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大肠杆菌色氨酸酶基因的克隆与表达

⒇
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摘　要　应用 PCR技术从 E . coli JM 105中扩增出长约 1. 4Kb的色氨酸酶基因 ,将其插入高表达载体

pET 3a的 N deI /Bam HI位点 ,转化 E . coli BL 21( D E3) ,构建高产色氨酸酶基因工程菌。SD S-P AG E电泳和薄层

扫描表明 ,工程菌色氨酸酶的表达量占细胞总可溶性蛋白的 69. 8%。酶活测定结果表明 , 7株工程菌色氨酸酶的

活力比宿主菌均有不同程度的提高 ,其中 WW -11号比宿主菌高 16倍。
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　　 L -色氨酸是人和动物体内的重要必需氨基

酸 ,在医药、食品和饲料添加剂等方面具有广泛的

用途。其生产方法有蛋白水解提取法、化学合成法、

微生物发酵法和酶促转化法四种 ,其中酶促转化法

是目前较为有效的工业化方法。转化途径主要涉及

色氨酸合成酶 ( EC4. 2. 1. 20)及色氨酸酶 ( EC4. 1.

99. 1) ,二者均可催化 L -丝氨酸和吲哚合成 L -色氨

酸。尽管前者动力学特征明显优于后者 ,但吲哚对

其抑制强烈 ,而色氨酸酶对吲哚则具有良好的稳定

性 ,所以近年来人们更为关注色氨酸酶 ,并用于 L -

色氨酸的生物合成。

Deeley等 ( 1981) [1 ]报道了 E. col i K-12的色氨

酸酶基因序列。Shibatani等 ( 1987)
[2 ]
克隆了 Al-

caligenes fecalis的色氨酸酶基因 ,工程菌色氨酸

酶产量比野生菌高 4倍。Tani等 ( 1990) [3 ]构建了含

色氨酸酶基因的重组质粒 pM D6B,转化 E. coli K-

12 MD55,工程菌色氨酸酶表达量占整个可溶性蛋

白的 30%。张玉彬等 ( 1996) [4 ]构建重组质粒

pTase9,转化 E. coli JM105,其色氨酸酶表达量占

菌体总蛋白的 30% ,但酶活只是供体菌的 2倍。鉴于

L-色氨酸在医药上的重要性以及生产 L-色氨酸的

基因工程菌研究现状 ,本文设计了一对引物 ,利用

PCR技术扩增了 E. col i JM105的色氨酸酶基因 ,

并将其插入带有强 T7启动子的高表达载体 pET3a

中 ,转化 E. col i BL21( DE3) ,构建和筛选了高产 L -

色氨酸酶基因工程菌 ,为用酶工程技术生产 L-色

氨酸奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　质粒和菌株

pET3a由南京军区医学研究所张林元教授惠

赠 , E. col i BL21( DE3)由南京大学生化系徐贤秀

教授惠赠 , E. coli JM 105由中国药科大学生物化学

教研室谭树华博士惠赠 , LB培养基。

1. 1. 2　生化试剂

NdeI、 Bam HI、 TaqDN A聚合酶、 T4 DN A连接

酶、 IPTG购自 Promega公司 , PLP购自 Sigma公

司 ,丙烯酰胺和 N , N′-亚甲双丙烯酰胺分别为 Ser-

v a和 M erck公司产品 , PCR marker和蛋白质分子

量标准购自 S ABC, L-色氨酸购自上海伯奥生物技

术公司 ,对二甲氨基苯甲醛 ( PDAB)购自上海试剂

三厂 ,其它试剂均为国产分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　 PCR扩增色氨酸酶基因

按文献 [5 ]制备 PC R反应模板。用牙签挑取 E.

col i JM 105单菌落悬浮于 50μl裂解液 ( 1% Tri to n

X-100, 20 mmol /L Tris-HCl p H 8. 2, 2mm ol /L

EDT A) ,充分振散后于 95℃温浴 10 min,再 55℃温

浴 5 min,离心取上清 10μl用于总体积 100μl的

PCR反应。按色氨酸酶基因两侧序列设计引物 ,由

中科院上海植生所合成 ,序列为引导引物 5′-

GG A A T T CCA T A T G G AA A AC T T T A AA C-3′; 折返引

物 为 5′-CGG GA T CCA A ACT T CT T T A AG T T T T G-3′。
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PCR操作按文献
[6 ]进行 ,反应参数为: 模板 10μl,

引物终浓度均为 100 pm ol /L,经 94℃变性 5 min,加

1μl Taq DN A聚合酶 ,然后以 94℃变性 1 min、

55℃复性 2 min、 72℃延伸 3 min,循环反应 30次后 ,

再 72℃延伸 10 min。

1. 2. 2　色氨酸酶表达质粒的构建及鉴定

用 Nde I、 Bam HI酶切经酚、酚-氯仿和氯仿抽

提纯化的 PCR扩增产物 ,并定向插入到表达质粒

pET3a的 NdeI和 Bam HI之间 , 16℃连接过夜后 ,

Ca Cl2法转化 E. col i BL21( DE3) ,再均匀涂布于含

Am p( 100μg /m l)的 LB琼脂平板上 ,单菌落培养

抽提质粒比较大小和酶切鉴定重组子。碱裂解法抽

提质粒、限制性酶切反应、连接反应、转化和琼脂糖

凝胶电泳等均按文献 [6 ]进行。

1. 2. 3　色氨酸酶的诱导表达

将鉴定的阳性克隆单菌落 37℃振荡培养过夜

以获得饱和培养物 ,后者以 1%接种于含 Amp( 100

μg /ml )的 LB培养基中 , 37℃继续培养 2h后 ,添加

IPTG至终浓度 1 m mol /L ,按 0. 5, 1, 2, 3 h诱导表

达色氨酸酶。

1. 2. 4　聚丙烯酰胺凝胶电泳

分别取不同诱导时间的菌液 1 m l离心收集菌

体 ,加入 100μl载样缓冲液 ,沸水浴 3 min, 12000 g

离心 2 min,取上清 15μl按文献
[6 ]方法进行 SDS-

PAGE电泳。

1. 2. 5　色氨酸酶活力测定

按 Wood等 ( 1947)
[7 ]
方法加以改进 ,即在 10

m l三角瓶中依次添加 0. 20 mg /ml PLP溶液 20

μl、 5 m mol /L还原型谷胱甘肽溶液 10μl、粗提酶

液 (磷酸二氢钾缓冲液悬浮 , p H 8. 0,约 100 mg湿

菌体所含酶量 ) 270μl,上述 0. 3 ml溶液用甲苯 1

m l覆盖 , 37℃保温 5 min后 ,加入 5 m g /m l L-色氨

酸溶液 100μl ,置 37℃摇床振荡使反应进行 10 min,

然后添加 5% PDAB和 5%硫酸正丁醇混合显色液 3

m l中止反应 , 30 min后于 570 nm处进行吸光度测

定。酶的活力单位定义为: 在上述反应条件下 ,于

37℃、 10 min内每形成 0. 01μmol吲哚所需要的酶

量称为一个酶活力单位。

2　结　果

2. 1　色氨酸酶基因的琼脂糖凝胶电泳分析

将 PC R扩增产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳 ,可

得到一条长度约 1. 4 kb的 DN A片段 ,该片段与

Deeley等 ( 1981)报道的色氨酸酶基因 ( Tna A)大

小一致。E. coli色氨酸酶基因上存在单一 PstI酶

切位点
[1 ]

,用该限制性内切酶消化 PCR扩增产物 ,

又可得到 0. 8 kb和 0. 6 kb的两个片段。见图 1。

Fig l.　 Agarose gel elect roph oresi s of PCR products

l: PC R prod ucts w ere dig es ted by Ps t I to form tw o f ragmemts

( 0. 8k b and 0. 6k b) ; 2: ampli fi ed PCR products (approx 1. 4kb) ;

3: PC R mark er ( 1, 543 994 695 515 377 237)

2. 2　色氨酸酶表达质粒的构建及鉴定

用 Bam HI、 NdeI消化经纯化的 pET3a和扩增

产物 , 16℃连接过夜 ,构建重组表达质粒 tna A /

pET3a,转化 BL21( DE3)。在含 Amp的 LB平板

上 , 37℃培养过夜 ,随机挑取 60个转化菌落 ,碱裂解

快速抽提质粒 ,琼脂糖凝胶电泳发现 8个重组子 ,进

一步用 Bam HI、NdeI酶切并经琼脂糖凝胶电泳分

析 ,重组质粒可形成约 1. 4kb的 DN A片段 ,结果

见图 2。这表明扩增的色氨酸酶基因已插入表达质

粒 pET3a中。

Fig 2.　 Agaros e gel elect rophoresis of recombinan t plasmids

DN A 1、 2: recom binant plas mids diges ted wi th Bam HI/NdeI; 3:

recombinan t plasmid; 4: plasmid p ET 3a; 5: λDNA /Eco RI+

HindⅢ mark er

2. 3　色氨酸酶的 SDS-PAGE检测
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SDS-PAGE检测结果见图 3。色氨酸酶是由 4

个相同亚基组成缔合体 , Mr为 200KDa[8 ]。图 3第 2

泳道可见一条分子量约为 50KDa的显著加深蛋白

带 ,这与色氨酸酶分子量相吻合。图 3第 3泳道出现

一条分子量明显小于 50KDa的显著加深蛋白带 ,

这是重组菌 No. 2所表达的异常蛋白 ,可能是由于

PCR扩增发生差错或者基因与质粒重组时发生错

配所致 ,有待进一步验证。图 4为 5株工程菌 ( 4、 9、

11、 26和 36号 )经 IPTG诱导表达 3h后产物的

SDS-PAGE。薄层扫描结果表明 , 5株工程菌色氨酸

酶的表达量占细胞中总可溶性蛋白的百分率平均

为 69. 8%。

Fig 3.　 SDS-PAGE resul ts of crud e ext ract s

1、 5: hos t s train ( BL21) ; 2: t ryp tophanase exp ress ed by engi-

neering s t rain No. 53; 3: unidentif ied protein express ed by re-

combinan t s t rain No. 2; 4: molecular w eigh t mark er of p ro tein

( 14, 400　 31, 000　 42, 700　 66, 200　 97, 400D)

Fig 4.　 SDS-PAGE res ult s of crude ex tract s of f ive engin eering

s trains

1、 2、 3、 4、 5: No. 4、No. 9、 No. 11、 No. 26、 No. 36 res pectiv ely

2. 4　色氨酸酶的活力测定

酶活测定结果见表 1。由表 1可知 ,工程菌色氨

酸酶的活力比宿主菌均有不同程度的提高 ,其中

W W-11号比宿主菌高 16倍。
Tab 1. Comparison of s even engineering s t rain s and one hos t s t rain

in activi ty of tryp tophanase

Strain A570 Activi ty unit s

4* 0. 375 13. 9

9* * 0. 465 9. 6

11* 0. 427 16. 0

20* 0. 288 10. 3

26 0. 455 4. 3

36 0. 340 3. 1

53* 0. 338 12. 3

hos t 0. 141 1. 0

　　* di luted four times; * * diluted tw o times

3　讨　论

1) SDS-PAGE和薄层扫描结果表明 ,工程菌

色氨酸酶表达量占菌体总蛋白的 69. 8% ,这与

Studier和 M offat t ( 1986) [9 ]的报道相一致 ,从而进

一步证明了 T7噬菌体 RN A聚合酶 -启动子表达系

统在控制高效表达方面的可行性和有效性。酶活测

定结果同样表明 , 7株工程菌色氨酸酶的活力比宿

主菌都有不同程度的提高 ,最高达 16倍。就表达量

和活力大小而言 ,本研究结果比 Shibata ni( 1987)、

Tani ( 1990)和张玉彬 ( 1996)等报道的均有明显提

高。

2)色氨酸的研究已有 30年历史 ,但至今仍未取

得令人满意的结果 ,其原因主要是色氨酸生物合成

的调控系统复杂、底物丝氨酸价格昂贵及吲哚对色

氨酸合成酶抑制强烈 ,甚至使其完全失活。色氨酸

酶和色氨酸合成酶都可催化 L -色氨酸的合成 ,但

本课题选择克隆色氨酸酶基因而不是色氨酸合成

酶基因 ,可避开复杂的色氨酸操纵子调控系统 ,又

可避开吲哚对色氨酸合成酶的强烈抑制作用 ,因为

色氨酸酶操纵子调控系统相对简单 [ 10] ,且色氨酸

酶对吲哚呈现良好的稳定性。另外 ,正常情况下色

氨酸酶降解过量的色氨酸生成丙酮酸、吲哚和氨 ,

但在高浓度的丙酮酸和氨条件下 ,色氨酸酶也能有

效地催化丙酮酸、吲哚和氨合成 L -色氨酸。以丙酮

酸而不是价昂的 L-丝氨酸为底物 ,通过色氨酸酶

催化合成 L -色氨酸 ,这为廉价生产 L-色氨酸提供

了一条可行的途径。因此 ,色氨酸酶基因的克隆和
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高效表达对于工业化廉价生产 L-色氨酸具有重要

的意义。
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Molecular Cloning and Expression of Trypto-

phanase Gene of Escherichia coli
Wei Pinghe, Wu Wutong , Zhang Yubing

School of B iopharmaceutics, China Pharmaceutical University , Nanjing 210009

Abstract　 1. 4kb DN A fragm ent was obtained from E . coli JM 105 by PCR. This frag ment w as inserted

into NdeI /Bam HI si tes of pET3a. The recombinant plasmids w ere transform ed into ho st strain E. col i

BL 21 ( DE3) . High-lev el ex pression of t rypto phanase g enetic engineering st rains w ere co nst ructed.

SDS-PAGE and T LC w ere co nducted, which prov ed that try ptophanase was 69. 8% of all proteins of en-

gineering st rain. The results of enzy me assay s sho w ed that the activi ties of t ry ptophanase f rom sev en

g enetic engineering st rains w ere hig her tha n those of ho st st rain to di fferent ex tent , and the enzy me ac-

tivi ty o f No. 11 w as of 16 times as high as that o f the host.

Key words　L-Tryptophan; Try ptophanase; PCR; Cloning; Ex pression; Genetic engineering st rain
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