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色氨酸羟化酶 ２ 理性设计提高大肠埃希菌
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摘　 要　 色氨酸羟化酶（ＴＰＨ）可催化色氨酸羟化为 ５⁃羟基色氨酸（５⁃ＨＴＰ），是 ５⁃ＨＴＰ 生物合成过程中的关键

酶。 为了提高大肠埃希菌细胞工厂合成 ５⁃ＨＴＰ 的效率，通过酶的理性设计和定点突变技术构建了人色氨酸羟

化酶 ２（ＴＰＨ２）的系列突变体，并在高产 Ｌ⁃色氨酸且含有 ＴＰＨ 辅酶四氢生物蝶呤（ＢＨ４）合成与再生模块的大

肠埃希菌中表达。 发现适当降低酶和色氨酸、酶和 ＢＨ４ 间结合的氢键数目有助于提高 ５⁃ＨＴＰ 产量；酶和底物

色氨酸结合情况不变，辅酶 ＢＨ４ 与酶间氢键数目越多，５⁃ＨＴＰ产量越低。 ５⁃ＨＴＰ 产量最高的细胞工厂是由突变

酶 Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ 构建的，５⁃ＨＴＰ 产量较野生酶构建的细胞工厂产量提高 ５４％，１ Ｌ 补料摇床发酵 ４８ ｈ，５⁃ＨＴＰ
产量达 １６．１７ ｇ ／ Ｌ。 理性设计是提高 ＴＰＨ２ 酶活，突破 ５⁃ＨＴＰ 合成限速步骤的有效途径， ＴＰＨ２ 和底物色氨酸、
辅酶 ＢＨ４ 间氢键连接太多或太少都不利于其催化活性的发挥。
关键词　 色氨酸羟化酶 ２；理性设计；定点突变；５⁃羟基色氨酸；细胞工厂
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　 　 作为一种非蛋白质氨基酸，５⁃羟基色氨酸（５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， ５⁃ＨＴＰ）是神经递质血清素（ｓｅ⁃
ｒｏｔｏｎｉｎ， 也 称 为 ５⁃羟 色 胺 ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，
５⁃ＨＴ）和褪黑激素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ）等几种重要生理功

能的前体［１⁃２］，由于其在抗抑郁、减肥、改善失眠症

状、改善帕金森氏综合症和阿尔茨海默病方面的

显著功效，因而具有巨大的商业潜力［３⁃６］。 以前，
人们一直从非洲植物加纳籽（Ｇｒｉｆｆｏｎｉａ ｓｉｍｐｌｉｆｏｌｉａ）
中采用化学提取的方式生产 ５⁃ＨＴＰ ［７］。 由于受到

原料的制约，近年来研究者转向以色氨酸为原料

通过微生物转化或者直接采用合成生物学的方式

以葡萄糖为原料进行发酵生产，并率先由保定保

利瑞合生物科技有限公司（现河北维达康生物科

技有限公司） 利用生物转化法实现产业化生产

５⁃ＨＴＰ ［８⁃１１］。在动物体内，色氨酸羟化酶 （ ｔｒｙｐｔｏ⁃
ｐｈａｎ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， ＴＰＨ）包含 ＴＰＨ１ 和 ＴＰＨ２ 两种

组分，其中 ＴＰＨ２ 是合成血清素的限速酶，且 Ｌ⁃色
氨酸（Ｌ⁃ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， Ｌ⁃Ｔｒｐ）羟化形成 ５⁃ＨＴＰ 过程

需要以四氢生物蝶呤（ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎ，ＢＨ４）为
辅酶，以 Ｆｅ２＋为辅助因子［１２⁃１３］。 但是，大肠埃希菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）完全缺少相应的途径。 因此，利
用大肠埃希菌构建 ５⁃ＨＴＰ 工程菌至少需要在其细

胞内表达一种 ＴＰＨ，并且需要在细胞内重构 ＢＨ４

合成与再生途径［１２］。 但由于 ＴＰＨ 在大肠埃希菌

中可溶性表达很差，以及羟化酶活性较低等原因，
导致 ５⁃ＨＴＰ 产量较低，无法满足工业化生产需求。
直到 Ｗａｎｇ 等［１４］成功地在大肠埃希菌 ＢＬ２１ 中异

源表达 ＢＨ４ 依赖性人 ＴＰＨ２ 途径，并获得高产量

的 ５⁃ＨＴＰ （在 １０ Ｌ 发酵罐补料发酵 ４０ ｈ 产 ５．１ ｇ ／
Ｌ ５⁃ＨＴＰ），人们才有可能通过微生物发酵以葡萄

糖为碳源进行 ５⁃ＨＴＰ 的工业化生产。 Ｘｕ 等［１５］ 将

Ｌ⁃Ｔｒｐ 生物合成途径整合到大肠埃希菌基因组中，
并对催化 Ｌ⁃Ｔｒｐ 合成第一步的 ３⁃脱氧⁃７⁃磷酸庚二

酸合酶（３⁃ｄｅｏｘｙ⁃７⁃ｐｈｏｓｐｈｏｈｅｐｔｕｌｏｎａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）的

启动子强度进行改造以增加Ｌ⁃Ｔｒｐ的产生，调节

ＴＰＨ 质粒的拷贝数以提高Ｌ⁃Ｔｒｐ羟化生成 ５⁃ＨＴＰ
的效率，最后，在摇瓶中的 ５⁃ＨＴＰ 的产量提高到 １．
６１ ｇ ／ Ｌ，与原始生产菌株相比提高了 ２４％，而残留

Ｌ⁃Ｔｒｐ 的含量成功地从 １． ６６ ｇ ／ Ｌ 降至０． ２０ ｇ ／ Ｌ。
Ｚｈａｎｇ 等［１１］在大肠埃希菌中重构了色氨酸羟化模

块、色氨酸合成模块、ＮＡＤＰＨ 再生模块，表达人源

ＴＰＨ２ 突变体，实现了以葡萄糖为碳源 ５ Ｌ 发酵罐

补料发酵 ２８ ｈ 产 ８．５８ ｇ ／ Ｌ ５⁃ＨＴＰ，这是迄今为止

报道的以葡萄糖为碳源从头合成 ５⁃ＨＴＰ 的最高产

量。 Ｗａｎｇ 等［１６］ 通过曼氏血 吸 虫 （ Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ
ｍａｎｓｏｎｉ）色氨酸羟化酶（ＳｍＴＰＨ）和人工内源性四

氢生物蝶呤（ＢＨ４）模块的异源表达，构建了一种

可将 Ｌ⁃Ｔｒｐ 转化为 ５⁃ＨＴＰ 的大肠埃希菌的底盘细

胞。 然后，利用异色瓢虫（Ｈａｒｍｉｎｉａ ａｘｙｒｉｄｉｓ）的多

巴脱羧酶（ＨａＤＤＣ）催化 ５⁃ＨＴＰ 为 ５⁃ＨＴ，用于 ５⁃
ＨＴ 的产生，最高产量达（４１４．５±１．６） ｍｇ ／ Ｌ。 本研

究旨在进一步提升 ＴＰＨ 的活性以提高 ５⁃ＨＴＰ 的

产量，减少催化剂的用量或缩短反应时间，进而降

低生产成本，对５⁃ＨＴＰ 的工业化有重要影响。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 菌株　 大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＴＲＰ⁃
ＢＨ４，由保定保利瑞合生物科技有限公司利用

ＢＬ２１（ＤＥ３）为底盘构建高产 Ｌ⁃色氨酸且含有色

氨酸羟化酶（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， ＴＰＨ）辅酶四

氢生物蝶呤（ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎ， ＢＨ４）合成与再生

模块。 大肠埃希菌 ＤＨ５α⁃ｐＥＴ２８⁃ＴＰＨ２ 所含 ＴＰＨ
基因序列系采用人 ＴＰＨ２ 氨基酸序列 （ ＮＰ ＿
７７５４８９．２）野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ＷＴ），根据大肠埃希

菌密码子优化得到，人工合成后重组质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ
（＋） Ｎｄｅ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 之间得到 ｐＥＴ⁃２８ａ ／ ＴＰＨ２，转化

保存于大肠埃希菌 ＤＨ５α 中［１７］，由保定保利瑞合

生物科技有限公司提供。 大肠埃希菌 ＤＨ５α 感受

态细胞，购自北京索莱宝科技有限公司。
１．１．２ 　 培养基 　 ①ＬＢ（Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基：酵
母提取物 ５． ０ ｇ ／ Ｌ，蛋白胨 １０． ０ ｇ ／ Ｌ，ＮａＣｌ １０． ０
ｇ ／ Ｌ，蒸馏水 ９５０ ｍＬ，调 ｐＨ 至 ７．０ 后用去离子水定

容至 １ Ｌ。 配制固体培养基时加 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂。 ②
ＴＢ（Ｔｅｒｒｉｆｉｃ Ｂｒｏｔｈ）培养基：酵母提取物 ２４．０ ｇ ／ Ｌ，
胰蛋白胨 １２．０ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４ １６. ４３ ｇ ／ Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４ ２．

４２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４４ 卷



３１ ｇ ／ Ｌ，甘油 ４ ｍＬ，ｐＨ ７．０。 配制固体培养基时加

１５ ｇ ／ Ｌ 琼脂。 ③种子培养基：葡萄糖 ３０ ｇ ／ Ｌ，
（ＮＨ４） ２ＳＯ４２．５ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４ ７. ５ ｇ ／ Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４ ２．５
ｇ ／ Ｌ，酵母提取物 ５．５ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １．０ ｇ ／ Ｌ，
柠檬酸 １．５ ｇ ／ Ｌ。 另加 ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ６．０ ｍｇ ／ Ｌ，
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ３．０ ｍｇ ／ Ｌ， ｐＨ ７. ０。 ④发酵培养基：
葡萄糖 １０．０ ｇ ／ Ｌ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ５．０ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４ ５．０
ｇ ／ Ｌ，柠檬酸 １．５ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ２．４ ｇ ／ Ｌ，酵母

提取物 １．５ ｇ ／ Ｌ。 另加ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ８０ ｍｇ ／ Ｌ，Ｍｎ⁃
ＳＯ４·Ｈ２Ｏ ３．０ ｍｇ ／ Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ３．５ ｍｇ ／ Ｌ，ｐＨ
６．８。
１．１．３　 载体与引物　 质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ（＋）购自 Ｎｏｖａ⁃
ｇｅｎ 公司。 本研究用到的突变引物序列见表 １，由
上海生工生物工程有限公司合成。

表 １　 本研究构建的 ＴＰＨ２ 突变体及构建使用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＴＰＨ２ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ

ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

序
号

突变体取
代位置

构建突变体所用引物序列

１ Ｎ１８５Ｐ Ｐｆ１： ＧＧＴＴＴＴＡＡＡＧＡＴＣＣＧＧＴＴＴＡＴＣＧＴＣＡＧＣＧ

Ｐｒ１： ＣＧＧＡＴＧＡＴＣＴＧＣＡＴＣＣ

２ Ｖ１９５Ａ ／
Ｖ１９７Ｉ

Ｐｆ２： ＣＡＡＧＴＡＴＴＴＴＧＣＣＧＡＴＡＴＣＧＣＡＡＴＧＧＧ

Ｐｒ２： ＣＧＡＣＧＣＴＧＡＣＧＡＴＡＡＡＣＡＴ

３ Ｇ２００Ｎ Ｐｆ３： ＧＡＴＧＴＴＧＣＡＡＴＧＡＡＴＴＡＣＡＡＡＴＡＣＧ

Ｐｒ３： ＡＡＣＡＡＡＡＴＡＣＴＴＧＣＧＡＣＧＣＴ

４ Ｔ２１７Ｉ Ｐｆ４： ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＡＣＣＴＧＧ

Ｐｒ４： ＧＧＴＡＴＡＴＴＣＡＡＣＡＣＧＣＧＧ

５ Ｔ３１６Ｃ Ｐｆ５： ＧＡＡＣＣＧＧＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＴＧＡＡＣ

Ｐｒ５： ＣＧＧＡＧＴＡＴＡＣＡＧＣＧＧＡＴＣＧ

６ Ｃ３５７Ｉ Ｐｆ６： ＣＡＴＴＧＡＡＴＴＴＧＧＣＣＴＧＴＧ

Ｐｒ６： ＧＴＡＡＡＧＡＡＡＴＡＧＡＴＧＧＴＴＧＣＣＡＧＴＴＴＣ

７ Ｃ３９６Ｅ Ｐｆ７： ＧＡＴＣＣＧＡＡＡＡＣＣＡＣＣＴＧＴＣ

Ｐｒ７： ＡＡＡＴＧＣＴＴＴＡＡＣＴＴＣＴＧＣＴＴＴＡＴＣＧＣ

８ Ｋ３９８Ｒ ／
Ａ３９９Ｐ

Ｐｆ８： ＧＡＡＡＡＣＣＡＣＣＴＧＴＣＴＧＣＡＡＧ

Ｐｒ８： ＧＧＡＴＣＡＡＡＣＧＧＡＣＧＡＡＣＡＣＡＴＧＣＴＴＴＡＴＣ

９ Ｙ４４６Ｒ ／
Ｆ４４７Ｙ

Ｐｆ９： ＡＣＡＧＡＧＣＡＴＣＧＡＧＡＴＣＣＴＧ

Ｐｒ９： ＧＴＡＴＡＣＧＧＡＴＴＡＴＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴＡＡＡＣＧ

　 注：下划线部分为突变氨基酸对应的引物序列

１．１．４ 　 主要试剂与仪器设备 　 ２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ
（天根 ＫＴ２０１）、质粒小提试剂盒（ＤＰ１０３，天根）、
Ｑ５ 定点突变试剂盒（ＮＥＢ＃Ｅ０５５４Ｓ）、卡那霉素

（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国药典级）、琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ）、丙烯

酰胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′⁃四甲基乙二

胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸铵均为超纯级、甲醇（色谱

纯）、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾等均为分析纯。
Ｌ⁃色氨酸（９９．８７％）、５⁃ＨＴＰ（含量 ９９．６２％）标准品

均购自 ＭＣＥ。 ＰＣＲ 仪（ ＰｏｗｅｒＣｙｃｌｅｒ Ｇｒａｄｉｅｎｔ ＳＬ，
耶拿 Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；电转化仪（Ｇｅｎｅ Ｐｕｌｓｅｒ Ｘｃｅｌｌ， Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ）；电泳仪（ＤＹＣＺ⁃ＭＩＮＩ２，北京六一）；高通量

生物反应摇床（ＰＨ０８，上海世平实验设备有限公

司）；高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ＬＣ１２００，美国安捷

伦公司）；可变波长紫外检测器（Ｇ１３１４Ｂ ／ Ｃ）；超
纯水系统（Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ，美国密理博）；电子分析天平

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＬ４１００，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）。
１．２　 方法

１．２．１　 突变位点选择及突变体构建 　 根据 Ｈｏｔｓ⁃
ｐｏｔ Ｗｉｚａｒｄ ３．０ 的综合结果，选择突变位点并设计

氨基酸变化［１８］。 利用人 ＴＰＨ２ 催化结构域（ＰＤＢ：
４Ｖ０６）建模，采用 ＡｕｔｏＤｕｃｋ Ｖｉｎａ 进行 ＴＰＨ２ 及其

突变体与底物色氨酸、辅酶 ＢＨ４ 和辅助因子 Ｆｅ２＋

的对接［１９］。 根据最佳构象从 １０ 个独立的姿态中

选择能量最低的姿态，使用 ＰｒｏＳＡ⁃ｗｅｂ 进行模型

质量分析和检验［２０］。 用 ＰｙＭＯＬ （ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２． ０，
Ｓｃｈｒöｄｉｎｇｅｒ， ＬＬＣ）进行最佳构像的可视化呈现。
根据选择的突变位点及涉及的氨基酸变化，用
Ｐｒｉｍｅｒ Ｘ 在线突变引物设计软件进行点突变引物

的设计［２１］。 使用 Ｑ５ 定点突变试剂盒 （ ＮＥＢ ＃
Ｅ０５５４Ｓ）首先进行高保真 ＰＣＲ，然后用含 Ｔ４ 多核

苷酸激酶（ＮＥＢ ＃Ｍ０２０１）、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶（ＮＥＢ ＃
Ｍ０２０２）和 ＤｐｎＩ （ＮＥＢ＃Ｒ０１７６）的特殊混合液处

理，快速环化 ＰＣＲ 产物并去除模板，最后转入大

肠埃希菌 ＤＨ５α 感受态细胞。 菌落 ＰＣＲ 验证阳

性克隆后提取质粒，得到各 ＴＰＨ２ 突变体重组子

质粒进一步测序验证。 将经测序验证的突变

ＴＰＨ２ 重组质粒提取后转化导入大肠埃希菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３），筛选得到阳性克隆后，将经固体 ＬＢ 培养

基平板活化的单菌落接种于装有 １００ ｍＬ 液体 ＬＢ
培养基的 ５００ ｍＬ 种子瓶内，添加 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那

霉素，３７ ℃、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ；按 ５％（体
积分数，下同）接种量转接装有 １００ ｍＬ ＴＢ 发酵培

养基的 ５００ ｍＬ 三角瓶中，添加 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那霉

素，３７ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 进行培养，ＯＤ６００ 为 ０．６ ～ ０．８
时，补加 ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达色氨酸羟化酶

２０ ｈ［１７］。 取诱导后菌液 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
弃上清回收菌体。 用 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ ７．０）缓

５２４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 李春辉等：色氨酸羟化酶 ２ 理性设计提高大肠埃希菌 ５⁃羟基色氨酸产量 　 　 　



冲溶液吹吸重悬，配制成终浓度为 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 的

菌悬液。 冰浴条件下超声破碎后 ４ ℃、１０ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测突变

酶表达情况，并以野生型为参照（１００％），用 Ｉｍ⁃
ａｇｅＪ 对重组突变酶表达量进行相对定量分析。
１．２．２　 ５⁃ＨＴＰ 发酵能力测定　 将野生型 ＴＰＨ２ 及

各突变体重组质粒转化导入大肠埃希菌 ＴＲＰ⁃ＢＨ４

构建 ５⁃ＨＴＰ 细胞工厂，同样经菌落 ＰＣＲ 筛选得到

重组子后，将突变体菌种划线接种 ＬＢ 斜面 ３７ ℃
活化培养 ２０ ｈ，然后取 ２ 环菌苔接种于装液量 ７０
ｍＬ 的 ５００ ｍＬ 摇瓶种子培养基中， ３７ ℃、 ２２０
ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养至 ＯＤ６００ １０ ～ １２。 将培养好的种子

按 １０％接种量接入装有 ３００ ｍＬ 培养基的１ ０００
ｍＬ 罐体中，置于高通量生物反应摇床 ３７ ℃培养，
初始通气量 ２７ Ｌ ／ ｈ，转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，通过自动

流加氨水控制 ｐＨ ６．６ ～ ６．８。 培养过程中，当溶氧

降低至 ３０％时交替提高通气量，维持溶氧在 ３０％
～４０％。 当发酵液中葡萄糖质量浓度低于 ８ ｇ ／ Ｌ
时，补加质量浓度为 ６００ ｇ ／ Ｌ 的葡萄糖溶液。 当

发酵液 ＯＤ６００达到 ３０ 左右时，加入 ０．２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＩＰＴＧ 进行诱导，并将培养温度降至 ３０ ℃，直至 ４８
ｈ 发酵结束。 发酵结束后，取发酵液并用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
的盐酸调节 ｐＨ 值至 ３．５，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ
去除菌体，上清液再用 ０．２ μｍ 滤膜过滤后用于

ＨＰＬＣ 检测 ５⁃ＨＴＰ 和色氨酸含量。 ５⁃ＨＴＰ 检测采

用高效液相色谱法，检测条件：色谱柱为 Ｈｙ⁃
ｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８２５０ｍｍ × ４ ． ６ ｍｍ ＩＤ ，５ μｍ （ Ｔｈｅｒ ⁃

ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；检测器为 ＵＶ 检测器；流动相为 １．０％
（ｐＨ ３．００±０．０４），Ｖ 磷酸二氢钾︰Ｖ 甲醇 ＝ ９２︰８；
流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为 ２７５ ｎｍ；进样量

为 １０ μＬ；柱温箱温度为 ３５ ℃；运行时间为 ２０
ｍｉｎ。

２　 结果与分析

２．１　 突变酶的理性设计

ＴＰＨ 催化 Ｌ⁃Ｔｒｐ 羟基化为 ５⁃ＨＴＰ，属于 ＢＨ４

依赖性芳香族氨基酸羟化酶（ＡＡＡＨｓ）家族［２１⁃２２］，
其中 ＴＰＨ１ 与 Ｈｉｓ２７２、Ｈｉｓ２７７、Ｇｌｕ３１７ 和三个水分

子形成共价连接［２３］，晶体学和光谱学研究表明，
在三元酶⁃氨基酸⁃ＢＨ４ 复合物的形成过程中发生

了许多结构变化［２４⁃２５］。 Ｓｏｎｇ 等［２６］ 在 ＴＰＨ１ 与底

物 Ｌ⁃Ｔｒｐ 的结合位点的 ３Å 范围内选择了 ９ 个残

基（ Ｔ２６５、 Ｐ２６８、 Ｆ３１３、 Ｅ３１７、 Ｆ３１８、 Ｇ３３３、 Ｓ３３７、
Ｅ３４０ 和 Ｉ３６６），将它们分别突变为丙氨酸，发现

Ｓ３３７Ａ 的活性增加了 １．３ 倍。 利用 ＴＰＨ２ 催化结

构域建模，选择设计了 ９ 个单位点或双位点突变：
Ｎ１８５Ｐ、 Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ、 Ｇ２００Ｎ、 Ｔ２１７Ｉ、 Ｔ３１６Ｃ、
Ｃ３５７Ｉ、Ｃ３９６Ｅ、Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ、Ｙ４４６Ｒ ／ Ｆ４４７Ｙ 与色

氨酸、ＢＨ４ 和 Ｆｅ２＋对接。 图 １ 是 ＰｙＭＯＬ 呈现的利

用 ＡｕｔｏＤｕｃｋ Ｖｉｎａ 进行野生 ＴＰＨ２ 及各突变体与

色氨酸、ＢＨ４ 和 Ｆｅ２＋分子对接得到的四元复合物

结构的最稳定姿态，可见一至两个位点的相应突

变即可引起酶和底物色氨酸及辅酶 ＢＨ４ 结合位

点、氢键数目、结合能量等的显著改变，但酶的不

稳定性指数（ＩＩ）、脂肪族氨基酸指数、亲水性总平

均值等特征参数变化不大（表 ２）。

图 １　 ＴＰＨ２ 及突变体与色氨酸、ＢＨ４、Ｆｅ２
＋对接结果

Ｆｉｇ．１　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＰＨ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， ＢＨ４ ａｎｄ Ｆｅ２＋

Ａ⁃Ｊ： ＷＴ、Ｎ１８５Ｐ、Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ、Ｇ２００Ｎ、Ｔ２１７Ｉ、Ｔ３１６Ｃ、Ｃ３５７Ｉ、Ｃ３９６Ｅ、Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ、Ｙ４４６Ｒ ／ Ｆ４４７Ｙ
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表 ２　 ＴＰＨ２ 野生酶（ＷＴ）及各突变体特征参数及四元对接复合物特征参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＴＰＨ２ ｗｉｌｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｑｕａｔｅｒｎａｒｙ ｄｏｃｋｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ

ＴＰＨ２ 类型 ＢＨ４ 结合位点 Ｔｒｐ 结合位点
结合能 ／

（Ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
氢键数目
（ＢＨ４ ／ Ｔｒｐ）

不稳定
指数

脂肪族氨
基酸指数

亲水性
总平均值

ＷＴ Ｔｈｒ３１１、Ｇｌｕ３６３、 Ｇｌｙ３７９、
Ｓｅｒ３８２

Ａｒｇ２９４、Ｇｌｎ３３７、Ｌｙｓ４２９、
Ｐｈｅ４４７

－１１．４９０ ４ ／ ４ ５１．１５ ７４．８０ －０．４５９

Ｎ１８５Ｐ Ｇｌｕ２３８、Ｌｙｓ３３１、Ｌｙｓ３６８、
Ｇｌｎ３６９、Ｇｌｕ４２３

Ｔｙｒ２０１、Ｇｌｙ２０４、Ｇｌｎ２０５ －９．８６３ ８ ／ ４ ５１．５５ ７４．８０ －０．４５５

Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ Ｇｌｎ３３７、Ｐｈｅ４４７ Ｔｙｒ２０１、Ｇｌｙ２０４、Ｇｌｎ２０５ －１０．０２０ ３ ／ ３ ５１．２９ ７４．６１ －０．４６３

Ｇ２００Ｎ Ｇｌｕ３３８、Ｌｙｓ４３７、Ａｒｇ４４１、
Ｓｅｒ４４４、Ｖａｌ４４５

Ｌｙｓ４２９、Ａｒｇ４３３ －９．３９８ １０ ／ ３ ５１．３３ ７４．８０ －０．４６５

Ｔ２１７Ｉ Ａｒｇ２０５、Ｇｌｕ２１１、 Ｔｙｒ２１２、
Ａｓｎ２５６、 Ｖａｌ２５７

Ｔｙｒ２０１、 Ａｒｇ２０４、 Ｇｌｎ２０５ －１０．４９０ ７ ／ ４ ５１．３７ ７５．５９ －０．４４８

Ｔ３１６Ｃ Ａｒｇ２３７、 Ｌｙｓ３６８、
Ｇｌｕ３７０、 Ｇｌｕ４２３

Ｔｙｒ２０１、 Ｇｌｙ２０４、 Ｇｌｎ２０５ －１０．０８０ ８ ／ ３ ５１．１５ ７４．８０ －０．４５９

Ｃ３５７Ｉ Ｌｅｕ３０９、 Ｓｅｒ３８２ Ａｌａ３５５ －１１．２２０ ２ ／ １ ５１．１５ ７５．５９ －０．４５５

Ｃ３９６Ｅ Ｌｅｕ３０９ Ａｌａ３５５ －１１．１３０ １ ／ １ ５０．４１ ７４．８０ －０．４７１

Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ Ａｒｇ３０３、 Ｌｅｕ３０９、 Ｇｌｕ３６３、
Ｓｅｒ３８２

Ａｌａ３５５ －１１．０００ ５ ／ １ ５２．００ ７４．５９ －０．４６７

Ｙ４４６Ｒ ／ Ｆ４４７Ｙ Ｔｈｒ３１１、 Ｇｌｕ３６３ Ｔｙｒ２０１、 Ｇｌｙ２０４ －１１．６５０ ４ ／ ３ ５１．１５ ７４．８０ －０．４７４

２．２　 突变体的构建与筛选

提取 ｐＥＴ２８ ／ ＴＰＨ２ 重组质粒，利用设计的突

变引物 （表 １） 和 Ｑ５ 定点突变试剂盒 （ ＮＥＢ ＃
Ｅ０５５４Ｓ）进行扩增、转化后，利用 ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋）通

用引物 Ｔ７ 正向引物：５′⁃ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴ⁃
ＡＧＧＧ⁃３′和 Ｔ７ 反向引物：５′⁃ＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴ⁃
ＣＡＧＣＧＧ⁃３′进行菌落 ＰＣＲ 筛选鉴定重组子，结果

如图 ２ 所示。 所有突变体都得到了大小约 １．７５
ｋｂ 的扩增条带，与预期大小一致。 进一步测序验

证，所有突变体都在设计的位点引入了预期突变

（图 ３）。

图 ２　 ＴＰＨ２ 突变体重组子菌落 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ＴＰＨ２ ｍｕｔａｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ
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图 ３　 ＴＰＨ２ 突变体重组子测序验证结果

Ｆｉｇ．３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＴＰＨ２ ｍｕｔａｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ
序列位置编号自编码区第一个碱基 Ａ（Ａ）或第一个氨基酸 Ｍ（Ｂ）开始，只显示突变位点及其附近序列。 Ａ： ＴＰＨ２ 野生型和

突变体核酸序列比对结果；Ｂ： ＴＰＨ２ 野生型和突变体氨基酸序列比对结果

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｓｅ Ａ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ａｒｅａ， ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅａｒｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｙｅｄ． Ａ： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＴＰＨ２；Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＴＰＨ２

２．３　 ＴＰＨ２ 基因突变体表达情况

各 ＴＰＨ２ 基因突变体导入大肠埃希菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）后在 ＴＢ 培养基诱导表达情况见图 ４，所有

突变体都实现了可溶性表达，重组体全细胞裂解液

中均检测到了预期约 ５８ ｋＤａ 的 ＴＰＨ２ 突变酶融合

蛋白（图 ４Ａ），比较而言突变体 Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ 可溶

性表达量最高，突变体 Ｃ３９６Ｅ 可溶性表达量最低，
其余突变体可溶性表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５，图
４Ｂ），但总体上 ＴＰＨ２ 各突变基因均能在高产色氨

酸的大肠埃希菌 ＴＲＰ⁃ＢＨ４ 中高效表达。

图 ４　 重组 ＴＰＨ２ 突变体表达全细胞裂解液 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 上清检测结果

Ｆｉｇ．４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＴＰＨ２ ｍｕｔａｎｔｓ
Ａ：ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳图；Ｂ：ＴＰＨ２ 表达量定量比较（不同字母表示显著差异，Ｐ＜０．０５）；Ｍ：蛋白质分子量标准；Ｎ：未诱导的

Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＴＰＨ２；１ ～ ９ 泳道：突变体 Ｎ１８５Ｐ、Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ、Ｇ２００Ｎ、Ｔ２１７Ｉ、Ｔ３１６Ｃ、Ｃ３５７Ｉ、Ｃ３９６Ｅ、Ｋ３９８Ｒ ／
Ａ３９９Ｐ 和 Ｙ４４６Ｒ ／ Ｆ４４７Ｙ 转化子

Ａ： Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＴＰＨ２ （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ， Ｐ＜０．０５）； Ｍ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｎ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃
ＴＰＨ２；１⁃９： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｏｆ Ｎ１８５Ｐ，Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ，Ｇ２００Ｎ，Ｔ２１７Ｉ，Ｔ３１６Ｃ，Ｃ３５７，Ｃ３９６Ｅ，Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ
ａｎｄ Ｙ４４６Ｒ ／ Ｆ４４７Ｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　 突变酶构建的 ５⁃ＨＴＰ 细胞工厂发酵性能

根据 ＨＰＬＣ 测定、计算得到各突变体导入

Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＲＰ⁃ＢＨ４ 所构建的各细胞工厂的 ５⁃ＨＴＰ
产量、５⁃ＨＴＰ ／ Ｔｒｐ 值如图 ５ 所示。 突变酶 ５⁃ＨＴＰ
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产量较野生酶均有提高，说明本次理性设计是成

功的。 突变酶 Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ 构建的细胞工厂不

仅 ５⁃ＨＴＰ 发酵产量最高（１６．１７ ｇ ／ Ｌ），相对野生酶

产量提高了 ５４％，而且发酵产物中 ５⁃ＨＴＰ ／ Ｔｒｐ 比

值大幅提高，由野生酶的 １．０８ 提高至 ３．２１，即发

酵液中色氨酸残留量大幅降低（９．７２ ｇ ／ Ｌ ｖｓ． ５．０４
ｇ ／ Ｌ），这非常有利于后续从发酵液中提取、精制

产物 ５⁃ＨＴＰ。 值得注意的是，与相应突变体在 Ｅ．
ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）表达后采用游离细胞进行的生物

转化相比，相应突变基因导入 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＲＰ⁃ＢＨ４ 构

建的细胞工厂合成 ５⁃ＨＴＰ 的能力更强，且产物中

色氨酸含量占比更低［１７］。

图 ５　 构建的不同细胞工厂的 ５⁃ＨＴＰ 发酵产量

及发酵液中 ５⁃ＨＴＰ 和色氨酸含量比

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ５⁃ＨＴＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ
５⁃ＨＴＰ ｔｏ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒｉｅｓ

３　 讨　 论

突 变 酶 Ｎ１８５Ｐ、 Ｔ２１７Ｉ、 Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ 和

Ｔ３１６Ｃ 与色氨酸结合位点均为 Ｔｙｒ２０１、Ａｒｇ２０４ 和

Ｇｌｎ２０５ ３ 个氨基酸，但 Ｎ１８５Ｐ、Ｔ２１７Ｉ 与色氨酸间

均形成 ４ 个氢键，Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ 和 Ｔ３１６Ｃ 与色氨

酸间均形成 ３ 个氢键，后两者的 ５⁃ＨＴＰ 产量在所

有突变体中最高，说明适当降低底物色氨酸和

ＴＰＨ２ 的结合能力至 ３ 个氢键，提高酶⁃底物的结

合能，有助于提高酶⁃色氨酸⁃ＢＨ４⁃Ｆｅ２＋四元复合物

的柔性，从而提高 ＴＰＨ２ 的催化效率；类似地，
ＴＰＨ２ 与辅酶 ＢＨ４ 结合的氢键数增加同样使得四

元复合物刚性太强，从而降低了 ＴＰＨ２ 的催化效

率。 分析原因，本研究所用 ＴＰＨ２ 源自人，在人和

哺乳动物体内主要在大脑神经元中表达，而该部

位色氨酸浓度通常很低［２７⁃２８］，因而进化出很强的

与底物色氨酸及辅酶 ＢＨ４ 结合的能力，但这样的

复合物结构刚性较强，使得 ＴＰＨ２ 活性不高，在体

内合成褪黑素过程中形成了典型的限速步骤［２９］。
同理，突变酶 Ｃ３５７Ｉ、Ｃ３９６Ｅ、Ｋ３９８Ｒ ／ Ａ３９９Ｐ 与色

氨酸结合位点均只有 Ａｌａ３５５，且仅形成 １ 个氢键

连接，使得四元复合物柔性太强，因而催化效率相

对也较低。 在所有突变体中，突变酶 Ｃ３９６Ｅ 可溶

性表达量与其他突变酶及野生酶相比显著降低，
但其 ５⁃ＨＴＰ 产量较野生酶也有明显提高，分析与

其不稳定指数在所有酶中最低，稳定性最高有关。
徐庆阳等［３０］ 利用大肠埃希菌 ＨＴＰ１０ 发酵，

在发酵中期产酸阶段减少通风量，降低溶氧，流加

柠檬酸，保证 ＢＨ４ 合成过程还原力充足，在底糖

消耗尽后降低补糖速率，减少色氨酸累积，使得

ＥＭＰ 途径受到抑制，而 ＨＭＰ 途径增强，提高了

５⁃ＨＴＰ产量，并减少了中间产物色氨酸积累，解决

了 ＢＨ４ 在生物发酵过程中被氧化消耗，合成过程

还原力不足以及色氨酸过量累积影响 ５⁃ＨＴＰ 产

量的问题，使 ５⁃ＨＴＰ 产量由 １．７５ ｇ ／ Ｌ 提高至 １．９３
ｇ ／ Ｌ，而色氨酸积累由 ２．８１ ｇ ／ Ｌ 降至 １．８２ ｇ ／ Ｌ；他
们还通过在原有 ５⁃ＨＴＰ 工程菌株的基础上，异源

表达活性高、毒性低的色氨酸羟化酶突变体，构建

了更加高效的色氨酸羟化途径，结合构建 ＮＡＤ
（Ｐ）Ｈ 再生途径，使 ５⁃ＨＴＰ 产量达 ６．３ ｇ ／ Ｌ，较起

始工程菌产量提高了 ２３６．９％，且 Ｌ⁃色氨酸含量降

低了 ８８． ４％［３１］。 与本研究最为接近的是 Ｓｏｎｇ
等［２６］通过 ＴＰＨ１ 的理性设计，使 ５⁃ＨＴＰ 产量提高

了 ２．０６ 倍，但最终产量却仅为 ０. ９１ ｇ ／ Ｌ。 除本团

队的专利［１７］ 报道了 ＴＰＨ２ 突变体可以提高游离

细胞转化色氨酸为 ５⁃ＨＴＰ 效率外，尚未见到利用

ＴＰＨ２ 突变体以大肠埃希菌细胞为底盘构建成功

５⁃ＨＴＰ 细胞工厂的报道，本研究利用专利中设计

的突变酶以大肠埃希菌为底盘细胞，在前期工作

基础上构建了系列细胞工厂，得到了目前 ５⁃ＨＴＰ
生产性能最高的菌种，１ Ｌ 补料摇瓶发酵 ４８ ｈ，
５⁃ＨＴＰ产量高达 １６．１７ ｇ ／ Ｌ。

酶的理性设计是提高 ＴＰＨ２ 酶活，突破５⁃ＨＴＰ
合成限速步骤，提高 ５⁃ＨＴＰ 发酵产量的有效途径。
ＴＰＨ２ 和底物色氨酸、辅酶 ＢＨ４ 间氢键连接太多或

太少都不利于其催化活性的发挥，实验条件下突变

酶 Ｖ１９５Ａ ／ Ｖ１９７Ｉ 与底物色氨酸、辅酶 ＢＨ４ 间氢键
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数目均为 ３ 个，细胞内催化活性最高，以此为基础

构建的细胞工厂发酵 ４８ ｈ 获得了目前由葡萄糖起

始的 ５⁃ＨＴＰ 发酵最高产量 １６．１７ ｇ ／ Ｌ。
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