。4 种串联表达

质粒重组菌的 TSase 酶活性, 分别比含空载体菌相应酶的活性提高 2~4 倍, PGDH 酶活性分别提高

约 2.1~3.6 倍。经摇瓶发酵实验表明酶活性较高的 ABA-I 菌株色氨酸合成量亦最高, 约为对照菌

株的 20.2 倍。 
关键词: 色氨酸, 大肠杆菌, serA 基因, trpBA 基因, 串联表达 
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Abstract: Escherichia coli trpBA-encoded tryptophan synthetase (TSase) and serA-encoded D-3-pho- 
sphoglycerate dehydrogenase (PGDH) are key enzymes in tryptophan and serine biosynthesis pathway, re-
spectively. In order to improve bio-production of tryptophan through bioengineering means, a feedback inhi-
bition resistant serA gene was cloned by PCR and co-expressed with trpBA gene, which was cloned and ex-
pressed before. Four recombinant plasmids were constructed successfully in the recombinant strains. 
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) showed target protein products of 
37 kD (PGDH), 29 kD (TSase α subunit), 44 kD (TSase β subunit). The enzyme activity analysis indicated 
the specific activities of TSase was increased by 2~4-fold, and that of PGDH was increased by 2.1~3.6-fold, 
compared to the control. High enzyme activities could lead to high tryptophan production by the shake flask 
fermentation. The amount of tryptophan biosynthesis in ABA-I strain was increased by 20.2 folds compared 
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with that of the host strains. 
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色氨酸作为人和动物体自身不能合成而又具有

多项生理功能的必需氨基酸, 在医药、食品和饲料
添加剂等方面具有广泛的用途。传统色氨酸生产方

法主要有蛋白水解提取法、化学合成法、微生物发

酵法和酶促转化法, 这 4 种方法分别存在材料来源
有限、需多步合成工艺及光学拆分难、周期长、底

物价格昂贵等缺点, 因此在工业生产中受到极大限
制, 远远满足不了当今世界市场每年万吨以上的实
际需求。近年来由于分子生物学技术(特别是基因重
组技术和基因组全序列测定技术等)的兴起及代谢
工程概念的提出, 为色氨酸的工业化生产注入新的
活力[1]。有目的的设计和构建适合色氨酸生产的代

谢路线已成为提高 L-色氨酸产量的有效措施, 也将
是今后育种的主要方向。 

大肠杆菌中, 色氨酸合成酶(TSase, EC4.2.1.20)
是一个具有α2β2 亚基结构的异质四聚体, 其α、β亚

基由 trpBA基因编码。该酶能以吲哚和 L-丝氨酸为
底物一步酶促合成色氨酸。由于色氨酸合成酶的动

力学特征明显优于色氨酸酶, 因此它的开发和应用
曾受到国内外研究者的广泛关注[2,3]。其次, 色氨酸
的生产在相当长的一段时间内达不到工业化生产的

要求的原因还在于其合成需要多种前体物, 若想进
一步提高色氨酸的产量就必需设法增强合成这些前

体物的代谢流, 尤其是必须增加市场价格与其相当
的重要限制性底物—L-丝氨酸的含量。代谢途径分
析表明, serA 基因编码的大肠杆菌磷酸甘油酸脱氢
酶(PGDH, EC1.1.1.95)是催化 L-丝氨酸生物合成的
关键酶。因此本研究将 serA和 trpBA两基因串联于
pET22b(+)载体上 , 同时增加色氨酸代谢相关途径
中关键酶编码基因的拷贝数, 以使相应酶的产量和
活性得以提高, 并研究了它们对色氨酸生物合成的
影响, 为进一步探讨色氨酸相关途径多基因之间的
相互作用和提高目的菌株的产量奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1   菌株和质粒：大肠杆菌 (Escherichia coli) 
BL21 作为基因鉴定用的转化受体菌, 其基因型为
F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm(DE3)。DE3-491菌

株是本室改造的受体菌(即宿主菌经λDE3 溶源化, 
在目的菌株染色体上插入一拷贝由 lacUV5 控制的
T7 RNA 聚合酶基因, 并可通过加入 IPTG 诱导表
达 )。pET22b(+)-trpBA 为 pET22b(+)载体中插入
trpBA 基 因 的 重 组 质 粒 ; pET22b(+)-serA 为

pET22b(+)载体中插入 serA基因(末端缺失 219个核
苷酸序列, 见文献[4])的重组质粒, 以上两种重组质
粒均为本室构建并保存。 
1.1.2  工具酶和试剂：EcoRⅠ、HindⅢ、BglⅡ、
XhoⅠ、BamHⅠ、Ex Taq DNA聚合酶及 T4 DNA
连接酶购自 TaKaRa 公司; 质粒小量提取试剂盒、
PCR 产物回收试剂盒为 Promega 公司产品; 蛋白定
量试剂盒与吲哚、磷酸吡哆醛、对二甲胺基苯甲醛

等酶活测定试剂均为 Sigma 公司产品; 酵母提取物
和胰蛋白胨为 Oxoid 公司产品; 其它试剂为国产分
析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR 扩增：根据 GenBank 报道的大肠杆菌
serA基因序列(Gene ID：6059149)及 pET22b(+)载体
序列(Novagen Cat. No. 69744-3)。用 DNAClub软件
分析, 设计扩增引物, 并在两端加上合适的酶切位
点。引物序列如下：MP1：5 ′-GAAGATCTCGA 
TCCCGCGAAATTA-3′(下划线处为 BglⅡ酶切位点); 
SerAP2：5′-GAAGATCTTTAGTCAGAATACTTGAT 
CAATTTA-3′(下划线处为BglⅡ酶切位点); TrpBAP2：
5′-GAAGATCTTCCGGATATAGTTCCTCCTTTCA-  
3′(下划线处为 BglⅡ酶切位点)。 

通过 PCR方法从 pET22b(+)-serA质粒载体上扩
增得到 serA(带有 T7 启动子)基因, 从 pET22b(+)- 
trpBA质粒上扩增含有 T7启动子的 trpBA基因, 测
序鉴定其正确性。具体基因操作技术和方法见文献

[5], 并略作修改。PCR反应体系为 50 μL：质粒 DNA 
1 μL, 10 mmol/L dNTP 1 μL, 10×buffer 5 μL,  
10 pmol/L MP1、SerAP2(或 TrpBAP2)各 1 μL, ddH2O  
40 μL, Ex Taq 酶 1 μL (0.5 U)混合后进行 PCR扩
增。PCR反应条件为：94°C预变性 5 min; 94°C 1 min, 
56°C 1 min, 72°C 1 min, 30 个循环; 72°C 延伸 
10 min。 
1.2.2  DNA 序列的测定：采用 Sanger 末端终止法, 
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在 ABI 100测序仪上进行。 
1.2.3  基因表达：将 pET22b(+)-serA、pET22b(+)- 
trpBA、ABA-Ⅰ、ABA-Ⅱ、BAA-Ⅰ和 BAA-Ⅱ分别
转化到受体菌 DE3-491 后, 挑取单克隆, 提取质粒, 
进行限制性酶切分析鉴定其正确性。再划线, 挑单
菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 培养基中, 37°C 振
荡过夜。次日按 1%接种到 5 mL 的 LB 培养基中, 
37°C振荡培养 2 h~3 h至 OD600约为 0.4~0.6后, 加
入 25 mg/L的 IPTG诱导 4 h。 
1.2.4  SDS-PAGE 凝胶电泳：12000 r/min 离心 
20 min收集菌体, 2×SDS上样缓冲液处理, 沸水浴
10 min, 浓缩胶 5%, 分离胶 10%进行电泳, 考马斯
亮蓝 R250染色。 
1.2.5  粗酶液的制备：将按 1.2.4方法诱导 4 h后的
菌液 4°C 离心, 收集菌体, 用 1 mol/L pH 7.8 的
Tris-HCl缓冲液洗涤 2遍, 按 1 g湿菌悬于 5 mL缓
冲液中, 200 W超声破碎(每次 30 s, 间隔 30 s, 共 40
次), 12000 r/min、4°C 离心 20 min, 上清即为粗 
酶液。 
1.2.6  色氨酸合成酶生物学活性测定：trpBA 基因
编码的色氨酸合成酶的活性测定见文献[6]。PGDH
酶活性的测定见文献[7], 并略加修改, 1 mL的反应
体系中含有 40 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 7.5)、 
1.0 mmol/L DTT、0.25 mmol/L NADH、5 mmol/L α-酮戊二
酸(αKG, α-ketoglutaric acid)和 10 μg~300 μg的已纯
化蛋白。通过测定样品在 340  nm 条件下的紫 
外吸光值, 计算反应体系中 NADH 的减少量得到酶

的活性。蛋白浓度测定按试剂盒说明进行。PGDH
的 1个活力单位定义为：在 37°C条件下, 每分钟减
少 1 nmol NADH所需酶量。 
1.2.7  对-二甲基胺基苯甲醛比色法测定色氨酸合

成量：将单菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 培养基
中活化过夜, 次日离心收集菌体, 并用生理盐水洗
涤后, 按照 5%接种量分别接种于含氨苄青霉素的
M63 培养基(以葡萄糖为碳源), 37°C 培养至 OD600

达到 1.0后加入 IPTG诱导培养 48 h左右。取 1 mL
发酵液, 加入 0.5 mL 对-二甲基胺基苯甲醛溶液与
10.4 mL浓盐酸的混合液, 完毕后于 25°C±1°C, 黑
暗下保温, 反应 30 min, 再加入 0.1 mL 1%的亚硝酸
钠溶液, 继续保温 60 min后于波长 600 nm下比色。
对照以 1 mL 0.1 mol/L NaOH代替发酵液。 

2  结果 

2.1  serA、trpBA 基因的扩增 
分别以 pET22b(+)-trpBA和 pET22b(+)-serA质

粒载体为模板, 用方法 1.2.1 设计的引物扩增得到
trpBA PCR 产物(含 T7 启动子)大小约为 2.5 kb(图
1A), serA PCR产物(含 T7启动子)大小约为 1.12 kb(图
1B)。与预计大小相符, 说明产物是特异的。选出扩
增得到目的片段的重组质粒 , 测序分析结果与
GenBank报道的序列一致。 

2.2  serA 和 trpBA 基因串联表达重组子的构建 
由于基因的排列顺序、启动子的类型和数量及

其终止子的有无都会影响到所串联的两个基因的表 

 

 
 

图 1  trpBA、serA 基因 PCR 扩增 
Fig. 1  The amplification of trpBA and serA gene by PCR 

M: DNA分子量标准; 1: trpBA基因(含 T7启动子)PCR产物; 2: serA基因(含 T7启动子)PCR产物. 
M: DNA marker III; 1: PCR product of trpBA gene with T7 promoter; 2: PCR product of serA gene with T7 promoter. 
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达情况, 因此我们设计了两基因不同排列顺序和两
基因各自独立的启动子方向相同或相反 4 种组合情
况, 分别命名为 BAA-Ⅰ(serA 位于 trpBA 之前, 启
动子在载体上的方向相同 )、BAA-Ⅱ (serA 位于

trpBA之前, 启动子方向相反)、ABA-Ⅰ(trpBA位于
serA 基因之前, 启动子方向相同)、ABA-Ⅱ(trpBA
位于 serA基因之前, 启动子方向相反)。串联重组子
的构建过程如图 2所示。 

 

 
 

图 2  trpBA 和 serA 基因串联表达质粒的构建 
Fig. 2  Construction of recombinant plasmids of trpBA and serA co-expression 

 
2.3  二基因串联表达重组子的鉴定 

将 pET22b(+)-trpBA、pET22b(+)-serA质粒载体
及相应的 PCR扩增产物进行酶切、去磷酸化、连接、
转化入大肠杆菌 BL21, 然后挑菌落、提取质粒, 每
一种串联质粒采用两种酶切方法进行酶切鉴定, 以
确定连接后的排列顺序。ABA-Ⅰ串联质粒分别经
EcoRⅠ+HindⅢ和 BglⅡ+XhoⅠ双酶切后, 所得小
片段大小约为 2.93 kb和 3.22 kb; ABA-II串联质粒经
EcoRⅠ+HindⅢ和 BglⅡ+XhoⅠ双酶切后, 所得小
片段大小约为 1.21 kb和 1.05 kb, 见图 3。BAA-I串
联质粒经 EcoRⅠ和 BamHⅠ单酶切后, 所得小片段
大小约为 2.27 kb 和 2.85 kb; BAA-Ⅱ串联质粒经
EcoRⅠ和 BamHⅠ单酶切后, 所得小片段大小分别
约为 3.12 kb和 2.57 kb, 见图 4。   
2.4  二基因串联质粒在 DE3-491 中的表达 

取诱导后的全菌体离心、收集沉淀, 分别进行 

 
 

图 3  ABA-Ⅰ、ABA-Ⅱ串联质粒的酶切鉴定 
Fig. 3  Digestion of ABA-Ⅰ  and ABA-Ⅱ  recombinant 
plasmids 
M1、M2: DNA分子量标准; 2: ABA-Ⅱ重组质粒 EcoRⅠ+HindⅢ双酶

切; 3: ABA-Ⅱ重组质粒 BglⅡ+XhoⅠ双酶切; 4: ABA-Ⅰ重组质粒 BglⅡ

+Xho I双酶切; 5: ABA-Ⅰ重组质粒 EcoRⅠ+HindⅢ双酶切. 

M1: DNA marker IV; 2: ABA-Ⅱ/EcoR I+Hind III; 3: ABA-II/ 
Bgl II+Xho I; 4: ABA-I/Bgl II+Xho I; 5: ABA-I/EcoR I+Hind III;  
M2: DNA marker III. 
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图 4  BAA-Ⅰ、BAA-Ⅱ串联质粒的酶切鉴定 
Fig. 4  Digestion of BAA-Ⅰand BAA-Ⅱrecombinant plas-
mids 
M1、M2: DNA 分子量标准; 2: BAA-Ⅰ重组质粒 EcoRⅠ单酶切; 
3: BAA-Ⅰ重组质粒 BamHⅠ单酶切; 4: BAA-II重组质粒 EcoRⅠ单
酶切; 5: BAA-Ⅱ重组质粒 BamHⅠ单酶切. 
M1: DNA marker IV; 2: BAA-I/EcoR I; 3: BAA-I/BamH I;  
4: BAA-II/BamH I; 5: BAA-II/EcoR I; M2: DNA marker III. 
 
15% SDS-PAGE电泳检测。结果表明, 经 IPTG诱导
后, 二基因串联表达 4 种重组质粒 BAA-Ⅰ、BAA-
Ⅱ、ABA-Ⅰ、ABA-Ⅱ在大肠杆菌 DE3-491 中蛋白
表达水平有显著差异。ABA-Ⅰ重组菌株在分子量
37 kD(PGDH)、29 kD(色氨酸合成酶 α 亚基)、44 
kD(色氨酸合成酶 β亚基)处均有明显的蛋白表达带; 
BAA-Ⅰ、BAA-Ⅱ在 44 kD处蛋白表达明显; ABA-II
在 44 kD、29 kD处有明显的蛋白表达, 且与预计分
子量大小一致(图 5)。 

2.5  二基因串联表达重组菌表达的目的蛋白在

DE3-491 中酶活性测定 
对含有不同质粒的重组菌株进行粗酶液的相应

酶活性测定 , 计算出粗酶的比活 , 以携带空载体
pET22b(+)质粒的 DE3-491菌的酶比活为 1, 计算携
带其它表达重组质粒的大肠杆菌粗酶的相对比活。

结果发现 , 携带 pET22b(+)-trpBA 质粒的宿主菌

(491-BA), 其 TSase酶活性提高 3.7倍(491-A); 携带
pET22b(+)-serA 质粒的宿主菌, 其 PGDH 活性提高
3倍; BAA-Ⅰ、ABA-Ⅱ、BAA-Ⅱ、ABA-Ⅰ串联表
达质粒菌株 TSase 酶活性, 分别比含空载体菌相应
酶的活性提高 2、3.6、3.1、4倍左右, PGDH酶总活
性比对照菌分别提高约 2.1、1.5、1.8、3.6倍(图 6)。 

2.6  基因串联表达对色氨酸发酵产量的影响 
大肠杆菌工程菌在液体种子培养基中活化过夜

后, 接种于装有发酵培养基的锥形瓶中进行发酵。
按方法 1.2.7测定发酵液中的色氨酸产量。以没有携
带外源基因的亲株(即 DE3-491 菌株)为对照, 它的 

 
 
图 5  trpBA、serA 单独及串联表达的聚丙烯酰胺电泳 
分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of total protein for the single- 
and co-expression of trpBA and/or serA in E. coli DE3-491 
1、2、3、4、5、6、7：含 pET22b(+)-trpBA、pET22b(+)-serA、pET22b(+)、
BAA-I、ABA-II、BAA-II、ABA-I 的大肠杆菌 DE3-491 菌株所表达
蛋白; M: 蛋白质分子量标准. 
1: DE3-491/pET22b(+)-trpBA; 2: DE3-491/pET22b(+)-serA;  
3: DE3-491/pET22b(+); 4: DE3-491/BAA-I; 5: DE3-491/ABA-II;  
6: DE3-491/BAA-II; 7: DE3-491/ABA-I; M: Protein molecular 
weight markers. 
 

 
 
图 6  串联重组子 TSase, PGDH 相对酶活性比较 
Fig. 6  Relative activity of the enzymes TSase, PGDH in 
crude extracts of recombinants 
1、2、3、4、5、6、7：含 pET22b(+)、pET22b(+)-trpBA、pET22b(+)-serA、
BAA-Ⅰ、ABA-Ⅱ、BAA-Ⅱ、ABA-Ⅰ的大肠杆菌 DE3-491 粗酶液
相对比活. 
1: DE3-491/pET22b(+); 2: DE3-491/pET22b(+)-trpBA; 3: DE3- 
491/pET22b(+)-serA; 4: DE3-491/ BAA-I; 5: DE3-491/ABA-II;  
6: DE3-491/BAA-II; 7: DE3-491/ABA-I. 
 
色氨酸发酵产量设定为 1.00, 其余工程菌的色氨酸
摇瓶发酵产量与之进行比较, 获得各基因工程菌株
的色氨酸相对产量, 即工程菌产量与对照菌产量之
比。其结果列于表 1。由表 1可看出：TSase酶活性
和 PGDH 酶活性均较高的 ABA-Ⅰ菌株其产量亦相
对较高, 是对照菌株的 20.2 倍; 其它菌株的产量也
有不同程度的提高, 其中 491-BA、491-A、BAA-Ⅰ、
ABA-Ⅱ、BAA-Ⅱ分别为对照菌色氨酸产量的 4.9、 
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表 1  工程菌株的色氨酸发酵产量比较 
Table 1  Tryptophan production of engineered strains compare with that of the host strain 

工程菌株 
Engineered strains 

外源基因 
Heterologous genes 

摇瓶培养产量 
Yields in flask culture (mg/L) 

色氨酸相对产量 
Relative yields of trp (Times) 

DE3-491(Control) pET22b(+) plasmid 2.0 1.0 

DE3-491-BA trpBA 9.8 4.9 

DE3-491-A serA 12.4 6.2 

BAA-Ⅰ serA trpBA cis-promoter 24.2 12.1 

BAA-Ⅱ serA trpBA trans-promoter 26.6 13.3 

ABA-Ⅰ trpBA serA cis-promoter 40.4 20.2 

ABA-Ⅱ trpBA serA trans-promoter 14.0 7.0 

 
6.2、12.1、7、13.3倍。 

3  讨论 

代谢物质的最终形成需要多个关键酶的协同作

用。为了使代谢流最大限度地流向目的产物, 故需
要同时适量地表达多个关键酶, 以改变多个关键酶
的酶量和酶活性。一种方法是通过两种共存质粒来

实现[8,9]; 另一种方法便是使两个基因在同一质粒中
共表达[10]。双质粒表达系统虽可在同一菌株中共表

达, 但鉴于资源的限制、质粒的不相容性以及质粒
稳定性的考虑, 因此我们采用了 pET22b(+)单质粒
多基因串联表达的策略。在单基因 trpBA、serA 克
隆表达研究的基础上, 我们进行了双基因串联表达
重组子的构建。据本实验所获得的 4 种串联方式的
蛋白表达状况分析 , 由于两基因串联后其前后顺
序、顺反方向各不相同, 故它们的表达水平存在显
著差异, 这说明了控制蛋白表达因素的多样性和复
杂性。因此在研究蛋白表达时, 尤其多蛋白共表达
时, 要多种因素综合考虑, 比如启动子的种类与位
置、基因的前后与顺反排列顺序、基因片段与载体

在空间结构上的匹配程度等等。 
另外, 从各串联重组菌的酶活性测定结果来看, 

trpBA、serA两基因串联表达时, 其 TSase和 PGDH
酶活力与 trpBA、serA 串联前单独表达时相近, 这
与吴永庆等[11]所报道的多基因在含 pλpR启动子的
质粒上共表达比单独表达时活性降低的结果有所不

同。我们认为尽管所串联基因在共表达和单独表达

时蛋白表达量可能存在显著差异, 本实验中 trpBA、
serA单基因重组菌株的蛋白表达量显著高于共表达
菌株(见图 5), 但往往在蛋白表达量较高的情况下, 
其活性的大小与表达量之间并非呈线性关系, 推测

原因可能为各基因单独表达时常导致蛋白的过量表

达, 形成大量不溶性的包涵体进而影响到其活性。 
本研究在对基因 serA和 trpBA分别进行克隆与

表达基础上, 将两基因以多种方式串联在表达载体
pET22b(+)中 , 实现了两个基因分别在各自启动子
下的共表达, 最后对重组菌表达的相应酶的酶活性
进行了检测, 筛选出 TSase 和 PGDH 酶活性水平均
较高的重组菌株 ABA-Ⅰ, 并通过摇瓶发酵发现该
菌株色氨酸产量亦相对较高(约 40.4 mg/L), 为对照
菌的 20.2倍。最近, 于金龙等[12]对色氨酸生物合成

途径中的关键基因 aroG 和 trpED 进行了串联表达, 
并将之转入 tnaA 和 trpR 基因双敲菌(产量约为 
168 mg/L)中, 色氨酸产量提高到 820 mg/L(约 17.1

倍)。可见由于色氨酸合成代谢途径较漫长及其代谢

途径调控机制的复杂性, 使得目前运用代谢工程取

得工业化的产量尚面临一定的困难。因此今后我们

需对通路中的其它限制性因素进行改造, 并需将构

建的重组质粒转入本身性状相对优良的选育菌株

(如易于分泌色氨酸或经代谢类似物筛选的抗色氨

酸反馈抑制菌株等)中, 以期获得高产量的色氨酸基

因工程菌。 
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